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Major depressive disorder (MDD) is a multifactorial disease including the 

abnormalities of monoaminergic neuronal system. At present, MDD is a public health 
problem nationwide and worldwide, which enormously leads to the quality of life of 
patients and their families. MDD patients have to be treated for a long period using anti-
depressants, which are not only expensive, but cause unfavorable side effects and 
ineffective. Therefore, our research group has attempted to study potential anti-
depressants with low side effects, high efficiency and reasonable price. In this study, we 
investigated the mechanisms of action of medicinal extracts, leaves of Mentha cordifolia 
Opiz ex Fresen and Senna siamea (Lam.) and whole plants of Centella asiatica (Lam.), 
using LAN-5 neuroblastoma cell line as a model. Extractions were done using ethanol 
and water. We focused our study on inhibitory effects of herb extracts on two 
mechanisms, mRNA expression of human dopamine transporter (hDAT), human 
serotonin transporter (hSERT) and human norepinephrine transporter (hNET) and activity 
of all three neurotransmitter transporters by uptake assay using neurotransmitter 
transporter uptake assay kit with the utilization of fluoxetine, desipramine and GBR12935 
as the reference drugs. In addition, MTT assay was employed for toxicity study. We 
discovered that all of the extracts significantly reduced the expression of hDAT, hSERT 
and hNET genes in LAN-5 (P<0.05). The extract derived from M. cordifolia significantly 
inhibited the activity of DAT and SERT in LAN-5 (P<0.05) and all of extracts were not 
toxic to LAN-5.  
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บทที่1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

สงัคมทัว่โลกในปัจจบุนัตลอดจนสงัคมในประเทศไทยมีปัญหาตา่ง ๆ เพิ่มมากขึน้จากเดิม   
ท าให้สภาพความเป็นอยู่ของประชากรเปลี่ยนแปลงไป จึงส่งผลกระทบต่อสภาพร่างกาย         
และ สภาพจิตใจ โดยเฉพาะอย่างยิ่งปัญหาทางด้านสุขภาพจิต ซึ่งจากสภาพสังคมปัจจุบัน          
ท่ีมีแตค่วามวุน่วาย และการแก่งแย่งแข่งขนักนั ท าให้อตัราของผู้ ป่วยท่ีมีอาการทางระบบประสาท
เพิ่มมากขึน้  โดยโรคทางระบบประสาทท่ีน่าสนใจและมีแนวโน้มว่าจะมีประชากรป่วยเพิ่มมากขึน้
ในอนาคต คือ โรคซึมเศร้า (Major Depressive disorder) ส าหรับผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคซึมเศร้า          
จะมีความผิดปกติของอารมณ์ โดยท่ีผู้ ป่วยจะรู้สึกหดหู่ ไม่มีชีวิตชีวา จะคิดถึงแต่เร่ืองร้ายๆ        
อยู่ตลอด คิดว่าตนเองไร้ค่า ไม่สามารถท าประโยชน์ให้แก่ใครได้ และท างานต่างๆได้อย่าง          
ไม่เต็มประสิทธิภาพ โดยสาเหตอุาจเกิดจากการได้รับผลกระทบจากการสญูเสีย เช่น สญูเสียงาน 
สญูเสียคนท่ีรัก หรือเกิดจากความผิดปกติภายในร่างกายของผู้ ป่วยเอง ซึง่โรคนีเ้ป็นสาเหตสุ าคญั
ท่ีท าให้เกิดความคดิท่ีจะฆา่ตวัตายในผู้ ป่วยได้ ดงันัน้โรคซมึเศร้าจึงเป็นโรคท่ีท าให้มีอตัราการตาย
ของประชากรเพิ่มมากขึน้  นอกจากนีย้ังพบว่าผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าจะไม่มีความสามารถ                  
ในการท างานใดๆได้อีกด้วย ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อสังคมท่ีจะน าก าลังคนมาพัฒนาสังคม           
ท าให้ขาดแคลนบคุคลากรท่ีจะมาพฒันาสงัคมนัน้ๆได้ โดยจากข้อมลูขององค์การอนามยัโลกในปี 
ค.ศ. 2010 ได้ระบุไว้ว่า ประชาชนทัว่โลกประมาณ 121 ล้านคนนัน้ป่วยเป็นโรคซึมเศร้า และ        
มีแนวโน้มว่าจะมีผู้ ป่วยเป็นโรคซมึเศร้าเพิ่มสงูขึน้เป็นอนัดบัสองรองจากโรคหวัใจในปี ค.ศ. 2020 
(1) ส าหรับในประเทศไทยจากการส ารวจข้อมูลของผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าในปี พ.ศ. 2553                  
พบว่ามีผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าประมาณร้อยละ 2 ของประชากรทัง้หมด ซึ่งคิดเป็นตวัเลขแล้วมีผู้ ป่วย 
ถึง 150,000 ราย (2) ถึงแม้ว่าในปัจจุบนันัน้โรคซึมเศร้าจะสามารถวินิจฉัยโรคได้ง่าย  มียาท่ี
สามารถรักษา และ ระงบัอาการของโรคได้ แตก็่ยงัมีผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาเพียง 25% ของผู้ ป่วย
ทัง้หมด เน่ืองจากผู้ ป่วยโรคซึมเศร้านัน้จะไม่ยอมรับว่าตนเองป่วยเป็นโรคซึมเศร้าจึงไม่ไป         
พบแพทย์เพื่อรับการรักษา (1) นอกจากนีย้าท่ีใช้รักษาโรคซึมเศร้ามีราคาแพง มีผลข้างเคียง     
จากการทานยาคอ่นข้างมาก ซึง่อาจเป็นอนัตรายตอ่ผู้ ป่วย และการรักษาผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคนีจ้ะต้อง
ทานยาอยู่ตลอดจนกว่าจะมีอาการดีขึน้ ซึง่ใช้เวลาประมาณ 4-9 เดือน โดยระหว่างนีไ้ม่สามารถ
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หยุดยาได้ (3) จึงท าให้ผู้ ป่วยต้องสูญเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคนีเ้ป็นจ านวนมาก  และ           
มีผลข้างเคียงของยาเกิดขึน้ร่วมด้วย  

ดงันัน้ คณะผู้วิจยัจึงมีความประสงค์ท่ีจะน าสารสกดัสมนุไพรมาศึกษาฤทธ์ิในการรักษา
หรือป้องกันโรคซึมเศร้า โดยศึกษาผ่านทางกลไกการยบัยัง้การท างาน และ การแสดงออกของ
โปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน (Monoamine Transporters, MATs) ภายในเซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง ซึง่ท าให้ปริมาณของสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน (Monoamine) บริเวณ
ช่องวา่งไซแนปส์เพิ่มมากขึน้ สง่ผลให้บรรเทาอาการของผู้ ป่วยได้ โดยจะท าการศกึษาเปรียบเทียบ
กับฤทธ์ิของยารักษาโรคซึมเศร้าท่ีใช้ในปัจจุบันว่าฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรให้ผลออกฤทธ์ิได้
ใกล้เคียงกับฤทธ์ิของยา นอกจากนีย้งัน าสารสกัดสมุนไพรมาทดสอบด้วยว่ามีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งหรือไม่ โดยผลการวิจัยท่ีได้จะมีประโยชน์ในแง่ของ การรักษา และ       
การป้องกนัการเกิดโรคซมึเศร้าโดยใช้สารสกดัสมนุไพร เพื่อลดผลข้างเคียงท่ีเกิดขึน้จากการใช้ยา 
เน่ืองจากสารสกดัสมนุไพรอาจไม่มีสารท่ีเป็นพิษเท่ากบัสารเคมีในยา และยงัช่วยลดค่าใช้จ่ายใน
การรักษาโรคซึมเศร้า ท าให้ผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าไม่ต้องสญูเสียทรัพย์สินในการรักษามากเกินก าลงั 
นอกจากนีบ้คุคลทัว่ไปยงัสามารถน าสารสกดัสมนุไพรมาใช้ในการป้องกนัอาการของโรคซมึเศร้า
ด้วยตนเองได้อีกด้วย  

1.2 วัตถุประสงค์ 

1.2.1 เพื่อศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดจากสมุนไพรต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งชนิด  
LAN-5 

1.2.2 เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการต้านโรคซึมเศร้า ผ่านกลไกการยับยัง้       
การแสดงออกของยีน hSERT, hDAT และ hNET ในระดบั mRNA 

1.2.3 เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากสมุนไพรในการต้านโรคซึมเศร้าผ่านกลไกการยับยัง้    
การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน  

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัท่ีท าการศึกษากบัเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง คือ LAN-5 โดยเป็น
การศกึษาประเภท In vitro Study และยารักษาโรคซมึเศร้าท่ีใช้ในงานวิจยัเป็นยาท่ีออกฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนเท่านัน้ 
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1.4 ข้อจ ากัดของการวิจัย 
1.4.1 การศกึษาวิจยัครัง้นีเ้ป็นการทดสอบในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งซึง่อาจได้ผลการทดสอบ

ท่ีคลาดเคลื่อนจากความเป็นจริง เน่ืองจากเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งนัน้ไม่มีระบบการ
ท างานท่ีซบัซ้อนเหมือนกบัระบบการท างานตา่งๆภายในร่างกายของมนษุย์ โดยงานวิจยั
นีเ้ป็นเพียงการศกึษาเบือ้งต้นก่อนท่ีจะน าไปศกึษาในสตัว์ทดลองเพื่อน าไปพฒันาตอ่ไป
ในอนาคต 

1.4.2 ยาต้านโรคซมึเศร้าท่ีใช้ในงานวิจยัมีทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ fluoxethine hydrochloride    
มี ฤท ธ์ิยับยั ง้ ก า รท า ง านของ โปร ตีนขนส่ งสา ร ส่ื อประสาทช นิดซี โ ร โท นิน ,        
desipramine hydrochloride มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สารส่ือประสาท
ชนิดนอร์อิพิเนฟริน และ GBR12935 dihydrochloride มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ
โปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโดพามีน 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1.5.1 เข้าใจถึงสาเหต ุอาการ และการรักษาโรคซมึเศร้าท่ีมีการศกึษาอยูใ่นปัจจบุนั 
1.5.2 องค์ความรู้ใหมท่ี่เกิดขึน้สามารถน าไปตอ่ยอดการวจิยั เพื่อพฒันาเป็นยาสมนุไพรส าหรับ

การรักษา หรือ ป้องกันการเกิดโรคซึมเศร้าท่ีไม่มีผลข้างเคียง หรือ ให้ผลข้างเคียง     
น้อยกว่ายารักษาโรคซึมเศร้าท่ีใช้อยู่ในปัจจบุนั และสามารถลดค่าใช้จ่ายของผู้ ป่วยใน
การรักษาได้ อีกทัง้ยังน าไปสู่การศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาแนวทางการรักษาอาการของ
ผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ 

1.5.3 คาดวา่จะตีพิมพ์ผลงานของโครงการวิจยันีใ้นวารสารวิชาการระดบันานาชาติท่ีเก่ียวข้อง
ได้อยา่งน้อย 1 เร่ือง  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคซึมเศร้า (Major Depressive Disorder) 

 โรคซมึเศร้า เป็นโรคทางระบบประสาทชนิดหนึ่งท่ีผู้ ป่วยจะมีอาการผิดปกติทางด้านจิตใจ 
ความรู้สกึ และอารมณ์ นอกจากนี ้ผู้ ป่วยยงัมีอาการนอนไม่หลบั และไม่อยากอาหารรวมอยู่ด้วย 
ซึ่งจากอาการผิดปกติดงักล่าวนัน้จะท าให้ผู้ ท่ีป่วยได้รับผลกระทบต่อการด าเนินชีวิตประจ าวัน    
ไม่มีจิตใจในการกระท าใด ๆ เน่ืองจากผู้ ป่วยจะคิดเพียงว่าตน เองนัน้ไร้ค่า ไม่มีประโยชน์            
ตอ่บคุคลอ่ืน  มีความรู้สกึหดหู่ และมีความรู้สกึเศร้าอยู่ตลอดเวลา ถ้าผู้ ป่วยมีความรู้สกึดงักลา่ว
อยู่ตลอด และไม่สามารถรักษาได้ ก็จะเป็นสาเหตุท่ีท าให้ผู้ ป่วยมีความคิดท่ีจะฆ่าตัวตาย           
ซึง่จากการส ารวจผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าในประเทศอเมริกานัน้พบว่า ผู้ ป่วยร้อยละ 3.4 จะฆ่าตวัตาย 
และร้อยละ 60 ของบคุคลท่ีฆา่ตวัตายส าเร็จนัน้ป่วยเป็นโรคซมึเศร้า (4) 

2.2 ลักษณะอาการของโรคซึมเศร้า 

 อาการของผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคซึมเศร้านัน้ จะมีการเปลี่ยนแปลงต่างๆเกิดขึน้ โดยสามารถ 
แบง่อาการการเปลี่ยนแปลงตา่งๆเหลา่นัน้ได้ดงันี ้(5) 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านอารมณ์ โดยผู้ ป่วยจะมีความรู้สึกซึมเศร้า กังวลอยู่
ตลอดเวลา (Depress) มีอารมณ์หงดุหงิด ฉนุเฉียว โกรธง่าย หรือ มีอาการอยู่ไม่สขุ 
และกระวนกระวายตลอดเวลา (Mania) 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านความคิด ผู้ ป่วยจะมีความรู้สึกสิน้หวงั ท้อแท้ มองโลกใน   
แง่ ร้าย รู้สึกผิด ไร้ค่า มีความคิดท่ีจะท าร้ายตัวเอง หรือมีความพยายามท่ีจะ           
ฆา่ตวัตาย 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านการเรียนรู้ หรือการท างาน ผู้ ป่วยจะไม่รู้สกึสนกุกบัสิ่งต่างๆ 
รอบตัว ไม่ว่าจะเป็นการท างาน การท ากิจกรรมท่ีเพิ่มความสนุกรวมทัง้กิจกรรม    
ทางเพศ ผู้ ป่วยจะรู้สกึอ่อนเพลียไม่มีพลงังานท าให้ท างานได้แย่ลง นอกจากนีผู้้ ป่วย
ยงัมีอาการสมาธิสัน้ ความจ าเสื่อม และการตดัสินใจในเร่ืองตา่งๆได้แยล่ง 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านพฤติกรรม ผู้ ป่วยจะมีอาการนอนไม่หลับ ตื่นเ ร็ว            
หรือในบางรายจะมีอาการนอนหลับมากเกินไป เบื่ออาหาร หรือทานอาหารมาก
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เกินไป ในบางรายท าให้มีการเปลี่ยนแปลงของน า้หนักตวั มีอาการปวดศีรษะ       
แน่นท้อง ปวดเรือ้รังโดยจะรักษาด้วยยาไม่หาย และสุดท้ายคือมีความสัมพันธ์       
กบับคุคลอ่ืนแยล่ง ท าให้ไม่มีสงัคม หรือไม่เป็นท่ีต้องการของสงัคม  

และส าหรับผู้ สูงอายุท่ีป่วยเป็นโรคซึมเศร้านัน้จะมีอาการ หลงลืมในระยะแรก (6)         
และจะมีอาการเซื่องซมึร่วมด้วย (7) นอกจากนีอ้าจมีอาการของโรคอ่ืนๆแทรกซ้อนรวมอยูด้่วย เช่น 
โรคเส้นเลือดในสมองแตก (Stroke) โรคหลอดเลือดหวัใจ (Cardiovascular disease) และ       
โรคพาร์กินสนั (Parkinson’s disease) (8)  

2.3 สาเหตุของโรคซมึเศร้า 

ส าหรับสาเหตขุองโรคซมึเศร้านัน้ พบว่าโรคซมึเศร้าเป็นโรคท่ีเกิดจากปัจจยัหลายๆอย่าง
ร่วมกนั หรือท่ีเรียกว่า Multifactorial Disease โดยผู้ ป่วยโรคซมึเศร้านัน้จะป่วยเป็นโรคซมึเศร้าได้ 
จะต้องมีปัจจัยหลายอย่างท่ีท าให้เกิดอาการของโรคซึมเศร้าขึน้  โดยปัจจัยเหล่านัน้ได้แก่ 
พนัธุกรรม สภาวะแวดล้อม สารชีวเคมีภายในร่างกาย และ ปัจจยัทางด้านสขุภาพของผู้ ป่วย    
โดยจะต้องมีปัจจยัเหลา่นีเ้กิดร่วมกนัจงึท าให้ผู้ ป่วยเกิดอาการของโรคซมึเศร้าได้ (9) 

2.3.1 สาเหตุทางด้านพันธุกรรม 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า ผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคซึมเศร้าโดยส่วนใหญ่จะมีความผิดปกติ  
ในการแสดงออกของยีนเม่ือมีสภาวะแวดล้อมภายนอกเป็นตัวกระตุ้ น หรือท่ีเรียกว่า       
Gene–environment interaction รวมอยู่ด้วย โดยในผู้ ป่วยบางรายจะมีอาการเกิดขึ น้         
เม่ือมีภาวะเครียดเข้ามากระตุ้น ส าหรับยีนท่ีมีความผิดปกติ คือ ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้าง
โปรตีนขนสง่ซีโรโทนิน (Serotonin transporter) ซึง่จะเกิดขึน้บริเวณ Promoter (Serotonin-
transporter linked promoter region, 5-HTTLPR) ของยีนนี ้(10) นอกจากนีย้งัพบว่าความ
หลากหลายของยีน Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) นัน้ยงัมีอิทธิพลต่อการ     
คิดฆ่าตวัตายในผู้ ป่วยโรคซึมเศร้า (5) และนกัวิทยาศาสตร์ยงัเช่ือว่า BDNF นัน้มีกลไกการ
ท างานร่วมกบั Serotonin transporter โดยท่ี BDNF จะไปยบัยัง้ให้การท างานของ Serotonin 
transporter ลดลง (11) 

2.3.2 สาเหตุจากความผิดปกตขิองสารชีวเคมีภายในร่างกาย 

ในระยะเร่ิมแรกท่ีมีการใช้ยารักษาโรคซึมเศร้านัน้ นักวิทยาศาตร์พบว่ายารักษา         
โ รคซึม เ ศ ร้ า จ ะ ไปออกฤท ธ์ิ ท า ใ ห้ ส า ร ส่ื อประสาทช นิด โม โน เ อ มีน  (Monoamine 
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Neurotransmitter) เพิ่มสงูขึน้ โดยเฉพาะซีโรโทนิน ดงันัน้จึงได้ตัง้สมมติฐานขึน้ (Monoamine 
Hypothesis) วา่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนมีสว่นเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคซมึเศร้า ซึง่ขึน้อยู่
กบัปริมาณของสารสื่อประสาทชนิดนีใ้นบริเวณช่องว่างไซแนปส์ (Synaptic cleft) ถ้าหาก    
สารสื่อประสาทมีปริมาณน้อยจะท าให้ผู้ ป่วยมีโอกาสสงูในการเกิดโรคซมึเศร้าแตถ้่ามีปริมาณ
มากจะท าให้อาการของผู้ ป่วยทุเลาลง และจากการศึกษาต่างๆ ท่ีเก่ียวกับความผิดปกติของ
สารชีวเคมีภายในร่างกาย พบว่าผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าจะมีระดับของสารสื่อประสาทชนิด           
โมโนเอมีนบริเวณช่องวา่งไซแนปส์ท่ีอยูร่ะหวา่งเซลล์ประสาทลดลง (9) โดยเกิดจากการท างาน
ท่ีผิดปกติของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน (Monoamine Transporter)           
ท่ีบริเวณเซลล์ก่อนช่องวา่งไซแนปส์ (Pre-synaptic cell) ซึง่อาจเกิดจากความผิดปกติของยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการแสดงออกของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน สง่ผลให้เกิดการดดู
สารสื่อประสาทกลบัคืนเข้าสู่เซลล์ก่อนช่องว่างไซแนปส์มากขึน้ ท าให้สารสื่อประสาทบริเวณ
ช่องว่างไซแนปส์ลดลง (10) นอกจากนี ้ยงัพบว่าผู้ ป่วยโรคซมึเศร้ามีความผิดปกติของเอนไซม์
โมโนเอมีนอ็อกซิเดส (Monoamine oxidase, MAO) ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการท าลายสาร    
สื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน โดยพบวา่การท างานของเอนไซม์ท่ีมากเกินไปท าให้เกิดการท าลาย
สารสื่อประสาทเพิ่มมากขึน้เป็นเหตใุห้สารสื่อประสาทบริเวณช่องว่างไซแนปส์ลดลงจึงท าให้
เกิดอาการซมึเศร้าขึน้มาได้ (12) 

2.3.3 สาเหตุจากสังคมและสภาวะแวดล้อม 

จากสภาพสงัคมทัว่โลกในปัจจบุนัท่ีมีความวุน่วายตา่งๆเกิดขึน้มากมาย มีการแขง่ขนักนั
มากขึน้ สภาพเศรษฐกิจท่ีย ่าแย ่ท าให้มีจ านวนคนวา่งงานเพิ่มมากขึน้ ผู้คนสว่นใหญ่จงึมีความ
ยากจนเพิ่มมากขึน้ โดยสิ่งท่ีกล่าวมานีเ้ป็นสาเหตุท่ีท าให้มีผู้ ป่วยป่วยเป็นโรคซึมเศร้า          
เพิ่มมากขึน้ ส าหรับในเด็กท่ีมีปัญหาทางครอบครัว ไม่ว่าจะเป็นการถูกเลีย้งมาอย่างผิดวิธี 
ผู้ปกครองไม่ให้ความเอาใจใส่ ผู้ปกครองหย่าร้าง หรือสญูเสียบิดา หรือมารดาไป ก็จะท าให้
เด็กมีความเสี่ยงท่ีจะเป็นโรคซึมเศร้าเพิ่มมากขึน้ (13) ส่วนในผู้ ใหญ่นัน้ความเครียดจากการ
ท างาน หรือสภาพสงัคมท่ีมีปัญหาจะเป็นปัจจยัหลกัท่ีกระตุ้นให้เกิดโรคซมึเศร้าได้ (14) ดงันัน้ 
สงัคมและสภาวะแวดล้อมท่ีไม่ดีจึงเป็นสาเหตใุห้อตัราของผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าเพิ่มมากขึน้ (15) 

2.3.4 สาเหตุอื่นๆที่ท าให้เกิดโรคซึมเศร้า 

ในระยะหลงัท่ีผ่านมานี ้นกัวิทยาศาสตร์ได้ท าการศกึษาหาสาเหตอ่ืุนๆท่ีไม่เก่ียวข้องกบั
สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน โดยได้ท าการสแกนสมองของผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าโดยใช้เทคนิค 
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Magnetic Resonance Imaging (MRI) พบว่าสมองส่วนฮิปโปแคมปัส (Hippocampus)       
ท่ีเป็นสว่นควบคมุอารมณ์ และ ความทรงจ า ในผู้ ป่วยโรคซมึเศร้านัน้มีปริมาตร หรือขนาดท่ีเล็ก
กว่าสมองส่วนฮิปโปแคมปัสในคนปกติ และจากการศึกษานีเ้อง นักวิทยาศาสตร์จึง
ตัง้สมมติฐานขึน้ว่า สมองส่วนฮิปโปแคมปัสนัน้มีความสมัพนัธ์กับการท าให้เกิดโรคซึมเศ ร้า 
นอกจากนีย้ังมีการศึกษาพบว่า การท างานของ Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis    
(HPA axis) ท่ีมากเกินไปจะท าให้มีการหลัง่ฮอร์โมนท่ีกระตุ้นให้เกิดความเครียด จึงสง่ผลให้
เกิดอาการของโรคซมึเศร้าได้เช่นกนั 

2.4 การวินิจฉัยโรคซึมเศร้า 

ส าหรับการวินิจฉัยโรคซึมเศร้านัน้ แพทย์จะท าการวินิจฉัยโดยซกัถามประวตัิของผู้ ป่วย  
ว่ามีอาการเป็นอย่างไรบ้างในช่วงท่ีผ่านมา มีคนในครอบครัวเคยเป็นโรคนีห้รือไม่ และจ าเป็นต้อง
แยกโรคซึมเศร้าออกจากโรคอ่ืนๆ โดยการตรวจเลือดเช่นการตรวจหา Thyroid Stimulating 
Hormone (TSH) และ Thyroxine (T4) เพื่อแยกผู้ ป่วยออกจากโรค Hypothyroidism การตรวจ    
อิเลกโตรไลท์ (Electrolyte) และแคลเซียมในพลาสมาเพื่อแยกโรคทางเมทาบอลิก รวมถึงการ
ตรวจ Erythrocyte sedimentation rate (ESR) และ Complete blood count (CBC) เพื่อแยกการ
ติดเชือ้ และ โรคเรือ้รังออกไป (16) นอกจากนีย้งัมีแบบสอบถามเพื่อใช้ประกอบการวินิจฉัยโรค
ด้วย โดยแบบสอบถามมีลกัษณะดงันี ้(6) 

ในช่วง 2 สัปดาห์ที่ผ่านมาคุณมีอาการเกิดขึน้ตลอดเวลาไม่ใช่นานๆครัง้และเปล่ียนแปลง
ไปจากเดมิ  

1. คณุมีอารมณ์ซมึเศร้าหรือท้อแท้ใจ   
  □ ใช ่      □ ไม่ใช ่

2. คณุขาดความสนใจหรือไม่มีความสขุในสิ่งตา่งๆท่ีคณุเคยชอบหรือท าอยูป่ระจ า    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

3. น า้หนกัของคณุเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมเกินกว่า 2 กิโลกรัม (ไม่ได้เก่ียวกบัความต้องการลด
น า้หนกั) 

□ ใช ่      □ ไม่ใช่    
4. ในช่วงกลางคืนคณุนอนไมห่ลบัหรือหลบัมากไป (ไมไ่ด้เก่ียวกบัการทานยาและการนอนหลบั
กลางวนัมากเกินไป) 

□ ใช ่      □ ไม่ใช ่
 



8 

5. ออ่นเพลีย ไม่มีแรง เช่ืองช้า    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

6. คณุรู้สกึกระวนกระวายใจ นัง่ไมต่ิด    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

7. คณุรู้สกึวา่ตนเองไมมี่คา่    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

8. คณุรู้สกึผิดและโทษตวัเอง    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

9. คณุไม่มีสมาธิท่ีจะท างาน    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

10. คณุหมกมุน่กบัความคดิตนเองโดยท่ีหยดุความคดิไม่ได้    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

11. คณุไม่มัน่ใจในการตดัสินใจหรือตดัสินใจอะไรไม่ได้    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

12. คณุคิดเก่ียวกบัเร่ืองความตายบอ่ยๆ คิดอยากตาย มีแผนการท่ีจะท าหรือเคยฆ่าตวัตาย    
□ ใช ่      □ ไม่ใช ่

การให้คะแนนแบบทดสอบภาวะโรคซมึเศร้า  
ข้อ 1–6 ตอบว่าใช่ ได้ 1 คะแนน  
ข้อ 7,8 ตอบว่าใช่ข้อใดข้อหนึง่ได้ 1 คะแนน  
ข้อ 9,10,11 ตอบว่าใช่ข้อใดข้อหนึ่งได้ 1 คะแนน  
ข้อ 12 ตอบว่าใช่ได้ 1 คะแนน  
โดยถ้าคะแนนรวมมากกวา่หรือเท่ากบั 5 คะแนน แสดงวา่มีภาวะโรคซมึเศร้า  

ซึ่งถ้าแพทย์วินิจฉัยพบว่าผู้ ป่วยมีอาการของโรคซึมเศร้าแพทย์จะท าการประเมินระดบั
ความรุนแรงของอาการ เพื่อวางแผนการรักษาให้ผู้ ป่วยหายจากอาการของโรคซมึเศร้า โดยระดบั
ความรุนแรงของโรคซึมเศร้าสามารถแบ่งเป็น 3 ประเภทได้แก่ Mild ผู้ ป่วยจะมีอาการน้อย         
แต่มีอาการตรงตามเง่ือนไขการวินิจฉยัทกุประการ, Moderate และ Severe ผู้ ป่วยจะมีอาการ
รุนแรงซึง่ส่งผลต่อสถานะทางสงัคม และ หน้าท่ีการงาน โดยถ้าหากมีอาการทางจิตอย่างอ่ืนร่วม
ด้วยจะเรียกว่า Psychotic depression ซึง่จะจดัอยู่ในกลุม่อาการ Severe และถ้าหากมีอาการ 
Mania ร่วมด้วยนัน้จะถกูวินิจฉยัวา่เป็นโรค Bipolar Disorder (17) 
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2.5 การรักษาโรคซมึเศร้า 

ส าหรับการรักษาอาการของโรคซึมเศร้านัน้ ขัน้แรกแพทย์จะรักษาโดยการใช้ยา             
โดยจะรักษาในผู้ ป่วยท่ีมีอาการไม่รุนแรงมากนัก ซึ่งผู้ ป่วยจะต้องทานยาติดต่อกันตลอด และ   
ทานตามขนาดท่ีแพทย์สัง่ ผู้ ป่วยจะมีอาการดีขึน้หลงัจากทานยาไปแล้วประมาณ 1-2 สปัดาห์ 
หลงัจากนัน้แพทย์จะลดขนาดยาลงและให้ทานต่อไปอีกประมาณ 4-9 เดือน จนกระทัง่ผู้ ป่วย
หายขาดจากอาการซึมเศร้า แต่ส าหรับผู้ ป่วยท่ีมีอาการรุนแรงและไม่ตอบสนองต่อการรักษา    
ด้วยยา แพทย์จะใช้การรักษาโดยการใช้วิธีช็อคไฟฟ้าแทน (Electroconvulsive therapy) (18)  

วงการสาธารณสุขทั่วโลกในปัจจุบันได้มีแนวทางในการรักษาอาการของโรคซึมเศร้า      
ซึง่สว่นใหญ่ได้ใช้ยาต้านโรคซมึเศร้า (Antidepressant Drug) ในการรักษา โดยยาชนิดนีจ้ะออก
ฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทชนิดโมโนเอมีนหรือยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์โมโนเอมีนอ็อกซิเดส ซึ่งจะส่งผลให้ปริมาณของสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนบริเวณ
ช่องว่างไซแนปส์มีเพิ่มมากขึน้ ท าให้ผู้ ป่วยมีอาการของโรคลดลง (19) ยาท่ีใช้ในการรักษา        
โรคซึมเศร้ามีอยู่หลายชนิดด้วยกัน โดยสามารถแบ่งเป็นกลุ่มตามลกัษณะการออกฤทธ์ิของยา 
ดงันี ้

1. Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) เป็นยามาตรฐานในปัจจบุนัท่ีใช้รักษา
อาการของโรคซึมเศร้า ซึ่งผลข้างเคียงของยาในกลุ่มนีจ้ะมีน้อยกว่ายาในกลุ่ม Tricyclic 
antidepressant และ Monoamine oxidase inhibitor (MAOIs) ซึง่ยากลุม่นีจ้ะออกฤทธ์ิ
ไปยับยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดซี โรโทนิน (Serotonin 
transporter) ยาในกลุม่นี ้ได้แก่  

- Citalopram (Celexa, Cipramil) 
- Escitalopram (Lexapro, Cipralex, Seroplex, Lexamil) 
- Fluoxetine (Prozac, Sarafem, Symbyax) 
- Fluvoxamine (Luvox) 
- Paroxetine (Paxil, Aropax) 
- Sertraline (Zoloft) 

จากการศึกษาต่างๆ ท่ีผ่านมาพบว่า ยาในกลุ่มนีถ้้าใช้ผิดวิธีจะท าให้เกิดการเสพติดได้ 
และ อาจท าให้เกิดภาวะโรคอ้วนได้เช่นกนั (20) 
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2. Serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs) เป็นยาท่ีไปออกฤทธ์ิยบัยัง้การ
ท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาททัง้ชนิดซีโรโทนิน และ นอร์อิพิเนฟริน ซึ่งจะมี
ผลข้างเคียงคล้ายกบัยาในกลุม่ SSRIs  ยาในกลุม่นี ้ได้แก่ 

- Desvenlafaxine (Pristiq) 
- Duloxetine (Cymbalta) 
- Milnacipran (Ixel) 
- Venlafaxine (Effexor) 

3. Noradrenergic and specific serotonergic antidepressants (NaSSAs) ยาในกลุม่นี ้
จะออกฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ presynaptic alpha-2 adrenergic receptors และ 
serotonin receptors สง่ผลให้ปริมาณของซีโรโทนินบริเวณช่องว่างไซแนปส์มีเพิ่มมากขึน้ 
ส าหรับผลข้างเคียงของยาในกลุม่นีค้ือ ท าให้เกิดอาการง่วงนอน หิวง่าย และ มีน า้หนกัตวั
เพิ่มมากขึน้ (21) ตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้ได้แก่ 

- Mianserin (Tolvon) 
- Mirtazapine (Remeron, Avanza, Zispin) 

4. Tricyclic antidepressants (TCAs) ยากลุ่มนีเ้ป็นยากลุ่มแรกๆ ท่ีใช้รักษาอาการของ   
โรคซมึเศร้า โดยสาร Tricyclic จะไปยบัยัง้การดดูกลบัสารสื่อประสาทของโปรตีนขนส่ง
สารสื่อประสาทต่างๆ แต่ยาในกลุ่มนีจ้ะส่งผลข้างเคียงเม่ือมีการใช้ยามากเกินไป ท าให้
ผู้ ป่วยมีอาการหวัใจเต้นเร็ว ง่วงนอน ปากแห้ง ท้องผกู มึนงง มีความผิดปกติของไต และ 
สมรรถภาพทางเพศลดลง ตลอดจนก่อให้เกิดอนัตรายถึงแก่ชีวิตได้ จากสาเหตดุงักล่าว 
ในปัจจุบนัจึงไม่นิยมน ายากลุ่มนีม้าใช้รักษาอาการของโรคซึมเศร้าแต่จะใช้รักษาผู้ ป่วย 
ในกรณีท่ีมีอาการของโรคซมึเศร้าอยา่งรุนแรง (22) ตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้ได้แก่ 

- Amitriptyline (Elavil, Endep) 
- Clomipramine (Anafranil) 
- Doxepin (Adapin, Sinequan) 
- Imipramine (Tofranil) 
- Trimipramine (Surmontil) 

5. Monoamine oxidase inhibitor (MAOIs) กลไกการรักษาอาการโรคซมึเศร้าของยาชนิดนี ้
คือ ไปยบัยัง้การท าลายสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนจากเอนไซม์โมโนเอมีนอ็อกซิเดส
โดยยาจะออกฤทธ์ิกดการท างานของเอนไซม์ชนิดนี ้(1) ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท าลาย
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สารสื่อประสาทได้ สง่ผลให้มีปริมาณสารสื่อประสาทเพิ่มมากขึน้ อย่างไรก็ตามเน่ืองจาก
ยาชนิดนีมี้ผลข้างเคียงท่ีคอ่นข้างจะรุนแรง ดงันัน้ แพทย์จึงไม่คอ่ยน ายาชนิดนีม้าใช้รักษา
อาการโรคซมึเศร้าให้กบัผู้ ป่วย แตจ่ะใช้ยาชนิดนีใ้นกรณีท่ีใช้ยาชนิดอื่นรักษาแล้วไม่ได้ผล 
(23) ส าหรับตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้ได้แก่ 

- Isocarboxazid (Marplan) 
- Moclobemide (Aurorix, Manerix) 
- Phenelzine (Nardil) 
- Selegiline (Eldepryl, Emsam) 
- Tranylcypromine (Parnate) 

2.6 สารส่ือประสาทชนิดโมโนเอมีน (Monoamine Neurotransmitter) 

 สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน คือ กลุ่มของสารสื่อประสาทท่ีมีส่วนประกอบของ      
หมู่อะมิโน (Amino group) 1 หมู่ เช่ือมต่อกบัวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring) ด้วยสาย    
ของคาร์บอน 2 อะตอม (ภาพท่ี 2.1) โดยสารสื่อประสาทชนิดนีจ้ะถกูสร้างขึน้จากกรดอะมิโนชนิด 
ท่ีมีลกัษณะเป็นวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring amino acid) ได้แก่ Tryptophan และ 
Tyrosine ส าหรับสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนท่ีมีความส าคัญต่อการควบคุมอารมณ์ของ
ร่างกาย ได้แก่ ซีโรโทนิน (Serotonin, 5-Hydroxytryptophan, 5-HT), โดพามีน (Dopamine, DA) 
และ  นอ ร์อิพิ เนฟ ริน  (Norepinephrine, NE) ห รือ  นอ ร์อะด รีนาลิน  (Noradrenalin, Na)             
เม่ือร่างกายขาดสารสื่อประสาทเหล่านีห้รือมีการสร้างสารสื่อประสาทออกมาในปริมาณน้อย     
จะท าให้เกิดอาการเก่ียวกบัโรคทางจิตประสาทขึน้มาได้ เช่น โรคซมึเศร้า  

 
ภาพที่ 2.1 โครงสร้างทางเคมีของซีโรโทนิน (Serotonin) ซึ่งเป็นหนึ่งในสารสื่อประสาทชนิด        
โมโนเอมีน 
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2.6.1 ซีโรโทนิน (Serotonin, 5-hydroxytrptamine, 5-HT) 

ซีโรโทนินเป็นสารสื่อประสาทโมโนเอมีนชนิดหนึ่ง พบอยู่มากบริเวณล าไส้ภายใน 
Enterochromaffin cells ซึง่ในบริเวณนีซ้ีโรโทนินจะท าหน้าท่ีในการควบคมุการเคลื่อนไหวของ
ผนงัล าไส้ (24) แตส่ าหรับความส าคญัในระบบประสาทสว่นกลาง (Central Nervous System, 
CNS) ซีโรโทนินจะถกูหลัง่มาจาก Raphe Nuclei ภายในสมอง โดยจะมีหน้าท่ีในการควบคมุ
อารมณ์ความก้าวร้าว, ความอยากอาหาร, ความต้องการทางเพศ และการนอนหลับ 
นอกจากนีย้ังช่วยควบคุมเก่ียวกับระบบการรับรู้ (Cognitive) ของร่างกาย โดยเป็นสาร         
สื่อประสาทท่ีช่วยในการเรียนรู้ (Learning) และการจดจ า (Memory) (25, 26) สว่นซีโรโทนิน  
ท่ีถูกหลัง่ออกมาจาก enterochromaffin cells มายงักระแสเลือดจะมีหน้าท่ีในการช่วย    
สมานแผล โดยซีโรโทนินท่ีถูกหลัง่ออกมาจะไปจบักับเกร็ดเลือด (Platelet) เม่ือมีบาดแผล
เกิดขึน้เกร็ดเลือดท่ีถูกพาไปยังบริเวณบาดแผลก็จะปล่อยซีโรโทนินออกมา ซีโรโทนินจะ ไป
กระตุ้นให้เกิดการหดตวัของหลอดเลือด และ กระตุ้นให้เกิดการสร้างเนือ้เยื่อขึน้ใหม่จึงท าให้
เกิดการสมานแผลเกิดขึน้ (27) 

การสงัเคราะห์ซีโรโทนินภายในร่างกายจะสามารถสงัเคราะห์ได้เพียงบางกลุ่มเซลล์
เท่านัน้ เช่น กลุ่มเซลล์สมอง (28) โดยกลไกการสังเคราะห์นัน้สามารถแบ่งออกได้เป็น             
3 ขัน้ตอน (ภาพท่ี 2.2) ดงันี ้

ขัน้ที่1 กรดอะมิโน L-tryptophan จากอาหารจ าพวกโปรตีนต่างๆ จะถูกดูดซึมเข้าสู่         
กระแสเลือด และเข้าสูเ่ซลล์สมองโดยวิธี facilitated diffusion โดยอาศยัตวัน า (Carrier) ชนิด
เดียวกบักรดอะมิโนชนิดอื่นๆ ได้แก่ Phenylalanine, Leucine และ Methionine ดงันัน้ปริมาณ
ของซีโรโทนินในสมองนัน้ จงึขึน้อยูก่บัปริมาณ Tryptophan ท่ีร่างกายได้รับ 

ขัน้ที่ 2 จดัเป็นขัน้ก าหนดอตัราการเกิดปฏิกิริยา (Rate-Limiting Step) โดยกลุม่เซลล์ท่ีสร้าง  
ซีโรโทนินจะมีองค์ประกอบของเอนไซม์ L-tryptophan-5-monooxygenase หรือ tryptophan 
hydroxylase (TPH) ซึง่มีอยู่ 2 ชนิด แตท่ี่พบในสมองนัน้จะเป็นชนิด TPH2 โดยจะท าหน้าท่ี
เปลี่ยน Tryptophan ให้เป็น 5-hydroxy-L-tryptophan (5-HTP) โดยเอนไซม์ชนิดนีจ้ะท างาน
ได้นัน้จะต้องมีก๊าซอ๊อกซิเจน (O2) และpteridine cofactor คือ L-erythro-tetrahydrobiopterin 
(BH4) ในปฏิกิริยา ซึง่อ๊อกซิเจน 1 อะตอมจะถกูใช้ในการสร้าง 5-HTP และอีก 1 อะตอมจะถกู
รีดิวซ์ (reduce) ให้เป็นน า้ ส าหรับ pteridine cofactor นัน้จะเป็นตวัให้อิเลคตรอน (electron) 
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ท าให้ได้สารกึ่งกลางท่ีไม่เสถียร คือ quinonoid dihydrobiopterin แล้วเปลี่ยนเป็น quinonoid 
tetrahydrobiopterin (quinonoid BH4)  

ขัน้ที่ 3 5-HTP จะถกูเปลี่ยนเป็น serotonin (5-HT) โดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ 
aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC) โดยเอนไซม์ชนิดนีไ้ม่ได้พบเฉพาะในกลุม่
เซลล์ท่ีสร้างซีโรโทนินเท่านัน้ แตย่งัพบในกลุม่เซลล์ท่ีสร้าง catecholamine ด้วย เช่น กลุม่เซลล์
ท่ีสร้างโดพามีน (Dopamine) เป็นต้น  ซึง่เอนไซม์ชนิดนีจ้ะท าหน้าท่ีเปลี่ยน 5-HTP เป็น 5-HT 
หรือซีโรโทนิน ส าหรับปริมาณของซีโรโทนินในสมองจะขึน้อยู่กับปริมาณความเข้มข้นของ       
5-HTP ซึง่เป็นสารตัง้ต้นในปฏิกิริยา รวมถึงโคแฟคเตอร์ (Cofactor) และระดบั pH นอกจากนี ้
การท่ีเอนไซม์ ADCC ท าหน้าท่ีในกลุม่เซลล์ท่ีสร้าง catecholamine มากกว่าปกติ จึงท าให้
สร้างซีโรโทนินออกมาได้น้อยเกินไป ท าให้ปริมาณของซีโรโทนินในสมองเกิดความผิดปกติ 

การสลายซีโรโทนินนัน้เกิดจากเอนไซม์ Monoamine oxidase (MAO) จะท าการเปลี่ยน
ซีโรโทนินให้เป็น 5-hydroxy indoleacetaldehyde หลงัจากนัน้จะถกู Oxidize ตอ่โดยเอนไซม์ 
Aldehyde dehydrogenase และ NAD+ และได้ผลผลิตเป็น 5-hydroxyindoleacetic acid 
(5-HIAA) ซึง่เป็นรูป metabolite ของซีโรโทนิน และสามารถตรวจพบได้ในปัสสาวะ 
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ท่ีมา: Own work, copyleft: Multi-license with GFDL and Creative Commons CC-BY-SA-2.5 
and older versions (2.0 and 1.0) 

ภาพที่ 2.2 กลไกการสงัเคราะห์ และสลายของซีโรโทนินภายในกลุม่เซลล์ท่ีสร้างซีโรโทนิน 

2.6.2 โดพามีน (Dopamine)   

โดพามีนเป็นสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน ท่ีถูกสงัเคราะห์มาจากกรดอะมิโนชนิด 
Tyrosine โดยจะมีความส าคญัต่อระบบประสาทส่วนกลางของสตัว์ต่างๆ รวมถึงมนุษย์         
โดพามีนท่ีอยูใ่นสมองจะถกูสร้างบริเวณ Substantia nigra และ Ventral tegmental area (29) 
ซึ่งจะถูกหลั่งออกมาโดย Hypothalamus เพื่อน าไปใช้ในการควบคุมการหลั่งฮอร์โมน 
Prolactin จากตอ่มใต้สมอง (Pituitary gland) (30) นอกจากนี ้ยงัมีความส าคญัในการท างาน
ของสมองท่ีเก่ียวกับการเข้าใจ (Cognition) การสร้างแรงจูงใจ(Motivation) การตอบสนอง    
ต่อสิ่งเร้า (Reflect) ความพึงพอใจ (Reward) ควบคมุการนอนหลบั อารมณ์ ความสนใจ         
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และการเรียนรู้จดจ าสิ่งต่างๆในการท างาน (31-33) ซึ่งถ้ามีปริมาณของโดพามีนในระบบ
ประสาทน้อยเกินไปจะท าให้เกิดความผิดปกติต่อระบบประสาท และส่งผลต่อการด าเนิน
ชีวิตประจ าวันได้อีกด้วย (34)  ส าหรับหน้าท่ีโดพามีนในระบบประสาทซิมพาเทติก 
(Sympathetic nervous system) จะท าหน้าท่ีในการกระตุ้นการเต้นของหวัใจและเพิ่ม     
ความดนัของเลือด เป็นต้น (35) 
กลไกการสงัเคราะห์โดพามีนในสมองนัน้สามารถอธิบายเป็นขัน้ตอนได้ ดงันี ้(ภาพท่ี 2.3) (36) 

ขัน้ที่ 1 เอนไซม์ Tyrosine 3-monooxygenase (Tyrosine hydroxylase) มาท าการเติมหมู ่      
ไฮดรอกซลิ (OH) ให้กบั L-Tyrosine กลายเป็น L-DOPA   
ขัน้ที่2 เกิดการน าหมู่คาร์บอกซิล (COOH) ออกจาก L-DOPA โดยอาศยัเอนไซม์ Aromatic        
L-amino acid decarboxylase กลายเป็นโดพามีนในท่ีสดุ 

 
ท่ีมา: Own work, copyleft: Multi-license with GFDL and Creative Commons CC-BY-SA-2.5 
and older versions (2.0 and 1.0) 
ภาพที่ 2.3 กลไกการสงัเคราะห์โดพามีนภายในระบบประสาทของร่างกาย 
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ส าหรับการสลายโดพามีนภายในเซลล์ประสาทจะอาศยัการท างานของเอนไซม์ 2 ชนิด 
คือ โมโนเอมีนอ็อกซเิดส (Monoamine oxidase, MAO) และCatechol-O-methyl transferase 
(COMT) โดยมีกระบวนการสลายผ่าน 2 กลไก คือ MAO จะท าการสลายโดพามีนท่ีถกูน ากลบั
เข้าสู่เซลล์ผ่านโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโดพามีน (Dopamine Transporter, DAT)  
โดยเปลี่ยนโดพามีนให้กลายเป็น 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) หลงัจากนัน้
เอนไซม์ COMT จะเปลี่ยน DOPAC ให้กลายเป็น Homovanillic acid (HVA) และอีกกลไกคือ
เอนไซม์ COMT จะท าการสลายโดพามีนท่ีถกูพากลบัเข้าสูเ่ซลล์ประสาทผ่านทางโปรตีนขนส่ง
สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน (Norepinephrine Transporter, NET) โดยเปลี่ยนโดพามีน
ให้กลายเป็น 3-methoxytyramine (3-MT) หลงัจากนัน้ เอนไซม์ MAO หรือ Aldehyde 
dehydrogenase จะท าการเปลี่ยน 3-MT ให้กลายเป็น HVA เช่นกนั (36) (ภาพท่ี 2.4)    

 
ท่ีมา: Own work, copyleft: Multi-license with GFDL and Creative Commons CC-BY-SA-2.5 
and older versions (2.0 and 1.0) 

ภาพที่ 2.4 กระบวนการสลายของโดพามีนในเซลล์ประสาทโดยอาศยัเอนไซม์ MAO และ COMT 
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2.6.3 นอร์อิพเินฟริน หรือ นอร์อะดรีนาลิน (Norepinephrine, Noradrenalin) 

นอร์อิพิเนฟริน เป็นสารสื่อประสาทอีกชนิดหนึ่งท่ีสังเคราะห์มาจากกรดอะมิโนชนิด 
Tyrosine โดยจะถูกสังเคราะห์ภายในสมอง และถูกหลั่งออกมาจากเซลล์ประสาท 
Noradrenergic ท่ีอยู่ใน Locus Coerulus ซึง่อยู่บริเวณก้านสมอง (Brain stem) (37)         
เม่ือนอร์อิพิเนฟรินถูกกระตุ้นให้หลัง่ออกมาภายในสมองจะท าให้เกิดผลต่อสมองในวงกว้าง 
โดยจะท าให้เกิดการตื่นตวั (Alertness) เกิดอาการตื่นเต้น (Arousal) และส่งผลต่อระบบ
ควบคมุความพงึพอใจของร่างกาย (Reward system) (38, 39) นอกจากจะท าหน้าท่ีเป็น    
สารสื่อประสาทแล้ว นอร์อิพิเนฟรินยงัท าหน้าท่ีเป็นฮอร์โมนได้อีกด้วย (40) โดยนอร์อิพิเนฟริน
ท่ีท าหน้าท่ีเป็นฮอร์โมนจะถกูสงัเคราะห์บริเวณตอ่มหมวกไต (Adrenal medulla) การท างาน
ของฮอร์โมนนีจ้ะมีผลตอ่สมองส่วน Amygdala ท าให้เกิดการควบคมุการตอบสนองต่อสิ่งเร้า 
ช่วยกระตุ้นอตัราการเต้นของหวัใจ และท าให้ร่างกายน ากลโูคส (Glucose) ท่ีเก็บเอาไว้ไปใช้
เป็นแหล่งพลงังานเม่ือถูกกระตุ้นจากสภาวะแวดล้อม และยังท าให้เกิดการตอบสนองแบบ 
Fight-or-Flight ได้อีกด้วย (41)  

กระบวนการสังเคราะห์นอร์อิพิ เนฟรินนัน้จะเกิดขึน้ภายในเซลล์ประสาทชนิด  
Noradrenergic และกลุ่มเซลล์บริเวณ Adrenal Medulla ในต่อมหมวกไต ซึง่ถกูสงัเคราะห์
ต่อมาจากกระบวนการสงัเคราะห์โดพามีน โดยจะมีเอนไซม์ Dopamine-beta-hydroxylase 
มาเตมิหมูไ่ฮดรอกซลิ (OH) ท าให้เปลี่ยนจากโดพามีนเป็นนอร์อิพิเนฟริน (42) (ภาพท่ี 2.5)  
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ท่ีมา: Own work, copyleft: Multi-license with GFDL and Creative Commons CC-BY-SA-2.5 
and older versions (2.0 and 1.0) 

ภาพที่ 2.5 กระบวนการสงัเคราะห์นอร์อิพิเนฟรินจากกรดอะมิโนชนิด Tyrosine ภายในร่างกาย 

ส าหรับกระบวนการสลายนอร์อิพิเนฟรินนัน้จะเ กิดขึน้หลังจากท่ีนอร์อิพิเนฟรินถูก       
พากลบัเข้าสูเ่ซลล์ประสาทโดยผ่านโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน โดยจะถกู
เอนไซม์ยอ่ยเป็นสารเมทาบอไลท์ (Metabolites) ตา่งๆ ดงันี ้(38) (ภาพท่ี 2.6) 

1. Normetanephrine ถกูสร้างจากนอร์อิพิเนฟรินผา่นทางเอนไซม์ COMT 
2. 3,4-Dihydroxymandelic acid ถกูสร้างจากนอร์อิพิเนฟรินผา่นทางเอนไซม์ MAO 
3. Vanillymandelic acid (VMA) ถกูสร้างจากนอร์อิพิเนฟรินผา่นทางเอนไซม์ MAO 
4. 3-Methoxy-4-hydroxyphenylethylene glycol (MHPG/MOPEG) ถู ก ส ร้ า ง จ า ก         

นอร์อิพิเนฟรินผา่นทางเอนไซม์ MAO 
5. Epinephrine ถกูสร้างจากนอร์อิพิเนฟรินผา่นทางเอนไซม์ PNMT  
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การสลายตวัของนอร์อิพิเนฟรินโดยอาศยัเอนไซม์ต่างๆ ส่วนใหญ่จะได้ผลิตภณัฑ์ คือ 
VMA ซึง่จะอยู่ในรูปอิสระไม่จบักบัโปรตีนอ่ืนๆ และสามารถตรวจพบได้ในปัสสาวะ รองลงมา 
คือ MHPG ซึง่เป็นผลติภณัฑ์ท่ีเกิดจากการสลายนอร์อิพิเนฟรินภายในระบบประสาทสว่นกลาง 
โดยจะมีบางส่วนท่ีจบักบัซลัเฟต (Sulfate) หรือ กลโูคโรไนด์ (Glucuronide) ซึ่งจะถูกขบั
ออกมาในปัสสาวะด้วยเช่นเดียวกนั (38) 

 
ท่ีมา: Rod Flower; Humphrey P. Rang; Maureen M. Dale; Ritter, James M. (2007). Rang 
& Dale's pharmacology. Edinburgh: Churchill Livingstone. 

ภาพที่ 2.6 กระบวนการสลายของนอร์อิพิเนฟรินโดยอาศยัเอนไซม์ชนิดต่างๆท่ีเกิดขึน้ภายใน
ร่างกาย 

2.7 โปรตนีขนส่งสารส่ือประสาทชนิดโมโนเอมีน (Monoamine Transporter, MATs) 

โดยปกติแล้วในเซลล์ประสาทจะมีโปรตีนชนิดหนึ่งท าหน้าท่ีในการควบคุมปริมาณของ
สารสื่อประสาทให้มีปริมาณคงท่ี โปรตีนชนิดนัน้คือ โปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน 
(Monoamine Transporters, MATs) โดยจะท าหน้าท่ีน าสารสื่อประสาทบริเวณช่องว่างไซแนปส์ 
(Synaptic cleft) กลบัไปยงัเซลล์ประสาทบริเวณก่อนถึงช่องว่างไซแนปส์ (Pre-Synaptic cell)    
ท าให้สารสื่อประสาทบริเวณช่องว่างไซแนปส์ลดลง (43, 44) ซึ่งยารักษาโรคซึมเศร้าส่วนใหญ่    
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จะออกฤทธ์ิกดการท างานของโปรตีนชนิดนีท้ าให้สารสื่อประสาทบริเวณช่องว่างไซแนปส์ไม่ถกูพา
กลบัเข้าไปปริมาณของสารสื่อประสาทบริเวณช่องว่างไซแนปส์จึงเพิ่มมากขึน้ ท าให้ช่วยลดอาการ
แปรปรวนทางอารมณ์ได้ (44-46)  

MATs คือ โปรตีนท่ีอยู่ในกลุม่ 12 transmembrane (TM) domain neurotransmitter: 
sodium symporter (NSS) family ซึง่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (Plasma Transmembrane protein) 
ของเซลล์ประสาทบริเวณ Pre-Synaptic cell โดยสายโปรตีนจะแทรกตวัอยู่ระหว่างชัน้ของเยื่อหุ้ม
เซลล์ ประกอบด้วยโดเมน 12 โดเมน (12 transmembrane domains) มีทัง้สว่นท่ีอยู่ภายนอก
เซลล์ และภายในเซลล์ ส่วนปลายของสายโปรตีนทัง้ 2 ข้าง (NH2, COOH) จะอยู่ภายในเซลล์ 
(47) (ภาพท่ี 2.7) โดยโปรตีนทัง้สายทัง้ภายนอกเซลล์ และภายในเซลล์จะมีส่วนท่ีไว้ส าหรับเติม
หมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ด้วยโปรตีนไคเนส (protein kinase) ต่างๆ  เช่น  cAMP-
dependent protein kinase, protein kinase C (PKC) แ ล ะ  Ca2+/calmodulin-dependent 
protein kinase (48-51) ซึง่กลไกการควบคมุการท างานของ MATs จะควบคมุผ่านกระบวนการ 
Phosphorylation และ Post-translational modification 

 
ท่ีมา: SLC6 Neurotransmitter Transporters: Structure, Function, and Regulation Anders S. 
Kristensen, Jacob Andersen, Trine N. Jørgensen, et al. 
ภาพที่ 2.7 ลกัษณะโครงสร้างของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทโมโนเอมีนท่ีอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์
ของเซลล์ประสาทประกอบด้วยโดเมน 12 โดเมน และปลายทัง้ 2 ด้านของสายโปรตีนอยู่ภายใน
เซลล์ 
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MATs จะท าหน้าท่ีควบคมุปริมาณสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนท่ีอยู่บริเวณช่องว่าง
ไซแนปส์ให้มีปริมาณท่ีเหมาะสม โดยจะน าพาสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนท่ีอยู่บริเวณช่องว่าง
ไซแนปส์กลบัเข้าไปยงั Pre-Synaptic cell โดยอาศยักลไกการขนส่งโซเดียม และคลอไรด์        
(Na+/Cl- Transportation) เม่ือถกูพาเข้าสู่เซลล์ สารสื่อประสาทเหล่านัน้จะเก็บอยู่ในรูปของถุง 
(Vesicle) และจะถกูท าลายโดยเอนไซม์โมโนเอมีนอ็อกซิเดส หรือถกูน ากลบัไปใช้ใหม่อีกครัง้หนึ่ง  
แต่โดยส่วนใหญ่แล้วเซลล์ประสาทจะน าสารสื่อประสาทเหล่านัน้กลบัมาใช้ใหม่อีกครัง้หนึ่ง (52) 
MATs ในร่างกายมนษุย์มีอยู่หลายชนิด แต่ MATs ท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยันีมี้อยู่ 3 ชนิด คือ 
Serotonin Transporter (SERT) ซึง่ท าหน้าท่ีขนสง่สารสื่อประสาทชนิด Serotonin, Dopamine 
Transporter (DAT) ท าหน้าท่ีขนส่งสารสื่อประสาทชนิด Dopamine และ Norepinephrine 
Transporter (NET) ท าหน้าท่ีขนสง่สารสื่อประสาทชนิด Norepinephrine (ภาพท่ี 2.8)  

 
ท่ีมา: PLASMA MEMBRANE MONOAMINE TRANSPORTERS: STRUCTURE, 
REGULATION AND FUNCTION Gonzalo E. Torres, Raul R. Gainetdinov and Marc G. 
Caron 

ภาพที่ 2.8 รูปแสดงกลไกการท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน 
(Monoamine Transporter) 
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2.7.1 โปรตนีขนส่งสารส่ือประสาทซีโรโทนิน (Serotonin Transporter, SERT, 5-HTT)  

โปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทซีโรโทนิน (Serotonin Transporter, SERT, 5-HTT)       
เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีขนส่ง 5-HT บริเวณ Synaptic cleft กลบัเข้าสู่ Pre-synaptic cells       
ซึง่มีความจ าเพาะต่อ 5-HT สงูมาก (specific transporter protein) โดยในระบบประสาท
สว่นกลางจะพบว่า SERT อยู่บริเวณ cerebal cortex, hippocampus และ raphe nuclei 
ส าหรับระบบประสาทส่วนนอก (peripheral nervous system, PNS) จะพบ SERT ได้ใน 
enterochromaffin cells ในระบบทางเดินอาหาร, ตอ่มหมวกไต, รก, ปอด และเกร็ดเลือด (53-
57) SERT เป็นโปรตีนท่ีถกูสงัเคราะห์มาจากยีนในกลุม่ SLC6 โดย SERT จะสงัเคราะห์มาจาก
ยีน SLC6A4 (hSERT) ท่ีอยู่บริเวณโครโมโซมท่ี 17 (17 q11.2) โดยจะสงัเคราะห์ได้เป็น     
กรดอะมิโน (Amino acid) ทัง้หมด 630 ตวั (47) กลไกการพา 5-HT เข้าสูเ่ซลล์ประสาทผ่าน 
SERT จะอาศยัผ่านกลไกการขนสง่โซเดียม/คลอไรด์ โดยโซเดียม, คลอไรด์ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ 
และโพแทสเซียมท่ีอยู่ภายในเซลล์อย่างละ 1 โมเลกลุจะเป็นสารตัง้ต้น (substrate) ในการพา 
5-HT 1 โมเลกลุเข้าสู่เซลล์ (58) (ภาพท่ี 2.9) ส าหรับกลไกควบคมุการท างานของ SERT       
จะควบคมุผ่านกระบวนการ Phosphorylation โดยอาศยั protein kinase ตา่งๆ เช่น CaMKII, 
Src, p38 MAP kinase และ PKC นอกจากนีป้ริมาณของแคลเซียม และโซเดียมอิออน   
ภายในเซลล์ก็มีสว่นควบคมุการท างานของ SERT ได้เช่นกนั (59-66) 

2.7.2 โปรตนีขนส่งสารส่ือประสาทโดพามีน (Dopamine Transporter, DAT) 

โปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทโดพามีน (Dopamine Transpoter, DAT) เป็นโปรตีนท่ี   
ท าหน้าท่ีขนสง่ DA หรือ NE บริเวณ Synaptic cleft กลบัเข้าสู ่Pre-synaptic cells โดยจะพบ 
DAT ในระบบประสาทสว่นกลางบริเวณ substantia nigra และ ventral tegmental area 
(VTA) นอกจากนีย้งัพบ DAT ในระบบประสาทส่วนนอกได้ในระบบทางเดินอาหาร, ตบัอ่อน 
และ เซลล์เม็ดเลือดขาว (32, 33) DAT เป็นโปรตีนท่ีถกูสงัเคราะห์มาจากยีนในกลุ่ม SLC6 
เช่นเดียวกบั SERT ซึง่จะถกูสงัเคราะห์จากยีน SLC6A3 (hDAT) ท่ีอยู่บริเวณโครโมโซมท่ี 5 
(5p15.3) โดยจะสงัเคราะห์ได้เป็นกรดอะมิโน (Amino acid) ทัง้หมด 620 ตวั (47) กลไก     
การพา DA เข้าสู่เซลล์ประสาทผ่าน DAT จะอาศยัผ่านกลไกการขนส่งโซเดียม/คลอไรด์      
โดยโซเดียม 2 โมเลกุล และคลอไรด์ 1 โมเลกุลท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ จะเป็นสารตัง้ต้น 
(substrate) ในการพา  DA 1 โม เลกุล เ ข้ าสู่ เ ซล ล์  ( 67 )  (ภาพ ท่ี  2.9) ก ระบวนการ 
phosphorylation ภายในเซลล์จะเป็นกระบวนการท่ีควบคมุการท างานของ DAT โดยอาศยั 
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protein kinase ตา่งๆ ได้แก่ PKA, PKC, PI-3K, ERK1, ERK2, Akt, CaMKII, CDK5 และ 
MAPK (68-71) 

2.7.3 โปรตนีขนส่งสารส่ือประสาทนอร์อิพิเนฟริน (Norepinephrine Transporter, NET) 

โปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทนอร์อิพิเนฟริน (Norepinephrine Transporter, NET)    
เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีขนส่ง  NE บริเวณ Synaptic cleft กลับเข้าสู่  Pre-synaptic cells         
โดยจะพบ NET ในระบบประสาทสว่นกลางบริเวณ hippocampus และ cortex นอกจากนีย้งั
พบ NET ในระบบประสาทส่วนนอกได้ในต่อมหมวกไตชัน้ใน , รก และปอด (72-76)           
NET เป็นโปรตีนท่ีถกูสงัเคราะห์มาจากยีนในกลุม่ SLC6 เช่นเดียวกนั ซึง่จะถกูสงัเคราะห์จาก
ยีน SLC6A2 (hNET) ท่ีอยู่บริเวณโครโมโซมท่ี 16 (16q12.2) โดยจะสงัเคราะห์ได้เป็น    
กรดอะมิโน (Amino acid) ทัง้หมด 617 ตวั (47) กลไกการพา NE เข้าสูเ่ซลล์ประสาทผา่น NET 
จะอาศยัผ่านกลไกการขนสง่โซเดียม/คลอไรด์ โดยโซเดียม 1 โมเลกลุ และคลอไรด์ 1 โมเลกลุ  
ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ เป็นสารตัง้ต้น (substrate) ในการพา NE 1 โมเลกุลเข้าสู่เซลล์ (77)    
(ภาพท่ี 2.9) กระบวนการ phosphorylation ภายในเซลล์จะเป็นกระบวนการท่ีควบคมุการ
ท างานของ NET เช่นกนั โดยผ่าน protein kinase ชนิด MAPK และ PKC นอกจากนีฮ้อร์โมน
อินซูลิน และ angiotensin II ยงัมีสว่นควบคมุการท างานของ NET บริเวณระบบประสาทสว่น
นอกได้เช่นกนั (78, 79) 

 
 

ท่ีมา: SLC6 Neurotransmitter Transporters: Structure, Function, and Regulation Anders S. 
Kristensen, Jacob Andersen, Trine N. Jørgensen, et al. 

ภาพที่ 2.9 กลไกการขนสง่ Monoamine เข้าสูเ่ซลล์ผา่น MATs 



24 

2.8 สมุนไพรที่ใช้ในงานวจิัย 

เน่ืองจากยาท่ีใช้รักษาอาการของโรคซึมเศร้าในปัจจุบันมีผลข้างเคียงต่อผู้ ใช้มาก      
กอปรกบัปัจจุบนัผู้คนส่วนใหญ่ไม่ว่าในประเทศ หรือต่างประเทศ ได้ให้ความสนใจในการบริโภค
สมุนไพรท่ีได้จากธรรมชาติเพื่อรักษาอาการป่วยต่างๆ หรือป้องกัน ไม่ให้เกิดโรคต่างๆ ขึน้       
ดงันัน้จึงมีการศึกษาวิจัยเก่ียวกับสมุนไพรต่างๆ เพื่อใช้ในการรักษาโรคและป้องกันโรคเกิดขึน้
มากมายรวมไปถึงการศึกษาวิจัยเก่ียวกับสมุนไพรท่ีใช้ในการรักษาโรคซึมเศร้าอีกด้วย             
จากงานวิจัย ท่ีผ่านมาท่ีท าการศึกษาเ ก่ียวกับสมุนไพรต้านโรคซึมเศร้า มีรายงานว่า                   
St. john’s wort (Hypericum perforatum L.) เป็นพืชสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิสามารรักษาโรคซมึเศร้าได้ 
โดยในประเทศเยอรมันได้มีการน าสารสกัดจากสมุนไพรชนิดนีม้าใช้ในการรักษาโรคซึมเศร้า        
มาเป็นเวลานานแล้ว และจากการน าสารสกัดจาก St. john’s wort มาทดสอบกับผู้ ป่วย            
โรคซึมเศร้า โดยมีการใช้ยาชนิด SSRIs เป็นตวัควบคมุ พบว่าสมนุไพรชนิดนีส้ามารถบรรเทา
อาการของโรคซึมเศร้าได้คล้ายกับยาชนิดนี ้ (80-83) นอกจากนี ้ยังมีงานวิจัยท่ีศึกษาฤทธ์ิ        
ของสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านโรคซึมเศร้า ได้แก่ การศึกษาของ Shahin และคณะ    
โดยศึกษาฤทธ์ิของหญ้าฝร่ัน (Crocus sativus L.) เปรียบเทียบกบัยา Imipramine ซึ่งเป็น         
ยารักษาโรคซึมเศร้าในผู้ ป่วยท่ีป่วยเป็นโรคซึมเศร้าปานกลาง พบว่ายา Imipramine ก่อให้เกิด
ผลข้างเคียงในการใช้ยามากกว่าการรักษาด้วยหญ้าฝร่ัน (84) หลงัจากนัน้ได้มีการศกึษาเพิ่มเติม 
พบว่าหญ้าฝร่ันมีฤทธ์ิในการรักษาโรคซมึเศร้าคล้ายกบัการออกฤทธ์ิของยาชนิด SSRIs (85) และ
ยงัมีการศึกษาฤทธ์ิการต้านโรคซึมเศร้าจากสารสกัด   ใบกระเพรา (Ocimum tenuiflorum.)      
โดยศึกษากบัสตัว์ทดลอง พบว่าสารสกดัใบกระเพรานัน้มีฤทธ์ิช่วยในการรักษาอาการซึมเศร้าได้
เช่นกนั (86) 

ส าหรับสมนุไพรท่ีน ามาใช้ศกึษาในงานวิจยันี ้ได้แก่ สะระแหน่ (Mentha cordifolia Opiz 
ex Fresen) (ภาพท่ี 2.10) บวับก (Centella asiatica L.) (ภาพท่ี 2.11) และ ขีเ้หล็ก (Senna 
siamea Lam.) (ภาพท่ี 2.12) ซึง่เป็นสมนุไพรพืน้บ้านในประเทศไทยและมีการศกึษาเก่ียวกบั
สรรพคุณท่ีช่วยในการบ ารุงสมองในวารสารต่างๆ และเป็นสมุนไพรท่ีน ามาใช้ในการรักษาโรค
ตา่งๆในอดีต  
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ท่ีมา: http://jitty12.multiply.com/photos/album/77/77#photo=6 

ภาพที่ 2.10 ลกัษณะโครงสร้างของต้นสะระแหน ่

2.8.1 สะระแหน่ (Kitchen mint)  

สะระแหน่ หรือ สะระแหน่สวน ช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Mentha cordifolia Opiz ex 
Fresen เป็นพืชล้มลกุ ล าต้นมีลกัษณะเป็นสี่เหลี่ยมสีเขียวแกมม่วงน า้ตาล ใบเลีย้งเดี่ยว เรียง
ตรงข้ามรูปวงรีคอ่นข้างกว้าง ผิวใบย่น ขอบใบหยกัเป็นฟันเลื่อย มีกลิ่นเฉพาะ ดอกช่อออกเป็น
กระจุกท่ีซอกใบ ผลแห้งไม่แตก (87) สะระแหน่เป็นพืชสมนุไพรท่ีใช้ในการรักษาโรคต่างๆใน
สมยัโบราณ และน ามาใช้เป็นสมนุไพรพืน้บ้านเพื่อรักษา และบ ารุงร่างกายมาจนถึงปัจจุบัน 
โดยมีการบนัทึกในคัมภีร์อายุรเวท (Ayurveda) ว่า สะระแหน่ มีฤทธ์ิในการผ่อนคลาย
ความเครียด และช่วยในการฟื้นฟูการท างานของสมอง และระบบประสาท นอกจากนี ้
สะระแหน่ยงัมีฤทธ์ิช่วย  ในการขบัลม ขบัเสมหะ แก้ผ่ืนแพ้จากแมลง แก้วิงเวียนศีรษะ และ   
แก้ปวดต่างๆ ไม่ว่าจะปวดข้อ ปวดหวั หรือปวดกล้ามเนือ้ (88) จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า 
ในสะระแหน่มีสารประกอบหลายชนิดด้วยกัน เช่น cadinene, cavone, p-cymene, 
limonene, menthol (89) และจากการศกึษาของ McKemy และคณะในปี ค.ศ. 2002 พบว่า 
สาร menthol มีฤทธ์ิกระตุ้นการท างานของ Transient receptor potential (TRP) Channels 
ชนิด TRPM8 ซึ่งเป็นโปรตีนขนส่งอิออนชนิดนึงในระบบประสาท โดยการท างานจะมี
ความสมัพนัธ์กบัการรับรู้ความรู้สกึเย็นของร่างกาย โดยโปรตีน TRPM8 จะถกูกระตุ้นให้ท างาน
เม่ือสภาพแวดล้อมมีอณุหภมูิต ่ากว่า 25 องศาเซลเซียส (90) นอกจากนีจ้ากการศึกษาของ 
Irene และคณะในปี ค.ศ. 2002 พบว่าสารสกดัจากใบสะระแหน่ด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิในการ
ต้านการกลายพนัธุ์ของสารพนัธุกรรม (antimutagenic) ได้อีกด้วย (91) 
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ท่ีมา: http://www.n3k.in.th/สมนุไพร/ใบบวับก 
ภาพที่ 2.11 ลกัษณะโครงสร้างของต้นบวับก 

2.8.2 บัวบก (Gotu kola) 

บวับก หรือ ผกัแว่น ผกัหนอก ช่ือวิทยาศาสตร์ คือ  Centella asiatica L. (Umb.)          
มีลกัษณะเป็นไม้ล้มลกุอายหุลายปี เลือ้ยแผ่ไปตามพืน้ดิน ชอบท่ีชืน้แฉะ แตกรากฝอยตามข้อ 
ไหลท่ีแผ่ไปจะงอกใบจากข้อชขูึน้ 3-5 ใบ ใบเดี่ยว เรียงสลบั รูปไตเส้นผ่าศนูย์กลางประมาณ  
2-5 เซนติเมตร ขอบใบหยกั ก้านใบยาว ดอกช่อออกท่ีซอกใบ ขนาดเล็ก 2-3 ดอก กลีบดอก    
สีม่วง ผล เป็นผลแห้ง แตกได้ (87) เป็นพืชสมุนไพรอีกชนิดหนึ่งท่ีมีการบนัทึกไว้ในคมัภีร์
อายุรเวทว่ามีสรรพคุณช่วยในการบ ารุงสมอง ฟื้นฟูเซลล์สมองท่ีมีการเสื่อมสภาพ ซึ่งท าให้       
มีความจ าท่ีดีขึน้ และจากงานวิจยัของ Wijeweera และคณะ ศกึษาพบว่าบวับกนัน้มีฤทธ์ิใน
การยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GABA transaminase ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสลาย สาร
สื่อประสาท Gamma-aminobuteric acid (GABA) เป็นเหตใุห้สารสื่อประสาทชนิดนีล้ด
น้อยลง โดยสารสื่อประสาท GABA เป็นสารสื่อประสาทท่ีช่วยในการท าให้ระบบประสาท
สว่นกลางเกิดการผอ่นคลาย (Relax) และท าให้มีการฟืน้ฟแูละซอ่มแซมเซลล์ประสาทท่ีมีความ
เสียหาย ท าให้ป้องกันการเสื่อมสภาพของเซลล์ประสาท ดังนัน้ถ้าสารสื่อประสาท GABA     
ถกูท าลายโดยเอนไซม์ GABA transaminase มากเกินไป จะท าให้ระบบประสาทสญูเสีย  
เซลล์ประสาทไปท าให้เกิดความผิดปกติของระบบประสาทขึน้ได้ เช่น ความสามารถในการ
จดจ าลดลงเป็นเหตใุห้เกิดโรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer disease) (92) โดยสารประกอบท่ี
สามารถพบได้ในบวับก ได้แก่ สารประกอบจ าพวก monoterpenes (bornyl acetate, pinene) 
เ ป็นสาร ท่ีสามารถยับยั ง้การท างานของ เอนไซม์  Acehylcholine esterase (AChE), 
สารประกอบ alkaloids, สารประกอบ atropine เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิกดประสาท, สารประกอบ 
Asiatic acid และสารประกอบ brahmoside ท่ีมีฤทธ์ิช่วยในการจดจ า และแก้อาการปวดหวั
ข้างเดียว (antiamnestic) เป็นต้น (92-96) 
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ท่ีมา: http://www.tratcc.ac.th/wwwstd/14samoonpai/page_pa_04.html 

ภาพที่ 2.12 ลกัษณะโครงสร้างของต้นขีเ้หลก็ 

2.8.3 ขีเ้หล็ก (Cassod tree)  

ขีเ้หล็ก หรือ ขีเ้หล็กใหญ่ (ภาคกลาง) ขีเ้หล็กแก่น (ราชบุรี) ขีเ้หล็กหลวง (ภาคเหนือ) 
ขีเ้หล็กบ้าน (ล าปาง, สรุาษฎร์ธานี) ผกัจีล้ี ้(เงีย้ว-แม่ฮ่องสอน) แมะขีแ้หละพะโด (กะเหร่ียง-
แม่ฮ่องสอน)  ยะหา (มลายู-ปัตตานี) ช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Senna siamea Lam. มีลกัษณะ
เป็นไม้ยืนต้น สงู 10-15 เมตร แตกก่ิงก้านเป็นพุ่มแคบ เปลือกต้นสีน า้ตาล แตกเป็นร่องตืน้ๆ 
ตามยาว ใบ เป็นใบประกอบแบบขนนกออกเรียงสลบักนั มีใบย่อย 13-19 ใบรูปรีดอกออกเป็น
ช่อแบบช่อแยกแขนงท่ีปลายก่ิง ดอกสีเหลือง ปลายมน โคนเรียว หลดุร่วงง่าย (87) ขีเ้หล็กเป็น
สมนุไพรพืน้บ้านท่ีชาวบ้านน ามาใช้ในการรักษาอาการนอนไม่หลบั (Insomnia) มาแต่โบราณ  
และจากการศกึษาสว่นประกอบในสารสกดัจากใบขีเ้หล็กพบว่าในสารสกดัมีสว่นประกอบของ
สารชนิดหนึ่ง โดยนกัวิทยาศาสตร์ได้ตัง้ช่ือสารชนิดนีว้่า บาราคอล (Barakol) โดยสารชนิดนีมี้
ฤทธ์ิช่วยในการระงบัประสาท และกดประสาทได้ และยงัช่วยในการผ่อนคลายความวิตกกงัวล 
(Anxiety) ได้อีกด้วย แต่อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่าสารชนิดนีมี้พิษต่อตบัถ้าทานใน
ปริมาณมากอาจท าให้เกิดอาการตบัอกัเสบขึน้ได้ (97) 
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บทที่  3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

3.1. เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

3.1.1 เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

1. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลนืแสง Synergy Mx 
Monochromator-Based Multi-Mode Microplate 
Reader 

BioTek 

Instruments, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

2. เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง Nanodrop 1000         Thermo Scientific, 

Inc 

สหรัฐอเมริกา 

3. กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted 

microscope) รุ่น Olympus CK30    

Olympus ญ่ีปุ่ น 

4. เคร่ือง thermal cycler รุ่น DNA Engine PTC-200                              BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

5. เคร่ือง thermal cycler รุ่น Mastercycler EP                              Eppendorf AG เยอรมนี 

6. ชดุถ่ายภาพเจล (Transilluminator และ Doc-Print)       VILBER 

LOURMAT 

ฝร่ังเศส 

7. เคร่ืองถ่ายภาพเจล Gel Documentation (Gel Doc) 

systems  

Syngene องักฤษ 

8. เคร่ือง Micro High Speed Refrigerated 

Centrifuge รุ่น VS-15000CFNII 

Vision Scientific 

Co.,Ltd 

เกาหลีใต้ 

9. เคร่ืองเขยา่ผสม (vortex mixer) รุ่น FINE VORTEX    FINEPCR เกาหลีใต้ 
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10. เคร่ือง vacuum concentrator (DNA speedVacs) 

รุ่น DNA110-230  

Thermo Scientific, 

Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

11. เคร่ือง suction รุ่น Pumpe 4010                              Boehringer 

Mannheim 

เยอรมนี 

12. เคร่ือง cryocentrifuge รุ่น Biofuge Stratos        Kendro Laboratory 

Products 

เยอรมนี 

13. เคร่ือง Evaporation รุ่น miVAC Genevac องักฤษ 

14. เคร่ือง Lyophilizer รุ่น MODULYOD  Thermo Electron 

CORP. 

สหรัฐอเมริกา 

15. เคร่ืองชัง่แบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC             METTLER 

TOLEDO 

สวิสเซอร์แลนด์ 

16. ตู้อบ (incubator shaker) Minitron                                   Appropriate 

Technical 

Resources, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

17. ตู้อบเพาะเลีย้ง CO2 (CO2 incubator)                Sheldon 

Manufacturing Inc 

สหรัฐอเมริกา 

18. ตู้อบ (incubator)                                                                                 Memmert เยอรมนี 

19. ตู้ปลอดเชือ้ (class II biosafety cabinet)รุ่น 

NapFLOW (Napco)    

Thermo Scientific, 

Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

20. ตู้ปลอดเชือ้ (larminar flow cabinet)                        E.S.I. FLUFRANCE ฝร่ังเศส 

21. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (waterbath)                                                     Memmert เยอรมนี 
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22. ตู้แช่แข็ง -20 °C (Top Open Chest Freezer)              SANYO Electric 

Co.,Ltd 

ญ่ีปุ่ น 

23. ตู้แช่แข็ง -80 °C (ULT Deep Freezer) รุ่น 

DF8524          

ilShin Lab Co.,ltd. เกาหลีใต้ 

24. เคร่ืองท าน า้ Milli-Q  MERCK Millipore  สหรัฐอเมริกา 

25. ถงั liquid nitrogen รุ่น XT20                                   TAYLOR-

WHARTON 

สหรัฐอเมริกา 

26. SUB CELL รุ่น Mini-Sub Cell GT                                     BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

27. SUB CELL รุ่น Wide Mini-Sub Cell GT                            BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

28. เคร่ือง power supply รุ่น POWER PAC 200 และ 

300       

BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

29. เคร่ือง power supply รุ่น SX250 MightySlim 

PSU.          

Hoefer, Inc. สหรัฐอเมริกา 

30. เคร่ือง Gel electrophoresis tank รุ่น i-MyRun Cosmo Bio สหรัฐอเมริกา 

3.1.2 อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

1. Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 µL)                                                   GILSON ฝร่ังเศส 

2. Auto pipette (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)                                                   Eppendorf AG เยอรมนี 

3. Pipette aid รุ่น Portable XP                                   Drummond 

Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

4. Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 µL)                           Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 
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5. Barriertips (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)                                    Thermo Fisher 

Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

6. Microcentrifuge tube (ขนาด 0.5 mL และ 1.5 mL) 

และ PCR tube       

Continental Lab 

Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

7. Centrifuge tube (ขนาด 15 mL และ 50 mL)              Corning, Inc. สหรัฐอเมริกา 

8. 96-well cell culture cluster, flat bottom with lid      Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

9. 96-well black with clear flat bottom tissue 

culture treated with lid  

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

10. 6-well cell culture cluster, flat bottom with lid      Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

11. Cell culture dish (ขนาด 100mm × 20mm)                  Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

12. Cell culture flask (ขนาด 25 cm2 และ 75 cm2) Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

13. Disposable serological pipette (ขนาด 5 mL, 10 

mL และ 25 mL) 

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

14. Pasteur pipette                                                     COPAN innovation สหรัฐอเมริกา 

15. Cryovial tube (ขนาด 2 mL)                                       Simport plastics แคนาดา 

16. Filter Paper NO.3 Whatman 

International Ltd. 

องักฤษ 

17. Syringe Filter 

 

 

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 
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3.1.3 สารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

1. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

powder low glucose with 4.00 mM/L Glutamine, 

1000 mg/L Glucose and 110 mg/L Sodium 

Pyruvate    

Gibco สหรัฐอเมริกา 

2. Sodium hydrogen carbonate Merck เยอรมนั 

3. Fetal bovine serum (FBS)                                                             Hyclone สหรัฐอเมริกา 

4. HyQ trypsin 0.25 % with EDTA with 2.5 g 

porcine trypsin without calcium, magnesium       

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

5. Phosphate buffered saline  Hyclone สหรัฐอเมริกา 

6. 100x Antibiotic-Antimycotic solution 10,000 

units/mL    Penicillin, 10,000 µg/mL Streptomycin 

Amphotericin B 250 µg/mL      

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

7. Thiazoyl blue tetrazolium bromide (MTT) Bio Basic Inc.  แคนาดา 

8. Dimethyl sulfoxide (DMSO)                                                                            MERCK เยอรมนี 

9. Dimethyl sulfoxide (DMSO), for molecular 

biology                                                                           

Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

10. TRIzol® RNA Isolation Reagents Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

11. Chloroform Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

12. 2-propanol                                                                 Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
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13. Absolute ethanol                                                                              MERCK เยอรมนี 

14. Absolute ethanol RCI Labscan ไทย 

15. ชดุน า้ยา Taq DNA polymerase                         New England 

biolab (NEB) 

องักฤษ 

16. Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) Fermentas แคนาดา 

17. ชดุน า้ยา SuperScript III reverse transcriptase Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

18. RNase AWAY (for RNase decontamination)                Continental Lab 

Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

19. เอนไซม์ Deoxyribonuclease I, Amplification 

Grade                       

Promega สหรัฐอเมริกา 

20. RiboLockTM RNase Inhibitor Fermentas แคนาดา 

21. Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                   Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

22. GenePure LE Agarose                                              ISC BioExpress สหรัฐอเมริกา 

23. gene ruler 100-3000 bp DNA ladder                            Fermentas แคนาดา 

24. Ethidium bromide                                                      Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

25. Tris base                                                                                        Biobasic แคนาดา 

26. Glacial acetic acid  J.T. Baker ไทย 

27. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt  

                                    

BDH องักฤษ 
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28. ชดุน า้ยา Neurotransmitter transporter uptake 

assay kit 

Molecular device สหรัฐอเมริกา 

29. 10X Hanks’ Balance Salt Solution Gibco สหรัฐอเมริกา 

30. HEPES Free acid Hyclone สหรัฐอเมริกา 

31. Fluoxetine hydrochloride Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

32. GBR 12935 dihydrochloride  Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

33. Desipramine hydrochloride Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

3.2 กลุ่มตัวอย่างที่เกี่ยวข้องในงานวิจัย 

3.2.1 ตัวอย่างเซลล์เพาะเลีย้ง 

เซลล์ เพาะเลี ย้ ง ท่ี ใ ช้ ในงานวิจัย นี  ้คือ  เซลล์ประสา ทเพาะเลี ย้ งชนิด  LAN-5                  
ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งประสาทมนุษย์ท่ีน ามาจากไขกระดูกของเด็กผู้ ชายอายุ 5 ปี โดยอาหาร       
ท่ีใช้เลีย้งเซลล์ชนิดนีค้ือ Dulbecco's Modified Eagle Medium/Low glucose (DMEM/    
Low glucose) ท่ีมี fetal bovine serum อยู่ 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) และยาปฏิชีวนะคือ 100x 
Antibiotic-Antimycotic solution 10,000 units/mL Penicillin 10,000 µg/mL Streptomycin 
Amphotericin B 250 µg/mL ซึง่จะเลีย้งอยู่ในสภาวะคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ 
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  

3.2.2 ตัวอย่างของสมุนไพร 
ส าหรับสมนุไพรท่ีน ามาใช้ทดสอบในงานวิจยันีมี้ทัง้หมด 3 ชนิด ดงันี ้
- สะระแหน่  สว่นท่ีใช้ ใบ แหลง่ท่ีมา กรุงเทพมหานคร 
- บวับก  สว่นท่ีใช้ ทัง้ต้น แหลง่ท่ีมา ชลบรีุ 
- ขีเ้หลก็  สว่นท่ีใช้ ใบ แหลง่ท่ีมา กรุงเทพมหานคร 
โดยสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด น ามาจากสวนผกัภายในกรุงเทพมหานคร และ จงัหวดัชลบุรี 

ประเทศไทย  
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พิสูจน์ชนิดของสมุนไพรท่ีใช้ในการศึกษาวิจัยโดย ศ .ดร.ทวีศักดิ์ บุญเกิด ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และเก็บตวัอย่างของสมนุไพรไทยในพิพิธภณัฑ์พืช 
(herbarium) ณ พิพิธภัณฑ์พืช ศ.กสิน สุวตะพันธุ์  ภาควิชาพฤกษศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

3.2.3 ตัวอย่างของยาต้านโรคซึมเศร้า (Antidepressant drug) 
ส าหรับยาต้านโรคซมึเศร้าท่ีน ามาใช้ทดสอบในงานวิจยันีมี้ทัง้หมด 3 ชนิด ดงันี ้

- Fluoxetine hydrochloride ใช้เป็นยาอ้างอิงในการทดสอบการยบัยัง้การท างานของ
โปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน (ภาพท่ี 3.1) 

 

ภาพที่ 3.1 โครงสร้างโมเลกลุของยา fluoxetine hydrochloride 

- GBR 12935 dihydrochloride ใช้เป็นยาอ้างอิงในการทดสอบการยบัยัง้การท างาน
ของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโดพามีน (ภาพท่ี 3.2) 

 

ภาพที่ 3.2 โครงสร้างโมเลกลุของยา GBR12935 dihydrochloride 

- Desipramine hydrochloride ใช้เป็นยาอ้างอิงในการทดสอบการยบัยัง้การท างาน
ของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน (ภาพท่ี 3.3) 

 

ภาพที่ 3.3 โครงสร้างโมเลกลุของยา desipramine hydrochloride 
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โดยงานวิจยัของ Gang Zhao และคณะได้ใช้ยาทัง้ 3 ชนิด เป็นยาอ้างอิงท่ีใช้ในการ
ทดสอบการท างานของตัวขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน โดยใช้ความเข้มข้นท่ี            
10 ไม โคร โมลา ร์ส าห รับ  fluoxetine hydrochloride และ  desipramine hydrochloride        
0.1 ไมโครโมลาร์ส าหรับ GBR 12935 dihydrochloride (98) 

3.3 การเตรียมสารสกัดสมุนไพรและสารละลายยาต้านโรคซึมเศร้าที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

3.3.1 การสกัดสมุนไพรด้วยตวัท าละลายเอทานอลโดยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration) 
วิธีมาเซอเรชัน (Maceration) เป็นวิธีการสกัดสารส าคญัจากพืชหรือสมุนไพรโดย      

การหมักพืชหรือสมุนไพรกับตัวท าละลายจนกระทั่งเนือ้เยื่อของพืชหรือสมุนไพรอ่อนนุ่ม      
และตวัท าละลายสามารถแทรกซมึเข้าไปละลายองค์ประกอบภายในพืชหรือสมนุไพรออกมาได้ 

เร่ิมจากน าสมนุไพรสดมาล้างน า้ให้สะอาดและน าไปตากให้แห้ง บดสมนุไพรให้ละเอียดเป็นผง 
จากนัน้น าไปหมักกับตัวท าละลายเอทานอล ท่ีอัตราส่วนระหว่างสมุนไพรบดแห้งบดแห้ง         
1 กรัมตอ่ตวัท าละลาย 10 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น าสาร
สกดัท่ีได้มากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman NO.3 จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออก
ด้วยวิธี evaporation ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ได้สารสกดัหยาบ (crude extract) ออกมา 
ละลายสารสกดัหยาบให้ได้ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ด้วย dimethyl sulphoxide 
(DMSO) และน ามากรองด้วย syringe filter ท่ีมีขนาดของรูกระดาษกรอง เท่ากบั 0.2 
ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 

3.3.2 การสกัดสมุนไพรด้วยตวัท าละลายน า้โดยวิธีต้ม (Boil) 
น าผงสมนุไพรแห้งท่ีได้ในขัน้ต้นมาต้มกบัน า้กลัน่ท่ีอตัราสว่นสมนุไพรบดแห้ง 1 กรัมตอ่

น า้ 10 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ทิง้สารสกดัไว้ให้เย็นแล้ว
น ามากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman NO.3 จากนัน้น าไปท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization 
จนได้เป็นสารสกดัหยาบ (crude extract) ออกมา ละลายสารสกดัหยาบด้วย DMSO ให้ได้
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและน ามากรองด้วย syringe filter ท่ีมีขนาด           
ของรูกระดาษกรองเท่ากบั 0.2 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 

3.3.3 การเตรียมยาต้านโรคซึมเศร้า 
น าสาร fluoxetine hydrochloride, desipramine hydrochloride และ GBR12935 

dihydrochloride มาละลายด้วยน า้มิลลิคิว (Milli-Q) ให้ได้ความเข้มข้นเร่ิมต้นเท่ากับ           
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10 มิลลิโมลลาร์ จากนัน้น าไปท าให้ปราศจากเชือ้โดยกรองด้วย syringe filter ท่ีมีขนาด       
ของรูกระดาษกรองเท่ากบั 0.2 ไมโครเมตร เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 

3.4 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านโรคซมึเศร้าของสารสกัดจากสมุนไพร 

3.4.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ของสารสกัดจาก
สมุนไพร และยาต้านโรคซึมเศร้าด้วยวิธี MTT assay  
เทคนิค MTT เป็นเทคนิคท่ีวดัการเปลี่ยนแปลงของสี (Colorimetric assays) โดยสาร    

สีเหลือง MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,a tetrazole) 
จะถกูรีดิวซ์โดยเอนไซม์ในเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ เปลี่ยนเป็นตะกอนของ formazan สีม่วงสามารถ
ละลายตะกอน formazan ด้วยสารตวัท าละลาย dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนัน้วดัคา่
การดดูกลืนแสง (absorbance) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่นตัง้แต่ 500-
600 nm (99) 

 
ภาพที่ 3.4  ปฏิกิริยารีดกัชัน่ (Reduction reaction) ของวิธี MTT assay 

เลีย้งเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งในจานเพาะเลีย้งขนาด 96 หลมุ โดยให้มีจ านวนเซลล์    
ในแต่ละหลมุเท่ากับ 25,000 เซลล์ และมีปริมาตรเท่ากับ 150 ไมโครลิตร น าเซลล์ไป            
บ่มท่ีสภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์, อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา           
24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาทดสอบกบัสารทดสอบ ดงันี ้1.) สารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิดท่ีความ
เข้มข้น 1,000, 800, 600, 300, 100, 50, และ 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรในอาหารเลีย้งเซลล์ 
2.) สารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิดท่ีความเข้มข้น 1000, 100, 10, 1 และ 0.1          
ไมโครโมลาร์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ 3.) อาหารเลีย้งเซลล์ โดยปริมาตรสดุท้ายเท่ากบั 200 และ
น าเซลล์ไปบม่ท่ีสภาวะ 5 เปอร์เซน็ต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาเติมสารละลาย MTT (ความเข้มข้น 5 mg/ml ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์,   
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pH 7.5) 20 ไมโครลิตร (สารละลาย MTT 10 ไมโครลิตรตอ่ปริมาตรสดุท้าย 100 ไมโครลิตร) 
แล้วน ากลบัเข้าไปบม่ท่ีสภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา น ามาดดูส่วนน า้ใสด้านบนทิง้ทัง้หมด เติมสารผสมระหว่าง 
DMSO และ เอทานอลในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 จ านวน 200 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดดูขึน้ลงจน
ตะกอนถกูละลายจนหมด แล้วดดูสว่นน า้ด้านบน 100 ไมโครลิตร ใสจ่านเพาะเลีย้งเซลล์ใหม ่
น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดดูกลืนแสง 
Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader จากนัน้น าค่า
ดดูกลืนแสงท่ีได้มาค านวณหาเปอร์เซน็ต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability)  

% cell viability = (treated cell - blank) x 100 
    (untreated cell - blank) 

3.4.2 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการแสดงออก ในระดับ mRNA ของ
ยีน hDAT, hNET และ hSERT ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ด้วยวิ ธี 
Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) 
เพาะเลีย้งเซลล์ประสาท LAN-5 ลงในจานเพาะเลีย้งขนาด 6 หลมุ โดยให้มีจ านวนเซลล์

ในแต่ละหลมุเท่ากบั 550,000 เซลล์ และมีปริมาตรเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตร น าเซลล์ไปบ่มท่ี
สภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนัน้น ามาทดสอบกบัสารทดสอบ ดงันี ้1.) สารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้น 100 
และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 2.) อาหารเลีย้งเซลล์ โดยให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ              
2 มิลลิลิตร และน าเซลล์ไปบ่มท่ีสภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ               
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาจึงน าเซลล์มาสกดัอาร์เอ็นเอ (Total RNA) 
โดยใช้น า้ยา TRIzol 

3.4.2.1 การสกัด Total RNA โดยใช้น า้ยา TRIzol 

น าเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งไว้มาล้างด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 1 ครัง้ เติมน า้ยา TRIzol      
1 มิลลิลิตร ต่อเซลล์จ านวน 5x10^6 เซลล์ ผสมให้เซลล์เป็นเนือ้เดียวกันโดยใช้ปิเปต    
ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที ดดูสารละลายทัง้หมดใส่ในหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายคลอโรฟอร์มเย็น 200 ไมโครลิตร ต่อ น า้ยา TRIzol             
1 มิลลิลิตร ผสมสารให้เป็นเนือ้เดียวกนัโดยการเขย่าอย่างรุนแรง ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง
ประมาณ 3 นาที น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วไมเ่กิน 12,000 g นาน 15 นาที ท่ีอณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส จะได้เป็นสารละลายทัง้หมด 3 ชัน้ โดยอาร์เอ็นเอจะอยู่ในส่วนใสชัน้
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บนสดุ ดดูส่วนใสชัน้บนสดุประมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองอนัใหม่ขนาด  
1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายไอโซโพรพานอลเย็น 500 ไมโครลิตร ต่อน า้ยา TRIzol         
1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดขึน้ลงประมาณ 10 ครัง้ ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ     
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 g นาน      
10 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะเกิดเป็นตะกอนรูปเข็มสีขาวขุ่นท่ีก้นหลอด 
จากนัน้เทสารสว่นใสด้านบนทิง้ ล้างตะกอนด้วย 75 เปอร์เซ็นต์เอทานอลในน า้ (DEPC-
treated water) ท่ีปราศจากเอนไซม์ย่อยอาร์เอ็นเอ (RNase) ป่ันท่ีความเร็ว 7500 g 
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นใสทิง้ ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง 
ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยน า้ DEPC ท่ีปราศจาก RNase ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที เก็บรักษาอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส ได้นาน
หลายเดือน 

3.4.2.2 การวัดความเข้มข้นของ total RNA ที่สกัดได้ ด้วยการวัดค่า Optical 
Density (OD) 
น าอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ 2 ไมโครลิตร ตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง NanoDrop โดยให้คา่ OD260 มีคา่เท่ากบั 1.00 เทียบ
ได้กบัปริมาณอาร์เอ็นเอ 40 µg/ml ไม่ต้องเจือจางอาร์เอ็นเอด้วยน า้กลัน่ก่อน เคร่ืองจะท า
การค านวณคา่ความเข้มข้นอาร์เอ็นเอจากสตูร 

[RNA] = OD260 x 40 x คา่การเจือจาง x 10-3 

3.4.2.3 การก าจัดดีเอ็นเอปนเป้ือนออกจากตัวอย่างอาร์เอ็นเอด้วยเอนไซม์ 
DeoxyribonucleaseI (DNase I) 
น าอาร์เอท่ีสกดัได้ปริมาณ 500 ng มาท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ DNase I ดงั

ตารางท่ี 3.1 ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาให้หยดุ
การท างานของเอนไซม์ DNaseI ด้วย 25 mM EDTA, pH 8.0 ท่ีอณุหภมูิ 65 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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ตารางที่ 3.1 ขัน้ตอนการเตมิน า้ยาเพื่อก าจัดดเีอ็นเอปนเป้ือนออกจากตัวอย่างอาร์เอ็นเอ 

Reagent ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (µl) 
10x DNase I Reaction buffer 1 
DNase I 1 
RNA ขึน้กบัความเข้มข้นของ RNA ตวัอยา่ง 
DEPC-treated water เติมให้ปริมาตรของปฏิกิริยาครบ 10 µl 
รวมปริมาตรทัง้หมดเป็น 10 µl ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

25 mM EDTA, pH 8.0  1 
น าไปวางไว้ท่ีอณุหภมูิ 65ºC เป็นเวลา 10 นาที 

3.4.2.4 การสร้าง complementary DNA (cDNA) จากอาร์เอ็นเอ 
น าอาร์เอ็นเอท่ีผ่านการก าจดัดีเอ็นเอปนเปือ้น 10 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากับ

เอนไซม์ Reverse Transcriptase (RT) ดงัตารางท่ี 3.2 โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการท า
ปฏิกิริยาคือ ตัง้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ปรับอณุหภมูิขึน้เป็น 50 องศา
เซลเซียส นาน 60 นาที ซึง่เป็นอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ RT จากนัน้
หยดุปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยปรับอณุหภมูิขึน้เป็น 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

ตารางที่ 3.2 ขัน้ตอนการเตมิน า้ยาเพื่อสร้าง cDNA จากอาร์เอ็นเอ 

Reagent ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (µl) 
50 µM Oligo-dT 20 mer 1 
Total RNA 10pg-5µg 10 
10 mM dNTP Mix 1 
DEPC-treted water เติมให้ครบ 13 µl 

ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วแชน่ า้แข็งทนัที นาน 1 นาที 
SuperScript III 5X First-Strand Buffer 4 
SuperScript III 0.1 M DTT 1 
40 unit RiboLock 1 
SuperScript III Reverse Transcriptase (200 units/ µl) 1 

รวมปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 20 ไมโครลติร 



41 

3.4.2.5 การทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน hDAT, hNET และ  
hSERT ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)   
ท า PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกระดบั mRNA ของยีน hDAT, hNET และ 

hSERT ของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดยใช้ cDNA จากขัน้ตอน 3.2.2.4 เป็น      
ดีเอ็นเอต้นแบบ ผสมกบัชดุน า้ยาท า PCR ดงัตารางท่ี 3.3 และใช้ primers ท่ีจ าเพาะ    
ตอ่ยีนท่ีตรวจวดัส าหรับตรวจสอบการแสดงออกยีนท่ีสนใจ ดงัตารางท่ี 3.4 โดยปริมาตร
สดุท้ายจะเท่ากบั 25 ไมโครลติร จากนัน้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค PCR โดย
ใช้เคร่ือง Themal Cycler ในสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา ดงัตารางท่ี 3.5 น ามา
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ โดยใช้กระแสไฟฟ้า บน agarose gel ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ใช้ความต่างศกัย์ 90 โวลต์ (gel electrophoresis) ย้อมเจลด้วย                    
เอทีเดียมโบรมายด์ และถ่ายภาพเจลท่ีย้อมแล้วด้วยเคร่ืองถ่ายภาพเจล จากนัน้วดัความ
เข้มของชิน้ผลิตภณัฑ์ในภาพโดยใช้โปรแกรม GeneTool เปรียบเทียบความเข้มของชิน้
ผลิตภณัฑ์ (product band) เพื่อดรูะดบัการแสดงออกของ mRNA เทียบกบัชิน้ผลิตภณัฑ์
ของยีนควบคมุ (GAPDH) และค านวณหาร้อยละของการแสดงออกของ mRNA ใน   
เซลล์เพาะเลีย้งท่ีถูกทดสอบด้วยสารสกัดสมุนไพรเทียบกับเซลล์เพาะเลีย้งท่ีไม่ มีสาร
ทดสอบ (%cell expression of mRNA)  

%cell expression of mRNA = 100 x treated cell 
     untreated cell 

ตารางที่ 3.3 ขัน้ตอนการเตมิน า้ยาเพื่อเพิ่มจ านวนชิน้ส่วนดเีอ็นเอของยีนที่สนใจศึกษา 

น า้ยา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (µl) 
10X NEB Standard Buffer 2.5 ส าหรับ DAT, NET และ SERT 

3.25 ส าหรับ GAPDH 
10 mM dNTP Mix 0.5 
10 µM Forward primer 0.5 ส าหรับ DAT, NET และ SERT 

0.125 ส าหรับ GAPDH 
10 µM Reward primer 0.5 ส าหรับ DAT, NET และ SERT 

0.125 ส าหรับ GAPDH 
DMSO* 1.25 
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ตารางที่ 3.3 ขัน้ตอนการเติมน า้ยาเพื่อเพิ่มจ านวนชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่สนใจศึกษา
(ต่อ) 

น า้ยา ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (µl) 
Taq-DNA polymerase 0.125ส าหรับ DAT, NET และ SERT 

0.1875 ส าหรับ GAPDH 

cDNA 
5 ส าหรับ DAT, NET และ SERT 

1 ส าหรับ GAPDH  

Milli-Q water 
14.625 ส าหรับ NET และ SERT 

15.875 ส าหรับ DAT  
18.5625 ส าหรับ GAPDH  

รวมปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 25 ไมโครลติร เพิ่มจ านวน DNA ด้วยเทคนิค PCR 
หมายเหต:ุ *DMSO ใสเ่ฉพาะ NET, SERT และ GAPDH 

ตารางที่  3.4 Primersจ าเพาะส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนและขนาดของ
ผลิตภณัฑ์ 

ยีน ล าดบัเบส 
ขนาด

ผลิตภณัฑ์ 
hDAT forward primer(100) 5’ GTC ACC AAC GGT GGC ATC TA 3’ 

195 bp 
hDAT reverse primer(100) 5’GCT GAC CAG CTT CCA GCA 3’ 
hNET forward primer(101) 5’ GCT TCT ACT ACA ACG TCA TCA TC 3’ 

294 bp 
hNET reverse primer(101) 5’ CGA TGA CGA CGA CCA TCA G 3’ 
hSERT forward primer(101) 5’ CAT CTG GAA AGG CGT CAA G 3’ 

319 bp 
hSERT reverse primer(101) 5’ CGA AAC GAA GCT CGT CAT G 3’ 
GAPDH forward 
primer(102) 

5’ GAC CAC AGT CCA TGC CAT CAC T 3’ 

452 bp 
GAPDH reverse 
primer(102) 

5’ TCC ACC ACC CTG TTG CTG TAG 3’ 
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ตารางที่ 3.5 ปฏิกิริยาและอุณหภมูิที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนดเีอน็เอของยีน hDAT, hNET, 
hSERT และ GAPDH 

ขัน้ตอน อุณหภมู ิ(ºC) เวลา (นาท)ี จ านวนรอบ 
Pre-denature 94 2 1 

Denature 95 45 วินาที 

40 Annealing 
55 ส าหรับ NET, SERT และ GAPDH 

57.2 ส าหรับ DAT 
45 วินาที 

Extension 72 45 วินาที 

Final extension 72 7 1 
Hold temp. 4 forever - 

3.4.3 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการต้านโรคซึมเศร้า ที่มีผลต่ออัตรา
การท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทโดพามีน, นอร์อิพิ เนฟริน และ       
ซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดยใช้ชุดน า้ยา Neurotransmitter 
transporter uptake assay kit 

ชดุทดสอบ Neurotransmitter transporter uptake assay kit (Molecular Devices) 
ภายในน า้ยาของชุดทดสอบจะมีส่วนประกอบของโมเลกุลท่ีสังเคราะห์เลียนแบบสารสื่อ
ประสาทชนิดโมโนเอมีนท าให้โมเลกุลเหล่านัน้สามารถเคลื่อนท่ีผ่านตวัขนส่งสารสื่อประสาท
ชนิดโมโนเอมีนได้ ซึง่โมเลกุลนัน้ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ (Fluorescent) ท่ีมี
สารกดการเรืองแสงอยู่เม่ืออยู่ในสภาวะปกติ (Masking Dye) แต่เม่ือน าน า้ยาไปท าการ
ทดสอบกับเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีการแสดงออกของยีน หรือมีองค์ประกอบของตวัขนส่งสารสื่อ
ประสาทชนิดโมโนเอมีน โมเลกุลเลียนแบบนัน้จะสามารถเคลื่อนผ่านเข้าสู่เซลล์โดยอาศัย
ช่องทางของตวัขนสง่สารส่ือประสาทเหลา่นัน้ท าให้สารกดการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์หลดุออก 
ดงันัน้เม่ือน าเซลล์เพาะเลีย้งไปวดัการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์โดยใช้เคร่ือง Fluorometer จะ
สามารถวดัการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ภายในเซลล์ โดยค่าการดดูกลืนแสงท่ีวดัได้จะแปร
ตามปริมาณโมเลกลุเลียนแบบท่ีเคลื่อนผ่านตวัขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนท่ีท างานได้
เข้าสูเ่ซลล์เพาะเลีย้งท าให้สามารถวดัอตัราการท างานของตวัขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอ
มีนได้ (ภาพท่ี 3.5) 

 



44 

 
ท่ีมา: http://www.moleculardevices.com/Products/Assay-

Kits/Transporters/Neurotransmitter.html 

ภาพที่ 3.5 หลกัการของชดุน า้ยา Neurotransmitter Transporter Uptake Assay Kit 

เลีย้งเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งในจานเพาะเลีย้งขนาด 96 หลมุ ชนิดก้นใสด้านข้างมืด 
โดยให้มีจ านวนเซลล์ในแตล่ะหลมุเท่ากบั 35,000 เซลล์ และมีปริมาตรเท่ากบั 100 ไมโครลิตร 
น าเซลล์ไปบ่มท่ีสภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์, อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส       

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาใช้ปิเปตดดูเอาอาหารเลีย้งเซลล์ออกให้หมด จากนัน้น ามา
ทดสอบกับสารทดสอบดังตารางท่ี  3.6 ซึ่งสามารถแบ่งเป็นกลุ่มทดสอบได้ 4 กลุ่ม                  
ดงัตารางท่ี 3.7 โดยปริมาตรสดุท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตร น าเซลล์ไปบ่มท่ีสภาวะ                  
5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น ามา
เติมน า้ยา fluorescent dye/masking dye mix ลงไปในแต่ละหลมุการทดสอบปริมาตร      
100 ไมโครลิตร น าไปวดัอตัราการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเวลาท่ี 0, 10, 20, 30, 40, 50 และ 
60 นาที ท่ีความยาวคลื่น 440, 550 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Synergy Mx Monochromator-
Based Multi-Mode Microplate Reader ข้อมลูท่ีได้น ามาหกัออกจากคา่การเรืองแสงฟลอูอ
เรสเซนต์ของสารทดสอบและเซลล์ท่ีไม่ได้ใส่น า้ยา fluorescent dye/masking dye mix 
(Blank) จากนัน้น าค่าท่ีได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าอัตราการเรืองแสง           
ฟลอูอเรสเซนต์ (RFU) และระยะเวลาท่ีวดั (min) (ภาพท่ี 3.6) และน ามาค านวณหาพืน้ท่ีใต้
กราฟ (Area below curve) โดยใช้โปรแกรม  Sigma Plot  เวอร์ชนั 11.0 
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ตารางที่ 3.6 สารทดสอบที่ใช้ในการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการต้าน      
โรคซึมเศร้าที่ มีผลต่ออัตราการท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทชนิดโดพามีน, 
นอร์อิพิเนฟริน และ ซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 

สารทดสอบ ใช้ทดสอบ 
สารสกดัสมนุไพรแตล่ะชนิด โปรตีนขนสง่สารส่ือประสาททัง้ 3 ชนิด 

สารสกดัสมนุไพร+flu+des โปรตนีขนสง่สารส่ือประสาทชนิดโดพามีน 

สารสกดัสมนุไพร+flu+GBR12935 โปรตีนขนสง่สารส่ือประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน 

สารสกดัสมนุไพร+des+GBR12935 โปรตีนขนสง่สารส่ือประสาทชนิดซีโรโทนิน 

Flu+des+GBR12935 
Positive control ของการทดสอบโปรตีนขนสง่สาร

สื่อประสาททัง้ 3 ชนิด 

Flu+des 
Negative control ของการทดสอบโปรตีนขนสง่

สารสื่อประสาทชนิดโดพามีน 

Flu+GBR12935 
Negative control ของการทดสอบโปรตีนขนสง่

สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพเินฟริน 

Des+GBR12935 
Negative control ของการทดสอบโปรตีนขนสง่

สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน 

1X HBSS+0.1% BSA Buffer Negative control ของการทดสอบทัง้หมด 

สารทกุชนิดเจือจางใน 1X HBSS+0.1 BSA Buffer 
ความเข้มข้นสารสกัดสมุนไพรเท่ากับ 25 และ 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

ความเข้มข้นของ flu และ des เท่ากับ 10 ไมโครโมลาร์  
ความเข้มข้นของ GBR12935 เท่ากับ 0.1 ไมโครโมลาร์   
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ตารางที่ 3.7 การแบ่งกลุ่มทดสอบเพื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการต้าน    
โรคซึมเศร้าที่ มีผลต่ออัตราการท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทชนิดโดพามีน,          
นอร์อิพิเนฟริน และซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 

กลุ่มที่ การทดสอบ 
1 ทดสอบผลตอ่อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน 
2 ทดสอบผลตอ่อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโดพามีน 
3 ทดสอบผลตอ่อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน 
4 ทดสอบผลตอ่อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน 

 

 
ท่ีมา: http://www.moleculardevices.com/products/assay-

kits/transporters/neurotransmitter.html 

ภาพที่ 3.6 กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ (RFU) และระยะเวลา 
(min) 
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3.4.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ของสารทดสอบที่
ใช้ในการทดสอบอัตราการท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทโดพามีน, 
นอร์อิพิเนฟริน และซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ด้วยวิธี       
MTT Assay 

เลีย้งเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งในจานเพาะเลีย้งขนาด 96 หลมุ โดยให้มีจ านวนเซลล์    
ในแต่ละหลมุเท่ากบั 35,000 เซลล์ และมีปริมาตรเท่ากบั 100 ไมโครลิตร น าเซลล์ไปบ่มท่ี
สภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์, อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เม่ือครบเวลาใช้ปิเปตดดูเอาอาหารเลีย้งเซลล์ออกให้หมด จากนัน้น ามาทดสอบกบัสารทดสอบ
ดังตารางท่ี 3.6 โดยปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตร น าเซลล์ไปบ่มท่ีสภาวะ                 
5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น ามา
เติมสารละลาย MTT (ความเข้มข้น 5 mg/ml ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์, pH 7.5) 20 ไมโครลิตร 
(สารละลาย MTT 10 ไมโครลิตรตอ่ปริมาตรสดุท้าย 100 ไมโครลิตร) แล้วน ากลบัเข้าไปบม่ท่ี
สภาวะ 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง     
เม่ือครบเวลา น ามาดูดส่วนน า้ใสด้านบนทิง้ทัง้หมด เติมสารผสมระหว่าง DMSO และ           
เอทานอลในอตัราสว่น 1 ตอ่ 1 จ านวน 200 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดดูขึน้ลงจนตะกอนถกูละลาย
จนหมด แล้วดดูส่วนน า้ด้านบน 100 ไมโครลิตร ใส่จานเพาะเลีย้งเซลล์ใหม่ น าไปวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดดูกลืนแสง Synergy Mx 
Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader จากนัน้น าคา่ดดูกลืนแสงท่ีได้มา
ค านวณหาเปอร์เซน็ต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell viability)  

% cell viability = (treated cell - blank) x 100 
    (untreated cell - blank) 

3.5 การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล 
 ในการศกึษาวิจยัครัง้นีแ้ตล่ะการทดสอบจะท าการทดสอบจ านวน 3 ครัง้ (triplicate) และ
น าค่าท่ีได้มาหาคา่เฉลี่ยและคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากนัน้น ามาวิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติ
โดยใช้หลกัสถิติ Independent Student’s t-test ท่ีระดบันยัส าคญั P < 0.05 ด้วยโปรแกรม SPSS 
Statistics เวอร์ชนั 17.0 และการค านวณหาพืน้ท่ีใต้กราฟค านวณโดยใช้โปรแกรม SigmaPlot11.0 
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บทที่ 4  

ผลการวิจัย 

4.1 ผลการพสูิจน์ชนิดของสมุนไพร 
สมุนไพรท่ีใช้ในการศึกษาวิจัยได้รับการพิสูจน์โดย ศ .ดร.ทวีศักดิ์ บุญเกิด ภาควิชา

พฤกษศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และเก็บตวัอย่างของสมุนไพรไทยในพิพิธภณัฑ์พืช 
(herbarium) ณ พิพิธภัณฑ์พืช ศ.กสิน สุวตะพันธุ์  ภาควิชาพฤกษศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 

ตารางที่ 4.1 ผลการพสูิจน์ชนิดของสมุนไพร 

Collector 
Number 

Herbarium 
Number 

Scientific 
Name 

Vernacular 
Name 

Common 
Name 

Family 

Lukkiga 
Thanesphatisuk 

1 

013436 
(BCU) 

Centella 
asiatica (L.) 

Urb. 
บวับก 

Asiatic 
pennywort 

Umbelliferae 
(Apiaceae) 

Lukkiga 
Thanesphatisuk 

2 

013438 
(BCU) 

Senna aiamea 
(Lam.) 

Irwin&Barneby 

ขีเ้หลก็, 
ขีเ้หลก็บ้าน 

Thai 
copper 

pod 

Leguminosae-
Caesalpinioideae 

Visa 
Thongrakard 

21 

013445 
(BCU) 

Mentha 
cordifolia Opiz 

ex Fresen 

สะระแหน่, 
สะระแหน่
สวน,     

หอมดว่น 

Kitchen 
mint 

Labiatae 
(Lamiaceae) 

4.2 ผลการสกัดสมุนไพรด้วยเอทานอลโดยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration)  
 จากการสกดัสมนุไพรโดยการน าไปหมกักบัเอทานอลท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ได้ผลผลิตสดุท้ายดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 

4.3 ผลการสกัดสมุนไพรด้วยน า้โดยวิธีการต้ม (Boil) 
จากการสกดัสมนุไพรโดยการน าไปต้มกบัน า้ท่ีอณุหภมู ิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา     

30 นาที ได้ผลผลิตสดุท้ายดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ผลการสกัดสมุนไพรด้วยตัวท าละลายเอทานอล และ น า้ 

Name of medicinal material Family 
Extract yield (%) 

Ethanol Water 

Centella asiatica (L.) Urb. 
Umbelliferae 
(Apiaceae) 

   7.56 9.15 

Senna aiamea (Lam.) 
Irwin&Barneby 

Leguminosae-
Caesalpinioideae 

11.46 9.639 

Mentha cordifolia Opiz ex Fresen Labiatae (Lamiaceae) 4.36 11.2 

4.4 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ของสารสกัดจาก
สมุนไพร และยาต้านโรคซึมเศร้าด้วยวิธี MTT assay 

 จากการทดสอบวัดความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรท่ีสกัดจากเอทานอล และน า้ทัง้     
3 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 1000, 800, 600, 300, 100, 50 และ 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรในอาหาร
เลีย้งเชือ้ และสารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 1000, 100, 10, 1 และ 0.1 
ไมโครโมลาร์ ในอาหารเลีย้งเชือ้ ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งLAN-5 โดยให้เซลล์กลุ่มท่ีไม่ได้
ทดสอบด้วยสารสกดัสมนุไพร และสารละลายยาเป็นกลุม่ควบคมุลบ (Negative control) มีค่า
เปอร์เซ็นต์ของอตัราการรอดชีวิต (Cell viability) เท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ น ากลุ่มทดสอบ            
มาค านวณเทียบกบักลุม่ควบคมุเพื่อหาร้อยละของอตัราการรอดชีวิต (%Cell viability) และน ามา
วิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดสอบโดยใช้หลักสถิติ Independent 
Student’s t-test โดยให้คา่ความเช่ือมัน่อยูท่ี่ระดบั 95 เปอร์เซน็ต์ (P<0.05)  
 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดจากใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบัวบก  ท่ีสกัดจาก           
เอทานอล และ น า้ ความเข้มข้น 300, 600, 800 และ 1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรมีความเป็นพิษ
ตอ่เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดยเปอร์เซน็ต์ของอตัราการรอดชีวิตมีคา่น้อยกวา่กลุม่ควบคมุ
ลบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 4.1-4.3) ส าหรับสารละลายยา fluoxetine 
hydrochloride และ desipramine hydrochloride ท่ีความเข้มข้น 100 และ 1000 ไมโครโมลาร์ 
GBR12935 dihydrochloride ท่ีความเข้มข้น 10, 100 และ 1000 ไมโครโมลาร์ นัน้มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งโดยเปอร์เซ็นต์ของอตัราการรอดชีวิตมีค่าน้อยกว่ากลุ่มควบคุมลบ
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 4.4)  
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จากผลทดสอบดงักล่าวคณะผู้วิจยัได้เลือกความเข้มข้นของสารสกดัสมนุไพรท่ีน้อยท่ีสดุ 
ท่ีไม่เป็นพิษตอ่เซลล์ และ มากท่ีสดุท่ีไม่เป็นพิษตอ่เซลล์ คือ 25 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร   
ไปท าการทดสอบวดัฤทธ์ิของสารสกัดสมนุไพรต่อการแสดงออกระดบั mRNA ของยีน hDAT, 
hNET และ hSERT ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 และทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรตอ่
ระดบัการท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อปะสาทชนิดโมโนเอมีน, โดพามีน, นอร์อิพิเนฟริน และ            
ซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ส าหรับความเข้มข้นของยาต้านโรคซึมเศร้าได้ใช้
ความเข้มข้นตามงานวิจยัของ Gang Zhao และคณะ โดย fluoxetine hydrochloride และ 
desipramine hydrochloride ใช้ความเข้มข้นท่ี 10 ไมโครโมลาร์ และ GBR12935 ใช้ความเข้มข้น
ท่ี 0.1 ไมโครโมลาร์ โดยน าไปใช้เป็นสารทดสอบฤทธ์ิต่อระดบัการท างานของโปรตีนขนส่งสาร   
สื่อประสาททัง้ 3 ชนิด ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ให้เป็นกลุม่ควบคมุบวกในการทดสอบ 

 

ภาพที่ 4.1 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากใบสะระแหน่ ท่ีสกดัจากเอทานอล และ 
น า้ ท่ีความเข้มข้น 25, 50, 100, 300, 600, 800 และ 1000 µg/mL ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยมี “cell” เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะ
ตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าตวัท าละลายทัง้ 2 ชนิด ท่ีความเข้มข้น        
300 µg/ml ขึน้ไป (*) สามารถลด %cell viability ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

* * * * 
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ภาพที่ 4.2 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากใบขีเ้หล็ก ท่ีสกดัจากเอทานอล และ น า้ 
ท่ีความเข้มข้น 25, 50, 100, 300, 600, 800 และ 1000 µg/mL ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง โดยมี “cell” เป็นกลุ่มควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแต่ละ
ตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าตวัท าละลายทัง้ 2 ชนิด ท่ีความเข้มข้น        
300 µg/ml ขึน้ไป (*) สามารถลด %cell viability ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

* * * * 
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ภาพที่ 4.3 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากบวับก ท่ีสกัดจากเอทานอล และน า้      
ท่ีความเข้มข้น 25, 50, 100, 300, 600, 800 และ 1000 µg/mL ตอ่เซลล์เพาะเลีย้งLAN-5 เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง โดยมี “cell” เป็นกลุ่มควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแต่ละ
ตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าตวัท าละลายทัง้ 2 ชนิด ท่ีความเข้มข้น        
300 µg/ml ขึน้ไป (*) สามารถลด %cell viability ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

* * * * 
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ภาพที่  4.4 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารละลายยาต้านโรคซึมเศร้าทัง้ 3 ชนิด                  

ท่ีความเข้มข้น 0.1, 1, 10, 100 และ 1000 µM ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง     

โดยมี “cell” เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ 

จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่า fluoxetine, desipramine ท่ีความเข้มข้น 100 และ 1000 µM 

และ GBR12935 ท่ีความเข้มข้น 10, 100 และ 1000 µM (*) สามารถลด % cell viability ได้อย่าง

มีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 

 

 

 

 

* 

* 
* 
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4.5 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการแสดงออก ในระดับ mRNA ของยีน 
hDAT, hNET และ hSERT ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ด้วยวิธี Reverse 
Transcriptase PCR (RT-PCR) 

 จากการวดัการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน hDAT, hNET และ hSERT ในเซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 เม่ือทดสอบด้วยสารสกัดสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด ด้วยตวัท าละลาย          
เอทานอล และ น า้ ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 ug/mL โดยน าไปเปรียบเทียบอตัราส่วนกบั 
housekeeping gene ซึง่ในงานวิจยันีไ้ด้ใช้ยีน GAPDH จากนัน้น าคา่อตัราสว่นของกลุม่ทดสอบ
ไปเปรียบเทียบหาคา่ร้อยละของการแสดงออกของของยีนกบักลุ่มควบคมุลบ โดยให้คา่อตัราสว่น
ของกลุม่ควบคมุลบเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ เม่ือได้คา่ร้อยละแล้วจึงน าไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกบั
กลุม่ควบคมุลบโดยใช้หลกัสถิติ Independent Student’s t-test โดยให้คา่ความเช่ือมัน่อยู่ท่ีระดบั 
95 เปอร์เซน็ต์ (P<0.05)  
 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกดการแสดงออกของยีน hDAT โดยมี     
ค่าร้อยละของการแสดงออกของยีนน้อยกว่ากลุ่มควบคมุลบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
ได้แก่ สารสกัดจากใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก  และ บวับกด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ี 
ความเข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.6) สว่นสารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกด
การแสดงออกของยีน hNET โดยมีค่าร้อยละของการแสดงออกของยีนน้อยกว่ากลุ่มควบคมุลบ
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ได้แก่ สารสกดัจากใบสะระแหน่ด้วยตวัท าละลายเอทานอลท่ี 
ความเข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร สารสกัดจากใบขีเ้หล็กด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ      
100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และสารสกดัจากบวับกด้วยเอทานอลท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ตอ่มิลลิลิตร และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.7) ส าหรับยีน hSERT นัน้
สารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกดการแสดงออกของยีนนี ้โดยมีคา่ร้อยละของการแสดงออกของยีนน้อย
กว่ากลุม่ควบคมุลบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ได้แก่ สารสกดัจากใบสะระแหน่ด้วยตวั
ท าละลายเอทานอลท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน า้ท่ีความเข้มข้น  100 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สารสกดัจากใบขีเ้หล็กด้วยตวัท าละลายเอทานอลท่ีความเข้มข้น 25 และ 
100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และสารสกดัจากบวับกด้วยตวัท าละลายเอทานอลท่ีความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.8) 
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hDAT=195bp 

hNET=294bp 

SERT=319bp 

GAPDH=452bp 

hDAT=195bp 

hNET=294bp 

SERT=319bp 

GAPDH=452bp 

          ใบขีเ้หล็ก                                          ใบสะระแหน ่

              

                 บวับก 

 

ภาพที่ 4.5 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์ LAN-5 ด้วยวิธี Gel electrophoresis 
เม่ือทดสอบด้วยสารสกดัใบขีเ้หล็ก, ใบสะระแหน่ และ บวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ 
ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
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ภาพที่ 4.6 ผลการแสดงออกของยีน hDAT ในเซลล์ LAN-5 เม่ือทดสอบเซลล์กบัสารสกัด          
ใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ 
100 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง “Cell” คือ เซลล์ท่ีไม่ได้ถกูทดสอบด้วยสารสกดั (กลุม่ควบคมุลบ) 
(ท าการทดสอบจ านวน 3 ครัง้การทดลอง) พบว่าสารสกดัทัง้ 3 ชนิดท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย        
เอทานอล และน า้ ทัง้ 2 ความเข้มข้น (*) สามารถลดการแสดงออกของยีน hDAT ได้อย่าง            
มีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 
 

 

 

* 

* 

* 
* 

* * 

hDAT 
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ภาพที่ 4.7 ผลการแสดงออกของยีน hNET ในเซลล์ LAN-5 เม่ือทดสอบเซลล์กบัสารสกัด          
ใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ           
100 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง “Cell” คือ เซลล์ท่ีไม่ได้ถกูทดสอบด้วยสารสกดั (กลุม่ควบคมุลบ)             
(ท าการทดสอบจ านวน 3 ครัง้การทดลอง) พบว่าสารสกดัใบสะระแหน่ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย    
เอทานอล ความเข้มข้น 25 และ 100 µg/mL และท่ีสกดัด้วยน า้ ความเข้มข้น 25 µg/mL สารสกดั   
ใบขีเ้หล็กท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ทัง้ 2 ความเข้มข้น และสารสกดับวับกท่ีสกดั
ด้วยตวัท าละลายเอทานอล ความเข้มข้น 100 µg/mL และน า้ ความเข้มข้น 25 µg/mL (*) 
สามารถลดการแสดงออกของยีน hNET ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 

 

 

 

* * 
* * 

* * 

hNET 
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ภาพที่ 4.8 ผลการแสดงออกของยีน hSERT ในเซลล์ LAN-5 เม่ือทดสอบเซลล์กบัสารสกดั         
ใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ 
100 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง “Cell” คือ เซลล์ท่ีไม่ได้ถกูทดสอบด้วยสารสกดั (กลุม่ควบคมุลบ)             
(ท าการทดสอบจ านวน 3 ครัง้การทดลอง) พบว่าสารสกดัใบสะระแหน่ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย    
เอทานอล ความเข้มข้น 25 µg/mL และท่ีสกดัด้วยน า้ ความเข้มข้น 100 µg/mL สารสกดัใบขีเ้หลก็
ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล ทัง้ 2 ความเข้มข้น และสารสกดับวับกท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย
เอทานอล ความเข้มข้น 100 µg/mL และน า้ ความเข้มข้น 25 และ 100 µg/mL (*) สามารถ       
ลดการแสดงออกของยีน hSERT ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 

* 

* * 
* * 

* 

hSERT 
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4.6 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อการต้านโรคซึมเศร้า ที่มีผลต่ออัตราการ
ท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทโดพามีน, นอร์อิพิเนฟริน และ ซีโรโทนิน ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดยใช้ชุดน า้ยา Neurotransmitter transporters 
uptake assay kit 

 จากการวัดอตัราการท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทโดพามีน, นอร์อิพิเนฟริน 
และซีโรโทนิน ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 เม่ือทดสอบด้วยสารทดสอบดงัตารางท่ี 3.6 
แบง่เป็น 4 กลุม่การทดสอบดงัตารางท่ี3.6 เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้ชดุน า้ยา Neurotransmitter 
transporters uptake assay kit น าคา่อตัราการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีได้ (RFU) ไปสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์กบัระยะเวลา (min) จากนัน้น ามาค านวณหาพืน้ท่ีใต้กราฟ (Area below curve) 
โดยใช้โปรแกรม Sigma Plot เวอร์ชัน 11.0 เม่ือได้ค่าพืน้ท่ีใต้กราฟแล้วจึงน าไปวิเคราะห์
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุลบ (negative control) ของแต่ละกลุ่มทดสอบโดยใช้หลกัสถิติ 
Independent Student’s t-test โดยให้คา่ความเช่ือมัน่อยูท่ี่ระดบั 95 เปอร์เซน็ต์ (P<0.05)  
 ผลการทดสอบพบว่า สารสกัดสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิต้านโรคซึมเศร้าโดยผ่านกลไกการยบัยัง้
การท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน ซึง่จาการทดสอบได้แบ่งกลุ่มทดสอบ
เป็น 4 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรในการยบัยัง้การท างานของโปรตีน
ขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนพบว่า สารสกัดใบสะระแหน่ด้วยเอทานอล และ  น า้              
ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกดับวับกด้วยเอทานอล ท่ีความ
เข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อ
ประสาทชนิดโมโนเอมีน โดยมีค่าพืน้ท่ีใต้กราฟน้อยกว่ากลุม่ควบคมุลบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) (ภาพท่ี 4.9)  
 กลุม่ท่ีสองทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรในการยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สาร
สื่อประสาทชนิดโดพามีนพบว่า สารสกดัใบสะระแหน่ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทชนิด
โดพามีนโดยมีค่าพืน้ท่ีใต้กราฟน้อยกว่ากลุ่มควบคุมลบอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)    
(ภาพท่ี 4.10) 
 กลุม่ท่ีสามทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรในการยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สาร
สื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟรินพบวา่สารสกดัสมนุไพรท่ีใช้ในการทดสอบทัง้ 3 ชนิดไม่มีฤทธ์ิยบัยัง้
การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน (ภาพท่ี 4.11) 
 กลุม่ท่ีส่ีทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรในการยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อ
ประสาทชนิดซีโรโทนินพบว่า สารสกัดใบสะระแหน่ด้วยตวัท าละลายเอทานอลท่ีความเข้มข้น      
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25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน า้ท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธ์ิยบัยัง้การ
ท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนินโดยมีค่าพืน้ท่ีใต้กราฟน้อยกว่ากลุ่มควบคมุ
ลบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 4.12) 
 ส าหรับผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดใบขีเ้หล็กด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ี
ความเข้มข้น 25 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตอ่การยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อ
ประสาทชนิดโมโนเอมีนทัง้ 3 ชนิด ไม่สามารถน าผลการทดสอบมาวิเคราะห์ได้เน่ืองจากค่าพืน้ท่ี
ใต้กราฟท่ีค านวณได้จากการทดสอบมีคา่ตดิลบทกุการทดสอบ (ภาพท่ี 4.13) 

 

ภาพที่ 4.9 อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนในเซลล์ LAN-5 เม่ือ
ทดสอบเซลล์กบัสารสกดัใบสะระแหน่ และบวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้  ท่ีความ
เข้มข้น 25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 30 นาที “Cell” คือ เซลล์ท่ีไม่ได้ถกูทดสอบด้วยสารสกดั 
(กลุ่มควบคมุลบ), “Flu+Des+GBR” คือ เซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วยยาต้านโรคซึมเศร้าทัง้ 3 ชนิด      
(กลุม่ควบคมุบวก) ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสาร
สกดัใบสะระแหน่ และ สารสกดับวับกท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 
และ 100 µg/mL สารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิด (*) สามารถยบัยัง้การท างานของ
โปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

* 
* * 

* 

* 
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ภาพที่ 4.10 อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโดพามีนในเซลล์  LAN-5 เม่ือ
ทดสอบเซลล์กบัสารสกดัใบสะระแหน่ และบวับก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้  ท่ีความ
เข้มข้น 25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 30 นาที “Flu+Des” คือ เซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วยยาต้าน     
โรคซมึเศร้า fluoxetine และ desipramine (กลุ่มควบคมุลบ), “Flu+Des+GBR” คือ เซลล์ท่ีถกู
ทดสอบด้วยยาต้านโรคซึมเศร้าทัง้ 3 ชนิด (กลุ่มควบคมุบวก) ท าการทดสอบแต่ละตวัอย่างซ า้       
3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารสกดัใบสะระแหน่ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล 
และ น า้ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL และ สารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิด (*) สามารถ
ยับยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโดพามีนได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ        
(P < 0.05) 

 

* 

* 
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ภาพที่ 4.11 อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟรินในเซลล์ LAN-5 
เม่ือทดสอบเซลล์กับสารสกัดใบสะระแหน่ และบัวบก ด้วยตัวท าละลายเอทานอล และน า้             
ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 30 นาที “Flu+GBR” คือ เซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วยยา
ต้านโรคซมึเศร้า fluoxetine และ GBR12935 (กลุม่ควบคมุลบ), “Flu+Des+GBR” คือ เซลล์ท่ีถกู
ทดสอบด้วยยาต้านโรคซึมเศร้าทัง้ 3 ชนิด (กลุ่มควบคมุบวก) ท าการทดสอบแต่ละตวัอย่างซ า้       
3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารสกดัใบสะระแหน่ และบวับกท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย    
เอทานอล และ น า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ100 µg/mL ไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของโปรตีน
ขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟริน ซึง่แตกตา่งจากสารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิด 
(*) ท่ีสามารถยับยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟรินได้อย่าง          
มีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 

* 
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ภาพที่ 4.12 อตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนินในเซลล์ LAN-5 เม่ือ
ทดสอบเซลล์กับสารสกัดใบสะระแหน่  และบัวบก ด้วยตัวท าละลายเอทานอล และน า้                  
ท่ีความเข้มข้น 25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 30 นาที “GBR+Des” คือ เซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วย       
ยาต้านโรคซึมเศร้า GBR12935 และ desipramine (กลุ่มควบคุมลบ), “Flu+Des+GBR” คือ 
เซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วยยาต้านโรคซึมเศร้าทัง้ 3 ชนิด (กลุ่มควบคมุบวก) ท าการทดสอบแต่ละ
ตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารสกดัใบสะระแหน่ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลาย 
เอทานอลท่ีความเข้มข้น 25 µg/mL และน า้ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL สารละลายยาต้าน        
โรคซมึเศร้าทัง้ 3 ชนิด (*) สามารถยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน
ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 

* 
* * 
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ภาพที่  4.13 อตัราการท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทโมโนเอมีนทัง้ 3 ชนิดในเซลล์    
LAN-5 เม่ือทดสอบเซลล์กบัสารสกดัใบขีเ้หล็ก ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 
25 และ 100 µg/mL เป็นเวลา 30 นาที ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การ
ทดลอง จากกราฟไม่สามารถวิเคราะห์ผลการทดสอบได้เน่ืองจากคา่พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีค านวณได้มีคา่
ติดลบท าให้การทดสอบนีไ้ม่สามารถสรุปผลการทดสอบได้ 
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ส าหรับผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัใบขีเ้หล็กจากเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น
ต่ า ง ๆ  ต่ อ ก า ร ยับ ยั ง้ ก า รท า ง า น ขอ ง  MATs ด้ ว ย วิ ธี  Uptake assay โ ด ย ชุ ด น ้า ย า 
Neurotransmitter transporter uptake assay ไม่สามารถน าคา่ท่ีได้จากการทดสอบมาวิเคราะห์
ผลได้ เ น่ืองจากการค านวณค่าพืน้ ท่ีใต้กราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการ เรืองแสง           
ฟลอูอเรสเซนต์ และระยะเวลาท่ีได้มีคา่ติดลบ ซึง่สาเหตอุาจเน่ืองมาจากสารประกอบภายในสาร
สกัดใบขีเ้หล็กบางชนิดสามารถเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ หรือท่ีเรียกว่า Autofluorescence 
ดงันัน้คณะผู้วิจยัจึงได้ทดสอบวดัการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ (Fluorescent spectrum) ของสาร
สกดัใบขีเ้หล็ก ท่ีความยาวคลื่น excitation 440 นาโนเมตร และ emission 480-600 นาโนเมตร 
ได้ผลการทดสอบดงันี ้คือ สารสกัดใบขีเ้หล็กจากเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้น 25 และ       
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ ท่ีความยาวคลื่น excitation    
440 นาโนเมตร และ emission 520 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นเดียวกบัการเรืองแสง  
ฟลูออเรสเซนต์ของชุดน า้ยาท่ีใช้ทดสอบ (ภาพท่ี 4.15-4.17) ดงันัน้อาจสรุปได้ว่าสารสกัด        
ใบขีเ้หล็กทัง้จากเอทานอล และ น า้ อาจมีสารประกอบท่ีสามารถเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้       
ซึง่อาจจะเป็นสารประกอบ Baracol ท่ีมีอยูใ่นใบขีเ้หลก็ เน่ืองจากลกัษณะโครงสร้างของ Barakol 
มีลกัษะเป็นวงแหวนอะโรมาติกหลายวง (Poly-aromatic hydrocarbons) (ภาพท่ี 4.14) ซึ่ง
โครงสร้างโมเลกุลลักษณะนีส้ามารถเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้เป็นอย่างดี ดังนัน้จึงท าให้          
ไม่สามารถทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัใบขีเ้หล็กต่อการยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือ
ประสาทชนิดโมโนเอมีนโดยใช้ชดุน า้ยา Neurotransmitter transporter uptake assay ได้ และ 
หากมีการศึกษาลกัษณะแบบนีอี้กในอนาคตอาจจะต้องใช้วิธีอ่ืนในการทดสอบ เช่น การใช้สาร
กมัมนัตรังสีมาทดสอบแทน ([3H] Monoamine) แต่อาจเป็นอนัตรายต่อผู้ ใช้ได้เน่ืองจากสาร
กมัมนัตรังสีมีความเป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม และสิง่มีชีวิต  

 

ภาพที่ 4.14 ลกัษณะโครงสร้างโมเลกลุของสารประกอบ Barakol
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ภาพที่ 4.15 Fluorescent spectrum ของสารสกดัใบสะระแหน่, ใบขีเ้หลก็ และบวับก ท่ีสกดัจากเอทานอลท่ีความยาวคลื่น excitation 450 nm และ 
emission 480-600 nm โดย “Blank” = 1XHBSS+0.1%BSA Buffer 66 
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ภาพที่ 4.16 Fluorescent spectrum ของสารสกดัใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบวับก ท่ีสกดัจากน า้ ท่ีความยาวคลื่น excitation 450 nm และ emission 
480-600 nm โดย “Blank” =1XHBSS+0.1%BSA Buffer 

67 
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ภาพที่ 4.17 Fluorescent spectrum ของสารสกดัใบสะระแหน่, ใบขีเ้หล็ก และบวับก ท่ีสกดัจากเอทานอล และน า้ ท่ีความยาวคลื่น excitation 450 nm 
และ emission 520 nm โดย “Blank” = 1XHBSS+0.1%BSA Buffer 

Fluorescent spectrum 

68 
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4.7 ผลการทดสอบวัดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ของสารทดสอบที่
ใช้ในการทดสอบอัตราการท างานของโปรตีนขนส่งสารส่ือประสาทโดพามีน,      
นอร์อิพิเนฟริน และ ซีโรโทนินในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 ด้วยวิธี MTT Assay 

 จากการทดสอบวดัความเป็นพิษของสารทดสอบ ตอ่เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งLAN-5 เม่ือ
ทดสอบด้วยสารทดสอบดงัตารางท่ี 3.5 แบ่งเป็น 4 กลุม่การทดสอบดงัตารางท่ี 3.6 เป็นเวลา      
30 นาที โดยให้เซลล์กลุม่ท่ีไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกดัสมุนไพร และสารละลายยาเป็นกลุม่ควบคมุ
ลบ (Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิต (Cell viability) เท่ากับ              
100 เปอร์เซ็นต์ น ากลุ่มทดสอบมาค านวณเทียบกบักลุม่ควบคมุเพื่อหาร้อยละของอตัราการรอด
ชีวิต (%Cell viability) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคมุ และกลุ่มทดสอบ    
โดยใช้หลกัสถิติ Independent Student’s t-test โดยให้คา่ความเช่ือมัน่อยู่ท่ีระดบั 95 เปอร์เซ็นต์ 
(P<0.05)  

 ผลการทดสอบพบว่าสารทัง้หมดท่ีน ามาใช้ทดสอบวดัอตัราการท างานของโปรตีนขนส่ง
สารสื่อประสาทโมโนเอมีนนัน้ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดย             
ค่าเปอร์เซ็นต์ของอตัราการรอดชีวิตของทุกกลุ่มการทดสอบ และกลุ่มควบคมุลบไม่แตกต่างกัน 
(P<0.05) (ภาพท่ี 4.18-4.21)  
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ภาพที่ 4.18 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีใช้ทดสอบอตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีน ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 
เป็นเวลา 30 นาที โดยมี “Cell” เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสาร
ทดสอบทัง้หมดไม่สามารถลด % cell viability ได้ (P < 0.05) 70 
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ภาพที่ 4.19 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีใช้ทดสอบอตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดโดพามีนตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 เป็น
เวลา 30 นาที โดยมี “Cell” เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารทดสอบ
ทัง้หมดไม่สามารถลด % cell viability ได้ (P < 0.05) 71 
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ภาพที่ 4.20 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีใช้ทดสอบอตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดนอร์อิพิเนฟรินตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 
เป็นเวลา 30 นาที โดยมี “Cell” เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารทดสอบ
ทัง้หมดไม่สามารถลด % cell viability ได้ (P < 0.05) 72 
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ภาพที่ 4.21 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีใช้ทดสอบอตัราการท างานของโปรตีนขนสง่สารส่ือประสาทชนิดซีโรโทนิน ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 เป็น
เวลา 30 นาที โดยมี Cell เป็นกลุม่ควบคมุลบ ด้วยวิธี MTT assay ท าการทดสอบแตล่ะตวัอย่างซ า้ 3 ครัง้ จ านวน 3 ครัง้การทดลอง พบว่าสารทดสอบ
ทัง้หมดไม่สามารถลด % cell viability ได้ (P < 0.05) 73 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และ ข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย และอภปิรายผลการวิจัย 

แหลง่ท่ีมาของสมนุไพรไทย 
การศึกษาครัง้นี ้คณะผู้วิจยั ได้ใช้สมนุไพรท่ีน ามาจากสวนสมนุไพรในกรุงเทพมหานคร  

และ จงัหวดัชลบรีุ ภายในเดือน ธันวาคม 2553 ดงันัน้ ผลการศกึษาท่ีได้อาจไม่สามารถเป็น
ตัวแทนของสมุนไพรทัง้ประเทศได้ เน่ืองจากมีปัจจัยท่ีส่งผลถึงสารส าคัญ หรือองค์ประกอบ
ภายในสมนุไพร เช่น ปัจจยัของสภาพแวดล้อม (สภาพดิน น า้ และอากาศ) นอกจากนีผู้้วิจยัยงั
ขาดข้อมลูเก่ียวกบัอายขุองสมนุไพร ซึง่อาจมีผลตอ่สารส าคญั หรือองค์ประกอบภายในสมนุไพร 

วิธีการสกดัสารจากสมนุไพร 
ผู้วิจยัใช้วิธีมาเซอเรชนั (Maceration) ในการสกดัสารส าคญัจากสมนุไพร โดยใช้ตวัท า

ละลายเอทานอล และวิธีต้ม (Boil) โดยใช้ตวัท าละลายน า้ ผู้วิจยัเลือกใช้ตวัท าละลายทัง้ 2 ชนิดนี ้
เน่ืองจาก ตวัท าละลายทัง้ 2 ชนิดหาได้ทัว่ไปในประเทศ มีความปลอดภยัต่อสภาพแวดล้อม 
สามารถน าไปรับประทานได้ซึ่งถือเป็นข้อส าคญั เน่ืองจากงานวิจัยนีมี้วัตถุประสงค์เพื่อน าไป
พฒันาใช้ในการรักษามนษุย์ ภายหลงัจากการสกดัสารส าคญัออกจากสมนุไพร ตวัท าละลายจะ
ถกูท าให้ระเหยออกด้วยวิธี evaporation ส าหรับเอทานอล และ lyophilization ส าหรับน า้เพื่อให้
ได้สารสกดัหยาบ จากนัน้ผู้วิจยัเลือก DMSO เป็นตวัท าละลายสารสกดัหยาบ เน่ืองจาก DMSO 
สามารถละลายสารต่างๆได้ทัง้ส่วนท่ีมีขัว้ (polar) และ ไม่มีขัว้ (nonpolar) ถึงแม้ว่าจะมีการ
รายงานถึงความเป็นพิษของ DMSO ต่อเซลล์เพาะเลีย้ง แต่อย่างไรก็ตาม ณ ความเข้มข้นท่ี     
0.1 เปอร์เซน็ต์ (v/v) เป็นท่ียอมรับกนัวา่ไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง ซึง่การวิจยัครัง้นีผู้้วิจยัได้ท า
การทดสอบความเป็นพิษของ DMSO ร่วมด้วย พบว่า DMSO ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลีย้ง  
LAN-5 ทัง้ความเข้มข้นท่ี 0.1 และ 0.01 เปอร์เซน็ต์ (v/v)  

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรไทยตอ่เซลล์ประสาทมนษุย์เพาะเลีย้ง (LAN-5 cells) 
การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรไทยตอ่เซลล์ประสาทมนษุย์เพาะเลีย้ง ผู้วิจยัเลือก

เซลล์ LAN-5 ในการศกึษา เน่ืองจากลกัษณะส าคญัของเซลล์ชนิดนีเ้ป็นเซลล์ประสาทซึง่น่าจะมี
การแสดงออกของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน, โดพามีน และนอร์อิพิเนฟริน ดงันัน้
จงึน าเซลล์เพาะเลีย้งชนิดนีม้าใช้เป็น in vitro model ส าหรับการศกึษาโรคซมึเศร้า ผู้วิจยัใช้เซลล์ 
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LAN-5 เพื่อศกึษา 1. ศกึษาความเป็นพิษของสารสกดัสมนุไพร และยาต้านโรคซมึเศร้าต่อเซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 โดยวดัจากอตัราการรอดชีวิตของเซลล์เม่ือทดสอบด้วยสารสกัด
สมนุไพร 2. ศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรตอ่การแสดงออกของยีน hSERT,hDAT และ hNET 
ในระดบั mRNA ซึง่เป็นโปรตีนท่ีใช้ขนสง่สารสื่อประสาทชนิดซีโรโทนิน, โดพามีน และนอร์อิพิเน- 
ฟริน บริเวณ synaptics cleft กลบัเข้าสู ่pre-synaptic cell  โดยปริมาณสารสื่อประสาทบริเวณ 
synaptic cleft มีความสมัพนัธ์ต่อการเกิดโรคซมึเศร้า ผู้วิจยัใช้เวลาในการทดสอบสารสกดั
สมนุไพรไทย เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปกติเซลล์ LAN-5 จะมีเวลาในการแบง่ตวั (doubling time) 
ประมาณ 5 ชัว่โมง (50,000 เซลล์) (103) ผู้วิจยัจงึคาดวา่น่าจะครอบคลมุเวลาท่ีใช้ในการแบง่ตวั
ของเซลล์ ดงันัน้ผลการทดสอบน่าจะแสดงถึงฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรต่อเซลล์ LAN-5 ในทุก
ระยะการแบง่ตวัของเซลล์ท่ีประกอบด้วยระยะ G1, S, G2 และ M 3 และ การศกึษาฤทธ์ิของสาร
สกดัสมนุไพรต่อการท างานของโปรตีนขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนเปรียบเทียบกบัฤทธ์ิ
ของยาต้านโรคซมึเศร้าโดยใช้ชดุน า้ยา Neurotransmitter transporter uptake assay เพื่อวดั
อตัราการท างานของโปรตีน โดยการทดสอบนีผู้้ วิจยัใช้เวลาในการทดสอบสารสกดัสมนุไพรเป็น
เวลา 30 นาที เน่ืองจากเป็นระยะเวลาท่ีชดุทดสอบนีแ้นะน าให้ใช้ในการทดสอบ    

การทดสอบวดัความเป็นพิษของสารสกดัสมนุไพรตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง LAN5 คณะผู้วิจยั
ได้ใช้วิธี MTT assay ซึง่คา่ท่ีได้จากวิธี MTT assay มกัใช้บง่ชีส้ภาวะการเสียหายของเอนโดร- 
พลาสมิกเรติคลูมั และไมโทคอนเดรีย เพราะการเกิดปฏิกิริยาการรีดิวซ์สารประกอบ MTT ด้วย 
ตวัรีดิวซ์คือ NADH และ NAD(P)H ต้องใช้เอนไซม์ภายในเอนโดรพลาสมิก เรติคูลมั และ          
ไมโทคอนเดรีย เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เม่ือทดสอบเซลล์ LAN-5 กบัสารสกดัสมนุไพรไทยท่ีสกดัจาก
ตวัท าละลายเอทานอล และน า้ พบว่า เม่ือทดสอบด้วยวิธี MTT assay สารสกดัใบสะระแหน่,   
ใบขีเ้หลก็ และ บวับก จากตวัท าละลายเอทานอล และน า้ท่ีความเข้มข้นสงู ได้แก่ 300, 600, 800 
และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) ซึง่จากผลการทดสอบท่ีได้ คณะผู้วิจยัได้เลือกความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสดุ และ
มากท่ีสดุจากการทดสอบ MTT assay ท่ีไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลีย้ง LAN-5 ไปใช้
ทดสอบฤทธ์ิในการต้านโรคซมึเศร้า ได้แก่ 25 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อให้ผลการ
ทดสอบท่ีได้มีความใกล้เคียงกบัความจริงมากท่ีสดุ สามารถน าไปวิเคราะห์ผลได้ว่าฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การแสดงออกของยีน hSERT, hDAT และ hNET และฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของโปรตีน
ขนส่งสารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนของสารสกัดสมุนไพรสามารถยบัยัง้ได้จริง ไม่ได้เกิดจาก
ความเป็นพิษของสารสกดัสมนุไพรท่ีท าให้เซลล์เพาะเลีย้งตาย  
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ส าหรับผลทดสอบวดัความเป็นพิษของสารละลายยาต้านโรคซมึเศร้าด้วยวิธี MTT assay 
พบว่าสารละลายของ fluoxetine, desipramine hydrochloride ท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 
และ GBR12935 ท่ีความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ (ความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบ) ไม่มีความ
เป็นพิษตอ่เซลล์เม่ือทดสอบด้วยสถิติ Independent sample t-test เทียบกบัเซลล์ในกลุม่ควบคมุ
ลบ ดงันัน้จึงน าความเข้มข้นดงักล่าวไปใช้ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของโปรตีนขนส่ง
สารสื่อประสาทชนิดโมโนเอมีนได้ 

จากการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัใบสะระแหนใ่นการต้านโรคซมึเศร้าผา่นกลไกการยบัยัง้
การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และhSERT ในระดบั mRNA ด้วยเทคนิค RT-PCR และผ่าน
กลไกการยบัยัง้การท างานของ MATs ด้วยเทคนิค Uptake assay พบว่า สารสกดัใบสะระแหน่  
ท่ีสกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีฤทธ์ิต้านโรคซึมเศร้าผ่านทัง้          
2 กลไก โดยท่ีสามารถยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และ hSERT ในระดบั       
mRNA ได้ และสามารถยบัยัง้การท างานของ MATs และเม่ือทดสอบแยกกนัระหว่าง DAT, NET 
และ SERT พบวา่ยงัสามารถยบัยัง้การท างานของ SERT  ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
อีกด้วย ส าหรับท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรพบว่ามีฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าผ่านกลไก
การยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และสามารถยบัยัง้การท างานของ MATs และเม่ือ
ทดสอบแยกกนัระหว่าง DAT, NET และ SERT พบว่ายงัสามารถยบัยัง้การท างานของ DAT ได้
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)   

ส าหรับสารสกดัใบสะระแหน่ท่ีสกดัด้วยน า้ท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
ฤทธ์ิต้านโรคซึมเศร้าผ่านกลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT และ hNET ในระดบั 
mRNA ได้ และยบัยัง้การท างานของการท างานของ MATs ได้อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) ส าหรับท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรมีฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าผ่านกลไกการ
ยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT และ hSERT ในระดบั mRNA สามารถยบัยัง้การท างานของ 
MATs อีกทัง้ยงัสามารถยบัยัง้การท างานของ DAT และ SERT ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เม่ือทดสอบแยกกนั  

จากการทดสอบข้างต้นสรุปได้ว่าสารสกัดใบสะระแหน่ท่ีสกัดด้วยด้วยเอทานอล และ     
ท่ีสกดัด้วยน า้ มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ SERT และ DAT ซึง่อาจเน่ืองจากสารประกอบในสาร
สกดัใบสะระแหน่บางชนิดมีฤทธ์ิกระตุ้น หรือยบัยัง้โปรตีนไคเนสตา่งๆ ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ 
phosphorylation ซึ่งเป็นกลไกควบคมุการท างานของ MATs ในเซลล์ประสาท ท าให้สาร          
สื่อประสาทผ่าน MATs เข้าสู่เซลล์ได้ลดลง โดยจากงานวิจัยท่ีผ่านมาได้ศึกษาเก่ียวกับ        
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ตวัอย่างของโปรตีนไคเนสท่ีมีความเก่ียวข้องกับระบบประสาท monoaminergic อีกด้วย      
(ตารางท่ี 5.1)  

ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Haeseler และคณะในปี 2002 ศกึษาพบว่าสารประกอบ
เมนทอล (Menthol) ซึง่เป็นสารประกอบท่ีพบมากในพืชตระกลู Mentha. (Mentha species.) ซึง่
เป็นตะกลูเดียวกบัสะระแหน่ มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ voltage-sensitive sodium channels 
ซึง่มีกลไกการท างานคล้ายกบั MATs โดยอาศยัโซเดียมในการพาสารสื่อประสาทเข้าสู่เซลล์ 
ดงันัน้จึงอาจตัง้สมมติฐานได้ว่าสารประกอบเมนทอลเป็นสารออกฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ 
SERT และ DAT (104)  

นอกจากนีผู้้ วิจยัได้ท าการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัใบสะระแหน่ต่อกลไกการยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน hDAT, hSERT และ hNET ในระดบั mRNA ซึง่เป็นกลไกหนึ่งท่ีเก่ียวข้องกบั
การต้านโรคซมึเศร้า พบวา่สารสกดัใบสะระแหน่ ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้ มีฤทธ์ิ
ยบัยัง้การแสดงออกของยีนทัง้ 3 ชนิดได้ในระดบั mRNA ดงันัน้จึงอาจกล่าวได้ว่าสารสกดัใบ
สะระแหน่มีฤทธ์ิในการต้านโรคซมึเศร้าได้ใน in vitro model 

ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจากบวับกในการต้านโรคซึมเศร้าผ่านกลไกการ
ยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และhSERT ในระดบั mRNA ด้วยเทคนิค RT-PCR 
และผ่านกลไกการยบัยัง้การท างานของ MATs ด้วยเทคนิค Uptake assay พบว่า สารสกดัจาก
บวับกท่ีสกดัด้วยเอทานอล และน า้มีฤทธ์ิต้านโรคซึมเศร้าผ่านกลไกยบัยัง้การแสดงออกของยีน 
hDAT, hNET และ hSERT ในระดบั mRNA ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เพียงกลไก
เดียวเท่านัน้ ไม่สามารถยบัยัง้การท างานของ MATs ได้ จากผลการทดสอบข้างต้นอาจกลา่วได้
ว่าสารสกดับวับกจากเอทานอล และน า้ มีฤทธ์ิในการต้านโรคซมึเศร้าได้โดยผ่านกลไกการยบัยัง้
การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และ hSERT ในระดบั mRNA ท าให้เซลล์ไม่สามารถ
สงัเคราะห์ MATs มาใช้ในการพาสารสื่อประสาทเข้าสู่เซลล์ได้ ซึ่งสอดคล้องกบัการศึกษาของ 
Sakina และคณะในปี ค.ศ. 1990 ท่ีศึกษาฤทธ์ิของสารสกดับวับกในการต้านโรคซมึเศร้าในหน ู
rat  พบว่า สารประกอบ atropine ในบวับกมีฤทธ์ิกดประสาท และต้านโรคซมึเศร้าได้เช่นกนั     
แตไ่มท่ราบกลไกการออกฤทธ์ิของสารท่ีแน่ชดั (105) 

และผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัใบขีเ้หลก็ในการต้านโรคซมึเศร้าผา่นกลไกการยบัยัง้
การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และhSERT ในระดบั mRNA ด้วยเทคนิค RT-PCR และผ่าน
กลไกการยบัยัง้การท างานของ MATs ด้วยเทคนิค Uptake assay พบวา่สารสกดัใบขีเ้หล็กท่ีสกดั
ด้วยตวัท าละลายเอทานอล และน า้มีฤทธ์ิยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT, hNET และ hSERT 
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ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งให้ผลคล้ายกับสารสกัดใบสะระแหน่ และ บัวบก        
จึงอาจกล่าวได้ว่าสารสกัดใบขีเ้หล็กด้วยตัวท าละลายเอทานอล และน า้มีฤทธ์ิในการต้าน        
โรคซมึเศร้าได้ใน in vitro model โดยผ่านกลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยีน hDAT, hNET 
และ hSERT และเน่ืองจากในปัจจบุนัยงัไม่มีการศกึษาฤทธ์ิของใบขีเ้หล็กในการต้านโรคซมึเศร้า 
ดงันัน้ท าให้คณะผู้วิจยัไม่สามารถสรุปได้ว่าสารประกอบชนิดใดในสารสกดัใบขีเ้หล็กท่ีออกฤทธ์ิ
ต้าน โรคซมึเศร้าได้ผา่นกลไกดงักลา่ว จงึต้องมีการศกึษาเพิ่มเตมิตอ่ไปในอนาคต 

แต่จากงานวิจยัท่ีผ่านมาท่ีศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรต่อการต้านโรคซมึเศร้าทัง้ใน 
in vitro model และ in vivo model ได้ค้นพบสารประกอบหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิในการต้านโรค
ซมึเศร้า (ตารางท่ี 5.2) ดงันัน้จึงอาจกลา่วได้ว่าสารสกดัสมนุไพรทัง้ 3 ชนิดท่ีใช้ศกึษาในงานวิจยั
นีมี้สว่นประกอบของสารประกอบดงักลา่วอยูด้่วย 

การทดสอบวดัความเป็นพิษของสารท่ีใช้ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของโปรตีน
ขนสง่สารสื่อประสาทโมโนเอมีนด้วยวิธี MTT Assay พบว่าสารทดสอบทัง้หมดไม่มีความเป็นพิษ
ตอ่เซลล์ (P<0.05) ดงันัน้ผลทดสอบท่ีได้จึงมีความน่าเช่ือถือ โดยท่ีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างาน
ของโปรตีนขนสง่สารสื่อประสาทโมโนเอมีนนัน้เกิดขึน้จริงไมไ่ด้เกิดจากการตายของเซลล์ 

ตารางที่ 5.1 โปรตนีไคเนสที่มีความเกี่ยวข้องกับระบบประสาท monoaminergic  

ชนิดของโปรตีนไคเนส หน้าที่การท างาน แหล่งอ้างองิ 

PKC กระตุ้นการท างานของ MATs ทัง้ 3 ชนิด 

(79) 
p38 MAPKC ยบัยัง้การท างานของ SERT และ NET 

CaMK II ยบัยัง้การท างานของ MATs ทัง้ 3 ชนิด 

ERK1/2 ยบัยัง้การท างานของ DAT 

ตารางที่ 5.2 สารประกอบในสารสกัดสมุนไพรที่มีฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้า 

สารประกอบ การออกฤทธ์ิ แหล่งอ้างองิ 

Ginsenoside ยบัยัง้การท างานของ DAT และ SERT 

(106) 
Crosin ยบัยัง้การท างานของ MATs ทัง้ 3 ชนิด 

Safranal ยบัยัง้การท างานของ MATs ทัง้ 3 ชนิด 

Hyperfolin, Hypericin ยบัยัง้การท างานของ MATs ทัง้ 3 ชนิด 
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5.2 สรุป และข้อเสนอแนะ 
 จากผลการทดสอบทัง้หมดท่ีกล่าวมานัน้ สามารถสรุปได้ว่าสารสกดัสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด   
มีฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าได้โดยผ่านกลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยีน hSERT, hDAT และ hNET 
ในระดบั mRNA แต่ส าหรับสารสกดัใบสะระแหน่ยงัมีฤทธ์ิต้านโรคซึมเศร้าได้โดยผ่านกลไกการ
ยบัยัง้การท างานของ DAT และ SERT ทัง้ท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอล และ ท่ีสกดัด้วยตวัท า
ละลายน า้ ได้อีกด้วย (P<0.05) อย่างไรก็ตามคณะผู้วิจยัได้ใช้สารสกดัสมนุไพรท่ีเป็นสารสกัด
หยาบในการทดสอบ (crude extract) ดงันัน้จงึไมส่ามารถระบไุด้ว่าสารประกอบชนิดใดท่ีสามารถ
ออกฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าผ่านทัง้ 2 กลไกดงักลา่วได้  ท าให้อาจจะต้องมีการศกึษาค้นคว้าเพิ่มเติม
ตอ่ไปในอนาคต เพื่อสามารถระบไุด้ว่าสารประกอบชนิดใดในสารสกดัสมนุไพรทัง้ 3 ชนิดท่ีออก
ฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าผ่านกลไกการยบัยัง้การแสดงออกของยีน hSERT, hDAT และ hNET ใน
ระดบั mRNA และสารประกอบชนิดใดในสารสกดัใบสะระแหน่      ท่ีออกฤทธ์ิต้านโรคซมึเศร้าผา่น
กลไกการยบัยัง้การท างานของ DAT และ SERT โดยอาจใช้เทคนิคแยกสารสมนุไพรให้เป็น
สารประกอบบริสทุธ์ิ เช่น Liquid column chromatography, Silica gel column 
chromatography, Gas chromatography และ ใช้เทคนิคท่ีสามารถระบโุครงสร้างโมเลกลุของ
สารนัน้ๆได้ร่วมด้วย เช่น Nuclear magnetic resonance (NMR), Mass spectrometry 
นอกจากนีอ้าจจะศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัสมนุไพรภายในสตัว์ทดลอง (In vivo study) เพิ่มเติมเพื่อ
ศกึษากระบวนการดดูซมึสารออกฤทธ์ิภายในร่างกายวา่สามารถออกฤทธ์ิได้เป็นอย่างดี และให้ผล
คล้ายกนักบัการทดสอบในหลอดทดลอง (In vitro study) เพื่อเป็นประโยชน์ในการไปปรับใช้ และ
พฒันายาต้านโรคซมึเศร้าท่ีให้ผลข้างเคียงต่อผู้ ป่วยได้น้อยท่ีสดุ และมีประสิทธิภาพในการรักษา
ได้มากท่ีสดุในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

น า้ยาและสารละลายที่ใช้ในการทดสอบ 

1. MTT stock solution reagents 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
MTT dye 5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 7.4) 1 มิลลิลิตร กรองผ่าน

กระดาษกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.22 µm เพื่อท าให้ปราศจากเชือ้ และแยกตะกอนเล็กๆ 
ท่ียงัละลายไม่ดีออก เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  

2. การเตรียม DEPC-treated water  
 ประกอบด้วย 0.01% Diethylpyrocarbonate (DEPC) ผสมกบัน า้ในภาชนะท่ีปราศจาก

Rnase ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืนและน าไปอบฆ่าเชือ้ (autoclave) 
3. การเตรียม 10% DMEM with glucose (50mL) 
  DMEM     45  มิลลลิติร 
  Fetal Bovine Serum   5  มิลลลิติร 

Antibiotic - Antimycotic  500  ไมโครลติร      
ผสมให้เข้ากนัในหลอดทดลองขนาด 50 mL เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4oC 

4. การเตรียม Tris-acetate Buffer (TAE) (50X) 
 Tris base  242 กรัม 
 Glacial acetic acid 57.1 มิลลลิติร 
 0.5 M EDTA, pH 8 100 มิลลลิติร 
 เติมน า้จนครบ 1 ลติร 
5. การเตรียมอะกาโรสเจล 2% (100 mL) 
  ชัง่ผงอะกาโรส 2 กรัมแล้วเติม 1X TAE buffer จนมีปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากนัจากนัน้น าเข้าไมโครเวฟจนละลายเป็นเนือ้เดียวกนั เทลงแม่พิมพ์เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดย
การแช่ไว้ใน 1X TAE buffer 
6. การเตรียม 1X HBSS (1 ลิตร) 

10X HBSS  100 มิลลลิติร 
1M HEPES  20 มิลลลิติร 
เติมน า้จนครบ 1 ลติร 

7. การเตรียม 1X HBSS+0.1%BSA Buffer 
35%BSA  286 ไมโครลติร 
1X HBSS  100 มิลลลิติร 
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ภาคผนวก ข 
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

สัญลักษณ์ ค าย่อ และค าอธิบาย 
ค าย่อ     ค าอธิบาย  
5-HT     serotonin  
ºC     องศาเซลเซียส 
OD     การดดูกลืนแสง (optical density) 
%     เปอร์เซน็ต์ 
/     per 
µ     micro (10-6) 
µl     microlitre 
Abs     Absorbance 
bp     Base pairs 
cDNA     Complementary deoxyribonucleic acid 
DA     Dopamine 
DAT     Dopamine transporter 
DMSO      Dimethyl sulfoxide 
DEPC      Diethyl pyrocarbonate 
DNA      Deoxyribonucleic acid 
DNase      Deoxyribonuclease 
FBS     Fetal Bovine Serum 
g     Gram 
GBR12935 1-(2-(diphenylmethoxy)ethyl)-4-(3-phenylpropyl) 

piperazine 
hDAT     Human dopamine transporter gene 
hNET     Human norepinephrine transporter gene 
hSERT     Human serotonine transporter gene  
M     Molar 
MATs     Monoamine transporters 
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mM     Milimolar 
µM     Micromolar 
mg      Milligram  
ml      Millilitre 
MTT   (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) 
mRNA      Messenger Ribonucleic acid 
NADP     Nicotinamide adenine dinucleotide (reduced) 
NADPH    Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  

(reduced) 
NE     Norepinephrine 
NET     Norepinephrine transporter 
nm      Nanometer 
PCR      Polymerase Chain Reaction 
P     P-value 
PBS     Phosphate Buffered Saline 
pH      Negative logarithm of the hydrogen ion  

concentration 
RNA      Ribonucleic acid 
RNase      Ribonuclease 
RT-PCR     Reverse transcription-polymerase chain reaction 
SERT     Serotonin transporter 
U      Unit 
v / v      Volume by volume 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 นางสาวลกัขิกา ธเนศผาติสขุ เกิดเม่ือวนัท่ี 2 มีนาคม พ.ศ.2531 ณ โรงพยาบาลกรุงเทพ 
กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ 
คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2552 และได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบั
บัณฑิตศึกษา หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและ               
อณูทางการแพทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย                  
ในปีการศึกษา 2553 โดยได้รับทุนอุดหนุนการศึกษา จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย และทุนผู้ ช่วยสอน จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้รับทุน       
ในการท าวิจยัจาก “ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั” กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นท่ี 18  
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