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Background Paracetamol (APAP) is the most widely used for treatment of pain and

fever. In the last decade, several studies have demonstrated the effect

of the drug in several systems including the nervous system.  However,

the effect is still controversial.

Objective The present study aimed to investigate the effects of APAP for short-

term (0 and 5 days) and long-term (15 and 30 days) treatment on cell

death in rat’s cerebral cortex

Methods In this study, adult male Wistar rats were divided into two groups: control

and APAP-treated groups.  In the APAP-treated group, the animals were

singly intraperitoneally injected with APAP at the dose of 200 mg/kg in

0 - day. In the APAP-treated group and the once daily injection at

the same dose was performed in 5, 15 and 30 days APAP-treated group,

respectively.  After completion of the treatment, all rats were humanely

killed, and the fresh specimens were collected to determine the

expression of caspase-3.  While the 4% paraformaldehyde fixed samples

were collected for Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP

Nick-End Labeling (TUNEL) assay and immunohistochemical study.
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Results          The results obtained from this study demonstrated that short-term

treatment (0 and 5 days) with APAP had no effect on the caspase-3

expression and TUNEL-immunoreactive cells in the cerebral cortex.

However, the results demonstrated  that the expression of caspase-3

and the TUNEL-immunoreactive cells in the long-term APAP-treated

groups were significantly greater than those in the control.

Conclusion Based on these results, it can be suggested that short-term APAP

treatment had no effect on the neurons in the cerebral cortex. However,

long-term treatment with the drug can induce an increment of caspase-3

expression and neuronal cell death in this brain region.

Keywords Long-term paracetamol treatment, neuronal cell death, cerebral cortex,

caspase-3.
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เหตุผลของการทำวิจัย ยาพาราเซตามอลเป็นยาที่ใช้บรรเทาอาการปวดและลดไข้ที่นิยมใช้
กันอย่างแพร่หลาย และในช่วง 10 ปีที่ผ่านมาพบว่ามีหลายงานวิจัยที่
บ่งช้ีว่าการได้รับยาพาราเซตามอลสามารถส่งผลกระทบต่อระบบต่าง ๆ
ของร่างกายรวมถึงระบบประสาทได้  อย่างไรก็ดีผลกระทบของการใช้
ยาของพาราเซตามอลก็ยังไม่สามารถสรุปได้อย่างชัดเจน

วัตถุประสงค์ เพื ่อศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาสั ้น
(0 และ 5 วัน) และในช่วงระยะเวลานาน (15 และ 30 วัน) ต่อการตาย
ของเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรท

วิธีการทำวิจัย การศึกษาน้ีได้ทำการแบ่งหนูทดลองสายพันธ์ุวิสต้าออกเป็น 2 กลุ่ม คือ
กลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอล โดยในกลุ่มที่ได้รับยา
พาราเซตามอลนั้นได้รับยาขนาด 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมด้วยวิธี
ฉีดเข้าช่องท้องเพียงครั้งเดียวสำหรับกลุ่มที่ได้รับยาเป็นเวลา 0 วัน
และทำการฉีดยาหน่ึงคร้ังต่อวันต่อเน่ืองกันเป็นเวลา 5, 15 และ 30 วัน
ในกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลต่อเนื่องเป็นเวลา 5, 15 และ 30 วัน
ตามลำดับ ส่วนกลุ่มควบคุมได้รับการฉีด 0.9% normal saline เข้าทาง
ช่องท้องในช่วงระยะเวลาเดียวกับกลุ ่มที ่ได้ร ับยาพาราเซตามอล
เมื่อครบช่วงเวลาที่กำหนดสัตว์ทดลองทุกกลุ่มถูกทำให้ตายอย่างสงบ
โดยการฉีดโซเดียมเพนโทบาร์บิทัลที่ความเข้มข้นสูงเข้าทางช่องท้อง
และเก็บช้ินเน้ือสดของสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์  เพ่ือทำการศึกษา
การแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 อีกทั ้งทำการเก็บชิ ้นเนื ้อ
โดยการคงสภาพไว้ในน้ำยา 4% paraformaldehyde เพ่ือนำไปศึกษา
ด้วยเทคนิค Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP
Nick-End Labeling (TUNEL) assay และอิมมูโนพยาธิวิทยา

ผลการศึกษา ผลจากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลในช่วง
ระยะเวลาส้ัน (0 และ 5 วัน) ไม่มีผลกระทบต่อเซลล์ประสาท  ในขณะ
ที่การได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลานาน (15 และ 30 วัน)
กลับส่งผลให้มีการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 และมีจำนวน
TUNEL-immunoreactive cell เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

:

:

:
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สรุป จากการศึกษาวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่าการได้รับยาพาราเซตามอลใน

ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในช่วงระยะเวลาส้ันไม่ได้ส่งผล

กระทบต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

แต่การได้รับยาพาราเซตามอลในความเข้มข้นนี้ติดต่อกันเป็นระยะ

เวลานานกลับเหนี่ยวนำให้มีการเพิ่มการแสดงออกของ caspase-3

และมีการตายของเซลล์เพิ่มขึ้น

คำสำคัญ การได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลานาน, การตายของเซลล์

ประสาท, ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์, caspase-3.

:

:



925การได้รับยาพาราเซตามอลเป็นเวลานานสามารถเหน่ียวนำให้เกิดการตายของเซลล์

บริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรท

Vol. 62 No. 6
November- December 2018

ยาพาราเซตามอลเป็นยาบรรเทาปวดและลดไข้

ท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย   เน่ืองจากได้รับการยอมรับว่า

เป็นยาที่มีความปลอดภัย อย่างไรก็ดีจากการสืบค้นงาน

วิจัยพบว่าได้มีการรายงานถึงผลเสียของยาพาราเซตามอล

ต่อระบบต่าง ๆ ของร่างกาย เช่น ความเป็นพิษต่อตับ

จากการได้รับยาพาราเซตามอลเกินขนาดหรือการได้รับยา

ชนิดนี้อย่างเรื้อรัง รวมถึงการได้รับยาชนิดนี้ร่วมกับการ

ดื่มแอลกอฮอล์ด้วย(1, 2)  ซึ่งจากการสืบค้นข้อมูลพบว่า

กลไกการเกิดความเป็นพิษของยาพาราเซตามอลต่อการ

ทำงานของตับนั้นเกี่ยวข้องกับการสร้างสารตัวกลางของ

ยาที ่ถ ูกย่อยด้วยเอนไซม์ Cytochrome P450 2E1

(CYP2E1) และพบว่าสารตัวกลางดังกล่าว คือ N-acetyl-

p-benzoquinone imine (NAPQI)(3)

ผลจากการศึกษาวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสามารถ

ตรวจพบการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2E1 ในเซลล์

ต่าง ๆ ของสมอง  รวมทั้งเซลล์ประสาท แอสโตรไซต์

ไมโครเกลีย และเอนโดทีเลียม(4 - 6) นอกจากนี้ยังมีงาน

วิจัยที่แสดงให้เห็นว่ายาพาราเซตามอลมีคุณสมบัติใน

การซึมผ่านช้ัน blood-brain barrier (BBB) ของสมองได้

ท้ังในสัตว์ฟันแทะ (rodent) และในมนุษย์(7)  ดังน้ันจึงเป็น

ไปได้ที่ภายหลังจากการกระจายตัวของยาพาราเซตามอล

ไปถึงระบบไหลเวียนเลือดในสมองแล้ว  ยานี้สามารถถูก

เปลี่ยนไปเป็น NAPQI ได้ ซึ่งน่ามีผลกระทบต่อเซลล์

ต่าง ๆ ในสมองด้วยเช่นกัน  ท้ังน้ีผลงานวิจัยจากกลุ่มวิจัย

หลายกลุ่มแสดงให้เห็นว่าการได้รับยาพาราเซตามอล

สามารถปกป้องเซลล์จากภาวะความผิดปกติต่าง ๆ ได้ท้ัง

ในเซลล์เพาะเลี้ยง และในสัตว์ทดลอง เช่น การปกป้อง

เซลล์ประสาทจากภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative

stress) (8 - 10) แต่ในขณะที่การศึกษาวิจัยใน พ.ศ. 2553

โดย Posadas I. และคณะ(6) พบว่ายาพาราเซตามอลใน

ขนาดที่สูงกลับทำให้เกิดภาวะ oxidative stress และ

เหนี่ยวนำให้มีการตายของเซลล์ประสาท นอกจากนี้ผล

การศึกษาของการได้รับยาพาราเซตามอลร่วมกับการ

กระตุ้นด้วยปรากฏการณ์ cortical spreading depression

(CSD)  ซึ่งเป็นโมเดลที่เกี่ยวข้องกับโรคปวดศีรษะไมเกรน

พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลในความเข้มข้นท่ีใช้ในการ

รักษาเป็นระยะเวลาสั้น ช่วยลดการเกิด hyperexcitation

ของเซลล์ประสาทบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ได้ แต่การได้รับ

ยานี้เป็นระยะเวลานานกลับส่งผลตรงกันข้าม(11)

จากการรวบรวมผลงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าผล

กระทบของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อเซลล์ประสาท

ยังไม่สามารถสรุปได้อย่างแน่ชัด โดยมีงานวิจัยที่แสดงให้

เห็นว่าการได้รับยาพาราเซตามอลน้ันสามารถส่งผลกระทบ

ต่อเซลล์ในระบบประสาททั้งในด้านการปกป้องเซลล์ และ

ส่งผลให้เกิดอันตรายต่อเซลล์ โดยในการศึกษาวิจัยนี้

ผู้วิจัยได้ตั้งสมมติฐานว่าระยะเวลาในการได้รับยาพารา

เซตามอลมีบทบาทสำคัญ ในการเปลี่ยนแปลงผลกระทบ

ของการได้รับยาต่อเซลล์ประสาท ดังน้ันเพ่ือพิสูจน์สมมติฐาน

ดังกล่าวผู้วิจัยจึงศึกษาผลของการได้รับยาพาราเซตามอล

ขนาด 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงเม่ือทำการเปรียบเทียบ

กลับเป็นความเข้มข้นของยาที่ใช้ในคนแล้วถือว่ายังเป็น

ความเข้มข้นของยาท่ีใช้ในการรักษา (1.6 กรัม/วัน)(12) ต่อ

การเปล่ียนแปลงของเซลล์ในสมองเป็นระยะเวลาท่ีแตกต่าง

กัน คือ 0, 5, 15 และ 30 วัน ตามลำดับ

วิธีการทดลอง

สัตว์ทดลอง

การศึกษาครั้งนี้ใช้หนูแรท (rat) เพศผู้สายพันธุ์

Wistar จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล

ซึ่งการใช้สัตว์ทดลองในครั้งนี้ได้รับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมจากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย (เลขท่ีโครงการ 11/59)

การทดลองน้ีแบ่งสัตว์ทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือ

สัตว์ทดลองกลุ ่มควบคุม (N = 40) และสัตว์ทดลอง

ท่ีได้รับยาพาราเซตามอล (N = 40) โดยสัตว์ทดลองท้ัง 2

กลุ่มถูกแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มย่อย (n = 10) ดังน้ี กลุ่มสัตว์

ทดลองกลุ่มควบคุมที่ได้รับ 0.9% normal saline (NSS)

และกลุ่มสัตว์ทดลองท่ีได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา

0, 5, 15 และ 30  วันตามลำดับ โดยสัตว์ทดลองที่ได้รับ

ยาพาราเซตามอลนั้นได้รับยาขนาด 200 มิลลิกรัมต่อ



 926                  Chula Med Jทิพย์ฐานันดร์ โชติพินิจ และคณะ

กิโลกรัมด้วยวิธีฉีดเข้าช่องท้องเพียงครั้งเดียว สำหรับกลุ่ม
ท่ีได้รับยาพาราเซตามอลเป็นเวลา 0 วัน  และทำการฉีดยา
พาราเซตามอลหนึ่งครั้งต่อวันต่อเนื่องกันเป็นเวลา 5, 15
และ 30 วัน ในกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลต่อเนื่องเป็น
เวลา 5, 15 และ 30 วัน ตามลำดับ   ส่วนสัตว์ทดลองกลุ่ม
ควบคุมได้รับสารละลาย 0.9% NSS ในปริมาตรเดียวกับ
ยาพาราเซตามอลโดยการฉีดเข้าทางช่องท้องในช่วงเวลา
เดียวกันกับการให้ยาพาราเซตามอล

เม่ือครบระยะเวลาท่ีได้รับยาพาราเซตามอล หรือ
0.9% NSS สัตว์ทดลองทุกกลุ่มถูกทำให้ตายด้วยวิธีท่ีสงบ
ด้วยการฉีดโซเดียมเพนโทบาร์บิทัลที่ความเข้มข้นสูง (60
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) จากนั้นทำการเก็บตัวอย่างบริเวณ
ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์  เพื่อทำการศึกษาการแสดงออกของ
เอนไซม์ caspase-3 ด้วยเทคนิค Western blotting และ
อิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) และศึกษา
การตายของเซลล์ด้วยเทคนิค terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay

โดยมีช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่างจากสัตว์
ทดลองกลุ่มต่าง ๆ ดังนี้ สำหรับสัตว์ทดลองที่ได้รับยา
พาราเซตามอล หรือ 0.9% NSS เป็นระยะเวลา 0 วัน
ทำการเก็บตัวอย่างหลังจากที่ได้รับยาพาราเซตามอล
หรือ 0.9% NSS คร้ังสุดท้ายเป็นระยะเวลา 1 ช่ัวโมง และ
สัตว์ทดลองท่ีได้รับยาพาราเซตามอลหรือ 0.9% NSS เป็น
ระยะเวลา 5, 15 และ 30 วัน ทำการเก็บตัวอย่างหลังจาก
ที่ได้รับยาพาราเซตามอล หรือ 0.9% NSS ครั้งสุดท้าย
เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง

การเก็บตัวอย่างเพ่ือทำการศึกษาด้วยเทคนิค western
blotting, TUNEL assay และอิมมูโนพยาธิวิทยา

สำหรับการเก็บตัวอย่างเพื่อทำการศึกษาด้วย
เทคนิค Western blotting น้ัน สัตว์ทดลองได้ถูกทำให้ตาย
ด้วยวิธีท่ีสงบ และทำการ perfuse ด้วยสารละลาย  0.1M
phosphate buffer (PBS) pH 7.4  ผ่านทางหัวใจ   จากน้ัน
ทำการเก็บสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ใส่ใน Eppendorf
tube แล้วจึงเคลื่อนย้ายไปใส่ในไนโตรเจนเหลว (liquid
nitrogen) ก่อนนำไปเก็บท่ีตู้ -80 องศาเซลเซียส  จากน้ัน
นำมาทำการสกัดโปรตีนตามขั้นตอนของงานวิจัยก่อน

หน้านี้ (13)

สำหรับการเก็บตัวอย่างเพื่อทำการศึกษาด้วย
เทคนิค TUNEL assay และอิมมูโนพยาธิวิทยานั้นสัตว์
ทดลองได้ถูกทำให้ตายด้วยวิธีที่สงบ และทำการ perfuse
ด้วยสารละลาย 0.1M PBS pH 7.4 ผ่านทางหัวใจแล้ว
ตามด้วย 4% paraformaldehyde ท่ีละลายใน 0.1M PBS
pH 7.4  จากนั้นทำการตัดสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์
ท่ีต้องการและนำไปเข้าสู่กระบวนการเตรียมตัวอย่างต่อไป
ตามขั้นตอนที่ระบุไว้ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ (13)

การศึกษาด้วยเทคนิค Western blotting
ในการศึกษาด้วยเทคนิค Western blotting

ใช้สัตว์ทดลองจำนวน 5 ตัวต่อกลุ่ม โดยโปรตีนปริมาณ
50 ไมโครกรัมที ่ได้จากการสกัดจะถูกแยกด้วย 15 %
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) และโปรตีนท่ีแยกได้จะถูก
เคลื่อนย้ายสู่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนด์  จากนั้นนำแผ่น
เมมเบรนแช่ลงใน  5% bovine serum albumin (BSA)
ท่ีละลายใน Tris buffered saline (TBS)  โดยมีส่วนผสม
ของ tween-20 (TBST) เป็นเวลาข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซียส แล้วจึงบ่มเมมเบรนใน mouse anti-
caspase-3 antibody (ความเข้มข้น 1:500)(#Sc-7272;
Santa Cruz Biotechnology, California, USA) ท่ีอุณหภูมิ
ห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นทำการล้างเมมเบรน
ด้วย TBST แล้วจึงเติม anti-mouse IgG secondary
antibody ท่ีติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (HRP)
(sigma, St. Louis, Missouri, USA) ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วทำการล้างเมมเบรนอีกครั้งด้วย
TBST จากนั้นทำการติดตามการแสดงออกของโปรตีน
โดยใช้ SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate Kits (PIERCE biotechnology, USA) และทำ
การตรวจวัดค่าความหนาแน่นของแถบโปรตีนที่ได้ด้วย
โปรแกรม ImageJ analysis software โดยมีการใช้
-actin เป็น internal loading control  ซ่ึงผลการแสดงออก
ของโปรตีนได้  ถูกนำเสนอเป็นอัตราส่วนของ caspase-3
protein/-actin
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การศึกษาทางด้านอิมมูโนพยาธิวิทยา
ในการศึกษาด้วยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา

ใช้สัตว์ทดลองจำนวน 5 ตัวต่อกลุ่ม โดยชิ้นเนื้อสมอง
บริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ถูกตัดให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร
แล้วนำมาวางบน adhesive glass slide หลังจากนั้นนำ
สไลด์ชิ้นเนื้อมาผ่านกระบวนการ deparaffinization และ
rehydration แล้วจึงแช่สไลด์ชิ้นเนื้อลงใน citrate buffer
pH 6.0 เพื่อผ่านกระบวนการ antigen retrieval ด้วยวิธี
ไมโครเวฟ จากน้ันทำการแช่สไลด์ช้ินเน้ือใน 3% hydrogen
peroxide และทำการยับย้ังการเกิด non- specific binding
ด้วย DAKO antibody diluent ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะ
เวลา 30 นาที และทำการบ่มด้วย rabbit anti- casapse-
3  antibody (ความเข้มข้น 1:300)(#Sc-7148;Santa
Cruz Biotechnology, California, USA)  ที่อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซียสนานข้ามคืน จากน้ันล้างด้วย DAKO wash
buffer และบ่มต่อด้วย anti-rabbit secondary antibody
ที่ติดฉลากด้วย HRP (Dako EnVision kits, Glostrup,
Denmark) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้าง
ด้วย DAKO wash buffer จากนั ้นทำการเติม DAB
chromogen เพื่อติดตามการแสดงออกของโปรตีน ต่อมา
นำสไลด์ท่ีได้มาผ่านกระบวนการ dehydration จากน้ันทำ
การ mount และปิดสไลด์ด้วย cover-slip ซ่ึงการวิเคราะห์
ผลการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 จะทำโดย
การนับเซลล์ที ่ติดสีน้ำตาลบริเวณไซโตพลาสซึม ด้วย
โปรแกรม positive pixel counting algorithms (v9.1,
Aperio, Vista, California, USA)

การศึกษาการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End
Labeling (TUNEL) assay

ในการศึกษาด้วยเทคนิค TUNEL assay ใชสั้ตว์
ทดลองจำนวน 5 ตัวต่อกลุ ่ม ชิ ้นเนื ้อสมองบริเวณ
ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ถูกตัดให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร   จาก
นั้นจึงนำมาวางบน adhesive glass slide หลังจากนั้น
ชิ้นเนื้อทั้งหมดถูกนำมาผ่านกระบวนการศึกษาการตาย
ของเซลล์ดังขั้นตอนที่ระบุไว้ในชุดทดสอบ ApopTag
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit ;S7100
เมื ่อเสร็จสิ ้นกระบวนการเตรียมชิ ้นเนื ้อแล้ว ทำการ
วิเคราะห์การตายของเซลล์โดยพิจารณาจากการติด

สีน้ำตาล บริเวณนิวเคลียสของเซลล์ และทำการนับจำนวน
การตายของเซลล์ด้วยโปรแกรม Nuclear V.9 (Aperio,
Vista, California, USA )

การวิเคราะห์ข้อมูล
ข้อมูลทั้งหมดนำเสนอในรูปแบบของค่าเฉลี่ย 

ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (mean  S.E.M.) ซึ่งใน
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่าง 2 กลุ่มการทดลองได้ใช้
Student’s t-test โดยใช้โปรแกรม SPSS 22.0 และกำหนด
ค่านัยสำคัญทางสถิติท่ี P < 0.05

ผลการทดลอง
การศึกษานี้ทำการรายงานผลของการศึกษาโดย

แบ่งออกเป็น 2 ช่วงระยะเวลา ดังต่อไปนี้คือ ผลของการ
ได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาส้ัน (0 และ 5 วัน)
และผลของการได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลา
นาน (15 และ 30 วัน)

ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออก
ของเอนไซม์ caspase-3 ของเซลล์ในสมองบริเวณ
ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

จากผลการศึกษาการได้รับยาพาราเซตามอลต่อ
การแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ด้วยเทคนิค
อิมมูโนพยาธิวิทยา  พบว่าสัตว์ทดลองในกลุ่มที่ได้รับยา
พาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาสั้น  มีการแสดงออกของ
เอนไซม์ caspase-3 ของเซลล์ในสมองไม่แตกต่างจาก
สัตว์ทดลองในกลุ่มควบคุม แต่อย่างไรก็ตามผลจากการ
วิจ ัยในสัตว์ทดลองที ่ได้ร ับยาพาราเซตามอลในช่วง
ระยะเวลานานกลับพบว่ามีการแสดงออกของเอนไซม์
caspase-3 ภายในสมองเพิ ่มสูงขึ ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติเมื่อเทียบกับสัตว์ทดลองในกลุ่มควบคุม (การ
แสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสัตว์ทดลองที่ได้
รับยาพาราเซตามอล 15 วัน VS กลุ่มควบคุม เท่ากับ
142.27  6.67 VS 100.00  12.13, P < 0.01 และการ
แสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสัตว์ทดลองที่ได้
รับยาพาราเซตามอล 30 วัน VS กลุ่มควบคุม เท่ากับ
156.84  14.15 VS 100.00  14.52, P < 0.05;
ดังแสดงในรูปท่ี 1)
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รูปท่ี 1. ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของ
สัตว์ทดลอง (n = 5) (a) ภาพแสดงผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3
ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ ด้วยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (b) กราฟแสดงผลของการได้รับยาพาราเซตามอล
ต่อการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสมองบริเวณ    ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ * P < 0.05 และ** P < 0.01 เม่ือเทียบกับ
กลุ่มควบคุม
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ผู้ศึกษาวิจัยยังได้ทำการศึกษาระดับการแสดง

ออกของเอนไซม์ caspase-3 ด้วยเทคนิค Western blotting

และผลการศึกษาวิจัยมีความสอดคล้องกับระดับการ

แสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ที่ศึกษาด้วยเทคนิค

อิมมูโนพยาธิวิทยา โดยผลการศึกษาวิจัยพบว่าสัตว์

ทดลองในกลุ่มที่ได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลา

สั้นมีระดับการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ของ

เซลล์ในสมองไม่แตกต่างจากสัตว์ ทดลองในกลุ่มควบคุม

แต่อย่างไรก็ตามสัตว์ทดลองในกลุ่มท่ีได้รับยาพาราเซตามอล

ในช่วงระยะเวลานานกลับพบว่ามีระดับการแสดงออกของ

เอนไซม์ caspase-3 ของเซลล์ในสมองเพิ่มสูงขึ้นอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์ทดลองในกลุ่ม

ควบคุม (ระดับการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3

ในสัตว์ทดลองที่ได้รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลา

15 วัน VS กลุ่มควบคุม เท่ากับ 145.18  6.28 VS

100.00  8.58, P < 0.05 และระดับการแสดงออกของ

เอนไซม์ caspase-3 ในสัตว์ทดลองที ่ได้ร ับยาพารา

เซตามอลเป็นระยะเวลา 30 วัน VS กลุ่มควบคุม เท่ากับ

146.68  6.80 VS 100.00  9.58, P < 0.05; ดังแสดงใน

รูปท่ี 2)

รูปท่ี  2. ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อระดับการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์
ของสัตว์ทดลอง (n = 5) (a) ภาพแสดงผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อระดับการแสดงออกของเอนไซม์
caspase-3 ด้วยเทคนิค Western blotting ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ (b) กราฟแสดงผลของการได้รับยา
พาราเซตามอลต่อระดับการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

* P < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม
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ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการตายของ

เซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

จากผลการวิจัยพบว่าสัตว์ทดลองในกลุ่มที่ได้รับ

ยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาสั้นมีการตายของเซลล์

ไม่แตกต่างจากสัตว์ทดลองในกลุ่มควบคุม แต่อย่างไรก็ตาม

ผลจากการวิจัยในสัตว์ทดลองที่ได้รับยาพาราเซตามอล

ในช่วงระยะเวลานาน  พบว่ามีการตายของเซลล์ในสมอง

เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  เมื่อเทียบกับสัตว์

ทดลองในกลุ่มควบคุม (การตายของเซลล์ในสมองของ

สัตว์ทดลองที่ได้รับยาพาราเซตามอล 15 วัน VS กลุ่ม

ควบคุม เท่ากับ 159.33  4.34 VS 100.00  8.58,

P < 0.01และการตายของเซลล์ในสมองของสัตว์ทดลอง

ท่ีได้รับยาพาราเซตามอล 30 วัน VS กลุ่มควบคุม เท่ากับ

184.10  9.07 VS 100.00  14.90, P < 0.01; ดังแสดง

ในรูปท่ี 3)

อภิปรายผล

จากผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี ้แสดงให้เห็นว่า

การได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาที่แตกต่างกัน

ส่งผลกระทบต่อเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

แตกต่างกัน โดยพบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลขนาด

200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งเมื่อทำการเปรียบเทียบกลับ

เป็นความเข้มข้นของยาที ่ใช ้ในคนแล้วถือว่ายังเป็น

ความเข้มข้นของยาที่ใช้ในการรักษา (1.6 กรัม/วัน)(12) ใน

ช่วงระยะเวลาสั้นนั้นไม่มีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลง

ของเซลล์ในสมอง แต่อย่างไรก็ตามหากได้รับยานี้เป็น

ระยะเวลานานกลับส่งผลให้มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์

ในสมองโดยพบว่ามีการตายของเซลล์เพิ่มมากขึ้น

จากการศึกษาวิจัยสามารถบ่งชี้ได้ว่าการได้รับ

ยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลาสั้น (0 และ 5 วัน)

ไม่มีผลต่อระดับการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3

และการตายของเซลล์ในสมอง จากการสืบค้นข้อมูลที่

ผ่านมาทำให้ทราบว่าภายหลังจากการที่ร่างกายได้รับ

ยาพาราเซตามอลแล้ว ส่วนหนึ ่งของยานี ้สามารถถูก

เมแทบอไลต์ด้วยเอนไซม์ CYP2E1 จะทำให้ได้สาร

ตัวกลางชนิดหนึ่ง คือ NAPQI ซึ่งสารตัวกลาง NAPQI นี้

เป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่สามารถถูกขจัด

ความเป็นพิษได้ด้วยการทำปฏิกิริยากับกลูต้าไธโอนซึ่ง

เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีอยู่ภายในเซลล์ จึงทำให้ไม่

เกิดภาวะเป็นพิษต่อเซลล์ (14, 15) ดังนั้นผลการศึกษาวิจัย

ครั้งนี้ที่พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลในช่วงระยะเวลา

สั ้นนั ้นไม่ก่อให้เกิดการเปลี ่ยนแปลงในสมองบริเวณ

ซีรีบรัลคอร์เท็กซ์น่าจะเกิดจากการท่ีตัวยาได้ถูกเปล่ียนแปลง

ด้วยเอนไซม์ CYP2E1 ไปเป็นสารตัวกลาง NAPQI

ได้ในปริมาณที่ไม่มาก และสามารถถูกจับทำลายด้วย

กลูต้าไธโอนได้ท้ังหมด ซ่ึงผลจากการศึกษาน้ีก็ได้สนับสนุน

สมมติฐานของงานวิจัยที่ผ่านมาว่าการใช้ยาในระยะเวลา

ที่พอเหมาะไม่ส่งผลกระทบให้เกิดอันตรายต่อร่างกาย

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่บ่งชี้ว่าการได้รับยานี้ในระยะ

เวลาสั้นนอกจากไม่ก่อให้เกิดภาวะความเป็นพิษต่อเซลล์

แล้วยังสามารถปกป้องเซลล์จากภาวะท่ีอันตรายได้อีกด้วย

โดยจากการศึกษาของ Baliga SS. และคณะใน พ.ศ. 2553

พบว่าการได้รับยาพาราเซตามอลสามารถลดการตายของ

เซลล์แบบทำลายตัวเองผ่านวิถีไมโตครอนเดรียและ

สามารถป้องกันมิให้ไมโตคอนเดรียได้รับความเสียหาย

ได้ (16)

อย่างไรก็ตามผลการศึกษาวิจัยในกลุ่มหนูที่ได้

รับยาพาราเซตามอลเป็นระยะเวลานาน (15 และ 30 วัน)

กลับพบว่าสามารถเหนี่ยวนำให้มีการตายของเซลล์แบบ

ทำลายตัวเองและทำให้มีการแสดงออกของเอนไซม์

caspase-3 ที่เพิ่มขึ้นโดยกลไกที่น่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับ

การเปลี่ยนแปลงครั้งนี้อาจเกิดจากการเพิ่มปริมาณของ

สาร NAPQI ในสมอง ในกรณีที่ได้รับยาพาราเซตามอล

เป็นระยะเวลานานจะทำให้มีการสร้างสาร NAPQI อย่าง

ต่อเน่ืองในสมองและส่งผลให้มีการค่ังค้างของสาร NAPQI

อีกทั้งยังส่งผลให้มีระดับของกลูต้าไธโอนลดลงไปอีกด้วย

ทั้งปริมาณของ NAPQI ที่เพิ่มสูงขึ้นประกอบกับระดับ

กลูต้าไธโอนท่ีลดลงสามารถนำไปสู่การเกิดภาวะ oxidative

stress ได้ (14, 15)
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รูปท่ี  3. ผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการตายเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของสัตว์ทดลอง (n = 5)
(a) ภาพแสดงผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการตายเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ด้วยเทคนิค
TUNEL assay  (b) กราฟแสดงผลของการได้รับยาพาราเซตามอลต่อการตายของเซลล์ในสมองบริเวณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์

** P < 0.01 เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม
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จากหลักฐานของงานวิจัยต่าง ๆ นั้นทำให้เป็น

ท่ียอมรับกันดีว่าการเกิดภาวะ oxidative stress สามารถ

เหนี ่ยวนำให้เกิดการเปลี ่ยนแปลงบริเวณเยื ่อหุ ้มของ

ไมโตคอนเดรีย  ซึ่งทำให้คุณสมบัติของการเป็นเยื่อเลือก

ผ่านของไมโตคอนเดรียถูกทำลายไป และส่งผลให้มีการ

หลั่งสารที่เกี ่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์แบบ

ทำลายตัวเองออกมา (17) โดยผลจากการวิจ ัยนี ้ก ็ได้

สนับสนุนทฤษฎีในข้างต้น ซึ่งพบว่าการได้รับยาพารา

เซตามอลเป็นระยะเวลานานส่งผลให้มีการตายแบบ

ทำลายตัวเอง และการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3

เพิ่มขึ้น ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการเกิดภาวะ oxidative

stress โดยผลจากการวิจัยในส่วนนี ้ได้สอดคล้องกับ

งานศึกษาวิจัยของ Posadas I. และคณะ(6) ใน พ.ศ. 2553

ที่ได้รายงานว่าทั้งเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงและหนูแรท

ที่ได้รับยาพาราเซตามอลในปริมาณที่สูงเกินกว่าขนาด

ที่ใช้ในการรักษามีการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3

เพิ ่มสูงขึ ้น นอกจากนี ้ ในงานวิจัยของ Fakunle PB.

และคณะ  ในพ.ศ. 2554 ยังได้รายงานว่าการได้รับยาพารา

เซตามอลเป็นระยะเวลานานสามารถเหนี่ยวนำให้มีการ

บาดเจ็บของเซลล์ประสาทในสมองบริเวณฮิปโปแคมปัส

และความเสียหายดังกล่าวทวีความรุนแรงมากยิ่งขึ้นเมื่อ

ได้รับยาพาราเซตามอลร่วมกับการได้รับแอลกอฮอล ์ (18)

สรุป

จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี ้สามารถสรุปได้ว่า

ระยะเวลาของการได้รับยาพาราเซตามอลถือเป็นปัจจัย

หนึ่งที่สำคัญให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์  ซึ่งการได้รับ

ยาชนิดนี้ในความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมติดต่อ

กันเป็นระยะเวลานานสามารถเหนี่ยวนำให้มีการตายของ

เซลล์แบบทำลายตัวเองในสมองเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นผลจาก

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงน่าใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการ

เฝ้าระวังอันตรายท่ีอาจเกิดข้ึนจากการใช้ยาพาราเซตามอล

ติดต่อกันเป็นระยะเวลานานต่อไป
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