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การศึกษานี้มวีัตถุประสงค เพื่อศึกษากลไกความผิดปกติของภาวะเครียดเคนตอการ

ทํางานของเซลลเอนโดทเีลยีม โดยมีสมมุติฐานวา reactive oxygen species (ROS) และ 

reactive nitrogen species (RNS) มีผลตอการเกิดความผิดปกติในการทํางานของเซลลเอนโดที

เลียม โดยใชไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ําที่ถกูออกซิไดซ (oxLDL) ขนาด 40 และ 80 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีระดับการเกิดออกซิเดชัน 3 ระดับคือ เกิดออกซิเดชันระดับตํ่า (mildly) 

กลาง (moderately) และ สูง (fully) กระตุนการแสดงออกของตัวรับ LOX-1 ในระบบการ

เพาะเลี้ยงของหลอดเลือดแดงของสายรก พรอมกับการศึกษาการแสดงออกของ eNOS การหลัง่

ไนตริก ออกไซด (NO) การทํางานของเอนไซมซปุเปอรออกไซด ดิสมิวเทส (superoxide 

dismutase, SOD) การทํางานของ p38 mitogen - activated protein kinase (p38 MAPK) และ

การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือด ขณะเดียวกันไดใช desferoxamine (DFO) เปน ferric 

chelator ของปฏิกิริยา Haber-Weiss และ ethylenediamineacetic acid (EDTA) เปน ferrous 

chelator ในปฏิกิริยา Fenton’s reaction ของ ROS รวมทั้งใช butylated hydroxytoluene (BHT) 

เปนตัวกาํจัด peroxyl radical ของการเกดิออกซิเดชันของ oxLDL 

จากการศึกษาพบวา การแสดงออกของตัวรับ LOX-1 เพิม่สูงขึ้นตามขนาดและระดบั

ออกซิเดชันของ oxLDL อยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ รวมทั้งในกลุมที่ไดรับ DFO, EDTA และ BHT 

กอนดวยเชนกนั แสดงวาแหลงที่ให ROS ภายในเซลลเอนโดทีเลยีมมาจากการทํางานของเอนไซม

ในหลอดเลือด เชน NAD(P)H oxidase ไมใชมาจากการเรงปฏิกิริยาของเหลก็ (metal transition 

catalyst) เปนทีน่าสงัเกตวา การแสดงออกของตัวรับ LOX-1 เพิ่มข้ึนมากอยางชัดเจน ซึง่

สันนษิฐานวาเปนผลจากทัง้ ROS และ RNS รวมกนั และจากผลการลดการแสดงออกของ eNOS 

ในขนาดที่กระตุนดวย oxLDL ขนาด 40 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ระดับออกซิเดชันปาน

กลาง และสูง รวมทัง้การลดการหลัง่ของไนตริกออกไซด (NO) ในขณะที ่SOD ลดระดับลง แสดง

ใหเหน็วามีการสราง peroxynitrite จากปฏิกิริยาของ O2
•− และ NO และ peroxynitrite รวมทัง้ 

ROS นี้เองจะไปทําลาย โปรตีน ไขมัน เยื่อหุมเซลล รวมทัง้ไปกระตุนการแสดงออกของตัวรับ 

LOX-1 ทําลายการทํางานของเซลลเอนโดทีเลียม ดังจะเห็นวามีการลดการสราง NO และลดการ

แสดงออกของ eNOS มีการสงสัญญาณรีดอกซใหมีการกระตุนการสราง p38 MAPK มากขึ้นซึง่

เปนโปรตีนไคเนสที่มีความไวตอสัญญญาณรีดอกซ เปนนาสังเกตวาการทาํงานของเซลลเอนโดที

เลียมยงัคงเปนปกติ ถากระตุนดวย oxLDL ขนาด 40 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร ที่ระดับออกซิเดชนั
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ต่ํา จะเหน็การแสดงออกของ eNOS เพิ่มมากขึน้ และยังมกีารสรางและการหลั่ง NO และเมื่อ

ศึกษาโครงสรางของหลอดเลือดพบวา ทั้งในกลุมปกติ และกลุมทดลองที่ให oxLDL 40 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ที่ระดับออกซิเดชันต่ํา พบวาเซลลเอนโดทีเลยีมของหลอดเลือดปกติ และมีการ

จัดเรียงตัวปกติ แตในกรณีที่มีการสูญเสยีการทํางานของเซลลเอนโดทีเลียม ซึง่จะพบในกลุมการ

ทดลองที่มี NO และการแสดงออกของ eNOS ลดลง โดยพบวาเซลลเอนโดทเีลยีมจะถกูทาํลาย 

การจัดเรียงตวัของคอลลาเจนและไฟโบบลาสหางขึ้น พบการแทรกตัวของเซลลกลามเนื้อเรียบ 

และการเรียงตวัผิดปกติไป 

เปนทีน่าสังเกตวา การเพิ่มระดับของคาเฉลี่ยความหนาแนนของ p38 MAPK ข้ึนกับ

ขนาดและระดบัการถูกออกซิเดชันของไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา คาเฉลี่ยความหนาแนน

ของ p38 MAPK เมื่อให DFO, EDTA และ BHT กอนการทดลอง ระดับของคาเฉลี่ยความ

หนาแนนของ p38 MAPK ลดลงเล็กนอย โดยเฉพาะในกลุมที่ไดรับการกระตุนดวย oxLDL ที่ระดับ

ออกซิเดชันสงูเต็มที่ ซึง่บงชีว้า p38 MAPK เปนโปรตีน ที่มีความไวตอการกระตุนผาน สัญญาณ 

รีด็อกซ  

สรุปไดวา oxLDL กระตุนตัวรับ LOX-1 โดยผาน ROS และ RNS รวมกัน มีผลตอการ

ทําลายเซลลเอนโดทีเลยีมอยางเหน็ไดชัดเจน และเกิดขึ้นเฉพาะ oxLDL ในขนาดตั้งแต 40 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ข้ึนไป และที่ระดับออกซิเดชันปานกลาง และสูง 
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Abstract 

 
 
 Our research objective is to determine underlying oxidative stress 

mechanism of endothelial dysfunction in atherosclerosis. We hypothesize that 

intracellular ROS and RNS play a crucial role in endothelial dysfunction. Various 

doses of 40 and 80 µg/ml oxLDL in mildly, moderately and fully degrees are used as 

oxidant in umbilical artery culture system. To investigate ROS, we used 10 µM DFO, 

ferric (Fe3+) chelator in Haber-Weiss reaction and 0.3 mM EDTA, ferrous (Fe2+) 

chelator in Fenton’s reaction and also 100 µg/ml BHT for peroxyl radical scavenger 

of oxLDL in pretreatment groups. 

 We found that LOX-1 expression was increased significantly as dose-

degree fashion when activated by oxLDL. Surprisely, upregulation of LOX-1 

expression induced by iron chelator or even BHT pretreatment followed by oxLDL in 

various doses and degree was documented. These finding indicates the vascular 

enzymatic sources of intracellular ROS such as NAD(P)H oxidase at the endothelium. 

Metal-transition driven ROS does not the major vascular source generated ROS. 

Remarkably increased inducible expression of LOX-1 may be affected by ROS and 

RNS in the system. It is noteworthy that the expression of eNOS and NO production 

were reduced in 40 and 80 µg/ml oxLDL of moderately to fully oxidation. Moreover, 

reduced activity of SOD was seen clearly resulting from effects of ROS/RNS and low 

level of O2
•- in the system. Dismutation rate is slower than transformation rate of O2

•- 

and NO to be peroxynitrite (ONOO−). Loss of SOD activity indicates the endothelial 

damage since extracellular SOD (ecSOD) is one of isoform. Both ROS and 

peroxynitrite, RNS, overwhelm and damage any protein, lipid, cell membrane etc. 

especially those of endothelium leads to reduction of NO production and eNOS 

expression. Notably, increased p38 MAPK activity is demonstrated from redox 

signalings to redox – sensitive protein kinase. 

 It is noticed that endothelium is still intact as seen in 40 µg/ml mildly and 

10 µg/ml moderately oxLDL activation. Obviously, eNOS expression is upregulated 

and NO is produced indicating normal vascular function and confirmed by normal 
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morphology. Activation of higher doses and degrees of oxLDL leads to endothelial 

damage, scanty collagen and fibroblast including disoriented smooth muscle cells. 

 Obviously, increased mean density of p38 MAPK is presented as dose-

degree dependent of oxLDL. In iron chelator (DFO, EDTA) and BHT pretreatment 

groups, those mean density slightly reduced especially in fully oxidation. These 

finding indicates the redox-sensitive protein of p38 MAPK through redox signalings. 

 In conclusion, activation of more than 40 µg/ml in moderately to fully 

oxidation through LOX-1 receptor mediated intracellular ROS and RNS leads to 

endothelial dysfunction in atherosclerosis. 
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