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บทคัดยDอ 

ผลกระทบของภาวะชราแบบปกติต!อการสรางความจําถูกศึกษาเปUนอย!างมากในแบบจําลองสัตวWทดลอง 
ถึงแมว!าแบบจําลองสัตวWทดลองจะใหขอมูลท่ีดี แต!การทดลองแบบนี้ก็ยากท่ีจะตัดปYจจัยแทรกซอนอ่ืนๆภายใน
ร!างกายอันไดแก! อิทธิพลของฮอรWโมน อาหารท่ีไดรับ ตลอดจนกิจวัตรประจําวันต!างๆ  อย!างไรก็ตามยังไม!มี
การศึกษาในหลอดทดลองท่ีจะสรางเปUนแบบจําลองภาวะชรา โดยเฉพาะในฮิปโปแคมปYสซ่ึงเปUนเซลลWประสาทท่ี
เก่ียวของกับความจํา ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคWเพ่ือท่ีจะ ศึกษาผลของความชราต!อการแสดงออกของ 
synaptic proteinในแบบจําลองภาวะชราในหลอดทดลอง การศึกษาแบบจําลองภาวะชราในหลอดทดลองครั้งนี้ 
ใชเซลลWประสาทฮิปโปแคมปYสมาทําการเพาะเลี้ยงเปUนเวลานาน 21 วัน จากนั้นศึกษาการทํางานของเอนไซมW 
beta-galactosidase เพ่ือบ!งชี้ว!าเซลลWเขาสู!ภาวะชราดวยชุดวัดสําเร็จรูป นอกจากนี้ยังศึกษาค!าการมีชีวิตของ
เซลลWดวยวิธี MTT assay อีกดวย การเปลี่ยนแปลงโครงสรางบริเวณ synapse เปUนกลไกหลักท่ีใชในการบ!งชี้ภาวะ
ความจํา ดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ synaptic protein ท่ีสําคัญ ไดแก! cofilin และ 
neuroligin ซ่ึงเปUนโปรตีนเปdาหมายท่ีพบมากบริเวณ synapse ดวยวิธี western blot โดยผลการทดลองแสดงให
เห็นว!า มีการแสดงออกของ neuroligin ลดลงอย!างมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ!มท่ีเพาะเลี้ยงเปUนเวลา 21 วัน 
เปรียบเทียบกับกลุ!มท่ีเพาะเลี้ยง 16, 8, และ 2 วัน แสดงใหเห็นว!า ในภาวะชราเปUนสาเหตุของการแสดงออกท่ี
ลดลงของ neuroligin ไม!เก่ียวกับ cofilin สรุปไดว!า การทํางานของ synapse ลดลงในภาวะชราเปUนแบบข้ึนกับ 
neuroligin การคนพบครั้งนี้อาจจะนําไปสู!กลไกใหม!ของภาวะความจําเสื่อมในผูสุงอายุ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The impact of normal aging on memory function was highly studied by using an in vivo animal 
model. Although in vivo study may be highly informative, these may be difficult to exclude 
internal side effect of body including hormone, food intake, as well as daily routine.  However, 
there is no study in an in vitro model of aging especially in hippocampus, neuron-associated 
memory function. Therefore, the present study aims to investigate the effect of aging on 
synaptic protein expression in vitro model of aging. This aging model used primary hippocampal 
neuron culture for 21 days. Then, the activity of enzyme beta-galactosidase was determined by 
ELISA kit. In addition, cell viability of hippocampal neuronal culture was determined by MTT 
assay.  The structural change of synapse is the main mechanism of memory loss. Therefore the 
present study demonstrated the expression of synaptic proteins such as cofilin and neuroligin, 
target proteins of synaptic function by using Western bolt. The result showed that the 
expression of neuroligin significant decreased in 21 days of culture compare to the 8, 5, and 2 
days of culture. It indicated that aging as a cause of the decrease in neuroligin expression, but 
not cofilin. It concluded that synaptic dysfunction in aging is neuroligin-dependent pathway. 
This finding may be provided a novel mechanism of memory loss in aging. 
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คําอธิบายสัญลักษณ� และคํายDอที่ใช?ในการวิจัย 

 

uM   micromolar 
ml   milliliter 

DIV   days in vitro 

DMSO   Dimethyl sulfoxide 

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA   The enzyme-linked immunosorbent assay 

NaF   Sodium Fluoride 

PIP2   Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PBS   phosphate buffered saline 

Rock   Rho-associated protein kinase 

SA-ß-gal  beta-galactosidase 

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

StAR   steroidogenic acute regulatory protein 
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1. บทนํา (Introduction) 
 

1.1 เน้ือหาของเร่ืองที่เคยมีผู#ทํามาก%อน  

  การเปลี่ยนแปลงทางด�านเศรษฐกิจ สังคม และเทคโนโลยี รวมถึงความก�าวหน�าทางด�าน
การแพทย" ส#งผลทําให�ประชากรมีอายุยืนยาวข้ึน  ซ่ึงข�อมูลจากกระทรวงสาธารณสุขเป1ดเผยว#าประชากร
ผู�สูงอายุในประเทศไทยเพิ่มข้ึนป3ละ 5 แสนคน และคาดว#าในป3 2568 ประเทศไทยก�าวเข�าสู#การเป8น "สังคม
ผู�สูงอายุโดยสมบูรณ"" [1] ป=ญหาที่สําคัญอย#างหน่ึงที่พบในกลุ#มผู�สูงอายุ ได�แก# ภาวะความจําเสื่อม ซ่ึงเป8นกลุ#ม
อาการที่สําคัญ สมองเสื่อม (dementia) ซ่ึงเป8นกลุ#มอาการที่มีความผิดปกติในการทํางานของสมอง แบบค#อย
เป8นค#อยไป  ส#งผลโดยตรงต#อพฤติกรรมการเรียนรู�และความจําของผู�สูงอายุ [2] การสูญเสียความจําใน
ระยะแรกเป8นแบบไม#รุนแรง เรียกว#า mild cognitive impairment และเป8นระยะท่ีสามารถทําให�ความจํา
กลับมาเป8นปรกติได� [23] ในทางตรงกันข�ามหากไม#ได�รับการดูแลรักษาที่ถูกต�องก็จะนําไปสู#การเป8นโรค
ความจําเส่ือมแบบถาวร หรือ โรคอัลไซเมอร"ได�ในที่สุด [23] แต#อย#างไรก็ตามในป=จจุบันน้ียังไม#ทราบกลไกที่
ชัดเจนของการสูญเสียความจําในผู�สูงอายุ จึงทําให�ยังไม#มีแนวทางการปTองกันและการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพ
เพียงพอ ดังนั้นหากทราบถึงกลไกการเปลี่ยนแปลงระดับเซลล"ก็จะเป8นแนวทางในการปTองกันการสูญเสีย
ความจําแบบถาวรในผู�สูงอายุได�ในที่สุด 

  เป8นที่ทราบกันดีว#าฮิปโปแคมป=ส คือส#วนของสมองท่ีมีหน�าที่เก่ียวข�องโดยตรงกับกระบวนการ
สร�างความจํา โดยอาศัยกลไกการเปลี่ยนแปลงรูปร#างของเซลล"ประสาทบริเวณฮิปโปแคมป=ส โดยเฉพาะที่
บริเวณเดนไดรติกสไปน" (dendritic spine) ได�แก# การเพิ่มขนาด การเพิ่มจํานวน และการเพิ่มความแข็งแรง
ของ dendritic spine เรียกการเปลี่ยนแปลงน้ีว#า synaptic plasticity และถือเป8นกลไกหลักของการสร�าง
ความจํา  [3, 6-7, 9, 11, 24] ในอดีตเชื่อว#าการสูญเสียความจํานั้นเป8นผลมาจากการตายของเซลล"ประสาท
ฮิปโปแคมป=ส [12] แต#ต#อมางานวิจัยจํานวนมากกลับพบว#าการสูญเสียความจําในหนูทดลองท่ีมีอายุ 25-28 
เดือน (จัดอยู#ในระยะชรา) เกิดข้ึนโดยไม#มีการเสื่อมของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=ส [20-21] ซ่ึงแสดงให�เห็นว#า
การตายของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สมิใช#กลไกสําคัญของภาวะความจําเส่ือมในผู�สูงอายุ ในภาวะชราเซลล"
ประสาทฮิปโปแคมป=สมีการเปลี่ยนแปลงท้ังกระบวนการทางชีวเคมีและรูปร#างของเซลล" [4, 8, 14, 16, 17] ที่
สําคัญ ได�แก# บริเวณไซแนปส" [13, 18] Nicholson และคณะ (2005) แสดงให�เห็นว#า dendritic spine มี
ขนาดลดลงในสัตว"ทดลองที่มีภาวะความจําเสื่อมในระยะชรา [15] นอกจากน้ียังมีการสูญเสียความแข็งแรงทาง
โครงสร�างบริเวณ synapse นําไปสู#การสูญเสียกระบวนการ synaptic plasticity ในที่สุด [5] 

  เนื่องจากแอกทิน (actin) เป8นโปรตีนโครงสร�างหลักบริเวณ dendritic spine  ดังน้ัน
กระบวนการ actin polymerization จึงน#าจะเป8นกลไกสําคัญของการเปลี่ยนแปลงโครงสร�างบริเวณ 
dendritic spine ภายใต�กระบวนการ synaptic plasticity [10, 15-16, 19] การควบคุมการต#อสาย actin 
อาศัยการทํางานของโปรตีนท่ีสําคัญในกลุ#มของ actin binding protein ท่ีสําคัญได�แก# cofilin ซ่ึงมีหน�าหลัก
คือการต#อสาย actin โดยการคงสภาพของ filament actin และเพิ่ม actin monomer สําหรับการสร�างสาย 
actin ใหม# ดังนั้นอาจกล#าวได�ว#า cofilin มีบทบาทสําคัญต#อการเหนี่ยวนําให�เกิดกระบวนการ actin 



2 

dynamics และ actin plasticity มีการศึกษากลไกการควบคุมการทํางานของ cofilin ในเซลล" T-
lymphocyte โดยแสดงให�เห็นว#าการเติมหมู#ฟอสเฟตบนตําแหน#ง serine 3 ทําให� cofilin อยู#ในระยะ 
inactive และหากเอาหมู#ฟอสเฟตออกจากตําแหน#งดังกล#าว จะเปลี่ยนไปอยู#ในระยะ active แต#อย#างไรก็ตาม
กลไกที่จะควบคุมการเติ่มหมู# phosphate ยังไม#สามารถสรุปได� อีกทั้งยังไม#มีการศึกษากลไกการควบคุม 
cofilin ในภาวะชราของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=ส จากการศึกษาท่ีผ#านมาพบว#าการควบคุมการทํางานของ
โปรตีนทั้งสองน้ีอาศัยการกระตุ�นการส#งสัญญาณเซลล"ในเส�นทาง Rho/Rock กล#าวคือ ในภาวะปรกติหากทํา
การยับยั้ง Rho kinase จะเป8นการยับยั้งกระบวรการ synaptic plasticity จากการศึกษาในสัตว"ทดลอง
เป1ดเผยว#าการยับยั้งการทํางานของ actin binding protein เช#น cofilin มีผลต#อการสร�าง และ การคงสภาพ  
ของ dendritic spine ตลอดจนมีผลรบกวนความจําและการเรียนรู�ของสัตว"ทดลองอีกด�วย  [22] จึงเป8นไปได�
ว#าในผู�สูงอายุท่ีมีภาวะความจําเสื่อมอาจมีการรบกวนสมดุลของสายแอกทิน นําไปสู#สูญเสียโครงสร�างและ
หน�าท่ีของ synapse นอกจากกลุ#มของ actin งานวิจัยท่ีผ#านมา ในป3 2559 ของ Liu A และคณะแสดงให�เห็น
ว#า Neuroligin เป8น type I transmembrane protein ซ่ึงมีความสําคัญมากต#อการสร�างและการทํางานของ 
synapse โดยมีการทดลองสนับสนุยว#า overexpression ของ  neuroligin เพิ่มจํานวนของ spine และ 
synapse ได�เม่ือเทียบกับกลุ#มควบคุม (Chih 2004; Boucard 2005) นอกจากนี้หากทําการ knockout 
neuroligin ทําให�สูญเสีย synaptic transmission โดยไม#มีผลต#อจํานวนของ synapse แสดงให�เห็นว#า 
neuroligin มีความสําคัญต#อหน�าที่การทํางานของ synapse ซ่ึงน#าจะมีความสัมพันธ"โดยตรงต#อกระบวนการ 
synaptic plasticity ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค"เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร�างของเซลล"ประสาท 
การเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัวของโปรตีนโครงสร�างภายในเซลล" ท้ัง actin และ neuroligin และภายในเซลล"
ประสาท ภายในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สท่ีเข�าสู#ภาวะชรา เพื่อเป8นพื้นฐานท่ีสําคัญต#อการปTองกันและรักษา
ภาวะความจําเสื่อมในผู�สูงอายุต#อไป 

1.2 ความสําคัญและที่มาของป/ญหา 

  การเปลี่ยนแปลงทางด�านเศรษฐกิจ สังคม และเทคโนโลยี รวมถึงความก�าวหน�าทางด�าน
การแพทย" ส#งผลทําให�ประชากรมีอายุยืนยาวข้ึน  ซ่ึงข�อมูลจากกระทรวงสาธารณสุขเป1ดเผยว#าประชากร
ผู�สูงอายุในประเทศไทยเพิ่มข้ึนป3ละ 5 แสนคน และคาดว#าในป3 2568 ประเทศไทยก�าวเข�าสู#การเป8น "สังคม
ผู�สูงอายุโดยสมบูรณ"" [1] ป=ญหาที่สําคัญอย#างหน่ึงท่ีพบในกลุ#มผู�สูงอายุ ได�แก# ภาวะสมองเสื่อม (dementia) 
ซ่ึงเป8นกลุ#มอาการที่มีความผิดปกติในการทํางานของสมอง แบบค#อยเป8นค#อยไป  ส#งผลโดยตรงต#อพฤติกรรม
การเรียนรู�และความจําของผู�สูงอายุ [2] การสูญเสียความจําในระยะแรกเป8นแบบไม#รุนแรง เรียกว#า mild 
cognitive impairment และเป8นระยะท่ีสามารถทําให�ความจํากลับมาเป8นปรกติได� [23] ในทางตรงกันข�าม
หากไม#ได�รับการดูแลรักษาที่ถูกต�องก็จะนําไปสู#การเป8นโรคความจําเสื่อมแบบถาวร หรือ โรคอัลไซเมอร"ได�ใน
ที่สุด [24] แต#อย#างไรก็ตามในป=จจุบันนี้ยังไม#ทราบกลไกท่ีชัดเจนของการสูญเสียความจําในผู�สูงอายุ จึงทําให�ยัง
ไม#มีแนวทางการปTองกันและการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพเพียงพอ ดังนั้นหากทราบถึงกลไกการเปลี่ยนแปลง
ระดับเซลล"ก็จะเป8นแนวทางในการปTองกันการสูญเสียความจําแบบถาวรในผู�สูงอายุได�ในที่สุด 
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  เป8นที่ทราบกันดีว#าฮิปโปแคมป=ส คือส#วนของสมองท่ีมีหน�าที่เก่ียวข�องโดยตรงกับกระบวนการ
สร�างความจํา โดยอาศัยกลไกการเปลี่ยนแปลงรูปร#างของเซลล"ประสาทบริเวณฮิปโปแคมป=ส โดยเฉพาะที่
บริเวณเดนไดรติกสไปน" (dendritic spine) ได�แก# การเพิ่มขนาด การเพิ่มจํานวน และการเพิ่มความแข็งแรง
ของ dendritic spine เรียกการเปลี่ยนแปลงน้ีว#า synaptic plasticity และถือเป8นกลไกหลักของการสร�าง
ความจํา  [3, 6-7, 9, 11, 25] ในอดีตเชื่อว#าการสูญเสียความจํานั้นเป8นผลมาจากการตายของเซลล"ประสาท
ฮิปโปแคมป=ส [12] แต#ต#อมางานวิจัยจํานวนมากกลับพบว#าการสูญเสียความจําในหนูทดลองท่ีมีอายุ 25-28 
เดือน (จัดอยู#ในระยะชรา) เกิดข้ึนโดยไม#มีการเสื่อมของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=ส [20-21] ซ่ึงแสดงให�เห็นว#า
การตายของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สมิใช#กลไกสําคัญของภาวะความจําเส่ือมในผู�สูงอายุ ในภาวะชราเซลล"
ประสาทฮิปโปแคมป=สมีการเปลี่ยนแปลงท้ังกระบวนการทางชีวเคมีและรูปร#างของเซลล" [4, 8, 14, 16, 17] ที่
สําคัญ ได�แก# บริเวณไซแนปส" [13, 18] Nicholson และคณะ (2005) แสดงให�เห็นว#า dendritic spine มี
ขนาดลดลงในสัตว"ทดลองที่มีภาวะความจําเสื่อมในระยะชรา [15] นอกจากน้ียังมีการสูญเสียความแข็งแรงทาง
โครงสร�างบริเวณ synapse นําไปสู#การสูญเสียกระบวนการ synaptic plasticity ในที่สุด [5] 

  เนื่องจากแอกทิน (actin) เป8นโปรตีนโครงสร�างหลักของ dendritic spine  ดังนั้นกระบวนการ 
actin polymerization จึงน#าจะเป8นกลไกสําคัญของการเปลี่ยนแปลงโครงสร�างบริเวณ dendritic spine 
ภายใต�กระบวนการ synaptic plasticity [10, 15-16, 19] การควบคุมการต#อสาย actin อาศัยการทํางาน
ของโปรตีนท่ีสําคัญในกลุ#มของ actin binding protein ท่ีสําคัญได�แก# cofilin ซ่ึงมีหน�าหลักคือการต#อสาย 
actin โดยการคงสภาพของ filament actin และเพิ่ม actin monomer สําหรับการสร�างสาย actin ใหม# 
ดังนั้นอาจกล#าวได�ว#า cofilin มีบทบาทสําคัญต#อการเหน่ียวนําให�เกิดกระบวนการ actin dynamics และ 
actin plasticity การจากการศึกษาในสัตว"ทดลองเป1ดเผยว#าการยับยั้งการทํางานของ actin binding protein 
เช#น cofilin มีผลต#อการสร�าง และ การคงสภาพ  ของ dendritic spine ตลอดจนมีผลรบกวนความจําและ
การเรียนรู�ของสัตว"ทดลองอีกด�วย  [22] 

  มีการศึกษากลไกการควบคุมการทํางานของ cofilin ในเซลล" T-lymphocyte โดยแสดงให�เห็น
ว#าการเติมหมู#ฟอสเฟตบนตําแหน#ง serine 3 ทําให� cofilin อยู#ในระยะ inactive และหากเอาหมู#ฟอสเฟตออก
จากตําแหน#งดังกล#าวจะเปลี่ยนไปอยู#ในระยะ active ซ่ึงการควบคุมกระบวนการ phosphorylation นี้อาศัย
การกระตุ�น phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) [23] นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในเซลล"
ประสาท พบว#าการทํางานของ cofilin ควบคุมด�วย RhoA pathway กล#าวคือ RhoA ยับยั้ง Rho-
associated kinases (ROCK)  ทําให� cofilin อยู#ในระยะ active และมีการต#อสายของ actin ในท่ีสุด ซ่ึง
การศึกษาดังกล#าวน้ีเป8นภาวะปรกติของเซลล"ประสาทภายใต�กระบวนการ axon outgrowth [26] แต#อย#างไร
ก็ตามกลไกการควบคุมการทํางานของ cofilin ในภาวะชราของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สน้ันยังไม#มีการ
รายงาน ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค"เพื่อศึกษากลไกการส#งสัญญาณเซลล"ในการควบคุมการทํางานนของ 
cofilin ภายใต�กระบวนการ actin polymerization ของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สในระยะชรา เพื่อเป8น
พื้นฐานที่สําคัญต#อการรักษาภาวะความจําเสื่อมในผู�สูงอายุต#อไป 

 



4 

1.3 วัตถุประสงค4และขอบเขตการวิจัย 

1.3.1 วัตถุประสงค4ของงานวิจัย 

1. เพื่อศึกษาการจัดเรียงตัวของ actin  บริเวณ dendritic spine ของเซลล"ประสาทฮิปโป
แคมป=สในภาวะชรา 

2. เพื่อศึกษากระบวนการ actin polymerization ภายในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สใน
ภาวะชรา 

3. เพื่อศึกษาการแสดงออกของ profilin และ cofilin ภายในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สใน
ภาวะชรา  

4. เพื่อศึกษาการกลไกการส#งสัญญาณของเซลล" (cell signaling) ท่ีควบคุมกระบวนการ 
actin polymerization ของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สในภาวะชรา 

1.3.2 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยทั้งหมดในโครงการวิจัยน้ีครอบคลุมการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร�างของ 
dendritic spine การจัดเรียงตัวของโปรตีนโครงสร�างบริเวณ dendritic spine ตลอดจน กลไกการ
ส#งสัญญาณของเซลล"ที่ควบคุมกระบวนการ actin polymerization ภายในเซลล"ประสาทฮิปโป
แคมป=สที่เข�าสู#ภาวะชราในหลอดทดลอง เพื่อเป8นพื้นฐานสาํคัญในการหาแนวทางปTองกันภาวะ
ความจําเสื่อมรุนแรงต#อไป 

 

1.4. ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

สมมุติฐาน และกรอบแนวคิด  

เน่ืองจากการสร�างความจําอาศัยการจัดเรียงตัวใหม#ของโปรตีนโครงสร�างที่บริเวณ dendritic 
spine ดังน้ันภาวะการบกพร#องความจําเละการเรียนรู�ทีพ่บในผู�สูงอายุน#าจะเกิดจากการเสียสมดุลของ
การคงสภาพของโปรตีนโครงสร�างภายในเซลล"นําไปสู#การเกิดโรคความจําเสื่อมแบบถาวรในท่ีสุด 

 

1.5 ประโยชน4ที่คาดว%าจะได#รับ  

 เนื่องจากภาวะความจาํเสื่อมส#งผลกระทบต#อการดํารงชีวิตของผู�สูงอายุเป8นอย#างมาก จงึมีความ
จําเป8นที่จะต�องหากลไกการเปลี่ยนแปลงของเซลล"ประสาทในภาวะความจาํเสื่อม เพื่อหาแนวทางการ
ชลอ หรือยับยั้งกระบวนการอันจะก#อให�เกิดภาวะความจําเส่ือมได� ซ่ึงหากเราทราบถึงกลไกการ
เปลี่ยนแปลงภายในเซลล"โดยละเอียด จะนําไปสู#การพัฒนางานวิจัยต#อยอดได�อีกมาก อาทิเช#น การนํา
สมุนไพรท�องถ่ิน มาใช�รักษาหรือชลอการเปลี่ยนแปลงต#างๆที่เป8นต�นเหตุของภาวะความจาํเสื่อมได�อีก
ด�วย   
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2. เน้ือเร่ือง 

2.1 วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บข�อมูล 

งานวิจัยทั้งหมดในโครงการวิจัยนี้ทําการทดลอง เก็บข�อมูล วิเคราะห"ผลการทดลอง ณ อาคาร
วิทยาศาสตร"การแพทย" คณะสหเวชศาสตร"  มหาวิทยาลัยบูรพา 

เลขที่ 169 ถ. ลงหาดบางแสน ต. แสนสุข อ. เมือง จ. ชลบุรี 

 

การเลี้ยงเซลล4เพาะเลี้ยง primary hippocampus neurons  

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล" primary hippocampus neurons (Cat number A10841-01) ซ่ึงเป8นเซลล"
ที่ได�จากตัวอ#อนหนูแรทอายุ 18 วัน  ทําการเพาะเลี้ยงในอาหารชนิด neurobasal medium (Gibco) 25 µM 
ที่ผสมด�วย L-Glutamate และ 2% B27 Supplement (Gibco) ใน poly-L-lysine-coated T-flask 
(Corning, Corning, NY, USA) ขนาด 25 cm2 ในตู�ปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 37°C และความเข�มข�น CO2 ท่ี 5% 
ทําการเพาะเลี้ยงเซลล"เป8นเวลา 2, 8, 16, 21 วันในหลอดทดลอง เพื่อให�เซลล"เพาะเลี้ยงอยู#ในภาวะชรา 

การวัดการมีชีวิตของเซลล4เพาะเลี้ยง Primary hippocampus neurons (MTT assay) 

 การวัดเปอร"เซ็นการมีชีวิตของเซลล"เพาะเลี้ยง primary hippocampus neurons ด�วยวิธี MTT assay 
โดยมีหลักการ คือสารละลาย MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
(Sigma) จะถูกเปลี่ยนสีจากสีเหลืองไปเป8นผลึกสีน้ําเงิน (formazan crystal) ในเซลล"ท่ีมีชีวิต โดยอาศัยการ
ทํางานของเอมไซม"ในไมโตคอนเดรีย ในขณะท่ีเซลล"ตายจะไม#สามารถเปลี่ยนสีสารละลาย MTT ได� วิธีการ
ทดลอง เริ่มจากการเพาะเล้ียงเซลล"เพาะเลี้ยง Primary hippocampus neurons ให�อยู#ในภาวะชราใน 96-
well plate ท่ีเวลาต#างๆ คือ 2, 8, 16, 21 วันในหลอดทดลอง เม่ือครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลล"ออกแล�วล�าง
เซลล"ด�วย 0.01 M phosphate buffer saline (PBS) ก#อนที่จะบ#มด�วยสารละลาย MTT เป8นเวลา 3 ชั่งโมง 
จากนั้นทําการละลาย (solubilization) formazan crystal ด�วย dimethyl sulfoxide (DMSO) แล�วนําไป
วัดค#าความดูดกลืนแสงด�วยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 550 nm 

การวัดภาวะชราของเซลล4จากการทํางานของเอนไซม4 beta-galactosidase  

ภาวะความชราของเซลล"เกิดจากการท่ีเซลล"ไม#ตอบสนองต#อ mitotic stimuli โดยเซลล"เหล#านี้จะมี
ขนาดท่ีใหญ#ข้ึน มีรูปร#างแบน และมีการสะสมของ lypofuscin เป8น granule อยู#ภายในเซลล" อีกทั้งมีการการ
ทํางานและการแสดงออกของยีน senescence-associated beta-galactosidase (SA-ß-gal) เปลี่ยนแปลง

ไปอย#างผิดปรกติ ซ่ึงโดยปกติเชื่อกันว#าภาวะที่เซลล"ชราท้ัง แบบ in vivo และ in vitro จะพบว#ามี
ความสัมพันธ"กับการทํางานของ  SA-ß-gal ดังน้ันหากตรวจพบ SA-ß-gal จึงสามารถบ#งชี้ได�ว#าเซลล"อยู#ใน

ภาวะภาวะชรา ด�วยหลักเกณฑ"นี้ผู�วิจัยจึงทําการวัด SA-ß-gal โดยใช� cellular senescence assay kit 

(Chemichon, cat. No. KKA002) กล#าวโดยย#อคือ beta-ß galactosidase จะกระตุ�นกระบวนการ 
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hydrolysis ของ X-gal ทําให�ได�สีน้ําเงินสะสมอยู#ในเซลล"ชราเท#าน้ัน เซลล"ที่ไม#อยู#ในภาวะชราจะไม#ปรากฎผลึก
สีน้ําเงินดังกล#าว โดยทําการวดัปฏิกิริยาดังกล#าวภายใต�สภาวะกรด (pH 6.0) ซ่ึงมีวิธีการอย#างคร#าวๆ ดังนี้คือ 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลล"ให�อยู#ในภาวะชรา 2, 8, 16, 21 วันในหลอดทดลอง แล�วดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลล"
ออกแล�วล�างด�วย PBS 3 ครั้ง จากน้ันใส# fix solution 15 นาทีก#อนบ#มด�วย X-Gal Solution (5-bromo-4-
chloro-3-indoly Â-D-galactopyranoside) เป8นเวลาอย#างน�อย 4 ชั่วโมง จากน้ันนับเซลล"ที่ติดสีฟTาใต�กล�อง
จุลทรรศน" 

Western blot analysis 

 ทําการสกัดโปรตีนจากเซลล"เพาะเลี้ยงโดยใช� RIPA buffer (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, 1% 
triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate, EDTA 5 mM, Na2HPO4 30 mM, NaF 50 mM) นํา
โปรตีนท่ีสกัดได�ไปแยกด�วยกระแสไฟฟTาใน 10% SDS-PAGE gel จากนั้นทําการย�ายโปรตีนไปยัง 
nitrocellulose membrane และนํา membrane ไปบ#มใน 5% non-fat milk เป8นเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อ
ปTองกันการเกิด non-specific binding ก#อนนําไปบ#มด�วย anti-StAR antibody หรือ anti-actin antibody  
เป8นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4°C จากน้ันนํา membrane มาบ#มใน HRP-conjugated secondary 
antibody (Zymed, San Francisco, CA, USA) ทําการศึกษาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนโดยใช� 
chemiluminescent detection kit (Pierce, Rockford, IL, USA) แล�ววัดความเข�มของแถบโปรตีนด�วย
โปรแกรม Scion Image 

วิธีการประเมินผลและการสังเคราะห4ข#อมูล 

 ข�อมูลท้ังหมดจะถูกนําเสนอเป8นค#า means ± SE ความแตกต#างทางสถิติของข�อมูลสองชุดจะทดสอบโดย 
unpaired Student’s t-test  ความแตกต#างทางด�านสถิติของข�อมูลมากกว#าสองชุดจะถูกทดสอบด�วย one-
way analysis of variance (ANOVA) with Turkey multiple comparison test ความแตกต#างทางด�าน
สถิติของทุกการทดสอบต�องมีค#า P ≤ 0.05 ประเมินผลข�อมูลโดย Graph-Pad Prism 5.0 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.2 ผลการทดลอง 

2.2.1  ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน
แบบจําลองภาวะชราในหลอดทดลอง

ศึกษาการแสดงออกของ
2, 8, 16, 21 DIV ด�วยวิธี Western Blot
เม่ืออายุเพิ่มข้ึนแต#อย#างไรก็ตาม ความแตกต#างดังกล#าวน้ันไม#มีนัยสําคัญทางสถิติ 
แสดงออกของตัวควบคุมภายในคือ 
เปลี่ยนแปลงภายในเซลล"ด�านอ่ืนๆ อย#างไรก็ตามในแง#ของระ
cofilin อาจจะต�องมีการเพิ่มเวลาในการเพาะเลี้ยงเซลล"ประสาทต#อไป

รูปที่ 1 การแสดงออกของ cofilin 
เปรียบเทียบกับระดับกับการแสดงออกของ 

 

 

 

 

 

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน cofilin ในเซลล4ประสาทฮิปโปแคมป/ส
ในหลอดทดลอง 

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน cofilin ในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สที่ถูกเพาะเลี้ยงเป8นเวลา 
Western Blot โดยผลการทดลองแสดงให�เห็นว#าโปรตีน cofilin 

เม่ืออายุเพิ่มข้ึนแต#อย#างไรก็ตาม ความแตกต#างดังกล#าวนั้นไม#มีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเปรียบเทียบกับการ
แสดงออกของตัวควบคุมภายในคือ actin ซ่ึงเท#ากันคงที่ ดังแสดงให�เห็นในรูปท่ี 
เปลี่ยนแปลงภายในเซลล"ด�านอ่ืนๆ อย#างไรก็ตามในแง#ของระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ต#อการแสดงออกของ 

เวลาในการเพาะเลี้ยงเซลล"ประสาทต#อไป  

 

 

cofilin ในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สเพาะเล้ียงที่เวลา 2  8 
กับการแสดงออกของ actin ซ่ึงคงที่ ตลอดการทดลอง โดยทําการศึกษาด�วยวิธี 

Western Blot  

 

7 

เซลล4ประสาทฮิปโปแคมป/สเพาะเลี้ยงใน

ท่ีถูกเพาะเลี้ยงเป8นเวลา 
cofilin มีแนวโน�มลด

โดยเปรียบเทียบกับการ
ซ่ึงเท#ากันคงที่ ดังแสดงให�เห็นในรูปที่ 1 บ#งชี้ว#าไม#มีการ

ยะเวลาการเพาะเลี้ยง ต#อการแสดงออกของ 

2  8 16 และ 21 DIV 
โดยทําการศึกษาด�วยวิธ ี
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2.2.2 ศึกษาการมีชีวิตของเซลล4ประสาทฮิปโปแคมป/สเพาะเลี้ยงในแบบจําลองภาวะชราในหลอด
ทดลอง 

ทําการศึกษาค#าการมีชวีิตของเซลล"เพาะเลี้ยงท่ีเวลาต#างกัน 2, 8, 16, และ 21 วัน ด�วยวธิี MTT 
assay ผลการทดลองแสดงให�เห็นว#า แบบจําลองภาวะชราในหลอดทดลองครั้งนี้ไม#มีผลทําให�เซลล"ตาย 
กล#าวคือไม#มีความแตกต#างของปริมาณผลึกสี formazan crystal ในแต#ละช#วงเวลาจึงส#งผลให�ได�ค#าการ
ดูดกลืนแสงไม#แตกต#างกันในแต#ละกลุ#ม บ#งชี้ว#าไม#เกิดภาวะท่ีเป8นพิษต#อเซลล"จนเป8นสาเหตุที่ทําให�เซลล"
ตาย หรือลดปริมาณของเซลล"ท่ีมีชีวิตลง ดังนั้นการทดลองครั้งนี้จึงน#าจะเป8นแบบจําลองท่ีดี ที่จะนําไป
ศึกษาต#อยอดถึงการเปลี่ยนแปลงกระบวนการต#างๆ ภายในเซลล"ประสาทท่ีอยู#ในภาวะชราได� ซ่ึง
การศึกษาในหลอดทดลองน้ีจะมีข�อดีคือเป8นการตัดป=จจัยรบกวนด�านอ่ืน ทําให�ทราบถึงผลจากการมีอายุ
ที่เพิ่มข้ึนเพียงอย#างเดียว 

 

รูปที่ 2 กราฟแสดงร�อยละของการมีชีวิตของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สเพาะเลี้ยงในแบบจําลองภาวะ
ชราในหลอดทดลอง ที่เวลา 2, 8, 16, และ 21 DIV โดยค#าร�อยละของการมีชีวิตท่ีได�คํานวนมาจากค#าการ

ดูดกลืนแสงที่วัดด�วยเครื่อง spectrophotometer  

 (n=5) 
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2.2.3 ศึกษาการภาวะชราของเซลล4จากการทํางานของเอนไซม4 beta-galactosidase  

  ทําการวัดการทํางานของเอนไซม" beta-galactosidase ซ่ึงจะตรวจพบได�ในเซลล"ท่ีอยู#ในภาวะ
ชราเท#านั้น โดยผลการทดลองจากการวัด enzyme activity ภายในเซลล"เพาะเลี้ยงด�วยวิธีทําอิไลซ#า แสดงให�
เห็นว#า เม่ือทําการเพาะเลี้ยงเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สที่เวลา 16 วันในหลอดทดลองจะมีการเพิ่มระดับของ 
เอนไซม" beta-galactosidase อย#างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ#ม 2 เดือน และ 8 เดือน บ#งชี้ว#า เซลล"
ที่เพาะเลี้ยงเป8นเวลา 16 วันข้ึนไปเข�าสู#ภาวะชรา และสามารถใช�เป8นแบบจําลองในการศึกษาภาวะเชลล"
ประสาทชราได�  

 

 
รูปที ่3 กราฟแสดงร�อยละของระดับออกของ เอนไซม" beta-galactosidase ในเซลล"ประสาทเพาะเลี้ยง ที่

เวลา 2 8 16 และ 21 วนัในหลอดทดลอง ด�วยวิธี ELISA และทําการคํานวนโดยกําหนดให�ระดับของ

เอนไซม"ท่ีอายุ 2 เดือน มีค#าเป8น 100  

*** P< 0.005 ; n=3 
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2.2.4 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Neuroligin ในเซลล4ประสาทฮิปโปแคมป/สเพาะเลี้ยงใน
แบบจําลองภาวะชราในหลอดทดลอง 

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Neuroligin ในเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สที่ถูกเพาะเลีย้งเป8น
เวลา 2, 8, 16, 21 DIV ด�วยวิธี Western Blot (A) ผลการทดลองแสดงให�เห็นว#า การแสดงออกของ
โปรตีน Neuroligin ลดลงตามเวลาของการเพาะเลี้ยงที่เพิม่ข้ึน โดยเม่ือนําค#าความเข�มของแถบโปรตีนมา
คํานวนพบว#า ค#าความเข�า ลดลงอย#างมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือทําการเพาะเลี้ยงเป8นเวลา 8 16 และ 21 
DIV (B) บ#งชี้ได�ว#าในภาวะท่ีเซลล"ประสาทเพาะเลี้ยงเข�าสู#ภาวะชรา ลดการแสดงออกของโปรตีน 
Neuroligin ซ่ึงจากงานวิจัยก#อนหน�าน้ีบ#งช้ีว#าเป8นโปรตีนที่มีหน�าท่ีสําคัญในการทํางานของ synapse จึง
อาจจะสรุปได�ว#า เม่ือทําการเพาะเลี้ยงเซลล"เป8นเวลานานจะมีผลต#อการทํางานขของ synapse และน#าจะ
มีบทบาทต#อ กระบาวนการ synaptic plasticity และการสร�างความจํา  

 

 

รูปที่ 4 การแสดงออกของโปรตีน Neuroligin ในเซลล"ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมป=ส ท่ีเวลา 2 8 16 และ 
21 วันในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับระดับกับการแสดงออกของ actin ซ่ึงคงที่ ตลอดการทดลอง โดย

ทําการศึกษาด�วยวิธ ีWestern Blot (A) และทําการ plot graph แสดงความเข�มของแถบโปรตีน (B) 

*** P< 0.005 ; n=3 

2             8           16          21    DIV 
A 

B 
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3. อภิปราย/วิจารณ4 

3.1 ป/ญหาและอุปสรรคในการดําเนินการ 
เนื่องจากการทดลองท่ี 1 แสดงให�เห็นแล�วว#า ภาวะชราในหลอดทดลองไม#มีผลต#อการแสดงออกของ 

cofilin งานวิจัยนี้จึงตัดเรื่อของการศึกษาการแสดงออกของ active-cofilin และ inactive-cofilin ออกไป และ
เพิ่มการศึกษาของโปรตีนที่น#าจะเก่ียวข�องกับกระบวนการ synaptic plasticity แทน ได�แก# Neuroligin ซ่ึงมี
บทบาททีสําคัญมากต#อการทํางานบริเวณ synapse และทําให�สารมารถตอบคําถามของงานวิจัยได�ดีกว#าอีกด�วย  

3.2 อภิปรายผลการทดลอง 
งานวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงค"สําคัญคือการสร�างแบบจําจองภาวะชราของเซลล"ประสาทฮปิโปแคมป=สใน

หลอดทดลอง เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล"โดยตัดอิทธิพลของป=จจัยภายนอกต#างๆ ได�แก# อิทธิพลของ
ฮอร"โมนเพศ อิทธิพลภาวะแทรกซ�อน และอิทธิพลของพฤติกรรมต#างๆ โดยดูภาวะชราจากการเพราะเลี้ยงเซลลื
เป8นเวลานานในหลอดทดลอง (21 วัน) โดยพบว#าเซลล"มีการเปลี่ยนแปลงเข�าสู#ภาวะชราได�จริงจากการตรวจพบ
การทํางานของเอนไซม" beta-galactosidase ซ่ึงจะพบได�เฉพาะในเซลล"ท่ีชราเท#านั้น ดังที่ Geng และคณะ แสดง
ให�เห็นว#าในสมองส#วนฮิปโปแคมป=สของหนูทดลองชราอาย ุ24 เดือน มีการแสดงออกของ SA-beta-GAL เพิ่มข้ึน
ถึง 50.76% เม่ือเทียบกับหนูอายุ 6 เดือน [25] นอกจากนี้ยังทําการศึกษาในเซลล"ประสาทเพาะเล้ียงฮิปโปแคมป=ส
ตรวจพบว#า   มีการแสดงออกของ SA-beta-GAL เพิ่มข้ึนถึง 95% เม่ือเพาะเลี้ยงเป8นเวลา 20 วัน ในหลอด
ทดลอง เช#นเดียวกับการทดลองคร้ังนี้ท่ีแสดงให�เห็นว#า มีการเพิ่มข้ึนของ SA-beta-GAL เกือบ 100% เม่ือเทียบ
กับกลุ#มที่เพาะเลี้ยงเป8นเวลา  2 วัน [25] 

นอกจากการทดลองคร้ังน้ีจะแสดงถึงภาวะชราของเซลล"ประสาทแล�ว ยังแสดงให�เห็นด�วยว#าในภาวะชรา
เซลล"ยังคงมีค#าการมีชีวิตรอดไม#เปลี่ยนแปลง ดังน้ันการเปลี่ยงแปลงต#างๆภายในเซลล"จึงน#าจะเป8นผลของภาวะ
ชราเพียงอย#างเดียวโดยไม#เก่ียวข�องกับการเป8นพิษต#อเซลล"จากผลกระทบด�านอ่ืน โดยในการทดลองคร้ังนี้ได�ทํา
การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล"ทุกๆ 2 วัน และทาํการเพาะเลีย้งในปริมาณไม#มากเกินไป ตามวิธีของ Geng และคณะ 
ซ่ึงไม#มีความเป8นพิษต#อเซลล"ประสาทเพาะเลี้ยง และไม#ทําให�เซลล"ประสาทเพาะเลี้ยงตาย [25] 

 เพื่อเป8นการทดสอบสมมุติฐานของงานวิจัยเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีน cofilin ซ่ึงเป8นโปรตีน
ที่มีหน�าหลักคือการต#อสาย actin โดยการคงสภาพของ filament actin และเพิ่ม actin monomer สําหรับการ
สร�างสาย actin ใหม# ดังนั้นอาจกล#าวได�ว#า cofilin มีบทบาทสําคัญต#อการเหนี่ยวนําให�เกิดกระบวนการ actin 
dynamics และ actin plasticity แต#จากผลการทดลอง แสดงให�เห็นว#า การจากการศึกษาในสัตว"ทดลองเป1ดเผย
ว#าการยับยั้งการทํางานของ actin binding protein เช#น cofilin มีผลต#อการสร�าง และ การคงสภาพ  ของ 
dendritic spine ตลอดจนมีผลรบกวนความจําและการเรียนรู�ของสัตว"ทดลองอีกด�วย  [22] แต#อย#างไรก็ตามจาก
การทดลองคร้ังน้ีไม#มีผลต#อการแสดงออกของ cofilin ทั้งหมด (total cofilin) เพียงแต#มีแนวโน�มของการลดลงซ่ึง 
หากทําการศึกษาถึงระดับยีนส"อาจจะมีการเปลี่ยนแปลงก็เป8นได� ดังนั้นในส#วนของโปรตีนตัวนี้น#าจะมีการศึกษาต#อ
ยอด ให�ลึกลงไปถึงระดับยีนต#อไป แต#เม่ือ การแสดงออกของ cofilin ไม#เปลี่ยนผู�วิจัยจึงได�ทําการศึกษาโปรตีน
เปTาหมายตัวอ่ืนร#วมด�วย คือ neuroligin ซ่ึงเป8น type I transmembrane protein มีความสําคัญมากต#อการ
สร�างและการทํางานของ synapse โดยมีการทดลองสนับสนุยว#า overexpression ของ  neuroligin เพิ่มจํานวน
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ของ spine และ synapse ได�เม่ือเทียบกับกลุ#มควบคุม [26] นอกจากนี้หากทําการ knockout neuroligin ทําให�
สูญเสีย synaptic transmission โดยไม#มีผลต#อจํานวนของ synapse แสดงให�เห็นว#า neuroligin มีความสําคัญ
ต#อหน�าที่การทํางานของ synapse ซ่ึงน#าจะมีความสัมพันธ"โดยตรงต#อกระบวนการ synaptic plasticity [27] 
และจากผลการทดลอง พบว#า neuroligin มีการแสดงออกลดลงเม่ือเวลาในการเพาะเลี้ยงนานข้ึน สรุปได�ว#า 
neuroligin ลดลงเม่ือเซลล"เข�าสูภาวะชรา นําไปสู#ความสัมพันธ"ท่ีว#า การทํางานของ synapse ลดลงเม่ือเซลล"
ประสาทเข�าสู#ภาวะชรา  

 
4. สรุปและเสนอแนะ 

งานวิจัยนี้สามารสรุปได�ว#า การเพาะเลี้ยงเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=สในหลอดทดลองเป8นเวลานาน ทําให�
เซลล"ประสาทเข�าสู#ภาวะชราได�โดยการเพิ่มข้ึนของเอนไซม" SA-beta-GAL โดยไม#มีผลต#อการมีชีวิตของเซลล" คือ
เซลล"ยังคงมีค#าการมีชีวิตทีปรกติจากการวัดการทํางานของเอนไซม" dehydrogenase enzymes ด�วยวิธี MTT 
assay นอกจากนี้ยังพบโปรตีนเปTาหมายตัวใหม#ที่น#าจะมีความสัมพันธ"โดยตรงกับการเปล่ียนแปลงของ synapse 
ในภาวะชราของเซลล"ประสาทฮิปโปแคมป=ส คือ neuroligin ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนกว#า cofilin อย#างไรก็
ตาม ยังคงต�องการการศึกษาต#อยอดถึงการเปลี่ยนแปลงระดับยีน ตลอดจน function ของ neuroligin ที่
เปลี่ยนแปลงไปในภาวะชราต#อไป 

 

5. ผลผลิต 
โดยส#วนหนึ่งของผลงานวิจัยในโครงการวิจัยนี้กําลังดาํเนินการตีพิมพ"เผยแพร#ในวารสาร  วิทยาศาสตร"

บูรพา ในชื่อเรื่อง Synaptic changes in vitro model of hippocampal neuronal aging. 
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