
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของผลมะขามป้อมและฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท
ต่อความเป็นพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลูตาเมต
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง Mouse Neuroblastoma
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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  ภาวะเครียดจากการเกิดออกซิเดชันมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคความเสื่อมของ

ประสาท ผลมะขามป้อมมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัท่ีแรงและอาจใช้บรรเทาการเส่ือมของเซลล์ประสาทจากภาวะดังกล่าว

ได้ การศึกษาน้ีมีวตัถปุระสงค์เพือ่ทดสอบฤทธ์ิต้านอนมูุลอสิระและฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลมะขามป้อมต่อ

พิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลูตาเมตในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115

	 วิธีการศึกษา:  น�ำน�้ำคั้น (PE-J) สารสกัดด้วยน�้ำ (PE-W) และสารสกัดด้วยเอทานอล (PE-E) จากผลมะขาม

ป้อมมาศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยประเมินการดักจับอนุมูลไฮดรอกซิลและซุปเปอร์ออกไซด์ และศึกษาฤทธ์ิ

ปกป้องเซลล์ประสาทโดยเหนี่ยวน�ำให้เซลล์บาดเจ็บหรือตายจากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลูตาเมตใน

เซลล์ N1E-115 แล้วตรวจวัดความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) reduction นอกจากนีไ้ด้ศกึษากลไกการออกฤทธิข์องผลมะขามป้อม โดยการเติมสารยับยั้งเฉพาะต่อ

การส่งสัญญาณของเซลล์ผ่านวิถี Mitogen activated protein kinase (MAPK) และวิถี Phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)

	 ผลการศึกษา:  น�้ำคั้น PE-J สารสกัด PE-W และ PE-E มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ดีมาก การสัมผัสกับสารสกัด 

PE-W และ PE-E ก่อนการเหน่ียวน�ำด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถปกป้องการตายของเซลล์ประสาทจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ขณะที่การสัมผัสร่วมระหว่างแต่ละตัวอย่างกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไม่แสดงผลปกป้อง

เซลล์ และท้ังการสัมผัสก่อนและการสัมผัสร่วมกับทุกตัวอย่างยังไม่แสดงผลปกป้องการตายของเซลล์จากพิษของ 

กลูตาเมต นอกจากนี้ ยังพบว่าสารยับยั้งเฉพาะที่วิถี PI3K มีผลต่อการแสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด 

PE-W และ PE-E จากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แต่สารยับยั้งเฉพาะที่วิถี MAPK ไม่มีผลต่อฤทธิ์ดังกล่าว

	 อภิปรายผล:  การแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของผลมะขามป้อมน้ีสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี การ

สัมผัสกับสารสกัด PE-W หรือ PE-E ก่อนการเหนี่ยวน�ำด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นผลให้เกิดการปกป้องการ

ตายของเซลล์ประสาทจากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ อาจเป็นไปได้ว่าฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทอย่างน้อย

เป็นผลมาจากคุณสมบัติต้านออกซิเดซัน การยับยั้งที่วิถี PI3K มีผลท�ำให้ลดฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด 

PE-W และ PE-E จากพษิของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ชีใ้ห้เหน็ว่ากลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทน่าจะออก
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ฤทธิ์ผ่านกระบวนการส่งสัญญานในวิถี PI3K

	 ข้อสรปุและข้อเสนอแนะ:  การศึกษานีช้ีใ้ห้เหน็ว่าสารสกดัจากผลมะขามป้อมมีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทจาก

พษิของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยกลไกการออกฤทธ์ิอาจเก่ียวข้องกบัคุณสมบัติต้านออกซิเดซัน และกระบวนการ

ส่งสญัญานในวถิ ีPI3K ควรมีการศึกษาต่อไปในแบบจ�ำลองความเส่ือมของเซลล์ประสาทอืน่หรอืในสตัว์ทดลองเพือ่

ตรวจสอบฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ให้ชัดเจนก่อนน�ำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:	 มะขามป้อม, ฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระ, ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท, พษิต่อเซลล์ประสาทจากไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์, พิษต่อเซลล์ประสาทจากกลูตาเมต 

Antioxidant Activity of Makham Pom (Phyllanthus emblica L.) Fruit and 
Its Neuroprotective Effect on Hydrogen Peroxide and Glutamate-Induced  
Neurotoxicity in Mouse Neuroblastoma Cells

Sadudee Rattanajarasroj*, Warunee Jirawattanapong, Nattaporn Polsan, Nithida Phonkot, 
Yuwadee Mettametha, Pratom Tongsrirak
Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, 
Talat Khwan Subdistrict, Mueang District, Nonthaburi 11000, Thailand
*Corresponding author:  sadudee.r@dmsc.mail.go.th

Abstract

	 Introduction and Objective:   Oxidative stress has been implicated in pathogenesis of neurodegenerative 
diseases. Phyllanthus emblica L. (Makham Pom in Thai) fruit has potent antioxidant activity and may be used 
to alleviate oxidative stress-induced neurodegenerative process. This study was designed to investigate the anti-
oxidative and neuroprotective activities of P. emblica fruits on hydrogen peroxide (H2O2) and glutamate-induced 
neurotoxicity in N1E-115, mouse neuroblastoma cell cultures.
	 Methods:  P. emblica fruit juice (PE-J), water extract (PE-W) and ethanol extract (PE-E) were used in this 
study. All samples were evaluated for antioxidative activity using hydroxyl and superoxide scavenging assay. The 
neuroprotective activity was investigated using hydrogen peroxide (H2O2) and glutamate-induced neurotoxicity in 
N1E-115 cells. Cell viability was evaluated using 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
(MTT) reduction assay. Moreover, we also determined the protective effect of P. emblica fruits mediated via 
mitogen activated protein kinase (MAPK) or phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) sinaling pathway. Inhibitors of 
intracellular signaling cascade were used in this study.
	 Results:  PE-J, PE-W and PE-E exhibited efficient antioxidant activities. Pre-exposure of cultured neurons 
with PE-W or PE-E before H2O2 exposure could protect cell injury from H2O2 while co-exposure of cultured neurons 
to H2O2 with each sample did not show this beneficial effect. Both pre-exposure and co-exposure with all samples 
did not prevent glutamate-induced neurotoxicity in cultured neurons. In addition, PI3K inhibitor prevented PE-W 
and PE-E-induced neuroprotection, but MAPK inhibitor failed to counteract their protective effects.
	 Discussion:  P. emblica fruits exhibited efficient antioxidant activities which are consistent with previous 
studies. Pre-exposure of cultured neurons with PE-W or PE-E before H2O2 exposure could protect cell injury from 
H2O2. It is possible that the protective effect might at least partly result from their antioxidative properties. PI3K 
inhibitor prevented PE-W and PE-E-induced neuroprotection against H2O2, suggesting that the neuroprotective 
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ภาวะเครียดจากการเกดิออกซิเดชนั (oxidative 

stress) เป็นสาเหตุส�ำคัญของการเกิดโรคต่าง ๆ เช่น 

โรคจากการอักเสบเร้ือรัง โรคจากภาวะเมแทบอลิก

ซินโดรม ความดันโลหิตสูง เบาหวาน ไขมันสูง โรค

หัวใจและหลอดเลือด โรคมะเร็ง เป็นต้น นอกจากนี้ 

oxidative stress ยังมีความเกี่ยวข้องกับโรคความ

เสื่อมของระบบประสาท (neurodegenerative 

diseases)[1] ภาวะ oxidative stress เกิดจากความ

ไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระ (free radicals) และ

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ท�ำให้มีปริมาณ 

free radicals หรือสารออกซิไดส์แรงสูง (reactive 

oxygen species, ROS) จ�ำนวนมากเกินในขณะ

ท่ีปริมาณสาร antioxidant มีไม่เพียงพอ ส่งผลให้

เกิดการท�ำลายแบบออกซิเดซัน มีการท�ำลายดีเอ็นเอ 

โปรตนี ไขมนั เยือ่หุม้เซลล์ (lipid peroxidation) และ

โมเลกุลอื่น ๆ ท�ำให้เซลล์ประสาทบาดเจ็บหรือตาย 

และก่อให้เกิด neurodegenerative diseases ตาม

มา[2-3] เช่น โรคอัลไซเมอร์ (alzheimer’s disease), 

โรคพาร์คินสัน (parkinson’s disease), hunting-

ton’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, 

neuroinflammatory disorder เป็นต้น โรคเร้ือรัง

นี้ส่งผลให้การท�ำงานของสมองด้อยลงจากเดิมจนมี

ผลกระทบต่อการท�ำงาน การใช้ชีวิตประจ�ำวัน และ

คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยและครอบครัว จากงานวิจัย

พบว่าสาร antioxidants สามารถยบัยัง้การเกดิ ROS 

และอาจป้องกันหรือชะลอการเกิดพยาธิสภาพของ 

neurodegenerative diseases จากภาวะ oxida-

tive stress ได้[3-4] ดังนั้น การศึกษานี้จึงสนใจที่จะ

ศึกษาสารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระที่ดี เพื่อช่วย

ลดภาวะ oxidative stress และอาจสามารถป้องกัน

หรือชะลอการเสื่อมของเซลล์ประสาทได้

	 มะขามป้อม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Phyllanthus 

emblica L. จัดอยู่ในวงศ ์Phyllanthaceae เป็นไม้

ต้นผลดัใบ ใบเป็นใบเดีย่วขนาดเลก็เรียงสลบักนั ดอก

ออกเป็นกระจุกตามซอกใบ เป็นดอกแยกเพศอยูร่่วม

ต้นเดียวกัน ดอกเพศผู้มักอยู่บริเวณโคนกิ่ง มีเกสร

เพศผู้ 3 อัน ส่วนดอกเพศเมียพบตามปลายกิ่ง ผล

เป็นผลทรงกลมคล้ายผลเมล็ดเดียวแข็ง ขนาด 2-3 

เซนติเมตร มะขามป้อมกระจายพันธุ์ต้ังแต่ภูมิภาค

เอเชียใต้ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้และประเทศจีน ใน

ประเทศไทยพบได้ท่ัวทุกภูมิภาคตามป่าเบญจพรรณ 

(Figure 1)[5]

mechanisms might involve PI3K signaling pathway.
	 Conclusion and Recommendation:  This study indicated that P. emblica fruit extract showed the neuropro-
tective effect on H2O2-induced neurotoxicity. The neuroprotective mechanisms might partly involve an antioxidant 
property and PI3K signaling pathway. It is suggested that further studies on other degenerative models and animal 
models are required to clarify its efficacy and delineate the underlying mechanisms prior to the development as 
herbal health products.

	 Key words:	Makham Pom (Phyllanthus emblica L.), antioxidant activity,  neuroprotective activity, hydrogen 
peroxide-induced neurotoxicity, glutamate induced-neurotoxicity  
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	 มะขามป้อมเป็นแหล่งที่ส�ำคัญของวิตามินซี

และกรดอะมิโน ซึ่งสามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ทางการ

แพทย์ได้ทกุส่วนโดยเฉพาะอย่างยิง่ส่วนของผล[6] ผล

มะขามป้อมมีสรรพคุณตามต�ำรายาไทย ดังนี้ เนื้อผล

แห้ง: รสเปร้ียว ฝาดขม ช่วยขับเสมหะ ท�ำให้ชุ่มคอ 

เป็นยาฝาดสมาน แก้ริดสีดวง แก้บิด ท้องเสีย ใช้ร่วม

กับธาตุเหล็กแก้ดีซ่าน และช่วยย่อยอาหาร  ยางจาก

ผล: รสเปร้ียวฝาดขม ช่วยย่อยอาหาร ขับปัสสาวะ 

ใช้เป็นยาแก้ไอ[7] นอกจากนี้ มะขามป้อมยังเป็นหนึ่ง

ในสามสมุนไพรในต�ำรับยาไทย จัดอยู ่ใน “พิกัด

ตรีผลา’’ ประกอบด้วยส่วนผลของสมุนไพร 3 ชนิด 

ได้แก่ สมอไทย (Terminalia chebula) สมอพิเภก 

(Terminalia belerica) และมะขามป้อมในปริมาณ

เท่ากันโดยน�้ำหนัก สรรพคุณแก้ปิตตะ วาตะ เสมหะ 

ในกองธาตุ กองฤดู กองอายุ และกองสมุฎฐาน ใช้ใน

การบ�ำรุงร่างกาย ชะลอวยั และใช้เป็นยาอายวุฒันะ[7-8] 

จากบัญชียาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติ ใช้

ผลมะขามป้อมเป็นส่วนประกอบหนึง่ในยาแก้ไอผสม

มะขามป้อม ยาแก้ไอตรีผลา ยาอ�ำมฤควาที ซึ่งเป็นยา

ในกลุม่โรคระบบทางเดนิหายใจ บรรเทาอาการไอและ

ขับเสมหะ[9]

	 องค์ประกอบทางเคมีที่พบในผลมะขามป้อม 

ได้แก่ สารกลุม่แทนนนิ (tannins) เช่น emblicanin-

A, emblicanin-B, punigluconin, pedunculagin, 

chebulagic acid สารกลุ่มอัลคาลอยด์ (alkaloids) 

เช่น phyllantine, phyllantidine, phyllembein 

สารกลุ่มฟีนอล (phenols) เช่น gallic acid, el-

lagic acid, methyl gallate สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์

(flavonoids) เช่น quercetin, kaempferol, rutin, 

isocorilagin[10-11] เนื่องจากองค์ประกอบส่วนใหญ่

เป็นสารประกอบที่มีส่วนของโพลีฟีนอล ได้แก่ gallic 

acid, ellagic acid วิตามินซี สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 

Figure 1  The tree, flowers and fruits of Phyllanthus emblica (Linn.)
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และสารกลุม่แทนนนิ ส่งผลให้มคีณุสมบติัในการต้าน

อนุมูลอิสระท่ีดี และผลมะขามป้อมอุดมไปด้วยสาร

อาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการมากมาย เช่น กรด 

อะมิโน คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน ใยอาหาร 

นอกจากนี้ ยังประกอบไปด้วยแร่ธาตุและวิตามิน 

ต่าง ๆ  เช่น แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหลก็ กรดนโิคทนิกิ 

วิตามินซี เป็นต้น[11-12]

	 จากการศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา พบว่าผล

มะขามป้อมมฤีทธ์ิต่าง ๆ  เช่น ต้านเชือ้จลุนิทรย์ี[13-15] ต้าน

อนุมูลอิสระ[16-18] ต้านอักเสบ[18-20] ลดไข้ แก้ปวด[21-22]  

ต้านไอ[23] ต้านมะเร็ง[24-25] ต้านเบาหวาน[26-29] ลดไขมนั 

ในเลือดและป้องกันการเกิดโรคหัวใจ[30-32] ปกป้อง

กระเพาะอาหาร[33] ปกป้องไต[34] ปกป้องตับ[35-37]  

ป้องกันหรือชะลอการเกิดมะเร็ง[38-39] ปกป้องรังสี[40] 

ปรับภูมิคุ ้มกัน[41-42] นอกจากนี้ ยังมีรายงานฤทธ์ิ

ปกป้องสมองและเสริมความจ�ำของผลมะขามป้อม 

Mathew และ Subramanian[43] พบว่าสารสกัด

ด้วยเมทานอลจากผลมะขามป้อมยบัยัง้เอนไซม์ ace-

tylcholinesterase (AChE) (IC50 < 100 mg/mL) 

ท�ำให้ปริมาณ acetylcholine ซ่ึงเป็นสารสือ่ประสาทที่

ส�ำคญัต่อการเรียนรู้และความจ�ำเพิม่ขึน้ และยงัพบว่า

สารสกดันีม้ฤีทธ์ิต้านอนมุลูอสิระ (IC50 < 10 mg/mL) 

โดยทดสอบด้วยวิธี 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydra-

zil (DPPH) free radical assay Uddin และคณะ[44] 

รายงานว่าสารสกัดด้วยเอทานอลจากผลมะขามป้อม

สามารถลดฤทธิ์เอนไซม์ AChE เพิ่มระดับสารต้าน

อนุมูลอิสระในสมองและลด lipid peroxidation 

และยังมีผลท�ำให้พฤติกรรมการเรียนรู้และความจ�ำ

ของหนูแรทดีขึ้น สาร tannin ที่แยกจากผลมะขาม

ป้อมสามารถลดภาวะสญูเสยีความจ�ำจาก aluminum 

chloride ในสมองส่วน hippocampus และ cortex 

ของหนแูรท[45-46] โดยยบัยัง้เอนไซม์ AChE ลด oxida-

tive stress และ apoptotic markers และยงัลดการ

แสดงออกของยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสงัเคราะห์โปรตนี 

เบต้าอะไมลอยด์ และสาร tannin ยังปกป้องพิษของ 

aluminum chloride ในสมองส่วน cerebellum 

ของหนูแรท โดยยับยั้งเอนไซม์ AChE และลดการ

แสดงออกของ apoptotic markers[47] ส่วนสกัด

ย่อยท่ีมแีทนนนิสงูของผลมะขามป้อมสามารถปกป้อง

การสูญเสียความจ�ำจากการเหนี่ยวน�ำด้วยอาหารท่ีมี

คอเลสเตอรอลและเกลือสูงในหนูแรท โดยลดภาวะ 

oxidative stress ทีเ่หนีย่วน�ำให้เกดิการรู้คดิบกพร่อง 

(cognitive impairment) ในหนูแรท ท�ำให้ลดความ

บกพร่องในเร่ืองการเรียนรู้และความจ�ำโดยออกฤทธ์ิ

ผ่านการกระตุ้นวิถี Nrf2-ARE[48] และยังท�ำให้ระดับ

โปรตีนเบต้าอะไมลอยด์ลดลง ลดการตายของเซลล์

ประสาทโดยออกฤทธ์ิผ่านการยับยั้งวิถี NF-kB[49] 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่าสารสกัดด้วยเมทานอล

จากผลมะขามป้อมปกป้องการตายของเซลล์ประสาท

จากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเซลล์ประสาท 

neuroblastoma[50] และสารสกัดจากผลมะขามป้อม

สามารถลดการตายของเซลล์จากพษิของกลตูาเมตใน

เซลล์ประสาท pheochromocytoma[51]

	 เนื่องจากมะขามป้อมเป็นพืชสมุนไพรในบัญชี

ยาหลักแห่งชาติ ซึ่งน�ำมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ยาหลาย

ชนิด ผลมะขามป้อมมีคุณค่าทางโภชนาการสูง ที่น่า

สนใจ ผลมะขามป้อมมีวิตามินซีในปริมาณสูงและยัง

มีสารต้านอนุมูลอิสระที่ดี มีหลักฐานสนับสนุนว่าสาร 

antioxidants อาจจะป้องกนัหรือชะลอการเกดิพยาธิ

สภาพจากการเสือ่มของเซลล์ประสาททีเ่ป็นผลมาจาก 

oxidative stress ได้[3-4] อย่างไรก็ตาม ยังมีข้อมูล

ทางวิทยาศาสตร์สนับสนุนฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท

ของผลมะขามป้อมไม่เพียงพอ ดังนั้น การศึกษานี้จึง

มวัีตถปุระสงค์เพือ่ศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระของผล
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มะขามป้อมโดยประเมินการดักจับอนุมูลไฮดรอกซิล 

และซุปเปอร์ออกไซด์ และศึกษาฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทโดยการเหนี่ยวน�ำให้เซลล์บาดเจ็บหรือตาย

จากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลูตาเมต

ในเซลล์ประสาท neuroblastoma, N1E-115 แล้ว

ตรวจวัดความอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) ด้วย

วิธี 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide (MTT) reduction นอกจาก

นี้ ได้ท�ำการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิโดยการเติม

สารยับยั้งเฉพาะต่อการส่งสัญญาณของเซลล์ผ่าน

วิถี Mitogen activated protein kinase (MAPK) 

และวิถี Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) ใน

เซลล์ N1E-115 

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1		 วัตถุดิบสมุนไพร: เก็บรวบรวมตัวอย่าง

มะขามป้อมจากพ้ืนท่ีจังหวัดจันทบุรีเพื่อน�ำมาใช้เป็น

วัตถุดิบส�ำหรับการศึกษา และตรวจสอบเอกลักษณ์

ทางเคมีทาง (chemical identification) ของผล

มะขามป้อมตามวิธีในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 

(Thai Herbal Pharmacopoeia)[52]

	 1.2 การเตรียมสมุนไพร:  น�ำส่วนที่ใช้ คือ ผล 

มาล้างให้สะอาดด้วยน�้ำ แยกห่ันผลมะขามป้อมเป็น

ชิ้นเล็ก ๆ อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 50˚C จากนั้นบด
เป็นผงหยาบ และเก็บไว้ในภาชนะปิดสนิทก่อนน�ำไป

เตรียมสารสกัด

	 1.3		การเตรียมสารสกัด:  น�ำผงสมุนไพรแห้ง

ของผลมะขามป้อมต้ังต้นปริมาณ 100 กรัม มาเตรียม

ดังนี้

			   1)	การ เต รียมน�้ ำ ค้ัน :  บีบหรือคั้นใน

น�้ำ กรอง และน�ำไปท�ำให้เข้มข้นภายใต้สุญญากาศ

ด้วยเคร่ือง rotary evaporator (rotary vacuum 

evaporator, Büchi, Japan) และท�ำให้แห้งโดยใช ้

lyophilizer (Labconco, USA) ได้น�้ำคั้นจากผล

มะขามป้อม (PE-J) โดยมีร้อยละของปริมาณสารท่ี

คั้นได้เท่ากับ 5.13 (ร้อยละโดยน�้ำหนักต่อน�้ำหนัก) 

		  2) การเตรียมสารสกัดด้วยน�้ำ: ต้มกลั่นใน

น�้ำ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จ�ำนวน 2 คร้ัง กรอง และน�ำ

ไปท�ำให้เข้มข้นภายใต้สุญญากาศด้วยเคร่ือง rotary 

evaporator แล้วท�ำให้แห้งโดยใช้ lyophilizer ได้สาร

สกดัด้วยน�ำ้จากผลมะขามป้อม (PE-W) โดยมร้ีอยละ

ของปริมาณสารทีส่กดัได้เท่ากบั 29.01 (ร้อยละโดยน�ำ้

หนักต่อน�้ำหนัก)

		  3) การเตรียมสารสกัดด้วยเอทานอล: ต้ม

กลั่นในเอทานอล 95% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จ�ำนวน 2 

คร้ัง กรอง และน�ำไประเหยแห้งภายใต้สญุญากาศด้วย

เคร่ือง rotary evaporator จากนั้นท�ำให้แห้งโดยใช ้

lyophilizer ได้สารสกัดด้วยเอทานอลจากผลมะขาม

ป้อม (PE-E) โดยมีร้อยละของปริมาณสารท่ีสกัดได้

เท่ากับ 18.24 (ร้อยละโดยน�้ำหนักต่อน�้ำหนัก)

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การควบคุมคุณภาพสารสกัด

	 การควบคุมคุณภาพทางเคมีของน�้ำคั้น PE-J 

สารสกัด PE-W และสารสกัด PE-E ใช้เทคนิค 

โครมาโตกราฟีชนิดผิวบาง (thin layer chroma-

tography; TLC) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

gallic acid  ตรวจสอบลักษณะของโครมาโทรแกรม 

(chromatogram) ภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 

254 นาโนเมตร และท�ำปฏิกิริยากับสารละลาย Iron 

(III) chloride TS 
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	 2.2		การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ: 

			   1)	วิเคราะห์ด้วยวธิดีกัจบัอนมุลูไฮดรอกซลิ 

(hydroxyl radical scavenging assay) โดย

ดัดแปลงจากวิธีของ Halliwell และคณะ[53] ดังนี้ 

reaction mixture ประกอบด้วย deoxyribose 1 

มลิลโิมลาร์ FeSO4.7H2O 10 ไมโครโมลาร์ H2O2 100 

ไมโครโมลาร์ ascorbic acid 100 ไมโครโมลาร์ และ

สารสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้น 20-400 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร หรือสารมาตรฐาน trolox 40-400 ไมโคร

โมลาร์ ผสมสารให้เข้ากัน น�ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45˚C 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาด้วย butylate hy-

droxytoluene 100 มิลลิโมลาร์ จากนั้นท�ำ TBARS 

assay โดยเติม trichloroacetic acid 2.8% และ 

thiobarbitoric acid 1% น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 95˚C 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 532 

นาโนเมตร ผลการทดลองท่ีได้น�ำไปค�ำนวณค่า 

ร้อยละของการยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน โดยเทียบ

กับกลุ ่มควบคุมท่ีไม่มีสารสกัดหรือสารมาตรฐาน 

การวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระจะ

พิจารณาจากค่าความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพร

หรือสารมาตรฐานที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา

ออกซเิดชนัได้ร้อยละ 50 (inhibitory concentration 

50%, IC50) และค่า trolox equivalent antioxidant 

activity (TEAC) ซึ่งเป็นค่าที่บอกความแรงของสาร

สกดัสมนุไพรในการต้านการเกดิปฏกิริิยาออกซเิดชนั

เป็นจ�ำนวนเท่าเมือ่เทยีบกบัอนพุนัธ์วิตามนิอี (trolox) 

ต่อกรัมของตัวอย่างสารสกัด 

		  2) วิเคราะห์ด้วยวิธีดักจับอนุมูลซุปเปอร์-

ออกไซด์ (superoxide radical scavenging assay) 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Nishikimi และคณะ[54]  

ดังนี้ reaction mixture ประกอบด้วย nitroblue 

tetrazolium 258 ไมโครโมลาร์ nicotinamide 

adenine dinucleotide (NADH) 996 ไมโครโมลาร์ 

และ phenazine methosulfate (PMS) 16.2 ไมโคร

โมลาร์ และสารสกดัสมนุไพรหรือสารมาตรฐาน gallic 

acid ท่ีความเข้มข้น 1-100 ไมโครกรัม/มลิลลิติร โดย

เตรียมสารทุกตัวใน phosphate buffer (10 mM, pH 

7.4) ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 5 นาที วดัค่าการดดู

กลืนแสงด้วย microplate reader ที่ 562 นาโนเมตร 

ผลการทดลองที่ได้แสดงเป็นค่าร้อยละของ activity 

เทียบกับกลุ่มที่เกิดปฏิกิริยา 100% ค�ำนวณฤทธิ์ต้าน

อนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์เป็นร้อยละของการยบัยัง้ แล้ว

น�ำมา plot กราฟเพือ่หาค่า IC50 เปรียบเทียบความเข้ม

ข้นของสารทดสอบกับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน

	 2.3		การทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท

		  	 1) การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง

	 	 	 น�ำเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง mouse neuro-

blastoma, N1E-115 (Cat. No. CRL-2263) [Ameri-

can Type Culture Collection (ATCC), USA] 

passage number 24-34 ซ่ึงเป็นเซลล์แขวนลอย 

(cell suspension) ใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 

ตารางเซนติเมตร น�ำเซลล์ไปเลี้ยงในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์

ชนดิควบคมุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) อณุหภมู ิ

37˚C ภายใต้สภาวะ CO2 5% ด้วยอาหารเลี้ยง

เซลล์ (DMEM-high glucose; Sigma-Aldrich, 

USA, Cat.No.D1152) ที่มีsodium bicarbonate 

3.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร fetal bovine serum 10% 

(FBS; Hyclone, USA) และยาปฏิชีวนะ penicillin 

G sodium (100 ยนูติ/มลิลลิติร) และ streptomycin 

(100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) นาน 5-7 วัน หลังจากนั้น

ย่อยเซลล์ด้วย trypsin-EDTA 0.25% ได้ cell sus-

pension แล้วน�ำไปปั่นโดยใช้เคร่ืองปั่นชนิดควบคุม

อุณหภูมิ (Sorval RT7, USA) ด้วยความเร็ว 1,200 
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ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยความหนาแน่นของเซลล์

เร่ิมต้น 4 5 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร ภายใต้สภาวะ 

CO2 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เปลีย่นอาหาร

เลี้ยงเซลล์เป็น DMEM-high glucose (Sigma-

Aldrich, USA, Cat.No. D1152) ที่มี sodium bi-

carbonate 3.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร FBS 0.5% และ

ยาปฏิชีวนะ แล้วเติม dimethyl sulfoxide (DMSO) 

1.5% ในอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อให้เซลล์เปลี่ยนสภาพ 

(differentiation) ภายใต้สภาวะท่ีมีซีรัมต�่ำและม ี

DMSO[55-56] เพาะเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 96 ชั่วโมง จึง

น�ำเซลล์ไปใช้ในการทดลอง

		  3) การทดสอบในแบบจ�ำลองการเสื่อมของ

เซลล์ประสาทจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์[57]

				    3.1) การทดสอบความเป็นพิษของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง

	 	 	 	 เจือจางสารสะลายไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์ 30% (เทยีบเท่ากบั 9.794 โมลาร์) ด้วย Phos-

phate Buffered Saline (DPBS; Sigma-Aldrich, 

USA) ที่มี MgCl2 0.100 กรัม/ลิตร เพื่อให้ได้ความ

เข้มข้นต่าง ๆ ที่ต้องการ น�ำเซลล์ N1E-115 (3 5 104 

เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติมสาร

สะลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเข้มข้น 25, 50, 

100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครโมลาร์ ลงในเซลล์

เพาะเลี้ยงแต่ละหลุมแล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

ส่วนเซลล์กลุ ่มควบคุมให้เติม PBS ในปริมาตร 

เท่ากัน หลังจากนั้นตรวจวัด cell viability ด้วยวิธี 

MTT reduction

		  		  3.2)	 การทดสอบผลของน�้ำค้ัน PE-J, 

สารสกัด PE-W และ PE-E ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง

	 	 	 	 ละลายน�ำ้คัน้ PE-J และสารสกดั PE-W 

ใน sterile distilled water และละลายสารสกดั PE-E 

ใน DMSO บริสทุธ์ิ แล้วเจือจางด้วย sterile distilled 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 20˚C เป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ำ 
cell pellet มาเติม DMEM ที่มี FBS 10% และท�ำ

เป็น cell suspension นับจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตด้วย 

hemocytometer โดยวิธี trypan blue exclusion 

และน�ำเซลล์ไปเพาะเลีย้งต่อเนือ่ง (passage) โดยแบ่ง

ใส่ขวดเพาะเลีย้งเซลล์ใหม่ขนาด 75 ตารางเซนตเิมตร 

เพือ่เพ่ิมจ�ำนวนเซลล์ เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 2-3 

วัน และเพาะเล้ียงขยายดังท่ีกล่าว สัปดาห์ละ 1 คร้ัง 

หรือเมือ่เซลล์เพ่ิมจ�ำนวนประมาณ 80-90% ของพืน้ที่

ขวด

		  2)	 การเตรียมเซลล์ส�ำหรับการทดสอบการ

เสื่อมของเซลล์ประสาท 

				    2.1) การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยงส�ำหรับ

การทดสอบการเสือ่มของเซลล์ประสาทจากไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์:  เลี้ยงเซลล์ N1E-115 ใน 48 well 

plate (flat-shape) โดยความหนาแน่นของเซลล์เริ่ม

ต้น 3 5 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร ภายใต้สภาวะ 

CO2 5% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยน

อาหารเล้ียงเซลล์เป็นแบบไม่มีซีรัม ซ่ึงประกอบด้วย 

DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, 

Cat.No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate 3.7 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ และ N2 supple-

ment ได้แก่ sodium selenite (Na2SeO3) 30 นาโน-

โมลาร์ human transferrin 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

bovine insulin 10 ไมโครกรัม/มลิลลิติร progester-

one 20 นาโนโมลาร์ และ putrescin 100 ไมโครโมลาร์ 

น�ำเซลล์เพาะเลี้ยงนี้ไปใช้ในการทดลองหลังจากอายุ

ได้ 48 ชั่วโมง

				    2.2)	 การ เต รียมเซลล ์ เพาะ เลี้ ย ง

ส�ำหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลล์ประสาทจาก 

กลูตาเมต: เลี้ยงเซลล์ N1E-115 ใน 48 well plate 

(flat-shape) ที่เคลือบด้วยสาร poly-D-lysine 100 
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water เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ  ทีต้่องการ (ความ

เข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ไม่เกิน 0.1%) น�ำเซลล ์

N1E-115 (3 5 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อาย ุ

48 ชั่วโมง มาเติมน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W หรือ 

PE-E ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในเซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละ

หลุมแล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่วนเซลล์กลุ่ม

ควบคุมให้เติม sterile distilled water ในปริมาตร

เท่ากัน ในการทดสอบผลของน�้ำคั้น PE-J และสาร

สกัด PE-W หรือ เติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเท่า

กนั (ความเข้มข้นสดุท้ายของ DMSO ไม่เกนิ 0.1%) ใน

การทดสอบผลของสารสกัด PE-E หลังจากนั้นตรวจ

วัด cell viability ด้วยวิธี MTT reduction

				    3.3)	 การทดสอบผลของน�้ำคั้น PE-J 

สารสกัด PE-W และ PE-E ต่อความเป็นพิษของ

เซลล์ประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

	 	 	 	 น�ำเซลล์ N1E-115 (3 5 104 เซลล์/ตาราง

เซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติมน�้ำคั้น PE-J หรือ

สารสกัด PE-W ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1, 5, 25 และ 

50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือเติมสารสกัด PE-E ที่

ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ส่วนเซลล์กลุ่มควบคุมให้เติม sterile dis-

tilled water ในปริมาตรเท่ากนัในการทดสอบผลของ

น�้ำคั้น PE-J และสารสกัด PE-W หรือเติม DMSO 

2.5% ในปริมาตรเท่ากัน (ความเข้มข้นสุดท้ายของ 

DMSO ไม่เกนิ 0.1%) ในการทดสอบผลของสารสกดั 

PE-E พร้อมกับเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 200 

ไมโครโมลาร์ ในเซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละหลุม และเติม 

PBS ในปริมาตรเท่ากนัในเซลล์กลุม่ควบคมุ แล้วเลีย้ง

ต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง อีกกลุ่มการทดสอบให้เติมน�้ำ

คั้นหรือสารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าว เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนเติม

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 200 ไมโครโมลาร์ และเติม 

PBS ในปริมาตรเท่ากันในเซลล์กลุ่มควบคุม แล้วน�ำ

เซลล์ไปเลีย้งต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ตรวจ

วัด cell viability ด้วยวิธี MTT reduction กรณีพบ

ว่าตัวอย่างมีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทจะทดสอบต่อ

โดยการเติมสารยับยั้งเฉพาะต่อการส่งสัญญาณของ

เซลล์

				    3.4)	 การทดสอบผลของสารยับยั้ง

เฉพาะ MEK inhibitor (PD 98059) หรือ PI3K 

inhibitor (LY 294002) ต่อฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทของสารสกดั PE-W และ PE-E จากพษิของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (การสัมผัสสารสกัดจากผล

มะขามป้อมก่อนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์)

	 	 	 	 ละลาย PD 98059 และ LY 294002 ใน 

DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ เก็บเป็น 

stock solutions ที่อุณหภูมิ -20˚C และเจือจางด้วย 
DMSO เพือ่ให้ได้ความเข้มข้นท่ีต้องการ น�ำเซลล์เพาะ

เลี้ยง N1E-115 (3  5 104 cell/cm2) อายุ 48 ชั่วโมง 

มาเติมสาร PD 98059 (30 ไมโครโมลาร์) หรือ (LY 

294002 40 ไมโครโมลาร์) หรือเติม vehical เป็นเวลา 

2 ชั่วโมง แล้วเติมสารสกัด PE-W ที่ความเข้มข้น 50 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ PE-E ท่ีความเข้มข้น 25 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อมกับเติมสารยับยั้ง เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์

ก่อนเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 200 ไมโครโมลาร์ 

พร้อมกบัเตมิสารยบัยัง้ และเติม PBS ในปริมาตรเท่า

กันในเซลล์กลุ่มควบคุม แล้วน�ำเซลล์ไปเลี้ยงต่อเป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นตรวจวัด cell viability 

ด้วยวิธี MTT reduction
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		  	 4)	การทดสอบในแบบจ�ำลองการเส่ือมของ

เซลล์ประสาทจากกลูตาเมต[58]

				    4.1)	การทดสอบความเป็นพิษของ 

กลูตาเมตต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง

	 	 	 	 ละลายกลูตาเมตและไกลซีนใน sterile 

PBS (DPBS ที่ปราศจาก MgCl2) แล้วเจือจางด้วย 

PBS เพื่อให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ  ที่ต้องการ น�ำเซลล์ 

N1E-115 (4 5 104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 

ชั่วโมง แต่ละหลุมมาเติมกลูตาเมตที่ความเข้มข้น 1, 

10, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิโมลาร์ พร้อมกับเติม

ไกลซีนที่ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ แล้วเลี้ยงต่อเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS ในปริมาตรเท่ากันใน

เซลล์กลุม่ควบคมุ หลงัจากนัน้ตรวจวดั cell viability 

ด้วยวิธี MTT reduction

			   	 4.2)	 การทดสอบผลของน�้ำค้ัน PE-J, 

สารสกดั PE-W และ PE-E ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง

	 	 	 	 น�ำเซลล์ N1E-115 (4 5 104 เซลล์/ตาราง

เซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แต่ละหลุมมาเติมน�้ำคั้น 

PE-J, สารสกดั PE-W หรือ PE-E ทีค่วามเข้มข้น 0.5, 

1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้ว

เลีย้งต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส่วนเซลล์กลุม่ควบคมุให้

เติม sterile distilled water ในปริมาตรเท่ากันใน

การทดสอบผลของน�้ำคั้น PE-J และสารสกัด PE-W 

หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเท่ากัน (ความเข้ม

ข้นสุดท้ายของ DMSO ไม่เกิน 0.1%) ในการทดสอบ

ผลของสารสกัด PE-E หลังจากนั้นตรวจวัด cell  

viability ด้วยวิธี MTT reduction

				    4.3)	การทดสอบผลของน�้ำค้ัน PE-J, 

สารสกัด PE-W และ PE-E ต่อความเป็นพิษของ

เซลล์ประสาทที่เกิดจากกลูตาเมต

	 	 	 	 น�ำเซลล์ N1E-115 (4  5  104 cell/cm2) 

อายุ 96 ช่ัวโมง แต่ละหลุมมาเติมน�้ำคั้น PE-J, สาร

สกัด PE-W หรือ PE-E ที่ความเข้มข้น 1, 5, 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่วนเซลล์กลุ่ม

ควบคุมให้เติม sterile distilled water ในปริมาตร

เท่ากันในการทดสอบผลของน�้ำคั้น PE-J และสาร

สกัด PE-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเท่า

กัน (ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ไม่เกิน 0.1%) 

ในการทดสอบผลของสารสกัด PE-E พร้อมกับเติม 

กลตูาเมต 50 มลิลโิมลาร์ และไกลซีน 2 มลิลโิมลาร์ ใน

เซลล์เพาะเลี้ยงแต่ละหลุม และเติม PBS ในปริมาตร

เท่ากันในเซลล์กลุ่มควบคุม แล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง อกีกลุม่การทดสอบให้เตมิสารสกดัท่ีความเข้ม

ข้นดังกล่าว เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ก่อนเติมกลูตาเมตและไกลซีน 

และเติม PBS ในปริมาตรเท่ากนัในเซลล์กลุม่ควบคมุ 

แล้วน�ำเซลล์ไปเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก

นั้นตรวจวัด cell viability ด้วยวิธี MTT reduction

			   5)	การประเมินคุณภาพ และการตรวจวัด

ความอยู่รอดของเซลล์

				    5.1) การประเมิน cell morphology

	 	 	 	 ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง 

(morphology) ของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (inverted microscope, 

Axiovert 200, Zeiss, Germany) โดยใช้เทคนิค 

phase contrast

				    5.2) การตรวจวัดจ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต

ด้วยวิธี MTT reduction assay

	 	 	 	 ตรวจวัด MTT reduction ซ่ึงบ่งบอก

ความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี colorimetric โดย

ดัดแปลงจากวิธีของ Mosmann (1983)[59] ดังนี้ 

เติมสารละลาย MTT 10 ไมโครลิตร (5 มิลลิกรัม/
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มิลลิลิตรใน PBS) ลงในเซลล์ของแต่ละหลุม (ความ

เข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แล้วน�ำ

เซลล์เพาะเลีย้งไปบ่มในตูอ้บเพาะเชือ้ อณุหภมู ิ37˚C 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ทิง้ 

และเตมิ DMSO 200 ไมโครลติร ลงในแต่ละหลมุ ดดู

สารละลายของแต่ละหลุมใส่ใน 96 well plate แล้ว

น�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย Multi-detection 

microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, 

USA) ทีค่วามยาวคลืน่ 570/620 นาโนเมตร ค่า MTT 

reduction แสดงในรูปของร้อยละเปรียบเทียบกับ

เซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้เติมสารทดสอบ 

(untreated control) ซึง่ค�ำนวณจาก (ค่าการดูดกลืน

แสงของกลุม่ทีไ่ด้รับสารหรือสมนุไพร 5 100) / ค่าการ

ดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม

	 2.4		การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

			   1)	การวิเคราะห์ข้อมลูการทดสอบฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ

	 	 	 ข้อมลูการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระทุก

ค่าน�ำเสนอในรูปค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าความคลาด

เคล่ือนมาตรฐาน (standard error of the mean, 

SEM) โดยค่าเฉลี่ยของแต่ละข้อมูลมาจาก 3 การ

ทดลองท่ีเป็นอิสระต่อกัน (n = 3) การเปรียบเทียบ

ความแตกต่างระหว่าง 2 กลุ่มการทดลองที่เป็นอิสระ

ต่อกัน ใช้ unpair t-test ค่า p ที่น้อยกว่า 0.05 หรือ

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% ถอืว่ามคีวามแตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ

		  	 2)	การวิเคราะห์ข้อมูลการทดสอบฤทธ์ิ

ปกป้องเซลล์ประสาท

	 	 	 ข้อมลูทกุค่าน�ำเสนอในรูปค่าเฉลีย่ (Mean) 

± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, 

SEM) โดยค่าเฉลีย่ของแต่ละข้อมลูมาจาก 6 ตัวอย่าง 

(n = 6) ทีเ่ป็นอสิระต่อกนั และแต่ละตัวอย่างท�ำสามซ�ำ้ 

การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยมากกว่า 

2 กลุ่ม ใช้ analysis of variance (ANOVA) การ

เปรียบเทียบข้อมลูทีแ่ตกต่างกนั กรณคีวามแปรปรวน

ของท้ัง 2 กลุ่มไม่แตกต่างกันใช้ Scheffe multiple 

comparisons และแตกต่างกันใช้ Tamhane’s T2 

multiple comparisons ค่า p ที่น้อยกว่า 0.05 หรือ

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% ถอืว่ามคีวามแตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ผลการศึกษา

1. ผลการควบคุมคุณภาพสารสกัด

	 การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีของผลมะขาม

ป้อมโดยวิธี TLC พบแถบสีด�ำของน�้ำคั้น PE-J สาร

สกัด PE-W และ PE-E ตรงกับแถบของสารละลาย

มาตรฐาน gallic acid จาก chromatogram พบว่า

สารสกดั PE-W มคีวามเข้มของแถบมากกว่าสารสกดั 

PE-E ขณะที่น�้ำคั้น PE-J มีแถบสีจาง ๆ (Figure 2) 

แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัด้วยน�ำ้มปีริมาณ gallic acid 

มากกว่าสารสกัดด้วยเอทานอล ส่วนน�้ำคั้นมีปริมาณ 

gallic acid ในปริมาณน้อย
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2. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

	 จากการตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลไฮดรอกซิล 

พบว่าน�้ำคั้น PE-J สารสกัด PE-W และ PE-E ของ

ผลมะขามป้อมมฤีทธ์ิต้านอนมุลูไฮดรอกซิลตามความ

เข้มข้นทีใ่ช้ทดสอบ โดยมค่ีา IC50 เท่ากบั 7.41 ± 4.26, 

10.98 ± 1.14 และ 10.37 ± 1.30 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

ตามล�ำดบั ส่วนสารมาตรฐาน trolox มค่ีา IC50 เท่ากบั 

184.87 ± 26.02 ไมโครกรัม/มลิลลิติร แสดงให้เหน็ว่า

ผลมะขามป้อมต้านอนมุลูไฮดรอกซิลได้ดมีาก และใน

ปริมาณที่แรงกว่า trolox โดยมีความแรงในการต้าน

การเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชัน เป็น 24.95, 16.84 และ 

17.83 เท่า เมื่อเทียบกับ trolox หรืออนุพันธ์วิตามินอี 

(trolox equivalence/ α-tocopherol equivalent 

antioxidant capacity) ต่อกรัมของตวัอย่างสารสกดั 

จากการตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 

พบว่าน�้ำคั้น PE-J สารสกัด PE-W และ PE-E ของ

ผลมะขามป้อมมฤีทธ์ิต้านอนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์ตาม

ความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 22.91 

± 0.62, 20.02 ± 2.03 และ 18.08 ± 0.37 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ ส่วนสารมาตรฐาน gallic acid 

มีค่า IC50 เท่ากับ 11.71 ± 1.80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

แสดงให้เห็นว่าผลมะขามป้อมต้านอนุมูลซุปเปอร์

ออกไซด์ได้ดีมากเช่นเดียวกับสารมาตรฐาน 

Figure 2	 TLC chromatogram of juice, water extract and ethanol extract from P. emblica fruits compared with 

gallic acid as standard

	 (A)  detected under UV at 254 nm (Detection I)

	 (B)  sprayed with Iron (III) chloride TS (Detection II)

GA = gallic acid 1.5 mg/ml
NP01 = juice of P. emblica fruits (PE-J) 50 mg/ml
NP02 = water extract of P. emblica fruits (PE-W) 50 mg/ml
NP03 = ethanol extract of P. emblica fruits (PE-E) 50 mg/ml
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3. ผลการทดสอบฤทธ์ิปกปอ้งเซลลป์ระสาทใน

แบบจำ�ลองการเสื่อมของเซลลป์ระสาทจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

	 3.1		ผลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อเซลล์

ประสาทเพาะเลี้ยง:  พบว่าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

เหนี่ยวน�ำให้เซลล์ N1E-115 ตายแบบ concentra-

tion dependent manner โดย cell viability ของ

กลุ ่มท่ีสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความ

เข้มข้นในช่วง 100-500 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ (p < 0.05) (Figure 3a) จากการสังเกตภาย

ใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ประสาทมีรูปร่างผิด

ปกติ โดยเซลล์มีลักษณะบวม หรือหดตัว หรือฝ่อ

เป็นซากเศษเซลล์ท่ีตายแล้วปะปนกบัเซลล์ทีย่งัมชีวิีต

อยู่ และ neurites มีความยาวสั้นลงและไม่มีความ

ต่อเนื่อง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ความผิดปกตินี ้

เกิดขึ้นพร้อมกันกับการลดลงของ cell viability 

เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 200 

ไมโครโมลาร์ ท�ำให้เซลล์ตายประมาณร้อยละ 50 จึง

เลือกใช้ความเข้มข้นดังกล่าวในการเหนี่ยวน�ำให้เกิด

การตายของเซลล์ประสาทในการทดลองต่อไป

	 3.2 ผลของมะขามป้อมต่อเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยง: เมื่อเซลล์ N1E-115 สัมผัสกับน�้ำคั้น PE-J 

สารสกัด PE-W และ PE-E ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 

25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง พบว่า MTT reduction ของเซลล์หลัง

สัมผัสกับน�้ำคั้น PE-J เป็นร้อยละ 103.67, 103.21, 

103.93, 99.51, 94.84, 78.96 และ 67.42 ตามล�ำดับ 

(Figure 3b) MTT reduction ของเซลล์หลังสัมผัส

กับสารสกัด PE-W เป็นร้อยละ 103.31, 106.08, 

104.48, 103.83, 89.04, 65.27 และ 63.05 ตามล�ำดับ 

(Figure 3c) และหลังสัมผัสกับสารสกัด PE-E เป็น

ร้อยละ 105.83, 106.31, 100.28, 97.63, 84.38, 

64.31 และ 54.87 ตามล�ำดับ (Figure 3d) เมื่อเทียบ

กับกลุ่มควบคุม (100%) แสดงให้เห็นว่าน�้ำคั้น PE-J 

ที่ความเข้มข้น 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มี

ผลลด cell viability อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 

0.05) โดยลดลงร้อยละ 21.04 และ 32.58 ตามล�ำดับ 

และสารสกัด PE-W ท่ีความเข้มข้น 100 และ 200 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลลด cell viability อย่างมี

นยัส�ำคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) โดยลดลงร้อยละ 34.73 

และ 36.95 ตามล�ำดับ (Figure 3b และ Figure 3c) 

เมือ่เทียบกบักลุม่ควบคมุ (100%) ส่วนสารสกดั PE-E 

ท่ีความเข้มข้น 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

มผีลลด cell viability อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ (p < 

0.05) โดยลดลงร้อยละ 15.62, 35.69 และ 45.13 ตาม

ล�ำดบั เมือ่เทียบกบักลุม่ควบคมุ (100%) (Figure 3d)
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Figure 3	 Effect of hydrogen peroxide, juice (PE-J), water extract (PE-W) and ethanol extract (PE-E) of  
P. emblica fruits on N1E-115 cell cultures

	 N1E-115 cells were cultured for 48 hours and then exposed to various concentrations of hydrogen 
peroxide (25-500 mM) (a) for 24 hours or incubated with different concentrations of PE-J (b), PE-W 
(c) or PE-E (d) (0.5-200 mg/ml) for 24 hours. After incubation, cell viability was determined by 
MTT reduction assay. Data are expressed as Mean ± SEM of six samples (n = 6) from independent 
experiments, each performed in triplicate.

	 *statistically significant difference from control cultures (p < 0.05)

Hydrogen peroxide concentrations (mM) PE-J (mg/ml)

PE-W (mg/ml) PE-E (mg/ml)

	 3.3 ผลของน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W และ 

PE-E ต่อความเป็นพิษของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

	 เมื่อให ้ เซลล ์  N1E-115 สัมผัสกับน�้ ำคั้น 

PE-J และสารสกัด PE-W ที่ความเข้มข้น 0.1-50 

ไมโครกรัม/มลิลลิติร หรือสมัผสักบัสารสกดั PE-E ที่

ความเข้มข้น 0.05-25 ไมโครกรัม/มลิลลิติร พร้อมกบั

ไฮโดรเจน-เปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 200 ไมโคร- 

โมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าน�้ำคั้น PE-J, สาร 

สกัด PE-W และ PE-E ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง 

MTT reduction เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีได้รับ 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่างเดียว (ไม่แสดงข้อมูล) 

แสดงให้เห็นว่าน�ำ้คัน้และสารสกดัจากผลมะขามป้อม 

ทีค่วามเข้มข้นดงักล่าวเมือ่ให้พร้อมกบัไฮโดรเจนเปอร์- 

ออกไซด์ไม่สามารถลดการตายของเซลล์ประสาท

ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ เมื่อให้เซลล์ 

N1E-115 สัมผัสกับน�้ำคั้น PE-J หรือสารสกัด PE-W 

ที่ความเข้มข้น 0.1-50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือเติม

สารสกัด PE-E ท่ีความเข้มข้น 0.05-25 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ก่อนให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ พบว่าน�้ำ
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คั้น PE-J ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง MTT re-

duction เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมได้รับไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์อย่างเดียว (Figure 4a) ในขณะท่ีสาร

สกัด PE-W ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

สามารถเพ่ิม cell viability อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ 

(p < 0.05) โดยเพิม่ขึน้ร้อยละ 19.40 เมือ่เทียบกบักลุม่

ท่ีได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่างเดียว (Figure 

4b) และสารสกดั PE-E ทีค่วามเข้มข้น 25 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร สามารถเพิม่ cell viability อย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถิติ (p < 0.05) โดยเพิ่มขึ้นร้อยละ 17.00 เมื่อ

เทียบกับกลุ่มท่ีได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่าง

เดียว (Figure 4c) ข้อมูลที่ได้แสดงให้เห็นว่าน�้ำคั้น 

PE-J ท่ีความเข้มข้น 0.1-50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ให้ก่อนไฮโดนเจนเปอร์ออกไซด์ไม่สามารถลดการ

บาดเจ็บหรือการตายของเซลล์ประสาทท่ีเกิดจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ ในขณะที่สารสกัด PE-W 

ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัด 

PE-E ท่ีความเข้มข้น 25 ไมโครกรัม/มลิลลิติร ให้ก่อน

ไฮโดนเจนเปอร์ออกไซด์ สามารถลดการบาดเจ็บหรือ

การตายของเซลล์ประสาทท่ีเกิดจากไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์ได้ (Figure 4a ถึง Figure 4c)

Figure 4	 Effect of juice (PE-J), water extract (PE-W) and ethanol extract (PE-E) of P. emblica fruits on  
hydrogen peroxide-induced neurotoxicity in N1E-115 cell cultures

	 N1E-115 cells were cultured for 48 hours and then pretreated with PE-J (0.1-50 µg/ml) (a), PE-W (0.1-50 
µg/ml) (b) or PE-E (0.05-25 µg/ml) (c) for 24 hours and further incubated with hydrogen peroxide (200 µM) 
for 24 hours. After incubation, cell viability was determined by MTT reduction assay. Data are expressed as Mean 
± SEM of six samples (n = 6) from independent experiments, each performed in triplicate.

	 #statistically significant difference from control cultures (p < 0.05)
	 *statistically significant difference from hydrogen peroxide-treated cultures (p < 0.05)

PE-J (mg/ml)
Hydrogen peroxide 200 mM

PE-W (mg/ml)
Hydrogen peroxide 200 mM

PE-E (mg/ml)
Hydrogen peroxide 200 mM

a

b
c



328 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 22  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม 2567

	 3.4		ผลของสารยับยั้งเฉพาะ MEK inhibitor 

(PD 98059) หรอื PI3K inhibitor (LY 294002) ต่อ

ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด PE-W และ 

PE-E จากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

	 การทดสอบว่ากลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทของสารสกัด PE-W และ PE-E เกี่ยวข้องกับ 

กระบวนการส่งสญัญาณผ่านวถิ ีMAPK หรือวถิ ีPI3K 

หรือไม่ โดยเติมหรือไม่เติมสารยับยั้งเฉพาะ ได้แก ่

MEK inhibitor (PD 98059) หรือ PI3K inhibitor 

(LY 294002) เป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อนการสัมผัสก่อน 

(เซลล์ประสาทสมัผสักบัมะขามป้อมก่อนให้ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์) หลังจากนั้นเติมสารยับยั้งเฉพาะไป

พร้อมกับการสัมผัสก่อนในเซลล์เพาะเลี้ยง เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง 

	 เมื่อทดสอบกลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทของสารสกัด PE-W พบว่า PD 98059 (30 

ไมโครโมลาร์) และ LY 294002 (40 ไมโครโมลาร์) 

ไม่มีผลต่อ MTT reduction สารสกัด PE-W (50 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สามารถเพ่ิม cell viability 

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยเพิ่มขึ้น 

21.85% เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์อย่างเดียว และพบว่า PD 98059 (30 มิลลิ- 

โมลาร์) ไม่มีผลต่อฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของ

สารสกัด PE-W ขณะท่ี LY 294002 (40 มิลลิ- 

โมลาร์) มีผลต่อ cell viability โดยลดฤทธ์ิปกป้อง

เซลล์ประสาทของสารสกัด PE-W (Figure 5a) เมื่อ

ทดสอบกลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของ

สารสกัด PE-E พบว่า PD 98059 (30 ไมโครโมลาร์) 

และ LY 294002 (40 ไมโครโมลาร์) ไม่มีผลต่อ MTT 

reduction สารสกดั PE-E (25 ไมโครกรัม/มลิลลิติร) 

สามารถเพิม่ cell viability อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ 

(p < 0.05) โดยเพิ่มข้ึน 20.10% เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ี

ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่างเดียว และพบว่า 

PD 98059 (30 มิลลิโมลาร์) ไม่มีผลต่อฤทธ์ิปกป้อง

เซลล์ประสาทของสารสกัด PE-E ขณะที่ LY 294002 

(40 มิลลิโมลาร์) มีผลต่อ cell viability โดยลดฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกดั PE-E (Figure 5b)

Figure 5	 Effect of MEK inhibitor (PD 98059) or PI3K inhibitor (LY 294002) on neuroprotectivity of water 
extract (PE-W) and ethanol extract (PE-E) of P. emblica fruits against hydrogen peroxide-induced 
neurotoxicity in N1E-115 cell cultures

	 N1E-115 cells were cultured for 48 hours and then pretreated with PD 98059 (30 µM) or LY 294002 (40 µM). 
Two hours later, PE-W (50 µg/ml) (a) or PE-E (25 µg/ml) (b) was added to the culture medium for an additional 
24 hours. After pre-incubation, culture medium was changed and replaced with fresh medium containing hydrogen 
peroxide (200 µM) for 24 hours. Then, cell viability was determined by MTT reduction assay. Data are expressed 
as Mean ± SEM of six samples (n = 6) from independent experiments, each performed in triplicate.

	 #statistically significant difference from control cultures (p < 0.05)
	 *statistically significant difference from hydrogen peroxide-treated cultures (p < 0.05)

a
b
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4. ผลการทดสอบฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท

ในแบบจำ�ลองการเสื่อมของเซลล์ประสาท

จากกลูตาเมต

	 4.1 ผลของกลูตาเมตต่อเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยง: พบว่ากลูตาเมตเหนี่ยวน�ำให้เซลล์ตายแบบ 

concentration dependent manner โดย cell via-

bility ของกลุม่ทีส่มัผสักบักลตูาเมตทีค่วามเข้มข้นใน

ช่วง 25-100 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แตกต่าง

จากกลุม่ควบคมุอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) 

(Figure 6a) จากการสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

พบว่าความหนาแน่นของเซลล์ประสาทลดลง เซลล์

ประสาทมีรูปร่างผิดปกติ และ neurites มีความ

ยาวสั้นลงและไม่มีความต่อเนื่อง เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม ความผิดปกตินี้เกิดขึ้นพร้อมกันกับการลด

ลงของ cell viability เนื่องจากกลูตาเมตท่ีความ 

เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท�ำให้เซลล์ตายประมาณ 

ร้อยละ 50 จึงเลือกใช้ความเข้มข้นดังกล่าวในการ

เหนี่ยวน�ำให้เกิดการการตายของเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยงในการทดลองต่อไป

	 4.2 ผลของมะขามป้อมต่อเซลล์ประสาทเพาะ

เลี้ยงที่ท�ำให้เปลี่ยนสภาพแล้ว: เมื่อให้เซลล์ dif-

ferentiated N1E-115 สัมผัสกับน�้ำคั้น PE-J, สาร

สกัด PE-W หรือ PE-E ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 25, 

50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง พบว่า MTT reduction ของเซลล์ประสาทไม่

เปลีย่นแปลง เมือ่เทียบกบักลุม่ควบคมุ (100%) แสดง

ให้เห็นว่าน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W และ PE-E ที่

ความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลต่อ cell viability ของ

เซลล์ประสาท (Figure 6b-Figure 6d)  

Glutamate concentration (mM)

Figure 6	 Effect of glutamate, juice (PE-J), water extract (PE-W) and ethanol extract (PE-E) of P. emblica fruits 
on N1E-115 cell cultures

	 Differentiated N1E-115 cells were cultured for 96 hours and then exposed to various concentrations of glutamate  
(1-100 mM) (a) for 24 hours or incubated with different concentrations of PE-J (b), PE-W (c) or PE-E (d) (0.5-
200 µg/ml) for 24 hours. After incubation, cell viability was determined by MTT reduction assay. Data are expressed 
as Mean ± SEM of six samples (n = 6) from independent experiments, each performed in triplicate.

	 *statistically significant difference from control cultures (p < 0.05)

a b

PE-J (mg/ml)

PE-W (mg/ml) PE-E (mg/ml)

c d
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	 4.3 ผลของน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W และ 

PE-E ต่อความเป็นพิษของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก 

กลตูาเมต : เมือ่ท�ำให้เซลล์ differentiated N1E-115 

สัมผัสกับน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W หรือ PE-E 

ที่ความเข้มข้น 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พร้อม

กับหรือก่อนให้กลูตาเมตท่ีความเข้มข้น 50 มิลลิโม-

ลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด 

PE-W และ PE-E ไม่มีผลต่อ MTT reduction เมื่อ

เทียบกับกลุ่มควบคุม (ไม่แสดงข้อมูล) แสดงให้เห็น

ว่าน�้ำคั้น PE-J, สารสกัด PE-W และ PE-E ที่ความ

เข้มข้น 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่สามารถลด

การบาดเจ็บหรือการตายของเซลล์ประสาทที่เกิดจาก 

กลูตาเมตได้

อภิปรายผล

	 ภาวะ oxidative stress จากอนุมูลอิสระเกิน 

เป็นสาเหตุสําคัญของการท�ำลายเนื้อเยื่อ ท�ำให้เกิด

ความเสียหายและความเสื่อมของเซลล์ ก่อให้เกิด 

neurodegenerative diseases ในการทดสอบฤทธิ์

ต้านอนมุลูอสิระใช้แบบจ�ำลองทีท่�ำให้เกดิอนมุลูอสิระ

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ได้แก่ trolox และ gal-

lic acid จากการตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบ

ว่าน�้ำคั้นและสารสกัดจากผลมะขามป้อมต้านอนุมูล

ไฮดรอกซิลได้ดมีาก ในปริมาณทีแ่รงกว่า trolox และ

ผลมะขามป้อมยงัสามารถต้านอนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์

ได้ดีมากเช่นเดียวกับ gallic acid การแสดงฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระของผลมะขามป้อมนี้สอดคล้องกับ

รายงานทีม่ผีูว้จิยัมาแล้ว[16-18] ซ่ึงมปีระสทิธิภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีที่แตกต่างกัน 

	 จากการควบคุมคุณภาพทางเคมีโดยใช้เทคนิค 

TLC และใช้ gallic acid เป็นสารเปรียบเทยีบนัน้ พบ

ว่าผลมะขามป้อมมีสาร gallic acid ซึ่งเป็นสารประ-

กอบฟีโนลิก ผลท่ีได้สอดคล้องกับรายงานอื่นที่พบ

ว่า gallic acid เป็นหนึ่งในสารพฤษเคมีที่พบในผล

มะขามป้อมและเป็นตัวหลักที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

จึงใช้ปริมาณ gallic acid เป็นตัวช้ีวัดของศักยภาพ

การต้านอนุมูลอิสระในผลมะขามป้อมได้[17] ดังนั้น 

การแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของผลมะขามป้อม

นี้อาจเป็นผลเนื่องมาจากสารกลุ่มฟีนอลที่พบในผล

มะขามป้อม ส่วนการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีโดย

วิธี TLC ที่พบว่าน�้ำคั้น PE-J (แถบสีจาง ๆ ) มีปริมาณ 

gallic acid น้อยกว่าสารสกัด PE-W และ PE-E แต่

น�ำ้คัน้ PE-J ต้านอนมุลูไฮดรอกซิลได้แรงกว่าสารสกดั 

PE-W และ PE-E อาจเป็นไปได้ว่าน�้ำคั้น PE-J อาจมี 

สารตัวอื่นในกลุ่มแทนนินหรือกลุ่มฟีนอลหรือกลุ่ม 

ฟลาโวนอยด์เป็นส่วนประกอบร่วมด้วยจึงเสริมฤทธ์ิกนั 

ท�ำให้แสดงต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า ซ่ึงในการศึกษา

นี้ไม่ได้วัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระจึงไม่สามารถ

อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความแรงในการต้าน

อนุมูลอิสระและปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบใน

ผลมะขามป้อมได้

	 งานวิจัยรายงานว่าสาร antioxidants ท่ีมี

ศักยภาพในการดักจับอนุมูลอิสระและต้านการเกิด 

oxidative stress อาจจะป้องกันหรือชะลอการเกิด

พยาธิสภาพจากการเสื่อมของเซลล์ประสาทท่ีเป็นผล

มาจาก oxidative stress ได้[3-4] และการศึกษานี้พบ

ว่าสารสกดัจากผลมะขามป้อมแสดงฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์ประสาท

จากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์นั้น กลไกการออกฤทธ์ิ

ปกป้องเซลล์ประสาทอย่างน้อยส่วนหนึ่งอาจเป็นผล

มาจากคุณสมบัติต้านออกซิเดซันของสารกลุ่มฟีนอล

ที่พบในผลมะขามป้อมท�ำให้สามารถลดการตายของ

เซลล์ประสาทได้ จากผลการตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนมุลู

ซุปเปอร์ออกไซด์ที่พบว่า สารสกัด PE-W แสดงฤทธิ์
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มากท่ีสุด รองลงมา คือ สารสกัด PE-E และ PE-J 

ตามล�ำดับ ผลนี้มีความสอดคล้องกับผลการปกป้อง

เซลล์ประสาทจากพิษที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ท่ีพบ

ว่าสารสกัด PE-W แสดงฤทธิ์มากที่สุด รองลงมา คือ 

สารสกัด PE-E ในขณะที่ น�้ำคั้น PE-J ไม่แสดงฤทธิ์

ดังกล่าว ความสอดคล้องกันนี้มีความสัมพันธ์กับผล

การศกึษาเอกลกัษณ์ทางเคมทีีแ่สดงให้เหน็ว่าสารสกดั

ด้วยน�้ำมีปริมาณ gallic acid มากกว่าสารสกัดด้วย 

เอทานอล ส่วนน�ำ้คัน้มปีริมาณ gallic acid ในปริมาณ

น้อย การแสดงฤทธ์ิดังกล่าวอาจขึ้นกับปริมาณของ

สารกลุ่มฟีนอล หากมีการวัดปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวม (total phenolic contents) ในสารสกัด

จากผลมะขามป้อมร่วมด้วยจะท�ำให้ทราบถึงความ

สัมพันธ์ของสารที่แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ

ความแรงในการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของ

สารสกัดสมุนไพร

	 การสัมผัสกับสารสกัดจากผลมะขามป้อมก่อน

เหนี่ยวน�ำด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นผลให้

เกิดการปกป้องการตายของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง

ท่ีเกิดจากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ อาจเป็น

ไปได้ว่าฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลมะขามป้อม

มีผลต่อเซลล์ประสาทในแง่ของการป้องกันการเกิด

พิษ ซ่ึงต้องใช้ระยะเวลาในการแสดงฤทธ์ิโดยให้สาร

สกัดจากผลมะขามป้อมเข้าสู่เซลล์ก่อนแล้วจึงเติม

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงในเซลล์เพาะเลีย้งภายหลงั 

ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sukma และคณะ[50] ที่

พบว่าการสัมผัสกับสารสกัดจากผลมะขามป้อมก่อน

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถปกป้องการตายของ

เซลล์ประสาทจากพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ใน

เซลล์ประสาท neuroblastoma, NG108-15 ได้ ใน

ขณะที่การสัมผัสร่วมระหว่างสารสกัดจากผลมะขาม

ป้อมพร้อมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์นั้นไม่มีผล

ต่อการปกป้องการตายของเซลล์ประสาทจากพิษของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แสดงว่าฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทของผลมะขามป้อมไม่ได้เกิดจากการออก

ฤทธ์ิโดยตรงต่อความเป็นพิษท่ีเกิดจากไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ ส่วนการสัมผัสของเซลล์ differenti-

ated N1E-115 กบัน�ำ้คัน้ PE-J, สารสกดั PE-W หรือ 

PE-E พร้อมกับหรือก่อนการสัมผัสกับกลูตาเมตไม่

แสดงฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทจากพษิของกลตูาเมต 

ซ่ึงไม่สอดคล้องกับรายงานของ Rajalakshmi และ

คณะ[51] ที่พบว่าสารสกัดจากผลมะขามป้อมสามารถ

ลดการตายของเซลล์จากพิษของกลูตาเมตในเซลล์

ประสาท pheochromocytoma, PC12 ผลท่ีแตก

ต่างกันนี้อาจเนื่องมาจากความแตกต่างของเซลล์ที่ใช้

ในการทดสอบ

	 การท่ีผลมะขามป้อมแสดงฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทในแบบจ�ำลองการเสือ่มของเซลล์ประสาทจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แต่ไม่แสดงผลปกป้องการ

ตายของเซลล์ประสาทจากพิษของกลูตาเมต เป็นไป

ได้ว่า กลไกการเกดิพษิของกลตูาเมตมคีวามแตกต่าง

จากการเกิดพิษของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ กลูตา-

เมตท่ีเหนี่ยวน�ำให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทเกิด

จากการกระตุ้นตัวรับกลตูาเมตมากเกนิไปโดยเฉพาะ 

N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) ท�ำให้เกดิพษิ

ต่อเซลล์ประสาท (excitotoxivity) กลไกการเกิดพิษ

ต่อเซลล์ประสาทของกลูตาเมตนั้นยังไม่ทราบแน่ชัด 

กลตูาเมตอาจเหนีย่วน�ำให้เกดิพษิโดยท�ำให้แคลเซียม

ไหลเข้าเซลล์จ�ำนวนมาก (calcium overload) เกิด

การเสียสมดุลของแคลเซียม มีการสร้างและสะสม 

ROS ในปริมาณมาก เกิดการท�ำลายแบบออกซิเดซัน 

น�ำไปสูก่ารเปลีย่นแปลงโครงสร้างและการสญูเสยีหน้า

ท่ีของไมโตคอนเดรีย ท�ำให้เกิดพิษต่อเซลล์ประสาท

และกระตุ้นวิถีการตายของเซลล์[60-61] สารสกัดจาก
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ผลมะขามป้อมไม่สามารถปกป้องเซลล์จากพิษของ 

กลูตาเมตได้อาจเนื่องจากกลูตาเมตท�ำให้เซลล์ตาย

โดยมกีลไกอืน่นอกเหนอืจากการชกัน�ำให้เกดิ oxida-

tive stress ร่วมอยู่ด้วย ท�ำให้ฤทธ์ิในการต้านออก

ซิเดซันของสารสกัดมะขามป้อมไม่เพียงพอที่จะลด

การตายของเซลล์จากพิษของกลูตาเมตได้ และฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดจากผลมะขาม

ป้อมน่าไม่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการกระตุ้นท่ีตัวรับ

กลูตาเมต

	 MAPKs เป็นกลุ่มเอนไซม์ท่ีท�ำหน้าท่ีควบคุม

กระบวนการต่าง ๆ ของเซลล์ ได้แก่ การแบ่งเซลล ์

การเจริญเติบโต การเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ การเปลี่ยน

สภาพของเซลล์ การเคลื่อนท่ี การรอดชีวิตและการ

ตายของเซลล์ การส่งสัญญาณในวิถี MAPKs ได้แก่ 

MAPK และ PI3K signaling pathway ซ่ึงมีความ

จ�ำเป็นต่อการมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์[62] ในการศึกษา

นี้ได้พิสูจน์ว่าฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัด 

PE-W และ PE-E ในแบบจ�ำลองการเสื่อมของเซลล์

ประสาทจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีกลไกการออก

ฤทธ์ิผ่านกระบวนการส่งสัญญานในวิถี MAPK และ

วิถี PI3K หรือไม่ เมื่อให้เซลล์ประสาทสัมผัสกับสาร

สกัดมะขามป้อมก่อนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ สาร

สกัด PE-W และ PE-E ที่ความเข้มข้น 50 และ 25 

ไมโครกรัม/มลิลลิติร แสดงฤทธิป์กป้องเซลล์ประสาท

เพาะเลีย้งจากพษิของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ผลท่ีได้

นีส้อดคล้องกบัผลการทดลองคร้ังก่อนในการศกึษานี้

ที่พบว่าสารสกัด PE-W และ PE-E ที่ความเข้มข้นดัง

กล่าวมฤีทธิป์กป้องการตายของเซลล์ประสาทจากพษิ

ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ นอกจากนี้ การยับยั้งท่ี

วถิ ีPI3K ด้วย PI3K inhibitor (LY294002) มผีลท�ำให้

ลดฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกดั PE-W และ 

PE-E ดงันัน้ กลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท

ของสารสกัดจากผลมะขามป้อมในแบบจ�ำลองการ

เสื่อมของเซลล์ประสาทจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

น่าจะออกฤทธ์ิผ่านกระบวนการส่งสัญญานในวิถ ี

PI3K

	 จากผลการศึกษานี้อาจกล่าวได้ว่าเป็นรายงาน

คร้ังแรกของสารสกัดจากผลมะขามป้อมในการ

ปกป้องเซลล์ประสาทจากพิษของไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง N1E-115 เมื่อให้

เซลล์ประสาทสมัผสักบัมะขามป้อมก่อนให้ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ โดยกลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์

ประสาทในแบบจ�ำลองการเสือ่มของเซลล์ประสาทจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อาจเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติ

ต้านออกซิเดซันของสารสกดัจากผลมะขามป้อม และ

กลไกการออกฤทธิ์ดังกล่าวน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการส่งสัญญานในวิถี PI3K อย่างไรก็ตาม 

ข้อมูลเบ้ืองต้นท่ีได้จากการศึกษานี้เป็นการทดสอบ

ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลมะขามป้อมในรูป

ของสารสกัดหยาบเท่านั้น หากมีการศึกษาเพิ่มเติม

โดยเตรียมสารสกัดมะขามป้อมให้บริสุทธ์ิขึ้นเป็น

สารสกัดมะขามป้อมแยกส่วน (subfraction ex-

tract) และศึกษาผลสารสกัดมะขามป้อมแยกส่วน

ต่อ markers ท่ีเกี่ยวข้องกับ oxidative stress เช่น 

lipid peroxidation, ROS และ/หรือเอนไซม์หรือสาร

ต้านออกซิเดชนั เช่น glutathione, glutathione per-

oxidase, superoxide dismutase เป็นต้น จะท�ำให้

ทราบถึงสารส�ำคัญที่เป็นตัวออกฤทธ์ิและกลไกการ

ออกฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมะขาม

ป้อมที่ชัดเจนขึ้น

ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ

	 การศึกษานี้ได้ตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

และฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของผลมะขามป้อม
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ต่อความเป็นพิษจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และ 

กลตูาเมต พบว่าผลมะขามป้อมมฤีทธ์ิต้านออกซิเดชนั

ที่ดีมาก น�้ำคั้น PE-J สารสกัด PE-W และ PE-E ของ

ผลมะขามป้อมสามารถต้านอนุมูลอิสระด้วยการดัก

จับอนมุลูไฮดรอกซิล โดยมค่ีา IC50 เท่ากบั 7.41 ± 4.26, 

10.98 ± 1.14 และ 10.37 ± 1.30 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

ตามล�ำดับ และสามารถต้านอนุมูลอิสระด้วยการ

ดักจับอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ  

22.91 ± 0.62, 20.02 ± 2.03 และ 18.08 ± 0.37 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ เซลล์ N1E-115 

สัมผัสกับสารสกัด PE-W และ PE-E ของผลมะขาม

ป้อมที่ความเข้มข้น 50 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามล�ำดับ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สามารถ

ปกป้องการตายของเซลล์จากพษิของไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์ได้ นอกจากนี้ สารยับยั้งเฉพาะที่วิถี PI3K มี

ผลต่อการแสดงฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทของสาร

สกดั PE-W และ PE-E แสดงให้เหน็ว่าสารสกดั PE-W 

และ PE-E ของผลมะขามป้อมมีฤทธิ์ปกป้องการตาย

ของเซลล์ประสาทจากพษิของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

โดยกลไกการออกฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทอย่าง

น้อยมีความเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติต้านออกซิเดซัน 

และกระบวนการส่งสัญญานในวิถี PI3K ดังนั้น สาร

สกดัจากผลมะขามป้อมอาจมศีกัยภาพในการปกป้อง

การตายของเซลล์ประสาทจากภาวะ oxidative stress 

ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ควรมีการศึกษา

ต่อไปในแบบจ�ำลองความเสื่อมของเซลล์ประสาทอื่น

และในสัตว์ทดลองเพื่อตรวจสอบฤทธ์ิและกลไกการ 

ออกฤทธ์ท่ีเกี่ยวข้องให้ชัดเจนก่อนน�ำไปพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์สุขภาพส�ำหรับป้องกันหรือบรรเทาโรคที่

เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทต่อไป
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