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ผลของเลือดจระเขตอการงอกใยประสาทของเซลล PC12 
และการสรางโปรตีน MEK-1
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º·น�า:	 เลอืดจระเข้เป็นสมนุไพรจากสัตว์ใช้เป็นยาเด่ียวหรอืเป็นตัวยาในต�ารบัยาเพือ่บ�ารงุร่างกาย	หรอืรกัษาโรคเรือ้รงั	

	 ในเลอืดจระเข้มสีารส�าคญัได้แก่	insulin-like	growth	factor	-1	(IGF-1)	สารนีม้ผีลปกป้องเซลล์ประสาทจากการตาย

	 ในสภาวะอาหารเพาะเลีย้งไม่สมบรูณ์	นอกจากการปกป้องเซลล์ประสาทแล้ว	การงอกใยประสาทเพิม่ขึน้เป็นอกี

	 กลไกหนึ่งในการวิจัยยาบ�ารุงประสาทและช่วยเพิ่มความจ�า	แต่ยังไม่ปรากฏรายงานวิจัยเกี่ยวกับผลของเลือด

	 จระเข้ต่อการงอกใยประสาท	ซึง่สามารถตรวจนบัเซลล์ทีง่อกใยประสาทและวดัปรมิาณโปรตนี	mitogen-activated	

	 protein	kinase	(MAPK	หรอื	MEK-1)	ทีเ่ซลล์สร้างขึน้ในกระบวนการเปลีย่นรปูร่างเซลล์และการงอกใยประสาท	

	 ดงันัน้วตัถปุระสงค์การศกึษาน้ี	เพือ่ดูผลของซรีมัจากเลือดจระเข้ต่อการงอกใยประสาทในเซลล์เพาะเลีย้ง	PC12	

	 และหาปริมาณโปรตีน	MEK-1	

Çิ¸ÕการÈÖกÉา:	 ใช้ซรีมัจากเลอืดจระเข้	๑๐	ตวั	เพศผู	้๕	ตวั	เพศเมยี	๕	ตวั	ท�าแห้งด้วยวธิ	ีfreeze	drying	เพาะเลีย้งเซลล์	PC12	

	 ศึกษาความเป็นพิษจากซีรัมเลือดจระเข้	และขนาดซีรัมที่มีผลต่อการงอกใยประสาทโดยนับจ�านวนเซลล์ที่มี

	 ใยประสาทงอกเป็นร้อยละของเซลล์ทีน่บัทัง้หมด	และวดัปรมิาณโปรตนี	MEK-1	โดยวธิ	ีenzyme	immunoassay	

¼ÅการÈÖกÉา:	 ซีรัมแห้งเลือดจระเข้ขนาดความเข้มข้นที่มีผลให้เซลล์ตายร้อยละ	๕๐	(IC
50
)	เป็น	๒๕.๒๖	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	

	 ซรีมัแห้งขนาดความเข้มข้น	๔	มลิลกิรมั/มลิลลิติร	เสรมิด้วย	NGF	๒	นาโนกรมั/มลิลลิติร	มผีลเพิม่ปรมิาณเซลล์

	 มากขึ้น	และท�าให้เซลล์งอกใยประสาทได้ร้อยละ	๙.๐๔	±	๓.๔๒	ซึ่งมากกว่ากลุ่มควบคุมที่ให้	nerve	growth	

	 factor	(NGF)	๒	นาโนกรมั/มลิลลิติร	แต่น้อยกว่ากลุม่ทีใ่ห้	NGF	๕๐	นาโนกรมั/มลิลลิติร	ซึง่มกีารงอกใยประสาท

	 ร้อยละ	๓.๐๕	±	๑.๓๒	และ	๑๔.๘๑	±	๓.๗๙	ตามล�าดับ	(p	<	๐.๐๕)	กลุ่มทดลองที่เซลล์งอกใยประสาทและ

	 กลุม่ทีใ่ห้	NGF	๕๐	นาโนกรมั/มลิลลิติร	มกีารสร้างโปรตนี	MEK-1	เพิม่ขึน้จากกลุม่ควบคมุเป็นร้อยละ	๒๐๔.๘๓	±	๒๘.๙๑	

	 และ	๒๕๓.๒๖	±	๓๔.๒	(p	<	๐.๐๕)	ตามล�าดับ	ส่วนซีรัมเลือดจระเข้ขนาด	๒	และ	๐.๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	

	 เสริมด้วย	NGF	๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร	ไม่มีผลต่อการงอกใยประสาท

วิจารณ์และ	 การใช้ซรีมัเลอืดจระเข้เข้มข้นสมัผสัเซลล์โดยตรงมผีลให้เซลล์	PC12	ตายโดยมค่ีา	IC
50
	เป็น	๒๕.๒๖	มลิลกิรัม/มลิลลิติร	

ÊรØ»¼ÅการÈÖกÉา:	แต่เมื่อเจือจางซีรัมในขนาดความเข้มข้น	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	มีผลให้เซลล์แบ่งตัวได้เพิ่มขึ้นและงอก

	 ใยประสาทได้	ซึง่น่าจะเป็นผลจากสาร	IGF-1	ในซรีมัร่วมกบัสารส�าคญัชนดิอืน่	ดงันัน้ในการใช้ซรีมัเลอืดจระเข้

	 เป็นยาบ�ารงุต้องใช้ตดิต่อกนัเป็นเวลานานจงึควรใช้ขนาดต�า่	และควรศกึษาเพิม่เติมเรือ่งความเป็นพษิกึง่เรือ้รงั

	 หรือติดตามผลการใช้ในคนปรกติตามขั้นตอนการวิจัยขั้นคลินิก
 

ค�าส�าคัÞ:	ซีรัมเลือดจระเข้,	การงอกของใยประสาท,	การสร้าง	MEK-1

วันที่รับบทความ:  ๑÷ มิ¶ุนายน ๒õõö วันที่อนุÞาตให้ตีพิมพ์:  ๑๑ กันยายน ๒õõö

		*	 ศูนย์การแพทย์แผนไทยประยุกต์	คณะแพทยศาสตร์	มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
	**	 หน่วยวิจัย	คณะแพทยศาสตร์	มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์	๙๕	หมู่	๘	ถนนพหลโยธิน	คลองหลวง	จังหวัดปทุมธานี	๑๒๑๒๐
***	 ภาควิชาสัตววิทยา	คณะวิทยาศาสตร์	มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์	๕๐	ถนนพหลโยธิน	จตุจักร	กรุงเทพมหานคร	๑๐๙๐๐
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บทน�ำ
	 ในปี พ.ศ. ๒๕๕๕ ประเทศไทยมีอัตราการเพิ่ม

ประชากรผู ้สูงอายุร้อยละ ๑๒.๖ ซึ่งมากท่ีสุดในประเทศ

อาเซียน และในปี พ.ศ. ๒๕๖๔ จะมีประชากรผู้สูงอายุที่ 

อายมุากกว่า ๖๕ ปีมากกว่าร้อยละ ๑๐๑ อบุตักิารณ์ของภาวะ

โรคสมองเสื่อมจะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มของประชากรผู้สูงอายุ 

การดูแลตนเองและผู้สูงอายุให้มีสุขภาพกายดีหรือการดูแล 

ผู้ป่วยโรคเรื้อรังด้วยยาบ�ำรุงหรืออาหารเสริมที่มีสรรพคุณ

บ�ำรุงร่างกายและระบบประสาทความจ�ำจึงเป็นการดูแล

สุขภาพในเบื้องต้น การวิจัยค้นคว้ายาหรือผลิตภัณฑ์เสริม

อาหารเพื่อรักษาภาวะหรือชะลอการเกิดโรคสมองเส่ือม 

จึงมีความส�ำคัญไม่เพียงแต่เพื่อรักษาผู้ป่วยเท่าน้ัน แต่เป็น 

การส่งเสริมให้คนปรกติสามารถคงสภาวะปรกติหรือชะลอ 

การเกิดโรคหรือเพิ่มความจ�ำได้ 

	 เป็นที่ทราบกันว่า กลไกการรักษาโรคสมองเส่ือมที่

ส�ำคญัคอื ปกป้องเซลล์ประสาทจากการถกูท�ำลายด้วย amyloid  

plaque๒ ส่วนกลไกอื่นท่ีมีการวิจัย ได้แก่ การฤทธิ์ต ้าน 

แคลเซยีม (Ca2+- blocking), ต้าน cholinesterase และ NMDA๓  

ต้านอนุมูลอิสระ๔ ลด mitochondria membrane potential 

(MMP)๕ และเพิ่มการงอกของใยประสาท

	 ปัจจัยท่ีมีผลเพ่ิมการงอกใยประสาทที่มีการวิจัย

ได้แก่ สาร nitric oxide๖, ๗ การกระตุ้นผ่าน protein kinase 

C และ extracellular signal-related kinase (ERK)๘ สาร nerve 

growth factor (NGF) และ สาร insulin-like growth factor-1 

(IGF-1) ซึ่งนอกจากมีผลให้เซลล์ประสาทงอกแล้วยังเพิ่ม cells 

differentiation และเพ่ิมอายุเซลล์หรือ cell viability ด้วย๙  

การวิจัยเกี่ยวกับการงอกใยประสาทสามารถวัดผลจาก 

ความยาวของใยประสาทที่งอกโดยตรง๑๐ นับจ�ำนวนเซลล์ที่มี

การงอกเพิม่ขึน้ นบัจ�ำนวนเซลล์ทีย่งัมชีวีติ วดั cell proliferation 

วดัความหนาแน่นของใยประสาท๑๑ วดัปรมิาณสารโปรตีน เช่น 

protein kinase โดยมีรายงานวิจัยพบว่า การเติม NGF ขนาด 

๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร มีผลให้เซลล์เพาะเลี้ยง PC12 เปลี่ยน

รูปร่าง งอกใยประสาท ซ่ึงปรากฏให้เห็นได้ใน ๔๘ ชั่วโมง 

ทั้งนี้มีกลไกเกี่ยวข้องกับโปรตีน mitogen-activated protein 

kinase (MAPK หรือ MEK-1)๑๒ ท้ังวิถีทางตรงและทางอ้อม๑๓  

วิถีสัญญาณ MARK (MAPK signaling pathway) มีความ

เกี่ยวข้องกับความยืดหยุ่น (plasticity) ของเซลล์ เช่น การ

เปลี่ยนรูปร่างเซลล์ การแบ่งเซลล์ และการตายแบบ apop-

tosis๑๔, ๑๕, ๑๖ การกระตุ้นวิถี MAPK/ERK (extracellular signal 

regulated kinase) และ Akt หรอื PKB (protein kinase B) มผีล

ปกป้องเซลล์ประสาทได้ อกีทัง้พบว่า ในผูป่้วยโรคสมองเสือ่ม

ชนดิอลัไซเมอร์ม ีERK และ TrkA (tyrosine kinase A) มากกว่า

คนปรกติ๑๗ มีรายงานวิจัยเก่ียวกับผลของสาร IGF-1 ต่อการ

งอกใยประสาทพบว่า เซลล์ PC12 ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารท่ีขาด

ซีรัมมีผลให้เซลล์ตายร้อยละ ๒๐ – ๒๗ ในเวลา ๒๔ – ๔๘ 

ชั่วโมง แต่เม่ือให้สาร IGF-1 ขนาด ๐.๕ – ๒.๐ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ด้วยจะมีผลยับยั้งการตายได้๙

	 ดังกล่าวแล้วว่า สาร NGF มีบทบาทส�ำคัญต่อ 

การมีชีวิตและการเจริญของเซลล์ประสาท๑๘ แต่สาร NGF นี้ 

ไม่สามารถน�ำมาใช้ประโยชน์เป็นยารักษาโรคระบบประสาท

และสมองได้เนื่องจากมีค่าครึ่งชีวิตสั้นและไม่สามารถผ่าน 

blood brain barrier ได้ จึงมีความจ�ำเป็นต้องหาสารอื่นๆ ที่มี

ผลดังกล่าวเพื่อพัฒนาเป็นยาต่อไป

	 ตามกรรมวิธีทางการแพทย์แผนไทย เลือดจระเข้ 

จัดเป็นสมุนไพรชนิดหน่ึงจากสัตว์ที่น�ำมาใช้เป็นยาเดี่ยว

หรือเป็นตัวยาในต�ำรับยา มีสรรพคุณเกี่ยวกับการเพ่ิม 

ภูมิต้านทานและบ�ำรุงร่างกาย ต�ำรับยาที่มีรายงานการใช้

รักษา เช่น ต�ำรับยามะเร็ง ต�ำรับยาบ�ำรุงร่างกาย๑๙ ส่วน

สรรพคุณทางวิทยาศาสตร์ยังไม่มีงานวิจัยเป็นที่เด่นชัด จาก

การแยกส่วนประกอบจากเลือดจระเข้พบว่า มีสาร IGF-1  

อยู่ในส่วนพลาสมาของเลือดจระเข้เพศเมียในช่วงอายุท่ีไม่มี

การผสมพันธุ์๒๐, ๒๑ ส�ำหรับจระเข้พันธุ์ไทยพบว่า ในซีรัมสด

ของจระเข้อายุ ๒ – ๕ ปี มีปริมาณ IGF-1 ในเพศผู้ เท่ากับ  

๖๔.๕๑ ± ๕.๔๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร และเพศเมียเท่ากับ  

๗๐.๙๒ ± ๔.๑๘ นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในซีรัมแห้ง (freeze-dried  

serum) มปีรมิาณสาร IGF-1 ในเพศผูม้ ี๖๑.๘๐ นาโนกรมั/มลิลลิติร  

และในเพศเมียเป็น ๗๖.๓๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร๒๒ ดังได้

กล่าวแล้วว่า สาร IGF-1 นี้มีผลโดยตรงต่อการงอกของเซลล์

ประสาทเพาะเล้ียง ดังน้ัน วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือ

ศึกษาผลของซีรัมจากเลือดจระเข้ต่อการงอกใยประสาท ซึ่ง

ตรวจวัดโดยการนับจ�ำนวนเซลล์ที่มีการงอกใยประสาทยาว

ขึ้นและตรวจวัดปริมาณโปรตีน MEK-1

วิธีการศึกษา
เซลล์และสารเคมี 

	 Cell line PC12 cells สั่งซื้อจาก American type 

culture collection (USA) น�ำเข้าโดยบรษิทั ANH Scientific mar-

keting จ�ำกัด 96-well-plate และ 24-well-plate ใช้ชนิดเคลือบ

ผิวด้วยสาร collagen (poly D- lysine หรือ collagen type I) 

ซื้อจากบริษัท ANH Scientific marketing จ�ำกัด อาหารเลี้ยง

เซลล์สั่งซื้อจากบริษัทกิบไทย จ�ำกัดประกอบด้วย Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) (high glucose formula), 
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heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), heat-inactivated 

horse serum (HS) และ 1% penicillin-streptomycin สารอื่นๆ 

ได้แก่ MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazo-

lium bromide, DMSO, tocopherol, bovine serum albumin 

(BSA), phosphate-buffered saline (PBS), nerve growth factor 

(NGF) ของ Sigma Aldrich สั่งซ้ือจากบริษัท SM Chemical 

จ�ำกัด ชุดตรวจวัดโปรตีน MEK-1 ของ Enzo life sciences  

สั่งซื้อจากบริษัท SM Chemical จ�ำกัด

การด�ำเนินการ 

๑. การเตรียมซีรัมจากเลือดจระเข้ ใช้จระเข้ (Crocodylus  

siamensis) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยง อายุ ๒ – ๕ ปี จ�ำนวน  

๑๐ ตัว (เพศผู้ ๕ ตัว เพศเมีย ๕ ตัว) วิธีเก็บตัวอย่างเลือด

ท�ำโดยวิธีปลอดเชื้อ ใช้เข็มเบอร์ ๑๘ ความยาว ๑.๕ นิ้ว เจาะ

เลอืดทีบ่รเิวณแอ่งเลอืดด�ำหลงักะโหลก (anterior dorsal sinus)  

เก็บในหลอด activated clot tube ปล่อยให้เลือดแข็งตัว  

แล้วป่ันแยกซรีมัเกบ็ใส่ลงในหลอดๆ ละ ๑ มลิลลิติร เกบ็ไว้ที่  

-๘๐ องศาเซลเซียส จากนั้นระเหิดแห้งด้วยวิธีแบบเยือก

แข็ง (freeze drying) โดยใช้เครื่อง freeze dryer (Lyomaster, 

USA) ซีรัมสด ๑ มิลลิลิตร ท�ำซีรัมแห้งได้น�้ำหนักเฉล่ียเป็น  

๘๐ มิลลิกรัม 

๒. การเพาะเลีย้งเซลล์ PC12 ตามวธิกีารของ Kim๑๐ และ Liu๑๒ 

ท�ำการเพาะเลีย้งเซลล์ PC12 ในถาดหลมุทีเ่คลอืบผิวด้วยสาร 

collagen ใช้อาหารเพาะเลี้ยง proliferative media (DMEM + 

5% FBS + 10% HS + 1% penicillin-streptomycin) บ่มที ่ 

๓๗ องศาเซลเซยีส นาน ๔๘ ชัว่โมงจนเซลล์เจรญิได้ร้อยละ ๗๐

	 ๒.๑ ศึกษาความเป็นพิษของซีรัมแห้งเลือดจระเข้ต่อ

เซลล์ PC12 หาขนาดสารท่ีเหมาะสมท่ีใช้ทดลองโดย MTT  

assay๒๓ มหีลักการคอื สาร MTT หรอื tetrazolium salt ถกูเปลีย่น

เป็นสาร formozan โดยปฏิกิริยาเอนไซม์ succinate dehydro-

genase ในกระขบวนการหายใจท่ีเกิดข้ึนในไมโตคอนเดรีย 

ของเซลล์มีชีวิต ซ่ึงสามารถตรวจวัดสาร formozan ได้ด้วย

สเปคโตรโฟโตมเิตอร์ วธิกีารโดยย่อคอืหลงัจากบ่มสารละลาย 

MTT ความเข้มข้น ๐.๕ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นาน ๒ ชั่วโมง

กับเซลล์เพาะเลี้ยง จะเกิดผลึกสีน�้ำเงินเข้มของ formozan 

ภายในเซลล์ซ่ึงละลายออกมาได้ด้วย DMSO จากน้ันน�ำไป

ตรวจวัดปริมาณสารสีโดยการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

๕๗๐ นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader ยี่ห้อ Biotek 

รุ่น PowerWave XS ท�ำการเพาะเลี้ยงเซลล์ PC12 จ�ำนวน  

๕ x ๑๐๔ เซลล์/หลุม ในถาด ๙๖ หลุม นาน ๔๘ ชั่วโมง ใส่ 

ซีรัมแห้งจากเลือดจระเข้ ในความเข้มข้นสุดท้าย ๔๐, ๒๐, ๔, 

๒, ๐.๔ มลิลกิรมั/มลิลลิติร ในอาหาร (ซรีมัแห้ง ๘๐ มลิลกิรมั 

ในกรณีไม่เจือจางเม่ือใส่ในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์จะได้ความ

เข้มข้นสุดท้ายเป็น ๔๐ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) บ่มเซลล์ต่อ ๔๘ 

ชั่วโมง และวัดผลเซลล์มีชีวิตโดยวิธี MTT assay ค�ำนวณหา

ขนาดสารที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เพื่อใช้ส�ำหรับการทดลองขั้น

ต่อไป

	 ๒.๒ ศกึษาผลต่อการงอกใยประสาท เพาะเลีย้งเซลล์ 

PC12 ใน proliferative media จ�ำนวน ๘ x ๑๐๔ เซลล์/หลุม 

ในถาด ๒๔ หลุม นาน ๔๘ ชั่วโมง ถ่ายภาพเซลล์รูปกระสวย 

จากน้ันเปล่ียนอาหารเป็น differentiated media (DMEM 

+ 1% FBS + 5% HS + 1% penicillin-streptomycin) ที่มี 

NGF ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร และใส่ซีรัมจระเข้แต่ละตัวๆ ละ  

๒ หลมุ/ถาด ขนาดความเข้มข้นสดุท้ายของซรีมัเป็น ๔๐, ๔, ๐.๔ 

มิลลิกรมั/มิลลิลิตร เปรยีบเทยีบผลค่าเฉล่ียของจระเข้ ๑๐ ตวั  

กับกลุ่มควบคุมที่ใส่ differentiated media เสริมด้วย NGF  

๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร และกลุ่ม positive control คือ  

differentiated media เสริมด้วย NGF ๕๐ นาโนกรัม/

มิลลิลิตร บ่มเพาะเลี้ยงต่อ ๔๘ ชั่วโมงแล้วจึงวัดผลโดยใช้

กล้องจุลทรรศน์ inverted microscope ยี่ห้อ NIKON รุ่น 

ECLIPSE TS 100-F ท�ำการบันทึกภาพด้วยโปรแกรม Nikon 

ACT -1C for DXM 1200 C จากนั้นนับจ�ำนวนเซลล์ท่ีมีใย

ประสาทงอกยาวกว่าเส้นผ่าศูนย์กลางของเซลล์ (neurite-

bearing cell) ต่อจ�ำนวนเซลล์นับทั้งหมด ๑๐๐ เซลล์ ในพื้นที่

สุ่ม ๓ แห่ง/หลุม ๓ หลุม/ถาด ๓ ถาด/การทดลอง แสดงผล

เป็นร้อยละของ neurite- bearing cell ต่อจ�ำนวนเซลล์นบั ๑๐๐ 

เซลล์๖, ๒๔ ซรีมัแห้งจากจระเข้แต่ละตวัท�ำการทดลอง ๓ ซ�ำ้ และ

หาค่าเฉลี่ยเป็นผลของซีรัมจระเข้แต่ละตัว

	 ๒.๓ ศึกษากลไกการออกฤทธิ์โดยวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตีน MEK-1 หลังจากนับเซลล์ทีง่อกใยประสาทแล้ว ท�ำการ

สกัดโปรตีนจากเซลล์เพือ่ตรวจหาปรมิาณโปรตีน MEK-1 ด้วย

วิธี enzyme immunoassay วิธีการโดยย่อคือ scraped cells 

โดยใช้เอนไซม์ trypsin 0.25% ปั่นล้าง scraped cells ด้วย 

media โดยใช้เครือ่งหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 800 rpm นาน 

๕ นาที เทส่วนใสทิ้ง ปั่นล้างอีกครั้งด้วย PBS นับปริมาณ

เซลล์ แล้วใส่ fresh lysis buffer ในปรมิาณเซลล์ทีก่�ำหนดตาม 

MEK-1 EIA kit คือใช้ lysis buffer ๑๒๕ มิลลิลิตร ส�ำหรับ 

๑๐๖- ๑๐๗ เซลล์/มิลลิลิตร น�ำไป sonicate บนน�้ำแข็ง จากนั้น

ป่ันทีค่วามเรว็รอบ 12,000 xg อุณหภมิู ๔ องศาเซลเซยีส นาน 

๓๐ นาท ีเกบ็ส่วน supernatant ที ่–๘๐ องศาเซลเซยีส จนกว่า

จะท�ำการตรวจหา total MEK-1 ตามวธิกีารหา MEK-1 EIA kit 

catalog no. ADI-900-122A
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การค�านวณผลส¶ิติ	ทดลองจระเข้	๑๐	ตัว	(N	=	๑๐)	ท�าการ

ทดลอง	๓	independent	experiment	ค�านวณสถิติด้วยวิธี	

Analysis	of	variance	(ANOVA)	และวิเคราะห์ความแตกต่าง

ระหว่างกลุ่มด้วย	Posthoc	test	วิธี	Duncan	test	ที่นัยส�าคัญ	

p	<	๐.๐๕	น�าเสนอเป็นค่า	means	±	SD.

ผลกำรศึกษำ
๑. ศึกษาผลความเป็นพิษต่อเซลล์ PC12 

	 ซีรัมแห้งจากเลือดจระเข้ท่ีความเข้มข้น	๑๐๐%	

(ไม ่เจือจาง)	หรือความเข ้มข ้นสุดท้าย	๔๐	มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร	มีผลให้เซลล์	PC12	ตายโดยมีจ�านวนเซลล์รอดชีวิต

ร้อยละ	๓๔.๖	ของกลุ่มควบคุม	เมื่อเจือจางซีรัมแห้งตาม

สัดส่วน	เป็นร้อยละ	๐.๑,	๑,	๑๐	หรือเทียบเป็นความเข้มข้น

สุดท้ายได้	๐.๐๔,	๐.๔,	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ไม่มีผลให้เซลล์

ตาย	แต่มกีารแบ่งเพิม่จ�านวนเซลล์มากขึน้	โดยมจี�านวนเซลล์

รอดชีวิตคิดเป็นร้อยละของกลุ่มควบคุมเป็น	๑๔๖.๗,	๑๔๙.๗,	

๑๒๖.๑	ตามล�าดบั	มคีวามแตกต่างจากกลุม่ความเข้มข้นสงูสดุ

ทีน่ยัส�าคญั	p	<	๐.๐๕	ค�านวณด้วยโปรแกรมปรซิมึได้ค่าความ

เข้มข้นซรีมัแห้งทีท่�าให้เซลล์ตายร้อยละ	๕๐	(IC
50
)	เป็น	๒๕.๒๖	

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

๒. ศึกษาผลการงอกของเซลล์ประสาท 

	 ซรีมัเลอืดจระเข้	มผีลให้เซลล์	PC12	งอกใยประสาท

ได้ตามตารางที่	๑,	รูปที่	๑	และ	๒	

รÙปที่ ๑	 แสดงผลร้อยละจ�านวนเซลล์	PC12	ที่งอกใยประสาท	เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารทดลองต่างกันกราฟแท่ง	๑	(control)	=	

	 กลุม่ควบคมุ	differentiated	media	+	NGF	๒	นาโนกรมั/มลิลลิติร	;	กราฟแท่ง	๒	(dose	1),	๓	(dose	2)	และ	๔	(dose	3)	=	

	 ซีรัมเลือดจระเข้ขนาดความเข้มข้น	๐.๔,	๒	และ	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ตามล�าดับ	+	differentiated	media	+	NGF	

	 ๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร;	กราฟแท่ง	๕	(ngf)	=	differentiated	media	+	NGF	๕๐	นาโนกรัม/มิลลิลิตร	*	=	p	<	๐.๐๕

(e)

(a) (b)

(c) (d)

รÙปที่ ๒	 แสดงการงอกใยประสาทของเซลล์	PC12	เลี้ยงใน	differentiative	media	ใส่	(a)	NGF	๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร;	(b)	NGF	

	 ๕๐	นาโนกรัม/มิลลิลิตร;	(c)	ซีรัม	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	+	NGF	๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร,	(a,	b,	c)	เพาะเลี้ยงนาน	๒	วัน;	

(d)	ใส่	NGF	๕๐	นาโนกรัม/มิลลิลิตร;	(e)	ซีรัม	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	+	NGF	๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร,	(d,	e)	เพาะเลี้ยงนาน	๔	วัน



491Thammasat Medical Journal, Vol. 13 No. 4, October-December 2013

๓. ศึกษากลไกการออกฤทธิ์การกระตุ้น neurite growth ด้วยการสร้างโปรตีน MEK-1

	 ซีรัมเลือดจระเข้มีผลให้เซลล์	PC12	สร้างโปรตีน	MEK-1	ตามตารางที่	๑	และรูปที่	๓	–	๔	

รÙปที่ ๓	แสดง	Standard	curve	ของการวิเคราะห์	โปรตีน	MEK-1	ด้วยวิธี	immunoassay

รÙปที่ ô	 แสดงผลปริมาณโปรตีน	MEK-1	เป็นร้อยละเทียบกับกลุ่มควบคุม	เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารทดลองต่างกัน	กราฟแท่ง	

	 ๑	(control)	=	กลุม่ควบคมุใช้	DMEM	+	NGF	๒	นาโนกรมั/มลิลลิติร;	กราฟแท่ง	๒	(dose	1),	๓	(dose	2)	และ	๔	(dose	3)	=	

	 ใช้ซีรัมเลือดจระเข้ขนาดความเข้มข้น	๐.๔,	๒	และ	๔	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ตามล�าดับ	+	differentiated	media	+	NGF	

	 ๒	นาโนกรัม/มิลลิลิตร;	กราฟแท่ง	๕	(ngf)	=	ใช้	differentiated	media	+	NGF	๕๐	นาโนกรัม/มิลลิลิตร	*	=	p	<	๐.๐๕

Op
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Total MEK-1 concentration (pg/mL)
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วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา
	 ซีรัมแห้งเลือดจระเข้ ขนาดความเข้มข้นที่ท�ำให้

เซลล์ตายร้อยละ ๕๐ (IC
50
) เป็น ๒๕.๒๖ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ส่วนความเข้มข้น ๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไม่เป็นพิษต่อเซลล์

เพาะเลี้ยง PC12 แต่มีผลให้เซลล์แบ่งตัวเพิ่ม มีผลต่อ 

การงอกใยประสาทเพ่ิมขึน้ต่างจากกลุ่มควบคุม ในการทดลองนี้ 

ใช้ซีรัมสดจากเลือดจระเข้ ๑ มิลลิลิตร ท�ำแห้งได้หนักเฉลี่ย 

๘๐ มิลลิกรัม และจากซีรัมแห้งจระเข้เพศผู้และเมียมีสาร 

IGF-1 โดยเฉลี่ย ๗๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร๒๒ ดังนั้น ซีรัมแห้ง

ความเข้มข้น ๔, ๐.๔ และ ๐.๐๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จึงมีสาร 

IGF-1 เทยีบเท่ากบั ๓.๕, ๑.๗๕ และ ๐.๓๕ นาโนกรมั/มิลลิลิตร 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่า สาร IGF-1 ขนาด ๐.๕ - ๒ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลต่อการรอดชีวิตเซลล์เพาะเลี้ยง 

PC12 ในอาหาร differentiated media ได้๙ จึงอธิบายได้ว่า 

ซรีมัแห้งเลอืดจระเข้ขนาด ๔ มลิลกิรมั/มลิลลิติร มผีลให้เซลล์

งอกใยประสาทได้เพราะมีสาร IGF-1 ในปริมาณหนึ่งและอาจ

มีสารอื่นที่ออกฤทธิ์เสริมได้เช่นกัน อนึ่งทั้งสาร NGF และ 

IGF-1 ออกฤทธิย์บัยัง้การตายของเซลล์จาก programmed cell 

dead โดยกลไกจับที่ receptor เดียวกัน และถูกยับยั้งด้วย 

inhibitor เดียวกัน๒๔ ดังนั้นในกลุ่มการทดลองที่ได้รับ NGF  

๕๐ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จึงได้ผลต่างจากกลุ่มควบคุมเช่นกัน 

เกี่ยวกับความส�ำคัญของ IGF-1 ได้มีการศึกษาปริมาณของ 

IGF-1 ในคนท้ังในเพศหญิงและชายพบว่า ปริมาณ IGF-1 จะ

ค่อยๆ ลดลงเมือ่อายเุพิม่มาก๒๕ ดงันัน้ ซรีมัเลอืดจระเข้จงึช่วย

เพิ่มปริมาณ IGF-1 และมีผลบ�ำรุงเซลล์ประสาทด้วย

ตารางที่ ๑	 จ�ำนวนเซลล์ PC12 ที่งอกใยประสาท/จ�ำนวนนับ ๑๐๐ เซลล์ และร้อยละโปรตีน MEK-1 เทียบกับกลุ่มควบคุม  

	 เพาะเลี้ยงเซลล์ใน differentiated media นาน ๒ วัน

		  กลุ่มทดลอง	 จ�ำนวนเซลล์ที่งอกใยประสาท/๑๐๐ เซลล์	 ร้อยละ MEK-1 เทียบกับกลุ่มควบคุม

	 ซีรัมจระเข้ ๐.๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + NGF	 ๐.๘๘ ± ๐.๖๘	 ๑๑๓.๘ ± ๑๖.๓๑

	 ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร

	 ซีรัมจระเข้ ๒ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + NGF	 ๒.๔๙ ± ๑.๓๓	 ๑๓๓.๗๙ ± ๒๗.๐๘

	 ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร

	 ซีรัมจระเข้ ๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + NGF	 ๙.๐๔ ± ๓.๔๒*	 ๒๐๔.๘๓ ± ๒๘.๙๑*

	 ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร

	 NGF ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร (กลุ่มควบคุม)	 ๓.๐๕ ± ๑.๓๒	 ๑๐๐

	 NGF ๕๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร	 ๑๔.๘๑ ± ๓.๗๙*	 ๒๕๓.๒๖ ± ๓๔.๒*

แตกต่างจากกลุ่มควบคุม NGF ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร ที่นัยส�ำคัญสถิติ p < ๐.๐๕ *

ผลของซีรัมแห้งจากเลือดจระเข้ต่อการสร้างโปรตีน MEK-1 

พบว่า ที่ความเข้มข้น ๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีผลให้เซลล์ 

PC12 สร้าง MEK-1 เพิ่มขึ้นต่างจากกลุ ่มควบคุม แต่ไม่

มากเท่ากับกลุ่มที่เสริมด้วย NGF ๕๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร  

(p < ๐.๐๕) สาร MEK-1 นี้สื่อถึงกระบวนการมีชีวิตของเซลล์

ในการเปลีย่นรปูร่างและการแบ่งเซลล์ เมือ่กระตุน้เซลล์ PC12 

ด้วยสาร NGF จะมกีารสร้างโปรตนี MAPK ขึน้อย่างรวดเรว็ใน

เวลา ๕ นาที และมีผลอยู่นาน๑๔ ในการทดลองนี้ วัดผลการ

งอกใยประสาทและตรวจวิเคราะห์โปรตีน MEK-1 ในวันที่ ๒ 

หลงัจากให้สารทดลองแล้ว ทัง้นีเ้พราะได้มงีานวจิยัว่า การเตมิ 

NGF มีผลให้เซลล์เปลี่ยนรูปร่างเห็นได้ใน ๔๘ ชั่วโมง๑๒ และ

ภายหลงัจาก ๔๘ ชัว่โมงเซลล์ในบางกลุม่ทดลองจะตายท�ำให้

ไม่สามารถวเิคราะห์โปรตนี MEK-1 ได้ครบทกุการทดลอง อกี

ทั้งในการทดลองได้เปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงจาก complete 

media เป็น differentiated media เพื่อให้เซลล์งอกใยประสาท 

ในอาหารมส่ีวนประกอบทีต่่างกนัโดยลดปรมิาณ fetal bovine 

serum 5% เป็น 1% และ horse serum 10% เป็น 5% ซึ่ง 

ไม่เพยีงพอกบัการอยูร่อดของเซลล์ได้เกนิ ๒ วนั๑๑ แต่อย่างไร

ก็ตามได้ทดลองติดตามผลต่ออีก ๔ วันในกลุ่มที่ให้ NGF  

๕๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร และกลุ่มซีรัมจระเข้ ๔ มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร+ NGF ๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร พบว่า มีเส้นใย

ประสาทยาวมากขึ้นดังรูปที่ ๒ (d, e) ผลการทดลองนี้

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Teng KK และคณะ เก่ียวกับการ

ติดตามผลของ NGF ต่อความยาวใยประสาทเป็นเวลา ๑๔ 

วันพบว่า จ�ำนวนเซลล์งอกใยประสาทเพิ่มร้อยละ ๒๐ ในวันที่ 

๔ และเห็นใยประสาทยาวชัดเจนในวันที่ ๗๑๑
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	 ดงัจะเหน็ได้ว่า ร้อยละจ�ำนวนเซลล์ทีง่อกใยประสาท

และปริมาณโปรตีน MEK-1 ในกลุ ่มการทดลองซีรัมจาก

เลือดจระเข้ขนาดความเข้มข้น ๔ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + NGF  

๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร ให้ผลแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (NGF 

๒ นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ถึงแม้จะไม่ให้มากเท่ากับการให้ NGF 

๕๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร ก็ตาม ได้มีงานวิจัยท่ีท�ำการกระตุ้น

เซลล์ PC12 ซ�้ำโดยให้ NGF ๕๐ นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในเวลา 

๐, ๑๒ ชั่วโมง พบว่า ในเวลา ๑ ชั่วโมงหลังจากการกระตุ้น 

ครัง้แรก กเ็พยีงพอให้เซลล์งอกใยประสาทได้ และเมือ่กระตุน้

ซ�้ำครั้งที่ ๒ มีผลให้ใยประสาทงอกยาวขึ้นอีก๒๖ แสดงว่า 

การงอกใยประสาทเมื่อได้รับสารกระตุ้นซ�้ำจะได้ผลดีขึ้น ซึ่ง

สอดคล้องกับการใช้ยาบ�ำรุงในการแพทย์แผนไทยซึ่งต้องใช้

ต่อเนื่องระยะเวลาหนึ่ง

	 โดยสรุปซีรัมแห้งจากเลือดจระเข้น่าจะพิจารณา 

น�ำมาพฒันาเป็นผลติภณัฑ์เสรมิอาหารเพือ่บ�ำรงุเซลล์ประสาท

ได้เพราะมีผลให้เซลล์ PC12 งอกใยประสาทเพิ่มขึ้น มี 

การสร้างโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนรูปร่างเซลล ์

เพิ่มขึ้น ทั้งนี้เพราะมีสาร IGF-1 เป็นส่วนประกอบในซีรัมแห้ง

ดังกล่าว อาจท�ำการทดลองเพิ่มเติมโดยสกัดสาร IGF-1 จาก

ซีรัมจระเข้และน�ำมาทดสอบซึ่งน่าจะเห็นผลต่อเซลล์ประสาท

ได้ชดัเจนมากขึน้ อย่างไรกต็ามถงึแม้จะมกีารใช้เลอืดจระเข้มา

นานตามต�ำรายา แต่การน�ำมาใช้ในลกัษณะเป็นยาเดีย่วและมี

การเปลี่ยนแปลงโดยท�ำแห้ง จึงน่าจะมีการทดสอบความเป็น

พิษกึ่งเรื้อรังหรือติดตามผลการใช้ตามขั้นตอนการทดสอบยา

ขั้นคลินิกในคนปรกติและผู้ป่วยจ�ำนวนน้อยด้วย
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Abstract

Effect of crocodile serum on neurite outgrowth and MEK-1 synthesis in PC12 culture

Pimolvan Akkapinya*, Suvaraporn Sae-lim**, Vanussaya Su-angkavathin**, Win Chaeychomsri***, Arunporn Itharat*

	 *	Applied Thai Traditional Medicine, Faculty of Medicine, Thammasat University

	**	Research Center, Faculty of medicine, Thammasat University, Rangsit campus, Khlong Luang, Pathumthani, 12120,  

	 	Thailand

	***	Department of Zoology, Faculty of Science, Kasetsart University, Bangkaen, Bangkok, 10220, Thailand	

Introduction:	 Crocodile blood was used as single drug or as combined recipe in traditional medicine as  

	 nootropic drug and chronic disease therapy. Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), found in crocodile serum,  

	 was reported to protect neuronal cell dead when cultured in serum-free medium. The assessments of  

	 neurite outgrowth and mitogen activated protein kinase (MAPK) or MEK-1, producing while cell proliferated  

	 and differentiated, are striking mechanisms in nootropic drugs research. The aim of this study was to  

	 verify the effect of crocodile serum on neurite outgrowth and MEK-1 synthesis in PC12 culture. 

Method:	 PC12 was cultured with freeze-dried serum obtained from 10 crocodiles. The percentage of neurite  

	 outgrowth bearing cell was counted and the amount of MEK-1 was assessed by enzyme immunoassay. 

Result: 	 The IC
50
 of crocodile serum was 25.26 mg/ml. Serum at concentration of 4 mg/ml with NGF 2 ng/ml  

	 group potentiated proliferation and neurite outgrowth (9.04 ± 3.42%) more than the negative control  

	 group with NGF 2 ng/ml (3.05 ± 1.32%) but lesser than the positive control group with NGF 50 ng/ml  

	 (14.81 ± 3.79%) (p < 0.05). The amount of MEK-1 was also increase in the treatment of 4 mg/ml  

	 group as 204.83 ± 28.91% and the positive control group as 253.26 ± 34.2% (p < 0.05). The diluted  

	 serum of 2 and 0.4 mg/ml with NGF 2 ng/ml had no effect on neurite outgrowth and MEK-1 synthesis. 

Discussion	 This effect might due to the IGF-1 and other active substances contained in crocodile blood. As the  

and conclusion:	 therapeutic window of the crocodile serum was rather narrow, so for nootropic use, the repeated small  

	 doses of the serum should be suggested.

Key words:  Crocodile serum, Neuritogenesis, MEK-1 synthesis


