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กิตติกรรมประกาศ 

 

ในการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีผูวิจัยขอขอบคุณ รศ.นพ.เถลิงศักด์ิ กาญจนบุษย อาจารยที่

ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ใหโอกาสในการศึกษาระดับมหาบัณฑิต พรอมท้ังกรุณาใหคําแนะนํา

คําปรึกษาอันมีประโยชนตองานวิจัยนี้  

ผูวิจัยขอขอบคุณ คุณนฤมล พักมณี อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม ที่กรุณาให

คําปรึกษาอันมีคาตอการศึกษาวิจัยในงานวิจัยชิ้นนี้ และตลอดจนใหความกรุณาตรวจสอบแกไข

ขอบกพรองเลมวิทยานิพนธฉบับน้ี 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุกทานในคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ 

ประสาทวิชาความรูใหแกผูวิจัย จนบรรลุวัตถุประสงคในการศึกษาวิจัยระดับปริญญามหาบัณฑิต 

ในครั้งนี้ 

ขอขอบคุณทุนสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยมหาบัณฑิต สกว. สาขาวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี ภายใตโครงการสรางกําลังคนเพื่อพัฒนาอุตสาหกรรมระดับปริญญาโท (สกว.-

สสว.) และทุนจงกลนี จากมูลนิธิจงกลนีนิธิ ที่ใหเงินทุนสนับสนุนในการศึกษาวิจัยงานชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณ คุณอรวรรณ แซโคว เจาหนาที่สถานเสาวภา สภากาชาดไทย ที่กรุณาเอ้ือเฟอ

ใหคําแนะนําในการศึกษาวิจัยในสวนงานแยกสวนพิษงูแมวเซา 

ขอขอบคุณ อ.ดร.สุภางค มณีศรี เลอกรองค หองปฏิบัติการกลองอิเล็กตรอน และคุณ

ปรีชา เรืองเวชวรชัย หัวหนาหองปฏิบัติการ ภาคพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย สําหรับคําแนะนําและกําลังใจตลอดระยะเวลาทีผ่านมา 

ขอขอบคุณเพื่อน พี่ นอง ในศูนยวิจัยโรคไตและความผิดปกติทางแมทาบอลิซึมอันไดแก 

คุณพรทิพยสวรรค นวลทอง, คุณสิริกุล กาญจนบุษย, คุณพรเพ็ญ พนมวัลย, คุณนัฎนรี คําเกษ, 

คุณวศิน มนูประเสริฐ, คุณขวัญตา เพชรเผือก, คุณจุติพร ไทยยืนวงษ, คุณมารศรี พันธไพศาล, 

คุณวิไลพร อําพรรณ, คุณมัตติกา เกรียวกระโท และคุณศิริพร ตําราเรียง ที่คอยชวยเหลือ ให

กําลังใจ ขอคิดท้ังในชีวิตและในงานวิจัยชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณเจาหนาท่ีในศูนยวิจัยอปร. ชั้น 10 คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหความชวยเหลือและอํานวยความสะดวกในการปฏิบัติงานวิจัยชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณเจาหนาที่บัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตรทุกทาน ที่กรุณาชวยเหลือให 

คําแนะนําดานทะเบียน และประมวลผลการศึกษาต้ังแตแรกเขาศึกษาจนกระทั่งสําเร็จการศึกษา 

สุดทายนี้ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณครอบครัว ที่เปนทุกสิ่งทุกอยางใหในชีวิตเสมอมา 
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แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อ

ทดสอบดวยพิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 

และ 24 ชั่วโมง ดวยเทคนิค Trypan blue staining โดยการตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศน (light microscope; X200)………………………………….….……. 

แสดงปริมาณการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงู

แมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง 

ดวยเทคนิด Propidium iodide staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน

ฟลูออเรสเซนต (fluorescent microscope; X200) ………….………………… 

กราฟแสดงอัตราการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เปรียบเทียบระหวาง

การยอมสีtrypan blueและ  propidium iodide ของ time dependence……... 

กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 

cell ไดรับการบมเพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 0, 

3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง 

supernatant และ sediment……………………………………………………. 

กราฟแสดงการมีชีวิตรอดของเซลล หลังจากเซลลไดรับการบมเพาะดวยพิษงูท่ีมี

ความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง…………..…. 

กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลล หลังจากเซลลไดรับการบมเพาะดวยพิษงู

ที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง……..…... 

แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวย 

transmission electron microscopy เมื่อใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml  

บมเพาะนาน 15 นาที………………………………………………………….... 

แสดงการปรากฎของโปรตีนของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษ

งูแมวเซาที่ความเขมขนตางๆ บมเพาะนาน 24 ชั่วโมง ตอแอนติบอดี ß-actin 

และ NHE 3……………………………………………………………………… 

กราฟแสดงคา raw volume ที่คํานวณจาก Gene snap software (Gene 

Tools; Syngene, MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอย

ของโปรตีน…………………………..………………………………………...... 
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กราฟแสดง ratio เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน ß-actin และ NHE 3 ท่ีปรากฎขึ้น 

เมื่อทดสอบกับพิษงูแมวเซา……………………………………………………… 

กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) เมื่อเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell 

ไดรับการบมเพาะดวย crude และ fractions ของพิษงูแมวเซา ที่มีความเขมขน 

100 µg/ml นาน 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant 

และ sediment……………………………………….………………………….. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

 

คํายอ     ความหมาย 

APS    Ammonium Persulfate 

BSA    Bovine serum albumin 

ddH2O    Double distilled water 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium with 

4,500 mg/l glucose and L-glutanin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell 

culture tested 

DMSO    Dimethyl sulfoxide 

EDTA    Elthylenediaminetetraacetic acid  

                                                  disodium salt dehydrate 

FBS    Fetal bovine serum  

FITC    Fluorescein isothiocyanate 

HK-2 cell   Human kidney proximal tubular cell 

K-SFM    Keratinocyte complete media 

LDH    Lactase dehydrogenase 

MMC    Mitomycin C 

NHE3    Sodium/hydrogen exchanger 3 

 



 

 

OD    Optical density 

PBS    Phosphate buffered saline 

PTC               Proximal tubular cell 

PI    Propidium iodide 

PLA2    Phospholipase A2 

PVDF membrane  Polyvinylidene fluoride membrane 

RVV    Russell’s viper venom 

SDS    Sodium dodecyl sulphate 

TBS    Tris-buffered saline  

TBS-T    0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline  

TCA    Trichloroacetic acid reagent 

TEM    Transmission electron microscope 
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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา (Background and Rationale) 

 

ปญหางูพิษกัดยังเปนปญหาที่สําคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทย  ซึ่งเปนประเทศ

เกษตรกรรม  งูแมวเซา (Russell’s viper, Daboia russelii siamensis) เปนปญหาตอชาวไร

ชาวนาโดยตรง  พิษของงูแมวเซาทําใหเกิดความผิดปกติแบบทั่วรางกาย (systemic effect) และ

แบบเฉพาะที่ (local effect )  เปนพิษตอระบบการไหลเวียนโลหิตซึ่งไดแกหลอดเลือดและหัวใจ 

กอใหเกิดเลือดไมแข็งตัว เม็ดเลือดแดงแตก ไตวายเฉียบพลัน เปนตน  พยาธิสภาพท่ีสําคัญของผู

ถูกงูแมวเซากัดท่ีนําไปสูการเสียชีวิตคือ ภาวะไตวายชนิดเฉียบพลัน 

 

 งูแมวเซาเปนงูพิษในกลุม Viperlidae   น้ําพิษมีลักษณะสีเหลืองใส ประกอบดวยโปรตีน

หลายชนิด อยางนอย 26 ชนิดเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติของเอนไซม เชน เอนไซมโปรตีนเอส 

(protease), ฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2), ฟอสโฟไดเอสเทอเรส 

(phosphodiesterase), ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส (phosphomonoesterase), อะดิโนซีนไตรฟอส

ฟาเตส  (adenosine triphosphatase), แอล-อะมิโนแอซิดออกซิเดส (L-amino acid oxidase)  

และนิวคลีโอซิเดส (5-nucleosidase) เปนตน  ผูถูกงูแมวเซากัดสวนใหญจะมีอาการเลือดออก

ผิดปกติ เนื่องจากเอนไซมของพิษงูแมวเซามีคุณสมบัติเปน thromboplastin-like กลาวคือ กระตุน 

factor X และเปลี่ยน prothrombin ใหกลายเปน thrombin ใน common pathway ของการแข็งตัว

ของเลือด (coagulation cascade)   สาร thrombin ที่เกิดขึ้นจะเปลี่ยน fibrinogen ใหเปน fibrin 

และไปกระตุน factor XIII เพื่อกอใหไฟบรินท่ีเกิดขึ้นเชื่อมรวมตัวกันอยางแนนหนา (cross-linked 

fibrin) นํามาซึ่งการเกิดเปนลิ่มเลือดท่ัวรางกายของผูถูกกัด  การที่เลือดแข็งตัวเปนลิ่มนี้ยังสงผลให

ปริมาณปจจัยการจับลิ่ม โดยเฉพาะอยางย่ิง factor II,V,X และเกล็ดเลือดในรางกายของผูถูกงูกัด

ถูกใชไปจนหมด จนกอใหผูปวยเกิดภาวะเลือดออกผิดปกติ  

 ภาวะไตวายชนิดเฉียบพลันเปนพยาธิสภาพที่พบไดบอยและเปนตนเหตุสําคัญที่ทําใหผูท่ี

ถูกงูแมวเซากัดสูญเสียชีวิต  เชื่อวาพยาธิกําเนิดของไตวายเฉียบพลันเปนผลทางออมจากการท่ีผูที่

ถูกงูกัดสูญเสียเลือดหรือมีความดันโลหิตตก อยางไรก็ตามพบวามีผูปวยเปนจํานวนไมนอยท่ีมี

ภาวะวายเฉียบพลันโดยที่ไมมีการสูญเสียเลือดและมีความดันโลหิตเปนปกติ และจากการศึกษา

ในระยะเบ้ืองตนของกลุมพบวาพิษงูสามารถทําลายเซลลบุทอไตของสัตวทดลองไดโดยตรง ดังน้ัน
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การศึกษาพยาธิกําเนิดในเชิงลึก และการศึกษาความเปนพิษในเซลลบุทอไตของมนุษยจะนํามาซึ่ง

หนทางในการปองกันไมใหผูที่ถูกงูแมวเซากัดเกิดภาวะไตวายเฉียบพลัน และการสูญเสียชีวิต 

 

คําถามงานวิจัย (Research questions) 

คําถามหลัก  (Primary research question) 

สวนใดของพิษงูแมวเซาท่ีมีสวนในการทําลายเซลลบุทอไต 

 

วัตถุประสงคของงานวิจัย (Objectives) 

1. ศึกษาลักษณะการทําลายเซลลบุทอไตจากพิษของงูแมวเซา 

2. ศึกษาลักษณะการทําลายเซลลบุทอไตจากสารแยกสวนจากงูแมวเซา 

 

สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 

การที่เซลลไตไดรับบาดเจ็บนั้นมาจากสารพิษแยกสวนบางชนิดในพิษของงูแมวเซา เชน

เอนไซมเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) และฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2)  
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

รูปท่ี1 แสดงขอบเขตของการวิจัย 
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ขอตกลงเบื้องตน 

ไมมี 

 

ขอจํากัดของการวิจัย 

 เนื่องจากพิษงูแมวเซาแหงไดมาจากการรีดพิษจากงูหลายตัวมารวมกันแลวนํามาทําให

แหงพรอมกันในครั้งเดียว ทําใหเปนพิษรุนการผลิตเดียวกัน เพื่อใหมีองคประกอบของพิษ

เหมือนกันทั้งหมด ในการทดลองครั้งนี้ตองการใชพิษงูเปนปริมาณมาก ดังนั้นจึงตองใชจํานวนงู

เปนจํานวนหลายตัว โดยงูแตละตัวใหน้ําพิษตอการรีดแตละครั้ง 1-2 มิลลิลิตร และในขณะที่ขอ

ความอนุเคราะหทางสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ใหชวยทําการผลิตพิษงูใหนั้น ทางสถานเสาว

ภามีปริมาณงูแมวเซาไมเพียงพอตอการผลิตพิษงูแมวเซาแหง จึงตองใชระยะเวลานานในการทํา

การผลิตพิษที่เปนจํานวนรุนเดียวกัน และอีกประการหน่ึงคือเนื่องจากโครงการวิจัยนี้ใชเซลล

เพาะเลี้ยงชนิดเฉพาะ คือเซลลบุทอไตเปนหลัก เซลลเพาะเลี้ยงชนิดนี้เมื่อสัมผัสถูกพิษจะลอกหลุด

ออกจากกัน ดังน้ันจึงตองทําการทดลองครั้งละไมมากตอการทดลอง มิฉะนั้นจะใหคาที่ไมถูกตอง

เนื่องจากมีจํานวนเซลลหลุดหายไป ทําใหมีคาตางที่วัดมีคานอยกวาความเปนจริง 

 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

 

พิษงูแมวเซา หมายถึง นํ้าพิษของงูแมวเซา มีลักษณะสีเหลืองใส ประกอบไปดวยเอนไซม

หลายชนิด 

สารพิษแยกสวนจากพิษงูแมวเซา หมายถึง สวนของโปรตีนหลายชนิดอยางนอย 26 ชนิด

เปนโปรตีนที่มีคุณสมบัติของเอนไซม เชน เอนไซมเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) และ

ฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2) 

เซลลไลน HK-2 cell หมายถึง เซลลเพาะเลี้ยงท่ีดัดแปลงมาจากเซลลไตของมนุษยสวน 

proximal tubular cell (PTC) ใหไมมีวันตายดวยการ transduction ยีน HPV 16 E6/E7 
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คําสําคัญ 

 

Russell’s viper venom 

Daboia russelii siamensis 

Renal epithelial cells 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ไดขอมูลเก่ียวกับกลไกการทําลายไตของพิษและสารแยกสวนจากงูแมวเซา 

2. ไดความรูและขอมูลซึ่งนําไปสูการยาตัวใหมที่มีคุณสมบัติปองกันไมใหไตบาดเจ็บจาก

พิษงูแมวเซา 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1.     พิษงูแมวเซาชนิดผงแหง (Crude venom)  

2.     สกัดแยกองคประกอบของพิษงูแมวเซาที่ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ 

3.     ทําการเพาะเลี้ยง HK-2 cell (human proximal cell) 

4.  ทดลองความเปนพิษของพิษงูแมวเซาโดยพิจารณาจากปริมาณ cell injury โดยวิธี

LDH assays, cell necrosis และ apoptosis ที่ตรวจนับดวยวิธี Annexin V-

labeling flow cytometry เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของพิษ (0-1,000 µg/ml) 

และระยะเวลาในการสัมผัสพิษ (0-24 hours) 

5. ศึกษาความเปนพิษของพิษงูแมวเซาในระดับความเขมขนที่มีผลตอเซลลเพาะเลี้ยง 

โดยตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลอยางละเอียด (minute injury) ดวย

เทคนิค transmission electron microscopy และ  sodium transcellular  

  6. ศึกษาหากลไกการบาดเจ็บของพิษงูตอเซลลบุทอไต โดยใช protein fraction 

(metalloproteinase และ phospholipase A2) ที่ไดจากการสกัดจาก crude 

venom   

  8.       รวบรวมขอมูล 

  9. วิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหทางสถิติ 

10. สรุปและจัดทํารายงานผลการวิจัย 
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ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 

1. ศึกษาความพิษของพิษงูแมวเซาที่มีตอเซลลเพาะเลี้ยงดวยการวัดระดับการ

บาดเจ็บของเซลลดวยการหลั่งเอนไซม lactase dehydrogenase การตายของ

เซลลแบบ necrosis และ apoptosis ดวยการตรวจนับดวยวิธี Annexin V-labeling 

flow cytometry และระดับของ sodium transcellular channel  ดวยวิธี western 

blot analysis 

2.   ศึกษาความเปนพิษของ protein fraction (metalloproteinase และ 

phospholipase A2) ที่ไดจากการสกัดจากพิษงูแมวเซาที่มีตอเซลลเพาะเลี้ยงดวย

การวัดระดับการบาดเจ็บของเซลลดวยการหลั่งเอนไซม lactase dehydrogenase  

และระดับของ sodium transcellular channel  ดวยวิธี western blot analysis                               
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

แนวคิดและทฤษฎี 

 ลักษณะของงูแมวเซา 

เปนงูบก หัวสามเหลี่ยม ลําตัวอวนสั้น หางสั้น เวลาตกใจมักขดตัวเตรียมสูและ

ระวังตัว พรอมทั้งทําเสียงขูคลายแมวแทนที่จะเลื้อยหนี เปนงูที่ฉกกัดไดรวดเร็วแทบไมทัน

รูตัวท้ัง ๆที่ขดตัวอยูในลักษณะปกติ เปนงูสีนํ้าตาลออนอมเทา มีเกล็ดสีชมพูแซมบริเวณ

สีขาง มีลายลักษณะทรงกลมสีน้ําตาลเขมตลอดทั้งตัวเ ปนงูพิษทางระบบโลหิต [8] 

 

                                     

รูปท่ี 2 แสดงภาพของงูแมวเซาสยาม (D. russelii siamensis) [3] 

 

ถ่ินอาศัย, อาหาร 

      พบมากที่ ธนบุรี นนทบุรี สระบุรี อยุธยา อางทอง สมุทรปราการ ลพบุรี สิงหบุรี 

และนครสวรรค 

      งูแมวเซากินหนู กบ เขียด จิ้งเหลน ก้ิงกา แย [8] 

พฤติกรรม, การสืบพันธุ 

      ชอบอยูตามที่ราบแหง ๆเชิงเขาที่เปนดินปนทราย ตามท่ีดอน บางทีพบตามซอก

หิน โพรงดิน ใตกอหญาใหญ ๆ ไมชอบยายที่อยูบอย ๆ ปกติไมเลื้อยขึ้นตนไม ออกหากิน

ไมไกลจากที่อยู เชื่องชาไมปราดเปรียว ดุ ไมชอบนํ้าสวนใหญออกหากินเวลากลางคืน แต

ในท่ีเย็น ๆกลางวันก็ออกหากินดวย  

      งูแมวเซาออกลูกเปนตัว ครั้งละประมาณ 20-30 ตัว [8] 
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ตารางที่ 1 แสดง Scientific classification ของงูแมวเซา [3] 

 

 

 

สวนประกอบของนํ้าพิษงูแมวเซา 

ประกอบดวยนํ้ารอยละ 80-90 มีสีเหลืองของ flavin compound,  โปรตีนและอนุพันธุของ

โปรตีน, carbohydrates, glycoproteins, lipids, bioginic amines, อิออนของโลหะบางชนิด และ

กรดอะมิโนอิสระอ่ืน 

งูแมวเซาจัดวาเปนงูพิษที่มีคาความรุนแรงของพิษสูง โดยมีคา  Lethal doses (LD50) 

สูงถึง 0.03 mg/kg mouse โดยเฉลี่ย 

อุบัติการณโรค  

งูกัดเปนปญหาที่พบไดท่ัวโลก แตพบบอยในประเทศเขตรอน จํานวนผูที่ไดรับพิษ

ประมาณ 421,000 คน และมีผูที่เสียชีวิตจากงูกัดประมาณ 20,000 คนตอป แตนักวิจัยได

คาดการณวาสามารถมีผูที่ไดรับพิษสูงถึง 1,841,000 คน และสามารถมีผูที่เสียชีวิตไดสูงถึง 

94,000 คน โดยเฉพาะพื้นที่บริเวณทะเลทรายซาฮารา ทวีปแอฟริกา เอเชียใตและเอเชียตะวันออก

Scientific classification ของงูแมวเซา 

Kingdom Animalia 

Phylum Chordata 

Subphylum Vertebrata 

Class Reptilia 

Order Squamata 

Suborder Serpentes 

Family Viperidae 

Subfamily Viperinae 

Genus Daboia 

Species D. russelii 

Subspecies D. russelii siamensis 
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เฉียงใต และประเทศอินเดียเปนประเทศที่คาดการณวามีอัตราผูที่ไดรับพิษและเสียชีวิตมากที่สุด

ในโลก (www.who.int) 

ขอมูลจากสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ขอมูลเฝาระวังโรค ป 

2551 และ 2552 ดังแสดงในตารางที่ 2-6 [6], [7]  

ตารางที่ 2 แสดงขอมลูเฝาระวังโรค จากสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 

ขอมูลเฝาระวังโรค ป 2551 ป 2552 

จํานวนผูปวย (คน) 7,835 6,772 

อัตราปวย (ตอแสนประชากร) 12.43 10.74 

จํานวนผูเสียชีวิต (คน) 2 1 

 

ตารางที่ 3 แสดงกลุมอายุประชากรที่ถูกงูกัดสูงสุด 3 ลําดับแรก 

กลุมอายุ (ป) ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 35-44 ป (18.62%) 35-44 ป (18.02%) 

ลําดับที่ 2 45-54 ป (16.78%) 45-54 ป (17.81%) 

ลําดับที่ 3 25-34 ป (14.77%) 25-34 ป (13.76%) 

 

ตารางที่ 4 แสดงอาชีพของประชากรที่ถูกงูกัดสูงสุด 

อาชีพ (รอยละ) ป 2551 ป 2552 

เกษตรกรรม 31.1 31.3 

รับจาง 30.3 29.0 

ไมทราบอาชีพ 13.9 14.9 

http://www.who.int/�
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ตารางที่ 5 แสดงจังหวัดที่มีอัตราปวยตอแสนประชากรสูงสุด 5 ลําดับแรก 

จังหวัด ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 ประจวบคีรีขันธ (83.30)  ประจวบคีรีขันธ(64.70) 

ลําดับที่ 2 สมุทรสงคราม (64.36) สมุทรสงคราม (49.43) 

ลําดับที่ 3 ตรัง (56.20) ตรัง (47.84) 

ลําดับที่ 4 กระบ่ี (53.82) ชัยนาท (38.86) 

ลําดับที่ 5 สิงหบุรี (49.15) สิงหบุรี (38.49) 

 

ตารางที่ 6 แสดงภาคที่มีอัตราปวยตอแสนประชากรสูงสุด 

ภาค ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 ภาคเหนือ (16.37) ภาคเหนือ (14.85) 

ลําดับที่ 2 ภาคใต (15.59) ภาคใต (12.63) 

ลําดับที่ 3 ภาคกลาง (8.92) ภาคกลาง (10.45) 

ลําดับที่ 4 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (7.99) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (7.99) 

อาการไตวายเฉียบพลันหลังถูกงูพิษกัด 

ความผิดปกติของไตจากงูกัดที่มีรายงานประกอบดวยการตรวจพบโปรตีนในปสสาวะ 

ปสสาวะเปนเลือด และไตวายเฉียบพลัน โปรตีนในปสสาวะอาจมากถึง nephritic range งูพิษ

กัดทําใหเกิดไตวายเฉียบพลันไดต้ังแต 5.5-26% งูพิษที่ทําใหเกิดไตวายเฉียบพลัน

ประกอบดวย งูทะเล, งูแมวเซา, งูหางกระด่ิง, งูเขียวหางไหม, งูเสือ, งู saw scale viper, ง ู

puff adder, งู Bothrops jararaca, งู Ankistrodon hypnale, งู boomslang, งู dugite, งู 

gwadar, และ งู Cryptophis nigrescens, งูพิษในตระกูล Viper กัดเปนสาเหตุของไตวาย

เฉียบพลันที่พบบอยท่ีสุด การเกิดไตวายเฉียบพลันขึ้นอยูกับปริมาณพิษงูที่ไดรับ ระยะเวลา

ต้ังแตถูกกัดจนถึงการไดรับเซรุมแกพิษงู และการดูแลรักษาทั่วไป [9] 
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อาการทางคลินิก 

โดยทั่วไปอาการไตวายเฉียบพลันเกิดขึ้นในเวลา 24-72 ชั่วโมงหลังถูกงูกัด แตอาจ

เกิดขึ้นเร็วภายใน 2-3 ชั่วโมงได พิษงู viper ทําใหเกิด intravascular hemolysis และ 

disseminationted intravascular coagulation ในผูปวยท่ีถูกงู viper กัด และมีไตวาย

เฉียบพลันจะมีระดับ fribrin degradation products ในปสสาวะสูงกวาผูปวยท่ีถูกงู viper กัด

และไตทํางานปกติ  50% ของผูปวยไตวายเฉียบพลันจะเปนชนิดปสสาวะมากกวา 400 มล./

วัน อาการปสสาวะนอยอาจดําเนินไปเปนระยะเวลานานไดถาเปนผูปวยสูงอายุ หรือไตมี

พยาธิสภาพแบบ acute interstitial nephritis, extracapillary proliferative 

glomerulonephritis หรือ cortical necrosis โดยทั่วไปการทํางานไตมักจะฟนกลับมาเปน

ปกติ ยกเวนในรายที่มี cortical necrosis หรือมี tubular necrosis อยางรุนแรง รวมกับมีการ

เปลี่ยนแปลงอยางมากของ interstitium [9] 

การรักษาที่สําคัญสําหรับงูพิษกัด คือ การใหเซรุมแกพิษงูและการใหนํ้าใหพอเพียง 

การทําใหปสสาะเปนดางอาจชวยปองกันไตวายเฉียบพลัน ถามีภาวะ myoglobinuria หรือ 

hemoglobinuria รวมดวย มีรายงานที่นาสนใจวาการฟอกเลือดดวยเครื่องไตเทียมสามารถ

ลดอาการทางกลามเนื้อในผูปวยท่ีถูกงูทะเลกัดได การทํา exchange blood transfusion มี

ประโยชนในการรักษาผูปวยซึ่งถูกงูแมวเซากัดท่ีมี intravascular hemolysis อยางรุนแรง และ

มีความดันโลหิตตํ่า [9] 

พยาธิสภาพ 

พยาธิสภาพของไตที่พบมากที่สุดในไตวายเฉียบพลันจากงูกัด คือ acute tubular 

necrosis พยาธิสภาพอ่ืนที่พบคือ diffuse proliferative glomerulonephritis, extracapillary 

proliferative glomerulonephritis, arteritis, acute interstitial nephritis, cortical necrosis 

และ renal infarction [9] 

พยาธิกําเนิด 

งูพิษกัดทําให เ กิดไตวายเฉียบพลันโดยผานทางการเปลี่ยนแปลงของ renal 

hemodynamic ซึ่งเกิดจากปจจัยตางๆ คือ vasoactive mediators, intravascular 

hemolysis, disseminated intravascular coagulation, การเพิ่มขึ้นของ blood viscosity, 

การตกเลือด, การกดการทํางานของกลามเน้ือหัวใจและ rhabdomyolysis  พิษงู viper ตอ

ระบบเลือดทําใหเกิดการกระตุน factor II, V, X และ complement, มีฤทธิ์คลาย thrombin 



 

 

12 

(thrombin-like action) ทําใหเกิด fibrinolysis และ hemolysis ซึ่งมีผลทําใหเลือดไปเลี้ยงไต

ลดลง ดังนั้นไตวายเฉียบพลันจึงพบไดบอยในงูตระกูล viper กัด การศึกษาในสัตวทดลอง

พบวาการใหพิษงูขนาด sublethal ฉีดเขาหลอดเลือดดํา ทําใหเกิด systemic vasodilatation 

และการเกิด renal vasoconstriction โดยไมทําใหเกิดพิษตอระบบเลือด ดังกลาว cardiac 

output ลดลงในระยะแรกและเพิ่มขึ้นภายหลัง การเปลี่ยนแปลงทาง hemodynamics คลาย

กับการเปลี่ยนแปลงในภาวะ sepsis และพบวามี vasoactive mediators หลายตัวเก่ียวของ 

เชน kinnins, prostaglandins, catecholamines และ angiotensin II  จากการศึกษาใน

สัตวทดลอง โดย Chugh พบวา การใหพิษงูในขนาด lethal ไมทําใหเกิดพยาธิสภาพที่ไต แต

พิษงูในขนาด sublethal ทําใหเกิด tubular necrosis การศึกษาโดยวิธี isolate renal 

perfusion พบวา พิษงูแมวเซาทําให glomerular filration rate ลดลง และเพิ่ม fractional 

excretion ของโซเดียม การเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีความสัมพันธกับขนาดของพิษงู การศึกษา

ไตของ Triturus โดยวิธี isolate renal perfusion พบวา พิษงูแมวเซาทําให potential 

difference across membrane ของ proximal tubular cell ลดลง ซึ่งบงวาพิษงูแมวเซามีผล

ตอไตโดยตรง พิษงู viper นาจะมีผลตอ glomeruli และหลอดเลือดโดยตรง [9] 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

การศึกษาผลพิษงูในประเทศไทย  5 ชนิดไดแก พิษงูกะปะ พิษงูแมวเซา พิษงูเหา พิษงู

จงอาง และพิษงูสามเหลี่ยม ตอ blood coagulation, fibrinolusis และ platelet aggregation 

พบวาในพิษงูแมวเซาพบ factor X และ มีพิษงูกะปะพียงชนิดเดียวที่สามารถยับย้ังการเกิด 

platelet aggregation ได  

 เอนไซม PLA2 จะเปลี่ยน lecithin ซึ่งเปน phospholipid ใหเปน lysolecithin สารนี้มีผล

ทําใหผนังเซลลเม็ดเลือดแดง และผนังเซลลของเนื้อเย่ืออ่ืนๆ ในรางกายถูกทําลายเมื่อทํางาน

รวมกับเอนไซม protease จะไปทําลายผนังเซลลเสนเลือดฝอยซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งซึ่งทําใหเกิด

อาการตกเลือดเกิดการพุพองและการตายของเนื้อเย่ือ เชื่อวากลไกการเกิดลิ่มเลือด (blood 

coagulagion) โดยพิษงูแมวเซานั้นเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหผูปวยถึงแกความตาย ซึ่งเกิดจากการ

กระทําของ factor X activator ที่มีอยูในพิษงูแมวเซาไปกระตุน factor X ทําใหเกิด active factor 

X (Xa) ซึ่งจะเปลี่ยน prothrombin ใหเปน thrombin แลว thrombin จะไปเปลี่ยน fibrinogen ให

เปน fibrin เปนสาเหตุใหเกิดลิ่มเลือดขึ้นในรางกาย ลิ่มเลือดนี้จะไปขัดขวางการไหลเวียนของ

โลหิต เปนผลใหอวัยวะตางๆขาดเลือด ขาดออกซิเจนเกิดภาวะไมทํางานที่สําคัญคือไต ผลของการ

เกิดลิ่มเลือดนี้ทําใหปจจัยการแข็งตัวของเลือดถูกใชไปโดยเฉพาะอยางย่ิง fibrinogen และแผน
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เลือดลดตํ่าลง ทําใหเกิดภาวะเลือดออกอยางรุนแรง นอกจากนี้ยังพบอาการปวยอ่ืนๆ ตอไปอีก

ดวย ต้ังแตกลุมเสนเลือดที่บริเวณสวนตนของไตอักเสบ (glomerulonephritis), เสนเลือดอักเสบ 

(vasculitis), เกิดการตายของเนื้อเย่ือทอไต (tubular necrosis), การตายของเน้ือเย่ือหุมไต 

(cortical necrosis),  หลอดโลหิตที่ไตอุดตัน ทําใหเนื้อเย่ือบริเวณนั้นตาย (renal infraction) และ

เกิดภาวะไตวายในที่สุด (acute renal failure, ARF) ซึ่งทําใหผูปวยถึงแกความตาย  

 Ratcliffe และคณะไดแสดงใหเห็นวาพิษงูแมวเซามีพิษตอไตโดยตรงใน isolated 

profused rat kidney (IPRK) แตไมไดทําการวิเคราะหดานการเปลี่ยนแปลงรูปรางของ profused 

kidney [42] 

Willinger และคณะไดทําการศึกษาเพื่อใหไดขอมูลเพิ่มเติมเก่ียวกับผลพิษงูแมวเซาตอ

เน้ือเย่ือไต โดยออกแบบการศึกษาที่ผนวกบทบาทหนาท่ีกับรูปรางใน IPRK และเสริมดวย

การศึกษาใน renal epithelial cell และ mesangial cell  culture จากการศึกษาพบวาพิษงู

แมวเซามีความเปนพิษกับไตและความเขมขนพิษงูที่ใชมีปริมาณสูง (>600 µg/ml) จึงจะทําให

โครงสรางของเซลลถูกทําลาย [61] 

 สวนประกอบในนํ้าพิษของงูมีโปรตีนที่สําคัญท่ีสามารถทําใหเกิดอันตรายตอเซลลอยู

หลายชนิด แตมีโปรตีนท่ีมีความโดดเดนมากอยู 2 ชนิดคือเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) 

และฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2) ซึ่งโปรตีนทั้งสองชนิดนี้ไดรับการพิสูจนแลววามีผล

ตอการทําใหเซลลบาดเจ็บไดจริง 

 เมทัลโลโปรติเนสน้ันเปนโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูง เปนสาเหตุสําคัญท่ีทําลายการ

ประสานตัวของไซโตสเกลเลตัน (cytoskeleton) นําไปสูการทําใหเซลลบาดเจ็บ เกิดการตายของ

เซลลท้ังแบบ apoptosis และ necrosis และทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางเซลลทําให membrane 

แตกสลาย 

 ฟอสโฟไลเปสเอทูในพิษงูเปนโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กประมาณ 13-15 กิโลดาลตัน [45] ซึ่งมี

บทบาทเก่ียวกับความเปนพิษหลายดาน เชน เปนสารตานการแข็งตัวของเลือด ทําลายเม็ดเลือด 

เปนตัวชักนําทําใหเกิดการบวม ยับย้ังการรวมตัวของเกร็ดเลือด ทําลายระบบประสาทและ

กลามเนื้อ ยอยสลาย membrane เพราะงูมีเอาไวใชในการยอยเหย่ือ 
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย 

 

 การวิจัยนี้เปนการวิจัยแบบ experiment study แตไมตองทําการขอพิจารณาจาก

คณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics 

Committee) เน่ืองจากไดทําการทดลองกับเซลลไลน และสารท่ีใช (พิษงู) เปนผลิตภัณฑท่ีไดจาก

ตัวของสัตวโดย การนําสารดังกลาวมาใชไมเปนอันตรายตอสัตวนั้นๆ 

 

 

เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 

1. เคร่ืองมือท่ัวไป 

1.1   Orbital shaker (BIOSAN: model os-10) 

1.2   Refrigerate centrifuge (Eppendorf: model 5415 R, BOECO U-32R) 

1.3   pH meter (Fisher scientific: model AB15) 

1.4   Hot pate stirrer (LabTech®: model LMS-100) 

1.5    Spindown centrifuge (BIOSAN: model Multi-Spin) 

1.6    Analytical balance (Precia: model XB2200C, Ohaus: model AR2140) 

1.7   Vortex (Labnet: VX100) 

1.8   Microwave (Electrolux) 

1.9   Ultrasoic bath (Power sonic 420) 

1.10  Refrigerator (Panasonic) 

1.11  Deep freeze (Thermo) 

1.12  Autocave (Hirayama) 

1.13  Oven (Binder: model B28) 

1.14  Hot air oven (Memmert) 

1.15  Fume hood 

1.16  Spectophotometer (BECKMAN COULTER DU® 650) 

2. เคร่ืองมือท่ีใชการแยก protein fraction 

2.1  Pharmacia Biotech (RediFrac) 
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3. เคร่ืองมือท่ีใชการเพาะเลี้ยงเซลล 

3.1   Laminar flow (Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 

3.2   CO2 Incubater (Nuaire) 

3.3  Shaking water bath (Memmert: model M22) 

3.4  Vacuum pump 

3.5  Hemocytometer counting chamber 

3.6  Liquid Nitrogen Tank 

4. เคร่ืองมือท่ีใชในการวัด Lactase dehydrogenase 

4.1  Microplate Reader: Multiskan EX (Thermo Labsystem) 

5. เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจนับการตายของเซลล Annexin V-labeling flow 

cytometry 

5.1  Flowcytometer (BD: model FACSCalibur) 

6. เคร่ืองมือท่ีใชในการทํา Transmission electron microscope  

6.1  Transmission electron microscope 

6.2  Microtome (Leica) 

7. เคร่ืองมือท่ีใชในการทํา Western blot 

7.1  Ultrasonic sonicator (Ultrasonic: model VC/VCX 500) 

7.2  Spectophotometer (Bio-RAD SmartSpecTM 3000) 

7.3  Heat block (BIOSAN: model TDB-120) 

7.4  Gel electrophoresis (Bio-RAD) 

7.5  Electroblotting (Bio-RAD) 

7.6  PowerPac Universal Power Supply (Bio-RAD) 

7.7  Chemiluminescent detection (Syngene) 

8. กลองจุลทรรศนและจอถายภาพ 

8.1  Light microscope (Olympus) 

8.2  Inverted microscope (Nikon) 

8.3  Camera Capture Monitor (Nikon) 

8.4  Fluorescent microscope (Olympus) 
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วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 

 

1. Autopipette: size 10, 200, 1,000 µl (Gilson) 

2. Tip (Axygen) 

3. Pipette boy 

4. Pipette (Conning) 

5. Transfer pipette 

6. Conical tube: size 15, 50 ml (Conning) 

7. Micro tube (Axygen) 

8. Cryotube (Nunc) 

9. Beaker (Pyrex) 

10. Erlenmeyer flask (Pyrex) 

11. Cylinder (Pyrex) 

12. Bottle (Pyrex) 

13. Glass vacuum filtration unit (Gibco) 

14. Stirring rod 

15. Needle 

16. Syringe 

17. Syringe filter 

18. Filter paper (Whatman) 

19. Magnetic Bar 

20. Tissue culture flask: size T25, T75 (Nunc) 

21. 6, 12, 24, 96-well plate (Nunc) 

22. Petri disk (Conning) 

23. Coplin Jar 

24. Glass slide  

25. Cover glass 

26. Forcept 

27. Moising chamber 

28. Rack 

29. Copper grid 
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30. PVDF membrane 

31. Whatman 3mm filter paper  

32. Saphadex G-75 

 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 

1. สารเคมีท่ัวไป 

1.1   Hydrochloric acid, ACS reagent, 37% (HCl)  

1.2   100 M NaOH 

1.3   50, 70, 80, 95, 99.9% Ethanol (Merck) 

1.4   PBS (phosphate buffered saline, pH=7.2) 

1.5   Double distilled water (ddH2O) 

2. สารเคมีท่ีใชวัดปริมาณโปรตีน 

2.1 Bradford reagent (SIGMA-ALDRICH®) 

2.2 Lowry protein reagent (Thermo scientific) 

3. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Protease 

3.1   0.15 M TBS pH=8.0 

3.2   4% Casein solution (casein) 

3.3   5% Trichloroacetic acid reagent (TCA) 

3.4   20% Folin  

3.5   500 mM Sodium carbonate solution (Na2CO3) pH=8.0 

3.6   1.1 mM L-Tyrosine standard (Std Soln.) 

4. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Metalloproteinase 

4.1   60 mM EDTA 

5. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 ( PLA2 ) 

5.1   10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 

5.2   Substrate [4-nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid, 3.0 mM in 

acetonitrile] 

5.3    2.5% Triton X-100 in H2O 
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6. สารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

6.1   Dulbecco’s modified eagle medium with 4,500 mg/l glucose and  

L-glutanin, without sodium bicarbonate, powder, cell culture  

tested [DEME] (SIGMA-ALDRICH, product number D5648) 

6.2   Sodium bicarbonate (SIGMA-ALDRICH®) 

6.3   Fetal bovine serum  [FBS] (Gibco) 

6.4   Penicillin-streptomycin (Gibco) 

6.5   Keratinocyte serum free media [K-SFM] (Gibco) 

6.6   Collagen I, rat tail, for cell culture (Gibco, cat. No. A10483-01) 

6.7   Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas (SIGMA-ALDRICH®) 

6.8   Elthylenediaminetetraacetic acid disodium salt dehydrate  

(EDTA), approx. 99% titration 

6.9   Trypan blue Solution (Fluka Analytical) 

6.10 DMSO (Merck) 

6.11 Bovine serum albumin [BSA] (SIGMA-ALDRICH®) 

7. สารเคมีใชในการวัด Lactase dehydrogenase (LDH) 

7.1   Cyto Tox 96® non-ratioactive cytotoxicity assay kit (Promega  

corporation, cat. No. G1780) 

7.2   0.8% Triton X 

8. สารเคมีท่ีใชในการตรวจนับการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium 

iodide-labeling flow cytometry 

8.1   Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas (SIGMA-ALDRICH®) 

8.2   Mitomycin C; MMC (SIGMA-ALDRICH®) 

8.3   Recombinant human annexin V, FITC Conjugated (Invitrogen™) 

8.4   Propidium iodide/RNase A staining buffer (Invitrogen™) 

9. สารเคมีท่ีใชในการทํา Transmission electron microscope (TEM) 

9.1   2% Glutaraldehyde 

9.2   2%  Osmium tetroide 

9.3   100% Propylene oxide 

9.4   Resin 

9.5   Epoxy 
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9.6   Toluidine blue 

9.7   Uranyl acetate 

9.8   Lead citate 

10. สารเคมีท่ีใชในการทํา Western blot 

10.1  40% acrylamide 29:1 (Bio-RAD) 

10.2   Tris base (Merck) 

10.3  1.5  M Tris/HCl pH=8.8 

10.4  1.0  M Tris/HCl pH=6.8 

10.5  SDS (Bio-RAD) 

10.6  10% Ammonium Persulfate (SIGMA-ALDRICH®) 

10.7  TEMED (Bio-RAD)  

10.8  Running buffer 

10.9  Sample Buffer 

10.10  Transfer Buffer 

10.11  Methanol (Merck) 

10.12 Glacial acetic acid (Merck) 

10.13 Tween-20 (SIGMA-ALDRICH®) 

10.14 TBS (Tris-buffered saline)  

10.15 TBS-T (0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline)  

10.16 5% Nonfat dry milk (Bio basic inc.) 

10.17 Antibody ß-actin (Santa Cruz Biotechnology) 

10.18 Antibody sodium/hydrogen exchanger 3 ; NHE3 (Abcam,  

ab72729) 

10.19 Protein Marker (Thermo scientific:  Pierce® Chemiluminescent  

Blue Prestained Peroxidase-Labeled Protein Molecular Weight  

Marker, Product No. 26651) 

10.20 Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-RAD) 

10.21 Destain buffer I, II 

10.22 Chemiluminescent substrate (Thermo scientific: SuperSingnal®  

West Pico Substrate, Product No. 34080) 

10.23 Stripping buffer 

http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://www.scbt.com/�
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วิธีการดําเนินการวิจัย 

  

1. การหาคา Median lethal dose (LD50) ของ lyophilized Russell’s viper venom [53] 

 เปนขั้นตอนท่ีดําเนินการในสัตวทดลองเพื่อหาคาความรุนแรงของพิษงูแมวเซาแหงที่ผลิต

มาจากสวนงู สภากาชาดไทย 

1. ในการทดลองน้ีใชหนูสายพันธุ swiss albino คละเพศ น้ําหนัก 18-20 กรัม ใชจํานวน

หนูที่ระดับความเขมขนของพิษระดับเดียวกัน 3 ตัว 

2. ฉีดพิษงูเขาทางเสนเลือดดํา (intravenous injection)ที่บริเวณหางหนู ปริมาณ 0.2 ml  

3. ติดตามผลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

4. เลือกความเขมขนของพิษงูที่ทําใหหนูมีอัตราการตายสามระดับ คือ ตายทั้งหมด ตาย

บางสวน และรอดทั้งหมด นําคาความเขมขนของพิษนั้นมาคํานวณหาคา LD50 

5. เปนไปไดวาในการทดสอบพิษรอบแรก อาจจะไมไดอัตราการตายของหนูทั้งสาม

ระดับภายในครั้งดียว จึงตองทําการนําคาความเขมขนของพิษที่ทําใหหนูรอดท้ังหมด

คาแรก มาหา dilutionfactor ใหม ใหมีคานอยลง เพื่อใหมีอัตราการตายของหนูท้ัง

สามระดับ 

 

การคํานวณ 

 

Log LD50 = log Da – (proportional distance) (log df) 

 

df = dilution faction 

Da = venom dose which obtaived percent death next above 50% 

 

Proportional distance =  y – c 

   y – x 

c = constant 50% death of animals 

y = percent death of animals at the venom dose with obtained percent death  

      next above 50% 

x = percent death of animals at the venom dose with obtained percent death  

      next below 50% 
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2. การแยก Protein fraction 

 เนื่องจากพิษงูแมวเซาประกอบไปดวยโปรตีนและอนุพันธของโปรตีนหลายชนิด ซึ่งมีท้ัง

สวนที่มีพิษและไมมีพิษประกอบกันเปน complex solution  พิษงูที่นํามาทดลองไดมาจากการรีด

น้ําพิษจากงูหลายตัวมารวมกัน จากนั้นนํามาผานกระบวนการทําใหเปนแหง โดยพิษงูแมวเซาท่ี

นํามาใชทดลองในครั้งนี้มีลักษณะเปนผงสีขาว ผลิตมาจากสวนงู สภากาชาดไทย ซึ่งโดยตาม

ธรรมชาติแลวงูแตละตัวจะมีสัดสวนองคประกอบของพิษไมเทากัน ดังนั้นจึงทําใหผงพิษที่ผลิตได

ในแตละครั้งนั้นมีองคประกอบไมเทากันเชนเดียวกัน 

  

ขั้นตอนการแยก Protein fraction [51] 

1. ผงพิษงูแมวเซาแหง 100 mg ละลายใน 10 mM TBS buffer pH 7.4 ปริมาณ 1 ml 

นํามาปนท่ี 5,000 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนท่ีใสออกมาทําการแยก 

protein fraction 

2. แยก protein fraction ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm 

ชนิด Sephadex G-75 (superfine) 

3. ดูดสารละลาย คอยๆ เติมลงไปในคอลัมน ระวังอยาใหเกิดฟอง 

4. ต้ังอัตราการไหลของสารภายในคอลัมนเปน 9.47 ml/hr สารท่ีใชในการ elute คือ 10 

mM TBS buffer pH 7.4  

5. ปริมาณการเก็บสารตัวอยาง  2 ml ตอ 1 tube 

6. นําสารที่เก็บไดไปวัด OD ที่ 280 nm ดวยเครื่อง spectophotometer 

7. นําคาที่ไดไป plot กราฟ เก็บสารภายใต peak เดียวกัน มารวมเปนสารแตละ 

fraction  

8. วัดความเขมขนโปรตีนของแตละ fraction ดวยวิธี Bradford protein assay 

 

3. การตรวจสอบ fraction ท่ีแยกได 

3.1 การทดสอบปฏิกิริยา Protease: Sigma’s Non-specific Protease Activity         

     Assay – Casein as a Substrate [17] 

 

       Principle: Casein + H2O                    Amino acid 

 

     ในการทดสอบวิธีนี้ใช casein เปน substrate โดย protease ที่ทดสอบจะยอย casein 

ไดกรดอะมิโนอิสระ และเมื่อกรดอะมิโนเหลานี้ทําปฏิกิริยากับ Folin’s reagent จะใหสารสีนํ้าเงิน
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ออกมา ทําการเปรียบเทียบคากับ standard curve ท่ีไดจากสารมาตรฐาน tyrosine ทําการยอย 

casein ไดกรดอะมิโนอิสระ แลววัด OD ที่ 660 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer       

 

Condition: T = 37oC, pH = 8.0,  A660nm Light path = 1 cm 

 

 Method: Colorimetric 

 

  Procedure: 

1. Pipette สารลงหลอดทดลอง ดังนี้ 

Test      Blank 

4% casein  in 0.15 M TBS pH=8.0  500 µl               550 µl 

- รอจนสารละลายมีอุณหภูมิ 37oC แลวจึงเติม 

Protease enzyme solution ( sample )     50 µl     - 

- ผสม แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC 1 ชั่วโมง 

         5% TCA    500 µl  500 µl 

- Centrifuge ที่ 5,000 rpm นาน 10 นาที 

- Pipette สารที่ไดออกมา 400 µl 

 

2. Color development  

Standard curve 

เตรียม standard curve โดย pipette สารลงหลอดทดลอง ตามตารางที่ 7 ดังนี้ 

 

ตารางที่ 7 แสดงการเตรียมสารมาตรฐานในการทดสอบปฏิกิริยา protease enzyme 

Solution 

 

Std Blank 
( 0 µM ) 

Std 1 
(0.011 µM) 

Std 2 
(0.022 µM) 

Std 3 
(0.044 µM) 

Std 4 
(0.088 µM) 

Std soln. (µl) 0  10  20 40 80 

H2O (µl) 400 390 380 360 320 

Na2CO3 (µl) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Folin (µl) 200 200 200 200 200 

Total (µl) 1,600 1,600 1,600 1,600 1,600 
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Sample 

เตรียม sample โดย pipette สารลงหลอดทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 8 

 

ตารางที่ 8 แสดงการเตรียมสารตัวอยางในการทดสอบปฏิกิริยา protease enzyme 

Solution Sample Blank 

Sample (µl) 400 - 

H2O (µl) - 400 

Na2CO3 (µl) 1,000 1,000 

Folin (µl) 200 200 

Total (µl) 1,600 1,600 

 

- ผสม แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC 30 นาที 

- วัด OD ที่ 660 nm 

 

3. Calculations  

Standard curve: 

∆ A660nmStandard = A660nmStandard - A660nmStandard Blank 

Plot the ∆ A660nmStandard vs µmoles of Tyrosine 

Sample Determination: 

∆ A660nmSample = A660nmTest - A660nmSample Blank 

Determination µmoles of Tyrosine equivalents liberated using the standard 

curve. 

Unit/ml enzyme = (µmoles Tyrosine equivalents released ) (11) 

     (1)(10)(12) 

11 = Total volume ( in milliliters ) to assay 

10 = Time of assay ( in minutes ) as per the Unit Defintion 

1   = Volume of enzyme ( in milliliters ) of enzyme used 

2   = Volume ( in milliliters ) used in Colorimetric Determination 

 

Units/mg solid =  units/ml enzyme 

                          mg solid/ml enzyme 
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Units/mg protein =  units/ml enzyme 

                          mg protein/ml enzyme 

 

      Unit definition: 1 unit ที่ไดจากการ hydrolyze casein จะผลิตสีเทากับ 1.0 µmole  

(181 µg) ของสาร tyrosine ตอนาที ที่ pH 8.0 อุณหภูมิ 37oC 

  

3.2 การทดสอบปฏิกิริยา Metalloproteinase [17], [37] 

     ทําตามวิธีทดสอบเดียวกับการทดสอบปฏิกิริยา protease วิธีการทดสอบนี้เปนการหา 

metalloproteinase ดวยวิธีทางออม โดยการนําสารตัวอยางไปยับย้ังปฏิกิริยา (inhibit) กับ  

60 mM EDTA 

1. Pipette sample 100 µl ผสมกับ 60 mM EDTA ปริมาณ 20 µl บมที่อุณหภูมิ 

37oC 10 นาที 

2. ใชสารในขอ 1. แทน protease enzyme solution แลวดําเนินการทดสอบ

ปฏิกิริยา metalloproteinase ตามวิธีการทดสอบปฏิกิริยา protease  

 

3.3 การทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 (PLA2) [34] 

1. นํา10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 buffer ปริมาณ

500 µl มาผสมกับ PLA2 enzyme solution (sample)  ปริมาณ 50 µl (0.05 ml) 

นําไปวางในกลองน้ําแข็ง 

2. เติม substrate [4-nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid, 3.0 mM in 

acetonitrile] ปริมาณ 50 µl (0.05 ml) ผสมใหเขากันดวย vortex 

3. บมที่อุณหภูมิ 37oC นาน 20 นาที 

4. เติม stopper reaction (2.5% Triton X-100 in H2O) ปริมาณ 50 µl ในกลอง

น้ําแข็ง 

5. ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5-10 นาที 

6. นําไปวัด OD ที่ 425 nm 

 

การคํานวณ 

OD 425 nm x 25.8 = A  ---------- ( 1 ) 

Fraction conc. x sample volume (0.05 ml) = B  ---------- ( 2 ) 
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A/B  =  PLA2 conc. (nm/mg) 

 

Unit definition: การเปลี่ยนของคา absorbance 0.1 AU ที่ความยาวคลื่น 425 nm  

ของ substrate จะมีคาเทากับ 25.8 nmoles ของ chromophore ที่ถูกปลดปลอยออกมา 

 

4. การเพาะเลี้ยงเซลลบุทอไต [1], [43] 

 HK-2 cell เปนเซลลเย่ือบุผิว (epithelium cell) ซึ่งมีลักษณะของการเชื่อมตอระหวาง

เซลล ทําใหเซลลเรียงตัวชิดติดกันเปน monolayer  

 HK-2 cell คือ proximal tubular cell (PTC) line ซึ่งไดมาจากไตปกติ นํามาดัดแปลงให

ไมมีการตายโดยการเติม human papilloma virus 16 (HPV-16) E6/E7 genes เขาไป แตคงมี

คุณสมบัติหลายประการเหมือน proximal tubular cell, HK-2 cell จึงเปนเซลลตนแบบที่ดีในการ

นํามาศึกษาทดลองลักษณะท่ีตองการตรวจสอบกับ proximal tubular cell ไดเปนอยางดี  

 HK-2 cell ท่ีไดนํามาใชในการศึกษาในครั้งนี้ ไดซื้อมาจากบริษัท ATCC® number CRL-

2190TM และระยะอายุของเซลลท่ีนํามาใชมีอายุที่ 20-29 passages 

 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลลบุทอไต [1] 

1. เพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวยอาหารเลี้ยงเซลล โดยสวนประกอบของอาหารคือ DMEM 

supplemented with 10% FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin เพาะเลี้ยงใน

ตูอบ 37 oC ที่มี water vapor saturated 5% CO2/95% air 

2. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2 วัน 

3. เมื่อเซลลเพาะเลี้ยงโตประมาณ 90% จะทําการ subculture ใหเซลลมีชีวิตอยูตอไปดวย 

0.25% trypsin-EDTA หรือนําเซลลไปใชทดสอบกับพิษงูแมวเซาตามความเขมขนและ

ระยะเวลาท่ีใชในแตละการทดลอง 

 

วิธีการ subculture [1] 

1. นําอาหารเลี้ยงเซลล (complete media), PBS และ 0.25% trypsin-EDTA มาอุนที่ 

37oC ประมาณ 10-15 นาที กอนใชงาน 

2. ใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล flast T-25 ใหหมด 

3. ลางดวย PBS 2 ครั้ง 

4. เติม trypsin ลงไป 1-2 ml นําไปอุนในตู incubator เพื่อชวยเรงปฏิกิริยาของ trypsin  

ประมาณ 3 นาที 
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5. ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ถาเซลลเริ่มหลุดออกจากกันแลว ใหดูด trypsin ออกจาก

ภาชนะใหหมด 

6. เติมอาหารเลี้ยงเซลล ลงไปประมาณ 3-5 ml ใช pipette ดูดขึ้น-ลง เพื่อใหเซลลหลุด

ออกจากภาชนะ (หามเคาะเซลล) แลวถายใส conical tube size 15 ml 

7. นําเซลลไปปนลางที่ 1,500 rpm อุณหภูมิ 25oC นาน 5 นาที 

8. เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้งไป เหลือแตสวนท่ีเปนเซลล 

9. เติมอาหารเพาะเลี้ยงลงไปใหม 1 ml และเคาะใหเซลลกระจายตัว 

10. ทําการนับเซลลเพื่อใหมีจํานวนเซลลเทากันในแตละการทดลอง หรือ pipette เซลล

มา 200 µl ลงไปในภาชนะเลี้ยงเซลลใบใหม (ภาชนะที่ใชเลี้ยงเซลล flask T-25) ที่มี

อาหารเพาะเลี้ยงเติมอยู 4 ml 

 

การนับเซลลโดย hemocytometer counting chamber [1] 

1. ดูดสารแขวนลอยที่มีเซลลกระจายอยูมา 10 µl ผสมกับ trypan blue 10 µl ทิ้งไว

อยางนอย 1 นาที  

2. นําไปนับเซลลดวย hemocytometer counting chamber  

 

วิธีการคํานวณ 

ชองตารางสี่เหลี่ยมจตุรัสของ hemocytometer counting มีปริมาตร  

= 1 mm (ขาง) x 1 mm (ขาง) x 0.1 mm (ลึก) 

= 0.1 mm3 

  ดังนั้น ปริมาตร 0.1 mm3 = 10-4 mm 

 เพราะฉะนั้น dilution faction       = 10,000 

 

 ตัวอยางการคํานวณ 

 สมมติวา มีสารแขวนลอย 5 ml นับจํานวนเซลลได 80 เซลล = 5 x 80 x 104 

 เพราะฉะนั้นในสารจะแขวนลอย 5 ml มีเซลลท้ังหมด           = 400 x 104 

                                                                                                    = 4 x 106     เซลล 
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5. ศึกษาการบาดเจ็บและการตายของเซลลจากพิษงูแมวเซา ท่ี Dose และ Time  

   dependence 

5.1 การศึกษาการตายของเซลลดวยการยอม Trypan blue exclusion assay [28] 

      เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ

ปริมาณ 300 µl/ well  

      การศึกษา dose dependence ใชพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอม

เซลลของ trypan blue  

      การศึกษา time dependence ใชพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml  บมเพาะ

เซลลเปนเวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอมเซลล

ของ trypan blue  

 

วิธีการยอม Trypan blue 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน 37oC 2 ครั้ง 

2. เติม trypan blue 250 ml ใหทวมเซลลที่ทําการยอม นาน 5 นาที 

3. ลางสีสวนเกินดวย PBS อุน อีก 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

4. นําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน light microscope 

ผลการยอม   เซลลมีชีวิตไมติดสี 

                    เซลลตายติดสีฟา 

 

5.2 การศึกษาการตายของเซลลดวย Propidium iodide assay [36] 

      เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ

ปริมาณ 300 µl/ well  

     การศึกษา dose dependence ใชพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอม

เซลลของ propidium iodide 

    การศึกษา time dependence ใชพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml  บมเพาะ

เซลลเปนเวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอมเซลล

ของ propidium iodide 
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วิธีการยอม Propidium iodide 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน 37oC 2 ครั้ง 

2. ยอมสี Propidium iodide/RNase A staining buffer 250 ml หรือใหทวมเซลลท่ี

ทําการยอม นาน 30 นาที ในที่มืด 

3. ลางสีสวนเกินดวย PBS อุน อีก 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

4. นําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซ็นต 

ผลการยอม   เซลลมีชีวิตไมติดสี 

                    เซลลตายติดสะทอนแสงสีแดง 

 

5.3 การวัดการหลั่งเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) [41] 

      โดยใชชุดตรวจวัดสําเร็จ CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay  

ของบริษัท Promega ตรวจวัดดวยเครื่อง micropate reader ที่ความยาวคลื่น 492 nm เพาะเลี้ยง

เซลลใน 24 well plate, ปริมาณเซลล 3.75 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบปริมาณ 200 µl/well 

plate 

      ทําการวัดอัตราการบาดเจ็บของเซลลดวยการวัดความเขมขนของ LDH ที่ปลดปลอย

ออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะดวยพิษงูแมวเซา โดยในการศึกษา dose dependence ใชความ

เขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

และในการศึกษา time dependence ใชความเขมขนของพิษงูแมวเซา 100 µg/ml  บมเพาะเปน

เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ 

 

      ขั้นตอนการเก็บเซลล 

1. เก็บ supernatant พรอมท้ังวัดปริมาณสาร 

1.1 ปนแยก pellet ดวยความเร็วรอบ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 

1.2 แยก supernatant กับ pellet ออกจากกัน 

1.3 วัดปริมาณ supernatant ที่แยกได 

1.4 เก็บ pellet เอาไวไปทําการทดลองตอไป 

2. ลางเซลลใน plate ดวย PBS อุน ปริมาณ 1 ml 2 ครั้ง 

3. นํา pellet ที่เก็บไวมารวมกับเซลลใน plate จากนั้นนําไป lysis เซลล ดวย 0.8% 

triton x ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 45 นาที 

4. เก็บ sediment  

4.1 ปนแยก pellet ดวยความเร็วรอบ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 
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4.2 แยก supernatant กับ pellet ออกจากกัน 

4.3 วัดปริมาณ supernatant ที่เหลือ 

      

 ขั้นตอนการตรวจวัด LDH 

ขั้นตอนตามชุดตรวจวัด CytoTox 96® non-ratioactive cytotoxicity assay kit  

(Promega corporation, cat. No. G1780) 

1. ปเปตสารตัวอยาง 50 µl ลงใน 96 well pate 

2. เติม substrate mix 50 µl บม 30 นาที ในที่มืด 

3. เติม stop solution 50 µl  

4. วัดที่ OD 492 nm ดวยเครื่อง microplate reader 

 

ขั้นตอนการหาเปอรเซ็นต LDH 

นําคา LDH ที่ไดจากการวัด OD 492 nm ดวยเครื่อง microplate reader ของ  

supernatant และ sediment มาคูณกับปริมาณสารของตัวเอง จากนั้นนําไปคิดสัดสวน LDH 

release จาก supernatant ตอ total LDH 

 

5.4 การตรวจวัดการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium iodide-labeling flow  

    cytometry [15] 

เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ 

ปริมาณ 300 µl/well pate 

      ทําการยอมเซลลดวย annexin V/propidium iodide นับจํานวนเซลลที่ติดสีดวย

เครื่อง flow cytometry เมื่อบมเพาะดวยพิษงูแมวเซา โดยในการศึกษา dose dependence ใช

ความเขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเปนเวลา 24 

ชั่วโมง และในการศึกษา time dependence ใชความเขมขนของพิษงูแมวเซา 500 µg/ml  บม

เพาะเปนเวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ 

 

วิธีการยอม Annexin V/Propidium iodide 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน ปริมาณ 1 ml 2 ครั้ง 

2. Trypsinized  100 µl อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยอาหารเลี้ยง

เซลล 200 µl 

3. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที  
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4. ยอมดวย annexin V 2.5 µl  นาน 15 นาที ในท่ีมืด 

5. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 2 ครั้ง 

6. ยอมดวย PI 50 µl  นาน 30 นาที 

7. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 2 ครั้ง 

8. Transfer ลง tube flow 

9. ตรวจวัดดวย flow cytometery ภายในหนึ่งชั่วโมง 

 

6. การศึกษาผลของพิษงูแมวเซาท่ีผลตอระดับ minute injury 

6.1 ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองผาน (Transmission 

electron microscopy; TEM) [59] 

      ชนิดของตัวอยาง 

Control sample: normal HK-2 cell  

Treated sample: HK-2 cell ที่ทดสอบกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 100 µg/ml นาน   

                           15 นาที 

 

ขั้นตอนการ Fixative 

1. นําเซลลเพาะเลี้ยง ลางดวย media free serum หรือ PBS อุน 2 ครั้งทําการเก็บ

เซลลเพาะเลี้ยงดวย scarper แลวยายเซลลลงใน micro tube ปนดวยความเร็ว 

2,000 rpm นาน 5 นาที ดูด supernatant ทิ้งไปดวย pipette 

2. Prefixed ดวย 2% gluteraldehyde ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไมเติมสวนประกอบอ่ืน 

นาน 2 ชั่วโมง ปนทิ้งที่ 2,000 rpm นาน 5 นาที  

3. ลางดวย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ปนลางที่ 2,000 rpm นาน 5 นาที  

4. Postfixed ดวย 2% osmium tetroxide นาน 1 ชั่วโมง ปนทิ้งที่ 14,000 rpm นาน 

5 นาที 

5. ลางดวย PBS 1 ครั้ง ปนลางท่ี 14,000 rpm นาน 5 นาที 

 

ขั้นตอนการ Dehydration 

1. ดึงน้ําออกจากเซลลดวย ethanal series 50%, 70%, 80%, 95% 2 ครั้ง, 100% 

3 ครั้ง  นาน 5 นาที ปนท้ิงที่ 14,000 rpm นาน 5 นาที  

2. ดึงน้ําออกจากเซลลดวย 100% propylene oxide 2 ครั้ง นาน 5 นาที ปนท้ิงที่ 

14,000 rpm นาน 5 นาที  
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ขั้นตอนการ Infiltration 

1. เติม 100% propylene oxide : resin 1:1 นาน 3 ชั่วโมง ดูด supernatant ทิ้งไป

ดวย dropper  

2. เติม 100% resin นาน 18 ชั่วโมง  

 

ขั้นตอน Embedding และ Polymerization 

1. วาง specimen ลงในแมพิมพพลาสติก ติดกระดาษ label ที่มีรายละเอียดของ

ตัวอยาง เติม epoxy ประมาณ ½ - ¾ ของแมพิมพ 

2. นําไปอบใน incubator อุณหภูมิ 60oC นาน 2 วัน 

 

ขั้นตอน Sectioning 

Thick section 

1. เมื่อไดบล็อกตัวอยางแลวนําไป trim พลาสติกสวนเกินดวยใบมีดโกน 

2. ตัด section ใหมีความหนาประมาณ 0.5 µm ดวยเครื่อง ultramicrotome 

3. นํา section ที่ไดไปยอมดวย Toluidine blue แลวนําไปตรวจดูภายใต light 

microscope เพื่อเลือกบล็อกตัวอยางที่ตองการนําไปยอมเพื่อตรวจดูภายใต 

electron microscope  

4. เมื่อไดบล็อกและบริเวณท่ีตองการแลว นําบล็อกไปตัดใหหนาบล็อกเปนรูป

สี่เหลี่ยมคางหมู เพื่อใหการตัด section เปน series section ไดงายขึ้น 

Thin section 

1. ตัด section ใหมีความหนา 60-90 nm ดวยมีดเพชร  

2. นํา section ที่ไดวางบน copper grid,  air dye 

 

ขั้นตอนการ Stain 

1. ควํ่า copper grid ดานที่มี section ลงบนหยด uranyl acetate ที่หยดบน 

paraffilm ครอบดวยฝา petridish เพื่อปองกันการ contaminate บมนาน 30 

นาที 

2. ฉีดลางดวยกระบอกฉีด copper grid  ดวยน้ํากลั่น จากนั้นจุมลางในนํ้ากลั่นใน

บีกเกอรอีก 2 ครั้ง แลวนําไปแกวงลางน้ํากลั่นใน petridish อีก 1 ครั้ง 

3. ซับ copper grid ใหแหงดวยกระดาษกรอง 
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4. ควํ่า copper grid ดานที่มี section ลงบนหยด lead citate ที่หยดบน paraffilm 

วางผลึก NaOH ลงขาง copper grid เพื่อชวยดูดความชื้น ครอบฝาดวย 

petridish เพื่อปองกันการ contaminate บมนาน 30 นาที ในท่ีมืด 

5. ลางนํ้ากลั่นดวยขั้นตอนเดิม 

ทําการตรวจสอบดวยกลองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองผาน 

 

6.2 การศึกษา sodium transcellular ดวยเทคนิค western blot [56] 

เพาะเลี้ยงเซลลใน 6 well plate, ปริมาณเซลล 10 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ 

ปริมาณ 500 µl/well plate 

      ทําการทดสอบเซลลดวยพิษงูแมวเซาท่ีเขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  ณ เวลา 24 ชั่วโมง  

      ปริมาณโปรตีนที่ใชในการทดลองคือ 150 และ 500 µg   

  :   

      วิธีการสกัดโปรตีนจาก cell sediment 

1. ทิ้ง media ออกไป แลวลางเซลลใน plate ดวย PBS เย็น 2 ครั้ง 

2. สกัดโปรตีนดวย lipa buffer : protease (50:1) ปริมาณ 200 µl/1 well in 6 well 

plate วางในกลองน้ําแข็ง เขยา plate นาน 30 นาที 

3. ดูดสารละลายเก็บใน microtube 

4. นําไปปนที่ 14,000 rpm 4oC นาน 10 นาที  

5. เก็บ supernatant นําไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry method 

 

      วิธีการทํา Western blot 

1. Gel electrophoresis (mini gel) 

1.1 ประกอบชุด cast gel ตามวิธีของแตละชุด cast gel 

1.2 ผสม separating gel solution โดยเติม running gel solution ลงไป

ประมาณสองในสามของแซนวิชเจล (sandwich gel) 

 Running gel solution (for 7.5% gel. 2 pieces) 

30% Acrylamide 29:1 Bis......................2.25 ml 

1.5  M Tris/HCl pH=8.8...........................3.0 ml 

dH2O ...................................................6.65 ml 

10% SDS ............................................46.66 µl 
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10% Ammonium persulfate ............... 46.66 µl 

TEMED ...............................................13.34 µl 

 

หลอหนาเจลดวยน้ํากลั่น เพื่อใหหนาเจลเรียบเสมอกัน รอให gel 

polymerize ประมาณ 45-60 นาที จากนั้นจึงเติม stracking gel solution 

 Stacking gel solution (for 4% gel. 2 pieces) 

30% Acrylamide 29:1 Bis......................0.6 ml 

1.0  M Tris/HCl pH=6.8.........................1.5 ml 

dH2O .................................................3.72 ml 

10% SDS ...............................................60 µl 

10% Ammonium persulfate .................. 60 µl 

TEMED ....................................................6 µl 

 

      ใส comb ลงในแซนวิชเจล รอให gel polymerize ประมาณ 30-45 นาที 

 

1.3 นํา comb ออกภายใต running buffer ระวังอยาให well บิดเบียวหรือขาด

ออกจากกัน จากนั้นลางเศษเจลออกจาก well ใหหมด เพื่อให band ที่

เกิดขึ้น มีลักษณะเรียบตรง 

1.4 ผสมโปรตีนที่ความเขนขน 150 และ 500 µg กับ sample buffer heat  95oC 

นาน 5 นาที load ลงไปใน well ของ acrylamide gel - SDS page 

1.5 Run gel, constant volt 120 Vote นานประมาณ 1.30 ชั่วโมง 

1.6 แกะเจล แลวนําเจลที่ run เสร็จแลว ไป transfer สูแผน PVDF membrane 

ตอไป 

2. Transfer 

2.1 นําเจลมาแชใน transfer buffer 

2.2 ตัดแผน PVDF membrane 1 ชิ้น, และ Whatman 3mm filter paper 2 ชิ้น 

ใหมีขนาดเทาเจล 

2.3 ลางแผน PVDF membrane ดวย methanol 10 วินาที แลวนําไปลางในน้ํา

กลั่น 10 นาที จากนั้นนําไปแชใน transfer buffer 

2.4 แช whatman 3mm filter paper และ scotch-brite pads ลงใน transfer 

buffer 



 

 

34 

2.5 เรียงลําดับจากขั้วลบไปขั้วบวก ดังนี้ 

1) ขั้วลบ 

2) Scotch-Brite pads 

3) Whatman 3mm filter paper 

4) แผนเจล 

5) PVDF membrane 

6) Whatman 3mm filter paper 

7) Scotch-Brite pads 

8) ขั้วบวก 

2.6 Transfer ใน transfer buffer, constant amp 300 mAmp. นาน 2 ชั่วโม 

2.7 เมื่อครบเวลา นําเจลที่ผานการ transfer แลว ไปยอมใน coomassie brilliant 

blue R-250 staining solution เพื่อตรวจสอบวามีโปรตีนเหลืออยูหรือไม 

และนําแผน PVDF membrane ไปยอมอิมมูโนตอไป 

3. Immunodetection 

3.1 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS buffer 3 x 10 นาที ใน shaking 

3.2 Block non-specific protein ดวย 5% nonfat dry milk นาน 2 ชั่วโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง 

3.3 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.4 บมดวย primary antibody (NHE3) overnight ที่อุณหภูมิ 4oC 

3.5 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.6 บมดวย secondary antibody (anti-mouse) นาน 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 

3.7 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.8 บมดวย chemiluminescent substrate นาน 10 นาที 

3.9 ตรวจดวย chemiluminescent detection 

4. Reprobe western blot 

4.1 แชแผน membrane ใน stripping buffer ที่อุณหภูมิ 50oC นาน 30 นาที บน 

shaker 200 rpm. 

4.2 ลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.3 Block non-specific protein ดวย 5% nonfat dry milk นาน 2 ชั่วโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง 

4.4 บมดวย primary antibody (ß-actin) overnight ที่อุณหภูมิ 4oC 
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4.5 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.6 บมดวย secondary antibody (anti-mouse) นาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

4.7 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.8 บมดวย chemiluminescent substrate นาน 10 นาที 

4.9 ตรวจดวย chemiluminescent detection 

 

การเก็บรวบรวมขอมูล 

 ผูวิจัยเปนผูรวบรวมขอมูลการทดลองและบันทึกผลการทดลองดวยการจดบันทึก โดยมี

อาจารยที่ปรึกษาเปนผูควบคุมและใหคําปรึกษา 

 

การวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลที่ไดจากการทดลองบันทึกคาเปน mean ± SEM ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ย

ของกลุมตัวอยางโดยใช paired t-test กําหนดใหมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

1. ผลการหาคา Median lethal dose (LD50) ของ lyophilized Russell’s viper venom 

ผลการฉีดพิษงูแมวเซาท่ีบริเวณหลอดเลือดดําท่ีหางหนู (intravenous injection) โดย

เลือกปริมาณความเขมขนของพิษงูแมวเซาจากคาความเปนพิษที่มีรายงานไว (จากสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย) มาเปนเกณฑในการเจือจางพิษงูแมวเซาใหไดความเขมขนตางๆ ท่ีเหมาะสม

สําหรับการวัดความเปนพิษของพิษงูแมวเซา โดยติดตามผลการตายของหนูเปนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง 

ตารางที่ 9 แสดงจํานวนหนูตายหลังจากไดรับพิษงูแมวเซาความเขมขนตางๆ โดยใช 

                dilutionfactor=1.2 

Conc. of RVV 

(µg/ml) 

จํานวน

หนูที่ใช 

จํานวน

หนูตาย 

Accumulative Mortality Dose/mouse 

(µg/mouse) 
die survive ratio % 

37.5 3 3 5 0 5/5 100 7.5 

31.25 3 2 2 1 2/3 66.67 6.25 

26.04 3 0 0 4 0/4 0 5.21 

 

เมื่อไดคาที่ครอบคลุมอัตราการตายของหนู 3 คา คือ จํานวนหนูตายทั้งหมด หนูตายบางสวน และ

หนูรอดชีวิตทั้งหมดมาแลว จะนําคาของหนูตายบางสวนมาคํานวณ ดังน้ี 

 

การคํานวณ 

 Log LD50 = log Da – ( proportional distance ) ( log df )  

 

Da = 6.25 [ venom dose which obtaived percent death next above 50% ] 

 df = 1.2 [ dilution faction ] 
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Proportional distance =  y – c 

   y – x 

c = 50 [ constant 50% death of animals ] 

y = 66.67 [ percent death of animals at the venom dose with obtained   

      percent death next above 50% ] 

x = 0 [ percent death of animals at the venom dose with obtained percent  

      death next below 50% ] 

 

Proportional distance =  66.67 – 50 

   66.67 – 0 

    = 16.67 

        66.67 

    = 0.25 

 

                           Log LD50 = log 6.25 – (0.25) (log 1.2) 

    = 0.79588 – (0.25) (0.0791812) 

    = 0.79588 – 0.0197953 

    = 0.7760847 

      LD50 = 5.98 

       

ดังนั้นพิษงูแมวเซาแหงรุนการผลิตนี้ มีคา median lethal dose (LD50) ประมาณ 5.98 

µg/mouse 

 

2. ผลการแยก Protein fraction 

จากการแยกพิษงูแมวเซา 100 mg/ml จํานวน 1 ml ดวย Sephadex G-75 (superfine) 

คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS buffer pH 7.4 พบวาไดแยกพิษงูแมวเซาได 

4 fractions   
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รูปท่ี 3 แสดงโครมาโตแกรม (chromatogram) ของพิษงูแมวเซา 100 mg ซึ่งแยกโดยการผาน  

Sephadex G-75 (superfine) column ขนาด 2.5 x 29 cm ชะดวย 10 mM TBS buffer 

pH 7.4 เก็บสารละลายจากคอลัมนหลอดละ 2 ml;  

Fr.I=fraction I, Fr.II=fraction II, Fr.III=fraction III และ Fr.IV=fraction IV 

 

จากน้ันทําการเก็บ product ภายใตแตละ peak มา pool รวมกันเปน fraction แลวนําแต

ละ fraction ที่เก็บไดมาหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford protein assay วัด OD ที่ 595 nm 

ดวยเครื่อง spectrophotometer หาสัดสวนแตละ fraction เปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบกับ crude 

venom ความเขมขน 100 mg/ml ซึ่งเปนปริมาณสารต้ังตนที่ใชในการแยก fraction ดวยเทคนิค

คอลัมนโครมาโตกราฟ 

 

ตารางที่ 10 แสดงปริมาณโปรตีนของแตละ fraction ดวยวิธี Bradford protein assay  

Fraction Tube position Total volumes Protein conc. Total protein  Percent 

  (No.) (ml)  (ug/ml)  (ug) (%) 

Fraction I 28-36 18 669.80 12,056.40 20.51 

Fraction II 41-53 26 1,538.00 39,988.00 68.04 

Fraction III 54-64 22 96.70 2,127.40 3.62 

Fraction IV 65-76 24 36.30 871.20 1.48 

Crude venom 100 mg/ml - - 58,770.00 58,770.00 100.00 

Tube number 

Fr.I 

Fr.II 

Fr.III 

Fr.IV 
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3. ขั้นตอนการตรวจสอบ fraction ท่ีแยกได 

 

3.1 ผลการทดสอบปฏิกิริยา Protease & Metalloproteinase 

       จากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ protease และ metalloproteinase ในพิษงูแมวเซา

เมื่อเปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน tyrosine ไดผลดังแสดงในตารางที่ 11 

 

               
 

รูปท่ี 4  แสดงความสัมพันธระหวางคา OD กับปริมาณกรดอะมิโนมาตรฐาน Tyrosine โดยวิธี 

Sigma’s Non-specific Protease Activity Assay – Casein as a Substrate 

 

ตารางที่ 11  แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Protease & Metalloproteinase ในพิษงูแมวเซา 

                  แยกสวน 

RVV EDTA OD 660 nm uM U/ml solid U/mg protein 

Fr. I - 0.1562 59.08 51.69 59.03 

  + 0.1314 49.54 43.35 49.50 

Fr. II - 0.1283 48.35 42.30 21.80 

  + 0.1337 50.42 44.12 22.73 

Fr. III - 0.1399 52.81 46.21 91.27 

  + 0.1700 64.38 56.34 111.28 

Fr. IV - 0.1216 45.77 40.05 61.49 

  + 0.1352 51.00 44.63 68.51 
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     ผลจากตารางท่ี 11 บงชี้วา fraction I มีปริมาณ protease enzyme มากที่สุด และเมื่อ

เติม EDTA เพื่อยับย้ังปฏิกิริยาของ metalloproteinase พบวาปฏิกิริยาของ protease enzyme 

ลดลง แสดงวาเปนอนุพันธของ protease enzyme ในกลุมของ metalloproteinase 

 

3.2 ผลการทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 

     จากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Phospholipase A2 เมื่อเปรียบเทียบกับการเปลี่ยน

ของคา absorbance 0.1 AU ที่ความยาวคลื่น 425 nm ของ substrate จะมีคาเทากับ 25.8 

nmoles ของ chromophore ที่ถูกปลดปลอยออกมา ไดผลดังแสดงในตารางที่ 12 

 

ตารางที่ 12 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Phospholipase A2 ในพิษงูแมวเซาแยกสวน 

 

Fraction OD 425 nm nm/mg 

Fr. I 0.01970 11.60593792 

Fr. II 1.36170 361.9606037 

Fr. III 0.05815 59.25798654 

Fr. IV 0.01635 12.95045529 

ผลจากตารางท่ี 12 พบวา fraction II มีปฏิกิริยาของเอนไซม phospholipase A2 มาก

ที่สุด 

 

4. ผลการเพาะเลี้ยง HK-2 cell 

เซลล HK-2 cell ที่โตประมาณ 90%  กอนนํามาทดสอบกับพิษงูแมวเซาโดยสวนประกอบ

ของอาหารคือ DMEM supplemented with 10% FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin 

เพาะเลี้ยงในตูอบ 37 oC ที่มี water vapor saturated 5% CO2/95% air (รูปที่ 5) 
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รูปท่ี 5 แสดง HK-2 cell ที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีประกอบดวย DMEM supplemented with 10%  

    FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin เพาะเลี้ยงในตูอบ 37oC ที่มี water vapor       

    saturated 5% CO2/95% air ซึ่งโตประมาณ 90% กอนนํามาทดสอบกับพิษงูแมวเซา 

 

5. ศึกษาการบาดเจ็บและการตายของเซลลจากพิษงูแมวเซาท่ี Dose และ Time 

dependence 

 

5.1 ผลการศึกษา dose dependence 

 

ก) การศึกษาอัตราการตายดวยวิธี Trypan blue exclusion method  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml และบมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง  ดังแสดงในรูปที่ 6 พบวา control cell ท่ีไมได

ใสพิษงูมีอัตราการตายนอยกวารอยละ 1 สวนกลุม treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่ความเขมขน 

10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายรอยละ 7 ขึ้นไป เมื่อสังเกตลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลลพบวาเซลลมีการหดตัว (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 6D) ทําใหเกิด

ชองวางระหวางเซลล (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 6F) นอกจากนี้เซลลยังมีลักษณะเปอยยุย

มากขึ้นเมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูที่มีความเขมขนสูงขึ้น เซลลตายจะติดสีฟาของ trypan blue 

(ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปท่ี 6B) 
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รูปท่ี 6 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวย 

 พิษงูแมวเซาท่ีมีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 2 

 ชั่วโมง ดวยเทคนิด Trypan blue staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  

 (light microscope; X200) 

 A=Control cell (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

 B=Treated cell RVV dose 10 µg/ml,  

 C=Treated cell  RVV dose 50 µg/ml,  

 D=Treated cell RVV dose 100 µg/ml,  

 E=Treated cell RVV dose 500 µg/ml,  

 และ F=Treated cell RVV dose 1,000 µg/ml 

A B 

C D 

E F 
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ข) การศึกษาอัตราการตายดวยการยอม Propidium iodide (PI)  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml และบมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวา control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีอัตราการ

ตายนอยกวารอยละ 1 สวนกลุม treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายรอยละ 11 ขึ้นไป ดังแสดงในรูปที่ 7 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

            

 

                    
 

รูปท่ี 7 แสดงปริมาณการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซาที่ 

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวย  

เทคนิค Propidium iodide staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรส   

เซนต  

F 

C D 

E F 

A B 
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 (fluorescent microscope; X200) 

 A=Control cell (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

 B=Treated cell RVV dose 10 µg/ml,  

 C=Treated cell  RVV dose 50 µg/ml,  

 D=Treated cell RVV dose 100 µg/ml,  

 E=Treated cell RVV dose 500 µg/ml,  

 และ F=Treated cell RVV dose 1,000 µg/ml 

           

  เมื่อนับจํานวนการตายของ HK-2 cell เปรียบเทียบกันระหวางการยอมสี trypan  

blue และ  propidium iodide พบวามีอัตราการตายเปนไปในทิศทางเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

 
 

รูปท่ี 8 กราฟแสดงอัตราการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เปรียบเทียบระหวางการยอมสี  

          trypan blue และ  propidium iodide ของ dose dependence 

 

 

ค) การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงู การวัดอัตราการ 

บาดเจ็บดวยการวัดระดับ LDH ทําการวัดใน control cell และวัด treated cell ที่ทําการทดสอบ

กับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง คิดเปน

เปอรเซ็นตเปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวาความเขมขนของพิษงูแมวเซาที่ทําให

เซลลมีการปลอย LDH ออกมามากขึ้นที่สุด คือ 100 µg/ml (รูปที่ 9) 

 

 



 

 

45 

 

 

 

            
* Value significantly different from control group, P<0.05 

 

รูปท่ี 9 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ไดรับ 

          การบมเพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปน 

          เวลา 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment  

 

 

   ง) การศึกษาลักษณะการตายของเซลล การศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin 

V/Propidium iodide-labeling flow cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาท่ีความ

เขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชสาร Mitomin C (MMC) 

เปน positive control พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตลดลงเมื่อบมดวยพิษงูที่มีความเขมขนมาก

ขึ้น (รูปที่ 10)  และชนิดการตายของเซลลเปนแบบ necrotic cell (รูปท่ี 11)   

 

 

* * * 

* 
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             * Value significantly different from control group, P<0.05 

รูปท่ี 10 กราฟแสดงอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell หลังจากเซลลไดรับการบม

เพาะกับพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

             
             * Value significantly different from control group, P<0.05; Necrotic cells group 

 * *Value significantly different from control group, P<0.05; Apoptotic cells group 

รูปท่ี 11 กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell หลังจากเซลลไดรับการบม

เพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

* * * * * 

* 

** ** 

* 

* * * 
* * 



 

 

47 

5.2 ผลการศึกษา time dependence 

ก)  การศึกษาอัตราการตายดวยวิธี Trypan blue exclusion method  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml เปน

เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง  ดังแสดงในรูปที่ 12 พบวา control cell ที่ไมไดใสพิษงูมี

อัตราการตายนอยกวารอยละ 1  สวนกลุม treated cell ที่มีอัตราการตายรอยละ 1 ขึ้นไป ที่เวลา 

6, 8, 10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง เซลลมีอัตราการตายมากขึ้นตามลําดับ เมื่อสังเกตลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลลพบวาเซลลมีการหดตัว (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12D)  ทําใหเกิด

ชองวางระหวางเซลล (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12G)  นอกจากนี้เซลลยังมีลักษณะเปอยยุย

มากขึ้นเมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีระยะเวลาที่มากขึ้น เซลลตายจะติดสีฟาของ trypan blue 

(ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12C)  

 

 
 

        
 

          

A 
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รูปท่ี 12 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวย

พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ดวย

เทคนิค Trypan blue staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  

   (light microscope;  X200) 

   A=Control cell 24 hours (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

   B=Treated cell 6 hours,  

   C=Treated cell 8 hours,   

   D=Treated cell 10 hours,  

   E=Treated cell 12 hours, 

   F=Treated cell 18 hours,  

  และ G=Treated cell 24 hours 

 

ข) การศึกษาอัตราการตายดวยการยอม Propidium iodide (PI)  ทําการศึกษาอัตรา 

การตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml โดย

นิวเคลียสยอมติดสีของ PI เปนสีแดงเน่ืองจากดูดกลืนแสงสีเขียว ดวยกลอง fluorescent  พบวา 

nucleus ของ control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีการติดสีของ PI มีอัตราการตายนอยกวารอยละ 1  

สวนกลุม test มีอัตราการตายรอยละ 4 ขึ้นไป และมีอัตราการตายสูงขึ้นตามลําดับ ที่เวลา 6, 8, 

10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 13 
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รูปท่ี 13 แสดงปริมาณการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซา

เขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ดวยเทคนิด 

Propidium iodide staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต  

   (fluorescent microscope; X200) 

 A=Control cell 24 hours (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

   B=Treated cell 6 hours,  

   C=Treated cell 8 hours,   

   D=Treated cell 10 hours,  

   E=Treated cell 12 hours, 

   F=Treated cell 18 hours,  

   และ G=Treated cell 24  

 

 

      เมื่อเปรียบเทียบอัตราการตายของ HK-2 cell ระหวางการยอมสี trypan blue และ  

propidium iodide พบวามีอัตราการตายเปนไปในทิศทางเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 14 

 

   
 

รูปท่ี 14 กราฟแสดงอัตราการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 

ชั่วโมง เมื่อบมเพาะกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 1,000 µg/ml โดยการยอมสีเซลลดวย 

trypan blue และ propidium iodide  
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ค) การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงู  ทําการวัดอัตราการ 

บาดเจ็บของเซลลดวยการวัดความเขมขนของ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะ

ดวยพิษงูแมวเซา ความเขมขน 100 µg/ml  ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยคาความ

เขมขน 100 µg/ml ของพิษงูแมวเซาไดมาจากคาท่ีสูงที่สุดในการปลดปลอย LDH จากการศึกษา

การบาดเจ็บของเซลลท่ีทําการทดสอบกับพิษงูดวยความเขมขนตางๆ กัน คิดเปนเปอรเซ็นต

เปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวา HK-2 cellหลั่ง LDH สูงที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมง 

(รูปที่ 15) 

 

              
 * Value significantly different from control group, P<0.05 

รูปท่ี 15 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) หลังจากเซลลเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell

ไดรับการบมเพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 

และ 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment 

 

   ง) การศึกษาลักษณะการตายของเซลล การศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin 

V/Propidium iodide-labeling flow cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาท่ีความ

เขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยคาความเขมขนของพิษงูแมวเซาที่

มีคาสูงที่สุดในการศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium iodide-labeling flow 

cytometry คือ 1,000 µg/ml แตท่ีความเขมขนของพิษระดับนี้มีผลทําใหเซลลออนแออยางรุนแรง 

เมื่อนําไปปนลางตามกระบวนการยอมสี annexin V และ propidium iodide มีผลทําใหเซลลมี

อัตราการตายเพิ่มมากขึ้นจากกระบวนการดังกลาว ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขนที่มีอัตราการตาย

สูงรองลงมาคือ ความเขมขน 500 µg/ml มาทําการทดสอบกับเซลล พบวาเซลลมีอัตราการรอด

ชีวิตไมแตกตางกัน (รูปที่ 16)  ชนิดการตายของเซลลเปนแบบ necrotic cell (รูปท่ี 17)  

* 

* 

* 

* 
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 * Value significantly different from control group, P<0.05 

 # Value significantly different from 6 hours, P<0.05 

รูปท่ี 16 กราฟแสดงการมีชีวิตรอดของเซลล หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cellไดรับการบมเพาะ

ดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง  

 

        
         * Value significantly different from control group, P<0.05; Necrotic cells group 

         * *Value significantly different from control group, P<0.05; Apoptotic cells group 

รูปท่ี 17 กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลล หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cellไดรับการบม

เพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 

ชั่วโมง  

* 
* 

*,# *,# *,# 

*,# 
* 

 

* 

* 

** 

* 

** 
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6. การศึกษาผลของพิษงูแมวเซาท่ีผลตอระดับ minute injury 

 

6.1  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล  (ultrastructure 

cell morphology) โดยเทคนิค transmission electron microscopy (TEM) 

       นํา HK-2 cell มาทดสอบกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 100 µg/ml นาน 15 นาที 

แลวนํามา process ตามขั้นตอนการเตรียม specimen สําหรับตรวจดวยกลอง transmission 

electron microscopy   ดังแสดงในรูปท่ี 18  

       เมื่อตรวจสอบชนิดการตายของเซลล พบวาเซลลมีการตายทั้งสองลักษณะ คือแบบ 

apoptosis (รูปที่ 18A แสดงการตายแบบ apoptotsis ในระยะ eary state) และแบบ necrosis 

(รูปที่ 18B) แตมีการตายแบบ necrosis มากกวา โดยการตายแบบ apoptosis เซลลจะมีลักษณะ

หดตัวเล็กลง (cell shrinkage) โครมาตินหนาตัวขึ้น ดีเอ็นเอแตกเปทอน ตอมานิวเคลียสแตก

ออกเปนชิ้นๆ (nuclear fragmentation) เย่ือหุมเซลลปูด พองมีลักษณะเปนถุงเล็กๆ (membrane 

blebbing) และในที่สุดเซลลแตกออกเปนชิ้นสวน (cell fragmentation), สวนการตายแบบ 

necrosis เซลลจะมีลักษณะการบวมของเซลล การยอยสลายโครมาติน และการเสื่อมสภาพของ

เย่ือหุมเซลลและเย่ือหุมออรแกเนลล ในระยะตอมาจะเกิดการยอยสลายดีเอ็นเอ การเกิดชองวาง 

(vacuolation) ของเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) การสลายของออรแกเนลล 

และเกิดการสลายเซลล หลังจากเย่ือหุมเซลลแตกสลายจะมีการปลอยองคประกอบภายในเซลลซึ่ง

ทําใหเกิดการอักเสบ  

      ผนังเซลล (cell wall) ของ treated cell มีการฉีกขาด (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 

18D) ในขณะที่ control cell ผนังเซลลมัลักษณะปกติ ไมพบการฉีกขาด (รูปที่ 18C) 

      Mitochondria ของ treated cell มีการบวมพองออกอยางเห็นไดอยางชัดเจน cistre 

มีการแตกหักออก จน mitochondria ใสมากขึ้น (รูปที่ 18F) ไมเห็นเปนสีเขมเมื่อเปรียบเทียบกับ

control cell (รูปที่ 18E) 

      Endoplasmic  reticulum ของ treated cell มีการบวมพอง โปงออกอยางเห็นได

อยางชัดเจน (รูปที่ 18H) เมื่อเปรียบเทียบกับ control cell (รูปที่ 18G) 

      Golgi apparatus ของ treated cell มีการบวมพองออก ไมจัดเรียงตัวเปนชั้นอยาง

เปนระเบียบ (รูปที่ 18J) เมื่อเปรียบเทียบกับ control cell (รูปที่ 18I) 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%A1�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A�
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รูปท่ี 18 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวย  

            transmission electron microscopy เมื่อใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml  

           บมเพาะนาน 15  นาที; 

A=แสดงการตายแบบ apoptosis,          B=แสดงการตายแบบ necrosis,  

C=Control cell แสดงลักษณะของผนังเซลลปกติ, 

D=Treated cell แสดงลักษณะของผนังเซลลที่มีการฉีกขาด,  

E=Control cell แสดงลักษณะของ mitochondria ปกติ, 

F=Treated cell แสดงลักษณะของ mitochondria ที่ผิดปกติ,  

G=Control cell แสดงลักษณะของ endoplasmic  reticulum ปกติ, 

H=Treated cell แสดงลักษณะของ endoplasmic  reticulum ที่ผิดปกติ,   

I=Control cell แสดงลักษณะของ golgi apparatus ปกติ,  

และ J=Treated cell แสดงลักษณะของ golgi apparatus ปกติ  

Control cell Treated cell G H 

I J 
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6.2 ผลการศึกษา sodium transcellular ดวยเทคนิค western blot 

sodium/hydrogen exchange 3 (NHE 3)เปนโปรตีนท่ีพบบริเวณ apical  

membrane ของไต มีหนาที่ในการควบคุมปริมาณโซเดียมและปริมาณการไหลผานของน้ํา  

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 ขนาด 85 kDa และ ß-actin ขนาด 42 

kDa โดยใช HK-2 cell lysised solution (sample) ที่มีความเขมขนโปรตีน 150 µg มาจับกับ

แอนติบอดีของ NHE 3 และ ß-actin พบวาไมมีการปรากฎขึ้นของโปรตีน NHE 3 (ไมแสดงผลการ

ทดลอง) สวนการปรากฎของโปรตีน ß-actin มีปริมาณลดลงเปนสองชวง คือชวงที่ HK-2 cell ถูก

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10-100 µg/ml และ 500-1,000 µg/ml โดยในชวงแรก

โปรตีน ß-actin จะลดลงเล็กนอย และในชวงท่ีสองโปรตีน ß-actin มีปริมาณลดลงอยางเห็นได

อยางชัดเจน (รูปที่ 19 A และตารางที่ 13) และเมื่อใช HK-2 cell lysised solution ที่มีความเขมขน

โปรตีน 500 µg การปรากฎของโปรตีน NHE 3 มีปริมาณลดลงเมื่อทดสอบกับพิษงูที่มีความ

เขมขนมากขึ้น และเมื่อทดสอบกับ fraction ของพิษงู พบวาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 มี

ปริมาณไมแตกตางกันในแตละ fraction (รูปที่ 19 B และตารางที่ 13) การปรากฎของโปรตีน ß-

actin มีปริมาณมากจนไมสามารถบอกความแตกตางระหวาง sample ได (รูปที่ 19 C) 

 

 

 

   
 

   
 

   
     

รูปที่ 19 แสดงการปรากฎของโปรตีนของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซา

ที่ความเขมขนตางๆ บมเพาะนาน 24 ชั่วโมง ตอแอนติบอดี ß-actin เมื่อใช sample ที่มี

A 

B 

C 

Protein conc. 150 µg 

ß-actin, 42 kDa 

Protein conc. 500 µg 

ß-actin, 42 kDa 

Protein conc. 500 µg 

NHE 3, 85 kDa 

Fr. IV Fr. III Fr. II Fr. I C 1000 C 500 C 100 C 10 C 50 Control 
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โปรตีนปริมาณ 150 µg (A), ตอแอนติบอดี sodium/hydrogen exchanger 3 [NHE 3] 

เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg (B) และตอแอนติบอดี ß-actin เมื่อ reprobe 

ซ้ําในแผนที่ใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg (C);  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

 

ตารางที่ 13 แสดงปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 150 µg 

และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg 

โดยใชคา raw volume ท่ีคํานวณจาก Gene snap software (Gene Tools; Syngene, 

MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอยของโปรตีน;  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

 

Raw  Protein conc. Lane1 Lane2 Lane3 Lane4 Lane5 Lane6 Lane7 Lane8 Lane9 Lane10 

volume (ug) Control C 10 C 50 C 100 C 500 C 1,000 Fr. I Fr. II Fr. III Fr. IV 

B-actin 150 357,069 268,194 275,874 283,963 60,123 36,603 47,053 30,474 28,206 30,442 

NHE 3 500 148,244 496,906 323,630 174,950 154,539 203,316 86,273 67,924 73,078 160,082 
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รูปที่ 20 กราฟแสดงคา raw volume ที่คํานวณจาก Gene snap software (Gene Tools; 

Syngene, MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอยของโปรตีน โดย

ปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 150 µg ดังรูป 

(A) และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 

µg ดังรูป (B);  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

A 

B 
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     A                                                       B 

    

     C                                                       D 

 

รูปที่ 21 กราฟแสดง ratio เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มี

โปรตีนปริมาณ 150 µg (A, B) โดย (A) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลควบคุมกับเซลลที่

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขนตางๆ, (B) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลที่ทดสอบกับ

พิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 100 µg/ml กับเซลลที่ทดสอบกับสารแยกสวนของพิษงู

แมวเซา, และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ท่ีปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีน

ปริมาณ 500 µg (C, D)โดย (C) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลควบคุมกับเซลลที่ทดสอบกับ

พิษงูแมวเซาท่ีความเขมขนตางๆ, (D) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลที่ทดสอบกับพิษงู

แมวเซาที่ความเขมขน 100 µg/ml กับเซลลที่ทดสอบกับสารแยกสวนของพิษงูแมวเซา;  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 
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7. ผลการศึกษา Fractions ของพิษงูแมวเซา 

 

7.1 ผลการศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวย fractions ของ

พิษงูแมวเซา ดวยการวัดอัตราการบาดเจ็บดวยการวัดระดับ LDH  

ทําการวัดปริมาณของ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะดวยสารแยก

สวนพิษงูแมวเซา โดย fraction I ใชความเขมขน 20.51 µg/ml, fraction II ใชความเขมขน 68.04 

µg/ml,  fraction III ใชความเขมขน 3.62 µg/ml และ fraction IV ใชความเขมขน 1.48 µg/ml บม

เพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวามี

เปอรเซ็นตของ LDH แตกตางกันในแตละ fraction เล็กนอย โดยใน fraction II มีคาการปลดปลอย 

LDH ใกลเคียงกับใน crude ของพิษงูมากท่ีสุด และเมื่อทําการวัดคาทางสถิติ พบวามีคาไม

แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p < 0.05, ขณะที่ fraction IV มีคาการปลดปลอย LDH มากที่สุด, 

fraction I มีคาการปลดปลอย LDH นอยที่สุด ซึ่งเมื่อทําการวัดคาทางสถิติ พบวามีคาไมแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 (รูปที่ 22) 

 

               

* Value significantly different from crude 100 µg/ml group, P<0.05 

รูปที่ 22 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) เมื่อเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ไดรับการ

บมเพาะดวย crude และ fractions ของพิษงูแมวเซา ที่มีความเขมขน 100 µg/ml นาน 

24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment; 

Control=เซลลควบคุม, Fr.I=fraction I, Fr.II=fraction II, Fr.III=fraction III, 

Fr.IV=fraction IV และ C100=Crude 100 µg/ml 

* 

* 

* * 
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7.2 ผลการศึกษา sodium transcellular ภายหลังการทดสอบดวย fraction ของพิษงู

แมวเซา ดวยเทคนิค western blot 

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน ß-actin ขนาด 42 kDa เมื่อทดสอบกับ fraction  

ของพิษงู พบวามีปริมาณโปรตีน ß-actin มีปริมาณไมแตกตางกันในแตละ fraction (รูปที่ 19 A, 

รูปท่ี 20 A, รูปท่ี 21 A,B และตารางท่ี 13) 

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 ขนาด 85 kDa พบวามีปริมาณลดลงเมื่อ 

ทดสอบกับ fraction ของพิษงู พบวามีปริมาณโปรตีน NHE 3 มีปริมาณไมแตกตางกันในแตละ 

fraction (รูปที่ 19 B รูปท่ี 20 B, รูปท่ี 21 C,D และตารางท่ี 13) 
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บทท่ี  5 

สรุปผลและวิจารณผลการวิจัย 

สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาวิจัยผลของพิษและสารแยกสวนจากพิษงูแมวเซาในการทดลองนี้สามารถ

สรุปผลการทดลองไดดังตอไปน้ี 

พิษงูแมวเซา (lyophilized Russell’s viper venom )รุนการผลิตน้ี ซึ่งใชตลอดการวิจัย มี

คา median lethal dose (LD50) 5.98 µg/mouse 

ผลการแยก protein fraction ของพิษงูแมวเซารุนการผลิตน้ี ดวยเทคนิคคอลัมนโครมา

โตกราฟ Sephadex G-75 (superfine)  คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS 

buffer pH 7.4 เก็บแยกสวนพิษงูที่ชะผานคอลัมนหลอดละ 2 ml แยกได 4 fractions คือ fraction 

I,II,II และ IV ตามลําดับ โดย fraction I  มีปฏิกิริยาของ protease enzyme สูงท่ีสุด และเมื่อนํามา

ทําปฏิกิริยากับสาร chelating agents เชน EDTA แสดงใหเห็นวามีการถูกยับย้ังปฏิกิริยาเกิดขึ้น 

เนื่องจาก metalloproteinases มี zinc อิสระ (zinc-dependent) สาร chelating agents จะไปจับ

กับ zinc มีผลทําใหเอนไซมถูกยับย้ังปฏิกิริยาจึงสรุปวา protease enzyme นี้เปนชนิด 

metalloproteinases และจากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ phospholipase A2 enzyme สรุปวา

fraction II  มีคาปฏิกิริยาของ phospholipase A2 สูงท่ีสุด แตสารทั้งสอง fractions นี้ยังมีสารอ่ืน

เปนสวนประกอบรวมอยูดวย และใน fraction III และ fraction IV ก็ยังมีปฏิกิริยาของ protease 

และ phospholipase A2 อยูเชนกัน เพียงแตมีเปนปริมาณท่ีนอยกวาใน fraction I และ fraction II 

ตามลําดับ 

จากผลการศึกษา dose dependence พบวาอัตราการตายของ HK-2 cell โดยการ

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง  

เมื่อตรวจสอบดวยวิธี trypan blue exclusion assay และ propidium iodide assay พบวา 

control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีอัตราการตายไมถึงรอยละ 1 และ treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายสูงขึ้นตามลําดับ และมีอัตรา

การตายมากที่สุดที่ความเขมขนของพิษงู 1,000 µg/ml โดยเทคนิค trypan blue exclusion assay 

มีอัตราการตายรอยละ 13.54 และเทคนิค propidium iodide assay มีอัตราการตายรอยละ 

10.25 ซึ่งท้ังสองวิธีน้ีใหผลในทิศทางเดียวกัน  

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากเทคนิคการ

ยอม trypan blue exclusion assay พบวาเซลลมีการหดตัว และเกิดชองวางระหวางเซลลมากขึ้น

เมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีมีความเขมขนสูงขึ้น  
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อยางไรก็ตาม วิธี trypan blue exclusion method และ propidium iodide assay มี

ขอจํากัด คือการนับเซลลตายตองนับเซลลเปนจํานวนมาก ซึ่งตองอาศัยระยะเวลาและอาจจะทํา

ใหเกิดความผิดพลาดในการวัดผลได ดังนั้นจึงมีการใชเทคนิคอ่ืน เชน annexin V/propidium 

iodide-labeling flow cytometry มาทําการศึกษาปรมิาณการตายของเซลลซึ่งอาจไดผลชัดเจนขึ้น 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาโดยทําการวัดระดับ

เอนไซม Lactate Dehydrogenase (LDH) พบวา treated cell ที่ทําการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาที่ความ

เขมขนของพิษง ู 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml คา LDH แตกตางจาก control cell (ความ

เขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) เซลลมีการปลดปลอย LDH ออกมามากที่สุดเมื่อ

ใชความเขมขนของพิษงูที่ 100 µg/ml ซึ่งสรุปไดวา ความเขมขนของพิษงูท่ี 100 µg/ml เปนความ

เขมขนที่เหมาะสมในการนําไปหาคาการปลดปลอย LDH ที่ time dependence 

การศึกษาการตายของเซลลดวย annexin V/propidium iodide-labeling flow 

cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงแูมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 

µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตลดลงตามลําดับความเขมขน

ของพิษงู โดยทุกความเขมขนมีคาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05) และมีการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาแบบ apoptosis ที่ความ

เขมขนของพิษงูแมวเซา 10, 50 และ 100 µg/ml มีคาใกลเคียงกัน และจะมีอัตราการตายเพิ่มมาก

ขึ้นที่ความเขมขนของพิษงูแมวเซา 500 และ 1,000 µg/ml โดยลักษณะการตายแบบ necrosis ที่

ทุกความเขมขนของพิษงูมีคาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษา time dependence พบวาอัตราการตายของ HK-2 cell ภายหลังการทดสอบ

ดวยพิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml ที่ระยะเวลา 0, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่งโมง  เมื่อ

ตรวจสอบดวยวิธี trypan blue exclusion assay และ propidium iodide assay ทําการนับ

จํานวนเซลลตายพบวา control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) มีอัตราการตายไมถึงรอยละ 1 

และ treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูท่ีระยะเวลาดังกลาว พบวาเซลลมีอัตราการตายเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาที่มากขึ้น ณ เวลาที่ 24 ชั่วโมง มีอัตราการตายมากท่ีสุด เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค 

trypan blue exclusion assay มีอัตราการตายรอยละ 8.31 และเทคนิค propidium iodide 

assay มีอัตราการตายรอยละ 13.94  ซึ่งทั้งสองวิธีน้ีใหผลในทิศทางเดียวกัน  

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากเทคนิค 

trypan blue exclusion assay พบวาเซลลมีการหดตัว และเกิดชองวางระหวางเซลลมากขึ้นเมื่อ

เซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีระยะเวลาท่ีมากขึ้น  
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การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาเมื่อทําการวัดระดับ

เอนไซม Lactate Dehydrogenase (LDH) พบวา treated cell ท่ีทําการทดสอบกับพิษงูแมวเซา

เขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง พบวาคา LDH มีคาเพิ่มมากขึ้นตาม

ระยะที่มากขึ้น เซลลมีการปลดปลอย LDH ออกมามากที่สุด ณ เวลา 24 ชั่วโมง คา LDH แตกตาง

จาก control cell (ณ เวลา 0 ชั่วโมง) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษาการตายของเซลลดวย annexin V/propidium iodide-labeling flow 

cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงแูมวเซาเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 

24 ชั่วโมง พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตที่ระยะเวลาตางๆไมแตกตางกัน โดยทุกความเขมขนมี

คาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ซึ่งอาจตอง

ใชระยะเวลาในการทดสอบนานมากกวา 24 ชั่วโมง จึงจะสามารถเห็นคาการเปลี่ยนแปลงของการ

ตายดวยเทคนิคการตรวจสอบนี้ และชนิดการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาแบบ 

apoptosis โดยลักษณะการตายแบบ necrosis ที่ทุกความเขมขนของพิษงูมีคาแตกตางจาก 

control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลดวย transmission 

electron microscopy (TEM) เนื่องจากการตรวจสอบเซลลดวย light microscope ไมสามารถ

ใหผลที่ชัดเจนทางสัณฐานวิทยาของเซลลโดยละเอียดได โดยใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml 

ระยะเวลานาน 15 นาที พบการเปลี่ยนแปลงภายใน HK-2 cell ทุก organelle ที่สําคัญอยาง

ชัดเจน โดย organelle ตางๆ มีลักษณะบวมพอง ปริแตกออก และพบการตายทั้งแบบ necrosis 

และ apoptosis โดยเปนการตายแบบ necrosis มากกวา apoptosis 

การศึกษา sodium transcellular จากการปรากฏของโปรตีน sodium/hydrogen 

exchanger 3 และ โปรตีน ß-actin ดวยเทคนิค western blot คาของโซเดียมคอยๆ มีปริมาณ

ลดลงไปตามความเขมขนของพิษงูที่มากขึ้น สวน ß-actin มีปริมาณลดลงตามความเขมขนของ

พิษงูที่สองระดับ ที่ความเขมขนของพิษงูชวงแรกคือ 0-100 µg/ml จะมีคา ß-actin ลดลงทีละนอย 

และท่ีความเขมขนของพิษงูชวงท่ีสองคือ 500-1,000 µg/ml จะมีคา ß-actin ลดลงแตกตางจาก

ชวงแรกมาก 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวย fractions ของพิษงูแมวเซา 

ดวยการวัดระดับเอ็นไซม LDH ที่หลั่งออกมาจากเซลลที่บาดเจ็บเมื่อทดสอบดวย fraction ของพิษ

งูแมวเซา โดย fraction I ใชความเขมขน 20.51 µg/ml, fraction II ใชความเขมขน 68.04 µg/ml,  

fraction III ใชความเขมขน 3.62 µg/ml และ fraction IV ใชความเขมขน 1.48 µg/ml เปรียบเทียบ

กับการทดสอบดวย crude ของพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง พบวา 
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fraction II มีการปลดปลอยเอ็นไซม LDH ใกลเคียงกับ crude ของพิษงูแมวเซา เนื่องจาก fraction 

II  มีปฏิกิริยา phospholypase A2  สูงที่สุด แต fraction IV มีคาการปลดปลอย LDH มากท่ีสุด 

 

อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

ในพิษงูแมวเซาประกอบไปดวยเอ็นไซมหลายชนิดอยางนอย 26 ชนิด แตเอ็นไซมที่เชื่อวา

มีผลทําใหเกิดอาการไตวายคือ metalloproteinases และ phospholipase A2 [48] โดยในการ

วิจัยครั้งน้ีทําการแยกสวนพิษงูแมวเซาดวย Sephadex G-75 (superfine) ซึ่งมีความสามารถใน

การแยก fraction ไดต้ังแตขนาด 3-80 kDa เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้มุงเนนการศึกษาเอนไซม 

metalloproteinases  ซึ่งมีขนาด ประมาณ 60 kDa [60] และ phospholipase A2 มีขนาด

ประมาณ 13-15 kDa [45] ใชคอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS buffer pH 

7.4 เก็บหลอดละ 2 ml ผลการแยกได 4 fractions แตจากการทดลองของ Huang H.C. และ Lee 

C.Y. ในป 1983 ที่ประเทศไตหวัน ใชเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-75 คอลัมน

ขนาด 2.5 x 72 cm แลวชะดวย 30 mM ammonium acetate buffer pH 6.5 เก็บหลอดละ 3 ml 

แยกได 5 fractions  และจากการทดลองของ Aye-Kyaw และคณะ ในป 1994 ที่ประเทศพมา ใช

เทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-75 (superfine) คอลัมนขนาด 2.5 x 58 cm แลวชะ

ดวย 20 mM TBS buffer pH 7.0 แยกได 5 fractions จะเห็นวาในการทดลองนี้ใชคอลัมนขนาด

ยาวเพียง 29 cm ซึ่งสั้นกวาคอลัมนที่นักวิจัยอ่ืนๆใชอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหแยกพิษงูแมวเซาได

เพียง 4 fractions จึงควรพิจารณาเลือกใชคอลัมนใหมีขนาดยาวมากขึ้นสําหรับการทดลองตอไป

ทั้งน้ีเพื่อลดปญหาดังกลาว นอกจากนี้เนื่องจากงูจากแตละสภาพภูมิศาสตรมีสัดสวนของ

องคประกอบในน้ําพิษแตกตางกัน ดังนั้นจากผลการทดลองในครั้งนี้แยกสวนพิษงูแมวเซาของไทย

ไดออกเปน 4 fractions อาจเปนขอมูลที่เชื่อถือได แตอยางไรก็ตามควรจะใชขนาดของคอลัมนให

ยาวมากขึ้นเพื่อเปนพิสูจนสมมติฐานจากผลการทดลองในครั้งน้ีตอไป 

Metalloproteinases คือ protease ชนิดหนึ่งที่มีธาตุ zinc อิสระ (zinc-dependent) เมื่อ

นํามาทําปฏิกิริยากับสาร chelating agents เชน EDTA จะไปจับกับ zinc มีผลทําใหเอนไซมถูก

ยับย้ังปฏิกิริยา protease เปนเอนไซมท่ีทําใหเกิด tissue damage หลังจากถูกงูในตระกูล viper 

กัด อยางไรก็ตาม protease ก็ไมมีความเปนพิษโดยตรงตอ endothelial cells แตก็มีรายงานวาถา

ไดรับในปริมาณที่มากจะเปนสาเหตุ direct damage ได [33]  ซึ่งจากการศึกษาในครั้งน้ี พบวา 

fraction I ซึ่งมีคุณสมบัติของเอนไซม protease ที่แยกไดจากพิษงูแมวเซารุนการผลิตน้ีมีคาตํ่าจึง

อาจเปนสาเหตุที่ทําใหคาการปลดปลอย LDH นอยกวา fraction อ่ืน แสดงใหเห็นวาเซลลบาดเจ็บ
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ดวย fraction I นอยกวา fractions อ่ืนสวน fraction II มีปฏิกิริยาของ phospholipase A2 สูงที่สุด 

และเปนองคประกอบสวนใหญในพิษงูแมวเซาแหงรุนการผลิตน้ี คือ 68.04% เซลลที่ถูกทดสอบ

ดวย fraction II มีคาการปลดปลอย LDH ใกลเคียงกับเซลลท่ีทดสอบดวย crude venom ที่มี

ความเขมขน 100 µg/ml มากท่ีสุด โดยมีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แสดงวา 

phospholipase A2 นาจะเปนสารหลักที่ทําใหเซลลทอไตบาดเจ็บ, phospholipase A2 มีความ

เปนพิษโดยตรงตอ endothelial cells แตก็ไมเสมอไปที่ในพิษงูจะมี phospholipase A2 ใน

ปริมาณที่มากพอในการทําลายเซลล, phospholipase A2 มีความสามารถในการสลายพันธะ

ไฮโดรเจน (hydrolysis) ของ glycerophospholipid membranes จึงเปนสารที่สามารถทําลาย

เซลลได จากการตรวจสอบดวยเทคนิคกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) พบวาชนิด

การตายหลักของเซลลคือ necrosis และจากการทดลองของ Somnath M. และ Debasish B. 

พบวา phospholipase A2 เปนสวนประกอบของพิษงูแมวเซาที่เหน่ียวนําใหเซลลเกิด necrosis 

เหมือนกับที่เกิดในอาการของ tubular necrosis ซึ่งเปนสาเหตุของอาการไตวายเฉียบพลัน [50] 

เนื่องจากแบบการตายของเซลลชนิด necrosis เปนการตายหลักของเซลลเมื่อเซลลไดรับบาดเจ็บ

โดยฉับพลัน อาการเริ่มตนของ necrosis cell คือการท่ี mitochondria บวมพองออกจนทําหนาที่

ของตัวเองไมได หลังจากนั้นอวัยวะก็จะลมเหลวตามเซลลไปในที่สุด [53]  ซึ่งเปนผลของพิษงูทาง 

direct effect ที่มีตอเซลลบุทอไต [53] แตจากการทดลองของ Gamal A.S. และคณะ พบวา 

phospholipase A2 นั้นไมไดมีความสัมพันธเก่ียวกับการทําใหสิ่งมีชีวิตตายได [20]   

sodium/hydrogen exchanger (NHE) เปนโปรตีนที่พบใน nephon ของไต ซึ่งเปนกลุม

โปรตีนที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณของโซเดียม มีหลายกลุม (classify) ดวยกัน โดย

sodium/hydrogen exchanger 3 (NHE 3) เปนกลุมที่ปรากฏอยูใน proximal tubular [10] คา

ของโซเดียมคอยๆ มีปริมาณลดลงไปตามความเขมขนของพิษงูที่มากขึ้น สวน ß-actin มีปริมาณ

ลดลงตามความเขมขนของพิษงูที่สองระดับ ท่ีความเขมขนของพิษงูชวงแรกคือ 0-100 µg/ml จะมี

คา ß-actin ลดลงทีละนอย และท่ีความเขมขนของพิษงูชวงที่สองคือ 500-1,000 µg/ml จะมีคา ß-

actin ลดลงแตกตางจากชวงแรกมาก ß-actin เปนโปรตีนโครงสรางหลักของเซลล ดังนั้นจึงสรุปได

วาตองใชความเขมขนของพิษงูปริมาณมากจึงจะสามารถทําลายโครงสรางของเซลลไดอยาง

ชัดเจน การไดรับพิษงูทําให proximal และ postproximal tubule ควบคุมโซเดียมและนํ้าลดลง 

ดวยการทําใหลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายสวนเปลี่ยนแปลงไป จากการศึกษาพบวา พิษงูเปน

สาเหตุที่ทําใหมีการเพิ่มขึ้นของ glomerular filtration rate และ urine flow และลด sodium 

transport ซึ่งเปนผลมาจาก PLA2 [32] 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลโดยการวัดระดับเอนไซม LDH ภายหลังการทดสอบดวย 

fraction ของพิษงูแมวเซา พบวา fraction II ซึ่งมีปฏิกิริยา phospholypase A2  สูงที่สุดมีการ
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ปลดปลอยเอ็นไซม LDH ใกลเคียงกับ crude ของพิษงูแมวเซา แต fraction IV ซึ่งยังไมไดทําการ

หาวามีปฏิกิริยาของเอนไซมใดสูงที่สุด กลับมีคาการปลดปลอย LDH มากท่ีสุด จากการศึกษาใน

ครั้งน้ีจึงยังไมสามารถสรุปไดวา phospholipase A2 เปนสารที่ทําใหเกิดอาการไตวายเฉียบพลัน 

แตเปนท่ีนาสนใจเปนอยางย่ิงวา phospholipase A2 อาจมีผลตอการทําใหเกิดอาการไตวาย

เฉียบพลัน ดังนั้นจึงจําเปนที่จะตองศึกษาเพิ่มเติมเปรียบเทียบระหวาง phospholipase A2 และ 

crude venom ตอไป และควรตรวจสอบคุณสมบัติของ fraction IV วามีคุณสมบัติของเอนไซม

ชนิดใดเปนหลัก หรือมีปริมาณของ phospholipase A2 ปนอยูในปริมาณเทาใด 
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ภาคผนวก 

 

การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียม 1 X Buffer Phosphate Buffer Saline (PBS) 1 ลิตร 

NaCl        40 g 

KCl         1 g 

KH2PO4         1 g 

Na2HPO4.2H2O        4.6 g 

เทสารทั้งสามรวมกันในบีกเกอร 1 ลิตร เติมน้ํากลั่น 0.5 ลิตร คนใหละลายแลวปรับ 

pH = 7.2 โดยใช pH meter วัด pH ปรับ pH ใหสูงโดยใชสารละลาย NaOH และปรับ pH 

ใหลดลงโดยใชสารละลาย HCl หลังจากนั้นเทใสขวดปริมาตร 1 ลิตร ปรับใหมีปริมาตร 1 

ลิตร นําไปน่ึงฆาเชื้อใน autocave กอนใช เก็บที่อุณหภูมิ 4oC หรืออุณหภูมิหอง 

 

2. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

2.1 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล 

Dulbecco’s modified eagle medium with 4,500 mg/l glucose and L-glutanin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell culture tested (DEME) (SIGMA-

ALDRICH, product number D5648)    1 ขวด 

Sodium bicarbonate     3.7 g/L 

Distilled water       1 L 

ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บเปน stock ในขวดกันแสง ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

 

Fetal bovine serum (FBS) นําไป heat inactivated ที่อุณหภูมิ 56oC นาน 30 นาที  

กรองดวย  glass vacuum filtration เก็บเปน stock เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

Stock DEMEM      89% 

FBS          10% 

10,000 U Penicillin-streptomycin      1% 
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ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2-7.4 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บในขวดกันแสง ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

อุนท่ีอุณหภูมิ 37oC ใน water bath นาน 15 นาที กอนนํามาใช 

 

2.2 การเตรียม 0.25%Trypsin-EDTA 100 มิลลิลิตร 

Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas   0.25 g 

Na2EDTA       0.038 g 

PBS       100 ml 

ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2-7.4 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

     2.3 การเตรียม Freezing media 

      อาหารท่ีใชเลี้ยงเซลล K-SFM (Gibco)  50% 

       FBS      40% 

       DMSO      10% 

       Total      100% 

       เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

3. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการทํา western blot 

3.1 การเตรียม 1.5  M Tris/HCl pH=8.8 500 มิลลิลิตร 

Tris base        91.10 g 

deionized water     500 ml 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 8.8 

นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.2 การเตรียม 1.0  M Tris/HCl pH=6.8 500 มิลลิลิตร 

Tris base        60.55 g 

deionized water     500 ml 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 6.8 

นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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3.3 การเตรียม 10% SDS 100 มิลลิลิตร 

Sodium dodecyl sulphate (SDS)   10 g 

เติมลงใน deionized water 50 มิลลิลิตร ละลายจนหมด เติมน้ําใหครบ 100 

มิลลิลิตร นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.4 การเตรียม 10% Ammonium persulfate (10% APS) 1 มิลลิลิตร 

Ammonium persulfate     0.1 g 

ddH2O      1 ml 

Total      1 ml 

เตรียมกอนใช 

 

3.5 การเตรียม Sample buffer 5x 10 มิลลิลิตร 

1M Tris/HCl pH = 6.8    3.125 ml 

SDS powder      1 g 

Glycerol       2.5 ml 

Bromophenol Blue (2% in ethanol)   75 µl 

2-mercaptoethanol     0.5 µl 

เติมน้ําจนครบ 10 มิลลิลิตร  

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.6 การเตรียม Running buffer 1 ลิตร 

Glycine       14.4 g 

Tris base        3 g 

SDS       1 g 

water        1 L 

Total       1 L 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.7 การเตรียม 1x Transfer buffer 1 ลิตร 

Glycine      14.4 g 

Tris base      3.02 g 

Methanol      100 ml 
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ddH2O      800 ml 

ละลาย tris base กับ glycine เขาดวยกันในนํ้ากลั่น 800 มิลลิตร เติม methanol ลง

ไป แลวจึงปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.8 การเตรียม 1x Tris-buffered saline (TBS) pH 7.6 1 ลิตร 

Tris base      6.1 g 

NaCl      8.8 g 

ddH2O      1 L 

Total      1 L 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 7.6 

เก็บที่อุณหภูมิหอง เก็บที่อุณหภูมิ 4oC จะเก็บไวไดนาน 

 

3.9 การเตรียม 0.1% Tween Tris-buffered saline (TBS-T) 1 ลิตร 

1x TBS      999 ml 

Tween-20          1 ml 

Total          1 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC จะเก็บไวไดนาน 

 

3.10 การเตรียม 5% nonfat dry milk 100 มิลลิลิตร 

Nonfat drymilk     5 g 

TBS-T      100 ml 

Total       100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.11 การเตรียม แอนติบอดีตอ ß-actin 1:1,000 5 มิลลิลิตร 

5% nonfat dry milk      5 ml 

ß-actin antibody     5 µl 

Total           5 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
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3.12 การเตรียม แอนติบอดีตอ sodium/hydrogen exchanger 3 (NHE 3) 

(abcam, ab72729) ความเขมขน 5 µg/ml 5 มิลลิลิตร 

5% nonfat dry milk      5 ml 

NHE3      12.5 µl 

Total           5 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.13 การเตรียม Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution 1 ลิตร 

Coomasie      1 g 

Glacial acetic acid     100 ml 

Methanol      400 ml 

ddH2O      500 ml 

Total      1,000 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.14 การเตรียม Destain buffer I for coomassie 0.5 ลิตร 

ddH2O      200 ml 

Methanol      250 ml 

Acetic acid        50 ml 

Total      500 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.15 การเตรียม Destain buffer II for coomassie 0.5 ลิตร 

ddH2O      440 ml 

Methanol        25 ml 

Acetic acid         35 ml 

Total       500 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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3.16 การเตรียม Stripping buffer 50 มิลลิลิตร 

Tris base      0.38 g 

SDS      1.00 g 

400 mM ß-mercaptoethanal   87.5 µl 

เติมน้ําใหครบ 50 มิลลิลิตร 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 6.8 

ควรเตรียมใหมทุกครั้ง  

 

4. การเตรียมสารเคมีท่ีใชทดสอบปฏิกิริยา Protease 

4.1 0.15 M TBS pH=8.0 1 ลิตร 

Tris base      0.915 g 

NaCl      1.32 g 

ddH2O      1 L 

Total      1 L 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 8.0 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

4.2 4% Casein solution (casein) 100 มิลลิลิตร 

Casine      4  g 

0.15 M TBS pH=8.0    100 ml 

นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 80-85oC อยาใหเดือด นาน 10 นาที แกวงจนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน 

เตรียมกอนใช 

 

4.3 5% Trichloroacetic acid reagent (TCA)  

Trichloroacetic acid solution    5 ml 

ddH2O      95 ml 

Total       100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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4.4 20% Folin  

Folin      2 ml 

deionized water     8 ml 

Total      10 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง ในท่ีมืด 

 

4.5 500 mM Sodium carbonate solution (Na2CO3) 100 มิลลิลิตร 

Sodium carbonate         52.995 g 

ddH2O      100 ml 

Total      100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

4.6  1.1 mM L-Tyrosine standard (Std. Soln.) 100 มิลลิลิตร 

L-Tyrosine       20 mg 

ddH2O      100 ml 

นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 80-85oC อยาใหเดือด นาน 10 นาที แกวงจนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน 

 

5. การเตรียมสารเคมีท่ีใชทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 (PLA2) 

5.1 10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 100 มิลลิลิตร 

      1 mM Tris-HCl     1 ml 

      10 mM CaCl2     0.11 g 

      100 mM NaCl     0.5844 g 

      เติมน้ําจนครบ 100 มิลลิลิตร 

      ปรับ pH ดวย 1 M HCl ใหมีคาเทากับ 8.0 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

5.2  2.5% Triton X-100 in H2O 5  มิลลิลิตร 

      Triton X-100     0.125 ml 

      เติมนํ้าจนครบ 5 มิลลิลิตร 

      เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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