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บทคัดย่อ 

 
โรคคüามดันโลĀิตÿูงเป็นĀนึ่งในโรคที่เป็นปัญĀาÿาธารณÿุขĀลักของโลก ผู้ป่üยโรคคüามดันโลĀิต

ÿูงอาจพบคüามผิดปกติของĀัüใจและĀลอดเลือดรüมทั้งĀลอดเลือดที่ÿมองด้üย จากการรายงานพบü่าคüาม
ดันเลือดที่เพิ่มขึ้นÿ่งผลใĀ้เกิดคüามผิดปกติของโครงÿร้างของĀลอดเลือดขนาดเล็กที่ÿมอง ÿ่งผลใĀ้ปรมิาณ
เลือดที่ไปที่ÿมองลดลง ซึ่งเป็นÿาเĀตุโน้มนำใĀ้เกิดÿมองขาดเลือดและÿมองถูกทำลายได้ อย่างไรก็ตามใน
ปัจจุบันการอธิบายถึงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างช่üงเüลาในการเกิดโรคคüามดันโลĀิตÿูงและกลไกที่เกี่ยüข้องกับ
คüามผิดปกติของĀลอดเลือดในÿมองโดยเฉพาะในซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัÿยังมีข้อมูลที่ไม่แน่ชัด  
ดังนั้นในการýึกþานี้จึงมีüัตถุประÿงค์เพื่อตรüจÿอบการเปลี่ยนแปลงการแÿดงออกของยีนที่เกี่ยüข้องกับ
คüามผิดปกติของĀลอดเลือดในซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัÿในĀนูแรทคüามดันโลĀิตÿูงชนิดเกิดขึ้นได้
เอง(spontaneously hypertensive rat; SHR) นำĀนู SHR และĀนูคüามดันปกติ (WT) เพýผู ้ที ่ม ีอายุ
เท่ากัน ได้แก่ 6, 12, 24 และ 36 ÿัปดาĀ์ ทำการการุณยฆาตและเก็บÿมองÿ่üนซีรีบรัลคอร์เท็กซแ์ละฮิปโป
แคมปัÿมาทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของ mRNA ของยีนที่เป็นเครื่องĀมายของคüามผิดปกติของĀลอด

เลือดÿมอง ได้แก่ endothelial growth factor (VEGF) และ S100β โดยเทคนิค quantitative real-time 
reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)  ผลการýึกþาคüามÿัมพันธ์ระĀü่างอายุ

ที่เพิ่มขึ้นและการแÿดงออกของ S100β และ VEGF ในÿมองÿ่üนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์แบะฮิปโปแคมปัÿ ของ

Āนูกลุ่ม WT และ SHR พบü่าอายุที่เพิ่มขึ้นไม่มีผลต่อการแÿดงออกของ S100β และ VEGF ในĀนูทั้งÿอง
กลุ ่ม เมื ่อพิจารณาเปรียบเทียบระĀü่าง WT และ SHR ในแต่ละช่üงอายุพบü่า ที ่อายุ 6 ÿัปดาĀ์การ

แÿดงออกของ S100β ที่ÿมองÿ่üนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัÿของĀนู SHR มากกü่าĀนูกลุ่ม WT 
อย่างมีนัยÿำคัญแต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงที่ 12, 24 และ 36 ÿัปดาĀ์ ทั้งนี้ไม่พบคüามแตกต่างของการ
แÿดงออกของ VEGF ที่บริเüณซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัÿ ของĀนูทั้งÿองกลุ่มในทุกช่üงอายุ แÿดง
ใĀ้เĀ็นü่าคüามดันโลĀิตที่ÿูงÿ่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงการแÿดงออกของยีนที่เกี่ยüข้องกับคüามผิดปกติของ
Āลอดเลือดÿมองและพบได้ตั้งแต่ช่üงแรกของการเกิดคüามดันโลĀิตÿูง  

 
คำÿำคัญ: คüามดันโลĀิตÿูง, การแÿดงออกของยีน, S100β, VEGF, คüามผิดปกติของĀลอดเลือด 
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Abstract 

 
Hypertension is one of the major healthcare problems worldwide. Hypertensive 

patients exhibited cardiovascular symptoms as well as damaged blood vessels in the brain. 
There are reports demonstrating that high blood pressure impacts on the changes of vascular 
structure of small vessel in cerebrum, reduces cerebral blood supply, and increases the 
susceptibility of the brain to ischemic resulting in brain damage.  However, the relationship 
between the period of hypertension and the mechanisms underlying hypertension-related 
vascular dysfunction in brain, especially in cerebral cortex and hippocampus are poorly 
understood and need to be elucidated. Therefore, this study is aimed to determine changes 
of vascular dysfunction-related genes in cerebral cortex and hippocampus of spontaneously 
hypertensive rat (SHR), the animal model of essential hypertension in humans.   Male SHR 
with age-matched normotensive control rats (WT) at the age of 6, 12, 24 and 36 weeks were 
used to address this relationship. Animals were euthanized, cerebral cortex and 
hippocampus were collected to determine the mRNA expression of vascular dysfunction 
marker genes including vascular endothelial growth factor (VEGF) and S100β by quantitative 
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) techniques.  The results 
showed an advancing  age did not affect mRNA expression of S100β and VEGF in cerebral 
cortex and hippocampus of both WT and SHR. When compare between WT and SHR with 
age-matched group, the result demonstrated that at the age of 6 weeks,    the expression 
of S100β and VEGF  in cerebral cortex and hippocampus  were significantly increased in SHR. 
However, these changes did not show at the age of  12, 24 and 36 weeks.    In addition, the 
expression of VEGF in cerebral cortex and hippocampus did not change in both WT and SHR. 
These results suggesting that hypertension affects the changes of vascular dysfunction-
related genes in cerebral cortex and hippocampus which could be detected at the onset of 
hypertension.   
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บทที ่1 

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 

โรคความดันโลหิตส ูง (Hypertension) เป ็นหนึ ่งในโรคไม่ต ิดต ่อเร ื ้อร ัง (Non-

communicable diseases ;NCDs) ที่มีความสำคัญและเป็นปัญหาสาธารณสุขของทุกประเทศ

ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย ซึ่งมีแนวโน้มของผู้ป่วยเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง องค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization ;WHO) สมาคมความดันโลหิตสูงนานาชาติ (International 

Society of Hypertension ;ISH) และ The American college of cardiology (ACC) ได้ให้

นิยามของโรคความดันโลหิตสูงว่าเป็นภาวะที่ค่าความดันโลหิตที่มีค่าสูงเกินกว่าปกติ  โดยมีค่า

ความดันโลหิตขณะที ่หัวใจบีบตัว (systolic blood pressure) มากกว่าหรือเท่ากับ 130 

มิลลิเมตรปรอท และ/หรือ มีค ่าความดันโลหิตขณะที ่ห ัวใจคลายตัว (diastolic blood 

pressure) มากกว่าหรือเท่ากับ 80 มิลลิเมตรปรอท (ACC, 2017) สำหรับสถานการณ์ความดัน

โลหิตสูงในประเทศไทย จากสถิติของกระทรวงสาธารณสุขพบว่าอัตราการตายของคนเป็นโรค

ความดันโลหิตสูงต่อประชากร 100,000 คน ในปี พ.ศ. 2558-2562 มีค่าเท่ากับ 12.1, 12.2, 

13.1, 13.1 และ 14.2 ตามลำดับ (กองยุทธศาสตร์และแผนงาน สำนักงานปลัดกระทรวง

สาธารณสุข, 2563) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าประเทศไทยมีแนวโน้มอัตราการตายของคนเป็นโรคความ

ดันโลหิตสูงที่เพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง 

โรคความดันโลหิตสูงเป็นปัจจัยสำคัญที่ทำให้ผู้ป่วยเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ตามมาได้ 

เช่น โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) และ โรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery disease) เป็น

ต้น (Singh et al., 2017) ทั้งนี้ความผิดปกติของหลอดเลือดในสมองและ blood brain barrier 

(BBB) จะส่งผลให้เกิดความเสียหายของสมองและเป็นสาเหตุของโรคต่างๆตามมา เช่น โรคสมอง

เสื่อม (Alzheimer’s disease) ได้อีกด้วย BBB มีความสำคัญอย่างมากในการควบคุมสภาวะ

สมดุลของระบบประสาทส่วนกลาง โครงสร้างของ BBB ประกอบด้วยหลอดเลือดสมองและเซลล์ 

astrocyte ที่หุ้มหลอดเลือด ทำหน้าที่เป็นตัวกรองกั้นระหว่างเลือดและสมอง ช่วยกั้นมิให้สาร

ต่างๆในกระแสเลือดเข้าไปทำอันตรายระบบประสาทได้ (Abbott et al., 2010) ดังนั้นเมื่อเกิด

ความเสียหายกับหลอดเลือดหรือ BBB ก็จะส่งผลให้เกิดความเสียหายของสมองตามมาได้ จาก

การศึกษาการแสดงออกของยีน S100β ซึ่งพบมากที่เซลล์ astrocyte ซึ่งเป็นโครงสร้างหลักใน

การควบคุมการผ่านเข้าออกของสารบริเวณ BBB พบว่าในผู้ป่วยที่มีการบาดเจ็บของสมอง จะ

พบการแสดงออกของยีน S100β เพิ ่มมากขึ ้น (Donato et al., 2009; Uden et al., 2015)  

นอกจากนั ้นจากการศึกษาการเปลี ่ยนแปลงของ vascular endothelial growth factors 



2 

(VEGFs) ซึ่งเป็นยีนสำคัญที่สร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต การซ่อมแซมและความ

ยืดหยุ่นของผนังหลอดเลือด พบว่าในผู้ป่วยที่มีภาวะโรคสมองเสื่อมจะมีการแสดงออกของ VEGF 

ในเลือด สมอง และน้ำไขสันหลัง ที่เพิ่มมากขึ้น (Mahoney et al., 2019) นอกจากนั้นยังพบว่า

ระดับ VEGF เพิ่มสูงขึ้นในสมองของผู้ป่วยเป็นโรคอัลไซเมอร์ มีความเกี่ยวข้องกับระดับการซึม

ผ่านที่มากข้ึนของสารต่างๆบริเวณ BBB อีกด้วย (Miners et al., 2018) 

ในปัจจุบันมีงานวิจัยที่พบผลของโรคความดันโลหิตสูงต่อความผิดปกติของหลอดเลือด

ในสมองแต่อย่างไรก็ตาม การอธิบายกลไกการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับความผิดปกติ

ของหลอดเลือดในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรทความดันโลหิตสูง

ชนิดเกิดขึ้นได้เองและผลของอายุที่ เพิ่ม ขึ้นต่อการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวยังมีข้อมูลที่ไม่ที่แน่ชัด

และไม่เพียงพอ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนที่

เกี่ยวข้องกับภาวะหลอดเลือดสมองทำงานผิดปกติในภาวะความดันโลหิตสูง โดยจะทำการศึกษา

การเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับความผิดปกติของหลอดเลือดในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส

และซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ ได้แก่ S100β  และ VEGF ในหนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง 

(spontaneous hypertensive rat ;SHR) ซึ ่งเป ็นหนูแรทที ่ม ีภาวะความดันโลหิตส ูงจาก

พันธุกรรม นิยมใช้เป็น animal models ในการศึกษาโรคความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง

และโรคในระบบหัวใจและหลอดเลือดเนื่องจากมีลักษณะการเกิดโรคที่คล้ายคลึงกับการเกิดโรค

ในมนุษย์ (Okamoto and Aoki, 1963) 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับภาวะหลอดเลือดสมองทำงานผิดปกติใน

สมองส่วนฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง
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บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1  ความดันโลหิตสูง 

โรคความดันโลหิตส ูง (Hypertension) ค ือ หนึ ่งในโรคไม ่ต ิดต ่อเร ื ้อร ัง (Non-

communicable diseases ;NCDs) ที่มีความสำคัญและเป็นปัญหาสาธารณสุขของทุกประเทศ

ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย ซึ่งมีแนวโน้มของผู้ป่วยเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง องค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization ;WHO) สมาคมความดันโลหิตสูงนานาชาติ ( International 

Society of Hypertension ;ISH) และ The American college of cardiology (ACC) ได้ให้

นิยามของโรคความดันโลหิตสูงว่าเป็นภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงความดันในหลอดเลือด โดยจะมี

ค่าความดันโลหิตที่มีสูงเกินกว่าปกติ ค่าความดันโลหิตขณะที่หัวใจบีบตัว (systolic blood 

pressure) มากกว่าหรือเท่ากับ 130 มิลลิเมตรปรอท หรือ มีค่าความดันโลหิตขณะที่หัวใจคลาย

ตัว (diastolic blood pressure) มากกว่าหรือเท่ากับ 80 มิลลิเมตรปรอท (ACC, 2017) ในขณะ

ที่ความดันโลหิตในภาวะปกติจะมีค่าความดันโลหิตขณะที่หัวใจบีบตัว น้อยกว่า 120 มิลลิเมตร

ปรอท และ ความดันโลหิตขณะที่หัวใจคลายตัว น้อยกว่า 80 มิลลิเมตรปรอท  ดังแสดงในตาราง

ที่ 2-1 สำหรับสถานการณ์ความดันโลหิตสูงในประเทศไทย จากสถิติของกระทรวงสาธารณสุข

พบว่าอัตราการตายของคนเป็นโรคความดันโลหิตสูงต่อประชากร 100 ,000 คน ในปี พ.ศ. 

2558-2562 มีค่าเท่ากับ 12.1, 12.2, 13.1, 13.1 และ 14.2 ตามลำดับ (กองยุทธศาสตร์และ

แผนงาน สำนักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข, 2563) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าประเทศไทยมีแนวโน้ม

อัตราการตายของคนเป็นโรคความดันโลหิตสูงที่เพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยความดันโลหิตสูง

สามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิดตามสาเหตุการเกิด ได้แก่ 

2.1.1 ความดันโลหิตสูงปฐมภูมิ 

โรคความดันโลหิตสูงปฐมภูมิ (Primary hypertension) หรือโรคความดันโลหิตสูงที่ไม่

ทราบสาเหตุ (Essential hypertension) ซึ่งเป็นส่วนใหญ่ของผู้ป่วยความดันโลหิตสูง โดย

พบกว่า 95% (Carretero and Oparil, 2000) ไม่ทราบสาเหตุการเกิดที่ชัดเจนแต่พบว่ามี

ปัจจัยต่างๆ ที่ชักนำให้เกิดโรค เช่น ผลมาจากปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อมรวมทั้งอาหาร ได้แก่ การ

มีน ้ำหนักเพิ ่มขึ ้น , การกินอาหารโซเดียมสูง , การออกกำลังกายน้อยลง , การบริโภค

แอลกอฮอล์มากเกินไป  (ACC, 2017) รวมไปถึงปัจจัยทางพันธุกรรมและปฏิสัมพันธ์ระหว่าง

ปัจจัยเหล่านี้ เป็นต้น (Kokubo et al., 2015)  
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 2.1.2 ความดันโลหิตสูงทุติยภูมิ 

โรคความดันโลหิตสูงทุติยภูมิ (Secondary hypertension) เป็นชนิดของโรคความดัน

โลหิตสูงที่มีสาเหตุโน้มนำ โดยเกิดจากหลายสาเหตุ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด , โรคไต, 

ปัญหาเกี่ยวกับต่อมไทรอยด์ เป็นต้น (Kokubo et al., 2015) ผู้ป่วยที่เป็นโรคความดันโลหิต

สูงทุติยภูมิจะมีอาการของโรคแตกต่างกันในแต่ละบุคคล ควรทำการตรวจวินิจฉัยที่เหมาะสม 

(Jacovic et al., 2016) 

 

ตารางท่ี 2-1 หมวดหมู่ความดันโลหิต (ACC, 2017) 

หมวดหมู่ความดันโลหิต 
ความดันโลหิตขณะหัวใจบีบตัว 

(มิลลิเมตรปรอท) 
 

ความดันโลหิตขณะหัวใจคลายตัว 

(มิลลิเมตรปรอท) 

ภาวะปกติ <120 และ <80 

ภาวะความดันเริ่มสูง 120-129 และ <80 

ภาวะความดันโลหิตสูง 

ความดันโลหิตสูง ระดับ 1 130-139 หรือ 80-89 

ความดันโลหิตสูง ระดับ 2 ≥140 หรือ ≥90 

 

โรคความดันโลหิตสูงเป็นปัจจัยสำคัญที่ทำให้ผู้ป่วยเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ตามมาได้ 

เช่น โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) และ โรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery disease) 

เป็นต้น (Singh et al., 2017)  

 

2.2  Vascular dysfunction 

Vascular dysfunction คือ การเกิดความผิดปกติของหลอดเลือด โดยมีลักษณะเฉพาะ

คือจะมีการเปลี ่ยนแปลงโครงสร้างหรือหน้าที ่ของหลอดเลือด  การขยายของหลอดเลือด

(vasodilation)ที่ลดลง มีการอักเสบ(inflammatory) โดย vascular dysfunction มักจะทำให้

เก ิ ด โรคเก ี ่ ยวก ับหลอดเล ื อดในท ี ่ ต ่ า งๆตามมา (Rajendran et al., 2013) vascular 

dysfunction เกิดได้เนื่องจากหลายๆปัจจัย อาทิเช่น อายุที่มากขึ้นและภาวะความดันโลหิตสูง  

(Kannel and Gordon, 1974) มีรายงานในผู้สูงอายุพบว่าการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและหน้าที่

ของหลอดเลือดมีความเกี่ยวข้องกับกลไกต่างๆ ได้แก่ oxidatve stress, การเสื่อมสภาพของ

เซลล์ และ การอักเสบ (inflammation) (Folkow and Svanborg, 1993) นอกจากนี้ ความดัน

โลหิตสูงยังมีส่วนในการเร่งการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของหลอดเลือดและทำให้มีความผิดปกติ
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ของหลอดเลือด ซึ ่งสามารถพบได้ที ่หลอดเลือดต่างๆทั ่วร่างกายรวมทั ้งหลอดเลือดสมอง 

(Higashi et al., 1997) 

บริเวณหลอดเลือดสมอง จะมี blood–brain barrier เป็นโครงสร้างที่ป้องกันสาร

อันตรายและโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่ให้เข้าสู ่สมอง โครงสร้างเซลล์บุผนังหลอดเลือดสมอง

(Cerebrovascular endothelial cells; CECs) เ ป ็ น อ งค ์ ป ร ะก อบห ล ั ก ข อ ง  BBB ท ี ่ มี

คุณสมบัติเฉพาะบางอย่าง (Claudio et al., 1989; Iadecola, 2004) ความยาวรวมของเส้น

เลือดฝอยในสมองของมนุษย์ประมาณ 400 ไมล์ โดยมีพื้นผิวประมาณ 20 ตร.ม (Begley and 

Brightman, 2003) ทำให้เซลล์บุผนังหลอดเลือดสมองเป็นโครงสร้างที่สำคัญในระบบขนส่ง

เฉพาะและ chemical barrier ทั้งนี้ความผิดปกติของหลอดเลือดในสมองและ blood brain 

barrier (BBB) จะส่งผลให้เกิดความเสียหายของสมองและเป็นสาเหตุของโรคต่างๆตามมา เช่น 

โรคสมองเส ื ่ อม (Alzheimer’s disease), ภาวะสมองเส ื ่ อมจากหลอดเล ือด (Vascular 

dementia) ได้อีกด้วย ความเสียหายของ BBB เป็นพยาธิสภาพพื้นฐานที่ทำให้เกิดภาวะสมอง

เสื่อมจากหลอดเลือด (Napoli and Shah, 2011) เคยมีการศึกษาว่าระดับความเสียหายของ 

BBB ในฮิบโปแคมปัสสามารถทำนายระดับความบกพร่องทางสติปัญญาในผู ้ป่วยสูงอายุได้ 

(Montagne et al., 2015) BBB มีความสำคัญอย่างมากในการควบคุมสภาวะสมดุลของระบบ

ประสาทส่วนกลาง โครงสร้างของ BBB ประกอบด้วยหลอดเลือดสมองและเซลล์ astrocyte ที่

หุ้มหลอดเลือด ทำหน้าที่เป็นตัวกรองกั้นระหว่างเลือดและสมอง ช่วยกั้นมิให้สารต่างๆในกระแส

เลือดเข้าไปทำอันตรายระบบประสาทได้ (Abbott et al., 2010) ดังนั้นเมื่อเกิดความเสียหายกับ

หลอดเลือดหรือ BBB ก็จะส่งผลให้เกิดความเสียหายของสมองตามมาได้  

 

2.3  ความผิดปกติของหลอดเลือดในสมองและกลไกการเปลี่ยนแปลงระดับยีนที่เกี่ยวข้อง 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน S100β ซึ ่งพบมากที่เซลล์ astrocyte ซึ ่งเป็น

โครงสร้างหลักในการควบคุมการผ่านเข้าออกของสารบริเวณ BBB พบว่าในผู ้ป่วยที ่มีการ

บาดเจ็บของสมอง จะพบการแสดงออกของยีน S100β เพิ ่มมากขึ ้น (Dano et al., 2009; 

Uden et al., 2015)  นอกจากนั้นจากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ vascular endothelial 

growth factors (VEGFs) ซึ่งเป็นยีนสำคัญที่สร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต การ

ซ่อมแซมและความยืดหยุ่นของผนังหลอดเลือด พบว่าในผู้ป่วยที่มีภาวะโรคสมองเสื่อมจะมีการ

แสดงออกของ VEGF ในเลือด สมอง และน้ำไขสันหลัง ที่เพ่ิมมากขึ้น (Mahoney et al., 2019) 

นอกจากนั้นยังพบว่าระดับ VEGF เพิ่มสูงขึ ้นในสมองของผู้ป่วยเป็นโรคอัลไซเมอร์ มีความ

เกี่ยวข้องกับระดับการซึมผ่านที่มากขึ ้นของสารต่างๆบริเวณ BBB อีกด้วย (Miners et al., 

2018) 
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2.3.1 S100 Calcium Binding Protein B (S100β) 

S100β เป็นหนึ่งในดัชนีชี้วัดความผิดปกติของหลอดเลือดในสมองที่มีการศึกษาอยา่ง

กว้างขวางที่สุดสำหรับอาการบาดเจ็บที่สมอง (Traumatic brain injury) โดยจะควบคุม

ระดับแคลเซียมภายในเซลล์ โปรตีน S100β ที่เป็นโฮโมไดเมอร์ประกอบด้วย β 2 หน่วย

ย่อย และจะแสดงออกมากที่ astrocytes (Jeter et al., 2013) และในระดับที่น้อยกว่าใน 

neuron, microglia และ oligodendrocytes (Richter-Landsberg and Heinrich, 1995; 

Steiner et al., 2008) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยก่อนหน้าที่แสดงให้เห็นว่าระดับ S100β ที่

เพ่ิมข้ึนในสมองมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการสูญเสียการเชื่อมต่อของเส้นประสาทในโรคทาง

ระบบประสาท (Sheng et al., 1994) อาการบาดเจ็บที่สมองจะไปกระตุ้นการอักเสบของ

ระบบประสาท, กระตุ้น astrocyte เพ่ิมการผลิต S100β รวมถึงไปกระตุ้นความเสียหายและ

ความเสื่อมของเซลล์ในระบบประสาทส่วนกลางอีกด้วย ดังที่เห็นในภาพที่ 2 -1 ซึ่งแสดงถึง

ภาพรวมจากการเกิดความเสียหายของเซลล์ไปกระตุ้นการส่งสัญญาณ Ca2+ เพ่ิมระดับ Ca2+

ภายในเซลล์ที่สอดคล้องกับ astrogliosis การกระตุ้น astrocytes ทำให้เกิดการถอดรหัส

ของ S100β ที่เพ่ิมมากข้ึน (Kawata et al., 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2-1 แผนภาพของเซลล์ที่ได้รับความเสียหายส่งผลให้มีการแสดงออกของ S100β  

ที่เพ่ิมมากขึ้น 



7 

2.3.2 Vascular endothelial growth factor (VEGF) 

VEGF มีบทบาทสำคัญทางสรีรวิทยาคือเป็น regulator ที่จำเป็นสำหรับการสร้างเส้น

เล ือดใหม่ (angiogenesis) และการซึมผ ่านของหลอดเล ือด (vascular permeability) 

(Takahashi and Shibuya, 2005) แต่ VEGF ไม่ได้มีบทบาทเพียงแต่ในด้านสรีรวิทยาเท่านั้น 

แต่ยังมีบทบาทสำคัญในทางพยาธิวิทยาคือ การสร้างเส้นเลือดใหม่ โดย VEGF นั้นอยู่ใน 

Platelet-derived growth factor (PDGF) supergene family โดย VEGF-A ควบคุมการ

สร้างเส้นเลือดใหม่และการซึมผ่านของหลอดเลือดด้วยการกระตุ้นตัวรับ 2 ตัว ได้แก่ VEGFR-

1 (Flt-1) และ VEGFR-2 (Shibuya, 2011) VEGF ควบคุมการสร้างเส้นเลือดใหม่และการซึม

ผ่านของ BBB (Pillai et al., 2016) มีการทดลองกระตุ ้น VEGF ใน animal models ที่มี

ภาวะขาดเลือดขาดเลือดซึ่งส่งเสริมการทำลาย BBB ผ่านทางendothelial endocytosis 

(Förstermann and Münzel, 2006) งานวิจัยก่อนหน้านี้บ่งชี้ว่าระดับของ VEGF ที่เพิ่มขึ้น

อาจส่งผลต่อความสามารถในการซึมผ่านของ BBB และภาวะขาดออกซิเจนในสมองในผู้ป่วย

โรคจิตเภท และจากงานวิจัยเพิ่มเติมสำหรับการถูกทำลายของ BBB จากการศึกษาโครงสร้าง

พ้ืนฐานที่แสดงให้เห็นความเสื่อมของหลอดเลือดของเซลล์บุผนังหลอดเลือดในระบบประสาท

และปลายเท้า astroglial ความไม่สม่ำเสมอของ basal lamina ในเยื่อหุ้มสมองส่วนหน้า

จากการชันสูตรพลิกศพผู้ป่วยจิตเภท (Uranova et al., 2010) กลไกตั้งแต่การอักเสบของ

เส้นประสาท, oxidative stress ที่ส่งผลต่อการเกิดความผิดปกติของ neurovascular, การ

ซึมผ่านของ blood-brain barrier และการเพิ่มขึ้นของ VEGF ถูกแสดงไว้ในภาพที่ 2-2 
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ภาพที่ 2-2 แผนภาพกลไกท่ีเชื่อมโยงการอักเสบของเส้นประสาท, oxidative stress ที่ส่งผลต่อ

การเกิด neurovascular dysfunction, blood–brain barrier hyperpermeability 

และการเพ่ิมขึ้นของ VEGF  

 

2.4 หนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง 

หนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ ้นได้เอง (Spontaneously hypertensive rat; 

SHR) เป็นหนูแรทที ่ม ีภาวะความดันโลหิตสูงจากพันธุกรรม ซึ ่งได้ร ับการพัฒนาขึ ้นโดย

ศาสตราจารย์โอกาโมโต มหาวิทยาลัยเกียวโต ประเทศญี่ปุ่น โดยเริ่มต้นผสมพันธุ์ระหว่างหนแูร

ทสายพันธุ์ Wistar เพศผู้ที่มีค่าความดันโลหิตขณะหัวใจบีบตัว 150-175 มิลลิเมตรปรอท กับ

เพศเมียที่มีค่าความดันโลหิตขณะหัวใจบีบตัว 130-140 มิลลิเมตรปรอท ได้ทำการชั่งน้ำหนัก

และวัดความดันด้วยวิธี tail-water plethysmographic โดยเริ่มวัดตั้งแต่อายุ 4 สัปดาห์ ทำการ

สืบสายพันธุ์กว่า 3 รุ่น  จึงได้สัตว์ทดลองที่แสดงลักษณะของความดันโลหิตสูง 100% ภายใน 15 

สัปดาห์ และเพิ ่มขึ ้นจากรุ ่นสู ่ร ุ ่น (Okamoto and Aoki, 1963) SHR นิยมใช้เป็น animal 

models ในการศึกษาโรคความดันโลหิตสูงและโรคในระบบหัวใจและหลอดเลือด เนื่องจากมี

ลักษณะการเกิดโรคที ่คล้ายคลึงกับการเกิดโรคในมนุษย์ ยกตัวอย่างเช่น ในการศึกษาของ 

Tayebati, S. K. และคณะในปี 2012 ที่ทำการศึกษาหนูแรคความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง

กับความผิดปกติของหลอดเลือดสมอง โดยพบว่า SHR ที่มีความดันโลหิตสูงขึ้นมีผลทำให้สมอง

ลีบฝ่อ สูญเสียเซลล์ประสาทและปฏิกิริยาตอบสนองของ glia cells นอกจากนี้ยังมีการศึกษา

สารสื่อประสาท พบว่าหนู SHR มีการเปลี่ยนแปลงของระบบสารสื่อประสาทเฉพาะบางอย่างที่

อาจมีความเกี่ยวข้องในการทำงานและพฤติกรรม สารสื่อประสาท cholinergic ที่บกพร่องมี
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ลักษณะเฉพาะของ SHR และ SHR ที่มีแนวโน้มเป็นโรคหลอดเลือดสมอง ซึ่งการเปลี่ยนแปลง

เหล่านี้คล้ายกับที่เคยมีการรายงานในผู้ป่วยที่ได้รับผลกระทบจากภาวะสมองเสื่อมจากหลอด

เลือด ดังนั ้นจากการศึกษาการเกิดโรคในหนู SHR เทียบกับมนุษย์แล้วนั ้น SHR จึงเป็น

แบบจำลองที่สมเหตุสมผลในการศึกษาการบาดเจ็บของหลอดเลือดในสมองและยังคงมีแนวโน้ม

นำไปใช้ในด้านเภสัชบำบัดได้อีกด้วย  
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บทที ่3 

วิธีการดำเนินงาน 

3.1 การทำวิจัยในสัตว์ทดลอง 

การศึกษานี้ใช้หนูแรทเพศผู้ที ่มีความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เองSpontaneously 

Hypertensive Rat (SHR/KyoMlac) และ หนูกลุ่มควบคุมที่มีความดันปกติ  (WMN/NrsMlac) 

ที่อายุ 6, 12, 24 และ 36 สัปดาห์ หนูแรทเหล่านี้ถูกเลี้ยงและขยายพันธุ์ที ่ศูนย์สัตว์ทดลอง

แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยอยู่ภายใต้การร่วมมือทำวิจัยระหว่างหน่วยแคลเซียมและ

กระดูก คณะวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลัยมหิดล กับศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ เมื่อหนูมีอายุถึง 4  

สัปดาห์จะถูกส่งมาเลี้ยงต่อที่หน่วยสัตว์ทดลองคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งทั้งศูนย์

สัตว์ทดลองแห่งชาติ และหน่วยสัตว์ทดลองของคณะวิทยาศาสตร์นั้นได้รับการรับรองมาตรฐาน

การเลี้ยงและดูแลสัตว์ทั ้งในระดับประเทศและระดับสากล เมื่อหนูเหล่านี้เดินทางมาที่คณะ

ว ิทยาศาสตร ์จะทำการตรวจส ุขภาพและเล ี ้ยง เพ ื ่ อป ร ับต ัวได ้ ในส ิ ่ งแวดล ้อมใหม่  

(acclimatization) เป็นเวลา 7 วัน โดยเลี้ยงในห้องที่มีอุณหภูมิ 21 ± 1 °C มีความชื้นสัมพัทธ์ 

50 - 60% กำหนดช่วงเวลาให้แสงสว่างช่วงกลางวันต่อกลางคืนเป็น 12 ชั่วโมงเท่ากัน หนูที่เลี้ยง

ได้รับน้ำและอาหารตามที่ต้องการตลอดเวลาการเลี้ยง การศึกษานี้เป็นการเก็บตัวอย่างใน

สัตว์ทดลองร่วมกับโครงการวิจัยหลักเรื่อง “การศึกษาเพื่อหาแนวทางการรักษาโรคกระดูกพรุน

แบบใหม่โดยมุ่งไปที่การรักษาภาวะชราก่อนวัยอันคารควบคู่ไปกับการควบคุมความดันในหนู

ทดลองที่เกิดความดันโลหิตสูงได้เอง” ซึ่งผ่านการเห็นชอบจากคณะกรรมการควบคุมดูแลการ

เลี้ยงสัตว์ทดลองและการใช้สัตว์ทดลองทางวิทยาศาสตร์ของคณะวิทยาศาสตร์ เป็นที่เรียบร้อย

แล้วภายใต้โครงการเลขที่ MUSC61-0050-452 

 

3.2 การออกแบบการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้จะทำการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน 

VEGF และ S100β ในสมองส ่วนฮ ิปโปแคมปัส (hippocampus) และซ ีร ีบร ัลคอร ์ เท ็กซ์  

(cerebral cortex) ของหน ูท ี ่ ม ีความด ันโลห ิตส ู งชน ิด เก ิดข ึ ้น ได ้ เอง Spontaneously 

Hypertensive Rat (SHR/KyoMlac) และ หนูกลุ่มควบคุมที่มีความดันปกติ  (WMN/NrsMlac) 

เพศผู้ ที่อายุ 6, 12, 24 และ 36  สัปดาห์  (จำนวน 10 ตัว/กลุ่ม)  หนูทุกตัวจะได้รับการตรวจวัด

ค่าความดันโลหิต 1 สัปดาห์ก่อนครบอายุที่ต้องการศึกษา แผนภาพการออกแบบการทดลอง 

แสดงดังแผนภาพ 3-1 
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ภาพที่ 3-1  แผนภาพการออกแบบการทดลอง 

 

3.3 การเก็บเนื้อเยื่อสมองส่วนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัส 

 ทำการเก็บเนื้อเยื่อสมองส่วนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัส โดยการนำสมองของ

หนูแรทมาใส่ brain cutting block และใช้มีดโกนในการตัดตามวิธีของ Heffner และคณะ 

(1980) (แสดงดังแผนภาพที่ 3-2 และ 3-3) จากภาพที่ 3-2 แสดงถึงตำแหน่งที่สมองวางตัว เมื่อ

ทำการตัดที่ตำแหน่ง 2-8 จะได้สมองส่วนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ เมื่อทำการตัดตำแหน่งที่ 7 และ 8 

จะได้สมองส่วนฮิปโปแคมปัส เมื่อทำการตัดแล้วจะได้เนื้อเยื่อสมองดังภาพที่ 3-3 จากนั้นทำการ

คัดแยกเนื้อเยื่อและเก็บรักษาเนื้อเยื่อที่ -80°C 
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ภาพที่ 3-2 แผนภาพของบล็อกการตัดสมองแสดงให้เห็นถึงการวางแนวของสมองและตำแหน่ง

ของใบมีดโกนที่จะได้รับ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3-3 ภาพของเนื้อเยื่อสมองที่ถูกตัดด้วย brain cutting block 

 

3.4 การสกัด RNA และการสังเคราะห์ cDNA  

3.4.1 การสกัด RNA 

นำเนื้อเยื่อสมองมาชั่งน้ำหนัก 50-100mg จากนั้นจะทำการสกัด RNA ด้วย TRIzol® 

reagent ร่วมกับ phenolchloroform method โดยเริ ่มจากเติมสาร TRIzol® reagent 

500µl ลงในเนื้อเยื่อสมองที่ชั่งน้ำหนักไว้ จากนั้นใช้ homogenizer บดจนเป็นเนื้อเดียวกัน 

และเติม TRIzol® reagent เพิ่มอีก 300µl นำไป vortex และพักไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที 
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จากนั้นเติม chloroform 200µl เขย่าเบาๆ พักไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที นำไป centrifuge 

ที่ 10,000 rpm 4°C 15 นาที สารจะแยกเป็น 3 ชั้น บนสุดเป็นชั้นใส เป็นที่อยู่ของ RNA ชั้น

ที่ 2 มีสีขาวขุ่นบางๆ เป็นที่อยู่ของ DNA และชั้นที่ 3 เป็นชั้นสีชมพูม่วง เป็นที่อยู่ของโปรตีน 

นำส่วนใสที่อยู่ชั้นบนสุดแยกมาใส่ในหลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติมสาร isopropanol 500µl 

เขยา่เบาๆ แล้วพักไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที นำไป centrifuge ที่ 10,000 rpm 4°C 15 นาที 

จะเห็น RNA pellet เทสารส่วนใสที่อยู่ด้านบนทิ้งไป จากนั้นทำการ RNA wash โดยใส่ 

75% Ethanol 1 ml แล้วเก็บใน -20°C เพ่ือรอดำเนินการในการวัดปริมาณและความบริสุทธิ์

ของ RNA และการสังเคราะห์ cDNA ต่อไป 

 

3.4.2 การวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของ RNA 

นำ RNA ที่เก็บไว้ที่ -20°C ออกมา spin down ที่ 1,000 rpm 3 นาที จากนั้นนำเข้าไป

ทำต่อใน hood จากนั้นนำ ethanol ออก แล้วทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 30 นาทีหรือจนกว่า 

RNA pellet จะใสจนมีลักษณะคล้ายเจล จากนั้นละลาย RNA pellet ด้วย DEPC treated 

water 45µl แล้วปิเปตขึ้นลงเบาๆ spin down อีกครั้ง ทำการวัดปริมาณและความบริสุทธิ์

ของ RNA ด้วยเครื ่อง NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer 

(Thermo Scientific, US) โดยเครื่องจะปรากฎค่า 3 ค่า ดังภาพที่ 3-4 หากอัตราส่วนของค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm ต่อ 280 nm อยู่ระหว่าง 1.9 ถึง 2.1 จะถือว่า 

RNA มีความบริสุทธ์เพียงพอ ส่วนอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm 

ต่อ 230 nm จะบอกค่าปนเปื้อน ซึ่งควรมีค่า 2.0-2.2 และค่าปริมาณของ RNA จะบอกอยู่

ในหน่วย ng/µl ซึ่ง 1,000-3,000 ng/µl คือค่าที่ยอมรับได้ และจะทำการกำหนด blank 

โดยใช้ DEPC-treated water 
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ภาพที่ 3-4 NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer  

(Thermo Scientific, US) 

 3.4.3 การสังเคราะห์ cDNA 

นำ RNA ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 5µg/µl มาทำการสังเคราะห์ cDNA โดยคำนวณหา

ปร ิมาตร (µ l) โดยใช ้  Tetro cDNA Synthesis Kit (Bioline, UK) โดยใน 1 reaction 

ประกอบไปด้วยสารเคมีและปริมาณท่ีใช้ ดังตารางที่ 3-1 

 

ตารางท่ี 3-1 สารเคมีและปริมาณที่ใช้ต่อ 1 reaction ในการสังเคราะห์ cDNA โดยใช้ 

Tetro cDNA Synthesis Kit (Bioline, UK) 

Chemical reagent Volume(µl) 

5x RT buffer 4 

Oligos primer 1 

10mM dNTP mix 1 

RNase inhibitor 1 

Reverse transcriptase 1 

DEPC-treated water 1 

Hexamer 1 

Total 10 

 

ภายหลังจากการเตรียมสารดังตารางที่ 3-1 นำไปบ่มโดยใช้เครื่อง T100™ Thermal 

Cycler (Bio-rad, US)ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 10 นาที, 45°C เป็นเวลา 30 นาที, 85°C 

เป็นเวลา 5 นาที และรักษาอุณหภูมิไว้ที่ 4°C จากนั้นนำ cDNA ที่ได้ออกจากเครื่องไปเก็บ

รักษาไว้ที่ -20°C 
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3.5 การออกแบบและทดสอบประสิทธิภาพของ primer สำหรับการวิเคราะห์ด้วย  

real-time PCR 

 3.5.1 การออกแบบ primer 

Primer ที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ต้องการ ได้แก่ VEGF และ S100β 

เพื่อหาลำดับของ primer ที่จำเพาะต่อยีนเหล่านี ้ในหนูแรท ได้นำลำดับของ primer ที่

จำเพาะต่อยีน VEGF มาจากงานวิจัยของ Bateman และคณะในปี 2017 และลำดับของ 

primer ที่จำเพาะต่อยีน S100β มาจากงานวิจัยของ Wen และคณะในปี 2020 (แสดงดัง

ตารางที่ 3-2) ทำการทดสอบความจำเพาะของ primer โดยนำลำดับของ primer มาทดสอบ

ความจำเพาะเบื ้องต้นโดยใช้ซอฟต์แวร์ NCBI Primer-BLAST ร่วมกับ Primer3 version 

4.1.0 (แสดงดังภาพ 3-5 และ 3-6) และทำการสั่งซื้อ primer ที่มีลำดับตามที่ต้องการจาก

บริษัท Macrogen Korea 

 

ตารางท่ี 3-2 ลำดับของ primer ที่จำเพาะต่อยีนและขนาดของ primer 
 

Gene 

Primer 
Product 

length 
Reference Forward 

(5'–3') 

Reverse 

(5'–3') 

VEGF GCAATGATGAAGCCCTGGAG GGTGAGGTTTGATCCGCATG 78 Bateman 

et al., 2007 

S100β GGGTGACAAGCACAAGCTGAA AGCGTCTCCATCACTTTGTCCA 117 Wen et al., 

2020 

*VEGF: Vascular endothelial growth factor; S100β: S100 calcium binding 

protein B 
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ภาพที่ 3-5 แสดงผลการทดสอบความจำเพาะเบื้องต้นโดยใช้ซอฟต์แวร์ NCBI Primer-

BLAST ของ S100β primer 

 

 

ภาพที่ 3-6 แสดงผลการทดสอบความจำเพาะเบื้องต้นโดยใช้ซอฟต์แวร์ NCBI Primer-

BLAST ของ VEGF primer 

 

 3.5.2 การหา annealing temperature ที่เหมาะสม 

นำ primer ที่ได้มาละลายด้วย TE buffer เพ่ือทำเป็น stock primer ความเข้มข้น 100 

pmol/ µl (10×)  แล้วนำมาเจือจางด้วย DEPC-treated water ให้ได้เป็น working primer 

ความเข้มข้น 10 pmol/µl (1×) จากนั้นนำ working primer มาทดสอบกับ cDNA จาก

ฮิปโปแคมปัสหรือซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรทเพศผู้ ด้วยวิธี conventional PCR โดยใช้ 

MyTaqTM Red Mix (Bioline, UK) กำหนด  annealing temperature (Ta) ท ี ่ ต ้ อ ง ก า ร
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ทดสอบไว้ 3 ระดับ ได้แก่ 58 °C, 60 °C และ 62 °C จากนั ้นนำ PCR product ที ่ได้มา

ทดสอบด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis โดยใช้ QIAxcel Advanced System 

(QIAGEN, Netherland) 135V 30 นาที ร่วมกับโปรแกรม Fluoro block Neo Image ใน

การถ่ายภาพ คัดเลือก Ta ที่ให้ yield สูงที่สุดและไม่เกิด non-specific band ซึ่งคือ 60°C 

ดังแสดงในภาพที่ 3-7 โดยในการทดลองครั้งนี้พบปัญหาที่ไพรเมอร์ของ VEGF (ภาพ 3-7 

(ขวา))  โดยพบว่าเกิด non-specific band ขึ้นที่ประมาณ 800-900bp และจากการศึกษา

เพิ ่มเติมใน genome ของหนู SHR พบว่าเกิดจาก alternative splicing ซึ ่งทำให้เกิด 

isoform อีกแบบของ VEGF ขึ้นมา ซึ่งไพรเมอร์ที่ใช้อยู่ระหว่าง exon 3 และ 4 ที่ intron 

ไม่ได้ถูกตัดออกไปซึ่งมีขนาด 857bp ดังที่เห็นในภาพที่ 3-7 (ขวา) หลังจากนั้นได้ทำการ

ทดสอบไพรเมอร์ VEGF อีกครั้ง ผลแสดงดังภาพ 3-8 ซึ่งพบว่าจากเดิมจากการทดสอบแบบ 

conventional PCR (ภาพที่ 3-8 (ซ้าย)) มี non-specific band แต่ในภาพที่ 3-8 (ขวา) ซึ่ง

เป็นผลที่ได้จากการทำ qRT-PCR ผลคือไม่มี alternative splicing แล้ว จึงสามารถใช้ไพร

เมอร์นี้ได้ 

 

 

ภาพที่ 3-7 ผลการทดสอบไพรเมอร์ S100β (ซ้าย) และ VEGF (ขวา) ด้วยวิธี 

conventional PCR 

 



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3-8 ผลการทดสอบไพรเมอร์ VEGF จากการทำ conventional PCR (ซ้าย) 

และ qRT-PCR (ขวา) 

 

3.6 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วย real-time PCR 

เตร ียม real-time PCR reaction mixture ท ี ่ม ี  2× SensiFAST SYBR Hi-ROX mix 

(Bioline, UK), cDNA ที่สกัดได้จากสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนูแรททุก

กลุ่ม และ primer แต่ละคู่ โดยใน 1 reaction จะประกอบไปด้วยสารเคมีและปริมาณที่ใช้ ดัง

ตารางที่ 3-3 

ตารางท่ี 3-3 สารเคมีและปริมาณที่ใช้ต่อ 1 reaction ในการเตรียม real-time PCR  

reaction mixture 

Chemical reagent Volume(µl) 

Forward primer(1×) 0.8 

Reverse primer(1×) 0.8 

2× SensiFAST SYBR Hi-ROX mix 10 

DEPC 3.4 

Total 15 
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นำ real-time PCR reaction mixture 15µl กับ cDNA 5 µl รวมเป็น 20µl จากนั้นแล้วนำ 

reaction mixture ที่ได้มาเข้าปฏิกิริยา real-time PCR โดยใช้ Step OneTM Plus Real-Time 

PCR system (Applied Biosystem, USA) ใช ้ อ ุณหภ ูม ิ  95 °C เป ็ น เ วลา  2 นาท ี ในขั้ น 

polymerase activation ใช้อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 วินาทีในขั้น denaturation ใช้ Ta ที่

เหมาะสมเป็นเวลา 10 วินาทีสำหรับขั้น annealing/extension และเวียนขั้น denaturation 

และ annealing/extension ทั้งหมด 40 รอบ จากนั้นจึงนำค่า Ct ที่ได้มาคำนวนการแสดงออก

ของยีนในแต่ละกลุ่มด้วย ∆Ct method และ 2-∆Ct จากนั้นนำไปหาค่าเฉลี่ย ทำ fold change 

และหา SE fold change  

 

3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์การแสดงออกของยีน S100β และ VEGF โดยจะแสดงผลเป็น ค่าเฉลี่ย ± ความ

เบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย (standard error of mean: SEM) ข้อมูลมีการกระจายแบบ

ปกติจะใช้สถิติสำหรับ Parametric Test แบบ One-way ANOVA และ Unpaired T-Test โดย

ใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 ในการวิเคราะห ์
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บทที ่4 

ผลการศึกษา 

 

 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี ่ยวข้องกับภาวะหลอดเลือดสมองทำงาน

ผิดปกติในสมองส่วนซีรีบรัลคอร์เท็กซ์และฮิปโปแคมปัสของหนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้

เองที่อายุ 6, 12, 24 และ 36 สัปดาห์ แบ่งออกเป็น 2 หัวข้อหลัก ดังนี้  

 

4.1 การแสดงออกของยีน S100β และ VEGF ในสมองส่วน cerebral cortex 

4.1.1 การแสดงออกของยีน S100β 

ภาพที่ 4-1 การแสดงออกของS100β ในสมองส่วน cerebral cortex  

(SHR คือ หนแูรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดข้ึนได้เอง, WT คือ หนูความดันปกต ิและ 

# แสดงถึง การแสดงออกของ S100β  ในหนูกลุ่ม WT และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกันมีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ท่ีความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)) 
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จากภาพที่ 4-1 เมื่อทำการเปรียบเทียบผลของอายุที่เพ่ิมขึ้นต่อการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของยีน S100β ในสมองส่วน cerebral cortex ในหนูกลุ่มที่มีความดันปกติ (WT) 

และกลุ่มความดันโลหิตสูง (SHR) โดยทำการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-Way ANOVA 

พบว่า ในกลุ ่ม WT อายุที ่เพิ ่มขึ ้น ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ S100β ในสมองส่วน 

cerebral cotex อย่างมีน ัยสำคัญทางสถิต ิที ่ความเช ื ่อมั ่น 95% (One-Way ANOVA, 

p<0.05) ในหนูกลุ่ม SHR พบว่าอายุที่เพ่ิมขึ้น ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ S100β ในสมอง

ส่วน cerebral cortex อย่างมีนัยสำคัญทางสถติที่ความเชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, 

p<0.05) เช่นเดียวกัน 

เมื่อทำการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของ S100β  ในหนูกลุ่ม WT และ SHR

ที่ช่วงอายุเดียวกัน โดยทำการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Unpaired T-Test พบว่าหนู SHR อายุ 

6 สัปดาห์มีการแสดงออกของ S100β ที่มากกว่าหนูกลุ่ม WT อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ความเชื่อมั่น 95% (Unpaired T-Test, p<0.05) ในขณะที่หนูอายุ 12, 24 และ 36 สัปดาห์

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติแต่ก็มีแนวโน้มที่หนูกลุ่ม SHR จะมีระดับของ

การแสดงออกของ S100β ที่เพ่ิมมากข้ึนและมากกว่าหนูในกลุ่ม WT 

 

4.1.2 การแสดงออกของยีน VEGF 

ภาพที่ 4-2 การแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน cerebral cortex 

(SHR คือ หนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดข้ึนได้เอง และ WT คือ หนูความดันปกต)ิ 
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จากภาพที่ 4-2 เมื่อทำการเปรียบเทียบผลของอายุที่เพ่ิมขึ้นต่อการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของยีน VEGF ในสมองส่วน cerebral cortex ในหนูกลุ่ม WT และ SHR โดยทำ

การวิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-Way ANOVA ในหนูกลุ่ม WT พบว่า อายุที่เพิ่มขึ้น ไม่มีผล

ต่อการแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน cerebral cotex อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความ

เชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, p<0.05) ในหนูกลุ่ม SHR พบว่าอายุที่เพ่ิมขึ้น ไม่มีผลต่อ

การแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน cerebral cotex อย่างมีนัยสำคัญทางสถติที ่ความ

เชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, p<0.05) เช่นเดียวกัน 

เมื่อทำการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของ VEGF  ในหนูกลุ่ม WT และ SHR ที่

ช่วงอายุเดียวกัน โดยทำการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Unpaired T-Test พบว่าหนูกลุ่ม WT 

และ SHR ทีช่วงอายุเดียวกันมีการแสดงออกของ VEGF ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ความเชื่อม่ัน 95% (Unpaired T-Test, p<0.05)  

 

4.2 การแสดงออกของยีน S100β และ VEGF ในสมองส่วน hippocampus 

4.2.1 การแสดงออกของยีน S100β 

ภาพที่ 4-3 การแสดงออกของ S100β ในสมองส่วน hippocampus 

(SHR คือ หนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดข้ึนได้เอง, WT คือ หนูความดันปกติ และ 

# แสดงถึง การแสดงออกของ S100β  ในหนูกลุ่ม WT และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกันมีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ท่ีความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)) 



23 

จากภาพที่ 4-3 เมื่อทำการเปรียบเทียบผลของอายุที่เพ่ิมข้ึนต่อการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของยีน S100β ในสมองส่วน hippocampus ในหนูกลุ่ม WT และ SHR โดยทำ

การวิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-Way ANOVA ในหนูกลุ่ม WT พบว่า อายุที่เพิ่มขึ้น ไม่มีผล

ต่อการแสดงออกของ S100β ในสมองส่วน hippocampus อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ความเชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, p<0.05) แต่ก็มีแนวโน้มที่ค่อยๆสูงขึ้นเมื่ออายุเพ่ิม

มากขึ้น และในการหาความสัมพันธ์ระหว่างอายุที่เพิ่มขึ้นและการแสดงออกของ S100β ใน

หนูกลุ ่ม SHR พบว่าอายุที ่เพิ ่มขึ ้น ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ S100β ในสมองส่วน 

hippocampus อย่างมีน ัยสำคัญทางสถติท ี ่ความเช ื ่อม ั ่น 95% (One-Way ANOVA, 

p<0.05) เช่นเดียวกัน 

เมื่อทำการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของ S100β  ในหนูกลุ่ม WT และ SHR

ที่ช่วงอายุเดียวกัน โดยทำการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Unpaired T-Test พบว่าหนู SHR อายุ 

6 สัปดาห์มีการแสดงออกของ S100β ที่มากกว่าหนูกลุ่ม WT อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ความเชื่อมั่น 95% (Unpaired T-Test, p<0.05) ในขณะที่หนูอายุ 12, 24 และ 36 สัปดาห์

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติแต่ก็มีแนวโน้มที่หนูกลุ่ม SHR จะมีระดับของ

การแสดงออกของ S100β ที่เพ่ิมมากข้ึนและมากกว่าหนูในกลุ่ม WT 

 

 

 



24 

4.2.2 การแสดงออกของยีน VEGF 

ภาพที่ 4-4 การแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน hippocampus 

(SHR คือ หนูแรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดข้ึนได้เอง และ WT คือ หนูความดันปกต)ิ 

 

จากภาพที่ 4-4 เมื่อทำการเปรียบเทียบผลของอายุที่เพ่ิมขึ้นต่อการเปลี่ยนแปลงของการ

แสดงออกของยีน VEGF ในสมองส่วน hippocampus ในหนูกลุ่ม WT และ SHR โดยทำการ

วิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-Way ANOVA ในหนูกลุ่ม WT พบว่า อายุที่เพิ่มขึ้น ไม่มีผลต่อ

การแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน hippocampus อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที ่ความ

เชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, p<0.05) ในหนูกลุ่ม SHR พบว่าอายุที่เพ่ิมขึ้น ไม่มีผลต่อ

การแสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน hippocampus อย่างมีนัยสำคัญทางสถติที่ความ

เชื่อมั่น 95% (One-Way ANOVA, p<0.05) เช่นเดียวกัน 

เมื่อทำการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของ VEGF  ในหนูกลุ่ม WT และ SHRที่

ช่วงอายุเดียวกัน โดยทำการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Unpaired T-Test พบว่าหนูกลุ่ม WT 

และ SHR ทีช่วงอายุเดียวกันมีการแสดงออกของ VEGF ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ความเชื่อม่ัน 95% (Unpaired T-Test, p<0.05)  
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการศึกษา 

 

ภาวะความดันโลหิตสูงเป็นหนึ่งในปัจจัยที่เร่งการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของหลอดเลือด

และทำให้เกิดความผิดปกติของหลอดเลือด ซึ่งสามารถพบได้ที่หลอดเลือดต่างๆทั่วร่างกาย

รวมทั้งหลอดเลือดสมอง โดยบริเวณหลอดเลือดสมอง จะมี blood brain barrier (BBB) ซึ่งเป็น

โครงสร้างที่ป้องกันสารอันตรายและโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่ให้เข้าสู่สมอง ทั้งนี้ความผิดปกติของ

หลอดเลือดในสมองและ BBB จะส่งผลให้เกิดความเสียหายของสมอง เป็นสาเหตุโน้มนำทำให้

เกิดสมองขาดเลือดและการบาดเจ็บของสมอง และเป็นสาเหตุของโรคต่างๆตามมา เช่น โรค

สมองเสื่อม (Alzheimer’s disease), ภาวะสมองเสื่อมจากหลอดเลือด (Vascular dementia) 

ได้อีกด้วย  

จากผลการศึกษาเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างอายุที่เพิ ่มขึ้นและการแสดงออกของ 

S100β และ VEGF ในหนูกลุ่ม WT และ SHR พบว่าอายุที่เพิ่มขึ้นทั้งในหนูกลุ่ม WT และ SHR 

ไม ่ม ีผลต ่อการแสดงออกของ S100β และ VEGF ในสมองส ่วน cerebral cortex และ 

hippocampus และในส่วนของการหาการแสดงออกของ S100β และ VEGF ในหนูกลุ่ม WT 

และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกันพบว่า มีการแสดงออกของ S100β ในหนู SHR มากกว่าหนูกลุ่ม 

WT ที่อายุ 6 สัปดาห์ ในขณะที่หนู SHR และ WT อายุ 12, 24 และ 36 สัปดาห์นั ้นมีการ

แสดงออกของ S100β ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติแต่ก็มีแนวโน้มที่หนูกลุ่ม SHR จะมี

ระดับของการแสดงออกของ S100β ที่เพิ ่มมากขึ ้นและมากกว่าหนูในกลุ ่ม WT โดยมีผล

เหมือนกันทั้งใน cerebral cortex และ hippocampus ในขณะที่การแสดงออกของ VEGF ใน

หนูกลุ่ม WT และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกัน พบว่ามีการแสดงออกของ VEGF ที่ไม่แตกต่างกัน 

โดยมีผลเหมือนกันทั้งใน cerebral cortex และ hippocampus เช่นกัน แต่พบว่าระดับการ

แสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน hippocampus นั้นค่อนข้างต่ำกว่าใน cerebral cortex  

เนื่องจากความดันโลหิตที่สูงขึ้นส่งผลให้เกิดอาการบาดเจ็บที่สมอง ซึ่งจะไปกระตุ้นการ

อักเสบของระบบประสาทและกระตุ้น astrocyte ให้มีการเพิ่มการผลิต S100β (Kawata et 

al., 2016) ซึ่งมีโอกาสที่จะทำให้หนูกลุ่ม SHR ที่มีความดันโลหิตที่สูงกว่า มีการแสดงออกของ 

S100β ที่มากกว่าหนูกลุ่ม WT โดยสามารถตรวจวัดได้ตั้งแต่อายุ 6 สัปดาห์ ทั้งในสมองส่วน 

cerebral cortex และ hippocampus ในขณะที ่หนู SHR และ WT อายุ 12 , 24 และ 36 

สัปดาห์นั้นมีการแสดงออกของ S100β ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
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ในกรณีนี้อาจเป็นเพราะร่างกายมีการตอบสนองอย่างทันท่วงทีกับความผิดปกติของหลอดเลือดที่

เกิดขึ้น ทำให้ระดับการแสดงออกของ S100β ในหนู SHR อายุ 12, 24 และ 36 สัปดาห์นั้นมี

การแสดงออกของ S100β ไม่ต่างจากหนูกลุ่ม WT ที่ช่วงอายุเดียวกัน จากการศึกษาของ Modi 

และ Kanungo ในปี 2010 พบว่าการแสดงออกของ S100β ในสมองส่วน cerebral cortex ใน

ผู้ใหญ่ต่ำกว่าในเด็กอย่างมาก ดังนั้นการแสดงออกของ S100β จึงสูงกว่าในหนูอายุ 45 วัน

(ประมาณ 6 สัปดาห์) เมื่อเทียบกับหนูที่โตเต็มวัย อาจเป็นเพราะปัจจัยต่างๆ เข้ามาเกี่ยวข้อง 

เช ่น transacting factors บางอย ่างท ี ่ มาจ ับก ับ promotor หร ือ การเก ิด  promotor 

methylation ซ ึ ่ งนำไปส ู ่การลดระด ับลงของการ transcription เป ็นต ้น (Shanti and 

Kanungo, 2004; Singh and Prasad, 2008) 

ในส่วนของการแสดงออกของ VEGF พบว่าไม่ต่างกันในหนูกลุ่ม WT และ SHR ในช่วง

อายุเดียวกันทั้งในสมองส่วน cerebral ccortex และ hippocampus แต่ก็มีแนวโน้มที่หนูกลุ่ม 

SHR จะมีระดับของการแสดงออกของ VEGF ที่มากกว่าหนูในกลุ ่ม WT ซึ ่งในส่วนของการ

แสดงออกของ VEGF ในสมองส่วน cerebral cortex นั้นมี p value ที่ใกล้เคียงกับ p<0.05 ที่

เป็นระดับความเชื ่อมั ่นทางสถิติที ่ใช้ว ัดการแสดงออกของ VEGF ในขณะที ่ในสมองส่วน 

hippocampus มีการแสดงออกของ VEGF ที่น้อยกว่า ซึ่งก็สอดคล้องกับการศึกษาของ Jun 

Yong Hyun และคณะในปี 2020 ซึ ่งได้ทำการศึกษาการแสดงออกของ VEGF ที่สมองส่วน 

cerebral cortex และ hippocampus ซึ ่งจากการศึกษาพบเซลล์ที่ มี VEGF ในสมองส่วน 

cerebral cortex มากกว่าสมองส่วน hippocampus ที่มีปริมาณ VEGF ไม่แตกต่างกันกับกลุ่ม

ควบคุม ซึ ่งอาจเกิดจากรูปแบบการแสดงออกของ VEGF ที่จะแตกต่างกันระหว่างโซน 

neurogenesis ในสมองส่วน cerebral cortex และ hippocampus 

การเกิดความผิดปกติของหลอดเลือด มักจะทำให้เกิดโรคเกี่ยวกับหลอดเลือดในอวัยวะ

ต่างๆในร่างกายตามมา โดยอาจมีปัจจัยอื่นมาสนับสนุน เช่น อายุที่เพิ่มขึ้น ความดันโลหิตสูง 

เป็นต้น ซึ่งส่วนประกอบสำคัญของหลอดเลือด 3 อย่างจะได้รับผลกระทบจากความดันโลหิตสูง 

ได้แก่ การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างหลอดเลือด การเปลี่ยนไปในเชิงกลไกของหลอดเลือด และการ

เปลี่ยนแปลงการทำงานของหลอดเลือด (Intengan and Schiffrin, 2000) นอกจากการเกิด

ความผิดปกติที่ blood brain barrier ในหลอดเลือดที่สมองแล้วอีกหนึ่งในหลอดเลือดที่มักเกิด

ความผิดปกติหากมีความดันโลหิตที่สูงขึ้นคือ หลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular) ส่งผลให้เกิด

โรคต่างๆตามมาอันได้แก่ โรคหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular disease) เป็นต้น ความ

ผิดปกติอีกชนิดที ่พบได ้บ ่อยคือความผิดปกติของเยื ่อบ ุผน ังหลอดเล ือด (endothelial 

dysfunction) ซึ่งสามารถเกิดได้กับหลอดเลือดท่ัวร่างกาย 
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จากการศึกษาทำให้ทราบข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

ภาวะหลอดเลือดสมองทำงานผิดปกติในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนู

แรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดขึ้นได้เอง ที่สามารถนำไปใช้เป็นข้อมูลในการศึกษากลไกอื่นๆที่

เกี่ยวข้องของการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพที่สมองในภาวะความดันโลหิตสูงต่อไปได้ 
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 บทที ่6 

สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 

 

6.1 สรุปผลการศึกษา 

จากผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอายุที่เพิ ่มขึ้นและการแสดงออกของ S100β 

และ VEGF พบว่าอายุไม่มีผลต่อการแสดงออกของ S100β และ VEGF ทั้งในหนูกลุ่ม WT และ 

SHR ในสมองส่วน cerebral cortex และ hippocampus และจากการศึกษาความสัมพันธ์

ระหว่างการแสดงออกของ S100β และ VEGF ในหนูกลุ่ม WT และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกัน

พบว่ามีผลเหมือนกันทั ้งใน cerebral cortex และ hippocampus คือ มีการแสดงออกของ 

S100β ในหนู SHR มากกว่าหนูกลุ่ม WT ที่อายุ 6 สัปดาห์ ในขณะที่การแสดงออกของ VEGF 

ทั้งในหนูกลุ่ม WT และ SHR ที่ช่วงอายุเดียวกัน พบว่ามีการแสดงออกของ VEGF ที่ไม่แตกต่าง

กัน  แสดงให้เห็นว่าความดันโลหิตสูงส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับความผิดปกติของหลอดเลือดสมองซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้สามารถพบได้ตั้งแต่ช่วงแรกของการ

เกิดความดันโลหิตสูง 

6.2 ข้อเสนอแนะ 

6.2.1 ข้อเสนอแนะสำหรับการนำไปใช้ประโยชน์ 

ในการศึกษาครั้งนี้ทำให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐานเกี่ยวการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับ

ภาวะหลอดเลือดสมองทำงานผิดปกติในสมองส่วนฮิปโปแคมปัสและซีรีบรัลคอร์เท็กซ์ของหนู

แรทความดันโลหิตสูงชนิดเกิดข้ึนได้เอง ที่สามารถนำไปใช้เป็นข้อมูลในการศึกษากลไกอ่ืนๆที่

เกี ่ยวข้องของการเปลี ่ยนแปลงพยาธิสภาพที่สมองในภาวะความดันโลหิตสูง  รวมถึงยัง

สามารถเป็นฐานข้อมูลในการหาทางป้องกันและรักษาโรคที่เกี ่ยวข้องกับหัวใจและหลอด

เลือด และโรคทางระบบประสาทที่เกิดจากภาวะความดันโลหิตสูงต่อไปได้ 

 

6.2.2 ข้อเสนอแนะสำหรับการศึกษาในอนาคต 

เนื ่องจากในการศึกษาครั ้งนี ้ได้ทำการศึกษาหนูในช่วงอายุ 6 , 12, 24 และ 36 

สัปดาห์เท่านั้น ซึ่งจากผลการศึกษาในครั้งนี้ มีความเป็นไปได้ที่จะมีการแสดงออกของยีน

อย่างมีนัยสำคัญเมื่อหนูมีอายุเพิ่มขึ้น ในอนาคตอาจขยายช่วงอายุในการศึกษาให้กว้างมาก

ขึ้น รวมไปถึงการศึกษาส่วนอื่นๆ ของสมองเพ่ิมเติมซึ่งอาจมีการแสดงออกของยีนที่ศึกษา ใน

การศึกษาครั้งนี้มีแต่ในเพศผู้ เพื่อข้อมูลที่มากขึ้นควรมีการศึกษาในหนูเพศเมียเพิ่มด้วย และ

การศึกษานี ้เป็นการศึกษาการเปลี ่ยนแปลงในระดับ mRNA เท่านั ้น ดังนั ้นควรมีการ
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ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มเติมด้วยจะทำให้ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์มากขึ้น สำหรับ

แนวทางในการศึกษาในอนาคต การใช้ทั้งวิธี qRT-PCR นั้นยังมีความเหมาะสมกับการศึกษา

การแสดงออกของยีน 
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