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 ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคสมองลดลงชวงสูงวัยเปนปจจัยสําคัญใหสมองไดรับ

เลือดไมเพียงพอและเพิ่มความเสี่ยงตอภาวะสมองขาดเลือดได  โดยการกําซาบของสมองที่ลดลงชวง

สูงวัยมีความสัมพันธกับความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมและภาวะเครียดออกซิเดชัน การฝก

ออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและลดภาวะเครียดออกซิเดชันใน

เนื้อเยื่อตาง ๆ อยางไรก็ตามกลไกของการฝกออกกําลังกายตอความสามารถในการสรางหลอดเลือด

ใหมและภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองชวงสูงวัยยังไมทราบแนชัด งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ

ศึกษาผลของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค 

และการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนวีอีจีเอฟ (VEGF) เอ็นอารเอฟทู (Nrf2) และเอชโอวัน (HO-1) ในสมอง

ของหนูแรทชวงสูงวัย วิธีวิจัยใชหนูแรท 3 กลุม คือ กลุมอายุ 16 สัปดาหท่ีไมไดออกกําลังกาย (SY), 

กลุมอายุ 52 สัปดาหท่ีไมไดออกกําลังกาย (SA) และกลุมอายุ 52 สัปดาหท่ีไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(EA) โดยสมองของหนูทั้ง 3 กลุมถูกนําไป 1) ตรวจหาความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค และ

ปริมาณโปรตีน VEGF และNrf2 และ 2) แยกสกัดหลอดเลือดจุลภาค เพ่ือนําไปตรวจหาปริมาณโปรตีน 

Nrf2 และ HO-1 ผลการวิจัยพบวาสมองของกลุม SA มีความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณ

โปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุม SY สวนหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัด

จากสมองของกลุม SA มีปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ลดลงเม่ือเทียบกับกลุม SY เชนกัน อยางไรก็

ตามความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 เพ่ิมข้ึนใน

สมองของกลุม EA เมื่อเทียบกับกลุม SA  สวนหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของกลุม EA มี

ปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับกลุม SA เชนกัน  นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ

เชิงบวกระหวางความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณโปรตีน Nrf2 

ในสมองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ดังนั้นจึงสรุปไดวาการฝกออกกําลังกายสามารถปองกันการลดลง

ของความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมและภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองชวงสูงวัย ซึ่งสวน

หนึ่งมีความเก่ียวของกับกลไกการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน 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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 การศึกษาวิจัย เรื่อง ผลของการฝกออกกําลังกายตอความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหม

และภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองของหนูในชวงสูงวัย สําเร็จลุลวงดวยดี เพราะไดรับคําแนะนําและ

ใหคําปรึกษาเกี่ยวกับการทําวิจัยจาก ศ.ดร.สุทธิลักษณ ปทุมราช มาโดยตลอด ผูวิจัยขอขอบพระคุณ

เปนอยางสูง 

 ขอขอบคุณ ผศ.ดร.เดชา บูรณจิตรภิรมย ที่ใหความชวยเหลือพิจารณาและตรวจสอบความ

ถูกตองของรายงานการวิจัยเลมนี้ และขอขอบคุณหมวดวิชาสรีรวิทยา และหมวดวิชาชีวเคมี คณะ

วิทยาศาสตร ท่ีสนับสนุนเครื่องมือและอุปกรณท่ีใชในงานวิจัยนี ้

 ขอขอบคุณ อาจารยชัยชาญ ศรีโพธิ์ ผูชวยอาจารย หมวดวิชาสรีรวิทยา ที่ใหความชวยเหลือ

ในการทํางานวิจัยนี้ ขอขอบคุณ คุณนพดล สัมฤทธิ์ เจาหนาที่หองปฏิบัติการ หมวดวิชาชีวเคมี ที่ให
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ตารางท่ี  หนา 
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pressure) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), 
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(SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรท

อายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 
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รูปท่ี   หนา 

2.1 ข้ันตอนของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม 7 

2.2 เซลลชนิดตาง ๆ ซ่ึงประกอบเปน blood brain barrier 8 

2.3 ว ิถ ีการถายทอดสัญญาณของ VEGF/VEGFR2 (VEGF/VEGFR2 signailing 

pathways) ในการกระตุนการสรางหลอดเลือดใหม 

11 

2.4 วิถี Keap1/Nrf2/ARE ภายใตภาวะปกติและภาวะที่ไดรับการกระตุนจากภาวะ

เครียดตาง ๆ ไดแก ภาวะเครียดออกซิเดชัน เปนตน 

12 

2.5 บทบาทของแรงเฉือนตอวิถี Keap1/Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลีย 14 

4.1   ผลของฝกออกกําลังกายตอคานํ้าหนักตัว (body weight; ซาย) และคาความ

ดันเลือดแดงเฉลี่ย (MAP; ขวา) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝก

ออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดร ับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย 
∗∗∗,∗∗∗∗ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SY 

(P < 0.001, P < 0.0001) และ #,## มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05, P < 0.01) 

23 

4.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ CD31 ในชิ ้นเนื ้อสมองดวย

วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) 

และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

25 

4.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ใน

สมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรท

อายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไดร ับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอย างมี

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

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

25 

 

 



ซ 

สารบัญรูป (ตอ) 

 

รูปท่ี   หนา 

4.4 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมู

โนฮิสโตเคมมิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

26 

4.5 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมอง

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 

52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื ่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ #มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

26 

4.6 ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) 

และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ 
#มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 

0.05) 

27 

4.7 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 เปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนู

แรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (EA) โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive correlation) 

ที ่ R2 = 0.7821, P < 0.001 (ซาย), R2 = 0.61, P < 0.001 (กลาง) และ R2 = 

0.5225, P = 0.0002 (ขวา) ตามลําดับ 
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รูปท่ี  หนา 

4.8 ผลของฝกออกกําลังกายตอการปริมาณโปรตีน Nrf2 (ซาย) และ HO-1 (กลาง) 

ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย 
∗,∗∗มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.05 และ P < 0.01 ตามลําดับ) และความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 

และ HO-1 (ขวา) ของหนูแรทท้ัง 3 กลุม โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive 

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

บทนํา 

 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

  ปจจุบันประเทศไทยและทั่วโลกกําลังเขาสูภาวะการมีจํานวนประชากรผูสูงอายุเพิ่มมากข้ึน   

และจากรายงานขององคการสหประชาชาติ พบวาตั้งแตป ค.ศ. 1950 ประชากรผูสูงอายุของโลก

เพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง โดยเพ่ิมข้ึนจาก 205 ลานคน ในป ค.ศ. 1950 เปน 962 ลานคน ในป ค.ศ. 2017 

และคาดวาจะเพิ่มขึ้นเปน 1,450 ลานคน ในป ค.ศ. 2030  นอกจากนี้สํานักงานคณะกรรมการ

พัฒนาการเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติไดรายงานถึงการเพิ่มขึ้นของประชากรผูสูงอายุไทยวามีอัตรา

การเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเชนกัน โดยจํานวนประชากรผูสูงอายุในประเทศไทยเพิ่มขึ้นดวยอัตราท่ี

รวดเร็วในระหวางป ค.ศ. 2000 ถึง ค.ศ. 2030 และคาดวาจํานวนประชากรผูสูงอายุที่มีอายุ 60 ปข้ึน

ไปจะมีจาํนวนมากถึงหนึ่งในสี่ของจํานวนประชากรท้ังหมดในประเทศไทยในป ค.ศ. 2030 

  ความผิดปกติของหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุสําคัญที่นําไปสูการเกิดโรคหลอดเลือดสมอง 

(cerebrovascular disease)  และโรคที่เกิดจากการเสื่อมของเซลลประสาท (neurodegenerative 

diseases) ซึ่งรวมถึงโรคสมองเสื่อม (dementia) ในประชากรผูสูงอายุได (Grammas, Martinez et 

al. 2011) นอกจากนี้ยังพบวาโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับตน ๆ ของประชากร

ผูสูงอายุไทยและทั่วโลก โดยกระทรวงสาธารณสุขไทยรายงานอัตราการเสียชีวิตดวยโรคหลอดเลือด

สมองในประชากรผูสูงอายุไทยเพิ่มขึ้นจาก 54.9 คนตอประชากร 100,000 คน ในป ค.ศ. 1996 เปน 

110.9 คนตอประชากร 100,000 คน ในป ค.ศ. 2006 

  การศึกษาวิจัยจํานวนมากไดรายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางและหนาท่ีของหลอดเลือด

สมองในชวงสูงวัย ซ่ึงสามารถนําไปสูการเกิดพยาธิสภาพตาง ๆ ท่ีสมอง ไดแก โรคหลอดเลือดสมอง หรือ

โรคท่ีมีการทําลายของเซลลประสาทในสมอง (เชน Alzheimer's disease, Parkinson's disease เปนตน) 

(Yang, Sun et al. 2017) โดยการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมองที่เกิดขึ้นในชวงสูงวัย ไดแก 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), การสูญเสียหนาที ่ของเซลลเอ็นโดธีเลีย 

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

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค (microvascular density) (Murugesan, Demarest et al. 2012)  ซ่ึง



2 
 
การเปลี่ยนแปลงเหลานี้ทําใหปริมาณเลือดที่ไปเลี้ยงสมองลดลง และสงผลใหสมองไดรับเลือดไม

เพียงพอหรือเกิดภาวะสมองขาดเลือดได (Yang, Sun et al. 2017) 

  ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคของสมองมีความสําคัญตอการทํางานของสมอง  

เนื่องจากหลอดเลือดจุลภาคของสมองมีบทบาทในการควบคุมอัตราการไหลของเลือดไปยังสวนตาง ๆ 

ของสมอง (Murugesan, Demarest et al. 2012)  อยางไรก็ตามมีการรายงานถึงการลดลงของหลอด

เลือดจุลภาคของสมองในชวงสูงวัย ซึ่งมีความสัมพันธกับการลดลงของปริมาณเลือดที่เลี้ยงสมองดวย 

(Izzo, Carrizzo et al. 2018)  โดยการเปลี่ยนแปลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในชวง

สูงวัยพบวาเกิดจากความบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (angiogenesis) ในการรักษา

ความคงอยูของหลอดเลือดท่ีสมอง (Izzo, Carrizzo et al. 2018)  

  ภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) พบมากในชวงสูงวัย ซึ่งสอดคลองกับทฤษฎี

อนุมูลอิสระในวัยชรา (free radical theory of aging)  นั่นคือชวงสูงวัยเซลลมีการสรางสารอนุมูล

อิสระมากข้ึน และความสามารถในการกําจัดสารอนุมูลอิสระลดลง  โดยมีรายงานวาภาวะเครียดออกซิ

เดชันในชวงสูงวัยมีบทบาทยับยั้งกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมที่สมอง ซึ่งการลดลงของความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคมีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของสารอนุมูลอิสระและการลดลงของ

เอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระในสมอง (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011) 

  Vascular endothelial growth factor (VEGF) มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการสรางหลอด

เลือดใหมในภาวะปกติ (physiological angiogenesis) และในภาวะที่มีพยาธิสภาพ (pathological 

angiogenesis)  โดยสวนใหญ VEGF ออกฤทธิ์ผานตัวรับรู VEGF receptor ชนิดที่ 2 (VEGFR2) ซ่ึง

สงผลกระตุนเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial cell) ใหมีการเพิ่มจํานวน (proliferation) อพยพ

เคลื่อนยาย (migration) และเปลี่ยนสภาพ (differentiation) (Shibuya 2006)  นอกจากนี้มีรายงาน

ถึงความสัมพันธระหวางความบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและการลดลงของ VEGF 

ในหลาย ๆ อวัยวะชวงสูงวัย (Rivard, Fabre et al. 1999, Sadoun and Reed 2003, Wagatsuma 

2006, Hoenig, Bianchi et al. 2008) ทั้งนี้รวมถึงสมองดวย (Hoehn, Harik et al. 2002, Villar-

Cheda, Sousa-Ribeiro et al. 2009)  

  Nuclear factor erythroid 2-related factors (Nrf2) มีบทบาทสําคัญตอการปองกันการ

เกิดภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล ซึ่ง Nrf2 ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระของเซลลผานวิถี 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) ไดแก การลดลงของ

ปริมาณของ Nrf2, ความบกพรองของ Nrf2 ในการกระตุ นการแสดงออกของยีนที ่เกี ่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระ และการลดลงของการเติมหมูฟอสเฟตของ Nrf2 โดยเอนไซมไคเนส ซ่ึง
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การเปลี่ยนแปลงของ Nrf2 ของสมองในชวงสูงวัยนี้มีความสัมพันธกับความคงอยูและหนาที่ของเซลล

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

Gautam et al. 2014) 

  ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาการฝกออกกําลังกายสงผลดีตอระบบหัวใจและหลอดเลือด โดยมี

การศึกษาวิจัยจํานวนมากไดรายงานถึงผลของการฝกออกกําลังกายตอการเพิ่มขึ้นของปริมาณเลือดท่ี

ไปเลี้ยงอวัยวะตาง ๆ (Olver, Ferguson et al. 2015) เชน หัวใจ, สมอง, กลามเนื้อโครงราง ซึ่งสวน

หนึ่งเกิดจากการกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในอวัยวะนั้น ๆ (Viboolvorakul and 

Patumraj 2014, Morland, Andersson et al. 2017)  และการฝกออกกําล ังกายยังเพ่ิม

ความสามารถของกระบวนการตานอนุมูลอิสระของสมองผานการกระตุนวิถี Keap1/Nrf2/ARE 

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

SS และคณะ (Gounder, Kannan et al. 2012) ถึงผลของฝกออกกําลังกายในความหนักระดับปาน

กลางตอการลดภาวะเครียดออกซิเดชันรวมกับการลดความบกพรองของความสามารถของ Nrf2 ตอ

การกระตุนการแสดงออกของยีนในกระบวนการตานอนุมูลอิสระในหัวใจของหนูแก   

  จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวาการไหลเวียนเลือดของสมองในชวงสูงวัยลดลง โดยเกี่ยวของ

กับการบกพรองของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและกระบวนการตานอนุมูลอิสระผานการ

ทํางานของ Nrf2 นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือด

ใหม และกระบวนการตานอนุมูลอิสระผานการทํางานของ Nrf2 ได จึงทําใหสนใจท่ีจะทําการศึกษาผล

ของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและการ

ลดลงของ Nrf2 ในสมองของหนูแก 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

 1) เพื่อศึกษาผลของการฝกออกกําลังกายตอความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหม และการ

ลดภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองของหนูในชวงสูงวัย 

 2) เพ่ือศึกษาผลของฝกออกกําลังกายตอบทบาทของ VEGF ในการสงสัญญาณการเกิดหลอดเลือด

ใหม และบทบาทของ Nrf2 ตอการลดภาวะเครียดออกซิเดชันในสมองของหนูในชวงสูงวัย 

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

  การฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมผาน VEGF และลด

ภาวะเครียดออกซิเดชันผาน Nrf2 ในสมองของหนูชวงสูงวัยไดหรือไม 
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1.4 ขอบเขตการวิจัย 

  การวิจัยนี้ใชหนูแรทเปนสัตวทดลองเพื่อประเมินผลของการออกกําลังกายดวยการวายนํ้าใน

ระดับความหนักปานกลางตอการปองกันการลดลงของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมของหลอด

เลือดจุลภาคสมอง และการแสดงออกของโปรตีน VEGF Nrf2 และ HO-1 ในสมองชวงสูงวัย โดยสมอง

ของสัตวทดลองถูกนํามาศึกษาทางอิมมูโนพยาธิวิทยาดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรี และการวิเคราะห

ปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย 

 

1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 1)  ไดองคความรูใหมเกี่ยวกับกลไกของการฝกออกกําลังกายตอการปองกันการลดลงของหลอด

เลือดจุลภาคและการลดความเครียดออกเดชันของสมองในชวงสูงวัย 

 2) ใชเปนขอมูลสนับสนุนการสงเสริมสุขภาพประชากรผูสูงอายุดวยการออกกําลังกายอยาง

สมํ่าเสมอ เพื่อปองกันพยาธิสภาพที่นําไปสูโรคหลอดเลือดสมองหรือโรคที่มีการทําลายของ

เซลลประสาทในสมองได  

 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

 

2.1 การไหลเวียนเลือดจุลภาค 

 การไหลเวียนเลือดจุลภาค เปนสวนหนึ่งของระบบไหลเวียนโลหิตของรางกาย ซึ่งประกอบดวย

หลอดเลือดขนาดเล็ก แตกแขนงเชื่อมโยงกัน โดยการไหลเวียนเลือดจุลภาคมีหนาที่สําคัญในการขนสง

สารอาหาร, กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด, ฮอรโมน และของเสียจาก`กระบวนการเมตาบอ

ลิซึมระหวางเลือดและเนื้อเยื่อ ภายใตการควบคุมอัตราการไหลของเลือดแบบเฉพาะที่เนื้อเยื่อ ดังนั้น

การไหลเวียนเลือดจุลภาคจึงเปนสวนสําคัญในการควบคุมปริมาณเลือดไปเลี้ยงเนื้อเยื่อหรืออวัยวะตาง 

ๆ (tissue perfusion) 

 การไหลเวียนเล ือดจ ุลภาคประกอบดวยโครงสรางหลัก ๆ คือ หลอดเลือดแดงฝอย 

(arteriole), หลอดเลือดฝอย (capillary) และ หลอดเลือดดําฝอย (venule) โดยมีหูรูดกอนหลอด

เลือดฝอย (pre-capillary sphincter) ซึ่งอยูระหวางหลอดเลือดแดงฝอยและหลอดเลือดฝอย ทํา

หนาที่ควบคุมการไหลของเลือดไปยังสวนจําเพาะของการไหลเวียนจุลภาค 

 หลอดเลือดแดงฝอย เปนหลอดเลือดขนาดเลก็ (เสนผาศูนยกลาง 10-100 ไมโครเมตร) ซึ่งรับ

เลือดจากเสนเลือดแดง (artery) โดยผนังของหลอดเลือดแดงฝอยประกอบดวยเซลลเอ็นโดธีเลีย 

(endothelia cell), เสนใยอิลาสติก (elastic fiber), เสนใยคอลลาเจน (collagen fiber) และ เซลล

กลามเนื้อเรียบ (smooth muscle cell) ทําใหหลอดเลือดแดงฝอยมีหนาที่ควบคุมความดันโลหิตและ

อัตราการไหลของเลือดไปยังเนื้อเยื่อ  หลอดเลือดแดงฝอยมีการแตกแขนงหลายครั้ง และแตละปลาย

ของหลอดเลือดแดงฝอยจะแตกแขนงเปนหลอดเลือดฝอย 

 หลอดเลือดฝอย มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-10 ไมโครเมตร และมีองคประกอบหลัก คือ เซลล

เอ็นโดธีเลีย (ไมมีกลามเนื้อเรียบ) ซึ่งรอบ ๆ เซลลเอ็นโดธีเลียจะพบเซลลเพอริไซต (pericyte) โดยการ

ยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลีย (interendothelial junction) ในหลอดเลือดฝอยมีลักษณะไมแนบ

สนิทเกิดเปนชองวาง จึงแบงหลอดเลือดฝอยได 3 ชนิด ตามลักษณะการยดึติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลีย 

 - Continuous capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบมากที่สุดในรางกาย โดยเซลลเอ็นโดธี

เลียมีการยึดติดกันอยางตอเนื่อง พบวาชองวางของการยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลียแคบ

มีความกวางเพียง 10-15 นาโนเมตร จึงทําใหมีความสามารถในซึมผานตํ ่า (low 

permeability) 

 - Fenestrated capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบที่บางอวัยวะ เชน ลําไสเล็ก, ไต, ตอมมี

ทอ (exocrine gland) เปนตน โดยพบวาชองวางของยึดติดกันของเซลลเอ็นโดธีเลียกวาง
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และเห็นเปนรู (fenestra) ทําใหหลอดเลือดฝอยประเภทนี้มีความสามารถในการซึมผาน

สูง (high permeability) 

 - Discontinuous capillary เปนหลอดเลือดฝอยที่พบไดที่ตับ, มาม และไขกระดูก โดย

พบวาเซลลเอ็นโดธีเลียไมยึดติดกันอยางตอเนื่อง ทําใหเกิดชองวางระหวางเซลลเอ็นโดธี

เลียใหญมาก (large gap) ทําใหความสามารถในซึมผานสูงที ่สุด (extremely high 

permeability) 

  

 หลอดเลือดฝอยมีพื้นที่ผิวมาก (large surface area) และมีความสามารถในการซึมผาน

ของเหลวและสารโมเลกุลใหญ (macromolecules) ไดดี  จึงทําใหหลอดเลือดฝอยมีหนาที่สําคัญใน

แลกเปลี่ยนของเหลว, อิเล็กโทรไลท, กาซ และสารโมเลกุลใหญระหวางเลือดกับเซลล 

 หลอดเลือดดําฝอย รับเลือดตอจากหลอดเลือดฝอย โดยประกอบดวยเซลลเอ็นโดธีเลีย (สวน

ใหญ), เซลลเพอริไซต และเซลลกลามเนื้อเรียบ และมีเสนผาศูนยกลาง 10-100 ไมโครเมตร หลอด

เลือดดําฝอยเปนตําแหนงสําคัญของการเกิดกระบวนการอักเสบ เชน การยึดเกาะ (adhesion) และ

การเคลื่อนตัวผานของผนังหลอดเลือด (transmigration) ของเซลลเม็ดเลือดขาว เปนตน  

 

2.2 `กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม  

 กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (angiogenesis) คือ กระบวนการสรางหลอดเลือดฝอยใหม

จากหลอดเลือดฝอยที่มีอยูกอนแลว กระบวนการสรางหลอดเลือดใหมเปนกระบวนการที่สําคัญที่

เกิดขึ้นตลอดชีวิต โดยกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมพบไดในภาวะปกติ ไดแก การหายของแผล 

(wound healing), การเปลี่ยนแปลงของมดลูกชวงมีประจําเดือน, การฝกออกกําลังกาย เปนตน 

นอกจากนี้กระบวนการสรางหลอดเลือดใหมยังเกี่ยวของกับภาวะที่รางกายมีพยาธิสภาพดวย ไดแก 

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

related macular degeneration) เปนตน  อยางไรก็ตามการมีจํานวนของหลอดเลือดในระดับ

เนื้อเยื่อไมเพียงพอสามารถสงผลใหเกิดพยาธิสภาพไดเชนกัน ไดแก โรคกลามเนื้อหัวใจขาดเลือด, โรค

หลอดเลือดสมองชนิดสมองขาดเลือด (ischemic stroke) เปนตน เนือ่งจากจํานวนหลอดเลือดที่ลดลง

สงผลใหการไหลเวียนเลือดที่เนื้อเยื่อผิดปกติได 

 การเริ่มตนของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมเกิดจากการที่เซลลเอ็นโดธีเลียถูกกระตุน 

(endothelial activation) โดยโกรทแฟคเตอร (growth factor) จับกับตัวรับรูที่จําเพาะ (specific 

receptor) บนเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (รูปที่ 2.1) ประกอบดวยหลาย

ขั้นตอน (Koch and Distler 2007) ดังนี ้
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 1) การยอยสลายเยื่อรองรับฐาน (basement membrane) โดยเอนไซมที่สรางมาจากเซลล

เอ็นโดธีเลีย 

 2) การเคลื่อนที่ของเซลลเอ็นโดธีเลียออกจากที่เดิม (endothelial cell migration)  

 3) การเพ่ิมจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial proliferation) 

 4) การสรางทอหลอดเลือด (tube formation) โดยเซลลเอ็นโดธีเลียมาตอกัน 

 5) การสรางความแข็งแรงใหกับหลอดเลือดที่สรางขึ้นมา (maturation) โดยการรวมตัวของ

เซลลเพอริไซต 

 

 
 

รูปท่ี 2.1  ขั้นตอนของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม (Koch and Distler 2007) 

 

2.3 บทบาทของหลอดเลือดจุลภาคในสมอง 

 สมองเปนอวัยวะที่ใชพลังงานมากกวาอวัยวะอื่น ๆ  และอัตราการไหลของเลือดในสมอง 

(cerebral blood flow) ถูกควบคุมใหเหมาะสมกับความตองการใชพลังงานของสมองในแตละสวน 

นั่นคือ การเพิ่มขึ้นของการทํางานของเซลลประสาท (neuronal activity) สามารถสงผลใหมีการเพ่ิม

อัตราการไหลของเลือดไปยังบริเวณสมองที่มีการทํางานเพิ่มขึ้นได โดยอาศัยการทํางานที่เรียกวา 

neurovascular coupling ซึ่งเปนกลไกการทํางานรวมกันระหวางเซลลประสาทและหลอดเลือด 

กลาวคือ สารที่ไดจากเมตาบอลิซึม (metabolic end-product) ของเซลลประสาทที่ทํางานเพิ่มขึ้น 

ไดแก adenosine, lactate เปนตน สารเหลานี้ทําใหหลอดเลือดในบริเวณดังกลาวเกิดการขยายตัว 

(vasodilation) ได ซึ่งมีผลใหอัตราการไหลของเลือดท่ีมายังบริเวณนี้เพ่ิมข้ึน 



8 

 ลักษณะจําเพาะอีกประการหนึ่งของการไหลเวียนเลือดในสมองคือ blood brain barrier 

(BBB) โดย BBB ประกอบดวย เซลลเอ็นโดธีเลียที่อยูชิดกันมาก, เซลลเพอริไซต และเซลลแอสโตรไซต 

(astrocyte) ที่อยูรอบเซลลเอ็นโดธีเลีย (รูปที่ 2.2) ซึ่งโครงสรางของ BBB กั้นไมใหสารบางอยางผาน 

ซึ่งสวนมากเปนสารโมเลกุลขนาดใหญ แตยอมใหสารบางอยางผานได โดยเฉพาะสารที่มีโมเลกุลขนาด

เล็ก ไดแก กาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด, ฮอรโมนบางชนิดที่สามารถละลายชั้นไขมันได เปน

ตน โดยสารบางอยางที่จําเปนตอเซลลสมองแตไมสามารถผาน BBB ไดโดยตรง เชน นํ้าตาลโมเลกุล

เดี่ยวและกรดอะมิโน ตองอาศัยตัวขนสง (transporters) ในการขนสงผาน BBB  ดังนั้น BBB จึงทํา

หนาที่สําคัญในการปองกันสมองจากสารที่เปนอันตรายในเลือด และยินยอมใหสารที่จําเปนตอเซลล

สมองผานเขาไปได 

 

 
 

รูปที่ 2.2  เซลลชนิดตาง ๆ ซึ่งประกอบเปน blood brain barrier (Grammas, Martinez et al. 2011) 

 

 การเสียหายของหลอดเลือดในระบบไหลเวียนระดับจุลภาคในสมองจากภาวะตาง ๆ เชน 

ischemia/reperfusion, stroke เปนตน ทําให BBB ไมสามารถทํางานไดปกติ (BBB dysfunction) 

และหลอดเลือดจุลภาคเกิดอุดตัน (microvascular clogging) ได ซึ่งจะสงผลใหสมองไดรับอันตราย

หรือเกิดพยาธิสภาพตามมาได 
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2.4 การเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมองในชวงสูงวัย 

 การเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องของประชากรผูสูงอายุพบวามีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของอัตรา

การเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด รวมถึงโรคหลอดเลือดสมองในผูสูงอายุ  โดยจากการรายงานของ

องคการอนามัยโลก (WHO) ในป 2014 พบวาโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับตน ๆ 

ของผูสูงอายุทั่วโลก และพบวาอัตราการเสียชีวิตดวยโรคหลอดเลือดสมองในประชากรผูสูงอายุเพ่ิมข้ึน

จาก 54.5 ลานคนในป 1990 เปน 66.4 ลานคนในป 2010  สถานะการณโรคหลอดเลือดสมองใน

ประเทศไทยก็มีแนวโนมเดียวกับทั่วโลก (Poungvarin 2007) กลาวคือโรคหลอดเลือดสมองเปนสาเหตุ

ของการเสียชีวิตอันดับตน ๆ ในประชากรผูสูงอายุไทยทั้งเพศชายและเพศหญิง 

 การควบคุมการไหลเว ียนของเล ือดในสมองมีล ักษณะจําเพาะที ่ เร ียกว า cerebral 

autoregulation ซึ่งมีจุดประสงคเพื่อรักษาปริมาณเลือดที่ไหลเขาสูสมองไดอยางเพียงพอและคงที่ 

นอกจากนี้สมองยังมีความไวในการปรับตัวเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปริมาตรเลือดไหลเวียนในสมองโดย

ผานกลไก autoregulation นี้ (Brown and Frackowiak 1991)  อยางไรก็ตามในชวงวัยสูงอายุ

พบวามีความบกพรองของ cerebral autoregulation  โดยการตอบสนองของสมองตอการ

เปลี่ยนแปลงของกาซออกซิเจน, กาซคารบอนไดออกไซด และขบวนการเมตาบอลิซึมนั้นลดลง ทั้งนี้

ความบกพรองของ cerebral autoregulation ในชวงสูงวัยมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของ

หลอดเลือดจุลภาคที่สมอง (Brown and Frackowiak 1991) 

 BBB เปนโครงสรางที่มีหนาที่สําคัญในการปองกันอันตรายใหสมอง โดย BBB ทําหนาที่เปนตัว

กรองสิ่งที่มากับเลือดกอนผานเขาสูสมอง ในชวงสูงวัยพบวาความสามารถของ BBB ในการคัดกรอง

สารตาง ๆ ในเลือดลดลง รวมกับมีการเปลี่ยนแปลงของผนังของหลอดเลือด ไดแก ความหนาของผนัง

หลอดเลือดเพิ่มขึ้น, ความยืดหยุนของหลอดเลือดลดลง, เซลลเอ็นโดธีเลียเกิด apoptosis เปนตน 

(Elahy, Jackaman et al. 2015) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหลานี้อาจเปนสวนสําคัญในการทําใหเกิดการ

สูญเสียหนาที่ของ BBB ซึ่งอาจนําไปสูภาวะความผิดปกติของสมองตอไปได 

 ปกติอัตราการไหลของเลือดในสมอง (cerebral blood flow; CBF) คงที่อาศัยกลไกการ

ควบคุมแบบ autoregulation ของหลอดเลือดสมอง  แตในชวงสูงวัยพบวาอัตราการไหลของเลือดที่

สมองลดลง (Leoni, Oliveira et al. 2017)  โดยการลดลงของ CBF ของสมองสวน grey matter 

มากกวา white matter  นอกจากนี้มีรายงานถึงความสัมพันธระหวางการลดลงของ CBF ในชวงวัย

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

Corley et al. 2009)  

 การควบคุมการทํางานของหลอดเลือดแบบ autoregulation ขึ้นอยูความคงอยูเซลลเอ็นโดธี

เลียของหลอดเลือด มีรายงานวาในชวงสูงว ัยพบการควบคุมการทํางานของหลอดเลือดแบบ 

autoregulation ลดลง เนื่องจากผลของความเสื่อมของผนังหลอดเลือด และการสะสมของกรดแล
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คติกจากกระบวนการเมตาบอลิซึมแบบแอนาโรบิก (Hossmann 2012)  นอกจากนี้ยังมีรายงานถึง

การเปลี ่ยนแปลงของความหนาแนนของหลอดเล ือดจ ุลภาคของสมองที ่ลดลงในชวงส ูงวัย 

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

 ปจจุบันมีการรายงานถึงความเกี่ยวของของภาวะออกซิเดชันตอการการเปลี ่ยนแปลงของ

หลอดเลือดในชวงสูงวัย (Hoenig, Bianchi et al. 2008) และโรคที่เก่ียวของกับภาวะสูงวัย ไดแก โรค

สมองเสื่อม (demenia), โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) เปนตน  โดยเซลลเอ็นโดธีเลียซึ่งเปนเปาหมาย

หลักในการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน จึงมีบทบาทสําคัญในการเกิดพยาธิสรีรวิทยาของหลอดเลือด

ในชวงสูงวัย (Cahill-Smith and Li 2014)  ไนตริกออกไซด (Nitric oxide; NO) สรางจากเซลลเอ็น

โดธีเลียมีบทบาทสําคัญในการควบคุมอัตราการไหลเวียนเลือดที่สมอง โดยพบวา NO มีการทํางาน

บกพรองในภาวะที่มีสารอนุมูลอิสระในระดับสูง และทําใหเกิดการบกพรองในการควบคุมอัตราการ

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

Anrather et al. 2007) พบวามีการสรางสารอนุมูลอิสระ superoxide เพิ่มมากขึ้นในหลอดเลือด

สมองของทั ้งสวน penetrating vessels และ parenchymal vessels ของหนูแก  นอกจากนี้ 

Tripathy และคณะ (Tripathy, Yin et al. 2010) รายงานวามีภาวะเครียดออกซิเดชันจากปฏิกิริยา

ออกเดชันของโปรตีนเพิ่มมากขึ้น และการแสดงของของเอนไซม superoxide dismutase ในไมโต

คอนเดรีย (MnSOD) ลดลงในหลอดเลือดสมองของหนูแก  

 

2.5 วีอีจีเอฟ (VEGF) 

 Vascular endothelial growth factor (VEGF) เปนโกรทแฟคเตอร (growth factor) ที่มี

บทบาทสําคัญในกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม  โดย VEGF กระตุนเซลลเอ็นโดธีเลียใหมีการเพ่ิม

จํานวนและเคลื่อนที่ยายมารวมกันเปนทอหลอดเลือดอันใหม  ซึ่ง VEGF ออกฤทธิ์ผานการจับกับตัวรับ

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

VEGFR1, VEGFR2 และ VEGFR3 (Yamazaki and Morita 2006)  โดยจากหลักฐานท่ีพบในปจจุบัน 

VEGFR2 เปนตัวรับรูที ่มีบทบาทสําคัญในการสรางหลอดเลือดใหมทั้งในภาวะปกติและในภาวะที่มี

พยาธิสภาพ (Melincovici, Boşca et al. 2018)  เมื่อ VEGF จับกับ VEGFR2 จะกระตุนใหเกิดการ

เติมหมูฟอสเฟตของ VEGFR ในสวนที่ยื่นเขาไปในเซลล (intracellular domain) (รูปที่ 2.3) จากนั้น

จะมีการกระตุนการถายทอดสัญญาณ (signaling transduction) ในหลากหลายวิถีการถายทอด

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

 มีการรายงานถึงความสัมพันธระหวางการบกพรองของกระบวนการเกิดหลอดเลือดใหมและ

การลดลงของปริมาณ VEGF ในหลาย ๆ อวัยวะ ไดแก การศึกษาของ Wagatsuma พบวากลามเนื้อ 

gastrocnemius ของหนูทดลองอายุ 22 เดือน มีความหนาแนนของหลอดเลือดฝอย (capillary 
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density) ลดลง รวมกับการลดลงของระดับ messenger RNA (mRNA) ของ VEGF, VEGFR1 และ 

VEGFR2 เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองอายุ 2.5 และ 6 เดือน (Wagatsuma 2006) นอกจากนี้ใน

การศึกษาของ Villar-Cheda และคณะ พบวาหนูทดลองอายุ 24 เดือน มีความหนาแนนของหลอด

เลือดฝอยลดลงท่ีสมองบริเวณ substantia nigra เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองอายุ 4 เดือน โดยการ

ลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดฝอยดังกลาวมีความสัมพันธกับความลดลงของระดับ VEGF 

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

 

รูปท่ี 2.3  วิถีการถายทอดสัญญาณของ VEGF/VEGFR2 (VEGF/VEGFR2 signailing pathways) ใน

การกระตุนการสรางหลอดเลือดใหม (Melincovici, Boşca et al. 2018) 

 

2.6 เอ็นอารเอฟ 2 (Nrf2) 

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

(transcription factor) มีหนาที่สําคัญตอการควบคุมสมดุลรีดอกซ (redox homeostasis) การสราง

สารตานอนุมูลอิสระ และกระบวนการ phase II detoxification ภายใตภาวะความเครียดของเซลล   

ดังนั้นเมื่อเซลลถูกกระตุนดวยความเครียด Nrf2 จะทําหนาที่กระตุนการถอดรหัสของยีนที่เกี่ยวของกับ

การแสดงออกของเอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant defenses) และเอนไซมใน

กระบวนการ phase II detoxification (Loboda, Damulewicz et al. 2016)  ในสภาวะปกติ Nrf2 
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จับอยูกับโปรตีนที่อยูในไซโตพลาสซึมซึ่งมีชื่อวา Kelch-like erythroid cell-derived protein with 

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

โดย Keap1 กระตุนการยอยสลาย Nrf2  ทําใหพบ Nrf2 ไมมากและคงอยูเฉพาะภายในไซโตพลาสซึม  

แตเมื่อเซลลอยูภายใตภาวะเครียดออกซิเดชันจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง (conformational 

change) ของ Keap1 ทําให Nrf2 หลุดจาก Keap1 และ Nrf2 ไมถูกยอยสลาย จากนั้น Nrf2 จึงเคลื่อน

ตัวเขาสูนิวเคลียสและเขาจับกับดีเอ็นเอสวนที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี ่ยวของกับ

กระบวนการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant response element; ARE) (รูปที่ 2.4) มีผลใหเกิดการ

แสดงออกของเอนไซมในกระบวนการตานอนุมูลอิสระ โดยการแสดงออกของเอนไซมภายใตการควบคุม

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

พบวาการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ Nrf2 โดยเอนไซมไคเนส เชน phosphatidyl inositol 3-kinase 

(PI3K), protein kinase C (PKC), mitogen activated protein kinase (MAPK) เปนตน สามารถทํา

ให Nrf2 หลุดเปนอิสระจาก Keap1 ไดเชนกัน (Buendia, Michalska et al. 2016) 

 

 

 
 

รูปท่ี 2.4  วิถี Keap1/Nrf2/ARE ภายใตภาวะปกติและภาวะที่ไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดตาง ๆ 

ไดแก ภาวะเครียดออกซิเดชัน เปนตน (Loboda, Damulewicz et al. 2016) 

 

 ความเครียดออกซิเดชันจากการเสียสมดุลระหวางสารอนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ

พบไดในภาวะสูงวัยซึ่งเปนไปตามทฤษฎี free radical theory of aging (Harman 1956) นั่นคือ
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ในชวงสูงวัยเซลลมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น และความสามารถในการกําจัดสารอนุมูลอิสระ

ลดลง  กลไกสําคัญของการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันในชวงสูงวัย คือความสามารถในการตานสาร

อนุมูลอิสระของเซลลลดลง ไดแก การลดลงของระดับสารตานอนุมูลอิสระภายในเซลล, การบกพรอง

ในการตอบสนองของสารตานอนุมูลอิสระตอภาวะเครียดออกซิเดชัน เปนตน  โดยปกติภายในเซลลมี

กลไกกําจัดสารอนุมูลอิสระเพื่อไมใหสารอนุมูลอิสระทําลายโครงสรางและการทํางานของเซลลนั้น ๆ 

ได ซ ี ่งกลไกการกําจ ัดสารอนุมูลอิสระของเซลลม ี 2 แบบ คือ แบบใชเอนไซม (enzymatic 

antioxidant) และแบบไมใชเอนไซม (non-enzymatic antioxidant)  โดยพบวากลไกการกําจัดสาร

อนุมูลอิสระแบบใชเอนไซมสําคัญ ๆ ถูกควบคุมโดย Nrf2 ไดแก superoxide dismutase, catalase, 

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

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

(Zhang, Davies, & Forman, 2015) เปนตน  อยางไรก็ตามในชวงสูงวัยพบวามีการเปลี่ยนแปลงของ 

Nrf2 คือการลดลงของระดับ Nrf2 ในไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสของเซลลตับของหนูแก (Suh, 

Shenvi et al. 2004) การลดลงของระดับ Nrf2 ในนิวเคลียสรวมกับการลดลงของเอนไซม NQO-1 

และ HO-1 ในหลอดเลือดแดงใหญของหนูแก (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011)  การทํางาน

ของ Nrf2 ในการควบคุมการแสดงออกของเอนไซมลดลงในตับ ปอด และสมองของหนูแก (Zhang, 

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

Downs et al. 2011) เปนตน 

 การทํางานของ Nrf2 เกี ่ยวของกับการควบคุมความสามารถของเซลลเอ็นโดธีเล ียใน

กระบวนการเกิดหลอดเลือดใหม  โดยพบวาการขัดขวางการทํางานของ Nrf2 ทําใหเกิดการบกพรอง

ของการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหมดวย VEGF และ insulin-like growth factor-1 (IGF-

1) ในข้ันตอนการเพิ่มจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย และการสรางทอหลอดเลือดใน human coronary 

arterial endothelial cells (HCAECs) (Valcarcel-Ares, Gautam et al. 2012) ปจจุบันพบวา

ปจจัยสําคัญในการกระตุน Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลียคือ แรงเฉือน (shear stress) ที่กระทําตอเซลล

เอ็นโดธีเลียผานวิถี PI3K/Akt (รูปที่ 2.5)  ในชวงสูงวัยพบการลดลงของอัตราการไหลของเลือดซึ่งเชื่อ

วาเกี่ยวของกับการสูญเสียการทํางานของ Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลียผานการกลไกการเปลี่ยนแปลง

แรงเฉือนที่กระทําตอเซลลเอ็นโดธีเลีย (Dai, Vaughn et al. 2007) นอกจากนี้งานวิจัยเกี่ยวกับการ

เปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในชวงสูงวัยรายงานความสัมพันธระหวางการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน

ของหลอดเลือดและการลดลงของการแสดงออกและหนาที ่ของ Nrf2 ของหลอดเลือดแดงใหญ 

(Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011) อยางไรก็ตามยังไมพบขอมูลเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของ

หลอดเลือดและบทบาทของ Nrf2 ในสมองในชวงสูงวัย 
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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 บทบาทของแรงเฉือนตอวิถี Keap1/Nrf2 ของเซลลเอ็นโดธีเลีย (Noguchi and Jo 2011) 

 

2.7 บทบาทของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด 

 ปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาการออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายใน

รางกายได ซึ่งสงผลดีตอการทํางานของรางกาย  โดยเฉพาะผลตอระบบหัวใจและหลอดเลือด ไดแก 

อัตราการเตนของหัวใจขณะพักลดลง, การเพิ่มขึ้นของความสามารถของหัวใจในขบวนการสราง

พลังงานแบบใชออกซิเจน, การเพิ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังอวัยวะตาง ๆ เปนตน (Kojda and 

Hambrecht 2005) นอกจากนี้การฝกออกกําลังกายยังกระตุนการทํางานของขบวนการตานอนุมูล

อิสระภายในหลอดเลือด, กระตุนกระบวนการเกิดหลอดเลือดใหม และชวยเพิ่มปริมาณเลือดไปเลี้ยง

สมองมากขึ้น (Churchill, Galvez et al. 2002)  

 ในชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมอง 

โดยเฉพาะสมองสวนที่เกี่ยวของการเรียนรูและความจํา (Colcombe, Kramer et al. 2004)  โดยการ

เพ่ิมข้ึนของอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมองนั้น พบวาสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของกาซไนตริกออกไซด

ซึ่งสรางจากเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกาซไนตริกออกไซดมีบทบาทสําคัญตอการกําจัดสารอนุมูลอิสระ 

(Uchida, Suzuki et al. 2006)  นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการสรางเอนไซม

ไนตริกออกไซดซินเธสของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial nitric oxide synthase; eNOS) ซี่งเปน

เอนไซมกระตุนการสรางกาซไนตริกออกไซดในหลอดเลือดที่สมอง (Kojda and Hambrecht 2005)  

 การฝกออกกําลังกายทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือด ไดแก การเพ่ิม

จํานวนของหลอดเลือดจุลภาค (กระบวนการสรางหลอดเลือดใหม) และการเพ่ิมขนาดของหลอดเลือด 

(arteriogenesis) (Prior, Yang et al. 2004) โดยการสรางหลอดเลือดใหมจากการฝกออกกําลังกาย
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ทําใหชวยเพิ่มปริมาณเลือดไปเลี้ยงอวัยวะตาง ๆ เพิ่มขึ้น  เชน หัวใจ, กลามเนื้อโครงราง และสมอง 

เปนตน  ซึ่งการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดจุลภาคในอวัยวะตาง ๆ สวนหนึ่งเกิดจากการเพิ่มขึ้นของ

วาสคูลารโกรธเฟคเตอร (VEGF) ซึ่งเปนสารหลักในการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหม (Hoier 

and Hellsten 2014)  ทั้งนี้มีรายงานวาการฝกออกกําลังกายเปนเวลา 3 สัปดาหสามารถเพิ่มความ

หนาแนนของหลอดเลือดฝอยในสวน frontoparietal cortex และ dorsolateral striatum และ

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

นอกจากนี ้การศึกษาของ Popov และคณะ พบวาการฝกออกกําลังกายเปนเวลา 14 วัน มีผลให

กลามเนื้อนอง (gastrocnemius muscle) ของหนูทดลองอายุ 9 สัปดาหมีความหนาแนนของหลอด

เลือดฝอยเพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองที่ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (Popov, Lysenko et 

al. 2018)  โดยปจจุบันกลไกที่อธิบายผลของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด

ยังไมทราบแนชัด แตมีความเชื่อวามีความเก่ียวของกันระหวางการเพ่ิมข้ึนของแรงเฉือนกระทําตอเซลล

เอ็นโดธีเลียกับการฝกออกกําลังกาย (Kojda and Hambrecht 2005) ซึ ่งพบวาแรงเฉือนเปน

ตัวกระตุนสําคัญของเซลลเอ็นโดธีเลียตอการเกิดกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมและกระตุนการ

สรางกาซไนตริกออกไซดที่สมอง (Padilla, Simmons et al. 2011) 

 ถึงแมวาขณะออกกําลังกายในแตละครั้ง (acute exercise) ทําใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระ

เพิ่มมากขึ้น แตการฝกออกกําลังกาย (exercise training) สามารถกระตุนขบวนการตานอนุมูลอิสระ 

และปองกันการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) ได (Walther, Gielen et al. 2004)  

ซึ่งผลของการฝกออกกําลังกายนี้เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงการทํางานของเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่ง

พบวาขณะการออกกําลังกายมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้นนั้น รางกายตอบสนองการเพิ่มขึ้นของ

สารอนุมูลโดยการกระตุนการทํางานของขบวนการตานอนุมูลอิสระของเซลลเอ็นโดธีเลีย (Kojda and 

Hambrecht 2005)  ดังนั ้นการออกกําลังกายซํ ้า ๆ สงผลดีตอรางกายในการเพิ่มศักยภาพของ

ขบวนการตานอนุมูลอิสระได 

 ในชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ ่มอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมอง 

โดยเฉพาะสมองสวนที่เกี่ยวของการเรียนรูและความจํา (Colcombe, Kramer et al. 2004) โดยการ

เพิ่มขึ้นของอัตราการไหลเวียนเลือดไปยังสมองนั้นพบวาสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของกาซไนตริกออกไซด

ซึ่งสรางจากเซลลเอ็นโดธีเลีย  ซึ่งกาซไนตริกออกไซดมีบทบาทสําคัญตอการกําจัดสารอนุมูลอิสระ 

(Uchida, Suzuki et al. 2006)  นอกจากนี้พบวาการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการสรางเอนไซม

ไนตริกออกไซดซินเธสของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial nitric oxide synthase; eNOS) ซี่งเปน

เอนไซมกระตุนการสรางกาซไนตริกออกไซดในหลอดเลือดที่สมอง (Kojda and Hambrecht 2005) 

 



บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

 

3.1 สัตวทดลอง 

 ทุกขั้นตอนในการปฏิบัติตอสัตวทดลองของโครงการวิจัยนี้ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการ

กํากับดูแลและการใชสัตวทดลองของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร และดําเนินการตามคําแนะนําของ

สถาบันพัฒนาการดําเนินการตอสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร สํานักงานการวิจัยแหงชาติ โดยงานวิจัย

นี้ใชหนูแรทสายพันธุ Wistar เพศผู อายุ 16 สัปดาห และ 52 สัปดาห จากบริษัทเอ็ม-เคลีย ไบโอรี

ซอรส และนํามาเลี้ยงที่ศูนยสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ซึ่งสัตวทดลองถูกเลี้ยงในกรง

พลาสติกก่ึงใสทรงสี่เหลี่ยมผืนผาสําหรับหนูแรทจํานวน 2 ตัวตอกรง ภายใตการควบคุมระยะเวลาการ

ใหแสงสวางและความมืด (12 ชั่วโมง: 12 ชั่วโมง), อุณหภูมิ (22±1 องศาเซลเซียส) และความชื้น

สัมพัทธ (30-70%) โดยสัตวทดลองสามารถกินอาหารและนํ้าไดอยางเพียงพอตามความตองการในแต

ละวัน ทั้งนีโ้ครงการวิจัยนีไ้ดผานการรับรองจริยธรรมการวิจัยในสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยรังสิตดวย 

 

3.2 วิธีดําเนินการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้แบงสัตวทดลองออกเปน 3 กลุม ๆ ละ 8 ตัว ดังนี้ 

 กลุมที่ 1 หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-young) ซึ่งเปน

กลุมควบคุมอายุ (age-control group) โดยถูกนําไปยังหองออกกําลังกาย แตอยู

เพียงภายในกรงไมไดออกกําลังกาย 

 กลุมที่ 2 หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-aged) ซึ่งเปน

กลุมควบคุมกิจกรรม (sham-control group) โดยถูกนําไปยังหองออกกําลังกาย 

และถูกนําไปแชในถังบรรจุนํ้าที่มีความสูง 5 เซนติเมตร นาน 30 นาทีตอวัน, 5 วัน

ตอสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห 

 กลุมที่ 3 หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (exercise-aged) โดยถูกนําไป

ยังหองออกกําลังกาย และถูกนําไปวายนํ้าในถังบรรจุนํ้าที่มีความสูง 50 เซนติเมตร 

นาน 60 นาทีตอวัน, 5 วันตอสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห 

 

 สัตวทดลองทุกตัวไดรับการชั่งนํ้าหนักในวันแรกของทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 8 สัปดาห เมื่อ

ถึงกําหนดวันทําการทดลอง สัตวทดลองไดรับยาสลบ sodium pentobarbital (60 mg/kg body 

weight) เขาทางชองทอง (intraperitoneal injection) จากนั้นสัตวทดลองถูกสอดทอชวยหายใจ 
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(tracheostomy) แลวทําการสอดทอเขาทางหลอดเลือด femoral artery ขางขวา เพื่อวัดความดัน

โลหิตดวยระบบ PowerLab หลังจากการวัดความดันโลหิตเร ียบรอย สัตวทดลองถูกทําการ 

perfusion หลอดเลือดทั่วทั ้งตัวของสัตวทดลอง โดยการฉีดสารละลาย phosphate-buffered 

saline (PBS) ที่มีสวนผสมของ heparin (25 UI/ml) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขาทางหัวใจหองลาง

ซาย จากนั้นทําการเก็บสมองสวน cerebral cortex ออกมาลางดวยสารละลาย PBS  แลวตัดแบงชิ้น

เนื้อสมองบริเวณ frontoparietal cortex ออกเปน 2 สวน โดยสวนที่ 1 มีความหนา 2 มิลิลิเมตร 

นําไปแชในสารละลาย 4% paraformaldehyde เพื่อทําการตรวจวิเคราะหทางอิมมูโนพยาธิวิทยา 

และสวนที่ 2 ตัดชั่งนํ้าหนักและเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อทําการแยกสกัดหลอดเลือด

จุลภาคสมอง (isolation of brain microvessel) และตรวจวิเคราะหปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย 

(immunoassay) ตอไป 

 

3.3 โปรแกรมการออกกําลังกาย 

 การฝกออกกําลังกายสําหรับสัตวทดลองในโครงการวิจัยนี้ เปนการออกกําลังกายดวยการวาย

นํ้าในระดับความหนักปานกลาง โดยอางอิงจาก Viboolvorakul และคณะ (Viboolvorakul and 

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

American Physiological Society (Kregel, Allen et al. 2006) สําหรับแตละวันในการออกกําลัง

กาย สัตวทดลองถูกนําไปยังหองสําหรับการฝกออกกําลังกายและวายนํ้าในถังพลาสติกที่มีลักษณะก่ึง

ใส (เสนผาศูนยกลาง 50 เซนติเมตร, สูง 65 เซนติเมตร) ซึ่งบรรจุนํ้าสูง 50-55 เซนติเมตร และควบคุม

อุณหภูมิ (33-37 องศาเซลเซียส) เพ่ือไมใหสัตวทดลองเกิดความเครียดในขณะวายนํ้า โดยสัตวทดลอง

ออกกําลังกาย 1 ครั้งตอวัน, 5 วันตอสัปดาห นาน 8 สัปดาห  ในสัปดาหแรกซึ่งเปนสัปดาหของการ

ปรับตัวของสัตวทดลองตอการออกกําลังกายดวยการวายนํ้า สัตวทดลองจึงเริ่มวายนํ้า 15 นาทีในวัน

แรก แลวคอย ๆ เพิ่มระยะเวลาในการออกกําลังกายจนกระทั่งครบ 60 นาทีภายในสัปดาหแรก 

หลังจากนั้นสัตวทดลองใชเวลาในการวายนํ้าคือ 60 นาที ตลอด 7 สัปดาหที่เหลือ เมื่อสิ้นสุดการวาย

นํ้าในแตละครั้ง สัตวทดลองถูกนํามาทําใหแหงดวยการเช็ดตัวดวยผาชนหนูและเปาดวยเครื่องเปาผม 

 สําหรับสัตวทดลองในกลุมอายุ 52 สัปดาหที่ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (sedentary-aged) 

ถูกนํามายังหองสําหรับฝกออกกําลังกาย และถูกนําไปแชอยู ในถังพลาสติกที ่มีล ักษณะกึ ่งใส 

(เสนผาศูนยกลาง 50 เซนติเมตร, สูง 65 เซนติเมตร) บรรจุนํ้าสูง 5 เซนติเมตร และควบคุมอุณหภูมิ 

(33-37 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที ใน 2 วันแรก และเพิ ่มเปน 20-30 นาที ในวันที ่ 3-5 

ตามลําดับ  สวนในอีก 7 สัปดาหที่เหลือ สัตวทดลองกลุม sedentary-aged ถูกนําไปแชเปนเวลา 30 

นาทีตอวัน, 5 วันตอสัปดาห นาน 8 สัปดาห  โดยเมื่อสิ้นสุดการแชนํ้าในแตละครั้ง สัตวทดลองถูก

นํามาทําใหแหงดวยการเช็ดตัวดวยผาชนหนูและเปาดวยเครื่องเปาผม 
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3.4 การเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อศึกษาทางอิมมูโนพยาธิวิทยา 

 นําชิ้นเนื้อสมองที่แชในสารละลาย 4% paraformaldehyde เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทําการ

กําจัดนํ้าออก (dehydration) ใน ethanol ความเขมขน 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% 

ตามลําดับ จากนั้นนําชิ้นเนื้อแชใน xylene และ paraffin เหลวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวนํา

ชิ้นเนื้อฝงใน paraffin ดวยเครื่อง embedding และทําการตัดชิ้นเนื้อดวยเครื่อง microtome ใหมี

ความหนา 2 ไมโครเมตร (section) จากนั้นนํา section ไปลอยในอางนํ้าผสมเจลาตินที่มีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เพื่อทําให paraffin หลอมเหลว แลวใชสไลดแกวชอนเก็บ section นั้น จากนั้นนํา

สไลดผึ่งใหแหงและนําเขาตูอบอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน  

 

3.5 การยอมชิ้นเนื้อดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมมิสทรี (Immunohistochemistry; IHC) 

 ทําการ deparaffinization และ re-hydration section ดวยการแช section ใน xylene 

และ ethanol ที ่ความเขมขน 100%, 95% และ 90% ตามลําดับ จากนั ้นนํา section แชใน

สารละลาย antigen retrieval buffer (Dako, Denmark) นาน 30 นาที เพื ่อเปนการคืนสภาพ 

antigen หรือทําให antibody สามารถจับกับ antigen ได  จากนั้นนํา section แชในสารละลาย 3% 

H2O2 นาน 30 นาที เพื่อยับยั้ง endogenous enzymes ไมใหรบกวนการจับระหวาง antigen และ 

antibody  จากนั้นแช section ในสารละลาย nonspecific protein blocking reagent (Dako, 

Denmark) นาน 30 นาที เพื ่อยับยั ้งการจับอยางไมจําเพาะตอปฎิกริยาระหวาง antigen และ 

antibody  จากนั้นนํา section ไปแชในสารละลาย rabbit polyclonal primary antibody ตอ 

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

USA) ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน  หลังจากนั้นนํา section ไปแชในสารละลาย 

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

(EnVision Detection System Kit, Dako, Denmark) นาน 30 นาที  จากนั้นแช section ดวย

สารละลาย diaminobenzidine chromogen (DAB)  (DAB เปนสวนหนึ่งของ EnVision Detection 

System Kit) นาน 5 นาที  นํา section ไป counterstain ดวยสารละลาย hematoxylin นาน 1 

นาที  จากนั้นนํา section ที่ยอมเสร็จแลวแชใน ethanol ที่ความเขมขน 95% และ 100% และ 

xylene ตามลําดับ หยดนํ้ายา permount ปดสไลดดวย cover slip  นําสไลดไปดูภายใตกลอง

จุลทรรศนแบบแสงสองผาน (Nikon, Japan) 
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3.6 การเก็บตัวอยางภาพ (Image acquisition) 

 การเก็บตัวอยางภาพที่ถูกบันทึกดวยกลองจุลทรรศนแบบแสงสองผานที่มีอุปกรณถายภาพ

ดิจิตอล (Nikon, Japan) กําลังขยายที่ 40X  โดยแตละ section ถูกแบงยอยเปน 8 สวน และในแตละ

สวน (area) ทําการบันทึกภาพจํานวน 5 ภาพ ซึ ่งตําแหนงของการบันทึกภาพในแตละ area 

เหมือนกันทุกครั้ง  ดังนั้นภาพยอม IHC ของแตละ section มีทั้งหมด 40 ภาพ และเนื่องจากการยอม 

IHC ทําแบบ duplication จึงทําใหภาพยอม IHC ที่ไดจากสัตวทดลองแตละตัวมีจํานวน 80 ภาพ 

 

3.7 การวิเคราะหภาพเชิงปริมาณ (Quantitative image analysis) 

 วิธีการวิเคราะหภาพยอม IHC เชิงปริมาณปรับปรุงจาก Li และคณะ (Li, Suwanwela et al. 

2017)  โดยใชโปรแกรม Image pro plus 6.0 (Media Cybernetics, USA) ซึ่ง pixel ของภาพที่ติด

สีนํ้าตาล (DAB-positive intensity) และ pixel ของภาพที่ไมติดสีนํ้าตาล (DAB-negative intensity) 

ถูกคํานวณเปนคา % intensity ของ antibody ติดสียอม 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) ถูกนํามาทําใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ใน

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

cocktail หลังจากนั้นเติมสารละลาย 26% dextran ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในเนื้อสมองที่เปนเนื้อ

เดียวกันแลว (brain tissue homogenate) และทําการหมุนเหวี่ยง (centrifugation) ดวยความเร็ว 

5,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําการดูดของเหลวเหนือตะกอน 

(supernatant) ทิ้ง และนําสวนของตะกอน (pellet) ไปสูขั้นตอนการทําใหเปนเนื้อเดียวกันและหมุน

เหวี่ยงซํ ้าทั้งหมดอีก 3 รอบ (ทําซํ้าเชนเดียวกันกับขั้นตอนที่กลาวไปขางตน) โดยทําการดูดสวน

ของเหลวเหนือตะกอนทิ ้ง ซ ึ ่งในรอบสุดทายไดตะกอนของหลอดเลือดจ ุลภาคสมอง (brain 

microvessel pellet) จากนั้นนําสวนของตะกอนของหลอดเลือดจุลภาคมาทําใหเปนเนื้อเดียวกันใน

สารละลาย BMB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นดูดในสวนของเหลวเหนือตะกอนทิ้ง และเก็บสวนของหลอด

เลือดจุลภาคสมอง (brain microvessels fraction) ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปทําการ

วัดปฏิกิริยาอินมูโนแอสเสย (immunoassay) ตอไป 
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3.9 การวัดปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเสย (immunoassay) 

 1) การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง  

  เริ ่มจากการนําเนื ้อสมองบริเวณ frontoparietal cortex มาทําใหเปนเนื ้อเด ียวกัน 

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

inhibitors จากนั้นเนื้อสมองที่เปนเนื้อเดียวกัน (brain tissue homogenate) ถูกนําไปหมุนเหวี่ยง 

(centrifugation) ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที โดย

สวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ดวย

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

ดวยชุดตรวจ VEGF ELISA Kit (MMV00, R&D Systems, USA)  

 2) การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง  

  ชุด nuclear extraction kit (Abcam, ab113474) ถูกใชในการสกัดสวนของไซโตพลาสซึม 

(cytoplasmic fraction) และสวนของนิวเคลียส (nuclear fraction) ของหลอดเลือดจุลภาคแยก

สกัดจากสมอง (isolated brain microvessel) โดยเริ่มจากนําหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง

มาทําใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ในสารละลาย pre-extract buffer อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่มี protease inhibitor cocktail จากนั้นหลอดเลือดจุลภาค

สมองที ่ เป นเน ื ้อเด ียวก ันแลว (brain microvessel homogenate) ถ ูกน ําไปหม ุนเหว ี ่ยง 

(centrifugation) ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

โดยสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) คือ สวนของไซโตพลาสซึม (cytoplasmic fraction) 

ซึ่งถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวมดวยชุดตรวจ BCA assay kit และวัดหาปริมาณโปรตีน HO-1 

ดวยชุดตรวจ HO-1 ELISA Kit (ab213968, Abcam, UK)  

  สวนของตะกอน (pellet) นําไปทําการสกัดสวนของนิวเคลียส (nuclear fraction) เพื่อทํา

การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน Nrf2 โดยทําการเติม extraction buffer อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และทําการเขยาสารดวยความเร็ว 3,200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วินาที/

ครั้ง ทุก ๆ  3 นาที เปนเวลารวมทั้งหมด 15 นาที จากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่องสงคลื่น

เสียงความถี่สูง (sonicator) และตามดวยการหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที โดยสวนของเหลวเหนือตะกอนคือสวนของ nuclear 

fraction ซึ่งถูกนําไปวัดหาปริมาณโปรตีนรวมดวยชุดตรวจ BCA assay kit และวัดหาปริมาณโปรตีน 

Nrf2 ดวยชุดตรวจ Nrf2 ELISA Kit (ab207223, Abcam, UK) 
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3.10 การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

 ขอมูลจากการทดลองแสดงผลเปนคาเฉลี่ย (mean)+คาคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard 

error of mean; SEM)  ซึ่งการเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลที่ไดจากกลุมทดลองทั้ง 3 กลุม 

ใชสถิติ One-way ANOVA และการเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลระหวางกลุมเปนคู ๆ ใช 

Fisher’s LDS test (GraphPad Prism 7.0)  โดยแสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที ่ระดับความเชื ่อมั่น 95% (P < 0.05) สวนการวิเคราะหความสัมพันธระหวางตัวแปรใชสถิติ

สหสัมพันธแบบเพียรสัน (Pearson correlation) ในการกําหนดคา R-squared (coefficient of 

determination; R2) 

 

 

 

 

 



 

บทที่ 4  

ผลการทดลอง และอภิปรายผล 

 

 

4.1 ผลการทดลอง 

 4.1.1 ผลของการฝกออกกําลังกายตอการปรับตัวทางสรีรวิทยาในหนูชวงสูงวัย 

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

MAP) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมได

รับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) แสดงใน

ตารางที่ 4.1 

 

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

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการ

ฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (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, 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย ,, ,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.0001, P < 0.001, P < 0.001 และ P < 0.05 ตามลําดับ) และ , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.01 และ P < 0.05 ตามลําดับ) 

 

 

  4.1.1.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอนํ้าหนักตัว 

  รูปที่ 4.1 (ซาย) แสดงนํ้าหนักตัวของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวานํ้าหนักตัวเพิ่มขึ้นอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (758.36+21.18 g) และกลุม EA (676.60+16.74 g) เมื่อเปรียบเทียบ

กับกลุม SY (567.13+8.15 g, P < 0.0001 และ P < 0.01 ตามลําดับ) อยางไรก็ตามนํ้าหนักตัวของกลุม 

EA ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.01) 

 



23 

  4.1.1.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอความดันเลือดแดงเฉลี่ย  

  รูปที่ 4.1 (ขวา) แสดงคาความดันเลือดแดงเฉลี่ยของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาคาความดัน

เลือดแดงเฉลี่ยเพิ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (125.69+4.49 mmHg) และกลุม EA 

(110.28+1.88 mmHg) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (95.00+2.06 mmHg, P < 0.001 และ P < 0.5 

ตามลําดับ) อยางไรก็ตามคาความดันเลือดแดงเฉลี่ยของกลุม EA ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

     

รูปท่ี 4.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอคานํ้าหนักตัว (body weight; ซาย) และคาความดันเลือดแดง

เฉลี่ย (MAP; ขวา) ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(EA) โดย , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.001, 

P < 0.0001) และ , มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05, 

P < 0.01) 

 

 

 4.1.2 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองของ

หนูชวงสูงวัย 

 เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31, เปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออก

กําลังกาย (EA) แสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31, เปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 

และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), 

หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝก

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 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.1 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมอง 

  รูปที่ 4.2 แสดงภาพของการแสดงออกของ CD31 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยการแสดงออกของ CD31 ใชเปนดัชนีของความหนาแนนของหลอด

เลือดเลือดจุลภาค ซึ่งพบวาการแสดงออกของ CD31 ของกลุม SY เปนสีนํ้าตาลกระจายไปทั่วทั้งชิ้น

เนื้อสมอง ในขณะทีเ่มื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA พบวาการแสดงออกของ CD31 นอยกวาของกลุม SY 

อยางไรก็ตามการแสดงออกของ CD31 ของกลุม EA มากกวาของกลุม SA  

  รูปที่ 4.3 แสดงเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม 

พบว าเปอร เซ ็นต positive intensity ของ CD31ลดลงอยางมีน ัยส ําคัญทางสถิต ิในกล ุ ม SA  

(0.026±0.005) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (0.079±0.014, P < 0.01) นอกจากนี้พบวาเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 เพิ ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ ม EA (0.062±0.009) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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รูปที่ 4.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ CD31 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 

 

รูปท่ี 4.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรท

อายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.2 ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมอง 

  รูปที่ 4.4 แสดงภาพของการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของหนูแรททั้ง 3 กลุม ซึ่งพบวาการแสดงออกของ Nrf2 ของกลุม SY เปนสีนํ้าตาลกระจายไป

ทั่วทั้งชิ้นเนื้อสมอง ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA พบวาการแสดงออกของ Nrf2 นอยกวาของ

กลุม SY อยางไรก็ตามการแสดงออกของ Nrf2 ของกลุม EA มากกวาของกลุม SA 
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  รูปที่ 4.5 แสดงเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม 

พบว าเปอร เซ ็นต  positive intensity ของ Nrf2 ลดลงอยางมีน ัยส ําค ัญทางสถิต ิ ในกลุ ม SA  

(25.79±1.03) เมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ ม SY (54.39±4.49, P < 0.01) นอกจากนี ้พบวาเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 เพิ ่มขึ ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ ม EA (47.18±7.04) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

   

รูปท่ี 4.4  ผลของฝกออกกําลังกายตอการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อสมองดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคม

มิสทรีของ A: หนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), B: หนูแรทอายุ 52 สัปดาห

ไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และ C: หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) 

 

 

รูปที่ 4.5  ผลของฝกออกกําลังกายตอเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 ในสมองของหนูแรท

อายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลัง

กาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 
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  4.1.2.3 ผลของฝกออกกําลังกายตอปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง 

  รูปที่ 4.6 แสดงปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน 

VEGF ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม SA (13.07±0.86 pg/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุม SY (22.47±2.33 pg/mg protein, P < 0.01) นอกจากนี้พบวาปริมาณโปรตีน VEGF เพิ่มขึ้นอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (16.66±1.29 pg/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

 

รูปที่ 4.6  ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย 

(SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับ

การฝกออกกําลังกาย (EA) โดย **มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SY (P < 0.01) และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (P < 0.05) 

 

 

  4.1.2.4 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive 

intensity ของ Nrf2, เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมอง 

  รูป 4.7 ซาย แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

เปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธ

เชิงบวก (positive correlation) ระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และเปอรเซ็นต 

positive intensity ของ CD31 อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(R2 = 0.7821, P < 0.0001) 

  รูป 4.7 กลาง แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน VEGF และเปอรเซ็นต positive 

intensity ของ CD31 ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิงบวก (positive 
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correlation) ระหวางปริมาณโปรตีน VEGF และเปอรเซ็นต positive intensity ของ CD31 อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (R2 = 0.61, P < 0.0001) 

  รูป 4.7 ขวา แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และ

ปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิงบวก (positive 

correlation) ระหวางปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 และปริมาณโปรตีน VEGF อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (R2 = 0.5225, P = 0.0002) 

 

 

   

รูปที ่ 4.7 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต positive intensity ของ Nrf2 เปอรเซ็นต positive 

intensity ของ CD31 และปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝก

ออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 

สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (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 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ใน

หลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูชวงสูงวัย  

 ปริมาณโปรตีน Nrf2 และปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนู

แรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออก

กําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (EA) แสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณโปรตีน Nrf2 และปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมอง

ของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนูแรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการ

ฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออกกําลังกาย (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* 

คาผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย (mean) + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error of 

mean) โดย ,,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 0.05, 

P < 0.01 และ P < 0.001 ตามลําดับ) 

  

 

  รูปที่ 4.8 ซาย แสดงปริมาณโปรตีน Nrf2 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนู

แรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน Nrf2 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม 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) นอกจากนี้พบวาปริมาณ Nrf2 

เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (15.68+3.73 g/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SA (P < 0.05) 

  รูปที่ 4.8 กลาง แสดงปริมาณโปรตีน HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของ

หนูแรททั้ง 3 กลุม พบวาปริมาณโปรตีน HO-1 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม 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 ้พบวาปริมาณ HO-1 

เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุม EA (2.35+0.08 ng/mg protein) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม 

SA (P < 0.05) 

  รูป 4.8 ขวา แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ของในหลอด

เลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูชวงสูงวัยของหนูแรททั้ง 3 กลุม โดยพบวามีความสัมพันธเชิง

บวก (positive correlation) ระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(R2=0.5125, P < 0.001) 
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รูปที่ 4.8  ผลของฝกออกกําลังกายตอการปริมาณโปรตีน Nrf2 (ซาย) และ HO-1 (กลาง) ในหลอด

เลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองของหนูแรทอายุ 16 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SY), หนู

แรทอายุ 52 สัปดาหไมไดรับการฝกออกกําลังกาย (SA) และหนูแรทอายุ 52 สัปดาหไดรับการฝกออก

กําลังกาย (EA) โดย ,มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (P < 

0.05 และ P < 0.01 ตามลําดับ) และความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 (ขวา) ของ

หนูแรททั้ง 3 กลุม โดยมีความสัมพันธเชิงบวก (positive correlation) ที่ R2=0.5125 และ P < 0.001) 

 

 

4.2 อภิปรายผล 

  การวิจัยนี้เปนการศึกษาในสัตวทดลองคือหนูแรท ซึ่งแสดงใหเห็นถึงผลของการฝกออกกําลัง

กายตอการเปลี ่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัย โดยพบวาการลดลงของความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค การแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองชวงสูงวัย

สามารถถูกปองกันไดดวยการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าอยางสมํ่าเสมอเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

ทั้งนี้การเพ่ิมข้ึนของปริมาณโปรตีน VEGF ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอความสามารถในการสรางหลอดเลือด

ใหม และการเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีน Nrf2 ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอความสามารถในการลดภาวะ

เครียดออกซิเดชัน มีความสัมพันธกับผลของการฝกออกกําลังกายในการชวยเพิ่มการเพิ ่มความ

หนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคของสมองชวงสูงวัย 

 

 4.2.1 ผลของการฝกออกกําลังกายตอการปรับตัวทางสรีรวิทยาในหนแูรทชวงสูงวัย 

  การวิจัยนี้แสดงใหเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงของรางกาย คือ นํ้าหนักตัวและความดันเลือด

แดงเฉลี่ยเพิ่มขึ้น (ตารางที่ 4.1) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลาวสามารถปองกันโดยการไดรับการฝกออก

กําลังกายดวยการวายนํ้าอยางสมํ่าเสมอเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ดังนั้นผลของการปรับตัวทาง

สรีรวิทยาดังกลาวสามารถยืนยันโปรแกรมการฝกออกกําลังกายที่ใชในการวิจัยนี ้
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  จากผลการทดลองพบวาหนูแรทกลุม SA มีนํ้าหนักตัวมากกวาหนูแรทกลุม SY อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ โดยการเพิ ่มขึ ้นของนํ ้าหนักตัวของหนูแรทกลุ ม SA มีสาเหตุสําคัญจากการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณไขมันในรางกายและการกระจายตัวสะสมของไขมันในรางกาย ซึ่งเปนผลจากการ

เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิซึมของไขมันในรางกายในชวงสูงวัย (Liao, Hsieh et al. 2015) ที่เกิดจากการ

ทํางานที่บกพรองของไมโตคอนเดรีย (Barton 2010) อยางไรก็ตามการฝกออกกําลังกายสามารถชวย

ลดนํ ้าหนักตัวชวงสูงวัยได  โดยการฝกออกกําลังกายกระตุนการเผาผลาญไขมันในรางกายผาน

ปฏิกิริยาออกซิเดชันและชวยควบคุมไขมันในเลือด (Shinoda, Latour et al. 2002) ซึ่งงานวิจัยนี้

แสดงใหเห็นถึงการลดลงของนํ้าหนักตัวในหนูกลุม EA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนกัน 

  ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาภาวะความดันโลหิตสูงพบไดในชวงสูงวัย โดยพบวาผนังหลอด

เลือดแดงมีความยืดหยุนนอยลง ซึ่งเกิดจากมีการสะสมของไขมันและเสนใยคอลลาเจนที่ผนังหลอด

เลือดมากขึ้น แตในขณะเดียวกันกลับมีจํานวนของเสนใยอีลาสตินลดลง (Pugh and Wei 2001) ใน

งานวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นวาภาวะความดันโลหิตสูงพบไดในหนูแรทกลุม SA เชนกัน (ตารางที่ 4.1, รูป

ที่ 4.1 ขวา)  นอกจากนี้พบวาความดันโลหิตขณะหัวใจบีบตัวมีการเพ่ิมข้ึนมากกวาความดันโลหิตขณะ

หัวใจคลายตัว เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสวนใหญจะเกิดขึ้นที่หลอดเลือดแดงใหญ 

(Yung, Laher et al. 2009) ซึ่งกลไกที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะความดันโลหิตสูงในชวงสูงวัย ไดแก 

การสูญเสียการควบคุม vasomotor tone จากการทํางานบกพรองของเซลลเอ็นโดธีเลีย, การเกิด

ภาวะเครียดออกซิเดชัน, การเกิดภาวะอักเสบที่หลอดเลือด, การเกิด cell apoptosis และการสราง

สาร active metabolite ที ่มีผลทําใหหลอดเลือดเกิดการหดตัว (Mateos-Cáceres, Zamorano-

León et al. 2012)  อยางไรก็ตามมีการรายงานวาการฝกออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอสามารถชวย

ลดความดันโลหิตในชวงสูงวัยได  ซึ่งผลของการฝกออกกําลังกายมีความสัมพันธกับปรับสมดุลระหวาง

สารที่ทําใหหลอดเลือดขยายตัวและสารที่ทําใหหลอดเลือดหดตัว และทําใหเซลลเอ็นโดธีเลียทํางาน

ปกติ (Eksakulkla, Suksom et al. 2009) โดยงานวิจัยนี ้ไดผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัย

ขางตน นั่นคือหนูแรทกลุม EA มีความดันเลือดแดงเฉลี่ยตํ่ากวาของหนแูรทกลุม SA อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (ตารางท่ี 4.1, รูปที่ 4.1 ขวา) 

 

 4.2.2 ผลของการฝกออกกําลังกายตอความเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองของ

หนูแรทชวงสูงวัย 

  งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาผลของฝกออกกําลังกายชวยปองกันการลดลงของความหนาแนน

ของหลอดเลือดจุลภาคและการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองของหนูชวงสูงวัย โดย

การลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ Nrf2 ใน

สมองเกิดขึ้นไดในชวงสูงวัย อยางไรก็ตามการออกกําลังกายอยางสมํ่าเสมอสามารถชวยปองกันการ
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เปลี่ยนแปลงดังกลาว โดยสวนหนึ่งเกี่ยวของกับกลไกการกระตุนขบวนการสรางหลอดเลือดใหมผาน

โปรตีน VEGF และกลไกตานภาวะเครียดออกซิเดชันผานโปรตีน Nrf2 (ตารางท่ี 4.2 และรูปที่ 4.2-4.6) 

  ปจจุบันมีรายงานถึงการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัย ซึ่งศึกษาทั ้งใน

สัตวทดลองและในมนุษย (Villena, Vidal et al. 2003, Brown, Moody et al. 2007, Murugesan, 

Demarest et al. 2012) โดยการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองมีความสัมพันธกับการลดลง

ของอัตราการไหลของเลือดในสมองชวงสูงวัย และการบกพรองของขบวนการสรางหลอดเลือดใหม 

(Stoquart-ElSankari, Balédent et al. 2007) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลาวเกี่ยวของกับการสูญเสีย

หนาที่ของเซลลเอ็นโดธีเลีย (de la Torre, Pappas et al. 2003) สงผลใหสมองรับปริมาณเลือดมา

เลี้ยงไดนอยลง และอาจนําไปสูโรคหลอดเลือดสมองได ในงานวิจัยนี้พบวาหนูแรทกลุม SA มีการลดลง

ของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในสมองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนแูร

ทกลุม SY (รูปที่ 4.3)  ดังนั้นงานวิจัยนี้ไดผลการวิจัยสอดคลองกับงานวิจัยขางตนซึ่งพบวาการลดลง

ของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคเกิดขึ้นในชวงสูงวัย  

  การลดลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัยเปนปจจัยหนึ่งที่นําไปสูภาวะสมอง

ไดร ับเลือดไมเพียงพอได ซึ ่งกลไกการเปลี ่ยนแปลงของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงว ัยมี

ความสัมพันธกับการลดลงของโกรทแฟคเตอร (growth factor) ที่มีผลในการกระตุนกระบวนการ

สรางหลอดเลือดใหม (Dore-Duffy and LaManna 2007) และพบวา VEGF เปนโปรตีนที่มีบทบาท

สําคัญในกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในชวงสูงวัย (Rivard, Berthou-Soulie et al. 2000) โดย

งานวิจัยนี้พบวาปริมาณของโปรตีน VEGF ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในสมองหนแูรทกลุม SA เมื่อ

เปรียบเทียบกับหนแูรทกลุม SY (รูปที่ 4.6) 

  การลดลงของความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคในสมองชวงสูงวัยพบวาเกี่ยวของของ

ภาวะออกซิเดชัน (Izzo, Carrizzo et al. 2018) และเซลลเอ็นโดธีเลียเปนเปาหมายหลักในการเกิด

ภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยพบวามีการสรางสารอนุมูลอิสระ superoxide เพ่ิมมากขึ้นในหลอดเลือด

สมองของหนูแก (Park, Anrather et al. 2007) และยังพบภาวะเครียดออกซิเดชันจากปฏิกิริยาออก

เดชันของโปรตีนเพิ่มขึ้นและการแสดงของของเอนไซม superoxide dismutase ในไมโตคอนเดรีย 

ลดลงในหลอดเลือดสมองของหนูแก (Tripathy, Yin et al. 2010)  

  Nrf2 เปน transcription factor สําคัญในการควบคุมสมดุลรีดอกซ (redox balance) 

และการกําจัดสารแปลกปลอม (xenobiotic metabolism) ของเซลลในสัตวเลี้ยงลูดวยนม (Kensler, 

Wakabayashi et al. 2007) และ HO-1 ซึ่งเปนหนึ่งในบรรดายีนที่เกิดจากการควบคุมโดย Nrf2 ที่มี

ความสามารถสูงสุดในการลดความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) และมีบทบาทสําคัญในการ

ปองกันโรคตาง ๆ ที่เกิดจากความเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน เชน โรคหัวใจและหลอดเลือด 

(Ndisang 2017, Zhang, Liu et al. 2021) ซึ่งโดยปกติกลไกการกําจัดสารอนุมูลอิสระแบบใชเอนไซม
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ถูกควบคุมโดย Nrf2 อยางไรก็ตามในชวงสูงวัยพบวามีลดการแสดงออกของ Nrf2 ในสมอง (Zhang, 

Liu et al. 2012) ในงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาหนูแรทกลุม SA มีการลดลงของการแสดงออกของ Nrf2 

ในสมอง รวมถึงปริมาณของ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัดจากสมองอยางมี

นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SY (รูปที่ 4.5 และ 4.8) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในชวง

สูงวัยพบวามีความสัมพันธระหวางการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันของหลอดเลือดและการลดลงของ

การแสดงออกและหนาที่ของ Nrf2 ของหลอดเลือดแดงใหญ (Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011)   

  การวิจัยทั้งในคนและในสัตวทดลองไดรายงานผลของการฝกออกกําลังกายตอการลด

อุบัติการเกิดภาวะความผิดปกติของหลอดเลือดสมอง (Cotman, Berchtold et al. 2007) โดยการ

ฝกออกกําลังกายทําใหมีอัตราการไหลเวียนเลือดในสมองเพิ่มขึ้น (Gertz, Priller et al. 2006) ซึ่งมี

ความสัมพันธกับการกระตุนการทํางานของ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) รวมถึงพบ

ไดในชวงวัยชราดวย (Ainslie, Cotter et al. 2008) นอกจากนี้การฝกออกกําลังกายสามารถกระตุน

ขบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมอง (Swain, Harris et al. 2003) โดยผลของการฝกออกกําลัง

กายสามารถปองกันการลดลงของหลอดเลือดจุลภาคและการลดลงของการแสดงออกของโปรตีนที่

เกี่ยวของกับขบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมองชวงสูงวัย (Ding, Li et al. 2006) ซึ่งงานวิจัยนี้

พบวาการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาหสามารถปองกันการลดลงของ

ความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรทกลุม EA อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุม SA (รูปที่ 4.3 และ 4.6) แสดงใหเห็นวาการฝกออก

กําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาหสามารถปองกันการลดลงของความหนาแนนของ

หลอดเลือดจุลภาคในสมองของหนูแรทชวงสูงวัยได และงานวิจัยนี้ยังแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิง

บวกระหวางความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาคและและปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของหนูแรท

ทั้งสามกลุม (รูปที่ 4.7) ซึ่งชี้ใหเห็นถึงบทบาทของโปรตีน VEGF ตอการกระตุนขบวนการสรางหลอด

เลือดใหมในสมองชวงกลางวัยดวยการฝกออกกําลังกาย อยางไรก็ตามปจจุบันยังไมทราบกลไกของการ

ฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดในสมองอยางแนชัด ทั้งนี้สวนหนึ่งเชื่อวาการ

เพิ่มขึ้นของอัตราการไหลของเลือดและแรงเฉือน (shear stress) ตอสวนตาง ๆ ของสมองขณะออก

กําลังกายมีบทบาทสําคัญตอการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมอง (Latimer, Searcy et al. 2011) 

โดยมีการรายงานถึงการฝกออกกําลังกายสามารถเพิ่มการขยายตัวของหลอดเลือดจากการกระตุนของ

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) พบวาการเพ่ิมอัตราการไหลของเลือดหรือของเหลวทําใหเกิดแรงเฉือนกระทําตอ

เซลลเอ็นโดธีเลีย และสงผลกระตุนขบวนการทํางานของเซลลเอ็นโดธีเลียได นอกจากนี้ยังพบวาการ
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เกิดแรงเฉือนตอเซลลเอ็นโดธีเลียทําใหมีการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ VEGFR2 (dela 

Paz, Walshe et al. 2012) รวมถึงการเพ่ิมจํานวนของเซลลเอ็นโดธีเลีย (endothelial proliferation) 

และการสรางทอหลอดเลือด (tube formation) โดยเซลลเอ็นโดธีเลียมาตอกัน (Song and Munn 

2011) ของขบวนการสรางหลอดเลือดใหม 

  ขณะออกกําลังกายรางกายมีความตองการออกซิเจนเพ่ิมข้ึน ซึ่งเปนสาเหตุทําใหอัตราการ

ไหลเวียนเลือดไปยังอวัยวะตาง ๆ เพิ่มขึ้น โดยการออกกําลังกายแบบเฉียบพลัน (acute exercise) 

สงผลใหมีการผลิตอนุมูลอิสระ (free radical) เพ่ิมข้ึน ซึ่งเปนผลมาจากการกระตุนกระบวนการหายใจ

ระดับเซลลแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration) อยางไรก็ตามการสรางอนุมูลอิสระที่เกิดจากการ

ออกกําลังกายกระตุนการทํางานของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ (antioxidant enzymes) เพิ่มขึ้นดวย 

ซึ่งนําไปสูการตานทานภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล (cellular oxidative stress) ได ดังนั้นการ

ออกกําลังกายซํ้า ๆ (repetitive exercise) จะสามารถชวยบรรเทาผลเสียที่เกิดจากอนุมูลอิสระ และ

ลดความเสี่ยงของการเสียชีวิตจากโรคเรื้อรัง และการเสียชีวิตกอนวัยอันควรในผูสูงอายุได (Simioni, 

Zauli et al. 2018)  Nrf2 เปน transcription factor สําคัญที่เกี่ยวของกับผลของการออกกําลังกาย

ตอการตานภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล โดยพบวาปริมาณ reactive oxygen species (ROS) ที่

ถูกผลิตออกมาขณะออกกําลังกายจะกระตุนการทํางานของ Nrf2 ซึ่งเปน transcription factor ที่

ควบคุมกระบวนการ transcription ยีนของ antioxidants มากกวา 200 ยีน  (Fasipe, Li et al. 

2021) และการฝกออกกําลังกายสามารถกระตุนการผลิตไมโตคอนเดรีย (mitochondial biogenesis) 

ผานกลไกการสงสัญญาณของ Nrf2 (Merry and Ristow 2016) นอกจากนี้มีรายงานถึงผลของการ

ออกกําลังกายตอการกระตุนการทํางานของ Nrf2 ผานการลดกระบวนการ DNA methylation ของ 

Nrf2 (Chen, Zhu et al. 2021) 

  มีการศึกษาผลของการออกกําลังกายตอการตอบสนองของ Nrf2 ในชวงสูงวัยทั ้งใน

สัตวทดลองและในมนุษย สําหรับการศึกษาในหนูทดลองชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายระดับ

ปานกลาง (moderate exercise) สามารถเพิ่มระดับ Nrf2 mRNA ในกลามเนื้อโครงราง รวมกับการ

ปองกันการฝอของกลามเนื้อ (Yan, Shen et al. 2022) และสามารถเพิ ่มปริมาณโปรตีน Nrf2 ใน

หัวใจ รวมกับการเพิ่มขึ้นของโปรตีนภายใตการควบคุมของ Nrf2 คือ heme oxygenase-1 (HO-1), 

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

มนุษยชวงสูงวัยพบวาการฝกออกกําลังกายระดับปานกลางสามารถฟนฟูการทํางานของ Nrf2 (Nrf2 

activation) รวมถึงการสงสัญญาณของ Nrf2 (Nrf2 sigalining) ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียส

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

นอกจากนี้มีการรายงานถึงผลของฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าตอการเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีน 

Nrf2 และ HO-1 ในสมองสวน cerebral cortex ของหนูทดลอชวงสูงวัย (Lin, Ho et al. 2021) ซึ่ง
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ในงานวิจัยนี้ไดแสดงผลสอดคลองกับงานวิจัยดังกลาวขางตน กลาวคือหนูแรทกลุม EA มีการเพิ่มขึ้น

ของการแสดงออกของโปรตีน Nrf2 ในสมอง รวมถึงปริมาณของ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือด

จุลภาคแยกสกัดจากสมองอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม SA (รูปที่ 4.5 และ 4.8) ทั้งนี้ผล

การออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคแยกสกัด

จากสมองของหนูชวงสูงวัยในงานวิจัยนีเ้ปนการคนพบเปนครั้งแรก 

  งานวิจัยนี้สนับสนุนบทบาทของ Nrf2 ตอกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในสมอง โดย

พบวาความหนาแนนของหลอดเลือดจุลภาค ปริมาณโปรตีน VEGF และการแสดงออกของโปรตีน 

Nrf2 ในสมองของหนูแรททั้งสามกลุมมีความสัมพันธเชิงบวกอยางมีนัยสําคัญ (รูป 4.7) การศึกษากอน

หนานี้จํานวนมากไดแสดงใหเห็นถึงบทบาทเชิงบวกของ Nrf2 ในการสงเสริมความสามารถในการสราง

หลอดเลือดใหมของเซลลบุผนังหลอดเลือด `ตัวอยางเชนการศกึษาของ Li L และคณะ พบวาการยับยั้ง

การแสดงออกของยีน Nrf2 ปองกันกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลบุผนังหลอดเลือดสมอง 

(brain microvascular endothelial cells) รวมกับการลดลงของปริมาณโปรตีน VEGF ในสมองของ

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

การศึกษาของ Zhao R และคณะ พบวาการรบกวนการทํางานของ Nrf2 ยับยั้งการสรางหลอดเลือด

ใหมในหลอดทดลองของเซลลตนกําเนิดบุผนังหลอดเลือดที่ไดมาจากไขกระดูก (bone-marrow-

derived endothelial progenitor cells: BMEPCs) หลังจากเซลล BMEPCs สัมผัสกับสภาวะขาด

ออกซิเจน (Zhao, Feng et al. 2016) นอกจากนี้เปนที่ทราบกันดีวาภาวะทีร่างกายไดรับอนุมูลอิสระ

ในระดับตํ่าและชั่วคราว เชน ขณะออกกําลังกาย สามารถกระตุนการสรางหลอดเลือดใหมในเนื้อเยื่อ

ตาง ๆ ได แตในทางกลับกันหากรางกายมภีาวะเครียดออกซิเดชันที่มากเกินไปจะยับยั้งการสรางหลอด

เลือดใหมในเนื้อเยื่อที่มีการไหลเวียนเลือดไมเพียงพอ เชน ชวงสูงวัย (Kim and Byzova 2014) 

 

 

 



บทท่ี 5  

สรุป วิจารณ และขอเสนอแนะ 

 

 

5.1 สรุป 

 งานวิจัยนี้สามารถสรุปผลไดดังนี้ 

1) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ทําใหเพิ่มความสามารถ

ทางแอโรบิก (aerobic performance) ในหนูแรทชวงสูงวัย โดยแสดงใหเห็นถึงการมี

นํ้าหนักตัวและความดันโลหิตท่ีลดลง 

2) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ความสามารถในการสรางหลอดเลือดใหมในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

3) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ปริมาณโปรตีน VEGF และ Nrf2 ในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

4) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห ปองกันการลดลงของ

ปริมาณโปรตีน Nrf2 และ HO-1 ในหลอดเลือดจุลภาคสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

5) การฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าเปนระยะเวลา 8 สัปดาห มีผลตอความสัมพันธเชิง

บวกระหวางกระบวนการสรางหลอดเลือดใหม ปริมาณโปรตีน VEGF และปริมาณ

โปรตีน Nrf2 ในสมองของหนูแรทชวงสูงวัย 

 

5.2 วิจารณ และขอเสนอแนะ 

  จากผลการวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาการฝกออกกําลังกายดวยการวายนํ้าสามารถปองกันการ

ลดลงของความสามารถของกระบวนการสรางหลอดเลือดใหมในชวงสูงวัย ซ่ึงเปนชวงท่ีมีความเสี่ยงตอ

การไดรับเลือดของสมองไมเพียงพอ และเพ่ิมความเสี่ยงตอการการเกิดโรคหลอดเลือดสมองและภาวะ

สมองขาดเลือด โดยบทบาทของการฝกออกกําลังกายตอการเปลี่ยนแปลงของการสรางหลอดเลือดใหม

ในสมองชวงสูงวัยมีความเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน VEGF, Nrf2 และ HO-1 ใน

สมองและในหลอดเลือดจุลภาคสมองอยางมีนัยสําคัญ 

 ขอมูลจากผลการวิจัยนี้สามารถนําไปใชเปนขอมูลในการสงเสริมสุขภาพของประชาชนในชวง
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