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บทคัดยอ

ปญหา  เลือดจระเขเปนสมุนไพรจากสัตวใชเปนยาเดี่ยวหรือเปนตัวยาในตํารับยาเพื่อบํารุงรางกาย
หรือรักษาโรคเรื้อรัง ในเลือดจระเขมีสารสําคัญไดแก Insulin like growth factor -1 หรือ IGF-1 
(จินดาวรรณ, 2553 ) สารนี้มีผลปกปองเซลลประสาทจากการตายในสภาวะอาหารเพาะเลี้ยงไม
สมบูรณ ( Gil-Ad I, 1999 )  นอกจากการปกปองเซลลประสาทแลวการงอกใยประสาทเพิ่มขึ้น
นับเปนอีกกลไกหนึ่งของการวิจัยยาบํารุงประสาทและชวยเพิ่มความจํา  แตยังไมปรากฏรายงานวิจัย
เกี่ยวกับผลของเลือดจระเขตอการงอกใยประสาท ซึ่งสามารถตรวจนับเซลลที่งอกใยประสาท 
(Yamazaki M, 2005 )และวัดปริมาณโปรตีน mitogen-activated protein kinase ( MAPK หรือ  
MEK-1 ) ที่เซลลสรางขึ้นในขบวนการเปลี่ยนรูปรางเซลลและการงอกใยประสาท ( Liu JH, 2003;
Ebrahimi A, 2012 )  
วัตถุประสงค  ศึกษาผลของซีรั่มจากเลือดจระเขตอการงอกใยประสาทในเซลลเพาะเลี้ยง PC12 และ
หาปริมาณโปรตีน MEK1 
วิธีการทดลอง  ใชซีรั่มจากเลือดจระเข 10 ตัว เพศผู 5 ตัว เพศเมีย 5 ตัว ทําแหงดวยวิธี freezed 
dried  เพาะเลี้ยงเซลล PC 12 ศึกษาความเปนพิษจากซีรั่มเลือดจระเข  และศึกษาขนาดซีรั่มที่ผล
ตอการงอกใยประสาทโดยนับเปนรอยละจํานวนเซลลที่มีใยประสาทงอก (Das KP, 2004; Yamazaki 
M, 2005) และวัดปริมาณโปรตีน MEK-1 โดยวิธี  Enzyme Immunoassay     
ผลการทดลอง  ซีรั่มแหงเลือดจระเขขนาดความเขมขนที่มีผลใหเซลลตายรอยละ 50 (IC 50) เปน 
25.26 mg /ml  ซีรั่มแหงขนาดความเขมขน 4 mg/ml มีผลเพิ่มปริมาณเซลลมากขึ้น และมีผลให
เซลลงอกใยประสาทไดรอยละ 9.04 ± 3.42 ในจํานวนนับ100เซลล ซึ่งมากกวากลุมควบคุมที่ให
nerve growth factor (NGF) 2 ng/ml แตนอยกวากลุมที่ให NGF 50 ng/ml ซึ่งมีคารอยละการ
งอกใยประสาทเปน 3.05±  1.32 และ  14.81 ±  3.79 ตามลําดับ(นัยสําคัญ p 0.5)  กลุมเซลลที่มี
การงอกใยประสาทนี้และกลุมที่ให NGF 50 ng/ml มีการสรางโปรตีน MEK-1 เพิ่มขึ้นจากกลุม
ควบคุมเปนรอยละ 204 ± 28.91 และ 253.26 ± 34.2  ตางจากกลุมควบคุม (นัยสําคัญ p 0.5 )
สวนซีรั่มเลือดจระเขขนาด 2, 0.4 mg/ml ไมมีผลตอการงอกใยประสาทและไมเพิ่มปริมาณโปรตีน 
MEK1
ขอเสนอแนะ  จากการทดลองสรุปไดวาการใชซีรั่มเลือดจระเขเขมขนสัมผัสเซลลโดยตรงมีผลใหเซลล
ประสาทเพาะเลี้ยงตายได  มีคา IC50 เปน 25.26 mg/ml  แตเมื่อเจือจางซีรั่มในขนาดความเขมขน 
4 mg/ml มีผลใหเซลลแบงตัวไดเพิ่มขึ้นและงอกใยประสาทได ซึ่งนาจะเปนผลจากสาร IGF-1 ในซีรั่ม
รวมกับสารสําคัญอื่น ดังนั้นในการใชซีรั่มเลือดจระเขจึงควรระวังเกี่ยวกับขนาดใช เนื่องจากขนาดซีรั่ม
ที่ใหผลกับขนาดความเปนพิษตอเซลลประสาทไมตางกันมาก และในกรณีใชเปนยาบํารุงซึ่งตองใช
ระยะยาว นาจะมีการศึกษาเพิ่มเติมเรื่องความเปนพิษกึ่งเรื้อรังหรือติดตามผลการใชในคนปกติตาม
ขั้นตอนการวิจัยขั้นคลินิก 
คําสําคัญ  : ซีรัมเลือดจระเข  การงอกของเซลลประสาท 
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ABSTACT

Rational Background.  It was known that crocodile blood could be used as single 
drug or as combined recipe in traditional medicine for its activity as analeptic or 
nootropic drug in chronic disease therapy.  Insulin like growth factor -1 (IGF-1), found 
in crocodile serum, was reported to protect neuronal cell dead when cultured in 
serum free medium (Gil-Ad I, 1999).  The assessments of neurite outgrowth and 
mitogen activated protein kinase (MAPK) or MEK-1 are striking mechanisms in 
nootropic drugs research. No evidence revealed the neuritic effect of crocodile 
serum in neurone cell.
Aims.  To study of the effect of crocodile serum on neurite outgrowth and the 
amount of MEK-1 in PC12 culture.
Method.  Serum obtained from 10 crocodiles, 5 males and 5 females, were freezed-
dried and experimented.  PC12 was cultured for studying cytotoxic effect of the dried 
serum. The percentage of cell bearing neurite outgrowth were counted in totally of 
100 cells (Das KP, 2004; Yamazaki M, 2005). The amount of MEK-1, produced while 
cell proliferated and differentiated, was evaluated by the enzyme immunoassay 
method.
Results.  The IC50 of crocodile serum was 25.26 mg/ml.  Serum group, at the 
concentration of 4 mg/ml, potentiated proliferation and neurite outgrowth with the 
percentage of 9.04 ± 3.42 more than the negative control group with NGF 2 ng/ml 
(3.05±  1.32%) but lesser than the positive control group with NGF 50 ng/ml (14.81 ±  
3.79%) ( p <0.05).  The amount of MEK-1 was also increase in the treatment of 4 
mg/ml group as 204 ± 28.91% and the positive control group as 253.26 ± 34.2 % of 
negative control group (p<0.05).  The diluted serum of 2 and 0.4 mg/ml had no 
effect on neurite outgrowth and MEK-1 synthesis.
Discussion and Conclusions.  The crocodile dried serum when directly contacted to 
neuronal cell was toxic at the IC50 of 25.26 mg/ml. Diluted dried serum at 
concentration of 4 mg/ml potentiated neurite outgrowth which could be proved by 
the increase of MEK-1. This effect might due to the IGF-1 and other active substances 
contained in crocodile blood.  As the therapeutic window of crocodile serum was 
rather narrow, so for nootropic use, the repeated small doses of serum should be 
suggested. Furthermore, sub-chronic toxicity and clinical trial should be followed up.
Keyword : Crocodile serum, Neuritogenesis, Neuroprotection
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บทนํา

ปจจุบันโรคสมองเสื่อมเปนปญหาที่สําคัญของผูสูงอายุซึ่ งมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น 
อุบัติการณของโรคนี้มีสูงถึง 1:20 รายของประชากรโลกที่มีอายุเกิน 65 ป และในคนที่มีอายุเกิน 80 
ปจะมีอัตราสูงขึ้นถึง 1:4 ราย โดยที่ในการดูแลผูปวยเหลานี้จะตองมีการใชงบประมาณเปนจํานวน
มาก  การวิจัยคนควายาเพื่อรักษาภาวะหรือชะลอการเกิดโรคดังกลาวจึงมีความสําคัญไมเพียงแตเพื่อ
รักษาผูปวยเทานั้น แตเปนการสงเสริมใหคนปกติสามารถคงสภาวะปกติหรือเพิ่มความจําหรือชะลอ
การเกิดโรคได   

เปนที่ทราบกันวาในผูปวยโรคสมองเสื่อมมีพยาธิสภาพของเนื้อสมองที่สําคัญ คือ การ
สะสมของ amyloid plaque ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลประสาทผานกระบวนการทาง 
oxidative stress และ inflammation  สงผลใหเซลลประสาทตาย   เมื่อเซลลประสาทลดลง ก็ทํา
ใหเกิดการขาดแคลนสื่อประสาทตางๆ ทําใหเกิดความผิดปกติของ cognitive function เกิดอาการ
ทางพฤติกรรมและจิตใจตอมา (จุฑามณี 2546) สวนกลไกอื่นที่เกี่ยวของกับการปกปองเซลลประสาท
ที่มีการวิจัย ไดแก  ฤทธิ์ตานแคลเซี่ยม (Ca2+ - blocking), ฤทธิ์ตาน cholinesterase และตาน 
NMDA (Bachurin S, 2001) ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ(Vornov JJ, 1998)  ลด mitochondria 
membrane potential (MMP) (Shin Y, 2002)  และการเพิ่มการงอกของใยประสาท
             ปจจัยที่มีผลเพิ่มการงอกของเซลลประสาทที่มีการวิจัยไดแก สาร Nitric oxide  
(Yamazaki M, 2006; Yamazaki M, 2005)  การกระตุนผาน protein kinase C  และ 
extracellular signal-related kinase (ERK)( Hawes JJ, 2006) สาร nerve growth factor 
(NGF) และ สาร Insulin-like growth factor (IGF-I) ซึ่งนอกจากมีผลใหเซลลประสาทงอกแลวยัง
เพิ่ม cells differentiation และเพิ่มอายุเซลลหรือ cell viability ดวย (Gil-Ad I, 1999) เกี่ยวกับ
การงอกใยประสาทสามารถวัดความยาวของใยประสาทที่งอกโดยตรง ( Kim JH , 2007 ) นับจํานวน
เซลลที่มีการงอกเพิ่มขึ้น จํานวนเซลลที่ยังมีชีวิต  ดู cell proliperation  วัดความหนาแนนของใย
ประสาท (Teng KK ,1993)  วัดปริมาณสารโปรตีนเชน protein kinase มีรายงานวิจัยพบวา การ
เติม NGF ขนาด 2 µg/L มีผลใหเซลลเพาะเลี้ยง PC12เปลี่ยนรูปราง งอกใยประสาท ปรากฏใหเห็น
ไดใน 48 ชั่วโมง ทั้งนี้มีกลไกเกี่ยวของกับโปรตีน mitogen-activated protein kinase ( MAPK )
(Liu JH, 2003) ทั้งวิถีทางตรงและทางออม (Seger R, 1995)  วิถีสัญญาณ MARK (MAPK signaling 
pathway) มีความเกี่ยวของกับการความยื่นหยุน(plasticity)ของเซลลเชนการเปลี่ยนรูปรางเซลล  
การแบงเซลล และการตายแบบ apoptosis (Ebrahimi A, 2012; Miranda, 2002; Lin CC, 2002 )  
การกระตุนวิถี MAPK/ERK ( extracellular signal regulated kinase) และ Akt หรือ PKB 
(Protein kinase B) มีผลปกปองเซลลประสาทได  อีกทั้งพบวาในผูปวยโรคสมองเสื่อมชนิด 
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Alzheimer มี ER  and TrkA (tyrosine kinase A)  มากกวาคนปกติ ( Hwang SL, 2012)  
นอกจากสาร NGF แลวมีสาร IGF-I ที่ทีผลตอการงอกใยประสาทโดยมีรายงานวิจัยการเลี้ยงเซลล 
PC12 ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ขาดซีรัมมีผลใหเซลลตายได 20–27% ในเวลา 24-48 ชั่วโมง แตเมื่อให
สาร IGF-I ขนาด 0.5–2.0 µg/ml ดวยจะมีผลยับยั้งการตายได (Gil-Ad I, 1999)

ดังกลาวแลววาสาร nerve growth factor (NGF) มีบทบาทสําคัญตอการมีชีวิตและ
การเจริญของเซลลประสาท (Deshmukh M,1997) แตสาร NGF นี้ไมสามารถนํามาใชประโยชนเปน
ยารักษาโรคระบบประสาทและสมองไดเนื่องจากมีคาครึ่งชีวิตสั้น และไมสามารถผาน blood brain 
barrier ได  จึงมีความจําเปนตองหาสารอื่นๆที่มีผล neurotrophic activity เพื่อพัฒนาเปนยาตอไป
               ตามกรรมวิธีทางการแพทยแผนไทย  เลือดจระเขจัดเปนสมุนไพรชนิดหนึ่งจากสัตวที่
นํามาใชเปนยาเดี่ยวหรือเปนตัวยาในตํารับยา  มีสรรพคุณเกี่ยวกับการเพิ่มภูมิตานทาน บํารุงรางกาย 
ตํารับยาที่มีรายงานการใชรักษา เชนตํารับยามะเร็ง  ตํารายาบํารุงรางกาย สวนสรรพคุณทาง
วิทยาศาสตรยังไมมีงานวิจัยเปนที่เดนชัด จากการแยกสวนประกอบจากเลือดจระเขพบวามี insulin 
like growth factor-I (IGF-I) อยูในสวนพลาสมาของเลือดจระเขตัวเมียในชวงอายุที่ไมมีการผสมพันธุ 
(Crain DA,1995; Guillette LJ , 1996) สําหรับจระเขพันธุไทยพบวาในน้ําเลือด(ซีรัมสด)ของจระเข
อายุ 2-5 ป มีปริมาณซีรัม IGF-1 ในเพศผู (n=13) เทากับ 64.51±5.42 ng/ml และเพศเมีย(n=10) 
เทากับ 70.92±4.18 ng/ml  และในซีรัมแหง (freezed dried) มีปริมาณมีปริมาณ IGF -1 ในเพศผูมี 
61.80 ng/ml (n =13)และในเพศเมียเปน 76.30 ng/ml  (จินดาวรรณ, 2553) ดังกลาวแลววา สาร
IGF-I นี้มีผลโดยตรงตอการงอกของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง ดังนั้นวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อ
ศึกษาผลของเพื่อศึกษาผลของซีรัมจากเลือดจระเข ตอการงอกเซลลประสาท ซึ่งตรวจวัดโดยการนับ
จํานวนเซลลที่มีการงอกยาวขึ้นและตรวจวัดปริมาณโปรตีน MEK 1

วิธีดําเนินการวิจัย

เซลลและสารเคม ี
        Cell line PC12 cells  สั่งซื้อจาก American Type Culture Collection (USA) นําเขาโดย
บริษัท ANH Scientific marketing จํากัด    96 well-Plate และ 24well-plate ใชชนิดเคลือบผิว
ดวยสาร collagen (poly D- Lysine  / หรือ  collagen type I )ซื้อจากบริษัท ANH Scientific 
marketing จํากัด   อาหารเลี้ยงเซลลสั่งซื้อจากบริษัทกิบไทย จํากัด ประกอบดวย Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) (high glucose formula), heat-inactivated fetal 
bovine serum (FBS), heat-inactivated Horse serum (HS) และ 1% penicillin-
streptomycin   สารอื่นๆไดแก  MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
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bromide, DMSO, tocopherol, Bovine serum albumin (BSA), phosphate-buffered 
saline(PBS) , Nerve growth factor (NGF) ของ Sigma Aldrich สั่งซื้อจากบริษัท SM Chemical 
จํากัด ชุดตรวจวัดโปรตีน MEK 1 ของ Enzo Life Sciences  สั่งซื้อจากบริษัท SM Chemical จํากัด

การดําเนินการทดลอง   
1. การเตรียมซีรัมจากเลือดจระเข จัดเตรียมโดยโครงการวิจัยหลัก กลาวโดยยอคือ เก็บตัวอยางซีรัม
จระเขพันธุไทย (Crocodylus siamensis) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง อายุ 2-5 ป จํานวน 10 ตัว (เพศผู
5 ตัว และเพศเมีย 5 ตัว)  เก็บตัวอยางเลือดโดยใชสําลีชุบ 70%แอลกอฮอล เช็ดบริเวณสวนหัวหลัง
กระดูกทายกะโหลก เจาะเลือดโดยใชเข็มเบอร 18 ความยาว 1½  นิ้ว ที่บริเวณแองเลือดดําหลัง
กระโหลก (Anterior dorsal sinus) ดวยอุปกรณและวิธีการที่ปลอดเชื้อ ลงในหลอดที่มีการกระตุนให
เลือดเกิดการแข็งตัว (Activated clot tube) ปลอยใหเลือดเกิดการแข็งตัว เมื่อเลือดแข็งตัวแลว ทํา
การปนแยกซีรัม ดูดซีรัมใสลงในหลอดขนาดเล็ก หลอดละ 1 มล. นําไปเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส
ทําการระเหิดแหงดวยวิธีแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) โดยใชเครื่อง Freeze dryer (Lyomaster, 
USA) คาเฉลี่ยซีรัม 1 มล.ทําแหงไดเฉลี่ย 80 มก. 

1.2 การเพาะเลี้ยงเซลล PC12 ตามวิธีการ (Kim JH, 2007; Liu JH ,2003)   เพาะเลี้ยงเซลล PC12 
ในถาดหลุมที่เคลือบผิวดวยสารcollagen ใชอาหารเพาะเลี้ยง Proliferative media (DMEM + 5% 
FBS + 10% HS + 1% penicillin-streptomycin)  บมที่ 37oC นาน 48 ชั่วโมงจนเซลลเจริญได 
70%  

1.2.1  ศึกษาผลความเปนพิษตอเซลล PC12 การศึกษาความเปนพิษตอเซลล
          ศึกษาความเปนพิษตอเซลลของซีรัมเลือดจระเข เพื่อหาขนาดสารที่เหมาะสมที่ใชทดลอง
หลักการ MTT assay (Sladowski D, 1993) คือ สาร MTT หรือ tetrazolium salt ถูกเปลี่ยนเปน
สาร formozan โดยปฏิกิริยาเอนไซม succinate dehydrogenase ในขบวนการหายใจที่เกิดขึ้นใน
ไมโตรคอนเดรียของเซลลมีชีวิต  สามารถตรวจวัดสารformozanไดดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร วิธีการ
โดยยอคือหลังจากบมสารละลาย MTT ความเขมขน 0.5 มก./มล. นาน 2 ชั่วโมงกับเซลลเพาะเลี้ยง
จะเกิดผลึกสีน้ําเงินเขมของ formozan ภายในเซลลซึ่งละลายออกมาไดดวย DMSO จากนั้นนําไป
ตรวจวัดปริมาณสารสีโดยการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader ยี่หอ 
Biotek รุน PowerWave XS
          เพาะเลี้ยงเซลล PC12 จํานวน 5x 10 4 เซลล/ หลุม ในถาด 96 หลุม นาน 48 ชั่วโมง ทําการ
ทดลองโดยใสซีรัมแหงจากเลือดจระเข ในความเขมขนสุดทาย 40, 20, 4 , 2 , 0.4 mg /ml ใน
อาหาร ( ซีรัมแหง 80 มก. ไดจากซีรัมสด 1 มล. ในกรณีไมเจือจางเมื่อใสในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล จะ
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ไดความเขมขนสุดทายเปน 40 mg/ml) เพาะเลี้ยง เลี้ยง 48 ชั่วโมง และวัดผลเซลลมีชีวิตโดยวิธี 
MTT assay.   คํานวณหาขนาดสารที่ไมเปนพิษตอเซลลเพื่อใชสําหรับการทดลองขั้นตอไป

1.2.2 ศึกษาผลการปกปองเซลลประสาท ในภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระที่เหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจน
เปอรออกไซด   (Kolla N, 2005) 
           การทดลองทําโดยเพาะเลี้ยงเซลล 1 x10 5  cell / 100 µl /well ในถาด 96 หลุม นาน 24 
ชั่วโมง  ใสซีรัมแหงหรือพลาสมาแหงจากเลือดจระเข  cytoxicity  ในขนาด 0.4 , 0.2, 0.04 mg/ml
เพาะเลี้ยงตอ  24 ชั่วโมง จากนั้นเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200  µM / well ทิ้งไวนาน 2 ชั่วโมง 
จึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงใหม และวัด cell viability ดวยวิธี MTT  การทดลองนี้เปรียบเทียบผลกับ
วิตามิน อี ขนาด 10 mM    ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งๆละ 4 well

12.3  ศึกษาผลตอการงอกของเซลลประสาท  
           เพาะเลี้ยงเซลล PC12ใน proliferative media จํานวน 8 x 10 4 เซลล/ หลุม ในถาด 24 
หลุม นาน 48 ชั่วโมง ถายภาพเซลลรูปกระสวย เปลี่ยนอาหารเปน differentiated mediaที่มี NGF 
2 ng/ml และใสซีรัมจระเขแตละตัวๆละ 2 หลุม /ถาด ขนาดความเขมขนสุดทายของซีรัมเปน 40, 4 
, 0.4 mg /ml เปรียบเทียบผลคาเฉลี่ยของจระเข 10 ตัว กับกลุมควบคุมที่ใส differentiated 
media เสริมดวย NGF 2 ng/ml และกลุม positive control คือ differentiated media เสริมดวย 
NGF 50 ng/ml    ในการทดลองใชซีรัมเตรียมจากจระเข 10 ตัว ( n= 10 )  แตละตัว ทําการทดลอง 
3 ซ้ํา  และหาคาเฉลี่ยเปนเปนผลของซีรัมจระเขแตละตัว   การวัดผลโดยใชกลองจุลทรรศน 
inverted microscope ยี่หอ NIKON รุน ECLIPSE TS 100-F ทําการบันทึกภาพดวยโปรแกรม 
Nikpn ACT -1C for DXM 1200 C  จากนั้นนับจํานวนเซลลที่มีใยประสาทงอกยาวกวา
เสนผาศูนยกลางของเซลล( neurite- bearing cell ) ตอจํานวนเซลลนับทั้งหมด 100 เซลล  ในพื้นที่สุม
3แหง/ หลุม    3 หลุม/ถาด   3 ถาด/ การทดลอง  แสดงผลเปนรอยละของ neurite- bearing cell 
ตอจํานวนเซลลนับ100 เซลล ( Yamazaki M, 2005; Teng KK, 1993;  Das KP, 2004)

12.4 ศึกษากลไกการออกฤทธิ์
            การกระตุน neurite growth โดยมีการสรางโปรตีน  Mitogen activated protein 
kinase( MAPK) หรือ MEK1 หลังจากนับเซลลที่งอกใยประสาทแลว ทําการสกัดโปรตีนจากเซลล
เพื่อตรวจหาปริมาณโปรตีน MEK-1 และตรวจวัดดวยวิธี enzyme immunoassay kit  มีวิธีการโดย
ยอคือ Scraped cells โดยใชเอนไซม 0.25% trypsin  ปนลางดวย media 1 รอบที่ 800 rpm นาน 
5 นาที เทสวนใสทิ้ง  ปนลางอีกครั้งดวย PBS  นับปริมาณเซลล แลวใส fresh lysis buffer ตาม
ปริมาณเซลลที่กําหนด (MEK1 EIA kit, 125 µl lysis buffer for 106-107 cell/ml) นําไป 
sonicated บนน้ําแข็ง   จากนั้น centrifuge นาน 30 นาที ความเร็วรอบ 12,000 g ที่ 4๐C ใน 
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microcentifuge tube เก็บ Supernatant ที่ –80๐C  จนกวาจะทําการตรวจหา total MEK1 ตาม
วิธีการหา MEK1 EIA kit catalog no. ADI-900-122A

ตาราง 1 แสดงแผนการทดลองขอ 1.2.3 และ  1.2.4

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5
Feed cell 8 x 
10 4 cells/ 
well in 
proliferative 
media

incubate Culture cell in 
differentiate media. 
ให intervention:
-serum 3  dose
-NGF 2 ng/ml =control 

-NGF 50 ng/ml = + control

incubate 1.นับ neurite bearing 
cell,
2. Assay for MEK-1

การคํานวณผลสถิติ
         ทําการทดลอง 3 ซ้ํา รวม 3 วันๆละ 2 ชุด เปน 3 independent experiment  ใน แตละ
หัวขอการทดลอง ผลการทดลองนําเสนอเปนคา means  ± sd. เปรียบเทียบผล 5 กลุมดวยวิธี 
Analysis of variance (ANOVA)  และหาความแตกตางระหวางกลุมดวย posthoc test วิธี 
Scheffe ที่นัยสําคัญ p < 0.05   
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ผลการวิจัย 

1. ศึกษาผลความเปนพิษตอเซลล PC12 การศึกษาความเปนพิษตอเซลล
1.1 ผลของซีรัมเลือดจระเขจํานวน 10 ตัว ที่ความเขมขน  40 mg /ml (ไมเจือจางซีรัม) ตอการอยู
รอดของเซลล PC12   พบวาซีรัมจากเลือดจระเขทั้ง 10 ตัวเมื่อใสในอาหารเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง 
มีผลใหเซลลตาย  โดยมีรอยละของเซลลรอดชีวิตเฉลี่ย 34.6 เทียบกับกลุมควบคุมที่ไมใสซีรัมจระเข

                            

   กราฟ 1  แสดงรอยละจํานวนเซลลที่รอดชีวิต   1 = control media ,  2- 11= ซีรัมเลือดจระเข
ตัวที่  1-10 (N= 3 )

1.2   ผลของซีรัมเลือดจระเขจํานวน 10 ตัว ความเขมขน 4 mg /ml ตอการอยูรอดของเซลล PC12   
พบวาซีรัมจากเลือดจระเขทั้ง 10 ตัวเมื่อใสในอาหารเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง มีผลใหเซลลรอดชีวิต
เฉลี่ยรอยละ 126.1 เทียบกับกลุมควบคุมที่ไมใสซีรัมจระเข

                          

   กราฟ 2 แสดงรอยละจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 1 = control media ,  2- 11= ซีรัมเลือดจระเขตัวที่ 
1-10 (N= 3)
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1.3 ผลของซีรัมเลือดจระเขจํานวน 10 ตัว ความเขมขน 0. 4 mg /ml ตอการอยูรอดของเซลล PC12   
พบวาซีรัมจากเลือดจระเขทั้ง 10 ตัวเมื่อใสในอาหารเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง มีผลใหเซลลรอดชีวิต
เฉลี่ยรอยละ 149.7 เทียบกับกลุมควบคุมที่ไมใสซีรัมจระเข

                        

    กราฟ3 แสดงรอยละจํานวนเซลลที่รอดชีวิต  1 = control media ,  2- 11= ซีรัมเลือดจระเขตัว
ที่  1-10 (N= 3 )

1.4   ผลของซีรัมเลือดจระเขจํานวน 10 ตัว ความเขมขน 0. 04 mg /ml ตอการอยูรอดของเซลล
PC12   พบวาซีรัมจากเลือดจระเขทั้ง 10 ตัวเมื่อใสในอาหารเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง มีผลใหเซลล
รอดชีวิตเฉลี่ยรอยละ146.7  เทียบกับกลุมควบคุมที่ไมใสซีรัมจระเข

                  

    กราฟ4 แสดงรอยละจํานวนเซลลที่รอดชีวิต  1 = control media ,  2- 11= ซีรัมเลือดจระเขตัว
ที่  1-10 (N= 3 )

              สรุปวาที่ซีรัมแหงจากจระเข 10 ตัว ที่ความเขมขน 100 % (ไมเจือจางซีรัมแหง) หรือ
ความเขมขนสุดทายเปน 40 mg /ml  มีผลใหเซลลตาย  โดยมีจํานวนเซลลรอดชีวิตรอยละ 34.6
ของกลุมควบคุม เมื่อเจือจางซีรัมแหงตามสัดสวน เปน 10% , 1%  0.1 %  หรือเทียบเปนความ
เขมขนสุดทายได 4 , 0.4 ,0.04 mg/ml ไมมีผลใหเซลลตาย และมีการแบงเพิ่มจํานวนเซลลมากขึ้น มี
จํานวนเซลลรอดชีวิตคิดเปนรอยละของกลุมควบคุมเปน 126.1, 149.7, 146.7 ตามลําดับ มีความ
แตกตางจากกลุมความเขมขนสูงสุดที่นัยสําคัญ p < 0.05  คํานวณดวยโปรแกรมปริซึม ไดคาความ
เขมขนซีรัมจระเขที่ทําใหเซลลตายรอยละ 50 (IC 50 ) เปน 25.263 mg/ml
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2. ศึกษาผลการปกปองเซลลประสาท ในภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระที่เหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจนเปอร
          พบวาซีรัมและพลาสมาแหงเลือดจระเขไมมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในเซลลเพาะเลี้ยง PC 12 ที่
ถูกเหนี่ยวนําดวยไอโดรเจนเปอรออกไซดสอดคลองกับผลในโครงการวิจัยป1ที่ไดหาองคประกอบทาง
เคมี และผลสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี BHA, BHT & TBHQ และพบวาในเลือดจระเขมีผลตาน
อนุมูลอิสระนอยมาก คือ <0.018, <0.019 & < 0.26 mg/kg   ตามลําดับ ดังนั้นจึงงดการดําเนินการ
ในหัวขอสําหรับฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทจากโปรตีนอะมีลอยด ซึ่งสอดคลองกับขอแนะนําของ
คณะกรรมการวิจัยผูใหทุนวิจัย 

    
                

   กราฟ5 แสดงรอยละจํานวนเซลลที่รอดชีวิต แทงที่ 1 = control media ;  2 = hydrogen 
peroxide 400 µM ;  3 = vit E 10 mM ;  4 = ซีรัม 4.25, mg/ml ;  5 =ซีรัม 2.15 mg/ml ;  6 
=ซีรัม 0.425 mg/ml ;  7 = พลาสมา4.25, mg/ml ;  8 = พลาสมา 2.15 mg/ml ; 9 =พลาสมา
0.425, mg/ml ; 10 = heparin; การทดลองที่ 3-10ใสซีรัม/พลาสมา  24 ชั่วโมง แลวจึงใส H2O2 

3.  ศึกษาผลตอการงอกของเซลลประสาท  
          เมื่อเลี้ยงเซลลในสภาวะอาหารที่ differentiated media  พบวาซีรัมเลือดจระเขขนาด 0.4,  
2, 4 mg/ml มีผลใหเซลลงอกใยประสาทไดรอยละ 0.88± 0.68,  2.49 ±1.33, 9.04 ± 3.42 ใน
จํานวนนับ100เซลล กลุมควบคุมที่ให NGF 2 ng/ml  และ 50 ng/ml ซึ่งมีเซลลงอกใยประสาทได
รอยละ 3.05±  1.32 และ  14.81 ±  3.79  (ตารางที่ 1)
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                 กราฟ6 แสดงผลรอยละจํานวนเซลลที่งอกใยประสาท เพาะเลี้ยงเซลลในอาหารทดลอง
ตางกัน กราฟแทง 1 = กลุมควบคุมใช DMEM + NGF 2 ng/ml ;  กราฟแทง 2, 3,4 =  ใชซีรัม
เลือดจระเขขนาดความเขมขน 0.4, 2, 4 mg/ml + differentiated media + NGF 2 ng/ml;  
กราฟแทง 5 = ใช differentiated media + NGF 50 ng/ml

  (a)   (b)

  (c)     (d)      

(e)     (f)
  ภาพ1 แสดง ผลของ ngf 2ng/ml  (a,b) , ngf 50 ng/ml (c,d),  ซีรัม 4 mg/ml (e,f) ตอการงอก
ของเซลล PC12 เลี้ยงใน differentiative media ในเวลา  2 วัน  
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         (g)    (h)
ภาพ2 แสดง ผลของ ngf 50 ng/ml  (g, h) ตอการงอกของเซลล PC12 เลี้ยงใน differentiative 
media ในเวลา  4 วัน

4. ศึกษากลไกการออกฤทธิ์วามีการกระตุน neurite growth
          เมื่อเลี้ยงเซลลในสภาวะอาหารที่ differentiated media  พบวาซีรั่มเลือดจระเขขนาด 0.4,  
2, 4 mg/ml มีการสรางโปรตีน MEK 1 เทียบปริมาณเปนรอยละของกลุมควบคุมได  113.8± 16.31,  
133.79 ±27.08, 204.83 ± 28.91  กลุมควบคุมที่ให NGF 50 ng/ml ซึ่งมีเซลลงอกใยประสาทได
รอยละ 253.26± 34.2 (ตารางที่ 1)

     กราฟ 7  แสดง standard curve ของการวิเคราะห โปรตีน MEK1 ดวยวิธี Immuno assay.

                              
 

       กราฟ8 แสดงผลปริมาณโปรตีน MEK 1 เปนรอยละเทียบกับกลุมควบคุม  เพาะเลี้ยงเซลลใน
อาหารทดลองตางกัน   กราฟแทง 1 = กลุมควบคุมใช DMEM + NGF 2 ng/ml ;  กราฟแทง 2, 3,4 
=  ใชซีรั่มเลือดจระเขขนาดความเขมขน 0.4, 2 , 4 mg/ml + differentiated media + NGF 2 
ng/ml; กราฟแทง 5 = ใช differentiated media + NGF 50 ng/ml

y = 0.0002x + 0.2084
R2 = 0.9987
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ตารางที่ 2 แสดงจํานวนเซลลPC12ที่งอกใยประสาท/  100 เซลลและ รอยละ MEK -1 เทียบกับกลุม
ควบคุม เพาะเลี้ยงใน diferrentiated media นาน 2 วัน

กลุมทดลอง จํานวนเซลลที่งอกใย
ประสาท/  100 เซลล

รอยละ MEK -1 
เทียบกับกลุมควบคุม

ซีรัมจระเข  0.4 mg/ml 0.88± 0.68 113.8± 16.31
ซีรัมจระเข  2 mg/ml 2.49 ±1.33 133.79 ±27.08
ซีรัมจระเข  4 mg/ml 9.04 ± 3.42* 204.83 ± 28.91*

NGF 2 ng/ml (กลุมควบคุม) 3.05 ±  1.32 100
MGF 50 ng /ml 14.81 ±  3.79* 253.26± 34.2*

          แตกตางจากกลุมทดลอง NGF 2 ng/ml   ที่นัยสําคัญสถิติ  p  < 0.05 *

อภิปรายและวิจารณผล

           ซีรั่มแหงเลือดจระเข ขนาดความเขมขนที่ทําใหเซลลตายรอยละ 50 เปน  25.26mg/ml.   
สวนความเขมขน 4 mg/ml ไมเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง PC12 แตมีผลใหเซลลแบงตัวเพิ่ม มีผลตอ
การงอกใยประสาทเพิ่มขึ้นตางจากกลุมควบคุม ในการทดลองนี้ซีรั่มสดจากเลือดจระเข 1 ml. ทําแหง
ไดหนักเฉลี่ย 80 มก.  ซีรั่มแหงจากจระเขเพศผูและเมียมีสาร IGF โดยเฉลี่ย 70 ng/ml (จินดาวรรณ, 
2553 )   การทดลองไดใชซีรั่มแหงความเขมขน 4, 0.4 และ 0.04 mg/ml  จึงมีสาร IGF-1 เทียบเทา
กับ 3.5, 1.75 และ 0.35 ng/ml จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยพบวา สาร IGF-1 ขนาด 0.5-2 
µg/ml มีผลตอการรอดเซลลเพาะเลี้ยง PC12 ในอาหาร differentiaed media ได (Gil-Ad I, 1999 
) จึงเปนเหตุผลอธิบายไดวาซีรั่มแหงเลือดจระเขขนาด 4 mg/ml มีผลใหเซลลงอกใยประสาทได
เพราะมีสาร IGF-1 ในปริมาณหนึ่งและอาจมีสารอื่นที่ออกฤทธิ์เสริมไดเชนกัน เหตุผลสนับสนุนอีก
ประการคือสาร NGF และ IGF-1 ออกฤทธิ์ยับยั้งการตายของเซลลจาก programmed cell dead 
(PCD) โดยกลไกจับที่ receptor เดียวกัน และถูกยับยั้งดวย inhibitor เดียวกัน (Miller TM, 1997) 
ดังนั้นในกลุมการทดลองที่ไดรับ NGF 50 mg/ml จึงไดผลตางจากกลุมควบคุม    ความสําคัญของ 
IGF-1 เกี่ยวกับคนไดมีการศึกษาปริมาณของ IGF-1 ในคนพบวาทั้งในเพศหญิงและชายปริมาณของ
IGF-1 จะคอยลดลงเมื่ออายุเพิ่มมาก (Plengpanich  W, 2008) ดังนั้นซีรั่มเลือดจระเขจึงชวยเพิ่ม
ปริมาณ IGF-1และมีผลบํารุงเซลลประสาทดวย
         ผลของซีรั่มเลือดจระเขตอการสรางโปรตีน mitogen-activated protein kinase ( MAPK )

หรือ MEK-1 พบวาในขนาดความเขมขน 4 mg/ml  มีการสราง MEK-1 เพิ่มขึ้นตางจากกลุมควบคุม  
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แตไมมากเทากับกลุมที่เสริมดวย NGF 50 ng/ml ( p< 0.05)  สาร MEK-1 นี้สื่อถึงกระบวนการมี
ชีวิตของเซลลในการเปลี่ยนรูปราง การแบงเซลล เมื่อกระตุนเซลล PC12 ดวยสาร NGF จะมีการ
สรางโปรตีน MAPK ขึ้นอยางรวดเร็วในเวลา 5 นาที และมีผลอยูนาน (Ebrahimi A, 2012 )  ในการ
ทดลองนี้วัดผลการงอกใยประสาทและตรวจวิเคราะหโปรตีนMEK-1ในวันที่ 2 หลังจากใหสารทดลอง
แลว ทั้งนี้เพราะไดมีงานวิจัยวา การเติม NGF มีผลใหเซลลเปลี่ยนรูปรางเห็นไดใน 48 ชั่วโมง (Liu 
JH, 2003)   และภายหลังจาก 48 ชั่วโมงเซลลในบางกลุมทดลองจะตายทําใหไมสามารถวิเคราะห
โปรตีน MEK1 ไดครบทุกการทดลอง   อีกทั้งในการทดลองไดเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงจาก 
complete media เปน differentiated media เพื่อใหเซลลงอกใยประสาท ในอาหารมี
สวนประกอบที่ตางกันโดยลดปริมาณ fetal bovine serum 5% เปน 1% และ  horse serum 
10%  เปน 5% ซึ่งไมเพียงพอกับการอยูรอดของเซลลไดเกิน 2 วัน  แตอยางไรก็ตามในกลุมที่ให NGF 
50 ng/ml และกลุมซีรั่มจระเข 4 mg/ml ไดทดลองติดตามผลตออีก 4 วัน และพบวามีเสนใย
ประสาทยาวมากขึ้นดังภาพที่ 2   ผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Teng KK และคณะ เกี่ยวกับผลของ 
NGF ตอความยาวใยประสาทในเวลา 14 วัน ที่พบวาจํานวนเซลลงอกใยประสาทเพิ่มประมาณรอยละ 
20 ในวันที่ 4 และเห็นใยประสาทยาวชัดเจนในวันที่ 7 ( Teng KK, 1993) 
           ดังจะเห็นไดวารอยละจํานวนเซลลที่งอกใยประสาท และปริมาณโปรตีน MEK-1 ในกลุมการ
ทดลองขนาดความเขมขน 4 mg/ml ใหผลแตกตางจากกลุมควบคุม ถึงแมจะไมใหมากเทากับการให 
NGF 50 ng/ml ก็ตาม   มีงานวิจัยที่ทําการกระตุนเซลล PC12 ซ้ํา โดยให NGF 50 ng/ml ในเวลา 
0, 12 ชั่วโมง พบวาในเวลา 1 ชั่วโมงหลังจากการกระตุนครั้งแรก ก็เพียงพอใหเซลลงอกใยประสาทได 
และเมื่อกระตุนซ้ําครั้งที่ 2 มีผลใหใยประสาทงอกยาวขึ้นอีก (Chung J, 2010 )  ซึ่งแสดงวาการงอก
ใยประสาทเมื่อไดรับสารกระตุนซ้ําจะไดผลดีขึ้น เชนเดียวกับการใชยาบํารุงซึ่งตองใชตอเนื่อง
ระยะเวลาหนึ่ง
         สําหรับผลตานอนุมูลอิสระ พบวาซีรั่มและพลาสมาจากเลือดจระเขไมมีผลในการปกปองเซลล
ประสาทจากการตายดวยอนุมูลอิสระที่ถูกเหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด สอดคลองกับ
โครงการวิจัยป 1ที่ไดหาผลสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี BHA, BHT & TBHQ และพบวาในเลือดจระเข
มีผลตานอนุมูลอิสระนอยมาก จึงไมมีการทดลองตอในฤทธิ์ดังกลาว

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

        ซีรั่มแหงจากเลือดจระเขมีความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง PC12 โดยทําใหเซลลตายรอยละ 
50 ที่ความเขมขน ( IC 50) 25.26 mg/ml  และที่ความเขมขน 4 mg/ml ไมมีความเปนพิษตอเซลล
ดังกลาว อีกทั้งยังมีผลทําใหเซลลแบงตัวมากขึ้น ทําใหมีจํานวนเซลลที่งอกใยประสาทมากขึ้น  มีการ
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สรางโปรตีน MEK-1 ที่เกี่ยวของกับขบวนการแบงเซลล เปลี่ยนแปลงรูปรางเซลลเพิ่มขึ้น  ผลนี้
แตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ p< 0.05 แตไมมากเทากลุมที่เสริมดวยสาร nerve growth 
factor ( NGF) 50 ng/ml  ทั้งนี้นาจะเพราะในซีรั่มดังกลาวอาจมีออกฤทธิ์ เชนสาร Insulin like 
growth factor  หรือ IGF-1 ที่มีผลตอการงอกใยประสาท โดยมีกลไกการออกฤทธิ์จับ receptor 
เดียวกับสาร NGF   สาร NGF นี้มีคาชวงชีวิตสั้นจึงไมสามารถนํามาพัฒนาเปนยาได การที่ซีรั่มเลือด
จระเขที่มีสาร IGF-1 และมีฤทธิ์ตอเซลลประสาทเหมือน NGF จึงนาจะนํามาพัฒนาเปนยาบํารุงเซลล
ประสาทได โดยอาจสกัดสาร IGF-1 จากซีรั่มจระเขและนํามาทดสอบซึ่งนาจะเห็นผลตอเซลล
ประสาทไดชัดเจนมากขึ้น  อนึ่งจากการทบทวนวรรณกรรมพบวาการใหสาร NGF กระตุนซ้ํามีผลให
เซลล PC 12 งอกใยประสาทไดยาวขึ้น  จึงสอดคลองกับลักษณะการใชยาบํารุงซึ่งตองใชติดตอกัน
ระยะเวลาหนึ่ง  แตมีขอควรระวังเกี่ยวกับความเปนพิษตอเซลล ถึงแมจะมีการใชเลือดจระเขมานาน
ในตํารายาก็ตาม แตการนํามาใชในลักษณะเปนยาเดี่ยวและมีการเปลี่ยนแปลงโดยทําแหง จึงนาจะมี
การทดสอบความเปนพิษกึ่งเรื้อรังหรือติดตามผลการใชตามขั้นตอนการทดสอบยาขั้นคลินิกในคนปกติ
และผูปวยจํานวนนอยกอน
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ภาคผนวก 

ตารางที่ 3  สวนประกอบอาหารเพาะเลี้ยงเซลลในการทดลอง
                Growth /Proliferation medium                  Differentiation medium 

   464 ml   232 ml   116  ml   428  ml   214  ml   107  ml
DMEM     400      200      100 DMEM       400    200    100
% 5 FBS       20        10          5 % 1 FBS          4       2      1
% 10 HS      40        20         10 % 5 HS        20      10      5
% 1 P/S        4          2           1 % 1 P/S         4       2      1


