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ระยะเวลาโครงการ : 
 

 Piperine เปนสารจําพวก alkaloid ซ่ึงพบในพริกไทยและมีการศึกษาพบวา piperine มี
ผลลดอาการชักในสัตวทดลอง อยางไรก็ตามกลไกในการลดอาการชักของ piperine ยังไมเปนที่
ทราบแนชัด โครงการวิจัยน้ีตองการศึกาผลของ piperine ที่มีตอระดับของ NMDA และ GABAA 
receptors ในสมองของหนูขาวเล็กที่กระตุนใหเกิดการชักโดยการฉีดสารแขวนลอย 
pentylenetetrazole (PTZ) ในน้ําเกลือ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัมเขาชองทองหนูขาวเล็กวัน
เวนวัน เปนเวลา 30 วัน และใช sodium valproate ซ่ึงเปนยารักษาโรคลมชักมาตรฐานเปนตัว
เปรียบเทียบผล การให PTZ ทําใหระดับ NMDA receptor มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติในสมองสวน frontal cortex, hippocampus และ temporal cortex ของหนูขาวเล็ก 
สวนการให sodium valproate รวมกับ PTZ เพ่ิมระดับ NMDA receptor ในสมองสวน frontal 
cortex และ hippocampus ในขณะท่ีทําใหระดับ NMDA receptor ในสมองสวน temporal 
cortex ของหนูขาวเล็กลดลง การให piperine 20 และ 40 mg/ml มีผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับ 
NMDA receptor ในทิศทางเดียวกันกับการให sodium valproate ผลการศึกษาที่ไดแสดงให
เห็นวา piperine อาจมีผลตอระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กแตกตางกันในแตละ
สวนคลายกับ sodium valproate สวนการศึกษาผลของ piperine ที่มีตอระดับของ GABAA 
receptors ในสมองของหนูขาวเล็กไมสามารถทําได เน่ืองจากเกิดความผิดพลาดในขบวนการ
ลาง Hyperfilm อยางไรก็ตามโครงการวิจัยน้ีเปนการศึกษาแรกที่แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธ
ระหวาง piperine ระดับของ NMDA receptor และการเกิดอาการชัก ซ่ึงขอเสนอแนะสําหรับ
การศึกษาในอนาคตคือควรทําการศึกษาผลของ piperine ที่มีตอการทํางานของ channel ที่
เก่ียวของกับการเกิดอาการชัก ไดแก sodium และ potassium channels  
 

คําหลัก : piperine,  NMDA receptor, GABAA receptor, seizure, pentylenetetrazole  
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 Piperine is an alkaloid compound found in pepper and effects of piperine on 
convulsions induced in mice have been reported in several studies. However, 
mechanisms of piperine involved with anti-seizure effect have not been understood.  
The present study evaluated the effects of piperine on level of NMDA and GABAA 
receptors in brains of PTZ-treated mice. Over a period of 30 days, i.p. injections of PTZ 
25 mg/kg on alternate days resulted in the development of a well-known kindling model 
of epilepsy. Sodium valproate was used to be the standard antiepileptic drug in the 
study. PTZ produced a trend of increase in NMDA receptor without any significance in 
frontal cortex, hippocampus and temporal cortex of mouse brains. Administration of 
sodium valproate followed by PTZ increased NMDA receptor in frontal cortex and 
hippocampus whereas a decrease in NMDA receptor was found in temporal cortex. 
Piperine 20 and 40 mg/ml was shown to affect alterations of NMDA receptor in the 
same direction as sodium valproate did. The result suggests that piperine might have 
similar effect on NMDA receptor in different brain regions as sodium valproate. 
Unfortunately, analysis of effect of piperine on levels of GABAA receptor in mouse 
brains was not achieved because of failure in the process Hyperfilm development. 
However, this is the first study that revealed relationship between piperine, level of 
NMDA receptor and seizure. Further studies need to be performed to evaluate effects of 
piperine on other targets involved with seizure such as sodium and potassium channels.   
 

Keywords : piperine,  NMDA receptor, GABAA receptor, seizure, pentylenetetrazole 



 

1 
 

บทนํา 

 โรคลมชัก (epilepsy) เป็นความผิดปกติทางระบบประสาทที่สําคัญซึ่งพบมากเป็นอันดับสอง
รองจาก stroke โดยเกิดขึ้นประมาณ 0.5-1% ในประชากรทั่วไป (McCorry et al., 2004)  สาเหตุ
ของการเกิดโรคลมชักเป็นผลจากปัจจัยต่างๆท่ีทําให้เกิดการทํางานผิดปกติของสมอง เช่น การติดเช้ือ
โรคต่างๆ อุบัติเหตุที่กระทบกระเทือนสมอง ภาวะสมองขาดเลือด โรคของระบบประสาทส่วนกลาง 
และการได้รับยาหรือสารพิษบางชนิด เป็นต้น สาเหตุดังกล่าวมีผลทําให้เกิดความผิดปกติของการ
ทํางานของเซลล์ประสาทชนิดต่างๆในสมอง เกิดการส่งกระแสประสาทและคลื่นไฟฟ้าที่ผิดปกติใน
บริเวณต่างๆของสมอง และเมื่อคลื่นไฟฟ้าดังกล่าวมีปริมาณมากพอจะกระตุ้นให้เกิดการชักได้ในที่สุด 
(Benardo, 2003; Lee et al., 2003) 

 การเกิดคลื่นไฟฟ้าที่ผิดปกติจากเซลล์ประสาทเป็นผลจากการเกิด postsynaptic potential 
เน่ืองจากกระตุ้นการทํางานของ calcium channels ชนิดต่างๆ ที่มากผิดปกติ โดยเฉพาะ T-type 
calcium channels ทําให้มี calcium เข้าสู่เซลล์ประสาทมากข้ึน เกิดภาวะ depolarization ส่งผล
กระตุ้นเซลล์ประสาทชนิดต่างๆให้ส่งคลื่นไฟฟ้าที่ผิดปกติออกมามากข้ึน จนเกิดอาการแสดงของการ
ชัก (Delorenzo et al., 2005; Errington et al., 2005) นอกจากการชักจะเกิดจากการทํางานของ 
calcium channels ที่มากเกินไปแล้ว ยังเกิดจากการท่ี chloride channels ไม่สามารถทํางานได้
หรือทํางานน้อยกว่าปกติ ซึ่งปกติการเปิดของ chloride channels ทําให้เกิด inhibitory 
postsynaptic potential ที่ยับย้ังการเกิด depolarization และการส่งกระแสประสาทรวมถึง
คลื่นไฟฟ้าของเซลล์ประสาทในสมอง หากมีความผิดปกติของ chloride channels จนทําให้ไม่
สามารถทํางานหรือทํางานน้อยกว่าปกติ การยับย้ังดังกล่าวจะไม่สามารถเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ ส่งผล
ให้เกิดการส่งกระแสประสาทและคลื่นไฟฟ้าที่มากและผิดปกติออกมา (Jentsch  et al., 2005; 
Lerche  et al., 2005) ดังน้ันจะเห็นได้ว่าการชักเป็นความผิดปกติของเซลล์ประสาทในสมองที่
เกิดขึ้นจากการทํางานที่เปลี่ยนแปลงไปของทั้ง T-type calcium และ chloride channels 

 Calcium channels สามารถพบได้ในบริเวณต่างๆของสมอง โดย calcium channels ที่
พบได้มากชนิดหน่ึงในสมองคือ N-Methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptor ซึ่งมีบทบาทหน้าที่
ต่างๆเก่ียวกับการทํางานของสมอง เช่น การเจริญของเซลล์ประสาท การสร้าง synapse และการเกิด 
plasticity ของเซลล์ประสาท เป็นต้น การกระตุ้น NMDA receptor ด้วย glutamate ซึ่งเป็น 
excitatory neurotransmitter ที่สําคัญในสมอง จะส่งผลให้ calcium เข้าสู่เซลล์ประสาท กระตุ้น
ให้เกิด postsynaptic depolarization อย่างต่อเน่ือง และเกิดการส่งกระแสประสาทตามมา (Aarts 
and Tymianski, 2003) หาก  NMDA receptor ถูกกระตุ้นมากเกินไป ทั้งจากการที่มีระดับของ 
NMDA receptor เพ่ิมขึ้นหรือ NMDA receptor มีความไวต่อการกระตุ้นมากขึ้น จะส่งผลให้เซลล์
ประสาทส่งกระแสประสาทมากผิดปกติ จากการที่มี calcium เข้าสู่เซลล์ประสาทมากเกินไป จนเกิด 
paroxysmal depolarizing shift (PDS) ซึ่งเป็น action potential ที่เกิดขึ้นนานกว่าปกติ และ
ส่งเสริมให้เกิดเป็นคลื่นไฟฟ้าที่ผิดปกติ จนนําไปสู่การเกิดอาการชัก (Chang and Lowenstein, 
2003; Kulak et al., 2004) อย่างไรก็ตามจากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าการกระตุ้น NMDA 
receptors สามารถกระตุ้นให้เกิดการชักขึ้นได้ (Makarska-Bialek et al., 2005; Slamberova and 
Rokyta, 2005) และการเกิดอาการชักสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงของระดับของ NMDA receptor 
ในสมองส่วนต่างๆ ซึ่งบางการศึกษาพบว่ามีการเพ่ิมขึ้นของระดับของ NMDA receptor ในสมองส่วน 



 

2 
 

hippocampus และ cortex ของผู้ป่วยโรคลมชัก (Mathern et al., 1999; Najm  et al., 2000; 
Neder  et al., 2002) ในขณะที่บางการศึกษาพบว่าในสมองผู้ป่วยโรคลมชักมีระดับของ NMDA 
receptor ลดลง (Hosford et al., 1991; Andre et al., 2004) ดังน้ันจึงยังไม่สามารถสรุปได้แน่ชัด
ว่าระดับของ NMDA receptor ในสมองที่มีพยาธิสภาพของโรคลมชักจะเป็นไปในทิศทางใด 

  Chloride channels ในสมองทําหน้าที่หลักในการยับย้ังการส่งกระแสประสาทโดยยับย้ัง
การเกิด depolarization จากการที่ chloride เข้าสู่เซลล์ประสาท จนเกิดภาวะ hyperpolarization 
และ inhibitory postsynaptic potentials การเปิดของ chloride channels น้ันส่วนใหญ่เป็นผล
มาจากการที่ gamma-aminobutyric acid (GABA) ซึ่งเป็น inhibitory neurotransmitter ใน
สมอง ออกฤทธ์ิกระตุ้น GABAA receptor (Smith, 2001; Semyanov et al., 2004) จากการศึกษา
ในสมองของสัตว์ทดลองและในผู้ป่วยที่มีอาการชักพบว่าการทํางานของ GABAA receptor ลดลง
อย่างมีนัยสําคัญ (Calcagnotto et al., 2005; Palma et al., 2005) ส่วนระดับของ GABAA 
receptors น้ัน หลายการศึกษาพบว่ามีระดับลดลง (Kuwert et al., 1996; Koepp et al., 1997; 
Loup  et al., 2000) ในขณะที่อีกบางการศึกษาพบว่าเพ่ิมขึ้นหรือไม่เปลี่ยนแปลง (Kamphuis  et 
al., 1995; Zilles  et al., 1999) จึงทําให้ไม่สามารถบ่งช้ีได้อย่างชัดเจนว่าสาเหตุของการเกิดโรค
ลมชักเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ GABAA receptor อย่างไร 

ในปัจจุบันยาที่ใช้ในการรักษาโรคลมชักมีจํานวนมากและแบ่งออกเป็นหลายประเภทตาม
กลไกการออกฤทธ์ิ ได้แก่ ยาที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของ sodium channel เช่น phenytoin 
และ carbamazepine, ยาที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของ NMDA receptor เช่น topiramate และ
ยาที่ออกฤทธ์ิเพ่ิมการทํางานของ GABA เช่น benzodiazepines และ sodium valproate (Porter 
and Meldrum, 2002) แม้ว่ายาเหล่าน้ีจะให้ประสิทธิภาพในลดความถ่ีและความรุนแรงของโรค
ลมชัก อย่างไรก็ตามมีผู้ป่วยจํานวนไม่น้อยที่ไม่สามารถควบคุมอาการของโรคได้ด้วยการใช้ยาเพียง
ชนิดเดียว (French and Faught, 2009) และอาการไม่พึงประสงค์จากการใช้ยาดังกล่าวมักเกิดขึ้นได้
บ่อย เช่น มึนงง เดินเซ ความผิดปกติของเม็ดเลือด ความผิดปกติเก่ียวกับตับ และผื่นแพ้ที่ผิวหนัง 
เป็นต้น (Walker et al., 2005) ทําให้ยังคงมีการพัฒนาและค้นคว้าศึกษาเกี่ยวกับยารักษาโรคลมชักที่
มีประสิทธิภาพและทําให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์น้อยที่สุดต่อไป 

สมุนไพรเป็นทางเลือกอีกทางหน่ึงในการนํามาใช้ในการรักษาโรคต่างๆ เน่ืองจากสมุนไพร
เป็นทรัพยากรที่มีอยู่มากมายในประเทศไทย และการนําสมุนไพรมาใช้เป็นการสนับสนุนภูมิปัญญา
ไทยท่ีมีอยู่แต่โบราณให้เกิดประโยชน์ที่คุ้มค่า พริกไทยเป็นสมุนไพรที่พบได้มากในประเทศไทยและ
นํามาใช้กันอย่างแพร่หลายเพ่ือเป็นเคร่ืองเทศในการปรุงอาหาร จากการศึกษาที่ผ่านมา สารภายใน
พริกไทย ได้แก่ piperine ซึ่งเป็นสารจําพวก alkaloid มีฤทธ์ิลดอาการชักในสัตว์ทดลอง (D'Hooge 
et al., 1996; Mori et al., 1985) อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธ์ิของ piperine ในการลดอาการ
ชักยังไม่ทราบแน่ชัด และเน่ืองจากการเกิดอาการชักมีความสัมพันธ์กับการทํางานของตัวรับของสาร
สื่อประสาทท่ีเก่ียวข้องกับการควบคุมการส่งสัญญาณประสาทและกระแสไฟฟ้า ซึ่งได้แก่ NMDA และ 
GABAA receptors การวิจัยน้ีจึงต้องการศึกษาถึงการออกฤทธ์ิในการลดอาการชักของ piperine กับ
การเปล่ียนแปลงปริมาณของ NMDA และ GABAA receptors ในสมองของสัตว์ทดลอง เพ่ือพิสูจน์ว่า
ฤทธ์ิในการลดอาการชักของ piperine สัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงระดับของตัวรับเหล่าน้ันหรือไม่
และอย่างไร โดยจะเน้นศึกษาที่สมองบริเวณ frontal cortex, temporal cortex และ 
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hippocampus เน่ืองจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของทั้ง NMDA และ GABAA 
receptors (Isokawa, 1996; Mathern et al., 1998a; 1998b; Loup et al., 2000) รวมทั้งมีการ
สูญเสียของเซลล์ประสาทชนิดต่างๆ เกิดขึ้นในสมองส่วนเหล่าน้ีในผู้ป่วยโรคลมชัก (de Lanerolle et 
al., 2003; Liu et al., 2007; Varho et al., 2005) ซึ่งผลการศึกษาที่ได้รับสามารถใช้เป็นแนวทางใน
การอธิบายถึงกลไกการออกฤทธ์ิระงับอาการชักของ piperine ในระดับโมเลกุลที่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของตัวรับชนิดต่างๆโดยเฉพาะ NMDA และ GABAA receptors อีกทั้งส่งผลให้เกิดการ
ส่งเสริมและพัฒนายารักษาโรคลมชักชนิดใหม่จากสมุนไพรที่มีผลปรับเปล่ียนให้การเปล่ียนแปลงของ
ตัวรับแต่ละชนิดเป็นไปในแนวทางที่ดีขึ้น และทําให้เกิดผลในด้านการรักษาโรคลมชักที่มีประสิทธิภาพ
ดีย่ิงขึ้นในอนาคต  
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วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมสัตว์ทดลอง  

 หนูขาวเล็ก (mice) นํ้าหนัก 20-22 กรัม ถูกเลี้ยงในห้องเลี้ยงสัตว์ทดลอง 1 สัปดาห์ก่อนทํา
การทดลองเพ่ือปรับสภาพ โดยให้สัมผัสกับแสงสว่างและความมืดสลับกัน ทุก 12 ช่ัวโมง และได้รับ
อาหารและนํ้าไม่จํากัด  

ในการทดลองหนูขาวเล็กถูกแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม ดังน้ี 
กลุ่มที่ 1 หนูขาวเล็กที่ได้รับนํ้าเกลือ 0.9% โดยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน 
จํานวน 6 ตัว เป็นกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารใดๆ 
กลุ่มที่ 2 หนูขาวเล็กที่ได้รับ pentylenetetrazole (PTZ) ซึ่งเป็นสารที่กระตุ้นให้เกิดอาการชัก 
ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม* โดยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน จํานวน 6 
ตัว เป็นกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นให้เกิดการชัก 
กลุ่มที่ 3 หนูขาวเล็กที่ได้รับ sodium valproate ขนาด 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม** โดยการฉีดเข้า
ภายในช่องท้อง วันเว้นวัน หลังจากน้ัน 45 นาที จะได้รับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยการ
ฉีดเข้าภายในช่องท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน จํานวน 6 ตัว เป็นกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นให้เกิด
การชักและได้รับยารักษาโรคลมชัก sodium valproate 
กลุ่มที่ 4 หนูขาวที่ได้รับ piperine ขนาด 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัม*** โดยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง วัน
เว้นวัน หลังจากน้ัน 45 นาที จะได้รับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม* โดยการฉีดเข้าภายในช่อง
ท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน จํานวน 6 ตัว เป็นกลุ่มทดลองกลุ่มที่ 1 
กลุ่มที่ 5 หนูขาวที่ได้รับ piperine ขนาด 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม*** โดยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง วัน
เว้นวัน หลังจากน้ัน 45 นาที จะได้รับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม* โดยการฉีดเข้าภายในช่อง
ท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน จํานวน 6 ตัว เป็นกลุ่มทดลองกลุ่มที่ 2 
กลุ่มที่ 6 หนูขาวที่ได้รับ piperine ขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม*** โดยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง วัน
เว้นวัน หลังจากน้ัน 45 นาที จะได้รับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม* โดยการฉีดเข้าภายในช่อง
ท้อง วันเว้นวัน เป็นเวลา 30 วัน จํานวน 6 ตัว เป็นกลุ่มทดลองกลุ่มที่ 3 
หมายเหตุ 
*ขนาดของ PTZ ที่ใช้ในการวิจัยน้ีอ้างอิงมาจากการศึกษาของ Agarwal et al. (2011)  
**ขนาดของ sodium valproate ที่ใช้ในการวิจัยน้ีอ้างอิงมาจากการศึกษาของ Brahmane et al. 
(2010) 
***ขนาดของ piperine ที่ใช้ในการวิจัยน้ีอ้างอิงมาจากการศึกษาของ D'Hooge et al. (1996) และ 
Mori et al. (1985) 

2. การเตรียมสมองของสัตว์ทดลอง 

 หลังจากเสร็จสิ้นการเตรียมสัตว์ทดลองในข้อ 1 สมองของหนูขาวเล็กในแต่ละกลุ่มถูกนํามา
ตัดเป็นแผ่นบาง (sectioned) ให้มีความหนา 10 m โดยใช้ cryostat microtome ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 20C และแผ่นเน้ือเย่ือที่ได้ซึ่งประกอบด้วยสมองส่วน frontal cortex, temporal 
cortex และ hippocampus ถูกทําให้แห้งบนแผ่น slide แก้ว และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 70C เพ่ือ
ใช้ในการศึกษาระดับของ NMDA และ GABAA receptors โดยวิธี autoradiography ต่อไป 
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3. การศึกษาระดับของ NMDA receptors โดยใช้วิธี autoradiography 

 Slide แผ่นเน้ือเย่ือในข้อ 2 ถูกนํามาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ช่ัวโมง แล้วจึงนําไป incubate 
ด้วย 5 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 เป็นเวลา 5 นาที จํานวน 3 ครั้ง จากน้ันถูก incubate ด้วย 5 
mM Tris-HCl buffer pH 7.5 ที่มี 100 M glutamate, 30 M glycine, 50 M spermidine 
และ 5 nM [3H]dizocilpine maleate ([3H]MK-801) เป็นเวลา 60 นาที สําหรับระดับของ non-
specific NMDA receptor binding slide แผ่นเน้ือเย่ือถูก incubate ด้วย Tris-HCl buffer ที่มี 
glutamate, glycine, spermidine, [3H]MK-801 และ 0.1 mM (+)MK-801 เมื่อครบเวลา 
incubate แล้ว slide แผ่นเน้ือเย่ือ ถูกล้างใน 5 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 ที่เย็น เป็นเวลา 10 
วินาที จํานวน 3 ครั้ง แล้วนําไปจุ่มใน reverse osmosis water ที่เย็น และทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง จากน้ันจึงนําไปวางประกบเทียบกับแถบ tritium มาตรฐานบน Hyperfilm เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ 

4. การศึกษาระดับของ GABAA receptors โดยใช้วิธี autoradiography 

 Slide แผ่นเน้ือเย่ือในข้อ 2 ถูกนํามาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ช่ัวโมง แล้วจึงนําไป incubate 
ด้วย 50 mM Tris-citrate buffer pH 7.0 เป็นเวลา 5 นาที จํานวน 3 ครั้ง จากน้ันถูก incubate 
ด้วย 50 mM Tris-citrate buffer pH 7.0 ที่มี 3 nM [3H]muscimol เป็นเวลา 45 นาที สําหรับ
ระดับของ non-specific NMDA receptor binding slide แผ่นเน้ือเย่ือถูก incubate ด้วย Tris-HCl 
buffer ที่มี glutamate, glycine, spermidine, [3H]muscimol และ 0.01 mM GABA เมื่อครบ
เวลา incubate แล้ว slide แผ่นเน้ือเย่ือ ถูกล้างใน 50 mM Tris-citrate buffer pH 7.0 ที่เย็น เป็น
เวลา 10 วินาที จํานวน 3 ครั้ง แล้วนําไปจุ่มใน reverse osmosis water ที่เย็น และทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง จากน้ันจึงนําไปวางประกบเทียบกับแถบ tritium มาตรฐานบน Hyperfilm เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ 

5. การวิเคราะห์ระดับของ NMDA และ GABAA receptors 

 Hyperfilm ถูกล้างหลังจากวางประกบกับ slide แผ่นเน้ือเย่ือเมื่อครบตามกําหนดเวลา 
จากน้ัน autoradiographs ที่ได้ถูกนําไปวิเคราะห์หาระดับของ NMDA และ GABAA receptors โดย
ใช้ Quantity One® 1-D analysis software (Bio-Rad Laboratories, USA) และผลที่ได้ถูกนําไป
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้การคํานวณทางสถิติแบบ ANOVA ที่ระดับนัยสําคัญ 
0.05 
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ผลการทดลอง 

ผลการศึกษาระดับของ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็ก 

 หลังจากนํา slide ที่การศึกษาระดับของ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กไปวาง
ประกบบน Hyperfilm เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ผลของระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กส่วน 
frontal cortex, hippocampus และ temporal cortex แสดงเป็น autoradiograph ดังรูปที่ 1 
 

 
 
 
 
 

หนูขาวเล็กที่ได้รับน้าํเกลือเพียงอย่างเดียว (กลุ่มควบคมุ) 
 
 
 
 
 
 
 
 

หนูขาวเล็กที่ได้รับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หนูขาวเล็กที่ได้รับ sodium valproate ขนาด 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
ร่วมกับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 
รูปที่ 1 Autoradiograph ของสมองหนูขาวเล็กกลุ่มต่างๆ 
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หนูขาวเล็กที่ได้รับ piperine ขนาด 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
ร่วมกับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

หนูขาวเล็กที่ได้รับ piperine ขนาด 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
ร่วมกับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

หนูขาวเล็กที่ได้รับ piperine ขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
ร่วมกับ PTZ ขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 
รูปที่ 1 Autoradiograph ของสมองหนูขาวเล็กกลุ่มต่างๆ (ต่อ)  
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 เมื่อนํา autoradiograph ดังกล่าวไปวัดระดับ NMDA receptor โดยใช้ Quantity One® 
1-D analysis software (Bio-Rad Laboratories, USA) พบว่าการได้รับ PTZ ทําให้เกิดแนวโน้มที่
เพ่ิมขึ้นของระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กทั้งในส่วน frontal cortex, hippocampus 
และ temporal cortex แม้ว่าจะไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
หนูขาวเล็กที่ได้รับ sodium valproate ร่วมกับ PTZ มีระดับ NMDA receptor เพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยสําคัญ (p 0.05) ในสมองส่วน frontal cortex และ hippocampus เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม และมีแนวโน้มของการเพ่ิมขึ้นของระดับ NMDA receptor เมื่อเปรียบเทียบกับหนูขาวเล็กที่
ได้รับเพียง PTZ ในสมองส่วน frontal cortex และ hippocampus อย่างไรก็ตามการได้รับ 
sodium valproate ร่วมกับ PTZ ทําให้ระดับ NMDA receptor มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นโดยไม่มีนัยสําคัญ
ทางสถิติในสมองส่วน frontal cortex และ hippocampus แต่มีแนวโน้มลดลงโดยไม่มีนัยสําคัญทาง
สถิติในสมองส่วน temporal cortex เมื่อเปรียบเทียบกับการได้รับ PTZ เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 1)  
 การได้รับ piperine ทั้ง 3 ขนาด ร่วมกับ PTZ ทําให้ระดับ NMDA receptor เพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยสําคัญ (p 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูขาวเล็กกลุ่มควบคุม ในสมองส่วน frontal cortex และ 
hippocampus ส่วนในสมองส่วน temporal cortex จะพบผลดังกล่าวเมื่อหนูขาวเล็กได้รับ 
piperine ขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม การเพ่ิมขึ้นของระดับ NMDA receptor ไม่ขึ้นกับขนาดของ 
piperine และ piperine ขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทําให้ระดับ NMDA receptor เพ่ิมขึ้นมาก
ที่สุดในสมองหนูขาวเล็กทั้ง 3 ส่วน เป็นที่น่าสังเกตว่ามีเพียงหนูขาวเล็กที่ได้รับ piperine ขนาด 40 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกับ PTZ เท่าน้ันที่ทําให้ระดับ NMDA receptor มีแนวโน้มลดลงในสมองส่วน 
temporal cortex เมื่อเปรียบเทียบกับหนูขาวเล็กที่ได้รับ PTZ เพียงอย่างเดียว นอกจากน้ีพบว่าการ
ได้รับ piperine ขนาด 20 และ 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทําให้ระดับ NMDA receptor ในสมองทั้ง 3 
ส่วนเพ่ิมขึ้นมากกว่าการได้รับ sodium valproate แต่การได้รับ piperine ขนาด 40 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม ทําให้ระดับ NMDA receptor ในสมองส่วน hippocampus และ temporal cortex ลดลง
มากกว่าการได้รับ sodium valproate (ตารางที่ 1) 
 
ตารางท่ี 1 ผลของระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กกลุ่มต่างๆ ศึกษาโดยวิธี 
autoradiography 
 

ระดับ NMDA receptor (fmol/mg) 
กลุ่มหนูขาวเลก็ 

Frontal cortex Hippocampus Temporal cortex 
กลุ่มควบคุม 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.27 ± 0.18 
กลุ่มที่ได้รับ PTZ 0.08 ± 0.09 0.12 ± 0.15 0.46 ± 0.27 
กลุ่มที่ได้รับ sodium valproate + PTZ 0.41 ± 0.09a 0.36 ± 0.09a 0.31 ± 0.10 
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ตารางท่ี 1 ผลของระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กกลุ่มต่างๆ ศึกษาโดยวิธี 
autoradiography (ต่อ) 
 

ระดับ NMDA receptor (fmol/mg) 
กลุ่มหนูขาวเลก็ 

Frontal cortex Hippocampus Temporal cortex 
กลุ่มที่ได้รับ piperine ขนาด 20 มิลลกิรัม/
กิโลกรัม + PTZ 

0.53 ± 0.28a,b 0.55 ± 0.27a,b 0.50 ± 0.17 

กลุ่มที่ได้รับ piperine ขนาด 40 มิลลกิรัม/
กิโลกรัม + PTZ 

0.53 ± 0.27a,b 0.13 ± 0.08d 0.16 ± 0.15 

กลุ่มที่ได้รับ piperine ขนาด 60 มิลลกิรัม/
กิโลกรัม + PTZ 

2.46 ± 0.14a,b,c,d,e 2.47 ± 0.07a,b,c,d,e 2.32 ± 0.18a,b,c,d,e 

หมายเหตุ ระดับ NMDA receptor แสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
   a p 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
  b p 0.05 เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ PTZ  
  c p 0.05 เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ sodium valproate 
  d p 0.05 เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ piperine ขนาด 20 มิลลกิรัม/กิโลกรัม 
  e p 0.05 เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ piperine ขนาด 40 มิลลกิรัม/กิโลกรัม  

 

ผลการศึกษาระดับของ GABAA receptor ในสมองหนูขาวเล็ก 

 เน่ืองจากเกิดความผิดพลาดในขั้นตอนของการนํา Hyperfilm ที่ทําการประกบกับ slide ที่
ทําการศึกษาระดับของ GABAA receptor ในสมองหนูขาวเล็กไปทําการล้าง จากการที่ Hyperfilm 
สัมผัสกับแสงสีขาวโดยความไม่ต้ังใจ เป็นเหตุให้ไม่มี autoradiograph ที่จะสามารถวิเคราะห์หา
ระดับของ GABAA receptor ในสมองหนูขาวเล็ก 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

โครงการวิจัยน้ีเป็นการศึกษาผลของ piperine ที่มีต่อระดับของ NMDA และ GABAA 
receptors ในสมองของหนูขาวเล็กที่กระตุ้นให้เกิดการชักโดยใช้ pentylenetetrazole และวิธีการ
ศึกษาระดับ receptor ดังกล่าวทําโดยอาศัยเทคนิค autoradiography ซึ่งการกระตุ้นให้เกิดการชัก
โดยใช้ pentylenetetrazole (PTZ) น้ันเป็นวิธีที่ใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาพยาธิสภาพของการ
เกิดโรคลมชักและการค้นหายาหรือสารที่มีฤทธ์ิลดการเกิดโรคลมชักในสัตว์ทดลอง (Demeter et al., 
2012; Júnior et al., 2011; Pavlova et al., 2010) จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า PTZ ทํา
ให้เกิดการชักในสัตว์ทดลองและทําให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของ NMDA receptor ในสมองของสัตว์ทดลอง 
โดยเฉพาะสมองส่วน frontal cortex, hippocampus และ temporal cortex (Cremer et al., 
2009; Ekonomou and Angelatou, 1999; Zhu et al., 2004) และสมองส่วนดังกล่าวเก่ียวข้องกับ
พยาธิสรีรวิทยาของการเกิดโรคลมชักในมนุษย์ (Liu et al., 2007; Sherwin, 1999) จากการศึกษานี้
พบว่าเมื่อหนูขาวเล็กได้รับ PTZ ติดต่อกันเป็นเวลา 30 วัน ระดับ NMDA receptor มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
โดยไม่มีนัยสําคัญในสมองส่วน frontal cortex, hippocampus และ temporal cortex ซึ่งผลการ
ทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่รายงานถึงผลของ PTZ ที่มีต่อระดับ NMDA 
receptor ในสัตว์ทดลอง 

Sodium valproate เป็นยารักษาโรคลมชักที่มีประสิทธิภาพและออกฤทธ์ิรักษาโรคลมชักได้
หลายชนิด กลไกในการออกฤทธ์ิรักษาโรคลมชักของ sodium valproate มีหลายแบบ ได้แก่ ยับย้ัง
การทํางานของ sodium channels, เพ่ิมการทํางานของ GABA และยับย้ังการทํางานของ NMDA 
receptor (Porter and Meldrum, 2002) แต่จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการให้ sodium 
valpoate ร่วมกับ PTZ มีผลเพ่ิมระดับ NMDA receptor ในสมองส่วน frontal cortex และ 
hippocampus ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า sodium valproate มีผลไปลดฤทธ์ิของการทําลายสมองส่วน 
frontal cortex และ hippocampus ของ PTZ เน่ืองจากสมองทั้งสองส่วนน้ีสัมพันธ์กับการเรียนรู้
และความจํา (Lee et al., 2011; Tronel and Sara, 2003) ซึ่งในสัตว์ทดลองที่ได้รับ PTZ จะเกิด
บกพร่องขบวนการต่างๆท่ีเก่ียวข้องกับการเรียนรู้และความจํา  และการบกพร่องดังกล่าวสัมพันธ์กับ
การลดลงของการทํางานของ NMDA receptor (Palizvan et al., 2006; Szyndler et al., 2006) 
จึงเป็นไปได้ว่าในการศึกษานี้ระดับ NMDA receptor ในสมองหนูขาวเล็กส่วน frontal cortex และ 
hippocampus ที่เพิ่มขึ้นเป็นผลส่วนหน่ึงจากการได้รับ sodium valproate สําหรับการลดลงของ
ระดับ NMDA receptor ในสมองส่วน temporal cortex จากการได้รับ sodium valproate ร่วมกับ 
PTZ น้ัน อาจอธิบายได้จากการที่โรคลมชักที่เกิดจากความผิดปกติที่ temporal cortex (temporal 
lobe epilepsy) เป็นโรคลมชักที่เกิดขึ้นมากที่สุดคือประมาณ 1 ใน 3 ของผู้ป่วยโรคลมชักทั้งหมด 
(Semah et al., 1998) และพบการเพ่ิมขึ้นของระดับ NMDA receptor ในสมองส่วน temporal 
cortex ของผู้ป่วยโรคดังกล่าว (Liu et al., 2007) และสัตว์ทดลองที่ได้รับ PTZ (Zhu et al., 2004) 
การลดลงของระดับ NMDA receptor ในสมองส่วน temporal cortex จากการศึกษานี้ อาจเป็นผล
จากการที่ sodium valproate ไปต้านฤทธ์ิของ PTZ ในการเหน่ียวนําให้เกิดการชักในหนูขาวเล็กที่
สมองส่วน temporal cortex และการที่ sodium valproate ให้ผลที่แตกต่างกันในสมองแต่ละส่วน 
อาจเกิดจากกลไกในการออกฤทธ์ิที่ต่างกันของ sodium valproate ในสมองแต่ละส่วน ซึ่งจะมีผลต่อ
การรักษาอาการที่หลากหลายซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่เกิดโรคลมชักหรืออาการชัก 
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Piperine เป็นสารจําพวก alkaloid ที่พบในพริกไทย จากการศึกษาท่ีผ่านมามีรายงานฤทธ์ิ
ลดอาการชักของ piperine ในสัตว์ทดลอง (D'Hooge et al., 1996; Mori et al., 1985) ใน
โครงการวิจัยน้ีมีการให้ piperine ในขนาดต่างๆ แก่หนูขาวเล็กร่วมกับ PTZ ซึ่งจากผลการศึกษาแสดง
ให้เห็นว่า piperine ในขนาด 20 และ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีผลต่อระดับ NMDA receptor ใน
สมองส่วน frontal cortex, hippocampus และ temporal cortex ของหนูขาวเล็กในทิศทาง
เดียวกับ sodium valproate ซึ่งแม้ว่ายังไม่ทราบกลไกการออกฤทธ์ิที่แน่ชัดของ piperine ในการลด
อาการชัก แต่ผลการศึกษาที่ได้จากโครงการวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าการออกฤทธ์ิในการลดอาการชักของ 
piperine อาจเก่ียวข้องกับการทําให้ระดับ NMDA receptor เกิดการเปลี่ยนแปลงในสมองของหนู
ขาวเล็กแต่ละส่วนที่แตกต่างกันเช่นเดียวกับ sodium valproate โดยที่ piperine จะเกิดผลดังกล่าว
เมื่อให้ในขนาด 20 และ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่วน piperine ในขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีผล
เพ่ิมระดับ NMDA receptor ในสมองของหนูขาวเล็กทั้ง 3 ส่วน ซึ่งเป็นไปได้ว่าการให้ในขนาดสูงขึ้น 
อาจทําให้ความแตกต่างในการออกฤทธ์ิของ piperine แต่ละส่วนของสมองลดลง และจากการท่ีระดับ
ของ NMDA receptor ที่เพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคลมชัก (Cremer et al., 2009; 
Ekonomou and Angelatou, 1999; Zhu et al., 2004) ดังน้ันการให้ piperine ในขนาดสูงจึงอาจ
นําไปสู่ประสิทธิภาพท่ีลดลงในการลดการเกิดโรคลมชักของ piperine และ piperine ขนาด 60 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม อาจเป็นขนาดที่ไม่เหมาะสมท่ีจะนํามาใช้ในการศึกษาประสิทธิภาพในการลดการ
เกิดโรคลมชักในสัตว์ทดลองที่เหน่ียวนําให้เกิดการชักโดย pentylenetetrazole 
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