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            YUTTAPORN SUKWICHAI : EFFECTS  OF STANDARDIZED  EXTRACT  OF  
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TANTISIRA, Ph.D., 81 pp. 

 The present study aimed to investigate  the effects of standardized extract of Centella asiatica ECa 
233 on cognitive function in normal mice and mice with impairment of learning and memory induced by 
transient cerebral ischemia (bilateral occlusion of common carotid arteries, 2VO). Normal mice  receiving  
ECa233 throughout the course of  experiment   demonstrated  improved learning and memory  in behavior 
models  of Morris Water Maze (MWM) test and step – down test as well as an increase in brain glutathione 
(GSH) level. The 2VO caused  an impairment of learning and memory which could be ameliorated by an oral 
administration of ECa233 at the dose 30 mg /kg. The most effective effect   was noted on mice receiving  
ECa233 throughout the course of  experiment (before and after 2VO) which significantly resulting from 
ischemic injury event improved performance in Morris Water Maze (MWM) test and step – down test,   
decreased brain MDA level and increased  brain glutathione (GSH) level. A decrease in  neuronal cell death 
in hippocampus CA1 and CA3 regions were also observed. Administration of ECa233 during pre-treatment 
or post-treatment only showed less effect than that observed in mice receiving  ECa233 throughout the couse 
of  experiment .   Locomotor activity was not altered by ECa233. 

                The results obtained are in accordance with previous study demonstrating ameliorating effects of 
ECa233 on memory deficit induced by global cerebral ischemia. In addition positive effect of ECa233 on 
memory of normal mice was also demonstrated in the present study. Antioxidant property of ECa233 could 
partly underlie positive modulation of learning and memory observed, however, some other mechanisms 
which could possibly be involved should be further investigated. Moreover, it is highly suggestive that ECa 

233 should  be further developed into a food supplement or a medication for patients with memory deficit. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
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 μm  = Micrometer 
 AMPA  = α – amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
 ANOVA = Analysis of variance 
 bcl  = B-cell lymphoma 
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 p53    =  Tumor protein p53 
 ROS  = Reactive oxygen species 
 S.E.M   = Standard error of the mean 
 Sec  = second 
 SOD  = Superoxide dismutase        
 TBA  = Thiobarbituric acid 
 TNF – α = Tumor necrosis factor alpha  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสาํคัญ 
ภาวะสมองเส่ือมเปนปญหาทางสาธารณสุขและทางเศรษฐกิจสังคม พบในกลุมผูสูงอายุ 

โดยพบไดประมาณ 4% ในกลุมอายุมากกวา 65 ป และพบไดถึง 20% ในกลุมอายุมากกวา 85 ป 

โอกาสในการเกิดภาวะสมองเส่ือมจะเพิ่มเมื่ออายุเพิ่มข้ึน จากขอมูลทางการแพทยพบวาสาเหตุที่

ทําใหเกิดภาวะสมองเส่ือมมีหลายอยางอาทิ ความผิดปกติและเส่ือมสภาพของเซลลสมอง เชน 

โรคอัลไซเมอร โรคสมองเส่ือมที่เกิดจากโรคหลอดเลือดสมอง ตลอดจนภาวะสมองเส่ือมที่เกิด

รวมกับโรคทางสมองอ่ืนๆ เชน โรคลมชักหรือพารกินสัน (กฤติ ร่ืนอารมณ, 2552) ปจจุบันพบวา

ผูปวยภาวะสมองเสื่อมสวนหนึ่งมีสาเหตุรวมกันระหวางโรคอัลไซเมอรและโรคหลอดเลือด

สมอง ดังนั้นการปองกันโรคหลอดเลือดสมองนอกจากสามารถปองกันภาวะสมองเส่ือมที่เกิดจาก

โรคหลอดเลือดสมองโดยตรงแลว ยังมีผลในการปองกันโรคอัลไซเมอรได (วีรศักด์ิ เมืองไพศาล, 

2552) 

 จากการศึกษาทางพยาธิสรีรวิทยาพบวาการเกิดภาวะความจําเส่ือมจากโรคหลอดเลือด

สมอง ( Ischemic stroke) เปนผลจากการที่เซลลสมองไมสามารถรับเลือดและสารอาหารไปเลี้ยง

เซลลสมองได โดยเฉพาะเซลลประสาทซ่ึงจะทนตอสภาวะการขาดเลือดและออกซิเจนไดนอย จึง

ทําใหเซลลขาด ATP ซึ่งจําเปนตอการคงสภาพของเซลล (นิพนธ  พวงวรินทร, 2534)  พยาธิ

สรีรวิทยาของการเกิดโรคหลอดเลือดสมองมีความซับซอนซ่ึงจะรวมถึงกลไก excitotoxicity 

กระบวนการอักเสบ  การทําลายโดยสารอนุมูลอิสระ (oxidative damage)  การเสียสมดุลของ

ไอออนของเซลล ( ionic imbalances)  และการตายของเซลล (apoptosis)  (Gupta, 2010) การ

ตายของเซลลประสาทจะสงผลใหเกิดความผิดปกติของ cognitive function เกิดอาการทางดาน

จิตใจและพฤติกรรมข้ึน มีรายงานการศึกษาที่แสดงใหเห็นถึงผลของการเหนี่ยวนําใหสมองเกิดการ

ขาดเลือดโดยการปดกั้นเสนเลือดที่จะไปเลี้ยงสมอง พบวาทําใหพฤติกรรมในการเรียนรูบกพรอง

และมีความสัมพันธกับการเกิดโรคอัลไซเมอรโดยสามารถเปนตัวบงชี้ถึงการดําเนินของโรคอัลไซ

เมอรและการเส่ือมสลายของเซลลประสาท (Farkasa และคณะ, 2007) 
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บัวบก (Centella asiatica Linn.) เปนพืชที่ใชเปนอาหารกันมานานและใชผสมในยา

สมุนไพรพื้นบานหลายตํารับต้ังแตสมัยโบราณ จึงเปนสมุนไพรที่คอนขางปลอดภัยและจากการ

ทดสอบก็ไมพบความเปนพิษที่รุนแรง ในทางสาธารณสุขมูลฐานชาวบานนิยมใชรักษาแผลสด 

แผลหลังผาตัดและแผลน้ํารอนลวกหรือไฟไหม นอกจากนี้ยังมีสรรพคุณหลายประการที่ระบุไวใน

ตํารายาแผนโบราณ ปจจุบันบัวบกจึงไดรับการบรรจุใหเปน 1 ใน 8 ชนิดของยาที่พัฒนาจาก

สมุนไพรในบัญชียาจากสมุนไพร พ.ศ. 2549 (บัญชียาจากสมุนไพร, 2549) 
 
โดยมีขอบงใชในการ

สมานแผล อยางไรก็ตามเนื่องจากมีการคนพบสารประกอบทางเคมีหลายชนิดในบัวบก (เชน 

asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside และ madecassoside เปนตน) จึงเช่ือกันวา

บัวบกนาจะมีฤทธ์ิอ่ืนๆ ตามสรรพคุณที่ระบุไวในตํารายาแผนโบราณดวย แมจะยังขาดการศึกษา

ยืนยันทางคลินิกที่แนชัด สรรพคุณหนึ่งซ่ึงมีรายงานคือ ฤทธ์ิในการชวยชะลอความจําเส่ือม เพิ่ม

ความจําและการเรียนรู ในตํารายาไทยใชบัวบกเปนยาอายุวัฒนะ โดยการค้ันน้ําใบบัวบก  นําใบ

บัวบกมา 1 กํามือหรือ1 แกวโดยยัดใสแกวพอแนน นํามาตําหรือปนใหละเอียด แลวเติมน้ํา 1 แกว

คนใหเขากัน แลวกรองกินแตน้ํา เติมน้ําตาลหรือเกลือ กินคร้ังละ 1 แกว วันละ 3 คร้ังกอนอาหาร 

จะชวยบํารุงรางกายและเจริญอาหาร(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009) 

นอกจากนี้การแพทยทางอายุรเวทของอินเดียเช่ือวาบัวบกชวยบํารุงรางกายและทําใหความจาํดีข้ึน   

จึงไดมีการศึกษารายงานวาบัวบกมีฤทธิ์ในการบํารุงสมองและกระตุนการเจริญของเดนไดรท (Rao 

และคณะ, 2005) มีฤทธิ์ปองกันเซลลประสาท ความจําเส่ือม และลดการเกิดอนุมูลอิสระจาก

ความเครียด (Veerenda และคณะ, 2003) ฤทธ์ิในการเรงการสรางเซลลประสาท (Soumyanath 

และคณะ, 2005) และจากผลการวิจัยสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในสัตวทดลอง พบวา

ชวยเพิ่มการเรียนรูและความจําในหนูเมาสที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดดวยการปด

กั้นหลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขางแบบชั่วคราวได และผลดังกลาวนี้อาจเกิดจากฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) ของบัวบก (Tantisira, 2008) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวาสารสกัด

จากบัวบกมีฤทธ์ิในการเพิ่มการเรียนรูและความจําของอาสาสมัครสุขภาพดีในวัยกลางคนและ

ผูสูงอายุ (Dev และคณะ, 2009) รวมถึงผลการวิจัยความเปนพิษของสารสกัดมาตรฐานบัวบก     

อีซีเอ 233 พบวามีความเปนพิษตํ่ามีความปลอดภัยสูง (Tantisira, 2008) การศึกษาในคร้ังนี้จึง

สนใจที่จะศึกษาถึงฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในการเพิ่มความจําและการเรียนรู

ในหนูเมาสปกติ รวมถึงฤทธ์ิในการปองกันความบกพรองของความจําและการเรียนรูกอนการ
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เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดในหนูเมาสดวยการปดกั้นหลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขาง

แบบชั่วคราว 

 

1.2 คําถามของการวจิัย (RESEARCH QUESTIONS) 

 1.สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 สามารถเพิ่มความจําในหนูปกติไดหรือไม 

2.สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233.สามารถปองกันภาวะความบกพรองของการเรียนรู, 

ความจําและลดการตายของเซลลประสาทในหนูเมาสกอนและภายหลังถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะ

สมองขาดเลือดไดหรือไม  

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย   (HYPOTHESIS) 

สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 สามารถเพิ่มความจําในหนูปกติและสามารถปองกัน

ภาวะความบกพรองของการเรียนรู, ความจําและลดการตายของเซลลประสาทในหนูเมาสกอนและ

ภายหลังถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือด  

 

1.4 วัตถุประสงคในการวิจัย  (OBJECTIVES)     

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ตอความสามารถของการเรียนรู

และความจําในหนูเมาสปกติ 

2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ในการปองกันความบกพรอง

ของการเรียนรู และความจํากอนและภายหลังถูกเหนี่ยวนําโดยภาวะสมองขาดเลือดในหนูเมาส 

 

 

 

 

 

 

 

          



4 
 

บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 การไหลเวียนของเลือดท่ีไปเลี้ยงสมอง (Blood brain circulation)  และ ภาวะสมองขาด

เลือด (Cerebral ischemia) 

2.1.1 การไหลเวียนของเลือดท่ีไปเลี้ยงสมอง  (Blood brain circulation) 

เสนเลือดที่ไปเล้ียงสมองจะประกอบไปดวยเสนเลือด Carotid artery 4 เสนหลัก

คือ Internal carotid arteries และ vertebral arteries อยางละ 2 เสน สมองไดรับเลือดจาก 

carotid artery เปนสวนใหญหรือประมาณ 2 ใน 3 ของปริมาณเลือดทั้งหมดที่สมองไดรับ และอีก 

1 ใน 3 จะไดรับจาก  vertebral arteries ปกติสมองจะไดรับเลือดและออกซิเจนไปเล้ียงในปริมาณ

ที่เพียงพออยางสม่ําเสมอ โดยจะไดรับเลือดไปเล้ียงในปริมาตร 750 มล./นาทีหรือประมาณ 50–55 

มล./ สมอง 100 กรัม/นาที แมวาสมองจะมีน้ําหนักเพียงรอยละ 2 ของน้ําหนักรางกายคือประมาณ 

90–1,800 กรัม แตก็ไดรับเลือดไปเล้ียงถึงรอยละ 15-20 ของปริมาณเลือดทั้งหมด และมีความ

ตองการใชออกซิเจนถึงรอยละ 20 ของปริมาณออกซิเจนที่รางกายใชทั้งหมดหรือประมาณ 50 มล./

นาทีหรือ 3.7 มล./สมอง 100 กรัม/นาที หรือ 75 มก.ตอนาที(นิพนธ  พวงวรินทร, 2534) เลือดแดง

จะไหลผาน internal carotid artery ไปยังสมองและออกทาง  jugular vein กระบวนการทั้งหมดใช

เวลาเพียง 7 วินาที ดังนั้นสมองจึงเก็บออกซิเจนและกลูโคสไวไดนอยมาก สมองจึงมีพลังงาน

สํารองนอย สมองรอยละ 85 ไดรับพลังงานจากการเผาผลาญกลูโคสโดยผานกระบวนการ 

aerobic pathway ส่ิงสําคัญของสมองคือเลือด เพราะเลือดจะนําเอาออกซิเจนและกลูโคสไปให

สมอง ทําใหสมองไดรับออกซิเจนและกลูโคสอยางเพียงพอตลอดเวลา (Leeders และคณะ, 1990) 

ปริมาณของการไหลเวียนเลือดไปเล้ียงสมองจะมีคาคงที่อยูเสมอเนื่องจากหลอดเลือดสมองมีการ

ปรับตัวเพื่อรักษาปริมาณเลือดที่มาเลี้ยงสมองใหเพียงพออยูตลอดเวลา (autoregulation) ซึ่ง

ความสามารถของการปรับตัวของหลอดเลือดสมองนี้จะมีประสิทธิภาพในการคงปริมาณเลือดไป

เล้ียงสมองเมื่อความดันเฉล่ียของหลอดเลือดแดงอยูในชวงระหวาง 60-150 มม.ปรอท (Steiner 

และ Andrews,  2006)  
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2.1.2 ภาวะสมองขาดเลือด (Cerebral ischemia) 

สมองที่ขาดเลือด (Cerebral ischemia) แบงเปน 2 ลักษณะ คือ  

  1. Global ischemia หมายถึงการที่สมองทุกสวนขาดเลือดในเวลาเดียวกัน เชน  

เมื่อหัวใจหยุดเตน ความดันเลือดตํ่า เปนตน                                                                                                        

.  2. Focal ischemia หรือ regional ischemia หมายถงึสมองเพยีงบางสวนเทานั้น

ที่ขาดเลือด,เชนเมื่อเกิดการตีบหรือตันของหลอดเลือดทีเ่ล้ียงสมองในบางแขนง 

  ทั้ง global และ focal ischemia อาจรุนแรงจนทําใหเนื้อสมองตาย (infarct) 

infarct จึงหมายถึงการตายของเซลล และเนื้อเยื่อทุกชนิดที่ประกอบเปนเนื้อสมอง อันเนื่องมาจาก

การขาดเลือด การเกิด infarct นั้นข้ึนกับหลายปจจัย เชนปริมาณเลือดที่ขาด ระยะเวลาที่ขาดเลือด 

หรือวงจรเสริม (collateral circulation) เปนตน (นิพนธ  พวงวรินทร, 2534)  

พยาธิสรีรวิททยาของการเกิดสมองขาดเลือดเฉียบพลัน 

 ในขณะที่มีการเกิดภาวะสมองขาดเลือด เนื้อเยื่อสมองที่อยูรอบหลอดเลือดจะถูกแบง

ออกเปน 2 ชั้นคือ เนื้อเยื่อชั้นใน (inner core)  เนื้อสมองจะมีการขาดเลือดอยางรุนแรง ซึ่งจะมี

เลือดไหลผานตํ่ากวา 10 -25 %  จะพบการตาย (necrosis) ของเซลลประสาทรวมถึงช้ินสวนของ 

glia cell สวนเนื้อเยื่อชั้นนอกคือ penumbra จะเปนบริเวณที่ยังมีหลอดเลือด (collateral) มาเล้ียง 

และยังพบเซลลประสาทได (Dev, 2010) 

 ภายหลังจากการเกิดภาวะสมองขาดเลือด  ตรงกลางของสวน core  จะมีเลือดไหลผาน 

10 -12 ml / 100 g / นาที  ในขณะที่บริเวณรอบ ๆ ที่อยูเกือบถึง penumbra  เลือดจะไหลผานอยู

ในข้ันวิกฤติซึ่งนอยกวา 18 – 20 ml / 100 g / นาที และอาจจะหยุดไหลไดภายในช่ัวโมง  แตใน

บริเวณ penumbra นั้นจะยังคงมีเลือดไหลผานนอยกวา 60 ml / 100 g / นาที ซึ่งมีผลทําใหเซลล

ตายไดนอยกวา โดยเซลลประสาทในบริเวณนี้อาจมีการสูญเสียโครงสราง แตอาจมีการไหลเวียน

ของเลือด (reperfusion) มาเล้ียงอีกคร้ังในชวงเวลาหนึ่ง (Dev, 2010)   ในการเกิดภาวะสมองขาด

เลือดจะมีการเปล่ียนแปลงของเซลลผานกลไกหลายอยาง คือ 

 การสูญเสียพลังงานของเซลล :  เนื้อเยื่อสมองมีความตองการใชออกซิเจนและกลูโคสสูง 

การผลิตพลังงานในสมองเกือบทั้งหมดตองใชกระบวนการ oxidative phosphorylation  ในการ

ผลิตสารที่มีพลังงานสูงคือ  adenosine triphosphate (ATP)  เมื่อกระบวนการนี้ไมสามารถทํางาน

ตามปกติไดจะสงผลตอการแลกเปลี่ยนไอออน และเกิด depolarization ของเซลลประสาท (รูปที่ 
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2.1) (Gupta, 2010)  นอกจากนี้การลดลงของออกซิเจนยังเปนผลใหเกิดกระบวนการ anaerobic 

glycolysis และมีการสะสมของ lactate (Dohmen, 2007) 

Excitotoxicity : คือกลไกการกระตุนที่สงผลใหมีความเปนพิษตอเซลล โดยพบวามีการ

หล่ังของ glutamate และ aspartate  ซึ่งทําใหเกิดการกระตุน N-methyl D-aspartate (NMDA)  

และ α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors ทําใหเกิด

การไหลเขา ของ calcium ion,  sodium ion และน้ําเขาไปในเซลล ซึ่งทําใหเกิดการบวมของเซลล 

(cytotoxic edema) สงผลใหเกิดการรบกวนสมดุลและการใชพลังงานของเซลล การเพิ่มข้ึนของ 

calcium ยังสงผลใหเกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งจะทําใหเซลลถูกทําลาย นอกจากนี้การเพิ่มข้ึน

ของ calcium ยังสามารถกระตุน enzyme หลายชนิด เชน lipases, protease และ 

endonucleases ซึ่งอาจทําให DNA ,cell, proteins และ lipids ถูกทําลาย สงผลใหเกิดการตาย

ของเซลล ดังรูปที่ 2.2 (Oulu University Library, 2002 : online) 

 Oxidative stress :  การเกิด oxidative stress  ดังแสดงในรูปที่ 2.4 จะมีข้ึนเมื่อ free 

radical ในเซลลมีมากเกินกวา antioxidant จะทําลายใหหมดได  reactive oxygen และโมเลกุล

ของไนโตรเจนมีความสําคัญตอการทําลายของเนื้อเยื่อในสภาวะที่สมองขาดเลือดเฉียบพลัน 

(acute ischemic stroke) ในสภาวะที่สมองมีการขาดเลือด จะมีการผลิต superoxide (O2
- )     

(รูปที่ 2.3) โดยโมเลกุลนี้สามารถหลุดออกผานขบวนการ mitochondrial electron transport 

chain  superoxide เปน  primary radical ที่จะมารวมตัวกันเกิดเปน hydrogen peroxide           

(H2O2)  ซึ่ง hydrogen peroxide ยังสามารถแปรรูปกลับไปเปน  hydroxyl radical ได (OH- )    

โมเลกุลของ nitric oxide ซึ่งมีคุณสมบัติเปน  water-and lipid- soluble free radical  มี

คาคร่ึงชีวิตส้ันซ่ึงจะถูกสรางมาจากกรดอะมิโน L-arginine โดยเอนไซม nitric oxide synthases 

(NOS) (รูปที่ 2.3) ที่ประกอบไปดวย 3 subtype คือ  NOS I, NOS II และ NOS III   สําหรับ NOS 

I และ NOS III ทํางานโดยอาศัยการกระตุนผาน Ca2+  เอนไซมเหลานี้จะพบไดที่เนื้อเยื่อของเซลล

ประสาทและหลอดเลือด สวน NOS II (inducible enzyme) ตองอาศัยการทํางานผาน cytokine 

ชนิดตาง ๆ เมื่อเกิดภาวะสมองขาดเลือดจะมีการกระตุน NOS I และ NOS III ที่เซลลประสาทและ

เซลลของผนังหลอดเลือด ข้ันตอนตอมาจะมีการรกระตุน NOS II ที่ glia cell และ neutrophils   

NOS I และ NOS II จะมีอิทธิพลมากตอการเกิดภาวะสมองขาดเลือด แตการผลิต nitric oxide 

โดย NOS III จะเพิ่มการไหลเวียนของเลือดไปเล้ียงยังบริเวณ ischemic penumbra ผานกลไกการ
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ขยายหลอดเลือด (vasodilation) และยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือด (platelet adhesion)  nitric 

oxide  ที่ไดจาก NOS III ยังสามารถตานการเกิด oxygen radical และตานกระบวนการอักเสบ

โดยยับยั้งการรวมตัวของ leukocyte  บริเวณเซลลผนังหลอดเลือด การยับยั้ง  NOS โดย 

asymmetrical dimethylarginine อาจจะมีผลทําให bioavailability ของ nitric oxide ลดลง  ซึ่งจะ

ทําใหเกิด vasoconstriction และ free radical เพิ่มข้ึน  เกิด platelet aggregation และ 

leukocyte adhesion ที่ผิวผนังหลอดเลือด 

 การเกิดปฎิกิริยาระหวาง  oxygen radical และสวนอ่ืน ๆ ของเนื้อเยื่อยังสามารถทําให

เกิดอนุมูลอิสระไดอีกหลายชนิด  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเกิด peroxynitrite  ซึ่งเกิดจากการรวมตัว

ของ superoxide และ nitric oxide  โดย peroxynitrite สามารถผลิต  hydroxyl radical ซึ่ง 

hydroxyl radical มีคุณสมบัติเปน lipid soluble จึงสามารถซึมผานเยื่อหุมเซลลไดดี  รวมทั้ง

hydroxyl radical มีฤทธิ์คอนขางแรงจึงสามารถทําลายเนื้อเยื่อไดมาก อนุมูลอิสระท่ีเกิดภายใน

เซลลก็ยังสงผลใหยับยั้งการทํางานของเอนไซมหลายชนิด, การปลดปลอย Ca2+จากแหลงเก็บ

ภายในเซลล, โปรตีนสูญเสียโครงสรางการทํางาน (denature), เกิด lipid peroxidation, การ

ทําลายโครงสรางของ DNA และการเหนี่ยวนําใหเกิดการรวมตัวของ mediator ตาง ๆ 

(chemotaxis)  นอกจากนี้ free radical ยังรบกวนการทํางานของการผลิตพลังงาน (ATP) ในไมโท

คอนเดรียโดยรบกวนโมเลกุลของโปรตีนในขบวนการขนถายอิเล็กตรอน  และยังสามารถทําใหมี

การหล่ัง cytochrome C  ออกจากไมโทคอนเดรียซึ่งจะนําไปสูการตายของเซลล (apoptosis)  

Reperfusion injury : คือการไหลของเลือดเขาไปในบริเวณที่มีการถูกทําลาย ภายหลัง

จากที่สมองขาดเลือด ในการเกิดภาวะสมองขาดเลือดช่ัวคราว  (transient cerebral ischemia ) 

กระบวนการไหลเวียนของเลือดจะเกิดการปรับตัว (reperfusion)  การเปลี่ยนแปลงการไหลเวียน

ของเลือดทําใหเกิด endothelial dysfunction (Cooper และคณะ, 2003) การเกิด   reperfusion 

ทําใหมีการเพิ่มข้ึนของ  intracranial pressure (ICP)  ซึ่งจะทําใหเกิด vascular compression 

และการลดลงของ tissue perfusion  ทําใหเกิด vasoconstriction ที่ผิดปกติไป  กระบวนการ

ดังกลาวจะสงผลตอการใชออกซิเจนของสมอง  เมื่อมีการเกิด reperfusion ก็จะมีการเกิด  

leukocyte infiltration ตามมา  กระบวนการนี้จะมี leucocyte หลายชนิด  โดยเฉพาะ  neutrophil  

เขามารวมอยูที่ผนังของ cerebral blood vessel ซึ่งจะเกิดการกระตุนผาน cytokines  ซึ่งโดยสวน

ใหญจะเปน tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และ Interleukin (IL-1)  จากนั้นก็จะเกิดการ
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กระตุน  inflammatory reaction  เปนผลใหมีการปลดปลอย oxygen free radical  และเกิด 

tissue injury  ตามมา (Feuerstein และคณะ, 1996)   

ขบวนการอักเสบของเซลล (inflammation) ภายหลังจากการเกิดภาวะ ischemic 

ประมาณ 1 ชั่วโมงจะเกิดการหล่ัง inflamatory cytokine เชน TNF-α  ซึ่งเปน cytokine ชนิดหนึ่งมี

หนาที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกัน,  interleukin-1(IL-1) และIL-6  ซึ่งจะทําใหเกิดขบวนการอักเสบ 

(Arvin และคณะ, 1996) มีการหล่ังสารโปรตีนโมเลกุลเล็กคือ Anaphylatoxin C5a ซึ่งมีฤทธ์ิทําให

เกิดการอักเสบไดสูง (Ember และ Hugli, 1997) 

 การเกิด Apoptosis  คือการตายของเซลลที่เซลลจะคอย ๆ ตายไปโดยจะเกิดผานทั้ง 

pathway ของ intracellular signal ซึ่งกระตุนโดยการเกิด mitochondria dysfunction และเกิด

ผาน extracellular signal  รวมถึงการกระตุนผานทาง TNF superfamily receptor (Eldadah และ 

Faden, 2000)  NFkB (nuclear factor kB) P53 dependent pathway และผาน proapoptotic  

bcl family (Matsushita และคณะ, 1998)     

 การสูญเสียการทํางานของ Blood – brain barrier (BBB) 

               Blood – brain barrier (BBB) มีหนาที่ปกปองเซลลประสาทจากสารโมเลกุล

ใหญไมใหเขาสูเซลลสมองได BBB จะสูญเสียไปมากนอยเพียงใดข้ึนอยูกับความรุนแรงของการ

เกิดภาวะสมองขาดเลือด   โดยทั่วไปจะมีกลไกการเกิดอยู  2 ชวง  คือ  ภายหลังการเกิด  

reperfusion  จะเร่ิมสังเกตุเห็น  endothelial basal laminar มีการแตกสลาย ภายใน 2 ชั่วโมง

หลังจากเร่ิมเกิดภาวะสมองขาดเลือด  และหลังจากนั้นทันทีทันใดก็จะมี  BBB permeability 

เพิ่มข้ึน  BBB  ถูกทําลายเปนผลมาจากการรวมตัวของ bradykinin, vascular endothelial 

growth factor , thrombin, active matrix metalloproteinases (MMP) และการทํางานของ 

protease อ่ืน ๆ  ซึ่งเอนไซมเหลานี้จะมีการยอยสลาย endothelial basal laminar  ภายหลังจาก

การขาดเลือดไปเล้ียงสมอง (infarct) ประมาณ 24 – 72 ชั่วโมง จะเขาสูชวงที่สองซ่ึงมีกระบวนการ

ที่ซับซอนโดยมีการรวมตัวของ mediator หลายชนิดที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบจึงทําให

เนื้อเยื่อถูกทําลายอยางชัดเจนมากข้ึน  การรบกวน BBB สงผลใหมีการรั่วไหลของสารตาง ๆ ที่อยู

ในเลือดเขาไปสูเนื้อเยื่อสมอง (brain parenchyma)  จึงทําใหเซลลสมองบวม เกิดภาวะความดัน

สูงของน้ําในสมอง (intracranial hypertension)  (Brouns, 2009)  
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รูปท่ี 2.1 แสดงการเปล่ียนแปลงหลังเกิดภาวะสมองขาดเลือด (Gupta, 2010) 
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รูปท่ี 2.2 การเกิด glutamate excitotoxicity  และการเปล่ียนแปลงภายหลังการเกิดภาวะสมอง

ขาดเลือด (Oulu University Library, 2002 : online) 
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รูปท่ี 2.3 ผลของการเกิดอนมุูลอิสระชนิดตาง ๆ ตอการตายของเซลลประสาทในภาวะสมองขาด

เลือด (Brouns, 2009)
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ในขณะที่เกิดกระบวนการ reperfusion ก็สามารถพบกระบวนการเกิด  endogenous 

antioxidative defense เพื่อตานการเกิด  oxygen free radical ที่มากเกินไปไดบาง (Chan,2001)  

Endogenous protective mechanism  

  Endogenous protective mediator จะชวยลดผลจากการทําลายของ 

Endogenous mediator ตาง ๆ ที่หล่ังออกมาในขบวนการ ischemic หรือ traumatic damage 

และชวยในการเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการ  neuronal repair ตางๆ (รูปที่ 2.4 ) เชน 

Heat shock protein (HSP) : เปนโปรตีนกลุมหนึ่งซ่ึงจะมีการปลดปลอยออกมา

มากข้ึนเมื่อรางกายอยูในสภาวะถูกกระตุนจากอุณหภูมิหรือสภาวะเครียด โดยจะหล่ังออกมา

ภายหลังการเกิดภาวะสมองขาดเลือด เชน  HSP90  จะไปจับกับที่อยูจําเพาะ (heat shock 

element)  แลวเคลื่อนเขาไปยัง nucleus และจับกับ specific DNA site แลวทําใหเกิดการสราง

HSP70, HSP72 และ HSP27  การกระตุน HSP จะสามารถปองกันการเกิด ischemic damage  

ไดโดยปองกันการเกิดการทําลายโครงสรางของโปรตีน (protein denaturation) (Abe และคณะ, 

1998) 

      Anti –inflammatory cytokines : เปนสารที่มีฤทธิ์ในการตานกระบวนการอักเสบ

เชน IL-10 มีฤทธิ์ในการปองกันการเกิดการทําลายจากภาวะสมองขาดเลือดไดโดยการยับยั้งการ

การผลิต inflammatory  cytokine (Barone และ Feuerstein, 1999) นอกจากนี้ยังมี binding 

protein บางชนิด เชน IL-1, TNF binding protein และ IL-18 binding protein ซึ่งจะมีฤทธ์ิยับยั้ง

การทํางานของ pro-inflammatory cytokines (Novick และคณะ, 1999) 

       Growth factors (GF) :  เปนสารที่ชวยกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลและมี

ความสําคัญในการควบคุมกระบวนการของเซลล  พบวามี growth factors หลายชนิดที่ถูกกระตุน

ภายหลังการเกิดรอยโรคในภาวะ ischemic damage เชน nerve growth factor (NGF), brain 

derived neurotrophic factor (BDNF), glial derived growth factor (GDNF), basic and 

acidic fibroblastic growth factors (FGF) และ members of the transforming growth factor 

super family (TGF) (Cuevas และ Gimenez, 1997) growth factors เหลานี้จะรบกวน pathway 

ของการเกิด apoptosis และปองกันการเกิด apoptotic death (Finklestein, 1996)    
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Endogenous antioxidant mechanisms : เกิดจากสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยู

ภายในรางกายอยูแลว พบวามี antioxidant enzymes และlow-molecular-weight antioxidants  

ถูกกระตุนภายหลังการเกิด ischemic trauma ตัวอยางเชน manganese superoxide dismutase 

(Mn-SOD), extracellular SOD, Cu–Zn-SOD รวมถึง gluthatione สามารถปองกัน blood brain 

barrier ไมใหถูกทําลาย ภายหลังการเกิด cerebral ischemia และ reperfusion (Kim และคณะ., 

2001) และการเพิ่มข้ึนของ enzymes มีผลเพิ่มอัตราการมีชีวิตของเซลลประสาทได (Chen และ

คณะ,  2001) 

         Endocannabinoids : เปน mediator จําพวกไขมันทําหนาที่ควบคุม

กระบวนการที่เกี่ยวกับความอยากอาหาร (appetite) ความรูสึกเจ็บปวด (pain sensation), 

อารมณ (mood) และความจํา (memory)  endocannabinoids ที่พบไดแก 2-arachidonoyl 

glycerol (2-AG) และ anandamide ซึ่งพบไดทั้งในสวน peripheral และสมอง  โดยจะออกฤทธิ์ที่ 

CB1 receptor มีการศึกษาทั้งใน in vivo และ in vitro พบวามีฤทธิ์ตอตานการเกิดภาวะสมองขาด

เลือด (Nagayama และคณะ, 1999)    

Erythropoietin : เปนฮอรโมนชนิดหนึ่งที่นอกจากทําหนาที่ในการควบคุม

ขบวนการสรางฮีโมโกลบิน (hematopoiesis) แลวยังมีการศึกษาที่พบวา Erythropoietin สามารถ

ควบคุม growth factor และยับยั้งการตายของเซลลแบบ apoptosis ได (Braun และคณะ, 1996)  

Sex hormone :  มีการทดลองพบวา estrogen มีฤทธ์ิในการปกปองสมองจาก

ภาวะ cerebral ischemia โดยผานกลไกทั้งทางดานหลอดเลือดและเซลลประสาท (Watanabe 

และคณะ, 2001) มีการศึกษาทั้ง estrogen และ progesterone ถึงฤทธิ์ในการเปน 

neuroprotective  และ  neuroregenerative ในภาวะ stroke และ traumatic brain injuries ซึ่ง

คาดวาเกิดจากกลไกในการเปน antioxidant ลดการเกิด excitotoxicity มีผลตอการเปล่ียนแปลง

ผาน glutamate receptor ลดการเกิด immune inflamation กระตุนการเกิด axonal 

remyelimination และเพิ่มการเกิดกระบวนการ synaptogenesis รวมถึงเกิดการแตกแขนงของ

เซลลประสาทสวนเดนไดรต (dendritic arborization) (Stein, 2001) 
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รูปท่ี 2.4 Endogenous protective mechanism (Farkas, 2007) 

 

 

 

2.2 การเรียนรุและความจํา  (Learning and Memory) 

 2.2.1.  การเรียนรู  (Learning) 

การเรียนรูคือกระบวนการที่เกิดจากการเปล่ียนแปลงของประสบการณของระบบ

ประสาทและพฤติกรรมในชวงเวลานั้น ซึ่งทําใหมีการเกิดความจํา (memory) ข้ึน   การเรียนรูจะ

แบงออกเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ  nonassociative learning และ associative learning   

  2.2.1.1 Nonassociative learning 

  เปนการเรียนรูที่เกิดจากกการตอบสนองจากสิ่งกระตุนชนิดเดียว ซึ่งจะแบง

ออกเปน 2 ประเภท คือ ความเคยชิน (habituation) ซึ่งเกิดเม่ือมีการตอบสนองลดลงจากการไดรับ

ส่ิงที่ถูกกระตุนอยางซํ้า ๆ  เปนการเพิ่มการตอบสนองตอส่ิงกระตุนหลายอยางภายหลังจากไดรับ

ส่ิงกระตุนที่รุนแรงหรือที่เปนอันตราย 
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  2.2.1.2 . Associative learning   

  คือการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข จําแนกออกเปน 2 ประเภท คือ  classical 

conditioning และ instrumental  conditioning  

  classical conditioning   เกิดจากการกระตุนที่มีความสัมพันธกันของส่ิงกระตุน

หลายส่ิงจนทําใหเกิดการเรียนรู  ส่ิงกระตุนชนิดแรกคือส่ิงกระตุนที่ไมมีเงื่อนไข (uncondition 

stimulus : US) ทําใหเกิดการตอบสนองแบบปกติทั่วไปโดยไมไดผานการฝก (training) มากอน ส่ิง

กระตุนชนิดที่ 2 คือส่ิงกระตุนแบบมีเงื่อนไข (condition stimulus : CS) เปนส่ิงกระตุนที่ไมไดทําให

เกิดการตอบสนองแบบปกติ ตองอาศัยการฝก  เชน    การหล่ังน้ําลายของสุนัขหลังจากไดยินเสียง

ระฆัง (condition stimulus)  โดยปกติสุนัขจะเกิดการหล่ังน้ําลายเมื่อมีชิ้นเนื้อ  (uncondition 

stimulus) และมีเสียงระฆัง  สุนัขเกิดการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข เม่ือสุนัขไดยินเสียงระฆังเพียงอยาง

เดียวก็จะเกิดการหล่ังน้ําลายข้ึน ซึ่งถือวาเปนการตอบสนองตอการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข (Bear 

และคณะ, 2007) 

  instrumental  conditioning  คือการเรียนรูในแตละบุคคลซ่ึงจะมีความสัมพันธ

กับการเคล่ือนไหวทาทาง เมื่อไดรับสิ่งกระตุนแบบการไดรับรางวัล เชน อาหาร  ยกตัวอยางเชน  

พฤติกรรมการดีใจของหนูทดลองที่อยูในกลอง หนูจะกดปุม ซึ่งจะทําใหทราบถึงระดับของการจาย

อาหาร ซึ่งหนูก็จะเรียนรูวาตองกดปุมระดับไหนอาหารจึงจะลงมาโดยทําการสํารวจดูกอน เม่ือหนู

ไดทําการสํารวจ ก็จะมีการกดปุมเพื่อใหจายอาหาร  ซึ่งหนูก็จะเกิดการเรียนรูจากอาหารดวยซึ่งถือ

วาเปนรางวัล  (Mark, 2001) 

  

2.2.2. ความจํา (memory) 

  ความจําเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของการสงสัญญาณกระแสประสาท (synaptic 

transmission) ระหวางเซลลประสาท (neuron)  ซึ่งเกิดข้ึนเปนวงจรของกระแสประสาทที่อยู

ภายในสมอง และมีการพัฒนาการเกิดเปนเสนทางกระแสประสาท เรียกวา memory  trace  

โดยท่ัวไปจะจําแนกความจําเปน  2 ประเภทใหญ  ๆ ตามแหลงเก็บของขอมูล   แบงเปน  

declarative memory และ non declarative memory ดังรูปที่ 2.5  (Lynch, 2004) 
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2.2.2.1 Declarative (explicit memory) 

  เปนการเรียนรูที่เกิดจากขอเท็จจริง (Fact), ประสบการณ (Experience)  และ

ขอมูลขาวสารเกี่ยวกับเหตุการณ เกิดจากความมีสติต่ืนตัว มีความรวดเร็ว ยืดหยุน  โดยสวนใหญ

ขอมูลมักเปนขอเท็จจริง เชน ความสามารถในการจดจําจํานวนตัวเลข  declarative memory  ยัง

สามารถแบงเปนประเภทยอย ๆ ออกไดเปน semantic memory และ episodic memory  

(Widmaier และคณะ, 2004) 

  Semantic memory คือความรูทั่วไปในโลกที่เปนขอเท็จจริงโดยที่ขอมูลไมถูกเก็บ

ใน spatial-temporal frame เปนการนึกถึงความหมายของคํา สัญลักษณ นามธรรม 

ความสัมพันธของความหมายคําพูด ขอมูลของความจําจะเก็บสะสมผานชวงเวลาของชีวิต  

semantic memory  จะเกิดการเปล่ียนแปลงไดเมื่อมีการหลงลืม (amnesia)   

  Episodic memory  คือการเรียนรูเกี่ยวกับสถานที่  และระยะเวลา เปนตอน ๆ 

เปนกรณี  เปนคร้ังคราวในชวงหนึ่งของชีวิต  เชน ความจําเกี่ยวกับอาหารที่ไดทานไปเมื่อตอนเชา  

หรือ คําที่เคยไดยินไปกอนหนานี้  การจดจําขอมูลมีความถูกตองแมนยําทั้งเวลา สถานที่ของ

เหตุการณ (Delis และคณะ, 1999) 

  2.2.2.2  Non declarative (implicit memory /procedural) 

  เปนรูปแบบของความจําซ่ึงไมเกิดผานการเรียนรูอยางมีสติโดยตรง ความจําจะ

เกิดผานกระบวนการทางทักษะเชน ทักษะการเลนดนตรี ที่ตองมีการจดจําโนตเพลง จังหวะในการ

สีไวโอลิน ความจําการเรียนรูอยางเคยชินและรวมถึงการตอบสนองทางอารมณตอสถานการณ 

เชน การเจองูเหา ซึ่งเปนสัตวที่มีพิษในขณะนั้นจะมีอารมณตกใจ เกิดเปนความจําที่มาจาก

อารมณในชวงเวลานั้น (Mark, 2001)  
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รูปท่ี 2.5 การจําแนกประเภทของความจําตามแหลงเก็บขอมูล (Paul, 2009) 

 

2.2.3 กายวิภาคศาสตรของสมองสวนฮิปโปแคมปส (Anatomy of the hippocampus) 

 โครงสรางพื้นฐานของสมองสวน hippocampus  การนําสงขอมูลแสดงไวดังรูปที่ 2.6  

hippocampus จะไดรับขอมูลทั้งทางตรงและทางออมจากบริเวณ sensory area และสวนอ่ืน ๆ 

ของสมองสวน cortex  เชน visual information processing, auditory cortex, somatosensory 

cortex  สมองสวน hippocampus จะไดรับขอมูลทางระบบ  olfactory ผานทาง olfactory bulb  

ขอมูลการรับรูจากหลาย ๆ ที่จะถูกสงลงไปที่ hippocampus โดยผาน perirhinal และ entorhinal 

cortices  และถูกเช่ือมตอไปยัง dentate gyrus ของสมองสวน hippocampus  ในสมองสวน 

hippocampus จะประกอบไปดวย CA1, CA2, CA3 และ CA4 โดย CA1 และ CA3 เปนบริเวณ

สวนใหญที่พบไดมากที่สุดและเรียกเซลลที่อยูในบริเวณ CA นี้วา pyramidal cell  ขอมูลสงออกจะ

มาทาง axon ของ CA1 ซึ่งเปน glutamategic axon หลังจากนั้นจะออกจากสมองสวน 

hippocampus  ไปที่ entorhinal cortex ตอไป ดังรูปที่ 2.6  (Sweatt, 2003) 
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 สมองสวนบริเวณ hippocampus ครอบคลุมบริเวณกวางในบริเวณกานสมอง และพบ

ปลายประสาท axon ที่หล่ังสารส่ือประสาท norepinephrine (NE), acetylcholine (Ach), และ 

serotonin  (5HT)  ดังรูปที่ 2.7 

 
  

รูปท่ี 2.6   ภาพแสดงทางของการเคล่ือนที่กระแสประสาทจาก sensory region ในสมองสวน 

cortex ผาน  perirhinal  และ entorrhinal cortices  ไปยังสมองสวน hippocampus  (Sweatt, 

2003)  
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รูปท่ี 2.7  ภาพแสดงทางเดินของกระแสประสาทนําเขาและออกของสมองสวน hippocampus     

( A)  แสดงวงจรการนํากระแสประสาทของสมองสวน hippocampus (B) โครงสราง 

hipocampus (C) กระบวนการ signaling ที่ปรากฏบริเวณ CA1 ของสมองสวน hippocampus 

โดยช้ีใหเห็นถึงบริเวณที่มีการเชื่อมตอของเซลล  (Sweatt, 2003) 

 2.2.4. กระบวนการของความจํา  (Process of memory) 

กระบวนการของการจําประกอบไปดวย 4 ข้ันตอนคือ encoding, consolidation,  

stored และ retrieval   

  Encoding :  เปนการเรียนรูขอมูลใหมที่สนใจ  ในข้ันตอนนี้มีความสําคัญวาจะจํา

ขอมูลไวอยางไร ขอมูลที่ไดรับเขามามีความละเอียดและลึก  กระบวนการจะสมบูรณไดนั้นผูรับ

จะตองมีความสนใจในขอมูลและความสัมพันธของความหมายของขอมูล  ในสภาวะที่มีการตื่นตัว

จะทําใหการเก็บขอมูลดีข้ึน (Deli และคณะ, 1999) 

  Consolidation :  เปนกระบวนการที่มีการจัดเรียบเรียงขอมูลใหมใหเปนระเบียบ

ข้ึน แตยังคงเคาความเดิม  เพื่อใหขอมูลนั้นถูกเก็บไวไดนานข้ึน ในกระบวนการนี้จะเกิด

expression ของ gene  และสังเคราะหโปรตีนใหม ทําใหมีการปรับโครงสรางของเซลล สงผลให

เก็บขอมูลไดอยูตัวเปนระยะเวลานานข้ึน (Kandel และคณะ, 2000) 
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  Storage  เกี่ยวกับกลไกและแหลงที่เก็บของขอมูล ในสมองสวน temporal lope 

บริเวณ diencephalon   ซึ่งจะมีความจุไดไมจํากัด (Mark, 2001) 

  Retrieval   เปนกระบวนการที่เรียกขอมูลกลับคืน และใชประโยชนจากขอมูลที่ได

ถูกจัดเก็บไว โดยการนําขอมูลออกมาจากเหลงเก็บแลวนํามาแยกแยะ ในข้ันตอนนี้การรับรู 

(perception) จะมีความสําคัญอยางมาก  กระบวนการเรียกกลับขอมูลคืนจะมีประสิทธิภาพมาก

เมื่อสภาพแวดลอมที่เกี่ยวกับเนื้อความนั้นมีความใกลเคียงกัน (Anderson, 1995 ) 

2.2.5.Spatial memory 

  ความจําแบบ spatial เปนความจําประเภทหนึ่งที่เกิดจากพฤติกรรมการสํารวจที่

มีอยูในสัตวทั่วไปทุกเผาพันธุรวมถึงมนุษย พฤติกรรมเหลานี้รวมถึงความอยากรูอยากเห็นตาม

ธรรมชาติของมนุษยหรืออาจจะหมายถึงความตองการที่จะเรียนรูขอมูลใหม ๆ ส่ิงแวดลอมใหม ๆ 

และส่ิงกระตุนใหม ๆ ดังนั้น ความจําแบบ spatial จะมีความสัมพันธกับหนาที่ของสมองในการ

จดจํา (recognizing) การแปลรหัสขอมูล (codifyding) การจัดเก็บขอมูล (storage) และการเรียก

กลับขอมูลออกมาใช (recovering)  ของขอมูลขาวสารที่เปนวัตถุหรือสถานที่ ถึงแมวาความจํา

แบบ spatial จะมีอยูในสัตวทั่วไปทุกเผาพันธุ แตในมนุษยก็จะมีความแตกตางจากสัตวโดยทั่วไป

เพราะมนุษยมีการใชสัญลักษณในการสื่อสาร แผนท่ี รูปภาพ ภาษาพูด และภาษาเขียน ความจํา

แบบ spatial จึงไมเกี่ยวกับประสบการณโดยตรง 

    สาระสําคัญของกระบวนการเรียนรูจะตองมีส่ิงสําคัญอยางนอย 2 ส่ิง การที่

บุคคลสามารถจดจําสถานที่ ส่ิงกระตุนหรือตําแหนง (personal-coporal space)  และสามารถใช

ขอมูลจากแหลงนั้นได (external space) โดยจะมีอยู 2 กระบวนการ คือ  การเอาตัวเองเปน

ศูนยกลาง (egocentric) เปนกระบวนการของความจําที่ยึดเอาตัวผูจําเปนจุดศูนยกลางในการ

เปรียบเทียบกับส่ิงที่สังเกตุรอบ ๆ ขาง เชน การที่เรามองเห็นกรอบรูปอยูดานหนาของตัวเรา  อีก

กระบวนการหนึ่งคือการเอาส่ิงอ่ืนเปนศูนยกลาง (allocentric) เปนกระบวนการของความจําที่ยึด

เอาตัววัตถุที่เราเห็นเปนจุดศูนยกลางในการเปรียบเทียบกับส่ิงที่สังเกตุรอบ ๆ ขาง เชน เรามองเห็น

กรอบรูปอยูดานขางแจกัน (Paul, 2009) 

ความจําแบบ spatial สามารถพบไดในหลายรูปแบบ เชน 

- Spatial working memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งโดยที่สมองสวน temporal 

จะสามารถเก็บกักขอมูล (spatial information) ไดในจํานวนจํากัดเพื่อใหงายตอการ
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ดึงขอมูลออกมาใชไดทันที ขอมูลขาวสารนี้อาจจะผานกระบวนการรับรู อ่ืน ๆ  

เครือขายของ spatial working memory อยูที่ cortical-occipital, parietal-dorsal 

และ frontal area (Paul, 2009)   

- Spatial short-term memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งที่ใชจัดเก็บและบริหาร

ขอมูลช่ัวคราว ซึ่งมีความจําเปนตอการเรียนรูที่มีความยากและซับซอน เชน การเรียน 

การหาเหตุผล เร่ืองที่ตองอาศัยความเขาใจ (Morris, 2004) 

- Spatial long-term memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งที่มีความคงทนในสมอง

มากกวา Spatial working memory หรือ Spatial short-term memory  การจัดเก็บ

ขอมูลในเร่ืองที่ยากจะเกิดเมื่อเรามีความเชื่อเปนพื้นฐานในเร่ืองนั้น  ทําใหสามารถ

เรียนรูและนําขอมูลที่หลากหลายออกมาใชตามชนิดของขอมูลและจุดมุงหมายที่

แตกตางกัน (Morris,2004) 

2.2.6 โรคความจําเสื่อม (ammesia) 

  โรคความจําเส่ือม คือ ภาวะที่ความจําสูญเสียการทํางานอยางรุนแรงโดยไม

เกี่ยวของกับความพรองของไหวพริบ (intelligence), ความสนใจ (attention) และการรับรู

(perception)   ภาวะความจําเส่ือมอาจเกิดไดภายหลังจากการถูกกระทบกระเทือนทางสมอง 

(trauma) เชน ภาวะ chronic alcoholism, encephalitis, brain tumor และ stroke  ซึ่งสภาวะ

เหลานี้สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของสมอง   ภาวะความจําเส่ือมสามารถ

จําแนกออกเปน 2  รูปแบบคือ  anterograde amnesia  และ retrograde amnesia  

  2.2.6.1. Anterograde amnesia 

    มีสาเหตุมาจากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง  ซึ่งกอนเกิด

เหตุการณ memory  จะยังคงมีปกติอยู  แตภายหลังการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง จะมี

ผลทําใหเกิดการสูญเสียความจํา จึงมีผลทําใหไมสามารถเปล่ียนขอมูลที่เปนความจําระยะส้ัน 

(short – term memory) ใหเปนความจําระยะยาว (long – term memory) ได ยกตัวอยางเชน 

คนไขไมสามารถจดจําชื่อของแพทยที่รักษาได ทั้งที่เปนแพทยประจําตัวและรักษาเขามาหลายป 

ตองพูดซ้ําอยูทุกคร้ัง ในทางคลินิกพบผูปวยที่มีความจําในวัยเยาวจะยังคงปกติอยู แตภายหลัง

จากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมองจะมีความจําที่ลดลงในแตละป  และพบการถูกทําลาย

ของสมองอยางนอย 3 สวน  หากเกิดการทําลายในสมองสวน hippocampus ซึ่งเปนทางผานของ
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ขอมูลขาวสาร รวมถึงเปนแหลงเก็บของขอมูล จะทําใหขอมูลไมสามารถเช่ือมตอในกระบวนการที่

เกี่ยวกับความจําได (Joseph, 1996 ) 

   2.2.6.2.Retrograde amnesia 

    เปนผลมาจากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมองเชนกันกับ 

anterograde amnesia  แตการสูญเสียความจําจะเกิดกอนการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง  

ชวงระยะเวลาในการเกิดอาจเกิดต้ังแตไมกี่นาทีจนถึงหลายป  ความจําเส่ือมประเภทนี้เกิดจาก

ความบกพรองของสมองสวนที่ดึงขอมูลจาก ความจําระยะยาว (long term memory)  ไปเปน

ความจําระยะส้ัน(short – term memory)  โดยท่ีความสามารถในการเรียนรูยังดีอยู แต

ความสามารถในการแยกแยะจะสูญเสียไป ยกตัวอยางเชน คนไขยังรูวิธีการจับปากกา เขาก็ชู

ปากกาใหดู แลวบอกวาเอาไวทําแบบนี้  เอาไวเขียน ซึ่งอาจจะลืมวานี่เรียกวา ปากกา   (Bear และ

คณะ, 2007)   

 

2.3 บัวบก (Centella asiatica) 

บัวบก (รูปที่ 2.9) มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Centella asiatica Urban ซึ่งจัดอยูในวงศ 

Umbelliferae เปนไมลมลุก ลําตนเล้ือยแผไปตามพื้นดิน แตกรากฝอยตามขอ มักข้ึนตามที่ชื้นแฉะ 

ใบมีลักษณะเปนใบเด่ียว รูปไต กลม ขอบใบหยัก เรียงสลับหรือออกเปนกระจุก กระจุกละ 3-5 ใบ 

กานใบยาวชูข้ึน ดอกมีสีมวง ออกเปนชอ กานชอดอกส้ัน ผลมีสีเขียวหรือขาว ขนาดเล็ก คอนขาง

กลม (นันทวัน บุณยะประภัศร, 2541) บัวบกเปนพืชสมุนไพรที่มีประวัติการใชประโยชนในทางยา

มานาน ในทางการแพทยอายุรเวทด้ังเดิมเปนที่รูจักกันดีวาสามารถนําบัวบกมาใชในดานการฟนฟู

ความออนเยาว ความจําและชวยใหอายุยืนยาว นอกจากนั้นยังถูกนํามาใชบําบัดอาการที่เกี่ยวของ

กับสมองมาเปนเวลานาน ชวยลดความเครียดจากการทํางานหนัก ควบคุมระดับแรงดันเลือดให

เปนปกติ แกช้ําใน บํารุงกําลัง บํารุงหัวใจ ขับปสสาวะ แกทองรวง แกออนเพลีย แกน้ํารอนลวก ใช

รักษาโรคผิวหนัง แกเจ็บคอ รอนในและกระหายน้ํา เปนตน (วีรพล คูคงวิริยพันธุ, 2544)  

2.3.1 ขอมูลการใชบัวบกเปนอาหารและสมุนไพรรักษาโรค 

บัวบกเปนพืชที่พบไดมากในอินเดียและเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยแตละประเทศมีการ

นําบัวบกมาใชประกอบอาหาร ในศรีลังกามักเรียกบัวบกวา Gotu Kola  
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ในคัมภีรอายุรเวทของอินเดียซึงเปนศาสตรบําบัดที่เกาแกที่สุด มีวิธีการแบบองครวมชวย

ใหผูคนมีอายุยืนยาวและคงความสมดุลของชีวิต  มีชีวิตชีวาเช่ือมตอระหวางรางกาย อารมณ 

จิตใจ และจิตวิญญาณ มีบันทึกวา บัวบกมีชื่อที่นิยมเรียกในทางการแพทยอายุรเวท คือ Brahmi   

มีลักษณะกล่ินฉุน มีรสขมอมหวานยอยไดงาย เปนยาเย็น ยาระบาย ยาบํารุง ชวยฟนฟูสภาพ 

บํารุงเสียง ชวยใหความจําดีข้ึน เปนยาเจริญอาหาร แกไข แกอักเสบ ผิวหนังเปนดางขาว โลหิตจาง 

มีหนองออกจากปสสาวะ หลอดลมอักเสบ น้ําดีในรางกายมากเกินไป มามโต หืด กระหายน้ํา แก

คนเปนบา โรคเกี่ยวกับเลือดและโรคที่สมุฏฐานเกี่ยวกับเสมหะ  ในอินเดียบอกวาถากินบัวบกวัน

ละ 1-2 ใบ เปนประจําทุกวัน จะชวยทําใหจิตใจสดชื่นแจมใส ชวยทําใหความจําดีข้ึน บํารุง

ประสาทและโลหิต คนในอินเดียบางแควนกินใบบัวบกกับนม ถือวาเปนยาชวยใหความจําดีและ

ชวยบํารุงรางกาย และปจจุบันมีผลิตภัณฑบัวบกที่ระบุสรรพคุณชวยเพิ่มความจํานําเขามา

จําหนายในประเทศไทย(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009 : ออนไลน)  

ในตํารายาไทยกลาววา บัวบกมีรสเฝอนขมเย็น แกออนเพลีย เมื่อยลา บํารุงธาตุ บํารุง

หัวใจ ขับปสสาวะ ขับโลหิตเสีย ในไทยใชบัวบกเปนยาอายุวัฒนะ โดยการค้ันน้ําใบบัวบก โดยนํา 

ใบบัวบก 1 มากํามือหรือ1 แกวนํามายัดใสแกวพอแนน หลังจากนั้นนํามาตําหรือปนใหละเอียด 

แลวเติมน้ํา 1 แกวคนใหเขากัน แลวกรองกินแตน้ํา เติมน้ําตาลหรือเกลือ กินคร้ังละ 1 แกว วันละ 3 

คร้ังกอนอาหาร แตอยากินติดตอกันในปริมาณมากเปนเวลานานๆ เพราะบัวบกมีรสเย็นจัดอาจทํา

ใหรางกายเสียสมดุลได และตองแกปญหาเร่ืองมีฤทธิ์เย็นของบัวบกดวย การผสมพริกไทยลงไป  

โดยใชผงใบบัวบก 2 สวนผสมกับผงพริกไทย 1 สวน ละลายน้ํารอนกินกอนนอน คร้ังละคร่ึงชอนชา 

กลาวกันวา "กินบัวบก 1 เดือน โรครายหายสิ้นมีปญญา กิน 2 เดือน บริบูรณนารักมีเสนห กิน 3 

เดือนริดสีดวงสิบจําพวกหายส้ิน กิน 4 เดือนลมสิบจําพวกหายหมด กิน 5 เดือนโรครายในกาย

ทุเลา กิน 6 เดือน ไมรูจักเมื่อยขบ กิน 7 เดือนผิวกายจะสวยงาม กิน 8 เดือน รางกายสมบูรณเสียง

เพราะ"(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009 : ออนไลน)   

 

                         

 



24 
 

 
 

รูปท่ี 2.8 ลักษณะของใบบัวบก 

 

 

 

 

 

2.3.2 องคประกอบทางเคมี (Chemical components) 

  บัวบกประกอบไปดวยสารสําคัญกลุม saponin ที่ประกอบไปดวย  triterpene 

acid  และ sugar ester  คือ asiaticoside, asiatic acid, madicassoside  และ madecassic 

acid  ดังรูปที่ 2.9  ใบบัวบกประกอบไปดวยน้ํา 90%, คารโบไฮเดรต 7%, และสารอินทรียอ่ืน ๆ อีก 

2%    (Randriamampionama และคณะ, 2007) 
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รูปท่ี 2.9 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารสําคัญ  asiaticoside, asiatic acid, madicassoside  

และ madecassic acid  (Randriamampionama และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

2.3.3  ขอมูลการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

ไดมีผูทําการศึกษาคนควาเกี่ยวกับบัวบกจํานวนมาก ทําใหมีขอมูลทางคลินิกและทาง

เภสัชวิทยาอยูมากมาย ดังตอไปนี้ 

2.3.3.1. ฤทธิ์สมานแผล (Wound healing effects) 

จากการศึกษาของ Maquart และคณะ (1999) พบวาสารสกัดจากบัวบก

(titrated extract)   ที่ประกอบดวยสาร triterpines 3 ชนิด คือ  asiatic acid, madecassic acid 
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และ asiaticoside นั้นมีฤทธ์ิสมานแผล โดยจะเพิ่มการสรางเนื้อเยื่อประสาน และเพิ่มปริมาณ

คอลลาเจนในหนูแรท นอกจากนั้นยังสามารถกระตุนการแสดงออกของยีนในเซลล human 

fibroblast ซึ่งเกี่ยวของกับการสรางหลอดเลือดและเนื้อเยื่อประสานในบริเวณที่เนื้อเยื่อถูกทําลาย 

(Coldren และคณะ, 2003) จากการศึกษาสารสกัดน้ําจากบัวบก ในรูปของครีม ข้ีผ้ึงและเจล โดย

ใชทาที่แผลของหนูแรท 3 คร้ังตอวัน นาน 24 วัน พบวาสารสกัดน้ําจากบัวบก ในรูปของเจลมีผล

เพิ่มการเจริญเติบโตของเยื่อบุผิว เพิ่มการสรางคอลลาเจนและเพิ่ม tensile strength ไดมากข้ึนซ่ึง

ใหผลดีกวาข้ีผ้ึงและครีม (Sunilkumar และคณะ, 1998)  

2.3.3.2. ฤทธิต์านเชื้อแบคทีเรีย (Antibacterial activity) 

จากการศึกษาของ Ahmad และคณะ (1998) พบวาสารสกัดอัลกอฮอล

จากบัวบกนั้นมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus Escherichia coli และ 

Pseudomonas aeruginosa ไดเปนอยางดี 

2.3.3.3. ฤทธิ์ตานเชื้อรา (Antifungal activity) 

จากการศึกษาของ Minija  และ Thoppil (2003)  พบวาสารสกัดเอทา

นอลจากทั้งตน มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Trichophyton mentagrophytes  และ 

Trichophyton rubrum ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคกลากได 

2.3.3.4. ฤทธิ์แกปวด (Antinociceptive effects) 

จากการศึกษาของ Sakina และ Dandiya (1990) พบวาสารสกัดเอทา

นอลจากใบในขนาด 20 มก./กก. น้ําหนักตัว มีฤทธิ์แกปวดในหนูแรทได  

2.3.3.5. ฤทธิ์ตานการแบงตัวของเซลลผิวหนัง (Antiproliferant effects) 

จากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) พบวาสารสกัดน้ําจากบัวบก

ใหผลอยางออนในการตานการแบงตัวของเซลลผิวหนังชั้น keratin (Sampson และคณะ, 2001) 

2.3.3.6. ฤทธิ์ลดการอักเสบ (Antiinflammatory activity) 

การศึกษาของ Dunstan และคณะ (1997) พบวาสารสกัดเอทานอลจาก

ใบมีฤทธ์ิลดการอักเสบอยางออนในหนูแรท ตอมา Lee และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาในทาง

คลินิกโดยทดลองกับผูปวยที่มีอาการผิวหนังอักเสบเร้ือรัง พบวาสามารถลดการอักเสบของผิวหนัง

ได  
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2.3.3.7. ฤทธิ์รักษาแผลในกระเพาะอาหาร (Antiulcer activity) 

Cheng และ Koo (2000)     พบวาเม่ือปอนสารสกัดบัวบก ขนาด 0.05, 

0.1 และ.25 ก./กก. น้ําหนักตัว แกหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดแผลในกระเพาะอาหารดวยกรดอะ

ซีติก พบวาสามารถลดขนาดของแผล และเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดขนาดเล็กในเนื้อเยื่อ 

นอกจากนี้ยังลดการทํางานของเอนไซม myeloperoxidase จึงมีฤทธ์ิรักษาแผลในกระเพาะอาหาร

ได  

2.3.3.8. ฤทธิ์ตานมะเร็ง (Cytotoxic activity) 

จากการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและสัตวทดลองของ Babu และคณะ 

(1995) พบวาสารสกัดบัวบกทั้งกึ่งบริสุทธิ์และแบบหยาบนั้นสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็ง 

2.3.3.9. ฤทธิ์ตอระบบประสาท (Neurological effects) 

จากการศึกษาสารสกัดบัวบกดวยเอธานอลนั้น พบวามีฤทธิ์กดระบบประสาท

อยางออน (Adesina, 1982) และนอกจากนั้นยังพบวาสารสกัดดวยน้ําของบัวบกมีผลตอ

กระบวนการเรียนรูของหนู พบวาหนูที่ไดรับสาร pentylenetetrazole (PTZ) ซึ่งมีผลรบกวนการ

เรียนรูของหนูนั้น เมื่อไดรับสารสกัดดวยน้ําของบัวบกขนาด 300 มก./กก.น้ําหนักตัว ทางปาก

สามารถลดอาการชัก และชวยทําใหการเรียนรูของหนูที่ไดรับ PTZ ดีข้ึน ตอมานักวิจัยกลุมนี้ได

ศึกษาผลของสารสกัดดวยน้ําของบัวบกตอการเรียนรูของหนูที่ไดรับสาร streptozotocin (STZ) 

เขาทาง intracerebroventricular เพื่อใหมีความผิดปกติของการเรียนรู พบวาทําใหระดับ MDA 

(malondialdehyde) ในสมองลดลงขณะที่ระดับของ glutathione และเอนไซม catalase เพิ่มข้ึน 

อยางมีนัยสําคัญ (Gupta และคณะ, 2003) นอกจากน้ันยังมีรายงานผลการวิจัยสารสกัด

มาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในสัตวทดลอง ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดโดยการผูก

หลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขางแบบช่ัวคราวเพ่ือใหเกิดความบกพรองในการเรียนรู พบวาชวย

เพิ่มการเรียนรูและความจํา อีกทั้งยังทําใหระดับ malondialdehyde (MDA) ในสมองลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (Tantisira, 2008)  
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2.3.4.ขอมูลดานเภสัชจลนศาสตร (Pharmacokinetics) 

  มีการศึกษาทั้งแบบ single และ  repeated dose โดยการใหสารสกัด               

C. asiatica ทางปาก (30 หรือ 60  มก) ในอาสาสมัครสุขภาพดีจํานวน 12 คน  พบคา 

elimination half life 2-3 ชม  โดยไมคํานึงถึงขนาดที่ให  คา   peak plasma concentration  ของ 

asiaticoside, asiatic acid และ madecassic acid  สูงอยูที่ 2-4 ชม. และ area under the curve 

( 0-24 ชม) เมื่อใหสารสกัดของ C.asiatica  พบวามีคา  plasma half life  เพิ่มข้ึนอยางมี

นัยสําคัญ  สาร triterpine  จะขับออกทางไตไดนอย  สวนใหญขับออกทางอุจจาระในชวง 24-76 

ชม.(Grimaldi และคณะ., 1990). 

 

2.3.5 สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 

 

 
 

รูปท่ี 2.10  อีซีเอ 233 

 

 สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ซึ่งนํามาใชในการทดลองลักษณะเปนผงสีขาวนวล  

(white to off-white) ดังรูปที่ 2.10 ประกอบไปดวยสารสําคัญกลุม  triterpenoids  ไมนอยกวารอย

ละ  80 และมีสัดสวนของ madecassocide ตอ  asiaticoside  คือ 1.5 ± 0.5  (Tantisira, 2009) 

2.3.4.1 ผลการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาและพิษวิทยาของสารสกัดมาตรฐาน

บัวบกอีซีเอ 233    

มีการศึกษาฤทธ์ิของอีซีเอ 233 ตอภาวะความจําบกพรองจากการปดกั้นหลอด

เลือดไปเล้ียงสมองช่ัวคราว พบวาอีซีเอ 233สามารถลดการเกิดภาวะความจําบกพรองในหนูถีบ

จักรที่ไดรับอีซีเอ 233  ทางปากในขนาด 10 และ 30 มก./ กก.น้ําหนักตัว  โดยใช Morris water 
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maze test  และ  Step-down test   และพบการลดลงของระดับ MDA  ในขณะที่ไมมีการ

เปล่ียนแปลงของ locomotor activity  (Tantisira, 2008) รวมถึงมีการศึกษาผลของอีซีเอ 233ใน

ขนาด 10 และ 30 มก./กก.น้ําหนักตัว    ตอการลดภาวะความจําบกพรองจากกการเหน่ียวนําดวย 

 - amyloid โดยอีซีเอ 233 ในขนาด 30 มก./ กก.น้ําหนักตัว จะใหผลลดความจําบกพรองไดดีกวา 

10 มก./กก.น้ําหนักตัว  (Kam-eg, 2009) นอกจากนี้อีซีเอ 233 ยังมีความปลอดภัยสูงโดยไมพบ

อาการเกิดพิษเมื่อทดสอบพิษเฉียบพลัน (acute toxicity) และพิษกึ่งเร้ือรัง (sub – chronic 

toxicity) (Tantisira, 2008)จึงไดมีความสนใจศึกษาผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําใน

หนูปกติและการปองกันความจําบกพรองจากภาวะสมองขาดเลือดชั่วคราว 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สัตวทดลอง 

หนูเมาส (mice) สายพนัธุ ICR เพศผู น้าํหนกั 20-25 กรัม จากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ

มหาวิทยาลัยมหิดล ตําบลศาลายา จังหวัดนครปฐม โดยนํามาพักไวในโรงเล้ียงสัตวทดลอง คณะ

เภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเวลา 1 สัปดาห กอนนาํมาทดลองเพือ่เปนการปรับ

สภาพหนู โดยเล้ียงไวในหองทีท่ําการควบคุมอุณหภูมิหองที่ 25± 2 องศาเซลเซยีส, ควบคุมแสง

สวาง : มืด 12 : 12 ชั่วโมงตอวนั มีระบบระบายอากาศและเล้ียงสัตวทดลองในกรงที่มวีัสดุรอง

นอนเปนข้ีเล่ือยสะอาด การทดลองทั้งหมดดําเนินการระหวางเวลา 6.00-17.00 น. สัตวทดลองทกุ

ตัวไดรับน้ําและอาหารตามปกติและจะถูกนํามาใชในการทดลองเพยีงคร้ังเดียว 

 การดําเนินการในสัตวทดลองไดรับอนุมัติจากคณะกรรมการควบคุมดูแลการเล้ียงและการ
ใชสัตวทดลองเพื่องานทางวิทยาศาสตรของคณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยเมื่อวันที่ 
17 พฤษภาคม 2553 ใบอนุมัติเลขที่ 10 -33 -016  

3.2  เครื่องมือในการทดลอง 
 1. Rotary  Evaporator (Rotavapor R-114)  

 2. pH meter (Sevenmulti, Switzerland)    

 3. Stop watch (Seiko) 

 4. Morris water maze test set 

 5. Step down test set  

 6. Locomotor activity test set (UGO Basile, Comerico, Italy) 

 7. Automatic micropipette (Pipet – Lite TM , U.S.A.) 

 8. Automatic mixer (Vertex, U.S.A.) 

 9. Homogenizer (Glas-Col, Terre Haute, U.S.A.) 

 10.Centrifugeter (Sorvoll, GLC-2B,U.S.A.) 

 11.Spectrophotometer ( Shimadzu, UV1201, Japan) 

 12.Conical centrifuge tube ( Nunc, Denmark) 
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 13.Cryostat (Leica, Germany) 

 14.Slide and cover glass (Sail, China) 

3.3 สารเคมี 

1. สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 

ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.ชํานาญ  ภัตรพานิช  (ภาควิชาเภสัชเคมีและอาหารเคมี 

คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 

2.  Carboxy methyl cellulose sodium salt (Fluka, Finland) 

3.  Ethanol 95 % (GPO, Thailand) 

4.  Chloroform (Lab-scan LTD, Ireland) 

5.  Methanol (Lab-scan LTD, Ireland) 

6.  Normal saline solution (Thai Nakorn Patana Co., Ltd., Thailand) 

7.  Pentobarbital sodium ( Nacalai texque, Japan) 

8.  Sodium hydrogen phosphate – 2- hydrate (Ajex Finecham, Australia) 

9.  Sodium dihydrogen phosphate -2-hydrate (Ajex Finecham, Australia) 

10. Acetic acid (Sigma, USA) 

11. Sodium dodecyl  sulfate (Sigma, USA) 

12. Thiobarbituric acid (Sigma, USA) 

13. N-Butanol (Sigma, USA) 

14. Pyridine (Sigma, USA) 

15.1,1,3,3-Tetraethoxy-propane (Malondialdehyde) (Sigma, USA) 

16.Cresyl violet (Sigma, U.S.A) 

17. Xylene (TJ Baker, U.S.A) 

18.Permount (Sigma, USA) 

19.Ethanol absolute (Merck,Germany) 
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3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การเตรียมสารทดสอบและการใหสารทดสอบ 

ใชสารละลาย 0.5 %  carboxymetylcellulose (CMC) ในน้ําเปนสารแขวน

ตะกอนของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233  และหนูทดลองจะไดรับยาสลบ Pentobarbital ใน

ขนาด 60 มก./กก. น้ําหนักตัว โดยการฉีดทางชองทอง (i.p.) หนูทดลองจะไดรับสารสกัดมาตรฐาน

บัวบก อีซีเอ 233  ผานทาง gavage tube เขาสูกระเพาะอาหาร 

3.4.2 การทําใหหนูเมาสมีความบกพรองในการเรียนรูและความจําโดยการทํา bilateral 

occlusion of common carotid arteries หรือ 2–vessel occlusion (2–VO) 

การผาตัดจะทําในวันที่ 8 ของการทดลอง  โดยทําใหหนูหมดความรูสึกโดยฉีด 

Pentobarbital ขนาด 60 มก./กก. น้ําหนักตัว เขาทางชองทอง เปดผิวหนังและเนื้อเยื่อบริเวณคอ

ดานหนา (ventral mid line)  ดังรูปที่ 3.1 แยก common carotid arteries  เสนประสาทเวกัส 

(vagus nerve) และเนื้อเยื่อรอบ ๆออกจากกัน นําดายเย็บผาเบอร 60 ขนาดยาว 8 เซนติเมตร 

คลองใตหลอดเลือดทั้ง 2 เสน หมุนดายรัดหลอดเลือดและนําคลิปมาหนีบเสนดายเปนเวลา 20 

นาที  หลังจากนั้นตัดปลายหางหนูแลวบีบเลือดออกจากหางปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร เพื่อสรางภาวะ

ความดันเลือดตํ่า เม่ือปดกั้นหลอดเลือดครบเวลา 20 นาทีแลวจึงคลายเสนดายออก (ทุกข้ันตอน

ผาตัดดวยเทคนิคปลอดเชื้อ) ปดบาดแผลดวยกาวชนิดแหงเร็ว (extra superglue) (Xu และคณะ, 

2000) ใหหนูพักอยูภายในหองจนกวายาสลบจะหมดฤทธ์ิ  สําหรับหนูกลุม Sham จะดําเนินการ

ผาตัดดวยวิธีเดียวกับที่กลาวขางตนทุกประการ ยกเวนแตไมมีการปดกั้นการไหลของเลือดและเสน

เลือด 
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รูปที่ 3.1. บริเวณตําแหนงที่มีการปดกั้นหลอดเลือดโดยใชเทคนิค 2–vessel occlusion (2–VO) 

(ตําแหนง a =carotid artery) 

 

3.4.3.การแบงกลุมสัตวทดลอง 

แบงหนูเมาสออกเปน 9 กลุม กลุมละ10 ตัว หนูเมาสจะไดรับสารทดสอบโดยการ

ปอนวันละ 2  คร้ัง เชา (8.00 น.) และ เย็น (17.00 น)  โดยสัตวทดลองจะไดรับสารทดสอบคือ สาร

สกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ขนาด 30 มก./กก. หนูที่ทําการทดสอบจะจัดเปน 3 กลุมใหญคือ 

หนูปกติ, หนูที่ไดรับการปดกั้นหลอดเลือดช่ัวคราว (2 –VO) และหนูกลุม sham 

  3.4.3.1 หนูปกติ   แบงออกเปน 4 กลุมยอยคือ  

   กลุมที่ 1.เปนกลุมควบคุมจะไดรับสารละลาย CMC อยางเดียวตลอดการ

ทดลองจนครบ 17 วัน 

   กลุมที่ 2.ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 เปนเวลา 7 วันและใน

วันที่ 8 ตอนเชา  หลังจากนั้นจะไดรับสารละลาย CMC ไปจนส้ินสุดการทดลอง 

   กลุมที่ 3.ไดรับสารละลาย CMC เปนเวลา 7 วันและในวันที่ 8 ตอนเชา  

หลังจากนั้นจะไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ไปจนส้ินสุดการทดลอง 

   กลุมที่ 4.ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ตลอดการทดลองจน

ครบ 17 วัน 
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3.4.3.2 หนูที่ไดรับการปดกั้นหลอดเลือดช่ัวคราว (2 –VO)  

ทํา 2VO ในวันที่ 8 ของการทดลองภายหลังจากที่หนูไดรับสารทดสอบใน

ตอนเชา  หนูกลุมนี้ ถูกแบงออกเปน 4 กลุมโดยนับเปนกลุมหมายเลข 5 , 6 , 7 และ 8  ซึ่งไดรับ

สารทดสอบเชนเดียวกับหนูปกติกลุมที่ 1 , 2 , 3 และ 4 ตามลําดับ 

3.4.3.3 หนูกลุม Sham operated control 

    หนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม sham หนูกลุมนี้จะถูกผาตัดเชนเดียวกับหนู

กลุมที่ทํา 2VO แตจะไมถูกปดกั้นหลอดเลือด 

                        

 

หลังจากที่ทาํ 2–VO แลว วนัตอมาจะนาํสัตวทดลองทกุกลุมมาทดสอบพฤติกรรมเปน

เวลา 9 วัน  โดยการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูคือ 

                    1. Morris water maze test   6  วัน 

                    2. Step–down passive avoidance test  2  วัน 

                    3. Locomotor activity test  1 วัน 

 

 
 

รูปท่ี 3.2 แผนการทดลอง 
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   3.4.4 การทดสอบพฤติกรรม (Behavior tests) 

3.4.4.1 Morris water maze test 

         เปนการวัด spatial memory (D’Hooge และ De Dey, 2001)  การ

ทดลองนี้ใชอางน้ําวงกลม สีดํา ดังรูปที่ 3.3  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 70 เซนติเมตรในอางบรรจุน้ํา

ความลึก 13 เซนติเมตร  ควบคุมอุณหภูมิที่ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ภายในอางมีแทนพัก (hidden 

platform) สีดํา ขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตร อยูตํ่ากวาระดับผิวน้ํา 1 เซนติเมตร แบงอาง

น้ําออกเปนส่ีสวนเทาๆกัน วางแทนพักบริเวณก่ึงกลางสวนใดสวนหนึ่ง (อยูคงที่ตลอดการทดลอง) 

อางดังกลาวต้ังอยูในหองและบริเวณรอบๆอางทั้งสามดานมีฉากที่มีรูปภาพติดอยู ซึ่งรูปภาพนั้นจะ

อยูตําแหนงเดิมตลอดการทดลอง หนูจะอาศัยตําแหนงของภาพในการจดจําตําแหนงของแทนพัก

ซึ่งอยูใตน้ํา การทดสอบแบงออกเปน 2 ชวง คือ  trials และ probe trials ทดสอบการเรียนรูและ

ความจําเปนเวลา 5 วันติดตอกันโดยปลอยหนูลงที่จุดกึ่งกลางขอบอางน้ําซ่ึงถูกแบงออกเปนส่ีสวน 

จับเวลาที่หนูใชในการวายน้ําจนกระทั่งข้ึนไปอยูบนแทนพัก บันทึกเวลาและใหหนูอยูบนแทนพัก

นาน 10 วินาที ใหหนูใชเวลาในการหาแทนพักเปนเวลา 60 วินาที ถาครบเวลา 60 วินาที แลวหนู

ยังไมสามารถอยูบนแทนพักไดใหจับหนูไปอยูบนแทนพักเปนเวลา 10 วินาที  หลังจากนั้นนําหนูมา

พักเปนเวลา 30 วินาที ทําการทดลองซํ้าจนครบทั้งส่ีสวน และในวันที่ 6 จะนําแทนพักออกปลอย

หนูลงที่จุดกึ่งกลางขอบอางน้ําซ่ึงถูกแบงออกเปนส่ีสวน จับเวลาที่หนูวายน้ําอยูบริเวณท่ีเคยวาง

แทนพักเปนเวลา 60 วินาที ถาหนูที่มีการเรียนรูและความจําดีจะวายน้ําอยูบริเวณที่เคยวางแทน

พักนานกวาบริเวณอ่ืน (Xu และคณะ, 2000) 
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รูปท่ี 3.3   Morris water maze test (Xu และคณะ, 2000) 

 

 

 

3.4.4.2. Step-down test 

    เปนการทดสอบเพื่อยืนยันความสามารถในดานความจําและการเรียนรู 

ชนิด  passive avoidance ทดสอบโดยวิธี Step-down test การทดลองนี้ใชอุปกรณที่

ประกอบดวยกลองซ่ึงมีขนาดความกวาง 23 เซนติเมตร ยาว 35 เซนติเมตร และสูง 20 เซนติเมตร 

ดังรูปที่ 3.4  พื้นของกลองเปนแทงสเตนเลสขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร วางในแนวนอน 

แตละแทงหางกันประมาณ 11 มิลลิเมตร ภายในกลองมีแทนพักซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 

เซนติเมตรและสูงประมาณ 4 เซนติเมตร วางที่มุมใดมุมหนึ่งของกลอง (อยูคงที่ตลอดการทดลอง) 

การทดลองแบงออกเปน acquisition trial และ retention trial ในชวง acquisition trial จะวางหนู

บนแทนพักปลอยใหเดินอิสระเปนเวลา 3 นาที จากนั้นนําหนูลงบนแทนพักพรอมกับปลอย

กระแสไฟฟาขนาด 0.4 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 300 วินาที จับเวลาต้ังแตเร่ิมวางหนูบนแทนพักจน

หนูกาวลงจากแทนพักครบทั้ง 4 เทา บันทึกเวลา (step-down latency) ถาหนูอยูบนแทนพักเปน

Trial Probe  trial 
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เวลา 300 วินาที ใหนําหนูออกจากการทดลองบันทึกเวลาเปน 300 วินาที ( 5 นาที ) และนับ

จํานวนครั้งที่หนูกาวลงจากแทนพัก ภายในเวลา 300 วินาที (step-down errors) หลังจากนั้น 24 

ชั่วโมง จึงทําการทดสอบ retention trial บันทึก step-down latency และ step-down errors  ซึ่ง

หนูที่มีการเรียนรูและความจําดีจะหลบหลีกจากการถูกช็อคดวยไฟฟาจากการนั่งอยูบนแทนพัก

นานข้ึน (Xu และคณะ, 2000)  

 
    รูปท่ี 3.4    Step – down  test  

 

3.4.4.3 Locomotor activity test 

เปนการวัดการทํางานของระบบประสาทยนต เพื่อพิสูจนวาผลจากการ
ทดสอบดวยวิธี Morris water maze และ Step-down test นั้นมิไดเกิดจากความผิดปกติของระบบ
ประสาทยนต โดยดูผลการเคล่ือนไหวของสัตวทดลองที่ไดรับสารทดสอบ การทดลองนี้ ใชเคร่ือง 
Activity Cage (UGO Basile 7430)  ดังรูปที่ 3.5   ประกอบดวยกลองพลาสติกซ่ึงมีขนาดความ
กวาง 23 เซนติเมตร ยาว 35 เซนติเมตร และสูง 20 เซนติเมตร พื้นของกลองเปนแทงสเตนเลสมี
เสนผาศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร แตละแทงหางกันประมาณ 11 มิลลิเมตร อุปกรณนี้จะทําการนับ
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จํานวนครั้งการเคล่ือนไหวของหนูภายในเวลา 5 นาที โดยใชจํานวนคร้ังของการเคลื่อนไหวในหนู
กลุมควบคุม เปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบกับกลุมอ่ืน ๆ (Gupta และคณะ, 2003) 

 
รูปท่ี 3.5   Activity  meter 

 

 

3.4.5 Biochemical study 

           Lipid peroxidation assay 

เปนการวัดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ซึ่งเปนผลิตผลจาก

ปฏิกิริยา lipid peroxidation โดยการ sacrificed หนูดวยวิธี cervical dislocation และ 

decapitation ผาตัดแยกสมองออกมาแลว ลางทําความสะอาดโดยใช ice-cold saline เก็บไวที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จากนั้นนําสมองหนูใสลงใน ice-cold phosphate buffer (pH 7.4) 

0.1 โมลาร ในปริมาณ 10 เทาของสมองหนู (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวทําใหเปนสวนประกอบ

เดียวกัน (homogenized) นํามาวัด lipid peroxide โดยการวัดปริมาณ malondialdehyde (MDA) 

วิธีการวัดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ทําโดยการนําสารละลายที่ประกอบดวย acetic 

acid 1.5 มิลลิลิตร (20%) pH 3.5, thiobarbituric acid 1.5 มิลลิลิตร (0.8%) และ sodium 
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dodecyl sulphate 0.2 มิลลิลิตร (8.1%) มาผสมกับเนื้อเยื่อของสมองหนูปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

ทําใหรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นทิ้งไวใหเย็น แลวนํามาผสมลง

ใน n-butanol/ pyridine 5 มิลลิลิตร (15:1) และน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันโดยใชเคร่ือง 

vortex จากนั้นนําไป centrifuge ที่ 5000 rpm เปนเวลา 10 นาที นําสารชั้นบน (supernatant) มา

วัดคา absorbance ที่ 532 นาโนเมตรโดยใช spectrophotometer (Gupta และคณะ, 2003) 

 

Determination of brain glutathione (GSH) 

   เปนการประเมินระดับ GSH ในสมองซึ่งเปนสารที่ตานการเกิดภาวะ 

oxidative stress โดยการ sacrificed หนูดวยวิธี cervical dislocation และ decapitation ผาตัด

แยกเอาสมองออกและนําไปแชที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส บดเนื้อเยื่อสมองจนได 

homogenate นํา homogenate 0.5 มล. ไปตกตะกอนโดยเติม 4% sulfosalicylic acid  ลงไป 0.5 

มล.นําไป centrifuge ดวยความเร็ว 1,200 g  เปนเวลา 15 นาที  นําสารชั้นบน (supernatant)  

0.5 มล. ไปเติม dinitrothiocyanobenzene (DNTB ) 0.1 mM (ใน 0.1 M phosphate buffer 

solution pH 7.4) ปริมาณ 0.5 มล. ที่เตรียมข้ึนมาใหมๆ (freshly prepared) นําไปวัดดวย 

spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร  นําคาที่ไดไปคํานวณเทียบเปนปริมาณ 

GSH (หนวยนาโนโมล/น้ําหนักของเนื้อเยื่อสมองเปนกรัม) (Shivakumar และคณะ, 1992) 

 

      3.4.6.Morphology study 

เปนการประเมินจํานวนเซลลประสาทในสมองบริเวณฮิปโปแคมปส (hippocampus) ใน

บริเวณ CA 1 และ CA 3 โดยการตัดช้ินเนื้อสมองเปนแผนบางแลวยอมดูเซลลประสาท โดยใช 

cresyl violet staning technique สลบสัตวทดลองโดยการฉีด pentobarbital ขนาด 60 mg/kg 

เขาทางชองทอง (i.p.)  decapitation แลวแยกสมองออกอยางรวดเร็วแลวทําใหแข็งโดยใช

น้ําแข็งแหง (dry ice) หลังจากนั้นตัดสมองตามแนวขวาง (coronal section) ความหนา 10 µm ที่

ระดับของฮิปโปแคมปส (hippocampus) โดยใช cryostat จากนั้นยอมสีดวย 1% cresyl violet 

นําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน (microscopic observation) เพื่อดูเซลลที่บริเวณ CA1 และ CA3 

ของสมองสวนฮิปโปแคมปส (hippocampus)โดยใชบริเวณสวนหัวและสวนทายของสมองสวนเดน

เตทไจรัส (dentate gyrus)  ตามลําดับเปนตัวกําหนดพื้นที่ในการศึกษาเซลลไพรามิดอล  
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(pyramidal) ของสมองหนูทุกตัวใหตรงกัน (รูปที่ 3.6)  จากนั้นนํามาถายรูป (400X) และนับ

จํานวนเซลลประสาทตอพื้นที่ของเซลล  0.068mm2 (Ni และคณะ, 1995) 

 

 
 

       รูปท่ี 3.6  แสดงบริเวณที่คัดเลือกเพื่อนํามาใชในการประเมินจํานวนเซลลประสาทที่มีชีวิต 

(survival neurons) ในสมองฮิปโปแคมปส (Hippocampus) บริเวณ CA 1 และ CA 3    

 

3.5 การรวบรวมและวิเคราะหขอมูล (Data analysis)  

แสดงผลการศึกษาขอมูลการทดสอบพฤติกรรม การศึกษาทางพยาธิวิทยา จากคา 

mean±SEM เปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมดวย One-way analysis of variance (ANOVA) ตาม

ดวย post hoc test และตามดวย Fisher’s least significant difference (LSD) และจะถือวามี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหากคา P นอยกวา 0.05 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
4.1 ผลการทดสอบดานพฤติกรรม 

4.1.1 ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําแบบ spatial   
 รูปที่ 4.1 และ 4.2 และตารางที่ 4.1 แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233 ตอ

การเรียนรูและความจําโดยวิธี  morris water maze test (MWM) ในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) รูปที่ 4.1  
และตารางที่ 4.1  พบวาหนูกลุมที่ 4 มีคา escape latency ในวันที่ 11,12 และ 13  ลดลงแตกตาง
จากหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา escape latency ของวันที่ 11,12 และ 13 
ในหนูกลุมที่1(กลุมควบคุม) คือ 31.42±3.15, 21.22±2 .85 และ15.67±2.49 กลุมที่ 2 คือ 
27.00±1.95, 19.05±2.81 และ 15.50±3.45 กลุมที่ 3 คือ  28.12±2.68, 20.75±3.39 และ 
12.95±2.66 กลุมที่ 4 คือ 21.12±4.06, 12.30±4.17 และ 7.82±2.35   วินาที ตามลําดับ 

 สําหรับหนูที่ไดทําการปดกั้นหลอดเลือดแคโรติด (2VO) (กลุมที่ 5 – 8)  รูปที่ 4.2 
และตารางที่ 4.1  จะมีความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยหนูกลุมที่ 5 จะมีคา escape 
latency แตกตางจากกลุม sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ อีซีเอ 233 สามารถลดความ
บกพรองของการเรียนรูและความจําได โดยพบวาหนูกลุมที่ 8 ซึ่งไดรับอีซีเอ 233 ตลอดการทดลอง 
จะมีคา escape latency ในวันที่ 11 และ 12  แตกตางไปจากหนูกลุมที่ 5 (กลุมควบคุม) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดย escape latency ในวันที่ 11 และ 12  ของหนูกลุมที่ 5 คือ 38.47±2.11 
และ 34.47±1.59 กลุมที่ 6 คือ 34.06±1.86 และ 30.13±2.31 กลุมที่ 7 คือ  37.05±2.22 และ 
27.65±1.99  กลุมที่ 8 คือ 30.75±1.25 และ 26.02±1.81  วินาที ตามลําดับ  
  สําหรับการทํา probe trial ซึ่งเปนการพิสูจนวาการที่หนูวายน้ําไปพักบนแทนได
นั้นมิไดเกิดจากการที่หนูเห็นแทนพัก แตเกิดเนื่องจากการที่หนูสามารถจดจําตําแหนงของแทนพัก
ได ดําเนินการโดยใชหนูที่ผานการทดสอบ MWM แลววางลงในอางเดิมแตเอาแทนพักออกไป ผล
การทดสอบพบวาหนูสามารถจดจําตําแหนงที่เคยวางแทนพักอยูไดโดยหนูจะวายน้ําอยูในบริเวณ
ที่เคยวางแทนพักนานกวาบริเวณอ่ืน (รูปที่ 4.3 , 4.4  และตารางที่ 4.1) 
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รูปท่ี 4.1  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test ในหนูปกติ 
(กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมที่ไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 7 วัน โดยในวันที่ 8 จะ
ไดรับสารทดสอบเฉพาะตอนเชา และเร่ิมการทดสอบโดยการวัดคา escape latency ในหนูกลุม
ตาง ๆ ติดตอกัน 5 วัน 

 * มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปที่ 4.2  ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test ในหนูกลุม
ที่ถูกทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham หนูทุกกลุมที่ไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ัง
เปนเวลา 7 วัน ในวันที่ 8 จะไดรับสารทดสอบเฉพาะตอนเชากอนทํา 2VO และเร่ิมการทดสอบโดย
การวัดคา escape latency ในหนูกลุมตาง ๆ ติดตอกัน 5 วัน สําหรับหนูกลุม sham (กลุมที่ 9) จะ
ดําเนินการผาตัดเหมือนการผาตัดหนูกลุมอ่ืนแตไมมีการทํา 2VO 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.3  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test (probe 
trial) ในหนูปกติ ทดสอบในวันที่ 14 ของการทดลอง 
 

 
 
รูปที่ 4.4  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test (probe 
trial) ในหนู 2VO ทดสอบในวันที่ 14 ของการทดลอง 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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Group name Escape latency in the MWM (sec) 
Time spent in the 

platform quadrant 

(sec) Day 14 n Day9  Day10 Day11  Day12 Day13 

1.CMC+CMC 10 45.82±0.67 30.27±1.86 31.42±3.15 21.22±2.85 15.67±2.49 29.25±2.35 

2.ECa+CMC 10 44.97±0.95 32.62±3.65 27.00±1.95 19.05±2.81 15.50±3.45 32.50±1.47 

3.CMC+ECa 10 47.10±1.29 31.30±2.91 28.12±2.68 20.75±3.39 12.95±2.66 31.60±2.41 

4.ECa+ECa 10 42.65±0.64 26.72±4.46 
21.12±4.06

* 12.30±4.17
*
 7.82±2.35

*
 

34.30±1.57 

5.CMC+2VO+CMC 10 46.10±1.73 42.52±2.74
¥

 38.47±2.11
¥ 34.47±1.59

¥
 26.87±2.21

¥
 21.20±2.09

¥
 

6.ECa+2VO+CMC 11 45.54±0.56 35.34±2.57 34.06±1.86 30.13±2.31
¥

 24.13±1.72 27.27±1.30
# 

7.CMC+2VO+ECa 10 44.55±1.41 42.27±1.47 37.05±2.22 27.65±1.99 24.05±2.10 25.30±1.90 

8.ECa+2VO+ECa 10 45.52±0.81 35.90±1.24 30.75±1.25
#

 26.02±1.81
#

 20.45±1.60 27.60±1.30
#

 

9.CMC+sham+CMC 10 45.52±1.97 32.25±3.01 30.22±1.76
#

 20.22±2.74
#

 17.40±2.91
#

 29.60±1.86
#

 

 
ตารางที่ 4.1 ผลของอีซีเอ 233 แสดงคาเปน escape latency และ Time spent in the platform 
quadrant  ตอการเรียนรูและความจําแบบ spatial ในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และหนูที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยการทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) โดยวิธี MWM test 
หนูทุกกลุมจะเร่ิมถูกทดสอบภายหลังการไดรับสารทดสอบเปนเวลา 8 วัน โดยใหทางปากวันละ 2 
คร้ัง ยกเวนวันที่ 8 จะใหสารทดสอบตอนเชาเพียงครั้งเดียว และเร่ิมทําการทดสอบในวันที่ 9 
ติดตอกัน 6 วัน  

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.1.2 ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําแบบ passive avoidance  
 รูปที่ 4.5 - 4.8 และตารางที่ 4.2  แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233 ตอการ

เรียนรูและความจําของหนูกลุมตาง ๆ โดยวิธี step – down test พบวาในวันแรกของการทดสอบ 
คา step – down latency (รูปที่ 4.5,4.6 และตารางที่ 4.2)  และ number of error (รูปที่ 4.7,4.8 
และตารางที่ 4.2)   ของหนูทุกกลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่
วันที่ 2  หนูปกติในกลุมที่ 4 จะมีคา step – down latency แตกตางจากหนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 1) 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา step – down latency ของหนูปกติกลุมที่ 1 คือ 167.2±9.6  
กลุมที่2 คือ 172.0±7.4  กลุมที่ 3 คือ 177.3±5.1 และกลุมที่ 4 คือ 207.4±9.3 วินาที  ตามลําดับ 
ในขณะที่ number of error  ของหนูปกติทุกกลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ โดยคา number of error ของหนูปกติกลุมที่ 1 คือ 4.1±0.2 กลุมที่ 2 คือ 3.9±0.3 กลุมที่ 3 
คือ 4.1 ±0.5 และกลุมที่ 4 คือ 3.4±0.7 คร้ัง ตามลําดับ 

 หนูที่ถูกทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) จะมีความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดย
หนูกลุมที่ 5 จะมีคา step – down latency และ number of error ในวันที่ 2  แตกตางจากหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ อีซีเอ 233 สามารถลดความบกพรองของการเรียนรูและ
ความจําได โดยพบวาหนูในกลุมที่ 6, 7 และ 8 จะมีคา step – down latency และ number of 
error ในวันที่ 2   แตกตางไปจากหนูกลุมที่ 5 (กลุมควบคุม) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีคา 
step – down latency ของหนูกลุมที่ 5 คือ  45.7±9.6 กลุมที่ 6 คือ 78.1±7.9 กลุมที่ 7 คือ 
83.4±4.3 กลุมที่ 8 คือ 99.2±5.5 วินาที และคา number of error กลุมที่ 5 คือ 7.7±0.8 กลุมที่ 6  
คือ 6.1±0.6  กลุมที่ 7 คือ 6.0±0.5 และกลุมที่ 8 คือ 5.1±0.2 คร้ังตามลําดับ 
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รูปที่ 4.5 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down latency ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4) หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบทาง
ปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15 (day1, acquisition trial) และ
วันที่ 16 (day2, retention trial) 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปที่ 4.6 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down latency ในกลุม 2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม 
sham หนูทุกลุมไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการใน
วันที่ 15  (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.7 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down errors ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบทาง
ปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15  (day1, acquisition trial) 
และวันที่ 16 (day 2, retention trial) 
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รูปที่ 4.8 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down errors ในหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม 
sham หนูทุกลุมไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการใน
วันที่ 15  (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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Group name N 
Step-down latency (sec) Number of errors 

Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 

1.CMC+CMC 10 3.6±0.1 167.2±9.6 4.4±0.3 4.1±0.2 

2.ECa+CMC 10 3.1±0.2 172.0±7.4 3.9±0.4 3.9±0.3 

3.CMC+ECa 10 3.0±0.3 177.3±5.1 4.4±0.3 4.1±0.5 

4.ECa+ECa 10 3.8±0.1 207.4±9.3
*  

4.4±0.4 3.4±0.7 

5.CMC+2VO+CMC 10 3.5±0.1 45.7±9.6
¥ 

4.9±0.2 7.7±0.8
¥ 

6.ECa+2VO+CMC 11 3.3±0.2 78.1±7.9 #,¥ 
4.2±0.3 6.1±0.6 #,¥ 

7.CMC+2VO+ECa 10 3.5±0.4 83.4±4.3 #,¥ 
4.2±0.3 6.0±0.5

#  

8.ECa+2VO+ECa 10 3.4±0.2 99.2±5.5 #,¥ 
4.3±0.4 5.1±0.2

#  

9.CMC+ sham +CMC 10 3.1±0.2 163.1±10.2 # 4.1±0.4 4.5±0.4 # 

 
ตารางที่ 4.2  ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําแบบ passive avoidance  แสดงคา
เปน step – down latency และ number of errors ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4)  และหนูที่ถูก
เหนี่ยวนําใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยการทํา  2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนู
กลุมที่ 9 เปนหนูกลุม sham หนูทุกกลุมจะไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน 
การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15 (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.1.3  ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต 
  รูปที่ 4.9 แสดงผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต โดยวิธี locomotor 
activity test  การทดสอบดังกลาวดําเนินการเพื่อยืนยันวาผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและ
ความจําที่ไดดําเนินการไปแลวมิไดเกิดจากความผิดปกติของระบบประสาทยนตแตอยางใด ผล
การทดสอบไมพบความแตกตางของอัตราการเคลื่อนไหว (counts / 5 minutes) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ 

 
 
รูปที่ 4.9 ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต เม่ือทดสอบโดยวิธีการวัดอัตราการเคล่ือนไหว 
(locomotor activity, counts / 5 minutes) ของหนูกลุมปกติ (กลุมที่ 1-4)  
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รูปท่ี 4.10 ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต เมื่อทดสอบโดยวิธีการวัดอัตราการเคล่ือนไหว 
(locomotor activity, counts / 5 minutes) ของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5 – 8) และหนูกลุม sham 
(กลุมที่ 9)  
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4.2 ผลการทดสอบทางชีวเคมี  (Biochemical  study) 

รูปที่ 4.11 - 4.14  และ ตารางที่ 4.3  แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ  
MDA และ glutathione (GSH) ในสมอง ผลการทดลองในหนูปกติพบวาระดับ MDA ของหนูทุก
กลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับของ MDA ในหนูกลุมที่ 1 คือ  
90.48 ±6.19 กลุมที่ 2 คือ 91.36±15.09  กลุมที่ 3 คือ 89.79±8.53 และ กลุมที่ 4 คือ 
89.34±11.42  μmol / g tissue ในขณะที่ระดับ GSH ของหนูปกติกลุมที่ 4 จะมีความแตกตางจาก
หนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 1)อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับ GSH  ของหนูกลุมที่ 1 คือ 
289.98±7.95 กลุมที่ 2 คือ 269.27±34.38 กลุมที่ 3 คือ 293.8±31.46 และกลุมที่ 4 คือ  
361.14±6.43 nmol / g tissue ตามลําดับ  

สําหรับหนูที่ไดทํา  2VO จะพบวามีระดับ MDA สูงข้ึน และ GSH ลดลง โดยหนูกลุมที่ 5 
จะมีระดับ MDA  และ GSH แตกตางจากกลุม sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ สําหรับหนูที่
ไดรับอีซีเอ 233 ในกลุมที่ 7 และ 8 จะมีระดับ MDA  และ GSH แตกตางจากกลุมควบคุม      
(กลุมที่ 5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับ MDA   ของหนูกลุมที่ 5 คือ  294.165±6.62 กลุมที่ 
6 คือ 292.55±8.41 กลุมที่ 7 คือ 215.37±14.63 และกลุมที่ 8 คือ 212.04±21.60 μmol / g tissue 
และระดับ GSH ของหนูกลุมที่ 5 คือ  63.06±10.31 กลุมที่ 6 คือ  71.69±10.25  กลุมที่ 7 คือ 
117.49±5.82  และกลุมที่ 8 คือ 166.74±9.43  nmol / g tissue ตามลําดับ สําหรับหนูกลุม sham 
จะมีระดับ MDA ใกลเคียงกับหนูปกติ 

  

 
 
รูปท่ี 4.11  ผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ MDA ในสมองของหนูปกติ  (กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมไดรับ
สารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ MDA ในสมองหนูใน
วันที่ 17 
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รูปท่ี 4.12  ผลของอีซีเอ 233 ตอระดับ MDA ในสมองของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9) หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปากกอน
ดําเนินการวัดระดับ MDA ในสมองหนูในวันที่ 17 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.13 ผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ GSH ในสมองหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมไดรับสาร
ทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ GSH ในสมองหนูในวันที่ 
17 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปท่ี 4.14 ผลของอีซีเอ 233 ตอระดับ GSH ในสมองหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปากกอน
ดําเนินการวัดระดับ GSH ในสมองหนูในวันที่ 17 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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Group N 
MDA GSH 

(μmol / g tissue) (nmol / g tissue) 

1.CMC+CMC 10 90.48±6.19 289.98±7.95 

2.ECa+CMC 10 91.36±15.09 296.27±34.38 

3.CMC+ECa 10 89.79±8.53 293.8±31.46 

4.ECa+ECa 10 89.34±11.42 361.14±6.43 * 

5.CMC+2VO+CMC 10 294.165±6.62¥ 63.06±10.31¥ 

6.ECa+2VO+CMC 11 292.55±8.41¥ 71.69±10.25 ¥ 

7.CMC+2VO+ECa 10 215.37±14.63 #, ¥ 117.49±5.82 #, ¥ 

8.ECa+2VO+ECa 10 212.04±21.6 #, ¥ 166.74±9.43 #, ¥ 

9.CMC+ sham +CMC 10 96.16±5.6 # 277.24±18.69 # 

 
ตารางที่ 4.3 ผลของอีซีเอ 233 ตอระดับ MDA และ glutathione  ในสมองหนูปกติ (กลุมที่ 1-4), 
หนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม sham (กลุมที่ 9)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 
16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ MDA และ GSH จากสมองหนูในวันที่ 17 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.3 ผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาทที่บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองสวน 
hippocampus ทั้งสองขาง 

รูปที่ 4.15 - 4.19 และตารางที่ 4.4  แสดงผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาท 
pyramidal  บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางผลการทดลองใน
หนูปกติ (กลุมที่ 1- 4) พบวาจํานวนเซลลประสาทที่นับไดในหนูแตละกลุมไมมีความแตกตางจาก
กลุมควบคุม (กลุมที่ 1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวาจํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA1 ใน
หนูกลุมที่ 1- 4  คือ 60.4±0.76, 60.5±0.31, 59.86±0.48 และ 60.33±0.62 เซลล ตามลําดับ 
จํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA3 ในหนูกลุมที่ 1-4 คือ  60.33±0.83,  60.04±0.24, 60.83±0.50 
และ 59.25±0.83 เซลล ตามลําดับ  

สําหรับหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8)  ผลจากการทํา 2VO ทําใหจํานวนเซลลประสาทบริเวณ 
CA1 และ CA3 ของสมองทั้งดานซายและดานขวาตายไปทําใหจํานวนเซลลประสาทของสมองที่
ไดกลาวมาแลวลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบจํานวนเซลล
ประสาทในหนูกลุมที่ไดรับอีซีเอ 233 กับหนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 5) พบวาหนูกลุมที่ไดรับอีซีเอ 233 
มีเซลลประสาทที่ยังมีชีวิตมากกวากลุมควบคุม (กลุมที่ 5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวา
บริเวณ  CA1 ของสมองดานซายจํานวนเซลลประสาทที่คงเหลือในกลุมที่  5- 8  เทากับ 
32.03±0.50, 32.21±0.84, 39.86±0.32, 42.65±0.66 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.15   ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลลประสาท pyramidal บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองซีกซาย
และขวาของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4 ), หนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิด
ตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก โดยในวันที่ 17 จะดําเนินการแยกสมองหนูเพื่อทําสไลด และยอมสีดวยสียอม 
cresyl violet  bar ของ columm A1-I1 และ  A4-I4 เทากับ 500 μM  และ columm ที่   A3 - I-3  , A 5 - I5 และ A 6 – I6 เทากับ 50 μm   

 

  CA3   CA1 RIGHT   CA3   CA1   LEFT 

1.CMC+CMC 

2.ECa+CMC 

3.CMC+ECa 

4.ECa+ECa 

5.CMC+2VO+CMC 

6.ECa+2VO+CMC 

7.CMC+2VO+ECa 

8.ECa+2VO+ECa 

9.CMC+SHAM+CMC 
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รูปท่ี 4.16  ภาพถายจากกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 400 เทา) แสดงลักษณะของเซลลประสาท 
pyramidal บริเวณ CA3 ของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และกลุม sham (กลุมที ่9)  bar = 20 μm   
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รูปท่ี 4.17 ภาพถายจากกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 400 เทา) แสดงลักษณะของเซลลประสาท 
pyramidal บริเวณ CA3 ของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  bar = 20 μm 
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รูปที่ 4.18 กราฟแสดงผลของอีซีเอ 233จํานวนเซลลประสาท pyramidal บริเวณ CA1 และ CA3 
ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) ภายหลังจากการไดรับสาร
ทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก 
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รูปที่ 4.19 กราฟแสดงผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาท pyramidal  บริเวณ CA1 และ 
CA3 ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางในหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8)  และกลุม sham 
(กลุมที่ 9) ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก 
 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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Group N 
Number of survival cell  

CA 1 CA 3 

1.CMC+CMC 4 60.4±0.76 60.33±0.83 

2.ECa+CMC 4 60.5±0.31 60.04±0.24 

3.CMC+ECa 4 59.86±0.48 60.83±0.50 

4.ECa+ECa 4 60.33±0.62 59.25±0.83 

5.CMC+2VO+CMC 4 32.03±0.50
¥

 32.5±0.44
¥

 

6.ECa+2VO+CMC 5 32.21±0.84
¥

 39.57±0.56
#, ¥

 

7.CMC+2VO+ECa 4 39.86±0.32
#, ¥

 40.57±0.47
#, ¥

 

8.ECa+2VO+ECa 4 42.65±0.66
#, ¥

 42.18±0.74
#, ¥

 

9.CMC+sham+CMC 4 61.58±0.91
#

 60.07±1.0
#

 

 
ตารางที่ 4.4 แสดงผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาท pyramidal  บริเวณ CA1 และ CA3 
ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และหนูกลุม 2VO    (กลุมที่ 5-
8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วัน
ละ 2 คร้ัง ทางปาก โดยในวันที่ 17 จะดําเนินการแยกสมองหนูเพื่อทําสไลด และยอมสีดวยสียอม 
cresyl violet 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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บทที่  5 

อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 การศึกษาผลของการเรียนรูและความจําในสัตวทดลองนิยมใชการทดสอบพฤติกรรมการ
เรียนรู (behavior model)  ในการประเมินประสิทธิภาพของยา ซึ่งมีอยูหลายลักษณะ (Xu และ
คณะ, 2000) การศึกษานี้ทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูดวยวิธี Morris water maze test ซึ่งเปนการ
ทดสอบการเรียนรูแบบ spatial memory ที่ไดรับความนิยมในปจจุบัน โดยจะมีความสัมพันธกับ
การทํางานของสมองสวน hippocampus โดยหนูสามารถจดจําตําแหนงของ platform ไดโดยการ
สังเกตสัญลักษณและส่ิงแวดลอมที่อยูในบริเวณนั้น (environmental visual cues) (Paul, 2009) 
ดังที่กลาววาการทดสอบดวยวิธี Morris water maze (MWM) test จะตองอาศัยการมองเห็น 
ดังนั้นหลังจากวันสุดทายของการทดสอบจึงจําเปนตองทดสอบโดยการนําแทนออก (probe trial) 
และบันทึกความสามารถของความจําจากระยะเวลาที่หนูวายน้ําใน quadrant ที่เคยมีแทนพักอยู 
เพื่อเปนการยืนยันวาผลการทดสอบไมไดเกิดจากความผิดปกติของการเคล่ือนไหวจึงจําเปนตอง
ประเมินความสามารถในการเคลื่อนไหวดวยวิธี locomotor activity test  สวนการทดสอบโดยวิธี 
step – down passive avoidance เปนวิธีการทดสอบการเรียนรูและความจําในการหลีกเล่ียงจาก
ส่ิงกระตุนที่เปนอันตราย (noxious stimuli) โดยมีการลําดับเหตุการณเปนข้ันตอน จึงใชสมอง
หลายสวนประสานการทํางานรวมกัน คือ hippocampus, cortex และ amygdala (Rossato และ
คณะ, 2006) เมื่อทําการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูและความจําในหนูปกติพบวาหนูทดลองใน
กลุมที่ 4 ซึ่งไดรับอีซีเอ 233 ทั้งในขณะกอนและตลอดเวลาที่มีการเรียนรูจะมีการเรียนรูและ
ความจําดีข้ึนโดยหนูสามารถจดจําตําแหนงจากส่ิงแวดลอมและใชเวลาหาแทนพัก (platform) ได
ดีข้ึน และยังสามารถจดจําหลีกเล่ียงจากส่ิงกระตุนที่เปนอันตราย โดยใชระยะเวลาอยูบนแทนที่ไม
มีกระแสไฟฟา (step – down latency) ไดนานข้ึน รวมถึงมีระดับ glutathione (GSH) เพิ่มข้ึน ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนานี้ซึ่งศึกษาผลของสารสกัดบัวบกดวยตัวทําละลายที่แตกตาง
กันตอการเรียนรูและการเกิดภาวะ oxidative stress ในหนูแรท (wistar rat) พบวาหนูแรทที่ไดรับ
สารสกัดบัวบกขนาด 200 มก./ กก / วัน เปนเวลา 7 วันจะสามารถเรียนรูในแบบทดสอบพฤติกรรม
ไดดีข้ึน รวมถึงมีระดับ GSH ในสมองเพิ่มมากข้ึนเมื่อหนูไดรับสารสกัดบัวบกเปนเวลา14 วัน 
(Kumar, 2002) และยังพบวาหนูที่ไดรับบัวบก 12      มก. / กก.น้ําหนักตัว เปนเวลา 10 วัน จะ
สามารถเรียนรูในแบบทดสอบพฤติกรรมโดยใชโมเดล operant conditioning technique ไดดีข้ึน
เชนกัน (Jared, 2010)  การศึกษาในหนูปกติที่ไดรับ    อีซีเอ 233 ในครั้งนี้ไมพบการเปล่ียนแปลง
ของจํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA1 และ CA3 ซึ่งการศึกษากอนหนานี้ (Rao, 2005) พบการ
แตกแขนงของเซลลประสาทในหนูแรกเกิดที่บริเวณ CA3 เพิ่มข้ึนเมื่อประเมินโดยเทคนิค golgi 
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staining ซึ่งทําใหทราบถึงโครงสรางที่ละเอียดของเซลลประสาท เชน axon, dendrite  และการ
เชื่อมตอระหวางเซลล (interconnection) ซึ่งเซลลประสาทมักเกาะกลุมกันอยางหนาแนน 
(Pannese, 1999) สวนการศึกษานี้ใชวิธี cresyl violet staining  ซึ่งเปนการประเมินลักษณะของ
เซลลเทานั้นไมสามารถทราบถึงโครงสรางโดยละเอียด ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจในการนําเทคนิค 
golgi staining มาทําการศึกษาผลของอีซีเอ 233 ตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลประสาทในคร้ัง
ตอไป 

ผลการศึกษาในคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาผลของบัวบกในการเพิ่มการเรียนรูและ
ความจําในอาสาสมัครสุขภาพดีวัยกลางคนเมื่อทดสอบดวยแบบทดสอบความสามารถในการ
จดจําของ Woodcock-Johnson Cognitive Abilities Test III (WJ CAT III) โดยอาสาสมัครไดรับ
สารสกัดบัวบกแคปซูลในขนาด 500 มก. / 10 กก.นน.ตัว วันละ 1 คร้ัง เปนระยะเวลาตอเนื่อง 2 
เดือน (Dev และคณะ, 2009) บัวบกยังเพิ่มผลตอการเรียนรู (cognition) และอารมณ (mood) ใน
ผูสูงอายุสุขภาพดีที่ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบกในขนาด 250, 500, 750 มก. วันละ 1 คร้ัง เปน
ระยะเวลา 2 เดือนตอเนื่องกัน จากแบบประเมินการเรียนรู computerized test battery และ 
event-related potential รวมถึงแบบประเมินพฤติกรรมทางอารมณ (mood) (Wattanathorn, 
2008)   

 เม่ือพิจารณาผลการทดลองในหนูปกติจะพบวาหนูที่ไดรับอีซีเอ 233 อยางตอเนื่องตลอด
การทดลองเทานั้นที่สามารถเพิ่มพฤติกรรมการเรียนรูและมี GSH เพิ่มข้ึนในสมอง สวนหนูที่ไดรับ 
อีซีเอ 233 เฉพาะกอนหรือในระหวางทดสอบพฤติกรรมจะไมมีการเปลี่ยนแปลง อาจกลาวไดวา
บัวบกจะสามารถกระตุนการเรียนรูและความจําในหนูปกติได หากไดรับติดตอกันเปนระยะ
เวลานาน แสดงวาระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดอาจเปนปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธ์ิ สอดคลองกับ
การศึกษาในอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไดรับสารสกัดบัวบกมากอนการทดสอบเปนเวลา 2 เดือน 
(Wattanathorn, 2008) 

การปดกั้นหลอดเลือดโดยวิธี 2VO สงผลใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจํา
จากการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู ทําใหระดับ MDA ในสมองเพิ่มข้ึน  และทําใหเกิดการตาย
ของเซลลประสาทในสมองสวน hippocampus ทั้งบริเวณ CA1 และ CA3 (Wanakhachornkrai, 
2006) จากผลการทดลองพบวาการใหอีซีเอ 233 มีผลลดความบกพรองของการเรียนรูและ
ความจําจากการทดสอบพฤติกรรม   และลดการตายของเซลลประสาทในสมองสวน 
hippocampus ทั้งบริเวณ CA1 และ CA3  สําหรับในการทดลอง MWM test มีหนูกลุมที่ 8 (ไดรับ
อีซีเอ 233  กอนและหลังทํา 2VO) เทานั้นที่สามารถลดความบกพรองของความจําและการเรียนรู
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ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนการไดรับอีซีเอ 233 กอนหรือหลังเพียงอยางเดียวไมสามารถลด
ความบกพรองจาก MWM test ได ซึ่งแตกตางจากผลการศึกษาที่ผานมาที่พบวาการใหอีซีเอ 233 

หลังทํา 2VO จะสามารถลดความบกพรองจาก  MWM test ได  (Tantisira, 2008)  แตในการ
ทดลองดังกลาวไมมีการให CMC แกหนูกอนการทํา 2VO จึงคาดวาในการทดลองนี้ สัตวทดลอง
อาจเกิดภาวะ stress จากการไดรับ CMC กอนการทํา 2VO ทําใหมีการหล่ังฮอรโมนคอรติซอล ซึ่ง
จะมีผลลดความสามารถในการเรียนรูและความจํา(Louis, 1999) จึงทําใหผลของ MWM test ของ
หนูที่ไดรับอีซีเอ 233 หลังทํา 2VO ซึ่งถึงแมมีแนวโนมที่ดีกวาหนูกลุมที่ 5 แตก็ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามหนูกลุมนี้ยังใหผลในการเพิ่มการเรียนรูโดยวิธี passive 
avoidance test  และมีระดับ MDA ลดลง และระดับ GSH เพิ่มข้ึนรวมถึงลดการตายของเซลล
ประสาทไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 จากผลการทดลองในหนทูี่ไดรับอีซีเอ 233  กอนการทาํ 2VO พบการเปล่ียนแปลงในการ
ทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูดวยวิธ ี step – down passive avoidance test และลดการตายของ
เซลลประสาทบริเวณ CA3 แตไมพบการเปล่ียนแปลงของ MDA และ GSH ดังนั้นมคีวามเปนไปได
วานอกจากอีซเีอ 233 จะสามารถปองกนัเซลลประสาทจากการถูกทําลายดวยกลไก antioxidant 
และลดการตายของเซลลประสาทแลวนาจะมีกลไกอ่ืนซึ่งเปนทีน่าสนใจในการศึกษาคร้ังตอไป 

 จากขอมูลในระหวางการทดลอง (ภาคผนวก) หนูที่ไดรับการทาํ 2VO อาจมีการตายใน
ระหวางการทดลอง ซึ่งหนูปกติที่ไดรับเพียงกระสายยา (กลุมที่ 5 และ7) กอนทาํ 2VO จะมีอัตรา
รอดชีวิตประมาณ 45 % แตในหนูที่ไดรับ อีซีเอ 233   มากอนทํา 2VO (กลุมที่ 6 และ 8) จะมี
อัตรารอดชีวิตประมาณ  70 % ดังนั้นการทีห่นูไดรับอีซีเอ 233  มากอนอาจสามารถชวยลด
ผลกระทบจากการเกิดภาวะสมองขาดเลือดได          

 หนูที่ไดรับอีซีเอ 233 หลังการทํา 2VO และตลอดการทดลองสามารถชวยลดภาวะความ
บกพรองของการเรียนรูและความจําซึ่งเกิดจากภาวะสมองขาดเลือดชั่วคราวได สอดคลองกับผล
การศึกษาที่ผานมาซึ่งพบวาอีซีเอ 233  ในขนาด 10 และ 30 มก / กก.น้ําหนักตัว ที่ใหแกหนูเมาส
ในลักษณะเดียวกันสามารถลดภาวะความบกพรองของการเรียนรูและความจําที่เกิดจาการฉีด    
-amyloid เขาโพรงสมองได (Kam-eg, 2009)  

จากผลการศึกษานี้อาจกลาวไดวาอีซีเอ 233 สามารถลดภาวะความบกพรองของการ
เรียนรูและความจําไดมากทีสุ่ดเมื่อหนูไดอีซีเอ 233 อยางตอเนื่อง รองลงมาคือการใหเฉพาะหลงั
การทาํ 2VO และเฉพาะกอนทาํ 2VO ตามลําดับ และยังสามารถชวยเพิ่มความจําในหนูปกติได
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หากไดรับในระยะเวลานานพอโดยอาจมีฤทธิ ์ antioxidant เปนกลไกสวนหนึง่ แตก็ยังอาจมีกลไก
อ่ืน ๆ ที่เกีย่วของอีกจงึเปนทีน่าสนใจทีจ่ะมีการศึกษาเพื่อพัฒนาอีซีเอ 233 ไปเปนอาหารบํารุง
สมอง (nootropic drugs)  ผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ (health supplements)  รวมถึงพฒันาไปเปน
ยาในผูที่ภาวะสมองเส่ือม 
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ผลขอมูลดิบ (RAW DATA) 
จํานวนหนูที่รอดชีวิตจากเทคนิคการผาตัดดวยเทคนิค 2VO ในแตละกลุม 

Survival data of 2VO 

Group No.Initial mice No.survival mice No.death % survied 

5.CMC+2VO+CMC 17 10 7 58 

6.ECa+2VO+CMC 15 11 4 73 

7.CMC+2V0+ECa 27 10 17 37 

8.ECa+2VO+ECa 14 10 4 71 
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