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ณฐัธยาน์ ชว่ยเพ็ญ: การควบคมุการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บทุ่อไตสว่นต้นของ
มนษุย์ภายใต้ภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว และภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิว. (Regulation of 
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 โรคน่ิวไตเป็นโรคท่ีเกิดจากหลายปัจจยั โดยปัจจยัเส่ียงท่ีสําคญั คือ ภาวะซิเทรตต่ําในปัสสาวะ การดดู
กลบัซิเทรตท่ีไตอาศยัโปรตีนขนสง่ NaDC-1 ซึง่แสดงออกมากท่ีเซลล์ทอ่บไุตสว่นต้น การวิจยัครัง้นีมี้
วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตและวิเคราะห์ความสมัพนัธ์
กบัระดบัซิเทรตและความเป็นกรดในปัสสาวะ รวบรวมกลุม่ผู้ ป่วยโรคน่ิวไต จํานวน 24 ราย เก็บตวัอยา่งเนือ้เย่ือ
ไตเพ่ือศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 โดยวิธี immunohistochemistry เก็บตวัอยา่งปัสสาวะ 24 ชัว่โมง วดั
คา่ pH ในปัสสาวะ และวดัระดบัซิเทรตในปัสสาวะด้วยวิธี HPLC ศกึษาการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ใน
เซลล์ HK-2 ท่ีอยูใ่นภาวะตา่งๆ โดยวิธี  Western blot ศกึษาผลของภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวและภาวะตอ่ต้าน
การเกิดน่ิวตอ่การมีชีวิตของเซลล์โดยวิธี MTT assay วดัระดบัการสร้าง reactive oxygen species (ROS) และ
ปริมาณ protein carbonyl ใน HK-2 เซลล์ โดยวิธี DCFH-DA และ DNPH ตามลําดบั ผลการศกึษาพบวา่
เนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตมีการแสดงออกของ NaDC-1 สงู บริเวณด้าน apical membrane ของ proximal 
tubular cells แตไ่มพ่บการแสดงออกบริเวณ glomerulus และหลอดเลือด และมีการแสดงออกเพิ่มขึน้เม่ือ
ระดบั pH ในปัสสาวะต่ําลง แตไ่มพ่บความสมัพนัธ์กบัระดบัซิเทรตในปัสสาวะ ผลการศกึษาในเซลล์ HK-2 ท่ี
ได้รับ H2O2, ภาวะกรด (pH 6.8) และผลกึ calcium oxalate monohydrate (COM) สง่ผลให้เซลล์มีชีวิตลดลง 
มีการสร้างสารอนมุลูอิสระเพิ่มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (pH 7.4) ความผิดปกติดงักลา่วดีขึน้เม่ือ
ได้รับสตูรมะนาวผง สําหรับการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ในภาวะท่ีได้รับ H2O2 
และภาวะกรด พบวา่สงูขึน้ และลดลงเม่ือเซลล์ในภาวะท่ีได้รับผลกึ COM และภาวะกรด ได้รับสตูรมะนาวผง
ร่วม จากการศกึษานีส้รุปได้วา่ การแสดงออกของ NaDC-1 ใน HK-2 cell มีความสมัพนัธ์กบัความเครียดทาง
ออกซิเดชนัและความเป็นกรดในปัสสาวะ ซึง่สามารถแก้ไขได้โดยการให้สตูรมะนาวผง นอกจากนีย้งัพบการ
แสดงออกของ NaDC-1 เพิ่มสงูขึน้ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตโดยสมัพนัธ์กบัความเป็นกรดของปัสสาวะ 
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                       80 pp. 
                         Nephrolithiasis is a multifactorial condition, and one of the major risk factors hypocitraturia. 
The renal reabsorption of citrate is principally responsible by sodium dicarboxylate cotransporter-1 (NaDC-
1). This study aimed to investigate the expression of NaDC-1 in kidney tissues of nephrolithiasis patients and 
evaluate the correlation between NaDC-1 expression and urinary citrate or acidification. Twenty-four 
nephrolithiasis patients’ kidney biopsies and twenty-four-hour urine samples were investigated. Urinary 
citrate level was determined by HPLC. NaDC-1 protein expression in acid-treated HK-2 cells was determined 
by Western blot. Viability of HK-2 cells in various conditions was determined by MTT assay.  Intracellular 
reactive oxygen species (ROS) and protein carbonyl content in conditioned HK-2 cells were determined by 
DCFH-DA and DNPH methods, respectively. Immunohistologically, stained NaDC-1 was detected mainly at 
apical membrane of proximal tubular cells in all nephrolithiasis patients, but cannot detect at glomerular 
region. The degree of NaDC-1 expression was inversely correlated with urine pH, and no association with 
urinary citrate level was observed. In HK-2 cell culture, the exposure with H2O2,, acid and calcium oxalate 
monohydrate (COM), and acidosis (pH 6.8) resulted in decreased cell viability and increased ROS 
production, which could be alleviated by adding lime powder regimen (LPR). Regarding to NaDC-1, over-
expression was observed in HK-2 cells treated with H2O2 and acidosis, and decreased expression in COM-
treated cells that could not be corrected by LPR. In conclusion, NaDC-1 was principally expressed in renal 
proximal tubular cells of kidneys of nephrolithiasis patients, and over-expression was associated with low 
urine pH. HK-2 cells under oxidative stress and acidified conditions showed increased expression of NaDC-
1, and ROS production, which ameliorated by LPR. Our study showed that both urinary pH and oxidative 
stress regulate NaDC-1 expression. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

ที่มาและความสาํคัญ 
  โรคน่ิวไต (nephrolithiasis) เป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีพบมากทัว่โลก อบุตัิการณ์
โรคน่ิวไตมีแนวโน้มสูงขึน้เ ร่ือยๆ ซึ่งสัมพันธ์กับพฤติกรรรมการบริโภคอาหารในปัจจุบันท่ี
เป ล่ียนแปลงไปจากอดีต  ในประเทศไทยพบอุบัติการณ์ของโรคน่ิวไตสูงมากในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ประมาณร้อยละ 10-16 [1] นอกจากนี ้โรคน่ิวไตเป็นโรคท่ีมีอตัราการเกิดน่ิว
ซํา้สงู การศึกษาอตัรากลบัเป็นน่ิวซํา้หลงัสลายน่ิวท่ีโรงพยาบาลขอนแก่ น พบอตัราการเกิดน่ิวซํา้
ร้อยละ 39 ภายหลงัการผา่ตดัเอาน่ิวออกไปแล้ว 2 ปี [2] และการศกึษาในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์
ซึง่ผู้ ป่วยสว่นใหญ่มีภมูิลําเนาอยูใ่นเขตภาคกลางพบอตัรากลบัเป็นน่ิวซํา้สงูถึงร้อยละ 25 ภายหลงั
การสลายน่ิวแล้ว 3 ปี  แสดงให้เห็นว่าการเกิดน่ิวซํา้เป็นปัญหาสําคัญของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 
นอกจากนีก้ารเกิดน่ิวในระบบทางเดินปัสสาวะยงัสง่ผลให้ภาวะแทรกซ้อนอ่ืนๆ ได้ เช่น การติดเชือ้
ในระบบทางเดินปัสสาวะ การทํางานของไตเส่ือมลง และอาจร้ายแรงจนถึงเกิดภาวะไตวายเรือ้รัง 
ทําให้ทัง้ผู้ ป่วยและภาครัฐต้องสญูเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคน่ิวซํา้สงูมาก นบัว่าโรคน่ิวไตเป็น
ปัญหาสขุภาพท่ีสง่ผลกระทบตอ่คณุภาพชีวิตของประชากรไทยเป็นอยา่งยิ่ง  ปั จจัย เ ส่ี ย ง
ของการเกิดโรคน่ิวไต เก่ียวข้องทัง้ความผิดปกติของปัจจยัภายใน (intrinsic factors) และความ
ผิดปกติจากปัจจยัภายนอกรวมถึงสิ่งแวดล้อม (extrinsic factors) ซึง่จะสง่ผลให้เกิดความผิดปกติ
ทางเมแทบอลิกในปัสสาวะ (Metabolic abnormality หรือ metabolic risk factor) ทําให้มีสารก่อ
น่ิว เช่น แคลเซียม ออกซาเลต ฟอสเฟต และกรดยริูก ในปัสสาวะสงู หรือสารยบัยัง้น่ิว เช่น ซิเทรต 
โพแทสเซียม และแมกนีเซียม ในปัสสาวะต่ํา [3] รายงานวิจยัของ พนัธ์ทิพย์ ยงัเจิมจนัทร์และคณะ
ในปี 2006 พบว่าภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ํา (Hypocitraturia) และภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะ
ต่ํา (Hypokaliuria) เป็นปัจจัยเส่ียงทางเมแทบอลิกท่ีพบมากท่ีสุดในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตชาวไทย 
โดยเฉพาะผู้ ป่วยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  โดยพบมากกว่าร้อยละ 90 และมากกว่าร้อยละ 70 
ตามลําดบั [4] เน่ืองจากซิเทรตสามารถรวมกับผลึกแคลเซียมกลายเป็นสารประกอบท่ีละลายนํา้
และขบัออกทางปัสสาวะได้ง่าย ซิเทรตจึงเป็นสารยบัยัง้น่ิวท่ีมีศกัยภาพสงูมาก (potent stone 
inhibitor) ดงันัน้ภาวะ hypocitraturia จึงจดัเป็นปัจจยัเส่ียงทางเมแทบอลิกท่ีสําคญัท่ีสดุของการ
เกิดน่ิวซํา้ในคนไทย อย่างไรก็ตามกลไกการเกิดภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ําในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตยงัไม่
ทราบแน่ชัด เช่ือว่าปัจจัยหนึ่งท่ีสําคัญ คือ การดูดกลับซิเทรตซึ่งเกิดขึน้ท่ีเซลล์บุท่อไตส่วนต้น 
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(renal proximal tubular cells) ทัง้ด้าน brush border membrane หรือ apical membrane และ
ด้าน basolateral membrane โดยอาศยัโปรตีนขนส่ง sodium-dicarboxylate cotransporter 
type 1 (NaDC-1) และ type 3 (NaDC-3) ตามลําดบั [5,6] การขนส่งซิเทรตเข้าเซลล์จะขนส่ง
ร่วมกบั Na+ โดย NaDC-3 จะขนสง่ citrate3- จากเลือดเข้าสูเ่ซลล์บทุ่อไตสว่นต้น ขณะท่ี NaDC-1 
ขนส่งในรูป citrate2- เป็นส่วนใหญ่จากปัสสาวะเข้าสู่เซลล์บุท่อไตส่วนต้น ดงันัน้ ภาวะใดก็ตามท่ี
เป็นผลให้ NaDC-1 ทํางานเพิ่มขึน้จะส่งผลให้ citrate2- ถูกดูดกลบัเข้าเซลล์บุท่อไตด้าน apical 
membrane มากขึน้ ผลท่ีตามมาคือซิเทรตในปัสสาวะลดลงและก่อให้เกิดภาวะ hypocitraturia 
การศึกษาการขนส่งซิเทรตโดยโปรตีนขนส่ง NaDC-1 ในหนูท่ีมีภาวะกรดเกิน (metabolic 
acidosis) พบว่ามีการแสดงออกของยีน NaDC-1 เพิ่มขึน้บริเวณเซลล์บุท่ีอยู่ด้าน apical 
membrane ของเซลล์บทุ่อไตสว่นต้น และการศกึษาในหลอดทดลองพบว่าโปรตีน NaDC-1 มีการ
ทํางาน (activity) สงูขึน้ในภาวะท่ีเป็นกรด รายงานวิจยัในหนท่ีูเป็นน่ิวซึง่มีภาวะซิเทรตในปัสสาวะ
ต่ํา (hypocitraturic urolithic rats) พบระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 mRNA และ NaDC-1 
protein สงูขึน้เช่นเดียวกนั [7] ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการวิจยัเก่ียวกบัระดบัการแสดงออกของ 
NaDC-1 ในไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต และความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของ NaDC-1 ในไตของ
ผู้ ป่วยโรคน่ิวไตกบัภาวะท่ีปัสสาวะเป็นกรดหรือภาวะซเิทรตในปัสสาวะต่ํา 

นอกจากผู้ ป่วยโรคน่ิวไตจะมีระดบัซิเทรตในปัสสาวะต่ํากว่าในคนปกติแล้ว ผู้ ป่วยยังมี
ภาวะเครียดจากออกซิเดชนั (oxidative stress) สงูกว่าคนปกติด้วย [8] ซึง่เช่ือว่าภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชันมีบทบาทสําคัญมากในกระบวนการเกิดน่ิว คณะผู้ วิจัยได้วิจัยและพัฒนาสมุนไพร
สําหรับรักษาโรคน่ิว โดยผลติสตูรมะนาวผง (Lime powder regimen, LPR) ผลการศกึษาในผู้ ป่วย
โรคน่ิวไต พบว่าสตูรมะนาวผงมีฤทธ์ิเพิ่มระดบัซิเทรตและโพแทสเซียมในปัสสาวะ (citraturic and 
alkalinizing actions) และสามารถลดระดบัความเครียดจากออกซิเดชนัได้ จึงน่าจะใช้เป็นยา
ป้องกนัการเกิดน่ิวซํา้ได้ [9]  

ภาวะเครียดจากออกซเิดชนัเป็นภาวะท่ีเป็นผลมาจากความไม่สมดลุของการสร้างและการ
กําจดัอนุมลูอิสระ สารอนุมลูอิสระท่ีเกิดขึน้มากเกินไปสามารถทําลายสารชีวโมเลกุลในเซลล์จน
สญูเสียหน้าท่ีไป ส่งผลให้เกิดการทําลายเย่ือหุ้มเซลล์ ผนงัหลอดเลือด และเกิดการบาดเจ็บของ
เซลล์ (cell injury) ขึน้ได้ [10] รายงานการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้ง พบว่าเม่ือกระตุ้นเซลล์เย่ือบผิุว
ท่อไตด้วยออกซาเลต หรือ ผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต (calcium oxalate 
monohydrate, COM) จะทําให้เซลล์สร้างสารอนมุลูอิสระ (reactive oxygen species, ROS) เพิ่ม
มากขึน้จนทําให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชนั [11] และถ้ามีการทําลายเซลล์เย่ือบผิุวท่อไตมาก
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ขึน้ จะส่งเสริมให้มีการติดค้างของผลึกในท่อไตสงูขึน้ ในปี 2010 รายงานการศึกษาของ Tosco 
และคณะ พบว่า ภาวะ acidosis สามารถกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชนัของไขมนั (lipid 
peroxidation) หรือ การเกิดอนมุลูอิสระส่งผลให้เซลล์หลายชนิดถกูทําลาย นอกจากนัน้ยงัสร้าง 
ROS สง่ผลให้เกิดกระบวนการอกัเสบอีกด้วย [12] นอกจากนีก้ารศกึษาของ  Stelmashuk และ
คณะ พบว่าภาวะกรด (pH 6.5 และ pH 6.0) ในอาหารเลีย้งเซลล์ส่งผลให้เซลล์ (cerebellar 
granule cells) มีชีวิตลดลงเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (pH 7.2) [13] งานวิจยัของ Rustom และ
คณะ พบว่าภาวะกรด pH 6.7 สง่ผลให้ระดบั glutathione ในเซลล์ (LLC-PK1 cells) ลดลงเม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคมุ (pH 7.4) [14] และจากการศกึษาของ Srinivasan และคณะ พบว่าระดบั 
protein carbonyl ในพลาสมาของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตสงูกว่าคนสขุภาพดี [15] รายงานการศกึษาของ 
Lo และคณะ ในเซลล์ MDCK พบว่า H2O2 สง่ผลให้ระดบั ROS สงูตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ [16] 
เน่ืองจากภาวะเป็นกรดกระตุ้นการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บผิุวท่อไตมากขึน้ และภาวะ
เป็นกรดทําให้เกิดความเครียดจากออกซิเดชนัหรือมี ROS สงูขึน้ นอกจากนีมี้รายงานการควบคมุ
การแสดงออกของยีนหลายยีนผ่านทาง ROS [17,18,19] ดงันัน้ จึงน่าสนใจท่ีจะศกึษาว่า กรด
กระตุ้นการแสดงออกของ NaDC-1 ผา่นทาง ROS หรือเป็น ROS-mediated mechanism หรือไม ่
  นอกจากสมมุติฐานท่ีเสนอว่าการแสดงออกของ NaDC-1 น่าจะผ่านทาง ROS 
(ROS-mediated gene expression) แล้วยงัมีรายงานการศกึษาท่ีพบว่าการแสดงออกท่ีมากขึน้ 
(overexpression) ของ NaDC-1 จะทําให้ ซิเทรตถกูขนสง่เข้าเซลล์ ไปยงัสูไ่มโตคอนเดรียเพ่ือผลิต
พลงังานมากขึน้ ในกระบวนการการผลิตพลงังานจากไมโตคอนเดรีย (electron transport chain) 
มกัเกิดผลิตผลท่ีควบคู่กนัมาคือ ROS แตใ่นภาวะปกติร่างกายมีความสามารถในการกําจดัอนมุลู
อิสระท่ีเกิดขึน้ได้ ดงันัน้ในภาวะท่ีปัสสาวะเป็นกรดหรือภาวะท่ีร่างกายขาดพลงังาน protons จะไป
กระตุ้น  ATP citrate lyase และ mitochondrial aconitase enzymes ในไมโตคอนเดรีย สง่ผลให้ซิ
เทรตภายในเซลล์ถกูนําไปใช้ผลิตพลงังานมากขึน้ [20] อีกทางหนึ่งหากซิเทรตภายในเซลล์ลดลง 
NaDC-1 ก็จะดดูกลบัซิเทรตเข้าสู่เซลล์มากขึน้ ทําให้เกิดภาวะ hypocitraturia นอกจากนีก้าร
ทํางานท่ีมากขึน้ของ NaDC-1 จึงน่าจะทําให้เซลล์ผลิต ROS มากขึน้ และสง่ผลให้เกิดภาวะเครียด
จากออกซเิดชนัได้เช่นกนั 
  ผู้วิจยัตัง้สมมตุิฐานว่า การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยน่ิวไต
น่าจะสงูและมีความสมัพนัธ์กบัภาวะกรดในปัสสาวะ และการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บผิุว
ท่อไตส่วนต้น (HK-2 cells) ในภาวะท่ีเอือ้ต่อการเกิดน่ิว ได้แก่ ภาวะท่ีเซลล์ถกูกระตุ้นด้วยผลึก 
COM หรือ H2O2 หรือ low pH 6.8 จะเพิ่มขึน้สงูกว่าในเซลล์บทุ่อไตในภาวะปกติ ขณะท่ีในภาวะ
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ตอ่ต้านการเกิดน่ิว (ภาวะท่ีเซลล์ได้รับสตูรมะนาวผง) น่าจะสามารถลดการแสดงออกของ NaDC-1 
ได้ ผู้ วิจัยคาดว่าภาวะเครียดจากออกซิเดชันน่าจะมีผลต่อการแสดงออกของ NaDC-1 และสูตร
มะนาวผงซึ่งสามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชันได้ น่าจะทําให้การแสดงออกของ NaDC-1 
ลดลง ซึง่จะสง่ผลให้มีการขบัซเิทรตออกทางปัสสาวะเพิ่มขึน้ 
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คาํถามการวิจัย (Research questions) 
1. การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตเป็นอยา่งไร 
2. การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตมีความสมัพนัธ์กบัระดบั 

pH และซเิทรตในปัสสาวะหรือไม ่

3. สภาวะท่ีเอือ้ต่อการเกิดน่ิว ได้แก่ ภาวะท่ีเซลล์ถกูกระตุ้นด้วยผลึก COM หรือ H2O2 
หรือ low pH 6.8 สามารถเพิ่มการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ได้หรือไม ่

4. การกระตุ้นการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ผา่นทาง ROS หรือไม ่

5. สตูรมะนาวผง (LPR) สามารถยบัยัง้หรือลดการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-
2 ท่ีอยูภ่ายใต้สภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวได้หรือไม ่

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) 
1. เพ่ือศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 

2. เพ่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของ
ผู้ ป่วยโรคน่ิวไตกบัและระดบั pH และซเิทรตในปัสสาวะ 

3. เพ่ือศกึษาการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ภายใต้สภาวะท่ีเอือ้ต่อ
การเกิดน่ิว ได้แก่ ภาวะท่ีเซลล์ถกูกระตุ้นด้วยผลกึ COM หรือ H2O2 หรือ low pH 6.8 

4. เพ่ือศึกษาผลของภาวะเครียดจากออกซิเดชันต่อปริมาณการแสดงออกของโปรตีน 
NaDC-1 ในเซลล์ HK-2   

5. เพ่ือศกึษาผลของ LPR ต่อการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ท่ีอยู่
ภายใต้สภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว 
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สมมุตฐิานการวิจัย (Hypotheses) 
1. การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตมีระดบัท่ีแตกตา่งกนัใน

แตล่ะคน 
2. ระดับการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตน่าจะมี

ความสมัพนัธ์กบัระดบั pH และซเิทรตในปัสสาวะ 
3. การแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ภายใต้สภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิว

น่าจะเพิ่มขึน้ เม่ือเทียบกบัในสภาวะปกต ิ
4. การแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 น่าจะเก่ียวข้องหรือถูกกระตุ้นด้วยภาวะ

เครียดจากออกซเิดชนั หรือ ROS (ROS-induced gene expression) 
5. สตูรมะนาวผงน่าจะมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้การสร้าง ROS และการแสดงออกของ

โปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ท่ีอยูใ่นสภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว  

ข้อตกลงเบือ้งต้น (Assumptions) 
  เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดสอบเป็นเคร่ืองมือท่ีผ่านการทดสอบความเท่ียงตรงและ
ความแมน่ยํา 

ข้อจาํกัดของการวิจัย (Limitations) 
  เน่ืองจากเป็นการศึกษาในเซลล์เพาะเลีย้ง ดังนัน้ผลงานวิจัยท่ีได้อาจจะไม่
สามารถนําไปประยกุต์ใช้กบัผลท่ีเกิดขึน้ได้ในมนษุย์โดยตรง ในการศกึษานีศ้กึษาการแสดงออก
ของ NaDC-1 ในระดบัโปรตีน โดยไม่ได้ศกึษาถึงกลไกในการควบคมุการทํางาน (activity) ของ
โปรตีนขนสง่ NaDC-1 โดยตรง   
  ศึกษาในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต โดยไม่มีเนือ้เย่ือไตของคนสขุภาพดีท่ีจะ
นํามาใช้ในกลุม่ควบคมุ  

คาํสาํคัญ (Keywords) 
  Nephrolithiasis, kidney stone, NaDC-1, hypocitraturia, lithogenic, 
oxidative stress, ROS, acidosis, urinary citrate, HK-2 cell, calcium oxalate monohydrate, 
lime powder regimen  
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คาํนิยามเชิงปฏิบัตกิาร (Operational Definitions) 
  - Nephrolithiasis หรือ Kidney stone หรือ Renal stone คือ โรคน่ิวในไต ซึง่มี
ก้อนน่ิวอยูบ่ริเวณตําแหน่งท่ีสงูกวา่หลอดกรวยไต (renal pelvis) ขึน้ไป   
  - NaDC-1 คือ โปรตีนขนสง่ sodium-dependent dicarboxylate transporter มี
บทบาทในการขนสง่ซิเทรตเข้าสูเ่ซลล์บทุ่อไต พบท่ีเซลล์บทุ่อไตสว่นต้น บริเวณเย่ือด้านท่ีสมัผสักบั
ปัสสาวะ (apical membrane)  
  - Hypocitraturia คือ ภาวะท่ีมีซิเทรตในปัสสาวะต่ํากว่า 320 mg/day ใน
ชาวตะวนัตก หรือ ภาวะท่ีมีซเิทรตในปัสสาวะต่ํากวา่ 200 mg/day ในคนไทย 
  - Lithogenic condition คือ ภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว เป็นภาวะท่ีมีสารก่อน่ิวและ
ผลกึสงู เช่น แคลเซียม ออกซาเลต ฟอสเฟต กรดยริูก และผลกึแคลเซียมออกซาเลต เป็นต้น  
  - Anti-lithogenic condition คือ ภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิว เป็นภาวะท่ีมีสารยบัยัง้
น่ิวสูง เช่น ซิเทรต แมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟต ยาโพแทสเซียมซิเทรต สารต้านอนุมูลอิสระ และ
มะนาวผง เป็นต้น 
  - Oxidative stress หรือ ภาวะเครียดจากออกซิเดชนั คือ ภาวะไม่สมดลุระหว่าง
อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ สารอนุมูลอิสระจะทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลท่ีเป็น
องค์ประกอบ ได้แก่ ไขมนั โปรตีน กรดนิวคลีอิก และคาร์โบไฮเดรต ทําให้สูญเสียหน้าท่ีหรือถูก
ทําลาย สง่ผลให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บ (cell injury) และถกูทําลาย (cell damage) ตามมา 
  -  Urinary citrate คือ ปริมาณซเิทรตในปัสสาวะ 
  - HK-2 Cells คือ cell line ของเซลล์บผิุวท่อไตสว่นต้น (human renal proximal 
tubular cells) จากมนษุย์ 
  - Calcium oxalate monohydrate (COM) คือ สารประกอบอินทรีย์ ท่ี
ประกอบด้วย แคลเซียม ออกซาเลต และ นํา้ อยา่งละ 1 โมเลกลุ 
  - Lime powder regimen (LPR) คือ สตูรมะนาวผง ท่ีคิดค้นโดย ศาสตราจารย์ปิ
ยะรัตน์ โตสโุขวงศ์ และผู้ช่วยศาสตราจารย์สชุาดา ไชยสวสัดิ์ และผลิตท่ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยี
พระจอมเกล้าธนบุรี โดยแปรรูปนํา้มะนาว และเติมสารให้มีอตัราส่วนโพแทสเซียมให้ได้ 21 mEq 
และซิเทรต 63 mEq ต่อซอง (5 กรัม) และทําให้อยู่ในรูปของผงมะนาวโดยวิธีการอบแห้งแบบแช่
แข็งหรือการอบแห้งโดยการระเหิด (freeze-dried method) 

 
 



8 

ผลที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Anticipated outcomes) 
 1. ทราบการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 

2. ทราบความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วย
โรคน่ิวไตกบัระดบั pH และซเิทรตในปัสสาวะ 
 3. ทราบถึงระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บทุ่อไตสว่นต้นในภาวะเอือ้ตอ่การ
เกิดน่ิวและในภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิว 
 4.ทราบกลไกการควบคุมการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บุท่อไตส่วนต้นโดย 
oxidative stress  
 5. ทราบถึงผลของสตูรมะนาวผงตอ่การแสดงออกของ NaDC-1 ของเซลล์บทุ่อไตสว่นต้น
ในภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว 
 6. เป็นหลกัฐานการยืนยนักลไกการเกิดน่ิวในระดบัโมเลกลุสําหรับใช้ในการหาวิธีป้องกนั 
หรือลดภาวะซเิทรตต่ําในปัสสาวะ เพ่ือลดการเกิดโรคน่ิวซํา้ 

ลาํดบัขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. ย่ืนเสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ต่อคณะกรรมการวิทยานิพนธ์ และคณะกรรมการ
พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในเซลล์เพาะเลีย้ง คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลยั 

 2. ดําเนินการเก็บตวัอยา่งเซลล์ เตรียมเนือ้เย่ือไตและเก็บปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต  
 3. ตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตและในเซลล์ วิเคราะห์ภาวะ
     เครียดจากออกซเิดชนั 
 4. วิเคราะห์และสรุปผลการวิจยั เขียนรายงานผลการวิจยั 
 5. จดัทําบทความวิจยัจากบางสว่นของวิทยานิพนธ์ เพ่ือตีพิมพ์และนําเสนอผลงานวิจยั 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

โรคน่ิวไต (Kidney stone disease หรือ nephrolithiasis)  
  น่ิวไต เกิดจากการตกตะกอนเป็นผลึก (crystallization) ของสารประกอบท่ีไม่
ละลายนํา้ในทางเดนิปัสสาวะ โดยผลกึเลก็ๆ จะรวมตวักนัจนมีขนาดใหญ่ และเกิดภาวะแทรกซ้อน
จากก้อน (mass effect) อนัได้แก่ การกดเบียดเนือ้เย่ือ หรืออดุกัน้ช่องทางผา่นปัสสาวะ ปัจจยัเส่ียง
ของการเกิดน่ิวไตท่ีสําคญั คือ การมีปริมาณของสารก่อน่ิวไตในปัสสาวะสงู อนัได้แก่ แคลเซียม 
ฟอสเฟต ออกซาเลต และยเูรต ทําให้สามารถรวมตวักนัเป็นตะกอนได้ง่ายขึน้ 
  โรคน่ิวไตเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีพบได้ทั่วโลกและมีแนวโน้มจะสูงขึน้เร่ือยๆ 
ประเทศในแถบยโุรปพบอบุตักิารณ์การเกิดร้อยละ 5-9   อเมริกาเหนือร้อยละ 13   เอเชียร้อยละ 1-
5 [21] และประเทศไทยพบอบุตัิการณ์เกิดประมาณร้อยละ 2-16.9 [22] ซึง่พบอบุตัิการณ์สงูมาก
ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยมีอตัราการกลบัเป็นซํา้ของโรคน่ิวไตร้อยละ 26-53 ใน 10 ปี [23] 
และร้อยละ 75 ภายใน 20 ปี [24,25] การรักษาประกอบด้วยการให้ยาละลายน่ิว การสลายน่ิว 
(lithotripsy) หรือการผ่าตดั (surgery) มีการศกึษาอตัรากลบัเป็นน่ิวซํา้หลงัสลายน่ิวท่ีโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ท่ีมีผู้ ป่วยจากทั่วประเทศพบอัตรากลับเป็นน่ิวซํา้ หลังสลายน่ิวสูงถึงร้อยละ 25 
ภายหลังการสลายน่ิวแล้ว 3 ปี และท่ีโรงพยาบาลขอนแก่น พบอัตราการเกิดน่ิวซํา้ร้อยละ 39 
ภายหลงัการผา่ตดัเอาน่ิวออกไปแล้ว 2 ปี [2] 
  น่ิวไตสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทตามแร่ธาตท่ีุเป็นองค์ประกอบของก้อน
น่ิว คือ  
  1. น่ิวท่ีมีแคลเซียมเป็นสว่นประกอบ ได้แก่ น่ิวแคลเซียมออกซาเลต น่ิวแคลเซียม
ฟอสเฟต น่ิวเนือ้ผสมของแคลเซียมออกซาเลตกบัฟอสเฟตหรือแคลเซียมออกซาเลตกบักรดยริูก ซึง่
พบมากท่ีสดุประมาณร้อยละ 70-80 [26] รายงานวิจยัพบว่าชนิดของน่ิวท่ีพบมากท่ีสดุทัว่โลก
รวมทัง้ประเทศไทย คือ น่ิวแคลเซียมออกซาเลต [1, 27]   และผลกึน่ิวท่ีพบมากท่ีสดุท่ีเป็น
องค์ประกอบของก้อนน่ิว คือ calcium oxalate monohydrate (COM) 
  2. น่ิวท่ีไม่มีแคลเซียมเป็นสว่นประกอบพบประมาณร้อยละ 15-20 ได้แก่ น่ิวกรด
ยริูก น่ิวจากการตดิเชือ้แบคทีเรีย และน่ิวซีสตีน เป็นต้น 
  น่ิวท่ีมีโอกาสกลับเป็นซํา้สูงกว่าน่ิวชนิดอ่ืน คือ น่ิวกรดยูริก และน่ิวแคลเซียม
ฟอสเฟต  
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  ปัจจยัเส่ียงสําคญัของการเกิดน่ิวไต คือ การมีสารก่อน่ิว  ได้แก่ แคลเซียม ออกซา
เลต และกรดยริูก ในปัสสาวะสงูเกินกวา่ระดบัสารยบัยัง้น่ิวจะต้านทานการเกิดน่ิวได้  ร่วมกบัปัจจยั
เสริมคือ ปริมาตรของปัสสาวะน้อย [4] ส่งผลให้เกิดภาวะอ่ิมตวัยวดยิ่งของสารก่อน่ิวในปัสสาวะ 
(supersaturation) จึงเกิดการตกผลกึท่ีไม่ละลายนํา้ขึน้ (crystallization)  เช่น ผลกึแคลเซียมออก
ซาเลต (CaOx) และผลกึแคลเซียมฟอสเฟต (CaP) [28, 29] การตกผลกึ (crystal nucleation) ท่ี
เกิดขึน้จะกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบและการตายของเซลล์บทุ่อไต ตําแหน่งท่ีถกูทําลายนีจ้ะเป็นพืน้ท่ี
ให้ผลกึน่ิวเกาะยดึ (crystal adherence) ผลกึมีขนาดโตขึน้ (crystal growth) เร่ือยๆ จากนัน้ผลกึ
จะรวมตวักนัเป็นกลุม่ (crystal aggregation) จนในท่ีสดุกลุม่ผลกึจะตดิค้างอยู่ในทางเดินปัสสาวะ 
(crystal retention) เกิดการสะสมของผลกึน่ิวเป็นเวลานานจนกลายเป็นก้อนน่ิวได้ในท่ีสดุ  ในคน
ปกติท่ีมีสารยับยัง้น่ิวในปัสสาวะสูงเพียงพอจะสามารถยับยัง้การก่อตวัของผลึกน่ิวได้ โดยสาร
เหลา่นีจ้ะไปแยง่จบักบัสารก่อน่ิว เช่น ซเิทรตจบักบัแคลเซียม หรือแมกนีเซียมจบักบัออกซาเลต ทํา
ให้เกิดเป็นสารท่ีละลายนํา้ได้ดี และขบัออกไปพร้อมกับนํา้ปัสสาวะ ทําให้ปริมาณสารก่อน่ิวใน
ปัสสาวะลดลง และไมส่ามารถรวมตวักนัเป็นผลกึน่ิวได้   

นอกจากท่ีกลา่วมาข้างต้นการเกิดน่ิวสามารถเกิดได้จากปัจจยัหลายประการ อาทิ
เช่น ปัจจยัภายใน ปัจจยัภายนอก และปัจจยัอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1) รวมถึงภาวะสมดลุของกรดด่างท่ี
ผิดปกติ มีความสําคญัอย่างมากในการก่อน่ิว ซึง่อาจพบความผิดปกติภาวะเดียวหรือหลายภาวะ
ร่วมกนัก็ได้ [3] 
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ตารางที่ 1 ปัจจยัการเกิดน่ิวไต 

ปัจจัยการเกิดน่ิวไต 

ปัจจัยภายใน (intrinsic factors)  
- พนัธุกรรม 
- เพศ (สว่นใหญ่พบในเพศชาย) 
- อาย ุ 
- ดชันีมวลกาย 
- เชือ้ชาต ิ

- ความผิดปกตทิางเมแทบอลกิ (metabolic factors) 
  ได้แก่ ภาวะออกซาเลตในปัสสาวะสงู (hyperoxaluria) 
           ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสงู (hypercalciuria) 
           ภาวะกรดยริูกในปัสสาวะสงู (hyperuricosuria) 
           ภาวะฟอสเฟตในปัสสาวะสงู(hyperphosphaturia) 
           ภาวะซเิทรตในปัสสาวะต่ํา (hypocitraturia) 
           ภาวะแมกนีเซียมในปัสสาวะต่ํา (hypomagnesiuria) 
           ภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะต่ํา (hypokaliuria) 
ปัจจัยภายนอก (extrinsic factors)  
- การบริโภคอาหารและนํา้ เช่นอาหารท่ีมีซเิทรตต่ําหรือด่ืมนํา้น้อย 
- การรับประทานยาบางชนิด 
- ภมูิอากาศ เช่น อากาศร้อน 
- อาชีพ 
- ความเครียด 
ปัจจัยเส่ียงอ่ืนๆ 
- ภาวะเครียดจากออกซเิดชนั 
- การอกัเสบ 
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ภาวะเครียดจากออกซเิดชันและการอักเสบในไต 
  ภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซเิดชนัถือเป็นภาวะท่ีผิดปกตซิึง่เป็นผลมาจากความ
ไม่สมดลุของการสร้างและการกําจดัอนุมลูอิสระ โดยปกติร่างกายมีกระบวนการท่ีสามารถกําจดั
อนมุลูอิสระได้ แตถ้่ามีการสร้างอนมุลูอิสระเร็ว หรือมากเกินกว่าร่างกายจะกําจดัทนั อนมุลูอิสระท่ี
เกิดขึน้จะสร้างความเสียหายต่อเซลล์และเนือ้เย่ือต่างๆ การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัจึงส่งผลต่อ
การเสียประสิทธิภาพการทํางานของสารชีวโมเลกุลในร่างกาย โดยทําให้มีปริมาณอนุมูลอิสระ 
(reactive oxygen species, ROS) เพิ่มขึน้ เช่น  superoxide anion (O2

•-), hydroxyl radical 
(OH•) และ hydrogen peroxide (H2O2) เป็นต้น และทําให้สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant หรือ 
ROS scavengers) ทัง้ท่ีร่างกายสร้างขึน้เอง เช่น กลตูาไทโอน (glutathione) และได้รับจาก
ภายนอก เช่น วิตามินอี วิตามินซี เบต้าแคโรทีน (-carotene) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ลดลง 
[30] สง่ผลให้เกิดความเสียหายตอ่ดีเอนเอ (DNA damage) และการเกิดปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชนั
ของไขมนั (lipid peroxidation) การศกึษาผลของน่ิวไตตอ่การเพิ่มขึน้ของ oxidative stress พบว่า 
ผลกึ COM กระตุ้นให้เซลล์บผิุวท่อไต (HK-2 cells) สงัเคราะห์ ROS เพิ่มมากขึน้ [31] จาก
การศกึษาของ Cuttle และคณะพบว่า H2O2 สง่ผลให้ % cell death ของเซลล์บทุ่อไต (HK-2 and 
MDCK cells) สงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ [32] สอดคล้องกบัรายงานการศกึษา H2O2 
ตอ่ภาวะเครียดจากออกซิเดชนั พบว่า H2O2 สง่ผลให้เซลล์บทุ่อไต (MDCK-cells) สงัเคราะห์ ROS 
สงูขึน้ด้วยเช่นกนั [16] นอกจากนีก้ารศกึษาภาวะกรดในอาหารเลีย้งเซลล์สง่ผลให้เซลล์มีชีวิตลดลง 
และยงัส่งผลให้ระดบั glutathione ลดลงด้วย [13,14] ไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ 
คือ ไขมนัสายยาวชนิดไม่อ่ิมตวั (polyunsaturated fatty acid) จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ
ไขมนั ได้ผลิตผลจากออกซิเดชนั (oxidative products) หลายชนิดเช่น malondialdehyde (MDA) 
รวมถึงผลิตภัณฑ์ผิดปกติจากชีวโมเลกุลอ่ืน อาทิเช่น protein carbonyl, 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)  เรียกว่าเกิด oxidative damage และเม่ือเกิด oxidative 
damage มากขึน้จะส่งผลให้เซลล์บาดเจ็บและตายในท่ีสุด ภาวะเครียดทางออกซิเดชันมี
ความสมัพนัธ์กบัการเกิดน่ิวเช่นกนั ดงัรายงานการศกึษาของคณะผู้วิจยัก่อนหน้านีพ้บว่าผู้ ป่วยโรค
น่ิวไตมีระดบัของ 8-OHdG ในปัสสาวะสงูกวา่กลุม่คนปกต ิซึง่แสดงถึงการเกิด oxidative damage 
ของ DNA จากภาวะเครียดออกซิเดชัน และปริมาณ 8-OHdG ในปัสสาวะท่ีสูงขึน้นีย้ังมี
ความสมัพนัธ์กบัการบาดเจ็บของท่อไตท่ีเพิ่มสงูขึน้ด้วย [36] เกรียงและคณะ รายงานว่า ผู้ ป่วยโรค
น่ิวไตมีระดบั N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) ในปัสสาวะ MDA ในเลือดและปัสสาวะสงู
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เม่ือเปรียบเทียบกบัคนปกติ ขณะท่ีมีระดบัของ glutathione (GSH) และ glutathione peroxidase 
(GPx) ในเซลล์เม็ดเลือดแดงต่ํา และระดบั protein thiol และ vitamin E ในเลือดต่ําลงด้วย [33] 
  ความสมัพนัธ์ของความเครียดทางออกซิเดชันกับโรคน่ิวไตสามารถอธิบายจาก
การท่ีผลึกน่ิวสามารถก่อให้เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึน้อย่างมาก เกิดภาวะ oxidative 
stress และปฏิกิริยาการอกัเสบแก่เซลล์รอบข้าง เป็นผลทําให้ชีวโมเลกลุของเซลล์ทํางานบกพร่อง 
เกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ เป็นผลให้เซลล์สลายหลุดลอกไป เกิดเป็นช่องว่างท่ี 
basement membrane ทําให้ความสามารถในการป้องกนัผลกึน่ิวมาเกาะสญูเสียไป ผลกึสามารถ
เกาะและไม่ถกูกําจดัออกไปกบัปัสสาวะ ผลกึท่ีค้างอยู่นีจ้ะเป็นแก่นให้ผลกึเล็กๆ ท่ีเกิดขึน้ภายหลงั
มาเกาะ รวมตวักนัจนมีขนาดใหญ่และกลายเป็นก้อนน่ิวในท่ีสดุได้  
  นอกจากนีก้ารเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชันส่งผลให้เซลล์เย่ือบุผิวท่อไตและ
เซลล์เม็ดเลือดขาวเพิ่มการสงัเคราะห์สารตวักลางของการอกัเสบมากขึน้ เช่น interleukin (IL-6), 
prostaglandin E2, osteopontin [34] และยงัพบระดบั mRNA ของ monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1) ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตท่ีเพิ่มขึน้มีความสมัพนัธ์กบัประสิทธิภาพการ
ทํางานของไตท่ีลดลงและเกิดการบาดเจ็บของไตเพิ่มขึน้ [35] Nuclear factor kappa-B (NF-B) 
เป็น transcription factor เก่ียวข้องกบักระบวนการอกัเสบและภมูิคุ้มกนัของร่างกาย เหน่ียวนําให้
เกิดไซโตไคน์และฮอร์โมนควบคมุการเจริญเติบโต Keiichi และคณะ รายงานผลการศกึษาในเซลล์ 
HK-2 ท่ีกระตุ้นด้วยผลกึออกซาเลตพบว่า inhibitory B protein (IB) หรือยีนท่ียบัยัง้การ
แสดงออกของ NF-B ลดลงท่ีเวลา 30 นาทีและ 1 ชั่วโมง อย่างมีนัยสําคัญ ทําให้เกิด 
Osteopontin โปรตีนท่ีมีบทบาทในการเหน่ียวนําการเกิดผลกึแคลเซียมออกซาเลตมากขึน้ จากนัน้
เม่ือเติม N-acetyl-L-cysteine (NAC) แก่เซลล์ท่ีกระตุ้นด้วยผลกึออกซาเลต พบว่า IB เพิ่มขึน้ ท่ี 
30 นาทีอยา่งมีนยัสําคญั [36] แสดงวา่ภาวะ oxidative stress กระตุ้นให้เพิ่มการแสดงออกของยีน
ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ และสง่เสริมการอกัเสบให้มากขึน้ 

ความสาํคัญของซเิทรต 
  ซิเทรต (ภาพท่ี 1) เป็นเกลือของกรดซิตริก มีนํา้หนักโมเลกุล 192 ดาลดัน 
ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl group) 3 หมู่ (tricarboxylate) และมีหมู่ไฮดรอกซี 1 หมู ่
(monohydroxy) แตล่ะหมู่มีคา่การแตกตวัให้โปรตอนไม่เท่ากนัคือ มีคา่ pKa1 = 2.9, pKa2 = 4.3, 
pKa3 = 5.6 เน่ืองจากในพลาสมามีคา่ pH 7.35-7.45 ซิเทรตจะอยู่ในรูป citrate3- ในปัสสาวะมีคา่ 
pH อยูใ่นช่วง 5.0-8.0 ดงันัน้ซเิทรตจะอยูท่ัง้ในรูป citrate3- และอยูใ่นรูปท่ีแตกตวั คือ citrate2-    



14 

 

  ภาพที่ 1 แสดงถึงโครงสร้างโมเลกลุของซิเทรต มวลโมเลกลุ (MW) 192 ดาลตนั 
ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก (COOH) 3 หมู่ ซึง่แตล่ะหมู่มีคา่ pKa แตกตา่งกนัดงันี ้pKa1 = 2.9, 
pKa2 = 4.3, pKa3 = 5.6 และหมูไ่ฮดรอกซี (OH) 1 หมู ่

  โดยหลักแล้วซิเทรตจะอยู่ในรูปท่ีจับรวมกับสารประจุบวกต่างๆ เป็น complex 
เช่น โซเดียม แคลเซียม และแมกนีเซียม ซึง่มีประสิทธิภาพในการละลายนํา้ได้ดีมาก และถกูกรอง
ผา่นโกลโมรูลสัโดยอิสระ [37] ซเิทรตในปัสสาวะท่ีกรองจากพลาสมาผ่านโกลโมรูลสั ประมาณร้อย
ละ 70  ถกูดดูกลบัทางเย่ือด้าน apical membrane ท่ีเซลล์บไุตสว่นต้น ท่ีเหลือร้อยละ 30 จะถกูขบั
ออกมาในปัสสาวะ  
  ซิเทรตเป็นสารตัวแรกท่ีสร้างขึน้จากวัฏจักรเครบส์ ซึ่งเกิดจากการรวมตัวกัน
ระหว่างสารอ๊อกซาโลอะซิเทต (oxaloacetate) กบัอะเซทิลโคเอ (acetyl-CoA) โดยเอนไซม์ citrate 
synthase ในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) เม่ือมีซิเทรตในไมโทคอนเดรียมากและเซลล์ผลิต
พลงังาน ATP เพียงพอ ซิเทรตส่วนหนึ่งจะถูกส่งเข้าสู่ไซโทพลาสซึม และถกูสลายโดยเอนไซม์ 
citrate lyase เป็น acetyl–CoA กบั oxaloacetate สว่นใหญ่ของ oxaloacetate ถกูเร่งปฏิกิริยา
โดยเอนไซม์ phosphoenolpyruvate carboxylase เปล่ียนเป็น phosphoenolpyruvate (PEP) ซึง่
เป็นสารตัง้ต้นในกระบวนการสร้างกลโูคส สว่น acetyl-CoA เป็นสารตัง้ต้นของการสร้างกรดไขมนั 
(fatty acid) และโคเลสเตอรอล [38]   
  ซิเทรตมีความเป็นกรดอ่อนๆ ได้รับมาจากอาหาร และถกูผลิตขึน้ภายในร่างกาย
โดยผ่านวฏัจกัรเครบส์ ค่าเฉล่ียของซิเทรตท่ีขบัออกมาในปัสสาวะอยู่ท่ี  640 mg/day ในคน
สขุภาพดี [39] แตถ้่าต่ํากว่า 320 mg/day (คา่ซิเทรตในปัสสาวะท่ีใช้เป็นสากล) แสดงว่าเกิดภาวะ
ซิเทรตต่ําในปัสสาวะ (ในคนไทย ภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ํา คือ มีการขบัซิเทรตทางปัสสาวะน้อย
กว่า 200 mg/day) แสดงว่าเกิดภาวะซิเทรตต่ําในปัสสาวะ เป็นปัจจยัเส่ียงต่อการเกิดน่ิว ภาวะซิ
เทรตในปัสสาวะต่ําเป็นความผิดปกตทิางเมแทบอลซิมึท่ีพบมากสว่นใหญ่ในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตทัว่โลก



15 

ประมาณร้อยละ 40-60 [44] และพบสูงถึงร้อยละ 90 ในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของไทย ซึ่งผู้ ป่วยโรคน่ิวท่ีมีภาวะซิเทรตต่ําในปัสสาวะส่วนมากจะได้รับการ
รักษาด้วยยาโพแทสเซียมซิเทรต เพ่ือเพิ่มการขบัซิเทรตออกทางปัสสาวะมากขึน้ เป็นผลให้ลด
ความเส่ียงต่อการเกิดโรคน่ิวซํา้ได้ [40] ด้วยเหตุนีจ้ึงมีการแนะนําให้ผู้ ป่วยได้รับซิเทรตเสริม 
(Citrate supplementation) เช่น การรับประทานยาโพแทสเซียมซิเทรต หรือนํา้ผลไม้ท่ีมีปริมาณซิ
เทรตสงู ภายหลงัการรักษาทางศลัยกรรม เพ่ือช่วยลดโอกาสเกิดเป็นน่ิวซํา้ได้  

โปรตนีขนส่ง sodium-dicarboxylate cotransporter-1 (NaDC-1)  
  โปรตีนขนสง่ซิเทรตจดัอยู่ใน SLC13 (solute carrier13) gene family ซึง่ SLC13 
gene family เป็น sodium-coupled transporters  แทรกอยู่ใน plasma membrane  
ประกอบด้วย ยีนสมาชิก 5 ชนิด ได้แก่ NaS1, NaS2 จบักบัซบัสเตรท เช่น sulfate, selenate และ 
thiosulfate และชนิดท่ีเป็นตวัขนส่ง di-carboxylate และ tri-carboxylate ประกอบด้วย 
succinate, citrate และ α-ketoglutarate ได้แก่ NaDC-1, NaDC-3 และ NaCT [41]  
  โปรตีนขนสง่ซิเทรตชนิด NaDC-3 พบอยู่ทางด้าน basolateral membrane ของ
เซลล์บุท่อไตส่วนต้น brush border membrane ของรก (placenta) ในสมองบริเวณ 
synaptosomeและในตบั [41] แต่โปรตีนขนส่งซิเทรตท่ีมีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคน่ิวไต คือ 
NaDC-1 ซึง่พบแสดงออกบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ด้าน apical membrane ของเซลล์บทุ่อไตส่วนต้น 
(proximal tubule) และผนงัลําไส้เล็ก ซึง่ทําหน้าท่ีดดูกลบัซิเทรตจากปัสสาวะและดดูซมึซิเทรตใน
ลําไส้  
  ยีน NaDC-1 ในมนษุย์อยู่บนโครโมโซมท่ี 17 ประกอบด้วย 12 exons  ความยาว
ของ mRNA เท่ากบั 1952 เบส (NM_003984) ซึ่งแปลรหสัได้โปรตีนท่ีมีขนาด 593 กรดอะมิโน 
(ภาพท่ี 3) มีหน้าท่ีขนสง่สารตวักลางในวฏัจกัรเครบส์ โดยเฉพาะซิเทรตในรูป citrate2-  NaDC-1 
แทรกอยู่ทางเย่ือด้าน apical membrane ของเซลล์บทุ่อไตสว่นต้น และลําไส้เล็ก [42]  ในภาวะ
ปกติท่ี pH ของร่างกายมีคา่ประมาณ 7.35-7.45 ซิเทรตจะอยู่ในรูป tricarboxylate (citrate3-) ซึง่
จะถูกขนส่งเข้าสู่เซลล์บุท่อไตผ่านทางโปรตีนขนส่ง NaDC-3 ด้วยอตัราคงท่ีมีค่า km ประมาณ 
0.05-0.3mM [43] แต ่pH ในปัสสาวะอยู่ท่ีประมาณ 5.0-8.0 ซิเทรตจะอยู่ทัง้ในรูป citrate3- และ 
citrate2- ท่ี pH 7.5 ซิเทรตจะถกูดดูกลบัโดยเซลล์บทุ่อไตด้วยอตัราคงท่ีมีคา่ km ประมาณ 1.2 mM 
และท่ี pH 5.5 ซิเทรตจะถกูดดูกลบัด้วยอตัราคงท่ีประมาณ 7 mM [44] ผ่านทางโปรตีนขนส่ง 
NaDC-1 ร่วมกบัโซเดียม (Na+) ในสดัสว่น 1 citrate2- : 3 Na+ ผลรวมสทุธิของประจเุท่ากบัประจุ
บวก 1 ต่อ 1 cycle [45] เป็นท่ีทราบดีว่ายีน NaDC-1 จะถกูกระตุ้นให้ทํางานเพ่ิมขึน้ในสภาวะท่ี
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เป็นกรด [7] ภาวะพร่องโพแทสเซียม (potassium depletion) [46] และภาวะอดอาหาร 
(starvation) [47] ในภาวะเป็นกรดในเซลล์ โปรตีนขนสง่จะทํางานเพิ่มขึน้ โดยขนสง่ซิเทรตท่ีอยู่ใน
ไซโตพลาสซมึเข้าไมโตคอนเดรียและเข้าสูก่ระบวนการ oxidative phosphorylation ได้ผลผลิตเป็น
สารอนมุลูอิสระ ส่งผลทําให้ระดบั Oxidative stress สงูขึน้ อีกทัง้ยงัดึงเอาซิเทรตจาก tubular 
lumen โดยผ่านโปรตีนขนส่ง NaDC-1 บริเวณเซลล์บุท่อไตส่วนต้น กลับเข้าเซลล์มากขึน้ 
(reabsorption) อีกด้วย ส่งผลทําให้ซิเทรตในปัสสาวะลดลง เกิดภาวะ hypocitraturia ตามมา 
NaDC-1 จะถกูยบัยัง้การทํางานเม่ือจบักบัลิเทียม (lithium) ซึง่มีโครงสร้างคล้ายคลงึกบัโซเดียม 
โดยลเิทียมเข้าจบัแทนท่ีโซเดียม แล้วเหน่ียวนําให้โครงสร้างของโปรตีนขนสง่เปล่ียนแปลงไป สง่ผล
ให้การขนสง่ซเิทรตถกูยบัยัง้ได้ [48] 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  ภาพที่  2 โครงสร้างสองมิติของโปรตีนขนส่ง NaDC-1 เป็น transmembrane 
protein มีจํานวนกรดอะมิโน 593 ตวั และมี 11 transdomains   ปลาย N- และ C-terminal อยู่บน 
extracellular side และ intracellular side ตามลําดบั [45] 

  การเปล่ียนแปลงของระดบัซิเทรตในปัสสาวะขึน้อยู่กับปัจจัยหลายประการ แต่
อย่างไรก็ตามคา่ pH เป็นปัจจยัท่ีสําคญัท่ีสดุ ภาวะท่ี pH ปกติซิเทรตยงัคงอยู่ในรูป citrate3- แต่
เม่ือภาวะท่ีมี pH ในท่อไตลดลงจะทําให้ซิเทรตเปล่ียนเป็น citrate2- ทําให้โปรตีนขนสง่ NaDC-1 
สามารถขนส่งซิเทรตกลบัเข้าสู่เซลล์บุท่อไตเพิ่มขึน้ ผลก็คือซิเทรตในปัสสาวะลดต่ําลง ในทาง
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กลบักนัซิเตรทจะถกูขบัเพิ่มขึน้เม่ือปัสสาวะเป็นดา่ง [39]  ปัจจยัท่ีทําให้ NaDC-1 ทํางานเพิ่มขึน้
ส่งผลให้ระดับซิเทรตต่ําในปัสสาวะ ได้แก่ ภาวะร่างกายมีกรดเพิ่ม ภาวะอดอาหารและพร่อง
โพแทสเซียม กลุ่มอาการท้องร่วงเรือ้รัง การได้รับยาบางชนิด เช่น ยาขบัปัสสาวะ acetazolamide 
ท่ีมีผลในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ carbonic anhydrase เป็นต้น สว่นปัจจยัท่ีเพิ่มซิเทรต
ได้ในปัสสาวะคือ การรับประทานอาหารท่ีมีซเิทรตสงู ภาวะมีดา่งเพิ่ม วิตามินดี หรือสารไดคาร์บอก
ซิเลตท่ีเป็นสารตวักลางของวฏัจกัรเครบส์เพิ่มขึน้ รวมทัง้การได้รับสารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เมแทบอลิซึม
ของซิเทรตใน เช่น fluorocitrate และ hydroxycitrate เป็นต้น การศกึษาของ Cheung และคณะ 
พบว่า เซลล์ Chinese Hamster Ovary ท่ีมีการแสดงออกของยีน NaDC-1 สงู และเซลล์ Human 
embryonic kidney 293 cell line ท่ีกระตุ้นด้วย ponasterone ให้อยู่ในภาวะท่ีมีการแสดงออกของ
ยีน NaDC-1 เพิ่มขึน้ เม่ือให้สารตวักลางในวฏัจกัรเครบส์ พบว่า ระดบั oxidative stress สงูขึน้ 
[49]  

กลไกการขนส่งซเิทรตเข้าสู่เซลล์บุท่อไตส่วนต้น 
  กระบวนการขนส่งซิเทรตแสดงในภาพท่ี 3 โดย citrate3-  จะถกูขนส่งเข้าสู่เซลล์บุ
ท่อไตในอตัราคงท่ีผ่านทาง NaDC-3 ด้าน basolateral membrane ภาวะใดก็ตามท่ีเป็นผลให้ 
NaDC-1 ทํางานเพิ่มขึน้จะส่งผลให้ citrate2- ถกูดดูกลบัเข้าเซลล์บทุ่อไตด้าน apical membrane 
มากขึน้ ผลท่ีตามมาคือซิเทรตในปัสสาวะลดลงและก่อให้เกิดภาวะ hypocitraturia การศกึษาการ
ขนสง่ซิเทรตโดยโปรตีนขนสง่ NaDC-1 ในหนท่ีูมีภาวะกรดเกิน (metabolic acidosis) พบว่ามีการ
แสดงออกของยีน NaDC-1 เพิ่มขึน้บริเวณเซลล์บท่ีุอยู่ด้าน apical membrane ของเซลล์บทุ่อไต
ส่วนต้น และการศึกษาในหลอดทดลองพบว่าโปรตีน NaDC-1 มีการทํางาน (activity) สงูขึน้ใน
ภาวะท่ีเป็นกรด รายงานวิจัยในหนูท่ีเป็นน่ิวซึ่งมีภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ํา (hypocitraturic 
urolithic rats) พบระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 mRNA และ NaDC-1 protein สงูขึน้
เช่นเดียวกนั [7] และจากการศึกษาของ Wang และคณะ พบการแสดงออกของ NaDC-1 ใน
เนือ้เย่ือไตของหนูแสดงออกท่ีด้าน apical membrane ในขณะท่ี NaDC-3 แสดงออกด้าน 
basolateral membrane [50] เช่นเดียวกบัการวิจยัในหนทูดลอง จากการศกึษาของ Pajor และ
คณะ ศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ COS-7 ท่ี transfect ด้วย human NaDC-1 
(hNaDC-1) พบระดบัการแสดงออกของ hNaDC-1 แบบ glycosylated forms ประมาณ 75 kDa 
และแบบ core-glycosysated forms ประมาณ 47 kDa [51] แตย่งัไม่มีรายงานการวิจยัเก่ียวกบั
ความสัมพันธ์ระหว่างภาวะท่ีปัสสาวะเป็นกรดหรือภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ํากับระดับการ
แสดงออกของ NaDC-1 ในมนษุย์ เพราะฉะนัน้จากรายงานวิจยัในหนดูงัท่ีกลา่วมาจึงทําให้เช่ือได้
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ว่าในสภาวะท่ี NaDC-1 ทํางานเพิ่มขึน้ อาทิเช่น ความเป็นกรดในเซลล์บทุ่อไตเพิ่มขึน้ จะส่งผลให้
เกิดภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ําได้ มีรายงานวิจยัพบว่า Lithium สามารถยบัยัง้การทํางานของ 
NaDC-1 ในการนําสารตวักลางในวฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle intermediates)  เข้าสูเ่ซลล์บทุ่อไต
ได้ [52] นอกจากนีย้ังพบว่า การแสดงออกและการทํางานของยีน NaDC-1 ถูกกระตุ้ นโดย 
cyclosporin A สง่ผลให้ผู้ ป่วยท่ีเปล่ียนถ่ายไตท่ีได้รับยา cyclosporin A มีภาวะ hypocitraturia 
[53] ดงันัน้เม่ือกระบวนการดดูกลบัซิเทรตผ่านทาง NaDC-1 ถกูยบัยัง้ จึงสง่ผลทําให้ระดบัซิเทรต
ในปัสสาวะสงูขึน้ และการแสดงออกของยีน NaDC-1 น่าจะมีความสมัพนัธ์กับระดบัซิเทรตท่ีขบั
ออกทางปัสสาวะและน่าจะสมัพนัธ์กบัระดบั pH ในปัสสาวะ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ภาพที่  3 แสดงถึ งกระบวนการขนส่งซิ เทรตผ่าน  NaDC-1 ด้าน  apical 
membrane และ NaDC-3 ด้าน basolateral membrane (BLM) โดยการทํางานของ NaDC-1 
ขนส่ง citrate2- เข้าสู่เซลล์ท่อไตส่วนต้น และถกูนําไปใช้โดยไมโทคอนเดรียเพ่ือผลิต ATP ต่อไปซิ
เทรตบางส่วนในไซโตพลาสซมึจะถกูสลายด้วย ATP citrate lyase (CL) ได้เป็น oxaloacetate 
(OA) และ acetyl-CoA สําหรับนําไปใช้ในกระบวนการ gluconeogenesis และ fatty acid 
synthesis ตามลําดบั 
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การรักษาน่ิว 
  การรักษาโรคน่ิวไตประกอบด้วยการรักษาโดยการผ่าตดัเอาน่ิวออก หรือการให้ยา
เพ่ือละลายน่ิว ลดขนาดของน่ิว ทําให้ร่างกายสามารถขบัน่ิวออกมาได้เอง ยาจะช่วยเพิ่มระดบัซิ
เทรตในปัสสาวะจึงสามารถลดความความเส่ียงต่อการเกิดน่ิวซํา้ได้ โดยยามาตรฐานท่ีใช้ในการ
รักษา คือ เกลือซิเทรต อาทิเช่น โพแทสเซียมซิเทรต โพแทสเซียมแมกนีเซียมซิเทรต โซเดียม
แมกนีเซียมซิเทรต โดยพบว่าเม่ือมีการเสริมโพแทสเซียมซิเทรตในผู้ ป่วยโรคน่ิวไต ด้วยอตัราส่วน
ของโพแทสเซียมท่ี 42 mEq และซิเทรตท่ี 63 mEq ตามลําดบั จะสามารถทําให้ปัสสาวะมีความ
เป็นด่างมากขึน้พร้อมกับเพิ่มการขบัซิเทรตทางปัสสาวะได้อย่างมีนัยสําคญั [40] นอกจากนี ้
รายงานการศึกษาในเซลล์บุท่อไต ยงัพบว่าซิเทรตสามารถปกป้องเซลล์บุท่อไตจากการบาดเจ็บ
โดยการลดอนมุลูอิสระ และยบัยัง้กระบวนการออกซเิดชนัของไขมนัท่ีผิวเซลล์ได้ด้วย [54] 

การรักษาน่ิวด้วยมะนาวผง (Lime powder regimen)  
  รายงานวิจัยเป็นจํานวนมากท่ีพบว่า การบริโภคผลไม้และสารต้านอนุมูลอิสระ 
นอกจากมีบทบาทต่อการรักษาโรคต่าง ๆ ทัง้โรคมะเร็ง โรคหวัใจและหลอดเลือด แล้วยงัสามารถ
ป้องกันโรคน่ิวไตได้อีกด้วยเน่ืองจากในผลไม้นัน้มีทัง้สารต้านอนุมลูอิสระ ทัง้ในเชิงปริมาณและ
คณุภาพ อนัได้แก่ ᵝ -carotene, vitamin E, vitamin C และ flavonoids เป็นต้น  นอกจากนีผ้ลไม้
บางชนิดยงัมีซเิทรตในปริมาณสงูดงันัน้การบริโภคผลไม้ท่ีมีซเิทรตปริมาณสงูนัน้ สามารถช่วยแก้ไข
ภาวะซเิทรตต่ําในปัสสาวะได้ 
  มะนาว (Lime, Citrus aurantifolia Swing) เป็นผลิตผลทางการเกษตรท่ีสําคญั
ของไทย  ท่ีมีปริมาณซิเทรต (citrate) สงูมาก (4920 มิลลิกรัม/ 100 กรัม)  เม่ือเทียบกบัผลไม้รส
เปรีย้ว (citrus fruits) ชนิดอ่ืน  นอกจากซิเทรตแล้วในมะนาวยงัประกอบด้วยเกลือแร่ท่ีมีบทบาท
สําคัญในการป้องกันน่ิว เช่น โพแทสเซียม (149 มิลลิกรัม/ 100 กรัม) และแมกนีเซียม (28 
มิลลิกรัม/100 กรัม) [30]  และมะนาวยงัมีสารต้านอนมุลูอิสระอีกหลายชนิด อาทิเช่น vitamin C, 
vitamin E, beta–carotenes, polyphenols และ flavonoids เป็นต้น ด้วยเหตนีุม้ะนาวจึงถกู
เลือกใช้ในการรักษาผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 
  Kang และคณะ (2007) รายงานผลการรักษาผู้ ป่วยท่ีมีภาวะซิเทรตต่ําในปัสสาวะ
ด้วยนํา้มะนาว โดยให้ผู้ ป่วยบริโภคนํา้มะนาววันละ 2 ลิตร (โดยใช้นํา้มะนาวกล่องเข้มข้น 120 
มิลลิลิตรเจือจางในนํา้เปล่าจนเป็น 2 ลิตร) เป็นเวลา 42 เดือน พบว่ามีการขบัซิเทรตในปัสสาวะ
เพิ่มขึน้ถึงร้อยละ 144 เทียบเท่ากบัการให้ยาโพแทสเซียมซิเทรต (40 mEq/day) [55] เช่นเดียวกบั
การศึกษาของ ปิยะรัตน์ โตสโุขวงศ์และคณะ ท่ีพบว่าผู้ ป่วยท่ีน่ิวไตท่ีผ่านการรักษาทางศลัยกรรม
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เม่ือรับประทานสตูรมะนาวผง (Lime powder regimen หรือ LPR) ท่ีคิดค้นโดยศาสตราจารย์ปิยะ
รัตน์ โตสโุขวงศ์และผู้ช่วยศาสตราจารย์สชุาดา ไชยสวสัดิ์ ผลิตท่ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอม
เกล้าธนบรีุโดยแปรรูปนํา้มะนาว และเติมสารให้มีอตัราสว่นโพแทสเซียมให้ได้ 21 mEq และซิเทรต 
63 mEq ตอ่ซอง (5 กรัม) และทําให้อยู่ในรูปของผงมะนาวโดยวิธีการอบแห้งแบบแช่แข็งหรือการ
อบแห้งโดยการระเหิด  (freeze-dried method)  [9] ทัง้นีไ้ด้ทําการศกึษาความเป็นพิษเฉียบพลนั
ของสตูรมะนาวผงต่อสตัว์ทดลอง พบว่าขนาดของ LPR ท่ีทําให้หนถีูบจกัรตายร้อยละ 50 (LD50) 
ควรมีคา่มากกวา่ 10.0 กรัม/กิโลกรัม และจากผลการให้ LPR พบวา่หนกูลุม่ทดลองทกุตวัหลงัได้รับ 
LPR 3 นาที มีอาการคล้ายคลื่นไส้ และอาการเหลา่นีก้ลบัสูภ่าวะปกติหลงัได้รับตวัอย่าง 24 ชัว่โมง 
และหนูทุกมีชีวิตรอดจนครบกําหนด ผลการผ่าชันสูตรศพ ไม่พบความผิดปกติของอวัยวะภาย
ในทางมหพยาธิวิทยาของหนกูลุม่ทดลอง เม่ือเปรียบเทียบกบัหนกูลุม่ควบคมุ ท่ีระยะเวลา 3 เดือน 
สามารถเพิ่มปริมาณซเิทรตหรือโพแทสเซียมและสารต้านอนมุลูอิสระในปัสสาวะ ลดความเส่ียงการ
เกิดน่ิว รวมถึงลดความเครียดจากออกซิเดชัน ได้อย่างมีนัยสําคัญ [9] นอกจากนีย้ังสามารถ
ป้องกนัการทําลายเซลล์บทุ่อไตได้   และยงัพบว่าสตูรมะนาวผงมีฤทธ์ิ alkalinizing และ citraturic 
actions และสามารถยืดระยะเวลาการเกิดน่ิวซํา้ (Recurrence-free period) และลดระดบั
ความเครียดจากออกซิเดชันได้ [56] ส่งผลช่วยให้ไตทํางานได้ดีขึน้เป็นข้อดีของสูตรมะนาวผงท่ี
เหนือกว่ายาโพแทสเซียมซิเทรต ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นว่า ผลไม้เป็นแหล่งซิเทรตธรรมชาติท่ีมี
ความสําคญัตอ่การป้องกนัการเกิดน่ิวอย่างแท้จริง นอกจากนีย้งัมีความปลอดภยัสงู เพราะมะนาว
เป็นผลไม้พืน้บ้านของประชากรทัว่โลก มะนาวผงจึงน่าจะสามารถใช้แทนยาโพแทสเซียมซิเทรตใน
การรักษาโรคน่ิวไตได้อยา่งมีประสทิธิภาพ  
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บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

รูปแบบของการวิจัย (Research design) 
  การศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต เป็นการ
วิจยัเชิงพรรณนาโดยการสงัเกต (Observational descriptive study)  

การศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ภายใต้สภาวะตา่งๆ เป็น
การวิจยัทดลองเชิงวิเคราะห์โดยการทดลอง (Experimental analytical study)  

ระเบียบวิธีการวิจัย (Research methodology) 
  1. การเพาะเลีย้งเซลล์บผิุวท่อไต (Human renal proximal tubular cells, HK-2 
cells) 
  HK-2 เป็นเซลล์ปกติท่ีได้มาจากไตส่วน proximal tubule (American Type 
Culture  Collection (ATCC)) เลีย้งด้วย Dulbecco’s Modified Eagle Medium High glucose 
(DMEM/high glucose) + 10% Fetal Bovine Serum (FBS) + 1% penicillin/streptomycin ใน 

flask สําหรับเลีย้งเซลล์ บม่ท่ี 37C, 5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง หรือ เพาะเลีย้ง  HK-2 cell  จนเซลล์
เจริญเตบิโตเตม็จานเพาะเลีย้ง (confluent) และต้องเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ใหมท่กุๆ 2 วนั 
  2. กลุม่ผู้ ป่วยโรคน่ิวไต (Nephrolithiasis patients) 
   2.1 ขนาดประชากรตวัอยา่ง 
   สไลด์เนือ้เย่ือไตจากผู้ ป่วยโรคน่ิวไตท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้เป็นเนือ้เย่ือไต
ของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตท่ีเข้ารับการรักษาผ่าตดัเอาน่ิวออก ณ โรงพยาบาลขอนแก่น จงัหวดัขอนแก่น 
แพทย์ศัลยกรรมทางเดินปัสสาวะท่ีทําการตัดชิน้เนือ้ คือ นายแพทย์สมบัติ บวรผดุงกิตติ และ
นายแพทย์จักรพันธ์ ปรีดานนท์  จํานวนผู้ ป่วยทัง้หมด 24 ราย เป็นเพศชายจํานวน 9 ราย 
(37.50%) เพศหญิงจํานวน 15 ราย (62.50%) 
       2.2 เกณฑ์การคดัเลือกเข้าศกึษา (inclusion criteria)  
     2.2.1 มีก้อนน่ิวในไตยืนยนัการวินิจฉยัจากภาพถ่ายรังสีเอ็กซ์เข้า
รับการรักษาโดยการผา่ตดัเปิดเอาน่ิวออก 
    2.2.2 เพศชายหรือหญิงอาย ุ18 ปีขึน้ไป  
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   2.3 เกณฑ์การคดัออก (exclusion criteria)  
    2.3.1 ผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกติทางกายวิภาคของไต และความ
ผิดปกติของระบบทางเดินปัสสาวะอ่ืนๆ เช่น horseshoe kidneys, polycystic kidneys, 
ureteral/bladder calculi, neurogenic bladder, renal tubular acidosis และ any 
malignancies เป็นต้น 
    2.3.2 ผู้ ป่วยท่ีไมส่ามารถเก็บปัสสาวะ 24 ชัว่โมงได้ 

การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัตกิาร 
    1. วิธีการเก็บสารตวัอยา่งปัสสาวะ 
   เก็บปัสสาวะของผู้ ป่วยเป็นปัสสาวะ 24 ชัว่โมง โดยให้ผู้ ป่วยปัสสาวะทิง้
ในครัง้แรก และเก็บตอ่ไปจนครบ 24 ชัว่โมง จนถึงเวลาท่ีเร่ิมเก็บครัง้แรก ตวัอย่างปัสสาวะทัง้หมด
จะเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 ºC จนถึงเวลาวิเคราะห์  
  2. การศึกษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในชิน้เนือ้ไตโดยวิธี 
immunohistochemistry  
   นําสไลด์ชิน้เนือ้ไตมาผ่านขัน้ตอน deparaffinization ด้วย xylene  
จากนัน้นํามา rehydrate ด้วย serial alcohol จากความเข้มข้นสูงไปยงัความเข้มข้นต่ํา 
ประกอบด้วย xylene 3 โถๆ ละ 5 นาที ตามด้วย Absolute alcohol 2 โถๆ ละ 3 นาที 95%, 80%, 
และ 70% alcohol อย่างละโถๆ ละ 3 นาที และนํา้กลัน่ 3 นาที นําสไลด์ชิน้เนือ้ไตมาทํา antigen 
retrieval ด้วย citrate buffer pH 6.0 ใน plastic jar โดยเรียงสไลด์ใสใ่น plastic rack และเท 
buffer ให้ท่วมสไลด์จนเกือบเต็ม plastic jar จากนัน้นําเข้า microwave โดยใช้ความร้อน high 
power 3 นาที ตอ่ด้วย medium power 10 นาที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที จุ่มสไลด์
ในโถ 1X PBS ทําการ block endogenous peroxidase activity โดย incubate slides ใน 3% 
H2O2  เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง ล้างด้วยนํา้ประปา 5 นาที จุ่มสไลด์ในโถ 1X PBS 2 ครัง้ๆ 
ละ 3 นาที เช็ดรอบ sections และวงด้วย DAKO PEN จากนัน้ block nonspecific background 
ในกลอ่งความชืน้ด้วย diluents (DAKO) 10 นาที เคาะออกแล้ว incubate ด้วย rabbit polyclonal 
anti-SLC13A2 or NaDC-1 (GeneTex) dilution 1:2000 เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ี 4ºC จากนัน้ล้าง
ด้วย 1X PBS 2 ครัง้ๆ ละ 3 นาที incubate ด้วย secondary antibody (DAKO) ในกลอ่งความชืน้ 
20 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง ล้างด้วย 1X PBS 2 ครัง้ๆ ละ 3 นาที ตอ่ไปเป็นขัน้ตอนการย้อมสีด้วย 3, 
3'-diaminobenzidine (DAB) ผสมกบั nickel โดยหยดลงบนชิน้เนือ้ incubate 5 นาที ท่ี
อณุหภมูิห้อง ล้างด้วยนํา้ประปา 5 นาที counterstain ด้วย Mayer’s hematoxylin 4-5 วินาที หรือ 



23 

nuclear fast red 5 นาที ล้างด้วยนํา้ประปา 5 นาที ขัน้ตอนสดุท้ายคือการ rehydrate ด้วย serial 
alcohol จากความเข้มข้นต่ําไปยงัความเข้มข้นสงู ประกอบด้วย 70%, 80%, 95% และ absolute 
alcohol อย่างละ 1 โถๆ ละ 3 นาที และ xylene 3 โถๆละ 3 นาที ทําการ mounting สไลด์ด้วย 
Consul-Mount ปิดทบัชิน้เนือ้ด้วย cover slip ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง overnight 

 3. การวิเคราะห์ปริมาณของซเิทรตในปัสสาวะโดยใช้เคร่ือง HPLC  
ใช้หลกัการของ Khaskhali และคณะ (31) โดยการนําปัสสาวะมา 1 ml  นําไป 

sonicate ด้วยเคร่ือง sonicator เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอน ท่ีความเร็ว 
3,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที กรองผ่าน filter ขนาด 0.22 μm แล้วนําสารละลายสว่นใสฉีด 
เพ่ือวิเคราะห์ซเิทรตด้วยเคร่ือง HPLC (Jasco, Japan)  

เฟสอยูก่บัท่ี (stationary phase) เป็น reversed-phase โดยเลือกใช้ C18 column 
150x4.6 mm 5um (GRACE) และเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) เป็น 25 mM potassium 
phosphate monobasic (KH2PO4), pH 2.5  ฉีดสารตวัอย่าง (injection volume) ท่ี 20 μl  ใช้ 
flow rate 1ml/min เวลาท่ีใช้ run แตล่ะครัง้นาน 10 นาที และ retention time ของ citrate อยู่นาที
ท่ี 4.83 ผลท่ีได้จะออกมาเป็น chromatogram (ภาพท่ี 4 ) 

 
 

 

 
 

 

ภาพที่ 4 แสดง chromatogram ของซเิทรตในปัสสาวะ 

 

 

 

 

 

citrate 
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การคํานวณคา่ซเิทรตโดยเปรียบเทียบจาก standard curve ในภาพท่ี 5   

  
 

 

 

 
 

ภาพที่ 5  แสดง standard curve ของ citrate [mM] 

 

   
 

  4. การวดัการมีชีวิตของเซลล์ โดยวิธี MTT assay  
   
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 หลกัการการวดัการมีชีวิตของเซลล์ โดยวธีิ MTT assay 

  หลกัการวัดการมีชีวิตของเซลล์วิธีนี ้เป็นการวดัการทํางานของเอนไซม์ในไมโต
คอนเดรีย เช่น mitochondrial reductase, succinate dehydrogenase, ATPase ของเซลล์ท่ีมี
ชี วิ ต  เ อนไซ ม์ดังกล่ า ว นี จ้ ะ เปลี่ ยน  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) ไปเป็น formazan salt ท่ีมีสีมว่ง (ภาพท่ี 6) 
  เพาะเลีย้งเซลล์ HK-2 โดยใช้เซลล์เร่ิมต้นท่ี 10,000 เซลล์ บม่ท่ี 37 ºC, 5% CO2 

นาน 24 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่เซลล์เจริญเติบโตเต็มจานเพาะเลีย้ง (confluence)  พร้อมท่ีจะนําไป



25 

ทําการทดลองในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุ (96-well plate) โดยแบ่งการทดลองเป็น 4 
สภาวะประกอบด้วย   
   4.1 สภาวะปกตด้ิวย pH 7.4   
   4.2 สภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว ซึง่มีทัง้หมด 3 conditions ดงันี ้คือภาวะ
         ท่ีกระตุ้นด้วยผลกึ COM ท่ีความเข้มข้น 100 μg/cm2  ให้เกิดภาวะท่ี
         มีผลกึแคลเซียมออกซาเลตสงู, ภาวะ oxidative stress โดยกระตุ้น
         ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogenperoxide, H2O2) ท่ีความ
         เข้มข้น 50 uM  และภาวะ acidosis โดยกระตุ้นด้วยการให้ acidic 
         pH (pH 6.8)  
   4.3 สภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิว คือภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความ 
         เข้มข้นท่ี 50 mg% จะได้ pH ประมาณ 7.35 
   4.4 ภาวะท่ีเอือ้ต่อการน่ิวแตล่ะ condition มาเติมสารท่ีต้านการเกิดน่ิว 
         มีทัง้หมด 3 conditions 
    4.4.1 ภาวะท่ีกระตุ้นด้วยผลกึ COM 100 μg/cm2 เตมิสตูร 
             มะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg%  
    4.4.2 ภาวะท่ีกระตุ้นด้วย H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 μM เติมสตูร
             มะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg%  
    4.4.3 ภาวะ acidosis (pH 6.8) เติมสตูรมะนาวผงความเข้มข้น
             ท่ี 50 mg%  

   นําไปบม่ท่ี 37C, 5% CO2 นาน 6 และ 24 ชัว่โมง จากนัน้เติมสารละลาย MTT 
ซึง่เป็นสารท่ีมีสีเหลืองท่ีความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ (ละลายใน serum-free DMEM) ลงไปหลมุ

ละ 100 μl นําไปบ่มท่ี 37C, 5% CO2 นาน 2 ชัว่โมง เติมสารละลาย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ลงไปหลมุละ 100 μl จากนัน้นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงโดยเคร่ือง microplate reader ท่ี 
570 นาโนเมตร ทําการทดลองซํา้ทัง้หมด 3 ครัง้  
การคํานวณหา % cell viability คํานวณดงันี ้

                                                   
                            ODtest  = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีใสส่ารตวัอยา่งตา่งๆ 
     ODcontrol  = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุควบคมุ 

% Cell viability = (ODtest×100) 
          ODcontrol 
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  5. วดัการแสดงออกของ NaDC-1 ในระดบั protein ในเซลล์บทุ่อไตโดยวิธี   
Western blot  
   5.1 การเพาะเลีย้งเซลล์ HK-2 ใน 6-well plate โดยใช้เซลล์เร่ิมต้นท่ี 5 x 
105 เซลล์ตอ่หลมุ incubate 37ºC, 5% CO2 24 ชัว่โมงจนเซลล์ confluence จากนัน้ทําการทดลอง 
4 สภาวะเหมือนกบัการทดลองในข้อ 1 นําไปบม่ท่ี 37ºC, 5% CO2  6 และ 24 ชัว่โมง  
   5.2 การสกดัโปรตีนจาก HK-2 เซลล์ 
    นํา HK-2 เซลล์ท่ีบม่ตาม condition ครบ 6 และ 24 ชัว่โมงจาก
ข้อ 4 ใน 6-well plate  มาทําการสกดัโปรตีนโดยใช้ RIPA Buffer + 1 mM PMSF โดยดดูอาหารท่ี
เลีย้งเซลล์ (DMEM) ออกจาก 6-well plate ล้างด้วย cold PBS 2 รอบ เติม RIPA Buffer + 1 mM 
PMSF well ละ 150 μl ตัง้ทิง้ไว้บนนํา้แข็งนาน 15 นาที (ระหว่างท่ีตัง้ทิง้ไว้บนนํา้แข็งให้ swirling 
plate ไปด้วย) จากนัน้ใช้ปิเปตค่อยๆ ดดูขึน้-ลง ค่อยๆ ให้เซลล์มากองรวมกนั แล้วถ่ายใส ่
microcentrifuge tube ใหม่ นําไป sonicate 30 วินาที ท่ี 30% pulse จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 
14,000 xg ท่ี 4ºC เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลารีบถ่าย supernatant ลงใน microcentrifuge 
tube อนัใหม ่นําไปเก็บท่ี -80 ºC ทนัที 
   5.3 การแยกโปรตีนด้วย Sodium dodecyl sulfate polyarylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)  
   เตรียมโปรตีนตวัอย่าง คือการสกดัโปรตีนท่ีต้องการจากเซลล์ HK-2 จาก
ข้อ 5.2 นํามาทํา gel electrophoresis เป็นการแยกโปรตีนตวัอย่างตามขนาดโมเลกลุ โดยใช้
เทคนิค SDS-PAGE ท่ี 10% acrylamide เตรียม resolving gel (40% acrylamide 2.5 ml เติม 
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml เติม 10%SDS 100 μl และ distilled water 4.3 ml) เม่ือได้สว่นผสม
ดงักลา่วให้รีบเติม 10% ammonium persulphate (APS) 100 μl และ 1,2 Bis (dimethylamino) 
ethane (TEMED) 10 μl load ลงบนแผ่นกระจกสําหรับทํา SDS-PAGE ทิง้ไว้ประมาณ 45-60 
นาที จากนัน้เตรียม stacking gel (40% acrylamide 0.5 ml เติม 0.5 M Tris (pH 6.8) 1.75 ml 
เติม 10%SDS 50 μl และ distilled water 2.45 ml) เม่ือได้สว่นผสมดงักลา่วให้รีบเติม 10% APS 
50 μl และ TEMED 5 μl) load ลงบนแผน่กระจกตอ่จาก resolving gel ทิง้ไว้ประมาณ 45-60 นาที 
ให้เจลแข็งตวัสมบรูณ์ จากนัน้นํา SDS-PAGE ใสล่งในเคร่ือง Gel Electrophoresis unit ท่ีมี Tank 
buffer อยู ่นําโปรตีนท่ีความเข้มข้น 20 μg ผสม 6x Laemmli sample buffer (1 : 5 μl ของโปรตีน) 
ต้ม 100 ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ load โปรตีนท่ีได้ลง SDS-PAGE เสร็จแล้ว run 
electrophoresis โดยใช้กําลงัไฟท่ี 60 volts เป็นเวลา 15 นาที ต่อด้วย 130 volts เป็นเวลา 2 
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ชัว่โมง ตอ่จากนัน้เป็นขัน้ตอนการย้ายโปรตีนจากเจลสูแ่ผ่นเมมเบรน (protein transfer) โดยย้าย
โปรตีนท่ีผ่านการแยกจาก electrophoresis ย้ายสู่เมมเบรนท่ีมีประจบุวกคือ PVDF membrane 
(Millipore Corporation, Billerica, USA) โดยวิธี wet-transfer overnight (16 ชัว่โมงเป็นต้นไป) 
โดยใช้กระแสไฟท่ี 40 mA เม่ือครบเวลานํา membrane มาล้างด้วย 1X TBS-T 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที 
ขัน้ตอนตอ่ไปเป็นการ blocking คือการป้องกนัการเกิด non-specific จากโปรตีนท่ีไม่ต้องการโดย
ใช้ 5% non-fat dry milk ใน 1X TBS-T เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นํา membrane ท่ีได้มาล้างด้วย 1X 
TBS-T 1 ครัง้ เป็นเวลา 5 นาที แล้ว incubate ด้วย primary antibody rabbit anti-SLC13A2 
(NaDC-1)(GeneTex) dilution 1:1,000 ท่ี 4ºC overnight จากนัน้ทําการล้าง non-specific 
binding  ออกไปด้วย 1X TBS-T 3 ครัง้ๆละ 5 นาที แล้วใช้ Secondary antibody (peroxidase-
conjugated anti-rabbit antibody) (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA) ท่ีติด
ฉลากด้วยเอนไซม์ HRP (dilution 1:5,000) (DAKO, Carpinteria, USA) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้าง 
membrane ด้วย 1X TBS-T 3  ครัง้ๆ ละ 5 นาที การวิเคราะห์ผล (Analysis) ด้วยวิธี 
chemiluminescent detection ด้วย ECL (Millipore Corporation, Billerica, USA) 5 นาที โดยดู
การเรืองแสงและถ่ายภาพด้วยเคร่ือง ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad Laboratories, 
California, USA)  
  6. การตรวจวดัระดบั ROS ในเซลล์ โดยวิธี 2’,7’-Dichloro-fluorescin diacetate 
(DCFH-DA)  

   

ภาพที่ 7 หลกัการการวดั ROS ในเซลล์โดยวดัการเกิด fluorescent ของ 
2’,7’-Dichloro-fluorescin diacetate (DCFH-DA) 
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  หลกัการวดั ROS โดยใช้สาร DCFH-DA ท่ีไมเ่รืองแสง ซมึผา่นเมมเบรนเข้าสูเ่ซลล์
และถกูเอนไซม์ esterase เปล่ียนเป็น DCFH เม่ือไหร่ก็ตามท่ีในเซลล์มีการสร้าง ROS เกิดขึน้ 
DCFH จะถกูออกซไิดส์และเปล่ียนเป็น DCF ซึง่เป็นสารเรืองแสง  
  เพาะเลีย้ง HK-2 cells ในจานเพาะเลีย้งดําขนาด 96 หลมุ ( 96-well black plate) 
ให้ได้ประมาณ 90% confluence แล้วเติม DCFH-DA 0.1 มิลลิโมลาร์ (ละลายใน serum-free 
DMEM) หลมุละ 100 μl จากนัน้ใสส่ารละลายท่ีจะทําการทดลองทัง้หมด 4 สภาวะ (ดงัข้อท่ี 1)  
นําไปบม่ท่ีตู้อบ 37ºC, 5% CO2 จากนัน้นําไปวดั fluorescent intensity ด้วยเคร่ือง Synergy HT 
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Vermont, USA) โดยกําหนด excitation ท่ี 485 nm 
และ emission ท่ี 535 nm ท่ีเวลา 0 และ 60 นาที คํานวณคา่ Arbitrary fluorescent unit (AFU) 
จากการนําค่า fluorescent intensity ท่ีเวลาใดๆ (tx) หารด้วยคา่ fluorescent intensity ท่ีเวลา
เร่ิมต้น (t0) คา่ AFU ท่ีสงูขึน้แสดงถึงปริมาณการสร้าง ROS ท่ีมากขึน้ 
การคํานวณคา่ Arbitrary fluorescent unit (AFU) คํานวณได้ดงันี ้

                                 

  7. การวดัปริมาณ protein carbonyl โดยวิธี spectophotometric 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) assay เป็นการวดัอนพุนัธ์ของ carbonyl group คือ DNP ดงั
แสดงในภาพท่ี 8  
  
                           
 
 
 
 
 
 
      

ภาพที่ 8 แสดงหลกัการวดั protein carbonyl 

AFU =    fluorescent intensity ท่ีเวลาใดๆ (tx) 

 fluorescent intensity ท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0) 

OD 375 
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  นําสารสกดัโปรตีนจาก HK-2 เซลล์ในข้อ 5.2 มา เจือจาง 1:5 ด้วย 1X PBS 
จากนัน้นําสารโปรตีนตวัอย่างท่ีได้ 30 μl เติม 1X PBS 570 μl ในหลอด microcentrifuge tube 
นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้แยก supernatant ใสห่ลอดสารตวัอย่าง 
(sample) 250 μl และหลอดควบคมุ (blank) 250 μl (โดยแตล่ะสารตวัอย่างจะมีหลอด blank 1 
หลอด) เติม DNPH 10 mM (ละลายใน 2 N HCl) ลงในหลอดสารตวัอย่าง 1 ml และเติม 2 N HCl 
ในหลอด blank  1 ml นําไปบม่ในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 45 นาที โดยนําออกมาเขย่าทกุๆ 
10 นาที หลงัจากนัน้เติม cold 20% trichloroacetic acid (TCA) 1.2 ml วางบนนํา้แข็งเป็นเวลา 
10 นาที นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 3,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดดู supernatant ทิง้ แล้วล้างตะกอนด้วย
การเติม ethanol : Ethyl acetate (1:1) 2.5 ml นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 3,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ทํา
แบบนีซ้ํา้กนั 3 ครัง้ เม่ือครบครัง้ท่ี 3 เท supernatant ทิง้ เติม 6 M guanidinium chloride 
(GdmCl) 1 ml นําไปอุน่ใน water bath ท่ี 37ºC เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลานําสารตวัอย่างมา
วดั OD 375 nm ด้วยเคร่ือง spectophotometry (Thermo scientific, USA) 
การคํานวณคา่ protein carbonyl เม่ือใช้ cuvette ขนาดความกว้าง 1 cm คํานวณได้ดงันี ้
 Protein carbonyl [M] = ((ODsample – ODblank sample)/22,000 M-1) x dilution factor 
 Protein carbonyl [nmol/ml] = ((ODsample – ODblank sample) x 45.45 x dilution factor 
  Protein carbonyl [nmol/mg protein] = Protein carbonyl [nmol/ml] 
      Total protein [mg/ml] 

  8. การวดัปริมาณ total protein โดย วิธี dye binding method (Bradford assay) 
  เจือจาง Bradford reagent (Bio-Rad laboratories, California, USA) ใน
อตัราสว่น Dye 1 สว่น : DW 4 สว่น ปริมาตร 1.25 ml จากนัน้ใสส่ารตวัอย่าง 25 μl เขย่าผสมให้
เข้ากนัดี แล้วตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที นําไปวดัท่ี OD 595 nm คํานวณความเข้มข้นจากกราฟมาตรฐาน 
(ภาพท่ี 9) โดยใช้คา่ OD ท่ีได้หารด้วยคา่ความชนัท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน และรายงานผลในหน่วย 
mg/ml   
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ภาพที่ 9  แสดง standard curve ของ BSA [mg/ml] โดยวิธี Bradford assay 

การเก็บรวบรวมข้อมูล (Data collection) 
  เก็บรวบรวมข้อมลูท่ีได้จากการทดลองโดยการจดลงสมดุบนัทึก บนัทึกภาพ และ
บนัทกึข้อมลูลงในคอมพิวเตอร์ 

การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
 1. สถิตเิชิงพรรณนา (descriptive statistics) เป็นสถิตท่ีิเก่ียวข้องกบัการเก็บรวบรวม 
     ข้อมูลและการนําเสนอข้อมูล โดยแสดงข้อมูลค่าเฉลี่ย (mean) หรือ median และค่า
     เบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) หรือ interquartile range (IQR)  
     สําหรับตวัแปรตอ่เน่ือง (continuous  variables) ความถ่ีและร้อยละสําหรับตวัแปรท่ี
     เป็นกลุม่ (categorical variables) โดยนําเสนอในรูปของกราฟหรือตาราง 
 2. สถิติเชิงอนมุาน (inferential statistics) เป็นสถิติท่ีใช้สรุปผลของประชากร โดยศกึษา
     จากตวัอย่างท่ีสุม่มาเป็นตวัแทน การเปรียบเทียบความแตกต่างของคา่กลางของข้อมลู
     การศกึษานีใ้ช้สถิตทิดสอบดงัตอ่ไปนี ้ 
  - Kruskal-Wallis test ใช้ทดสอบความแตกตา่งของตวัแปรตอ่เน่ืองระหว่างกลุม่ท่ี
เป็นอิสระตอ่กนั สามกลุม่ขึน้ไป  
  - Mann-Whitney test ใช้ทดสอบความแตกตา่งของตวัแปรตอ่เน่ืองระหว่างสอง
กลุม่ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั 
  - Spearman rank correlation test ใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์ระหว่างตวัแปร 2 
ตวัแปร 
  โปรแกรมทางสถิติท่ีใช้ คือ STATA version 8 และ SPSS version 18.0 กําหนด
ระดบันยัสําคญัทางสถิตท่ีิ P < 0.05  
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ปัญหาทางจริยธรรม (Ethical consideration)  
  การวิจัยนี  ้ เป็นการศึกษาผลการทดลองโดยการนําเสนอปัจจัยเข้าไปยัง
สิง่แวดล้อมของ เซลล์เพาะเลีย้ง ดงันัน้จึงไม่มีลกระทบต่อปัญหาจริยธรรมในด้านความเคารพใน
ตวับคุคล (Respect of  person) การก่อประโยชน์และการไม่ก่อให้เกิดอันตราย 
(Beneficence/non-maleficence) และความยตุธิรรม (Justice) ตอ่ผู้ เข้าร่วมโครงการ 
  สําหรับการเก็บตวัอย่างเนือ้เย่ือไตสําหรับการวิจยั ได้รับคํายินยอมจากผู้ เข้าร่วม
โครงกานวิจยัทุกท่านด้วยความสมคัรใจ ไม่พบปัญหาหรือภาวะแทรกซ้อนใดๆ กบัผู้ เข้าร่วมโครง
กานวิจยัทัง้ระหวา่งและภายหลงัการเก็บตวัอยา่งเนือ้เย่ือไต 
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บทที่ 4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

กลุม่ประชากรตวัอยา่งผู้ ป่วยโรคน่ิวไตสําหรับการศกึษาทางพยาธิวิทยา 
 การศึกษาครัง้นีใ้ช้เนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต จํานวน 24 ราย เป็นเพศชาย

จํานวน 9 ราย (37.50%) เพศหญิงจํานวน 15 ราย (62.50%) อายตุัง้แต ่24 ถึง 73 ปี (อายเุฉล่ีย 
50.61± 13.30 ปี) มีคา่ body mass index (BMI) ตัง้แต ่17.98 ถึง 38.81 kg/cm2 (เฉล่ีย 23.88 ± 
5.66 kg/cm2) ปริมาตรของปัสสาวะ 24 ชัว่โมง 600-3,300 มิลลิลิตรต่อวนั (เฉล่ีย 1,382.61 
±617.66 มิลลลิติรตอ่วนั)  

 จากผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 24 ราย สามารถระบชุนิดของน่ิวได้ 17 ราย เป็นน่ิวแคลเซียม
ออกซาเลต จํานวน 11 ราย (65.00%)  ประกอบด้วยน่ิวชนิดแคลเซียมออกซาเลตบริสทุธ์ิ (pure 
CaOx) จํานวน 1 ราย (5.90%) น่ิวชนิดแคลเซียมออกซาเลตผสมแคลเซียมฟอสเฟต 
(CaOx+CaP) จํานวน 7 ราย (41.40%) น่ิวชนิดแคลเซียมออกซาเลตผสมแคลเซียมฟอสเฟตและ
แคลเซียมคาร์บอเนต (CaOx+CaP+CaCO3) จํานวน 1 ราย (5.90%) น่ิวชนิดแคลเซียมออกซาเลต
ผสมน่ิวติดเชือ้หรือแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอสเฟต (CaOx+MAP) จํานวน 1 ราย (5.90%) น่ิว
ชนิดแคลเซียมออกซาเลตผสมแคลเซียมฟอสเฟตผสมน่ิวติดเชือ้ (CaOx+CaP+MAP) จํานวน 1 
ราย  (5.90%) เป็นน่ิวชนิดแคลเซียมฟอสเฟต (CaP) จํานวน 1 ราย (6.00%) ส่วนน่ิวท่ีไม่ใช่
แคลเซียม แบง่เป็น 2 กลุม่ยอ่ย คือ 1) กลุม่น่ิวกรดยริูก จํานวน 4 ราย (23.00%) ประกอบด้วย น่ิว
กรดยริูก (UA) จํานวน 3 ราย (17.30%) น่ิวกรดยริูกผสมแคลเซียมฟอสเฟต (UA+CaP) จํานวน 1 
ราย (5.70%) และ 2) กลุ่มน่ิวติดเชือ้ จํานวน 1 ราย (6.00%) และผู้ ป่วยท่ีเหลืออีก 7 ราย ไม่
สามารถระบชุนิดของน่ิวได้  ดงัแสดงในตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2 ข้อมลูพืน้ฐานของกลุม่ตวัอยา่งผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 
Charactersitics of patients Frequency / Range Mean ± SD / % 
Gender (males/females) 9 / 15  
Age (years) 24-73 50.61 ±13.30 
BMI (kg/m2) 17.98-38.81 23.88 ±5.66 
Urine volume (ml) 600-3300 1382.61 ±617.66 
Stone types: 
Calcium oxalate 

CaOx 
CaOx+CaP 
CaOx+CaP+CaCO3 
CaOx+MAP 
CaOx+CaP+MAP 

Calcium phosphate  
Uric acid stone 

UA 
UA+CaP 

Magnesium ammonium phosphate 
Unidentified 

 
11 
1 
7 
1 
1 
1 
1 
4 
3 
1 
1 
7 

 
65% 
 
 
 
 
 
6% 
23% 
 
 
6% 

MAP = แมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอสเฟต, CaOx = แคลเซียมออกซาเลต,   CaP = แคลเซียมฟอตเฟต, 
UA = กรดยริูก, CaCO3 = แคลเซียมคาร์บอเนต 

ผลการศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต 
  การศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตจํานวน 24 ราย โดยเทคนิค
ทาง immunohistochemistry ระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 โดยพิจารณาจากความเข้มของ
การย้อมติดในเนือ้เย่ือไต โดยแบง่ออกเป็น 3 ระดบั ได้แก่ 1+ = ย้อมติดน้อยถึงน้อยมาก (weak 
expression, <10%)   2+ = ย้อมตดิปานกลาง (intermediate expression, 10-50%) และ  
3+ = ย้อมติดเข้มเห็นขอบเขตชดัเจน (high expression, >50%) (ภาพท่ี 6 และ 7) ข้อมลูผู้ ป่วย
และผลการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3 แสดงข้อมลูทางคลินิกของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตแต่ละราย และผลการศกึษาการแสดงออก
ของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต 
 

No Cases Age 
BMI 

(kg/m2) 
Stone type U-pH 

U-
volume(L

U-
citrate 

U-citrate 
(mg/day) 

NaDC-1 
expressio

1 RKT109 49 36.20 MAP 8.38 1.2 ND ND 1+ 

2 RKT116 71 20.45 UA 7.55 0.6 545.16 327.10 2+ 

3 RKT117 73 24.97 ND 6.45 1.1 113.82 125.2 3+ 

4 RKT119 26 21.78 UA+CaP 6.9 2.1 96.49 202.63 2+ 

5 RKT122 40 18.92 CaP 7.37 2.7 65.19 176.02 3+ 

6 RKT123 41 17.98 CaOx+CaP 7.3 1 190.7 190.7 2+ 

7 RKT124 65 28.96 ND 6.96 1 258.82 258.82 2+ 

8 RKT130 53 ND ND 5.78 0.9 604.99 544.49 3+ 

9 RKT134 72 15.57 CaOx+CaP 7.25 1.5 160.2 240.3 3+ 

10 RKT148 49 21.30 CaOx+CaP+MAP 7.18 1.2 263.12 315.74 2+ 

11 RKT149 48 23.11 CaOx 7.68 2.2 216.18 475.60 1+ 

12 RKT154 56 ND ND 6.27 1 121.98 121.98 3+ 

13 RKT155 52 19.14 ND 7.05 1.2 200.41 240.49 1+ 

14 RKT165 53 23.81 CaOx+CaP+CaCO3 7.45 1.1 304.44 334.89 3+ 

15 RKT166 47 24.44 CaOx+MAP 8.1 3.3 67.08 221.37 2+ 

16 RKT168 54 26.22 CaOx+CaP 6.84 1.2 112.72 135.26 2+ 

17 RKT172 24 23.61 ND 7.02 1.2 147.09 176.50 2+ 

18 RKT173 58 24.75 UA 6.16 1.3 249.65 324.54 2+ 

19 RKT174 49 38.81 CaOx+CaP 5.96 1.2 220.52 264.62 3+ 

20 RKT175 36 26.63 ND 7.6 1.2 107.90 129.48 1+ 

21 RKT176 63 21.76 CaOx+CaP 8.18 1 552.67 552.67 1+ 

22 RKT177 60 37.78 UA 6.57 1.2 108.69 130.43 1+ 

23 RKT181 42 22.31 CaOx+CaP 7.82 1.2 92.12 110.55 2+ 

24 RKT182 ND ND CaOx+CaP 6.56 1.1 316.11 347.72 3+ 

ND = ไมมี่ข้อมลู, MAP = แมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอสเฟต, CaOx = แคลเซียมออกซาเลต,   CaP 
= แคลเซียมฟอตเฟต, UA = กรดยริูก, CaCO3 = แคลเซียมคาร์บอเนต, 1+ = การแสดงออกของ 
NaDC-1 ในระดบัต่ํา, 2+ = การแสดงออกของ NaDC-1 ในระดบัปานกลาง และ 3+ = การ
แสดงออกของ NaDC-1 ในระดบัสงู 
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  ผลการศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 พบวา่ทกุตวัอย่างเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยมี
การแสดงออกของ NaDC-1 แต่แสดงออกในระดบัท่ีต่างกัน โดยพบการแสดงออกระดบั 1+ 
จํานวน 6 ราย (25.00%) บริเวณ cortex ของเนือ้ไต (ภาพท่ี 10A, 10B, 11A และ 11B) ตําแหน่งท่ี
แสดงออกของ NaDC-1 คือท่ีเซลล์บผิุวท่อไตสว่นต้น (proximal tubular cell หรือ pr) บริเวณผิว
เซลล์ด้านปัสสาวะ (apical membrane/ apical surface staining) การแสดงออกระดบั 2+ พบ
จํานวน 10 ราย (41.67%) (ภาพท่ี 10C, 10D, 11C และ 11D) และระดบัการแสดงออก 3+ พบ
จํานวน 8 ราย (33.33%) (ภาพท่ี 10E, 10F, 11E และ 11F) ไม่พบการแสดงออกของ NaDC-1 ท่ี 
glomerulus หรือหลอดเลือด เน่ืองจาก NaDC-1 มีการแสดงออกมากในด้าน apical membrane 
จงึน่าจะศกึษาความสมัพนัธ์กบัองค์ประกอบของสารในปัสสาวะของผู้ ป่วย โดยเฉพาะระดบัซเิทรต 
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  ภาพที่ 10 ตวัอย่างการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 

มีการแสดงออกของ NaDC-1 ในระดบัต่ํา หรือ weak expression รหสั case RKT175 (A และ B) 

แสดงออกในระดบัปานกลาง หรือ intermediate expression รหสั case RKT168 (C และ D) และ

แสดงออกในระดบัสงู หรือ high expression รหสั case RKT130 (E และ F) โดยย้อมติดสีท่ี

บริเวณ apical membrane (arrows) ของ proximal tubular cell (pr) (ภาพ A, C และ E 

กําลงัขยาย 100 เท่า, ภาพ B, D, F กําลงัขยาย 400 เท่า) 
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    ภาพที่ 11 ตวัอย่างการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต 

มีการแสดงออกของ NaDC-1 ในระดบัต่ํา หรือ weak expression รหสั case RKT176 (A และ B) 

แสดงออกในระดบัปานกลาง หรือ intermediate expression รหสั case RKT181 (C และ D) และ

แสดงออกในระดบัสงู หรือ high expression รหสั case RKT174 (E และ F) โดยย้อมติดสีท่ี

บริเวณ apical membrane (arrows) ของ proximal tubular cell (pr) (ภาพ A, C และ E 

กําลงัขยาย 100 เท่า, ภาพ B, D, F กําลงัขยาย 400 เท่า)  

pr 
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ศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของ NaDC-1 กบั pH ในปัสสาวะ 
  หลายงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่าภาวะกรดเกิน (acidosis) สง่ผลให้มีการแสดงออก
ของ NaDC-1 สูงขึน้ในไตของหนูทดลอง และในเซลล์เพาะเลีย้งพบว่าภาวะเป็นกรดสามารถ
กระตุ้นการทํางานของ NaDC-1 ให้เพิ่มขึน้ได้ แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานวิจยัความสมัพนัธ์
ดงักลา่วในผู้ ป่วยโรคน่ิวไต เม่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ใน
เนือ้เย่ือไตกบัค่า pH ในปัสสาวะ พบว่าระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตท่ีสงูขึน้ 
สมัพนัธ์กบัค่า pH ในปัสสาวะท่ีต่ําลง (ภาพท่ี 12) ค่า median (IQR) ของผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการ
แสดงออกของ NaDC-1 ต่ํา (weak) ปานกลาง (intermediate) และสงู (high) เท่ากบั 7.64 (1.13), 
7.10 (0.65) และ 6.51 (1.20) ตามลําดบั (Kruskal-Wallis test, P = 0.047) (Spearman’s rho =  
-0.516, P = 0.010)  ระดบั pH ในปัสสาวะ median (IQR) ของผู้ ป่วยผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออก
ของ NaDC-1 เป็น 1+ (weak) ไม่พบความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบ
กับระดบั pH ในปัสสาวะของกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 2+ 
(intermediate) แต่เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 3+ 
(high) พบว่าระดบั pH ในปัสสาวะสงูกว่าอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P = 0.030) ในขณะระดบั 
pH ในปัสสาวะของกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 2+ (intermediate) ไม่
แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติกบักลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 3+ 
(high) ดงันัน้ การศกึษานีส้รุปว่า ระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ท่ีสงูขึน้ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วย
โรคน่ิวไต มีความสมัพนัธ์กบั pH ในปัสสาวะท่ีลดลง ผลการศกึษานีเ้ป็นการศกึษาแรกท่ีรายงาน
ความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยน่ิวไตกบั pH ในปัสสาวะ
ของผู้ ป่วย 
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 ภาพที่ 12 แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตกบั
ระดบั pH ในปัสสาวะ พบว่าระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ท่ีสงูขึน้สมัพนัธ์กบัระดบั pH ใน
ปัสสาวะท่ีลดลง (Kruskal-Wallis test, P = 0.047) (Spearman’s rho = -0.516, P = 0.010) โดย
ระดบั pH ในปัสสาวะของกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 3+ (high) ต่ํากว่ากลุม่ท่ี
มีการแสดงออกของ NaDC-1 เป็น 1+ (weak) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(P = 0.030)  
  เม่ือแบ่งกลุ่มผู้ ป่วยใหม่ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ ป่วยในกลุ่มท่ีมีการแสดงออก
ของ NaDC-1 ระดบัต่ํา (low expression = 1+ รวมกบั 2+) และ กลุ่มผู้ ป่วยในกลุ่มท่ีมีการ
แสดงออกของ NaDC-1 ระดบัสงู (high expression = 3+) แล้วเปรียบเทียบคา่ pH ในปัสสาวะ 
พบว่า ระดบั pH ในปัสสาวะของกลุ่มผู้ ป่วยในกลุม่ท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 ระดบัต่ํา มีค่า
สูงกว่ากลุ่มผู้ ป่วยในกลุ่มท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 ระดับสูง อย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(median (IRQ): 7.24 (0.82) vs. 6.51 (1.20), Mann-Whitney test: P = 0.017) ดงัแสดงในภาพท่ี 
13 
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  ภาพที่ 13 เปรียบเทียบระดบั pH ในปัสสาวะระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยในกลุ่มท่ีมีการ
แสดงออกของ NaDC-1 ระดบัต่ํา (low expression = 1+ รวมกบั 2+) และ กลุม่ผู้ ป่วยในกลุม่ท่ีมี
การแสดงออกของ NaDC-1 ระดบัสงู (high expression = 3+) ระดบั pH ในปัสสาวะของผู้ ป่วยใน
กลุ่มท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 ระดบัสงูต่ํากว่าผู้ ป่วยในกลุ่มท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 
ระดบัต่ําอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(P = 0.017)    
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ศกึษาความสมัพนัธ์ของชนิดของน่ิวกบัระดบั pH ในปัสสาวะ 

  ศกึษาระดบั pH ของปัสสาวะ ในกลุ่มตวัอย่างระหว่างน่ิว 4 ชนิด ประกอบด้วย  
MAP (n=1), CaP (n=1), CaOx (n=11) และ UA (n=4) พบวา่คา่ pH ในปัสสาวะ (median(IQR)) 
เท่ากบั 8.30(0), 7.37(0), 7.30(0.84) และ 6.74(0.86) ตามลําดบั เน่ืองจากน่ิวชนิด MAP และ 
CaP มีจํานวนละ 1 ราย ดงันัน้จึงหาความสมัพนัธ์ระหว่างชนิดของน่ิว CaOx และ UA กบัคา่ pH 
ในปัสสาวะ ผลการศกึษาพบว่าระดบั pH ในปัสสาวะของผู้ ป่วยน่ิวชนิด CaOx สงูกว่าในผู้ ป่วยน่ิว
ชนิด UA แต่ยงัไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P = 0.250) อาจเน่ืองมาจาก
จํานวนตวัอยา่งน้อย ดงัแสดงในภาพท่ี 14 
 

 
 
  
  
 
 
 
 
 

  ภาพที่ 14 แสดงระดบั pH ในปัสสาวะของผู้ ป่วยน่ิวชนิด CaOx เปรียบเทียบกบั
ผู้ ป่วยน่ิวชนิด UA พบแน้วโน้มระดบั pH ในปัสสาวะของผู้ ป่วยน่ิวชนิด CaOx สงูกว่าในผู้ ป่วยน่ิว
ชนิด UA แตย่งัไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(P = 0.250)  
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ศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตกบัระดบัซเิทรตในปัสสาวะ 
  ศกึษาระดบัซิเทรตในปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตกบัการแสดงออกของ NaDC-1 
ในเนือ้เย่ือไต ทัง้ 3 ระดบั คือ weak, intermediate และ high (ตารางท่ี 3) พบคา่ความเข้นข้นของซิ
เทรตในปัสสาวะ medians (IQRs) ในหน่วย mg/L เท่ากบั 200.41 (107.50), 168.90 (146.35) 
และ 190.40 (192.38) mg/L ตามลําดบั และปริมาณการขบัออกของซิเทรตในปัสสาวะ 24 ชัว่โมง 
medians (IQRs) ในหน่วย mg/day เท่ากบั 240.49 (345.17), 230.73 (148.04) และ 252.46 
(190.70) mg/day ตามลําดบั 
  เม่ือเปรียบเทียบระดบัซิเทรตในปัสสาวะกบัระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ใน
เนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตทัง้ 3 ระดบั ผลการศกึษาพบว่าระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 กบั
ระดบัซิเทรตในปัสสาวะ ในหน่วย mg/L (ภาพท่ี 15A) และหน่วย mg/day (ภาพท่ี 15B) ไม่พบ
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(P = 0.807, P = 0.922 ตามลําดบั) 

  ภาพที่ 15 แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะกับระดบัการ
แสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตทัง้ 3 ระดบั (weak, intermediate และ high) พบว่าเม่ือ
เปรียบเทียบระหวา่งกลุม่ระดบัซิเทรตในปัสสาวะไม่แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ทัง้ในหน่วย 
mg/L (A) (P = 0.807) และ mg/day (B) (P = 0.922) 
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  เม่ือแบ่งระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต เป็น กลุม่การแสดงออก
ต่ํา (low) และกลุม่ท่ีมีการแสดงออกสงู (high) พบว่าระดบัซิเทรตในปัสสาวะ medians (IQRs) 
เท่ากบั 190.70 (150.13) และ 190.36 (192.38) mg/L ตามลําดบั และ 240.50 (191.84) และ 
252.46 (190.70) mg/day ตามลําดบั ผลการวิเคราะห์พบว่าระดบัซิเทรตในปัสสาวะ ในหน่วย 
mg/L (P = 0.519) (ภาพท่ี 16A) และหน่วย mg/day (P = 1.000) (ภาพท่ี 16B) ระหว่างกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ต่ําและสงูไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิต ิ

   

  ภาพที่ 16 แสดงระดบัซิเทรตในปัสสาวะเปรียบเทียบระหว่างกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบั
การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตต่ําและสงู พบว่าระดบัซิเทรตในปัสสาวะไม่มีความ
แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติระหว่างกลุม่ ทัง้ในหน่วย mg/L (A) (P = 0.519) และ mg/day 
(B) (P = 1.000) 
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  เม่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะกับระดบั pH ใน
ปัสสาวะทัง้ในหน่วย mg/L (Spearman’s rho = -0.138, P = 0.529) และ mg/day (Spearman 
rho = 0.150, P = 0.494) พบว่าระดบัซิเทรตในปัสสาวะกบัระดบั pH ในปัสสาวะไม่มี
ความสมัพนัธ์กนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ ดงัแสดงในภาพท่ี 17 

 ภาพที่ 17 Scatter plots แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะในหน่วย 
mg/L (B) และ mg/day (A) กบัระดบั pH ในปัสสาวะ พบว่าระดบัซิเทรตในปัสสาวะทัง้ในหน่วย 
mg/L (B) และ mg/day (A) ไมมี่ความสมัพนัธ์กบัระดบั pH ในปัสสาวะอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ผลการศกึษาการมีชีวิต (cell viability) ของเซลล์ HK-2  
   ผู้วิจยัได้ตัง้สมมตุิฐานว่าการแสดงออกของ NaDC-1 ถกูกระตุ้นจากภาวะเครียด

จากออกซเิดชนัหรือไม ่จงึทําการทดลองในเซลล์เพาะเลีย้ง HK-2 (human renal proximal tubular 
cells) ภายใต้สภาวะเครียดจากออกซิเดชนัและภาวะเป็นกรดเสมือนเกิด acidosis แล้ววดัการ
แสดงออกของ NaDC-1 protein และเพ่ือศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะทําการทดลองในเซลล์ HK-2 
ผู้วิจยัจึงทําการทดลองโดยหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของภาวะต่างในการทําการวิจยัแบบ time-
dependent และ dose dependent  
  ผลการศกึษา H2O2 (oxidative stress stimulating agent) ท่ีความเข้มข้น 25, 
50, 100, 250 และ 500 ไมโครโมลาร์ ตอ่ viability ของเซลล์ HK-2 ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าความ
เข้มข้นของ H2O2 ท่ี 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ไม่สง่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงตอ่ % cell viability แต่
เม่ือความเข้มข้นของ H2O2 สงูขึน้ท่ี 100, 250 และ 500 ไมโครโมลาร์ สง่ผลให้ % cell viability 
ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001) ตามลําดบั ดงัแสดง
ในภาพท่ี 18 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  ภาพที่ 18  แสดงผลของ H2O2 ตอ่ viability ของเซลล์ HK-2 เซลล์ได้รับ H2O2 ท่ี
ความเข้มข้น 25, 50, 100, 250 และ 500 ไมโครโมลาร์ ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ผลการทดลองพบว่า
ความเข้มข้นของ H2O2 ท่ี 100, 250 และ 500 ไมโครโมลาร์ สง่ผลให้ % cell viability ลดลงอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001)  
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  ผลการศกึษาภาวะกรดของอาหารเลีย้งเซลล์ตอ่ viability ของเซลล์ HK-2 ท่ี pH 
6.8, 6.5, 6.0 และ pH 5.0 เป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่า % cell viability ลดลงอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001) ตามลําดบั ผลของสตูรมะนาวผง 
(LPR) ท่ีความเข้มข้น 50 mg% ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ไม่มีผลตอ่การลดลงของ % cell viability แตท่ี่ 
72 ชัว่โมง พบว่า % cell viability เร่ิมลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P 
< 0.001) ผลของผลกึ COM ความเข้มข้น 100 μg/cm2  ท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง สง่ผลให้ % cell 
viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001) ตามลําดบั 
เช่นเดียวกนั H2O2 ความเข้มข้น ท่ี 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ ท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง สง่ผลให้ % 
cell viability ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001) ตามลําดบั ดงั
แสดงในภาพท่ี 19   
  

 

  ภาพที่ 19 แสดงผลของ acid, COM, LPR และ H2O2 ตอ่ viability ของเซลล์ HK-
2  ในภาวะท่ีอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเป็นกรด (pH 6.8, pH 6.5 และ pH 6.0) ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผง 
(Lime powder regiment or LPR) ท่ี 50 mg% ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 และภาวะท่ี
ได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง สง่ผลให้ viability 
ของเซลล์ HK-2 ลดลงอย่างมีนยัสําคญั (*: ลดลงอย่างมีนยัสําคญั (P < 0.001) เม่ือเทียบกบั 
controls) 
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  จากผลการศึกษาดงักล่าว ผู้ วิจัยออกแบบทดลอง เพ่ือเปรียบเทียบผลในเซลล์ 
HK-2 ระหว่าง 5 สภาวะ ได้แก่ 1) สภาวะปกติ (pH 7.4) 2) สภาวะกรด (pH 6.8) 3) ภาวะท่ีได้รับ
ผลกึ COM 100 μg/cm2 4) ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ความเข้มข้นท่ี 50 ไมโครโมลาร์ และ 5) ภาวะท่ี
ได้รับสตูรมะนาวผง (LPR) ท่ีความเข้มข้น 50 mg% ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 
  ผลการศกึษาสตูรมะนาวผงตอ่ viability ของเซลล์ HK-2 ความเข้มข้น 50 mg% ท่ี
เวลา 6 ชัว่โมง สง่ผลให้ % cell viability เพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่
ควบคมุ (P < 0.001) ผลการศกึษาผลของผลกึ COM ความเข้มข้นท่ี 100 μg/cm2 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 
สง่ผลให้ % cell viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 
0.001)  แตเ่ม่ือเซลล์ได้รับ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 50 mg% พบว่า % cell 
viability เพิ่มขึน้มากกวา่กลุม่ท่ีได้รับ COM 100 μg/cm2 เพียงอยา่งเดียวอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
(P = 0.001) ผลการศกึษาผลของ H2O2 และ H2O2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 50 mg% ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 
ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ % cell viability อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม
ควบคมุ แต่ในเซลล์ท่ีได้รับ H2O2 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 50 mg% จะมี % cell 
viability สงูขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีได้รับ H2O2 ท่ี 50 ไมโครโมลาร์เพียง
อยา่งเดียว (P = 0.042) และผลการศกึษาของภาวะกรดท่ี pH 6.8 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง สง่ผลให้ % cell 
viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ (P = 0.018) แตภ่าวะ
กรด pH 6.8 ท่ีให้ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 50 mg% ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง พบว่า % cell viability ไม่มี
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุและกลุม่ท่ีอยู่ในภาวะกรด
เพียงอยา่งเดียว  ดงัแสดงในภาพท่ี 20 

ผลการทดลองนีทํ้าให้ทราบว่าผลกึ COM, H2O2 และ acid (pH 6.8) สง่ผลให้
ปริมาณเซลล์มีชีวิตลดลง และสตูรมะนาวผงสามารถเพิ่มปริมาณเซลล์มีชีวิตได้ ผู้วิจยัจึงต้องการ
ศกึษาตอ่ไปว่าสภาวะดงักลา่วสง่ผลกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่หรือไม่ แล้วสง่ผลให้
เกิดการตายของเซลล์ขึน้ 
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  ภาพที่ 20 แสดง viability ของเซลล์ HK-2 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง เปรียบเทียบระหว่าง 
สภาวะปกติ pH 7.4 ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้น 50 mg% ภาวะท่ีได้รับผลึก COM 
100 μg/cm2 ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% 
ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโม
ลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้น 50 mg%  ภาวะกรด pH 6.8 และภาวะกรด pH 6.8 ร่วมกบั
สตูรมะนาวผงความเข้มข้น 50 mg% พบว่า COM, H2O2 และ acid (pH 6.8) สง่ผลให้ปริมาณ
เซลล์มีชีวิตลดลง และสตูรมะนาวผงสามารถเพิ่มปริมาณเซลล์มีชีวิตได้อยา่งมีนยัสําคญั 
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ผลการศกึษาผลของ COM, H2O2 และ acid ต่อการกระตุ้นภาวะเครียดจากออกซิเดชนัในเซลล์ 
HK-2  
  การศกึษาผลของ COM, H2O2, acid และ LPR ตอ่การสร้าง ROS ในเซลล์ HK-2 
พบว่าภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีเซลล์ได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ไม่สามารถกระตุ้นให้
เกิดการสร้าง ROS ในเซลล์ HK-2 เพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ตรงข้ามกบัในภาวะท่ีเซลล์
ได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ และภาวะกรด pH 6.8 ส่งผลให้ fluorescence 
intensity เพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P < 0.001 และ P = 
0.023 ตามลําดบั) แสดงว่าสามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้าง ROS ในเซลล์ HK-2 เพิ่มขึน้ได้อย่างมี
นยัสําคญั สําหรับในภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิวท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% สง่ผล
ให้ fluorescence intensity ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสิถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P = 
0.002) แสดงว่า LPR สามารถลดการสร้าง ROS ในเซลล์ HK-2 เพิ่มขึน้ได้อย่างมีนยัสําคญั ใน
ภาวะท่ีเซลล์ได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% สง่ผลให้ 
fluorescence intensity ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับผลกึ COM 
100 μg/cm2 เพียงอย่างเดียว (P = 0.016) ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์
ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% และภาวะกรด pH 6.8 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความ
เข้มข้นท่ี 50 mg% ส่งผลให้ fluorescence intensity ลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ และภาวะกรด pH 6.8 เพียง
อย่างเดียว (P < 0.001) ดงัแสดงในภาพท่ี 21 ผลการทดลองนีทํ้าให้ทราบว่าภาวะเอือ้ตอ่การเกิด
น่ิวโดยเฉพาะ H2O2 และ acid สง่ผลให้เกิดภาวะเครียดจากออกซเิดชัน่ และสตูรมะนาวผงสามารถ
ตอ่ต้านการเกิดภาวะเครียดจากออกซเิดชนัได้ในทกุกลุม่การทดลอง 
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  ภาพที่ 21 แสดงระดบั ROS production ในเซลล์ HK-2 ในภาวะท่ีได้รับสตูร
มะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 
100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 
ไมโครโมลาร์ ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้น
ท่ี 50 mg%  ภาวะท่ีได้รับอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเป็นกรด (pH 6.8) และภาวะท่ีได้รับอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี
เป็นกรดร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% (*: P < 0.001, @: P = 0.002, ∆: P = 
0.016 และ #: P = 0.023) ระดบั Arbitrary fluorescence unit (AFU) ท่ีสงูขึน้บง่ชีถ้ึงการสร้าง 
ROS ในเซลล์ท่ีมากขึน้ 
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ผลการศกึษาระดบัโปรตีนคาร์บอนิล (protein carbonyl) ใน HK-2 เซลล์ 
  เน่ืองจากผู้วิจยัตัง้สมมตุิฐานว่าระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 
น่าจะเก่ียวข้องหรือถกูกระตุ้นด้วยภาวะเครียดจากออกซเิดชัน่ หรือ ROS จงึทําการวิเคราะห์โปรตีน
คาร์บอนิล ซึง่เป็น by-product ของ protein oxidation หรือใช้เป็นตวับง่ชีข้องการเกิด oxidative 
protein damage 
  ผลการวิเคราะห์ระดบัโปรตีนคาร์บอนิลในเซลล์ HK-2 ในภาวะต่างๆ ท่ีเวลา 6 
ชัว่โมง พบว่าระดบัโปรตีนคาร์บอนิลในเซลล์ HK-2 ในภาวะควบคมุ (pH 7.4) มีคา่เท่ากบั 0.71 
nmol/mg protein เซลล์กลุ่มท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีค่าเท่ากบั 2.41 
nmol/mg protein ภาวะท่ีเซลล์ท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 มีค่าเท่ากบั 2.07 nmol/mg 
protein ภาวะท่ีได้รับ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีค่า
เท่ากบั 3.22 nmol/mg protein ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีระดบัโปรตีน
คาร์บอนิลสงูท่ีสดุ มีคา่เท่ากบั 3.64 nmol/mg protein  ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไม
โครโมลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีคา่เท่ากบั 1.46 nmol/mg protein เซลล์
ท่ีอยู่ในภาวะกรด (pH 6.8) มีคา่เท่ากบั 2.45 nmol/mg protein ภาวะกรด (pH 6.8) ร่วมกบัสตูร
มะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีคา่เท่ากบั 1.50 nmol/mg protein ดงัแสดงในภาพท่ี 22  
  เม่ือเปรียบเทียบระดบัโปรตีนคาร์บอนิลระหว่างแต่ละกลุ่มการทดลอง พบว่าทุก
กลุม่การทดลองมีระดบัโปรตีนคาร์บอนิลสงูกว่ากลุม่ควบคมุ (pH 7.4) คือกลุ่มท่ีได้รับสตูรมะนาว
ผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% กลุม่ท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 กลุม่ท่ีได้รับ COM 100 μg/cm2 
ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% กลุ่มท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ 
กลุ่มท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% 
กลุม่ท่ีอยู่ในภาวะกรด (pH 6.8) และกลุม่ท่ีได้รับภาวะกรด (pH 6.8) ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความ
เข้มข้นท่ี 50 mg% มีระดบัโปรตีนคาร์บอนิลสูงกว่ากลุ่มควบคมุ 3.40, 2.92, 4.54, 5.13, 2.05, 
3.45 และ 2.12 เท่า ตามลําดบั ทัง้นีย้งัไมพ่บความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เน่ืองจากแต่
ละกลุม่การทดลองมีเพียง 2 คา่การทดลอง 
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  ภาพที่ 22 แสดงระดบั protein carbonyl ในเซลล์ HK-2 เม่ืออยู่ในสภาวะตา่ง ๆ 
ได้แก่ ภาวะปกติ (pH 7.4) ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% ภาวะท่ีได้รับผลกึ 
COM 100 μg/cm2 ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 
mg% ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไม
โครโมลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% ภาวะกรด pH 6.8 และภาวะกรด pH 6.8 
ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง พบว่าทกุสภาวะทําให้เกิด protein 
oxidation ได้มากกวา่ภาวะปกต ิโดยเฉพาะภาวะท่ีเซลล์ได้รับ H2O2 
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ผลการศกึษาระดบัการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ใน HK-2 เซลล์ 
  เน่ืองจากผลการศกึษาทางพยาธิวิทยาพบการแสดงออกของ NaDC-1 สงูขึน้ใน
เซลล์บุผิวท่อไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตและมีความสมัพนัธ์กบั pH ท่ีลดลงในปัสสาวะ ผู้วิจยัจึงตัง้
สมมตุิฐานว่าการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ในภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิว ได้แก่ 
ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM  ภาวะท่ีได้รับ H2O2  และภาวะกรด (pH 6.8) น่าจะเพิ่มขึน้ เม่ือเทียบกบัใน
ภาวะท่ีอดุมไปด้วยสารต้านการเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผง (LPR) และสภาวะปกติ (pH 
7.4) จึงทําการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง ด้วยวิธี Western 
blot  โดยโปรตีน NaDC-1 มีขนาดโมเลกลุประมาณ 75 kDa และใช้โปรตีน Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) เป็น internal control ซึง่ GAPDH มีขนาด 37 kDa  ผล
ของ western blot แสดงในภาพท่ี 23A แสดงให้เห็นว่าระดบัการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 
เปล่ียนแปลงไปในแต่ละสภาวะ ขณะท่ีระดบัการแสดงออกของโปรตีน GAPDH ในแต่ละสภาวะ
คอ่นข้างคงท่ี 
 ระดบัการแสดงออกคํานวณจาก NaDC-1/GADPH intensity ratio พบว่าเซลล์กลุม่ท่ีอยู่
ในกลุม่ควบคมุ (pH 7.4) NaDC-1/GADPH intensity ratio มีคา่เท่ากบั 0.34 ภาวะท่ีได้รับสตูร
มะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีค่า 0.35 ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 มีค่าเท่ากบั 
0.23 ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM 100 μg/cm2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีค่า
เท่ากับ 0.30 ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีค่าเท่ากับ 0.40 ภาวะท่ีได้รับ 
H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีค่าเท่ากบั 
0.38 ภาวะท่ีได้รับอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเป็นกรด pH 6.8 มีคา่เท่ากบั 0.36 ภาวะท่ีได้รับอาหารเลีย้งเชือ้
ท่ีเป็นกรด pH 6.8 ร่วมกบัสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% มีคา่เท่ากบั 0.27  
  เม่ือเปรียบเทียบ NaDC-1/GADPH intensity ratio กบักลุม่ควบคมุ พบวา่ ภาวะท่ี
ได้รับสตูรมะนาวผงเพียงอย่างเดียว ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 
และภาวะกรด pH6.8 มี NaDC-1/GADPH intensity ratio สงูกวา่กลุม่ควบคมุ คิดเป็น 1.04, 1.19, 
1.10 และ 1.06 เท่า ตามลําดบั ขณะท่ีในภาวะท่ีได้รับผลกึ COM ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM ร่วมกบั
สตูรมะนาวผง และภาวะกรด pH6.8 ร่วมกบัสตูรมะนาวผง มี NaDC-1/GADPH intensity ratio 
ต่ํากวา่กลุม่ควบคมุ คดิเป็น 0.69, 0.89 และ 0.80 เท่า ตามลําดบั (ภาพท่ี 23B)  
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  ภาพที่ 23 การแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 โดยวิธี Western blot ในเซลล์ท่ีอยู่
ในสภาวะตา่งๆ เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  A: ผล western blot ในแตล่ะสภาวะ Lane 1: control, Lane 
2:  LPR [50mg%], Lane 3: COM100 μg/cm2Lane 4: COM 100 μg/ cm2+LPR [50mg%], 
Lane 5: H2O2 [50μM], , Lane 6: H2O2 [50μM] + LPR [50mg%], Lane 7: Low pH 6.8 and 
Lane 8: Low pH 6.8 + LPR [50mg%]  โปรตีน NaDC-1 มีขนาด ~ 75 kDa  B: แสดงคา่ NaDC-
1/GADPH intensity ratio ในแตล่ะสภาวะ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
  ผลการศึกษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยน่ิวไต พบว่า
เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ NaDC-1 สงู คือ เซลลบุทุ่อไตสว่นต้น (proximal tubular cells) และ
ตําแหน่งของการแสดงออกสว่นใหญ่อยู่ท่ีผิวเซลล์ด้านปัสสาวะ (apical surface) และพบว่าระดบั
การแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยน่ิวไตสมัพนัธ์กบัคา่ pH ในปัสสาวะ โดยผู้ ป่วย
ท่ีมีระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตสงูปัสสาวะเป็นกรดมากกวา่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัการ
แสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตต่ําอย่างมีนยัสําคญั นัน่คือเม่ือระดบั pH ในปัสสาวะลดลง
จะพบการแสดงออกของ NaDC-1 มากขึน้ อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ระดบัซิเทรต ในปัสสาวะ
ของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตพบว่า ไม่มีความสมัพนัธ์อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติกบัระดบัการแสดงออกของ 
NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต และไมพ่บความสมัพนัธ์กบัระดบั pH ในปัสสาวะ 

เซลล์ HK-2 เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว ได้แก่ ได้รับ COM, H2O2 และ 
acid มีผลให้ % cell viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ และทัง้สามสภาวะนีก้ระตุ้นให้เกิด
ภาวะเครียดจากออกซิเดชันในเซลล์ HK-2 ได้ ขณะท่ีเม่ือเซลล์ได้รับสูตรมะนาวผงร่วมด้วย จะ
สามารถลดภาวะเครียดจากออกซเิดชนัและเพ่ิมการมีชีวิตของเซลล์ HK-2 ได้ ดงันัน้ภาวะท่ีเอือ้ตอ่
การเกิดน่ิวเป็นพิษต่อเซลล์ ในขณะท่ีภาวะต่อต้านการเกิดน่ิว เช่น ได้รับสตูรมะนาวผง สามารถ
ยบัยัง้ความเป็นพิษได้ และสง่ผลดีตอ่อตัราการอยูร่อดของเซลล์ได้ 

ภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวทัง้การได้รับ COM (100 μg/cm2), H2O2 (50 ไมโครโม
ลาร์) และ acid (pH 6.8) สามารถกระตุ้นการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชนัในเซลล์ HK-2 ได้ 
โดยพิจารณาจากการเพิ่มขึน้ของ intracellular ROS production และ cellular protein carbonyl 
content ซึง่พบว่า COM กระตุ้นการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชนัในเซลล์ HK-2 ได้น้อยกว่า 
acid และ H2O2 อย่างไรตาม สตูรมะนาวผง (50 mg%) สามารถลด intracellular ROS 
production ในภาวะท่ีเซลล์ได้รับ COM, H2O2 และ acid ได้อยา่งมีนยัสําคญั  
  ผลการศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 พบว่าโปรตีน NaDC-1 
เพิ่มสงูขึน้ในสภาวะท่ีเซลล์ได้รับ H2O2, acid และ สตูรมะนาวผง เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
(pH 7.4) ขณะท่ีใน COM-treated HK-2 cells พบการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 ลดลง แต่
ในภาวะท่ีได้รับ H2O2 หรือ acid ร่วมกบัสตูรมะนาวผง ระดบัการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 
ลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัการได้รับ H2O2 หรือ acid เพียงอยา่งเดียวตามลําดบั  
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อภปิรายผลการวิจัย 
 แม้ว่าสาเหตท่ีุเก่ียวข้องกับการเกิดโรคน่ิวไตจะมีหลายปัจจยั ปัจจยัเส่ียงทางเม

แทบอลิกท่ีพบมากท่ีสดุในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตไทย โดยเฉพาะผู้ ป่วยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ 
ภาวะซเิทรตในปัสสาวะต่ํา (Hypocitraturia) และภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะต่ํา (Hypokaliuria)  
โดยพบมากกวา่ร้อยละ 90 และมากกวา่ร้อยละ 70 ตามลําดบั [4] สาเหตขุองการมีระดบัซิเทรตใน
ปัสสาวะต่ําเก่ียวข้องกบัทัง้การได้รับซเิทรตจากอาหาร การดดูซมึซเิทรตท่ีลําไส้ เมแทบอลิซมึของซิ
เทรตในร่างกาย และการดดูกลบัของซิเทรตท่ีไต ซึง่การดดูกลบัซิเทรตสว่นใหญ่เกิดขึน้ท่ีเซลล์บทุ่อ
ไตสว่นต้น (renal proximal tubular cells) ด้าน brush border membrane หรือ apical 
membrane โดยอาศยัโปรตีนขนสง่ NaDC-1 สว่นทางด้าน basolateral membrane การขนสง่ซิ
เทรตจากเลือดเข้าเซลล์จะอาศยัโปรตีนขนส่ง NaDC-3 [5,6] การขนส่งซิเทรตเข้าเซลล์โดย 
NaDC-1 จะขนสง่ร่วมกบั Na+ ในอตัราสว่น 1Citrate : 3Na+ และซิเทรตท่ีขนสง่ได้ดีจะอยู่ในรูป
ของ citrate2-  ดงันัน้การทํางานของ NaDC-1 ขึน้อยู่กบัความเข้มข้นของ citrate2- ในปัสสาวะ เม่ือ
เกิดภาวะกรดในปัสสาวะจะทําให้เกิด citrate2- มากขึน้ NaDC-1 จึงดดูกลบัซิเทรตเข้าสู่เซลล์ได้
มากขึน้ ส่งผลให้ซิเทรตในปัสสาวะลดลง ในทางกลบักันเม่ือเกิดภาวะด่างในปัสสาวะจะทําให้มี 
citrate3- มาก การทํางานของ NaDC-1 จะดดูกลบั citrate3- ได้ช้ากว่า citrate2- สง่ผลให้ไม่เกิดเกิด
ภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ําหรือเกิดได้ช้ากว่า ดงันัน้ภาวะใดก็ตามท่ีทําให้ NaDC-1 ทํางานเพิ่มขึน้
หรือมีการแสดงออกมากขึน้ จะทําให้ซิเทรตถูกดูดกลับเข้าสู่เซลล์เพิ่มขึน้ ส่งผลให้ซิเทรตใน
ปัสสาวะลดลงและเกิดภาวะ hypocitraturia  

 การศกึษาการขนสง่ซิเทรตโดยโปรตีนขนสง่ NaDC-1 ในหนท่ีูทําให้เกิดภาวะกรด
เกินเรือ้รัง (chronic metabolic acidosis) พบว่ามีการแสดงออกของยีน NaDC-1 เพิ่มขึน้บริเวณ
เซลล์บุท่ีอยู่ด้าน apical membrane ของเซลล์บุท่อไตส่วนต้น [7] และการทดลองในเซลล์
เพาะเลีย้งพบว่า ในภาวะท่ีอาหารเลีย้งเซลล์เป็นกรดจะทําให้ NaDC-1 activity เพิ่มสงูขึน้ [7] 
อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการศกึษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิว
ไต การศึกษานีเ้ป็นการศึกษาแรก พบว่าในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตทุกรายมีการแสดงออก
ของ NaDC-1 แตอ่ยู่ในระดบัท่ีแตกตา่งกนั ซึง่พบการแสดงออกของ NaDC-1 มากบริเวณ apical 
membrane ของ proximal tubules ผลการวิจยันีบ้ง่ชีว้่าการดดูกลบัของซิเทรตผา่นทาง NaDC-1 
น่าจะเกิดท่ี renal proximal tubules เป็นสว่นใหญ่ ซึง่สอดคล้องการการศกึษาในหนท่ีูทําให้เกิด
ภาวะกรด พบการแสดงออกของ NaDC-1 ท่ี apical membrane ของเซลล์บทุ่อไตสว่นต้น [7] และ
สอดคล้องกบัรายงานวิจยัของ Wang และคณะ ท่ีพบการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต
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ของคนสงูอาย ุแสดงออกท่ีด้าน apical membrane [50] ในผู้ ป่วยท่ีมีระดบั pH ในปัสสาวะต่ําจะ
พบระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตสงู ขณะท่ีในผู้ ป่วยท่ีมีระดบั pH ในปัสสาวะสงู
จะพบการแสดงออกของ NaDC-1 ในระดบัต่ํา ดงันัน้ งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัแรกท่ีรายงานการ
แสดงออกของ NaDC-1 ท่ีสงูขึน้ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตสมัพนัธ์กบัภาวะกรดในปัสสาวะ
ของผู้ ป่วย ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิจยัในหนท่ีูอยู่ในภาวะ chronic metabolic acidosis และพบ
การแสดงออกของ NaDC-1 mRNA และ protein สงูขึน้ [7] และในหนท่ีูได้รับกรด NH4Cl แบบ
เรือ้รัง (chronic acid ingestion) พบว่าทําให้ปัสสาวะเป็นกรด มีการแสดงออกของ NaDC-1 
mRNA เพิ่มขึน้ และระดบัซิเทรตในปัสสาวะลดลงอย่างมีนยัสําคญัเม่ือเทียบกบัหนกูลุ่มควบคมุ 
[57] นอกจากนีใ้นหนท่ีูเป็น chronic K+ depletion พบว่าการมีการกระตุ้นการขนสง่ซิเทรตเข้า
เซลล์มากขึน้ ซึง่เป็นผลมาจากการเพิ่มขึน้ของ NaDC-1 mRNA และ protein [58] ดงันัน้ผู้วิจยั
ตัง้สมมติฐานว่า ในสภาวะเรือ้รังใดๆ ท่ีทําให้ปัสสาวะเป็นกรด น่าจะกระตุ้นการแสดงออกของ 
NaDC-1 ให้สงูขึน้ แล้วสง่ผลให้เกิดภาวะซเิทรตในปัสสาวะต่ําตามมา  อย่างไรก็ตามผลการศกึษา
นีย้งัไม่พบความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตกบัการแสดงออกของ 
NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต และระดบั pH ในปัสสาวะ และในปี 2012 รายงานวิจยัของ Strohmaier 
และคณะ พบว่าของระดบัซิเทรตกบัระดบั pH ในปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคน่ิวไต ไม่มีความสมัพนัธ์
กนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ [59] ซึง่สอดคล้องกบัผลงานวิจยันี ้แสดงให้เห็นว่าการควบคมุระดบั
ซเิทรตในปัสสาวะน่าจะเก่ียวข้องกบัปัจจยัอ่ืนอีกหลายปัจจยั นอกเหนือจาก ระดบั pH ในปัสสาวะ 
ยกตวัอย่างเช่น พฤติกรรมการรับประทานอาหารท่ีมีซิเทรตของผู้ ป่วย ซึ่งควบคมุได้ยาก การออก
กําลงักายอย่างหนกัทําให้เสียเหง่ือมาก ส่งผลให้ร่างกายขาดโพแทสเซียม ทําให้เกิดภาวะกรดใน
ปัสสาวะ ทําให้การทํางานของ NaDC-1 สงูขึน้ดดูกลบัซิเทรตมากขึน้ นอกจากนีเ้น่ืองจาก NaDC-
1 ขนส่งสารหลายชนิดได้ และดดูกลบั succinate ได้ดีกว่าซิเทรต จึงทําให้ไม่พบความสมัพนัธ์
ระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะกบัระดบัการแสดงออกของ NaDC-1 [45]  หรืออาจเป็นไปได้ว่าซิ
เทรตอาจจะดดูกลบัเข้าสู่เซลล์ผ่านโปรตีนขนส่งตวัอ่ืนได้ท่ีปัจจบุนัยงัไม่ทราบ [5,6] อย่างไรก็ตาม
การศกึษานีแ้ละของ Strohmaier และคณะ มีขนาดตวัอยา่งคอ่นข้างน้อย จึงอาจเป็นเหตผุลหนึ่งท่ี
ทําให้ไม่พบความสมัพนัธ์อย่างมีนยัสําคญัระหว่างระดบัซิเทรตในปัสสาวะกับระดบั pH ใน
ปัสสาวะและการแสดงออกของ NaDC-1 จงึควรทําการศกึษาในกลุม่ตวัอยา่งท่ีใหญ่ขึน้ตอ่ไป  

 จากผลการวิจยัท่ีพบว่าผู้ ป่วยท่ีมีคา่ pH ในปัสสาวะต่ํา จะมีระดบัการแสดงออก
ของ NaDC-1 ในเนือ้ไตสงู ผู้ วิจยัจึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาต่อไปว่าภาวะเป็นกรดกระตุ้นการ
แสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์บทุ่อไตสว่นต้นได้อย่างไรหรือผ่านกลไกใด โดยทําการศกึษาใน
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เซลล์ HK-2 ผลการศึกษาพบว่าการแสดงออกของ NaDC-1 สงูขึน้ในภาวะท่ีเอือ้ต่อการเกิดน่ิว 
ได้แก่ ภาวะท่ีได้รับ H2O2 และภาวะกรด (pH 6.8) ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิจยัในหนท่ีูมีภาวะกรด
เกิน (metabolic acidosis) และการศกึษาในหลอดทดลองพบว่าโปรตีน NaDC-1 มีการทํางาน 
(activity) สงูขึน้ในภาวะท่ีเป็นกรด [7]  จากข้อมลูนีแ้สดงให้เห็นว่าเม่ือเซลล์ HK-2 อยู่ในภาวะ
เครียดจากออกซิเดชนัหรือมี ROS สงูขึน้ จะส่งผลให้มีการแสดงออกของโปรตีน NaDC-1 สงูขึน้ 
ชีแ้นะว่าการควบคมุการแสดงออกของ NaDC-1 น่าจะผ่านทาง ROS หรือมี ROS เป็นตวักลางใน
การไปกระตุ้นให้เกิด transcription และ translation ของยีน NaDC-1 (ROS-mediated gene 
expression) หลายงานวิจยัรายงานว่ามียีนหลายชนิดท่ีถกูควบคมุการแสดงออกผ่านทาง ROS 
(ROS-mediated mechanism) โดยเฉพาะยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ เช่น NF-B, AP-1 และ 
TNF- [17, 18, 19] เป็นต้น และจากผลการศกึษาท่ีพบว่า เม่ือเซลล์ HK-2 ได้รับกรดแล้วจะมีการ
สร้าง ROS และเกิด protein oxidation มากขึน้ นัน่คือ กรดกระตุ้นให้เซลล์ HK-2 เกิดภาวะเครียด
จากออกซเิดชนั ดงันัน้ ผู้วิจยัตัง้สมมตุิฐานว่า การแสดงออกท่ีเพิ่มขึน้ของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2 
ภายใต้สภาวะกรด (acid-induced NaDC-1 expression in HK-2 cells) ท่ีพบในการศกึษานี ้
น่าจะมีกลไกการควบคมุผ่านทาง ROS คล้ายคลงึกบัการศกึษาของ Kawai และ Arinze ท่ีพบว่า 
กรดวาลโปรอิก (valproic acid) กระตุ้นการแสดงออกของยีนตา่งๆ ผ่านทาง ROS pathway [19] 
เพ่ือตรวจสอบสมมตุิฐานนี ้ควรยบัยัง้ ROS ด้วย antioxidants แล้วตรวจสอบการแสดงออกของ 
NaDC-1 หากการแสดงออกของ NaDC-1 ลดลงภายหลงัได้รับ H2O2 และกรด ร่วมกับ 
antioxidants ก็น่าจะเป็นข้อมลูสนบัสนนุเพิ่มเตมิวา่ กลไกการควบคมุการแสดงออกของ NaDC-1 
เป็น ROS-mediated mechanism  

 แต่อย่างไรก็ตามในภาวะท่ีเซลล์ได้รับผลึก COM กลบัมีการแสดงออกของ 
NaDC-1 ลดลง อาจเป็นเพราะว่าผลึก COM อาจจะยงัไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ 
NaDC-1 ได้ ณ เวลา 6 ชัว่โมง (เวลาท่ีพบการแสดงออกของ NaDC-1 ท่ี ขนาด 75 kDa ได้ชดัเจน
ท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง) หรือปริมาณ COM ท่ีใช้ยงัน้อยเกินไป จึงไม่เพียง
พอท่ีจะกระตุ้นการแสดงออกของ NaDC-1 ได้ ซึง่คงต้องศกึษาเพ่ือพิสจูน์ต่อไป ในภาวะต่อต้าน
การเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีเซลล์ได้รับสตูรมะนาวผง พบการแสดงออกของ NaDC-1 เพิ่มขึน้ ซึง่อาจ
สรุปได้ว่าองค์ประกอบในสตูรมะนาวผงอาจส่งผลต่อการแสดงออกของ NaDC-1 ณ เวลา 6 
ชัว่โมง หากระยะเวลาเพิ่มขึน้การแสดงออกของ NaDC-1 อาจลดลงได้ ดงันัน้อาจเป็นไปได้ว่า
องค์ประกอบในสตูรมะนาวผงบางอย่างกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชนั แล้วส่งผลต่อ
การแสดงออกของ NaDC-1  
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 ภาวะเครียดจากออกซเิดชนั ทําให้เกิดอนมุลูอิสระหรือ ROS สงูขึน้ สง่ผลให้เซลล์
บุท่อไตถูกทําลาย จากการศึกษาภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิวและภาวะต่อต้านการเกิดน่ิวต่อการ
สงัเคราะห์ ROS ในเซลล์ HK-2 พบว่า ภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM, H2O2 
และภาวะกรด (pH 6.8) สง่ผลให้ปริมาณ ROS สงูขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
กบักลุ่มควบคมุ สอดคล้องกบัรายงานการศึกษาท่ีพบว่าเซลล์เย่ือบุผิวท่อไตท่ีถกูกระตุ้นด้วยออก
ซาเลตหรือผลึกแคลเซียมออกซาเลต จะทําให้เซลล์สร้าง ROS เพิ่มมากขึน้จนทําให้เกิดภาวะ
เครียดจากออกซเิดชนั [11] และรายงานการศกึษาของ Lo และคณะ ในเซลล์ MDCK พบว่า H2O2 
ส่งผลให้ระดบั ROS สงูตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ [16] ในขณะท่ีภาวะต่อต้านการเกิดน่ิว คือ 
ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงเพียงอย่างเดียว และภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิวท่ีได้รับสตูรมะนาวผงร่วม
ด้วย พบว่าระดบั ROS ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุทกุกลุ่ม
การทดลอง ยกเว้นภาวะกรด (pH 6.8) ท่ีได้รับสตูรมะนาวผงร่วมด้วยซึง่มี pH 3.7 เพราะฉะนัน้
อาจเกิดจากความเป็นกรดมากเกินไปสง่ผลให้เซลล์ตายได้ 

 ภาวะเครียดจากออกซิเดชนัจะทําให้เกิด protein oxidation และสง่ผลให้ระดบั
โปรตีนคาร์บอนิล (protein carbonyl) มากขึน้และจากการศกึษาของ Srinivasan และคณะ พบว่า
ระดบัโปรตีนคาร์บอนิลในพลาสมาของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตสงูกว่าคนสขุภาพดี [15] การศกึษาในเซลล์ 
HK-2 ครัง้นีพ้บว่าภาวะเอือ้ตอ่การเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีได้รับผลกึ COM, H2O2 และภาวะกรด (pH 
6.8) ส่งผลให้ระดบัโปรตีนคาร์บอนิลสงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ และในภาวะท่ีเซลล์
ได้รับสตูรมะนาวผงเพียงอย่างเดียว และภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิวร่วมกบัสตูรมะนาวผง ก็พบระดบั
โปรตีนคาร์บอนิลสงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเช่นกัน ยกเว้นแต่ในภาวะท่ีได้รับ H2O2 
ร่วมกบัสตูรมะนาวผง สง่ผลให้ระดบัโปรตีนคาร์บอนิลลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัภาวะท่ีได้รับ H2O2 
เพียงอย่างเดียว แสดงว่าสารต้านอนมุลูอิสระท่ีมีอยู่ในสตูรมะนาวผงอาจช่วยลดระดบั H2O2 ซึง่
เป็นสารอนมุลูอิสระท่ีเซลล์ได้รับโดยตรงได้จริง ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองภาวะท่ีได้รับ H2O2 
ท่ีได้รับสตูรมะนาวผงร่วมด้วย ท่ีพบว่า %cell viability สงูขึน้และปริมาณ ROS ลดลง แตใ่นภาวะ
อ่ืนท่ีมะนาวผงไม่สามารถลดระดับโปรตีนคาร์บอนิลได้ อาจเป็นเพราะท่ีเวลา 6 ชั่วโมง 
ประสิทธิภาพของมะนาวผงยงัไม่สามารถออกฤทธ์ิได้เต็มท่ี ซึ่งยงัคงต้องศึกษาต่อไปในอนาคต 
โดยเพิ่มระยะเวลาท่ีเหมาะสม และเลือกใช้สาร antioxidants เช่น วิตามินอี หรือ วิตามินซี เป็น
กลุ่มควบคมุเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีได้รับสตูรมะนาวผงด้วย อย่างไรก็ตามสตูรมะนาวผงสามารถ
กระตุ้นให้เกิดโปรตีนคาร์บอนิลในเซลล์ได้ด้วยแต่ในระดบัต่ําท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัภาวะดงัท่ี
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กล่าวมา (ยกเว้นกลุ่มควบคุม) แสดงว่ามีความเป็น oxidant น้อยท่ีสุด หรือมีสมบัติเป็น 
antioxidants ร่วมด้วย 
  ผลการทดสอบภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวและภาวะตอ่ต้านการเกิดน่ิวต่อ viability 
ของ HK-2 cell พบว่า ภาวะท่ีเอือ้ต่อการเกิดน่ิว ประกอบด้วย ภาวะท่ีได้รับผลึก COM ความ
เข้มข้น 100 μg/cm2 และภาวะกรด pH 6.8 สง่ผลให้ % cell viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ สอดคล้องกบัการศกึษาของ Stelmashuk และคณะ พบว่า
ภาวะกรด (pH 6.5 และ pH 6.0) ในอาหารเลีย้งเซลล์สง่ผลให้เซลล์ (cerebellar granule cells ) 
มีชีวิตลดลงเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (pH 7.2) [13] แตภ่าวะท่ีได้รับ H2O2 50 ไมโครโมลาร์ ไม่พบ
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตท่ีิเวลา 6 ชัว่โมง แตเ่ม่ือเวลาเพิ่มขึน้ภาวะท่ีได้รับ H2O2 50 
ไมโครโมลาร์ ท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง สง่ผลให้ % cell viability ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ ดงันัน้ภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวเป็นพิษตอ่เซลล์และสง่ผลให้เซลล์
ตายได้ในท่ีสดุ ภาวะต่อต้านการเกิดน่ิว คือ ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% 
ร่วมด้วย พบว่า ภาวะท่ีได้รับสตูรมะนาวผงความเข้มข้นท่ี 50 mg% เพียงอย่างเดียว ส่งผลให้ % 
cell viability สงูขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ สอดคล้องกับ
รายงานการวิจยัของคณะผู้วิจยัก่อนหน้านี ้เช่นเดียวกบัการให้สตูรมะนาวผงร่วมกบัภาวะท่ีได้รับ
ผลกึ COM ภาวะท่ีได้รับ H2O2 ส่งผลให้ % cell viability สงูขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับสูตรมะนาวผง ดังนัน้สูตรมะนาวผงในปริมาณท่ีใช้ทดสอบนีไ้ม่
ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ และยังสามารถเพ่ิมอตัราการอยู่รอดของเซลล์เม่ือเซลล์อยู่ใน
ภาวะท่ีเอือ้ตอ่การเกิดน่ิวได้อีกด้วย ยกเว้นภาวะกรด pH 6.8 ท่ีพบวา่มะนาวผงไมส่ามารถช่วยเพิ่ม
อัตราการอยู่รอดของเซลล์จากความเป็นพิษของกรดได้ ซึ่งภาวะนีอ้าจมีความเป็นกรดมากไป
สง่ผลให้เซลล์ตายได้ 
  สรุปว่าพบการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคน่ิวไตมาก
บริเวณ apical membrane ของ proximal tubules และมีความสมัพนัธ์กบัคา่ pH ในปัสสาวะต่ํา 
ภาวะเอือ้ต่อการเกิดน่ิวส่งผลให้เซลล์ HK-2 เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชนัและมีความสมัพนัธ์
กบัการแสดงออกของ NaDC-1 ดงัจะเห็นได้จากภาวะท่ีได้รับ H2O2 และภาวะกรด (pH 6.8) แตย่งั
ไม่สามารถสรุปได้ว่าผลกึ COM มีความสมัพนัธ์อย่างไรกบัการแสดงออกของ NaDC-1 ถึงแม้ว่า
สตูรมะนาวผงจะสามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชนัได้ แตย่งัไม่สามารถสรุปได้ว่าสตูรมะนาว
ผงสามารถลดการแสดงออกของ NaDC-1 ได้อยา่งไร การศกึษานีย้งัคงต้องดําเนินตอ่ไปในอนาคต 
เพ่ือศกึษากลไกการควบคมุการแสดงออกของ NaDC-1 ในเชิงลกึอีกตอ่ไป  
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ข้อเสนอแนะ 
  ศึกษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนือ้เย่ือไต ไม่สามารถนําเนือ้เย่ือไตของ

กลุ่มคนสุขภาพดีท่ีจะนํามาใช้เป็นกลุ่มควบคุม ดังนัน้การศึกษาในครัง้ต่อไปควรเก็บตัวอย่าง
เนือ้เย่ือไตจากคนท่ีมีสขุภาพดีด้วย และควรเพิ่มขนาดประชากรของกลุ่มผู้ ป่วยท่ีใช้ศกึษาให้มาก
ขึน้ เพ่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์หรือหาความแตกต่างทางสถิติได้เพิ่มขึน้ หากต้องการศึกษาการ
ทํางานของ NaDC-1 การวดัระดบัซิเทรตในปัสสาวะอาจไม่เพียงพอ ควรวดัระดบั succinate ด้วย 
เน่ืองจาก succinate เป็น substrate ของโปรตีนขนสง่ NaDC-1 เช่นกนั นอกจากนัน้ในการศกึษา
ภาวะเครียดจากออกซเิดชนัควรเลือกใช้สารท่ีเป็น antioxidants เป็นกลุม่ควบคมุด้วย เช่น วิตามิน
อี และ วิตามินซี เป็นต้น 
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การเตรียมสารเคมี 
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เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 
ตาราง แสดงอปุกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั  

อปุกรณ์และเคร่ืองมือ ผลติภณัฑ์ 

Autoclave 

Autopipette 2, 20, 100, 200, 1000 μl  

and tips 

Centrifuge  

Centrifuge tubes 

Class II biohazard safety cabinet 

CO2 Incubator 

Cryotube 

Cuvettes (Plastic and Quartz) 

Electrophoresis power supply 

Glass tube 15 ml 

Gel Electrophoresis unit 

Light microscope 

Microtube 250 μl and  1.5 ml 

Microplate reader 

pH meter 

Refrigerators and deep freezers 

Sonicator 

Spectrophotometer 

Tissue culture flasks 25 cm2 

Tissue culture flasks 75 cm2 

Tissue culture plate : 6, 96- well 

HVE-25, Dublin, Ireland 

Bio-Rad laboratories, California, USA  

 

Kokusan, Tokyo, Japan 

Jet Biochemicals, Guangzhou , China 

Thermo Fisher Scientific, Ohio, USA 

Thermo Scientific, Ohio, USA 

Corning, New York, USA 

Perkin Elmer, USA 

GE Health Care, Pewaukee, USA 

Centrifuge, Japan 

Amersham Biosciences Corp., USA 

Olympus, New Jersey,USA 

LioPette, Bangkok, Thailand  

BioTek, Vermont, USA 

METTLER TOLEDO, Ohio, USA 

SANYO, Osaka, Japan 

Severn Sales, Bristol, UK 

Thermo sciencitific, USA 

Corning, New York, USA 

Corning, New York, USA 

Corning, New York, USA 
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Transfer blotting 

Vortex mixer 

Water bath 

Bio-Rad laboratories, California, USA 

Scientific Industries, San Diego, USA 

GFL, Burgwedel, Germany 

 

สารเคมี  

Absolute Alcohol 

40%  Acrylamide 

Ammonium persulfate 

Calcium oxalate monohydrate 

Citrate buffer pH 6.0 

Coomassie brilliant blue (CBB) 

Column 

DAB (3, 3'-diaminobenzidine) 

 

Diluents antibody 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-

DA) 

DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

95% ethanol 

Fetal bovine serum (FBS) 

3%H2O2 

 Hydrochloric acid (HCl) 

Ladder protein marker 

MERK, Darmstadt, Germany 

Bio-Rad Laboratories, California, USA 

SIGMA, Steinheim, Germany 

MERK, Darmstadt, Germany 

- 

Kodak, Rochester, USA 

Grace, Deerfield, USA 

VECTOR LABORATORIES, California, 

U.K.   

DAKO, Carpinteria, USA 

Thermo Scientific, Ohio, USA 

 

Analytical reagent, Haryana, India 

 

CARLO ERBA, Italy 

Hyclone Laboratories, Inc., Utah, USA 

GIBTHAI, Bangkok, Thailand 

- 

MERK, Darmstadt, Germany 

Biolabs, Ipswich, USA 
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Methanol 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) 

PBS (phosphate buffer saline) 

Penicillin-Streptomycin solution 

Phosphoric acid 

Phenylmethylsulfonyl floride (PMSF) 

 

Primary antibody (SLC13A2 or NaDC-1) 

PVDF membrane 

 

RIPA Buffer 

Secondary antibody (peroxidase- 

conjugated anti-rabbit antibody) 

 

Trypsin/EDTA 

1,2-Bis(dimethylamino)ethane (TEMED) 

Xylene 

MERK, Darmstadt, Germa 

SIGMA, Steinheim, Germany 

 

SIGMA, Steinheim, Germany 

SIGMA, Steinheim, Germany 

MERK, Darmstadt, Germany 

Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany 

DAKO, Carpinteria, USA 

Millipore Corporation, Billerica, MA, 

USA 

- 

Cell Signaling Technology, 

Massachusetts,USA 

 

GIBTHAI, Bangkok, Thailand 

SIGMA, Steinheim, Germany  

Chemekit, Bangkok, Thailand 
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1. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดบัของโปรตนีในปัสสาวะ 
 CBB reagent 

  - Bradford reagent 1 part : Distued water 4 parts 
  - ผสมให้เข้ากนัแล้วนําไปกรอง 1 รอบก่อนใช้ 

2.    การเตรียมสารเคมีในการย้อมimmunohistochemistry 
      2.1  citrate buffer pH  6.0 
  -  ชัง่ citric acid (MW=294.1)       10.5 g 
  - ปิเปตต์ 2N NaOH                      65   ml 
  - ละลายในนํา้กลัน่จนครบปริมาตร 5 L 
 2.2  Phosphate Buffer Saline (20X PBS), pH 7.2 
  - ชัง่ Na2HPO4 (MW=141.982)    1.48 g 
  - ชัง่ NaCl (MW=58.44)               7.2  g 
  - ชัง่ KH2PO4 (MW=136.09)           0.43 g 
  - ปรับ pH ให้เป็น 7.2 แล้วละลายในนํา้กลัน่จนครบปริมาตร 1 L 
3.  การเตรียมสารเคมีในการเพาะเลีย้งเซลล์ HK-2 cells 
 3.1 Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) 
  - DMEM 1 ซอง ละลายในนํา้ distued water claved 1 ลติร 
  - ใส ่100U/ml penicillin/streptomycin ลงไป 10 ml (1%    
     penicillin/streptomycin) 
  - กรองผา่น filter ขนาด 0.22 um 
  - แบง่ใสห่ลอดขนาด 50 ml เก็บท่ี -80ºC 
  - ใส ่10 % fetal bovine serum (FBS) ก่อนใช้ 
4. การเตรียม 10% acrylamide gel 
 4.1 เตรียม resolving gel  
      - 40% acrylamide 2.5 ml  
       - เตมิ 1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml  
       - เตมิ 10%SDS 100 μl และ distued water 4.3 ml 
            เม่ือได้สว่นผสมดงักลา่วให้รีบเตมิ 10%ammonium persulphate (APS)  
            100 μl และ 1,2-Bis(dimethylamino)ethane (TEMED) 10 μl load ลงบน 
     แผน่กระจกสําหรับทํา SDS-PAGE ทิง้ไว้ประมาณ 45-60 นาที 



75 

 4.2 เตรียม stacking gel 
         - 40% acrylamide 0.5 ml  
         - เตมิ 0.5 M Tris (pH 6.8) 1.75 ml  
         - เตมิ 10%SDS 50 μl และ distued water 2.45 ml 
             เม่ือได้สว่นผสมดงักลา่วให้รีบเติม 10%ammonium persulphate (APS) 50 
     μl และ 1,2-Bis(dimethylamino)ethane (TEMED) 5 μl ทิง้ไว้ประมาณ 45-
     60 นาที จากนัน้นํา SDS-PAGE ใสล่งในเคร่ือง Gel Electrophoresis unit ใน 
     Tank buffer  
5.  การเตรียม Tank buffer  
  - Tris 6.056 g 
  - Glycine 28.826 g 
  - SDS 2 g  
  - เตมินํา้จนครบปริมาตร 2 L 
6.  การเตรียมสารเคมีในการวัด protein carbonyl 
 6.1 20%TCA (trichloroacetic acid)  
       - TCA 12.28 ml 
       - ละลายในนํา้กลัน่จนครบปริมาตร 100 ml 
 6.2 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) (10mM DNPH ใน 2N HCl) 
      - HCl 98.5 ml ในนํา้ 500 ml 
      - ชัง่ DNPH 0.991 g. ละลายใน HCl ท่ีเตรียมไว้ด้านบน 
 6.3 Ethanol: ethyl acetate (1:1) 
      - ผสม 95% Ethanol 500 ml. กบั ethyl acetate 500 ml 
 6.4 6M guanidinium chloride (GdmCl) และ 0.5 M potassium phosphate  
        monobasic (KH2PO4) pH 2.5 
      - ชัง่ KH2PO4 34.023 g. และ GdmCl 286.6 g. 
      - ละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 300 ml. 
      - ปรับ pH ให้ได้ 2.5 แล้วเตมินํา้ให้ครบปริมาตร 500 ml 
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การตรวจวัดระดับ ROS ในเซลล์ โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ  2’,7’-Dichloro-
fluorescin diacetate (DCFH-DA)  

  เน่ืองจากการทดลองต้องทดสอบภาวะกรดท่ีเหมาะสม ท่ีจะนํามาใช้ในการศกึษา
ภาวะกรดแก่ HK-2 เซลล์ จึงทําการทดสอบตัง้แต ่pH 6.8, 6.5, 6.0, 5.0 พบว่าภาวะท่ีเหมาะสม
แก่การทดลองคือภาวะกรด pH 6.8 หากเลือกใช้ภาวะท่ี pH ต่ํากว่านี ้อาจทําให้เซลล์ตายเกินกว่า
ท่ีจะนํามาทํา experiment ได้ ซึง่จากการทดสอบ viability โดย MTT assay เม่ือ pH ลดลง สง่ผล
ให้ % cell viability ลดลงเช่นกนั เพราะฉะนัน้ intracellular ROS ต้องสงูขึน้เม่ือ pH ลดลง แตเ่ม่ือ
นํา pH 6.5, 6.0 และ 5.0 มา treated เซลล์ แล้วพบว่า intracellular ROS กลบัลดลงตามระดบั 
pH ท่ีลดลง ดงัแสดงในภาพ ก นัน่หมายความว่าภาวะกรด อาจ interfere กับปฏิกิริยาของ 
DCFH-DA เพราะฉะนัน้ผู้วิจยัท่ีจะต้องการทดสอบภาวะกรดในเซลล์ ควรเล่ียงไปใช้วิธีอ่ืนในการ
วดัระดบั intracellular ROS  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



78 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



79 

 
 
 
 
 
 



80 

ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

1. ช่ือ-นามสกุล 
    (ภาษาไทย)  นางสาวณฐัธยาน์ ชว่ยเพ็ญ 
    (ภาษาอังกฤษ) Miss. Natthaya Chuaypen 
     เพศ ○ ชาย ● หญิง อายุ 24 ปี  สถานภาพสมรส ● โสด ○ สมรส ○ หยา่ร้าง 

2. ที่อยู่ 1/1 หมู ่1 ตําบลคลองตาล อําเภอศรีสําโรง จงัหวดัสโุขทยั 64120 
    เบอร์โทรศัพท์ (089)444-9186 E-mail : m_pk_nonentity@hotmail.com 

3. การทาํงาน : - 

4. ประวัตกิารศึกษา 
 จบมธัยมศกึษาตอนปลาย โรงเรียนสวรรค์อนนัต์วทิยา จงัหวดัสโุขทยั 
 จบปริญญาตรีสาขา วท.บ. (วิทยาศาสตร์การแพทย์) มหาวิทยาลยันเรศวร 
 ปัจจบุนักําลงัศกึษาปริญญาโทสาขา วท.ม. (ชีวเคมีทางการแพทย์)  
 จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 
 
 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ที่มาและความสำคัญ
	1.2 คำถามการวิจัย
	1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
	1.4 สมมติฐาน
	1.5 ข้อตกลงเบื้องต้น
	1.6 ข้อจำกัดของการวิจัย
	1.7 คำสำคัญ
	1.8 คำนิยามเชิงปฏิบัติการ
	1.9 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย
	1.10 ลำดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย

	บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 โรคนิ่วไต
	2.2 ภาวะเครียดจากออกซิเดชันและการอักเสบในไต
	2.3 ความสำคัญของซิเทรต
	2.4 โปรตีนขนส่ง sodium-dicarboxylate 1 (NaDC-1)
	2.5 กลไกการขนส่งซิเทรตเข้าสู่เซลล์บุท่อไตส่วนต้น
	2.6 การรักษานิ่ว
	2.7 การรักษานิ่วด้วยมะนาวผง

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 รูปแบบของการวิจัย
	3.2 ระเบียบวิธีการวิจัย
	3.3 การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ
	3.4 การเก็บรวบรวมข้อมูล
	3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล
	3.6 ปัญหาทางจริยธรรม

	บทที่ 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล
	4.1 กลุ่มประชากรตัวอย่าง
	4.2 ผลการศึกษาการแสดงออกของ NaDC-1 ในเนื้อเยื่อไต
	4.3 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ NaDC-1 กับ pH ในปัสสาวะ
	4.4 ศึกษาความสัมพันธ์ชนิดของนิ่วกับระดับ pH ในปัสสาวะ
	4.5 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ NaDC-1กับซิเทรตในปัสสาวะ
	4.6 ผลการศึกษาการมีชีวิต (cell viability) ของเซลล์ HK-2
	4.7 ผลการศึกษาของ COM, H2O2 และ acid ต่อการกระตุ้นภาวะเครียดจากออกซิเดชันในเซลล์ HK-2
	4.8 ผลการศึกษาระดับ protein carbonyl ใน HK-2 เซลล์
	4.9 ผลการศึกษาระดับการแสดงออกของ NaDC-1 ในเซลล์ HK-2

	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายและข้อเสนอแนะ
	สรุปผลการวิจัย
	อภิปรายผลการวิจัย
	ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ภาคผนวก ก
	ภาคผนวก ข
	ภาคผนวก ค

	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์



