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บทคัดย่อ 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกมีผลต่อการแสดงออกของ synaptic protein ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัสแต่อย่างไรก็ตามกลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกก็ยังไม่ทราบอย่างแน่ชัด 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษากลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัสต่อ
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ synaptic protein โดยท าการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกที่ความ
เข้มข้น 0.1 uM เป็นเวลา 0-96 ชั่วโมง จากนั้นท าการทดสอบค่าการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay ทดสอบ
การแสดงออกของยีน Rho, Rho-associated protein kinase (ROCK), postsynaptic density-95 (PSD-95), 
และ activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) ด้วยวิธี Real-time polymerase chain 
reaction ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้นต่ า (0.1 uM) มีผลลดอัตราการมีชีวิตของ
เซลล์เพาะเลี้ยงหลังจากถูกบ่มเป็นเวลา 72 และ 96 ชั่วโมง และมีผลยับยั้งการแสดงออกของ synaptic genes 
ทั้ง 2 ชนิด คือ PSD-95 ที่เวลา 72 และ 96 ชั่วโมง และ Arc  ที่เวลา 96 ชั่วโมง ตามล าดับ เมื่อท าการทดลองโดย
ให้กรดโอคาดาอิกร่วมกับตัวยับยั้งการท างานของ Rho-associated kinases (Y27632) ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่ากรดโอคาดาอิกไม่สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Arc และ PSD-95 ได้ โดยที่ตัวยับยั้งดังกล่าวไม่มีผล
ต่อการแสดงออกของยีนทั้งสอง อีกท้ังกรดโอคาดาอิกก็ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน Rho และ ROCK อีกดว้ย 
ผลการทดลองครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่ากรดโอคาดาอิกมีผลยับยั้งการแสดงออกของ  synaptic genes ทั้ง Arc และ 
PSD-59 โดยผ่านการกระตุ้นการท างานของ  Rho-associated protein kinase แบบไม่มีผลต่อปริมาณยีนรวม
ภายในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส บ่งชี้ว่ากรดโอคาดาอิกกระตุ้น ROCK แบบ non-genomic 
pathway จากผลการทดลองครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าการได้รับกรดโอคาดาอิกเข้าสู่สมองเป็นเวลานานมีผลกระทบ
ต่อการบวนการ synaptic plasticity และอาจจะมีผลต่อการสร้างความจ า โดยมีกลไกการท างานแบบขึ้นกับ 
Rho/ROCK pathway 
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Abstract 

Previous study showed that okadaic acid affected to the expression of synaptic protein 
on hippocampal neuronal culture. However, the signaling mechanism of OA on the synaptic 
protein expression is still unknown. Therefore, the present study aims to demonstrate the 
signaling mechanism of OA on the expression of synaptic gene by incubation of hippocampal 
neuron with 0.1 uM OA for 0-96 hours. Then, the cell viability was demonstrated by using MTT 
assay. To demonstrate the expression of genes including Rho, Rho-associated protein kinase 
(ROCK), postsynaptic density-95 (PSD-95), and   activity-regulated cytoskeleton-associated 
protein (Arc) by real-time polymerase chain reaction. The result shows that low concentration 
of OA (0.1 uM) decreases percent cell viability of OA-treated hippocampal neuron for 72 and 96 
hours. Moreover, OA significantly decrease arc and PSD-95 genes for 96 and 72 and 96, 
respectively.  In singling mechanism study, OA treated cell were combined with specific inhibitor 
of Rho-associated kinases (Y27632). The result shows that OA fails to inhibit the expression of 
Arc and PSD-95 genes in present of Rock inhibitor, which inhibitor alone has no effect on 2 
genes expressions. Total Arc and PSD-95 mRNA were not change in OA-treated cell. This study 
suggested that OA inhibit the expression of Arc and PSD-95 via the activation of Rho-associated 
kinases in non-genomic dependent pathway. This finding showed that prolong OA exposure to 
hippocampal neuron affect on synaptic plasticity and may be on the memory function via 
Rho/ROCK dependent pathway.  

 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

สารบัญเร่ือง 

            
 หน้า 

1. บทน า 
1.1 เนื้อหาของเรื่องที่เคยมีผู้ท ามาก่อน       1 
1.2 การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง       1 
1.3 วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย       2 
1.4 แนวคิดท่ีน ามาใช้ในการวิจัย        2 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ        3 

2. เนื้อเรื่อง 

 2.1 วิธีการด าเนินการวิจัย         4 
 2.2 ผลการทดลอง         6 
3. อภิปราย/วิจารณ์ 
 3.1 ปัญหาและอุปสรรคในการด าเนินงาน       12 
 3.2 อภิปรายผลการทดลอง        12  
4. สรุปและเสนอแนะ          13 
5. ผลผลิต           13 
บรรณานุกรม           14 
ประวัติคณะผู้วิจัย          16  
  
 

 

 

 

 

 



vii 
 

สารบัญภาพ 

  

รูปที่ 1 แสดงร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก 6 
รูปที่ 2 แสดงปริมาณการแสดงออกของยีน Arc หลังจากได้รับกรดโอคาดาอิก ในเซลล์เพาะเลี้ยง 

hippocampus  
7 

รูปที่ 3 แสดงปริมาณการแสดงออกของยีน PSD-95 หลังจากได้รับกรดโอคาดาอิก ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
hippocampus  

8 

รูปที่ 4 กรดโอคาดาอิกยับยั้งการสังเคราะห์ยีน Arc ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus ผ่าน
การกระตุ้น Rho/ROCK signaling pathway 

10 

รูปที่ 5 กรดโอคาดาอิกยับยั้งการสังเคราะห์ยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus 
ผ่านการกระตุ้น Rho/ROCK signaling pathway 

11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อท่ีใช้ในการวิจัย 

 
Arc   activity-regulated cytoskeleton associated protein  
CO2   Carbon dioxide  
DMSO   dimethyl sulfoxide 
DSP   diarrhetic shellfish poisoning 
GAPDH   Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 
MAP   Mitogen-activated protein 
MAPK   Mitogen-activated protein kinase 
ml   milliliter 
MTT   methyl-thiazolyl-tetrazolium 
nm   nanometer 
OA    okadaic acid 
PBS   phosphate buffer saline 
PSD-95   postsynaptic density-95 
ROCK   Rho-associated protein kinase 
uM   micromolar 

  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

1. บทน า (introduction) 

 1.1 เนื้อหาของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท ามาก่อน 

 ในปัจจุบันได้มีการตระหนักถึงภาวะท้องร่วงที่เกิดจากการบริโภคหอยทะเล โดยได้น าเทคนิคการวิเคราะห์
ต่างๆ มาท าการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารปนเปื้อนและพบว่ามีกรดโอคาดาอิก (okadaic acid) เป็น
องค์ประกอบส าคัญ งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกมีผลต่อการแสดงออกของ synaptic 
genes ที่ส าคัญ 2 ชนิด ได้แก่ N2R ซึ่งเป็น isoform ของ NMDA receptor และ ยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาท
ฮิปโปแคมปัส ซึ่งการลดลงของยีนทั้งสองมีผลต่อกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจ า 
กล่าวคือ หากมีการยับยั้บการการแสดงออกของ PSD-95 ส่งผลให้สัตว์ทดลองสูญเสียความจ า นอกจากนี้หากท า
การยับยั้งการท างานของ NMDA receptor ด้วยการบ่ม inhibitor ลงไปในอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อ hippocampal 
slice culture พบว่า ไม่เกิดกระบวนการ long-term potentiation  (LTP) หลังจากกระตุ้นด้วยคลื่นไฟฟ้าที่
ความถี่สูง บ่งชี้ว่า N2R และ PSD-95 มีผลโดยตรงต่อกระบวนการสร้างความจ าของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส 
แต่อย่างไรก็ตามกลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน PSD-95 ก็ยังไม่ทราบ
อย่างแน่ชัด  

 1.2 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

กรดโอคาดาอิก (okadaic acid) คือสารพิษท่ีเป็นส่วนประกอบหลักของพิษท้องร่วงจากอาหารทะเล 
(diarrhetic shellfish poisoning : DSP) โดยเฉพาะหอยทะเล เช่น หอยกาบ หอยแมลงภู่ หอยแครง หอยนางรม 
หอยเชลล์  (Blanco et al., 2003) พิษในหอยทะเลเกิดขึ้นเมื่อหอยกินสาหร่ายเซลล์เดียวไดโนแฟลเจลเลต
ชนิดมีพิษ (toxicgenic dinoflagellate) หอยจะดูดซึมสารพิษและสะสมไว้ในตัว โดยเก็บไว้ได้นานถึง 1 เดือน 
สารพิษนี้จะไม่เป็นอันตรายต่อหอย แต่เมื่อคนรับประทานหอยที่มีสารพิษสะสมอยู่ในปริมาณมาก จะเกิดอาการ
พิษจากหอย ที่ส าคัญได้แก่ อาการท้องร่วง (Blanco et al., 2003) เนื่องจากกรดโอคาดาอิก เป็นสารที่ละลายได้
ในไขมัน ท าให้ผ่าน blood brain barrier เข้าสู่สมองได้ และงานวิจัยจ านวนมากรายงานว่ากรดโอคาดาอิกมีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท (Rajasekar et al., 2013; Zhang and Simpkins, 2010; Tapia et al., 1999) 
เนื่องจากกรดโอคาดาอิกมีคุณสมบัติยับยั้งการท างานของเอนไซม์ฟอสฟาเทส ชนิด 1 และ 2A ซึ่งเป็นเอนไซม์หลัก
ของกระบวนการ dephospholylation ของโปรตีน tau ดังนั้นกรดโอคาดาอิกจึงสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ 
tau hyperphosphorylation ซึ่งเป็นพยาธิสภาพที่พบในโรคอัลไซเมอร์ (Zhang and Simpkins, 2010; Tapia 
et al., 1999) นอกจากนี้การได้รับกรดโอคาดาอิกจ านวนมากหรือเป็นเวลานานกระตุ้นการตายของเซลล์ประสาท
ฮิปโปแคมปัสแบบ apoptosis ชนิดขึ้นกับการท างานของไมโตรคอนเดรีย โดยยับยั้งการท างานของกลไกภายใน
เซลล์ชนิด mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways (MAPK signaling pathway) (Kim et al., 
2000; Suuronen et al., 2000; Rundén et al., 1998) ยิ่งไปกว่านั้นกรดโอคาดาอิกมีฤทธิ์จ าเพาะต่อ granule 
cell ของสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ซึ่งเป็นสมองส่วนที่ท าหน้าที่ในการสร้างความจ า (Rundén et al., 1998) 
สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาซึ่งแสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกเหนี่ยวน าให้สัตว์ทดลองสูญเสียการเรียนรู้และ
ความจ าจากการทดสอบด้วยวิธี Morris water maze (Kamat et al., 2011) ไม่เพียงแต่สัตว์ทดลองเท่านั้น แต่



 

ยังพบว่าคนที่รับประทานอาหารทะเลที่มีพิษ toxicgenic dinoflagellate ชนิด กรดโอคาดาอิดเจือปนจะมีภาวะ
ของการสูญเสียความจ าที่รุนแรงกว่าผู้ที่ไม่ได้รับพิษดังกล่าว (Rajasekar et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามยังกลไก
การท างานของกรดโอคาดาอิก ต่อกระบวนการสร้างความจ าของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสก็ยังไม่มีการศึกษา 
เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณไซแนปส์ถือเป็นกระบวนการส าคัญท่ีบ่งชี้ถึงสมดุลการท างานของเซลล์
ประสาท และเป็นต าแหน่งของกระบวนการสร้างความจ า หากโครงสร้างบริเวณดังกล่าวแข็งแรง ก็จะสามารถเกิด
กระบวนการ synaptic plasticity ซ่ึงถือเป็นกลไกหลักของการสร้างความจ าได้ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมุ่งเน้นที่จะ
ท าการศึกษาผลและกลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ของกรดโอคาดาอิกต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณ
ไซแนปส์ของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ซึ่งสัมพันธ์กับกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจ า 

1.3 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 

1.3.1 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อกระบวนการสร้างไซแนปส์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโป
แคมปัส 

2. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของ synaptic proteins ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส  

3.  ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อขนาดและรูปร่างของไซแนปส์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ฮิปโปแคมปัส 

4. ศึกษากลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ของกรดโอคาดาอิกต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ
ไซแนปส์ในเซลล์เพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส 

 1.3.2 ขอบเขตของโครงการวิจัย  

การวิจัยทั้งหมดในโครงการนี้ครอบคลุมการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อกลไกการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณไซแนปส์ของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ซึ่งสัมพันธ์กับกระบวนการ 
synaptic plasticity และการสร้างความจ า 

 1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

      สมมุติฐาน 

การได้รับพิษท้องร่วงจากอาหารทะเลน่าจะมีผลเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณไซแนปส์น าไปสู่
การยับยั้งกระบวนการสร้างความจ าของเซลล์ประสาทอิปโปแคมปัส 

กรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

เนื่องจากกรดโอคาดาอิกสามารถผ่านเข้าสู่สมองได้และยังเหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆ แก่
เซลล์ประสาทได้แต่ยังไม่มีการศึกษาถึงผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณไซแนปส์ของเซลล์



 

ประสาทฮิปโปแคมปัส ซึ่งสัมพันธ์กับกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจ ากลไกการ
สร้างความจ า ซึ่งหากมีผลโดยตรงจะน าไปสู่การค้นพบถึงข้อควรระวังในการบริโภคหอยทะเล 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ผลการวิจัยจากโครงการวิจัยนี้ ท าให้เข้าใจผลและกลไกของพิษท้องร่วงจากอาหารทะเลชนิดกรด
โอคาดาอิกต่อการกลไกต่างๆ ของการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณไซแนปส์ของเซลล์ประสาทฮิปโป
แคมปัส ซึ่งสัมพันธ์กับกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจ า ซึ่งผลการทดลองจาก
โครงการวิจัยนี้จะมีประโยชน์ต่อการศึกษาวิจัยต่อเนื่องเพ่ือหาวิธีการป้องกันพิษท้องร่วงจากอาหารทะเล
น าไปสู่การป้องกันภาวะความจ าเสื่อมที่พบในโรคทางระบบประสาทอีกด้วย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. เนื้อเร่ือง 

2.1 วิธีด าเนินการวิจัย 

งานวิจัยทั้งหมดในโครงการวิจัยนี้ท าการทดลอง เก็บข้อมูล วิเคราะห์ผลการทดลอง ณ  คณะสห
เวชศาสตร์  มหาวิทยาลัยบูรพา 

    2.1.1 การเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ primary hippocampal neuron (Cat. Number A10841-01) ใน 
Neurobasal medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA) ที่ประกอบด้วย 200 mM GLUTAMAX™-I, B27 
Supplement ตามท่ีระบุในเอกสารแนะน า ใน poly-D-lysine-coated 6-well plate (Corning, 
Corning, NY, USA) ในตู้ปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 37°C และความเข้มข้น CO2 ที่ 5%  

    2.1.2 การวัดการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron (MTT assay) 

การวัดเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neuron ด้วยวิธี MTT 
assay มีหลักการ คือ สารละลาย MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) (Sigma) จะถูกเปลี่ยนสีจากสีเหลืองไปเป็นผลึกสีน้ าเงิน (formazan crystal) ในเซลล์ที่มีชีวิต 
โดยอาศัยการท างานของเอมไซม์ในไมโตคอนเดรีย ในขณะที่เซลล์ตายจะไม่สามารถเปลี่ยนสีสารละลาย 
MTT ได้ วิธีการทดลอง เริ่มจากการเพาะเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron ใน 96-
well plate (Corning) ให้มีความหนาแน่นประมาณ 10,000 เซลล์ ต่อ 1 well จากนั้นให้ กรดโอคาดา
อิก (Sigma) ความเข้มข้น 10 uM ที่เวลาต่างกันตั้งแต่ 0-96 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูด culture media 
ออก แล้วล้างเซลล์ด้วย 0.01M phosphate buffer saline (PBS) ก่อนที่จะบ่มด้วยสารละลาย MTT 
เป็นเวลา 3 ชั่งโมง จากนั้นท าการละลาย (solubilization) formazan crystal ด้วย dimethyl 
sulfoxide (DMSO) แล้วน าไปวัดค่าความดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
550 nm 

    2.1.3 Quantitative-real time PCR (qRT-PCR) 

 น าเซลล์เพาะเลี้ยง Primary hippocampus neurons ที่ได้จากการทดลองมาสกัด RNA โดยใช้ 
RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) แล้ ววัดความ เข้มข้นของ RNA ที่ ได้ ด้ วย เครื่อ ง 
spectrophotometer ท าการค านวณเพ่ือปรับปริมาณของ RNA ให้เท่ากันทุกกลุ่ม แล้วเปลี่ยนกลับไป
เป็ น  cDNA ด้ วย เค รื่ อ ง  thermocycle โด ย ใช้  high capacity cDNA reverse transcription kit 
(Apply Biosystems, CA, USA) จากนั้นเพ่ิมจ านวนยีนและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนเป้าหมาย 
ได้แก่  Arc และ PSD-95 กับ ยีน housekeeping (GAPDH) ด้วยเครื่อง real-time PCR (Applied 
biosystems) โดยใช้ TaqMan® gene expression assay kit (Apply Biosystems) ซึ่งประกอบด้วย 
customized primer design และ DNA-probe ที่ถูกติดฉลากด้วย FAMTM dye และค านวณปริมาณ



 

การแสดงออกของยีนเป้าหมายด้วยวิธี threshold cycle (Ct method) โดยใช้ SDS software v. 1. 4 
(Apply Biosystems) 

    2.1.4 วธิีการประเมินผลและการสังเคราะห์ข้อมูล 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.2 ผลการทดลอง 

2.2.1 ผลของเวลาในการบ่มกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง  
hippocampal  

เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
hippocampus ท าการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 24 48 
72 96 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดการอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี MTT ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าหลังจากบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ค่าร้อยละการมีชีวิต
ของเซลล์เพาะเลี้ยงลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (0) และลดลงเพิ่มขึ้นเมื่อบ่ม
ด้วยกรดโอคาดาอิกต่อเนื่องเป็นเวลา 96 ชั่วโมง สรุปได้ว่า กรดโอคาดาอิกท าให้เซลล์เพาะเลี้ยงตายแบบ
ขึ้นกับเวลา   

 

รูปที่ 1 แสดงร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก  

ท าการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 10 uM เป็นเวลา 24 48 72 หรือ 96 ชั่วโมง 
แล้วน าไปศึกษาค่าการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมท่ีไม่ได้บ่มด้วยกรดโอคาดาอิด (0 ชั่วโมง) 

** P<0.05 (n=3) 

 

 

 

 



 

2.2.2 ผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน Arc 

  เนื่องจากโปรตีน Arc เป็นโปรตีนที่มีความส าคัญต่อการคงสภาพของ synapse หลังจากเข้าสู่
กระบวนการ synaptic plasticity และการขาดโปรตีนและ/หรือ ยีน Arc ส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถเข้าสู่
กระบวนการ synaptic plasticity และท าให้สัตว์สูญเสียความจ าอีกด้วย ดังนั้นระดับการแสดงออกของ
ยีน Arc จึงสามารถใช้บ่งชี้กระบวนการ synaptic plasticity ในเซลล์ได้  

การทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน Arc ด้วยวิธี qRT-
PCR  โดยบ่มเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกที่เวลาต่างกัน คือ 24 48 72 หรือ 96 ชั่วโมง 
จากนั้นท าการสกัด RNA เพ่ือน าไปวัดการแสดงออกของยีน Arc โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีน Arc 
ด้วยเทคนิค qRT-PCR ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า หลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
การแสดงออกของยีน Arc ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม บ่งชี้ว่ากรดโอคาดา
อิกอาจจะมีผลยับยั้งกระบวนการ synaptic plasticity จากการยับยั้งการแสดงออกของยีน Arc หลังจาก
การได้รับเป็นเวลานาน  

 

รูปที่ 2 แสดงปริมาณการแสดงออกของยีน Arc หลังจากได้รับกรดโอคาดาอิก ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
hippocampus  

ท าการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 10 uM เป็นเวลา 24 48 72 หรือ 96 ชั่วโมง 
ก่อนน าไปสกัด RNA เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน Arc ภายในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 

hippocampus ด้วยวิธี qRT-PCR  

* P<0.05 n=3 

 

 

 



 

2.2.3 ผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน PSD-95 

มีงานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่า knockdown ยีน PSD-95 ท าให้สัตว์ทดลองสูญเสียการเรียนรู้
และความจ า งานวิจัยครั้งนี้ท าการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิก ต่อการแสดงออกของยีน PSD-95 ใน
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส โดยการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 10 uM เป็น
เวลา 24 48 72 หรือ 96 ชั่วโมง ก่อนท าการสกัด RNA เพ่ือไปศึกษาการแสดงออกของยีน PSD-95 ด้วย
วิธี qRT-PCR 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า หลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 72 และ 96 ชั่วโมง ลด
การแสดงออกของยีน PSD-95 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ที่ไม่ได้รับกรดโอคา
ดาอิก จากผลการทดลองเป็นไปได้ว่าการได้รับกรดโอคาดาอิกเป็นเวลานานมีผลยับยั้งการเรียนรู้และ
ความจ าจากการยับยั้งการสังเคราะห์ยีน PSD-95   

 

รูปที่ 3 แสดงปริมาณการแสดงออกของยีน PSD-95 หลังจากได้รับกรดโอคาดาอิก ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
hippocampus  

ท าการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 10 uM เป็นเวลา 24 48 72 หรือ 96 ชั่วโมง 
ก่อนน าไปสกัด RNA เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน PSD-95 ภายในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 

hippocampus ด้วยวิธี qRT-PCR  

** P<0.005 n=3 

 

 

 



 

2.3.4 กลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการสังเคราะห์ยีน Arc  

มีงานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่า signaling pathway ที่มีบทบาทควบคุมกระบวนการ synaptic 
plasticity ที่ส าคัญคือ Rho/ROCK signaling pathway โดย pathway นี้เริ่มต้นจากการกระตุ้นโปรตีน 
Rho จากนั้น active Rho จะไปกระตุ้นโปรตีน ROCK และกระตุ้น LIMK อย่างต่อเนื่องตามล าดับ ซึ่ง 
active LIMK จะเหนี่ยวน าให้มีการเติมหมู่ฟอสเฟตให้โปรตีน cofilin ซึ่ง phospho-cofilin มีบทบาทใน
การคงเสถียรภาพของโปรตีนโครงสร้างภายในเซลล์ ซึ่งเป็นกระบวนการที่ส าคัญ ภายใต้การเกิด 
synaptic plasticity ของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ดังนั้น เป็นไปได้หรือไม่ว่า กรดโอคาดาอิกยั้บยั้ง
การสังเคราะห์ยีน Arc ผ่านการกระตุ้น Rho/Rock signaling pathway  

การทดลองครั้งนี้ได้ท าการศึกษากลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการแสดงออก
ของยีน Arc ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus โดยการบ่มกรดโอคาดาอิกร่วมกับตัวยับยั้งการ
ท างานของ ROCK คือ Y27632 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อท าการบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 
96 ชั่วโมง มีผลลดการแสดงออกของยีน  Arc ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเที่ยบกับกลุ่มควบคุม แต่
เมื่อให้กรดโอคาดาอิกร่วมกับ Y27632 กลับไม่มีผลลดการแสดงออกของยีน Arc เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกลดการแสดงออกของยีน Arc ผ่านการกระตุ้น ROCK  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

รูปที่ 4 กรดโอคาดาอิกยับยั้งการสังเคราะห์ยีน Arc ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus ผ่าน
การกระตุ้น Rho/ROCK signaling pathway 

หลังจากการ subculture เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเซลล์เพาะเลี้ยงมาบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก หรือ กรดโอ
คาดาอิกร่วมกับ 1 uM Y27632 หรือ 1 uM Y27632 อย่างเดียว เป็นเวลา 96 ก่อนน าไปสกัด RNA เพ่ือ

ศึกษาการแสดงออกของยีน Arc ด้วยวิธี qRT-PCR  

* P<0.05 n=3 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.3.5 กลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการสังเคราะห์ยีน PSD-95 

การทดลองครั้งนี้ได้ท าการศึกษากลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการแสดงออก
ของยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus โดยการบ่มกรดโอคาดาอิกร่วมกับตัวยับยั้ง
การท างานของ ROCK คือ Y27632 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อท าการบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกเป็น
เวลา 96 ชั่วโมง มีผลลดการแสดงออกของยีน PSD-95 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเที่ยบกับกลุ่ม
ควบคุม แต่เมื่อให้กรดโอคาดาอิกร่วมกับ Y27632 กลับไม่มีผลลดการแสดงออกของยีน Arc เมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกลดการแสดงออกของยีน PSD-95 ผ่านการกระตุ้น ROCK  

 

 

 

รูปที่ 5 กรดโอคาดาอิกยับยั้งการสังเคราะห์ยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampus 
ผ่านการกระตุ้น Rho/ROCK signaling pathway 

หลังจากการ subculture เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเซลล์เพาะเลี้ยงมาบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก หรือ กรดโอ
คาดาอิกร่วมกับ 1 uM Y27632 หรือ 1 uM Y27632 อย่างเดียว เป็นเวลา 96 ก่อนน าไปสกัด RNA เพ่ือ

ศึกษาการแสดงออกของยีน PSD-95 ด้วยวิธี qRT-PCR  

* P<0.05 n=3 

 

 



 

3. อภิปราย/วิจารณ์ 

3.1 ปัญหาและอุปสรรคในการด าเนินการ 

การทดลองครั้งนี้ได้มีการปรับวิธีการทดลองโดยการตัดการศึกษาขนาดของ dendritic spine 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดอิเล็กตรอนออกเนื่องจากมีมีการช ารุดของอุปกรณ์ไม่สามารถใช้งานได้ ผู้วิจัยจึง
ได้น างบประมาณส่วนดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนเป็นหมายด้วยวิธี qRT-PCR แทน 
และได้ผลการทดลองเป็นที่น่าพอใจ อีดทั้งเป็นการทดลองที่ท าได้อย่างรวดเร็วจึงท าให้สามารถด าเนินการ
ปิดโครงการวิจัยได้ตามก าหนดเวลาของการขยายเวลา  

 3.2 อภิปรายผลการทดลอง 

  ผลการทดลองครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นว่าการได้รับกรดโอคาดาอิดเป็นเวลานานจะมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของ synapse โดยไปรบกวนการแสดงออกของยีน Arc และ ยีน PSD-95 ซึ่งน่าจะ
ส่งผลต่อการแสดงออกของยีนทั้งสองด้วย กล่าวคือ หากเซลล์ประสาทไม่มีโปรตีนทั้งสองชนิดนี้แล้ว จะมี
ผลท าให้เซลล์ไม่เกิดกระบวนการ synaptic plasticity ซึ่งเป็นกลไกท่ีส าคัญ ของการสร้างความจ าของ
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส (Chamniansawat and Chongthammakun, 2010; Chamniansawat 
and Chongthammakun, 2012; Lamprecht and  LeDoux, 2004; Steward and Worley, 2002) 
อีกท้ังยังมีงานวิจัยจ านวนมากได้รายงานว่าในสัตว์ทดลองที่ท าการ knockdown ยีน Arc และ PSD-95 
จะสูญเสียการเรียนรู้และการสร้างความจ าโดยเฉพาะ spatial memory ซึ่งเป็นความจ าที่จ าเพาะของ
สมองส่วนฮิปโปแคมปัส (Guzowski et. al, 2000; Bustos et al., 2014) งานวิจัยครั้งนี้มีความ
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่กล่าวว่า การได้รับกรดโอคาดาอิดมีผลท าให้สูญเสียความจ าระยะยาว
และอาจน าไปสู่โรคอัลไซด์เมอร์ได้ในที่สุด (Zhang and Simpkins, 2010; Rajasekar et al., 2013) แต่
อย่างไรก็ตามกลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการแสดงออกของยีน Arc และ PSD-95 ก็
ยังไม่มีรายงาน ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงได้ท าการศึกษากลไกการท างานของกรดโอคาดาอิก และพบว่ากรด
โอคาดาอิกกระตุ้น signaling pathway ชนิด Rho/ROCK pathway ซ่ึงเป็น pathway หลักของการ
ควบคุมการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ รวมถึงการเปลี่ยนแปลงรูปร่างบริเวณ synapse ด้วย โดย
งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้รายงานว่า หากท าการยับยั้ง Rho/ROCK pathway ด้วยการให้ specific Rho-
associated protein kinase inhibitor จะไปยับยั้งการการต่อสายของ actin และท าไม่สามารถเพ่ิม
จ านวน dendritc spine หลังจากการกระตุ้นด้วยคลื่นไปฟ้าความถี่สูง (Huang et al., 2014) ดังนั้น
งานวิจัยครั้งนี้จึสามารถสรุปผลได้ว่ากรดโอคาดาอิก มีผลยับยั้งการแสดงออกของยีน Arc และ PSD-95 
โดยผ่านการกระตุ้น Rho/ROCK signaling pathway ซึ่งน่าจะน าไปใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานของในการ
ป้องกันฤทธิ์ของกรดโอคาดาอิกต่อไป แต่อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่างานวิจัยนี้จะแสดงให้เห็นแล้วว่ากรดโอคา
ดาอิกกระตุ้น Rho/Rock pathway  แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาต่อยอดถึง signaling pathway 
อ่ืนๆ ร่วมด้วยเพื่อเป็นการยืนยันความชัดเจนของผลการทดลองต่อไป 



 

4. สรุปและเสนอแนะ 

  งานวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่าเมื่อได้รับกรดโอคาดาอิกเป็นเวลานานมีผลยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน Arc และ PSD-95 ภายในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส โดยผ่านการกระตุ้น Rho/ROCK signaling 
pathway และน่าจะเป็นกลไกการท างานของกรดโอคาดาอิกในการยับยั้งการสร้างความจ าในสมอง ซึ่ง
จ าเป็นต้องท าการศึกษาในสัตว์ทดลองต่อไป  

5. ผลผลิต สว่นหนึ่งของผลงานวิจัยในโครงการวิจัยนี้ก าลังอยู่ระหว่างการเรียบเรียงเพ่ืองการตีพิมพ์ลงใน
วารสารของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  
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