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หนึ่งในสาเหตุส าคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของระบบประสาทนั้นเกิดได้จากภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์

ประสาท โดยพบว่าสารสื่อประสาทชนิดกลูตาเมตเมื่อมีระดับสูงผิดปกติสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดอนุมูลอิสระและภาวะเครียด
ออกซิเดชันน าไปสู่การสูญเสียและการตายของเซลล์ประสาทได้ โดยเฉพาะการตายของเซลล์จากการเกิดกระบวนการออโตฟาจีมาก
เกินไป ซ่ึงเป็นกระบวนการที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการตายของเซลล์ผ่านวิถีอื่นๆ รางจืด (Thunbergia laurifolia) เป็นพืช
สมุนไพรไทยมีสรรพคุณในการถอนพิษ ต้านการอักเสบ และ ต้านอนุมูลอิสระได้ดี จุดประสงค์ในการวิจัยครั้งนี้ คือ ศึกษาคุณสมบัติ
การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบรางจืด และการปกป้องการตายของเซลล์ประสาทผ่านวิถีออโตฟาจี จากการเหนี่ยวน า
ภาวะเครียดออกซิเดชันด้วยกลูตาเมตโดยทดสอบในเซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 ใบรางจืดถูกน ามาสกัดด้วย
เอทานอล จากผลการทดสอบพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ และมีปริมาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์และฟีนอลิกสูง โดยจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS และเปรียบเทียบผลที่ได้กับฐานข้อมูล METLIN-(CA, USA) 
พบสารออกฤทธิ์ส า คัญที่ ยั งไม่มีรายงานในสารสกัดเอทานอลของใบรางจืด  ได้แก่  Apigenin 7-O-glucoside และ 7-
Hydroxycoumarin ยิ่งไปกว่านั้นสารสกัดหยาบจากใบรางจืดยังสามารถลดการตายของเซลล์ประสาทจากการเหนี่ยวน าความเป็น
พิษด้วยกลูตาเมต โดยสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์  และเพิ่มการแสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระที่ท าหน้าที่
ส าคัญในกระบวนการต้านอนุมูลอิสระในร่างกาย ได้แก่ superoxide dismutase 1 และ 2 (SOD1 and SOD2) catalase (CAT) 
และ glutathione peroxidase (GPx) ซ่ึงสัมพันธ์กับการลดการเกิดกระบวนการออโตฟาจีภายในเซลล์และเพิ่มปริมาณ ไมโตคอน
เดรียโปรตีน โดยพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถลดอัตราส่วนการแสดงออกของโปรตีน LC3B-II/LC3B-I และเพิ่มการ
แสดงออกของไมโตคอนเดรียโปรตีน TOM20 เมื่อท าการตรวจหาต าแหน่งที่จ าเพาะต่อการแสดงออกของโปรตีนในกระบวนการออ
โตฟาจี (LC3B) และไมโตคอนเดรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดคอนโฟคอล พบว่า สารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถลดการเกิด 
LC3-puncta ซ่ึงเป็นลักษณะเด่นของการเกิดกระบวนการออโตฟาจี  นอกจากนี้สารสกัดหยาบจากใบรางจืดยังลดการ 
colocalization ของ LC3B และไมโตคอนเดรีย จากผลการศึกษานี้เราพบสารออกฤทธิ์ส าคัญใหม่ที่ยังไม่มีรายงานมาก่อนของใบ
รางจืด โดยสารออกฤทธิ์นี้มีความสามารถในการปกป้องเซลล์ประสาทชนิด HT-22 จากภาวะเครียดออกซิเดชันและเป็นปัจจัยส าคัญ
ท าให้สารสกัดจากใบรางจืดมีความสามารถลดการตายของเซลล์ประสาทผ่านวิถีออโตฟาจีได้  ซ่ึงอาจสามารถน าไปพัฒนาเป็น
สมุนไพรทางเลือกหรือยาเพื่อใช้ในการป้องกันหรือรักษาการเกิดโรคความเส่ือมของระบบประสาทได้ในอนาคต 
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One of the causes of neurodegenerative disorders is an oxidative stress. Excessive 

neurotransmitter, namely glutamate, can accumulate and produce free radicals and oxidative stress, resulting 
in neuronal loss and death. Interestingly, the overactivation of autophagy is main cell death mechanism in 
neurons. This process plays an important role in controlling the cell death through other pathways. Thunbergia 
laurifolia or Rang-Jued is well known as an herbal tea in Thailand with strong detoxification, anti-inflammation 
and antioxidant properties. The aim of this study was to evaluate the antioxidant properties and the 
neuroprotective effects of T. laurifolia extract (TLE) against glutamate-induced oxidative stress and neuronal 
cell death via autophagy pathway in HT-22 cells. The leaves were extracted with ethanol. Our results 
demonstrated that TLE had the neuroprotective effects against glutamate induced oxidative stress. TLE 
contained high total phenolic and total flavonoid contents. In addition, we found main bioactive compounds 
which have not been reported in TLE from ethanol, namely Apigenin 7-O-glucoside and 7-Hydroxycoumarin, 
from LC-MS analysis and the data were compared with METLIN-(CA, USA) database. Moreover, TLE could 
attenuate neuronal death from glutamate-induced toxicity. TLE inhibited the intracellular ROS generation 
caused by glutamate and also up-regulated the gene expression of certain antioxidant enzymes which play a 
significant role in antioxidant process in the body, including superoxide dismutase 1 and 2 (SOD1 and SOD2), 
catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx). These results are related to the relationship between a 
decrease in the autophagy process and an increase in the number of mitochondria in cells. We found that TLE 
decreased the autophagic protein expression ratio (LC3B-II/LC3B-I) and increased mitochondria protein 
expression (TOM20). Additionally, we detected specific localizations of the autophagy specific protein (LC3B) 
and mitochondria using a confocal microscope. The result showed that TLE could reduce the occurrence of 
LC3-puncta, which is a characteristic of the autophagy process. Moreover, TLE also suppressed the 
colocalization of LC3B and mitochondria. Based on this study, we have discovered the bioactive compounds 
which have not been reported in TLE.  These bioactive compounds could be the key factors of TLE to protect 
HT-22 neuronal cell death against oxidative stress through the autophagy pathway. Thus, Rang-Jued could be 
developed and used as alternative herbal medicine for prevention of neurodegenerative disorders. 
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บทที่ 1 บทน า 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 

ปัจจุบันประชากรของโลกมีจ านวนผู้สูงอายุที่เพ่ิมมากขึ้นทุกปี จากการศึกษาพบว่า มากกว่า

ร้อยละ 11 ของประชากรโลกมีอายุมากกว่า 60 ปี และมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อยๆ ส าหรับประเทศไทยนั้น

ก าลังจะเข้าสู่สังคมผู้สูงวัยโดยมีจ านวนผู้สูงอายุเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วหากเทียบกับประเทศในกลุ่มทวีป

เอเชียและชาติตะวันตก ทั้งยังมีการคาดการณ์ว่าจ านวนผู้สูงอายุ (อายุ 60 ปี ขึ้นไป) จะมีเพ่ิมขึ้นเป็น

ร้อยละ 30 ของประชากรในประเทศ และคาดว่าประเทศไทยจะเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุในปี ค.ศ. 2021 

(Haque 2016 ; Kanasi, Ayilavarapu et al. 2016 ; Christensen, Doblhammer et al. 2009) 

การมีอายุที่เพ่ิมมากขึ้นประกอบกับวัยที่ชราและความเกี่ยวข้องกับความเสื่อมต่างๆ ของ

ร่างกายเมื่ออายุเพ่ิมมากขึ้น หนึ่งในโรคที่ เกี่ยวข้อง ได้แก่ โรคความเสื่อมทางระบบประสาท 

(neurodegenerative diseases) เป็นหนึ่งในโรคส าคัญที่มีอัตราการเกิดเพ่ิมสูงขึ้นควบคู่กับปริมาณ

ผู้สูงอายุที่เพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้มีการสูญเสียหรือการตายของเซลล์ประสาทและน ามาสู่ภาวะสมอง

เสื่อม (dementia) ได้ ตัวอย่างของโรคที่เกิดจากภาวะนี้ได้แก่ Alzheimer’s disease (AD) คิดเป็น 

ร้อยละ 60-70 ของภาวะสมองเสื่อมทั้งหมด นอกจากนี้ยังมีโรคอ่ืนๆ ได้แก่ Parkinson’s disease 

(PD) Huntington’s disease (HD) Multiple sclerosis (MS) แ ล ะ  Amyotrophic lateral 

sclerosis (ALS) (Holtzman, Morris et al. 2011 ; Yacoubian 2017 ; Kumar, Singh et al. 

2015) จากการศึกษาในปี  2019 พบว่ามีผู้ป่วยสมองเสื่อมทั่วโลกถึง 46.8 ล้านคน และมีการ

คาดการณ์ว่าจะเพ่ิมขึ้นเป็นเท่าตัวในปี 2050 (Bhatt, Comas Herrera et al. 2019) สาเหตุการเกิด

โรคสมองเสื่อมยังไม่สามารถระบุได้แน่ชัด โดยมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องได้หลากหลาย ได้แก่ ปัจจัยด้าน

พันธุกรรม และปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม โดยปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่ง คือภาวะเครียดออกซิเดชัน ซึ่ง

สาเหตุอาจเกิดได้จากภายในและภายนอกร่างกาย สามารถสร้างความเสียหายให้กับส่วนต่างๆ ใน
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เซลล์ของร่างกาย สุดท้ายส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทในที่สุด (Niedzielska, Smaga et 

al. 2016 ; Li, O et al. 2013)  

โดยปกติแล้วเซลล์จะมีการสร้างสารอนุมูลอิสระ Reactive Oxygen Species (ROS) 

โดยเฉพาะในส่วนของไมโตคอนเดรีย (mitochondria) จะมีกระบวนการสร้างพลังงาน ATP แต่

ร่างกายนั้นมีการรักษาสมดุลโดยกระบวนการต้านอนุมูลอิสระด้วยระบบเอ็นไซม์ ได้แก่ superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) แ ล ะ  thioredoxin 

reductase (TR) เป็นต้น และระบบที่ไม่ใช่เอ็นไซม์ เช่น วิตามินซี วิตามินอี และกลูตาไทโอน เป็นต้น 

(Li, O et al. 2013, Cui et al. 2015) เมื่ออายุเพ่ิมมากขึ้นระบบในการรักษาสมดุลต่างๆเหล่านี้มัก

เสื่อมถอยลงไป ท าให้ร่างกายสูญเสียสมดุลในการรักษาระดับของ ROS จึงเกิดการสะสมภายในเซลล์

อย่างต่อเนื่องจนท าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ดังนั้น ROS ที่เพ่ิมสูงขึ้น

สามารถเข้าไปท าปฏิกิริยากับโมเลกุลภายในเซลล์ ได้แก่  ไขมัน โปรตีน และหน่วยพันธุกรรม ท าให้

เกิดความเสียหายต่อเซลล์ หนึ่งในออร์แกแนลล์ที่ส าคัญซึ่งได้รับความเสียหายจากภาวะเครียด

ออกซิเดชัน (oxidative damage) เป็นบริเวณแรกๆ คือ ไมโตคอนเดรีย รวมไปถึง หน่วยพันธุกรรม 

หรือที่เรียกว่า ดีเอ็นเอ (DNA) ซึ่งถูกออกซิไดซ์เกิดเป็น DNA lesion ส่งผลให้สารพันธุกรรมมีความ

ผิดปกติและเป็นสาเหตุของการตายของเซลล์ (Cui et al. 2015 ; Kim, Kim et al. 2015) 

กลูตาเมต เป็นหนึ่งในสารสื่อประสาทที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ excitatory มี

บทบาทส าคัญในการท างานของสมอง ระดับกลูตาเมตที่เหมาะสมนั้น กลูตาเมตจะมีส่วนช่วยในการ

ควบคุมกลไกต่างๆ ภายในสมองเช่น ความจ า การเรียนรู้ อารมณ์ เป็นต้น แต่หากมีระดับกลูตาเมตใน

สมองมากเกินไปก็เป็นสาเหตุให้เกิดความผิดปกติของเซลล์ประสาท หรือเซลล์ประสาทเกิดการตายได้

เช่นกัน โดยสามารถกระตุ้นการเกิดอนุมูลอิสระจนเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์ผ่าน 2 

กลไก คือ 1) ผ่านกลูตาเมต receptor และ 2) ผ่าน cysteine glutamate antiporter โดยกลไกที่
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ไม่ผ่าน receptor สามารถเกิดขึ้นได้มากกว่าเพราะสามารถเกิดได้กับเซลล์ประสาททุกชนิดทั้งที่มี 

receptor และไม่มี receptor (Liu, Chang et al. 2019) มีการศึกษาพบว่า การมีระดับกลูตาเมตสูง

ในเซลล์ประสาทมีความเกี่ยวข้องกับโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทเช่น โรคอัลไซเมอร์ 

โรคพาร์กินสัน และโรคฮันติงตัน โดยมีการศึกษาพบว่าในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสที่มีกลูตาเมตสูงมี

การสะสมของโปรตีน tau และ Aβ มากขึ้น (Kritis, Stamoula et al. 2015)   

กระบวนการออโตฟาจีเป็นกระบวนการที่มีส่วนส าคัญในการเจริญเติบโตของเซลล์โดยมี

หน้าที่ในการย่อยสลายส่วนต่างๆ ภายในเซลล์ที่เกิดความเสียหายโดยสร้างเยื้อหุ้มมาปิดล้อมแล้ว

ขนส่งไปท าลายที่ lysosome และหมุนเวียนสารอาหารต่างๆ แต่การเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ 

ออโตฟาจีมากเกินไปเช่น การมีปริมาณ ROS สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง เป็นสาเหตุหนึ่งท าให้เกิดการตาย

ของเซลล์ได้ เพราะว่าเซลล์นั้นไม่สามารถควบคุมระดับการเกิดกระบวนการออโตฟาจีให้อยู่ในระดับที่

สมดุลหรือเหมาะสมได้  เราเรียกกระบวนการนี้ว่า “autophagy-mediated autophagic cell 

death” ซึ่งหากเกิดในเซลล์ประสาทจะส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทมากขึ้นน าไปสู่ภาวะ

โรคสมองเสื่อมได้ในที่สุด โดยมีการศึกษาพบว่าการตายของเซลล์ประสาทผ่านกลไกออโตฟาจีเป็น

สาเหตุส าคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของระบบประสาทโดยการตายของเซลล์ผ่านกลไกนี้มีบทบาท

ส าคัญในการควบคุมการตายของเซลล์ในลักษณะอ่ืนเช่น apoptosis และ necrosis เป็นต้น 

(Button, Luo et al. 2015 ; Bialik, Dasari et al. 2018) ดังนั้นการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารต้านอนุมูล

อิสระโดยเฉพาะสารธรรมชาติเช่นสารออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพรไทยต่างๆ เป็นสิ่งที่น่าสนใจที่จะช่วย

ส่งเสริมให้ผู้สูงอายุหันมารับประทานสมุนไพรไทยให้มากขึ้นเพ่ือป้องกันการเกิดภาวะเครียด

ออกซิเดชันที่เกี่ยวข้องกับเซลล์ประสาทซึ่งสามารถชักน าให้เกิดการตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจี จน

อาจน าไปสู่โรคความเสื่อมทางสมองต่างๆ (Dong, Wang et al. 2009 ; Khadrawyb Ya 2014 ; 

Button, Luo et al. 2015) 
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รางจื ด  ห รื อ  ว่ าน รางจื ด  (Thunbergia laurifolia) จั ดอยู่ ใน ว งศ์ เห งือกปลาหมอ 

(Acanthaceae) เป็นสมุนไพรไทยมีลักษณะเป็นเถาโดยใบของรางจืดนิยมรับประทานในรูปแบบของ

ชาสมุนไพร ใบสด เปลือก และราก มีสรรพคุณในการถอนพิษ เช่น ยาฆ่าแมลง แอลกอฮอล์ และพิษ

จากสารเคมี มีการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดมีความสามารถในการต้านการอักเสบ ต้าน

แบคทีเรีย และ ต้านอนุมูลอิสระ (Junsi and Siripongvutikorn 2016) แต่ยังมีการศึกษาในเซลล์

ประสาทที่ค่อนข้างน้อย 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการน าสารสกัดจากรางจืดซึ่งเป็นสมุนไพรที่พบมากในประเทศไทย 

และนิยมรับประทานในรูปแบบของใบชาอบแห้ง มาศึกษาฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์ประสาทจากพิษ 

ของกลูตาเมตโดยอาศัยสารต้านอนุมูลอิสระในการยับยั้งการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันที่จะเกิดขึ้น

ภายในเซลล์ประสาทซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของการตายของเซลล์ประสาทผ่านวิถีออโตฟาจี  โดยมี

การศึกษาก่อนหน้าพบว่าสารสกัดจากรางจืดมีสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด หากสมุนไพรดังกล่าว

สามารถปกป้องเซลล์ประสาทจากพิษของกลูตาเมตได้ จะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการน าสารจาก

ธรรมชาติดังเช่นใบรางจืด มาใช้ในการป้องกันหรือบรรเทาอาการและ/หรือรักษาผู้ป่วยโรคสมองเสื่อม

อย่างมีประสิทธิภาพได้ในอนาคต  

1.2 ค าถามในงานวิจัย 
1). สารสกัดใบรางจืด สามารถปกป้องภาวะเครียดออกซิเดชันที่เกิดจากการเหนี่ยวน าด้วย 

กลูตาเมต ในการทดสอบด้วยเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 ไดห้รือไม่  

2). สารสกัดใบรางจืด สามารถลดการเกิดกระบวนการออโตฟาจี ภายในเซลล์ประสาท

เพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 ได้หรือไม ่

https://medthai.com/tag/ACANTHACEAE/
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1.3 สมมติฐานในงานวิจัย 
สารสกัดใบรางจืดน่าจะลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน และลดกระบวนการเกิด         

ออโตฟาจี ภายในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22  ท าให้เซลล์ประสาท

ดังกล่าวมีชีวิตอยู่รอด 

1.4 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1). เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืด ต่อการต้านภาวะเครียดออกซิเดชันที่เกิดจากการ

เหนี่ยวน าด้วยกลูตาเมตในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22  

2). เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดใบรางจืดต่อการลดการเกิดกระบวนการออโตฟาจี ภายในเซลล์

ประสาทเพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22  
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1.5 กรอบแนวความคิดงานวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neurodegenerative disease เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทโดยมีปัจจัยก่อโรคท่ีส าคัญ คือ 

ภาวะเครียดออกซิเดชันซ่ึงส่งผลให้มีการสูญเสียหรือการตายของเซลล์ประสาทโดยเฉพาะการตายผ่านวิถี

ออโตฟาจี ซึ่งปัจจุบันยังไม่มียาท่ีสามารถรักษาให้หายขาดได้ท าได้เพียงรักษาตามอาการเท่านั้น 

การค้นหาสารสกัดจากธรรมชาติท่ีช่วยป้องกันเซลล์ประสาทจากสารอนุมูลอิสระ ถือว่าเป็นสิ่งส าคัญ 

เพื่อจะได้ป้องกันก่อนท่ีจะท าความเสียหายต่อเซลล์ประสาทที่รุนแรงมากขึ้น จนน าไปสู่การเกิดโรค

ความเสื่อมของระบบประสาท  

สารสกัดจากรางจืดมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ

หรือไม่ 

วัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

รางจืดด้วยวิธี DPPH และ ABTS 

ทดสอบคุณสมบัติของสารสกัดรางจืดในการ

ยับยั้งการตายของเซลล์ HT-22 จากพิษของ 

กลูตาเมตด้วยวิธี MTT และ LDH 

วัดการแสดงออกของเอ็นไซม์ต่อต้านอนุมูลอิสระ

ภายในเซลล์ SODs, CAT, GPx                       

ด้วยวิธี Real-time PCR 

วัดปริมาณ ROS ในเซลลด์้วย Flow 

cytometry 

วัดการแสดงออกของโปรตีนใน

กระบวนการออโตฟาจี (LC3-I, LC3-II) 

และโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อไมโตคอนเดรีย 

(TOM20) ด้วยวิธี Western blot 

สารสกัดจากรางจืดมีผลต่อกระบวนการ 

ออโตฟาจี อย่างไร 

ตรวจหาการ colocalization ของโปรตีน

ในกระบวนการออโตฟาจี (LC3-I, LC3-II) 

และโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อไมโตคอนเดรีย 

ด้วย Immunofluorescence 

ทราบกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจาก

รางจืดซ่ึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ

ป้องกันหรือชะลอโรคสมองเสื่อม 
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บทที่ 2 การทบทวนวรรณกรรม 
 

2.1 โรคความเสื่อมของระบบประสาท (Neurodegenerative diseases) 
 

โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทมีลักษณะส าคัญคือ มีปริมาณเซลล์ประสาทลดลง

อันเนื่องมาจากการสูญเสียหรือการตายของเซลล์ประสาทท าให้ผู้ป่วยเกิดปัญหาเกี่ยวกับการ

เคลื่อนไหวร่างกาย (ataxias) หรือมีภาวะสมองเสื่อม (dementia) ซึ่งภาวะสมองเสื่อมนี้นับเป็นกลุ่ม

ของโรคที่มีความส าคัญที่สุดตัวอย่างของโรคที่เกิดจากภาวะนี้ ได้แก่ Alzheimer’s disease (AD) คิด

เป็นร้อยละ 60-70 ของภาวะสมองเสื่อมทั้งหมด นอกจากนี้ยังมีโรคอ่ืนได้แก่ Parkinson’s disease 

(PD) และ Huntington’s disease (HD) อาการของโรค AD คือ เกิดความผิดปกติด้านความจ า โดย

ระยะแรกของโรคผู้ป่วยจะสูญเสียความทรงจ าระยะสั้น นอกจากนี้ยังน ามาซึ่งอาการอื่นๆ เช่น อาการ

สับสน เกิดภาพหลอน เสียความสามารถทางภาษา เสียความทรงจ าระยะยาว ชัก กล้ามเนื้อท างาน

ผิดปกติ และน าไปสู่การเสียชีวิตในที่สุด (Yacoubian 2017 ; Hippius and Neundörfer 2003 ; 

Kumar, Singh et al. 2015)  

สาเหตุการเกิดโรค AD ยังไม่เป็นที่แน่ชัดและมีปัจจัยเกี่ยวข้องหลายปัจจัยทั้งปัจจัยด้าน

พันธุกรรมและสิ่งแวดล้อม ปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่งคือภาวะเครียดออกซิเดชัน และการอักเสบของเซลล์

ประสาท ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทในที่สุด นอกจากนี้ยังมีโรคอ่ืนๆ ได้แก่ PD ผู้ป่วยมักมี

อาการสั่น และเคลื่อนไหวได้ช้า เกิดจากการสูญเสีย  dopaminergic neuron ที่บริ เวณของ 

substantial nigra และการมี protein aggregate มากในสมองท าให้สูญเสียความสามารถในการ

ควบคุมการประสานงานของกล้ามเนื้อ และสูญเสียการควบคุมสมดุลไป สาเหตุหลักอย่างหนึ่งคือ การ

ที่สารอนุมูลอิสระเข้าไปท าลาย dopaminergic neuron อีกโรคที่ส าคัญคือ HD เป็นโรคทาง

พันธุกรรมที่ท าให้เกิดความเสื่อมของระบบประสาท ท าให้การควบคุมการประสานงานของกล้ามเนื้อ
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ผิดปกติ และท าให้สติปัญญาเสื่อมถอย ผู้ป่วยมักมีการเคลื่อนไหวที่ผิดปกติเรียกว่าโคเรีย (Holtzman, 

Morris et al. 2011 ; Yacoubian 2017) 

ปัจจุบันจากการศึกษาพบว่ามีผู้ป่วยสมองเสื่อมทั่วโลกถึง 46.8 ล้านคนและมีการคาดการณ์

ว่าจะเพ่ิมขึ้นเป็นเท่าตัวในปี 2050 และที่ส าคัญโรคสมองเสื่อมมักเกิดกับผู้สูงอายุ มีการศึกษาพบว่า

ผู้ป่วยอัลไซเมอร์ในสหรัฐอเมริกาส่วนใหญ่มีอายุ 75 – 84 ปีคิดเป็นร้อยละ 44 และช่วงอายุ 85 ปีขึ้น

ไปคิดเป็นร้อยละ 38 โรคสมองเสื่อมในปัจจุบันยังไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้  โดยการรักษาใน

ปัจจุบันจะเป็นการรักษาตามอาการเท่านั้น (Bhatt, Comas Herrera et al. 2019)  

สาเหตุส าคัญที่ท าให้ เซลล์สมองถูกท าลายมีหลายประการได้แก่  oxidative stress, 

mitochondrial dysfunction, autophagic/lysosomal dysfunction, protein aggregation 

และ neuroinflammation (Cui, Kong et al. 2012 ; Kim, Kim et al. 2015)  

1). Oxidative stress  

Oxidative stress หรือ ภาวะเครียดออกซิเดชันนั้น ถือเป็นสาเหตุหลักของการเกิด

โรคความเสื่อมของระบบประสาทเมื่อเกิดความไม่สมดุลของสารอนุมูลอิสระ สารอนุมูลอิสระมักสะสม

และสร้างความเสียหายให้กับเซลล์ประสาทได้ เนื่องจากสารอนุมูลอิสระมีความสามารถในการผ่านเข้า

สู่เซลล์และเยื่อหุ้มนิวเคลียสเข้าไปท าปฏิกิริยากับโมเลกุลภายในเซลล์ จากการศึกษาพบว่าภาวะ

เครียดออกซิเดชันมีความเกี่ยวข้องกับโรคอัลไซเมอร์  โดยสารอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุของการสะสม

ของโปรตีนที่ผิดปกติโดยเฉพาะ amyloid beta (Aβ) และ tau protein ในส่วนของ Aβ พบว่ามี

การสะสมของ Aβ เพ่ิมขึ้นในหนูที่มีความบกพร่องของกลไกการป้องกันอนุมูลอิสระ โดยมีการ

สันนิษฐานว่าสารอนุมูลอิสระไปลดการท างานของเอ็นไซม์ α-secretase ทีท่ าให้ไม่เกิดการสะสมของ 

Aβ โดยมีหน้าที่ตัด Amyloid precursor protein (APP) และไปเพ่ิมการท างานของ β และ γ-
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secretase ท าให้เกิดการสะสมของ Aβ (Chen, Liu et al. 2016) และน าไปสู่การตายของเซลล์

ประสาทในที่สุดดังแสดงในรูปที่ 1 ส่วน tau protein พบว่า ROS มีส่วนเกี่ยวของกับกระบวนการ

เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ tau protein (hyperphosphorylated tau) (Liu, Li et al. 2015)  

 

รูปที่ 1 การท างานของเอ็นไซม์ secretase 
 (Sasmita 2019) 

2). Mitochondria dysfunction 

ไมโตคอนเดรีย จัดเป็นบริเวณที่มีโอกาสเกิดความเสียหายได้มากที่สุดเพราะมีการ

สร้าง ROS เกิดขึ้นตลอดเวลาระหว่างกระบวนการสังเคราะห์พลังงาน โดยพบว่า mtDNA ซึ่งมีหน้าที่

สังเคราะห์โปรตีนที่ส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์พลังงานหลายชนิด มีโอกาสเกิดความเสียหายจาก 

oxidative damage ได้มากกว่า  nuclear DNA เมื่ อไมโตคอนเดรีย เกิดการกลายพันธุ์ ท าให้

กระบวนการสร้างพลังงานในเซลล์เกิดความผิดปกติ เกิดการสะสมของ ROS และส่งผลให้เกิดความ

ผิดปกติและ/หรือการตายของเซลล์ในที่สุด มีการศึกษาพบว่าความผิดปกติของไมโตคอนเดรียมีความ

เกี่ยวข้องกับโรคความเสื่อมของระบบประสาท เช่น ในโรคอัลไซเมอร์ความผิดปกติของไมโตคอนเดรีย

ท าให้กระบวนการเมตาบอลิซึมในสมองลดลง และมีส่วนส าคัญในการสะสมของ Aβ (Mutisya, 
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Bowling et al. 1995 ; Flynn and Melov 2013 ; Akbar, Essa et al. 2016 ; Weidling and 

Swerdlow 2019)  

3). Autophagic/lysosomal dysfunction 

กระบวนการออโตฟาจี เป็นกระบวนการรักษาสมดุลของเซลล์โดยการที่เซลล์ ย่อย

สลายโปรตีนและออร์แกแนลล์ต่างๆ ที่เกิดความเสียหาย การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันและการ

สะสมของ ROS เป็นหนึ่งสาเหตุให้เกิดกระบวนการออโตฟาจีเพ่ิมมากขึ้น โดยมีการศึกษาพบว่าในโรค

ความเสื่อมของระบบประสาท (AD, PD, HD) มีกระบวนการออโตฟาจีเพ่ิมมากขึ้นโดยสันนิษฐานว่า

การเกิดออโตฟาจีที่มากเกินไปเป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์  (Rubinsztein, DiFiglia et al. 

2005 ; Cherra and Chu 2008) 

4). Protein aggregation  

การสะสมของโปรตีนผิดปกติ misfold protein เป็นหนึ่งในลักษณะส าคัญของโรค

ความเสื่อมของระบบประสาท ส าหรับโรคอัลไซเมอร์ ความผิดปกติทางสมองที่ส าคัญเกิดจากการ

สะสมของ Aβ และการสะสมของ tau protein โดย Aβ เกิดจากการที่  amyloid precursor 

protein (APP) ถูกตัดเป็นเพปไทด์สายสั้นๆ ขนาด 39-43 กรดอะมิโน และเกิดการสะสมเป็น senile 

plaques (Gabuzda, Busciglio et al. 1994 ; Ghiso and Frangione 2001 ; Apelt, Bigl et al. 

2004 ; Priller, Bauer et al. 2006) ส่วน tau protein เป็น microtubule associated protein 

(MAPs) มีทั้งหมด 6 isoform มักพบมากบริเวณ axon ของเซลล์ประสาทซึ่ง tau protein จะจับอยู่

กับ microtubule มีหน้าที่ส าคัญในการช่วยรักษาโครงสร้างของ microtubule และมีหน้าที่ช่วยใน

การรวมตัวของ microtubule โดยทั่วไปแล้วการท างานของ tau protein จะถูกควบคุมโดยการเติม

ฟอสเฟตซึ่ง tau protein ปกติจะมีการเติมฟอสเฟต 2-3 ฟอสเฟต/โมล แต่ในผู้ป่วยอัลไซเมอร์จะพบ

การเติมฟอสเฟตมากกว่าปกติ 3-4 เท่า การสะสมของ tau protein ที่ถูกเติมฟอสเฟตมากกว่าปกติ 
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เกิดเป็น neurofibrillary tangles ท าให้ tau protein ไม่สามารถรักษาโครงสร้างของ microtubule 

ได้อีกดังนั้นเซลล์ประสาทจึงหดสั้นลงและตายในที่สุด (Harada, Oguchi et al. 1994 ; Huang and 

Jiang 2009 ; Iqbal, Alonso Adel et al. 2005) 

5). Neuroinflammation 

กระบวนการอักเสบนับเป็นอีกหนึ่งสาเหตุของโรคความเสื่อมของระบบประสาทโดย

โปรตีนผิดปกติ misfold protein มักไปจับกับ receptor ของไมโครเกลียและแอสโทรเกลีย 

(Olabarria, Noristani et al. 2010) ก ร ะ ตุ้ น ก า รห ลั่ ง ข อ ง  inflammatory mediators เช่ น 

cytokines chemokines และ caspase เป็นต้น  ดังแสดงในรูปที่2 ในโรคอัลไซเมอร์พบว่าการ

อักเสบของเซลล์ประสาทส่งผลให้เกิดการสะสมของ Aβ และ tau protein เพ่ิมมากข้ึน ยิ่งไปกว่านั้น 

Aβ ที่เพ่ิมสูงขึ้นจะถูกไมโครเกลียเข้าไปจับที่ receptors เช่น CD36 TLR4 และ TLR6 ส่งผลให้เกิด

การหลั่ง cytokines และ chemokines  ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเพ่ิมข้ึนอีกด้วย (Paresce, Ghosh 

et al. 1996 ; Bamberger, Harris et al. 2003 ; Liu, Walter et al. 2005 ; Stewart, Stuart et 

al. 2010) 
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รูปที่ 2 ผลของกระบวนการอักเสบต่อความผิดปกติของเซลล์ประสาท 
(Heneka, Carson et al. 2015) 

2.2 กลไกการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress mechanism) 

ภาวะเครียดออกซิเดชัน คือภาวะที่เกิดจากความไม่สมดุลกันระหว่างอนุมูลอิสระและสาร

ต้านอนุมูล อิสระ โดยเฉพาะการมี  Reactive oxygen species (ROS) มากเกินไป โดย ROS 

ประกอบไปด้วย superoxide anion (O2
-), hydroxyl radical (•OH), hydroxyl ion (OH-) และ 

non-radical hydrogen peroxide (H2O2) จัดเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา

เคมีสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับ DNA ท าให้เกิดความผิดปกติหลายต าแหน่งโดยไป oxidized ต าแหน่ง 

DNA base, abasic site และเกิด DNA strand break ได้ ส่งผลให้เกิดความผิดปกติทางพันธุกรรม

และเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ ได้ ROS สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับโปรตีนและไขมันได้ท าให้โมเลกุล

เหล่านี้เกิดการเสียสภาพขึ้น ROS มักเกิดจากกระบวนการ mitochondria respiration โดย ROS ที่
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เกิดขึ้นจากไมโตคอนเดรียนั้นมักเกิดระหว่างการขนส่งอิเล็กตรอน (electron transport chain) โดย

อิเล็กตรอนที่หลุดมาจะเข้ามารวมกับออกซิเจนเกิดเป็น superoxide anion (O2
-) จากนั้น O2

- 

สามารถไปท าปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆเกิดเป็นสารอนุมูลอิสระอ่ืนๆ ได้เช่น hydrogen peroxide 

(H2O2) ไมโตคอนเดรียจึงถือเป็นเป้าหมายแรกๆที่เกิดความเสียหายจากภาวะเครียดออกซิเดชัน 

นอกจาก ROS จะ เกิดระหว่างกระบวนการหายใจระดับเซลล์แล้ว ROS ยังสามารถถูกกระตุ้นให้มี

การสร้างเพ่ิมข้ึนโดยตอบสนอง ต่อตัวกระตุ้นต่างๆ เช่น growth factor, inflammatory cytokines, 

ionizing radiation, UV, chemical, toxin เป็นต้น (Cui, Kong et al. 2012 ; Li, O et al. 2013 ; 

Niedzielska, Smaga et al. 2016) 

แต่ทั้งนี้ในร่างกายของเรานั้นก็มีกลไกในการป้องกันสารอนุมูลอิสระ เช่น  กระบวนการ

ซ่อมแซม DNA หรือการต่อต้านด้วยเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระต่างๆ เช่น superoxide dismutase 

(SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx) เพ่ือเปลี่ยน ROS ให้เป็นรูปแบบที่ไม่

เป็นพิษต่อเซลล์   

 

รูปที่ 3 ชนิดของ ROS ประเภทต่างๆ 
(Kim, Kim et al. 2015) 

เมื่ออิเล็กตรอนท าปฏิกิริยากับออกซิเจนจึงเกิดเป็น ROS หลายชนิดได้แก่ superoxide   

(O2
-), hydroxyl radical (·OH), hydroxyl ion (OH-) และ hydrogen peroxide (H2O2) โดยจุดสี

แดงจะแสดงถึงอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยวดังแสดงในรูปที่ 3 
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รูปที่ 4 กลไกการเกิด ROS ภายในเซลล์ 
(Kim, Kim et al. 2015)  

การเกิด ROS ชนิด O2
- เกิดจาก O2 ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จาก respiratory chain complex ใน

ไมโตคอนเดรียหรือเกิดได้จากกระบวนการ NADPH oxidase หลังจากนั้น O2
- จะถูกเอนไซม์ SOD 

เปลี่ยน O2
- ไปเป็น H2O2 ซึ่งสามารถเปลี่ยนไปเป็น ROS ชนิดอ่ืนๆ ได้อีก เช่น ·OH และ OH- ดัง

แสดงในรูปที่ 4 

2.3 ไมโตคอนเดรียและภาวะเครียดออกซิเดชัน (Mitochondria and oxidative stress) 

 มีการศึกษาพบว่าความผิดปกติของไมโตคอนเดรียเป็นสาเหตุของการเกิดโรคมากมาย รวม

ไปถึงโรคความเสื่อมของระบบประสาท เนื่องจากไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกแนลล์ที่ส าคัญในการเกิด 

ROS ไมโตคอนเดรียจึงเป็นบริเวณแรกๆ ที่จะเกิดความเสียหาย โดยเฉพาะ mitochondria DNA 

(mtDNA) ซึ่งมีบทบาทหน้าที่ส าคัญในการสังเคราะห์ส่วนประกอบส าคัญในกระบวนการสร้างพลังงาน 

และการเกิด oxidative phosphorylation มีการศึกษาพบว่า mtDNA ถูกท าลายโดยสารอนุมูล

อิสระมากกว่าใน nuclear DNA โดยวัดจากลักษณะของความผิดปกติที่พบบ่อย คือ การเกิด 

oxidation ที่บริเวณ 8-oxo-dG  ซึ่งเป็นต าแหน่งของล าดับเบส  guanine (Leon, Sakumi et al. 

2016) จากที่กล่าวมาข้างต้นการที่ mtDNA ถูกท าลายจากภาวะเครียดออกซิเดชัน ท าให้กระบวนการ 

respiratory chain ไม่สมบูรณ์เกิดการสะสมของ ROS และยังส่งผลให้ภายในเซลล์มีพลังงานไม่

เพียงพอต่อการอยู่รอด เซลล์จึงตายในที่สุด  
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ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกแนลล์ที่มีเยื่อหุ้มสองชั้นมีส่วนส าคัญในกระบวนต่างๆ ภายในเซลล์

ได้แก่ การสังเคราะห์พลังงาน ATP ผ่านกระบวนการ oxidative phosphorylation การส่งสัญญาณ

ด้วยแคลเซียม และการสร้าง ROS การขนส่งโปรตีนเข้าและออกจากไมโตคอนเดรียจะขนส่งผ่านกลุ่ม

โปรตีนที่ เรียกว่า  TOM-TIM supercomplexes โดยโปรตีน  TOM จะอยู่ ในส่ วนของเยื่ อหุ้ ม            

ไมโตคอนเดรียชั้นนอก ส่วนโปรตีน TIM จะอยู่บนเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรียชั้นใน (Kuhlbrandt 2015) 

ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกแนลล์ที่มี  DNA เป็นของตัวเองเรียกว่า mitochondrial DNA หรือ 

mtDNA ดังที่ได้กล่าวข้างต้น โดย mtDNA มีความยาว 16,500 คู่เบส และมียีนทั้งหมด 37 ยีน ซึ่งมี

ความส าคัญกับการท างานของไมโตคอนเดรีย มียีนถึง 13 ยีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับการสร้างเอ็นไซม์ซึ่ง

ใช้ในกระบวนการ oxidative phosphorylation ส่วนที่เหลือจะเก่ียวข้องกับการสร้าง transfer RNA 

(tRNA) และ ribosomal RNA (rRNA) (Fox 2012 ; Anne Stetler, Leak et al. 2013) 

 

รูปที่ 5 แผนผังดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรีย 
(Chromosome and mtDNA: U.S National Library of Medicine. Available from: 

https://ghr.nlm.nih.gov/mitochondrial-dna. accessed on Jan 10, 2018 ) 
 

 

https://ghr.nlm.nih.gov/mitochondrial-dna
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ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกแนลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลาผ่านกระบวนการ fission 

และ fusion โดย กระบวนการ fission เป็นการแบ่งตัวไมโตคอนเดรียจากหนึ่งเป็นสอง ส่วน

กระบวนการ fusion เป็นการรวมกันของไมโตคอนเดรียจากสองเป็นหนึ่ง ปกติแล้วไมโตคอนเดรียจะ

มีลักษณะเป็นแท่งเชื่อมต่อกัน (tubular network) แต่หากกระบวนการ fission และ fusion เกิด

ความผิดปกติไมโตคอนเดรียจะเปลี่ยนเป็นรูปร่างกลมและแยกออกจากกัน (fragmented network) 

หรือมีลักษณะเป็นเส้นใย (hyperfused network) แสดงดังรูปที่ 6 การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ     

ไมโตคอนเดรียแสดงถึงความผิดปกติต่างๆ ภายในเซลล์ได้ โดยจะตอบสนองต่อสารอาหารและ

กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ โปรตีนที่ส าคัญในกระบวนการ fission และ fusion ได้แก่ 

Mitofusin1 Mitofusin2 และ OPA1 (Tilokani, Nagashima et al. 2018) 

 

รูปที่ 6 รูปแบบต่างๆ ของไมโตคอนเดรีย 
(Tilokani, Nagashima et al. 2018) 

2.4 กลูตาเมตและภาวะเครียดออกซิเดชัน (Glutamate and oxidative stress) 

กลูตาเมต เป็นหนึ่งในสารสื่อประสาทที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ excitatory มี

บทบาทส าคัญในการท างานของสมอง ในภาวะปกติกลูตาเมตจะมีส่วนช่วยในการควบคุมกลไกต่างๆ 

ภายในสมอง เช่น ความจ า การเรียนรู้ อารมณ์ เป็นต้น แต่หากเกิดความผิดปกติส่งผลท าให้ระดับ

ของกลูตาเมตในสมองมีมากเกินนั้น เป็นสาเหตุท าให้เกิดความเสียหายของเซลล์ประสาทหรือเซลล์

ประสาทเกิดการตายได้ กลูตาเมตสามารถกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทได้สองแบบ คือ 
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กระตุ้นผ่าน receptor ท าให้เกิด exitotoxicity และ กระตุ้นโดยไม่ผ่าน receptor (Fukui, Song et 

al. 2009 ; Kumari, Mehta et al. 2012 ; Khadrawyb Ya 2014 ; Van Laar, Roy et al. 2015) 

 

รูปที่ 7 กลไกการเกิด glutamate excitotoxicity ผ่าน glutamate receptor ชนิดต่างๆ 
(Kritis, Stamoula et al. 2015) 

กลูตาเมตเมื่อจับกับ receptor ท าให้แคลเซียมปริมาณมากไหลเข้าสู่ เซลล์  ซึ่งปริมาณ

แคลเซียมที่มากมีผลต่อการสร้าง nitric oxide (NO-) ภายในเซลล์จนเกิดเป็นอนุมูลอิสระชนิด 

peroxynitrite (ONOO-) เข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆ ได้ เช่น ไขมัน ท าให้เกิดกระบวนการ lipid 

peroxidation เข้าท าลาย DNA และท าให้เกิดความผิดปกติของโปรตีน นอกจากนี้แคลเซียมยังท า

หน้าที่เป็น co-factor ให้กับเอ็นไซม์ต่างๆ เช่น calpains, cathepsin เมื่อมีปริมาณแคลเซียมในเซลล์

สูงท าให้เอ็นไซม์เหล่านี้ท างานมากเกินไป เอ็นไซม์เหล่านี้จึงเข้าไปท าลายเซลล์ต่างๆ ส่งผลให้เซลล์

ประสาทตายได้ในที่สุด (Kritis, Stamoula et al. 2015) 
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ส าหรับกลไกที่ไม่เกี่ยวข้องกับ receptor เรียกว่า oxidative glutamate toxicity เกิดจาก

การที่มีปริมาณกลูตาเมตภายนอกเซลล์สูงจึงไปยับยั้ง cysteine ไม่ให้เข้าสู่ เซลล์ผ่านช่องทาง 

cystine/glutamate antiporter system ส่งผลให้ cysteine ภายในเซลล์ลดลง ซึ่งเป็นสารตั้งต้นใน

การสร้าง glutathione ภายในเซลล์ จึงมีผลท าให้ glutathione ภายในเซลล์ลดลงตามมา ดังนั้น 

การที่ glutathione ซึ่งเป็นสาร primary antioxidant ที่ส าคัญในเซลล์ลดลงจึงท าให้มีการสะสมของ 

ROS ภายในเซลล์มากข้ึน น าไปสู่การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์ สารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะ

เข้าท าปฏิกิริยากับส่วนต่างๆ ภายในเซลล์ ท าให้เกิดความเสียหาย และน ามาซึ่งการตายของเซลล์ได้

ในที่สุด (Khadrawyb Ya 2014 ; Kritis, Stamoula et al. 2015)  

 

 

รูปที่ 8 กลไกการเกิด ROS เมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วยกลูตาเมตโดยไม่ผ่าน glutamate receptor 
(non-glutamate receptor) (Kritis, Stamoula et al. 2015) 
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2.5 กลไกการเกิดออโตฟาจี (Autophagy mechanism) 

ออโตฟาจี เป็นกระบวนการที่ใช้ย่อยส่วนต่างๆ ภายในเซลล์ที่เกิดความเสียหายโดยสร้างเยื้อ

หุ้มมาปิดล้อมแล้วขนส่งไปท าลายที่ lysosome และหมุนเวียนสารอาหารต่างๆ เช่น กรดอะมิโน 

กลับมาใช้ใหม่  แบ่งออกเป็น 3 ประเภทได้แก่ 1) chaperone mediated autophagy เกิดจาก 

chaperone hsc70 ไปจับกับโปรตีนอย่างจ าเพาะหลังจากนั้นโปรตีนที่ถูกจับด้วย hsc70 จะถูกขนส่ง

ไป ท าล ายที่  lysosome โดยผ่ าน ก ารจั บ กั บ  lysosomal associated membrane protein 

(LAMP2A) 2) microautophagy เป็นการขนส่ง material ต่างๆ เช่น โปรตีน และไขมันเข้าไป

ท าลายผ่านการ invagination ของ lysosome 3) macroautophagy เป็นการขนส่ง material 

ต่างๆ เช่น โปรตีน ไขมัน และออร์แกแนลล์เข้าไปท าลายโดยสร้างเยื้อหุ้มสองชั้นมาปิดล้อมเรียกว่า 

autophagosome แล้วขนส่งไปท าลายที่ lysosome เมื่อรวมกันแล้วเกิดเป็นคอมเพล็กซ์เรียกว่า 

autophagolysosome ซึ่งในบางครั้ง macroautophagy สามารถเกิดแบบ selective ได้โดยถูก

จดจ าผ่าน  autophagic receptor เช่น selective degradation of mitochondria (mitophagy) 

(Kubli and Gustafsson 2012 ; Zhang 2013 ; Martinez-Vicente 2017) 
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รูปที่ 9 กลไกการเกิด degradation ของออร์แกแนลล์ต่างๆ โดยกระบวนการออโตฟาจี 
(Kubli and Gustafsson 2012) 

จากที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่ากระบวนการออโตฟาจีนั้น มีความส าคัญในการท างานของ

เซลล์รวมถึงการรักษาสมดุลให้กับเซลล์ เช่น การตอบสนองต่อการบาดเจ็บหรือความเป็นพิษต่อเซลล์ 

แต่การเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการออโตฟาจีมากเกินไปเป็นสาเหตุหนึ่งท าให้เกิดการตายของเซลล์

ได้ เพราะว่าเซลล์นั้นไม่สามารถควบคุมระดับการเกิดกระบวนการออโตฟาจีให้อยู่ในระดับที่สมดุล

หรือเหมาะสมได้ เราเรียกกระบวนการนี้ว่า “autophagy-mediated autophagic cell death” ซึ่ง

หากเกิดในเซลล์ประสาทจะส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทมากขึ้นน าไปสู่ภาวะโรคสมองเสื่อม

ไดใ้นที่สุด (Button, Luo et al. 2015) 
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2.6 การตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจี (Cell death and autophagy pathway) 

จากท่ีกล่าวมาข้างต้นเราทราบกันดีว่ากระบวนการออโตฟาจีเป็นกระบวนการที่มีส่วนช่วยใน

การเจริญเติบโตของเซลล์โดยจะเข้าไปก าจัดโปรตีนที่ผิดปกติหรือออร์แกแนลล์ที่ได้รับความเสียหาย 

ซึ่งในเซลล์ทั่วไปจะมีการเกิดออโตฟาจีในปริมาณต่ าๆ แต่หากมีการกระตุ้นให้เซลล์เกิดความเครียด

จากการขาดอาหาร ขาดพลังงาน จะส่งผลให้เกิดออโตฟาจีสูงขึ้นเพ่ือที่จะน าส่วนประกอบของเซลล์

ต่างๆ กลับมาใช้ใหม่ และช่วยให้เซลล์มีชีวิตอยู่รอด จะเห็นได้ว่ากระบวนการออโตฟาจีมีส่วนส าคัญ

อย่างมากในการด ารงชีวิตและการรักษาสมดุลให้กับเซลล์ อย่างไรก็ตาม กระบวนการออโตฟาจี จัดว่า

เป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้เช่นกัน โดยเรียกการตายแบบนี้ว่า การตายของเซลล์ผ่าน

วิถีออโตฟาจี (autophagy-dependent cell death; ADCD) ซึ่งมีความสัมพันธ์และเกี่ยวข้องกับวิถี

อ่ืนๆ แสดงดังรูปที่ 10 โดยมีรายละเอียดดังนี้ (Bialik, Dasari et al. 2018) 

 

รูปที่ 10 การตายของเซลล์ที่มีความเก่ียวข้องกับวิถีอ่ืนๆ 
(Bialik, Dasari et al. 2018) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 22 

1). Stalled autophagy  

เป็นการตายแบบผ่านการควบคุม ในบางครั้งกระบวนการออโตฟาจีนั้นไม่ได้ก าจัด

เซลล์โดยตรง แต่จะไปกระตุ้นลักษณะการตายของเซลล์ชนิดอ่ืนๆ เช่น การเกิดการตายแบบ 

necroptosis และ apoptosis เรียกว่า stalled autophagy การตายของเซลล์ลักษณะนี้มักเกิดขึ้น

หลังจากท่ีกระบวนการออโตฟาจีถูกกระตุ้นเป็นปริมาณมากแต่เกิดความผิดปกติในขึ้นตอนการรวมกัน

ของออโตฟาโกโซมกับไลโซโซมเป็นออโตไลโซโซม ท าให้เกิดการเปลี่ยนรูปแบบการตายของเซลล์เป็น

แบบ necroptosis และ apoptosis (Degtyarev, Mazière et al. 2008 ; Gonzalez, Mader et 

al. 2012) 

2). Selective autophagic degradation  

เป็นการย่อยสลายโปรตีนอย่างจ าเพาะโดยจับกับ cargo specific receptor ท าให้

เกิดการก าจัดโปรตีนแบบจ าเพาะ เช่น ในกระบวน ferroptosis apoptosis necroptosis และ 

necrosis เป็นต้น (Gao, Monian et al. 2016 ; He et al. 2018) 

3). Scaffolding function 

กระบวนการออโตฟาจีท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้โดยไม่ต้องผ่านการท างาน

ของไลโซโซม ฟาโกพอร์ หรือ ออโตฟาโกโซม โดยเมมเบรนจะท าหน้าที่เป็นตัวก่อให้เกิดโครงสร้างที่

กระตุ้นการตายของเซลล์ส่งผลให้ เกิดการกระตุ้น ของ caspase-8 และ intracellular death-

inducing signaling complex (DISC) ท าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ส่วนการตายของเซลล์อีก

รูปแบบหนึ่ ง คือ การกระตุ้นให้ เกิดการสะสมของ Receptor-interacting serine/threonine-

protein kinase 1 (RIPK1) แ ล ะ  Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3  

(RIPK3) ซึ่งมีส่วนส าคัญในการสร้าง necrosome ในการตายของเซลล์แบบ necroptosis (Basit, 

Cristofanon et al. 2013)  
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การตายของเซลล์โดยผ่านวิถีการออโตฟาจีนั้น เกิดได้หลายสาเหตุโดยแบ่งออกเป็น 3 แบบ (รูปที่ 11) 

1). Excessive bulk degradation 

เมื่อเซลล์เกิดกระบวนการออโตฟาจีมากกว่าปกติ จากการถูกกระตุ้นด้วยปัจจัยต่างๆ 

เช่น ความเครียด ท าให้เกิดการสร้างออโตฟาโกโซมมาย่อยสลายออร์แกแนลล์ต่างๆ โดยขาดการ

ควบคุมและท าให้เกิดการตายของเซลล์ในที่สุด การตายในลักษณะนี้จะสังเกตเห็น perinuclear 

space มีการปูดขึ้นและมีออโตฟาโกโซมเกิดขึ้นปริมาณมาก มีลักษณะเป็น vacuole ที่บริเวณไซโตพ

ลาสซึม 

2). Excessive mitophagy 

กระบวนการไมโตฟาจี จัดเป็นการเกิดออโตฟาจีชนิดหนึ่งที่มีความจ าเพาะกับ      

ไมโตคอนเดรีย เมื่อไมโตคอนเดรียถูกก าจัดไปเป็นปริมาณมากโดยเฉพาะไมโตคอนเดรียที่เมมเบรน

เสียสภาพ ท าให้เซลล์ขาดแหล่งพลังงานและตายได้ ลักษณะส าคัญของไมโตฟาจี  คือ การแสดงออก

ของตัวบ่งชี้ออโตฟาจีร่วมกับไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ยังมีโปรตีนอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ Small 

mitochondria Arf (smArf) มี ก ารศึ กษ าพบ ว่ าการแสดงออกของ smArf ที่ เ พ่ิ ม ขึ้ น ท า ให้                 

ไมโตคอนเดรียสูญเสียความต่างศักดิ์ของเมมเบรน น าไปสู่การตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีในที่สุด 

(Budina, Hontz et al. 2013 ; Reef, Zalckvar et al. 2006) 

3). Autosis 

กระบวนการออโตซิสจะแตกต่างกับการตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีชนิดอ่ืนๆ มัก

พบได้ในเซลล์ที่มีการขาดสารอาหาร โดยมีลักษณะคล้ายกันในบางอย่างเท่านั้น ในช่วงเริ่มต้นของ    

ออโตซิสเราจะสังเกตเห็นการสะสมของออโตฟาโกโซมและออโตไลโซโซม รวมไปถึงลักษณะผิดปกติ

ต่างๆ เช่น perinuclear space มีการปูดขึ้น ไมโตคอนเดรียเสียสภาพ เอ็นโดพลาสมิกเรติคูลัมแตก

ออกเป็นชิ้นๆ การตายของเซลล์แบบนี้จะขึ้นอยู่กับการท างานของ Na+/K+-ATPase pump ซึ่งมี
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หน้าที่ในการรักษาสมดุลของไอออนให้กับเซลล์ การสื่อสารผ่านวิถีต่างๆ  รวมไปถึงการท างานของ  

ไซโตสเกเลตอนในการยึดเกาะและเคลื่อนที่ของเซลล์ (Liu and Levine 2015) 

 

รูปที่ 11 การตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีในรูปแบบต่างๆ 
 (Bialik, Dasari et al. 2018) 
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2.7 กลไกในการป้องกันอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Antioxidant mechanisms in cells) 

ภาวะเครียดออกซิเดชันมีความสัมพันธ์กับโรคต่างๆ มากมาย กลไกส าคัญในการยับยั้งการ

เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน หรือการต่อต้านอนุมูลอิสระ ท างานโดยผ่านยีนที่ชื่อว่า Nuclear Factor, 

Erythroid 2 Like 2 (Nrf2) ซึ่งเป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่มีความส าคัญใน

กระบวนการต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น antioxidant genes และ detoxifying or phase II  genes 

ไ ด้ แ ก่  superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), 

glutathione (GSH), glutathione-S-transferase (GST), hemeoxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H 

Quinone Dehydrogenase 1  (NQO1) เป็นต้น ดังรูปที่ 12 

  

 

รูปที่ 12 กลไกการท างานของยีน Nrf2-antioxidant response element (ARE) 

Nrf2-antioxidant response element (ARE) ถูกกระตุ้นด้วยอนุมูลอิสระจาก excessive cellular 

respiration หรือ neurotransmission activation ต่อการแสดงออกของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ

ต่างๆ (Adapted from Vasconcelos et al., 2019) 
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 โดยพบว่า Nrf2 นั้นแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นในเซลล์มะเร็งเต้านมและเซลล์สมอง เพ่ือป้องกัน

เซลล์จากภาวะเครียดออกซิเดชัน (Habib, Linher-Melville et al. 2015) นอกจากนั้นแล้ว Nrf2 ยัง

มีความเกี่ยวข้องกับกลไก selective autophagy โดยมีการศึกษาพบว่ามีการ over-activation ของ 

Nrf2 ในหนูที่มีความบกพร่องของกระบวนการออโตฟาจี โดยพบความเชื่อมโยงระหว่าง Nrf2 และ  

ออโตฟาจี  ผ่ าน  p62 ซึ่ งท าหน้ าที่ เป็ น  autophagy substrate และเป็ น  autophagic cargo 

receptor (Ma 2013) นอกจากนี้ Nrf2 ยังมีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างไมโตคอนเดรียด้วย 

โดย Nrf2 จะไปท าหน้าที่เป็น enhancer ของยีน Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 1 (NRF-1) 

ซึ่งเป็นยีนที่มีความส าคัญในกระบวนการ mitochondrial biogenesis ดังนั้น Nrf2 จึงมีความส าคัญ

มากต่อการต้านการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อไมโตคอนเดรียโดย

อาศัยการท างานของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระต่างๆ รวมถึงสามารถเพ่ิมการสร้างไมโตคอนเดรียมา

หมุนเวียนได้ (Anne Stetler, Leak et al. 2013) ดังรูปที่13 

 

รูปที่ 13 ยีนต่างๆ ที่ถูกควบคุมโดย Nrf2 
 (Davinelli, Willcox et al. 2012 ; Anne Stetler, Leak et al. 2013) 
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2.8 รางจืด (Thunbergia laurifolia) 

รางจืด Thunbergia laurifolia เป็นพืชในกลุ่ม Acanthaceae และเป็นพืชถูกพบมากใน

ประเทศไทยใบรางจืดมักถูกน าไปบริโภคในลักษณะของใบชาอบแห้ง มีสรรพคุณในการลดการ

เจ็บปวด การอักเสบและการบวม มีสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญคือ Caffeic acid, Apigenin และ Lutein 

ซึ่งมีคุณสมบัติดังต่อไปนี้ ได้แก่ การต้านจุลชีพทั้งแบคทีเรียและไวรัสโดยสารสกัดจากรางจืดด้วย     

เอทานอลสามารถยับยั้ งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, methicillin resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis แ ล ะ Streptococcus 

pyogenes ได้นอกจากนี้สารสกัดจากรางจืดยังสามารถยับยั้ง  neuraminidase จาก  influenza 

ไวรัสทั้ ง  influenza type A (H1N1,H3N2) และ type B ได้  (Wirotesangthong, Nagai et al. 

2009 ; Junsi and Siripongvutikorn 2016 ; Junsi, Siripongvutikorn et al. 2017) 

การต้านอนุมูลอิสระ สารสกัดจากใบของรางจืดมีปริมาณ total phenolic content สูงและ

เมื่อน าไปวัดค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

radical scavenging capacity assay (DPPH) และ ferric reducing ability of plasma (FRAP) 

พบว่ามีค่าสูงด้วยเช่นกัน (Oonsivilai, Cheng et al. 2008, Oonsivilai and Mario 2008) 

การต้านมะเร็ง เมื่อน าสารสกัดรางจืดไปศึกษากับเซลล์มะเร็งเต้านม MCF -7 พบว่าสารสกัด

จากรางจืดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมได้โดยไปยับยั้งวงจรชีวิตของเซลล์ได้ที่

ระยะ G1 (Jetawattana, Boonsirichai et al. 2015) 

การต้านการอักเสบ การที่มีสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากรางจืดสูง ท าให้สารสกัดจาก

รางจืดสามารถยับยั้งการอักเสบได้โดยสามารถลดการอักเสบในหนูแฮมสเตอร์ที่ถูกติดเชื้อด้วยพยาธิ

ใบไม้ในตับ Opisthorchis viverrini โดยความสามารถในการอักเสบนั้นเป็นไปตามความเข้มข้นของ

สารสกัด (Boonyarikpunchai, Sukrong et al. 2014) 
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2.9 เซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 (HT-22 Mouse hippocampal 

neuronal cells) 

เซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 เป็นเซลล์ที่กลายมาจากเซลล์แม่ HT-4 

ซึ่งมีต้นก าเนิดจากเซลล์ปฐมภูมิในส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู เซลล์ชนิดนี้นิยมใช้ในการศึกษากลไกการ

ปกป้องเซลล์ประสาทจากพิษของกลูตาเมต เนื่องจากเซลล์ชนิดนี้มีความไวต่อพิษของกลูตาเมตสูง 

เพราะมีลักษณะพิเศษคือเซลล์ HT-22 ไม่มี receptor ของกลูตาเมตโดยจากการศึกษาการแสดงออก

ของ NMDA receptor subunit พบว่าเซลล์  HT-22 ไม่มีการแสดงออกของ NMDA receptor 

subunit 1 ท าให้ subunit อ่ืนๆไม่สามารถประกอบรวมเป็น receptor ที่สมบูรณ์ได้  (Fukui, Song 

et al. 2009 ; Liu, Li et al. 2009) ท าให้แน่ใจได้ว่าการกระตุ้นของกลูตาเมตในเซลล์ HT-22 จะเป็น

การกระตุ้นผ่านกลไก Oxidative glutamate toxicity (รูปที่ 8) เท่านั้น 
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บทที่3  วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 สารเคมี 

ชื่อสารเคมี                                                                                           บริษัท 

ที่ตั้ง 

2,2’-Azino-bis (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)               Sigma-Aldrich, USA 

cation(ABTS)        

30% Acrylamide and bis-acrylamide solution                             Bio-Rad, USA 

Agarose gel                                                                           Merck, Germany 

Aluminum chloride                                                                Sigma-Aldrich, USA 

Alexa Fluor 488                                                                     Cell signaling, USA 

Ammonium persulfate (APS)                                                    Merck, Germany 

Anti-fade mountant                                                                Invitrogen, USA 

Blotting-grade blocker                                                             Bio-Rad, USA 

Bovine serum Albumin (BSA)                                                    GE Healthcare, UK 

Bradford reagent                                                                    Bio-Rad, USA 

5-(and-6)-carboxy-2',7'-dihydrofluorescein diacetate (H2DFFDA)    Thermo Scientific,                                                                                                                   

USA                                                                           

Chloroform                                                                           Sigma-Aldrich, USA 

Chloroquine                                                                         Sigma-Aldrich, USA 
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CytoTox 96 ® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay                      Promega, USA 

Carbonylcyanide m - chlorophenylhydrazone (CCCP)                  Cell signaling, USA 

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)                                        Merck, Germany 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl                                   Biobasic, Canada 

tetrazolium bromide (MTT) 

4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)                                        Sigma-Aldrich, USA 

Developer                                                                            KODAK, USA 

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                                Sigma-Aldrich, USA 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)                                                    Sigma-Aldrich, USA 

DNA Ladder 100 bps                                                             Fermentas, Lithuania 

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)                            Sigma-Aldrich, USA 

ECL select western blotting detection reagent                          GE Healthcare , UK 

Ethanol                                                                               RCI Labscan, Thailand 

Fetal Bovine Serum (FBS)                                                      Sigma-Aldrich, USA 

Fixer                                                                                   KODAK, USA 

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent                                           Sigma-Aldrich, USA 

Gallic acid                                                                           Merck, Germany 

Glycine                                                                               Vivantis Inc., Malaysia 

Hydrochloric acid, 37%                                                         Merck, Germany 

Hydrogen peroxide, 30%                                                       Merck, Germany 

Isopropanol                                                                         Sigma-Aldrich, USA 
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L-ascorbic acid                                                                 Calbiochem, USA 

L-glutamic acid                                                                Sigma-Aldrich, USA 

Methanol                                                                        RCI Labscan, Thailand 

Mitotracker Red CMXRos                                                   Molecular Probes, USA 

Mouse monoclonal anti-β-actin antibody                           Cell signaling, USA 

Mouse monoclonal anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody        Cell signaling, USA 

Oligo-dT primers                                                              Bioneer, South Korea 

Paraformaldehyde                                                            Sigma-Aldrich, USA 

Penicillin-Streptomycin solution                                         Corning Inc., USA 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)                                 Sigma-Aldrich, USA 

Phosphate Buffered Saline (PBS)                                         Hyclone, USA 

Potassium persulfate                                                        Sigma-Aldrich, USA 

Primers                                                                           Bioneer, South Korea 

Protease inhibitor cocktails                                                Roche, Germany 

Protein ladder                                                                 Thermo Scientific, USA 

Quercetin                                                                       Sigma-Aldrich, USA 

Rabbit polyclonal anti-LC3B antibody                                 Cell signaling, USA 

Rabbit monoclonal anti-TOM20 (D8T4N) antibody                Cell signaling, USA 

RT Premix                                                                       Bioneer, South Korea 

Sodium acetate                                                               Sigma-Aldrich, USA 

Sodium carbonate                                                           Merck, Germany 
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Sodium chloride                                                                  Merck, Germany 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)                                                Biobasics Inc., Canada 

Sodium hydroxide                                                                Merck, Germany 

Sodium selenite                                                                   Sigma-Aldrich, USA 

Tetramethylethylenediamine (TEMED)                                     Merck, Germany 

Tetramethylrhodamine, ethyl ester (TMRE)                               Cell signaling, USA 

Tris-base                                                                              Vivantis Inc., Malaysia 

Trypsin-EDTA                                                                        Hyclone, USA 

Trypan Blue Stain                                                                  Invitrogen, USA 

Tween-20                                                                            Vivantis Inc., Malaysia 

Triton X-100                                                                         Merck, Germany 

Trizol Reagent                                                                      Invitrogen, USA 
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3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

ชื่ออุปกรณ์                                                                                          บริษัท 

ที่ตั้ง 

Adhesive optical sealing film                                          Bioneer, South Korea 

Analytical balances                                                       MettlerToledo, Switzerland 

Autoclave                                                                    Hirayama, Japan 

Auto pipette                                                                Gilson, France 

Benchtop centrifuge (Hettich Universal 320R)                   Sigma-Aldrich, USA 

Block heater                                                                Wealtec, USA 

Centrifugal evaporator (miVac Quattro)                            Genevac, UK 

Centrifuge tube (15, 50 มล.)                                           Corning Inc., USA 

Cell culture flask (25, 75 ซม2)                                         Corning Inc., USA 

CO2 incubator (Forma Series II 3110)                               Thermo Scientific, USA 

Cryovial tube (2 มล.)                                                     Corning Inc., USA 

Confocal laser scanning microscope (LSM 700)                 Carl Zeiss, Germany 

Disposal serological pipette (5, 10, 25 มล.)                        SPL, South Korea 

Electrophoresis power supply                                         Bio-Rad, USA 

Extraction Thimble cellulose (Whatman)                          GE Healthcare, UK 

Exicycler real-time quantitative thermal block                  Bioneer, South Korea 

Filter tip                                                                      Thermo Scientific, USA 

Flat bottom culture plate (6, 12, 96 หลุม)                         Corning Inc., USA 
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Flow cytometer (BD FACSCalibur)                                   BD Biosciences, USA 

Freezer (-20 ºC)                                                            Sanyo Electric, Japan 

Freezer (-80 ºC)                                                            Lyofreeze, USA 

Gel documentation (Geldoc) system                               Syngene, UK 

Gel electrophoresis apparatus                                        Bio-Rad, USA 

Glassware                                                                    Pyrex, USA 

Hemocytometor                                                           Hausser Scientific, USA 

Incubator                                                                     Memmert, Germany 

Inverted microscope                                                     Olympus, Japan 

Laminar flow cabinet                                                    Haier, China 

Lamina flow clean bench                                              Esco, Singapore 

Light microscope                                                         Olympus , Japan 

Liquid nitrogen tank                                                     Taylor Wharton, USA 

Magnetic stirrer                                                            Daihan, South Korea 

Microcentrifuge refrigerated machine                              Vision, South Korea 

Microplate reader (Enspire)                                            Perkin-Elmer, USA 

Microplate reader (Synergy Mx)                                      Biotek, USA 

Multichannel pipette                                                    Gilson, France 

pH meter                                                                    MettlerToledo, Switzerland 

Pipette tips 10, 20 (ไมโครลิตร)                                         Sorenson, USA 

Pipette tips 200 (ไมโครลิตร)                                            Corning Inc., USA 
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Pipette tips 1000 (ไมโครลิตร)                                          Corning Inc., USA 

PCR tube (0.2 มล.)                                                        Bioneer, South Korea 

PVDF membrane                                                          GE Healthcare, UK 

Refigerator (4 ºC)                                                          Sharp, Japan 

Rotary evaporator                                                         Heidolph, Germany 

Soxhlet extraction apparatus                                          Lenz Laborglas, Germany 

UV-Vis spectrophotometer (NanoDrop ND-1000)                Thermo Scientific, USA 

Vortex                                                                         Scientific Industries, USA 

Water bath                                                                   Memmert, Germany 
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3.2 ตัวอย่างสมุนไพร 

รางจืดมีชื่ อวิทยาศาสตร์ว่ า Thunbergia Laurifolia จัดอยู่ ในวงศ์ เหงือกปลาหมอ 

(Acanthaceae) เป็นสมุนไพรที่มีลักษณะเป็นไม้เลื้อยหรือเป็นเถา ตัวอย่างใบรางจืดถูกเก็บจาก สวน

สมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี อ.เมืองระยอง จ.ระยอง บริษัท ปตท. 

จ ากัด (มหาชน) และ ถูกระบุชื่อโดย คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเก็บในวันที่ 11 

มกราคม พ.ศ.2561  

 

รูปที่ 14 ใบรางจืดก่อนน าไปตากแห้ง 
 

3.3 เซลล์เพาะเลี้ยง 

เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู HT-22 มักถูกใช้เป็นต้นแบบในการศึกษา

พิษของกลูตาเมตต่อเซลล์ประสาทโดยเซลล์ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จาก 

Prof. David Schubert (The Salk Institute, San Diego, CA, USA) เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงส่วน

ฮิปโปแคมปัสของหนู HT-22 ถูกเลี้ยงในฟลาสค์ชนิด T-25 ด้วยอาหารชนิด DMEM ร่วมกับ 10% 

FBS และยาปฏิชีวนะชนิดเพนิซิลลิน (100 ยูนิต/มิลลิลิตร) สเตรปโตไมซิน (100 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) เซลล์ถูกบ่มภายใต้สภาวะชื้น 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเซลล์มีความ

https://medthai.com/tag/ACANTHACEAE/
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หนาแน่นประมาณร้อยละ 70-80 เซลล์ถูกเก็บด้วยเอ็นไซม์ทริปซิน และตรวจนับด้วย Neubauer 

haemocytometer และน าไปหว่านลงในถาดเพาะเลี้ยงเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 

 

รูปที่ 15 เซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 
 

3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1  การสกัดสารสกัดใบรางจืดด้วยวิธี Soxhlet extraction 

น าสมุนไพรมาท าความสะอาด โดยล้างน้ าเปล่าให้สะอาดประมาณ 3 ครั้ง เสร็จแล้วตัดหรือ

หั่นสมุนไพรให้เป็นชิ้นเล็กๆบางๆ เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการตาก จากนั้นน าไปตากลมทิ้งไว้ 2-3 วัน จน

ใบรางจืดแห้งสนิทน้ าหนักคงที่แล้วน าไปบดให้ละเอียด ชั่งผงสมุนไพรที่บดแล้วปริมาณ 40 กรัมใส่ลง

ใน Cellulose Extraction Thimbles แล้วจึงน าไปใส่ใน Thimble ของเครื่อง Soxhlet Extractor 

ควรใส่เศษกระเบื้อง 2-3 ชิ้นลงใน Boiling Flask เพ่ือกันไม่ให้ตัวท าละลายเดือดเกินไปจนท าให้ขวด

แก้วแตกเสียหาย แล้วจึงใส่ตัวท าละลายเอทานอล ใน Boiling Flask ปริมาณ 400 มิลลิลิตร 

(สมุนไพร: ตัวท าละลาย = 1:10) เมื่อท าการสกัดเป็นเวลา 36 ชั่วโมง จนตัวท าละลายใน Thimble มี

สีใสแล้ว ท าการเก็บสารสกัดทั้งหมดที่ได้ใส่ในขวดทึบแสงปิดสนิท เพ่ือกันให้พ้นจากแสง ที่อุณหภูมิ   

4 °C จากนั้นน าสารสกัดที่ได้ไประเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotatory evaporator 
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หลังจากระเหยตัวท าละลายแล้วน าไปปั่นด้วย miVac concentrator เพ่ือระเหยแห้งตัวท าละลาย

ออกให้หมด จนสารสกัดหยาบมีความเข้มข้นเพ่ิมขึ้น จากนั้นน าสารที่ได้ไปชั่งน้ าหนักแล้วค านวณหา

ปริมาณสารที่ได้ (%yield) 

% Yield =
Crude extract weight(g) 

Sample powder weight(g)
× 100 

ละลายสารสกัดหยาบของสมุนไพรใน DMSO เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของตัวอย่างเป็น 100 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อละลายเสร็จแล้วน าสารสกัดหยาบสมุนไพรกรองผ่าน filter ขนาด 0.2 

ไมครอน ลงใน microcentrifuge tube เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C 

3.4.2 การทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

การทดสอบเพ่ือหาสารประกอบฟีนอลิกโดยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric ท าในถาด

เพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม โดยใส่ 10% Folin reagent และ 0.1 โมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

อย่างละ 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุมที่ประกอบไปด้วยสารสกัดตัวอย่างที่ละลายด้วย          

เมทานอลให้ได้ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยใช้สารละลายกรด

แกลลิก เป็นสารละลายมาตรฐานในการหาค่ากราฟมาตรฐาน (Standard curve) ทิ้งไว้ที่อุณภูมิห้อง 

60 นาที ในที่มืด จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร และค านวณหาค่าสารประกอบ     

ฟีนอลิกทั้งหมดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อกรัม

สารสกัด (mg of gallic acid equivalent / g extract) 
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3.4.3 การทดสอบปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

การทดสอบเพ่ือหาสารประกอบฟลาโวนอยด์โดยวิธี Aluminum chloride colorimetry 

ท าในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม โดยใส่ 10% อลูมิเนียมคลอไรด์(AlCl3) และ 1 โมลาร์ โซเดียม       

อะซิเตรต (NaOAc) อย่างละ 10 ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุมที่ประกอบไปด้วยสารสกัดตัวอย่างที่

ละลายด้วยเมทานอลให้ได้ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยใช้

สารละลายเคอร์ซิติน เป็นสารละลายมาตรฐานในการหาค่ากราฟมาตรฐาน (Standard curve) 

จากนั้นเติมสารละลายเอทานอลปริมาตร 150 ไมโครลิตร ในทุกหลุม  ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 40 นาท ี

ในที่มืดและวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร และค านวณหาค่าสารประกอบฟลาโวนอยด์

ทั้งหมดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน ในหน่วยมิลลิกรัมของสารละลาย     

เคอร์ซิตินต่อกรัมสาร สกัด (mg of quercetin equivalent / g extract) 

3.4.4 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบรางจืด  

3.4.4.1 วิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  

วิธี DPPH เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการตรวจคัดกรองหาความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ

ในสารสกัด หรือ อาหาร โดยวัดความสามารถในการต้านออกซิเดชันซึ่งใช้สารตัวท าปฏิกิริยา คือ 2,2-

Diphenyl-1- picrylhydrazyl เป็นอนุมูลที่เสถียรในตัวท าละลายเมทานอล ซึ่งสารละลายนี้มีสีม่วง

และสามารถดูดกลืนแสงได้ที่ 517 นาโนเมตร โดย DPPH• จะเกิดปฏิกิริยากับ antioxidant (AH) 

หรือกับ radical species (R•) ถ้าตัวอย่างมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันได้สูงความเข้มข้น

ของสารละลายสีม่วงก็จะลดลง การทดสอบท าในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุมด้วยวิธี DPPH radical 

scavenging activity โดยใส่ DPPH working solution 180 ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุมที่

ประกอบไปด้วยสารสกัดตัวอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใช้สารละลายวิตามินซีเป็นสารละลาย

มาตรฐานในการหาค่ากราฟมาตรฐาน (Standard curve) และใช้เอทานอลเป็นตัวควบคุมผลลบ 
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(Negative control) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาท ีในที่มืด จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโน

เมตรและค านวณหาค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระดังสมการ 

% Scavenging activity =
Abs(sample) − Abs(control)

Abs(control)
 × 100 

3.4.4.2 วิธี 2,2’-Azino-bis (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

cation (ABTS)  

วิธี ABTS เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน (antioxidant capacity) 

ซึ่งวิธีนี้ใช้ตัวท าปฏิกิริยาที่ส าคัญคือ 2,2’- Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt เป็นอนุมูลที่เสถียรในสารละลาย สารละลายนี้มีสีเขียวและสามารถดูดกลืนแสง

ได้ที่ 734 นาโนเมตร โดย ABTS• จะเกิดปฏิกิริยากับ antioxidant (AH) ถ้าตัวอย่างมีความสามารถ

ในการต้านออกซิเดชันได้สูงความเข้มข้นของสารละลายสีเขียวก็จะลดลง การทดสอบท าในถาด

เพาะเลี้ ยงชนิด 96 หลุมด้วยวิธี  ABTS radical scavenging activity โดยใส่  ABTS  working 

solution 180 ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุมที่ประกอบไปด้วยสารสกัดตัวอย่างปริมาตร 20 

ไมโครลิตร โดยใช้สารละลายวิตามินซีเป็นสารละลายมาตรฐานในการหาค่ากราฟมาตรฐาน 

(Standard curve) และใช้เอทานอลเป็นตัวควบคุมผลลบ(Negative control) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

30 นาที ในที่มืด จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร และค านวณหาค่าร้อยละการต้าน

อนุมูลอิสระดังสมการ 

 

% Scavenging activity =
Abs(sample) − Abs(control)

Abs(control)
 × 100 
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3.4.5 การวิเคราะห์หาสารออกฤทธิ์ในสารสกัดหยาบจากใบรางจืดด้วย LC-MS 

 ตัวอย่างสารสกัดถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS ด้วยเครื่อง micrOTOF-Q III (Bruker 

Daltonics) ในโหมดประจุบวก หลังจากนั้นข้อมูลถูกน าไปวิเคราะห์ผ่านเว็บไซต์ METLIN-(CA, USA) 

ในหมวด Simple search โดยก าหนดให้มีค่าความคลาดเคลื่อนไม่เกิน 30 part per million(PPM) 

จากนั้นน าสารออกฤทธิ์ที่ท านายได้ไปสืบค้นข้อมูลผ่าน KNApSAcK Keyword Search Web 

Version 1.000.01 เพ่ือหาความเป็นไปได้ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

 

3.4.6 การทดสอบความสามารถในการป้องกันเซลล์ประสาทของสารสกัดใบรางจืดจากพิษ

ของ กลูตาเมตโดยวัดจากปริมาณการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT 

ความเป็นพิษของสารสกัดและความสามารถในการป้องกันเซลล์ประสาทของสารสกัดใบ

รางจืดจากพิษของกลูตาเมตถูกทดสอบด้วย วิธี MTT โดยตรวจวัดการเผาผลาญ (metabolic 

activity) ของเซลล์และวัดปริมาณสีม่วงที่ เกิดจากตะกอน formazan การทดสอบท าในถาด

เพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุมโดยหว่านเซลล์ลงไปปริมาณ 3000 เซลล์ต่อหลุม จากนั้นบ่มข้ามคืนในสภาวะ 

37 ºC 5% CO2 แล้วบ่มเซลล์ด้วยสารสกัดจากรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆพร้อมกับกลูตาเมตความ

เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เมื่อครบเวลาแล้วท าการทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ด้วยวิธี  MTT โดยใช้

สารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มให้ครบเวลา 3 ชั่วโมงจากนั้นท าการละลาย

ตะกอนสีด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) 200 ไมโครลิตร เขย่าให้ละลายตะกอนและน าไปวัด

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร และค านวณ % cell viability ตามสูตร  

 

% Cell viability =
Abs(sample) − Abs(blank of sample)

Abs(control) − Abs(blank of sample)
 × 100 
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รูปที่ 16 กลไกการเกิดปฏิกิริยาใน MTT assay  
http://scgbiomax.com/g5/bbs/board.php?bo_table=product&wr_id=1&page=5 

(accessed on Jan 5, 2018) 

3.4.7 การทดสอบความสามารถในการป้องกันเซลล์ประสาทของสารสกัดใบรางจืดจากพิษ

ของ กลูตาเมตโดยวัดจากปริมาณความเป็นพิษต่อเซลล์ ด้วยวิธี LDH 

LDH เป็นเอ็นไซม์ที่สามารถพบได้ในทุกๆเซลล์และมีความคงตัวสูงเมื่อพลาสมาเมมเบรน

ได้รับความเสียหายหรือถูกท าลายเซลล์ก็จะปล่อยเอ็นไซม์ชนิดนี้ออกมา ความเป็นพิษต่อเซลล์

(cytotoxicity) ถูกวัดจากปริมาณของเอ็นไซม์ LDH ซึ่งถูกปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ที่ถูกท าลาย 

โดย LDH activity ถูกวัดได้จากการท าปฏิกิริยาแบบ coupled enzymatic reaction ในชุดทดสอบ 

CytoTox 96 ® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) การทดสอบจะท าใน

ถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุมโดยหว่านเซลล์ลงไปปริมาณ 3000 เซลล์ต่อหลุม จากนั้นบ่มข้ามคืนใน

สภาวะ 37 ºC 5% CO2 แล้วบ่มเซลล์ด้วยสารสกัดจากรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆพร้อมกับ     กลูตา

Tetrazolium salt Formazan dye (550nm) 
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เมตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน าถาดเพาะเลี้ยงไปปั่นที่ความเร็ว 1500 g จากนั้นดูดส่วนน้ า

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากหลุมต่างๆรวมทั้งหลุมควบคุมไปใส่ในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 อันใหม่ 

แล้วใส่น้ ายาทดสอบปริมาตร 50 ไมโครลิตรในหลุมทดลอง ส่วนคอนโทรลเซลล์ถูกท าให้แตกตัวด้วย 

lysis buffer เป็นเวลา 30 นาที ก่อนจะใส่น้ ายาทดสอบ แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง 30 นาทีโดยห้ามโดน

แสง หลังจากนั้นใส่น้ ายาหยุดปฏิกิริยาปริมาตร 50 ไมโครลิตร สารละลายถูกวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 

490 นาโนเมตร จากนั้นค านวณค่า LDH release จากสูตร 

           % LDH release =
Abs(sample LDH release)−Abs(blank of sample)

Abs(𝑚𝑎𝑥 LDH release)−Abs(𝑚𝑎𝑥 blank LDH release)
 × 100 

 

 

รูปที่ 17 กลไกการเกิดปฏิกิริยาใน LDH assay  
https://worldwide.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/cytotox-

96-non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol/ (accessed on Jan 5, 2018) 
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3.4.8 การทดสอบหาปริมาณอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในเซลล์จากภาวะเครียดออกซิเดชัน 

(Intracellular reactive oxygen species production) ด้วยวิธี flow cytometry  

การสะสมหรือการเพ่ิมสูงขึ้นของ ROS ภายในเซลล์มักเกิดจากความผิดปกติของระบบต้าน

อนุมูลอิสระในร่างกายโดยส่งผลให้เกิดความผิดปกติต่างๆได้โดยเฉพาะโรคความเสื่อมของระบบ

ป ระส าท  ROS ภ าย ใน เซ ลล์ จ ะวั ด ได้ จ าก ก ารท าป ฏิ กิ ริ ย ากั บ  5-(and-6)-carboxy-2',7'-

dihydrofluorescein diacetate (H2DFFDA) ได้สารเรืองแสง การทดสอบหาปริมาณอนุมูลอิสระจะ

เริ่มจากการหว่านเซลล์ลงในถาดเพาะเลี้ยงขนาด 12 หลุม จากนั้นบ่มด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้น

ต่างๆเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบ่มด้วยกลูตาเมตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 

จากนั้นใส่ DCFH2-DA ความเข้มข้น 10 µM บ่มที่ 37 ºC 45 นาที เมื่อครบเวลาแล้วเก็บเซลล์ด้วย    

ทริปซินแล้ววัดด้วย flow cytometry (FACSCalibur, BD Biosciences, Sanjose, CA, USA) ทันที

ที่ความยาวคลื่น excitation และ emission 488 และ 525 นาโนเมตร ตามล าดับ โดยผลการ

ทดลองจะแสดงในรูปแบบของความสัมพันธ์ของระดับ ROS เทียบกับกลุ่มเซลล์ควบคุม 

3.4.9 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการออโตฟาจี และ

ปริมาณไมโตคอนเดรีย 

3.4.9.1 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford  

โปรตีนที่ สกัดได้ ถูกน าไปวัดความเข้มข้นด้วยวิธี  Bradford (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) โดยโปรตีนจะไปจับกับสี Coomassie Brilliant Blue G-250 เกิดการเปลี่ยนสี

จากสีแดงในสภาวะความเป็นกรด เป็นสีน้ าเงิน ท าได้โดยผสมตัวอย่างโปรตีนกับน้ ายา 1X Bradford 

ในไมโครเพลทจากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10นาที และหลีกเลี่ยงการโดนแสง เมื่อครบเวลา
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แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างถูกค านวณเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ความเข้มข้น 0-1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

3.4.9.2 การแยกโปรตีนด้วยวิธี Western Blot  

เซลล์ถูกบ่มด้วยสารสกัดจากรางจืดและกลูตาเมตที่ความเข้มข้นและเวลาที่เหมาะสม จากนั้น

ท าการเก็บโปรตีนจากเซลล์ด้วย lysis buffer และวัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford 

ตามท่ีกล่าวมาข้างต้น จากนั้นโปรตีนตัวอย่างถูกท าให้มีความเข้มข้นเท่ากันที่ 20 ไมโครกรัมและแปลง

สภาพโปรตีนด้วยการผสมกับ Laemmli บ่มภายใต้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส จากนั้นเตรียมเจล          

อะคริลาไมด์ขนาด 12% ส าหรับแยกโปรตีน และท าการหยอดโปรตีนตัวอย่างที่ต้องการ แล้วแยก

โปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้าและท าการย้ายโปรตีนจากเจลอะคริลาไมด์ไปสู่เมมเบรน  PVDF (GE 

Healthcare) จากนั้นบล็อกด้วยนมชนิดไม่มีไขมัน 5% ใน TBST เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และย้อม 

Primary Antibody ที่ จ า เพ า ะ ต่ อ ก ร ะ บ ว น ก า ร อ อ โต ฟ า จี  LC3 (1:8000 Cell Signaling 

Technology) ไมโตคอนเดรีย TOM20 (1:10000 Cell Signaling Technology)  และ β -actin 

(1:16000 Cell Signaling Technology) บ่มที่อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เมื่อครบเวลาแล้ว

ล้างด้วย 1X TBST 3 ครั้งแล้วบ่มด้วย Anti-rabbit IgG HRP linked Antibody (1:16000 Cell 

Signaling Technology)  ที่อุณภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 1X TBS-T 3 ครั้ง น าไปประกบ

ด้วยฟิล์มและอ่านผลโดยเทียบแถบโปรตีนกับตัวควบคุม β-actin ด้วยโปรแกรม Image J 
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รูปที่ 18 การแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 
https://www.leinco.com/western-blotting-protocol (accessed on Jan 5, 2018) 

3.4.10 การย้อมเซลล์ด้วยเทคนิค immunofluorescence staining  

เทคนิคการย้อมด้วยสี  immunofluorescence เป็นการติดตามโปรตีนที่ สนใจด้วย

แอนติบอดีและติดตามด้วยสีเรื่องแสงชนิดต่างๆ การทดลองนี้มีเป้าหมายในการติดตามต าแหน่งของ

โปรตีน LC3 ร่วมกับไมโตคอนเดรีย เซลล์ HT-22 ถูกหว่านลงในถาดเพาะเลี้ยงขนาด 12 หลุม บน

แผ่นสไลด์ชนิดกลมที่ผ่านการเคลือบด้วย Poly-D-lysine (Thermo Scientific) และน าไปเลี้ยงที่

อุณหภูมิ  37 ºC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บ่มด้วยสารสกัดจากรางจืดที่ความเข้มข้น 50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรแล้วบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบ่มด้วยกลูตาเมต เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อ

ครบเวลาแล้วใส่ Mitotracker (Mitotracker Red CMXRos, Invitrogen) ความเข้มข้น 200 นาโน 

โมลาร์ ลงในแต่ละหลุมและบ่มเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแล้วน าไปรักษาสภาพเซลล์ด้วย 4% 

paraformaldehyde บ่มที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที จากนั้น permeabilize ด้วย 0.3% Triton X-100 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที เมื่อครบเวลาแล้วบล็อกด้วย 2 % FBS-PBS บ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง 

จากนั้นย้อมด้วยแอนติบอดี LC3 (1:200 Cell Signaling Technology) บ่มที่ 4 ºC ข้ามคืน จากนั้น



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 47 

ย้อมด้วย Alexa 488 (1:1000 Cell Signaling Technology) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง จากนั้น

ย้อมด้วย DAPI 300 นาโนโมลาร์ ทิ้งไว้ 10 นาที แล้วล้างเซลล์ด้วย 1XPBS 3 ครั้งจากนั้น mount 

ด้วย prolong anti fade และเก็บไว้ที่ 4 ºC หรือน าไปถ่ายภาพด้วย confocal microscope(LSM-

700, Carl Zeiss) 

3.4.11 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากรางจืดต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกระดับ 

mRNA ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (SOD, CAT, GPx) โดยวิธี 

Real time-PCR 

3.4.11.1 การสกัด RNA ด้วยน้ ายา Trizol  

หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะทดสอบแล้ว  ท าการสกัด RNA ด้วยน้ ายา Trizol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั้นดูดสารทั้งหมดใส่หลอดขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แล้วเติมคลอโรฟอร์มที่เย็นลงไป 200 ไมโครลิตร เขย่าประมาณ 20 วินาที เมื่อครบเวลา

น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ 4ºC จากนั้นดูดส่วนใสด้านบน

ที่เป็น RNA ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชุดใหม่ จากนั้นเติมสารละลาย Isopropanol ที่เย็นลงไป

ในอัตราส่วน 1:1 กับส่วนใสที่ดูดแยกออกมาได้ ผสมสารเข้าด้วยกัน แล้วน าไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ        

-20ºC 20 นาที เพ่ือตกตะกอน RNA จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 10 นาทีที่

อุณหภูมิ 4ºC แล้วเทส่วนใสทิ้งจะเห็นตะกอนบริเวณก้นหลอด จากนั้นล้างตะกอน RNA ด้วย 75%  

เอทานอล ที่ละลายในน้ า DEPC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 7,500 g 

เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิ 4ºC ท าซ้ า 3 ครั้ง เมื่อล้างตะกอนครั้งสุดท้ายแล้ว ให้เทส่วนใสทิ้งแล้ว 

ตากตะกอนไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ตะกอน RNA แห้งสนิท แล้วละลายตะกอน RNA ด้วยน้ า 

DEPC ที่ อุ่นที่ อุณหภูมิ 65ºC ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้ตะกอน RNA ละลายในน้ า DEPC 
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จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 5-10 นาที จากนั้นน าไปวัดปริมาณ RNA ที่สกัดได้ด้วย

เครื่อง Nanodrop หรือเก็บ RNA ที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ - 80ºC 

3.4.11.2 การท า Real time-PCR 

เทคนิค RT-PCR เป็นการติดตามระดับ mRNA ด้วยสีเรืองแสง วิธีนี้นับเป็นเทคนิคที่ได้รับ

ความนิยมอย่างแพร่หลายในปัจจุบันเพราะมีความไวสูงและแม่นย าอีกท้ังยังมีข้ันตอนที่ไม่ซับซ้อน โดย

สีที่นิยมใช้คือ SYBR Green ซึ่งจะเข้าจับกับ DNA สายคู่บริเวณต าแหน่ง minor groove ดังนั้น

ปริมาณแสงที่วัดได้จะแสดงออกมาเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ DNA ที่ เพ่ิมขึ้น (Deepak, 

Kottapalli et al. 2007) เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่มทดลอง 

ในขั้นแรก mRNA จะต้องถูกเปลี่ยนเป็น cDNA โดยสังเคราะห์จาก RNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม ด้วย

ไพรเมอร์ oligo-dT และชุดน้ ายา Accupower RT Premix (Bioneer, Daejeon, South Korea) 

จากนั้นน า cDNA ที่ได้มาท า real-time PCR โดยใช้ชุดน้ ายาของ AccuPower 2X GreenStar ที่มีสี 

SYBR - Green เมื่อผสมสารทั้งหมดในปฏิกิริยาแล้ว น าไปเข้าเครื่อง Bioneer Exicycler 96 เพ่ือท า

ปฏิกิริยา PCR โดยใช้อุณหภูมิในขั้นตอน annealing/extension ที่ 55 ºC จากนั้นน าค่า Ct ของยีน

ทั้งหมดมาท าการ normalize กับ β-actin และค านวณหาปริมาณการแสดงออกของยีนในรูปแบบ

จ านวนเท่าโดยใช้สูตร 2-ΔΔCt ในการศึกษาครั้งนี้จะศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับเอ็นไซม์ในกระบวนการต้าน

อนุมูลอิสระโดยประกอบไปด้วยยีน SOD1 SOD2 GPx และ CAT β-actin โดยใช้ไพรเมอร์ดังตาราง

ที่ 1 (Sukprasansap, Chanvorachote et al. 2017) 
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ตารางท่ี 1 ล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

Genes Sequence of primer                                  

SOD1 forward 5′-CAGGACCTCATTTTAATCCTCAC-3′ 

SOD1 reverse 5′-CCCAGGTCTCCAACATGC-3′ 

SOD2 forward 5′-CTGGACAAACCTGAGCCCTA-3′ 

SOD2 reverse 5′-TGATAGCCTCCAGCAACTCTC-3′ 

CAT forward 5′-CAGCGACCAGATGAAGCA-3′ 

CAT reverse 5′-CTCCGGTGGTCAGGACAT-3′ 

GPx forward 5′-ACAGTCCACCGTGTATGCCTTC-3′ 

GPx reverse 5′-CTCTTCATTCTTGCCATTCTCCTG-3′ 

β-actin forward 5′-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3′ 

β-actin reverse 5′-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3′ 

3.4.12 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ผลการศึกษาทั้งหมดมาจากการทดสอบซ้ ากันทั้งหมดสามครั้งโดยเป็นอิสระต่อกัน และจะ

น าเสนอในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากนั้นข้อมูลถูกน าวิเคราะห์

ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 22 โดยใช้ตัวสถิติคือ One-way analysis of variance - 

ANOVA ร่วมกับ Post-hoc ชนิด Dunnett’s test และ Bonferroni เพ่ือเปรียบเทียบกลุ่มตัวอย่าง

แต่ละกลุ่ม ที่ระดับนัยส าคัญ p value < 0.05  
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บทที่ 4 ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระและกลไกที่เกี่ยวข้องของสารสกัดจากใบรางจืด 

4.1.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์และความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระในสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 

สารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ถูกสกัดด้วยวิธีซอกเลตโดยใช้ตัวท าละลายเป็นเอทานอล พบว่า 

สารสกัดหยาบที่ได้มีสีเขียวเข้มและปริมาณผลผลิตเท่ากับร้อยละ 7.96 ของใบรางจืดแห้ง หลังจากนั้น

น าไปทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ซึ่งถือเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญ

และมักพบมากในพืชสมุนไพร โดยปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสามารถวัดได้โดยวิธี Folin-

Ciocalteu colorimetric ผลการทดลองที่ได้เทียบกับค่ากราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก (ความ

เข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และสารประกอบฟลาโวนอยด์ท าการวัดโดยวิธี Aluminum 

chloride colorimetry ผลการทดลองที่ได้เทียบกับค่ากราฟมาตรฐานของเคอร์ซิติน (ความเข้มข้น  

0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในสาร

สกัดหยาบจากใบรางจืดพบว่า สารสกัด 1 กรัม มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเทียบเท่ากรดแกลลิก

มาตรฐานมีค่าเท่ากับ 160.02±5.86 มิลลิกรัม และปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์เทียบเท่า   

เคอร์ซิตินมาตรฐานมีค่าเท่ากับ 43.55±0.75 มิลลิกรัม แสดงดังตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 

 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

(mg GAE/ g extract)* 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

(mg QE/ g extract)** 

สารสกัดหยาบจากใบรางจืด 160.02±5.86 43.55±0.75 

ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของ ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่เป็น

อิสระต่อกัน  

*mg gallic acid equivalent per g extract (mg GAE/g extract)  

**mg quercetin equivalent per g extract (mg QE/g extract) 

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดถูกทดสอบด้วยวิธี DPPH 

และ ABTS โดยเทียบกับค่ากราฟมาตรฐานของวิตามินซี (ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  

จากการทดสอบพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 1 กรัม มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่า

วิตามินซี เท่ากับ 41.94±1.72 มิลลิกรัม ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH  และ 46.11±1.37 มิลลิกรัม 

ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS แสดงดังตารางท่ี 3  

ตารางท่ี 3 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 

 
DPPH 

(mg AAE/g extract)* 
ABTS 

(mg AAE/g extract)* 
สารสกัดหยาบจากใบรางจืด 41.94±1.72 46.11±1.37 

ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของ ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่เป็น
อิสระต่อกัน  
*mg ascorbic acid equivalent per g extract (mg AAE/g extract) 
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4.1.2 สารออกฤทธิ์ส าคัญในสารสกัดหยาบจากใบรางจืดด้วยเทคนิค LC-MS 

สารสกัดหยาบจากใบรางจืดได้ถูกน ามาทดสอบเพ่ือคัดกรองหาสารออกฤทธิ์โดยเทคนิค LC-MS 

ด้วยเครื่อง micrOTOF-Q III (Bruker Daltonics) ในโหมดประจุบวกโดยท านายผ่านเว็บไซต์ 

METLIN จากการท านายพบสารออกฤทธิ์ส าคัญได้แก่ (±)-catechin epicatechin apigenin 7-O-

glucoside pelargonidin 3-O-glucoside และ 7-Hydroxycoumarin โดยพบ สาร (±)-catechin 

หรือ สาร epicatechin มีปริมาณมากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 6.08 สารออกฤทธิ์ที่พบมากเป็นอันดับสอง 

คือ สาร apigenin สาร 7-O-glucoside หรือ สาร pelargonidin 3-O-glucoside คิดเป็นร้อยละ 

5.14 และ สารออกฤทธิ์ที่พบมากเป็นอันดับสาม คือ 7-hydroxycoumarin (umbelliferone) คิด

เป็นร้อยละ 4.29 นอกจากนี้ยังมีสารอื่นๆ ที่ได้จากการท านายได้แก่ betaine pelargonin apigenin 

6-C-glucoside 8-C-arabinoside และ kaempferol 7,4'-dimethyl ether แสดงข้อมูลดังรูปที่ 19 

และตารางท่ี 4 

 

รูปที่ 19 โครมาโตแกรมของ LC-MS แสดงพีคของสารออกฤทธิ์ในสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 
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ตารางท่ี 4 สารออกฤทธิ์ในสารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ท านายได้จากเทคนิค LC-MS 

พีคที่ Rt(นาที) [M+H] [M+Na] 
พื้นที่
(%) 

สารประกอบ 
มวลตาม
ทฤษฎี 

ค่าความคาด
เคลื่อนมวล 

(ppm) 

19 1.8 118.088 
 

2.00 Betaine 117.0790 14 

58 8.2 595.161 
 

1.81 Pelargonin 594.1585 7 

60 8.4 565.153  1.39 
Apigenin 6-C-glucoside  

8-C-arabinoside 
564.148 3 

74 9.1 
 

313.0681 6.08 (±)-Catechin 290.0790 0 

   
313.0681 

 
Epicatechin 290.0790 0 

75 9.2 433.1121 
 

5.14 Apigenin 7-O-glucoside 432.1056 1 

  
433.1121 

  
Pelargonidin 3-O-

glucoside 
432.1056 1 

99 10.3 163.0388 
 

4.29 7-Hydroxycoumarin 162.0317 1 

120  315.086  0.29 
Kaempferol 7,4'-dimethyl 

ether 
314.079 0 

ฐานข้อมูล : METLIN-(CA, USA) และ KNApSAcK Keyword Search Web Version 1.000.01 

 

4.1.3 ความเป็นพิษของสารสกัดหยาบใบรางจืดต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด HT-22 

ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.5-

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และทดสอบระยะเวลาการบ่มต่างๆ (6-24 ชั่วโมง) ศึกษาในเซลล์

ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู (HT-22) โดยวัดร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ พบว่า สารสกัด

หยาบใบรางจืดที่ความเข้มข้นสูงสุด 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลต่อการลดลงของปริมาณการ

อยู่รอดของเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยเซลล์ประสาทมีชีวิตรอดต่ ากว่าร้อยละ 80 ที่เวลา 12 
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และ 24 ชั่วโมง ในขณะที่เวลา 6 ชั่วโมง แม้ว่าจะมีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่รอดมากกว่าร้อยละ 80 

แต่เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ควบคุมพบว่า มีปริมาณการมีชีวิตรอดลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

ส่วนที่ความเข้มข้นอ่ืนๆ (0.5-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่า เซลล์มีชีวิตรอดมากกว่าร้อยละ 80 

แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุม แสดงดังรูปที่ 20 

 

รูปที่ 20 แสดงการมีชีวิตรอดของเซลล์ HT-22 

โดยท าการบ่มเซลล์ด้วยสารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆ 0.5 -100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (µg/ml) เวลา 6 12 และ 24 ชั่วโมง (hr) ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่ เป็นอิสระต่อกัน และพิจารณาจากค่าดังนี้          

*p value < 0.05, **p value < 0.01, #p value < 0.005, ##p value < 0.0001 โดยเทียบกับตัว

ควบคุม(เซลล์ที่ไม่ได้บ่มด้วยสารสกัดหยาบจากใบรางจืด) 
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4.1.4 การปกป้องของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อความเป็นพิษจากกลูตาเมตในเซลล์

ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด HT-22  

หลังจากทราบความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ไม่ก่อให้เกิดความ

เป็นพิษต่อเซลล์แล้ว ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบผลการปกป้องของสารสกัดต่อความเป็นพิษของกลูตาเมต

ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด HT-22 ด้วยวิธี MTT โดยเซลล์ถูกบ่มก่อนด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้น 

2.5-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ซึ่งใช้เป็นตัว

ควบคุมเชิงบวกที่ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ (nM) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเซลล์ถูกบ่ม

ด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (mM) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากผลการทดสอบ

พบว่าในเซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียวมีอัตราการมีชีวิตรอดเพียงร้อยละ 25 เมื่อเทียบกับ

เซลล์กลุ่มควบคุมพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ขณะที่ในกลุ่มเซลล์ที่ถูกบ่มด้วย

สารสกัดที่ความเข้มข้น 10-50 µg/ml และสารละลายซีลีเนียมที่ความเข้มข้น 100 nM  สามารถเพ่ิม

อัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ที่บ่มด้วย 

กลูตาเมตเพียงอย่างเดียว โดยมีอัตราการมีชีวิตรอดร้อยละ 56, 63, 78 และ 99 ตามล าดับ และ

เป็นไปตามระดับความเข้มข้นของสารสกัดโดยที่สารสกัดความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถเพ่ิมอัตรา

การมีชีวิตรอดของเซลล์ได้ดีที่สุด ดังรูปที่ 21.A เพ่ือเป็นการเพ่ิมความน่าเชื่อถือของผลการทดสอบ

ผู้วิจัยได้ท าการวัดความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี LDH จากผลการทดสอบพบว่าสารสกัดที่ความเข้มข้น 

2.5-50 µg/ml และสารละลายซีลีเนียม สามารถลดการตายของเซลล์จากความเป็นพิษของ กลูตาเม

ตได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีอัตราการตายของเซลล์ร้อยละ 56, 45, 22, 6, 3 และ 3 

ตามล าดับ โดยที่สารสกัดความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดการตายของเซลล์จากความเป็นพิษของ 

กลูตาเมตได้ดีที่สุด ซ่ึงผลการทดลองสอดคล้องกับผลการทดลองข้างต้น ดังแสดงในรูปที่ 21 B 
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รูปที่ 21 ผลการปกป้องของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อความเป็นพิษจากกลูตาเมต 

ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด HT-22 วัดด้วยวิธี (A) MTT และ (B) LDH เซลล์ HT-22 ถูกบ่มก่อน

ด้วยสารสกัดใบรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆ และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นบ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (mM) เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่เป็น

อิสระต่อกัน และพิจารณาจากค่าดังนี้  *p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 

0.005, ****p value < 0.0001 โดยเทียบกับเซลล์ที่บ่มด้วยกลูตาเมตเท่านั้น #p value < 0.0001 

โดยเทียบกับเซลล์กลุ่มท่ีไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ (เซลล์กลุ่มควบคุม) 

A 
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4.1.5 ผลของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการกระตุ้นการเกิด ROS ด้วยกลูตาเมตใน

เซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22  

เพ่ือทดสอบความสามารถของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดในการลดการเกิด ROS จากการ

เหนี่ยวน าด้วยความเป็นพิษของกลูตาเมต ปริมาณ ROS ภายในเซลล์ถูกวัดปริมาณสารเรืองแสงด้วย

เทคนิค Flow cytometry จากการท าปฏิกิริยาของ ROS ภายในเซลล์กับสาร 5-(and-6)-carboxy-

2',7'-dihydrofluorescein diacetate (H2DFFDA) โดยเซลล์  HT-22 ถูกบ่มด้วยสารสกัดที่ความ

เข้มข้น 10-50 µg/ml ซึ่งสามารถเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์จากพิษของกลูตาเมตได้อย่างมี

นัยส าคัญ และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิงบวกความเข้มข้น 100 

nM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเซลล์ถูกบ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5  mM เป็นเวลา 

18 ชั่วโมง จากผลการทดสอบพบว่าเซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียวมีการเพ่ิมปริมาณ ROS 

ภายในเซลล์สูงขึ้นถึง 4 เท่า เมื่อเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมซึ่งไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ และเมื่อบ่มเซลล์

ด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้น 10-50 µg/ml พบว่าสามารถลดปริมาณ ROS ภายในเซลล์ได้อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียว และเป็นไปตามระดับความ

เข้มข้นของสารสกัดที่เพ่ิมมากขึ้นโดยสารสกัดความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดปริมาณ ROS 

ภายในเซลล์ได้มากที่สุด ดังรูปที่ 22 
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รูปที่ 22 ความสามารถในการลดการกระตุ้นการเกิด ROS ภายในเซลล์ด้วยกลูตาเมต 

ของสารสกัดหยาบจากใบรางจืด เซลล์ HT-22 ถูกบ่มก่อนด้วยสารสกัดใบรางจืดที่ความเข้มข้นต่างๆ 

และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นบ่มด้วยสารละลาย 

กลูตาเมตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (mM) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ผลการทดลองจะแสดงในรูปแบบ

ของค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน และพิจารณาจาก

ค่าดังนี้  *p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 0.005, ****p value < 0.0001 

โดยเทียบกับเซลล์ที่บ่มด้วยกลูตาเมตเท่านั้น #p value < 0.0001 โดยเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกบ่มด้วย

สารใดๆ (เซลล์กลุ่มควบคุม) 
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4.1.6 ผลของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการแสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระ 

เอ็นไซม์มีส่วนส าคัญในกลไกการต้านอนุมูลอิสระ โดยเข้าไปเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของสาร

อนุมูลอิสระที่ไม่เสถียรให้เป็นโมเลกุลที่มีความเสถียรและไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ได้โดยเอ็นไซม์ที่

ส าคัญได้แก่ SOD GPx และ CAT เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการแสดงออกของ

เอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ผู้วิจัยได้เลือกศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ SOD1 SOD2 

GPx และ CAT โดยใช้เทคนิค Real time-PCR จากผลการทดสอบพบว่า ที่ความเข้มข้น 50 µg/ml 

สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน SOD1, SOD2 และ CAT ในขณะที่สารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์

สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน GPx ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติดังรูปที่ 23 A-D จากผลการ

ทดสอบแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากใบรางจืดสามารถเพ่ิมการแสดงออกของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 

และจากความสามารถนี้อาจเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลให้สารสกัดสามารถปกป้องเซลล์จากภาวะเครียด

ออกซิเดชันได ้

A                                                                B 
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   C                                                                 D 

 

รูปที่ 23 สารสกัดจากใบรางจืดเพ่ิมการแสดงออกของยีนในกลุ่มเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 

โดยหลังจากเซลล์  HT-22 ถูกบ่มด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เซลล์ถูกน าไป

สกัด RNA และทดสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี Real time-PCR โดยระดับการแสดงออกของยีน 

(A) SOD1 (B) SOD2 (C) GPx และ (D) CAT ถูกน าไป normalize ด้วย ยีน β-actin แสดงผลใน

ลักษณะของ fold change พร้อมกับค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่

เป็นอิสระต่อกัน และพิจารณาจากค่าดังนี้ *p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 

0.005, ****p value < 0.0001 โดยเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ (เซลล์กลุ่มควบคุม) 
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4.2 การศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการตายของเซลล์ประสาทชนิด    

HT-22 ผ่านวิถีออโตฟาจี 

4.2.1 การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการแสดงออกของโปรตีนในการ

บวนการออโตฟาจีและไมโตคอนเดรียโปรตีน ในเซลล์ประสาทชนิด HT-22 ด้วยวิธี 

Western blot 

การตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีมักเกิดจากการกระตุ้นของภาวะเครียดออกซิเดชันภายใน

เซลล์เป็นระยะเวลานาน LC3 เป็นหนึ่งโปรตีนที่ส าคัญที่ช่วยติดตามการเกิดกระบวนการออโตฟาจี 

โดยเฉพาะ LC3B ซึ่งเป็นไอโซฟอร์มที่มีปริมาณมากและโดดเด่นที่สุด การศึกษาการแสดงออกของ

โปรตีน LC3 ร่วมกับการแสดงออกของโปรตีนที่จ าเพาะต่อกระบวนการไมโตคอนเดรีย เป็นการศึกษา

ที่นิยมใช้บอกการเกิดกระบวนการออโตฟาจีบริเวณไมโตคอนเดรีย (เรียกว่า กระบวนการไมโตฟาจี) 

ซึ่งพบได้มากที่สุด ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน LC3B ร่วมกับ TOM20 ซึ่งเป็น

โปรตีนที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโตคอนเดรียและมีความจ าเพาะต่อไมโตคอนเดรียสูง ด้วยวิธี 

Western blot เซลล์ HT-22 ถูกบ่มก่อนด้วยสารสกัดท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่

ให้ผลการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิง

บวก เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5 mM เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง ตัวควบคุมการเกิดออโตฟาจีในการทดลองนี้จะใช้เซลล์ที่ถูกอดอาหาร (serum starvation) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน LC3B พบว่าเซลล์ในกลุ่มที่ถูกบ่ม

ด้วยกลูตาเมตอย่างเดียวมีการเพ่ิมอัตราส่วนการแสดงออกของโปรตีน LC3B-II ต่อ โปรตีน LC3B-I 

(LC3B-II/LC3B-I ratio) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่บ่มด้วยสารใดๆ 

ในขณะที่เซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยสารสกัดและซีลีเนียมร่วมกับกลูตาเมต สามารถลดอัตราส่วนการ

แสดงออกของโปรตีน LC3B-II ต่อ LC3B-I ให้กลับมาใกล้เคียงกับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ ไม่บ่มด้วยสาร
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ใดๆ ได้ แสดงดังรูปที่ 24 B ส่วนการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน TOM20 พบว่าเซลล์ในกลุ่มที่

ถูกบ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียวมีการลดการแสดงออกของโปรตีน TOM20 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

เมื่อเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่บ่มด้วยสารใดๆ ในขณะที่เซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยสารสกัดและซีลีเนียม

ร่วมกับกลูตาเมต สามารถเพ่ิมอัตราส่วนการแสดงออกของโปรตีน TOM20 ให้กลับมาใกล้เคียงกับ

เซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่บ่มด้วยสารใดๆ ได้ แสดงดังรูปที่ 24 C จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสาร

สกัดจากใบรางจืดที่ความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดการเกิดกระบวนการไมโตฟาจีที่ถูกกระตุ้น

ด้วยกลูตาเมตได้ โดยอาจเป็นผลมากจากความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบรางจืด 
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รูปที่ 24 การแสดงออกของโปรตีนในกระบวนการออโตฟาจี LC3B และไมโตคอนเดรียโปรตีน 

TOM20 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด HT-22 เซลล์ถูกบ่มก่อนด้วยสารสกัดใบรางจืดที่ความ

เข้มข้น 50 µg/ml และ/หรือ บ่มด้วยสารละลายซีลีเนียมบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 100 nM จากนั้นถูก

บ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตที่ความเข้มข้น 5 mM เป็นเวลา 18 ชั่วโมง การแสดงออกของโปรตีนถูก
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วัดด้วยวิธี Western blot โดยมี (A) แสดงแบนของโปรตีน LC3B-II ต่อ LC3B-I และ TOM20 (B) 

แสดงกราฟแท่งความสัมพันธ์ของโปรตีน LC3B-II ต่อ LC3B-I (C) แสดงกราฟแท่งความสัมพันธ์ของ

โปรตีน TOM20 โดยโปรตีนทั้งหมดดังกล่าวถูกน าไป normalize ด้วยโปรตีน β-actin ซึ่งถูกใช้เป็น 

internal protein control โดยเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ แสดงค่าที่

ได้ในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน และ

พิจารณาจากค่าดังนี้ *p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 0.005, ****p value < 

0.0001 โดยเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ #p value < 0.05, ##p value < 

0.01, ###p value < 0.005, ####p value < 0.0001 โดยเทียบกับเซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยกลูตาเมต 

อย่างเดียว  

 

4.2.2 การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดต่อการแสดงออกของโปรตีนในการ

บวนการออโตฟาจีและไมโตคอนเดรียโปรตีน ในเซลล์ประสาทชนิด HT-22 ด้วยเทคนิค 

Immunocytochemistry (ICC) 

จากผลการทดสอบการแสดงออกของโปรตีนแสดงให้เห็นว่ากลูตาเมตสามารถกระตุ้นให้เกิด

กระบวนการออโตฟาจีได้และท าให้ปริมาณของไมโตคอนเดรียโปรตีนลดลง ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงได้

ท าการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันผลที่เกิดขึ้น โดยการตรวจหาต าแหน่งของโปรตีนภายในเซลล์ด้วย

เทคนิค ICC ซึ่งเป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจหาการเกิดกระบวนการออโตฟาจี โดยเมื่อเราย้อม

เซลล์ด้วยแอนติบอดีที่จ าเพาะและติดตามด้วยสัญญาณเรืองแสง หากมีกระบวนการออโตฟาจีเกิดขึ้น

จะปรากฏลักษณะจุดใหญ่ๆ ของโปรตีน LC3 เรียกว่า LC3 Puncta เซลล์ HT-22 ถูกบ่มก่อนด้วยสาร

สกัดที่ความเข้มข้น 50 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบ่มต่อด้วยสารละลายกลูตาเมตความ

เข้มข้น 5 mM เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ตัวควบคุมการเกิดออโตฟาจีในการทดลองนี้จะใช้เซลล์ที่ถูกอด
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อาหาร (serum starvation) เป็นเวลา 24 ชั่วโมงร่วมกับ Chloroquine (CQ) ที่ความเข้มข้น 50    

ไมโครโมลาร์ (µM) ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งการรวมกันของออโตฟาโกโซม และไลโซโซมท าให้

เราเห็นการสะสมของออโตฟาโกโซมได้ชัดเจนขึ้น  เซลล์ HT-22 ถูกย้อมด้วยสีที่จ าเพาะต่อ             

ไมโตคอนเดรีย (Mitotracker : สีแดง) โปรตีน LC3 (Alexa 488 : สีเขียว) และ นิวเคลียส (DAPI : สี

น้ าเงิน) จากผลการทดสอบพบว่าเซลล์ในกลุ่มที่ถูกบ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียวมีลักษณะของการเกิด 

LC3 Puncta ขึ้นอย่างชัดเจน รูปที่ 25 C เหมือนกับตัวควบคุมการเกิดออโตฟาจี ดังรูปที่ 25 D 

ในขณะที่เซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยสารสกัดร่วมกับกลูตาเมตมีการเกิด LC3 Puncta ลดลงอย่างชัดเจนดัง

รูปที่ 25 E จากผลการทดสอบในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถลดการเกิด

กระบวนการออโตฟาจี ซึ่งน าไปสู่การลดการตายของเซลล์ที่เกิดขึ้น 

 

A. Control 
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B    TLE 50 µg/ml 

 

 

 

 

 

 

 

C    Glutamate 
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D    CQ 

 

 

 

 

 

 

 

E   TLE 50 µg/ml with 

     Glutamate 
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รูปที่ 25 การย้อมสีโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการออโตฟาจี 

(A) เซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ ไม่พบลักษณะของ LC3 Puncta (B) เซลล์ที่ถูกบ่มก่อน

ด้วยสารสกัดหยาบจากใบรางจืดความเข้มข้น 50 µg/ml ไม่พบลักษณะของ LC3 Puncta (C) เซลล์ที่

ถูกบ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5 mM เพียงอย่างเดียว พบว่ามีลักษณะของ LC3 

Puncta อย่างชัดเจนเช่นเดียวกับ (D) เซลล์กลุ่มตัวควบคุมการเกิดกระบวนการออโตฟาจี และเมื่อ 

(E) เซลล์ที่ถูกบ่มสารสกัดร่วมกับกลูตาเมต พบว่าลดการเกิด LC3 Puncta อย่างชัดเจน (เซลล์ HT-

22 ถูกย้อมด้วยสีที่จ าเพาะต่อไมโตคอนเดรีย (Mitotracker : สีแดง) โปรตีน LC3 (Alexa 488 : สี

เขียว) และ นิวเคลียส (DAPI : สีน้ าเงิน) (F) ผลการทดสอบ colocalization โดยพิจารณาจากค่า 

Pearson’s correlation coefficient พบว่าเซลล์ที่ถูกบ่มด้วยสารละลายกลูตาเมตความเข้มข้น 5 

mM เพียงอย่างเดียวมีการ colocalization ของ LC3กับไมโตคอนเดรีย เช่นเดียวกับเซลล์กลุ่มตัว

ควบคุมการเกิดกระบวนการ ออโตฟาจี (Chloroquine 50 µM) และเมื่อเซลล์ที่ถูกบ่มสารสกัด

ร่วมกับกลูตาเมต พบว่าลดการเกิด colocalization อย่างชัดเจน แสดงค่าที่ได้ในรูปแบบของค่าเฉลี่ย 

± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ 3 ครั้งที่ เป็นอิสระต่อกัน และพิจารณาจากค่าดังนี้       
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*p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 0.005, ****p value < 0.0001 โดยเทียบ

กับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกบ่มด้วยสารใดๆ #p value < 0.05, ##p value < 0.01, ###p value < 

0.005, ####p value < 0.0001 โดยเทียบกับเซลล์กลุ่มท่ีบ่มด้วยกลูตาเมต อย่างเดียว  
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บทที่ 5 อภิปรายผลการทดลอง 

โรคความเสื่อมของระบบประสาท เป็นกลุ่มของโรคที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับระบบประสาท 

มีสาเหตุเกิดจากหลายปัจจัยซึ่งล้วนส่งผลต่อการสูญเสียหรือการตายของเซลล์ประสาทเป็นจ านวน

มาก ในผู้สูงอายุมีความเสี่ยงต่อความผิดปกตินี้มากกว่าในวัยอ่ืนๆ เพราะกลไกป้องกันเซลล์ประสาท

ต่างๆ มักเสื่อมถอยลง (Cui, Kong et al. 2012) ปัจจุบันยารักษาโรคในกลุ่มนี้มักเป็นการรักษาตาม

อาการเท่านั้น เช่น ยาในกลุ่ม acetylcholinesterase inhibitor ใช้รักษาภาวะความจ าเสื่อมในผู้ป่วย

โรคอัลไซเมอร์ ยาในกลุ่ม doparminergic เพ่ือรักษาการเคลื่อนไหวผิดปกติในผู้ป่วยโรคพาร์กินสัน 

และยาในกลุ่มต้านการอักเสบต่างๆ เป็นต้น (Chen and Pan 2014) สาเหตุส าคัญของโรคความเสื่อม

ของระบบประสาทอย่างหนึ่งที่เกิดขึ้นเสมอ คือ ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Apelt, Bigl et al. 2004 ; 

Federico, Cardaioli et al. 2012) ซึ่งภาวะดังกล่าวไม่เพียงแต่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคแต่ยัง

ส่งผลถึงการด าเนินไปและความรุนแรงของโรคเพ่ิมอีกด้วย (Kim, Kim et al. 2015) ดังนั้นเป้าหมาย

ในการลดการเกิดอนุมูลอิสระที่จะน าไปสู่การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์ จึงนับเป็นหนึ่ง

กลยุทธที่ส าคัญในการช่วยลดโอกาสเกิดโรคความเสื่อมของระบบประสาทรวมถึงลดความรุนแรงของ

โรคได้ สมองเป็นหนึ่งในอวัยวะที่มีการสร้างอนุมูลอิสระหรือ ROS ในปริมาณมากเนื่องจากสมอง

ต้องการพลังงานสูง ท าให้มีการสร้างพลังงานจากปฏิกิริยา oxidative phosphorylation ในปริมาณ

มาก (Salim 2017) ในระหว่างการสร้างพลังงานจะมีการเกิด ROS เป็นผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา และ

จะถูกก าจัดด้วยกลไกป้องกันการสะสมของอนุมูลอิสระภายในเซลล์ เมื่อไมโตคอนเดรียเกิดการสร้าง 

ROS สูงผิดปกติหรือกลไกป้องกันดังกล่าวมีความบกพร่อง ส่งผลท าให้เกิดการสะสมของ ROS อย่าง

ต่อเนื่องจนสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆ ภายในเซลล์ให้ได้รับความเสียหาย โดยเฉพาะ

โมเลกุลของสารพันธุกรรม (DNA) โปรตีน รวมถึงไขมัน มีการศึกษาพบว่าในสมองที่มีอายุมากมักมี
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การกลายพันธุ์ของ DNA ในไมโตคอนเดรีย จากการท าปฏิกิริยากับสารอนุมูลอิสระเกิดขึ้นมาก 

(Angelova and Abramov 2018)  และ ROS เป็นสาเหตุให้เกิดการสะสมของ tau protein ส่งผล

ให้เกิดการรวมตัวกันของ tau protein เป็น neurofibrillary tangles ซึ่งเป็นหนึ่งในความผิดปกติที่

มักพบในผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ (Liu, Li et al. 2015 ; Chen, Liu et al. 2016)  กลไกการเกิดภาวะ

เครียดออกซิเดชันในสมองอีกอย่างหนึ่ง คือ การถูกกระตุ้นจากสาร กลูตาเมต ซึ่งเป็นสารสื่อประสาท

ประเภทกระตุ้น (excitatory neurotransmitter) เมื่อในสมองมีปริมาณกลูตาเมตเพ่ิมสูงขึ้นผิดปกติ

จะส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทได้โดยผ่านสองวิถี  ได้แก่ การกระตุ้นผ่าน receptor ท าให้

เกิด excitotoxicity และกระตุ้นโดยไม่ผ่าน receptor ส าหรับกระบวนการ excitotoxicity เกิดจาก

การกระตุ้น receptor ของกลูตาเมต ชนิด N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA)  ท าให้มี

ปริมาณแคลเซียมไอออนสะสมภายในเซลล์สูงและส่งผลกระทบต่างๆ มากมาย โดยเฉพาะการกระตุ้น

การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันภายในเซลล์ ส่วนการกระตุ้นโดยไม่ผ่าน receptor จะเรียกว่า 

oxidative glutamate toxicity เกิดจากการที่มีปริมาณกลูตาเมตภายนอกเซลล์สูงซึ่งจะไปยับยั้ง 

cysteine ไม่ให้เข้าสู่เซลล์ผ่านช่องทางที่เรียกว่า cystine/glutamate antiporter system ส่งผลให้ 

cysteine เข้าสู่เซลล์ได้น้อยหรือไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้เลยซึ่ง cysteine เป็นสารตั้งต้นของการสร้าง 

glutathione ภายในเซลล์และเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญ ส่งผลให้ระดับของ glutathione 

ลดลงตามมา จึงเกิดการสะสมของ ROS ภายในเซลล์ ท าให้ไมโตคอนเดรียเกิดความเสียหาย และเกิด

การตายของเซลล์ประสาทในที่สุด (Fukui, Song et al. 2009 ; Kumari, Mehta et al. 2012 ; 

Khadrawyb Ya 2014 ;  Van Laar, Roy et al. 2015 ; Kritis, Stamoula et al. 2015) อย่างไรก็

ตามมียาเพียงไม่กี่ชนิดที่มีเป้าหมายเป็น NMDA receptor antagonist หนึ่งในนั้นคือ memantine 

ซึ่งให้ผลข้างเคียงเนื่องมาจากความหลากหลายของ receptor subtype ด้วยเหตุนี้เองท าให้การยับยั้ง

ความเป็นพิษของกลูตาเมตผ่านกลไก oxidative glutamate toxicity เป็นอีกหนึ่งกลไกที่ส าคัญที่จะ
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ช่วยป้องกันการเกิดโรคความเสื่อมของระบบประสาทได้ โดยการกระตุ้นของกลูตาเมตแบบไม่ผ่าน 

receptor สามารถสร้างความเสียหายได้มากกว่าเพราะไม่ต้องค านึงว่าเซลล์นั้นจะมี receptor ของ 

กลูตาเมตหรือไม่ (Schubert and Piasecki 2001 ; Liu, Chang et al. 2019) ฉะนั้นเมื่อกลไกการ

ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ท างานได้ไม่เต็มประสิทธิภาพ การเพ่ิมการแสดงออกและการท างานของสาร

ต้านอนุมูลอิสระจึงเป็นสิ่งส าคัญ การบริโภคสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ นับเป็นอีกหนึ่งวิธีที่จะ

ช่วยลดความเสียหายที่เกิดขึ้นได้ สารต้านอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชาติมักพบใน ผัก ผลไม้ พืช

สมุนไพร และเห็ด โดยสารออกฤทธิ์ส าคัญที่พบมักอยู่ในกลุ่ม โพลีฟีนอล แคโรทีนอยด์ วิตามินซี 

วิตามิน อี และ อ่ืนๆ  (Xu, Li et al. 2017) สารต่ างๆ  เหล่านี้ มีบทบาทท าให้ พืชสมุนไพรมี

ความสามารถในยับยั้งการสร้าง ROS ภายในเซลล์และปกป้องการตายของเซลล์ประสาทจากการ

กระตุ้นภาวะเครียดออกซิเดชันจากปัจจัยต่างๆ ดังกล่าวข้างต้นได้  

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ผู้วิจัยใช้สารสกัดหยาบจากใบรางจืดในตัวท าละลายเอทานอลเพ่ือให้ได้

สารส าคัญที่ละลายได้ดีในสารท าละลายอินทรีย์ เช่น สารกลุ่ม apigenin โดยรางจืดเป็นสมุนไพรที่มี

คุณสมบัติเชิงสุขภาพต่างๆ มากมาย ทั้งต้านการอักเสบ ต้านแบคทีเรีย และต้านอนุมูลอิสระ 

(Oonsivilai, Cheng et al. 2008, Oonsivilai and Mario 2008 ; Wirotesangthong, Nagai et 

al. 2009 ; Junsi and Siripongvutikorn 2016 ; Junsi, Siripongvutikorn et al. 2017) ทั้ ง นี้

การศึกษาในเซลล์ประสาทยังมีไม่มากนัก จากการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดประกอบไป

ด้วยสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ปริมาณมาก โดยพบสารประกอบฟีนอลิกมากเนื่องจากสาร

ออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพรโดยธรรมชาติแล้วจะประกอบไปด้วยสารที่มีข้ัวและไม่มีข้ัวในการทดสอบครั้งนี้

สารสกัดหยาบจากใบรางจืดใช้ตัวท าละลายเป็นเอทานอลซึ่งสารประกอบฟีนอลิกนั้นสามารถละลาย

ได้ดีในตัวท าละลายที่มีขั้ว อันเนื่องมาจากการมีหมู่ไฮดรอกซิลหลายต าแหน่งตามโครงสร้างทางเคมี 

จึงสามารถวัดค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกได้มากซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ  (Aryal et al. 
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2019) เมื่อท าการศึกษาความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดด้วยวิธี 

DPPH และ ABTS พบว่า สารสกัดสามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้ดี ซึ่งความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระเป็นผลมาจากการมีสารประกอบฟีนอลิก และ ฟลาโวนอยด์ รวมถึงสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระชนิดอ่ืนๆ ที่มีอยู่เป็นจ านวนมากในสารสกัดหยาบใบรางจืด ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงได้ท าการตรวจ

วิเคราะห์เพื่อท านายสารออกฤทธิ์ในสารสกัดชนิดนี้ด้วยวิธี LC-MS จากการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 

METLIN (CA, USA) พ บ ส ารอ อ ก ฤ ท ธิ์ ส า คั ญ ได้ แ ก่  (±)-catechin apigenin-7-O-glucoside 

pelargonidin-3-O-glucoside 7-hydroxycoumarin โดยพบ (±)-catechin มีปริมาณมากที่สุด 

สารนี้จัดอยู่ในกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ที่พบมากเช่นเดียวกับใน ใบชาเขียว (Camellia sinensis) และใบชา

ชนิดอ่ืนๆ สารชนิดนี้มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยไปจับกับ ROS และเพ่ิมการแสดงออก

ของยีนพวกเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระได้ (Reygaert 2018) นอกจากนี้ (±)-catechin ยังสามารถต้าน

การอักเสบและต้านมะเร็งได้อีกด้วย (Higdon and Frei 2003 ; Isemura 2019) สารออกฤทธิ์ที่พบ

มากเป็นอันดับสองคือ apigenin 7-O-glucoside และ pelargonidin 3-O-glucoside apigenin 7-

O-glucoside นั้นจัดอยู่ในกลุ่ม ฟลาโวนอยด์เป็นอนุพันธ์ของสาร apigenin ที่มีความสามารถในการ

ละลายได้ดี (Smiljkovic et al. 2017) นอกจากนี้มีการค้นพบสารชนิดนี้ ในชาดอกเบญจมาศ 

(Chrysanthemum Morifolium) และชาคาโมมายด์ (Matricaria recutita L.) โดยสารนี้มีฤทธิ์ใน

การต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็งและต้านเชื้อราได้  (Wang et al.2018, Mckay and Blumberg 

2006) ส่วน pelargonidin 3-O-glucoside หรือ Callistephin นั้นเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจัดอยู่ใน

กลุ่มฟลาโวนอยด์ชนิดแอนโทไซยานินที่พบมากใน พืชตระกูลเบอรี่ และถั่ว (Duarte et al. 2018, 

Fortalezas et al. 2010) สารออกฤทธิ์ชนิดที่พบมากเป็นอันดับที่สามคือ 7 - hydroxycoumarin 

(umbelliferone) เป็นสารอนุ พันธ์ของ Coumarin จัดอยู่ ในกลุ่ มสารฟีนอลิก  สารชนิ ดนี้ มี

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยพบว่าเพ่ิมการแสดงออกของยีนกลุ่มเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 
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ได้แก่ SOD และ CAT (Sim et al. 2015) นอกจากนี้ยังมีสารอ่ืนๆ ที่ ได้จากการท านายได้แก่ 

betaine, pelargonin ฯลฯ สารต่างๆ เหล่านี้น่าจะเป็นสารออกฤทธิ์ส าคัญที่ท าให้สารสกัดหยาบจาก

ใบรางจืดแสดงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและอาจเป็นสารส าคัญที่จะช่วยลดการเกิดภาวะเครียด

ออกซิเดชันในเซลล์ประสาทจากการเหนี่ยวน าด้วยกลูตาเมตซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญในการเกิดโรคความ

เสื่อมของระบบประสาทได้ 

ในการศึกษาความเป็นพิษของกลูตาเมตต่อเซลล์ประสาท เซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู

ชนิด HT-22 ถือเป็นหนึ่งในรูปแบบจ าลองชนิดหลอดทดลอง (in vitro model) ที่ใช้ในการศึกษา

เกี่ยวกับการทดสอบ oxidative neurotoxicity อย่างแพร่หลาย เนื่องจากเซลล์ชนิดนี้ไม่มีการ

แสดงออกของ glutamate receptor ชนิด NMDA ท าให้ เซลล์ model นี้ถูกใช้ในการศึกษาใน

รูปแบบการกระตุ้นการเกิด oxidative neurotoxicity แบบไม่ผ่าน receptor (Fukui, Song et al. 

2009 ; Liu, Li et al. 2009)  ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้เซลล์   HT-22 เป็นเซลล์ต้นแบบใน

การศึกษาผลการปกป้องของสารสกัดต่อภาวะเครียดออกซิเดชันที่ถูกกระตุ้นด้วยกลูตาเมต จาก

การศึกษาได้แสดงให้เห็นถึงความเข้มข้นที่ปลอดภัยไม่เป็นพิษของสารสกัดและความเข็มข้นที่เป็นพิษ

ของสารสกัดต่อเซลล์ HT-22 รวมถึงความสามารถในการปกป้องเซลล์จากพิษของกลูตาเมตโดยสาร

สกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถเพ่ิมการมีชีวิตรอดของเซลล์ และลดการเกิด ROS ภายในเซลล์จาก

การกระตุ้นด้วยกลูตาเมตได้ โดยที่ ROS ภายในเซลล์สามารถถูกก าจัดได้จากกลไกการต้านอนุมูล

อิสระของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ SOD GPx และ CAT โดยเปลี่ยนโมเลกุลที่ไม่เสถียรให้อยู่ใน

รูปที่เสถียรมากขี้น ยีนเหล่านี้มีส่วนในการลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์หลายชนิด  (Li, 

O et al. 2013) ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาการแสดงออกของยีนเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระต่างๆ ประกอบไป

ด้วยยีน SOD1 SOD2 GPx และ CAT  ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถเพ่ิม

การแสดงออกของยีน SOD1 SOD2 และ CAT โดยเฉพาะเอ็นไซม์ SOD2 ที่อยู่ในบริเวณเมทริกซ์ของ   
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ไมโตคอนเดรีย ซึ่งเป็นเอนไซม์ท าหน้าที่ส าคัญในการต้านอนุมูลอิสระในไมโตคอนเดรีย (Flynn and 

Melov 2013) ในโรคความเสื่อมของระบบประสาท SOD2 เป็นเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระที่มีบทบาท

ส าคัญโดยสามารถลดการสะสมของ Aβ ในโมเดลของหนูที่ เป็นโมเดลของโรคอัลไซเมอร์ได้ 

(Massaad, Washington et al. 2009 ; Younus 2018) และเมื่อมีการลดระดับเอ็นไซม์ SOD2 ลง

ส่งผลให้มีการสะสมของ Aβ เพ่ิมขึ้นอีกด้วย (Feng, He et al. 2014 ; Esposito, Raber et al. 

2006) โดยความสามารถในการเพ่ิมการแสดงออกของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระอาจเป็นผลมาจาก

กลไกการต้านอนุมูลอิสระผ่านวิถี Nrf2/ARE โดยมีงานวิจัยที่พบว่า Nrf2 มีความสามารถในการเพ่ิม

การแสดงออกของเอ็นไซม์ในกลุ่มต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด และพบการกระตุ้นวิถี Nrf2/ARE ใน

เซลล์สมองหลายชนิดเพ่ือตอบสนองต่อภาวะเครียดออกซิเดชัน (Johnson, Johnson et al. 2008 ; 

Son, Kawamoto et al. 2013 ; Dinkova-Kostova and Abramov 2015 ; Vasconcelos, Dos 

Santos et al. 2019) จากผลการทดลองที่กล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืด

มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดี โดยเป็นผลมาจากสารออกฤทธิ์ที่มีอยู่หลายชนิด บางชนิด

สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับสารอนุมูลอิสระได้โดยตรงและบางชนิดมีความสามารถในการเพ่ิมการ

แสดงออกของเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ท าให้สารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถลดการตายของ

เซลล์ประสาท HT-22 จากภาวะเครียดออกซิเดชันที่ถูกกระตุ้นด้วยกลูตาเมตได้ดี ซึ่งการตายของ

เซลล์ประสาทที่เกิดจากการกระตุ้นด้วยกลูตาเมตสามารถเกิดขึ้นได้หลายแบบโดยมีปัจจัยส าคัญมา

จาก ROS ปริมาณมากที่เกิดขึ้น การตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีเป็นการตายแบบหนึ่งที่มีบทบาท

ส าคัญในการเกิดโรคความเสื่อมของระบบประสาทและสามารถเกิดขึ้นได้จากการกระตุ้นด้วย ROS

ปริมาณมาก โดยปกติแล้วกระบวนการออโตฟาจี (Autophagy) เป็นกลไกที่เกิดขึ้นอยู่ตลอดเวลาและ

มีส่วนส าคัญในการมีชีวิตรอดของเซลล์ ในภาวะปกติกระบวนการออโตฟาจีท าหน้าที่ในการย่อยสลาย
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เซลล์และออร์แกแนลล์ที่เกิดความเสียหายเพ่ือน าโมเลกุลต่างๆ มาเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการ

เจริญเติบโตของเซลล์ กลไกออโตฟาจีที่พบได้บ่อยคือ กลไกออโตฟาจีแบบ แมคโครออโตฟาจี 

(macroautophagy) กลไกนี้มีลักษณะเด่นคือเกิดการสร้าง ฟาโกฟอร ์(phagophore) ที่มีเยื่อหุ้มสอง

ชั้นและมีการสร้าง autophagosome กลไกออโตฟาจีแบบ แมคโครออโตฟาจี สามารถเกิดได้สอง

ลักษณะ คือแบบจ าเพาะและไม่จ าเพาะ โดยกลไกแมคโครออโตฟาจี แบบจ าเพาะมักพบในการ

ตอบสนองเบื้องต้นที่ไม่มีเป้าหมายชัดเจนเช่นในภาวะอดอาหาร ส่วนการเกิดกระบวนการ แมคโครออ

โตฟาจี แบบจ าเพาะจะเป็นการตอบสนองต่อออร์แกแนลล์ที่ได้รับความเสียหาย เช่น ในไมโตคอนเด

รีย เรียกว่า ไมโตฟาจี (mitophagy) ใน peroxisomes  เรียกว่า เพกโซฟาจี (pexophagy) เป็นต้น 

(Feng, He et al. 2014 ; Ding and Yin 2012) ส าหรับในเซลล์ประสาทที่อาศัยการท างานของไมโต

คอนเดรียเป็นแหล่งพลังงานหลัก กระบวนการไมโตฟาจีจึงมีบทบาทส าคัญในการก าจัดไมโตคอนเดรีย

ที่ ได้รับความเสียหายโดยอาศัยการจับกับ receptor ที่จ าเพาะเช่น PTEN-induced kinase1 

(PINK1) และ Parkin โดยเฉพาะในผู้ป่วยโรคพาร์กินสันบางรายพบว่ามีความผิดปกติของโปรตีน 

PINK และ Parkin ท าให้มีการสะสมของไมโตคอนเดรียที่ผิดปกติและเซลล์ประสาทมีภาวะเครียด

ออกซิเดชันเกิดขึ้นมาก (Morais, Verstreken et al. 2009 ; Seirafi, Kozlov et al. 2015) อย่างไร

ก็ตาม กระบวนการออโตฟาจีเมื่อถูกกระตุ้นมากเกินไปก็เป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์ได้ ทั้ง

ทางตรงและการไปกระตุ้นการตายของเซลล์ผ่านวิถีอ่ืนๆ มีการศึกษาพบว่าในเซลล์ของหนูที่ ไม่ได้รับ

กลูโคสมีการสะสมของออโตฟาโกโซมและเป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์ และในเซลล์ประสาทที่

มีความผิดปกติของ Autophagy related 7 (ATG7) สามารถยับยั้งการตายของเซลล์ทั้งแบบที่อาศัย 

caspase และ ไม่อาศัย caspase ได้ (Button, Luo et al. 2015) 

 การตายของเซลล์จากการถูกกระตุ้นด้วยกลูตาเมตสามารถเกิดได้ทั้ งการตายแบบ            

อะพอพโทสิส (apoptosis) ในระยะแรก (12 ชั่วโมง) และเนโครสิส (necrosis) ในระยะหลัง (12-24 
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ชั่วโมง) (Tan, Sagara et al. 1998 ; Tobaben, Grohm et al. 2011) อย่างไรก็ตามการตายของ

เซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจี (ADCD) เป็นการตายของเซลล์อีกแบบหนึ่งที่สามารถเกิดขึ้นได้ โดยภาวะ

เครียดออกซิเดชันที่เกิดขึ้นสะสมเป็นเวลานานๆ ท าให้เกิดกระบวนการออโตฟาจีมากกว่าปกติและไม่

สามารถควบคุมได้ (Bialik, Dasari et al. 2018) มีการศึกษาพบว่าภาวะเครียดออกซิเดชันสามารถ

กระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งผ่านวิถีออโตฟาจีได้ (McMillan-Ward et al. 2008) และภาวะ

เครียดออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจากการอดอาหารสามารถกระตุ้นกระบวนการการออโตฟาจีได้โดยพบ 

ROS ภายในเซลล์เป็นปริมาณมาก (Scherz Shouval and Elazar 2009 ; Li, Chen et al. 2013) 

งานวิจัยในครั้งนี้พบว่าในเซลล์ที่ถูกบ่มด้วยกลูตาเมตเพียงอย่างเดียวมีการเพ่ิมขึ้นของกระบวนการ  

ออโตฟาจี โดยติดตามผ่านการแสดงออกของโปรตีน LC3B ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่

พบว่า ในเซลล์ประสาท HT-22 ที่ถูกกระตุ้นด้วยกลูตาเมตมีการตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีเกิดขึ้น

และเม่ือท าการยับยั้งการเกิดกระบวนการออโตฟาจีด้วยสาร 3-Methyladinine (3-MA) พบว่าเซลล์มี

ชีวิตรอดเพ่ิมขึ้น (Kim, Choi et al. 2009) แสดงให้เห็นว่าการตายของเซลล์ HT-22 ที่ถูกกระตุ้น

ด้วยกลูตาเมตมีความเกี่ยวข้องกับวิถีออโตฟาจี นอกจากนั้นแล้ว ROS ที่เกิดขึ้นยังเข้าไปท าลาย       

ไมโตคอนเดรีย ท าให้เราสังเกตเห็นไมโตคอนเดรียมีลักษณะเป็นชิ้นส่วนเล็กๆ และมีการสูญเสียความ

ต่างศักย์ของเยื่ อหุ้ ม ไมโตคอนเดรีย ไป  (Kumari, Mehta et al. 2012) ด้ วย เหตุนี้ เองท าให้              

ไมโตคอนเดรียมักเป็นเป้าหมายของออโตฟาโกโซมที่จะเข้ามาจับและย่อยสลายไมโตคอนเดรีย

เหล่านั้น มีการศึกษาพบว่าการที่ระดับกลูตาเมตสูงภายในเซลล์ประสาทส่งผลให้เกิดการแสดงออก

ของโปรตีน PINK1 และ Parkin มากขึ้น (Jin, Ni et al. 2018) โดยโปรตีนนี้เป็นมีส่วนส าคัญต่อการ

เกิดกระบวนการไมโตฟาจี การที่จะติดตามการเกิดไมโตฟาจีนั้น สามารถท าได้หลายวิธีหนึ่งในนั้นคือ 

การวัดการแสดงออกของโปรตีนในกระบวนการออโตฟาจี LC3 ร่วมกับโปรตีนที่จ าเพาะกับไมโตคอน

เดรีย เช่น TOM20 TIM23 เป็นต้น (Yoshii and Mizushima 2017 ; Zhu, Chen et al. 2014) 
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ผู้วิจัยจึงได้ตรวจการแสดงออกของโปรตีน TOM20 และพบว่าโปรตีนที่จ าเพาะต่อไมโตคอนเดรีย 

TOM20 มีปริมาณลดลงในเซลล์กลุ่มที่บ่มด้วยกลูตาเมตอย่างเดียว การที่โปรตีนที่จ าเพาะต่อไมโต

คอนเดรีย TOM20 มีปริมาณลดลงเป็นผลมาจากการเกิดกระบวนการไมโตฟาจี ซึ่งตอบสนองต่อไมโต

คอนเดรียที่เกิดความเสียหายจากภาวะเครียดออกซิเดชั่น ในการทดลองนี้กลูตาเมตกระตุ้นให้เกิดการ

สร้าง ROS เป็นปริมาณสูงขึ้นถึงสี่เท่าของเซลล์ปกติท าให้ความเสียหายต่อไมโตคอนเดรียเกิดขึ้นมาก

และไมโตคอนเดรียเหล่านั้นจะถูกก าจัดไปด้วยกระบวนการไมโตฟาจีโดยผ่านการท างานของโปรตีน 

PINK1 ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการไมโตฟาจี เมื่อไมโตคอนเดรียได้รับความเสียหายโปรตีน 

PINK1 จะส่งสัญญาณให้โปรตีน Parkin เข้ามาบริเวณไมโตคอนเดรียที่ได้รับความเสียหายหลังจากนั้น

โปรตีน Parkin จะถูกเติมหมู่ฟอสเฟต เพ่ือเริ่มต้นกระบวนการไมโตฟาจี โปรตีนในไมโตคอนเดรีย เช่น 

mitofusin TOM20 และ voltage-dependent anion channel (VDAC) จะถูกจับด้วยโปรตีน     

ยูบิควิติน (ubiquitin) ซึ่งเป็นเป้าหมายให้โปรตีน p62 และ LC3II มาจับเพ่ือย่อยสลายผ่านการรวม

กับ  ไลโซโซมต่อไป (Chen, Liu et al. 2016) ด้วยเหตุนี้เองท าให้เซลล์ในกลุ่มที่ถูกบ่มด้วยกลูตาเม

ตอย่างเดียวมีการแสดงออกของโปรตีน TOM20 ลดลง ในทางกลับกันเซลล์ในกลุ่มที่บ่มด้วยสารสกัด

หยาบจากใบรางจืดก่อนที่จะบ่มด้วยกลูตาเมตสามารถลดการเกิดกระบวนการออโตฟาจีและเพ่ิมการ

แสดงออกของโปรตีน TOM20 ให้กลับมาอยู่ในปริมาณใกล้เคียงกับเซลล์ปกติได้ เมื่อน าผลการ

ทดสอบการแสดงออกของโปรตีนทั้งสองชนิดนั้นมาพิจารณาร่วมกันจึงแสดงให้เห็นว่าในกลุ่มเซลล์ที่

ถูกบ่มด้วยสารกลูตาเมตเพียงอย่างเดียวมีการเกิดกระบวนการไมโตฟาจีเพ่ิมมากขึ้น และสารสกัด

หยาบจากใบรางจืดสามารถลดการเกิดกระบวนการนี้ลงได้ โดยอาจเป็นผลมาจากไมโตคอนเดรียที่เกิด

ความเสียหายมีปริมาณลดลงจากการลดปริมาณ ROS ภายในเซลล์โดยความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระของสารสกัดใบรางจืดและสารออกฤทธิ์บางชนิดในสารสกัดเช่น apigenin-7-O-

glucoside มีส่วนส าคัญในการส่งเสริมให้มีการสร้างไมโตคอนเดรียเพ่ิมขึ้นโดยผ่านวิถี Nrf2/ARE 
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เพราะนอกจาก Nrf2 จะกระตุ้นให้เกิดการสร้างเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระแล้ว Nrf2 ยังมีส่วนเกี่ยวข้อง

ในกระบวนการสร้างไมโตคอนเดรียอีกด้วย โดย Nrf2 สามารถกระตุ้น NRF1 ซึ่งเป็นยีนควบคุม

โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างไมโตคอนเดรีย ได้แก่  mitochondrial transcription factor 

A (TFAM) mitochondrial transcription factor B1 (TFB1M) แ ล ะ mitochondrial 

transcription factor B2 (TFB2M) (Anne Stetler, Leak et al. 2013 ; Holland, Dekker Nitert 

et al. 2017) การตรวจหากระบวนการไมโตฟาจีนอกจากจะพิจารณาได้จากการแสดงออกของโปรตีน

แล้ว ยังสามารถสังเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ประเภท confocal microscopy โดยติดตามการเกิด 

colocalization ของโปรตีนในกระบวนการออโตฟาจีกับโปรตีนที่จ าเพาะต่อไมโตคอนเดรีย 

ยกตัวอย่างเช่น งานวิจัยที่มีการศึกษาในหนูที่มีความผิดปกติของเอ็นไซม์ cytochrome-c-oxidase 

(COX) ท าให้ไมโตคอนเดรียไม่สามารถสังเคราะห์พลังงานได้ส่งผลให้มีการสะสมของ ROS เมื่อ

ตรวจหากระบวนการไมโตฟาจีก็พบว่ามีการ colocalization ของโปรตีน LC3 และ ไมโตคอนเดรีย 

(Kogot-Levin, Saada et al. 2016) ดังนั้นเพ่ือเป็นการยืนยันการเกิดกระบวนการไมโตฟาจี ผู้วิจัยจึง

ได้ท าการติดตามต าแหน่งของโปรตีน LC3 กับ ไมโตคอนเดรีย ผลการทดสอบพบว่าในเซลล์ที่ถูกบ่ม

ด้วยกลูตาเมตเพียงอย่างเดียวมีกระบวนการออโตฟาจีเกิดขึ้นโดยสังเกตได้จากการมี LC3 puncta 

และพบว่ามีการ colocalization กับไมโตคอนเดรียแสดงให้เห็นว่ากลูตาเมตสามารถกระตุ้นให้เกิด

กระบวนการออโตฟาจีและไมตาฟาจีเพ่ิมมากขึ้นกระบวนการเหล่านี้ เกิดขึ้นเพ่ือตอบสนองต่อ        

ออร์แกแนลล์ที่เกิดความเสียหายจาก ROS ที่เกิดขึ้นผ่านกลไก glutamate oxidative toxicity แต่

ด้วยปริมาณ ROS ที่เพ่ิมสูงขึ้นมีปริมาณมากและต่อเนื่อง ท าให้กระบวนการออโตฟาจีเกิดขึ้นมากจน

ไม่สามารถควบคุมได้ท าให้เซลล์ประสาทชนิด HT-22 ตายเป็นจ านวนมากดังแสดงในการทดลองก่อน

หน้านี้ซึ่งเป็นลักษณะส าคัญที่เป็นสาเหตุของโรคความเสื่อมของระบบประสาท ซึ่งสารสกัดหยาบจาก

ใบรางจืดสามารถลดการเกิด LC3 puncta และการ colocalization ได้ โดยผลการทดสอบนี้
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สอดคล้องกับผลการแสดงออกของโปรตีน LC3B และ TOM20 เนื่องมาจากการที่สารสกัดจากใบ

รางจืดมีสารส าคัญโดยเฉพาะ apigenin-7-O-glucoside และ 7-hydroxycoumarin ซึ่งท าหน้าที่ทั้ง

จับกับสารอนุมูลอิสระโดยตรงและเพ่ิมการแสดงออกของยีนเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระท าให้ ROS และ

ความเสียหายที่เกิดขึ้นจากการกระตุ้นด้วยกลูตาเมตลดลง การตอบสนองโดยกลไกออโตฟาจีจึงกลับสู่

ภาวะที่สมดุลและเซลล์มีชีวิตรอดเพ่ิมมากข้ึน  

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดมีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ และปกป้องการตายของเซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสชนิด HT-22 ผ่านวิถีออโตฟาจี 

จากการกระตุ้นด้วยสารกลูตาเมต ซึ่งข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ที่ได้จากการทดลองนี้น่าจะช่วยในการ

พัฒนายาเพ่ือป้องกัน ชะลอ หรือ รักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับความเสื่อมของระบบประสาทได้ในอนาคต

ต่อไป 
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บทที่ 6 สรุป 

6.1 สรุป 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

หยาบจากใบรางจืดและ เป็นการสนับสนุนว่าในใบรางจืดมีสารออกฤทธิ์ส าคัญหลายชนิดโดยเฉพาะ      

apigenin -7- O-glucoside และ 7-hydroxycoumarin ซึ่งยังไม่มีรายงานการค้นพบจากสารสกัดใบ

รางจืดมาก่อน สารเหล่านี้สามารถช่วยในการปกป้องเซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด  

HT-22 จากเหนี่ยวน าความเป็นพิษด้วยกลูตาเมตได้ โดยสารสกัดหยาบจากใบรางจืดมีความสามารถ

ในการลดอนุมูลอิสระได้โดยตรงและยังสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 

ส่งผลให้ลดการเกิด ROS ภายในเซลล์และป้องกันไม่ให้ไมโตคอนเดรียถูกท าลายจากกลไกออโตฟาจี 

ท าให้การตายของเซลล์ประสาทผ่านวิถีออโตฟาจีซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของ

ระบบประสาทลดลงได้ โดยกลไกทั้งหมดของสารสกัดจากใบรางจืด แสดงในรูปที่ 26 อย่างไรก็ตามยัง

มีการศึกษาวิจัยอีกมากที่ต้องศึกษาต่อไปในอนาคต เช่น กลไกการต้านอนุมูลอิสระผ่านวิถี ERK/Nrf2 

ซึ่งมีความส าคัญอย่างมากในกระบวนการต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ นอกจากนี้การศึกษา

คุณสมบัติของสารออกฤทธิ์ที่ผ่านการแยกเป็นสารเดี่ยว จัดเป็นสิ่งส าคัญที่จะช่วยยืนยันได้ว่าสาร

เหล่านั้นท าหน้าที่ในการปกป้องเซลล์ประสาทจากภาวะเครียดออกซิเดชันได้อย่างมีประสิทธิภาพ จาก

ผลการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ในสารสกัดจากใบรางจืดมีสารสองชนิดน่าสนใจซึ่งยังไม่มีข้อมูลศึกษา

ทางวิทยาศาสตร์มาก จึงควรจะน าไปศึกษาต่อในอนาคต คือ apigenin -7- O-glucoside และ            

7-hydroxycoumarin นอกจากนี้สารสกัดหยาบจากใบรางจืดยังคงต้องการศึกษาในรูปแบบของ

สัตว์ทดลองและคนต่อไป  
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รูปที่ 26 แผนภาพสรุปกลไกปกป้องเซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 

จากเหนี่ยวน าภาวะเครียดออกซิเดชันและการตายของเซลล์ผ่านวิถีออโตฟาจีด้วยกลูตาเมต ในภาวะที่ 

กลูตาเมตมีปริมาณสูงในเซลล์ประสาทและสะสมอย่างต่อเนื่องนั้น ส่งผลให้เกิดการสะสมของ ROS 

ภายในเซลล์ และ ROS เหล่านั้นสามารถเข้าท าลายสร้างความเสียหายให้กับไมโตคอนเดรีย และเกิด

การกระตุ้นกระบวนการออโตฟาจีอย่างมากและต่อเนื่อง จนในที่สุดส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์

ประสาท สารสกัดหยาบจากใบรางจืดสามารถเข้าท าปฏิกิริยาเพื่อก าจัด ROS ได้โดยตรง ทั้งยังกระตุ้น

การแสดงออกของยีนเอ็นไซม์ต้านอนุมูลอิสระให้เพ่ิมมากขึ้น สองกลไกดังกล่าวนี้จะเข้าไปยับยั้งการ

เกิดและก าจัด ROS ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส่งผลท าให้ระดับของ ROS ในเซลล์ลดลงและ               

ไมโตคอน เดรียไม่ถูกท าลาย จึงท าให้กระบวนการออโตฟาจีเกิดลดลง เซลล์ประสาทตายลดลง ดังนั้น

จึงเป็นการป้องกันการตายของเซลล์ประสาทส่วนฮิปโปแคมปัสของหนูชนิด HT-22 ได้ 
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6.2 ข้อจ ากัดของงานวิจัย 
 การศึกษาวิจัยนี้วิเคราะห์หาสารส าคัญในสารสกัดรางจืดโดยเทียบกับฐานข้อมูลท าให้ใน

บางครั้งไม่สามารถแยกสารที่มีค่ามวลต่อประจุที่เท่ากันได้ ท าให้ต้องอาศัยการตรวจยืนยันกับสาร

มาตรฐานเพิ่มเติม และการศึกษาวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาผ่าน in vitro model โดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยง 

HT-22 ซึ่งยังขาดลักษณะแวดล้อมที่ใกล้เคียงกับร่างกายมนุษย์ เช่นการมีเซลล์ชนิดอ่ืนล้อมรอบได้แก่ 

แอสโทรไซต์ และเกลียเซลล์ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อปริมาณกลูตาเมตในสมอง 
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