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บทคัดยอ 
 
 
ฤทธิ์ตานอาการวิตกกังวลของยาฟลูอ็อกซีทีนมักลดประสิทธิภาพลงในผูปวยที่เขาสูวัยหมดประจําเดือน 
และ/หรือในผูที่ขาดฮอรโมนเอสโตรเจน อยางไรก็ตาม ปรากฏการณดังกลาวยังไมเคยไดรับการทดสอบใน
สัตวทดลอง โดยเฉพาะในโมเดลที่ใชหนูขาวเพศเมียที่ขาดฮอรโมนเอสโตรเจน ในงานวิจัยน้ี ผูวิจัยไดศึกษา
พฤติกรรมกังวลในหนูขาดเอสโตรเจนจากการตัดรังไขนาน 4 สัปดาห ซ่ึงไดรับยาเอสโตรเจนเสริม (10 
ไมโครกรัมตอนํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง) และ/หรือ ยาฟลูอ็อกซีทีน (10 มิลลิกรัมตอ
นํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยการปอนทางปาก) เน่ืองจากเปนที่ทราบดีวาฟลูอ็อกซีทีนมีผลลดอาการวิตก
กังวลในหนูเพศผู ผูวิจัยจึงทดสอบผลของยาฟลูอ็อกซีทีนในหนูเพศผูกอน ผลการวิจัยพบวา หนูเพศผูที่
ไดรับยาฟลูอ็อกซีทีนมีระดับความกังวลลดลง ซ่ึงเปนการยืนยันวายานี้มีประสิทธิภาพในการตานอาการวิตก
กังวลจริง แตการวิจัยในหนูเพศเมียที่ตัดรังไขกลับพบวาระดับความกังวลไมมีความแตกตางกันในหนูที่ได
และไมไดรับยานี้ สวนเอสโตรเจนที่ใหเสริมในหนูที่ตัดรังไขสามารถลดความกังวลได และการใหยาฟลูอ็อกซี
ทีนในหนูตัดรังไขที่ไดรับเอสโตรเจนเสริมไมทําใหความกังวลลดลงมากขึ้น ซ่ึงเปนการยืนยันวา ยาฟลูอ็อกซี
ทีนใชไมไดผลในหนูที่ตัดรังไขแมวาจะไดรับเอสโตรเจนเสริมอยูดวยก็ตาม นอกจากนี้ เอสโตรเจนมีผลเพ่ิม
การแสดงออกของยีนเอสอีอารที (ซ่ึงสรางโปรตีนขนสงซีโรโทนินกลับเขาเซลล) และยีนทีพีเอช (ซ่ึงสราง
โปรตีนทริปโตแฟนไฮดรอกซิเลสสําหรับสังเคราะหซีโรโทนิน) ในสมองหนูสวนดอรซัลราเฟ แตไมมีผลตอ
ยีนดังกลาวในสมองสวนฟรอนทัลคอรเท็กซ, ฮิปโปแคมปส, เซปทัม, อะมิกดาลา และ เพอริอะเควดักทัล-
เกรย ผลการวิจัยสรุปไดวา ยาฟลูอ็อกซีทีนมีผลลดความกังวลในหนูเพศผู แตไมมีผลตอหนูเพศเมียที่ถูกตัด
รังไขแมวาจะไดรับฮอรโมนเอสโตรเจนเสริมอยู อยางไรก็ตามฮอรโมนเอสโตรเจนเองกลับมีผลลดความ
กังวลในหนูเพศเมียที่ตัดรังไข ซ่ึงอาจเปนผลสืบเน่ืองจากการปรับเมแทบอลิซึมของซีโรโทนินในสมอง
สวนดอรซัลราเฟโดยฮอรโมนเอสโตรเจน 
 
คําสําคัญ : ความกังวล; ยาฟลูอ็อกซีทีน; ทริปโตแฟนไฮดรอกซิเลส; elevated plus-maze; elevated T-
maze; open field 
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Abstract 
 
 
The anxiolytic effect of fluoxetine (Flx) was often ineffective in postmenopausal and estrogen-
deficient patients, but such effect had not been experimentally demonstrated, particularly in the 
female rat model of estrogen deficiency. Here we determined the anxietylike behaviors in 
ovariectomized (Ovx) rats treated for 4 weeks with 10 μg/kg 17β-estradiol s.c. (Ovx+E2), 10 mg/kg 
Flx p.o. (Ovx+Flx) or a combination of both (Ovx+E2+Flx). Since Flx is known to induce anxiolysis 
in males, we first evaluated the Flx regimen in male rats. The results showed that anxiety-like 
behaviors were reduced in Flx-treated male rats. In contrast, Ovx+Flx rats still exhibited the same 
anxiety-like behaviors as in Ovx rats. Both Ovx+E2 and Ovx+E2+Flx rats, however, showed 
comparable reductions in anxiety-like behaviors, suggesting that Flx had no anxiolytic-like effect. 
Furthermore, E2 and E2+Flx similarly upregulated the mRNA expression of serotonin reuptake 
transporter (SERT) and tryptophan hydroxylase-2 in the dorsal raphé of Ovx rats, while having no 
effect on SERT expression in the frontal cortex, hippocampus, septum, amygdala and 
periaqueductal gray. In conclusion, Flx induced anxiolytic-like action in male rats. In Ovx rats, it 
was E2 and not Flx that exerted the anxiolytic-like action, which was mediated, in part, by altering 
serotonin metabolism in the dorsal raphé. 
 
Keywords : anxiety; elevated plus-maze; elevated T-maze; open field; real-time PCR; selective 
serotonin reuptake inhibitor (SSRI); tryptophan hydroxylase (TPH) 
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6. ปญหาและความสําคัญของปญหาที่ทาํการวิจัย 

เปนที่ทราบกันดีวาฮอรโมนเอสโตรเจนมีบทบาทในการควบคุมระดับความกังวลของผูหญิงตั้งแตเขาสูวัย
เจริญพันธุจนกระทั่งถึงวัยหมดประจําเดือน โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงที่มีระดับฮอรโมนเอสโตรเจนต่ํา พบวา
ผูหญิงวัยหมดประจําเดือนมักมีความผิดปกติของความกังวลเพิ่มสูงขึ้นกวาชวงกอนหมดประจําเดือน เน่ืองจากมี
รายงานวาเอสโตรเจนมีบทบาทควบคุมการทํางานของระบบสารสื่อประสาทในสมองหลายสวนที่เกี่ยวของกับ
ความกังวล ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวา ความผิดปกติของระบบสารสื่อประสาทนี้จะเปนสาเหตุสําคัญของการเกดิ
ความผิดปกติของความกังวล ในผูหญิงวัยหมดประจําเดือน ยาในกลุม “ตัวยับยั้งการนําเซโรโทนินกลับเขาเซลล
อยางจําเพาะ” (selective serotonin reuptake inhibitors; SSRIs) เชน fluoxetine (Flx) ถูกใชกันอยางกวางขวาง
เพ่ือเปนยาคลายกังวล เปนที่นาสนใจวา ยาในกลุมน้ีไมสามารถลดอาการซึมเศราในผูหญิงหมดประจําเดือนได 
แตการใหรวมกับเอสโตรเจนทําใหยา SSRIs สามารถออกฤทธิ์เพ่ือลดอาการซึมเศราในผูหญิงเหลานี้ได จาก
ขอมูลทางคลินิกแสดงใหเห็นวา ฤทธิ์ของยา SSRIs ตอการลดอาการซึมเศราในเพศหญิงพ่ึงพาการทํางานของ
ฮอรโมนเอสโตรเจนดวย อยางไรก็ตาม สําหรับฤทธิ์คลายกังวลของยา Flx ยังไมทราบแนชัดวา Flx จะสามารถ
ออกฤทธคลายกังวลไดหรือไมในผูปวยหญิงที่ขาดฮอรโมนเอสโตรเจน 

เปนที่นาสนใจวาทั้งเอสโตรเจนและ SSRI สามารถยับยั้งการทํางานของ serotonin reuptake transporter 
(SERT) ได ซ่ึงจะมีผลใหการทํางานของเซโรโทนินเกิดไดนานขึ้น นอกจากนี้ทั้งเอสโตรเจนและ SSRI ตางก็
สามารถเพิ่มการทํางานของเอ็นไซม tryptophan hydroxylase (TPH) สงผลใหมีการสรางเซโรโทนินเพ่ิมขึ้น 
อยางไรก็ตามผลของทั้งเอสโตรเจนและ Flx ตอปริมาณของ SERT และ TPH ยังไมเปนที่ทราบแนชัดโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในสัตวทดลองเพศเมียที่ขาดเอสโตรเจน ดังน้ันการวิจัยในครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาผลของเอสโต
รเจนและ Flx ตอการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมกังวลในหนูขาวเพศเมียที่ถูกตัดรังไข โดยใช elevated plus-maze 
(EPM), elevated T-maze (ETM) และ open field นอกจากนี้ยังทําการวัดระดับการแสดงออกของยีนที่ควบคุม
การสราง SERT ในสมองสวนที่เกี่ยวของกับความกังวล ไดแก frontal cortex, hippocampus, septum, 
amygdala, periaqueductal gray และ dorsal raphé และวัดระดับการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง TPH1 
และ TPH2 โดยวัดเฉพาะที่ dorsal raphé  
 
7. ระเบียบวิธีวจิัย 
7.1 สัตวทดลอง 
 หนูขาวพันธุ Wistar เพศเมีย นํ้าหนัก 170-190 กรัม และเพศผูนํ้าหนัก 180-210 กรัม สั่งซ้ือจากสํานัก
สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ.นครปฐม นํามาเลี้ยงในหองสัตวทดลองที่ควบคุมสภาวะแวดลอม
ใหมีอุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 60% ควบคุมแสงสวาง-มืด 12 ชั่วโมง ใหอาหารและ
นํ้าไมจํากัดปริมาณ ภายหลังเสร็จสิ้นการทดลองหนูทุกตัวจะถูกชั่งนํ้าหนักตัว และน้ําหนักมดลูก  
7.2 ข้ันตอนดําเนินการวิจัยและการควบคุมการวิจัย 

ภายหลังการปรับตัวของหนู 1 สัปดาห ในหนูเพศผู ถูกแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุม ปอนน้ํา
ปริมาณ 5 มิลลิลิตรตอนํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม (Control) และกลุมปอน Flx ปริมาณ 10 มิลลิกรัมตอ
นํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม (Flx) ทั้งนํ้าและ Flx ถูกปอนทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ติดตอกันเปนเวลา 4 สัปดาห ใน
หนูเพศเมีย หนูทุกตัวถูกตัดรังไขออกทั้ง 2 ขาง เพ่ือใหอยูในภาวะขาดเอสโตรเจน ภายหลังการผาตัดรังไข
หนูถูกแบงออกเปน 4 กลุม ไดแก หนูตัดรังไข (Ovx) หนูตัดรังไขที่ไดรับเอสโตรเจนทดแทน (Ovx+E2) หนู
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ตัดรังไขที่ไดรับยา Flx (Ovx+Flx) และหนูตัดรังไขที่ไดรับเอสโตรเจนทดแทนรวมกับยา Flx (Ovx+E2+Flx) 
หลังจากสิ้นสุดการทดลอง ทําการเก็บมดลูกเพื่อชั่งน้ําหนัก และเก็บสมองเพื่อนําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ของระบบเซโรโทนิน 
7.3 วิธีการทดสอบพฤติกรรมกังวล 
 การทดสอบดวย elevated plus-maze 

EPM ทําจากไมทาสีดําทึบ ประกอบดวยแขนเปด 2 แขน และแขนปด 2 แขน วางตั้งฉากกันคลาย
เครื่องหมายบวก มีความกวาง 10 ซม. และยาว 50 ซม. โดยที่แขนปดจะมีกําแพงสูง 50 ซม. ทั้งหมดยกสูง
จากพื้น 50 ซม. เริ่มตนทําการทดลองโดยวางหนูไวตรงกลางของ maze แลวเริ่มจับเวลา 5 นาที พฤติกรรม
ของหนูที่จะนําไปวิเคราะหไดแก จํานวนครั้งที่เขา และเวลาที่หนูใชในทั้งในแขนปด และแขนเปด นําคาที่
ไดมาคํานวณหาคาจํานวนครั้งทั้งหมดที่หนูเขาไปในแขนทั้ง 2 ขาง ถาหนูตัวใดใชเวลา และเขาไปในแขน
เปดมากกวา จะแสดงใหเห็นวาหนูมีความกังวลนอยกวาหนูตัวอ่ืน และจํานวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปในแขนทั้ง 
2 ขาง และจํานวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปในแขนปด จะแสดงความสามารถในการเคลื่อนที่ของหนู  

การทดสอบดวย elevated T-maze 
ETM ทําจากไมทาสีดําทึบ ประกอบดวยแขนเปด 2 แขน และแขนปด 1 แขน วางตั้งฉากกันคลายตัว T 

โดยมีความกวาง 10 ซม. และยาว 50 ซม. โดยที่แขนปดจะมีกําแพงสูง 50 ซม. ทั้งหมดยกสูงจากพื้น 50 
ซม. การทดสอบจะประกอบดวย 2 สวนคือ inhibitory avoidance และ one-way escape เริ่มตนจาก 
inhibitory avoidance โดยวางหนูไวดานในสุดของแขนปด แลวเริ่มจับเวลาจนกระทั่งหนูออกมาจากแขนปด
ทั้ง 4 ขา นับเวลาครั้งนี้เปน baseline latency time แลวทําซ้ําอีก 2 ครั้ง นับเวลาครั้งที่ 2 และ 3 เปน 
avoidance 1 และ 2 จากนั้นทําการทดสอบ one-way escape โดยวางหนูไวดานริมสุดของแขนเปด แลว
เริ่มจับเวลาจนกระทั่งหนูเขาไปในแขนปดทั้ง 4 ขา นับเวลาครั้งน้ีเปน escape latency time  

การทดสอบดวย open field 
open field เปนกลองไมทาสีดําทึบ มีขนาดกวาง 57x76 ซม. และสูง 35 ซม. พ้ืนกลองขีดเปนตาราง

ขนาด 9.5x9.5 ซม. จํานวน 48 ชอง กําหนดให 24 ชองรอบนอกเปนสวนของ outer zone และ24 ชองดาน
ในเปนสวนของ inner zone เริ่มตนทําการทดลองโดยวางหนูไวตรงมุมดานใดดานหนึ่งของกลอง แลวเริ่มจับ
เวลา 5 นาที โดยที่พฤติกรรมของหนูที่นําไปวิเคราะหไดแก จํานวนครั้งทั้งหมดที่หนูขามชอง เพ่ือดู
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของหนู และเวลาที่หนูใชใน inner zone และ outer zone ถาหนูตัวใดใชเวลา
ใน inner zone มากกวาหนูตัวอ่ืน จะแสดงใหเห็นวาหนูตัวน้ันมีความกังวลนอยกวาหนูตัวอ่ืน  
7.4 การวัดการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qRT-
PCR) 

หลังจากการทดสอบพฤติกรรม สมองของหนูทุกตัวถูกเก็บ และแยกสวนของ frontal cortex, 
hippocampus, amygdala, septum, periaqueductal gray และ dorsal raphé สมองที่แยกสวนแลวนํามา
ศึกษาแสดงออกของยีนดวยวิธี qRT-PCR โดยการนําสวนของสมองที่สนใจมา extract RNA จากนั้นนํา 1 
μg ของ total RNA มาเปลี่ยนใหเปน cDNA เพ่ือการศึกษาการแสดงออกของยีน SERT, TPH1 และ TPH2 
เน่ืองจากทั้ง E2 และ Flx ไมมีผลตอการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) ดังน้ันระดับการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT และ TPH ถูก 
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normalize ดวยการแสดงออกของ GAPDH 
7.5 การวิเคราะหขอมูล รายละเอียดของวิธีการทางสถิติที่ใช 

ผลการทดสอบพฤติกรรมแสดงในรูป mean ± SE ขณะที่ผลการศึกษาดวย qRT-PCR แสดงในรูป 
log2 means ± SE. และเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของ 2 กลุมใช Student’s t-test และ
เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของหลายกลุมใช one-way analysis of variance (one-way ANOVA) 
และตามดวย Newman-Keuls post-test ผลการศึกษาดวยวิธี qRT-PCR เปรียบเทียบความแตกตางทาง
สถิติโดยใช nonparametric Kruskal-Wallis test และตามดวย Dunn’s multiple comparison test 
กําหนดใหความแตกตางทางสถิติอยูที่คา p<0.05  

 
8. ผลงานวิจัยที่ไดรับ 
8.1 ปริมาณของ Flx ที่ใช สามารถลดพฤตกิรรมกังวลได 

การทดสอบปริมาณของยา Flx ในหนูเพศผู เพ่ือยืนยันวาปริมาณที่ใหเพียงพอตอการออกฤทธิ์ ผลการ
ทดสอบพฤติกรรมกังวลโดยใช EPM พบวา หนูกลุมที่ปอนยา Flx เดินเขาไปในแขนเปด และใชเวลาในแขน
เปด นานกวาหนูกลุมควบคุม ในการทดสอบดวย ETM พบการลดลงของเวลา avoidance1 และ 2 ในหนูที่
ไดรับยา Flx เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ซ่ึงเวลาดังกลาวสัมพันธกับ conditioned fear ของหนู สําหรับ
ผลของการขามชองทั้งหมดใน open field ไมมีความแตกตางกันในหนูทั้ง 2 กลุม แสดงใหเห็นวาพฤติกรรม
ที่เปลี่ยนแปลงไปในหนูที่ไดรับยา Flx เกิดขึ้นจากฤทธิ์คลายกังวล ไมไดเกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ความสามารถในการเคลื่อนที่ 
8.2 การใหเอสโตรเจนทดแทนสามารถยับยั้งการเพิม่ข้ึนของน้ําหนักตัวและการลดลงของน้ําหนัก
มดลูกของหนูที่ถูกตัดรงัไขได 

เม่ือเริ่มตนการทดลองหนูเพศเมียทุกตัวมีนํ้าหนักไมแตกตางกัน นํ้าหนักตัวเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่ 4 
สัปดาห พบวาหนู Ovx มีนํ้าหนักตัวมากกวาหนูกลุม Ovx+E2 รวมทั้งมีนํ้าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นในแตละวัน
มากกวาดวยเชนกัน นอกจากนี้ยังพบอีกวาหนูกลุม Ovx+Flx มีนํ้าหนักตัวนอยกวาหนูกลุม Ovx ขณะที่หนู
กลุม Ovx+E2+Flx มีนํ้าหนักตัวนอยกวาหนูกลุม Ovx และ Ovx+E2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เอสโต
รเจนสามารถปองกันการลดลงของน้ําหนักมดลูกในหนูตัดรังไขได 
8.3 เอสโตรเจนมีฤทธ์ิคลายกังวลในหนูตัดรังไข แตไมพบฤทธิ์ดังกลาวจากยา Flx 

จากการทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย EPM ผลการทดลองพบวาหนูกลุม Ovx+E2 ใชเวลาในแขนเปด
มากกวา และมีจํานวนครั้งที่เขาไปในแขนเปดมากกวาหนูกลุม Ovx แสดงใหเห็นวาเอสโตรเจนมีฤทธิ์คลาย
กังวลในหนูตัดรังไข สําหรับผลของยา Flx กลับไมพบฤทธิ์คลายกังวล โดยพบวาหนูกลุม Ovx+Flx มีจํานวน
ครั้งที่เขาไปในแขนเปด และใชเวลาในแขนเปด ไมแตกตางจากหนูกลุม Ovx ในขณะที่หนูกลุม 
Ovx+E2+Flx ก็ไมพบการเสริมฤทธิ์กันของเอสโตรเจและ Flx แสดงใหเห็นวา Flx ไมมีฤทธิ์คลายกังวลในหนู
ตัดรังไขแมวาจะมีการใหเอสโตรเจนทดแทน 

ผลการทดสอบพฤติกรรมดวย ETM พบวาหนูกลุม Ovx+E2 และ Ovx+E2+Flx มีพฤติกรรมกงัวลลดลง
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม Ovx แตไมพบผลดังกลาวในหนูกลุม Ovx+Flx พฤติกรรมกังวลที่เปลี่ยนแปลงไป 
ไดแก มีคา inhibitory avoidance ลดลงทั้งคา avoidance 1 และ 2 สําหรับคาการ escape ไมพบความ
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แตกตางกันในหนูทุกกลุม จากผลการทดสอบเหลานี้ แสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนเทานั้นที่มีผลคลายกังวลใน
หนูที่ถูกตัดรังไข แตไมพบผลดังกลาวจากยา Flx 
8.4 เอสโตรเจนและ Flx ไมมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนไหวของหนูตัดรังไข 

เม่ือทดสอบดวย open field ไมพบความแตกตางของพฤติกรรมกังวลในหนูทุกกลุม โดยพบวาไมมี
ความแตกตางกันในเวลาที่หนูใชใน outer zone และ inner zone สําหรับความสามารถในการเคลื่อนไหว
ของหนู พบวาไมมีความแตกตางกันในหนูทุกกลุม โดยดูจากคาจํานวนทั้งหมดที่หนูขามชอง ไมมีความ
แตกตางกัน แสดงใหเห็นวา E2 และ Flx ไมมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนไหวของหนูตัดรัง
ไข 
8.5 เอสโตรเจนและ Flx เพิ่มการแสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA ที่สมองสวน dorsal raphé 

การใหเอสโตรเจนทดแทนในหนูกลุม Ovx พบวาทําใหมีการแสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA 
เพ่ิมมากขึ้นที่บริเวณ dorsal raphé อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ขณะที่การให E2+Flx ก็เพ่ิมการแสดงออก
ของ SERT mRNA และ TPH2 mRNA เชนกัน แตการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นในหนูกลุม Ovx+E2 และ 
Ovx+E2+Flx ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยทางสถิติ ขณะที่การแสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA 
ที่บริเวณ dorsal raphé ของหนูกลุม Ovx+Flx ไมพบการเปลี่ยนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุม Ovx  

 
9. สรุปผลงานวจิัย 

ผลงานวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา ยา Flx ไมสามารถออกฤทธิ์คลายกังวลไดในหนูเพศเมียที่อยูใน 
ภาวะพรองเอสโตรเจน (Ovx+Flx) หรือแมแตในกลุมที่ไดรับเอสโตรเจนทดแทนแลว (Ovx+E2+Flx) โดยการ
ทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย EPM และ ETM ในทางกลับกันฤทธิ์ดังกลาวของยา Flx สามารถเกิดขึ้นไดใน
หนูเพศผู นอกจากนี้ยังพบวา การใหเอสโตรเจนทดแทนในหนูที่ถูกตัดรังไข สามารถคลายกังวลไดเม่ือ
ทดสอบดวย ETM โดยดูจากคา inhibitory avoidance ที่ลดลง ซ่ึงพฤติกรรมกังวลน้ีจะมีลักษณะเปน 
conditioned หรือ learned fear จะมีลักษณะคลายผูปวยในกลุม generalized anxiety disorder ในขณะที่ไม
พบการเปลี่ยนแปลงของคา one-way escape แสดงใหเห็นวา E2 ไมมีฤทธิ์คลายกังวลที่เกิดจาก 
unconditioned หรือ innate fear ซ่ึงมีลักษณะคลายผูปวยในกลุม panic disorder ทั้ง E2 และ Flx ตางไมมี
ผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนที่ของสัตวทดลอง โดยดูไดจากไมมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนครั้ง
ของการขามชอง เม่ือทดสอบดวย open field ฤทธิ์คลายกังวลของ E2 อาจเปนผลมาจากการเพิ่มขึ้นของ
การแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT และ TPH2 ที่ตําแหนง dorsal raphé ซ่ึงเปนตําแหนงของ
การสรางสารสื่อประสาทเซโรโทนิน โดยสรุปผลการวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนมีฤทธิ์คลาย
กังวลในหนูที่ถูกตัดรังไข แตยา Flx กลับไมพบฤทธิ์ดังกลาวทั้งหนูในกลุม Ovx หรือ Ovx+E2 ซ่ึงสอดคลอง
กับผลการศึกษาทางคลินิกที่ผานมาวา การใหเอสโตรเจนทดแทนในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนสามารถลด
กังวลได ยิ่งไปกวานั้น กลไกคลายกังวลของเอสโตรเจนอาจเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงระบบสารสื่อ
ประสาทเซโรโทนิน เชน การเพิ่มปริมาณ TPH และ SERT สงผลใหเพ่ิมการสรางเซโรโทนิน และเพิ่มการ 
turnover  

 
 



เนื้อหางานวิจัย 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 
1. ชื่อโครงการ 

การปรับตวัของระบบเซโรโทนินในสมองหลังไดรับฮอรโมนเอสโตรเจนปริมาณต่ํา รวมกับยาในกลุม 
“ตัวยับยั้งการนําเซโรโทนินกลับเขาเซลลอยางจําเพาะ” ในหนูที่ขาดเอสโตรเจน: ศกัยภาพในการ
ประยุกตเพ่ือใชลดอาการวติกกังวล ในหญิงหลังหมดประจําเดือน 
Brain serotonergic adaptation after combined administration of low-dose estrogen and selective 
serotonin reuptake inhibitor (SSRI) in estrogen-deficient rats: potential application as combined 
treatment for anxiety symptoms in postmenopausal women. 

 
2. ปญหาและความสําคัญของปญหาที่ทาํการวิจัย 

จากการศึกษาที่ผานมาไดแสดงถึงความสําคัญของฮอรโมนเอสโตรเจน ในแงของบทบาทในการควบคุมระดับ
ความกังวลของผูหญิงตั้งแตเขาสูวัยเจริญพันธุจนกระทั่งถึงวัยหมดประจําเดือน โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงที่มี
ระดับฮอรโมนเอสโตรเจนต่ําจะทําใหเกิดความเสี่ยงตอการเกิดความผิดปกติของความกังวลเพิ่มสูงขึ้น (Arpels, 
1996) พบวาผูหญิงวัยหมดประจําเดือนโดยธรรมชาติ (Bromberger et al., 2001; Colenda et al., 2010) หรือ
จากการผาตัด (Rocca et al., 2008) ตางก็มีความผิดปกติของความกังวล รวมทั้งมีอารมณแปรปรวน โดยอาการ
ที่เกิดขึ้นคือ ซึมเศรา กระวนกระวาย เพ่ิมสูงขึ้นกวาชวงกอนหมดประจําเดือน เน่ืองจากมีรายงานยืนยันวาเอสโต
รเจนมีบทบาทควบคุมปริมาณตัวรับเซโรโตนิน เชน ตัวรับ 5-HT1A และเมตาบอริซึมของเซโรโตนิน ในหลายสวน
ของสมอง เชน hippocampus, amygdala และ frontal cortex (Amin et al., 2005; Österlund et al., 2000) 
ดังน้ันมีความเปนไปไดวา ความผิดปกติของระบบสารสื่อประสาทเซโรโทนินในสมองจะเปนสาเหตุสําคัญของการ
เกิดความผิดปกติของความกังวล ในผูหญิงวัยหมดประจําเดือน และการใหฮอรโมนเอสโตรเจนทดแทนนาจะเปน
แนวทางการรักษาอาการกังวลผิดปกติในผูปวยกลุมน้ีได (Strickler et al., 2000; von Mühlen et al., 1995) 

ยาในกลุม “ตัวยับยั้งการนําเซโรโทนินกลับเขาเซลลอยางจําเพาะ” (selective serotonin reuptake inhibitors; 
SSRIs) เชน fluoxetine (Flx), citalopram และ sertraline ถูกใชกันอยางกวางขวางเพื่อเปนยาคลายกังวล และลด
อาการซึมเศรา (Kent et al., 1998; Vaswani et al., 2003) อยางไรก็ตามมีรายงานวา ยาในกลุมดังกลาวไม
สามารถลดอาการซึมเศราในผูหญิงหมดประจําเดือนและผูหญิงที่มีระดับเอสโตรเจนต่ําได (Pinto-Meza et al., 
2006; Schneider et al., 1997) และพบวาการใหเอสโตรเจนทดแทนทําใหยา SSRIs สามารถออกฤทธิ์เพ่ือลด
อาการซึมเศราในผูหญิงเหลานี้ได (Westlund and Perry, 2003; Zanardi et al., 2007) จากขอมูลทางคลินิก
เหลานี้แสดงใหเห็นวา ฤทธิ์ของยา SSRIs ตอการลดอาการซึมเศราในเพศหญิงพ่ึงพาการทํางานของฮอรโมนเอส
โตรเจนดวย นอกจากนี้ อายุ ระยะเวลาของการขาดเอสโตรเจน และชวงเวลาของการเริ่มตนไดรับเอสโตรเจน
ทดแทน ก็อาจมีผลตอประสิทธิภาพของการออกฤทธิ์ของยา Flx เชนเดียวกัน อยางไรก็ตาม แมวาจะมีรายงาน
ยืนยันวา Flx สามารถออกฤทธิ์คลายกังวลไดในผูปวยหนุมสาว (Fairbanks et al., 1997) แตปจจุบันยังไมทราบ
แนชัดวา Flx จะสามารถออกฤทธคลายกังวลไดหรือไมในผูปวยหญิงที่ขาดฮอรโมนเอสโตรเจน 

จากการศึกษาที่ผานมาพบวาทั้งเอสโตรเจนและ Flx ตางมีผลคลายกังวลผานทางระบบสารสื่อประสาทเซโร
โทนิน (Bethea et al., 2002a; Kent et al., 1998) ในระดับเซลล เอสโตรเจนออกฤทธิ์คลายกังวลผานทางตัวรับ
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เอสโตรเจนชนิดเบตา (Lund et al., 2005; Tomihara et al., 2009) เปนที่นาสนใจวาทั้งเอสโตรเจนและ SSRI 
สามารถยับยั้งการทํางานของ serotonin reuptake transporter (SERT) ได ซ่ึงจะมีผลใหการทํางานของเซโร
โทนินเกิดไดนานขึ้น (Chang and Chang, 1999; Apparsundaram et al., 2008) การที่จะทําใหผลของเซโร
โทนินเกิดไดนานขึ้นนอกจากการยับยั้ง SERT แลว การเพิ่มประสิทธิภาพของเซโรโทนินอาจเกิดขึ้นจากการเพิ่ม
การสรางก็ได โดยการออกฤทธิ์ที่เอ็นไซม tryptophan hydroxylase (TPH) เชนเดียวกันทั้งเอสโตรเจนและ SSRI 
ตางก็สามารถเพิ่มการทํางานของเอ็นไซมน้ีได (Bethea et al., 2002b; Kim et al., 2002) อยางไรก็ตามผลของ
ทั้งเอสโตรเจนและ Flx ตอปริมาณของ SERT ยังไมเปนที่ทราบแนชัดโดยเฉพาะอยางยิ่งในสัตวทดลองเพศเมียที่
ขาดเอสโตรเจน ซ่ึงเปนไปไดวาการที่ทั้งเอสโตรเจนและ Flx มีผลทําใหมีเซโรโทนินมากใน synaptic cleft เปน
เวลานานจะสงผลตอเนื่องใหมีการปรับตัวโดยเพิ่มการแสดงออกของ SERT มากขึ้นเพ่ือเพ่ิมการกําจัดเซโรโทนิน 

ดังน้ันการวิจัยในครั้งน้ีจึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาผลของเอสโตรเจนและ Flx วาจําเปนตองออกฤทธิ์รวมกัน
หรือไม ตอพฤติกรรมกังวลในหนูขาวเพศเมียที่ถูกตัดรังไข โดยใช elevated plus-maze (EPM), elevated T-
maze (ETM) และ open field เน่ืองมาจากพฤติกรรมกังวลหลายอยางเปลี่ยนแปลงที่ 4 สัปดาหภายหลังการตัดรัง
ไข (Ho et al., 2007) ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีจึงเลือกชวงเวลาที่ 4 สัปดาห นอกจากนี้ยังทําการวัดระดับการ
แสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT ในสมองสวนที่สําคัญเกี่ยวของกับความกังวล ไดแก frontal cortex, 
hippocampus, septum, amygdala, periaqueductal gray และ dorsal raphé สําหรับยีน TPH1 และ TPH2 ซ่ึง 
TPH2 จะพบมากกวาในระบบประสาทสวนกลาง (Sakowski et al., 2006) ทั้ง TPH1 และ TPH2 ทําการวัด
เฉพาะที่ dorsal raphé เน่ืองจากเปนตําแหนงของตัวเซลลเซโรโทนิน 

 
3. ระเบียบวิธีวจิัย 
3.1 สัตวทดลอง 
 หนูขาวพันธุ Wistar (Rattus norvegicus) เพศเมียโตเต็มวัย นํ้าหนัก 170-190 กรัม และเพศผูนํ้าหนัก 
180-210 กรัม สั่งซื้อจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ.นครปฐม นํามาเลี้ยงในหอง
สัตวทดลองที่ควบคุมสภาวะแวดลอมใหมีอุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 60% ควบคุม
แสงสวาง-มืด 12 ชั่วโมง โดยชวงเวลาสวางที่เวลา 06.00 – 18.00 น. ความเขมแสง 200 lux ใหอาหารและ
นํ้าไมจํากัดปริมาณ เลี้ยงสัตวอยางนอย 1 สัปดาหกอนทําการทดลอง ภายหลังเสร็จสิ้นการทดลองหนูทุกตัว
จะถูกชั่งนํ้าหนักตัว และน้ําหนักมดลูก โดยโครงการวิจัยน้ีไดผานความเห็นชอบของคณะกรรมการ
จรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตรแลว 
3.2 ข้ันตอนการดําเนินการวจิัยและการควบคุมการวจิยั 

ขั้นตอนการดําเนินการวิจัยแสดงดังภาพที่ 1 ภายหลังการปรับตัวของหนู 1 สัปดาห ในหนูเพศผู (ภาพ
ที่ 1A) หนูถูกแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุม ทําการปอนนํ้าปริมาณ 5 มิลลิลิตรตอนํ้าหนักตัวหนู 1 
กิโลกรัม (Control) และกลุมที่ปอน Flx ปริมาณ 10 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม (Flx) ทั้งนํ้าและ 
Flx ถูกปอนทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ชวงเวลาประมาณ 13.00 – 14.00 น. ติดตอกันเปนเวลา 4 สัปดาห รวมทั้ง
ในวันที่ทดสอบพฤติกรรมทั้ง 3 วัน 
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ภาพที่ 1. แสดงชวงเวลาที่ดําเนินการวิจัยทั้งในหนเูพศผูและเพศเมีย (A) ในหนูเพศผู ภายหลังให

สัตวทดลองปรับตวั 7 วัน หนูถูกปอน Flx ปริมาณ 10 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม 
หรือปอนน้ําในหนูกลุมควบคุม ติดตอกัน 28 วัน หลังจากนั้นหนูทุกตัวถูกทดสอบพฤติกรรม
กังวลดวย ETM, EPM และ open field ในวันที่ 28, 29 และ 30 ตามลําดับ (B) ในหนูเพศ
เมีย ถูกตัดรังไขในวันที่ 0 หลังการปรับตัว และเร่ิมให E2 วันที่ 2 ปริมาณ 5 ไมโครกรัมตอ
นํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม (Ovx+E2) ให Flx 10 มิลลิกรัมตอนํ้าหนักตัวหนู 1 กิโลกรัม 
(Ovx+Flx) และกลุมที่ไดรวมกัน (Ovx+E2+Flx) ติดตอกัน 28 วัน หลังจากนั้นหนูทุกตวัถูก
ทดสอบพฤตกิรรมกังวลดวย ETM, EPM และ open field ในวันที่ 30, 31 และ 32 
ตามลําดับ เม่ือสิ้นสุดการทดลอง ทําการเก็บมดลูกเพือ่ชั่งนํ้าหนัก และเกบ็สมองเพื่อนําไป
ศึกษาการเปลีย่นแปลงของระบบเซโรโทนิน 

 
ในหนูเพศเมีย (ภาพที่ 1B) หนูทุกตวัถูกตัดรังไขออกทั้ง 2 ขาง เพ่ือใหอยูในภาวะขาดเอสโตรเจน โดย

ดมยาสลบ และยาสลบที่ใชคือ isoflurane หนูที่ถูกตดัรังไขระดับฮอรโมนเอสโตรเจนจะลดต่ําลงเหลือนอย
กวา 15 pg/mL ซ่ึงเม่ือเปรียบเทยีบกบัหนูที่อยูในชวง proestrous มีระดับฮอรโมนเอสโตรเจนอยูที่ประมาณ 
55 pg/mL (Albert et al., 1991; Heaney et al., 2002) ภายหลังการผาตัดรังไขหนูถูกแบงออกเปน 4 กลุม 
ไดแก 
  กลุมที่ 1 หนูตัดรังไข (Ovx) 
  กลุมที่ 2 หนูตัดรังไขทีไ่ดรับเอสโตรเจนทดแทน (Ovx+E2) ละลายใน propylene glycol ปริมาณ 

5 ไมโครกรัมตอนํ้าหนักตวัหนู 1 กิโลกรัม ทางใตผวิหนังบริเวณหลงัคอ 
  กลุมที่ 3 หนูตัดรังไขทีไ่ดรับยา Flx (Ovx+Flx) ละลายในน้ํา ปริมาณ 10 มิลลกิรัมตอนํ้าหนักตัว

หนู 1 กิโลกรัม โดยการปอนทางปาก 
  กลุมที่ 4 หนูตัดรังไขทีไ่ดรับเอสโตรเจนทดแทนรวมกับยา Flx (Ovx+E2+Flx) 

ปริมาณยา Flx ที่ใชในการวิจัยน้ีเปนปริมาณที่ใหผลคลายกังวลในหนูเพศผู (Zhang et al., 2000) 
ในขณะที่ปริมาณเอสโตรเจนที่ใช จะมีผลใหหนูมี พฤติกรรมคลายหนูที่อยูในมีระยะการเปนสัด
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ในชวง estrous (Diaz-Veliz et al., 1991) 
ในแตละวันหนูทุกตัวถูก handle คลายกัน ดังน้ีคือ ปอนยา (Flx หรือ นํ้า) ฉีดยาเขาใตชั้นผิวหนัง (E2 

หรือ propylene glycol) ปริมาณน้ําที่ปอนในกลุม Ovx และ Ovx+E2 คือ 5 มิลลิลิตรตอนํ้าหนักตัวหนู 1 
กิโลกรัม และปริมาณ propylene glycol ในกลุม Ovx และ Ovx+Flx ที่ฉีดคือ 0.25 มิลลิลิตรตอนํ้าหนักตัว
หนู 1 กิโลกรัม ทั้ง E2 และ Flx รวมทั้ง vehicle ถูกฉีดและปอนทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ชวงเวลาประมาณ 
13.00 – 14.00 น. ติดตอกันเปนเวลา 4 สัปดาห รวมทั้งในวันที่ทดสอบพฤติกรรมทั้ง 3 วัน หลังจากสิ้นสุด
การทดลอง ทําการเก็บมดลูกเพื่อชั่งนํ้าหนัก และเก็บสมองเพื่อนําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระบบเซโร
โทนิน 

หนูทุกตัวถูก handle โดยผูวิจัยคนเดียวกันตลอดการทดลองตั้งแตชวงการปรับตัว 7 วัน และตลอดชวง
การทดลอง 4 สัปดาห เพ่ือลดความเครียด สําหรับลําดับการทดสอบพฤติกรรมใน 3 วันสุดทายเปนดังน้ี 
เริ่มตนวันแรกทดสอบดวย ETM วันที่ 2 เปน EPM และวันสุดทายเปน open field โดยทําการทดสอบใน
ชวงเวลา 08.00 – 11.00 น. หนูแตละตัวจะถูกทดสอบทั้ง 3 test เพียง test ละ 1 ครั้ง เทานั้น ไมมีการ
ทําซ้ํา เพ่ือหลีกเลี่ยงการเรียนรูซ่ึงจะมีผลทําใหผลการทดลองไมถูกตอง ในหองทดสอบพฤติกรรมมีหนูที่ถูก
ทดสอบอยูเพียงตัวเดียว ไมมีหนูตัวอ่ืนอยูในหองเดียวกัน 
3.3 วิธีการทดสอบพฤติกรรมกังวล 
 การทดสอบดวย elevated plus-maze 

EPM (ภาพที ่2) ทําจากไมทาสีดําทึบ ประกอบดวยแขนเปด 2 แขน และแขนปด 2 แขน วางตั้งฉากกัน
คลายเครื่องหมายบวก มีความกวาง 10 ซม. และยาว 50 ซม. โดยที่แขนปดจะมีกําแพงสูง 50 ซม. และ
ทั้งหมดยกสูงจากพื้น 50 ซม. ในชวงเวลาทดสอบพฤติกรรมหองตองเงียบ ใชความเขมแสง 20 lux เริ่มตน
ทําการทดลองโดยวางหนูไวตรงกลางของ maze แลวเริ่มจับเวลา 5 นาที โดยใชกลองวีดิโอบันทึกภาพไว
เพ่ือนําไปวิเคราะหผลการทดลองตอไป พฤติกรรมของหนูที่จะนําไปวิเคราะหไดแก จํานวนครั้งที่เขา และ
เวลาที่หนูใชในทั้งในแขนปด และแขนเปด และนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา จํานวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปใน
แขนทั้ง 2 ขาง ถาหนูตัวใดใชเวลา และเขาไปในแขนเปดมากกวา จะแสดงใหเห็นวาหนูมีความกังวลนอย
กวาหนูตวัอ่ืน สําหรับจํานวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปในแขนทั้ง 2 ขาง และจํานวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปในแขนปด 
จะแสดงความสามารถในการเคลื่อนทีข่องหนู อยางไรก็ตามพฤติกรรมของหนูที่เกิดขึ้นใน EPM น้ียังขึ้นอยู
กับ ชนิดของความกังวล และสายพันธุของสัตวทดลองดวย (Hogg, 1996) และ open field เหมาะสม
มากกวาที่จะใชวัดการเคลื่อนที่ของหนู (Schmitt and Hiemke, 1998) 
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ภาพที่ 2. elevated plus-maze 

 
การทดสอบดวย elevated T-maze 
ETM (ภาพที่ 3) ทําจากไมทาสีดําทึบ ประกอบดวยแขนเปด 2 แขน และแขนปด 1 แขน วางตั้งฉากกัน

คลายตัว T โดยมีความกวาง 10 ซม. และยาว 50 ซม. โดยที่แขนปดจะมีกําแพงสูง 50 ซม. และทั้งหมดยก
สูงจากพื้น 50 ซม. ความเขมแสงในชวงเวลาทดสอบประมาณ 20 lux การทดสอบจะประกอบดวย 2 สวนคือ 
inhibitory avoidance และ one-way escape เริ่มตนจาก inhibitory avoidance โดยวางหนูไวดานในสุดของ
แขนปด แลวเริ่มจับเวลาจนกระทั่งหนูออกมาจากแขนปดทั้ง 4 ขา นับเวลาครั้งน้ีเปน baseline latency time 
แลวทําซ้ําอีก 2 ครั้ง นับเวลาครั้งที่ 2 และ 3 เปน avoidance 1 และ 2 จากนั้นทําการทดสอบ one-way 
escape โดยวางหนูไวดานริมสุดของแขนเปด แลวเริ่มจับเวลาจนกระทั่งหนูเขาไปในแขนปดทั้ง 4 ขา นับ
เวลาคร้ังน้ีเปน escape latency time การทดสอบแตละครั้งหางกัน 30 วินาที โดยนําหนูไปใสไวในกลอง
พลาสติกใส ถาหนูตัวใดใชเวลา avoidance 1 และ 2 นอยกวาหนูตัวอ่ืนแสดงใหเห็นวาหนูตัวน้ันมีความ
กังวลแบบ generalized anxiety disorder นอยกวาหนูตัวอ่ืน และถาหนูตัวใดใชเวลา escape latency 
มากกวาหนูตัวอ่ืนแสดงใหเห็นวาหนูตัวน้ันมีความกังวลแบบ panic disorder นอยกวาหนูตัวอ่ืน (Graeff et 
al., 1993) 

  
ภาพที่ 3. elevated T-maze 
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การทดสอบดวย open field 
open field (ภาพที่ 4A) เปนกลองไมทาสีดําทึบ มีขนาดกวาง 57x76 ซม. และสูง 35 ซม. พ้ืนกลองขีด

เปนตารางขนาด 9.5x9.5 ซม. จํานวน 48 ชอง (ภาพที่ 4B) กําหนดให 24 ชองรอบนอกเปนสวนของ outer 
zone และ24 ชองดานในเปนสวนของ inner zone ความเขมแสงในชวงเวลาทดสอบประมาณ 20 lux เริม่ตน
ทําการทดลองโดยวางหนูไวตรงมุมดานใดดานหนึ่งของกลอง แลวเริ่มจับเวลา 5 นาที โดยใชกลองวีดิโอ
บันทึกภาพไวเพ่ือนําไปวิเคราะหผลการทดลอง โดยที่พฤติกรรมของหนูที่จะนําไปวิเคราะหไดแก จํานวน
ครั้งทั้งหมดที่หนูขามชอง ซ่ึงจะแสดงถึงความสามารถในการเคลื่อนที่ของหนู และเวลาที่หนูใชใน inner 
zone และ outer zone ถาหนูตัวใดใชเวลาใน inner zone มากกวาหนูตัวอ่ืน จะแสดงใหเห็นวาหนูตัวน้ันมี
ความกังวลนอยกวาหนูตัวอ่ืน อยางไรก็ตาม การทดสอบฤทธิ์คลายกังวลของยาในกลุมเซโรโทนินอาจไม
เหมาะสมที่จะใชอุปกรณน้ี เน่ืองจากมีรายงานวา open field จะมีความไวตอยาในกลุม benzodiazepines 
(Prut and Belzung, 2003) ดังน้ันในการวิจัยน้ีจึงใช open field เพื่อการทดสอบการเคลื่อนที่ของหนูเทานั้น 

 
ภาพที่ 4. open field 
 

3.4 การวัดการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qRT-
PCR) 

หลังจากการทดสอบพฤติกรรม สมองของหนูทุกตัวถูกเก็บ และนํามาแยกสวนเพื่อนําไปศึกษาดังนี้ 
สมองสวน frontal cortex, hippocampus, amygdala, septum, periaqueductal gray และ dorsal raphé 
ตามวิธีของ Heffner และคณะ (1980) สมองที่แยกสวนแลวนํามาศึกษาแสดงออกของยีนดวยวิธี qRT-PCR 
ซ่ึงขั้นตอนการทําดัดแปลงมาจากวิธีของ Charoenphandhu และคณะ (2009) โดยการนําสวนของสมองที่
สนใจมา extract RNA ดวย TRIZOL วิเคราะหความบริสุทธิ์ของ RNA ทําโดยการวัดการดูดกลืนแสงดวย
เครื่อง spectrophotometer ใชความยาวคลื่นแสงที่ 260 และ 280 nm ซ่ึงอยูในชวงระหวาง 1.8-2.0 จากนั้น
นํา 1 μg ของ total RNA มาเปลี่ยนใหเปน cDNA (reverse transcription) ดวย iScript kit โดยเครื่อง 
thermal cycler ลําดับเบสของ TPH (isoform 1 และ 2) และ SERT ไดจาก The National Center for 
Biotechnology Information database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) การออกแบบ primer ใชโปรแกรม 
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OLIGO 6 เม่ือได primer แลว จึงนํามาทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมดวย PCR ธรรมดากอน หลังจากได
ผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR นํามาตรวจสอบโดยวิธี electrophoresis โดย load ใน 1.5% agarose gel 
และยอมดวย 1.0 μg/mL ethidium bromide ดู band ภายใตเครื่อง UV transilluminator สุดทายจึงสกัด
ผลิตภัณฑ PCR ออกจาก gel ดวย HiYield Gel/PCR DNA Extraction kit และนําไปหาลําดับเบส ดวย ABI 
Prism 3100 Genetic Analyzer ถาไดลําดับเบสที่ถูกตอง จึงจะนํา primer น้ันไปใชศึกษาการแสดงออกของ
ยีนที่สนใจดวย qRT-PCR การศึกษาดวย qRT-PCR และการหา melting curve ของการแสดงออกของยีน 
SERT, TPH1 และ TPH2 ใชเครื่อง Bio-rad MiniOpticon real-time PCR system รวมกับการใช iQ SYBR 
Green SuperMix และ specific primer เน่ืองจากทั้ง E2 และ Flx ไมมีผลตอการแสดงออกของยีนที่ควบคุม
การสราง glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ซ่ึงเปน housekeeping gene ดังน้ัน
ระดับการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT และ TPH ถูก normalize ดวยการแสดงออกของ 
GAPDH การศึกษาดวย qRT-PCR น้ีทําทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
3.5 การวิเคราะหขอมูล รายละเอียดของวิธีการทางสถิติที่ใช 

ผลการทดสอบพฤติกรรมแสดงในรูปคาเฉลี่ย ± คาความผิดพลาดมาตรฐานของคาเฉลี่ย (mean ± 
standard error, SE.) ขณะที่ผลการศึกษาดวย qRT-PCR แสดงในรูป log2 means ± SE. และเปรียบเทียบ
ความแตกตางทางสถิติของ 2 กลุมใช Student’s t-test และเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของหลาย
กลุมใช one-way analysis of variance (one-way ANOVA) และตามดวย Newman-Keuls post-test ผล
การศึกษาดวยวิธี qRT-PCR เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติโดยใช nonparametric Kruskal-Wallis 
test และตามดวย Dunn’s multiple comparison test กําหนดใหความแตกตางทางสถิติอยูที่คา p<0.05 การ
วิเคราะหขอมูลทางสถิติทั้งหมดใชโปรแกรม GraphPad Prism 4.0 

 
4. ผลงานวิจัยที่ไดรับ 
4.1 ปริมาณของ Flx ที่ใช สามารถลดพฤตกิรรมกังวลได 

ที่ผานมาไดมีรายงานถึงผลคลายกังวลของยา Flx ในหนูเพศผู (De Vry et al., 2004; Zhang et al., 
2000) แตยังไมมีการศึกษาผลดังกลาวในหนูเพศเมียที่ตัดรังไข ดังน้ันกอนเริ่มงานวิจัย ผูวิจัยจึงทําการ
ทดสอบปริมาณของยา Flx ในหนูเพศผูกอน เพ่ือยืนยันวาปริมาณที่ใหเพียงพอตอการออกฤทธิ์ เม่ือเร่ิมตน
การทดลองสัตวทดลองทั้งกลุมควบคุม และกลุมที่ให Flx มีนํ้าหนักตัวไมแตกตางกัน (t=0.447, df=14, 
p>0.05) (ภาพที่ 5A) แตเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่ 4 สัปดาห พบวาหนูที่ไดรับยา Flx มีนํ้าหนักตัวนอยกวาหนู
กลุมควบคุม (t=2.774, df=14, p<0.05) และมีคาน้ําหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นในแตละวันลดลงดวย (t=2.830, df=14, 
p<0.05) (ภาพที่ 5A) จากผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานอื่นที่ผานมา (Leibowitz and Alexander, 
1998) ผลการทดสอบพฤติกรรมกังวลโดยใช EPM พบวา หนูกลุมที่ปอนยา Flx เดินเขาไปในแขนเปด 
(t=2.927, df=14, p<0.05) และใชเวลาในแขนเปด (t=2.187, df=14, p<0.05) นานกวาหนูกลุมควบคุม 
ขณะที่จํานวนครั้งที่เขาไปในแขนปด (t=1.354, df=14, p>0.05) และผลรวมทั้งหมดที่หนูเขาไปในทั้งแขน
เปดและปด (t=0.118, df=14, p>0.05) ไมมีความแตกตางกัน (ภาพที่ 5B) ในการทดสอบดวย ETM พบวา
คา baseline ในชวงการทดสอบ avoidance ไมมีความแตกตางกันของหนูทั้ง 2 กลุม (t=0.376, df=14, 
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p>0.05) พบการลดลงของเวลา avoidance1 และ 2 ในหนูที่ไดรับยา Flx เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
ซ่ึงเวลาดังกลาวสัมพันธกับ conditioned fear ของหนู (avoidance 1: t=3.711, df=14, p<0.05; avoidance 
2: t=2.429, df=14, p<0.05) ขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของคา one-way escape (t=0.763, df=14, 
p>0.05) (ภาพที่ 5C) หนูทั้งในกลุมที่ไดรับยา Flx และหนูกลุมควบคุม ตางก็ใชเวลาที่ outer zone ของ 
open field มากกวา inner zone และเมื่อเปรียบเทียบเวลาที่หนูใชใน outer zone (t=1.489, df=14, p>0.05) 
และ inner zone (t=0.167, df=14, p>0.05) ไมพบความแตกตางของหนูทั้ง 2 กลุม (ภาพที่ 5D) แสดงให
เห็นวา การทดสอบดวย open field ไมสามารถแสดงฤทธิ์คลายกังวลของยา Flx ได ซ่ึงสอดคลองกับ
งานวิจัยของ Prut และ Belzung (2003) สําหรับผลของการขามชองทั้งหมด ซ่ึงแสดงถึงความสามารถใน
การเคลื่อนที่ของสัตวทดลองพบวา ไมมีความแตกตางกันในหนูทั้ง 2 กลุม (t=0.210, df=14, p>0.05) (ภาพ
ที่ 5D) แสดงใหเห็นวาพฤติกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปในหนูที่ไดรับยา Flx เกิดขึ้นจากฤทธิ์คลายกังวล ไมได
เกิดจากการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนที่ 

 
4.2 การใหเอสโตรเจนทดแทนสามารถยับยั้งการเพิม่ข้ึนของน้ําหนักตัวและการลดลงของน้ําหนัก
มดลูกของหนูที่ถูกตัดรงัไขได 

เม่ือเร่ิมตนการทดลองหนูเพศเมียทุกตัวมีนํ้าหนักไมแตกตางกัน (F3,43=1.626, p>0.05) (ภาพที่ 6A) 
นํ้าหนักตัวเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่ 4 สัปดาห พบวาหนู Ovx มีนํ้าหนักตัวมากกวาหนูกลุม Ovx+E2 
(F3,43=50.621, p<0.05) รวมทั้งมีนํ้าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นในแตละวันมากกวาดวยเชนกัน (F3,43=35.514, 
p<0.05) (ภาพที่ 6A และ B) นอกจากนี้ยังพบอีกวาหนูกลุม Ovx+Flx มีนํ้าหนักตัวนอยกวาหนูกลุม Ovx 
ขณะที่หนูกลุม Ovx+E2+Flx มีนํ้าหนักตัวนอยกวาหนูกลุม Ovx และ Ovx+E2 (ภาพที่ 6A และ B) 
นอกจากนี้ ผลการทดลองยังแสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนสามารถปองกันการลดลงของน้ําหนักมดลูกในหนู
ตัดรังไขได (F3,43=155.612, p<0.05) (ภาพที่ 6C) 
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ภาพที่ 5. (A) นํ้าหนักตัวและน้ําหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นในแตละวัน (B–D) พฤติกรรมกังวลในหนเูพศผู

ภายหลังปอนน้ํา (control) และ ปอนยา Flx 10 mg/kg (Flx) ติดตอกนั 4 สัปดาห โดยการ
ทดสอบดวย EPM, ETM และ open field คา total entry เม่ือทดสอบดวย EPM คือผลรวม
ของ open และ closed arm entry คา Avd1 และ Avd2 หมายถึง avoidance 1 และ 2 
ตามลําดับ ตัวเลขในวงเลบ็แสดงจํานวนหนู และ * p<0.05 เปรียบเทียบกับกลุม control 
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ภาพที่ 6. (A) นํ้าหนักตัวเม่ือเริ่มตนและสิ้นสุดการทดลอง (B) นํ้าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นในแตละวัน และ 

(C) นํ้าหนักมดลูก ของหนูที่ถูกตัดรังไขและไดรับ vehicles (Ovx) เอสโตเจนทดแทน
ปริมาณ 10 μg/kg (Ovx+E2) ยา Flx ปริมาณ 10 mg/kg (Ovx+Flx) หรือไดรับทั้งเอสโต
รเจนและ Flx (Ovx+E2+Flx) vehicle ที่ใชคือ นํ้าปริมาณ 5 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ 
Ovx+E2) และ propylene glycol ปริมาณ 0.25 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+Flx) 
นํ้าหนักตัววัดตอนเริ่มตนการทดลองและสิ้นสุดการทดลองที่ 4 สัปดาห ขณะที่นํ้าหนักมด
ลูกวัดเม่ือสิ้นสุดการทดลอง ตัวเลขในวงเล็บแสดงจํานวนหนู และ * P < 0.05 เปรียบเทียบ
กับกลุม control, † p<0.05 เปรียบเทียบกบักลุม Ovx+Flx, # p<0.05 เปรียบเทียบกับกลุม 
Ovx+E2 

 
4.3 เอสโตรเจนมีฤทธ์ิคลายกังวลในหนูตัดรังไข แตไมพบฤทธิ์ดังกลาวจากยา Flx 

จากการทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย EPM ผลการทดลองพบวาหนูกลุม Ovx+E2 ใชเวลาในแขนเปด
มากกวา (F3,43=5.424, p<0.05) และมีจํานวนครั้งที่เขาไปในแขนเปดมากกวา (F3,43=6.255, p<0.05) 
หนูกลุม Ovx แสดงใหเห็นวาเอสโตรเจนมีฤทธิ์คลายกังวลในหนูตัดรังไข (ภาพที่ 7A และ B) สําหรับผลของ
ยา Flx กลับไมพบฤทธิ์คลายกังวล ซ่ึงตางจากในเพศชาย โดยพบวาหนูกลุม Ovx+Flx มีจํานวนครั้งที่เขาไป
ในแขนเปด และใชเวลาในแขนเปด ไมแตกตางจากหนูกลุม Ovx (ภาพที่ 7A และ B) ในขณะที่หนูกลุม 
Ovx+E2+Flx ก็ไมพบการเสริมฤทธิ์กันของเอสโตรเจและ Flx (ภาพที่ 7A และ B) แสดงใหเห็นวา Flx ไมมี
ฤทธิ์คลายกังวลในหนูตัดรังไขแมวาจะมีการใหเอสโตรเจนทดแทน E2 และ Flx ไมเปลี่ยนแปลงจํานวนครั้งที่
เขาไปในแขนปด (F3,43=1.626, p>0.05) ขณะที่จํานวนครั้งทั้งหมดที่หนูเขาไปในแขนเปดและปดรวมกัน
เพ่ิมขึ้นในหนู Ovx+E2 (F3,43=3.571, p<0.05) (ภาพที่ 7C) 
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ภาพที่ 7. การทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย EPM (A) จํานวนครัง้ที่เขาไปในแขนเปด (B) เวลาทีใ่ชใน

แขนเปด และ (C) จํานวนครั้งที่เขาไปในแขนปดและจาํนวนครั้งทั้งหมดที่เขาไปในแขนเปด
และปดรวมกัน ของหนูที่ถกูตัดรังไขและไดรับ vehicles (Ovx) เอสโตเจนทดแทนปริมาณ 
10 μg/kg (Ovx+E2) ยา Flx ปริมาณ 10 mg/kg (Ovx+Flx) หรือไดรับทั้งเอสโตรเจนและ 
Flx (Ovx+E2+Flx) vehicle ที่ใชคือ นํ้าปริมาณ 5 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+E2) 
และ propylene glycol ปริมาณ 0.25 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+Flx) ตัวเลขใน
วงเลบ็แสดงจํานวนหนู และ * P < 0.05 เปรียบเทียบกบักลุม control, † p<0.05 
เปรียบเทียบกบักลุม Ovx+Flx 

 
ผลการทดสอบพฤติกรรมดวย ETM ใหผลสอดคลองกับการทดสอบดวย EPM คือพบวาหนูกลุม 

Ovx+E2 และ Ovx+E2+Flx มีพฤติกรรมกังวลลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม Ovx แตไมพบผลดังกลาวใน
หนูกลุม Ovx+Flx พฤติกรรมกังวลที่เปลี่ยนแปลงไป ไดแก มีคา inhibitory avoidance ลดลงทั้งคา 
avoidance 1 และ 2 (avoidance 1: F3,43=4.409, p<0.05; avoidance 2: F3,43=3.574, p<0.05) (ภาพที่ 
8A) คา baseline avoidance ของหนูกลุม Ovx, Ovx+E2 และ Ovx+E2+Flx ต่ํากวาหนูกลุม Ovx+Flx 
(F3,43=4.104, p<0.05) (ภาพที่ 8A) เปนไปไดวายา Flx ลดพฤติกรรมการสํารวจของหนู สําหรับคาการ 
escape ไมพบความแตกตางกันในหนูทุกกลุม (F3,43=0.126, p>0.05) (ภาพที่ 8B) จากผลการทดสอบ
เหลานี้ แสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนเทานั้นที่มีผลคลายกังวลในหนูที่ถูกตัดรังไข แตไมพบผลดังกลาวจากยา 
Flx 
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ภาพที่ 8. การทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย ETM (A) ระยะเวลาของการ avoidance และ (B) 

ระยะเวลาของการเกิด one-way escape ของหนูที่ถูกตดัรังไขและไดรับ vehicles (Ovx) 
เอสโตเจนทดแทนปริมาณ 10 μg/kg (Ovx+E2) ยา Flx ปริมาณ 10 mg/kg (Ovx+Flx) หรือ
ไดรับทั้งเอสโตรเจนและ Flx (Ovx+E2+Flx) vehicle ที่ใชคือ นํ้าปรมิาณ 5 mL/kg (สําหรับ
กลุม Ovx และ Ovx+E2) และ propylene glycol ปริมาณ 0.25 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx 
และ Ovx+Flx) คา Avd1 และ Avd2 หมายถึง avoidance 1 และ 2 ตามลําดับ ตัวเลขใน
วงเลบ็แสดงจํานวนหนู และ * P < 0.05 เปรียบเทียบกบักลุม control, † p<0.05 
เปรียบเทียบกบักลุม Ovx+Flx 

 
4.4 เอสโตรเจนและ Flx ไมมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนไหวของหนูตัดรังไข 

เม่ือทดสอบดวย open field ไมพบความแตกตางของพฤติกรรมกังวลในหนูทุกกลุม โดยพบวาไมมี
ความแตกตางกันในเวลาที่หนูใชใน outer zone (F3,43=0.186, p>0.05) และ inner zone (F3,43=0.149, 
p>0.05) (ภาพที่ 9A) สําหรับความสามารถในการเคลื่อนไหวของหนู พบวาไมมีความแตกตางกันในหนูทุก
กลุม โดยดูจากคาจํานวนทั้งหมดที่หนูขามชอง ไมมีความแตกตางกัน (F3,43=0.638, p>0.05) (ภาพที่ 9B) 
แสดงใหเห็นวา E2 และ Flx ไมมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนไหวของหนูตัดรังไข 
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ภาพที่ 9. การทดสอบพฤติกรรมกังวลและความสามารถในการเคลื่อนที่ดวย open field (A) เวลาที่

หนูใชใน outer และ inner zone (B) จํานวนครั้งทั้งหมดที่หนูขามชอง ของหนูที่ถูกตัดรังไข
และไดรับ vehicles (Ovx) เอสโตเจนทดแทนปริมาณ 10 μg/kg (Ovx+E2) ยา Flx ปริมาณ 
10 mg/kg (Ovx+Flx) หรือไดรับทั้งเอสโตรเจนและ Flx (Ovx+E2+Flx) vehicle ที่ใชคือ นํ้า
ปริมาณ 5 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+E2) และ propylene glycol ปริมาณ 0.25 
mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+Flx) ตัวเลขในวงเลบ็แสดงจํานวนหนู 

 
4.5 เอสโตรเจนและ Flx เพิ่มการแสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA ที่สมองสวน dorsal raphé 

จากการศึกษาที่ผานมาไดแสดงวาสารสื่อประสาทเซโรโทนินมีบทบาทสําคัญตอการควบคุมระดับความ
กังวลทั้งในคนและสัตว (Eison and Eison, 1994) ในการศึกษาครั้งน้ี ผูวิจัยไดวัดการแสดงออกของ SERT 
mRNA ในหลายสวนของสมองที่เกี่ยวของกับความกังวล ไดแก frontal cortex, hippocampus, septum, 
amygdala, periaqueductal gray และ dorsal raphé ขณะที่การแสดงออกของ TPH mRNA ทําการวัดที่ 
dorsal raphé เน่ืองจากเปนตําแหนงหลักที่มีการสรางเซโรโทนิน (Frazer and Hensler, 1999) ใน
การศึกษาครั้งน้ีใชวิธี qRT-PCR พบวามีการแสดงออกของ SERT mRNA มากที่สมองสวน periaqueductal 
gray และ dorsal raphé (ภาพที่ 10A) ที่บริเวณ dorsal raphé พบวามีการแสดงออกของ TPH2 มากกวา 
TPH1 mRNA (ภาพที่ 10B) 

การใหเอสโตรเจนทดแทนในหนูกลุม Ovx พบวาทําใหมีการแสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA 
เพ่ิมมากขึ้นที่บริเวณ dorsal raphé อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดย SERT mRNA เพ่ิมขึ้น 2.39 เทา และ 
TPH2 mRNA เพ่ิมขึ้น 4.06 เทา (ภาพที่ 10A และ B) ขณะที่การให E2+Flx เพ่ิมการแสดงออกของ SERT 
mRNA 6.77 เทา และเพิ่มการแสดงออกของ TPH2 mRNA 12.52 เทา อยางไรก็ตาม การแสดงออกที่
เพ่ิมขึ้นในหนูกลุม Ovx+E2 และ Ovx+E2+Flx ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยทางสถิติ ขณะที่การ
แสดงออกของ SERT และ TPH2 mRNA ที่บริเวณ dorsal raphé ของหนูกลุม Ovx+Flx ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุม Ovx (ภาพที่ 10A และ B) สุดทาย E2 และ Flx ไมเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของ TPH1 mRNA ในสมองสวน dorsal raphé และ การแสดงออกของ SERT 
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mRNA ในบริเวณของสมองสวนอ่ืน ๆ (ภาพที่ 10A และ B) จากผลการศึกษาเหลานี้ แสดงใหเห็นถึงความ
เปนไปไดวา เอสโตรเจนมีกลไกลดความกังวล โดยการเปลี่ยนแปลงการทํางานของระบบสารสื่อประสาทเซ
โรโทนิน 

 
ภาพที่ 10. จากการวัดดวยวิธี qRT-PCR (A) การแสดงออกของ SERT mRNA ในสมองสวน frontal 

cortex (FC), hippocampus (H), amygdala (A), septum (S), periaqueductal gray 
(PAG) และ dorsal raphé (DR) (B) การแสดงออกของ TPH1 และ TPH2 mRNA ในสมอง
สวน dorsal raphé ของหนูที่ถูกตัดรังไขและไดรับ vehicles (Ovx) เอสโตเจนทดแทน
ปริมาณ 10 μg/kg (Ovx+E2) ยา Flx ปริมาณ 10 mg/kg (Ovx+Flx) หรือไดรับทั้งเอสโต
รเจนและ Flx (Ovx+E2+Flx) vehicle ที่ใชคือ นํ้าปริมาณ 5 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ 
Ovx+E2) และ propylene glycol ปริมาณ 0.25 mL/kg (สําหรับกลุม Ovx และ Ovx+Flx) 
คาระดับการแสดงออกของแตละยีนถูก normalized ดวยการแสดงออกของ GAPDH และ
จํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงแสดงอยูเหนือสัญลักษณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
สัญลักษณ (+) หนาตอจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลง หมายถึงการเพิ่มขึ้นของยนี ตัวเลข
ในวงเล็บแสดงจํานวนหนู * p<0.05 เปรียบเทยีบกับหนูกลุม Ovx (Kruskal-Wallis test) 
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5. อภิปรายผลงานวิจัย 
ผลงานวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา ยา Flx ไมสามารถออกฤทธิ์คลายกังวลไดในหนูเพศเมียที่อยูใน 

ภาวะพรองเอสโตรเจน (Ovx+Flx) หรือแมแตในกลุมที่ไดรับเอสโตรเจนทดแทนแลว (Ovx+E2+Flx) โดยการ
ทดสอบพฤติกรรมกังวลดวย EPM และ ETM ในทางกลับกันฤทธิ์ดังกลาวของยา Flx สามารถเกิดขึ้นไดใน
หนูเพศผู (ภาพที่ 5B) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาอื่น ๆ ที่ผานมา (De Vry et al., 2004; Zhang et al., 
2000) นอกจากนี้ยังพบวา การใหเอสโตรเจนทดแทนในหนูที่ถูกตัดรังไข สามารถคลายกังวลไดเม่ือทดสอบ
ดวย ETM โดยดูจากคา inhibitory avoidance ที่ลดลง ซ่ึงพฤติกรรมกังวลน้ีมีลักษณะเปน conditioned หรือ 
learned fear โดยลักษณะดังกลาวคลายผูปวยในกลุม generalized anxiety disorder (Graeff et al., 1993; 
1996) ในขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของคา one-way escape แสดงใหเห็นวา E2 ไมมีฤทธิ์คลายกังวลที่
เกิดจาก unconditioned หรือ innate fear ซ่ึงมีลักษณะคลายผูปวยในกลุม panic disorder Graeff et al., 
1993) ทั้ง E2 และ Flx ตางไมมีผลเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเคลื่อนที่ของสัตวทดลอง โดยดูไดจาก
ไมมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนครั้งของการขามชอง เม่ือทดสอบดวย open field ฤทธิ์คลายกังวลของ E2 อาจ
เปนผลมาจากการเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT และ TPH2 ที่ตําแหนง dorsal 
raphé ซ่ึงเปนตําแหนงของการสรางสารสื่อประสาทเซโรโทนิน (Frazer and Hensler, 1999) แมวาจะไมพบ
ฤทธิ์คลายกังวลของ Flx ในหนูที่ตัดรังไข แตพบวาในหนูกลุมน้ี Flx สามารถลดการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตวัได
โดยดูจากหนูกลุม Ovx+E2+Flx เปรียบเทียบกับหนูกลุม Ovx+E2 ซ่ึงมีรายงานวาเปนผลมาจาก Flx ลด
ปริมาณการกินอาหารของหนู ผานทางการเปลี่ยนแปลงระบบเซโรโทนินที่ medial นิวเคลียสของ 
hypothalamus (Leibowitz and Alexander, 1998) 

ในปจจุบันยังไมมีรายงานการวิจัยในสัตวทดลองเพศเมียที่ถูกตัดรังไข ถึงฤทธิ์คลายกังวลของยาในกลุม 
SSRI วาเกี่ยวของกับระดับฮอรโมนเอสโตรเจน อยางไรก็ตามความเกี่ยวของดังกลาวไดมีการรายงานหลาย
ฉบับกลาวถึงฤทธิ์ของยากลุมน้ีตอการลดอาการซึมเศรา (Estrada-Camarena et al., 2004; Sell et al., 
2008) โดยพบวาฤทธิ์การลดอาการซึมเศราของยาในกลุม SSRI จําเปนตองใหรวมกับการให E2 ทดแทน 
ในการศึกษานี้ไดทําการทดสอบพฤติกรรมดวยวิธี forced swimming แลวพบวามีเฉพาะกลุมที่ไดรับ E2 
และ Flx รวมกันเทานั้นที่สามารถลด immobility และเพิ่ม swimming ได (Estrada-Camarena et al., 2004; 
Sell et al., 2008) ยิ่งไปกวานั้นผลการวิจัยในสัตวทดลองนี้ยังสอดคลองกับอีกหลายรายงานในทางคลินิก 
(Pae et al., 2009; Pinto-Meza et al., 2006; Schneider et al., 1997) ตัวอยางเชน การศึกษาของ 
Schneider และคณะ (1997) พบวาการใหยา Flx เพียงอยางเดียวและไมมีการใหเอสโตรเจนทดแทนใน
ผูหญิงวัยหมดประจําเดือน มีประโยชนในการรักษานอยมากตอการลดอาการซึมเศรา ในทางกลับกันการให
เอสโตรเจนทดแทนสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของการลดอาการซึมเศราของยาในกลุม SSRI ได (Nagata et 
al., 2005; Schneider et al., 2001; Westlund and Parry, 2003; Zanardi et al., 2007) และการใหรวมกัน
ของเอสโตรเจนและ SSRI จะมีประสิทธิภาพในการลดอาการซึมเศรามากกวาการใหเอสโตรเจนทดแทน
เพียงอยางเดียวในผูปวยที่ตัดรังไข (Nagata et al., 2005) ในทางตรงกันขามกับผลของการลดอาการ
ซึมเศรา ผลการวิจัยของผูวิจัยกลับไมพบฤทธิ์คลายกังวลในหนูกลุมตัดรังไขแมวาจะไดรับหรือไมไดรับเอส
โตรเจนทดแทน 

การเพิ่มการทํางานของระบบเซโรนินในสมองสวนที่เกี่ยวของกับความกังวล เชน amygdala มีรายงาน
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วาเปนกลไกนึงของกระบวนการลดกังวลทั้งในคนและสัตวทดลอง (Inoue et al., 2004) กลไกคลายกังวล
ของยากลุม SSRI ก็เชนเดียวกัน คือการเพิ่มการทํางานของระบบเซโรโทนินผานทางการยับยั้งการทํางาน
ของ SERT แลวมีผลใหมีปริมาณเซโรโทนินคั่งอยูใน synaptic cleft (Izumi et al., 2006) อยางไรก็ตาม 
ผลการวิจัยในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นฤทธิ์ของยา Flx วามีความแตกตางกันระหวางเพศหญิงและเพศชาย 
เน่ืองจากพบฤทธิ์คลายกังวลในหนูเพศผู แตไมพบฤทธิ์ดังกลาวในหนูเพศเมียที่ตัดรังไข แมวาจะใหเอสโต
รเจนทดแทน ซ่ึงการออกฤทธิ์ของ Flx ในหนูเพศผูอาจขึ้นอยูกับฮอรโมนเพศชายของหนู (Fink et al., 
1999) แตอาจไมใช testosterone โดยตรงที่มีความสําคัญตอการออกฤทธิ์คลายกังวลของยา Flx ในหนูเพศ
ผู เน่ืองจากรายงานของ Martínez-Mota และคณะ (2008) พบวาประสิทธิภาพของยา Flx ในการลดอาการ
ซึมเศราในหนูเพศผูจะลดลงเมื่อไดรับสารที่มีผลยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม aromatase ผลการทดลองนี้
แสดงใหเห็นความสําคัญของ E2 ที่ถูกเปลี่ยนมาจาก testosterone ดังน้ันในหนูเพศผู เอสโตรเจนก็เปน
ฮอรโมนที่สําคัญในการออกฤทธิ์ลดอาการซึมเศราของยา Flx เชนเดียวกับที่พบในเพศเมีย 

สําหรับผลของเอสโตรเจน ในงานวิจัยน้ีไดแสดงใหเห็นผลคลายกังวลที่ชัดเจน มีหลายงานวิจัยที่แสดง
ถึงกลไกคลายกังวลของเอสโตรเจน งานวิจัยนึงแสดงใหเห็นวา หนูที่ถูกตัดรังไขมีระดับของตัวรับเซโรโทนิน
ลดลงในหลายสวนของสมอง ไดแก frontal cortex, striatum และ nucleus accumbens และเม่ือให E2 
ทดแทนก็สามารถทําใหระดับของตัวรับเหลานี้กลับขึ้นมาเทาปกติได (Cyr et al., 2000) จากหลายการศกึษา
แบบ in vitro แสดงใหเห็นวาเอสโตรเจนสามารถยับยั้งการทํางานของ SERT ได ทําใหมีการคั่งของเซโร
โทนินที่ synaptic cleft ซ่ึงคลายผลของยาในกลุม SSRI (Chang and Chang, 1999; Koldzic-Zivanovic et 
al., 2004) นอกจากนี้ยังพบอีกวาเอสโตรเจนเพิ่มการทํางานของเซโรโทนินที่บริเวณ synaptic cleft โดยการ
เหน่ียวนําใหเกิดการ desensitization ของตัวรับ 5-HT1A และ 5-HT1B ที่ presynaptic neuron (Hiroi and 
Neumaier, 2009; Raap et al., 2000) ซ่ึงเปนตัวรับที่มีหนาที่ยับยั้งการหลั่งของเซโรโทนิน การเพิ่มการ
แสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางเอ็นไซม TPH2 ที่บริเวณ dorsal raphé ก็เปนอีกกลไกนึงที่ทําใหมีการ
สรางเซโรโทนินมากขึ้นและมีผลใหเซโรโทนินทํางานไดมากขี้น ผลดังกลาวพบทั้งในการวิจัยครั้งนี้ (ภาพที่ 
10B) และจากงานวิจัยอ่ืนทั้งที่ศึกษาในหนู (Hiroi et al., 2006) และในลิง (Bethea et al., 2002b) อยางไรก็
ตามการเปลี่ยนแปลงนี้มีลักษณะเปน site-specific เน่ืองจากไมพบการเปลี่ยนแปลงดังกลาวที่บริเณ 
midbrain (Pandaranandaka et al., 2009) มีรายงานวาการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ TPH2 mRNA พบที่
บริเวณ caudal subregion ของ dorsal raphé แตไมพบการเปลี่ยนแปลงดังกลาวที่บริเวณ rostral 
dorsomedial subregion และการเปลี่ยนแปลงนี้สัมพันธกับพฤติกรรมกังวลที่ลดลง (Hiroi et al., 2006) 
นอกจากเอสโตรเจนจะทําใหมีการเพิ่มขึ้นของ TPH2 แลวสงผลใหมีปริมาณเซโรโทนินเพิ่มขึ้นแลว ยังพบอีก
วาเอสโตรเจนสามารถยับยั้งเอ็นไซม monoamine oxidase ชนิด A ซ่ึงสงผลใหมีการทําลายเซโรโทนิน
ลดลงดวย (Holschneider et al., 1998; Ma et al., 1995) จากรายงานทั้งหมดนี้แสดงใหเห็นวา กลไกคลาย
กังวลของเอสโตรเจนเปนผลมาจากการเพิ่มการทํางานของเซโรโทนินที่ synaptic cleft และการเพิ่มจํานวน
ตัวรับของเซโรโทนินที่ postsynaptic neuron ในสวนของสมองที่สัมพันธกับความกังวล จะเห็นไดวากลไก
ดังกลาวคลายกับกลไกการออกฤทธิ์ของยาในกลุม SSRI 

การเพิ่มการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT ในหนูตัดรังไขที่ไดรับเอสโตรเจนทดแทน 
(ภาพที่ 10A) อาจเกิดขึ้นจากการปรับตัวเม่ืออยูในภาวะที่มีเซโรโทนินมากที่ synaptic cleft เปนเวลานาน 
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แตในทางกลับกัน จากการศึกษาโดยวิธี culture เซโรโทนินนิวรอน พบวาการคั่งของเซโรโทนินในเวลาสั้น 
ๆ ที่ 4 ชั่วโมง ทําใหโปรตีน SERT เกิด internalization (Kittler et al., 2010) การแสดงออกของยีน SERT 
ที่เพ่ิมขึ้นนี้ แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงการ turnover ของเซโรโทนินในสมองสวนที่ถูก innervate โดย
นิวเคลียสจาก dorsal raphé ผลการวิจัยในครั้งน้ีสอดคลองกับงานวิจัยอ่ืนที่ผานมา คือพบวาการใหเอสโต
รเจนมีผลคลายกับการทําใหเกิด positive feedback และตามดวย gonadotropin surge ในภาวะดังกลาว
พบวามีการเพิ่มขึ้นของจํานวน SERT ในหลายสวนของสมอง เชน septum, basolateral amygdala และ
นิวเคลียส ventromedial ของ hypothalamus (McQueen et al., 1997) อยางไรก็ตาม จากการศึกษาวิจัยใน
ครั้งน้ียังมิอาจสรุปไดวา การแสดงออกของยีน SERT ที่เพ่ิมขึ้น เปนการ compensate เพ่ือเพ่ิมเซโรโทนิน 
turnover หรือเปนผลของเอสโตรเจนที่ทําใหเกิดการลดลงของพฤติกรรมกังวลในหนูที่ถูกตัดรังไข 

ผลของการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสราง SERT และ TPH2 ในหนูกลุม Ovx+Flx พบวาไมมีการ
เปลี่ยนแปลง ซ่ึงสอดคลองกับผลของการทดสอบพฤตกิรรมกังวลทีไ่มพบการเปลีย่นแปลงเชนเดียวกัน จาก
ผลดังกลาว แสดงใหเห็นวา Flx ไมมีฤทธิ์คลายกังวลในหนูทีถู่กตดัรังไข แมวาจะไดรับเอสโตรเจนทดแทน 
อยางไรก็ตามบทบาทของฮอรโมนเพศหญิงอ่ืนคือ progesterone (Bethea et al., 2002a) ก็มิอาจที่จะตัดทิ้ง
ได หรืออาจเปนไปไดวาการไมพบความแตกตางของกลุม Ovx+E2 และ Ovx+E2+Flx เปนผลมาจากทั้ง E2 
และ Flx ตางก็ใชกลไกเดียวกันในการออกฤทธิค์ลายกังวล พฤติกรรมกังวลทีเ่กดิขึ้นจึงเปนการลดลงเต็มที่
แลว 

โดยสรุปผลการวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนมีฤทธิค์ลายกังวลในหนูทีถู่กตัดรังไข แตยา Flx 
กลับไมพบฤทธิ์ดังกลาวทั้งหนูในกลุม Ovx หรือ Ovx+E2 ซ่ึงสอดคลองกับผลการศกึษาทางคลินิกที่ผานมา
วา การใหเอสโตรเจนทดแทนในผูหญิงวยัหมดประจําเดือนสามารถลดกังวลได (Schneider et al., 1997; 
Westlund and Perry, 2003; Zanardi et al., 2007) ยิ่งไปกวานั้น กลไกคลายกังวลของเอสโตรเจนอาจ
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงระบบสารสื่อประสาทเซโรโทนิน เชน การเพิ่มปริมาณ TPH และ SERT สงผล
ใหเพ่ิมการสรางเซโรโทนิน และเพ่ิมการ turnover  
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การใชยาฟลอ็ูอกซีทีนเพือ่คลายกังวลในภาวะขาดฮอรโมนเอสโตรเจน 

โดย  จันทริมา เจริญพันธุ 
 

ระดับความกังวลของผูหญิงตั้งแตเขาสูวัยเจริญพันธุจนกระทั่งถึงวัยหมดประจําเดือน พบวามี
ความสัมพันธกับระดับของฮอรโมนเอสโตรเจน โดยเฉพาะอยางยิ่ง ในชวงที่มีระดับฮอรโมนเอสโตรเจนต่ําจะ
ทําใหเกิดความเสี่ยงตอการเกิดความผิดปกติของความกังวลเพิ่มสูงขึ้น ผูหญิงวัยหมดประจําเดือนสวนใหญ
มีความผิดปกติของความกังวล รวมทั้งมีอารมณแปรปรวน โดยอาการที่เกิดขึ้นคือ มีอาการซึมเศรา กระวน
กระวาย มากกวาชวงกอนหมดประจําเดือน ซ่ึงอาจเปนไปไดวาการที่เอสโตรเจนมีบทบาทควบคุมปริมาณ
ตัวรับเซโรโตนิน และการเมตาบอริซึมของเซโรโตนิน ในหลายสวนของสมอง เชน hippocampus, 
amygdala และ frontal cortex เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดความผิดปกติของความกังวล ในผูหญิงวัยหมด
ประจําเดือน ยาในกลุม “ตัวยับยั้งการนําเซโรโทนินกลับเขาเซลลอยางจําเพาะ” เชน ยาฟลูอ็อกซีทีน เปนยา
ตัวหน่ึงที่ถูกใชกันอยางกวางขวางเพื่อเปนยาคลายกังวล และลดอาการซึมเศรา อยางไรก็ตามมีรายงานวา 
ฤทธิ์คลายวิตกกังวลของยาฟลูอ็อกซีทีนมักลดประสิทธิภาพลงในผูปวยที่เขาสูวัยหมดประจําเดือน อยางไรก็
ตาม ปรากฏการณดังกลาวยังไมเคยไดรับการทดสอบในสัตวทดลอง โดยเฉพาะในโมเดลที่ใชหนูขาวเพศ
เมียที่ขาดฮอรโมนเอสโตรเจน  

ผูวิจัยจึงไดวางแผนเพื่อศึกษาพฤติกรรมกังวลในหนูขาดเอสโตรเจนจากการตัดรังไขนาน 4 
สัปดาห แลวไดรับยาเอสโตรเจนเสริม และ/หรือ ยาฟลูอ็อกซีทีน จากนั้นวัดการแสดงออกของยีน SERT 
(ซ่ึงสรางโปรตีนขนสงซีโรโทนินกลับเขาเซลล) และยีน TPH (ซ่ึงสรางโปรตีนทริปโตแฟนไฮดรอกซิเลส
สําหรับสังเคราะหซีโรโทนิน) ผลการวิจัยพบวา ยาฟลูอ็อกซีทีนไมมีฤทธิ์คลายกังวลในหนูเพศเมียที่ตัดรังไข 
สวนเอสโตรเจนที่ใหเสริมในหนูที่ตัดรังไขสามารถลดความกังวลได ยิ่งไปกวานั้นการใหยาฟลูอ็อกซีทีนใน
หนูตัดรังไขที่ไดรับเอสโตรเจนเสริมไมสามารถทําใหความกังวลลดลงมากกวาการไดรับเอสโตรเจนเพียง
อยางเดียว นอกจากนี้ เอสโตรเจนมีผลเพ่ิมการแสดงออกของยีน SERT และยีน TPH ในสมองหนูสวน 
dorsal raphé แตไมมีผลตอยีนดังกลาวในสมองสวน frontal cortex, hippocampus, septum, amygdala 
และ periaqueductal gray ในขณะที่ยาฟลูอ็อกซีทีนไมมีผลเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนทั้งยีน SERT 
และยีน TPH ในสมองทุกสวนที่ทําการวัด และการใหยาฟลูอ็อกซีทีนรวมกับฮอรโมนเอสโตรเจนก็ไมทําใหมี
การเปลี่ยนแปลงของยีนดังกลาวมากขึ้นจากการใหเอสโตรเจนเพียงอยางเดียว ผลการวิจัยทั้งหมดจึงสรุปได
วา ยาฟลูอ็อกซีทีนไมมีผลคลายกังวลในหนูเพศเมียที่ถูกตัดรังไขแมวาจะไดรับฮอรโมนเอสโตรเจนเสริมอยู 
อยางไรก็ตามฮอรโมนเอสโตรเจนเองกลับมีผลคลายความกังวลในหนูเพศเมียที่ตัดรังไข ซ่ึงอาจเปนผล
สืบเนื่องจากฮอรโมนเอสโตรเจนไปปรับเมแทบอลิซึมของซีโรโทนินในสมองสวน dorsal raphé 

ขอมูลเหลานี้อาจทําใหตองคํานึงถึงการใชยาคลายกังวลในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนมากยิ่งขึ้น 
วายาดังกลาวมีประสิทธิภาพเพียงพอหรือไม 

 




