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ผลของสารสกดัจากเมลด็กระทงลาย (Celastrus paniculatus Willd.) ต่อการมชีวีติของเซลล์

ประสาทฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัล คอร์เท็กซ์ในหนูแรทเพศผู้

ปุณณ์ณิษา กุลวงษ์ (วท.บ.) ปัณฑิตา แตงพันธ์ (วท.บ.) ศิริประภา บุญมี (วท.บ.) และ 

ศิริพร จ�ำเนียรสวัสดิ์ (ปร.ด.) 

สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี ประเทศไทย

บทคัดย่อ

บทน�ำ มีการรายงานว่าสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) และยับยั้งการตาย 

(apoptosis) ของเซลล์เพาะเลี้ยงได้ แต่ยังไม่มีการรายงานถึงผลต่อเซลล์ประสาทในสมองหนูแรท

วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายต่อการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อสมอง รวมถึงฤทธิ์

ในการยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทผ่านกลไก apoptosis ในหนูแรทเพศผู้สายพันธุ์ Sprague Dawley

วิธกีารศกึษา เป็นการศึกษาไปข้างหน้าแบบสุม่และมีกลุม่ควบคมุในหนแูรทอาย ุ4 สปัดาห์ เพศผู ้จ�ำนวน 12 ตัว 

หนูแรทกลุ่มทดลอง 6 ตัว ได้รับการฉีดสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ขนาด 80 มก./กก. น�้ำหนักตัว เข้าทาง

ช่องท้องติดต่อกันทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ และกลุ่มควบคุม 6 ตัว ได้รับการฉีดด้วย Dimethylsulfoxide 

(DMSO) ร้อยละ 0.5 ปริมาตร 0.2 มล. ทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์เช่นกัน พักหนูแรท 5 วันก่อนน�ำไปศึกษา

เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสด้วยวิธีย้อมสี hematoxylin และ eosin ศึกษาการแสดงออกของ anti-apoptotic 

protein ชนดิ BCL-2 ในซรีบีรัลคอร์เทก็ซ์และฮิปโปแคมปัส ด้วยวธิ ีimmunohistochemistry และศกึษาสัดส่วน

การแสดงออกของ anti-apoptotic protein (BCL-2) และ pro-apoptotic protein (BAX) ซึ่งเป็นตัวก�ำหนด

ส�ำคัญในการมีชีวิตรอดของเซลล์ประสาท ด้วยวิธี Western blot จากสมองทั้งลูก (whole brain) นอกจากนี้

ยังท�ำการบันทึกปริมาณอาหารและน�้ำที่กิน และน�้ำหนักหนู ตลอดการทดลอง

ผลการศกึษา หนแูรททีไ่ด้รบัสารสกดัจากเมลด็กระทงลายเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ไม่มผีลเปลีย่นแปลงน�ำ้หนกัปรมิาณ

น�ำ้และอาหารท่ีกนิในแต่ละวนั แสดงว่า การได้รบัสารสกดัจากเมลด็กระทงลายไม่มีผลกระทบต่อการเจริญเตบิโต

ของร่างกาย หนแูรทกลุม่ทดลองมลีกัษณะการจัดเรียงตัวของเซลล์ประสาทภายในฮิปโปแคมปัสไม่แตกแต่งจาก

กลุม่ควบคมุ เป็นไปได้ว่าสารสกดัจากเมลด็กระทงลายไม่พบความเป็นพษิต่อเซลล์ประสาท และเมือ่ศึกษากลไก

การยับยั้งการตายของเซลล์ประสาทผ่านการแสดงออกของ BCL-2 ซึ่งเป็น anti-apoptotic protein และ BAX 

ซึ่งเป็น pro-apoptotic protein พบว่ากลุ่มทดลองมีการแสดงออกของ BCL-2 เพิ่มขึ้นทั้งในซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

และฮิปโปแคมปัส และเมื่อศึกษาสัดส่วนการแสดงออกของ BCL-2 ต่อ BAX พบว่าเพิ่มขึ้นในกลุ่มทดลองอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังนั้นสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายควบคุมสัดส่วนการแสดงออก

ของ BCL-2 ต่อ BAX จึงอาจจะมีบทบาทส�ำคัญต่อการปกป้องเซลล์ประสาท

สรุป การศึกษานี้บ่งช้ีว่าสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทและยังส่งเสริม

การมีชีวิตของเซลล์ด้วยการยังยั้งการเกิด apoptosis 

ค�ำส�ำคัญ เมล็ดกระทงลาย ฮิปโปแคมปัส ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ อะพอพโทซิส
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Abstract 

Background: Celastrus paniculatus (CP) seed extract has been reported to have neuroprotective 

and antioxidant activities. However, the direct effect of CP seed extract on promoting neuronal 

survival is unknown. 

Objective: The present study aimed to demonstrate the effects of CP seed extract on neuronal 

apoptosis and histological change in the brain of male Sprague Dawley rats.

Materials and Methods: This study is a prospective, randomized, controlled study in 4-week-

old rats. There were 12 male rats, 6 rats in the experimental group was injected with CP seed 

extract at the dose of 80 mg/kg body weight intraperitoneally daily for 2 weeks. Six control 

groups were injected with Dimethylsulfoxide (DMSO) 0.5% 0.2 mL volume daily for 2 weeks as 

well. Rats were rested for 5 days. The hippocampal structure was observed by hematoxylin 

and eosin staining technique. The expression of cerebral and hippocampal BCL-2 protein was 

performed by using immunohistochemistry technique. The expression ratio of BCL-2 to BAX 

in whole brain protein was studied by Western blot technique. Body weight, food intake, and 

water intake of control and experimental rats were recorded throughout 14 days of treatment.

Results: Body weight, food intake, and water intake of control and experimental rats were 

comparable; indicating that CP seed extract has no effect on metabolic aspect of the rats. 

Hippocampal structure and neurons were also comparable in both groups; suggesting that CP 

seed extract has nontoxicity effect. However, the cerebral and hippocampal BCL-2 expression 

were significantly increase in treated group when compared with those of the control group. 

Whole brain BCL-2/BAX expression ratio was also significantly increased in treated group when 

compared with the control group. Since it has been suggested that the ratio of BCL-2 to BAX is 

an important determinant of neuronal survival, CP-regulated BCL-2/BAX expression may play 

a vital role in neuronal protection beyond their antioxidant activity. 

Conclusion: CP seed extract had no neurotoxic effect and enhanced cell survival through  

inhibition of apoptosis. 
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บทน�ำ

กระทงลาย (Celastrus paniculatus 

Willd.) จัดอยู่ในวงศ์ CELASTRACEAE ลักษณะ

เป็นไม ้เถาเนื้อแข็งขนาดใหญ่ เมล็ดรูปไข ่สีแดง

อมน�้ำตาล มีน�้ำมันหอมระเหยอยู่ภายในเมล็ดเป็นพืช

พื้นบ้านที่พบได้ในประเทศไทยและประเทศในภูมิภาค

เอเชียตะวันออกเฉียงใต ้  ในอดีตประเทศไทยมี

การสกัดน�้ำมันจากเมล็ดกระทงลายมาใช้เป็นยานวด

คลายกล้ามเนื้อบรรเทาอาการเหน็บชา เคล็ดขัดยอก1 

ข้อมูลจากต�ำราอายุรเวท (Ayurveda) ซึ่งเป็นต�ำรา

การแพทย์แผนโบราญของประเทศอนิเดยี รายงานว่ามี

การใช้กระทงลายรักษาโรคหลายชนิด อาทิ โรคเรื้อน 

ด่างขาว โรคไขข้อ โรคเกาต์ อัมพาต และ หอบหืด 

เป็นต้น2 การศึกษาต่อมาพบว่าน�้ำมันที่สกัดได้จาก

เมล็ดกระทงลายมีฤทธิ์ยับยั้งไวรัส3 ยับย้ังแบคทีเรีย4 

ลดปวด และต้านการอักเสบได้5 นอกจากนี้ยังมี

การใช้กระทงลายเป็นสารกระตุน้การท�ำงานของระบบ

ประสาทและเพิ่มการเรียนรู้ (cognitive-enhancing 

agent) ในกลุ่มคนพื้นเมืองกันอย่างกว้างขวางอีกด้วย 

มีงานวิจัยแสดงให้เห็นว่า หนูทดลองที่ได้รับน�้ำมัน

กระทงลายมีการเรียนรู้ที่จะหลีกเลี่ยงต่อการถูกช็อค

ด้วยไฟฟ้าได้ดีกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�ำคัญทาง

สถิติในแบบทดสอบพฤติกรรมชนิด passive และ 

active avoidance6,7 และการให้น�้ำมันกระทงลาย

แบบระยะยาว (chronic) สามารถเพิ่มระดับ

สติปัญญาและการเรียนรู้ของเด็ก และลดระดับของ 

catecholamine metabolite ในสมองของกลุ่มเด็ก

พิการทางสมอง (retarded children) ได้8 นอกจากนี้ 

ยังมีการรายงานว่า หนูแรทที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายมีการเรียนรู้และความจ�ำเพิ่มขึ้น มีระดับ

ของ malondialdehyde ซึ่งเป็นสารที่ เกิดจาก

ปฏิกิริยา lipid oxidation ลดลงในขณะเดียวกันก็มี

ระดับ glutathione และ catalase ในสมองเพิ่มขึ้น 

แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธิ์

ในการเพิ่มการเรียนรู้และยับยั้งกระบวนการ lipid 

oxidation ในเซลล์ประสาทได้9 ในปี ค.ศ. 2010 

มกีารรายงานว่า การให้สารสกัดจากเมลด็กระทงลายที่

สกดัด้วยการต้มในน�ำ้เดือดแก่หนแูรทยับยัง้การสูญเสยี

ความจ�ำจากการเหนี่ยวน�ำด้วย sodium nitrite ได้

อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ และ

ได้ผลใกล้เคียงกับยา piracetam ซึ่งเป็นยาที่ใช้รักษา

ความจ�ำเส่ือมในปัจจุบัน นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัด

จากเมลด็กระทงลายสามารถลดการท�ำงานของเอนไซม์ 

acetylcholinesterase ในสมองของหนูแรทได้

ใกล้เคยีงกับยา piracetam แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัจาก

เมล็ดกระทงลายยับยั้งความจ�ำเส่ือมได้โดยออกฤทธิ์

ผ่านกลไกการท�ำงานของ acetylcholinesterase10 

นอกจากนั้น มีการรายงานฤทธิ์ต ้านอนุมูลอิสระ 

(anti-oxidant) และฤทธิ์ต้านกระบวนการตายของ

เซลล์แบบ apoptosis (anti-apoptotic) ในหลอด

ทดลองของสารสกดัจากเมลด็กระทงลาย และสามารถ

ต้านพษิของ tertiary butyl hydroperoxide (t-BHP) 

ในกระบวนการตายของเซลล ์แบบ apoptosis 

ตามวิถีไมโตคอนเดีย (mitochondria pathway) 

โดยพบว่า การให้สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายที่

ความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถยับยั้งการตายของ

เซลล์กล้ามเนือ้ชนดิ C2C12 ท่ีเกดิจาก จากการเหนีย่วน�ำ 

ด้วย t-BHP ได้ โดยสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายไป

ยับยั้งไม่ให้ mitochondria ถูกท�ำลาย ยังสามารถลด

ระดับของ malondialdehyde เพิ่มการแสดงออก

ของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) และ 

catalase (CAT) นอกจากนี้ยังลดการแสดงออกของ 

Cytochrome C และ 70-kDa heat shock proteins 

(HSP70) ลดการท�ำลายดเีอนเอของเซลล์กล้ามเนือ้ชนดิ 

C2C12 ได้อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ที่ได้รับ t-BHP เพียงอย่างเดียว11 อย่างไรก็ตามจาก

การทบทวนวรรณกรรมยังไม่พบว่ามีการศึกษาผลของ

สารสกดัจากกระทงลายต่อการมชีวิีตของเซลล์ประสาท

ในสมอง 
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เป็นที่ทราบกันดีว่าวิถีการมีชีวิตรอดในเซลล์

ประสาทมีความจ�ำเพาะ และเกี่ยวข้องกับสมดุลของ 

pro-apoptotic protein และ pro-survival protein 

(anti-apoptotic protein) ซึง่เป็นส่วนประกอบส�ำคญั

สองชนิดของ B-cell lymphoma 2 family ท่ี

ท�ำงานตรงข้ามกันอย่างชัดเจน มีการรายงานว่า เมื่อ

ยับยั้ง BCL-2 และ B-cell lymphoma-extra large 

ซึ่งเป็น pro-survival proteins (anti-apoptotic 

protein) ท�ำให้เซลล์ประสาทเกิด apoptosis แบบ

กระจายทั่วสมองเป็นบริเวณกว้าง12 ในขณะที่หาก

มีการยับยั้ง pro-apoptotic proteins ที่ส�ำคัญ

ได้แก่ BCL-2 Associated X-Protein จะท�ำให้เซลล์

ประสาทมีชีวิตรอด ลดการตายของเซลล์ประสาท

ที่เกิดจากการเหนี่ยวน�ำด้วยสารพิษได้อย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ13 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์

เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายต่อ

การแสดงออกของ apoptotic protein ได้แก่ BCL-2 

(anti-apoptotic protein) และ BAX (pro-apoptotic 

proteins) ร่วมกับการศึกษาเนื้อเยื่อของสมองส่วน 

hippocampus ในหนูแรทเพศผู้

วิธีการศึกษา

1. การสกัดสารจากเมล็ดกระทงลาย

น�ำเมล็ดกระทงลายตากแห้งมาบดอย่าง

หยาบด้วยโกร่งบดยา ชั่งให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน 

และน�ำมาแช่ในตัวท�ำละลายเมทานอลร้อยละ 95 

ในอัตราส่วนกระทงลายต่อเมทานอล 1:4 เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นท�ำการกรอง

สารละลายโดยใช้กรวยแก้วและส�ำลี น�ำสารละลาย

ที่กรองได ้ไประเหยด ้วยเครื่องระเหยแบบหมุน

ภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator) จะได้สาร

สกัดหยาบชั้นเมทานอล (methanol extract หรือ 

crude extract) ท�ำการละลายสารสกดัหยาบจากเมล็ด

กระทงลายใน dimethylsulfoxide (DMSO) ร้อยละ 

0.5 ให้มีความเข้มข้น 200 มก./มล. 

ปรมิาตรทีฉ่ดีเข้าหนแูรทใช้ความเข้มข้น 80 

มก./กก. น�ำ้หนกัตัว ติดต่อกนัทกุวนั เป็นเวลา 2 สปัดาห์ 

อ้างอิงจากการทดลองก่อนหน้าของ Bhagya et al 

ซึ่งได้ท�ำการศึกษา neuroprotective activity 

ข อ ง ส า ร ส กั ด จ า ก เ ม ล็ ด ก ร ะ ท ง ล า ย โ ด ย ใ ช ้

ความเข้มข้น 50, 200, และ 400 มก./กก. เป็นเวลา 14 วนั 

พบว่าสามารถยับยั้งความจ�ำเสื่อมจากการเหนี่ยวน�ำ

ด้วย scopolamine ได้6 นอกจากน้ียังมีงานวิจัยที่ใช้ 

100 มก./กก. ต้านฤทธิ์ของ 3-nitropropionic acid 

ต ่อการเหนี่ยวน�ำให ้เซลล ์ประสาทถูกท�ำลายใน

หนแูรท14 แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัจากเมลด็กระทงลาย

มีฤทธิ์ neuroprotective activity ตั้งแต่ 50 มก./กก. 

เป็นต้นไป งานวจัิยนีจึ้งเลอืกใช้ 80 มก./กก. น�ำ้หนกัตวั 

ซึง่ยงัอยูใ่นช่วงทีม่ปีระสทิธภิาพและอาจจะเป็นการลด

ขนาดการใช้ยาลงได้อีกด้วย ในขณะที่กลุ่มควบคุมฉีด

ด้วย DMSO ร้อยละ 0.5 ปริมาตร 0.2 มล. เป็นเวลา 

2 สัปดาห์เท่ากัน ซึ่งเป็นปริมาตรที่ไม่มีความเป็นพิษ

ต่อหนูแรท15

2. การเตรียมสัตว์ทดลอง

ใช้หนูแรทสายพันธุ์ Sprague Dawley 

เพศผู ้อาย ุ4 สปัดาห์ จ�ำนวน 12 ตัว จากบรษิทั โนมรูะ 

สยาม อินเตอร์เนชั่นแนล จ�ำกัด โดยน�ำมาพักและ

ปรบัตวัให้คุน้เคยกบัสภาพแวดล้อมใหม่เป็นเวลา 7 วัน 

หนูแรททุกตัวถูกน�ำไปเลี้ยงไว้ในห้องเลี้ยงสัตว์ทดลอง

ของคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา (ห้อง 

MS308) โดยมีการควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ระหว่าง 24 

(+/-1 °C) ความชื้นที่ควบคุมอยู่ระหว่าง 55 (+/-10) 

และระยะเวลาการให้แสงสว่าง: ความมดื 12:12 ชัว่โมง 

หนูแรททุกตัวจะได้รับอาหารเม็ดและน�้ำสะอาดอย่าง

บริบูรณ์ เปลี่ยนวัสดุรองนอนใหม่ทุก 2 วัน หรือเมื่อ

ตรวจสอบพบว่า วัสดุรองนอนมีความชื้น หรือ สกปรก 

โดยวัสดุรองนอนที่ใช้ คือ ขี้เลื่อยอบแห้งปราศจากเชื้อ 

แบ่งหนูแรทออกเป็น 2 กลุ่ม โดยการสุ่ม

อย่างง่าย (simple random assignment) เข้ากลุ่ม

ทดลองกับกลุ่มควบคุมด้วยวิธีจับฉลากแบบไม่คืนที่ 
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จ�ำนวน 2 กลุ่ม กลุ่มละ 6 ตัว แต่ละกลุ่มถูกขังไว้

ในกรง กรงละ 3 ตัว กลุ่มควบควบคุมฉีดด้วย DMSO 

ร้อยละ 0.5 จ�ำนวน 0.2 มล. ผ่าน intraperitoneal 

(i.p.) และกลุ่มทดลอง ท�ำการฉีดสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายแบบ i.p. ที่ความเข้มข้น 80 มก./กก. 

น�้ำหนักตัว ติดต่อกันทุกวัน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ สังเกต

อาการของหนูแรทตลอดเวลา 2 สัปดาห์ พร้อมทั้ง

บันทึกปริมาณการกินน�้ำและอาหารของหนูแรท 

โดยการใช้สัตว์เป็นไปตามข้อก�ำหนดทางจริยธรรมท่ี

ได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการก�ำกับดูแลการด�ำเนิน

การต่อสัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ ตามใบอนุญาต

เลขที่ 010/2565 

3. ศกึษาการเปล่ียนแปลงของเซลล์ประสาท 

hippocampus ด้วยการย้อมส ีhematoxylin และ 

eosin

หลังจากให้สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย

เรียบร ้อยแล ้วพักหนู  5 วัน ( โดยทั่วไปให ้พัก

ตั้งแต่ 2 วัน ถึง 1 สัปดาห์) รวมทั้งสิ้น 19 วัน แล้วท�ำ 

การการุณฆาตด้วย CO
2
 จนหนูเข้าสู่ระยะที่ 3 ของ

การสลบท�ำการเปิดกะโหลกด้านหลงั แล้วคบีเอาสมอง

ออกมาจุ่มล้างใน phosphate buffer saline และ 

ตดัครึง่แนว midsagittal plane เพือ่แบ่งออกเป็นสอง

ซกีซ้ายขวาแล้วท�ำการตรงึสภาพด้วย formaldehyde 

ร้อยละ 10 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น�ำชิน้สมอง

ไปผ่านขั้นตอน dehydration clearing infiltration 

และ embedding เพือ่ฝังลงในบลอ็กพาราฟิน แล้วน�ำ

มาตัดด้วยเครื่อง rotary microtome ที่ความหนา 5 

ไมโครเมตร หลังจากน้ันน�ำสไลด์ท่ีมีเน้ือเยื่อมาละลาย

พาราฟินและท�ำการ dehydration ด้วย alcohol ก่อน

ท�ำการย้อมนิวเคลียสด้วย Mayer’s hematoxylin 

ล้างสีส่วนเกินด้วยน�้ำประปาไหลผ่าน และ acid 

alcohol แล้วจึงย้อมสีไซโตพลาสซึมด้วยสี Eosin 

Y ล้างสีส่วนเกินด้วยเอทิล แอลกอฮอล์และท�ำการ 

dehydration น�ำสไลด์ mount ด้วย Permount™ 

Mounting Medium แล้วศึกษา hippocampus 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

4. ศึกษาการแสดงออกของ BCL-2 ใน 

cerebral cortex และ hippocampus ด้วยเทคนคิ 

immunoperoxidase 

หลังจากน�ำสไลด ์ เนื้อ เยื่อมาละลาย

พาราฟินออกเรียบร้อยแล้ว ด�ำเนินการท�ำ antigen-

retrieve โดยใช้ citrate buffer ใส่ในไมโครเวฟเป็น

เวลา 5 นาที แล้วน�ำมาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที 

บ่มด้วย hydrogen peroxide ร้อยละ 3 ในที่มืดเป็น

เวลา 30 นาที บ่มด้วย glycine buffer ร้อยละ 1 นาน 

30 นาท ีเพือ่ยบัยัง้ nonspecific binding แล้วล้างด้วย 

PBST ร้อยละ 0.1 ต่อมา Blocking อกีครัง้ด้วย bovine 

serum albumin (BSA) ร้อยละ 4 ใน PBST เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเททิ้งเช็ดสไลด์ให้แห้งสนิทแล้ว

บ่มด้วย anti-BCL-2 mouse polyclonal antibody 

(1:200; abcam, USA) ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 

16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST ร้อยละ 0.1 น�ำไปบ่มใน 

HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:1000; 

abcam, USA) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 

ล้างด้วย PBST ก่อนน�ำไปย้อมสไลด์ด้วยสี 3, 3 

Diaminobenzidinetetrahydrochloride (DAB) 13 

นาที ในที่มืดแล้วล้างด้วยน�้ำกล่ัน จากนั้นย้อมสไลด์

ในสารละลาย Mayer’s hematoxylin 30 วินาที 

แล้วท�ำการดึงน�้ำออกด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ น�ำสไลด์

เนื้อเยื่อไปแช่ในสาร xylene แล้วท�ำการ mount 

ด้วย Permount™ Mounting Medium เพื่อศึกษา

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและน�ำภาพที่ได้มา

ท�ำการวิเคราะห์ความเข้มของการติดสีด้วยโปรแกรม 

image J



32

Draft

บูรพาเวชสาร ปีที่ ๑๐  ฉบับที่ ๒  กรกฎาคม – ธันวาคม  ๒๕๖๖

5. ศึกษาการแสดงออกของ BCL-2 และ 

BAX ด้วยวิธี Western blot

ท�ำการสกัดโปรตีนโดยใช้ protease 

inhibitor cocktail ผสมกับ RIPA buffer อัตราส่วน 

1:100 ใส่ลงใน microcentrifuge tube ที่มีชิ้น

ของ hippocampus อยู่ จากนั้นท�ำการย่อยโดยใช้

เคร่ือง homogenizer และ sonicator แล้วน�ำไป 

centrifuge ที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บ

ส่วน supernatant และท�ำการวัดปริมาณโปรตีน

ด้วย Bradford protein assay จากนั้นน�ำไปวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ด้วยเครื่อง 

spectrophotometer ท�ำการแยกโปรตีนด้วยวิธี 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) โดยให้ศักย์ไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาท ีจากนัน้ย้ายโปรตีนลงบน

แผ่น nitrocellulose membrane ด้วยเครื่อง wet 

blot transfer ท่ีความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 

105 นาที ภายใต้อุณหภูมิ 4 °C เมื่อครบเวลาน�ำแผ่น 

nitrocellulose membrane มาย้อมด้วย Ponceau 

S ร้อยละ 0.1 เพ่ือติดตามผลการย้ายโปรตีน และ

ล้างด้วย Tris-buffer saline-tween (TBS-T) 3 ครั้ง 

จากนั้นท�ำการยับยั้ง non-specific protein บนแผ่น 

nitrocellulose membrane ด้วย skimmed milk 

ร้อยละ 5 ใน TBS-T เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาน�ำมาล้างด้วย TBS-T 3 ครั้ง ก่อนที่จะน�ำมาบ่ม

ด้วย anti-BCL-2 (หรือ BAX หรือ actin) mouse 

polyclonal antibody (1:1000; abcam, USA) เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 °C หลังจากนั้นบ่มด้วย 

HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5000; 

abcam, USA) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 

จากนัน้ใส่ enhance chemiluminescent detection 

substrate (ECL) ลงบนแผ่น membrane แล้วปิดด้วย

แผ่นพลาสติกใส เป็นเวลา 5 นาที ในที่มืด น�ำ x-ray 

film มาปะกบเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาน�ำไปจุ่ม

ในน�ำ้ยาล้างฟิล์ม น�ำ้สะอาด และหยดุปฏกิริยิาบนฟิล์ม

ด้วย fixer ตามล�ำดับ ตากฟิล์มให้แห้งแล้วท�ำการ scan 

ฟิล์มท่ีได้ น�ำไปวิเคราะห์ความเข้มของแถบโปรตีน

โดยใช้โปรแกรม Image J

วิธีการประเมินผล

ข้อมูลทั้งหมดจะถูกน�ำเสนอเป็นค่า means 

± SE ความแตกต่างทางด้านสถิติของข้อมูลสองชุด

จะถูกทดสอบด้วย t test ความแตกต่างทางด้านสถิติ

ของทุกการทดสอบต้องมีค่า p ≤ 0.05 ประเมินผล

ข้อมูลโดย Graph-Pad Prism 5.0 (GraphPad, San 

Diego, CA, USA)

ผลการศึกษา

1. ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายต่อ

การบรโิภคอาหารและน�ำ้ และ น�ำ้หนกัตวัของหนูแรท

จากการชั่งน�้ำหนักหนูแรทด้วยเครื่องชั่ง และ

วดัปรมิาณอาหารและน�ำ้ทีห่นแูรทกนิด้วย metabolic 

case ที่วันที่ 1, 3, 5, 7, 9, 13, 16, และ วันที่ 19 พบ

ว่าน�้ำหนักหนูแรท ปริมาณอาหาร ปริมาณน�้ำ ไม่มี

ความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ

สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ท่ีปริมาณ 80 มล./กก. 

(ตารางท่ี 1) และไม่พบการเสียชีวิตของสัตว์ทดลอง

ตัวใดเลย แสดงให้เห็นว่าหนูแรทมีภาวะปกติตลอด

การทดลอง และเป็นไปตามอัตราการเจริญเติบโตปกติ

ของหนูขาวสายพันธุ์ Sprague Dawley 
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ตารางท่ี 1 การบรโิภคอาหารและน�ำ้ และ น�ำ้หนกัตวัของของหนแูรทของกลุม่ควบคมุ (n = 6) และ กลุม่ทดลอง

ที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายเป็นเวลา 2 สัปดาห์ (n = 6)

วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 วันที่ 9 วันที่ 13 วันที่ 16 วันที่ 19

กล
ุ่มค

วบ
คุม

น�้ำหนัก (ก.) 92.42±2.46 109.2+3.83 118.3+1.13 132.8+1.66 154.4+2.15 171.5+2.13 197.9+2.30 237.3+2.20

ปรมิาณอาหาร

(ก./วัน)
33.17±0.75 32.00±0.89 37.5±0.22 53.29±0.77 54.17±0.37 61.00±0.45 62.00±0.77 76.00±0.45

ปริมาณน�้ำ

(มล./วัน)
30.00±1.49 31.67±0.74 53.34±1.49 89.7±3.73 121.2±1.86 136.7±3.73 134.2±1.86 147.5±0.37

กล
ุม่ท

ีไ่ด้
รับ

กร
ะท

งล
าย น�้ำหนัก (ก.) 93.67±1.21 108.8±1.41 120.7±1.31 136.8±1.68 156.3±2.42 174.3±2.74 202.3±2.74 240.2±3.55

ปรมิาณอาหาร

(ก./วัน)
32.17±0.75 32.00±0.89 35.5±0.44 55.59±0.77 56.17±0.37 60.00±0.45 62.00±0.77 76.00±0.45

ปริมาณน�้ำ

(มล./วัน)
31.00±0.49 31.47±2.74 50.34±1.35 84.7±2.23 124.2±0.46 131.7±2.21 134.2±1.86 149.5±1.65

2. ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย

ต ่อการเปล่ียนแปลงลักษณะทางเนื้อเยื่อของ 

hippocampus

ศึกษาการเปล่ียนแปลงลักษณะทางเนื้อเยื่อ

ของ hippocampus ได้แก่ จ�ำนวนเซลล์ และ

การจัดเรียงตัวของเซลล์ หลังจากได้รับสารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลายติดต่อกัน 2 สัปดาห์ ด้วยการย้อม

ด้วยสี H&E ผลการทดลองพบว่ากลุ่มทดลองมีขนาด

ของ hippocampus จ�ำนวนหรอืปรมิาณเซลล์ประสาท 

hippocampus การจัดเรียงตัวของเซลล์ประสาท

ภายใน hippocampus ท้ัง pyramidal cell 

ใน Cornu Ammonis 1 (CA1) และ CA3 และ 

granule cell ใน dentate gyrus (DG) ใกล้เคียงกับ

กลุ่มควบคุมทุกบริเวณ อย่างไรก็ตามพบว่าการจัดตัว

ของ cell body ใน pyramidal cell ที่บริเวณ CA3 

ในกลุม่ทดลองมกีารวางตวัอยูใ่นระนาบเดียวกัน ท�ำให้

เป็นระเบยีบมากกว่ากลุม่ควบคุม ในขณะทีก่ลุม่ควบคมุ 

cell body วางตัวเหลื่อมกันท�ำให้ไม่เป็นระเบียบ 

(รปูที ่1) เป็นไปได้ว่าสารสกดัจากเมลด็กระทงลายอาจ

จะมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ได้ ซึ่งต้อง

ท�ำการศึกษาต่อไป

3. ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย

ต่อการแสดงออกของโปรตีน BCL-2 ใน cerebral 

cortex และ CA1 ของ hippocampus

หลังจากฉีดสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายท่ี

ความเข้มข้น 80 มก./กก. น�้ำหนักตัว ให้แก่หนูแรท

เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท�ำการศึกษาการแสดงออกของ

โปรตีน BCL-2 ซึ่งเป็นโปรตีนในกลุ่มยับยั้งการเกิด 

อะพอพโทซสิในสมองส่วน cerebral cortex (A, B) และ 

hippocampus (C, D) ด้วยวิธี immunoperoxidase 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการติดสีของ DAB 

เป็นสีน�้ำตาลเข้มกว่าเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมทั้งใน 

cerebral cortex และ hippocampus (รูปที่ 2)  

บ่งชี้ว่ามีการแสดงออกของ BCL-2 เพิ่มขึ้นในกลุ่ม

ที่ได้รับกระทงลาย จากผลการทดลองสามารถสรุป

ได้ว่า สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายส่งเสริมการมี

ชีวิตของเซลล์ประสาทและอาจจะยับยั้งการตายของ

เซลล์ประสาทจากสารพิษได้ด้วย
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รูปที่ 1 แสดงลักษณะทางจุลกายวิภาคของสมองส่วน hippocampus จากการย้อมด้วยสี hematoxylin 

และ eosin ประกอบด้วยภาพก�ำลังขยายต�่ำ (4x) ของ hippocampus ส่วนประกอบย่อยภายใน 

hippocampus ได้แก่ dentate gyrus (C, D) CA3 (E, F) และ CA1 (G, H) ของกลุ่มควบคุม 

(Control) (A, C, E, G) และกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย (CP) (B, D, F, H) A-B 

ภาพก�ำลังขยาย 4 เท่า; C-H ภาพก�ำลังขยาย 10 เท่า
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รูปที่ 2 แสดงการติดสีน�้ำตาลของ DAB ต่อ BCL-2 ด้วยวิธี immunohistochemistry ใน cerebral cortex 

(A, B) และ CA1 ของ hippocampus (D, E) ของกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายที่

ความเข้มข้น 80 มก./กก. น�้ำหนักตัว เป็นเวลา 2 สัปดาห์ (B, E) และกลุ่มควบคุม (A, D) กราฟแสดง

ค่าความเข้มของการติดสี DAB ส่วน cerebral cortex (C) และ ส่วน hippocampus (F),  

ภาพก�ำลังขยาย 20 เท่า, *p < 0.05, **p < 0.01 (n = 6)

4. ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายต่อ

สัดส่วนการแสดงออกของ BCL-2/BAX ratio ใน

สมองหนูแรท 

ท�ำการศึกษาสัดส่วนการแสดงออกของ BCL-

2/BAX ratio เนื่องจาก BCL-2/BAX ratio เป็น

ตัวก�ำหนดความไว (susceptibility) ต่อการเกิด 

apoptosis ของเซลล์ ผลการทดลองพบว่า ในกลุ่ม

ทดลองมีการแสดงออกของโปรตีน BCL-2 เพิ่มขึ้น

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ ่มควบคุม 

(p < 0.05) นอกจากนี้ยังมีแนวโน้มว่าการแสดงออก

ของโปรตีน BAX ลดลงอีกด้วย แต่อย่างไรก็ตามยัง

ไม่มีความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลองและ 

กลุ่มควบคุม แต่เมื่อท�ำการค�ำนวนสัดส่วน (ratio) 

ของการแสดงออกระหว่าง BCL-2 และ BAX พบว่า 

ค่าสัดส่วนของ BCL-2/BAX ในกลุ่มทดลองเพิ่มขึ้น

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ ่มควบคุม 

(p < 0.05) (รูปท่ี 3) ดังนั้นผลการทดลองนี้แสดงให้

เห็นว่าสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธิ์สนับสนุน

การมีชีวิตของเซลล์ประสาทจากการยับยั้งการเกิด 

apoptosis ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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รูปที่ 3 แสดงการแสดงออกของโปรตีน BCL-2, BAX และ สัดส่วนของ BCL-2/BAX ด้วยวิธี Western blot 

ในสมองของหนูแรทกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย (CP) เทียบกับกลุ่มควบคุม 

(Control) โดยแสดงลักษณะของแถบสี (band) ของ BCL-2 BAX และ Actin (A) กราฟแสดงร้อยละ

ของความเข้มของแถบแบน BCL-2 (B) กราฟแสดงร้อยละของความเข้มของแถบแบน BAX (C) และ

กราฟแสดงร้อยละของสัดส่วนความเข้มระหว่าง BCL-2 และ BAX, * p < 0.05, (n = 6) 

วิจารณ์

การศึกษานี้แสดงให้เห็นว ่าสารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลายไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท 

โดยการจัดเรียงตัวของเซลล์ประสาท hippocampus 

ยังคงมีรูปแบบตามปกติกล่าวคือ มี cell body 

ของ pyramidal neuron เรียงตัวกันอย่างเป็น

ระเบียบเช่นเดียวกับกลุ่มควบคุม อีกท้ังสารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลายยังมีฤทธิ์ยับยั้งการตายของเซลล์

ประสาทได้ โดยการเพิ่มระดับการแสดงออกของ

โปรตีนในกลุ่ม anti-apoptotic ที่ส�ำคัญ ได้แก่ BCL-2  

ซึ่งมีหน้าที่ยับยั้งการเกิด apoptosis โดยไปยับยั้ง

การหลั่ง cytochrome c ออกสู่ cytosol ของเซลล์16 

ท�ำให้ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ mitochondria 

outer membrane permeability มีงานวิจัย

จ�ำนวนมากแสดงให้เห็นว่า BCL-2 ยับยั้งการหลั่ง

ของ cytochrome c ได้โดย BCL-2 ไปจับกับโปรตีน 

BAX เป ็นการขัดขวางไม ่ให ้จับกับ BH3-only 

protein ซึ่งถ้าหากมีการจับกันจะท�ำให้เกิดรูหรือ 

รูพ รุนที่ เซลล ์ เมมเบรนชั้ นนอกหรือ ช้ันในของ

ไมโตคอนเดรีย (pore) ของ outer mitochondrial 

membrane ท�ำให้ cytochrome c ไหลออกมาได้17, 18 

จึงเป็นที่มาของการศึกษา ratio ของ BCL-2/BAX 

เพื่อการบ่งช้ีการยับยั้งกระบวนการ apoptosis 

ใ น ส ม อ ง 1 9 , 2 0  น อ ก จ า ก นี้ ยั ง พ บ ว ่ า  B C L - 2 

ช่วยเพ่ิมการขับโปรตอนออกจาก mitochondria 

เพื่อลดการเปลี่ยนแปลง membrane potential 

โดยการท�ำงานของ BCL-2 จะถูกกระตุ้นด้วย pro-

apoptotic proteins หรอืการแตกตวัของโปรตนีทีเ่กดิ

จาก caspase cascade และเกดิการ phosphorylation 

ทีต่�ำแหน่ง serine หรอื threonine ของโปรตีน BCL-2 

โดยเฉพาะที่ต�ำแหน่ง Ser-7021, 22 งานวิจัยนี้สอดคล้อง

กับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีระบุว ่าสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายสามารถยับยั้งการเกิดการตายของเซลล์

แบบ apoptosis ในเซลล์เพาะเลี้ยง C2C12 murine 
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muscle cells โดยมีการแสดงออกของโปรตีน BCL-2  

เพิม่มากข้ึน รวมท้ังยงัมปีรมิาณ cytochrome C ลดลง11  

อย่างไรก็ตามการศกึษาการแสดงออกของโปรตนีอืน่ ๆ  

ทีเ่กีย่วข้องกบักระบวนการ apoptosis แบบ intrinsic 

pathway เช่น cytochrome C ทีบ่่งช้ีถงึระยะก่อนเกดิ 

apoptosis และโปรตนี caspase-9 และ caspase-3 ที่

บ่งช้ีถงึระยะหลงัเกดิ apoptosis กค็วรต้องมกีารศกึษา

ให้ละเอียดต่อไป 

ถึงแม ้ว ่าจะมีข ้อมูลรายงานการใช ้เมล็ด

กระทงลายมาเป ็น เวลานานแต ่การศึกษาเชิ ง

ลึกถึงสารออกฤทธิ์ยังมีไม่มาก ในปี ค.ศ. 2014 

มีการศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายด้วยเทคนิค Gas Chromatography-

Mass Spectrometry (GC-MS) พบว่าในสารสกัด

เมล็ดกระทงลายมีสารประเภท phenolic ประกอบ

มากถึงร้อยละ 99.2 ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบ

ได้ทั่วไปในพืช มีบทบาทในการต้านอนุมูลอิสระและ

ลดการสร้าง reactive oxygen species (ROS)23 

นอกจากน้ียังมีการศึกษาบ่งชี้ว ่าสารออกฤทธิ์ของ 

สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายน่าจะเป็นสารท่ีอยู่ใน

กลุม่แอลคาลอยด์ ได้แก่ Celastrine และ Paniculatin 

กลุ ่มเทอพินอยด์ ได้แก่ phytol และ linalool 

กรดไขมัน กรดอะซิติก กรดเบนโซอิก สเตอรอล 

และเตตระโคซานอล ตามลักษณะทางชีวภาพของ

สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายซึ่งมีลักษณะเป็นน�้ำมัน

หอมระเหย23,24 ต่อมาในปี ค.ศ. 2017 Borbone et al 

พบว่าเป็นสารในกลุม่ sesquiterpene polyol esters 

ได้แก่ dihydro-beta-agarofuran เป็นต้น25 จนกระทัง่

ในปี ค.ศ. 2020 มีการศึกษาสารออกฤทธิ์ของเมล็ด

กระทงลายด้วยวิธี column chromatography และ 

high-performance liquid chromatography (HPLC) 

ร่วมกับการยืนยันด้วย spectroscopic techniques 

รายงานว่าสารออกฤทธิ์ในเมล็ดกระทงลายนั้นเป็น

สารใหม่ ชื่อว่า “3-(3,4-dimethoxyphenyl)-1-

(4-methoxyphenyl) prop-2-en-1-one” และ

ท�ำการทดสอบฤทธิ์ในการป้องป้องเซลล์ประสาท 

พบว่าสารนี้สามารถปกป้องเซลล์ประสาท ต้านต่อ

การเหนี่ยวน�ำความเป็นพิษด้วย ketamine ในหลอด

ทดลอง26

สรุป

ข้อมูลจากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า

สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายไม่พบความเป็นพิษต่อ

เซลล์ประสาท โดยเฉพาะในลักษณะของรูปร่างและ

การจัดเรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ อีกทั้ง

ยังมีฤทธิ์ส่งเสริมการมีชีวิตของเซลล์ประสาท ต้านต่อ

การเกดิ apoptosis ผ่านการเพิม่สดัส่วนการแสดงออก

ของโปรตีน BCL-2/BAX ดังนั้นสารสะกัดจากเมล็ด

กระทงลายจึงน่าจะเป็นหนึ่งในสมุนไพรที่มีโอกาส

ก้าวหน้า ท่ีใช้บ�ำรุงประสาทได้โดยไม่พบความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ 
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