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บทคัดยอ 

 

3การท่ีมีระดับไขมันในเลือดสูง สวนใหญมักจะเก่ียวของกับระดับของไลโพโปรตีนชนิดความ

หนาแนนต่ํา (Low density lipoprotein; LDL) ท่ีเพ่ิมสูงข้ึนดวย ซ่ึงจากรายงานวิจัยท่ีผานมาท้ังใน

ผูปวยและสัตวทดลองพบวาการท่ีมีไขมันในเลือดสูงเปนปจจัยหนึ่งท่ีเก่ียวของกับกระบวนการเกิด

โรคอัลไซเมอรแตการศึกษาถึงกลไกทางชีวเคมีระหวาง LDL กับกระบวนการเกิดโรคดังกลาวยังไม

ทราบชัดเจน งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคเพ่ือทดสอบผลของไลโปโปรตีนความหนาแนนต่ําและอ็อกซิ

ไดซไลโปโปรตีนความหนาแนนต่ํา (Oxidized-LDL; Ox-LDL) ตอกระบวนการทํางานของ cAMP 

response element binding protein (CREB) ซ่ึงเปนโปรตีนชนิดหนึ่งในสมองท่ีทําหนาท่ีเก่ียวกับ

การสรางความทรงจําระยะยาว โดยการเกิดออกซิเดชันของ LDL จะถูกเหนี่ยวนําดวย CuSO4 ท่ีเวลา 

2 ชั่วโมงเรียกวา mildly oxidized LDL(mox-LDL) และ 16-24 ชั่วโมงเรียกวา fully oxidized 

LDL (fox-LDL) แลวทดสอบการมีชีวิตรอดของ SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ดวย 

MTT assay ทดสอบกการสรางภาวะ oxidative stress (intracellular ROS) ดวย 3 fluorescent 

DCFH-DA และการแสดงออกรวมท้ังการ activationของโปรตีนCREB ดวยวิธี western blotting 

ผลการศึกษาพบวา fox-LDL ทําใหเซลลประสาทตายโดยข้ึนกับความเขมขนโดยเห็นผลชัดเจนท่ีความ

เขมขน 200 µg/ml ขณะท่ี LDL และ mox-LDL มีผลตอการมีชีวิตรอดของเซลลประสาทเล็กนอยแต

ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ แตท่ีนาสนใจคือ mox-LDL ความเขมขน 50-200 µg/ml สรางภาวะ 

oxidative stress ภายในเซลลไดมากกวา fox-LDL ท่ีความเขมขนเดียวกัน และเห็นชัดเจนและเกิด

มากท่ีสุดท่ีเวลา 4 ชั่วโมง และท้ัง LDL และ oxidized LDL มีผลตอการทํางานของโปรตีน CREB 

โดยมีแนวโนมลดการแสดงออกของโปรตีน CREB ซ่ึงอาจเกิดจากรบกวนจากภาวะ oxidative stress 

แมวางานวิจัยนี้เปนเพียงขอมูลท่ีทําการศึกษาในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง แตผลจากการศึกษาก็

สามารถบงบอกไดวา LDL และ Ox-LDL อาจมีผลตอการสรางความทรงจําของเซลลประสาทในสมอง

โดยไปควบคุมการแสดงออกของ CREB ดังนั้น การมีระดับของคอเลสเตอรอลหรือ LDL ในเลือดสูง

อาจมีบทบาทสําคัญตอการสูญเสียความทรงจําในมนุษยซ่ึงอาจนําไปสูการพัฒนาเปนโรคอัลไซเมอรได  
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Abstract 

 

Oxidation of lipoprotein especially low density lipoprotein (LDL) may play 

important role in Alzheimer’s disease (AD). Extensive data collected from AD patients 

and animal models indicate that high serum cholesterol level and oxidative stress 

associated with the AD development. However, the investigation of LDL oxidation on 

memory formation is not well document. This study aimed to test the effect of LDL 

and its oxidized forms on cellular oxidative stress and the activation of CREB in SHSY-

5Y human neuroblastoma cells. The LDL was oxidized by CuSO4 to either mildly 

oxidized-LDL (mox-LDL) or fully oxidized-LDL (fox-LDL). The neuronal survival was 

determined by MTT assay and the intracellular reactive oxygen species (ROS) was 

evaluated by fluorescent DCFH-DA. CREB is a transcription factor protein involving the 

formation of long-term memory. CREB and phosphorylated CREB were measured by 

western blotting. The result showed that fox-LDL dose dependently reduced cell 

viability whereas LDL and mox-LDL showed a small effect. The intracellular ROS 

level was however increased by mox-LDL more significant than fox-LDL. The western 

blot analysis revealed that LDL and both oxidized forms differently affected CREB 

activation. This study suggested that LDL, especially oxidized LDL, had influences on 

neuronal survival and cellular function such as gene transcription possibly through 

the induction of cellular oxidative stress. LDL and/or oxidized LDL possibly involved 

in the pathways associated with memory loss in culture cells, and this might occur in 

AD pathogenesis. 
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บทสรุปรวบยอด (Executive summary) 

 

 ในภาวะท่ีมีระดับไขมันในเลือดสูง สวนใหญมักจะเก่ียวของกับระดับของไลโพโปรตีนชนิด

ความหนาแนนต่ํา (Low density lipoprotein; LDL) ท่ีเพ่ิมสูงข้ึนดวย ซ่ึง LDL สามารถเกิดกระบวน

ออกซิเดชันไดงายและเกิดอันตราย เปนสาเหตุสําคัญในการเกิดโรคเก่ียวกับหลอดเลือดและหัวใจ แต

มีรายงานวิจัยในปจจุบันท้ังในผูปวยและสัตวทดลองพบวาการท่ีมีไขมันในเลือดสูงเปนปจจัยหนึ่งท่ี

เก่ียวของกับกระบวนการเกิดโรคอัลไซเมอร มีผลตอการทํางานของเซลลประสาทและทําใหเซลลตาย

จากการเพ่ิมข้ึนของระดับแคลเซียม อนุมูลอิสระ (Reactive oxygen species; ROS) และยังเพ่ิมการ

สะสมของโปรตีน Aβ แตการศึกษาถึงกลไกทางชีวเคมีระหวาง LDL กับกระบวนการเกิดโรคดังกลาว

ยังไมทราบชัดเจน ผูวิจัยจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาถึงบทบาทของLDLและ oxidized LDL ตอการ

เปลี่ยนแปลงของ CREB ในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง SH-SY5Y  human neuroblastoma cell line 

ซ่ึง CREB เปนโปรตีนชนิดหนึ่งในเซลลประสาทท่ีเชื่อวาเม่ือมีการ phosphorylation ของโปรตีน 

CREB แลวจะทําหนาท่ีเก่ียวกับการสรางความทรงจําระยะยาว 

 

ผูวิจัยจึงทําการปนแยก LDL จาก plasma ท่ีไดรับความอนุเคราะหจาก blood bank ของ

โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร ซ่ึงทําการกระตุนใหเกิดการ oxidation ดวยโลหะหนัก ในท่ีนี้ใช 

CuSO4 และทดสอบการเกิด oxidation ของ LDL ดวย TBARs assay ซ่ึงเปนการวัดระดับของ 

malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจาก lipid peroxidation ของไขมันภายใน LDL 

ซ่ึงพบวา LDL ท่ี 1 mg/ml และ CuSO4 ท่ี 10 µ�M  เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมในการ

เกิดปฏิกิริยา นอกจากนี้ พบวาเม่ือทําการ oxidation ของ LDL ดวย CuSO4  การเกิด lipid 

peroxidation จะเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นผูทําการวิจัยจึงเลือกระยะเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 2 ชั่วโมงสําหรับการเกิด mildly oxidized LDL และ 16 -24 ชั่วโมง สําหรับ fully 

oxidized LDL ในการนําไปทดสอบการตายของเซลล  

 
 ในการทดสอบ neurotoxicity ตอเซลลประสาทของ oxidized LDL ผูวิจัยไดทําการทดสอบ

ดวย MTT assay โดยใชเซลล SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีเหนี่ยวนําใหเกิด 

differentiation ไปเปน neuronal-like cells ดวย retinoic acid และทดสอบการสรางภาวะ 

oxidative stress ดวยการวัระดับของ intracellular ROS  สวนการทดสอบบทบาทของ LDL และ 

oxidized LDL ตอการเปลี่ยนแปลงของ โปรตีน CREB สามารถทดสอบดวยวิธี immunoblotting 

(western blotting)  
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 จากการศึกษา พบวา fox-LDL ทําใหเซลล SH-SY5Y ตายมากกวา mox-LDL โดยผลนี้

ข้ึนกับความเขมขนของ oxidized LDL (dose-dependent effect)  โดย fox-LDL ท่ีความเขมขน 

200 �g/ml เซลลมีชีวิตรอดแค 20% ขณะท่ี mox-LDL เซลลมีชีวิตรอด 80%  ในขณะท่ี native 

LDL ไมทําใหเซลลตาย แตสิ่งท่ีนาสนใจผูวิจัยพบวา เม่ือทดสอบการสรางภาวะ oxidative stress 

ของเซลล SH-SY5Y ดวย intracellular ROS assay พบวา mox-LDL ในความเขมขน 50 – 200 

µg/ml กระตุนการสราง ROS มากกวา fox-LDL ซ่ึงผลนี้เห็ไดชัดเจนท่ีเวลา 4 ชั่วโมง โดยผลนี้ข้ึน

ตามความเขมขนของ mox-LDL ซ่ึงอาจเปนไปไดวา fox-LDL จะทําใหเกิดอันตรายท่ี extracellular 

และเหนี่ยวนําใหเซลลตายเนื่องจากผลิตภัณฑของ lipid peroxidation (MDA) ขณะท่ี mox-LDL มี

การเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง oxidative stress ภายในเซลลประสาท ซ่ึงนาจะเกิดจากการ uptake 

oxidized-LDLเขาไปภายในเซลล และงานวิจัยนี้ยังแสดงใหเห็นวาท้ัง LDL และoxidized LDL form 

มีผลตอการทํางานของโปรตีน CREB โดยพบวามีแนวโนมลดการทํางาน CREB ซ่ึงการทํางานท่ีลดลง

อาจจากการรบกวนดวยภาวะ oxidative stress และอาจมีกลไกอ่ืนท่ีเก่ียวของกับการทํางานของ

โปรตีน CREB จึงควรมีการศึกษาถึงกลไกเชิงลึกเพ่ิมเติมท้ัง LDL และ oxidized –LDL ตอการทํางาน

ของ CREB และเม่ือทราบถึงกลไกท่ีชัดเจนแลว การศึกษาเพ่ือหาสารซ่ึงมีคุณสมบัติไปยับยั้งท่ีกลไก

ดังกลาวก็อาจจะเปนจุดเริ่มตนของการวิจัยและพัฒนายาใหมท่ีใชรักษาโรคอัลไซเมอรไดตอไปใน

อนาคต 

 

 ผลการศึกษาของโครงการวิจัยนี้ ไดมีการเผยแพรใน การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร และ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย ครั้งท่ี 38 (วทท 38) “วิทยาศาสตรเพ่ืออนาคตของมนุษยชาติ” ใน

รูปแบบการนําเสนอ แบบโปสเตอร และ proceeding (full paper) ดังแสดงไวในภาคผนวก 
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บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 

 

หลักการและเหตุผล 

0เนื่องจากพัฒนาการของเทคโนโลยีทางการแพทยในปจจุบัน จํานวนผูสูงอายุจึงมีแนวโนมท่ี

จะเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ ดังนั้น โรคท่ีเกิดจากความเสื่อมตางๆ เชน โรคทางหลอดเลือดและหัวใจ โรค

ความจําเสื่อม รวมท้ังโรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) จึงพบในอัตราท่ีสูงข้ึนเชนกัน ซ่ึงโรคอัล

ไซเมอรมีแนวโนมของอุบัติการณการเกิดของโรคเพ่ิมมากข้ึนทุกป จากการศึกษาพบวาในชวงป 2549 

ท่ัวโลกมีผูท่ีเปนโรคอัลไซเมอรกวา 26.6 ลานคน และมีการคาดการณวาอาจเพ่ิมเปนกวา 100 ลาน

คนในอีก 45 ป ขางหนา[1] 

 

Alzheimer’s disease เปนโรคท่ีเก่ียวของกับหลายกระบวนการ เชน การสูญเสียเซลล

ประสาทจาก cholinergic ในสมอง เซลลตายเนื่องจาก reactive oxygen species (ROS) การลด

การสงสัญญาณประสาทเนื่องจากกระบวนการสะสมของ amyloid beta และจากปฏิกิริยาของ

กระบวนการอักเสบ  นอกจากนี้ยังพบการศึกษาจากนักวิจัยหลายกลุมหลายประเทศถึงความสัมพันธ

ระหวางการมีระดับไขมันในเลือดสูงกับการเกิดโรคอัลไซเมอร ในภาวะท่ีมีระดับไขมันในเลือดสูง 

โดยเฉพาะไลโพโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา (LDL) ท่ีสามารถเกิดกระบวนออกซิเดชันไดงายและเกิด

อันตรายตอเซลลประสาท [2, 3] ซ่ึงอาจสงผลตอการเพ่ิมข้ึนของระดับแคลเซียมและ ROS (reactive 

oxygen species) ภายในเซลลประสาท [4] นอกจากนี้การเกิดออกซิเดชันกอใหเกิดภาวะ oxidative 

tress สงผลใหเกิดการทําลายในระดับโมเลกุลโดยเฉพาะการรบกวนหรือทําลายดีเอนเอ ท่ีมี

ความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนหลากหลายชนิดรวมถึงในกระบวนการสรางความทรงจํา

ของเซลลประสาท และยังเหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis ไดโดยการเพ่ิมของ caspase-3[3, 5] 

 

0นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในผูปวยพบวา ผูท่ีมีระดับ LDL ในเลือดสูงสัมพันธกับการลดลงของ 

cognitive score [6] รวมถึงพลาสมาของกลุมท่ีเปนโรคอัลไซเมอร มีระดับ LDL protein carbonyl 

content ท่ีสูงกวากลุมควบคุม [7] และน้ําไขสันหลังของผูปวยท่ีเปนอัลไซเมอรมีระดับของ 

oxidized-LDL antibody ท่ีสูงกวาคนปกติ [8] 0 และมีการศึกษาในสัตวทดลองยังพบอีกวา พบวา ใน

กระตายท่ีไดรับการเลี้ยงดวยอาหารท่ีมี cholesterol สูง มีการสูญเสียการทํางานในดานเก่ียวของกับ

การเรียนรูและความจํา รวมถึงรบกวนหนาท่ีของ Blood brain barrier (BBB) ทําใหสูญเสียการ

ทํางานและมีการ leakage ของ (BBB) [9] และมีการปรากฏของ apo-B ซ่ึงเปนสวนประกอบท่ีสําคัญ
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ของ LDL ในสมอง [9] ยังพบอีกวา cholesterol สูงยังทําใหมีการเพ่ิมการสะสมของ โปรตีนอะมัย

ลอยดเบตา (Aβ) [10] แตกลไกท่ีชัดเจนในการทําลายเซลลประสาทจนกอใหเกิดภาวะความจําเสื่อม

ของ oxidized LDL กับการะบวนการสรางความทรงจําท้ังในเซลลประสาทเพาะเลี้ยงและใน

สัตวทดลองยังไมมีรายงาน  ผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาคนควาในประเด็นดังกลาวนี้ โดยจะเนน

ในการคนหาผลกระทบของ oxidized LDL ตอการเปลี่ยนแปลง transcription factor ท่ีทราบกันดี

วามีความสําคัญตอกระบวนการสรางความทรงจํา ซ่ึงไดแก c-AMP-response element binding 

protein (CREB)  

 

CREB เปน transcription factor ท่ีมีความสําคัญในการเปลี่ยนขอมูลท่ีเซลลประสาทเพ่ิงจะ

ไดรับ ซ่ึงจัดเปน short-term memory ไปเปนความทรงจําระยะยาวหรือ long-term memory  มี

การกลาวไววา CREB ทําหนาท่ีคลายกับ “switch” ในการบันทึกความทรงจําระดับเซลล [9, 11] ถา

มีการรบกวนการทํางานของ CREB อาจจะเปนสาเหตุไมสามารถสรางความทรงจําได มีรายงานหลาย

ชิ้นพบวา การทํางานของ CREB มีความผิดปกติไปในสมองของสัตวทดลองท่ีใชเปน model ของ

โรคอัลไซเมอร และสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร และพบวาการ overexpression ของ CREB อาจ

ลดการตายแบบ apoptosis ของ hippocampal neurons cell ของหนูทดลองได [12]  

 

0ดังนั้น โครงการวิจัยนี้ จึงสนใจท่ีจะศึกษาหากลไกดังกลาว โดยเนนไปท่ีการศึกษาผลของ 

oxidized LDL ในการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก (protein expression) หรือการทํางานของ c-

AMP-response element binding protein (CREB) ซ่ึงเปน transcription factor ท่ีพบในเซลล

ประสาทและทําหนาท่ีในการสรางความทรงจํา (memory formation) โดยมีบทบาทในการเปลี่ยน 

short-term memory ไปเปน long-term memory  ซ่ึงผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้ จะเปน

ขอมูลท่ีสามารถใชในการอธิบายกลไกการสูญเสียความทรงจําในระดับเซลลและโมเลกุลได และยัง

เปนแนวทางใหมีการศึกษาวิจัยในระดับลึกถึงกระบวนการอ่ืนๆท่ีอาจเก่ียวของกับการสูญเสียความ

ทรงจําได  นอกจากนี้ ยังอาจเปนไปไดท่ีจะใชเปนเปาหมายของการรักษา (therapeutic target) 

ใหมๆ  แมวาในปจจุบัน จะมียาหลายกลุมท่ีสามารถใชในผูปวยโรคอัลไซเมอร  แตก็ไมมียากลุมใดท่ีมี

ประสิทธิภาพดีสมบูรณ เนื่องจากการทํางานของระบบประสาทและสมองมีความซับซอน ประกอบกับ

พยาธิวิทยาของโรคอัลไซเมอรก็มีความซับซอนและเก่ียวของกับหลากหลายกระบวนการ เพ่ือใหได

ความชัดเจนตางๆของกระบวนการการเกิดความเสื่อมนี้จึงจําเปนตองมีการศึษาวิจัยอยางตอเนื่อง ซ่ึง

จะเปนประโยชนตอการพัฒนายาท่ีมีกลไกการออกฤทธิ์ใหมๆ ซ่ึงอาจสามารถชวยเสริมฤทธิ์กับยาท่ีมี

ใชอยูในปจจุบันได 
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วัตถุประสงค 

1. เพ่ือทดสอบผลของ oxidized LDL ตอการเปนพิษและการสราง oxidative stress ใน

เซลลประสาทเพาะเลี้ยง 

2. เพ่ือทดสอบผลของ oxidized LDL ตอการแสดงออกและการทํางานของ CREB ท่ีทํา

หนาท่ีในการสรางความทรงจําในเซลลประสาท 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

โครงการวิจัยนี้ จึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาถึงบทบาทของ oxidized LDL ตอการเปลี่ยนแปลง

ของ CREB ในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง human neuroblastoma cell line, SY-SY5Y  ซ่ึง LDL ท่ี

ไดจะทําการปนแยกมาจาก plasma ท่ีไดรับจาก blood bank  และจะทําการกระตุนใหเกิดการ 

oxidation ดวยโลหะหนัก ในท่ีนี้ใช CuSO4  และการประเมิน neurotoxicity ตอเซลลประสาท ทํา

ไดโดยการวัด cell viability ดวย MTT assay และยังจะทําการทดสอบภาวะ oxidative stress ท่ี

อาจเกิดข้ึนในเซลลประสาท ดวยการวัดปริมาณของ ROS ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล  สําหรับการทดสอบ

ผลของ oxidized LDL ตอการทํางานของ CREB จะประเมินโดย western blot ซ่ึงจะทําการวัด

ปริมาณของ total CREB และ phosphoCREB ซ่ึงเปนรูปท่ีออกฤทธิ์ (active form) ของ CREB  

การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน CREB หรือการเปลี่ยนแปลงสัดสวนการเกิด 

phosphorylation ของ CREB จะสามารถใชประเมินผลของ oxidized LDL ตอท้ังการแสดงออก

และการทํางานของ CREB ได ซ่ึงจะสามารถเชื่อมโยงไปถึงกระบวนการสรางความทรงจําระดับเซลล

ได โดยการทดสอบผลของ oxidized LDL ในทุกๆ การทดลองในโครงการวิจัยนี้ จะทําการ

เปรียบเทียบกับ native LDL เสมอ เพ่ือประเมินผลท่ีเฉพาะเจาะจงจาก oxidized LDL 

 

ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 จากขอมูลท่ีเคยมีการรายงานถึงบทบาทของ oxidized LDL ตอความเสื่อมของเซลล

ประสาท และความสัมพันธของ oxidized LDL กับภาวะของโรคอัลไซเมอร ผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวา 

oxidized LDL อาจจะมีผลตอการสรางความทรงจําระดับเซลลได โดยรบกวนการทํางานของ CREB 

ซ่ึงถาสมมติฐานของโครงการวิจัยนี้ เปนไปตามท่ีตั้งไว จะสามารถศึกษาตอยอดในระดับลึกถึงกลไกใน

การเปลี่ยนแปลงการทํางานของ CREB ได เชน ศึกษาถึงบทบาทของเอนไซม kinase หรือ 

phosphatase บางชนิดภายในเซลลประสาท ท่ีอาจมีผลการการกระตุนหรือยับยั้ง CREB ซ่ึงผูวิจัยได

วางแผนท่ีจะดําเนินการในอนาคตตอไป นอกจากศึกษากลไกในระดับลึกแลว รูปแบบการทดลองนี้ยัง

อาจใชเปน model ของโรคอัลไซเมอรอีกแบบหนึ่งได ซ่ึงสามารถใชในการวิจัยทดสอบเบื้องตน 
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(screening test) ของสารตางๆ ไมวาจะเปนสารสกัดจากธรรมชาติหรือสารสังเคราะห ท่ีคาดวาจะมี

ฤทธิ์ในการปองกันหรือรักษาโรคอัลไซเมอรได 

 

4ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.  ทราบ neurotoxicity effect ของ oxidized LDL ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง 

2.  ทราบบทบาทของ oxidized LDL ตอการแสดงออกและการทํางานของ CREB ซ่ึงจะ

สงผลตอกระบวนการสรางความทรงจําระดับเซลล  

3. ผลการศึกษาท่ีไดจะนําไปเผยแพรโดยการนําเสนอผลงาน และ/หรือ ตีพิมพลงใน

วารสารวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 

4.  เปดโอกาสใหนักวิจัยรุนใหม ซ่ึงเปนนิสิตปริญญาโทหรือเอก เขามามีสวนรวมในการวิจัย 
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3บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

 

41. สารเคมี 

1. Actin antibody (Cell signaling Teahnology®, Boston, USA) 

2. Ammonium persulfate ( APS, Sigma, Missouri, USA) 

3. Absolute ethanol (AR grade RCI Labscan, Bangkok, Thailand) 

4. Acrylamide/BisTM 37:5:1(30:0:8),40% (w/v) (Amresco, OH,USA) 

5. BCA protein assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) 

6. Bromophenol blue(Sigma, Missouri, USA) 

7. Copper sulfate (CuSO4, Ajaxfinechem, Seven Hills, Australia) 

8. CREB antibody (Milipore, MA, USA) 

9. Phospho-CREB antibody (Cell signaling Teahnology®, Boston, USA) 

10. Dimethylsulfoxide (DMSO, cell culture grade, Sigma, Missouri, USA) 

11. Disodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4,, Ajaxfinechem, 

Seven Hills, Australia) 

12. Dulbecco’s Modifide Eagle’s Medium-low glucose (Sigma, Missouri, USA) 

13. 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA, , Missouri, USA ) 

14. Ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt dehydrate(EDTA, Molecular 

Biology grade, Sigma, Missouri, USA) 

15. Fetal bovine serum (FBS, Gibco, California, USA) 

16. Glycine (USP grade, Research Organics, Cleveland, USA) 

17. Hydrochloric acid (HCl, Sigma, Missouri, USA) 

18. Methanol (AR grade RCI Labscan, Bangkok, Thailand) 

19. Methylene blue (Sigma, Missouri, USA) 

20. 2-Mercaptoethanol (Bio-Rad, Philadelphia, USA) 

21. 3-(4,5-dimethlthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, ultra 

pure grade, Amresco
®, Solon, USA) 

22. Nuclear extraction kit (Milipore, MA, USA) 

23.  Penicillin and Streptomycin (Gibco, California, USA) 
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24. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, Bio basic, Markham Ontario, Canada) 

25. Potassium chloride (KCl, Ajax finechem Pty Ltd., Taren Point, Australia) 

26. Potassium dihydrogen orthophosphate (Ajax finechem Pty Ltd., Taren 

Point, Australia) 

27. Protease inhibitor cocktail (Sigma, Missouri, USA) 

28. PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentus, Thermo scientific , 

Rockford, USA) 

29. Peroxidase anti-rabbit IgG (Milipore, MA, USA) 

30. Peroxidase anti-mouse IgG (Milipore, MA, USA) 

31. Sodium bicarbonate (Na2CO3, culture grade, Sigma Chemical co.) 

32. Sodium chloride (NaCl, Ajaxfinechem, Seven Hills, Australia) 

33.  Sodium dodecyl sulfate (SDS, Sigma, Missouri, USA) 

34. Sodium orthovanadate (Na2VO4,  Ajax finechem Pty Ltd., Taren Point, 

Australia) 

35. SuperSignal® west pico-chemiluminescence substrate (Thermo scientific , 

Rockford, USA) 

36. Thichloroacetic acid (TCA, Sigma, Missouri, USA) 

37. Thiobarbituric acid (TBA, Sigma, Missouri, USA) 

38. Tris (hydroxymethy) amino-methane ( Molecular biology grade, Research 

organics, Cleveland, USA ) 

39. Trypan blue ( Cell culture grade, Sigma Missouri, USA) 

40. Trypsin/EDTA (0.25%, Gibco, California, USA) 

41. Tween-20 (Bio Basic, Markham Ontario, Canada) 

42. 1,2-DI-(Dimethylamino)ethane (TEMED,Calbiochem 

 

Cell line and Plasma 

1. Human neuroblastoma cell lines  (SH-SY5Y, ATCC
®Manassas VA,USA) 

2. Human plasma obtained healthy volunteer from blood blank Naresuan 

University hospital 
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2. เครื่องมือวิทยาศาสตร 

1. Centrifuge Bottles Polycarbonate  (10.4 ml, Beckman, USA) 

2. Beckman Coulter Optima L-80 XP  Ultracentrifuge (Beckman, USA) 

3. Type 90 ti rotor (Beckman, USA) 

4. pH meter (S20K, Mettler-Teledo GmbH, Schwerzenbach, Switzerland) 

5. Autoclave (HA-300P, Hirayama Manufacturing Corporation, Saitama, Japan) 

6. Incubator CO2 (Forma series II, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) 

7. Laminar flow hood (Heal force®, HF safe 1200/c+, Shanghai, China) 

8. Microplate Spectrophotometor (Multimode detector DTX 880, Becman 

Coulter, NSW, USA) 

9. Semi-Dry blotting (Bio-Rad, Philadephia, USA) 

10. Vertical gel electrophoresis (Model Mini-PROTEIN Tetra Cell, Bio-Rad 

laboratory, Philadephia, USA) 

11. ChemiDocTM XRS+ with image laboratories software (Bio-Rad, Philadephia, 

USA) 

  

4วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

1. การปนแยก LDL (LDL separation) 

พลาสมาท่ีไดรับจากผูปวยสุขภาพดีจากธนาคารเลือดโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร นําไป

ปนแยก LDL (d = 1.019-1.063) ดวย density gradient ultracentrifugation [13] (รูปท่ี 1) โดยพลาสมา

จะถูกปรับความหนาแนนเทากับ 1.20 g/mlดวย solid potassium bromide (KBr) แลวปเปตปริมาตร 

2.8 ml ใส ultracentrifuge tube ขนาด 10 ml หลังจากนั้น overlaid with  gradient salt density (NaCl) 

ท่ีมี 0.02 % w/v EDTA  ความหนาแนน 1.006 g/ml แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 65,000 rpm ท่ี

อุณหภูมิ 15 °C เปนเวลา 3 ชั่วโมง ดวยเครื่อง ultracentrifuge ( type 90 ti rotor) หลังจากนั้นทําการ

เก็บ LDL โดยใช pasture pipette แทงผานชั้นของ VLDL, IDL แลวดูดเฉพาะแถบสีเหลืองสมบริเวณ

กลาง tube นําไป dialyze ใน 1x PBS, pH 7.4 ท่ีมี 10 µM EDTA เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนทําการเก็บ 

LDL กรองดวย 0.2 µm pore-size membrane จากนั้นวัดหาปริมาณโปรตีนดวย BCA protein assay kit 

แลวเก็บ LDL ท่ีไดภายใต N2 gas ท่ีอุณหภูมิ 4.0 ºC เพ่ือศึกษาการเกิด oxidation ตอไป 
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รูปท่ี 1  วิธกีารแยก LDL โดยวิธี density gradient ultracentrifugation (Beckman 

Coulter Optima L-80 XP Ultracentrifuge , Type 90ti 65,000 rpm, 15°C) 
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2. การเกิด oxidation ของ LDL  

การทําใหเกิด oxidation ทําไดโดยบม LDLความเขมขน 1 mg/ml  ดวย CuSO4 ท่ีความเขมขน

ตางๆ ดังนี้ 5, 10, 25, 50, µM ท่ีอุณหภูมิ 37.0 ºC ณ เวลาตางๆ  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการเกิด 

oxidation ดวยการเติม 0.3 µM EDTA และนําไปวัด lipid oxidation ดวย TBARs assay กอนนําไปทําการ

ทดลองจะทําการกรอง oxidized-LDL ดวย amicron 30 kDa cut off ท่ีมี 1x PBS pH 7.4 แลวนําไปปน

เหวี่ยงท่ี 3600 rpm 5 นาที 5ครั้ง เพ่ือกําจัด EDTA และ CuSO4  หลังจากนั้นนําไปวัดปริมาณโปรตีน

ดวย BCA protein assay kit กอนนําไปทําการทดลอง 

 

3. การวัด lipid peroxidation ดวย TBARs assay 

การดําเนินไปของปฏิกิริยา oxidation ของ LDL โดยการเหนี่ยวนํา nativeLDL ท่ีมีความ

เขมขน 1.0 mg/ml ดวย  CuSO4 ท่ีความเขมขน 5, 10 ,25  และ 50 µM  ท่ี 37.0 ºC เวลา 0-24 

ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 0.3 µM EDTA แลวนําไปแชใน ice bath ติดตามการเกิด 

lipid oxidation ดวย TBARs assay ดวยการวัดปฏิกิริยา lipid peroxidation โดยจะวัดปริมาณ 

malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเปนผลิตผลสุดทายของปฏิกิริยา lipid peroxidation  โดยการเติม 

TBARs reagent (10% trichloroacetic acid, 1% thiobarbituric acid, 5%HCl และ 1% SDS)  

แลว incubate ท่ี 90 °C เปนเวลา 1 ชม  หลังจากนั้นท้ิงใหเย็นแลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงท่ี 532 

nm 

ผูวิจัยจึงเลือกท่ีความเขมขนของ 10 µM CuSO4 ในการเหนี่ยวนําการเกิด oxidation ของ LDL 

โดยแบงความแรงของการเกิด oxidation (degree of oxidation) ตามเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึง

แบงเปน mildly oxidation of LDL(mox-LDL) จะใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 ชั่วโมง และ fully 

oxidation of LDL (fox-LDL) จะใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 16-24 ชั่วโมง 

 

4.  การเพาะเล้ียงเซลล 

Human neuroblastoma SH-SY5Y cells line ไดจาก American Type Culture 

Collection (ATCC) เลี้ยงเซลลดวย Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)/Ham's F-

12 ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS) และ 1% penicillin–streptomycin ในตูเพาะเลี้ยงท่ี

อุณหภูมิ 37 °C (saturated humidity atmosphere ท่ีมี 95% air และ 5% CO2)  ในขวดเลี้ยง

เซลล 75 cm3  หลงัจากเซลลเพ่ิมจํานวนจนเกือบเต็มพ้ืนของขวดเลี้ยงเซลล (90-95% confluent) 

จึงทําการ subculture ทําไดโดยลอกเซลลออกจากพ้ืนขวดเลี้ยงเซลล(detach)ดวย 0.25% trypsin 

ใน Ca2+-, Mg2+-free phosphate buffer (PBS) ท่ีมี 0.2 g/L EDTA โดยใช split ratio1:4 ในทุกๆ 
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3-4 วัน สําหรับการนําไปทดสอบ เซลลจะถูกเลี้ยงใน 96 well plate หรือ dish หลังจากลงเซลล 24 

ชม. จะทําการเปลี่ยนอาหารเปน  DMEM/F12 ท่ีมี 1% FBS และ 10 µM retinoic acid และเลี้ยง

เปนเวลา 6 วัน เพ่ือกระตุนใหเซลลเกิด differentiation ท่ีมีลักษณะของเซลลประสาท ซ่ึงรวม

ระยะเวลาในการเลี้ยงเซลลประมาณ 10 วัน 

 

5.  การทดสอบการมีชีวิตของเซลล (Cell viability test) 

การทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลลประสาท SH-SY5Y human neuroblastoma cell 

line สามารถวัดไดโดยใช MTT assay [3-(3,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetra-zolium 

bromide) โดยเลี้ยงเซลล 2 x 104 เซลลตอ well ใน 96 well cell cuture plate เปนเวลา 24 

ชั่วโมง แลวทําการ differentiate เซลล 2 ครั้ง ครั้งละ 3 วัน แลวเปลี่ยนมาเลี้ยงเซลลใน low 

serum medium อีก 1 วัน แลวเติม mildly & fully oxidized LDL และ normal LDL ท่ีความ

เขมขน 10, 25, 50,100 และ 200 µg/ml โดยใช กลุมท่ีไมไดเติมสารทดสอบเปนกลุมควบคุมและ

เลี้ยงเซลลตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 10 µl ของ MTT (5 mg/ml ละลายใน PBS buffer)

ใน 2 ชั่วโมงกอนสิ้นสุดการทดสอบ จึงนําอาหารเลี้ยงเซลลออก แลวเติม 200 μl DMSO:EtOH (1:1) 

และบมท่ีอุณหภูมิ37 °C เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ดวย 

spectrophotometer 

 

6.  การวัด ROS ภายในเซลล 

การวัดการเกิด ROS ท่ีเกิดภายในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell line ทําไดโดยใช fluorescence probe โดยเลี้ยง โดยเลี้ยงเซลล 2 x 10
4 

เซลลตอ well ใน 96 well black side clear bottom plateในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีไมมีสี(no 

phenol red)  เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทําการ differentiate เซลล 2 ครั้ง ครั้งละ 3 วัน แลว

เปลี่ยนมาเลี้ยงเซลลใน 1% serum medium อีก 1 วัน แลวเติม ความเขมขนสุดทาย10 µM ของ 

2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) ซ่ึงละลายใน methanol ลงในอาหารเลี้ยง

เซลลท่ีไมมีสี (no phenol red) incubate บมเปนเวลา 30 นาที ท่ี 37 °C  จากนั้น ลางเซลลดวย 

PBS เพ่ือนํา DCFH-DA ท่ีเหลือออก แลว mildly & fully oxidized LDL และ native LDL ท่ีความ

เขมขน 10, 25, 50,100 และ 200 µg/ml ท่ีเวลา 1, 2 ,4 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ  ROS ท่ีเกิดข้ึน

ภายในเซลลจะทําปฏิกิริยากับ DCFH ไดสารเรืองแสง 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) ซ่ึงสามารถ

วัดไดท่ี Ex 485 nm และ Em 530 nm 
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7.  การวัดเปล่ียนแปลงของการแสดงออกของ CREB ดวย western blotting 

เลี้ยง SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีไดทําการ differentiation แลวใน 

60 mm dish ดวย mildly & fully oxidized LDL และ normal ท่ีความเขมขน 10 µg/ml  ในชวง

เวลา 15 และ 60 นาที แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลออกลางดวย PBS แลวสกัดโปรตีนจากนิวเคลียส 

(nuclear protein) ดวย nuclear extraction kit (Milipore) และวัดปริมาณโปรตีนดวย BCA 

assay kit (Pierce®) นําโปรตีนปริมาณ 20µg/ml มาแยกดวย polyacrylamide gel 

electrophoresis (12% SDS-PAGE) แลวถายโปรตีนลงบน polyvinylidene difluoride(PVDF 

membrane)  หลังจากนั้นทําการ block non-specific binging ดวย 5% non-fat milk เปนเวลา 

1 ชั่วโมงจากนั้นลาง membrane ดวย 0.5%-Tween ใน Tris buffer pH 7.6 ท้ังหมด 3 ครั้ง ครั้ง

ละ 10 นาที และนํา membrane มาเติม primary antibody : anti-CREB , anti-phospho-CREB 

1 ท่ี dilute 1:1000 และ anti-actin ท่ีdilute 1:10,000 กอนจะบมท่ีอุณหภูมิ 4 ºC  เปนเวลา 1 

คืน จากนั้นลาง membrane ดวย 0.5% Tween-TBS pH7.6 ท้ังหมด 3 ครั้ง ครั้งละ30 นาที จึงให

ทําปฏิกิริยากับ secondary antibody : goat anti-mouse horseradish peroxidase 

conjugated and goat anti-rabbit horseradish peroxidase conjugated ท่ี dilute 1:5000 

และบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวลางดวย 0.5% Tween-TBS pH7.6 ท้ังหมดท้ังหมด 3 

ครั้ง ครั้งละ30 นาที จากนั้นเติม 4chemiluminescence substrate และ 4ตรวจสอบแถบการ

แสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจดวยเครื่อง ChemidocTMXRS  พรอมกับวิเคราะหความหนาของแถบ

โปรตีนดวยโปรแกรม Image LabTMsoftware  

 

8.  วิเคราะหขอมูล 

การทดลองท้ังหมดจะทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง ขอมูลท่ีไดจาก western blot จะนําไปหา

ความเขมของแถบโปรตีนแลวนํามาวิเคราะห โดยใชคาทางสถิติ ANOVA ในการประเมินความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหวางกลุม treatment และกลุมควบคุม 
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3บทที่ 3 

4ผลการทดลอง (Results) 

การเหนี่ยวนําการเกิด oxidation ของ nativeLDL ดวย CuSO4  

4การศึกษาสภาวะการเกิด oxidation ของ LDL ทําไดโดยการ induce LDL ความเขมขน 

1.0 mg/ml ดวย  CuSO4 ท่ีความเขมขน 5, 10 ,25  และ 50 µM  ท่ี 37.0 ºC เวลา 0-24 ชั่วโมง 

จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 0.3 µM EDTA แลวนําไปแชใน ice bath จากนั้นนําไปติดตามการ

เกิด lipid oxidation ดวย TBARs assay ซ่ึงจะเปนการวัดผลิตภัณฑสุดทายของ lipid 

peroxidation หรือ MDA แสดงผลดังรูปท่ี 2 

 

4จากผลการทดลองพบวา CuSO4 สามารถเหนี่ยวนํา LDL ใหเกิดปฏิกิริยา oxidation ได 

ดังนั้นจึงสามารถใชเปนโมเดลในการเกิด oxidation แตตองข้ึนอยูกับอัตราสวนท่ีเหมาะสมของ LDL 

และ CuSO4 จึงศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการเกิด oxidation ในรูปท่ี 2 ลักษณะกราฟท่ีเกิดจะ

แบงออกเปน 3 phase คือ lag phase, propagation phase และ termination phase[14] โดย

พบวา  LDL ความเขมขน 1 mg/ml ท่ี induce ดวย 25 และ 50 µM CuSO4  จะไมพบระยะ lag 

phase โดยจะเกิด propagation phase เพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็ว และ termination phase สวนความ

เขมขนท่ี 10 µM  จะมีระยะ lag phase เกิดข้ึน ท่ีความเขมขนของ CuSO4 นอยๆ ยังไมเกิด 

oxidation หรือเกิดข้ึนนอยมาก (lag phase) เนื่องจากอัตราสวนของ LDL และ CuSO4 ไม

เหมาะสม แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ CuSO4 เพ่ิมข้ึน การเกิด oxidation ก็เพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็ว 

(propagation phase) และเริ่มคงท่ีหรือลดลงเล็กนอยเม่ือใชความเขมขนของ  CuSO4  สูงๆ 

(termination phase) 

 

4ดังนั้น ผูวิจัยจึงเลือกท่ีความเขมขนของ 10 µM CuSO4 ในการเหนี่ยวนําการเกิด oxidation 

ของ LDL โดยแบงความแรงของการเกิด oxidation (degree of oxidation) ตามเวลาท่ีใชในการ

เกิดปฏิกิริยา ซ่ึงแบงเปน mildly oxidation of LDL(mox-LDL) จะใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 

ชั่วโมง และ fully oxidation of LDL(fox-LDL) จะใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 16-24 ชั่วโมง ดังรูปท่ี 

2 
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4รูปท่ี 2  การเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ LDL  LDL ท่ีความเขมขน1 mg/ml ถูก

เหนี่ยวนําใหเกิดการ oxidation ดวย CuSO4 ท่ีความเขมขน 5, 10, 25 และ 50 µM ในชวง

ระยะเวลาตางๆ  
4
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ผลของ mox,fox-LDL และ LDL ตอการมีชีวิตรอดของเซลล  

4ในการทดสอบผลของ mildly oxidized LDL (mox-LDL), fully oxidized LDL (fox-LDL) 

and native LDL (nLDL) ตอการมีชีวิตรอดของเซลลของเซลล SH-SY5Y neuroblastoma cell 

โดยเลี้ยงเซลล SH-SY5Y neuroblastoma cell ท่ีไดทําการ differentiation แลวมาทดสอบดวย 

mox & fox LDL และ nLDL ท่ีความเขมขน 10, 25, 50, 100 และ 200 µg/ml  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นทําการวิเคราะหจํานวนเซลลท่ีรอดชีวิต (cell viabillity) ดวย MTT assay พบวา SH-

SY5Y human neuroblastoma cell ท่ีทดสอบดวย fox-LDL การมีชีวิตรอดของเซลลลดลงตาม

ปริมาณความเขมขนของ fox-LDL ท่ีทดสอบ โดยจะเห็นผลชัดเจนท่ีความขน 100 และ 200 µg/ml 

(รูปท่ี 3) เม่ือเทียบกับกลุม control และ nLDL ตามลําดับ แตสําหรับเซลลท่ีเลี้ยงดวย mox-LDL 

และ nLDL เปนเวลา 24 ชั่วโมงเชนกัน พบวา ไมมีผลตอการลดลงของการมีชิวิตรอดของเซลล

ถึงแมวาการมีชีวิตรอดของเซลลคอยๆลดลงท่ีปริมาณของ mox-LDL และ nLDL ท่ี 100 และ 200 

แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ จากการเหนี่ยวนําการเกิดออกซิเดชันของ LDL ดวย CuSO4 ดังนั้นผูวิจัยก็

ไดทําการกรอง CuSO4 ดวย amicron tube ท่ีมี PBS buffer กอนนําไปทําการทดสอบทุกครั้ง 

เนื่องจากอาจมีผลตอการมีชีวิตรอดของเซลล และทําการทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลลดวยท่ีความ

เขมขนสุดทาย 1 µM พบวา 1 µM CuSO4 ไมมีผลตอการมีชีวิตรอดของเซลล แตขอมูลไมไดแสดงใน

รูป 
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4รูปท่ี 3 ผลของ LDL ตอการมีชีวิตรอด SH-SY5Y neuroblastoma cell  LDL ท่ี

ทดสอบดวย ไดแก nLDL, mox และ fox-LDL โดยวัดท่ีดวยวิธี MTT assay ท่ีเวลา 24 

ชั่วโมง กลุมควบคุม คือ กลุมท่ีไมไดรับสารทดสอบ แสดงผลเปน % of control (Mean  ± 

SEM) จาก 4 การทดลอง, * p ≤0.05 เทียบกับ Control, และ **  p ≤0.01 เทียบกับ 

native LDL, กับ mild oxidize LDL  
4
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ผลของ mox, fox-LDL และ LDL ตอการเกิดภาวะ oxidative stress ในเซลล SH-SY5Y 

neuroblastoma 

 กระบวนการสรางอนุมูลอิสระ (ROS) ท่ีมากเกินไป เชื่อวาเปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลเสียใน

กระบวนการทํางานของเซลลโดยเฉพาะเซลลประสาทซ่ึงมีงานวิจัยพบวา การเกิดภาวะ oxidative 

stress เปนปจจัยหนึ่งในกระบวนการเกิด neurodegenerative disorder เชน โรคอัลไซเมอร ใน

การทดสอบผลของ mox และ fox-LDL and nLDL ตอการเกิดภาวะออกซิเดชันของเซลล SH-SY5Y 

neuroblastoma  โดยเลี้ยงเซลลท่ีไดทําการ differentiation แลวมาทดสอบดวย mox และ fox 

LDL และ nLDL ท่ีความเขมขน 10, 25, 50, 100 และ 200 µg/ml  แลวทําการวัดการเกิดอนุมูล

อิสระ (ROS) ภายในเซลล SH-SY5Y neuroblastoma  ดวย intracellular ROS assay โดยใช 4 

fluorescence probe  ท่ี เวลา 1,2, 4 และ 24 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวา ท่ี 1 ชั่วโมง เซลลท่ี

ทดสอบดวย mox และ fox-LDL มีการสรางอนุมูลอิสระ (ROS) โดยเพ่ิมข้ึนตามความเขมขนของ

ปริมาณ mox และ fox-LDLท่ีทําการทดสอบ แตท่ีนาสนใจคือ mox-LDL มีการสรางอนุมูลอิสระท่ี

มากกวา fox-LDL โดยเฉพาะความเขมขนท่ี 100 และ 200 µg/ml อยางมีนัยสําคัญทางสถิติและเห็น

ชัดเจนท่ีเวลา 2, 4, และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ (รูปท่ี 4 ) ในขณะท่ี nLDL ไมมีผลตอการกระตุนการ

สรางอนูมูลอิสระ (ROS) นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดทําการเปรียบเทียบ ผลของเวลาตอการเกิดอนุมูลอิสระ 

(ROS) ท่ีเกิดจากการทดสอบดวย mox และ fox-LDL and nLDL ท่ีความเขมขน100 µg/ml ผลการ

ทดลองพบวา ท่ีเวลา 4 ชั่วโมง ท่ีเซลลทดสอบดวย mox-LDL มีการสรางอนุมูลอิสระมากท่ีสุด และ

มากกวา fox-LDL และการสรางอนุมูลอิสระลดลงท่ีเวลา 24 ชั่วโมงซ่ึงอาจจะเกิดจากการท่ีเซลลเริ่มมี

การตายเกิดข้ึน (รูปท่ี 5) 
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4รูปท่ี 4  ผลของ LDL ตอการสรางอนุมูลอิสระ (ROS) ของ SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell  เซลลถูกเลี้ยงดวย nLDL, mox และ fox-LDL ท่ีความเขมขน 10-

200 µg/ml ท่ีเวลา 1, 2, 4, และ 24 ชั่วโมง ดังรูป A, B, C และ D ตามลําดับ กลุมควบคุม 

คือ กลุมท่ีไมไดรับสารทดสอบ แสดงผลเปน ratio of control (Mean  ± SEM) จาก 4 การ

ทดลอง, * p ≤0.05 เทียบกับ Control, และ #  p ≤0.05 เทียบกับ mox-LDL  

 

B  A 

C 
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4รูปท่ี 5 ผลของ LDL (100 µg/ml) เวลาตอการสรางอนุมูลอิสระ (ROS) ในเซลล SH-

SY5Y human neuroblastoma cell ท่ีเวลาตางๆ  เลี้ยงเซลลดวย nLDL, mox และ 

fox-LDL ท่ีความเขมขน 100 µg/ml และทดสอบ intracellular ROS ท่ีเวลา 1, 2, 4 และ 

24 ชั่วโมง แสดงผลเปน ratio of control (Mean  ± SEM) จาก 4 การทดลอง, * p ≤0.05 

เทียบกับ Control, และ #  p ≤0.05 เทียบกับ mox-LDL  

 
3

* 
* 

* 
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*# *# *# *# 
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ผลของ3 mox, fox-LDL และ LDL ตอการทํางานของโปรตีน 3CREB 

 กลไกการสรางความจําทางชีวโมเลกุลเชื่อวา 0CREB เปน transcription factor ท่ีมี

ความสําคัญในการเปลี่ยนขอมูลท่ีเซลลประสาทเพ่ิงจะไดรับ ซ่ึงจัดเปน short-term memory ไปเปน

ความทรงจําระยะยาวหรือ long-term memory โดยผานการทํางานของ CREB ซ่ึงเปน 

transcription factor ท่ีพบไดในนิวเคลียสของเซลลหลายชนิดรวมถึงเซลลประสาท  CREB สามารถ

ถูกกระตุนใหเกิดการ phospholylation ไดจากหลายวิถีทางโดยหลักแลวจะมาจากการเพ่ิมข้ึนของ

ระดับ cAMP หรือ Ca2+ ในไซโทพลาสซึมและผานไปทาง protein kinase หลากหลายชนิด จากนั้น 

phosphorylated CREB (pCREB) จะจับกับสายดีเอ็นเอบริเวณสวนท่ีเรียกวา cAMP-regulated 

element (CRE) แลวทํางานรวมกับโมเลกุลตางๆ เพ่ือเหนี่ยวนําใหเริ่มกระบวนการการลอกรหัสของ

ยีนสและสรางโปรตีน ซ่ึงโปรตีนนี้สามารถกอใหเกิดการเรียนรูและความจําในระยะยาว การทดลองนี้

ไดศึกษาโปรตีนสองตัว คือ phosphorylated CREB (pCREB) ซ่ึงเปน active form ของ CREB โดย

ทําการเปรียบเทียบ กับ CREB โดย 3เลี้ยง SH-SY5Y neuroblastoma cell line 2×106  เซลล ท่ีได

ทําการ differentiation แลวใน 60 mm dish ดวย mildly และ fully oxidized LDL และ 

nativeLDL ท่ีความเขมขน 10 µg/ml  ในชวงเวลา 15 และ 60 นาที แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลออก

ลางดวย PBS แลวทําการเก็บโปรตีนจากนิวเคลียส (nuclear protein) ดวย nuclear extraction 

kit โดยเก็บสวน nuclear fraction และคํานวณหาปริมาณโปรตีนเพ่ือนํามาทําการตรวจสอบแถบ

โปรตีนดวย วิธี western blotting  

 

จากการทดลองพบวา ท่ี 15 นาที เซลลท่ีทดสอบดวย nLDL และ mox-LDL มีการเพ่ิมข้ึน

ของการแสดงออกหรือระดับของโปรตีน CREB แตเซลลท่ีทดสอบดวย fox-LDL มีการลดลงของการ

ระดับของโปรตีน CREB อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมและกลุมท่ีทดสอบ

ดวย nLDL และ mox-LDL ขณะท่ีเวลา 60 นาที เซลลท่ีทดสอบดวย nLDL และ fox-LDL มีการ

ลดลงของระดับโปรตีน CREB แตเซลลท่ีทดสอบดวย mox-LDL มีการเพ่ิมข้ึนของระดับของโปรตีน 

CREB เล็กนอย แตเม่ือเปรียบเทียบเซลลท่ีทดสอบดวย mox-LDL ท่ีเวลา 15 และ 60 นาที ก็พบวามี

การลดลงของระดับของโปรตีน CREB (รูปท่ี 6) ดังนั้นอาจเปนไปไดวา เวลาท่ีมากข้ึน อาจมีผลตอการ 

สรางโปรตีน CREB และอาจมีผลตอการทํางานของโปรตีน CREB ในรูปของ pCREB  ได หลังจากนั้น

จึงไดนําสวนของ nuclear fraction มาทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน pCREB ซ่ึงเปนรูป 

active form ของ CREB พบวา ผลการการทดลองสอดคลองไปในทางเดียวกับการลดลงของระดับ

ของโปรตีน CREB (รูปท่ี 7)  
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3รูปท่ี 6 ผลของ LDL ตอการทํางานของโปรตีน CREB ของเซลล SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell  เลี้ยงเซลลดวย LDL, mox และ fox-LDL ความเขมขน 10 µg/ml 

ท่ีเวลา 15 และ 60 นาที และวัดการทํางานของ CREB ดวยวิธี western blotting  แสดงผล

เปน % of control (Mean  ± SEM) จาก 4 การทดลอง, * p ≤0.05 เทียบกับ Control 
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3รูปท่ี 7 แสดง3การเปรียบเทียบผลของการแสดงออกของโปรตีน pCREB และ CREB ของ

เซลล SH-SY5Y human neuroblastoma cell  เลี้ยงเซลลดวย LDL, mox และ fox-

LDL ความเขมขน 10 µg/ml ท่ีเวลา 15 และ 60 นาที 3 จากนั้นทําการเก็บโปรตีนในสวน 

nuclear fraction ใชปริมาณโปรตีน 20 µg/ml ของเซลลมาแยกดวย12% SDS-PAGE เพ่ือ

ดูแถบโปรตีนของ CREB และ pCREB ดวย western blotting 
3
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บทที่ 4 

3อภิปรายและสรุปผลการทดลอง (Discussion & Conclusion) 

 

3อภิปรายผลการทดลอง 

3 0ในภาวะท่ีมีระดับไขมันในเลือดสูง สวนใหญมักจะเก่ียวของกับระดับของไลโพโปรตีนชนิด

ความหนาแนนต่ํา (LDL) ท่ีเพ่ิมสูงข้ึนดวย ซ่ึง LDL สามารถเกิดกระบวนออกซิเดชันไดงายและเกิด

อันตราย เปนสาเหตุสําคัญในการเกิดโรคเก่ียวกับหลอดเลือดและหัวใจ แตจากรายงานการศึกษาท่ี

ผานมาพบวา การเกิดภาวะดังกลาวยังมีผลตอการทํางานของเซลลประสาทและทําใหเซลลตายจาก

การเพ่ิมข้ึนของระดับแคลเซียม และ อนุมูลอิสระ (ROS) ดวย แตกลไกท่ีเก่ียวของกับความจําดาน

ชีวเคมียังไมชัดเจน 

 

3และรายงานการศึกษาในปจจุบันพบความสัมพันธระหวาง ผูท่ีมีระดับ LDL ในเลือดสูง

สัมพันธกับการลดลงของ cognitive score [6] และ ในพลาสมาของกลุมท่ีเปนโรคอัลไซเมอร มีระดับ 

LDL protein carbonyl content ท่ีสูงกวากลุมควบคุม [7] นอกจากนี้ พบวาในน้ําไขสันหลังของ

ผูปวยท่ีเปนโรคอัลไซเมอรมีระดับของ oxidized-LDL antibody ท่ีสูงกวาคนปกติ [8] การศึกษาใน

สัตวทดลอง พบวา ในกระตายท่ีไดรับการเลี้ยงดวยอาหารท่ีมี cholesterol สูง มีการสูญเสียการ

ทํางานในดานเก่ียวของกับการเรียนรูและความจํา รวมถึงรบกวนหนาท่ีของ Blood brain barrier 

(BBB) ทําใหสูญเสียการทํางานและมีการ leakage ของ (BBB) [15] และมีการปรากฏของ apo-B ซ่ึง

เปนสวนประกอบท่ีสําคัญของ LDL ในสมอง[16] ยังพบอีกวา cholesterol สูงยังทําใหมีการเพ่ิมการ

สะสมของ โปรตีนอะมัยลอยดเบตา(Aβ) [10] ซ่ึงเกิดจากกระบวนการ protiolysis ของ amyloid 

precursor protein (APP) โปรตีน Aβ กอใหเซลลเกิดการสูญเสียการทํางานและเปนสาเหตุของ

กระบวนการเกิดโรคอัลไซเมอร แตกลไกท่ี cholesterol ท่ีเก่ียวของกับดานการเรียนความจําในทาง

ทางชีวเคมียังไมทราบชัดเจน 

 

0ในการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาถึงบทบาทของ oxidized LDL ตอการ

เปลี่ยนแปลงของ CREB ในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง SH-SY5Y  human neuroblastoma cell line 

ซ่ึง LDL ท่ีไดจะทําการปนแยกมาจาก plasma ท่ีไดรับจาก blood bank ของมหาวิทยาลัยนเรศวร  

หลังจากนั้นทําการกระตุนใหเกิดการ oxidation ดวยโลหะหนัก ในท่ีนี้ใช CuSO4  และทดสอบการ

เกิด oxidation ของ LDL ดวย TBARs assay ซ่ึงเปนการวัดระดับของ malondialdehyde (MDA) 

ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจาก lipid peroxidation ของไขมันภายใน LDL (รูปท่ี2 ) และไดทําการ
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ทดลองหาความเขมขนของ LDL และ CuSO4 ท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวนําใหเกิด lipid 

peroxidation  ซ่ึงพบวา LDL ท่ี 1mg/ml และ CuSO4 ท่ี 10 µ�M  เปนความเขมขนท่ีเหมาะสม

(รูปท่ี2)  นอกจากนี้ พบวาเม่ือทําการ oxidation ของ LDL ดวย CuSO4  การเกิด lipid 

peroxidation จะเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกระยะเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 2 ชั่วโมงสําหรับการเกิด mox-LDL และ 16 -24 ชั่วโมง สําหรับ fox-LDL (รูปท่ี2 ) ใน

การนําไปทดสอบการตายของเซลล เนื่องจากผูวิจัยสันนิฐาน วา oxidized LDL ท่ีทําใหเซลลตายนั้น 

คาดวาไมไดอยูในสภาพของ lipoprotein particle ท่ีเหมาะสม มีการแตกสลายของไขมัน สงผลให 

lipoprotein particle เสียไป  

 

0ในการทดสอบ neurotoxicity ตอเซลลประสาทของ oxidized LDL พบวา SH-SY5Y 

human- neuroblastoma  cell line ท่ีทดสอบดวย fox-LDL การมีชีวิตรอดของเซลลลดลงตาม

ปริมาณความเขมขนของ fox-LDL ท่ีทดสอบ โดยจะเห็นผลชัดเจนท่ีความขน 100 และ 200 µg/ml 

(รูปท่ี3) เม่ือเทียบกับกลุม control และ LDL ตามลําดับ แตสําหรับเซลลท่ีเลี้ยงดวย mox-LDL และ 

LDL เปนเวลา 24 ชั่วโมงเชนกัน พบวา ไมมีผลตอการลดลงของการมีชีวิตรอดของเซลล ถึงแมวาการ

มีชีวิตรอดของเซลลคอยๆลดลงท่ีปริมาณของ mox-LDL และ LDL ความเขมขนสูงๆ แตไมมี

นัยสําคัญทางสถิติ0 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา oxidized LDL มีความเปนพิษตอเซลลประสาท

ทําใหเซลลประสาทตาย  ซ่ึงoxidized LDLอาจทําใหเซลลตายแบบ apoptosis โดยกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม caspase[3] นอกจากนี้ oxidized LDL ยังเพ่ิมการสรางอนุมูลอิสระ (ROS) 

นอกจากนี้ยังทําใหระดับ Ca2+ แคลเซียมภายในเซลลเพ่ิมข้ึนมากจนเปนอันตรายตอเซลลได[7] 

 

3แตสิ่งท่ีนาสนใจคือ ผูวิจัยพบวาเม่ือทดสอบการสราง oxidative stress ของเซลล SH-SY5Y 

human neuroblastoma cell line ดวย intracellular ROS assay พบวา  mox-LDL ในความ

เขมขน 50 – 200 µg/ml กระตุนการสราง ROS มากกวา fox-LDL (รูปท่ี 4) ซ่ึงผลเห็นชัดเจนท่ีเวลา 

4 ชั่วโมง โดยผลนี้ข้ึนตามความเขมขนของ mox-LDL ซ่ึงอาจชี้ใหเห็นวา lipoprotein particle ของ 

mox-LDL ยังคงสภาพของการเกิดออกซิเดชัน มากกวา fox-LDL ซ่ึงการท่ีmox-LDL ยังคงสภาพของ

การเกิดออกซิเดชันทําใหเซลลประสาทสามารถ uptake mox-LDL เขาไปภายในเซลลมากกวาจึงเกิด

ภาวะ oxidative stress มากกวา และจากการทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเห็นวา ในเซลลประสาท

จะมี receptor ท่ีสามารถจับกับ LDL และ oxidized LDLเชน low density lipoprotein 

receptor (LDLR), LDL receptor-related protein 1(LRP-1), apoE type 2 receptors, The 

lectin like oxLDL receptor 1(LOX-1) และ The toll-like receptor-4(TRL4) [3, 5, 17]  ทําให
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เซลลประสาทสามารถ uptake mox-LDLไดมากกวา fox-LDL ในขณะท่ี fox-LDL กอใหเกิด

อันตรายท่ี extracellular ของเซลลเนื่องจากผลิตภัณฑของ lipid peroxidation เชน MDA ท่ีทําให

เซลลตาย จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาท้ัง mox-LDLและ fox-LDL มีอันตรายตอเซลลประสาท 

และระดับของการเกิดออกซิเดชันก็มีผลตอการเกิดภาวะ oxidative stress ดวย  

 

3ในปจจุบันเชื่อวาโปรตีนท่ีชื่อ cAMP response element binding protein (CREB) เปน

โปรตีนท่ีเก่ียวของกับการสรางความทรงจํา 3 ซ่ึง CREB เปน transcription factor ท่ีพบไดใน

นิวเคลียสของเซลลหลายชนิดรวมถึงเซลลประสาท CREB สามารถถูกกระตุนใหเกิดการ 

phospholylation ไดจากหลายวิถีทาง โดยหลักแลวจะมาจากการเพ่ิมข้ึนของระดับ cAMP หรือ 

Ca2+ ในไซโทพลาสซึมและผานไปทาง protein kinase หลากหลายชนิด จากนั้น phosphorylated 

CREB (pCREB) จะจับกับสายดีเอ็นเอบริเวณสวนท่ีเรียกวา cAMP-regulated element (CRE) แลว

ทํางานรวมกับโมเลกุลตางๆ เพ่ือเหนี่ยวนําใหเริ่มกระบวนการการลอกรหัสของยีนสตอไป [11, 18-20

] แตการเปลี่ยนแปลงท่ีเปนผลมาจาก protein kinase โดยตรงจะคงอยูเพียงแคระยะเวลาหนึ่ง

เทานั้น (short-term) สวนการท่ี protein kinsae กระตุนการทํางานของ CREB จะทําใหเกิดการ

สังเคราะหเปนโปรตีนข้ึนมา ซ่ึงโปรตีนนี้สามารถกอใหเกิดการเรียนรูและความจําไดเชนเดียวกัน แต

การท่ีเซลลเก็บความสามารถนั้นใหอยูในรูปโปรตีนจะมีการคงอยูไดนานกวา (long-term)[11, 18, 

20] ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผานมา พบวา ใน cerebral granule neuron cell ท่ีทําใหเกิดภาวะ 

oxidative stress ดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) พบวาการแสดงออกของโปรตีน pCREB 

ลดลงภายในระยะเวลา 1ชั่วโมง แตการลดลงของการแสดงออกของโปรตีนCREB (Total-CREB)จะ

พบการเปลี่ยนแปลงภายใน 2 ชั่วโมง[21] และยังพบอีกวา ในสมองของหนูท่ีทําใหเกิดภาวะ 

oxidative stress ดวยโปรตีน Aβ ยังลดการแสดงออกของโปรตีน CREB ในสวน hippocampus 

และ cortex ดวย [12] 

 

3ในการศึกษานี้พบวา ท่ี 15 นาที เซลลท่ีทดสอบดวย nLDL และ mox-LDL มีการเพ่ิมข้ึน

ของการactivation ของโปรตีน CREB แตเซลลท่ีทดสอบดวย fox-LDL มีการลดลงของการ 

activation ของโปรตีนCREB ขณะท่ีเวลา 60 นาที เซลลท่ีทดสอบดวย LDL และ fox-LDL มีการ

ลดลงของการ activation โปรตีน CREB แตเซลลท่ีทดสอบดวย mox-LDLมีการเพ่ิมข้ึนของโปรตีน 

CREB เล็กนอย แตเม่ือเปรียบเทียบเซลลท่ีทดสอบดวย mox-LDL ท่ีเวลา 15 และ60 นาที ก็พบวามี

การลดลงของการ activation ของโปรตีน CREB ลดลง (รูปท่ี 6) ดังนั้นอาจเปนไปไดวา เวลาท่ีมาก

ข้ึน อาจมีผลตอการ activation ของโปรตีน CREB และอาจมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน pCREB 

หลังจากนั้นก็ได นําสวนของ nuclear fraction มาทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 
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pCREB ซ่ึงเปนรูป active form ของ CREB พบวา ผลการการทดลองสอดคลองไปในทางเดียวกับ

การลดลงของการ activation ของโปรตีน CREB (รูปท่ี7)   จากการทดลองนี้อาจชี้ใหเห็นวาท้ัง LDL 

และ oxidized LDL มีผลตอการ activation ของโปรตีน CREB ซ่ึงอาจสงผลตอการแสดงออกของ

โปรตีน pCREB และ CREB ตามมาได 

 

3ดังนั้น จากหลักฐานและงานวิจัยท่ีกลาวมาขางตนแลว เปนไปไดวาการท่ี LDL และ 

oxidized  LDL เหนี่ยวนําการเกิดภาวะ oxidative stress อาจไปมีผลตอการ activation ของ 

CREB และรบกวนกระบวนการ phosphorylation CREBได ถึงแมวาการทดลองนี้จะเปน การ

ทดลองใน cell culture model แตก็สามารถอธิบายไดวา การท่ีมีระดับไขมัน ในเลือดสูง หรือ LDL 

และ oxidized LDL อาจรบกวนกลไกการสรางความจําของเซลลประสาท ซ่ึงสามารถพัฒนาไปเปน

โรคอัลไซเมอรได โดยไปลดการทํางานของโปรตีน CREB ในเซลลประสาท  
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สรุปผลการทดลอง 

 จากผลการทดลอง ระดับการเกิดออกซิเดชันของ LDL มีผลตอกระบวนการสรางภาวะ 

oxidative stress และความเปนพิษตอเซลลประสาท ซ่ึงการเกิดออกซิเดชันแบบ fully oxidized 

LDL จะทําใหเกิดอันตรายท่ี extracellular และเหนี่ยวนําใหเซลลตายเนื่องจากผลิตภัณฑของ lipid 

peroxidation (MDA) ขณะท่ี mildly oxidized LDLมีการเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง oxidative 

stress ภายในเซลลประสาทอาจจะเกิดจากการ uptake oxidized-LDLเขาไปภายในเซลล และ ท้ัง 

LDL, mox และ fox-LDL มีผลตอการ activation ของโปรตีนCREBFโดยมีแนวโนมลดการแสดงออก

ของโปรตีน CREBโดยเกิดจากการรบกวนดวยภาวะ oxidative stress และอาจมีกลไกอ่ืนท่ีเก่ียวของ

กับการทํางานของโปรตีน CREB จึงควรมีการศึกษาถึงกลไกเชิงลึกเพ่ิมเติมท้ัง LDL และ oxidized –

LDL ตอการทํางานของ CREB และเม่ือทราบถึงกลไกท่ีชัดเจนแลว การศึกษาเพ่ือหาสารซ่ึงมี

คุณสมบัติไปยับยั้งท่ีกลไกดังกลาวก็อาจจะเปนจุดเริ่มตนของการวิจัยและพัฒนายาใหมท่ีใชรักษา

โรคอัลไซเมอรไดตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก (Index) 

ตารางท่ี 1 ผลของความเขมขนของ nativeLDL ตอการมีชีวิตของ SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง ดวยวิธี MTT assay 

Native LDL 

(µg/ml) 

Cell viability(% of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

0 85.59 82.67 96.80 102.49 91.89 9.33 4.67 

10 - 105.65 - 100.98 103.31 3.30 2.33 

25 75.95 111.90 122.14 101.03 102.75 19.84 9.92 

50 86.72 78.12 97.55 114.13 94.13 15.52 7.76 

100 81.20 80.40 92.66 101.03 88.82 9.88 4.94 

200 89.23 71.28 69.62 75.60 76.43 8.90 4.45 

 

ตารางท่ี 2 ผลของความเขมขนของ mildly oxidize LDLตอการมีชีวิตของ SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง ดวยวิธี MTT assay 

mox-LDL 

(µg/ml) 

Cell viability (% of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 - 108.71 114.40 103.72 108.94 5.34 2.67 

25 93.65 91.62 101.21 115.26 100.43 10.71 5.35 

50 76.97 77.32 88.29 111.52 88.53 16.21 8.10 

100 88.24 69.33 90.32 87.10 83.75 9.70 4.85 

200 95.18 55.21 55.15 89.88 73.85 21.67 10.84 
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ตารางท่ี 3 ผลของความเขมขนของ fully oxidize LDL ตอการมีชีวิตของ SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง ดวยวิธี MTT assay 

Fully 

oxidize 

LDL 

Cell viability (% of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 73.71 89.40 130.99 105.92 100.01 24.49 12.24 

25 74.02 109.81 99.68 118.58 100.52 19.28 9.64 

50 83.42 76.19 87.44 77.03 81.02 5.36 2.68 

100 76.69 46.84 61.83 10.49 48.96 28.40 14.20 

200 43.44 19.30 14.76 1.69 19.80 17.44 8.72 
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ตารางท่ี 4 ผลของความเขมขนของnative LDL, กับ mildly และ fully oxidize LDL ตอการสราง

ภาวะ oxidative stress ใน SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 1 ชั่วโมง 

Native 

LDL(µg/ml) 

ROS level (Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

10 0.95 1.02 1.05 1.02 1.01 0.04 0.02 

25 0.94 1.06 1.06 0.95 1.00 0.06 0.03 

50 0.89 0.98 1.01 1.02 0.98 0.06 0.03 

100 0.83 0.97 1.00 0.94 0.94 0.07 0.04 

200 0.69 0.85 0.83 1.34 0.93 0.28 0.14 

mox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level (Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 1.65 1.66 1.20 1.05 1.39 0.31 0.16 

25 2.18 2.01 1.50 1.17 1.72 0.46 0.23 

50 2.53 2.69 1.60 1.34 2.04 0.67 0.33 

100 3.78 3.54 1.78 1.44 2.63 1.20 0.60 

200 5.03 5.43 1.63 1.48 3.39 2.13 1.06 

Cu2+ 1.00 1.04 0.95 1.01 1.00 0.04 0.02 

fox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level (Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 1.14 1.29 1.23 1.28 1.24 0.07 0.03 

25 1.27 1.27 1.58 1.44 1.39 0.15 0.07 

50 1.31 1.36 1.79 1.52 1.49 0.22 0.11 

100 1.28 1.43 1.90 1.68 1.57 0.27 0.14 

200 1.24 1.35 1.89 1.18 1.42 0.32 0.16 
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ตารางท่ี 5 ผลของความเขมขนของnative LDL, กับ mildly และ fully oxidize LDL ตอการสราง

ภาวะ oxidative stress ใน SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 2 ชั่วโมง 

Native 

LDL(µg/m) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

10 0.96 1.01 1.03 0.97 0.99 0.03 0.02 

25 0.95 1.08 1.01 0.89 0.98 0.08 0.04 

50 0.89 0.97 0.99 0.93 0.95 0.04 0.02 

100 0.80 0.95 0.92 0.82 0.87 0.07 0.04 

200 0.66 0.82 0.77 0.67 0.73 0.08 0.04 

mox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 2.17 2.12 1.32 1.14 1.69 0.53 0.27 

25 2.87 2.61 1.83 1.37 2.17 0.69 0.35 

50 3.27 3.47 2.13 1.66 2.63 0.87 0.44 

100 4.72 4.42 2.47 1.86 3.36 1.42 0.71 

200 5.75 6.18 2.12 1.84 3.97 2.31 1.15 

Cu2+ 1.01 1.05 0.95 0.98 1.00 0.04 0.02 

fox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 1.25 1.32 1.29 1.33 1.30 0.04 0.02 

25 1.43 1.43 1.72 1.58 1.54 0.14 0.07 

50 1.51 1.54 1.99 1.76 1.70 0.22 0.11 

100 1.42 1.56 2.08 1.95 1.75 0.31 0.16 

200 1.33 1.42 2.10 1.41 1.56 0.36 0.18 
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ตารางท่ี 6 ผลของความเขมขนของnative LDL, กับ mildly และ fully oxidize LDL ตอการสราง

ภาวะ oxidative stress ใน SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 4 ชั่วโมง 

Native 

LDL(µg/m 
ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

10 0.98 1.00 1.02 0.97 0.99 0.02 0.01 

25 0.97 1.07 0.99 0.90 0.98 0.07 0.04 

50 0.91 0.96 0.97 0.92 0.94 0.03 0.01 

100 0.82 0.93 0.89 0.80 0.86 0.06 0.03 

200 0.67 0.81 0.74 0.65 0.72 0.07 0.03 

mox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 2.52 2.41 1.47 1.29 1.92 0.63 0.32 

25 3.29 2.94 2.13 1.58 2.49 0.77 0.39 

50 3.63 3.80 2.56 1.96 2.99 0.88 0.44 

100 5.00 4.63 3.01 2.20 3.71 1.33 0.66 

200 5.67 5.85 2.51 2.11 4.03 2.00 1.00 

Cu2+ 1.03 1.04 0.96 0.99 1.00 0.04 0.02 

fox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 1.32 1.33 1.28 1.35 1.32 0.03 0.02 

25 1.52 1.51 1.74 1.61 1.60 0.11 0.05 

50 1.64 1.69 2.08 1.82 1.81 0.19 0.10 

100 1.54 1.63 2.19 2.04 1.85 0.31 0.16 

200 1.44 1.51 2.19 1.45 1.65 0.37 0.18 
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ตารางท่ี 7 ผลของความเขมขนของnative LDL, กับ mildly และ fully oxidize LDL ตอการสราง

ภาวะ oxidative stress ใน SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง 

Native 

LDL(µg/m 
ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

10 0.98 1.00 1.03 0.95 0.99 0.03 0.02 

25 1.07 1.00 0.97 0.93 0.99 0.06 0.03 

50 0.97 0.95 0.95 0.93 0.95 0.02 0.01 

100 0.89 0.82 0.84 0.75 0.82 0.06 0.03 

200 0.73 0.63 0.65 0.61 0.66 0.05 0.03 

mox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 2.29 2.46 1.66 1.64 2.01 0.43 0.21 

25 2.47 2.89 2.26 2.00 2.41 0.38 0.19 

50 2.71 2.70 2.71 2.46 2.65 0.12 0.06 

100 2.73 3.02 2.85 2.57 2.79 0.19 0.10 

200 2.82 2.89 2.50 2.47 2.67 0.22 0.11 

Cu2+ 1.05 1.06 1.01 1.00 1.03 0.03 0.02 

fox-LDL 

(µg/ml) 

ROS level(Ratio of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

10 1.24 1.25 1.15 1.23 1.22 0.04 0.02 

25 1.42 1.49 1.47 1.44 1.45 0.03 0.01 

50 1.70 1.73 1.80 1.66 1.72 0.06 0.03 

100 1.78 1.72 2.07 2.01 1.90 0.17 0.08 

200 1.83 1.77 1.99 1.64 1.81 0.14 0.07 
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ตารางท่ี 8 ผลของความเขมขน 10µg/ml ของ nLDL,  mox and fox-LDL ตอการ activation 

โปรตีนCREB ของเซลล SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ี 15 นาที 

ความเขมขน 

 (µg/ml) 

Density (% of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

control 100 100 100 100 100 0.00 0.00 

10 µg/ml nLDL 100.39 169.36 225.66 187.25 170.665 52.41 26.20 

10 µg/ml mox-

LDL 155.51 284.87 166.34 86.8 173.38 82.25 41.12 

10 µg/ml fox-LDL 64.79 28.59 59.41 80.26 58.2625 21.67 10.83 

 

ตารางท่ี 9 ผลของความเขมขน 10µg/ml ของ nLDL,  mox and fox-LDL ตอการ activation 

โปรตีนCREB ของเซลล SH-SY5Y human neuroblastoma cell line ท่ี 60 นาที 

ความเขมขน 

 (µg/ml) 

Density (% of control) Mean SD SEM 

N1 N2 N3 N4 

control 100 100 100 100 100 0.00 0.00 

10 µg/ml nLDL 52.24 88.04 66.39 95.9 75.6425 19.98 11.53 

10 µg/ml mox-

LDL 138.32 110.28 185.62 96.96 132.795 39.21 22.64 

10 µg/ml fox-LDL 100.32 59.19 98.24 75.73 83.37 19.59 11.31 
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รูปท่ี 1 แสดงระดับของโปรตีน CREB ของ SH-SY5Y human neuroblastoma cell  เลี้ยง

เซลลดวย nLDL, mox-LDL และ fox-LDL ความเขมขน 10 µg/ml เปนเวลา 15 นาที 
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รูปท่ี 2 ระดับของโปรตีน CREB ของ SH-SY5Y human neuroblastoma cell  เลี้ยงเซลล

ดวย nLDL, mox-LDL และ fox-LDL ความเขมขน 10 µg/ml เปนเวลา 60 นาที 
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