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ผิดปกติจากยา cisplatin ในหนูแรท (EFFECT OF CURCUMIN ON CISPLATIN-
INDUCED NEUROPATHY IN RATS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. นพ. สิทธิพร แอก
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Cisplatin เป็นยาที่ใช้รักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ผลข้างเคียงที่ส าคัญอย่างหนึ่งคือ ความ
ผิดปกติของระบบประสาทสว่นปลาย (peripheral neuropathy) ยังไม่มีวิธีการป้องกันหรือรักษาที่มี
ประสิทธิภาพส าหรับภาวะนี้ Curcumin เป็นสารโพลีฟีนอลในรากของขมิ้นชัน (Curcuma longa) มี
ฤทธ์ิต้าน oxidative stress และต้านการอักเสบ โดยแสดงผลดีต่อโรคทางระบบประสาทหลายโรค 
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ curcumin ขนาด 500 mg/kg/day ต่อภาวะ 
neuropathy ในหนูที่ได้รับ cisplatin ขนาดสะสม 20 mg/kg ในระยะเวลา 5 สัปดาห์ ผลการศึกษา
พบว่า cisplatin มีผลท าให้น้ าหนักตัวหนูลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และ curcumin ไม่มีผลต่อ
ภาวะนี ้ผลการทดสอบการรบัความรูส้ึกร้อนทีฝ่่าเท้าหลงัของหนูด้วย hot plate พบว่า cisplatin ท า
ให้เกิดการสูญเสียต่อการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหลังของหนู และ curcumin ไม่มีผลต่อภาวะนี้ การ
วัดความเร็วของการน ากระแสประสาท motor ที่เสน้ประสาท sciatic พบว่า cisplatin มีผลท าให้ค่า
นี้ลดลง และในกลุ่มที่ได้ curcumin ร่วมด้วยมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ จากการท า 
nerve morphometry เพื่อดูลักษณะทางโครงสร้าง พบว่า curcumin สามารถป้องกันการหดตัว
ของ axon diameter และช่วยลดการเพิ่มข้ึนของ fiber density ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
เทียบกับกลุ่ม cisplatin แต่ไม่สามารถช่วยลดการบางลงของ myelin sheath ในส่วนของการศึกษา 
L4 DRG morphometry พบว่า cisplatin ท าให้เกิดการหดตัวของ nucleus และ nucleolus 
รวมทั้งการลดจ านวนของ DRG neuron curcumin ช่วยลดการหดตัวนี้ได้อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบ
กับกลุ่ม cisplatin แต่ไม่มีผลต่อจ านวน DRG ที่ลดลง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า curcumin 
สามารถป้องกันความผิดปกติทางโครงสร้างของเส้นประสาทและปมประสาท ความผิดปกติในการรับ
ความรู้สึกและการน ากระแสประสาทสั่งการที่ขาหลังที่เกิดจาก  cisplatin ได้ ส าหรับกลไกของ 
curcumin เกี่ยวข้องกับ oxidative stress หรือไม่คงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
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THANTHAWAT CHAROENSAP: EFFECT OF CURCUMIN ON CISPLATIN-INDUCED 
NEUROPATHY IN RATS. ADVISOR: ASSOC. PROF. SITHIPORN AGTHONG, M.D., pp. 

Cisplatin has been used as an anti-neoplastic agent against cancers of several 
organs. One of its major side effects is peripheral neuropathy. So far, there is no effective 
prevention or treatment for this side effect of cisplatin. Curcumin is a polyphenol in the 
root of Curcuma longa with the anti-oxidant and anti-inflsammatory properties. It shows 
beneficial effects in several neurological diseases. The main objective of this study was to 
investigate the effect of curcumin (500 mg/kg/day) on cisplatin-induced neuropathy in rats. 
Twenty mg/kg of cisplatin was administered intraperitoneally twice a week for five 
consecutive weeks to induce neuropathy. 

The results showed that the body weight of cisplatin-treated rats became 
significantly lower than the controls and curcumin had no effects. Results of the hot plate 
test, showed that cisplatin caused significantly prolonged heat latency and curcumin had 
no significant effects. In the evaluation of motor nerve conduction velocity (MNCV), 
cisplatin reduced the sciatic MNCV and curcumin tended to increase the MNCV. The 
morphometric data of sciatic nerve showed that curcumin significantly corrected axon 
diameter reduction and increased fiber density caused by cisplatin with no significant 
effect on decreased myelin thickness. L4 DRG morphometric study demonstrated that 
curcumin significantly improved the shrinkage of nucleus and nucleolus of DRG neuron. 
However, the lower number of DRG neurons was not affected by curcumin. 

The above data showed that curcumin likely had protective effects on 
morphological changes in DRG neurons and sciatic nerve, prolonged heat latency and slow 
MNCV caused by cisplatin. Whether these beneficial effects of curcumin are related to 
reduce oxidative stress remain to be investigated. 
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บทที ่1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 Cisplatin เป็นยาที่น ามาใช้ในการรักษาโรคมะเร็งอย่างกว้างขวาง ผลข้างเคียงที่ส าคัญอย่าง
หนึ่งของยานี้คือ การเกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลายที่ส่งผลต่อการรับความรู้สึก 
(sensory neuropathy) และยังเป็นสาเหตุที่ท าให้ผู้ป่วยไม่สามารถทนต่อขนาดยาตามมาตรฐานได้ 
ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งแย่ลงและเกิดผลข้างเคียงที่รบกวนคุณภาพชีวิต ดังนั้นจึงมี
ความพยายามในการศึกษาเพื่อลดผลข้างเคียงดังกล่าว ในงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า การได้รับยา 
cisplatin จะกระตุ้นท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ในระบบประสาทส่วนปลาย ซึ่งภาวะนี้ท าให้
เกิดการท าลายโมเลกุลที่ส าคัญในเซลล์และส่งผลต่อการท างานของเซลล์ประสาท ได้มีการทดลองให้
สาร antioxidants ที่ช่วยลดภาวะ oxidative stress และพบว่าสามารถรักษาผลข้างเคียงของ 
cisplatin ต่อเส้นประสาทได้ เช่น วิตามินอีซึ่งอยู่ในข้ันทดสอบการรักษาในมนุษย์ หลักฐานเหล่านี้
บ่งช้ีว่าภาวะ oxidative stress น่าจะมีบทบาทส าคัญต่อการเกิดภาวะ neuropathy จาก cisplatin 
โดย curcumin เป็นสารกลุ่ม polyphenol ที่สกัดจากรากของขมิ้นชัน (Curcuma longa) ที่มีฤทธ์ิ
ลดการอักเสบ ต่อต้านการเกิดมะเร็ง และลดภาวะ oxidative stress และจากการศึกษาพบว่าให้ผลดี
ต่อโรคระบบประสาท เช่น Alzheimer disease, Parkinson disease เป็นต้น ดังนั้นจากประโยชน์
ข้างต้น curcumin น่าจะมีผลดีต่อ sensory neuropathy ที่เกิดจากการใช้ยา cisplatin อีกทั้ง
งานวิจัยที่ผ่านมาได้พบว่า curcumin มีความปลอดภัยต่อสัตว์ทดลองและมนุษย์ และมีราคาถูก
สามารถหาได้ง่ายเนื่องจากขมิ้นชันเป็นพืชสมุนไพรพื้นบ้านที่พบได้ทั่วไปในประเทศไทย 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

         เพื่อศึกษาผลของ curcumin ต่อความผิดปกติด้านหน้าที่และโครงสร้างของระบบประสาท
ส่วนปลายจากการได้รับยา cisplatin 
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กรอบแนวคิดในการวิจัย (Conceptual framework)       

                                                          Cisplatin 

 
                                            Oxidative stress 
  

                                                              PNS 

 

                           Functional abnormalities        Structural abnormalities 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  

 หากพบว่า curcumin มีผลดีต่อภาวะ neuropathy จากการใช้ยา cisplatin จะเป็นพื้นฐาน
ในการพัฒนา curcumin ส าหรับการรักษาภาวะนี้ในมนุษย์ต่อไป 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 การทดลองในสัตว์ทดลอง 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

 

ตารางปฏิบัติงาน 

ระยะเวลา (เดือน) 

1-2 3-4 5-6 7-9 10-12 

ค้นคว้างานวิจัยที่เกี่ยวข้อง      

เขียนและสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์      

ทดสอบฤทธ์ิของ curcumin ในสัตว์ทดลอง      

วิเคราะห์ผลและสรุปผลการทดลอง      

เขียนและสอบวิทยานิพนธ์      

Curcumin 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

Cisplatin 

 Cisplatin (cis – diaminodichloroplatinum หรือ CDDP) ถูกสังเคราะห์ข้ึนครั้งแรกในปี 
1845 โดย Peyrone หลังจากนั้นในปี 1965 Rosenberg ได้พบว่า cisplatin มีผลในการยับยั้งการ
แบ่งตัวของ Eschericia coli ซึ่งได้ท าการทดลองโดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ปล่อยจากข้ัวกระตุ้นไฟฟ้าของ
แพลทินัม (platinum) ผ่านอาหารเหลว [1] หลังจากนั้น cisplatin ได้เป็นยาที่รู้จักกันอย่าง
กว้างขวางในการใช้รักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ได้แก่  มะเร็งปอด มะเร็งศีรษะและคอ มะเร็งอัณฑะ 
มะเร็งรังไข่ มะเร็งเต้านม และมะเร็งกลอ่งเสียง เป็นต้น [2] ผลข้างเคียงทางคลินิกที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่
เกิดจากการใช้ยา cisplatin ที่ท าให้ผู้ป่วยไม่สามารถทนต่อขนาดยาตามมาตรฐานได้คือการเกิดความ
ผิดปกติของระบบประสาทส่วนปลาย (peripheral neuropathy) [3, 4] 

กลไกการออกฤทธิ์ (Mechanism of action) 

 Cisplatin เป็นยาที่เปน็อนุพนัธ์ของแพลทนิัม โดยมีส่วนประกอบของ NH3และกลุ่มคลอไรด์ (Cl-) 
             

 
รูป 1 โครงสร้างโมเลกลุของ cisplatin 

 

 โดยพบว่า cisplatin สามารถเข้าสู่ภายในเซลล์โดยกระบวนการ passive diffusion ซึ่งเกิด
จากการที่ภายนอกเซลล์ มีปริมาณคลอไรด์ไอออนมากกว่าภายในเซลล์ ท าให้เกิดการแพร่ผ่านเข้าไป
ได้ นอกจากนี้ยังอาจผ่านเข้าไปโดยอาศัย copper transporter อีกด้วย [5] เมื่อ cisplatin เข้าสู่
ภายในเซลล์ ก็จะมีการเปลี่ยนรูปเป็น aqueous จากการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis โดยเกิดการ
แลกเปลี่ยนโมเลกุลระหว่างคลอไรด์ไอออนกับน้ า [6, 7] หลังจากนั้นaqueous form ของ cisplatin 
จะเข้าไปมีผลโดยตรงต่อ DNA ในนิวเคลียส โดยจะเข้าไปสร้างพันธะโควาเลนท์(covalent bond)ท า
ให้เกิดintra-strand และ inter-strand cross-links ที่บริเวณต าแหน่ง N-7 ของ guanines และ 
adenine ท าให้เกิด DNA damage และเกิดapoptosis ของเซลล์มะเร็ง [8, 9]  
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ผลข้างเคียง (Side effect) 

 จากการวิจัยที่ผ่านมาพบว่าหลังจากทีใ่ห้ cisplatin เข้าทางหลอดเลือดแล้ว จะมีการกระจาย
ไปตามอวัยวะต่างๆในร่างกายโดยจะพบเป็นปริมาณมากที่บริเวณไต , ตับ, รังไข่, อัณฑะ, ผิวหนัง, 
กระดูก รวมทั้ง dorsal root ganglion (DRG) [9] ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดผลข้างเคียงในหลายด้าน 
เช่น nephrotoxicity [10] ototoxicity [11] และ peripheral neuropathy [2] 

Nephrotoxicity 

 จากการที่มี cisplatin สะสมมากที่บริเวณไตก่อให้เกิดความผิดปกติต่อการท างานของไต จน
อาจถึงข้ันไตวาย (renal failure)และจากการศึกษา morphology พบว่าเกิดnecrosis ที่บริเวณ 
terminal portion ของproximal tubule และ เกิด apoptosis ที่distal nephron [10] ปัจจุบัน
สามารถลดผลข้างเคียงของ cisplatin ที่ส่งผลต่อไตได้โดยการท าให้เกิดhydrationร่วมกับการใช้ยา
กลุ่มdiuretics และserotonin receptor antagonist [12] 

Ototoxicity 

ผลข้างเคียงของ cisplatin ท าให้เกิดพยาธิสภาพที่ส าคัญต่อเส้นประสาทที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้อง
กับการได้ยิน โดยท าให้เกิดการสูญเสียการได้ยินในช่วงความถ่ีสูงและส่งผลจนถึงช่วงความถ่ีในระดับ
เดียวกับการพูด [13] และยังส่งผลให้ผู้ป่วยเกิดภาวะ tinnitus ทั้งแบบ transient และแบบ 
permanent [14] 

 
Cisplatin-induced neuropathy 

 จากการศึกษาพบว่า cisplatin สะสมใน DRG มากกว่าใน nerve, spinal cord และ brain 
[9, 15] โดยกลไกที่ท าให้เกิด cisplatin-induced neuropathy เป็นผลจาก DNA damage และจาก
โครงสร้างของ DNA ที่ผิดรูปท าให้ cell cycleมีความผิดปกติและท าให้เกิด apoptosis ของDRG 
neuron โดยผ่านกลไก re-entry ของ cell cycle [16, 17] โดยมีการกระตุ้นการแสดงออกของp53 
ซึ่งเป็นโปรตีนท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ cell cycle ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ cell cycle แล้วไปท าให้เกิดการย้ายของ Bax ไปที่ mitochondria ท าให้มีการ
ปล่อย Cytochrome C ออกมาจาก mitochondria มากระตุ้นcaspase ต่างๆแล้วน าไปสู่ 
apoptosis [18] และยังพบว่า DRG neuronal apoptosis ที่เกิดจาก cisplatin น่าจะเกี่ยวข้องกับ
การกระตุ้นเอนไซม์ในกลุ่ม mitogen-activated protein kinases (MAPKs) โดยกระตุ้นผ่าน p38 
และ extracellular signal- regulated kinase (ERK) [19] จากการศึกษาเมื่อไม่นานมานี้พบว่า
นอกจากมีผลต่อ nuclear DNA ของ neuron ข้างต้นแล้ว cisplatin ยังมีผลต่อ mitochondrial 
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DNA เช่นเดียวกัน โดย mitochondrial DNA damage ท าให้การสร้างพลังงานจาก mitochondria 
ลดลง neuron ซึ่งเป็นเซลล์ที่ต้องการพลังงานในการขนส่งสารผ่าน axon รวมทั้งการสื่อสารผ่าน 
synapse โดยใช้ neurotransmitter ก็จะบกพร่องและจากการศึกษาพบว่า cisplatin-induced 
neuropathy ท าให้การขนส่งสารต่างๆภายใน  axon (axonal transport) ลดลงทั้งในทิศทาง 
anterograde และ retrograde [20] นอกจากนี้การที่ transcription ของ nuclear DNA เสียไป
จากที่ cisplatin ไปจับก็ยังท าให้การสังเคราะห์โปรตีนต่างๆ ที่จ าเป็นต่อการท างานของเซลล์เสียไป 
[21] นอกจากกลไกข้างต้น cisplatin ยังส่งผลเสียต่อ neuron โดยการไปเพิ่มภาวะ oxidative 
stress ทั้งนี้เนื่องจากในการศึกษาผลของ vitamin E ซึ่งเป็น antioxidant พบว่ามีผลดีต่อภาวะ 
cisplatin neuropathy ทั้งในคนและสัตว์ทดลอง [22, 23] 

Cisplatin-induced neuropathy ในมนุษย์ 

 Sensory neuropathy เป็นอาการข้างเคียงที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยที่รักษามะเร็งด้วยยา 
cisplatin [24] ลักษณะของ cisplatin neuropathy ในคนที่พบบ่อยที่สุดคือ distal symmetrical 
polyneuropathy คือเป็นมากที่ปลายมือปลายเท้า เป็นทั้งสองข้างใกล้เคียงกันและ เป็นกับ
เส้นประสาทหลายเส้นพร้อมๆ กัน [25, 26] อาการชาปลายมือปลายเท้า เป็นลักษณะคล้ายใส่ถุงมือ-
ถุงเท้า (glove-stocking pattern) อาจจะปรากฏหลังเริ่มการรักษามาได้ระยะหนึ่งและจะมีอาการ
มากขึ้นเมื่อผู้ป่วยได้รับการรักษามาได้หลายเดือนหรือหลังสิ้นสุดการรักษาและเมื่อตรวจร่างกายมัก
พบว่าเกิดabnormal sensation เช่น paresthesia, รับรู้ vibration ได้ลดลง ,รับรู้ joint position 
ได้ลดลง และการลดลงหรอืหายไปของ deep tendon reflexes [25] นอกจากนี้ยังพบการลดลงของ 
sensory nerve conduction amplitude และ velocity แต่ไม่มีอาการอ่อนแรงของกล้ามเนื้อ [27] 
เมื่อท า biopsy ของเส้นประสาท sural มาตรวจทางพยาธิวิทยา พบว่ามีการหายไปของ 
myelinated fiber ขนาดใหญ่ [26] ดังนั้นการเกิดneuropathyจึงเป็นเหตุผลส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยไม่
สามารถรับยา cisplatin ได้ต่อเนื่อง ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งลดลง 
 
Cisplatin-induced neuropathy ในสัตว์ทดลอง 

 การศึกษาพบว่าหนูที่ได้รับยา cisplatin มีความไวในการรับรู้ต่อความร้อนน้อยลง แต่เกิด
ความเจ็บปวดต่อ mechanical stimuli (mechanical allodynia) ได้  [28-34] และจากการศึกษา 
motor และ proprioceptive function โดยใช้ rota-rod test ก็พบว่ามีความผิดปกติด้วย [30, 35] 
Motor nerve conduction velocity อาจลดลงได้ในกรณีได้ขนาดยา cisplatin ที่สูง [34, 35] แต่
เมื่อเทียบกับขนาดยาที่ต่ ากว่าอาจไม่พบการลดลงของ Motor nerve conduction velocity [32, 
36] ในส่วนของโครงสร้าง DRG พบว่ามี atrophy ของ cell body, nucleus และ nucleolus [28, 
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29, 33, 34, 37-39] แต่การลดลงของจ านวน DRG neuron นั้นยังไม่ชัดเจน โดยมีรายงานว่าพบการ
ลดลงหลังได้รับยา cisplatin แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ [34, 39] ส่วนโครงสร้างของ nerve พบมีการ
ลดขนาดของ myelinated fiber และมีการลดลงเล็กน้อยของจ านวน myelinated fiber [28, 34, 
37, 39] 
 สรุปได้ว่า cisplatin มีผลต่อระบบประสาทส่วนปลาย โดยเฉพาะ ต่อ DRG neuron ซึ่งเป็น 
sensory neuron เป็นหลัก ท าให้ผู้ป่วยเกิดภาวะ sensory neuropathy จนส่งผลเสียต่อการรักษา
มะเร็ง ดังนั้นการรักษา cisplatin-induced neuropathy จึงมีความจ าเป็นอย่างมาก ซึ่งต้องอาศัย
ความรู้เกี่ยวกับ molecular mechanism ของการเกิดภาวะนี้ ปัจจุบันมีหลักฐานมากข้ึนแสดงว่า 
oxidative stress มีบทบาทส าคัญในภาวะนี้ [40]  

Oxidative stress  

Oxidative stress คือภาวะของความไม่สมดุลระหว่างการเกิด  reactive oxygen species 
(ROS) และกระบวนการป้องกันอันตรายจาก ROS ในเซลล์หรือร่างกายโดยเอนไซม์และสารต้าน
ออกซิเดชัน (antioxidant) 

ROS เกิดจากกระบวนการ metabolism โดยเฉพาะจากการสร้าง ATP ด้วยกระบวนการ 
electron transport chain ที่ mitochondria เมื่อมี electron leakage เกิดข้ึน จะเกิดการจับ
ระหว่าง electron กับ oxygen (O2)  เกิดเป็น superoxide anion radical (O2

•-) ซึ่งเป็น ROS ตัว
แรกที่มีคุณสมบัติเป็น oxidizing agent และเมื่อมีการเกิดหรือเพิ่มข้ึนของ ROS ในร่างกาย จะเกิด
กระบวนการที่ช่วยควบคุมปริมาณของ ROS ซึ่งมีกลไกหลักอยู่ 2 กลไก ได้แก่  

1) Enzymatic system เอนไซม์ทีส าคัญได้แก่ superoxide dismutase (SOD) โดยจะท า
หน้าที่ขจัด โดยการเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน O2

•- ให้เป็น hydrogen peroxide (H2O2) และ oxygen (O2)   
ดังสมการต่อไปนี้  

2 O2
•- + 2H+        SOD  H2O2 + O2 

ซึ่ง H2O2 จะถูกก าจัดต่อโดยเอนไซม์ catalase (CAT) โดยการเปลี่ยน H2O2 เป็นโมเลกุลของน้ า และ
ออกซิเจน และ เอนไซม์ glutathione peroxidase (GPx) ที่มี glutathione (GSH) เป็นตัวร่วมใน
ปฏิกิริยา ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน H2O2 เพื่อให้ได้โมเลกุลของน้ าและออกซิเจน [41, 42]  

2) Non-enzymatic system ได้แก่ antioxidant ต่างๆ เช่น vitamin C, vitamin E และ 
GSH (41) พบว่า vitamin C สามารถก าจัด ROS ได้โดยจะเข้าไปท าปฏิกิริยากับ H2O2 และ 
hydroxyl radical (OH•) [43] นอกจากนี้ vitamin C หรือ ascorbic acid (AH) ยังช่วยเสริม
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ประสิทธิภาพการท างานของ vitamin E อีกด้วย โดยจะช่วยเปลี่ยน α-tocopherol• (TO•) ให้

กลับไปเป็น α-tocopherol (TOH) ให้สามารถท างานได้ ดังสมการต่อไปนี้ [44] และสุดท้าย GSH 
จะช่วยให้ vitamin C กลับมาอยู่ในรูป active form ได้อีกครั้ง 

                      TO•+ AH-                                   TOH + A• 

ในส่วนของ vitamin E ก าจัดจัด ROS โดยเป็นตัวให้ไฮโดรเจนแก่ peroxyl radical (LOO•) ดัง
สมการต่อไปนี้ [43]  

α- tocopherol + LOO•                                   α- tocopherol• + LOOH 

และอนุมูล α- tocopherol• ที่เกิดข้ึน สามารถท าปฏิกิริยากับ peroxyl radical ตัวอื่นท าให้ได้ 

LOO-α- tocopherol ส่งผลให้ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันหยุดลง ท าให้ป้องกันการท าลายของ
เยื่อหุ้มเซลล์จากปฏิกิริยาดังกล่าวได้  

นอกจากนี้ยังสามารถแบ่งชนิดของ antioxidant ได้ตามกลไกดังต่อไปนี้ [43] 

1. Preventive antioxidant ป้องกันการเกิด ROS 

2. Scavenging antioxidant ท าลายหรือยับยั้ง ROS ที่เกิดข้ึน 

3. Chain breaking antioxidant ท าให้ลูกโซ่ของการเกิด ROS สิ้นสุดลง 

 นอกจากนี้ เมื่อ O2
•-   ท าปฏิกิริยากับ H2O2 เกิดเป็น hydroxyl radical (OH•) เรียก

ปฏิกิริยานี้ว่า Haber-Weiss reaction   ดังสมการต่อไปนี้ 

O2
•- + H2O2 + H+    OH• + O2 + + H2O 

Fenton reaction เกิดจากการท าปฏิกิริยากันระหว่าง reduced transition metal ion 
เช่น Fe2+, Cu1+ กับ H2O2 ก็จะท าให้ได้ hydroxyl radical (OH•) ดังสมการต่อไปนี้  

Fe2+ + H2O2          Fe3+ + OH• + OH- 

 โดย hydroxyl radical (OH•) ที่เกิดข้ึนจากสองปฏิกิริยาเป็น ROS ที่ส าคัญที่สุดในการ
ท าลายโครงสร้างของเซลล์ ในกรณีโปรตีน กรดอะมิโนที่ไวต่อภาวะ oxidative stress มากที่สุด คือ 
cysteine และ methionine นอกจากนี้โปรตีนที่มี –SH group ยังไวต่อการท าปฏิกิริยากับ 
hydrogen peroxide อีกด้วย ซึ่งโปรตีนที่ได้รับความเสียหายจาก ROS อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงที่
กรดอะมิโนบางตัวหรืออาจมีการเปลี่ยนแปลงในโครงสร้าง tertiary ของโปรตีนหรืออาจน าไปสู่การ
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ท าลายโปรตีนนั้นๆ ได้ ท าให้เกิดการเสียหน้าที่ของเอนไซม์ซึ่งส่งผลต่อการท างานของเซลล์ โปรตีนที่
เกิด oxidative damage นี้สามารถตรวจพบได้ในรูป เช่น aldehyde หรือ carbonyl [45, 46]  

ส าหรับไขมันที่ไวต่อการท าลายจาก ROS ได้แก่ polyunsaturated fatty acids ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบส าคัญใน phospholipid ของเยื่อหุ้มเซลล์และ organelle รวมทั้ง myelin sheath ใน
ระบบประสาทด้วย ซึ่งเมื่อท าปฏิกิริยาแล้วจะได้ peroxyl radicals (ROO•) ซึ่งจะท าปฏิกิริยา 
peroxidation เป็นลูกโซ่ (chain reaction) กับกรดไขมันข้างเคียงต่อเนื่องไปเรื่อยๆ สาร 
antioxidant ที่สามารถหยุดกระบวนการนี้ได้จึงเรียกว่าเป็น chain-breaking antioxidant ปฏิกิริยา
ดังกล่าวนี้ท าให้เกิด lipid hydroperoxide และมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นสารกลุ่ม aldehyde หรือ 
endoperoxide ได้ โดยผลผลิตของ oxidative damage ต่อไขมันที่ส าคัญ คือ malondialdehyde 
(MDA), 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) และ 4-oxo-2-nonenal (ONE) ซึ่งเรียกว่าเป็น lipid 
peroxidation products [45, 46] 

ในกรณีของความเสียหายที่เกิดกับ DNA กลไกการท าลายเกิดจาก ROS ท าปฏิกิริยากับเบส 
หรือ การเกิด DNA strand break หรือการเปลี่ยนแปลงของน้ าตาล deoxyribose หรือ cross-
linkage ของ DNA กับโปรตีน รวมไปถึงความเสียหายต่อระบบการซ่อมแซมตัวเองของ DNA เบสจะ
ถูกออกซิไดส์ได้เป็น 8-hydroxyguanosine (8-OH-G), 8-hydroxyadenine ซึ่งความเสียหายต่อ 
DNA หากไม่มีการซ่อมแซมโดยเอนไซม์จะท าให้การจับคู่เบสเปลี่ยนจาก Guanine-Cytosine (GC) 
เป็น Thymin-Adenine (TA) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิดเนื้องอกหรือมะเร็งได้ [45-47] สามารถสรุปการ
เกิด ROS และผลต่อโครงสร้างในเซลล์ได้ในรูป 2 
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    O2    

        Mitochondria electron transport                                                                                              

                             O2
•-                GR            

                                                   SOD      GSH                 GSSG 

        H2O          CAT                 H2O2                  GPx   H2O 

                      O2
•-     Fe2+    Haber-Weiss และ Fenton reaction 

                

   OH 

 DNA/RNA damage        Protein damage    Lipid peroxidation 

                                                                                                                                                                           

รูป 2 แสดงกลไกการเกิดและการก าจัด ROS โดย enzymatic system 

(SOD = superoxide dismutase, CAT = catalase, GPx = glutathione peroxidase, GSH = glutathione, 
GSSG = glutathione disulide, GR = glutathione reductase) 

Oxidative stress และ cisplatin 

 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการเกิด oxidative stress จากการใช้ยา cisplatin มีผลท าให้
มีการเพิ่มข้ึนของ ROS เช่น superoxide anion ซึ่งมีผลท าให้มีการเพิ่มของ lipid peroxidation 
และการลดลงของระดับ enzymatic antioxidant เช่น catalase และ glutathione peroxidase 
แล้วชักน าให้เกิดความเสียหายต่อเซลลแ์ละสว่นประกอบต่างๆเช่น โปรตีน,ไขมันและกรดนิวคลีอิก ทั้ง
ใน in vitro และ in vivo [48-50] และแม้ว่ากลไกการเกิด neuropathy ที่เกิดจาก cisplatin จะยัง
ไม่สามารถสรุปได้ชัดเจน [4] แต่มีหลักฐานบ่งช้ีว่ากลไกหนึ่งที่อาจมีส่วนเกี่ยวข้องคือภาวะ oxidative 
stress [40] จากการทดลองเพาะเลี้ยง DRG neuron ที่ได้รับ cisplatin พบว่ามี ความเสียหายต่อ 
mitochondria เป็นผลท าให้เกิดภาวะ oxidative stress เพิ่มมากข้ึน ท าให้มีการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของ mitochondria รวมทั้งจ านวนของ DRG neuron กับ Schwann cell ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ [51] และจากงานวิจัยที่ผ่านมาก็พบว่ามีการใช้ antioxidant เช่น vitamin C [52], 
vitamin E [53, 54] และglutathione [55, 56] พบว่ามีผลดีต่อการลดภาวะ cisplatin 
neuropathy ทั้งในมนุษย์และสัตว์ทดลอง ดังนั้นภาวะ oxidative stress น่าจะมีบทบาทส าคัญใน



 

 

10 

การเกิดภาวะ neuropathy จาก cisplatin ดังนั้นการใช้ยากลุ่ม antioxidant ก็น่าจะส่งผลดีต่อ
ภาวะ neuropathy จาก cisplatin  

Curcumin 

Curcumin เป็นสารในกลุ่ม curcuminoids ซึ่งสกัดได้จากเหง้าของขมิ้นชันที่มี ช่ือทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Curcuma longa Linn อยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ซึ่งเป็นวงศ์เดียวกับพืชตระกูลขิง 
หรือข่า ซึ่งเป็นสมุนไพรที่คนไทยรู้จักดี หาซื้อง่าย ถูกน ามาใช้ประกอบอาหาร ใช้เป็นส่วนประกอบ
ของเครื่องส าอาง รวมทั้งใช้เป็นยารักษาโรคเป็นเวลายาวนาน ปัจจุบันขมิ้นชันได้ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม
สมุนไพรในงานสาธารณสุขมูลฐาน ซึ่งมีการรณรงค์ให้ปลูกและใช้ภายในครัวเรือน ตามต ารา
การแพทย์แผนไทยโบราณ ขมิ้นชันได้มีการใช้รักษาโรคหลายชนิด เช่น ใช้ในการรักษาบาดแผล โรค
ผิวหนัง โรคติดเช้ือทางตา โรคระบบทางเดินหายใจ และโรคระบบทางเดินอาหาร  

ในขมิ้นชันมีส่วนประกอบหลัก 2 ชนิด คือ turmeric oil และ curcuminoids ซึ่งในส่วน 
curcuminoids ที่พบมีปริมาณมากสุดคิดเป็น 3-5 %  ของสารที่สกัดได้จากเหง้าของขมิ้นชัน 
ประกอบด้ วยสารหลั ก  3 ชนิด ได้ แก่  curcumin, dimethoxycurcumin และ 
bisdemethoxycurcumin จากการวิจัยที่ผ่านมาพบว่า curcumin เป็นสารประกอบโพลีฟีนอล 
(Polyphenol) ชนิด  lipophilic polyphenol ซึ่งไม่สามารถละลายน้ าได้ แต่ละลายได้ดีใน
สารละลายอินทรีย์ เช่น methanol, ethanol, dimethylsulfoxide และ acetone  มีลักษณะเป็น
สีเหลืองสด อยู่ในรูป Enol และ Keto มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 368.38 มีสูตรโครงสร้างคือ 
C21H20O6  (รูป 3) [57-59] 

 

รูป 3 แสดงลักษณะโครงสร้างของ Curcumin ในรูป Enol และ Keto 
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มีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของ curcumin ทั้งในห้องปฏิบัติการ ในสัตว์ทดลอง รวมถึงในมนุษย์ โดย
พบว่า curcumin มีฤทธ์ิเป็น antioxidant ที่ดี นอกจากนี้ยังมีฤทธ์ิยับยั้งการอักเสบ ฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรีย และมีฤทธ์ิยับยั้งมะเร็ง เป็นต้น  

ฤทธ์ิ antioxidant พบว่ามีความสัมพันธ์กับโครงสร้างทางเคมีของ curcuminoids ซึ่ง
ประกอบด้วย methoxylated phenols 2 ตัว เช่ือมกันด้วย alpha/beta unsaturated carbonyl 
groups ซึ่งอยู่ในรูปของ enol-form [57] นอกจากนี้ยังพบว่า curcumin มีฤทธ์ิในการยับยั้งปฏิกิริยา 
lipid peroxidation [60] และมีรายงานว่า curcumin มีความสามารถในการจับ ROS หลายชนิดที่
สร้างโดย macrophages เช่น superoxide anion, hydrogen peroxide และ nitric oxide 
radicals ทั้งในการทดสอบทางห้องปฏิบัติการ และในสัตว์ทดลอง [61] และยังพบว่า curcumin มี
ฤทธ์ิเพิ่มการท างานของ SOD และเพิ่มระดับ glutathione peroxidase [62, 63] 

 ฤทธ์ิยับยั้งการอักเสบ การทดสอบในสัตว์ทดลองพบว่า curcumin มีฤทธ์ิยับยั้งการอักเสบ
เนื่องจากการกระตุ้นด้วย carrageenan ในหนูทดลอง ซึ่งมีความสามารถเทียบเท่ากับยาลดการ
อักเสบชนิด phenylbutazone [64] นอกจากนี้ curcumin ยังมีฤทธ์ิในการยับยั้ง 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) และ arachidonic acid ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการ
อักเสบบริเวณผิวหนังในหนูทดลอง [65] curcumin มีฤทธ์ิในการยับยั้งการสร้าง prostaglandin E2 
ซึ่งเป็นสารที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ [66] นอกจากนี้ยังพบว่า curcumin สามารถยับยั้ง enzymeที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบ เช่น 5- lipo-oxygenase , 12- lipo-oxygenase และ cyclo-oxygenase 
(COX) และการยับยั้งสารพวก cytokines เช่น IL1 , IL6 และTNF-α ท าให้การอักเสบลดลง [67, 
68] 

 ฤทธ์ิยับยั้งมะเร็ง มีการศึกษาฤทธ์ิของ curcumin ต่อการยับยั้งมะเร็งของอวัยวะต่างๆ เช่น 
skin, breast, colon, pancreas, prostate gland, ovary และ head and neck, โดยพบว่า 
curcumin มีฤทธ์ิในการยับยั้ง cell proliferation และกระตุ้นให้เกิด apoptosis ใน cancer cell 
(61) และยังพบว่า curcumin มีความสามารถในการยับยั้ง UV irradiation ซึ่งกระตุ้นให้เกิด DNA 
mutagenesis [69] และมีรายงานพบว่า curcumin มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเกิดมะเร็งหลายชนิดใน
สัตว์ทดลอง เช่น oral cancer, breast carcinoma และ intestinal tumors [61] และ curcumin 
สามารถยับยั้งการแบ่งเซลล์ของเซลล์มะเร็งได้ โดยไปกระตุ้นการท างานของโปรตีน p53 ท าให้
เซลล์มะเร็งถูกยับยั้งหรือตายไป [59, 67] 
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Curcumin กับ ระบบประสาท   

 พบว่า curcumin ยังสามารถใช้ในรักษาโรคทางระบบประสาทบางโรคที่เกี่ยวข้องกับภาวะ 
oxidative stress ได้ เช่น Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease , และ โรคหลอดเลือด
สมอง (stroke) [70] 

ในกรณีของ Alzheimer’s disease ซึ่งเป็นโรคที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์ประสาทที่มี
การสะสมของ neurofibrillary tangles (NFTs) และ senile plaques ที่สร้างจาก β-amyloid 

(Aβ) peptide ที่บริเวณส่วนของ hippocampus [71] จากการศึกษาทั้งใน in vitro และ in vivo  

พบว่า curcumin ท าให้ Aβ peptide มีปริมาณลดลง [72, 73] นอกจากนี้เมื่อ Aβ peptide รวมตัว
กับ ฮีโมโกลบิน จะได้เป็น peroxidase ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์ [74] และพบว่า curcumin สามารถ
ต้าน ROS ดังกล่าวได ้ 

 ในส่วนของ Parkinson’s disease เป็นโรคที่เกิดจากสองสาเหตุหลัก คือ 1. เกิดจากการ
เพิ่มข้ึนของ oxidative stress [75] และเกิดmitochondrial dysfunction [76] ท าให้มี ROS 
เกิดข้ึน ส่งผลท าให้เซลล์ประสาทที่สร้าง dopamine ใน substantia nigra เสียหาย จากการศึกษาที่
ผ่านมาพบว่า curcumin สามารถลด ROS ที่เกิดข้ึนได ้[77] 2. เกิดจากสาเหตุของความผิดปกติทาง
พันธุกรรม จะพบความผิดปกติของการสรา้งโปรตีน α- synuclein ท าให้เกิดการสะสมของโปรตีนอยู่

ในเซลล์ประสาท [78] จากการศึกษาพบว่า curcumin สามารถลดการสะสมของโปรตีน α- 
synuclein ได ้[79]  

โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) มีงานวิจัยในมนุษย์ที่พบว่า curcumin สามารถป้องกันสาร 
homocysteine ที่ท าให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อบุผนังหลอดเลือดได้ [80] จากการศึกษาที่ผ่านมา
พบว่า curcumin ไปยับยั้ง ROS ที่เกิดจากภาวะหลอดเลือดในสมองตีบตัน (ischemic stroke) [81]  

นอกจากนี้มีการศึกษาผลของ curcumin ต่อภาวะ spinal cord injury ในหนูพบว่า ในกลุ่ม
ที่ได้รับ curcurmin มีปริมาณ SOD เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ methyprednisolone และ
กลุ่มควบคุม อีกทั้งมีการลดลงของ malondialdehyde (MDA) ที่แสดงถึงการลดลงของ lipid 
peroxidation [82] และงานวิจัยก่อนหน้านี้ยังพบว่า curcumin ไปลดภาวะการเกิด apoptosis 
ของเซลล์ประสาทได้ รวมทั้งลดการสร้าง glia scar โดยไปควบคุมการท างานของ astrocyte และ 
microglia [83] และในการศึกษาภาวะ peripheral neuropathy จากการใช้ยา cisplatin และ 
oxaliplatin ในหนูทดลองพบว่ากลุ่มที่ได้รับ curcumin ร่วมกับยา cisplatin และ oxaliplaitn มี
ปริมาณการสะสมของ platinum compounds น้อยกว่า เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และมีระดับของ 

http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD-%E0%B8%AD%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
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neurotensin ใน plasma ต่ ากว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งระดับของ neurotensin เป็น 
marker หนึ่งในการบ่งช้ีภาวะ peripheral neuropathy [84] 

 จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า curcumin มีฤทธ์ิในการป้องกันและรักษาโรคทางระบบประสาท
หลายโรคที่เกิดจากภาวะ oxidative stress โดยอาศัยคุณสมบัติของ polyphenol ในการเป็นสาร 
antioxidant ที่ดี นอกจากนี้ยังมีการใช้ curcumin ในการรักษาภาวะ peripheral neuropathy ที่
เกิดจากการใช้ยาในกลุ่ม cisplatin อย่างไรก็ตามข้อมูลดังกล่าวยังไม่เพียงพอที่จะใช้ยืนยันฤทธ์ิของ 
curcumin ต่อ cisplatin neuropathy ได้ เนื่องจากผลต่อความผิดปกติด้านหน้าทีย่ังไม่แน่ชัดและยงั
ขาดข้อมูลการวิเคราะห์โครงสร้างของปมประสาทและเส้นประสาท ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาฤทธ์ิของ curcumin ต่อความผิดปกติทั้งด้านหน้าที่และโครงสร้างของ PNS ที่เกิดจากการ
ได้ยา cisplatin ในหนูแรท 

 



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนนิการวิจัย 

การทดลองในสัตว์ทดลอง 
 
กลุ่มประชากรท่ีใช้ในการศึกษา  
          หนูเพศเมียพันธ์ุ Wistar จ านวน 20 ตัว น้ าหนัก 190-220 กรัม จากศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล   
 
รูปแบบการวิจัย 
 การทดลองในสัตว์ 

 

                 Week1       Week2       Week3       Week4       Week5         End 
 
            C                            NSS i.p. 2/wk 
           (n=6)                       2% SCMC oral OD 
 
            P                          cisplatin i.p. 2/wk 
           (n=7)                       2% SCMC oral OD 
 
            S                         cisplatin i.p. 2/wk 
           (n=7)                       curcumin oral OD 
               Hot plate                                Hot plate         Sacrifice 
               NCV                NCV         Morphometry 

 
                                                          

รูป 4 แสดงแผนการทดลอง 
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วิธีการวิจัย 

1.การแบ่งกลุ่มหนู 20 ตัว โดยสุ่มเลือกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 6-7 ตัว คือ 
          กลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุม (control หรือ C) ได้รับการฉีด normal saline ที่เป็น vehicle 
ส าหรับ cisplatin และป้อน vehicle ส าหรับ curcumin คือ 2% sodium carboxy methyl 
cellulose (SCMC)  จ านวน 6 ตัว 
          กลุ่มที่ 2 (P) กลุ่มที่ได้รับการฉีด cisplatin และป้อน SCMC จ านวน 7ตัว 
          กลุ่มที่ 3 (S) กลุ่มที่ได้รับการฉีด cisplatin และป้อน curcumin ที่ละลายใน SCMC จ านวน 7ตัว   
2. สภาพแวดล้อมในการดูแลหนู  

          ช่ังน้ าหนักแรกรับทุกสัปดาห์จนสิ้นสุดการทดลอง ให้หนูได้รับน้ าและอาหารเม็ดส าเร็จรูปใน
ปริมาณที่เพียงพอ ที่อุณหภูมิห้อง 25 องศาเซลเซียส ช่วงเวลากลางคืนและกลางวัน 12/12 ช่ัวโมง 
ทั้งนี้ก่อนเริ่มการวิจัย โครงการได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์ 
ของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยเรียบร้อยแล้ว เลขที่โครงการวิจัย 04/56 และผู้วิจัย
ได้ท าตามหลักเกณฑ์/ค าแนะน า ในการใช้สัตว์ทดลองที่ออกโดยสภาวิจัยแห่งชาติอย่างเคร่งครัด 
3. การฉีดยาหนู  

กลุ่มที่ 1 (C) ได้รับการฉีด normal saline เข้าช่องท้อง 
 กลุ่มที่ 2 (P) ได้รับการฉีด cisplatin ผสมใน normal saline เข้าช่องท้อง 2 mg/kg/ครั้ง
สัปดาห ์ละ   2 ครั้ง ทั้งหมด 5 สัปดาห์ติดต่อกัน รวม dose ที่ได้ทั้งหมด 20 mg/kg                                                                        
 กลุ่มที่ 3 (S) ได้รับการฉีด cisplatin เหมอืนกับกลุม่ P 

 3.1.วิธีการเตรียมยาและสารเคม ี

       ยาและสารเคมีที่ใช้    

      1. Sterile normal saline ส าหรับฉีด 
               2. cisplatin (Pfizer, ขนาด 50 mg in 50 ml) 
               การผสมยา 
               1. cisplatin เจือจางด้วย normal saline ให้ได้ความเข้มข้น 0.25 mg/ml เพื่อฉีดเข้า
ช่องท้องปรมิาตร 8 ml/kg 

4. การให้ curcumin 

กลุ่มที่ 1 (C) ได้รับการป้อน SCMC วันละ 1 ครั้งทางปาก 
 กลุ่มที่ 2 (P) ได้รับการป้อน SCMC วันละ 1 ครั้งทางปาก  
 กลุ่มที่ 3 (S) ได้รับการป้อน curcumin ผสมใน SCMC วันละ 1 ครั้งทางปาก 
           ระยะเวลาทั้งหมด 5 สัปดาห์  
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           4.1.วิธีการเตรียมยาและสารเคมี 
                ยาและสารเคมีที่ใช้    
      1. sodium carboxy methyl cellulose (Sigma, Cat. No. 419273) 
                2. curcumin (Cayman, Cat. No. 81025) 
                การผสมยา 
 1.ละลาย vehicle คือ SCMC ในน้ ากลั่นให้ได้ 2% 

 2.น า curcumin ขนาด 500 mg ละลายใน 2% SCMC 5 ml ส าหรับป้อนปริมาตร 5 
ml/kg เพื่อให้หนูได้ curcumin 500 mg/kg 

 5. Hot plate test 

          Hot plate test เป็นเครื่องมือที่ใช้วัดการรับรู้อุณหภูมิของหนู โดยวางหนูบนแผ่นความร้อน
ที่ควบคุมอุณหภูมิ และจับเวลาต้ังแต่เท้าของหนูสัมผัสบนแผ่นความร้อน และจะหยุดจับเวลาเมื่อหนู
เลียอุ้งเท้าหลัง  
          วิธีทดลอง หนูทุกตัว ในแต่ละกลุ่มจะถูกวางลงบนแผ่นความร้อนที่มีอุณหภูมิ 55 ± 0.5 oC 
น าหนูแต่ละตัวมาท า 3 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกันประมาณ 10 นาที โดยที่ cut-off time เท่ากับ 35 
วินาทีเพื่อป้องกันการบาดเจ็บของเท้า สังเกตพฤติกรรมการเลียอุ้งเท้าของหนู บันทึกเวลาตั้งแต่วาง
หนูลงบนแผ่นความร้อนจนกระทั่งหนูแสดงพฤติกรรมดังกล่าว จากนั้นน าเวลา 3 ครั้ง มาหาค่าเฉลี่ย 
ของหนูตัวนั้นๆ โดยจะท าก่อนให้ยา และที่ 5 สัปดาห์ก่อนสิ้นสุดการทดลอง เปรียบเทียบระยะเวลา
ของหนูกลุ่มต่างๆ ในแต่ละครั้ง          

6. Motor nerve conduction velocity  

 Motor nerve conduction velocity (MNCV) เป็นวิธีการตรวจวัดความสามารถใน
การน ากระแสไฟฟ้าของ motor nerve fiber โดยการทดลองนี้จะท าการวัดค่า MNCV ก่อนการให้ยา
และในสปัดาห์ที่ 5 ก่อนสิ้นสุดการทดลอง 
 วิธีทดลอง หนูที่ใช้ในการทดสอบจะถูกท าให้สลบโดยใช้ 4% isoflurane ผ่าน oxygen 
1000 ml/min หลังจากนั้นลดความเข้มข้นของ isoflurane เป็น 2.5% ผ่าน oxygen 500 ml/min 
เพื่อคงภาวะสลบของหนูและรักษาอุณหภูมิร่างกายของหนูที่ 37 °C ระหว่างการทดสอบหนูอยู่ใน
ลักษณะนอนคว่ าบนแผ่นร้อนที่คลุมด้วยผ้า จากนั้นท าการเสียบ stimulating electrode ที่บริเวณ 
sciatic notch (point 1, รูป 5) ซึ่งอยู่ใกล้บริเวณ sciatic nerve และเสียบ recording electrode 
ที่บริเวณ interosseous space ที่ 2 และ 3 ของขาด้านเดียวกัน ground electrode ถูกเสียบที่ส้น
เท้าที่อยู่ระหว่าง stimulating และ recording electrodes โดย electrodes ทุกตัวถูกเช่ือมต่อกับ
เครื่อง Electromyography (EMG) แล้วท าการกระตุ้นระดับ supramaximal stimulus ที่บริเวณ 
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point 1 และ หลังจากกระตุ้น motor fiber ใน sciatic nerve แล้วกล้ามเนื้อมีการกระตุกซึ่งจะ
บันทึกการตอบสนองได้เป็น Compound muscle action potential (CMAP) ท าการกระตุ้นซ้ า
อย่างน้อย 4 ครั้ง ในหนูแต่ละตัวเพื่อหาค่าเฉลี่ยจากนั้นวัดระยะเวลาตั้งแต่ถูกกระตุ้นจนถึง M wave 
peak ของ CMAP ที่ point1 ที่เรียกว่า latency1 (L1, รูป 6) หลังจากนั้นตรวจดูบาดแผลและทา 
betadine ที่บริเวณบาดแผล แล้วจึงย้าย stimulating electrode จากบริเวณ sciatic notch 
(point 1)ไปเสียบข้าง Achilles tendon (point 2, รูป 5)  ซึ่งอยู่ใกล้กับแขนง tibial ของ sciatic 
nerve ท าการทดสอบซ้ าเหมือนกับ point 1 ข้างต้น ซึ่งจะได้ค่า latency2 (L2, รูป 6)  จากนั้น
ค านวณ MNCV โดยน าระยะทางระหว่าง point 1 และ point 2 หารด้วยผลต่างของ L1 กับ L2 ตาม
สูตรดังต่อไปนี้   

  

รูป 5 แสดงการวางต าแหน่งของ electrode 
 

 
รูป 6 แสดงค่า latency (L) จาก CMAP ทั้งสองต าแหนง่ 

        
MNCV (m/s) = ระยะทางระหว่าง point 1 และ point 2 (mm) 

                       L1 - L2 (ms) 

       MNCV = Motor nerve conduction velocity (หน่วยเป็น m/s) 
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L1   = ระยะเวลาที่ตอบสนองต่อการกระตุ้นที่ point 1 (L1) (หน่วยเป็น ms) 

L2   = ระยะเวลาที่ตอบสนองต่อการกระตุ้นที่ point 2 (L2) (หน่วยเป็น ms) 

7. การ sacrifice หนู มีขั้นตอนดังนี้ 
7.1 น าหนูทุกตัวมาดม isoflurane จนหนูสลบ  
7.2 ผ่าตัดเปิดช่องอกเพื่อท า cardiac perfusion ด้วย normal saline 200 ml  
7.3 ตามด้วย 4% paraformaldehyde (PFA) 400 ml  
7.4 จากนั้นผ่าเลาะเพื่อเก็บ DRG ระดับ L4 ข้างซ้าย และ sciatic nerve ข้างซ้าย 
7.5 แล้วน า DRG ระดับ L4 และsciatic nerve น ามาถ่วงและแช่ใน 3% glutaraldehyde 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  
7.6 แล้วเปลี่ยนมาเป็น 0.2 M PBS pH 7.4 ซึ่งเก็บไว้จนกว่าจะเข้าสู่กระบวนการฝังใน 

epoxy resin (embedding)   
8. การเตรียมและวิเคราะห์โครงสร้างของชิ้นเน้ือ 

การฝงัช้ินเนื้อใน epoxy resin (embedding) 

 น า sciatic nerve มาตัดแบ่งเป็น 4ท่อนสั้นๆ ยาวท่อนละ 5 mm และ DRG ระดับ L4 ข้าง
ซ้าย เข้าสู่กระบวนการฝังใน epoxy resin ด้วยข้ันตอนดังนี้  

8.1 น าช้ินเนื้อทั้ง sciatic nerve  และ DRG มาล้างน้ ายาคงสภาพออกด้วย 0.1 M 
Cacodylate buffer (pH 7.4) บนเครื่องเขย่า จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที  

8.2 จากนั้น post-fixation ด้วย 1% Osmium tetra oxide บนเครื่องเขย่า เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง  

8.3 แล้วล้างน้ ายาคงสภาพออกด้วย 0.1 M Cacodylate buffer (pH 7.4) บนเครื่องเขย่า 
อีกครั้ง จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
          8.4 ต่อด้วยการท า dehydration ด้วยแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่ าไปยังความเข้มข้นสูงดังนี้ 

70% Ethyl alcohol แช่ไว้ 24 ช่ัวโมง 
80% Ethyl alcohol 10 นาที 
95% Ethyl alcohol 10 นาที 
95% Ethyl alcohol 10 นาที 
100% Ethyl alcohol 10 นาที 
100% Ethyl alcohol 10 นาที 

  
8.5 ต่อด้วยการ clearing ด้วย propylene oxide จ านวน 2 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที   
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 8.6 จากนั้นเข้าสู่กระบวนการ infiltration ดังนี้ 
   Propylene oxide: Epon mixture = 1:1 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
   Propylene oxide: Epon mixture = 1:2 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
          8.7 หลังจากนั้นจะ infiltration ต่อด้วย epon mixture 100% อีก1 ช่ัวโมง แล้วจึงแล้วฝัง
ช้ินเนื้อลงในแม่พิมพ์ที่มี epon mixture 100% บรรจุอยู่ และน าไปเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 60 oC เป็น
เวลา 3 วัน แล้วน า plastic block ออกมาจากแม่พิมพ์ เพื่อเตรียมน ามาตัดช้ินเนื้อ 

การศึกษาโครงสร้างของเส้นประสาท (nerve morphometry)  

 น าช้ินเนื้อ sciatic nerve ข้างซ้าย ที่ฝังใน  plastic block มาตัดด้วยเครื่อง 
ultramicrotome ที่ความหนา 1 µm แล้วท าการย้อมด้วย 1% para-phenylenediamine แล้วน า
สไลด์เส้นประสาทที่เตรียมไว้ มาดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่มีกล้องถ่ายรูปติดอยู่ โดยใช้ก าลังขยาย  4X 
แล้วเปิดโปรแกรม Image-Pro plus เพื่อค านวณหาพื้นที่ของ fascicle เรียกว่า fascicular area 
(หน่วยตารางมิลลิเมตร) ดังในรูป 7 

 

              รูป 7 แสดงการค านวณหา fascicular area ที่ก าลังขยาย 4X 
 

 จากนั้นใช้ก าลงัขยาย 40x เพื่อเกบ็ภาพภายใน fascicle โดยเก็บภายในกรอบหน้าต่าง
ขนาด 0.012 mm2 จ านวน 3 หน้าต่าง โดยวางตรงกลาง fascicle 1 หน้าต่างและอีก 2 หน้าต่าง 
บริเวณด้านข้างของหน้าต่างแรกในแนวเดียวกัน ดังในรูป 8 และถ้าหาก section นั้น มี fascicle 
จ านวนมากกว่าหนึง่ fascicle จะเก็บภาพภายในทุกๆ fascicle ที่สามารถวางได้ครบทั้ง 3 หน้าต่าง 
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 รูป 8 แสดงการเลอืกวาง 3 หน้าต่าง เพื่อเก็บภาพภายใน fascicle ที่ก าลังขยาย 40 x 
  
หลังจากนั้นเมื่อได้ภาพทั้ง 3 หน้าต่างแล้ว ท าการบันทึกภาพที่ก าลังขยาย 40x แล้วน าภาพมาแปลง
เป็นภาพขาวด า เพื่อน าภาพไปตกแต่งหรือแก้ไข artifact ด้วยโปรแกรม Photoshop เพื่อลด error 
ในการค านวณค่าต่างๆ ดังในรูป 9  

 
รูป 9 แปลงภาพให้เป็นขาว-ด า เพื่อน าไปลบartifact ในโปรแกรม photoshop 
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จากนั้นเปิดโปรแกรม image Pro plus น าภาพที่แก้ไขเสร็จแล้วใน photoshop มา
ค านวณหาค่าต่างๆดังต่อไปนี้ 
1.  Axon diameter คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของ axon  
2.  Fiber diameter คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของ myelinated nerve fiber  
3. Myelin thickness คือ ความหนาของปลอก myelin ค านวณได้จากเส้นผ่านศูนย์กลางของ 
myelinated nerve fiber ลบด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางของ axon แล้วหาร 2 
4.  G ratio คือ สัดส่วนระหว่าง axon diameter ต่อ fiber diameter  
5.  Total number of nerve fiber คือ จ านวน myelinated nerve fiber ทั้งหมดในเสน้ประสาท 
โดยค านวณจากสูตรข้างล่างดงันี ้
 
จ านวน fiber ท้ังหมดในเส้นประสาท =  จ านวน fiber ในทุกกรอบหน้าต่าง x total fascicular area ของทุก fascicle 

                พื้นที่ของทุกกรอบหน้าต่าง 
  

6.  Nerve fiber density คือ total number of nerve fiber หาร total fascicular area ของทุก 

fascicle 

 

รูป 10 แสดงการหาค่าพารามเิตอร์ต่างๆ ด้วยโปรแกรม Image – Pro Plus 
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การศึกษาโครงสร้างของปมประสาทไขสันหลังในระดับ L4 (DRG morphometry)  

การนับจ านวนเซลล์ใน dorsal root ganglion (DRG) 
1. น า DRG ที่ฝังอยู่ใน plastic block มาตัดด้วยเครื่อง ultramicrotome ที่ความ

หนา 2 µm โดยเริ่มเก็บ section แรกที่เริ่มเห็นเซลล์ใน DRG เรียงล าดับไปจนถึง section 
สุดท้าย โดยน า section ที่ตัดมาวางบนสไลด์ให้ได้ 10 section ต่อสไลด์ 1 แผ่น โดย
เรียงล าดับดังในรูป 11  

 
 

 

รูป 11 แสดงการเรียงล าดับของ section 
 

2. น าสไลด์ที่มี section มาวางบน hotplate อุณหภูมิ 60-90 oC ประมาณ 3-4 
นาที จนแห้งสนิท  

3. แล้วท าการย้อมด้วย toluidine blue ซึ่งจะติดสีฟ้าที่ cytoplasm และสีน้ าเงิน
เข้มที่ nucleolus ของเซลล์ประสาทใน DRG  

4. หลังจากนั้น ควรตากสไลด์ช้ินเนื้อตัวอย่างที่ย้อมแล้วให้แห้งสนิท แล้วน ามาปิด 
cover slip  

 5. จากนั้น ท าการสุ่มเลือก section ที่จะท าการนับเซลล์ประสาท โดยสุ่มเลือก
หมายเลข section แรกจาก 1-10 จากนั้นเลือกในต าแหน่งถัดไปโดยห่างจากต าแหน่งที่ได้
จากการสุ่มครั้งแรก 20 section (เทียบเป็นความหนาเท่ากับ 40 µm) เช่น การสุ่มที่ 5, 25, 
45, 65,....... เป็นต้น (รูป 12) เพื่อป้องกันการนับเซลล์ประสาทซ้ าเซลล์เดียวกัน 2 ครั้ง  
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รูป 12 แสดงการสุ่ม section ที่จะน าไปนับจ านวนเซลล์ใน DRG 
 

6. จากนั้นเก็บภาพ section ที่สุ่มเลือกด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 10x แล้วน าภาพ
เข้าสู่คอมพิวเตอร์ผ่านกล้องถ่ายรูปที่ติดอยู่ แล้วใช้โปรแกรม photoshop นับจ านวนเซลล์ประสาท
จาก section ที่สุ่มเลือกทั้งหมดโดยนับเซลล์ประสาทเมื่อปรากฏ nucleus และ nucleolus ชัดเจน 
(รูป13) น าค่าที่ได้ไปแทนค่าในสูตรต่อไปนี้เพื่อค านวณหาจ านวนเซลล์ประสาททั้งหมดใน DRG ระดับ
นั้น 

  

     จ านวนเซลล์ประสาททั้งหมดใน DRG = จ านวนเซลล์ประสาทในทุก section ที่สุ่ม x จ านวน section ทั้งหมด 
          จ านวน section ที่ได้รับการสุ่ม 
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รูป 13 แสดงภาพการนับจ านวนเซลล์ประสาทของ section DRG ที่ก าลังขยาย 10X 
 

การวัดพื้นที่ของ nucleus และ nucleolus  

 น าสไลด์ DRG มาเก็บภาพที่ก าลังขยาย 40x  โดยใช้โปรแกรม Image-Pro plus เก็บภาพ
จากสไลด์ที่เลือกแบบสุ่มให้กระจายทั้ง DRG จนได้จ านวนเซลล์ครบ 300 เซลล์ต่อ 1 DRGแล้ววัด
ขนาดของ DRG โดยใช้โปรแกรม Image Pro plus ในการลากเส้นรอบ nucleus และ nucleolus 
เพื่อน ามาค านวน nuclear และ nucleolar area  เมื่อวัดครบแล้วน าข้อมูลมาหาค่าเฉลี่ย (รูป 14) 
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A. 

 

   B. 

 

 

รูป 14 แสดง morphometry ของ DRG ที่ก าลังขยาย 40x เพือ่วัดพื้นที่ของ nucleus และ nucleolus 
โดยใช้โปรแกรม Image Pro plus  :  A. คือ ภาพแสดงการลากเส้นรอบ nucleus เพื่อค านวณหาค่า 

nuclear area และ  B. คือ ภาพแสดงการลากเส้นรอบ nucleolus เพือ่ค านวณหาค่า nucleolar area 
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9. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

เปรียบเทียบ ค่าเฉลี่ยของ hot plate test, ค่าMNCV , จ านวนเซลล์และพื้นที่ของ 
nucleus, nucleolus ของเซลล์ประสาทใน DRG และค่าต่างๆ ของ nerve mophometry ระหว่าง
กลุ่มต่างๆ ด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติ one-way ANOVA โดยถือความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อ p<0.05 

10. จริยธรรม (Ethical consideration) 

 โครงการนี้ต้องผ่านการรับรองจากคณะกรรมการดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง
คณะแพทย์ศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยก่อนเริ่มด าเนินการวิจัยในสัตว์และผู้วิจัยได้ท าตาม
จริยธรรมการใช้สัตว์ทดลองของสภาวิจัยแห่งชาติอย่างเคร่งครัด 
 

 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ขอ้มูล 

การทดลอง 

1.น้ าหนักตัวหนู 

 น้ าหนักตัวเฉลี่ยของหนูตลอดการทดลอง ทัง้ในกลุม่ C, P และ S แสดงใน ภาพที่4.1 โดยที่ 
baseline น้ าหนักตัวของหนทูั้งสามกลุ่มมีค่าไม่แตกต่างกนั จนมาถึงสัปดาห์ที่ 2 ถึงสปัดาหท์ี ่ 5 
น้ าหนักตัวของหนกูลุม่ C มีค่าเพิ่มข้ึน ขณะที่น้ าหนักตัวของหนูกลุม่ P และกลุ่ม S มีค่าไม่เพิ่มข้ึน ท า
ให้หนูทัง้สองกลุ่มมีน้ าหนักตัวน้อยกว่ากลุ่ม C อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อเปรียบเทียบน้ าหนัก
ตัวของหนูระหว่างกลุ่ม P และกลุ่ม S พบว่า ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สรปุได้ว่า 
cisplatin มีผลท าให้น้ าหนักตัวลดลง และ curcumin ไม่มผีลต่อการลดลงของน้ าหนักตัว 

 

 

รูป 15 แสดงการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักเฉลี่ยของหนูทั้งสามกลุ่มตลอดการทดลอง,ค่าที่แสดงเป็น 
mean ± SEM, * p< 0.001 C vs. P, C vs. S 
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2. การวัดการรับความรู้สึกร้อนท่ีเท้าหนูด้วย hot plate test 

ค่า thermal threshold ของหนูตลอดการทดลอง ทั้งในกลุ่ม C, Pและ S แสดงในตาราง 1 
พบว่าการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหลังของหนูในช่วง baseline ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ แต่ในช่วงสิ้นสุดการทดลองนี้ในสัปดาห์ที่ 5 พบว่า thermal threshold ของกลุ่ม P และ S 
มีค่ามากกว่ากลุ่ม C อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อเปรียบเทียบ thermal threshold ระหว่าง
กลุ่ม P และ S พบว่า กลุ่ม S มีค่าน้อยกว่ากลุ่ม P เล็กน้อย สรุปได้ว่า cisplatin ส่งผลท าให้เกิดการ
สญูเสียต่อการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหลังของหนู และ curcumin ไม่มีผลต่อภาวะนี้ 

 

ตาราง 1 แสดงค่า thermal threshold ที่เท้าหลังของหน ูโดยค่าที่แสดงเป็น mean±SEM 

Groups Thermal threshold (Sec.) 

Baseline End 

Control (C) 

Cisplatin (P) 

Cisplatin+curcumin (S) 

16.2 ± 0.8 

16.2 ± 0.8 

17.4 ± 0.3 

10.2 ± 0.7 

   15.8 ± 0.5 a 

   14.4 ± 0.4 b 

โดย a คือ p < 0.001 เม่ือ C vs. P และ b คือ p < 0.01 เม่ือ C vs. S 

 

3. การวัดความเร็วการน ากระแสประสาทท่ีเส้นประสาท sciatic 

ค่า sciatic motor NCV ของหนูทั้งสามกลุ่ม แสดงในตาราง 2 พบว่า ในช่วง baseline ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ในช่วงสิ้นสุดการทดลองนี้ในสัปดาห์ที่ 5 พบว่า NCV 
ของกลุ่ม P และ S มีค่าน้อยกว่ากลุ่ม C อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อเปรียบเทียบค่า NCV 
ระหว่างกลุ่ม P และ S พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สรุปได้ว่า cisplatin มีผล
ท าให้ค่า motor NCV ของ sciatic n.ลดลง และ curcumin ไม่มีผลต่อความผิดปกติน้ี 
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ตาราง 2 แสดงค่า sciatic motor NCV ของหนู โดยค่าที่แสดงเป็น mean±SEM 

Groups Sciatic motor NCV (m/s) 

Baseline End 

Control (C) 

Cisplatin (P) 

Cisplatin+curcumin (S) 

48.6 ± 4.4 

48.8 ± 4.1 

51.9 ± 3.2 

64.7 ± 2.2 

  36.4 ± 1.4 a 

  41.5 ± 2.4 
a 

     โดย a คือ p < 0.001 เม่ือ C vs. P, C vs. S 

 

4. การศึกษาโครงสร้างของเส้นประสาท (nerve morphometry) 

พบว่าในกลุ่ม P มีค่า axon diameter และ myelin thickness ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม C (ตาราง 3) นอกจากนี้ยังมีค่า fiber density เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม C และ S ส่วนจ านวน fiber นั้นมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นแต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
สรุปได้ว่า cisplatin ท าให้เกิดการลดลงของขนาด axon และมีผลต่อการบางลงของ myelin 
sheath แต่กลับท าให้ fiber มีจ านวนและความหนาแน่นมากขึ้น 

ส าหรับกลุ่ม S พบว่าค่า axon diameter และ fiber density มีค่าไม่แตกต่างจากกลุ่ม C 
แต่มีค่า myelin thickness ที่น้อยกว่ากลุ่ม C อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนจ านวน fiber มีแนวโน้ม
ลดลงเทียบกับกลุ่ม C และโดยเฉพาะกลุ่ม P ที่มีนัยส าคัญ สรุปได้ว่า การให้ curcumin สามารถ
ป้องกันการฝ่อของขนาด axon และความหนาแน่นของ fiber ที่เพิ่มข้ึนจากภาวะดังกล่าวได้ แต่ไม่มี
ผลต่อการบางลงของ myelin sheath และกลับท าให้จ านวน fiber ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม P 
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ตาราง 3 แสดงข้อมูล nerve morphometry ของหนูทัง้สามกลุ่ม โดยค่าที่แสดงเป็น mean±SEM 

Groups Axon diameter 
(µm) 

Myelin 
thickness (µm) 

g ratio Fiber density 
(/mm2) 

No. of fibers 

Control (C) 

Cisplatin (P) 

Cispaltin + 
Curcumin (S) 

3.33 ± 0.04 

3.06 ± 0.03 a 

3.38 ± 0.02 

1.27 ± 0.03 

1.15 ± 0.01 b 

1.15 ± 0.02 b 

0.59 ± 0.01 

0.58 ± 0.01 

0.60 ± 0.01 

18,950.0 ± 394.4 c 

21,172.2 ± 886.7 

17,961.1 ± 260.5 d 

9,167 ± 186 

9,813 ± 214 

8,556 ± 119 e 

โดย a
 
คือ p < 0.001 vs. C และ S, b 

คือ p < 0.01 vs. C, c คือ p < 0.05 vs. P, d คือ p < 0.01 vs. P, และ e 

คือ p < 0.01 vs. P 

5. การศึกษาโครงสร้างของปมประสาทไขสันหลังในระดับ L4 (DRG morphometry) 

การวัดขนาด nucleus และ nucleolus ของทั้งสามกลุ่มดังตาราง 4 พบว่า ในกลุ่ม P และ 
S มีขนาดลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่ม C และเมื่อเทียบระหว่างกลุ่ม P กับ S พบว่าขนาด 
nucleus และ nucleolus ของกลุ่ม S นั้นมีค่ามากกว่ากลุ่ม P อย่างมีนัยส าคัญเช่นกัน ในส่วนของ
การนับจ านวนเซลล์ปมประสาทไขสันหลัง พบว่า กลุ่ม P และ S มีจ านวนลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เทียบกับกลุ่ม C โดยที่ค่าของกลุ่ม P และ S ไม่แตกต่างกัน สรุปได้ว่า cisplatin ท าให้เกิดการหดตัว
ของ nucleus และ nucleolus ของเซลล์ประสาท และท าให้เกิดการสูญเสียจ านวนเซลล์ปมประสาท
ไขสันหลัง ในระดับ L4 และ curcumin สามารถลดการหดตัวของเซลล์ประสาทจากภาวะดังกล่าวได้
บางส่วน แต่ไม่มีผลต่อการลดจ านวนเซลล์ปมประสาทไขสันหลัง 

ตาราง 4 แสดงข้อมูล L4 DRG morphometry โดยค่าที่แสดงเป็น mean±SEM 

Groups 

 

Nuclear area 
(µm2) 

Nucleolar area 
(µm2) 

No. of DRG neuron 

 

Control (C) 

Cisplatin (P) 

Cispaltin + 
Curcumin (S) 

136.8 ± 1.3 

112.6 ± 1.3 a 

125.0 ± 1.5 b 

13.7 ± 0.1 

11.1 ± 0.1 a 

11.9 ± 0.2 c 

21,760 ± 358 

18,318 ± 1,095 d 

17,804 ± 844 d 

โดย a คือ p < 0.001 vs. C, b 
คือ p < 0.001 vs. C และ P, c คือ p < 0.01 vs. C และ P,

 d คือ p < 0.05 vs. C 



 

 

บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 ภาวะ cisplatin neuropathy จะเกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลาย โดยเฉพาะ
ความเสียหายด้านหน้าที่และโครงสร้าง การศึกษานี้ต้องการดูผลของ  curcumin ขนาด 500 
mg/kg/day ต่อความผิดปกติด้านหน้าที่และโครงสร้างของระบบประสาทส่วนปลายในหนูที่ได้รับยา 
cisplatin ขนาดสะสม 20 mg/kg ใน 5 สัปดาห์ จากผลการทดลองแสดงว่าน้ าหนักของหนูที่ได้รับ 
cisplatin ลดลง เมื่อเทียบกลับหนูควบคุม ซึ่งแสดงถึงภาวะ general toxicity ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาที่ผ่าน[28-30, 32-34] และ curcumin ไม่มีผลต่อการลดลงของน้ าหนักตัว ข้อมูลนี้
สอดคล้องกับผลการทดลองก่อนหน้านี้ของผู้วิจัย (งานวิจัยที่ไม่ได้ตีพิมพ์)  รวมถึงการศึกษาของ Al 
Moundhari และคณะในปี 2012 [84] ก็พบว่า หนูในกลุ่มที่ได้รับ cisplatin ร่วมกับ curcumin ไม่มี
ผลต่อภาวะนี้ ดังนั้นผลของ curcumin ต่อระบบประสาททีจ่ะอภิปรายต่อไปนี้จึงไม่น่าจะเกิดจากการ
ลด general toxicity ของ cisplatin 

ส าหรับการรับความรู้สึกร้อนที่ฝ่าเท้าหลังของหนู พบว่า cisplatin ท าให้การรับความรู้สึก
ร้อนช้าลงจากการที่ค่า threshold เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อน
หน้า [28-34] และ ในกลุ่มที่ได้ cisplatin ร่วมกับ curcumin พบว่า ค่า threshold ยังคงสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ เพียงแต่ระดับนัยส าคัญน้อยกว่ากลุ่มที่ได้ cisplatin อย่างเดียว ซึ่งการท า 
behavioral test นี้มีความผันแปรมากเพราะข้ึนกับสิ่งแวดล้อมและพฤติกรรมของหนูเองในแต่ละ
ช่วงเวลา  ซึ่งในการศึกษาของ Al Moundhari และคณะ [84] ก็พบความผันแปรที่มากจนความ
แตกต่างไม่มีนัยส าคัญเช่นกัน ดังนั้นจึงยังไม่สามารถสรุปได้อย่างแน่ชัดว่า curcumin มีผลต่อความ
ผิดปกติจากภาวะนี้หรือไม่ จ าเป็นต้องมีการทดสอบยืนยันเพิ่มเติมต่อไป 

 ในการทดลองวัดความเร็วการน ากระแสประสาท motor ที่เส้นประสาท sciatic (sciatic 
motor NCV) พบว่า cisplatin มีผลท าให้ค่า motor NCV ของ sciatic n.ลดลง ซึ่งจากงานวิจัยที่
ผ่านมา ก็พบว่า cisplatin ท าให้ค่า motor NCV ลดลง ในกรณีที่ใช้ปริมาณยา cisplatin ที่สูง [34, 
35] และ curcumin ไม่มีผลต่อความผิดปกติดังกล่าว โดยค่าในกลุ่มนี้มีแนวโน้มเพิ่มข้ึนแต่ไม่มี
นัยส าคัญ ผลการทดลองข้างต้นน่าจะบ่งช้ีว่าการรักษาความผิดปกติภาวะนี้ของ cisplatin ด้วย 
curcumin อาจต้องใช้ระยะเวลาเพิ่มข้ึน 

ในการท า nerve morphometry พบว่า cisplatin ท าให้เกิดการลดลงของ axon 
diameter และ myelin thickness ในหนูที่ได้ cisplatin เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ข้อมูลนี้ตรงกับ
การศึกษาก่อนหน้านี้ [34] ในหนูกลุ่มที่ได้ curcumin มีขนาด axon กลับไปเท่ากับกลุ่มควบคุม ไม่มี
ผลต่อการบางลงของ myelin thickness ซึ่งสามารถอธิบาย motor NCV ที่ไม่ดีข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ
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ได้ ซึ่งการบางลงของ myelin sheath นี้อาจเกิดจาก cisplatin toxicity ต่อ schwann cell แต่ต่าง
กับรายงานของ Al Moundhari และคณะ ที่พบว่า curcumin มีผลดีต่อการบางลงของ myelin [84] 
นอกจากนี้ในกลุ่ม cisplatin ยังมีค่า fiber density ที่ เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดย 
curcumin สามารถลดการเพิ่มข้ึนของ fiber density จนไม่ต่างจากกลุ่มควบคุม โดยกลไกที่ท าให้ 
fiber density เพิ่มข้ึนยังไม่ทราบแน่ชัด แต่อาจเกิดจากขนาดของ axon ที่ลดลงท าให้ axon อยู่ชิด
กันมากขึ้น ดังนั้นจึงเห็นได้ว่า curcumin น่าจะมีผลดีต่อโครงสร้างของเส้นประสาทอย่างน้อยในเรื่อง
ขนาดของ axon และ fiber density ในการศึกษาของ Mendonca และคณะที่แสดงว่า curcumin 
สามารถลดผลเสียของ cisplatin ต่อการงอกใหม่ของ neurite ในเซลล์ประสาท [85] ช่วยยืนยันผลดี
ต่อเส้นประสาท อย่างไรก็ตามมีข้อสังเกตในเรื่องจ านวนของ nerve fiber ที่ลดลงในกลุ่ม cisplatin 
+ curcumin ในการศึกษานี้ สาเหตุยังไม่ทราบชัด แต่อาจเกิดจากความผันแปรของข้อมูลที่
ค่อนข้างมากโดยดูจาก standard error of mean (SEM) 

ในการท า L4 DRG morphometry พบว่า cisplatin ท าให้ขนาด nucleus และ 
nucleolus ของเซลล์ประสาทลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา [28, 
29, 33, 34, 37, 38, 40] นอกจากนี้ยังพบว่า กลุ่มที่ได้รับ cisplatin มีการลดลงของจ านวนเซลล์ปม
ประสาทไขสันหลังเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้  [34, 39] ซึ่ง
สามารถอธิบายได้ว่า เนื่องจาก DRG อยู่นอก blood-brain barrier และเลี้ยงด้วยหลอดเลือดฝอย
ชนิดที่มีผนังรูพรุน (fenestrated capillary) ดังนั้นยา cisplatin ในเลือดสามารถผ่านเข้าสู่ DRG ได้
โดยตรง [3] จึงท าให้พบ cisplatin สะสมใน DRG มากกว่าเส้นประสาท ไขสันหลังและสมอง [9, 15] 
จึงท าให้เกิดความเสียหายต่อ DNA ใน DRG neuron ท าให้ cell cycle มีความผิดปกติ โดยผ่าน
กลไก re-entry ของ cell cycle ส่งผลท าให้เกิด apoptosis ของ DRG neuron [16, 17] การศึกษา
นี้พบว่า curcumin สามารถลดการหดตัวของเซลล์ประสาทจากภาวะดังกล่าวได้บางส่วน แต่ไม่ได้
ช่วยการลดลงของจ านวนเซลล์ปมประสาทไขสันหลังจาก cisplatin โดยข้อมูลดังกล่าวสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Mendonca และคณะแสดงให้เห็นว่า curcumin ไม่ช่วยเพิ่มการรอดของเซลล์
ประสาท PC12 ที่ลดลงจาก cisplatin [85] 

ผลดีของ curcumin ต่อโครงสร้างเส้นประสาทและปมประสาทบางส่วนน้ันอาจเกิดจากฤทธ์ิ 
antioxidant ของ curcumin เพราะมีการพบภาวะ oxidative stress ที่เพิ่มข้ึนจาก cisplatin ซึ่ง
สอดคล้องกับจากงานวิจัยที่ผา่นมาของ Melli และคณะ ที่พบว่า DRG neuron ที่ได้รับ cisplatin จะ
เกิดความเสียหายต่อ mitochondria ซึ่งเป็นผลท าให้เกิดภาวะ oxidative stress เพิ่มมากข้ึน [51] 
ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่า cisplatin สามารถจับกับ mitochondrial DNA และท าให้เกิดความเสียหาย
เช่นเดียวกับ nuclear DNA ของ neuron ส่งผลให้การท างานของ mitochondrial ผิดปกติไป เป็น
ผลท าให้เกิดภาวะ oxidative stress เพิ่มมากข้ึน และจากงานวิจัยที่ผ่านมาก็พบว่ามีการใช้ 
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antioxidant ตัวอื่นๆ มีผลดีต่อการลดภาวะ cisplatin neuropathy ทั้งในมนุษย์และสัตว์ทดลอง 
เช่น vitamin C [52], vitamin E [53, 54] และglutathione [55, 56] ดังนั้น curcumin ที่เป็น 
antioxidant ด้วย ก็น่าจะอาศัยกลไกเดียวกัน แต่อย่างไรก็ตามควรมีการพิสูจน์และวัดระดับ 
oxidative stress ว่าลดลงจริงหรือไม่หลังได้ curcumin  ส าหรับ curcumin ถึงแม้ว่าจะช่วยป้องกัน
ความผิดปกติทางโครงสรา้งของเสน้ประสาทและปมประสาทได้ แต่ไม่ได้ช่วยในเรื่องการคืนหน้าที่ของ
เส้นประสาท จากการที่ myelin sheath บางลงและจ านวน DRG neuron ที่ยังลดลงอยู่ แม้ได้ 
curcumin ไปแล้ว ตรงนี้สอดคล้องกับ MNCV และ thermal threshold ที่ยังดีข้ึนไม่ชัดเจน 

 

ข้อสรุปการทดลอง 

1. Curcumin มีแนวโน้มที่จะลดความผิดปกติในการรับความรู้สึกและการน ากระแสประสาท
สั่งการที่ขาหลัง จากยา cisplatin ได ้

2. Curcumin มีผลดีต่อโครงสร้างของเส้นประสาท เช่น สามารถป้องกันการฝ่อของขนาด 
axon และ ป้องกัน fiber density ที่เพิ่มข้ึนจากยา cisplatin ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญ 

3. Curcumin มีผลดีต่อโครงสร้างของปมประสาท เช่น สามารถลดการหดตัวของ nucleus 
และ nucleolus ในเซลล์ปมประสาทไขสันหลังจากยา cisplatin ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญ 

 
ข้อเสนอแนะ 

 ควรต้องมีการศึกษาต่อไปเพื่อพิสจูน์ผลของ curcumin ต่อ cisplatin neuropathy โดยอาจ
ต้องทดสอบ curcumin ในขนาดที่สูงข้ึนและขยายเวลาการรักษาให้นานข้ึน รวมทั้งวัดภาวะ 
oxidative stress ในเส้นประสาทโดยตรง  
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Tissue processing 

DRG และ เส้นประสาท sciatic ที่แช่อยู่ใน 0.1 M CaCo buffer pH 7.4 

 

ล้างด้วย 0.1 M CaCo buffer pH 7.4 ครั้งละ 10 นาที จ านวน 3 ครั้ง 

 

Post-fix ด้วย 1% OsO4 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 

ล้างออกด้วย 0.1 M CaCo buffer pH 7.4 ครั้งละ 10 นาที จ านวน 3 ครั้ง 

 

Dehydration ด้วย 

70 % alcohol 10 นาที หรือทิ้งไว้ค้างคืน 

80 % alcohol 10 นาที 

95 % alcohol 10 นาที จ านวนสองครั้ง 

100 % alcohol 10 นาที จ านวนสองครั้ง 

 

แช่ใน propylene oxide 15 นาที จ านวนสองครั้ง 

 

Infiltrate ด้วย resin : propylene อัตราส่วน 1:1 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

และ อัตรส่วน 2:1 ทิ้งไว้ค้างคืน 

 

Infiltrate ต่อด้วย Epon 100 % เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

 

Embedding Epon 100 % 

 

น าไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จึงน าออกมาจาก block 
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การเตรียมสารละลายส าหรับ tissue processing 

1. การเตรียม 0.1 M CaCo Buffer (pH 7.4) 

1.1 Stock solution A : 0.2 M sodium phosphate monobasic 
0.2 M sodium phosphate monobasic   27.80 g. 
Distilled water     1000 ml. 

1.2 Stock solution B : 0.2 M sodium phosphate dibasic 
Na2HPO4     28.40 g. 

Distilled water     1000 ml. 

น า stock solution A ผสมกับ stock solution B ในปรมิาณ 19 ml.และ 81 ml. 
ตามล าดับ แล้วปรับให้ได้ pH 7.4 

2. การเตรียม 3 % glutaraldehyde in phosphate buffer pH 7.4 

30 % glutaraldehyde    10 ml. 

        0.1 M CaCo buffer pH 7.4   30 ml. 

3. การเตรียม 1 % osmium tetroxide 

  Osmium tetroxide    1 g. 

  0.1 M CaCo buffer pH 7.4   100 ml. 

4. การเตรียม Epoxy resin  

ปริมาตรรวม (ml.) 50 ml. 100 ml. 150 ml. 200 ml. 

1. Epon 812 

2. DDSA (Dodecenyl succinic anhydride) 

3. NMA (Nadic methyl anhydride) 

4. DMP-30 

25 ml. 

20 ml. 

10 ml. 

1 ml. 

50 ml. 

40 ml. 

20 ml. 

2 ml. 

75 ml. 

60 ml. 

30 ml. 

3 ml. 

100 ml. 

80 ml. 

40 ml. 

4 ml. 
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5. การเตรียม 1% para-phenylenediamine 

  1 % para-phenylenediamine  3 g. 

  Distilled water    15 ml. 

6. การเตรียม Toluidine blue 

  Sodium borate    5 g. 

  Toluidine blue    5 g. 

  Azure II     5 g. 

  Distilled water    500 ml. 
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Nerve morphometry 

Group C 

[Control] 

Axon 
diameter 

(µm) 

Myelin 
thickness (µm) 

g ratio Fiber density 
(/mm2) 

No. of 
fibers 

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

3.30 

3.39 

3.43 

3.21 

3.33 

1.36 

1.24 

1.23 

1.31 

1.20 

0.55 

0.61 

0.60 

0.57 

0.61 

17,522.8 

19,500.0 

18,666.7 

19,666.7 

19,388.9 

8,670 

9,497 

9,520 

9,381 

8,765 

Mean 3.33 1.27 0.59 18,950.0 9,166.5 

SD 0.08 0.07 0.03 882.0 414.9 

SEM 0.04 0.03 0.01 394.4 185.5 

 

Group P 

[Cisplatin] 

Axon 
diameter 

(µm) 

Myelin 
thickness 

(µm) 

g ratio Fiber density 
(/mm2) 

No. of 
fibers 

P1 

P2 

P3 

P4 

P5 

2.98 

3.04 

3.02 

3.14 

3.10 

1.18 

1.18 

1.15 

1.11 

1.12 

0.57 

0.56 

0.57 

0.60 

0.60 

23,694.4 

21,027.8 

18,722.2 

19,916.7 

22,500.0 

10,568 

9,882 

9,378 

9,808 

9,427 

Mean 3.06 1.15 0.58 21,172.2 9,812.7 

SD 0.06 0.03 0.02 1,982.7 477.7 

SEM 0.03 0.01 0.01 888.7 213.6 
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Group S 

[Cisplatin 
+ 

curcumin] 

Axon 
diameter 

(µm) 

Myelin 
thickness 

(µm) 

g ratio Fiber density 
(/mm2) 

No. of 
fibers 

S1 

S2 

S3 

S4 

S5 

3.44 

3.43 

3.38 

3.33 

3.34 

1.16 

1.12 

1.12 

1.21 

1.12 

0.61 

0.61 

0.61 

0.58 

0.61 

17,277.8 

18,250.0 

18,666.7 

17,444.4 

18,166.7 

8,956 

8,585 

8,525 

8,502 

8,212 

Mean 3.38 1.15 0.60 17,961.1 8,556.0 

SD 0.05 0.04 0.01 582.5 266.0 

SEM 0.02 0.02 0.01 260.5 199.0 

 

DRG morphometry  

Group C 

[Control] 

 

Nuclear area 

 

Nucleolar area 

 

No. of DRG neuron  

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

137.63 

134.02 

140.12 

133.60 

139.12 

14.03 

13.88 

14.46 

13.63 

13.70 

22,513 

- 

22,182 

21,397 

20,946 

Mean 136.80 13.74 21,760 

SD 2.96 0.33 716.1 

SEM 1.32 0.15 358.0 
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Group P 

[Cisplatin] 

 

Nuclear area 

 

Nucleolar area 

 

No. of DRG neuron 

P1 

P2 

P3 

P4 

P5 

109.35 

110.28 

114.81 

111.90 

116.11 

11.21 

10.70 

11.29 

11.26 

11.15 

19,248 

21,894 

18,122 

15,463 

16,863 

Mean 112.59 11.12 18,318 

SD 2.90 0.24 2,447.5 

SEM 1.30 0.11 1,094.6 

 

 

Group S 

[Cisplatin 
+ 

Curcumin] 

 

Nuclear area 

 

Nucleolar area 

 

No. of DRG neuron 

S1 

S2 

S3 

S4 

S5 

123.93 

126.05 

130.39 

121.12 

123.75 

12.29 

11.79 

12.41 

11.53 

11.52 

15,936 

19,121 

20,033 

15,813 

18,116 

Mean 125.05 11.91 17,804 

SD 3.46 0.42 1,888.0 

SEM 1.54 0.19 844.3 
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