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 Parkinson’s disease is a progressive neurodegenerative disorder, associated 
with the selective loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. 
Methamphetamine (METH) is a potent psychostimulant drug that may cause neuronal 
cell degeneration. In this study, we investigated an important role of calpain-dependent 
cascades in methamphetamine-induced toxicity in human dopaminergic neuroblastoma 
SH-SY5Y cultured cell lines. In addition, the protective effect of melatonin against 
METH-induced calpain-dependent death pathway was also investigated. The results of 
the present study show that METH significantly decreased cell viability and tyrosine 
hydroxylase phosphorylation in SH-SY5Y cultured cells. Melatonin reversed the toxic 
effect of METH by inducing cell viability. In addition, melatonin was able to restore the 
reduction in mitochondrial function and phosphorylation of tyrosine hydroxylase in SH-
SY5Y treated cells. An induction of calpain expression and activity but a reduction of 
calpain inhibitor (calpastatin) protein levels were observed in SH-SY5Y cells-treated with 
METH but these effects were diminished by melatonin. Taken together, increase in 
phosphorylation of c-Jun and Bax/Bcl-2 ratio was observed in METH-treated cells. 
Calpastatin can reverse the toxic effect of METH by increasing cell viability, reducing 
phosphorylation of c-Jun and Bax/Bcl-2 ratio in METH-treated cells. These results 
implicated calpain-dependent death pathways in the processes of METH-induced 
toxicity and also indicated that melatonin and calpastatin have the capacity to reverse 
this toxic effect in SH-SY5Y cultured cells. 
Keywords: methamphetamine, calpain, calpastatin, melatonin, neuroprotection, 
dopamine cells, cell death   
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บทนํา 
  
 การเกิดโรคหรือกลุมอาการของโรคทางระบบประสาทหลายชนิดพบวามีสาเหตุมาจากการ
เกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาท (Neurodegeneration) เชนโรค Alzheimer’s disease (AD), 
Parkinson’s disease (PD), Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)  และ Neuronal Aging (Evans et al 
1989, Tanner and Langston 1990) จากการศึกษาวจิัยพบวามีปจจัยและสาเหตุท่ีเหนี่ยวนําใหเกิดโรค
ดังกลาวอยูหลายอันเชน ภาวะชราภาพ การไดรับสารพิษตอระบบประสาทตอเนื่องเปนเวลานาน
และการเกิดสภาวะติดเช้ือในสมอง (Langford et al 2003, Huang et al 2005) เปนตน แตอีกสาเหตุ
หนึ่งท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งกคื็อการไดรับสารเสพติดเปนเวลานานๆ หรือไดรับในปริมาณท่ีสูง เชน 
สารเสพติดพวก Alcohol (Zharkovsky et al 2003) Heroin (Cunha-Oliveira et al 2007) และ 
Metamphetamine (Davidson et al 2001, Cunha-Oliveira et al 2006) กพ็บวาเปนสาเหตุหนึ่งของ
การเส่ือมสลายของเซลประสาทในสมองได และจากรายงานผลการศึกษาปญหาการใชสารเสพติด
ในประเทศแถบเอเซียตะวันออกและแปซิฟกเมื่อป 2549 พบวา 9 ใน 13 ประเทศท่ีทําการศึกษา
รวมท้ังประเทศไทยมีอัตราการใชสารเสพติดจําพวกสารกระตุนระบบประสาทและความรูสึก 
(Psychostimulant) เชนแอมเฟตามีนหรือท่ีรูจักกันดีในช่ือยาบาเพิ่มมากข้ึน ประกอบกับผลการ
ศึกษาวจิัยท่ีทําการทดลองศึกษาในสัตวทดลองและในเซลประสาทท่ีเพาะเล้ียงในนํ้ายาเล้ียงเซล
พบวาสารท่ีกอใหเกดิการเสพติดดังกลาวมีผลทําใหเกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาทในสมอง
ของสัตวทดลองหลายสวน (Cadet et al 2005, Zhu et al 2006) และในทํานองเดียวกนัก็พบวา
กอใหเกิดการเสื่อมสลายของเซลประสาทท่ีเพาะเล้ียงในนํ้ายาเล้ียงเซลอีกดวย (Cunha-Oliveira et al 
2006) ดังนั้นจงึอาจเล็งเห็นไดวาในอนาคตปญหาทางดานสุขภาพของผูใชสารเสพติดแอมเฟตามีน
นั้นจะเปนปญหาหลักไมแพกันกับปญหาดานอ่ืนๆโดยเฉพาะผลเสียของการใชสารเสพติดประเภท
นี้ท่ีมีตอสมองและระบบประสาท จึงเปนเร่ืองท่ีนาสนใจที่จะไดมีการศกึษาถึงกลไกในระดับ
โมเลกุลท่ีสารเสพติดเขาไปมีผลทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาวะการทํางานของเซลโดยเฉพาะ
อยางยิ่งท่ีมีตอระบบปองกันตนเองของเซล (cellular defense system) จนทําใหเกดิการเส่ือมสลาย
ของเซลประสาทรวมท้ังทดลองศึกษาหาแนวทางในการลดผลเสียดังกลาวท่ีเกิดข้ึนกบัเซลประสาท
เพื่อทําใหเซลมีการทํางานตามปกติ และการท่ีเรามีความรูความเขาใจกลไกหรือกระบวนการใน
ระดับโมเลกุลท่ีสารเสพติดดังกลาวมีผลทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพการทํางานของเซล
ประสาทเชนไปมีผลตอการเปล่ียนแปลงการแสดงออก (expression) ของยีนหรือโปรตีนบางชนิด
อาจนําความรูดังกลาวมาพัฒนาเปนโปรตีนบงช้ี (Marker protein) ท่ีจะใชตรวจสอบความผิดปกติ
หรือการเส่ือมสลายของเซลประสาทไดดังนั้นโครงการวจิัยนีจ้ึงไดจัดทําข้ึนเพื่อศึกษาถึงกลไกระดับ
โมเลกุลท้ังในระดับยนีและโปรตีนตางๆท่ีเขาไปเกี่ยวของในกระบวนการท่ีสารเสพติดมีผลทําให
เกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาท รวมทั้งการคนควาวิจัยอันจะไดมาซ่ึงแนวทางในการปองกัน
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หรือตานผลของการเส่ือมสลายของเซลประสาท และจะเปนแนวทางหนึ่งในการท่ีจะไดมาซ่ึงองค
ความรูพื้นฐานท่ีจะนําไปประยุกตใชในการปองกันยับยัง้หรือการวินจิฉัยการเส่ือมสลายของเซล
ประสาทอีกดวย 

 

วิธีการทดลอง 
 

1. อัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทโดยแอมเฟตามีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO2 และ 95% air 
หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนท่ีความเขมขนตางๆลงไปในเซลนาน 24 ช่ัวโมง ในเซลบางกลุมจะไม
ใสสารเคมีใดๆลงไปเรียกเซลในกลุมนี้วากลุมควบคุม (Control group) หลังจากนั้นทําการวัดอัตรา
การเส่ือมสลายของเซลโดยใชเทคนิค MTT assay โดยใสสารละลาย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) ลงในเซลเพาะเล้ียงท้ิงไว 2 ช่ัวโมง  แลวนําเซลออกมาจาก
ตูอบ เทน้ํายาเพาะเล้ียงเซลทิง้ไป แลวเติมสารละลายสวนผสมของ isopropanol และ HCl  ลงไปเพ่ือ
ทําละลาย dark blue formazan crystal แลวนําไปวัดหาคาการดูดกลืนแสง  โดยเคร่ือง 
Spectrophotometer ท่ี 560 nm. นําผลการทดลองมาเปรียบเทียบระหวางอัตราการเส่ือมสลายของ
เซลกับปริมาณความเขมขนของแอมเฟตามีนซ่ึงจะแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางปริมาณ
ของแอมเฟตามีนกับอัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท 
2. การเปล่ียนแปลงของโปรตีนในระบบปองกันตนเองของเซลประสาท่ีเกิดการเสื่อมสลายจากผล
ของสารเสพตดิแอมเฟตามีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO2 และ 95% air 
หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนท่ีมีความเขมขนตางๆกันลงไปในเซลสวนเซลบางกลุมจะไมไดใส
สารเคมีใดๆลงไปเรียกเซลในกลุมนี้วากลุมควบคุมท้ิงเซลไวท่ีเวลาแตกตางกัน ทําการ harvested 
cell  โดยใส SDS sample buffer ลงไปแลวทําใหเซลแตกโดยใชเคร่ือง Sonicator แลวปนแยกท่ี 
14,000 rpm  นาน 10 นาที เกบ็แยกเฉพาะสวน supernatant ไวเพื่อนําไปแยกหาแถบโปรตีนโดยวิธี 
SDS-PAGE electrophoresis หลังจากนัน้ Transfer แถบโปรตีนลงบน Nitrocellulose membrane 
แลวนําไป incubate กับ primary antiody ท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน (12 ช่ัวโมง) หลังจากนั้น
นาํมา incubate กับ HRP-conjugated secondary antibody นาน 1 ช่ัวโมง กอนท่ีจะนาํไปทําปฏิกิริยา
กับ ECL  plus reagent แลวนําไปตรวจสอบหาการเรืองแสงของแถบโปรตีนที่เฉพาะเจาะจงตอ
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โปรตีนโดยนําแผน Nitrocellulose ไปประกบกับแผน Film หลังจากนัน้นําแผน Film ไปวัดคาความ
เขมของแถบโปรตีนโดยใชเคร่ือง Densitometer เพื่อเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนในแตละกลุม 
3. ผลของเมลาโทนินในการยับยั้งการเสื่อมสลายของเซลประสาทจากแอมเฟตามีน 

ทําการเพาะเล้ียงเซลประสาทชนิด SH-SY5Y ซ่ึงเปน dopaminergic cell line ในนํ้ายา
เพาะเล้ียงเซลบน culture dish ในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5%  CO2  และ 95% 
air หลังจากนัน้ใสแอมเฟตามีนหรือเมลาโทนินลงไปในเซล สวนเซลบางกลุมจะใสสารละลายเมลา
โทนินลงไป 1 ช่ัวโมงกอนท่ีจะใสแอมเฟตามีนลงไปและเซลท่ีไมไดใสสารเคมีใดๆลงไปเรียกเซล
ในกลุมนีว้ากลุมควบคุม (Control group) ท้ิงเซลไว 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการวัดอัตราการเส่ือม
สลายของเซลโดยใชเทคนิค MTT assay  นาํขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบอัตราการเส่ือมสลายของเซล
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมท่ีใสแอมเฟตามีนหรือเมลาโทนินอยางเดียวและกลุมท่ีใสแอมเฟตามีน
รวมกับเมลาโทนินนอกจากนี้ยังทําการศึกษาลักษณะรูปรางของเซลประสาทและนับหาปริมาณ
จํานวนเซลท่ีเส่ือมสลายในเซลแตละกลุมโดยการยอมเซลดวยเทคนิค Immunocytochemistry 
staining โดยทําการ fix cell ดวย 4% paraformaldehyde แลวลางออกดวย PBS หลังจากนั้นนาํมาแช
ใน PBS ท่ีเติม 1% hydrogen peroxide เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหองเพื่อลด endogenous 
peroxidase จากนั้นนําเซลมา incubate ใน 5%  normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS + 1% BSA + 
0.3% Triton X-100) เปนเวลา 30 นาทีเพื่อลด non-specific binding แลวจึงนําช้ินเนื้อมา incubate 
กับ specific primary antibody ท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน (12 ช่ัวโมง) เพื่อใหเซลทําปฏิกิริยา
กับ antibody จากนั้นนําเซลท่ีทําปฏิกิริยาข้ันตนแลวมาลางดวย PBS-B (PBS + 0.25% BSA + 0.1% 
Triton X-100) 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที แลวนําไปทําปฏิกิริยาข้ันท่ีสองกับ FITC-conjugated anti-Rabbit 
IgG ใน PBS-B เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ี 4 องศาเซลเซียสแลวลางดวย PBS นําเซลไปปดดวย cover slip 
นํา slide ท่ีไดมาดูโดยใช confocal laser scanning microscopy เซลท่ีมี positive immunostaining จะ
เรืองแสงสีเขียวเม่ือสังเกตุเซลภายใตกลอง confocal 
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ผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาอัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine 
 เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine ท่ีความ
เขมขน 1.0 และ 2.0 mM นาน 6 และ 24 ช่ัวโมงมีการเส่ือมสลายของเซลประสาทอยางมีนัยสําคัญ
เม่ือเทียบกับเซลในกลุมควบคุม (Control, 0 mM) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 1) 
 

2. ศึกษาผลของ methamphetamine ท่ีมีตอการทํางานของไมโทคอนเดรียในเซลประสาท 
    เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (MA) ท่ีความ
เขมขน 2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการทํางานของไมโทคอนเดรียลดลงและมีการหดตัวของเซลหรือ 
shrinkage-like cells แตมีปริมาณของ apaptotic protein หรือโปรตีน Bax เพิ่มมากข้ึน (รูปท่ี 2F. 
ลูกศร) เม่ือเทียบกับเซลท่ีมีการทํางานของไมโทคอนเดรียเปนปกติ (รูปท่ี 2F. หัวลูกศร) หรือเซลใน
กลุมควบคุม (Control) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 2C) และผลเสียดังกลาวสามารถยับยั้ง
ไดดวยเมลาโทนิน (Mel) (รูปท่ี 2I) 
 
 

รูปท่ี 1. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine  
*p < 0.05 และ **p < 0.001 เทียบกับกลุมควบคุม 
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3. ศึกษาผลของ methamphetamine ท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ endogenous calpain 
inhibitor protein ในเซลประสาท 
 เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 
1.0 และ 2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีระดับปริมาณของโปรตีน calpastatin (calpain inhibitor protein) 
ลดลงอยางมีนยัสําคัญเม่ือเทียบกับเซลในกลุมควบคุม (Control) ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูป
ท่ี 3) 
 
 
 

รูปท่ี 2. Fluorescence images ของ SH-SY5Y cells แสดงตําแหนงของไมโทคอนเดรีย 
(สีแดง) และโปรตีน Bax (สีเขียว)  
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4.  ศึกษาผลของ calpain inhibitor ท่ีมีตออัตราการเสื่อมสลายของเซลประสาทท่ีไดรับ 
methamphetamine  
 เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ calpian inhibitor (calpastatin) ท่ีความเขมขน 
0.05, 0.5 และ 5.0 M นาน 6 ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 1.0 mM 
นานตอไปอีก 24 ช่ัวโมง พบวา calpain inhibitor ท่ีความเขมขน 5.0 M สามารถลดอัตราการเส่ือม
สลายของเซล SH-SY5Y จาก methamphetamineไดอยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3. Western blot analysis ของโปรตีน calpastatin ใน SH-SY5Y cells  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม (0 mM) 
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5. ศึกษาผลของ calpain inhibitor ท่ีมีตออัตราการทํางานของ calpain enzyme, c-Jun 
phosphorylation และปริมาณของโปรตีน Bax/Bcl-2 ในเซลประสาทท่ีไดรับ methamphetamine 

เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ calpian inhibitor ท่ีความเขมขน 5.0 M นาน 6 
ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 ช่ัวโมง พบวา 
calpain inhibitor สามารถลดการเพิ่มข้ึนของการทํางานของ calpain enzyme (รูปท่ี 5), c-Jun 
phosphorylation (รูปท่ี 6) และปริมาณของโปรตีน Bax/Bcl-2 (รูปท่ี 7) ในเซลประสาทท่ีไดรับ 
methamphetamineไดอยางมีนัยสําคัญ  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท SH-SY5Y  
 *p < 0.05 เทียบกับกลุม (0 M) 

รูปท่ี 5. Western blot analysis ของ calpain spectrin breakdown products (SBDP) ใน SH-SY5Y cells 
 *p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 



8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0

50

100

150

200

250

CONT

M
ETH

M
ETH

+C
AST

CAST

p
h

o
sp

h
o

-c
-J

u
n

/A
ct

in
 (

%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

 

Actin 

Phospho-c-Jun 46.5 kDa

43 kDa 

 CONT     METH   METH+CAST CAST 

*

#

รูปท่ี 6. Western blot analysis ของ c-Jun phosphorylation (Phospho-c-Jun) ใน SH-SY5Y cells 
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH  

รูปท่ี 7. Western blot analysis ของโปรตีน Bax และ Bcl-2 ใน SH-SY5Y cells  
***p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกบักลุม 1.0 mM METH 
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6. ศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตออัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทชนิด SH-SY5Y cells ท่ีเกิด
จากเมทแอมเฟตามีน 

เซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับเมลาโทนิน (MEL) ท่ีความเขมขน 0.25 mM นาน 
1ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 
ช่ัวโมง พบวาเมลาโทนินท่ีความเขมขน 0.25 mM สามารถลดอัตราการเส่ือมสลายของเซล SH-
SY5Y จาก methamphetamineไดอยางมีนยัสําคัญ (รูปท่ี 8) 

  
 
 
 
7. ศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ tyrosine hydroxylase 
phosphorylation และ mitochondrial function ใน SH-SY5Y cells ท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน 
    เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ี
ความเขมขน 0.05-2.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการลดลงของปริมาณ tyrosine hydroxylase 
phosphorylation  (รูปท่ี 9) ซ่ึงเปน rate limiting enzyme ของการสรางโดปามีน เม่ือทําการทดสอบ
การทํางานของไมโทคอนเดรียก็พบวาเซลท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 
mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการทํางานของไมโทคอนเดรียลดลง การสังเกตุลักษณะรูปรางของเซลพบวา
มีการหดตวัของเซลหรือ shrinkage-like cells และมีปริมาณของ tyrosine hydroxylase 

รูปท่ี 8. อัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาท  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #p < 0.05 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 
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phosphorylation ซ่ึงเปน rate limiting enzyme ของการสรางโดปามีน ลดลงอยางเหน็ไดชัด   (รูปท่ี 
10F) เม่ือเทียบกับเซลท่ีมีการทํางานของไมโทคอนเดรียเปนปกติ หรือเซลในกลุมควบคุม (Control) 
ท่ีไมไดรับ methamphetamine (รูปท่ี 10C) และผลเสียดังกลาวสามารถยับยั้งไดดวยเมลาโทนิน 
(MEL) (รูปท่ี 10I) 
 

 
                 
 
 

รูปท่ี 9. Western blot analysis ของ tyrosine hydroxylase phosphorylation (p-TH)  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม 
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8. ทําการศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการเปล่ียนแปลงของระดับ calpain, calpain SBDP และ 
calpastatin ใน SH-SY5Y cells ท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน 

เซลเพาะเล้ียงเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับ methamphetamine (METH) ท่ี
ความเขมขน 1.0 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีการลดลงของปริมาณโปรตีน calpastatin  (รูปท่ี 11) แตมี
การเพิ่มข้ึนของปริมาณ calpain enzyme และ calpain spectrin breakdown product ท่ีขนาด 145 kDa 
(รูปท่ี 12) แตเซลประสาทโดปามีน SH-SY5Y ท่ีไดรับเมลาโทนิน (MEL) ท่ีความเขมขน 0.25 mM 
นาน 1ช่ัวโมงกอนท่ีจะไดรับ methamphetamine (METH) ท่ีความเขมขน 1.0 mM นานตอไปอีก 24 
ช่ัวโมง พบวาเมลาโทนินท่ีความเขมขน 0.25 mM สามารถยับยั้งการลดลงของปริมาณโปรตีน 
calpastatin  (รูปท่ี 11) และการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ calpain enzyme และ calpain spectrin 
breakdown product ท่ีขนาด 145 kDa (รูปท่ี 12) 
 
                                 
 
                               

รูปท่ี 10. Fluorescence images ของ SH-SY5Y cells แสดงตําแหนงของไมโทคอนเดรีย 
(สีแดง) และ tyrosine hydroxylase phosphorylation (สีเขียว)  
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รูปท่ี 11. Western blot analysis ของโปรตีน calpastatin  
*p < 0.05 เทียบกับกลุมควบคุม และ #,##p < 0.05 เทียบกบักลุม 1.0 mM METH 

รูปท่ี 12. Western blot analysis ของโปรตีน calpain และ calpain spectrin breakdown product (SBDP 
*p < 0.05, **p < 0.01 เทียบกบักลุมควบคุม และ #p < 0.05, ## p< 0.01 เทียบกับกลุม 1.0 mM METH 
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บทวิจารณ 
  
 จากผลการศึกษาวิจัยพอจะสรุปไดวาการเส่ือมสลายของไมโทคอนเดรียรวมท้ังการลดลง
ของปริมาณ calpain inhibitor สงผลใหมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม calpain ซ่ึงอาจจะ
เหนี่ยวนําใหเกิดการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดย methamphetamine แสดงใหเห็นวาสาเหตุของ
การเส่ือมสลายของเซลประสาทดังกลาวนาท่ีจะถูกเหนี่ยวนํามาจากการเสียสภาวะสมดุลของระบบ
ท่ีชวยยับยั้งการทํางานของเอนไซม calpain ประกอบกับมีการกระตุนการทํางานของระบบทําลาย
เซลเชนการสูญเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียและการเพิ่มข้ึนของ apoptotic proteins เชน
โปรตีน Bax ซ่ึงจะมีผลตอเนื่องในการกระตุนการทํางานของ death signaling อ่ืนๆตอไป 
 มีการศึกษาสภาวะการทํางานของสมองของผูใชแอมเฟตามีนดวยเทคนคิ Brain imaging 
เชน PET (Positron emission tomography) และพบวาในสมองของผูใชแอมเฟตามีนมีการทํางาน
ของระบบ Dopamine ลดลง (Iyo 1992) และเม่ือศึกษายืนยันในสมองของผูเสียชีวิตท่ีเคยใชแอมเฟ
ตามีนก็ใหผลท่ีสอดคลองกัน จึงไดมีการทดลองศึกษาเพิ่มเติมมากข้ึนโดยใชสัตวทดลองซ่ึงก็ใหผล
ท่ีสอดคลองกันคือเม่ือให Methamphetamine แบบ acute toxic dose (4X5mg/kg) พบวาสมองของ
สัตวทดลองมีการเส่ือมสลายของปลายประสาท (nerve terminal) ชนิด Dopamine และ Serotonin 
(Iyo et al 1993, Cubells et al 1994, Albers et al 1995) และไดมีการศกึษายืนยันถึงผลเสียของแอม
เฟตามีนท่ีมีตอระบบประสาทโดยทําการศึกษาความเปนพิษของแอเฟตามีนท่ีมีตอเซลประสาท
แพาะเล้ียงท่ีไดจาก cortical neurons ของหนูพบวาแอมเฟตามีนท่ีความเขมขน 500 uM และโคเคน 
(cocaine) ท่ีความเขมขน 1 mM นาน 24 ช่ัวโมงมีผลทําใหมีการตายของเซลประสาทประมาณ 50%  
และพบวาท้ังแอมเฟตามีนและโคเคนมีผลทําใหเกิดการเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียสงผล
ตอเนื่องใหมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม caspase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการ
เหนีย่วนําใหมีการยอยสลาย DNA (Cunha-Oliveira et al 2006) และสงผลใหมีการเสียสภาวะสมดุล
ของเซลกอใหเกิดการตายของเซลในท่ีสุด  
 ขบวนการทีแ่อมเฟตามีนทําใหเกิดการเสียการทํางานของไมโทคอนเดรียนั้นนาจะมาจาก
การท่ีแอมเฟตามีนซ่ึงมีคุณสมบัติเปน cationic lipophilic molecule จะ diffuse ผานเขาไปสะสมอยู
ภายในไมโทคอนเดรีย การสะสมของโมเลกุลที่มีประจุบวกมากๆใน cristae ของไมโทคอนเดรีย จะ
ทําใหมีการสญูเสียของ electrochemical gradient ท่ีไดมาจากขบวนการ electron transport chain 
(ETC) เนื่องจาก electrochemical gradient มีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม adenosine 
triphosphate (ATP) synthase และการคงสภาพของ mitrochondrial membrane ดังนั้นผลเสียท่ี
ตามมาจากความผิดปกติของการทํางานของท้ังสองสวนของไมโทคอนเดรียสามารถเหน่ียวนําให
เกิดการเส่ือมสลายของเซลได (Davidson C et al 2001) เนื่องจากไมโทคอนเดรียเปนแหลงท่ีสําคัญ
ของเซลท่ีมีการสรางพลังงานใหกับเซลในรูป ATP (adenosine triphosphate) ในสภาวะปกติ
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เอนไซม calcium ATPase ในไมโทคอนเดรียจะชวยในการดึง calcium เขามาเก็บสะสมไวภายใน
ไมโทคอนเดรียเม่ือมีการสูญเสียของ electrochemical gradient รวมกับการเส่ือมสภาพของ 
mitrochondrial membrane กจ็ะทําใหมีการร่ัวไหลของ calcium และ cytochrome c จากภายในไม
โทคอนเดรียผาน permeability transition pore (PTP) ออกมาสูภายนอกไมโทคอนเดรีย การเพิ่มมาก
ข้ึนของปริมาณ calcium และ cytochrome c ใน cytoplasm จะไปกระตุนการทํางานของ caspase-
dependent cell death signaling โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม caspase-3 ท่ีสามารถเหนี่ยวนําใหมีการ
ยอยสลาย DNA (Cunha-Oliveira et al 2006) ทําใหเกิดความผิดปกติในการสรางโปรตีนท่ีสําคัญท่ี
ตองใชในการทํางานของเซลและผลสุดทายก็จะเหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลได และผลเสียท่ี
ตามมาอีกอันหนึ่งเม่ือมีการสูญเสียของเอนไซม ATP-synthase รวมกบัการเส่ือมสภาพของ 
mitrochondrial membrane กคื็อในขบวนการสราง ATP โดยขบวนการหายใจของไมโทคอนเดรีย 
(mitochondrial respiration) จะมีการสงผานอิเล็กตรอน (electron transport chain) ผานไปตามกลุม
ของโปรตีน 4 กลุม (protein complex I,II,III และ IV) ท่ีอยูบนผนังเซลช้ันในของไมโทคอนเดรียซ่ึง
จะมีผลพลอยไดคือ oxidizing agents ท้ังในรูป (form) free radicals (อนุมูลอิสระ) เชน superoxide 
anion(O2-) และ non-radicals เชน hydrogen peroxide (H2O2) ท่ีมักเรียกสารในกลุมนีร้วมกันวา 
reactive oxygen species หรือ ROS เม่ือมีการเส่ือมสภาพของ mitrochondrial membrane ก็อาจจะมี
การร่ัวซึม (leakage) ของสารเหลานี้ออกมาจากไมโทคอนเดรียมากกวาปกติโดยท่ัวไป superoxide 
สองโมเลกุลจะถูกกําจดัโดยเอ็นไซม superoxide dismutase (SOD) ไดเปน H2O2 หลังจากนั้น H2O2 
จะถูกเปล่ียนโดยเอ็นไซม catalase (CAT) และ glutathion peroxidase (GSH-Px) ไปเปนน้ํา (H2O) 
และ diatomic oxygen ในสภาวะปกติจะมีสมดุลระหวางการสรางและทําลายของ H2O2 แตเม่ือใดก็
ตามท่ีสภาวะสมดุลของเซลเสียไปเชนมีการสรางหรือร่ัวไหลออกมาจากไมโทคอนเดรียมากข้ึน
หรือมีการกําจดัลดลงก็จะทําใหเกิดการสะสมของ H2O2 และโดยขบวนการ reduction ซ่ึงจะ
เกิดปฏิกิริยาการรวมตัวกนัระหวาง H2O2 กับ Ferrous iron (Fe2+) ไดเปน hydroxyl radical (.OH) ซ่ึง
จะมีความเปนพิษสูงกวา H2O2   และมีผลในการทําลายไขมันและ DNA โดยเฉพาะไขมันท่ีเปน
สวนประกอบของผนังเซลท่ีอยูในรูปฟอสโฟไลปด (phospholipid) เกิดปฏิกริยา lipid peroxidation 
สวนการทําลาย DNA นั้นกจ็ะทําลายท้ัง DNA ของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial DNA, mtDNA) 
และ DNA ในนิวเคลียส (nuclear DNA, nDNA) (Robb-Gaspers and Connor 1997, Cassarino and 
Bennett Jr. 1999a, Kannan and jain 2000) การท่ีโมเลกุลท่ีสําคัญตางๆภายในเซลถูกทําลายเรามัก
เรียกวาเซลตกอยูในสภาวะ “Oxidative stress” (Kannan and Jain 2000) โดยผลของ oxidative stress 
จะกอใหเกิดการสูญเสียพลังงานของเซลท่ีอยูในรูป ATP มีการลดลงของระดับ NADH (reduced 
form ของ nicotinamide adenine dinucleotide ,NAD+) และมีการสูญเสียภาวะสมดุลของแคลเซียม 
(calcium, Ca2+) และทําใหเกดิการตายของเซลในท่ีสุด  
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 เนื่องจากการเส่ือมสลายของเซลประสาทนั้นขบวนการหนึ่งท่ีเหนีย่วนําใหเกิดการตายของ
เซลก็คือขบวนการท่ีโมเลกลุท่ีสําคัญในการทํางานของเซลเชนโปรตีนหรือ DNA ถูกยอยสลายดวย
เอนไซม protease โดยเฉพาะเอนไซม protease class ในกลุม cysteine protease สองชนิดคือ 
caspase และ calpain โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม calpain ท่ีการทํางานของเอนไซมชนดินี้ในสภาวะ
ปกติจะถูกควบคุมดวย endogenous protein inhibitor ท่ีช่ือ calpastatin นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ี
สําคัญท่ีสามารถเปล่ียนแปลงสภาวะการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ไดคือปริมาณ calcium ภายใน
เซล (Wang 2000) พบวาในสภาวะที่ภายในเซลมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ calcium อยางมากเชนการ
ท่ีเซลประสาทไดรับสารส่ือประสาท glutamate ในปริมาณมากหรือการท่ีเซลไดรับสารพิษ marine 
toxin (Nath et al 1996) ซ่ึงเปนสารพิษท่ีกระตุนการเปดของ voltage และ ligand-gated channels ก็
สามารถท่ีจะกระตุนและเพิ่มการทํางานของเอนไซม calpain ได เนื่องจาก substrate ท่ีสําคัญของ
เอนไซม calpain ก็คือ cytoskeletal proteins, plasma-membrane-associated proteins, transcription 
factors, calmodulin dependent proteins และ signal transduction proteins ดังนัน้จะเหน็ไดวาการ
ตายหรือการเสื่อมสลายของเซลประสาทในหลายกรณีมีสวนเกีย่วของกับการเพิ่มข้ึนของการทํางาน
ของเอนไซม calpain (Wang et al 1989, Yuen and Wang 1998, Carafoli and Molinari 1998) ขอมูล
จากการศึกษาวิจัยหลายอันบงช้ีวาการเพ่ิมปริมาณหรือประสิทธิภาพการทํางานของ endogenous 
calpain inhibitor ท่ีเรียกวา calpastatin สามารถปองกันการเส่ือมสลายของเซลจากสภาวะ oxidative 
stress ไดเชนการ overexpression ของ calpastatin ในเซลเพาะเล้ียงชนิด cerebellar granule neurons 
สามารถปองกันการเกดิสภาวะ calcium overload การกระตุนการทํางานของเอนไซม calapin และ
การตายของเซลประสาทจาก glutamate-induced excitotoxicity ได (Bano et al 2005) ผลจากการ
ศึกษาวจิัยในคร้ังนี้ก็ไดผลการทดลองท่ีสอดคลองกับขอมูลขางตนคือ exogenous calpastatin 
สามารถลดอัตราการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดปามีนชนิด SH-SY5Y จากความเปนพิษของ
เมทแอเฟตามนีไดรวมท้ังยังสามารถปองกันการเพิ่มข้ึนของปริมาณ c-Jun phosphorylation ซ่ึงเปน 
transcription factors ท่ีสําคัญของ death signaling cascades และปองกนัการเพิ่มข้ึนของโปรตีน Bax 
(apoptotic pritein) จากการกระตุนดวยเมทแอมเฟตามีนไดอีกดวย   
 ผลจากการการศึกษาทดลองคร้ังนี้ไดช้ีใหเห็นถึงกลไกในระดับโมเลกุลบางสวนท่ีนาจะ
เกี่ยวของในการเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะที่นํามาซ่ึงการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดยเมทแอมเฟตา
มีน ดังนั้นการทําใหเซลกลับมาอยูในสภาวะสมดุล (Homeostasis) โดยการทําใหไมโทคอนเดรียก
ลับมาทํางานไดตามปกติ ซ่ึงจะสงผลใหมีการลดการกระตุนการทํางานของ death signaling ตางๆ 
และทําใหปริมาณของ calpain inhibitor เพิ่มข้ึนสูระดับปกติทําใหสามารถยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม calpain ได ผลจากการทดลองพบวาฮอรโมนเมลาโทนินมีคุณสมบัติในการยับยั้งความเปน
พิษของเมทแอมเฟตามีนท่ีมีตอเซลประสาท SH-SY5Y ไดโดยเมลาโทนินสามารถลดการเพิ่มข้ึน
ของอัตราการเส่ือมสลายของเซลท่ีไดรับเมทแอมเฟตามีน มีผลทําใหมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ
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โปรตีน calpastatin ทําใหไมโทคอนเดรียมีการทํางานอยางเปนปกติและการทํางานโดยท่ัวไปของ
เซลกลับคืนสูภาวะใกล เ คียงกับภาวะปกติ  ซ่ึงดูไดจากมีการทํางานของเอนไซม  tyrosine 
hydroxylase ท่ีใกลเคียงกับเซลปกติ 
 ฮอรโมนเมลาโทนิน (Melatonin) สรางมาจากตอมไพเนียล (Pineal gland) ท่ีอยูในสมอง 
ปจจุบันมีขอบงช้ีจากการศึกษาพบวาเมลาโทนินมีคุณสมบัติในการปองกันการเส่ือมสลายของเซล
ประสาท (Reiter et al 2002, Reiter et al 2003, Tan et al 2003, Chetsawang et al 2006, Chetsawang 
et al 2007) มีการศึกษาในหลอดทดลองโดยใสเมลาโทนินเขาไปในสวนผสมของไมโทคอนเดรียท่ี
ไดจากเซลสมองและเซลตับของหนู พบวามีการสราง ATP เพิ่มมากข้ึน อาจเปนไปไดวาเมลาโทนิน
ชวยลดภาวะการทําลายเซลจากอนุมูลอิสระโดยไปมีผลทําใหขบวนการสรางพลังงาน (ในรูป ATP) 
ของเซลจากไมโทคอนเดรียสมบูรณมากข้ึนจนมีพลังงานพอเพียงท่ีจะใชในขบวบการซอมแซม 
(repairing process) ของเซล (Martin et al 2002) มีการศึกษาเพื่อยนืยนัคุณสมบัติในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระของเมลาโทนินและพบวาเมลาโทนินชวยคงสภาพความยืดหยุน (fluidity) และลดความ
แข็งกระดาง (rigidity) ของผนังเซลไดโดยไปมีผลลดการเกิดปฏิกริยา peroxidation ของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) ท่ีเกิดจากพษิของอนุมูลอิสระ เปนท่ีทราบกันดวีา
ปอดและสมองเปนอวยัวะท่ีมีความไวตอการรับรู (sensitive) ตอการเปล่ียนแปลงของปริมาณ O2 ได
มีการทดลองโดยใหหนูทดลองไดรับ 100% O2 เปนเวลา 90 นาที จนเกดิสภาวะ hyperoxia และ
เหนีย่วนําใหมีการสราง ROS เพิ่มมากข้ึน (Shaikh et al 1997) พบวาหนูท่ีไดรับเมลาโทนินจะมี
ปริมาณการถูกทําลายของ PUFA เกิดข้ึนนอยกวาหนูท่ีไมไดรับเมลาโทนิน (Garcia et al 1997, 
Garcia et al 1998) 
 การเพิ่มข้ึนของปริมาณ Homocysteine (Hcy) ในรางกายเปนสาเหตุหนึง่ของการเกิดอาการ
ผิดปกติของหลอดเลือดหัวใจ (Cardiovascular disease)  เนื่องจากเกิดการบาดเจ็บของ endothelial 
cells เกิดข้ึนอันเนื่องมาจากมีการเพิ่มข้ึนของขบวนการ Oxidative damage ไดมีการศึกษา โดยฉีด 
Hcy เขาไปใน Ventricle ของสมอง (Intracerebro ventricular, ICV)  แลวทําการศึกษาบริเวณตางๆ 
ของสมองพบวาสมองบริเวณ Hippocampus, Cortex และ Cerebellar มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ 
malondialdehyde ซ่ึงเปนตัวบงช้ีวาเกดิ Oxidative damage โดยขบวนการ lipid peroxidation ใน
สมอง แตในสมองของหนูท่ีไดรับ melatonin ผานเขาทางชองทอง (Intraperitoneal, IP)  เปน
เวลานาน 3 วนั กอนไดรับ Hcy ในปริมาณสูง กลับพบวาสมองหนูมีระดับของ malondialdehyde ท่ี
ต่ํา  แสดงวาขบวนการ lipid peroxidation เกิดข้ึนนอย รวมท้ังพบวามีการเพิ่มข้ึนของระดับ 
glutathione และ glutathion activity ซ่ึงเปน antioxidant ในสมองอีกดวย (Baydas 2003) 
Kaptanoglun และคณะ (2003) ไดทดลองศึกษาฤทธ์ิในการเปนสาร antioxidant ของเมลาโทนินใน
หลอดทดลอง โดยใชช้ินสวนของเนื้อสมอง, ไขสันหลัง และเสนประสาทตา (optic nerve) นํา
เนื้อเยื่อดังกลาวมาทําใหอยูในสภาพท่ีเกิด oxidative damage โดยใช ferrous ion (Fe2+) และ H2O2 
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พบวาเกิดขบวนการ lipid peroxidation เพิ่มมากข้ึน แตผลดังกลาวสามารถยับยั้งไดโดยเมลาโทนิน 
Beni และคณะ (2003) ก็ไดศึกษาพบวาเมลาโทนินสามารถลดการ translocation ของ redox-
sensitive transcription factors เชน NF-kB หรือ AP-1 ซ่ึงเปน transcription factors ของยีนในกลุม 
pro-apoptotic proteins (BAD, BID, BAX, etc.) จาก cytoplasm เขาสู nucleus ของเซลประสาทใน
สมอง และเพิม่ปริมาณของ low molecular weight antioxidants (LMWA) ในสมองของหนูท่ี
เหนีย่วนําใหเกิด Closed head injury แมวาจากการศึกษาดังกลาวจะพบวาเมลาโทนนิสามารถลด
การเกิด Oxidative damage ไดในเซลประสาทแตยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวาผานมาทางขบวนการใด
มีขอมูลแสดงใหเห็นวาผลการลด Oxidative damage โดยเมลาโทนินอาจจะเขาไปเกีย่วของกับ
ขบวนการสงผานอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย ไดมีการศกึษาพบวา 6-OHDA ซ่ึงเปน neurotoxin 
(Woodgate et al 1999) ท่ีมีผลโดยตรงในการยับยั้งการสงผานอิเล็กตรอนท่ีโปรตีน Complex I ของ
ไมโทคอนเดรีย (Park et al 2002) มีผลทําใหเกิดการตายของเซลประสาทเนื่องจากมีการเพิ่มข้ึนของ 
Oxidative stress นั้นสามารถที่จะปองกนัไดโดยเมลาโทนิน (Mayo et al 1998) 
 ไดมีการศึกษาผลของเมลาโทนินท่ีมีตอการทํางานของ transcription factor และการสราง
โปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการตายหรือการเส่ือมสลายของเซลประสาทในเซลประสาทโดปามีนพบวา 
เมลาโทนินสามารถยับยั้งการเส่ือมสลายของเซลประสาทโดปามีนท่ีเกดิจาก hydrogen peroxide ได
โดยเมลาโทนนิสามารถที่จะลดการเพิ่มข้ึนของการ phosphorylation ของ transcription factor 
อันหนึ่งคือ nuclear factor kappa B (NF-kB) และยังสามารถยับยั้งการ translocation ของ 
phosphoNF-kB ผานเขาไปในนิวเคลียสของเซลไดดวย นอกจากนีย้ังไดมีการศึกษาพบวาเมลา
โทนินมีผลในการลดการเพ่ิมข้ึนของอัตราสวนของ Bax/Bcl-2 โดย hydrogen peroxide ไดอีกดวย 
(Chetsawang et al 2006) 
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