
นิพนธตนฉบับ ว กรมวิทย พ 2563; 62 (4) : 305-329

305วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

1

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและปกปองเซลลประสาทของ

สารสกัดจากเปลือกตนเพกาในเซลลประสาทเพาะเล้ียง

สดุดี รัตนจรัสโรจน  วารุณี จิรวัฒนาพงศ  ณัฐพร พลแสน  นิธิดา พลโคตร ยุวดี เมตตาเมธา  ศักดิ์วิชัย ออนทอง

และประถม ทองศรีรักษ
สถาบันวิจัยสมุนไพร  กรมวิทยาศาสตรการแพทย  ถนนติวานนท  นนทบุรี  11000

Corresponding author E-mail: sadudee.r@dmsc.mail.go.th

Received: 20 November 2019 Revised: 25 August 2020 Accepted: 16 September 2020             

บทคัดยอ ภาวะเครียดจากการเกิดออกซิเดชัน (oxidative stress) เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของ

ระบบประสาท เปลือกตนเพกาประกอบดวยสารกลุมโพลีฟนอลซึ่งมีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระ และอาจใชบรรเทาภาวะ 

oxidative stress ได จึงไดศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและฤทธ์ิปกปองเซลลประสาทของสารสกัดดวยน้ํา (OI-W) และ

สารสกดัดวยเอทานอล (OI-E) จากเปลอืกตนเพกาตอความเปนพษิจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกลตูาเมตในเซลลประสาท 

N1E-115 ผลการดักจับอนุมูลไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซด พบวาสารสกัด OI-W และ OI-E สามารถตานอนุมูลอิสระได

การสัมผัสรวมระหวางสารสกัด OI-W หรือ OI-E และไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถปกปอง

การบาดเจ็บหรือการตายของเซลล N1E-115 จากไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ขณะที่ทั้ง 2 สารสกัดไมแสดงผลปกปองการตาย

ของเซลลจากพิษของกลูตาเมต การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือกตนเพกามีฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทจากพิษของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยกลไกการออกฤทธิ์อยางนอยอาจเก่ียวของกับคุณสมบัติตานออกซิเดซัน ควรมีการศึกษาตอไป

ในเซลลท่ีเฉพาะเจาะจงตอพยาธสิภาพ หรอืทดสอบในสัตวทดลองเพือ่ตรวจสอบฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิท์ีเ่ก่ียวของใหชดัเจน

กอนนําไปพัฒนาเปนยาสมุนไพรสําหรับรักษาโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท

คําสําคัญ: เพกา, ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ, ฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท 
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บทนํา

อนุมูลอิสระ (free radicals) ที่มีความสําคัญในทางชีวภาพ ไดแก อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) 

และอนุมูลซุปเปอรออกไซด (superoxide radical) จัดเปนอนุมูลที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอื่นสูงมาก 

ความเสียหายที่เกิดขึ้นเปนผลมาจากความไมสมดุลระหวางอนุมูลอิสระหรือสารออกซิไดสแรงสูง (reactive oxygen 

species, ROS) และสารตานออกซิเดชัน (antioxidants) ในรางกาย ทําใหเกิดภาวะเครียดจากการเกิดออกซิเดชัน 

(oxidative stress) สงผลใหเกิดการทําลายแบบออกซิเดซัน (oxidative damage) ตอชีวโมเลกุลภายในรางกาย 

เชน การทําลายดีเอ็นเอ (DNA damage) การทําลายสภาพโปรตีน (protein denaturation) การทําลายเยื่อหุม

เซลล (lipid peroxidation) ทําใหชวีโมเลกลุเหลานีเ้กิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางและเสยีหนาทีก่ารทาํงาน(1) เปนตน

ภาวะ oxidative stress เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคตาง ๆ  เชน โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด 

โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคทางระบบประสาท และโรคอื่น ๆ  รวมทั้งกระบวนการชรา(1) นอกจากนี้ภาวะ oxidative 

stress ยงัมคีวามเกีย่วของกบัโรคความเสือ่มของระบบประสาท (neurodegenerative diseases) เชน Alzheimer’s 

disease, Parkinson’s disease การสะสม ROS ในเซลลประสาทสวนใหญนั้นเปนซุปเปอรออกไซดแอนไอออน

และไฮโดรเจนเปอรออกไซดสงผลใหเกิด lipid peroxidation มีการทําลายดีเอ็นเอและโปรตีน เกิดการตายของ

เซลลประสาทและกอใหเกดิโรคทางระบบประสาท(2,3) จากรายงานวจิัยพบวาสาร antioxidants สามารถยบัยัง้การเกดิ 

ROS และอาจปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อมของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก oxidative stress ได(4)

ดังนั้นนักวิจัยจึงพยายามที่จะคนหาสารที่สามารถปองกันและยับยั้งอนุมูลอิสระเพื่อปองกันโรคที่เกิดจากความเสื่อม

ของระบบประสาท 

เพกา มีชื่อวิทยาศาสตรวา Oroxylum indicum (L.) Kurz จัดอยูในวงศ Bignoniaceae เปนไมยืนตน

ขนาดกลาง เนื้อไมออน แตกกิ่งกานนอย ใบเปนใบประกอบแบบขนนก 3-4 ชั้น เรียงตรงกันขาม ใบยอยรูปไขหรือ

รูปไขแกมวงรี ปลายใบแหลม ดอกเปนชอแบบกระจาย ออกที่ปลายยอด ดอกยอยมีขนาดใหญ มีสีมวงแดง ผลเปน

ฝกรูปดาบแบน ขนาดใหญ สีน้ําตาล เมื่อแกจะแตกตามยาว ภายในมีเมล็ดแบนสีขาว มีปกบาง เพกาเปนตนไมที่มี

การกระจายพันธุกวาง พบตั้งแตภูมิภาคเอเชียใต จีนตอนใตจนถึงภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมทั้งประเทศไทย 

โดยพบขึ้นอยูตามธรรมชาติในปาดิบชื้นและพื้นที่โลงทั่วไป (ภาพที่ 1)(5,6)

ภาพที่ 1   ตนและเปลือกตนเพกา (Oroxylum indicum (L.) Kurz) 

ตนเพกา เปลือกตนเพกา (แหง)

เปลือกตนเพกา (สด)
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สวนตาง ๆ  ของเพกาสามารถนําไปใชประโยชนไดทุกสวน มีสรรพคุณใชรักษาและปองกันการเกิดโรคได 

ตามตาํรายาไทยพบวาเปลือกตนเพกามีรสฝาด ขม เยน็ ชวยสมานแผล ดบัพษิกาฬ แกรอนใน แกทองรวง ทาํใหนํา้เหลอืง

เปนปกต ิดบัพิษโลหติ บาํรงุโลหติ แกเสมหะจกุคอ ขบัเสมหะ แกบดิ แกอาการจกุเสยีด แกไขรากสาด แกฝ รกัษามะเรง็เพลงิ

ขบัเหงือ่ แกไขขออกัเสบชนดิเฉยีบพลนั ชวยเจรญิอาหาร(7) จากบญัชียาจากสมนุไพรในบัญชียาหลกัแหงชาต ิใชเปลอืก

เพการวมกับสมุนไพรอื่นในตํารับ ไดแก ตํารับ “ยาเหลืองปดสมุทร” มีสรรพคุณบรรเทาอาการทองเสียชนิดที่ไมเกิด

จากการติดเชื้อ เชน อุจจาระไมเปนมูกหรือมีเลือดปน และทองเสียชนิดที่ไมมีไข และตํารับ "ยาเลือดงาม" มีสรรพคุณ

บรรเทาอาการปวดประจําเดือน ชวยใหประจําเดือนมาเปนปกติ แกมุตกิด(8) มีรายงานวาสารเคมีที่พบในเปลือก

ตนเพกา คอื สารกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) เชน oroxylin A, baicalein, chrysin, scutellarein(9,10) เปนตน

และการศึกษาทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาทั้งในหลอดทดลองและสัตวทดลอง พบวาสารสกัด

จากเปลือกตนเพกามีฤทธิ์ตางๆ ไดแก ตานอักเสบ(11,12,13,14) ตานอาการปวด(11,15) ปกปองเซลลตับ(16,17) ตานเช้ือ

จุลชีพ(13,18,19,20)  ตานทองเสีย(13,15,20,21) ตานการแบงตัวเพิ่มจํานวนเซลล(22) ยับยั้งการแพรกระจายของมะเร็ง(23) 

ลดไขมัน(24) ยับยั้งการสรางเซลลไขมัน(25) ตานเบาหวาน(26) เรงการหายของแผล(27) และตานอนุมูลอิสระ(12,24,26,27,28) 

เปลือกตนเพกาเป นแหลงของสารประกอบโพลีฟโนลิก (polyphenolic) ที่มีคุณสมบัติต าน

ออกซิเดซัน(24,26,27,28)  และมีหลักฐานสนับสนุนวาสาร antioxidants อาจจะปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อม

ของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก oxidative stress ได(4) ดังนั้นการลดภาวะ oxidative stress ในเซลลประสาท

จึงเปนเปาหมายหลักที่นาสนใจในการปองกันและรักษา neurodegenerative diseases สารสกัดที่ไดจากเปลือกตน

เพกาอาจสามารถปองกนัหรอืลดการเกดิพยาธสิภาพจากการเสือ่มของเซลลประสาท ทาํใหลดการตายของเซลลประสาท

ได อยางไรกต็ามยงัไมมีรายงานฤทธิข์องสารสกดัเพกาในการปกปองเซลลประสาท จงึไดศกึษาฤทธิต์านอนมุลูอสิระของ

สารสกดัจากเปลือกตนเพกาโดยประเมินการดกัจบั (scavenge) อนมุลูไฮดรอกซลิและซปุเปอรออกไซด และศกึษาฤทธิ์

ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากภาวะ oxidative 

stress จํานวน 2 โมเดล โดยการเหนี่ยวนําใหเซลลบาดเจ็บหรือตายจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกลูตาเมต

ในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma cells แลวประเมินความอยูรอดของเซลล (cell viability) ดวย

การตรวจวัด 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction และ

การทําลายเยื่อหุมเซลล (plasma membrane damage) หรือการตายของเซลล (cell death) ดวยการตรวจวัด 

lactate dehydrogenase (LDH) release

วัสดุและวิธีการ

วัตถุดิบ

เก็บรวบรวมตัวอยางเพกาจากพื้นที่จังหวัดจันทบุรี เพื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการศึกษา และตรวจ

ระบุชนิดพรอมสวนของเปลือกตนตามหลักอนุกรมวิธานพืช(5,6) เพื่อจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง (voucher 

specimen) เก็บรักษาไวท่ีพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตรการแพทย (DMSC Herbarium) โดยมีหมายเลข

พรรณไมของพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตรการแพทย คือ DMSC 5188 

การเตรียมสารสกัดเปลือกเพกา

แยกหั่นเปลือกตนเปนชิ้นเล็ก ๆ  อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นบดเปนผงหยาบ และเก็บไว

ในภาชนะปดสนิทกอนนําไปเตรียมสารสกัด 
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การเตรียมสารสกัดดวยนํ้า

นําผงสมุนไพรแหงของเปลือกตนของเพกาตั้งตนปริมาณ 100 กรัม มาเตรียมเปนสารสกัดโดยการตมกลั่น

ในนํ้าเปนเวลา 1 ชั่วโมง จํานวน 2 ครั้ง กรอง และนําไปทําใหเขมขนภายใตสุญญากาศดวยเครื่อง rotary evaporator

(Rotary vaccum evaporator, Büchi, Japan) จากนั้นทําใหแหงโดยใช lyophilizer ไดสารสกัดดวยนํ้าจาก

เปลือกตนของเพกา (OI-W) โดยมีรอยละของปริมาณสารที่สกัดไดเทากับ 24 (%yield, wt/wt) 

การเตรียมสารสกัดดวยเอทานอล

นําผงสมุนไพรแหงของเปลือกตนของเพกาตั้งตนปริมาณ 100 กรัม มาตมกลั่นในเอทานอล 95% เปนเวลา 

1 ชั่วโมง จํานวน 2 ครั้ง กรอง และนําไประเหยแหงภายใตสุญญากาศดวยเครื่อง rotary evaporator ไดสารสกัดดวย

เอทานอลจากเปลือกตนของเพกา (OI-E) โดยมี %yield, wt/wt เทากับ 25

การควบคุมคุณภาพสารสกัด

การควบคุมคุณภาพทางเคมีของสารสกัดดวยนํ้าและเอทานอลใชเทคนิคโครมาโตกราฟชนิดผิวบาง

(Thin layer chromatography; TLC) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน baicalein, chrysin ตรวจสอบลักษณะของ

โครมาโทรแกรม (chromatogram) ภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และทําปฏิกิริยากับสารละลาย 

NP-Polyethylene glycol (NP-PEG) แลวตรวจสอบภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี hydroxyl radical scavenging assay

ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธีดักจับอนุมูลไฮดรอกซิล โดยดัดแปลงจากวิธีของ Halliwell และ

คณะ(29) ดงันี ้reaction mixture ประกอบดวย deoxyribose (1 มลิลโิมลาร) 100 ไมโครลติร สารละลาย FeSO
4
.7H

2
O 

(10 ไมโครโมลาร) 10 ไมโครลิตร H
2
O

2
 (100 ไมโครโมลาร) 10 ไมโครลิตร ascorbic acid (Sigma-aldrich, 

USA) (100 ไมโครโมลาร) 100 ไมโครลิตร และสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขน 20-400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ

สารมาตรฐาน trolox (Sigma-aldrich, USA) 40-400 ไมโครโมลาร ผสมสารใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาดวย butylate hydroxytoluene (100 มิลลิโมลาร) 10 ไมโครลิตร 

จากนั้นนํามาทํา Thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS assay) โดยเติม trichloroacetic 

acid (2.8%) 0.5 มิลลิลิตร และ thiobarbituric acid (1%) 1 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, 

Biotex, USA) ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ทําการทดสอบตัวอยางละ 2 ครั้ง (duplicate)  

ผลการทดลองท่ีไดนําไปคาํนวณคารอยละการยบัยัง้การเกิดออกซิเดชัน (รอยละการเกิด TBARS) โดยเทยีบ

กบักลุมควบคมุทีไ่มมีสารสกดัสมุนไพรหรอืสารมาตรฐาน  การวเิคราะหประสทิธภิาพในการตานอนมุลูอสิระจะพจิารณา

จากคาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานท่ีสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50 

(Inhibitory concentration at 50%, IC
50
) และคา Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC) ซึ่ง

เปนคาทีบ่อกความแรงของสารสกดัสมุนไพรในการตานการเกิดปฏิกิรยิาออกซเิดชันเปนจาํนวนเทาเมือ่เทยีบกับอนพุนัธ

วิตามินอี (trolox) ตอกรัมของตัวอยางสารสกัด โดยสารสกัดสมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันที่ดีนั้นจะมีคา IC
50

ในระดับตํ่า และคา TEAC ในระดับสูง
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ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี superoxide radical scavenging assay

ทดสอบฤทธิต์านอนมุลูอสิระดวยวิธดีกัจบัอนมุลูซปุเปอรออกไซด โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Nishikimi และ

คณะ(30) ดงันี ้reaction mixture ประกอบดวย nitroblue tetrazolium (Sigma-aldrich, USA)  258 ไมโครโมลาร 

nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) 996 ไมโครโมลาร และ phenazine methosulfate (PMS) 16.2 

ไมโครโมลาร อยางละ 50 ไมโครลิตร และสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐาน gallic acid (Sigma-aldrich, USA)

ทีค่วามเขมขน 1, 5, 10, 50, 100 ไมโครกรมั/มิลลลิติร โดยเตรยีมสารทกุตวัใน phosphate buffer (10 mM, pH 7.4)

ซึ่งประกอบดวย disodium phosphate และ monosodium phosphate ผสมสารใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, 

USA) ที่ 562 นาโนเมตร ทําการทดสอบตัวอยางละ 3 ครั้ง (triplicate)  ผลการทดลองที่ไดแสดงเปนคารอยละของ 

activity เทียบกับกลุมที่เกิดปฏิกิริยา 100% (full oxidation) คํานวณฤทธิ์ตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดเปนรอยละ

ของการยับยั้ง (% inhibition) แลวนํามา plot กราฟเพื่อหาคาความเขมขนที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซมได

รอยละ 50 (IC
50
) เปรียบเทียบความเขมขนของสารทดสอบกับความเขมขนของสารมาตรฐาน

การทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

การเตรียมเซลลเพาะเลี้ยง

นาํเซลลประสาทเพาะเล้ียง mouse neuroblastoma cells, N1E-115 (Cat. No. CRL-2263) (American

Type Culture Collection (ATCC), USA) passage number 24-34 ซึง่เปนเซลลแขวนลอย (cell suspension)

ใสในขวดเลีย้งเซลลขนาด 25 ตารางเซนตเิมตร นาํเซลลไปเลีย้งในตูบมเลีย้งเซลลชนดิควบคมุกาชคารบอนไดออกไซด 

(CO
2
) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะ CO

2 
5% ดวยอาหารเลี้ยงเซลล (DMEM-high glucose; 

Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ทีม่ ีsodium bicarbonate 3.7 มลิลกิรมั/มิลลลิติร fetal bovine serum 

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

(100 ไมโครกรมั/มิลลลิติร) นาน 5-7 วัน หลงัจากนัน้ยอยเซลลดวย trypsin-EDTA 0.25% ใหได cell suspension

แลวนําไปปนโดยใชเครื่องปนชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Sorval RT7, USA) ดวยความเร็ว 1,200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํา cell pellet มาเติม DMEM ที่มี FBS 10% และทําเปน

cell suspension นับจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวย hemocytometer โดยวิธี trypan blue exclusion และนําเซลล

ไปเพาะเลีย้งตอเน่ือง (passage) โดยการแบงใสขวดเพาะเลีย้งเซลลใหมขนาด 75 ตารางเซนติเมตร เพือ่เพิม่จาํนวนเซลล

เปลีย่นอาหารเล้ียงเซลลทกุ 2-3 วัน และเพาะเลีย้งขยายดังทีก่ลาว สปัดาหละ 1 ครัง้ หรอืเมือ่เซลลเพิม่จาํนวนประมาณ 

80-90% ของพื้นที่ขวด

การเตรียมเซลลสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาท 

การเตรียมเซลลเพาะเล้ียงสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด: เลี้ยงเซลล 

N1E-115 ใน 48 well plate (flat-shape) โดยความหนาแนนของเซลลเริ่มตน 3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร 

ภายใตสภาวะ CO
2
 5% เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนแบบไมมีซีรัม ซึ่งประกอบดวย 

DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate 3.7 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ และ N2 supplement ไดแก sodium selenite (Na
2
SeO

3
) 30 นาโนโมลาร human 

transferrin 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร bovine insulin 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร progesterone 20 นาโนโมลาร 

และ putrescin 100 ไมโครโมลาร นําเซลลเพาะเลี้ยงนี้ไปใชในการทดลองหลังจากอายุได 48 ชั่วโมง
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การเตรียมเซลลเพาะเลี้ยงสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาทจากกลูตาเมต: เลี้ยงเซลล N1E-115 ใน 48 

well plate (flat-shape) ที่เคลือบดวยสาร poly-D-lysine 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยความหนาแนนของ

เซลลเริ่มตน 4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร ภายใตสภาวะ CO
2
 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลลเปน DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate

3.7 มลิลกิรมั/มลิลลิิตร FBS 0.5% และยาปฏิชวีนะ แลวเตมิ dimethyl sulfoxide (DMSO) 1.5% ในอาหารเลีย้งเซลล

เพ่ือใหเซลลเพาะเลีย้งเปลีย่นสภาพ (differentiation) ไดภายใตสภาวะทีมี่ซีรัมตํา่ และม ีDMSO(31,32) เพาะเลีย้งเซลล

ตอไปอีกจนครบ 96 ชั่วโมง จึงนําเซลลไปใชในการทดลองได

การทดสอบในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

การทดสอบความเปนพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง

เจือจางสารสะลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30% (เทียบเทากับ 9.794 โมลาร) ดวย Phosphate Buffered 

Saline (DPBS; Sigma-Aldrich, USA) ท่ีมี MgCl
2
 0.100 กรมั/ลติร (DPBS ประกอบดวย KCl 0.200 กรมั/ลติร

NaCl 8.000 กรัม/ลิตร KH
2
PO

4
 0.200 กรัม/ลิตร และ Na

2
HPO

4 
(anhydrous) 1.150 กรัม/ลิตร) เพื่อให

ไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ช่ัวโมง 

มาเติมสารสะลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 25, 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครโมลาร

ลงในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุมแลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม PBS ในปริมาตรเทากัน 

หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

ละลายสารสกัด OI-W ใน sterile distilled water และละลายสารสกัด OI-E ใน DMSO บริสุทธิ์ แลว

เจือจางดวย sterile distilled water เพื่อใหไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ (ความเขมขนสุดทายของ DMSO

ไมเกิน 0.1%) นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติม OI-W หรือ 

OI-E ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุมแลวเลี้ยง

ตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากันในการทดสอบผล

ของสารสกัด OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%)

ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติมสารสกัด OI-W 

ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05, 0.1, 

0.5, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากัน

ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO 

ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E พรอมกับเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 ไมโครโมลาร

ในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุม และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลลกลุมควบคุม แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

อีกกลุมการทดสอบใหเติมสารสกัดที่ความเขมขนดังกลาว เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล

กอนเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 ไมโครโมลาร และเตมิ PBS ในปรมิาตรเทากนัในเซลลกลุมควบคมุ แลวนาํเซลล

ไปเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction assay 

หากพบวาสารสกดัสามารถปกปองเซลลประสาทจากพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะประเมนิการทาํลายเยือ่หุมเซลล 

โดยตรวจวัดดวยวิธี LDH release assay
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การทดสอบในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากกลูตาเมต

การทดสอบความเปนพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง

ละลายกลูตาเมตและไกลซีนใน sterile PBS (DPBS ที่ปราศจาก MgCl
2
) แลวเจือจางดวย PBS เพื่อ

ใหไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง 

แตละหลุมมาเติมกลูตาเมตที่ความเขมขน 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิโมลาร พรอมกับเติมไกลซีนที่ความเขมขน

2 มิลลิโมลาร แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลลกลุมควบคุม หลังจากนั้น

ประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แตละหลุมมาเติมสารสกัด 

OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 

24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากันในการทดสอบผลของสารสกัด 

OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบ

ผลของสารสกัด OI-E หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมต

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แตละหลุมมาเติมสารสกัด

OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม 

sterile distilled water ในปรมิาตรเทากนัในการทดสอบผลของสารสกัด OI-W หรอืเตมิ DMSO 2.5% ในปรมิาตรเทากนั

(ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E พรอมกับเติมกลูตาเมต

50 มิลลิโมลาร และไกลซีน 2 มิลลิโมลาร ในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุม และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลล

กลุมควบคุม แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง อีกกลุมการทดสอบใหเติมสารสกัดที่ความเขมขนดังกลาว เปนเวลา 

24 ชัว่โมง หลังจากนัน้เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลใหมกอนเตมิกลตูาเมตและไกลซนี และเตมิ PBS ในปรมิาตรเทากนัในเซลล

กลุมควบคมุ แลวนาํเซลลไปเลีย้งตอเปนเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ประเมนิ cell viability โดยตรวจวดัดวยวธิ ีMTT 

reduction กรณทีีพ่บวาสารสกดัสามารถปกปองเซลลประสาทจากพษิของกลูตาเมตจะประเมนิการทาํลายเยือ่หุมเซลล 

โดยตรวจวัดดวยวิธี LDH release assay

การประเมินคุณภาพ และการตรวจวัดความอยูรอดและการตายของเซลล

การประเมิน cell morphology

ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphology) ของเซลลเพาะเลี้ยงดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 

(inverted microscope, Axiovert 200, Zeiss, Germany) โดยใชเทคนิค Phase Contrast

การตรวจวัดจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี MTT reduction assay

ตรวจวัด MTT reduction ซึ่งบงบอกความอยูรอดของเซลล (cell viability) ดวยวิธี colorimetric 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Mosmann (1983)(33) ดังนี้ เติมสารละลาย MTT 10 ไมโครลิตร (5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

ใน PBS) ลงในเซลลของแตละหลุม (ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แลวนําเซลลเพาะเลี้ยงไปบม

ในตูอบเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง และเติม DMSO 

200 ไมโครลิตร ลงในแตละหลมุ ดดูสารละลายของแตละหลมุใสใน 96 well plate แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย 
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Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, USA) ที่ความยาวคลื่น 570/620 นาโนเมตร

คา MTT reduction แสดงในรูปของรอยละเปรียบเทียบกับเซลลเพาะเลี้ยงกลุมควบคุมที่ไมไดเติมสารทดสอบ

(untreated control) ซ่ึงคาํนวณจาก (คาการดดูกลนืแสงของกลุมทีไ่ดรบัสารหรอืสมนุไพร x 100)/คาการดดูกลนืแสง

ของกลุมควบคุม

การตรวจวัดการทําลายเยื่อหุมเซลลดวยวิธี LDH release assay

ตรวจวัดปริมาณ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลล (LDH release) เปนการประเมินการทําลายเยื่อหุม

เซลลซึง่บงบอกการตายของเซลล (cell death) ดวยวธีิ colorimetric โดยใช In vitro Toxicology Assay Kit Lactate

dehydrogenase based (Sigma, USA) เปนการวัดปริมาณเอนไซม LDH ทั้งภายในเซลลและภายนอกเซลล ดังนี้

ดูด medium 100 ไมโครลิตร จากแตละหลุมใสใน 96 well plate เพื่อวัดปริมาณ LDH ภายนอกเซลล และดูด 

medium ที่เหลือทิ้ง แลวเติม Triton X -100 (0.5%) 500 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม ทิ้งไว 15 นาที หลังจากนั้นดูด 

aliquots 100 ไมโครลิตร จากแตละหลุมใสใน 96 well plate เพื่อวัดปริมาณ LDH ภายในเซลล  ปฏิกิริยาเริ่มโดย

การเตมิ assay mixture (ประกอบดวยสารตัง้ตน สารทาํใหเกดิสแีละเอนไซม) 50 ไมโครลติร ลงในแตละหลมุ แลวหุม 

plate ดวย aluminium foil และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม HCl (0.5N) 50 

ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, 

USA) ที่ความยาวคลื่น 490/690 นาโนเมตร  คา LDH release ของแตละหลุมแสดงในรูปของรอยละซึ่งคํานวณจาก 

(คาการดดูกลนืแสงของ LDH ภายนอกเซลล x 100)/(คาการดดูกลืนแสงของ LDH ภายนอกเซลล + คาการดูดกลืนแสง

ของ LDH ภายในเซลล) และนําคา LDH release ในรปูของรอยละเปรยีบเทยีบกบักลุมควบคมุ (untreated control) 

ซึ่งคํานวณจาก LDH release ของกลุมที่ไดรับสารสกัดสมุนไพร x  100)/LDH release ของกลุมควบคุม

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

การวิเคราะหขอมูลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ขอมูลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระทุกคานําเสนอในรูปคาเฉลี่ย (mean) ± คาความคลาดเคลื่อน

มาตรฐาน (standard error of the mean, SEM) โดยคาเฉลีย่ของแตละขอมลูมาจาก 3 การทดลองทีเ่ปนอสิระตอกนั

(N = 3) การเปรียบเทียบความแตกตางระหวาง 2 กลุมการทดลองทีเ่ปนอสิระตอกนั ใช unpair t-test คา p ทีน่อยกวา

0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

การวิเคราะหขอมูลการทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

ขอมูลทุกคานําเสนอในรูปคาเฉลี่ย (mean) ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, SEM) 

โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลในแตละวิธีของการทดสอบมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละ

ตัวอยางทําสามซํ้า โดยแตละการทดลองทําภายใตเงื่อนไขเดียวกัน แลวนําผลที่ไดจากการทดลองในแตละวันมารวมกัน

จนครบ 6 การทดลอง ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดในแตละวันที่ทําการทดสอบไมมีความแตกตางกัน การเปรียบเทียบ

ความแตกตางของคาเฉลีย่มากกวา 2 กลุม ใช Analysis of variance (ANOVA) และการเปรียบเทยีบขอมลูทีแ่ตกตางกนั

กรณีความแปรปรวนของทั้ง 2 กลุมไมแตกตางกันใช Scheffe multiple comparisons และกรณีความแปรปรวนของ

ทั้ง 2 กลุมแตกตางกันใช Tamhane’s T2 multiple comparisons  คา p ที่นอยกวา 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น

95% ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
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ผล

การควบคุมคุณภาพสารสกัด

ผลการศึกษาเอกลักษณทางเคมีของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาโดยวิธี TLC พบแถบสีดําของสารสกัดดวย

นํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W)  และสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตรงกับแถบของสารละลาย

มาตรฐาน baicalein และพบแถบสีเหลืองของสารสกัดดวยนํา้จากเปลอืกตนเพกา (OI-W)  และสารสกัดดวยเอทานอล

จากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตรงกับแถบของสารละลายมาตรฐาน chrysin ซึ่งจาก chromatogram พบวาสารสกัด

ดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) มีความเขมของแถบมากกวาสารสกดัดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) 

(ภาพที่ 2) แสดงใหเห็นวาสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกามีปริมาณสาร baicalein และ chrysin มากกวา

สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา

ภาพที่ 2 ทีแอลซีโครมาโทรแกรมของสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล

 จากเปลือกตนเพกา (OI-E) เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน baicalein และ chrysin 

 ก. ตรวจสอบภายใตแสง UV ที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร

 ข. พนดวยสารละลาย NP-PEG และตรวจสอบภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

การตรวจสอบฤทธิต์านอนมุลูอสิระ พบวาสารสกดั OI-W และสารสกัด OI-E มฤีทธิต์านอนมุลูไฮดรอกซลิ

ตามความเขมขน (concentration dependent manner) ที่ใชทดสอบ โดยสารสกัด OI-W มีคา IC
50
 เทากับ 

121.17 ± 5.07 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัด OI-E มีคา IC
50 

เทากับ 61.72 ± 4.44 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

สวนสารมาตรฐาน trolox มีคา IC
50 

เทากับ 136.99 ± 5.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 1 ขอมูลที่ได

แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E ตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากกวาสารสกัด OI-W และสารสกัดทั้งสองชนิดตานอนุมูล

ไฮดรอกซิลไดดีกวา trolox โดยสารสกัดดวยนํ้าและสารสกัดดวยเอทานอลมีความแรงในการตานการเกิดปฏิกิริยา

ออกซเิดชนั (TEAC) เปน 1.13 และ 2.23 เทา เมือ่เทยีบกบั trolox หรอือนพุนัธวติามนิอตีอกรมัของตัวอยางสารสกดั 

การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดพบวาสารสกัด OI-W และสารสกัด OI-E มีฤทธิ์ตานอนุมูล

ซุปเปอรออกไซดแบบ concentration dependent manner โดยสารสกัด OI-W มีคา IC
50
 เทากับ 85.62 ± 3.30 
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ไมโครกรมั/มลิลลิิตร และสารสกดั OI-E มีคา IC
50 

เทากับ 86.78 ± 9.45 ไมโครกรัม/มลิลลิติร สวนสารมาตรฐาน gallic 

acid  มีคา IC
50 

เทากับ 16.14 ± 0.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 2 ขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัด

OI-W และสารสกัด OI-E สามารถตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดไดในปริมาณใกลเคียงกัน แตตานไดปริมาณนอย

เมื่อเทียบกับ gallic acid

สารสกัด/สารมาตรฐาน IC
50 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) TEAC/Trolox equivalence

สารสกัดดวยนํ้า (OI-W)  121.17 ± 5.07 1.13

สารสกัดดวยเอทานอล (OI-E)  61.72 ± 4.44 2.23

Trolox  136.99 ± 5.25

IC
50
 =  คาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50 ขอมูลทุกคาแสดง

ในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 3 การทดลองที่เปนอิสระตอกัน (n = 3) และ

แตละตัวอยางทํา 2 ซํ้า 

TEAC = คาบอกความแรงของสารสกัดสมุนไพรในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนจํานวนเทา เมื่อเทียบกับอนุพันธวิตามินอ ี

(Trolox/a-tocopherol equivalent antioxidant capacity) ตอกรัมของตัวอยางสารสกัด

ตารางที่ 1 คา IC
50 

ของ hydroxyl radical scavenging activity ของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาเปรียบเทียบ

 กับสารมาตรฐาน

ตารางที่ 2 คา IC
50 

ของ superoxide radical scavenging activity ของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาเปรียบเทียบ

 กับสารมาตรฐาน

สารสกัด/สารมาตรฐาน IC
50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

สารสกัดดวยนํ้า (OI-W) 85.62 ± 3.30

สารสกัดดวยเอทานอล (OI-E) 86.78 ± 9.45

Gallic acid 16.14 ± 0.79

IC
50
 = คาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50

ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจากการทดลองที่เปนอิสระตอกัน 

(n = 3) และแตละตัวอยางทํา 3 ซํ้า 

การทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซด

จากการทดสอบความเปนพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอเซลลประสาท N1E-115 พบวาไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ concentration dependent manner โดย cell viability ของกลุมที่สัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขนในชวง 100-500 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แตกตางจากกลุมควบคุม

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ภาพที่ 3 ก) และจากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเซลลประสาท

มีรูปรางผิดปกติ โดยมีลักษณะบวม/หดตัว/ฝอเปนซากเศษเซลลที่ตายแลวอยูปะปนกับเซลลที่ยังมีชีวิตอยู และ 
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neurites มคีวามยาวส้ันลงและไมมีความตอเน่ือง เมือ่เทยีบกบักลุมควบคมุ (ภาพที ่4) ความผดิปกตนิีเ้กดิขึน้พรอมกัน

กบัการลดลงของ cell viability เน่ืองจากเซลลประสาทสมัผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดทีค่วามเขมขน 200 ไมโครโมลาร

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหเซลลตายประมาณรอยละ 50 ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษ

ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง จึงเลือกใชความเขมขนดังกลาวในการเหนี่ยวนําใหเกิดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลล

ประสาทในการทดลองตอไป

ภาพที่ 3  ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซด สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล
จากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 

 (ก)  ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเล้ียง: เซลล N1E-115 
  อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 25-500 ไมโครโมลาร เปนเวลา
  24 ชั่วโมง  

 (ข) ผลของสารสกัด OI-W ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 
  48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา
  24 ชั่วโมง 

 (ค) ผลของสารสกัด OI-E ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 
  48 ชัว่โมง สมัผสักบัสารสกดั OI-E ทีค่วามเขมขน 0.5-200 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
หลังจากน้ันประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของ
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉล่ียของแตละขอมูลมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) 
ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม

ก
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เมื่อเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลลประสาทเปนรอยละ 103.93, 104.53, 

97.78, 93.19, 95.35, 102.21 และ 101.66 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (100%) (ภาพที่ 3 ข)  เมื่อเซลล

ประสาทสัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขนเดียวกันนี้เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลล

ประสาทเปนรอยละ 105.40, 107.74, 105.93, 98.76, 79.72, 75.60 และ 70.39 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(100%) (ภาพที่ 3 ค) แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W (0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ไมมีผลตอ cell viability 

ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง ในขณะที่สารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลลด 

cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 20.28, 24.40 และ 

29.61  ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ภาพที่ 3 ข และภาพที่ 3 ค)

การทดสอบสารสกัด OI-W ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวา 

MTT reduction ของเซลลเพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนรอยละ 46.40 เมื่อเทียบกับกลุม

ควบคมุ  เมือ่ใหเซลลประสาทเพาะเล้ียงสมัผสักับสารสกัด OI-W ทีค่วามเขมขน 1-200 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พรอมกบั

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน

25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร สามารถเพิม่ cell viability อยางมนียัสาํคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเพิม่ขึน้

รอยละ 14.38, 25.20 30.27 และ 33.51 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดียว

(ภาพที่ 5 ก)

จากการประเมินการตายของเซลล พบวา LDH release ของเซลลเพาะเลี้ยงเพิ่มขึ้นหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิ่มขึ้นรอยละ 184.89 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลด LDH release อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 

95.51, 120.60, 144.42 และ 154.31 ตามลําดบั เมือ่เทยีบกบักลุมทีไ่ดรบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีว (ภาพท่ี 5 ข)

แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 25-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใหพรอมกับไฮโดนเจนเปอรออกไซด

สามารถปองกันการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทจากการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด

โดยเพิ่ม cell viability และลด plasma membrane damage ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด อยางไรก็ตามเมื่อ

ใหเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขนเดียวกันนี้ เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีวท่ีความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสารสกัด OI-W ไมมผีลตอ

การเปล่ียนแปลง MTT reduction เม่ือเทียบกบักลุมควบคมุ  ขอมลูทีไ่ดแสดงใหเหน็วาสารสกดั OI-W ทีค่วามเขมขน

1-200 ไมโครกรมั/มิลลลิติร ใหกอนไฮโดนเจนเปอรออกไซดไมสามารถลดการบาดเจบ็หรอืการตายของเซลลประสาท

ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดได (ภาพที่ 5 ค)

ขณะที่เมื่อทดสอบดวยสารสกัด OI-E พบวา MTT reduction ของเซลลเพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนรอยละ 47.05 เมือ่เทยีบกบักลุมควบคมุ  เมือ่ใหเซลลประสาทเพาะเลีย้งสมัผสักบัสารสกดั

OI-E ทีค่วามเขมขน 0.05-25 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พรอมกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดทีค่วามเขมขน 200 ไมโครโมลาร

เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม cell viability

อยางมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยเพ่ิมข้ึนรอยละ 21.41 เมือ่เทยีบกบักลุมทีไ่ดรบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีว

(ภาพที่ 6 ก)

จากการประเมินการตายของเซลล พบวา LDH release ของเซลลเพาะเลี้ยงเพิ่มขึ้นหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิ่มขึ้นรอยละ 196.44% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 

25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลด LDH release อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 124.49 

เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดียว (ภาพที่ 6 ข)  แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E จากเปลือก
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ตนเพกา ทีค่วามเขมขน 25 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร สามารถปองกนัการบาดเจบ็หรอืตายของเซลลประสาทจากการเหนีย่วนาํ

ใหเกิดพิษดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยเพิ่ม cell viability และลด plasma membrane damage ที่เกิดจาก

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด อยางไรก็ตามเมื่อใหเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน

0.05-25 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชัว่โมง กอนการใหสมัผสักบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีวทีค่วามเขมขน

200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-E ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง MTT reduction 

เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

ใหกอนไฮโดนเจนเปอรออกไซดไมสามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซดได (ภาพที่ 6 ค) 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมต

จากการทดสอบความเปนพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาท N1E-115 ทีท่าํใหเปลีย่นสภาพแลวดวย DMSO 

(differentiated N1E-115) พบวากลูตาเมตเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ concentration dependent manner

โดย cell viability ของกลุมทีสั่มผสักบักลูตาเมตทีค่วามเขมขนในชวง 25-100 มลิลโิมลาร เปนเวลา 24 ชัว่โมง แตกตาง

จากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ภาพที่ 7 ก) และจากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศนพบวา

ความหนาแนนของเซลลประสาทลดลง เซลลประสาทมีรูปรางผิดปกติ และ neurites มีความยาวสั้นลงและไมมี

ความตอเนื่อง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ภาพที่ 8) ความผิดปกตินี้เกิดขึ้นพรอมกันกับการลดลงของ cell viability 

เนื่องจากเซลลประสาทสัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหเซลลตายประมาณ

รอยละ 50 ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในเหนี่ยวนําใหเกิดพิษตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง จึงเลือกใชความเขมขน

ดังกลาวในการเหนี่ยวนําใหเกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงในการทดลองตอไป

เมือ่ใหเซลลประสาท differentiated N1E-115 สมัผสักบัสารสกดั OI-W หรอื OI-E ทีค่วามเขมขน 0.5, 

1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลลประสาท

ไมเปลี่ยนแปลง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (100%) แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W และ OI-E ที่ความเขมขน

ดังกลาวไมมีผลตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 7 ข และภาพที่ 7 ค)

เมื่อทําใหเซลลประสาท differentiated N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน

1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 9 ก และ

ภาพที่ 9 ข) หรือสัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขนเดียวกันนี้เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนการให

กลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวประเมิน cell viability ดวยการวัด MTT reduction

พบผลเชนเดียวกัน คือ ทั้งสารสกัด OI-W และ OI-E ไมมีผลตอ MTT reduction เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(ภาพที่ 9 ค และภาพที่ 9 ง) จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W และ OI-E ที่ความเขมขน

1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไมสามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมตได
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ภาพที่ 5 ผลของสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) ตอความเปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse 
neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-W พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลล
  ประสาทเพาะเลี้ยง และ (ข)  ผลการสมัผสัรวมของสารสกดั OI-W พรอมกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด
  ตอ cell death ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด
  OI-W ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 
  200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction 
  assay และ cell death ดวยวิธี LDH release assay

 (ค)  ผลการสัมผัสสารสกัด OI-W กอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาท
  เพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 1-200 
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กอนสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay 

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า  

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด

ก ข

ค
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ภาพที่ 6 ผลของสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตอความเปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง 
mouse neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-E พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลล
  ประสาทเพาะเลี้ยง และ (ข)  ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-E พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด
  ตอ cell death ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด 
  OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความ
  เขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT 
  reduction assay และ cell death ดวยวิธี LDH release assay

 (ค)  ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E กอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาท
  เพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กอนสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay 

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด
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ภาพที่ 7  ผลของกลูตาเมต สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือก
ตนเพกา (OI-E) ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 

 (ก)  ผลของกลูตาเมตตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเล้ียง: เซลล differented N1E-115 
  อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 1-100 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 (ข)  ผลของสารสกัด OI-W ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented 
  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (ค)  ผลของสารสกัด OI-E ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented
  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 หลังจากน้ันประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของ
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉล่ียของแตละขอมูลมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) 
ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
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ภาพที่ 9 ผลของสารสกัดดวยน้ํา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล (OI-E) จากเปลือกตนเพกาตอความ
เปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากกลูตาเมต

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-W พรอมกับกลูตาเมต (ข) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E 
  พรอมกับกลูตาเมตตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented N1E-115
  อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/
  มิลลิลิตร พรอมกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (ค) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-W กอนกับกลูตาเมต (ง) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E กอนกับกลูตาเมตตอ
  cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented N1E-115 อายุ 96 ช่ัวโมง
  สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 
  24 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
  ประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
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วิจารณ

อนุมูลอิสระมีบทบาทในการทําลายเนื้อเยื่อและมีผลตอความเสื่อมของเซลล ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด 

neurodegenerative diseases และทั้งไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซดเปนอนุมูลอิสระที่มีความสําคัญทางชีวภาพ

และไวตอการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอื่นสูงมาก  ในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือก

ตนเพกาโดยใชแบบจําลองที่ทําใหเกิดอนุมูลอิสระ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานที่นิยมใชในการวิเคราะหฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระ ไดแก trolox และ gallic acid 

จากการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือกตนเพกาสามารถตานอนุมูล

ไฮดรอกซลิและซปุเปอรออกไซดได โดยสารสกดั OI-E ตานอนมุลูไฮดรอกซลิไดแรงกวาสารสกดั OI-W และสารสกดั 

OI-W และ OI-E ตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดดีกวา trolox ในขณะที่สารสกัดทั้งสองชนิดสามารถตานอนุมูลซุปเปอร

ออกไซดไดในปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ gallic acid  การแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกตนเพกานี้

สอดคลองกับรายงานท่ีมีผูวิจัยมาแลว(26,28) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธีอ่ืนที่ตางกัน จากรายงาน

ของ Singh และ Kakkar(26) พบวาสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกามีความสามารถในการตานออกซิเดชัน

ที่แรงในหนูที่เหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย streptozotocin โดยศึกษาการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-azinobis 

3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate (ABTS) และ ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay 

และ Saha และคณะ(28) รายงานวาสารสกดัเมทานอลจากเปลอืกเพกามีฤทธิต์านอนมุลูอิสระสงูกวาสารมาตรฐานวติามนิซี

โดยทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 

assay, FRAP assay, hydrogen peroxide scavenging activity และ thiobarbituric acid assay 

ขอมูลเบื้องตนจากการควบคุมคุณภาพทางเคมีของสารสกัดจากเปลือกตนเพกา โดยใชเทคนิคทาง

โครมาโตกราฟชนดิผวิบาง (TLC) และใช baicalein และ chrysin เปนสารเปรยีบเทยีบ (reference substances) นัน้

พบวาสารสกดัดังกลาวมสีาร baicalein, chrysin ซึง่เปนสารกลุมฟลาโวนอยดและเปนสารประกอบในกลุมโพลฟีนอล

ผลทีไ่ดสอดคลองกบัรายงานวิจัยอืน่ท่ีพบองคประกอบทางเคมใีนเปลอืกตนเพกาเปนสารกลุมฟลาโวนอยด เชน oroxylin

A, baicalein, chrysin, scutellarein(9,10) ดังนั้นการแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกตนเพกานี้

อาจเปนผลเนื่องมาจากคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระของสารกลุมฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดดังกลาว และสารสกัด 

OI-E ตานอนมุลูไฮดรอกซลิไดแรงกวาสารสกดั OI-W สอดคลองกบัผลการศกึษาเอกลกัษณทางเคมขีองสารสกดัจาก

เปลอืกตนเพกาโดยวิธ ีTLC ทีพ่บวาสารสกดัดวยเอทานอลจากเปลอืกตนเพกามปีรมิาณสาร baicalein และ chrysin 

มากกวาสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (ภาพที่ 2) หรืออาจมีสารอื่นในกลุมฟลาโวนอยดหรือสารกลุมโพลิฟนอล

ตัวอืน่เปนสวนประกอบดวยจงึเสรมิฤทธิก์นั ทาํใหสารสกดัดวยเอทานอลแสดงตานอนมุลูอสิระไดดกีวา และมหีลกัฐาน

สนับสนุนวาสาร antioxidants อาจจะปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อมของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก

ภาวะ oxidative stress ได(4)  ดังนั้นการที่สารสกัดจากเปลือกตนเพกาแสดงฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทในแบบจําลอง

การเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้น กลไกการออกฤทธิ์อยางนอยสวนหนึ่งอาจเปนผลมาจาก

คุณสมบัติตานออกซิเดซันของสารกลุมฟลาโวนอยดที่พบในเปลือกตนเพกาทําใหสามารถลดการเกิดพยาธิสภาพจาก

การเสื่อมของเซลลประสาท ทําใหลดการตายของเซลลประสาทได  หากมีการหาปริมาณของสารกลุมฟลาโวนอยดหรือ

โพลฟีนอลในสารสกดัเพการวมดวยจะทาํใหทราบถงึความสมัพนัธของสารสาํคญัทีแ่สดงฤทธิต์านอนมุลูอสิระและความแรง

ในการออกฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดสมุนไพร

จากการสัมผัสรวมระหวางสารสกัดจากเปลือกตนเพกาพรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนผลใหเกิด

การปกปองการตายของเซลลประสาทเพาะเล้ียงท่ีเกดิจากพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิม่ cell viability และลด

LDH release ในขณะที่การสัมผัสกับสารสกัดจากเปลือกตนเพกากอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมมีผลตอการปกปอง

การตายของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงที่เกิดจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดได อาจเปนไปไดวาฤทธิ์ปกปองเซลล
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ประสาทของสารสกดัจากเปลือกตนเพกาเกดิจากการออกฤทธิโ์ดยตรงในการดกัจบัอนมุลูไฮดรอกซลิทีเ่กดิจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซด ทําใหยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั จงึลดความเปนพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเมือ่ใหพรอมกนั

ทําใหลดการตายของเซลลประสาท เปนการแสดงฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทดวยการไปยับยั้ง/ลดความเปนพิษของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แตไมมีผลตอเซลลประสาทในแงของการปองกันการเกิดพษิเม่ือใหสารสกัดจากเปลอืกตนเพกา

เขาสูเซลลกอนแลวจึงเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในเซลลเพาะเลี้ยงภายหลัง ดังแสดงในภาพที่ 5 ค และภาพที่ 6 ค 

การสมัผสัของเซลลประสาท differentiated N1E-115 กบัสารสกดั OI-W หรอืสารสกดั OI-E พรอมกบั

หรือกอนการสัมผัสกับกลูตาเมต ไมมีผลตอการบาดเจ็บหรือการตายท่ีเกิดจากพิษของกลูตาเมต แสดงใหเห็นวา

สารสกดัจากเปลือกตนเพกาไมมีฤทธิป์กปองเซลลประสาทจากภาวะ oxidative stress ทีเ่ปนผลมาจากพษิของกลตูาเมต 

แมจะเปนที่ทราบวากลูตาเมตทําใหเซลลตายโดยเกี่ยวของกับ oxidative stress ในทํานองเดียวกับที่เกิดในสภาวะ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็ตาม แตกลไกการเกิดพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาทมีความแตกตางจากการเกิดพิษ

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยพิษของกลูตาเมตเกิดจากการกระตุ นตัวรับกลูตาเมตมากเกินไปโดยเฉพาะ 

N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptor ทําใหเกิดพิษตอเซลลประสาทจากการกระตุน glutamate 

(glutamate excitotoxicity) ทัง้ในแบบ in vitro  และ in vivo(34) เปนผลใหแคลเซยีมไหลเขาเซลลจาํนวนมาก (calcium 

overload) เกดิการเสยีสมดลุของแคลเซยีม มีการสรางและสะสมสารทีม่คีวามสามารถในการ oxidized สารชวีโมเลกลุ

ในรางกาย (ROS) ในปรมิาณมากนําไปสูการเปลีย่นแปลงโครงสรางและหนาทีข่องไมโตคอนเดรยี เกดิ mitochondrial

dysfunction และ mitochondrial damage ตามมา ทาํใหเกดิพษิตอเซลลประสาทและกระตุนวถิกีารตายของเซลล(35)

การที่สารสกัดจากเปลือกตนเพกาไมสามารถปกปองเซลลประสาทจากพิษของกลูตาเมตไดเนื่องจากกลูตาเมต

ทําใหเซลลตายโดยมีกลไกอื่นนอกเหนือจากการชักนําใหเกิด oxidative stress รวมอยูดวย ทําใหฤทธิ์ในการตาน

ออกซเิดชนัของสารสกดัเพกาไมเพยีงพอท่ีจะลดการตายของเซลลประสาทจากพษิของกลตูาเมตได อยางไรกต็ามขอมูล

เบื้องตนที่ไดจากการศึกษาน้ีเปนการทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสมุนไพรเพกาในรูปของสารสกัดหยาบ

เทานั้น หากมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยเตรียมสารสกัดเพกาใหบริสุทธิ์ขึ้นเปนสารสกัดเพกาแยกสวน (subfraction 

extract) และศึกษาผลสารสกัดเพกาแยกสวนตอ markers ที่เก่ียวของกับกลไกการออกฤทธิ์ เชน การวัดปริมาณ 

glutathione, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, lipid peroxidation, ROS เปนตน จะทาํใหทราบถงึ

สารสําคัญที่เปนตัวออกฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดเพกาที่ชัดเจนขึ้น

จากผลการศึกษานี้อาจกลาวไดวาเปนรายงานครั้งแรกของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาในการปกปองเซลล

ประสาทจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเมือ่ใหพรอมกนั โดยกลไกการออกฤทธิป์กปองเซลลประสาทอาจเกีย่วของ

กับคุณสมบัติตานออกซิเดชันของสารสกัดจากเปลือกตนเพกา ซึ่งการตานอนุมูลไฮดรอกซิลเปนแนวทางหนึ่งที่ปองกัน

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการเหน่ียวนําใหเซลลตาย และสารสกดัน้ีอาจมศีกัยภาพในการปกปองเซลลประสาทจากโรค

ทีเ่กดิจากความเสือ่มของเซลลประสาทได อยางไรกต็ามควรศกึษากลไกการออกฤทธิป์กปองเซลลประสาทของสารสกดั

จากเปลือกตนเพกาเพิ่มเติมในเซลลที่เฉพาะเจาะจงตอพยาธิสภาพหรือทดสอบในสัตวทดลองกอนนําไปพัฒนาเปนยา

สมุนไพรตอไป 

สรุป

สารสกัดดวยน้ําและสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกาสามารถดักจับอนุมูลไฮดรอกซิลและ

ซุปเปอรออกไซดได โดยตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดดีกวาอนุมูลซุปเปอรออกไซด การสัมผัสรวมระหวางสารสกัด

ดวยนํา้หรอืสารสกดัดวยเอทานอลและไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลอืกตน

เพกามีฤทธิ์ปกปองการตายของเซลลประสาท N1E-115 สารสกัดจากเปลือกตนเพกาจึงอาจมีศักยภาพในการปกปอง

การตายของเซลลประสาทหรือบรรเทาการเส่ือมของเซลลประสาทจากภาวะ oxidative stress ที่เกิดจากไฮโดรเจน
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เปอรออกไซด ผลการศึกษานี้ยังเปนประโยชนสําหรับนําไปใชเปนแนวทางในการศึกษาวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพร

เพื่อใชเปนผลิตภัณฑสําหรับยับยั้งหรือบรรเทาโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท
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Antioxidative and Neuroprotective 

Activities of Oroxylum indicum Stem Bark

Extracts in Mouse Neuroblastoma Cells
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ABSTRACT Oxidative stress is a major risk factor for neurodegenerative diseases. It has been 

reported that antioxidants could relieve symptoms of neurodegenerative diseases. Pa-ka (Oroxylum 

indicum (L.) Kurz) stem bark contains polyphenols with antioxidant activities and may be use to 

alleviate oxidative stress-induced neurodegenerative process. This study aimed to investigate the 

antioxidative and neuroprotective activities of water extract (OI-W) and ethanol extract (OI-E) from 

Pa-ka stem bark on hydrogen peroxide and glutamate-induced neurotoxicity in N1E-115 cell cultures.  

For free radical scavenging capacity using hydroxyl and superoxide scavenging assay, OI-W and OI-E 

exhibited antioxidant activity. It was found that co-exposure of cultured neurons to hydrogen peroxide 

with OI-W or OI-E extract for 24 hours could protect against cell injury or cell death from hydrogen 

peroxide in N1E-115 cultures, while both extracts did not prevent glutamate-induced neurotoxicity.

These findings indicated that O. indicum stem bark showed the neuroprotective effect on hydrogen 

peroxide-induced neurotoxicity, at least, its mechanism might partly involve the antioxidant activity. 

Further studies in in vitro models with specific pathology as well as in animals are required to clarify 

its activity and underlying mechanisms prior to develop as herbal medicine for the treatment of

neurodegenerative diseases.

Keywords:  Oroxylum indicum, antioxidative activity, neuroprotective activity


