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    บทคัดยอ 

การวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะและกลไกการออกฤทธิ์ตานชักของสาร  (เอ็น-ไฮ 

ดรอกซีเม็ทธิล)-2-โพรพิลเพน็ทามายด ซึ่งเปนอนพุันธใหมของกรดวาลโปรอกิ(วีพีเอ)ที่มีฤทธิ์ตานชัก 

เมื่อเปรียบเทยีบกับ วพีีเอ พบวา สาร เอชพีพี ออกฤทธิ์ตานชักไดเร็วกวาและแรงกวาวพีเีอแตมี

ระยะเวลาการออกฤทธิท์ี่สัน้กวา ในขณะที่ความเปนพิษตอการทํางานประสานกนัของกลามเนือ้ลาย

ของสารทัง้สองแมจะอยูในระดับที่ใกลเคียงกนัในระยะแรก แตความเปนพษิจากวพีเีอจะอยูไดนานกวา

ความเปนพษิจากสารเอชพพีีซึ่งคอย ๆ ลดลงพรอม ๆ กับฤทธิ์ตานชกั เชนเดียวกนักับวีพีเอ เมแทบอลิ

ซึมของสารเอชพีพนีาจะเกีย่วของกับเอนไซมไซโตโครมพี 450 

เมื่อศึกษาตอไปถึงผลของสารเอชพีพี ตอระดับของสารสือ่ประสาทที่เปนกรดอะมิโน อันไดแก 

กลูตาเมท แอสพารเตท กลยัซีนและกาบา ในเปลือกสมองของหนูแรทในขณะตื่น โดยวิธีไมโครไดอะลัย

ซีส พบวาสารเอชพีพ ี ในขนาด 80 และ 160 มก/กก นไหนักตัว มฤีทธิท์ําใหระดบัของกลูตาเมทใน

เปลือกสมองของหนูแรทในขณะตื่นลดลงอยางมีนยัสําคญัทางสถิติในขณะที่จะพบการลดของกลูตา

เมทเฉพาะแตในกลุมของหนูแรทที่ไดรับ วีพีเอในขนาดสูง (440 มก/กก น้าํหนกัตัว) เทานัน้ 

เมื่อศึกษาฤทธิ์ของสารดังกลาวที่มีคอคัวรับชนิด กาบา เอ กลยัซีน และเอ็นเอ็มดีเอ ในเซลล

ประสาทที่แยกไดทันทีจากฮิปโปแคมปสของหนูแรท โดยการวัดกระแสทั้งหมดทีไ่หลผานเยื่อหุมเซลล

ของเซลลประสาท พบวาสารเอชพพีีไมมีผลโดยตรงในการที่จะทําใหเกิดกระแสไหลผานเขาเซลล

ประสาทปรามดิที่แยกไดทนัทีจากฮิปโปแคมปสของหนแูรท และไมมเีปลี่ยนแปลงการตอบสนองที่ผาน

ตัวรับชนิดกาบา เอ กลัยซนี และเอ็นเอม็ดีเอ 

จากผลการศึกษาดังกลาวมาขามตนนี้ อาจกลาวไดวาสารเอชพีพีเปนอนุพนัธที่มีฤทธิต์านชักที่

แรงกวาแตมีขอดอยกวาวีพเีอคือ มีระยะเวลาออกฤทธิท์ี่ส้ันกวา และนาจะมีกลไกการออกฤทธิ์ตานชัก

โดยการลดระดับกลูตาเมทซึ่งเปนสารสื่อประสาทชนิดกระตุนในสมอง ควรจะมกีรปรับปรุงโครงสราง

ทางเคมีเพื่อใหไดสารที่มีระยะเวลาการออกฤทธิ์ตานชกันานกวานี ้
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Abstract 

The purpose of the present investigation was to study profiles and mechanisms of 

anticonvulsant activity of N-Hydroxymethyl-2-propylpentamid (HPP), a newly synthesized 

valproic analogue. In comparison to VPA, HPP possessed a stronger but of shorter duration 

than those exhibited by VPA. Neurotoxicity on motor co-ordination of HPP gradually 

decreased whereas those of VPA was rather persistent. Cytochrome P 450 seemed to be 

involved in the metabolic pathway of both HPP and VPA.  

 Further study on the level of brain amino acid neurotransmitters namely, glutamate, 

aspartate, glycine and GABA of freely moving rats was investigated by microdialysis 

technique. Significant decreases in the level of cortical glutamate, an excitatory amino acid 

neurotransmitter, was noted in both of HPP-treated groups whereas a reduction of glutamate 

was observed in rats only those receiving high dose (440 mg.kg B.W.) of VPA. 

 Furthermore, the effects of HPP on GABAA, glycine and NMDA receptors in acutedly 

dissociated rat hippocampal neurons, using the whole-cell application of the patch clamp 

techniques, was also investigated. HPP did not directly elicited inward currents in acutely 

dissociated rat hippocampal neurons. Additionally, GABAA, glycine and NMDA currents 

were unaltered by HPP.  

 The present studies identified HPP as a more potent anticonvulsant than its parents 

compound. Reduction of brain glutamate which is an excitatory neurotransmitter seemed to 

underlie its anticonvulsant activity. Further structural modificantio nshould be carried out to 

improve the duration of action of HPP. 
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บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

 โรคลมชัก (Epilepsy) เปนกลุมอาการที่เกิดจากความผิดปกติทางสมองที่พบมากที่สุดโรคหนึ่ง 

ปจจุบันยังไมทราบพยาธิสรีรวิทยาของโรคลมชักอยางแนชัด แตเชื่อกันวากลไกการเกิดโรคมักมีหลาย

กลไก ซึ่งอาจเกิดรวมกันได (Biton, 2007;  Hakimian และคณะ, 2007; Avanzini และ Franceschetti, 

2003) โดยเฉลี่ยแลวเราพบอุบัติการณของการเกิดโรคลมชัก 1 คน ตอประชากร 200 คน (Dichter, 

1994; Hausen, 1998; Ure และ Parassolo, 2000) ในจํานวนประชากรที่ประสบปญหาเกี่ยวกับโรค

ลมชักนี้ พบวามีผูปวยถึง 20% ที่เราไมสามารถควบคุมการชักไดอยางสมบูรณดวยยาตานชักที่มีใน

ปจจุบัน (Penry  และ Dean 1993; Porter, 1993: Rogawski, 2006)  

โรคลมชักแบงออกเปนชนิดตาง ๆ ตามสาเหตุของการเกิด พยาธิสภาพ อายุผูปวย อาการที่

แสดงออกขณะชัก และลักษณะของคลื่นไฟฟาในสมอง (Brodie และ Dichter, 1996; McLachlan 

และคณะ, 2000; Trescher และ Lesser, 2000) การจําแนกชนิดของโรคลมชักนี้ไดเร่ิมทํากันมาตั้งแต

ศตวรรษที่ 19 และ ไดมีการเปลี่ยนแปลงแกไขมาจนปจจุบัน ตารางที่ 1. แสดงการจําแนกชนิดของโรค

ลมชักโดยอาศยัแนวทางของ General Assemble of the International League Against Epilepsy 

(ILAE) ในป 1981 การจําแนกชนิดของโรคลมชักนี้ไดมีการนํามาใชประโยชนกันอยางกวางขวางใน

ดานคลีนิค โดยใชเปนแนวทางในการวินิจฉัยโรคลมชักและการเลือกใชยาตานชักที่เหมาะสม นอกจาก

การจําแนกชนิดของโรคลมชักที่ไดแสดงไวในตารางที่ 1. แลว ยังไดมีความพยายามที่จะปรับปรุงการ

จัดหมวดหมูของโรคลมชักตอมาจนถึงปจจุบัน (Dreifuss, 1997: Fukuzako และ Izumi, 1991; 

McNamara, 1996; Kwan และ Brodie 2007) 

แมเราจะยังไมทราบกลไกที่กอใหเกิดโรคลมชักที่แนนอน แตปจจุบันเชื่อวาโรคลมชักมีความ

เกี่ยวของกับการเสียสมดุลยของสารสื่อประสาทในสมอง ทําใหมีปริมาณสารสื่อประสาทชนิดยับยั้ง

ลดลง หรือไปเพิ่มปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกระตุนหรืออาจเปนทั้ง 2 อยาง นอกจากนั้นยังเชื่อวา

อาจเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงการผานเขาออกผนังเซลลของเกลือแรตาง ๆ (Holmes, 1997;  

McNamara, 1996; Meldrum, 1995) ปจจัยทางพันธุกรรมก็เปนอีกสาเหตุหนึ่ง (Trescher และ 

Lesser, 2000; Avanzini และ Franceschetti, 2003) นอกจากนี้โรคลมชักยังสามารถเกิดในผูปวยที่มี

พยาธิสภาพที่มีผลตอสมองซึ่งไดแก ความพกิารแตกําเนิด, การติดเชื้อ, เนื้องอก, โรคหลอดเลือดแดง 

และการบาดเจ็บ (Avoli, 1997; Gilroy, 2000; Porter, 1993) 
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I. Partial (focal, local) seizures 

A. Simple partial seizures 
1. With motor symptoms 
2. With somatosensory or special sensory symptoms 
3. With autonomic symptoms or signs 
4. With psychic symptoms 

B. Complex partial seizures 
1. Simple partial onset followed by impairment of consciousness 

a. With simple partial features (as in A. 1-4) followed by impaired 
consciousness 

b. With automatisms 
2. With impairment of consciousness at onset 

a. With impairment of consciousness only 
b. With automatisms 

C. Partial seizures evolving to secondarily generalized seizures 
 
II. Generalized seizures (convulsive and non-convulsive) 
 A. Absence seizures 

    1. Typical absence 
     2. Atypical absence  
 B. Myoclonic seizures 
 C. Clonic seizures 
 D. Tonic seizures 
 E. Tonic-Clonic seizures 
 F. Atonic seizures 
 
III. Unclassified epileptic seizures 
 
 Modified form Commission on Classification and Terminology of the International 
Leaque Against Epilepsy (1981). 
 
 
 

 ตารางที่ 1. การจําแนกชนิดของโรคลมชัก ตามแนวทางของ General Assembly of the  

    International Leaque Against Epilepsy (ILAE) 1981  (Shorvon, 2000) 
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จากสาเหตุและลักษณะอาการของโรคลมชัก นอกจากจะทําใหผูปวยไดรับความทุกขทรมาน

ทั้งทางรางกายและจิตใจแลว ยังมีผลตอระบบประสาท, สติปญญา, การรับรู, รบกวนดานการศึกษา, 

การทํางาน ตลอดจนรบกวนการดําเนินชีวิตหรือการประกอบกิจวัตรประจําวันอีกดวย การรักษาโรค

ลมชักจะตองพิจารณาตามชนิดและสาเหตุของโรคลมชัก ในการเลือกใชยาตานชักจะตองคํานึงถึง

ประสิทธิผล และความปลอดภัยของยาที่ใชรักษา (Pedley, 2000; McNamara, 1996; Bailer และ

คณะ, 2004) ปจจุบันมีการสังเคราะหยาใหม ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นมาใชมากมายหลายตัว เชน 

Vigabratrin, Gabapentin, Lamotrigine และ Felbamate ทําใหเราสามารถเลือกใชยาที่มี

ความจําเพาะตอชนิดและอาการของโรคไดถึง 80 % ตารางที่ 2 แสดงการเลือกใชยาตานชักชนิดตาง ๆ 

ตามอาการแสดงที่เกิดขึ้นของโรคลมชัก (Dreifuss, 1997; McNamara, 2001; Rokawski, 2006) 

อยางไรก็ดียังมีผูปวยอีกเปนจํานวนมากที่เรายังไมสามารถควบคุมอาการของโรคลมชักได (Porter 

และ Meldrum, 1998; Trescher และ Lesser, 2000) และยาตานชักตาง ๆ เหลานี้ยังทําใหเกิดพิษ

และผลขางเคียงตาง ๆ อีกดวย จากปญหาดงักลาวจึงไดมีผูพยายามเสาะแสวงหายาตานชักตัวใหมทั้ง

ชนิดที่เปนสารใหม และชนิดที่เปนอนุพันธของยาตานชักตัวเกาที่ใชอยูในปจจุบัน (Hadad และ Bailer, 

1997 ; Bailer และคณะ, 1994 ; Bailer, 1999 ; Bailer และคณะ, 2001 ; Isoherranen และคณะ, 

2001 ; Spigelstein และคณะ, 1999: Tasso  และคณะ, 2004; Bailer และคณะ, 2002) 

 
ตารางที่ 2.  การเลือกใชยาตานชักชนิดตาง ๆ ตามอาการแสดงที่เกิดขึ้นของโรคลมชัก 
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Valproic acid (2-propenpentanoic acid, n-dipropylacetic acid, VPA รูปที่ 1) เปนสารที่

ถูกสังเคราะหข้ึนในป ค.ศ. 1882 และถูกคนพบวามีฤทธิ์ตานชักโดย Meunier และคณะในป ค.ศ. 

1963 (Bruni, 1996 ; Rowen, 1998) ตอมาไดมีการนํา VPA มาใชเปนยาตานชักในป ค.ศ. 1976 

ปจจุบันไดมีการนํา VPA มาใชรักษาโรคลมชักกันอยางแพรหลาย โดยจัดเปนยาที่มีฤทธิ์ตานชักใน

ระดับปานกลาง VPA มีสูตรโครงสรางไมซับซอน สามารถออกฤทธิ์ไดกวาง กลาวคือใชไดผลดีกับทั้ง 

generalized seizure (absence, tonic-clonic, myoclonic) และ partial seizure (Davis และคณะ, 

1994; Fuluzako และ Izumi, 1991; Johannessen, 2000; Loscher, 1998; Rowan, 1998)) ซึ่งปกติ

จะถูกควบคุมไดดีโดยยาตางกลุมกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานวา เราสามารถนํา VPA มาใชรักษาความ

ผิดปกติทางจิตประสาทอื่นๆไดอีกดวย ถึงแมจะมีการใช VPA เปนยาตานชักกันอยางกวางขวาง แตใน

ปจจุบันเรายังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ของ VPA อยางชัดเจน พบวา VPA อาจมีกลไกการออกฤทธิ์

หลายกลไกไดแก 

1. VPA อาจไปเพิ่มระดับ Gamma aminobutyric acid (GABA) ซึ่งเปนสารสื่อประสาทที่

ยับยั้งการทํางานของระบบประสาท โดยอาจไปเรงการทํางานของเอนไซม  Glutamic 

acid decarboxylase (GAD) ซึ่งจําเปนตอการสราง GABA (Davis และคณะ, 1994) 

อาจไปยับยั้งเอนไซมที่เกี่ยวของกับการทําลาย GABA เชน GABA-transaminase 

(GABA-T), Succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) (Cooper, Bloom 

และ Roth, 1996; Davis และคณะ, 1994; Loscher, 1993)  และ VPA อาจสนับสนุน

ฤทธิ์การยับยั้งของ GABA โดยไปเพิ่มการตอบสนองของสมองตอ GABA (Davis และ

คณะ, 1994) 

2. ผลของ VPA ตอ amino acid neurotransmitters ตัวอ่ืน นอกจาก GABA เชน มีรายงาน

วา VPA สามารถเพิ่ม ปริมาณ glutamate ในเปลือกสมองใหญของหนูถีบจักรได (Dixon 

และ Hokin, 1997) และยังมีผลตอ glutamate โดยไปลดการตอบสนองตอตัวรับ NMDA 

อีกดวย (Gean, 1994) ในสวนของ aspartate นั้นก็พบวา มีการลดปริมาณการหลั่งของ

สาร aspartate ในสมองหนูขาวและหนูถีบจักร (Chapman และคณะ, 1982; Crowder 

รูปที่ 1 โครงสรางทางเคมีของ Valproic acid
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และ Bradford, 1987) และพบวา มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ glycine ในเนื้อเยื่อสมอง อีก

ดวย (Similae และคณะ, 1979) 

3. VPA มีผลตอเยื่อหุมผนังเซลล โดยทําใหลด excitability ของเซลลประสาทลง อาจไปลด 

sustained repetitive neuronal firing โดยผาน valtage-dependent Na+ channels 

(Loscher, 1993; Brodie และ Dichter, 1996) หรือมีผลตอ sodium และ potassium 

conductance (Loscher, 1993; Davis และคณะ, 1994) 

 

ถึงแมจะมีการใช VPA ทางคลินิกอยางกวางขวางแต VPA ก็จัดเปนยาตานชักที่ออกฤทธิ์ระดับ

ปานกลาง เนื่องจากผาน blood-brain barrier ไดไมดีเทายาตานชักตัวอ่ืนๆและยังพบวา VPA ทําให

เกิดอาการขางเคียงตั้งแตระดับเล็กนอยจนถึงรุนแรงมาก ที่สําคัญไดแกความเปนพิษตอตับทั้งในคน

และสัตวทดลอง (Davis และคณะ, 1994: de Jong และคณะ, 2007) มีผลตอทารกในครรภ หรือตัว

ออนในสัตวทดลองโดยทําใหเกิดความผิดปกติตั้งแตกําเนิด (Davis และคณะ, 1994: de Jong และ

คณะ, 2007; Eikel และคณะ, 2006: Okada และคณะ, 2004) มีพิษตอไต, กลามเนื้อโครงราง, ทําให

เกิดอาการซึมเซา เดนิโซเซ และมีผลตอทางเดินอาหาร (Davis และคณะ, 1994; Brodie และ Dichter, 

1996; Stringer, 1998: Ben Salem และคณะ, 2007) ดวยเหตุดังกลาวจึงมีผูพยายามพัฒนาสูตร

โครงสรางของ VPA เพื่อใหไดอนุพันธที่มีประสิทธิภาพในการรักษาสูงขึ้น แตมีความเปนพิษและ

ผลขางเคียงลดนอยลง (Bailer และคณะ, 1994; Hadad และ Bailer, 1997; Spilelstein และคณะ, 

1999; Bailer, 1999; Isoherranen และคณะ 2001; Tasso และคณะ, 2004) 

 

 
 

 

อนุพันธ valproic acid ที่สําคัญกลุมหนึ่ง ไดแก อนุพันธ กลุม primary amides สารตัวตนใน

กลุมนี้ ไดแก valpromide (รูปที่ 2) สารดังกลาวไดมีการพัฒนาจนนําไปใชเปนยาตานชักในบาง

ประเทศ อยางไรก็ดีถึงแมจะมีรายงานวา valpromide มีฤทธิ์ตานชักดีกวาและมีความเปฯพิษตอตัว

ออนนอยกวา VPA แต valpromide ก็จะสลายตัวในรางกายเปน VPA ( Bailer, 1991; Tasso และ

รูปที่ 2  โครงสรางทางเคมขีอง Valpromide 
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คณะ, 2004) นอกจาก valpromide แลวยังไดมีความพยายามพัฒนาอนุพันธของ valpromide ขึ้นมา

อีกหลายตัว และพบวามีอนุพันธบางตัวมีฤทธิ์ตานชักเชนกัน (Bailer และคณะ, 1994; Bailer และ

คณะ, 2001; Tasso และคณะ, 2004; Kwan และ Brodie, 2007) 

 
 

 

สําหรับอนุพันธ valproic acid ในกลุม amide นี้ คณะผูวิจัยไดดําเนินการสังเคราะหสาร (N-

Hydroxymethyl)-2-propylpentamide  (HPP) ขึ้น (รูปที่3) จากการทดสอบฤทธิ์ตานการชัก ฤทธิ์

ขางเคียงอันไมพึงประสงค ความเปฯพิษเฉียบพลัน ตลอดจนผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อ

ประสาท amino acid ที่เปลือกสมองใหญหนูขาว โดยวิธี microdialysis พบวา HPP ออกฤทธิ์ตานชัก

ไดดีกวา VPA ซึ่งเปนสารตนแบบไมวาจะเปนการทดสอบในหนูถีบจักรที่ถูกเหนี่ยวนําใหชักดวย

กระแสไฟฟาหรือสาร Pentylenetetrazole (PTZ) ก็ตาม ซึ่งแสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติในการออกฤทธิ์

ตานชักไดอยางกวางขวาง นอกจากนี้ HPP ยังมีขอบเขตของความปลอดภัยสัมพัทธสูงกวา VPA 

ในขณะที่มีฤทธิ์ขางเคียงอันไมพึงประสงคอยูในระดับเดียวกับ VPA สําหรับผลตอการเปลี่ยนแปลง

ปริมาณสารสื่อประสาท amino acid นั้น ไมสามารถจะสรุปไดอยางชัดเจนเนื่องจากการดําเนินการ

ทดลองดังกลาวทําในหนูขาวที่สลบ ยาสลบที่ใชอาจมีผลตอการหลั่งสารสื่อประสาทในสมองได  

เมื่อสรุปจากการศึกษาเบื้องตนแลว อาจกลาวไดวา HPP เปนอนุพันธที่มีศักยภาพพอที่จะ

ดําเนินการวิจัยในระดับลึก เพื่อพัฒนามาใชเปนยาตานชักตอไป โดยคณะผูวิจัยจะดําเนินการศึกษา

ระยะเวลาการออกฤทธิ์ ความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลาง คุณสมบัติการตานยา ผลของ 

enzyme inhibition ตอฤทธิ์ตานชัก ผลตอปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ที่เปลือกสมองใหญหนู

ขาวที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ ตลอดจนผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการสงกระแสประสาทของเซลล

ประสาทเดี่ยวในสมอง โดยเปรียบเทียบผลดังกลาวกับ VPA ซึ่งเปนสารตัวตนแบบ 

 

 

 

รูปที่ 3 โครงสรางทางเคมีของ (N-Hydroxymethyl)-2-propylpentamide 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
เพื่อศึกษา 

1.  ฤทธิ์และระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของ HPP 

2.  ความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP 

3.  ผลของ enzyme inhibitor ตอฤทธิ์ตานชักของ HPP 

4.  ผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนที่เปลือกสมองใหญหนูขาว

ที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ 

5.   ผลตอการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟาในเซลลปรามิดในสมองสวนฮิปโปแคมปสในหนูขาว โดย

วิธี Patch clamp 
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วัสดุและวธิีการวิจยั 

สัตวทดลอง 
การทดลอง microdialysis จะใชหนูขาว (Wistar albino rats) เพศผู น้าํหนักระหวาง 250-350 

กรัม และ การทดลอง patch clamp ใชหนูขาวอาย ุ14 – 21 วนั นอกจากนัน้จะใชหนถูีบจักร (Swiss 

albino mice) เพศผู น้าํหนักตัวระหวาง 18-25 กรัม สัตวทดลองทัง้หมดจะถูกนํามาจากศูนย

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา จังหวัดนครปฐม มาเลี้ยง ณ คณะเภสัชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กอนการทดลองอยางนอย 1 สัปดาห และสําหรับหนูถบีจักรนั้น แตละรุนที่

ไดมาจะดําเนนิการทดลองใหเสร็จสิ้นภายใน 1 สัปดาหหลงัจากเริ่มทําการทดลอง (ยกเวนการศึกษา

ผลตอการเปลีย่นแปลงการเคลื่อนไหว) เพื่อลดความผิดพลาดของผลการตานชักที่อาจเกิดจากอายุ

ของสัตวทดลองที่เพิ่มมากขึน้ (Loscher และ Nolting, 1991) การทดลองทั้งหมดดําเนนิการระหวาง

เวลา 8.00-18.00 น. และสตัวทดลองทุกตัวจะนาํมาใชทดลองเพียงครั้งเดียว 

 
สารเคม ี

1. HPP ดําเนนิการสังเคราะหโดยผูชวยศาสตราจารย ดร.ชํานาญ ภัตรพานิช และคณะ 

ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

2. Adenosine-5’-triphosphate (ATP; Sigma, U.S.A.) 

3. DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5; Sigma, U.S.A.) 

4. γ-amino-n-butylic acid (GABA; Sigma, U.S.A) 

5. Aspartic acid (Sigma, U.S.A.) 

6. (-)+Bicuculline methochloride (BMC; Sigma, U.S.A.) 

7. Calcium chloride-2-hydrate (CaCl2.2H2O; Riedel de Haen, Germany)  

8. Cesium chloride (CsCl; Sigma, U.S.A.) 

9. Chloral hydrate (Witayasom; Thailand) 

10. D-glucose monohydrate (Riedel de Haen, Germany) 

11. Dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma, U.S.A.) 

12. Ethylene glycol-bis (β-aminoethyl Ether)-N,N,N’,N’,-Tetraacetic Acid (EGTA; 

Sigma, U.S.A.) 

13. Glutamic acid (Sigma, U.S.A.) 

14. Glycine (Sigma, U.S.A.) 

15. Homoserine (Sigma, U.S.A.) 
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16. Magnesium chloride-6-hydrate (MgCl2; Riedel-de Haën, Germany) 

17. Magnesium sulfate-6-hydrate (MgSO4.6H2O; Riedel de Haen, Germany) 

18. 2-Mercaptoethanol (Merck, Germany) 

19. Methanol, HPLC grade (Merck, Germany) 

20. N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N’-(2-ethanosulfonicacid)(HEPES; Sigma, U.S.A.) 

21. N-methyl-D-aspartate (NMDA; Sigma, U.S.A.) 

22. O-phthaldialdehyde (Sigma, U.S.A.) 

23. Polyethyleneglycol 400 (PEG400; Witayason, Thailand) 

24. Potassium chloride (KCl; Riedel de Haen, Germany) 

25. Protease type X (Thermolysin; Sigma, U.S.A.) 

26. Protease type XIV (pronase; Sigma, U.S.A.) 

27. Sodium chloride (NaCl; Riedel de Haen, Germany) 

28. Strychnine sulfate (STR; Mactarlan Smith, U.K.) 

29. Sodium dihydrogen phosphate-2-hydrate (NaH2PO4.2H2O; Riedel de Haen, 

Germany) 

30. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3; Riedel de Haen, Germany) 

31. di-sodium hydrogen phosphate-2-hydrate (Na2HPO4.2H2O; Riedel de Haen, 

Germany) 

32. Sodium hydroxide (NaOH; Riedel de Haen, Germany) 

33. Tris-base (Sigma, U.S.A.) 

34. Valproic acid (VPA; Sigma, U.S.A.) 

 
เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

1. เครื่องกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟา พรอมขั้วไฟฟาสําหรับกระตุนทกีระจกตา 

(electrorshock apparatus with corneal electrodes) 

2. เครื่องวัดการทํางานประสานกนัของกลามเนื้อลาย (rotorod apparatus) 

3. Animal activity cage (UGO basile7430, Comerico, Italy) 

4. Stereotaxic Instruments (NARISHIGE, Japan) 

5. Automatic mixer (Vortex, U.S.A.) 

6. Automatic micropipette (Pipet-LiteTM, U.S.A.) 
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7. Automatic controlled temperature (Model-7305, Polyscience, U.S.A.) 

8. pH meter (Suntex, Japan) 

9. ชุดเครื่องมือสําหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกระแสไฟฟาในตัวรับ GABAA และ 

NMDA ในเซลลประสาท โดยวิธ ีpatch clamp ประกอบดวย 

- Electronic stimulator (Model SEN 3201, Nihon Kohden, Japan) 

- Faraday cage 

- Inverted research microscope (Model IMT-2, Olympus, Japan) 

- Joystick manipulator (Model NM-151, Narishige, Japan) 

- Macintosh® Computer (Model LC 630, Apple computer, Jnc., U.S.A.) 

with software programs; ChartTM V3.4 for data recording system 

(MacLabTM, AD Instruments, Australia) 

- 0.22 μm membrane filter (Millipore, U.K.) 

- Oscilloscope (Model 420, Gould, U.K.) 

- Patch clamp amplifier (Model Axopatch 200 B. Axon Instruments, U.S.A.) 

- Thin wall borosilicate glass capillaries without filament (GC 1501-10, 

Clark Electromedical Instruments, U.K.) 

- Three dimensional hydraulic micromanipulator (Model MO-203, 

narishige, Japan) 

- Vacuum pump (Model A-3S, Tokyo Rikakikai, Japan) 

- Vibroslice (Model 752 M, campden Instruments,U.K.) 

- Vertical microelectrode puller (Model PP-83, Narishige, Japan) 

10. ชุดเครื่องมือสําหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาท amino 

acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาว โดยวิธี microdialysis ประกอบดวย 

- Automatic infusion pump (CMA/100, Carnegie, Sweden) 

- System for freely moving animal (CMA/120, Carmegie, Sweden) 

- C1 Reverse-phase, 250x4.6 mm, particle size 5 μm, Spherisorb ODS2. 

(AttechR, U.S.A.) 

- Guard column with packing material, particle sizes 5 μm, Spherisorb 

ODS2. (PhenominexR, U.S.A.) 

- Column oven (Model 2155, LKB, Sweden) 
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- Fluorescence detector (Water 470, U.S.A.) 

- Pump with gradient system (LC-10AD; Shumadzu, Japan) 

- Analog to Digital Instruments (MaclabTM/4, AD Instruments, Australia) 

- Macintosh computer (Model LC 630, Apple computer, Inc., U.S.A.) with 

software programs (MaclabTM/4, AD Instruments, Australia); ChartTM 

V3.2.8 for data recording system and PeakTM V1.3 for data processing 

system 

- Laser printer (Laser writer select 360, Apple computer, Inc., U.S.A.) 

- Microdialysis probe; Horizontal type, molecular weight cut off  50,000 

(Homofilter PNF-140, Asahi Medical Co., Tokyo Japan) 

 
วิธีดําเนินการทดลอง 

การสังเคราะห และพิสูจนเอกลักษณของ HPP ใหไดปริมาณเพยีงพอที่จะใชดําเนินการวิจยั

ตลอดโครงการ ดําเนนิการโดย ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชํานาญ ภัตรพานิช และ คณะ ภาควิชาเภสัช

เคมี คณะเภสชัศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั โดยใชวิธีสังเคราะหและวิธกีารพสิูจนเอกลกัษณ (ดู

จาก IR spectrum, 1H-NMR Spectrum และ 13C-NMR spectrum) ดังที่ไดรายงานไวโดย ลือลักษณ 

ลอมล้ิม ในป พศ. 2541 (Lomlim, 1998) 

การเตรียมยาและการใหยาในสัตวทดลอง ผูวิจัยใช Polyethylene glycol 400 (PEG 400)  

เปนตัวทําลายสารทดสอบ (VPA และ HPP) และใช 0.9% normal saline solution (NSS) เปนตวัทํา

ละลาย Chloral hydrate, PTZ และ pentobarbital sodium สารตาง ๆ เหลานี้จะใหโดยการฉีดเขาใน

ชองทองสัตวทดลองยกเวน PTZ ซึ่งจะใหโดยการฉีดใตผิวหนัง ปริมาณสารตาง ๆ ที่สัตวทดลองไดรับ

จะอยูที ่0.1ml/25 g B.W. ในหนูถีบจกัร และ 0.4-0.8 ml ในหนูขาว ทัง้นี้เนื่องจากการทดลองที่ผานมา

พบวาการฉีดสาร PEG 400 ในปริมาณตาง ๆ เหลานีท้างชองทองจะไมมีผลตอระบบประสาทของ

สัตวทดลองที่ใชแตอยางใด  

การดําเนินการวิจยัแบงออกเปนหัวขอตาง ๆ ดังนี้ 

1. การศึกษาฤทธิ์และระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของ HPP โดยจะทดสอบฤทธิ์และระยะเวลา

ในการออกฤทธิ์ตานชกัในหนูถึบจกัรที่ถกูเหนีย่วนําใหชกัโดยการกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟา 

(maximal electroshock seizure, MES) 
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      การศึกษาดังกลาวใชเครื่อง electroshock apparatus กระตุนสมองหนูถีบจกัรผานทางกระจก

ตา ดวย corneal electrodes ขนาดของการกระตุนทีใ่ช คือใชไฟฟากระแสสลับความถี ่ 50 รอบตอ

วินาท ีความแรง 55 มิลลิแอมแปร ดวยระยะเวลาของการกระตุน 0.2 วนิาท ี ผูวิจยัจะฉีดสารทดสอบ

ขนาดตาง ๆ เขาทางชองทองหนูถีบจกัรกอนการกระตุนเปนเวลา 15 นาที, 30 นาท,ี 1, 2 และ 4 ชั่วโมง 

เพื่อหาระยะเวลาที่สารทดสอบสามารถออกฤทธิ์ตานชกัไดดีที่สุด (optimal pretreated time) และ

ระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของสารทดสอบ (duration of action) นําผลที่ไดไปเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางขนาดและฤทธิ์ตานการชักของสารทดสอบ จากนั้นคาํนวณหาคา median 

effective dose (ED50) ของสารทดสอบที่ระยะเวลาตาง ๆ ดงักลาวขางตน คา ED50 หมายถงึขนาด

ของสารทดสอบที่สามารถปองกันการชกัในหนูถีบจกัรไดจํานวนครึ่งหนึ่ง โดยลักษณะการชกัจะเปน

แบบเหยียดเกร็งของขาหลงั (generalized seizures with tonic hindlimb extension) 

  ในแตละ pretreated time (15 นาที, 30 นาที, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง)จะทําการทดลอง

โดยแบงหนูถบีจักรออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก 

  1.1   กลุมที่ไดรับ PEG 400 และ NSS ซึ่งผูวิจยัใชเปนกลุมควบคุม ในแตละกลุมจะ

แบงออกเปน 5 กลุมเล็ก หนูแตละกลุมเลก็จะนาํไปทดสอบฤทธิท์ี่ระยะเวลาตาง ๆ ดังกลาวขางตน แต

ละกลุมเล็กนี้จะประกอบดวยหนูถีบจักรไมนอยกวา 8 ตัว 

  1.2   กลุมทีไ่ดรับ VPA หนกูลุมนีจ้ะแบงเปน 5 กลุมเล็ก แตละกลุมเล็กผูวิจยัจะ

ทดสอบฤทธฺิ์ตานการชักโดยฉีดสารทดสอบกอนการกระตุนเปนระยะเวลาตาง ๆ ดงักลาวขางตน แตละ

กลุมเล็กจะแบงเปนกลุมยอยอยางนอย 5 กลุมยอยตามขนาดของ VPA ที่ใช แตละกลุมยอย

ประกอบดวยหนถูีบจักรอยางนอย 8 ตัว 

  1.3   กลุมที่ไดรับ HPP หนกูลุมนี้จะแบงเปนกลุมยอย โดยใชจํานวนหนถูีบจักรในแต

ละกลุมยอย เชนเดียวกับทีก่ลาวไวในขอ 1.2 ขางตน 

2. การศึกษาความเปนพษิตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP ที่ระยะเวลาตาง ๆ ศึกษาผล

ของสารสทดสอบตอการทํางานประสานกนัของกลามเนือ้ลายหนูถีบจกัร ซึ่งถกูควบคุมโดยระบบ

ประสาทสวนกลางโดยนับจาํนวนหนถูีบจกัรที่ไมสามารถทรงตวัอยูบนแถบกลางของเครื่อง rotorod ได 

วิธีการทดสอบดังกลาวคัดแปลงจากวิธทีีเ่สนอโดย Dunham และ Miya 1957. 

แบงหนูถีบจักรออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก 

  2.1 กลุมควบคุม ไดแก กลุมที่ไดรับ NSS และกลุมที่ได PEG400 กลุมละ 8 ตวั 

ผูวิจัยใชคา pretreated time 30 นาท ี
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  2.2 กลุมที่ไดรับ VPA หนูกลุมนี้จะแบงออกเปน 5 กลุมยอย แตละกลุมยอย

ประกอบดวยหน ู 8 คัว หนแูตละกลุมยอยจะไดรับ VPA ทางชองทองขนาดตาง ๆ กัน โดยใช optimal 

pretreated time ของ VPA ที่ไดจากการทดลองตามขอ 1 

  2.3 กลุมที่ไดรับ HPP หนูกลุมนี้จะแบงเปน 5 กลุมยอย และแตละกลุมยอย

ประกอบดวยหน ู8 ตัวเชนกัน หนูแตละกลุมยอยจะไดรับ HPP ขนาดตาง ๆ กนัทางชองทอง โดยใชคา 

optimal pretreated time ของ HPP ที่ไดจากการทดลองตามขอ 1 

 การศึกษาระยะเวลาในการเกิดความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลางของ VPA และ HPP 

ทําการทดสอบโดยใชเครื่อง rotorod เชนกนั โดยศึกษาผลตอการทํางานประสานกนัของ กลามเนื้อ

ลายภายหลงัการใหสารทดสอบ 15 นาที, 30 นาที, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ทางชองทองโดยใชหนูถบีจักรที่

ไดรับ NSS และ PEG 400 ทางชองทองเปนกลุมควบคุม และเลอืกใชสารทดสอบขนาดเทากับ 1 เทา

และ 2 เทาของคา ED50 ที่ optimal pretreated time มาทาํการทดลอง แตละกลุมยอยใชหนูอยางต่าํ 

10 ตัว   

 3. ศึกษาผลของ SKF-525A ตอฤทธิ์ตานชักของ VPA และ HPP 

 SKF-525A เปน P450 enzyme inhibitor ซึ่งอาจจะมีผลทําใหสารทดสอบถูกเปลี่ยนแปลงโดย 

Cytochrome P450 นอยลง การศึกษานีท้าํโดยการใหสาร SKF-525A ทางปากหนูถบีจักรในขนาด 50 

มก./กก.น้าํหนกัตัว (Hurh และคณะ, 2000: Shank และคณะ, 2000) เปนเวลา 1 ชั่วโมงกอนใหสาร

ทดสอบ จากนั้น นาํหนูถบีจักรไปทดสอบฤทธิ์ตานการชักโดยวิธี MES นาํผลที่ไดมาหาคา ED50 

เปรียบเทยีบคา ED50 ระหวางหนกูลุมที่ไดจากการทดสอบในหวัขอนี้กับ ED50 ในหนูกลุมที่ไดจากการ

ทดสอบดังกลาวขางตน การทดสอบฤทธิ์ตานการชักของสารทดสอบดังกลาวใชคา optimal 

pretereated time  โดยหนถูีบจักรที่ใชในการทดลองนี้จะแบงเปน 9 กลุม กลุมละอยางนอย 10 ตัว 

โดยหนูถีบจกัรกลุมควบคุมจะไดรับ PEG 400 โดยใช pretreated time 30 นาท ีหนถูีบจักรทีเ่หลืออีก 

8 กลุม จะไดรับสารทดสอบ VPA และ HPP ขนาดตาง ๆ อยางละ  4 ขนาด   

4. การศึกษาผลของ HPP ตอการหลั่งสารส่ือประสาท amino acid ในเปลือกสมองใหญของ

หนูขาวที่เคลื่อนไหวโดยอิสระใชวิธ ี microdialysis (Benveniste และ Huttemeir, 1990) โดย

เปรียบเทยีบกบัผลของ VPA วัดปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ทั้งชนิดกระตุน และยับยัง้ โดยใช

เครื่อง high performance liquid chromatography (HPLC) system 

แบงหนูขาวออกเปน 6 กลุมกลุมละ 5 ตวั แตละกลุมจะไดรับ Normal saline, PEG 400 ซึ่งใช

เปนกลุมควบคุม, VPA และ HPP ในขนาดที่ใกลเคียงกับ ED50 และ สองเทาของ ED50 ที่ไดจากการ

ทดลองขั้นตน 
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การเตรียมสัตวทดลอง ทาํใหสัตวทดลองหมดความรูสึกโดยฉีด chloral hydrate 350 มก./กก.

น้ําหนกัตัว เขาทางชองทอง นาํหนทูี่สลบไปตรึงศีรษะในเครื่อง stereotaxic apparatus เปดหนังศรีษะ

จนถงึกะโหลก หาตาํแหนง bregma บนผิวกะโหลกศรีษะ ซึ่งจะใชเปนตัวบอกตาํแหนงตาง ๆ ของ 

สมอง เจาะกะโหลกบริเวณขมับหนูขาวใหเปนรูทั้ง 2 ดาน ใหตรงกนัที่ตาํแหนง coordinate 2 มม. 

rostral ตอจุด bregma และดวยความลกึ 1-1.5 มม. จากผวิสมอง ตําแหนงนี้จะฝง microdialysis 

probe ในแนวนอน ซึ่ง probe นี้จะพาดผานเปลือกสมองใหญหนูขาว 

การสอด microdialysis probe และการเก็บตัวอยาง microdialysis probeที่ใชเปนชนิด 

acrylic polymer ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.2 มม. มีรูที่ผนงัขนาดทีย่อมใหสารทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลนอย

กวา 50,000 ผานได กอนนาํมาใชจะตองเคลือบปดรูผนัง microdialysis probe ดวยกาว epoxy 

ทั้งหมด ยกเวนบริเวณที่จะฝงอยูในเปลือกสมองใหญหนูขาวซึง่มีความยาว 5 มม. เทานั้น หลังจากการ

ฝง microdialysis probe ในเปลือกสมองใหญหนูขาว นาํหนูไปพักฟนอยางนอย 1 วนั ในกรงซึง่

สัตวทดลองสามารถเคลื่อนไหวไดอยางอิสระ เมื่อเร่ิมการทดลอง ผานสารละลาย  artificial 

cerebrospinal fluid (aCSF) โดยใช microperfusion pump เขาทางดานหนึง่ของ microdialysis 

probe ดวยอัตราการไหล 2 μl/min ผูวิจยัเก็บตัวอยางทุก 20 นาทีเปนเวลา 1 ชั่งโมง จากนัน้ฉดีสารที่

ตองการทดสอบเขาทางชองทองแลวเก็บตัวอยางตออีก 3 ชั่วโมง นํา dialysate ที่เก็บไดทัง้หมดไป

วิเคราะหหาปริมาณสารสื่อประสาทamino acid ชนิดตาง ๆ ในสมองกอนและหลังการใหสารทดสอบ 

เพื่อนาํไปวิเคราะหตอไป 

การเก็บตัวอยาง หลงัจากเสร็จสิน้ขั้นตอนในการเตรียมสัตวทดลองแลว ผูวิจยัจะทิ้ง

สัตวทดลองเปนเวลา 1 วนั โดยไมมีการเกบ็ตัวอยาง เพือ่ใหสภาวะตาง ๆ ของสัตวทดลองเขาสูสมดุลย 

จากนั้นจงึเริ่มเก็บตัวอยางทกุ 20 นาท ี เปนเวลา 1 ชัว่โมง แลวฉีดสารทดสอบชนิดตาง ๆ เขาทางชอง

ทอง เก็บตัวอยางตอไปอีกเปนเวลา 3 ชั่วโมง นาํตัวอยางที่เก็บไดทัง้หมดไปวิเคราะหหาปริมาณสารสื่อ

ประสาท amino acid ชนิดตาง ๆ ที่สมองหล่ังออกมากอนและหลงัการใหสารทดสอบ 

ภายหลงัการเก็บตัวอยางแลวผูวิจัยจะตรวจสอบตําแหนงของ microdialysis probe วา

ถูกตองหรือไมโดยการเปดกะโหลกศีรษะแลวตรวจสอบตําแหนงของ  microdialysis probe วาฝงอยู

ในเปลือกสมองใหญหรือไมดวยตาเปลา ตัวอยางทีจ่ะนาํมาวิเคราะหจะตองเปนตัวอยางที่มกีารวาง 

microdialysis probe ถูกตําแหนงเทานัน้ 

การศึกษาปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาวโดยใช HPLC 

system นั้น สําหรับการวิเคราะหปริมาณสารสื่อประสาท amino acid จากตวัอยางที่เก็บจากสมองใช

วิธี precolumn fluorescence derivatization with O-phthaldialdehyde (OPA) (Lindroth และ 

Mopper, 1979) โดย mobile phases ใช gradient run ของสารละลายซึง่ประกอบดวย 0.05 M 
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phosphate buffer pH 7.3 และ methanol (Chunngam, 1996) สารละลายเหลานี้จะถกู degassed 

ดวย Helium  gradient run ของสารละลายที่ผานเขาสู HPLC column ทําโดยการเพิ่มอัตราสวนของ 

methanol ใน phosphate buffer ตั้งแต 20% ไปจนถึง 60% โดยเพิ่มในอัตรา 2% ตอนาท ีจากนัน้ก็จะ

ลดอัตราสวนของ methanol กลับลงมาจนเหลือ 20% ภายใน 5 นาท ี ผูวิจยัใชอัตราการไหลของ 

mobile phase ผาน HPLC column เทากบั 0.8-1 มิลลิลิตร/นาท ี

การวิเคราะหหาปริมาณสารสื่อประสาท amino acid จากเปลือกสมองใหญหนูขาว ผูวิจัย

วิเคราะหหาอตัราสวนของการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาทกอนและหลังการใหสาร

ทดสอบโดยเปรียบเทียบกับ homoserine ที่ทราบปริมาณแนนอน ซึ่งใชเปน internal standard 

สารละลายที่จะฉีดเขาใน HPLC column ประกอบดวยตัวอยางที่เก็บไดจากสมองกบั homoserine ซึ่ง

ทราบความเขมขนและสารละลาย OPA โดยมีอัตราสวนของปริมาตรเปน 1:1:5 โดยผสมกนัเปนเวลา 

2 นาที กอนฉดีเขาสู HPLC column ปริมาณสารสื่อประสาทวัดโดยเครื่อง fluorescence detector ซึ่ง

ปรับใหมี emission wave length 418 nm. และ excitation wave length 330 nm. ผลที ่

fluorescence detector วัดไดจะถูกเปลี่ยนเปน digital data โดยใชเครื่อง Maclab และบันทึกลงใน 

chart program V3.2.8 ของเครื่อง Macintosh computer ปริมาณสารสื่อประสาทจะหาไดโดยการวัด

พื้นที่ใต curve ของ peak ของ amino acid ชนิดตาง  ๆ โดยใช peak program V1.3 

ผูวิจัยเลือกวิเคราะหปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ที่สําคัญ 4 ตัวคือ aspartic acid กับ 

glutamic acid ซึ่งเปนสารสื่อประสาทชนิดกระตุน และ glycine กับ GABA ซึ่งเปนสารสื่อประสาท

ชนิดยับยัง้ 

5. การศึกษาฤทธิ์ของ HPP ตอตัวรับชนิด GABAA, glycine และ NMDA ในเซลลปรามิดที่

บริเวณสมองสวนฮิปโปแคมปส 

การศึกษาเริ่มจากใชหนูแรทอายุ 21-27 วัน ทาํdecapitation อยางรวดเร็วและแยกสมองออก

จากกระโหลกและเยื่อหุมสมอง นําไปแชใน (physiologic saline solution) PSS ทีอุ่ณหภูมิ 4°C เปน

เวลา 3 นาที จากนั้นนําไปตัดเปนแผนบางใหมีความหนา 400 μm แลวนําไป incubated ที่อุณหภูม ิ

25°C พรอมกบัให O2 เปนเวลา 30 นาที แลวจึงนําไปยอยโปรตีนโดยใส protease และ thormolysis 

ที่อุณหภูม ิ 31°C เปนเวลา 20 นาท ี จากนัน้แยกเซลลปรามิดออกมาทาํการศึกษาโดยวิธ ี trituration 

เสนผาศนูยกลางของปลายแทงแกวใหมีขนาดใหญไปหาเล็ก เมื่อไดเซลลที่ตองการศึกษาแลวนําไปวาง

ไวบน chamber กอนทําการทดลอง 30-40 นาท ี

ศึกษาผลของสาร HPP ตอตัวรับชนิด GABAA, glycine และ NMDA โดยใชวธิี whole-cell 

patch clamp technique (Hamill และคณะ 1981) ที่บริเวณ soma ของตัวประสาทปรามิดวัดกระแส

การไหลของประจุไฟฟาที่ตรึงคา potential ไวที ่-20 mV 
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Patch pipette จะใช borosillicate glass capillaries ชนิดที่ไมมี filament อยูดานในโดย 

pipette ที่ใชจะมีความตานทานอยูที่ 3-5 MΩ และมีขนาด 1.5 mm O.D. และ 1.17 mm I.D. บรรจุไว

ดวย intrapipette solution ที่มีสวนประกอบของ CsCl, MgCl2, Mg2ATP, EGTA, CaCl2 และ HEPES  

pH เทากับ 7.2 แลวกรองดวยแผนกรองขนาด 0.22 μm บนัทกึคาการไหลของกระแสไฟฟาจากผนัง 

cell โดยผาน Macintosh computer โปรแกรม ChartTM 3.4 
 การแสดงผลและสถิติ 
 -   คาตาง ๆ ทีเ่ปนตัวเลขจะแสดงคาเปน mean + standard error of the mean (S.E.M.) 

 -   ในการหาคา ED50, TD50, HD50 และ LD50 กราฟแตละเสนจะใชผลการทดลองจาก

สัตวทดลอง 3-5 กลุม กลุมละอยางนอย 8 ตัว มาคํานวณโดยวธิี ของ Litchfield และ Wilcoxon 

(1949) 

 -  สําหรับการศึกษาผลของสารทดสอบตอปริมาณสารสื่อประสาท amino acid โดยวธิ ี

microdialysis นั้น ผูวิจัยใชหนูขาวกลุมละอยางนอย 5 ตัว ทัง้นี้ เนื่องจากการทดลองโดยวิธี 

microdialysis นี ้ ใชเวลาในการทดลองแตละครั้งนาน วารสารทางประสาทวิทยาศาสตรสวนมาก

ยอมรับการทดลองโดยใชสตัวทดลองแตละกลุมเพียง 5 ตัวได (Krongsombut et al., 2008) 

 -   ในการเปรยีบเทยีบการเปลี่ยนแปลงระหวางกลุมสัตวทดลองหลาย ๆ กลุมจะใช analysis 

of variance (one way ANOVA) รวมกับ Duncan’s multiple range test (P<0.05) 

 -   สําหรับการวิเคราะหคาการตอบสนองตอความเขมขนของสารตอกระแสไหลของ

กระแสไฟฟาทีต่ัวรับสารสื่อประสาทจะใช โปรแกรม Graphpad PRISMTM Version 3.0 โดยใชสมการ 

 

  I = Imin + (Imax – Imin) / (1 + ( EC50/[x])H ) 

โดยที่ คา  I  = กระแสไหลผานตัวรับ GABAA, glycine และ NMDA 

  Imin, Imax = คาต่ําสุดและสูงสุดของกระแสไหลที่ตอบสนองตอตัว GABAA, 

glycine และ NMDA 

  EC50  = กระแสไหลที่ตอบสนองตอความเขมขนของ GABA, glycine และ 

NMDA ที่ 50 %จากกระแสไฟฟาสูงสุด 

  [x] = คาความเขมขนของ GABA, glycine และ NMDA 

  H = Hill coefficient 
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ผลการวิจัย 
 
การศึกษาฤทธิ์และระยะเวลาของการออกฤทธิข์อง HPP 

 ผลการออกฤทิ์ตานชักของ HPP โดยเปรียบเทียบกับ VPA ในหนูถบีจักรที่ถกูเหนีย่วนาํใหชัก 

โดยการกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟาผานทางกระจกตา (Maximal electroshock seizure, MES) ที่

ระยะเวลาตาง ๆ หลังจากการใหสารทดสอบขนาดตาง ๆ ทางชองทอง พบวา คา ED50 ของ HPP จะ

ต่ําสุดเมื่อทาํการทดสอบฤทธิ์ 15 นาท ีหลงัการใหสารทดสอบนี้ (optimal pretreated time) ในขณะที่ 

ED50 ของ VPA จะต่ําสุดเมือ่ทดสอบฤทธิ ์ 30 นาทหีลงัการให VPA เมื่อเปรียบเทยีบ ED50 ของ HPP 

และ VPA ที ่ optimal pretreated time ของสารทดสอบทั้งสอง พบวา ED50 ของ HPP จะต่ํากวา

ประมาณ 3 เทา ผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการซมึผาน blood brain barrier และ

ความแรงในการออกฤทธิ์ตานชักของ HPP ที่สูงกวา VPA  อยางไรก็ด ีเมื่อทดสอบฤทิ์ของสารทดสอบที่

ระยะเวลาทีย่าวนานขึ้นพบวา HPP มีระยะเวลาของการออกฤทธิค์อนขางสัน้กลาวคือ ผูวิจยัพบวา 

ED50ของ HPP จะสูงขึ้นประมาณ 2 เทาในระยะเวลา 2 ชั่วโมง หลงัการให HPP เมื่อเวลาผานไป 4 

ชั่วโมง คา ED50 ของ HPP จะสูงเกนิ 300 มก/กก น้ําหนกัตัว ในขณะที่ ED50 ของ VPA จะคงที่ใน

ระยะเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ก็จะคอย ๆ เพิ่มมากขึ้นเชนกนั ผลการทดลองแสดงไวในรูปที ่ 4 สาํหรับ

กราฟแสดงการหาคา  ED50ของ HPP ที่ระยะเวลา 15, 30 นาที 1, 2 ชั่วโมง และ VPA ที่ระยะเวลา 15, 

30 นาที 1, 2 และ 4 ชั่วโมง แลดงไวใน รูปที่ 5-13 และตารางที่ 3  ตามลําดับ สําหรบั หนูถีบจักรกลุมที่

ไดรับ NSS และ PEG 400 ที่ผูวิจัยใชเปนกลุมควบคุม ไมสามารถตานการชักโดยการกระตุนดวย

กระแสไฟฟาได ไมวาจะใช pretreated time เทาใดก็ตาม 

การศึกษาความเปนพษิตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP ที่ระยะเวลาตาง ๆ  

 ผลการทดสอบความเปนพษิของ HPP เมื่อเปรียบเทยีบกับ VPA ตอการทํางานประสานกัน

ของกลามเนื้อลายหนูถบีจักร ซึ่งถูกควบคุมโดยระบบประสาทสวนกลาง โดยดูจากจํานวนรอยละของ

หนถูีบจักรที่ไมสามารถทรงตัวอยูบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่หมนุอยูได หนถูีบจักรแตละกลุม

จะไดรับ HPP และ VPA ขนาด 1 และ 2 เทาของ ED50 ของตัวมันที่ optimal pretreated time ทางชอง

ทอง ผูวิจัยทดสอบความเปนพษิที่ระยะเวลาตาง ๆ พบวา สารทดสอบทั้งสองมีพิษตอระบบประสาท

สวนกลาง โดยความเปนพิษนีจ้ะแปรตามขนาดของสารทดสอบที่ใช เมื่อเปรียบเทียบความเปนพิษ

ระหวาง HPP กับ VPA พบวา ความเปนพษิในหนูถีบจักรที่ไดรับสารทดสอบเปนระยะเวลา 15 และ 30 

นาที จะใกลเคียงกนั อยางไรก็ดีเมื่อผูวิจยัทดสอบในหนูถีบจกัรที่ไดรับสารทดสอบในระยะเวลานานขึ้น

พบวา HPP ทั้ง 2 ขนาดจะมีความเปนพิษนอยลง จนในที่สุดความเปนพิษจะหมดไปในระยะเวลา 2 

ชั่วโมง หนถูีบจักรทุกตัวสามารถทรงตัวบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได ในขณะที่ความเปนพิษของ 
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VPA จะสูงขึ้นจนในที่สุดหนูถีบจกัทุกตวัจะไมสามารถทรงตัวบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได 

สําหรับหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งผูวิจัยใชเปนกลุมควบคุมทกุตัวสามารถทรงตัว

อยูบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได ไมวาจะทดสอบโดยใช pretreated time เทาไหรก็ตาม ผลการ

ทดลองแสดงไวในตารางที่ 4  

ผลของ SKF-525 A ตอฤทธิ์ตานชกัของ HPP และ VPA  

หนถูีบจักรที่ไดรับ SKF-525A ซึ่งเปน cytochrome P450 enzyme inhibitior ขนาด 50 มก/กก 

น้ําหนกัตัว ทางปาก 1 ชั่วโมง กอนใหสารทดสอบขนาดตาง ๆ ทางชองทอง หลงัการใหสารทดสอบใน

ระยะเวลาเทากับ optimal pretreated time ของสารนั้น ผูวิจัยไดทดสอบฤทธิ์ตานชกั พบวา ED50 ของ 

HPP และ  VPA ในหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ SKF-525A กอนหนานั้นมีคาต่ํากวาในหนถูีบจักรกลุมที่

ไดรับสารทดสอบเพียงอยางเดียว คือ  ED50 ของการตานชักโดย MES ในหนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ SKF-

525A + HPP : หนถูีบจักรกลุมที่ไดรับ HPP เพียงอยางเดียว = 35 : 81 มก/กก น้ําหนักตัว สวนคา 

ED50 ในหนกูลุมที่ไดรับ SKF-525A + VPA : หนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ VPA เพียงอยางเดียว = 61 : 221 

มก/กก น้ําหนกัตัว ตามลําดบั ผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 5 รูปที่ 14  และ 15  

ผลของ VPA และ HPP ตอการหลัง่ของสารสื่อประสาทในสมองใหญของหนูแรทที่
เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ 

ผูวิจัยศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาท amino acid จาก เปลือก

สมองใหญหนขูาวที่ไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ ทางชองทอง โดยจะศึกษาผลการเปลี่ยนแปลง

ปริมาณสารสือ่ประสาท amino acid ทั้งชนิดกระตุน คือ aspartate และ glutamate และ ชนิดยับยั้ง 

คือ glycine และ GABA ในการศึกษาผลของสารทดสอบ HPP ตอการหลัง่สารสือ่ประสาท amino 

acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาวโดยวธิี microdialysis โดยเปรียบเทียบกับ VPA และใชหนูที่ไดรับ 

NSS และ PEG400 ซึ่งเปนตัวทําละลายของสารทดสอบ เปนกลุมควบคุม พบวา เมื่อเปรียบเทยีบกับ 

NSS แลว การให PEG400 ทางชองทองหนูขาวจะไมมีผลตอระดับปริมาณสารสือ่ประสาท amino 

acid ทั้งชนิดกระตุน และชนดิยับยั้ง (รูป 16-23) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลของสารทดสอบกับผลของ PEG 400 จะพบวา VPA ทั้งในขนาด 220 และ 

440 มก./กก.น้ําหนกัตัว ไมมีผลตอระดับของ inhibitory neurotransmitter ทั้ง 2 ชนิด (รูปที ่ 16-19) 

สวนผลตอ excitatory neurotransmitter นั้น พบวา VPA ทั้ง 2 ขนาดจะไมมีผลตอระดับของ 

aspartate แตอยางใด แต VPA ขนาด 440 มก./กก.น้ําหนกัตัว จะออกฤทธิ์ลดระดับของ glutamate 

ไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ ในขณะที่ VPA ขนาดที่ต่าํกวา (220 มก./กก.น้าํหนักตัว) จะไมแสดงผล

เชนนี้ (รูปที ่20-23) 
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สารทดสอบ HPP ในขนาด 80 และ 160 มก/กก สามารถลดระดับการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อ

ประสาทชนิด glutamate อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 20 และ 21) โดยมลัีกษณะแปรผันตาม

ขนาดของสารทดสอบที่ให ในขณะที่ HPP ทั้ง 2 ขนาดไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงสารสื่อประสาทอีก 3 

ชนิด (รูปที่ 16-19 และ 22-23) 

ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด GABAA 

เมื่อใหความเขมขนของ GABA ในขนาด 0.3-1,000 μM จะเกิด inward current ในลักษณะ

แปรผันกับขนาดของสารที่ให ซึง่คา inward current สูงสุดจะหยุดอยูที่ความเขมขน 300 μM (รูปที่ 

24) ผลของ EC50 และ Hill coefficient of the log concentration –response relationship เทากบั 

8.06+0.14 μM และ 1.63+0.04 μM ตามลําดับ (รูปที ่25) 

 เมื่อให GABA พรอมกับสาร Bicuculline methochloride (BMC) 20 μM ซึ่งเปน 

competitive antagonist ของตัวรับชนิด GABAA จะหยุดการตอบสนองตอ GABA ไดอยางสมบูรณที่  

20 μM (รูปที่ 26) เชนเดียวกับสาร Picrotoxin (PTX) ซึ่งเปน non-competitive antagonist ของตัวรับ

ชนิด GABAA ที่ 200 μM (รูปที่ 27) ความสัมพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยั้ง inward 

current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก GABA โดย Bicuculline และ Picrotoxin แสดงไวในรูปที ่28 ใน

สวนของ Diazepam (DZP) (รูปที่ 29) สาร DZP เองไมสามารถทาํใหเกิด inward current ตอตัวรับ

ชนิด GABAA ไดถึงแมวาจะใหใหปริมาณที่สูงถึง 1,000 μM ก็ตาม แตเมื่อใหพรอมกับ GABA 3 μM 

ก็สามารถเสรมิฤทธิ์กนัได 

 สาร HPP ขนาด 0.1-300 μM เมื่อใหรวมกับ GABA 3 μM ไมมีผลตอการเพิม่ inward 

current ที่บริเวณตัวรับชนิด GABAA (รูปที่ 30) 

ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด Glycine 

 เมื่อให Glycine ขนาด 1-3,000 μM จะเกิด inward current  ในลักษณะแปรผันกับความ

เขมขน (รูปที ่31) คา EC50 และ Hill coefficient of the log concentration – response relationship 

เทากับ 30.24 + 0.25 μM 1.6 + 0.15 μM ตามลาํดบั (รูปที ่32) เมื่อให Strychnine sulfate (STR) 

ขนาด 1-20 μM ซึ่งเปน competitive antagonist ของ Glycine รวมกับ Glycine 30 μM จะมีผล

ยับยั้ง inward current อยางสมบูรณที่ขนาด 20 μM (รูปที่ 33)  แตเมื่อให HPP ขนาด 0.1-300 μM 

รวมกับ Glycine 30 μM จะเหน็วาสาร HPP ไมมีผลตอการตอบสนองของตวัรับ Glycine (รูปที่ 34) 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนและผลในการยับยั้ง inward current ของเซลลประสาทที่เกดิจาก 

Glycine โดย STR และ HPP แสดงไวในรูป 35 
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ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด NMDA 

เมื่อใหความเขมขนของ NMDA ในขนาด 1-800 μM จะเกิด inward current ในลักษณะแปร

ผันกับขนาดของสารที่ให โดยมีคา inward current สูงสุดอยูที ่ NMDA ความเขมขน 500 μM (รูปที ่

36) ผลของ EC50 และ Hill coefficient of the log concentration –response relationship เทากบั 

76.6 + 0.24 μM และ 0.91 + 0.05 μM ตามลําดับ (รูปที่ 37) เมือ่ให NMDA พรอมกับสาร DL-2-

amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5) 50 μM ซึ่งเปน selective antagonist ของตัวรับชนดิ 

NMDA จะหยดุการตอบสนองของ inward current ไดอยางสมบูรณที่ AP-5 ขนาด 200 μM (รูปที่ 38) 

 สาร HPP ขนาด 0.1-300 μM เมื่อใหรวมกับ NMDA 100 μM ไมมีผลตอการเพิม่ inward 

current ที่บริเวณตัวรับชนิด NMDA (รูปที่ 39) ความสัมพันธระหวางความเขมขนและผลตอ inward 

current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA โดย AP-5 และ HPP แสดงไวในรุปที ่40 
 

 
 
ตารางที ่ 3 ED50 ของฤทธิต์านการชักในหนถูีบจักรที่ไดรับ HPP และ VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทอง 

กอนการทดสอบฤทธิ์โดยวิธ ีMES ในระยะเวลา 15 นาท,ี 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ 

หนถูีบจักรกลุมที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งใชเปนกลุมควบคุมทุกตัวไมสามารถตาน

การชักได 
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ตารางที่ 4 รอยละของหนถูีบจักรที่ไดรับ HPP และ VPA ขนาด 1 และ 2 เทาของคา ED50  ที ่optimal 

pretreated time ทางชองทองที่ไมสามารถทรงตวับนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่หมุน

อยูได หนูถีบจักรที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งเปนกลุมควบคุมทุกตัว สามารถทรงตัว

บนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่กําลงัเคลื่อนที่ได ไมวาจะทดสอบโดยใช pretreated 

time เทาไรก็ตาม 
 

 
 
ตารางที่ 5 ED50 ของฤทธิต์านชักจาก MES ในหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก 

น้ําหนกัตัว ทางปากรวมกับสารทดสอบ HPP หรือ VPA ขนาดเทากับ ED50 ที่ optimal 

pretreated time เปรียบเทยีบกับ ED50 ในหนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ HPP หรือ VPA แตเพียง

อยางเดยีวที่ optimal pretreated time 
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รูปที่ 4  กราฟแทงแสดงคา ED50 ของ HPP และ VPA ในหนูถีบจกัรที่ไดรับสารทดสอบทาง

ชองทองเปนเวลา 15, 30, 60 และ 120 นาท ีกอนเหนี่ยวนาํใหเกิดการชักดวยกระแสไฟฟา 
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รูปที่ 5 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 15 นาท ี
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รูปที่ 6 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 30 นาท ี
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รูปที่ 7 ความสัมพันธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน)กับการตานชัก(แนวตั้ง) ในหนูถีบจกัร

ที่ถูกเหนี่ยวนาํใหชักดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 1 

ชั่วโมง 
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รูปที่ 8 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 2 ชัว่โมง 
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รูปที่ 9 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนถูีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 15 นาท ี
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รูปที่ 10 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 30 นาท ี
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รูปที่ 11 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 1 ชัว่โมง 
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รูปที่ 12 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 2 ชัว่โมง 
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รูปที่ 13 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 4 ชัว่โมง 
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รูปที่ 14 ผลของ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก น้ําหนักตัว เมื่อใหทางปากกอนให HPP 60 

นาท ีตอความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบจกัรที่ถูก

เหนีย่วนําใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 15 

นาท ี
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รูปที่ 15 ผลของ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก น้ําหนักตัว เมื่อใหทางปากกอนให VPA 60 

นาที ตอความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนถูีบจกัรที่ถูก

เหนีย่วนําใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 30 

นาท ี
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รูปที่ 16 ระดบัของสารสื่อประสาท GABA ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกนัระหวาง หนูขาว

กลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ HPP (80 และ 160 มก/กก

น้ําหนกัตัว) เขาทางชองทอง โดยทีจ่ํานวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 17 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ GABA ใน

เปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
 
 
 
 
 
 



 36

 
 

 
 
รูปที่ 18 การเปลี่ยนแปลงของระดับสารสือ่ประสาท Glycine ในหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, 

PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนกัตัว) และ HPP (80 แล 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทาง

ชองทอง โดยที่จํานวนหนูในแตละกลุมเทากบั 5 ตัว 
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รูปที่ 19 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Glycine 

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 20 ระดบัของสารสื่อประสาท glutamate ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทยีบกนัระหวาง หนู

ขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ HPP (80 แล 160 มก/

กกน้าํหนักตวั) เขาทางชองทอง โดยที่จาํนวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 21 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Glutamate 

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 22 ระดบัของสารสื่อประสาท Aspartate ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกันระหวาง หนู

ขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ HPP (80 และ 160 มก/

กกน้าํหนักตวั) เขาทางชองทอง โดยที่จาํนวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 23 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Aspartate

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 24 Inward current ของเซลลประสาทบริเวณฮิปโปแคมปสตอการตอบสนองของ 

GABA ที่ความเขมขน 0.3-1,000 ไมโครโมล โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที ่ -20 

มิลลิโวลส 
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รูปที่ 25 GABA log concentration-response relationship ของเซลสประสาททีถู่กแยกทันที

ในบริเวณฮิปโปแคมปส ทุกจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current เปน mean + S.E.M. 

และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสงูสุด 
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รูปที่ 26 แสดงผลการยบัยั้ง inward current ของ BMC ตอตัวรับ GABAA ที่ขนาด 5, 10, 15 

และ 20 μM  
 

 

 
 

 
รูปที่ 27 แสดงผลการยับยัง้ inward current ของ PTX ตอตัวรับ GABAA ที่ขนาด 10, 50, 

100 และ 200 μM  
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รูปที่ 28 แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยัง้ inward current ของ

เซลลประสาทตอตัวรับ GABAA ของ BMC และ PTX. 
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รูปที่ 29 แสดงผลของ DZP ตอ inward current ของเซลลประสาทเมื่อไมมี  (A) และมี  (B) 

GABA ที่ขนาดความเขมขน 3 μM  

 DZP (1-1,000 μM) ไมมีผลตอตัวรับ GABAA เมื่อไมมี GABA (A) แตจะแสดงการเสริมฤทธิ์

กันระหวาง DZP (0.001-10 μM) และ GABA (3 μM) ในลกัษณะแปรผันตามความเขมขน ผลเสริม

ฤทธิ์ของ DZP มีคาสงูสุดเมือ่ใหความเขมขนที่ 1 μM (B) 
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รูปที่ 30 แสดงผลของ HPP ตอ inward current ของเซลลประสาทเมื่อใหรวมกับ GABA ที่

ขนาดความเขมขน 3 μM (A) และเมื่อเปรียบเทียบกับ DTZ (B) 
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รูปที่ 31 แสดงการเปลีย่นแปลงของ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine ที่

ขนาดความเขมขน 1-3,000 ไมโครโมล โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที่ -20 มิลลิ

โวลส 

 
รูปที่ 32 Glycine log concentration-response relationship ของเซลสประสาททีถู่กแยก

ทันทีในบริเวณฮิปโปแคมปส ทุกจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current เปน mean + 

S.E.M. และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสูงสุด 
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รูปที่ 33 แสดงผลการยับยัง้ของ Strychnine sulfate (STR) ที่ขนาด 1, 5, 10, 15 และ 20 

μM ตอ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine (30 μM) 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 34 แสดงผลของ HPP ที่ขนาดความเขมขน 0.1-300 μM ตอ inward current ของเซลล

ประสาทเมื่อใหรวมกบั Glycine (30 μM) 
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รูปที่ 35 แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยัง้ inward current ของ

เซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine โดย Strychnine (STR) และ HPP 
 
 

 
 
รูปที่ 36 แสดงการเปลีย่นแปลงของ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA ที่

ขนาดความเขมขน 1-800 μM โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที่ -20 มิลลิโวลส 
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รูปที่ 37 NMDA log concentration-response relationship ของเซลสประสาทที่ถูกแยก

ทันทีในบริเวณฮิปโปแคมปส ทกุจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current าเปน mean + 

S.E.M. และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสูงสุด 
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รูปที่ 38 แสดงผลการยับยัง้กระแสไฟฟาของ DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid 

(AP-5) ที่ขนาด 50, 100, 150 และ 200 μM ตอ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA 

(100 μM) 
 

 
 
 

 
รูปที่ 39 แสดงผลของ HPP ที่ขนาดความเขมขน 0.1-300 μM ตอ inward current ของเซลล

ประสาทที่เกิดจาก NMDA (100 μM) 
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รูปที่ 40 แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนและผลตอ inward current ของเซลล

ประสาทที่เกิดจาก NMDA โดย AP-5 และ HPP  
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อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองนีพ้บวา HPP มีฤทธิ์ตานชักที่แรงกวา VPA ถึง 3 เทาที่ optimal pretreated 

time (81 และ 221 มก/กก น้าํหนักตวัตามลําดับ) optimal pretreated time ของ HPP คือ 15 นาที

แสดงวา HPP นาจะผาน blood brain barrier เขาสูสมองไดเร็วกวา VPA จึงออกฤทธิ์ไดเร็วกวา 

อยางไรก็ตาม HPP มีขอดอยกวา VPA คือ มีระยะเวลาการออกฤทธิ์ส้ันดังจะเหน็ไดจากการที่คา ED50

ที่ 2 ชั่วโมงเพิม่ข้ึนเปนอกีหนึ่งเทาตวัในขณะที่ VPA ยังมีคา ED50เกือบเทาเดิม ดงันัน้จึงควรที่จะมีการ

แกไขโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีเพื่อให HPP สามารถออกฤทธิ์ไดนานกวานี ้การที ่HPP มี

ระยะเวลาการออกฤทธิท์ี่คอนขางสัน้นาจะเปนเหตุผลที่อาจอธิบายถงึ การที่ความเปนพิษตอการ

ทํางานประสานกนัของกลามเนื้อลายของ HPP ที่คอย ๆ นอยลงและหายไป ในขณะที่ฤทธิ์อันไมพึง

ประสงคดังกลาวของ VPA จะคงอยูไดนานกวา เมื่อพจิารณาจากคา ED50 ของ HPP ที่ลดลงเมือ่ให

รวมกับสาร SKF 252A ซึ่งเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยัง้การทํางานของเอนไซม cytochrome P 450 แสดงวา

เมแทบอลิซึมของสาร HPP นาจะมีอยางนอยสวนหนึ่งที่ตองอาศยัเอนไซม cytochrome P 450 

เชนเดียวกับ VPA 

จากผลของการทดลองทีพ่บวา HPP แมจะออกฤทธิต์านชักไดเร็ว แตก็มีระยะเวลาของการ

ออกฤทธิ์ส้ัน ผลดังกลาวอาจเกิดจากการที ่ HPP สลายตัว โดยอาศยัเอนไซมในตับหรือสมองได VPA 

ซึ่งเปนสารทีม่คีวามคงตวัมากกวาการที่จะพิสูจนสมมุติฐานดังกลาวอาจทําไดโดยการศึกษาใน brain 

หรือ liver homogenate โดยแยกเอาสวนที่เปนของเหลวออกมาผสมกับ HPP แลววิเคราะหหาปริมาณ 

VPA ที่เกิดจากการสลายตัวของ HPP ดวยเครื่อง HPLC ใช fluorescence detector และใช 9-

Anthryldiazomethane (ADAM) เปนสารที่ทําให VPA ที่อาจเกิดจากการสลายตัวของ HPP เรืองแสง  

แตเปนทีน่าเสยีดายที่ผูวิจยัไมสามารถดําเนินการวิจยัในสวนนี้ไดเนื่องจากสาร ADAM เปนสารกอ

มะเร็ง ไมสามารถหาซื้อในประเทศไทย ผูวจิัยเคยหาไดในประเทศญี่ปุน แตปจจุบนัก็ไมสามารถหาสาร

ตัวนี้ไดอีกแลว จึงไมสามารถศึกษาขอมูลการแตกตัวของ HPP ได 

การไมสมดุลกนัระหวางสารสื่อประสาทชนิดกระตุนและยังยั้งอาจเปนสาเหตุใหเกดิการชักได

(Holmes, 1997; MaNamara, 1996; Avanzini และ Franceschetti, 2003)  HPP เปนอนุพนัธของ 

VPA ซึ่งไดทําการทดสอบแลววามีฤทธิ์ในการตานชักแรงกวา VPA (Supatchaipisit, 1995) ทั้งในการ

ตานชักดวย MES และ PTZ แมวา HPP จะไมมีฤทธิ์ตานชักในการทดลองที่ใช Bicucullin และ 

Strychnine ที่กระตุนโดยการใหสารผานทางชองทอง อยางไรก็ตามกย็ังไมมีการศึกษาโดยตรงตอ

ตัวรับชนิด GABAA และ Glycine. จากการศึกษาขางตนพบวา HPP สามารถปองกนัการชกัที่ถูก
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กระตุนโดย PTZ ได ซึ่งทราบกันดีอยูแลววาการยับยัง้การชักมักจะเกดิจากการเพิ่มข้ึนของ GABA ซึ่ง

จะมีผลโดยตรงตอตัวรับ GABAAหรือมีผลตอการยับยัง้สารสื่อประสาทชนิดกระตุนก็ได 

การศึกษาผลของ HPP ตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ในเปลือก

สมองใหญหนขูาวทีเ่คลื่อนไหวโดยอิสระ โดยเปรียบเทยีบกับผลของ VPA ดวยวิธ ีmicrodialysis  เพื่อ

วัดปริมาณสารสื่อประสาท amino acid 4 ตัว คือ GABA กับ Glycine ซึ่งเปนสารสื่อประสาท amino 

acid ชนิดยับยั้ง และ Glutamate กับ Aspartate ซึ่งเปนสารสื่อประสาท amino acid ชนิดกระตุน ซึ่ง

พบวา HPP ทัง้ 2 ขนาด (80 และ 160 มก/กก น้าํหนักตัว) ไมมีผลตอสารสื่อประสาทชนิดยับยัง้ ทั้ง 2 

ชนิดคือ GABA และ Glycine ซึ่งแตกตางจากผลการทดลองกอนหนานี ้ (Supatchaipisit, 1995) ที่

พบวา HPP ในขนาดที่สูงมีผลเพิ่มระดับของสารสื่อประสาท GABA ในเปลือกสมองใหญของหนูแรท 

ผลที่ออกมาตรงขามกนัก็ขึ้นอยูกับรูปแบบการทดลองที่แตกตางกนั ซึ่งการศึกษากอนหนานีท้ําใน

สัตวทดลองทีส่ลบ แตในการศึกษาครั้งนีท้ําในสัตวทดลองที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ ผลที่แตกตางกนั

จากการศึกษาของ Supatchaipisit (1995) อีกอยางหนึง่คือ VPA ทั้ง 2 ขนาดไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงสารสื่อประสาทชนิด GABA ซึ่งก็ตรงกบัการศึกษาของ Numthongsakun (2000) และ 

Yeamvanichanun (1997) อยางไรก็ตาม ผลของ VPA ในแตละการทดลองก็มีความแตกตางกนั  เชน 

มีผลการรายงานวามกีารเพิม่ข้ึนของระดบั GABA ในการให VPA อยางรวดเร็ว  ซึ่งเปนที่นาสนใจวา 

การเปลี่ยนแปลงของระดับ GABA มักจะพบที่บริเวณสมองสวน striatum, hippocampus และ 

cerebellum หลังจากใหสาร VPA แลว (Chapman และคณะ 1982) แมวา Farrent และ Webstar 

(1989) ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ GABA หลังจากให VPA ไปแลวในสมองสวน substantia 

nigra. อยางไรก็ตามผลการตานชักของ VPA ก็ยังมีหลายกลไก เชน Glycine ซึ่งจากการทดลองพบวา 

ไมมีผลการเปลี่ยนแปลงระดับของ Glycine ในเปลือกสมองใหญ ซึ่งตรงกับผลการทดลองของ 

Numthongsakun (2000) และ Wanasuntronwong (2001) Glycine เปนสารสื่อประสาทชนิดยบัยั้งที่

พบไดในไขสันหลัง (Godin และคณะ 1969) แตก็มีรายงานวาพบการเพิ่มข้ึนของปริมาณสาร Glycine 

ในเปลือกสมองใหญเมื่อใหสาร VPA (Loscher และ Horsetermann, 1994) แมวาจะไมมีหลักฐานวา 

Glycine มีผลในการเปนฤทธิ์ตานชกัของ VPA  เมื่อพิจารณาจากการที่ HPP สามารถปองกนัการชักใน

หนถูีบจักรที่ไดรับ PTZ แตไมพบการเพิม่ปริมาณสารสื่อประสาท GABA เมื่อศึกษาโดยวธิ ี

microdialysis แตอยางใด ผลดังกลาวอาจเปนไปไดที่วา HPP อาจมีฤทธิท์างออมโดยไปทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของขบวนการใดขบวนการหนึ่งซึง่มีผลทําให affinity ของ GABA receptor  เพิ่มมากขึ้น

หรืออาจมีผลยับยั้งสารสื่อประสาทชนิดกระตุนก็ได 

เปนทีน่าสนใจวา HPP มีผลลดปริมาณของสารสื่อประสาทชนิดกระตุนคือ Glutamate ในหนู

แรทที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระแมวาจะไมมผีลตอการเปลีย่นแปลงระดบั Aspartate ก็ตาม ซึง่ VPA ใน
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ขนาดที่สงูก็สามารถลดระดบัของสารสื่อประสาท Glutamate ได แตก็ไมมีผลตอระดับ Aspartate 

เชนกนั ผลดงักลาวตรงกับการทดลองของ Wanasuntronwong (2001) การลดลงของระดับสารสื่อ

ประสาทชนิด Glutamate นาจะเปนผลจากฤทธิ์ตานชกัของ HPP ซึ่งตรงกับผลของฤทธิ์ยาตานชกัตัว

อ่ืน ๆ ที่ลดการหลั่งของสารสื่อประสาท glutamate เชน Lamotrigine หรือ Riluzole ซึ่งมีผลลดระดับ

ของสารสื่อประสาท Glutamate โดยยับยั้งการทาํงานของชองทางผานของ Na+  ion ในการศึกษาจาก

ชิ้นเนื้อเยื่อพบวาการยับยัง้การทํางานของ Na+ channel ของยา Carbamazepine และ 

Oxcarbazepine จะมีผลลดการหลัง่ของสารสื่อประสาทชนิด Glutamate (Waldmeier และคณะ 

1996) ซึ่งมีรายงานวา VPA สามารถปรับเปลี่ยนการทาํงานของ Na+ channel จะมผีลตอการหลั่งของ

สารสื่อประสาท Glutamate (Rowley และคณะ 1995) ซึ่งผลของ VPA ตอการลดลงของสารสื่อ

ประสาทชนิดกระตุนจึงนาสนใจที่จะทาํการศึกษาตอไป 

จากการศึกษาโดยวิธ ี patch-clamp technique ของสาร HPP ตอตัวรับ 3 ชนิดคือ GABAA, 

Glycine และ NMDA พบวา HPP ขนาด 0.1-300 μM จะไมมีผลเสริมฤทธิ์ของ GABA ขนาด 3 μM 

และ HPP ขนาด 300 μM ก็ไมมีผลตอตัวรับ Glycine เชนกนั ผลการวิจัยครั้งนี้สอดคลองกับรายงาน

ของ Supatchaipisit 1995 วา HPP ไมมีผลตานชกัที่เกิดจากการกระตุนดวย Bicuculline และ 

Strychinine ดังนัน้ HPP จึงไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อประสาทชนิดยับยัง้ที ่ post-

synaptic cell ทีท่ําการศึกษาจากเซลลประสาทในสมองสวนฮิปโปแคมปส ในขณะที่ HPP จะมีผลใน

การลด Glutamate ใน pre-synaptic cell ในหนูแรทที่เคลื่อนที่ไดโดยอิสระ แต HPP ก็ไมสามารถลด

กระแสไหลผานตัวรับ NMDA ที่ post-synaptic cell ได  

จากผลการทดลอง HPP มีฤทธิ์การลดการหลัง่ของสารสื่อประสาท Glutamate อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเราพบวา กลไกการยับยั้งการทาํงานของ glutamate มกัจะเกิดจากสงัเคราะหและ

การเก็บกลับของ วงจร Glutamate (Daikhin และ Yudkoff, 2000) ยาตานชักมกีลไกในการออกฤทธิ์

หลายอยางซึ่งจะมีผลตอ Ca2+ และNa+ channels มากกวา Glutamate system (Stefani และคณะ, 

1997) อยางไรก็ตาม ผลการตานชักของ HPP กย็ังเปนที่นาศึกษาตอไป 
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