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Effect of NO and Nitric oxide synthase inhibitor on  the modulation of the trigeminovascular nociception  
le Grand SMa, Supornsilpchai Wb and Srikiatkhachorn Ac 

 a: Department of Pathology, b: Department of Physiology  Faculty of Medicine  
c: Department of Physiology  Faculty of DentistryChulalongkorn University , Bangkok 10330 Thailand 
 
Objective – To investigate the involvement of nitric oxide in the process of trigeminovascular nociceptive 
facilitation induced by serotonin depletion. 
Methods – Male Wistar rats were separated into the control, control with L-NAME treatment, and low 
serotonin with and without nitric oxide synthase (NOS) inhibitor. Serotonin was depleted by administration of 
para-chlorophenylalanine (100 mg/kg bw) 3 days prior the experiment. Cortical spreading depression (CSD) 
was used to activate trigeminal nociception. N-nitro-L-arginine Methyl Ester (L-NAME) was given to the rats 
in the low serotonin with NOS inhibitor group after the second wave of the CSD. The ultrastructure of cerebral 
endothelial cells was studied using electron microscopy. The number of Fos and NOS-immunoreactive neurons 
in trigeminal nucleus caudalis were monitored. The co-localization of NOS and Fos and the co-localization of 
NOS and CGRP were studied by the double immunohistochemistry.  
Results –Depletion of serotonin caused an enhancement of the trigeminovascular nociception  in response to 
the CSD activation as indicated by the increase in the ultrastructural changes of the cerebral vessels and 
increase in the number of  the fos-immunoreactive neurons in the TNC. These vascular changes as well as 
CSD-evoked Fos expression in the TNC were attenuated by the treatment with L-NAME. The numbers of 
pinocytic vesicles and microvilli in arteriole  were significant lower in the group receiving PCPA and L-NAME.  
The number of Fos-IR cells  observed in TNC of low serotonin rats with and without L-NAME treatment were 
19+3 and 25+1 cells/section , respectively (p<0.05). Treatment with L-NAME also significantly minimized the 
number of NOS-immunoreactive cells in TNC (23+1 and 32+3 cells/slide for those serotonin depleted rats with 
and without L-NAME, respectively, p < 0.05). The results from the double labeling immunohistochemical 
studies had further demonstrated that the expression of NO was in the same area with Fos and CGRP expression.  
Conclusion: Inhibition of nitric oxide production can attenuate the trigeminovascular nociception induced by 
serotonin depletion. Therefore, the increase in the production of nitric oxide is likely to involve in the increment 
of trigeminal nociception in serotonin depleted state. 
  
Keywords- Cortical spreading depression, serotonin, ultrastructure, Fos, trigeminal neucleus caudalis, 

     nitric oxide 
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ผลของไนตริกออกไซด และไนตริกออกไซดซินเทสอินฮิบิเตอร ตอการปรับเปล่ียนระบบรับความเจ็บปวดจาก
หลอดเลือดสมอง 

ศุภางค มณีศรี เลอกรองดa, วีระ สุพรศิลปชัยc และ  อนันต ศรีเกียรติขจรb 
 a: ภาควิชาพยาธิวทิยา b: ภาควิชาสรีรวิทยา  คณะแพทยศาสตร  c: ภาควิชาสรีรวิทยา  คณะทันตแพทยศาสตร 
 จุฬาลงกรณ มหาวิทยาลัย กรุงเทพ 10330 ประเทศไทย 

  
วัตถุประสงค – เพ่ือศึกษาบทบาทของ NO ตอกระบวนการรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง จากปรากฎการณ 
Cortical Spreading Depression ในภาวะพรองซีโรโตนิน 

วิธีศึกษาวิจัย– การศึกษาวิจัยนี้ใชหนูพันธุ Wistar เพศผูโดย แบงสัตวทดลองออกเปน 4 กลุมดังนี้ กลุมหนูควบคุม กลุม
หนูควบคุมทีไ่ดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor กลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินและ กลุมหนูทดลองที่มี
ภาวะพรองซีโรโตนินทีไ่ดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor โดยภาวะพรองซีโรโตนิน ถูกเหนี่ยวนําโดยการฉดีสาร 
para-chlorophenylalanine (PCPA)ในความเขมขน  100 มิลลกิรัม/น้ําหนักตัว/กิโลกรัม เขาในชองทอง เปนเวลา 3 วันกอน
จะถูกนําไปศึกษาทดลอง และกลุมหนูทดลองทีไ่ดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor จะไดรับ สาร L-NAME ในความ
เขมขน 10 มิลลกิรัม/น้ําหนักตัว/กิโลกรัม ผานทางหลอดเลอืดหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading 
depression  และเกิดคลื่นไฟฟาบนผิวสมอง (Depolarization shift , DC shift) แลว 2  คลื่นทาํการศกึษาการการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของหลอดเลอืดสมองดวยกลองจลุทรรศนอิเลคตรอน และทาํการทําการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน Fos 
และ NOS ดวยวิธี immunohistochemistry และทาํการศึกษาการแสดงออกรวมของโปรตีน Fos และ NOS และการ
แสดงออกรวมของโปรตีนCGRP และ NOS  ดวยวิธี double immunohistochemistry. 
ผลการทดลอง –การกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depressionในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินกอใหเกิดการ
กระตุนตอระบบรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองมากกวาในหนูปกติโดยพบวาในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน มี
การเปลี่ยนแปลงของ endothelial cellของหลอดเลือดสมองในระดับจุลทรรศนอิเลคตรอนและมีจํานวนเซลลที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน fos มากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และผลการทดลองยังพบวาการไดรับสาร L-
NAME สามารถลดการเปลี่ยนแปลง ที่เกิดจากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depressionในกลุมหนูที่มี
ภาวะพรองซีโรโตนินลงได  โดยผลการศึกษาในหลอดเลือดพบวา โดยพบวาจํานวน microvilli  และ pinocytic vesicle ใน
หนูกลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร L-NAME  มีจํานวนนอยกวาหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไมไดรับสาร 
L-NAME อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และผลการทดลองยังพบวาจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos ในกลุมหนู
ที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร L-NAME เทากับ 19±3 เซลล ซ่ึงนอยกวากลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไมได
รับสาร L-NAME 25±1 เซลล   อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  การไดรับสาร L-NAME  ยังสามารถลดจํานวนเซลลที่
มีการแสดงออกของโปรตีน NOS ลงจาก 32±3 เซลล ในกลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน เปน 23±1  เซลล ในกลุมหนู
พรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร L-NAME นอกจากนี้ผลจากการศึกษาการแสดงออกรวมของโปรตีน Fos และ NOS และ การ
แสดงออกรวมของโปรตีนCGRP และ NOS  ดวยวิธี double immunohistochemistry พบวา เซลลที่มีการแสดงออกของ
โปรตีน  NOS นั้นอยูรวมในบริเวณเดียวกับเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน  Fos  และ CGRPในหนูทดลองทุกกลุม 
สรุป: จากการที่การยับย้ังการสราง nitric oxide สามารถลดการกระตุนตอระบบรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองใน

หนูที่มีระดับซีโรโตนินต่ําได ดังนั้นการเพิ่มการกระตุนตอระบบรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองในภาวะที่มี
ซีโรโตนินต่ําจึงนาจะมีความเกี่ยวของกับการมีระดับของ NO เพิ่มสูงกวาปกติในภาวะที่มีซีโรโตนินต่ํา  

   
 คําสําคัญ - Cortical spreading depression, serotonin, ultrastructure, Fos, trigeminal neucleus caudalis,  
                   nitric oxide 
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สรุปโครงการ (Executive Summary) 
 ความสําคัญของปญหา 

โรคปวดศีรษะจากหลอดเลือด (vascular headache) โดยเฉพาะไมเกรน (migraine) เปนปญหาทาง
ประสาทวิทยาที่พบไดบอย และมีแนวโนมวาจะมีอุบัติการเพิ่มขึ้นในสภาพสังคมปจจุบัน จากการศึกษาถึง
อุบัติการณการเกิดโรคนี้พบวา อุบัติการณสูงขึ้นถึงรอยละ 49 เมื่อศึกษาในคลินิกเฉพาะโรค (Srikiatkhachorn and 
Phantumchinda, 1992) ในปจจุบัน มีหลักฐานที่แสดงวาพยาธิกําเนิดของภาวะนี้ นาจะเกี่ยวของกับความผิดปกติ
ในระบบการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือดบริเวณศีรษะ (cranial vascular control) และระบบการควบคุมการ
เกิดความเจ็บปวด ตัวอยางของหลักฐานดังกลาว ไดแก การพบการเปลี่ยนแปลงในอัตราการไหลของเลือดใน
หลอดเลือดบริเวณศีรษะ ขณะที่ผูปวยเกิดอาการเจ็บปวด (Sakai and Mayer, 1978) และยาหลายชนิดที่มีผลการตุน
ใหเกิดการหดตัวของหลอดเลือด เชน ยาในกลุม ergot alkaloids และอนุพันธจนยากลุม triptan มีฤทธิ์ยับยั้งอาการ
ปวดศีรษะในภาวะนี้ โดยปราศจากฤทธิ์เปนยาระงับปวด เนื่องจากหลอดเลือดขนาดตาง ๆ ภายในศีรษะ มีใย
ประสาทที่ทําหนาที่รับความรูสึกเจ็บปวดมาสิ้นสุดเปนจํานวนมาก ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นตอหลอดเลือด
เหลานี้จึงสามารถทําใหเกิดอาการปวดศีรษะ ในสวนของความผิดปกติในระบบควบคุมความเจ็บปวดนั้น จาก
การศึกษาทางชีวเคมีพบวา ในผูปวยไมเกรน ขณะมีอาการจะมีระดับของสารสื่อประสาทซีโรโตนิน (serotonin 
หรือ 5-HT) ในเกร็ดเลือดลดต่ําลง รวมกับการเพิ่มขึ้นของระดับซีโรโตนินและอนุพันธ คือ 5-hydroxy-indoke 
acetic acid (5-HIAA) ในพลาสมา (Anthony et al., 1969, Ferrari and Saxeana, 1993) สารซีโรโตนิน เปนสารสื่อ
ประสาทที่มีความสําคัญทั้งในระบบปรับเปลี่ยนการรับความเจ็บปวด (pain modulatory system) และระบบการ
ควบคุมหลอดเลือด นอกจากนี้ยังพบวายาหรือสารเคมีที่ทําใหเกิดการลดลงของซีโรโตนิน เชนยา reserpine 
สามารถระตุนใหผูปวยไมเกรนเกิดอาการปวดศีรระได และในผูปวยไมเกรนที่มีอาการปวดเรื้อรังซึ่งเปนผลจาก
การใชยาแกปวดติดตอกัน (analgesics rebound headache) นั้นพบวามีระดับซีโรโตนินที่ตํ่ากวาผูปวยไมเกรน
ทั่วไป (Srikiatkhachorn and Anthony, 1996) 

ปจจุบัน ไดมีความกาวหนาเกี่ยวกับสรีรวิทยาของระบบประสาทที่เกี่ยวของกับกระบวนการควบคุม
หลอดเลือดของสมอง โดยเฉพาะอยางยิ่งความรูเกี่ยวกับบทบาทของสารเคมี (chemical messenger) ชนิดตาง ๆ 
ในกระบวนการดังกลาว ผลการศึกษาในอดีตบงช้ีวาการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือดในโพรงกระโหลก
ศีรษะอาศัยการทํางานรวมกันระหวางระบบประสาทและกลไกเฉพาะที่ของหลอดเลือด ความกาวหนาที่สําคัญ
ในชวงทศวรรษที่ผานมา คือ สารสื่อประสาทชนิดตาง ๆ ที่มีฤทธิ์ขยายหลอดเลือดทํางานโดยผานกลไกที่อาศัย
เซลลเอนโดธีเลียม (endothelium dependent mechanism) กลาวคือกระตุนใหเซลลเอนโดธีเลียมปลดปลอย
สารเคมีที่ทําให เกิดการคลายตัวของกลามเนื้อเรียบในผนังหลอดเลือด  เปนผลใหหลอดเลือดขยายตัว 
(vasodilation) สารเคมีนี้เรียกกันในระยะแรกวา endothelium derive relaxing factor (EDRF) และเปนที่ยอมรับใน
ปจจุบันวา คือ ไนตริกออกไซด (Nitric Oxide: NO) 

เนื่องจากหลอดเลือดขนาดตางๆภายในศีรษะ มีใยประสาทที่ทําหนาที่รับความรูสึกเจ็บปวดมาสิ้นสุด
เปนจํานวนมาก ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นตอหลอดเลือดเหลานี้จึงสามารถทําใหเกิดอาการปวดศีรษะ ไมวา
สิ่งกระตุนนั้นจะมีพยาธิสภาพที่ชัดเจน เชน การอักเสบของหลอดเลือด (vasculitis), การดึงรั้ง (traction), การแตก
ปริ (dissection) หรือเปนการเปลี่ยนแปลงในการทํางาน (function change) เชน การเกิดการอักเสบปลอดเชื้อ 
(neurogenic sterile inflammation) ในกรณีของโรคปวดศีรษะไมเกรน เปนตน จากหลักฐานที่ผานมาบงช้ีวา ไนตริ
กออกไซดนาจะมีบทบาทในพยาธิกําเนิดของอาการปวดศีรษะที่เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด ใน
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การศึกษาของ Iversen และคณะพบวาการให nitroglycerin สามารถกระตุนใหผูปวยไมเกรนเกิดอาการปวดศีรษะ
ที่มีลักษณะตางจากคนปรกติ (Thompsom et al., 1993) ผลการศึกษาดังกลาวบงช้ีวาผูปวยไมเกรนมีความไวตอไน
ตริกออกไซดมากกวาปรกติออกไซด (supersensitivity) และกลุมผูศึกษาไดต้ังสมมติฐานวา ความผิดปรกติในการ
ตอบสนองตอไนตริกออกไซด นาจะเปนกลไกที่สําคัญในพยาธิกําเนิดของอาการปวดศีรษะในภาวะนี้ (Olesen  et 
al.,1993) 

นอกจากนี้ในการศึกษาในแบบจําลองโรคปวดศีรษะในหนู จากปรากฎการณ Cortical Spreading 
Depression ซึ่งเปนแบบจําลองที่ไดรับการยอมรับในการศึกษาวิจัยโรคปวดศีรษะไมเกรน คณะผูวิจัยไดพบวาการ
กระตุนใหเกิดปรากฎการณ Cortical Spreading Depression นั้นสามารถเหนี่ยวนําใหมีการหลั่ง NO เพิ่มมากขึ้นใน
บริเวณผิวสมองของสัตวทดลองได (Read et al., 1997) 

การเพิ่มขึ้นของปริมาณ NO นั้นยังสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงการเกิดคลื่นไฟฟาบนผิวสมอง 
(Depolarization shift) จากการกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression ดวยนอกจากนี้ยังพบวา
ปริมาณของ NO ที่เพิ่มขึ้น นั้นสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนเลือดบนผิวสมอง 
(Cortical blood flow) ซึ่งเปนปรากฎการณที่พบไดในผูปวยไมเกรน (Fabricius et al. , 1995)  
แมวาจากการศึกษาที่ผานมาจะใหรายละเอียดเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพในภาวะ ไมเกรน แตความ
ผิดปรกติที่พบยังไมสามารถอธิบายพยาธิกําเนิดของภาวะดังกลาวไดทั้งหมด เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของหลอด
เลือดเปนขั้นตอนสําคัญในกลไกของการเกิดภาวะปวดศีรษะ ไมเกรน และทั้งไนตริก ออกไซดและซีโรโตนินมี
บทบาทสําคัญในกระบวนการดังกลาว โครงการการวิจัยนี้จัดทําขึ้นเพื่อศึกษาความสัมพันธของสารเคมีทั้งสองตอ
การเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดสมองในโครงสรางระดับกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (ultrastructure) และการ
สงผานความรูสึกเจ็บปวด 

ผลของการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะทําใหเขาใจถึงบทบาทของ NO และซีโรโตนิน ในพยาธิกําเนิดของโรค
ปวดศีรษะไมเกรนรวมทั้งสามารถใชเปนพื้นฐานตอการพัฒนายาตานการปวดศีรษะไมเกรนได 
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ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
 ความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดและอาการปวดศีรษะในผูปวยไมเกรนนั้นเปนสิ่ง
ที่มีผูต้ังขอสังเกตและศึกษากันมาเปนเวลานาน  ความสัมพันธดังกลาวมีรากฐานจากลักษณะทางอาการวิทยาอาทิ 
อาการปวดศีรษะที่มีลักษณะตุบๆตามการเตนของชีพจร (pulsating headache)  การศึกษาโดยการกระตุนหลอด
เลือดดวยวิธีตางๆ เชน ขยายหลอดเลือดเฉพาะที่ การกระตุนดวยไฟฟา หรือการจี้ดวยความรอนตอบริเวณสวนตน
ของหลอดเลือดแดงในเยื่อหุมสมองชั้น pia เยื่อหุมสมอง dura บริเวณที่ชัดเจนที่ชิดกับหลอดเลือดแดงของเยื่อหุม
สมองหรือ dura sinuses สามารถทําใหเกิดอาการปวดศีรษะในตําแหนงตางๆกัน (Penfield and McNaughton, 
1940 ; Feindel et al., 1960)  การศึกษาทางสรีรวิทยาของการไหลเวียนของเลือดในสมองดวยวิธีตางๆในระยะ
ตอมาลวนสนับสนุนถึงความสําคัญของระบบหลอดเลือดในพยาธิสรีรวิทยาของอาการปวดศีรษะอาทิ การศึกษา
ของ Sakai และ Mayer ในป 1978 ซึ่งไดทําการศึกษาปริมาณการไหลเวียนเลือดใน extracranial vessels และพบวา
ในขณะที่มีอาการปวดศีรษะไมเกรนจะมีปริมาณเลือดเพิ่มขึ้นรอยละ 50 (Sakai and Mayer, 1978)  จากการศึกษา
โดยวิธี single photon emission computerized tomography (SPECT) Lauritzen และคณะ(1994) พบวาในชวงที่มี
ผูปวยมีอาการนํา (aura) จะมีการลดลงของปริมาณเลือดเฉพาะที่ (reginal cerebral blood flow) ปริมาณ 17% (โดย
ปริมาณเลือดอยูระหวาง 41-66 มิลลิลิตร/เนื้อสมอง 1 กรัม/นาที)  ซึ่งการลดลงของปริมาณเลือดนี้อาจสัมพันธกับ
การเกิดความผิดปรกติทางระบบประสาทที่พบไดในผูปวยไมเกรนขณะที่มีอาการ  จากผลการศึกษาดังกลาวทําให
มีผูสันนิษฐานวาอาการปวดเหลานี้นาจะมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด (vascular headache) 
 ความกาวหนาทางวิทยาศาสตรพ้ืนฐานเกี่ยวกับการระบบหลอดเลือดภายในโพรงกะโหลกศีรษะ 
ตลอดจนความสัมพันธระหวางหลอดเลือดและระบบประสาท  ทําใหเกิดความรูความเขาใจถึงกลไกที่ควบคุมการ
เปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดและปริมาณเลือด ซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่มีอาการปวดศีรษะไมเกรน  กระบวนการหนึ่งที่
มีความสําคัญยิ่งคือการทํางานของระบบประสาท trigeminovascular system (del Rio and Moskowitz, 2000)  
วงจรประสาทในระบบนี้มีหนาที่ที่สําคัญ 2 ประการคือ  (1) เปนเสนทางที่ผานกระแสประสาทที่เกิดจากการ
กระตุนตัวรับ nociceptor ที่อยูรอบหลอดเลือดเขาสูระบบประสาทสวนกลางและ  (2) ใยประสาทที่ไปยังหลอด
เลือดเหลานี้ควบคุมการเกิดการอักเสบปลอดเชื้อที่เกิดจากการกระตุนเสนประสาท (neurogenic sterile 
inflammation)  ความผิดปรกติในการควบคุมทํางานของระบบนี้เปนกลไกพื้นฐานที่นําไปสูอาการปวดศีรษะไม
เกรนและ cluster  นอกจากนี้การศึกษาเกี่ยวกับประสาทเภสัชวิทยาของสารสื่อประสาทในระบบนี้ยังเปนเปาหมาย
สําคัญในการพัฒนายาสําหรับบรรเทาอาการปวดศีรษะในกลุมโรคนี้ 
 

 ระบบรับการกระตุน nociception ของหลอดเลือดบริเวณศีรษะ (nociceptive system of 
cranial vessel) 
 

 โดยรอบของหลอดเลือดขนาดใหญในบริเวณฐานกะโหลก หลอดเลือดขนาดเล็กในชั้น pia และหลอด
เลือดดําขนาดใหญภายในโพรงกะโหลกศีรษะ มีรางแหของใยประสาท (perivascular nerve plexus) พันอยูในชั้น 
adventitia  โดยการศึกษาดวยวิธี Immunohistochemistry พบวาบางสวนของภายในใยประสาทเหลานี้มีเปปไทด 
เชน substance P (SP) (Liu-chen et al., 1983) และ calcitonin gene related peptide (CGRP) (Uddman et al., 1985)  
จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวาใยประสาท SP-immunoreactive fiber ที่ประกอบกันเปน
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รางแห adventitia เปนเสนใยประสาทขนาด C-fiber และไมมีปลอก myelin หอหุม (Liu-Chen et al., 1986) อัน
เปนลักษณะของ nociceptive fiber 
 เมื่อมีการกระตุนเสนประสาท trigeminal กระแสประสาทจะผานเขาสูปลาย central axon (orthodromic 
conduction) และสิ้นสุดโดยสัมผัสกับเซลลประสาทในกลุมเซลล trigeminal nucleus caudalis ซึ่งทําหนาที่คลาย 
dorsal horn ของไขสันหลัง ในบริเวณนี้จะมีการปรับเปลี่ยนกระแสประสาทกอนจะผานไปยัง thalamus และ 
somatosensory cortex เพื่อแปลเปนความรูสึกปวดศีรษะ 
 

 ปรากฏการณ cortical spreading depression 
 

 การศึกษาปรากฏการณนี้เริ่มจากการรายงานของ Leào ในป 1944 โดยพบวา  ลักษณะการเปลี่ยนแปลง
ของคลื่นไฟฟาสมองที่บันทึกไดจากสมองใหญของกระตาย  การเปลี่ยนแปลงดังกลาวประกอบดวยระยะการ
กระตุนเซลลประสาท และตามดวยการลดลงในขนาดของคลื่นไฟฟาสมองในบริเวณนั้น  คลื่นของความ
เปลี่ยนแปลงนี้แผขยายไปดวยความเร็วประมาณ 2-3 มิลลิเมตรตอนาที  Leào ไดเรียกปรากฏการณนี้วา cortical 
spreading depression (CSD)  การเปลี่ยนแปลงของลักษณะไฟฟาของผิวสมองใหญที่เริ่มจากการกระตุน และตาม
ดวยการลดลงของการทํางานนี้เปนลักษณะสําคัญของปรากฏการณ CSD  ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางคลินิกที่
พบในระยะออรา  กลาวคือ  ระยะการกระตุนอาจทําใหเกิดอาการเชิงบวก เชน การเห็นแสงเปนเสนหยักในลาน
สายตา  ในขณะที่ระยะยับยั้งอาจเปนพยาธิกําเนิดของอาการเชิงลบ เชน การเกิดเงามืด เปนตน  ดังนั้นจึงเชื่อวา
ปรากฏการณ CSD นาจะเปนพยาธิสรีรกําเนิดของความผิดปกติทางระบบประสาทที่พบในระยะออรา 
 การกระตุนใหเกิดปรากฎการณ CSD ในสมองสัตวทดลองนั้น  สามารถกระทําไดโดยวิธีตางๆ อาทิ  
การกระตุนดวยไฟฟาหรือแรงกลที่ผิวสมองใหญ รวมถึงการกระตุนโดยใชโปแตสเซียมที่มีความเขมขนสูง  
นอกจากบริเวณผิวสมองใหญแลว ปรากฏการณ CSD ยังสามารถเกิดไดในสมองสวนเนื้อเทา (gray matter) 
ตําแหนงอื่นๆอาทิ ฮิปโปแคมปส (hippocampus) หรือสมองนอย (cerebellum) เปนตน  การศึกษาในเยื่อสมอง
ใหญของมนุษยที่ตัดแยกออกจากตัวพบวาสามารถกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟาที่มีลักษณะของ CSD 
ได (Avoli et al., 1991)  หลักฐานนี้บงวา โครงสรางของสมองใหญของมนุษยเอื้อตอการเกิด CSD ได
เชนเดียวกับที่เกิดขึ้นในสมองใหญของสัตว 

กระบวนการเกิด CSD เริ่มตนจากการเกิด depolarization ของเซลลประสาทและเซลลเกลีย ซึ่งทําใหเกิด
ลักษณะ spike activity เมื่อบันทึกดวยเครื่องบันทึกคลื่นไฟฟาสมอง  การกระตุนนี้จะคงอยูเพียงระยะเวลาสั้นๆ
(เปนวินาที)  จากนั้นเซลลประสาทบริเวณดังกลาวจะทํางานลดลง ซึ่งแสดงดวยการลดลงของคลื่นไฟฟาสมอง 
(electrical silence)  การลดลงในการทํางานนี้จะคงอยูนานประมาณ 15 ถึง 30 นาที  การเปลี่ยนแปลงนี้เปนผลให
ศักยไฟฟากระแสตรง (direct current potential) ของสมองใหญลดลง  การเกิด depolarization ของเซลลประสาท
และเซลลเกลียจะเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของอิออนและสารสื่อประสาทตางๆ (Lauritzen, 1994 ; 
Lauritzen, 2000 ; James et al., 2001)  กลาวคือ ในตําแหนงที่เกิด CSD จะมีการเพิ่มขึ้นของโปแตสเซียมอิออ
นภายนอกเซลล [K+]o  โปแตสเซียมอิออนที่สูงขึ้นจะกระตุนใหเซลลประสาทในบริเวณขางเคียงเกิด 
depolarization ทําใหโซเดียมอิออนจะผานเขาสูเซลลมากขึ้น  การผานเขาสูเซลลของโซเดียมจะสงผลใหอณูของ
น้ําผานเขาเซลลตามจนทําใหเซลลประสาทเกิดการบวมน้ํา  และปริมาตรของเซลลประสาทที่อยูในระยะ 
depolarization จะปลดปลอยสารสื่อประสาทกลูตาเมทจากปลายแอกซอน (Scheller et al., 1990 ; Szerb, 1991)  
สารกลูตาเมทที่ถูกปลอยเหลานี้จะจับกับตัวรับชนิด NMDA (Avoli rt al., 1995) ซึ่งมีโครงสรางเปนชองทางอิ
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ออนที่ยอมใหโซเดียมและแคลเซียมผาน  เปนผลใหระดับของโซเดียมอิออนและแคลเซียมอิออนภายในเซลลที่
ถูกกระตุนสูงขึ้น  แคลเซียมอิออนจะกระตุนเอนไซม nitric oxide synthase และทําใหอัตราการสรางไนตริกออก
ไซดสูงขึ้น  เปนผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในอัตราการไหลของเลือดในสมองบริเวณนั้น 
 การเกิดปรากฎการณ CSD สามารถกระตุนใยประสาท nociceptor ในระบบ trigeminovascular pathway  
โดยจะเห็นไดจากการพบการเพิ่มขึ้นของ Fos-immunoreactive neuron ในสัตวทดลองที่ไดรับการกระตุนให
เกิดปรากฎการณนี้  การกระตุนใยประสาท nociceptor นาจะเปนผลของการเพิ่มขึ้นของโปแตสเซียมอิออนและก
ลูตาเมทในสารน้ํานอกเซลล  เปนที่ทราบกันโดยทั่วไปวาโปแตสเซียมอิออนสามารถกระตุน (activate) ใย
ประสาท nociceptor ไดโดยตรง  ในขณะที่สารตางๆที่เกิดขึ้นในระหวางการอักเสบอาทิ bradykinin สามารถลด
ระดับ threshold ของการกระตุนลง ทําใหใยประสาท nociceptor สามารถถูกกระตุนไดโดยสิ่งกระตุนที่มีลักษณะ
เปน subthreshold stimulus  รวมทั้งตอบสนองมากขึ้นตอตัวกระตุนที่เปน subthreshold stimulus เรียก
ปรากฏการณนี้วา receptor sensitization  การเกิด sensitization ทั้งในระดับของตัวรับ nociceptor ที่เรียกวา 
peripheral sensitization และระดับของ higher-order neuron อาทิ trigeminal nucleus caudalis neurons หรือเซลล
ประสาทใน thalamus ที่เรียกวา central sensitization เปนปรากฏการณที่นาจะมีความสําคัญในการเกิดอาการปวด
ศีรษะในผูปวยโรคปวดศีรษะไมเกรน 
 

 หลอดเลือดสมอง : ลักษณะทางกายวภิาคและสรีรวิทยาของเซลลเอนโดธีเลียม 
 

 สมองและไขสันหลังเปนอวัยวะที่มีความสําคัญยิ่งในการทํางานของรางกาย  ดังนั้นรางการจึงไดพัฒนา
กลไกตางๆเพื่อชวยรักษาอวัยวะเหลานี้ใหทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ  เนื่องจากสมองและไขสันหลังตองการ
เลือดไปเลี้ยงเปนอัตราที่สูงกวาอวัยวะอื่น  รางกายจึงพัฒนาใหสมองมีระบบไหลเวียนเลือดซึ่งมีลักษณะพิเศษที่
สามารถปรับอัตราการไหลของเลือด (cerebral blood flow) ใหมีคาคอนขางคงที่ ไมขึ้นลงตามความดันเลือดของ
รางกาย  และมีอัตราการไหลเฉพาะที่ (reginal cerebral blood flow) แปรไปตามการทํางานของเซลลประสาทใน
บริเวณนั้นๆ  นอกเหนือจากลักษณะดังกลาว หลอดเลือดในสมองสวนใหญยังมีคุณสมบัติที่ไมยอมใหมีการซึม
ผานของสารตางๆไดโดยงาย  ทั้งนี้เพื่อประโยชนในการควบคุมใหลักษณะของของเหลวนอกเซลล (extracellular 
fluid) เชน ความเขมขนของอิออนตางๆมีคาคงที่ ไมแปรเปลี่ยนไปตามการเปลี่ยนแปลงของระดับในเลือด  
คุณสมบัติดังกลาวเปนที่มาของแนวคิดเรื่อง blood-brain barrier จากการศึกษาที่ผานมาทําใหสามารถสรุปไดวา  
โครงสรางที่ทําหนาที่เปน blood-brain barrier คือ เซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสมอง 
 

 ลักษณะของเซลลเอนโดธีเลียมในหลอดเลือดสมอง 
 

 เซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดฝอยในระบบประสาทสวนกลาง ซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของ 
blood-brain barrier มีลักษณะทางโครงสรางและการทํางานที่ตางไปจากเซลลเอนโดธีเลียมในหลอดเลือดฝอยใน
อวัยวะอื่นๆ (Crone, 1986 ; Davson et al., 1987 ; Goldstein and Betz, 1986 ; Goldstein and Bets, 1992 ; 
Fishman, 1992 ; Betz et al., 1994 ; Schilling and Wahl, 1997) ความแตกตางที่สําคัญ ไดแก 

• มีโครงสรางบริเวณรอยตอของเซลลเปน tight junction (zonular occludens) จากการศึกษาโดย
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวา เซลลเอนโดธีเลียมในหลอดเลือดฝอยสมองเรียงชิดกันโดยไมมี
รอยตอระหวางเซลล  ในขณะที่หลอดเลือดอื่นมีชองวางระหวางเซลลเอนโดธีเลียมที่เรียกวา gap 
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junction  จากลักษณะโครงสรางดังกลาวทําใหสารที่มีขนาดอณูใหญไมสามารถแทรกผานชองวาง
ระหวางเซลลออกไปได 

• มีกระบวนการนําสารผานเซลลโดยวิธี pinocytosis นอย  จากการศึกษาของ Dux และคณะพบวา
เซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสมองของหนูมี pinocytic vesicle เพียง 4 vesicle/ตาราง
ไมโครเมตร (Dux and Joo, 1982) 

• เซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสมอง มีจํานวนไมโตคอนเดรียสูงกวาเซลลเอนโดธีเลียมของ
หลอดเลือดอื่น  โดยมีปริมาตรคิดเปนรอยละ 10 ของปริมาตรเซลลทั้งหมดบงช้ีวา  เซลลเอนโดธี
เลียมของหลอดเลือดสมองมีการทํางานที่ตองอาศัยพลังงานมากกวาเซลลเอนโดธีเลียมของหลอด
เลือดอื่น 

• มีระบบพิเศษเพื่อใชขนสงสารผานผนังเซลล (facilitated transport system) เนื่องจากในภาวะปรกติ
เซลลเอนโดธีเลียมยอมใหสารที่มีคุณสมบัติเปน hydrophilic ผานผนังเซลลไดนอยมาก  ดังนั้น
เซลลเอนโดธีเลียมจึงมีการพัฒนาระบบเพื่อใชขนสงสารละลายบางชนิดขึ้นเปนพิเศษ  ลักษณะที่
สําคัญของระบบขนสงนี้คือ มีความจําเพาะสําหรับสารแตละชนิด รวมไปถึงsterospecificity, มีจุด
อิ่มตัว (saturation kinetics), และมี competitive interation ระหวางสารที่มีลักษณะคลายกัน  สารที่
ถูกขนสงโดยใ๙ กระบวนการนี้ ไดแก กลูโคส, กรดอมิโน และโคลีน เปนตน 

• มีอัตราการทํางานของเอนไซมบางชนิดสูงกวาเซลลเอนโดธีเลียมทั่วไป  เอนไซมดังกลาว ไดแก 

ecto-nucleotidase, alkaline phosphatase, γ-GTP, p-glycoprotein และ Na-K-ATPase โดยเฉพาะ
เอนไซม Na-K-ATPase นั้นมีอัตราการทํางานสูงกวาเซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสายสะดือ
ถึง 500 เทา (Eisenberg and Suddith, 1979) 

• มีคาศักยไฟฟาและความตานทานระหวางเซลลเอนโดธีเลียมและเนื้อสมอง (transendothelial 
potential and resistance สูง)  นอกจากนี้คาความตานทานขามเซลลเอนโดธีเลียม (tranendothial 
resistance) ของหลอดเลือดสมองยังมีคาสูงมากเมื่อเทียบกับหลอดเลือดบริเวณอื่น  กลาวคือมีคา
ระหวาง 1500-2000 โอฮม/ ตารางเซนติเมตน (Crone and Olesen, 1984)  คาดังกลาวสูงกวาใน
หลอดเลือดอื่นๆถึงกวารอยเทา 

• มีคา reflection coefficient สูงและคา hydraulic conductivity ตํ่า  ตัวอยางเชนมีคา reflection 
coefficient สําหรับซูโครสสูงกวาหลอดเลือดอื่นๆประมาณ 10 เทา 

 
 นอกจากลักษณะพิเศษของเซลลเอนโดธีเลียมแลว  หลอดเลือดฝอยในสมองยังมีโครงสรางที่ตางจาก
หลอดเลือดฝอยในบริเวณอื่นของรางกาย  โดยเซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดนี้เรียงชิดกันบนเยื่อ basement 
membrane (basal lamina) ซึ่งประกอบขึ้นจาก collagen, โปรตีนอื่นๆและproteoglycan โครงสรางนี้มีหนาที่
รองรับเซลลเอนโดธีเลียม, เปนแผนกรองชนิด semipermeable และเปนโครงสําหรับการเคลื่อนที่ของเซลล (cell 
migration) ในระหวางชวงของการเจริญเติบโต  เนื่องจากเยื่อ basement membrane มีความแข็งแรงตอการกด 
(tensile strength) ดังนั้นจึงเชื่อวาเยื่อนี้นาจะมีบทบาทในการรักษารูปรางของหลอดเลือดฝอย  และปองกันการ
แตกของหลอดเลือด  เยื่อ basement membrane จะหนาขึ้นในบางพยาธิสภาพ เชน โรคเบาหวาน ความดันเลือดสูง 
อายุมาก เปนตน 
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 โครงสรางที่อยูชิดกับเยื่อ basement membrane ทางดานนอก (abluminal side) ของหลอดเลือดฝอย คือ
เซลลเพอริไซต (pericyte)  เนื่องจากเซลลมีตําแหนงชิดกับเยื่อ basement membrane จึงเชื่อวานาจะทําหนาที่สราง
สารที่เปนองคประกอบของเยื่อ basement membrane, เก็บกิน (phagocytosis) สารแปลกปลอมที่อยูรอบหลอด
เลือด, รักษาโครงสรางของหลอดเลือดฝอย และควบคุมการเจริญของเซลลเอนโดธีเลียม  ทั้งนี้อาจรวมไปถึง
บทบาทในการควบคุมอัตราการไหลของเลือดในหลอดเลือดฝอยดวย 
 หลอดเลือดฝอยของสมองมีความสัมพันธกับเซลลนิวโรเกลียอยางใกชิด  กลาวคือผนังดานนอกของ
หลอดเลือดถูกหุมดวยสวน foot process ของเซลลแอสโตรไซต (astrocyte)  เนื่องจากเซลลแอสโตรไซตใหแขนง
ไปยังเซลลประสาทและเซลลอีเพนไดมา (ependymal cell) ที่บุอยูรอบโพรงสมองดวย  ดั้งนั้นจึงเชื่อวาเซลล
แอสโตรไซตนาจะมีหนาที่ที่สัมพันธกับเซลลดังกลาว  การศึกษาโดยการเพาะเลี้ยงเซลลนอกรางกายพบวาเซลล
เอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสมองจะมีการเรียงตัวหรือมีการสราง tight junction ซึ่งเปนลักษณะของ blood-brain 
barrier รวมถึงมีความสามารถในการควบคุมการซึมผานของสารอณูใหญ  เฉพาะเมื่อมีการเพาะเลี้ยงเซลล
แอสโตรไซตรวมดวยเทานั้น (Wolberg et al.,1994 )  ผลการศึกษาดังกลาวบงช้ีวาเซลลแอสโตรไซตมีบทบาท
สําคัญยิ่งในการเหนี่ยวนําใหเซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดสมองมีลักษณะของ blood-brain barrier  อยางไรก็
ตามการศึกษาชนิด in vivo ซึ่งศึกษาผลของการขาดเซลลแอสโตรไซตในสมองตัวออนพบวาไมมีการ
เปลี่ยนแปลงในการเจริญของ blood-brain barrier อยางมีนัยสําคัญ (Krum, 1996)  การสูญเสียความสัมพันธ
ระหวางเซลลเอนโดธีเลียมและเซลลแอสโตรไซตจะทําใหหลอดเลือดสมองเสียคุณลักษณะของ blood-brain 
barrier ดังตัวอยางที่พบในหลอดเลือดของเนื้องอกสมอง เปนตน 
 

 บทบาทของเซลลเอนโดธีเลียมในการควบคมุความตงึตัวของหลอดเลือด 
 

 กระบวนการควบคุมการไหลของเลือดในสมอง (cerebral blood flow) และความตึงตัวของหลอดเลือด
ในสมองเปนกระบวนการที่ซับซอน  ทั้งนี้เนื่องจากสมองเปนอวัยวะที่ตองการเลือดเปนปริมาณสูงกวาอวัยวะอื่น 
คือประมาณ 50 มิลลิลิตร/100 กรัมของเนื้อสมอง/นาที  ในภาวะปรกติอัตราการไหลของเลือดที่ไปยังสมอง
โดยรวมจะมีคาคอนขางคงที่และไมแปรไปตามการเปลี่ยนแปลงของความดันเลือด  ซึ่งเรียกระบบการควบคุมนี้วา 
autoregulation (Chillon and Baumbach, 1997) 
 เซลลเอนโดธีเลียมมีบทบาทอยางสูงในการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือดสมอง (cerebrovascular 
tone)  หลอดเลือดสมองที่ขาดเซลลเซลลเอนโดธีเลียมจะสูญเสียการทํางานในหลายลักษณะ  เซลลเอนโดธีเลียม
ควบคุมการหดหรือการขยายตัวของหลอดเลือดโดยอาศัยการหลั่งสารเคมีชนิดตางๆที่มีฤทธิ์ตอหลอดเลือด 
(vasoactive substances)  สารที่หล่ังจากเซลลเอนโดธีเลียมและมีฤทธิ์ขยายหลอดเลือด (endothelial derived 
relaxing factors หรือ EDRFs) เชน พรอสตาซัยคลิน (prostacyclin), อะดีโนซีน (adenosine) และอนุพันธุ, ไนตริ
กออกไซด (NO) (Faraci and Brian, 1994 ; Dalkara and Moskowitz, 1997)  สําหรับสารที่หล่ังจากเซลลเอนโดธี
เลียมและมีผลกระตุนใหเกิดการหดตัวของหลอดเลือด (endothelial-derived contractile factors (EDCFs) ซึ่งสาร
ในกลุมนี้ที่มีบทบาทสําคัญ คือ เอนโดธีลิน (endothelin)  นอกจากนี้เซลลเอนโดธีเลียมยังมีเอนไซม angiotensin 
converting enzyme ซึ่งทําหนาที่เปลี่ยน angiotensin I ใหเปน angiotensin II ซึ่งเปนสารที่มีฤทธิ์แรงในการกระตุน
ใหเกิดการหดตัวของหลอดเลือด 
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 ไนตริกออกไซดเปนสารที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือด (Dalkara and 
Moskowitz, 1997)  ลักษณะที่แตกตางระหวางบทบาทของไนตริกออกไซดในหลอดเลือดของระบบประสาท
สวนกลางและอวัยวะในระบบอื่น คือ ในสมองและไขสันหลังมีเซลลหลายชนิดที่สามารถสรางไนตริกออกไซด
ได  นอกจากเซลลเอนโดธีเลียมแลว เซลลประสาทในเนื้อสมองหรือในปมประสาทตางๆ โดยเฉพาะปมประสาท
พาราซิมพาเธติกตางสามารถสรางไนตริกออกไซดได ทั้งนี้เนื่องจากเซลลประสาทเหลานั้นมีเอนไซม nitric oxide 
synthase (neuronal NOS หรือ nNOS)  เซลลประสาทที่สามารถสราง NO เหลานี้มีบาบาทสําคัญในการควบคุม
การปรับอัตราไหลของเลือดใหเหมาะสมกับการทํางานของเซลลประสาท (Iadecola, 1993) 
 

 ความผดิปรกติของเซลลเอนโดธีเลียม 
 

 โดยลักษณะพิเศษของเซลลเอนโดธีเลียมในหลอดเลือดฝอยของสมอง ทําใหสารน้ําและสารที่ละลายใน
น้ําซึมผานผนังหลอดเลือดไดอยางจํากัด  ซึ่งกระบวนการดังกลาวทําหนาที่ควบคุมใหปริมาณของสารน้ําภายใน
และภายนอกหลอดเลือดมีปริมาตรที่เหมาะสม  เมื่อสมองมีพยาธิสภาพบางประการเกิดขึ้น การทํางานของ blood-
brain barrier จะเสียไป  กลาวคือผนังหลอดเลือดยอมใหสารซึ่งมีขนาดอณูตางๆเคลื่อนที่ผานไดมากกวาปรกติ  
การสูญเสียความสามารถในการกักกั้นสารจะเปนผลใหเกิดการรั่วของสารตางๆออกสูเนื้อสมอง และนําไปสูการ
เคลื่อนที่ของน้ําจนเกิดภาวะสมองบวม (brain edema) เรียกภาวะสมองบวมที่เปนผลจากการสูญเสียสภาพของ 
blood-brain barrier วา vasogenic brain edema 
 การศึกษาโดยการฉีดสารทึบอิเลคตรอน (electron dense material) เชน horseradish peroxidase และ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลลเอนโดธีเลียมในพยาธิสภาพตางๆ เชน สมองขาดเลือด  บงช้ีวาการเพิ่มการขน
สงผาน vesicular transport อาจเปนกลไกสําคัญในการหลั่งของสารที่มีอณูขนาดใหญ (macromolecule) จาก
หลอดเลือด (Beggs and Waggener, 1976)  พยาธิสภาพที่ทําใหเซลลเอนโดธีเลียมยอมใหสารอณูใหญผานได
มากกวาปรกติ ไดแก การไดรับสารที่มี 0smolality สูง (osmotic injury), ความดันโลหิตสูง, ภาวะชัก, ภาวะสมอง
ขาดเลือดหรือออกซิเจน, พิษจากคารบอนไดออกไซด, พิษจากตะกั่ว (lead encephalopathy), ภาวะสมองผิดปรกติ
จากไตวาย (uremic encephalopathy), กอนในสมอง เชน เนื้องอก, ฝ หรือกอนเลือด, เยื่อหุมสมองอักเสบชนิดเปน
หนอง (purulent meningitis), อันตรายจากการฉายรังสี (radiation injury), ฮอรโมนบางชนิด, ทารกที่คลอดกอน
กําหนด และภาวะพิษจากสารบิลลิรูบิน (kernicterus) การเพิ่มขึ้นของ permeability ของหลอดเลือดจนเกิดการรั่ว
ในภาวะเหลานี้เช่ือวาอาจเกิดจากสารเคมีบางชนิด  โดยเฉพาะกลุมออตาคอยด (autacoid) ซึ่งหลั่งจากเซลลที่มี
พยาธิสภาพ เชน แบรดีไคนิน (bradykinin), ฮีสตามีน (histamine), อนุพันธุของกรดอะแรคฆิโดนิก (arachidonic 
acid) หรือกลุมอนุมูลอิสระ เชน ไนตริกออกไซด (nitric oxide: NO) 
 
 

 ไนตริกออกไซด: ลักษณะทางชีวเคมี 
 

 ไนตริกออกไซดเปนกาซอนุพันธุอิสระที่สามารถซึมผานผนังเซลลไดงาย  ความรูเกี่ยวกับลักษณะทาง
เภสัชวิทยาของสารชนิดนี้ เปนที่ทราบกันเปนเวลานานกอนที่จะพบวาสารนี้สามารถถูกสรางขึ้นภายในรางกาย
และมีบทบาทสําคัญยิ่งในการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือด  ตัวอยางเชน ยาขยายหลอดเลือดกลุมไนตริก 
เชน nitroprusside, nitroglycerin ซึ่งออกฤทธิ์โดยการกระตุนใหเกิดการสราง cyclic guanosine monophosphate 
(cGMP) เปนผลใหเกิดการคลายตัวของเซลลกลามเนื้อเรียบในหลอดเลือดตลอดจนอวัยวะอื่นๆนั้น  ในปจจุบัน
พบวายาในกลุมดังกลาวออกฤทธิ์โดยผานการทํางานของไนตริกออกไซด  นอกจากนี้ยังพบวาสารอื่นๆที่มีฤทธิ์
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ขยายหลอดเลือด เชน adenosine triphosohate, adenosine diphosphate, thrombin, bradykinin and histamine ตาง
ออกฤทธิ์ผานการทํางานของไนตริกออกไซดทั้งสิ้น (Johns, 1991) 
 ไนตริกออกไซดถูกสรางขึ้นจากกรดอมิโน L-arginine โดยอาศัยเอนซัยม nitric oxide synthase (NOS)  
ในปจจุบันไดแบงเอนไซม NOS ออกเปน 3 ชนิด ไดแก  2 ชนิดแรกจัดเปนกลุม constitutive NOS ซึ่งทํางานโดย
อาศัยเอนไซมCa2+/calmodulin เอนซัยม NOS ในกลุมนี้ ไดแก ชนิดที่พบในเซลลเอนโดธีเลียม (eNOS) และชนิด
ที่พนในเซลลประสาท (nNOS) (Snyder and Bredt, 1991)  สําหรับชนิดที่สามซึ่งพบในเซลลแมคโครฟาจ 
(mNOS) ทํางานโดยอาศัยการกระตุนจาก cyctokine และไมขึ้นกับ calcium ion (Marletta et al., 1988) 
 ไนตริกออกไซดมีความแตกตางอยางมากจากสารสื่อประสาททั่วไป  สารชนิดนี้มิไดถูกสรางขึ้นและ
สะสมไวในถุงเก็บสารสื่อประสาท (transmitter vesicle) แตจะถูกสรางขึ้นเมื่อมีความจําเปนในการใชงาน  
นอกจากนี้การเคลื่อนที่ผานเซลลยังอาศัยการแพร (diffusion) โดยไมผานกระบวนการ exocyctosis และเขาสูเซลล
เปาหมาย (target cell) โดยแพรผานเขาสูภายในเซลล  ดังนั้นกระบวนการเปลี่ยนสัญญาณ (transduction 
mechanism) จึงมิไดอาศัยตัวรับบนผนังเซลลเชนเดียวกับสารสื่อประสาทอื่นๆ  ไนตริกออกไซดออกฤทธิ์เปน
ระยะเวลาสั้นโดยพบวาผลที่เกิดกับเซลลจะลดลงรอยละ 50 ในเวลา 4 วินาที  อณูสําคัญที่ทําหนาที่เปนเปาหมาย
ของไนตริกออกไซดคือ อณูของ Fe ซึ่งอยูภายในเอนไซม guanylate cyclase (CG) (Bredt and Synder, 1992)  และ
อาจรวมถึงเอนไซมอื่นๆ เชน ADP-ribosyltransferase (Brune and Lapetina, 1989)  นอกจากนี้ไนตริกออกไซดยัง
จับกับอณูของ Fe ภายในเอนไซมภายในไมโตคอนเดรียที่ทําหนาที่ในการสงผานอิเลคตรอนในกระบวนการ 
electron transport chain, เอนไซมที่เกี่ยวของกับ citric cycle และกระบวนการสังเคราะห DNA 

 
 การสรางไนตริกออกไซดในสมอง 
 

 การสรางไนตริกออกไซดภายในสมองถูกสรางจากเนื้อเยื่อชนิดตางๆ เชนเดียวกับในอวัยวะอื่นๆ เซลล
เอนโดธีเลียมในหลอดเลือดสมองสามารถสรางไนตริกออกไซด (Moncada et al., 1991)  โดยอาศัยเทคนิคทาง 
immunohistochemistry พบวาภายในชั้น intimal ของหลอดเลือดสมองขนาดตางๆพบ NOS immunoreactivity 
เซลลไมโครเกลีย (ซึ่งทําหนาที่คลายเซลลแมคโครฟาจในเนื้อเยื่ออื่นๆ) ที่ถูกกระตุนเปนเซลลอีกชนิดหนึ่งที่
สามารถสรางไนตริกออกไซด  โดยพบวาเอนไซม NOS ที่พบในเซลลไมโครเกลียเปนชนิด inducible (Boje and 
Arora, 1992)  นอกจากเซลลไมโครเกลียแลวเอนไซม NOS ยังพบในเซลลเกลียประเภทอื่นๆดวย เชน เซลล
แอสโตรไซต เปนตน 
 หลอดเลือดสมองถูกเลี้ยงดวยเสนประสาทที่ใชสารสื่อประสาทชนิดตางๆเปนจํานวนมาก  ซึ่งรวมไปถึง
เสนประสาทที่ใชสารไนตริกออกไซดและสามารถตรวจพบเอนไซม NOS ได (Bredt and Snyder, 1992) 
 นอกเหนือจากเซลลเอนโดธีเลียมและเซลลประสาทในปมประสาทพาราซิมพาเธติกแลว  เซลลประสาท
ที่มีเอนไซม NOS ยังสามารถพบไดในเนื้อสมอง  เซลลเหลานี้พบไดในสมองสวน olfactory bulb, basal forebrain, 
medulla, hypothalamus, striatum, hippocampus, cerebellum และ cerebral cortex  โดยมีความหนาแนนสูงสุดใน
สมองสวน cerebellum และต่ําสุดในกานสมองสวน medulla (Forsterman et al., 1990) 
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บทบาทของไนตริกออกไซดในพยาธิกําเนิดของภาวะไมเกรน 
 

 ไดมีผูต้ังสมมุติฐานเกี่ยวกับบทบาทของไนตริกออกไซดในพยาธิกําเนิดของโรคปวดศีรษะไมเกรน  
ทั้งนี้เนื่องจากผลของไนตริกออกไซดที่มีตอหลอดเลือดสมองมีลักษณะที่ตางจากหลอดเลือดบริเวณอื่น จาก
การศึกษาของ Iversen พบวาหลอดเลือดบริเวณศีรษะจะตอบสนองตอไนตริกออกไซดมากกวาหลอดเลือดบริเวณ
อื่น  ซึ่งการตอบสนองนี้จะรุนแรงมากขึ้นเมื่อให N-acetylcysteine ซึ่งเปนสารที่แตกตัวใหกลุมซัลฟไฮดิล 
(sulfhydryl group) และจําเปนในการออกฤทธิ์ของไนตริกออกไซด (Iversen, 1992)  นอกจากนี้ระหวางการใหไน
ตริกออกไซดหยดเขาทางหลอดเลือดดํายังทําใหอาสาสมัครเกิดอาการปวดศีรษะ ซึ่งมีลักษณะใกลเคียงกับอาการ
ปวดศีรษะที่เกิดขึ้นในผูปวยไมเกรน (Iversen, 1989)  ในระยะหลังไดมีผูศึกษาความสัมพันธของไนตริกออกไซด
และพยาธิกําเนิดของโรคไมเกรนในคน ในป 1993 Thomsen และคณะไดศึกษาฤทธิ์ของ nitroglycerin (ซึ่งออก
ฤทธิ์โดยการเปลี่ยนเปนไนตริกออกไซด)  โดยการหยดเขาหลอดเลือดดําและศึกษาผลในการกระตุนใหเกิดอาการ
ปวดศีรษะตลอดจนเปลี่ยนแปลงของอัตราการไหลเวียนของเลือดภายในกะโหลกศีรษะ (ศึกษาโดยใช 
transcranial Doppler)  ผลการศึกษาพบวาในผูปวยโรคไมเกรนจะมีการขยายตัวของหลอดเลือดรวมทั้งอาการปวด
ศีรษะมากกวากลุมควบคุม (Thompsen et al., 1993)  ซึ่งผลการศึกษานี้บงช้ีวาผูปวยไมเกรนนาจะมีความไวตอไน
ตริกออกไซดมากกวาในคนปรกติ (NO supersensitivity) และความผิดปรกตินี้อาจเปนกลไกสําคัญในการเกิด
อาการปวดศีรษะ (Olesen et al., 1996)  การศึกษาในสัตวทดลองโดยกระตุนใหเกิด spreading depression (ซึ่งเปน
ปรากฏการณทางสรีรวิทยาที่เช่ือวาเปนรากฐานของการเกิดอาการนําในภาวะไมเกรน) ดวยโปแตสเซียมคลอไรด 
(KCl) และศึกษาปริมาณของเอนไซม NOS ในเซลลเอนโดธีเลียม  ผลการศึกษาพบวามีการเพิ่มขึ้น (up-
reguration) ของ NOS ในเซลลดังกลาวทั้งที่สมองสวน cerebral cortex และ striatum (Chopp et al., 1993)  
นอกจากนี้ยังพบวายาในกลุม 5-HT1B/1D agonist สามารถลดการกระตุน NOS และปริมาณของ NO ที่เกิดขึ้นเมื่อ
กระตุนใหสมองเกิด CSD  ผลการศึกษานี้บงช้ีถึงบทบาทของเซลลเอนโดธีเลียมและ NO ในการเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดที่เกิดตามหลังภาวะ cortical spreading depression  นอกจากนี้การศึกษาทาง 
immunohistochemistry ยืนยันวาเซลลประสาทในกลุมเซลล trigeminal มีเอนไซม NOS ซึ่งแสดงวาไนตริกออก
ไซดมีบทบาทในกระบวนการรับความเจ็บปวดจากอวัยวะบริเวณศีรษะ (Dohrn and Beits, 1994)  รวมไปถึง
กระบวนการเกิด central sensitization  จากหลักฐานทั้งในสัตวทดลองและในคนดังที่กลาวขางตนตางบงช้ีถึง
บทบาทของไนตริกออกไซดในการเกิดภาวะไมเกรน   
 

ซีโรโตนินและพยาธิกําเนิดของโรคไมเกรน 
 

 ซีโรโตนินเปนสารสื่อประสาทที่มีความสําคัญ ทั้งในระบบประสาทสวนกลางและระบบประสาทสวน
ปลาย  สวนใหญของซีโรโตนินที่ตรวจพบในรางกายอยูที่เซลล enterochromaffin ในผนังลําไสเล็ก, สมอง, ตอม
ไพเนียล (pineal gland) และเซลลเกร็ดเลือด  ในระบบประสาทเซลลที่สรางซีโรโตนินจะรวมตัวกันอยูในแนว
กึ่งกลางของกานสมองเรียกวากลุมเซลล nucleus raphe  เซลลซีโรโตนินเหลานี้จะใหแขนงประสาทกระจายไปยัง
สวนตางๆของสมองและไขสันหลัง และทําหนาที่ควบคุมการทํางานของระบบตางๆ เชน วงจรการหลับ-ต่ืน การ
ควบคุมอารมณ และที่สําคัญคือ ระบบการปรับความเจ็บปวด  ภาวะบกพรองซีโรโตนินที่เกิดจากสาเหตุตางๆ
สามารถกระตุนใหเกิดความเจ็บปวดในบริเวณตางๆของรางกายได (Sicuteri and Nicolodi, 1997)  เชนเดียวกับ
สวน dorsal horn ของไขสันหลัง ใยประสาทซีโรโตนินที่ผานลงมาทาง dorsolateral funiculus จะมาสิ้นสุดที่เซลล
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ประสาทของกลุมเซลลไทรเจมมินาลคอดาลิส และทําหนาที่ปรับเปลี่ยนกระบวนการรับความรูสึกเจ็บปวดที่มา
จากหลอดเลือดและอวัยวะอื่นๆในโพรงกะโหลกศีรษะ 
 นอกจากผลตอเซลลประสาทแลวซีโรโตนินยังมีผลตอความตึงตัวของหลอดเลือด  โดยอาจทําใหหลอด
เลือดหดตัวหรือคลายตัวทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดและความตึงตัวของหลอดเลือด  ฤทธิ์กระตุนใหเกิดการคลายตัวเช่ือ
วาเกิดจากผลโดยตรงตอเซลลกลามเนื้อเรียบในผนังหลอดเลือดเอง และโดยออมคือผานกระบวนการที่ตองอาศัย
เซลลบุหลอดเลือด รวมทั้งเปนผลจากการยับยั้งการหลั่งนอรอเดรนาลีน  สวนผลที่กระตุนใหเกิดการหดตัวเกิด
จากการกระตุนตัวรับชนิด 5-HT1d หรือ 5-HT2 ในหลอดเลือด (Ferrari and Saxena, 1993) 
 ความสัมพันธระหวางซีโรโตนินและการเกิดโรคปวดศีรษะไมเกรนเปนขอสังเกตที่พบมากกวา 30 ป  
โดยเริ่มจากการศึกษาของ Sicuteri และคณะในป 1961   ซึ่งพบวาระหวางที่ผูปวยไมเกรนเกิดอาการปวดศีรษะจะ
มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณ 5-hydroxyindoleacteic acid (5HIAA)  ซึ่งเปนอนุพันธุที่สําคัญของซีโรโตนิน (Sicuteri 
et al., 1961)  การเพิ่มขึ้นของระดับของสารดังกลาวเกิดรวมกับการลดลงของปริมาณของซีโรโตนินในเซลลเกล็ด
เลือด (Anthony et al., 1969) และการเพิ่มขึ้นของระดับซีโรโตนินในพลาสมา (Ferrari et al., 1989)  จากการศึกษา
ในระยะหลังพบวาการเปลี่ยนแปลงในระดับซีโรโตนินและอนุพันธุในเซลลเกร็ดเลือดมีความสัมพันธอยาง
ใกลชิดกับระดับในสมองและน้ําไขสันหลัง (Kovacs et al., 1989)  จากการศึกษาดังกลาวบงช้ีวาในระยะปวด
ศีรษะไมเกรน ไดเกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพบางประการที่กระตุนใหเกิดการปลดปลอยซีโรโตนินออกจาก
ตําแหนงเก็บ (storage site) ซึ่งการปลดปลอยซีโรโตนินนี้นาจะมีสวนสําคัญในพยาธิกําเนิดของภาวะปวดศีรษะ  
จากการศึกษาในระยะหลังพบวาการลดต่ําลงของปริมาณซีโรโตนินมีความสัมพันธกับความถี่ของการเกิดอาการ
ปวดศีรษะ (Srikiatkhachorn and Anthony, 1996a)  นอกจากนี้ยังพบวาผูปวยไมเกรนมีความผิดปรกติอื่นๆของ
ระบบซีโรโตนิน เชน ในเซลลเกล็ดเลือดของผูปวยไมเกรนมีความสามารถในการเก็บกลับ (uptake)ซีโรโตนินตาง
จากกลุมควบคุม  โดยมีคาคงที่ Michaelis-Menten (Km) สูงกวาคนปรกติ (Hannah et al., 1991) รวมทั้งมีการลด
ตํ่าลงของการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase ซึ่งทําหนาที่สลาย             ซีโรโตนิน (Ferrari et al., 1989) 
 ขอมูลทางคลินิกไดยืนยันถึงความสัมพันธระหวางซีโรโตนินและการเกิดโรคปวดศีรษะ        ไมเกรน  
จากการสังเกตอาการของผูปวยที่ไดรับยา reserpine ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเก็บกลับของซีโรโตนิน พบวาผูปวยเกิด
อาการปวดศีรษะที่มีลักษณะเดียวกับอาการปวดศีรษะไมเกรน และอาการดังกลาวสามารถบําบัดไดโดยการใหซี
โรโตนิน (Kimball et al., 1960)  นอกจากนี้ยาที่มีฤทธิ์ดีในการบําบัดหรือปองกันอาการปวดศีรษะไมเกรนจํานวน
มากออกฤทธิ์โดยผานตัวรับซีโรโตนิน กลาวคือ ยาในกลุม 5HT1 agonist ซึ่งออกฤทธิ์กระตุนตัวรับซีโรโตนิน
ชนิด 5HT1 เชน sumatriptan หรือ 311C90 มีคุณสมบัติในการลดอาการปวดศีรษะ  ในขณะที่ยาในกลุม 5HT2 
antagonist ซึ่งทําหนาที่ยับยั้ง การทํางานของตัวรับซีโรโตนินชนิด 5HT2 ใหผลดีในการปองกันอาการปวดศีรษะ 
(Ferrari and Saxena, 1993)  จากการศึกษาในระยะหลังบงช้ีวาการเปลี่ยนแปลงของตัวรับซีโรโตนินมี
ความสัมพันธกับความถี่ของอาการปวดศีรษะ  โดยที่อาการปวดศีรษะจะลดลงเมื่อปริมาณตัวรับ 5HT2 ลดลง 
(Govitrapong et al., 1992) และความถี่สูงขึ้นเมื่อปริมาณตัวรับสูงขึ้น (Srikiatkhachorn et al., 1994 ; 
Srikiatkhachorn and Anthony, 1996b) 
 จากขอมูลทางคลินิกและการศึกษาทางหองปฏิบัติการดังที่ไดกลาวขางตน ตางยืนยันถึงการเปลี่ยนแปลง
และบทบาทของซีโรโตนินในพยาธิกําเนิดของโรคปวดศีรษะไมเกรน  ความสัมพันธดังกลาวอาจเปนผลของ
ความผิดปรกติของซีโรโตนินที่มีตอระบบการควบคุมหลอดเลือด, ระบบการควบคุมการรับความเจ็บปวดหรือทั้ง
สองระบบ ซึ่งในปจจุบันยังไมเปนที่ทราบแนชัด 
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 ความสัมพันธระหวางซีโรโตนินและไนตริกออกไซด 
 

 การทํางานของสารสื่อประสาททั้งสองชนิดมีความสัมพันธกันอยางใกลชิด  ตัวอยางเชน การออกฤทธิ์
ของซีโรโตนินเพื่อกระตุนใหเกิดการคลายตัวของหลอดเลือดขนาดเล็กเปนกลไกที่ตองอาศัยและไนตริกออกไซด
จากเซลลเอนโดธีเลียม (Bruning et al., 1993)  ในขณะที่ไนตริกออกไซดเองมีฤทธิ์ยับยั้งการหดตัวของหลอดเลือด
ใหญที่ไดรับการกระตุนดวยซีโรโตนิน (Faraci and Heistad, 1992)  การศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยงและการศึกษาใน 
synaptosome พบวาไนตริกออกไซดมีสวนในการควบคุมการเก็บกลับ (reuptake) ของซีโรโตนิน (Miller and 
Hoffman, 1994 ; Pogun et al., 1994)  สําหรับการศึกษาในสัตว (in vivo study) พบวาไนตริกออกไซดมีบทบาท
ในการควบคุมการปลดปลอย (release) ของซีโรโตนินในสมองสวน striatum (Guzman et al., 1994), สวน 
preoptic (Lorrain and Hull, 1993)  ในทางการวิภาคไดมีการศึกษาถึงการกระจายของสารสื่อประสาททั้งสองใน
ระบบประสาทสวนกลาง  จากการศึกษาของ Wotherspoon และคณะพบวาในตําแหนงของ nucleus raphe ซึ่งเปน
กลุมเซลลซีโรโตนินที่สําคัญ  มีใยประสาทที่มีเอนไซม NOS ซึ่งแสดงวาไนตริกออกไซดอาจมีสวนในการ
ควบคุมการทํางานของระบบซีโรโตนิน (Wotherspoon et al., 1994)  เนื่องจากสารสื่อประสาททั้งสองมี
ความสัมพันธกันอยางใกลชิด  ดังนั้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงในระบบใดระบบหนึ่งยอมสามารถสงผลตอการ
ทํางานของอีกระบบได  จากการศึกษาของ Ito และคณะพบวาการยับยั้งการสรางไนตริกออกไซดเปนเวลานาน
สามารถทําใหหลอดเลือดมีความไวตอซีโรโตนินมากกวาปรกติ (Ito et al., 1995) ซึ่งอาจเปนผลจากการ
เปลี่ยนแปลงในจํานวนหรือความสามารถในการเกาะจับของตัวรับ (Kodokami et al., 1996) 
 จากการศึกษาที่ไดกลาวมาขางตน  จะเห็นไดวาทั้งซีโรโตนินและไนตริกออกไซดซึ่งตางมีบทบาทใน
การควบคุมการรับความเจ็บปวดและระบบการควบคุมหลอดเลือด  กระบวนการทั้งสองเปนกลไกสําคัญที่
เกี่ยวของกับพยาธิกําเนิดของโรคไมเกรน  ดังนั้นความผิดปรกติที่เกิดขึ้นตอระบบซีโรโตนินหรือระบบไนตริกอ
อกไซดหรือความสัมพันธในการทํางานของระบบดังกลาวจึงนาจะมีสวนในพยาธิกําเนิดของภาวะนี้ 
 

สรุป :  การศึกษาทั้งหมดขางตนบงชี้วา  ซีโรโตนินและไนตริกออกไซดเปนสารสื่อประสาทที่
มีบทบาทสําคัญในระบบรับความเจ็บปวดและระบบการควบคุมความตึงตัวของหลอดเลือดใน
โพรงกะโหลกศีรษะ  การเปลี่ยนแปลงของสารสื่อประสาททั้งสองยอมสงผลใหเกิดความผิดปรกติ
ในระบบการควบคุมหลอดเลือด  เนื่องจากในปจจุบันความสัมพันธระหวางสารสื่อประสาททั้งสอง
ในพยาธิกําเนิดของอาการปวดศีรษะจากหลอดเลือดยังไมเปนที่ทราบแนชัด  คณะผูวิจัยจึงไดจัดทํา
โครงการวิจัยนี้ขึ้นเพื่อศึกษาความสัมพันธดังกลาว  ตลอดจนการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดทาง
พยาธิวิทยาเมื่อมีความผิดปรกติของระบบทั้งสอง  โดยใชการเปลี่ยนแปลงในระดับกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอน ของเซลลเอนโดธีเลียมในหลอดเลือดสมอง หลังจากไดรับการกระตุนดวยปรากฏการณ 
cortical spreading depression ตลอดจนศึกษาบทบาทของ NO ตอการหลั่งของสารสื่อประสาท
ตางๆในกระบวนการสงผานความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองเมื่อมีภาวะพรองซีโรโตนิน 
และ/หรือเมื่อสัตวทดลองไดรับ nitric oxide synthase inhibitor 
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วัตถุประสงคของโครงการ 
1. เพื่อศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงหลอดเลือดสมองในแบบจําลองโรคปวดศีรษะไมเกรน โดยการ

กระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression ในภาวะปรกติและในภาวะพรองซีโรโต
นิน 

2. เพื่อศึกษาบทบาทของ NO ตอกระบวนการรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง จาก
ปรากฎการณ Cortical Spreading Depression ในภาวะปรกติและในภาวะพรองซีโรโตนิน 

3. เพื่อศึกษาบทบาทของ NO ในการควบคุมกระบวนการสงผานความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือด
สมอง 
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การดําเนินงานวิจัยประกอบดวยการศึกษา 3 การศึกษา คือ 
1. ศึกษาผลของการให nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือดสมอง

ในระดับจุลทรรศนอิเลคตรอน จากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ในหนูปกติ 
และหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน  

2. ศึกษาผลของการให nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลง activity ของ brainstem neurons ที่
รับผิดชอบตอการสงผานความรูสึกเจ็บปวดในบริเวณศีรษะ (spinal neuronsในระดับ C1-C2) จากการ
กระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ในหนูปกติ และหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน  

3. ศึกษาบทบาทของ NO ตอการหลั่งของสารสื่อประสาทตางๆในกระบวนการสงผานความรูสึกเจ็บปวดจาก
หลอดเลือดสมองจากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ในหนูปกติ และหนูที่มี
ภาวะพรองซีโรโตนิน  
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ระเบียบวิธีวิจัย และ ผลการศึกษาวิจัย 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เนื่องจากผลการศึกษาวิจัยตาง ๆ บงช้ีวาพยาธิกําเนิดของภาวะนี้ เกี่ยวของกับความผิดปกติในระบบ

ควบคุมความเจ็บปวดของหลอดเลือดบริเวณศีรษะ (trigemino vascular nociceptive system) ซึ่งเปนระบบที่ถูก
กระตุนไดทั้งการกระตุนผานระบบหลอดเลือดสมอง (cerebrovascular system) และการกระตุนระบบรับความ
เจ็บปวดในบริเวณศรีษะ (trigeminal nociceptive system) ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้จึงศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ทั้งสองระบบ ดังนี้ 

1. ระบบควบคุมความเจ็บปวดของหลอดเลือดบริเวณศีรษะ โดยทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ของหลอดเลือดสมองในระดับกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน  

2. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระบบรับความเจ็บปวดในบริเวณศรีษะ โดยทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลง 
activity ของ brainstem neurons ที่รับผิดชอบตอการสงผานความรูสึกเจ็บปวดในบริเวณศรีษะ 
(trigemino cervical complex) โดยทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Fos ซึ่งเปนตัวบงช้ีวามีการ
กระตุนของ neurons ซึ่งการที่ neurons ที่รับผิดชอบการสงกระแสความรูสึกเจ็บปวดถูกกระตุนจะ
สามารถบงช้ีวามีการสงผานความรูสึกเจ็บปวด (nociceptive transmission) ขึ้นไปยังสมองและจะถูก
แปลผลเปนความรูสึกเจ็บปวด 

 
 

โดยในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ มีการเตรียมสัตวทดลองดังนี้  
 

การเตรียมสัตวทดลอง 
การศึกษาวิจัยนี้ใชหนูพันธุ Wistar เพศผู แบงสัตวทดลองออกเปน 4 กลุมใหญ ไดแก  

1. กลุมหนูควบคุม (Control) 
2. กลุมหนูควบคุมที่ไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor (Control with L-NAME) 
3. กลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน (Hyposerotonin) 
4. กลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor 

 (Hyposerotonin with L-NAME) 
โดยกลุมสัตวทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน ถูกเหนี่ยวนําใหมีภาวะพรองซีโรโตนิน โดยไดรับการฉีดสาร 

para-chlorophenylalanine (PCPA)ในความเขมขน  100 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว/กิโลกรัม เขาในชองทอง เปนเวลา  3 
วันแลวกอนจะถูกนําไปศึกษาทดลอง  

 และกลุมหนูทดลองที่ไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor จะไดรับ สาร   L-NAME ในความ
เขมขน  10 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว/กิโลกรัม ผานทางหลอดเลือดหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ cortical 

spreading depression  โดยไดรับสาร L-NAME หลังจากเกิดคลื่นไฟฟาบนผิวสมอง (Depolarization shift , DC 
shift) แลว 2  คลื่น 
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การศึกษาที่ 1 :  ศึกษาผลของการให nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอด
เลือดสมองในระดับจุลทรรศนอิเลคตรอน จากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ใน
หนูปกติ และหนูท่ีมีภาวะพรองซีโรโตนิน  
 
การเตรียมสัตวทดลอง 

โดยสัตวทดลองทุกกลุมจะถูกนํามาทําใหสลบโดยใช pentobarbital ขนาด 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 
1 กิโลกรัมฉีดเขาชองทอง หลังจากสัตวสลบแลวทําการเจาะคอและใสทอชวยหายใจ หลังจากนั้นทําการผาตัด
เจาะกะโหลกศีรษะ (craniotomy) โดยเจาะบริเวณ parietal bone  เพื่อวาง potassium chloride (3 mg) ซึ่งเปน
สารเคมีที่สามารถกระตุนใหเกิดปรากฏการณ cortical spreading depression  

หลังจากวาง potassium chloride ลงบนผิวสมองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง เนื้อสมองในสวน frontal cortex 
ของสัตวทดลองทุกกลุม จะถูกแยกออกมาเพื่อเตรียมศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนตามขั้นตอนดังนี้
สัตวทดลองจะถูกนํามาทําใหสลบโดยใช pentobarbital ขนาด 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมฉีดเขาชองทอง 
หลังจากสัตวสลบแลวเนื้อสมองในสวน frontal cortex จะถูกแยกออกมาเพื่อเตรียมศึกษาโดยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน 

ช้ินเนื้อ frontal cortex ที่ตัดออกมาจะถูกตัดแบงเปนช้ินเล็ก ขนาด 1x1 ตารางมิลลิเมตร ทําการแช
ช้ินเนื้อทั้งหมดลงในสารละลาย 3% glutaraldehyde เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นช้ินเนื้อจะถูกถายลงใน
สารละลาย Osmium tetroxide จากนั้นทําการดึงน้ําออกจากชิ้นเนื้อตัวอยาง (dehydration) โดยการผาน alcohol ใน
ความเขมขนตางกันลงในช้ินเนื้อตัวอยาง (จาก 70% alcohol ถึง 100% alcohol) จากนั้นนําช้ินเนื้อที่ปราศจากน้ํา
แลวมาฝงในเบาพลาสติก (embedding mold) ดวยสารละลายพลาสติก (epon 812) หลังจากนั้นตัวอยางทั้งหมดจะ

ถูกนําไปอบที่อุณหภูมิ 60 C เปนเวลา 2 คืน นําบล็อคตัวอยางมาตัดใหมคีวามหนา 1 μ m แลวนําไปตรวจหา
บริเวณที่มีเสนเลือด arteriole และ capillary หลังจากนั้นทําการตัดตัวอยางซ้ําเฉพาะบริเวณที่เลือกไว โดยทําการ
ตัดช้ินเนื้อใหมีความหนา 80-90 nm ช้ินเนื้อที่ถูกตัดจะถูกวางบนตาขายทองแดงขนาดเล็ก (copper grid) แลวจึงถูก
นําไปยอมดวยสารละลายโลหะหนัก 2 ชนิด คือ uranyl acetate และ lead citrate หลังจากนั้นจึงนําช้ินเนื้อที่ไดไป
ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน เปรียบเทียบลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยาของหลอดเลือด
ระหวางสัตวทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินและกลุมควบคุม โดย parameter ที่ทําการศึกษาประกอบดวยจํานวน
ของ microvilli, และ จํานวนและความหนาแนนของ pinocytic vesicle  
 
ผลการศึกษาวิจัย 
1. ผลของภาวะพรองซีโรโตนินตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือดสมองหลังจากถูกกระตุนดวย
ปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 การศึกษาวิจัยในสวนนี้ทําการศึกษาโครงสรางของ endothelial cell ของหลอดเลือดสมอง ในระดับ
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนโดยทําการศึกษาใน หลอดเลือด arteriole และ capillary  
 ผลการทดลองพบวาการถูกกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression มีผล
กระตุนตอ หลอดเลือดสมองของสัตวทดลอง ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ endothelial cellในระดับ
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนโดยพบวา ในหลอดเลือด arteriole มีคาเฉลี่ยของ microvilli เทากับ 14.7±3.4 
microvilli/หลอดเลือด และความหนาแนนของ pinocytic vesicle เทากับ 29 ± 8 vesicle / ตารางไมโครเมตร สวน
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ในหลอดเลือด capillary พบวา คาเฉลี่ยของ microvilli มีคาเทากับ 1.4±1.3 microvilli/หลอดเลือด ความหนาแนน
ของ pinocytic vesicle เทากับ 29 ±10 vesicle / ตาราง  
   ผลการศึกษายังพบวาในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินมีการเปลี่ยนแปลงของ endothelial cell 
ของหลอดเลือดสมองหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression มากกวาหนูที่มีซี
โรโตนินปกติ  โดยพบวาในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading 
Depressionา มีการเปลี่ยนแปลงดานโครงสรางของหลอดเลือด arteriole และ capillary อยางชัดเจน ในหลอด
เลือด areteriole  พบวาคาเฉลี่ยของจํานวน microvilli ในกลุมที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน มีคา 25.6±5 microvilli/
หลอดเลือด ซึ่งมากกวากลุมควบคุม (14.7±5 microvilli/หลอดเลือด ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และเมื่อ
เปรียบเทียบคาของ pinocytic vesicle ในหนูทั้ง สองกลุม พบวา pinocytic vesicle ในหนูกลุมหนูที่มีภาวะพรองซี
โรโตนิน(41±9 vesicle / ตารางไมโครเมตร)มากกวาจํานวน pinocytic vesicle ของหนูกลุมควบคุม(29± 8 vesicle 
/ ตารางไมโครเมตร)  
    ผลการศึกษาในหลอดเลือด capillary ใหผลในทํานองเดียวกันกับการศึกษาในหลอดเลือด 
arteriole โดยพบวาในหลอดเลือด capillary ของหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินมีคาเฉลี่ยของจํานวน microvilli 
เทากับ 3.7±1.3 microvilli /หลอดเลือด ซึ่งเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากกลุมปกติ (1.4±1.3 
microvilli /หลอดเลือด) และคาของ pinocytic vesicle ที่พบในกลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน (35±10 vesicle / 
ตารางไมโครเมตร) มีคามากกวากลุมควบคุม (29 ±10 vesicle / ตารางไมโครเมตร) เชนกัน ผลการทดลองดัง
แสดงในตารางที่ 1, 2 และภาพที่ 1 
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2.  ผลของการให nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือดสมอง
หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ Cortical Spreading Depression ในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน 
 
 ผลการศึกษาพบวาการไดรับ L-NAME  สามารถลดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของหลอดเลือดสมอง
จากการกระตุนดวยปรากฏการณ Cortical Spreading Depressionในหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินได โดยพบวา
การเปลี่ยนแปลงของ endothelial cell ของกลุมหนูที่ไดรับสาร L-NAME นอยกวาในกลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโร
โตนินที่ไมไดรับสาร  โดยพบวาในหลอดเลือด areteriole  ของกลุมหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร L-

NAME มีคาเฉลี่ยของจํานวน microvilli เทากับ 12.7 ± 6 microvilli/หลอดเลือด ซึ่งนอยกวากลุมหนูที่มีภาวะพรอง
ซีโรโตนินที่ไมไดรับสาร L-NAME (25.6±5 microvilli/หลอดเลือด )  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และเมื่อ
เปรียบเทียบคาของ pinocytic vesicle ในหนูทั้ง สองกลุม พบวา pinocytic vesicle ในหนูกลุมหนูที่มีภาวะพรองซี
โรโตนินที่ไดรับสาร L-NAME  (20 ± 8 vesicle  / ตารางไมโครเมตร)นอยกวาจํานวน pinocytic vesicle ของหนูที่
มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไมไดรับสาร L-NAME ( 41 ±10  vesicle / ตารางไมโครเมตร 
 
  ผลการศึกษาในหลอดเลือด capillary ใหผลเชนเดียวกันกับการศึกษาในหลอดเลือด arteriole โดยพบวา
ในหลอดเลือด capillary ของหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไดรับสาร L-NAME มีการเปลี่ยนแปลงของ 
endothelial cell ของหลอดเลือดสมองหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression 
นอยกวาหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไมไดรับสาร L-NAME ดังผลแสดงในตารางที่ 1, 2 และภาพที่ 1 และ 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



21 
 

ตารางที่ 1. แสดงคาเฉลี่ยของ microvilliในหลอดเลือด arterioleและ capillariesในกลุมหนูทดลองทั้งหมด
หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ Cortical Spreading Depression 

 
*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
#  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Hypo-serotonin  ( p< 0.005) 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 2. แสดงคาเฉลี่ยของ ความหนาแนนของ pinocytic vesicle ในหลอดเลือด arterioleและ 
capillariesในในกลุมหนูทดลองทั้งหมดหลังจากถูกกระตุนดวยปรากฏการณ Cortical Spreading Depression 
 
 

 
 

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
#  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Hypo-serotonin  ( p< 0.005) 

 
 
 
 

Number of microvilli / vessel Group 

Capillary Arteriole 
Control 1.4 ± 1.3 14.7 ± 5 

Control with L-NAME 0.9 ± 1 16.6 ± 4 

Hyposerotonin  3.7 ± 1.3* 25.6 ± 5* 
Hyposerotonin  with L-NAME 1.2 ± 1.3# 12.7 ± 5# 

Number of  pinocytic vesicles/ μm2 Group 

Capillary Arteriole 
Control 29 ± 10 29 ±8 
Control with L-NAME 25 ± 8 22 ±10 
Hyposerotonin  35 ± 10 41 ± 9* 
Hyposerotonin  with L-NAME 17 ± 7# 20 ± 8# 
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 A 
 

 B 
 

 C 
 

 D 
ภาพที่ 1. ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนเปรียบเทียบโครงสรางของหลอดเลือด arterioleในหนูปกติ
(A)หนูปกติที่ไดรับ สาร L-NAME(B) หนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน(C) และหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน รวมกับ
ไดรับสาร L-NAME (D)หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression. Bar = 200 nm. 
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   A  B 
 
 
 
 

 C  D 
 
ภาพที่ 2. ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแสดงโครงสรางของหลอดเลือด capillary ในหนูปกติ(A)หนู

ปกติที่ไดรับ สาร L-NAME(B) หนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน(C) และหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน 
รวมกับไดรับสาร L-NAME (D)หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression. 
Bar = 1000 nm. 
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การศึกษาที่ 2 :  ศึกษาผลของการให nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลง activity 
ของ brainstem neurons ท่ีรับผิดชอบตอการสงผานความรูสึกเจ็บปวดในบริเวณศีรษะ (spinal 
neuronsในระดับ C1-C2) จากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ในหนู
ปกติ และหนูท่ีมีภาวะพรองซีโรโตนิน  
 
การเตรียมสัตวทดลอง 

หลังจากวาง potassium chloride ลงบนผิวสมองเพื่อกระตุนใหเกิดปรากฎการณ Cortical Spreading 
Depressionเปนเวลา 2 ช่ัวโมง หนูทดลองทุก กลุม ไดแก กลุมหนูควบคุมและกลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซี
โรโตนินที่ไดรับ และไมไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor จะถูกฉีดดวย pentobarbital ขนาด 
overdose โดยฉีดเขาชองทองจากนั้นสัตวทดลองทุกตัวจะถูกนํามาผานกระบวนการเตรียมสัตวทดลองเพื่อ
การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS และ โปรตีน fos ตอไป 

 
ขั้นตอนการเตรียมสัตวทดลองเพื่อการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS และ โปรตีน fos 

หนูทดลองทุกตัวจะถูก perfuse ดวย PBS ปริมาตรทั้งหมด 250 มิลลิลิตร โดนจะทําการผาเปด
สัตวทดลอง ต้ังแต ระดับชองทองจนถึงหัวใจ เจาะใหเข็มแทงผานตั้งแตสวนยอดหัวใจ ผานหลอดเลือดแดง
ใหญ (aorta) แลวจึงผาน PBS ลงในทอยาง ที่ตอกับเข็มที่แทงไวแลว ทําการ perfuse สัตวทดลองจนกระทั่ง 
PBS หมด จึงทําการ perfuse ตอดวย 4% paraformaldehyde ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาผาตัดเปด
กะโหลกศีรษะ แยกฝากะโหลกศีรษะออก ตัดแยกสมองและไขสันหลังสวนคอ (cervical spinal cord) นําช้ิน
เนื้อที่ไดมาทําการ postfixation โดยการแชใน 0.1 M PBS เก็บไวขามคืนในอุณหภูมิ 4ºC จากนั้นจึงนํามาแชใน 
30% sucrose ใน 0.1 M PBS (อุณหภูมิ 4ºC) แชนานจนกระทั่งช้ินเนื้อจมลงใน buffer เพื่อ cryoprotecion เมื่อ
ช้ินเนื้อจมลงแลวจึงนํามาตัดโดยใชเครื่อง cryostat (Microm HM 50 N) โดยต้ังความหนาของ slide ที่ 30 
micrometer เก็บช้ินเนื้อที่ตัดไดไวใน 0.1 M PBS (อุณหภูมิ 4ºC) เพื่อเตรียมยอม ดวย immunohistochemistry 
โดยวิธี free floating method 

 
การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS และ โปรตีน fos 

นําช้ินเนื้อที่ตัดไดมาลางดวย PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวนํามาแชใน PBS ที่เติม 1% hydrogen 
peroxide เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อลด endogenous peoxidase จากนั้นนําช้ินเนื้อมา incubate ใน 5% 
normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS+ 1% BSA + 0.3% Triton X 100) เปนเวลา 30 นาที เพื่อลด non-specific 
binding แลวจึงนํามา incubate กับ specific primary antibody (rabbit anti-cfos antiserum and rabbit anti NOS 
antiserum, dilution 1:1000) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหช้ินเนื้อทําปฏิกิริยากับ primary antibody จากนั้นนําช้ิน
เนื้อที่ทําปฏิกิริยาขั้นตนแลวมาลางดวย PBS-B (PBS + 0.25% BSA + 0.1% Triton X-100) 3 ครั้ง ครั้งละ 10 
นาที แลวนําไปทําปฏิกิริยาขั้นที่ 2 กับ biotinylatated mouse anti- rabbit IgG (dilution 1:200) ใน PBS-B เปน
เวลา 90 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวลางดวย PBS นําช้ินเนื้อไปทําใหเกิดสีโดยวิธี ABC complex ดวย ABC–
streptavidin horseradish peroxidase complex (dilution 1:250) ใน PBS แชช้ินเนื้อเปนเวลา 90 นาที จากนั้นลาง
ทิ้ง แลวนําช้ินเนื้อที่ไดไปทําปฏิกิริยาขั้นสุดทายโดยแชในสารละลาย tris-HCL buffer ที่เติม 0.25% 
diaminobenzidine (DAB) และ 0.01% hydrogen peroxide เปนเวลา 7 นาที นําช้ินเนื้อที่ทําปฏิกิริยาเรียบรอย
แลวมาลางและติดบน slide และปดดวย cover slip นํา slide ที่ไดมาศึกษาดวยกลองจุลทรรศน เซลลที่มี NOS-
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like immunoreactivity (NOS-IR) จะติดสีน้ําตาลเขมในบริเวณ cytoplasm สวนเซลลที่มี fos-like 
immunoreactivity (fos-IR) จะติดสีน้ําตาลเขมในบริเวณnucleus ศึกษาตําแหนงและการกระจายของกลุมเซลลที่
มี NOS-IR และกลุมเซลลที่มี fos-IR และทําการนับจํานวนเซลลทั้งสองชนิดเปรียบเทียบระหวางหนูทดลองที่มี
ภาวะพรองซีโรโตนินและกลุมหนูปกติ 

 
ผลการศึกษา 

1. ผลของภาวะพรองซีโรโตนินตอตอการเปลี่ยนแปลง activity ของ brainstem neurons ที่รับผิดชอบ
ตอการสงผานความรูสึกเจ็บปวดในบริเวณศีรษะ (spinal neuronsในระดับ C1-C2) จากการกระตุน
ดวยปรากฏการณ cortical spreading depression  

 
ผลการทดลองพบวาการกระตุนใหสมองใหญเกิดปรากฏการณ cortical spreading depression 

สามารถกระตุนตอระบบรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง โดยพบวาจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของ
เอนไซมNOS และจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I และII ใน dorsal horn
ของไขสันหลังในระดับ C1-C2 (ซึ่งเปนกลุมเซลที่รับผิดชอบตอสงกระแสประสาทขึ้นไปสูสมองเมื่อมีการ
กระตุนบริเวณใบหนาและศีรษะ)ในหนูทดลองที่ไดรับการกระตุนมีจํานวนมากกวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติบงช้ีวามีการกระตุนระบบรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองจากปรากฏการณ cortical 
spreading depression และเมื่อทําการศึกษาในกลุมหนูทดลองที่ที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน พบวา คาเฉลี่ยของ
จํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของ โปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I และII ของช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-
C2ในบริเวณ dorsal hornของขางที่ถูกกระตุนในกลุมที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน มีคาเทากับ 25±4เซลล และ  
14±5 เซลลในขางที่ไมไดรับการกระตุน ซึ่งมากกวากลุมควบคุม (20±5 และ 11±3 เซลล) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) นอกจากนี้ยังพบวาจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS ในบริเวณ Laminar I และII 
ใน ช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-C2 ในกลุมหนูทดลองที่ที่มีภาวะพรองซีโรโตนินมีจํานวนมากวากลุมหนู
ปกติอยางมีนัยสําคัญ  โดยมีคาเฉลี่ยของจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS ในกลุมที่มีภาวะพรอง
ซีโรโตนินเทากับ 32±5 เซลล และ 23±4 เซลล ในขางที่ไดรับและไมไดรับการกระตุนตามลําดับซึ่งมากกวากลุม
ควบคุม (25±5 และ 16± 8 เซลล ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 3-4 และภาพที่ 3 
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Ipsilateral                                                         Contralateral 

 A  B 

 C  D 
  
 
 

ภาพที่ 3. ภาพแสดงเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos (A,B) และ เอนไซม NOS (C,D) ในบริเวณ 
Laminar I และ II ของช้ินเนื้อไขสันหลังของหนูปกติ(A) ในขางที่ถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading 
Depression (Ipsilateral)  และขางที่ไมไดรับการกระตุน (Contralateral) 
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ตารางที่ 3. แสดงคาเฉลี่ย ( mean ±  SD) จํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I 
และII ใน ช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-C2 ในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินหลังจากถูก
กระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 

Group Ipsilateral Contralateral 

Control 20 ± 2 12 ± 4 

Hypo-serotonin 25± 4* 14 ± 5* 

 
 

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4. แสดงคาเฉลี่ย( mean ±  SD)จํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS ในบริเวณ Laminar I 
และII ใน ช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-C2 ในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินหลังจากถูก
กระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 

Group Ipsilateral Contralateral 

Control 27 ± 3 15 ± 2 

Hypo-serotonin 32 ± 5* 23 ± 4* 

 

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
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2. ผลของ nitric oxide synthase inhibitor ตอการเปลี่ยนแปลง activity ของ brainstem neurons ที่
รับผิดชอบตอการสงผานความรูสึกเจ็บปวดในบริเวณศีรษะ (spinal neuronsในระดับ C1-C2) จาก
การกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading depression ในหนูที่มีภาวะพรอง ซีโรโตนิน 

 
ผลจากการศึกษาพบวาเมื่อทําการศึกษาในกลุมหนูทดลองที่ไดรับสารยับยั้งการสราง NO (nitric oxide 
synthase inhibitor) โดยฉีดเขาทางหลอดเลือดดําของสัตวทดลอง พบวาการไดรับ สาร nitric oxide 
synthase inhibitor สามารถลดจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของ โปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I และ
II ใน dorsal hornของไขสันหลังในระดับ C1-C2 ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับจํานวนที่พบในหนู
กลุมปกติที่ไมไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor โดยพบวาจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของ
โปรตีน fos ในกลุมหนูทดลองที่ไดรับสารยับยั้งการสราง NO ในขางที่ไดรับการกระตุนเทากับ 15±4 
เซลล ซึ่งนอยกวากลุมควบคุม (20±5 เซลล ) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)บงช้ีวาการยับยั้งการ
สราง NO สามารถบรรเทา/ยับยั้งการกระตุนระบบรับความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองจาก
ปรากฏการณ cortical spreading depressionไดดังแสดงในตารางที่ 5 และภาพที่ 4 
 

นอกจากนั้นผลการศึกษาในกลุมหนูทดลองที่ที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน พบวาการไดรับ L-

NAME  สามารถลดการกระตุนตอ brainstem neurons จากปรากฏการณ cortical spreading 
depression ลงไดโดยพบวาจํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS และจํานวนเซลลที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I และII ใน dorsal hornของไขสันหลังในระดับ C1-C2 
ในกลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินรวมกับไดรับสาร L-NAME มีจํานวนนอยกวากลุมหนู
ทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินที่ไมไดรับสาร L-NAME ดังผลการทดลองแสดงใน ตารางที่ 5 และ
ภาพที่ 4 
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ตารางที่ 5. แสดงคาเฉลี่ย( mean ±  SD)จํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos ในบริเวณ Laminar I 
และII ใน ช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-C2 ในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินหลังจากถูก
กระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 

Group Ipsilateral Contralateral 

Control 20 ± 5 11 ± 3 

Control with L-NAME 16± 4* 10 ± 3* 

Hypo-serotonin 25± 4* 14 ± 5* 

Hypo-serotonin with L-NAME 19 ± 4# 12 ± 3 

 
 

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
#  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Hypo-serotonin  ( p< 0.005) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 6. แสดงคาเฉลี่ย( mean ±  SD) จํานวนเซลลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS ในบริเวณ Laminar 
I และII ใน ช้ินเนื้อไขสันหลังในระดับ C1-C2 ในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนินหลังจากถูก
กระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 

Group Ipsilateral Contralateral 

Control 27 ± 3 15 ± 2 

Control with L-NAME 20 ± 4* 14 ± 3 

Hypo-serotonin 32 ± 5* 23 ± 4* 

Hypo-serotonin with L-NAME 22 ± 2# 16 ± 3# 

 
*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Control ( p< 0.005) 
#  แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม  Hypo-serotonin  ( p< 0.005) 
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 A  B 
 

 C  D 
ภาพที่ 4. ภาพแสดงเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fosในบริเวณ Laminar I และII ในชิ้นเนื้อไขสันหลัง
หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression  ของหนูปกติ(A,C) เปรียบเทียบกับหนูที่มี
ภาวะพรองซีโรโตนิน ( B,D) โดยแสดงเซลลในกลุมที่ไมไดรับสาร Nitric oxide synthase inhibitor(A,.B)
เปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับสาร Nitric oxide synthase inhibitor (C,D) 
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การศึกษาที่ 3 :  ศึกษาบทบาทของ NO ตอการหลั่งของสารสื่อประสาทตางๆในกระบวนการสงผาน
ความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองจากการกระตุนดวยปรากฏการณ cortical spreading 
depression ในหนูปกติ และหนูท่ีมีภาวะพรองซีโรโตนิน  

 
การเตรียมสัตวทดลองและเตรียมช้ินเนื้อเพื่อการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS รวมกับ การแสดงออก
ของโปรตีน fos 
 

 ทําการเตรียมสัตวทดลองและเตรียมช้ินเนื้อเชนเดียวกับการศึกษาที่ 2 แตในการศึกษานี้ทํา

การตัดช้ินเนื้อโดยใชเครื่อง cryostat (Microm HM 50 N) ทําการตัด โดยต้ังความหนาของ ช้ินเนื้อ ที่ 8 
micrometer เก็บช้ินเนื้อที่ตัดไดวางบนสไลดแกว เก็บไวใน ตูเย็น (อุณหภูมิ 4ºC) เพื่อเตรียมยอม ดวยวิธี 
immunohistochemistr ตอไป 
 

3.1  การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS รวมกับ การแสดงออกของโปรตีน fos 
นําสไลดช้ินเนื้อที่ตองการยอม double staining มาลางดวย PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวนํามาแชใน PBS ที่
เติม 1% hydrogen peroxide เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อลด endogenous peoxidase จากนั้นนําช้ินเนื้อ
มา incubate ใน 5% normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS+ 1% BSA + 0.3% Triton X 100) เปนเวลา 20 นาที 
เพื่อลด non-specific binding แลวจึงนํามา incubate กับ rabbit anti-c fos antiserum ใน dilution 1:500 ) เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เพื่อใหช้ินเนื้อทําปฏิกิริยากับ primary antibody จากนั้นนําช้ินเนื้อที่ทําปฏิกิริยาขั้นตนแลวมาลางดวย 
PBS-B (PBS + 0.25% BSA + 0.1% Triton X-100) 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที แลวนําไปทําปฏิกิริยา กับ Envision 
goat anti rabbit HRP เปนเวลา 45 นาที ที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS นําช้ินเนื้อไปทําใหเกิดสีโดยนําไปทํา
ปฏิกิริยา กับ tris-HCL buffer ที่เติม 0.25% diaminobenzidine (DAB) และ 0.01% hydrogen peroxide เปนเวลา 
7 นาที หลังจากนั้นนําช้ินเนื้อที่ทําปฏิกิริยาเรียบรอยแลวมาลางดวย Dako Cytomation doublestaining block 
เปนเวลา 3 นาที หลังจากนั้นลางดวย น้ํากลั่น 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที จากนั้นนําช้ินเนื้อมา incubate ใน 5% 
normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS+ 1% BSA + 0.3% Triton X 100) เปนเวลา 20 นาที แลวจึงนํามา 
incubate กับ mouse anti NOS antiserum ใน dilution 1:500 ) แลวจึงนําไปทําปฏิกิริยา กับ Envision goat anti 
mouseAP เปนเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิหองหลังจากนั้นลางดวย PBS กอนที่จะนําช้ินเนื้อไปทําใหเกิดสีโดย
นําไปทําปฏิกิริยา กับ fast red เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการยอมทุกขั้นตอนแลว นําสไลดช้ินเนื้อ ผานกระบวนการ 
dehydrate แลวจึง ปดดวย cover slip นํา slide ที่ไดมาศึกษาดวยกลองจุลทรรศนเซลลที่มี NOS-like 
immunoreactivity (NOS-IR) จะติดสีแดงเขมในบริเวณ cytoplasm สวนเซลลที่มี fos-like immunoreactivity 
(fos-IR) จะติดสีน้ําตาลเขมในบริเวณ nucleus ศึกษาตําแหนงและการกระจายของกลุมเซลลที่มี NOS-IR และ
กลุมเซลลที่มี fos-IR และทําการเปรียบเทียบระหวางหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินและกลุมหนูปกติ 
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ผลการศึกษา 
จากการศึกษาในชิ้นเนื้อไขสันหลังระดับ C1-C2 ทั้งในกลุมหนูปกติ  และในกลุมหนูที่มีภาวะพรอง 
ซีโรโตนินพบวาเซลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos นั้นอยูรวมกับเซลที่มีการแสดงออกของเอนไซม NOS โดย
ตรวจพบวามีการกระจายตัวของเซลทั้งสองชนิดในบริเวณของ lamina I และ II (ภาพที่  5   ) โดยพบวาเซลลที่มี
การแสดงออกของ fos โปรตีนมักจะอยูรวมกับกลุมของเซลและหรือแขนงของเซลประสาทที่มีการแสดงออกของ
เอนไซม NOS เสมอ (ภาพที่   6 ) โดยจากการศึกษาตัวอยางในหนูทุกกลุมพบการกระจายตัวรวมกันของเซลที่มี
การแสดงออกของเอนไซม NOS และเซลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos ในรูปแบบที่เหมือนกันทุกกลุม 
 
 

 A 
 

 B 
 
ภาพที่ 5. ภาพแสดงเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos อยูรวมกับเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน 
NOS ในบริเวณ Laminar I และII ในชิ้นเนื้อไขสันหลังของหนูปกติ(A) เปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโต
นิน (B)หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
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 B 
 

ภาพที่ 6. ภาพแสดงการกระจายตัวของเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos อยูระหวางเซลล และแขนง
ของเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน NOS ในชิ้นเนื้อไขสันหลังของหนูปกติ (A) และการกระจายตัวของเซลล
ที่มีการแสดงออกของโปรตีน fos หนูที่มีภาวะพรองซีโรโตนิน (B)ซึ่งมีการกระจายตัวที่เหมือนหนูปกติ  
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3.2  การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม NOS รวมกับ การแสดงออกของโปรตีน CGRP 
นําสไลดช้ินเนื้อที่ตองการยอม double staining มาลางดวย PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวนํามาแชใน PBS ที่
เติม 1% hydrogen peroxide เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อลด endogenous peoxidase จากนั้นนําช้ินเนื้อ
มา incubate ใน 5% normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS+ 1% BSA + 0.3% Triton X 100) เปนเวลา 20 นาที 
เพื่อลด non-specific binding แลวจึงนํามา incubate กับ rabbit anti- NOS antiserum ใน dilution 1:500 ) เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหช้ินเนื้อทําปฏิกิริยากับ primary antibody จากนั้นนําช้ินเนื้อที่ทําปฏิกิริยาขั้นตนแลวมา
ลางดวย PBS-B (PBS + 0.25% BSA + 0.1% Triton X-100) 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที แลวนําไปทําปฏิกิริยา กับ 
Envision goat anti rabbit HRP เปนเวลา 45 นาที ที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS นําช้ินเนื้อไปทําใหเกิดสีโดย
นําไปทําปฏิกิริยา กับ tris-HCL buffer ที่เติม 0.25% diaminobenzidine (DAB) และ 0.01% hydrogen peroxide 
เปนเวลา 7 นาที หลังจากนั้นนําช้ินเนื้อที่ทําปฏิกิริยาเรียบรอยแลวมาลางดวย Dako Cytomation doublestaining 
block เปนเวลา 3 นาที หลังจากนั้นลางดวย น้ํากลั่น 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที จากนั้นนําช้ินเนื้อมา incubate ใน 5% 
normal rabbit serum ใน PBS-A (PBS+ 1% BSA + 0.3% Triton X 100) เปนเวลา 20 นาที แลวจึงนํามา 
incubate กับ mouse anti- CGRP antiserum ใน dilution 1:500 ) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหช้ินเนื้อทําปฏิกิริยา
กับ primary antibody แลวจึงนําไปทําปฏิกิริยา กับ Envision goat anti mouse AP เปนเวลา 60 นาที ที่
อุณหภูมิหองหลังจากนั้นลางดวย PBS กอนที่จะนําช้ินเนื้อไปทําใหเกิดสีโดยนําไปทําปฏิกิริยา กับ fast red เมื่อ
เสร็จสิ้นกระบวนการยอมทุกขั้นตอนแลว นําสไลดช้ินเนื้อ ผานกระบวนการ dehydrate แลวจึงปดดวย cover 
slip นํา slide ที่ไดมาศึกษาดวยกลองจุลทรรศนเซลลที่มี NOS-like immunoreactivity (NOS-IR) จะติดสีน้ําตาล
เขมในบริเวณ cytoplasm สวนเซลลที่มี CGRP-like immunoreactivity (CGRP-IR) จะติดสีแดงเขมในบริเวณ 
cytoplasm ศึกษาตําแหนงและการกระจายของกลุมเซลลที่มี NOS-IR และกลุมเซลลที่มี fos-IR และทําการ
เปรียบเทียบระหวางหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินและกลุมหนูปกติ 

 
 
ผลการศึกษา 
จากการศึกษาในชิ้นเนื้อไขสันหลังระดับ C1-C2 พบวาในทุกกลุมการทดลองตรวจพบวาเซลที่มีการแสดงออก 
ของเอนไซม NOS นั้นอยูรวมกับเซล และปลายระสาทที่มีการแสดงออกของโปรตีน CGRP โดยตรวจพบวามี
การกระจายตัวของเซลทั้งสองชนิดในบริเวณของ lamina I และ II (ภาพที่ 7   ) โดยพบวาเซลที่มีการแสดงออก
ของเอนไซม NOS จะอยูในกลุมของเซลและหรือแขนงของเซลประสาทที่มีการแสดงออกของเอนไซม CGRP
เสมอ (ภาพที่  8 ) โดยจากการศึกษาตัวอยางในหนูทุกกลุมพบการกระจายตัวรวมกันของเซลที่มีการแสดงออก
ของเอนไซม NOS และเซลที่มีการแสดงออกของโปรตีน CGRP ในรูปแบบที่เหมือนกันทุกกลุม 

 
 
 
 
 
 
 
 



35 
 

 A 
 

 B 
 
 
ภาพที่ 7. ภาพแสดงเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน CGRPอยูรวมกับเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน 
NOS ในบริเวณ Laminar I และII ในชิ้นเนื้อไขสันหลังของหนูปกติ(A) เปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโต
นิน (B)หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
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ภาพที่ 8. ภาพแสดงเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน CGRPอยูรวมกับเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน 
NOS ในบริเวณ Laminar I และII ในชิ้นเนื้อไขสันหลังของหนูปกติ (A) เปรียบเทียบกับหนูที่มีภาวะพรองซีโรโต
นิน (B) หลังจากถูกกระตุนดวยปรากฎการณ Cortical Spreading Depression 
 
 



37 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 จากการศึกษาวิจัยครั้งนี้แสดงใหเห็นวา ในภาวะที่มีระดับซีโรโตนินต่ํานั้นสามารถทําใหการกระตุนตอระบบรับ
ความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง โดยปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้ง ดีเพรสช่ัน มากขึ้นกวาในกลุมหนูที่
มีระดับซีโรโตนินปกติ แตเมื่อหนูในกลุมที่มีระดับซีโรโตนินต่ําไดรับสาร nitric oxide synthase inhibitor (L-
NAME) กลับพบวาการกระตุนตอระบบรับความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองลดลงเมื่อเทียบกับกลุมหนูซี
โรโตนินต่ําที่ไมไดรับ L-NAME 
 จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้มุงเนนที่จะศึกษาถึงความสัมพันธของซีโรโตนินและ nitric oxide ซึ่งจัดเปนสารสื่อ
ประสาทที่มีความเกี่ยวของกับกระบวนการรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองทั้งคู โดยที่มีงานวิจัย
หลายงานวิจัยไดแสดงใหเห็นวาในการที่ผูปวยมีภาวะปวดศีรษะไมเกรนนั้นมีระดับของซีโรโตนินตลอดจน
อนุพันธของซีโรโตนินเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งรวมถึงผลการศึกษาในเกร็ดเลือดของคนไขไมเกรนที่พบวาในขณะที่มี
ภาวะปวดศีรษะนั้นจํานวนแกรนูลทึบที่บรรจุซีโรโตนินมีจํานวนลดต่ําลง 
 นอกจากนั้นผลจากการศึกษาทางคลินิกยังพบวา ในระหวางที่คนไขมีอาการปวดศีรษะนั้น เมื่อตรวจวัดระดับของ
ซีโรโตนินพบวามีระดับต่ําลง (Anthony และคณะ 1969  Ferrari และคณะ 1989  ) ซึ่งจากผลการศึกษานี้ไดแสดง
ใหเห็นวาการที่ระดับของซีโรโตนินตํ่าลงสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองตอปรากฏการณคอรติคัลสเปร
ดดิ้งดีเปรสชั่น ในการกระตุนระบบรับความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองมากกวาในกลุมหนูที่มีระดับของ
ซีโรโตนินปกติ โดยพบวาการกระตุนตอทั้งระบบหลอดเลือดสมองและระบบประสาท trigeminal ถูกกระตุน
มากกกวาในกลุมควบคุม ในระบบหลอดเลือดการตรวจพบวามีการเปลี่ยนแปลงจํานวน pinocytic vesicle และ
จํานวนของ microvilli มากกวาในกลุมหนูปกติที่ถูกกระตุนดวยปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้ง ดีเพรสช่ัน
เหมือนกัน การเพิ่มจํานวนของ pinocytic vesicle และ microvilli ของเอนโดทีเลียมเซลนี้สามารถบงช้ีถึง 
transendothelial transportationได (Lossinskyและคณะ 1995 และ Anuntasethakul  และคณะ 1999          ) ซึ่งจาก
ผลการศึกษานี้นาจะสรุปไดวาภาวะที่มีซีโรโตนินตํ่ากวาปกตินั้นสามารถเหนี่ยวนําใหมีภาวะ transendothelial 
transportation ไดมากกวาในกลุมหนูที่มีภาวะซีโรโตนินปกติ โดยที่ปรากฏการณ transendothelial transportation 
นั้นเปนปรากฏการณที่ไดรับการตรวจพบจากการทดลองของ Moskowitz และคณะในป1993ที่พบวาการกระตุน
ดวยปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้ง สามารถเหนี่ยวนําใหมีการ transendothelial transportation ได 

  ผลการศึกษาในครั้งนี้สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนานี้ของคณะวิจัย (    Srikiatkhachorn และคณะ 
1999) ที่พบวาภาวะที่มีระดับซีโรโตนินต่ําสามารถเหนี่ยวนําใหการกระตุนดวยการฉีด GTN มีผลตอหลอดเลือด
มากกวาในหนูกลุมที่มีซีโรโตนินปกติ 

  โดยผลการศึกษากอนหนานี้ในโมเดลของโรคปวดศีรษะไมเกรนอีกชนิดหนึ่งซึ่งคือการกระตุนระบบ 
trigeminovascular nociceptive system ดวยการฉีดสาร NO-donor ใหแกสัตวทดลองยังพบวา ภาวะพรองซีโร
โตนินโดยการไดรับสาร PCPA นั้นสามารถเพิ่มการตอบสนองของหลอดเลือดสมองตอการกระตุนดวย NO-
donor ไดดี โดยพบวาในกลุมหนูทดลองที่มีภาวะพรองซีโรโตนินมีจํานวนของ microvilli และ pinocytic vesicle 
ในเซลเอนโดทีเลียมมากกวาในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ หลังจากถูกกระตุนดวย NO-donor ในความเขมขน
เทากัน ผลการศึกษานี้ยังแสดงใหเห็นวานอกจากภาวะซีโรโตนินตํ่าจะสงผลตอการตอบสนองของหลอดเลือด
สมองสูงกวากลุมควบคมุแลว ยังแสดงใหเห็นชัดเจนวามีการสงกระแสความรูสึกเจ็บปวดขึ้นไปยังสมองมากกวา
กลุมควบคุมดวยโดยใชจํานวนของ Fos-IR เซลเปนตัวบงช้ี 
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  ผลจากการศึกษาวิจัยในสัตวทดลองจากคณะวิจัยหลายคณะไดบงช้ีวามีความเกี่ยวของกันระหวางสาร
ไนตริกออกไซมและซีโรโตนิน  โดยผลจากการศึกษาของ Ramos และคณะพบวาการลดระดับของซีโรโตนินใน
หนูแรกเกิดนั้นสามารถเหนี่ยวนําใหมีการเพิ่ม activity ของ NOS ในสมองในหลายบริเวณ เชน Striatum และ 
hippocampus (Ramos และคณะ 2002 และ Tagliaterro และคณะ 2003  ) 

  โดยผลจากการศึกษาของคณะวิจัยหลายคณะไดบงช้ีวาเซลประสาททที่มีการแสดงออกของอนไซม 
NOS นั้นมีตําแหนงที่อยูใกลชิดกับเซลประสาทที่บรรจุสารซีโรโตนินในหลายบริเวณในระบบประสาท
สวนกลาง (Johnson และ Ma, 1993; Kuhn และ Arthur, 1997; Wotherspoon และคณะ 1994) 

  นอกจากนั้นยังมีผลงานวิจัยที่แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของ nitric oxide และซีโรโตนินโดยพบวา 
nitric oxide นั้นมีบทบาทในการควบคุมระดับของสารสื่อประสาทตางๆ ซึ่งรวมถึงสารสื่อประสาทซีโรโตนิน
ดวย (Calapai และคณะ 1999; Kaehler และคณะ 1999) 

  ผลการศึกษาวิจัยครั้งนี้สามารถบงช้ีถึงความสัมพันธของ NO และซีโรโตนินในกระบวนการรับรู
ความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดในสมองได โดยพบวา NO มีบทบาทสําคัญในกระบวนการรับรูความรูสึก
เจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองเพิ่มขึ้นในภาวะที่มีซีโรโตนินต่ําลง จากการที่พบวาในหนูที่มีระดับของซีโรโตนิน
ตํ่าเมื่อไดรับสารยับยั้งเอนไซมที่สราง NO (NOS inhibitor; L-NAME) สามารถบรรเทา/ลดภาวะที่มีการเพิ่มขึ้น
ของกระบวนการรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากการกระตุนดวย CSD ลงได โดยผลของ L-NAME นั้นมีผลยับยั้งทั้ง
ตอการกระตุนตอระบบหลอดเลือดสมอง และตอการกระตุนตอระบบสงผานความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือด
สมอง จากการที่พบวาการไดรับสาร L-NAME ในหนูกลุมที่มีระดับซีโรโตนินต่ําสงผลใหมีการเปลี่ยนแปลงของ
หลอดเลือดสมองจากการตรวจวัดจํานวน pinocytic vesicle และจํานวน microvilli นอยกวาหนูกลุมซีโรโตนินต่ํา
ที่ไมไดรับสาร L-NAME ซึ่งผลการวิจัยในสวนนี้บงช้ีวาภาวะซีโรโตนินต่ําในหนูนาจะสงผลตอการเปลี่ยนแปลง
ระดับ NO ในสมอง โดยทําใหมีระดับ NO เพิ่มสูงกวาปกติเมื่อถูกกระตุนดวย CSD และ NO ที่สูงขึ้นนี้เอง
สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดความผิดปกติของเซลเอนโดทีเลียมของหลอดเลือดสมองมากขึ้น ดังยืนยันไดจาก
ผลการวิจัยที่พบวาในหนูกลุมที่ไดรับ L-NAME มีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดลดลง ซึ่งผลสรุปจากการ
ศึกษาวิจัยครั้งนี้สามารถใชอธิบายถึงผลการศึกษากอนหนานี้ในป 2000 จากการศึกษาในสัตวทดลองพบวาภาวะ
พรองซีโรโตนินทําใหการตอบสนองของหลอดเลือดสมองตอการไดรับ NO-donor มากกวากลุมหนูที่มีซีโร
โตนินปกติ (Srikiatkhachorn และคณะ 2000) โดยสามารถอธิบายไดวาการตอบสนองตอ NO-donor มากกวาหนู
ปกตินั้นเนื่องจากในภาวะซีโรโตนินต่ําจะสามารถเหนี่ยวนําใหมีการสราง NO ออกมาเมื่อถูกกระตุนไดมากกวา
หนูปกติ และปริมาณของ NO ที่มากกวาปกตินี่เองเปนสาเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในหลอดเลือดสมอง
มากกวาหนูกลุมควบคุม 

  นอกจากนั้นผลการศึกษาวิจัยครั้งนี้ยังพบวาการไดรับสาร L-NAME ในภาวะที่มีซีโรโตนินพรอง
สามารถลดจํานวนของเซลที่แสดงออกโปรตีน fos ในชิ้นเนื้อที่ตัดออกมาจากไขสันหลังในระดับ C1-C2 ได 
จํานวนของเซลที่แสดงออกโปรตีน fos ในชิ้นเนื้อไขสันหลังสวนนี้เปนที่ยอมรับกันอยางแพรหลายวาสามารถใช
เปนตัวช้ีวัดการเกิดความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง (trigeminal vascular system) ได (Kaube et al., 1993) 
ดังนั้นการลดจํานวนของเซลประสาทที่แสดงออกโปรตีน fos ในกลุมหนูที่ไดรับสาร L-NAME ในการวิจัยนี้
สามารถสรุปไดวาในกลุมที่ไดรับสาร L-NAME มีการสงผานความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองนอยลงกวา
ในกลุมที่มีซีโรโตนินต่ําที่ไมไดรับสาร L-NAME แสดงใหเห็นชัดเจนถึงบทบาทของ NO ในการเพิ่มการรับรู
ความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองในภาวะพรองซีโรโตนิน 
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  ผลจากงานวิจัยหลายงานวิจัยไดบงช้ีวาสาร NO นั้นมีบทบาทในกระบวนการสงผานความรูสึกเจ็บปวด
ทั้งในสวนของ supraspinal และในบริเวณไขสันหลังดวย (Cuevas และคณะ 1996; Lovick และคณะ 1993; 
Peterson-Zeitz และ Basbaum 1999 และ Mao และคณะ 1995) โดยในระดับไขสันหลังซึ่งเปนบริเวณที่มีการ
สงผานสัญญาณความรูสึกเจ็บปวดขึ้นไปยังสมองโดย second order neurons ซึ่งผลจากการศึกษาวิจัยหลาย
งานวิจัยไดบงช้ีวาเซลประสาทที่รับผิดชอบการสงผานความรูสึกเจ็บปวดนั้นจะเปนเซลประสาทที่กระจายตัวอยู
ในชั้นไขสันหลัง Lamina I และ II ซึ่งเปนบริเวณที่สามารถพบเซลประสาทที่แสดงโปรตีน NOS ในการศึกษา
วิจัยนี้ดวย ความเกี่ยวของของสาร NO ในกระบวนการสงผานความรูสึกเจ็บปวดบริเวณไขสันหลังนี้ไดรับการ
ยืนยันจากกลุมวิจัยหลายกลุมเชน Moa และคณะ  และ Wu และคณะ   

  Moa และคณะรายงานในป 1995 วา NO มีบทบาทสําคัญในการเกิดภาวะความเจ็บปวดมากกวาปกติ 
(hyperalgesia) ที่เกิดจากการอักเสบ รวมทั้งมีบทบาทในการเกิดภาวะดื้อตอ morphine ดวย (Moa และคณะ 1995) 
นอกจากนั้นผลการศึกษาของ Wu และคณะในป 2001 ยืนยันบทบาทของ NO ในกระบวนการสงผานความรูสึก
เจ็บปวดในบริเวณไขสันหลัง โดยพบวาการฉีดสาร nitric oxide synthase inhibitor สามารถยับยั้งการสงผาน
ความรูสึกเจ็บปวดจากการกระตุนดวย innocuous stimuli ได (Moa และคณะ 1995 และ Wu และคณะ 2001) 

 ผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้สนับสนุนทฤษฏีของนักวิจัยเหลานี้โดยพบวาการเหนี่ยวนําใหเกิด
ปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้งดีเพรศชั่นนั้นสามารถตรวจพบเซลประสาทที่แสดงโปรตีน NOS ในบริเวณ 
Laminar I และ II ซึ่งเปนบริเวณเดียวกับที่ตรวจพบเซลประสาทที่ถูกกระตุนแสดงออก fos โปรตีน ซึ่งจะเห็นได
ชัดเจนจากผลการยอม fos-NOS double stain  นอกจากนั้นยังพบวาเซลประสาทที่แสดงโปรตีน NOS ยังอยูใน
บริเวณเดียวกับที่พบปลายประสาทที่บรรจุ CGRP ซึ่งเปนสารสื่อประสาทที่มีความสําคัญตอกระบวนการสงผาน
ความรูสึกเจ็บปวดดวย (Geppeltiและคณะ, 2005 และ Goadsby 2005)) โดยพบวา CGRP มีผลเหนี่ยวนําใหหลอด
เลือดเกิดการขยายตัว และมีบทบาทในการเหนี่ยวนําใหเกิดภาวะ neurogenic inflammation เนื่องจาก 
neuropeptide  CGRP นี้มีบทบาทสําคัญในกระบวนการรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมอง ดังนั้น
ปจจุบันนี้นักวิจัยหลายกลุมไดพยายามที่จะพัฒนาสาร CGRP receptor antagonist เพื่อใชเปนยาลดอาการปวด
ศีรษะไมเกรน (Geppelti et al, 2005 and Goadsby 2005) 
 ผลการศึกษาในคนไขยืนยันบทบาทของ CGRP ในพยาธิกําเนิดของโรคปวดศีรษะไมเกรน คือการพบวา
ในขณะที่มีการปวดศีรษะ ระดับของสารสื่อประสาท CGRP สูงกวาปกติ ซึ่งเกิดจากการกระตุนตอ afferent fiber 
ของ trigerminal neuronใหมีการหลั่งสารสื่อประสาท CGRPออกมา   โดยมีผลยืนยันจากการศึกษาในคนไขที่
ไดรับยา anti-migraine ผลจากการใชยา anti-migraine(sumatriptan)  ในการรักษาคนไข พบวาสามารถลดระดับ
ของสาร CGRP ลงได (Lassen et al., 2002) 
 จากการที่ตรวจพบเซลประสาทที่แสดงโปรตีน NOS รวมกับ เซลประสาทที่ถูกกระตุน และ ปลาย
ประสาทที่บรรจุ CGRPในบริเวณ Laminar I และ II  แสดงใหเห็นชัดเจนถึงบทบาทของ NO ในกระบวนการ
สงผานความเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองโดยเปนที่ยอมรับกันวา NO นั้นเมื่อถูกขับออกมาจากปลายประสาท
แลวยังสามารถ penetrate กลับเขาสูปลายประสาทที่หลั่ง  NO แลวกระตุนใหมีการหลั่งสารสื่อประสาทอื่นๆ
ออกมา ซึ่งอาจรวมทั้ง CGRP ดวยซึ่ง การที่มีการหลั่ง CGRP ในบริเวณไขสันหลังมากขึ้นจะสงผลใหมีการ
สงผานความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองมากขึ้นดวย 
  จากการที่ผลจากการศึกษานี้แสดงถึงการที่สาร L-NAME ซึ่งเปนสารยับยั้งตอการสราง nitric oxide 
สามารถลดการตอบสนองตอการกระตุนดวยปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้งดีเพรสช่ันตอระบบรับรูความ
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เจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองในหนูที่มีระดับซีโรโตนินต่ําได ทั้งตอการกระตุนตอระบบหลอดเลือดสมองและ
ระบบรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองได แสดงวาภาวะเพิ่มขึ้นของการรับรูความรูสึกเจ็บปวดที่เกิด
จากการกระตุนดวยปรากฏการณคอรติคัลสเปรดดิ้งดีเพรสชั่นในภาวะที่มีระดับซีโรโตนินตํ่าในสัตวทดลอง
นาจะเกิดจากการเพิ่มปริมาณของ NO ทั้งในสมองและในไขสันหลัง ซึ่งสามารถนําไปอธิบายความสัมพันธของ
ภาวะซีโรโตนินตํ่าและการเกิดอาการปวดศีรษะในคนไขไดวานาจะเกิดจากการที่มีระดับของ NO เพิ่มสูงกวา
ปกติในภาวะที่มีซีโรโตนินต่ํา ซึ่งจะสามารถกระตุนตอระบบรับรูความรูสึกเจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองได 

  ซึ่งผลจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้ไดย้ําใหเห็นถึงความสําคัญของสาร NO ในกระบวนการสงผานความรูสึก
เจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองไดโดยมีบทบาททั้งตอระบบหลอดเลือดสมอง และตอระบบสงผานความรูสึก
เจ็บปวดจากหลอดเลือดสมองในไขสันหลังดวย ดังนั้นสาร nitric oxide synthase inhibitor ตางๆ นาจะมีศักยภาพ
ในการที่จะถูกพัฒนาขึ้นมาใชเปนยาลด  และ หรือ ปองกันภาวะปวดศีรษะจากหลอดเลือดโดยเฉพาะไมเกรนได 
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