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ณัฐณิชา ตัณฑรังษี : ผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออกของสารไซโตไคน์ท่ี
เกี่ยวข้องกับการอักเสบในเซลล์แอสโทรไซต์ (EFFECT OF LONG TERM PARACETAMOL TREATMENT ON 
THE PRO-INFLAMMATORY CYTOKINE EXPRESSION IN ASTROCYTE.) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. 
ดร.ศุภางค ์มณีศร ีเลอกรองด์, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.ธนัญญา ทองตัน, ดร.วรานุรินทร์ ยิสารคุณ {, 
57 หน้า. 

ยาพาราเซตามอลจัดเป็นยาบรรเทาปวด ลดไข้ ท่ีได้รับความนิยมอย่างมากเน่ืองจากก่อให้เกิดผลข้างเคียงน้อย
และมี ราคาถูก  แต่อย่ า ง ไรก็ ตามผลงานวิจั ย ในระยะหลั งกลับบ่ งชี้ ว่ า  การ ได้ รั บยาพารา เซตา 
มอลอย่างเรื้อรังแม้เป็นขนาดของยาท่ีใช้ในการรักษา สามารถส่งผลกระทบต่อการท างานของระบบประสาทส่วนกลาง และ
เนื่องจากเซลล์แอสโทรไซต์เป็นเซลล์ค้ าจุนท่ีมีบทบาทส าคัญท้ังทางด้านสรีรวิทยาและพยาธิวิทยาในระบบประสาทส่วนกลาง 
ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออกสารท่ี
เกี่ยวข้องกับการอักเสบในเซลล์แอสโทรไซต์ โดยการศึกษาครั้งน้ี ได้ท าการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลท่ี
ขนาดความเข้มข้น 100 µM ท้ังแบบเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) และเรื้อรัง (16 และ 28 วัน) ต่อการเปลี่ยนแปลงเซลล์เพาะเลี้ยง

แอสโทรไซต์ (C8-D1A) โดยได้ท าการตรวจสอบการแสดงออกของสารไซโตไคน์ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ (IL-1β 

และ TNF-α) และการแสดงออกของโปรตีนในวิถี NF-kB ด้วยเทคนิค western blot ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 
pNF-kB ด้วยเทคนิค immunohistrochemistry และเทคนิค immunofluorescence และศึกษาการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซ
ตามอลเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มควบคุม ซ่ึงผลจากการศึกษาพบว่า ระดับการแสดงออกของสารไซโตไคน์ท่ี

เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (IL-1β และ TNF-α), ระดับการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB และลักษณะโครงสร้างระดับจุลภาค
ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันไม่แตกต่างไปจากเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม แต่ในเซลล์

เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (16 และ 28 วัน) พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน IL-1β และ 

TNF-α เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม ซ่ึงสอดคล้องไปกับการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของโปรตีน 
pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังเช่นกัน อีกท้ังยังพบว่าเซลล์แอสโทรไซต์ท่ีได้รับ
ยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างระดับจุลภาคท่ีผิดปกติไปโดยพบว่า ลักษณะโครมาตินใน
นิวเคลียสของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังมีการกระจายตัวของโครมาตินไปยังบริเวณ
ขอบของนิวเคลียส (Chromatin margination) และพบการโป่งพองของเยื่อหุ้มนิวเคลียส รวมไปถึงพบการยืดขยาย 
(dilatation) ของ endoplasmic reticulum (ER) และไมโทคอนเดรียท่ีมีลักษณะบวม (swelling) เป็นจ านวนมาก เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม นอกจากนี้ยังตรวจพบการเกิด vacuolization และ autophagosome 

ผลจากงานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังสามารถเหน่ียวน าให้เซลล์แอสโทรไซต์มี
การสร้างสารไซโตไคน์ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบเพิ่มขึ้น ซ่ึงปรากฏการณ์ดังกล่าวน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการ
กระตุ้นผ่านโปรตีนในวิถี NF-kB และส่งผลให้เกิดความผิดปกติของเซลล์แอสโทรไซต์ในท่ีสุด 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5774021430 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: PARACETAMOL, ASTROCYTE, PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES, NF-KB, ULTRASTRUCTURE 

NUTNICHA TANTARUNGSEE: EFFECT OF LONG TERM PARACETAMOL TREATMENT ON THE PRO-
INFLAMMATORY CYTOKINE EXPRESSION IN ASTROCYTE.. ADVISOR: ASST. PROF. SUPANG MANEESRI LE 
GRAND, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. THANANYA THONGTAN, Ph.D., WARANURIN YISARAKUN, Ph.D. {, 
57 pp. 

Paracetamol (acetaminophen: APAP) is a recommended drug used for the treatment of pain and 
fever. It has also been recognized as a popular drug due to its low side-effects and a relatively low price. 
However, the information obtained from a recent study indicates that chronic APAP exposure, even though in the 
therapeutic dosage, had effect on the central nervous system (CNS). Since astrocytes play a crucial role in the 
physiology and pathology of the central nervous system (CNS), this study aimed to investigate the effect of 
chronic APAP treatment on the expression of pro-inflammatory cytokines in astrocytes. In the present study, the 
mouse-astrocyte (C8-D1A) cells were treated with APAP at the concentration of 100 µM for 24 hour (acute 

expose), 16 and 28 days (chronic expose). The expression of pro-inflammatory cytokines (IL-1 β and TNF-α), and 
pNF-kB were determined by using western blot analysis. Furthermore, the expression and localization of 
phosphorylation of nuclear factor-kappa B (pNF-kB), was also detected by immunohistochemistry and 
immunofluorescence assay. To monitor the alteration of the ultrastructure of the C8-D1A cells, transmission 
electron microscopy was applied. The results revealed that acute APAP treatment (24 hour) had no effect on the 

expression of pro-inflammatory cytokines (IL-1β and TNF-α) and pNF-kB. It also showed that acute APAP 
treatment did not alter the ultrastructure of C8-D1A cells when compared with those in the control cells. 
However, the results obtained from western blotting showed that the expression of pro-inflammatory cytokines 

(IL-1β and TNF-α) and pNF-kB were significantly increased in the C8-D1A cells treated chronically with APAP (16 
and 28 days) when compared with those in the control cells. Using the immunohistochemistry and 
immunofluorescence assay, an increase in pNF-kB was observed in the C8-D1A treated chronically with APAP. 
Furthermore, the chronic APAP treatment could induce the alteration of the ultrastructure of the C8-D1A cells. 
The aggregation of chromatin along the nuclear membrane, swelling of nuclear envelope and mitochondria as 
well as the dilatations of rough endoplasmic reticulum were clearly demonstrated in the C8-D1A cells with 28 
days APAP treatment. Several cells with vacuolization were observed in APAP treated cells. Interestingly, 
autophagic vacuoles with degraded organelles were observed in C8-D1A cells with chronic APAP treatment as 
well. 

The results obtained from this study suggest that chronic APAP treatment can induce an up-regulation 

of pro-inflammatory cytokines (IL-1β and TNF-α). This alteration might be closely associated with the activation 
of the NF-kB signaling pathway and finally leads to the abnormality of astrocyte cells. 

 

 

Field of Study: Medical Science 
Academic Year: 2016 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
   

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ไม่สามารถส าเร็จลุล่วงได้ด้วยตัวข้าพเจ้าแต่เพียงผู้ เดียว ต้อง
ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศุภางค์ มณีศรีเลอกรองด์ อาจารย์ที่ปรึกษา ผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร.ธนัญญา ทองตัน และ ดร.วราณุรินทร์ ยิสารคุณ อาจารย์ที่ปรึกษาร่วมใน
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ที่ได้ให้ความช่วยเหลือ และค าแนะน าเป็นอย่างดี จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับบนี้
สามารถส าเร็จลุล่วงได้ 

ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร. แพทย์หญิงวิไล ชินธเนศ ที่ให้ความอนุเคราะห์เป็น
ประธานกรรมการ รวมถึง รองศาสตราจารย์ ดร.พูลลาภ ชีพสุนทร และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
อรระวี คงสมบัติ ที่ให้ความอนุเคราะห์เป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ครั้งนี้ 

ขอขอบพระคุณ นาย ปรีชา เรืองเวชวรชัย และเจ้าหน้าที่ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยทุกท่านที่ให้ความช่วยเหลือ รวมถึงอ านวยความสะดวก
ต่างๆจนข้าพเจ้าประสบความส าเร็จมาได้ 

ขอขอบคุณ นางสาว ลัดดาวัน ละเลิศ นางสาว วิลาวัลย์ จิอู๋ นางสาว ศิรินภา ศรีค าและ
นางสาว ทิพฐานันดร์ โชติพินิจ ที่ให้ค าปรึกษาและการช่วยเหลือที่ดีตลอดการท าวิจัย 

สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัวของข้าพเจ้าที่ได้ให้ก าลังใจและให้การสนับสนุน
ข้าพเจ้าอย่างดีตลอดมา รวมไปถึงเพ่ือนๆและผู้ที่ให้ความช่วยเหลือแก่ข้าพเจ้า แต่ไม่ถูกกล่าวถึงใน
ที่นี ้

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ....................................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ช 

สารบัญรูป ......................................................................................................................................... ซ 

บทที่ 1 .............................................................................................................................................. 1 

บทน า ................................................................................................................................................ 1 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา ............................................................................................. 1 

1.2 ค าถามงานวิจัย (Research Questions) ............................................................................... 4 

1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) ................................................................................. 4 

1.4 สมมติฐานงานวิจัย (Hypothesis) .......................................................................................... 4 

1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) .................................................. 5 

1.6 ค าส าคัญ (Keywords) ........................................................................................................... 6 

1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Benefits of study) ............................................... 6 

บทที่ 2 .............................................................................................................................................. 7 

ทบทวนวรรณกรรม ........................................................................................................................... 7 

2.1 ยาพาราเซตามอล (acetaminophen; APAP) ....................................................................... 7 

2.1.1 กระบวนการเมแทบอลิซึมของยาพาราเซตามอล ......................................................... 7 

2.1.2 การศึกษาวิจัยผลของยาพาราเซตตามอลที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทส่วนกลาง ......... 8 

2.1.3 ยาพาราเซตามอลและกระบวนการอักเสบ ................................................................... 9 

2.2 เซลล์แอสโทรไซต์และกระบวนการอักเสบ............................................................................ 11 

2.3 Pro-inflammatory cytokines .......................................................................................... 11  

 



 ซ 

  หน้า 

2.3.1 Interleukin-1 (IL-1β) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) ................. 11 

2.4 NF-kB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) .............. 12 

บทที่ 3 ............................................................................................................................................ 14 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง ........................................................................................................ 14 

3.1 แหล่งที่มาของวัสดุอุปกรณ์และสารเคมี ................................................................................ 14 

3.1.1 สารเคมี ...................................................................................................................... 14 

3.1.2 สารส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ .................................................................................. 15 

3.1.3 เซลล์เพาะเลี้ยง .......................................................................................................... 15 

3.1.4 แอนติบอดี ................................................................................................................. 15 

3.1.5 เบ็ดเตล็ด ................................................................................................................... 16 

3.1.6 อาหารเลี้ยงเซลล์ ....................................................................................................... 16 

3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ .............................................................................................................. 16 

3.2.1 การปลุกเซลล์ตั้งต้น (Cell line Frozen strock) ...................................................... 17 

3.2.2 การแช่แข็งเซลล์เพ่ือเก็บเป็นเซลล์ตั้งต้น .................................................................... 17 

3.3 การนับจ านวนเซลล์ด้วยเทคนิค Trypan blue Dye Exclusion .......................................... 17 

3.4 การวิเคราะห์หาค่า IC50 ของพาราเซตามอลด้วยวิธี MTS assay เพ่ือเลือกความเข้มข้นที่
ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ (Non-toxic dose) ......................................................... 18 

3.5 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อการกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ ..... 19 

3.6 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ ........... 19 

3.7 Western Blotting .............................................................................................................. 20 

3.7.1 สกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลี้ยง .................................................................................. 20 

3.7.2 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE electrophoresis. .............................................. 20 

3.7.3 การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แมมเบรนและการตรวจสอบ ............................................... 21  

 



 ฌ 

  หน้า 

3.8 การศึกษาการแสดงออกของ NF-kB signaling ด้วยเทคนิค Immunofluorescence 
และ เทคนิค Immunohistrochemistry ............................................................................ 21 

3.9 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ........... 23 

3.10 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) .............................................................................. 23 

3.11. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) ................................................................................ 24 

บทที่ 4 ............................................................................................................................................ 25 

ผลการทดลอง ................................................................................................................................. 25 

4.1 การวิเคราะห์หาความเข้มข้นที่เหมาะสมของยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) ................................................................................ 25 

4.2 การศึกษาผลกระทบของยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออกของ Inflammatory 

cytokines (IL-1β และ TNF-α) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) ....................... 27 

4.3 การศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออก pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ (C8-D1A) ........................................................................................................ 31 

4.4 การศึกษาการแสดงออกของ NF-kB signaling ด้วยเทคนิค Immunofluorescence 
และ เทคนิค Immunohistochemistry.............................................................................. 33 

4.5 การศึกษาผลกระทบของยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา 
(morphology) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ............ 36 

4.5.1 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน ................................ 36 

4.5.2 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง....................................... 40 

บทที่ 5 ............................................................................................................................................ 46 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง ...................................................................................................... 46 

รายการอ้างอิง ................................................................................................................................. 51 

ภาคผนวก........................................................................................................................................ 52  

 



 ญ 

  หน้า 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ ............................................................................................................... 57 

 



 

 

สารบัญรูป 

 

รูปที่ 1 แสดงกลไกการท างานของวิถี NF-kB (Nguyen, Julien, and Rivest 2002) .............. 13 

รูปที่ 2 แผนภาพแสดงการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อการกระตุ้นเซลล์แอ
สโทรไซต์ ........................................................................................................................................ 19 

รูปที่ 3 แผนภาพแสดงการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการกระตุ้นเซลล์ แอสโทร
ไซต ์................................................................................................................................................. 20 

รูปที่ 4 กราฟแสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ภายหลังจากการ
เพาะเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ................ 26 

รูปที่ 5 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันและอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออก

ของระดับโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยง C8-D1A ................................................................... 29 

รูปที่ 6 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันและอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออก

ของโปรตีน TNF-α ในเซลล์เพาะเลี้ยง C8-D1A .......................................................................... 30 

รูปที่ 7 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออกของ pNF-kB ในเซลล์
เพาะเลี้ยง C8-D1A ........................................................................................................................ 32 

รูปที่ 8 ผลการแสดงออกของ pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีถูกเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลในช่วงเวลาต่างๆ โดยใช้เทคนิค Immunohistochemistry  ............................ 34 

รูปที่ 9 ผลการแสดงออกของ pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีถูกเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน โดยใช้เทคนิค Immunofluorescence .......................... 35 

รูปที่ 10 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยง
แอสโทรไซต์ท่ีเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) .................................. 37 

รูปที่ 11 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยง
แอสโทรไซต์ท่ีเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) .................................. 38 

รูปที่ 12 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (28 วัน) .............................. 41 



 

 

ฌ 

รูปที่ 13 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง ( 28 วัน) ............................. 42 

รูปที่ 14 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีเลี้ยงร่วมกับยาพารา
เซตามอลอย่างเรื้อรัง ( 28 วัน) ..................................................................................................... 44 



 

 

บทที่ 1 

 

บทน า 

 
 
1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

 
 พาราเซตามอล (paracetamol; acetaminophen) จัดเป็นยาสามัญประจ าบ้านที่ใช้ในการ
รักษาอาการปวดพ้ืนฐาน มีคุณสมบัติช่วยบรรเทาอาการปวดศีรษะ อาการปวดเมื่อยและบรรเทาไข้ 
รวมไปถึงฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ซึ่งเป็นที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน 
เนื่องจากราคาถูก มีประสิทธิภาพดี อีกทั้งยังสามารถหาซื้อเองได้ง่ายโดยไม่ต้องมีใบสั่งจ่ายยาจาก
แพทย์และก่อให้เกิดผลข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์ต่ า ท าให้ยาพาราเซตามอลยังคงเป็นที่นิยมใช้กัน
อย่างแพร่หลายจนถึงปัจจุบัน 

จากการศึกษาค้นคว้างานวิจัยต่างๆที่เกี่ยวข้องกับผลกระทบของยาพาราเซตามอลพบว่า โดย
ส่วนใหญ่จะรายงานถึงผลของยาพาราเซตามอลในด้านดีเมื่อใช้ในปริมาณท่ีน้อย ซึ่งพบว่าสามารถ
ปกป้องเซลล์ไม่ให้ได้รับอันตรายไม่ว่าจะเป็นการช่วยลดการสร้างสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ ลดการ
เกิดสารอนุมูลอิสระ (1) ลดระดับ reactive oxygen species (ROS) และลดการตายของกล้ามเนื้อ
หัวใจ (2) ตลอดจนช่วยลดการตายของเซลล์สมองจากการสะสมของ amyloid β plaques (3) 
นอกจากนี้ พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลในหนูแรทสามารถลดการเสียหายของเนื้อเยื่อสมองที่
ได้รับการกระตุ้นให้เกิดภาวะสมองขาดเลือด (cerebral ischemia) ได้ โดยจะไปลดการบวมของ
สมอง ลดการเปลี่ยนแปลงไมโตคอนเดรีย และลดการท างานของ caspase-3 ซึ่งแสดงถึงการตาย
แบบ apoptosis น้อยลงอีกด้วย (4) 
 อย่างไรก็ตามงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับพาราเซตามอลในช่วง 10 ปีหลังกลับพบว่า การใช้ยา
พาราเซตามอลในขนาดของการรักษา (therapeutic dose) อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานสามารถ
ส่งผลเสียต่อเซลล์และระบบต่างๆของร่างกายได้ เช่น งานวิจัยที่พบว่าการได้รับยาพาราเซตา 
มอลอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจส่งผลให้ความดันโลหิตสูงขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญ (5) และการให้ยาพาราเซตามอลในปริมาณท่ีไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ (0.01-1 mM) 
ร่วมกับการบ่มเลี้ยงเซลล์ pneumocytes เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าส่งผลให้ระดับ glutathione 
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(GSH) ในเซลล์ลดลง (6) เป็นต้น ซึ่งภาวะความผิดปกติของระบบต่างๆที่เกิดขึ้นจากการได้รับยาพารา
เซตามอลนั้นพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับการเมทาบอไลซ์ยานี้โดยเอนไซม์ CYP2E1 โดยเอนไซม์ 
CYP2E1 นั้น สามารถตรวจพบได้ในอวัยวะต่างๆทั่วร่างกายรวมไปถึงในระบบประสาทส่วนกลางด้วย 
ผลจากการศึกษางานวิจัยเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าสามารถตรวจพบการแสดงของเอนไซม์ชนิดนี้ในเซลล์
หลายชนิดในสมองไม่ว่าจะเป็นเซลล์หลอดเลือดสมอง เซลล์ประสาท (7) เซลล์ไมโครเกลียและเซลล์
แอสโทรไซต์ (8) 
 จากการค้นคว้าข้อมูลพบว่าพาราเซตามอลนั้นมีคุณสมบัติในการซึมผ่าน blood-brain 
barrier ของหลอดเลือดได้ (9) ดังนั้น หากได้รับยาพาราเซตามอลอย่างต่อเนื่องจึงน่าจะเกิดผล
กระทบต่อเซลล์ต่างๆในระบบประสาทส่วนกลางด้วย โดยผลงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Yisarakun และ
คณะ ก็พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 30 วัน (200 mg/kg BW) ส่งผลต่อ 
blood-brain barrier integrity ให้มีการเปลี่ยนแปลง โดยพบการแสดงออกของโปรตีน ICAM-1 
และ VCAM-1 เพ่ิมสูงขึ้นในกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างต่อเนื่องและยังพบว่า astrocyte foot 
plate ที่วางตัวอยู่โดยรอบ endothelial cells มีการบวมเพ่ิมขึ้นอีกด้วย นอกจากนั้นยังพบว่าหนูที่
ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง มีปริมาณของ tight junction proteins (ZO-1, Occludin และ 
Claudin-5) ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (10) ซึ่งการตรวจพบความผิดปกติของหลอดเลือดสมอง
เหล่านี้บ่งชี้ว่าในหนูที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังมีการสูญเสีย blood-brain barrier 
integrity  
 เนื่องจากแอสโทรไซต์เป็นเกลียเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญในการสนับสนุนการท างานของ 
blood-brain barrier ซึ่งงานวิจัยบางงานได้บ่งชี้ว่า แอสโทรไซต์ช่วยควบคุมและจ ากัดการซึมผ่าน
ของ blood-brain barrier โดยมีส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมโปรตีน tight junction (11) และเม่ือ
ท าการศึกษาเพ่ิมเติมพบว่า เซลล์แอสโทรไซต์มีบทบาทในการช่วยควบคุมความสมบูรณ์ของ blood-
brain barrier โดยการสนับสนุนการท างานของ blood-brain barrier ตลอดจนรักษาสมดุลของ 
anti-inflammation ในระบบประสาทส่วนกลาง (12) งานวิจัยของ Wang และคณะ ได้มีการ
รายงานไว้ว่า เมื่อให้สารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (IL-1β และ TNF-α) ต่อเซลล์แอสโทรไซต์จะพบ
การหลั่งสาร chemokines เพ่ิมมากข้ึน อีกทั้งยังส่งผลกระทบต่อหน้าที่ในการควบคุมโปรตีน tight 
junction โดยพบว่าก่อให้เกิดการซึมผ่าน blood-brain barrier มากขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(13) ดังนั้น การเกิดภาวะความผิดปกติของเซลล์แอสโทรไซต์จึงน่าจะส่งผลกระทบต่อการท างานของ 
blood-brain barrier ด้วย ด้วยเหตุผลนี้ จึงมีความเป็นไปได้ว่าการตรวจพบว่าผิดปกติของ blood-
brain barrier ในภาวะที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังที่พบในการศึกษาก่อนหน้านี้ (10) อาจมี
ส่วนหนึ่งที่เกิดจากผลกระทบของยาพาราเซตามอลที่ส่งผลต่อเซลล์แอสโทรไซต์ท าให้เกิดการหลั่งสาร
ที่เก่ียวข้องกับการอักเสบและก่อให้เกิดความเสียหายกับ blood-brain barrier 
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เพ่ือเป็นการทดสอบสมมติฐานข้างต้น ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพารา
เซตามอลอย่างเรื้อรังที่มีต่อเซลล์แอสโทรไซต์โดยท าการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตา
มอลอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออกของ pro-inflammation cytokines (IL-1β และ TNF-α) และ
การศึกษาการแสดงออกของ NF-kB ซึ่งเป็น transcription factor ที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีนสร้างสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (inflammation) ด้วยเทคนิค western blot 
analysis, Immunuhistochemistry, Immunofluorescence และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างระดับจุลภาค (Ultrastructure) ของเซลล์แอสโทรไซต์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ล าแสงส่องผ่าน (Transmission electron microscope)   
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1.2 ค าถามงานวิจัย (Research Questions) 

 ค าถามงานวิจัยหลัก :  การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังสามารถเหนี่ยวน าเซลล์แอสโทร
ไซต์ให้มีการแสดงออกของสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับการอักเสบหรือไม่ 

 ค าถามงานวิจัยรอง  :  การแสดงออกของสารไซโตไคน์ของเซลล์แอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตา
มอลอย่างเรื้อรังมีความเกี่ยวข้องกับวิถี NF-kB หรือไม่ 

1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) 

วัตถุประสงค์หลัก  :  เพ่ือศกึษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการเหนี่ยวน า
เซลล์แอสโทรไซต์ให้มีการแสดงออกของสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับการ
อักเสบ 

วัตถุประสงค์รอง   :  เพ่ือเปรียบเทียบผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อผล
ของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังที่มีต่อการเหนี่ยวน าเซลล์ 
แอสโทรไซต์ให้มีการแสดงออกของสารไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ
และวิถี NF-kB 

 
1.4 สมมติฐานงานวิจัย (Hypothesis) 

 การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังสามารถเหนี่ยวน าเซลล์แอสโทรไซต์ให้มีการแสดงออก
ของสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับการอักเสบเพิ่มข้ึนได้ โดยการเพ่ิมขึ้นของสารไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับ
การอักเสบนี้มีความเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นวิถี NF-kB  
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework)  
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1.6 ค าส าคัญ (Keywords) 

 Paracetamol, Astrocyte, Pro-inflammatory cytokines, NF-kB signaling, 
Ultrastructure 

 
1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Benefits of study) 

 1. ทราบถึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตตามอลอย่างเรื้อรังต่อเซลล์แอสโทรไซต์ใน
ด้านการแสดงออกไซโตไคน์ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ 

 2. ทราบถึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตตามอลอย่างเรื้อรังต่อเซลล์แอสโทรไซต์ใน
ด้านการแสดงออกของ NF-kB 

 3. สามารถเปรียบเทียบผลของการได้รับยาพาราเซตามอลที่มีต่อการแสดงออกสารไซโตไคน์
ในระดับท่ีไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์เมื่อได้รับยาระยะสั้นกับการได้รับ
ยาอย่างเรื้อรัง 
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บทที่ 2 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 ยาพาราเซตามอล (acetaminophen; APAP) 

 พาราเซตามอล หรือ อะเซตตามิโนเฟน (acetaminophen, N-acetyl-para 
aminophenol) เป็นยาที่มีคุณสมบัติในการลดไข้ บรรเทาปวด สามารถใช้เป็นยาบรรเทาปวดได้จาก
หลายสาเหตุ และไม่ก่อให้เกิดความระคายเคืองต่อกระเพาะอาหาร ตลอดจนสามารถใช้ร่วมกับยา
อ่ืนๆได้โดยไม่ก่อให้เกิดผลอันไม่พึงประสงค์ พาราเซตามอลนั้นถูกพบในปี 1948 โดย Brodie และ 
Axelrod ซึ่งได้ทดลองใช้ acetanilide และพบว่าฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของ acetanilide เกิดจาก
พาราเซตามอลซึ่งเป็นสารเมทาบอไลท์ของ acetanilide และพาราเซตามอลมีผลข้างเคียงน้อยกว่า
มาก (14) จึงถูกน ามาใช้และเป็นที่นิยมกันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากเป็นยาที่ได้รับการพิจารณาแล้ว
ว่าเป็นยาที่ค่อนข้างปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดผลเสียอันร้ายแรงอีกทั้งยังหาซื้อได้ง่าย สามารถจัดจ าหน่าย
ได้โดยไม่ต้องมีใบสั่งแพทย์ จึงท าให้พาราเซตามอลยังคงเป็นยาบรรเทาปวดลดไข้ที่นิยมใช้กันอย่าง
แพร่หลายตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน 
 

2.1.1 กระบวนการเมแทบอลิซึมของยาพาราเซตามอล 

เมื่อยาพาราเซตามอลเข้าสู่ร่างกาย พาราเซตามอลจะแพร่กระจายไปตามกระแสเลือด
และไปยังอวัยวะต่างๆรวมถึงสมอง โดยส่วนใหญ่ยานี้จะถูกเมแทบอไลซ์ที่ตับ ผ่านกระบวนการเม
แทบอลิซึม โดย 90% ของการได้รับยาพาราเซตามอลในปริมาณที่ไม่เกินระดับที่ใช้ในการรักษา 
(4g/day) จะถูกเปลี่ยนเป็น O-glucuronide conjugate และ O-sulfate conjugate ซึ่งไม่มีความ
เป็นพิษและถูกขับออกทางปัสสาวะได้ อย่างไรก็ตามอีก 10% ของยาพาราเซตามอลที่ไม่ผ่าน
กระบวนการเมแทบอลิซึมในรูปแบบแรกนั้นจะถูกเมแทบอไลซ์โดยเอนไซม์ Cytochrome P450 
ชนิด 2E1 (CYP2E1) กลายเป็น N-acetyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI) ซึ่งเป็นสารที่ก่อให้เกิด
ความเป็นพิษ อย่างไรก็ตาม glutathione ที่อยู่ในตับซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมีคุณสมบัติช่วยให้
ความเป็นพิษของ NAPQI หมดไปได ้(15)  
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เอนไซม์ CYP2E1 หรือ Cytochrome P450 ชนิด 2E1 เป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญมากใน
การเมทาบอไลซ์เอทานอลและสารประกอบบางชนิด ซึ่งกระบวนการเมทาบอลิซึมของยาพาราเซตา
มอลโดยเอนไซม์ CYP2E1 นั้นสามารถก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ และน าไปสู่ภาวะ oxidative stress ซ่ึง
ส่งผลกระทบต่อเซลล์ต่างๆทั้งด้านโครงสร้างและหน้าที่โดยชักน าให้เกิด lipid peroxidation, 
protein inactivation, DNA damage และน าไปสู่การบาดเจ็บของเซลล์ในที่สุด (cellular injury) 
และเป็นที่ทราบโดยทั่วกันว่า เอนไซม์ CYP2E1 นอกจากจะมีการแสดงออกท่ีตับเป็นส่วนใหญ่แล้ว ยัง
พบว่ามีการแสดงออกในเนื้อเยื่ออ่ืนๆ เช่น ไต ปอด รวมไปถึงในระบบประสาทส่วนกลางด้วย (16) 
ถึงแม้ว่าจะมีการพบเอนไซม์ CYP2E1 ในระบบประสาทส่วนกลางในปริมาณท่ีค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบ
กับปริมาณที่พบในตับ แต่พบว่า CYP2E1 ที่พบในระบบประสาทส่วนกลางนี้กลับมีการท างาน 
(activity) ที่สูง โดยในระบบประสาทส่วนกลางพบว่ามีการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2E1 จะมีการ
แสดงออกมาในบริเวณ cortical neurons, striatum, substantianigra, olfactory lobe และ 
hippocampus และยังพบว่าเอนไซม์ CYP2E1 มีการแสดงออกในเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญต่อการ
ท างานของระบบประสาทส่วนกลางหลายเซลล์รวมถึง endothelial และ astrocyte cells (8) 
ดังนั้น จึงเป็นไปได้ว่าสมองในบริเวณท่ีมีการแสดงออกของ CYP2E1 อาจจะได้รับผลกระทบจาก
กระบวนการเมทาบอลิซึมของยาพาราเซตามอลได้ 

 
2.1.2 การศึกษาวิจัยผลของยาพาราเซตตามอลที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทส่วนกลาง 

 จากการสืบค้นข้อมูลพบว่างานวิจัยโดยส่วนใหญ่รายงานถึงผลของยาพาราเซตามอลในด้าน
ของการปกป้องเซลล์ เช่น งานวิจัยของ Tripathy และ Grammas ในปี 2009 ได้รายงานว่า เมื่อท า
การบ่มเลี้ยงเซลล์เอนโดธีเลียมกับยาพาราเซตามอล จากนั้นเหนี่ยวน าด้วยสารอนุมูลอิสระ 
(menadione) พบว่า ยาพาราเซตามอลสามารถลดการสร้างสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (IL-1, IL-
6, TNF-α) ได้ ซึ่งจากผลงานวิจัยนี้สามารถบ่งชี้ได้ว่า ยาพาราเซตามอลสามารถป้องกันเซลล์เอนโดธี
เลียมที่บริเวณหลอดเลือดสมองจากสารอนุมูลอิสระได้ (1) ต่อมาในปี 2010 Baliga และคณะ พบว่า
การได้รับพาราเซตามอลสามารถลดการเสียหายของเนื้อเยื่อสมองที่ได้รับการกระตุ้นให้เกิดภาวะ
สมองขาดเลือด (cerebral ischemia) โดยจะลดการบวมของสมอง ลดการเปลี่ยนแปลงไมโทคอน 
เดรีย และลดการท างานของ caspase-3 ซึ่งแสดงถึงการตายแบบ apoptosis อีกด้วย (4) นอกจากนี้
ผลงานวิจัยของ Bisaglia และคณะ ในปี 2002 ยังได้บ่งชี้ว่าการบ่มเลี้ยงเซลล์สมองด้วยพาราเซตา 
มอลก่อนที่จะได้รับ amyloid β peptide (การสะสมของ amyloid β เป็นสัญลักษณ์ของโรคอัลไซ
เมอร์และเป็นสาเหตุการเสื่อมของเซลล์ประสาท) ช่วยให้เซลล์สมองมีการตายลดลง (3) แม้ว่าจะมี
งานวิจัยต่างๆที่รายงานถึงผลของยาพาราเซตามอลในด้านการปกป้องเซลล์ แต่อย่างไรก็ตามในช่วง 
10 ปีหลัง พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานสามารถก่อให้เกิดความ
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เป็นพิษต่อเซลล์ได้ เช่น งานวิจัยของ Supornsilpchai และคณะ ได้รายงานไว้ว่าการได้รับยาพาราเซ
ตามอลอย่างเรื้อรังสามารถส่งผลกระทบต่อหลอดเลือดสมองและการตอบสนองของเซลล์ในระบบ
ประสาทส่วนกลางได้ โดยในกลุ่มหนูที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างต่อเนื่อง (200 mg/kg ซึ่งเป็น
ขนาดที่ไม่เกิดพิษต่อตับ) เป็นระยะเวลา 30 วัน และได้รับการกระตุ้นด้วยปรากฏการณ์ cortical 
spreading depression (CSD) ส่งผลให้มีภาวะ hyperexcitability ของ cortical neurons และมี
การเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนเลือดในสมองมากกว่ากลุ่มควบคุม และการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้
มีความเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของตัวรับซีโรโตนินชนิด 5-HT2A ซึ่งมีผลท าให้มี
การกระตุ้นระบบ trigeminovascular nociceptive system ซึ่งเป็นระบบที่มีความเกี่ยวข้องกันของ
ระบบประสาทและระบบหลอดเลือดสมองมากข้ึน (17, 18) และงานวิจัยของ Posadas และคณะ ได้
มีการรายงานไว้ว่า เมื่อท าการบ่มเลี้ยง neuroblastoma cells ด้วยยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น 
1, 2 mM พบว่า ยาพาราเซตามอลสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของ neuroblastoma cells ซ่ึง
กระบวนการตายของ neuroblastoma cells นั้นเกี่ยวข้องกับการสร้างสารอนุมูลอิสระจาก
กระบวนการเมทาบอลิซึมของยาพาราเซตามอลและสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ ซึ่งสิ่งเหล่านี้จะ
น าไปสู่การกระตุ้นกระบวนการตายของ neuroblastoma cells (19) 

 
 2.1.3 ยาพาราเซตามอลและกระบวนการอักเสบ 

 การอักเสบ (Inflammation) เป็นกระบวนการตอบสนองเฉพาะที่ของร่างกายท่ีมีต่อการ
เปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อมของเนื้อเยื่อหรือเซลล์นั้นๆโดยมีความเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธิวิทยา เมื่อเซลล์เกิดความเสียหายจะเกิดกระบวนการส่งสัญญาณไปเรียกเซลล์ที่เก่ียวข้องกับ
ระบบภูมิคุ้มกันมายังบริเวณท่ีเซลล์ได้รับความเสียหายและน าไปสู่กระบวนการอักเสบซึ่งเซลล์บริเวณ
นั้นก็จะถูกท าลายรวมถึงสร้างความเสียหายให้กับเนื้อเยื่อหรือเซลล์บริเวณนั้นด้วย 

จากการสืบค้นข้อมูลพบว่า การได้รับยาพาราเซตามอลในระดับที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มีผลไปลดการแสดงออกของสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น งานวิจัยของ Bisaglia และ
คณะ รายงานไว้ว่าการไดัรับยาพาราเซตามมอลในปริมาณที่ต่ าสามารถลดการตายแบบ apoptosis 
ของเซลล์เพาะเลี้ยงประสาท (neurons) ได้โดยลด transcription factor NF-kB ในกระบวนการ
อักเสบ (3) เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Triphaty และคณะ ที่พบว่ายาพาราเซตามอลสามารถลด
อันตรายที่เกิดจาก pro-inflammatory cytokines ที่หลั่งออกมาจากเซลล์เพาะเลี้ยง endothelial 
ได้เมื่อได้รับในประมาณที่ต่ า (1) นอกจากนี้งานวิจัยของ Kakarla และคณะ พบว่ายาพาราเซตามอล
สามารถลดระดับของ ROS และสามารถลดการตายของกล้ามเนื้อหัวใจได้ (2) และยังมีผลงานวิจัยอื่น
พบว่าหนูที่ได้รับยาพาราเซตามอลในระดับที่ใช้ในการรักษา (therapeutic dose) อย่างต่อเนื่อง 
(30mg/kg/day) พบว่ามีผลไปลดความหนาของชั้นกล้ามเนื้อหัวใจ (tunica media thickness) และ
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ปริมาณของ oxidized protein (20) แต่ในระยะหลังกลับพบว่ามีบางงานวิจัยที่แสดงให้เห็นว่าการ
ได้รับยาพาราเซตามอลในปริมาณที่สูงกว่าระดับที่ใช้ในการรักษาหรือการได้รับยาอย่างต่อเนื่อง
สามารถก่อให้เกิดพิษและน าไปสู่กระบวนการอักเสบได้ โดยความเป็นพิษนั้นเกิดจากกระบวนการ 
เมทาบอไลซ์ของยาพาราเซตามอล เช่น ในปี 2003 James และคณะ พบว่า เนื้อเยื่อบริเวณ 
centrilobular (บริเวณรอบหลอดเลือดด า) ของหนู mice ซึ่งมคีวามเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของ 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ nitrotyrosine เกิดการตายและมีการหลั่ง IL-1 
ออกมาเพ่ิมขึ้น เมื่อได้รับยาพาราเซตามอลในปริมาณที่สูงกว่าระดับที่ใช้ในการรักษา (21) ต่อมา 
Bourdi และ คณะ ได้ท าการศึกษาในหนู mice ที่มีภาวะพร่องทั้ง IL-10 และ IL-4 ซึ่งเป็นสาร anti-
inflammatory พบว่าหนู mice มีความไวต่อความเป็นพิษของยาพาราเซตามอล โดยมีระดับของ 
GSH ในตับลดลง แต่มีระดับของ pro-inflammatory cytokines (TNF-α<, MIP-1< และ IL-6) 
เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งบทบาทของสารเหล่านี้เกี่ยวข้องกับการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ (22) 

 

Astrocyte และ Blood-Brain barrier 

 เซลล์แอสโทรไซต์เป็นเซลล์ค้ าจุนหรือเกลียเซลล์ชนิดหนึ่งในระบบประสาทส่วนกลางแบ่ง
ออกเป็น 2 ชนิด คือ ชนิดโปรโตพลาสมิค (protoplasmic astrocyte) ที่มีขนาดใหญ่ เส้นใยมี
ลักษณะสั้นหนา และมีการแตกแขนงออก พบมากใน gray matter ของระบบประสาทส่วนกลาง 
และ ชนิดไฟบรัส (fibrous astrocyte) มีขนาดเล็ก เส้นใยมีลักษณะเรียวยาวและมีการแตกก่ิงก้าน
ค่อนข้างน้อย พบมากในบริเวณ white matter ของระบบประสาทส่วนกลางซึ่งทั้งสองชนิดมีหน้าที่
การท างานที่คล้ายคลึงกันแต่แตกต่างกันที่ลักษณะรูปร่างและต าแหน่งที่พบเท่านั้น 

 แอสโทรไซต์มีบทบาทการท างานที่ค่อนข้างซับซ้อนและหลากหลายจัดเป็นเซลล์หนึ่งใน 
neurovascular unites ซึ่งถือได้ว่ามีความส าคัญมาก พบว่า มีความเก่ียวข้องกับการรักษาสมดุลการ
ท างานในสมอง ควบคุมและคัดกรองการผ่านเข้า-ออกของสาร จัดหาสารอาหารให้กับเซลล์ประสาท 
ควบคุมปริมาณสารสื่อประสาท สนับสนุนการท างานของเกลียเซลล์ชนิดอื่นๆท่ีอยู่โดยรอบอีกท้ังยัง
ช่วยลดการซึมผ่าน blood-brain barrier โดยมีความเก่ียวข้องกับการควบคุมโปรตีน Tight 
junction (23) 
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2.2 เซลล์แอสโทรไซต์และกระบวนการอักเสบ 

 เมื่อเกิดความผิดปกติในระบบประสาทส่วนกลางหรือเซลล์ในระบบประสาทได้รับความ
เสียหายเซลล์แอสโทรไซต์จะถูกกระตุ้นท าให้เกิดการเพ่ิมจ านวน มีการหลั่งสารต่างๆออกมาเพ่ือ
ควบคุมและกระตุ้นเซลล์ต่างๆเพ่ือให้ระบบประสาทส่วนกลางอยู่ในภาวะปกติเช่น glutamate, Nitric 
Oxide (NO), Prostaglandin รวมไปถึงสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น tumors necrosis 
factor-α (TNF-α) และ chemokines ต่างๆ (23) ซึ่งสารบางชนิดอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์ได้ และสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเหล่านี้นอกจากจะไปกระตุ้นเซลล์ต่างๆในระบบประสาท
ส่วนกลางแล้วยังสามารถย้อนกลับไปกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ท าให้เซลล์แอสโทรไซต์ถูกกระตุ้น
มากกว่าปกติ อาจก่อให้เกิดการสูญเสียหน้าที่การท างานและส่งผลกระทบต่อเซลล์ประสาท ซึ่งใน
ปัจจุบันเป็นที่ทราบโดยทั่วกันแล้วว่าความผิดปกติของเซลล์แอสโทรไซต์นั้น มีความเกี่ยวข้องกับการ
เกิดโรคความผิดปกติในระบบประสาทส่วนกลางหลายชนิด เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กินสัน  
โรคฮันติงตันและโรคปลอกประสาทเสื่อม เป็นต้น (23) เนื่องจากแอสโทรไซต์มีหน้าที่ส าคัญในการ
ควบคุมสมดุลในระบบประสาทส่วนกลางและมีความเกี่ยวข้องกับเซลล์ต่างๆในระบบส่วนกลางหลาย
ชนิด เมื่อแอสโทรไซต์ถูกกระตุ้นมากเกินไปจนไม่สามารถควบคุมได้อาจท าให้สูญเสียหน้าที่การท างาน
ไปด้วย 

 

2.3 Pro-inflammatory cytokines 

2.3.1 Interleukin-1 (IL-1β) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

 IL-1β และ TNF-α เป็น Pro-inflammatory cytokines ที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
อักเสบโดยพบว่าถูกสร้างจาก macrophages และมีฤทธิ์การแสดงออกท่ีคล้ายคลึงกัน ซึ่งพบว่าเมื่อ
เซลล์ที่มีบทบาทเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบถูกกระตุ้น จะมีการแสดงออกของ IL-1β และ TNF-
α เพ่ิมข้ึนด้วยจากการศึกษาค้นคว้าถึงบทบาทของ IL-1β และ TNF-α ในสมองแสดงให้เห็นว่า 
cytokines ทั้งสองชนิดมีบทบาทในการตอบสนองต่อกระบวนการอักเสบ เช่น ในปี 1990 งานวิจัย
ของ Chung และ Benveniste ได้รายงานไว้ว่า เมื่อเซลล์แอสโทรไซต์ถูกกระตุ้นด้วย interferon-
gamma (IFN-γ) ร่วมกับ IL-1β และ LPS พบว่าเซลล์แอสโทรไซต์มีการตอบสนองต่อการกระตุ้นต่อ
โดยมีการหลั่ง  TNF-α เพ่ิมข้ึน (24) อีกท้ังยังพบว่าในผู้ป่วยอัลไซเมอร์มีการแสดงออกของ IL-1β ใน
สมองเพ่ิมสูงกว่ากลุ่มควบคุมโดยเป็นพยาธิสภาพที่สัมพันธ์กับกระบวนการอักเสบ (25) นอกจากนี้
พบว่าการเพ่ิมข้ึนของสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบสามารถกระตุ้นวิถีการท างานของ NF-kB ซึ่งเป็น
วิถีท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบได้ โดยสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบต่างๆ
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เหล่านั้น รวมถึง IL-1β และ TNF-α จะจับกับโปรตีนตัวรับ (receptor) บนผิวเซลล์อย่างจ าเพาะแล้ว
มีผลไปกระตุ้น accessory protein (AcP) complex ได้แก่ mitogen-activated protein (MAP), 
interleukin-1 receptor associated kinase (IRAK), tumour necrosis factor receptor 
associated factor (TRAF) จากนั้นโปรตีนเหล่านี้จะมีผลไปกระตุ้นวิถีการท างานของ NF-kB (26) 

 

2.4 NF-kB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

NF-kB เป็น transcription factor มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร pro-inflammatory cytokine (IL-1β และ TNF-α), Chemokines รวม
ไปถึง adhesion molecules ซึ่งโดยปกติแล้ว NF-kB จะอยู่ในรูปแบบไม่ท างาน (inactive) โดยจับ
กับตัวยับยั้งของ NF-kB (nuclear factor kappa B inhibitor หรือ IkB) ภายในไซโตพลาสซึมและ
เมื่อเซลล์แอสโทรไซต์ถูกกระตุ้นให้เกิดกระบวนการอักเสบการเพ่ิมข้ึนของสารที่เกี่ยวข้องกับการ
อักเสบ (nitric oxide, pro-inflammatory cytokines ทั้ง IL-1 และ TNF-α) เชื่อว่ามีความ
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นวิถีการท างานของ NF-kB โดยพบว่าวิถีการกระตุ้น NF-kB ในการอักเสบอย่าง
เรื้อรังนั้น เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารกระตุ้นต่างๆ บนผิวเซลล์และส่งผลให้ NF-kB inducing kinase 
(NIK) ถูกกระตุ้น ซ่ึง NIK จะไปกระตุ้น Ikk ให้ไปเติมหมู่ฟอตเฟสให้กับ IkB ท าให้ IkB หลุดออกมา
จากโมเลกุลของ NF-kB (p65 และ p50) และถูกท าลายด้วย ubiquitin-proteasome (UB) ส่งผลให ้
NF-kB (p65 และ p50) ย้ายจากไซโตพลาสซึมไปสู่นิวเคลียสเพ่ือท าหน้าที่ในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (26, 27) ดังรูปที ่1 
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รูปที่ 1 แสดงกลไกการท างานของวิถี NF-kB (Nguyen, Julien, and Rivest 2002) 
 

 จะเห็นได้ว่าวิถี NF-kB เป็นปัจจัยส าคัญท่ีควบคุมสมดุลของสาร pro-inflammatory 
cytokines ในเซลล์แอสโทรไซต์ โดยเมื่อเซลล์แอสโทรไซต์ถูกกระตุ้นจะมีการกระตุ้นวิถีการท างาน
ของ NF-kB ส่งผลให้มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนของยีนต่างๆที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (TNF-α, 
IL-1β, iNOS) ซึ่งสารอักเสบต่างๆเหล่านี้หากมีปริมาณที่มากเกินไปจะสามารถส่งผลให้เกิดการเสีย
สภาวะสมดุลภายในระบบประสาทส่วนกลางและในที่สุดจะสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์
ต่างๆในระบบประสาทส่วนกลางได้  
 ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาถึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตา 
มอลอย่างเรื้อรังที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ โดยจะท าการศึกษาว่าเซลล์ 
แอสโทรไซต์มีการเปลี่ยนแปลงในการสร้างสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบจากการได้รับยาพาราเซตา 
มอลอย่างเรื้อรังหรือไม่ นอกจากนั้นจะท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงการสร้างสารที่เก่ียวข้องกับ
การอักเสบว่ามีความเกี่ยวข้องกับวิถี NF-kB หรือไม่ โดยผลการศึกษาวิจัยที่ได้อาจมีผลต่อการ
พิจารณาถึงข้อควรระวังของการใช้ยาพาราเซตามอลในผู้ป่วยอย่างเรื้อรังในอนาคตได้ 
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บทที ่3 

 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

3.1 แหล่งที่มาของวัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

 3.1.1 สารเคมี 

 Acrylamide       Vivantis 

 Tris Hydrochloride (Tris-HCl)     Vivantis 

 Glycine        Vivantis 

 Sodium chloride (NaCl)     Vivantis 

 Sodium dodecyl sulfate (SDS)     Vivantis 

 Tween-20       Vivantis 

 Ammonium persulfate (APS)     Sigma 

 Phosphate buffered saline (PBS)    Sigma 

 Tetramethylethylenediamine (TEMED)   AppliChem 

 Methanol       Merck Millipore 

 Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA)   Capricorn 

 Skim milk powder      Sigma   
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 3.1.2 สารส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium    HyClone 

 Fetal bovine serum (FBS)     HyClone 

 0.25% Trypsin/Ethylenedimintetraacetic Acid (EDTA)  HyClone 

 Penicilin-Streptomysin solution    HyClone 

 Sodium Pyruvate powder     HyClone 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)     HyClone 

 

 3.1.3 เซลล์เพาะเลี้ยง 

 C8-D1A        ATCC 

 
 3.1.4 แอนติบอดี 

Mouse monoclonal anti IL-1β antibody   Cell signaling 

 Rabbit polyclonal anti phospho-NF-kB-p65   Cell signaling 

(Ser536) (93H1) antibody       

 Rabbit polyclonal anti-NF-kB p65     Abcam 

(phospho S536) antibody  

 Goat polyclonal anti TNF-α antibody    Zanta Cruze 

 Mouse monoclonal anti β -actin antibody   Sigma 

 Anti-Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase antibody Sigma 

 Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Peroxidase antibody Sigma 

 Anti-Goat IgG (whole molecule) Peroxidase antibody Sigma  
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 3.1.5 เบ็ดเตล็ด 

 RIPA Buffer        Cell signaling 

 BCA protein assay kit      Thermo 

 ECL Prime Western Blotting Detection Reagent  GE Healthcare 

 Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane  GE Healthcare 

 PageRuler Prestained Protein Ladder    Thermo Scientific 

 Cell Titer 96®Aqueous One Solution    Promega 

 Cell Proliferation Assay (MTS reagent)      

 

3.1.6 อาหารเลี้ยงเซลล์ 

C8-D1A cell line: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 10% heat- 
inactivated Fetal bovine serum (FBS), 100 units/ml ของ Penicillin และ 100 µg/ml ของ 
streptomycin 

 

3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) จะถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) และเติม 10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum 
(FBS), 100 unit/ml ของ penicillin และ 100 µg/ml ของ streptomycin โดยบ่มเลี้ยงในตู้เลี้ยง
เซลล์ที่อุณหภูมิ 37°C ที่มี 5% CO2 และมีการยา้ยเซลล์(subculture) ไปยังภาชนะเลี้ยงเซลล์ใหม่ 
ทุกๆ 72 ชั่วโมง โดยใช้ 0.25% Trypsin/EDTA เพ่ือท าให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะ 
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 3.2.1 การปลุกเซลล์ตั้งต้น (Cell line Frozen strock) 

 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) ที่เก็บไว้ที่ -80°C ถูกน ามาท าให้ละลายใน water 
bath ที่ 37°C ทันทีก่อนถูกย้ายลงสู่หลอดปั่นขนาด 15 ml ที่ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ (10% 
FBS/DMEM) จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm ที่ 25°C นาน 5 นาที ก าจัดส่วนใส (supernatant) ทิ้ง 
และน าตะกอนเซลล์ (cell pellet) ละลายใน 10% FBS/DMEM เซลล์ถูกเพาะเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์ที่
อุณหภูมิ 37°C ที่มี 5% CO2 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 cm2  

3.2.2 การแช่แข็งเซลล์เพื่อเก็บเป็นเซลล์ตั้งต้น 

 เซลล์ถูกท าให้หลุดออกจากภาชนะโดยใช้ 0.25% Trypsin/EDTA จากนั้นสารละลายเซลล์
ถูกปั่นและนับจ านวนเซลล์โดยใช้ 0.4% trypan blue dye (% cell viability ควรสูงกว่า 80% ถึง
จะเหมาะสมส าหรับการเก็บเป็นเซลล์ตั้งต้น) ส่วนตะกอนเซลล์จะถูกท าให้ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์
ที่ประกอบด้วย 20% FBS/DMEM และ 10% DMSO ในปริมาณท่ีเหมาะสม เพ่ือให้ได้ความหนาแน่น
เซลล์ประมาณ 107 cells/ml เซลล์จะถูกเก็บใน cryogenic tube 1 ml/tube โดยเก็บใน 
Mr.Frosty™ Freezing Container (Nalgene, USA) ที่ -80°C เพ่ือใช้เป็นเซลล์ตั้งต้นต่อไป 

 
3.3 การนับจ านวนเซลล์ด้วยเทคนิค Trypan blue Dye Exclusion 

 ล้างเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง ก่อนท าให้เซลล์หลุดจากภาชนะเพาะเลี้ยงด้วย 0.25% 
Trypsin/EDTA และหยุดปฏิกิริยาด้วย 10% FBD/DMEM ในปริมาณท่ีเหมาะสม จากนั้น 20 
ไมโครลิตร ของสารละลายเซลล์จะถูกผสมกับ 30 ไมโครลิตร ของ PBS และ 50 ไมโครลิตร ของ 
0.4% trypan blue dye (สารละลายเซลล์ถูกเจือจาง 1:5) ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที จ านวน
เซลล์จะถูกนับโดยใช้ Hemocytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) 
และแสดงข้อมูลในลักษณะจ านวนเซลล์/มิลลิเมตร โดยการคูณจ านวนเฉลี่ยของเซลล์ที่นับได้ต่อพื้นที่ 
1x1 mm2 ด้วย 104  และคูณด้วย 5 (dilution factor) 
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3.4 การวิเคราะห์หาค่า IC50 ของพาราเซตามอลด้วยวิธี MTS assay เพื่อเลือกความเข้มข้นที่ไม่
ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ (Non-toxic dose) 

 
 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) จ านวน 2.5 x103 cells จะถูกน าไปเลี้ยงใน 96-well 
plate เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อ เติม 100 ไมโครลิตร ของอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่มียาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นต่างๆผสมอยู่ลงไปในหลุม และน าไปบ่มเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อ เติม 100 ไมโครลิตร ของอาหารเลี้ยงเซลล์
ใหม่ลงไปแทน ตามด้วย 20 ไมโครลิตร ของสารละลาย MTS ลงไป จากนั้นบ่มเลี้ยงต่อในตู้เลี้ยงเซลล ์
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร หลังจากนั้นน าค่าที่
ได้มาค านวณหา % cell viability เมื่อหาค่า IC50 แล้วจากนั้นจะท าการเลือกค่าความเข้มข้นของยา
พาราเซตามอล ที่ต่ ากว่าค่า IC50 ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมคือมีเซลล์ตายต่ ากว่า 10% เพ่ือใช้ในการ
ทดลองในการให้ยาพาราเซตตามอลอย่างเรื้อรังแก่เซลล์เพาะเลี้ยง  
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3.5 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อการกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ 

 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) จ านวน 9.5 x105 cells จะถูกบ่มเลี้ยงในภาชนะ
เลี้ยงเซลล์ขนาด 75 cm2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนท าการทดลอง จากนั้นจะเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ผสม non-toxic doses ของยาพาราเซตามอลลงไป น าไปบ่มเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เมื่อครบก าหนดจะท าการเก็บตะกอนเซลล์และน าไปศึกษาต่อในขั้นตอนการวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี 
Western Blotting และ ศึกษาลักษณะ Cell morphology ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แผนภาพแสดงการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อการกระตุ้นเซลล์ 
แอสโทรไซต์ 

 
3.6 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ 

 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) จ านวน 9.5 x105 cells จะถูกบ่มเลี้ยงในภาชนะ
เลี้ยงเซลล์ขนาด 75 cm2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนท าการทดลอง จากนั้นจะเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ผสม non-toxic doses ของยาพาราเซตามอลลงไป น าไปบ่มเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลา เซลล์จะถูกย้ายไปเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ใหม่ซึ่งเซลล์แอสโทรไซต์จะถูกเพาะเลี้ยงใน
สภาวะดังกล่าวต่อเนื่องเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส าหรับการศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่าง
เรื้อรัง จะเก็บตะกอนเซลล์เมื่อเพาะเลี้ยงมาเป็นเวลา 16 วัน และ 28 วัน จากนั้นตะกอนเซลล์ที่เก็บ
จะถูกน าไปศึกษาต่อในขั้นตอนการวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Western Blotting และ ศึกษาลักษณะ 
morphology ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนต่อไป  
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รูปที่ 3  แผนภาพแสดงการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการกระตุ้นเซลล์ 

แอสโทรไซต์ 
 
3.7 Western Blotting 

3.7.1 สกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลี้ยง  

 เซลล์เพาะเลี้ยงตัวอย่างในกลุ่มได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน และ กลุ่มได้รับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง จะถูกน ามาสกัดโปรตีนใน RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 
mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Sodium deoxycholate, 1% Triton x-100) ซึ่งมี 
1X protease/phosphatase inhibitor cocktail และท าให้เซลล์แตกโดยใช้ sonicator จากนั้นตั้ง
ทิ้งไว้ในน้ าแข็ง 30 นาที น าไปปั่นที่ 12,000xg ที4่°C เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) 
มาวัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วย BCA protein assay kits (Thermo, USA)  

 3.7.2 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE electrophoresis. 

 โปรตีนที่ทราบความเข้มข้นแล้วจะถูกน ามาผสมกับ 4x loading dye (240mM Tris-HCl 
pH 6.8, 40% Glycerol, 8% SDS, 0.04% Bromophenol blue, 5% ß-mercaptoethanol) 
และน าไปต้มที่อุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาที จากนั้นท าการแยกโปรตีนด้วย 15% sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS–PAGE) โดยใช้ความต่างศักย์ที่ 80 โวลต ์
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที ส าหรับการตรวจสอบ inflammatory cytokine และ 10% sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis ความต่างศักย์ที่ 100 โวลต์ นาน 2 
ชั่วโมง ส าหรับการตรวจสอบ pNF-kB ด้วยเครื่อง Mini Trans-Blot® Electrophoresis Transfer 
Cell  (BioRad, U.S.A) ก่อนถูกย้ายสู่เมมเบรน  
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 3.7.3 การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แมมเบรนและการตรวจสอบ 

 โปรตีนจากแผ่นเจลจะถูกย้ายลงสู่ Nitrocellulose membrane (Pall Life Sciences, 
Mexico) โดยใช้ Mini Trans-Blot® Electrophoresis Transfer Cell (BioRad, U.S.A) ที่ 0.35 
แอมป์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 10 นาที จากนั้นน าเมมเบรนแช่ลงใน 5% BSA (Bovine serum 
albumin) ใน TBS-T buffer (5 mM Tris-HCl, pH 7.4 + 0.1% Tween 20) ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงเพ่ือป้องกันการเกิด non-specific binding และบ่มด้วย primary antibody : 
mouse monoclonal anti IL-1β (ความเข้มข้น 1:2,000)(#2022; Cell signaling, USA), goat 
polyclonal anti TNF-α (ความเข้มข้น 1:1,000)(sc-1350; Santa Cruz Biotechnology, USA), 
Rabbit polyclonal anti phospho-NF-kB-p65 (Ser536)(93H1) antibody (ความเข้มข้น
1:500)(#3033; Cell signaling, USA) และ mouse monoclonal anti β-actin (ความเข้มข้น 
1:3,000)( AC-15; Sigma, USA ) ที่เจือจางใน TBS-T (5mM Tris-HCl, pH 7.4+0.1% Tween 20) 
ที่มี BSA ที่อุณหภูมิ 4°C ข้ามคืน ล้างเมมเบรน 3 ครั้ง แล้วบ่มเมมเบรนใน secondary antibody ที่
ติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (HRP) ใน 5% BSA ใน TBS-T ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ต่อมาล้างเมมเบรนด้วย TBS-T 3 ครั้ง และน าแผ่นเมมเบรนไปบ่มด้วย SuperSignal® West 
Pico Chemiluminescent Substrate Kits (GE Healthcare Life Science, U.S.A) เพ่ือดูการ
แสดงออกของโปรตีนด้วยเทคนิค Chemiluminescent และวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีนที่สนใจโดย
ใช้ Image J software (Scion crop; Frederick, MD) โดยแสดงผลเป็นอัตราส่วนของ โปรตีน/β-
actin  

 
3.8 การศึกษาการแสดงออกของ NF-kB signaling ด้วยเทคนิค Immunofluorescence และ 
เทคนิค Immunohistrochemistry 

 ส าหรับเทคนิค Immunofluorescence นั้น เซลล์เพาะเลี้ยงตัวอย่างทั้งหมดจะถูกเก็บ
รวบรวมหลังจากครบก าหนดตามช่วงเวลาต่างๆ จากนั้นน าตะกอนเซลล์มาปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 
1,500 rpm ที่ 25°C นาน 5 นาที และคงสภาพเซลล์ด้วย 4% paraformaldehyde เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าตะกอนเซลล์ใส่ลงในแม่พิมพ์ จากนั้นเติม 4% agarose gel ลงไป ตั้งทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเจลแข็งตัว แกะเจลออกจากแม่พิมพ์ ตัดเจลส่วนเกินออกและห่อด้วย
กระดาษเช็ดเลนส์ ต่อมาน าเจลใส่ลงใน cassette และน าเข้าสู่กระบวนการ process และ 
embedded ต่อไป เมื่อได้ cell block แล้ว น า cell block ที่ได้ไปตัดเป็น section หนา 3 
ไมโครเมตร ด้วยเครื่อง microtome วางบนสไลด์ที่เคลือบด้วยสารที่ช่วยในการยึดเกาะ 
(Matsunami Glass Ind., Osaka, Japan) น าไปอบที่ 60°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการ 
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deparaffinized และ rehydrate ด้วยน้ ากลั่น และ retrieve antigen ด้วย citrate buffer pH6.0 
(Dako, Glostrup, Denmark) โดยใช้เทคนิค microwave method จากนั้นบ่มสไลด์ที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 20 นาที เมื่อครบก าหนดวาง rack พลาสติกลงในถาด ปล่อยน้ าไหลผ่านเพ่ือล้าง antigen 
retrieval ออก (run tap water) นาน 5 นาที น าสไลด์ขึ้น สะบัดให้แห้ง เช็ดรอบๆ section ให้แห้ง 
(ห้ามให้สไลด์แห้งเด็ดขาด) และวงขอบเขต section ด้วย Dako pen น าสไลด์วางเรียงกันบน 
humidity chamber จากนั้น permeabilized นาน 45 นาที ด้วย 3% triton-x ใน PBS ครบ
ก าหนด ล้าง section ด้วย 1% triton-x ใน PBS 2 ครั้งๆละ 5 นาทีจากนั้นแทนที่ด้วย Dako 
antibody diluents เพ่ือท าการ block non-specific background นาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงบ่มด้วย 
primary antibody : rabbit polyclonal anti-NF-kB p65 (phospho S536) antibody (ความ
เขม้ข้น 1:800)(#ab86299; abcam, USA) ที่ 4°C overnight เมื่อครบเวลาล้างด้วย phosphate 
buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที (shaker) และบ่มด้วย fluorescent-labeled secondary antibody 
(ความเข้มข้น 1:50)(Dako, Glostrup, Denmark) ที่อุณหภูมิห้อง นาน 60 นาที ในที่มืด ครบเวลา
ล้างด้วย phosphate buffer 2 ครั้งๆละ 3 นาที จากนั้น บ่มด้วย DAPI (ความเข้มข้น 1:2,000) นาน 
1 นาที และล้างด้วยน้ ากลั่น จากนั้น dehydrate ด้วย ethanol ที่ความเข้มข้นจากน้อยไปมาก 
(50%, 70%, 80%, 95% และ 100%) และ xylene ทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 10 นาที หยด 
fluorescent mounting ที่ผสมสาร anti-fade ปิด cover-slip ลงบนสไลด์ ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้น 
seal ขอบของ cover-slip ด้วยน้ ายาเคลือบเล็บและน าไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์เรืองแสง 
(fluorescent microscope) ต่อไป 

ในส่วนของการตรวจสอบการแสดงออก NF-kB signaling ด้วยเทคนิค 
Immunohistochemistry สไลด์ที่ต้องการตรวจสอบทั้งหมดนี้จะท าการ deparaffinization และ 
antigen retrieval (Citrate buffer pH6.0, Dako, Glostrup, Denmark), บ่ม 3% Hydrogen 
peroxidase และ block-non specific ด้วย 3% normal horse serum (PAN Biotech GmbH, 
Aidenbach, Germany) ใน PBS จากนั้นบ่มด้วย rabbit polyclonal anti-NF-kB p65 (phospho 
S536) antibody (ความเข้มข้น 1:800)(#ab86299; abcam, USA)  ที่ 37°C นาน 30 นาที และ
ตรวจสอบปฏิกิริยาด้วย UltraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems, 
Inc., USA) โดยกระบวนทั้งหมดที่กล่าวมาข้างต้นนั้น จะถูกด าเนินการภายใต้เครื่องย้อมสไลด์
อัตโนมัติ (Benchmark XT, Ventana Medical Systems, Inc., USA) จากนั้นน าสไลด์ทั้งหมดที่
ออกมาจากเครื่องย้อมสไลด์อัตโนมัติเข้าสู่กระบวนการ dehydration ด้วย ethanol ที่ความเข้มข้น
จากน้อยไปมาก (50%, 70%, 80%, 95% และ 100%) และ xylene ทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 10 นาที 
ท าการ mounted และปิดด้วย cover slip ก่อนจะน าไปตรวจสอบใต้กล้องจุลทรรศน์ และเก็บ
รวบรวมข้อมูลด้วยเครื่องสแกนเนอร์ (Aperio ScanScope, Aperio, Vista, California, USA)  
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3.9 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

เซลล์เพาะเลี้ยงตัวอย่างในกลุ่มที่จะท าการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) 
ทั้งหมดจะถูกเก็บรวบรวมหลังจากครบก าหนดตามช่วงเวลาต่างๆ โดยการเติม PBS ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงไปในภาชนะเพาะเลี้ยง จากนั้นขูดเซลล์ออกเบาๆด้วย cell scraper ท าการดูดเซลล์ที่ได้
ทั้งหมดใส่ลงในหลอดทอลองขนาด 1.5 ml น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นที่ 5,000 rpm ณ อุณหภูมิ 
4°C เป็นเวลานาน 5 นาที ดูดส่วนที่เป็น supernatant ทิ้งไป และแทนที่ด้วย 2% glutaraldehyde 
เป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนด ล้างด้วย 0.1M phosphate buffer 3 ครั้งๆละ 2 
นาที จากนั้นคงสภาพตะกอนเซลล์ด้วย 2% osmium tetroxide ที่ละลายใน phosphate buffer 
นาน 45 นาทีครบก าหนดล้าง ด้วย phosphate buffer 2 ครั้งๆละ 2 นาที และ dehydrate ด้วย 
ethanol ที่ความเข้มข้นจากน้อยไปมาก (50%, 70%, 85%, 90% และ absolute alcohol 3 ครั้งๆ
ละ 3 นาที จากนั้นแทนที่ด้วย propylene oxide 3 ครั้งๆละ 3 นาที ครบก าหนดเติม propylene 
oxide : resin อัตราส่วน 1:1 incubate ที่ 37°C นาน 10 นาที จากนั้นแทนที่ด้วย propylene 
oxide : resin อัตราส่วน 3:1 ที่ 45°C  2 ครั้งๆละ 15  นาที ครบก าหนด เปลี่ยนเติม 100% resin 
และน าไป incubate ที่ 45°C 2 ครั้งๆละ 15 นาที ครบเวลาน าตะกอนเซลล์ใส่ลงใน embedding 
mold เติม 100% resin และน าไปบ่ม ที่ 60°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ครบก าหนด น าเข้าสู่
กระบวนการตัด โดยตัด semi-thin หนา ~500 นาโนเมตร แล้วท าการย้อมด้วย toluidine blue 
เพ่ือเลือกบริเวณที่จะน าไปศึกษา จากนั้นตัด thin-section หนา 60-90 นาโนเมตร วางบน grid ทิ้ง
ให้แห้ง อย่างน้อย 24 ชั่วโมง ครบก าหนดน าไปย้อมด้วย uranyl acetate เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น 
ล้างด้วยการน า grid จุ่มในน้ ากลั่น 10 ครั้ง และ ย้อมด้วย lead citrate เป็นเวลา 30 นาที ครบ
ก าหนด ล้างด้วยการน า grid จุ่มในน้ ากลั่น 10 ครั้ง ซับให้แห้ง และท้ิงไว้ อย่างน้อย 30 นาที น าไป
ศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน โดยในการศึกษานี้จะศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระดับ
จุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์ ซึ่งโครงสร้างที่จะถูกศึกษานั้นประกอบไปด้วย เยื่อหุ้มเซลล์, ไม
โทรคอนเดรีย, นิวเคลียส และ เอนโดพลาสมิกเรติกคูลัม  

 
3.10 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

1. ข้อมูลจากเทคนิค Western blotting จะถูกเก็บรวบรวมโดยฟิล์ม X-Ray 
(UltraCruz Autoradiography Film, Blue; SANTA CRUZ, USA) 

2. ข้อมูลจากเทคนิค MTS assay จะถูกเก็บรวบรวมในโปรแกรม GraphPad Prism 6  
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3. ข้อมูลจากการศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (electron microscope) จะ
น ามาวิเคราะห์และพิจารณาโดยดูจากการเปลี่ยนแปลงของลักษณะโครงสร้างระดับจุลภาค 
(ultrastructure) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ซึ่งประกอบไปด้วยการเกิด vacuolization, การ
เปลี่ยนแปลงของ เยื่อหุ้มเซลล์ ไมโทรคอนเดรีย นิวเคลียส และ เอนโดพลาสมิกเรติกคูลัม ที่มีการ
เปลี่ยนแปลงไปของกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลเมื่อเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม 

4. ข้อมูลจากการศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์เรืองแสง (fluorescent microscope) 
จะพิจารณาดูการแสดงออกของ NF-kB ในกลุ่มท่ีได้รับยาพาราเซตามอลเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยง
ควบคุม 

 
3.11. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 

 ข้อมูลจะถูกวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 แสดงค่าเป็น mean ± SEM 
ความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มจะวิเคราะห์โดยใช้ t-test และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง
ช่วงเวลาของกลุ่มเดียวกันโดยใช้ One-way ANOVA ตามด้วย Bonferroni’s multiple 
comparison test ซึ่งความแตกต่างจะได้รับการพิจารณาให้มีค่านัยส าคัญทางสถิติที่ P< 0.05  
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การวิเคราะห์หาความเข้มข้นที่เหมาะสมของยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A)  

 เพ่ือศึกษาถึงผลกระทบของยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) ผู้วิจัยจึงได้ท าการทดสอบผลของยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น
ต่างๆ เพ่ือหาความเข้มข้นของยาพาราเซตามอลที่เหมาะสมที่จะใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ โดย
ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่
ความเข้มข้นต่างๆเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และท าการวิเคราะห์อัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วย
เทคนิค MTS assay 

จากผลการทดลองพบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ส่งผลให้มีอัตราการตายของเซลล์เพาะเลี้ยง 10 % (ดังแสดงในรูปที ่ 4) 
และเพ่ือให้มั่นใจว่าความเข้มข้นของยาพาราเซตามอลในช่วง 0-100 ไมโครโมลาร์ นั้น จะไม่ก่อให้เกิด
อันตรายต่อเซลล์ ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม พบว่าผลการวิจัยครั้งนี้สอดคล้องกับ
งานวิจัยก่อนหน้านี้ที่แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของยาพาราเซตามอลในช่วงไม่เกิน 100 ไมโครโม
ลาร์ ไม่ส่งผลให้เกิดอันตรายต่อเซลล์เพาะเลี้ยงและยังพบว่า มีผลในด้านการปกป้องเซลล์ด้วย เช่น ใน
งานวิจัยของ Tripathy และคณะ (2009) ที่รายงานไว้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทร่วมกับยาพารา
เซตามอลที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์นั้น ส่งผลให้เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงมีการสร้างสารที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ (IL-1, IL-6 และ TNF-α) ลดลงและยังช่วยลดการเกิดภาวะ 
oxidative stress ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยสาร menadione ได ้ (28) และในปีเดียวกันคณะผู้วิจัยกลุ่มนี้ 
ยังได้ท าการทดลองในเซลล์เพาะเลี้ยงเอนโดธีเลียมซึ่งพบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น
ช่วงเดียวกันนี้มีผลในการปกป้องเซลล์เอนโดธีเลียมจากความเป็นพิษที่ถูกกระตุ้นด้วย menadione 
เช่นกัน (1) 
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 ดังนั้นในงานวิจัยนี้ซึ่งมีวัตถุประสงค์ท่ีจะศึกษาผลกระทบของยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง
ต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A) จึงได้เลือกใช้ยาพาราเซตามอลที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ เนื่องจากเป็นความเข้มข้นของยาพาราเซตตามอลที่อยู่ในช่วงที่ท าให้เซลล์
ตาย 10% ซึ่งถือว่าก่อให้เกิดอันตรายต่อเซลล์ค่อนข้างน้อย 

 

รูปที่ 4 กราฟแสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ภายหลังจากการ
เพาะเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์จ านวน 2.5x103 cells ได้ถูกเพาะเลี้ยงใน 96 well-plate ด้วย
อาหารเลี้ยงเซลล์ร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน (0, 100, 200, 300, 400, 500 
µM) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการวิเคราะห์หาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ (%cell survival) 
โดยอาศัยเทคนิค MTS Assay ข้อมูลได้ถูกแสดงในรูปแบบของ mean ± SEM ซึ่งท าการรวบรวม
ข้อมูลทั้งหมดจากการทดลอง 2 ครั้ง โดยแต่ละการทดลองมีการท าซ้ า 2 ครั้ง  
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4.2 การศึกษาผลกระทบของยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออกของ Inflammatory cytokines 

(IL-1β และ TNF-α) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ (C8-D1A)  

เพ่ือศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ ในงานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน Inflammatory cytokines 
(IL-1β และ TNF-α) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น 
100 ไมโครโมลาร์ ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน คือ 24 ชั่วโมง 16 วัน และ 28 วัน ซึ่งผลการทดลอง
พบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีน IL-1β โดยพบว่า
ระดับโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 
ชั่วโมง (0.5467±0.0156) ไม่ต่างกับระดับโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม 
(0.5486±0.0680) ดังแสดงในรูปที่ 5 ในขณะที่การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตา
มอลที่ความเข้มข้นเดียวกันเป็นระยะเวลา 16 วันนั้น กลับพบว่ามีผลท าให้ระดับการแสดงออกของ
โปรตีน IL-1β เพ่ิมสูงขึ้น (0.9836±0.1073) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม 
(0.6239±0.0219) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ผลจากการวิจัยยังพบว่า ระดับการ
แสดงออกของโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็น
ระยะเวลา 28 วัน (1.1167±0.1164) เพ่ิมสูงมากยิ่งข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์เซลล์เพาะเลี้ยง
ควบคุม (0.6381±0.1143) เช่นกัน ดังแสดงในรูปที่ 5 

ทั้งนี้เมื่อท าการเมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลในช่วงเวลาต่างๆพบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์
ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 16 วัน และการเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพารา
เซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วันนั้น มีผลท าให้ระดับการแสดงออกของโปรตีน IL-1β เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซ
ตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ระดับของ โปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยง
ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน 16 วัน และ 24 ชั่วโมง เท่ากับ 1.1167±0.1164, 
0.9836±0.1073 และ 0.5467±0.0156 (P<0.05) ตามล าดับ) และยังพบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วนั (1.1167±0.1164) มีระดับการแสดงออก
ของโปรตีน IL-1β เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซ
ตามอลเป็นระยะเวลา 16 วัน ดังผลแสดงในรูปที่ 5 
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ส าหรับผลการศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน TNF-α ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่
ถูกเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ในระยะเวลาที่แตกต่างกันพบว่า 
ให้ผลการวิจัยเป็นไปในทางเดียวกับผลการศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน IL-1β โดยพบว่าการ
เพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ไม่ส่งผลกระทบต่อ
ระดับการแสดงออกของโปรตีน TNF-α โดยพบว่า ระดับการแสดงออกของโปรตีน TNF-α ในเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง (0.6724±0.0497) 
ไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม (0.6708±0.0536) ดงั
แสดงในรูปที่ 6 ในขณะที่ระดับการแสดงอออกของโปรตีน TNF-α ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่
ถูกเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 16 วัน (0.8390±0.0620) พบว่ามีระดับโปรตีนเพิ่ม
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม 
(0.5867±0.0607) (ดังแสดงในรูปที่ 6) และผลการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับ
ยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่า มีระดับการแสดงออกของโปรตีน TNF-α เพ่ิมสูงมาก
ขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม (ระดับ
ของโปรตีน TNF-α ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 
วัน และเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม เท่ากับ 0.9608±0.0744 และ 0.6076±0.0334) ดังผลแสดงในรูปที่ 
6  

นอกจากนี้เมื่อผู้วิจัยได้ท าการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีน TNF-α ของเซลล์
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลในระยะเวลาที่แตกต่างกัน พบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วนั (0.9608±0.0744) มีระดับการแสดงออก
ของโปรตีน TNF-α เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยง
แอสโทรไซต์ที่ถูกเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง (0.6724±0.0497) แต่ไม่
ต่างกับระดับโปรตีนที่ได้จากเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ถูกเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็น
ระยะเวลา 16 วัน (0.8390±0.0620) ดังแสดงในรูปที่ 6 

ผลการศึกษาวิจัยในส่วนนี้สามารถสรุปได้ว่า การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 
ชั่วโมง) ไม่มีผลต่อการกระตุ้นให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ให้มีการสร้างสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับ
การอักเสบ (IL-1β และ TNF-α) ขณะที่การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังเป็นระยะเวลา 16 วัน 
และ 28 วัน นั้น พบว่าสามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์สามารถสร้างสารไซโตไคน์ที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบ(IL-1β และ TNF-α) เพ่ิมสูงขึ้นได้ 
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รูปที่ 5 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันและอย่างเรื้อรังต่อการ
แสดงออกของระดับโปรตีน IL-1β ในเซลล์เพาะเลี้ยง C8-D1A 

(A.) ภาพแสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน IL-1β ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล โดยท าการ
ตรวจสอบปริมาณโปรตีน IL-1β ด้วยเทคนิค western blotting  

(B.) กราฟแสดงข้อมูลเชิงสถิติของระดับโปรตีน IL-1β ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล  
โดย *P<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม 

#p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล
เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง  
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รูปที่ 6 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันและอย่างเรื้อรังต่อการ

แสดงออกของโปรตีน TNF-α ในเซลล์เพาะเลี้ยง C8-D1A 

(A.) ภาพแสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน TNF-α ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทร
ไซต์ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล โดยท า
การตรวจสอบปริมาณโปรตีน TNF-α ด้วยเทคนิค western blotting  

(B.) กราฟแสดงข้อมูลเชิงสถิติของระดับโปรตีน TNF-α ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลที่  
โดย *p<0.05  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม  

#p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงร่วมกับยาพารา
เซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง  
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4.3 การศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออก pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ (C8-D1A)  

ผลจากการศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์พบว่า การเพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB โดยพบว่า ระดับการแสดงออกของ
โปรตีน pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 
ชั่วโมง (0.6039±0.0171) ไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุม (0.5714±0.0104) ดังแสดงในรูปที่ 7 ซึ่งแตกต่างจากผลการศึกษาระดับการแสดงออกของ
โปรตีน pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 16 วัน 
ซึ่งพบว่า เซลล์เพาะเลี้ยงในกลุ่มนี้มีระดับการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB (0.6495±0.0058) เพ่ิม
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม 
(0.5661±0.0134) นอกจากนี้ผลการทดลองยังพบอีกว่าเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วันนั้น มีระดับโปรตีน pNF-kB เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม (ระดับของ โปรตีน pNF-kB ใน
เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน และ เซลล์
เพาะเลี้ยงควบคุม เท่ากับ 0.6658±0.0251 และ 0.5038± 0.0421 ตามล าดับ) ดังแสดงในรูปที่ 7  
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รูปที่ 7 ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการแสดงออกของ pNF-kB ใน
เซลล์เพาะเลี้ยง C8-D1A 

(A.) ภาพแสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทร
ไซต์ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล โดยท า
การตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ด้วยเทคนิค western 
blotting  

(B.) กราฟแสดงข้อมูลเชิงสถิติของระดับโปรตีน pNF-kB ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอล  
โดย *p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม  

  

A. 
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4.4 การศึกษาการแสดงออกของ NF-kB signaling ด้วยเทคนิค Immunofluorescence และ 
เทคนิค Immunohistochemistry 

 

เพ่ือเป็นการยืนยันว่าการสร้างสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบที่เพ่ิมขึ้นในเซลล์แอสโทรไซต์ที่
เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลนั้น มีความเก่ียวข้องกับวิถี NF-kB ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาถึง
ผลกระทบยาชนิดนี้ต่อการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB โดยใช้เทคนิค Immunofluorescence 
และ Immunohistochemistry ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีสามารถแสดงให้เห็นบริเวณหรือต าแหน่งของเซลล์ที่
มีการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ว่าอยู่ในบริเวณนิวเคลียสหรือในไซโตพลาสซึม เนื่องจากโดย
ปกติแล้วโปรตีน NF-kB จะอยู่ในรูปแบบที่ไม่พร้อมท างาน (inactivate form) ภายในเซลล์บริเวณไซ
โตพลาสซึม แต่ในสภาวะที่เซลล์ถูกกระตุ้นจะส่งผลให้มีการกระตุ้นเอนไซม์ ikk (NF-kB inhibitor 
kinase) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการเติมหมู่ phosphate ให้กับโปรตีน IkB (NF-kB inhibitor) 
ภายหลังจากการถูกเติมหมู่ Phosphate แล้ว IkB จะหลุดออกจากโมเลกุลของโปรตีน NF-kB ท าให้
โมเลกุลของโปรตีน NF-kB อยู่ในรูปพร้อมท างาน (active form) หรือเรียกว่า phospho-NF-kB 
(pNF-kB) จากนั้นโปรตีน pNF-kB จะเคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือไปท าหน้าที่ในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบต่อไป  

ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่าง
เฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) มีการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ในนิวเคลียสไม่แตกต่างไปจากเซลล์
เพาะเลี้ยงควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 8 และผลที่ได้จากการศึกษาในกลุ่มเซลล์ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (16 วัน และ 28 วัน) พบว่า เซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มนี้มีการแสดงออกของ
โปรตีน pNF-kB ในนิวเคลียสมากกว่าเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุมอย่างเห็นได้ชัด ดังแสดงในรูปที่ 8 และ
ผลจากการย้อมเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์กลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน โดย
ใช้เทคนิค Immunofluorescence ก็ยืนยันผลจากการทดลองนี้ โดยพบว่า มีการแสดงออกของ 
pNF-kB ในนิวเคลียสของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์กลุ่มท่ีได้รับยาพาราเซตามอลมากกว่าเซลล์
เพาะเลี้ยงควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 9 
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รูปที่ 8 ผลการแสดงออกของ pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีถูกเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลในช่วงเวลาต่างๆ โดยใช้เทคนิค Immunohistochemistry Scale bar : 200 
µM 
  

200 µm 200 µm 

200 µm 

200 µm 

200 µm 

200 µm 
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รูปที่ 9 ผลการแสดงออกของ pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีถูกเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน โดยใช้เทคนิค Immunofluorescence 

A และ D. แสดงผลของการย้อมนิวเคลียสซึ่งติดสีฟ้าของ DAPI, B. และ E. แสดงผลของการ
ย้อม pNF-kB ซ่ึงติดสแีดงของ FITC, c แสดงถึงผลของการย้อม pNF-kB ที่เคลื่อนเข้าสู่
นิวเคลียสในเซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มควบคุม และ F. แสดงถึงผลของการย้อม pNF-kB ที่เคลื่อน
เข้าสู่นิวเคลียสในเซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน โดย 
ลูกศร หมายถึง เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่มีการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ในบริเวณ
นิวเคลียส scale bar: 400 µM 
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4.5 การศึกษาผลกระทบของยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา 
(morphology) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

 4.5.1 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน 

เพ่ือศึกษาถึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) ต่อการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างระดับจุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ใน
งานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระดับจุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์หลังจากท่ีเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบ
กับโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม โดยโครงสร้างระดับจุลภาคต่างๆ
ของเซลล์เพาะเลี้ยงที่ท าการตรวจสอบนั้นประกอบไปด้วย เยื่อหุ้มเซลล์ เยื่อหุ้มนิวเคลียส ลักษณะของ
โครมาตินในนิวเคลียส การเปลี่ยนแปลงไมโทคอนเดรียและเอนโดรพลาสมิคเรติคูลัม ซึ่งผลการ
ทดลองพบว่าการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับ
ยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันไม่มีความแตกต่างกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม โดยเมื่อศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ทั้งสองกลุ่มที่ก าลังขยายต่ า (3,000 เท่า) พบว่า เซลล์
ส่วนใหญ่มีลักษณะของออร์การ์เนลล์ต่างๆปกติ ดังแสดงในรูปที่ 10 เซลล์เมมเบรนและนิวเคลียสส่วน
ใหญ่มีลักษณะปกติ (รูปที่ 11A และ B) พบการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์เล็กน้อย และในก าลังขยาย 
15,000 เท่า ไมโทคอนเดรียที่พบส่วนใหญ่มีลักษณะปกติ ตรวจพบการบวม (swelling) ของ
โครงสร้างเล็กน้อย (รูปที่ 11C) ซึ่งอาจเกิดจากการขั้นตอนการเก็บเซลล์หรือการแก่ของเซลล์
เพาะเลี้ยง  
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รูปที่ 10 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง)  

แสดงถึงโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์เพาะเลี้ยง
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) ที่ก าลังขยาย 3,000X scale 
bar : 10.0 µM 

  

Control APAP 
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  รูปที่ 11 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) 
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A. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงถึงลักษณะของนิวเคลียสในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทร
ไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (ขวา) ซึ่งพบว่ามีลักษณะปกติไม่
แตกต่างกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม (ซ้าย) N=Nucleus scale bar : 1,000 nm 

B. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของเยื่อหุ้มนิวเคลียสของเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (ขวา) ซึ่งพบว่ามีลักษณะ
ปกติไม่แตกต่างไปจากเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม (ซ้าย) N=Nucleus, 
n=nuclear membrane, M=Mitochondria, ER=Endoplasmic Reticulum ที่
ก าลังขยาย 5,000X scale bar : 600 nm 

C. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงถึงลักษณะของไมโทคอนเดรียในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) พบว่ามี
ลักษณะปกติไม่แตกต่างไปจากเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม M=Mitochondria, 
ER=Endoplasmic Reticulum scale bar : 300 nm 
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4.5.2 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง 

เพ่ือศึกษาถึงผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างใน
ระดับจุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาถึง
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ถูกเลี้ยงร่วมกับยาพาราเซ
ตามอลเป็นระยะเวลา 28 วันเปรียบเทียบโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์
ควบคุม โดยโครงสร้างระดับจุลภาคต่างๆของเซลล์เพาะเลี้ยงที่ถูกตรวจสอบ ประกอบไปด้วย เยื่อหุ้ม
เซลล์ เยื่อหุ้มนิวเคลียส ลักษณะของโครมาตินในนิวเคลียส การเปลี่ยนแปลงไมโทคอนเดรียและเอน
โดพลาสมิคเรติคูลัม โดยผลจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้พบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยา
พาราเซตามอลเป็นระยะเวลา 28 วัน มีผลท าให้โครงสร้างในระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยง 
แอสโทรไซต์เปลี่ยนแปลงไปจากเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม โดยพบว่าลักษณะโครมาตินในนิวเคลียสของ
เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังนั้น มีการกระจายตัวไปยังบริเวณ
ขอบของนิวเคลียส (Chromatin margination) ดังแสดงในรูป 13A และในบางเซลล์ตรวจพบการโป่ง
พองของเยื่อหุ้มนิวเคลียส (รูปที่13B) การศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนยังพบความผิดปกติ
ของออร์แกเนลล์อื่นๆที่ส าคัญด้วย รวมไปถึงการพบการยืดขยาย (dilatation) ของ endoplasmic 
reticulum (ER) ไมโทคอนเดรียที่มีลักษณะบวม (swelling) (รูปที่ 13B และ C) เป็นจ านวนมากหรือ
ในบางเซลล์มีการตรวจพบการเรียงตัวของ Cristae ที่ไม่เป็นระเบียบ (disarrangement) (รูปที่ 14B) 
มากกว่าที่พบในเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม นอกจากนี้ยังพบว่าในบางเซลล์ตรวจพบการเกิด 
vacuolization และ autophagosome ซึ่งมีลักษณะเป็นถุงเมมเบรนที่ภายในประกอบไปด้วย 
cytoplasmic organelle ดังแสดงในรูป 14A และ D 
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รูปที่ 12 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (28 วัน)  

A. แสดงถึงโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (28 วัน) ที่ก าลังขยาย 
3,000X scale bar : 10.0 µM 
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รูปที่ 13 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุมและเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง ( 28 วัน)  
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A. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของนิวเคลียสที่มีการกระจายตัวของโครมา
ตินไปยังบริเวณขอบของนิวเคลียส ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพารา
เซตามอลอย่างเรื้อรัง (ขวา) มากกว่าเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม (ซ้าย) N=Nucleus scale 
bar : 1,000 nm 

B. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะการโป่งพองของเยื่อหุ้มนิวเคลียสและการ
ยืดขยายของเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (ขวา) เทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม (ซ้าย) N=Nucleus, 
n=nuclear membrane, M=Mitochondria, ER=Endoplasmic Reticulum scale 
bar : 600 nm 

C. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของไมโทคอนเดรียที่มีการบวมเป็นจ านวน
มาก ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง (ขวา)
เปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม (ซ้าย) M=Mitochondria, 
ER=Endoplasmic Reticulum scale bar : 300 nm 
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รูปที่ 14 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ท่ีเลี้ยงร่วมกับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง ( 28 วัน) 

A. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะการเกิด vacuolization ในเซลล์เพาะเลี้ยง
แอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง scale bar : 2.0 µM 
V=Vacuolization 

B. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของไมโทคอนเดรีย ที่เกิดการบวม 
(swelling) และการเรียงตัวของ Cristae ภายในเซลล์ไม่เป็นระเบียบ 
(disarrangement) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่าง
เรื้อรัง scale bar : 300 nm 
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C. ภาพถ่ายจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์เลี้ยงร่วมกับ
ยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง ที่พบถุงเมมเบรนที่ภายในประกอบไปด้วย cytoplasmic 
organelle ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นลักษณะของถุง autophagosome scale bar : 300 
nm A=Autophagosome 
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บทที่ 5 

 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 

ผลจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันและ
การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังส่งผลต่อการกระตุ้นเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์แตกต่างกัน 
โดยพบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลัน (24 ชั่วโมง) ไม่มีผลต่อการแสดงออกของสาร 
ไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (IL-1β และ TNF-α) ในขณะที่การได้รับยาพาราเซตา 
มอลอย่างเรื้อรัง (16 วัน และ 28 วัน) กลับส่งผลให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์สร้างสารไซโตไคน์ที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (IL-1β และ TNF-α) เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งผลการศึกษาในส่วนนี้สัมพันธ์กับผลจาก
การศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการควบคุม

การแสดงออกของยีนในการสร้างสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับการอักเสบ โดยพบว่าการได้รับยาพารา
เซตามอลอย่างเรื้อส่งผลให้มีการแสดงของโปรตีน pNF-kB เพ่ิมสูงขึ้น 

นอกจากนี้ผลของการศึกษาเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่
ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังยังแสดงให้เห็นว่า การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังนั้นส่งผล
กระทบต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโครงสร้างระดับจุลภาคในเซลล์อีกด้วย โดยพบว่าในเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังมีความผิดปกติของโครงสร้างระดับจุลภาค
แตกต่างจากเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุมอย่างเห็นได้ชัด โดยพบว่า ลักษณะของเยื่อหุ้มนิวเคลียสมีการโป่ง
พอง มีการกระจายตัวของโครมาตินไปยังบริเวณขอบของนิวเคลียส (chromatin margination) และ
ยังพบการเปลี่ยนแปลงลักษณะของไมโทคอนเดรียและเอนโดพลาสมิคเรคติลูลัมที่มีลักษณะบวม 
(swelling) แตกต่างไปจากเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุมเป็นจ านวนมาก ตลอดจนตรวจพบการเกิด 
vacuolization และ autophagosome ในเซลล์ที่ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังอีกด้วย 
 ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้เลือกใช้ขนาดความเข้มข้นของยาพาราเซตามอลที่ 100 ไมโครโม
ลาร์ เนื่องจากเป็นค่าความเข้มข้นที่ส่งผลกระทบต่อเซลล์น้อยมาก (เซลล์ตาย 10%) จนถือได้ว่าเป็น
ค่าความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ (1, 29) โดยการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี้ของ 
Tripathy และคณะ ในปี 2009 ได้รายงานไว้ว่า ยาพาราเซตามอลที่ขนาดความเข้มข้น 100 ไมโครโม
ลาร์ นั้นสามารถปกป้องเซลล์ประสาทจากภาวะ oxidative stress และลดการตายของเซลล์ที่เกิด
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จากการกระตุ้นด้วย menadione ตลอดจนลดการสร้างสาร pro-inflammatory cytokines ได้ 
(28) ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลเป็น
ระยะเวลาที่แตกต่างกัน (เฉียบพลันและเรื้อรัง) ต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ 
และเพ่ือเป็นการยืนยันว่าการเปลี่ยนแปลงของเซลล์แอสโทรไซต์ท่ีเกิดข้ึนนั้นไม่มีความเกี่ยวข้องกับ
ความเข้มข้นของยาพาราเซตามอล ดังนั้นจึงได้เลือกใช้ยาพาราเซตามอลที่ขนาดความเข้มข้น 100 ไม
โครโมลาร์ ในการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ 

โดยผลการวิจัยในครั้งนี้พบว่า การได้รับยาพาเซตามอลอย่างเฉียบพลันที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครโมลาร์ ไม่ส่งผลกระทบต่อการสร้างสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบของเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ ซึ่งผลการศึกษาในส่วนนี้ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันกับผลของการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ซึ่งเป็น transcription factor ที่มบีทบาทส าคัญในการควบคุมยีน
ที่เก่ียวข้องกับการสร้างสาร inflammatory cytokines (30) เช่นกัน โดยพบว่าการได้รับยาพาราเซ
ตามอลอย่างเฉียบพลันไม่มีผลกระตุ้นให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์สร้างโปรตีน pNF-kB แตกต่างไป
จากเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ควบคุม เมื่อพิจารณาจากผลของงานวิจัยที่ผ่านมาของ Tripathy และ
คณะ ในปี 2009 ที่ศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันต่อการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์ในเซลล์ประสาทและเซลล์เอนโดธีเลียมที่ได้รับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นที่ 100 µM นั้น
พบว่าการท่ีเซลล์เพาะเลี้ยงทั้งสองชนิดได้รับยาพาราเซตามอลในขนาดความเข้มข้นดังกล่าวเป็น
ระยะเวลาสั้นนั้น นอกจากจะไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษใดๆต่อเซลล์เพาะเลี้ยงประสาทและเซลล์
เพาะเลี้ยงเอนโดธีเลียมแล้ว ยังให้ผลในด้านการปกป้องเซลล์จากภาวะ oxidative stress ที่ถูก
เหนี่ยวน าด้วยสาร menadione อีกด้วย ซึ่งคณะผู้วิจัยกลุ่มนี้ได้เสนอว่ายาพาราเซตามอลในขนาด
ความเข้มข้นในช่วงดังกล่าว มีฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์ทั้งสองชนิดนี้จากภาวะ oxidative stress 
ตลอดจนลดการสร้างสาร pro-inflammatory cytokines ด้วย (1, 28) ซึ่งผลจากการศึกษาวิจัยของ
ผู้วิจัยในครั้งนี้ได้สอดคล้องไปกับผลการศึกษาวิจัยของคณะผู้วิจัยดังกล่าว โดยสามารถยืนยันได้ว่าการ
ได้ยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ อย่างเฉียบพลัน ไม่มีผลต่อการสร้างสารไซโต
ไคน์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ นอกจากนี้ผลที่ได้จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาในเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันยังแสดงให้เห็นว่า เซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลมีลักษณะของโครงสร้างระดับจุลภาคไม่
แตกต่างกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม จึงเป็นการยืนยันว่าการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันไม่
ส่งผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ 

อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังในการ
ศึกษาวิจัยครั้งนี้ ให้ผลที่แตกต่างไปจากผลการศึกษาผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่าง
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เฉียบพลันอย่างชัดเจน โดยพบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ เป็นระยะเวลา 16 วัน และ 28 วัน เหนี่ยวน าให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทร
ไซต์สร้างสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (IL-1β และ TNF-α) เพ่ิมสูงขึ้น โดยเมื่อ
พิจารณาจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ พบว่าผลการศึกษาในส่วนนี้ได้สอดคล้องกับผลงานวิจัยของ 
Chantong และคณะ ในปี 2013 ที่รายงานถึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง
ต่อการแสดงออกของสารไซโตไคน์ โดยผู้วิจัยในกลุ่มนี้ได้แสดงให้เห็นว่าในหนูทดลองที่ได้รับยาพารา
เซตามอลในปริมาณที่ใช้ในการรักษาติดต่อกันเป็นระยะเวลา 30 วัน มีการแสดงออกของสารไซโตไคน์
ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมสูงขึ้นในสมองบริเวณฮิปโปแคมปัส (31) และในปี 2015 
Wongprom และคณะ ได้รายงานถึงความเป็นพิษของยาพาราเซตามอลต่อเซลล์ในระบบประสาท
ส่วนกลาง โดยคณะผู้วิจัยในกลุ่มนี้ได้แสดงให้เห็นว่า เซลล์เพาะเลี้ยงไมโครเกลียที่เลี้ยงร่วมยาพาราเซ
ตามอลอย่างเรื้อรัง (2 และ 4 สัปดาห์) ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นขนาดความเข้มข้น
ของยาที่ถูกใช้ในการศึกษาครั้งนี้ด้วยเช่นเดียวกัน สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์เพาะเลี้ยงไมโครเกลีย
สร้างสารไซโตไคน์เพ่ิมสูงขึ้น (32) 

เป็นที่ทราบกันดีอยู่แล้วว่า โปรตีนในวิถี NF-kB ถือเป็น transcription factor ตัวหนึ่ง ที่มี
บทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอักเสบและการตายของเซลล์ โดยปกติแล้ว NF-kB จะอยู่ในรูปแบบที่ยังไม่พร้อมท างาน 
(inactive) และอยู่ในบริเวณไซโตพลาซึม แต่ในภาวะที่เซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดกระบวนการอักเสบ การ
เพ่ิมข้ึนของสารที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบเหล่านี้สามารถไปจับกับ receptor บนผิวเซลล์และ
ส่งผลให้เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ IkB (NF-kB inhibitor) ท าให้โมเลกุลของ NF-kB เปลี่ยนไปอยู่
เป็นรูปโปรตีนที่สามารถท างานได้ (phospho-NF-kB) แล้วเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสเข้าไปจับที่บริเวณ 
specific kB region site บนสาย DNA ร่วมกับ co-activator ตัวอ่ืนๆ เพ่ือท าหน้าที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (26, 27) 

ซึ่งผลจากการศึกษาวิจัยของผู้วิจัยพบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์แอสโทรไซต์ร่วมกับยาพาราเซ
ตามอลที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ อย่างเรื้อรังนั้น นอกจากจะส่งผลให้มีการสร้างสารไซโตไคน์
ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบให้เพ่ิมสูงขึ้นแล้ว ยังมีผลท าให้ระดับการแสดงออกของโปรตีน 
pNF-kB เพ่ิมสูงขึ้นด้วย และผลจากงานวิจัยในส่วนนี้ได้รับการยืนยันจากผลการศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีน pNF-kB ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ด้วยวิธีการย้อม Immunofluorescence และ 
Immunohistochemistry โดยผู้วิจัยพบว่า เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตา
มอลอย่างเรื้อรัง มีการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ในนิวเคลียสเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าเซลล์เพาะเลี้ยง
ควบคุมอย่างชัดเจน ซึ่งผลจากการศึกษาในงานวิจัยของ Posadas และคณะ ในปี 2012 ที่ได้รายงาน
ไว้ว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท (neuroblastoma) ร่วมกับยาพาราเซตามอลที่ความเข้มข้นสูงเป็น
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ระยะเวลา 6 ชั่วโมง พบว่ายาพาราเซตามอลกระตุ้นเซลล์ประสาทให้มีการสร้างสารอนุมูลอิสระเพ่ิม
มากขึ้น และภาวะดังกล่าวนี้สามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีนในวิถี NF-kB ภายในเซลล์ ให้มีการ
ท างานเพ่ิมมากข้ึนจึงส่งผลให้มีการสร้างสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ (IL-1β) 
เพ่ิมข้ึน (19) 

ดังนั้นผลจากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงสามารถสรุปได้ว่าการเพ่ิมข้ึนของสารไซโตไคน์ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ ภายหลังจากการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง น่าจะมีความ
เกี่ยวข้องกับการเพิ่มข้ึนของโปรตีนในวิถี NF-kB  

จากการค้นคว้าข้อมูลเพ่ิมเติม ผู้วิจัยพบว่าสารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ
ภายหลังจากการถูกหลั่งออกมาจากเซลล์แล้ว สามารถกลับไปกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ให้เพ่ิมการ
สร้างสารไซโตไคน์ได้อีก โดยผ่านทางการกระตุ้นการท างานของโปรตีนในวิถี NF-kB (33) ดังนั้นจาก
ผลการศึกษาของผู้วิจัยเอง ผู้วิจัยเชื่อว่าการเพ่ิมขึ้นของสารไซโตไคน์ในเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่
เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง น่าจะเป็นผลมาจากสารไซโตไคน์ที่เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทร
ไซต์หลั่งออกมาย้อนกลับไปกระตุ้นเซลล์แอสโทรไซต์ให้มีการสร้างสารไซโตไคน์เพ่ิมขึ้นโดยผ่านโปรตีน
ในวิถี NF-kB โดยยืนยันได้จากการพบว่ามีการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน pNF-kB ในกลุ่มเซลล์
เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรัง 

ซึ่งในภาวะเช่นนี้หากเซลล์ได้รับการกระตุ้นอย่างต่อเนื่องเป็นเวลานานจนส่งผลให้เกิด
ภาวะการอักเสบแบบเรื้อรัง ก็จะส่งผลให้เกิดความเสียหายและน าไปสู่การบาดเจ็บและการตายของ
เซลล์ได้ในที่สุด (34) โดยแนวคิดนี้ได้รับการสนับสนุนจากผลการศึกษาโครงสร้างระดับจุลภาคของ
เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่เลี้ยงร่วมกับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังซึ่งผู้วิจัยพบว่า การได้รับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรังนั้นส่งผลให้เซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์มีลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม โดยพบว่าลักษณะของเยื่อหุ้มนิวเคลียสของเซลล์ที่เลี้ยง
ร่วมกับยาพาราเซตามอลมีการโป่งพอง โครมาตินมีการกระจายตัวไปอยู่บริเวณขอบนิวเคลียส 
(chromatin margination) และยังพบการเปลี่ยนแปลงลักษณะไมโทคอนเดรียและเอนโดพลาสมิคเร
ติลูลัม โดยพบว่าไมโทคอนเดรียมีลักษณะบวมพอง (swelling) แตกต่างจากเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม
เป็นจ านวนมาก มีการตรวจพบการเรียงตัวของ Cristae ที่ไม่เป็นระเบียบ (disarrangement) และ
พบการเปลี่ยนแปลงเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมที่มีลักษณะบวมพองและยืดขยาย (dilated) มากกว่าที่
พบในเซลล์เพาะเลี้ยงควบคุม นอกจากนี้ยังตรวจพบการเกิด vacuolization และ autophagosome 
ซ่ึงผลกระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังที่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์นั้น ได้เคย
ถูกรายงานไว้ปี 2011 โดย Fukunle และคณะ ที่พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลในปริมาณท่ีใช้ใน
การรักษาติดต่อกันเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ สามารถชักน าให้เกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลล์
ประสาทในสมองบริเวณฮิปโปแคมปัสของหนูทดลองได้เช่นเดียวกัน (35) 
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ดังนั้น ผลจากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่า การได้รับยาพาราเซตามอลเป็น
ระยะเวลาที่แตกต่างกันมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี้ยงแอสโทรไซต์ที่แตกต่างกัน 
กล่าวคือ การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเฉียบพลันไม่มีผลต่อการสร้างสารไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอักเสบ จึงไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระดับจุลภาคของเซลล์แอสโทรไซต์ 
ในขณะที่การได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังนั้น สามารถกระตุ้นให้เซลล์แอสโทรไซต์มีการสร้าง
สารไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมมากข้ึน ซึ่งปรากฏการณ์ดังกล่าวนี้มีความ
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการท างานของโปรตีนในวิถี NF-kB และก่อให้เกิดความเสียหายกับเซลล์ใน
ที่สุด โดยภาวะที่มีการหลั่งสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเพิ่มมากข้ึนในเซลล์แอสโทรไซต์ที่ได้รับยา
พาราเซตามอลอย่างเรื้อรังที่พบในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ อาจสามารถใช้เป็นข้อมูลหนึ่งในการอธิบาย
ภาวะความผิดปกติของระบบประสาทส่วนกลางและระบบหลอดเลือดสมองที่พบในสัตว์ทดลองที่
ได้รับยาพาราเซตามอลอย่างเรื้อรังได้ 
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ภาคผนวก 

 

 



 

 

การเตรียมสาร 

Fetal bovine serum (FBS) 

 ท าให้ละลายที่อุณหภูมิ 37°C 

 อุ่นที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 30 นาที 

 เก็บท่ี -20°C 

DMEM media ปริมาตร 1 ลิตร 

 Sodium pyruvate    110  มิลลิกรัม 

 (กรองผ่านหัวกรองขนาด 0.2 µm) 

 HEPES     11  มิลลิกรัม 

 Penicillin/streptomycin  11 มิลลิกรัม 

 เก็บท่ี 4°C 

Freezing media 

 ละลาย 10% DMSO ใน 20% FBS ใน DMEM 

10X SDS-PAGE running buffer ปริมาตร 1 ลิตร: [250 mM Tris-HCl, 1.92 mM Glycine, 1% 
SDS] 

 Tris-HCl (MW. 121.14)   30.28  กรัม ความเข้มข้นสุดท้าย 25 mM 

 Glycine (MW. 70.07)   144.13  กรัม ความเข้มข้นสุดท้าย 1.92 mM 

 Sodium dodecylsulfate (SDS)  10 กรัม ความเข้มข้นสุดท้าย 1% 

 เติม dH2O ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 

10X Transfer buffer ปริมาตร 800 มิลลิลิตร: [250 mM Tris-HCl, 1.92 mM Glycine] 

 Tris-base (MW. 121.12)   30.28 กรัม 

 Glycine (MW. 75.07)   144.13 กรัม 

 เติม dH2O ให้ครบ 800 มิลลลิิตร 

10X Tris-buffer Saline (TBS) ปริมาตร 1 ลิตร: [100 mM Tris-HCl (pH7.5), 150 mM NaCl] 

 Tris-HCl (MW. 121.14)   121.1 กรัม 

 NaCl (MW 58.4)   90 กรัม 
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 เติม dH2O ประมาณ 900 มิลลิลิตร   ปรับ pH เป็น 7.5 ด้วย HCl 

 เติม dH2O ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 

10% SDS (w/v) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 

 Sodium dodecylsulfate (SDS)  10 กรัม 

 เติม dH2O ให้ครบ 100 มิลลลิิตร 

 เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

4X Running Gel buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร: [1.5 M Tris-HCl, pH 8.8] 

 Tris-HCl (MW. 121.14)   36.3 กรัม 

 เติม dH2O ประมาณ 150 มิลลิลิตร  ปรับ pH เป็น 8.8 ด้วย HCl 

 เติม dH2O ให้ครบ 200 มิลลลิิตร 

 เก็บท่ี 4°C 

4X Stacking Gel buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร: [0.5 M Tris-HCl, pH 6.8] 

 Tris-HCl (MW. 121.14)   3 กรัม 

 เติม dH2O ประมาณ 40 มิลลิลิตร   ปรับ pH เป็น 6.8 ด้วย HCl 

 เติม dH2O ให้ครบ 50 มิลลิลิตร 

 เก็บท่ี 4°C 

4X SDS Protein Sample Buffer (4X Loading dye) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร: [240 mM Tris-

HCl (pH 6.8), 40% Glycerol, 8% SDS, 0.04% Bromophenol blue, 5% β-
mercaptoethanol] 

 1M Tris-HCl (pH 6.8)   2.4 มิลลิลิตร 

 100% Glycerol    4 มิลลิลิตร 

 SDS     0.8 กรัม 

 1% Bromophenol blue  0.4 มิลลิลิตร 

 β-mercaptoethanol   0.5 มิลลิลิตร 

 เติม dH2O    3.1 มิลลิลิตร 
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1X SDS-PAGE running buffer ปริมาตร 1 ลิตร: [final conc. 25 mM Tris-HCl, 1.92 mM 
Glycine, 0.1% SDS] 

 10X SDS-PAGE running buffer  100 มิลลิลิตร 

 เติม dH2O ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 เก็บท่ี 4°C 

1X Transfer buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

 10X Transfer buffer   80 มิลลิลิตร 

 100% methanol   200 มิลลิลิตร 

 เติม dH2O    720 มิลลิลิตร 

 เก็บท่ี 4°C 

1X Tris-buffer Saline (TBS) ปริมาตร 1 ลิตร: [100 mM TrisHCl (pH7.5), 150 mM NaCl] 

 Tris-HCl (MW. 121.14)   12.11 กรัม 

 NaCl (MW 58.4)   9 กรัม 

 เติม dH2O ประมาณ 900 มิลลิลิตร  ปรับ pH เป็น 7.5 ด้วย HCl 

 เติม dH2O ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 

- เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

TBS with 0.1% Tween-20 (TBST) ปริมาตร 1 ลิตร 

 TBS     1000  มิลลิลิตร 

 Tween-20    1 มิลลิลิตร 

 เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
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ตารางการเตรียมเจล SDS-PAGE 

Stacking gel 
30% Acrylamine  0.44 ml 

4X stacking gel buffer 0.83 ml 
10% SDS 33   µl 

dH2O 2.03 µl 

Ammonium persulfate 25   µl 
TEMED 3     µl 

 

Separating gel (ปริมาตรเตรียมส าหรับ 2 gel) 
 7.5% 10% 12.5% 15% 

30% Acrylamine  2.5  ml 3.3  ml 4.2  ml 5    ml 
4X stacking gel buffer 2.5  ml 2.5  ml 2.5  ml 2.5 ml 

10% SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

dH2O 4.9  ml 4.0  ml 3.2  ml 2.4  ml 
Ammonium persulfate 65   µl 65  µl 65   µl 65   µl 

TEMED 5     µl 5    µl 5     µl 5     µl 
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