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การวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะและกลไกการออกฤทธิ์ตานชักของสาร  (เอ็น-ไฮ 

ดรอกซีเม็ทธิล)-2-โพรพิลเพน็ทามายด ซึ่งเปนอนพุันธใหมของกรดวาลโปรอกิ(วีพีเอ)ที่มีฤทธิ์ตานชัก 

เมื่อเปรียบเทยีบกับ วพีีเอ พบวา สาร เอชพีพี ออกฤทธิ์ตานชักไดเร็วกวาและแรงกวาวพีเีอแตมี

ระยะเวลาการออกฤทธิท์ี่สัน้กวา ในขณะที่ความเปนพิษตอการทํางานประสานกนัของกลามเนือ้ลาย

ของสารทัง้สองแมจะอยูในระดับที่ใกลเคียงกนัในระยะแรก แตความเปนพษิจากวพีเีอจะอยูไดนานกวา

ความเปนพษิจากสารเอชพพีีซึ่งคอย ๆ ลดลงพรอม ๆ กับฤทธิ์ตานชกั เชนเดียวกนักับวีพีเอ เมแทบอลิ

ซึมของสารเอชพีพนีาจะเกีย่วของกับเอนไซมไซโตโครมพี 450 

เมื่อศึกษาตอไปถึงผลของสารเอชพีพี ตอระดับของสารสือ่ประสาทที่เปนกรดอะมิโน อันไดแก 

กลูตาเมท แอสพารเตท กลยัซีนและกาบา ในเปลือกสมองของหนูแรทในขณะตื่น โดยวิธีไมโครไดอะลัย

ซีส พบวาสารเอชพีพ ี ในขนาด 80 และ 160 มก/กก นไหนักตัว มฤีทธิท์ําใหระดบัของกลูตาเมทใน

เปลือกสมองของหนูแรทในขณะตื่นลดลงอยางมีนยัสําคญัทางสถิติในขณะที่จะพบการลดของกลูตา

เมทเฉพาะแตในกลุมของหนูแรทที่ไดรับ วีพีเอในขนาดสูง (440 มก/กก น้าํหนกัตัว) เทานัน้ 

เมื่อศึกษาฤทธิ์ของสารดังกลาวที่มีคอคัวรับชนิด กาบา เอ กลยัซีน และเอ็นเอ็มดีเอ ในเซลล

ประสาทที่แยกไดทันทีจากฮิปโปแคมปสของหนูแรท โดยการวัดกระแสทั้งหมดทีไ่หลผานเยื่อหุมเซลล

ของเซลลประสาท พบวาสารเอชพพีีไมมีผลโดยตรงในการที่จะทําใหเกิดกระแสไหลผานเขาเซลล

ประสาทปรามดิที่แยกไดทนัทีจากฮิปโปแคมปสของหนแูรท และไมมเีปลี่ยนแปลงการตอบสนองที่ผาน

ตัวรับชนิดกาบา เอ กลัยซนี และเอ็นเอม็ดีเอ 

จากผลการศึกษาดังกลาวมาขามตนนี้ อาจกลาวไดวาสารเอชพีพีเปนอนุพนัธที่มีฤทธิต์านชักที่

แรงกวาแตมีขอดอยกวาวีพเีอคือ มีระยะเวลาออกฤทธิท์ี่ส้ันกวา และนาจะมีกลไกการออกฤทธิ์ตานชัก

โดยการลดระดับกลูตาเมทซึ่งเปนสารสื่อประสาทชนิดกระตุนในสมอง ควรจะมกีรปรับปรุงโครงสราง

ทางเคมีเพื่อใหไดสารที่มีระยะเวลาการออกฤทธิ์ตานชกันานกวานี ้
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Abstract 

The purpose of the present investigation was to study profiles and mechanisms of 

anticonvulsant activity of N-Hydroxymethyl-2-propylpentamid (HPP), a newly synthesized 

valproic analogue. In comparison to VPA, HPP possessed a stronger but of shorter duration 

than those exhibited by VPA. Neurotoxicity on motor co-ordination of HPP gradually 

decreased whereas those of VPA was rather persistent. Cytochrome P 450 seemed to be 

involved in the metabolic pathway of both HPP and VPA.  

 Further study on the level of brain amino acid neurotransmitters namely, glutamate, 

aspartate, glycine and GABA of freely moving rats was investigated by microdialysis 

technique. Significant decreases in the level of cortical glutamate, an excitatory amino acid 

neurotransmitter, was noted in both of HPP-treated groups whereas a reduction of glutamate 

was observed in rats only those receiving high dose (440 mg.kg B.W.) of VPA. 

 Furthermore, the effects of HPP on GABAA, glycine and NMDA receptors in acutedly 

dissociated rat hippocampal neurons, using the whole-cell application of the patch clamp 

techniques, was also investigated. HPP did not directly elicited inward currents in acutely 

dissociated rat hippocampal neurons. Additionally, GABAA, glycine and NMDA currents 

were unaltered by HPP.  

 The present studies identified HPP as a more potent anticonvulsant than its parents 

compound. Reduction of brain glutamate which is an excitatory neurotransmitter seemed to 

underlie its anticonvulsant activity. Further structural modificantio nshould be carried out to 

improve the duration of action of HPP. 
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บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

 โรคลมชัก (Epilepsy) เปนกลุมอาการที่เกิดจากความผิดปกติทางสมองที่พบมากที่สุดโรคหนึ่ง 

ปจจุบันยังไมทราบพยาธิสรีรวิทยาของโรคลมชักอยางแนชัด แตเชื่อกันวากลไกการเกิดโรคมักมีหลาย

กลไก ซึ่งอาจเกิดรวมกันได (Biton, 2007;  Hakimian และคณะ, 2007; Avanzini และ Franceschetti, 

2003) โดยเฉลี่ยแลวเราพบอุบัติการณของการเกิดโรคลมชัก 1 คน ตอประชากร 200 คน (Dichter, 

1994; Hausen, 1998; Ure และ Parassolo, 2000) ในจํานวนประชากรที่ประสบปญหาเกี่ยวกับโรค

ลมชักนี้ พบวามีผูปวยถึง 20% ที่เราไมสามารถควบคุมการชักไดอยางสมบูรณดวยยาตานชักที่มีใน

ปจจุบัน (Penry  และ Dean 1993; Porter, 1993: Rogawski, 2006)  

โรคลมชักแบงออกเปนชนิดตาง ๆ ตามสาเหตุของการเกิด พยาธิสภาพ อายุผูปวย อาการที่

แสดงออกขณะชัก และลักษณะของคลื่นไฟฟาในสมอง (Brodie และ Dichter, 1996; McLachlan 

และคณะ, 2000; Trescher และ Lesser, 2000) การจําแนกชนิดของโรคลมชักนี้ไดเร่ิมทํากันมาตั้งแต

ศตวรรษที่ 19 และ ไดมีการเปลี่ยนแปลงแกไขมาจนปจจุบัน ตารางที่ 1. แสดงการจําแนกชนิดของโรค

ลมชักโดยอาศยัแนวทางของ General Assemble of the International League Against Epilepsy 

(ILAE) ในป 1981 การจําแนกชนิดของโรคลมชักนี้ไดมีการนํามาใชประโยชนกันอยางกวางขวางใน

ดานคลีนิค โดยใชเปนแนวทางในการวินิจฉัยโรคลมชักและการเลือกใชยาตานชักที่เหมาะสม นอกจาก

การจําแนกชนิดของโรคลมชักที่ไดแสดงไวในตารางที่ 1. แลว ยังไดมีความพยายามที่จะปรับปรุงการ

จัดหมวดหมูของโรคลมชักตอมาจนถึงปจจุบัน (Dreifuss, 1997: Fukuzako และ Izumi, 1991; 

McNamara, 1996; Kwan และ Brodie 2007) 

แมเราจะยังไมทราบกลไกที่กอใหเกิดโรคลมชักที่แนนอน แตปจจุบันเชื่อวาโรคลมชักมีความ

เกี่ยวของกับการเสียสมดุลยของสารสื่อประสาทในสมอง ทําใหมีปริมาณสารสื่อประสาทชนิดยับยั้ง

ลดลง หรือไปเพิ่มปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกระตุนหรืออาจเปนทั้ง 2 อยาง นอกจากนั้นยังเชื่อวา

อาจเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงการผานเขาออกผนังเซลลของเกลือแรตาง ๆ (Holmes, 1997;  

McNamara, 1996; Meldrum, 1995) ปจจัยทางพันธุกรรมก็เปนอีกสาเหตุหนึ่ง (Trescher และ 

Lesser, 2000; Avanzini และ Franceschetti, 2003) นอกจากนี้โรคลมชักยังสามารถเกิดในผูปวยที่มี

พยาธิสภาพที่มีผลตอสมองซึ่งไดแก ความพกิารแตกําเนิด, การติดเชื้อ, เนื้องอก, โรคหลอดเลือดแดง 

และการบาดเจ็บ (Avoli, 1997; Gilroy, 2000; Porter, 1993) 
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I. Partial (focal, local) seizures 

A. Simple partial seizures 
1. With motor symptoms 
2. With somatosensory or special sensory symptoms 
3. With autonomic symptoms or signs 
4. With psychic symptoms 

B. Complex partial seizures 
1. Simple partial onset followed by impairment of consciousness 

a. With simple partial features (as in A. 1-4) followed by impaired 
consciousness 

b. With automatisms 
2. With impairment of consciousness at onset 

a. With impairment of consciousness only 
b. With automatisms 

C. Partial seizures evolving to secondarily generalized seizures 
 
II. Generalized seizures (convulsive and non-convulsive) 
 A. Absence seizures 

    1. Typical absence 
     2. Atypical absence  
 B. Myoclonic seizures 
 C. Clonic seizures 
 D. Tonic seizures 
 E. Tonic-Clonic seizures 
 F. Atonic seizures 
 
III. Unclassified epileptic seizures 
 
 Modified form Commission on Classification and Terminology of the International 
Leaque Against Epilepsy (1981). 
 
 
 

 ตารางที่ 1. การจําแนกชนิดของโรคลมชัก ตามแนวทางของ General Assembly of the  

    International Leaque Against Epilepsy (ILAE) 1981  (Shorvon, 2000) 
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จากสาเหตุและลักษณะอาการของโรคลมชัก นอกจากจะทําใหผูปวยไดรับความทุกขทรมาน

ทั้งทางรางกายและจิตใจแลว ยังมีผลตอระบบประสาท, สติปญญา, การรับรู, รบกวนดานการศึกษา, 

การทํางาน ตลอดจนรบกวนการดําเนินชีวิตหรือการประกอบกิจวัตรประจําวันอีกดวย การรักษาโรค

ลมชักจะตองพิจารณาตามชนิดและสาเหตุของโรคลมชัก ในการเลือกใชยาตานชักจะตองคํานึงถึง

ประสิทธิผล และความปลอดภัยของยาที่ใชรักษา (Pedley, 2000; McNamara, 1996; Bailer และ

คณะ, 2004) ปจจุบันมีการสังเคราะหยาใหม ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นมาใชมากมายหลายตัว เชน 

Vigabratrin, Gabapentin, Lamotrigine และ Felbamate ทําใหเราสามารถเลือกใชยาที่มี

ความจําเพาะตอชนิดและอาการของโรคไดถึง 80 % ตารางที่ 2 แสดงการเลือกใชยาตานชักชนิดตาง ๆ 

ตามอาการแสดงที่เกิดขึ้นของโรคลมชัก (Dreifuss, 1997; McNamara, 2001; Rokawski, 2006) 

อยางไรก็ดียังมีผูปวยอีกเปนจํานวนมากที่เรายังไมสามารถควบคุมอาการของโรคลมชักได (Porter 

และ Meldrum, 1998; Trescher และ Lesser, 2000) และยาตานชักตาง ๆ เหลานี้ยังทําใหเกิดพิษ

และผลขางเคียงตาง ๆ อีกดวย จากปญหาดงักลาวจึงไดมีผูพยายามเสาะแสวงหายาตานชักตัวใหมทั้ง

ชนิดที่เปนสารใหม และชนิดที่เปนอนุพันธของยาตานชักตัวเกาที่ใชอยูในปจจุบัน (Hadad และ Bailer, 

1997 ; Bailer และคณะ, 1994 ; Bailer, 1999 ; Bailer และคณะ, 2001 ; Isoherranen และคณะ, 

2001 ; Spigelstein และคณะ, 1999: Tasso  และคณะ, 2004; Bailer และคณะ, 2002) 

 
ตารางที่ 2.  การเลือกใชยาตานชักชนิดตาง ๆ ตามอาการแสดงที่เกิดขึ้นของโรคลมชัก 
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Valproic acid (2-propenpentanoic acid, n-dipropylacetic acid, VPA รูปที่ 1) เปนสารที่

ถูกสังเคราะหข้ึนในป ค.ศ. 1882 และถูกคนพบวามีฤทธิ์ตานชักโดย Meunier และคณะในป ค.ศ. 

1963 (Bruni, 1996 ; Rowen, 1998) ตอมาไดมีการนํา VPA มาใชเปนยาตานชักในป ค.ศ. 1976 

ปจจุบันไดมีการนํา VPA มาใชรักษาโรคลมชักกันอยางแพรหลาย โดยจัดเปนยาที่มีฤทธิ์ตานชักใน

ระดับปานกลาง VPA มีสูตรโครงสรางไมซับซอน สามารถออกฤทธิ์ไดกวาง กลาวคือใชไดผลดีกับทั้ง 

generalized seizure (absence, tonic-clonic, myoclonic) และ partial seizure (Davis และคณะ, 

1994; Fuluzako และ Izumi, 1991; Johannessen, 2000; Loscher, 1998; Rowan, 1998)) ซึ่งปกติ

จะถูกควบคุมไดดีโดยยาตางกลุมกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานวา เราสามารถนํา VPA มาใชรักษาความ

ผิดปกติทางจิตประสาทอื่นๆไดอีกดวย ถึงแมจะมีการใช VPA เปนยาตานชักกันอยางกวางขวาง แตใน

ปจจุบันเรายังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ของ VPA อยางชัดเจน พบวา VPA อาจมีกลไกการออกฤทธิ์

หลายกลไกไดแก 

1. VPA อาจไปเพิ่มระดับ Gamma aminobutyric acid (GABA) ซึ่งเปนสารสื่อประสาทที่

ยับยั้งการทํางานของระบบประสาท โดยอาจไปเรงการทํางานของเอนไซม  Glutamic 

acid decarboxylase (GAD) ซึ่งจําเปนตอการสราง GABA (Davis และคณะ, 1994) 

อาจไปยับยั้งเอนไซมที่เกี่ยวของกับการทําลาย GABA เชน GABA-transaminase 

(GABA-T), Succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) (Cooper, Bloom 

และ Roth, 1996; Davis และคณะ, 1994; Loscher, 1993)  และ VPA อาจสนับสนุน

ฤทธิ์การยับยั้งของ GABA โดยไปเพิ่มการตอบสนองของสมองตอ GABA (Davis และ

คณะ, 1994) 

2. ผลของ VPA ตอ amino acid neurotransmitters ตัวอ่ืน นอกจาก GABA เชน มีรายงาน

วา VPA สามารถเพิ่ม ปริมาณ glutamate ในเปลือกสมองใหญของหนูถีบจักรได (Dixon 

และ Hokin, 1997) และยังมีผลตอ glutamate โดยไปลดการตอบสนองตอตัวรับ NMDA 

อีกดวย (Gean, 1994) ในสวนของ aspartate นั้นก็พบวา มีการลดปริมาณการหลั่งของ

สาร aspartate ในสมองหนูขาวและหนูถีบจักร (Chapman และคณะ, 1982; Crowder 

รูปที่ 1 โครงสรางทางเคมีของ Valproic acid
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และ Bradford, 1987) และพบวา มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ glycine ในเนื้อเยื่อสมอง อีก

ดวย (Similae และคณะ, 1979) 

3. VPA มีผลตอเยื่อหุมผนังเซลล โดยทําใหลด excitability ของเซลลประสาทลง อาจไปลด 

sustained repetitive neuronal firing โดยผาน valtage-dependent Na+ channels 

(Loscher, 1993; Brodie และ Dichter, 1996) หรือมีผลตอ sodium และ potassium 

conductance (Loscher, 1993; Davis และคณะ, 1994) 

 

ถึงแมจะมีการใช VPA ทางคลินิกอยางกวางขวางแต VPA ก็จัดเปนยาตานชักที่ออกฤทธิ์ระดับ

ปานกลาง เนื่องจากผาน blood-brain barrier ไดไมดีเทายาตานชักตัวอ่ืนๆและยังพบวา VPA ทําให

เกิดอาการขางเคียงตั้งแตระดับเล็กนอยจนถึงรุนแรงมาก ที่สําคัญไดแกความเปนพิษตอตับทั้งในคน

และสัตวทดลอง (Davis และคณะ, 1994: de Jong และคณะ, 2007) มีผลตอทารกในครรภ หรือตัว

ออนในสัตวทดลองโดยทําใหเกิดความผิดปกติตั้งแตกําเนิด (Davis และคณะ, 1994: de Jong และ

คณะ, 2007; Eikel และคณะ, 2006: Okada และคณะ, 2004) มีพิษตอไต, กลามเนื้อโครงราง, ทําให

เกิดอาการซึมเซา เดนิโซเซ และมีผลตอทางเดินอาหาร (Davis และคณะ, 1994; Brodie และ Dichter, 

1996; Stringer, 1998: Ben Salem และคณะ, 2007) ดวยเหตุดังกลาวจึงมีผูพยายามพัฒนาสูตร

โครงสรางของ VPA เพื่อใหไดอนุพันธที่มีประสิทธิภาพในการรักษาสูงขึ้น แตมีความเปนพิษและ

ผลขางเคียงลดนอยลง (Bailer และคณะ, 1994; Hadad และ Bailer, 1997; Spilelstein และคณะ, 

1999; Bailer, 1999; Isoherranen และคณะ 2001; Tasso และคณะ, 2004) 

 

 
 

 

อนุพันธ valproic acid ที่สําคัญกลุมหนึ่ง ไดแก อนุพันธ กลุม primary amides สารตัวตนใน

กลุมนี้ ไดแก valpromide (รูปที่ 2) สารดังกลาวไดมีการพัฒนาจนนําไปใชเปนยาตานชักในบาง

ประเทศ อยางไรก็ดีถึงแมจะมีรายงานวา valpromide มีฤทธิ์ตานชักดีกวาและมีความเปฯพิษตอตัว

ออนนอยกวา VPA แต valpromide ก็จะสลายตัวในรางกายเปน VPA ( Bailer, 1991; Tasso และ

รูปที่ 2  โครงสรางทางเคมขีอง Valpromide 
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คณะ, 2004) นอกจาก valpromide แลวยังไดมีความพยายามพัฒนาอนุพันธของ valpromide ขึ้นมา

อีกหลายตัว และพบวามีอนุพันธบางตัวมีฤทธิ์ตานชักเชนกัน (Bailer และคณะ, 1994; Bailer และ

คณะ, 2001; Tasso และคณะ, 2004; Kwan และ Brodie, 2007) 

 
 

 

สําหรับอนุพันธ valproic acid ในกลุม amide นี้ คณะผูวิจัยไดดําเนินการสังเคราะหสาร (N-

Hydroxymethyl)-2-propylpentamide  (HPP) ขึ้น (รูปที่3) จากการทดสอบฤทธิ์ตานการชัก ฤทธิ์

ขางเคียงอันไมพึงประสงค ความเปฯพิษเฉียบพลัน ตลอดจนผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อ

ประสาท amino acid ที่เปลือกสมองใหญหนูขาว โดยวิธี microdialysis พบวา HPP ออกฤทธิ์ตานชัก

ไดดีกวา VPA ซึ่งเปนสารตนแบบไมวาจะเปนการทดสอบในหนูถีบจักรที่ถูกเหนี่ยวนําใหชักดวย

กระแสไฟฟาหรือสาร Pentylenetetrazole (PTZ) ก็ตาม ซึ่งแสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติในการออกฤทธิ์

ตานชักไดอยางกวางขวาง นอกจากนี้ HPP ยังมีขอบเขตของความปลอดภัยสัมพัทธสูงกวา VPA 

ในขณะที่มีฤทธิ์ขางเคียงอันไมพึงประสงคอยูในระดับเดียวกับ VPA สําหรับผลตอการเปลี่ยนแปลง

ปริมาณสารสื่อประสาท amino acid นั้น ไมสามารถจะสรุปไดอยางชัดเจนเนื่องจากการดําเนินการ

ทดลองดังกลาวทําในหนูขาวที่สลบ ยาสลบที่ใชอาจมีผลตอการหลั่งสารสื่อประสาทในสมองได  

เมื่อสรุปจากการศึกษาเบื้องตนแลว อาจกลาวไดวา HPP เปนอนุพันธที่มีศักยภาพพอที่จะ

ดําเนินการวิจัยในระดับลึก เพื่อพัฒนามาใชเปนยาตานชักตอไป โดยคณะผูวิจัยจะดําเนินการศึกษา

ระยะเวลาการออกฤทธิ์ ความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลาง คุณสมบัติการตานยา ผลของ 

enzyme inhibition ตอฤทธิ์ตานชัก ผลตอปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ที่เปลือกสมองใหญหนู

ขาวที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ ตลอดจนผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการสงกระแสประสาทของเซลล

ประสาทเดี่ยวในสมอง โดยเปรียบเทียบผลดังกลาวกับ VPA ซึ่งเปนสารตัวตนแบบ 

 

 

 

รูปที่ 3 โครงสรางทางเคมีของ (N-Hydroxymethyl)-2-propylpentamide 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
เพื่อศึกษา 

1.  ฤทธิ์และระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของ HPP 

2.  ความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP 

3.  ผลของ enzyme inhibitor ตอฤทธิ์ตานชักของ HPP 

4.  ผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนที่เปลือกสมองใหญหนูขาว

ที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ 

5.   ผลตอการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟาในเซลลปรามิดในสมองสวนฮิปโปแคมปสในหนูขาว โดย

วิธี Patch clamp 
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วัสดุและวธิีการวิจยั 

สัตวทดลอง 
การทดลอง microdialysis จะใชหนูขาว (Wistar albino rats) เพศผู น้าํหนักระหวาง 250-350 

กรัม และ การทดลอง patch clamp ใชหนูขาวอาย ุ14 – 21 วนั นอกจากนัน้จะใชหนถูีบจักร (Swiss 

albino mice) เพศผู น้าํหนักตัวระหวาง 18-25 กรัม สัตวทดลองทัง้หมดจะถูกนํามาจากศูนย

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา จังหวัดนครปฐม มาเลี้ยง ณ คณะเภสัชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กอนการทดลองอยางนอย 1 สัปดาห และสําหรับหนูถบีจักรนั้น แตละรุนที่

ไดมาจะดําเนนิการทดลองใหเสร็จสิ้นภายใน 1 สัปดาหหลงัจากเริ่มทําการทดลอง (ยกเวนการศึกษา

ผลตอการเปลีย่นแปลงการเคลื่อนไหว) เพื่อลดความผิดพลาดของผลการตานชักที่อาจเกิดจากอายุ

ของสัตวทดลองที่เพิ่มมากขึน้ (Loscher และ Nolting, 1991) การทดลองทั้งหมดดําเนนิการระหวาง

เวลา 8.00-18.00 น. และสตัวทดลองทุกตัวจะนาํมาใชทดลองเพียงครั้งเดียว 

 
สารเคม ี

1. HPP ดําเนนิการสังเคราะหโดยผูชวยศาสตราจารย ดร.ชํานาญ ภัตรพานิช และคณะ 

ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

2. Adenosine-5’-triphosphate (ATP; Sigma, U.S.A.) 

3. DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5; Sigma, U.S.A.) 

4. γ-amino-n-butylic acid (GABA; Sigma, U.S.A) 

5. Aspartic acid (Sigma, U.S.A.) 

6. (-)+Bicuculline methochloride (BMC; Sigma, U.S.A.) 

7. Calcium chloride-2-hydrate (CaCl2.2H2O; Riedel de Haen, Germany)  

8. Cesium chloride (CsCl; Sigma, U.S.A.) 

9. Chloral hydrate (Witayasom; Thailand) 

10. D-glucose monohydrate (Riedel de Haen, Germany) 

11. Dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma, U.S.A.) 

12. Ethylene glycol-bis (β-aminoethyl Ether)-N,N,N’,N’,-Tetraacetic Acid (EGTA; 

Sigma, U.S.A.) 

13. Glutamic acid (Sigma, U.S.A.) 

14. Glycine (Sigma, U.S.A.) 

15. Homoserine (Sigma, U.S.A.) 
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16. Magnesium chloride-6-hydrate (MgCl2; Riedel-de Haën, Germany) 

17. Magnesium sulfate-6-hydrate (MgSO4.6H2O; Riedel de Haen, Germany) 

18. 2-Mercaptoethanol (Merck, Germany) 

19. Methanol, HPLC grade (Merck, Germany) 

20. N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N’-(2-ethanosulfonicacid)(HEPES; Sigma, U.S.A.) 

21. N-methyl-D-aspartate (NMDA; Sigma, U.S.A.) 

22. O-phthaldialdehyde (Sigma, U.S.A.) 

23. Polyethyleneglycol 400 (PEG400; Witayason, Thailand) 

24. Potassium chloride (KCl; Riedel de Haen, Germany) 

25. Protease type X (Thermolysin; Sigma, U.S.A.) 

26. Protease type XIV (pronase; Sigma, U.S.A.) 

27. Sodium chloride (NaCl; Riedel de Haen, Germany) 

28. Strychnine sulfate (STR; Mactarlan Smith, U.K.) 

29. Sodium dihydrogen phosphate-2-hydrate (NaH2PO4.2H2O; Riedel de Haen, 

Germany) 

30. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3; Riedel de Haen, Germany) 

31. di-sodium hydrogen phosphate-2-hydrate (Na2HPO4.2H2O; Riedel de Haen, 

Germany) 

32. Sodium hydroxide (NaOH; Riedel de Haen, Germany) 

33. Tris-base (Sigma, U.S.A.) 

34. Valproic acid (VPA; Sigma, U.S.A.) 

 
เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

1. เครื่องกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟา พรอมขั้วไฟฟาสําหรับกระตุนทกีระจกตา 

(electrorshock apparatus with corneal electrodes) 

2. เครื่องวัดการทํางานประสานกนัของกลามเนื้อลาย (rotorod apparatus) 

3. Animal activity cage (UGO basile7430, Comerico, Italy) 

4. Stereotaxic Instruments (NARISHIGE, Japan) 

5. Automatic mixer (Vortex, U.S.A.) 

6. Automatic micropipette (Pipet-LiteTM, U.S.A.) 
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7. Automatic controlled temperature (Model-7305, Polyscience, U.S.A.) 

8. pH meter (Suntex, Japan) 

9. ชุดเครื่องมือสําหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกระแสไฟฟาในตัวรับ GABAA และ 

NMDA ในเซลลประสาท โดยวิธ ีpatch clamp ประกอบดวย 

- Electronic stimulator (Model SEN 3201, Nihon Kohden, Japan) 

- Faraday cage 

- Inverted research microscope (Model IMT-2, Olympus, Japan) 

- Joystick manipulator (Model NM-151, Narishige, Japan) 

- Macintosh® Computer (Model LC 630, Apple computer, Jnc., U.S.A.) 

with software programs; ChartTM V3.4 for data recording system 

(MacLabTM, AD Instruments, Australia) 

- 0.22 μm membrane filter (Millipore, U.K.) 

- Oscilloscope (Model 420, Gould, U.K.) 

- Patch clamp amplifier (Model Axopatch 200 B. Axon Instruments, U.S.A.) 

- Thin wall borosilicate glass capillaries without filament (GC 1501-10, 

Clark Electromedical Instruments, U.K.) 

- Three dimensional hydraulic micromanipulator (Model MO-203, 

narishige, Japan) 

- Vacuum pump (Model A-3S, Tokyo Rikakikai, Japan) 

- Vibroslice (Model 752 M, campden Instruments,U.K.) 

- Vertical microelectrode puller (Model PP-83, Narishige, Japan) 

10. ชุดเครื่องมือสําหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาท amino 

acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาว โดยวิธี microdialysis ประกอบดวย 

- Automatic infusion pump (CMA/100, Carnegie, Sweden) 

- System for freely moving animal (CMA/120, Carmegie, Sweden) 

- C1 Reverse-phase, 250x4.6 mm, particle size 5 μm, Spherisorb ODS2. 

(AttechR, U.S.A.) 

- Guard column with packing material, particle sizes 5 μm, Spherisorb 

ODS2. (PhenominexR, U.S.A.) 

- Column oven (Model 2155, LKB, Sweden) 
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- Fluorescence detector (Water 470, U.S.A.) 

- Pump with gradient system (LC-10AD; Shumadzu, Japan) 

- Analog to Digital Instruments (MaclabTM/4, AD Instruments, Australia) 

- Macintosh computer (Model LC 630, Apple computer, Inc., U.S.A.) with 

software programs (MaclabTM/4, AD Instruments, Australia); ChartTM 

V3.2.8 for data recording system and PeakTM V1.3 for data processing 

system 

- Laser printer (Laser writer select 360, Apple computer, Inc., U.S.A.) 

- Microdialysis probe; Horizontal type, molecular weight cut off  50,000 

(Homofilter PNF-140, Asahi Medical Co., Tokyo Japan) 

 
วิธีดําเนินการทดลอง 

การสังเคราะห และพิสูจนเอกลักษณของ HPP ใหไดปริมาณเพยีงพอที่จะใชดําเนินการวิจยั

ตลอดโครงการ ดําเนนิการโดย ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชํานาญ ภัตรพานิช และ คณะ ภาควิชาเภสัช

เคมี คณะเภสชัศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั โดยใชวิธีสังเคราะหและวิธกีารพสิูจนเอกลกัษณ (ดู

จาก IR spectrum, 1H-NMR Spectrum และ 13C-NMR spectrum) ดังที่ไดรายงานไวโดย ลือลักษณ 

ลอมล้ิม ในป พศ. 2541 (Lomlim, 1998) 

การเตรียมยาและการใหยาในสัตวทดลอง ผูวิจัยใช Polyethylene glycol 400 (PEG 400)  

เปนตัวทําลายสารทดสอบ (VPA และ HPP) และใช 0.9% normal saline solution (NSS) เปนตวัทํา

ละลาย Chloral hydrate, PTZ และ pentobarbital sodium สารตาง ๆ เหลานี้จะใหโดยการฉีดเขาใน

ชองทองสัตวทดลองยกเวน PTZ ซึ่งจะใหโดยการฉีดใตผิวหนัง ปริมาณสารตาง ๆ ที่สัตวทดลองไดรับ

จะอยูที ่0.1ml/25 g B.W. ในหนูถีบจกัร และ 0.4-0.8 ml ในหนูขาว ทัง้นี้เนื่องจากการทดลองที่ผานมา

พบวาการฉีดสาร PEG 400 ในปริมาณตาง ๆ เหลานีท้างชองทองจะไมมีผลตอระบบประสาทของ

สัตวทดลองที่ใชแตอยางใด  

การดําเนินการวิจยัแบงออกเปนหัวขอตาง ๆ ดังนี้ 

1. การศึกษาฤทธิ์และระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของ HPP โดยจะทดสอบฤทธิ์และระยะเวลา

ในการออกฤทธิ์ตานชกัในหนูถึบจกัรที่ถกูเหนีย่วนําใหชกัโดยการกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟา 

(maximal electroshock seizure, MES) 
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      การศึกษาดังกลาวใชเครื่อง electroshock apparatus กระตุนสมองหนูถีบจกัรผานทางกระจก

ตา ดวย corneal electrodes ขนาดของการกระตุนทีใ่ช คือใชไฟฟากระแสสลับความถี ่ 50 รอบตอ

วินาท ีความแรง 55 มิลลิแอมแปร ดวยระยะเวลาของการกระตุน 0.2 วนิาท ี ผูวิจยัจะฉีดสารทดสอบ

ขนาดตาง ๆ เขาทางชองทองหนูถีบจกัรกอนการกระตุนเปนเวลา 15 นาที, 30 นาท,ี 1, 2 และ 4 ชั่วโมง 

เพื่อหาระยะเวลาที่สารทดสอบสามารถออกฤทธิ์ตานชกัไดดีที่สุด (optimal pretreated time) และ

ระยะเวลาในการออกฤทธิ์ของสารทดสอบ (duration of action) นําผลที่ไดไปเขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางขนาดและฤทธิ์ตานการชักของสารทดสอบ จากนั้นคาํนวณหาคา median 

effective dose (ED50) ของสารทดสอบที่ระยะเวลาตาง ๆ ดงักลาวขางตน คา ED50 หมายถงึขนาด

ของสารทดสอบที่สามารถปองกันการชกัในหนูถีบจกัรไดจํานวนครึ่งหนึ่ง โดยลักษณะการชกัจะเปน

แบบเหยียดเกร็งของขาหลงั (generalized seizures with tonic hindlimb extension) 

  ในแตละ pretreated time (15 นาที, 30 นาที, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง)จะทําการทดลอง

โดยแบงหนูถบีจักรออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก 

  1.1   กลุมที่ไดรับ PEG 400 และ NSS ซึ่งผูวิจยัใชเปนกลุมควบคุม ในแตละกลุมจะ

แบงออกเปน 5 กลุมเล็ก หนูแตละกลุมเลก็จะนาํไปทดสอบฤทธิท์ี่ระยะเวลาตาง ๆ ดังกลาวขางตน แต

ละกลุมเล็กนี้จะประกอบดวยหนูถีบจักรไมนอยกวา 8 ตัว 

  1.2   กลุมทีไ่ดรับ VPA หนกูลุมนีจ้ะแบงเปน 5 กลุมเล็ก แตละกลุมเล็กผูวิจยัจะ

ทดสอบฤทธฺิ์ตานการชักโดยฉีดสารทดสอบกอนการกระตุนเปนระยะเวลาตาง ๆ ดงักลาวขางตน แตละ

กลุมเล็กจะแบงเปนกลุมยอยอยางนอย 5 กลุมยอยตามขนาดของ VPA ที่ใช แตละกลุมยอย

ประกอบดวยหนถูีบจักรอยางนอย 8 ตัว 

  1.3   กลุมที่ไดรับ HPP หนกูลุมนี้จะแบงเปนกลุมยอย โดยใชจํานวนหนถูีบจักรในแต

ละกลุมยอย เชนเดียวกับทีก่ลาวไวในขอ 1.2 ขางตน 

2. การศึกษาความเปนพษิตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP ที่ระยะเวลาตาง ๆ ศึกษาผล

ของสารสทดสอบตอการทํางานประสานกนัของกลามเนือ้ลายหนูถีบจกัร ซึ่งถกูควบคุมโดยระบบ

ประสาทสวนกลางโดยนับจาํนวนหนถูีบจกัรที่ไมสามารถทรงตวัอยูบนแถบกลางของเครื่อง rotorod ได 

วิธีการทดสอบดังกลาวคัดแปลงจากวิธทีีเ่สนอโดย Dunham และ Miya 1957. 

แบงหนูถีบจักรออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก 

  2.1 กลุมควบคุม ไดแก กลุมที่ไดรับ NSS และกลุมที่ได PEG400 กลุมละ 8 ตวั 

ผูวิจัยใชคา pretreated time 30 นาท ี
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  2.2 กลุมที่ไดรับ VPA หนูกลุมนี้จะแบงออกเปน 5 กลุมยอย แตละกลุมยอย

ประกอบดวยหน ู 8 คัว หนแูตละกลุมยอยจะไดรับ VPA ทางชองทองขนาดตาง ๆ กัน โดยใช optimal 

pretreated time ของ VPA ที่ไดจากการทดลองตามขอ 1 

  2.3 กลุมที่ไดรับ HPP หนูกลุมนี้จะแบงเปน 5 กลุมยอย และแตละกลุมยอย

ประกอบดวยหน ู8 ตัวเชนกัน หนูแตละกลุมยอยจะไดรับ HPP ขนาดตาง ๆ กนัทางชองทอง โดยใชคา 

optimal pretreated time ของ HPP ที่ไดจากการทดลองตามขอ 1 

 การศึกษาระยะเวลาในการเกิดความเปนพิษตอระบบประสาทสวนกลางของ VPA และ HPP 

ทําการทดสอบโดยใชเครื่อง rotorod เชนกนั โดยศึกษาผลตอการทํางานประสานกนัของ กลามเนื้อ

ลายภายหลงัการใหสารทดสอบ 15 นาที, 30 นาที, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ทางชองทองโดยใชหนูถบีจักรที่

ไดรับ NSS และ PEG 400 ทางชองทองเปนกลุมควบคุม และเลอืกใชสารทดสอบขนาดเทากับ 1 เทา

และ 2 เทาของคา ED50 ที่ optimal pretreated time มาทาํการทดลอง แตละกลุมยอยใชหนูอยางต่าํ 

10 ตัว   

 3. ศึกษาผลของ SKF-525A ตอฤทธิ์ตานชักของ VPA และ HPP 

 SKF-525A เปน P450 enzyme inhibitor ซึ่งอาจจะมีผลทําใหสารทดสอบถูกเปลี่ยนแปลงโดย 

Cytochrome P450 นอยลง การศึกษานีท้าํโดยการใหสาร SKF-525A ทางปากหนูถบีจักรในขนาด 50 

มก./กก.น้าํหนกัตัว (Hurh และคณะ, 2000: Shank และคณะ, 2000) เปนเวลา 1 ชั่วโมงกอนใหสาร

ทดสอบ จากนั้น นาํหนูถบีจักรไปทดสอบฤทธิ์ตานการชักโดยวิธี MES นาํผลที่ไดมาหาคา ED50 

เปรียบเทยีบคา ED50 ระหวางหนกูลุมที่ไดจากการทดสอบในหวัขอนี้กับ ED50 ในหนูกลุมที่ไดจากการ

ทดสอบดังกลาวขางตน การทดสอบฤทธิ์ตานการชักของสารทดสอบดังกลาวใชคา optimal 

pretereated time  โดยหนถูีบจักรที่ใชในการทดลองนี้จะแบงเปน 9 กลุม กลุมละอยางนอย 10 ตัว 

โดยหนูถีบจกัรกลุมควบคุมจะไดรับ PEG 400 โดยใช pretreated time 30 นาท ีหนถูีบจักรทีเ่หลืออีก 

8 กลุม จะไดรับสารทดสอบ VPA และ HPP ขนาดตาง ๆ อยางละ  4 ขนาด   

4. การศึกษาผลของ HPP ตอการหลั่งสารส่ือประสาท amino acid ในเปลือกสมองใหญของ

หนูขาวที่เคลื่อนไหวโดยอิสระใชวิธ ี microdialysis (Benveniste และ Huttemeir, 1990) โดย

เปรียบเทยีบกบัผลของ VPA วัดปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ทั้งชนิดกระตุน และยับยัง้ โดยใช

เครื่อง high performance liquid chromatography (HPLC) system 

แบงหนูขาวออกเปน 6 กลุมกลุมละ 5 ตวั แตละกลุมจะไดรับ Normal saline, PEG 400 ซึ่งใช

เปนกลุมควบคุม, VPA และ HPP ในขนาดที่ใกลเคียงกับ ED50 และ สองเทาของ ED50 ที่ไดจากการ

ทดลองขั้นตน 
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การเตรียมสัตวทดลอง ทาํใหสัตวทดลองหมดความรูสึกโดยฉีด chloral hydrate 350 มก./กก.

น้ําหนกัตัว เขาทางชองทอง นาํหนทูี่สลบไปตรึงศีรษะในเครื่อง stereotaxic apparatus เปดหนังศรีษะ

จนถงึกะโหลก หาตาํแหนง bregma บนผิวกะโหลกศรีษะ ซึ่งจะใชเปนตัวบอกตาํแหนงตาง ๆ ของ 

สมอง เจาะกะโหลกบริเวณขมับหนูขาวใหเปนรูทั้ง 2 ดาน ใหตรงกนัที่ตาํแหนง coordinate 2 มม. 

rostral ตอจุด bregma และดวยความลกึ 1-1.5 มม. จากผวิสมอง ตําแหนงนี้จะฝง microdialysis 

probe ในแนวนอน ซึ่ง probe นี้จะพาดผานเปลือกสมองใหญหนูขาว 

การสอด microdialysis probe และการเก็บตัวอยาง microdialysis probeที่ใชเปนชนิด 

acrylic polymer ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.2 มม. มีรูที่ผนงัขนาดทีย่อมใหสารทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลนอย

กวา 50,000 ผานได กอนนาํมาใชจะตองเคลือบปดรูผนัง microdialysis probe ดวยกาว epoxy 

ทั้งหมด ยกเวนบริเวณที่จะฝงอยูในเปลือกสมองใหญหนูขาวซึง่มีความยาว 5 มม. เทานั้น หลังจากการ

ฝง microdialysis probe ในเปลือกสมองใหญหนูขาว นาํหนูไปพักฟนอยางนอย 1 วนั ในกรงซึง่

สัตวทดลองสามารถเคลื่อนไหวไดอยางอิสระ เมื่อเร่ิมการทดลอง ผานสารละลาย  artificial 

cerebrospinal fluid (aCSF) โดยใช microperfusion pump เขาทางดานหนึง่ของ microdialysis 

probe ดวยอัตราการไหล 2 μl/min ผูวิจยัเก็บตัวอยางทุก 20 นาทีเปนเวลา 1 ชั่งโมง จากนัน้ฉดีสารที่

ตองการทดสอบเขาทางชองทองแลวเก็บตัวอยางตออีก 3 ชั่วโมง นํา dialysate ที่เก็บไดทัง้หมดไป

วิเคราะหหาปริมาณสารสื่อประสาทamino acid ชนิดตาง ๆ ในสมองกอนและหลังการใหสารทดสอบ 

เพื่อนาํไปวิเคราะหตอไป 

การเก็บตัวอยาง หลงัจากเสร็จสิน้ขั้นตอนในการเตรียมสัตวทดลองแลว ผูวิจยัจะทิ้ง

สัตวทดลองเปนเวลา 1 วนั โดยไมมีการเกบ็ตัวอยาง เพือ่ใหสภาวะตาง ๆ ของสัตวทดลองเขาสูสมดุลย 

จากนั้นจงึเริ่มเก็บตัวอยางทกุ 20 นาท ี เปนเวลา 1 ชัว่โมง แลวฉีดสารทดสอบชนิดตาง ๆ เขาทางชอง

ทอง เก็บตัวอยางตอไปอีกเปนเวลา 3 ชั่วโมง นาํตัวอยางที่เก็บไดทัง้หมดไปวิเคราะหหาปริมาณสารสื่อ

ประสาท amino acid ชนิดตาง ๆ ที่สมองหล่ังออกมากอนและหลงัการใหสารทดสอบ 

ภายหลงัการเก็บตัวอยางแลวผูวิจัยจะตรวจสอบตําแหนงของ microdialysis probe วา

ถูกตองหรือไมโดยการเปดกะโหลกศีรษะแลวตรวจสอบตําแหนงของ  microdialysis probe วาฝงอยู

ในเปลือกสมองใหญหรือไมดวยตาเปลา ตัวอยางทีจ่ะนาํมาวิเคราะหจะตองเปนตัวอยางที่มกีารวาง 

microdialysis probe ถูกตําแหนงเทานัน้ 

การศึกษาปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาวโดยใช HPLC 

system นั้น สําหรับการวิเคราะหปริมาณสารสื่อประสาท amino acid จากตวัอยางที่เก็บจากสมองใช

วิธี precolumn fluorescence derivatization with O-phthaldialdehyde (OPA) (Lindroth และ 

Mopper, 1979) โดย mobile phases ใช gradient run ของสารละลายซึง่ประกอบดวย 0.05 M 
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phosphate buffer pH 7.3 และ methanol (Chunngam, 1996) สารละลายเหลานี้จะถกู degassed 

ดวย Helium  gradient run ของสารละลายที่ผานเขาสู HPLC column ทําโดยการเพิ่มอัตราสวนของ 

methanol ใน phosphate buffer ตั้งแต 20% ไปจนถึง 60% โดยเพิ่มในอัตรา 2% ตอนาท ีจากนัน้ก็จะ

ลดอัตราสวนของ methanol กลับลงมาจนเหลือ 20% ภายใน 5 นาท ี ผูวิจยัใชอัตราการไหลของ 

mobile phase ผาน HPLC column เทากบั 0.8-1 มิลลิลิตร/นาท ี

การวิเคราะหหาปริมาณสารสื่อประสาท amino acid จากเปลือกสมองใหญหนูขาว ผูวิจัย

วิเคราะหหาอตัราสวนของการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาทกอนและหลังการใหสาร

ทดสอบโดยเปรียบเทียบกับ homoserine ที่ทราบปริมาณแนนอน ซึ่งใชเปน internal standard 

สารละลายที่จะฉีดเขาใน HPLC column ประกอบดวยตัวอยางที่เก็บไดจากสมองกบั homoserine ซึ่ง

ทราบความเขมขนและสารละลาย OPA โดยมีอัตราสวนของปริมาตรเปน 1:1:5 โดยผสมกนัเปนเวลา 

2 นาที กอนฉดีเขาสู HPLC column ปริมาณสารสื่อประสาทวัดโดยเครื่อง fluorescence detector ซึ่ง

ปรับใหมี emission wave length 418 nm. และ excitation wave length 330 nm. ผลที ่

fluorescence detector วัดไดจะถูกเปลี่ยนเปน digital data โดยใชเครื่อง Maclab และบันทึกลงใน 

chart program V3.2.8 ของเครื่อง Macintosh computer ปริมาณสารสื่อประสาทจะหาไดโดยการวัด

พื้นที่ใต curve ของ peak ของ amino acid ชนิดตาง  ๆ โดยใช peak program V1.3 

ผูวิจัยเลือกวิเคราะหปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ที่สําคัญ 4 ตัวคือ aspartic acid กับ 

glutamic acid ซึ่งเปนสารสื่อประสาทชนิดกระตุน และ glycine กับ GABA ซึ่งเปนสารสื่อประสาท

ชนิดยับยัง้ 

5. การศึกษาฤทธิ์ของ HPP ตอตัวรับชนิด GABAA, glycine และ NMDA ในเซลลปรามิดที่

บริเวณสมองสวนฮิปโปแคมปส 

การศึกษาเริ่มจากใชหนูแรทอายุ 21-27 วัน ทาํdecapitation อยางรวดเร็วและแยกสมองออก

จากกระโหลกและเยื่อหุมสมอง นําไปแชใน (physiologic saline solution) PSS ทีอุ่ณหภูมิ 4°C เปน

เวลา 3 นาที จากนั้นนําไปตัดเปนแผนบางใหมีความหนา 400 μm แลวนําไป incubated ที่อุณหภูม ิ

25°C พรอมกบัให O2 เปนเวลา 30 นาที แลวจึงนําไปยอยโปรตีนโดยใส protease และ thormolysis 

ที่อุณหภูม ิ 31°C เปนเวลา 20 นาท ี จากนัน้แยกเซลลปรามิดออกมาทาํการศึกษาโดยวิธ ี trituration 

เสนผาศนูยกลางของปลายแทงแกวใหมีขนาดใหญไปหาเล็ก เมื่อไดเซลลที่ตองการศึกษาแลวนําไปวาง

ไวบน chamber กอนทําการทดลอง 30-40 นาท ี

ศึกษาผลของสาร HPP ตอตัวรับชนิด GABAA, glycine และ NMDA โดยใชวธิี whole-cell 

patch clamp technique (Hamill และคณะ 1981) ที่บริเวณ soma ของตัวประสาทปรามิดวัดกระแส

การไหลของประจุไฟฟาที่ตรึงคา potential ไวที ่-20 mV 
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Patch pipette จะใช borosillicate glass capillaries ชนิดที่ไมมี filament อยูดานในโดย 

pipette ที่ใชจะมีความตานทานอยูที่ 3-5 MΩ และมีขนาด 1.5 mm O.D. และ 1.17 mm I.D. บรรจุไว

ดวย intrapipette solution ที่มีสวนประกอบของ CsCl, MgCl2, Mg2ATP, EGTA, CaCl2 และ HEPES  

pH เทากับ 7.2 แลวกรองดวยแผนกรองขนาด 0.22 μm บนัทกึคาการไหลของกระแสไฟฟาจากผนัง 

cell โดยผาน Macintosh computer โปรแกรม ChartTM 3.4 
 การแสดงผลและสถิติ 
 -   คาตาง ๆ ทีเ่ปนตัวเลขจะแสดงคาเปน mean + standard error of the mean (S.E.M.) 

 -   ในการหาคา ED50, TD50, HD50 และ LD50 กราฟแตละเสนจะใชผลการทดลองจาก

สัตวทดลอง 3-5 กลุม กลุมละอยางนอย 8 ตัว มาคํานวณโดยวธิี ของ Litchfield และ Wilcoxon 

(1949) 

 -  สําหรับการศึกษาผลของสารทดสอบตอปริมาณสารสื่อประสาท amino acid โดยวธิ ี

microdialysis นั้น ผูวิจัยใชหนูขาวกลุมละอยางนอย 5 ตัว ทัง้นี้ เนื่องจากการทดลองโดยวิธี 

microdialysis นี ้ ใชเวลาในการทดลองแตละครั้งนาน วารสารทางประสาทวิทยาศาสตรสวนมาก

ยอมรับการทดลองโดยใชสตัวทดลองแตละกลุมเพียง 5 ตัวได (Krongsombut et al., 2008) 

 -   ในการเปรยีบเทยีบการเปลี่ยนแปลงระหวางกลุมสัตวทดลองหลาย ๆ กลุมจะใช analysis 

of variance (one way ANOVA) รวมกับ Duncan’s multiple range test (P<0.05) 

 -   สําหรับการวิเคราะหคาการตอบสนองตอความเขมขนของสารตอกระแสไหลของ

กระแสไฟฟาทีต่ัวรับสารสื่อประสาทจะใช โปรแกรม Graphpad PRISMTM Version 3.0 โดยใชสมการ 

 

  I = Imin + (Imax – Imin) / (1 + ( EC50/[x])H ) 

โดยที่ คา  I  = กระแสไหลผานตัวรับ GABAA, glycine และ NMDA 

  Imin, Imax = คาต่ําสุดและสูงสุดของกระแสไหลที่ตอบสนองตอตัว GABAA, 

glycine และ NMDA 

  EC50  = กระแสไหลที่ตอบสนองตอความเขมขนของ GABA, glycine และ 

NMDA ที่ 50 %จากกระแสไฟฟาสูงสุด 

  [x] = คาความเขมขนของ GABA, glycine และ NMDA 

  H = Hill coefficient 
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ผลการวิจัย 
 
การศึกษาฤทธิ์และระยะเวลาของการออกฤทธิข์อง HPP 

 ผลการออกฤทิ์ตานชักของ HPP โดยเปรียบเทียบกับ VPA ในหนูถบีจักรที่ถกูเหนีย่วนาํใหชัก 

โดยการกระตุนสมองดวยกระแสไฟฟาผานทางกระจกตา (Maximal electroshock seizure, MES) ที่

ระยะเวลาตาง ๆ หลังจากการใหสารทดสอบขนาดตาง ๆ ทางชองทอง พบวา คา ED50 ของ HPP จะ

ต่ําสุดเมื่อทาํการทดสอบฤทธิ์ 15 นาท ีหลงัการใหสารทดสอบนี้ (optimal pretreated time) ในขณะที่ 

ED50 ของ VPA จะต่ําสุดเมือ่ทดสอบฤทธิ ์ 30 นาทหีลงัการให VPA เมื่อเปรียบเทยีบ ED50 ของ HPP 

และ VPA ที ่ optimal pretreated time ของสารทดสอบทั้งสอง พบวา ED50 ของ HPP จะต่ํากวา

ประมาณ 3 เทา ผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการซมึผาน blood brain barrier และ

ความแรงในการออกฤทธิ์ตานชักของ HPP ที่สูงกวา VPA  อยางไรก็ด ีเมื่อทดสอบฤทิ์ของสารทดสอบที่

ระยะเวลาทีย่าวนานขึ้นพบวา HPP มีระยะเวลาของการออกฤทธิค์อนขางสัน้กลาวคือ ผูวิจยัพบวา 

ED50ของ HPP จะสูงขึ้นประมาณ 2 เทาในระยะเวลา 2 ชั่วโมง หลงัการให HPP เมื่อเวลาผานไป 4 

ชั่วโมง คา ED50 ของ HPP จะสูงเกนิ 300 มก/กก น้ําหนกัตัว ในขณะที่ ED50 ของ VPA จะคงที่ใน

ระยะเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ก็จะคอย ๆ เพิ่มมากขึ้นเชนกนั ผลการทดลองแสดงไวในรูปที ่ 4 สาํหรับ

กราฟแสดงการหาคา  ED50ของ HPP ที่ระยะเวลา 15, 30 นาที 1, 2 ชั่วโมง และ VPA ที่ระยะเวลา 15, 

30 นาที 1, 2 และ 4 ชั่วโมง แลดงไวใน รูปที่ 5-13 และตารางที่ 3  ตามลําดับ สําหรบั หนูถีบจักรกลุมที่

ไดรับ NSS และ PEG 400 ที่ผูวิจัยใชเปนกลุมควบคุม ไมสามารถตานการชักโดยการกระตุนดวย

กระแสไฟฟาได ไมวาจะใช pretreated time เทาใดก็ตาม 

การศึกษาความเปนพษิตอระบบประสาทสวนกลางของ HPP ที่ระยะเวลาตาง ๆ  

 ผลการทดสอบความเปนพษิของ HPP เมื่อเปรียบเทยีบกับ VPA ตอการทํางานประสานกัน

ของกลามเนื้อลายหนูถบีจักร ซึ่งถูกควบคุมโดยระบบประสาทสวนกลาง โดยดูจากจํานวนรอยละของ

หนถูีบจักรที่ไมสามารถทรงตัวอยูบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่หมนุอยูได หนถูีบจักรแตละกลุม

จะไดรับ HPP และ VPA ขนาด 1 และ 2 เทาของ ED50 ของตัวมันที่ optimal pretreated time ทางชอง

ทอง ผูวิจัยทดสอบความเปนพษิที่ระยะเวลาตาง ๆ พบวา สารทดสอบทั้งสองมีพิษตอระบบประสาท

สวนกลาง โดยความเปนพิษนีจ้ะแปรตามขนาดของสารทดสอบที่ใช เมื่อเปรียบเทียบความเปนพิษ

ระหวาง HPP กับ VPA พบวา ความเปนพษิในหนูถีบจักรที่ไดรับสารทดสอบเปนระยะเวลา 15 และ 30 

นาที จะใกลเคียงกนั อยางไรก็ดีเมื่อผูวิจยัทดสอบในหนูถีบจกัรที่ไดรับสารทดสอบในระยะเวลานานขึ้น

พบวา HPP ทั้ง 2 ขนาดจะมีความเปนพิษนอยลง จนในที่สุดความเปนพิษจะหมดไปในระยะเวลา 2 

ชั่วโมง หนถูีบจักรทุกตัวสามารถทรงตัวบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได ในขณะที่ความเปนพิษของ 
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VPA จะสูงขึ้นจนในที่สุดหนูถีบจกัทุกตวัจะไมสามารถทรงตัวบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได 

สําหรับหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งผูวิจัยใชเปนกลุมควบคุมทกุตัวสามารถทรงตัว

อยูบนแกนกลางของเครื่อง rotorod ได ไมวาจะทดสอบโดยใช pretreated time เทาไหรก็ตาม ผลการ

ทดลองแสดงไวในตารางที่ 4  

ผลของ SKF-525 A ตอฤทธิ์ตานชกัของ HPP และ VPA  

หนถูีบจักรที่ไดรับ SKF-525A ซึ่งเปน cytochrome P450 enzyme inhibitior ขนาด 50 มก/กก 

น้ําหนกัตัว ทางปาก 1 ชั่วโมง กอนใหสารทดสอบขนาดตาง ๆ ทางชองทอง หลงัการใหสารทดสอบใน

ระยะเวลาเทากับ optimal pretreated time ของสารนั้น ผูวิจัยไดทดสอบฤทธิ์ตานชกั พบวา ED50 ของ 

HPP และ  VPA ในหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ SKF-525A กอนหนานั้นมีคาต่ํากวาในหนถูีบจักรกลุมที่

ไดรับสารทดสอบเพียงอยางเดียว คือ  ED50 ของการตานชักโดย MES ในหนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ SKF-

525A + HPP : หนถูีบจักรกลุมที่ไดรับ HPP เพียงอยางเดียว = 35 : 81 มก/กก น้ําหนักตัว สวนคา 

ED50 ในหนกูลุมที่ไดรับ SKF-525A + VPA : หนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ VPA เพียงอยางเดียว = 61 : 221 

มก/กก น้ําหนกัตัว ตามลําดบั ผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 5 รูปที่ 14  และ 15  

ผลของ VPA และ HPP ตอการหลัง่ของสารสื่อประสาทในสมองใหญของหนูแรทที่
เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ 

ผูวิจัยศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงปริมาณการหลั่งสารสื่อประสาท amino acid จาก เปลือก

สมองใหญหนขูาวที่ไดรับสารทดสอบชนิดตาง ๆ ทางชองทอง โดยจะศึกษาผลการเปลี่ยนแปลง

ปริมาณสารสือ่ประสาท amino acid ทั้งชนิดกระตุน คือ aspartate และ glutamate และ ชนิดยับยั้ง 

คือ glycine และ GABA ในการศึกษาผลของสารทดสอบ HPP ตอการหลัง่สารสือ่ประสาท amino 

acid ในเปลือกสมองใหญหนูขาวโดยวธิี microdialysis โดยเปรียบเทียบกับ VPA และใชหนูที่ไดรับ 

NSS และ PEG400 ซึ่งเปนตัวทําละลายของสารทดสอบ เปนกลุมควบคุม พบวา เมื่อเปรียบเทยีบกับ 

NSS แลว การให PEG400 ทางชองทองหนูขาวจะไมมีผลตอระดับปริมาณสารสือ่ประสาท amino 

acid ทั้งชนิดกระตุน และชนดิยับยั้ง (รูป 16-23) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลของสารทดสอบกับผลของ PEG 400 จะพบวา VPA ทั้งในขนาด 220 และ 

440 มก./กก.น้ําหนกัตัว ไมมีผลตอระดับของ inhibitory neurotransmitter ทั้ง 2 ชนิด (รูปที ่ 16-19) 

สวนผลตอ excitatory neurotransmitter นั้น พบวา VPA ทั้ง 2 ขนาดจะไมมีผลตอระดับของ 

aspartate แตอยางใด แต VPA ขนาด 440 มก./กก.น้ําหนกัตัว จะออกฤทธิ์ลดระดับของ glutamate 

ไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ ในขณะที่ VPA ขนาดที่ต่าํกวา (220 มก./กก.น้าํหนักตัว) จะไมแสดงผล

เชนนี้ (รูปที ่20-23) 
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สารทดสอบ HPP ในขนาด 80 และ 160 มก/กก สามารถลดระดับการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อ

ประสาทชนิด glutamate อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 20 และ 21) โดยมลัีกษณะแปรผันตาม

ขนาดของสารทดสอบที่ให ในขณะที่ HPP ทั้ง 2 ขนาดไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงสารสื่อประสาทอีก 3 

ชนิด (รูปที่ 16-19 และ 22-23) 

ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด GABAA 

เมื่อใหความเขมขนของ GABA ในขนาด 0.3-1,000 μM จะเกิด inward current ในลักษณะ

แปรผันกับขนาดของสารที่ให ซึง่คา inward current สูงสุดจะหยุดอยูที่ความเขมขน 300 μM (รูปที่ 

24) ผลของ EC50 และ Hill coefficient of the log concentration –response relationship เทากบั 

8.06+0.14 μM และ 1.63+0.04 μM ตามลําดับ (รูปที ่25) 

 เมื่อให GABA พรอมกับสาร Bicuculline methochloride (BMC) 20 μM ซึ่งเปน 

competitive antagonist ของตัวรับชนิด GABAA จะหยุดการตอบสนองตอ GABA ไดอยางสมบูรณที่  

20 μM (รูปที่ 26) เชนเดียวกับสาร Picrotoxin (PTX) ซึ่งเปน non-competitive antagonist ของตัวรับ

ชนิด GABAA ที่ 200 μM (รูปที่ 27) ความสัมพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยั้ง inward 

current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก GABA โดย Bicuculline และ Picrotoxin แสดงไวในรูปที ่28 ใน

สวนของ Diazepam (DZP) (รูปที่ 29) สาร DZP เองไมสามารถทาํใหเกิด inward current ตอตัวรับ

ชนิด GABAA ไดถึงแมวาจะใหใหปริมาณที่สูงถึง 1,000 μM ก็ตาม แตเมื่อใหพรอมกับ GABA 3 μM 

ก็สามารถเสรมิฤทธิ์กนัได 

 สาร HPP ขนาด 0.1-300 μM เมื่อใหรวมกับ GABA 3 μM ไมมีผลตอการเพิม่ inward 

current ที่บริเวณตัวรับชนิด GABAA (รูปที่ 30) 

ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด Glycine 

 เมื่อให Glycine ขนาด 1-3,000 μM จะเกิด inward current  ในลักษณะแปรผันกับความ

เขมขน (รูปที ่31) คา EC50 และ Hill coefficient of the log concentration – response relationship 

เทากับ 30.24 + 0.25 μM 1.6 + 0.15 μM ตามลาํดบั (รูปที ่32) เมื่อให Strychnine sulfate (STR) 

ขนาด 1-20 μM ซึ่งเปน competitive antagonist ของ Glycine รวมกับ Glycine 30 μM จะมีผล

ยับยั้ง inward current อยางสมบูรณที่ขนาด 20 μM (รูปที่ 33)  แตเมื่อให HPP ขนาด 0.1-300 μM 

รวมกับ Glycine 30 μM จะเหน็วาสาร HPP ไมมีผลตอการตอบสนองของตวัรับ Glycine (รูปที่ 34) 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนและผลในการยับยั้ง inward current ของเซลลประสาทที่เกดิจาก 

Glycine โดย STR และ HPP แสดงไวในรูป 35 
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ผลของ HPP ตอตัวรับสารสื่อประสาทชนิด NMDA 

เมื่อใหความเขมขนของ NMDA ในขนาด 1-800 μM จะเกิด inward current ในลักษณะแปร

ผันกับขนาดของสารที่ให โดยมีคา inward current สูงสุดอยูที ่ NMDA ความเขมขน 500 μM (รูปที ่

36) ผลของ EC50 และ Hill coefficient of the log concentration –response relationship เทากบั 

76.6 + 0.24 μM และ 0.91 + 0.05 μM ตามลําดับ (รูปที่ 37) เมือ่ให NMDA พรอมกับสาร DL-2-

amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5) 50 μM ซึ่งเปน selective antagonist ของตัวรับชนดิ 

NMDA จะหยดุการตอบสนองของ inward current ไดอยางสมบูรณที่ AP-5 ขนาด 200 μM (รูปที่ 38) 

 สาร HPP ขนาด 0.1-300 μM เมื่อใหรวมกับ NMDA 100 μM ไมมีผลตอการเพิม่ inward 

current ที่บริเวณตัวรับชนิด NMDA (รูปที่ 39) ความสัมพันธระหวางความเขมขนและผลตอ inward 

current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA โดย AP-5 และ HPP แสดงไวในรุปที ่40 
 

 
 
ตารางที ่ 3 ED50 ของฤทธิต์านการชักในหนถูีบจักรที่ไดรับ HPP และ VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทอง 

กอนการทดสอบฤทธิ์โดยวิธ ีMES ในระยะเวลา 15 นาท,ี 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ 

หนถูีบจักรกลุมที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งใชเปนกลุมควบคุมทุกตัวไมสามารถตาน

การชักได 
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ตารางที่ 4 รอยละของหนถูีบจักรที่ไดรับ HPP และ VPA ขนาด 1 และ 2 เทาของคา ED50  ที ่optimal 

pretreated time ทางชองทองที่ไมสามารถทรงตวับนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่หมุน

อยูได หนูถีบจักรที่ไดรับ NSS และ PEG 400 ซึ่งเปนกลุมควบคุมทุกตัว สามารถทรงตัว

บนแกนกลางของเครื่อง rotorod ที่กําลงัเคลื่อนที่ได ไมวาจะทดสอบโดยใช pretreated 

time เทาไรก็ตาม 
 

 
 
ตารางที่ 5 ED50 ของฤทธิต์านชักจาก MES ในหนูถบีจักรกลุมที่ไดรับ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก 

น้ําหนกัตัว ทางปากรวมกับสารทดสอบ HPP หรือ VPA ขนาดเทากับ ED50 ที่ optimal 

pretreated time เปรียบเทยีบกับ ED50 ในหนูถีบจกัรกลุมที่ไดรับ HPP หรือ VPA แตเพียง

อยางเดยีวที่ optimal pretreated time 
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รูปที่ 4  กราฟแทงแสดงคา ED50 ของ HPP และ VPA ในหนูถีบจกัรที่ไดรับสารทดสอบทาง

ชองทองเปนเวลา 15, 30, 60 และ 120 นาท ีกอนเหนี่ยวนาํใหเกิดการชักดวยกระแสไฟฟา 
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รูปที่ 5 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 15 นาท ี
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รูปที่ 6 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 30 นาท ี
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รูปที่ 7 ความสัมพันธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน)กับการตานชัก(แนวตั้ง) ในหนูถีบจกัร

ที่ถูกเหนี่ยวนาํใหชักดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 1 

ชั่วโมง 
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รูปที่ 8 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 2 ชัว่โมง 
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รูปที่ 9 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนถูีบ

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 15 นาท ี
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รูปที่ 10 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 30 นาท ี
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รูปที่ 11 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 1 ชัว่โมง 
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รูปที่ 12 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 2 ชัว่โมง 
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รูปที่ 13 ความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถบี

จักรที่ถกูเหนี่ยวนาํใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลงัการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปน

ระยะเวลา 4 ชัว่โมง 
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รูปที่ 14 ผลของ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก น้ําหนักตัว เมื่อใหทางปากกอนให HPP 60 

นาท ีตอความสัมพนัธระหวางขนาดของ HPP (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนูถีบจกัรที่ถูก

เหนีย่วนําใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให HPP ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 15 

นาท ี
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รูปที่ 15 ผลของ SKF-525A ขนาด 50 มก/กก น้ําหนักตัว เมื่อใหทางปากกอนให VPA 60 

นาที ตอความสัมพนัธระหวางขนาดของ VPA (แนวนอน) กับการตานชกั (แนวตัง้) ในหนถูีบจกัรที่ถูก

เหนีย่วนําใหชกัดวยกระแสไฟฟาภายหลังการให VPA ขนาดตาง ๆ ทางชองทองเปนระยะเวลา 30 

นาท ี
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รูปที่ 16 ระดบัของสารสื่อประสาท GABA ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกนัระหวาง หนูขาว

กลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ HPP (80 และ 160 มก/กก

น้ําหนกัตัว) เขาทางชองทอง โดยทีจ่ํานวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 17 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ GABA ใน

เปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 18 การเปลี่ยนแปลงของระดับสารสือ่ประสาท Glycine ในหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, 

PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนกัตัว) และ HPP (80 แล 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทาง

ชองทอง โดยที่จํานวนหนูในแตละกลุมเทากบั 5 ตัว 
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รูปที่ 19 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Glycine 

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 20 ระดบัของสารสื่อประสาท glutamate ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทยีบกนัระหวาง หนู

ขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ HPP (80 แล 160 มก/

กกน้าํหนักตวั) เขาทางชองทอง โดยที่จาํนวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 21 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Glutamate 

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 22 ระดบัของสารสื่อประสาท Aspartate ในเวลาตาง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกันระหวาง หนู

ขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้าํหนักตวั) และ HPP (80 และ 160 มก/

กกน้าํหนักตวั) เขาทางชองทอง โดยที่จาํนวนหนูในแตละกลุมเทากับ 5 ตัว 
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รูปที่ 23 กราฟแทง (mean + S.E.M.) แสดงการเปลีย่นแปลงโดยรวมของปริมาณ Aspartate

ในเปลือกสมองใหญหนูขาวกลุมที่ไดรับ NSS, PEG400, VPA (220 และ 440 มก/กกน้ําหนักตัว) และ 

HPP (80 และ 160 มก/กกน้าํหนักตัว) เขาทางชองทอง หลังการใหสารทดสอบเปนเวลา 3 ชั่วโมง (n=5 

ในแตละกลุม) 
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รูปที่ 24 Inward current ของเซลลประสาทบริเวณฮิปโปแคมปสตอการตอบสนองของ 

GABA ที่ความเขมขน 0.3-1,000 ไมโครโมล โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที ่ -20 

มิลลิโวลส 
 
 
 



 43

 
 

 
รูปที่ 25 GABA log concentration-response relationship ของเซลสประสาททีถู่กแยกทันที

ในบริเวณฮิปโปแคมปส ทุกจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current เปน mean + S.E.M. 

และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสงูสุด 
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รูปที่ 26 แสดงผลการยบัยั้ง inward current ของ BMC ตอตัวรับ GABAA ที่ขนาด 5, 10, 15 

และ 20 μM  
 

 

 
 

 
รูปที่ 27 แสดงผลการยับยัง้ inward current ของ PTX ตอตัวรับ GABAA ที่ขนาด 10, 50, 

100 และ 200 μM  
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รูปที่ 28 แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยัง้ inward current ของ

เซลลประสาทตอตัวรับ GABAA ของ BMC และ PTX. 
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รูปที่ 29 แสดงผลของ DZP ตอ inward current ของเซลลประสาทเมื่อไมมี  (A) และมี  (B) 

GABA ที่ขนาดความเขมขน 3 μM  

 DZP (1-1,000 μM) ไมมีผลตอตัวรับ GABAA เมื่อไมมี GABA (A) แตจะแสดงการเสริมฤทธิ์

กันระหวาง DZP (0.001-10 μM) และ GABA (3 μM) ในลกัษณะแปรผันตามความเขมขน ผลเสริม

ฤทธิ์ของ DZP มีคาสงูสุดเมือ่ใหความเขมขนที่ 1 μM (B) 
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รูปที่ 30 แสดงผลของ HPP ตอ inward current ของเซลลประสาทเมื่อใหรวมกับ GABA ที่

ขนาดความเขมขน 3 μM (A) และเมื่อเปรียบเทียบกับ DTZ (B) 
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รูปที่ 31 แสดงการเปลีย่นแปลงของ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine ที่

ขนาดความเขมขน 1-3,000 ไมโครโมล โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที่ -20 มิลลิ

โวลส 

 
รูปที่ 32 Glycine log concentration-response relationship ของเซลสประสาททีถู่กแยก

ทันทีในบริเวณฮิปโปแคมปส ทุกจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current เปน mean + 

S.E.M. และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสูงสุด 
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รูปที่ 33 แสดงผลการยับยัง้ของ Strychnine sulfate (STR) ที่ขนาด 1, 5, 10, 15 และ 20 

μM ตอ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine (30 μM) 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 34 แสดงผลของ HPP ที่ขนาดความเขมขน 0.1-300 μM ตอ inward current ของเซลล

ประสาทเมื่อใหรวมกบั Glycine (30 μM) 
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รูปที่ 35 แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนและผลในการยับยัง้ inward current ของ

เซลลประสาทที่เกิดจาก Glycine โดย Strychnine (STR) และ HPP 
 
 

 
 
รูปที่ 36 แสดงการเปลีย่นแปลงของ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA ที่

ขนาดความเขมขน 1-800 μM โดยที่จะตรึงคา potential ของเซลลประสาทไวที่ -20 มิลลิโวลส 
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รูปที่ 37 NMDA log concentration-response relationship ของเซลสประสาทที่ถูกแยก

ทันทีในบริเวณฮิปโปแคมปส ทกุจุดแสดงคาของการตอบสนองของ inward current าเปน mean + 

S.E.M. และแสดงอยูในลักษณะเปอรเซนตของความเปลี่ยนแปลงตอการตอบสนองสูงสุด 
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รูปที่ 38 แสดงผลการยับยัง้กระแสไฟฟาของ DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid 

(AP-5) ที่ขนาด 50, 100, 150 และ 200 μM ตอ inward current ของเซลลประสาทที่เกิดจาก NMDA 

(100 μM) 
 

 
 
 

 
รูปที่ 39 แสดงผลของ HPP ที่ขนาดความเขมขน 0.1-300 μM ตอ inward current ของเซลล

ประสาทที่เกิดจาก NMDA (100 μM) 
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รูปที่ 40 แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนและผลตอ inward current ของเซลล

ประสาทที่เกิดจาก NMDA โดย AP-5 และ HPP  
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อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองนีพ้บวา HPP มีฤทธิ์ตานชักที่แรงกวา VPA ถึง 3 เทาที่ optimal pretreated 

time (81 และ 221 มก/กก น้าํหนักตวัตามลําดับ) optimal pretreated time ของ HPP คือ 15 นาที

แสดงวา HPP นาจะผาน blood brain barrier เขาสูสมองไดเร็วกวา VPA จึงออกฤทธิ์ไดเร็วกวา 

อยางไรก็ตาม HPP มีขอดอยกวา VPA คือ มีระยะเวลาการออกฤทธิ์ส้ันดังจะเหน็ไดจากการที่คา ED50

ที่ 2 ชั่วโมงเพิม่ข้ึนเปนอกีหนึ่งเทาตวัในขณะที่ VPA ยังมีคา ED50เกือบเทาเดิม ดงันัน้จึงควรที่จะมีการ

แกไขโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีเพื่อให HPP สามารถออกฤทธิ์ไดนานกวานี ้การที ่HPP มี

ระยะเวลาการออกฤทธิท์ี่คอนขางสัน้นาจะเปนเหตุผลที่อาจอธิบายถงึ การที่ความเปนพิษตอการ

ทํางานประสานกนัของกลามเนื้อลายของ HPP ที่คอย ๆ นอยลงและหายไป ในขณะที่ฤทธิ์อันไมพึง

ประสงคดังกลาวของ VPA จะคงอยูไดนานกวา เมื่อพจิารณาจากคา ED50 ของ HPP ที่ลดลงเมือ่ให

รวมกับสาร SKF 252A ซึ่งเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยัง้การทํางานของเอนไซม cytochrome P 450 แสดงวา

เมแทบอลิซึมของสาร HPP นาจะมีอยางนอยสวนหนึ่งที่ตองอาศยัเอนไซม cytochrome P 450 

เชนเดียวกับ VPA 

จากผลของการทดลองทีพ่บวา HPP แมจะออกฤทธิต์านชักไดเร็ว แตก็มีระยะเวลาของการ

ออกฤทธิ์ส้ัน ผลดังกลาวอาจเกิดจากการที ่ HPP สลายตัว โดยอาศยัเอนไซมในตับหรือสมองได VPA 

ซึ่งเปนสารทีม่คีวามคงตวัมากกวาการที่จะพิสูจนสมมุติฐานดังกลาวอาจทําไดโดยการศึกษาใน brain 

หรือ liver homogenate โดยแยกเอาสวนที่เปนของเหลวออกมาผสมกับ HPP แลววิเคราะหหาปริมาณ 

VPA ที่เกิดจากการสลายตัวของ HPP ดวยเครื่อง HPLC ใช fluorescence detector และใช 9-

Anthryldiazomethane (ADAM) เปนสารที่ทําให VPA ที่อาจเกิดจากการสลายตัวของ HPP เรืองแสง  

แตเปนทีน่าเสยีดายที่ผูวิจยัไมสามารถดําเนินการวิจยัในสวนนี้ไดเนื่องจากสาร ADAM เปนสารกอ

มะเร็ง ไมสามารถหาซื้อในประเทศไทย ผูวจิัยเคยหาไดในประเทศญี่ปุน แตปจจุบนัก็ไมสามารถหาสาร

ตัวนี้ไดอีกแลว จึงไมสามารถศึกษาขอมูลการแตกตัวของ HPP ได 

การไมสมดุลกนัระหวางสารสื่อประสาทชนิดกระตุนและยังยั้งอาจเปนสาเหตุใหเกดิการชักได

(Holmes, 1997; MaNamara, 1996; Avanzini และ Franceschetti, 2003)  HPP เปนอนุพนัธของ 

VPA ซึ่งไดทําการทดสอบแลววามีฤทธิ์ในการตานชักแรงกวา VPA (Supatchaipisit, 1995) ทั้งในการ

ตานชักดวย MES และ PTZ แมวา HPP จะไมมีฤทธิ์ตานชักในการทดลองที่ใช Bicucullin และ 

Strychnine ที่กระตุนโดยการใหสารผานทางชองทอง อยางไรก็ตามกย็ังไมมีการศึกษาโดยตรงตอ

ตัวรับชนิด GABAA และ Glycine. จากการศึกษาขางตนพบวา HPP สามารถปองกนัการชกัที่ถูก
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กระตุนโดย PTZ ได ซึ่งทราบกันดีอยูแลววาการยับยัง้การชักมักจะเกดิจากการเพิ่มข้ึนของ GABA ซึ่ง

จะมีผลโดยตรงตอตัวรับ GABAAหรือมีผลตอการยับยัง้สารสื่อประสาทชนิดกระตุนก็ได 

การศึกษาผลของ HPP ตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาท amino acid ในเปลือก

สมองใหญหนขูาวทีเ่คลื่อนไหวโดยอิสระ โดยเปรียบเทยีบกับผลของ VPA ดวยวิธ ีmicrodialysis  เพื่อ

วัดปริมาณสารสื่อประสาท amino acid 4 ตัว คือ GABA กับ Glycine ซึ่งเปนสารสื่อประสาท amino 

acid ชนิดยับยั้ง และ Glutamate กับ Aspartate ซึ่งเปนสารสื่อประสาท amino acid ชนิดกระตุน ซึ่ง

พบวา HPP ทัง้ 2 ขนาด (80 และ 160 มก/กก น้าํหนักตัว) ไมมีผลตอสารสื่อประสาทชนิดยับยัง้ ทั้ง 2 

ชนิดคือ GABA และ Glycine ซึ่งแตกตางจากผลการทดลองกอนหนานี ้ (Supatchaipisit, 1995) ที่

พบวา HPP ในขนาดที่สูงมีผลเพิ่มระดับของสารสื่อประสาท GABA ในเปลือกสมองใหญของหนูแรท 

ผลที่ออกมาตรงขามกนัก็ขึ้นอยูกับรูปแบบการทดลองที่แตกตางกนั ซึ่งการศึกษากอนหนานีท้ําใน

สัตวทดลองทีส่ลบ แตในการศึกษาครั้งนีท้ําในสัตวทดลองที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระ ผลที่แตกตางกนั

จากการศึกษาของ Supatchaipisit (1995) อีกอยางหนึง่คือ VPA ทั้ง 2 ขนาดไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงสารสื่อประสาทชนิด GABA ซึ่งก็ตรงกบัการศึกษาของ Numthongsakun (2000) และ 

Yeamvanichanun (1997) อยางไรก็ตาม ผลของ VPA ในแตละการทดลองก็มีความแตกตางกนั  เชน 

มีผลการรายงานวามกีารเพิม่ข้ึนของระดบั GABA ในการให VPA อยางรวดเร็ว  ซึ่งเปนที่นาสนใจวา 

การเปลี่ยนแปลงของระดับ GABA มักจะพบที่บริเวณสมองสวน striatum, hippocampus และ 

cerebellum หลังจากใหสาร VPA แลว (Chapman และคณะ 1982) แมวา Farrent และ Webstar 

(1989) ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ GABA หลังจากให VPA ไปแลวในสมองสวน substantia 

nigra. อยางไรก็ตามผลการตานชักของ VPA ก็ยังมีหลายกลไก เชน Glycine ซึ่งจากการทดลองพบวา 

ไมมีผลการเปลี่ยนแปลงระดับของ Glycine ในเปลือกสมองใหญ ซึ่งตรงกับผลการทดลองของ 

Numthongsakun (2000) และ Wanasuntronwong (2001) Glycine เปนสารสื่อประสาทชนิดยบัยั้งที่

พบไดในไขสันหลัง (Godin และคณะ 1969) แตก็มีรายงานวาพบการเพิ่มข้ึนของปริมาณสาร Glycine 

ในเปลือกสมองใหญเมื่อใหสาร VPA (Loscher และ Horsetermann, 1994) แมวาจะไมมีหลักฐานวา 

Glycine มีผลในการเปนฤทธิ์ตานชกัของ VPA  เมื่อพิจารณาจากการที่ HPP สามารถปองกนัการชักใน

หนถูีบจักรที่ไดรับ PTZ แตไมพบการเพิม่ปริมาณสารสื่อประสาท GABA เมื่อศึกษาโดยวธิ ี

microdialysis แตอยางใด ผลดังกลาวอาจเปนไปไดที่วา HPP อาจมีฤทธิท์างออมโดยไปทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของขบวนการใดขบวนการหนึ่งซึง่มีผลทําให affinity ของ GABA receptor  เพิ่มมากขึ้น

หรืออาจมีผลยับยั้งสารสื่อประสาทชนิดกระตุนก็ได 

เปนทีน่าสนใจวา HPP มีผลลดปริมาณของสารสื่อประสาทชนิดกระตุนคือ Glutamate ในหนู

แรทที่เคลื่อนไหวไดโดยอิสระแมวาจะไมมผีลตอการเปลีย่นแปลงระดบั Aspartate ก็ตาม ซึง่ VPA ใน



 56

ขนาดที่สงูก็สามารถลดระดบัของสารสื่อประสาท Glutamate ได แตก็ไมมีผลตอระดับ Aspartate 

เชนกนั ผลดงักลาวตรงกับการทดลองของ Wanasuntronwong (2001) การลดลงของระดับสารสื่อ

ประสาทชนิด Glutamate นาจะเปนผลจากฤทธิ์ตานชกัของ HPP ซึ่งตรงกับผลของฤทธิ์ยาตานชกัตัว

อ่ืน ๆ ที่ลดการหลั่งของสารสื่อประสาท glutamate เชน Lamotrigine หรือ Riluzole ซึ่งมีผลลดระดับ

ของสารสื่อประสาท Glutamate โดยยับยั้งการทาํงานของชองทางผานของ Na+  ion ในการศึกษาจาก

ชิ้นเนื้อเยื่อพบวาการยับยัง้การทํางานของ Na+ channel ของยา Carbamazepine และ 

Oxcarbazepine จะมีผลลดการหลัง่ของสารสื่อประสาทชนิด Glutamate (Waldmeier และคณะ 

1996) ซึ่งมีรายงานวา VPA สามารถปรับเปลี่ยนการทาํงานของ Na+ channel จะมผีลตอการหลั่งของ

สารสื่อประสาท Glutamate (Rowley และคณะ 1995) ซึ่งผลของ VPA ตอการลดลงของสารสื่อ

ประสาทชนิดกระตุนจึงนาสนใจที่จะทาํการศึกษาตอไป 

จากการศึกษาโดยวิธ ี patch-clamp technique ของสาร HPP ตอตัวรับ 3 ชนิดคือ GABAA, 

Glycine และ NMDA พบวา HPP ขนาด 0.1-300 μM จะไมมีผลเสริมฤทธิ์ของ GABA ขนาด 3 μM 

และ HPP ขนาด 300 μM ก็ไมมีผลตอตัวรับ Glycine เชนกนั ผลการวิจัยครั้งนี้สอดคลองกับรายงาน

ของ Supatchaipisit 1995 วา HPP ไมมีผลตานชกัที่เกิดจากการกระตุนดวย Bicuculline และ 

Strychinine ดังนัน้ HPP จึงไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อประสาทชนิดยับยัง้ที ่ post-

synaptic cell ทีท่ําการศึกษาจากเซลลประสาทในสมองสวนฮิปโปแคมปส ในขณะที่ HPP จะมีผลใน

การลด Glutamate ใน pre-synaptic cell ในหนูแรทที่เคลื่อนที่ไดโดยอิสระ แต HPP ก็ไมสามารถลด

กระแสไหลผานตัวรับ NMDA ที่ post-synaptic cell ได  

จากผลการทดลอง HPP มีฤทธิ์การลดการหลัง่ของสารสื่อประสาท Glutamate อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเราพบวา กลไกการยับยั้งการทาํงานของ glutamate มกัจะเกิดจากสงัเคราะหและ

การเก็บกลับของ วงจร Glutamate (Daikhin และ Yudkoff, 2000) ยาตานชักมกีลไกในการออกฤทธิ์

หลายอยางซึ่งจะมีผลตอ Ca2+ และNa+ channels มากกวา Glutamate system (Stefani และคณะ, 

1997) อยางไรก็ตาม ผลการตานชักของ HPP กย็ังเปนที่นาศึกษาตอไป 
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