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 การบาดเจ็บของเส้นประสาทเป็นสาเหตท่ีุสําคญัของภาวะทพุพลภาพเน่ืองจากการตายของ
เซลล์ประสาทและเซลล์คํา้จนุ มีหลกัฐานบง่ชีว้า่ p38 MAPK น่าจะมีบทบาทสําคญัในกระบวนการ
ดงักลา่ว การศกึษานีมี้จดุประสงค์เพ่ือดกูารเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ p38 ในปมประสาทไข
สนัหลงัและเส้นประสาทหลงัการบาดเจ็บของเส้นประสาทและทดสอบวา่ p38 เก่ียวข้องกบั
กระบวนการ apoptosis ในโครงสร้างเหลา่นีห้รือไม ่ โดยทําให้เกิดการบาดเจ็บของเส้นประสาท 
sciatic แบบตดัขาด (transection) ในหน ูจากนัน้เม่ือครบ 2 สปัดาห์นําเนือ้เย่ือมาศกึษาระดบั p38 
และโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบั apoptosis หนอีูกสว่นถกูแบง่เป็นกลุม่ท่ีได้รับ p38 inhibitor คือ 

SB203580 ขนาด 200 g/kg ตอ่วนัฉีดเข้าช่องท้องหรือกลุม่ inhibitor กบักลุม่ท่ีได้รับตวัทําละลาย 
DMSO อยา่งเดียวหรือกลุม่ control เม่ือครบ 2 สปัดาห์นําเนือ้เย่ือมาศกึษาเช่นเดียวกบัหนสูว่นแรก 
Western blot แสดงวา่สดัสว่นของ active ตอ่ total p38 (p38-P/T) ท่ีแสดงถงึระดบัการทํางานของ 
p38 ในปมประสาทและเส้นประสาทไมเ่ปล่ียนแปลงหลงัการบาดเจ็บเช่นเดียวกบั p38 substrate 
คือ ATF2 นอกจากนีย้งัพบการเพิม่ระดบั total caspase-3 หลงัการบาดเจ็บด้วย 
Immunohistochemistry แสดงวา่โปรตีนเหลา่นีส้ว่นใหญ่อยูใ่นเซลล์ประสาทในปมประสาทและ
เซลล์คํา้จนุในเส้นประสาท เม่ือให้ยายบัยัง้ p38 พบวา่ทําให้ลดระดบัการทํางานของ p38, ATF2 
และระดบั total caspase-3 โดยเฉพาะในปมประสาท ข้อมลูเหลา่นีแ้สดงวา่ p38 นา่จะเก่ียวข้องกบั
ภาวะ apoptosis ในปมประสาทไขสนัหลงัในภาวะเส้นประสาทบาดเจ็บ ซึง่จําเป็นต้องยืนยนัโดย
การศกึษาในแง่ apoptosis โดยตรง 
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Nerve injury remains the major cause of disability due to neuronal and glial cell 
apoptosis. Evidence suggests the possible role of p38 in these events. This study was 
aimed to examine the status of p38 in spinal ganglia and sciatic nerve after injury and to 
test if p38 is involved in the apoptosis. Complete injury (transection) of sciatic nerve was 
induced in rats and the tissues were removed for determining the levels of p38 and 
apoptosis-related proteins after 2 weeks. In another experiment, the rats received either 

specific p38 inhibitor (SB203580) 200 g/kg/day i.p. (inhibitor group) or vehicle (DMSO) 
only (control group) and the tissues removed at 2 weeks post-injury. Western blot showed 
no changes in the ratio of active to total p38 (p38-P/T) which indicates its status, in the 
DRG and sciatic nerve after injury. Results of the p38 substrate, ATF2, were similar. 
However, the expression of total caspase-3 was increased after injury. 
Immunohistochemistry showed the main locations of these proteins in the DRG neurons 
and Schwann cells. With the p38 inhibitor, activities of p38 and ATF2 including levels of 
total caspase-3 were decreased, especially in the DRG. These data indicates that p38 is 
likely involved in the apoptosis of DRG neurons after nerve injury which should be verified 
by direct studies on the apoptosis. 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อที่ใช้ในการวจิัย (List of abbreviations) 
  

ABC     Avidin-biotin complex 
ATF2     Activation of transcription factor 2 
ATF2-P     Phosphorylated form of ATF2 
ATF2-T     Total form of ATF2 
DAB     Diaminobenzidine 
DMSO     Dimethylsulfoxide 
DRG     Dorsal root ganglion 
HSP27     Heat shock protein 27 
FITC     Fluorescein isothiocyanate 
MAPKs     Mitogen-activated protein kinases 
p38-P     Phosphorylated form of p38 
p38-T     Total form of p38 
PFA     Paraformaldehyde 
SEM     Standard error of mean 
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ความสาํคัญและที่มาของปัญหาที่ทาํการวจิัย 
ในปัจจบุนัพบปัญหาการบาดเจ็บของเส้นประสาทมากขึน้ เน่ืองจากการเพิม่ขึน้ของอบุตัเิหตุ

บนถนน การทําร้ายร่างกาย และอบุตัเิหตใุนโรงงานอตุสาหกรรมเป็นหลกั ซึง่มกัเกิดการบาดเจ็บท่ี
เส้นประสาทของแขนขา ผลของเส้นประสาทบาดเจ็บนีทํ้าให้ผู้ ป่วยใช้แขนหรือขาท่ีมีปัญหาได้จํากดั 
หรืออาจเกิดอมัพาตของร่างกายสว่นดงักลา่ว เป็นผลให้เกิดภาวะทพุพลภาพ สญูเสียรายได้ 
สขุภาพจิตเสียรวมทัง้เกิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจตอ่ประเทศอีกด้วย ดงันัน้การรักษาการบาดเจ็บ
ของเส้นประสาทเพ่ือให้มีการคืนหน้าท่ีสมบรูณ์และรวดเร็วท่ีสดุจงึมีความสําคญัเป็นอยา่งยิ่ง 

ถึงแม้วา่เส้นประสาทท่ีบาดเจ็บจะสามารถซอ่มแซมตวัเอง โดยแขนงของเซลล์ประสาทท่ีขาด
สามารถงอกออกมาใหมจ่นกระทัง่กลบัไปสูอ่วยัวะสว่นปลายได้ แตโ่ดยปกตแิล้วจะใช้เวลานานมาก
และการคืนหน้าท่ีมกัยงับกพร่องอยู ่ ทัง้นีเ้น่ืองจากเส้นประสาทงอกได้ช้าและมกัมีการตายของเซลล์
ประสาทท่ีบาดเจ็บไปบางสว่น จงึมีความพยายามศกึษาถึงกลไกท่ีเก่ียวข้องกบัการบาดเจ็บและการ
งอกใหมข่องเส้นประสาท เพ่ือสามารถพฒันาเป็นวิธีการรักษาภาวะนีใ้นผู้ ป่วยตอ่ไป 

มีหลกัฐานการศกึษาวา่กลุม่ของเอนไซม์ mitogen-activated protein kinases (MAPKs) ซึง่
ประกอบไปด้วยกลุม่ยอ่ย 3 กลุม่ คือ extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun amino-
terminal kinase (JNK) และ p38 kinase มีการทํางานเปล่ียนแปลงไปหลงัมีการบาดเจ็บของ
เส้นประสาท สําหรับ p38 นัน้มีข้อมลูเบือ้งต้นบง่ชีว้า่ p38 น่าจะมีผลตอ่การตายของเซลล์ประสาท
รวมทัง้เซลล์คํา้จนุ ซึง่อาจจะเป็นสาเหตสํุาคญัท่ีทําให้การคืนหน้าท่ีของเส้นประสาทหลงัการบาดเจ็บ
เกิดได้ช้าและไมส่มบรูณ์ แตย่งัไมมี่การศกึษาเพ่ือยืนยนัสมมตุฐิานดงักลา่วนี ้ ดงันัน้การศกึษา
เพิ่มเตมิถึงบทบาทของ p38 ตอ่การบาดเจ็บของเส้นประสาท จงึมีความสําคญัตอ่การพฒันาวิธีการ
รักษาภาวะนีโ้ดยการเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ p38 ตอ่ไปในอนาคต 
 

การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 
มีการศกึษาพบการกระตุ้น p38 ในเซลล์ประสาทสัง่การในไขสนัหลงัและแขนงหลงั

เส้นประสาทถกูตดั (1) อีกการศกึษาพบการกระตุ้น p38 ในเส้นประสาทของหนทูัง้สว่นต้นและสว่น
ปลายตอ่ตําแหนง่ท่ีเสียหายภายใน 1 สปัดาห์ (2) นอกจากนีใ้นโมเดลการศกึษาความเจ็บปวดของ
เส้นประสาท (neuropathic pain) ก็มีการทําให้เส้นประสาทบาดเจ็บโดยการผกูไหมรัดให้แนน่
โดยรอบรากประสาท (spinal nerve root ligation) และพบมีการกระตุ้นของ p38 ในเซลล์ประสาท
รับความรู้สกึในปมประสาทไขสนัหลงั (spinal or dorsal root ganglia - DRG) และใน dorsal horn 
ของไขสนัหลงัด้วย (3-6) สําหรับบทบาทในกรณีเส้นประสาทบาดเจ็บนัน้ ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง
พบวา่ p38 เก่ียวข้องกบัการงอกใหมข่องแขนงเซลล์ (7-8) สว่นในสตัว์ทดลอง การศกึษาโดย Myers 
และคณะ (2) รายงานวา่ p38 ท่ีถกูกระตุ้นหลงัเส้นประสาทบาดเจ็บพบท่ี Schwann cell ซึง่เป็นเซลล์
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คํา้จนุของเส้นประสาท และน่าจะเก่ียวข้องกบัการตายของเซลล์ดงักลา่ว ซึง่เม่ือให้ inhibitor จําเพาะ
ของ p38 ในสตัว์จะเพิม่ระยะในการงอกใหม่ของเส้นประสาท นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ p38 อาจมี
บทบาทตอ่การสร้างเย่ือหุ้ม myelin โดย Schwann cell ในเส้นประสาทด้วย (9) นอกจากการงอก
ใหมข่องเส้นประสาทแล้ว เซลล์ประสาทท่ีแขนงได้รับความเสียหายจากการบาดเจ็บยงัมีการตาย
แบบ apoptosis เกิดขึน้ด้วย (10-11) การศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่ p38 เก่ียวข้องกบั apoptosis ของ
เซลล์ประสาทจากภาวะนํา้ตาลสงู (12) ดงันัน้จงึเป็นไปได้วา่การกระตุ้น p38 ท่ีพบในเซลล์ประสาท
อาจเก่ียวข้องกบัการตายของเซลล์หลงัการบาดเจ็บได้ ซึง่ต้องพิสจูน์ตอ่ไป 
 

วัตถุประสงค์ของโครงการวจิัย 
1. เพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ p38 ใน DRG และเส้นประสาทในภาวะการ

บาดเจ็บของเส้นประสาท 
2. เพ่ือศกึษาบทบาทของ p38  ตอ่ภาวะ apoptosis ใน DRG และเส้นประสาทหลงัมีการบาดเจ็บ

โดยใช้การยบัยัง้ p38 ด้วย inhibitor ท่ีจําเพาะ 
 

ทฤษฎี สมมุตฐิาน และกรอบแนวความคดิของโครงการวจิัย 
เน่ืองจากหลงัการบาดเจ็บของเส้นประสาทจะเกิดการตายของเซลล์ประสาทใน DRG และ

การตายของเซลล์คํา้จนุร่วมกบัการเส่ือมสลายของ axon ในสว่นท่ีต่ํากวา่การบาดเจ็บ (Wallerian 
degeneration) หลงัจากนัน้จะมีการงอกใหมข่อง axon (axonal regeneration) จากเซลล์ประสาทท่ี
ยงัรอดอยู ่ ซึง่ p38 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานในภาวะนี ้ อาจมีบทบาทตอ่การตายของ
เซลล์เหลา่นี ้จงึเป็นไปได้วา่การเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ p38 อยา่งถกูต้อง อาจช่วยลดการ
ตายของเซลล์ประสาทและเซลล์คํา้จนุ สง่ผลให้เกิดการคืนหน้าท่ีของเส้นประสาทได้เร็วและดีขึน้ อนั
จะเป็นผลดีตอ่ผู้ ป่วยท่ีเกิดการบาดเจ็บของเส้นประสาทตอ่ไป 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ความรู้ใหมเ่ก่ียวกบับทบาทของ p38 ในการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์คํา้จนุท่ีแน่ชดั 
จะเป็นข้อมลูสําคญัในการพฒันาวิธีการรักษาท่ีมีเปา้หมายท่ี p38 MAPK ในผู้ ป่วยท่ีมีเส้นประสาท
บาดเจ็บตอ่ไป 
 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
การทดลองในสัตว์และเกบ็ชิน้เนือ้ 
1. Pilot study เพ่ือดกูารเปล่ียนแปลงของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบั apoptosis ในปมประสาทไขสนั

หลงัและเส้นประสาทหลงัการบาดเจ็บของเส้นประสาท 
ทัง้นีไ้ด้ใช้ชิน้เนือ้ท่ีเหลือจากโครงการอ่ืนท่ีเสร็จสิน้ไปแล้วมาทําการศกึษาเบือ้งต้นดงันี ้
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1.1 ใช้ปมประสาทไขสนัหลงัระดบั lumbar ท่ี 4 และ 5 (L4/5 DRG) รวมทัง้เส้นประสาท sciatic 
ข้างท่ีปกตแิละข้างท่ีผา่ตดัแบบ transection (เส้นประสาทถกูตดัแยกออกเป็น proximal 
และ distal stump โดยทิง้ไว้ไมเ่ย็บให้ตอ่กนั) ผา่นไป 2 สปัดาห์ จากหน ู4 ตวั 

1.2 ทําการวดัระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัภาวะ apoptosis คือ Bcl-2, HSP (heat shock 
protein) 27, Bax, total/cleaved (active) caspase-3 ทัง้ในปมประสาทและเส้นประสาท
ด้วยเทคนิค Western blot 
 

2. การศกึษาผลการยบัยัง้ p38 ด้วย inhibitor จําเพาะตอ่ระดบัการทํางานของ p38 และโปรตีนท่ี
เก่ียวข้องกบั apoptosis หลงัมีการบาดเจ็บของเส้นประสาท 
2.1 ใช้หน ู Wistar เพศผู้ จํานวน 14 ตวั ดมยาสลบและผา่ตดัทกุตวั โดยทําให้เส้นประสาท

บาดเจ็บแบบ transection คือตดัเส้นประสาท sciatic ข้างซ้ายท่ีระดบักึ่งกลางต้นขาออก
ยาว 5 mm เพ่ือให้ปลายแยกห่างจากกนั เสร็จแล้วเย็บปิดผิวหนงัและรอให้หนฟืูน้ 

2.2 เม่ือหนฟืูน้ดีแล้วในวนัเดียวกนั แบง่หนอูอกเป็น 2 กลุม่ คือ 
กลุม่ท่ีได้รับ p38 inhibitor (SB203580) หรือกลุม่ inhibitor (I, n=7) 
กลุม่ท่ีได้รับเฉพาะ vehicle ของ SB203580 คือ DMSO หรือกลุม่ control (C, n=7) 
จากนัน้ฉีดยา SB203580 ท่ีละลายใน DMSO ในขนาด 200 µg/kg เข้าช่องท้องหนกูลุม่ I 
สว่นกลุม่ C ฉีดเฉพาะ DMSO โดยฉีดยาทกุวนัวนัละครัง้ 

2.3 เม่ือครบ 2 สปัดาห์หลงัผา่ตดั ฆา่หนทูัง้หมด โดยใน 6 ตวัของแตล่ะกลุม่ ดมยาสลบเกิน
ขนาดแล้วผา่ตดัทนัทีเพ่ือเอา L4/5 DRG ออกมาเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ –70�ºC จนกวา่จะใช้
วิเคราะห์ระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบั apoptosis และ total/phosphorylated (active) p38 
รวมทัง้ substrate ของ p38 คือ total/phosphorylated ATF2 ด้วยเทคนิค Western blot 

2.4 ในหนอีูก 1 ตวัของกลุม่ หลงัให้ยาสลบเกินขนาดแล้วทํา perfusion โดยการฉีดนํา้เกลือตาม
ด้วย 4% paraformaldehyde (PFA) ผา่นหวัใจ เสร็จแล้วผา่ตดัเลาะเก็บ L4/5 DRG และ
เส้นประสาท sciatic แช่ใน 4%PFA อีก 6 ชัว่โมงและเปล่ียนแช่ใน 30% sucrose เพ่ือฝังใน 
OCT ชิน้เนือ้เหลา่นีจ้ะถกูนําไปวิเคราะห์ตําแหนง่ของโปรตีนวา่อยูใ่นเซลล์ประสาทหรือเซลล์
คํา้จนุด้วยเทคนิค immunohistochemistry 

 

การวัดระดบัโปรตนีด้วยเทคนิค Western blot 
1. นําเนือ้เย่ือไปป่ัน (homogenization) และหาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวธีิของ Bramhall (13) 
2. แยกโปรตีนด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) จากนัน้ทําการย้ายโปรตีนจาก gel ไปท่ี nitrocellulose membrane 
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3. ตรวจวดัระดบัโปรตีนท่ีสนใจโดยใช้ commercial kit คือ Vectastain kit (Vector) ซึง่อาศยั
หลกัการ Avidin-Biotin Complex (ABC) โดยยอ่คือ ใส ่primary antibody ท่ีจําเพาะตอ่ Bcl-2, 
HSP27, Bax, total/cleaved caspase-3, total/active p38 และ total/active ATF2 ทิง้ไว้

ข้ามคืนท่ีอณุหภมูิ 4C จากนัน้ล้างด้วย buffer แล้วใส ่ secondary antibody ท่ีตดิฉลากกบั 
biotin ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที 

4. ล้าง membrane แล้วตรวจสอบระดบัของโปรตีนท่ีต้องการใน membrane โดยใส ่ ABC ท่ีตดิ
ฉลากกบั peroxidase จากนัน้เตมิ substrate ของ peroxidase คือ DAB เพ่ือให้เกิดเป็นแถบสี 

5. สแกนแถบสีบน membrane เป็นไฟล์ภาพแล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม image analysis 
ด้วยวิธีอา่นคา่ความเข้มของแถบ (densitometric analysis) เพ่ือหาระดบัโปรตีน โดยในกรณี
ของ caspase-3, p38 และ ATF2 นัน้ ต้องคํานวณหาคา่สดัสว่นของระดบั active ตอ่ total form 
ซึง่เป็นดชันีบง่ชีถ้ึงระดบัการทํางานของโปรตีนเหลา่นี ้

 

การบอกตาํแหน่งของโปรตนีด้วยเทคนิค Immunohistochemistry 

1. ตดั DRG และเส้นประสาท sciatic ท่ีฝังใน OCT ด้วยเคร่ืองตดั cryostat หนา 5 และ 12 m 
ตามลําดบั 

2. ปอ้งกนั nonspecific binding ของ antibody ท่ีจะใช้ตอ่ไปโดยแช่ section ใน 10% normal 
serum ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องคร่ึงชัว่โมง 

3. ใส ่ primary antibody ตอ่โปรตีนท่ีสนใจทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 4C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ล้าง slide 
จากนัน้ใช้หลกัการ ABC เพ่ือแสดงตําแหนง่โปรตีน โดยใส ่ biotinylated secondary antibody 
ตามด้วย avidin-FITC (Vector) ทําการ mount แล้วดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ fluorescence 

4. ในขัน้ตอนท่ี 3 ก่อน mount หากต้องการทราบวา่โปรตีนอยูท่ี่ Schwann cell ในเส้นประสาท
หรือไม ่ให้ทําการย้อมตอ่ด้วย antibody ตอ่ S100 ซึง่เป็น marker ของ Schwann cell ตามด้วย 
biotinylated secondary antibody และ avidin-rhodamine ตามลําดบั 

 

การวิเคราะห์ทางสถติ ิ
เปรียบเทียบนํา้หนกัระหวา่งกลุม่ทดลอง ระดบัโปรตีนระหวา่งปมประสาทและเส้นประสาททัง้

สองข้างรวมทัง้ระหวา่งกลุม่ด้วย Student’s t test ความแตกตา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือ p < 0.05 
 

ผลการวจิัย 
1. Pilot study ดกูารเปล่ียนแปลงของโปรตีนท่ีเก่ียวกบั apoptosis ใน DRG และเส้นประสาท 

sciatic หลงัการบาดเจ็บ 
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พบวา่ระดบัของ Bcl-2, HSP27 และ Bax ใน DRG และเส้นประสาท sciatic ต่ํามากจนไม่
เห็นปรากฎเป็นแถบในการทํา Western blot มีเฉพาะ total caspase-3 เท่านัน้ท่ีเห็นแถบและ
สามารถวิเคราะห์ตอ่ได้ โดยพบวา่ total caspase-3 มีปริมาณเพิม่มากขึน้ใน DRG ข้างท่ีทํา
ผา่ตดั transection เม่ือเทียบกบัข้างท่ีปกตใินชิน้เนือ้จากหนทูัง้ 4 ตวั (รูปท่ี 1) ซึง่คา่เฉล่ียสดัสว่น

ของข้างท่ีผา่ตดัเทียบกบัข้างปกตเิท่ากบั 1.87 � 0.35 (SEM) นอกจากนีใ้นเส้นประสาท 
sciatic ก็พบการเปล่ียนแปลงท่ีคล้ายกนั คือ มีระดบัของ total caspase-3 ในสว่น distal stump 
ท่ีต่ํากวา่รอยตดัมากกวา่ข้างปกตแิละสว่น proximal stump ท่ีอยูเ่หนือรอยผา่ตดั ซึง่แทบไมเ่ห็น
แถบ (รูปท่ี 2) ดงันัน้จงึไมไ่ด้วดัปริมาณความเข้มแถบเปรียบเทียบกนัในกรณีนี ้

สรุปได้วา่มีการเพิ่มระดบัของ total caspase-3 ใน DRG และเส้นประสาท sciatic 
โดยเฉพาะสว่น distal stump ในข้างท่ีผา่ตดั transection สว่น cleaved caspase-3 และโปรตีน
ท่ีเก่ียวข้องกบั apoptosis อ่ืนๆ มีระดบัต่ํามากจนวิเคราะห์ไมไ่ด้ 

 

2. การศกึษาผลการยบัยัง้ p38 ด้วย inhibitor ตอ่ระดบัการทํางานของ p38, ATF2 และ caspase-
3 หลงัมีการบาดเจ็บของเส้นประสาท 

 

 
 

รูปที่ 1 ระดบัของ total caspase-3 ในปมประสาทไขสนัหลงั (DRG) ของหน ู 4 ตวั (R1-4) ทัง้ข้างท่ีปกติ 
(intact, I) และข้างท่ีผา่ตดั transection (T) 

 

 
 

รูปที่ 2 ระดบัของ total caspase-3 ในเส้นประสาท sciatic (SN) ของหน ู4 ตวั (R1-3) ทัง้ข้างท่ีปกติ (intact, 
I) และข้างท่ีผา่ตดั transection ในสว่น proximal stump (P) และ distal stump (D) 
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นํา้หนักของสัตว์ทดลอง 
นํา้หนกัเฉลี่ยของหนกูลุม่ control และกลุม่ p38 inhibitor ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั

ทางสถิตติัง้แตเ่ร่ิมต้นจนสิน้สดุการทดลอง (รูปท่ี 3) บง่ชีว้า่ p38 inhibitor ท่ีให้ในขนาด 200 
µg/kg/day ไมมี่ผลกระทบตอ่การเจริญเตบิโตเพิ่มนํา้หนกัของหน ู

 

 
 

รูปที่ 3 นํา้หนกัตวัของหนตูามเวลาตัง้แต ่1 วนัก่อนผา่ตดั (D1-) จนถงึ 14 วนัหลงัผา่ตดั (D14) ของหนกูลุม่ 
control และกลุม่ท่ีได้ p38 inhibitor 

 

ระดบัการทาํงานของ p38 
 ใน DRG พบวา่ไมมี่การเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ p38 หลงัมีการบาดเจ็บของ
เส้นประสาทในกลุม่ทดลองทัง้สองกลุม่ (รูปท่ี 4) แตมี่การทํางานลดลงในกลุม่ inhibitor เม่ือ
เทียบกบักลุม่ control ทัง้ข้างท่ีปกตแิละข้างท่ีผา่ตดัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 
 

 
 

 
 

รูปที่ 4 ระดบัของ p38 ในรูป active (p38-P) และ total (p38-T) ใน L4/5 DRG ข้างท่ีปกติ (intact, I) และข้าง
ท่ีบาดเจ็บ (transection, T) จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟแสดงคา่สดัสว่น p38-P ตอ่ p38-T เป็น
คา่เฉล่ียและ SEM * p < 0.05 vs. control 
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 สว่นในเส้นประสาท sciatic พบวา่มีการเพิ่มขึน้ของ p38-T ในข้างท่ีบาดเจ็บสว่น distal แต่
กลบัมีระดบั p38-P ลดลง (รูปท่ี 5) ทําให้คา่สดัสว่น p38-P/T สงูสดุในเส้นประสาทข้างท่ีปกติ
และลดลงตามลําดบัในข้างท่ีบาดเจ็บสว่น proximal กบั distal ทัง้นีค้า่สดัสว่นนีข้องกลุม่ 
inhibitor น้อยกวา่กลุม่ control อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 
 

 
 

 
 

รูปที่ 5 ระดบัของ p38 ในรูป active (p38-P) และ total (p38-T) ในเส้นประสาท sciatic ข้างท่ีปกติ (intact, I) 
ข้างท่ีบาดเจ็บทัง้สว่นต้น (proximal, P) และสว่นปลาย (distal, D) จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟ
แสดงคา่สดัสว่น p38-P ตอ่ p38-T เป็นคา่เฉลี่ยและ SEM * p < 0.05 vs. control 

 

ระดบัการทาํงานของ ATF2 
 ใน DRG พบวา่ระดบัการทํางานของ ATF2 ไมแ่ตกตา่งกนัระหวา่งข้างปกตแิละข้างท่ีผา่ตดั 
แตล่ดลงในกลุม่ inhibitor เม่ือเทียบกบักลุม่ control อยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05) (รูปท่ี 6)
สําหรับในเส้นประสาท sciatic ไมส่ามารถตรวจวดั ATF2-P ได้ ทําให้วดัได้แตเ่ฉพาะ ATF2-T 
ซึง่พบวา่มีระดบัเพิ่มขึน้ในเส้นประสาทข้างท่ีบาดเจ็บอยา่งมีนยัสําคญัเม่ือเทียบกบัข้างปกต ิ (p 
< 0.05/0.01) (รูปท่ี 7) และกลุม่ inhibitor มีระดบั ATF2-T ใกล้เคียงกบักลุม่ control 
 

ระดบัของ total caspase-3 
 พบวา่ระดบั total caspase-3 เพิ่มขึน้ใน DRG ข้างท่ีทํา transection เม่ือเทียบกบัข้างปกติ
อยา่งมีนยัสําคญัทัง้ในกลุม่ control (p < 0.01) และ inhibitor (p < 0.05) (รูปท่ี 8) โดยคา่ของ
กลุม่ inhibitor น้อยกวา่กลุม่ control โดยเฉพาะข้างท่ีผา่ตดั (p < 0.05) 
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รูปที่ 6 ระดบัของ ATF2 ในรูป active (ATF2-P) และ total (ATF2-T) ใน L4/5 DRG ข้างท่ีปกติ (intact, I) 
และข้างท่ีบาดเจ็บ (transection, T) จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟแสดงคา่สดัสว่น ATF2-P ตอ่ 
ATF2-T เป็นคา่เฉลี่ยและ SEM * p < 0.05 vs. control 

 

 
 

 
 

รูปที่ 7 ระดบัของ ATF2 ในรูป total (ATF2-T) ในเส้นประสาท sciatic ข้างท่ีปกติ (intact, I) ข้างท่ีบาดเจ็บทัง้
สว่นต้น (proximal, P) และสว่นปลาย (distal, D) จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟแสดงคา่ ATF2-T 
เป็นคา่เฉล่ียและ SEM * p < 0.05 vs. intact, # p < 0.01 vs. intact 

 

ในเส้นประสาท sciatic ระดบั total caspase-3 เพิม่ขึน้ในข้างท่ีบาดเจ็บเม่ือเทียบกบัข้าง
ปกต ิ ทัง้นีร้ะดบัในข้างปกตน้ิอยมากจนไมส่ามารถอา่นคา่ได้ ทําให้วิเคราะห์คา่ได้เฉพาะข้างท่ี
บาดเจ็บ proximal และ distal โดยไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัระหวา่งกลุม่ (รูปท่ี 9) 
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รูปที่ 8 ระดบัของ total caspase-3 ใน L4/5 DRG ข้างท่ีปกติ (intact, I) และข้างท่ีบาดเจ็บ (transection, T) 
จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟแสดงคา่ total caspase-3 เป็นคา่เฉล่ียและ SEM * p < 0.05 vs. 
intact & control, # p < 0.01 vs. intact 

 

 
 

 
 

รูปที่ 9 ระดบัของ total caspase-3 ในเส้นประสาท sciatic ข้างท่ีปกติ (intact, I) ข้างท่ีบาดเจ็บทัง้สว่นต้น 
(proximal, P) และสว่นปลาย (distal, D) จากหนกูลุม่ control และ inhibitor กราฟแสดงคา่ total caspase-
3 เป็นคา่เฉล่ียและ SEM * p < 0.001 vs. proximal 
 

ตาํแหน่งของ p38 และ caspase-3 ใน DRG และเส้นประสาท sciatic 
พบตําแหน่งของ p38-P ใน DRG อยูท่ี่ nucleus ของ neuron ขนาดกลางถึงเลก็ รวมทัง้ใน 

cytoplasm ของบางเซลล์ด้วย (รูปท่ี 10A) สว่น total caspase-3 อยูท่ี่ cytoplasm ของ neuron 
ขนาดกลางถงึเลก็และ satellite cell รอบเซลล์ขนาดใหญ่ด้วย (รูปท่ี 10B) สว่นผลของ ATF2-P 
นัน้คล้ายกบัของ p38-P จงึไมไ่ด้แสดงผลการทดลองไว้ ณ ท่ีนี ้
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รูปที่ 10 ตําแหน่งของ p38-P (A) และ total caspase-3 (B) ใน DRG รูป A หวัลกูศรและลกูศรแสดง
ตําแหน่งท่ีพบใน cytoplasm และ nucleus ของ neuron ตามลําดบั รูป B หวัลกูศรและลกูศรแสดงตําแหน่งท่ี

พบใน satellite cell และ cytoplasm ของ neuron ตามลําดบั Scale bars = 50 m 
  

 
 

รูปที่ 11 ตําแหน่งของ p38-P ในเส้นประสาท sciatic ข้างปกติ (intact, I) และข้างท่ีบาดเจ็บสว่น proximal 
(P) และ distal (D) รูปแถวบนแสดงตําแหน่งของ p38-P แถวลา่งแสดงตําแหน่งของ S-100 (Schwann cell 

marker) ในบริเวณเดียวกนั ลกูศรแสดงตําแหน่งท่ีพบใน Schwann cell Scale bars = 50 m 
 

 
 

รูปที่ 12 ตําแหน่งของ total caspase-3 ในเส้นประสาท sciatic ข้างปกติ (intact, I) และข้างท่ีบาดเจ็บสว่น 
proximal (P) และ distal (D) แถวบนแสดงตําแหน่งของ p38-P แถวลา่งแสดงตําแหน่งของ S-100 
(Schwann cell marker) ในบริเวณเดียวกนั ลกูศรแสดงตําแหน่งท่ีพบใน Schwann cell Scale bars = 50 

m 
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ในกรณีของเส้นประสาท พบตําแหนง่ของ p38-P อยูท่ี่ Schwann cell เป็นหลกัทัง้ใน
เส้นประสาทข้างท่ีปกตแิละข้างท่ีบาดเจ็บ ซึง่บอกได้จากตําแหนง่ท่ีตรงกบั Schwann cell 
marker คือ S-100 (รูปท่ี 11) ผลของ total caspase-3 คล้ายคลงึกบัของ p38-P (รูปท่ี 12) 

 

อภปิรายผลการวจิัย 
ผลการศกึษาของ pilot study แสดงวา่มีการเพิม่ขึน้ของระดบั total caspase-3 ใน DRG และ

เส้นประสาท sciatic หลงัการบาดเจ็บแบบ transection เม่ือเทียบกบัข้างปกต ิ โดย caspase-3 นีมี้
บทบาทในกระบวนการ apoptosis ถึงแม้จะไมส่ามารถวดัระดบัของ active หรือ cleaved form ของ 
caspase-3 ท่ีแสดงถงึระดบัการกระตุ้นได้ แตก่ารเพิม่ขึน้ของระดบั total caspase-3 นีน้า่จะบง่ถึง
การตายของ DRG neuron และ Schwann cell ในเส้นประสาทท่ีมากขึน้หลงัการบาดเจ็บสอดคล้อง
กบัการศกึษาก่อนหน้านี ้(11,14) โดยผล immunohistochemistry ในการศกึษานียื้นยนัตําแหน่งของ 
total caspase-3 ใน DRG neuron และ Schwann cell จริง สว่นโปรตนีอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้องกบั 
apoptosis ได้แก่ Bcl-2, HSP27, Bax มีระดบัต่ําจนไมส่ามารถวดัระดบัได้ ดงันัน้การศกึษาในช่วง
ตอ่ไปจงึได้เลือก total caspase-3 เป็นดชันีบง่ชีถ้ึงภาวะ apoptosis 

ผลการศกึษาระดบัการทํางานของ p38 และ substrate คือ ATF2 พบวา่ไมมี่การเปล่ียนแปลง
ใน DRG หลงัการบาดเจ็บของเส้นประสาท แตก่ลบัมีการลดลงของ p38 ในเส้นประสาทข้างท่ี
บาดเจ็บ สําหรับกรณี total ATF2 ท่ีเพิ่มขึน้ในเส้นประสาทท่ีบาดเจ็บนัน้ไมส่ามารถตีความได้ เพราะ
ไมส่ามารถตรวจวดัระดบั active ATF2 ท่ีจะบง่ถงึระดบัการทํางานได้ โดยพบ p38-P และ ATF2-P 
อยูท่ี่ DRG neuron และ Schwann cell การศกึษาก่อนหน้านีร้ายงานผลแตกตา่งกนั Kim และคณะ
พบมีจํานวนของ DRG neuron ท่ีมี p38-P ลดลงใน 2 สปัดาห์หลงัเส้นประสาทบาดเจ็บ (15) สว่น
การศกึษาของ Temporin และคณะแสดงวา่มีการกระตุ้น p38 ใน DRG neuron เพาะเลีย้งท่ีกําลงัมี
การงอกของ axon หลงับาดเจ็บ (16) Kikuchi และคณะรายงานวา่มีการกระตุ้น p38 ใน retinal 
ganglion cell หลงัมีการบาดเจ็บของเส้นประสาท optic (17) นอกจากนีพ้บการกระตุ้น p38 ใน
เส้นประสาทของหนทูัง้สว่นต้นและสว่นปลายตอ่ตําแหน่งท่ีบาดเจ็บภายใน 1 สปัดาห์ (2) ซึง่ผลการ
ทดลองท่ีไมต่รงกนักบัการศกึษานีอ้าจเป็นเพราะรายละเอียดของการทดลองแตกตา่งกนัทัง้ในแง่
ลกัษณะการบาดเจ็บของเส้นประสาท วิธีวิเคราะห์การทํางานของ p38 การทดลองในเซลล์เพาะเลีย้ง
กบัในสตัว์ รวมทัง้ชนิดของเซลล์ประสาทด้วย 

เม่ือยบัยัง้การทํางานของ p38 โดยใช้ p38 inhibitor ท่ีจําเพาะคือ SB203580 พบวา่ระดบัการ
ทํางานของ p38 ลดลงใน DRG และเส้นประสาททัง้ข้างท่ีปกตแิละข้างท่ีบาดเจ็บเม่ือเทียบกบักลุม่ 
control นอกจากนี ้ inhibitor ยงัลดระดบัการทํางานของ ATF2 ใน DRG ด้วยแตไ่มมี่ผลตอ่ระดบั 
total ATF2 ในเส้นประสาท ข้อมลูเหลา่นีแ้สดงวา่การให้ p38 inhibitor ในการทดลองนีมี้
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ประสทิธิภาพในการลดระดบัการทํางานของ p38 และ substrate คือ ATF2 ได้ เม่ือดรูะดบัของ total 
caspase-3 พบวา่กลุม่ inhibitor มีระดบัต่ํากวา่กลุม่ control ใน DRG แตร่ะดบัใกล้เคียงกนัระหวา่ง
กลุม่ในกรณีเส้นประสาท จงึสรุปได้วา่การยบัยัง้ p38 ช่วยยบัยัง้การเพิ่มของ total caspase-3 ใน 
DRG และอาจมีผลดีตอ่ภาวะ apoptosis ท่ีเกิดจากการบาดเจ็บของเส้นประสาทได้ ทัง้นีมี้การศกึษา
ก่อนหน้าใช้ p38 inhibitor อีกชนิดแล้วพบวา่สามารถเพิม่ระยะการงอกใหมข่องเส้นประสาทได้ (2) 
 

สรุปและเสนอแนะ 
ในภาวะเส้นประสาทบาดเจ็บไมน่่าจะมีการกระตุ้นการทํางานของ p38 แตมี่การเพิม่ระดบัของ 

total caspase-3 ใน DRG และเส้นประสาท การยบัยัง้ p38 ด้วย inhibitor จําเพาะคือ SB203580 
สามารถลดการทํางานของ p38 รวมทัง้ลดระดบัของ total caspase-3 ได้อีกด้วย ดงันัน้จงึเป็นไปได้
วา่ p38 อาจเก่ียวข้องภาวะ apoptosis ของ DRG neuron ท่ีเกิดขึน้ภายหลงัเส้นประสาทบาดเจ็บ ซึง่
คงต้องมีการพสิจูน์สมมตุฐิานนีต้อ่ไปโดยศกึษาผลของการยบัยัง้ p38 ตอ่ภาวะ apoptosis โดยตรง 
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 ทนุรัชดาภิเษกสมโภช พ.ศ. 2547 
- โครงการวิจยับทบาทของ p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) ใน ความ

ผิดปกตทิางโครงสร้างของเส้นประสาทในโรคเบาหวาน 
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- การศกึษาผลการยบัยัง้เอนไซม์ MAPK ERK ตอ่ภาวะการเส่ือมของเส้นประสาทสว่นปลาย
ในโรคเบาหวาน ทนุงบประมาณแผน่ดนิ พ.ศ. 2549 

- การเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานและบทบาทของ MAPK p38 ในภาวะการบาดเจ็บของ
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ของ MAPKs ทนุงบประมาณแผน่ดนิ พ.ศ. 2552 (ระยะท่ี 1) 
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- โครงการวิจยัการประเมนิเชิงปริมาณของเส้นประสาทซรัูลมนษุย์โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์
ภาพ ทนุรัชดาภิเษกสมโภช pilot project คณะแพทยศาสตร์ พ.ศ. 2546 

- โครงการวิจยัการศกึษาการเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานของ MAPK ERK ในเซลล์ประสาท
ในปมประสาทไขสนัหลงัและเซลล์คํา้จนุในภาวะการบาดเจ็บของเส้นประสาท 
ทนุรัชดาภิเษกสมโภช คณะแพทยศาสตร์ พ.ศ. 2547 
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- โครงการวิจยับทบาทของ p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) ในความ
ผิดปกตทิางโครงสร้างของเส้นประสาทในโรคเบาหวาน 
ทนุจากสํานกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาต ิ โครงการวิจยั พฒันาและ
วิศวกรรม ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาต ิพ.ศ. 2547 

- การศกึษาผลการยบัยัง้เอนไซม์ MAPK ERK ตอ่ภาวะการเส่ือมของเส้นประสาทสว่นปลาย
ในโรคเบาหวาน ทนุงบประมาณแผน่ดนิ พ.ศ. 2549 

- การเปล่ียนแปลงระดบัการทํางานและบทบาทของ MAPK p38 ในภาวะการบาดเจ็บของ
เส้นประสาท ทนุพฒันาศกัยภาพของอาจารย์รุ่นใหม ่สกอ.และสกว. พ.ศ. 2551 

- การพฒันาวิธีการรักษาการบาดเจ็บของเส้นประสาทโดยการเปล่ียนแปลงระดบัการกระตุ้น
ของ MAPKs ทนุงบประมาณแผน่ดนิ พ.ศ. 2552 (ระยะท่ี 1) 

 

7.2 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา 
- ผลของ curcumin และ tetrahydrocurcumin ตอ่การงอกใหมข่องเส้นประสาทหลงัการ

บาดเจ็บ ทนุมหาวิทยาลยัวิจยัแห่งชาต ิพ.ศ. 2552 เสร็จแล้วร้อยละ 75 
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