
 

ผลของสารสกดัมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียในสมองของหนเูมาส์ 
ที่มีภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าจากการเหนีย่วน าโดยการฉดีบีตาแอมีลอยด2์5-35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวณัฐนนัท์  โล่สุวรรณรักษ ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหนึง่ของการศกึษาตามหลกัสูตรปริญญาเภสัชศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาสรีรวิทยา  ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา 

คณะเภสัชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ปีการศึกษา 2554 

ลิขสิทธิข์องจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของวิทยานิพนธ์ตัง้แตปี่การศกึษา 2554 ท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR)  

เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของวิทยานิพนธ์ท่ีสง่ผา่นทางบณัฑิตวิทยาลยั  

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School. 



 

EFFECTS OF THE STANDARDIZED EXTRACT OF CENTELLA ASIATICA ECA233 
ON BRAIN MITOCHONDRIAL FUNCTION IN LEARNING-AND MEMORY-

IMPAIRED MICE INDUCED BY β-AMYLOID25-35 INJECTION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Nattanan Losuwannarak 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Pharmacy Program in Physiology 

Department of Pharmacology and Physiology 
Faculty of Pharmaceutical Sciences 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2011 

Copyright of Chulalongkorn University 



 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของ
ไมโทคอนเดรียในสมองของหนูเมาส์ที่มีภาวะบกพร่องของ
การเรียนรู้และความจ าจากการเหนี่ยวน าโดยการฉีดบีตาแอมี-
ลอยด์25-35 

โดย นางสาวณัฐนันท์  โล่สุวรรณรกัษ ์
สาขาวิชา สรีรวิทยา 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก รองศาสตราจารย์ เภสัชกร ดร. บุญยงค์  ตันติสิระ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. มยุรี  ตันติสิระ 

อาจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. รัชนี  รอดศิร ิ
 

 

 คณะเภสัชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมตัิให้นับวทิยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการศกึษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 

 ................................................................................ คณบดีคณะเภสัชศาสตร ์
 (รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. พิณทิพย์  พงษ์เพ็ชร) 
 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
 

 ................................................................................ ประธานกรรมการ 
 (รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง พันต ารวจโทหญิง ดร. สมทรง  ลาวัณย์ประเสริฐ) 
 

 ................................................................................ อาจารย์ท่ีปรึกษาวทิยานพินธ์หลัก 
 (รองศาสตราจารย์ เภสัชกร ดร. บญุยงค์  ตันติสิระ) 
 

 ................................................................................ อาจารย์ท่ีปรึกษาวทิยานพินธ์ร่วม 
 (รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. มยุรี  ตันติสิระ) 
 

 ................................................................................ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานพินธ์ร่วม 
 (อาจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. รัชนี  รอดศิริ) 
 

 ................................................................................ กรรมการ 
 (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกร ดร. ปิติ  จันทร์วรโชต)ิ 
 

 ................................................................................ กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 
 (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกร วิทยา  จนัทสูตร) 



ง 
 

ณัฐนันท์  โล่สุวรรณรักษ์ : ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของ 
ไมโทคอนเดรียในสมองของหนูเมาส์ที่มีภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าจากการ
เหนี่ยวน าโดยการฉีดบีตาแอมีลอยด์25-35. (EFFECTS OF THE STANDARDIZED 
EXTRACT OF CENTELLA ASIATICA ECA233 ON BRAIN MITOCHONDRIAL 
FUNCTION IN LEARNING-AND MEMORY-IMPAIRED MICE INDUCED BY β-
AMYLOID25-35 INJECTION)  อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ภก. ดร. บุญยงค์  ตันติสิระ,  
อ.ท่ีปรึกษาร่วม : รศ. ภญ. ดร. มยุรี ตันติสิระ, อ. ภญ. ดร. รัชนี รอดศิริ, 90 หน้า. 
 

 การวิจัยนี้เป็นการศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 (อีซีเอ233) ต่อการเรียนรู้และ
ความจ า รวมถึงการท างานของไมโทคอนเดรียท่ีถูกเหนี่ยวน าให้บกพร่องโดยการฉีดโปรตีนบีตาแอมี-
ลอยด์25-35 (Aβ25-35) เข้าทางโพรงสมองของสมองหนูเมาส์  หลังจากการฉีด Aβ25-35  ให้อีซีเอ233 ขนาด 
10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งโดยการป้อนแก่หนูเมาส์  แล้วการทดสอบการ
เรียนรู้และความจ าด้วย Novel object recognition model  จากนั้นท าให้หนูเสียชีวิตอย่างสงบ  แยกสมอง
หนูมาแบ่งกลุ่มเพ่ือวัดการท างานของไมโทคอนเดรียและวัดระดับลิพิดเปอร์ออกซิเดชันโดยการวัดระดับ 
MDA  ผลการทดลองพบว่าหนูท่ีได้รับ Aβ25-35 มีการเรียนรู้และความจ าบกพร่องเม่ือเทียบกับหนูกลุ่มท่ี
ไม่ได้รับ Aβ25-35 (กลุ่ม sham) และมีระดับ MDA สูงกว่าหนูกลุ่ม sham  ส่วนหนูท่ีได้รับ Aβ25-35 และได้รับ
อีซีเอ233 ท้ัง 2 ขนาดมีการเรียนรู้และความจ าดีกว่าหนูท่ีได้รับ Aβ25-35 อย่างเดียว  รวมท้ังช่วยลดระดับ 
MDA ท่ีเกิดข้ึนในสมอง แต่ไม่พบว่าไมโทคอนเดรียจากสมองหนูท่ีได้รับ Aβ25-35 มีอัตราการใช้ออกซิเจน
ของไมโทคอนเดรียของสมองแตกต่างจากหนูกลุ่ม sham  แต่อย่างใด  เม่ือท าการทดสอบผลของอีซีเอ233 
ต่อการท างานของไมโทคอนเดรยีแบบ in vitro โดยการแยกไมโทคอนเดรียจากสมองหนูปกติมา incubate 
กับ KCN ซึ่งเป็นตัวยับยั้งจ าเพาะของ complex IV ในไมโทคอนเดรียเพ่ือยับยั้ง กระบวนการขนส่ง
อิเล็กตรอน  ความเข้มข้นของ KCN ท่ีใช้ในการทดลองนี้คือ IC50 ซึ่งเท่ากับ 0.3 มก./มล. ผลการทดลอง
พบว่า การ incubate ไมโทคอนเดรียกับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ (10 – 100 มก./มล. ใน DMSO) ไม่
สามารถช่วยเพ่ิมอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียท่ีถูกยับยั้งโดย KCN ได้  ผลการทดลองนี้
ชี้ให้เห็นว่าการท่ี อีซีเอ233 ช่วยฟ้ืนฟูการเรยีนรู้และความจ าใน Novel object recognition และการลดระดับ
ลิพิดเปอร์ออกซิเดชันได้นั้น  ไม่ได้เป็นผลมาจากกลไกการช่วยปกป้องไมโทคอนเดรีย  แต่อาจเป็นมาจาก
กลไกอื่นๆ ภายในเซลล์ซึ่งต้องศึกษาต่อไปในอนาคต 
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 This study aimed to investigate the effects of the standardized extract of Centella asiatica ECa233 
(ECa233) on brain mitochondrial function and cognitive function impairment induced by 
intracerebroventricular injection of β-amyloid25-35 (Aβ25-35) into mouse. ICR mice were orally treated with 10 or 
30 mg/kg body weight of ECa233 twice a day for 7 days after Aβ25-35 injection. Learning and memory was 
investigated using Novel object recognition model. After euthanasia, the brain was isolated and subjected to 
measurement of mitochondrial oxygen consumption and lipidperoxidation level determination using MDA as a 
marker of oxidative stress. The results demonstrated that Aβ25-35 injected mice displayed cognitive impairment 
and elevation of brain MDA level when compared to sham. Both 10 and 30 mg/kg body weight ECa233 
recovered learning and memory impairment accompanied by MDA level reduction when compared to Aβ25-35 
injected mice. However, no difference in mitochondrial oxygen consumption among sham, Aβ-treated and 
Aβ+ECa treated group were observed. The effect of ECa233 on mitochondrial function was further conducted 
in vitro. Brain mitochondria isolated from untreated mice was incubated with KCN (specific complex IV 
inhibitor). IC50 of KCN to mitochondrial function (0.3 mg/ml) was selected to investigate effects of ECa233. 
The results showed that incubation with different concentrations of ECa233 (10-100 mg/ml DMSO) did not 
recover KCN-induced mitochondrial function deficit. 
 The results obtained indicated that improvement of learning and memory impairment in novel object 
recognition and reduced oxidative stress from Aβ25-35 elicited by ECa233 could not be accounted by its effect on 
mitochondrial function. Some other cellular mechanism of ECa233 should be further investigated. 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 
 โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease, AD) เป็นโรคที่เกิดจากภาวะเส่ือมของเซลล์ประสาท 
(Neurodegenerative disease) อันเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ของภาวะหลงลืม (Dementia) โรคนี้เป็นโรคที่
พบมากในผู้สูงอายุ  จากการส ารวจในปีพ.ศ. 2554 ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่าประชากรที่มีอายุ 
65 ปีขึ้นไป เป็นโรคอัลไซเมอร์ถึง 5.4 ล้านคน คิดเป็น 13% ของประชากรผู้สูงอายุทั้งหมด  ซ่ึง
พบว่า 96% ของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ เป็นชนิด late-onset (Alzheimer’s association, 2011)  จาก
การส ารวจของสถาบันเวชศาสตร์ผู้สูงอายุและโรงพยาบาลในจังหวัดต่างๆ ของประเทศไทย 
ระหว่างปี พ.ศ. 2537 - 2543 พบความชุกของกลุ่มอาการความจ าเส่ือมประมาณ 3-4% จากกลุ่ม
ตัวอย่างทั้งหมด ซ่ึงสาเหตุของอาการความจ าเส่ือมส่วนใหญ่มาจากโรคอัลไซเมอร์  (กัมมันต์  
พันธุมจินดา, 2536, พนัส  ธัญญะกิจไพศาล, 2544, วันดี  โภคะกุล, ม.ป.ป.) 
 โรคอัลไซเมอร์ เป็นโรคที่เกี่ยวกับการท างานของระบบประสาทส่วนกลาง  มีลักษณะการ
ด าเนินโรคเป็นไปอย่างช้าๆ  โดยมีการแบ่งอาการออกเป็น  3 ระยะ  ระยะที่หนึ่ง ผู้ป่วยมีอาการ
หลงลืมท่ีไม่รุนแรง  เป็นการลืมท่ีรบกวนการด าเนินชีวิตประจ าวันของผู้ป่วย  ส่วนมากมักจะแยก
ไม่ออกระหว่างโรคอัลไซเมอร์กับภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าที่เป็นอาการหลงลืม
ตามธรรมชาติที่เกิดในผู้สูงอายุ (Mild cognitive impairment)  ระยะที่สอง ผู้ป่วยมีความบกพร่อง
ของความจ าและการเรียนรู้โดยเฉพาะความจ าหรือความรู้ใหม่  มีอาการบกพร่องทางภาษา  มีปัญหา
ในการเคล่ือนไหวที่ซับซ้อนและการวางแผน  อารมณ์แปรปรวน  ระยะสุดท้าย ผู้ป่วยมีอาการ
หลงลืมท่ีรุนแรงจนไม่สามารถท ากิจกรรมต่างๆ ในชีวิตประจ าวันด้วยตัวเองได้ มีลักษณะของภาวะ
ไร้อารมณ์และอ่อนเพลีย การเคล่ือนไหวร่างกายลดลง และเสียชีวิตเนื่องจากปัจจัยแทรกซ้อน (พนัส  
ธัญญะกิจไพศาล, 2544)   
 พยาธิสภาพที่ส าคัญของโรคอัลไซเมอร์ คือ โครงสร้างที่มีลักษณะเป็นคราบของโปรตีน
บีตาแอมลีอยด์ (amyloid plaque หรือ senile plaque) ร่วมกับมี neurofibrillary tangles (NFT) ที่เกิด
จากการเกาะกลุ่มกันของโปรตีนเทา (tau protein) ที่ ถูกเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphoryration) 
(Copstead และ Banasik, 2000)  จากการศึกษากลไกการเกิดโรคอัลไซเมอร์ในปัจจุบันพบว่า ความ
ผิดปกติของไมโทคอนเดรียเป็นกลไกส าคัญกลไกหนึ่งของการเกิดโรคอัลไซเมอร์ชนิด late-onset 
ซ่ึงเกิดในผู้สูงอายุ  เมื่ออายุมากขึ้น ความสามารถในการท างานของไมโทคอนเดรียจะลดลง  ส่งผล
ให้การสังเคราะห์พลังงานของไมโทคอนเดรียลดลงและเกิด reactive oxygen species (ROS) มาก
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ขึ้น  ส่วนโปรตีนบีตาแอมีลอยด์ (beta-amyloid, Aβ) ที่เกาะกันเป็น amyloid plaque ที่ผิวเซลล์จะ
เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ oxidative stress โดยการสร้างอนุมูลอิสระ  นอกจากนี้โปรตีน Aβ ที่อยู่
ภายในเซลล์ยังสามารถยับยั้งการท างานของไมโทคอนเดรีย  ท าให้การท างานของไมโทคอนเดรีย 
บกพร่องไป  และเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ oxidative stress มากขึ้น  กระบวนการเหล่านี้น าไปสู่การ
เกิด apoptotic cell death ของเซลล์ประสาท (Anandatheerthavarada และคณะ, 2003, Yan และคณะ
, 2004, Anandatheerthavarada และคณะ, 2007, Crouch และคณะ, 2008, Tillement และคณะ, 
2011)  ยารักษาโรคอัลไซเมอร์ในปัจจุบันไม่สามารถแก้ไขความผิดปกติที่เป็นสาเหตุแท้จริงของ
โรคอัลไซเมอร์ได้  ยารักษาโรคอัลไซเมอร์กลุ่มหนึ่ง  ได้แก่  Donepezil, Galantamine และ 
Rivastigmine  ออกฤทธ์ิโดยยับยั้งเอนไซม์ cholinesterase  เพิ่มการท างานของระบบโคลิเนอร์จิกใน
สมอง  ยารักษาโรคอัลไซเมอร์อีกกลุ่มหนึ่งได้แก่ Memantine  ออกฤทธ์ิเป็น NMDA receptor 
antagonist  จากการศึกษาในผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์พบว่ายารักษาโรคอัลไซเมอร์ที่มีใช้อยู่นี้ช่วยให้
ผู้ป่วยมีความจ าท่ีดีขึ้นชั่วคราวแต่ไม่สามารถยับยั้งการด าเนินของโรคได้  สุดท้ายผู้ป่วยอัลไซเมอร์
จะกลับมามีอาการหลงลืมอีกและรุนแรงกว่าเดิม (Dipiro และคณะ, 2011, Cummings และคณะ, 
2008, Ito และคณะ, 2010)  
 บัวบก (Centella asiatica (Linn.) Urban) เป็นพืชที่ใช้รับประทานเป็นอาหารและใช้เป็น
สมุนไพรในประเทศไทยมานาน  ในต าราอายุรเวทและต าราแพทย์แผนจีนโบราณมีการใช้บัวบก
เป็นยาในการรักษาอาการทางระบบประสาทส่วนกลางหลายอย่าง  เช่น  บรรเทาอาการหลงลืม  
คลายกังวล  เป็นต้น (Sivarajan และ Balachandran, 1994)  สารออกฤทธ์ิที่พบในบัวบกเป็นสารกลุ่ม 
triterpenoid ทั้งในรูป sapogenin คือ asiatic acid กับ madecassic acid  และรูป glycoside คือ 
asiaticoside กับ madecassoside  มีการศึกษาหลายการศึกษาที่รายงานถึงฤทธ์ิต่างๆ ของสารสกัด
บัวบกทั้งในรูปสารสกัดหยาบ และสารบริสุทธ์ิ  ได้แก่  ฤทธ์ิต้านการอักเสบ  ฤทธ์ิสมานแผล  ฤทธ์ิ
ต้านฮิสตามีน  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  ฤทธ์ิรักษาแผลในกระเพาะอาหารและล าไส้  ฤทธ์ิรักษาความ
ผิดปกติของหลอดเลือดด า  ฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา  ฤทธ์ิคลายกังวล  ฤทธ์ิต้านซึมเศร้า  
(DerMarderosian และ Beutler, 2010, Carpinella และ Rai, 2009, Brinkhaus และคณะ, 2000, 
Wijeweera และคณะ, 2006)  จากการศึกษาของ Shinomol และ Muralidhara (2008) ซ่ึงแบ่งเป็น 2 
การทดลอง  การทดลองแรกเป็นการศึกษาในหนูเมาส์ปกติและหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะ 
oxidative stress ในสมองโดยการฉีด 3-NPA ซ่ึงเป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ succinate dehydrogenase 
หรือ complex II ของไมโทคอนเดรีย พบว่า หนูที่ถูกฉีด 3-NPA และได้รับอาหารที่ผสมผงใบบัวบก
ความเข้มข้น 0.5% และ 1% มีระดับ malondialdehyde, ROS, hydrogenperoxide และ protein 
carbonyl ลดลง และมีระดับ glutathione เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับหนูที่ถูกฉีด 3-NPA แต่ไม่ได้รับบัวบก



3 
 
ในอาหาร  การทดลองท่ี 2 เป็นการศึกษาในไมโทคอนเดรียที่ถูกแยกมาจากสมองหนูเมาส์ปกติโดย 
incubate ไมโทคอนเดรียกับสารสกัดบัวบกเป็นเวลา 30 นาที จึงเติม 3-NPA ความเข้มข้น 2 มิลลิโม-
ลาร์ แล้ว incubate ต่อเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปวัดระดับ malondialdehyde, ROS, 
hydrogenperoxide พบว่าสารสกัดบัวบกสามารถยับยั้งการเกิด  malondialdehyde, ROS, 
hydrogenperoxide ได้ในลักษณะ dose-dependent  การศึกษาเกี่ยวกับการเรียนรู้ในสัตว์ทดลอง
พบว่าการให้สารสกัดบัวบกขนาด 200 และ 300 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 14 วันสามารถเพิ่ม
การเรียนรู้และความจ าในหนูแรทปกติในการทดสอบ Shuttle box, Step through และ Step down 
test (Veerendra Kumar และ Gupta, 2002) และการให้สารสกัดบัวบกขนาด 200 และ 300 มก./กก. 
น้ าหนักตัว เป็นเวลา 14 วันสามารถเพิ่มการเรียนรู้และความจ าของหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิด
ภาวะหลงลืมโดยการฉีด Streptozotocin เข้าสู่โพรงสมองเมื่อทดสอบด้วย Step through test 
(Veerendra Kumar และ Gupta, 2003) นอกจากนี้ในการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดบัวบกในผู้สูงอายุ
สุขภาพดี พบว่าการรับประทานสารสกัดบัวบกขนาด 750 มก.ต่อวันเป็นเวลา 30 และ 60 วันมีผล
เพิ่มความสามารถในการจดจ าในผู้สูงอายุสุขภาพดี เมื่อทดสอบด้วยแบบทดสอบ auditory oddball 
paradigm และการทดสอบต่างๆ ใน CDR computerized assessment battery test ซ่ึงเป็นการทดสอบ
ความจ าชนิด Working memory และ Spatial memory เทียบกับอาสาสมัครที่ได้รับยาหลอก และใน
การประเมินอารมณ์ของอาสาสมัครด้วยแบบประเมินของ Bond–Lader คณะผู้วิจัยพบว่าการ
รับประทานสารสกัดบัวบกขนาด 750 มก.ต่อวันเป็นเวลา 30 และ 60 วันมีผลเพิ่มภาวะ Alertness 
และ Calmness ในผู้สูงอายุเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาหลอก ซ่ึงภาวะอารมณ์ทั้ง 2 อย่างนี้เป็น
อารมณ์เชิงบวกที่ส่งผลต่อความจดจ่อในการเรียนรู้และจดจ า (Wattanathorn และคณะ, 2007) 
 จากผลการศึกษาดังกล่าวข้างต้นที่พบว่าบัวบกมีฤทธ์ิช่วยรักษาความผิดปกติของการเรียนรู้
และความจ าได้ แต่ปัญหาหนึ่งในการวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพรคือความแปรปรวนของปริมาณ
สารส าคัญที่สกัดได้ในแต่ละครั้ง  คณาจารย์คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์วิทยาลัยจึงได้พัฒนาสาร
สกัดบัวบกได้เป็นสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 (ECa233) ซ่ึงเป็นสารสกัดที่มีสีขาวนวล  
ปริมาณสารส าคัญคือ Triterpenoids ไมน่้อยกว่า 80% และมีอัตราส่วนระหว่าง madecassocide และ 
asiaticoside เป็น 1.5 ± 0.5  จากการทดสอบฤทธ์ิของอีซีเอ233 พบว่าการให้อีซีเอ233 เป็นเวลา 15 
วันสามารถฟื้นฟูการเรียนรู้และความจ าในหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้หลงลืมโดยการท า 2-vessel 
occlusion (2-VO) และโดยการฉีด Aβ25-35 เข้าทางโพรงสมอง (intracerebroventricular injection 
หรือ i.c.v. injection) ในการทดสอบ Morris water maze test และ Step down test (ยุทธพร สุขวิชัย, 
2553, อัญชลี ค าเอก, 2552) 
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 อย่างไรก็ตาม  ยังไม่มีการศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียใน
สมองของหนูเมาส์  การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโท-
คอนเดรียในสมองของสัตว์ทดลองท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ า
โดยการฉีด Aβ25-35 ทาง i.c.v. ซ่ึงเป็นโมเดลจ าลองโรคอัลไซเมอร์ในสัตว์ทดลอง 
 
วัตถุประสงค์ 

1. ศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อความบกพร่องของการเรียนรู้และ
ความจ าของหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าโดยการฉีดบีตาแอมีลอยด์25-35 เข้าสู่โพรงสมองโดยใช้
โมเดล Novel object recognition 

2. ศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียจากสมอง
หนูเมาส์ 

 
ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 
 ได้ข้อมูลสนับสนุนในการวิจัยและพัฒนาสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 เป็นยาหรือ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารส าหรับรักษาภาวะหลงลืม 
 



 

บทที่ 2 
 

บทความปริทัศน ์
 
โรคอัลไซเมอร์ 
 โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease หรือ AD) เป็นโรคความจ าเส่ือมชนิดที่เกิดจากภาวะ
เส่ือมของสมองซ่ึงเป็นโรคความจ าเส่ือมชนิดที่พบบ่อยที่สุด  มีอุบัติการณ์สูงในผู้ที่มีอายุ 65 ขึ้นไป  
การด าเนินโรคเป็นไปอย่างช้าๆ  และไม่สามารถรักษาให้หายได้  ผู้ป่วยมักมีชีวิตอยู่ได้อีกประมาณ 
4 - 8 ปีหลังได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคอัลไซเมอร์  โรคอัลไซเมอร์แบ่งออกเป็น 2 ชนิดตาม
รูปแบบการเกิดของโรค  ได้แก่ 

1. Familial Alzheimer’s Disease (FAD) หรือ Early-onset AD   

 เป็นโรคอัลไซเมอร์ชนิดที่พบน้อยมาก  ประมาณ 5% ของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ทั้งหมด  
พบอุบัติการณ์ในผู้ที่อายุ 30-60 ปี  มีสาเหตุมาจากการกลายพันธ์ุของยีนบนโครโมโซมคู่ที่ 21, 14 
หรือ 1 ซ่ึงส่งผลให้โปรตีนที่สร้างจากยีนเหล่านี้อันได้แก่ amyloid precursor protein (APP), 
presenilin 1 และ presenilin 2 ตามล าดับ ผิดปกติไป  โปรตีนเหล่านี้ โดยเฉพาะ APP ท าให้เกิด
โปรตีน β-amyloid เพิ่มขึ้น  รูปแบบการถ่ายทอดนี้เป็นแบบ autosomal dominant  ดังนั้นผู้ที่มีพ่อ
หรือแม่เพียงฝ่ายใดฝ่ายหนึ่งมียีนกลายพันธ์ุเหล่านี้เพียงยีนใดยีนหนึ่งจะมีโอกาสเป็นโรคอัลไซเมอร์ 
ชนิดนี้ถึง 50%  

2. Sporadic Alzheimer’s Disease (SAD) หรือ Late-onset AD  

 เป็นโรคอัลไซเมอร์ชนิดที่เกิดในผู้ที่มีอายุ 65 ปีขึ้นไป  สาเหตุเกิดจากความเส่ือมตามอายุ
ของสมอง  มีรายงานว่ายีน apolipoprotein E (APOE) ซ่ึงอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 19 มีความเกี่ยวข้อง
กับโรคอัลไซเมอร์  APOE มี 3 isoform ได้แก่ APOE ε2, APOE ε3 และ APOE ε4  ผู้ที่มียีน APOE 
ε4 จะมีความเส่ียงเป็นโรคอัลไซเมอร์มากขึ้น  โดยผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ประมาณ 40% ตรวจพบว่า
มี APOE ε4 allele  อย่างไรก็ตามการมียีน APOE ε4 ไม่ใช่ตัวบ่งชี้ว่าคนผู้นั้นจะต้องเป็นอัลไซเมอร์
และยังไม่ทราบความสัมพันธ์ระหว่าง APOE ε4 กับการเกิดโรคอัลไซเมอร์ (Copstead และ 
Banasik, 2000, Higgins และคณะ, 1997)   
 พยาธิสภาพของสมองของผู้ป่วยอัลไซเมอร์คือ มีการฝ่อของสมองเกิดขึ้นในหลายบริเวณ 
เนื่องจากการตายของเซลล์ประสาทในสมองจ านวนมาก  ลักษณะทางพยาธิสรีรวิทยาของสมองของ
ผู้ป่วยอัลไซเมอร์ที่ส าคัญ  ได้แก่  การเกิด neurofibrillary tangles และ amyloid plaques  
(Underwood, 2004, Smith และคณะ, 2002) 
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1. โปรตีนเทา และการเกิด neurofibrillary tangles (NFT) 

 โปรตีนเทาเป็น adhesive protein ที่เกาะอยู่บนสายไมโครทูบูล  มีหน้าที่รักษาสภาพของ
โครงร่างเซลล์ประสาท เช่น รักษาโครงสร้างและการท างานของไมโครทูบูล  พบมากในแอกซอน
ของเซลล์ประสาท  เมื่อโปรตีนเทาถูกเติมหมู่ฟอสเฟตจะท าให้ความสามารถในการเกาะบนไมโคร-
ทูบูลเสียไป  ปกติการเกิด phosphorylation และ dephosphorylation ของโปรตีนเทาถูกควบคุมโดย
เอนไซม์ protein kinase และ phosphatase  หากเกิดความผิดปกติที่ต าแหน่ง phosphorylate บนสาย
โปรตีนเทา หรือเกิดความผิดปกติของเอนไซม์ phosphatase จะท าให้โปรตีนเทาถูกเติมหมู่ฟอสเฟต
มากเกินไป (hyperphosphorylation)  โปรตีนเทาที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟต (hyperphosphorylated tau 
protein) เหล่านี้จะรวมตัวกันเป็น NFT  มีลักษณะเป็นสายยาวของโปรตีน 2 เส้นพันกันเป็นเกลียว 
(Paired helical filaments) อยู่ภายในเซลล์  ขัดขวางการท างานของออร์แกเนลล์ต่างๆ ภายในเซลล์  
นอกจากนี้ เมื่อโปรตีนเทาหลุดจากไมโครทูบูลไปมาก  ไมโครทูบูลจะสูญเสียโครงสร้างและ
ความสามารถในการท างาน เช่น การขนส่งสารไปมาตามแอกซอน  เป็นต้น  ส่งผลให้การส่ือ
สัญญาณประสาททางไซแนปส์บกพร่องและเซลล์สูญเสียการท างาน  จากการศึกษาในผู้ป่วยอัลไซ-
เมอร์ที่เสียชีวิตพบ NFT รวมกันหนาแน่นที่บริเวณ entorhinal cortex และ hippocampus ซ่ึงเป็น
บริเวณที่เกี่ยวข้องกับการเรียนรู้และความจ า (Avila และคณะ, 2004, Lace และคณะ, 2009) 
 

2. บีตาแอมีลอยด์ (β-amyloid) และการเกิด amyloid plaques (senile plaques) 

 ในเซลล์ประสาทปกติมีการสร้าง amyloid precursor protein (APP) ซ่ึงมีหน้าทีเ่กี่ยวข้องกับ
การส่ือสัญญาณประสาทบริเวณไซแนปส์ (Den Heuvel และคณะ, 2007)  APP ถูกตัดโดยเอนไซม์ 
secretase หลาย isoforms  APP ที่ถูกตัดโดยเอนไซม์ α-secretase ที่ต าแหน่ง C83 จะได้ผลิตภัณฑ์
สุดท้ายเป็นโปรตีน P3 ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีละลายน้ าและไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์  แต่ถ้า APP ถูกตัด
ด้วย β-secretase ที่ต าแหน่ง C99  และสายเปปไทด์ที่ได้นั้นถูกตัดอีกครั้งด้วย γ-secretase จะได้
ผลิตภัณฑ์เป็น Aβ ซ่ึงมีอยู่ 2 แบบคือ สาย Aβ ที่มี 40 amino acids (Aβ1-40) ซ่ึงกระบวนการตัดเกดิใน 
trans-Golgi network กับ Aβ ที่มี 42 amino acids (Aβ1-42) ซ่ึงกระบวนการตัดเกิดใน endoplasmic 
reticulum  (รูปท่ี 1) 
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รูปที่ 1  แสดงกระบวนการตัดสาย APP (Crouch และคณะ, 2008) 

 
 Aβ1-42 ละลายน้ าได้น้อยกว่าจึงจับตัวกันและตกตะกอนได้ง่ายกว่า  Aβ1-40  ทั้ง Aβ1-40 และ 
Aβ1-42 ถูกสร้างภายในเซลล์ และถูกขนส่งออกมานอกเซลล์แล้วรวมตัวกันเป็น plaques บนผิวเซลล์  
Aβ สร้างความเสียหายให้กับเซลล์ประสาทโดยเหนี่ยวน าให้เกิด oxidative stress ผ่านทางกลไก เช่น 
รวมตัวกันเป็น pore ที่ผิวเซลล์ท าให้แคลเซียมไหลเข้าเซลล์มากขึ้น  เหนี่ยวน าให้เกิด excitotoxicity 
โดยกระตุ้นผ่าน NMDA receptor  และภาวะ excitotoxicity นี้ยังเป็นการกระตุ้นให้เกิด 
hyperphosphorylation ของโปรตีนเทา ซ่ึงส่งผลต่อเซลล์ประสาทดังกล่าวมาแล้ว  โปรตีน Aβ 
ภายในเซลล์ส่วนหนึ่งเข้ายับยั้งการท างานของไมโทคอนเดรีย  ส่งผลให้ไมโทคอนเดรียสร้าง 
adenosine triphospate (ATP) ได้น้อยลงและเกิดอนุมูลอิสระมากขึ้น  เป็นต้น   นอกจากนี้ Aβ ยัง
เหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการอักเสบโดย prostaglandin/arachidonic acid ที่หล่ังจาก astrocyte  ซ่ึง
กระตุ้น microglia ให้ปลดปล่อย neurotoxic factors และอนุมูลอิสระจ านวนมาก  ความเสียหายทั้ง
จากภายในและภายนอกเซลล์เหล่านี้ส่งผลให้เซลล์ประสาทตายแบบ apoptosis  ท าให้เซลล์
ประสาทในสมองผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ลดจ านวนลง (Maurice และคณะ, 1996a, 1996b, Harkany 
และคณะ, 1999, Findeis, 2007, Butterfield และคณะ, 2010) (รูปท่ี 2) 
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รูปที่ 2  แสดงกลไกภายในเซลล์ประสาทที่เกิดจากการสะสมของ Aβ (LaFerla และคณะ, 2007) 

 
ไมโทคอนเดรีย 
 ไมโทคอนเดรียเป็นออร์แกเนลล์ที่มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตและการท างานของเซลล์  
เนื่องจากเป็นแหล่งสังเคราะห์สารพลังงานสูงหรือ adenosine triphosphate (ATP)  ไมโทคอนเดรียมี
เยื่อหุ้ม 2 ชั้น คือ เยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) และเยื่อหุ้มชั้นใน (inner membrane)  ระหว่าง
เยื่อหุ้มชั้นนอกกับเยื่อหุ้มชั้นในเป็นช่องว่างเรียกว่า intermembrane space  ช่องว่างภายในเยื่อหุ้ม
ชั้นในประกอบด้วยของเหลวเรียกว่า matrix  เยื่อหุ้มช้ันในมีการพับและยื่นเข้าในใน matrix เรียกว่า 
cristae  เยื่อหุ้มช้ันนอกมี porin ซ่ึงเป็น channel ที่ยอมให้โมเลกุลขนาดไม่เกิน 5,000 ดาลตันผ่านเข้า 
เช่น โมเลกุลที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ ATP  ส่วนเยื่อหุ้มช้ันในเป็นชั้นที่ไม่ยอมให้มีสารใดๆ 
ผ่านได้  กระบวนการสังเคราะห์ ATP  เกิดบนเยื่อหุ้มชั้นในบริเวณ cristae โดยโปรตีน complex I, 
II, III, IV และ ATP synthase (F0F1-ATPase, ATPase, complex V) (รูปท่ี 3) 
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รูปที่ 3  แสดงโครงสร้างของไมโทคอนเดรยี (Encyclopaedia Britanica, 1998) 

 หน้าที่ส าคัญของไมโทคอนเดรียคือการเปล่ียนแปลงสารอาหารของเซลล์ เช่น กลูโคสหรือ
ไพรูเวทเป็น ATP  รักษาสมดุลแคลเซียมในเซลล์โดยการเก็บกักแคลเซียมจากไซโทซอลไว้และ
ปล่อยออกมาเมื่อเซลล์ถูกกระตุ้น  นอกจากนั้นไมโทคอนเดรียยังมีส่วนในกระบวนการท างานของ
เซลล์หลายกระบวนการ  เช่น  การส่งสัญญาณประสาท  การสร้างหรือเปล่ียนแปลงโปรตีนส าหรับ
เซลล์  วัฏจักรเซลล์  การเปล่ียนแปลงและเจริญเติบโตของเซลล์  กระบวนการตายของเซลล์  เป็น
ต้น  การผลิต ATP เกิดขึ้นในกระบวนการ  oxidative phosphorylation ที่ เกิดขึ้นภายใน 
intermembrane space  ของไมโทคอนเดรีย  กระบวนการนี้ประกอบด้วย 2 กระบวนการคือ
กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน (electron transport chain) และการสังเคราะห์ ATP (ATP synthesis)  
กระบวนการ electron transport chain เป็นการท างานอย่างต่อเนื่องของโปรตีนหลายตัวได้แก่ 
complex I (NADH dehydrogenase), complex II (succinate dehydrogenase), complex III 
(cytochrome b-c1 complex), complex IV (cytochrome c oxidase) และ complex V (ATP synthase) 
 กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน เริ่มจาก complex I รับอิเล็กตรอนจาก NADH และส่งต่อ
อิเล็กตรอนให้ ubiquinone และ ubiquinone ส่งต่อให้ complex III  ส่วน complex II จะรับ
อิเล็กตรอนจาก FADH2 และส่งต่ออิเล็กตรอนให้ ubiquinone แล้วส่งต่อไปให้ complex III 
เช่นเดียวกับ complex I  หลังจากนั้น complex III จะส่งอิเล็กตรอนไปให้ cytochrome c ซ่ึงส่งต่อ
อิเล็กตรอนไปให้ complex IV  ที่ complex IV นี้มีการส่งอิเล็กตรอนให้ออกซิเจน (O2) ซ่ึงเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวสุดท้ายได้เป็นน้ า (H2O)  ในการส่งผ่านอิเล็กตรอนของแต่ละ complex จะมีการขับ 
H+ ออกสู่ intermembrane space ของไมโทคอนเดรีย  การไหลออกของ H+ เหล่านี้ท าให้เกิดความ
แตกต่างของความเข้มข้นของ H+ ระหว่าง intermembrane space กับ matrix  H+ จะแพร่กลับเข้ามา
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ภายในเยื่อหุ้มช้ันในตาม concentration gradient โดยแพร่ผ่าน complex V หรือ ATP synthase การ
ไหลกลับของ H+ ทุกๆ 4 ตัวจะท าให้ได้พลังงานมากพอในการสร้าง ATP 1 โมเลกุล (Pollard และ 
Earnshaw, 2008) (รูปท่ี 4) 

 
รูปที่ 4  กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน และการสังเคราะห์ ATP (Pollard และ Earnshaw, 2008) 

 ในภาวะปกติเมื่อเกิดกระบวนการ oxidative phosphorylation จะมีการสร้าง reactive 
oxygen species  (ROS) เช่น  superoxide  จ านวนเล็กน้อยอันเกิดจากการรั่วของอิเล็กตรอนจาก 
complex ต่างๆ ในกระบวนการโดยเฉพาะ complex I และ III  แต่หากเกิดการยับยั้งที่ขั้นตอนใด
ขั้นตอนหนึ่งของกระบวนการนี้จะท าให้การสังเคราะห์ ATP หยุดและเกิด ROS เพิ่มขึ้นอย่างมาก  
ซ่ึงเกิดจากการที่อิเล็กตรอนจาก cytochrome c มา reduce โมเลกุลของออกซิเจนได้ไม่สมบูรณ์  
ROS ที่เกิดขึ้นปกติจะถูกจัดการโดยสารต้านอนุมูลอิสระในไมโทคอนเดรีย  เช่น  superoxide 
dismutase (SOD)  แต่หากเกิด ROS มากเกินไปจะท าให้เกิดภาวะ oxidative stress  ซ่ึงเป็นภาวะที่มี
การสร้างอนุมูลอิสระมากเกินไปจนระบบต้านอนุมูลอิสระภายในไมโทคอนเดรียไม่สามารถจัดการ
ได้ ส่งผลให้ไมโทคอนเดรียเกิดความเสียหายและก าจัดตัวเอง (autophagy)  และหากภาวะ oxidative 
stress รุนแรงขึ้น เช่น เกิดการยับยั้งไมโทคอนเดรียจ านวนมากภายในเซลล์  เกิดการสร้างอนุมูล-
อิสระขึ้นจ านวนมาก  จะส่งผลให้เซลล์เกิดความเสียหายเนื่องจากอนุมูลอิสระ (oxidative damage) 
โดยเฉพาะที่เยื่อหุ้มเซลล์และออร์แกเนลล์ที่มีเยื่อหุ้ม (Kim, 2007, Nicholls และ Ferguson, 2002, 
Szeto, 2006) 
 กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนจะต้องใช้ออกซิเจน 1 โมเลกุลต่อการเกิดปฏิกิริยา 1 รอบ  
วิธีการตรวจวัดการท างานของไมโทคอนเดรียวิธีหนึ่งคือการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโท-
คอนเดรีย  ถ้าไมโทคอนเดรียท างานปกติ  ปฏิกิริยาการส่งผ่านอิเล็กตรอนจะเกิดอย่างต่อเนื่อง และ
ออกซิเจนจะถูกใช้ไปเรื่อยๆ จนหมด แต่หากกระบวนการนี้ถูกยับยั้งในขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่ง เช่น 
ยับยั้งการท างานของ cytochrome c oxidase จะท าให้ออกซิเจนถูกใช้ลดลง  ปริมาณออกซิเจนที่วัด
ได้จึงไม่ลดลงมากนัก (Sompol และคณะ, 2008, Benani และคณะ, 2009) 
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ความสัมพันธ์ของบีตาแอมีลอยด์  ไมโทคอนเดรีย และโรคอัลไซเมอร์ 
 ปัจจุบันพบว่าไมโทคอนเดรียมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคอัลไซเมอร์  เมื่ออายุมากขึ้น 
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ต่างๆ ใน TCA cycle และ complex ต่างๆ ในกระบวนการขนส่ง
อิเล็กตรอนจะลดลง  ส่งผลให้การสร้างพลังงานของเซลล์ลดลงด้วย  ในการส่ือสารสัญญาณทาง
ไซแนปส์ต้องใช้ ATP จ านวนมาก  ที่บริเวณไซแนปส์จึงมีไมโทคอนเดรียจ านวนมาก  การเกิด 
amyloid plaque ในสมองบริเวณที่เกี่ยวข้องกับการเรียนรู้และความจ า ท าให้การท างานของไมโท-
คอนเดรียบกพร่อง  การสร้าง ATP ลดลง  ส่งผลให้การท างานของไซแนปส์บริเวณนั้นลดลงด้วย 
(Maurice และคณะ, 1996b, Santos และคณะ, 2010, Reddy, 2009)  นอกจากนี้ สมองเป็นอวัยวะที่
ต้องการพลังงานมาก จึงต้องการออกซิเจนมากเมื่อเทียบกับอวัยวะอ่ืนในร่างกายและเป็นเหตุให้มี
โอกาสเกิด ROS มาก  แต่ระบบต้านอนุมูลอิสระภายในสมองนั้นมีน้อย นอกจากนั้นส่วนประกอบ
ในสมองยังอุดมไปด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว  จึงเป็นสาเหตุให้สมองเป็นอวัยวะที่ไวต่อการเกิด 
oxidative damage มาก (Nicholls และ Ferguson, 2002, Candelario-Jalil และคณะ, 2001)  ปกติใน
สมองมีการสร้างโปรตีน Aβ จ านวนเล็กน้อยและสะสมอยู่บนผิวสมอง (Teng และ Tang, 2005)  
ภาวะ oxidative stress ที่เพิ่มมากขึ้นส่งผลให้เกิดการกลายพันธ์ุของยีนที่ใช้ในการสร้างโปรตีน APP 
มากขึ้นและเกิดการสร้าง Aβ มากขึ้น  Aβ นี้ ส่งผลให้เกิดพยาธิสภาพด้วยกลไกต่างๆ  เช่น  
เหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการอักเสบโดย astrocyte (Hull และคณะ, 2006) Aβ เหนี่ยวน าให้เกิด 
ROS ในไมโทคอนเดรียเพิ่มมากขึ้น  ภาวะ oxidative stress ที่เกิดขึ้นภายในไมโทคอนเดรีย
เหนี่ยวน าให้เกิดความเสียหายต่อ mitochondrial DNA (mtDNA)  ส่งผลให้การสร้าง subunit I ของ 
complex IV ซ่ึงสร้างมาจาก mtDNA ผิดปกติไป (Santos และคณะ, 2010)  ท าให้กระบวนการขนส่ง
อิเล็กตรอนถูกยับยั้งและเกิด ROS เพิ่มขึ้น  กลายเป็นวัฏจักรที่ท าให้เกิดภาวะ oxidative stress มาก
ขึ้น  ไมโทคอนเดรียที่ได้รับความเสียหายปลดปล่อย cytochrome c และ apoptotic factor ต่างๆ 
ออกมา  ท าให้เซลล์เข้าสู่กระบวนการตายแบบ apoptosis (Cardoso และคณะ, 2002, Swerdlow และ
คณะ, 2011) 
 มีการศึกษาหลายการศึกษาสนับสนุนว่า ความผิดปกติในการท างานของไมโทคอนเดรียที่
เกิดจาก Aβ เป็นสาเหตุส าคัญของพยาธิสภาพต่างๆ ของโรคอัลไซเมอร์  จากการศึกษาในเซลล์
เพาะเล้ียง พบว่า Aβ ยับยั้งกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน โดยยับยั้งที่การท างานของ cytochrome c 
oxidase  ส่งผลให้เกิด ROS มากขึ้น  ท าให้ไมโทคอนเดรียบวมและปลดปล่อย cytochrome c 
ออกมาในไซโทซอลซ่ึงน าไปสู่การตายของเซลล์แบบ apoptosis (Casley และคณะ, 2002, Cardoso 
และคณะ, 2001, 2002, Santos และคณะ, 2010)  มีการศึกษาพบว่านอกจาก Aβ จะถูกสร้างขึ้นที่เยื่อ
หุ้มเซลล์แล้ว ยังพบ Aβ ภายในไมโทคอนเดรียด้วย  โดยพบว่าสาย APP มี sequence ที่สามารถจับ
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กับโปรตีนบนเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอนเดรียได้  APP ถูก uptake เข้าภายในไมโทคอนเดรีย
โดย translocase of outer membrane (TOM) และเกิดการตัดสาย APP ภายในไมโทคอนเดรียได้เป็น  
Aβ  แต่กระบวนการตัดสาย APP ในไมโทคอนเดรียนั้นยังไม่ทราบแน่ชัด (Wong-Riley และคณะ, 
1996, Canevari และคณะ, 1999, Anandatheerthavarada และคณะ, 2003, 2007, Teng และ Tang, 
2005, Reddy และคณะ, 2009) และเข้าจับที่ cytochrome c oxidase หรือ complex IV ของไมโท-
คอนเดรีย (Tillement และคณะ, 2011)  ส่งผลให้การท างานของไมโทคอนเดรียบกพร่อง และท าให้
เกิดความเสียหายแก่เซลล์ดังกล่าวในข้างต้น 
 
บัวบก 
 บัวบก หรือชื่อพ้องได้แก่ ผักแว่น, ผักหนอก, ปะหนะ, เอขาเด๊าะ, Gotu Kola และ Asiatic 
pennywort  มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Centella asiatica (Linn.) Urban อยู่ในวงศ์ Umbelliferae 
(Apiaceae)  มีลักษณะเป็นไม้ล้มลุก ขึ้นรวมกันเป็นกอติดดิน ล าต้นกลมและมีร่อง เล้ือยตามดิน มี
รากงอกตามข้อ ใบและรากออกตามข้อ ใบเป็นใบเดี่ยว รูปไตหรือรูปกลม ขอบใบหยักมีรอยเว้าลึก
ที่ฐานใบ ผิวใบด้านบนเรียบ ด้านล่างมีขนส้ันๆ ก้านใบยาว ช่อดอกคล้ายร่ม ออกดอกครั้งละ 2-3 
ช่อจากข้อ กลีบดอกสีม่วงเข้ม 5 กลีบ ผลมีเปลือกแข็งยาว 2-2.5 มิลลิเมตร สีเขียวหรือม่วง  เป็นพืช
สมุนไพรใช้ในประเทศไทยมานาน มีสรรพคุณบ ารุงหัวใจ แก้ช้ าในเนื่องจากการบาดเจ็บฟกช้ า แก้
เมื่อยล้า อ่อนเพลีย แก้บิด ท้องเสีย รักษาแผลไฟไหม้น้ าร้อนลวก  ในต าราอายุรเวทและต าราแพทย์
จีนแผนโบราณมีการใช้บัวบกเป็นยาในการรักษาอาการป่วยต่างๆ เช่น โรคเรื้อน สะเก็ดเงิน รักษา
บาดแผลลักษณะต่างๆ  บรรเทาอาการหลงลืม  เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น (Brinkhaus และ
คณะ, 2000, Howes และคณะ, 2003, Thomson และคณะ, 2001, Poonam และคณะ, 2009, Zheng 
และคณะ, 2007)  สารส าคัญที่พบในบัวบกเป็นสารกลุ่ม triterpenoid ทั้งในรูป sapogenin คือ asiatic 
acid  กับ madecassic acid และรูป glycoside คือ asiaticoside กับ madecassoside  นอกจากนี้ยังมี
สารอ่ืนๆ อีก ได้แก่ centellasaponin B, centellasaponin C, centellasaponin D, sceffoleoside A, α-
humulene, β-caryophyllene, bicyclogermacrene, germacrene B และ myrcene (Mauri และคณะ, 
2000, Zheng และคณะ, 2007) 
 ในการศึกษาฤทธ์ิฟื้นฟูความจ าของบัวบกในสัตว์ทดลอง  จากการศึกษาในหนูแรทปกติ
ของ Veerendra และ Gupta (2002) พบว่าการให้สารสกัดบัวบกขนาด 200 และ 300 มก./กก. 
น้ าหนักตัว เป็นเวลา 14 วัน ช่วยให้หนูแรทมีความจ าดีขึ้นในการทดสอบ Shuttle box test, Step-
through passive avoidance test และ Step-down test  และยังช่วยลดภาวะ oxidative stress ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูปกติที่ไม่ได้รับสารสกัดบัวบก  และอีกการศึกษาหนึ่งของ 
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Veerendra และ Gupta (2003) พบว่าการป้อนสารสกัดบัวบกในขนาด 200 และ 300 มก./กก. 
น้ าหนักตัว เป็นเวลา 21 วันให้หนูแรทที่ถูกท าให้บกพร่องไปโดยการฉีด streptozotocin (STZ) เข้า
ทางโพรงสมอง lateral ventricle ทั้ง 2 ข้าง สามารถช่วยฟื้นฟูความจ าของหนูเมื่อทดสอบด้วย Step-
through passive avoidance test เทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับบัวบก และจากการประเมินระดับตัวชี้วัด
ภาวะ oxidative stress  ได้แก่  malondialdehyde (MDA), glutathione, superoxide dismutase และ 
catalase  พบว่าสารสกัดบัวบกสามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระและลด oxidative damage ในเซลล์-
ประสาทได้ 
 นอกจากนี้ มีรายงานว่าสารสกัดบัวบกสามารถเพิ่มความสามารถในการเรียนรู้จดจ าและ
ช่วยเรื่องภาวะอารมณ์ในผู้สูงอายุสุขภาพดีได้ โดยท าการศึกษาในอาสาสมัครผู้สูงอายุสุขภาพดี 28 
ราย  ให้อาสาสมัครรับประทานสารสกัดบัวบกขนาด 250, 500 และ 750 มก./วัน เป็นเวลา 2 เดือน  
หลังจากนั้นให้ท าการทดสอบทางการเรียนรู้จดจ าคือ แบบทดสอบ auditory oddball paradigm และ
การทดสอบต่างๆ ใน CDR computerized assessment battery test ซ่ึงเป็นการทดสอบความจ าชนิด 
working memory และ spatial memory และทดสอบอารมณ์โดยใช้ Bond–Lader visual analogue 
scales ซ่ึงประเมินโดยคณะผู้วิจัยทั้งก่อนและหลังการให้สารสกัดครั้งแรกและ 1 เดือนหลังได้รับ
สารสกัด  พบว่าสารสกัดบัวบกขนาด 750 มก./วันมีผลช่วยในเรื่องการเรียนรู้และความจ าทั้งในการ
ทดสอบด้วยแบบทดสอบ auditory oddball paradigm และการทดสอบด้วย CDR computerized 
assessment battery test เทียบกับอาสาสมัครที่ได้รับยาหลอก  รวมถึงช่วยฟื้นฟูภาวะทางอารมณ์โดย
มีผลเพิ่มภาวะ Alertness และ Calmness ในผู้สูงอายุเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาหลอก ซ่ึงภาวะ
อารมณ์ทั้ง 2 อย่างนี้เป็นอารมณ์เชิงบวกที่ส่งผลต่อความจดจ่อในการเรียนรู้และจดจ า เนื่องจาก
ความจดจ่อและรู้สึกผ่อนคลายส่งผลให้การเรียนรู้และจดจ าดีขึ้น (Wattanathorn และคณะ, 2007)  
และจากการศึกษาของ Omar Dev และคณะ (2009) ในผู้ใหญ่วัยกลางคนที่มีสุขภาพดี 41 คนพบว่า
เมื่อให้อาสาสมัครรับประทานบัวบกอัดแคปซูล 3-4 แคปซูลตามน้ าหนักตัว วันละ 1 ครั้งเป็นเวลา 2 
เดือนแล้วท าการวัดความสามารถทางการเรียนรู้และจดจ าด้วยแบบทดสอบ  Woodcock-Johnson 
Cognitive Abilities Test III (WJ CAT III)  โดยมีการวัดผลก่อนท าการทดลอง  ในวันที่ 40, 60 และ
หลังได้รับสารสกัด  ผลพบว่าอาสาสมัครมีผลการทดสอบท่ีดีขึ้นทั้งชายและหญิง 
 ในการศึกษาผลของสารสกัดบัวบกตอ่การท างานของไมโทคอนเดรียพบว่า สารสกัดบัวบก
สามารถปกป้องการท างานของไมโทคอนเดรียในเซลล์ประสาทได้ โดย Shinomol และคณะ (2008) 
รายงานว่าการให้ผงใบบัวบก 0.5% ในหนูเมาส์โดยการผสมลงในอาหารเป็นเวลา 10 วันสามารถ
ป้องกันการเกิดภาวะ oxidative stress ในสมองส่วนต่างๆ ท่ีเกิดจากการฉีด 3-NPA เข้าทางช่องท้อง 
(i.p.) 75 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 2 วันก่อนการทดสอบ  ผลการวัดค่าของเอนไซม์ต้านอนุมูล-
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อิสระบ่งชี้ว่าบัวบกช่วยป้องกันความเสียหายของสมองส่วนต่างๆ จากภาวะ oxidative stress ได้  
นอกจากนี้การศึกษาในสัตว์ทดลองของ Dhanasekaran และคณะ (2009) ท าการศึกษาใน PSAPP 
mice ซ่ึงเป็นหนูเมาส์ที่ดัดแปลงพันธุกรรมให้มีความผิดปกติที่ยีน 2 ยีน (Double-mutant) คือ ยีน 
PS1 และยีน APP  ส่งผลให้หนูมีการสร้าง Aβ มากกว่าปกติและมีความจ าบกพร่อง  หนูเมาส์ถูก
แบ่งเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดบัวบกขนาด 2.5 และ 5.0 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 60 
วันและกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดบัวบกขนาด 2.5 และ 5.0 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 180 วัน  ผลการ
ทดลองพบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับสารสกัดบัวบกเป็นเวลา 180 วันขนาด 2.5 มก./กก. น้ าหนักตัว มี
ปริมาณ Aβ ในสมองน้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้รับอย่างมีนัยส าคัญ 
 
สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 (อีซีเอ233) 
 สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ได้รับการพัฒนาขึ้นโดยคณาจารย์คณะเภสัชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เป็นสารสกัดของสมุนไพรบัวบกที่มีการก าหนดมาตรฐานของปริมาณ
สารส าคัญ โดยมี Triterpenoid อย่างน้อย 80% และมีสัดส่วนของ madecassoside/asiaticoside อยู่
ระหว่าง 1.50 ± 0.50  เพื่อป้องกันความแปรปรวนของปริมาณสารส าคัญที่สกัดได้ในแต่ละครั้งซ่ึง
เป็นปัญหาส าคัญของการวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพร  หลังจากก าหนดคุณภาพมาตรฐานของสาร-
สกัดแล้วจึงได้น าอีซีเอ233 มาศึกษาฤทธ์ิต่างๆ 
 การศึกษาฤทธ์ิเกี่ยวกับการเรียนรู้และความจ าในสัตว์ทดลองพบว่าอีซีเอ233 ช่วยแก้ไข
ภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าในหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้หลงลืมโดยการปิดกั้นหลอด
เลือดคอมมอนแคโรติดทั้ง 2 ข้าง (2-vessel occlusion, 2-VO) พบว่าหนูกลุ่มท่ีได้อีซีเอ233 ขนาด 10 
และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว มีการเรียนรู้และความจ าท่ีดีขึ้นเม่ือเทียบกับหนูที่ถูกท า 2-VO แต่ไม่ได้
รับอีซีเอ233 ในการทดสอบ Morris water maze test และ Step down test (ยุทธพร สุขวิชัย, 2553) 
และในการทดสอบ Novel object recognition (จิตรลดา และสุบงกช, 2552)  การฉีด Aβ25-35 ทาง 
i.c.v. โดยหนูกลุ่มท่ีได้อีซีเอ233 ขนาด 10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว ใช้เวลาในการค้นหาแท่นพัก
ใต้น้ าลดลงเมื่อเทียบกับหนูที่ไม่ได้รับอีซีเอ233 เมื่อทดสอบด้วย Morris water maze test และเพิ่ม
ระยะเวลาในการอยู่บนแท่นพักในการทดสอบ Step down ซ่ึงเป็นแบบทดสอบพฤติกรรม passive 
avoidance วิธีหนึ่ง (อัญชลี ค าเอก และคณะ, 2552) 
 
โมเดลจ าลองการเกิดโรคอัลไซเมอร์ในสัตว์ทดลอง 
 วิธีการจ าลองพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร์ ในหนูเมาส์และหนูแรทมีหลายวิธี  ได้แก่  
การใช้หนูเมาส์ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (Transgenic mouse)ให้มีการกลายพันธ์ุของยีนที่เกี่ยวข้อง



15 
 
กับการสร้าง Aβ  เช่น  ยีน APP หรือ ยีน Presenillin1  หนูดัดแปลงพันธุกรรมนี้ มีการสร้างโปรตีน 
APP มากและมีความผิดปกติบริเวณต าแหน่งที่มีการตัดสาย APP และจะแสดงลักษณะทางกายภาพ
ที่ผิดปกติคือ amyloid plaque เกิดขึ้น ร่วมกับการมีการเรียนรู้และความจ าบกพร่อง (Strazielle และ
คณะ, 2003, 2004)  แต่หลังจากการคิดค้นทฤษฎี mitochondrial cascade hypothesis ซ่ึงสันนิษฐาน
ว่าโรคอัลไซเมอร์ ชนิด late-onset มีสาเหตุเริ่มต้นมาจากความเส่ือมตามอายุของไมโทคอนเดรีย 
และการเกิดภาวะ oxidative stress ภายในสมองที่เพิ่มมากขึ้น ร่วมกับการมีโปรตีน Aβ ที่ค่อยๆ
สะสมเพิ่มมากขึ้น (Cottrell และคณะ, 2001)  ในขณะที่โรคอัลไซเมอร์แบบ early-onset เริ่มต้นจาก
การที่มีการสร้างโปรตีน Aβ จ านวนมากเนื่องจากความผิดปกติของยีน APP, PS1 หรือ PS2  เกิด
เป็น amyloid plaques และซ่ึงโมเดลนี้เป็นลักษณะการเกิดโรคอัลไซเมอร์ในหนูดัดแปลงพันธุกรรม 
(Swerdlow และคณะ, 2004)  อีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช้คือ การฉีดโปรตีน Aβ1-40 และ Aβ1-42 ซ่ึงเป็น
โปรตีนที่สังเคราะห์ขึ้นเลียนแบบโปรตีน Aβ ในสมองที่เป็นโรคอัลไซเมอร์ เข้าไปยังโพรงสมอง
หรือสมองบริเวณ hippocampus ซ่ึงมีทั้งการฉีดครั้งเดียวด้วยเข็ม micro-syringe และการ infusion 
ด้วยเครื่อง micro-pump  เมื่อ Aβ ถูกฉีดเข้าสู่สมองแล้วจะกระจายตัวไปตาม cerebral fluid และเกาะ
กันเป็นคราบอยู่ที่ผิวสมองลักษณะเดียวกับ senile plaques  (Harkany และคณะ, 1999, Sipos และ
คณะ, 2007, Chambon และคณะ, 2011)  ต่อมามีการสังเคราะห์โปรตีน Aβ25-35 ซ่ึงเป็นสายโปรตีนที่
ประกอบด้วยกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 25 ถึง 35 ของโปรตีนสายเต็มของ Aβ (Aβ1-42)  จากการศึกษา
คุณสมบัติความเป็นพิษของโปรตีน Aβ25-35 พบว่า Aβ25-35 สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์คล้ายกับผลของ Aβ1-40 และ Aβ1-42 คือมีการเกาะกลุ่มเป็นคราบ amyloid plaques บนผิวเซลล์ 
(Maurice และคณะ, 1996b)  เพิ่มระดับ oxidative stress (Cafe และคณะ, 1996, Chambon และคณะ, 
2011)  กระตุ้นกระบวนการ excitotoxicity โดยการกระตุ้น NMDA receptor (Maurice และคณะ, 
1996b, Fernandez-Tome และคณะ, 2004)  ลดการท างานของสารส่ือประสาท (Ashenafi และคณะ, 
2005)  ยับยั้งการท างานของไมโทคอนเดรีย (Harkany และคณะ, 1999, Cardoso และคณะ, 2001, 
Bosetti และคณะ, 2002, Yan และคณะ, 2004)  และท าให้เซลล์ประสาทตายโดยกระตุ้น
กระบวนการ apoptotic cell death (Blasko และคณะ, 2000)  การฉีดโปรตีน Aβ25-35 เข้าสู่สมองท า
ให้การเรียนรู้และความจ าในหนูแรทและหนูเมาส์บกพร่องไปเช่นเดียวกับการฉีดด้วย Aβ1-40 และ 
Aβ1-42  (Maurice และคณะ, 1996a,b, Terranova และคณะ, 1996, Sipos และคณะ, 2007, Furukawa-
Hibi และคณะ, 2011)  ในการศึกษาผลของ Aβ แบบ in vivo  โปรตีน Aβ ที่ละลายในน้ ากล่ันจะถูก 
incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเพื่อให้โปรตีนเกาะกลุ่มเป็นก้อน (aggregation) ก่อนเนื่องจาก
โปรตีน Aβ ทีเ่กาะกลุ่มเป็นก้อนมีผลพิษต่อเซลล์ประสาทและส่งผลต่อการเรียนรู้และความจ าของ
สัตว์ทดลองมากกว่า Aβ แบบเป็นสาย (Pike และคณะ, 1993, 1995) จากการทดลองของ Delobette 



16 
 
และคณะ (1997) พบว่าการฉีด i.c.v. Aβ25-35 ที่ incubate ในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
วันท าให้หนูแรทเกิดภาวะหลงลืมในการทดสอบ Morris water maze เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ถูกฉีด 
i.c.v. ด้วย Aβ25-35 ที่ไม่ได้ incubate  จากการศึกษาความสามารถในการเกิด aggregation ของโปรตีน 
Aβ รูปแบบต่างๆ ของ Pike และคณะ (1993) พบว่า Aβ25-35 สามารถการเกาะกลุ่มและตกตะกอน
ทันทีที่ละลายน้ าในขณะที่  Aβ1-42 ต้อง incubate ในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน 
(Maurice และคณะ, 1996b, Canevari และคณะ, 1999, Casley และคณะ, 2002)  อย่างไรก็ตาม 
เพื่อให้โปรตีน Aβ25-35  เกิดผลพิษต่อเซลล์ประสาทมากที่สุดจึงต้อง incubate Aβ25-35 เป็นเวลา 4 วัน
ก่อนใช้ 
 
โมเดลส าหรับทดสอบพฤติกรรมด้านการเรียนรู้และความจ า 
 โมเดลทดสอบการเรียนรู้และความจ าท่ีใช้ในสัตว์ทดลองมีหลายโมเดล  ได้แก่ 

1. Delayed matching-non-matching to sample tasks 
 เป็นโมเดลส าหรับศึกษา working memory  โดยอาศัยความสามารถในการแยกแยะส่ิงใหม่
กับส่ิงเดิมที่เคยเผชิญ  การทดสอบแบ่งออกเป็น 3 phase คือ sample phase เป็นช่วงที่ฝึกให้
สัตว์ทดลองเรียนรู้ cue ที่ผู้ทดลองให้ เช่น วัตถุหรือภาพ  แสงสว่าง หรือกล่ิน และเรียนรู้วิธีการ
เลือก cue  เช่น  การเคาะคานที่อยู่ใต้ภาพ หรือเคาะคานที่อยู่ใต้หลอดไฟ  เป็นต้น  ต่อมาเป็นช่วง 
delay phase  สัตว์ทดลองจะถูกน าไปพักที่กรงอ่ืนเป็นระยะเวลาหนึ่ง  หลังจากนั้นเป็นช่วง choice 
phase  สัตว์ทดลองจะได้รับ cue ที่เคยได้ในช่วง sample phase กับ cue ใหม่ท่ีต่างออกไป  เช่น  วัตถุ
หรือภาพใหม่ และจะต้องเลือก cue ที่เป็น cue ใหม่จึงจะได้รางวัล  หากสัตว์ทดลองเลือก cue เก่า 
(cue ใน sample phase) จะไม่ได้รางวัล (Otto และคณะ, 1992) (รูปท่ี 5) 

 
รูปที่ 5  แสดงอุปกรณ์และวิธีการทดสอบ Delayed non-matching to sample 
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 การทดลองนี้ถูกพัฒนาขึ้นจากการทดลองการเรียนรู้และความจ าในลิง  ต่อมาจึงพัฒนา
รูปแบบและวิธีการให้ทดลองในหนูได้  ข้อจ ากัดของการทดลองนี้คือต้องมีการฝึกสัตว์ทดลองให้
เกิดการเรียนรู้ โดยให้สัตว์ทดลองอดอาหารหรือน้ าเพื่อกระตุ้นให้สัตว์ทดลองมีแรงจูงใจในการ
เรียนรู้ซ่ึงอาจท าให้สัตว์ทดลองเครียด และต้องใช้เวลาในการฝึกนาน  และหากสัตว์ทดลองไม่เกิด
การเรียนรู้ในช่วง sample phase จะถูกตัดออกจากการทดลองท าให้เสียสัตว์ทดลองโดยเปล่า
ประโยชน์  นอกจากนี้อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองยังมีความซับซ้อนมาก  เช่น  กลไกในการให้
รางวัลคือน้ าหรืออาหาร หรือระบบในการให้ cue แก่สัตว์ทดลองใน phase ต่างๆ  เป็นต้น 

2. Morris water maze task 
 เป็นโมเดลส าหรับศึกษา spatial memory  พัฒนาขึ้นมาส าหรับการศึกษาการเรียนรู้และ
ความจ าเกี่ยวกับต าแหน่งและทิศทางในหนูแรทและหนูเมาส์  การทดลองแบ่งเป็น 3 trial คือ 
training trial เป็นช่วงที่ฝึกให้หนูเรียนรู้และจดจ าต าแหน่งของแท่นพักใต้น้ าโดยอาศัยการดู cue ซ่ึง
เป็นภาพบนผนังทั้ง 4 ด้านรอบอ่างน้ า  ต่อมาเป็นช่วง retention trial  ท าการทดสอบความจ าของหนู
โดยปล่อยให้หนูว่ายหาแท่นพักใต้น้ า  หนูอาจถูกทดสอบได้หลายครั้งต่อวันโดยปล่อยจากต าแหน่ง
ที่ไม่ซ้ าเดิม  ความสามารถในการเรียนรู้และจดจ าของหนูวัดจากการที่หนูสามารถหาแท่นพักใต้น้ า
เจอและใช้เวลาในการหาน้อยลง  สุดท้ายเป็นการทดสอบช่วง probe trial  หนูถูกปล่อยให้ว่ายน้ า
โดยที่ไม่มีแท่นพักใต้น้ าเพื่อยืนยันว่าการที่หนูหาแท่นพักได้ในช่วง retention trial นั้นมาจากการที่
หนูจ าต าแหน่งของแท่นพักได้ ไม่ใช่การพบโดยบังเอิญ  หากหนูจ าต าแหน่งแท่นพักได้  หนูจะว่าย 
วนในบริเวณที่เคยมีแท่นพักวางอยู่ (Morris, 1981, Limon และคณะ, 2009a) (รูปท่ี 6) 

 
รูปที่ 6  แสดงอุปกรณ์และวิธีการทดสอบ Morris water maze 

 ข้อจ ากัดของการทดลองนี้คือต้องมีการฝึกสัตว์ทดลองให้เกิดการเรียนรู้ ในช่วง training 
trial โดยอาศัยแรงจูงใจคือการออกจากอ่างน้ า  หากหนูไม่สามารถว่ายน้ าหรือไม่สามารถหาแท่น-
พักเจอ (เนื่องจากไม่สามารถเรียนรูและจดจ าต าแหน่งของแท่นพักหรือไม่เรียนรู้ว่ามีแท่นพักใต้น้ า
อยู่) จะถูกตัดออกจากการทดลอง  ท าให้เสียเวลาในการฝึก  นอกจากนี้ยั งเสียเวลาในการเตรียม
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อุปกรณ์  เนื่องจากการทดสอบใช้เวลาหลายวัน จึงต้องมีการเปล่ียนน้ าในอ่างเสมอและต้องควบคุม
อุณหภูมิน้ าในอ่างให้เย็นคงท่ี (ประมาณ 20 องศาเซลเซียส) เพื่อให้หนูรู้สึกไม่สบายตัวและต้องการ
ออกจากอ่างน้ าให้เร็วที่สุด 

3. Radial arms maze 
 เป็นการทดสอบ spatial working memory ในหนูแรทและหนูเมาส์  แบ่งการทดสอบเป็น 2 
ช่วงคือ training trial และ testing trial  อุปกรณ์ที่ใช้คือกล่องที่มีลักษณะเป็นแขน 8 แขน  ช่วง 
training trial เป็นช่วงฝึกให้หนูเรียนรู้ว่ามีอาหารอยู่ในแขนแต่ละแขน  โดยวางอาหารหนูที่ปลายสุด
ของทุกแขนและปล่อยหนูลงกลางกล่องระหว่างแขนทั้ง 8  ให้หนูส ารวจกล่องอย่างอิสระ    ต่อมา
ในช่วง testing trial  ผู้ทดลองจะวางอาหารหนูเพียง 3 แขนเท่านั้น  หนูถูกปล่อยให้ส ารวจกล่อง
ทั้งหมด 8 รอบโดยใน 3 รอบแรก  หนูสามารถเข้าส ารวจแขนได้ 8 ครั้งเพื่อให้หนูเรียนรู้ต าแหน่ง
แขนที่มีอาหาร  ในการทดสอบ 5 รอบหลัง หนูจะมีโอกาสเลือกเข้าเพียง 3 แขน  หากหนูมีการ
เรียนรู้และความจ าปกติหนูจะเลือกเข้าแขนที่มีอาหารได้ถูกต้อง (Limon และคณะ, 2009b, Cuevas 
และคณะ, 2009) (รูปท่ี 7) 

 
รูปที่ 7  แสดงอุปกรณก์ารทดสอบ Radial arms maze 

 การทดลอง radial arms maze มีข้อจ ากัดคือ ต้องจ ากัดอาหารหนู และใช้เวลานานในการฝึก
หนูให้มีการเรียนรู้และจดจ า 

4. Step-through และ Step-down passive avoidance tests 
 เป็นการทดสอบความสามารถในการเรียนรู้และจดจ าในหนูแรทและหนูเมาส์ โดยอาศัย
สัญชาติญาณชนิด passive avoidance คือเป็นการหลีกเล่ียงจากส่ิงท่ีเป็นภัยต่อตัวหนูด้วยการหลบอยู่
ในที่ที่หนูเห็นว่าปลอดภัยจากส่ิงที่เป็นภัยนั้น  ภัยที่ให้ส่วนใหญ่ในการทดลองประเภทนี้คือการ
ช็อกไฟฟ้าบนลวดที่พื้นกรง  อุปกรณ์ที่ใช้คือกล่องที่แบ่งเป็นบริเวณที่มีไฟฟ้าและไม่มีไฟฟ้า  
บริเวณที่ไม่มีไฟฟ้าจะเป็นบริเวณที่หนูไม่ชอบอยู่  ส่วนบริเวณที่มีไฟฟ้าจะเป็นบริเวณที่หนูชอบอยู่
มากกว่า เพื่อเป็นการยืนยันว่าการที่หนูอยู่ในบริเวณที่ปลอดภัยมากกว่าไปยังบริเวณที่มีไฟฟ้า เกิด
จากการที่หนูจ าบริเวณที่ถูกช็อกไฟฟ้าได้  เช่น  ในการทดสอบ Step-through  ผนังกล่องบริเวณที่ไม่
มีไฟฟ้าเป็นสีขาวในขณะที่ผนังกล่องบริเวณที่มีไฟฟ้าเป็นสีด า  หนูจะชอบอยู่ในที่มืดมากกว่า  ส่วน
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ในการทดสอบ Step-down  พื้นกล่องท้ังหมดจะมีไฟฟ้าและมีแท่นเล็กๆ ท่ียกสูงขึ้นจากพื้นกล่องซ่ึง
ไม่มีไฟฟ้า  หนูไม่ชอบอยู่ที่สูงและชอบเดินส ารวจมากกว่าอยู่บนแท่น  ก่อนการทดสอบหนูจะถูก
ปล่อยให้ส ารวจกล่องอย่างอิสระเพื่อให้เกิดความคุ้นเคย (habituation)  ต่อมาจึงฝึกให้เรียนรู้ถึง
บริเวณที่มีและไม่มีไฟฟ้า (training trial) โดยปล่อยหนูลงในบริเวณที่ไม่มีไฟฟ้า  หนูจะไปยัง
บริเวณที่ชอบซ่ึงมีไฟฟ้าและถูกช็อค  หลังจากนั้นในช่วงทดสอบ (retention trial) ปล่อยหนูลงใน
บริเวณที่ไม่มีไฟฟ้าอีกครั้ง  หนูที่จ าได้จะฝืนตัวเองไม่เดินไปยังบริเวณที่มีไฟฟ้า (Miyazaki และ
คณะ, 1995, Kameyama และคณะ, 1986) (รูปท่ี 8 และ 9) 

 
รูปที่ 8  แสดงอุปกรณ์และวิธีการทดสอบ Step through test 

 
รูปที่ 9  แสดงอุปกรณ์และวิธีการทดสอบ Step down test 

5. Y-maze spontaneous alteration test 
 เป็นการทดสอบ spatial working memory  โดยใช้สัญชาติญาณของหนูที่ชอบส ารวจส่ิง
ใหม่และความสามารถในการจ าทิศทาง  อุปกรณ์ที่ใช้คือกล่องรูปตัว Y  ทดสอบโดยการปล่อยหนู
ตรงกลางกล่องรูปตัว Y และให้หนูเดินส ารวจแขนทั้ง 3 แขนอย่างอิสระ  ปกติหนูจะส ารวจแขน
ใหม่มากกว่ากลับเข้าไปในแขนเก่าที่เพิ่งส ารวจมา (Sarter และคณะ, 1988, Maurice และคณะ, 
1996b) (รูปท่ี 10) 

 
รูปที่ 10  แสดงอุปกรณ์และวิธีการทดสอบ Y-maze 
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 การทดสอบ passive avoidance มีข้อดีคือใช้เวลาในการฝึกส้ันเนื่องจากหนูไม่ต้องเรียนรู้
เงื่อนไขที่ซับซ้อน  แต่ก็มีข้อจ ากัดคือหนูอาจเกิดภาวะเครียดเนื่องจากการถูกช็อกไฟฟ้า และหากยา
หรือสารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบมีผลต่อการรับความรู้สึกเจ็บปวดที่ผิวหนัง  เช่น ท าให้หนูมีความไว
ต่อความเจ็บปวดมากขึ้น หรือกดประสาทให้การรับรู้ความเจ็บปวดลดลง  ผลการทดลองอาจ
ผิดพลาดและส่งผลต่อการวิเคราะห์ผล 

6. Novel object recognition task 
 โมเดลที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ Novel object recognition  เป็นการทดสอบความสามารถด้าน
ความจ าที่อาศัย working memory เป็นหลัก  โดยอาศัยนิสัยตามธรรมชาติของหนูที่ชอบส ารวจ
โดยเฉพาะเมื่ออยู่ในส่ิงแวดล้อมใหม่หรือได้เจอกับวัตถุชิ้นใหม่  หนูจะแสดงพฤติกรรมการส ารวจ
ตามสัญชาติญาณ เช่น การเข้าไปแตะ ดม หรือเอาเท้าหน้าทั้งสองสัมผัส เป็นต้น (Aggleton, 1985)  
การทดสอบนี้จึงมีข้อดีกว่าการทดสอบพฤติกรรมด้านการเรียนรู้และความจ าอ่ืนคือ ไม่ต้องมีการฝึก
สัตว์ทดลอง และท าให้สัตว์ทดลองตื่นหรือเครียดน้อยกว่าการทดสอบที่ใช้ส่ิงกระตุ้นให้
สัตว์ทดลองแสดงพฤติกรรม เช่น การอดอาหาร หรือการว่ายน้ า เพื่อหาแท่นพัก เป็นต้น  
แบบทดสอบนี้จึงเป็นการทดสอบที่มุ่งเน้นไปที่การเรียนรู้และความจ าในสัตว์ทดลองอย่างชัดเจน  
มีความปลอดภัย และไม่มีเรื่องความเครียด  ความแตกต่างในการรับรู้เรื่องความเจ็บปวด หรือ
แรงจูงใจในการหลีกเล่ียงส่ิงกระตุ้นมาเกี่ยวข้อง  นอกจากนั้นแบบทดสอบเกี่ยวกับการสนใจส่ิง
ใหม่มากกว่านี้คล้ายคลึงกบัการทดสอบด้านความจ าท่ีท าในมนุษย์ (Ennaceur และ Delacour, 1988) 
(รูปท่ี 11) 
 การทดสอบ Novel object recognition แบ่งออกเป็น 2 trial ได้แก่ sample trial คือ ช่วงที่
ปล่อยให้หนูเดินส ารวจกล่องที่มีวัตถุที่ลักษณะเหมือนกัน 2 ชิ้น (familiar object) หลังจากนั้น
ในช่วง test trial วัตถุใหม่ (novel object) ท่ีมีลักษณะแตกต่างจากวัตถุเดิมแต่มีขนาดใกล้เคียงกันจะ
ถูกน ามาแทนที่วัตถุเดิม 1 ชิ้น และปล่อยให้หนูเดินส ารวจอีกครั้ง  หนูปกติควรจะสามารถจดจ าวัตถุ
เก่าได้และใช้เวลาในการส ารวจวัตถุใหม่มากกว่า (Dix และ Aggleton, 1999, Ennaceur และ 
Delacour, 1988, Dere และคณะ, 2007) 
 

 
รูปที่ 11  อุปกรณ์และวิธีทดสอบ Novel object recognition 



 

บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
วัสดุอุปกรณ์ 

1. สัตว์ทดลอง 
 สัตว์ทดลองท่ีน ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือหนูเมาส์เพศผู้  สายพันธ์ุ ICR  อายุ 4-5 สัปดาห์  
น้ าหนัก 25-35 กรัม (ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ  มหาวิทยาลัยมหิดล  ต าบลศาลายา  อ า เภอพุทธ
มณฑล  จังหวัดนครปฐม)  หนูเมาส์ถูกน าไปเล้ียงไว้ในโรงเล้ียงสัตว์ทดลองของคณะเภสัชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ภายใต้สภาพแวดล้อมที่มีการควบคุมอุณหภูมิในห้องให้คงที่ที่ 25 ± 2 
องศาเซลเซียส  ควบคุมความชื้นในห้องที่ 60 ± 10%  และควบคุมแสงสว่างโดยก าหนดช่วงเวลา
เปิด:ปิดไฟ เป็น 12:12 ชั่วโมงต่อวัน  ได้รับน้ าและอาหารอย่างเพียงพอ  มีวัสดุรองนอนที่สะอาด  
เปล่ียนใหม่ทุกวันเว้นวัน  ได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง คณะเภสัช-
ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เลขที่ 11-33-001 
 

2. สารเคมี 
สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 (ได้รับจาก รศ. ภก. ดร. เอกรินทร์สายฟ้าและคณะ) 
Carboxymethylcellulose (CMC) (Fluka) 
Amyloid β-protein fragment 25-35 (Aβ25-35) (Sigma) 
Pentobarbital sodium (Nembutal®) (Ceva Sante Animale) 
Double distilled water 
Sodium chloride (Sigma) 
Malondialdehyde (MDA) (CH2(CHO)2) (Sigma) 
Sodium dihydrogenphosphate (NaH2PO4) (Ajax Finechem) 
Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) (Ajax Finechem) 
2-Thiobarbituric acid (TBA) (Sigma) 
Sodium monododecyl sulfate (Sodium lauryl sulphate) (CH3(CH2)11OSO3Na) (Sigma) 
Acetic acid (CH3COOH) (Lab-scan) 
Hydrochloric acid (HCl) (Sigma) 
Butanol (Lab-scan) 
Pyridine (Ajax Finechem) 
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Sucrose (C11H22O11) (Ajax Finechem) 
Mannitol (C6H14O6) (Ajax Finechem) 
Bovine serum albumin (BSA) (Sigma) 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Merck) 
Potassium chloride (KCl) (Sigma) 
Potassium phosphate monobasic anhydrous (KH2PO4) (Sigma) 
2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol (Tris) (C4H5OC2H5) (Sigma) 
Adenosine 5’-diphosphate (ADP) (Sigma) 
Malic acid (HO2CCH2CHOHCO2H) (Sigma) 
Glutamic acid (C5H9NO4) (Sigma) 
Dimethyl sulfoxide (C2H6OS) (DMSO) (Sigma) 
Digitonin (Sigma) 
Potassium cyanide (KCN) (Merck) 
Absolute ethanol (C2H6O) (Lab-scan) 
Folin-phenol reagent (Sigma) 
Sodium hydroxide (NaOH) (Ajax Finechem) 
Sodium carbonate (Na2CO3) (Merck) 
Potassium tartrate (K2C4H4O6) (Carlo Erba) 
Copper (II) sulphate (CuSO4) (Ajax Finechem) 
 

3. เคร่ืองมือ 
Heidolph motor drive tissue homogenizer (Type 50203RZR2) 
pH-meter (Beckman, U.K.) 
Hitachi automatic high speed refrigerated centrifuge (Himac model CR20B3) and Rotor (model 
PRP18-3) 
Oxygraph apparatus ประกอบด้วย 
 - Biological Oxygen Monitor (YSI model 53) 
 - Clark Oxygen Electrode (YSI5331) 
 - Gilson Oxygen Chamber (water-jacketed chamber) 
 - Strip Chart Recorder (Gilson Recorder Model N2) 
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Oxygen Probe Service Kit (YSI5775) ประกอบด้วย 
 - Clark Type Membrane Booklets (Standard) 
 - Oxygen Probe Solution : half saturated KCl solution 
 - O-rings 
Electromagnetic Stirrers (Oxygraph-2k,Oroboros Instruments) พร้อม Magnetic stirrer 
Temperature controlled circulator water bath 
UV/Visible spectrochotometer (UV-160A, Shimadzu) 
Vortex mixer (Velp. Scientifica, Europe) 
Vacuum Pump 
Temperature controlled water bath 
ตู้เย็นและตู้แช่แข็งควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
คอมพิวเตอร์ 
เครื่องช่ังสาร 
Novel object recognition set 
Locomotor activitiy set (UGO Basile, Comerico, Italy) 
นาฬิกาจับเวลา 
กล้องถ่ายวิดีโอ 
 

4. อุปกรณ์ 
Thomas glass homogenizer tube with Teflon pestle 
Centrifuge tube ขนาด 15 มคล. 
Micropipette ขนาด 200, 1,000 และ 5,000 มคล. (Pipet-LiteTM, U.S.A.) 
Hamilton micro-syringe ชนิดมีหัวติด ขนาด 10 มคล. 
Hamilton micro-syringe ชนิดแยกหัว ขนาด 10 มคล. 
หัวเข็มสแตนเลส เบอร์ 27 ยาวประมาณ 3 มม. 
กระบอกเข็มฉีดยา ขนาด 1 มล. 
หัวเข็มฉีดยา เบอร์ 27 
อุปกรณ์ผ่าตัด ประกอบด้วย  ถาดอะลูมิเนียม  กรรไกร  มีด  Tissue forcep 
น้ าแข็งและกล่องโฟมบรรจุน้ าแข็ง 
ช้อนสแตนเลส 
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Gavage tube 
Cylinder 
แท่งแก้ว 
บีกเกอร์ 
 
วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมสารละลายบีตาแอมลีอยด์ (Aβ25-35) 
 น าผง Aβ25-35 มาละลายในน้ ากล่ัน (deionized double distilled water) ให้ได้ความเข้มข้น 1 
มก./มล. และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 วัน หลังจากนั้นน ามาตรวจดูการจับ
ตัวกันของโปรตีนด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ลักษณะการเกาะกลุ่มของ 
Aβ25-35 ที่ใช้ได้จะมีโครงสร้างเป็น fibril และ amorphous globular (อัญชลี ค าเอก, 2553) 
 

2. การเหนี่ยวน าให้หนูเกิดภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าโดยการฉีด Aβ25-35  
 สลบหนูโดยการฉีด pentobarbital sodium ขนาด 60 มก./กก. น้ าหนักตัว ซ่ึงใช้ 0.9% sterile 
normal saline เป็นตัวท าละลาย เข้าทางช่องท้อง (i.p.)  ทดสอบภาวะสลบด้วยวิธีการจิกเท้า  เมื่อหนู
สลบลึกแล้ว   ท าการฉีดสารละลาย  Aβ25-35 ด้ วย เข็ม  micro-syringe เข้ าโพรงสมอง 
(intracerebroventricular, i.c.v.) ขนาด 1 มคล. ต่อตัว โดยเจาะเข็มผ่านกะโหลกเข้าไปยังโพรงสมอง 
lateral ventricle ข้างขวาของสมอง  ต าแหน่งที่ฉีดวัดจากจุดกึ่งกลางระหว่างโคนหูกับหางตาซ่ึงอยู่
หลังจุดอ้างอิง (Bregma) ประมาณ 0.5 มม. และจาก midline มาทางขวา 1 มม. ท ามุม 90 องศากับ
กะโหลก และฉีดที่ความลึก 3 มม. (Tsunekawa และคณะ, 2008)  ส าหรับหนูกลุ่ม sham จะฉีดน้ า
กล่ันแทน Aβ25-35  หลังจากนั้นให้หนูพักอยู่ภายในอุณหภูมิห้องจนกว่าจะฟื้นจากสลบ จึงน ากลับเข้า
กรงเล้ียงปกติ  เริ่มท าการทดสอบพฤติกรรมหลังจากฉีด Aβ25-35 7 วัน 
 

3. การแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง 
 การทดลองแบ่งสัตว์ทดลองเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 12 ตัว ดังนี้ 
 กลุ่มท่ี 1  เป็นกลุ่ม sham  ถูกฉีดน้ ากล่ันแทน Aβ25-35 และได้รับกระสายยา (vehicle) ขนาด 
10 มล./กก.น้ าหนักตัว ทางปาก วันละ 2 ครั้ง  เป็นเวลา 7 วัน 
 กลุ่มที่ 2  เป็นกลุ่มควบคุม  ถูกฉีดด้วยสารละลาย Aβ25-35 และได้รับกระสายยา (vehicle) 
ขนาด 10 มล./กก.น้ าหนักตัว ทางปาก วันละ 2 ครั้ง  เป็นเวลา 7 วัน 
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 กลุ่มท่ี 3  ถูกฉีดด้วยสารละลาย Aβ25-35 และได้รับอีซีเอ233 ขนาด 10 มก./กก.น้ าหนักตัว 
ทางปาก วันละ 2 ครั้ง  เป็นเวลา 7 วนั 
 กลุ่มท่ี 4  ถูกฉีดด้วยสารละลาย Aβ25-35 และได้รับอีซีเอ233 ขนาด 30 มก./กก.น้ าหนักตัว 
ทางปาก วันละ 2 ครั้ง  เป็นเวลา 7 วัน 

ตารางที่ 1  แสดงการแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง 
กลุ่ม จ านวนหน ู เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะหลงลืม สารทดสอบ (p.o., bid.) 

กลุ่มท่ี 1 
(sham) 

n = 12 ฉดีน้ ากล่ัน (i.c.v.) vehicle ขนาด 10 มล./กก.น้ าหนกัตวั 

กลุ่มท่ี 2 
(Aβ) 

n = 12 ฉีดสารละลาย Aβ25-35 (i.c.v.) vehicle ขนาด 10 มล./กก.น้ าหนกัตวั 

กลุ่มท่ี 3 
(Aβ+ECa10) 

n = 12 ฉีดสารละลาย Aβ25-35 (i.c.v.) อีซีเอ233 ขนาด 10 มก./กก.น้ าหนกัตวั 

กลุ่มท่ี 4 
(Aβ+ECa30) 

n = 12 ฉีดสารละลาย Aβ25-35 (i.c.v.) อีซีเอ233 ขนาด 30 มก./กก.น้ าหนกัตวั 

 
4. การบริหารยา 

 ใช้สารละลาย 0.5% ของ carboxymethylcellulose (CMC) ในน้ าเป็นกระสายยาของอีซีเอ
233  หนูเมาส์ได้รับสารทดสอบโดยการป้อนด้วย gavage tube เข้าสู่กระเพาะอาหาร โดยให้สาร
ทดสอบวันละ 2 ครั้ง เวลา 7.00 น. และ 17.00 น. เริ่มให้ CMC และอีซีเอ233 หลังจากฉีด Aβ25-35 
ทาง i.c.v. 1 วันและให้ทุกวันจนส้ินสุดการทดสอบพฤติกรรม รวมให้ยาเป็นเวลา 7 วัน (รูปท่ี 12) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12  แผนผังแสดงแผนการด าเนินการวจิัย 

ฉีด Aβ25-35  
(sham ฉีดน้ ากล่ัน) 

วันที ่
0 

ป้อน อีซีเอ233 หรือน้ ากระสายยา 
6 

- Locomotor 
  activity 
- Habituation 

7 

- Novel object  
  recognition test 
- เก็บสมอง 
- Mitochondrial  
  function measurement 
 

 8 

- Lipidperoxi- 
  dation assay 
 

1 
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5. การทดสอบพฤติกรรม (Behavioral tests) 
5.1 การทดสอบพฤติกรรมด้านการเรียนรู้และความจ าโมเดล Novel object recognition  

 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดสอบนี้ ได้แก่ กล่องพลาสติกขนาดกว้าง 40 ซม. ยาว 60 ซม. และสูง 
50 ซม.  และวัตถุ 3 ชิ้นคือ A, B และ C  วัตถุ A และ B มีรูปร่างและขนาดเหมือนกนั ส่วนวตัถุ C มี
ขนาดใกล้เคียงกันแต่สีและรูปร่างต่างจาก A และ B  วัตถุทั้ง 3 ชิ้นไม่มีกล่ิน  ก่อนการทดสอบ 1 วัน 
ท า habituation ซ่ึงเป็นการท าให้หนคูุ้นเคยกับสภาพแวดล้อมภายในกล่อง ท าโดยการปล่อยหนูให้
เดินส ารวจภายในกล่องท่ีไม่มีวัตถุเป็นเวลา 30 นาที  วันตอ่มาท าการทดสอบโดยแบ่งเป็น 2 ช่วงคือ 
sample trial ท าโดยวางวัตถุ A และ B ชิดผนังกล่องด้านยาว แต่ละอันห่างจากผนังกล่องท้ัง 2 ด้าน
เป็นระยะ 10 ซม. (รูปท่ี 13)  ปล่อยหนูชิดกับผนังฝั่งตรงข้ามกับวัตถุและอยู่กึ่งกลางระหว่างวัตถุ 2 
ชิ้น  ปล่อยให้หนูส ารวจภายในกล่องเป็นเวลา 5 นาที  บนัทึกเวลาท่ีหนูส ารวจวัตถุแต่ละชิ้นโดยมี
หลักการคือ หนูดมวตัถุโดยจมกูห่างจากวัตถุไม่เกิน 2 ซม.  เลีย หรือสัมผัสวัตถุด้วยเท้าหน้าใน
ขณะที่ดมวัตถุอยู่  ส่วนการเดนิรอบๆ  ปีน  เดินข้าม  นัง่ หรือยืนบนวัตถุไม่ถือว่าหนูส ารวจและ
สนใจวตัถุนั้น (Sambeth และคณะ, 2007, Sutcliffe และคณะ, 2007)  จากนัน้น าหนูไปเก็บในกรง
เล้ียงตามเดิม  เช็ดท าความสะอาดวตัถุทั้ง 2 ชิน้ด้วยแอลกอฮอล์ 70% และน้ าสะอาด  15 นาทีถัดมา
น าหนูตัวเดิมมาทดสอบในชว่ง test trial โดยปฏิบัติเช่นเดยีวกับช่วง sample trial แต่เปล่ียนวัตถุ A 
หรือ B เป็นวัตถุ C  เช็ดท าความสะอาดวัตถุทั้ง 2 ชิ้นดว้ยแอลกอฮอล์ 70% และน้ าสะอาดก่อนน า
หนูตัวต่อไปเข้าทดสอบ  บันทึกเวลาท่ีหนูส ารวจวัตถุแต่ละชิ้น 
 ตัวแปรท่ีท าการวัดในการทดสอบนี้คือ 1) exploratory time คือเวลาที่หนูใช้ในการส ารวจ
วัตถุ A, B หรือ C ในแต่ละ trial หน่วยเป็นวินาที  2) total exploratory time คือระยะเวลาทั้งหมดที่
หนูใช้ในการส ารวจวตัถุทั้ง 2 ชิ้นในแต่ละ trial หน่วยเป็นวินาที  3) %Preference index ค านวณจาก
สูตร %Preference index = (exploratory time x 100)/total exploratory time  การค านวณเป็น
เปอร์เซ็นต์โดยหารด้วยระยะเวลาท้ังหมดที่หนูใช้ในการส ารวจวตัถุทั้ง 2 ชิ้นเป็นการตัดอิทธิพลของ
ความตื่นตัวหรือความสนใจของหนูแต่ละตวัที่ไม่เท่ากัน อันส่งผลต่อเวลาท่ีหนูใช้ในการส ารวจวัตถุ
แต่ละชิ้นและท าให้ไม่สามารถเปรียบเทียบผลระหว่างกลุ่มได้ชัดเจน  หากหนูมีความสนใจในวัตถุ 
2 ชิ้นไม่ต่างกัน  ความน่าจะเป็นที่หนูจะส ารวจวัตถุแต่ละชิ้นคิดเป็น 50% (50% chance)  แต่หาก
หนูมีความสนใจในวัตถุชิ้นใดชิ้นหนึ่งเป็นพิเศษ  ความน่าจะเป็นที่หนูจะส ารวจวัตถุนั้นจะมากกว่า 
50% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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รูปที่ 13  แสดงวิธีการทดสอบ Novel object recognition (NOR) 
 

5.2 การทดสอบพฤติกรรมการเคลื่อนไหว (Locomotor activity test) 
 เป็นการวดัการท างานของระบบประสาทยนต์ เพื่อพิสูจนว์า่การให้ Aβ25-35 ทาง i.c.v. และ/
หรือการให้อีซีเอ233 ไม่มีผลต่อระบบประสาทยนต์  เป็นการยนืยันว่าผลของการทดสอบด้านการ
เรียนรู้และความจ านั้นเกิดจากภาวะหลงลืมของสัตว์ทดลอง  ไม่ใช่จากความผิดปกตขิองระบบประ-
สาทยนต์ อุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการทดสอบนี้คือ Activity Cage (UGO Basile 7430) ประกอบด้วยกล่อง
พลาสติก ขนาดความกว้าง 23 ซม. ยาว 35 ซม. และสูง 11 ซม.  พื้นกล่องเป็นแท่งสแตนเลสมีเส้น-
ผ่านศูนย์กลาง 3 มม. แต่ละแท่งห่างกันประมาณ 11 มม.  กล่องนี้ต่อเข้ากับเครื่องวัดซ่ึงจะท าการนับ
จ านวนครั้งที่หนกู้าวเดนิบนแท่งสแตนเลส  ให้หนูอยู่ในกล่องเป็นเวลา 5 นาทีและบันทึกจ านวน
ครั้งของการเคล่ือนไหวในหนกูลุ่มต่างๆ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 14) 

 

         
รูปที่ 14  อุปกรณ์ Locomotor activity test 

 ภายหลังการทดสอบ  Novel object recognition   หนูเมาส์แต่ละกลุ่มจะถูก sacrifice ด้วยวิธี 
cervical dislocation แล้วแยกสมองออกมา  แบ่งเป็น 2 ชุดเพ่ือท าการวัดการท างานของไมโทคอน-
เดรียในสมอง  และวัดปริมาณลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน  การวัดการท างานของไมโทคอนเดรียในสมอง
จะต้องท าทันทีหลังแยกสมองออกมา  ส่วนสมองท่ีจะท าการวัดปริมาณลิพิดเปอร์ออกซิเดชันจะถูก
ชั่งน้ าหนักและแช่แข็งใน dry ice ทันทีหลังจากแยกสมองออกมาก่อนเก็บใส่กล่อง และเก็บไว้ในตู้-
แช่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะท าการวัดในวันถัดมา 

 

Habituation 
30 นาท ี

 

Sample trial 

A B 

5 นาท ี

 

Test trial 

A C 

5 นาที 

Delay 
15 นาท ี

1 วัน 
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6. การทดสอบการท างานของไมโทคอนเดรีย 
6.1 การเตรียมไมโทคอนเดรียจากสมองของหนูเมาส์ 

 วิธีการเตรียมไมโทคอนเดรียจากสมองของหนูเมาส์ปรับปรุงจากวิธีของ Cairns และคณะ 
(1998)  สลบหนูโดยการฉีด pentobarbital sodium ขนาด 60 มก./กก. น้ าหนักตัว ซ่ึงใช้สารละลาย
น้ าเกลือ 0.9% เป็นตัวท าละลาย เข้าทางช่องท้อง (i.p.)  เมื่อสลบแล้ว sacrifice หนูด้วยวิธี cervical 
dislocation และ decapitation แยกสมองเฉพาะส่วน cerebrum มาชั่งน้ าหนักและใส่ centrifuge tube 
ขนาด 15 มล.  เติม isolation medium ให้ได้อัตราส่วน 5 มล. ต่อสมอง 3 กรัม  บด (homogenize) 
ด้วยเครื่อง homogenizer ที่ความเร็ว 70 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที  จากนั้นน าไป centrifuge ด้วย
เครื่อง refrigerated centrifuge ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  2,000g  เป็นเวลา 3 นาที  เก็บส่วนบนที่
เป็นของเหลว (supernatant) มาเติม 0.2% digitonin ที่ละลายใน DMSO 10 มคล. และ centrifuge อีก
ครั้งที่ 2,000g เป็นเวลา 3 นาที  จากนั้นน าส่วน supernatant มา centrifuge ที่ 12,000g เป็นเวลา 10 
นาที ทิ้งส่วน supernatant  ล้างส่วน pellet และ resuspend ใน isolation medium  น าไป centrifuge 
อีกครั้งที่ 12,000g  10 นาที  ล้าง pellet หลายๆ ครั้งด้วย incubation medium และ resuspend pellet 
ใน incubation medium 1 มล.  ในทุกๆ ขั้นตอนดังกล่าวท าในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ( ice-cold)  
ใช้สมองหนู 1 ตัวต่อ incubation medium 1 มล. 
 

6.2 วิธีการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรีย 
 วัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียด้วยเครื่อง biological oxygen monitor (YSI 
model 53) ซ่ึงประกอบด้วย oxygen electrode (YSI5331), reaction chamber และบันทึกผลด้วย 
oxygraph apparatus  มีการควบคุมอุณหภูมิของน้ าไหลเวียนให้อยู่ที่ 37 องศาเซลเซียสตลอดเวลา 
(รูปท่ี 15)  ใส่ incubation medium 1,700 มคล. ลงใน reaction chamber และเติมสารแขวนลอยไม-
โทคอนเดรีย (mitochondrial suspension) 200 มคล. ทิ้งไว้ประมาณ 1 นาทีเพื่อปรับอุณหภูมิและ
ปรับค่าเริ่มต้นของการใช้ออกซิเจนของสารแขวนลอยไมโทคอนเดรียให้นิ่ง แล้วใส่สารตั้งต้น 
(substrate) คือ 1 M glutamate กับ 1 M malate (glutamate+malate) (pH 7.2)  จากนั้นเติมสารละลาย 
0.3 M ADP กับ 0.6 M Phosphate ion (ADP+Pi) (pH 7.2)  ซ่ึงจะท าให้เกิดการใช้ออกซิเจนอย่าง
รวดเร็วเพื่อเปล่ียน ADP ไปเป็น ATP เรียกช่วงการหายใจนี้เป็น state 3 respiration หรือ active 
respiring state  หลังจากนั้นอัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลงเนื่องจาก ADP ถูกเปล่ียนไปเป็น ATP 
จนหมด  เรียกการหายใจช่วงนี้เป็น state 4  หากกระบวนการหายใจของไมโทคอนเดรียถูกยับยั้ง 
อัตราการหายใจใน state 3 จะลดลง ท าให้ความแตกต่างของอัตราการหายใจระหว่าง state 3 กับ 
state 4 ลดลง   
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รูปที่ 15  แสดงส่วนประกอบและการท างานของ biological oxygen chamber คือ (1) Reaction 
chamber (oxygen chamber) ความจุ 2 มล.  มี (2) Stopper ส าหรับปิด chamber เพื่อป้องกันไม่ให้
ออกซิเจนเข้าไปละลายใน chamber อันเป็นการรบกวนการทดลอง รูเล็กๆตรงกลาง stopper เป็นที่
ยอมให้ฟองอากาศภายใน chamber ออกได้และใช้เป็นที่เติมสารต่างๆลงไปด้วยเข็ม micro-syringe  
(3) magnetic stirrer ใช้ส าหรับกวนสารต่างๆใน chamber ตลอดเวลาที่ทดลอง  (4) water jacket มี
ท่อต่อเข้ากับ water bath เพื่อให้น้ า 37 องศาเซลเซียสไหลผ่าน ใช้ควบคุมอุณหภูมิ chamber ให้อยู่ที่ 
37 องศาเซลเซียสตลอดเวลา  oxygen electrode มีแผ่น Teflon membrane หุ้มกั้นระหว่าง chamber 
กับ electrode  ระหว่าง membrane กับ electrode มีสารละลาย 2M KCl ซ่ึงเป็น electrolyte ของ 
electrode เพื่อใช้ในการวัดปริมาณออกซิเจนของสารละลายใน chamber  
 
ตารางที่ 2  แสดง state ต่างๆ ของการหายใจของไมโทคอนเดรีย (Chance and Williams, 1955) 

 State 1 State 2 State 3 State 4 State 5 

รูปแบบการหายใจ ใช้ออกซิเจน ใช้ออกซิเจน ใช้ออกซิเจน ใช้ออกซิเจน ไม่ใช้ออกซิเจน 
ปริมาณ ADP น้อย มาก มาก น้อย มาก 
ปริมาณ substrate น้อย น้อยมาก มาก มาก มาก 
อัตราการหายใจ ช้า ช้า เร็ว ช้า ไม่มี 
Rate-limiting 
component 

ADP substrate Respiratory chain ADP ออกซิเจน 

 

 หลักการวัดปริมาณออกซิเจนใน chamber ของ oxygen electrode คือใช้กระแสไฟฟ้าขนาด
ต่ าประมาณ 0.8 โวลต์ต่อขั้ว silver anode (+) และขั้ว platinum cathode (-)  ออกซิเจนจะแพร่ผ่าน
แผ่น Teflon membrane แล้วถูก reduce เป็นน้ าท่ี platinum cathode (รูปท่ี 16) 
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O2 + 4H+ + 4e-    2H2O 
วงจรจะครบท่ี silver anode ซ่ึงจะถูกกดักร่อนไปเรื่อยๆ โดย KCl 

Ag + Cl-   AgCl + e- 

รูปที่ 16  แสดงส่วนประกอบของ oxygen electrode 
 
 กระแสที่ เกิดขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของออกซิเจนใน chamber  
กระแสไฟฟ้าท่ีวัดได้จะถูกแปลงค่าเป็นสัญญาณที่อ่านเป็นกราฟได้ด้วยเครื่อง strip chart recorder 
(Gilson Recorder Model N2)  ขณะท าการวัดจึงต้องเปิด magnetic stirrer เพื่อกวนให้ออกซิเจนที่
ละลายอยู่ในสารละลายใน chamber ไหลเวียนมายังผิวหน้า electrode อย่างท่ัวถึง 
 

6.2.1 การค านวณค่าดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory control index หรือ RCI) 
 การเกิดกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนร่วมกับการเกิดการสังเคราะห์ ATP เรียกว่า เกิดการ 
coupling ของปฏิกิริยา  RCI เป็นค่าดัชนีที่บ่งชี้ว่าในกระบวนการหายใจของไมโทคอนเดรียเกิดการ 
coupling ของกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนกับการสังเคราะห์ ATP ดีเพียงใด  หากเกิดความ
เสียหายต่อไมโทคอนเดรีย เช่น ในการแยกไมโทคอนเดรียท าได้ไม่ดี หรือเติมสารพวก detergent ที่
ท าให้เกิดการ uncoupling  จะท าให้การ coupling ไม่ดีท าให้ได้ค่า RCI ต่ า  โดยปกติทั่วไปค่า RCI ที่
ใช้ได้จะมีค่าอยู่ระหว่าง 3-10 โดยค านวณได้จากสมการ 
 
RCI = อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียใน state 3 = ความชันของเส้นกราฟใน state 3 
  อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียใน state 4  ความชันของเส้นกราฟใน state 4 
 
โดยความชันนั้นสามารถวัดได้จาก oxygraph tracing (รูปท่ี 17)  ซ่ึงในการศึกษานี้ก าหนดให้ไมโท-
คอนเดรียที่แยกออกจากสมองท่ีสามารถใช้ในการทดลองได้มีค่า RCI ไม่ต่ ากว่า 3 

CATHODE : platinum electrode 

ANODE : Ag/Ag/Cl electrode 

amplifier 
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รูปที่ 17  oxygraph tracing แสดงวิธีการหาค่าต่างๆ ส าหรับการค านวณหาค่า RCI 
 

6.3.2 วิธีการค านวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียในระยะต่างๆ 
 อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียสามารถค านวณได้จากสูตร 

อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3    =    R x S                หน่วยเป็น    natoms O/นาที 
 P 
โดยที่ค่า R และ P วัดจาก oxygraph tracing ดังรูปที่ 18 
 R  =  ความสูงของเส้น R 
 P  =  ความสูงของเส้น P 
 S  =  จ านวน natoms ของออกซิเจนที่ละลายอ่ิมตัวอยู่ใน reaction mixture ก่อนที่จะถูกไม-
โทคอนเดรียใช้ไปในการท าปฏิกิริยา 

รูปที่ 18  oxygraph tracing แสดงวิธีการหาค่าต่างๆ ส าหรับการค านวณอัตราการใช้ออกซิเจนของ
ไมโทคอนเดรีย 

State 4 

State 3 

State 4 

ADP 

Y1 

Y2 
X X 

0 
5 TIME (min) 

O2=S 

O2=0 

P 

State 4 

State 3 

State 4 

ADP 

TIME (min) 
1 min 

R 

0 
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 หากทราบปริมาณโปรตีนของไมโทคอนเดรียแล้วน ามาหาอัตราการใช้ออกซิเจนที่ค านวณ
ตามวิธีข้างต้นจะท าให้ได้ค่าอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียต่อนาที  จากนั้นน าค่า
ปริมาณโปรตีนที่วัดได้มาหาร หน่วยเป็น natoms O/นาที/มก.โปรตีน  ส่วนค่า S ในสูตรนั้นขึ้นอยู่
กับปริมาตรของ reaction mixtureใน chamber และอุณหภูมิขณะท าการทดลอง  ถ้าปริมาตรมาก 
ออกซิเจนจะละลายอ่ิมตัวได้มาก และถ้าอุณหภูมิต่ าจะท าให้ออกซิเจนละลายอ่ิมตัวได้มากกว่า
อุณหภูมิสูง  การค านวณหาค่า S จะหาได้จากสูตร 
 

S  =  A x ปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ที่ท าปฏิกิริยา         หน่วยเป็น   n atoms O 
 
A  =  จ านวน natoms ออกซิเจนที่ละลายอ่ิมตัวในน้ า (reaction mixture) 1 มล. ซ่ึงหาได้จากสูตร 

A  =  s  x  p  x  N x 109           หน่วยเป็น   natoms O/มล. 
 V  x  100 
โดยที ่ s  =  ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดซึมของออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิที่ท าการ
ทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเม่ือถูกเปล่ียนแปลงไปอยู่ที่ 0 องศาเซลเซียส และ 760 มม.ปรอท)  
โดยมีค่าเท่ากับ 0.02373 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 p  =  สัดส่วนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21% 
 N  =  จ านวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 
 V  =  ปริมาตรก๊าซที่ 0 องศาเซลเซียส ความดัน 1 บรรยากาศ เทียบกับ 1 กรัมโมล = 22,400 
มล. 
 เมื่อแทนค่า s, p , N และ V ลงในสมการ จะท าให้สามารถค านวณหาค่าปริมาณออกซิเจนที่
ละลายอ่ิมตัวในน้ า 1 มล. (A) ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสได้เท่ากับ 444.9 natoms O/มล.  
นอกจากนี้ค่า A ที่ค านวณได้ยังสามารถน าไปใช้ค านวณหาค่าอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอน-
เดรียในระยะต่างๆ ได้เช่นเดียวกับค่า S โดยดูจาก oxygraph tracing (รูปท่ี 18) หน่วยเป็น natoms O/
มล./นาท ี โดยใช้สูตร 
 

อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3    =    R  x  A              หน่วยเป็น   natoms O/มล./นาท ี
 P 
โดยที ่ R  =  ความสูงของเส้น R 
 P  =  ความสูงของเส้น P 
 A  =  จ านวน natoms ออกซิเจนที่ละลายอ่ิมตัวในน้ า 1 มล. 
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 ในการทดลองนี้จะค านวณเป็นค่าอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และอัตราการใช้
ออกซิเจนใน state 4 ต่อปริมาณโปรตีนของไมโทคอนเดรียที่เตรียม (natoms O/นาท/ีมก. โปรตีน) 
 

6.2.3 วิธีการหาปริมาณโปรตีนของไมโทคอนเดรีย 
 เนื่องจากความเข้มข้นของ mitochondrial suspension ที่เตรียมแต่ละครั้งมีผลต่ออัตราการ
ใช้ออกซิเจนที่วัดได้จึงต้องมีการหาปริมาณโปรตีนของไมโทคอนเดรียของทุกๆ ตัวอย่างเพื่อ
สามารถน าค่าอัตราการใช้ออกซิเจนของแต่ละตัวอย่างมาเปรียบเทียบกันได้  ซ่ึงในการศึกษานี้ใช้
วิธีการหาปริมาณโปรตีนของไมโทคอนเดรียของ Lowry (1951) 
 น าสารแขวนลอยไมโทคอนเดรียมา 10 มคล. เจือจางด้วยน้ ากล่ัน 3 มล. จากนั้นน าสาร-
แขวนลอยไมโทคอนเดรียที่เจือจางแล้วมา 1 มล. และเติม Alkaline-copper reagent 1 มล. เขย่าให้
เข้ากัน ทิ้งไว้ 10 นาที เติม folin-phenol reagent 3 มล. แล้วอุ่นในอ่างน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส 10 นาที จากนั้นทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยเทียบหาปริมาณโปรตีนกับ standard curve ที่วัดจากสารละลาย 
BSA ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 และ 0.3 มก./มล. หน่วยที่วัดได้เป็น มก./มล. 
 หลังจากการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนแล้ว  สารแขวนลอยไมโทคอนเดรียแต่ละตัวอย่างจะ
ถูกน าไปวัดปริมาณโปรตีน  ค่าเฉล่ียปริมาณโปรตีนของสารแขวนลอยไมโทคอนเดรียในสมองหนู
ที่ถูกฉีดโพรงสมองกลุ่มต่างๆ คือ กลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + 
อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 3.33, 3.38, 3.20  และ 3.34 มก./มล. ตามล าดับ  ส่วนค่าเฉล่ียปริมาณ
โปรตีนของสารแขวนลอยไมโทคอนเดรียในสมองหนูปกติที่ท าการทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อ
การท างานของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro เท่ากับ 3.8 มก./มล. 
 

7.  การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro 
 เนื่องจากกลไกการยับยั้งไมโทคอนเดรียของ Aβ คือการยับยั้งที่เอนไซม์ cytochrome c 
oxidase ในกระบวนการกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนของไมโทคอนเดรีย  ผู้วิจัยจึงท าการศึกษา
เพิ่มเติมโดยการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro เพื่อพิสูจน์ว่าอีซีเอ233 มี
กลไกการออกฤทธ์ิผ่าน cytochrome c oxidase หรือไม่  โดยการน าหนูเมาส์ปกติที่ไม่ได้รับสาร-
ทดสอบใดๆ มาแยกไมโทคอนเดรียจากสมองด้วยวิธีการแยกไมโทคอนเดรียดังข้อ 6.1  โดยในการ
วัดแต่ละครั้งใช้สมองหนู 2 ตัวรวมกันต่อ incubation medium 2 มล.   และใช้ตัวยับยั้งจ าเพาะของ 
cytochrome c oxidase คือ  potassium cyanide (KCN) 
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 การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro ใช้อุปกรณ์การวัดดังอธิบาย
ในข้อ 6.2  และท าอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียใน state 3 และ state 4  ในการศึกษา
การท างานของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro นี้แบ่งออกเป็น 3 การทดลองย่อย ได้แก่ การหาค่า IC50 
ของ KCN  ผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียปกติ  และผลของอีซีเอ233 ต่อการ
ท างานของไมโทคอนเดรียที่เสียไปเนื่องจากถูกยับยั้งโดย KCN  
 

7.1 การหาค่า IC50 ของสารละลาย KCN 
 เพื่อเป็นการหาความเข้มข้นของ KCN ที่เหมาะสมในการยับยั้งไมโทคอนเดรยี  ค่า IC50 
คือความเข้มข้นของ KCN ที่สามารถยับยั้งการท างานของไมโทคอนเดรียลงครึ่งหนึ่ง  เนื่องจากค่า 
IC50 ของ KCN ที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของไมโทคอนเดรียมีความแตกต่างกนัไปขึน้กับวิธีการ
ทดลอง  ดังนั้นจึงต้องมีการหาค่า IC50 ของ KCN เพื่อใช้ในการทดสอบผลของอีซีเอ233  ขั้นตอน
การทดลองคือ ใส่สารแขวนลอยไมโทคอนเดรีย 200 มคล. ลงใน reaction chamber ที่มี incubation 
medium อยู่ 1,700 มคล.  ปรับค่าเริ่มต้นของการใช้ออกซิเจนของสารแขวนลอยไมโทคอนเดรยีให้
นิ่ง  ใส่ substrate คือ 1 M glutamate + malate 10 มคล.  เติมสารละลาย KCN ความเข้มข้นต่าง  ๆ
(0.01, 0.1, 0.3, 0.5, 1, 10 มก./มล. ในน้ ากล่ัน) 10 มคล.  จากนั้นเติมสารละลาย 0.3 M ADP + 0.6 M 
Pi 2 มคล. เพื่อดูผลการใช้ออกซิเจนในการหายใจของไมโทคอนเดรียใน state 3 และ state 4 
เปรียบเทียบกับไมโทคอนเดรียปกติที่ไม่ไดร้ับ KCN  น าอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 มา
ค านวณเป็น %inhibition และ plot กราฟเพื่อหาค่าความเข้มข้นของสารละลาย KCN ที่สามารถลด
อัตราการใช้ออกซิเจนในการหายใจ state 3 ของไมโทคอนเดรียลง 50% ซ่ึงจะถูกน าไปใชใ้นการ
ทดสอบฤทธ์ิของอีซีเอ 233 ในการทดลองถัดไป (รูปท่ี 19) 
 
 
  
 

 
รูปที่ 19  แผนภูมิแสดงขัน้ตอนการศึกษาอัตราการใช้ออกซิเจนใน oxygen chamber ในการหาค่า 
IC50 ของ KCN 

 

Incubation 
medium 

1,700 มคล. 

สารแขวนลอย
ไมโทคอนเดรีย 

200 มคล. 

Glutamate 
+ Malate 
10 มคล. 

KCN  
10 
มคล. 

ADP  
+ Pi  

2 มคล. 

1 นาท ี 1 นาท ี 1 นาท ี 1 นาท ี



35 
 

7.2 การศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย 
 เพื่อทดสอบความเป็นพิษของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย  มีขั้นตอนคือ ใส่
สาร-แขวนลอยไมโทคอนเดรีย 200 มคล. ลงใน reaction chamber ที่มี incubation medium อยู่ 
1,700 มคล.  ปรับค่าเริ่มต้นของการใช้ออกซิเจนของสารแขวนลอยไมโทคอนเดรียให้นิ่ง  ใส่ 
substrate คือ 1 M glutamate + malate 10 มคล.  เติมสารละลายของอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ (1, 
10, 25, 50, 75, 100 มก./มล. ใน DMSO) 10 มคล.  จากนั้นเติมสารละลาย 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 2 
มคล. เพื่อดูผลการใช้ออกซิเจนในการหายใจของไมโทคอนเดรียใน state 3 และ state 4 เปรียบเทียบ
กับไมโทคอนเดรียปกติที่ได้รับ DMSO (รูปท่ี 20) 
 
 

 

 
รูปที่ 20 แผนภูมิแสดงขั้นตอนการศึกษาอัตราการใช้ออกซิเจนใน oxygen chamber เพื่อศึกษาผล

ของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย 
 

7.3 การศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการฟื้นฟูการท างานของไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้งการ
ท างานของ cytochrome c oxidase ด้วย KCN 

 มีขั้นตอนคือ ใส่สารแขวนลอยไมโทคอนเดรีย 200 มคล. ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation medium อยู่ 1,700 มคล.  ปรับค่าเริ่มต้นของการใช้ออกซิเจนของสารแขวนลอยไมโท-
คอนเดรียให้นิ่ง  ใส่ substrate คือ 1 M glutamate + malate 10 มคล.  เติมสารละลาย KCN ความ
เข้มข้นระดับ IC50 ที่หาได้ 10 มคล.  เติมสารละลายของอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ (0, 10, 25, 50, 
75, 100 มก./มล. ใน DMSO) 10 มคล.  จากนั้นเติมสารละลาย 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 2 มคล. เพื่อดู
ผลการใช้ออกซิเจนในการหายใจของไมโทคอนเดรียใน state 3 และ state 4 เปรียบเทียบกับไมโท-
คอนเดรียกลุ่มควบคุมที่ได้รับ KCN กับ DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของอีซีเอ233 ส่วนกลุ่มปกติคือ
กลุ่มท่ีได้รับแต่ DMSO (รูปท่ี 21) 
 
 
 

 
รูปที่ 21 แผนภูมิแสดงขั้นตอนการศึกษาอัตราการใช้ออกซิเจนใน oxygen chamber เพื่อศึกษาผล

ของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้งด้วย KCN 

Incubation 
medium 

1,700 มคล. 

สารแขวนลอย
ไมโทคอนเดรีย 

200 มคล. 

Glutamate 
+ Malate 
10 มคล. 

อีซีเอ233  
10 มคล. 

ADP  
+ Pi  

2 มคล. 

1 นาท ี 1 นาท ี 1 นาท ี 1 นาที 

Incubation 
medium 

1,700 มคล. 

สารแขวนลอย
ไมโทคอนเดรีย 

200 มคล. 

Glutamate 
+ Malate 
10 มคล. 

KCN 
10 
มคล. 

ADP  
+ Pi  

2 มคล. 

1 นาท ี อีซีเอ233 
10 มคล. 

1 นาท ี 1 นาท ี 1 นาที 1 นาท ี
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8. การวัดปริมาณลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน (Lipid peroxidation assay)  
 Lipid peroxidation เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ของปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดกับเยื่อหุ้มเซลล์ 
ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ได้แก่ ปฏิกิริยาเริ่มต้นของการเกิดโซ่ (Initiation)  ปฏิกิริยาการทวีเพิ่มขึ้น 
(Propagation)  และการส้ินสุดปฏิกิริยา (Termination)  ปฏิกิริยาลูกโซ่เริ่มต้นด้วยการมีอนุมูลอิสระ
เกิดขึ้น  และอนุมูลอิสระนี้เข้าท าปฏิกิริยากับลิปิดซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์และท าให้
เกิดอนุมูลลิปิด (Lipid radical) และจับกับออกซิเจนเป็น peroxide radical จ านวนมาก (รูปที่ 22)  
ผลผลิตที่เกิดขึ้นมาจาก Lipid peroxidation ได้แก่ สาร hydrocarbon  เช่น  ethane  ethene และ 
penthane  รวมถึงสาร ketone และสาร aldehyde  เป็นต้น  ซ่ึงสาร aldehyde ที่มีความส าคัญ คือ 
Malondialdehyde (MDA)  เมื่อ MDA ท าปฏิกิริยากับ thiobarbituric acid จะได้เป็น thiobarbituric 
acid reactive substances (TBARS) ซ่ึงเป็นสารมีสีและวัดปริมาณด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร (Gavino และคณะ, 1981) 

 

 
รูปที่ 22 แสดงกลไกการเกดิ Lipid peroxidation 
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 การเกิดอนุมูลอิสระเป็นกลไกการเกิดพิษกลไกหนึ่งของ Aβ25-35 ซ่ึงส่งผลท าลายเซลล์-
ประสาทและมีผลต่อการเรียนรู้และความจ า  Lipid peroxidation assay เป็นการทดลองเพื่อศึกษาผล
ของการป้อนอีซีเอ233 เป็นเวลา 7 วันต่อปริมาณอนุมูลอิสระในสมองหนูที่ถูกฉีด  Aβ25-35 เข้าสู่ 
โพรงสมอง  และเป็นการศึกษากลไกการท างานของอีซีเอ233 ในการฟื้นฟูความจ าของหนู 
 ขั้นตอนการแยก MDA จากสมองคือ น าสมองหนูที่ถูกแช่แข็งมาแช่ใน phosphate buffer 
(pH 7.4) ประมาณ 5 มล.  เมื่อนิ่มแล้วจึงตัดและบดให้ละเอียดด้วยเครื่อง homogenizer  น า 
homogenate มา 0.1 มล. ใส่ในหลอด centrifuge  เติม acetic acid (pH 3.5) 1.5 มล.  thiobarbituric 
acid 1.5 มล.  และ sodium dodecyl sulphate 0.2 มล.  จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 60 นาที  เมื่อครบเวลาแล้วน าออกมาทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  เติม
สารละลาย butanol-pyridine ซ่ึงเตรียมในอัตราส่วน 15:1 ปริมาณ 5 มล. และน้ ากล่ัน 1 มล.  แล้ว
น าไป centrifuge ที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที  เก็บเอา organic partition ที่อยู่ชั้นบนไปวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร  ในการท า standard curve เพื่อใช้เปรียบเทียบค่า
ปริมาณ MDA นี้ใช้ MDA 0.1 มล. ความเข้มข้น 10 นาโนโมลาร์, 100 นาโนโมลาร์, 1 ไมโครโม-
ลาร์, 10 ไมโครโมลาร์ และ 100 ไมโครโมลาร์ และใช้ phosphate buffer 0.1 มล.เป็น blank  ค่าที่ได้
มีหน่วยเป็นนาโนโมลาร์  น าค่า MDA ที่วัดได้มาเทียบกับน้ าหนักสมองที่ชั่งและบันทึกไว้ก่อนน า
สมองไปแช่แข็ง  หน่วยเป็น นาโนโมลาร์/กรัม น้ าหนักสมอง 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ผลการทดลองแสดงค่าเป็นค่าเฉล่ีย ± SEM  ในการทดสอบ Novel object recognition 
เปรียบเทียบเวลาที่หนูใช้ในการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้น (exploratory time) ภายในกลุ่มด้วย paired 
Student’s t-test  เปรียบเทียบ %Preference index ของหนูแต่ละกลุ่มกับ 50% chance โดยใช้ One-
sample t-test  การทดลองอ่ืนๆ เปรียบเทียบผลการทดลองด้วย One-way ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วย Tukey’s HSD post hoc test โดยก าหนดให้มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ค่า P < 0.05 



 

บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

1. ผลของบีตาแอมีลอยด์25-35  และสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของ
ประสาทยนต์ (Locomotor activity) ของหนูเมาส์ 

 ในการวิเคราะห์ผลของ Aβ25-35 และอีซีเอ233 ต่อการท างานของประสาทยนต์ในวันที่ 6 
หลังจากการฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมองโดยการปล่อยให้หนูแต่ละตัวเดินอย่างอิสระใน activity 
cage เป็นระยะเวลา 5 นาทีพบว่า ค่าเฉล่ียของจ านวนก้าวเดินของหนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ 
+ อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. ในระยะเวลา 5 นาทีเท่ากับ 264.2 ± 23.0, 
259.6 ± 19.1, 254.8 ± 26.5 และ 286.7 ± 27.7 ตามล าดับ  จากการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง
กลุ่มพบว่า จ านวนก้าวเดินของหนูทั้ง  4 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(F(3,44) = 0.336, P = 0.799, One-way ANOVA) (รูปท่ี 23) 

  
รูปที่ 23  แสดงผลต่อการท างานของประสาทยนต์ (Locomotor activity) ของหนูเมาส์กลุ่มต่างๆ  ผล
แสดงเป็นค่าเฉล่ียของจ านวนก้าวที่หนูก้าวเดินใน activity cage ในระยะเวลา 5 นาที (n = 12, 
F(3,44) = 0.336, P = 0.799, One-way ANOVA) 
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2. ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อความจ าของหนูเมาส์ที่ได้รับบีตาแอมีลอยด์
25-35 

 ผลของอีซีเอ233 ต่อความจ าของหนูเมาส์ที่ได้รับ Aβ25-35  ทดสอบโดย  Novel object 
recognition  การทดสอบนี้แบ่งออกเป็น 2 trial คือ sample trial และ test trial  จากการวิเคราะห์เวลา
ที่หนูใช้ในการส ารวจวัตถุ (exploratory time) ในช่วง sample trial โดยการปล่อยให้หนูส ารวจวัตถุ
ที่เหมือนกัน 2 ชิ้นในระยะเวลา 5 นาที  พบว่าหนูกลุ่ม sham ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุที่อยู่ทางซ้าย
และขวาเท่ากับ 20.9 ± 2.8 และ 21.0 ± 2.9 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนู
กลุ่ม sham ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุซ้ายและขวาไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 
0.919, paired Student’s t-test)  หนูกลุ่ม Aβ ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุที่อยู่ทางซ้ายและขวาเท่ากับ 
22.2 ± 4.2 และ 24.1 ± 3.9 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม Aβ ใช้เวลา
ในการส ารวจวัตถุซ้ายและขวาไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.497, paired Student’s 
t-test)  หนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุที่อยู่ทางซ้ายและขวาเท่ากับ 20.4 
± 2.9 และ 21.8 ± 2.7 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 
มก./กก. ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุซ้ายและขวาไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.403, 
paired Student’s t-test)  หนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุที่อยู่ทางซ้ายและ
ขวาเท่ากับ 15.0 ± 2.8 และ 14.1 ± 2.4 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม 
Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุซ้ายและขวาไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P = 0.343, paired Student’s t-test)  จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าหนูทุกกลุ่มใช้เวลาใน
การส ารวจวัตถุซ้ายไม่แตกต่างจากวัตถุขวา ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าต าแหน่งของวัตถุทั้งสองชิ้นไม่มีผล
ต่อพฤติกรรมการส ารวจของหนู (รูปท่ี 24) 
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รูปที่ 24  แสดงเวลาท่ีหนูกลุ่มต่างๆ ใชใ้นการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้นในชว่ง sample trial (n = 12) 

 
 ต่อมาในการทดสอบช่วง test trial ท าการสุ่มเปล่ียนวัตถุชิ้นใดชิ้นหนึ่งเป็นวัตถุใหม่ซ่ึงมี
ลักษณะต่างจากวัตถุเดิมและให้หนูส ารวจวัตถุอีกครั้งในระยะเวลา 5 นาทีพบว่า หนูกลุ่ม sham ใช้
เวลาในการส ารวจวัตถุเดิมและวัตถุใหม่เท่ากับ 14.2 ± 2.2 และ 41.4 ± 7.8 วินาทีตามล าดับ  เมื่อ
เปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม sham ที่ถูกฉีดน้ ากล่ันเข้าทางโพรงสมองร่วมกับการป้อน 
CMC เป็นเวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งใช้เวลาในการส ารวจวัตถุใหม่มากกว่าวัตถุเดิมอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P < 0.01, paired Student’s t-test)  แสดงให้เห็นว่าหนูกลุ่ม sham สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างวัตถุใหม่กับวัตถุเดิมและมีการเรียนรู้และจดจ าท่ีปกติ  หนูกลุ่ม Aβ ที่ถูกฉีด Aβ25-35 
เข้าสู่โพรงสมองร่วมกับการป้อน CMC เป็นเวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งใช้เวลาในการส ารวจวัตถุเดิม
และวัตถุใหม่เท่ากับ 16.6 ± 3.6 และ 16.1 ± 3.5 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่า
หนูกลุ่ม Aβ ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุใหม่ไม่แตกต่างจากวัตถุเดิม (P = 0.729, paired Student’s t-
test)  แสดงให้เห็นว่าการถูกฉีด Aβ เข้าทางโพรงสมองมีผลท าให้หนูมีการเรียนรู้และความจ า
บกพร่องเนื่องจากหนูไม่สามารถจดจ าวัตถุเดิมที่เคยส ารวจไปแล้วได้  หนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./
กก. ที่ถูกฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมองร่วมกับการป้อนอีซีเอ233 ขนาด 10 มก./กก. น้ าหนักตัว เป็น
เวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งใช้เวลาในการส ารวจวัตถุเดิมและวัตถุใหม่เท่ากับ 8.2 ± 1.6 และ 14.7 ± 2.4 
วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. ใช้เวลาในการ
ส ารวจวัตถุใหม่มากกว่าวัตถุเดิมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05, paired Student’s t-test)  หนู
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กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. ที่ถูกฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมองร่วมกับการป้อนอีซีเอ233 ขนาด 30 
มก./กก. น้ าหนักตัว เป็นเวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งใช้เวลาในการส ารวจวัตถุเดิมและวัตถุใหม่เท่ากับ 
10.0 ± 2.9 และ 16.7 ± 3.3 วินาทีตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบภายในกลุ่มพบว่าหนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุใหม่มากกว่าวัตถุเดิมแต่ไม่แตกต่างกันอย่างนัยส าคัญทางสถิติ 
(P = 0.96, paired Student’s t-test)  จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าหนูที่ได้รับอีซีเอ233 ขนาด 
10 มก./กก. น้ าหนักตัวสามารถแยกความแตกต่างระหว่างวัตถุใหม่กับวัตถุเดิม  บ่งชี้ว่าอีซีเอ233 
ขนาด 10 มก./กก. น้ าหนักตัวท าให้การเรียนรู้และความจ าของหนูที่ถูกฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมอง
ดีกว่าหนูที่ถูกฉีด Aβ25-35 แต่ไม่ได้รับอีซีเอ233 (รูปท่ี 25) 

 
รูปที่ 25  แสดงเวลาที่หนูกลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้นในช่วง test trial (n = 12, *,** 
แสดงถึงความแตกต่างภายในกลุ่มของเวลาในการส ารวจวัตถุใหม่เปรียบเทียบกับวัตถุเดิม ที่ค่า P < 
0.05 และ P < 0.01 ตามล าดับ, paired Student’s t-test) 
 
 ในการวิเคราะห์ผลการเรียนรู้และความจ าด้วยแบบทดสอบ Novel object recognition  น า
เวลาที่หนูใช้ในการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้นในช่วง test trial มาค านวณเป็นค่า %Preference index 
(%PI) และเทียบกับค่า %Preference index ที่ 50% เพื่อเปรียบเทียบว่าหนูสามารถแยกแยะระหว่าง
วัตถุใหม่กับวัตถุเดิมได้  หากหนูเผชิญกับวัตถุ 2 ชิ้นเป็นครั้งแรก (sample trial)  หนูจะส ารวจวัตถุ
สองช้ินภายในกล่องด้วยโอกาส 50%  และในการส ารวจครั้งที่สอง หากหนูสามารถแยกวัตถุใหม่ได้
หนูจะเลือกส ารวจวัตถุชิ้นใหม่มากกว่าวัตถุเดิมที่เคยส ารวจแล้วมากกว่า 50% (%PI มากกว่า 50%)  

** 

* 
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จากผลการค านวณค่า %PI ของหนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ 

+ อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 72.4%, 47.8%, 64.0% และ 66.4% ตามล าดับ  เมื่อเทียบค่า %PI ของหนู
กลุ่มต่างๆ กับ 50% พบว่า ค่า %PI ของหนูกลุ่ม sham สูงกว่า 50% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 
0.001, One-sample t-test)  แสดงให้เห็นว่าหนูกลุ่ม sham สามารถจดจ าและแยกวัตถุใหม่ได้  ค่า 
%PI ของหนูกลุ่ม Aβ ไม่แตกต่างจาก 50% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.481, One-sample t-test)  
แสดงให้เห็นว่าหนูกลุ่ม Aβ ไม่สามารถจดจ าและแยกวัตถุใหม่ได้  และค่า %PI ของหนูกลุ่ม Aβ +  
อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. สูงกว่า 50% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01 
และ P < 0.05 ตามล าดับ, One-sample t-test)  แสดงให้เห็นว่าหนูที่ได้รับอีซีเอ233 ทั้ง 2 ขนาด
สามารถจดจ าและแยกวัตถุใหม่ได้ (รูปท่ี 26) 

 
รูปที่ 26  แสดงค่า %PI ของหนูกลุ่มต่างๆ ในการส ารวจวัตถุใหม่ในช่วง test trial (n = 12, *,**,*** 
แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับค่า %PI ที่ 50% โดยมีค่า P < 0.05, P < 
0.01 และ P < 0.001 ตามล าดับ, One-sample t-test) 
 ผลรวมของเวลา (total exploration time) ที่หนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 
มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. ใช้ในการส ารวจวัตถุทั้ง 2 ชิ้น  ในช่วง sample trial 
เท่ากับ 42.0 ± 5.6, 46.3 ± 7.6, 42.2 ± 5.3 และ 29.1 ± 5.2 วินาที ตามล าดับ (รูปที่ 27)  จากผลการ
ทดลอง จะเห็นได้ว่า หนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. มีแนวโน้มใช้เวลาในการส ารวจวัตถุในช่วง 
sample trial ลดลง  แต่ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F(3,44) = 1.545, P = 
0.216, One-way ANOVA)  ส่วน total exploration time ในช่วง test trial ของหนูกลุ่ม sham  กลุ่ม 
Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 55.6 ± 8.8, 32.7 ± 7.0, 
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22.9 ± 3.4 และ 26.7 ± 5.1 วินาทีตามล าดับ (รูปที่ 28)  จากการวิเคราะห์พบความแตกต่างระหว่าง
กลุ่ม (F(3,44) = 5.288, P = 0.003, One-way ANOVA)  โดยพบว่า หนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. 
และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. มี total exploration time น้อยกว่าหนูกลุ่ม sham อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P < 0.01 และ P < 0.05 ตามล าดับ, Tukey’s HSD post hoc test)  ส่วน total exploration 
time ในช่วง test trial ของหนูกลุ่ม Aβ มีแนวโน้มลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม sham แต่ไม่มีความ
แตกต่างกับกลุ่ม sham อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  จากผลการวิเคราะห์บ่งชี้ว่าการได้รับอีซีเอ233 
ขนาด 10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัวเป็นเวลา 7 วัน วันละ 2 ครั้งท าให้หนูใช้เวลาในการส ารวจ
วัตถุโดยรวมลดลง 

 
รูปที่ 27  แสดงผลรวมของเวลาที่หนูกลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุทั้ง 2 ชิ้นในช่วง sample trial  
(n = 12, F(3,44) = 1.545, P = 0.216, One-way ANOVA) 

 
รูปที่ 28  แสดงผลรวมของเวลาที่หนูกลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุเดิมและวัตถุใหม่ในช่วง test 
trial (n = 12, F(3,44) = 5.288, P = 0.003, One-way ANOVA, *,** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม sham โดยมีค่า P < 0.05 และ P < 0.01 ตามล าดับ, Tukey’s HSD 
post hoc test) 

** 
* 
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3. ผลการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียในสมองหนูที่ถูกฉีดบีตาแอมีลอยด์ 
25-35  

 หลังจากการทดสอบ Novel object recognition เสร็จส้ิน  หนูจะถูกแยกสมองส่วนหน้ามา
วัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียทันที  ผลการทดลองพบว่าอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3 ของไมโทคอนเดรียของหนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ 

+ อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 47.4 ± 3.7, 47.4 ± 8.1, 42.7 ± 2.8 และ 41.3 ± 3.1 natoms O/นาที/มก.
โปรตีน ตามล าดับ ซ่ึงไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F(3,23) = 0.474, P 
= 0.704, One-way ANOVA)  ส่วนอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 เท่ากับ 7.4 ± 0.7, 7.2 ± 1.2, 7.0 
± 0.7 และ 6.3 ± 0.6 natoms O/นาที/มก.โปรตีน ซ่ึงไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเช่นกัน (F(3,23) = 0.353, P = 0.787, One-way ANOVA) ตามล าดับ (รูปท่ี 29) 
 

  

รูปที่ 29  แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียในสมองหนูเมาส์
กลุ่มต่างๆ (n = 6-7, F(3,23) = 0.474 และ 0.787 ตามล าดับ, P = 0.704 และ P = 0.787, One-way 
ANOVA) 
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4. ผลการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro 
4.1 การหา IC50 ของ KCN 

 ผลการวิเคราะห์ค่า IC50 ของ KCN ต่ออัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรีย ท าโดย
การวัดอัตราการใช้ออกซิเจน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียปกติ และไมโทคอนเดรียที่
ได้รับ KCN ความเข้มข้นต่างๆ คือ 0.01, 0.1, 0.3, 0.5, 1 และ 10 มก./มล. ในน้ ากล่ัน  ค่า IC50 คือค่า
ความเข้มข้นของ KCN ที่ท าให้ค่าเฉล่ียอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโทคอนเดรียลดลง 
50%   
 อัตราการใช้ออกซิเจน state 3 ของไมโทคอนเดรียปกติ และไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN 
ความเข้มข้น 0.01, 0.1, 0.3, 0.5, 1 และ 10 มก./มล. ในน้ ากล่ัน เท่ากับ 24.40 ± 1.07, 21.50 ± 0.78, 
19.47 ± 1.27, 12.26 ± 0.92, 8.79 ± 0.53, 4.74 ± 0.38 และ 1.12 ± 0.06 natoms O/นาที/มก.โปรตีน 
ตามล าดับ (รูปท่ี 30)  เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการใช้ออกซิเจน state 3 ของไมโทคอนเดรียปกติ พบ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่ม (F(6,48) = 79.780, P < 0.001 , One-way ANOVA) โดยไมโทคอนเดรีย
ที่ได้รับ KCN ความเข้มข้น 0.1, 0.3, 0.5, 1 และ 10 มก./มล. มีอัตราการใช้ออกซิเจน state 3 ลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับไมโทคอนเดรียปกติ (P < 0.01, Tukey’s HSD post hoc 
test)   ความเข้มข้นของ KCN ที่ท าให้ค่าเฉล่ียอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโทคอนเดรีย 
ลดลง 50% คือ 0.3 มก./มล.  
 เมื่อเปรียบเทียบกับไมโทคอนเดรียปกติ  ค่าเฉล่ียอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 ของไม-
โทคอนเดรียกลุ่มต่างๆ เท่ากับ 3.71 ± 0.13, 3.37 ± 0.08, 3.57 ± 0.25, 3.28 ± 0.39, 2.94 ± 0.24, 3.32 
± 0.30 และ 1.12 ± 0.06 natoms O/นาที/มก.โปรตีน ตามล าดับ  พบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม (n = 
5-9, F(6,48) = 8.946, P < 0.001, One-way ANOVA) โดยไมโทคอนเดรียได้รับ KCN 10 มก./มล. มี
อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 ต่ ากว่าค่าเฉล่ีย state 4 ของไมโทคอนเดรียกลุ่มปกติ (Normal) และ
กลุ่มท่ีได้รับ KCN 0.01, 0.1, 0.3, 0.5 และ 1 มก./มล. อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.001, Tukey’s 
HSD post hoc test)  (รูปท่ี 30) 
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รูปที่ 30  แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียปกติ และไมโท-
คอนเดรียที่ได้รับ KCN ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.01, 0.1, 0.3, 0.5, 1 และ 10 มก./มล. (n = 5-9, **, 
*** แสดงถึงความแตกต่างของอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 อย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มโดย
เปรียบเทียบกับ กลุ่ม Normal ค่า P < 0.01 และ P < 0.001 ตามล าดับ, ### แสดงถึงความแตกต่างของ
อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 อย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มโดยเปรียบเทียบกับกลุ่ม Normal ค่า 
P < 0.001, Tukey’s HSD post hoc test) 

 
4.2 ผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย 

 ผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียท าโดยการวัดอัตราการใช้ออกซิเจน 
state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียปกติ  ไมโทคอนเดรียที่ได้รับ DMSO (ตัวท าละลายของอีซี-
เอ233) และไมโทคอนเดรียที่ได้รับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 
มก./มล.ใน DMSO  อัตราการใช้ออกซิเจน state 3 ของไมโทคอนเดรียปกติ  ไมโทคอนเดรียที่ได้รับ 
DMSO  และไมโทคอนเดรียที่ได้รับอีซีเอ233 ความเข้มข้น 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 มก./มล. 
ขนาด 10 มคล. เท่ากับ 30.97 ± 2.18, 21.38 ± 3.61, 23.88 ± 2.36, 26.02 ± 2.53, 24.12 ± 3.32, 23.80 
± 3.74, 24.54 ± 2.63 และ 22.36 ± 2.85 natoms O/นาที/มก.โปรตีน  และอัตราการใช้ออกซิเจน 
state 4 เท่ากับ 5.80 ± 0.35, 4.43 ± 0.58, 4.10 ± 0.50, 4.24 ± 0.44, 3.96 ± 0.37, 4.98 ± 0.64, 4.92 ± 
0.43 และ 4.68 ± 0.49 natoms O/นาที/มก.โปรตีน ตามล าดับ (รูปที่ 31)  เมื่อเปรียบเทียบกับอัตรา
การใช้ออกซิเจน state 3 ของไมโทคอนเดรียปกติ (Normal) พบว่าไมโทคอนเดรียที่ได้รับ DMSO 
และไมโทคอนเดรียที่ได้รับอีซีเอ233 มีอัตราการใช้ออกซิเจนลดลงเล็กน้อยแต่ไม่มีนัยส าคัญทาง
สถิติ (F(7,34) = 1.127, P = 0.370, One-way ANOVA)  และไม่พบความแตกต่างของอัตราการใช้

*** 

** 

*** 

*** 
*** ### 
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ออกซิเจน state 4 ของไมโทคอนเดรียกลุ่มต่างๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (F(7,34) = 1.969, P = 
0.090, One-way ANOVA) 
 

 
รูปที่ 31  แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรยีปกติ  ไมโทคอน-
เดรียที่ได้รับ DMSO และไมโทคอนเดรียที่ไดร้ับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1, 10, 25, 50, 
75 และ 100 มก./มล.ใน DMSO  (n = 5-6, F(7,34) = 1.127 และ F(7,34) = 1.969 ตามล าดับ, P = 
0.37 และ P = 0.090 ตามล าดับ, One-way ANOVA) 
 

4.3 ผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN 
 การวิเคราะห์ผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN ท าโดยการ
วัดอัตราการใช้อออกซิเจน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียที่ได้รับ DMSO (ตัวท าละลาย
ของอีซีเอ233)  ไมโทคอนเดรียได้รับ KCN ความเข้มข้น 0.3 มก./มล.ร่วมกับ DMSO และไมโท-
คอนเดรียที่ได้รับ KCN 0.3 มก./มล. ร่วมกับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ  อัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3 ของไมโทคอนเดรียที่ได้รับ DMSO  ไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN 0.3 มก./มล. ร่วมกับ 
DMSO และไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN 0.3 มก./มล. ร่วมกับอีซีเอ233 ความเข้มข้น 10, 25, 50, 75 
และ 100 มก./มล. เท่ากับ 26.54 ± 2.02, 13.17 ± 1.54, 19.36 ± 3.04, 18.42 ± 2.70, 15.57 ± 1.79, 
14.31 ± 2.21 และ 14.53 ± 1.91 natoms O/นาที/มก.โปรตีน  และอัตราการใช้ออกซิเจน state 4 
เท่ากับ 5.52 ± 1.17, 4.02 ± 0.54, 5.64 ± 1.00, 5.74 ± 1.07, 5.07 ± 0.96, 5.24 ± 1.04 และ 6.20 ± 
0.45 ตามล าดับ natoms O/นาที/มก.โปรตีน ตามล าดับ (รูปที่ 32)  เมื่อเปรียบเทียบอัตราการใช้
ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียใน state 3 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคัญ (F(6,28) = 4.278, 
P = 0.004, One-way ANOVA)  โดยพบว่าการให้ KCN 0.3 มก./มล. ลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
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state 3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01, Tukey’s HSD post hoc test)  เมื่อเทียบกับไมโทคอน- 
เดรียที่ได้รับ DMSO  และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโทคอนเดรียที่
ได้รับ KCN ร่วมกับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ กับไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN 0.3 มก./มล. 
ร่วมกับ DMSO พบว่า การให้อีซีเอ233 ร่วมกับ KCN ท าให้อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 มี
แนวโน้มเพิ่มขึ้นแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

 
รูปที่ 32  แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรียปกติที่ได้รับ 
DMSO  ไมโทคอนเดรียที่ได้รับ KCN ความเข้มข้น 0.3 มก./มล.ร่วมกับ DMSO และไมโทคอน- 
เดรียที่ได้รับ KCN 0.3 มก./มล. ร่วมกับอีซีเอ233 ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 10, 25, 50, 75 และ 100 
มก./มล. (n = 5, ** แสดงถึงความแตกต่างของอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 อย่างมีนัยส าคัญ
ระหว่างกลุ่มเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ DMSO อย่างเดียว (Normal (DMSO)) ที่ค่า P < 0.01, 
One-way ANOVA, Tukey’s HSD post hoc test) 
 

5.  ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อปริมาณลิพิดเปอร์ออกซิเดชันในสมองหนู
เมาส์ที่ได้รับบีตาแอมีลอยด์25-35 

 หลังการทดสอบ  Novel object recognition   สมองหนูถูกแยกออกมาแช่แข็งในน้ าแข็งแห้ง 
(dry ice) ทันทีและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสตลอดเวลา  เมื่อจะท าการวัดปริมาณลิพิด-
เปอร์ออกซิเดชันจึงน ามาละลายใน phosphate buffer  ท าการวัดปริมาณ MDA และน าค่าที่วัดได้มา
ค านวณเทียบกับน้ าหนักสมองหลังแยกออกมา  น้ าหนักสมองเฉล่ีย (whole brain) ของหนูกลุ่ม 

** 
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sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 0.49, 0.52, 
0.52 และ 0.52 กรัม ตามล าดับ  ผลการวัดความเข้มข้นของ MDA พบว่าค่าเฉล่ียปริมาณ MDA ของ
หนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. เท่ากับ 7.55 
± 0.55, 20.42 ± 3.89, 9.09 ± 1.45 และ 10.08 ± 1.35 นาโนโมลาร์/กรัม น้ าหนักสมอง ตามล าดับ 
(รูปท่ี 33) โดยพบว่าปริมาณ MDA ของหนูแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(F(3,20) = 7.062, P = 0.002, One-way ANOVA)  โดยหนูกลุ่ม Aβ มีปริมาณ MDA ในสมองสูงกว่า
หนูกลุ่ม sham อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01, Tukey’s HSD post hoc test)  และหนูกลุ่ม Aβ + 
อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. มีระดับ MDA ในสมองต่ ากว่าหนูกลุ่ม Aβ อย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01 และ 0.05 ตามล าดับ, Tukey’s HSD post hoc test)  แสดงให้เห็นว่า   
อีซีเอ233 ทั้งขนาด 10 และ 30 มก./กก. มีความสามารถในการลดลิพิดเปอร์ออกซิเดชันในสมองหนู
เมาส์ที่ได้รับ Aβ25-35 ได้ 

 
รูปที่ 33  แสดงปริมาณของ MDA ในสมองหนูเมาส์กลุ่มต่างๆ (n = 6, F(3,20) = 7.062, P = 0.002, 
** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม sham โดยมีค่า P < 0.01 #,## 
แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม Aβ โดยมีค่า P < 0.05 และ P < 0.01 
ตามล าดับ, One-way ANOVA, Tukey’s HSD post hoc test) 
 
 



 

บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อเซลล์ประสาทของหนูเมาส์ที่ถูกท าให้เกิดภาวะ
หลงลืมด้วยการฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมอง  โดยวัดการเรียนรู้และความจ าด้วย  Novel object 
recognition  และความเปล่ียนแปลงในระดับโมเลกุลของสมองด้วยการวัดการท างานของไมโท-
คอนเดรียและการวัดระดับ MDA  ในการทดสอบ Novel object recognition  หนูเมาส์ถูกแบ่งเป็น 4 
กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก.  ผล
การทดลองพบว่า Aβ25-35 ท าให้หนูเมาส์มีการเรียนรู้และความจ าบกพร่อง  และอีซีเอ233 ทั้งขนาด 
10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว สามารถฟื้นฟูความจ าของหนูเมาส์ได้  ส่วนผลการเปล่ียนแปลงใน
สมองพบว่า Aβ25-35 ท าให้ระดับ MDA เพิ่มสูงขึ้น  ในขณะที่อีซีเอ233 ทั้งขนาด 10 และ 30 มก./กก. 
น้ าหนักตัว ช่วยลดระดับ MDA ในสมองแต่ไม่มีผลต่อการท างานของไมโทคอนเดรียของสมอง  ซ่ึง
สอดคล้องกับผลการทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อไมโทคอนเดรียในสมองแบบ in vitro โดยการให้ 
KCN ร่วมกับอีซีเอ233 พบว่าอีซีเอ233 ไม่สามารถช่วยฟื้นฟูการท างานของไมโทคอนเดรียที่แยก
จากเซลล์สมองของหนูเมาส์ได้ 
 ก่อนการทดสอบความจ า Novel object recognition  หนูเมาส์ถูกน ามาทดสอบ locomotor 
activity  จากผลของ locomotor activity แสดงให้เห็นว่า Aβ25-35 และอีซีเอ233 ไม่มีผลต่อ motor 
function ในการทดสอบ locomotor activity ของหนูเมาส์  ดังที่เห็นได้จาก activity ของหนูแต่ละ
กลุ่มที่ไม่แตกต่างจากกลุ่ม sham  ท าให้สามารถสรุปได้ว่าผลการทดลองใน Novel object 
recognition เป็นผลที่เกิดจาก Aβ25-35 และอีซีเอ233 โดยไม่มีผลของการเปล่ียนแปลง motor function 
เข้ามาเกี่ยวข้องด้วย 
 การฉีด Aβ25-35 เข้าสู่โพรงสมองเป็นโมเดลที่ใช้จ าลองพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร์ ใน
สัตว์ทดลอง  โดยพบว่าท าให้เกิดคราบ plaque  รวมท้ังเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะบกพร่องของการเรียน
และความจ า  ภาวะ oxidative stress  และการลดจ านวนลงของเซลล์ประสาท ซ่ึงเป็นพยาธิสภาพที่
พบในผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ (Maurice และคณะ, 1996a, Sigurdsson และคณะ, 1996, Delobette 
และคณะ, 1997, Chen และคณะ, 1996)  มีการศึกษาหลายการศึกษาบ่งชี้ว่า การฉีด Aβ25-35 เข้าโพรง
สมองสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าในโมเดล Novel object 
recognition ซ่ึงเป็นการทดสอบความจ าชนิด working memory ได้ (Alkam และคณะ, 2007, 
Tsunekawa และคณะ, 2008, Chambon และคณะ, 2011)  ในการศึกษานี้พบว่าการให้น้ ากล่ันทาง 



51 
 
i.c.v. (กลุ่ม sham) ไม่มีผลต่อการเรียนรู้และความจ าของหนูเมาส์  ในขณะที่การให้ Aβ25-35 ทาง 
i.c.v. ท าให้หนูมีการเรียนรู้และความจ าลดลงเมื่อทดสอบด้วย Novel object recognition  
 ในการใช้ Novel object recognition ทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อการเรียนรู้และความจ า 
พบว่าหนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. สามารถแก้ไขภาวะ
บกพร่องในการเรียนรู้และความจ าท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกิดขึ้นโดย Aβ25-35  จากการศึกษาฤทธ์ิของอีซี-
เอ233 ที่มีการศึกษามาก่อนบ่งชี้ว่า อีซีเอ233 สามารถเพิ่มการเรียนรู้และความจ าของหนูเมาส์ที่
ได้รับการผ่าตัดปิดกั้นหลอดเลือดคอมมอนแคโรติด (2-VO) โดยทดสอบในโมเดล Morris water 
maze ซ่ึงเป็นการทดสอบความจ าชนิด spatial memory (ยุทธพร สุขวิชัย, 2553) และ Novel object 
recognition ซ่ึงเป็นการทดสอบความจ าชนิด working memory (จิตรลดา และสุบงกช, 2552) และอี-
ซีเอ233 ยังสามารถแก้ไขภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ าในหนูเมาส์ที่ถูกฉีด Aβ25-35 ทาง 
i.c.v. ในการทดสอบโมเดล Morris water maze (อัญชลี ค าเอก, 2552)  เป็นการแสดงให้เห็นว่าอีซีเอ
233 น่าจะมีประสิทธิผลในการรักษาภาวะหลงลืมในโรคอัลไซเมอร์  นอกจากนี้ยังมีอีกหลาย
การศึกษาที่บ่งชี้ว่าสารสกัดของบัวบกสามารถช่วยให้หนูแรทมีความจ าดีขึ้นในแบบทดสอบ 
passive avoidance (Veerendra Kumar และคณะ, 2002, Veerendra Kumar และคณะ, 2003, Gupta 
และคณะ, 2003)  อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการศึกษาผลของอีซีเอ233 หรือสารสกัดของบัวบกต่อ Aβ 
โดยตรง  มีเพียงบางการทดลองท่ีศึกษาผลของสารสกัดบัวบกต่อ Aβ ที่เกิดขึ้นในสมองหนดูัดแปลง
พันธุกรรม PSAPP mice ซ่ึงพบว่าหนูเมาส์ที่ได้รับสารสกัดบัวบกมีปริมาณ Aβ ในสมองลดลง 
(Dhanasekaran และคณะ, 2009)  แต่การศึกษานี้ไม่สามารถบ่งบอกถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสาร-
สกัดบัวบกต่อ Aβ ที่เกิดในโรคอัลไซเมอร์ชนิด late-onset ได้ 
 จากผล total exploration time ในช่วง test trial พบว่าหนูกลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และ
กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. มี total exploration time ที่น้อยกว่ากลุ่ม sham กับกลุ่ม Aβ อย่างมี
นัยส าคัญ  โดยหนูกลุ่ม Aβ ใช้เวลาส ารวจวัตถุทั้ง 2 ชิ้นในแต่ละ trial ไม่แตกต่างกันและใช้เวลารวม
ในการส ารวจวัตถุทั้ง 2 trial ไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าหนูกลุ่ม Aβ ส ารวจวัตถุเดิมในช่วง test 
trial เสมือนกับเป็นวัตถุใหม่  แต่หนูกลุ่มอ่ืนๆ ใช้เวลาในการส ารวจวัตถุเดิมลดลงเนื่องจากหนูจดจ า
วัตถุเดิมในช่วง sample trial ได้จึงสนใจวัตถุน้อยลงและหันไปสนใจวัตถุใหม่แทน  ซ่ึงใน test trial 
หนูคุ้นเคยกับกล่องและวัตถุเดิมแล้วจึงมีเป้าหมายชัดเจนในการส ารวจ  เมื่อส ารวจวัตถุใหม่จน
คุ้นเคยแล้วก็จะเลิกส ารวจวัตถุ และกลับไปอยู่ตามมุมหรือด้านที่เป็นก าแพง (Genoux และคณะ, 
2002)  ปกติหนูเมาส์มีพฤติกรรมที่ชอบส ารวจส่ิงใหม่มากกว่า  แต่เนื่องจากหนูเมาส์มีสัญชาติญาณ
ระวังภัยมากกว่าหนูแรท (Dere และคณะ, 2007)  ดังนั้นหนูเมาส์จะมีพฤติกรรมที่พยายามหลีกเล่ียง
การส ารวจถ้าไม่จ าเป็น (Griebel และคณะ, 1993)  การที่หนูกลุ่มที่ได้รับอีซีเอ233 ใช้เวลาในการ
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ส ารวจวัตถุใหม่น้อยกว่าหนูกลุ่ม sham อาจเป็นเพราะหนูที่ได้รับอีซีเอ233 มีการเรียนรู้ที่ดีกว่าหนู
ปกติ  ท าให้หนูคุ้นเคยกับวัตถุใหม่ได้เร็วกว่าในขณะที่หนูปกติใช้เวลาในการเรียนรู้และแยกแยะ
วัตถุใหม่นานกว่า (Rao และคณะ, 2005) 
 หลังจากทดสอบ Novel object recognition  หนูทุกกลุ่มจะถูกท าให้เสียชีวิตอย่างสงบแล้ว
แยกสมองออกมาวัดการท างานของไมโทคอนเดรียในสมองด้วยการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของ
ไมโทคอนเดรีย  ผลการทดลองพบว่าอัตราการใช้ออกซิเจนในการหายใจ state 3 และ state 4 ของ
ไมโทคอนเดรียในสมองหนูกลุ่ม sham  กลุ่ม Aβ  กลุ่ม Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. และกลุ่ม Aβ + อีซี-
เอ 30 มก./กก. ไม่แตกต่างกัน  ซ่ึงบ่งช้ีว่าไมโทคอนเดรียในสมองหนูทั้ง 4 กลุ่มมีการท างานที่ปกติ  
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากไมโทคอนเดรียเป็นออร์แกเนลล์ที่ไวต่อการบาดเจ็บ  ทันทีที่เกิดการบาดเจ็บ  
ไมโทคอนเดรียจะเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการก าจัดตัวเอง (autophagy) เพื่อลดความเสียหายต่อ
เซลล์อันเกิดจากการสร้างอนุมูลอิสระจ านวนมากในไมโทคอนเดรีย  ไมโทคอนเดรียที่เสียหายมาก
เกินกว่าจะฟื้นตัวจะก าจัดตัวเองและสลายไป (Kim และคณะ, 2007)  เมื่อ Aβ25-35 ถูกฉีดเข้าสู่โพรง
สมอง lateral ventricle  โปรตีนจะกระจายตัวไปตาม cerebrospinal fluid และเกาะเป็นคราบบนผิว
สมองบริเวณต่างๆ  สร้างความเสียหายต่อเซลล์ประสาทโดยเฉพาะส่วน hippocampus และ cerebral 
cortex (Yamaguchi และคณะ, 2001)  นอกจากการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการอักเสบจาก
ภายนอกเซลล์แล้ว  Aβ25-35 ยังเหนี่ยวน าให้ไมโทคอนเดรียท างานบกพร่องไปโดยพบว่าการท างาน
ของ complex I, complex II-III และ complex IV ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนของไมโทคอน-
เดรียลดลง  เกิดอนุมูลอิสระมากขึ้น  และมีการปลดปล่อย cytochrome c มากขึ้นซ่ึงเหนี่ยวน าให้เกิด
เซลล์ประสาทตายแบบ apoptosis (Cardoso และคณะ, 2002, Cafe และคณะ, 1996, Blasko และ
คณะ, 2000)  เป็นไปได้ว่าหนูที่ถูกฉีด Aβ25-35 มีการตายของเซลล์ประสาทเกิดขึ้น  เมื่อจ านวนเซลล์-
ประสาทลดลง จ านวนไมโทคอนเดรียที่แยกได้ก็ลดลงด้วย  ส่งผลให้ปริมาณการใช้ออกซิเจนของ
ไมโทคอนเดรียลดลงตาม  เมื่อค านวณเป็นอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียเทียบกับ
ปริมาณ mitochondrial protein ซ่ึงแปรผันตามจ านวนไมโทคอนเดรียที่แยกได้  ผลของอัตราการใช้
ออกซิเจนที่ค านวณได้ของหนูกลุ่ม Aβ จึงไม่ต่างจากอัตราการใช้ออกซิเจนในไมโทคอนเดรียของ
หนูกลุ่ม sham  ดังนั้นการทดลองนี้จึงท าให้ไม่สามารถดูความสัมพันธ์ระหว่างภาวะบกพร่องของ
ความจ าที่เกิดขึ้นกับการท างานของไมโทคอนเดรียในสมองของหนูเมาส์ที่ถูกฉีดด้วย Aβ25-35 ได้  
และเมื่อให้อีซีเอ233 ร่วมกับ Aβ25-35 จึงไม่สามารถเห็นผลของอีซีเอ233 ได้ 
 มีการศึกษาหลายการศึกษาระบุว่าในสมองของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์มีระดับ enzyme 
activity ของ cytochrome c oxidase (complex IV) ต่ ากว่าผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคอัลไซเมอร์อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  ร่วมกับการมีจ านวนเซลล์ประสาทลดลงโดยเฉพาะในส่วน hippocampus และ 
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cerebral cortex (Wong-riley และคณะ, 1996, Maurer และคณะ, 2000, Qiu และคณะ, 2001, Dwyer 
และคณะ, 2009)  การยับยั้งกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรียส่งผลให้การท างาน
ของไมโทคอนเดรียบกพร่อง  การสังเคราะห์ ATP ลดลง  รวมทั้งเกิด ROS เพิ่มขึ้น (Eckert และ
คณะ, 2003, Moreira และคณะ, 2005a, Diaz, 2010)  ปัจจุบันมีเพียงบางการศึกษาที่ท าการวัดอัตรา
การใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียที่ถูกแยกออกมาจากสมองหนูแรทและ incubate กับ Aβ1-40 
และ Aβ25-35 เป็นเวลา 5 นาที  ผลการทดลองพบว่า Aβ ทั้ง 2 ชนิดลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 
3 ของไมโทคอนเดรียได้ (Gao และคณะ, 2009, Moreira และคณะ, 2005a,b)  แต่ยังไม่มีการศึกษา
ผลของการฉีด Aβ25-35 ทาง i.c.v. ต่ออัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียในหนูเมาส์หรือหนู
แรท 
 การทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียแบบ in vitro  เป็นการศึกษา
กลไกของอีซีเอ233 ต่อการท างานไมโทคอนเดรียที่บกพร่องไป  จากการทดลองของ Canevari และ
คณะ (1999) บ่งชี้ว่าการ incubate ไมโทคอนเดรียจากสมองหนูแรทกับ Aβ25-35 มีผลลดการท างาน
ของ complex IV โดยไม่ลดการท างานของ complex I และ II-III  และในการศึกษาของ Maurer 
และคณะ (2000) ซ่ึงน าสมองของผู้ป่วยปกติกับผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ มาวัดค่า activity ของเอนไซม์
ต่างๆ ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน อันได้แก่  complex I+III, complex II+III, complex II และ 
complex IV  ผลการทดลองพบว่าในสมองผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์มีเพียง complex IV ที่มี activity ต่ า
กว่าผู้ป่วยปกติ  ดังนั้นเพื่อเป็นการจ าลองผลพิษของ Aβ25-35 ต่อไมโทคอนเดรีย ในการทดลองนี้จึง
ใช้ KCN ซ่ึงเป็นตัวยับยั้งจ าเพาะของ complex IV ในการทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อการท างาน
ของไมโทคอนเดรียโดยการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรีย  การทดลองนี้แบ่ง
ออกเป็น 3 การทดลองย่อยคือ การหาค่า IC50 ของ KCN ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียจาก
สมองหนูเมาส์ปกติ  การทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อไมโทคอนเดรียปกติ และการทดสอบผลของ 
อีซีเอ233 ต่อไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้งด้วย KCN 
 เนื่องจากค่า IC50 ของ KCN ต่อไมโทคอนเดรียในแต่ละการศึกษามีความแตกต่างกันตาม
วิธีการทดลองและอุปกรณ์ที่ใช้วัด (Leavesley และคณะ, 2008, Nadanaciva และคณะ, 2007)  ค่า 
IC50 ของ KCN ที่หาได้ในทดลองนี้คือ 0.3 มก./มล. หรือคิดเป็น 3 มคก. ใน chamber ขนาด 2 มล.  
การทดสอบผลของอีซีเอ233 ต่อไมโทคอนเดรียปกติพบว่า อีซีเอ233 ไม่มีความเป็นพิษต่อไมโท-
คอนเดรีย  และเมื่อท าการวัดผลของอีซีเอ233 ต่อไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้งด้วย KCN พบว่าอีซีเอ
233 ไม่สามารถฟื้นฟูการท างานของไมโทคอนเดรียที่เสียไปได้  และจากการศึกษาของอัญชลี ค า
เอก (2552) ซ่ึงท าการวัดผลทางฮิสโทโลยีโดยการนับจ านวนเซลล์ประสาทในบริเวณ CA1 และ 
CA3 ของ hippocampus ของหนูเมาส์พบว่า หนูที่ถูกฉีด Aβ25-35 ทาง i.c.v. มี %cell density น้อยกว่า



54 
 
หนูกลุ่ม sham อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ผลการศึกษาของอัญชลี ค าเอก (2552) เป็นการยืนยันผล
การวัดการท างานของไมโทคอนเดรียในหนูเมาส์ที่ถูกฉีด i.c.v. ด้วย Aβ ในการทดลองก่อนหน้าว่า 
การที่ผลการใช้ออกซิเจนของไมโทคอนเดรียของหนูกลุ่ม Aβ เป็นปกติเนื่องจากเป็นการวัดเฉพาะ
ไมโทคอนเดรียที่สภาพดีในเซลล์ประสาทที่เหลืออยู่  อาจสรุปได้ว่าการที่อีซีเอ233 ช่วยฟื้นฟู
ความจ าและการเรียนรู้ของหนูเมาส์ในการศึกษาดังกล่าวไม่ได้เป็นผลมาจากการช่วยเพิ่มการท างาน
ของไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้ง complex IV แต่เป็นการออกฤทธ์ิที่ Aβ cascade หรือที่กลไกภายใน
เซลล์อ่ืนๆ ซ่ึงต้องมีการศึกษาต่อไป 
 นอกจากนั้นผลทางฮิสโทโลยีในการศึกษาของอัญชลี ค าเอก (2552) ยังพบว่า หนูเมาส์ที่
ได้รับ Aβ25-35 ร่วมกับการได้รับอีซีเอ233 ขนาด 10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว มี %cell density 
มากกว่าหนูที่ได้รับแต่ Aβ25-35 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  แสดงให้เห็นว่าอีซีเอ233 สามารถปกป้อง
เซลล์ประสาทให้ตายน้อยลง ซ่ึงกลไกการปกป้องนั้นอาจไม่เกี่ยวข้องกับไมโทคอนเดรีย  อัญชลี ค า
เอก (2552) ระบุว่า Aβ25-35 มีผลเหนี่ยวน าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นในเซลล์สมอง  โดยพบว่า หนูที่
ได้รับ Aβ25-35 มีระดับ MDA ในสมองสูงกว่าหนูกลุ่ม sham (Cuevas และคณะ, 2009, Diaz, 2010) 
ซ่ึงอนุมูลอิสระที่สูงขึ้นนั้นส่งผลให้เซลล์ประสาทตายแบบ apoptosis (Jhoo และคณะ, 2004) และอี-
ซีเอ233 ทั้งขนาด 10 และ 30 มก./กก. น้ าหนักตัว สามารถลดระดับ MDA ที่สูงขึ้นได้  ซ่ึงสอดคล้อง
กับผลการวัดระดับลิพิดเปอร์ออกซิเดชันในงานวิจัยนี้  เป็นการบ่งชี้ว่าการที่หนูเมาส์กลุ่ม Aβ เกิด
ภาวะหลงลืมในการทดลอง Novel object recognition เนื่องมาจากผลพิษของ Aβ25-35  ในการท าให้
เกิดอนุมูลอิสระในสมองและผลของอีซีเอ233 ในการลด oxidative stress จากอนุมูลอิสระดังกล่าว
น่าจะช่วยท าให้หนูเมาส์มีการเรียนรู้ที่ดีขึ้นในการทดลอง Novel object recognition (Alkam และ
คณะ, 2007, Liu และคณะ, 2010) 
 จากผลการทดลองท้ังหมดสรุปได้ว่าอีซีเอ233 มีฤทธ์ิช่วยฟื้นฟูการเรียนรู้และความจ าที่เสีย
ไปจากผลของ Aβ25-35 ในการทดสอบ Novel object recognition โดยกลไกหนึ่งที่ช่วยให้หนูมีการ
เรียนรู้และความจ าดีขึ้นของอีซีเอ233 คือการลด oxidative stress  แต่ไม่มีกลไกฟื้นฟูการท างานของ
ไมโทคอนเดรียที่ถูกยับยั้ง  การศึกษาในอนาคตอาจเปล่ียนแผนการทดลองโดยมุ่งเน้นไปที่กลไก
การปกป้องเซลล์กลไกอ่ืนของอีซีเอ233 เช่น  กลไกต้านการอักเสบ  และกลไกต้านอนุมูลอิสระ 
หรืออาจเปล่ียนวิธีการทดลองให้มีความไวและจ าเพาะต่อการศึกษาการท างานของไมโทคอนเดรีย
มากขึ้น  เช่น  การศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อจ านวนไมโทคอนเดรียที่เหลือรอดและสรีรวิทยาของ
ไมโทคอนเดรีย  การศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการท างานของเอนไซม์ cytochrome c oxidase  การ
ปกป้อง mtDNA  การเกิด ROS ในไมโทคอนเดรีย  เป็นต้น 
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วิธีการเตรียม isolation medium และ incubation medium ในการแยกไมโทคอนเดรียจากสมอง 

1. Isolation medium (pH 7.4) 
 ประกอบด้วย sucrose 250 มิลลิโมลาร์  EDTA 2 มิลลิโมลาร์  Tris 10 มิลลิโมลาร์  bovine 
serum albumin 1 มก./มล.  ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ัน  ปรับ pH ให้เป็น 7.4 ด้วย potassium 
hydroxide 

2. Incubation medium (pH 7.4) 
 ประกอบด้วย mannitol 300 มิลลิโมลาร์  sucrose 75 มิลลิโมลาร์  KCl 5 มิลลิโมลาร์  Tris 
10 มิลลิโมลาร์ และ potassium phosphate 5 มิลลิโมลาร์  ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ัน  ปรับ 
pH ให้เป็น 7.4 ดว้ย hydrochloric acid 
 
วิธีการเตรียม reagent ในการวัดปริมาณโปรตีน 

1. Alkaline-copper reagent 
 1.1 ละลาย copper(II)sulfate 0.005 กรัมและ potassium tartrate 0.01 กรัมในน้ ากล่ัน โดย
ละลายแยกกัน  เม่ือละลายดีแล้วเทสารละลาย copper(II)sulfate ลงในสารละลาย potassium tartrate  
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันจนได้ 10 มล. 
 1.2 ละลาย sodium hydroxide 2 กรัม และ sodium carbonate 10 กรัมในน้ ากล่ัน โดยละลาย
แยกกัน  เม่ือละลายดีแล้วเทสารละลาย sodium hydroxide ลงในสารละลาย sodium carbonate  ปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากล่ันจนได้ 100 มล. 
 1.3 เทสารละลายในข้อ 1.1 ลงในสารละลายข้อ 1.2 ด้วยอัตราส่วน 1:10 v/v  ควรใช้ทันที
หลังเตรียมเสร็จ (freshly prepare) 

2. Folin-phenol reagent 
 ผสม folin-phenol reagent ลงในน้ ากล่ัน ด้วยอัตราส่วน 1:10 v/v  ควรใช้ทันทีหลังเตรียม
เสร็จ (freshly prepare) 
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ตารางแสดงผล Locomotor ของหนูเมาส์กลุ่มต่างๆ 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย (จ านวนก้าว) SD SEM 
Sham 12 264.17 79.67 23.00 

Aβ 12 259.58 66.25 19.13 
Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. 12 254.83 91.79 26.50 
Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. 12 286.67 95.90 27.68 

 
ตารางแสดงผลของอีซีเอ233 ต่อเวลาท่ีหนูกลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้น (exploratory 
time)ในชว่ง sample trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย exploratory 
time ของวัตถุซ้าย 

(วินาท)ี 

SD SEM ค่าเฉล่ีย exploratory 
time ของวัตถุขวา 

(วินาท)ี 

SD SEM 

Sham 12 20.93 9.60 2.77 21.04 10.10 2.92 
Aβ 12 22.18 14.49 4.18 24.11 13.55 3.91 

Aβ + อีซีเอ 
10 มก./กก. 

12 20.39 9.87 2.85 21.80 9.17 2.65 

Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. 

12 15.00 9.82 2.83 14.12 8.32 2.40 

 
ตารางแสดงผลของอีซีเอ233 ต่อเวลาท่ีหนูกลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุแต่ละชิ้น (Exploratory 
time)ในชว่ง test trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย exploratory 
time ของวัตถุเก่า 

(วินาท)ี 

SD SEM ค่าเฉล่ีย exploratory 
time ของวัตถุใหม่ 

(วินาท)ี 

SD SEM 

Sham 12 14.21 7.46 2.15 41.35 26.93 7.77 
Aβ 12 16.60 12.58 3.63 16.07 12.12 3.50 

Aβ + อีซีเอ 
10 มก./กก. 

12 8.20 5.63 1.63 14.70 8.25 2.38 

Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. 

12 9.99 10.10 2.91 16.68 11.51 3.32 
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ตารางแสดงค่า %Preference index ของหนูกลุ่มต่างๆ ในการส ารวจวตัถุแต่ละชิ้นในชว่ง sample 
trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย 
%Preference index 

ของวัตถุซ้าย 

SD SEM ค่าเฉล่ีย 
%Preference index 

ของวัตถุขวา 

SD SEM 

Sham 12 50.02 4.74 1.37 49.98 4.74 1.37 
Aβ 12 46.94 10.94 3.16 53.06 10.94 3.16 

Aβ + อีซีเอ 
10 มก./กก. 

12 48.06 6.48 1.87 51.94 6.48 1.87 

Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. 

12 48.60 6.08 1.76 50.59 6.08 1.76 

 
ตารางแสดงค่า %Preference index ของหนูกลุ่มต่างๆ ในการส ารวจวตัถุแต่ละชิ้นในชว่ง test trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย 
%Preference index 

ของวัตถุซ้าย 

SD SEM ค่าเฉล่ีย 
%Preference index 

ของวัตถุขวา 

SD SEM 

Sham 12 27.62 9.37 2.70 72.38 9.37 2.70 
Aβ 12 52.21 10.51 3.03 47.79 10.51 3.03 

Aβ + อีซีเอ 
10 มก./กก. 

12 36.03 13.50 3.90 63.97 13.50 3.90 

Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. 

12 33.58 20.90 6.03 66.42 20.90 6.03 
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ตารางแสดงผลรวมของเวลาท่ีหนกูลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุทั้ง 2 ชิ้น (total exploratory time) 
ในช่วง sample trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย total exploratory time (วินาท)ี SD SEM 
Sham 12 41.97 19.38 5.59 

Aβ 12 46.29 26.39 7.62 
Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. 12 42.18 18.20 5.25 
Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. 12 29.12 17.94 5.18 

 
ตารางแสดงผลรวมของเวลาท่ีหนกูลุ่มต่างๆ ใช้ในการส ารวจวัตถุทั้ง 2 ชิ้น (total exploratory time) 
ในช่วง sample trial 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย total exploratory time (วินาท)ี SD SEM 
Sham 12 55.57 30.30 8.75 

Aβ 12 32.67 24.15 6.97 
Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. 12 22.90 11.74 3.39 
Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. 12 26.66 17.52 5.06 

 
ตารางแสดงผลของอีซีเอ233 ต่ออัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรีย
ในสมองหนูเมาส์ที่ได้รับ Aβ25-35 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 3 

SD SEM ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 4 

SD SEM 

Sham 7 47.36 9.76 3.69 7.38 1.75 0.66 
Aβ 6 47.37 19.93 8.14 7.19 2.97 1.21 

Aβ + อีซีเอ 
10 มก./กก. 

7 42.65 7.38 2.79 7.02 1.82 0.69 

Aβ + อีซีเอ 
30 มก./กก. 

7 41.29 8.16 3.08 6.31 1.63 0.61 
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ตารางแสดงผลอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรยีในการหาค่า IC50 
ของ KCN 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 3 

SD SEM ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 4 

SD SEM 

Normal 9 24.40 3.20 1.07 3.71 0.38 0.13 
KCN 0.01 มก./มล. 9 21.50 2.33 0.78 3.37 0.24 0.08 
KCN 0.1 มก./มล. 9 19.47 3.81 1.27 3.57 0.75 0.25 
KCN 0.3 มก./มล. 9 12.26 2.76 0.92 3.28 1.17 0.39 
KCN 0.5 มก./มล. 9 8.89 1.60 0.53 2.94 0.73 0.24 
KCN 1 มก./มล. 5 4.74 0.86 0.38 3.32 0.67 0.30 
KCN 10 มก./มล. 5 1.12 0.13 0.06 1.12 0.13 0.06 

 
ตารางแสดงผลอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรยีในการศกึษาผล
ของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรีย 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 3 

SD SEM ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 4 

SD SEM 

Normal 5 31.65 3.22 1.44 6.29 1.42 0.64 
DMSO 6 21.38 8.85 3.61 4.43 1.42 0.58 

ECa 1 มก./มล. 5 23.88 5.27 2.36 4.10 1.12 0.50 
ECa 10 มก./มล. 5 26.02 5.66 2.53 4.24 0.98 0.44 
ECa 25 มก./มล. 5 24.12 7.43 3.32 3.96 0.82 0.37 
ECa 50 มก./มล. 5 23.80 8.37 3.74 4.98 1.43 0.64 
ECa 75 มก./มล. 5 24.54 5.89 2.63 4.92 0.95 0.43 
ECa 100 มก./มล. 5 22.36 6.38 2.85 4.68 1.08 0.49 
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ตารางแสดงผลอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 และ state 4 ของไมโทคอนเดรยีในการศกึษาผล
ของอีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโทคอนเดรียที่ไดร้ับ KCN (0.3 มก./มล.) 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 3 

SD SEM ค่าเฉล่ียอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน 

state 4 

SD SEM 

DMSO 5 26.54 4.53 2.02 5.52 2.62 1.17 
KCN + 
DMSO 

5 13.17 3.45 1.54 4.02 1.21 0.54 

KCN + ECa 
10 มก./มล. 

5 19.34 6.79 3.04 5.64 2.25 1.00 

KCN + ECa 
25 มก./มล. 

5 18.42 6.04 2.70 5.74 2.39 1.07 

KCN + ECa 
50 มก./มล. 

5 15.57 4.01 1.79 5.07 2.14 0.96 

KCN + ECa 
75 มก./มล. 

5 14.31 4.94 2.21 5.24 2.32 1.04 

KCN + ECa 
100 มก./มล. 

5 14.53 4.28 1.91 6.20 1.45 0.65 

 
ตารางแสดงผลของอีซีเอ233 ต่อปริมาณ MDA ในสมองหนูเมาส์กลุ่มต่างๆ จากการวดัระดับลิพิด
เปอร์ออกซิเดชัน 

กลุ่ม N ค่าเฉล่ีย MDA (นาโนโมลาร)์ SD SEM 
Sham 6 7.55 1.34 0.55 

Aβ 6 20.42 9.54 3.89 
Aβ + อีซีเอ 10 มก./กก. 6 9.09 3.55 1.45 
Aβ + อีซีเอ 30 มก./กก. 6 10.08 3.31 1.35 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 
 นางสาวณัฐนันท ์  โล่สุวรรณรกัษ ์  เกดิวันที ่26 เมษายน พ.ศ. 2528 ที่จังหวดัอุบลราชธาน ี 
ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีจากคณะเภสัชศาสตร์  จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ในปกีารศกึษา 
2550  และเข้าศึกษาต่อระดับปริญญาโททีภ่าควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา  คณะเภสัชศาสตร ์ 
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