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 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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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
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 α  = Alpha 

   = Beta 
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 AMPA  = α – amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
 ANOVA = Analysis of variance 
 bcl  = B-cell lymphoma 
 CA 1  = Area 1 of  Ammon’s horn 
 CA 3  = Area 3 of  Ammon’s horn 
 CMC  = Carboxy methyl cellulose 
 DNTB  = Dinitrothiocyanobenzene    
 GABA  =   Gamma aminobutyric acid 
 GF  = Growth factors 
 HSPs  = Heat shock proteins 
 i.p.  = Intraperitoneal 
 IL  = Interleukin 
 IP3  = Inositol triphosphate 
 Kg  = Kilogram 
 M  = Molar 
 MDA  = Malondialdehyde 
 Mg  = Milligram 
 mm2  = Square millimeter 
 MMP  = Matrix metalloproteinase 
 MWM  = Morris Water Maze 
 NMDA  = N-methyl-D-aspartate 
 nmol/g  = Nanomolar per gram 
 NO  = Nitric oxide 
 NOS  = Nitric oxide synthase 
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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  
 2VO  = Two vessel occlusion 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสาํคัญ 
ภาวะสมองเส่ือมเปนปญหาทางสาธารณสุขและทางเศรษฐกิจสังคม พบในกลุมผูสูงอายุ 

โดยพบไดประมาณ 4% ในกลุมอายุมากกวา 65 ป และพบไดถึง 20% ในกลุมอายุมากกวา 85 ป 

โอกาสในการเกิดภาวะสมองเส่ือมจะเพิ่มเมื่ออายุเพิ่มข้ึน จากขอมูลทางการแพทยพบวาสาเหตุที่

ทําใหเกิดภาวะสมองเส่ือมมีหลายอยางอาทิ ความผิดปกติและเส่ือมสภาพของเซลลสมอง เชน 

โรคอัลไซเมอร โรคสมองเส่ือมที่เกิดจากโรคหลอดเลือดสมอง ตลอดจนภาวะสมองเส่ือมที่เกิด

รวมกับโรคทางสมองอ่ืนๆ เชน โรคลมชักหรือพารกินสัน (กฤติ ร่ืนอารมณ, 2552) ปจจุบันพบวา

ผูปวยภาวะสมองเสื่อมสวนหนึ่งมีสาเหตุรวมกันระหวางโรคอัลไซเมอรและโรคหลอดเลือด

สมอง ดังนั้นการปองกันโรคหลอดเลือดสมองนอกจากสามารถปองกันภาวะสมองเส่ือมที่เกิดจาก

โรคหลอดเลือดสมองโดยตรงแลว ยังมีผลในการปองกันโรคอัลไซเมอรได (วีรศักด์ิ เมืองไพศาล, 

2552) 

 จากการศึกษาทางพยาธิสรีรวิทยาพบวาการเกิดภาวะความจําเส่ือมจากโรคหลอดเลือด

สมอง ( Ischemic stroke) เปนผลจากการที่เซลลสมองไมสามารถรับเลือดและสารอาหารไปเลี้ยง

เซลลสมองได โดยเฉพาะเซลลประสาทซ่ึงจะทนตอสภาวะการขาดเลือดและออกซิเจนไดนอย จึง

ทําใหเซลลขาด ATP ซึ่งจําเปนตอการคงสภาพของเซลล (นิพนธ  พวงวรินทร, 2534)  พยาธิ

สรีรวิทยาของการเกิดโรคหลอดเลือดสมองมีความซับซอนซ่ึงจะรวมถึงกลไก excitotoxicity 

กระบวนการอักเสบ  การทําลายโดยสารอนุมูลอิสระ (oxidative damage)  การเสียสมดุลของ

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

ตายของเซลลประสาทจะสงผลใหเกิดความผิดปกติของ cognitive function เกิดอาการทางดาน

จิตใจและพฤติกรรมข้ึน มีรายงานการศึกษาที่แสดงใหเห็นถึงผลของการเหนี่ยวนําใหสมองเกิดการ

ขาดเลือดโดยการปดกั้นเสนเลือดที่จะไปเลี้ยงสมอง พบวาทําใหพฤติกรรมในการเรียนรูบกพรอง

และมีความสัมพันธกับการเกิดโรคอัลไซเมอรโดยสามารถเปนตัวบงชี้ถึงการดําเนินของโรคอัลไซ

เมอรและการเส่ือมสลายของเซลลประสาท (Farkasa และคณะ, 2007) 
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บัวบก (Centella asiatica Linn.) เปนพืชที่ใชเปนอาหารกันมานานและใชผสมในยา

สมุนไพรพื้นบานหลายตํารับต้ังแตสมัยโบราณ จึงเปนสมุนไพรที่คอนขางปลอดภัยและจากการ

ทดสอบก็ไมพบความเปนพิษที่รุนแรง ในทางสาธารณสุขมูลฐานชาวบานนิยมใชรักษาแผลสด 

แผลหลังผาตัดและแผลน้ํารอนลวกหรือไฟไหม นอกจากนี้ยังมีสรรพคุณหลายประการที่ระบุไวใน

ตํารายาแผนโบราณ ปจจุบันบัวบกจึงไดรับการบรรจุใหเปน 1 ใน 8 ชนิดของยาที่พัฒนาจาก

สมุนไพรในบัญชียาจากสมุนไพร พ.ศ. 2549 (บัญชียาจากสมุนไพร, 2549) 
 
โดยมีขอบงใชในการ

สมานแผล อยางไรก็ตามเนื่องจากมีการคนพบสารประกอบทางเคมีหลายชนิดในบัวบก (เชน 

asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside และ madecassoside เปนตน) จึงเช่ือกันวา

บัวบกนาจะมีฤทธ์ิอ่ืนๆ ตามสรรพคุณที่ระบุไวในตํารายาแผนโบราณดวย แมจะยังขาดการศึกษา

ยืนยันทางคลินิกที่แนชัด สรรพคุณหนึ่งซ่ึงมีรายงานคือ ฤทธ์ิในการชวยชะลอความจําเส่ือม เพิ่ม

ความจําและการเรียนรู ในตํารายาไทยใชบัวบกเปนยาอายุวัฒนะ โดยการค้ันน้ําใบบัวบก  นําใบ

บัวบกมา 1 กํามือหรือ1 แกวโดยยัดใสแกวพอแนน นํามาตําหรือปนใหละเอียด แลวเติมน้ํา 1 แกว

คนใหเขากัน แลวกรองกินแตน้ํา เติมน้ําตาลหรือเกลือ กินคร้ังละ 1 แกว วันละ 3 คร้ังกอนอาหาร 

จะชวยบํารุงรางกายและเจริญอาหาร(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009) 

นอกจากนี้การแพทยทางอายุรเวทของอินเดียเช่ือวาบัวบกชวยบํารุงรางกายและทําใหความจาํดีข้ึน   

จึงไดมีการศึกษารายงานวาบัวบกมีฤทธิ์ในการบํารุงสมองและกระตุนการเจริญของเดนไดรท (Rao 

และคณะ, 2005) มีฤทธิ์ปองกันเซลลประสาท ความจําเส่ือม และลดการเกิดอนุมูลอิสระจาก

ความเครียด (Veerenda และคณะ, 2003) ฤทธ์ิในการเรงการสรางเซลลประสาท (Soumyanath 

และคณะ, 2005) และจากผลการวิจัยสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในสัตวทดลอง พบวา

ชวยเพิ่มการเรียนรูและความจําในหนูเมาสที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดดวยการปด

กั้นหลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขางแบบชั่วคราวได และผลดังกลาวนี้อาจเกิดจากฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) ของบัวบก (Tantisira, 2008) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวาสารสกัด

จากบัวบกมีฤทธ์ิในการเพิ่มการเรียนรูและความจําของอาสาสมัครสุขภาพดีในวัยกลางคนและ

ผูสูงอายุ (Dev และคณะ, 2009) รวมถึงผลการวิจัยความเปนพิษของสารสกัดมาตรฐานบัวบก     

อีซีเอ 233 พบวามีความเปนพิษตํ่ามีความปลอดภัยสูง (Tantisira, 2008) การศึกษาในคร้ังนี้จึง

สนใจที่จะศึกษาถึงฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในการเพิ่มความจําและการเรียนรู

ในหนูเมาสปกติ รวมถึงฤทธ์ิในการปองกันความบกพรองของความจําและการเรียนรูกอนการ
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เหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดในหนูเมาสดวยการปดกั้นหลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขาง

แบบชั่วคราว 

 

1.2 คําถามของการวจิัย (RESEARCH QUESTIONS) 

 1.สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 สามารถเพิ่มความจําในหนูปกติไดหรือไม 

2.สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233.สามารถปองกันภาวะความบกพรองของการเรียนรู, 

ความจําและลดการตายของเซลลประสาทในหนูเมาสกอนและภายหลังถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะ

สมองขาดเลือดไดหรือไม  

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย   (HYPOTHESIS) 

สารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 สามารถเพิ่มความจําในหนูปกติและสามารถปองกัน

ภาวะความบกพรองของการเรียนรู, ความจําและลดการตายของเซลลประสาทในหนูเมาสกอนและ

ภายหลังถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือด  

 

1.4 วัตถุประสงคในการวิจัย  (OBJECTIVES)     

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ตอความสามารถของการเรียนรู

และความจําในหนูเมาสปกติ 

2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ในการปองกันความบกพรอง

ของการเรียนรู และความจํากอนและภายหลังถูกเหนี่ยวนําโดยภาวะสมองขาดเลือดในหนูเมาส 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 การไหลเวียนของเลือดท่ีไปเลี้ยงสมอง (Blood brain circulation)  และ ภาวะสมองขาด

เลือด (Cerebral ischemia) 

2.1.1 การไหลเวียนของเลือดท่ีไปเลี้ยงสมอง  (Blood brain circulation) 

เสนเลือดที่ไปเล้ียงสมองจะประกอบไปดวยเสนเลือด Carotid artery 4 เสนหลัก

คือ Internal carotid arteries และ vertebral arteries อยางละ 2 เสน สมองไดรับเลือดจาก 

carotid artery เปนสวนใหญหรือประมาณ 2 ใน 3 ของปริมาณเลือดทั้งหมดที่สมองไดรับ และอีก 

1 ใน 3 จะไดรับจาก  vertebral arteries ปกติสมองจะไดรับเลือดและออกซิเจนไปเล้ียงในปริมาณ

ที่เพียงพออยางสม่ําเสมอ โดยจะไดรับเลือดไปเล้ียงในปริมาตร 750 มล./นาทีหรือประมาณ 50–55 

มล./ สมอง 100 กรัม/นาที แมวาสมองจะมีน้ําหนักเพียงรอยละ 2 ของน้ําหนักรางกายคือประมาณ 

90–1,800 กรัม แตก็ไดรับเลือดไปเล้ียงถึงรอยละ 15-20 ของปริมาณเลือดทั้งหมด และมีความ

ตองการใชออกซิเจนถึงรอยละ 20 ของปริมาณออกซิเจนที่รางกายใชทั้งหมดหรือประมาณ 50 มล./

นาทีหรือ 3.7 มล./สมอง 100 กรัม/นาที หรือ 75 มก.ตอนาที(นิพนธ  พวงวรินทร, 2534) เลือดแดง

จะไหลผาน internal carotid artery ไปยังสมองและออกทาง  jugular vein กระบวนการทั้งหมดใช

เวลาเพียง 7 วินาที ดังนั้นสมองจึงเก็บออกซิเจนและกลูโคสไวไดนอยมาก สมองจึงมีพลังงาน

สํารองนอย สมองรอยละ 85 ไดรับพลังงานจากการเผาผลาญกลูโคสโดยผานกระบวนการ 

aerobic pathway ส่ิงสําคัญของสมองคือเลือด เพราะเลือดจะนําเอาออกซิเจนและกลูโคสไปให

สมอง ทําใหสมองไดรับออกซิเจนและกลูโคสอยางเพียงพอตลอดเวลา (Leeders และคณะ, 1990) 

ปริมาณของการไหลเวียนเลือดไปเล้ียงสมองจะมีคาคงที่อยูเสมอเนื่องจากหลอดเลือดสมองมีการ

ปรับตัวเพื่อรักษาปริมาณเลือดที่มาเลี้ยงสมองใหเพียงพออยูตลอดเวลา (autoregulation) ซึ่ง

ความสามารถของการปรับตัวของหลอดเลือดสมองนี้จะมีประสิทธิภาพในการคงปริมาณเลือดไป

เล้ียงสมองเมื่อความดันเฉล่ียของหลอดเลือดแดงอยูในชวงระหวาง 60-150 มม.ปรอท (Steiner 

และ Andrews,  2006)  
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2.1.2 ภาวะสมองขาดเลือด (Cerebral ischemia) 

สมองที่ขาดเลือด (Cerebral ischemia) แบงเปน 2 ลักษณะ คือ  

  1. Global ischemia หมายถึงการที่สมองทุกสวนขาดเลือดในเวลาเดียวกัน เชน  

เมื่อหัวใจหยุดเตน ความดันเลือดตํ่า เปนตน                                                                                                        

.  2. Focal ischemia หรือ regional ischemia หมายถงึสมองเพยีงบางสวนเทานั้น

ที่ขาดเลือด,เชนเมื่อเกิดการตีบหรือตันของหลอดเลือดทีเ่ล้ียงสมองในบางแขนง 

  ทั้ง global และ focal ischemia อาจรุนแรงจนทําใหเนื้อสมองตาย (infarct) 

infarct จึงหมายถึงการตายของเซลล และเนื้อเยื่อทุกชนิดที่ประกอบเปนเนื้อสมอง อันเนื่องมาจาก

การขาดเลือด การเกิด infarct นั้นข้ึนกับหลายปจจัย เชนปริมาณเลือดที่ขาด ระยะเวลาที่ขาดเลือด 

หรือวงจรเสริม (collateral circulation) เปนตน (นิพนธ  พวงวรินทร, 2534)  

พยาธิสรีรวิททยาของการเกิดสมองขาดเลือดเฉียบพลัน 

 ในขณะที่มีการเกิดภาวะสมองขาดเลือด เนื้อเยื่อสมองที่อยูรอบหลอดเลือดจะถูกแบง

ออกเปน 2 ชั้นคือ เนื้อเยื่อชั้นใน (inner core)  เนื้อสมองจะมีการขาดเลือดอยางรุนแรง ซึ่งจะมี

เลือดไหลผานตํ่ากวา 10 -25 %  จะพบการตาย (necrosis) ของเซลลประสาทรวมถึงช้ินสวนของ 

glia cell สวนเนื้อเยื่อชั้นนอกคือ penumbra จะเปนบริเวณที่ยังมีหลอดเลือด (collateral) มาเล้ียง 

และยังพบเซลลประสาทได (Dev, 2010) 

 ภายหลังจากการเกิดภาวะสมองขาดเลือด  ตรงกลางของสวน core  จะมีเลือดไหลผาน 

10 -12 ml / 100 g / นาที  ในขณะที่บริเวณรอบ ๆ ที่อยูเกือบถึง penumbra  เลือดจะไหลผานอยู

ในข้ันวิกฤติซึ่งนอยกวา 18 – 20 ml / 100 g / นาที และอาจจะหยุดไหลไดภายในช่ัวโมง  แตใน

บริเวณ penumbra นั้นจะยังคงมีเลือดไหลผานนอยกวา 60 ml / 100 g / นาที ซึ่งมีผลทําใหเซลล

ตายไดนอยกวา โดยเซลลประสาทในบริเวณนี้อาจมีการสูญเสียโครงสราง แตอาจมีการไหลเวียน

ของเลือด (reperfusion) มาเล้ียงอีกคร้ังในชวงเวลาหนึ่ง (Dev, 2010)   ในการเกิดภาวะสมองขาด

เลือดจะมีการเปล่ียนแปลงของเซลลผานกลไกหลายอยาง คือ 

 การสูญเสียพลังงานของเซลล :  เนื้อเยื่อสมองมีความตองการใชออกซิเจนและกลูโคสสูง 

การผลิตพลังงานในสมองเกือบทั้งหมดตองใชกระบวนการ oxidative phosphorylation  ในการ

ผลิตสารที่มีพลังงานสูงคือ  adenosine triphosphate (ATP)  เมื่อกระบวนการนี้ไมสามารถทํางาน

ตามปกติไดจะสงผลตอการแลกเปลี่ยนไอออน และเกิด depolarization ของเซลลประสาท (รูปที่ 
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2.1) (Gupta, 2010)  นอกจากนี้การลดลงของออกซิเจนยังเปนผลใหเกิดกระบวนการ anaerobic 

glycolysis และมีการสะสมของ lactate (Dohmen, 2007) 

Excitotoxicity : คือกลไกการกระตุนที่สงผลใหมีความเปนพิษตอเซลล โดยพบวามีการ

หล่ังของ glutamate และ aspartate  ซึ่งทําใหเกิดการกระตุน N-methyl D-aspartate (NMDA)  

และ α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors ทําใหเกิด

การไหลเขา ของ calcium ion,  sodium ion และน้ําเขาไปในเซลล ซึ่งทําใหเกิดการบวมของเซลล 

(cytotoxic edema) สงผลใหเกิดการรบกวนสมดุลและการใชพลังงานของเซลล การเพิ่มข้ึนของ 

calcium ยังสงผลใหเกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งจะทําใหเซลลถูกทําลาย นอกจากนี้การเพิ่มข้ึน

ของ calcium ยังสามารถกระตุน enzyme หลายชนิด เชน lipases, protease และ 

endonucleases ซึ่งอาจทําให DNA ,cell, proteins และ lipids ถูกทําลาย สงผลใหเกิดการตาย

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

 Oxidative stress :  การเกิด oxidative stress  ดังแสดงในรูปที่ 2.4 จะมีข้ึนเมื่อ free 

radical ในเซลลมีมากเกินกวา antioxidant จะทําลายใหหมดได  reactive oxygen และโมเลกุล

ของไนโตรเจนมีความสําคัญตอการทําลายของเนื้อเยื่อในสภาวะที่สมองขาดเลือดเฉียบพลัน 

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

(รูปที่ 2.3) โดยโมเลกุลนี้สามารถหลุดออกผานขบวนการ mitochondrial electron transport 

chain  superoxide เปน  primary radical ที่จะมารวมตัวกันเกิดเปน hydrogen peroxide           

(H2O2)  ซึ่ง hydrogen peroxide ยังสามารถแปรรูปกลับไปเปน  hydroxyl radical ได (OH- )    

โมเลกุลของ nitric oxide ซึ่งมีคุณสมบัติเปน  water-and lipid- soluble free radical  มี

คาคร่ึงชีวิตส้ันซ่ึงจะถูกสรางมาจากกรดอะมิโน L-arginine โดยเอนไซม nitric oxide synthases 

(NOS) (รูปที่ 2.3) ที่ประกอบไปดวย 3 subtype คือ  NOS I, NOS II และ NOS III   สําหรับ NOS 

I และ NOS III ทํางานโดยอาศัยการกระตุนผาน Ca2+  เอนไซมเหลานี้จะพบไดที่เนื้อเยื่อของเซลล

ประสาทและหลอดเลือด สวน NOS II (inducible enzyme) ตองอาศัยการทํางานผาน cytokine 

ชนิดตาง ๆ เมื่อเกิดภาวะสมองขาดเลือดจะมีการกระตุน NOS I และ NOS III ที่เซลลประสาทและ

เซลลของผนังหลอดเลือด ข้ันตอนตอมาจะมีการรกระตุน NOS II ที่ glia cell และ neutrophils   

NOS I และ NOS II จะมีอิทธิพลมากตอการเกิดภาวะสมองขาดเลือด แตการผลิต nitric oxide 

โดย NOS III จะเพิ่มการไหลเวียนของเลือดไปเล้ียงยังบริเวณ ischemic penumbra ผานกลไกการ



7 
 
ขยายหลอดเลือด (vasodilation) และยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือด (platelet adhesion)  nitric 

oxide  ที่ไดจาก NOS III ยังสามารถตานการเกิด oxygen radical และตานกระบวนการอักเสบ

โดยยับยั้งการรวมตัวของ leukocyte  บริเวณเซลลผนังหลอดเลือด การยับยั้ง  NOS โดย 

asymmetrical dimethylarginine อาจจะมีผลทําให bioavailability ของ nitric oxide ลดลง  ซึ่งจะ

ทําใหเกิด vasoconstriction และ free radical เพิ่มข้ึน  เกิด platelet aggregation และ 

leukocyte adhesion ที่ผิวผนังหลอดเลือด 

 การเกิดปฎิกิริยาระหวาง  oxygen radical และสวนอ่ืน ๆ ของเนื้อเยื่อยังสามารถทําให

เกิดอนุมูลอิสระไดอีกหลายชนิด  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเกิด peroxynitrite  ซึ่งเกิดจากการรวมตัว

ของ superoxide และ nitric oxide  โดย peroxynitrite สามารถผลิต  hydroxyl radical ซึ่ง 

hydroxyl radical มีคุณสมบัติเปน lipid soluble จึงสามารถซึมผานเยื่อหุมเซลลไดดี  รวมทั้ง

hydroxyl radical มีฤทธิ์คอนขางแรงจึงสามารถทําลายเนื้อเยื่อไดมาก อนุมูลอิสระท่ีเกิดภายใน

เซลลก็ยังสงผลใหยับยั้งการทํางานของเอนไซมหลายชนิด, การปลดปลอย Ca2+จากแหลงเก็บ

ภายในเซลล, โปรตีนสูญเสียโครงสรางการทํางาน (denature), เกิด lipid peroxidation, การ

ทําลายโครงสรางของ DNA และการเหนี่ยวนําใหเกิดการรวมตัวของ mediator ตาง ๆ 

(chemotaxis)  นอกจากนี้ free radical ยังรบกวนการทํางานของการผลิตพลังงาน (ATP) ในไมโท

คอนเดรียโดยรบกวนโมเลกุลของโปรตีนในขบวนการขนถายอิเล็กตรอน  และยังสามารถทําใหมี

การหล่ัง cytochrome C  ออกจากไมโทคอนเดรียซึ่งจะนําไปสูการตายของเซลล (apoptosis)  

Reperfusion injury : คือการไหลของเลือดเขาไปในบริเวณที่มีการถูกทําลาย ภายหลัง

จากที่สมองขาดเลือด ในการเกิดภาวะสมองขาดเลือดช่ัวคราว  (transient cerebral ischemia ) 

กระบวนการไหลเวียนของเลือดจะเกิดการปรับตัว (reperfusion)  การเปลี่ยนแปลงการไหลเวียน

ของเลือดทําใหเกิด endothelial dysfunction (Cooper และคณะ, 2003) การเกิด   reperfusion 

ทําใหมีการเพิ่มข้ึนของ  intracranial pressure (ICP)  ซึ่งจะทําใหเกิด vascular compression 

และการลดลงของ tissue perfusion  ทําใหเกิด vasoconstriction ที่ผิดปกติไป  กระบวนการ

ดังกลาวจะสงผลตอการใชออกซิเจนของสมอง  เมื่อมีการเกิด reperfusion ก็จะมีการเกิด  

leukocyte infiltration ตามมา  กระบวนการนี้จะมี leucocyte หลายชนิด  โดยเฉพาะ  neutrophil  

เขามารวมอยูที่ผนังของ cerebral blood vessel ซึ่งจะเกิดการกระตุนผาน cytokines  ซึ่งโดยสวน

ใหญจะเปน tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และ Interleukin (IL-1)  จากนั้นก็จะเกิดการ
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กระตุน  inflammatory reaction  เปนผลใหมีการปลดปลอย oxygen free radical  และเกิด 

tissue injury  ตามมา (Feuerstein และคณะ, 1996)   

ขบวนการอักเสบของเซลล (inflammation) ภายหลังจากการเกิดภาวะ ischemic 

ประมาณ 1 ชั่วโมงจะเกิดการหล่ัง inflamatory cytokine เชน TNF-α  ซึ่งเปน cytokine ชนิดหนึ่งมี

หนาที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกัน,  interleukin-1(IL-1) และIL-6  ซึ่งจะทําใหเกิดขบวนการอักเสบ 

(Arvin และคณะ, 1996) มีการหล่ังสารโปรตีนโมเลกุลเล็กคือ Anaphylatoxin C5a ซึ่งมีฤทธ์ิทําให

เกิดการอักเสบไดสูง (Ember และ Hugli, 1997) 

 การเกิด Apoptosis  คือการตายของเซลลที่เซลลจะคอย ๆ ตายไปโดยจะเกิดผานทั้ง 

pathway ของ intracellular signal ซึ่งกระตุนโดยการเกิด mitochondria dysfunction และเกิด

ผาน extracellular signal  รวมถึงการกระตุนผานทาง TNF superfamily receptor (Eldadah และ 

Faden, 2000)  NFkB (nuclear factor kB) P53 dependent pathway และผาน proapoptotic  

bcl family (Matsushita และคณะ, 1998)     

 การสูญเสียการทํางานของ Blood – brain barrier (BBB) 

               Blood – brain barrier (BBB) มีหนาที่ปกปองเซลลประสาทจากสารโมเลกุล

ใหญไมใหเขาสูเซลลสมองได BBB จะสูญเสียไปมากนอยเพียงใดข้ึนอยูกับความรุนแรงของการ

เกิดภาวะสมองขาดเลือด   โดยทั่วไปจะมีกลไกการเกิดอยู  2 ชวง  คือ  ภายหลังการเกิด  

reperfusion  จะเร่ิมสังเกตุเห็น  endothelial basal laminar มีการแตกสลาย ภายใน 2 ชั่วโมง

หลังจากเร่ิมเกิดภาวะสมองขาดเลือด  และหลังจากนั้นทันทีทันใดก็จะมี  BBB permeability 

เพิ่มข้ึน  BBB  ถูกทําลายเปนผลมาจากการรวมตัวของ bradykinin, vascular endothelial 

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

protease อ่ืน ๆ  ซึ่งเอนไซมเหลานี้จะมีการยอยสลาย endothelial basal laminar  ภายหลังจาก

การขาดเลือดไปเล้ียงสมอง (infarct) ประมาณ 24 – 72 ชั่วโมง จะเขาสูชวงที่สองซ่ึงมีกระบวนการ

ที่ซับซอนโดยมีการรวมตัวของ mediator หลายชนิดที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบจึงทําให

เนื้อเยื่อถูกทําลายอยางชัดเจนมากข้ึน  การรบกวน BBB สงผลใหมีการรั่วไหลของสารตาง ๆ ที่อยู

ในเลือดเขาไปสูเนื้อเยื่อสมอง (brain parenchyma)  จึงทําใหเซลลสมองบวม เกิดภาวะความดัน

สูงของน้ําในสมอง (intracranial hypertension)  (Brouns, 2009)  



9 
 

 

 
 

 

 

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 ผลของการเกิดอนมุูลอิสระชนิดตาง ๆ ตอการตายของเซลลประสาทในภาวะสมองขาด

เลือด (Brouns, 2009)
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ในขณะที่เกิดกระบวนการ reperfusion ก็สามารถพบกระบวนการเกิด  endogenous 

antioxidative defense เพื่อตานการเกิด  oxygen free radical ที่มากเกินไปไดบาง (Chan,2001)  

Endogenous protective mechanism  

  Endogenous protective mediator จะชวยลดผลจากการทําลายของ 

Endogenous mediator ตาง ๆ ที่หล่ังออกมาในขบวนการ ischemic หรือ traumatic damage 

และชวยในการเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการ  neuronal repair ตางๆ (รูปที่ 2.4 ) เชน 

Heat shock protein (HSP) : เปนโปรตีนกลุมหนึ่งซ่ึงจะมีการปลดปลอยออกมา

มากข้ึนเมื่อรางกายอยูในสภาวะถูกกระตุนจากอุณหภูมิหรือสภาวะเครียด โดยจะหล่ังออกมา

ภายหลังการเกิดภาวะสมองขาดเลือด เชน  HSP90  จะไปจับกับที่อยูจําเพาะ (heat shock 

element)  แลวเคลื่อนเขาไปยัง nucleus และจับกับ specific DNA site แลวทําใหเกิดการสราง

HSP70, HSP72 และ HSP27  การกระตุน HSP จะสามารถปองกันการเกิด ischemic damage  

ไดโดยปองกันการเกิดการทําลายโครงสรางของโปรตีน (protein denaturation) (Abe และคณะ, 

1998) 

      Anti –inflammatory cytokines : เปนสารที่มีฤทธิ์ในการตานกระบวนการอักเสบ

เชน IL-10 มีฤทธิ์ในการปองกันการเกิดการทําลายจากภาวะสมองขาดเลือดไดโดยการยับยั้งการ

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

protein บางชนิด เชน IL-1, TNF binding protein และ IL-18 binding protein ซึ่งจะมีฤทธ์ิยับยั้ง

การทํางานของ pro-inflammatory cytokines (Novick และคณะ, 1999) 

       Growth factors (GF) :  เปนสารที่ชวยกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลและมี

ความสําคัญในการควบคุมกระบวนการของเซลล  พบวามี growth factors หลายชนิดที่ถูกกระตุน

ภายหลังการเกิดรอยโรคในภาวะ ischemic damage เชน 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 เหลานี้จะรบกวน pathway 

ของการเกิด apoptosis และปองกันการเกิด apoptotic death (Finklestein, 1996)    
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Endogenous antioxidant mechanisms : เกิดจากสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยู

ภายในรางกายอยูแลว พบวามี antioxidant enzymes และlow-molecular-weight antioxidants  

ถูกกระตุนภายหลังการเกิด ischemic trauma ตัวอยางเชน manganese superoxide dismutase 

(Mn-SOD), extracellular SOD, Cu–Zn-SOD รวมถึง gluthatione สามารถปองกัน blood brain 

barrier ไมใหถูกทําลาย ภายหลังการเกิด cerebral ischemia และ reperfusion (Kim และคณะ., 

2001) และการเพิ่มข้ึนของ enzymes มีผลเพิ่มอัตราการมีชีวิตของเซลลประสาทได (Chen และ

คณะ,  2001) 

         Endocannabinoids : เปน mediator จําพวกไขมันทําหนาที่ควบคุม

กระบวนการที่เกี่ยวกับความอยากอาหาร (appetite) ความรูสึกเจ็บปวด (pain sensation), 

อารมณ (mood) และความจํา (memory)  endocannabinoids ที่พบไดแก 2-arachidonoyl 

glycerol (2-AG) และ anandamide ซึ่งพบไดทั้งในสวน peripheral และสมอง  โดยจะออกฤทธิ์ที่ 

CB1 receptor มีการศึกษาทั้งใน in vivo และ in vitro พบวามีฤทธิ์ตอตานการเกิดภาวะสมองขาด

เลือด (Nagayama และคณะ, 1999)    

Erythropoietin : เปนฮอรโมนชนิดหนึ่งที่นอกจากทําหนาที่ในการควบคุม

ขบวนการสรางฮีโมโกลบิน (hematopoiesis) แลวยังมีการศึกษาที่พบวา Erythropoietin สามารถ

ควบคุม growth factor และยับยั้งการตายของเซลลแบบ apoptosis ได (Braun และคณะ, 1996)  

Sex hormone :  มีการทดลองพบวา estrogen มีฤทธ์ิในการปกปองสมองจาก

ภาวะ cerebral ischemia โดยผานกลไกทั้งทางดานหลอดเลือดและเซลลประสาท (Watanabe 

และคณะ, 2001) มีการศึกษาทั้ง estrogen และ progesterone ถึงฤทธิ์ในการเปน 

neuroprotective  และ  neuroregenerative ในภาวะ stroke และ traumatic brain injuries ซึ่ง

คาดวาเกิดจากกลไกในการเปน antioxidant ลดการเกิด excitotoxicity มีผลตอการเปล่ียนแปลง

ผาน glutamate receptor ลดการเกิด immune inflamation กระตุนการเกิด axonal 

remyelimination และเพิ่มการเกิดกระบวนการ synaptogenesis รวมถึงเกิดการแตกแขนงของ

เซลลประสาทสวนเดนไดรต (dendritic arborization) (Stein, 2001) 
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รูปท่ี 2.4 Endogenous protective mechanism (Farkas, 2007) 

 

 

 

2.2 การเรียนรุและความจํา  (Learning and Memory) 

 2.2.1.  การเรียนรู  (Learning) 

การเรียนรูคือกระบวนการที่เกิดจากการเปล่ียนแปลงของประสบการณของระบบ

ประสาทและพฤติกรรมในชวงเวลานั้น ซึ่งทําใหมีการเกิดความจํา (memory) ข้ึน   การเรียนรูจะ

แบงออกเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ  nonassociative learning และ associative learning   

  2.2.1.1 Nonassociative learning 

  เปนการเรียนรูที่เกิดจากกการตอบสนองจากสิ่งกระตุนชนิดเดียว ซึ่งจะแบง

ออกเปน 2 ประเภท คือ ความเคยชิน (habituation) ซึ่งเกิดเม่ือมีการตอบสนองลดลงจากการไดรับ

ส่ิงที่ถูกกระตุนอยางซํ้า ๆ  เปนการเพิ่มการตอบสนองตอส่ิงกระตุนหลายอยางภายหลังจากไดรับ

ส่ิงกระตุนที่รุนแรงหรือที่เปนอันตราย 
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  2.2.1.2 . Associative learning   

  คือการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข จําแนกออกเปน 2 ประเภท คือ  classical 

conditioning และ instrumental  conditioning  

  classical conditioning   เกิดจากการกระตุนที่มีความสัมพันธกันของส่ิงกระตุน

หลายส่ิงจนทําใหเกิดการเรียนรู  ส่ิงกระตุนชนิดแรกคือส่ิงกระตุนที่ไมมีเงื่อนไข (uncondition 

stimulus : US) ทําใหเกิดการตอบสนองแบบปกติทั่วไปโดยไมไดผานการฝก (training) มากอน ส่ิง

กระตุนชนิดที่ 2 คือส่ิงกระตุนแบบมีเงื่อนไข (condition stimulus : CS) เปนส่ิงกระตุนที่ไมไดทําให

เกิดการตอบสนองแบบปกติ ตองอาศัยการฝก  เชน    การหล่ังน้ําลายของสุนัขหลังจากไดยินเสียง

ระฆัง (condition stimulus)  โดยปกติสุนัขจะเกิดการหล่ังน้ําลายเมื่อมีชิ้นเนื้อ  (uncondition 

stimulus) และมีเสียงระฆัง  สุนัขเกิดการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข เม่ือสุนัขไดยินเสียงระฆังเพียงอยาง

เดียวก็จะเกิดการหล่ังน้ําลายข้ึน ซึ่งถือวาเปนการตอบสนองตอการเรียนรูแบบมีเงื่อนไข (Bear 

และคณะ, 2007) 

  instrumental  conditioning  คือการเรียนรูในแตละบุคคลซ่ึงจะมีความสัมพันธ

กับการเคล่ือนไหวทาทาง เมื่อไดรับสิ่งกระตุนแบบการไดรับรางวัล เชน อาหาร  ยกตัวอยางเชน  

พฤติกรรมการดีใจของหนูทดลองที่อยูในกลอง หนูจะกดปุม ซึ่งจะทําใหทราบถึงระดับของการจาย

อาหาร ซึ่งหนูก็จะเรียนรูวาตองกดปุมระดับไหนอาหารจึงจะลงมาโดยทําการสํารวจดูกอน เม่ือหนู

ไดทําการสํารวจ ก็จะมีการกดปุมเพื่อใหจายอาหาร  ซึ่งหนูก็จะเกิดการเรียนรูจากอาหารดวยซึ่งถือ

วาเปนรางวัล  (Mark, 2001) 

  

2.2.2. ความจํา (memory) 

  ความจําเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของการสงสัญญาณกระแสประสาท (synaptic 

transmission) ระหวางเซลลประสาท (neuron)  ซึ่งเกิดข้ึนเปนวงจรของกระแสประสาทที่อยู

ภายในสมอง และมีการพัฒนาการเกิดเปนเสนทางกระแสประสาท เรียกวา memory  trace  

โดยท่ัวไปจะจําแนกความจําเปน  2 ประเภทใหญ  ๆ ตามแหลงเก็บของขอมูล   แบงเปน  

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

  เปนการเรียนรูที่เกิดจากขอเท็จจริง (Fact), ประสบการณ (Experience)  และ

ขอมูลขาวสารเกี่ยวกับเหตุการณ เกิดจากความมีสติต่ืนตัว มีความรวดเร็ว ยืดหยุน  โดยสวนใหญ

ขอมูลมักเปนขอเท็จจริง เชน ความสามารถในการจดจําจํานวนตัวเลข  declarative memory  ยัง

สามารถแบงเปนประเภทยอย ๆ ออกไดเปน semantic memory และ episodic memory  

(Widmaier และคณะ, 2004) 

  Semantic memory คือความรูทั่วไปในโลกที่เปนขอเท็จจริงโดยที่ขอมูลไมถูกเก็บ

ใน spatial-temporal frame เปนการนึกถึงความหมายของคํา สัญลักษณ นามธรรม 

ความสัมพันธของความหมายคําพูด ขอมูลของความจําจะเก็บสะสมผานชวงเวลาของชีวิต  

semantic memory  จะเกิดการเปล่ียนแปลงไดเมื่อมีการหลงลืม (amnesia)   

  Episodic memory  คือการเรียนรูเกี่ยวกับสถานที่  และระยะเวลา เปนตอน ๆ 

เปนกรณี  เปนคร้ังคราวในชวงหนึ่งของชีวิต  เชน ความจําเกี่ยวกับอาหารที่ไดทานไปเมื่อตอนเชา  

หรือ คําที่เคยไดยินไปกอนหนานี้  การจดจําขอมูลมีความถูกตองแมนยําทั้งเวลา สถานที่ของ

เหตุการณ (Delis และคณะ, 1999) 

  2.2.2.2  Non declarative (implicit memory /procedural) 

  เปนรูปแบบของความจําซ่ึงไมเกิดผานการเรียนรูอยางมีสติโดยตรง ความจําจะ

เกิดผานกระบวนการทางทักษะเชน ทักษะการเลนดนตรี ที่ตองมีการจดจําโนตเพลง จังหวะในการ

สีไวโอลิน ความจําการเรียนรูอยางเคยชินและรวมถึงการตอบสนองทางอารมณตอสถานการณ 

เชน การเจองูเหา ซึ่งเปนสัตวที่มีพิษในขณะนั้นจะมีอารมณตกใจ เกิดเปนความจําที่มาจาก

อารมณในชวงเวลานั้น (Mark, 2001)  
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รูปท่ี 2.5 การจําแนกประเภทของความจําตามแหลงเก็บขอมูล (Paul, 2009) 

 

2.2.3 กายวิภาคศาสตรของสมองสวนฮิปโปแคมปส (Anatomy of the hippocampus) 

 โครงสรางพื้นฐานของสมองสวน hippocampus  การนําสงขอมูลแสดงไวดังรูปที่ 2.6  

hippocampus จะไดรับขอมูลทั้งทางตรงและทางออมจากบริเวณ sensory area และสวนอ่ืน ๆ 

ของสมองสวน cortex  เชน visual information processing, auditory cortex, somatosensory 

cortex  สมองสวน hippocampus จะไดรับขอมูลทางระบบ  olfactory ผานทาง olfactory bulb  

ขอมูลการรับรูจากหลาย ๆ ที่จะถูกสงลงไปที่ hippocampus โดยผาน perirhinal และ entorhinal 

cortices  และถูกเช่ือมตอไปยัง dentate gyrus ของสมองสวน hippocampus  ในสมองสวน 

hippocampus จะประกอบไปดวย CA1, CA2, CA3 และ CA4 โดย CA1 และ CA3 เปนบริเวณ

สวนใหญที่พบไดมากที่สุดและเรียกเซลลที่อยูในบริเวณ CA นี้วา pyramidal cell  ขอมูลสงออกจะ

มาทาง axon ของ CA1 ซึ่งเปน glutamategic axon หลังจากนั้นจะออกจากสมองสวน 

hippocampus  ไปที่ entorhinal cortex ตอไป ดังรูปที่ 2.6  (Sweatt, 2003) 
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 สมองสวนบริเวณ hippocampus ครอบคลุมบริเวณกวางในบริเวณกานสมอง และพบ

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

serotonin  (5HT)  ดังรูปที่ 2.7 

 
  

รูปท่ี 2.6   ภาพแสดงทางของการเคล่ือนที่กระแสประสาทจาก sensory region ในสมองสวน 

cortex ผาน  perirhinal  และ entorrhinal cortices  ไปยังสมองสวน hippocampus  (Sweatt, 

2003)  
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รูปท่ี 2.7  ภาพแสดงทางเดินของกระแสประสาทนําเขาและออกของสมองสวน hippocampus     

( A)  แสดงวงจรการนํากระแสประสาทของสมองสวน hippocampus (B) โครงสราง 

hipocampus (C) กระบวนการ signaling ที่ปรากฏบริเวณ CA1 ของสมองสวน hippocampus 

โดยช้ีใหเห็นถึงบริเวณที่มีการเชื่อมตอของเซลล  (Sweatt, 2003) 

 2.2.4. กระบวนการของความจํา  (Process of memory) 

กระบวนการของการจําประกอบไปดวย 4 ข้ันตอนคือ encoding, consolidation,  

stored และ retrieval   

  Encoding :  เปนการเรียนรูขอมูลใหมที่สนใจ  ในข้ันตอนนี้มีความสําคัญวาจะจํา

ขอมูลไวอยางไร ขอมูลที่ไดรับเขามามีความละเอียดและลึก  กระบวนการจะสมบูรณไดนั้นผูรับ

จะตองมีความสนใจในขอมูลและความสัมพันธของความหมายของขอมูล  ในสภาวะที่มีการตื่นตัว

จะทําใหการเก็บขอมูลดีข้ึน (Deli และคณะ, 1999) 

  Consolidation :  เปนกระบวนการที่มีการจัดเรียบเรียงขอมูลใหมใหเปนระเบียบ

ข้ึน แตยังคงเคาความเดิม  เพื่อใหขอมูลนั้นถูกเก็บไวไดนานข้ึน ในกระบวนการนี้จะเกิด

expression ของ gene  และสังเคราะหโปรตีนใหม ทําใหมีการปรับโครงสรางของเซลล สงผลให

เก็บขอมูลไดอยูตัวเปนระยะเวลานานข้ึน (Kandel และคณะ, 2000) 
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  Storage  เกี่ยวกับกลไกและแหลงที่เก็บของขอมูล ในสมองสวน temporal lope 

บริเวณ diencephalon   ซึ่งจะมีความจุไดไมจํากัด (Mark, 2001) 

  Retrieval   เปนกระบวนการที่เรียกขอมูลกลับคืน และใชประโยชนจากขอมูลที่ได

ถูกจัดเก็บไว โดยการนําขอมูลออกมาจากเหลงเก็บแลวนํามาแยกแยะ ในข้ันตอนนี้การรับรู 

(perception) จะมีความสําคัญอยางมาก  กระบวนการเรียกกลับขอมูลคืนจะมีประสิทธิภาพมาก

เมื่อสภาพแวดลอมที่เกี่ยวกับเนื้อความนั้นมีความใกลเคียงกัน (Anderson, 1995 ) 

2.2.5.Spatial memory 

  ความจําแบบ spatial เปนความจําประเภทหนึ่งที่เกิดจากพฤติกรรมการสํารวจที่

มีอยูในสัตวทั่วไปทุกเผาพันธุรวมถึงมนุษย พฤติกรรมเหลานี้รวมถึงความอยากรูอยากเห็นตาม

ธรรมชาติของมนุษยหรืออาจจะหมายถึงความตองการที่จะเรียนรูขอมูลใหม ๆ ส่ิงแวดลอมใหม ๆ 

และส่ิงกระตุนใหม ๆ ดังนั้น ความจําแบบ spatial จะมีความสัมพันธกับหนาที่ของสมองในการ

จดจํา (recognizing) การแปลรหัสขอมูล (codifyding) การจัดเก็บขอมูล (storage) และการเรียก

กลับขอมูลออกมาใช (recovering)  ของขอมูลขาวสารที่เปนวัตถุหรือสถานที่ ถึงแมวาความจํา

แบบ spatial จะมีอยูในสัตวทั่วไปทุกเผาพันธุ แตในมนุษยก็จะมีความแตกตางจากสัตวโดยทั่วไป

เพราะมนุษยมีการใชสัญลักษณในการสื่อสาร แผนท่ี รูปภาพ ภาษาพูด และภาษาเขียน ความจํา

แบบ spatial จึงไมเกี่ยวกับประสบการณโดยตรง 

    สาระสําคัญของกระบวนการเรียนรูจะตองมีส่ิงสําคัญอยางนอย 2 ส่ิง การที่

บุคคลสามารถจดจําสถานที่ ส่ิงกระตุนหรือตําแหนง (personal-coporal space)  และสามารถใช

ขอมูลจากแหลงนั้นได (external space) โดยจะมีอยู 2 กระบวนการ คือ  การเอาตัวเองเปน

ศูนยกลาง (egocentric) เปนกระบวนการของความจําที่ยึดเอาตัวผูจําเปนจุดศูนยกลางในการ

เปรียบเทียบกับส่ิงที่สังเกตุรอบ ๆ ขาง เชน การที่เรามองเห็นกรอบรูปอยูดานหนาของตัวเรา  อีก

กระบวนการหนึ่งคือการเอาส่ิงอ่ืนเปนศูนยกลาง (allocentric) เปนกระบวนการของความจําที่ยึด

เอาตัววัตถุที่เราเห็นเปนจุดศูนยกลางในการเปรียบเทียบกับส่ิงที่สังเกตุรอบ ๆ ขาง เชน เรามองเห็น

กรอบรูปอยูดานขางแจกัน (Paul, 2009) 

ความจําแบบ spatial สามารถพบไดในหลายรูปแบบ เชน 

- Spatial working memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งโดยที่สมองสวน temporal 

จะสามารถเก็บกักขอมูล (spatial information) ไดในจํานวนจํากัดเพื่อใหงายตอการ
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ดึงขอมูลออกมาใชไดทันที ขอมูลขาวสารนี้อาจจะผานกระบวนการรับรู อ่ืน ๆ  

เครือขายของ spatial working memory อยูที่ cortical-occipital, parietal-dorsal 

และ frontal area (Paul, 2009)   

- Spatial short-term memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งที่ใชจัดเก็บและบริหาร

ขอมูลช่ัวคราว ซึ่งมีความจําเปนตอการเรียนรูที่มีความยากและซับซอน เชน การเรียน 

การหาเหตุผล เร่ืองที่ตองอาศัยความเขาใจ (Morris, 2004) 

- Spatial long-term memory เปนระบบความจําอยางหนึ่งที่มีความคงทนในสมอง

มากกวา Spatial working memory หรือ Spatial short-term memory  การจัดเก็บ

ขอมูลในเร่ืองที่ยากจะเกิดเมื่อเรามีความเชื่อเปนพื้นฐานในเร่ืองนั้น  ทําใหสามารถ

เรียนรูและนําขอมูลที่หลากหลายออกมาใชตามชนิดของขอมูลและจุดมุงหมายที่

แตกตางกัน (Morris,2004) 

2.2.6 โรคความจําเสื่อม (ammesia) 

  โรคความจําเส่ือม คือ ภาวะที่ความจําสูญเสียการทํางานอยางรุนแรงโดยไม

เกี่ยวของกับความพรองของไหวพริบ (intelligence), ความสนใจ (attention) และการรับรู

(perception)   ภาวะความจําเส่ือมอาจเกิดไดภายหลังจากการถูกกระทบกระเทือนทางสมอง 

(trauma) เชน ภาวะ chronic alcoholism, encephalitis, brain tumor และ stroke  ซึ่งสภาวะ

เหลานี้สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของสมอง   ภาวะความจําเส่ือมสามารถ

จําแนกออกเปน 2  รูปแบบคือ  anterograde amnesia  และ retrograde amnesia  

  2.2.6.1. Anterograde amnesia 

    มีสาเหตุมาจากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง  ซึ่งกอนเกิด

เหตุการณ memory  จะยังคงมีปกติอยู  แตภายหลังการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง จะมี

ผลทําใหเกิดการสูญเสียความจํา จึงมีผลทําใหไมสามารถเปล่ียนขอมูลที่เปนความจําระยะส้ัน 

(short – term memory) ใหเปนความจําระยะยาว (long – term memory) ได ยกตัวอยางเชน 

คนไขไมสามารถจดจําชื่อของแพทยที่รักษาได ทั้งที่เปนแพทยประจําตัวและรักษาเขามาหลายป 

ตองพูดซ้ําอยูทุกคร้ัง ในทางคลินิกพบผูปวยที่มีความจําในวัยเยาวจะยังคงปกติอยู แตภายหลัง

จากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมองจะมีความจําที่ลดลงในแตละป  และพบการถูกทําลาย

ของสมองอยางนอย 3 สวน  หากเกิดการทําลายในสมองสวน hippocampus ซึ่งเปนทางผานของ
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ขอมูลขาวสาร รวมถึงเปนแหลงเก็บของขอมูล จะทําใหขอมูลไมสามารถเช่ือมตอในกระบวนการที่

เกี่ยวกับความจําได (Joseph, 1996 ) 

   2.2.6.2.Retrograde amnesia 

    เปนผลมาจากการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมองเชนกันกับ 

anterograde amnesia  แตการสูญเสียความจําจะเกิดกอนการเกิดการกระทบกระเทือนทางสมอง  

ชวงระยะเวลาในการเกิดอาจเกิดต้ังแตไมกี่นาทีจนถึงหลายป  ความจําเส่ือมประเภทนี้เกิดจาก

ความบกพรองของสมองสวนที่ดึงขอมูลจาก ความจําระยะยาว (long term memory)  ไปเปน

ความจําระยะส้ัน(short – term memory)  โดยท่ีความสามารถในการเรียนรูยังดีอยู แต

ความสามารถในการแยกแยะจะสูญเสียไป ยกตัวอยางเชน คนไขยังรูวิธีการจับปากกา เขาก็ชู

ปากกาใหดู แลวบอกวาเอาไวทําแบบนี้  เอาไวเขียน ซึ่งอาจจะลืมวานี่เรียกวา ปากกา   (Bear และ

คณะ, 2007)   

 

2.3 บัวบก (Centella asiatica) 

บัวบก (รูปที่ 2.9) มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Centella asiatica Urban ซึ่งจัดอยูในวงศ 

Umbelliferae เปนไมลมลุก ลําตนเล้ือยแผไปตามพื้นดิน แตกรากฝอยตามขอ มักข้ึนตามที่ชื้นแฉะ 

ใบมีลักษณะเปนใบเด่ียว รูปไต กลม ขอบใบหยัก เรียงสลับหรือออกเปนกระจุก กระจุกละ 3-5 ใบ 

กานใบยาวชูข้ึน ดอกมีสีมวง ออกเปนชอ กานชอดอกส้ัน ผลมีสีเขียวหรือขาว ขนาดเล็ก คอนขาง

กลม (นันทวัน บุณยะประภัศร, 2541) บัวบกเปนพืชสมุนไพรที่มีประวัติการใชประโยชนในทางยา

มานาน ในทางการแพทยอายุรเวทด้ังเดิมเปนที่รูจักกันดีวาสามารถนําบัวบกมาใชในดานการฟนฟู

ความออนเยาว ความจําและชวยใหอายุยืนยาว นอกจากนั้นยังถูกนํามาใชบําบัดอาการที่เกี่ยวของ

กับสมองมาเปนเวลานาน ชวยลดความเครียดจากการทํางานหนัก ควบคุมระดับแรงดันเลือดให

เปนปกติ แกช้ําใน บํารุงกําลัง บํารุงหัวใจ ขับปสสาวะ แกทองรวง แกออนเพลีย แกน้ํารอนลวก ใช

รักษาโรคผิวหนัง แกเจ็บคอ รอนในและกระหายน้ํา เปนตน (วีรพล คูคงวิริยพันธุ, 2544)  

2.3.1 ขอมูลการใชบัวบกเปนอาหารและสมุนไพรรักษาโรค 

บัวบกเปนพืชที่พบไดมากในอินเดียและเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยแตละประเทศมีการ

นําบัวบกมาใชประกอบอาหาร ในศรีลังกามักเรียกบัวบกวา Gotu Kola  
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ในคัมภีรอายุรเวทของอินเดียซึงเปนศาสตรบําบัดที่เกาแกที่สุด มีวิธีการแบบองครวมชวย

ใหผูคนมีอายุยืนยาวและคงความสมดุลของชีวิต  มีชีวิตชีวาเช่ือมตอระหวางรางกาย อารมณ 

จิตใจ และจิตวิญญาณ มีบันทึกวา บัวบกมีชื่อที่นิยมเรียกในทางการแพทยอายุรเวท คือ Brahmi   

มีลักษณะกล่ินฉุน มีรสขมอมหวานยอยไดงาย เปนยาเย็น ยาระบาย ยาบํารุง ชวยฟนฟูสภาพ 

บํารุงเสียง ชวยใหความจําดีข้ึน เปนยาเจริญอาหาร แกไข แกอักเสบ ผิวหนังเปนดางขาว โลหิตจาง 

มีหนองออกจากปสสาวะ หลอดลมอักเสบ น้ําดีในรางกายมากเกินไป มามโต หืด กระหายน้ํา แก

คนเปนบา โรคเกี่ยวกับเลือดและโรคที่สมุฏฐานเกี่ยวกับเสมหะ  ในอินเดียบอกวาถากินบัวบกวัน

ละ 1-2 ใบ เปนประจําทุกวัน จะชวยทําใหจิตใจสดชื่นแจมใส ชวยทําใหความจําดีข้ึน บํารุง

ประสาทและโลหิต คนในอินเดียบางแควนกินใบบัวบกกับนม ถือวาเปนยาชวยใหความจําดีและ

ชวยบํารุงรางกาย และปจจุบันมีผลิตภัณฑบัวบกที่ระบุสรรพคุณชวยเพิ่มความจํานําเขามา

จําหนายในประเทศไทย(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009 : ออนไลน)  

ในตํารายาไทยกลาววา บัวบกมีรสเฝอนขมเย็น แกออนเพลีย เมื่อยลา บํารุงธาตุ บํารุง

หัวใจ ขับปสสาวะ ขับโลหิตเสีย ในไทยใชบัวบกเปนยาอายุวัฒนะ โดยการค้ันน้ําใบบัวบก โดยนํา 

ใบบัวบก 1 มากํามือหรือ1 แกวนํามายัดใสแกวพอแนน หลังจากนั้นนํามาตําหรือปนใหละเอียด 

แลวเติมน้ํา 1 แกวคนใหเขากัน แลวกรองกินแตน้ํา เติมน้ําตาลหรือเกลือ กินคร้ังละ 1 แกว วันละ 3 

คร้ังกอนอาหาร แตอยากินติดตอกันในปริมาณมากเปนเวลานานๆ เพราะบัวบกมีรสเย็นจัดอาจทํา

ใหรางกายเสียสมดุลได และตองแกปญหาเร่ืองมีฤทธิ์เย็นของบัวบกดวย การผสมพริกไทยลงไป  

โดยใชผงใบบัวบก 2 สวนผสมกับผงพริกไทย 1 สวน ละลายน้ํารอนกินกอนนอน คร้ังละคร่ึงชอนชา 

กลาวกันวา "กินบัวบก 1 เดือน โรครายหายสิ้นมีปญญา กิน 2 เดือน บริบูรณนารักมีเสนห กิน 3 

เดือนริดสีดวงสิบจําพวกหายส้ิน กิน 4 เดือนลมสิบจําพวกหายหมด กิน 5 เดือนโรครายในกาย

ทุเลา กิน 6 เดือน ไมรูจักเมื่อยขบ กิน 7 เดือนผิวกายจะสวยงาม กิน 8 เดือน รางกายสมบูรณเสียง

เพราะ"(สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ, 2009 : ออนไลน)   
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รูปท่ี 2.8 ลักษณะของใบบัวบก 

 

 

 

 

 

2.3.2 องคประกอบทางเคมี (Chemical components) 

  บัวบกประกอบไปดวยสารสําคัญกลุม saponin ที่ประกอบไปดวย  triterpene 

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

acid  ดังรูปที่ 2.9  ใบบัวบกประกอบไปดวยน้ํา 90%, คารโบไฮเดรต 7%, และสารอินทรียอ่ืน ๆ อีก 

2%    (Randriamampionama และคณะ, 2007) 
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รูปท่ี 2.9 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารสําคัญ  asiaticoside, asiatic acid, madicassoside  

และ madecassic acid  (Randriamampionama และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

2.3.3  ขอมูลการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

ไดมีผูทําการศึกษาคนควาเกี่ยวกับบัวบกจํานวนมาก ทําใหมีขอมูลทางคลินิกและทาง

เภสัชวิทยาอยูมากมาย ดังตอไปนี้ 

2.3.3.1. ฤทธิ์สมานแผล (Wound healing effects) 

จากการศึกษาของ Maquart และคณะ (1999) พบวาสารสกัดจากบัวบก

(titrated extract)   ที่ประกอบดวยสาร triterpines 3 ชนิด คือ  asiatic acid, madecassic acid 
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และ asiaticoside นั้นมีฤทธ์ิสมานแผล โดยจะเพิ่มการสรางเนื้อเยื่อประสาน และเพิ่มปริมาณ

คอลลาเจนในหนูแรท นอกจากนั้นยังสามารถกระตุนการแสดงออกของยีนในเซลล human 

fibroblast ซึ่งเกี่ยวของกับการสรางหลอดเลือดและเนื้อเยื่อประสานในบริเวณที่เนื้อเยื่อถูกทําลาย 

(Coldren และคณะ, 2003) จากการศึกษาสารสกัดน้ําจากบัวบก ในรูปของครีม ข้ีผ้ึงและเจล โดย

ใชทาที่แผลของหนูแรท 3 คร้ังตอวัน นาน 24 วัน พบวาสารสกัดน้ําจากบัวบก ในรูปของเจลมีผล

เพิ่มการเจริญเติบโตของเยื่อบุผิว เพิ่มการสรางคอลลาเจนและเพิ่ม tensile strength ไดมากข้ึนซ่ึง

ใหผลดีกวาข้ีผ้ึงและครีม (Sunilkumar และคณะ, 1998)  

2.3.3.2. ฤทธิต์านเชื้อแบคทีเรีย (Antibacterial activity) 

จากการศึกษาของ Ahmad และคณะ (1998) พบวาสารสกัดอัลกอฮอล

จากบัวบกนั้นมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus Escherichia coli และ 

Pseudomonas aeruginosa ไดเปนอยางดี 

2.3.3.3. ฤทธิ์ตานเชื้อรา (Antifungal activity) 

จากการศึกษาของ Minija  และ Thoppil (2003)  พบวาสารสกัดเอทา

นอลจากทั้งตน มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Trichophyton mentagrophytes  และ 

Trichophyton rubrum ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคกลากได 

2.3.3.4. ฤทธิ์แกปวด (Antinociceptive effects) 

จากการศึกษาของ Sakina และ Dandiya (1990) พบวาสารสกัดเอทา

นอลจากใบในขนาด 20 มก./กก. น้ําหนักตัว มีฤทธิ์แกปวดในหนูแรทได  

2.3.3.5. ฤทธิ์ตานการแบงตัวของเซลลผิวหนัง (Antiproliferant effects) 

จากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) พบวาสารสกัดน้ําจากบัวบก

ใหผลอยางออนในการตานการแบงตัวของเซลลผิวหนังชั้น keratin (Sampson และคณะ, 2001) 

2.3.3.6. ฤทธิ์ลดการอักเสบ (Antiinflammatory activity) 

การศึกษาของ Dunstan และคณะ (1997) พบวาสารสกัดเอทานอลจาก

ใบมีฤทธ์ิลดการอักเสบอยางออนในหนูแรท ตอมา Lee และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาในทาง

คลินิกโดยทดลองกับผูปวยที่มีอาการผิวหนังอักเสบเร้ือรัง พบวาสามารถลดการอักเสบของผิวหนัง

ได  
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2.3.3.7. ฤทธิ์รักษาแผลในกระเพาะอาหาร (Antiulcer activity) 

Cheng และ Koo (2000)     พบวาเม่ือปอนสารสกัดบัวบก ขนาด 0.05, 

0.1 และ.25 ก./กก. น้ําหนักตัว แกหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดแผลในกระเพาะอาหารดวยกรดอะ

ซีติก พบวาสามารถลดขนาดของแผล และเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดขนาดเล็กในเนื้อเยื่อ 

นอกจากนี้ยังลดการทํางานของเอนไซม myeloperoxidase จึงมีฤทธ์ิรักษาแผลในกระเพาะอาหาร

ได  

2.3.3.8. ฤทธิ์ตานมะเร็ง (Cytotoxic activity) 

จากการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและสัตวทดลองของ Babu และคณะ 

(1995) พบวาสารสกัดบัวบกทั้งกึ่งบริสุทธิ์และแบบหยาบนั้นสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็ง 

2.3.3.9. ฤทธิ์ตอระบบประสาท (Neurological effects) 

จากการศึกษาสารสกัดบัวบกดวยเอธานอลนั้น พบวามีฤทธิ์กดระบบประสาท

อยางออน (Adesina, 1982) และนอกจากนั้นยังพบวาสารสกัดดวยน้ําของบัวบกมีผลตอ

กระบวนการเรียนรูของหนู พบวาหนูที่ไดรับสาร pentylenetetrazole (PTZ) ซึ่งมีผลรบกวนการ

เรียนรูของหนูนั้น เมื่อไดรับสารสกัดดวยน้ําของบัวบกขนาด 300 มก./กก.น้ําหนักตัว ทางปาก

สามารถลดอาการชัก และชวยทําใหการเรียนรูของหนูที่ไดรับ PTZ ดีข้ึน ตอมานักวิจัยกลุมนี้ได

ศึกษาผลของสารสกัดดวยน้ําของบัวบกตอการเรียนรูของหนูที่ไดรับสาร streptozotocin (STZ) 

เขาทาง intracerebroventricular เพื่อใหมีความผิดปกติของการเรียนรู พบวาทําใหระดับ MDA 

(malondialdehyde) ในสมองลดลงขณะที่ระดับของ glutathione และเอนไซม catalase เพิ่มข้ึน 

อยางมีนัยสําคัญ (Gupta และคณะ, 2003) นอกจากน้ันยังมีรายงานผลการวิจัยสารสกัด

มาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ในสัตวทดลอง ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะสมองขาดเลือดโดยการผูก

หลอดเลือดแดงแคโรทิดทั้งสองขางแบบช่ัวคราวเพ่ือใหเกิดความบกพรองในการเรียนรู พบวาชวย

เพิ่มการเรียนรูและความจํา อีกทั้งยังทําใหระดับ malondialdehyde (MDA) ในสมองลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (Tantisira, 2008)  
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2.3.4.ขอมูลดานเภสัชจลนศาสตร (Pharmacokinetics) 

  มีการศึกษาทั้งแบบ single และ  repeated dose โดยการใหสารสกัด               

C. asiatica ทางปาก (30 หรือ 60  มก) ในอาสาสมัครสุขภาพดีจํานวน 12 คน  พบคา 

elimination half life 2-3 ชม  โดยไมคํานึงถึงขนาดที่ให  คา   peak plasma concentration  ของ 

asiaticoside, asiatic acid และ madecassic acid  สูงอยูที่ 2-4 ชม. และ area under the curve 

( 0-24 ชม) เมื่อใหสารสกัดของ C.asiatica  พบวามีคา  plasma half life  เพิ่มข้ึนอยางมี

นัยสําคัญ  สาร triterpine  จะขับออกทางไตไดนอย  สวนใหญขับออกทางอุจจาระในชวง 24-76 

ชม.(Grimaldi และคณะ., 1990). 

 

2.3.5 สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 

 

 
 

รูปท่ี 2.10  อีซีเอ 233 

 

 สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233 ซึ่งนํามาใชในการทดลองลักษณะเปนผงสีขาวนวล  

(white to off-white) ดังรูปที่ 2.10 ประกอบไปดวยสารสําคัญกลุม  triterpenoids  ไมนอยกวารอย

ละ  80 และมีสัดสวนของ madecassocide ตอ  asiaticoside  คือ 1.5 ± 0.5  (Tantisira, 2009) 

2.3.4.1 ผลการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาและพิษวิทยาของสารสกัดมาตรฐาน

บัวบกอีซีเอ 233    

มีการศึกษาฤทธ์ิของอีซีเอ 233 ตอภาวะความจําบกพรองจากการปดกั้นหลอด

เลือดไปเล้ียงสมองช่ัวคราว พบวาอีซีเอ 233สามารถลดการเกิดภาวะความจําบกพรองในหนูถีบ

จักรที่ไดรับอีซีเอ 233  ทางปากในขนาด 10 และ 30 มก./ กก.น้ําหนักตัว  โดยใช Morris water 
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maze test  และ  Step-down test   และพบการลดลงของระดับ MDA  ในขณะที่ไมมีการ

เปล่ียนแปลงของ locomotor activity  (Tantisira, 2008) รวมถึงมีการศึกษาผลของอีซีเอ 233ใน

ขนาด 10 และ 30 มก./กก.น้ําหนักตัว    ตอการลดภาวะความจําบกพรองจากกการเหน่ียวนําดวย 

 - amyloid โดยอีซีเอ 233 ในขนาด 30 มก./ กก.น้ําหนักตัว จะใหผลลดความจําบกพรองไดดีกวา 

10 มก./กก.น้ําหนักตัว  (Kam-eg, 2009) นอกจากนี้อีซีเอ 233 ยังมีความปลอดภัยสูงโดยไมพบ

อาการเกิดพิษเมื่อทดสอบพิษเฉียบพลัน (acute toxicity) และพิษกึ่งเร้ือรัง (sub – chronic 

toxicity) (Tantisira, 2008)จึงไดมีความสนใจศึกษาผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําใน

หนูปกติและการปองกันความจําบกพรองจากภาวะสมองขาดเลือดชั่วคราว 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สัตวทดลอง 

หนูเมาส (mice) สายพนัธุ ICR เพศผู น้าํหนกั 20-25 กรัม จากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ

มหาวิทยาลัยมหิดล ตําบลศาลายา จังหวัดนครปฐม โดยนํามาพักไวในโรงเล้ียงสัตวทดลอง คณะ

เภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเวลา 1 สัปดาห กอนนาํมาทดลองเพือ่เปนการปรับ

สภาพหนู โดยเล้ียงไวในหองทีท่ําการควบคุมอุณหภูมิหองที่ 25± 2 องศาเซลเซยีส, ควบคุมแสง

สวาง : มืด 12 : 12 ชั่วโมงตอวนั มีระบบระบายอากาศและเล้ียงสัตวทดลองในกรงที่มวีัสดุรอง

นอนเปนข้ีเล่ือยสะอาด การทดลองทั้งหมดดําเนินการระหวางเวลา 6.00-17.00 น. สัตวทดลองทกุ

ตัวไดรับน้ําและอาหารตามปกติและจะถูกนํามาใชในการทดลองเพยีงคร้ังเดียว 

 การดําเนินการในสัตวทดลองไดรับอนุมัติจากคณะกรรมการควบคุมดูแลการเล้ียงและการ
ใชสัตวทดลองเพื่องานทางวิทยาศาสตรของคณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยเมื่อวันที่ 
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 

ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.ชํานาญ  ภัตรพานิช  (ภาควิชาเภสัชเคมีและอาหารเคมี 

คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 

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 การเตรียมสารทดสอบและการใหสารทดสอบ 

ใชสารละลาย 0.5 %  carboxymetylcellulose (CMC) ในน้ําเปนสารแขวน

ตะกอนของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ 233  และหนูทดลองจะไดรับยาสลบ Pentobarbital ใน

ขนาด 60 มก./กก. น้ําหนักตัว โดยการฉีดทางชองทอง (i.p.) หนูทดลองจะไดรับสารสกัดมาตรฐาน

บัวบก อีซีเอ 233  ผานทาง gavage tube เขาสูกระเพาะอาหาร 

3.4.2 การทําใหหนูเมาสมีความบกพรองในการเรียนรูและความจําโดยการทํา bilateral 

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

การผาตัดจะทําในวันที่ 8 ของการทดลอง  โดยทําใหหนูหมดความรูสึกโดยฉีด 

Pentobarbital ขนาด 60 มก./กก. น้ําหนักตัว เขาทางชองทอง เปดผิวหนังและเนื้อเยื่อบริเวณคอ

ดานหนา (ventral mid line)  ดังรูปที่ 3.1 แยก common carotid arteries  เสนประสาทเวกัส 

(vagus nerve) และเนื้อเยื่อรอบ ๆออกจากกัน นําดายเย็บผาเบอร 60 ขนาดยาว 8 เซนติเมตร 

คลองใตหลอดเลือดทั้ง 2 เสน หมุนดายรัดหลอดเลือดและนําคลิปมาหนีบเสนดายเปนเวลา 20 

นาที  หลังจากนั้นตัดปลายหางหนูแลวบีบเลือดออกจากหางปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร เพื่อสรางภาวะ

ความดันเลือดตํ่า เม่ือปดกั้นหลอดเลือดครบเวลา 20 นาทีแลวจึงคลายเสนดายออก (ทุกข้ันตอน

ผาตัดดวยเทคนิคปลอดเชื้อ) ปดบาดแผลดวยกาวชนิดแหงเร็ว (extra superglue) (Xu และคณะ, 

2000) ใหหนูพักอยูภายในหองจนกวายาสลบจะหมดฤทธ์ิ  สําหรับหนูกลุม Sham จะดําเนินการ

ผาตัดดวยวิธีเดียวกับที่กลาวขางตนทุกประการ ยกเวนแตไมมีการปดกั้นการไหลของเลือดและเสน

เลือด 
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รูปที่ 3.1. บริเวณตําแหนงที่มีการปดกั้นหลอดเลือดโดยใชเทคนิค 2–vessel occlusion (2–VO) 

(ตําแหนง a =carotid artery) 

 

3.4.3.การแบงกลุมสัตวทดลอง 

แบงหนูเมาสออกเปน 9 กลุม กลุมละ10 ตัว หนูเมาสจะไดรับสารทดสอบโดยการ

ปอนวันละ 2  คร้ัง เชา (8.00 น.) และ เย็น (17.00 น)  โดยสัตวทดลองจะไดรับสารทดสอบคือ สาร

สกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ขนาด 30 มก./กก. หนูที่ทําการทดสอบจะจัดเปน 3 กลุมใหญคือ 

หนูปกติ, หนูที่ไดรับการปดกั้นหลอดเลือดช่ัวคราว (2 –VO) และหนูกลุม sham 

  3.4.3.1 หนูปกติ   แบงออกเปน 4 กลุมยอยคือ  

   กลุมที่ 1.เปนกลุมควบคุมจะไดรับสารละลาย CMC อยางเดียวตลอดการ

ทดลองจนครบ 17 วัน 

   กลุมที่ 2.ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 เปนเวลา 7 วันและใน

วันที่ 8 ตอนเชา  หลังจากนั้นจะไดรับสารละลาย CMC ไปจนส้ินสุดการทดลอง 

   กลุมที่ 3.ไดรับสารละลาย CMC เปนเวลา 7 วันและในวันที่ 8 ตอนเชา  

หลังจากนั้นจะไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ไปจนส้ินสุดการทดลอง 

   กลุมที่ 4.ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ 233 ตลอดการทดลองจน

ครบ 17 วัน 
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3.4.3.2 หนูที่ไดรับการปดกั้นหลอดเลือดช่ัวคราว (2 –VO)  

ทํา 2VO ในวันที่ 8 ของการทดลองภายหลังจากที่หนูไดรับสารทดสอบใน

ตอนเชา  หนูกลุมนี้ ถูกแบงออกเปน 4 กลุมโดยนับเปนกลุมหมายเลข 5 , 6 , 7 และ 8  ซึ่งไดรับ

สารทดสอบเชนเดียวกับหนูปกติกลุมที่ 1 , 2 , 3 และ 4 ตามลําดับ 

3.4.3.3 หนูกลุม Sham operated control 

    หนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม sham หนูกลุมนี้จะถูกผาตัดเชนเดียวกับหนู

กลุมที่ทํา 2VO แตจะไมถูกปดกั้นหลอดเลือด 

                        

 

หลังจากที่ทาํ 2–VO แลว วนัตอมาจะนาํสัตวทดลองทกุกลุมมาทดสอบพฤติกรรมเปน

เวลา 9 วัน  โดยการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูคือ 

                    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 

         เปนการวัด spatial memory (D’Hooge และ De Dey, 2001)  การ

ทดลองนี้ใชอางน้ําวงกลม สีดํา ดังรูปที่ 3.3  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 70 เซนติเมตรในอางบรรจุน้ํา

ความลึก 13 เซนติเมตร  ควบคุมอุณหภูมิที่ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ภายในอางมีแทนพัก (hidden 

platform) สีดํา ขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตร อยูตํ่ากวาระดับผิวน้ํา 1 เซนติเมตร แบงอาง

น้ําออกเปนส่ีสวนเทาๆกัน วางแทนพักบริเวณก่ึงกลางสวนใดสวนหนึ่ง (อยูคงที่ตลอดการทดลอง) 

อางดังกลาวต้ังอยูในหองและบริเวณรอบๆอางทั้งสามดานมีฉากที่มีรูปภาพติดอยู ซึ่งรูปภาพนั้นจะ

อยูตําแหนงเดิมตลอดการทดลอง หนูจะอาศัยตําแหนงของภาพในการจดจําตําแหนงของแทนพัก

ซึ่งอยูใตน้ํา การทดสอบแบงออกเปน 2 ชวง คือ  trials และ probe trials ทดสอบการเรียนรูและ

ความจําเปนเวลา 5 วันติดตอกันโดยปลอยหนูลงที่จุดกึ่งกลางขอบอางน้ําซ่ึงถูกแบงออกเปนส่ีสวน 

จับเวลาที่หนูใชในการวายน้ําจนกระทั่งข้ึนไปอยูบนแทนพัก บันทึกเวลาและใหหนูอยูบนแทนพัก

นาน 10 วินาที ใหหนูใชเวลาในการหาแทนพักเปนเวลา 60 วินาที ถาครบเวลา 60 วินาที แลวหนู

ยังไมสามารถอยูบนแทนพักไดใหจับหนูไปอยูบนแทนพักเปนเวลา 10 วินาที  หลังจากนั้นนําหนูมา

พักเปนเวลา 30 วินาที ทําการทดลองซํ้าจนครบทั้งส่ีสวน และในวันที่ 6 จะนําแทนพักออกปลอย

หนูลงที่จุดกึ่งกลางขอบอางน้ําซ่ึงถูกแบงออกเปนส่ีสวน จับเวลาที่หนูวายน้ําอยูบริเวณท่ีเคยวาง

แทนพักเปนเวลา 60 วินาที ถาหนูที่มีการเรียนรูและความจําดีจะวายน้ําอยูบริเวณที่เคยวางแทน

พักนานกวาบริเวณอ่ืน (Xu และคณะ, 2000) 
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รูปท่ี 3.3   Morris water maze test (Xu และคณะ, 2000) 

 

 

 

3.4.4.2. Step-down test 

    เปนการทดสอบเพื่อยืนยันความสามารถในดานความจําและการเรียนรู 

ชนิด  passive avoidance ทดสอบโดยวิธี Step-down test การทดลองนี้ใชอุปกรณที่

ประกอบดวยกลองซ่ึงมีขนาดความกวาง 23 เซนติเมตร ยาว 35 เซนติเมตร และสูง 20 เซนติเมตร 

ดังรูปที่ 3.4  พื้นของกลองเปนแทงสเตนเลสขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร วางในแนวนอน 

แตละแทงหางกันประมาณ 11 มิลลิเมตร ภายในกลองมีแทนพักซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 

เซนติเมตรและสูงประมาณ 4 เซนติเมตร วางที่มุมใดมุมหนึ่งของกลอง (อยูคงที่ตลอดการทดลอง) 

การทดลองแบงออกเปน acquisition trial และ retention trial ในชวง acquisition trial จะวางหนู

บนแทนพักปลอยใหเดินอิสระเปนเวลา 3 นาที จากนั้นนําหนูลงบนแทนพักพรอมกับปลอย

กระแสไฟฟาขนาด 0.4 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 300 วินาที จับเวลาต้ังแตเร่ิมวางหนูบนแทนพักจน

หนูกาวลงจากแทนพักครบทั้ง 4 เทา บันทึกเวลา (step-down latency) ถาหนูอยูบนแทนพักเปน

Trial Probe  trial 
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เวลา 300 วินาที ใหนําหนูออกจากการทดลองบันทึกเวลาเปน 300 วินาที ( 5 นาที ) และนับ

จํานวนครั้งที่หนูกาวลงจากแทนพัก ภายในเวลา 300 วินาที (step-down errors) หลังจากนั้น 24 

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

หนูที่มีการเรียนรูและความจําดีจะหลบหลีกจากการถูกช็อคดวยไฟฟาจากการนั่งอยูบนแทนพัก

นานข้ึน (Xu และคณะ, 2000)  

 
    รูปท่ี 3.4    Step – down  test  

 

3.4.4.3 Locomotor activity test 

เปนการวัดการทํางานของระบบประสาทยนต เพื่อพิสูจนวาผลจากการ
ทดสอบดวยวิธี Morris water maze และ Step-down test นั้นมิไดเกิดจากความผิดปกติของระบบ
ประสาทยนต โดยดูผลการเคล่ือนไหวของสัตวทดลองที่ไดรับสารทดสอบ การทดลองนี้ ใชเคร่ือง 
Activity Cage (UGO Basile 7430)  ดังรูปที่ 3.5   ประกอบดวยกลองพลาสติกซ่ึงมีขนาดความ
กวาง 23 เซนติเมตร ยาว 35 เซนติเมตร และสูง 20 เซนติเมตร พื้นของกลองเปนแทงสเตนเลสมี
เสนผาศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร แตละแทงหางกันประมาณ 11 มิลลิเมตร อุปกรณนี้จะทําการนับ
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จํานวนครั้งการเคล่ือนไหวของหนูภายในเวลา 5 นาที โดยใชจํานวนคร้ังของการเคลื่อนไหวในหนู
กลุมควบคุม เปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบกับกลุมอ่ืน ๆ (Gupta และคณะ, 2003) 

 
รูปท่ี 3.5   Activity  meter 

 

 

3.4.5 Biochemical study 

           Lipid peroxidation assay 

เปนการวัดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ซึ่งเปนผลิตผลจาก

ปฏิกิริยา lipid peroxidation โดยการ sacrificed หนูดวยวิธี cervical dislocation และ 

decapitation ผาตัดแยกสมองออกมาแลว ลางทําความสะอาดโดยใช ice-cold saline เก็บไวที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จากนั้นนําสมองหนูใสลงใน ice-cold phosphate buffer (pH 7.4) 

0.1 โมลาร ในปริมาณ 10 เทาของสมองหนู (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวทําใหเปนสวนประกอบ

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

วิธีการวัดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ทําโดยการนําสารละลายที่ประกอบดวย 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 

ทําใหรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นทิ้งไวใหเย็น แลวนํามาผสมลง

ใน n-butanol/ pyridine 5 มิลลิลิตร (15:1) และน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันโดยใชเคร่ือง 

vortex จากนั้นนําไป centrifuge ที่ 5000 rpm เปนเวลา 10 นาที นําสารชั้นบน (supernatant) มา

วัดคา absorbance ที่ 532 นาโนเมตรโดยใช spectrophotometer (Gupta และคณะ, 2003) 

 

Determination of brain glutathione (GSH) 

   เปนการประเมินระดับ GSH ในสมองซึ่งเปนสารที่ตานการเกิดภาวะ 

oxidative stress โดยการ sacrificed หนูดวยวิธี cervical dislocation และ decapitation ผาตัด

แยกเอาสมองออกและนําไปแชที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส บดเนื้อเยื่อสมองจนได 

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

มล.นําไป centrifuge ดวยความเร็ว 1,200 g  เปนเวลา 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. ที่เตรียมข้ึนมาใหมๆ (freshly prepared) นําไปวัดดวย 

spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร  นําคาที่ไดไปคํานวณเทียบเปนปริมาณ 

GSH (หนวยนาโนโมล/น้ําหนักของเนื้อเยื่อสมองเปนกรัม) (Shivakumar และคณะ, 1992) 

 

      3.4.6.Morphology study 

เปนการประเมินจํานวนเซลลประสาทในสมองบริเวณฮิปโปแคมปส (hippocampus) ใน

บริเวณ CA 1 และ CA 3 โดยการตัดช้ินเนื้อสมองเปนแผนบางแลวยอมดูเซลลประสาท โดยใช 

cresyl violet staning technique สลบสัตวทดลองโดยการฉีด pentobarbital ขนาด 60 mg/kg 

เขาทางชองทอง (i.p.)  decapitation แลวแยกสมองออกอยางรวดเร็วแลวทําใหแข็งโดยใช

น้ําแข็งแหง (dry ice) หลังจากนั้นตัดสมองตามแนวขวาง (coronal section) ความหนา 10 µm ที่

ระดับของฮิปโปแคมปส (hippocampus) โดยใช cryostat จากนั้นยอมสีดวย 1% cresyl violet 

นําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน (microscopic observation) เพื่อดูเซลลที่บริเวณ CA1 และ CA3 

ของสมองสวนฮิปโปแคมปส (hippocampus)โดยใชบริเวณสวนหัวและสวนทายของสมองสวนเดน

เตทไจรัส (dentate gyrus)  ตามลําดับเปนตัวกําหนดพื้นที่ในการศึกษาเซลลไพรามิดอล  
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(pyramidal) ของสมองหนูทุกตัวใหตรงกัน (รูปที่ 3.6)  จากนั้นนํามาถายรูป (400X) และนับ

จํานวนเซลลประสาทตอพื้นที่ของเซลล  0.068mm2 (Ni และคณะ, 1995) 

 

 
 

       รูปท่ี 3.6  แสดงบริเวณที่คัดเลือกเพื่อนํามาใชในการประเมินจํานวนเซลลประสาทที่มีชีวิต 

(survival neurons) ในสมองฮิปโปแคมปส (Hippocampus) บริเวณ CA 1 และ CA 3    

 

3.5 การรวบรวมและวิเคราะหขอมูล (Data analysis)  

แสดงผลการศึกษาขอมูลการทดสอบพฤติกรรม การศึกษาทางพยาธิวิทยา จากคา 

mean±SEM เปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมดวย One-way analysis of variance (ANOVA) ตาม

ดวย post hoc test และตามดวย Fisher’s least significant difference (LSD) และจะถือวามี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหากคา P นอยกวา 0.05 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
4.1 ผลการทดสอบดานพฤติกรรม 

4.1.1 ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําแบบ spatial   
 รูปที่ 4.1 และ 4.2 และตารางที่ 4.1 แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233 ตอ

การเรียนรูและความจําโดยวิธี  morris water maze test (MWM) ในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) รูปที่ 4.1  
และตารางที่ 4.1  พบวาหนูกลุมที่ 4 มีคา escape latency ในวันที่ 11,12 และ 13  ลดลงแตกตาง
จากหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา escape latency ของวันที่ 11,12 และ 13 
ในหนูกลุมที่1(กลุมควบคุม) คือ 31.42±3.15, 21.22±2 .85 และ15.67±2.49 กลุมที่ 2 คือ 
27.00±1.95, 19.05±2.81 และ 15.50±3.45 กลุมที่ 3 คือ  28.12±2.68, 20.75±3.39 และ 
12.95±2.66 กลุมที่ 4 คือ 21.12±4.06, 12.30±4.17 และ 7.82±2.35   วินาที ตามลําดับ 

 สําหรับหนูที่ไดทําการปดกั้นหลอดเลือดแคโรติด (2VO) (กลุมที่ 5 – 8)  รูปที่ 4.2 
และตารางที่ 4.1  จะมีความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยหนูกลุมที่ 5 จะมีคา escape 
latency แตกตางจากกลุม sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ อีซีเอ 233 สามารถลดความ
บกพรองของการเรียนรูและความจําได โดยพบวาหนูกลุมที่ 8 ซึ่งไดรับอีซีเอ 233 ตลอดการทดลอง 
จะมีคา escape latency ในวันที่ 11 และ 12  แตกตางไปจากหนูกลุมที่ 5 (กลุมควบคุม) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ โดย escape latency ในวันที่ 11 และ 12  ของหนูกลุมที่ 5 คือ 38.47±2.11 
และ 34.47±1.59 กลุมที่ 6 คือ 34.06±1.86 และ 30.13±2.31 กลุมที่ 7 คือ  37.05±2.22 และ 
27.65±1.99  กลุมที่ 8 คือ 30.75±1.25 และ 26.02±1.81  วินาที ตามลําดับ  
  สําหรับการทํา probe trial ซึ่งเปนการพิสูจนวาการที่หนูวายน้ําไปพักบนแทนได
นั้นมิไดเกิดจากการที่หนูเห็นแทนพัก แตเกิดเนื่องจากการที่หนูสามารถจดจําตําแหนงของแทนพัก
ได ดําเนินการโดยใชหนูที่ผานการทดสอบ MWM แลววางลงในอางเดิมแตเอาแทนพักออกไป ผล
การทดสอบพบวาหนูสามารถจดจําตําแหนงที่เคยวางแทนพักอยูไดโดยหนูจะวายน้ําอยูในบริเวณ
ที่เคยวางแทนพักนานกวาบริเวณอ่ืน (รูปที่ 4.3 , 4.4  และตารางที่ 4.1) 
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รูปท่ี 4.1  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test ในหนูปกติ 
(กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมที่ไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 7 วัน โดยในวันที่ 8 จะ
ไดรับสารทดสอบเฉพาะตอนเชา และเร่ิมการทดสอบโดยการวัดคา escape latency ในหนูกลุม
ตาง ๆ ติดตอกัน 5 วัน 

 * มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปที่ 4.2  ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test ในหนูกลุม
ที่ถูกทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham หนูทุกกลุมที่ไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ัง
เปนเวลา 7 วัน ในวันที่ 8 จะไดรับสารทดสอบเฉพาะตอนเชากอนทํา 2VO และเร่ิมการทดสอบโดย
การวัดคา escape latency ในหนูกลุมตาง ๆ ติดตอกัน 5 วัน สําหรับหนูกลุม sham (กลุมที่ 9) จะ
ดําเนินการผาตัดเหมือนการผาตัดหนูกลุมอ่ืนแตไมมีการทํา 2VO 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.3  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test (probe 
trial) ในหนูปกติ ทดสอบในวันที่ 14 ของการทดลอง 
 

 
 
รูปที่ 4.4  ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี MWM test (probe 
trial) ในหนู 2VO ทดสอบในวันที่ 14 ของการทดลอง 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 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 แสดงคาเปน escape latency และ Time spent in the platform 
quadrant  ตอการเรียนรูและความจําแบบ spatial ในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และหนูที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยการทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) โดยวิธี MWM test 
หนูทุกกลุมจะเร่ิมถูกทดสอบภายหลังการไดรับสารทดสอบเปนเวลา 8 วัน โดยใหทางปากวันละ 2 
คร้ัง ยกเวนวันที่ 8 จะใหสารทดสอบตอนเชาเพียงครั้งเดียว และเร่ิมทําการทดสอบในวันที่ 9 
ติดตอกัน 6 วัน  

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.1.2 ผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและความจําแบบ passive avoidance  
 รูปที่ 4.5 - 4.8 และตารางที่ 4.2  แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233 ตอการ

เรียนรูและความจําของหนูกลุมตาง ๆ โดยวิธี step – down test พบวาในวันแรกของการทดสอบ 
คา step – down latency (รูปที่ 4.5,4.6 และตารางที่ 4.2)  และ number of error (รูปที่ 4.7,4.8 
และตารางที่ 4.2)   ของหนูทุกกลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่
วันที่ 2  หนูปกติในกลุมที่ 4 จะมีคา step – down latency แตกตางจากหนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 1) 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา step – down latency ของหนูปกติกลุมที่ 1 คือ 167.2±9.6  
กลุมที่2 คือ 172.0±7.4  กลุมที่ 3 คือ 177.3±5.1 และกลุมที่ 4 คือ 207.4±9.3 วินาที  ตามลําดับ 
ในขณะที่ number of error  ของหนูปกติทุกกลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ โดยคา number of error ของหนูปกติกลุมที่ 1 คือ 4.1±0.2 กลุมที่ 2 คือ 3.9±0.3 กลุมที่ 3 
คือ 4.1 ±0.5 และกลุมที่ 4 คือ 3.4±0.7 คร้ัง ตามลําดับ 

 หนูที่ถูกทํา 2VO (กลุมที่ 5-8) จะมีความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดย
หนูกลุมที่ 5 จะมีคา step – down latency และ number of error ในวันที่ 2  แตกตางจากหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ อีซีเอ 233 สามารถลดความบกพรองของการเรียนรูและ
ความจําได โดยพบวาหนูในกลุมที่ 6, 7 และ 8 จะมีคา step – down latency และ number of 
error ในวันที่ 2   แตกตางไปจากหนูกลุมที่ 5 (กลุมควบคุม) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีคา 
step – down latency ของหนูกลุมที่ 5 คือ  45.7±9.6 กลุมที่ 6 คือ 78.1±7.9 กลุมที่ 7 คือ 
83.4±4.3 กลุมที่ 8 คือ 99.2±5.5 วินาที และคา number of error กลุมที่ 5 คือ 7.7±0.8 กลุมที่ 6  
คือ 6.1±0.6  กลุมที่ 7 คือ 6.0±0.5 และกลุมที่ 8 คือ 5.1±0.2 คร้ังตามลําดับ 
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รูปที่ 4.5 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down latency ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4) หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบทาง
ปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15 (day1, acquisition trial) และ
วันที่ 16 (day2, retention trial) 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปที่ 4.6 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down latency ในกลุม 2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม 
sham หนูทุกลุมไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการใน
วันที่ 15  (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.7 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down errors ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบทาง
ปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15  (day1, acquisition trial) 
และวันที่ 16 (day 2, retention trial) 
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รูปที่ 4.8 ผลของอีซีเอ 233  ตอการเรียนรูและความจํา เม่ือทดสอบโดยวิธี step – down test 
แสดงคาเปน step – down errors ในหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนูกลุมที่ 9 เปนหนูกลุม 
sham หนูทุกลุมไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน การทดสอบดําเนินการใน
วันที่ 15  (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 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 ตอการเรียนรูและความจําแบบ passive avoidance  แสดงคา
เปน step – down latency และ number of errors ในหนูปกติ (กลุมที่ 1 – 4)  และหนูที่ถูก
เหนี่ยวนําใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจําโดยการทํา  2VO (กลุมที่ 5- 8) โดยมีหนู
กลุมที่ 9 เปนหนูกลุม sham หนูทุกกลุมจะไดรับสารทดสอบทางปากวันละ 2 คร้ังเปนเวลา 14 วัน 
การทดสอบดําเนินการในวันที่ 15 (day1, acquisition trial) และวันที่ 16 (day2, retention trial) 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.1.3  ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต 
  รูปที่ 4.9 แสดงผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต โดยวิธี locomotor 
activity test  การทดสอบดังกลาวดําเนินการเพื่อยืนยันวาผลของอีซีเอ 233 ตอการเรียนรูและ
ความจําที่ไดดําเนินการไปแลวมิไดเกิดจากความผิดปกติของระบบประสาทยนตแตอยางใด ผล
การทดสอบไมพบความแตกตางของอัตราการเคลื่อนไหว (counts / 5 minutes) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ 

 
 
รูปที่ 4.9 ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต เม่ือทดสอบโดยวิธีการวัดอัตราการเคล่ือนไหว 
(locomotor activity, counts / 5 minutes) ของหนูกลุมปกติ (กลุมที่ 1-4)  
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รูปท่ี 4.10 ผลของอีซีเอ 233 ตอระบบประสาทยนต เมื่อทดสอบโดยวิธีการวัดอัตราการเคล่ือนไหว 
(locomotor activity, counts / 5 minutes) ของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5 – 8) และหนูกลุม sham 
(กลุมที่ 9)  
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4.2 ผลการทดสอบทางชีวเคมี  (Biochemical  study) 

รูปที่ 4.11 - 4.14  และ ตารางที่ 4.3  แสดงการเปรียบเทียบผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ  
MDA และ glutathione (GSH) ในสมอง ผลการทดลองในหนูปกติพบวาระดับ MDA ของหนูทุก
กลุมจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับของ MDA ในหนูกลุมที่ 1 คือ  
90.48 ±6.19 กลุมที่ 2 คือ 91.36±15.09  กลุมที่ 3 คือ 89.79±8.53 และ กลุมที่ 4 คือ 
89.34±11.42  μmol / g tissue ในขณะที่ระดับ GSH ของหนูปกติกลุมที่ 4 จะมีความแตกตางจาก
หนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 1)อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับ GSH  ของหนูกลุมที่ 1 คือ 
289.98±7.95 กลุมที่ 2 คือ 269.27±34.38 กลุมที่ 3 คือ 293.8±31.46 และกลุมที่ 4 คือ  
361.14±6.43 nmol / g tissue ตามลําดับ  

สําหรับหนูที่ไดทํา  2VO จะพบวามีระดับ MDA สูงข้ึน และ GSH ลดลง โดยหนูกลุมที่ 5 
จะมีระดับ MDA  และ GSH แตกตางจากกลุม sham (กลุมที่ 9) อยางมีนัยสําคัญ สําหรับหนูที่
ไดรับอีซีเอ 233 ในกลุมที่ 7 และ 8 จะมีระดับ MDA  และ GSH แตกตางจากกลุมควบคุม      
(กลุมที่ 5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับ MDA   ของหนูกลุมที่ 5 คือ  294.165±6.62 กลุมที่ 
6 คือ 292.55±8.41 กลุมที่ 7 คือ 215.37±14.63 และกลุมที่ 8 คือ 212.04±21.60 μmol / g tissue 
และระดับ GSH ของหนูกลุมที่ 5 คือ  63.06±10.31 กลุมที่ 6 คือ  71.69±10.25  กลุมที่ 7 คือ 
117.49±5.82  และกลุมที่ 8 คือ 166.74±9.43  nmol / g tissue ตามลําดับ สําหรับหนูกลุม sham 
จะมีระดับ MDA ใกลเคียงกับหนูปกติ 

  

 
 
รูปท่ี 4.11  ผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ MDA ในสมองของหนูปกติ  (กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมไดรับ
สารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ MDA ในสมองหนูใน
วันที่ 17 
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รูปท่ี 4.12  ผลของอีซีเอ 233 ตอระดับ MDA ในสมองของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9) หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปากกอน
ดําเนินการวัดระดับ MDA ในสมองหนูในวันที่ 17 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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รูปที่ 4.13 ผลของอีซีเอ 233  ตอระดับ GSH ในสมองหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) หนูทุกกลุมไดรับสาร
ทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ GSH ในสมองหนูในวันที่ 
17 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 
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รูปท่ี 4.14 ผลของอีซีเอ 233 ตอระดับ GSH ในสมองหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม 
sham (กลุมที่ 9)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปากกอน
ดําเนินการวัดระดับ GSH ในสมองหนูในวันที่ 17 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 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 ตอระดับ MDA และ glutathione  ในสมองหนูปกติ (กลุมที่ 1-4), 
หนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และหนูกลุม sham (กลุมที่ 9)  หนูทุกกลุมไดรับสารทดสอบติดตอกัน 
16 วัน วันละ 2 คร้ังทางปาก กอนดําเนินการวัดระดับ MDA และ GSH จากสมองหนูในวันที่ 17 

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 1) 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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4.3 ผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาทที่บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองสวน 
hippocampus ทั้งสองขาง 

รูปที่ 4.15 - 4.19 และตารางที่ 4.4  แสดงผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาท 
pyramidal  บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางผลการทดลองใน
หนูปกติ (กลุมที่ 1- 4) พบวาจํานวนเซลลประสาทที่นับไดในหนูแตละกลุมไมมีความแตกตางจาก
กลุมควบคุม (กลุมที่ 1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวาจํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA1 ใน
หนูกลุมที่ 1- 4  คือ 60.4±0.76, 60.5±0.31, 59.86±0.48 และ 60.33±0.62 เซลล ตามลําดับ 
จํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA3 ในหนูกลุมที่ 1-4 คือ  60.33±0.83,  60.04±0.24, 60.83±0.50 
และ 59.25±0.83 เซลล ตามลําดับ  

สําหรับหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8)  ผลจากการทํา 2VO ทําใหจํานวนเซลลประสาทบริเวณ 
CA1 และ CA3 ของสมองทั้งดานซายและดานขวาตายไปทําใหจํานวนเซลลประสาทของสมองที่
ไดกลาวมาแลวลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบจํานวนเซลล
ประสาทในหนูกลุมที่ไดรับอีซีเอ 233 กับหนูกลุมควบคุม (กลุมที่ 5) พบวาหนูกลุมที่ไดรับอีซีเอ 233 
มีเซลลประสาทที่ยังมีชีวิตมากกวากลุมควบคุม (กลุมที่ 5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวา
บริเวณ  CA1 ของสมองดานซายจํานวนเซลลประสาทที่คงเหลือในกลุมที่  5- 8  เทากับ 
32.03±0.50, 32.21±0.84, 39.86±0.32, 42.65±0.66 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.15   ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลลประสาท pyramidal บริเวณ CA1 และ CA3 ของสมองซีกซาย
และขวาของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4 ), หนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิด
ตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก โดยในวันที่ 17 จะดําเนินการแยกสมองหนูเพื่อทําสไลด และยอมสีดวยสียอม 
cresyl violet  bar ของ columm A1-I1 และ  A4-I4 เทากับ 500 μM  และ columm ที่   A3 - I-3  , A 5 - I5 และ A 6 – I6 เทากับ 50 μm   

 

  CA3   CA1 RIGHT   CA3   CA1   LEFT 

1.CMC+CMC 

2.ECa+CMC 

3.CMC+ECa 

4.ECa+ECa 
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8.ECa+2VO+ECa 

9.CMC+SHAM+CMC 
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รูปท่ี 4.16  ภาพถายจากกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 400 เทา) แสดงลักษณะของเซลลประสาท 
pyramidal บริเวณ CA3 ของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และกลุม sham (กลุมที ่9)  bar = 20 μm   
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รูปท่ี 4.17 ภาพถายจากกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 400 เทา) แสดงลักษณะของเซลลประสาท 
pyramidal บริเวณ CA3 ของหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  bar = 20 μm 
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รูปที่ 4.18 กราฟแสดงผลของอีซีเอ 233จํานวนเซลลประสาท pyramidal บริเวณ CA1 และ CA3 
ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางในหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) ภายหลังจากการไดรับสาร
ทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก 
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รูปที่ 4.19 กราฟแสดงผลของอีซีเอ 233 ตอจํานวนเซลลประสาท pyramidal  บริเวณ CA1 และ 
CA3 ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางในหนูกลุม 2VO (กลุมที่ 5-8)  และกลุม sham 
(กลุมที่ 9) ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วันละ 2 คร้ัง ทางปาก 
 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 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 ตอจํานวนเซลลประสาท pyramidal  บริเวณ CA1 และ CA3 
ของสมองสวน hippocampus ทั้งสองขางของหนูปกติ (กลุมที่ 1-4) และหนูกลุม 2VO    (กลุมที่ 5-
8) และกลุม sham (กลุมที่ 9)  ภายหลังจากการไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ เปนเวลา 16 วัน ๆ วัน
ละ 2 คร้ัง ทางปาก โดยในวันที่ 17 จะดําเนินการแยกสมองหนูเพื่อทําสไลด และยอมสีดวยสียอม 
cresyl violet 

# มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม

ควบคุม (กลุมที่ 5) 

¥ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม sham 

(กลุมที่ 9) 
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บทที่  5 

อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 การศึกษาผลของการเรียนรูและความจําในสัตวทดลองนิยมใชการทดสอบพฤติกรรมการ
เรียนรู (behavior model)  ในการประเมินประสิทธิภาพของยา ซึ่งมีอยูหลายลักษณะ (Xu และ
คณะ, 2000) การศึกษานี้ทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูดวยวิธี Morris water maze test ซึ่งเปนการ
ทดสอบการเรียนรูแบบ spatial memory ที่ไดรับความนิยมในปจจุบัน โดยจะมีความสัมพันธกับ
การทํางานของสมองสวน hippocampus โดยหนูสามารถจดจําตําแหนงของ platform ไดโดยการ
สังเกตสัญลักษณและส่ิงแวดลอมที่อยูในบริเวณนั้น (environmental visual cues) (Paul, 2009) 
ดังที่กลาววาการทดสอบดวยวิธี Morris water maze (MWM) test จะตองอาศัยการมองเห็น 
ดังนั้นหลังจากวันสุดทายของการทดสอบจึงจําเปนตองทดสอบโดยการนําแทนออก (probe trial) 
และบันทึกความสามารถของความจําจากระยะเวลาที่หนูวายน้ําใน quadrant ที่เคยมีแทนพักอยู 
เพื่อเปนการยืนยันวาผลการทดสอบไมไดเกิดจากความผิดปกติของการเคล่ือนไหวจึงจําเปนตอง
ประเมินความสามารถในการเคลื่อนไหวดวยวิธี locomotor activity test  สวนการทดสอบโดยวิธี 
step – down passive avoidance เปนวิธีการทดสอบการเรียนรูและความจําในการหลีกเล่ียงจาก
ส่ิงกระตุนที่เปนอันตราย (noxious stimuli) โดยมีการลําดับเหตุการณเปนข้ันตอน จึงใชสมอง
หลายสวนประสานการทํางานรวมกัน คือ hippocampus, cortex และ amygdala (Rossato และ
คณะ, 2006) เมื่อทําการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูและความจําในหนูปกติพบวาหนูทดลองใน
กลุมที่ 4 ซึ่งไดรับอีซีเอ 233 ทั้งในขณะกอนและตลอดเวลาที่มีการเรียนรูจะมีการเรียนรูและ
ความจําดีข้ึนโดยหนูสามารถจดจําตําแหนงจากส่ิงแวดลอมและใชเวลาหาแทนพัก (platform) ได
ดีข้ึน และยังสามารถจดจําหลีกเล่ียงจากส่ิงกระตุนที่เปนอันตราย โดยใชระยะเวลาอยูบนแทนที่ไม
มีกระแสไฟฟา (step – down latency) ไดนานข้ึน รวมถึงมีระดับ glutathione (GSH) เพิ่มข้ึน ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนานี้ซึ่งศึกษาผลของสารสกัดบัวบกดวยตัวทําละลายที่แตกตาง
กันตอการเรียนรูและการเกิดภาวะ oxidative stress ในหนูแรท (wistar rat) พบวาหนูแรทที่ไดรับ
สารสกัดบัวบกขนาด 200 มก./ กก / วัน เปนเวลา 7 วันจะสามารถเรียนรูในแบบทดสอบพฤติกรรม
ไดดีข้ึน รวมถึงมีระดับ GSH ในสมองเพิ่มมากข้ึนเมื่อหนูไดรับสารสกัดบัวบกเปนเวลา14 วัน 
(Kumar, 2002) และยังพบวาหนูที่ไดรับบัวบก 12      มก. / กก.น้ําหนักตัว เปนเวลา 10 วัน จะ
สามารถเรียนรูในแบบทดสอบพฤติกรรมโดยใชโมเดล operant conditioning technique ไดดีข้ึน
เชนกัน (Jared, 2010)  การศึกษาในหนูปกติที่ไดรับ    อีซีเอ 233 ในครั้งนี้ไมพบการเปล่ียนแปลง
ของจํานวนเซลลประสาทบริเวณ CA1 และ CA3 ซึ่งการศึกษากอนหนานี้ (Rao, 2005) พบการ
แตกแขนงของเซลลประสาทในหนูแรกเกิดที่บริเวณ CA3 เพิ่มข้ึนเมื่อประเมินโดยเทคนิค golgi 
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staining ซึ่งทําใหทราบถึงโครงสรางที่ละเอียดของเซลลประสาท เชน axon, dendrite  และการ
เชื่อมตอระหวางเซลล (interconnection) ซึ่งเซลลประสาทมักเกาะกลุมกันอยางหนาแนน 
(Pannese, 1999) สวนการศึกษานี้ใชวิธี cresyl violet staining  ซึ่งเปนการประเมินลักษณะของ
เซลลเทานั้นไมสามารถทราบถึงโครงสรางโดยละเอียด ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจในการนําเทคนิค 
golgi staining มาทําการศึกษาผลของอีซีเอ 233 ตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลประสาทในคร้ัง
ตอไป 

ผลการศึกษาในคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาผลของบัวบกในการเพิ่มการเรียนรูและ
ความจําในอาสาสมัครสุขภาพดีวัยกลางคนเมื่อทดสอบดวยแบบทดสอบความสามารถในการ
จดจําของ Woodcock-Johnson Cognitive Abilities Test III (WJ CAT III) โดยอาสาสมัครไดรับ
สารสกัดบัวบกแคปซูลในขนาด 500 มก. / 10 กก.นน.ตัว วันละ 1 คร้ัง เปนระยะเวลาตอเนื่อง 2 
เดือน (Dev และคณะ, 2009) บัวบกยังเพิ่มผลตอการเรียนรู (cognition) และอารมณ (mood) ใน
ผูสูงอายุสุขภาพดีที่ไดรับสารสกัดมาตรฐานบัวบกในขนาด 250, 500, 750 มก. วันละ 1 คร้ัง เปน
ระยะเวลา 2 เดือนตอเนื่องกัน จากแบบประเมินการเรียนรู computerized test battery และ 
event-related potential รวมถึงแบบประเมินพฤติกรรมทางอารมณ (mood) (Wattanathorn, 
2008)   

 เม่ือพิจารณาผลการทดลองในหนูปกติจะพบวาหนูที่ไดรับอีซีเอ 233 อยางตอเนื่องตลอด
การทดลองเทานั้นที่สามารถเพิ่มพฤติกรรมการเรียนรูและมี GSH เพิ่มข้ึนในสมอง สวนหนูที่ไดรับ 
อีซีเอ 233 เฉพาะกอนหรือในระหวางทดสอบพฤติกรรมจะไมมีการเปลี่ยนแปลง อาจกลาวไดวา
บัวบกจะสามารถกระตุนการเรียนรูและความจําในหนูปกติได หากไดรับติดตอกันเปนระยะ
เวลานาน แสดงวาระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดอาจเปนปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธ์ิ สอดคลองกับ
การศึกษาในอาสาสมัครสุขภาพดีที่ไดรับสารสกัดบัวบกมากอนการทดสอบเปนเวลา 2 เดือน 
(Wattanathorn, 2008) 

การปดกั้นหลอดเลือดโดยวิธี 2VO สงผลใหเกิดความบกพรองของการเรียนรูและความจํา
จากการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู ทําใหระดับ MDA ในสมองเพิ่มข้ึน  และทําใหเกิดการตาย
ของเซลลประสาทในสมองสวน hippocampus ทั้งบริเวณ CA1 และ CA3 (Wanakhachornkrai, 
2006) จากผลการทดลองพบวาการใหอีซีเอ 233 มีผลลดความบกพรองของการเรียนรูและ
ความจําจากการทดสอบพฤติกรรม   และลดการตายของเซลลประสาทในสมองสวน 
hippocampus ทั้งบริเวณ CA1 และ CA3  สําหรับในการทดลอง MWM test มีหนูกลุมที่ 8 (ไดรับ
อีซีเอ 233  กอนและหลังทํา 2VO) เทานั้นที่สามารถลดความบกพรองของความจําและการเรียนรู



68 
 
ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนการไดรับอีซีเอ 233 กอนหรือหลังเพียงอยางเดียวไมสามารถลด
ความบกพรองจาก MWM test ได ซึ่งแตกตางจากผลการศึกษาที่ผานมาที่พบวาการใหอีซีเอ 233 

หลังทํา 2VO จะสามารถลดความบกพรองจาก  MWM test ได  (Tantisira, 2008)  แตในการ
ทดลองดังกลาวไมมีการให CMC แกหนูกอนการทํา 2VO จึงคาดวาในการทดลองนี้ สัตวทดลอง
อาจเกิดภาวะ stress จากการไดรับ CMC กอนการทํา 2VO ทําใหมีการหล่ังฮอรโมนคอรติซอล ซึ่ง
จะมีผลลดความสามารถในการเรียนรูและความจํา(Louis, 1999) จึงทําใหผลของ MWM test ของ
หนูที่ไดรับอีซีเอ 233 หลังทํา 2VO ซึ่งถึงแมมีแนวโนมที่ดีกวาหนูกลุมที่ 5 แตก็ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามหนูกลุมนี้ยังใหผลในการเพิ่มการเรียนรูโดยวิธี passive 
avoidance test  และมีระดับ MDA ลดลง และระดับ GSH เพิ่มข้ึนรวมถึงลดการตายของเซลล
ประสาทไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 จากผลการทดลองในหนทูี่ไดรับอีซีเอ 233  กอนการทาํ 2VO พบการเปล่ียนแปลงในการ
ทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูดวยวิธ ี step – down passive avoidance test และลดการตายของ
เซลลประสาทบริเวณ CA3 แตไมพบการเปล่ียนแปลงของ MDA และ GSH ดังนั้นมคีวามเปนไปได
วานอกจากอีซเีอ 233 จะสามารถปองกนัเซลลประสาทจากการถูกทําลายดวยกลไก antioxidant 
และลดการตายของเซลลประสาทแลวนาจะมีกลไกอ่ืนซึ่งเปนทีน่าสนใจในการศึกษาคร้ังตอไป 

 จากขอมูลในระหวางการทดลอง (ภาคผนวก) หนูที่ไดรับการทาํ 2VO อาจมีการตายใน
ระหวางการทดลอง ซึ่งหนูปกติที่ไดรับเพียงกระสายยา (กลุมที่ 5 และ7) กอนทาํ 2VO จะมีอัตรา
รอดชีวิตประมาณ 45 % แตในหนูที่ไดรับ อีซีเอ 233   มากอนทํา 2VO (กลุมที่ 6 และ 8) จะมี
อัตรารอดชีวิตประมาณ  70 % ดังนั้นการทีห่นูไดรับอีซีเอ 233  มากอนอาจสามารถชวยลด
ผลกระทบจากการเกิดภาวะสมองขาดเลือดได          

 หนูที่ไดรับอีซีเอ 233 หลังการทํา 2VO และตลอดการทดลองสามารถชวยลดภาวะความ
บกพรองของการเรียนรูและความจําซึ่งเกิดจากภาวะสมองขาดเลือดชั่วคราวได สอดคลองกับผล
การศึกษาที่ผานมาซึ่งพบวาอีซีเอ 233  ในขนาด 10 และ 30 มก / กก.น้ําหนักตัว ที่ใหแกหนูเมาส
ในลักษณะเดียวกันสามารถลดภาวะความบกพรองของการเรียนรูและความจําที่เกิดจาการฉีด    
-amyloid เขาโพรงสมองได (Kam-eg, 2009)  

จากผลการศึกษานี้อาจกลาวไดวาอีซีเอ 233 สามารถลดภาวะความบกพรองของการ
เรียนรูและความจําไดมากทีสุ่ดเมื่อหนูไดอีซีเอ 233 อยางตอเนื่อง รองลงมาคือการใหเฉพาะหลงั
การทาํ 2VO และเฉพาะกอนทาํ 2VO ตามลําดับ และยังสามารถชวยเพิ่มความจําในหนูปกติได
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หากไดรับในระยะเวลานานพอโดยอาจมีฤทธิ ์ antioxidant เปนกลไกสวนหนึง่ แตก็ยังอาจมีกลไก
อ่ืน ๆ ที่เกีย่วของอีกจงึเปนทีน่าสนใจทีจ่ะมีการศึกษาเพื่อพัฒนาอีซีเอ 233 ไปเปนอาหารบํารุง
สมอง (nootropic drugs)  ผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ (health supplements)  รวมถึงพฒันาไปเปน
ยาในผูที่ภาวะสมองเส่ือม 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



70 
 

รายการอางอิง 
ภาษาไทย 
กฤติ  ร่ืนอารมณ .  สํานักงานกองทุนสนับสนุนการสรางเสริมสุขภาพ .ภาวะสมองเส่ือม .                   

[ออนไลน].2552. แหลงที่มา : http://www.thaihealth.or.th/node/8443.     [27 
มิถุนายน 2552]. 

คณะกรรมการแหงชาติดานยา. บัญชียาจากสมุนไพร. พิมพคร้ังที่ 2. นนทบุรี.กระทรวงสาธารณสุข    
,2549.  

ถนอมศรี วงศรัตนาสถิตย. เอกลักษณสมุนไพร. ภาควิชาเภสัชวินิจฉัย คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล, 2538. หนา 48-52. 

นิพนธ พวงวรินทร. โรคหลอดเลือดสมอง. พิมพคร้ังที่ 1. กรุงเทพฯ : ภาควิชาอายุรศาสตร คณะ 
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล.2534.หนา 73-78. 

นันทวัน บุณยะประภัศร. สมุนไพรไมพื้นบาน. พิมพคร้ังที่ 1. กรุงเทพฯ : บริษัทประชาชน จํากัด   ,  
2541. 

วีรพล คูคงวิริยพันธุ. ขอมูลการศึกษาประสิทธิภาพและความปลอดภัยของยาสมุนไพรบัวบก. ใน
รายงานผลการศึกษาโครงการประเมินประสิทธิภาพและความปลอดภัยของยา
สมุนไพร, หนา 127-136.นนทบุรี :เอส อาร พร้ินต้ิง แมสโปรดักส. 2544.  

วีรศักด์ิ     เมืองไพศาล ภาควิชาเวชศาสตรปองกันและสังคม คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล. 
ปจจัยเส่ียงของภาวะสมองเส่ือมและการปองกัน.[ออนไลน].  2552 .แหลงที่มา :    
http : www.si.mahidol.ac.th. [27 มิถุนายน 2552]. 

สํานักงานพัฒนาระบบขอมูลขาวสารสุขภาพ. บัวบก : สมุนไพรมหัศจรรย บํารุงความจํา บํารุง
สุขภาพ. [ออนไลน]. แหลงที่มา. http://www.hiso.or.th/. [17 เมษายน 2554]. 

 
 
ภาษาอังกฤษ 
Abe, K., Kawagoe, J., Aoki, M., Kogure, K., and Itoyama, Y. Stress protein inductions 

after brain  ischemia. Cellular and Molecular Neurobiology. 18 (1998) : 709–
719. 

Adesina, S. K. Studies on some plants use as anticonvulsants in America and African 
traditional medicine. Fitoterapia. 53(1982) : 147-162. 

 
 

 



71 
 
Ahmad, I., Mehmood, Z., and Mohammad, F. Screening  of some Indian medicinal plants 

for their      antimicrobial properties. Journal of Ethnopharmacology. 62(1998) 
: 183-193. 

Anderson, J.R. Retrieval of memories. In, Learning and memory, an integrated approach. 
1st edition. Pp. 273-313.Canada : John wiley and sons, Inc., 1995. 

Arvin, B., Neville, L.F.,  Barone , F.C., and Feuerstein, G.Z.  The role of inflammation and 
cytokines in  brain  injury. Neurosciences Biobehavior Review. (1996) : 445–
452.  

Babu, T. D., Juttan, G., and Padikkala, J. Cytotoxic and anti-tumor properties of certain 
taxa of  Umbelliferae with special reference to Centella asiatica (L.) Urban. 
Journal of Ethnopharmacology. 48(1995) : 53-57. 

Barone, F.C.and Feuerstein, G.Z. Inflammatory mediators and stroke: new opportunities 
for novel therapeutics, Journal of Cerebral Blood Flow Metabolism.19 D 
(1999) : 819–834. 

Bear, M.F., Connor, B.W., and Paradiso, M.A. Memory system. In, Neuroscience 
Exploring the brain. 3rd edition.USA . Lippincott Williama and Wilkins, 2007 : 
725-760. 

Braun, J.S., Jander, S.,  Schroeter, M., Witte, O.W. and Stoll, G. Spatiotem poral 
relationship of apoptotic cell  death to lymphomonocytic  infiltration in 
photochemically induced focal ischemia of the  rat cerebral cortex. Acta 
Neuropathologica . 1996 : 255–263. 

Brouns,  R., Deyn,  P.P. D., The complexity of neurobiological processes in acute 
ischemic stroke, Clinical Neurology Neurosurgery : 2009. 

Chen, Y., Chan, P.H.and Swanson, R.A. Astrocytes overexpressing Cu, Zn superoxide 
dismutase have increased resistance to oxidative injury,  Glia 33 .2001 :343–
347. 

Cheng, C. L., and Koo, M. W. Effect of Centella asiatica  on ethanol induced gastric 
mucosal lesion in rats. Life Sciences. 67(21)(2000) : 2647-2653. 

Choi, D. Antagonizing excitotoxicity : a therapeutic strategy for stroke?. Mt. Sinai Journal 
of  Medicine. 65 1998 :133–138. 



72 
 
Coldren, C.D.,et al. Gene expression changes   in  the  human fibroblast induced by 

Centella asiatica  triterpenoinds. Planta Medica. 69(8)(2003) : 725-732. 
Cooper, W.A., et al. Hypothermic circulatory arrest causes multisystem vascular 

endothelial dysfunction and apoptosis. Forty-Fifth Annual Meeting of the 
Southern Thoracic Surgical Association 1998. Carlyle Fraser Heart Center of 
Crawford Long Hospital, and Emory University School of Medicine, Atlanta, 
Georgia, USA. 

Cuevas, P.and Gimenez-Gallego, G,. Role of fibroblast growth factors in neural trauma, 
Neurology. 19.1997:  254–256. 

Delis, D.C., Lucas, J.A., Kopelman, M.D. Memory. In.Fogel, B.S., Schiffer, R.B.and Rao, 
S.M. Synopsis of Neuropsychiatry. USA : Lippincott Williams and Wilkins 
.1999: 169-191. 

Dev, RD., Mohamed, S., Hambali, Z., and Samah, BA.Comparison on Cognitive Effect of 
Centella asiatica in Healthy Middle Age  Female and Male Volunteers. 
European Journal of  Scientific Reserch. 2009 : 553-565. 

Dohmen, C., Bosche, B., Graf,  R., Reithmeier, T., Ernestus, RI. and Brinker 
G.Identification and clinical impact of impaired cerebrovascular 
autoregulation in patients with malignant middle cerebral artery infarction. 
Stroke . 2007 : 56–61. 

Dunstan, C. A., et al.  Evaluation of some Samoan and Peruvian medicinal plants by 
prostaglandin biosynthesis and rat ear edema assays. Journal of 
Ethnopharmacology. 57(1997) : 35-56. 

Eldadah, B.A.,and Faden, A.I.Caspase pathways, neuronal apoptosis, and CNS injury. 
Journal of Neurotrauma.  2000 : 811–829. 

Ember, J.A., and Hugli, T.E.Complement factors and their receptors. 
Immunopharmacology .1997 : 3 –15. 

Evans, P.H. Free radical in brain metabolism and pathology , British Medical Bulletin.49 . 
1993 :577 –587. 

Fakasa, E., Paul G.M., and Bari F. Permanent, bilateral common carotid artery occlusion 
in the rat : A model for chronic cerebral hypoperfusion – related 
neurogernerative disedses. Brain Reserch Review  2007 :162-180. 



73 
 
Finklestein, S.P.The potential use of neurotrophic growth factors in the treatment of 

cerebral Ischemia. Advance Neurology. 1996: 413– 417. 
Grimaldi, R., et al. Pharmacokinetics of the total triterpenic fraction of Centella asiatica 

after single and multiple administration to healthy volunteers. A new assay 
for asiatic acid. Journal of Ethnopharmacology .1990 : 235-241. 

Gupta, Y. K., Veerendra Kumar, M. H., and Srivastava, A. K. Effect of Centella asiatica 
on pentylentetrazole - induced kindling, cognition and oxidative stress in 
rats. Pharmacology Biochemistry and Behavior.  2003 : 579-585. 

Gupta, Y.K., Briyal, S., and Gulati, A. Therapeutic potential of herbal drugs in cerebral 
ischemia. Indian Journal of Physiology and Pharmacology. 2010 : 99-122. 

Hamony, D Nitric oxide in acute ischaemic stroke: a target for neuroprotection. Journal 
of Neurology Neurosurgery and Psychiatry 1999 : 1–3. 

Heuschmann, et.al. Frequency of thrombolytic therapy in patients with acute ischemic 
stroke and the risk of in-hospital mortality : the German Stroke Registers 
Study Group, Stroke 2003 : 1106–1113. 

Jared,  S.R.  Enhancement of memory in rats with Centella asiatica. Biomedical 
Research. 2010 : 429-432. 

Joy, J., Krishnan, C. and Nair, K. Protection of DNA and membranes from gamma-
radiation induced damages by centella asiatica.  Journal of pharmacy and 
pharmacology. 2009 : 941–947. 

Kam-eg, A., Effects of the Standardized extract of Centella asiatica ECa 233 on 
cognitive deficits induced by -amyloid peptide (25-35) in mouse. Master’s 
thesis, Department of Pharmacology (Interdisciplinary program), Graduate 
School, Chulalongkorn University, 2009. 

Kandel, E.R., Schwaetz, J.H.., and Jessell, T.M. Learning and memory, In, Principle of 
Neuroscience, 4th edition, pp. 1227-1246. Newyork : McGraw-Hill, 2000. 

Kim, K.W., et al.The cytosolic antioxidant, copper/ zinc superoxide dismutase, 
attenuates  blood- brain barrier disruption and oxidative cellular injury after 
photothrombotic cortical ischemia in mice, Neuroscience 105.  2001:1007–
1018. 



74 
 
Lee, J., et.al. Evaluation of the anti-inflammatory and atopic dermatitis-mitigating effects 

of BSASM, a multicompound  preparation. Journal of Ethnopharmacology. 
2005 : 211-219. 

Leenders, K.L., et al. Cerebral blood flow, blood volume and oxygen utilisation. Normal 
values and effect of age. Brain.1990 : 27.   

Louis, ST. High Stress Hormone Levels Impair Memory. Science Daily. 1999 . 
Lynch, M.A. Long-term potentiation and memory. Physiology Review. 84(2004) : 87-136. 
Macquart, F.X., et al. Triterpenes from Centella asiatica stimulate extracellular matrix 

accumulation in rat experimental wounds. European Journal of Dermatology. 
1999 : 289-296. 

Madhyastha, S., Somayaji, SN., Bairy, KL., and Madhyastha,  P. Neuroprotective Effect 
of Centella asiatica Leaf Extract Treatment on Cognition and Hippocampal 
Morphology Against Prenatal Stress. Thai Journal of Physiological Sciences 
Vol. 20 No. 2 : 2007 

Martin, R.L., Lloyd  H.G. and Cowan A.I. The early events of oxygen and glucose 
deprivation: setting the scene for neuronal death? Trends Neuroscience 
1994 : 251–257. 

Matsushita., et al. Alterations of Bcl-2 family proteins precede cytoskeletal proteolysis in 
the penumbra, but  not in infarct centres following focal cerebral ischemia in 
mice. Neuroscience.1998 : 439–448. 

Minija, J.and Thoppil, J. E.  Antimicrobial activity of Centella asiatica (L.) Urb. essential 
oil.  Indian Perfumer.  2003 : 179-181. 

Morris, R.G. and Mayes, A.R. Long-term spatial memory: introduction and guide to the 
special section. Neuropsychology.  2004  : 403-404. 

Nagayama, T.,et al. Cannabinoids and neuroprotection in global and focal cerebral 
ischemia and in neuronal cultures, Journal of Neuroscience.1999 : 2987–
2995. 

Ni, J-W., Matsumoto, K., Li, H.B., Murakami, Y., and Watanabe, H. Neuronal damage 
and decrease of central acetylcholine level following  permanent occlusion 
of bilateral commom carotid arteries in rats. Brain Research. 1995 : 290-296. 



75 
 
Novick, D., et al. Interleukin -18 binding protein : a novel modulator. of the   Th1 cytokine 

response, Immunity.1999 :127–136. 
Oulu University Library. HCA and pathophysiology of ischemic cerebral injury. [online]. 

Avialable from : http://herkules.oulu.fi/isbn9514269217/html/x234.html.  [19 
April 2011]. 

Pannese, E. The Golgi Stain: Invention, Diffusion and Impact on Neurosciences', Journal 
of the History of the Neurosciences .1999 : 132 — 140. 

Paul, C.-M., Magda G. and Abel S. Spatial memory : Theoretical basis and comparative 
review on experimental methods in rodents . Behavior Brain Research  2009 
: 151-164. 

Powers, WJ. Cerebral hemodynamics in ischemic cerebrovascular disease. Annal 
Neurology.  1991 : 231. 

Raghavendra, M.et al. Role of Centella asiatica on cerebral post-ischemic reperfusion 
and long-term hypoperfusion in rats.  Green Pharmacy .2009 : 88-96.  

Rajanikant, G., et al. Asiatic Acid, a Pentacyclic TriterpeneFrom Centella asiatica, Is 
Neuroprotectivein a Mouse Model of Focal Cerebral Ischemia. Journal of 
Neuroscience Research. 2009 : 2541–2550. 

Rao, SB, Chetana, M. and Uma Devi P. Centella asiatica treatment during postnatal 
period enhances  learning and memory in mice. Physiology and Behavior. 
2005  : 449-57.  

Rossato, J.I., et al. and Izquierdo,I. A link between the hippocampal and the striatal 
memory systems of the brain. Annals of the Brazillian Academy of Sciences. 
2006 : 515-523. 

Sakina, M. R., and Dandiya, P.C.A. psycho-neuropharmacological profile of Centella 
asiatica extract. Fitoterapia.1990 : 291-296. 

Sampson, J.H., et al. In vitro keratinocytes antiproliferant effect of Centella asiatica 
extract  and triterpenooids saponin. Phytomedicine.2001 : 230-235. 

Shivakumar, B.R., Kolluri, S.V.R., and Ravindranath, V. Glutathione homeostasis in brain 
during reperfusion following bilateral carotid artery occlusion in the rat. 
Molecular and cellular Biochemistry.1992 : 125-129. 



76 
 
Siesjo BK. Cell damage in the brain : A speculative  synthesis . Journal of Cerebral blood 

flow metabolism.1981 : 155-185. 
Soumyanath A, et al. Evaluation of topical formulations of aqueous extract of Centella 

asiatica on open wound in rats. Indian Journal of Experimental Biology. 1998 
: 569-572. 

Soumyanath, A., et al. Centella asiatica accelerates nerve regeneration upon oral 
administration and contains multiple active fractions increasing neurite 
elongation in-vitro  Journal of Pharmacy and Pharmacology (JPP).  2005 : 
1221–1229. 

Stein, D.G. Brain damage, sex hormones and recovery: a new role for progesterone and 
estrogen?,Trends Neuroscience. 2001: 386– 391. 

Steiner, LA. and Andrews P.J. Monitoring the injured brain: ICP and CBF. British Journal 
of Anaesthesia.  2006 : 26–38. 

Sweatt D. Mechanisms  of memory,  USA. Academic Press, 2003, 61-64.   
Tantisira, M.H. Bioactive Standardized Extract of Centella asiatica (ECa 233). 

Proceeding of the Eighth NRCT–JSPS Joint Seminar:Innovative Research in 
Natural Products for Sustainable Development.Faculty of Pharmaceutical 
Science, Chulalongkorn University, Bangkok. 2008. 

Veerendra, M. H., and Gupta, Y. K. Effect of Centella asiatica on cognitive and oxidative 
stress in an  intracerebroventricular streptozotocin model of Alzheimer’s 
disease in rats. Clinical & Experimental  Pharmacology & Physiology. 2003 : 
336-342. 

Wanakhachornkrai, O., Effect of N-(2-propylpentanoyl) urea on impairment of learning 
memory and neuronal cell death after bilateral common carotid arteries 
occlusion in mice. Master’s thesis, Department of Physiology 
(Interdisciplinary program), Graduate School, Chulalongkorn University, 
2006. 

Watanabe, Y.,et al. Estrogen restores postischemic pial microvascular dilation. 
Physiology. 2001 : 155–160. 



77 
 
Wattanathorn, J.,et al. Positive modulation of cognition and mood in the healthy elderly 

volunteer following the administration of Centella asiatica.Journal of 
Ethnopharmacology. 2008 : 325 – 332.  

Widmaier, E.P., Raff, H. and Strang, K.T. Conciousness, the brain, and behavior. 
In,Vander, Sherman, Lucino’s(eds.). Human Physiology : The mechanism of 
body function. 9th edition. New York :McGraw-Hill, 2004: 259-261. 

Xu, J., et al.Protective effect of Oren-geoku-to (Huang-Lian-Jie-Du-Tang) against 
impairment of learning and memory induced by transient cerebral ischemia 
in mice. Journal of Ethanopharmacology.2000 : 405-413. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

ภาคผนวก

 



79 
 

ผลขอมูลดิบ (RAW DATA) 
จํานวนหนูที่รอดชีวิตจากเทคนิคการผาตัดดวยเทคนิค 2VO ในแตละกลุม 

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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



80 
 
 

 
 
 
 
 
 

 



81 
 
 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
นายยุทธพร  สุขวิชัย 
เกิดวันที่ 28 กนัยายน พ.ศ.2526 
ภูมิลําเนา  จังหวัดมหาสารคาม 
จบการศึกษา เภสัชศาสตรบัณฑิต มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ปการศึกษา 2550 
ผลงานเผยแพรทางวิชาการ 
 Sukwichai, Y., Patarapanich, C., Tantisira, B., and Tantisira, M.H. Positive modulation of 
cognitive function by standardized extract of Centella asiatica ECa 233 in normal mice. 
Proceeding of the Nine NRCT–JSPS Joint Seminar : Natural Medicine Research for the Next 
Decade : New Challenges and Future Collaboration. Faculty of Pharmaceutical Science, 
Chulalongkorn University, Bangkok. 2010.  
  


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	บทที่ 5 อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



