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บทคัดย่อ 

ความจําเสื่อมพบมากในผู้สูงอายุ เกิดจากเซลล์ประสาทเสื่อมโดยเฉพาะเซลล์ประสาทของสมองส่วนฮิปโป
แคมปัส ซึ่งมีรายงานว่ามีความสัมพันธ์โดยตรงกับการลดลงของฮอร์โมนเอสโตรเจนจากต่อมเพศ แต่อย่างไรก็ตาม
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเองก็สามารถสังเคราะห์เอสโตรเจนได้ เป็นไปได้หรือไม่ว่าในภาวะชราเซลล์ประสาท
ฮิปโปแคมปัสมีการสังเคราะห์เอสโตรเจนลดลง และเป็นสาเหตุของภาวะความจําเสื่อมท่ีพบในผู้สูงอายุ ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงได้ทําการศึกษาการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสในแบบจําลอง
ภาวะชรา ด้วยวธิีเรดิโออิมมูโนแอสเสย์ และทําการเพาะเลี้ยงประสาทฮิปโปแคมปัสร่วมกับเซลล์ไมโครเกลียระยะ
กระตุ้นซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงของสมองในภาวะชราม่ีสําคัญอย่างหนึ่ง เพ่ือหาสาเหตุของการเปลี่ยนแปลงการ
สังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสในภาวะชรา ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ในภาวะท่ีเซลล์
ประสาทฮิปโปแคมปัสอยู่ในระยะชราโดยดูจากการแสดงออกของ amyloid beta ปริมาณสูงสุด คือ 40 วันของ
การเพาะเลี้ยง มีการสังเคราะห์เอสโตรเจนลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับระยะท่ีพัฒนา (5 วันของ
การเพาะเลี้ยง) ซึ่งมีปริมาณเอสโตรเจนสูงสุดซึ่งให้ผลเชน่เดียวกับการแสดงออกของโปรตีน steroidgenic acute 
regulatory (StAR) ซึ่งมีร้องละของการแสดงออกสูงสุดท่ีวันท่ี 5 และลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ
กลุ่มท่ีเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 วัน จนกระท่ังไม่มีความแตกต่างกับกลุ่มควบคุม และเม่ือทําการเพาะเลี้ยงเซลล์
ประสาทฮิปโปแคมปัสร่วมกับเซลล์ไมโครเกลียระยะกระตุ้น พบว่าไม่มีการเพ่ิมปริมาณของเอสโตรเจนถึงแม้ว่าจะ
ทําการเพาะเลี้ยงจนกระท้ังเข้าสู่ระยะพัฒนาก็ตาม เช่นเดียวกับกลุ่มท่ีได้รับ interleukin-6 บ่งชี้ว่าสารท่ีหลั่งจาก
เซลล์ไมโครเกลียระยะกระตุ้น เช่น interleukin-6 มีผลยับยั้งการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโป
แคมปัสได้โดยตรง อย่างไรก็ตามการให้สารในกลุ่ม isoflavonoid เช่น genistein ไม่มีผลต่อการสังเคราะห์
เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทท้ังระยะพัฒนาและระยะชรา การทดลองครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการสังเคราะห์เอสโตร
เจนลดลงในระยะชราโดยอาจเกิดจากการท่ีเซลล์ไมโครเกลียถูกกระตุ้นเป็นสาเหตุของการสูญเสียความจําและการ
เรียนรู้ท่ีพบในผู้สูงอายุ 
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Abstract 

Memory loss, which is common with aging, causes degeneration of neuron especially 
hippocampal neuron. Previous study reported that there is the relationship between the 
decrease of gonadal estrogen and degeneration of hippocampal neuron. However, 
hippocampal neurons are capable of synthesizing estrogen.  It is probable that deprivation of 
estrogen from aged hippocampal neuron leading to age-related memory impairment. Therefore, 
the present study aims to study the synthesis of estrogen on hippocampal neuronal culture in 
an aged model using radioimmunoassay technique.Furthermore, the present study also study 
the effect of microglia activation, commonly found in aged brain, on the synthesis of estrogen 
from hippocampal neurons. The result showed that estrogen synthesis was decreased in aged 
hippocampal neuron, 40 days in vitro, compare with highly release of estrogen in mature state 
(5 days in vitro). Similarly, the expression of steroidgenic acute regulatory (StAR) was highly 
expressed at 5 day in vitro. Thena significant decrease in expression of StAR was showed at 25-
40 day in vitro compare to 5-day culture. Moreover, exposure to either activated microglia or IL-
6, significantly suppressed the secretion of hippocampal estrogen in hippocampal neurons.  
However, incubation of isoflavonoid (e.g. genistein) has no effect on the synthesis of estrogen 
from hippocampal neurons both maturation and aging states. These findings demonstrate a 
potential mechanism of microglia activation underlying the reduction in estrogen synthesis in 
aged hippocampal neurons, which may be involved in age-related learning andmemory 
impairments. 
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1. บทนํา (Introduction) 
 
1.1 เนื้อหาของเรื่องท่ีเคยมีผู้ทํามาก่อน  
การศึกษาภาวะความจําเสื่อมในผู้สูงอายนุิยมศึกษาเชิงพฤติกรรม โดยเฉพาะการศึกษาเชิงลึกถึงระดับการ

เปลี่ยนแปงของเซลล์นั้นมีไม่มาก แต่ก็มีการทดลองของ Nunomura และคณะ (2011) รายงานว่ามีการทําลาย
กรดไรโบนิวคลิอิก ในเซลล์ประสาทบริเวณซีรีบรัซคอร์เท็กของผู้สูงอายุท่ีมีภาวะเซลล์ประสาทเสื่อม แต่ก็มิได้มีการ
เชื่อมโยงกับความจําและการเรียนรู้ [23] งานวิจัยต่อมาพบว่าการตายของเซลล์ประสาทจากการทําลายกรดกรดไร
โบนิวคลิอิกไม่มีความสัมพันธ์กับภาวะความจําเสื่อม [24] แต่พบว่าภาวะความจําเสื่อมพบมากในหญิงชราวัยหมด
ประจําเดือน แสดงให้เห็นว่าภาวะความจําและการเรียนรู้ท่ีถดถอยนั้นมีความสัมพันธ์กับฮอร์โมนเอสโตรเจน 
ดังนั้นเม่ือต่อมเพศมีการสร้างฮอร์โมนลดลงจึงมีผลต่อระบบความจําและการเรียนรู้ แต่จากการค้นพบของ Fester 
และคณะ (2011) พบว่าเซลล์ประสาทเองก็สามารถสังเคราะห์เอสโตรเจนได้ จากการพบว่ามีการแสดงออกของ
เอนไซน์ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์เอสโตรเจน ท่ีสําคัญได้แก่ steroidogenic acute regulatory 
protein (StAR) ซึ่งจัดเป็นเอนไซน์ในข้ันกําหนดอัตราของกระบวนการสังเคราะห์เอสโตรเจน และวัดระดับของ
เอสโตรเจนในเนื้อเยื่อประสาทของหนูท่ีทําการตัดรังไข่พบว่ามีระดับความเข้มข้นของเอสโตรเจนประมาณ 20-60 
pg/ml ซึ่งก็น่าจะทําให้สามารถคงสภาพการทํางานของเซลล์ประสาทให้เป็นปรกติได้ถึงแม้ว่าจะไม่มีเอสโตรเจน
จากต่อมเพศ [14, 17] แต่อย่างไรก็ตาม เซลล์ประสาทไม่สามารถคงสภาพปรกติของกระบวนการสร้างความจําได้
เป็นไปได้ว่า อาจมีการทําลายหรือยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสใน
ภาวะชรา  

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปัญหา 
 ในปัจจุบันประชากรผู้สูงอายุในประเทศไทยมีแนวโน้มสูงข้ึน [1]  เป็นท่ีมาของอัตราการเกิดโรคใน

ผู้สงูอายุเพ่ิมข้ึน ท่ีสําคัญได้แก่ โรคเซลล์ประสาทเสื่อม (neurodegenerative disorder) [2-4] มีงานวิจัยรายงาน
ถึงกลไกการตายของเซลล์ประสาทในสมองของผู้สูงอายุ ว่าเกิดจากมีการทํางานผิดปรกติของไมโตคอนเดรียทําให้
สูญเสียความสามารถในการสร้างและส่งต่อพลังงาน และรบกวนสมดุลของปฏิกิริยา redox ทําให้มีปริมาณของ
สารอนุมูลอิสระ (free radical) เพ่ิมข้ึน [15, 31] ส่งผลให้มีการทําลายกรดไรโบนิวคลีอิกภายในเซลล์ [23] 
นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงภาวะท่ีเซลล์ไมโครเกลียเปลี่ยนจากระยะพักไปเป็นระยะท่ีถูกกระตุ้น ซึ่งจะหลั่งสาร
ในกลุ่ม cytokines ท่ีสําคัญได้แก่ interleukin-6 (IL-6) ส่งผลทําลายเซลล์ประสาท โดยเฉพาะเซลล์ประสาทท่ีง่าย
ต่อการเสื่อม คือ เซลล์ประสาทของสมองส่วนฮิปโปแคมปัส [21-24] และเป็นสาเหตุของภาวะความจําเสื่อมมีพบ
ในโรคเซลล์ประสาทเสื่อมในผู้สูงอายุ อย่างไรก็ตามกลับมีการรายงานว่าภาวะความจําเสื่อมในผู้สูงอายุเกิดข้ึนโดย
ไม่มีความสัมพันธ์กับการเสื่อมของเซลล์ประสาท บ่งชี้ว่าอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงกระบวนการอย่างใดอย่าง
หนึ่งภายในเซลลป์ระสาทฮิปโปแคมปัส 

 เป็นท่ีทราบกันดีว่าการให้เอสโตรเจนสามารถลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเซลล์ประสาทเสื่อมในผู้สูงอายุ 
[28, 30] โดยมีฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท และส่งเสริมกระบวนการ synaptic plasticity [5-9] ซึ่งเป็นกลไกหลัก
ของการสร้างความจํา การทํางานของเอสโตรเจนในสมองอาศัยท้ังเอสโตรเจนท่ีสังเคราะห์จากต่อมเพศ (gonadal 
estrogen) และ เอสโตรเจนท่ีสังเคราะห์ภายในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส (hippocampal estrogen) [8, 10-
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14] จากการศึกษาของ Prange-Kiel และ คณะ (2003) แสดงให้เห็นว่า hippocampal estrogen เพ่ิมความ
หนาแน่นของจํานวน dendrite ซึ่งเป็นกลไกของกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจํา [25] 
ดังนั้นในสมองของผู้สูงอายุท่ีมีการลดลงของ gonadal estrogen ก็น่าจะยังมีการทํางานของ hippocampal 
estrogen อยู่ แต่กลับพบว่ากระบวนการ synaptic plasticity การสร้างความจํา และการเรียนรู้ลดลงอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ [20, 30] แสดงให้เห็นว่าการทํางานของ hippocampal estrogen ในการคงสภาพสมดุลของ
กระบวนการ synaptic plasticity มีความผิดปรกติด้วย นอกจากนี้ผู้วิจัยยังแสดงให้เห็นในงานวิจัยก่อนหน้าว่า 
hippocampal estrogen มีบทบาทในการเตรียมความพร้อมของเซลล์ประสาทก่อนได้รับ gonadal estrogen 
โดยการเพ่ิมการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน และหากไม่มี hippocampal estrogen จะไม่เกิดกระบวนการ 
synaptic plasticity ถึงแม้ว่าจะมีการให้เอสโตรเจนเพ่ิมก็ตาม [8] ซึ่งสามารถอธิบายงานวิจัยจํานวนไม่น้อยท่ี
พบว่าการให้เอสโตรเจนทดแทนไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอในการรักษาโรคเซลล์ประสาทเสื่อมในภาวะชรา [16-
19] จึงเป็นท่ีน่าสนใจว่าเพราะเหตุใดการให้เอสโตรเจนทดแทนซึ่งเทียบได้กับ gonadal estrogen ในกระแสเลือด 
ไม่สามารถทําให้เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสทํางานเป็นปรกติได้ เป็นไปได้หรือไม่ว่าในภาวะชรา ไม่เพียงแต่มีการ
ลดลงของ gonadal estrogen แต่ยังมีการลดลงของ hippocampal estrogen ร่วมด้วย ดังนั้นจึงเป็นท่ีมาของ
งานวิจัยครั้งนี้ซึ่งมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณตลอดจนกระบวนการในการสังเคราะห์ 
hippocampal estrogen ในภาวะชราของเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีได้จากสมองส่วนฮิปโปแคมปัส โดยทําการเพาะเลี้ยง
เป็นเวลานานตามแบบจําลองของการศึกษาภาวะชราในหลอดทดลอง [10, 31] นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้ยัง
ทําการศึกษาผลของเซลล์ไมโครเกลียระยะกระตุ้น (เป็นการเปลี่ยนแปลงท่ีอย่างหนึ่งท่ีพบในสมองของผู้สูงอายุ) 
ต่อการสังเคราะห ์estrogen ของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส อีกท้ังยังทําการศึกษาผลของ genistein ซึ่งเป็นสาร
ออกฤทธิ์หลักในกลุ่ม isoflavonoids และมีรายงานว่ามีฤทธิ์คล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจนในร่างกาย ต่อการ
สังเคราะห์เอสโตรเจนของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสอีกด้วย ท้ังนี้เพ่ือเป็นการหาวิธีการรักษาหรือป้องกันภาวะ
ความจําเสื่อมท่ีพบในโรคเซลล์ประสาทเสื่อมในภาวะชราต่อไป 

1.3 วัตถุประสงคแ์ละขอบเขตการวิจัย 

1.3.1 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาปริมาณของ hippocampal estrogen ในแบบจําลองภาวะชราของเซลล์
เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron  

2. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ StAR ในแบบจําลองภาวะชราของเซลล์เพาะเลี้ยง 
primary hippocampal neuron 

3. เพ่ือศึกษาผลของ isoflavonoids ต่อปริมาณของ hippocampal estrogen ใน
แบบจําลองภาวะชราของเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron 

4. เพ่ือศึกษาผลของ isoflavonoids ต่อการแสดงออกของเอนไซม์ P450scc, StAR, และ 
aromatase ในแบบจําลองภาวะชราของเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal 
neuron 

5. เพ่ือศึกษาผลของ isoflavonoids ต่อกระบวนการ synaptic plasticity ในแบบจําลอง
ภาวะชราของเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron 
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1.3.2 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยท้ังหมดในโครงการวิจัยนี ้ ครอบคลุมการศึกษาการเปลี่ยนแปลงด้านปริมาณและ 
กระบวนการ สังเคราะห์  เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสในแบบจําลองภาวะชรา  
 
1.4 แนวคิดท่ีนํามาใช้ในการวิจัย 

เนื่องจากการทํางานของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสต้องการท้ัง gonadal estrogen และ 
hippocampal estrogen  ในผู้สูงอายุนอกจากปริมาณของ gonadal estrogen ลดลงแล้ว ปริมาณของ 
hippocampal estrogen ก็ลดลงด้วย จึงทําให้เกิดการเสื่อมของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส เป็นสาเหตุ
ของภาวะความจําเสื่อมในผู้สูอายุ 

1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  
 ผลการวิจัยจากโครงการวิจัยนี้ทําให้เข้าใจพ้ืนฐานการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ประสาทฮิปโป
แคมปัสในภาวะชราและนําไปสู่การค้นพบวิธีในการป้องกันรักษาต่อไป 

 โดยส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยในโครงการวิจัยนี้จะตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสาร Neurotoxicology 
ในชื่อเรื่อง Inhibition of hippocampal synthesized estrogen by reactive microglia leads to 
down-regulation of synaptic protein expression 
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2. เนื้อเร่ือง 

2.1 วิธีการดําเนินการวิจัย  
2.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส  
  ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ primary hippocampus neurons (Cat number A10841-01, 
Gibco, Carlsbad, CA, USA) ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีได้จากตัวอ่อนหนูแรทอายุ 18 วัน  ทําการเพาะเลี้ยงใน 
neurobasal medium (Gibco) 25 µM L-Glutamate และ 2% B27 Supplement (Gibco) ใน 
poly-L-lysine-coated T-flask (Corning, Corning, NY, USA) ขนาด 25 cm2 ในตู้ปลอดเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 37°C และความเข้มข้น CO2 ท่ี 5% ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลานาน (30 DIV) เพ่ือให้เซลล์
เพาะเลี้ยงอยู่ในภาวะชรา [7, 10, 15, 31]  

2.1.2 การเพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neuron 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลH์19-7 hippocampal neuron(ATCC® Number; CRL-2526) ใน
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Carlsbad, CA, USA) ท่ีประกอบด้วย 1.5 
g/l sodium bicarbonate, 0.2 mg/ml G418,0.001 mg/ml puromycin (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) และ10% fetal bovine serum (Gibco) ในpoly-L-lysine-coated T-flask (Corning, Corning, 
NY, USA) ขนาด 25 cm2 ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 33°C และความเข้มข้นCO2 ท่ี 5% ภายใต้สภาวะ
แวดล้อมและอาหารเลี้ยงเซลล์ดังกล่าว เหมาะสมต่อการเพ่ิมจํานวนเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 
hippocampal neuron (cell proliferation) การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยงเพ่ือนําไปใช้ในการศึกษาวิจัย 
เซลล์เพาะเลี้ยงH19-7 hippocampal neuron จะถูกเลี้ยงด้วย estrogen-free culture medium ท่ี
ประกอบด้วย 0.01%N2 supplement (Gibco) และ 10 ng/mlbasic fibroblast growth factor 
(bFGF)(Sigma) ใน 6-well plate (Corning) ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 39°Cและและความเข้มข้นCO2 ท่ี 
5%ซึ่งในสภาวะนี้เซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neurons จะถูกกระตุ้นให้มีการเปลี่ยนแปลง
รูปร่าง(differentiation) กลายเป็น mature hippocampal neuron 

 2.1.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไมโครเกลีย 
 ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยงmicroglial HAPI ใน DMEM ท่ีประกอบด้วย5% fetal bovine 

serum, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acid (Sigma) ใน T-flask ขนาด 
25 cm2 ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37°C และความเข้มข้นCO2 ท่ี 5% ในการเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง 
microglial HAPI เพ่ือนําไปศึกษาวิจัยนั้น เซลล์เพาะเลี้ยงจะถูกเลี้ยงบน Transwell polyester 
membrane insert (Product ID 3450; Corning) ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37°C และ ท่ี 5% CO2 

 2.1.4 การเพาะเลี้ยงรว่มกันระหว่างเซลล์ประสาทและเซลล์ไมโครเกลีย 
 ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7hippocampal neuron ร่วมกับ เซลล์เพาะเลี้ยง 

microglial HAPI (neuron-microglia co-culture) โดยเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal 
neurons ใน 6-well plate ดังท่ีกล่าวไว้ข้างต้น จากนั้นนําเซลล์เพาะเลี้ยงmicroglial HAPI ท่ีถูกเลี้ยง
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บน Transwell polyester membrane insert มาวางลงในแต่ละ well ของ 6-well plate ท่ีมีเซลล์
เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neurons อยู่ด้านล่าง 

2.1.5 Radioimmunoassay (RIA) 
 ทําการวัดความปริมาณ local estrogen ใน culture media ด้วยวิธี radioimmunoassay 
โดยเริ่มจากการผสม anti-estradiol antibody (R&D systems) กับ estrogen (E2) ท่ีถูกติดฉลากด้วย
สารกัมมันตรังสี (125I-E2) (R&D systems) ลงใน 96-well plate ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
ก่อนเติม culture media ท่ีได้จากกระบวนการทดลอง หรือ estrogen ท่ีทราบความเข้มข้น (เพ่ือนําไป
กําหนดค่า standard curve) บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการจับกันของ 
estrogen และ antibody (estrogen-anti-estradiol antibody  complex) ทําการตกตะกอน 
estrogen-anti-estradiol antibody  complex โดยใส่ secondary antibody แล้วนําไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 1,500 g ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 15 นาที เก็บ supernatant ไปวัดค่าความเข้มข้นของสาร
กัมมันตรังสี (125I-E2) ด้วยเครื่อง liquid scintillation spectrophotometer นําค่าท่ีได้ไปคํานวณหา
ปริมาณของ estrogen ใน culture media โดยเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐาน (standard curve) 

2.1.6 Western blot analysis 
 หลังจากให้สารต่าง ๆ แก่เซลล์เพาะเลี้ยงเรียบร้อยแล้วสกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลี้ยงโดยใช้ 
RIPA buffer (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, 1% triton X-100, 0.1% sodium 
deoxycholate, EDTA 5 mM, Na2HPO4 30 mM, NaF 50 mM) นําโปรตีนท่ีสกัดได้ไปแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าใน 10% SDS-PAGE gel จากนั้นทําการย้ายโปรตีนไปยัง nitrocellulose membrane 
และนํา membrane ไปบ่มใน 5% non-fat milk เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือป้องกันการเกิด non-specific 
binding ก่อนนําไปบ่มด้วย anti-StAR antibody และ anti-amyloid beta antibody (Cambridge, 
UK)  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4°C จากนั้นนํา membrane มาบ่มใน HRP-conjugated 
secondary antibody (Zymed, San Francisco, CA, USA) ทําการศึกษาปริมาณการแสดงออกของ
โปรตีนโดยใช้ chemiluminescent detection kit (Pierce, Rockford, IL, USA) แล้ววัดความเข้มของ
แถบโปรตีนด้วยโปรแกรม Scion Image 

2.1.7 วิธีการประเมินผลและการสังเคราะห์ข้อมูล 
 ข้อมูลท้ังหมดจะถูกนําเสนอเป็นค่า means ± SE ความแตกต่างทางสถิติของข้อมูลสองชุดจะ
ทดสอบโดย unpaired Student’s t-test  ความแตกต่างทางด้านสถิติของข้อมูลมากกว่าสองชุดจะถูก
ทดสอบด้วย one-way analysis of variance (ANOVA) with Turkey multiple comparison test 
ความแตกต่างทางด้านสถิติของทุกการทดสอบต้องมีค่า P ≤ 0.05 ประเมินผลข้อมูลโดย Graph-Pad 
Prism 5.0 
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2.2 ผลการทดลอง 

2.2.1 การแสดงออกของ amyloid beta ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเพ่ือศึกษาปริมาณแสดงออกของโปรตีน amyloid 
beta ซึ่งจัดเป็นโปรตีนบ่งชี้ภาวะเซลล์ประสาทชรา หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 40 วัน ทํา
การเก็บโปรตีนตามระยะเวลาการเพาะเลี้ยงท่ีแตกต่างกัน คือ วันท่ี 0 10 20 30 และ 40 ของการ
เพาะเลี้ยง จากนั้นนํามาศึกษาปริมาณการแสดงออกของ amyloid beta ด้วยวิธ ีWestern blot ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า การแสดงออกของโปรตีน amyloid beta ในวันท่ี 10 20 และ 30 ไ� ่มีความ

แตกต่างทางสถิตจิากกลุ่มควบคลุ่ม (0) และอยุ่ในระดับท่ีค่อนข้างคงท่ี แต่เม่ือทําการพาะเลี้ยงถึงวันท่ี 40 
พบว่า amyloid beta มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนอย่างมากเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 1) สรุปได้ว่า 
เลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมจะเข้าสูระยะชราในหลอดทดลองเม่ือทําการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 40 
วัน และใช้เกณฑ์นี้เป็นตัวกําหนดระยะชราในหลอดทดลองของการทดลองต่อไป 

 

รูปท่ี 1 แสดงภาพแถบโปรตีน (A) และร้อยละของการแสดงออกของโปรตีน amyloid beta (B) ของ
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสท่ีเวลาการเพาะเลี้ยงท่ีต่างก ัน ตั้งแต่ 0 10 20 30 และ 40 วัน *** P<0.001 
(n=3) 
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2.2.2 การแสดงออกของ StAR ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเป็นเวลา 40 เพ่ือให้เข้าสู่ภาวะชราดังแสดงในการ
ทดลองท่ีผ่านมา และทําการศึกษาปริมาณแสดงออกของโปรตีน StAR ซึ่งจัดเป็นโปรตีนสําคัญในข้ัน
กําหนดอัตราของการสังเคราะห์ฮอร์โมนเอสโตรเจนภายในเซลลป์ระสาทฮิปโปแคมปัสท่ีวันท่ี 0 1 5 10 
15 20 30 และ 40 ของการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง ด้วยวิธี Western blot ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่ามีการแสดงออกของ StAR ระดับต่ําในกลุ่มควบคุม (0) ซึ่งเก็บโปรตีนหลักจากการ subculture 
ทันที และมีร้อยละของการแสดงออกของ StAR จะเพ่ิมข้ึนสูงสุดท่ี 5-10 วันของการเพาะเลี้ยง และอยู่ใน
ระดับท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิ จากนั้นระดับการแสดงออกของ StAR กลับลดลงอยู่
ในระดับท่ีไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมจนกระท้ังสิน้สุดการทดลอง (40 วนั) (รูปท่ี 2) และเม่ือทํา
การวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าร้อยละของการแสดงออกของ StAR วันท่ี 40 ลดลงจากวันท่ี 5 ของการ
เพาะเลี้ยงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ผลการทดลองนีบ้่งชี้ว่า ท่ีวันท่ี 5-10 ของการเพาะเลี้ยงน่าจะเป็น
ระยะท่ีเซลล์เข้าสู่ระยะพัฒนาซึ่งมีการเตรียมความพรอ้มของเซลล์อย่างเต็มท่ี ในการสังเคราะห์เอสโตร
เจนของเซลลป์ระสาทฮิปโปแคมปัสด้วย 

 

รูปท่ี 2 แสดงภาพแถบโปรตีน (A) และแสดงร้อยละของการแสดงออกของโปรตีน StAR (B) ของ
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสท่ีเวลาของการเพาะเลี้ยงท่ีต่างกัน ตั้งแต่ 0 1 5 10 15 20 30 และ 40 
วัน * P<0.05; ***P<0.001 เทียบกับกลุ่มควบคุม (0) ## P<0.005 เทียบกับวันท่ี 5 (n=3) 
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2.2.3 ปริมาณการหลั่งของเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส จากนั้นเก็บนําอาหารเลี้ยงเซลลห์ลังจากเพาะเลี้ยง
เซลล์เป็นเวลา 0 1 5 10 15 30 และ 40 วัน นํามาวัดปริมาณเอสโตรเจนด้วยวิธี RIA ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสมีการสร้างและหลั่งเอสโตรเจนลงในอาหารเลี้ยงเซลลส์ูงสุดท่ี
วันท่ี 5 ของการเพาะเลี้ยง และค่อยๆ ลดลงจนกระท่ังถึงวันท่ี 40 ของการเพาะเลี้ยง โดยลดลงอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มท่ีเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 วัน และไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับกลุ่ม
ควบคุม (0) ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับปริมาณการแสดงออกของ StAR จากการทดลองก่อนหน้า 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปผลได้ว่าการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส สูงสุดท่ีวันท่ี 5 
ของการเพาะเลี้ยง และลดลงในภาวะท่ีเซลล์ประสาทเข้าสู่ระยะชรา คือ 40 วัน จากการผลการทดลองท่ี
ผ่านมาและผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า การเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 วันคือระยะท่ีเซลล์ประสาท
พัฒนาเต็มท่ี และการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 40 วัน คือระยะท่ีเซลล์ประสาทชราในหลอดทดลอง 

 

รูปท่ี 3 แสดงปริมาณการหลั่งของเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทท่ีทําการเพาะเลี้ยงในช่วงเวลาต่างกัน คือ 
0 1 5 10 15 30 และ 40 วัน  **P< 0.005 เทียบกับกลุ่มควบคุม (0), ## P<0.005 เทียบกับกลุ่ม
เพาะเลี้ยง 5 วัน (n=3)  
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2.2.4 ผลขอไฟโตรเอสโตรเจนต่อการหลั่งเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงฮิปโปแคมปัส  

เพ่ือศึกษาผลของ genistein ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ในกลุ่ม isoflavonoid ต่อการสังเคราะห์เอสโตร
เจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเป็นเวลา 40 วันให้เข้าสู่
ภาวะชราร่วมกับการบ่มด้วย genistein ท่ีความเข้มข้น 1 uM และ 0.1 uM ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
genistein ท้ังสองความเข้มข้นไม่มีผลต่อปริมาณการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปสั
กล่าวคือ เอสโตรเจนยังคงหลั่งสูงสุดท่ีวันท่ี 5 และลดลงอย่างต่อเนื่องจนกระท้ังวนัท่ี 40 เช่นเดียวกับท่ีพบใน
ในการทดลองท่ีผ่านมา ดังนั้นสามารถสรุปผลได้ว่า genistein ไม่มีผลต่อการสังเคราห์เอสโตรเจนของเซลล ์
ประสาทอิปโปแคมปัส แต่อย่างไรก็ตามผลของ genistein ในดา้นอ่ืนๆ ก็ยังต้องการการศึกษาต่อไป 

 

รูปท่ี 4 แสดงการหลั่งของเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทท่ีบ่มด้วย genistein ท่ีความเข้มข้น 1 uM (A) 
และ ความเข้มข้น 0.1 uM (B) ท่ีเวลาในการเพาะเลี้ยงต่างกัน คือ 0 1 5 15 30 และ 40 วัน  **P< 0.005 
*** P<0.001 (n=3) 
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2.2.5 ผลของภาวะท่ีไมโครเกลียถูกกระตุ้นต่อการหลั่งเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปแคมปัส 

เนื่องจากการให้ genistein ไม่สามารถทําให้การสังเคราะห์เอสโตรเจนท่ีลดลงเม่ือเข้าสู่ภาวะชรากลับมาสู่
ระดับปรกติได ้แสดงว่าการท่ีเซลล์ประสาทสังเคราะห์เอสโตรเจนลดลงน่าจะมีปัจจัยภายนอกอ่ืนร่วมด้วย ผู้วิจัยจึง
ทําการศึกษาผลของภาวะท่ีเซลล์ไมโครเกลียถูกกระตุ้น (microglia activation) ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงสําคัญ
อย่างหนึง่ท่ีพบได้ในสมองของผู้สูงอายุ โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสร่วมกับไมโครเกลียท่ีถูก
กระตุ้นด้วยสาร lipopolysacharide (LPS) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสไม่สามารถ
สังเคราะห์เอสโตรเจนได้ในกลุ่มท่ีทําการเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ไมโครเกลยีท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS  โดยใหผ้ลการ
ทดลองเช่นเดียวกับเช่นเดียวกับการบ่มด้วย IL-6 ซึ่งเป็น cytokines สําคัญหลั่งจากเซลล์ไมโครเกลียระยะกระตุ้น
ในขณะท่ีระดับของเอสโตรเจนไม่มีการเปลี่ยนแปลงในกลุ่มท่ีได้รับ LPS และ กลุ่มท่ีทําการเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล ์
ไมโครเกลียท่ีไม่ถูกกระตุ้น ดังนั้นจึงสามารถสรุปผลได้ว่า สารท่ีหลั่งออกมาจากภาวะท่ีไมโครเกลียถูกกระตุ้น เช่น 
IL-6 มีผลไปยับยั้งการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสโดยตรง  

 

รูปท่ี 5 แสดงผลจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสร่วมกับเซลล์ไมโครเกลียท่ีถูกกระตุน้ด้วย
LPS (activated microglia co-culture) เทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้กระตุ้น (unactivated microglia co-culture) 
กลุ่มท่ีไม่ได้ทําการเพาะเลี้ยงร่วมกับไมโครเกลียแต่ได้รับ LPS (LPS trested) หรือได้รับ IL-6 (IL-6 treated) * 
P<0.05, *** P<0.001 เทียบกับวนัท่ี 0; † P<0.05, ††† P< 0.001 (n = 3) 
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3. อภิปราย/วิจารณ ์

3.1 ปัญหาและอุปสรรคในการดําเนินการ 
เนื่องจากเครื่อง real time PCR มีปัญหาไม่สามารถใช้งานได้ผู้วิจัยจึงต้องตัดการทดลองส่วนการศึกษา

การแสดงออกในระดับยีน โดยนํางบประมาณส่วนดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาผลของการกระตุ้นเซลล์ไมโครเกลีย
แทน 

3.2 อภิปรายผลการทดลอง 
งานวิจัยนี้ได้ทําการศึกษาผลของเวลาท่ีใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ในหลอดทดลอง

ต่อการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส โดยพบว่าเซลลป์ระสาทฮิปโปแคมปัสสามารถหลั่ง
ฮอร์โมนเอสโตรเจนได้สูงสุดท่ีวันท่ี 5 ของการเพาะเลี้ยงซึ่งเรียกระยะนี้ว่า ระยะพัฒนาเต็มท่ี และจะค่อย ๆ ลดลง
เรื่อย ๆ และลดลงต่ําท่ีสุดในวันท่ี 40 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งจัดเป็นระยะชราเนื่องจากมีการแสดงออกของโปรตีน
บ่งชี้ภาวะชรา คือ amyloid beta สูงสุด สอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้า ซึ่งมีผู้รายงานว่า amyloid beta มี
การแสดงออกสูงสุดในวันท่ี 45 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส มีการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้
ระยะเต็มวัย (nestin) สูงสุดท่ีวันท่ี 14 ของการเพาะเลี้ยง [7] ดังนั้นอาจกล่าวได้ว่าการสังเคราะห์เอสโตรเจน 
ลดลงเม่ือเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเข้าสู่ภาวะชรา และน่าจะเกิดจากการลดลงของเอนไซน์ในข้ันกําหนดอัตรา 
คือ StAR ซึ่งทําหน้าท่ีในการนําคอเรสเทอรอลเข้าสู่ไมโตคอนเดีย อาจกล่าวได้ว่าการลดลงของเอสโตรเจนจาก
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสน่าจะเป็นสาเหตสุําคัญอย่างหนึ่งของภาวะสมองเสื่อมนําไปสู่การสูญเสียความจําใน
ผู้สูงอายุ นอกจากนี้เพ่ือเป็นการหาแนวทางในการรักษา ผู้วิจัยจงึไดทํ้าการศึกษาผลของ genistein ซึ่งเป็นสารท่ีมี
คุณสมบัติคล้ายเอสโตรเจน ต่อปริมาณการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส แต่จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า genistein ไม่มีผลต่อกระบวนการดังกล่าวถึงแม้ว่าจะมีการปรับระดับความเข้มข้นแล้วก็
ตาม แสดงว่าการลดปริมาณการหลั่งของเอสโตรเจนน่าจะเป็นผลของปัจจัยภายนอกบางอย่างมากดการสังเคราะห์
เอสโตรเจนไว ้ มีรายงานก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่า genistein สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ synaptic protein 
บางตัวได้ เช่น synaptophysin และอาจเก่ียวกับกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจํา [6] 
ซึ่งอาจมีกลไกอ่ืนในการเหนี่ยวนํา 

งานวิจัยจํานวนมากรายงานว่าในสมองของผู้สูงอายุนั้นเซลล์ไมโครเกลียมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปอยู่ใน
ภาวะถูกกระตุ้น และมีการหลั่งของสารในกลุ่มของ inflammatory cytokines จํานวนมาก ท่ีสําคัญได้แก่ IL-6 
[8, 23] ผู้วิจัยจึงทําการศึกษาผลของภาวะท่ีเซลล์ไมโครเกลียถูกกระตุ้น ต่อปริมาณการหลั่งของเอสโตรเจนจาก
เซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสไม่สามารถสังเคราะห์เอสโตร
เจนได้ในกลุ่มท่ีทําการเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ไมโครเกลียท่ีถูกกระตุ้นด้วย  และให้ผลเช่นเดียวกับการบ่มด้วย IL-6 
ดังนั้นอาจสรุปได้ว่า การกระตุ้นเซลล์ไมโครเกลียน่าจะเป็นสาเหตุหลักของการยับยั้งการสังเคราะห์เอสโตรเจนและ  

4. สรุปและเสนอแนะ 
การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเซลลป์ระสาทฮิปโปแคมปัสจะลดลงเม่ือ

เข้าสู่ภาวะชรา ซึ่งเกิดจากการลดระดับการแสดงออกของ StAR ซึ่งน่าจะเป็นสาเหตุหลักของการภาวะสมองเสื่อม
ในผู้สูงอาย ุ ท้ังนีอ้าจเก่ียวข้องกับภาวะเซลล์ไมโครเกลียถูกกระตุ้น ดังนั้นหากยับยั้งการกระตุ้นไมโครเกลียได้
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อาจจะเป็นการแก้ปัญหาท่ีต้นเหตุของภาวะเซลล์ประสาทเสื่อมและทําให้เกิดภาวะความจําเสื่อมในผู้สูงอายุ ซึ่ง
เป็นหัวข้อท่ีน่าสนใจท่ีต้องทําการศึกษาต่อไป 

5. ผลผลิต 
ผลงานวิจัยในโครงการวิจัยนี้จะตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสาร Neurotoxicology ในชื่อเรื่อง “Inhibition of 

hippocampal synthesized estrogen by reactive microglia leads to down-regulation of synaptic 
protein expression” ซึ่งอยู่ระหว่างการ revised manuscript  
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