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บทคัดย่อ  พืชสมุนไพรมะกอกน�้ำประกอบด้วยสารกลุ่มโพลีฟีนอล มีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชัน (oxidation) และ 
อาจจะใช้ในการบรรเทาภาวะเครียดจากออกซิเดชันที่ท�ำให้เกิดกระบวนการเสื่อมของเซลล์ประสาทได้ การศึกษานี้เพื่อทดสอบ
ฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาทของสารสกดัด้วยเอทานอลจากเปลอืกต้น (EHB) และเน้ือไม้ (EHW) ของมะกอกน�ำ้ต่อความเป็นพษิ 
จากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลตูาเมตในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง mouse neuroblastoma N1E-115 พบว่า การสมัผสัร่วม 
(co-exposure) ระหว่างสารสกัด EHB หรือ EHW และ glutamate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อาจมีผลปกป้องการตายของเซลล์ 
เพาะเลีย้ง N1E-115 จากกลตูาเมต ขณะทีส่ารสกดัทัง้ 2 ชนดิไม่แสดงผลปกป้องการตายของเซลล์จากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์   
การศึกษานี้ยังแสดงกลไกการออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะกอกน�้ำว่าไม่น่าจะเก่ียวข้องกับวิถี Mitogen- 
activated protein kinase (MAPK) และวถิ ีPhosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) ดงันัน้ กลไกทีแ่น่นอนในการออกฤทธิ์ 
ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะกอกน�้ำยังไม่เป็นที่แน่ชัด จึงควรศึกษาวิจัยเพื่อขยายผลต่อไป 
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ภาพที่ 1  มะกอกน�้ำ (Elaeocarpus hygrophylus Kurz.)

บทน�ำ

มะกอกน�้ำ หรือสารภีน�้ำ (Elaeocarpus hygrophylus Kurz.) เป็นพืชในวงศ์ Elaeocarpaceae มักขึ้น

รมิน�ำ้ เป็นไม้ต้นขนาดใหญ่ ทรงพุม่กลมค่อนข้างทบึ เปลอืกล�ำต้นสนี�ำ้ตาลแดง ใบเป็นใบเดีย่ว ก้านใบมสีแีดง ดอกออก

เป็นช่อตรงซอกใบ ผลเลก็ร ีรสเปรีย้วฝาด เป็นผลไม้พืน้บ้านของไทย สามารถน�ำมาใช้เป็นอาหาร(1) (ภาพที ่1) สารทีพ่บ 

ในพืชสกุลนี้ คือ สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ซึ่งเป็นสารประกอบ polyphenolic มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลาย

อย่าง ประโยชน์ที่ส�ำคัญของสารประกอบกลุ่มนี้ คือ การเป็นสารต้านออกซิเดชัน (antioxidant)(2-3) จากการทบทวน

วรรณกรรมที่เกี่ยวข้องในการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยง พบว่า  สารประกอบบางชนิด 

ที่แยกได้จากพืชในสกุล Elaeocarpus เช่น cucurbitacin F มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง ได้แก่ human 

oral epidermoid carcinoma KB cells และ mouse leukemia P-388 cells โดยมีค่า median effective dose 

(ED50) คือขนาดหรือความเข้มข้นสารที่ท�ำให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงจ�ำนวนร้อยละ 50 เป็น 0.074 และ 

0.04 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ(4) และมีรายงานที่พบว่า สารประกอบ cucurbitacin D และ cucurbitacin F  

ที่แยกได้จากพืชในสกุลน้ีท�ำให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงของคน ได้แก่ human lung cancer,  

human colon cancer, human oral epidermoid carcinoma, hormone-dependent human prostate  

cancer, human telomerase reverse transcriptase-retinal pigment epithelial cells และ human umblilical  

vein endothelial cells โดยสารประกอบทั้ง 2 ชนิด มีค่า ED50 น้อยกว่า 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
(5) นอกจากนี้ 

มีรายงานว่า  สารประกอบบางชนิดที่เป็นอนุพันธ์ของ ellagic acid ที่แยกได้จากพืชในสกุล Elaeocarpus สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Babesia gibsoni  ซึ่งเป็นพาราสิตที่พบในสุนัข(6) และยังพบว่าสารสกัดด้วยเมทานอล

จากใบของพืชในสกุลนี้มีฤทธิ์ต้านเชื้อมาลาเรีย(7)  

ภาวะเครยีดจากการเกดิออกซิเดชนั (oxidative stress) หมายถึงภาวะทีม่คีวามไม่สมดลุระหว่างอนมุลูอสิระ 

(free radicals) หรอื reactive oxygen species (ROS) กบัสาร antioxidants ซึง่ส่งผลให้เกดิการท�ำลายชวีโมเลกลุ

ภายในร่างกาย เช่น ดเีอนเอ โปรตนี และไขมัน (oxidative damage)  ภาวะ oxidative stress มคีวามเกีย่วข้องโดยตรง

กบัการเกดิโรคเกีย่วกบัความเสือ่มของประสาท (Neurodegenerative disease) โดยปรมิาณของ free radical หรอื 

ROS มาก ท�ำให้สาร antioxidant มปีรมิาณไม่เพยีงพอจงึท�ำให้เซลล์ประสาทถกูท�ำลายหรอืบาดเจบ็ เกดิการตายของ

เซลล์ประสาท และก่อให้เกดิโรคต่าง ๆ (8) เช่น โรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer’s disease), โรคพาร์กนิสนั (Parkinson’s 

disease), Huntington’s disease, Amylotrophic lateral sclerosis และ Neuroinflammatory disorder 

เป็นต้น ปัจจบุนัประชาชนได้รบัความทุกข์ทรมานจาก neurodegenerative disease ต่าง ๆ  ทัง้ Alzheimer’s disease 

และ Parkinson’s disease เพ่ิมมากข้ึนโดยเฉพาะในประเทศทีก่�ำลงัพฒันา(9-10)  โรคเรือ้รงัเหล่านีส่้งผลท�ำให้การท�ำงาน 



ฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาทของสารสกดัมะกอกน�ำ้	 สดุด ีรตันจรสัโรจน์ และคณะ  	

3
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 56 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2557

ของสมองด้อยลงจากเดิมจนมีผลกระทบต่อการท�ำงาน และการใช้ชีวิตประจ�ำวันท�ำให้คุณภาพชีวิตของประชากร 

สูงอายุลดลง

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) เป็นตัวตั้งต้น (precursor) ของอนุมูลออกซิเจน 

(oxygen radical) ที่อยู่ภายในเซลล์  hydrogen peroxide ก่อให้เกิดภาวะ oxidative stress และเกิด oxidative 

damage ตามมา ส่งผลให้เกดิปฏกิริยิา lipid peroxidation ของไขมนัอิม่ตวัจงึเกดิการตายของเซลล์(11)  ส่วนกลตูาเมต 

(glutamate) เป็นกรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้น (excitatory amino acid) หรือสารสื่อประสาทที่เกี่ยวข้อง 

กับการกระตุ้น (excitatory neurotransmitter) ที่ส�ำคัญในระบบประสาทส่วนกลาง โดยมีบทบาทส�ำคัญใน 

neurotransmission, neuronal development และ synaptic plasticity ผ่านการกระตุ้นตัวรับของ glutamate 

(glutamate receptor)(12-13) การกระตุน้ glutamate receptor มากเกินไปโดยเฉพาะ N-methyl-D-aspartic acid 

(NMDA) receptor เป็นสาเหตใุห้เกดิการตายของเซลล์(14)  กลไกของกลตูาเมตในการท�ำให้เกิดพษิต่อเซลล์ประสาทนัน้

ยังไม่ทราบแน่ชัด จากรายงานการวิจัยพบว่า glutamate อาจก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ประสาทได้โดยการกระตุ้นเอนไซม์ 

ที่เกี่ยวข้องกับแคลเซียม(15) การกระตุ้น nitric oxide synthase(16) และการสร้าง ROS จากไมโตคอนเดรีย(17) 

ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) เป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ท�ำหน้าที่เป็นเครือข่ายควบคุม 

การท�ำงานของเซลล์ในหน้าท่ีหลักต่างๆ ได้แก่ การเจริญเติบโตของเซลล์ (cell growth) การเพิ่มจ�ำนวนเซลล ์ 

(cell proliferation) การเปลี่ยนสภาพของเซลล์ (differentiation) และการตายของเซลล์ (cell death)(18-19)

เอนไซม์กลุ่มนี้ท�ำงานโดยปรับความสามารถในการท�ำงานของโปรตีนเป้าหมายที่จ�ำเพาะภายในเซลล์ โดยการเติมหมู ่

ฟอสเฟตเข้าไปยังโปรตีนเป้าหมาย ณ ต�ำแหน่งกรดอะมิโน Serine หรือ Threonine ที่จ�ำเพาะ(20) MAPK จึง 

จัดเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่เรียกว่า Serine/Threonine kinase การส่งสัญญาณในวิถี MAPK ได้แก่ MAPK และ PI3K 

signaling pathway มีความจ�ำเป็นต่อการมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์

เน่ืองจากมีหลกัฐานสนับสนุนว่า สาร antioxidant อาจจะป้องกนัการเกดิพยาธสิภาพจากการเสือ่มของเซลล์

ประสาทอันเป็นผลมาจาก free radical ได้ และสารสกัดที่ได้จากพืชสมุนไพรมะกอกน�้ำ ซึ่งเป็นแหล่งของสารประกอบ 

ที่มีฤทธิ์เป็น antioxidant(2) อาจสามารถป้องกันหรือลดการเกิดพยาธิสภาพนี้ได้ ท�ำให้ลดการตายของเซลล์ประสาท 

รวมทัง้อาจมีศกัยภาพท่ีจะน�ำมาวิจัยและพัฒนาต่อไปเพือ่ใช้ป้องกนัหรอืชะลอกระบวนการเสือ่มของเซลล์ประสาทอนัเกดิ 

จากภาวะ oxidative stress ซึ่งยังไม่มีข้อมูลหรือหลักฐานทางวิทยาศาสตร์สนับสนุน  ดังนั้น การวิจัยจึงได้ศึกษาฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกดัมะกอกน�ำ้ โดยการประเมนิผลของสารสกดัมะกอกน�ำ้ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งปกติ 

และเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่ท�ำให้เกิดการบาดเจ็บหรือตายจาก hydrogen peroxide และ glutamate ในเซลล์

ประสาทเพาะเล้ียง mouse neuroblastoma cells นอกจากนีผู้ว้จิยัยงัได้ศกึษากลไกการออกฤทธิข์องสารสกดัมะกอกน�ำ้ 

โดยการเติมสารยับยั้งเฉพาะต่อการส่งสัญญาณในวิถี MAPK และวิถี PI3K ใน mouse neuroblastoma cells ด้วย

วัสดุและวิธีการ

1.	 ตัวอย่างวัตถุดิบสมุนไพร

เก็บรวบรวมตัวอย่างมะกอกน�้ำส�ำหรับจัดท�ำตัวอย่างพืช และตรวจระบุชนิดพร้อมทั้งส่วนของล�ำต้นเพื่อน�ำ

มาใช้เป็นวตัถดุบิในการศกึษาวจิยัจากพืน้ทีจ่งัหวดัปทมุธาน ี ผลการตรวจระบชุนดิตามหลกัอนกุรมวธิานพชื โดยอาศยั 

เอกสารวิชาการท่ีเกี่ยวข้อง(21-22) พบว่า  มะกอกน�้ำมีช่ือพฤกษศาสตร์ว่า Elaeocarpus hygrophilus Kurz. 

วงศ์ Elaeocarpaceae (ได้จัดท�ำตัวอย่างพรรณไม้แห้งอ้างอิง (voucher specimen) คือ N. Chansuvanich, 

W. Jirawattanapong  and S. Ontong 3369 และเก็บรกัษาไว้ทีพ่พิธิภณัฑ์พชืกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ (DMSC) 

โดยมีหมายเลขพรรณไม้ของพิพิธภัณฑ์พืชกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ คือ DMSC 5173)
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2.	 วิธีการทดลอง

2.1	 การเตรียมสมุนไพร

	 น�ำส่วนที่ใช้ คือ ล�ำต้น มาแยกเนื้อไม้และเปลือกต้นออกจากกัน แยกหั่นเป็นช้ินเล็ก ๆ อบให้แห้ง 

ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บดเป็นผงหยาบและเก็บไว้ในภาชนะปิดสนิท

2.2 	การเตรียมสารสกัด

	 น�ำผงสมุนไพรแห้งของแต่ละส่วนที่ใช้ตั้งต้นปริมาณ 100 กรัม มาเตรียมเป็นสารสกัดโดยการหมักใน 

เอทานอล 95% จ�ำนวน 3 ครั้ง นานครั้งละ 3 วัน กรอง และน�ำไประเหยแห้งภายใต้สุญญากาศด้วยเครื่อง rotary  

evaporator (Rotary vaccum evaporator, Büchi, Japan) ได้สารสกัดส่วนเนื้อไม้ (EHW) และส่วนเปลือกต้น 

(EHB) โดยมปีรมิาณสารท่ีสกดัได้ (% yield, wt/wt) เป็น 2.16 % และ 4.27 % ตามล�ำดบั  น�ำสารสกดัทีไ่ด้มาละลาย

ด้วยเอทานอลบริสุทธิ์แล้วเจือจางด้วยน�้ำให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ ในการศึกษานี้ได้มีการควบคุมคุณภาพทางเคมี 

ของสารสกัดโดยใช้เทคนิคทางโครมาโตกราฟีด้วยวิธี TLC fingerprint

2.3	 การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง

	 เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งท่ีใช้ในการศกึษา คอื mouse neuroblastoma cells, N1E-115 (American 

Type Culture Collection (ATCC), USA, Cat.No. CRL-2263) passage number 23-30  น�ำเซลล์แขวนลอย 

(cell suspension) ใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร น�ำเซลล์ไปเลี้ยงในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ชนิดควบคุม 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะ CO2 5% ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM-high 

glucose; Sigma-Aldrich, USA, Cat.No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate 3.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, fetal 

bovine serum 10% (FBS; Hyclone, USA) และยาปฏิชีวนะ penicillin G sodium (100 ยูนิต/มิลลิลิตร) และ 

streptomycin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) นาน 5 - 7 วัน  หลังจากนั้นย่อยเซลล์ด้วย trypsin-EDTA 0.25%  

ให้ได้ cell suspension แล้วน�ำไปป่ันโดยใช้เครือ่งป่ันชนดิควบคมุอณุหภมู ิ(Sorval RT7, USA) ด้วยความเรว็ 1,200 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ำ cell pellet มาเติม DMEM ที่มี FBS 10% และท�ำ

เป็น cell suspension นับจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตด้วย hemocytometer โดยวิธี trypan blue exclusion และน�ำเซลล์

ไปเพาะเลี้ยงต่อเนื่อง (passage) โดยการแบ่งใส่ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร เพื่อเพิ่มจ�ำนวน

เซลล์ เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 - 3 วัน และท�ำการเพาะเลี้ยงขยายดังที่กล่าว สัปดาห์ละ 1 ครั้ง หรือเมื่อเซลล์เพิ่ม

จ�ำนวนประมาณ 80 - 90% ของพื้นที่ขวด

2.4.	การเตรียมเซลล์ส�ำหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาท 

	 ใช้แบบจ�ำลองที่ท�ำให้เซลล์ประสาทบาดเจ็บหรือตายจ�ำนวน 2 แบบ คือ การบาดเจ็บหรือการตายของ

เซลล์ที่เกิดจากความเป็นพิษของ hydrogen peroxide หรือ glutamate

	 2.4.1	 การเตรยีมเซลล์เพาะเลีย้งส�ำหรบัการทดสอบการเสือ่มของเซลล์ประสาทจาก hydrogen 

peroxide: เลี้ยงเซลล์ N1E-115 ใน 48 well plate โดยความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 3 × 104 เซลล์/ตาราง

เซนติเมตร ภายใต้สภาวะ CO2 5% เป็นเวลา  48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นแบบไม่มีซีรัม ซึ่ง

ประกอบด้วย DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat.No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate 

3.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ และ N2 supplement ได้แก่ sodium selenite (Na2SeO3) 30 นาโนโมลาร์, 

human transferrin 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, bovine insulin 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, progesterone 20 นาโน

โมลาร์ และ putrescin 100 ไมโครโมลาร์ น�ำเซลล์เพาะเลี้ยงนี้ไปใช้ในการทดลองหลังจากอายุได้ 48 ชั่วโมง

	 2.4.2	 การเตรยีมเซลล์เพาะเลีย้งส�ำหรบัการทดสอบการเสือ่มของเซลล์ประสาทจาก glutamate: 

เลี้ยงเซลล์ N1E-115 ใน 48 well plate ที่เคลือบด้วยสาร poly-D-lysine 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยความ

หนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 4 × 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร ภายใต้สภาวะ CO2 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
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เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็น DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat.No. D1152) ที่มี sodium 

bicarbonate 3.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, FBS 0.5% และยาปฏิชีวนะ แล้วเติม dimethyl sulfoxide (DMSO) 1.5% 

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เพาะเลี้ยงเซลล์ต่อไปอีกจนครบ 96 ชั่วโมง จึงน�ำเซลล์ไปใช้ในการทดลองได้ (เซลล์เพาะเลี้ยง 

N1E-115 สามารถเปลี่ยนสภาพ (differentiation) ได้ภายใต้สภาวะที่มีซีรัมต�่ำและมี DMSO(23-24))

2.5	 วิธีการทดสอบ

	 2.5.1	 การทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก hydrogen peroxide

		  1)	 การหาความเข้มข้นของ hydrogen peroxide ทีเ่หมาะสมต่อการทดสอบเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยง

		  เจือจางสารละลาย hydrogen peroxide 30% (เทียบเท่ากับ 9.794 โมลาร์) ด้วย Phosphate 

Buffered Saline (DPBS; Sigma-Aldrich, USA) ทีม่ ีMgCl2 0.100 กรมั/ลติร (DPBS ประกอบด้วย KCl 0.200 

กรัม/ลิตร, NaCl 8.000 กรัม/ลิตร, KH2PO4 0.200 กรัม/ลิตร และ Na2HPO4 (anhydrous) 1.150 กรัม/ลิตร) 

เพื่อให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ต้องการ น�ำเซลล์เพาะเลี้ยง N1E-115 (3 × 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 

ชั่วโมง มาเติมสารละลาย hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครโมลาร์ 

ลงในเซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละหลุมแล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่วนเซลล์กลุ่มควบคุมให้เติม PBS ในปริมาตรเท่ากัน 

หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction

		  2)	 การทดสอบผลของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำต่อเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยงปกติ

		  ละลายสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำในเอทานอลบริสุทธิ์ และเจือจางด้วย  

sterile distilled water เพือ่ให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ  ทีต้่องการ (ความเข้มข้นสดุท้ายของเอทานอลไม่เกิน 0.1%) น�ำเซลล์ 

เพาะเลี้ยง N1E-115 (3 × 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติม EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้น 

0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในเซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละหลุมแล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเติม 

เอทานอล 2.5% ในปรมิาตรเท่ากนั (ความเข้มข้นสดุท้ายของเอทานอลไม่เกนิ 0.1%) ในเซลล์กลุม่ควบคมุ หลงัจากนัน้ 

ประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction

		  3)	 การทดสอบผลของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำต่อการบาดเจ็บและ 

การตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก hydrogen peroxide

		  น�ำเซลล์เพาะเล้ียง N1E-115 (3 × 104 เซลล์/ตารางเซนตเิมตร) อาย ุ48 ชัว่โมง มาเตมิสารสกัด 

EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับเติม hydrogen peroxide 

200 ไมโครโมลาร์ ในเซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละหลุมและเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง อีกกลุ่มการทดสอบให้เติมสารสกัดที่ 

ความเข้มข้นดังกล่าว เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนเติม hydrogen peroxide 200 ไมโครโมลาร์ แล้วน�ำเซลล์ไปเลี้ยงต่อ 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS ในปริมาตรเท่ากันในเซลล์กลุ่มควบคุม หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดย

ตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction

	 2.5.2	 การทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก glutamate

		  1)	 การหาความเข้มข้นของ glutamate ทีเ่หมาะสมต่อการทดสอบเซลล์ประสาทเพาะเล้ียง

		  ละลาย glutamate และ glycine ใน sterile PBS (DPBS ที่ปราศจาก MgCl2) แล้วเจือจาง

ด้วย PBS เพือ่ให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ  ท่ีต้องการ  น�ำเซลล์เพาะเลีย้ง N1E-115 (4 × 104 เซลล์/ตารางเซนตเิมตร) อาย ุ

96 ชัว่โมง แต่ละหลมุมาเตมิ glutamate ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 มลิลโิมลาร์ พร้อมกบัเตมิ glycine 

ที่ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ แล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS ในปริมาตรเท่ากันในเซลล์กลุ่มควบคุม 

หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction 
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		  2)	 การทดสอบผลของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำต่อเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยงปกติ

		  น�ำเซลล์เพาะเลี้ยง N1E-115 (4 × 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แต่ละหลุมมา

เติมสารสกัด EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง และเตมิเอทานอล 2.5% ในปรมิาตรเท่ากนั (ความเข้มข้นสดุท้ายของเอทานอลไม่เกิน 0.1%) ในเซลล์กลุม่ควบคมุ 

หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction 

	 	 3)	 การทดสอบผลของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำต่อการบาดเจ็บและ 

การตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก glutamate

		  น�ำเซลล์เพาะเลี้ยง N1E-115 (4 × 104 cell/cm2) อายุ 96 ชั่วโมง แต่ละหลุมมาเติมสารสกัด 

EHB หรือ EHW ท่ีความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร พร้อมกบัเตมิ glutamate 50 มลิลโิมลาร์ 

และ glycine 2 มิลลิโมลาร์ แล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง อีกกลุ่มการทดสอบให้เติมสารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าว 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนเติม glutamate และ glycine แล้วน�ำเซลล์ไปเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS 

ในปริมาตรเท่ากันในเซลล์กลุ่มควบคุม หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี MTT reduction 

	 	 4)	 การทดสอบผลของสารยับยั้งเฉพาะ MEK inhibitor (PD 98059) หรือ PI3K  

inhibitor (LY 294002) ต่อฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำ 

ต่อการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก glutamate

		  ละลาย  PD 98059 และ LY 294002 ใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ เก็บเป็น 

stock solutions ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และเจือจางด้วย DMSO เพื่อให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ น�ำเซลล์ 

เพาะเลี้ยง N1E-115 (4 × 104 cell/cm2) อายุ 96 ชั่วโมง มาแบ่งเป็น 7 กลุ่ม ดังนี้

		  กลุ่มที่ 1	 เป็นกลุ่มควบคุม เติม DMSO 2.5% (ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1%) เป็นเวลา 2 

ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์แล้วเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเท่าเดิม

		  กลุ่มที่ 2 	 และ 3 เติมสาร PD 98059 30 ไมโครโมลาร์ และ LY 294002 40 ไมโครโมลาร์  

ตามล�ำดับ เป็นเวลา  2 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์แล้วเติมสาร PD 98059 และ LY 294002 ที่ความเข้มข้น 

เท่าเดิม ตามล�ำดับ

		  กลุ่มที่ 4	 เติม DMSO 2.5% (ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1%) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลล์แล้วเติม glutamate 50 มิลลิโมลาร์ และ glycine 2 มิลลิโมลาร์

		  กลุ่มท่ี 5	 เตมิ DMSO 2.5 % (ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.1%) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เปลีย่นอาหาร

เลี้ยงเซลล์แล้วเติมสารสกัด EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้นที่ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับเติม glutamate 

50 มิลลิโมลาร์ และ glycine 2 มิลลิโมลาร์

		  กลุ่มท่ี 6	 เตมิสาร PD 98059 30 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์แล้ว

เติมสารสกัด EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้นที่ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับเติม glutamate 50 มิลลิโมลาร์ 

และ glycine 2 มิลลิโมลาร์ ร่วมกับเติมสาร PD 98059 30 ไมโครโมลาร์

		  กลุ่มที่ 7 	 เติมสาร LY 294002 40 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์

แล้วเตมิสารสกดั EHB หรอื EHW ท่ีความเข้มข้นที ่50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร พร้อมกับเตมิ glutamate 50 มลิลโิมลาร์ 

และ glycine 2 มิลลิโมลาร์ ร่วมกับเติมสาร LY 294002 40 ไมโครโมลาร์

	 หลังจากนั้นน�ำเซลล์ไปเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วประเมิน cell viability โดยตรวจวัดด้วยวิธี  

MTT reduction
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3.	 การประเมินคุณภาพและความอยู่รอดของเซลล์

3.1	 การประเมิน cell morphology

	 ตดิตามการเปลีย่นแปลงรปูร่าง (morphology) ของเซลล์เพาะเลีย้ง โดยส่องด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนดิ 

หัวกลับ (inverted microscope, Axiovert 200, Zeiss, Germany)

3.2 	การวัดจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตโดยวิธี MTT reduction

	 ตรวจวัดเซลล์ MTT reduction ด้วยวธิ ีcolorimetric โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Mosmann (1983)(25) 

ดงันี ้ เตมิสารละลาย MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenltetrazolium bromide) 10 ไมโครลติร 

(5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรใน PBS) ลงในเซลล์ของแต่ละหลุม (ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แล้วน�ำ

เซลล์เพาะเล้ียงไปบ่มในตูอ้บเพาะเชือ้ อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  หลงัจากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ทิง้ 

และเติม DMSO 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม ดูดสารละลายของแต่ละหลุมใส่ใน 96 well plate แล้วน�ำไปวัดค่า 

การดูดกลืนแสงด้วย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, USA) ที่ความยาวคลื่น 

570/620 นาโนเมตร ค่า MTT reduction แสดงในรูปของร้อยละเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งค�ำนวณจาก 

(ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มที่ได้รับสารหรือสมุนไพร  × 100)/ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม

4.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ข้อมูลทุกค่าน�ำเสนอในรูปค่าเฉลี่ย (mean) + ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, SEM) 

โดยค่าเฉลีย่ของแต่ละข้อมลูมาจาก 6 ตวัอย่าง (n = 6) ทีเ่ป็นอสิระต่อกนั และแต่ละตวัอย่างท�ำสามซ�ำ้ การเปรยีบเทยีบ

ความแตกต่างของค่าเฉลีย่มากกว่า 2 กลุม่ ใช้ Analysis of variance (ANOVA) และเปรยีบเทยีบข้อมลูทีแ่ตกต่างกนั 

กรณีความแปรปรวนของทั้ง 2 กลุ่มไม่แตกต่างกันใช้ Scheffe multiple comparisons และกรณีความแปรปรวนของ 

ทั้ง 2 กลุ่มแตกต่างกันใช้ Tamhane’s T2 multiple comparisons  ค่า p ที่น้อยกว่า 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ผล

ในการศึกษานี้ได้ประเมินความอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) โดยการตรวจวัด MTT reduction 

ซึ่งเป็นดัชนีชี้วัดของ mitochondrial viability/ activity โดยเอนไซม์ mitochondrial dehydrogenase ในเซลล์ 

ที่มีชีวิต และ mitochondria ที่ยังท�ำงานอยู่นี้สามารถเปลี่ยนสาร MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyltetrazolium bromide (สารสเีหลอืง) ไปเป็น formazan (สารสม่ีวง) ทีไ่ม่ละลายน�ำ้ หลงัจากนัน้ ละลาย 

formazan ด้วย DMSO ก่อนน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยค่าที่เพิ่มข้ึนนี้บ่งบอกถึงการเพิ่ม total metabolic 

activity คือ การเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์มีชีวิตหรือการเพิ่ม MTT reduction

1.	 การทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก hydrogen peroxide

1.1	 การหาความเข้มข้นของ hydrogen peroxide ที่เหมาะสมต่อการทดสอบเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยง

	 เซลล์ประสาท N1E-115 สัมผัสกับ hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้น 25 - 500 ไมโครโมลาร์  

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วประเมิน cell viability โดยวัดด้วยวิธี MTT reduction พบว่า hydrogen peroxide ที่ 

ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครโมลาร์ มค่ีา MTT reduction ของเซลล์ประสาทเป็น 93.39, 

91.38, 61.85, 47.28, 31.81, 21.32 และ16.19% ตามล�ำดบั แสดงให้เหน็ว่า hydrogen peroxide ลด cell viability 



Neuroprotective Effects of Makok-nam	 Sadudee  Rattanajarasroj et al.

8
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 56 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2557

ภาพที่ 2  ผลของ Hydrogen peroxide ต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง  mouse Neuroblastoma, 

N1E-115 เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง  N1E-115 อายุ 48 ช่ัวโมงสัมผัสกับ Hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้น 

25-500 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา  24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี MTT reduction ข้อมูล 

ทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉล่ีย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง 

(n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ จากกราฟค่า    IC50 = 236.38 ไมโครโมลาร์ และ 

IC60 =  176.18 ไมโครโมลาร์
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เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของ hydrogen peroxide โดยมีค่า IC50 (Inhibition concentration at 50%)  

ซึ่งคือ ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้ง cell viability ได้ร้อยละ 50 เท่ากับ 236.38 ไมโครโมลาร์ (ภาพที่ 2) และจาก 

การสงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบว่า เซลล์ประสาทมรีปูร่างผดิปกต ิโดยมลีกัษณะบวม/หดตวั/ฝ่อเป็นซากเศษเซลล์ 

ที่ตายแล้วอยู่ปะปนกับเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ และความยาวของ neurite สั้นลงและไม่มีความต่อเนื่อง เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม   ความผิดปกติดังกล่าวเกิดขึ้นพร้อมกันกับการลดลงของ cell viability เนื่องจากเซลล์ประสาทสัมผัสกับ 

hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมงท�ำให้เซลล์ตายประมาณร้อยละ 50 - 60 

(IC50 = 236.38 และ IC60 = 176.18) ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ความเข้มข้นดังกล่าวในการท�ำให้เกิดการบาดเจ็บและ 

การตายของเซลล์ประสาทในการทดลองต่อไป

1.2	 ผลของสารสกัดมะกอกน�้ำต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

	 เซลล์ประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด EHB ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า MTT reduction ของเซลล์ประสาทเป็น 108.70, 102.36, 102.53, 99.32 และ 

88.50% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (100%)   เมื่อเซลล์ประสาทสัมผัสกับสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้น

เดียวกันนี้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า MTT reduction ของเซลล์ประสาทเป็น 106.19, 100.48, 102.35, 103.32 

และ 104.91% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (100%) แสดงให้เห็นว่า  สารสกัดมะกอกน�้ำทั้ง 2 สารสกัดที ่

ความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

1.3	 ผลของสารสกัดมะกอกน�้ำต่อการปกป้องการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก 

hydrogen peroxide

	 เมื่อให้เซลล์ประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด EHB หรือ EHW ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 

และ 50 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร พร้อมกบั hydrogen peroxide ทีค่วามเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หรอื
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ภาพที่ 3  ผลของ Glutamate ต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma เซลล์

ประสาทเพาะเลี้ยง N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมงสัมผัสกับ Glutamate ที่ความเข้มข้น 1 - 100 มิลลิโมลาร์เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี  MTT reduction ข้อมูลทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± 

ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง (n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละ

ตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ จากกราฟ ค่า IC50 =  68.81 มิลลิโมลาร์ และ IC60 =  48.07 มิลลิโมลาร์

ให้เซลล์ประสาท N1E-115 สัมผสักบัสารสกดั EHB หรอื EHW ทีค่วามเข้มข้นเดยีวกนันีเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนการให้ 

hydrogen peroxide ท่ีความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบผลเช่นเดยีวกนั คอื ไม่มกีารเปลีย่นแปลง 

MTT reduction เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่า สารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำไม่สามารถ 

ลดการบาดเจ็บหรือการตายที่เกิดจาก hydrogen peroxide ได้

2.	 การทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก glutamate

2.1	 การหาความเข้มข้นของ glutamate ที่เหมาะสมต่อการทดสอบเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง

	 จากการน�ำเซลล์ประสาท N1E-115 ที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพแล้วด้วย DMSO มาสัมผัสกับ glutamate 

ที่ความเข้มข้น 1 - 100 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และประเมิน cell viability โดยวัดด้วยวิธี MTT reduction 

พบว่า glutamate ที่ความเข้มข้น 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิโมลาร์ มีค่า MTT reduction ของเซลล์ประสาท

เป็น 88.94, 78.83, 66.27, 54.39, 44.56 และ 40.24% ตามล�ำดับ แสดงให้เห็นว่า glutamate ลด cell viability 

เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของ glutamate โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 68.81 มิลลิโมลาร์ และ IC60 เท่ากับ 48.07 

มิลลิโมลาร์ (ภาพที่ 3) และจากการสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ประสาทลดลง เซลล์

ประสาทมีรูปร่างผิดปกติ และความยาวของ neurite สั้นลงและไม่มีความต่อเนื่อง และมี cell viability ลดลงเมื่อ 

เทียบกับกลุ่มควบคุม ดังนั้น การทดลองต่อไปจึงเลือกใช้การสัมผัสกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์  

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อท�ำให้เกิดพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
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ภาพที่ 4  ผลการสัมผัสของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง N1E-115 กับสารสกัด EHB ต่อการบาดเจ็บและการตายของ
เซลล์ประสาทที่เกิดจากพิษของ glutamate เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมงสัมผัสกับสารสกัด 
EHB ที่ความเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์  เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี MTT reduction ข้อมูลทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± 
ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง (n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละ
ตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ
  		  #	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
  		  *	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่สัมผัสกับ glutamate
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2.2	 ผลของสารสกัดมะกอกน�้ำต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

	 เมื่อให้เซลล์ประสาท N1E-115 ที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพแล้วด้วย DMSO มาสัมผัสกับสารสกัด EHB  

ทีค่วามเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่า cell viability ของเซลล์ประสาท 

เป็น 106.52, 103.26, 106.22, 104.92 และ 102.54% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (100%)   ในขณะที่ 

เมื่อสัมผัสกับสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้นเดียวกันนี้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  พบว่า cell viability ของเซลล์ประสาท

เป็น 104.93, 98.07, 103.12, 107.10 และ 105.99% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (100%)  แสดงให้เห็นว่า 

สารสกัดมะกอกน�้ำทั้ง 2 สารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

2.3	 ผลของสารสกัดมะกอกน�้ำต่อการปกป้องการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก 

glutamate

	 เมื่อให้เซลล์ประสาท N1E-115 ที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพแล้วด้วย DMSO มาสัมผัสกับสารสกัด EHB 

ทีค่วามเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พร้อมกบั glutamate ทีค่วามเข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ผลการทดลองพบว่า MTT reduction ของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับ glutamate เป็น 57.98% เมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคมุ และเม่ือให้เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งสมัผสักบัสารสกดั EHB ทีค่วามเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

พร้อมกบั glutamate ท่ีความเข้มข้น 50 มิลลโิมลาร์ พบว่า สารสกดั EHB ทีค่วามเข้มข้น 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรมั/

มลิลลิติร สามารถเพ่ิม cell viability อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ(p<0.05) โดยเพิม่ขึน้ 19.98, 18.34, 19.76 และ 24.19% 

ตามล�ำดบั เมือ่เทยีบกบักลุม่ทีไ่ด้รบั glutamate อย่างเดยีว (ภาพที ่ 4) แสดงให้เหน็ว่า สารสกัด EHB ของมะกอกน�ำ้ 

ที่ความเข้มข้น 1 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท โดยสามารถลดการบาดเจ็บหรือ 

การตายที่เกิดจาก glutamate ได้
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ภาพที่ 5	 ผลการสัมผัสของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง N1E-115 กับสารสกัด EHW ต่อการบาดเจ็บและการตายของ

เซลล์ประสาทที่เกิดจากพิษของ glutamate เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมงสัมผัสกับสารสกัด 

EHW ที่ความเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี MTT reduction ข้อมูลทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± 

ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง (n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละ

ตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ

  		  #	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม

  		  *	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่สัมผัสกับ glutamate

ส่วนการสัมผัสของเซลล์ประสาท N1E-115 ที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพแล้วด้วย DMSO กับสารสกัด EHW 

ทีค่วามเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พร้อมกบั glutamate ทีค่วามเข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

พบว่า MTT reduction ของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการสัมผัส glutamate เป็น 55.43% และเมื่อให้เซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยงสัมผัสกับสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 

มลิลโิมลาร์ พบว่า สารสกดั EHW ท่ีความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25 และ 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร สามารถเพิม่ cell viability 

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเพิ่มขึ้น 22.03, 25.02, 28.85, 36.48 และ 41.85% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับ

กลุ่มที่ได้รับ glutamate อย่างเดียว ซึ่งการออกฤทธิ์ของสารสกัดนี้เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารสกัด 

(dose-dependent) คือ การออกฤทธิ์ของสารสกัดเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัด (ภาพที่ 5) แสดงให้ 

เห็นว่า สารสกัด EHW ของมะกอกน�้ำที่ความเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท 

โดยสามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายที่เกิดจาก glutamate ได้

เมือ่เปรยีบเทียบความแรงในการออกฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะกอกน�ำ้ทัง้ 2 ชนดิทีค่วามเข้มข้น 

เดยีวกนั พบว่า สารสกดั EHW ของมะกอกน�ำ้แสดงฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาทได้ดกีว่า และเป็นการออกฤทธิโ์ดยขึน้กบั 

ความเข้มข้นของสารสกัด   ในทางตรงกันข้าม การสัมผัสของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงกับสารสกัด EHB หรือ EHW 

ของมะกอกน�้ำที่ความเข้มข้น 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ก่อนการสัมผัสกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50  

มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการลดการบาดเจ็บหรือการตายที่เกิดจากพิษของ glutamate
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จากผลการทดลองในเบื้องต้น พบว่า สารสกัด EHB (1 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และสารสกัด EHW 

(0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก 

glutamate โดยการออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดนี้เป็นแบบ dose-dependent  ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือก

สารสกัด EHB และสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส�ำหรับใช้ในการทดลองต่อไป

2.4	 ผลของ MEK inhibitor (PD 98059) หรอื PI3K inhibitor (LY 294002) ต่อฤทธิป์กป้อง

เซลล์ประสาทของสารสกัด EHB และ EHW ของมะกอกน�้ำต่อการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิด

จาก glutamate

	 ในการทดสอบว่ากลไกการออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHB และ EHW เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการส่งสัญญาณผ่านวิถี Mitogen-activated protein kinases (MAPK) หรือวิถี phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3K) signaling pathway หรือไม่ โดยเติมหรือไม่เติมสารยับยั้งเฉพาะ ได้แก่ MEK inhibitor 

(PD 98059) หรือ PI3K inhibitor (LY 294002) เป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อนการสัมผัสร่วมและหลังจากนั้นเติมสาร

ยับยั้งเฉพาะพร้อมกับการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHB หรือ EHW และ glutamate ในเซลล์เพาะเลี้ยง เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง พบผลดังนี้
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ภาพที่ 6	 ผลของ MEK inhibitor (PD 98059) และ PI3K inhibitor (LY 294002) ต่อฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท
ของสารสกัด EHB จากการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจากพิษของ   glutamate เซลล์ประสาท 
เพาะเลี้ยง  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารยับยั้งเฉพาะ PD 98059 (PD) ที่ความเข้มข้น 30 ไมโครโมลาร์ 
หรือ LY 294002 (LY) ที่ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ หรือสัมผัสกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 
หรือสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHB ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ glutamate 50 มิลลิโมลาร์ หรือ
สัมผสักบัสารยบัยัง้เฉพาะ PD หรอื LY ก่อนสมัผสัร่วมระหว่างสารสกดั EHB ทีค่วามเข้มข้น 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 
และ glutamate 50 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี MTT reduction 
ข้อมูลทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง 
(n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ
 	 	  # แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
  		  * แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่สัมผัสกับ glutamate
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ภาพที่ 7	 ผลของ MEK inhibitor (PD 98059) และ PI3K inhibitor (LY 294002) ต่อฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท

ของสารสกัด EHW จากการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจากพิษของ glutamate เซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยง  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารยับยั้งเฉพาะ PD 98059 (PD) ที่ความเข้มข้น 30 ไมโครโมลาร์ 

หรือ LY 294002  (LY) ที่ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ หรือสัมผัสกับ glutamate ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

หรือสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ glutamate 50 มิลลิโมลาร์ หรือ

สัมผสักบัสารยบัยัง้เฉพาะ PD หรอื LY ก่อนสมัผสัร่วมระหว่างสารสกดั EHW ทีค่วามเข้มข้น 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

และ glutamate 50 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ด้วยวิธี MTT reduction 

ข้อมูลทุกค่าแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 6 ตัวอย่าง 

(n = 6) ที่เป็นอิสระต่อกัน และแต่ละตัวอย่างท�ำสามซ�้ำ

  		  #	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม

  		  *	 แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่สัมผัสกับ glutamate
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#

การให้เซลล์ประสาท N1E-115 ที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพด้วย DMSO มาสัมผัสกับ PD 98059 หรือ  

LY 294002 พบว่า PD 98059 30 ไมโครโมลาร์ และ LY 294002 40 ไมโครโมลาร์ไม่มีผลต่อ MTT reduction  

เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  ขณะที่ MTT reduction ของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับ glutamate 50 มิลลิโมลาร์  

เป็น 54.54% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม การสัมผัสร่วมของสารสกัด EHB 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับ glutamate  

50 มิลลิโมลาร์ พบว่า สารสกัด EHB ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม cell viability อย่างมี 

นยัส�ำคญัทางสถติิ (p<0.05) โดยเพิม่ขึน้ 25.60% เมือ่เทยีบกบักลุม่ทีไ่ด้รบั glutamate อย่างเดยีว เมือ่ให้ PD 98059 

หรือ LY 294002 ก่อนการสมัผสัร่วม หลังจากนัน้ให้ PD 98059 หรอื LY 294002  พร้อมกับการสมัผัสร่วมของสารสกดั 

EHB กับ glutamate พบว่า สารสกัด EHB ที่ความเข้มข้นดังกล่าวสามารถเพิ่ม cell viability อย่างมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ (p<0.05) โดยเพิ่มขึ้น 29.52% หรือ 22.88% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ glutamate อย่างเดียว 

(ภาพที่ 6) แสดงให้เห็นว่า PD 98059 30 มิลลิโมลาร์ และ LY 294002 40 มิลลิโมลาร์ ไม่มีผลต่อ cell viability 

และไม่มีผลต่อฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHB

การให้เซลล์ประสาท N1E-115 ท่ีท�ำให้เปลีย่นสภาพด้วย DMSO มาสมัผสักบั PD 98059 หรอื LY 294002 

พบว่า PD 98059 30 ไมโครโมลาร์ และ LY 294002 40 ไมโครโมลาร์ไม่มีผลต่อ MTT reduction เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม  ขณะที่ MTT reduction ของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับ glutamate 50 มิลลิโมลาร์ เป็น 55.05% 

เมื่อเทยีบกับกลุ่มควบคุม  การสัมผัสร่วมของสารสกัด EHW 50 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร กับ glutamate 50 มิลลิโมลาร์  
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พบว่า สารสกัด EHW ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม cell viability อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  

(p<0.05)โดยเพิม่ขึน้ 34.79% เม่ือเทียบกบักลุม่ทีไ่ด้รบั glutamate อย่างเดยีว เมือ่ให้  PD 98059  หรอื  LY 294002 

ก่อนการสัมผัสร่วมหลังจากนั้นให้ PD 98059 หรือ LY 294002  พร้อมกับการสัมผัสร่วมของสารสกัด EHW กับ  

glutamate พบว่าสารสกัด EHW ที่ความเข้มข้นดังกล่าวสามารถเพิ่ม cell viability อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(p<0.05) โดยเพิ่มขึ้น 34.80% หรือ 43.48% ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ glutamate อย่างเดียว (ภาพที่ 7) 

แสดงให้เห็นว่า  PD 98059 30 มิลลิโมลาร์ และ LY 294002 40 มิลลิโมลาร์ ไม่มีผลต่อ cell viability และไม่มี 

ผลต่อฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHW

วิจารณ์

การศึกษานี้ ผู้วิจัยได้ทดสอบผลของสารสกัดมะกอกน�้ำต่อการบาดเจ็บหรือการตายของเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma N1E-115 โดยใช้แบบจ�ำลองระดับเซลล์ของการเสื่อมของเซลล์ประสาท 2 แบบ 

คอืการบาดเจบ็หรอืการตายของเซลล์ทีเ่กดิจาก hydrogen peroxide และ glutamate ซึง่การเสือ่มของเซลล์ประสาท 

ทั้งสองแบบนี้เป็นผลเนื่องมาจาก oxidative stress 

ภาวะ Oxidative stress ท�ำให้เกิดการท�ำลายเซลล์และมีความเกี่ยวข้องกับความผิดปกติต่าง ๆ ทางระบบ

ประสาท เช่น Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease และ stroke เป็นต้น ซึ่งความผิดปกตินี้เกิดขึ้นผ่าน 

free radicals หรือ ROS ได้แก่ hydrogen peroxide, superoxide และ hydroxyl radicals ปริมาณของ ROS 

ที่มากเกินไปนี้อาจจะท�ำให้เกิดการท�ำลายดีเอนเอ โปรตีน และไขมัน ซึ่ง hydrogen peroxide เป็น ROS หลักที่ใช้กัน

อย่างกว้างขวางส�ำหรับเป็นตัวเหนี่ยวน�ำให้เกิด oxidative stress ในหลอดทดลอง

ในการศึกษานี้พบว่า hydrogen peroxide แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง N1E-115 เป็น

สดัส่วนโดยตรงกบัความเข้มข้นซ่ึงสอดคล้องกบัรายงานทีม่ผู้ีวจิยัมาแล้ว(26-27) เนือ่งจากการสมัผัสกับสารสกัด EHB หรอื 

EHW 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมงไม่มีผลต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ 

จงึเลอืกความเข้มข้นทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งมาใช้ในการทดลอง และเมือ่ให้สารสกดั EHB หรอื EHW 

พร้อมกบัหรือก่อนให้ hydrogen peroxide ไม่สามารถลดการบาดเจบ็หรอืการตายทีเ่กดิจาก hydrogen peroxide ได้ 

แสดงให้เห็นว่า สารสกัดมะกอกน�้ำไม่แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทจาก oxidative stress ที่เป็นผลมาจากพิษของ 

hydrogen peroxide 

ส่วนการใช้ glutamate เป็นแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาทและการเติม glycine พร้อมกับ 

การเติม glutamate ในทุกการทดลองนั้นเพื่อกระตุ้นให้ glutamate จับกับตัวรับ (NMDA receptor) ได้ดีขึ้น(28-29) 

ซึง่การกระตุน้ตวัรบัท่ีมากเกนิไปนีเ้ป็นสาเหตใุห้เกดิการตายของเซลล์(14)  ในการศกึษานีพ้บว่า  glutamate มคีวามเป็น

พิษต่อเซลล์ประสาท N1E-115 เป็นสดัส่วนโดยตรงกบัความเข้มข้นซึง่ความเป็นพษิต่อเซลล์ประสาทของ glutamate 

นี้สอดคล้องกับรายงานวิจัยอื่น ๆ(30-32) และการศึกษานี้ glutamate มีค่า IC50 ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ โดยเริ่ม

แสดงความเป็นพษิท่ีความเข้มข้น 25 มิลลโิมลาร์  อย่างไรกต็าม มกีารศกึษาวจิยัทีแ่สดงให้เหน็ว่า glutamate เริม่แสดง

ความเป็นพิษทีค่วามเข้มข้นระหว่าง 0.1 และ 10 มลิลโิมลาร์ ในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง N1E-115(30), hNT (human 

Ntera/D1)(33) และเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง hippocampal dentate gyrus ที่แยกจากสมองของหนูขาว(34) และ 

ที่ความเข้มข้นระหว่าง 1 - 100 มิลลิโมลาร์ ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง cortical ที่แยกจากสมองของหนูขาว(35) 

ความแตกต่างนี้อาจเป็นผลมาจากความหนาแน่นที่แตกต่างกันของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง ระยะเวลาที่เซลล์ประสาท

สัมผัสกับ glutamate และยังขึ้นกับชนิดของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่ใช้ในการทดลอง ด้วยเหตุนี้จึงมีผลท�ำให้เซลล์

ประสาทมีความไวต่อการเกิดพิษจาก glutamate แตกต่างกัน
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จากการศึกษานี้ได้ประเมิน cell viability จากการตรวจวัด MTT reduction พบว่า การสัมผัสกับสารสกัด 

EHB หรือ EHW ของมะกอกน�้ำ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อ cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงปกติ 

ที่เกิด differentiation แล้ว จึงเลือกใช้ความเข้มข้นที่พบนี้ในการทดลอง โดยเมื่อเซลล์ประสาท N1E-115 สัมผัสกับ 

สารสกัด EHB 1 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ EHW 0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับ glutamate 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายที่เกิดจาก glutamate ได้ โดยเพิ่ม MTT reduction ซึ่งเป็น

ดชันชีีว้ดัของ mitochondrial viability/activity แสดงให้เหน็ว่า สารสกดั EHB และ EHW ของมะกอกน�ำ้แสดงฤทธิ ์

ปกป้องเซลล์ประสาทจากพิษของ glutamate ซึ่งยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน

จากการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัดมะกอกน�้ำพร้อมกับ glutamate เป็นผลให้เกิดการปกป้องการตายของ

เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่เกิดจากพิษของ glutamate ในขณะที่การสัมผัสกับสารสกัดมะกอกน�้ำก่อน glutamate 

ไม่มีผลต่อการปกป้องการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่เกิดจากพิษของ glutamate ได้ อาจเป็นไปได้ว่าฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกดัมะกอกน�ำ้เกดิจากการออกฤทธิโ์ดยตรงในการลดความเป็นพษิของ glutamate ขณะ 

การสัมผัสร่วมท�ำให้ลดการตายของเซลล์ประสาท แต่อาจจะไม่มีผลต่อเซลล์ประสาทเมื่อสารสกัดมะกอกน�้ำเข้าสู่เซลล์

แล้วก่อนการเติม glutamate ลงในการเพาะเลี้ยงตามหลัง

ในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้พิสูจน์ว่า ฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHB และ EHW ในแบบจ�ำลอง 

การเส่ือมของเซลล์ประสาทจาก glutamate มกีลไกการออกฤทธิผ่์านกระบวนการส่งสญัญาณในวถิ ีMAPK และวถิ ีPI3K 

หรอืไม่ โดยเติมสารยบัยัง้เฉพาะ คอื MEK inhibitor (PD 98059) และ PI3K inhibitor (LY294002) ซึง่เป็นตวัยบัยัง้

การส่งสญัญาณในวถิดีงักล่าว ตามล�ำดบั  ผลพบว่า สารสกัด EHB และ EHW ทีค่วามเข้มข้น 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร มีฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากพษิของ glutamate ซึง่ผลทีไ่ด้นีส้นบัสนนุกบัผลการทดลองครัง้ก่อนในการศกึษานี้ 

ทีพ่บว่า สารสกดัมะกอกน�ำ้ปกป้องการบาดเจบ็และการตายของเซลล์ประสาททีเ่กดิจาก glutamate กลุม่เซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยงที่สัมผัสกับสารยับยั้งเฉพาะ PD 98059 หรือ LY 294002 ก่อน แล้วตามด้วยการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด 

EHB และ glutamate พร้อมกับเติมสารยับยั้งเฉพาะดังกล่าวมีค่า cell viability ไม่แตกต่างจากกลุ่มเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยงที่ให้เฉพาะการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHB และ glutamate พบผลเช่นเดียวกันกับเซลล์ประสาท 

เพาะเลี้ยงอีกกลุ่มที่สัมผัสกับสารยับยั้งเฉพาะ PD 98059 หรือ LY 294002 ก่อน แล้วตามด้วยการสัมผัสร่วมระหว่าง

สารสกัด EHW และ glutamate พร้อมกับเติมสารยับยั้งเฉพาะดังกล่าวมีค่า  cell viability ไม่แตกต่างจากกลุ่ม

เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่ให้เฉพาะการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHW และ glutamate และ cell viability ของ 

ทั้ง 2 กลุ่มนี้มีค่าสูงกว่า cell viability ของกลุ่มเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่สัมผัสกับ glutamate อย่างเดียว แสดงว่า 

การเติมหรือไม่เติมสารยับยั้งเฉพาะ MEK inhibitor (PD 98059) หรือ PI3K inhibitor (LY 294002) ก่อน 

แล้วตามด้วยการสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัด EHB หรือ EHW และ glutamate ไม่มีผลต่อฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท

ของสารสกัด EHB หรือ EHW  การศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่า การยับยั้งที่วิถี MAPK ด้วย MEK inhibitor หรือวิถี PI3K 

ด้วย PI3K inhibitor ไม่มีผลต่อการแสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด EHB และ EHW ดังนั้น กลไก

การออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก glutamate ไม่น่าจะเก่ียวข้องกับ 

วิถี MAPK และวิถี PI3K

จากรายงานการเกิดพิษจาก glutamate พบว่า การกระตุ้น glutamate receptor มากเกินไป และอย่าง 

ต่อเนือ่งโดยเฉพาะท่ี NMDA receptor ท�ำให้ความเข้มข้นของแคลเซยีมภายในเซลล์ (intracellular Ca2+ ([Ca2+]i)) 

เพิ่มมากขึ้น มีผลท�ำให้เกิดการเสื่อมสลายและการตายของเซลล์ประสาทจากพิษของ glutamate ผ่าน excitotoxic  

pathway ที่เรียกว่า glutamate neurotoxicity หรือ excitotoxicity(36) ซึ่งจะไปกระตุ้นเอนไซม์หลายชนิดที่มีความ

เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์ประสาทโดยท�ำให้เกิด protein breakdown มีการสร้าง free radical หรือการสะสม 

ROS ทีเ่กดิจากไมโตคอนเดรยี และเกดิ lipid peroxidation(37) เป็นเหตใุห้เซลล์ประสาทสญูเสยีหน้าทีแ่ละตายในทีส่ดุ 
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นอกจากนี้ ความเป็นพิษของ glutamate ยังเกิดขึ้นผ่าน oxidative pathway โดยมีการสร้าง malondialdehyde 

ระหว่างการเกิด lipid peroxidation ผลท�ำให้เกิด oxidative damage และเซลล์ประสาทตาย(35) จากผลการทดลอง 

สารสกดั EHB และ EHW สามารถปกป้องการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจาก glutamate แต่ไม่แสดงผลปกป้อง

การตายของเซลล์ประสาทเพาะเล้ียงจาก hydrogen peroxide อาจเป็นไปได้ว่า กลไกการออกฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท

ของสารสกัดมะกอกน�้ำไม่น่าจะเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติต้านออกซิเดชันของสารสกัดมะกอกน�้ำ แต่อาจจะเกี่ยวข้องกับ 

การยบัยัง้การกระตุน้ที ่glutamate receptor เป็นผลให้ลดการตายของเซลล์ประสาทจากการเกดิพษิของ glutamate  

อย่างไรก็ตาม กลไกการออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะกอกน�้ำโดยละเอียดยังไม่เป็นที่เข้าใจ ดังนั้น 

ควรศึกษาวิจัยเพิ่มเติมเพื่อขยายความต่อไป

สรุป

การศึกษาฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะกอกน�้ำในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง mouse 

neuroblastoma N1E-115 โดยใช้แบบจ�ำลองการเสือ่มของเซลล์ประสาททีท่�ำให้เกิดการบาดเจบ็หรอืการตายของเซลล์

จาก  hydrogen peroxide หรอื   glutamate พบว่า ทัง้ hydrogen peroxide และ glutamate มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ 

ประสาท N1E-115 โดยลด cell viability ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้น  

ในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก hydrogen peroxide พบว่า  สารสกัด EHB หรือ EHW 

เมือ่ให้พร้อมกบัหรอืก่อนให้ hydrogen peroxide ไม่สามารถปกป้องการบาดเจบ็หรอืการตายของเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยงจากความเป็นพิษของ hydrogen peroxide ได้  ส่วนในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก glutamate 

พบว่า เมื่อเซลล์ประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด EHB หรือ EHW พร้อมกับ glutamate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

พบว่า สารสกัด EHB (1 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ EHW (0.5 - 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สามารถปกป้อง 

การบาดเจบ็หรอืการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากความเป็นพษิของ glutamate ได้ และการเตมิสารยบัยัง้เฉพาะที ่

MAPK หรอื PI3K signaling pathway ไม่มีผลต่อการแสดงฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาทของสารสกดั EHB และ EHW 

จากพิษของ glutamate แสดงว่าฤทธิ์ดังกล่าวไม่น่าเก่ียวข้องกับทั้งคุณสมบัติต้านออกซิเดชันของสารสกัดมะกอกน�้ำ 

และการส่งสัญญาณผ่านวิถี Mitogen-activated protein kinase (MAPK) และวิถี Phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3K)
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ABSTRACT    Makok-nam contains polyphenols which are marked antioxidant and may suggest its 
potential to alleviate oxidative stress-induced neurodegenerative process. The present study was to investigate 
the neuroprotective activities of ethanol extracts of Makok-nam bark (EHB) and Makok-nam wood (EHW) 
on hydrogen peroxide and glutamate-induced neurotoxicity in mouse neuroblastoma N1E-115 cell line 
cultures. It was found that co-exposure of cultured neurons to glutamate with EHB or EHW for 24 
hours may be protective against cell injury from glutamate in N1E-115 cultures, while both extracts did  
not show this beneficial effect in hydrogen peroxide-induced cell death. Moreover, we also 
proved that the underlying neuroprotective mechanisms of Makok-nam extracts may not involve in the  
mitogen-activated protein kinase (MAPK) or phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) signaling pathway, 
and yet, certain neuroprotection mechanisms of these extracts are still unclear and warrant further 
investigation.

Key words : Makok-nam, Elaeocarpus sp., hydrogen peroxide-induced cell death, 
glutamate-induced cell death,  mouse neuroblastoma cells, N1E-115 cells




