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บทคัดย่อ 
 

 การเสริมแคลเซียมเป็นทีÉศึกษากนัอย่างแพร่หลายและสามารถลดความเสีÉยงต่อความ

ผิดปกติของระบบกระดูก เช่น ภาวะกระดูกบางและกระดูกพรุน แต่ยงัไม่มีข้อสรุปว่ามีผลต่อ

ประสาทพฤติกรรมและความจาํ งานวจิยันีÊ จึงมีวตัถุประสงค์เพืÉอศึกษาผลของการเสริมแคลเซียมต่อ

พฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํ การสร้างเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส และ

แคลเซียมเมตาลิซึม หนูแรทสายพนัธุ์ Wistar เพศผู ้อายุ Š สัปดาห์ แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม (řŚ ตัวต่อกลุ่ม) โดยให้ดืÉมนํÊ าทีÉ มีส่วนผสมของ

แคลเซียมคลอไรด์ โซเดียม กลูโคส และกาแล็กโทส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ แลว้ทาํการทดสอบ

พ ฤ ติ ก รร ม ก าร เรีย น รู้ แ ล ะ ค วาม จําด้วย  Morris Water Maze (MWM) แ ล ะ  novel objective 

recognition (NOR) รวมทัÊงปริมาณโปรตีน doublecortin (DCX) ซึÉ งบ่งชีÊ การสร้างเซลลป์ระสาทใน

สมองส่วนฮิโปแคมปัสด้วยวิธี Western blot การศึกษาการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมใน

ลําไ ส้ เล็ก ส่ วน ต้น ด้วยวิ ธี  qRT-PCR โค รงส ร้ า งแ ล ะ ค วาม แ ข็ งแ รงข อ งก ร ะดู ก ด้ว ยวิ ธี 

histomorphometry และการดดังอ 3 จุด ตามลาํดบั ผลการศึกษา พบวา่ การเสริมแคลเซียมทาํให้หนู

แสดงพฤติกรรมการเรียนรู้ใน MWM และ NOR รวมทัÊงเพิÉมปริมาณโปรตีน DCX ในสมองส่วน

ฮิปโปแคมปัสและปริมาณยีนขนส่งแคลเซียม (TRPV6 และ PMCb1) ในลาํไสเ้ลก็ส่วนตน้ ทัÊงนีÊการ

เสริมแคลเซียมทาํใหเ้พิÉมความแข็งแรงของกระดูกและลดพืÊนผิวกระดูกเหลือจากการกร่อน ดงันัÊน

การเสริมแคลเซียมสูตรนีÊ จึงเป็นวิธีการป้องกนัการสูญเสียมวลกระดูกและส่งเสริมให้เกิดการเรียนรู้

และความจาํ ซึÉ งอาจแนะนาํแก่ผูที้ÉมีความเสีÉยงต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนและความจาํบกพร่อง  
 

คําสําคัญ  การเสริมแคลเซียม, การเรียนรู้, ความจาํ, การสร้างเซลลป์ระสาทใหม่
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ABSTRACT 
 

It has been well established that calcium supplementation potentially 
reduces risk of skeletal abnormalities, i.e., osteopenia and osteoporosis. However, it 
remains unclear whether calcium supplementation affects neurobehavior and memory. 
The present study aimed to investigate the effect of calcium supplementation on 
memory-related behaviors, hippocampal neurogenesis and calcium metabolism. 
Eight-week-old male Wistar rats were randomly divided into two groups, control and 
calcium supplement (12 rats/group). Rats were administrated drinking water ad 
libitum supplemented with calcium chloride, sodium, glucose, and galactose for 4 
weeks. The learning and memory were evaluated by Morris Water Maze (MWM) 
novel objective recognition (NOR). Hippocampus was determined the expression of 
doublecortin (DCX) protein as a reliable marker of adult neurogenesis by Western 
blot analysis. Duodenal expression of the epithelial calcium transporter genes was 
determined by qRT-PCR. Femurs and tibias were evaluated microstructural and 
mechanical properties by histomorphometry and 3-point bending, respectively. The 
results showed that the calcium-supplemented rats learned to reach the platform in 
MWM and had an increase in the discrimination index in NOR test. Furthermore, an 
increase in DCX protein was observed in the calcium-supplemented rats. However, 
the calcium supplementation did not change total serum calcium but increased 
duodenal calcium transporter mRNA expression (i.e., TRPV6 and PMCAb1). In 
addition, bone stiffness was increased but eroded surface decreased indicated an 
increased bone strength. Therefore, this formulation of calcium supplement could 
prevent bone loss and enhance learning and memory, suggesting to recommend for 
osteoporotic and memory impairment individuals. 
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บททีÉ  1 

บทนํา 

 

1.1 หลกัการและเหตผุล 

 

แคลเซียมเป็นแร่ธาตุหลกัทีÉ เป็นส่วนประกอบของกระดูกและฟัน แมร่้างกายจะตอ้ง

การแคลเซียมเพียงเล็กน้อยแต่ก็เป็นแร่ธาตุทีÉมีความสําคัญต่อกระบวนการทางชีวเคมีทีÉสําคญัใน

เซลล์ร่างกายทุกระบบ (Niki, et al, 1996) เนืÉองจากร่างกายสังเคราะห์แคลเซียมไม่ไดจึ้งตอ้งรับมา

จากอาหารผ่านการกระบวนการย่อยและดูดซึม โดยแคลเซียมถูกดูดซึมจากโพรงลาํไส้เล็กเข้าสู่

กระแสเลือด แลว้นําไปสู่อวยัวะต่างๆ ดงันัÊนร่างกายจึงผลิตฮอร์โมนหลายชนิดทาํหนา้ทีÉควบคุม

สมดุลแคลเซียมใหมี้ระดบัในเลือดทีÉพอเหมาะ ไดแ้ก่ พาราไทรอยดฮ์อร์โมน แคลซิโทนิน และแคล

ซิเฟอรอล (Song, 2017:28) 

องคก์ารอนามยัโลกรายงานปัญหาดา้นสุขภาพกบัการเจริญเติบโตของร่างกายในเด็ก 

เป็นผลมาจากการบริโภคอาหารทีÉมีแคลเซียมนอ้ยและไม่ถึงปริมาณทีÉแนะนําในแต่ละวนั (World 

Health Organization, 2004:59) ยิÉงไปกว่านัÊนสตรีวยัหมดประจาํเดือนมีการสูญเสียแคลเซียมอย่าง

รวดเร็วอาจนาํไปสู่ภาวะกระดูกบาง โรคกระดูกพรุน และเสีÉยงต่อการเกิดกระดูกหกั ปัจจยัทีÉทาํให้ผู ้

สูงวยักระดูกพรุนนัÊนเป็นผลมาจากอายุทีÉมากขึÊน การลดลงของฮอร์โมนเพศ ขาดการออกกาํลงักาย 

และการเป็นโรคความดันโลหิตสูง เบาหวาน ไขมันสูงในเลือด และโรคเมตาบอลิซึม เป็นต้น 

(Paula & Rosen, 2010) ดงันัÊนการรับประทานอาหารและยาเสริมแคลเซียมจึงเป็นทางเลือกสําหรับ

ผูที้ÉมีความเสีÉยงและ/หรือขาดแคลเซียม 

แมว้า่มีการศึกษาผลกระทบของการบริโภคอาหารและผลิตภณัฑ์ทีÉมีแคลเซียมสูงต่อ

การทาํงานของร่างกายกนัอยา่งแพร่หลาย แตย่งัไม่มีขอ้สรุปเป็นทีÉแน่ชดั จากผลงานวิจยัเกีÉยวกบัการ

เสริมแคลเซียมของหน่วยวิจัยแคลเซียมและกระดูก ภาควิชาสรีรวิทยา คณ ะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัมหิดล ทาํให้ทราบว่า การบริโภคแคลเซียมเสริมทีÉผสมโซเดียมและนํÊ าตาลโมเลกุล

เดีÉยว ไดแ้ก่ กลูโคสและกาแล็กโทส เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ สามารถป้องกนัการเกิดภาวะกระดูก

บาง โดยแคลเซียมเสริมสูตรนีÊ ช่วยเพิÉมการขนส่งแคลเซียมผ่านเยืÉอบุลาํไส้เล็กมากขึÊน ทําให้เพิÉม

ปริมาณแคลเซียมในเลือดและนํÊ านม รวมทัÊ งความแข็งแรงของกระดูกในหนูระยะให้นม 

(Suntornsaratoon, et al, 2014)  
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อย่างไรก็ตามหากบริโภคอาหารหรือผลิตภัณฑ์ทีÉมีแคลเซียมสูงเกิดความต้องการ 

ร่างกายจะขบัถ่ายแคลเซียมส่วนเกินในอุจจาระและปัสสาวะ แต่ถา้ไดรั้บแคลเซียมมากเกินไปก็อาจ

เสีÉยงต่อการเกิดแคลเซียมสะสมในเนืÊอเยืÉอ การเกิดหินปูนในผนงัหลอดหัวใจ สมอง และการเกิดนิÉว

ในไตและทางเดินปัสสาวะ เป็นตน้ (Payne, et al, 2014; Sorensen, 2014:237; Tankeu, et al, 2017)

มากไปกว่านัÊนยงัมีการศึกษาผลของการบริโภคอาหารและผลิตภัณฑ์ทีÉมีแคลเซียมสูงต่อการ

เปลีÉยนแปลงทางอารมณ์และจิตใจทัÊงในคนและสัตวท์ดลอง ทาํให้ทราบว่าผูป่้วยโรคซึมเศร้าทีÉมี

อาการกระวนกระวายและอารมณ์แปรปรวนอย่างเฉียบพลนัมีปริมาณแคลเซียมและฟอสเฟตใน

เลือดเพิÉมขึÊน (Carman & Wyatt, 1977) เช่นเดียวกนักบัผูป่้วยทีÉมีฮอร์โมนพาราไทรอยด์นอ้ยเกินไป 

ซึÉ งมีอาการหวาดระแหวงมากขึÊ นหลังจากการฉีดยาแคลเซียมแลคเตท (Snowdon, et al, 1976) 

ขณะทีÉการศึกษาในสัตวท์ดลอง พบวา่ การเพิÉมปริมาณแคลเซียมมีผลใหล้ดปริมาณอนุพนัธ์ของสาร

สืÉอประสาทเซโรโทนินและแสดงพฤติกรรมวิตกกงัวลและซึมเศร้าในหนูกลุ่มทีÉไดแ้คลเซียมเสริม 

โดยหนูกลุ่มทีÉไดแ้คลเซียมเสริมมีการสาํรวจและการเคลืÉอนไหวในพืÊนทีÉโล่งกวา้งมากขึÊน (Trulson, 

et al, 1986; Godinho, et al, 2002) ฉะนัÊนจึงกล่าวได้ว่า การเพิÉมปริมาณแคลเซียมในเลือดสามารถ

เหนีÉยวนาํใหเ้กิดความผิดปกติทางอารมณ์และพฤติกรรม 

จากทีÉไดก้ล่าวมาแลว้ในขา้งตน้ยงัไม่มีการศึกษาผลของการไดรั้บแคลเซียมเสริมสูงต่อ

การเปลีÉยนแปลงของพฤติกรรมการเรียนรู้ ความจาํ และการสร้างเซลลป์ระสาทใหม่ในสมอง ทัÊงนีÊ

การเพิÉมปริมาณแคลเซียมในเลือดมีผลทาํให้เพิÉมปริมาณแคลเซียมในนํÊาหล่อเลีÊยงสมองและไขสัน

หลัง (Veale & Myers, 1971) ซึÉ งเกิดการสะสมแคลเซียมเนืÊ อ เยืÉอสมองบริเวณ ต่างๆ ทําให้มี

เปลีÉยนแปลงการทาํงานของระบบประสาทส่วนกลางและส่งผลต่อการสร้างเซลลป์ระสาทใหม่ใน

สมองได ้สมองส่วนฮิปโปแคมปัส ทาํหนา้ทีÉสร้างการเรียนรู้และความจาํมีการสร้างเซลลป์ระสาท

ใหม่อย่างต่อเนืÉอง ปัจจยัทีÉมีผลกระทบต่อการสร้างเซลล์ประสาทใหม่ในสมอง เช่น วยัชราภาพ 

ฮอร์โมน สารสืÉอประสาท และสารส่งเสริมการสร้างเซลล์ประสาท เป็นตน้ โดยเฉพาะอยา่งยิÉงการ

ปริมาณสารอาหารทีÉ ร่างกายได้รับจะส่งผลต่อการสร้างเซลล์ประสาทอีกด้วย (Stangl & Thuret, 

2009) ดงันัÊนการศึกษาผลของการไดรั้บการเสริมแคลเซียมทีÉผสมโซเดียม กลูโคสและกาแล็กโทส

ต่อการแสดงออกของพฤติกรรมการเรียนรู้ ความจาํ และปริมาณของการสร้างเซลลป์ระสาทใหม่ใน

สมองจึงเป็นสิÉงทีÉน่าสนใจ เพืÉอนําไปสู่ความเข้าใจกลไกของพฤติกรรมการเรียนรู้และการสร้าง

ความจาํ อีกทัÊงเป็นแนวทางการพฒันาผลิตภณัฑเ์สริมแคลเซียม 
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1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 

 

1.2.1 เพืÉอศึกษาสมดุลแคลเซียมและแคลเซียมเมตาลิซึมของหนูขาวทีÉไดรั้บการเสริม

แคลเซียม 

1.2.2 เพืÉอศึกษาพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํของหนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียม 

1.2.3 เพืÉอศึกษาการเปลีÉยนแปลงของการสร้างเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโป-

แคมปัสของหนูขาวทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียม 

 

1.3 กรอบแนวคิดการวจิัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 1.1 แผนผงัตวัแปรตน้และตวัแปรตามของงานวิจยั 

 

1.4 สมมตฐิานการวจิัย 

 

การเสริมแคลเซียมสามารถเพิÉมการดูดซึมแคลเซียมและความแข็งแรงของกระดูก 

รวมทัÊงส่งเสริมพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํดว้ยการสร้างเซลลป์ระสาทในสมองส่วนฮิปโป-

แคมปัสเพิÉมขึÊน 

ตัวแปรต้น 

1.3.1 สมดุลและเมตาลิซึม

แคลเซียมของหนูขาวทีÉไดรั้บการ

เสริมแคลเซียม 

1.3.2 พฤติกรรมการเรียนรู้และ

ความจาํของหนูขาวทีÉไดรั้บการ

เสริมแคลเซียม 

1.3.3 การสร้างเซลลป์ระสาทใน

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสของหนู

ขาวทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียม 

ตัวแปรตาม 

1.3.1 ระดบัแคลเซียม ฮอร์โมนความคุม

สมดุลแคลเซียม สารบ่งชีÊการสร้างและ

สลายกระดูก ยีนขนส่งแคลเซียมในลาํไส ้

โครงสร้างและความแข็งแรงของกระดูก 

1.3.2 ระดบัการเรียนรู้และความจาํ ในการ

ทดสอบดว้ยวิธี Morris water maze และ 

novel object recognition 

1.3.3 ปริมาณของโปรตีนบ่งชีÊการเซลล์

ประสาทในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 
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1.5 ขอบเขตของการวิจยั 

 

งานวิจัยนีÊ เป็นการวิจัยเชิงทดลองโดยทําการศึกษาในสัตว์ทดลองด้วยการเสริม

แค ล เซี ยม เป็น ระยะ เวลา 4 สัป ดาห์  ซึÉ งดํา เนิ น การเลีÊ ยงสัต ว์ท ด ลอ งทีÉ ศูน ย์สัต ว์ท ดล อ ง

มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ อวยัวะตวัอย่างและสิÉงส่งตรวจทางห้องปฏิบติัการถูกนํามาวิเคราะห์ทีÉ

ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล และคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสยาม 

โดยดาํเนินงานตามวตัถุประสงคข์องงานวิจยัดงันีÊ  

 1.5.1 การศึกษาสมดุลแคลเซียมและเมตาบอลิซึมแคลเซียมของหนูขาวทีÉได้รับการ

เสริมแคลเซียม ไดแ้ก่ ปริมาณของแคลเซียมและฟอสเฟต ฮอร์โมนควบคุมระดบัแคลเซียม และสาร

ชีวเคมีบ่งชีÊการสร้างและสลายกระดูกในเลือด ปริมาณการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมภายใน

เยืÉอบุลาํไสเ้ล็กส่วนตน้ การเปลีÉยนแปลงโครงสร้างและความแขง็แรงของกระดูก 

 1.5.2 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรู้และความจําของหนูขาวทีÉ ได้รับการเสริม

แคลเซียม 

 1.5.3 การศึกษาปริมาณโปรตีนบ่งชีÊ การสร้างเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโป-

แคมปัสของหนูขาวทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียม 

 

1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 

 

1.6.1 พฤติกรรม (Behavior) หมายความถึง การแสดงออกและท่าทางของสิÉงมีชีวิตทีÉ

ตอบสนองกบัสิÉงเรา้และการเปลีÉยนแปลงสิÉงแวดลอ้ม 

1.6.2 แคลเซียม (Calcium) เป็นธาตุโลหะหนักประเภทอะคาไล ซึÉ งพบในผลิตภณัฑ์

ประเภทนมและถัÉวเหลือง ผกัใบเขียว ปลาตวัเลก็ และผลิตภณัฑ์เสริมแคลเซียม 

1.6.3 การเรียนรู้ (Learning) คือ การได้รับความรู้ พฤติกรรม ทักษะ หรือความพึงใจ 

เกิดจากการทาํงานของระบบประสาทและอาศยัประสบการณ์ทีÉผา่นมา 

1.6.4 การสร้างเซลล์ประสาท (Neurogenesis) เป็นการกาํเนิดเซลล์ประสาทใหม่จาก

นิวรอนสเต็มเซลล ์
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1.7 ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 

 

 1.7.1 ความรู้พืÊนฐานทางดา้นวิทยาศาสตร์การแพทยเ์กีÉยวกบักลไกและความสัมพนัธ์

ระหวา่งพฤติกรรมการเรียนรู้ ความจาํและการสร้างเซลลป์ระสาทในสมองจากการเสริมแคลเซียม 

 1.7.2 วิธีการเสริมแคลเซียมสําหรับผูที้É มีความเสีÉ ยงหรือขาดแคลเซียม เช่น ผูสู้งอายุ 

สตรีวยัหมดประจาํเดือน และผูป่้วยโรคกระดูกพรุน 

 1.7.3 แนวทางการพัฒนายาหรือผลิตภัณฑ์เสริมแคลเซียมให้การดูดซึมและลด

ผลขา้งเคียงอยา่งมีประสิทธิภาพ 
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บททีÉ  2 

วรรณกรรมและงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง 

 

2.1 สมดุลแคลเซียม 

 

ร่างกายไดรั้บแคลเซียมจากการรับประทานอาหารและจะดูดซึมเขา้ไปผ่านโพรงลาํไส้

เล็ก โดยเฉพาะอย่างยิÉงส่วนของดูโอดีนมัเป็นบริเวณทีÉมีการดูดซึมแคลเซียมสูงสุด แคลเซียมทีÉถูก

ดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดและนําไปใช้เพืÉอการทาํงานของอวยัวะต่างๆของร่างกาย รวมทัÊ งนําไป

สะสมทีÉกระดูกและฟัน ซึÉ งสามารถปล่อยแคลเซียมออกมาเมืÉอร่างกายความตอ้งการ แคลเซียมช่วย

การทาํงานของระบบประสาทและสมอง การหดตวัของกลา้มเนืÊอ และการควบคุมการแข็งตวัของ

เลือด การทาํงานของเยืÉอหุม้เซลล์ การหลัÉงเอนไซมแ์ละฮอร์โมนอีกทัÊงยงัช่วยใหจ้งัหวะการเตน้ของ

หัวใจ แคลเซียมเป็นตัวกระตุน้ทีÉช่วยในเกิดปฏิกิริยาทางเคมีทีÉสําคญั ขณะทีÉแคลเซียมส่วนทีÉเกิน

ความตอ้งการของร่างกายถูกกาํจดัและขบัถ่ายออกมากบัอุจจาระและปัสสาวะ (Boron, et al, 2012) 

กระดูกจึงเป็นแหล่งสะสมแคลเซียมและฟอสฟอรัส ภายในกระดูกประกอบดว้ยเซลล์

สร้างกระดูก (osteoblast) ทาํหนา้ทีÉ เพิÉมมวลและความหนาแน่นของกระดูก ในขณะทีÉเซลล์สลาย

กระดูก (osteoclast) ทาํหนา้ทีÉกร่อนเนืÊอกระดูกดว้ยการสลายคอลลาเจนและผลึกไฮดรอกซีอะพา-

ไทต์ ในภาวะปกติของร่างกายเซลล์ทัÊ งสองชนิดนีÊ จะทาํงานอย่างสมดุล หากเซลล์สร้างกระดูก

ทาํงานไดน้อ้ยลงหรือเซลลส์ลายกระดูกทาํงานมากขึÊน มวลกระดูกก็จะลดลงจนเกิดกระดูกบางและ

กระดูกพรุน (Raggatt & Partridge, 2010)  

การดูดซึมและการขนส่งแคลเซียมของร่างกายส่วนใหญ่พบทีÉบริเวณลาํไส้เลก็ส่วนตน้ 

ซึÉ งเป็นบริเวณสามารถดูดซึมแคลเซียมและมีการตอบสนองต่อฮอร์โมนทีÉมาควบคุมสมดุล

แคลเซียมในร่างกายมากทีÉสุด การขนส่งแคลเซียมในลาํไส้เลก็ส่วนตน้มี 2 วิธี (Charoenphandhu, et 

al, 2010) คือ  

การขนส่งแคลเซียมผ่านช่องระหวา่งเซลล ์(paracellular passive transport) ซึÉ งไม่อาศยั

พลงังานในการขนส่งแต่ใชค้วามแตกต่างระหวา่งความเขม้ขน้แคลเซียมในลาํไส้และในเลือด การ

ขนส่งแคลเซียมถูกควบคุมโดยการเปลีÉยนแปลงช่องว่างระหว่างเซลลแ์ละความสามารถในการคดั

แยกชนิดของประจุขณะทีÉผ่านช่องระหว่างเซลล์ ซึÉ งทําหน้าทีÉโดย tight junction protein ได้แก่ 

claudin-2, claudin-12 และ claudin-15 เป็นตน้  
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การขนส่งแคลเซียมแบบวิธีแอกทีฟปฐมภูมิ ซึÉ งอาศยัโปรตีนแคลเซียมแชนแนล เช่น 

TRPV5 และ TRPV6 (transcellular active transport) หรือขนส่งแคลเซียมทีÉละลายอยู่ในนีÊก็จะไหล

ตามนํÊ าพร้อมกบัโซเดียมและกลูโคส (solvent drag-induced transport) นอกจากนีÊการเปลีÉยนแปลง

ของระดบัของแคลเซียมในกระแสเลือดมีผลให้มีการขนส่งแคลเซียมเขา้สู่เซลลไ์ดด้ว้ยศกัยไ์ฟฟ้าทีÉ

เป็นลบในโพรงลาํไสเ้ลก็ (voltage-dependent transport) 

การควบคุมระดับแคลเซียมในเลือดอาศัยการทํางานของฮอร์โมนต่างๆ ในกรณี

แคลเซียมในเลือดตํÉา ฮอร์โมนพาราไทรอยดห์ลัÉงผ่านการรับรู้ของตวัรับแคลเซียม calcium sensing 

receptor (CaSR) ทีÉต่อมพาราไทรอยด์ มีผลให้เพิÉมการดูดซึมแคลเซียมทีÉลาํไส้ ดูดกลบัแคลเซียมทีÉ

ไต และกระตุ้นให้เซลล์สลายกระดูกให้กร่อนเนืÊอกระดูก เพืÉอปล่อยแคลเซียมเขา้สู่กระแสเลือด 

และวิตามินดีช่วยใหดู้ดซึมแคลเซียมในลาํไส้เพิÉมขึÊนอีกดว้ย หากร่างกายมีระดบัแคลเซียมในเลือด

สูง ฮอร์โมนแคลซิโทนินจากต่อมไทรอยด์ ลดการดูดกลับแคลเซียมทีÉไตและเพิÉมการสะสม

แคลเซียมในกระดูก (ภาพทีÉ 2.1) 

 

 
 

ภาพทีÉ 2.1 การควบคุมสมดุลแคลเซียมในร่างกาย (Boron, et al, 2012) 
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2.2 การเสริมแคลเซียม 

 

เมืÉอร่างกายขาดแคลเซียมสามารถก่อให้เกิดผลเสียต่อร่างกาย เช่น การเป็นตะคริว 

อาการชาตามแขนขา ความดนัโลหิตสูง โรคขอ้อกัเสบ เล็บเปราะ การยอ่ยอาหารบกพร่อง กระดูก

บาง ฟันผุ กระดูกพรุน การเกิดนิÉวในถุงนํÊ าดีและไต เป็นต้น (Hatfield, et al, 2014) รูปแบบของ

แคลเซียมทีÉนิยมใชเ้สริม คือ แคลเซียมคาร์บอเนต และแคลเซียมซิเตรท ซึÉงผลขา้งเคียงของการเสริม

แคลเซียมทัÊ ง 2 รูปแบบนีÊ ทําให้รบกวนการทํางานของระบบทางเดินอาหารและการดูดซึม

สารอาหารบางประเภท เช่น เหล็ก สังกะสี และแมกนีเซียม เป็นต้น ดังนัÊนการเสริมแคลเซียม

จาํเป็นตอ้งรับประทานควบคู่ไปกบัมืÊออาหารปกติ (Straub, 2007:287) ฉะนัÊนการเสริมแคลเซียมใน

ปริมาณทีÉเหมาะสมจึงเป็นวิธีการรักษาและป้องกันสําหรับบุคคลทัÉวไปและผูป่้วยทีÉขาดแคลเซียม 

โดยเฉพาะอยา่งยิÉง วยัเด็กทีÉกาํลงัเจริญเติบโต สตรีตัÊงครรภ์ สตรีวยัหมดประจาํเดือน และผูป่้วยโรค

กระดูกพรุน (Sunyecz, et al, 2008) การบริโภคแคลเซียมเสริมทีÉผสมนํÊ าตาลโมเลกุลเดีÉยว ได้แก่ 

กลูโคสและกาแล็กโทส เป็นระยะเวลา Ś สัปดาห์ สามารถป้องกนัการเกิดภาวะกระดูกบางในหนู

ระยะให้นม โดยแคลเซียมเสริมสูตรนีÊ ช่วยเพิÉมการขนส่งแคลเซียมผ่านเยืÉอบุลาํไส้เล็กมากขึÊน ทาํให้

เพิÉมปริมาณแคลเซียมในเลือดและนํÊ านม รวมทัÊงความแข็งแรงของกระดูก (Suntornsaratoon, et al, 

2014) อย่างไรก็ตามการไดรั้บการเสริมแคลเซียมสูงทีÉมากเกินไป อาจส่งผลกระทบต่อระบบการ

ทาํงานของร่างกาย เช่น การสะสมและพอกพูนหินปูนทีÉผนังหลอดเลือดหัวใจและสมอง และการ

เกิ ด นิÉ วใน ไต เป็น ต้น  (Goodman, et al, 2000; Ross, et al, 2011; Payne, et al, 2014 ; Sorensen, 

2014:237; Tankeu, et al, 2017) มากไปกว่านัÊน การบริโภคแคลเซียมเกิน Ś,ŘŘŘ มิลลิกรัมต่อวนั และ

การเสริมแคลเซียมมากกว่า 900 มิลลิกรัม ทําให้มีความเสีÉยงต่อการเกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 

(Giovannucci, et al, 2006) 

นอกจากนีÊการเปลีÉยนแปลงของแคลเซียมทีÉสูงขึÊนมีผลต่อสุขภาพจิตใจและอารมณ์อีก

ดว้ย ผลการศึกษาทีÉผ่านมาพบว่า การความผิดปกติทางเมตาบอลิซึมของแคลเซียม เป็นสาเหตุหนึÉง

ของการเกิดโรคซึมเศร้า (Faragalla & Flach, řšşŘ) และการมีระดับแคลเซียมในเลือดสูงทาํให้

ผูป่้วยโรคซึมเศร้าแสดงอาการกระวนกระวายอย่างเฉียบพลนัและอารมณ์แปรปรวน (Carman & 

Wyatt, 1977) ซึÉ งสอดคล้องกับผลการศึกษาในผู ้ป่วย hypoparathyroidism ทีÉ ได้รับการฉีดยา

แคลเซียมแลคเตทมีการแสดงอาการหวาดระแหวงมากขึÊน เนืÉองจากมีระดับแคลเซียมในเลือดสูง 

(Snowdon, et al, 1976; Cogan, et al, 1978) อีกทัÊงผูป่้วยโรคจิตเภททีÉแสดงอาการหดหู่และซึมเศร้ามี

ปริมาณแคลเซียมในนํÊาหล่อเลีÊยงสมองและไขสันหลงัสูง (Jimerson, et al, 1979) 
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การศึกษาในคนมีความสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาในสัตวท์ดลอง ซึÉ งพบว่า การเพิÉม

ปริมาณแคลเซียมมีผลให้ลดปริมาณอนุพนัธ์ของสารสืÉอประสาทเซโรโทนินและแสดงพฤติกรรม

หดหู่ในหนูกลุ่มทีÉไดแ้คลเซียมเสริม (Trulson, et al, 1986) และหนูกลุ่มนีÊ ยงัมีพฤติกรรมสาํรวจและ

การเคลืÉอนไหวในพืÊนทีÉโล่งกวา้งมากขึÊ น (Godinho, et al, 2002) จึงกล่าวได้ว่า การเพิÉมปริมาณ

แคลเซียมในเลือดสามารถเหนีÉยวนาํใหเ้กิดความผิดปกติทางอารมณ์และพฤติกรรม อยา่งไรก็ตามยงั

ไม่มีการศึกษาใดทีÉกล่าวถึงผลของการเสริมแคลเซียมสูงต่อการเรียนรู้ ความจาํและการสร้างเซลล์

ประสาทใหม่ในสมอง จึงเป็นสิÉงทีÉน่าสนใจ เพืÉอให้ทราบถึงขา้งเคียงต่อการทาํงานของสมองทีÉทาํ

หน้าทีÉควบคุมพฤติกรรมการเรียนรู้และการจดจาํ ดังนัÊนการให้การรับประทานอาหารและยา

แคลเซียมเสริมจึงตอ้งตระหนกัถึงผลขา้งในการรักษาและการแนะนาํใหบ้ริโภคไดอ้ยา่งถูกตอ้งและ

ปลอดภยั 

 

2.3 พฤติกรรมการเรียนรู้และการสร้างความจาํ 

 

การเรียนรู้เกิดจากการเปลีÉยนแปลงพฤติกรรมจนเป็นทกัษะหรือความรู้ ซึÉ งอาศยัการ

ทาํงานของระบบประสาทและประสบการณ์ทีÉผ่านมา พฤติกรรมการเรียนรู้สามารถศึกษาจากการ

แสดงออกของพฤติกรรมในสัตวที์Éจะตอ้งมีความสามารถในการจาํ ฉะนัÊนสัตวที์Éมีการพฒันาของ

ระบบประสาทสูงก็จะมีความสามารถในการจาํมากขึÊน ความจาํ เป็นเป็นกระบวนการประมวล

ขอ้มูลจากการกระตุน้เร้าทัÊงทางเชิงเคมีหรือเชิงกายภาพ ผ่านการเขา้รหสั การบนัทึก และการคน้คืน 

ทัÊงนีÊกระบวนการประมวลขอ้มูล มีระยะ 3 ระยะในการสร้างและคน้คืนความจาํ ดงันีÊ  

การเขา้รหัส (encoding) เป็นการรับ การแปลผล และการรวบรวมขอ้มูลทีÉได้รับ เช่น 

สัญลกัษณ์ต่างๆ จาการมองเห็น เสียงจาการไดย้ิน เป็นตน้ การเก็บ (storage) เป็นการบนัทึกขอ้มูลทีÉ

ไดเ้ขา้รหสัแลว้อยา่งถาวร และการคน้คืน (retrieval หรือ recollection) หรือ การระลึกถึง  

ความจาํแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ ความจําระยะสัÊ น (short-term memory) เป็น

ความจาํทีÉช่วยใหร้ะลึกขอ้มูลไดเ้ป็นเวลาหลายวินาทีจนถึงนาทีหนึÉงโดยไม่ตอ้งท่องซํÊ า ๆ อาศยัการ

ทาํงานของเปลือกสมองส่วนหนา้ (prefrontal cortex) ขณะทีÉความจาํระยะยาว (long-term memory) 

ซึÉงอาศยัการเปลีÉยนแปลงทีÉมีเสถียรภาพและถาวร โดยมีการเชืÉอมโยงการทาํงานของเซลลป์ระสาททีÉ

ในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ซึÉ งเป็นบริเวณแปลงความจาํระยะสัÊนให้กลายเป็นความจาํระยะยาว 

(consolidation)  
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กระบวนการเสริมกาํลงัการส่งสัญญาณในระยะยาว (long-term potentiation) เป็นการ

สืÉอสารระหว่างเซลล์ประสาทโดยกระตุน้เซลลป์ระสาทให้ทาํงานพร้อมกนั อีกทัÊงยงัเกีÉยวขอ้งกบั

ความเป็นพลาสติกของไซแนปส์ (synaptic plasticity) ซึÉ งกระบวนการเสริมกาํลงัการส่งสญัญาณใน

ระยะยาวมีการเชืÉอมต่อกนัของไซแนปส์แบบเคมี มีการเขา้รหัสโดยการเปลีÉยนระดบัการเชืÉอมต่อ

กนัของไซแนปส์ ดงันัÊนกระบวนการเสริมกาํลงัการส่งสัญญาณในระยะยาวนีÊ จึงเป็นหนึÉงในกลไก

สําคัญในระดับเซลล์ของการเรียนรู้และความจาํ การศึกษาโปรตีนไซแนปส์ เช่น synaptophysin 

และ postsynaptic density šŝ โดยอตัราส่วนของปริมาณโปรตีนดงักล่าวแสดงถึงปริมาณโปรตีน

ไซแนปส์ระหวา่งเซลลป์ระสาท (Gimbel, et al, 2010) 

 

 
 

ภาพทีÉ 2.2 ขบวนการสร้างความจาํในสมอง (Boron, et al, 2012) 
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จากภาพทีÉ 2.2 แสดงกลไกในระดบัเซลลข์องเสริมกาํลงัการส่งสัญญาณในระยะยาว 

การเพิÉมความเขม้ขน้ของแคลเซียมในเซลลป์ระสาทหลงัจากการหลัÉงสารสืÉอประสาทกลูตาเมต มี

ผลกระตุ ้นการหลัÉงของสารสืÉอประสาทและการทํางานของ protein kinase A, protein kinase C, 

calcium/calmodulin-dependent protein kinase II แ ล ะ  phospholipase C ทํ า ใ ห้ เกิ ด ก า ร เติ ม ห มู่

ฟอสเฟต เพืÉอใชใ้นการทาํงานระดบัเซลล ์เมืÉอมีการลดลงของระดบัแคลเซียมส่งผลใหเ้กิดลดการส่ง

สญัญาณ (long-term depression) 

การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํในสัตว์ทดลองจึงทําให้ทราบถึงการ

เปลีÉยนแปลงทางด้านสรีรวิทยาและเข้าใจถึงกลไกระดับเซลล์ของสมองเกีÉยวกับการเรียนรู้และ

ความจาํ ซึÉงผลการศึกษาสามารถสะทอ้นผลการทาํงานของสมองมนุษย ์ดงันัÊนโมเดลศึกษาของการ

ทดสอบด้วยเครืÉ องมือ Morris water maze และทดสอบความสามารถในการแยกแยะวตัถุใหม ่

(novel object recognition) จึงนาํมาใชใ้นโครงการวิจยัครัÊงนีÊ  

 

2.3.1 การทดสอบการเรียนรู้และความจํา Morris water maze (MWM)  

โมเดลทดสอบ MWM นิยมนาํมาใช้ประเมินความจาํเกีÉยวกบัทิศทางและการทาํงาน

ของสมองส่วนฮิปโปแคมปัสในหนูทดลอง การเรียนรู้ทิศทางเกิดขึÊนโดยการจาํสิÉงทีÉอา้งอิงทีÉปรากฏ

อยู่ในสิÉงแวดลอ้มรอบขา้ง การทดสอบนีÊ ใชส้ระว่ายนํÊ าทีÉผสมสารทีÉทาํใหน้ํÊ าขุ่น และติดป้ายสัญญา

ลกัษณ์ ตามทิศต่างๆของห้องทดสอบพฤติกรรม จากนัÊนให้หนูปล่อยว่ายนํÊ าไปยงัแท่นพยุงตวั เพืÉอ

การเรียนรู้ทิศและตาํแหน่งของแท่นพยุงตัว แล้วทาํการยา้ยแท่นพยุงออกไปจากสระว่ายนํÊ า เพืÉอ

ทดสอบว่าหนูมีความจาํทิศและตาํแหน่งของแท่นพยุงตวั ถา้หนูทีÉใช้ระยะเวลาในการหาแท่นพยุง

ตวันาน แสดงวา่หนูตวันัÊนมีการเรียนรู้และความจาํบกพร่อง (Morris, et al, 1981, 1984) 

 

2.3.2 การทดสอบการแยกแยะวตัถุใหม่ [Novel objective recognition (NOR)] 

โมเดลทดสอบ NOR คิดคน้โดย Ennaceur และ Delacour ในปี ค.ศ. 1988 ใช้ทดสอบ

การเรียนรู้และความการจดจาํ รวมถึงการทาํงานของสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและเปลือกสมองส่วน

หนา้ การทดสอบนีÊประเมินการจดจาํวตัถุ โดยใหห้นูคุน้เคยกบักล่องเปล่าทีÉใชใ้นการทดสอบ และ

ให้จดจาํวตัถุทีÉมีลักษณะเหมือนกัน จากนัÊนนําวตัถุใหม่เข้ามาแทนทีÉและบันทึกพฤติกรรมการ

แยกแยะวตัถุทีÉ คุ ้นเคยกับวตัถุใหม่ ดัชนีการแยกแยะวตัถุ (discrimination index) ทําให้ทราบถึง

ระดบัของความจาํของสัตวท์ดลอง 
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2.4. การสร้างเซลล์ประสาทใหม่ 

 

Benarroch และคณะ ปี ค.ศ. 2013 ได้ทําการทบทวนวรรณกรรมเกีÉยวกับการสร้าง

เซลลป์ระสาทใหม่เกิดขึÊนตลอดอายขุยั (ภาพทีÉ 2.3) ซึÉ งเกิดขึÊนตามบริเวณ subventricular zone ของ

โพรงสมองทีÉบรรจุนํÊ าเลีÊ ยงสมองและไขสันหลัง ส่วน anterior lateral ventricles ทีÉ เป็นแหล่งให้

กําเนิดเซลล์ประสาทของปมประสามการดมกลิÉน (olfactory bulb) และบริเวณ subgranular zone 

(SGZ) ในส่วนเดนเตตไจรัสของสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ซึÉ งเป็นศูนยก์ลางด้านความจาํและการ

เรียนรู้ของสมอง เซลลป์ระสาททีÉสร้างใหม่ถูกกระตุน้ให้เกิดการเจริญเติบโตดว้ยสาร proliferative 

precursors (IPCs) ทีÉสร้างมาจากเซลล์เกลียทรงแฉก เปลีÉ ยนเป็น excitatory dentate gyrus cells 

(DGCs) และเซลลป์ระสาททีÉสมบรูณ์โดยวางตวัอยูใ่นชัÊน granule cell layer (GCL) การพฒันาของ

เซลล์ประสาทแอกซอนและเดนไดรต์ เดนไดรติกสไปน์ (dendritic spine) มากขึÊนทาํให้ไซแนปส์

แข็งแรงยิÉงขึÊน ซึÉ งเกิดขึÊนพร้อมกบัการเพิÉมขึÊนของจาํนวนจุดซีนแนปส์ขาเขา้ สารสืÉอประสาทกาบา

กระตุน้ให ้DGCs ใหโ้ตเตม็วยัและสารสืÉอประสาทกลูตาเมตกระตุน้ใหส่้งแขนงใยประสาท 

การเติบโตของเซลลป์ระสาทใหม่สามารถทาํการศึกษาผา่นการแสดงออกของโปรตีน

บ่งชีÊ  ได่แก่  Polysialylated-neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) นิวรอนสเต็ม เซลล์ 5-

bromodeoxyuridine Ki67 และ doublecortin (DCX) แสดงระยะการเติบโตและการเพิÉมจาํนวนของ

เซลลป์ระสาทใหม่ (proliferation) และ Calbindin และ neuronal nuclei บ่งชีÊ เซลลป์ระสาททีÉโตเต็ม

วยั (Kempermann, et al, 2004) 

อยา่งไรก็ตามปัจจยัทีÉมีผลกระทบต่อการสร้างเซลลป์ระสาทใหม่ในสมอง เช่น วยัชรา

ภาพ ฮอร์โมน สารสืÉอประสาทโมโนเอมีน การออกกาํลังกาย และโปรตีนส่งเสริมการสร้างเซลล์

ป ร ะ ส า ท  brain-derived neurotrophic factor แ ล ะ  vascular endothelial growth factor เ ป็ น ต้ น 

โดยเฉพาะอย่างยิÉงการปริมาณสารอาหารต่างๆ ทีÉร่างกายไดรั้บก็ส่งผลกระทบในการสร้างเซลล์

ประสาทใหม่อีกดว้ย (Stangl & Thuret, 2009) 
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ภาพทีÉ 2.3 การสร้างเซลลป์ระสาทใหม่ในสมอง (Benarroch, et al, 2013) 
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บททีÉ  3 

วธิดีําเนินการวจิัย 

 

3.1 สัตว์ทดลอง 

 

หนูแรทสายพนัธุ์ Wistar เพศผู ้อายุ 8 สัปดาห์ นํÊ าหนักประมาณ 180–200 กรัม จาก

สํานักสัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล หนูแต่ละตัวเลีÊ ยงในกรงซึÉ งอยู่ในห้องทีÉควบคุม

อุณหภูมิ 25 ± 1C และ ความชืÊน 55 ± 5% ดว้ยแสงสวา่งตามวงจรเวลากลางวนักลางคืนรอบละ 12 

ชัÉวโมง หนูทุกตวัไดรั้บอาหารและนํÊ าทีÉมาตรฐาน นํÊาหนกัของหนูและปริมาณอาหารทีÉกินจะทาํการ

บันทึกทุกวนั เมืÉอครบระยะเวลากักกัÊนสัตว์ทดลองเป็นระยะเวลา 7 วนั การเสริมแคลเซียม

ดาํเนินการเป็นระยะเวลา 28 วนั แลว้ทาํการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู้และการจดจาํ ดงัทีÉแสดง

การทดลองทีÉดาํเนินการกบัสตัวแ์สดงในรูปทีÉ 3.1 โครงการวิจยันีÊ ใชจ้าํนวนสัตวท์ดลองและกระทาํ

การทรมานต่อสัตวอ์ย่างนอ้ยทีÉสุด การดาํเนินงานทุกขัÊนตอนไดรั้บอนุญาตจากคณะกรรมการกาํกบั

การดูแลและการใชส้ตัวข์องมหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์เลขทีÉ 010/2561 (ภาคผนวก ก.) โครงการวิจยั

นีÊ ใช้หนูจาํนวน 24 ตัวแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 12 ตัว ได้แก่ กลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มทีÉ

ไดรั้บแคลเซียมเสริม (calcium supplement) โดยจาํนวนหนูทีÉใชใ้นโครงการวิจยัคาํนวณจากสมการ 

N = 22 (Zα+Zβ) 2 / (μ1 – μ2)
2  เท่ากบั 11.98  12 ตวั 

กาํหนดให ้ N = sample size of each group in experiment 

    = standard deviation is 1.12  

   μ1 = mean of NOR1 test in previous experiment = 3.16) 

   μ2 = mean of NOR2 test in previous experiment = 1.73)  

   α = the level of significance is 5% (Zα = 1.96) 

   β = the risk (probability) of erroneously is 5 % (Zβ=1.65) 
 

 
 

ภาพทีÉ 3.1 ระเบียบวิจยัและการดาํเนินการกบัสตัวท์ดลอง 
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3.2 การเสริมแคลเซียม 

 

หนูทุกตวัไดรั้บการบนัทึกการกินนํÊ าต่อวนัก่อนทาํการเสริมแคลเซียมลงในนํÊาดืÉม โดย

ผสม 15 mM แคลเซียมคลอไรด์ 46.5 mM โซเดียมคลอไรด ์และ12 mM นํÊาตาลโมเลกุลเดีÉยว ไดแ้ก่ 

กลูโคสและกาแล็กโทส เป็นระยะเวลาติดต่อกัน 4 สัปดาห์ ซึÉ งอ้างอิงความเขม้ข้นของแคลเซียม

เสริมจากผลการศึกษาของ Suntornsaratoon และคณะ ปี ค.ศ. 2014  

 

3.3 การทดสอบพฤติกรรมเรียนรู้และความจํา 

 

โครงการวิจัยนีÊ ทําการศึกษาการแสดงออกของพฤติกรรมเรียนรู้และความจําใน

สัตวท์ดลอง ซึÉ งอาจมีความคลาดเคลืÉอนของผลการศึกษา ดงันัÊนจึงจาํเป็นต้องทดสอบพฤติกรรม

ดว้ยเครืÉองมือวดัพฤติกรรมเรียนรู้ทีÉหลากหลาย เพืÉอยนืยนัผลการศึกษาและลดความคลาดเคลืÉอน 

 

3.3.1 การเรียนรู้และความจํา Maris water maze (MWM) 

เครืÉ องมือและวิธีการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํทิศทางอ้างอิงจาก

การศึกษาของ Lapmanee และคณะ ปี ค.ศ. 2017 เครืÉองมือ Morris water maze เป็นสระว่ายนํÊ าทีÉมี

เส้นผ่านศูนยก์ลาง 150 ซม. สูง 60 ซม. บรรจุนํÊ าทีÉควบคุมอุณหภูมิ Śŝ °C และผสมด้วยนม 200 

มิลลิลิตร ลึกประมาณ 31 ซม. พืÊนทีÉของเครืÉ องมือ Morris water maze แบ่งออกเป็น 4 ส่วน (ทิศ

ตะวนัออก ทิศตะวนัตก ทิศเหนือ และทิศใต)้ ผนงัของห้องทดสอบพฤติกรรมติดป้ายสัญลกัษณ์

ต่างๆ เช่น เครืÉ องหมายวงกลม ตวัเลข และรูปภาพ เพืÉอเป็นตวับ่งชีÊ ตาํแหน่งและระบุทิศทางของ

แท่นพยงุตวั 

ก่อนการทดสอบการเรียนรู้จะฝึกให้หนูคุ ้นชินกับสิÉ งแวดล้อมและวิธีดาํเนินการ

ทดสอบพฤติกรรม โดยวางหนูแท่นพยุงตวัขนาดผ่านศูนยก์ลาง 1Ř ซม. สูง 3Ř ซม. ทีÉวางไวอ้ยูท่าง

ทิศใตข้องสระว่ายนํÊ านาน 10 วินาที ทาํซํÊ า 3 ครัÊ ง จากนัÊนเริÉมการทดสอบการเรียนรู้ดว้ยการปล่อย

หนูลงสระว่ายนํÊ าทางทิศตะวนัออก ทิศตะวนัตก และทิศเหนือ ตามลาํดบั แลว้บนัทึกเวลาของการ

วา่ยนํÊาไปยงัแท่นพยุงตวัทีÉอยู่ทางทิศใตข้องสระว่ายนํÊา (escape latency) หนูแต่ละตวัจะถูกทดสอบ

เป็นเวลา 3 วนั รวมจาํนวนครัÊ งของการทดสอบการเรียนรู้ จาํนวน 20 ครัÊ ง (วนัทีÉ 1 ทดสอบจาํนวน 8 

ครัÊ ง วนัทีÉ 2 ทดสอบจาํนวน Š ครัÊ ง และวนัทีÉ 3 จาํนวน 4 ครัÊ ง) ทัÊงนีÊหนูแต่ละตวัถูกทาํการเช็ดและ

เป่าขนใหแ้หง้ระหวา่งการทดสอบแต่ละครัÊ ง 
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หลงัจากการทดสอบการเรียนรู้ในวนัทีÉ  3 ประมาณ 1 ชัÉวโมง หนูจะนํามาทดสอบ

ความจดจาํทิศทาง โดยนาํแท่นทุนพยุงตวัออกจากสระวา่ยนํÊาและปล่อยหนูลงไปในสระวา่ยนํÊาทาง

ทิศตะวนัออกเฉียงเหนือ แลว้ทาํการบนัทึกเวลาทีÉหนูว่ายนํÊ าไปยงัพืÊนทีÉของสระว่ายนํÊ าทีÉเคยมีแท่น

พยงุตวัอยู ่(Probe test) 

 

3.3.2 การแยกแยะวตัถุใหม่ (Novel-objective recognition, NOR) 

เครืÉองมือและวิธีการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู้และการจดจาํวตัถุใหม่อา้งอิงจาก

การศึกษาของ Lapmanee และคณะ ปี ค.ศ. 2017 เครืÉองมือทดสอบ novel-objective recognition เป็น

กล่องพลาสติกสีดาํขนาดกวา้ง 63 ซม. ยาว Şś ซม. และสูง 45 ซม. โดยก่อนทาํการทดสอบ หนูจะ

นาํมาปล่อยในกล่องเปล่า เพืÉอให้คุน้ชินกบัสภาพสิÉงแวดลอ้มเป็นเวลา 10 นาที จาํนวน 2 รอบต่อวนั 

แลว้ทาํการทดสอบการแยกแยะและการจดจาํวตัถุโดยปล่อยหนูลงในกล่องทีÉมีอุปกรณ์ทบักระดาษ

ทาํมาจากเซรามิกและมีรูปทรงเหมือนกนั (ขนาด 3 ซม. ยาว 3 ซม. และสูง 7 ซม.) จาํนวน 2 ชิÊน วาง

ห่างกนัประมาณ 10 ซม. นาน 3 นาที บนัทึกพฤติกรรมการสาํรวจวตัถุ จากนัÊน 1 ชม. ต่อมา ทาํการ

เปลีÉยนอุปกรณ์ทบักระดาษเป็นแจกนั (ขนาด ŝ ซม. ยาว ŝ ซม. และสูง řŚ ซม.) จาํนวน 1 ชิÊน แลว้

ปล่อยหนูลงในกล่องเพืÉอทดสอบการแยกแยะและจดจาํวตัถุเป็นเวลา 3 นาที หนูทีÉ มีความจํา

บกพร่องจะใชเ้วลาในสาํรวจกบัวตัถุทีÉคุน้ชินมากกวา่วตัถุใหม่ ดชันีบ่งชีÊความบกพร่องของความจาํ

สามารถคาํนวณไดจ้ากสมการดงันีÊ  

 

ดชันีการแยกแยะวตัถุ = [เวลาทีÉสาํรวจวตัถุใหม่ — เวลาทีÉสาํรวจวตัถุทีÉคุน้ชิน] 

                                            เวลาทัÊงหมดทีÉใชใ้นการสาํรวจวตัถุ 

 

3.4 การสลบหนูและการเก็บอวัยวะตัวอย่าง 

 

เมืÉอสิÊนสุดการศึกษา หนูแต่ละตัวถูกทาํให้สลบดว้ย 5% isoflurane และทาํการเก็บ

เลือดจากหัวใจ จากนัÊนเก็บกระดูก ลาํไส้เล็กส่วนตน้ และสมอง เพืÉอทาํการศึกษาระดบัแคลเซียม 

ฮอร์โมนและสารชีวเคมีบ่งชีÊแคลเซียมเมตาบอลิซึม โครงสร้างและความแข็งแรงของกระดูก การ

แสดงออกของปริมาณยีนขนส่งแคลเซียมในลาํไส้เล็กส่วนต้น และปริมาณโปรตีนของเซลล์

ประสาทในสมอง ตามลาํดบั 
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3.5 การศึกษาปริมาณแร่ธาตุและสารชีวเคมคีวบคุมแคลเซียมในเลือด 

เลือดนําส่งศูนยพ์ยาธิวิทยารามาธิบดี โรงพยาบาลรามาธิบดี กรุงเทพมหานคร เพืÉอ

วิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม ฟอสเฟต และปริมาณสารชีวเคมีบ่งชีÊ การทาํงานของไตและการสร้าง

และสลายกระดูก ไดแ้ก่ ไนโตรเจนในสารยูเรีย ครีเอตินิน ฮอร์โมนออสติโอแคลซิน (osteocalcin) 

เอนไซมอ์ลัคาไลนฟ์อสฟาเตส (alkaline phosphatase) และฮอร์โมนควบคุมระดบัแคลเซียมในเลือด 

ไดแ้ก่ พาราไทรอยดฮ์อร์โมน แคลซิโทนิน ดว้ยชุดทดสอบ 
 

3.6 การศึกษาปริมาณยนีขนส่งแคลเซียมเยืÉอบลุําไส้เลก็ส่วนต้น 
 

ลําไส้เล็กส่วนต้นนํามาแยก messenger RNA (mRNA) ด้วยชุดสกัดสําเร็จรูปตาม

วิธีการทีÉผูผ้ลิตกาํหนด DNA extraction kit (Fermentas, Thermo Scientific) จากนัÊนวดัความเขม้ขน้

ของ total RNA ด้วยเครืÉ อง NanoDrop2000 spectrophotometer ศึกษาการแสดงออกของ mRNA 

ดว้ยวิธี Real-time PCR ตามวิธีการศึกษาของ Charoenphandhu และคณะ ปี ค.ศ. 2012 แล้วศึกษา

การแสดงออกของยีนทีÉสนใจ ได้แก่ transient receptor potential vanilloid family Ca2+ channel-6 

(TRPV6), cytoplasmic calcium transport, calbindin-D9k plasma membrane Ca2+-ATPase-1b 

(PMCA1b) และ Na+/Ca2+ exchanger-1 (NCX1) โดยยีน beta actin เป็นตวัควบคุมภายในถูกนํามา

เปรียบเทียบการเปลีÉยนแปลงของยีนทีÉทาํการศึกษา (ตารางทีÉ 3.1) 
 

ตารางทีÉ 3.1 ไพรเมอร์ของยีนขนส่งแคลเซียมและควบคุมภายใน 

 

Gene name Primer (forward/reverse) Size (bp) 

Apical calcium channel 

Transient receptor potential vanilloid 

family Ca2+ channel-6 (TRPV6) 

 

5’-CTTACGGGTTGAACACCACCA-3’ 

5’-TTGCAGAACCACAGAGCCTCTA-3’ 

 

80 

Cytoplasmic calcium transport 

Calbindin-D9k 

5’-CCCGAAGAAATGAAGAGCATTTT-3’ 

5’-TTCTCCATCACCGTTCTTATCCA-3’ 

174 

Basolateral calcium extrusion 

Plasma membrane Ca2+-ATPase-1b 

(PMCA1b) 

Na+/Ca2+ exchanger-1 (NCX1) 

 

5’-CGCCATCTTCTGCACAATT-3’ 

5’-CAGCCATTGTTCTATTGAAAGTTC-3’ 

5’-GTTGTGTTCGCTTGGGTTGC-3’ 

5’-CGTGGGAGTTGACTACTTTC-3’ 

 

109 

 

163 

Housekeeping gene 

Beta actin 

5'-CCAGGTCATCACTATTGGCA-3’ 

5'-ACCACCAGACAGCACTGTGTT-3’ 

172 
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3.7 การศึกษาความแข็งแรงของกระดูก 

 

กระดูกขาท่อนบนถูกเลาะขนและกลา้มเนืÊอปกคุมกระดูก แลว้ทาํความสะอาดดว้ย

นํÊาเกลือสะอาด จากนัÊนนาํมาศึกษาคุณสมบติัเชิงกลของกระดูกดว้ยเครืÉองดดังอแบบ ś จุด (three-

pointed bending) ตามวิธีการศึกษาของ Tiyasatkulkovit และ คณะปี ค.ศ. ŚŘřš โดยวางกระดูกใน

แนวระนาบเดียวกนักบัแท่นดดังอว่างห่างกนั 20 มิลลิเมตร เคลืÉอนทีÉดว้ยความเร็ว 2 มิลลิเมตรต่อ

นาที และศึกษาตวัแปรทีÉบ่งชีÊความแข็งแรงไดแ้ก่ ค่าแรงรับทีÉไดสู้งสุดในการยืดกระดูก (Maximum 

load) ค่ามอดูลัสของยงั (Young's modulus) และค่าระดับความแข็ง (stiffness) ตามลําดับ โดย

คาํนวณดว้ยซอฟแวร์ Instron 5900 (Norwood, MA, USA) 

 

3.8 การศึกษาโครงสร้างกระดูกระดับจุลภาค 

 

กระดูกขาท่อนล่างนํามาทําความสะอาดเลาะเนืÊอเยืÉอและเตรียมกระดูกลงในสาร

กาํซาบสารเรซิน แลว้นํากระดูกมาตัดด้วยเครืÉองไมโครโทม (model RM2255; Leica, Nussloch, 

Germany) และย้อมสีเนืÊ อเยืÉอกระดูกด้วย Goldner's Trichrome ทําการศึกษาการเปลีÉยนแปลง

โครงสร้างกระดูกระดับ จุลภาค ได้แก่  จํานวนเซลล์ออสติโอบลาสต์ต่อพืÊ นทีÉของกระดูก 

(N.Ob/T.Ar, mm-Ś) และเปอร์เซ็นต์พืÊ นผิวกระดูกเหลือจากการกร่อน (ES/BS, %) ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ (model BX51TRF; Olympus, Tokyo, Japan) ตามวธีิการศึกษาของ Tiyasatkulkovit และ 

คณะปี ค.ศ. 2019 

 

3.9 การศึกษาปริมาณของโปรตนีบ่งชีÊการสร้างประสาทในสมอง 

สมองหนูนาํมาแยกสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ตามวธีิการของ Heffner และคณะปี ค.ศ. 

1980 และเตรียมโปรตีนตามวิธีการศึกษาของ Lapmanee และคณะ ปี ค.ศ. ŚŘřş ด้วยวิธี Western 

blot โดยใช้หลกัการของ gel electrophoresis นําของเหลวใสทีÉได้จากการสกัดเนืÊอสมองไปตม้ทีÉ

อุ ณ ห ภู มิ  95 C เป็ น เวล า  5 น าที  แ ล้ว ปัÉ น ให้ ต ก ต ะก อ น  แ ล้วนํ า  supernatant ทีÉ ได้ล งใน 

polyacrylamide gel ซึÉ งประกอบดว้ย และ 4% stacking gel และ 10% resolving gel กระแสไฟฟ้าทีÉ

ใชส้ําหรับ electrophoresis คือ 60-80โวลต์ ใช้เวลา Ś ชัÉงโมง 30 นาที ต่อมายา้ยโปรตีนทัÊงหมดจาก 

polyacrylamide gel ไปยงั PVDF membrane ทีÉแช่ดว้ย methanol แลว้ลา้งให้สะอาด จากนัÊนนาํแผ่น

ฟองนํÊ าประกบกับอุปกรณ์ขนส่งโปรตีนใน Tris buffer saline แล้วปล่อยกระแสไฟฟ้า 80-100 

โวลต ์เป็นเวลา ř.5 ชัÉวโมง ทาํใหโ้ปรตีนมาเกาะบน PVDF membrane  
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ถดัมานําแผ่นโปรตีนแช่ใน blocking solution ด้วย 5% skim milk เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง 

แลว้ตามดว้ย primary antibody ทีÉอุณหภูมิ 4C เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ซึÉ งใชค้วามเข้มขน้ทีÉระบุไวใ้น

ตารางทีÉ 3.2 ในวนัถดัมานาํแผ่นโปรตีนมาลา้งดว้ยสารละลาย Tris buffer saline+0.01% Tween 20 

(TBST) จาํนวน 3 ครัÊ งๆละ 10 นาที จากนัÊนแลว้ตามด้วย secondary antibody เป็นเวลา 1 ชัÉงโมง 

แลว้ลา้งดว้ย TBST ś ครัÊ งๆละ 10 นาที วดัปริมาณโปรตีนไดจ้ากการถ่ายภาพของแถบโปรตีนทีÉได้

จากขัÊนตอน immunodetection ดว้ยการประกบกับฟิล์มเอกซเรย ์แลว้ทาํการสแกนแผ่นฟิลม์และ

วเิคราะห์แถบโปรตีนดว้ยโปรแกรม ImageJ (National Institutes of Health) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

ตารางทีÉ 3.2 แอนติบอดีÊทีÉใชใ้นศึกษาโปรตีนการสร้างเซลลป์ระสาท 

 

Antibody Manufacturer Dilution Reference 

Rabit anti-doublecortin (DCX)  Abcam 1:500 Kremer et al., 2013 

Mouse anti--actin Santa Cruz Biotechnology 1:2,000 Lapmanee et al., 2017 

Goat anti-mouse IgG HRP Abcam 1:2,000 Lapmanee et al., 2017 

Goat anti-rabbit IgG HRP Abcam 1:2,000 Lapmanee et al., 2017 

 

3.10 สถิตทีิÉใช้ในการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

ผลของการศึกษาแสดงในรูปค่าเฉลีÉยและค่าความคลาดเลืÉอนมาตรฐาน (Mean ± SE.) 

สําหรับการเปรียบเทียบระหว่าง 2 ข้อมูลด้วย unpaired student’s t-test และตามด้วย Newman-

Keuls post-test โดยทีÉระบุค่า t และ degree of freedom (df) กาํหนดใหค่้านยัสาํคญัทางสถิตินอ้ยกวา่ 

0.05 (P<0.05) การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติทัÊงหมดใช้โปรแกรม GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA) 



20 

 

บททีÉ  4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 การศึกษาสมดุลและเมตาบอลซึิมของแคลเซียมของหนูขาวทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม 

 

4.1.1 นํÊาหนกัร่างกาย การกนิ และการขับถ่าย 

หลงัจากกักกันสัตวท์ดลองหนูทัÊ ง 2 กลุ่มมีนํÊ าหนักร่างกายไม่แตกต่างกัน (t(22) = 

0.5131; p = 0.307) และมีการเพิÉมขึÊนของนํÊาหนักตลอดระยะการศึกษา Ŝ สัปดาห์ โดยไม่พบความ

แตกต่างของนํÊาหนกัในช่วงทา้ยของการศึกษา (t(22) = 0.8605; p = 0.199) (ภาพทีÉ Ŝ.řA-B) รวมทัÊง

ปริมาณการกินอาหาร (t(22) = 1.232; p = 0.115) และร้อยละการขับถ่ายปัสสาวะต่อการกินนํÊ า 

(t(22) = 0.135; p = 0.447) โดยประเมินด้วยกรง metabolic cage เป็นระยะเวลา 1 วนั และทําการ

ประเมิน 1 ครัÊงต่อสัปดาห์ ผลการศึกษาพบวา่ หนูกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมี

ปริมาณของการกินอาหารและนํÊ า รวมทัÊงร้อยละการขบัถ่ายปัสสาวะต่อการกินนํÊ าไม่แตกต่างกัน

ระหวา่งกลุ่ม (ภาพทีÉ 4.1C-D)  
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ภาพทีÉ 4.1 นํÊาหนกัร่างกาย การกิน และการขบัถ่าย 
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4.1.2 สารชีวเคมีในเลือดและปัสสาวะ 

การเปลีÉยนแปลงสารชีวเคมีในเลือดและปัสสาวะทีÉบ่งชีÊสภาวะการทาํงานของไตและ

ความปลอดภัยของการเสริมแคลเซียม ปกติครีเอตินินทัÊงหมดตอ้งถูกกรองผ่านไตและขบัไปกับ

ปัสสาวะ ปริมาณของครีเอตินินทีÉเหลืออยู่ในเลือดจึงเป็นตวัชีÊ วดัการทาํงานของไต ผลการศึกษา

พบว่า หนูกลุ่มทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีปริมาณครีอะตินีนในเลือด (t(22) = 2.268; p = 0.017) 

และปัสสาวะ (t(22) = 3.438; p = 0.001) เพิÉมขึÊน (ภาพทีÉ Ŝ.ŚA-B) อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกต่าง

ของการคัÉงของเสียประเภทยูเรียไนโตรเจนอย่างมีนัยสําคัญ (t(22) = t=0.951; p = 0.176) และ

ปริมาณโปรตีนปัสสาวะในหนูกลุ่มทีÉไดร้บัการเสริมแคลเซียม (t(22) = 0.7687; p = 0.225) (ภาพทีÉ 

4.2B-C) ดังนัÊนการเสริมแคลเซียมสูตรนีÊ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ไม่ทาํให้ไตทํางานมากขึÊนและ

ภาวะขาดนํÊา 
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ภาพทีÉ 4.2 สารชีวเคมีในเลือดทีÉบ่งชีÊสภาวะการทาํงานของไต 
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การศึกษาปริมาณแคลเซียม ฟอสเฟต และฮอร์โมนควบคุมสมดุลแคลเซียมในเลือด 

ไม่พบความแตกต่างกนัของปริมาณแคลเซียม (t(22) = 1.027; p = 0.158) ฟอสเฟต (t(22) = 1.035; p 

= 0.156) ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ฮอร์โมน (parathyroid hormone; PTH) (t(22) = 1.400; p = 0.087) 

และฮอร์โมนแคลซิโทนินในเลือด (t(22) = 1.334; p = 0.098) ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉไดรั้บ

การเสริมแคลเซียม (ภาพทีÉ Ŝ.śA-D) อยา่งไรก็ตามมีการเปลีÉยนแปลงของสารชีวเคมีบ่งชีÊ การสร้าง

กระดูก คือ ฮอร์โมนออสติโอแคลซิน (osteocalcin) เพิÉมขึÊนมากกว่าหนูกลุ่มควบคุม (t(22) = 2.457; 

p = 0.011) โดยไม่พบความแตกต่างของสารชีวเคมีบ่งชีÊ การสลายกระดูก คือ เอนไซมอ์ลัคาไลน์-

ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase, ALP) (t(22) = 1.216; p = 0.119) (ภาพทีÉ 4.3E-F) 
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ภาพทีÉ 4.3 ปริมาณแคลเซียม ฟอสเฟต และสารชีวเคมีควบคุมแคลเซียมในเลือด 
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4.1.3 การแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมในลําไส้เล็กส่วนต้น 

ลําไส้เล็กส่วนต้นเป็นอวยัวะทีÉ มีการดูดซึมแคลเซียมมากทีÉ สุดในร่างกายนํามา

ทาํการศึกษาการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมทีÉผนงัดา้นโพรงลาํไส้ (apical/luminal side) คือ

transient receptor potential vanilloid family Ca2+ channel-6 (TRPVŞ) และผนังลาํไส้ดา้นทีÉติดกับ

หล อดเลือ ด  คื อ plasma membrane Ca2+-ATPase-1b (PMCA1b) และ Na+/Ca2+  exchanger-1 

(NCX1) รวมทัÊงยีนขนส่งแคลเซียมภายในเซลล ์คือ cytoplasmic calcium transport (calbindin-D9k) 

โดยยีน beta actin เป็นตวัควบคุมภายในถูกนาํมาเปรียบเทียบการเปลีÉยนแปลงของยีนทีÉทาํการศึกษา 

ผลการศึกษาพบว่า ลาํไส้เล็กส่วนตน้ของหนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีปริมาณยีน TRPV6 (t(22) 

= 1.779; p = 0.045) และ PMCAb1 (t(22) = 1.779; p = 0.045) เพิÉมขึÊนมากกวา่หนูกลุ่มควบคุม โดย

ไม่มีการเปลีÉยนแปลงของยีนขนส่งแคลเซียมภายในเซลล ์calbindin-D9k (t(22) = 0.240; p = 0.406) 

ขณะทีÉปริมาณการแสดงออกของทีÉยีน NCX ลดลงในลําไส้หนูกลุ่มทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม 

(t(22) = 4.006; p < 0.001) (ภาพทีÉ Ŝ.4) 
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ภาพทีÉ 4.4 การแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมในลาํไส้เลก็ส่วนตน้ 
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4.1.4 ความแข็งแรงและโครงสร้างของกระดูก 

กระดูกขาท่อนบนนาํมาศึกษาคุณสมบติัเชิงกลของกระดูกดว้ยเครืÉองดดังอแบบ ś จุด 

(three-pointed bending) โดยศึกษาตวัแปรทีÉบ่งชีÊความแข็งแรง ไดแ้ก่ ค่าแรงรับทีÉไดสู้งสุดในการยืด

กระดูก (Maximum load) ค่ามอดูลสัของยงั (Young's modulus) หรือ โมดูลสัยืดหยุ่น (modulus of 

elasticity หรือ elastic modulus) และค่าระดับความแข็ง (stiffness) ตามลาํดับ ผลการศึกษาพบว่า 

กระดูกของหนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมแสดงคุณสมบติัเชิงกลทีÉมีความแข็งแรงเพิÉมขึÊน ซึÉ งค่าแรง

รับทีÉไดสู้งสุด (t(22) = 1.556; p = 0.067) ค่ามอดูลสัของยงั (t(22) = 1.882; p = 0.036) และค่าระดบั

ความแขง็มากกวา่กระดูกของหนูกลุ่มควบคุม (t(22) = 2.099; p = 0.024) (ภาพทีÉ 4.5B-C) 

การศึกษาการเปลีÉยนแปลงของโครงสร้างกระดูกระดับจุลภาค กระดูกขาท่อนล่าง

นํามาตัดและยอ้มสีเนืÊอเยืÉอด้วย Goldner's Trichrome เพืÉอศึกษาจาํนวนเซลล์ออสติโอบลาสต์ต่อ

พืÊนทีÉของกระดูก (N.Ob/T.Ar, mm-2) และเปอร์เซ็นต์พืÊนผิวกระดูกเหลือจากการกร่อน (ES/BS, %) 

ผลการศึกษา พบว่า หนูควบคุมและหนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมไม่มีความแตกต่างของจาํนวน

เซลลอ์อสติโอบลาสตต่์อพืÊนทีÉ (t(22) = 0.419; p = 0.340) แต่หนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีพืÊนผิว

กระดูกเหลือจากการกร่อนตํÉากว่าหนูกลุ่มควบคุม (t(22) = 4.083; p < 0.001) (ภาพทีÉ 4.6B และ D) 

 

60

90

120

150

180

(12)
(12)

Control Calcium

M
ax

im
um

 L
oa

d 
(N

)

30

60

90

120

150

(12)
(12)

Control Calcium

*

Y
ie

ld
 L

oa
d 

(N
)

100

200

300

400

500

(12)
(12)

Control Calcium

*

S
tif

fn
es

s 
(N

/m
m

)

A. B. C.

 
ภาพทีÉ 4.5 ความแข็งแรงของกระดูก 
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ภาพทีÉ 4.6 โครงสร้างกระดูกระดบัจุลภาค 

 

4.2 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํของหนูขาวทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม 

 

4.2.1 การเรียนรู้และความจาํ Maris water maze (MWM) 

หนูกลุ่มควบคุมและหนูกลุ่มทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีความสามารถในการเรียนรู้

ตาํแหน่งของแท่นพยงุตวัในสระวา่ยนํÊา MWM หลงัจากการทดสอบการเรียนรู้จาํนวน 3 วนั โดยหนู

ทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีระยะเวลาของการเรียนรู้น้อยกว่ากลุ่มควบคุมในวนัทีÉ 2 และ วนัทีÉ 3 

ตามลาํดบั (วนัทีÉ ř t(22) = 0.451; p = 0.328; วนัทีÉ Ś t(22) = 2.171; p = 0.021; วนัทีÉ ś t(22) = 1.873; 

p = 0.037) และหนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีความสามารถในการจดจาํดว้ยวิธีทดสอบ probe ไม่

พบความแตกต่างกนัระหวา่งทัÊง 2 กลุ่ม (t(22) = 1.161; p = 0.129) (ภาพทีÉ Ŝ.7A-B) 

4.2.2 การแยกแยะวตัถุใหม่ (Novel-objective recognition, NOR) 

อย่างไรก็ตามหนูกลุ่มทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีความสามารถในการแยกแยะวตัถุ

ใหม่ ซึÉ งมีดัชนีการแยกแยะวตัถุมากกว่าหนูกลุ่มควบคุม (t(22) = 2.065; p = 0.026) (ภาพทีÉ 4.7C) 

ผลการศึกษานีÊ แสดงให้เห็นว่า การเสริมแคลเซียมสามารถส่งเสริมการเรียนรู้และความจาํของหนู

ขาว 
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ภาพทีÉ 4.7 พฤติกรรมเรียนรู้ ความจาํ และดชันีการแยกแยะวตัถุ 

 

4.3 การศึกษาการสร้างเซลล์ประสาทในสมองของหนูขาวทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม 

 

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสถูกนาํมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนบ่งชีÊการสร้างเซลล์

ประสาท doublecortin (DCX) ด้วยวิธี Western blotting พบว่า หนูทีÉได้รับการเสริมแคลเซียมมี

ปริมาณการแสดงออกของโปรตีนการเซลลป์ระสาท DCX มากกวา่หนูกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญั 

(t(22) = 6.834; p < 0.001) ซึÉ งผลการศึกษานีÊ อาจเป็นปัจจัยสนับสนุนให้หนูทีÉได้รับการเสริม

แคลเซียมมีการเรียนเรียนรู้และแยกแยะวตัถุใหมไ่ดดี้กวา่กลุ่มควบคุม (ภาพทีÉ Ŝ.Š) 
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ภาพทีÉ 4.8 การแสดงออกของโปรตีนบ่งชีÊการสร้างเซลลป์ระสาท 
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บททีÉ  5 

สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 

งานวิจยันีÊ เป็นงานวิจยัเชิงทดลองในหนูแรทสายพนัธ์ุ Wistar เพศผู ้อายุ Š สัปดาห์ ทีÉ

ได้รับการเสริมแคลเซียมเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และทําการศึกษาสมดุลและเมตาลิซึมของ

แคลเซียม พฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํ และการสร้างเซลล์ประสาทในสมองส่วนฮิปโป-

แคมปัส ผลการศึกษาของงานวิจยันีÊ มีความสอดคลอ้งกบัสมมติฐาน กล่าวคือ การเสริมแคลเซียม

ช่วยส่งเสริมการดูดซึมแคลเซียมดว้ยการเพิÉมปริมาณการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมในลาํไส ้

ทาํใหก้ระดูกมีความแข็งแรง อีกทัÊงการเสริมแคลเซียมทาํให้พฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํและ

การสร้างเซลลป์ระสาทในสมองเพิÉมขึÊน งานวิจยัไดด้าํเนินงานวิจยับรรลุวตัถุประสงคที์Éไดก้าํหนด

ไวแ้ละสรุปผลการศึกษาโดยสงัเขปดงันีÊ  

5.1.1 หนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สามารถเติบโตอย่างปกติ 

โดยมีการเพิÉมขึÊนของนํÊ าหนกัร่างกาย ปริมาณการกินอาหาร นํÊ า และการขบัถ่าย ไม่แตกต่างกบัหนู

กลุ่มควบคุม 

5.1.2 การเสริมแคลเซียมอย่างต่อเนืÉองนานระยะเวลา Ŝ สัปดาห์ ทาํให้ปริมาณครีอะ-

ตินีนในเลือดและปัสสาวะเพิÉมขึÊน ซึÉ งอาจบ่งชีÊ ความผิดปกติของไตแต่ยงัไม่ทาํให้เกิดความเสียหาย

ของไตอยา่งรุนแรง ซึÉงไตสามารถกรองโปรตีนไดอ้ยา่งปกติ 

5.1.3 หนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมในลาํไส้

เลก็ส่วนตน้ทีÉโพรงลาํไส้ ไดแ้ก่ TRPVŞ และ PMCAbř รวมทัÊงฮอร์โมนออสติโอแคลซินเพิÉมสูงขึÊน 

ซึÉ งอาจส่งผลมีการสร้างกระดูกและลดเปอร์เซ็นต์พืÊนผิวกระดูกเหลือจากการกร่อน และทําให้

กระดูกมีความแข็งแรงเพิÉมขึÊน  

 5.1.4 หนูทีÉไดรั้บการเสริมแคลเซียมมีพฤติกรรมการเรียนรู้และการแยกแยะวตัถุใหม่

ดีกว่าหนูกลุ่มควบคุม โดยอาจเป็นผลมาจากการเพิÉมปริมาณการแสดงออกของโปรตีนการสร้าง

เซลล์ประสาท doublecortin ในสมองฮิปโปแคมปัส ซึÉ งทาํหน้าทีÉศูนยค์วบคุมการเรียนรู้และการ

แสดงออกแสดงออกดา้นพฤติกรรมของอารมณ์ 
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5.2. อภปิรายผล 

 

5.2.1 รูปแบบและผลกระทบของการเสริมแคลเซียม 

แคลเซียมเป็นแร่ธาตุหลกัทีÉเป็นส่วนประกอบของกระดูกและฟัน และยงัเป็นสารทีÉ

จําเป็นต่อกระบวนการทางชีวเคมีทีÉสําคัญในเซลล์ (Niki, et al, 1996) แม้ร่างกายจะต้องการ

แคลเซียมเพียงเล็กน้อยแต่ก็เป็นแร่ธาตุทีÉมีความสําคัญต่อร่างกายทุกระบบ เนืÉองจากร่างกายไม่

สามารถสร้างแคลเซียมได้เอง จึงจําเป็นต้องได้รับจากอาหารอย่างทีÉมีแคลเซียมอย่างเพียงพอ 

สถาบนัทางการแพทย ์ประเทศสหรัฐอเมริกา แนะนาํปริมาณแคลเซียมทีÉควรไดรั้บประจาํวนั ř,ŘŘŘ 

มิลลิกรัม สําหรับผูใ้หญ่ (เพศชาย อายุ řš-şŘ ปี และเพศหญิง อายุ řš-ŝŘ ปี) และผู ้สูงอายุควร

บริโภคแคลเซียม ř,ŚŘŘ มิลลิกรัม (Ross, et al, 2011) และคนไทยควรได้รับแคลเซียมประจาํวนั 

1,000 มิลลิกรัม (สํานักโภชนาการ กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข, 2546:149) หากได้รับ

แคลเซียมจากอาหารไม่เพียงพออาจเลือกเสริมแคลเซียมจากผลิตภณัฑ์เสริมแคลเซียม ร้อยละ 35 

ของประชากรประเทศสหรัฐอเมริกาไดรั้บการเสริมแคลเซียม (Kantor, et al, 2016) ปัจจุบนัมีการ

เสริมแคลเซียมหลากหลายรูปแบบ ผลการศึกษาครัÊ งนีÊพบวา่ การเสริมแคลเซียมเสริมทีÉผสมนํÊาตาล

โมเลกุลเดีÉยว ไดแ้ก่ กลูโคสและกาแล็กโทส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ทาํให้การทาํงานของไตเกิด

ความผิดปกติแต่ยงัไม่เกิดความเสียหายของไตอยา่งรุนแรง Ramos และคณะ ปี ค.ศ. 2014 ศึกษาผล

ของการเสริมอาหารทีÉมีแคลเซียมต่อการเกิดนิÉวในทางเดินปัสสาวะ พบว่า การเสริมแคลเซียมไม่มี

ผลต่อปริมาณแคลเซียมในเลือดและครีอาตินีนขบัออกมาจากไต ขณะทีÉการศึกษาของ Letavernier 

และคณะ ปี ค.ศ. 2016 รายงานผลของการเสริมแคลเซียมและวิตามินดีเป็นระยะเวลา Ş เดือน ทาํให้

เกิดการขบัแคลเซียมในปัสสาวะมากขึÊนและการเกิดนิÉวในไตในหนูแรท โดยทีÉการเสริมแคลเซียม

เพียงอยา่งเดียวไม่ไดก่้อให้เกิดผลดงักล่าว ดงันัÊนการเสริมแคลเซียมเสริมทีÉผสมนํÊาตาลโมเลกุลเดีÉยว

นีÊอาจมีความปลอดภยัจากการเกิดนิÉวในไตและทางเดินปัสสาวะ 

อย่างไรก็ตามการเสริมแคลเซียมอยา่งต่อเนืÉองอาจส่งผลผลกระทบต่อการทาํงานของ

ระบบต่างๆในร่างกาย เช่น การเกิดหินปูนในผนังหลอดทีÉเลีÊยงหัวใจและสมอง การเกิดนิÉวในไต 

โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ความผิดปกติทางอารมณ์และพฤติกรรม (Trulson, et al, 1986; Godinho, et 

al, 2002; Giovannucci, et al, 2006; Payne, et al, 2014; Sorensen, 2014:234; Tankeu, et al, ŚŘřş) 

เป็นตน้ ฉะนัÊนการเสริมแคลเซียมควรไดรั้บคาํแนะนาํจากแพทยห์รือผูเ้ชีÉยวชาญ โดยอาจกินอาหาร

ทีÉมีแคลเซียมสูงออกกาํลงักายกลางแจง้รับวิตามินจากแสงแดดสมํÉาเสมอร่วมกบัการเสริมแคลเซียม

เสริมทีÉผสมนํÊาตาลโมเลกุลเดีÉยว 
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5.2.2 การเปลีÉยนแปลงสมดุลและเมตาบอลซึิมของแคลเซียมจากการเสริมแคลเซียม 

เป็นทีÉทราบกนัดีวา่ แคลเซียม เป็นธาตุทีÉพบมากทีÉสุดในทุกส่วนของร่างกาย แคลเซียม

เป็นตัวกระตุน้ทีÉช่วยในเกิดปฏิกิริยาทางเคมีทีÉสําคญั ร่างกายไดรั้บแคลเซียมจากการรับประทาน

อาหารและดูดซึมเข้าไปผ่านโพรงลาํไส้เล็กส่วนตน้ซึÉ งเป็นอวยัวะทีÉมีการดูดซึมแคลเซียมสูงสุด 

แคลเซียมทีÉถูกดูดซึมผ่านโปรตีนแคลเซียมแชนแนลทีÉโพรงลาํไส้ ไดแ้ก่ TRPVŝ และ TRPVŞ การ

ขนส่งแคลเซียมทีÉละลายอยู่ในนีÊ ไหลตามนํÊ าพร้อมกบัโซเดียมและกลูโคส งานวิจยัจึงไดเ้ลือกใช้

เครืÉองดืÉมเสริมแคลเซียมร่วมกบัโซเดียมและนํÊาตาลโมเลกุลเดียวของ Suntornsaratoon และคณะ ปี 

ค.ศ. ŚŘřŜ) จากนัÊนแคลเซียมจบักบัโปรตีนนาํพาทีÉอยู่ภายในเซลล์ Calbindin-D9k และเขา้สู่กระแส

เลือดผ่านโปรตีนขนส่ง plasma membrane Ca2+-ATPase-1b (PMCA1b) และ Na+/Ca2+ exchanger-1 

(NCXř) เพืÉอนาํแคลเซียมไปใช้ในการทาํงานของอวยัวะต่างๆของร่างกาย รวมทัÊงนาํไปสะสมทีÉ

กระดูกและฟัน ขณะทีÉแคลเซียมส่วนทีÉเกินความตอ้งการของร่างกายถูกกาํจดัและขบัถ่ายออกมากบั

อุจจาระและปัสสาวะ (Raggatt & Partridge, 2010; Ross, et al, 2011 ) ระดับแคลเซียมในเลือดถูก

ควบให้อยู่ระดับปกติโดยอาศัยการทํางานของฮอร์โมนต่างๆ หากระดับแคลเซียมในเลือดตํÉ า 

ฮอร์โมนพาราไทรอยดจ์ากต่อมพาราไทรอยด์มีผลให้เพิÉมการดูดซึมแคลเซียมทีÉลาํไส้และดูดกลบั

แคลเซียมทีÉท่อไต และกระตุน้การทาํงานเซลล์ออสติโอคลาสต์ย่อยสลายกระดูกดว้ยเอนไซมอ์ลั-

คาไลน์ฟอสฟาเตส เพืÉอปล่อยแคลเซียมเขา้สู่กระแสเลือด และวิตามินดีช่วยเสริมให้ดูดซึมแคลเซียม

ในลาํไส้เพิÉมขึÊนอีกดว้ย หากร่างกายมีระดับแคลเซียมในเลือดสูง ฮอร์โมนแคลซิโทนินจากต่อม

ไทรอยดล์ดการดูดกลบัแคลเซียมทีÉท่อไตและเพิÉมการสะสมแคลเซียมในกระดูกเพิÉมขึÊน ทาํใหม้วล

และความแข็งแรงของกระดูกเพิÉมมากขึÊน (Charoenphandhu, et al, 2010; Boron, et al, 2012) 

ผลของการเสริมแคลเซียมในการศึกษาครัÊงนีÊไม่มีการเปลีÉยนแปลงของระดบัแคลเซียม

และฟอสเฟตในเลือด แต่มีการเพิÉมขึÊนของฮอร์โมนออสติโอแคลซีน ซึÉ งทาํหน้าทีÉส่งเสริมการ

ทาํงานเซลลส์ร้างกระดูกออสติโอบลาสตแ์ละสะสมคลอลาเจนเพืÉอเพิÉมความแข็งแรงต่อโครงสร้าง

กระดูก (Rammelt, et al., 2005) การเสริมแคลเซียมเพิÉมปริมาณการแสดงออกของยีนขนส่ง

แคลเซียมในลาํไส้ส่วนต้น TRPV6 และ PMCAb1 โดยลดปริมาณยีน NCX1 เพืÉอป้องกันไม่ให้

แคลเซียมภายในเลือดมากเกินไป นอกจากนีÊ กระดูกหนูทีÉได้รับการเสริมแคลเซียม มีคุณสมบัติ

เชิงกลทีÉมีความแข็งเพิÉมขึÊนและมีพืÊนผิวกระดูกเหลือจากการกร่อนลดลงอีกดว้ย ซึÉ งสอดคลอ้งกบั

ผลงานวิจยัของ Suntornsaratoon และคณะ ปี ค.ศ. ŚŘřŜ โดยการเสริมแคลเซียมสูตรนีÊ สามารถ

ป้องกนัการเกิดภาวะกระดูกบางในหนูระยะใหน้มดว้ยเพิÉมการขนส่งแคลเซียมผ่านเยืÉอบุลาํไส้เล็ก

และยีนขนส่งแคลเซียม TRPVŞ มากขึÊน ทาํใหเ้พิÉมปริมาณแคลเซียมในเลือด นํÊานม มวลกระดูกและ

พืÊนผิวกระดูกเหลือจากการกร่อนลดลง 
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ดงันัÊนการเสริมแคลเซียมทีÉผสมโซเดียม นํÊาตาลกลูโคสและกาแล็กโทส เป็นระยะเวลา 

Ŝ สัปดาห์ ทาํให้เพิÉมการดูดซึมแคลเซียมและการแสดงออกของยีนขนส่งแคลเซียมในสาํไส้ ทาํให้

กระดูกมีความแข็งแรงมากขึÊน ซึÉงสามารถแนะนาํการเสริมแคลเซียมนีÊ เพืÉอลดความเสีÉยงของการเกิด

ภาวะกระดูกบางและ/หรือกระดูกพรุน การเสริมแคลเซียมอย่างนอ้ย ř,ŚŘŘ มิลลิกรัมต่อวนั สามารถ

ลดความเสีÉยงการเกิดภาวะกระดูกพรุนและกระดูกหกัในผูสู้งอายไุด ้(Tang, et al, 2007) 

 

5.2.3 การเปลีÉยนแปลงพฤติกรรมประสาทและความจาํของการเสริมแคลเซียม  

ใน ปี  ค .ศ . řšşš Hanahisa และYamaguchi รายงานผลการศึกษาของการเสริม

แคลเซียม 5ŘŘ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทาํใหเ้พิÉมความเขม้ขน้ของแคลเซียมในเลือดและเนืÊอเยืÉอสมอง

ได้ ซึÉ งอาจส่งผลกระทบการทาํงานของเซลล์ประสาทและการคงอยู่ของเซลล์ประสาทในสมอง 

(McGinnis, et al, 1999) การเปลีÉยนแปลงของแคลเซียมทีÉสูงขึÊนมีผลต่อสุขภาพจิตใจและอารมณ์ 

การความผิดปกติทางเมตาบอลิซึมของแคลเซียมเป็นสาเหตุหนึÉงของการเกิดโรคซึมเศร้า (Faragalla 

& Flach, řšşŘ) และการมีระดบัแคลเซียมในเลือดสูงทาํให้ผูป่้วยโรคซึมเศร้าแสดงอาการกระวน

กระวายอย่างเฉียบพลนัและอารมณ์แปรปรวน (Carman & Wyatt, 1977) สอดคลอ้งกบัผลการศึกษา

ในผูป่้วย hypoparathyroidism ทีÉไดรั้บการฉีดยาแคลเซียมแลคเตทและมีระดบัแคลเซียมในเลือดสูง 

ผูป่้วยแสดงอาการหวาดระแหวงมากขึÊน (Snowdon, et al, 1976; Cogan, et al, 1978) อีกทัÊงผูป่้วย

โรคจิตเภททีÉแสดงอาการหดหู่และซึมเศร้ามีปริมาณแคลเซียมในนํÊาหล่อเลีÊยงสมองและไขสันหลงั

สูงอีกดว้ย (Jimerson, et al, 1979) อยา่งไรก็ตามการเสริมแคลเซียมในงานวิจยันีÊไม่มีการเพิÉมขึÊนของ

ระดบัแคลเซียมในเลือดจึงไม่ก่อใหเ้กิดความผิดปกติทางอารมณ์ ผลการศึกษาพบวา่ หนูทีÉไดรั้บการ

เสริมแคลเซียมมีพฤติกรรมการเรียนรู้ด้วย Morris water maze และการแยกแยะวตัถุใหม่เพิÉมขึÊ น 

และมีเพิÉมปริมาณโปรตีนการสร้างเซลล์ประสาทใหม่สมองฮิปโปแคมปัส ผลการศึกษาดงักล่าว

ขัดแยง้กับผลการศึกษาของ Hasegawa ค.ศ. 2018 โดยหนูเมาส์ ทีÉได้รับอาการเสริมแคลเซียม

คาร์บอเนตเป็นระยะเวลา Š สัปดาห์ มีพฤติกรรมการเรียนรู้และความจาํบกพร่องจากการทดสอบ

ดว้ยแยกแยะวตัถุใหม่และเครืÉองมือ memory Y-maze และ Barnes maze และปริมาณการแสดงออก

ของโปรตีน cAMP responseelement-binding protein (CREB) ซึÉ งบ่งชีÊ ความสามารถของสมองใน

การเปลีÉยนแปลงตลอดอายไุข (neuronal plasticity) (Hasegawa, et al, 2018) 

จากผลการศึกษาทีÉกล่าวมาในขัÊนต้นทาํให้ทราบว่า การเสริมแคลเซียมทีÉมีส่วนผสม

ของแคลเซียมคลอไรด์ โซเดียมคลอไรด์ กลูโคส และกาแล็กโทส สามารถช่วยส่งเสริมการเรียนรู้

และความจาํดว้ยการเพิÉมปริมาณเซลลป์ระสาทในสมองส่วนทีÉควบคุมการเรียนรู้ พฤติกรรม และ

อารมณ์ 
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5.3 ข้อเสนอแนะ 

 

5.3.1 ทาํการประเมินช่วงระยะเวลาในการเสริมแคลเซียมต่อการเกิดความผิดปกติของ

ไต (ระหว่าง 1 ถึง 4 สัปดาห์) และศึกษาการเปลีÉยนแปลงพยาธิสภาพของเนืÊอเยืÉอไตและสมอง เพืÉอ

ยนืยนัความปลอดภยัจากการเสริมแคลเซียม 

5.3.2 ทาํการศึกษาต่อยอดในสัตวท์ดลองทีÉร่างกายมีความตอ้งการแคลเซียมสูงหรือ

ภาวะกระดูกพรุน เช่น หนูอายุ ś-Š สัปดาห์ การตดัรังไข่ในหนูเพศเมีย ร่วมกับการเสริมวิตามินดี

หรือฮอร์โมนควบคุมสมดุลแคลเซียม เพืÉอทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภณัฑเ์สริมแคลเซียม  
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