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 ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคสมองลดลงชวงสูงวัยเปนปจจัยสําคัญใหสมองไดรับ

เลือดไมเพียงพอและเพิ่มความเสี่ยงตอภาวะสมองขาดเลือดได  โดยการกําซาบของสมองที่ลดลงชวง

สูงวัยมีความสัมพันธกับความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมและภาวะเครียดออกซิเดชัน การฝก

ออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและลดภาวะเครียดออกซิเดชันใน

เนื้อเยื่อตาง ๆ อยางไรก็ตามกลไกของการฝกออกกําลังกายตอความสามารถในการสรางหลอดเลือด

ใหมและภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองชวงสูงวัยยังไมทราบแนชัด งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ

ศึกษาผลของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค 

และการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนวีอีจีเอฟ (VEGF) เอ็นอารเอฟทู (Nrf2) และเอชโอวัน (HO-1) ในสมอง

ของหนูแรทชวงสูงวัย วิธีวิจัยใชหนูแรท 3 กลุม คือ กลุมอายุ 16 สัปดาหท่ีไมไดออกกําลังกาย (SY), 

กลุมอายุ 52 สัปดาหท่ีไมไดออกกําลังกาย (SA) และกลุมอายุ 52 สัปดาหท่ีไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(EA) โดยสมองของหนูทั้ง 3 กลุมถูกนําไป 1) ตรวจหาความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค และ

ปริมาณโปรตีน VEGF และNrf2 และ 2) แยกสกัดหลอดเลือดจุลภาค เพ่ือนําไปตรวจหาปริมาณโปรตีน 

Nrf2 และ HO-1 ผลการวิจัยพบวาสมองของกลุม SA มีความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณ

โปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุม SY สวนหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัด

จากสมองของกลุม SA มีปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ลดลงเม่ือเทียบกับกลุม SY เชนกัน อยางไรก็

ตามความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 เพ่ิมข้ึนใน

สมองของกลุม EA เมื่อเทียบกับกลุม SA  สวนหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของกลุม EA มี

ปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับกลุม SA เชนกัน  นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ

เชิงบวกระหวางความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 

ในสมองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ดังนั้นจึงสรุปไดวาการฝกออกกําลังกายสามารถปองกันการลดลง

ของความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมและภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองชวงสูงวัย ซึ่งสวน

หนึ่งมีความเก่ียวของกับกลไกการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน VEGF Nrf2 และ HO-1 
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A major contributor to impaired cerebral tissue perfusion and the risk of 

cerebrovascular disease is the gradual decline of brain microvascular density with age. 

Changes in angiogenic capacity and oxidative stress are associated with age-related 

decreases in cerebral tissue perfusion. Exercise training could promote angiogenesis 

while reducing oxidative stress in various tissues. However, the mechanisms of exercise 

training on angiogenic capacity and oxidative stress in the aged brain remain unknown. 

This study aimed to investigate the effect of exercise training on preventing 

microvascular density decline and changes in VEGF, Nrf2, and HO-1 proteins in aged 

brains. Male rats were divided into three groups: 16-week-old sedentary (SY), 52-week-

old sedentary (SA), and 52-week-old exercise (EA). The brains of three groups were 

collected; 1) to determine microvascular density and protein expressions of VEGF and 

Nrf2, 2) to isolate microvessel fractions, and then taken to evaluate Nrf2 and HO-1 

protein levels. The results showed that microvascular density and protein expressions 

of brain VEGF and Nrf2, as well as isolated brain microvessel protein levels of Nrf2 and 

HO-1, significantly decreased in SA when compared to those in SY. However, when 

compared to SA, brain microvascular density and protein expressions of VEGF and Nrf2, 

as well as isolated brain microvessel protein levels of Nrf2 and HO-1, were significantly 

higher in EA. Furthermore, a statistically significant positive correlation was shown 

between microvascular density, VEGF protein expression, and Nrf2 protein expression 

in the brain. These findings suggest that exercise training could prevent the loss of 

angiogenic capacity and oxidative stress in the aged brain, which is partly related to 

VEGF, Nrf2, and HO-1 signaling pathways. 
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∗∗∗,∗∗∗∗ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SY 

(P < 0.001, P < 0.0001) และ #,## มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05, P < 0.01) 
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4.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ CD31 ในชิ ้นเนื ้อสมองดวย

วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) 

และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

25 

4.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ใน

สมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรท

อายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไดร ับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอย างมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ ม SY (P < 0.01) และ #มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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4.4 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมู

โนฮิสโตเคมมิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 
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4.5 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมอง

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 

52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื ่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ #มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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4.6 ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) 

และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ 
#มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 

0.05) 
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4.7 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 เปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนู

แรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (EA) โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive correlation) 

ที ่ R2 = 0.7821, P < 0.001 (ซาย), R2 = 0.61, P < 0.001 (กลาง) และ R2 = 

0.5225, P = 0.0002 (ขวา) ตามลําดับ 
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4.8 ผลของฝกออกกําลังกายตอการปริมาณโปรตีน Nrf2 (ซาย) และ HO-1 (กลาง) 

ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย 
∗,∗∗มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.05 และ P < 0.01 ตามลําดับ) และความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 

และ HO-1 (ขวา) ของหนูแรทท้ัง 3 กลุม โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive 

correlation) ท่ี R2=0.5125 และ P < 0.001) 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

  ปจจุบันประเทศไทยและทั่วโลกกําลังเขาสูภาวะการมีจํานวนประชากรผูสูงอายุเพิ่มมากข้ึน   

และจากรายงานขององคการสหประชาชาติ พบวาตั้งแตป ค.ศ. 1950 ประชากรผูสูงอายุของโลก

เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง โดยเพ่ิมข้ึนจาก 205 ลานคน ในป ค.ศ. 1950 เปน 962 ลานคน ในป ค.ศ. 2017 

และคาดวาจะเพิ่มขึ้นเปน 1,450 ลานคน ในป ค.ศ. 2030  นอกจากนี้สํานักงานคณะกรรมการ

พัฒนาการเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติไดรายงานถึงการเพิ่มขึ้นของประชากรผูสูงอายุไทยวามีอัตรา

การเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเชนกัน โดยจํานวนประชากรผูสูงอายุในประเทศไทยเพิ่มขึ้นดวยอัตราท่ี

รวดเร็วในระหวางป ค.ศ. 2000 ถึง ค.ศ. 2030 และคาดวาจํานวนประชากรผูสูงอายุที่มีอายุ 60 ปข้ึน

ไปจะมีจาํนวนมากถึงหนึ่งในสี่ของจํานวนประชากรท้ังหมดในประเทศไทยในป ค.ศ. 2030 

  ความผิดปกติของหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุสําคัญที่นําไปสูการเกิดโรคหลอดเลือดสมอง 

(cerebrovascular disease)  และโรคที่เกิดจากการเสื่อมของเซลลประสาท (neurodegenerative 

diseases) ซึ่งรวมถึงโรคสมองเสื่อม (dementia) ในประชากรผูสูงอายุได (Grammas, Martinez et 

al. 2011) นอกจากนี้ยังพบวาโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับตน ๆ ของประชากร

ผูสูงอายุไทยและทั่วโลก โดยกระทรวงสาธารณสุขไทยรายงานอัตราการเสียชีวิตดวยโรคหลอดเลือด

สมองในประชากรผูสูงอายุไทยเพิ่มขึ้นจาก 54.9 คนตอประชากร 100,000 คน ในป ค.ศ. 1996 เปน 

110.9 คนตอประชากร 100,000 คน ในป ค.ศ. 2006 

  การศึกษาวิจัยจํานวนมากไดรายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางและหนาท่ีของหลอดเลือด

สมองในชวงสูงวัย ซ่ึงสามารถนําไปสูการเกิดพยาธิสภาพตาง ๆ ท่ีสมอง ไดแก โรคหลอดเลือดสมอง หรือ

โรคท่ีมีการทําลายของเซลลประสาทในสมอง (เชน Alzheimer's disease, Parkinson's disease เปนตน) 

(Yang, Sun et al. 2017) โดยการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมองที่เกิดขึ้นในชวงสูงวัย ไดแก การ

ลดลงของอัตราการไหลของเลือดที่สมองในขณะพัก (resting cerebral blood flow) (Leoni, Oliveira 

et al. 2017), การส ูญเส ียหน าท ี ่ ในการควบคุมอ ัตราการไหลของเล ือดแบบเฉพาะที ่สมอง 

(autoregulation) (Popa-Wagner, Buga et al. 2012), การสูญเสียหนาที ่ของเซลลเอ็นโดธีเลีย 

(endothelial cell dysfunction) (Popa-Wagner, Buga et al. 2012) และการลดลงของความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค (microvascular density) (Murugesan, Demarest et al. 2012)  ซ่ึง
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การเปลี่ยนแปลงเหลานี้ทําใหปริมาณเลือดที่ไปเลี้ยงสมองลดลง และสงผลใหสมองไดรับเลือดไม

เพียงพอหรือเกิดภาวะสมองขาดเลือดได (Yang, Sun et al. 2017) 

  ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคของสมองมีความสําคัญตอการทํางานของสมอง  

เนื่องจากหลอดเลือดจุลภาคของสมองมีบทบาทในการควบคุมอัตราการไหลของเลือดไปยังสวนตาง ๆ 

ของสมอง (Murugesan, Demarest et al. 2012)  อยางไรก็ตามมีการรายงานถึงการลดลงของหลอด

เลือดจุลภาคของสมองในชวงสูงวัย ซึ่งมีความสัมพันธกับการลดลงของปริมาณเลือดที่เลี้ยงสมองดวย 

(Izzo, Carrizzo et al. 2018)  โดยการเปลี่ยนแปลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในชวง

สูงวัยพบวาเกิดจากความบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (angiogenesis) ในการรักษา

ความคงอยูของหลอดเลือดท่ีสมอง (Izzo, Carrizzo et al. 2018)  

  ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) พบมากในชวงสูงวัย ซึ่งสอดคลองกับทฤษฎี

อนุมูลอิสระในวัยชรา (free radical theory of aging)  นั่นคือชวงสูงวัยเซลลมีการสรางสารอนุมูล

อิสระมากข้ึน และความสามารถในการกําจัดสารอนุมูลอิสระลดลง  โดยมีรายงานวาภาวะเครียดออกซิ

เดชันในชวงสูงวัยมีบทบาทยับยั้งกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมที่สมอง ซึ่งการลดลงของความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคมีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของสารอนุมูลอิสระและการลดลงของ

เอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระในสมอง (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011) 

  Vascular endothelial growth factor (VEGF) มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการสรางหลอด

เลือดใหมในภาวะปกติ (physiological angiogenesis) และในภาวะที่มีพยาธิสภาพ (pathological 

angiogenesis)  โดยสวนใหญ VEGF ออกฤทธิ์ผานตัวรับรู VEGF receptor ชนิดที่ 2 (VEGFR2) ซ่ึง

สงผลกระตุนเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial cell) ใหมีการเพิ่มจํานวน (proliferation) อพยพ

เคลื่อนยาย (migration) และเปลี่ยนสภาพ (differentiation) (Shibuya 2006)  นอกจากนี้มีรายงาน

ถึงความสัมพันธระหวางความบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและการลดลงของ VEGF 

ในหลาย ๆ อวัยวะชวงสูงวัย (Rivard, Fabre et al. 1999, Sadoun and Reed 2003, Wagatsuma 

2006, Hoenig, Bianchi et al. 2008) ทั้งนี้รวมถึงสมองดวย (Hoehn, Harik et al. 2002, Villar-

Cheda, Sousa-Ribeiro et al. 2009)  

  Nuclear factor erythroid 2-related factors (Nrf2) มีบทบาทสําคัญตอการปองกันการ

เกิดภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล ซึ่ง Nrf2 ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระของเซลลผานวิถี Keap1/Nrf2/ARE (Keap1/Nrf2/ARE pathway) 

(Loboda, Damulewicz et al. 2016) โดยมีรายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของ Nrf2 ในสมองของหนู

แก (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011, Csiszar, Gautam et al. 2014) ไดแก การลดลงของ

ปริมาณของ Nrf2, ความบกพรองของ Nrf2 ในการกระตุ นการแสดงออกของยีนที ่เกี ่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระ และการลดลงของการเติมหมูฟอสเฟตของ Nrf2 โดยเอนไซมไคเนส ซ่ึง
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การเปลี่ยนแปลงของ Nrf2 ของสมองในชวงสูงวัยนี้มีความสัมพันธกับความคงอยูและหนาที่ของเซลล

เอ็นโดธีเลียในหลอดเลือดจุลภาคของสมอง (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011, Csiszar, 

Gautam et al. 2014) 

  ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาการฝกออกกําลังกายสงผลดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือด โดยมี

การศึกษาวิจัยจํานวนมากไดรายงานถึงผลของการฝกออกกําลังกายตอการเพิ่มขึ้นของปริมาณเลือดท่ี

ไปเลี้ยงอวัยวะตาง ๆ (Olver, Ferguson et al. 2015) เชน หัวใจ, สมอง, กลามเนื้อโครงราง ซึ่งสวน

หนึ่งเกิดจากการกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในอวัยวะนั้น ๆ (Viboolvorakul and 

Patumraj 2014, Morland, Andersson et al. 2017)  และการฝกออกกําล ังกายยังเพ่ิม

ความสามารถของกระบวนการตานอนุมูลอิสระของสมองผานการกระตุนวิถี Keap1/Nrf2/ARE 

(Muthusamy, Kannan et al. 2012, Wang, Li et al. 2016) นอกจากนี้มีรายงานของ Gounder 

SS และคณะ (Gounder, Kannan et al. 2012) ถึงผลของฝกออกกําลังกายในความหนักระดับปาน

กลางตอการลดภาวะเครียดออกซิเดชันรวมกับการลดความบกพรองของความสามารถของ Nrf2 ตอ

การกระตุนการแสดงออกของยีนในกระบวนการตานอนุมูลอิสระในหัวใจของหนูแก   

  จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวาการไหลเวียนเลือดของสมองในชวงสูงวัยลดลง โดยเกี่ยวของ

กับการบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและกระบวนการตานอนุมูลอิสระผานการ

ทํางานของ Nrf2 นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือด

ใหม และกระบวนการตานอนุมูลอิสระผานการทํางานของ Nrf2 ได จึงทําใหสนใจท่ีจะทําการศึกษาผล

ของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและการ

ลดลงของ Nrf2 ในสมองของหนูแก 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

 1) เพื่อศึกษาผลของการฝกออกกําลังกายตอความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหม และการ

ลดภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองของหนูในชวงสูงวัย 

 2) เพ่ือศึกษาผลของฝกออกกําลังกายตอบทบาทของ VEGF ในการสงสัญญาณการเกิดหลอดเลือด

ใหม และบทบาทของ Nrf2 ตอการลดภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองของหนูในชวงสูงวัย 

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

  การฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมผาน VEGF และลด

ภาวะเครียดออกซิเดชันผาน Nrf2 ในสมองของหนูชวงสูงวัยไดหรือไม 
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1.4 ขอบเขตการวิจัย 

  การวิจัยนี้ใชหนูแรทเปนสัตวทดลองเพื่อประเมินผลของการออกกําลังกายดวยการวายนํ้าใน

ระดับความหนักปานกลางตอการปองกันการลดลงของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมของหลอด

เลือดจุลภาคสมอง และการแสดงออกของโปรตีน VEGF Nrf2 และ HO-1 ในสมองชวงสูงวัย โดยสมอง

ของสัตวทดลองถูกนํามาศึกษาทางอิมมูโนพยาธิวิทยาดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรี และการวิเคราะห

ปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย 

 

1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 1)  ไดองคความรูใหมเกี่ยวกับกลไกของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของหลอด

เลือดจุลภาคและการลดความเครียดออกเดชันของสมองในชวงสูงวัย 

 2) ใชเปนขอมูลสนับสนุนการสงเสริมสุขภาพประชากรผูสูงอายุดวยการออกกําลังกายอยาง

สมํ่าเสมอ เพื่อปองกันพยาธิสภาพที่นําไปสูโรคหลอดเลือดสมองหรือโรคที่มีการทําลายของ

เซลลประสาทในสมองได  

 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

 

2.1 การไหลเวียนเลือดจุลภาค 

 การไหลเวียนเลือดจุลภาค เปนสวนหนึ่งของระบบไหลเวียนโลหิตของรางกาย ซึ่งประกอบดวย

หลอดเลือดขนาดเล็ก แตกแขนงเชื่อมโยงกัน โดยการไหลเวียนเลือดจุลภาคมีหนาที่สําคัญในการขนสง

สารอาหาร, กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด, ฮอรโมน และของเสียจาก`กระบวนการเมตาบอ

ลิซึมระหวางเลือดและเนื้อเยื่อ ภายใตการควบคุมอัตราการไหลของเลือดแบบเฉพาะที่เนื้อเยื่อ ดังนั้น

การไหลเวียนเลือดจุลภาคจึงเปนสวนสําคัญในการควบคุมปริมาณเลือดไปเลี้ยงเนื้อเยื่อหรืออวัยวะตาง 

ๆ (tissue perfusion) 

 การไหลเวียนเล ือดจ ุลภาคประกอบดวยโครงสรางหลัก ๆ คือ หลอดเลือดแดงฝอย 

(arteriole), หลอดเลือดฝอย (capillary) และ หลอดเลือดดําฝอย (venule) โดยมีหูรูดกอนหลอด

เลือดฝอย (pre-capillary sphincter) ซึ่งอยูระหวางหลอดเลือดแดงฝอยและหลอดเลือดฝอย ทํา

หนาที่ควบคุมการไหลของเลือดไปยังสวนจําเพาะของการไหลเวียนจุลภาค 

 หลอดเลือดแดงฝอย เปนหลอดเลือดขนาดเลก็ (เสนผาศูนยกลาง 10-100 ไมโครเมตร) ซึ่งรับ

เลือดจากเสนเลือดแดง (artery) โดยผนังของหลอดเลือดแดงฝอยประกอบดวยเซลลเอ็นโดธีเลีย 

(endothelia cell), เสนใยอิลาสติก (elastic fiber), เสนใยคอลลาเจน (collagen fiber) และ เซลล

กลามเนื้อเรียบ (smooth muscle cell) ทําใหหลอดเลือดแดงฝอยมีหนาที่ควบคุมความดันโลหิตและ

อัตราการไหลของเลือดไปยังเนื้อเยื่อ  หลอดเลือดแดงฝอยมีการแตกแขนงหลายครั้ง และแตละปลาย

ของหลอดเลือดแดงฝอยจะแตกแขนงเปนหลอดเลือดฝอย 

 หลอดเลือดฝอย มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-10 ไมโครเมตร และมีองคประกอบหลัก คือ เซลล

เอ็นโดธีเลีย (ไมมีกลามเนื้อเรียบ) ซึ่งรอบ ๆ เซลลเอ็นโดธีเลียจะพบเซลลเพอริไซต (pericyte) โดยการ

ยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลีย (interendothelial junction) ในหลอดเลือดฝอยมีลักษณะไมแนบ

สนิทเกิดเปนชองวาง จึงแบงหลอดเลือดฝอยได 3 ชนิด ตามลักษณะการยดึติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลีย 

 - Continuous capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบมากที่สุดในรางกาย โดยเซลลเอ็นโดธี

เลียมีการยึดติดกันอยางตอเนื่อง พบวาชองวางของการยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลียแคบ

มีความกวางเพียง 10-15 นาโนเมตร จึงทําใหมีความสามารถในซึมผานตํ ่า (low 

permeability) 

 - Fenestrated capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบที่บางอวัยวะ เชน ลําไสเล็ก, ไต, ตอมมี

ทอ (exocrine gland) เปนตน โดยพบวาชองวางของยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลียกวาง
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และเห็นเปนรู (fenestra) ทําใหหลอดเลือดฝอยประเภทนี้มีความสามารถในการซึมผาน

สูง (high permeability) 

 - Discontinuous capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบไดที่ตับ, มาม และไขกระดูก โดย

พบวาเซลลเอ็นโดธีเลียไมยึดติดกันอยางตอเนื่อง ทําใหเกิดชองวางระหวางเซลลเอ็นโดธี

เลียใหญมาก (large gap) ทําใหความสามารถในซึมผานสูงที ่สุด (extremely high 

permeability) 

  

 หลอดเลือดฝอยมีพื้นที่ผิวมาก (large surface area) และมีความสามารถในการซึมผาน

ของเหลวและสารโมเลกุลใหญ (macromolecules) ไดดี  จึงทําใหหลอดเลือดฝอยมีหนาที่สําคัญใน

แลกเปลี่ยนของเหลว, อิเล็กโทรไลท, กาซ และสารโมเลกุลใหญระหวางเลือดกับเซลล 

 หลอดเลือดดําฝอย รับเลือดตอจากหลอดเลือดฝอย โดยประกอบดวยเซลลเอ็นโดธีเลีย (สวน

ใหญ), เซลลเพอริไซต และเซลลกลามเนื้อเรียบ และมีเสนผาศูนยกลาง 10-100 ไมโครเมตร หลอด

เลือดดําฝอยเปนตําแหนงสําคัญของการเกิดกระบวนการอักเสบ เชน การยึดเกาะ (adhesion) และ

การเคลื่อนตัวผานของผนังหลอดเลือด (transmigration) ของเซลลเม็ดเลือดขาว เปนตน  

 

2.2 `กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม  

 กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (angiogenesis) คือ กระบวนการสรางหลอดเลือดฝอยใหม

จากหลอดเลือดฝอยที่มีอยูกอนแลว กระบวนการสรางหลอดเลือดใหมเปนกระบวนการที่สําคัญที่

เกิดขึ้นตลอดชีวิต โดยกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมพบไดในภาวะปกติ ไดแก การหายของแผล 

(wound healing), การเปลี่ยนแปลงของมดลูกชวงมีประจําเดือน, การฝกออกกําลังกาย เปนตน 

นอกจากนี้กระบวนการสรางหลอดเลือดใหมยังเกี่ยวของกับภาวะที่รางกายมีพยาธิสภาพดวย ไดแก 

มะเร็ง, ภาวะเบาหวานขึ้นจอตา (diabetic Retinopathy), โรคจอประสาทตาเสื่อมจากอายุ (age-

related macular degeneration) เปนตน  อยางไรก็ตามการมีจํานวนของหลอดเลือดในระดับ

เนื้อเยื่อไมเพียงพอสามารถสงผลใหเกิดพยาธิสภาพไดเชนกัน ไดแก โรคกลามเนื้อหัวใจขาดเลือด, โรค

หลอดเลือดสมองชนิดสมองขาดเลือด (ischemic stroke) เปนตน เนือ่งจากจํานวนหลอดเลือดที่ลดลง

สงผลใหการไหลเวียนเลือดที่เนื้อเยื่อผิดปกติได 

 การเริ่มตนของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมเกิดจากการที่เซลลเอ็นโดธีเลียถูกกระตุน 

(endothelial activation) โดยโกรทแฟคเตอร (growth factor) จับกับตัวรับรูที่จําเพาะ (specific 

receptor) บนเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (รูปที่ 2.1) ประกอบดวยหลาย

ขั้นตอน (Koch and Distler 2007) ดังนี ้
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 1) การยอยสลายเยื่อรองรับฐาน (basement membrane) โดยเอนไซมที่สรางมาจากเซลล

เอ็นโดธีเลีย 

 2) การเคลื่อนที่ของเซลลเอ็นโดธีเลียออกจากที่เดิม (endothelial cell migration)  

 3) การเพ่ิมจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial proliferation) 

 4) การสรางทอหลอดเลือด (tube formation) โดยเซลลเอ็นโดธีเลียมาตอกัน 

 5) การสรางความแข็งแรงใหกับหลอดเลือดที่สรางขึ้นมา (maturation) โดยการรวมตัวของ

เซลลเพอริไซต 

 

 
 

รูปท่ี 2.1  ขั้นตอนของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (Koch and Distler 2007) 

 

2.3 บทบาทของหลอดเลือดจุลภาคในสมอง 

 สมองเปนอวัยวะที่ใชพลังงานมากกวาอวัยวะอื่น ๆ  และอัตราการไหลของเลือดในสมอง 

(cerebral blood flow) ถูกควบคุมใหเหมาะสมกับความตองการใชพลังงานของสมองในแตละสวน 

นั่นคือ การเพิ่มขึ้นของการทํางานของเซลลประสาท (neuronal activity) สามารถสงผลใหมีการเพ่ิม

อัตราการไหลของเลือดไปยังบริเวณสมองที่มีการทํางานเพิ่มขึ้นได โดยอาศัยการทํางานที่เรียกวา 

neurovascular coupling ซึ่งเปนกลไกการทํางานรวมกันระหวางเซลลประสาทและหลอดเลือด 

กลาวคือ สารที่ไดจากเมตาบอลิซึม (metabolic end-product) ของเซลลประสาทที่ทํางานเพิ่มขึ้น 

ไดแก adenosine, lactate เปนตน สารเหลานี้ทําใหหลอดเลือดในบริเวณดังกลาวเกิดการขยายตัว 

(vasodilation) ได ซึ่งมีผลใหอัตราการไหลของเลือดท่ีมายังบริเวณนี้เพ่ิมข้ึน 
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 ลักษณะจําเพาะอีกประการหนึ่งของการไหลเวียนเลือดในสมองคือ blood brain barrier 

(BBB) โดย BBB ประกอบดวย เซลลเอ็นโดธีเลียที่อยูชิดกันมาก, เซลลเพอริไซต และเซลลแอสโตรไซต 

(astrocyte) ที่อยูรอบเซลลเอ็นโดธีเลีย (รูปที่ 2.2) ซึ่งโครงสรางของ BBB กั้นไมใหสารบางอยางผาน 

ซึ่งสวนมากเปนสารโมเลกุลขนาดใหญ แตยอมใหสารบางอยางผานได โดยเฉพาะสารที่มีโมเลกุลขนาด

เล็ก ไดแก กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด, ฮอรโมนบางชนิดที่สามารถละลายชั้นไขมันได เปน

ตน โดยสารบางอยางที่จําเปนตอเซลลสมองแตไมสามารถผาน BBB ไดโดยตรง เชน นํ้าตาลโมเลกุล

เดี่ยวและกรดอะมิโน ตองอาศัยตัวขนสง (transporters) ในการขนสงผาน BBB  ดังนั้น BBB จึงทํา

หนาที่สําคัญในการปองกันสมองจากสารที่เปนอันตรายในเลือด และยินยอมใหสารที่จําเปนตอเซลล

สมองผานเขาไปได 

 

 
 

รูปที่ 2.2  เซลลชนิดตาง ๆ ซึ่งประกอบเปน blood brain barrier (Grammas, Martinez et al. 2011) 

 

 การเสียหายของหลอดเลือดในระบบไหลเวียนระดับจุลภาคในสมองจากภาวะตาง ๆ เชน 

ischemia/reperfusion, stroke เปนตน ทําให BBB ไมสามารถทํางานไดปกติ (BBB dysfunction) 

และหลอดเลือดจุลภาคเกิดอุดตัน (microvascular clogging) ได ซึ่งจะสงผลใหสมองไดรับอันตราย

หรือเกิดพยาธิสภาพตามมาได 
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2.4 การเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมองในชวงสูงวัย 

 การเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องของประชากรผูสูงอายุพบวามีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของอัตรา

การเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด รวมถึงโรคหลอดเลือดสมองในผูสูงอายุ  โดยจากการรายงานของ

องคการอนามัยโลก (WHO) ในป 2014 พบวาโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับตน ๆ 

ของผูสูงอายุทั่วโลก และพบวาอัตราการเสียชีวิตดวยโรคหลอดเลือดสมองในประชากรผูสูงอายุเพ่ิมข้ึน

จาก 54.5 ลานคนในป 1990 เปน 66.4 ลานคนในป 2010  สถานะการณโรคหลอดเลือดสมองใน

ประเทศไทยก็มีแนวโนมเดียวกับทั่วโลก (Poungvarin 2007) กลาวคือโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุ

ของการเสียชีวิตอันดับตน ๆ ในประชากรผูสูงอายุไทยทั้งเพศชายและเพศหญิง 

 การควบคุมการไหลเว ียนของเล ือดในสมองมีล ักษณะจําเพาะที ่ เร ียกว า cerebral 

autoregulation ซึ่งมีจุดประสงคเพื่อรักษาปริมาณเลือดที่ไหลเขาสูสมองไดอยางเพียงพอและคงที่ 

นอกจากนี้สมองยังมีความไวในการปรับตัวเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปริมาตรเลือดไหลเวียนในสมองโดย

ผานกลไก autoregulation นี้ (Brown and Frackowiak 1991)  อยางไรก็ตามในชวงวัยสูงอายุ

พบวามีความบกพรองของ cerebral autoregulation  โดยการตอบสนองของสมองตอการ

เปลี่ยนแปลงของกาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด และขบวนการเมตาบอลิซึมนั้นลดลง ทั้งนี้

ความบกพรองของ cerebral autoregulation ในชวงสูงวัยมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของ

หลอดเลือดจุลภาคที่สมอง (Brown and Frackowiak 1991) 

 BBB เปนโครงสรางที่มีหนาที่สําคัญในการปองกันอันตรายใหสมอง โดย BBB ทําหนาที่เปนตัว

กรองสิ่งที่มากับเลือดกอนผานเขาสูสมอง ในชวงสูงวัยพบวาความสามารถของ BBB ในการคัดกรอง

สารตาง ๆ ในเลือดลดลง รวมกับมีการเปลี่ยนแปลงของผนังของหลอดเลือด ไดแก ความหนาของผนัง

หลอดเลือดเพิ่มขึ้น, ความยืดหยุนของหลอดเลือดลดลง, เซลลเอ็นโดธีเลียเกิด apoptosis เปนตน 

(Elahy, Jackaman et al. 2015) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหลานี้อาจเปนสวนสําคัญในการทําใหเกิดการ

สูญเสียหนาที่ของ BBB ซึ่งอาจนําไปสูภาวะความผิดปกติของสมองตอไปได 

 ปกติอัตราการไหลของเลือดในสมอง (cerebral blood flow; CBF) คงที่อาศัยกลไกการ

ควบคุมแบบ autoregulation ของหลอดเลือดสมอง  แตในชวงสูงวัยพบวาอัตราการไหลของเลือดที่

สมองลดลง (Leoni, Oliveira et al. 2017)  โดยการลดลงของ CBF ของสมองสวน grey matter 

มากกวา white matter  นอกจากนี้มีรายงานถึงความสัมพันธระหวางการลดลงของ CBF ในชวงวัย

และอัตราการเกิดโรคสมองเสื่อม (dementia) และโรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) (Deary, 

Corley et al. 2009)  

 การควบคุมการทํางานของหลอดเลือดแบบ autoregulation ขึ้นอยูความคงอยูเซลลเอ็นโดธี

เลียของหลอดเลือด มีรายงานวาในชวงสูงว ัยพบการควบคุมการทํางานของหลอดเลือดแบบ 

autoregulation ลดลง เนื่องจากผลของความเสื่อมของผนังหลอดเลือด และการสะสมของกรดแล
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คติกจากกระบวนการเมตาบอลิซึมแบบแอนาโรบิก (Hossmann 2012)  นอกจากนี้ยังมีรายงานถึง

การเปลี ่ยนแปลงของความหนาแนนของหลอดเล ือดจ ุลภาคของสมองที ่ลดลงในชวงส ูงวัย 

(Murugesan, Demarest et al. 2012, Tang, Wang et al. 2016)  

 ปจจุบันมีการรายงานถึงความเกี่ยวของของภาวะออกซิเดชันตอการการเปลี ่ยนแปลงของ

หลอดเลือดในชวงสูงวัย (Hoenig, Bianchi et al. 2008) และโรคที่เก่ียวของกับภาวะสูงวัย ไดแก โรค

สมองเสื่อม (demenia), โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) เปนตน  โดยเซลลเอ็นโดธีเลียซึ่งเปนเปาหมาย

หลักในการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน จึงมีบทบาทสําคัญในการเกิดพยาธิสรีรวิทยาของหลอดเลือด

ในชวงสูงวัย (Cahill-Smith and Li 2014)  ไนตริกออกไซด (Nitric oxide; NO) สรางจากเซลลเอ็น

โดธีเลียมีบทบาทสําคัญในการควบคุมอัตราการไหลเวียนเลือดที่สมอง โดยพบวา NO มีการทํางาน

บกพรองในภาวะที่มีสารอนุมูลอิสระในระดับสูง และทําใหเกิดการบกพรองในการควบคุมอัตราการ

ไหลเวียนเลือดที่สมอง (Ungvari, Parrado-Fernandez et al. 2008)  อีกทั้ง Park และคณะ (Park, 

Anrather et al. 2007) พบวามีการสรางสารอนุมูลอิสระ superoxide เพิ่มมากขึ้นในหลอดเลือด

สมองของทั ้งสวน penetrating vessels และ parenchymal vessels ของหนูแก  นอกจากนี้ 

Tripathy และคณะ (Tripathy, Yin et al. 2010) รายงานวามีภาวะเครียดออกซิเดชันจากปฏิกิริยา

ออกเดชันของโปรตีนเพิ่มมากขึ้น และการแสดงของของเอนไซม superoxide dismutase ในไมโต

คอนเดรีย (MnSOD) ลดลงในหลอดเลือดสมองของหนูแก  

 

2.5 วีอีจีเอฟ (VEGF) 

 Vascular endothelial growth factor (VEGF) เปนโกรทแฟคเตอร (growth factor) ที่มี

บทบาทสําคัญในกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม  โดย VEGF กระตุนเซลลเอ็นโดธีเลียใหมีการเพ่ิม

จํานวนและเคลื่อนที่ยายมารวมกันเปนทอหลอดเลือดอันใหม  ซึ่ง VEGF ออกฤทธิ์ผานการจับกับตัวรับ

รู (receptor) ประเภท tyrosine kinase receptor  โดย VEGF receptor (VEGFR) มี 3 ชนิด คือ 

VEGFR1, VEGFR2 และ VEGFR3 (Yamazaki and Morita 2006)  โดยจากหลักฐานท่ีพบในปจจุบัน 

VEGFR2 เปนตัวรับรูที ่มีบทบาทสําคัญในการสรางหลอดเลือดใหมทั้งในภาวะปกติและในภาวะที่มี

พยาธิสภาพ (Melincovici, Boşca et al. 2018)  เมื่อ VEGF จับกับ VEGFR2 จะกระตุนใหเกิดการ

เติมหมูฟอสเฟตของ VEGFR ในสวนที่ยื่นเขาไปในเซลล (intracellular domain) (รูปที่ 2.3) จากนั้น

จะมีการกระตุนการถายทอดสัญญาณ (signaling transduction) ในหลากหลายวิถีการถายทอด

สัญญาณ (signaling pathway) (Neufeld, Cohen et al. 1999) 

 มีการรายงานถึงความสัมพันธระหวางการบกพรองของกระบวนการเกิดหลอดเลือดใหมและ

การลดลงของปริมาณ VEGF ในหลาย ๆ อวัยวะ ไดแก การศึกษาของ Wagatsuma พบวากลามเนื้อ 

gastrocnemius ของหนูทดลองอายุ 22 เดือน มีความหนาแนนของหลอดเลือดฝอย (capillary 
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density) ลดลง รวมกับการลดลงของระดับ messenger RNA (mRNA) ของ VEGF, VEGFR1 และ 

VEGFR2 เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองอายุ 2.5 และ 6 เดือน (Wagatsuma 2006) นอกจากนี้ใน

การศึกษาของ Villar-Cheda และคณะ พบวาหนูทดลองอายุ 24 เดือน มีความหนาแนนของหลอด

เลือดฝอยลดลงท่ีสมองบริเวณ substantia nigra เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองอายุ 4 เดือน โดยการ

ลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดฝอยดังกลาวมีความสัมพันธกับความลดลงของระดับ VEGF 

mRNA (Villar-Cheda, Sousa-Ribeiro et al. 2009) 
 

 

รูปท่ี 2.3  วิถีการถายทอดสัญญาณของ VEGF/VEGFR2 (VEGF/VEGFR2 signailing pathways) ใน

การกระตุนการสรางหลอดเลือดใหม (Melincovici, Boşca et al. 2018) 

 

2.6 เอ็นอารเอฟ 2 (Nrf2) 

 Nuclear factor erythroid 2-related factors 2 (Nrf2) คือ ทรานสคริปชันแฟคเตอร 

(transcription factor) มีหนาที่สําคัญตอการควบคุมสมดุลรีดอกซ (redox homeostasis) การสราง

สารตานอนุมูลอิสระ และกระบวนการ phase II detoxification ภายใตภาวะความเครียดของเซลล   

ดังนั้นเมื่อเซลลถูกกระตุนดวยความเครียด Nrf2 จะทําหนาที่กระตุนการถอดรหัสของยีนที่เกี่ยวของกับ

การแสดงออกของเอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant defenses) และเอนไซมใน

กระบวนการ phase II detoxification (Loboda, Damulewicz et al. 2016)  ในสภาวะปกติ Nrf2 
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จับอยูกับโปรตีนที่อยูในไซโตพลาสซึมซึ่งมีชื่อวา Kelch-like erythroid cell-derived protein with 

cap ‘n’ collar homology associated protein 1 (Keap1) ในรูปแบบของ Nrf2-Keap1 complex 

โดย Keap1 กระตุนการยอยสลาย Nrf2  ทําใหพบ Nrf2 ไมมากและคงอยูเฉพาะภายในไซโตพลาสซึม  

แตเมื่อเซลลอยูภายใตภาวะเครียดออกซิเดชันจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง (conformational 

change) ของ Keap1 ทําให Nrf2 หลุดจาก Keap1 และ Nrf2 ไมถูกยอยสลาย จากนั้น Nrf2 จึงเคลื่อน

ตัวเขาสูนิวเคลียสและเขาจับกับดีเอ็นเอสวนที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี ่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant response element; ARE) (รูปที่ 2.4) มีผลใหเกิดการ

แสดงออกของเอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระ โดยการแสดงออกของเอนไซมภายใตการควบคุม

ของ Nrf2 ท่ีสําคญั คือ NAD(P)H quinone oxidoreductase-1 (NQO1), heme oxygenase 1 (HO-

1) และ glutathione S-transferase (GST) (Loboda, Damulewicz et al. 2016) นอกจากนี้ยัง

พบวาการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ Nrf2 โดยเอนไซมไคเนส เชน phosphatidyl inositol 3-kinase 

(PI3K), protein kinase C (PKC), mitogen activated protein kinase (MAPK) เปนตน สามารถทํา

ให Nrf2 หลุดเปนอิสระจาก Keap1 ไดเชนกัน (Buendia, Michalska et al. 2016) 

 

 

 
 

รูปท่ี 2.4  วิถี Keap1/Nrf2/ARE ภายใตภาวะปกติและภาวะที่ไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดตาง ๆ 

ไดแก ภาวะเครียดออกซิเดชัน เปนตน (Loboda, Damulewicz et al. 2016) 

 

 ความเครียดออกซิเดชันจากการเสียสมดุลระหวางสารอนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ

พบไดในภาวะสูงวัยซึ่งเปนไปตามทฤษฎี free radical theory of aging (Harman 1956) นั่นคือ
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ในชวงสูงวัยเซลลมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น และความสามารถในการกําจัดสารอนุมูลอิสระ

ลดลง  กลไกสําคัญของการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันในชวงสูงวัย คือความสามารถในการตานสาร

อนุมูลอิสระของเซลลลดลง ไดแก การลดลงของระดับสารตานอนุมูลอิสระภายในเซลล, การบกพรอง

ในการตอบสนองของสารตานอนุมูลอิสระตอภาวะเครียดออกซิเดชัน เปนตน  โดยปกติภายในเซลลมี

กลไกกําจัดสารอนุมูลอิสระเพื่อไมใหสารอนุมูลอิสระทําลายโครงสรางและการทํางานของเซลลนั้น ๆ 

ได ซ ี ่งกลไกการกําจ ัดสารอนุมูลอิสระของเซลลม ี 2 แบบ คือ แบบใชเอนไซม (enzymatic 

antioxidant) และแบบไมใชเอนไซม (non-enzymatic antioxidant)  โดยพบวากลไกการกําจัดสาร

อนุมูลอิสระแบบใชเอนไซมสําคัญ ๆ ถูกควบคุมโดย Nrf2 ไดแก superoxide dismutase, catalase, 

glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), peroxiredoxin (Prdx), glutathione 

peroxidase (GPx), glutathione s-transferase, sulfiredoxin และ thioredoxin reductase 

(Zhang, Davies, & Forman, 2015) เปนตน  อยางไรก็ตามในชวงสูงวัยพบวามีการเปลี่ยนแปลงของ 

Nrf2 คือการลดลงของระดับ Nrf2 ในไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสของเซลลตับของหนูแก (Suh, 

Shenvi et al. 2004) การลดลงของระดับ Nrf2 ในนิวเคลียสรวมกับการลดลงของเอนไซม NQO-1 

และ HO-1 ในหลอดเลือดแดงใหญของหนูแก (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011)  การทํางาน

ของ Nrf2 ในการควบคุมการแสดงออกของเอนไซมลดลงในตับ ปอด และสมองของหนูแก (Zhang, 

Liu et al. 2012) หลอดเลือดแดงใหญ และหลอดเลือดแดง carotid ในลิงแก (Ungvari, Bailey-

Downs et al. 2011) เปนตน 

 การทํางานของ Nrf2 เกี ่ยวของกับการควบคุมความสามารถของเซลลเอ็นโดธีเล ียใน

กระบวนการเกิดหลอดเลือดใหม  โดยพบวาการขัดขวางการทํางานของ Nrf2 ทําใหเกิดการบกพรอง

ของการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหมดวย VEGF และ insulin-like growth factor-1 (IGF-

1) ในข้ันตอนการเพิ่มจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย และการสรางทอหลอดเลือดใน human coronary 

arterial endothelial cells (HCAECs) (Valcarcel-Ares, Gautam et al. 2012) ปจจุบันพบวา

ปจจัยสําคัญในการกระตุน Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลียคือ แรงเฉือน (shear stress) ที่กระทําตอเซลล

เอ็นโดธีเลียผานวิถี PI3K/Akt (รูปที่ 2.5)  ในชวงสูงวัยพบการลดลงของอัตราการไหลของเลือดซึ่งเชื่อ

วาเกี่ยวของกับการสูญเสียการทํางานของ Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลียผานการกลไกการเปลี่ยนแปลง

แรงเฉือนที่กระทําตอเซลลเอ็นโดธีเลีย (Dai, Vaughn et al. 2007) นอกจากนี้งานวิจัยเกี่ยวกับการ

เปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในชวงสูงวัยรายงานความสัมพันธระหวางการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน

ของหลอดเลือดและการลดลงของการแสดงออกและหนาที ่ของ Nrf2 ของหลอดเลือดแดงใหญ 

(Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011) อยางไรก็ตามยังไมพบขอมูลเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของ

หลอดเลือดและบทบาทของ Nrf2 ในสมองในชวงสูงวัย 

 



14 

Laminar shear stress 

 
Mechano-sensors 

 
PI3K/Akt pathway 

 
Keap1 modification/Nrf2 accumulation in nucleus 

 
Nrf2-regulated antioxidant enzymes 

(HO-1, GST, NQO1) 

รูปท่ี 2.5 บทบาทของแรงเฉือนตอวิถี Keap1/Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลีย (Noguchi and Jo 2011) 

 

2.7 บทบาทของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด 

 ปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาการออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายใน

รางกายได ซึ่งสงผลดีตอการทํางานของรางกาย  โดยเฉพาะผลตอระบบหัวใจและหลอดเลือด ไดแก 

อัตราการเตนของหัวใจขณะพักลดลง, การเพิ่มขึ้นของความสามารถของหัวใจในขบวนการสราง

พลังงานแบบใชออกซิเจน, การเพิ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังอวัยวะตาง ๆ เปนตน (Kojda and 

Hambrecht 2005) นอกจากนี้การฝกออกกําลังกายยังกระตุนการทํางานของขบวนการตานอนุมูล

อิสระภายในหลอดเลือด, กระตุนกระบวนการเกิดหลอดเลือดใหม และชวยเพิ่มปริมาณเลือดไปเลี้ยง

สมองมากขึ้น (Churchill, Galvez et al. 2002)  

 ในชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมอง 

โดยเฉพาะสมองสวนที่เกี่ยวของการเรียนรูและความจํา (Colcombe, Kramer et al. 2004)  โดยการ

เพ่ิมข้ึนของอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมองนั้น พบวาสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของกาซไนตริกออกไซด

ซึ่งสรางจากเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกาซไนตริกออกไซดมีบทบาทสําคัญตอการกําจัดสารอนุมูลอิสระ 

(Uchida, Suzuki et al. 2006)  นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการสรางเอนไซม

ไนตริกออกไซดซินเธสของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial nitric oxide synthase; eNOS) ซี่งเปน

เอนไซมกระตุนการสรางกาซไนตริกออกไซดในหลอดเลือดที่สมอง (Kojda and Hambrecht 2005)  

 การฝกออกกําลังกายทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือด ไดแก การเพ่ิม

จํานวนของหลอดเลือดจุลภาค (กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม) และการเพ่ิมขนาดของหลอดเลือด 

(arteriogenesis) (Prior, Yang et al. 2004) โดยการสรางหลอดเลือดใหมจากการฝกออกกําลังกาย
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ทําใหชวยเพิ่มปริมาณเลือดไปเลี้ยงอวัยวะตาง ๆ เพิ่มขึ้น  เชน หัวใจ, กลามเนื้อโครงราง และสมอง 

เปนตน  ซึ่งการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดจุลภาคในอวัยวะตาง ๆ สวนหนึ่งเกิดจากการเพิ่มขึ้นของ

วาสคูลารโกรธเฟคเตอร (VEGF) ซึ่งเปนสารหลักในการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหม (Hoier 

and Hellsten 2014)  ทั้งนี้มีรายงานวาการฝกออกกําลังกายเปนเวลา 3 สัปดาหสามารถเพิ่มความ

หนาแนนของหลอดเลือดฝอยในสวน frontoparietal cortex และ dorsolateral striatum และ

โปรตีน VEGF และ VEGF mRNA ในสมองของหนูทดลองอายุ 22 เดือน (Ding, Li et al. 2006)  

นอกจากนี ้การศึกษาของ Popov และคณะ พบวาการฝกออกกําลังกายเปนเวลา 14 วัน มีผลให

กลามเนื้อนอง (gastrocnemius muscle) ของหนูทดลองอายุ 9 สัปดาหมีความหนาแนนของหลอด

เลือดฝอยเพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองที่ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (Popov, Lysenko et 

al. 2018)  โดยปจจุบันกลไกที่อธิบายผลของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด

ยังไมทราบแนชัด แตมีความเชื่อวามีความเก่ียวของกันระหวางการเพ่ิมข้ึนของแรงเฉือนกระทําตอเซลล

เอ็นโดธีเลียกับการฝกออกกําลังกาย (Kojda and Hambrecht 2005) ซึ ่งพบวาแรงเฉือนเปน

ตัวกระตุนสําคัญของเซลลเอ็นโดธีเลียตอการเกิดกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและกระตุนการ

สรางกาซไนตริกออกไซดที่สมอง (Padilla, Simmons et al. 2011) 

 ถึงแมวาขณะออกกําลังกายในแตละครั้ง (acute exercise) ทําใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระ

เพิ่มมากขึ้น แตการฝกออกกําลังกาย (exercise training) สามารถกระตุนขบวนการตานอนุมูลอิสระ 

และปองกันการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) ได (Walther, Gielen et al. 2004)  

ซึ่งผลของการฝกออกกําลังกายนี้เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงการทํางานของเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่ง

พบวาขณะการออกกําลังกายมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้นนั้น รางกายตอบสนองการเพิ่มขึ้นของ

สารอนุมูลโดยการกระตุนการทํางานของขบวนการตานอนุมูลอิสระของเซลลเอ็นโดธีเลีย (Kojda and 

Hambrecht 2005)  ดังนั ้นการออกกําลังกายซํ ้า ๆ สงผลดีตอรางกายในการเพิ่มศักยภาพของ

ขบวนการตานอนุมูลอิสระได 

 ในชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมอง 

โดยเฉพาะสมองสวนที่เกี่ยวของการเรียนรูและความจํา (Colcombe, Kramer et al. 2004) โดยการ

เพิ่มขึ้นของอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมองนั้นพบวาสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของกาซไนตริกออกไซด

ซึ่งสรางจากเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกาซไนตริกออกไซดมีบทบาทสําคัญตอการกําจัดสารอนุมูลอิสระ 

(Uchida, Suzuki et al. 2006)  นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการสรางเอนไซม

ไนตริกออกไซดซินเธสของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial nitric oxide synthase; eNOS) ซี่งเปน

เอนไซมกระตุนการสรางกาซไนตริกออกไซดในหลอดเลือดที่สมอง (Kojda and Hambrecht 2005) 

 



บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

 

3.1 สัตวทดลอง 

 ทุกขั้นตอนในการปฏิบัติตอสัตวทดลองของโครงการวิจัยนี้ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการ

กํากับดูแลและการใชสัตวทดลองของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร และดําเนินการตามคําแนะนําของ

สถาบันพัฒนาการดําเนินการตอสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร สํานักงานการวิจัยแหงชาติ โดยงานวิจัย

นี้ใชหนูแรทสายพันธุ Wistar เพศผู อายุ 16 สัปดาห และ 52 สัปดาห จากบริษัทเอ็ม-เคลีย ไบโอรี

ซอรส และนํามาเลี้ยงที่ศูนยสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ซึ่งสัตวทดลองถูกเลี้ยงในกรง

พลาสติกก่ึงใสทรงสี่เหลี่ยมผืนผาสําหรับหนูแรทจํานวน 2 ตัวตอกรง ภายใตการควบคุมระยะเวลาการ

ใหแสงสวางและความมืด (12 ชั่วโมง: 12 ชั่วโมง), อุณหภูมิ (22±1 องศาเซลเซียส) และความชื้น

สัมพัทธ (30-70%) โดยสัตวทดลองสามารถกินอาหารและนํ้าไดอยางเพียงพอตามความตองการในแต

ละวัน ทั้งนีโ้ครงการวิจัยนีไ้ดผานการรับรองจริยธรรมการวิจัยในสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยรังสิตดวย 

 

3.2 วิธีดําเนินการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้แบงสัตวทดลองออกเปน 3 กลุม ๆ ละ 8 ตัว ดังนี้ 

 กลุมที่ 1 หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-young) ซึ่งเปน

กลุมควบคุมอายุ (age-control group) โดยถูกนําไปยังหองออกกําลังกาย แตอยู

เพียงภายในกรงไมไดออกกําลังกาย 

 กลุมที่ 2 หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-aged) ซึ่งเปน

กลุมควบคุมกิจกรรม (sham-control group) โดยถูกนําไปยังหองออกกําลังกาย 

และถูกนําไปแชในถังบรรจุนํ้าที่มีความสูง 5 เซนติเมตร นาน 30 นาทีตอวัน, 5 วัน

ตอสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห 

 กลุมที่ 3 หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (exercise-aged) โดยถูกนําไป

ยังหองออกกําลังกาย และถูกนําไปวายนํ้าในถังบรรจุนํ้าที่มีความสูง 50 เซนติเมตร 

นาน 60 นาทีตอวัน, 5 วันตอสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห 

 

 สัตวทดลองทุกตัวไดรับการชั่งนํ้าหนักในวันแรกของทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 8 สัปดาห เมื่อ

ถึงกําหนดวันทําการทดลอง สัตวทดลองไดรับยาสลบ sodium pentobarbital (60 mg/kg body 

weight) เขาทางชองทอง (intraperitoneal injection) จากนั้นสัตวทดลองถูกสอดทอชวยหายใจ 
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(tracheostomy) แลวทําการสอดทอเขาทางหลอดเลือด femoral artery ขางขวา เพื่อวัดความดัน

โลหิตดวยระบบ PowerLab หลังจากการวัดความดันโลหิตเร ียบรอย สัตวทดลองถูกทําการ 

perfusion หลอดเลือดทั่วทั ้งตัวของสัตวทดลอง โดยการฉีดสารละลาย phosphate-buffered 

saline (PBS) ที่มีสวนผสมของ heparin (25 UI/ml) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขาทางหัวใจหองลาง

ซาย จากนั้นทําการเก็บสมองสวน cerebral cortex ออกมาลางดวยสารละลาย PBS  แลวตัดแบงชิ้น

เนื้อสมองบริเวณ frontoparietal cortex ออกเปน 2 สวน โดยสวนที่ 1 มีความหนา 2 มิลิลิเมตร 

นําไปแชในสารละลาย 4% paraformaldehyde เพื่อทําการตรวจวิเคราะหทางอิมมูโนพยาธิวิทยา 

และสวนที่ 2 ตัดชั่งนํ้าหนักและเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อทําการแยกสกัดหลอดเลือด

จุลภาคสมอง (isolation of brain microvessel) และตรวจวิเคราะหปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย 

(immunoassay) ตอไป 

 

3.3 โปรแกรมการออกกําลังกาย 

 การฝกออกกําลังกายสําหรับสัตวทดลองในโครงการวิจัยนี้ เปนการออกกําลังกายดวยการวาย

นํ้าในระดับความหนักปานกลาง โดยอางอิงจาก Viboolvorakul และคณะ (Viboolvorakul and 

Patumraj 2014) และ Resource Book for the Design of Animal Exercise Protocol, 

American Physiological Society (Kregel, Allen et al. 2006) สําหรับแตละวันในการออกกําลัง

กาย สัตวทดลองถูกนําไปยังหองสําหรับการฝกออกกําลังกายและวายนํ้าในถังพลาสติกที่มีลักษณะก่ึง

ใส (เสนผาศูนยกลาง 50 เซนติเมตร, สูง 65 เซนติเมตร) ซึ่งบรรจุนํ้าสูง 50-55 เซนติเมตร และควบคุม

อุณหภูมิ (33-37 องศาเซลเซียส) เพ่ือไมใหสัตวทดลองเกิดความเครียดในขณะวายนํ้า โดยสัตวทดลอง

ออกกําลังกาย 1 ครั้งตอวัน, 5 วันตอสัปดาห นาน 8 สัปดาห  ในสัปดาหแรกซึ่งเปนสัปดาหของการ

ปรับตัวของสัตวทดลองตอการออกกําลังกายดวยการวายนํ้า สัตวทดลองจึงเริ่มวายนํ้า 15 นาทีในวัน

แรก แลวคอย ๆ เพิ่มระยะเวลาในการออกกําลังกายจนกระทั่งครบ 60 นาทีภายในสัปดาหแรก 

หลังจากนั้นสัตวทดลองใชเวลาในการวายนํ้าคือ 60 นาที ตลอด 7 สัปดาหที่เหลือ เมื่อสิ้นสุดการวาย

นํ้าในแตละครั้ง สัตวทดลองถูกนํามาทําใหแหงดวยการเช็ดตัวดวยผาชนหนูและเปาดวยเครื่องเปาผม 

 สําหรับสัตวทดลองในกลุมอายุ 52 สัปดาหที่ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-aged) 

ถูกนํามายังหองสําหรับฝกออกกําลังกาย และถูกนําไปแชอยู ในถังพลาสติกที ่มีล ักษณะกึ ่งใส 

(เสนผาศูนยกลาง 50 เซนติเมตร, สูง 65 เซนติเมตร) บรรจุนํ้าสูง 5 เซนติเมตร และควบคุมอุณหภูมิ 

(33-37 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที ใน 2 วันแรก และเพิ ่มเปน 20-30 นาที ในวันที ่ 3-5 

ตามลําดับ  สวนในอีก 7 สัปดาหที่เหลือ สัตวทดลองกลุม sedentary-aged ถูกนําไปแชเปนเวลา 30 

นาทีตอวัน, 5 วันตอสัปดาห นาน 8 สัปดาห  โดยเมื่อสิ้นสุดการแชนํ้าในแตละครั้ง สัตวทดลองถูก

นํามาทําใหแหงดวยการเช็ดตัวดวยผาชนหนูและเปาดวยเครื่องเปาผม 
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3.4 การเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อศึกษาทางอิมมูโนพยาธิวิทยา 

 นําชิ้นเนื้อสมองที่แชในสารละลาย 4% paraformaldehyde เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทําการ

กําจัดนํ้าออก (dehydration) ใน ethanol ความเขมขน 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% 

ตามลําดับ จากนั้นนําชิ้นเนื้อแชใน xylene และ paraffin เหลวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวนํา

ชิ้นเนื้อฝงใน paraffin ดวยเครื่อง embedding และทําการตัดชิ้นเนื้อดวยเครื่อง microtome ใหมี

ความหนา 2 ไมโครเมตร (section) จากนั้นนํา section ไปลอยในอางนํ้าผสมเจลาตินที่มีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เพื่อทําให paraffin หลอมเหลว แลวใชสไลดแกวชอนเก็บ section นั้น จากนั้นนํา

สไลดผึ่งใหแหงและนําเขาตูอบอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน  

 

3.5 การยอมชิ้นเนื้อดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรี (Immunohistochemistry; IHC) 

 ทําการ deparaffinization และ re-hydration section ดวยการแช section ใน xylene 

และ ethanol ที ่ความเขมขน 100%, 95% และ 90% ตามลําดับ จากนั ้นนํา section แชใน

สารละลาย antigen retrieval buffer (Dako, Denmark) นาน 30 นาที เพื ่อเปนการคืนสภาพ 

antigen หรือทําให antibody สามารถจับกับ antigen ได  จากนั้นนํา section แชในสารละลาย 3% 

H2O2 นาน 30 นาที เพื่อยับยั้ง endogenous enzymes ไมใหรบกวนการจับระหวาง antigen และ 

antibody  จากนั้นแช section ในสารละลาย nonspecific protein blocking reagent (Dako, 

Denmark) นาน 30 นาที เพื ่อยับยั ้งการจับอยางไมจําเพาะตอปฎิกริยาระหวาง antigen และ 

antibody  จากนั้นนํา section ไปแชในสารละลาย rabbit polyclonal primary antibody ตอ 

Nrf2 (1:100 dilution, Abcam, UK) หรือ CD31 (1:100 dilution, Thermo Fisher Scientific, 

USA) ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน  หลังจากนั้นนํา section ไปแชในสารละลาย 

peroxidase-labeled polymer-HRP conjugated to goat anti-rabbit immunoglobulins 

(EnVision Detection System Kit, Dako, Denmark) นาน 30 นาที  จากนั้นแช section ดวย

สารละลาย diaminobenzidine chromogen (DAB)  (DAB เปนสวนหนึ่งของ EnVision Detection 

System Kit) นาน 5 นาที  นํา section ไป counterstain ดวยสารละลาย hematoxylin นาน 1 

นาที  จากนั้นนํา section ที่ยอมเสร็จแลวแชใน ethanol ที่ความเขมขน 95% และ 100% และ 

xylene ตามลําดับ หยดนํ้ายา permount ปดสไลดดวย cover slip  นําสไลดไปดูภายใตกลอง

จุลทรรศนแบบแสงสองผาน (Nikon, Japan) 
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3.6 การเก็บตัวอยางภาพ (Image acquisition) 

 การเก็บตัวอยางภาพที่ถูกบันทึกดวยกลองจุลทรรศนแบบแสงสองผานที่มีอุปกรณถายภาพ

ดิจิตอล (Nikon, Japan) กําลังขยายที่ 40X  โดยแตละ section ถูกแบงยอยเปน 8 สวน และในแตละ

สวน (area) ทําการบันทึกภาพจํานวน 5 ภาพ ซึ ่งตําแหนงของการบันทึกภาพในแตละ area 

เหมือนกันทุกครั้ง  ดังนั้นภาพยอม IHC ของแตละ section มีทั้งหมด 40 ภาพ และเนื่องจากการยอม 

IHC ทําแบบ duplication จึงทําใหภาพยอม IHC ที่ไดจากสัตวทดลองแตละตัวมีจํานวน 80 ภาพ 

 

3.7 การวิเคราะหภาพเชิงปริมาณ (Quantitative image analysis) 

 วิธีการวิเคราะหภาพยอม IHC เชิงปริมาณปรับปรุงจาก Li และคณะ (Li, Suwanwela et al. 

2017)  โดยใชโปรแกรม Image pro plus 6.0 (Media Cybernetics, USA) ซึ่ง pixel ของภาพที่ติด

สีนํ้าตาล (DAB-positive intensity) และ pixel ของภาพที่ไมติดสีนํ้าตาล (DAB-negative intensity) 

ถูกคํานวณเปนคา % intensity ของ antibody ติดสียอม IHC ดังสมการ 

% positive Intensity  =  (positive intensity / total intensity) x 100 

 

3.8 การแยกสกัดหลอดเลือดจุลภาคสมอง (Isolation of brain microvessels) 

 สําหรับขั้นตอนการแยกสกัดหลอดเลือดจุลภาคสมอง (Brzica, Abdullahi et al. 2018) 

เนื้อเยื ่อสมอง (cortical brain tissue) ถูกนํามาทําใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ใน

สารละลาย brain microvessel buffer (BMB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี protease inhibitor 

cocktail หลังจากนั้นเติมสารละลาย 26% dextran ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในเนื้อสมองที่เปนเนื้อ

เดียวกันแลว (brain tissue homogenate) และทําการหมุนเหวี่ยง (centrifugation) ดวยความเร็ว 

5,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําการดูดของเหลวเหนือตะกอน 

(supernatant) ทิ้ง และนําสวนของตะกอน (pellet) ไปสูขั้นตอนการทําใหเปนเนื้อเดียวกันและหมุน

เหวี่ยงซํ ้าทั้งหมดอีก 3 รอบ (ทําซํ้าเชนเดียวกันกับขั้นตอนที่กลาวไปขางตน) โดยทําการดูดสวน

ของเหลวเหนือตะกอนทิ ้ง ซ ึ ่งในรอบสุดทายไดตะกอนของหลอดเลือดจ ุลภาคสมอง (brain 

microvessel pellet) จากนั้นนําสวนของตะกอนของหลอดเลือดจุลภาคมาทําใหเปนเนื้อเดียวกันใน

สารละลาย BMB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นดูดในสวนของเหลวเหนือตะกอนทิ้ง และเก็บสวนของหลอด

เลือดจุลภาคสมอง (brain microvessels fraction) ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปทําการ

วัดปฏิกิริยาอินมูโนแอสเสย (immunoassay) ตอไป 

 

 



20 

3.9 การวัดปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย (immunoassay) 

 1) การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง  

  เริ ่มจากการนําเนื ้อสมองบริเวณ frontoparietal cortex มาทําใหเปนเนื ้อเด ียวกัน 

(homogenization) ในสารละลาย RIPA lysis buffer (4˚C) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่มี protease 

inhibitors จากนั้นเนื้อสมองที่เปนเนื้อเดียวกัน (brain tissue homogenate) ถูกนําไปหมุนเหวี่ยง 

(centrifugation) ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที โดย

สวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ดวย

ชุดตรวจ bicinchoninic acid (BCA) assay kit (23252, Pierece, USA) และปริมาณโปรตีน VEGF 

ดวยชุดตรวจ VEGF ELISA Kit (MMV00, R&D Systems, USA)  

 2) การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง  

  ชุด nuclear extraction kit (Abcam, ab113474) ถูกใชในการสกัดสวนของไซโตพลาสซึม 

(cytoplasmic fraction) และสวนของนิวเคลียส (nuclear fraction) ของหลอดเลือดจุลภาคแยก

สกัดจากสมอง (isolated brain microvessel) โดยเริ่มจากนําหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง

มาทําใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ในสารละลาย pre-extract buffer อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่มี protease inhibitor cocktail จากนั้นหลอดเลือดจุลภาค

สมองที ่ เป นเน ื ้อเด ียวก ันแลว (brain microvessel homogenate) ถ ูกน ําไปหม ุนเหว ี ่ยง 

(centrifugation) ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

โดยสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) คือ สวนของไซโตพลาสซึม (cytoplasmic fraction) 

ซึ่งถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวมดวยชุดตรวจ BCA assay kit และวัดหาปริมาณโปรตีน HO-1 

ดวยชุดตรวจ HO-1 ELISA Kit (ab213968, Abcam, UK)  

  สวนของตะกอน (pellet) นําไปทําการสกัดสวนของนิวเคลียส (nuclear fraction) เพื่อทํา

การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน Nrf2 โดยทําการเติม extraction buffer อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และทําการเขยาสารดวยความเร็ว 3,200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วินาที/

ครั้ง ทุก ๆ  3 นาที เปนเวลารวมทั้งหมด 15 นาที จากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่องสงคลื่น

เสียงความถี่สูง (sonicator) และตามดวยการหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที โดยสวนของเหลวเหนือตะกอนคือสวนของ nuclear 

fraction ซึ่งถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวมดวยชุดตรวจ BCA assay kit และวัดหาปริมาณโปรตีน 

Nrf2 ดวยชุดตรวจ Nrf2 ELISA Kit (ab207223, Abcam, UK) 
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3.10 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

 ขอมูลจากการทดลองแสดงผลเปนคาเฉลี่ย (mean)+คาคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard 

error of mean; SEM)  ซึ่งการเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลที่ไดจากกลุมทดลองทั้ง 3 กลุม 

ใชสถิติ One-way ANOVA และการเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลระหวางกลุมเปนคู ๆ ใช 

Fisher’s LDS test (GraphPad Prism 7.0)  โดยแสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที ่ระดับความเชื ่อมั่น 95% (P < 0.05) สวนการวิเคราะหความสัมพันธระหวางตัวแปรใชสถิติ

สหสัมพันธแบบเพียรสัน (Pearson correlation) ในการกําหนดคา R-squared (coefficient of 

determination; R2) 

 

 

 

 

 



 

บทที่ 4  

ผลการทดลอง และอภิปรายผล 

 

 

4.1 ผลการทดลอง 

 4.1.1 ผลของการฝกออกกําลังกายตอการปรับตัวทางสรีรวิทยาในหนูชวงสูงวัย 

 นํ ้าหนักตัว (body weight) และความดันเลือดแดงเฉลี ่ย (mean arterial pressure; 

MAP) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมได

รับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) แสดงใน

ตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 นํ ้าหนักตัว (body weight) และความดันเลือดแดงเฉลี่ย (mean arterial pressure) 

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการ

ฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 SY SA EA 

Body weight (g) 567.13+8.15 758.36+21.18 676.60+16.76, 

MAP (mmHg) 95.00+2.06 125.69+4.49 110.28+1.88, 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย ,, ,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.0001, P < 0.001, P < 0.001 และ P < 0.05 ตามลําดับ) และ , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.01 และ P < 0.05 ตามลําดับ) 

 

 

  4.1.1.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอนํ้าหนักตัว 

  รูปที่ 4.1 (ซาย) แสดงนํ้าหนักตัวของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวานํ้าหนักตัวเพิ่มขึ้นอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (758.36+21.18 g) และกลุม EA (676.60+16.74 g) เมื่อเปรียบเทียบ

กับกลุม SY (567.13+8.15 g, P < 0.0001 และ P < 0.01 ตามลําดับ) อยางไรก็ตามนํ้าหนักตัวของกลุม 

EA ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.01) 
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  4.1.1.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอความดันเลือดแดงเฉลี่ย  

  รูปที่ 4.1 (ขวา) แสดงคาความดันเลือดแดงเฉลี่ยของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาคาความดัน

เลือดแดงเฉลี่ยเพิ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (125.69+4.49 mmHg) และกลุม EA 

(110.28+1.88 mmHg) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (95.00+2.06 mmHg, P < 0.001 และ P < 0.5 

ตามลําดับ) อยางไรก็ตามคาความดันเลือดแดงเฉลี่ยของกลุม EA ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

     

รูปท่ี 4.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอคานํ้าหนักตัว (body weight; ซาย) และคาความดันเลือดแดง

เฉลี่ย (MAP; ขวา) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(EA) โดย , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.001, 

P < 0.0001) และ , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05, 

P < 0.01) 

 

 

 4.1.2 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองของ

หนูชวงสูงวัย 

 เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31, เปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออก

กําลังกาย (EA) แสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31, เปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 

และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), 

หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝก

ออกกําลังกาย (EA) 

 SY SA EA 

CD31 (%positive intensity) 0.079+0.014 0.026+0.005 0.062+0.009 

Nrf2 (%positive intensity) 54.39+4.49 25.79+1.03 47.18+7.04 

VEGF (pg/mg protein) 22.47+2.33 13.07+0.86 16.66+1.29 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมอง 

  รูปที่ 4.2 แสดงภาพของการแสดงออกของ CD31 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยการแสดงออกของ CD31 ใชเปนดัชนีของความหนาแนนของหลอด

เลือดเลือดจุลภาค ซึ่งพบวาการแสดงออกของ CD31 ของกลุม SY เปนสีนํ้าตาลกระจายไปทั่วทั้งชิ้น

เนื้อสมอง ในขณะทีเ่มื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA พบวาการแสดงออกของ CD31 นอยกวาของกลุม SY 

อยางไรก็ตามการแสดงออกของ CD31 ของกลุม EA มากกวาของกลุม SA  

  รูปที่ 4.3 แสดงเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม 

พบว าเปอร เซ ็นต positive intensity ของ CD31ลดลงอยางมีน ัยส ําคัญทางสถิต ิในกล ุ ม SA  

(0.026±0.005) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (0.079±0.014, P < 0.01) นอกจากนี้พบวาเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 เพิ ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ ม EA (0.062±0.009) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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รูปที่ 4.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ CD31 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 

 

รูปท่ี 4.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรท

อายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมอง 

  รูปที่ 4.4 แสดงภาพของการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของหนูแรททั้ง 3 กลุม ซึ่งพบวาการแสดงออกของ Nrf2 ของกลุม SY เปนสีนํ้าตาลกระจายไป

ทั่วทั้งชิ้นเนื้อสมอง ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA พบวาการแสดงออกของ Nrf2 นอยกวาของ

กลุม SY อยางไรก็ตามการแสดงออกของ Nrf2 ของกลุม EA มากกวาของกลุม SA 
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  รูปที่ 4.5 แสดงเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม 

พบว าเปอร เซ ็นต  positive intensity ของ Nrf2 ลดลงอยางมีน ัยส ําค ัญทางสถิต ิ ในกลุ ม SA  

(25.79±1.03) เมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ ม SY (54.39±4.49, P < 0.01) นอกจากนี ้พบวาเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 เพิ ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ ม EA (47.18±7.04) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

   

รูปท่ี 4.4  ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 

 

รูปที่ 4.5  ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมองของหนูแรท

อายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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  4.1.2.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง 

  รูปที่ 4.6 แสดงปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน 

VEGF ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (13.07±0.86 pg/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุม SY (22.47±2.33 pg/mg protein, P < 0.01) นอกจากนี้พบวาปริมาณโปรตีน VEGF เพิ่มขึ้นอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (16.66±1.29 pg/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

 

รูปที่ 4.6  ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.4 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive 

intensity ของ Nrf2, เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง 

  รูป 4.7 ซาย แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธ

เชิงบวก (positive correlation) ระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(R2 = 0.7821, P < 0.0001) 

  รูป 4.7 กลาง แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน VEGF และเปอรเซ็นต positive 

intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิงบวก (positive 
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correlation) ระหวางปริมาณโปรตีน VEGF และเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (R2 = 0.61, P < 0.0001) 

  รูป 4.7 ขวา แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิงบวก (positive 

correlation) ระหวางปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และปริมาณโปรตีน VEGF อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (R2 = 0.5225, P = 0.0002) 

 

 

   

รูปที ่ 4.7 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 เปอรเซ็นต positive 

intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝก

ออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive correlation) ที่ R2 = 

0.7821, P < 0.001 (ซ  า ย ) , R2 = 0.61, P < 0.001 (กลา ง )  แ ละ  R2 = 0.5225, P = 0.0002 (ข วา ) 

ตามลําดับ  

 

 

 4.1.3 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ใน

หลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูชวงสูงวัย  

 ปริมาณโปรตีน Nrf2 และปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนู

แรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) แสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณโปรตีน Nrf2 และปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการ

ฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 SY SA EA 

Nrf2 (g/mg protein) 37.46+6.08 8.78+2.05*** 15.68+3.73** 

HO-1 (ng/mg protein) 2.39+0.11 1.95+0.10* 2.18+0.08* 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย ,,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.05, 

P < 0.01 และ P < 0.001 ตามลําดับ) 

  

 

  รูปที่ 4.8 ซาย แสดงปริมาณโปรตีน Nrf2 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนู

แรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน Nrf2 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (8.78+2.05 

g/mg protein) และกล ุ ม  EA (15.68+3.73 g/mg protein) เม ื ่ อเปร ียบเท ียบก ับกล ุ ม SY 

(37.46+6.08 g/mg protein), P < 0.01 และ P < 0.001 ตามลําดับ) นอกจากนี้พบวาปริมาณ Nrf2 

เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (15.68+3.73 g/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SA (P < 0.05) 

  รูปที่ 4.8 กลาง แสดงปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของ

หนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน HO-1 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (2.22+0.04 

ng/mg protein) และกล ุ  ม  EA (2.35+0.08 ng/mg protein) เม ื ่ อ เปร ียบเท ียบก ับกล ุ  ม  SY 

(2.82+0.19 ng/mg protein, P < 0.01 และ P < 0.05 ตามลําดับ) นอกจากนี ้พบวาปริมาณ HO-1 

เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (2.35+0.08 ng/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SA (P < 0.05) 

  รูป 4.8 ขวา แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ของในหลอด

เลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูชวงสูงวัยของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิง

บวก (positive correlation) ระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(R2=0.5125, P < 0.001) 
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รูปที่ 4.8  ผลของฝกออกกําลังกายตอการปริมาณโปรตีน Nrf2 (ซาย) และ HO-1 (กลาง) ในหลอด

เลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออก

กําลังกาย (EA) โดย ,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.05 และ P < 0.01 ตามลําดับ) และความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 (ขวา) ของ

หนูแรททั้ง 3 กลุม โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive correlation) ที่ R2=0.5125 และ P < 0.001) 

 

 

4.2 อภิปรายผล 

  การวิจัยนี้เปนการศึกษาในสัตวทดลองคือหนูแรท ซึ่งแสดงใหเห็นถึงผลของการฝกออกกําลัง

กายตอการเปลี ่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัย โดยพบวาการลดลงของความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค การแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองชวงสูงวัย

สามารถถูกปองกันไดดวยการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าอยางสมํ่าเสมอเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

ทั้งนี้การเพ่ิมข้ึนของปริมาณโปรตีน VEGF ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอความสามารถในการสรางหลอดเลือด

ใหม และการเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีน Nrf2 ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอความสามารถในการลดภาวะ

เครียดออกซิเดชัน มีความสัมพันธกับผลของการฝกออกกําลังกายในการชวยเพิ่มการเพิ ่มความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคของสมองชวงสูงวัย 

 

 4.2.1 ผลของการฝกออกกําลังกายตอการปรับตัวทางสรีรวิทยาในหนแูรทชวงสูงวัย 

  การวิจัยนี้แสดงใหเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงของรางกาย คือ นํ้าหนักตัวและความดันเลือด

แดงเฉลี่ยเพิ่มขึ้น (ตารางที่ 4.1) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลาวสามารถปองกันโดยการไดรับการฝกออก

กําลังกายดวยการวายนํ้าอยางสมํ่าเสมอเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ดังนั้นผลของการปรับตัวทาง

สรีรวิทยาดังกลาวสามารถยืนยันโปรแกรมการฝกออกกําลังกายที่ใชในการวิจัยนี ้
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  จากผลการทดลองพบวาหนูแรทกลุม SA มีนํ้าหนักตัวมากกวาหนูแรทกลุม SY อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ โดยการเพิ ่มขึ ้นของนํ ้าหนักตัวของหนูแรทกลุ ม SA มีสาเหตุสําคัญจากการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณไขมันในรางกายและการกระจายตัวสะสมของไขมันในรางกาย ซึ่งเปนผลจากการ

เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิซึมของไขมันในรางกายในชวงสูงวัย (Liao, Hsieh et al. 2015) ที่เกิดจากการ

ทํางานที่บกพรองของไมโตคอนเดรีย (Barton 2010) อยางไรก็ตามการฝกออกกําลังกายสามารถชวย

ลดนํ ้าหนักตัวชวงสูงวัยได  โดยการฝกออกกําลังกายกระตุนการเผาผลาญไขมันในรางกายผาน

ปฏิกิริยาออกซิเดชันและชวยควบคุมไขมันในเลือด (Shinoda, Latour et al. 2002) ซึ่งงานวิจัยนี้

แสดงใหเห็นถึงการลดลงของนํ้าหนักตัวในหนูกลุม EA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนกัน 

  ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาภาวะความดันโลหิตสูงพบไดในชวงสูงวัย โดยพบวาผนังหลอด

เลือดแดงมีความยืดหยุนนอยลง ซึ่งเกิดจากมีการสะสมของไขมันและเสนใยคอลลาเจนที่ผนังหลอด

เลือดมากขึ้น แตในขณะเดียวกันกลับมีจํานวนของเสนใยอีลาสตินลดลง (Pugh and Wei 2001) ใน

งานวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นวาภาวะความดันโลหิตสูงพบไดในหนูแรทกลุม SA เชนกัน (ตารางที่ 4.1, รูป

ที่ 4.1 ขวา)  นอกจากนี้พบวาความดันโลหิตขณะหัวใจบีบตัวมีการเพ่ิมข้ึนมากกวาความดันโลหิตขณะ

หัวใจคลายตัว เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสวนใหญจะเกิดขึ้นที่หลอดเลือดแดงใหญ 

(Yung, Laher et al. 2009) ซึ่งกลไกที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะความดันโลหิตสูงในชวงสูงวัย ไดแก 

การสูญเสียการควบคุม vasomotor tone จากการทํางานบกพรองของเซลลเอ็นโดธีเลีย, การเกิด

ภาวะเครียดออกซิเดชัน, การเกิดภาวะอักเสบที่หลอดเลือด, การเกิด cell apoptosis และการสราง

สาร active metabolite ที ่มีผลทําใหหลอดเลือดเกิดการหดตัว (Mateos-Cáceres, Zamorano-

León et al. 2012)  อยางไรก็ตามมีการรายงานวาการฝกออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอสามารถชวย

ลดความดันโลหิตในชวงสูงวัยได  ซึ่งผลของการฝกออกกําลังกายมีความสัมพันธกับปรับสมดุลระหวาง

สารที่ทําใหหลอดเลือดขยายตัวและสารที่ทําใหหลอดเลือดหดตัว และทําใหเซลลเอ็นโดธีเลียทํางาน

ปกติ (Eksakulkla, Suksom et al. 2009) โดยงานวิจัยนี ้ไดผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัย

ขางตน นั่นคือหนูแรทกลุม EA มีความดันเลือดแดงเฉลี่ยตํ่ากวาของหนแูรทกลุม SA อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (ตารางท่ี 4.1, รูปที่ 4.1 ขวา) 

 

 4.2.2 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองของ

หนูแรทชวงสูงวัย 

  งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาผลของฝกออกกําลังกายชวยปองกันการลดลงของความหนาแนน

ของหลอดเลือดจุลภาคและการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองของหนูชวงสูงวัย โดย

การลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ใน

สมองเกิดขึ้นไดในชวงสูงวัย อยางไรก็ตามการออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอสามารถชวยปองกันการ
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เปลี่ยนแปลงดังกลาว โดยสวนหนึ่งเกี่ยวของกับกลไกการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหมผาน

โปรตีน VEGF และกลไกตานภาวะเครียดออกซิเดชันผานโปรตีน Nrf2 (ตารางท่ี 4.2 และรูปที่ 4.2-4.6) 

  ปจจุบันมีรายงานถึงการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัย ซึ่งศึกษาทั ้งใน

สัตวทดลองและในมนุษย (Villena, Vidal et al. 2003, Brown, Moody et al. 2007, Murugesan, 

Demarest et al. 2012) โดยการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองมีความสัมพันธกับการลดลง

ของอัตราการไหลของเลือดในสมองชวงสูงวัย และการบกพรองของขบวนการสรางหลอดเลือดใหม 

(Stoquart-ElSankari, Balédent et al. 2007) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลาวเกี่ยวของกับการสูญเสีย

หนาที่ของเซลลเอ็นโดธีเลีย (de la Torre, Pappas et al. 2003) สงผลใหสมองรับปริมาณเลือดมา

เลี้ยงไดนอยลง และอาจนําไปสูโรคหลอดเลือดสมองได ในงานวิจัยนี้พบวาหนูแรทกลุม SA มีการลดลง

ของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในสมองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนแูร

ทกลุม SY (รูปที่ 4.3)  ดังนั้นงานวิจัยนี้ไดผลการวิจัยสอดคลองกับงานวิจัยขางตนซึ่งพบวาการลดลง

ของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคเกิดขึ้นในชวงสูงวัย  

  การลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัยเปนปจจัยหนึ่งที่นําไปสูภาวะสมอง

ไดร ับเลือดไมเพียงพอได ซึ ่งกลไกการเปลี ่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงว ัยมี

ความสัมพันธกับการลดลงของโกรทแฟคเตอร (growth factor) ที่มีผลในการกระตุนกระบวนการ

สรางหลอดเลือดใหม (Dore-Duffy and LaManna 2007) และพบวา VEGF เปนโปรตีนที่มีบทบาท

สําคัญในกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในชวงสูงวัย (Rivard, Berthou-Soulie et al. 2000) โดย

งานวิจัยนี้พบวาปริมาณของโปรตีน VEGF ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในสมองหนแูรทกลุม SA เมื่อ

เปรียบเทียบกับหนแูรทกลุม SY (รูปที่ 4.6) 

  การลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัยพบวาเกี่ยวของของ

ภาวะออกซิเดชัน (Izzo, Carrizzo et al. 2018) และเซลลเอ็นโดธีเลียเปนเปาหมายหลักในการเกิด

ภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยพบวามีการสรางสารอนุมูลอิสระ superoxide เพ่ิมมากขึ้นในหลอดเลือด

สมองของหนูแก (Park, Anrather et al. 2007) และยังพบภาวะเครียดออกซิเดชันจากปฏิกิริยาออก

เดชันของโปรตีนเพิ่มขึ้นและการแสดงของของเอนไซม superoxide dismutase ในไมโตคอนเดรีย 

ลดลงในหลอดเลือดสมองของหนูแก (Tripathy, Yin et al. 2010)  

  Nrf2 เปน transcription factor สําคัญในการควบคุมสมดุลรีดอกซ (redox balance) 

และการกําจัดสารแปลกปลอม (xenobiotic metabolism) ของเซลลในสัตวเลี้ยงลูดวยนม (Kensler, 

Wakabayashi et al. 2007) และ HO-1 ซึ่งเปนหนึ่งในบรรดายีนที่เกิดจากการควบคุมโดย Nrf2 ที่มี

ความสามารถสูงสุดในการลดความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) และมีบทบาทสําคัญในการ

ปองกันโรคตาง ๆ ที่เกิดจากความเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน เชน โรคหัวใจและหลอดเลือด 

(Ndisang 2017, Zhang, Liu et al. 2021) ซึ่งโดยปกติกลไกการกําจัดสารอนุมูลอิสระแบบใชเอนไซม
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ถูกควบคุมโดย Nrf2 อยางไรก็ตามในชวงสูงวัยพบวามีลดการแสดงออกของ Nrf2 ในสมอง (Zhang, 

Liu et al. 2012) ในงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาหนูแรทกลุม SA มีการลดลงของการแสดงออกของ Nrf2 

ในสมอง รวมถึงปริมาณของ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองอยางมี

นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (รูปที่ 4.5 และ 4.8) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในชวง

สูงวัยพบวามีความสัมพันธระหวางการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันของหลอดเลือดและการลดลงของ

การแสดงออกและหนาที่ของ Nrf2 ของหลอดเลือดแดงใหญ (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011)   

  การวิจัยทั้งในคนและในสัตวทดลองไดรายงานผลของการฝกออกกําลังกายตอการลด

อุบัติการเกิดภาวะความผิดปกติของหลอดเลือดสมอง (Cotman, Berchtold et al. 2007) โดยการ

ฝกออกกําลังกายทําใหมีอัตราการไหลเวียนเลือดในสมองเพิ่มขึ้น (Gertz, Priller et al. 2006) ซึ่งมี

ความสัมพันธกับการกระตุนการทํางานของ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) รวมถึงพบ

ไดในชวงวัยชราดวย (Ainslie, Cotter et al. 2008) นอกจากนี้การฝกออกกําลังกายสามารถกระตุน

ขบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมอง (Swain, Harris et al. 2003) โดยผลของการฝกออกกําลัง

กายสามารถปองกันการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคและการลดลงของการแสดงออกของโปรตีนที่

เกี่ยวของกับขบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมองชวงสูงวัย (Ding, Li et al. 2006) ซึ่งงานวิจัยนี้

พบวาการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาหสามารถปองกันการลดลงของ

ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทกลุม EA อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม SA (รูปที่ 4.3 และ 4.6) แสดงใหเห็นวาการฝกออก

กําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาหสามารถปองกันการลดลงของความหนาแนนของ

หลอดเลือดจุลภาคในสมองของหนูแรทชวงสูงวัยได และงานวิจัยนี้ยังแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิง

บวกระหวางความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและและปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรท

ทั้งสามกลุม (รูปที่ 4.7) ซึ่งชี้ใหเห็นถึงบทบาทของโปรตีน VEGF ตอการกระตุนขบวนการสรางหลอด

เลือดใหมในสมองชวงกลางวัยดวยการฝกออกกําลังกาย อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมทราบกลไกของการ

ฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในสมองอยางแนชัด ทั้งนี้สวนหนึ่งเชื่อวาการ

เพิ่มขึ้นของอัตราการไหลของเลือดและแรงเฉือน (shear stress) ตอสวนตาง ๆ ของสมองขณะออก

กําลังกายมีบทบาทสําคัญตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมอง (Latimer, Searcy et al. 2011) 

โดยมีการรายงานถึงการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ่มการขยายตัวของหลอดเลือดจากการกระตุนของ

อัตราการไหลของเล ือดท ี ่ เพ ิ ่มข ึ ้น (flow-induced vasodilation) (Spier, Delp et al. 2007) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงการเพิ่มขึ้นของอัตราการไหลของเลือดของสมองในขณะที่มีการออกกําลัง

กาย (Secher, Seifert et al. 2008) ทั้งนี้มีงานวิจัยทั้ง in vivo (Green, Carter et al. 2010) และ in 

vitro (Davies 2009) พบวาการเพ่ิมอัตราการไหลของเลือดหรือของเหลวทําใหเกิดแรงเฉือนกระทําตอ

เซลลเอ็นโดธีเลีย และสงผลกระตุนขบวนการทํางานของเซลลเอ็นโดธีเลียได นอกจากนี้ยังพบวาการ
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เกิดแรงเฉือนตอเซลลเอ็นโดธีเลียทําใหมีการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ VEGFR2 (dela 

Paz, Walshe et al. 2012) รวมถึงการเพ่ิมจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial proliferation) 

และการสรางทอหลอดเลือด (tube formation) โดยเซลลเอ็นโดธีเลียมาตอกัน (Song and Munn 

2011) ของขบวนการสรางหลอดเลือดใหม 

  ขณะออกกําลังกายรางกายมีความตองการออกซิเจนเพ่ิมข้ึน ซึ่งเปนสาเหตุทําใหอัตราการ

ไหลเวียนเลือดไปยังอวัยวะตาง ๆ เพิ่มขึ้น โดยการออกกําลังกายแบบเฉียบพลัน (acute exercise) 

สงผลใหมีการผลิตอนุมูลอิสระ (free radical) เพ่ิมข้ึน ซึ่งเปนผลมาจากการกระตุนกระบวนการหายใจ

ระดับเซลลแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration) อยางไรก็ตามการสรางอนุมูลอิสระที่เกิดจากการ

ออกกําลังกายกระตุนการทํางานของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ (antioxidant enzymes) เพิ่มขึ้นดวย 

ซึ่งนําไปสูการตานทานภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล (cellular oxidative stress) ได ดังนั้นการ

ออกกําลังกายซํ้า ๆ (repetitive exercise) จะสามารถชวยบรรเทาผลเสียที่เกิดจากอนุมูลอิสระ และ

ลดความเสี่ยงของการเสียชีวิตจากโรคเรื้อรัง และการเสียชีวิตกอนวัยอันควรในผูสูงอายุได (Simioni, 

Zauli et al. 2018)  Nrf2 เปน transcription factor สําคัญที่เกี่ยวของกับผลของการออกกําลังกาย

ตอการตานภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล โดยพบวาปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ที่

ถูกผลิตออกมาขณะออกกําลังกายจะกระตุนการทํางานของ Nrf2 ซึ่งเปน transcription factor ที่

ควบคุมกระบวนการ transcription ยีนของ antioxidants มากกวา 200 ยีน  (Fasipe, Li et al. 

2021) และการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการผลิตไมโตคอนเดรีย (mitochondial biogenesis) 

ผานกลไกการสงสัญญาณของ Nrf2 (Merry and Ristow 2016) นอกจากนี้มีรายงานถึงผลของการ

ออกกําลังกายตอการกระตุนการทํางานของ Nrf2 ผานการลดกระบวนการ DNA methylation ของ 

Nrf2 (Chen, Zhu et al. 2021) 

  มีการศึกษาผลของการออกกําลังกายตอการตอบสนองของ Nrf2 ในชวงสูงวัยทั ้งใน

สัตวทดลองและในมนุษย สําหรับการศึกษาในหนูทดลองชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายระดับ

ปานกลาง (moderate exercise) สามารถเพิ่มระดับ Nrf2 mRNA ในกลามเนื้อโครงราง รวมกับการ

ปองกันการฝอของกลามเนื้อ (Yan, Shen et al. 2022) และสามารถเพิ ่มปริมาณโปรตีน Nrf2 ใน

หัวใจ รวมกับการเพิ่มขึ้นของโปรตีนภายใตการควบคุมของ Nrf2 คือ heme oxygenase-1 (HO-1), 

superoxide dismutase (SOD) และ glutathione (Pei, Yang et al. 2021) ส ําหรับการศึกษาใน

มนุษยชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายระดับปานกลางสามารถฟนฟูการทํางานของ Nrf2 (Nrf2 

activation) รวมถึงการสงสัญญาณของ Nrf2 (Nrf2 sigalining) ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียส

เ ด ี ย ว  ( peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) (Ostrom and Traustadóttir 2020) 

นอกจากนี้มีการรายงานถึงผลของฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าตอการเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีน 

Nrf2 และ HO-1 ในสมองสวน cerebral cortex ของหนูทดลอชวงสูงวัย (Lin, Ho et al. 2021) ซึ่ง
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ในงานวิจัยนี้ไดแสดงผลสอดคลองกับงานวิจัยดังกลาวขางตน กลาวคือหนูแรทกลุม EA มีการเพิ่มขึ้น

ของการแสดงออกของโปรตีน Nrf2 ในสมอง รวมถึงปริมาณของ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือด

จุลภาคแยกสกัดจากสมองอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (รูปที่ 4.5 และ 4.8) ทั้งนี้ผล

การออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัด

จากสมองของหนูชวงสูงวัยในงานวิจัยนีเ้ปนการคนพบเปนครั้งแรก 

  งานวิจัยนี้สนับสนุนบทบาทของ Nrf2 ตอกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมอง โดย

พบวาความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และการแสดงออกของโปรตีน 

Nrf2 ในสมองของหนูแรททั้งสามกลุมมีความสัมพันธเชิงบวกอยางมีนัยสําคัญ (รูป 4.7) การศึกษากอน

หนานี้จํานวนมากไดแสดงใหเห็นถึงบทบาทเชิงบวกของ Nrf2 ในการสงเสริมความสามารถในการสราง

หลอดเลือดใหมของเซลลบุผนังหลอดเลือด `ตัวอยางเชนการศกึษาของ Li L และคณะ พบวาการยับยั้ง

การแสดงออกของยีน Nrf2 ปองกันกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลบุผนังหลอดเลือดสมอง 

(brain microvascular endothelial cells) รวมกับการลดลงของปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของ

หนูทดลองที ่เหนี ่ยวนําให เป น intracranial venous hypertension (Li, Pan et al. 2016) หรือ

การศึกษาของ Zhao R และคณะ พบวาการรบกวนการทํางานของ Nrf2 ยับยั้งการสรางหลอดเลือด

ใหมในหลอดทดลองของเซลลตนกําเนิดบุผนังหลอดเลือดที่ไดมาจากไขกระดูก (bone-marrow-

derived endothelial progenitor cells: BMEPCs) หลังจากเซลล BMEPCs สัมผัสกับสภาวะขาด

ออกซิเจน (Zhao, Feng et al. 2016) นอกจากนี้เปนที่ทราบกันดีวาภาวะทีร่างกายไดรับอนุมูลอิสระ

ในระดับตํ่าและชั่วคราว เชน ขณะออกกําลังกาย สามารถกระตุนการสรางหลอดเลือดใหมในเนื้อเยื่อ

ตาง ๆ ได แตในทางกลับกันหากรางกายมภีาวะเครียดออกซิเดชันที่มากเกินไปจะยับยั้งการสรางหลอด

เลือดใหมในเนื้อเยื่อที่มีการไหลเวียนเลือดไมเพียงพอ เชน ชวงสูงวัย (Kim and Byzova 2014) 

 

 

 



บทท่ี 5  

สรุป วิจารณ และขอเสนอแนะ 

 

 

5.1 สรุป 

 งานวิจัยนี้สามารถสรุปผลไดดังนี้ 

1) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ทําใหเพิ่มความสามารถ

ทางแอโรบิก (aerobic performance) ในหนูแรทชวงสูงวัย โดยแสดงใหเห็นถึงการมี

นํ้าหนักตัวและความดันโลหิตท่ีลดลง 

2) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

3) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ปริมาณโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

4) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

5) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห มีผลตอความสัมพันธเชิง

บวกระหวางกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณ

โปรตีน Nrf2 ในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

 

5.2 วิจารณ และขอเสนอแนะ 

  จากผลการวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าสามารถปองกันการ

ลดลงของความสามารถของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในชวงสูงวัย ซ่ึงเปนชวงท่ีมีความเสี่ยงตอ

การไดรับเลือดของสมองไมเพียงพอ และเพ่ิมความเสี่ยงตอการการเกิดโรคหลอดเลือดสมองและภาวะ

สมองขาดเลือด โดยบทบาทของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของการสรางหลอดเลือดใหม

ในสมองชวงสูงวัยมีความเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน VEGF, Nrf2 และ HO-1 ใน

สมองและในหลอดเลือดจุลภาคสมองอยางมีนัยสําคัญ 

 ขอมูลจากผลการวิจัยนี้สามารถนําไปใชเปนขอมูลในการสงเสริมสุขภาพของประชาชนในชวง

สูงวัย โดยสนับสนุนความสําคัญของการออกกําลังกายอยางสม่ําเสมอ เพ่ือปองกันการเกิดพยาธิสภาพ

ท่ีสมอง ซ่ึงอาจนําไปสูโรคหลอดเลือดสมองหรือภาวะสมองขาดเลือดในวัยสูงอายุได  
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