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บทคัดย่อ (Abstract) 
 

โรคสมองเส่ือมจากหลอดเลือดสมองเป็นภาวะหนึ่งท่ีมีอุบัติการณ์เกิดโรคสูงและส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพชีวิตของประชาการไทย โรคสมองเส่ือมจากหลอดเลือดสมองสัตว์ทดลองจากการศึกษาท่ีผ่านมาท่ี
รายงานกลไกของอนุมูลอิสระต่อการเกิดพยาธิสภาพของโรคพาร์กินสัน และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
ขมิ้นชัน ผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานว่าสารสกัดขมิ้นชันสายพันธุ์ภาคตะวันออกสามารถมีฤทธิ์ต่อการปกป้องเซล์
ประสาท ตลอดจนการผลต่อการเพิ่มการเรียนรู้และความจ า ในการศึกษานี้ผู้วิจัยจึงได้น าสารสกัดแอลกอฮอล์
ของสารสกัดขมิ้นชัน ขนาดต่างๆได้แก่ 100, 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัวมาป้อนหนูขาว
พันธุ์ Wistar เพศผู้น้ าหนักประมาณ 280-320  กรัม จากนั้นน ามาเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะจ าลองโรคพาร์กินสัน 
ด้วยการฉีดสาร 6-OHDA แล้วน ามาประเมินการเปล่ียนแปลงของอนุมูลอิสระท่ีพบในเนื้อเยื่อสมองหนูแรท 
โดยการประเมินการเปล่ียนแปลง oxidative stress markers ได้แก่ ปริมาณ Malondialdehyde (MDA) 
การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ Superoxide dismutase (SD), Catalase (CAT) และ 
Glutathione peroxidase (GPx) ในสมองส่วน Cerebral cortex, Striatum และ Hippocampus พบว่าหนู
แรท กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดขมิ้นชัน มีการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระท่ีกล่าวข้างต้นเพิ่มขึ้น  และพบการ
เปล่ียนแปลงของการลดลงของ MDA ลดลงทุกขนาดของสารสกัด และเมื่อประเมินผลการให้สารสกัดขมิ้นชัน 
ในการปกป้องสมองพบว่า  หนูแรทกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดขมิ้นชัน ขนาด 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว 
ความหนาแน่นของเซลล์ประสาทท่ีรอดชีวิตเพิ่มมากขึ้น ความหนาแน่นของเซลล์ประสาท Bcl-2 เพิ่มมากขึ้น 
และความหนาแน่นของเซลล์ประสาท Caspase-3 ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับสารสกัดขมิ้นชัน 
ดังนั้นการวิจัยนี้แสดงถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดขมิ้นชันในวิถีอะพอพโทซิสได้ อย่างไรก็ตามกลไกการ
ออกฤทธิ์หลักของสารสกัดขมิ้นชันนั้นยังต้องศึกษาเพิ่มเติมต่อไป  
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Abstract 
 

Vascular Dementia (VaD) is a condition that has a high incidence of disease and 
affects the quality of life of Thai people. Central nervous system depressive disorder is 
Parkinson's disease. Based on a recent study that reported the mechanism of free radicals to 
pathogenesis of Parkinson's disease, and the antioxidant activity of plant extracts. 
Researchers have hypothesized that Curcumin extract can increase antioxidant activity. It 
also affects learning and memory. Therefore, this study focus on alcohols extracted from 
curcumin. Various doses of 100, 200 and 400 mg / kg body weight were fed to male rats of 
Wistar, weighing 280-320 grams, and then induced by Middle Cerebral Artery Occlusion 
( MCAO) , the free radicals found in brain tissue. Antioxidant activities include superoxide 
dismutase (SOD), Catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) in the brain. Cerebral 
cortex, striatum, and hippocampus are found in rat. The group received the Curcumin. The 
activity of the antioxidant enzyme mentioned above increased. MDA decreased in all doses 
of DEE. When evaluating the effect of Curcumin on protecting the brain. Grouped rats with 
200 mg / kg body weight gain. Increased neuronal density Bcl-2 neuronal density increased 
and Caspase-3 neurons was decreased compared to untreated group. Therefore, this study 
demonstrates the mechanism of biological action of Curcumin in apoptosis pathway. 
However, the main mechanism of Curcumin s still to study further mechanism. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมส ำคัญ และที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การเจริญทางด้านการแพทย์และเทคโนโลยีในปัจจุบันท าให้ประชากรมีค่าเฉล่ียของอายุขัยยาวขึ้น 
จากข้อมูลของ International Programs Center (IPC), Population Division, Census Bureau ของ 
สหรัฐอเมริการายงานว่าปี 2015 จะมีประชากรผู้สูงอายุ (65 ปีขึ้นไป) คิดเป็นร้อยละ 15 ของประชากร
ท้ังหมดในสหรัฐอเมริกา ส่วนทวีปยุโรปจะมีผู้สูงอายุคิดเป็นร้อยละ 20 ของประชากรท้ังทวีป และทวีปเอเชีย
ประมาณร้อยละ 10 ของประชากรท้ังทวีปตามล าดับ และสอดคล้องกับข้อมูลขององค์การสหประชาชาติท่ี
คาดการณ์ว่าผู้สูงอายุของประชากรโลกจะเพิ่มขึ้นจาก ร้อยละ 5.7 เป็นร้อยละ 9.5 ภายในปี พ.ศ. 2568 
นอกจากนี้วิทยาลัยประชากรศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้รายงานว่า ในปี พ.ศ.2553 ประเทศไทยมี
ผู้สูงอายุ (60 ปีขึ้นไป) ถึง 7.6 ล้านคนหรือร้อยละ 11.36 ของประชากรท้ังหมดในประเทศไทย ซ่ึงการเพิ่ม
ปริมาณดังกล่าวจะส่งผลกระทบต่อโครงสร้างเศรษฐกิจ สังคม และแบบแผนปัญหาสาธารณสุขโดยรวมของ
ประเทศปัญหาหนึ่งท่ีพบมากในผู้สูงอายุคือกลุ่มโรคสมองเส่ือม ในช่วงเวลา 20 ปีท่ีผ่านมา ได้มีการศึกษากัน
อย่างมากเก่ียวกับระบาดวิทยาของกลุ่มโรคสมองเส่ือม ทุกการศึกษาให้ผลตรงกันว่า ความชุกของกลุ่มโรค
สมองเส่ือมมีจ านวนสูงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อมีอายุมากกว่า 65 ปีและจ า นวนความชุกจะเพิ่มขึ้นเท่าตัว ในทุกๆ 
ช่วงอายุ 5 ปีท่ีเพิ่มขึ้น หากพิจารณาจากสถิติทางระบาดวิทยาท้ังในต่างประเทศและข้อมูลจากสถาบันผู้สูงอายุ 
พ.ศ. 2553 จะได้ว่า ผู้ป่วยกลุ่มโรคสมองเส่ือมมีประมาณ 836,000 คน และประมาณคร่ึงหนึ่งป่วยเป็นโรคอัล
ไซเมอร์และความจ าเส่ือมจากหลอดเลือด ประมาณอย่างน้อย 418,000 คน ดังนั้นปัญหานี้จึงนับเป็นปัญหาท่ี
ส าคัญของประเทศ ในภาวะดังกล่าวจะพบว่ามีความบกพร่องเร่ืองของความจ าเป็นหลัก โดยมีสาเหตุใหญ่จาก
การเส่ือมและตายของเซลล์ประสาท ดังนั้นหากสามารถป้องกันสาเหตุดังกล่าวได้ จะช่วยลดปัญหาท่ีเก่ียวข้อง
กับภาวะนี้ได้อย่างมาก ท้ังในด้านสุขภาพ สังคม และค่าใช้จ่ายท่ีต้องเสียไปในการจัดการกับปัญหานี้ 
นอกจากนี้อาจสร้างรายได้จาก อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีมีส่วนในการพัฒนาสมองและส่งเสริมการ
เรียนรู้และความจ าได้เป็นอย่างมาก เนื่องจากมูลค่าตลาดด้านผลิตภัณฑ์ดังกล่าวมีมูลค่ามหาศาล และประเทศ
ไทยมีโอกาสท่ีจะสร้างส่วนแบ่งด้านการตลาดจากผลิตภัณฑ์ดังกล่าวได้ 

โรคหลอดเลือดสมอง (Cerebrovascular Disease) จดัเป็นภาวะคุกคามท่ีส าคัญในปัจจุบัน  โดย
พบว่าเป็นสาเหตุการป่วยอันดับท่ี 3 ในไทย รองจากโรคความดันโลหิตสูง และโรคเบาหวาน   เมื่อเร็วๆนี้
ข้อมูลจากส านักงานประกันสุขภาพแห่งชาติ (สปสช) ได้รายงานว่าในปีพศ 2548 นั้นคนไทยป่วยเป็นโรคนี้กว่า 
2.4 แสนราย และเส่ียงท่ีจะเป็นกว่า 10 ล้านคน  นอกจากนั้นสถิติขององค์การอนามัยโลกรายงานล่าสุดเมื่อ
พ.ศ.2548 ประชาชนท่ัวโลกเสียชีวิตจากโรคนี้ปีละเกือบ 6 ล้านราย หรือประมาณ 10 % ของผู้เสียชีวิตทุก
สาเหตุ เฉลี่ยตายนาทีละ 11 ราย โรคนี้ถ้าเป็นแล้วแม้รอดชีวิตก็มักจะมีความพิการหลงเหลืออยู่1  ในประเทศ
ไทยนั้นข้อมูลจากส านักนโยบายและยุทธศาสตร์ กระทรวงสาธารณสุข ปี 2550 พบว่าในประชากรแสนคนเป็น
โรคหลอดเลือดสมองในอัตรา 206 คน และพบว่าโรคดังกล่าวมีอัตราการพักรักษาตัวท่ีโรงพยาบาลเพิ่มสูงขึ้น 
จากปี2540 เพิ่มขึ้นถึง 2.75 เท่า โดยการเสียชีวิตจากโรคดังกล่าวจะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นถึง 17% ใน
ปี 2558 และพบว่าโรคหลอดเลือดสมองนี้ยังเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับ 3 รองจากโรคเอดส์ และการ
บาดเจ็บ2 โรคหลอดเลือดสมอง มีสาเหตุส าคัญ 2 ประการ คือ 1.หลอดเลือดในสมองตีบ หรืออุดตัน (พบ
ประมาณ 70%) 2.เลือดออกในสมอง(พบประมาณ 30%) ส าหรับในประเทศไทย จากสถิติของกระทรวง
สาธารณสุขพบว่า ผู้ป่วยโรคหลอดเลือดในสมองตีบ หรืออุดตันแบบเฉียบพลัน ได้รับการรักษาได้ทันเวลามี
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เพียงร้อยละ 1.96เท่านั้น ท าให้อัตราการเสียชีวิตและพิการสูงมาก2   ดังนั้นการป้องกันภาวะนี้จึงจัดเป็นเร่ือง
ส าคัญ 
 ด้วยอุบัติการณ์ท่ีมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นและข้อจ ากัดในการรักษาภาวะของโรคดังกล่าวท าให้มีการพยายาม
ท่ีจะใช้สารป้องกันระบบประสาท(Neuroprotective agent) เข้ามาช่วยเพื่อให้เซลล์ประสาทในบริเวณท่ีท่ีอยู่
ขอบ(Penumbra area) นอกเหนือจากส่วนท่ีขาดเลือด(Core area)ให้ฟ้ืนคืนสภาพกลับมาท างานของเนื้อเยื่อ
ประสาท(Nervous tissue) สารป้องกันระบบประสาทท่ีพัฒนาขึ้นมาใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่แล้วจะมุ่งไปยับยั้ง
กลไกต่างๆท่ีเก่ียวข้องกับพยาธิสรีรวิทยาของภาวะสมองขาดเลือด อาทิ การเพิ่มการไหลของเลือดไปเล้ียง
บริเวณขาดเลือด การยับยั้งการท างานของกรดอะมิโนชนิดกระตุ้น(Excitatory amino acid) ผ่านตัวรับ 
NMDA รวมท้ังยับยั้งการท างานของอนุมูลอิสระ(Antioxidant) จากการบริโภคพืชท่ีมีสารประกอบส าคัญจาก
สารพฤกษเคมี(Phytonutrient Compound) จึงเป็นวิธีการท่ีสามารถป้องกันการเกิดโรคได ้
          ปัจจุบันพบว่าอนุมูลอิสระนั้นมีบทบาทส าคัญต่อการเกิดพยาธิสภาพหลายด้าน รวมท้ังในโรคเร้ือรัง  
เช่น แผลเร้ือรังจากภาวะเบาหวาน โรคหลอดเลือดสมอง โรคสมองเส่ือม และพิษแอลกอฮอล์  ดังนั้นจึงมีการ
น าเอาสารต้านอนุมูลอิสระมาใช้ในปกป้องภาวะดังกล่าวจ านวนมาก  มีรายงานว่าสารเคอร์คิวมินอยด์ 
(Curcuminoids) ท่ีพบมากในขมิ้นชัน สามารถลดความบกพร่องในเร่ืองการเรียนรู้และความจ าในภาวะ
เบาหวานได้ โดยมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ acetylcholinesterase ท าให้ปริมาณ acetylcholine ซ่ึงเป็น
สารส่ือประสาทท่ีส าคัญต่อการเรียนรู้และความจ าเพิ่มขึ้น และลด oxidative stress ในสมอง สืบเนื่องจาก
บทบาทของสารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในการออกฤทธิ์ปกป้องสมองจากภาวะท่ีสมองถูกท าลายจากการขาด
เลือด    ผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานว่าสารสกัดขมิ้นชันซ่ึงมีฤทธิ์ดังกล่าว อีกท้ังยังสามารถลดการอักเสบน่าจะ
สามารถใช้ปกป้องสมองจากภาวะสมองจากภาวะสมองขาดเลือดได้  อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังมีรายงานทาง
วิทยาศาสตร์สนับสนุนการใช้เพื่อประโยชน์ดังกล่าวน้อยมาก  ผู้วิจัยจึงมุ่งท่ีจะหาข้อมูลในประเด็นดังกล่าวเพื่อ
ใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาต่อยอดเพิ่มมูลค่าผลิตภัณฑ์สุขภาพจากสารสกัดขมิ้นชัน  
 

วัตถุประสงค์กำรวิจัย 
1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดขมิ้นชันในการป้องกันและ/หรือลดการท าลายเซลล์ประสาทในหนูขาวเพศผู้
ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วยวิธีอุดก้ันหลอดเลือดแดงมิดเดิ้ล 
2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของขมิ้นชันต่อพฤติกรรมการเรียนรู้และความจ าในหนูขาวเพศผู้ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วยด้วย
วิธีอุดก้ันหลอดเลือดแดงมิดเดิ้ล (Middle Cereal Artery Occlusion: MCAO) 
3.  เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์สารสกัดขมิ้นชัน ดังต่อไปนี้ 
 3.1 ศึกษาฤทธิ์ของขมิ้นชัน ต่อ oxidative stress markers  
 3.2 ศึกษาฤทธิ์ของขมิ้นชัน ต่อ calcium binding protein 
 3.3 ศึกษาฤทธิ์ของขมิ้นชัน ต่อ neurotrophic factor 
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ทฤษฎี สมมติฐำนหรือกรอบแนวควำมคิด (Conceptual Framework) ของโครงกำรวิจัย 
 1.3.1 กรอบแนวคิด 

 สารสกัดขมิ้นชันมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต้านการอักเสบระดับเซลล์ และมีการยับยั้งกลไกท่ีเกิด
จากความไม่สมดุลของไมโตคอนเดีย ดังนั้นน้ าสารสกัดขมิ้นชันน่าจะป้องกันและลดอันตรายต่อเซลล์ประสาท
ในโรคสมองเส่ือมจากหลอดเลือดสมองสัตว์ทดลองได้ 

 
 

 
        
     
   
  
              
 
 
                   

                                            
 
 
 
 

 
 

 1.4  สมมติฐาน 
  1.4.1ถ้าสารสกัดขมิ้นชันมีฤทธิ์ป้องกันและลดการตายของเซลล์ประสาทในโรค
หลอดเลือดสมองได้สัตว์ทดลองกลุ่มท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคหลอดเลือดสมองและได้รับน้ าสาร
สารสกัดขมิ้นชันจะมีการตายของเซลล์ประสาทใน cerebral cortex และ hippocampus น้อย
กว่ากลุ่มท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคหลอดเลือดสมองและไม่ได้รับสารสกัดขมิ้นชัน 
  1.4.2 ถ้าสารสกัดขมิ้นชันมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู้ในโรคหลอดเลือดสมองได้  
สัตว์ทดลองกลุ่มท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคหลอดเลือดสมองและได้รับสารสกัดขมิ้นชันจะมีการ
เรียนรู้และความจ าดีกว่ากลุ่มท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคหลอดเลือดสมองและไม่ได้รับน้ ามะละกอ
สกัด  

1.4.2 ถ้าสารสกัดขมิ้นชันมีฤทธิ์ต่อการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ  สัตว์ทดลองกลุ่มท่ี
ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นโรคหลอดเลือดสมองและได้รับสารสกัดขมิ้นชันจะมีการเปล่ียนแปลงใน 
oxidative stress markers  calcium binding protein และ neurotrophic factor  
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1.5  

 เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป  
กลุ่มเป้าหมาย  กระทรวงอุตสาหกรรม  ภาคธุรกิจ  องค์การอาหารและยา 
 บริการความรู้แก่ประชาชน  
กลุ่มเป้าหมาย  ประชาชนผู้สนใจท่ัวไป 
 บริการความรู้แก่ภาคธุรกิจ  
กลุ่มเป้าหมาย  ผู้ผลิตด้านอุตสาหกรรมอาหาร 
 น าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ 
กลุ่มเป้าหมาย  ผู้ผลิตด้านอุตสาหกรรมอาหาร  กระทรวงอุตสาหกรรม องค์การอาหาร
และยา 
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บทที่ 2  
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ภาวะสมองเส่ือม (dementia) เป็นภาวะท่ีพบได้บ่อยในผู้ป่วยสูงอายุ ผู้ป่วยมีความบกพร่องด้าน

สมรรถภาพทางสมอง ท้ังในด้านความจ าและการรู้คิด (cognition) เช่นการใช้ภาษา ทักษะในการใช้
ชีวิตประจ าวันการรับรู้ส่ิงแวดล้อม การตัดสินใจวางแผนโดยความผิดปรกติท่ีเกิดขึ้นมี ซ่ึงอาการเหล่านี้มัก
เกิดขึ้นช้าๆ ค่อยเป็นค่อยไป โรคสมองเส่ือมเหตุหลอดเลือด (vascular dementia, VaD) โรคนี้พบเป็นอันดับ 
สอง รองจากโรคอัลไซเมอร์ และพบร่วมกับโรคอัลไซเมอร์ (mixed dementia) ได้บ่อย โดยผู้ป่วยมักมีอาการ
ตามหลังการเกิดโรคหลอดเลือดสมองไม่ว่าจะเป็นชนิดขาดเลือด (cerebral infarction) หรือหลอดเลือดสมอง 
แตกท าให้มีเลือดออกในสมอง (intracerebral hemorrhage) อาการส่วนใหญ่มักเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว หรือ
ทรุดลงเป็นล าดับขั้นมีอาการเปล่ียนแปลงขึ้นลง ผู้ป่วยมักมีปัจจัยเส่ียงด้านโรคหัวใจและหลอดเลือดอยู่เดิม 
ตรวจร่างกายพบความผิดปรกติของสมองเฉพาะท่ี (focal neurological deficit) 

ภาวะสมองเส่ือมจากหลอดเลือด (Vascular Dementia) เป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคัญของโลก
เนื่องจากเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตและความพิการทางด้านร่างกาย และต้องการพึ่งพาครอบครัวและสังคม
ในการด ารงชีวิตส่งผลกระทบต่อผู้ป่วยท้ังทางด้านร่างกายและจิตใจ และท าให้เกิดความสูญเสียทางด้าน
เศรษฐกิจเป็นจ านวนมาก ในระยะแรกของการเกิดภาวะสมองเส่ือมจากหลอดเลือดจะเกิด ภาวะท่ีสมองขาด
เลือด อาการเกิดขึ้นเพียงช่ัวคราว (Transient ischemic attack: TIA ) ภาวะ TIA เป็นการเร่ิมต้นของภาวะ
สมองขาดเลือด (Ischemic stroke)  เมื่อมีการขาดเลือดท าให้เกิดการเสียหายของเซลล์ เป็นผลจากการไม่มี
การไหลเวียนของเลือด ท าให้เกิดการขาดเลือดท่ีรุนแรง เป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทและสมอง 
ท่ีเรียกว่า สมองขาดเลือด โดยพบว่าบริเวณท่ีล้อมรอบใจกลางท่ีมีการตายของเนื้อเยื่อ (Ischemic Core Area) 
ซ่ึงพบว่า ค่าปกติของเลือดท่ีไปเล้ียงสมอง (Cerebral Blood Flow, CBF) จะอยู่ในช่วง 50-55 ml/ 100g/ 
min (Rengachary et al., 2005) ส่วนค่าต่ าสุดท่ีท าให้เกิดการล้มเหลวของเยื่อหุ้มระบบประสาทในส่วนของ
รอบนอกบริเวณขาดเลือด(Penumbra area) อยู่ในช่วง 6-10 ml/ 100g/ min โดยพบว่าแม้เซลล์ในระบบ
ประสาทของ Penumbra จะไม่สามารถท าหน้าท่ีได้ตามปกติ ระหว่างมีการลดลงของการได้รับเลือดไปเล้ียง 
แต่เนื้อสมองส่วนนี้สามารถกลับมาท างานได้อีกตามปกติถ้าสามารถช่วยให้เลือดกลับไปเล้ียงสมองส่วนนี้ได้เร็ว
พอซ่ึงต่างจากเซลล์ในบริเวณท่ีตายไปแล้ว ท่ีถึงแม้จะมีการผ่านของการไหลเวียนและการก าซาบ
(Perfusion)ของเลือดก็ไม่สามารถกลับคืนได้ดังเดิม และยังสูญเสียการท างานอย่างถาวร Penumbra จึงเป็น
เป้าหมายส าคัญ(Midori et al.,1999) ให้การก าซาบและไหลผ่านของเลือดอย่างเหมาะสม เพื่อการกลับมา
ท างานเป็นปกติอีกคร้ังของสมอง  

ภาวะท่ีหลอดเลือดสมองอุดก้ันในภาวะสมองเส่ือมจากหลอดเลือดจะท าให้เกิดการตายของเนื้อสมอง
บริเวณท่ีขาดเลือดไปเล้ียงบริเวณนี้จะพบว่าเซลล์ประสาทจะมีการตาย(Neuronal damage) เกิดขึ้นอย่าง
รวดเร็ว  อย่างไรก็ตามเซลล์ประสาทในบริเวณ penumbra area นี้ยังคงสามารถท่ีจะกู้ให้กลับมาท างานได้ถือ
เป็นโอกาสในการหาแนวทางการหรือกลยุทธ์การรักษาภาวะสมองเส่ือมจากหลอดเลือด(Window of 
opportunity to treatment vascular dementia) มีรายงานว่าภาวะสมองขาดเลือดนั้นสามารถท าให้เกิด
การตายของเซลล์ประสาทใน penumbra area ได้จากหลายกลไก เช่น การเกิด apoptosis มีรายงานว่าการ
ท างานของโปรตีนท่ีอยู่ใน Bcl-2 family และ caspase นั้นจะมีอิทธิพลอย่างมากต่อการเกิด apoptosis หนู
ถีบจักรท่ีถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของ Bcl-2 จะป้องกันภาวการณ์บาดเจ็บของเซลล์จากการขาดเลือด



6 
 

 

ได้อย่างไรก็ตามนอกจาก Bcl-2 แล้วยังมีรายงานว่า caspase ซ่ึงเป็น cysteine protease enzyme เองก็มี
บทบาทส าคัญในกระบวนการนี้ โดยเฉพาะ caspase-3 นอกจากกลไกผ่าน apoptosis แล้วยังพบว่าการตาย
ของเซลล์ประสาทในบริเวณ penumbra area นี้ยังเกิดขึ้นผ่านอีกหลายกลไก รวมท้ัง การท างานของ 
excitatory amino acid มากเกินไป  และการเกิดอนุมูลอิสระ(Lo et al.,2005; Siesjö et al.,1995)  ได้ท ามี
ความพยายามท่ีจะใช้สารปกป้องระบบประสาท( Neuroprotective agent)เข้ามาช่วยเพื่อให้เซลล์ประสาทใน
บริเวณท่ีท่ีอยู่รอบของส่วนท่ีขาดเลือด(penumbra area) ฟื้นคืนสภาพกลับมาท างาน สารปกป้องระบบ
ประสาทท่ีมีการพัฒนาขึ้นมาใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่แล้วจะมุ่งไปยับยั้งกลไกต่างๆท่ีเก่ียวข้องกับพยาธิสรีรวิทยา
ของภาวะสมองขาดเลือด เช่นเพ่ิมการไหลของเลือดไปเล้ียงบริเวณดังกล่าว   

ขมิ้นชันเป็นสมุนไพรท่ีมีการน ามาใช้ประโยชน์อย่างหลากหลาย ท้ังเป็นอาหารในลักษณะเคร่ืองเทศ 
เพิ่มสีสัน กล่ิน และรสชาติ ใช้ผสมในเคร่ืองส าอาง และท่ีส าคัญคือ ใช้รักษาโรคต่าง ๆ ตามแพทย์แผนโบราณ
มาอย่างยาวนานจนเป็นท่ียอมรับและจัดอยู่นต ารายาของหลายประเทศ เช่น อินเดีย จีน ญ่ีปุ่น เกาหลี และ
เยอรมัน ซ่ึงสรรพคุณทางยาของขมิ้นชันในแต่ละประเทศอาจมีความแตกต่างกัน เช่น ในประเทศอินเดียใช้ผง
ขมิ้นผสมกับน้ ามะนาวพอกเพื่อรักษาอาการบาดเจ็บ บวม เคล็ด ขัดยอกรักษาความผิดปกติของระบบน้ าดี แก้
ไอ แก้หวัด แผลจากโรคเบาหวาน โรคข้อรูมาติซึม และไซนัสอักเสบ เป็นต้น ในประเทศจีนใช้รักษาอาการปวด
ท้อง ท้องมาน และดีซ่าน ในประเทศไทยใช้รักษาอาการผอมเหลือง แก้โรคผิวหนัง แก้ท้องร่วง สมานแผล ขับ
ลม รักษาอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ และรักษาแผลในกระเพาะอาหาร ใช้เป็นยาภายในแก้ท้องอืด ท้องร่วง แก้
โรคกระเพาะ และใช้เป็นยาภายนอก เช่น ทาแก้ผ่ืนคัน โรคผิวหนัง พุพอง ยารักษาชันนะตุ และหนังศีรษะเป็น 
เม็ดผ่ืนคัน [5] มีสรรพคุณอย่างหนึ่งของขมิ้นชันท่ีคล้ายคลึงกันเกือบทุกประเทศคือช่วยบรรเทาอาการอาหาร
ไม่ย่อย ซ่ึงมีผลงานวิจัยยืนยันสรรพคุณนี้โดย Thamlikitkul และคณะ  ดังนั้นคณะกรรมการแห่งชาติด้านยา
จึงได้คัดเลือกขมิ้นชันเข้าในบัญชียา หลักแห่งชาติเพื่อรักษาอาการแน่น จุกเสียดเนื่องจากอาหารไม่ย่อย โดยมี
การพัฒนารูปแบบการบริโภคท้ังชนิดผงลูกกลอน แคปซูล และท้ังชนิดท่ีเป็นสมุนไพรเดี่ยวและผสมซ่ึง
คณะกรรมการแห่งชาติด้านยา  ได้คัดเลือกน ามาขึ้นทะเบียนอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ. 2547 (ฉบับท่ี 4) 
อีกคร้ัง โดยจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 1 บัญชียาจากสมุนไพรท่ีมีการใชตามองคความรูดั้งเดิม เป็นยารักษากลุมอาการ
ทางระบบทางเดินอาหาร เช่น ยาเหลืองปิดสมุทร ประกอบด้วยขมิ้นชันหนัก 6 สวน และสมุนไพรอ่ืน ๆ แห้ว
หมู ขมิ้นออยเปลือกเพกา รากกลวยตีบ กระเทียมคั่ว ดีปลี ชันยอย คร่ังสีเสียดเทศ สีเสียดไทย ใบเทียน ใบ
ทับทิม อย่างละ 1 สวนสรรพคุณใช้บรรเทาอาการทองเสียชนิดท่ีไมเกิดจากการติดเชื้อ เช่น อุจจาระไมเป็นมูก
หรือมีเลือดปนและทองเสียชนิดท่ีไมมีไข กลุมท่ี 2 บัญชียาพัฒนาจากสมุนไพร ยารักษากลุjมอาการของระบบ
ทางเดินอาหาร เช่น ยาขมิ้นชัน แคปซูล โดยมีผงเหง้าขมิ้นชันแห้งหนัก 250 มิลลิกรัมต่อแคปซูล และในผง
เหง้าขมิ้นชันแห้งต้องมีปริมาณน้ ามันหอมระเหยไม่น้อยกว่า 6 เปอร์เซ็นต์ สารเคอร์คิวมินอยด์ไม่น้อยกว่า 5 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนัก ใช้บรรเทาอาการแน่นจุกเสียดฤทธิ์ทางชีวภาพของขมิ้นชัน (biological activity of 
C. longa L.) การค้นคว้าวิจัยเก่ียวกับฤทธิ์ทางชีวภาพหรือทางเภสัชวิทยาของขมิ้นชันในช่วง 20 ปี ท่ีผ่านมามี
ผลงานวิจัยท่ีตีพิมพ์เผยแพร่มากกว่า 6,000 เร่ือง ท้ังท่ีเป็นการศึกษาวิจัยในระดับพื้นฐาน เช่น การศึกษาฤทธิ์
ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบขมิ้นชัน สารบริสุทธิ์เคอร์คิวมินอยด์ การปรับเปล่ียนโครงสร้างสารเคอร์คิวมิ
นอยด์ กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammatory activity) 
ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial activity) ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anti-cancer activity) ฤทธิ์ต้านโปรโตซัว 
(anti-protozoan activity) และฤทธิ์ต้านเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับโรคอัลไซเมอร์ (anti-Alzheimer activity) 
นอกจากนี้ยังมีผลงานวิจัยใน ระดับคลินิก (clinical trial) อีกมากกว่า 65 เร่ือง  
 



7 
 

 

ภำวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidation Stress)  
 ภาวะท่ีร่างกายมีอนุมูลอิสระมากเกินแต่ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระไม่เพียงพอ และส่งผลให้เกิด
การท าลายดีเอ็นเอ โปรตีน ไขมัน และโมเลกุลอ่ืนๆ จัดเป็นการท าลายแบบออกซิเดชัน (Oxidative Damage) 
โมเลกุลเป้าหมายท่ีเกิด Oxidative Damage ได้แก่ ดีเอ็นเอ โปรตีน และไขมัน ผลเสียหายต่อโมเลกุล
เป้าหมาย และเซลล์จะขึ้นกับลักษณะของโครงสร้างโมเลกุล ชนิดเซลล์ ชนิดอวัยวะ และความรุนแรงของภาวะ
เครียดออกซิเดชันท่ีเกิดขึ้น หากเกิดประจ าต่อเนื่อง ก็จะท าให้เส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด 
โรคเบาหวาน โรคทางระบบประสาท  ภาวะเส่ือมสภาพ และ แก่ก่อนวัย 
 งานวิจัยรายงานว่า โรคหลายชนิดมาจากการท าลายโดยออกซิเดชันของดีเอ็นเอ  โปรตีน และ
ไขมัน  ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidation Stress) อาจเป็นผลสืบเนื่องมาจากกระบวนการเกิดโรค และ
ส่งผลให้เกิดการท าลายเนื้อเยื่อ เช่น การติดเชื้อ การบาดเจ็บ การได้รับสารพิษ และ ภาวะอ่ืนๆ อาจเป็น
ต้นเหตุของการสร้าง และสะสมของอนุมูลอิสระ ท าให้เกิดพยาธิสภาพของโรคต่อไป โดยภาวะท่ีไม่สมดุล
ระหว่าง อนุมูลอิสระกับสารต้านอนุมูลอิสระ อาจเส่ียงต่อการโรค และภาวะต่างๆ ดังนี้คือ  
 

1.  โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular Diseases) 
2.  โรคมะเร็ง (Cancer) 
3.  โรคเบาหวาน (Diabetes) ชนิดท่ี 2 
4.  โรคทางระบบประสาท (Neurological Diseases) เช่น ความจ าเส่ือม (Alzheimer's 

Disease) 
5.  โรคทางระบบภูมิคุ้มกัน (Immune Diseases) เช่น โรคภูมิเพี้ยน (Lupus , LSD) 
6.  โรคตา (Eye Diseases) เช่น ต้อกระจก 
7.  ภาวะชราภาพ (Aging Process) 

 การลดหรือการป้องกันภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยการลดสารหรือส่ิงท่ีจะท าให้เกิดอนุมูลอิสระ 
และโดยการเพิ่มสารต่อต้านอนุมูลอิสระเป็นประจ าจะป้องกันการเกิดโรคได้ 
 
สำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidants) และแหล่งก ำเนิดสำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Sources of Antioxidant ) 
 สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารท่ีสามารถป้องกัน หรือท าลายการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของอนุมูล
อิสระท่ีก่อตัวขึ้น โดยการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ หยุดการก่อตัวใหม่ของอนุมูลอิสระ และช่วยซ่อมแซม
ความเสียหายท่ีเกิดจากตัวอนุมูลอิสระท่ีไปท าลายเซลล์ต่างๆ ในร่างกาย รวมท้ังแทนท่ีโมเลกุลท่ีถูกท าลาย 
(Halliwell, 2009, pp. 531-542) แหล่งท่ีมาของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีส าคัญคือ สารต้านอนุมูลอิสระท่ีได้จาก
ผักผลไม้ได้รับความสนใจ และศึกษากันอย่างกว้างขวางเนื่องจากกระแสเร่ืองความปลอดภัยของสารต้านอนุมูล
อิสระท่ีสกัดจากธรรมชาติ (Natural Antioxidants) ท่ีมากกว่าสารต้านอนุมูลอิสระท่ีถูกสังเคราะห์ขึ้น สาร
ต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้พบได้ท้ังในจุลชีพสัตว์ และพืชซ่ึงมีท้ังท่ีเป็นวิตามิน เช่น วิตามินซี  วิตามินอี  เบต้าแค
โรทีน  และสารท่ีไม่ให้คุณค่าทางโภชนาการ 
(Non-Nutrient) ซ่ึงมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีนอลิค (Phenolic Compounds) โดยเฉพาะกลุ่ม
สารประกอบโพลีฟีนอล (Polyphenols Compounds) และสารประกอบกลุ่มแคโรทีนอยด์(Carotenoids 
Compounds) สารเหล่านี้มีบทบาทส าคัญในการดักจับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันได้โดยการให้อนุมูลไฮโดรเจน (H•) แก่อนุมูลอิสระเหล่านั้น 
(Sanchez-Moreno, Jimenez-Escria, & Saura-Calixto, 2000, pp. 941-953)  

http://www.gpo.or.th/rdi/html/oxidative_stress.html
http://www.ariix9.com/tag/%E0%B8%9B%E0%B8%8F%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2-oxidative-stress/
http://www.ams.cmu.ac.th/journal/attachments/article/360/200705094.pdf
http://rgj.trf.or.th/abstract/th/PHD44K0179-Pradoldej.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9165306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9165306
http://www.mmc.co.th/mmcj/index.php/article/63-2009-05-20-07-18-59.html
http://snaturclub.siam2web.com/?cid=1320754
http://www.charpa.co.th/articles/skin_aging.php
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 กลไกกำรท ำงำนของสำรต้ำนอนุมูลอิสระ 
 จากรายงานวิจัยมีกลไกการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระคือดักจับอนุมูลอิสระ (Radical 
Scavenging) สารต้านอนุมูลอิสระสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้โดยการท าให้โมเลกุลของอนุมูลอิสระมีความ
เสถียรขึ้นซ่ึงกลไกของปฏิกิริยาเกิดโดยการให้ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่  อนุมูลอิสระ (Valacchi et al., 
2004, pp. 673-681) ดังสมการ 
 
                                    R•   +  AH    ------------->     RH    + A• 
                                    RO• + AH     ------------->     ROH  + A• 
                                    R•   +  A•      ------------->     RA  
                                    RO• + A•        ------------->    ROA  
 
 ยับยั้งการท างานของซิงเกล็ทออกซิเจน (Singlet Oxygen Quenching: 1O2

*)  
สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ (Carotenoids) สามารถยับยั้งการท างานของซิงเกล็ทออกซิเจนโดยการเปล่ียน (1O2

*) 
ให้อยู่ในรูปทริปเปร็ท (Triplet Oxygen: 3O2

*) และปล่อยพลังงานท่ีได้รับออกไปในรูปความร้อนโดยท่ีแคโรที
นอยด์ (Car) จ านวน 1 โมเลกุลสามารถท าปฏิกิริยากับซิงเกล็ทออกซิเจนได้ถึง 1,000 โมเลกุล (Sies, Stahl, & 
Sundquist, 1992, pp.7-19) 
 
                                                    1O•

2 + 1Car  ------------->     3O2 + 3Car• 
                                                                  3Car•  ------------->        1Car + thermal energy 
 
 อนุมูลอิสระ (Free Radicals หรือ Oxidants) และแหล่งก ำเนิดอนุมูลอิสระ (Sources of Free 
Radicals Antioxidants) 
 อนุมูลอิสระ (Free Radicals หรือ Oxidants) คือ โมเลกุล (Molecule) หรืออะตอม (Atom) ท่ีมี
อิเล็กตรอนท่ีไม่มีคู่ หรืออิเล็กตรอนคู่โดดเดียว (Unpaired Electron) มีความไม่เสถียร(Unstable) ว่องไวมาก 
(Reactive) (Halliwell, 2009, pp. 531-542) สามารถเกิดปฏิกิริยากับอะตอม หรือโมเลกุลอ่ืนได้ง่าย เป็น
สาเหตุของการท าลาย หรือภาวะบาดเจ็บในเซลล์ร่างกาย  
ในลักษณะปฏิกิริยาลูกโซ่สามารถเข้าท ากับสารชีวโมเลกุลต่างๆ ท่ีอยู่รอบข้างในทันทีท่ีถูกสร้างขึ้น  
ก่อเกิดความเสียหายแก่เซลล์ต่างๆ ในร่างกาย เช่น การท าลายโครงสร้างดีเอ็นเอ 
(Destruction of DNA Structure) การเปล่ียนสภาพโปรตีน (Protein Denature) และเกิดการเสียหายท่ี
โมเลกุลไขมัน (Lipid Peroxidation) เป็นต้น 
 
 
 แหล่งก ำเนิดอนุมูลอิสระ (Sources of Free Radical) 
 พบได้ทุกแห่งท้ังในส่ิงแวดล้อมในส่ิงมีชีวิต โดยท่ัวไปร่างกายของส่ิงมีชีวิตสามารถเปล่ียนออกซิเจน
ไปเป็นสารอนุมูลออกซิล (Oxyl Radicals) และออกซิเจนสปีชีส์ (Reactive Oxygen Species: ROS) ท่ีเป็น
อันตรายต่อร่างกายมากกว่าออกซิเจน ในเซลล์ร่างกายจะมีอนุมูลอิสระของออกซิเจนเกิดขึ้นอยู่ตลอดเวลา 
การเกิดอนุมูลอิสระเหล่านี้มีสาเหตุมาจากปัจจัยท้ังภายในภายนอกร่างกายดังนี้ 
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             ปัจจัยภำยในร่ำงกำย 
การผลิตพลังงานจากไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) ซ่ึงเป็นศูนย์กลางการผลิตสาร 

ต่างๆ ให้แก่เซลล์ในร่างกาย โดยปกติในไมโตคอนเดรียมีสารต้านอนุมูลอิสระท่ีท าลายอนุมูลอิสระซุปเปอร์
ออกไซด์ (O2

.) แต่ก็จะมีบางตัวหลุดจากการท าลาย และเป็นอันตรายต่อเซลล์ ความเร็วของการเกิดภาวะชรา
ภาพจะแปลผันตามการเกิดขบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกาย เมื่อเราใช้ออกซิเจนในการเผาผลาญกลูโคส
มากเท่าใด ยิ่งท าให้เกิดอนุมูลอิสระ และ ROS ท่ีเป็นสารพิษมากเท่านั้น 
  การผลิตอนุมูลอิสระในระบบภูมิคุ้มกัน เมื่อจุลชีพ (Microbes) เช่น แบคทีเรียหรือไวรัสเข้าสู่
ร่างกายเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันจะเข้าท าหน้าท่ี สร้างอนุมูลอิสระ และ ROS ท าให้สามารถท าลายจุลชีพเหล่านี้
ได้  
 ภาวะเครียด และภาวะเครียดออกซิเดชัน (Stress and Oxidative Stress) เป็นภาวะท่ีเกิดจาก
ความไม่สมดุลของอนุมูลอิสระ และสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเมื่อร่างกายสร้างอนุมูลอิสระมากกว่าสารต้าน
อนุมูลอิสระ จะส่งผลเสียต่อสารชีวโมเลกุลในร่างกาย กล่าวคือมีผลต่อโปรตีน ท าให้เกิดครอสลิงค์ของกรดอะมิ
โนซิสเตอีน สร้างเป็นพันธะไดซัลไฟด์  มีผลต่อไขมันท าให้เกิดเปอร์ออกไซด์ของไขมัน และมีผลต่อดีเอ็นเอ ท า
ให้เกิดกรดนิวคลีอิคแอดดักส์ขึ้น ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ สารพันธุกรรมมีการเปล่ียนแปลง เหนี่ยวน าให้เกิด
การแสดงออกเป็นโรงมะเร็งได้ ภูมิต้านทานลดลง เกิดโรคเส่ือม (Degenerative Disease) เกิดขบวนการชรา
ภาพ (Aging) และจนพัฒนาจนเกิดการตายของเซลล์ (Neuronal Death) ในท่ีสุด (ไมตรี สุทธจิตต์ และคณะ, 
2555, หน้า 17-39) 
 
 ปัจจัยภำยนอกร่ำงกำย 
 ยารักษาโรคยาบางชนิดท่ีรับประทานเข้าไปร่างกายสามารถก่อให้เกิดอนุมูลอิสระได้โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งยาในกลุ่มต้านจุลชีพ และต้านมะเร็ง เช่น บลีโอไมซิน (Bleomycin) แอนทราไซลินส์ (Antracyclines) 
(Voest, Vreugdenhil, & Marx, 1994, pp. 490-499) และเมโธทรีเสต (Methotrexate) (Gressier, 
Lebegue, & Brunet, 1994, pp. 679-681)  

 รังสี เช่น รังสีแม่เหล็กไฟฟ้า (Electromagnetic Radiation) แสงจากอัลตราไวโอเลตจาก
แสงอาทิตย์ (Ultraviolet) รังสีเอ็กซเรย์ และรังสีรักษา (ใช้รักษาโรคมะเร็ง) เป็นสาเหตุท าให้เกิดอนุมูลอิสระ
ขึ้นในร่างกายท าให้เป็นพิษต่อเซลล์ในร่างกาย (ไมตรี สุทธจิตต์ และคณะ, 2555, หน้า 17-39) 
 อาหารท่ีผ่านขบวนการต่างๆ (Processed Food) เช่น เนื้อและเนยท่ีหมดอายุมีไขมันเปอร์ออกไซด์
เมื่อเข้าสู่ร่างกายสามารถท าให้เกิดอนุมูลอิสระ และ ROS น าไปสู่การเกิดหลอดเลือดแข็งตัว 
(Atherosclerosis) (ไมตรี สุทธจิตต์ และคณะ, 2555, หน้า 17-39 ) 
 ควันบุหร่ีมีส่วนประกอบของไนตริกออกไซด์ (NO) ไนโตรเจนออกไซด์ (NO2) และเพอรอกซีไนไตรท์ 
(ONOO-) รวมท้ังสารมลพิษได้แก่ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) และคาร์บอนเตรตตะคลอไรด์ (CCl4) ซ่ึงจะถูก
ก าจัดออกจากร่างกายโดยการท างานของเอ็นไซม์ไซโทโครม P-450 ไฮดรอกซีเจส (Cytochrome P-450 
Hydroxylase) ท่ีมีอยู่มากในเซลล์ตับและพบได้บ้างในเซลล์ปอด และล าไส้เล็กท าให้เป็นสาเหตุของการสร้าง
อนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ภายในเซลล์ดังกล่าว (Bast, Haeren, & Doelmen, 1991, pp. 2-13)  
 โอโซน โอโซนไม่ได้เป็นอนุมูลอิสระแต่จัดเป็นสารออกซิไดส์แรงสูงซ่ึงสามารถเปล่ียนรูปเป็นอนุมูลไฮ
ดรอกซิลได้จากการกระตุ้นของคล่ืนแสง (Valacchi et al., 2004, pp. 673-681 )  
 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้องกับอนุมูลอิสระและสำรต้ำนอนุมูลอิสระ 
 นันทิยา สมภาร, จริญญาพร เนาวบุตร, ศุภเกต แสนทวีสุข และ อัจฉราพร  
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แถวหมอ (2556)  ได้ท าการศึกษา ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพวในหลอดทดลองและในร่างกาย
ของหนูแรท  จากผลการศึกษา พบว่า ผักแพวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีดี และมีสารต้านอนุมูลอิสระมากมาย
เป็นส่วนประกอบ การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและผลต่อระดับสารต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดผักแพว (Polygonum odoratum L.) ซ่ึงเป็นผักสมุนไพรพื้นบ้านท่ีพบในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดผักแพวมีค่า EC50 เท่ากับ 
๕๐.๒๕ ± ๐.๖๑ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในขณะท่ี vitamin E และ Butylatedhydroxytoluene (BHT) มีค่า 
EC50 เท่ากับ ๑๔.๗๙ ± ๐.๗๘ และ ๑๙.๗๑ ± ๐.๗๙ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ท้ังนี้ไม่พบการ
เปล่ียนแปลงของลักษณะทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของตับและไต และการวัดระดับเอนไซม์ AST, ALT และ Cr 
ในซีรัมของสัตว์ทดลองไม่เปล่ียนแปลง แสดงให้เห็นว่า สารสกัดผักแพวไม่เป็นพิษต่อตับและไตของสัตว์ทดลอง 
นอกจากนี้พบว่าสารสกัดผักแพวขนาดสูง (๘๐๐ มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนักตัว/วัน) สามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของจีน และโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระท่ีส าคัญในร่างกายคือ heme 
oxygenase (HO-1) และ γ-glutamylcysteine ligase (γ-GCL) ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สรุปผล
การศึกษา: สารสกัดผักแพวสามารถกระตุ้นการแสดงออกของจีน และโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างสารต้าน
อนุมูลอิสระในร่างกายได้ การได้รับสารสกัดผักแพวน่าจะมีประโยชน์ในการเพิ่มระดับสารต้านอนุมูลอิสระใน
ร่างกายอย่างไรก็ตามจ าเป็นต้องมีการศึกษาถึงผลของการได้รับสารสกัดในระยะยาว และการศึกษาด้าน
พิษวิทยาเพิ่มเติม 
 มงคล คงเสน, อัจฉรา นิยมเดชา, วาฟาอ์ หาญณรงค์ และพนม สุขจันทร์ (2556)  
ได้ท าการศึกษา การรวบรวมคุณสมบัติและประโยชน์ของต้นลูกใต้ใบ ผลการศึกษาพบว่า ต้นลูกใต้ใบเป็นวัชพืช
สมุนไพรท่ีมีคุณค่าอย่างยิ่ง มีสารท่ีเป็นประโยชน์ เช่น ไกลโคไซด์ ซาโพนิน  
ฟลาโวนอยด์ อัลคาลอยด์ แทนนิน และลิกแนน เป็นต้น มีฤทธิ์ต้านไวรัสตับอักเสบ ยับยั้งเชื้อเอดส์ ต้านเช้ือ
ไวรัส ลดการอักเสบ ยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ ลดการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร แก้อาการท้องเสีย ต้านเนื้อ
งอก มะเร็งและการก่อกลายพันธุ์ คุมก าเนิดและป้องกันพิษจากพาราเซทตามอนได้ ต้นลูกใต้ใบเป็นสมุนไพรท่ี
มีสารสกัดท่ีมีคุณค่าและประโยชน์ต่อร่างกายในด้านการป้องกันโรค และสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในสัตว์ได้ 
  

 
 

ภาพท่ี  2-3  พยาธิสภาพของการเกิดการอุดก้ันของหลอดเลือดสมอง 
บทที่ 3  
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
1.กำรเตรียม 
 จะเตรียมและคุมมาตรฐานของสารสกัดหาวิธีและตัวท าละลายท่ีเหมาะสม เพื่อท าการสกัดขมิ้นชัน
รวมท้ังศึกษาความคงตัว การประเมินคุณภาพด้วยคุณสมบัติทางเคมี กายภาพ และอาศัย เทคนิคทางโคร
มาโทกราฟี เช่น TLC  
 

 

กำรเตรียมสำรสกัดขมิ้นชัน 
          การเตรียมสารสกัดขมิ้นชัน  
  ขั้นตอนการสกัดสารจากขมิ้นชันหั่นให้เป็นชิ้นเล็กๆแล้วน าไปอบให้แห้งเพื่อป้องกันการเกิดเชื้อราเมื่อ
พืชแห้งสนิทแล้วจึงน ามาป่ันบดให้เป็นผง น าผงดังกล่าวไปเข้ากระบวนการสกัดด้วยเคร่ือง Soxhlet 
Extractor โดยใช้เอทธานอล 95% เป็นตัวท าละลาย ใช้เวลาในการสกัดประมาณ 12 ชั่วโมง จากนั้นน า
สารละลายท่ีได้ไปเข้ากระบวนการกล่ันแบบ reflux เพื่อแยกตัวท าละลายท่ีผสมอยู่ออกให้หมดด้วยเคร่ือง 
Rotary Evaporator กระบวนการสุดท้ายคือการท าให้สารสกัดแห้งเพื่อท่ีจะสามารถเก็บรักษาสารสกัดให้นาน
ยิ่งขึ้นและเป็นการเพิ่มความเข้มข้นให้สารสกัดด้วยเคร่ือง Lyophilizer สามารถเก็บรักษาสารสกัดไว้ท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส 
 
           ผลการวิเคราะห์สารสกัดขมิ้นชัน  
 

(1.) การเตรียมสารสกัดสารสกัดผักกูดและสารละลายของสารสกัดแยกท่ีละลายในน้ าและ 
ไมละลายในน้ า สารสกัดผักกูดมา 200 กรัม หมักดวยเอทธานอล 95% และน าไป
ระเหยแหงจะไดน้ าหนักสารสกัดและ % yield ดังตารางท่ี 1   

 
ตำรำงที่ 1  ปริมาณสารสกัดขมิ้นชันและ % yield ของสารสกัดขมิ้นชัน 
 

ชนิดพืช 
 

น้ ำหนักสด (กรัม) น้ ำหนักสำรสกัด (กรัม) % yield 

ขมิ้นชัน 
Curcuma longa L. 

 

500 129.75 25.95 
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      กำรเลือกกลุ่มตัวอย่ำง 
      การศึกษาคร้ังนี้ใช้หนูแรทเพศผู้ สายพันธุ์ Wistar  อายุประมาณ 8 สัปดาห์  น้ าหนักประมาณ 200 - 
250 กรัม เป็นสัตว์ทดลองเล้ียงในสภาวะท่ีมี light / dark cycle คงท่ีประมาณ 12 : 12 ชั่วโมง การศึกษา
ฤทธิ์ของสารสกัดขมิ้นชัน โดยศึกษาฤทธิ์ของสารดังกล่าวต่อเซลล์ประสาทบริเวณ cerebral cortex และ 
hippocampus ซ่ึงเป็นสมองส่วนท่ีเก่ียวข้องกับการเรียนรู้และความจ า  
 
      กำรทดสอบฤทธิ์ของสำรสกัดขมิ้นชันต่อสมองบริเวณต่ำง ๆ 
การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดซีโรโทนินธรรมชาติสกัดในสัตว์ทดลอง โดยแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลองเป็นกลุ่มต่างๆ 
กลุ่มละ 10 ตัว ดังนี้   
 กลุ่มท่ี 1 Sham operation group คือ กลุ่มท่ีได้รับอาหารและน้ าตามปกติ และในวันท่ี 14 ของการ
ทดลองได้รับการผ่าตัดหลอก  
 กลุ่มท่ี 2 Vehicle group คือ กลุ่มท่ีได้รับเฉพาะสารตัวท าละลาย/ ตัวพา ได้รับขนาด 0.5 มิลลิลิตร
เท่ากันทุกตัว วันละคร้ัง และใช้เป็นข้อมูลเปรียบเทียบดูผลของสารตัวท าละลาย/ ตัวพา  
 กลุ่มท่ี 3 สารสกัดขมิ้นชันในขนาดต่างๆ 3 ขนาด (สูง กลาง ต่ า) วันละคร้ัง  
 กลุ่มท่ี 6 Positive control group คือ กลุ่มท่ีได้รับยาท่ีมีเพิ่มการเรียนรู้และ ความจ า วันละคร้ัง ใช้
สัตว์ทดลองกลุ่มละ 6 ตัว สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ย่อยได้ดังนี้ 
  a. Donepezil treated group สัตว์ทดลองได้รับ Donepezil (Acetylcholine esterase 
inhibitor) ขนาด 1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว  
  b. Piracetam treated group สัตว์ทดลองได้รับ Piracetam ขนาด 250 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมน้ าหนักตัว  
 ภายหลังการแบ่งกลุ่มการทดลองเสร็จส้ิน สัตว์ทดลองในกลุ่ม Vehicle, สารสกัดซีโรโทนินธรรมชาติ
สกัด และ Positive control treated group จะถูกผ่าตัดเพื่อท า right middle cerebral artery 
occlusion ท าให้เกิด cerebral ischemia ในวันท่ี 14 ของการทดลอง  การเหนี่ยวน าท าให้เกิดการขาดเลือด 
(Induction of focal cerebral ischemia) ใช้แบบจ าลองการขาดเลือดของ Koizumi et al., 1986 และ 
Zea Longa et al., 1989  ในสัตว์ทดลองใช้การผ่าตัดโดยการสอดไนลอนเคลือบซิลิโคนขนาด 4-0 เร่ิมต้น
เปิดแผลผ่าตัดคอด้านขวาแล้วสอดผ่านหลอดเลือดแดงคอมมอนแคโรติด (common carotid artery, CCA) 
และไปส้ินสุดท่ีจุดเร่ิมต้นของหลอดเลือดแดงมิดเดิ้ล (middle cerebral artery) วัดจากความยาวของการผ่าน
ของไนลอนเข้าสู่หลอดเลือด 17 มิลลิเมตร  แล้วใช้ด้ายเย็บมัดหลอดเลือดเพื่อกันการเล่ือนของไนลอน 
 หลังจากนั้นสัตว์ทดลองจะได้รับการป้อนสารทดสอบต่อไปอีก 21 วัน โดยจะประเมินการเรียนรู้และ
ความจ าด้วย Morris water maze test , object recognition test, tail suspension และ force 
swimming test ทุก 7 วันจนสิ้นสุดการทดลอง เมื่อส้ินสุดการทดลองจะน าสมองมาประเมินความหนาแน่น
ของเซลล์ประสาทใน frontal และ parietal cortex และ hippocampus และประเมินกลไกการออกฤทธิ์ 
โดยหลังส้ินสุดการทดลองน ามาตรวจวัดการยับยั้งการท างานของ AChE และ Oxidative stress markers 
ได้แก่ ระดับ malondialdehyde (MDA) ใน cerebral cortex และ hippocampus ด้วย Thiobarbituric 
reaction  (TBAR) ตรวจวัด activity ของ scavenger enzymes ได้แก่ superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GSH-Px; GPx) Calcium binding protein และ 
neurotrophic factor ในสมองส่วนท่ีกล่าวข้างต้นด้วยวิธีการวัดการดูดกลืนแสง (Coloric method) 
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ภาพท่ี 3-1  การผ่าตัดเพื่อเหนี่ยวน าการอุดก้ันหลอดเลือดสมอง 
 
 
5. วิธีกำรตรวจวัดกำรเปลี่ยนแปลงของระดับ malondialdehyde (MDA) และ กำรเปลี่ยนแปลงกำร
ท ำงำนของ scavenging enzymes ประกอบด้วย  
 

Lipid peroxidation content: น าสมองส่วน hippocampus, cerebral cortex ท่ีแยกมา 
homogenate ด้วย KCl หลังจากนั้นน ามาวัดปริมาณของ lipid peroxidation content หลักการนี้จะใช้หา
ปริมาณ MDA ในสารตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการวัดสารละลายมาตรฐาน TMP (1, 1, 3, 3- 
tetramethoxy propane) ท่ีความเข้มข้น 2, 4, 6, 8, และ 10 นาโนโมลต่อมิลลิลิตร โดยการเติมกรดไทโอ
บาร์บิทูริก (Thiobarbituric acid; TBA) ลงในสารตัวอย่าง แล้ว MDA จะท า 
ปฏิกิริยากับกรดไทโอบาร์บิทูริก ในสภาวะเป็นกรด ได้เพอรอกซิเดชั่นโปรดักส์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร ตามวิธีการของ Ohkawa (Ohkawa et al., 1979) 
 

Superoxide dismutase (SOD): น าสมองส่วน hippocampus, cerebral cortex ท่ีแยกมา 
homogenate ด้วย KCl หลังจากนั้นน ามาวัดปริมาณของ superoxide dismutase (SOD) ด้วยการวัดค่า
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ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร ตามวิธีการของ McCord (McCord et al., 1969)   โดยการวัด 
SOD activity โดยใช้ SOD assay kit โดยแซนทีน ออกซิเดส (Xanthine oxidase) และไฮโปแซนทีน 
(Hypoxanthine) เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสร้างซุปเปอร์ออกไซด์ แอนไอออน (Superoxide anion) ซ่ึงเป็น
อนุมูลอิสระท่ีจะท าปฏิกิริยากับเตตราโซเลียมซอล์ท (Tetrazolium salt) ได้เป็นฟอร์มาซานดราย 
(Formazan dye) ซ่ึงมีสีเหลืองดังนั้น SOD จะเป็นตัวยับยั้งปฏิกิริยานี้โดยเปล่ียนซุปเปอร์ออกไซด์แรดิคอล 
(Superoxide radical) ให้เป็นออกซิเจน 
 

Catalase (CAT):  น าสมองส่วน hippocampus, cerebral cortex ท่ีแยกมา homogenate ด้วย 
KCl หลังจากนั้นน ามาวัดปริมาณของ catalase (CAT) หลักการนี้จะใช้หาปริมาณ CAT ในสารตัวอย่างเทียบ
กับกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการวัดสารละลายมาตรฐาน CAT ความเข้มข้น 20, 40, 60, 80, และ 100 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร โดยเติมสารตัวอย่าง หรือ สารละลายมาตรฐาน และเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์(Hydrogen 
peroxide; H2O2 ) 50 ไมโครลิตร ท้ิงไว้ 1 นาที ใส่ กรดซัลฟูริก 25 ไมโครลิตร ใส่โพแทสเซียมเปอร์แมงกา
เนต (Potassium permanganate; KMnO4 ) 100 ไมโครลิตรด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 
นาโนเมตร ตามวิธีการของ Goldblith (Goldblith et al., 1950)  
 

Glutathione peroxidase (GSH-Px): น าสมองส่วน hippocampus, cerebral cortex ท่ีแยกมา 
homogenate ด้วย KCl หลังจากนั้นน ามาวัดปริมาณของ Glutathione peroxidase (GPx) ตามวิธีการของ 
Wendel (Wendel, 1981) หลักการวัดคือ เป็นการวัดความสามารถในการยับยั้งสารอนุมูลอิสระท าปฏิกิริยา
กับตัวอย่าง ท่ีความยาวคล่ืน 314 นาโนเมตร เพื่อวัดว่า NADPH ท่ีลดลงในระยะเวลา 0-10 นาที น าค่าท่ีได้มา
เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐาน ของเอนไซม์กลูตาไทโอนเพอร็อกซิเดส  แล้วค านวณความสามารถในการท างาน
ของเอ็นไซม์กลูตาไทโอนเพอร็อกซิเดส แสดงในรูป u/mg.protein  
 
 
6. สถิติวิเครำะห์ 

ข้อมูลท้ังหมดจะถูกน ามาเสนอในรูปค่าเฉลี่ย  (mean) ± ส่วนเบ่ียงเบนของค่าเฉล่ีย (S.E.M) การ
ทดสอบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจะท าโดย One-way analysis of variance (ANOVA) และ ค่า p-
value .05 จะถือว่ามีความต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4  
ผลกำรวิจัย 

 

 
ฤทธิข์องต่อกำรเปลี่ยนแปลงของระดับ malondialdehyde (MDA) และ กำรเปลี่ยนแปลงกำรท ำงำน
ของ scavenging enzymes 

จากข้อมูลพื้นฐานท่ีพบว่าท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ดังนั้นผู้วิจัยจึงท าการศึกษาบทบาทของในการ
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเพื่อปกป้องสมองจากภาวะท่ีสมองถูกท าลายจากการขาดเลือด ด้วยการวัดผลของ
สารสกัดต่อสมดุลอนุมูลอิสระโดยวัด lipid peroxidation product, MDA พบว่าขนาด 100 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมน้ าหนักตัวมีระดับ malondialdehyde (MDA) ลดลงใน cortex ในขณะท่ีขนาด 400 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมน้ าหนักตัว จะมีระดับ malondialdehyde (MDA) ลดลงท้ังใน  cortex และ hippocampus ดัง
แสดงในรูป 4-1 

เมื่อท าการประเมินฤทธิ์ต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม์ Catalase (CAT)  ใน cortex, 
hippocampus และ striatum จะพบว่าหนูท่ีได้รับทุกขนาดไม่มีผลเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม์ 
Catalase (CAT)   ท้ังใน cortex, hippocampus และ striatum  นอกจากนั้นยังพบว่าหนูท่ีได้รับท้ัง 3 
ขนาด (50, 150 และ 450 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว) มีการท างานของเอนไซม์ glutathione 
peroxidase ใน cortex และ hippocampus เพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปท่ี 4-10 

จากรูป 4-1 จะเห็นว่าหนูท่ีได้รับ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว มีการท างานของเอนไซม์ 
Superoxide dismutase ใน striatum เพิ่มขึ้น 
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ตำรำง 4-1:  Effect of Scavenging Enzymes Activity, Data were expressed as mean ± SD for 8 
rats in each group. (*p < 0.05 compared to the Control vehicle + MCAO group) 
 
Group MDA 

(u/mg.protein) 
CAT 

(u/mg.protein) 
SOD 

(u/mg.protein) 
GSH-Px 

(u/mg.protein) 

Control 
Vehicle + 
MCAO 

3.58±0.51 9.32±1.93 1.25±0.81 

 
   
   0.52±0.10 

Curcuma longa 
100 mg 
+ MCAO 

2.88±0.19 11.44±0.18* 1.92±0.21 

 
 
0.94±0.21* 

Curcuma longa 
200 mg  
+ MCAO 

1.48±0.12* 15.14±0.16* 2.35±0.12* 

 
 
0.91±0.52* 

Curcuma longa 
400 mg 
+ MCAO 

1.35±0.25* 18.31±2.51* 2.91±0.25* 

 
 
0.95±0.25* 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

 

โรคหลอดเลือดสมอง หรือท่ีนิยมเรียกกันว่า stroke  จัดเป็นภาวะคุกคามท่ีส าคัญในปัจจุบัน  โดย
พบว่าเป็นสาเหตุการป่วยอันดับท่ี 3 ในไทย รองจากโรคความดันโลหิตสูง และโรคเบาหวาน   โรคหลอดเลือด
สมอง หรือโรคอัมพฤกษ์ หรืออัมพาต มีสาเหตุส าคัญ 2 ประการ คือ 1.หลอดเลือดในสมองตีบ หรืออุดตัน 
(พบประมาณ 70%) 2.เลือดออกในสมอง(พบประมาณ 30%) ส าหรับในประเทศไทย จากสถิติของกระทรวง
สาธารณสุขพบว่า ผู้ป่วยโรคหลอดเลือดในสมองตีบ หรืออุดตันแบบเฉียบพลัน ได้รับการรักษาได้ทันเวลามี
เพียงร้อยละ 1.96 เท่านั้น ท าให้อัตราการเสียชีวิตและพิการสูงมาก   ดังนั้นการป้องกันภาวะนี้จึงจัดเป็นเร่ือง
ส าคัญ 

สืบเนื่องจากอุบัติการณ์ท่ีมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นและข้อจ ากัดในการรักษาภาวะของโรคดังกล่าวท าให้มีการ
พยายามท่ีจะใช้ neuroprotective agent เข้ามาช่วยเพื่อให้เซลล์ประสาทในบริเวณท่ีท่ีอยู่ริมๆของส่วนท่ีขาด
เลือดโดยเฉพาะบริเวณท่ีเรียกว่า penumbra area ฟื้นคืนสภาพกลับมาท างาน neuroprotective agent ท่ีมี
การพัฒนาขึ้นมาใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่แล้วจะมุ่งไปยับยั้งกลไกต่างๆท่ีเก่ียวข้องกับพยาธิสรีรวิทยาของภาวะ
สมองขาดเลือด เช่นเพ่ิมการไหลของเลือดไปเล้ียงบริเวณดังกล่าว  ยับยั้งการท างานของ excitatory amino 
acid ผ่าน NMDA receptor, Endothelial nitric oxide synthase รวมท้ังยับยั้งการท างานของอนุมูลอิสระ 
จากการศึกษาต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ของหนูท่ี
เหนี่ยวน าให้เกิดการอุดตันของหลอดเลือด Middle cerebral artery พบว่าเมื่อน าสมองส่วน cerebral 
cortex ในกลุ่มท่ีได้รับเฉพาะสารตัวท าละลาย และกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดขมิ้นชันขนาด 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
น้ าหนักตัว ท่ีมีผลต่อการต้านการเส่ือมของเซลล์ประสาท ท่ีแยกมา homogenate ด้วย lysis buffer หลังจาก
นั้นน ามาวัด eNOS expression ด้วยวิธี Western blot analysis ผลการทดลองพบว่า สามารถเพิ่มการ
ท างานของ  endothelial nitric oxide synthase ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

 
 สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาการส ารวจฤทธิ์ของสารสกัดขมิ้นชันในการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทท่ี

เหนี่ยวน าโดยภาวะสมองขาดเลือด พบว่ามีศักยภาพในการป้องกันและลดความรุนแรงของสมองขาดเลือดได้
โดยขนาดท่ีน่าจะน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์คือขนาด 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว เนื่องจากสามารถลด
การตายของเซลล์ประสาทในสมองส่วน CA1 และ CA2 อีกท้ังยังสามารถลดปริมาตรสมองท่ีขาดเลือดใน
บริเวณ cortex และ subcortex อีกด้วย โดยกลไกของฤทธิ์ปกป้องและต้านภาวะสมองขาดเลือดบางส่วนของ
สารดังกล่าวท่ีน่าจะเป็นไปได้อาจจะเก่ียวข้องกับการเพิ่มการท างานของ  endothelial nitric oxide 
synthase และการลด lipid peroxidation product ในคอร์เทกซ์ อีกท้ังยังเพิ่ม activity ของเอนไซม์ท่ีท า
หน้าท่ีลดอนุมูลอิสระได้แก่ superoxide dismutase (SOD) ใน striatum และ glutathione peroxidase 
(GSH-px) ในคอร์เทกซ์และฮิปโปแคมปัส 

อย่างไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้จัดเป็นการส ารวจศักยภาพเบ้ืองต้นและความเป็นไปได้ในการพัฒนาเพิ่ม
มูลค่าผลิตภัณฑ์สารสกัดขมิ้นชัน ยังคงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกการออกฤทธิ์ท่ีแน่นอน 
สารส าคัญท่ีน่าจะเป็นตัวการออกฤทธิ์ ตลอดจน pharmacokinetic ของสารสกัดอีกก่อนจะน าไปสู่ขั้นตอน
การทดสอบในอาสาสมัครต่อไป 
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Preparation of Tissue Sections 

Procedures: 

1.  The brains of the animals were perfused transcardially with 9% normal saline 

2. Following the perfusion, the brain were removed and post fixed with 4%       

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer over night at 4°C. 

3. Tissues were rinse with phosphate buffer and infiltrate with 30% sucrose solution 

in order to provide cryoprotection. 

4. The specimens were frozen rapidly with deep freeze at -25°C in cryostat (model 

JUNG FRIGOCUT 2800E) 

5. After freezing, 25 µm thick of specimens are cut on cryostat. 

6. Sections there were stored in phosphate buffer and they were picked up on slides 

coated with a 0.01% aqueous solution of a high molecular weight poly-L-lysine. 

 

References  

Krill JJ, Halliday GM, Svoboda MD, Carwright H. The cerebral cortex is damaged in chronic 

alcohol. Neuroscience. 1997; 79(7): 983-998. 
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Cresyl Violet Staining For Nissl Substance 

 

Cresyl violet can be used to demonstrate Nissl substance. The rationale of the 

technique is a simple acid-base reaction, where the cationic dyes bond with the anionic RNA of 

the Nissl substance, plus the DNA and RNA of cell nuclei. 

Staning solution:  

- 0.5% g/ml aqueous cresy fast violet solution   100 ml 

- 10% acetic acid                                 7 ml 

Add 10% acetic 7 ml in 0.5% g/ml aqueous cresyl fast violet solution 100 ml and 

adjust pH 3.5-3.8. Stand the solution at room temperature for 24-48 hours. The solution 

should be heated gently and filtered before used. 

Procedures: 

1.  Immerse slides into xylene solution for 2 times, approximate 2-3 minutes each. 

2.  Hydrate the sections in serial concentration of alcohol; absolute 95% and 70% 

alcohol approximate 3 minutes per each process. 

3.  Wash the section in distilled water. 

4.  Stain the sections in cresyl violet solution for 3-5 minutes. Nissl body should be 

violet. 

5.  Immerse the sections in a serial concentration of alcohol; 70%, 95% and absolute 

alcohol for 1 minute or longer per each process until the background is relatively 

clear. 

6.  Clear the sections in xylene solution for 2-3 minutes. 

7.  Mount the slides and cover slipped with DPX per mount 

Results: Nissl body: violet 

Reference: 

Paxions G, Chorles W. Cresyl Violet. In: Paxinos G, Chorles W, editors. The rat brain in 

stereotaxic coordinates. London: Academic Press; 1981. p.9-17. 

Immunohistochemical Study of Bcl-2 Immunopositive Neurons 

 

Reagents: 

1.  KPBS-BT (Krebs phosphate buffer saline containing bovine serum albumin and 

triton x-100) 

2.  0.05 M Tris-HCl buffer pH 7.6. 
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3.  0.5% H2O2 in methanol. 

4.  Primary antibody against Bcl-2 dilution 1:400. 

5.  DAKO Strept ABC Complex/HRP duet kit. This kit consist of reagent A:   

Streptavidin, B: biotinylated horseradish and reagent C: biotinylated goat antibody 

to mouse immunoglobulin. 

Working solution of biotinylated goat antibody to mouse. Add reagent C 10 µl in 1 ml 

of KPBS-BT.                                      . 

Working solution of Strept AB Complex/HRP. Add 10 µl of reagent A and B into 1ml 

of KPBS-BT. 

6.  0.4% H2O2 and diaminobenzedine in 0.05 M Tris-HCl. 

7.  5% normal horse serum in KPBS-BT. 

 

Procedures: 

1.  Inhibit endogenous peroxidase activity by incubating in 0.5% H2O2 in methanol 

for 30 minutes. 

2.  Wash slides in running tap water for 1 minute then wash slides again in distilled 

water for 1 minute. 

3.  Wash slides in KPBS and KPBS-BT foe 5 minutes per each process. 

4.  Remove excess buffer, then apply the 5% normal goat serum in KPBS-BT to the 

sections and incubate in moist chamber for 30 minutes in order to minimize 

background staining. 

5.  Drain off excess normal goat serum. 

6.  Incubate sections in mouse primary antibody against Bcl-2 diluted 1:400 in 

KPBS-BT at room temperature for 2 hours and then incubate at 4°C for 48 hours. 

(This strep is omitted in control slide) 

7.  Wash off excess antiserum and wash slides in KPBS-BT for two 7 minutes 

changes. 

8.  Drain off excess buffer and incubate slides with 100 µl of working solution of 

biotinylated goat antibody to mouse for 4 hours at room temperature. 

9.  Wash slides in KPBS-BT for two 7 minutes changes. 

10. Drain off excess buffer and incubate slides with 100 µl of working solution of 

strep AB Complex/HRP for 4 hours at room temperature. 

11. Wash slides in KPBS-BT for 1 minute, then wash slides again with KPBS for 10 

minutes two times. 
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12. React for peroxidase activity in KPBS-BT containing 0.025% DAB and 0.01% 

H2O2 for 24 hours at room temperature. 

13. Wash in running tap water, let dry and mount sections in DPX per mount. 

 

Reference: 

Wood GS, Warnke R. Suppression of endogenous avidin-binding activity in tissues and its 

relevance to biotin-avidin detection systems. J Histochem Cytochem 1981; 29: 

1196-1204. 
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Immunohistochemical Study of Caspase-3 Immunopositive Neurons 

 

Reagents: 

1.  KPBS-BT (Krebs phosphate buffer saline containing bovine serum albumin and 

triton x-100) 

2.  0.05 M Tris-HCl buffer pH 7.6. 

3.  0.5% H2O2 in methanol. 

4.  Primary antibody against Casspase-3 dilution 1:400. 

5.  DAKO Strept ABC Complex/HRP duet kit. This kit consist of reagent A:   

Streptavidin, B: biotinylated horseradish and reagent C: biotinylated goat antibody 

to mouse immunoglobulin. 

Working solution of biotinylated goat antibody to mouse. Add reagent C 10 µl in 1 ml 

of KPBS-BT.                                      . 

Working solution of Strept AB Complex/HRP. Add 10 µl of reagent A and B into 1ml 

of KPBS-BT. 

6.  0.4% H2O2 and diaminobenzedine in 0.05 M Tris-HCl. 

7.  5% normal horse serum in KPBS-BT. 

 

Procedures: 

1. Inhibit endogenous peroxidase activity by incubating in 0.5% H2O2 in methanol 

for 30 minutes. 

2. Wash slides in running tap water for 1 minute then wash slides again in distilled 

water for 1 minute. 

3. Wash slides in KPBS and KPBS-BT foe 5 minutes per each process. 

4. Remove excess buffer, then apply the 5% normal goat serum in KPBS-BT to the 

sections and incubate in moist chamber for 30 minutes in order to minimize 

background staining. 

5. Drain off excess normal goat serum. 

6. Incubate sections in mouse primary antibody against Casspase-3 diluted 1:400 in 

KPBS-BT at room temperature for 2 hours and then incubate at 4°C for 48 hours. 

(This strep is omitted in control slide) 

7. Wash off excess antiserum and wash slides in KPBS-BT for two 7 minutes 

changes. 
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8. Drain off excess buffer and incubate slides with 100 µl of working solution of 

biotinylated goat antibody to mouse for 4 hours at room temperature. 

9. Wash slides in KPBS-BT for two 7 minutes changes. 

10. Drain off excess buffer and incubate slides with 100 µl of working solution of 

strep AB Complex/HRP for 4 hours at room temperature. 

11. Wash slides in KPBS-BT for 1 minute, then wash slides again with KPBS for 10 

minutes two times. 

12. React for peroxidase activity in KPBS-BT containing 0.025% DAB and 0.01% 

H2O2 for 24 hours at room temperature. 

13. Wash in running tap water, let dry and mount sections in DPX per mount. 

 

Reference: 

Wood GS, Warnke R. Suppression of endogenous avidin-binding activity in tissues and its 

relevance to biotin-avidin detection systems. J Histochem Cytochem 1981; 29: 

1196-1204. 
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Preparation of Tissue Homogenates 

 

After the last administration of substances, all animals were anesthetized with 

intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (Nembutal®) at dose of 50 mg/kg BW. 

Brains were isolated and kept cool in ice buckets. Then these tissues were homogenized in 4 

volume of 1.15 % KCl with glass Potter-Elvehjim homogenizer. 

 

Reference: 

Marzel P. General principle and procedure for drug metabolism in vitro. In: La Du BN, 

Mandel HG, Way EL. editors. Fundamentals of drug metabolism and drug 

disposition Newyork: Krieger Publishing Company; 1979. p. 527-52.                
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Determination of Lipid Peroxidation 

 

Reagents: 

1.  8.1% SDS (sodium dodecyl sulfate). 

2.  20% acetic acid solution adjusts to pH 3.5 with NaOH. 

3.  0.8% TBA (thiobarbituric acid). 

4.  TMP (1, 1, 3, 3-tetramethoxy propane) or malondialdehyde bis (dimethyl acetal) 

solution was used as an external standard, and the level of lipid peroxide was 

expressed as nmol of MDA (malondialdehyde). 

Procedures: 

1. Add the following substances in the table into the series of glass tubes with screw 

capped. 

 

 Blank 

(ml) 

Standard 

(ml) 

Unknown 

(ml) 

Sample (1:30) - - 0.2 

8.1% SDS 0.2 0.2 0.2 

20% Acetic acid (pH 3.5) 1.5 1.5 1.5 

0.8% TBA 1.5 1.5 1.5 

TMP stock standard - 0.2 - 

Distilled water 0.8 0.6 0.6 

 

2.  Heated the tubes in the water-bath at 95 °C for 60 min. 

3.  After cooling with tap water, 1.0 ml of distilled water and 5.0 ml of the mixture of 

n-butanol and pyridine (15:1, v/v) are added and shaken vigorously. 

4.  After centrifugation at 4,000 rpm for 10 minutes, the organic layer is taken and its 

absorbance at 532 nm is measured. 

5.  The content of lipid peroxide is expressed in terms of nmol MDA/100 mg protein. 

 

Calibration Curve 

1.  Prepare a series of tubes containing TMP stock standard in water in the following 

concentrations: 2.0 nmol/0.2 ml, 4.0 nmol/0.2 ml, 6.0 nmol/0.2 ml, 8.0 nmol/0.2 

ml, 1.0 nmol/ 0.2 ml. 
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2.   Perform the procedure as in step2. 

3.  Determine the absorbance at 532 nm. The O.D. was plotted against concentration 

of MDA which expressed as nmol MDA/100 mg protein. 

 

Reference: 

Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxide in animal tissues by thiobarbituric 

acid reaction. Analytical Biochemistry. 1979; 95: 351-358.   
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Determination of Protein 

 

Reagents: 

1.  Solution A: Alkaline tartate reagent. 

- Na2CO3 (Sodium carbonate)                      10.0 g 

- Na2 C4H4O6.2H2O (Sodium tartate)            0.1 g 

- NaOH (Sodium hydroxide)         1.2 g 

Dissolve these chemicals in distilled water to make 500 ml solution. 

2.  Solution B: 0.5% copper sulfate 

Dissolve 0.5 g of copper sulfate (CuSO4.5H20) in distilled water and make up a 

final volume to 100 ml 

3.   Solution C: Freshly mixed 50 ml of solution A with 1 ml of solution B. 

4.  Solution D: 1 N Folin phenol reagent. Dilute commercial 2.0 N Folin Ciocalteu 

Phenol reagent 1:1 with distilled water and used immediately. 

5.  Standard protein solution. Dissolved bovine serum albumin (BSA) 60mg to 100 

mg with distilled water. 

 

Procedures: 

1. Pipette solution into each tube as follows: 

 

 Blank 

(ml) 

Standard 

(ml) 

Unknown 

(ml) 

Distilled water 0.2 0.1 0.1 

Standard protein (BSA) - 0.1 - 

* Sample - - 0.1 

Solution C 5.0 5.0 5.0 

Solution D 0.5 0.5 0.5 

 

*Sample dilution 1:30 for brain 

2.  Mix and let stand at room temperature for 10 minutes. 

3.  Mix and let stand at room temperature for 1 hour. 

4.  Read optical density (O.D) at 650 nm by UV/vis spectrophotometer (model 

spectronic 20) against reagent blank. 
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Calculation 

Protein concentration (g %) 

  

 

Reference: 

Lowry OH, Roseburgh NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the folin phenol 

reagent. J Biol Chem 1951; 193: 265-275. 
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