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บทคดัย่อ: 

เคอร์คิวมนิและเคอร์คิวมนิอยด์เป็นสารที่มคีุณประโยชน์มากมายที่พบได้ในเหง้าของ
ขมิน้ชนั แต่สารเคอรค์วิมนิอยดก์ม็ขีอ้จ ากดั จงึไดม้กีารพฒันาแอนาลอกของเคอรค์วิมนิอยดข์ึน้มา
เพื่อใหม้ปีระสทิธภิาพทีเ่หมาะสมในการน ามาวจิยัคุณประโยชน์ในดา้นต่าง ๆ รวมทัง้ประโยชน์ใน
ดา้นการตา้นความเสื่อมในระบบประสาทดว้ย กระบวนการอกัเสบในระบบประสาทกเ็ป็นปจัจยัหน่ึง
ของการเกดิโรคระบบประสาทเสื่อม โดยในโรคพารค์นิสนั มกีารศกึษาพบว่าสารที่มพีษิต่อเซลล์
ประสาท MPP+ สามารถกระตุ้นเซลลท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบไดด้ว้ย ดงันัน้งานวจิยันี้จงึ
ท าการศึกษาผลของเคอร์ควิมนิอยด์และแอนาลอกที่มฤีทธิต์้านการตายของเซลล์โดยออกฤทธ์
ยบัยัง้กระบวนการอกัเสบของเซลลใ์นระบบประสาทเพาะเลีย้ง neuroblastoma (SK-N-SH) และ 
glioblastoma (T98G)  ผลการศกึษาพบว่า เซลล์ประสาท SK-N-SH ทีไ่ดร้บัเคอรค์วิมนิ เตตระ
ไฮโดรเคอรค์วิมนิ และเตตระไฮโดรดเีมทอกซีเ่คอรค์วิมนิ ทีค่วามเขม้ขน้ 5uM ช่วยลดการตายของ
เซลลท์ีไ่ด้รบั MPP+ และ H2O2 ทีท่ าใหเ้กดิออกซเิดทปีสเตรสและการตายของเซลล์ แต่อย่างไรก็
ตามเซลลท์ัง้สองประเภทไม่ไดม้กีารเปลีย่นแปลงระดบั nitric oxide (NO) เมื่อไดร้บัการกระตุ้น
ดว้ย lipopolysaccharide (LPS) หรอื MPP+ ซึ่งเป็นตวักลางที่จะกระตุ้นกระบวนการอกัเสบให้
เกดิขึน้ตามมา อย่างไรกต็ามการศกึษาระดบัโปรตนี inflammatory enzyme COX-2 พบว่า MPP+ 
ท าใหเ้ซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ของ COX-2 (p<0.001) ส่วนเคอร์
ควิมนิ และเตตระไฮโดรดเีมทอกซี่เคอรค์วิมนิ สามารถช่วยลด COX-2 (p<0.001) จากผลของ 
MPP+ ได้ เมื่อศกึษาโปรตนีที่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการตายโดยมวีถิกีารตายผ่านไมโตคอนเดรยี 



ไดแ้ก่ Bax และ Bcl-2 พบว่า MPP+ และ H2O2 จะกระตุ้นใหโ้ปรตนี Bax ซึง่เป็น pro-apoptotic 
protein เพิม่ขึน้ (p<0.001) ซึง่จะท าใหเ้กดิการรัว่ของ cytochrome c ออกจากไมโตคอนเดรยีและ
ท าใหเ้กดิกระบวนการอะพอพโทสสิตามมา เมื่อเซลลไ์ดร้บั เคอรค์ูมนิ และ เตตระไฮโดรเคอรค์ูมนิ 
พบว่าปรมิาณ Bax ในไซโตซอลและไมโตคอนเดรยี ลดลง (p<0.001) และม ีBcl-2 ในไมโตคอนเด
รยีเพิม่ขึน้ (p<0.001) ซึง่เป็นการแสดงออกทีส่อดคลอ้งกบัการเพิม่อตัราการอยู่รอดของเซลล ์ท า
ให้สรุปได้ว่ากลไกการท างานของเคอร์คูมนิ เตตระไฮโดรเคอรค์ูมนิ และเตตระไฮโดรดเีมทอกซี่
เคอร์ควิมนิ ในการช่วยต้านการตายนัน้เป็นกลไกที่ช่วยปกป้องการสูญเสยีการท างานของไมโต
คอนเดรยี และช่วยลด inflammatory enzyme COX-2 ของเซลลป์ระสาทโดยตรง โดยไม่ไดม้ผีล
ยบัยัง้การสรา้ง nitric oxide ของ glia cells ร่วมด้วย การศกึษาครัง้นี้เป็นการช่วยเพิม่พูนองค์
ความรูเ้กีย่วกบักลไกการท างานของสารสกดัส าคญัทีอ่ยูใ่นสมนุไพรขมิน้ชนั และส่งเสรมิการน าสาร
สกดัเคอรค์มูนิ และแอนาลอก เตตระไฮโดรเคอรค์มูนิ เตตระไฮโดรดเีมทอกซีเ่คอรค์วิมนิ มาพฒันา
ให้เกดิประโยชน์ในการช่วยลดหรอืชะลอความเสื่อมและการตายของเซลลป์ระสาท ซึง่จะเป็นการ
ป้องกนัการเกดิโรคความเสื่อมในระบบประสาท เช่น โรคพารค์นิสนั หรอืโรคอื่น ๆ ทีไ่ม่มยีารกัษา
ใหห้ายขาดได ้
 
ค าหลกั : เคอรค์มูนิ เคอรค์มูนิอยด ์เตตระไฮโดรเคอรค์มูนิ เตตระไฮโดรดเีมทอกซีเ่คอรค์วิมนิ  

   อะพอพโทสสิ กระบวนการอกัเสบ โรคพารค์นิสนั  
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Abstract: 

Curcumin and curcuminoid analogs have been revealed the neuroprotective 
benefits. However, it is water insoluble and unstable in light. Curcuminoid analogs are 
structurally modified curcuminoids and curcuminoid metabolites which have more stability 
and efficacy equal to or better than that of curcumin. The promising results of curcuminoid 
analogs may be a candidate for developing strategies in prevention or treatment of 
neurodegenerative diseases. Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder 
characterized by a loss of midbrain dopaminergic neurons which has been demonstrated 
neurotoxicity and microglial activation by the neurotoxin MPP+ (1-methyl-4-
phenylpyridinium). Thus we aimed to study the protective effects of curcuminoids and 
curcuminoid analogs on apoptosis and inflammatory-induced neuroblastoma (SK-N-SH) 
and glioblastoma (T98G) cell line cultures. Cytotoxicity of curcumin, curcuminoid analogs, 
MPP+, H2O2 and lipopolysaccharide (LPS) were tested by MTT assay. The production of 
nitric oxide (NO) from glia cell line was measured by Griess assay. Apoptosis and 
inflammatory factors; Bcl-2, Bax and COX-2 were quantified using Western blot analysis. 
The results showed that MPP+ and H2O2 induced apoptosis in neuronal cell line SK-N-SH. 
Cells pretreated two hours with 5uM of curcumin, tetrahydrocurcumin (THC) or 
tetrahydrodemethoxycurcumin (THDC) showed the most increasingly the cell viability. 
Although all treatments did not significantly change the NO production.The MPP+ treatment 
raised the COX-2 level in neuronal cell line (p<0.001), moreover, curcumin and THDC 
helped reduce this inflammatory enzyme (p<0.001). The level of proteins involved with 
mitochondria-mediated apoptotic mechanism; Bcl-2 and Bax protein were also changed by 



means of anti-apoptotic effect of curcumin, THC and THDC toward MPP+ and H2O2-
induced apoptosis. The pro-apoptotic Bax protein was increased when treate with MPP+ or 
H2O2 (p<0.001), which illustrated the following apoptosis pathway and lead to cell death. 
Curcumin, THC and THDC alleviated the cell death by reducing this Bax protein (p<0.001), 
curcumin and THC also increased the level of Bcl-2 in mitochondria (p<0.001). In 
conclusion, the present study has found that curcumin and its analog; the 
tetrahydrocurcumin and the tetrahydrodemethoxycurcumin have shown anti-apoptotic 
effect by inhibiting the mitochondria-mediated apoptotic pathway and reducing the 
inflammatory COX-2 protein in neurons which did not significantly involve with the 
inflammatory process in glia cells. This study may support and help to elucidate the 
benefits of curcumin and curcuminoid analogs for help people in risk of PD and other 
neurodegenerative diseases of aging such as Alzheimer’s disease.   
 
Keywords: curcumin, tetrahydrocurcumin, tetrahydrodemethoxycurcumin, inflammation, 

apoptosis, Parkinson’s disease 
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Executive summary 

ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจยั  
Parkinson’s disease (PD) เป็นโรคที่อยู่ในกลุ่ม progressive neurodegenerative 

disorders โดยส่วนใหญ่พบในผูสู้งอายุตัง้แต่ 50 ปีขึน้ไป และความเสีย่งในการเกดิโรคจะเพิม่สูง
มากขึน้ตามอายุทีม่ากขึน้ สาเหตุการเกดิโรคไม่ทราบแน่นอน โดยพบว่ามปีจัจยัส่งเสรมิเป็นไดท้ัง้
จากสิง่แวดล้อมและพนัธุกรรม พยาธสิภาพของโรค PD เกิดจากการตายของเซลล์ประสาท 
dopaminergic neurons ทีอ่ยู่ใน substantia nigra par compacta ของก้านสมองส่วน midbrain 
ท าให้ขาดสารสื่อประสาทโดพามนี (dopamine) ผูป้่วยจะมคีวามผดิปกตเิกี่ยวกบัการเคลื่อนไหว 
ไดแ้ก่ อาการสัน่ขณะพกั (resting tremor) เคลื่อนไหวรา่งกายเชื่องชา้ (bradykinesia)  แขนขาแขง็
เกรง็ (rigidity)  ทรงตวัไม่ได้ (postural instability) เป็นต้น เนื่องจากสมองไม่สามารถประสานงาน
การสัง่การไปยงัอวยัวะเป้าหมายให้ท างานได้อย่างปกติ นอกจากน้ียงัพบว่าผู้ป่วยอาจมอีาการ
หลงลมืจากสมองเสื่อม (dementia) มอีาการซมึเศรา้ (depression) นอนไม่หลบั (insomnia) และมี
ความผดิปกตขิองระบบอตัโนมตัริ่วมด้วย (autonomic disturbance) เช่น มปีญัหาในระบบการ
ขบัถ่ายอุจจาระ ปสัสาวะ ซึ่งอาการผดิปกตเิหล่านี้เป็นสาเหตุให้เกิดความทุกขท์รมานกบัผู้ป่วย
หลายล้านคนจากทัว่ทุกมุมโลก นอกจากนี้ในระยะท้ายของโรค ผู้ป่วยมกัจะมอีาการแทรกซ้อน 
เช่น ปอดบวม ตดิเชือ้ในกระแสเลอืด ตดิเชือ้ในระบบทางเดนิปสัสาวะและแผลกดทบั การรกัษาโรค
นี้โดยทัว่ไปท าไดโ้ดยใหย้า levodopa และยาในกลุ่มต่าง ๆ ร่วมกนั ซึง่ช่วยบรรเทาอาการใหผู้ป้่วย
ได้ อย่างไรก็ตามยาเหล่านี้มกัมผีลขา้งเคยีงและท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนจากผลของยา ผู้ป่วย
ต้องการการดูแลอย่างใกล้ชดิ ซึ่งส่งผลต่อ สภาพร่างกาย จติใจ เศรษฐกจิ และสงัคม ของผู้ป่วย
และญาตผิูใ้หก้ารดแูล  

สาเหตุและกลไกการตายของ dopaminergic neurons นัน้มสีมมตฐิานการตายหลาย
ประการ อาทเิช่น การท างานทีบ่กพร่องของ mitochondria จากภาวะ oxidative stress ของเซลล ์
การม ีmisfolded proteins สะสมอยู่ภายในเซลลป์ระสาท และการทีม่ภีาวะอกัเสบ (inflammation) 
ซึง่การศกึษากลไกการเกดิโรคนี้จะน าไปสู่กลยุทธในการจดัการกบัโรค เช่น มกีารศกึษาพบว่าการ
ใหย้าประเภท anti-inflammatory ช่วยลดความเสีย่งของการเกดิโรค หรอืบรรเทาอาการของผูป้่วย
ได ้อยา่งไรกต็ามยาในกลุ่มเหล่านี้ กม็ผีลขา้งเคยีงและไม่สามารถใชไ้ดต่้อเนื่อง ดงันัน้สารทีไ่ดจ้าก
ธรรมชาต ิสมนุไพรต่าง ๆ ทีม่คีุณสมบตัสิอดคลอ้งกบักลไกการเกดิโรค กเ็ป็นอกีทางเลอืกหนึ่งทีจ่ะ
น ามาช่วยในการป้องกนั  ลดอตัราการตายของเซลล์ประสาท หรอืช่วยบรรเทาอาการให้ผูป้่วยได ้
และเป็นการยกระดบัคุณค่าของพชืสมุนไพรโดยมผีลงานวจิยัรองรบั ซึง่ขมิน้ชนั (Curcuma longa 
L.) ทีเ่ป็นพชืสมุนไพรและเป็นส่วนประกอบของอาหารในชวีติประจ าวนันัน้ ไดม้กีารศกึษาพบว่ามี
คุณประโยชน์มากมาย ส าหรบัโรคพารค์นิสนันัน้ Rajeswari ไดร้ายงานว่า curcumin มคีุณสมบตั ิ
neuroprotection ต่อต้านภาวะ oxidative stress จากสารเหนี่ยวน าให้เกดิ parkinsonism ใน
สตัวท์ดลองได้ (Rajeswari, 2006) แต่อย่างไรกต็าม curcumin กม็คีุณสมบตัทิีจ่ ากดั แอนาลอก



ของขมิน้ชนั (curcuminoid analogs) ส่วนใหญ่มคีวามเสถยีรกว่าสาร curcumin ต้นแบบ และมี
คุณสมบตัแิตกต่างกนัไป เช่น anti-oxidant, anti-cancer และ anti-inflammation เป็นต้น ดงันัน้
จุดประสงค์ของโครงการวจิยันี้กเ็พื่อจะศกึษาผลของแอนาลอกของขมิน้ชนัต่อกลไกกระบวนการ
อกัเสบและการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง ซึง่กระบวนการอกัเสบกเ็ป็นปจัจยัหน่ึงทีเ่กี่ยวขอ้ง
กบัโรค Parkinson’s disease รวมถงึโรคความเสื่อมที่เกดิจากความชราภาพของระบบประสาท
อื่นๆ ดว้ย เช่น Alzheimer’s disease  

บทน า 

สมมติฐานการตายของ dopaminergic neurons ในโรค Parkinson  
สบืเนื่องมาจากการคน้พบ MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) ทีไ่ด้จากกระบวนการ 

metabolite ของ methylphenyltetrahydropyridine (MPTP) ซึง่ท าใหเ้กดิ acute parkinsonism ใน
คนทีใ่ชย้าเสพตดิฉีดเขา้เสน้นัน้ (Langston et al., 1983) MPP+ ไดถู้กน ามาใชเ้ป็น model ใน
การศึกษาโรค Parkinson อย่างแพร่หลาย โดยพบว่ามผีลยบัยัง้ mitochondrial complex I 
(NADH, ubiquinone reductase)  ซึ่งเป็นเอนไซมต์วัแรกทีเ่กดิขึน้ในกระบวนการ respiratory 
electron transport chain ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาในสมองของคนตายทีป่่วยเป็นโรค Parkinson 
(postmortem PD brain) อนัแสดงถงึภาวะ mitochondrial dysfunction ของ dopaminergic 
neurons  นอกจากนี้ MPP+ ยงัท าใหเ้กดิการสะสม alpha synuclein และ Lewy bodies ใน
สตัว์ทดลองได้เหมอืนที่พบในสมองของผู้ป่วยโรค Parkinson อกีด้วย  ภายหลงัจากการค้นพบ
เกีย่วกบั MPP+ กไ็ดม้กีารศกึษาเกีย่วกบัสารต่าง ๆ ในสิง่แวดลอ้ม (Bove et al., 2005; Langston, 
1996) ตวัอย่างเช่น rotenone ในยาฆ่าแมลง ที่มคีุณสมบตัิเป็น mitochondrial complex I 
inhibitors กบัความเกี่ยวขอ้งกบัการเกดิโรค PD อนัเป็นที่มาของขอ้สรุปทีว่่าสาเหตุการเกดิโรค 
Parkinson เป็นกระบวนการความเสื่อมทีเ่กดิจากหลายปจัจยัรว่มกนั ทัง้สิง่แวดลอ้มทัง้ภายใน และ
ภายนอก รวมถงึพนัธุกรรมดว้ย (Dawson and Dawson, 2003; Le Couteur et al., 2002; Moore 
et al., 2005)  

MPTP เมื่อเขา้สู่ร่างกายจะถูก oxidize โดย monoamine oxidase B (MAOB) ใหเ้ป็น 
MPP+ (Fritz et al., 1985) ซึง่มคีวามจ าเพาะเจาะจงในการน าเขา้สู่เซลล ์dopaminergic neurons 
โดยอาศยั dopamine transporter และกระบวนการ actively transport เขา้ไปยบัยัง้การท างานของ 
mitochondrial complex I ใน mitochondria ท าใหเ้กดิภาวะ oxidative stress เกดิอนุมลูอสิระ O2

- 
ขึน้มากมาย O2

- นัน้อนัทีจ่รงิแลว้มพีษิน้อย แต่ถ้าไดร้วมกบั nitric oxide (NO) จะได ้peroxynitrite 
(ONOO-) ซึง่จะแตกตวัใหเ้ป็น hydroxyl radical (OH-) ทีม่พีษิสูงมาก (Beckman et al., 1990) 
นอกจากสารเคมจีากภายนอกที่จ าเพาะเจาะจงในการท าลาย dopaminergic neurons แล้ว 
ขบวนการ oxidize สาร dopamine เองโดย MAO กท็ าใหเ้กดิ H2O2  ซึง่จะถูกท าใหไ้ม่มพีษิโดย 
glutathione (GSH) ไดเ้ป็น glutathione disulfide (GSSG) ดงันี้   

H2O2 + 2 GSH  2 H2O + GSSG  



แต่ถา้ H2O2ไปท าปฏกิริยิากบั iron กจ็ะเกดิ OH- ซึง่มคีวามเป็นพษิสงูได ้ดงันี้  
Fe 2+ + H2O2  Fe 3+ + OH- + OH- 

จากการศึกษาพยาธสิภาพและการตายของ dopaminergic neurons ในผู้ป่วยโรค 
Parkinson ทีม่กีารถ่ายทอดทางพนัธุกรรม (familial Parkinson’s disease) ซึง่พบไดน้้อยนัน้ ยนีที่
มคีวามผดิปกตสิ่วนใหญ่จะมคีวามเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ protein degradation ได้แก่ DJ1, 
SNCA (α-synuclein gene), PARKIN และ UCHL1 ซึง่เมื่อไม่สามารถก าจดั misfolded proteins 
ไดก้เ็กดิเป็นพษิต่อเซลลท์ าใหเ้ซลลต์าย  นอกจากนี้ยนีบางส่วนยงัเกี่ยวขอ้งกบั oxidative stress 
และ mitochondrial dysfunction ไดแ้ก่ DJ-1 และ PINK1 (Vila and Przedborski, 2004) 

 

 
 

 
รปูท่ี 1 แสดงสมมตฐิานกลไกทีท่ าใหเ้กดิ neurodegeneration ของ dopaminergic (DA) neurons 

(Hald and Lotharius, 2005) 
 
Inflammatory process และ brain inflammation ในโรค Parkinson 

แมว้่าภาวะ oxidative / nitrative stress, misfolded protein และ mitochondrial 
dysfunction จะเป็นสมมตฐิานหลกัในสาเหตุการตายของ dopaminergic neurons (รปูที ่1) ทัง้ใน
รปูแบบ acute และ familial PD แต่กลไกและปจัจยัทีท่ าใหเ้กดิการตายของเซลลใ์น sporadic PD 
ยงัไม่สามารถสรุปได้ชดัเจนแน่นอน Parkinson ที่พบในผู้สูงอายุส่วนใหญ่จงึเป็น complex 
disease ทีเ่กดิจากปจัจยัหลาย ๆ อย่างร่วมกนั ซึง่กระบวนการอกัเสบในระบบประสาทกพ็บว่ามี
ส่วนเกีย่วขอ้งท าใหเ้กดิโรคความเสื่อมในระบบประสาท เช่น Alzheimer รวมถงึ Parkinson ดว้ย 



 
 

รปูท่ี 2 แสดงปฎกิริยิาการตอบสนองระหว่าง neuron และ microglia ท าใหเ้กดิ neuronal toxicity 
และ neurodegeneration เพิม่มากขึน้ (Hald and Lotharius, 2005) 

โดยภายหลงัจากที่ McGeer และคณะ (1988) เปิดเผยการค้นพบ activated microglia 
และ T-lymphocytes ใน substantia nigra ของผูป้่วย Parkinson (McGeer et al., 1988) ต่อมากม็ี
การศกึษามากมายที่สนับสนุนเกี่ยวกบั neuroinflammatory processes ในโรค Parkinson ซึ่ง
นอกเหนือจากจะพบ activated microglia และ microgliosis แล้ว ยงัพบ pro-inflammatory 
cytokines (TNF-a, IL-1b, IL-6, IFN-g); enzymes ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัขบวนการ inflammation (iNOS, 
COX-2); สารจ าพวก T-cell activation-associated cytokine (IL-2); สารจ าพวก anti-
inflammatory cytokine (IL-4) รวมทัง้พวก growth factors ต่าง ๆ ซึง่สารต่าง ๆ เหล่านี้ส่งผล
ความเป็นพษิต่อเซลล์ประสาท (neurotoxicity) ทัง้ทางตรงและทางอ้อม ดงัเช่น nitric oxide ที่
ปล่อยออกมาจาก activated microglias จะเกดิปฏกิริยิา เปลีย่นเป็น peroxynitrite (ONOO-) ซึง่จะ
แตกตวัใหเ้ป็น OH- ทีม่พีษิสูงมาก (reviewed in Hald and Lotharius, 2005) กระบวนการอกัเสบ
ในระบบประสาท (neuroinflammation) นี้อาจจะเกดิมาจากการตดิเชื้อในร่างกายที่กระตุ้นให้เกดิ 
activated microglia ในสมองได ้(Perry, 2004) อย่างไรกต็าม activated microglia ยงัพบไดใ้น
กลุ่มประชากรผู้สูงอายุทัว่ไป (Beach et al., 2007) จงึมคีวามเป็นไปได้ว่า กระบวนการ aging 
ปกตทิัว่ไปก็เป็นปจัจยัส่วนหน่ึงในการส่งเสรมิให้เกดิโรคความเสื่อมทางระบบประสาทซึ่งรวมถึง
โรค Parkinson ดว้ย และโดยทัว่ไปแล้วเซลลป์ระสาท dopaminergic neurons ทีไ่ดร้บัอนัตราย
หรอือยู่ในภาวะ stress กก็ระตุ้น microglia ใหห้ลัง่สารจ าพวก neurotoxic factors ออกมาอยู่แลว้ 
จงึเป็นวงจร vicious cycle ดงัแสดงในรูปที่ 2 ที่ท าให้เกิดภาวะเสื่อมของระบบประสาท 
(neurodegenerative) เพิม่มากขึน้ (Block and Hong, 2007) ส่วนสารทีเ่กดิขึน้จาก dopaminergic 
neurons ทีใ่กลจ้ะตายและมผีลไปกระตุ้น microglia ไดแ้ก่ พวก alpha synuclein, ATP, MMP-3 
และ neuromelanin (Long-Smith et al., 2009) นอกจากนี้ยงัพบว่าม ีmicrogliosis ไปทีบ่รเิวณอื่น



ของสมองนอกเหนือจากทีพ่บในบรเิวณ substantia nigra  จงึเป็นสมมตฐิานการเกดิพยาธสิภาพที่
เป็น non-motor system ทีพ่บไดใ้นโรค Parkinson อกีดว้ย   

จากการศกึษาเกี่ยวกบั neuroinflammation ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัโรค Parkinson  น ามาสู่การใช้
ยาจ าพวก anti-inflammatory ในผูป้่วย  โดยยาจ าพวก steroids ไม่สามารถใชต่้อเนื่องได้ เพราะมี
ผลขา้งเคยีงมากและส่วนใหญ่เป็นผลทีรุ่นแรงต่อร่างกาย เช่น แผลในกระเพาะอาหาร กระดูกพรุน 
หรอืกดการท างานของระบบการควบคุมการหลัง่ฮอร์โมน ส่วนจ าพวก non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) พบว่าช่วยลดการตายของ dopaminergic neurons ได้ใน
สตัวท์ดลอง และยงัพบว่า NSAIDs บางชนิด เช่น ibuprofen ช่วยลดความเสีย่งต่อการเกดิโรคไดด้ี
ในเพศหญงิ (Chen et al., 2005; Esposito et al., 2007) ซึง่เป็นผลทีย่นืยนัว่าสารจ าพวก anti-
inflammation มผีล neuroprotection ในผู้ป่วย Parkinson อย่างไรก็ตามการใช้ยาเหล่านี้ก็มี
ขอ้จ ากดั และก็ยงัไม่เป็นทีแ่น่ชดัว่าควรใช้ในจ านวนเท่าใด เป็นระยะเวลานานเท่าใดจงึจะใหผ้ลด ี
ยาบางชนิดก็ยงัไม่ปลอดภยั เช่น celecoxib ซึง่เป็นยาต้านอกัเสบในกลุ่ม COX-2 inhibitors ที่
พบว่าเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดโรคกล้ามเนื้อหวัใจขาดเลือดและโรคของหลอดเลือดสมองได ้
(Solomon et al., 2005) ดงันัน้จงึน่าจะเป็นทางเลอืกที่ดกีว่า หากเลอืกที่จะใช้สมุนไพรที่มี
คุณประโยชน์หลายประการและไม่มโีทษต่อร่างกาย อย่างเช่น ขมิ้นชนั รวมทัง้สารที่ได้มาจาก
สมุนไพร เช่น สาร curcuminoids จากขมิน้ชนั ในการน ามาศกึษาถงึฤทธิ ์anti-inflammation และ 
neuroprotection ในโรค Parkinson เพื่อพฒันาน ามาใช้ประโยชน์ได้อย่างมมีาตรฐานและมี
ผลงานวจิยัรองรบั 
 
ขม้ินชนั (Curcuma longa L. หรือ turmeric) 

ขมิน้ชนั (Curcuma longa L.) เป็นพชืตะกูลขงิ (Zingiberaceae)  ส่วนเหงา้น ามาตากแหง้
และบดใชเ้ป็นเครือ่งเทศ แต่งกลิน่ รส และสใีนอาหาร นอกจากนี้ยงัใชเ้ป็นยารกัษาโรคประจ าบา้น
กนัอย่างแพร่หลายมาเป็นระยะเวลายาวนานแล้ว เช่น ช่วยลดกรด ขบัลม แก้ปวดท้อง นอกจาก
เป็นยาแลว้ ยงัใชเ้ป็นสยีอ้มและเครื่องส าอางได้อกีด้วย สารส าคญัจะอยู่ในเหงา้ของขมิน้ ประกอบ
ไปด้วยสาร curcumin หรือ diferuloylmethane ประมาณ 77% ที่เหลือ 20-25% เป็น 
demethoxycurcumin และ bisdemethoxycurcumin (Jayaprakasha et al., 2002) 

Curcumin เป็นส่วนประกอบที่ส าคญัที่สุดที่ท าให้ขมิ้นชนัมฤีทธิท์างเภสชัวทิยา ซึ่งมี
ผลการวจิยัมากมาย ทีเ่กี่ยวขอ้งกบั neuroprotective effects ตวัอย่างเช่น curcumin ยบัยัง้การ
เกดิ preformed ของ beta amyloid ใน in vitro study และยบัยัง้ไม่ใหม้กีารสะสม amyloid plaque 
เพิม่มากขึน้ใน in vivo study ซึ่ง amyloid plaque เป็นพยาธสิภาพที่พบในโรค Alzheimer’s 
disease (AD) โดยทีผ่ลของ curcumin ต่อ amyloid plaque นี้มคีุณประโยชน์โดดเด่นทีแ่ตกต่าง
จาก antioxidant หรอืการรกัษาอื่น ๆ ทีไ่ม่สามารถลดการสะสม amyloid  plaque ได ้ในการ
ทดลองเปรยีบเทยีบในหนูที่เริม่ให้การรกัษาในระดบัการด าเนินของโรคระยะท้าย ๆ เหมอืนกนั 
(Cole et al., 2007)  



Curcumin เป็นสารที่มคีุณสมบตั ิไม่ละลายน ้า แต่ละลายใน ethanol, alkalis, ketone, 
acetic acid และ chloroform อย่างไรกต็ามสารละลาย curcumin จะไม่เสถยีร โดยจะคงตวัใน cell 
culture medium ทีม่ ี10% fetal calf serum และในเลอืดซึง่พบว่าหลงัจากทีผ่่านการ incubate 
เป็นเวลา 8 ชัว่โมง จะยงัคงเหลอื curcumin อยู่ประมาณ 50% (Wang et al., 1997) ดงันัน้จงึมี
การปรบัโครงสร้างสงัเคราะห์แอนาลอกของ cucurminoid ขึน้มาใช้ เพื่อลดข้อจ ากดัและท าให้
สามารถศกึษาผลของ curcumin ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ ซึ่ง Harish G (2010) ได้รายงานว่า 
curcumin ทีเ่ปลี่ยนโครงสรา้ง ได้แก่ curcumin D1 (di-piperoyl), D2 (di-valinoyl) และ D3 
(diglutamoyl) มคีวามสามารถในการละลาย การดูดซมึ และมคีวามเสถียรมากขึ้น รวมทัง้มี
คุณสมบตัชิ่วยลด oxidative stress ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงได้ด้วยเช่นเดยีวกบั curcumin 
(Harish et al., 2010)  

สาร cucurminoid analogs ที่น ามาศกึษาในโครงการนี้จะเป็นผลมาจากการคดิค้นวจิยั 
ปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งให้เหมาะสมกบัการทดลอง โดยนักวจิยักลุ่มของศาสตราจารย ์ดร.อภชิาต 
สุขส าราญ ภาควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัรามค าแหง ไดป้รบัเปลี่ยนโครงสรา้งของ
สาร curcuminoids ไปเป็นแอนาลอกต่าง ๆ (Changtam et al., 2010a; Changtam et al., 2010b)  
ซึง่แอนาลอกบางชนิดเป็นสารประกอบ metabolite ของ curcuminoids ซึง่ไดม้รีายงานมาแลว้ว่า 
curcumin ถูก metabolized ไปเป็น tetrahydrocurcumin และ hexahydrocurcumin ในทางเดนิ
อาหารส่วนล าไสแ้ละตบั และ metabolism ในล าไสข้องคนจะเกดิมากกว่าในล าไสห้นูขาว (Ireson 
et al., 2002) ซึง่แอนาลอกของ curcuminoid จะมฤีทธิต์้านการอกัเสบ (Anti-inflammatory) และ
ต้านสารอนุมลูอสิระ (Anti-oxidant) ทีด่กีว่า curcumin จงึเป็นสิง่ทีน่่าสนใจเป็นอย่างยิง่ที่จะน าแอ
นาลอก เหล่านี้ไปใชใ้นการศกึษาวจิยัน้ี  
 
ฤทธ์ิ anti-inflammation ของ curcumin และ neuroprotection 

Curcumin เป็นสมุนไพรในครวัเรอืนและพบว่ามสีรรพคุณทางยา ซึ่งถูกน ามาใช้รกัษา
อาการต่าง ๆ มาช้านานแล้ว โดย Bengmark (2006) ได้รายงานผลการทบทวนวรรณกรรมที่
ตพีมิพจ์ากฐานขอ้มลู Pubmed ทีเ่กี่ยวขอ้งกบั curcumin พบว่ามรีายงานถงึคุณสมบตัดิา้นต่าง ๆ 
เป็นจ านวนมาก และไมพ่บว่า curcumin มสีารทีเ่ป็นพษิต่อรา่งกาย ในฤทธิท์ีต่่อต้านการอกัเสบนัน้ 
พบว่า curcumin ออกฤทธิโ์ดยการยบัยัง้ enzymes ที่เกี่ยวข้องกบัขบวนการอกัเสบ ได้แก่ 
cyclooxygenase-2 (COX-2), lipoxygenase (LOX) และ inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
และ NF-kB เป็นตน้ (Bengmark, 2006) 

จากการศึกษาของ Wang T และคณะ (2005) พบว่า ในการกระตุ้นเซลล์ประสาท 
dopaminergic neurons ดว้ย MPP+ เพื่อใหม้กีระบวนการอกัเสบและมกีารหลัง่ prostaglandin E2 
(PGE2) และ COX-2 ออกมานัน้จ าเป็นต้องอาศยัการเพาะเลีย้งร่วมกบั microglia ซึง่เมื่อใหส้าร 
COX-2 inhibitor เขา้ไปกท็ าใหป้รมิาณของ PGE2 ลดลงได ้ซึ่งแสดงถงึผลของสารทีม่คีุณสมบตั ิ
COX-2 inhibitor จะสามารถลดขบวนการอกัเสบได ้ (Wang et al., 2005) นอกจากนี้ Wang MS 
ยงัรายงานว่า curcumin สามารถช่วยลดการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งจากความเป็นพษิของ 



alpha-synuclein ไดด้ว้ย ซึง่ alpha synuclein น้ีเป็นโปรตนีทีพ่บสะสมในเซลลป์ระสาทของผูป้่วย 
Parkinson (Wang et al., 2010) 

จากการศกึษาของ Yang และคณะ (2008) พบว่า curcumin สามารถช่วยปกป้องเซลล์
ประสาท primary dopaminergic neurons culture จาก pro-inflammatory factors เมื่อกระตุ้น 
microglia cells ดว้ย inflammagen lipopolysaccharide (LPS) โดยพบว่า curcumin ท าใหป้รมิาณ 
nitric oxide (NO), PGE2 และการแสดงออกของยนี pro-inflammatory เช่น TNF-a, iNOS, COX-
2, Il-1b ลดลง นอกจากนี้ยงัพบว่า curcumin ช่วยท าให้ transcription factors NF-kB และ 
activator protein 1 (AP-1) ลดลง ซึง่ NF-kB และ AP-1 นี้จะไวต่อภาวะ oxidative stress และส่ง
สญัญาณไปกระตุ้นการสร้าง pro-inflammatory factors ของ microglias ซึ่งท าให้เกิด 
neurotoxicity ตามมาได ้(Yang et al., 2008) 
 
ฤทธ์ิ anti-apoptosis ของ curcumin และ neuroprotection  

Chan และคณะ (2003) พบว่า curcumin สามารถช่วยลดการเกดิ reactive oxygen 
species (ROS) จากแสง ultraviolet ใน in vitro ได ้ซึง่แสง ultraviolet นี้จะไปกระตุ้น c-Jun N-
terminal kinase (JNK), mitochondrial membrane potenitial (MMP) เพิม่ขึน้ พรอ้มทัง้มกีารหลัง่ 
cytochrome C ออกมา กระตุ้น caspases และท าใหเ้ซลลเ์กดิ apoptosis ในทีสุ่ด  ส่วน Chen 
และคณะ (Chan et al., 2003) พบว่า curcumin สามารถป้องกนั PC12 cells จาก MPP+ ได ้โดย
พบว่าม ีoverexpression ของ Bcl-2 ซึ่งเป็น anti-apoptotic protein และลดการสูญเสีย 
mitochondrial membrane potential (MMP)  โดยระดบัของ ROS และ inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) ทีเ่พิม่ขึน้หลงัจากไดร้บั MPP+ จงึมคีวามเป็นไปไดว้่ากลไกการปกป้องเซลลจ์าก 
ROS และ iNOS ของ curcumin นัน้ด าเนินการผ่านทาง Bcl-2  และ mitochondria  (Chen et al., 
2006)  



วตัถปุระสงค ์ 

1. ทราบกระบวนการตายและกระบวนการอกัเสบของเซลล์ neurons และ glia cells 

เพาะเลีย้ง เมือ่ถูกเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายในแบบจ าลองของโรค Parkinson 

2. ทราบประสทิธผิลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อกระบวนการตาย

และอกัเสบของ เซลล ์neurons และ glia cells เพาะเลีย้ง  
 
ขอบเขตของการวิจยั  

โครงการวจิยันี้เป็น in vitro study โดยจะท าการศกึษาในเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งซึง่เป็น 
cell line 2 ชนิด คอื  human neuroblastoma SK-N-SH และ human glioblastoma cell line 
T98G จาก American Type Culture Collection (ATCC) ซึง่ไดม้กีารทดสอบแลว้ว่า glioblastoma 
multiforme สามารถแสดงคุณสมบตัขิอง activated microglia และสรา้ง pro-inflammatory factors 
ได้เมื่อถูกกระตุ้น ในการศึกษาครัง้นี้จะน าเซลล์ทัง้สองชนิดมาทดลองเพาะเลี้ยงสองรูปแบบคอื 
เลีย้งแยกภาชนะกนั (mono-culture) แลว้เกบ็ media จากจานเพาะเลีย้ง glial cells ไปผสมในจาน
เพาะเลีย้งเซลลป์ระสาท การเลี้ยงร่วมกนั (co-culture) ซึง่การเลี้ยงเปรยีบเทยีบผลกนัจะช่วยลด
ปญัหาตวัแปรแทรกซอ้นอนัอาจเกดิจากความไม่สมบูรณ์ของสภาวะแวดลอ้ม สดัส่วนจ านวนเซลล ์
ที่จะส่งผลให้เซลล์สองชนิดมชีวีติอยู่และมปีฏสิมัพนัธ์กนัในการเพาะเลี้ยงและท าการทดลองแต่
เพยีงรปูแบบเดยีว นอกจากนี้ยงัเป็นการเลยีนแบบการอยู่รว่มกนัของเนื้อเยือ่ประสาท 

โครงการวจิยัน้ีจะเหนี่ยวน าการตาย/อกัเสบของเซลลโ์ดยใช ้neurotoxin MPP+ ซึง่เป็นการ
จ าลองรูปแบบการตายของโรคพาร์คินสัน แล้วศึกษาการตายของเซลล์รวมทัง้การหลัง่ pro-
inflammatory factors ที่เกี่ยวขอ้งกบัการอกัเสบของเซลลท์ัง้สอง เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมที่
ไม่ไดร้บัสาร MPP+ นอกจากนี้ยงัใช ้lipopolysacharide (LPS) เป็น positive control ในการศกึษา
กระบวนการอกัเสบ เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่ดร้บั MPP+ และกลุ่มควบคุมอกีดว้ย 

ในส่วนของการศกึษาผล anti-inflammation ของ curcuminoid analogs ในแต่ละการ
ทดลองกจ็ะใส่ curcuminoid analog แต่ละโครงสรา้งทีต่้องการทดสอบลงไปในเซลลเ์พาะเลีย้ง 2 
ชัว่โมง ก่อนการเตมิสาร MPP+ หรอื LPS ลงไป ก่อนน าไปศกึษาตดิตามผลการเปลี่ยนแปลง
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่มไ่ดร้บั curcuminoid analog และกลุ่มควบคุม 

ในเบื้องต้นจะมกีารทดสอบสาร curcuminoid analogs ก่อนซึง่ curcuminoid analogs 
เหล่านี้  ศาสตราจารย์ ดร.อภิชาต สุขส าราญ และคณะ ได้ปรับเปลี่ยนโครงสร้างมาจาก 
curcuminoids คาดว่าจะใช้จ านวนทัง้สิ้นไม่น้อยกว่า 20 แอนาลอก (Suksamrarn et al., 
unpublished result.) โดยจะเป็น reduced analogues เช่น tetrahydro และ hexahydro 
analogues ของ curcuminoids ทัง้ 3 ชนิด demethylated  analogues และ แอนาลอกทีม่กีาร
ปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งและหมู่ฟงัก์ชนัที่ heptyl chain และทดสอบแล้วว่ามฤีทธิต์้านการอกัเสบ 
(anti-inflammatory) และต้านสารอนุมลูอสิระ (anti-oxidant) ทีด่กีว่า curcumin โดยโครงการนี้จะ
ทดสอบสารไม่น้อยกว่า 20 ชนิด แลว้คดัเลอืกสารชนิดที่มฤีทธิช่์วยลดการตายของเซลลป์ระสาท



จากการเหนี่ยวน าดว้ย MPP+ ไดด้ทีีสุ่ด ทีค่วามเขม้ขน้ทีต่ ่าทีสุ่ด น ามาทดสอบประสทิธภิาพการลด
การตายโดยการลดการท าลายเซลล์ประสาทด้วยกระบวนการอักเสบดัง กล่าวข้างต้น ซึ่ง
ประสทิธผิลดา้นการต้านทานกระบวนการอกัเสบ จะประเมนิจากระดบั nitric oxide  ทีล่ดลง การ
แสดงออกของยนีและปรมิาณโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบทีล่ดลงเมื่อเทยีบกบักลุ่มที่
ไมไ่ดร้บั curcuminoid analogs อย่างมนีัยส าคญั (p<0.05) เมื่อเซลลถ์ูกเหนี่ยวน าดว้ย MPP+ และ 
LPS  

โครงการวจิยัน้ีเป็นการศกึษาผลในดา้น anti-inflammatory ของ curcuminoid analogs ต่อ
การตา้นการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง ทีไ่ดร้บัสารเหนี่ยวน าใหเ้ซลลเ์กดิการ
ตายในรปูแบบจ าลองโรค Parkinson โดยภาวะ brain inflammation พบว่าเป็นสาเหตุหนึ่งของการ
ตายของเซลล์ประสาท dopaminergic neurons ในผู้ป่วยที่เป็นโรค Parkinson และโดยที ่
curcuminoid analogs บางกลุ่มมฤีทธิ ์anti-inflammation ที่ดกีว่าและมคีวามเสถียรกว่าสาร 
curcumin ต้นแบบ จงึน่าจะช่วยลดปฏกิริยิาการอกัเสบและลดการตายของเซลล์ประสาทได้ ดงั
แสดงในภาพขา้งล่างนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นอกจากนี้โครงการวจิยันี้ยงัศกึษาผลในดา้น neuroprotection ของ curcuminoid analogs 
ซึง่เป็นทีท่ราบดวี่ามคีุณสมบตั ิanti-oxidative stress ทีด่ ีต่อการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง
ในหลอดทดลอง ที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตาย ด้วย MPP+ เปรยีบเทียบกบัสารที่
กระตุ้นใหเ้กดิภาวะ oxidative stress คอื hydrogen peroxide (H2O2)  โดยมวีถิกีารตายผ่าน 
mitochondria เป็นหลกั โดยมแีนวคดิทีว่่า oxidative stress และ mitochondrial dysfunction เป็น
สาเหตุการตายของเซลล์ประสาทในผู้ป่วยที่เป็นโรค Parkinson หาก curcuminoid analogs 
สามารถป้องกนัการเสยีหน้าทีข่อง mitochondria ได ้กจ็ะช่วยป้องกนั ฟ้ืนฟู ลด หรอื ชะลอ การ
ตายของเซลลป์ระสาทอนัท าใหเ้กดิเป็นโรคตามมาได ้

โครงการวิจัยนี้จะจัดท าขึ้นในห้องปฏิบัติการของภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะ
วทิยาศาสตรก์ารแพทย ์มหาวทิยาลยันเรศวร โดยความร่วมมอืช่วยเหลอืในดา้นการสงัเคราะหส์าร
ทดสอบ curcuminoid analogs จากห้องปฏบิตักิารของ ศ.ดร.อภชิาต  สุขส าราญ  ภาควชิาเคม ี 
คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัรามค าแหง  



วิธีการศึกษาวิจยั 

โครงการวจิยันี้เป็น in vitro study โดยจะท าการศกึษาในเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งซึง่เป็น 
cell line 2 ชนิด คอื  human neuroblastoma SK-N-SH และ human glioblastoma cell line 
T98G จาก American Type Culture Collection (ATCC; VA, USA) ซึง่ไดม้กีารทดสอบแลว้ว่า 
glioblastoma multiforme สามารถแสดงคุณสมบตัขิอง activated microglia และสรา้ง pro-
inflammatory factors ได้เมื่อถูกกระตุ้น ในการศกึษาครัง้นี้จะน าเซลล์ทัง้สองชนิดมาทดลอง
เพาะเลี้ยงสองรูปแบบคอื เลี้ยงแยกภาชนะกนั (mono-culture) และการเลี้ยงเซลล์ทัง้สองชนิด
รว่มกนั (co-culture) ในภาชนะเพาะเลีย้งเดยีวกนั  

ในเบื้องต้นจะมกีารทดสอบสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs ก่อนซึ่ง 
curcuminoid analogs เหล่านี้ ศาสตราจารย ์ดร.อภชิาต ิสุขส าราญ และคณะ ได้ปรบัเปลี่ยน
โครงสรา้งมาจาก curcuminoids จ านวนทัง้สิน้ 20 analogs (Suksamran et al., unpublished 
result.) โดยโครงการนี้จะทดสอบสารทัง้ 20 ชนิด แลว้คดัเลอืกสารชนิดที่มฤีทธิช่์วยลดการตาย
ของเซลล์ประสาทจากการเหนี่ยวน าด้วย neurotoxin MPP+ และสารเหนี่ยวน า oxidative stress 
hydrogen peroxide (H2O2)  ไดด้ทีีสุ่ด ทีค่วามเขม้ขน้ทีต่ ่าทีสุ่ด น ามาทดสอบประสทิธภิาพการลด
การตายโดยการลดการท าลายเซลล์ประสาทด้วยกระบวนการอักเสบ โดยจะทดลองชักน า
กระบวนการอกัเสบดว้ย Lipopolysaccharide (LPS) เปรยีบเทยีบดว้ย ซึง่ประสทิธผิลดา้นการ
ต้านทานกระบวนการอกัเสบ จะประเมนิจากระดบั nitric oxide (NO)  ทีล่ดลง ดว้ยการหาปรมิาณ 
nitrite (NO2-)  การแสดงออกของปรมิาณโปรตนี COX-2 ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการอกัเสบที่น่าจะ
ลดลงเมื่อเทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่ไดร้บั curcuminoid analogs นอกจากนี้ยงัทดสอบปรมิาณโปรตนีที่
เกี่ยวขอ้งกบัการตายแบบ apoptosis ได้แก pro-apoptotic protein Bax และ anti-apoptotic 
protein Bcl2 ดว้ย 

ในส่วนของการศกึษาผล anti-apoptotic effect ของ curcuminoid และ curcuminoid 
analogs ในแต่ละการทดลองกจ็ะใส่สาร curcuminoid analog แต่ละโครงสรา้งทีต่้องการทดสอบลง
ไปในเซลลเ์พาะเลีย้ง 2 ชัว่โมง ก่อนการเตมิสาร MPP+ หรอื H2O2 ลงไป ก่อนน าไปศกึษาตดิตาม
ผลการเปลีย่นแปลงเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่มไ่ดร้บั curcuminoid analog และกลุ่มควบคุม 

ในส่วนของการศกึษาผล anti-inflammation ของ curcuminoid และ curcuminoid analogs 
ในแต่ละการทดลองกจ็ะใส่ curcuminoid analog แต่ละโครงสรา้งทีต่้องการทดสอบลงไปในเซลล์
เพาะเลี้ยง 2 ชัว่โมง ก่อนการเตมิสาร MPP+ หรอื LPS ลงไป แล้วน าไปศกึษาตดิตามผลการ
เปลีย่นแปลงเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่ไดร้บั curcuminoid analog และกลุ่มควบคุม โดยการศกึษา
ผลของกระบวนการอกัเสบต่อการตายของเซลลน์ี้ จะทดสอบในรูปแบบ mono-culture โดยเลีย้ง
แยกกนัแลว้ใส่สารกระตุ้นกระบวนการอกัเสบ LPS ลงในจานเพาะเลีย้ง glia cells แลว้เกบ็ media 
จากจานเพาะเลีย้ง glial cells ไปผสมในจานเพาะเลีย้งเซลลป์ระสาท และการเลีย้งแบบ co-culture 
คือเลี้ยงร่วมกัน และทดสอบเซลล์ทัง้สองชนิดในสิ่งแวดล้อมเดียวกัน เป็นการเลียนแบบการ
ด ารงชวีติของเซลลใ์นเนื้อเยือ่ประสาททีเ่ซลลต่์าง ๆ อาศยัอยูร่ว่มกนั 

 



การด าเนินการวิจยัประกอบด้วยขัน้ตอนต่าง ๆ ดงัน้ี 

1. การเตรยีมสารละลายของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs 
2. การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้งเซลล ์(mono-culture) 

2.1 การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้งเซลลแ์บบ mono-culture 
2.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเลีย้งเซลล ์neurons รว่มกบั glial cells (co-culture) 

3. การทดสอบปรมิาณความเขม้ขน้ทีเ่ป็นพษิของสารทีใ่ชใ้นการทดลองต่อเซลลเ์พาะเลีย้ง  

4. แบบแผนการทดลองเหนี่ยวน าการตาย/อกัเสบ ดว้ย LPS, MPP+ และ H2O2 และการให้
สาร curcuminoid analogs 

5. การศกึษาผลของการต้านการตาย/การอกัเสบ ของสาร curcuminoid analogs ทีม่ผีลต่อ 
เซลลเ์พาะเลีย้ง หลงัจากการเหนี่ยวน าดว้ย LPS, MPP+ และ H2O2  
5.1 ตรวจสอบ cell viability ดว้ยวธิ ีMTT assay  
5.2 ศกึษา morphological changes 
5.3 ตรวจสอบปรมิาณ nitric oxide  
5.4 ตรวจสอบ protein expression ที่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการตายและการอกัเสบของ

เซลลเ์พาะเลีย้ง 
6. การวเิคราะหข์อ้มลู 

วิธีทดลอง 
1. การเตรียมสารละลายของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs 
 สาร curcuminoids และ curcuminoid analogs ทีไ่ดร้บัมาจะอยู่ในรปูผงละเอยีด ดงันัน้จงึ
ต้องมกีารเตรยีมสารละลายของสารสกดั curcuminoids และ curcuminoid analogs ด้วยตวัท า
ละลาย ultrapure dimethylsulfoxide (DMSO; Amresco®, OH, USA) หลงัจากนัน้ท าการเจอืจาง
ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ต้องการตามแบบแผนการทดลองด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ Modified 
Essential Medium (MEM, Gibco®, NY, USA) ทีไ่ม่มสี่วนผสมของ fetal bovine serum ส่วน
สารละลายความเขม้ขน้สงูทีเ่ป็น stock solutions จะถูกน าไปจดัเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-80C 

2. การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลล ์ 
2.1 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลล ์แบบ mono-culture  

น า cell line ของระบบประสาทชนิด human neuroblastoma (SK-N-SH) และ human 
glioblastoma (T98G) ทีไ่ดม้าจาก American Type Culture Collection (ATCC, VA, USA) มา
ทดลองเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล ์Modified Essential Medium (MEM, Gibco®, NY, USA) ที่
มสี่วนผสมของ 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS; Gibco®, NY, USA), 1% 
Penicillin streptomycin (Pen strep; Gibco®, NY, USA) ในตู้บ่มเลีย้งเซลล ์ทีอุ่ณหภูม ิ37C 
และ 5%CO2 ซึง่ปรบัสภาพจนไดส้ภาวะทีเ่หมาะสมโดยเซลลส์ามารถเจรญิเตบิโตไดด้ ี 



2.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงเซลล์ neurons ร่วมกบั glial cells (co-
culture) 
น าเซลล ์SK-N-SH จ านวน 5x104 cells/ml มาผสมร่วมกบั glial cells 1.25x105 cells/ml 

แลว้เพาะเลีย้งบน 96 well plate (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) จ านวน 100ul/well 
น าไปใส่ตู้บ่มเลีย้งเซลล ์ทีอุ่ณหภูม ิ37C และ 5%CO2 นาน 24 ชัว่โมงเพื่อใหเ้ซลลล์งเกาะ plate 
ก่อนน าไปท าการทดลอง 

3. การทดสอบปริมาณความเข้มข้นท่ีเป็นพิษของสารท่ีใช้ในการทดลองต่อเซลล์
เพาะเล้ียง  

ทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay โดยน าเซลลม์าเพาะเลีย้งใน 96 well plate ดว้ยความ
หนาแน่น 1x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึเตมิสารละลายทีต่้องการทดสอบ
ไดแ้ก่ Lipopolysaccharide (LPS; Sigma-Aldrich, MO, USA), hydrogen peroxide (H2O2; 
Sigma-Aldrich, MO, USA), MPP+ (Sigma-Aldrich, MO, USA) และ curcuminoid analogs ที่
ความเขม้ขน้ต่างกนับ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนเปลีย่นอาหารเพาะเลีย้งทีม่สี่วนผสมของ  MTT 
(3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Amresco®, OH, USA) ทีค่วาม
เขม้ขน้ 0.5 mg/ml ทิง้ไวใ้นตู้เพาะเลีย้งอกี 1.30-2 ชัว่โมง น ามาดูดอาหารเพาะเลีย้งออก แลว้เตมิ
สาร dimethyl sulfoxide (DMSO; Bio Basic Inc., ON, Canada) หลุมละ 100ul เพื่อละลาย 
formazan crystal แลว้น าไปวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 540nm ดว้ย microplate reader 
เปรยีบเทยีบเปอรเ์ซนต์ของ MTT reduction กบั control cells โดยใหก้ารดูดกลนืของ control 
cells เป็น 100% การศกึษาครัง้นี้ท าการทดลองแต่ละครัง้จะท า 3 wells และท าการทดลองซ ้าอกี 3 
ครัง้ เพื่อหาค่าเฉลีย่ของแต่ละครัง้ไปวเิคราะหผ์ล 

 

 

รปูท่ี 3 แสดงหลกัการของ MTT assay โดยสาร MTT ซึ่งมสีเีหลอืง จะท าฏกิริยิากบัเอนไซม ์
mitochondrial reductase ทีไ่ด้จากเซลลท์ี่มชีวีติปล่อยออกมา แล้วท าให้สาร MTT เปลีย่นเป็น 
formazan ซึ่งเป็นผลกึสมี่วง เมื่อละลายในตวัท าละลายแล้วจะสามารถน าไปวดัปรมิาณได้ด้วย 
spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 500-600nm 

ทีม่า http://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay 
 



4. แบบแผนการทดลองเหน่ียวน าการตาย/อกัเสบ และการให้สาร curcuminoid analogs 
ในแต่ละการทดลอง เซลล์เพาะเลี้ยงได้ก าหนดการเพาะเลี้ยงไว้ 2 รูปแบบคือ mono-

culture และ co-culture จะถูก treat ดว้ยสารทดลองแต่ละสาร ไดแ้ก่ MPP+, LPS, H2O2, และ 
curcuminoid analogs ในความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในส่วนของการศกึษาผลของการใหส้ารเหนี่ยวน า
ร่วมกบั curcuminoids นัน้จะใหส้าร curcuminoids ก่อนเป็นเวลา 2 ชัว่โมงและตามดว้ยการเตมิ
สารเหนี่ยวน าการตาย/การอกัเสบทีต่้องการศกึษา ไดแ้ก่ MPP+, LPS, H2O2 ลงไป เพาะเลีย้งต่อ
อกี 24 ชัว่โมง ก่อนน าไปศกึษาตดิตามผลต่อไป โดยเปรยีบเทยีบการศกึษากบักลุ่ม control  

ในส่วนของการศกึษาผลการต้านการตายแบบ apoptosis ของ curcuminoid analogs ใน
แต่ละการทดลองก็จะใส่ curcuminoid analog แต่ละโครงสรา้งที่ต้องการทดสอบลงไปในเซลล์
เพาะเลี้ยง 2 ชัว่โมง ก่อนการเตมิสาร MPP+ หรอื H2O2 ลงไป แลว้น าไปศกึษาตดิตามผลการ
เปลีย่นแปลงเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่มไ่ดร้บั curcuminoid analog และกลุ่มควบคุม 

ในส่วนของการศกึษาผล anti-inflammation ของ curcuminoid analogs ในแต่ละการ
ทดลองกจ็ะใส่ curcuminoid analog แต่ละโครงสรา้งทีต่้องการทดสอบลงไปในเซลลเ์พาะเลีย้ง 2 
ชัว่โมง ก่อนการเตมิสาร MPP+ หรอื LPS ลงไป แล้วน าไปศึกษาตดิตามผลการเปลี่ยนแปลง
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่ไดร้บั curcuminoid analog และกลุ่มควบคุม โดยการเพาะเซลลส์องชนิด
เพื่อทดสอบกระบวนการอกัเสบต่อการตายของเซลล์นัน้จะทดลองเลี้ยงสองรูปแบบ แบบ mono-
culture จะเลีย้งแยกกนัแลว้ใส่สารกระตุ้นกระบวนการอกัเสบ LPS ลงในจานเพาะเลีย้ง glia cells 
แลว้เกบ็ media จากจานเพาะเลีย้ง glial cells ไปผสมในจานเพาะเลีย้งเซลลป์ระสาท และการเลีย้ง
แบบ co-culture คอืเลี้ยงร่วมกนั และทดสอบเซลล์ทัง้สองชนิดในสิง่แวดล้อมเดยีวกนั เป็นการ
เลยีนแบบการด ารงชวีติของเซลลใ์นเนื้อเยือ่ประสาททีเ่ซลลต่์าง ๆ อาศยัอยูร่ว่มกนั 

5. การศึกษาผลของการต้านการตาย/การอกัเสบ ของสาร curcuminoid analogs ท่ีมีผล
ต่อ neurons และ glial cells หลงัจากการเหน่ียวน าด้วย LPS, MPP+ และ H2O2  
5.1 ตรวจสอบ cell viability ด้วยวิธี MTT assay  

ทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay โดยน าเซลลม์าเพาะเลีย้งใน 96 well plate ดว้ยความ
หนาแน่น 1x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึเตมิสารละลายทีต่้องการทดสอบ
ไดแ้ก่ LPS, H2O2, MPP+ และ curcuminoid analogs ตามแบบแผนทีต่้องการทดสอบ ทีค่วาม
เขม้ขน้ต่างกนับ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนเปลีย่นอาหารเพาะเลีย้งทีม่สี่วนผสมของ  MTT (3-
(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 mg/ml ทิง้ไวใ้น
ตูเ้พาะเลีย้งอกี 2 ชัว่โมง น ามาดูดอาหารเพาะเลีย้งออก แลว้เตมิสาร dimethyl sulfoxide (DMSO) 
หลุมละ 100ul เพื่อละลาย formazan crystal แลว้น าไปวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 540nm 
ดว้ย microplate reader เปรยีบเทยีบเปอรเ์ซนต์ของ MTT reduction กบั control cells โดยใหก้าร
ดูดกลนืของ control cells เป็น 100% การศกึษาครัง้นี้ท าการทดลองแต่ละครัง้จะท า 3 wells และ
ท าการทดลองซ ้าอกี 3 ครัง้ เพื่อหาค่าเฉลีย่ของแต่ละครัง้ไปวเิคราะหผ์ล 



5.2 ศึกษา morphological changes 
ตรวจสอบบันทึกลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  inverted 

phase contrast microscope (Olympus IX71) และชุดถ่ายภาพ (DP20) โดยถ่ายภาพกลุ่มเซลล์
เพาะเลีย้งในแต่ละการทดลองเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

ตรวจสอบการตายแบบ apoptosis ของเซลลเ์พาะเลีย้งทีถู่กเหนี่ยวน าการตาย/การอกัเสบ
ดว้ยสารทดลองแต่ละสารทีค่วามเขม้ขน้ทีน้่อยทีสุ่ดทีท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของเซลล ์โดยเลีย้ง
ใน cell culture slide (SPL, Gyeonggi-do, Korea) มาลา้งดว้ย phosphate buffer solution (PBS) 
และตรงึสภาพดว้ย 70% ethyl alcohol ก่อนยอ้มนิวเคลยีสดว้ย propidium iodide (PI; (Sigma-
Aldrich, MO, USA) และ Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, MO, USA) จากนัน้น าไปศกึษาดว้ย
กลอ้งจลุทรรศน์ fluorescent (Nikon Eclipse 80i) ถ่ายภาพเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม  

5.3 ตรวจสอบปริมาณ nitric oxide  
น า supernatant ทีไ่ดจ้ากการทดลองมาหาปรมิาณ nitrite (NO2-) ซึง่เกดิจากกระบวนการ

เปลีย่นรปูของ nitric oxide (NO) โดยเซลลเ์พาะเลีย้ง T98G และ SK-N-SH จะถูก treat ดว้ย LPS 
เพื่อทดลองเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการอกัเสบ ในการวดัปรมิาณ nitrite นัน้จะใช้วธิ ีGriess 
assay (รูปที่ 4) โดยใช้ Griess reagent system (Promega, WI, USA) โดยเตมิสาร 
sulfanilamide เป็นเวลา 5-10 นาที แล้วตามด้วย สาร  N-1-napthylethylenediamine 
dihydrochloride (NED) และ น าไปวดัการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 520-550nm ด้วย 
microplate reader เปรยีบเทยีบกบั standard curve ของ nitrite standard ดงัตวัอย่างแสดงในรปู
ที ่5 การศกึษาครัง้นี้ท าการทดลองแต่ละครัง้จะท า 3 wells และท าการทดลองซ ้าอกี 3 ครัง้ เพื่อหา
ค่าเฉลีย่ของแต่ละครัง้ไปท าการวเิคราะหผ์ล 

 
รปูท่ี 4 แสดงหลกัการของ Griess assay โดยสาร sulfanilamide จะท าปฏกิริยิากบั nitrite (NO2-) 
และเปลี่ยนเป็น diazonium salt ซึง่ diazonium salt นี้จะจบักบั N-1-napthylethylenediamine 
dihydrochloride (NED) เป็นสารประกอบ Azo compound และสามารถน าไปวดัปรมิาณไดด้ว้ย 
spectrophotometer 
ทีม่า: Greiss reagent technical bulletin (Promega, WI, USA) 

 



 
รปูท่ี 5 แสดง plate ตวัอยา่ง experimental samples และ nitrite standard curve  
ทีม่า: Greiss reagent technical bulletin (Promega, WI, USA) 

 
5.4 ตรวจสอบ protein expression ท่ีเก่ียวข้องกบัขบวนการ inflammation 

สมมติฐานกลไกการต้านกระบวนการตายและการอักเสบของ curcuminoids และ 
curcuminoid analogs ในโครงการวจิยันี้คอืการชกัน าใหม้กีารสรา้งโปรตนี pro-inflammatory มาก
ขึ้น ดงันัน้โปรตีนที่เกี่ยวข้องที่จะทดสอบในเบื้องต้นเพื่อเป็นการสนับสนุนฤทธิใ์นการต้านการ
อกัเสบ ได้แก่ COX-2 ในส่วนของกระบวนการตายแบบ apoptosis จะทดสอบโปรตีน pro-
apoptotic Bax และ anti-apoptotic Bcl2 ด้วยวธิ ีWestern blots analysis โดยมหีลกัการ
ตรวจสอบปรมิาณโปรตนี ดงัแสดงในรปูที ่6 

ท าการเพาะเลีย้งเซลลใ์น cell culture dish ขนาด 35mm (Corning, NY, USA) น าเซลล์
เพาะเลี้ยงที่ได้รบัสารที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ บ่มเพาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง มาล้างด้วย phosphate 
buffer solution (PBS) และท าการสกดัแยกโปรตนีดว้ย RIPA buffer (25mM Tris HCl pH 7.6, 
150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) และCytosol mitochondria 
protein extraction kit (BioBasic Inc., ON, Canada) โดยเตมิ protease inhibitor ลงไปในโปรตนี
ที่สกดัได้ด้วยเพื่อป้องกนัเป็นการป้องกนัโปรตนีถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม ์protease ที่มอียู่ใน
เซลล์ จากนัน้น ามาหาปรมิาณโปรตีน โดยวิธ ีBradford น าโปรตีนที่ได้มาท าการแยกโดยใช ้ 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE) electrophoresis และยา้ยแผ่นเจลไป
ยงั polyvinylidene fluoride (PDVF) membrane (Merck Millipore, MA, USA) ท าการ blocking 
ดว้ย 5% skimmed milk แลว้จงึบ่มกบั primary antibody ทีต่้องการศกึษา ไดแ้ก่ monoclonal 
antibody Anti-Bax (MAB4601), anti Bcl2 (Cat.No.05-826), Anti-Cyclooxygenase-2 
(MAB3462) และใช้ Anti-Actin (MAB1501) เป็น loading control โดย antibody ทัง้หมดจาก
บรษิทั Merck Millipore, (MA, USA) หลงัจากนัน้จะลา้ง primary antibody และตามดว้ยการบ่มใน 
Horseradish Peroxidase (HRP) conjugated secondary antibody ที่จ าเพาะต่อ primary 
antibody โดยในการทดลองนี้ใช ้goat anti-mouse IgG (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific 
Inc., MA, USA)  หลงัจากลา้ง antibody ออกจะเตมิ Immobilon Western Chemiluminescent 
HRP Substrate (Merck Millipore, MA, USA) และบนัทกึสญัญานบนแผ่นฟิลม ์x-ray จากนัน้



ถ่ายรูปเพื่อน าไปวเิคราะห์ปรมิาณผลของโปรตีนแต่ละกลุ่มโดยใช้โปรแกรม ImageJ analysis 
software version 1.48 (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) 

 

 
รปูท่ี 6 แสดง Detection in Western blots โดย primary antibody จะจบักบั target protein ที่
จ าเพาะกนั แลว้ให ้secondary antibody ทีต่ดิ enzyme ไวด้ว้ย มาจบักบั primary antibody อกีท ี
หลงัจากนัน้ใส่สารทีเ่ป็น substrate กบั enzyme นัน้ เพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิากนั ท าใหเ้กดิสหีรอืเรอืง
แสง ซึง่สามารถเกบ็บนัทกึผลไปวเิคราะหป์รมิาณโปรตนีได้ 
ทีม่า: http://www.leinco.com/general_wb 

6. การวิเคราะหข้์อมลู 
ผลการทดลองเชงิปรมิาณได้จากค่าเฉลีย่ของขอ้มูลที่ไดจ้ากการทดลองหรอืการตรวจวดั

ซ ้าอยา่งน้อย 3 ครัง้ และรายงานค่าเป็น mean±SD การวเิคราะหข์อ้มลูความแตกต่างของค่าเฉลีย่
โดย one-way analysis of variance (ANOVA) และใช ้Duncan test ทดสอบความแตกต่างทาง
สถิต ิโดยก าหนดระดบันัยส าคญัทางสถิติที่ระดบั p<0.05 ขอ้มูลทางสถิติทัง้หมดค านวณโดยใช ้
SPSS v.15 (IBM, NY, USA) 
 
 
 
 
 
 



ผลการทดลอง 

1. การทดลองปรบัสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลล ์ 
น า cell line ของระบบประสาทชนิด human neuroblastoma (SK-N-SH) และ human 

glioblastoma (T98G) ทีไ่ดม้าจาก American Type Culture Collection (ATCC; VA, USA) มา
ทดลองเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล ์Modified Essential Medium ทีม่สี่วนผสมของ 10% heat 
inactivated fetal bovine serum, 1% Penicillin streptomycin ในตู้บ่มเลีย้งเซลล ์ทีอุ่ณหภูม ิ37C 
และ 5%CO2 ซึง่ปรบัสภาพจนไดส้ภาวะทีเ่หมาะสมโดยเซลลส์ามารถเจรญิเตบิโตไดด้ ี 
 ผลการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเลีย้งเซลล ์SK-N-SH ด าเนินการไปไดด้ว้ยด ีลกัษณะ
ของเซลลป์ระกอบดว้ย non neuronal และ neuronal phenotype อยูป่ะปนกนั ดงัแสดงในรปูที ่7 

 
รปูท่ี 7 แสดงลกัษณะ morphological ของ neuronal และ non-neuronal cells ในเซลลเ์พาะเลีย้ง 
SK-N-SH โดยเซลล์ประสาท (ตวัอย่างทีลู่กศรชี้) จะมขีนาดใหญ่ เหน็ nucleus กลมรขีนาดใหญ่ 
cytoplasm มาก ม ีprocesses  แผ่ยื่นออกไป ส่วน non-neuronal จะมขีนาดเลก็ nucleus กลม
หรอืยาวร ี 

2. การทดสอบปริมาณความเข้มข้นท่ีเป็นพิษของสารท่ีใช้ในการทดลองต่อเซลล์
เพาะเล้ียง  
2.1 ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อเซลลเ์พาะเล้ียง 

ผลการหาความเป็นพษิของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs จ านวน 20 
analogs ต่อเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH ดว้ยวธิ ีMTT assay ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนั 
ดงันี้ 2.5, 5, 10, 20, 30 และ 40uM แสดงผลตาม dose dependent โดยความเขม้ขน้ที่สูงขึน้ 20-
30uM จะท าให ้ cell avaibiligy เริม่ลดลงต ่ากว่า 95% จากการตายของเซลลไ์ด้ จากผล MTT 



assay และลกัษณะการเปลีย่นแปลงของเซลลเ์มื่อศกึษาดว้ยกลอ้ง จะเหน็ไดว้่าสารชุดนี้บางแอนา
ลอกม ีlimit toxicity ดงัแสดงผลตามตารางขา้งล่างนี้ และบางแอนาลอกก็ส่งผลต่อจ านวนเซลล ์
รวมทัง้ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงรปูร่าง morphological change ดว้ยดงัแสดงในรูปที ่8 ซึ่งการ
ทดลองนี้ก็จะท าให้เห็นการออกฤทธิข์องสารแต่ละโครงสร้างต่อเซลล์เพาะเลี้ยง และอาจช่วย
แยกแยะกลไกการออกฤทธิข์องสารตามคุณสมบตัขิองโครงสรา้งทางเคมไีด ้ 

ตาราง แสดงผลของ curcuminoids (Analog 1-3) และ curcuminoid analogs (Analog 4-20) ที่
ความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10, 20 และ 40uM ต่อเซลลเ์พาะเลีย้ง SK-N-SH 

Analog 
dose ท่ีเร่ิม
พบ toxicity 

ลกัษณะ 
เซลล ์

Analog 
dose ท่ีเร่ิม
พบ toxicity 

ลกัษณะเซลล ์

1 30uM เริม่ apoptosis 11 30uM เริม่ apoptosis 

2 30uM เริม่ apoptosis 12 30uM เริม่ apoptosis 

3 30uM เริม่ apoptosis 13 30uM เริม่ apoptosis 

4 30uM เริม่ apoptosis 14 30uM เริม่ apoptosis 

5 20uM เริม่ apoptosis 15 5uM apoptosis 

6 20uM เริม่ apoptosis 16 5uM apoptosis 

7 30uM เริม่ apoptosis 17 2.5uM 
จ านวนเซลลล์ดลง + 

apoptosis เมื่อ dose สงู 

8 30uM เริม่ apoptosis 18 2.5uM 
จ านวนเซลลล์ดลง + 

apoptosis เมื่อ dose สงู 

9 30uM เริม่ apoptosis 19 2.5uM 
จ านวนเซลลล์ดลง +  

เปลีย่นรปูร่าง 

10 30uM เริม่ apoptosis 20 2.5uM 
จ านวนเซลลล์ดลง +  

เปลีย่นรปูร่าง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 8 แสดงลกัษณะของเซลล ์ที ่treat ดว้ย Analog ที ่16 (A16) และ 20 (A20) ทีค่วาม
เขม้ขน้ 2.5uM นาน 24 ชัว่โมง ซึ่งพบจ านวนเซลลล์ดลง เกดิ apoptosis และรูปร่างการ
จดัเรยีงตวัของเซลลเ์ปลีย่นไปตามล าดบั 



จากผลการทดสอบความเป็นพษิ (cytotoxicity) ของสาร curcuminoids (สารโครงสรา้งแอ
นาลอกที ่1, 2, 3)  และ curcuminoids analogs (โครงสรา้งแอนาลอกที ่4-20) ต่อการมชีวีติของ
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง SK-N-SH ครัง้นี้  พบว่า สารแต่ละสารของ curcuminoids และ 
curcuminoids analogs ในระดบัความเขม้ขน้ทีแ่ตกต่างกนั มผีลต่อการมชีวีติของเซลลแ์ตกต่างกนั
ออกไป จากผลการทดลองดงักล่าวท าใหเ้ลอืกสารทีไ่ม่มผีลต่อเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งส าหรบัใชใ้น
การศกึษาทดลองขัน้ต่อไป โดยเลอืกความเขม้ขน้ทีเ่ซลลไ์ดร้บัแลว้ไม่ท าใหก้ารมชีวีติของเซลล ์(% 
cell viability) ลดลงต ่าเมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม  

 ในการศกึษาทดลองขัน้ตอนต่อไปจากนี้ผูว้จิยัไดเ้ลอืกความเขม้ขน้ที ่5-10uM เนื่องจากใน
ความเขม้ขน้ของสารทีสู่งขึน้ (30-40 uM) จะเริม่มผีลท าใหก้ารมชีวีติของเซลลล์ดลง ดงันัน้จากผล
การทดลองท าใหเ้หน็ช่วงความปลอดภยัของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อ
เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งในแต่ละสาร และแต่ละความเขม้ขน้ และผูว้จิยัเลอืกที่จะทดสอบสารกลุ่ม
โครงสรา้งที ่1-10 เนื่องจากมโีครงสรา้งทางเคมทีีใ่กลเ้คยีงกนัและใกลเ้คยีงกบักลุ่มสารต้นแบบ 

2.2 ผลการทดสอบหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ MPP+ ท่ีเหน่ียวน าให้เกิด apoptosis ใน
เซลลป์ระสาทเพาะเลี้ยง 

 ทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay โดยน าเซลล์ SK-N-SH มาเพาะเลีย้งใน 96 well plate ดว้ย
ความหนาแน่น 3x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึเตมิสารละลายที่ต้องการ
ทดสอบไดแ้ก่ MPP+ ทีค่วามเขม้ขน้ต่างกนั 1000-5000uM บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนเปลี่ยน
อาหารเพาะเลีย้งทีม่สี่วนผสมของ  MTT ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 mg/ml ทิง้ไวใ้นตู้เพาะเลีย้งอกี 1.30 
ชัว่โมง น ามาดูดอาหารเพาะเลีย้งออก แลว้เตมิสาร DMSO หลุมละ 100ul เพื่อละลาย formazan 
crystal น าไปวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 540nm ดว้ย microplate reader เปรยีบเทยีบ
เปอรเ์ซนตข์อง MTT reduction กบั control cells โดยใหก้ารดดูกลนืของ control cells เป็น 100% 
 ผลการหาปรมิาณความเขม้ขน้ของ MPP+ ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลล ์โดย
วธิ ีMTT assay ซึง่จะไดค้่า IC50=4439uM ต่อจ านวนเซลล ์3x104 /well (รปูที ่9) นอกจากนี้ยงั
ศกึษา  morphological change ดว้ยกลอ้ง phase contrast (รปูที ่10) ซึง่กพ็บลกัษณะของการ
ตายแบบ apoptosis     



 
รปูท่ี 9 แสดง % cell viability ของเซลล์ ที่ treated ด้วย MPP+ ที่ความเขม้ขน้ 0-5000uM 
เปรยีบเทยีบกบั control ผล IC50=4439uM 

 

รปูท่ี 10 แสดงลกัษณะ morphological change ของเซลล ์ที่ treated ดว้ย MPP+ ทีค่วามเขม้ขน้ 
4000uM เปรยีบเทยีบกบั control  
 

2.3 ผลการทดสอบหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ H2O2 ท่ีเหน่ียวน าให้เกิด apoptosis ใน
เซลลป์ระสาทเพาะเลี้ยง 

 ทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay โดยน าเซลล ์SK-N-SH มาเพาะเลีย้งใน 96 well plate ดว้ย
ความหนาแน่น 3x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึเตมิสารละลายที่ต้องการ
ทดสอบไดแ้ก่ H2O2 ทีค่วามเขม้ขน้ต่างกนั 0-100uM บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนเปลีย่นอาหาร
เพาะเลีย้งทีม่สี่วนผสมของ  MTT ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 mg/ml ทิง้ไวใ้นตู้เพาะเลีย้งอกี 1.30 ชัว่โมง 
น ามาดูดอาหารเพาะเลีย้งออก แลว้เตมิสาร DMSO หลุมละ 100ul เพื่อละลาย formazan crystal 
น าไปวดัการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 540nm ดว้ย microplate reader เปรยีบเทยีบเปอรเ์ซนต์
ของ MTT reduction กบั control cells โดยใหก้ารดดูกลนืของ control cells เป็น 100% 
 ผลการหาปรมิาณความเขม้ขน้ของ H2O2 ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลล ์โดย
วธิ ีMTT assay ซึง่จะไดค้่า IC50=72.89uM ต่อจ านวนเซลล ์3x104 /well (รปูที ่11) นอกจากนี้ยงั

IC50=4439uM 



ศกึษา  morphological change ดว้ยกลอ้ง phase contrast (รปูที ่12) ซึง่กพ็บลกัษณะของการ
ตายแบบ apoptosis    

 
รปูท่ี 11 แสดง % cell viability ของเซลล์ ที่ treated ด้วย H2O2 ทีค่วามเขม้ขน้ 0-100uM 
เปรยีบเทยีบกบั control ผล IC50=72.89uM 

 
รปูท่ี 12 แสดงลกัษณะ morphological change ของเซลล ์ที่ treated ดว้ย H2O2 ทีค่วามเขม้ขน้ 
50uM เปรยีบเทยีบกบั control  

 
2.4 ผลการทดสอบหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ LPS ท่ีเหน่ียวน าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
ต่อเซลลเ์พาะเล้ียง ด้วย MTT assay และปริมาณของ nitric oxide ด้วยวิธี Griess assay 

 ทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay โดยน าเซลล์ T98G มาเพาะเลีย้งใน 96 well plate ดว้ย
ความหนาแน่น 3x104 cells/well เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึเตมิสารละลายที่ต้องการ
ทดสอบไดแ้ก่ LPS ทีค่วามเขม้ขน้ต่างกนั 100-100,000uM บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ผลการหา
ปรมิาณความเขม้ขน้ของ LPS ไม่พบการตายหรอืการเปลีย่นแปลงของเซลล์เพาะเลีย้ง หลงัจาก
นัน้ทดลองหาปรมิาณ nitric oxide ด้วยวธิ ีGriess assay กไ็ม่พบว่ามปีรมิาณของ nitric oxide 
เปลีย่นแปลงไปจากกลุ่มควบคุมแต่อยา่งใด 

IC50=72.89uM 



2.5 ผลการทดสอบหาความเป็นพิษของสารตวัท าละลาย DMSO ต่อเซลลเ์พาะเล้ียง 
 เนื่องจากสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs เป็นสารทีล่ะลายไดไ้ม่ดใีนน ้า 
การเตรยีมสารละลายจงึต้องใชต้วัท าละลาย dimethyl sulfoxide (DMSO) เพื่อช่วยใหม้กีารละลาย
ทีด่ขี ึน้ในเบือ้งต้น ซึง่สาร DMSO อาจส่งผลต่อเซลล์เพาะเลี้ยงได ้จงึได้ท าการทดสอบความเป็น
พษิของสาร ดว้ยวธิ ีMTT assay และดูการเปลีย่นแปลงของเซลลเ์มื่อไดร้บั DMSO ทีจ่ะไดร้บัจาก
การน ามาใชเ้ป็นตวัท าละลาย ผลการศกึษาพบว่าปรมิาณ DMSO ทีใ่ชผ้สมในสารละลายใหม้คีวาม
เขม้ขน้ 2.5-40uM ซึง่จะเท่ากบั DMSO 0.031-0.250% นัน้ไม่มผีลต่อเซลลเ์พาะเลีย้ง สาร DMSO 
จะเริม่มผีลต่อเซลล์เพาะเลีย้งโดยท าใหม้ ี% viability ทีล่ดต ่าลงน้อยกว่า 100% ทีค่วามเขม้ขน้
มากกว่า 0.313% ขึน้ไป ดงัแสดงในกราฟขา้งล่างนี้ 

 

รปูท่ี 13 แสดงกราฟผลของ DMSO ทีค่วามเขม้ขน้ 0.039-5.00% ทีม่ต่ีอเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง 
SK-N-SH ประเมนิดว้ยวธิ ีMTT assay (กราฟแต่ละแท่งแสดงค่าเฉลีย่ MeanSD) 

 

3. ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการทดลองเหน่ียวน าการตาย/
อกัเสบ ด้วย MPP+, H2O และ  LPS   
3.1 ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการเหน่ียวน าด้วย MPP+ 

จากผลของการทดสอบความเป็นพษิของ curcuminoids และ analogs คณะผูว้จิยัไดเ้ลอืก
ที่จะศึกษาสารในกลุ่มโครงสร้างที่ 1-10 คอืสาร curcuminoids (C1-C3) และ curcuminoid 
analogs (C4-C5, C7-C10) ในระดบัความเขม้ขน้ที ่5uM เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อนการไดร้บัสารการ
เหนี่ยวน าการตายดว้ย MPP+ ทีค่วามเขม้ขน้ 4000uM  แลว้เพาะเลีย้งต่อจนครบเวลา 24 ชัว่โมง 
จากผลการทดลอง ดว้ยวธิ ีMTT assay พบว่า กลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH ทีไ่ดร้บัสาร 
curcuminoid analog โครงสรา้งที ่8 (tetrahydrodemethoxycurcumin; THDC) มผีลช่วยท าใหก้าร
มชีวีติของเซลล์เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั (p<0.001) เมื่อเทยีบกลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั 
MPP+ 4000uM เพยีงอยา่งเดยีว ดงัแสดงใน รปูที ่14  



 

 
รปูท่ี 14 กราฟแสดงผลการทดสอบการมชีวีติของเซลลด์้วยเทคนิค MTT assay ของเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงหลงัได้รบั curcuminoids และ analogs ในความเขม้ขน้ 5uM ต่อระดบัความเขม้ขน้ของ 
MPP+ 4000uM  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าสารที ่8 (tetrahydrodemethoxycurcumin; THDC) มผีลใน
การช่วยต้านการตายได้ดกีว่าสารอื่น (กราฟแต่ละแท่งแสดงเป็นค่าเฉลี่ย MeanSD,  ***p< 0.001 
เทยีบกบักลุ่มทไีดร้บั MPP+ 4000uM) 

3.2 ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการเหน่ียวน าด้วย H2O2
 

การศกึษาผลของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs โครงสรา้งที ่C1-C10  
(สาร curcuminoids C1-C3 และ curcuminoid analogs (C4-C10) ในระดบัความเขม้ขน้ที ่5uM 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อนการได้รบัสารการเหนี่ยวน าการตายดว้ย H2O2 ซึ่งเป็นการจ าลองใหส้ารที่
เพิม่ภาวะ oxidative stress ใหก้บัสภาวะแวดลอ้มของเซลล ์โดยเลอืกใช้ทีค่วามเขม้ขน้ 50uM ซึง่
ต ่ากว่า IC50 เพื่อไม่ใหเ้ซลลม์กีารตายทีม่ากจนเกนิไป ซึง่อาจจะท าใหเ้กดิการตายแบบ necrosis 
ไดม้ากกว่าทีจ่ะเกดิแบบ apoptosis และเมื่อเซลลต์ายอย่างรวดเรว็จะหลุดออกจากจานเพาะเลีย้ง 
ท าใหท้ าการทดลองได้ยากมากขึน้ จากผลการทดลองพบว่า กลุ่มเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงทีไ่ดร้บั
สารโครงสรา้งที ่1 (curcumin) และสารโครงสรา้งที ่7 (tetrahydrocurcumin; THC) มผีลท าใหก้าร
มชีวีติรอดของเซลลเ์พิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั (p<0.001) เมื่อเทยีบกลุ่มเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่
ไดร้บั H2O2 50uM  เพยีงอยา่งเดยีว ดงัแสดงใน รปูที ่15  

 

*** 



 
รปูท่ี 15 กราฟแสดงผลการทดสอบการมชีวีติของเซลลด์้วยเทคนิค MTT assay ของเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงหลงัได้รบั curcuminoids และ analogs ในความเขม้ขน้ 5uM ต่อระดบัความเขม้ขน้ของ 
H2O2 50uM  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าสารที ่1 (curcumin) และสารที ่7 (tetrahydrocurcumin) มผีล
ในการช่วยต้านการตายไดด้กีว่า สารอื่น (กราฟแต่ละแท่งแสดงเป็นค่าเฉลีย่ MeanSD,  ***p< 0.001 
เทยีบกบักลุ่มทไีดร้บั H2O2 50uM) 

 
3.3 ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการเหน่ียวน าด้วย LPS 

เนื่องจากในการวจิยัครัง้นี้ การใช้สาร LPS กระตุ้นเซลล์เพาะเลี้ยงทัง้ SK-N-SH และ 
T98G ในรปูแบบ mono-culture และ co-culture นัน้ไมไ่ดท้ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงทัง้ในดา้น cell 
viability, ปรมิาณ nitric oxide และรูปสณัฐานของเซลล์ ดงันัน้จงึไม่มคีวามจ าเป็นที่จะต้อง
ท าการศกึษาผลของสาร curcuminoids และ analogs ต่อสาร LPS นี้ 

อย่างไรกต็ามในการศกึษาผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs เกี่ยวกบั
กระบวนการอกัเสบในระดบัโปรตนี คณะผูว้จิยัยงัคงจะศกึษาต่อไป 

*** 
*** 



4. ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการแสดงออกของโปรตีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการตาย/อกัเสบ เม่ือเหน่ียวน าด้วย MPP+ และ H2O   

4.1 ผลของ curcumin และ tetrahydrocurcumin ต่อการแสดงออกของโปรตีน Bax และ 
Bcl-2 เม่ือเหน่ียวน าด้วย H2O2   

 ส าหรบัการวเิคราะหผ์ลของ H2O2 ต่อค่าเฉลีย่การแสดงออกของโปรตนี Bax และ Bcl-2 
ซึง่ในการทดสอบจะมกีลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั H2O2 ความเขม้ขน้ 50uM ของแต่ละการ
ทดสอบทัง้หมด 3 ชุดการทดสอบ โดยในแต่ละชุดของโปรตนีจะเป็นการวเิคราะหผ์ลโปรตนีทีไ่ดม้า
จากการแยกโปรตนีใน cytosol และ mitochondria 
 ผลการวเิคราะห์ค่าเฉลี่ยของโปรตีน Bax ในกลุ่มที่ได้รบั H2O2 ของแต่ละการทดสอบ 
พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax ทัง้ใน cytosol และ mitochondria เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิ(p<0.001) เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูที ่16-17 จากผลการทดลองอาจสรุป
ไดว้่าการเหนี่ยวน าใหเ้กดิภาวะ oxidative stress ของ H2O2 มผีลท าใหเ้ซลลเ์กดิการตายโดยมผีล
ต่อการเพิม่การท างานของโปรตนี pro-apoptotic Bax ทัง้ใน cytosol และ mitochondria เพื่อ
กระตุน้ใหเ้กดิการเหนี่ยวการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งใหเ้กดิกระบวนการตายแบบอะพอพ
โทซสิตามมาในทีสุ่ด 

 กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoids โครงสรา้งที ่ 1 (curcumin) พบว่า มกีารแสดงออกของ
โปรตนี Bax ใน cytosol และ ใน mitochondria ไม่แตกต่างจากกลุ่ม control ส่วนกลุ่มทีไ่ดร้บั 
pretreated curcumin ก่อนได้รบั H2O2 พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax ลดลง อย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p>0.001) เมือ่เทยีบกบักลุ่ม H2O2 ดงัแสดงในรปูที ่16 ส าหรบัผลการวเิคราะห์
ค่าเฉลีย่ของโปรตนี Bcl-2 พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bcl-2 ใน mitochondria เพิม่ขึน้อย่าง
มนียัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.001) เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุมและกลุ่ม H2O2 ดงัแสดงในรปูที ่16   

กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoid analog โครงสรา้งที ่7 (tetrahydrocurcumin; THC) พบว่า 
มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax ใน cytosol และ ใน mitochondria ไม่แตกต่างจากกลุ่ม control 
ส่วนกลุ่มทีไ่ดร้บั pretreated  ดว้ย tetrahydrocurcumin เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อนไดร้บั H2O2 50uM
พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax ลดลง อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p>0.01) เมื่อเทยีบกบั
กลุ่ม H2O2 ดงัแสดงในรปูที ่17  ส าหรบัผลการวเิคราะหค์่าเฉลีย่ของโปรตนี Bcl-2 พบว่า มกีาร
แสดงออกของโปรตนี Bcl-2 ใน mitochondria เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.001) เมื่อ
เทยีบกบักลุ่มควบคุมและกลุ่ม H2O2 ดงัแสดงในรปูที ่17   
 
 
 
 
 
 
 



 

 
  

 

 
 

รปูท่ี 16 แสดงกราฟการวเิคราะหผ์ลโปรตนี Bax และ Bcl-2 ใน cytosol และ mitochondria ของ
เซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง กลุ่ม control, กลุ่ม curcumin 5uM, กลุ่ม H2O2 50uM และกลุ่ม curcumin 
5uM + H2O2 50uM 

ภาพบน การแสดงออกของโปรตนี Bax ใน cytosol และ mitochondria  
ภาพล่าง การแสดงออกของโปรตนี Bcl-2 ใน cytosol และ mitochondria  
(กราฟแต่ละแท่งแสดงค่าเฉลีย่ MeanSD) 
 Cp<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งกลุ่ม control  
***p<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั H2O2 50uM  

 C    C 
***   *** 

*** 



  
 

  

  
 

รูปท่ี 17 แสดงกราฟการวเิคราะห์ผลโปรตีนของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง กลุ่ม control, กลุ่ม
curcuminoid analog ที ่7; 5uM, กลุ่ม H2O2 50uM และกลุ่ม curcuminoid analog analog ที ่7; 
5uM + H2O2 50uM (กราฟแต่ละแท่งแสดงค่าเฉลีย่ MeanSD) 

ภาพบน การแสดงออกของโปรตนี Bax ใน cytosol และ mitochondria  
ภาพล่าง การแสดงออกของโปรตนี Bcl-2 ใน cytosol และ mitochondria  
Cp<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งกลุ่ม control  
**p<0.01 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั H2O2 50uM 
***p<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั H2O2 50uM 

 C   C 

** ** 

*** 



4.2 ผลของ curcumin และ tetrahydrodemethoxycurcumin ต่อการแสดงออกของ
โปรตีน Bax และ Bcl-2 เม่ือเหน่ียวน าด้วย MPP+   

 การวิเคราะห์ผลของ neurotoxin MPP+ ที่มีผลต่อการตายของเซลล์ประสาทและ
เกี่ยวขอ้งกบัการเกดิโรคพารค์นิสนันัน้ จะทดสอบการแสดงออกของโปรตนี Bax และ Bcl-2 ซึง่ใน
การทดสอบจะมกีลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH ทีไ่ดร้บั MPP+ ความเขม้ขน้ 1000uM ของ
แต่ละการทดสอบทัง้หมด 3 ชุดการทดสอบ โดยในแต่ละชุดของโปรตนีจะเป็นการวเิคราะห์ผล
โปรตนีทีส่กดัมาจาก whole proteins เพยีงอย่างเดยีว การทีใ่ชค้วามเขม้ขน้ทีต่ ่ากว่า IC50 นัน้ก็
เพื่อไมต่อ้งการใหเ้ซลลต์ายมากเพราะจะหลุดลอยท าใหก้ารทดลองประเมนิค่าต่าง ๆ ไมแ่น่นอน 
 ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของโปรตีน Bax ในกลุ่มที่ได้รบั MPP+ของแต่ละการทดสอบ 
พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.001) เมื่อเทยีบกบั
กลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูที ่18 จากผลการทดลองอาจสรุปไดว้่าการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของ
เซลล์เพาะเลี้ยงด้วย MPP+ มผีลท าให้เซลล์เกิดวถิีการตายโดยมผีลต่อการเพิม่การท างานของ
โปรตนี pro-apoptotic Bax เพื่อกระตุ้นใหเ้กดิการเหนี่ยวการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งให้
เกดิกระบวนการตายแบบอะพอพโทซสิตามมาในทีสุ่ด 

กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoids โครงสรา้งที ่ 1 (curcumin) พบว่า มกีารแสดงออกของ
โปรตนี Bax ไม่แตกต่างจากกลุ่ม control ส่วนกลุ่มทีไ่ด้รบั pretreated curcumin ก่อนได้รบั 
MPP+1000uM พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax ลดลง อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p>0.001) 
เมื่อเทยีบกบักลุ่ม MPP+ ดงัแสดงในรูปที่ 18 ส าหรบัผลการวเิคราะห์ค่าเฉลีย่ของโปรตนี Bcl-2 
พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี Bcl-2 ไม่เปลีย่นแปลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อเทยีบกบั
กลุ่มควบคุมและกลุ่ม MPP+ (ไมไ่ดแ้สดงผล)   

กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoid analog โครงสรา้งที ่7 (tetrahydrocurcumin; THC) พบว่า 
มกีารแสดงออกของโปรตนี Bax เพิม่ขึน้แต่ไม่มนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อเทยีบกบักลุ่ม control ส่วน
กลุ่มทีไ่ดร้บั pretreated  ด้วย tetrahydrocurcumin ก่อนไดร้บั MPP+ 1000uM พบว่า มกีาร
แสดงออกของโปรตนี Bax ลดลง อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p>0.01) เมื่อเทยีบกบักลุ่ม MPP+ ดงั
แสดงในรปูที ่18  ส าหรบัผลการวเิคราะหค์่าเฉลีย่ของโปรตนี Bcl-2 พบว่า พบว่า มกีารแสดงออก
ของโปรตนี Bcl-2 ไม่เปลี่ยนแปลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมและกลุ่ม 
MPP+ (ไมไ่ดแ้สดงผล)   

  
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
รปูท่ี 18 แสดงกราฟการวเิคราะหผ์ลโปรตนี Bax ของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง กลุ่ม control, กลุ่ม
curcuminoid analog 5uM, กลุ่ม MPP+ 1000uM และกลุ่ม curcuminoid analog 5uM + MPP+ 
1000uM (กราฟแต่ละแท่งแสดงค่าเฉลีย่ MeanSD) 

ภาพบน แสดงผลของ curcumin ต่อการแสดงออกของโปรตนี Bax  
ภาพล่าง แสดงผลของ curcuminoid analog ที ่8 ต่อการแสดงออกของโปรตนี Bax  
Cp<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งกลุ่ม control  
**p<0.01 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั MPP+ 1000uM 
***p<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั MPP+ 1000uM 

C 

C 

*** 

** 



4.3 ผลของ curcumin และ tetrahydrodemethoxycurcumin ต่อการแสดงออกของ
โปรตีน COX-2 เม่ือเหน่ียวน าด้วย MPP+   

 การวิเคราะห์ผลของ neurotoxin MPP+ ที่มีผลต่อการตายของเซลล์ประสาทและ
เกี่ยวข้องกบัการเกิดโรคพารค์นิสนันัน้ ในกลไกที่เกี่ยวข้องกบักระบวนการอกัเสบ แม้ว่าการ
ประเมนิระดบัของ nitric oxide จะไม่พบการเปลีย่นแปลงของ nitric oxide ทีจ่ะส่งผลใหเ้ซลลเ์กดิ
การกระบวนการอกัเสบตามมาและส่งผลใหเ้ซลล์เขา้สู่กระบวนการตาย อย่างไรก็ตามในการวจิยั
ครัง้นี้ ได้ทดสอบการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบด้วย คือ pro-
inflammatory protein COX-2 ซึง่ในการทดสอบจะมกีลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH ที่
ไดร้บั MPP+ ความเขม้ขน้ 1000uM ของแต่ละการทดสอบทัง้หมด 3 ชุดการทดสอบ โดยในแต่ละ
ชุดของโปรตนีจะเป็นการวเิคราะหผ์ลโปรตนีทีส่กดัมาจาก whole proteins เพยีงอย่างเดยีว การที่
ใช้ความเขม้ขน้ที่ต ่ากว่า IC50 นัน้ก็เพื่อไม่ต้องการให้เซลล์ตายมากเพราะจะหลุดลอยท าให้การ
ทดลองประเมนิค่าต่าง ๆ ไมแ่น่นอน 
 ผลการวเิคราะหค์่าเฉลีย่ของโปรตนี COX-2 ในกลุ่มทีไ่ดร้บั MPP+ของแต่ละการทดสอบ 
พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี COX-2 เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.001) เมื่อเทยีบ
กบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูที ่19 จากผลการทดลองอาจสรุปไดว้่าการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตาย
ของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วย MPP+ มผีลท าให้เซลล์เพิม่การท างานของโปรตนี pro- inflammatory 
protein COX-2 ดว้ย  

เมื่อวเิคราะห์กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoids โครงสรา้งที ่ 1 (curcumin) พบว่า มกีาร
แสดงออกของโปรตีน COX-2 เพิม่ขึน้ แต่ไม่มนีัยส าคญัทางสถิติ ส่วนกลุ่มที่ได้รบั pretreated 
curcumin 5uM ก่อนไดร้บั MPP+1000uM พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี COX-2 ลดลง อย่าง
มนียัส าคญัทางสถติ ิ(p>0.001) เมือ่เทยีบกบักลุ่ม MPP+ ดงัแสดงในรปูที ่19  

เมื่อวเิคราะห์กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร curcuminoid analog โครงสรา้งที ่ 7 (tetrahydrocurcumin; 
THC) พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี COX-2 ไม่เปลีย่นแปลงอย่างไม่มนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อ
เทยีบกบักลุ่ม control ส่วนกลุ่มทีไ่ดร้บั pretreated  ดว้ย tetrahydrodemethoxycurcumin 5uM 
ก่อนไดร้บั MPP+ 1000uM พบว่า มกีารแสดงออกของโปรตนี COX-2 ลดลง อย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติ ิ(p>0.001) เมือ่เทยีบกบักลุ่ม MPP+ ดงัแสดงในรปูที ่19  

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 

รปูท่ี 19 แสดงกราฟการวเิคราะห์ผลโปรตนี COX-2 ของเซลลป์ระสาทเพาะเลี้ยง กลุ่ม control, 
กลุ่ม curcumin 5uM, กลุ่ม Curcuminoid analog 8; 5uM กลุ่ม MPP+ 1000uM กลุ่ม curcumin 
5uM + MPP+ 1000uM และกลุ่ม curcuminoid analog 8; 5uM + MPP+ 1000uM   
(กราฟแต่ละแท่งแสดงค่าเฉลีย่ MeanSD) 

Cp<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งกลุ่ม control  
***p<0.001 เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั MPP+ 1000uM 

C 

*** *** 



บทวิจารณ์ 

เคอร์คิวมินอยด์ (curcuminoids)   
 Curcuminoids  เ ป็นสารประกอบสีเหลืองที่ได้จากการสกัดเหง้าของสมุนไพร
ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn., ดงัแสดงในรปูที ่20) โดยมีสารประกอบหลัก คือ  curcumin, 
demethoxycurcumin และ bisdemethoxycurcumin (ดงัแสดงในรปูที ่21) ซึง่มอียู่เป็นส่วนผสมใน 
curcuminoids เป็นสดัส่วน 76.0%, 20.2% และ 3.8% ตามล าดบั การศึกษาวจิยัผลของ 
‘curcumin’ ในบางครัง้ผู้วจิยัไม่ไดร้ะบุว่าเป็น pure curcumin หรอื curcuminoids mixture ซึ่ง
ประกอบไปดว้ยสารทัง้สามดงักล่าวเบือ้งต้น ซึง่การทีจ่ะศกึษาตดิตามผลของสารแต่ละชนิดจรงิ ๆ 
จงึต้องเขา้ไปดูทีม่าของสาร curcumin รวมทัง้องคป์ระกอบของสาร curcumin ทีใ่ชใ้นงานวจิยัครัง้
นัน้ ๆ แต่อย่างไรกต็ามในงานวจิยัครัง้นี้คณะผูว้จิยัได้ศกึษาผลของสารแต่ละโครงสรา้งทีแ่ยกแยะ
มาโดยนักวิจยักลุ่มของศาสตราจารย์ ดร.อภิชาต สุขส าราญ ภาควิชาเคม ีคณะวิทยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัรามค าแหง รวมทัง้ แอนาลอกของเคอรค์วิมนิอยด์ด้วย รวมทัง้หมด 20 โครงสรา้ง 
ดงันัน้การแสดงผลของสารในการวจิยัครัง้น้ีจงึเป็นกลไกการออกฤทธิเ์ฉพาะสารโครงสรา้งนัน้ ๆ 
อยา่งแทจ้รงิ 

 

รปูท่ี 20 แสดงผงสเีหลอืงทีส่กดัไดจ้ากเหงา้ของขมิน้ชนัทีม่สีารประกอบ curcuminoids 
ทีม่า: http://cell-nutrition.net/wp/curcuminoids-absorption/  

 

รปูท่ี 21 แสดงโครงสรา้งทางเคมขีองสารทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ curcuminoids 
ทีม่า: http://www.sabinsa.com/newsroom/paper_curcumin.html   



 ในงานวจิยัก่อนหน้านี้ได้มกีารรายงานถงึคุณประโยชน์ของสารประกอบ curcuminoids 
โดยแยกแยะคุณสมบตัขิองสารประกอบแต่ละโครงสรา้ง ซึ่งแต่ละโครงสรา้งก็จะมกีลไกการออก
ฤทธิท์ีแ่ตกต่างกนั อาทเิช่น การศกึษาของ Liu และคณะ (2010) พบว่า curcumin ลดปรมิาณการ
สรา้ง beta-amyloid protein ทีเ่ป็นสาเหตุของโรค Alzheimer ในเซลลเ์พาะเลีย้ง โดยการยบัยัง้ 
beta-amyloid precursor protein ส่วน bisdemethoxycurcumin จะส่งผลในการลดเอนไซม ์
BACE1 ในกระบวนการสรา้ง amyloid ในขณะที ่demethoxycurcumin มผีลเพยีงยบัยัง้ BACE1 
mRNA expression เท่านัน้   (Liu et al., 2010) การศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ถงึความส าคญัของ
การศกึษาผลของสารแต่ละโครงสรา้งในกลไกการออกฤทธิท์างเภสชัวทิยาของสาร curcuminoids 
เพื่อใหม้กีารน าไปใชไ้ดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพสงูสุด 
 จากรายงานการศกึษาฤทธิท์างเภสชัวทิยา พบว่าสารประกอบ curcumin มฤีทธิต์้านการ
อกัเสบ ฤทธิต์้านเซลล์มะเร็ง  และฤทธิต์้านสารอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) โดยในทาง
การแพทยไ์ดม้กีารน าสารสกดั curcumin มาใชป้ระโยชน์ในกระบวนการรกัษาโรคต่างๆ มากมาย 
(Jurenka, 2009; Prasad et al., 2014) แต่อย่างไรกต็าม curcumin กม็คีุณสมบตัเิฉพาะตวั ทีไ่ม่
ค่อยละลายในน ้า (insoluble water) แต่ละลายไดด้ใีนตวัท าละลายบางตวั เช่น alcohol มขีอ้จ ากดั
ในด้านการคงตวั (unstable) และมคีวามไวต่อแสง ดงันัน้จงึได้มกีารปรบัโครงสร้างของสาร 
curcuminoids ขึน้มาใช้เรยีกว่า curcuminoid analogs โดยนักวจิยักลุ่มของศาสตราจารย ์ดร.
อภิชาต สุขส าราญ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง ได้ปรบัเปลี่ยน
โครงสรา้งของสาร curcuminoid ไปเป็น สารสงัเคราะห ์(analogs) ที่มคีุณสมบตัเิป็น metabolite 
ของ curcuminoids ทีม่คีวามคงตวัทีด่กีว่า  
 จากการศกึษาวจิยัถงึคุณประโยชน์ของสารประกอบ curcuminoid analogs มรีายงาน
พบว่ามผีลในดา้นต่าง ๆ ไม่น้อยไปกว่าสารต้นแบบเลย อาทิเช่น ในดา้นการต้านมะเรง็ มรีายงาน
ว่า curcuminoid analog สารโครงสรา้งที ่7 (tetrahydrocurcumin) สามารถยบัยัง้การสรา้งหลอด
เลอืด (angiogenesis) ของมะเรง็ตบัในหนูทดลองได ้(Yoysungnoen et al., 2008) ดว้ยเหตุนี้จงึ
เป็นสิง่ทีน่่าสนใจเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะน า analogs เหล่านี้มาท าการศกึษา ถงึผลการต้านการตายและ
การอกัเสบของเซลลป์ระสาท ซึง่จะเป็นคุณประโยชน์ต่อผูป้ว่ยหรอืผูส้งูอายุทีม่ปีญัหาความเสื่อมใน
ระบบประสาท ทัง้ในดา้นการป้องกนัและรกัษาโรค ดงันัน้ในงานวจิยันี้จงึต้องการศกึษาคุณสมบตัิ
ของสาร curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อการต้านการตายของเซลล์ประสาท
เพาะเลีย้งจากการเหนี่ยวน าการตายดว้ยสาร neurotoxin MPP+ เปรยีบเทยีบกบัการชกัน าภาวะ 
oxidative stress H2O2 และการอกัเสบดว้ย endotoxin lipopolysaccharide (LPS)   

ผลของ curcuminoids และ curcuminoid analogs ต่อเซลลป์ระสาทเพาะเล้ียง  
 ในการที่จะศกึษาคุณสมบตัขิองสารแต่ละชนิดนัน้ คณะผู้วจิยัได้เริม่ศกึษาความเป็นพษิ 
(toxicity) ของสารต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้งก่อนเป็นล าดบัแรก ถงึแมส้าร curcumin จะมคีวาม
ปลอดภยัสูงที่ใช้ทดลองในสตัว์ทดลองแล้วปลอดภยัก็ตาม ซึ่งกพ็บว่า สาร curcuminoids (สาร
โครงสรา้งที ่1-3)  และ curcuminoid analogs มผีลต่อการมชีวีติของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง ใน
ระดบัความเขม้ข้นที่แตกต่างกนัไป จากผลการทดลองดงักล่าวท าให้เลอืกสารที่ไม่มผีลต่อเซลล์



ประสาทเพาะเลีย้งทีไ่ดร้บัในความเขม้ขน้ 5-10uM แต่เมื่อเซลลใ์นความเขม้ขน้สูงขึน้ (30-40 M) 
มผีลท าใหก้ารมชีวีติของเซลลล์ดลง ดงันัน้จากผลการทดลองท าใหเ้หน็ช่วงความปลอดภยัของสาร 
curcuminoids และ analogs ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงในแต่ละสาร และแต่ละความเขม้ขน้ ซึ่ง
เกณฑท์ี่ใช้ในการคดัเลอืกสารที่จะน าไปศกึษาจะต้องเลอืก สาร และความเขม้ขน้ที่ไม่ท าให้การมี
ชวีติของเซลล ์(% cell viability) ลดลงต ่ากว่า 95% (สารทีน่ ามาใชไ้ม่ควรมผีลท าใหก้ารมชีวีติของ
เซลลล์ดลงเกนิ 5% เมือ่เทยีบกบักลุ่มเซลลค์วบคุม)  
 จากผลการทดสอบ toxicity ดงักล่าว ท าให้ผูว้จิยัเลอืกกลุ่มสารที่ 1-10 จากทัง้หมด 20 
โครงสร้างที่ได้รบัมา โดยพิจารณาจากช่วงความปลอดภยัและลกัษณะโครงสร้างทางเคมทีี่ไม่
แตกต่างจากสารตน้แบบคอืสาร curcuminoids (โครงสรา้งที ่1-3) มาก ดงัแสดงในรปูที ่22 
 

  1,   R1 = R2 = OMe (Curcumin)

  2,   R1 = H, R2 = OMe (Demethoxycurcumin)

  3,   R1 = R2 = H (Bisdemethoxycurcumin)

  4,   R1 = OH, R2 = OMe (Mono-O-demethylcurcumin)

  5,   R1 = R2 = OH (Di-O-demethylcurcumin)

  6,   R1 = H, R2 = OH (O-Demethyldemethoxycurcumin)
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  7,   R1 = R2 = OMe (Tetrahydrocurcumin)

  8,   R1 = H, R2 = OMe (Tetrahydrodemethoxycurcumin)

  9,   R1 = R2 = H (Tetrahydrobisdemethoxycurcumin)
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10,   R1 = R2 = OMe (Hexahydrocurcumin)

11a, R1 = H, R2 = OMe (Hexahydrodemethoxycurcumin,

                                       isomer 1)

11b, R1 = OMe, R2 = H (Hexahydrodemethoxycurcumin,

                                       isomer 2)

12,   R1 = R2 = H (Hexahydrobisdemethoxycurcumin)

OHO
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OH

 
รปูท่ี 22 แสดงโครงสรา้งทางเคมขีอง curcuminoids (โครงสรา้งที ่1-3) และ curcuminoid analogs 

 



Curcumin และ Curcuminoid analogs ต่อการต้านการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเล้ียง 

กระบวนการอกัเสบกบัการตายของเซลล ์

 กระบวนการอกัเสบเป็นสมมตฐิานหลกัของโครงการวจิยันี้  ที่จะน าไปสู่กระบวนการตาย
ของเซลล์ประสาท ในการศึกษากระบวนการอกัเสบนัน้จ าเป็นต้องอาศยัเซลล์ที่เกี่ยวข้องได้แก่ 
เซลล์ macrophage ซึ่งทีพ่บในระบบประสาท ไดแ้ก่พวก microglia หรอื glia cells ดงันัน้จงึ
จ าเป็นต้องท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ทัง้สองชนิดซึ่งจะต้องมกีารหลัง่สาร interaction ต่อกนั เพื่อ
เลียนแบบเสมือนจริงในเนื้อเยื่อของระบบประสาท เมื่อมีการกระตุ้นด้วยสารที่ก่อให้เกิด
กระบวนการอักเสบ ซึ่งในแบบจ าลองโรคพาร์คนิสนันี้จงึได้ใช้ MPP+ และใช้ LPS ที่เป็น 
endotoxin ที่จะกระตุ้นการอกัเสบเป็นตวัช่วยควบคุมดว้ย เมื่อมกีระบวนการอกัเสบเกดิขึน้ glia 
cells จะมารวมกนัมากขึน้ (microgliosis) และสรา้ง proinflammatory factors ต่าง ๆ รวมทัง้ nitric 
oxide ทีห่ลัง่ออกมาแลว้ไปมผีลต่อเซลลป์ระสาท หรอืแมแ้ต่ตวัเซลล ์microglia เองให้มกีารหลัง่ 
cyclo-oxygenase 2 (COX-2) ใหเ้พิม่มากขึน้ ดงัแสดงในรปู 23  มรีายงานการวจิยัพบว่าในการ
กระตุ้นเซลลป์ระสาท dopaminergic neurons ดว้ย MPP+ เพื่อใหม้กีระบวนการอกัเสบและมกีาร
หลัง่ prostaglandin E2 (PGE2) และ COX-2 ออกมานัน้จ าเป็นต้องอาศยัการเพาะเลีย้งร่วมกบั 
microglia ซึง่เมื่อใหส้าร COX-2 inhibitor เขา้ไปกท็ าใหป้รมิาณของ PGE2 ลดลงได ้ซึง่แสดงถงึ
ผลของสารทีม่คีุณสมบตั ิCOX-2 inhibitor จะสามารถลดขบวนการอกัเสบได้  (Wang et al., 
2005) แต่ในการศกึษาครัง้นี้ของคณะผู้วจิยัไม่สามารถแสดงให้เหน็ว่าการเพาะเลี้ยงร่วมกนัหรอื
แยกกนัเลีย้งจะกระตุน้ใหม้กีารสรา้ง nitric oxide เพิม่มากขึน้ สณันิษฐานไดว้่าระบบการทดลองใน 
in vitro ครัง้นี้ไม่เหมาะสมกบัการจ าลองสถานการณ์การอกัเสบได ้แต่อย่างไรกต็ามเซลล์ประสาท
เพาะเลีย้งทีไ่ดร้บั MPP+ โดยตรง กม็กีารแสดงออกของโปรตนี COX-2 ทีเ่พิม่ขึน้ ซึง่เป็นไปไดว้่า 
COX-2 ทีเ่พิม่ขึน้นัน้เป็นผลจาก MPP+ ทีม่ต่ีอเซลลป์ระสาทโดยตรงนัน่เอง นอกจากนี้มกีารศกึษา
พบว่า COX-2 ทีเ่พิม่ขึน้นัน้จะสามารถสรา้ง reactive oxygen species (ROS) ซึง่จะยิง่เพิม่ภาวะ 
oxidative stress ใหก้บัเซลลแ์ละท าใหเ้ซลลเ์ขา้สู่การตายแบบ apoptosis ได ้พสิูจน์ดว้ยการใหส้าร
พวก COX-2 inhibitors ลงไป พบว่าเซลลต์ายลดลงและ ROS กล็ดลงดว้ย (Hsieh et al., 2011)  

 

 

 

 

 

 
 

รปูท่ี 23 จ าลองกระบวนการอกัเสบและเป้าหมายการออกฤทธข์องสาร curcuminoid analogs  



 ในการศกึษาครัง้นี้เมื่อ treated เซลลป์ระสาทดว้ย MPP+ ร่วมกบั curcumin หรอืร่วมกบั 
tetrahydrodemethoxycurcumin (THDC; analog ที ่8) จะสามารถช่วยลดระดบัการแสดงออกของ 
COX-2 ได ้ ซึง่ทัง้ curcumin และ THDC น่าจะมคีุณสมบตัเิป็น COX-2 inhibitor ในการช่วยลด
การตายของเซลล์ประสาทดังกล่าวมาแล้ว อย่างไรก็ตามหากจะยืนยนัความเป็นไปได้ตาม
สณันิษฐานควรทีจ่ะมกีารศกึษาเปรยีบเทยีบกบัสารทีเ่ป็น COX-2 inhibitor ดว้ย เช่น ibuprofen 
สบืเนื่องจากการศกึษาเกี่ยวกบั neuroinflammation ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัโรค Parkinson  น ามาสู่การใช้
ยาจ าพวก anti-inflammatory ในผูป้่วย  โดยยาจ าพวก steroids ไม่สามารถใชต่้อเนื่องได ้เพราะมี
ผลข้างเคียงมากและส่วนใหญ่เป็นผลที่รุนแรงต่อร่างกาย ส่ วนจ าพวก non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) พบว่าช่วยลดการตายของ dopaminergic neurons ได้ใน
สตัวท์ดลอง และยงัพบว่า NSAIDs บางชนิด เช่น ibuprofen ช่วยลดความเสีย่งต่อการเกดิโรคไดด้ี
ในเพศหญงิ (Chen et al., 2005; Esposito et al., 2007) ดงันัน้จงึเป็นทีน่่าสนใจศกึษาสาร 
curcumin และ THDC ในคุณสมบตัขิองการเป็น COX-2 inhibitor ทีด่ ี

ภาวะ oxidiative stress 

ในโครงการวจิยัครัง้นี้พบว่าสาร cucuminoids และ curcuminoid analogs มผีลต้านการ
ตายของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง SK-N-SH ได้ด ีจากการชกัน าการตายด้วย H2O2 และ MPP+ 
โดยเฉพาะ curcumin, tetrahydrocurcumin (THC) และ tetrahydrodemethoxycurcumin (THDC)  
และจากการศกึษาการเปลีย่นแปลง morphology ของเซลลท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงไปในลกัษณะของ 
การเกดิ apoptosis รวมทัง้มกีารสูญเสยี mitochondrial membrane potential (ไม่ไดแ้สดงผลใน
งานวิจยัครัง้นี้ ) ท าให้สมมติฐานได้ว่าจะมกีารกระตุ้นวิถีการตายในแบบ intrinsic pathway 
(mitochondria-mediated pathway) ซึง่ท าให ้pro-apoptotic protein กลุ่ม Bax ซึง่ในภาวะปกตจิะ
อยู่ใน cytosal จะเคลื่อนไปจบัที่ outer membrane ของ mitochondria ท าให้ permeability 
transition pore เสยีการควบคุมการเขา้ออก มกีารหลัง่ cytochrome C ออกมาใน cytosal เมื่อ 
cytochrome C ออกมาจะรวมตวักบั Apaf-1 และ procaspase-9 เป็นโครงสรา้งที่เรยีกว่า 
apoptosome ซึง่โครงสรา้ง apoptosome จะไปกระตุ้น procaspase-9 (inactive) ใหเ้ป็น caspase-
9 (active)  และ caspase-9 จะกระตุ้นการท างานของ effector caspase เช่น procaspase-3 
ต่อไปตามล าดบัและท าใหเ้ซลลเ์กดิการตายแบบ apoptosis ในทีสุ่ด (Gupta, 2001)  

ในการศกึษาวจิยัครัง้นี้พบว่าเซลลท์ีไ่ดร้บั curcumin, THC และ THDC จะแสดงผลของ
การช่วยลดการแสดงออกของ pro-apoptotic protein Bax และบางแอนาลอกช่วยเพิม่การ
แสดงออกของ anti-apoptotic protein Bcl-2 ในไมโตคอนเดรยีได ้จงึสรุปไดว้่า curcumin, THC 
และ THDC สามารถป้องกนัเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง จากผลของการชกัน าใหเ้กดิ apoptosis ดว้ย 
H2O2 และ MPP+ ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Chen และคณะ (2006) ที่พบว่าสาร curcumin 
สามารถป้องกนัการตายของเซลล ์PC12 ได ้โดยท าใหเ้กดิการ overexpression ของโปรตนี Bcl-2 
ทีช่่วยลดการสูญเสยี mitochondrial membrane potential จากภาวะ oxidative stress ซึง่เป็น
ภาวะทีม่กีลุ่มสาร ROS เพิม่มากขึน้หลงัจากไดร้บัการเหนี่ยวน าดว้ยสาร MPP+ กลไกการป้องกนั



การตายของสาร curcumin พบว่าด าเนินการผ่านทางโปรตนี Bcl-2 และ mitochondria (Chen et 
al., 2006) ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาในครัง้นี้ทีพ่บการแสดงออกเกี่ยวขอ้งกบัโปรตนี Bax และ
โปรตนี Bcl-2 ดว้ยเช่นเดยีวกนั  

Curcumin  
Curcumin (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) เป็นสาร

หลกัของสารประกอบ curcuminoids ที่พบในเหง้าของขมิ้นชนั มงีานวิจยัมากมายที่รองรบั
คุณสมบตัทิางเภสชัวทิยาทีด่ ีจงึน ามาใชป้ระโยชน์ทัง้ทางดา้นการแพทย ์อาหาร และเครื่องส าอาง 
ในโรคที่เกี่ยวข้องทางระบบประสาทก็มรีายงานพบว่า สาร curcumin สามารถช่วยลดภาวะ 
oxidative stress จากผลของ aggregated alpha-synuclein ซึง่เป็นสาเหตุของโรคพารค์นิสนัใน 
cell model ได ้(Wang et al., 2010) นอกจากนี้มรีายงานมากมายถงึคุณสมบตัทิีด่ขีอง curcumin 
ในการทีจ่ะพฒันาไปใชใ้นการรกัษาโรคพารค์นิสนั (Mythri and Bharath, 2012) แต่อย่างไรกต็าม
สาร curcumin ก็ยงัมขีอ้จ ากดัคอื เป็นสารที่ไม่ละลายน ้า และสารละลาย curcumin ก็มกัจะไม่
เสถยีร ในปจัจุบนัมรีายงานวจิยัถงึการพยายามใช ้nanoparticle เพื่อช่วยน าสาร curcumin เขา้สู่
เป้าหมายเพื่อการรกัษาโรคทางระบบประสาท (Mourtas et al., 2014; Siddique et al., 2013)  
ดงันัน้การปรบัปรุงสูตรโครงสรา้งเพื่อลดขอ้จ ากดันี้ ท าใหไ้ด ้curcuminoid analogs ทีม่คีุณสมบตัิ
ทดัเทยีมกบัสารต้นแบบ ซึ่งเมื่อศึกษาเปรยีบเทยีบคุณสมบตัิกลไกการออกฤทธิข์องโครงสร้าง 
curcumin ต้นแบบ กบั curcuminoid analogs ท าให้สามารถประเมนิได้ว่าสาร curcuminoid 
analogs นัน้น่าจะมคีุณสมบตัิที่ดกีว่าสารต้นแบบและน่าจะน าไปพฒันาให้มคีุณประโยชน์อย่าง
แทจ้รงิ  

Tetrahydrocurcumin (THC) 
THC (1,7-Bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,5-Heptanedione) เป็นสารประกอบทีไ่ม่มี

ส ีไดม้าจาก hydrogenated form ของ curcumin มกีารศกึษาวจิยัพบว่ามปีระสทิธภิาพสูงในการ
ต้านอนุมูลอสิระ ซึง่สารอนุมลูอสิระเหล่าน้ีเป็นปจัจยัทีส่่งผลใหเ้กดิความผดิปกตขิองเซลล์ อวยัวะ 
และท าใหเ้กดิโรคต่าง ๆ ตามมา (Naito et al., 2002; Nakmareong et al., 2011; Wu et al., 
2014) โดยลกัษณะโครงสร้างทางเคมทีี่ท าให้สาร THC มคีุณสมบตัิเป็น antioxidant ที่ด ีคอื 
phenolic hydroxyl group และ diketone moity ดงัแสดงในรูปที่ 24 นอกจากนี้สาร 
tetrahydrocurcumin ยงัพบไดใ้น in vivo โดยเป็นผลทีไ่ด้จากกระบวนการ metabolites ของ
สารประกอบ curcuminoids ในล าไสข้องหนู (Ireson et al., 2002; Pan et al., 1999) ดงันัน้
ถงึแมว้่า curcuminoids จะมคีวามสามารถในการละลายและมคีวามคงตวัอยู่ในกระแสเลอืดได้
ค่อนข้างต ่า แต่หากเมื่อเข้าสู่ร่างกายไปแล้วสามารถแตกตวัเป็นสารที่มปีระสิทธิภาพสูงได้ใน
รา่งกายยอ่มเป็นคุณสมบตัทิีม่ปีระโยชน์อย่างยิง่ของ curcuminoids ในการศกึษาครัง้นี้พบว่า THC 
ช่วยลดการตายแบบ apoptosis เนื่องจากการกระตุ้นภาวะ oxidative stress ดว้ย H2O2 ไดด้ใีน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงได้ดเีทยีบเท่ากบัสาร curcumin จงึเป็นสารที่มศีกัยภาพสูงในการที่จะ
พฒันาน ามาใช้ป้องกนัและรกัษาโรคที่เกิดจากความเสื่อมในระบบประสาทอย่างโรค Parkinson 
หรอื  Alzheimer  



    

 

รปูท่ี 24 แสดงโครงสรา้งทางเคมขีอง curcumin และ THC (บน) และคุณสมบตัทิางเภสชัวทิยาของ
ต าแหน่งโครงสรา้งทางเคม ี
ทีม่า: http://www.sabinsa.com/newsroom/paper_curcumin.html 

Tetrahydrodemethoxycurcumin (THDC) 
THDC (1-(3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-7-(4′-hydroxyphenyl) heptane-3,5-dione) 

เป็นสาร hydrogenated form ของ curcumin มคีุณสมบตั ิantioxidant สูงเช่นเดยีวกนักบั THC 
จากลกัษณะโครงสรา้งทางเคมทีีม่ ีparahydroxyl group เช่นเดยีวกนั ดงัแสดงในรปูที ่.. THC และ 
THDC มกัใชเ้ป็นส่วนผสมในผลติภณัฑเ์ครื่องส าอาง ช่วยยบัยัง้กระบวนการกระตุ้นการสรา้งเมด็สี
ทีผ่วิหนังไดด้ ี  เนื่องจาก THDC มคีุณสมบตั ิantioxidant และมขีอ้จ ากดัน้อยกว่า curcumin จงึ
เป็นสารทีน่่าสนใจศกึษาเช่นเดยีวกบั THC  

ในการศกึษาวจิยัครัง้นี้ พบว่า THDC ช่วยต้านการตายแบบ apoptosis ของเซลลป์ระสาท 
SK-N-SH ไดด้ ีในดา้นกลไกการออกฤทธิพ์บว่าช่วยลดการแสดงออกของโปรตนี pro-apoptotic 
Bax ทีเ่กีย่วขอ้งกบัวถิกีารตายแบบ mitochondrial pathway นอกจากนี้ยงัช่วยลดเอนไซม ์COX-2
ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการอกัเสบดว้ย 

 

 
 
 



สรปุผลการทดลอง และข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
โรคพารค์นิสนั (Parkinson’s disease) จดัอยู่ในกลุ่มโรค progressive neurodegenerative 

disorders ทีพ่บไดส้่วนใหญ่ในผูสู้งอายุ โดยความเสีย่งในการเกดิโรคจะเพิม่สูงมากขึน้ตามอายุที่
มากขึ้น สาเหตุการเกิดโรคไม่เป็นที่ทราบแน่นอน แต่พบว่ามีปจัจัยส่งเสริมเป็นได้ทัง้จาก
สิ่งแวดล้อมและพันธุกรรมที่ท าให้เกิดพยาธิสภาพอันเกิดจากการตายของเซลล์ประสาท 
dopaminergic neurons ท าใหข้าดสารสื่อประสาทโดพามนี (dopamine) ผูป้่วยจะมคีวามผดิปกติ
เกี่ยวกับการเคลื่อนไหวท าให้มคีวามยากล าบากในการท ากิจวตัรประจ าวนั เนื่องจากสมองไม่
สามารถประสานงานการสัง่การไปยงัอวยัวะเป้าหมายใหท้ างานไดอ้ย่างปกต ินอกจากน้ียงัพบว่า
ผูป้ว่ยอาจมอีาการหลงลมืจากภาวะสมองเสื่อม (dementia) มอีาการซมึเศรา้ (depression) นอนไม่
หลบั (insomnia) และมคีวามผดิปกตขิองระบบอตัโนมตัริ่วมดว้ย (autonomic disturbance) อาการ
ผิดปกติเหล่าน้ีเป็นสาเหตุให้เกิดความทุกข์ทรมานกับผู้ป่วยหลายล้านคนจากทัว่ทุกมุมโลก 
นอกจากนี้ในระยะท้ายของโรค ผู้ป่วยมกัจะมอีาการแทรกซ้อน เช่น ปอดบวม ตดิเชื้อในกระแส
เลือด ติดเชื้อในระบบทางเดินปสัสาวะและแผลกดทบั ผู้ป่วยต้องการรกัษาและการดูแลอย่าง
ใกล้ชดิ ซึ่งส่งผลต่อ สภาพร่างกาย จติใจ เศรษฐกิจ และสงัคม ของผู้ป่วยและญาตผิู้ให้การดูแล 
การรกัษาโรคนี้โดยทัว่ไปท าไดโ้ดยใหย้า levodopa และยาในกลุ่มต่าง ๆ ร่วมกนั ซึง่ช่วยบรรเทา
อาการให้ผู้ป่วยได้ อย่างไรก็ตามยาเหล่าน้ีมกัมผีลขา้งเคยีงและท าให้เกดิภาวะแทรกซ้อนจากผล
ของยา นอกจากน้ีกลุ่มประชากรวยัผู้สูงอายุในประเทศไทยของเรากเ็พิม่จ านวนสูงขึน้ ปญัหาดา้น
สุขภาพเหล่านี้กจ็ะเพิม่มากขึน้เรือ่ย ๆ ดงันัน้ในการรกัษาหรอืป้องกนัโรคทีเ่กดิจากความเสื่อมตาม
วยัโดยการใชส้ารทีไ่ดจ้ากธรรมชาต ิสมนุไพรต่าง ๆ ทีม่คีุณสมบตัสิอดคลอ้งกบักลไกการเกดิโรคก็
เป็นอกีทางเลอืกหนึ่งทีจ่ะน ามาใชช่้วยในการป้องกนั บรรเทา ลดอตัราการตายของเซลลป์ระสาท 
โดยสาเหตุและกลไกการตายของเซลลป์ระสาท dopaminergic neurons นัน้มสีมมตฐิานการตาย
หลายประการ อาทเิช่น จากภาวะ oxidative stress ของเซลล ์การม ีmisfolded proteins สะสมอยู่
ภายในเซลล์ และการที่มกีารกระตุ้นกระบวนการอกัเสบ (inflammation) ซึ่งการศกึษากลไกการ
เกดิโรคนี้จะน าไปสู่กลยุทธในการจดัการกบัโรค งานวจิยัเกี่ยวกบัสารสกดัจากสมุนไพรต่าง ๆ ที่มี
คุณสมบตัิสอดคล้องกับกลไกการเกิดโรคนี้ก็จะมคีุณประโยชน์ต่อผู้ป่วย และเป็นการยกระดบั
คุณค่าของพชืสมนุไพรโดยมผีลงานวจิยัรองรบั  

ขมิน้ชนั หรอื turmeric (Curcuma longa L.) เป็นพชืสมุนไพรและเป็นส่วนประกอบของ
อาหารในชวีติประจ าวนันัน้ ไดม้กีารศกึษาวจิยัพบว่ามคีุณประโยชน์มากมาย ส าหรบัโรคพารค์นิสนั
นัน้ Rajeswari ไดร้ายงานว่า curcumin มคีุณสมบตั ิneuroprotection ต่อต้านภาวะ oxidative 
stress จากสารเหนี่ยวน าใหเ้กดิ parkinsonism ในสตัวท์ดลองได้ (Rajeswari, 2006) แต่อย่างไรก็
ตาม curcumin กม็คีุณสมบตัทิีจ่ ากดั แอนาลอกของ curcumin (curcuminoid analogs) ส่วนใหญ่มี
ความเสถยีรกว่าสาร curcumin ต้นแบบ และมคีุณสมบตัแิตกต่างกนัไป เช่น anti-oxidant, anti-
cancer และ anti-inflammation เป็นตน้ ดงันัน้จดุประสงคข์องโครงการวจิยันี้กเ็พื่อจะศกึษาผลของ
แอนาลอกของขมิน้ชนัต่อกลไกกระบวนการอกัเสบและการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง  



การศกึษาครัง้นี้ได้ท าการทดสอบความเป็นพษิ (toxicity) ของสาร curcuminoids (สาร
โครงสรา้งที ่1, 2, 3)  และ curcuminoids analogs (สารโครงสรา้งที ่4-20) ต่อการมชีวีติของเซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง พบว่า สารแต่ละสารของ curcuminoids และ curcuminoids analogs ในระดบั
ความเข้มข้นที่แตกต่างกนั มผีลต่อเซลล์เพาะเลี้ยงแตกต่างกนัออกไป นอกจากนี้ในการศึกษา
ลักษณะรูปร่างที่เปลี่ยนแปลงไปหลังได้ร ับสารท าให้ประเมินฤทธิข์องสารแต่ละตัวต่อเซลล์
เพาะเลี้ยงได้เบื้องต้น โดยสารแอนาลอกบางสารท าให้เซลล์เกิดการตายก็น่าจะมผีลในด้านการ 
induced apoptosis จงึอาจน าแอนาลอกเหล่านี้ไปศกึษาต่อในเรื่องฤทธิข์องการต้านมะเรง็ (anti-
cancer) หรอืสารบางสารท าให้เซลล์มจี านวนลดลงโดยการไม่แบ่งตวัเพิม่จ านวนกน่็าจะมฤีทธิใ์น
ด้านการยบัยัง้กระบวนการแบ่งตัว (anti-proliferation) ซึ่งเป็นสิง่ที่น่าสนใจที่จะศึกษาค้นคว้า
พฒันางานวจิยัต่อไป ส่วนแอนาลอกที่ช่วยให้เซลล์มชีวีติรอดเมื่อถูกเหนี่ยวน าการตายด้วยสาร 
neurotoxin MPP+ และ H2O2 กไ็ดน้ ามาศกึษากลไกเพิม่เตมิแลว้ในโครงการวจิยัน้ี   

การศกึษาผลของ curcuminoids และ curcuminoids analogs ต่อกระบวนการอกัเสบใน 
การศกึษาครัง้นี้ พบว่า สารที่ช่วยลดการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงที่เลอืกมาทดลอง ไดแ้ก่ 
curcumin,  tetrahydrodemthoxycurcumin ไม่ไดแ้สดงฤทธิใ์นดา้นการต้านกระบวนการอกัเสบ 
โดยการช่วยลด nitric oxide ซึ่งเป็นสารตวักลางในการกระตุ้นกระบวนการอกัเสบอย่างที่ได้
ตัง้สมมตฐิานไว้ ถงึแมว้่าในการเพาะเลีย้งเซลลค์รัง้นี้จะควบคุมออกแบบการทดลองใหเ้ลยีนแบบ
กระบวนการอกัเสบในระบบประสาท โดยเลีย้งเซลลส์องชนิดคอื neuron และ glia cells ในรปูแบบ 
mono-culture และ co-culture แล้วก็ตาม แต่เซลล์ทัง้สองก็ยงัไม่แสดงผลตอบสนองในเชิง
กระบวนการอกัเสบต่อสาร neurotoxin MPP+ หรอืแมแ้ต่สาร endotoxin lipopolysaccharide ทีใ่ช้
กระตุ้นการอกัเสบเองก็ตาม อย่างไรก็ตามงานวจิยันี้ก็ไม่สามารถยนืยนัได้ว่าการตายของเซลล์
ประสาทไม่ไดเ้กดิขึน้อนัเนื่องมาจากกระบวนการอกัเสบ เนื่องจากการศกึษาผลของ curcumin ใน 
mouse model พบว่าช่วยลด glial reaction ในสมองส่วน striatum ทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าใหส้ตัว์
เกิดอาการ parkinsonism ด้วย oxidopamine (6-OHDA) ซี่งเป็น neurotoxin ที่มผีลต่อ 
dopaminergic และ noradrenergic neurons (Tripanichkul and Jaroensuppaperch, 2013) 
ดงันัน้การศกึษาจ าลองกระบวนการอกัเสบใน in vitro เป็นเรื่องทีย่งัต้องพฒันาใหเ้หมาะสมแม่นย า
ยิง่ขึ้นกว่านี้อกี เพื่อที่จะได้น ามาเป็นวธิกีารศกึษาคดักรองเบื้องต้นในการศกึษาผลของสารสกดั
สมุนไพรต่าง ๆ ทีม่ต่ีอกระบวนการอกัเสบ อย่างไรกต็ามการศกึษาผลของโปรตนี inflammatory 
enzyme COX-2 พบว่า curcumin และ tetrahydrodemethoxycurcumin ช่วยลดการแสดงออก
ของโปรตนี COX-2 จากการ treated เซลลป์ระสาทเพาะเลีย้งดว้ย MPP+ ได ้ซึง่กอ็าจเป็นกลไก
การออกฤทธิส์่วนหน่ึงทีช่่วยลดการตายของเซลลป์ระสาทไดโ้ดยตรง 

การศึกษาผลการต้านการตายของ curcuminoids และ curcuminoids analogs เมื่อ
เหนี่ยวน าดว้ยสาร neurotoxin MPP+ เปรยีบเทยีบกบัสาร H2O2 ทีก่ระตุ้นภาวะ oxidative stress 
ใหก้บัเซลลเ์พาะเลี้ยง พบว่า curcumin, tetrahydrocurcumin และ tetrahydrodemthoxycurcumin 
สามารถช่วยต้านการตายไดด้ ีโดยมสีมมตฐิานกลไกในการ anti-apoptosis ผ่านทางวถิกีารตาย
แบบ mitochondrial pathway ซึง่ท าใหโ้ปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งคอื pro-apoptotic protein Bax ลดลง 



ส่วน anti-apoptotic protein Bcl2 เพิม่ขึน้ ดงันัน้จงึสรุปไดว้่า ทัง้ MPP+ และ H2O2 มผีลท าใหเ้กดิ
ภาวะ oxidative stress และเซลลป์ระสาทเกดิการตายแบบ apoptosis ซึง่จากการศกึษาวจิยัครัง้นี้
พบว่าสาร curcuminoids นัน้สามารถช่วยตา้นการตายไดโ้ดยมกีารออกฤทธิผ์่าน mitochondria  

จากผลการศกึษาครัง้นี้สามารถน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อใหเ้ป็นประโยชน์ในทางการป้องกนั
การเกดิโรคได้ จากการชลอการตายและความเสื่อมของเซลล์ประสาท นอกจากนี้ สารแอนาลอก 
tetrahydrocurcumin เองกเ็ป็น major natural metabolite ของ curcumin ซึง่เป็นสารทีม่ปีรมิาณ
มากที่สุดในสารประกอบ curcuminoids โดยมีรายงานการพบสารนี้ในคนและสัตว์ที่ได้รบั 
curcuminoids (Ireson et al., 2002; Pan et al., 1999)  

ในส่วนของแอนาลอก tetrahydrodemethoxycurcumin ที่ช่วยลดการตายของเซลล์จาก
สาร neurotoxin MPP+ ไดด้ทีีสุ่ดนัน้ ก็เป็นสารที่พบไดท้ัง้ในธรรมชาตถิงึแมจ้ะมอียู่เป็นปรมิาณ
น้อย แต่กส็ามารถสงัเคราะหไ์ดจ้ากสารต้นแบบ curcumin จากโครงสรา้งทางเคมขีองสารกท็ าใหม้ี
คุณสมบตัิเป็นสารที่ม ีantioxidant ที่ด ีจากผลการทดลองในงานวจิยันี้ก็ยงัพบว่าเป็นสารที่ม ี
cytotoxicity ต ่า ช่วงความเขม้ขน้ทีเ่ป็นพษิค่อนขา้งทีจ่ะปลอดภยั ช่วยลดโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการ
ตายแบบอะพอพโทสสิ และเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระบวนการอกัเสบ การทีส่ารนี้ช่วยต้านการ
ตายทีจ่ าเพาะต่อสารทีเ่จาะจงท าลายเซลลป์ระสาท dopaminergic neurons ไดด้ ีจงึเหมาะสมทีจ่ะ
น าไปวิจัยพัฒนาต่อเนื่ องให้เกิดประโยชน์ต่อการรกัษาและป้องกันโรคพาร์คินสันหรือโรคที่
เกีย่วขอ้งกบัความเสื่อมของระบบประสาทต่อไป 
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