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Abstract: Previous studies reported that Celastrus paniculatus had various cellular functions 

including enhancement of learning and memory. However, there are no reports on neuroprotective 

effect especially on MPP+-induced toxicity, a model of Parkinson’s disease. The present study aims 

to demonstrate the effect of C. paniculatus seed extract on inhibition of MPP+-induced SH-SY5Y 

cells. Cell viability was measured by an MTT assay. Furthermore, the expression of marker proteins 

of apoptosis, Bcl2 and mTOR, were detected using Western blot. The results showed that 10 and 

25 ug/ml C. paniculatus seed extract increased cell viability on incubated with MPP+ for 3 hours. 

Moreover, C. paniculatus seed extract increased the expression of Bcl2 and decreased the 

expression of mTOR in compare to control. This study suggested that C. paniculatus seed extract 

prevented the effect of MPP+-induced SH-SY5Y cells, in vitro cell model of dopaminergic neurons 

in Parkinson's disease 
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บทคัดยอ: มีการรายงานกอนหนาน้ีวาเมล็ดกระทงลาย (Celastrus paniculatus) มีบทบาทตอการทํางานของ

เซลลหลากหลาย ท่ีสําคัญคือ มีฤทธ์ิชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของความทรงจําและการเรียนรู แตอยางไรก็ตามยังไมมี

การศึกษาฤทธ์ิในการปกปองเซลลประสาทจากความเปนพิษ โดยเฉพาะพิษจากการไดรับสาร MPP+ ซึ่งเปน

สารสําคัญท่ีเหน่ียวนําใหเกิดโรคพารกินสัน ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมุงเนนท่ีจะศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย

ตอการยับยั้งการตายของเซลลประสาทชนิด SH-SY5Y ท่ีไดรับสาร MPP+ โดยวิธี MTT assay และศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีนบงช้ี การมีชีวิตของเซลลท่ีสําคัญ คือ Bcl2 และ mTOR โดยวิ ธี Western blot ผลการทดลองแสดงใหเห็น

วาสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ท่ีความเขมขน 10 และ 25 ug/ml ยับยั้งการตายของเซลลจากการเหน่ียวนําดวย 

MPP+ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง นอกจากน้ียังเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl2 และลดการแสดงออกของ mTOR ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม บงช้ีวาสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิปกปองเซลลประสาทจากการ

เหน่ียวนําดวย MPP+ ในแบบจําลองโรคพารกินสันไดอยางมีประสิทธิภาพ 

คําสําคัญ:  โรคพารกินสัน, เมลด็กระทงลาย, Bcl2, mTOR, MPP+  

คํานํา 

 โรคพารกินสัน เปนโรคในกลุมเซลล

ประสาทเสื่อมท่ีพบเปนอันดับสองรองจากโรคอัลไซ

เมอร มีการเสื่อมและการตายของเซลลประสาทท่ี

สังเคราะหสารสื่อประสาทชนิดโดปามีนในสมองสวน 

substantia nigra par compacta ภ า ว ะ ก า ร

เสื่อมสภาพของเซลลประสาททําใหมีระดับของสาร

สื่อประสาทโดปามีนลดลง กอใหเกิดการทํางานท่ีไม

สมดุลระหวาง direct และ indirect pathway ของ

ระบบการเคลื่อนไหว สงผลใหผูปวยมีความผิดปกติ

ของการเคลื่อนไหวในรูปแบบตาง ๆ ไดแก อาการสั่น

ขณะพัก  เคลื่อนไหวชา กลามเน้ือแข็งเกร็ง และทรง

ตั ว ไ ด ไ ม ดี  นอกจ าก น้ี ยั ง มี ค ว ามผิ ดปกติ อ่ื น

นอกเหนือจากการเคลื่อนไหว ไดแก ภาวะจิตเสื่อม 

ความจําเสื่อม และอาการซึมเศรา รวมดวย ปจจุบัน

น้ียังไมทราบสาเหตุการเกิดโรคพารกินสันท่ีแทจริง 

แตจากขอมูลท่ีผานมาบงช้ีวากลไกหลักท่ีทําใหเซลล

ประสาทเสื่อมและตายคือภาวะ mitochondrial 

dysfunction  และ การสรางอนุมูลอิสระ นําไปสู

การตายของเซลลแบบ apoptosis (Dong et al., 

2011; Wang et al., 2019)     

 MPP+ ( neurotoxin1 - methyl-4 -

phenylpyridinium) อนุพันธของ MPTP มีฤทธ์ิเปน 

dopaminergic neurotoxin สามารถกระตุนใหเกิด

อาการพารกินสันไดท้ังในมนุษย หนูทดลอง และ 

เซลลประสาทเพาะเลี้ ยง ชนิด dopaminergic 

neuron ท่ีมีการศึกษากันอยางแพรหลายไดแก  

human neuroblastoma cell line SH-SY5Y มี

การรายงานวา MPP+ มีความจําเพาะตอการยังยั้ง

การ ทํางานของ mitochondrial complex I ลด

ปริมาณของ ATP เ พ่ิม mitochondrial damage 

เพ่ิมการผลิต reactive oxygen species (ROS) และ

ทําใหเกิด apoptosis ในท่ีสุด ดังน้ันการให MPP+ 
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แก เ ซลล เ พาะ เลี้ ย งช นิด  SH-SY5Y  จึ ง ถื อ เป น

แบบจําลองท่ีไดรับความนิยม และมีความนาเช่ือถือ

สูงท่ีสุด ของการศึกษาโรคพารกินสันในหลอดทดลอง 

(Kim et al., 2007; Wang et al., 2019) 

 กระทงลาย  (Celastrus paniculatus) 

เปนไม เถาเน้ือแข็งขนาดใหญมีความสูงของตน

ประมาณ 3-10 เมตร เปลือกลําตนเปนสีนํ้าตาลปนสี

เทา เมล็ดแกมีสีนํ้าตาลแดง มีรสขมมีสรรพคุณทาง

ยาหลากหลาย กลาวคือ มีการนําไปใชรักษาโรคทาง

ระบบประสาทและกลามเน้ือ ไดแก rheumatism 

โรคเกาท อัมพาต arthritis  และการอักเสบของ

ผิวหนัง เปนตน (Arora and Pandel-Rai, 2014; 

Bhagya et al.,  2 0 1 6 ; Nalini et al., 1995) 

นอกจากน้ียังมีรายงานวาเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิตอ

ระบบประสาท คือ ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของความ

ทรงจํา โดยมีงานวิจัยแสดงใหเห็นวาการใหสารสกัด

เมล็ดกระทงลายในหนูทดลอง เพ่ิมการเรียนรูและ

ความจําไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (Bhanumathy 

et al., 2010) อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีผานมายังไมมี

การทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการตายของเซลล 

โ ดย เ ฉพาะ เซลล ประส าท  ( neuroprotective 

effect) ตลอดจนบทบาทในการรักษาโรคเซลล

ประสาทเสื่อม ท่ีสําคัญ คือ โรคพารกินสัน  ดังน้ัน

งานวิจัยน้ีจึงมุงเนนท่ีจะศึกษาผลของสารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลาย ตอการยับยั้งโรคคพารกินสัน ผาน

การยับยั้งการตายของเซลลจากการเหน่ียวนําดวย 

MPP+ เ พ่ือสรางเปนแบบจําลองโรคพาร กินสัน 

นอกจากน้ียังศึกษากลไกระดับโมเลกุลผานการ

แสดงออกของ Bcl2 และ mTOR ซึ่งเปนโปรตีน

สําคัญในการบวนการ apoptosis ในแบบจําลอง

เซลลเพาะเลี้ยง เพ่ือเปนองคความรูท่ีสําคัญกอนท่ีจะ

นําสารสกัดจากเมลด็กระทงลายไปใชประโยชนตอไป 

อุปกรณและวิธีการ 

ระยะเวลาในการวิจัย 

โครงการวิจัยน้ีใชเวลา 1 ป โดยครอบคลุม

การศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายตอ

การยับยั้งการเกิดโรคเซลลประสาทเสื่อม ชนิด โรค

พารกินสัน โดยศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายตอการตายของเซลลประสาทท่ีสรางสาร

สื่อประสาทชนิดโดปามีน ผานกลไกการตายของ

เ ซ ล ล แ บ บ  apoptosis ซึ่ ง สั ม พั น ธ กั บ ภ า ว ะ 

mitochondrial dysfunction ในแบบจําลองของ

โรคพารกินสันจากการเหน่ียวนําดวย MPP+ 

ประชากรและกลุมตัวอยาง  

การศึกษาครั้งน้ีใชเซลลประสาทเพาะเลี้ยง

ชนิด human neuroblastoma SH-SY5Y cell ซึ่ง

เปนเซลลชนิด dopaminergic โดยทําการเพาะเลี้ยง

ใน T-flask ขนาด 75 ตารางเซ็นตเิมตร เลี้ยงในตูบม

เลี้ยงเซลลชนิดท่ีควบคุมกาซคารบอนไดออกไซด ท่ี

อุณหภูมิ 37 °C ภายใตสภาวะ 5% CO2 ความช้ืน 

95% และ เลี้ ย งด วยอาหาร เลี้ ย ง เ ซลล  ช นิด  

minimum essential medium (MEM) ผ ส ม กั บ 

F12 HAM ในอัตราสวน 1:1 ท่ีมี 10% fetal bovine 
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serum และยาปฏิชีวนะ 1% โดยดําเนินการตามการ

ทดลองกอนหนาท่ีเคยทํามาแลว (Chamniansawat 

and Chongthammakun,  2010 )  หลั กจาก น้ัน

แบงกลุมการทดลองออกเปน 6 กลุม สําหรับการ

ทดสอบการมีชีวิตของเซลล ดังน้ี 

1. กลุมควบคุม 

2. กลุมท่ีไดรับ MPP+ ท่ีความเขมขน 50 uM 

หรือ 250 uM 

3. กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

ท่ีความเขมขน 10 ug/ml 

4. กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

ท่ีความเขมขน 25 ug/ml 

5. กลุมท่ีไดรับ MPP+ (50 uM หรือ 250 uM) 

รวมกับ สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายท่ี

ความเขมขน 10 ug/ml 

6. กลุมท่ีไดรับ MPP+ (50 uM หรือ 250 uM) 

รวมกับ สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายท่ี

ความเขมขน 25 ug/ml 

หรือ แบงกลุมการทดลองออกเปน 4 กลุมสําหรับ

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl2 และ mTOR 

ดวยวิธี  Western blot  

1. กลุมควบคุม 

2. กลุมท่ีไดรับ MPP+ ท่ีความเขมขน 50 uM 

3. กลุมท่ีไดรับ MPP+ รวมกับ สารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลายท่ีความเขมขน 15 ug/ml 

4. กลุมท่ีไดรับ MPP+ รวมกับ สารสกัดจาก

เมล็ดกระทงลายท่ีความเขมขน 25 ug/ml 

โดยท้ังสองกลุมการทดลองทําการเหน่ียวนําเซลล

เพาะเลี้ยงดวยการใหสาร MPP+ ท่ีความเขมขน 50 

เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันใหสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลายท่ีความเขมขน 10 และ 25 ug/ml บมไว

เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย  

1. การเพาะเลี้ยงเซลล  

เซลลประสาทเพาะเลี้ยงท่ีใชในการศึกษา คือ 

SH-SY5Y cell ซึ่งเปน neuroblastoma cells line 

(ไดรับความอนุเคราะหจากคณะวิทยาศาสตร  

มหาวิทยาลัยมหิดล) passage number 14 ทําการ

เพาะเลี้ยงอยูในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 ตาราง

เซนติเมตร (Corning, USA) และเลี้ยงไวในตูบมเลี้ยง

เซลลชนิดควบคุมกาซคารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ 

37 °C ภายใตสภาวะ 5% CO2 ความช้ืนรอยละ 95 

(CO2 incubator Thermo scientific, USA ) และ

เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลล Minimum Essential 

Medium Eagle with Nutrient Mixture F1 2 

Ham; MEM/F12 1:1 Mixture (HIMEDIA) USA) ท่ี

มี 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, USA) 

และ 1% ยาปฏิชีวนะ  เปนเวลา 5 - 7 วัน หลังจาก

น้ันยอยเซลลดวย 0.25% trypsin-EDTA ใหได cell 

suspension แลวนําไปปนโดยใชเครื่องปนเหว่ียง ท่ี

ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลว

นํา cell pellet มาเติม MEM/F12 ท่ีมี 10% FBS 

และนํา cell suspension มานับจํานวนเซลลท่ีมี 
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ชีวิตดวย hemocytometer โดยวิธี trypan blue 

exclusion และนําเซลล  ไปเพาะเลี้ยงตอเ น่ือง 

(passage) โดยการแบงใสขวดเพาะเลี้ยงเซลลใหม

ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล 

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2 - 3 วัน และทําการ

เพาะเลี้ยงขยายดังท่ีกลาว สัปดาหละ 1 ครั้ง หรือ

เมื่อเซลลเพ่ิมจํานวนประมาณ 80-90% ของพ้ืนท่ี

ขวด 

2. การสกัดกระทงลาย 

 เมล็ดกระทงลายท่ีใชไดรับความอนุเคราะห

จาก ศูนยพัฒนาโครงการหลวงหนองเขียว อ.เชียง

ดาว จ.เชียงใหม นําเมล็ดตากใหแหงและอบจนแหง

ดวยอุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

วันจากน้ันนําไปบดดวยโกรงบดยา จนละเอียด แลว

นําไปสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลแอลกอฮอล แช

เมล็ดในเอทิลแอลกอฮอล 95% อัตราสวน เมล็ด

กระทงลาย: เอทิลแอลกอฮอล = 1:2 (w/v) ท้ิงไว 3 

วันจากน้ันนําสารสกัดท่ีไดมาระเหยตัวทําละลายดวย

เครื่องระเหยแบบหมุนเหว่ียง (rotary vacuum 

evaporator) เก็บสารสกัดท่ีไดไวในขวดแกวสีชา 

จากน้ันนําสงใหภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตรทํา

การสกัดเมล็ดกระทงลายแบบ crude extract แบบ 

purify  

3. การทดสอบการมีชีวิตของเซลล (MTT 

assay) 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลประสาท SH-SY5Y 

ล ง บ น  96-well plates (Costar®, USA) โ ด ย ใ ห

ปริ มาณความหนาแนนของ เซลลอยู ท่ี  4x104 

cell/well ใ น อ า ห า ร เ ลี้ ย ง เ ซ ล ล  MEM/F12 

(HIMEDIA, USA) 10% FBS (Gibco, USA) แ ล ะ

นําไปเก็บไวในตูบมเลี้ยงเซลลชนิดควบคุมกาซ

คารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ภายใตสภาวะ 

5% CO2 ค ว า ม ช้ื น ร อ ย ล ะ  95 (CO2 incubator 

Thermo scientific, USA ) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อ

ครบเวลา นําเซลลมาทําการเหน่ียวนําใหเกิดการตาย

ดวย MPP+ ท่ีความเขมขน 50 และ 250 μM เปน

เวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาทดสอบกับสารสกัดจาก

เมล็ดของกระทงลาย ท่ีความเขมขน 10 และ 25 

μg/mL ท่ีละลาย ใน  MEM/F12 (HIMEDIA, USA) 

หลุมละ 80 μL เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา

นํามาใสนํ้ายา MTT reagent (MTT cell viability 

assay kit, (Abnova) Taiwan) หลุมละ 15 μL และ

ทําการบมในตูเพาะเลี้ยงเซลล อุณหภูมิ 37°C และ 

5% CO2 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง จากน้ันทําการละลาย

ตะกอนดวย solubilization buffer  หลุมละ 100 

μL แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 

microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโน

เมตร แลวนําคาท่ีไดมาวิเคราะหหาอัตราการมีชีวิต

ของเซลล 

4. การสกัดโปรตีน 

หลังจากทําการทดสอบดวยสารสกัดจาก

เมล็ดของกระทงลายแลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํา 6 

well plate มาทําการดูดอาการเลี้ยงเซลลท้ิง และ

ลางดวย 0.01 M PBS 3 ครั้ง โดยให 6-well plates 
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วางอยูบนนํ้าแข็ง จากน้ันทําใหเซลลแตกโดยใส RIPA 

buffer (โดย ผสมกับ protease cocktail inhibitor 

อัตรา 1:100) ปริมาตร 100 μl/well นําไป เขยาบน

เ ค รื่ อ ง  shaker (Thermo scientific, USA) ท่ี

อุณหภูมิ 4 °C  เปนเวลา 10 นาที แลวใช scraper 

ขูดเซลลใน 6 well plate ใหท่ัวท้ัง well จากน้ัน

นําไปเขยาบนเครื่อง shaker (Thermo scientific, 

USA) ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที แลวใช 

scraper ขูดเซลลใน 6 well plate อีกครั้งหน่ึงเพ่ือ

ทํ า ก า ร เ ก็ บ  lysed cell ล ง ใ น  sterile 

microcentrifuge tube ข น า ด  1.5 mL จ า ก น้ั น

นําไปปนเหว่ียงดวยเครื่อง centrifuge แบบควบคุม

อุณหภูมิ ท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที อุณหภมิ 4 

°C เปนเวลา 10 นาที แลวทําการเก็บ supernatant 

ใ น แ ต ล ะ ก ลุ ม ก า ร ท ด ล อ ง ล ง ใ น  sterile 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL แลวนําไป

เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C  

5. การวัดปริมาณโปรตีน 

นํา supernatant ท่ีไดมา วัดปริมาณความ

เขมขนของโปรตีนโดยใชเทคนิค Bradford protein 

assay โดยการ เตรียม  Bradford solution (dye 

reagent concentrate, BIO-RAD) ผ ส ม กั บ นํ้ า  

ในอัตรสวน 1:4 จากน้ันดูดลงใน cuvette ปริมาตร 

1 ml และใสโปรตีนตัวอยาง 3 μL ลงใน cuvette 

บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืด เปนเวลา 5 นาที จากน้ัน

นําไปวัดความเขมขนของโปรตีน ท่ีความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง Spectrophotometer 

(ThermoScientific™GENESYS™10SUV-Vis 

Spectrophotometer with, USA) 

6. การแยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลดวย

กระแสไฟฟาโดยวิธี Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) 

Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) เปนเทคนิคท่ีใชวิเคราะหหานํ้าหนักโมเลกุล

ของโพลีเปปไทดสายเดี่ยวและดูความบริสุทธ์ิของ

โ ป ร ตี น  โ ด ย ก า ร เ ช่ื อ ม ต อ ข อ ง  acrylamide 

monomer จนเปนสายโซยาวประกอบกันเปนแผน

เ จ ล  โ ด ย มี  TEMED เ ป น  catalyte แ ล ะ มี  

ammonium persulfate เปน initiator โปรตีนอยู

ใน บัฟ เฟอร ท่ี เป นด า งประกอบด วย  Sodium 

dodecyl sulfate (SDS) เปน anionic detergent 

โ ด ย  SDS จั บ กั บ โ พ ลี เ ป ป ไ ท ด  โ ด ย มี  

mercaptoethanol ห รื อ  dithiotreothol เ ป น 

reducing agent เ พ่ื อ ท า ล า ย พั น ธ ะ  disulfide 

โปรตีนท่ีจับกับ SDS จะมีประจุลบ เมื่อใหกระแสไฟ 

โมเลกุลท่ีมีประจุลบจะเคลื่อนท่ีเขาข้ัวบวกซึ่งอัตรา

การการเคลื่อนท่ีของโปรตีนจะเร็วหรือชาข้ึนอยูกับ

ขนาดนํ้าหนักโมเลกุลและขนาดของรูพรุนของเจล 

โดยขนาดของรูพรุนสามารถปรับไดตามความเขมขน

ของ acrylamide ความเขมขนของ acrylamide

เพ่ิมข้ึน ขนาดของรูพรุนจะเล็กลง เตรียม 12.5% gel 

SDS-PAGE จากน้ันใสเจลใน running setup แลว
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ดึง comb ออก เติม Running buffer จนเต็ม tank 

และใสในแตละ well ดวยเพ่ือเปนการลางเศษเจล 

ผสมโปรตีนใน RIPA buffer โดยใชความเขมขน 80 

μg/well ในปริมาตร 32 μl รวมกับ 6x loading 

dye 8 μl จะไดปริมาตรรวมเปน 40 μl ซึ่ ง เปน

ปริมาตรท่ีตองการโหลดใน 1 well หลังจากผสม

โปรตีนเขากับสารอ่ืนๆ ในอัตราสวนท่ีคํานวณไดแลว 

นําโปรตีนไปตมภายใตอุณหภูมิ 95 ºC เปนเวลา 5 

นาที เ พ่ือ denature โปรตีน แลวทําการ load 

โปรตีน โดย load protein marker ไว เปน well 

แรกเสมอ ปริมาตร 5 μl จากน้ัน set เครื่อง power 

supply ศักยไฟฟา 100 V เปนเวลา 90 นาที และ

คอยสังเกต front dye ไมใหเกินหรือหลุดออกจาก

ขอบกระจกดานลาง  

7. ก า ร ย า ย ล ง บ น  Nitrocellulose 

membrane 

กอนครบเวลาในการทํา SDS-PAGE ให

เตรียมอุปกรณสาหรับ transfer โปรตีน โดยการแช 

ฟองนํ้า 4 ช้ิน กระดาษกรอง 4 ช้ิน nitrocellulose 

membrane 1 ช้ิน ลงใน transfer buffer เปนเวลา 

15-20 นาที เมื่อ front dye ถึงขอบกระจกกด 

pause และ stop จากน้ันทําการ transfer โปรตีน 

โดยวาง ฟองนํ้า กระดาษกรอง gel, nitrocellulose 

membrane, ฟองนํ้า บน cassette เรียงจากสีดําไป

ยังสีใส แลวนํา cassette ใสลงใน setup หันดานสี

ดําใหสัมผัสกับสีดํา ใส ice box ลงดานขาง แลวเติม 

transfer buffer ใหเติม tank ปดฝา แลววาง tank 

ใหอยูท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากน้ัน set เครื่อง 

power supply ศักยไฟฟา 100 V เปนเวลา 105 

นาที เมื่อครบเวลานา membrane ออกมาใสกลอง

แล วยอมดวยสี  Poceau’S จะเห็นแถบโปรตีน 

จากน้ันลางสีดวย TBS-T ครั้งละ 5 นาที 3 ครั้ง หรือ

จนกวาสีจะหมด โดยเขยาบน shaker ทําการ block 

non-specific binding ดวยการแช membrane ใน 

5% non-fat milk เปนเวลา overnight ท่ี  4 °C 

จากน้ันลาง membrane ดวย TBS-T ครั้งละ 5 นาที 

3 ครั้ง โดยเขยาบน shaker (Thermo scientific, 

USA) ใส Primary antibody ท่ีผสมกับ TBS-T ใน

อัตราสวน 1:1000 (anti-Bcl 2, anti-mTOR, และ 

actin) ลงบน membrane เปนเวลา overnight ท่ี 

4°C จากน้ันลาง membrane ดวย TBS-T ครั้งละ 5 

นาที 3 ครั้ง โดยเขยา บน shaker ใส Secondary 

antibody ท่ีผสมกับ TBS-T ในอัตรสวน 1:5000 

( goat Anti-Mouse (IgG), goat anti-rabbit (IgG)) 

ล ง บ น  membrane เ ป น เ ว ล า  2  ช่ั ว โ ม ง  ท่ี

อุณหภูมิหอง ลาง membrane ดวย TBS-T ครั้งละ 

5 นา ที  3 ครั้ ง  โดยเขย า  บน shaker แล ว นํา  

membrane ไป expose ลงบน film ในหองมืด โดย

ดู ด  LuminataTM Classico Western HRP 

Substrate ใสบนแผน nitrocellulose membrane 

แลวปดดวยแผนฟลมใส (x-ray film) เปนเวลา 5 

นาที (โดยพิจารณาจากความเขมของการเรืองแสง) 

เมื่อครบเวลานําไปจุมใน developer นํ้าสะอาด 

และหยดุปฏิกิริยาฟลมดวย fixer ตามลําดับ จากน้ัน
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นําแผนฟลมใสไปตากใหแหง นําฟลมท่ีผึ่งไวจนแหง 

ทําการ scan ฟลมท่ีได แลวนําไปวิเคราะหความเขม

ของแถบโปรตีนดวยโปรแกรม Image J 

การวิเคราะหขอมูล 

ขอมู ล ท้ั งหมดจะ ถูก นํ า เสนอ เป นค า 

means± SE ความแตกตางทางสถิติของขอมูลสอง

ชุดจะทดสอบโดย unpaired Student’s t-test  

ความแตกตางทางดานสถิติของขอมูลมากกวาสองชุด

จะถูกทดสอบดวย one-way analysis of variance 

(ANOVA) with Turkey multiple comparison 

test ความแตกตางทางดานสถิติของทุกการทดสอบ

ตองมีคา P ≤ 0.05 ประเมินผลขอมูลโดย Graph-

Pad Prism 5.0 

ผลการศึกษา 

1. สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายยับย้ังการตายของ

เซลลประสาทจากการเหนี่ยวนําดวย MPP+ 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการให MPP+ 

ท่ีความเขมขน 50 uM (Figure 1 A) และ 250 uM 

(Figure 1 B) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ทําใหอัตราการมีชีวิต

ของเซลลลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ

กลุมควบคุม  และอัตราการรอดชีวิตกลับเพ่ิมสูงข้ึนใน

กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย (CP) ท่ีความ

เขมขน 10 และ 25 μg/mL แสดงใหเห็นวาสารสกัด

จากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิยัยยั้งการตายของเซลล

ประสาท SH-SY5Y ท่ีถูกเน่ียวนําดวยสาร MPP+ ใน

หลอดทดลอง 

 
 

Figure 1. CP seed extract increased cell viability of MPP+-treated SH-SY5Y cell. 50 uM MPP+ (A), 250 

uM MPP+ (B), **P<0.01, *P<0.05 vs control, n=3. 
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2. สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายเพ่ิมการแสดงออก

ของโปรตีน Bcl2 ในเซลลเพราะเลี้ยงท่ีถูกเหนี่ยวนํา

ดวย MPP+ 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการให MPP+ 

ท่ีความเขมขน 50 uM เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ลดการ

แสดงออกของโปรตีน Bcl2 ไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (Figure 2)  และปริมาณ

การแสดงออกของ Bcl2 กลับเพ่ิมสูงข้ึนใกลเคียงกับ

กลุมควบคุมเมื่อไดรับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

(CP) ท่ีความเขมขน 10 และ 25 μg/mL แสดงใหเห็น

วาสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิยับยั้งการตาย

ของเซลลประสาท SH-SY5Y ท่ีถูกเน่ียวนําดวยสาร 

MPP+ ผานการเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl2 ซึ่งเปน 

anti-apoptotic protein ท่ีสําคัญของกระบวนการ

ตายแบบ apoptosis 

 

 
 

Figure 2. CP seed extract abolished the decrease of Bcl2 expression in MPP+-treated SH-SY5Y cell. 

***P<0.001 vs control, n=3. 
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3. สารสกัดจากเมล็ดกระทงลายเพ่ิมการแสดงออก

ของโปรตีน mTOR ในเซลล เพราะเลี้ ยง ท่ีถู ก

เหนี่ยวนําดวย MPP+ 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการให MPP+ 

ท่ีความเขมขน 50 uM เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เพ่ิมการ

แสดงออกของโปรตีน mTOR ไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  (Figure 3) และในกลุม

ท่ีไดรับสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย (CP) ท่ีความ

เขมขน 25 μg/mL ทําให mTOR กลับลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเท่ียบกับกลุมท่ีไดรับ MPP+ 

แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิ

ยับยั้งการตายของเซลลประสาทโดปามีท่ีถูกเน่ียวนํา

ดวยสาร MPP+ ผานวิถี mTOR 

 

 
 

Figure 3. CP seed extract abolished the increase of mTOR expression in MPP+-treated SH-SY5Y cell. 

*P<0.05 vs MPP+, n=3. 
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วิจารณ 

การตายของเซลลประสาทเปนพยาธิสภาพ

ท่ีสําคัญของโรคท่ีเกิดจากความเสื่อมของระบบ

ประสาท หรือ neurodegenerative disease โดยมี

สาเหตุสวนหน่ึงมาจากการสงสัญญาณของวิถี  

mTOR ในการควบคุมการแบงตัวและการตายของ

เซลล ท่ีเกิดจากการไดรับสารพิษ เปนเหตุใหมีการ

ตายของเซลลประสาทเปนจาํนวนมาก ดังน้ันการลด

การแสดงออกของ mTOR ในเซลลประสาทจึงเปน

หน่ึงในเปาหมายหลักท่ีนาสนใจในการปองกันและ

รักษาโรค neurodegenerative disease (Kumar 

et al., 2015) 

ผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวา สารสกัด

จากเมล็ดของกระทงลาย ท่ีความเขมขน 25 μg/mL 

ไม พบความ เป น พิษต อ เ ซลล  ช ว ยฟ น ฟู ก า ร

เสื่อมสภาพของเซลลประสาท นอกจากน้ียังชวยลด

อัตราการตายของเซลลประสาทท่ีถูกเหน่ียวนําใหมี

ภ า ว ะ  oxidative stress จ า ก พิ ษ ข อ ง  MPP+ ท่ี

สามารถผาน blood–brain barrier เขาไปทําลาย

เซลลประสาทโดปามีน ท่ีทําใหเกิดการตายของเซลล

ประสาทไดโดยตรง ซึ่งสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

สามารถชวยเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl2 ได โดย

ปกติ Bcl2 เปนโปรตีนในกลุมควบคุมการยับยั้งการ

เกิด apoptosis ดังน้ัน สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

จึงมีผลไปลดการตายของเซลลแบบ apoptosis โดย

เพ่ิมการแสดงแสดงออกของ Bcl2 ในระบบท่ีถูกเติม

หมูฟอสเฟต อีกท้ังยังมีผลไปลดการแสดงออกของ 

mTOR เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม กลุมท่ีไดรับ MPP+ 

และกลุม ท่ีไดรับ 10 μg/mL สารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย ซึ่งโดยปกติ mTOR เปนวิถีท่ีเก่ียวของ

กับการแบงตัวของเซลล โดยทําหนาท่ีเปนตัวควบคุม

การยับยั้งการแบงตัวของเซลล ดังน้ันการท่ีเซลลมี

การแสดงออกของ total mTOR นอยลง แสดงให

เห็นวาเซลลท่ีไดรับ 25 μg/mL สารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย มีการแบงตัวไดนอย จากรายงานการ

วิจัยพบวาการยับยั้งการสงสัญญาณในวิถี mTOR 

ชวยใหเซลลมะเร็งมีการแบงตัวไดนอยลง และจาก

หลักฐานทางงานวิจัยอ่ืน ๆ ยังพบอีกวาการยับยั้งวิถี 

mTOR สงผลใหลดการสงสัญญาณใน mTORC1 

เปนการเพ่ิมกระบวนการ autophagy ของเซลลให

เ พ่ิมการย อยสลายโครงสร า งภาย ใน เซลล ท่ี

เสื่อมสภาพ เพ่ือนําสารตาง ๆ กลับมาใชใหม ทําให

เซลลมีอัตราการตายนอยลง (Kim et al., 2007) 

และจากการเพ่ิมข้ึนของ autophagy ทําใหเกิดการ

เหน่ียวนําการยอยสลายออรแกเนลลท่ีผิดปกติซึ่ง

ส ะสมอยู ภ า ย ใน เ ซลล  แทน ท่ี ก า รต ายแบบ 

apoptosis ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ 25 

μg/mL สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ตอการ

แสดงออกของ Bcl2, mTOR และphospho- mTOR 

เมื่อเทียบกับเซลลกลุมควบคุม กลุมท่ีไดรับ MPP+ 

และกลุม10 μg/mL สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 

แสดงให เห็นว า  25 μg/mL สารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย เปนความเขมขนท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถ

ยับยั้ งการสงสัญญาณผานวิ ถี  mTOR โดยเ พ่ิม
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กระบวนการ autophagy แทนการตายของเซลล

แบบ apoptosis ในเซลลประสาทได ในขณะท่ีความ

เขมขน 10 μg/mL สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ไม

มีผลตอการลดการแสดงออกของ Bcl2, mTOR และ 

mTOR 

จากหลักฐานงานวิจัยท่ีผานมาแสดงใหเห็น

วา กระทงลายชวยปองกันการเกิด cytotoxicity ท่ี

เกิดจาก t-BHP และ LDH โดยชวยลดความเสียหาย

ข อ ง  mitochondrial จ า ก ก า ร สู ญ เ สี ย 

mitochondrial membrane potential ยับยั้งการ

เกิด lipid peroxidation ลดการปลอย cytochrom-

c และ HSP-70 จึงชวยลดการเกิด apoptosis และ

ยังชวยฟน ฟูสารตานอนุมูล อิสระ superoxide 

dismutase (SOD) และ catalase (CAT) (Kulkarni 

et al., 2015) และยังมีการทดสอบในหนูทดลองถึง

ประสิทธิผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ตอ

ความจําในหนูทดลองท่ีถูกเหน่ียวนําใหมี ภาวะ 

oxidative stress ดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

(H2O2) พบวาหนูท่ีรักษาดวยสารสกัดจากเมล็ดของ

กระทงลาย มีพฤติกรรมการเรียนรูและความจําท่ีดี

ข้ึน เมื่อเทียบกับกลุมท่ีไมไดรับการรักษา (Arora 

and Pandey-Rai, 2014) 

จากผลการทดลองสารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย ท่ีถูกเหน่ียวนําใหมีภาวะ oxidative 

stress ท่ีเกิดจากพิษของ MPP+ ในเซลลประสาท 

SH-SY5Y พบวามีผลชวยปองกันการตายของเซลลได 

ซึ่งมีหลักฐานทางงานวิจัยท่ีแสดงถึงการใช เซลล

ประสาท SH-SY5Y เปนแบบจาลองในการศึกษาการ

ตายของเซลลประสาทโดปามีน ท่ีเปนสาเหตุหลัก

ของการเกิดโรคพารกินสัน เน่ือง จาก SH-SY5Y cell 

line มีคุณสมบัติคลายคลึงเซลลประสาท และ

ส า ม า ร ถ เ ป ลี่ ย นส ภ า พ ไป เ ป น dopaminergic 

neurons และ Serotonergic neurons ไดเมื่อถูก

เหน่ียวนําดวย Retinoic acid (Chamniansawat 

and Chongthammakun, 2010) และมีการศึกษา

พบวา  MPTP เปน neurotoxins ท่ี เ ช่ือมโยงกับ

รูปแบบของโรคพารกินสันในสัตวทดลองและมนุษย

อยางชัดเจน และเปนรูปแบบท่ีใชศึกษากันมากท่ีสุด 

(Wang et al., 2019) ดังน้ันจากผลการทดลองแสดง

ใหเห็นวาการใช สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย มีผล

ชวยปองกันการตายของเซลลประสาทโดปามีน จาก

พิษของ MPP+ ท่ีอาจกอใหเกิดโรคพารกินสันได 

นอกจากน้ียังพบวา สารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย สามารถยับยั้งการทํางานของวิถี mTOR 

ได ซึ่งมีการศึกษาวิจัยกอนหนาน้ีเก่ียวกับ mTOR 

pathway ตอการสงสัญญาณในระบบประสาท 

เ น่ืองจากการสงสัญญาณ mTORC1 ไดรับการ

ยอ มรั บ ว า เ ป น ตั ว ค ว บคุ ม ท่ี สํ า คั ญ ท่ี สุ ด ข อ ง 

autophagy ท่ี เ ก่ี ย ว ข อ ง กั บ โ ร ค 

neurodegenerative โดยการยับยั้งการทํางานของ 

mTORC1 จะไปเพ่ิม กระบวนการ autophagy ใน

ระบบประสาท ซึ่งมีความสําคัญมากเน่ืองจากเซลล

ประสาทไมมีการแบงเซลลมาทดแทนเซลลเดิมท่ีอายุ

มากข้ึน จึงมีโครงสรางของเซลลท่ีเสียหายมากข้ึน
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ประกอบกับประสิทธิภาพของ autophagy ท่ีลดลง

ตามอายุ ทําใหเกิดการสะสมโปรตีนท่ีผิดปกติมากข้ึน

เรื่อย ๆ และเกิดการตายของเซลลประสาท (Kumar 

et al., 2015) ซึ่งมีขอมูลสนับสนุนวาการทํางานของ 

autophagy มีการลดลงในผูปวยท่ีมีความผิดปกติ

ทางระบบ ประสาทในกลุม neurodegenerative 

disease เชน โรค Alzheimer และโรค Parkinson 

ท่ีมีการตายของเซลลประสาท ซึ่งเปนลักษณะเดนท่ี

พบในคนสูงอายุ (Nicholson et al., 2004) ดังน้ัน

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สารสกัดจากเมล็ด

กระทงลาย สามารถชวยลดความเสี่ยง ท่ีอาจ

กอให เ กิดโรคพาร กินสัน จากการยับยั้ งการสง

สัญญาณในวิถี mTOR ได  

สรุป 

 งานวิจัยน้ีพบวาสารสกัดจากเมล็ดของ

กระทงลายมีฤทธ์ิยับยั้งการตายของเซลลจากการ

เหน่ียวนําดวยสาร MPP+ ซึ่งเปนสารท่ีใชสรางเปน

แบบจําลองโรคพารกินสัน โดยมีกลไลไปเพ่ิมการ

แสดงออกของ Bcl2 และลดการแสดงออกของ 

mTOR ซึ่งอาจจะเปนแนวทางในการใชยับยั้งและ

ปองกัน ภาวะความเปนพิษจากการไดรับ MPP+ ใน

แบบจําลองโรคพารกินสัน 
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