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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Background and Rationale) 

ภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทายเปนภาวะที่ไตเส่ือมหนาที่อยางถาวรไมสามารถรักษาหรือ
แกไขใหไตกลับคืนมาทําหนาท่ีไดดังเดิม กอใหเกิดการค่ังของนํ้า เกลือแร และของเสียภายใน
รางกายของผูปวย สงผลกระทบตอการทํางานของอวัยวะตาง ๆ ท่ัวรางกาย อาการแสดงทาง
คลินิกของภาวะ uremia  เชน หอบเหน่ือย บวม คล่ืนไส อาเจียน เบ่ืออาหาร ซึมลงจนถึงเสียชีวิต
ไดในทายที่สุด ผูปวยเหลานี้จําเปนจะตองไดรับการรักษาทดแทนไตเพื่อระงับอาการและพยุงชีวิต
ตนเองไว การรักษาทดแทนไตรูปแบบหนึ่งคือ การรักษาทดแทนไตทางชองทองอยางถาวร 
(continuous ambulatory peritoneal dialysis: CAPD) การรักษาทดแทนไตรูปแบบนี้อาศัย
หลักการซึมผาน (diffusion) ในการขจัดเกลือแรสวนเกิน และของเสียตาง ๆ ออกจากรางกายผาน
ทางเยื่อบุผนังชองทอง (peritoneal membrane) โดยของเสียที่มีความเขมขนสูงภายในเลือดของ
ผูปวยจะแพรผาน peritoneal membrane ออกมายังน้ํายาฟอกไตที่บริสุทธิ์ (dialysis solution) 
ปราศจากของเสีย และอาศัยแรงดึงน้ําที่เกิดจากน้ําตาลกลูโคสซึ่งเปนสาร osmotic agent หลัก
ของน้ํายา dialysis ชวยกําจัดน้ําสวนเกินออกจากรางกายของผูปวย (ultrafiltration: UF)  แมวาได
มีการฟอกทดแทนไตรูปแบบนี้มาเปนเวลาหลายสิบป พบวาเยื่อบุผนังชองทองของผูปวยสวนใหญ
จะเส่ือมสมรรถภาพในการขับน้ําลง (UF failure) ตามลําดับ กลาวคือรอยละ 50 ของผูปวยที่ทํา 
CAPD มานานกวา 6 ป จะเกิดการค่ังของน้ําสวนเกิน (volume overload) และ UF failure [1] อัน
เนื่องมาจากเยื่อบุผนังชองทองเพ่ิมอัตราการดูดซึมน้ําตาลกลูโคสในน้ํายา dialysis กลับสูกระแส
เลือด (high transporter) สงผลใหแรงดัน osmosis ในน้ํายา dialysis ลดตํ่าลง นํามาซ่ึงปริมาตร 
UF ที่ลดลงในทายที่สุด  

เม่ือทําการวิเคราะหลักษณะทางพยาธิวิทยาเยื่อบุผนังชองทองของผูปวย CAPD จะพบ
การเปล่ียนแปลงคลายคลึงกับลักษณะที่พบในผูปวยเบาหวาน (diabetiform change) [2-11] 
ดังนี้คือ 1) มีการหลุดลอกของเซลลเยื่อบุผนังชองทองเปนบริเวณกวางขวาง (extensive 
mesothelial denudation) 2) มีการหนาตัวข้ึนของช้ัน submesothelial compact collagenous 
zone (submesothelial thickening) โดยการหนาตัวของเยื่อบุผนังชองทองดังกลาวนี้จะ
เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่ผูปวยทํา CAPD และเปนปฏิภาคผกผันกับจํานวนของเซลล mesothelium 
ที่หลงเหลืออยูบนผิวเยื่อบุผนังชองทอง  พบวาความหนาของช้ัน submesothelial compact zone 
เฉล่ียเทากับ 180 ไมครอน ในผูปวยที่ทําการฟอกชองทองมานานไมเกิน 2 ป แตจะเพิ่มความหนา
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เปน 300 และ 700 ไมครอน ในผูปวยที่ทําการฟอกมานาน 4-6 ป และมากกวา 6 ป ตามลําดับ 
และจะยิ่งทวีความรุนแรงมากยิ่งข้ึนในผูปวยที่มีภาวะ membrane failure  3) ผนังของทั้งหลอด
เลือดแดงและหลอดเลือดดําในช้ัน loose connective tissue จะหนาตัวข้ึน (subendothelial 
hyalinization) รวมกับการเพ่ิมจํานวนช้ันของ basement membrane (reduplication of 
capillary และ arteriolar basement membrane) กอใหเกิดการอุดตันการไหลเวียนของเลือด
ภายในหลอดเลือด (luminal narrowing and obliteration) นํามาซ่ึงการสรางหลอดเลือดฝอยใหม
จํานวนมากท่ีมีผนังไมแข็งแรง งายตอการร่ัวซึมของสสาร (neoangiogensis) ทดแทน การ
เปล่ียนแปลงความหนาของหลอดเลือดนี้จะเปนแปรผันโดยตรงกับความหนาของชั้น 
submesothelial compact zone โดยเฉพาะในรายท่ีมีภาวะ membrane failure   

เช่ือวาสาเหตุของ membrane failure ดังกลาวขางตนเกิดจากการที่เยื่อบุผนังชองทอง
สัมผัสกับนํ้ายา dialysate มาเปนระยะเวลาตอเน่ืองยาวนาน [1, 12-15] ท้ังน้ีเน่ืองจากน้ํายา 
dialysis ที่ใชแพรหลายในปจจุบันมีน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขนสูง (เฉล่ีย 13, 22 และ 38 เทา
ของพลาสมากลูโคส หากทําการฟอกชองทองดวยนํ้ายา dialysis ท่ีมีนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 
1.36%, 2.26% และ 3.86% ตามลําดับ) พบวาเซลลเยื่อบุผนังชองทองที่ไดทําการเพาะเล้ียงจะ
หยุดการแบงตัวและตายดวยขบวนการ apoptosis ภายในระยะเวลาไมกี่ชั่วโมงหลังจากที่เซลล
สัมผัสกับน้ํายา dialysis  โดยปริมาณเซลลที่หยุดการแบงตัว และเกิดขบวนการ apoptosis จะ
สัมพันธโดยตรงกับระยะเวลาท่ีเซลลสัมผัสกับน้ํายา และความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสที่ใชใน
การทดสอบ [15-17] ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในสัตวทดลองของ Horiuchi T และคณะ [18-
19] โดยคณะผูวิจัยพบการหลุดลอกของ mesothelial cells เปนจํานวนมากจากผนังของเยื่อบุผนัง
ชองทองเม่ือทําการฉีดนํ้ายา dialysis เขาไปยังชองทองของสัตวทดลอง กอใหเกิดบริเวณท่ี
ปราศจากเซลลบุผิวจํานวนมากบนผนังชองทองเรียก denuded area  นอกจากนี้ผูวิจัยยังพบวา
ขีดความสามารถในการแบงตัวทดแทนเซลลท่ีหลุดลอกออกไป (remesothelization) ของ 
mesothelial cell ลดต่ําลง เนื่องจากเซลลที่เหลืออยูแกตัวลง มีสัดสวนของ nuclear-cytoplasmic 
ratio เพิ่มข้ึน และบางเซลลแสดงลักษณะผิดปกติ (dysplastic features) 

การแกไขภาวะ UF failure ในปจจุบันไดแก 1) การเพิ่มระดับความเขมขนของน้ําตาล
กลูโคสในน้ํายา dialysis  ซึ่งการแกไขดวยวิธีนี้จะยิ่งเรงใหเยื่อบุผนังชองทองของผูปวยเส่ือมสภาพ
เร็วขึ้นจากการสัมผัสกับน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขนสูง  และในระยะยาวจะสงผลใหรางกาย
ของผูปวยเกิดภาวะการด้ือตออินซูลิน (syndrome X) นํามาซ่ึงภาวะไขมันในกระแสเลือดสูง ภาวะ
อวน ความดันโลหิตสูง เกาท โรคหัวใจและหลอดเลือด เปนตน  2) เพิ่มความถ่ีในการฟอก  เพื่อลด
ระยะเวลาที่ตองทิ้งน้ํายา dialysis คางในชองทอง แตการกระทําเชนนี้จะทําใหผูปวยตองสูญเสีย
เวลาในการฟอกเพ่ิมขึ้น และตองเพ่ิมคาใชจายในการฟอก  3) การใชนํ้ายา dialysis ชนิดท่ีมี 
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polyglucose (icodextrin) solution ทดแทนน้ําตาลกลูโคส  อยางไรก็ตามน้ํายา dialysis ชนิด
ใหมน้ีมีราคาแพง และยังไมมีจําหนายในทองตลาดเมืองไทย รวมท้ังไมสามารถบริหารนํ้ายา 
polyglucose ไดเกินกวาวันละ 1 คร้ัง เนื่องจากจะทําใหเกิดการค่ังของน้ําตาล maltose ใน
รางกายผูปวย สถิติในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณพบวารอยละ 60 ของผูปวยจําเปนตองใชน้ํายา 
dialysis ท่ีมีความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสมากกวา 1.36% เปล่ียนถายอยางนอย 1 คร้ังตอ
สัปดาห เพื่อรักษาภาวะสมดุลของน้ําในรางกาย ซึ่งเปนหลักฐานทางออมแสดงใหเห็นวาเยื่อบุผนัง
ชองทองของผูปวยมีการเส่ือมสมรรถภาพ 

ในระยะหลายปที่ผานมาไดมีการคนพบยารักษาโรคเบาหวานชนิดใหมที่มีคุณสมบัติออก
ฤทธิ์เพิ่มความไวของตัวรับฮอรโมนอินซูลินบนผิวเซลลกลามเนื้อและเซลลตับโดยการกระตุน 
peroxisome proliferators-activated receptor-gamma (PPAR-) เรียกยารักษาโรคเบาหวาน
กลุมใหมนี้วายากลุม thiazolidinediones (TZDs) ยากลุมนี้ประกอบดวยยาหลายชนิด แตที่วาง
จําหนายในทองตลาดเมืองไทยไดแก pioglitazone (PGZ), rosiglitazone (RGZ) และ 
ciglitazone (INN) เปนตน ทั้งหมดเม่ือบริหารเขาสูรางกายจะผานเขาไปภายในเซลลจับกับ 
PPAR- ในไซโตรพลาสซึม แลวทั้งสองจะถูกสงตอเขาสูนิวเคลียสจับกับตัวรับของ PPAR- บน 
transcription factor ของยีนที่ควบคุมการสรางโปรตีนที่สําคัญของเซลล ดวยเหตุนี้การกระตุน 
PPAR- จึงสามารถปรับเปล่ียนการแสดงออกของยีนไดทั้งในเชิงบวกคือเพิ่มการสังเคราะหโปรตีน 
และเชิงลบคือลดการสังเคราะหโปรตีน ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดของ transcription factor ที่ PPAR- 
เขาไปรวมตัวจับ ในปจจุบันพบวา PPAR- ควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีสวนควบคุมการ
แบงตัวเพิ่มจํานวนของเซลล ควบคุมการตายและการมีชีวิตรอดของเซลล ควบคุมการเจริญเติบโต
และผลิตผลจากเซลล ควบคุมขบวนการอักเสบ เปนตน [20-26] จึงเปนเหตุใหมีการนํายาในกลุม 
TZDs เขามาทดลองกับเซลลหลายชนิด ทั้งที่เปนเซลลมะเร็งและเซลลปกติ พบวายาสามารถ
ปองกันไมใหเซลลปกติบาดเจ็บ และลมตายจากสารเคมี และยังเรงใหเซลลบางสายพันธุ ไดแก 
เซลลไขมัน (preadipocyte) และเซลล glomerular visceral epithelial cells (podocyte) เจริญ
เปนตัวเต็มวัย  ในขณะเดียวกันยายังมีคุณสมบัติยับยั้งการแบงตัวผิดปกติของเซลลมะเร็ง  และ
ชวยสงเสริมใหเซลลมะเร็งซึ่งเปนเซลลตัวออนนั้นเจริญเติบโตเปนเซลลตัวแกที่มีการทํางานเปน
ปกติ [21-28] ดวยเหตุนี้ทําใหแพทยและนักวิทยาศาสตรหลายทานนํายากลุม TZDs มาใชศึกษา
ในสัตวทดลองหลายแบบจําลองรวมทั้งนํามาใชรักษาผูปวย เชน ผูปวยเบาหวาน พบวาการ
รับประทานยา PGZ วันละ 30 มิลลิกรัม ตอเนื่องเปนระยะเวลา 3 เดือน สามารถชะลอการเส่ือม
ของไตจากภาวะ diabetic nephropathy ได เปนตน 
 Lin SH และคณะ [29] ศึกษา RGZ ในผูปวย CAPD พบวาการบริหารยาทางปากสามารถ
เพิ่มความไวของเนื้อเยื่อภายในรางกายตอการออกฤทธิ์ของอินซูลิน (insulin sensitivity) และลด
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อัตราการด้ืออินซูลินในผูปวย ผูวิจัยไมพบภาวะแทรกซอนใด ๆ เกิดข้ึนกับผูปวยที่ไดรับยา
ดังกลาว อยางไรก็ตามผูวิจัยไมไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของยาในการเพิ่มการขจัดปริมาณน้ํา
สวนเกินในรางกายของผูปวย และไมไดศึกษาประสิทธิผลของยาในการแลกเปลี่ยนสสาร รวมไปถึง
การชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทอง  

ดวยเหตุที่น้ํายา dialysis มีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสสูง และการเส่ือมสภาพของเยื่อ
บุผนังชองทองมีลักษณะคลายกับผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน อีกทั้งยาในกลุม TZDs มีคุณสมบัติ
ปองกันการบาดเจ็บ และการตายของเซลลจากสารเคมี และสามารถชะลอการเส่ือมของไตจาก
ภาวะเบาหวานได คณะผูวิจัยต้ังสมมติฐานวาการบริหารยาในกลุม TZDs อยางตอเนื่องจะชวย
ชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองในผูปวย CAPD ได และเนื่องจากยังไมเคยมีผูศึกษาผลของ
ยากลุม TZDs ตอ peritoneal membrane survival มากอน อีกทั้งโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย
เปนโรคที่มีความสําคัญของประเทศ คณะผูวิจัยเล็งเห็นวาการวิจัยนี้จะนําซ่ึงประโยชนอยางมากสู
วงการแพทยไทย 

 
1.2 สมมติฐานของการวิจัย (Hypothesis) 

ยาไทอะโซลิดินไดโอนสามารถชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองจากการฟอกไตทาง
ชองทองไดทั้งในสัตวทดลอง และในเซลลเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง โดยศึกษาประสิทธิภาพในเชิง
กายภาพและพยาธิสภาพในสัตวทดลอง และทําการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของยาในระดับเซลล
เพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 
  
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย (Objectives) 
 1.3.1 ศึกษาประสิทธิผลของยาไทอะโซลิดินไดโอนในการปองกันไมใหเยื่อบุผนังชองทอง
ของสัตวทดลองเส่ือมสมรรถภาพ โดยการประเมิน cytokines ในน้ํายา spent dialysate และ 
membrane morphologies 

1.3.2 เพื่อศึกษากลไกในการปองกันไมใหเซลลเยื่อบุผนังชองทองบาดเจ็บจากการฟอกไต
ทางชองทอง โดยทําการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 
 
1.4 คํานิยามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจยั (Operational Definitions) 

ภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย (end-stage renal disease, ESRD) หมายถึง ภาวะที่มี
อัตรากรองผานโกลเมอรูลัสนอยกวา 15 มิลลิลิตรตอ 1.73 ตารางเมตรตอนาที นานกวา 3 เดือน 
โดยอาจมีหรือไมมีพยาธิสภาพที่ไตรวมดวย 
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การลางไตทางชองทอง (peritoneal dialysis) หมายถึง วิธีการที่ใชน้ํายาลางไตใสเขาไป

ในชองทองโดยใหผนังเยื่อบุชองทองรับหนาที่เปนตัวกรองฟอกเลือด แยกระหวางสวนของเลือดกับ
น้ํายาลางไต เนื่องจากผนังบุชองทองมีลักษณะเปนเนื้อเยื่อบาง ๆ บุอยูภายในชองทอง โดยที่ชอง
ทองนั้นมีลักษณะคลายถุงบรรจุอวัยวะตาง ๆ ทั้งกระเพาะอาหาร ลําไส ตับ ฯลฯ พูดงายๆ ก็คือ 
สวนนํ้ายาลางไตท่ีใสเขาไปนั้นก็จะอยูในถุง (ชองทอง) สวนของเลือดก็คือเสนเลือดตาง ๆ ที่อยู
ตามผิวของเยื่อบุชองทองและลําไส โดยมีผนังบุชองทองเปนตัวกั้นและทําหนาที่กรอง เพราะเมื่อใส
น้ํายาลางไตเขาไปในชองทองแลวทิ้งไวสักระยะ ของเสียในเลือดที่มีความเขมขนสูงกวาน้ํายาลาง
ไต ก็จะมีการแพรกระจาย (diffusion) ผานเยื่อบุชองทองเขามาอยูกับน้ํายาลางไต ทําใหของเสีย
ในเลือดลดลง เมื่อถายนํ้ายาลางไตออกท้ิง ของเสียในเลือดก็จะถูกกําจัดออกไป ทําเชนน้ี
ตอเนื่องกันไปเร่ือย ๆ ของเสียในเลือดก็จะลดปริมาณลง  

การลางไตทางชองทองแบบถาวร (chronic peritoneal dialysis, CPD)  เปนการรักษา
ทดแทนไตแบบหน่ึง หลักการจะอาศัยผนังเยื่อบุชองทอง (peritoneum) ทําหนาที่คลายเมมเบรน 
ของตัวกรองฟอกเลือด แยกระหวางสวนของเลือด (blood compartment) กับสวนของน้ํายาลาง
ไต (dialysate compartment) เมื่อแชน้ํายาทิ้งไวในชองทองระยะเวลาหน่ึง ของเสียในเลือดที่มี
ความเขมขนสูงกวาน้ํายาลางไตจะมีการแพรกระจาย (diffusion) ผานเยื่อบุชองทองมายังน้ํายา
ลางไต ทําใหของเสียในเลือดลดลง หลังจากนั้นถายน้ํายาลางไตออกมาท้ิงแลวใสน้ํายาลางไตใหม
เขาไปแทนที่ ทําเชนนี้ตอเนื่องกันไปเร่ือย ๆ รูปแบบของการรักษา ประกอบดวย การลางไตทางชอง
ทองแบบตอเนื่อง (continuous ambulatory peritoneal dialysis, CAPD) การลางไตทางชองทอง
ตอเนื่องแบบใชเคร่ือง (continuous cyclic-assisted peritoneal dialysis, CCPD) การลางไตทาง
ชองทองแบบที่มีน้ํายาในชองทองเฉพาะชวงกลางวัน (day time ambulatory peritoneal dialysis, 
DAPD) และการลางไตทางชองทองแบบท่ีมีน้ํายาในชองทองเฉพาะชวงกลางคืน (nightly 
intermittent peritoneal dialysis, NIPD) 

น้ํายาลางไตทางชองทองที่ผานการใชงาน (spent dialysate) หมายถึง น้ํายาลางไตทาง
ชองทอง (peritoneal dialysis solution)  ที่ไหลออกมาจากชองทอง (peritoneal cavity) ผานทาง 
catheter เมื่อทําการรักษาทดแทนไตดวยการลางชองทอง 

ขบวนการแลกเปล่ียนน้ําและสาร (dialysis) หมายถึง ขบวนการแลกเปล่ียนน้ําและสาร
ผาน semipermeable membrane โดยอาศัยความแตกตางของความเขมขนของสารนั้น ๆ ซึ่งจะ
ซึมผานจากที่ที่มีความเขมขนมาก ไปยังที่ที่มีความเขมขนนอยกวา ซึ่งเปนขบวนการทางเคมี 

การลางไตทางชองทองอยางตอเนื่องดวยตนเอง (continuous ambulatory peritoneal 
dialysis, CAPD) หมายถึง การนําความรูเร่ือง dialysis มาใช โดยอาศัย peritoneum ซึ่งมี
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คุณสมบัติเปน semipermeable membrane ทําหนาที่แลกเปล่ียนสารตาง ๆ ระหวางเลือดกับ 
peritoneal dialysis fluid 

เซลลมีโซทีเล่ียม (mesothelium cells) หมายถึง เซลลที่บุผนังหนาทองซ่ึงจะยอมติด anti-
cytokeratin  

apoptosis หมายถึง กระบวนการตายของเซลลดวยตัวเอง (program cell death) ซึ่งจะ
ยอมติดสี Alexa  

 
1.5 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับการจากการวิจัย (Expected Benefit and Application) 

1.5.1 สามารถนําการศึกษานี้มาใชกับผูปวยไตวายเร้ือรังระยะสุดทายที่ไดรับการรักษา
ทดแทนไตทางชองทองทุกรายที่ไมมีขอหามในการใชยา เพื่อชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทอง 
ซึ่งชวยในผูปวยประหยัดคาใชจายโดยไมตองเพ่ิมปริมาตรน้ํายาที่ใชในการฟอกไตทางชองทอง 
หรือใชน้ํายาฟอกที่มีคุณสมบัติพิเศษซึ่งมีราคาแพง 

1.5.2 ชวยทําใหผูปวยโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทายที่ไดรับการรักษาทดแทนไตทางชอง
ทองมีคุณภาพชีวิตดีข้ึน ลดอัตราการตายและอัตราการเกิดหัวใจวาย  

1.5.3 การเผยแพรผลงานวิจัยในวารสารระดับนานาชาติหรือวารสารที่อยูใน index 
medicus 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 Peritoneum anatomy 
การลางไตทางชองทอง เปนวิธีการหนึ่งในการรักษาภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย โดย

วิธีการใสน้ํายาที่เตรียมไวในชองทอง เพื่อใหมีการแลกเปล่ียนของเสียที่สะสมในรางกาย และปรับ
สมดุลของน้ําและเกลือแร [30] โดยเร่ิมนํามาใชในการรักษาผูปวยไตวายเร้ือรังระยะสุดทายต้ังแตป 
พ.ศ. 2519 และไดมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง  

ในการทําการลางไตทางชองทอง ประกอบดวยองคประกอบพื้นฐานที่สําคัญ 3 อยาง คือ  
 1.  ระบบหลอดเลือด ซึ่งในการลางไตทางชองทอง หมายถึง อัตราการไหลของเลือดที่ไป
ยังบริเวณเยื่อบุชองทอง  
 2.  เยื่อบุหรือ membrane ซึ่งเปนตัวคัดเลือกสําหรับการกรอง 
 3.  ระบบน้ํายา ซึง่ในที่นี ้หมายถงึน้าํยาที่ใสเขาในชองทอง 
 ในการศึกษาพื้นฐานของการลางไตทางชองทอง มีความจําเปนตองเขาใจถึงกายวิภาค
ของเยื่อบุชองทอง (peritoneal membrane) และชองทอง (peritoneal carvity) ซึ่งมีความสําคัญ
ยิ่งในกระบวนการแลกเปล่ียนของเสีย สารตาง ๆ และนํ้าออกจากรางกาย  

โดยชองทองเปนชองวาง มีปริมาตรของเหลวบรรจุอยูนอยกวา 100 มิลลิลิตร บุดวยเยื่อบุ
ชองทอง ซึ่งมีลักษณะเปนเยื่อบุบาง ๆ ที่มีหลอดเลือดอยูมากมาย จึงทําหนาที่คลายกับเปนตัว
กรอง (dialyzer) ในการลางไต โดยเยื่อบุชองทองจะมี 2 สวนที่สําคัญ คือ visceral peritoneum 
ซึ่งเปนสวนของ peritoneum ที่หุมสวนของอวัยวะภายใน โดยคิดเปนรอยละ 90 ของเยื่อบุชองทอง
ทั้งหมด และ parietal peritoneum ซึ่งเปนสวนของ peritoneum ที่บุบริเวณผนังโดยรอบของชอง
ทอง โดยมีพื้นที่ประมาณรอยละ 10 ของพื้นที่ทั้งหมดตามรูปที่ 1 และ 2 [31] 
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รูปที่ 1. แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ 
posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum) 
(ดานซายมือ แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ
ดานขวามือ แสดง posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum)) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2. แสดงเย่ือบุชองทองดานตัดขวาง ทั้ง parietal peritoneum และ visceral peritoneum 

 

2.2 Ultrastructure of peritoneum 
ในการลางไตทางชองทอง เมื่อใสน้ํายาในชองทอง น้ํายาจะมีการกระจายอยูในสวนตาง ๆ 

ของชองทอง และมีการแลกเปล่ียนของน้ําและสารตาง ๆ โดยอาศัยความแตกตางของสารละลาย
ในแตละสวนคือในน้ํายาและหลอดเลือด โดยมีทั้งการแลกเปลี่ยนจากหลอดเลือดเขาสูน้ํายา และ
มีการดูดกลับจากน้ํายาเขาสูหลอดเลือด โดยอาศัยเนื้อเยื่อตาง ๆ ของเยื่อบุชองทองเปนตัวกลาง
สําคัญในกลไกเหลานี้  

โครงสรางที่สําคัญของเย่ือบุชองทองประกอบดวย 4 ระบบที่สําคัญ (รูปที่ 3) คือ 
1. เซลลเยื่อบุชองทอง (mesothelial cell) 
2. เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (interstitial tissue) 
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3. ระบบหลอดเลือดฝอย (capillary system) 

 4.   ระบบน้ําเหลือง (lymphatic system) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.  แสดงลักษณะของ normal peritoneum แสดงความสัมพันธระหวางสวนประกอบตาง ๆ 
microvilli, M; cilium, C; junctional complex, JC; lamellar body, LB; elastic laminar, EL; 
mast cell, M; fibroblast, F; pericyte, P; endothelium, E; capillary, CAP; basement 
membrane, BM. 
 

2.2.1 ชั้นเซลลเยื่อบุชองทอง (Mesothelial layer)  
ประกอบดวย mesothelial cell [32] ในภาวะปกติที่เยื่อบุชองทองจะมีชั้น mesothelial 

cell 1 ชั้น [33] ซึ่งมี embryological derivation เดียวกันกับ endothelial cell ซึ่งพบวาเม่ือมีการ
กระตุนสามารถที่จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลจากเซลลที่มีรูปรางแบน (flat cell)  
กลายเปนรูปรางคลายส่ีเหล่ียม (cuboidal cell) ที่มีคุณสมบัติของ mesenchymal cell ซึ่งเรียกวา
เกิด epithelial mesenchymal transition (EMT) ทําหนาที่คลายกับ secretory cell และแสดง
คุณสมบัติตาง ๆ ของ myofibroblast 

ในภาวะปกติ mesothelial cell จะมีรูปรางที่แตกตางกันในแตละตําแหนงที่แตกตางกัน 
เชน ที่บริเวณ parietal peritoneum จะมีลักษณะเปนเซลลแบนราบ (discoid flattened cell) มี
ความหนาประมาณ 2.5-3.0 ไมครอน มีปริมาณ cytoplasm นอย ในขณะที่บริเวณที่ปกคลุมรังไข 
และอวัยวะในชองทองจะมีลักษณะเปน cuboidal cell [34] หรือที่บริเวณเยื่อบุคลุมกระเพาะ
อาหารจะมีลักษณะเปนสวนของ transitional zone ฯลฯ โดยมีความหนาแนนของเซลลประมาณ 
109 เซลลตอ 1-2 ตารางเมตร  ซึ่งที่ผิวเซลล จะมีกลุมของ microvilli ขนาดประมาณ 0.08 ไมครอน
และยาวประมาณ 2-3 ไมครอน กระจายในรูปแบบตาง ๆ กันแลวแตตําแหนงของเซลล  
 องคประกอบของเซลล ประกอบดวยนิวเคลียสที่มีลักษณะเปนรูปรี สามารถพบ nuclei 2 
อันไดบอย และ ลักษณะเดนของเซลลนี้คือ พบ vesicle อยูโดยทั่วไป ซึ่ง vesicle นี้จะมีบทบาทใน
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การขนสงสารจากทางดาน peritoneal surface โดยอาศัยกลไก endocytosis mechanism 
นอกจากนี้พบ mitochondria ซึ่งมี rough endoplasmic reticulum (RER) อยูรอบ ๆ ไดทั่วไป  
สามารถพบ golgi apparatus ประมาณ 2-3 อัน รวมทั้ง lysosome ตาง ๆ บางคร้ังสามารถพบ 
lipid inclusions ได 3-4 อัน โดยเฉพาะที่สวนยอดของเซลล และตรวจพบ lamellar bodies ได
บอยซ่ึงเช่ือวาเปนที่เก็บของ lubricant phospholipids (สวนใหญ คือ phosphatidylcholine) โดย
สังเคราะหข้ึนในเซลล และถูกขับออกไปยังผิวของเยื่อบุชองทอง รวมทั้งสามารถพบ lamellar 
bodies [35] บริเวณ microvilli และ mesothelial cell ไดบอยรวมทั้งใน macrophage 

สวน microvilli ของ mesothelial cell มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.08-0.1 ไมครอน 
โดยมีความยาวประมาณ 2 ไมครอน ภายในจะมี fine filament ซึ่งสวนใหญเปน actin มีความ
หนาประมาณ 4 นาโนเมตร โดยมีความหนาแนนในบริเวณตาง ๆ ของเยื่อบุชองทองที่แตกตางกัน 
ซึ่ง microvilli นี้จะมีประจุลบ สามารถจับกับ phospholipid ชนิดตาง ๆ เชน 
phosphatidylcholine, phosphatidyl inositol, phosphatidyl ethanolamine, phosphatidyl 
serine เปนตน มีบทบาททําใหลดการเสียดสีระหวางอวัยวะตาง ๆ นอกจากนี้การที่เซลลมี 
microvilli ยังชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการแลกเปล่ียนสารตาง ๆ ระหวางชองทองกับเซลลอ่ืน ๆ และ
หลอดเลือด และเปนตัวกั้นเพื่อปองกันการเกิด adhesion ตอ peritoneum membrane ที่ไดรับ
อันตราย ในขณะที่สวน cilia นั้นก็คลายกับที่พบในสวนอ่ืน ๆ แตยังไมทราบบทบาทที่ชัดเจน 

การเกาะติดกันของ mesothelial cell โดย tight junction ในรูปแบบของ desmosome 
โดยเฉพาะที่สวนนอกสุดและที่บริเวณ basal region เซลลจะถูกล็อคดวย interdigitating 
process โดยประกอบดวย glycoprotein ในกลุม cadherin family รวมกับ actin filament และ
โปรตีน vinculin เซลลบางตําแหนงมีการเช่ือมเซลลแบบ gap junction ซึ่งเช่ือมดวยโปรตีน 
connexon พบบอยที่ visceral peritoneum มากกวา parietal peritoneum จากการศึกษาเชื่อวา 
การดูดซึมของสารตาง ๆ เชน กลูโคสกลับเขาสูรางกาย ฯลฯ นาจะผานทาง intercellular route 
เปนสําคัญ   

ถัดจากช้ัน mesothelial cell เปนชั้นบาง ๆ ที่เรียกวา mesothelial basement 
membrane มีความหนาประมาณ 40 นาโนเมตร ซึ่งประกอบดวย type IV collagen  ใน ground 
substance ที่มี laminin, fibronectin และ proteoglycan   

นอกจากนี้ในบางตําแหนงของเย่ือบุชองทองมีลักษณะเปนจุดเล็ก ๆ ที่เรียกวา milky spot 
มีรายงานการตรวจพบคร้ังแรกโดย von Recklinghausen ต้ังแตป พ.ศ. 2506 ซึ่งเปนกลุมของ
เซลลที่พบมากที่บริเวณ greater omentum [36] และใกลแขนงที่ 1 และ 2 ของหลอดเลือดแดง มี
ขนาดต้ังแต 0.1-2 มิลลิเมตร ซึ่งยากที่จะมองเห็นไดดวยตาเปลา องคประกอบของ milky spot 
ประกอบดวย macrophage (รอยละ 70), เม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะอยางยิ่ง B และ T cell (รอยละ
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14 และรอยละ 13 ตามลําดับ) รวมทั้งพบ mast cell และ monocyte ไดบาง เช่ือวา milky spot 
นาจะเปน accessory lymphoid organs ซึ่งเปน first line defense mechanism ของ peritoneal 
cavity  
 ลักษณะโครงสรางและหนาที่ของ mesothelial cell แสดงในรูปที่  4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4. แสดงโครงสรางและหนาที่ของ mesothelial cell [37] 
 

2.2.2 เน้ือเยื่อเกี่ยวพัน (Interstitial tissue) หรือชั้นท่ีอยูใต mesothelial (Submesothelial 
layer)  
 เนื้อเยื่อเกี่ยวพันมีความหนาประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ประกอบไปดวย fibroblasts, mast 
cell, macrophage และ collagen network ซึ่งมี collagen bundle โดยเฉพาะอยางยิ่ง type I 
และ type III เช่ือมระหวางเสนเลือด และ mesothelial layer รวมกับองคประกอบที่สําคัญใน gel-
like matrix คือ hyaluronic acid และ proteoglycan ซึ่งมีความสามารถในการจับกับน้ํา และ
เนื่องจาก hyaluronic acid มีคุณสมบัติเปนประจุลบ จึงทําหนาที่กั้นการผานเขาออกของน้ําและ
โมเลกุลของสารตาง ๆ โดยเฉพาะ plasma protein ซึ่งมีประจุลบเชนกัน กรณีที่มีการอักเสบของ
เยื่อบุชองทอง สารเหลานี้จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนโดยมักรวมกับการบวมของชั้น interstitial ดวย 
 คาแรงดันในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (interstitial pressure) ในภาวะปกติจะมีคาเปนลบ แตเม่ือ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดการบวม (interstitial edema) จะเกิดผลตรงขามกัน คือ คาแรงดันในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันมีคาเปนบวก ทําใหความยาวและขนาดเสนผาศูนยกลางของหลอดเลือดฝอยในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันมีการเปลี่ยนแปลง สงผลตอการแลกเปล่ียนน้ําและสารตาง ๆ นอกจากนี้ถาปริมาณเลือด
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ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดการเปล่ียนแปลง จะสงผลกระทบโดยตรงตอการแลกเปล่ียนของสารตาง 
ๆ ดวย เชน ในกรณีที่มีการอักเสบของเยื่อบุชองทอง ซึ่งมีการขยายตัวของหลอดเลือดและปริมาณ
เลือดในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพิ่มข้ึน จึงอาจสงผลใหเกิดการดูดซึมกลับของสารโมเลกุลเล็ก เชน 
กลูโคส และนํ้า กลับเขาสูรางกายเพิ่มมากข้ึน  
 

2.2.3 ระบบหลอดเลือดฝอย (Capillary system) 
เยื่อบุชองทอง ประกอบดวยระบบเสนเลือดฝอยที่สําคัญ 3 ชนิด [38] คือ  
1. ชนิดตอเนื่อง (continuous capillary) คลายกับที่พบใน mesenteric vessels 
2. ชนิดรางแห (fenestrated capillary) พบไดที่บริเวณ parietal peritoneum โดยเฉพาะ 

mesentery คิดเปนรอยละ 1.7 ของจํานวนเสนเลือดฝอยทั้งหมด โดยเปนชนิดที่มีบทบาทในการ
แลกเปล่ียนถึงรอยละ 49 [39] 

3. ชนิดไมตอเนื่อง (discontinuous capillary) ซึ่งคลายกับที่พบใน liver sinusoid  
เซลลเยื่อบุหลอดเลือดฝอย (endothelium cell) มีโครงสรางเหมือนกับเซลลอ่ืน โดยมีผนัง

เซลล (plasmalemma) ท่ีมีลักษณะแบน Robertson unit membrane ความหนาประมาณ 80-100 Ao 
ซึ่งประกอบดวยช้ันของไขมันขนาบดวยชั้นของโปรตีน มี glycocalyx network บนผิวเซลลซึ่ง
ประกอบดวย sialoconjugates, proteoglycan และ acidic polymer ทําหนาที่เปน fibrous 
network และเปนสวนหนึ่งที่ทําใหเกิด negative charge รวมกับมีชองวางเล็ก ๆ ที่มีบทบาทใน
การควบคุมการขนสงของโมเลกุลขนาดเล็ก และขนาดใหญผานผนังหลอดเลือด โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งตอ anionic molecule เชน albumin เปนตน [40] 

สวนภายในเซลลของเยื่อบุหลอดเลือด ประกอบดวย pinocytic vesicle จากการศึกษาใน
สัตว [41-42] พบวาในการขนสงแบบ transendothelial channel  เกิดจากการเช่ือมตอของ 
vesicle โดย vesicle สามารถเคล่ือนจากดานหนึ่งของเซลลไปยังอีกดานหนึ่ง ทําใหเกิดการขนสง
สารตาง ๆ [43] ซึ่งเรียกวา  fluid phase pinocytosis เกิดข้ึนโดยผานทาง uncoated 
plasmalemmal vesicles และ transendothelial channel มีบทบาทสําคัญในการกระตุน active 
transport ของ albumin นอกจากนี้ vesicle ที่เกิดข้ึนอาจเปนสวนหนึ่งของขบวนการ pinocytosis 
ของสารโมเลกุลขนาดใหญและน้ําที่อาศัยตัวรับ (receptor) หรือที่เรียกวา highly specific 
receptor mediated pathway ซึ่งอยูที่บริเวณ coated pitted เมื่อสารจับกับ receptor จะมีการนํา
สารเหลานั้นเขาสูเซลล (internalized) และสงตอไปยัง lysosomal compartment หลังจากนั้น 
receptor จะยอนกลับมาที่ผิวเซลลเพื่อรับสารตอไป 

การเช่ือมตอระหวางเซลลเยื่อบุของหลอดเลือดฝอย จะเช่ือมตอกันอยางเหนียวแนนดวย  
tight junction หรือ zonula occluden โดยเปนการยึดกันของโปรตีนช้ันนอกทําใหเซลลชิดกันสนิท 
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แตในสวนของ postvenular capillary จะมีการเชื่อมตอกันอยางหลวม ๆ พบชองวางระหวาง
เซลลเกิดข้ึนประมาณรอยละ 25-30 โดยมีขนาดประมาณ 20-60 Ao ซึ่งเช่ือวาเปนทางผานของ
โมเลกุลขนาดใหญกวา 20 Ao  

basement membrane เปนตัวเชื่อมระหวางเซลลเยื่อบุหลอดเลือดและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
(connective tissue) โดยมีความหนาแตกตางกันไปตามชนิดของเนื้อเยื่อ basement membrane 
ประกอบดวยโครงสราง 3 ชั้น มีคุณสมบัติเปนประจุลบ จึงมีบทบาทสําคัญในการเปนตัวกั้นสารที่
มีโมเลกุลขนาดใหญ โดยเฉพาะที่มีประจุลบ เชน โปรตีน เปนตน ผานเขาออก ซึ่งพบวาเมื่อ
รางกายเกิดภาวะที่ basement membrane สูญเสียประจุลบเชน ภาวะ septic peritonitis, ไดรับ 
protamine sulfate, enzymatic degradation of glycosaminoglycan เปนตน จะทําใหมีการ
สูญเสียโปรตีนเพิ่มมากข้ึน 

สวน endothelial cell ของ fenestrated capillary ซึ่งมี fenestrae ขนาด 20-120 นาโน
เมตร เปดและปดโดย diaphragm สามารถเพิ่มปริมาณมากข้ึนเมื่อมีการอักเสบ นอกจากนี้พบวา
ทางดาน blood surface จะมีประจุลบเดน ทําให fenestarted capillary มีการผานของโมเลกุลที่มี
ประจุลบนอยกวา continuous capillary   

Sinusoid (discontinuous capillary) นั้นมี endothelial cells ดาดชั้นเดียว แตละเซลลไม
ตอเนื่องกัน ทําใหเกิดมีชองวางระหวางเซลลข้ึน ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,000 Ao ชองทางนี้เปน
ทางผานเขาออกของสารทั้งขนาดใหญและเล็กระหวางภายใน lumen และภายนอกหลอดเลือด 
ขนาดของหลอดเลือดชนิดนี้ไมสม่ําเสมอ คอนขางกวางและมักคดเค้ียว สวน basal lamina อาจ
ไมมีหรือมีแตก็ไมตอเนื่องกัน 
    

2.2.4 ระบบน้ําเหลือง (Lymphatic system) 
 ในภาวะปกติ รางกายจะควบคุมปริมาตรน้ําในเนื้อเยื่อและชองวางตาง ๆ ใหอยูในระดับ
คงที่โดยการสรางน้ําเหลืองดูดกลับเขาสูรางกาย โดยปกติอัตราการสรางน้ําเหลือง จะเทากันกับ 
ปริมาณสุทธิของ capillary efflux เพื่อใหปริมาตรในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและในชองทองมีคาคงที่ ใน
การลางไตทางชองทอง หรือในผูปวยที่มีปริมาตรสารน้ําในชองทองเพิ่มมากข้ึน เชน ภาวะทองมาน 
(ascites) ซึ่งน้ําและสารตาง ๆ ที่อยูในชองทองจะมีการดูดกลับเขาสูรางกายทางระบบน้ําเหลือง
และเขาสูหลอดเลือดรางกายมากข้ึน  

 ระบบน้ําเหลือง มีจุดเร่ิมตนจาก interstitial, non endothelial channels หรือ low 
resistance pathway ซึ่งเรียกวา pre initial lymphatics ซึ่งจะนําน้ําเหลืองจากบริเวณรอบของ 
venous microvasculature เขาไปยังเครือขายที่มีความยาวประมาณ 0.5 มิลลิเมตร โดยเปนทอ
ขนาดประมาณ 20-30 ไมครอน บุดวย endothelial cell  เม่ือมีปริมาณน้ําเหลืองเต็ม อาจมีขนาด
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กวางถึง 75 ไมครอน  เรียกระบบนี้วา initial lymphatic หลังจากนั้นจะนําน้ําเหลืองเขาสู 
lymphatic capillary ซึ่งมีขนาดกวางกวาเสนเลือดฝอย โดยมีขนาดประมาณ 15-40 ไมครอน บุ
อยูดวยเซลลชั้นเดียวที่มีคุณสมบัติคลายกับ endothelial cell และประกอบดวย fine actin like 
filament ที่มีขนาด 40-60 Ao เรียงตามแนวยาวของเซลล อันมีบทบาทสําคัญตอการหดตัวของผนัง
ของหลอดเลือดฝอยน้ําเหลือง  จากหลอดเลือดฝอยน้ําเหลืองเหลานี้ จะนําน้ําเหลืองจากสวนตาง 
ๆ ในชองทองเขาสูตอมน้ําเหลืองตาง ๆ ที่กระจายอยูภายในชองทอง และไหลเขาสู cisterna chili 
(ซึ่งเปนชองเปดทางดานลางของ thoracic duct) นําน้ําเหลืองและสารตาง ๆ ในชองทองกลับเขาสู
รางกายทาง thoracic duct และเปดเขาสูหลอดเลือดแดงท่ีบริเวณรอยตอระหวาง left subclavian 
vein และ left internal jugular vein [44] 
  นอกจากนี้ยังมีโครงรางน้ําเหลืองที่สําคัญอีกระบบหนึ่งซ่ึงเกี่ยวของกับการลางไตทางชอง
ทอง คือ โครงรางที่บริเวณกระบังลม (diaphragmatic lymphatic capillary network) (รูปที่ 5) 
โดยเปน plexus อยูใตชั้น mesothelial layer ซึ่งนําน้ําเหลืองจากชองทองเขาสู pleural side ซึ่ง
โครงรางน้ําเหลืองนี้ในคนจะกระจายอยูที่ชั้นกลามเนื้อของกระบังลมโดยเร่ิมตนที่บริเวณ 
lymphatic lacunae ซึ่งบุอยูดวย endothelial cell บาง ๆ เพียงชั้นเดียว อยูแบบคาบเก่ียวกัน 
(overlap) โดยท่ีไมมี tight junction พบวา ที่บริเวณนี้ไมพบประจุลบเนื่องจากมี ferritin ที่เปน
ประจุบวกเกาะติดกับบริเวณ glycocalyx  นอกจากนี้พบวามี stoma ซึ่งเปนชองเปดระหวาง 
mesothelial cell ทําใหมีการติดตอกันของ abdominal cavity และ subdiaphragmatic 
lymphatics โดยที่ stoma จะเชื่อมตอกับสวนที่เปน lacunae  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5. แสดง subdiaphragmatic ของทอน้ําเหลือง 
  

น้ําเหลืองจากสวนของโครงรางน้ําเหลืองนี้จะรวมกันเขาสู procollector ซึ่งเปนหลอด
เลือดฝอยน้ําเหลืองขนาดเล็กที่มีชั้นของกลามเนื้อที่ไมสมบูรณอยูตอจากช้ัน endothelial cell 
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หลอดน้ําเหลืองเหลานี้จะมี semilunar valve นําน้ําเหลืองเขาสูหลอดน้ําเหลืองที่มีขนาดใหญ
กวา (40-200 ไมครอน) ที่มีลักษณะเปน valvular segment โดยที่มี semilunar bicuspid value 
อยูที่ตอนปลายของแตละ segment เรียกสวนของ collector ในแตละ segment ระหวางล้ินนี้วา 
lymphangion ซึ่งถือเปน anatomic และ functional unit ของ collecting lymphatic system [45] 
 
2.3 Peritoneal physiology 

การลางไตทางชองทอง อาศัยกระบวนการที่เรียกวา dialysis ซึ่งเปนการแลกเปลี่ยนน้ํา
และสารตาง ๆ ระหวางสารละลาย 2 ชนิด ในที่นี้คือ เลือดและน้ํายาที่ใสในชองทอง โดยผานเยื่อบุ 
(membrane) ที่ทําหนาที่กั้นและกรองสารตาง ๆ [46] (รูปที่ 6)  

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 6. แสดงหลักการของ peritoneal dialysis ซึ่งประกอบดวย 2 compartment คือ สวนของ
เลือด ซึ่งมีของเสียและเกลือแรละลายอยู และ สวนของน้ํายาลางไตที่อยูในชองทอง ซึ่งมีเกลือแร
ละลายอยู โดยมีเยื่อบุกั้นระหวาง 2 สวนนี้ 
 

วัตถุประสงคหลักในการลางไตทางชองทอง 2 ประการในการทดแทนการทํางานของไตคือ  
1. กําจัดของเสียหรือสารที่เกินความตองการของรางกาย โดยอาศัยขบวนการแพร 

(diffusion) และขบวนการนําพา (convection) สารตาง ๆ เหลานั้นออกจากรางกาย  
ในขบวนการแพรของสาร อาศัยคุณสมบัติของชองทองและความแตกตางของความเขมขน

ของสารระหวางในกระแสเลือดกับน้ํายาในชองทอง ดังนั้นในกรณีที่ตองการจํากัดสารออกจาก
รางกาย สารเหลานั้นจะตองมีความเขมขนในน้ํายาตํ่ากวาในกระแสเลือด เชน โพแทสเซียม เปน
ตน หรือไมพบในน้ํายา เชน ยูเรีย และครีเอตินีน จึงจะสามารถที่จะกําจัดสารเหลานี้ออกจาก
รางกายได  ในขณะเดียวกันเมื่อตองการรักษาใหสารอยูในรางกาย ในน้ํายาก็จะตองประกอบดวย
สารที่มีความเขมขนใกลเคียงกับในเลือด เชน โซเดียม คลอไรด และแคลเซียม เปนตน อยางไรก็

Blood 
compartment 

Dialysate 
compartment
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ตาม ไมสามารถใสสารที่มีประโยชนทั้งหมดในน้ํายาเนื่องจากปญหาอ่ืน ๆ เชน การเตรียมน้ํายา  
ผลแทรกซอนตาง ๆ รวมทั้งคาใชจายในการผลิต เปนตน 

ขบวนการนําพา คือ การนําสารออกจากรางกายโดยอาศัยความสามารถในการละลาย
ของสารนั้นในนํ้า เมื่อมีการดึงน้ําจากหลอดเลือดเขาสูชองทอง และออกจากรางกาย ก็จะนําพา
สารออกมาดวย โดยการนําพานี้ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของเยื่อบุชองทองในการกั้นสารเหลานั้น ซึ่ง
เรียกคุณสมบัตินี้วา ประสิทธิภาพการกรอง (sieving coefficient, s) ซึ่งหมายถึงสัดสวนของสารที่
ผานเยื่อบุจาก compartment หนึ่งไปอีก compartment หนึ่ง หรืออาจหมายถึงจากเลือดไปสูชอง
ทอง และในทางตรงขาม ประสิทธิภาพการสะทอนกลับ (reflection coefficient, ) ซึ่งหมายถึง
สัดสวนของสารที่สะทอนกลับขณะผานเย่ือบุ หรือหมายถึงสัดสวนของสารที่ไมกรองผานเยื่อบุ ซึ่ง
ในกรณีที่เปนเยื่อบุอยางงาย (simple membrane) คา reflection coefficient จะมีคาเทากับ 1-s  

ในขบวนการดึงน้ําออกจากรางกายผูปวย ตองอาศัยสารที่มีคุณสมบัติในการดูดน้ําที่
เรียกวา osmotic agent หรือ osmolyte ในเลือดมีสาร osmolytes ที่สําคัญคือ โซเดียม ยูเรีย และ 
กลูโคส ในขณะที่ในน้ํายาลางไตทางชองทอง ก็จะมีการใส osmolyte เพื่อเพิ่ม osmolarity ใหกับ
น้ํายา ที่สําคัญคือ กลูโคส และโซเดียม  เพื่อใหเกิดความแตกตางออสโมสิส (osmotic gradient) 
ระหวางเลือดและน้ํายาในชองทอง สารที่ใสในชองทองจะมีคุณสมบัติและความสามารถในการดึง
น้ําแตกตางกัน ข้ึนอยูกับคุณสมบัติในการสะทอนการดูดซึมกลับ (osmotic reflection coefficient, 
) ซึ่งมีคาต้ังแต  0 ถึง 1 ในกรณีที่มีคาเทากับ 0 แสดงวาไมมีการสะทอนกลับของสารนั้นทําใหไม
มีความสามารถในการดูดน้ํากลับโดยอาศัยแรงดันออสโมสิส  ในทางตรงขามถามีคาเทากับ 1 สาร
นั้นจะมีคุณสมบัติในการดึงน้ําไดเปนอยางดี  

2. ปรับสมดุลน้ําในรางกาย ในผูปวยไตวายจะมีแนวโนมในการมีภาวะน้ําเกินไดบอย 
ดังนั้นในการทําการลางไตทางชองทองจึงตองการดึงน้ําสวนที่เกินออกจากรางกาย (ultrafiltration) 
โดยอาศัยคุณสมบัติของเยื่อบุชองทอง (peritoneal ultrafiltration coefficient) และคุณสมบัติของ
สารที่มีความสามารถในการดูดน้ํา (osmolytes) ซึ่ง osmolytes หรือ osmotic agents ที่จะดึงน้ํา
ออกจากรางกายไดดีจะตองอยูในชองทองไดนานและดูดซึมกลับนอย (หรือมีคา osmotic 
reflection coefficient สูง) โดยสารเหลานี้ถูกนํามาใสในน้ํายาเพื่อเพิ่มความสามารถในการดึงน้ํา
ออกจากผูปวย [47] 
 
2.4 Peritoneal anatomical changes during peritoneal dialysis  

ในผูปวย CAPD จะเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเย่ือบุชองทอง ซึ่งเปนผลมาจาก
ลักษณะของน้าํยาลางไตในปจจุบันที่ไมเหมาะสมตอเซลล (bioincompatibility) เชน มีความเปน
กรด ความเขมขนของน้าํตาลสูง มี osmolarity สูงกวาในพลาสมา มคีวามเขมขนของแลคเตทสูง มี
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อนุพนัธที่เกิดจากการสลายตัวของน้าํตาลกลูโคส (reactive carbonyl compounds) และ
อนุพนัธท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหวางนํ้าตาลกลูโคสกับกรดอะมิโนในชองทองของผูปวย 
(advanced glycation end products) ปริมาณมาก รวมกับการเกิดการอักเสบติดเชื้อในชองทอง 
[48-50] 

เมื่อทําการผาตัดดวยวิธีการสองกลองในผูปวย CAPD พบการเปล่ียนแปลงของผิวของ
เยื่อบุชองทอง (ชั้น mesothelium) โดยจะเหน็เปนสีน้าํตาล (tanned) [33] เปนผลจาก oxidation 
products ของน้าํตาลกลูโคสที่เปนสวนประกอบหลักของน้าํยาลางไต (รูปที่ 7) 

 

 
 

รูปท่ี 7. แสดงการเปล่ียนแปลงสีของเย่ือบุผนังชองทอง 
 
พยาธิสภาพของเยื่อบุชองทองทีพ่บในผูปวย CAPD นั้นมีดังนี ้
1. mesothelial cells หลุดลอกออกจาก basement membrane 
2. สวน submesothelial compact zone มีความหนามากข้ึนและ omental tissue เกิด 

interstitial fibrosis 
3. หลอดเลือดมีการเปล่ียนแปลงลักษณะเปน subendothelial hyalinosis โดยเฉพาะ 

venules และ small veins รวมทัง้พบหลอดเลือดมีปริมาณมากข้ึน 
 
2.4.1 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นของ mesothelial cell  
ในผูปวยที่เปนไตวายเร้ือรัง ผลของของเสียในรางกายทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ 

mesothelial cell โดยจากการศึกษาในการตรวจเนื้อเยื่อบุชองทอง โดยใช transmission electron 
microscope (TEM) [33] พบวารอยละ 36 จะมี distinctive cytoplasmic inclusions และ
กลายเปน paracrystalline deposition ใน RER  เม่ือมีการสะสมมากข้ึน ทําใหเกิดความผิดปกติ
ของเยื่อบุเซลลทําใหเกิดการหลุดของเซลลออกจาก basement membrane [51] รวมกับการแตก
ของเซลลเยื่อบุชองทอง  (รูปที่ 8 และ 9)  
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รูปท่ี 8. แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในรายที่เปน uremia  
(ซายมือ แสดง light microscope ซึ่งไมแตกตางจากปกติ รูปขวามือ แสดง intracytoplasmic 
filamentous inclusions ใน mesothelial cell, mesothelium, MESO; mast cell, MC; 
fibroblast, Fb; capillary, CAP; basement membrane, BM) [51] 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 9. แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในผูปวย CAPD  
(รูปซายมือ แสดง light microscope ซึ่งไมแตกตางจากปกติ และรูปขวามือ แสดงการลดลงของ 
microvilli และ micropinocytotic vesicles รวมกับการเพ่ิม RER ทัง้ในรายที่เปนเบาหวานและไม
เปนเบาหวาน จะพบมี reduplication ของ basement membrane (BM-1, 2, 3) mesothelium, 
MESO; mast cell, MC; fibroblast, Fb) [51] 

 
เนื่องจากเซลลชนิดนี้ตองสัมผัสกับน้ํายาลางไตโดยตรงจึงเกิดการบาดเจ็บ และหลุดลอก

ออกมาในชองทอง รางกายจึงปรับตัวโดยการสรางเซลลใหมข้ึนมาทดแทน (remesothelization) 
ในอัตราท่ีสูงประกอบกับเซลลชนิดน้ีมีหนาท่ีผลิตสารตาง ๆ เชน phospholipids, collagen, 
elastin, proteoglycans, fibronectin, interleukins, growth factors และ prostaglandins [52-59] 
ในปริมาณที่เพิ่มข้ึนเนื่องจากสารดังกลาวถูกเจือจางดวยน้ํายาลางไต จึงเกิดการเปล่ียนแปลง
ลักษณะของเซลลจากลักษณะแบน (epithelial-like) เปนลักษณะกลม หรือเปนส่ีเหล่ียมลูกบาศก 
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(non-epitheloid type) ที่มีคุณสมบัติของ mesenchymal cell ซึ่งเรียกวาเกิด epithelial 
mesenchymal transition (EMT) ทําหนาที่คลายกับ secretory cell และแสดงคุณสมบัติตาง ๆ
ของ myofibroblast ซึ่งจะมีเยื่อไฟเบอรที่คลายกับที่พบในเซลลกลามเนื้อเรียบซ่ึงสามารถหดตัว 
(contractile fiber) และยึดติดระหวางเซลลกับเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (fibronexi) โดยมีบทบาทสําคัญ
ตอการควบคุม extracellular matrix และสัมพันธโดยตรงตอการเกิดพังผืดของเยื่อบุชองทอง [60-
62] รวมกับลักษณะของ microvilli ที่ผิวเซลลจะมีลักษณะส้ันลง ปริมาณลดลงและจะหายไปใน
ที่สุด [63] (รูปที่ 10-15) โดยเฉพาะหลังการลางไตติดตอกันนานประมาณ 8-10 เดือน เช่ือวาเปน
ผลจากการใสน้ํายาลางไตในชองทองทําให visceral peritoneum และ parietal peritoneum 
ไมไดสัมผัสกัน ซึ่งการสัมผัสกันของเยื่อบุชองทองทั้ง 2 สวนจะเปนตัวกระตุนใหเกิด microvilli 
ประกอบกับแลคเตทในนํ้ายาลางไตเปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอปริมาณ microvilli สวนการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนอีกตําแหนงคือ intercellular junction โดยจะมีการเปดชอง ณ บริเวณนี้
ต้ังแตระยะแรก ๆ ที่เร่ิมลางไต  

 

   

รูปท่ี 10. แสดงเย่ือบุชองทองหลังลางไต 40 วัน พบวามีบางบริเวณที่ไมมีเซลลปกคลุม และมีการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะของเซลลเปนแบบลูกบาศก 
 

 
 

รูปท่ี 11. แสดงใหเห็นถึงการหลุดลอกของ mesothelial cells ออกมาในชองทอง 
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รูปท่ี 12. แสดง mesothelial cells ที่ตรวจพบในน้ํายาลางไต 
 

 
 

รูปท่ี 13. แสดงลักษณะของ mesothelial cells ชนิดตาง ๆ  
 

  
 

รูปท่ี 14. แสดง mesothelial cells ในเยือ่บุชองทองหลังลางไต 25 วัน พบวา microvilli ส้ันลง
     

 
 

รูปท่ี 15. แสดงลักษณะเยือ่บุชองทองหลังลางไต 14 เดือน ไมพบลักษณะของ microvilli 
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เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงในคุณสมบัติอ่ืน ๆ ของ

เซลล เชน สารคัดหล่ังตาง ๆ ของเซลล และการอยูรอดของเซลลโดยสามารถศึกษาไดโดยอาศัย
สารตาง ๆ ที่หล่ังออกมาจาก mesothelial cell (peritoneal biomarker) ตาง ๆ เชน 
phosphatidylcholine, cancer antigen 125 (CA125), hyaluronan, coagulation และ 
fibrinolytic factor รวมทั้ง pro และ antiinflammatory agents ตาง ๆ ทั้ง cytokines และ 
chemokines รวมไปถึง matrix metalloproteinase (MMP-2) (gelatinase A), MMP-3 
(stromelysin), MMP-9 และ tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPs) ตาง ๆ ซึ่งมีบทบาท
ในการควบคุมการเปล่ียนแปลงตาง ๆ ขององคประกอบของ basement membrane [64], การ
ตรวจ MTT assay, การตรวจ trypan blue staining รวมถึง การตอบสนองของเซลลตอปฏิกิริยา
ตาง ๆ เชน การกระตุนการหล่ังสาร interleukin-6, MCP-1 เปนตน 

นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มของเซลลที่ตายกอนกําหนดที่เรียกวา apoptotic cell  ทั้ง 
mesothelial cell และเซลลอ่ืน ๆ ในผูปวยที่ลางไตทางชองทองอีกดวย โดย Boulanger และคณะ 
[18] ไดศึกษาผลของน้ํายาลางไตชนิดตาง ๆ 4 ชนิด ประกอบดวย heat sterilized dextrose 
lactate, filtered dextrose lactate, heat sterilized dextrose bicarbonate lactate และ heat 
sterilized icodextrin lactate ตอการแบงตัวของ mesothelial cells ที่เพาะเล้ียงไว โดยประเมิน
การแบงตัวของเซลล อัตราการเกิดกระบวนการ apoptosis และ necrosis พบวาขณะที่ความ
เขมขนของน้ําตาลเทากับ 15 กรัมตอลิตร การแบงตัวของ mesothelial cells ในน้ํายากลุม heat 
sterilized dextrose bicarbonate lactate ดีกวากลุม filtered dextrose lactate และ heat 
sterilized dextrose lactate ตามลําดับ ขณะเดียวกันที่ความเขมขนของน้ําตาลเทากับ 45 กรัมตอ
ลิตร การแบงตัวของเซลลในน้ํายากลุม heat sterilized icodextrin lactate เทากับกลุม heat 
sterilized dextrose bicarbonate lactate และทั้ง 2 กลุมมีการแบงตัวของเซลลดีกวากลุม 
filtered dextrose lactate และ heat sterilized dextrose lactate ตามลําดับ และเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางความเขมขนของน้ําตาลที่ 15 และ 45 กรัมตอลิตร พบวาที่ความเขมขน 15 
กรัมตอลิตรมีการแบงตัวดีกวา รวมกับมีปริมาณเซลลที่ตายผานกระบวนการ apoptosis และ 
necrosis นอยกวาประมาณ 2 เทา (รูปที่ 16 และ 17) จากการศึกษานี้ไดขอสรุปวา ระดับความ
เขมขนของน้ําตาลที่สูงและสารประกอบประเภท advanced glycation end products ในน้ํายา
ลางไตทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการทํางานของ mitochondria และกระตุนใหเกิดกระบวนการ 
apoptosis ของ mesothelial cells ยับย้ังการเติบโตของเซลลและขัดขวางกระบวนการ 
remesothelialization 
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รูปท่ี 16. แสดงการแบงตัวของเซลลในน้าํยาลางไตชนดิตาง ๆ  
               

               
 

รูปท่ี 17. แสดงปริมาณ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในน้าํยาลางไตชนิดตาง ๆ  
(L; heat sterilized dextrose lactate, L.Filt; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, 
B/L; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, ICO; heat sterilized icodextrin lactate, 
15 g/L; ความเขมขนของน้าํตาล 15 กรัมตอลิตร, 45 g/L; ความเขมขนของน้าํตาล 45 กรัมตอ
ลิตร) 
 

Chen และคณะ ศึกษาปริมาณ mesothelial cells ที่เกิดกระบวนการ apoptosis ในผูปวย
ที่เกิดการอักเสบติดเช้ือในชองทอง เปรียบเทียบกับผูปวย CAPD พบวา สัดสวนของเซลลที่เกิด 
apoptosis มปีริมาณมากข้ึนตามระยะเวลาที่เกิดการติดเช้ือ ขณะทีป่ริมาณเซลลทั้งหมดลดลง ดัง
ตารางที่ 1 และผูปวยที่ลางไตทางชองทองที่ไมไดเกดิการอักเสบติดเช้ือในชองทองสามารถตรวจ
พบ mesothelial cells ที่เกดิ apoptosis ไดเชนกันแตมปีริมาณนอยกวาผูปวยที่เกิดการอักเสบติด
เชื้อในชองทองอยางมนีัยสําคัญ [65] 
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ตารางที่ 1. แสดงปริมาณเซลลตามระยะเวลาที่เกิดการติดเช้ือ 
 

  Day 5 Day 15 Day 28 
Non-infective 

control 

Total cell count (x 106/L) 0.16  0.048 0.04  0.02 0.014  0.0076 0.004  0.001 

Mesothelial cells (%) 9.2  1.9 9.0  1.5 12.3  1.9 4.2  2.5 

Percentage of M30 positive 9.5  3.2* 12.5  4.6* 16.1  6.3* 4.7  1.8 

หมายเหตุ * P < 0.0001 compared with non-infective PDE.   
 
Marina และคณะ ศึกษาเกี่ยวกับ lethal cytokines ที่มีผลตอการเกิด apoptosis ของ 

mesothelial cells โดยนําตัวอยางจากน้าํยาลางไตในผูปวยที่เกดิการอักเสบติดเช้ือในชองทอง 
และผูปวย CAPD พบวาระหวางที่เกดิการอักเสบติดเช้ือ เซลลสวนใหญที่เกดิกระบวนการ 
apoptosis คือเซลลเม็ดเลือดขาว และมีเพียงรอยละ 0.5-5 ที่เปน mesothelial cells โดยสัดสวน
ของเซลลที่เกดิ apoptosis จะเพิม่จํานวนมากข้ึนขณะที่จํานวนเซลลทั้งหมดลดลงในระหวางการ
รักษา เชนเดียวกับการศึกษาของ Chen และคณะ คือสามารถตรวจพบ mesothelial cells ที่เกดิ 
apoptosis ในผูปวย CAPD ซึ่งตามธรรมชาติเซลลที่เกิด apoptosis จะถูกกาํจัดโดยเซลลขางเคียง
ภายในระยะเวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมง การที่สามารถตรวจพบเซลลดังกลาวในน้าํยาลางไตของ
ผูปวย บงบอกถึงปริมาณ mesothelial cells ที่อาจเกิด apoptosis ปริมาณสูง สวน cytokines ที่มี
ผลตอการเกิด apoptosis ที่ตรวจพบในการศึกษานี้คือ FASL โดยเฉพาะในผูปวยที่เกิดการอักเสบ
ติดเช้ือในชองทอง [66] 

สรุปจากการศึกษาขางตน แสดงใหเห็นวาการลางไตทางชองทองดวยน้ํายาลางไตที่ใชกัน
ในปจจุบัน สงผลให mesothelial cells เกิด apoptosis ซึ่งจะถูกกําจัดโดยเซลล macrophages 
หากตรวจพบ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในน้ํายาลางไตบงช้ีถึงปริมาณเซลลจํานวนมาก
ที่เกิดกระบวนการนี้ ทําใหเยื่อบุชองทองปราศจาก mesothelial cells ปกคลุม และเช่ือวาเปน
กลไกที่สําคัญกลไกหนึ่งที่สงผลใหเกิดการเสื่อมสภาพของเยื่อบุชองทอง โดยพบความสัมพัฯธ
ระหวางปริมาณ mesothelial cell ที่บุบริเวณผิวของเยื่อบุชองทองที่ลดลงกับความหนาของช้ัน 
submesothelium compact zone และจํานวนของหลอดเลือดที่ผิดปกติอยางมีนัยสําคัญ 
 

2.4.2 การเกิดพังผืดในช้ันใตเยื่อบุผิว (Submesothelial fibrosis)  
 จากขอมูลที่ทราบกันทั่วไปแลววาเมื่อ peritoneum สัมผัสกับ dialysis solution เปน
ระยะเวลานาน ๆ จะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ mesothelial cell (mesothelial modification) 
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ไดแก การเปล่ียนแปลง ultrastructure ของเซลล โดยการเปลี่ยนรูปรางเปน cuboidal form และ
มีการสูญเสียของ mesothelial cell และเกิดการหนาตัวของ basement membrane ข้ึน ซึ่งสงผล
ใหเกิดมีการเปล่ียนแปลงที่ submesothelial region และเกิด simple sclerosis ตามมา โดยความ
หนาของ  submesothelium compact zone นั้นสัมพันธกับระยะเวลาที่ทํา CAPD 

กลไกการเกิดพังผืดเยื่อบุชองทองสัมพันธกับ cytokine ท่ีสําคัญท่ีมีบทบาทตอ
กระบวนการอักเสบและผลตามมาตอการเกิดพังผืด คือ transforming growth factor beta (TGF-
) ซึ่ง mesothelial cell สามารถเพิ่มการแสดงออกของ  TGF-  mRNA เม่ือถูกกระตุนดวย TNF-
 และ IL-1  จากการที่มีการเพิ่มข้ึนของ TGF- มีผลตอการควบคุมการทํางานของเซลล ทั้ง 
proliferation, differentiation, adhesion และ apoptosis และยังมีผลตอความผิดปกติของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ทําใหเกิดความผิดปกติและเกิดพังผืดตามมา ตามรูปที่ 18 [67] นอกจากนี้จาก
การศึกษาของ Ichiro และคณะ พบวาในหนูแรทที่ไดรับ glucose degradation products 
(GDPs) ชนิดหนึ่งคือ methylglyoxal (MGO) ที่ผสมในน้ํายาลางไตนั้นพบการเพิ่มการแสดงออก
ของ TGF-, collagen, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) และ advanced glycation end 
products receptor (RAGE) อีกทั้ง MGO ยังสงผลใหเกิดการลดการแสดงออกของ E-cadherin 
สวน TGF- นั้นสงผลใหเกิดการลดการแสดงออกของ E-cadherin และ cytokeratin  ซึ่งเปน 
epithelial marker [68] โดยการแสดงออกท่ีเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีนที่กลาวมานั้นมี
ความสัมพันธกับการเกิด EMT ผานทางการควบคุมจาก transcription factor snail สอดคลองกับ
การศึกษาของ Eun-Joo Oh และคณะ ที่พบวาในหนูแรทที่ไดรับน้ํายาลางไตที่มี GDPs ในปริมาณ
ที่ตํ่านั้นพบการเกิด peritoneal fibrosis ลดลงและโปรตีนที่สัมพันธกับ  peritoneal fibrosis  เชน  
-smooth muscle actin (-SMA) นั้นมีการแสดงออกนอยกวาในหนูแรทท่ีไดรับนํ้ายาลางไต
ท่ีมี GDPs ในปริมาณท่ีสูง [69] และจากการศึกษาของ Chieko Higuchi และคณะพบวา 
ปริมาณของกลูโคสที่สูงนั้นมีผลตอการเพิ่มการแสดงออกของ plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1) ใน fibroblast  อีกดวย [70] 

กลไกการเกิด peritoneal fibrosis นั้นไดมีผูทําการศึกษาไวมากมายโดย Qiang Yao และ
คณะพบวากลไกการเกิด peritoneal fibrosis นั้นเกิดผานทาง TGF/Smad  pathway [71] ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Qinghua Liu และคณะที่พบวา TGF/Smad  pathway ที่สงผลตอ
การเกิด peritoneal fibrosis นั้นผาน  C-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling [72] อีกทั้ง 
Strippoli และคณะพบวาการเกิด EMT นั้นผานทาง ERK/NF-B/Snail-1 pathway ซึ่งการเกิด 
EMT นั้นมีบทบาทสําคัญตอการควบคุม extracellular matrix และสัมพันธโดยตรงตอการเกิด
พังผืดของเย่ือบุชองทอง [77] 
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รูปท่ี 18. แสดงการเกิดกลไกพังผืดในรายทีท่ําการลางไตทางชองทอง [67]  

 
2.4.3 ปฏิกิรยิาการตอบสนองของรางกายและการเกิดหลอดเลอืดใหม  

 ในสภาวะปกติซึ่งมีน้ําอยูในชองทองนอยกวา 50 มิลลิลิตร และจะมีปริมาณเซลลตาง ๆ
ประมาณ 7-12 ลานเซลล โดยที่เซลลสวนใหญเปน peritoneal macrophage (มากกวารอยละ 
90) และเปน lymphocyte (ประมาณ รอยละ 5-10) และ polymorphonuclear cell (นอยกวารอย
ละ 5) [74] ในรายที่ทําการลางไตทางชองทอง พบวา ในน้ํายา peritoneal effluent จะมี 
mesothelial cell รอยละ 4.4 และ macrophage รอยละ 57  

ปฏิกิริยาตอบสนองของรางกาย เร่ิมตนจากการกระตุน peritoneal macrophage จากเช้ือ
กอโรคหรือสารที่หล่ังจากเช้ือเหลานั้น เชน lipopolysaccharide ฯลฯ ซึ่งเร่ิมตนจากเกาะติดของ
เช้ือหรือองคประกอบของเชื้อกับ serum factor ตาง ๆ ซึ่งเรียกวา ขบวนการ opsonization (ซึ่งมี
ปจจัยที่สําคัญคือ IgG, C3 และ fibronectin) ที่เช้ือกอโรค หลังจากนั้นจับกับตัวรับของ 
macrophage ซึ่งสามารถกระตุน complement cascade โดยการยอย C3 ใหเกิด C3b ซึ่ง
สามารถจับกับตัวรับที่ monocytes, polymorphonuclear cell และ peritoneal macrophage
อยางไรก็ตามเชื้อบางชนิดเชน Staphylococcus aureus สามารถที่จะกระตุน IgG molecule บน
เยื่อบุ peritoneal macrophage โดยที่ไมจําเปนตองอาศัยกระบวนการ opsonization  

หลังจากที่ peritoneal macrophage ถูกกระตุน ทําใหมีการหล่ัง proinflammatory 
cytokine ชนิดตาง ๆ เชน tumor necrotic factor alpha (TNF-), interleukin-1 (IL-1), IL-6 และ 
IL-8 รวมทั้งกระตุนใหมีการหล่ัง chemotracttractants leukotriene B4 (LTB4) และ monocyte 
chempotactic protein-1 (MCP-1) และการกระตุนผานทาง prostaglandin E2 (PGE2) และ 
trombroxane B2 (TXB2) โดยพบวาในรายที่เกิดการอักเสบเยื่อบุชองทอง จะมีการเพิ่มข้ึนของ 
PGE2 รอยละ 199 และ  6-keto PGF1 alpha รอยละ 68 รวมทั้ง TXB2 รอยละ 44 [75] 
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นอกจากนี้ TNF- และ IL-1 สามารถกระตุน macrophage ไดโดยตรงใหมีการเพิ่ม

การหล่ัง PGE2 และ TXB2   ซึ่งมีผลทําใหเกิดการขยายตัวของหลอดเลือดและการเพิ่ม vascular 
permeability ทําใหมีการรั่วของโปรตีนตาง ๆ รวมทั้ง opsonin จากเลือดเขาสูชองทอง ในขณะที่ 
IL-8, MCP-1 และ LTB4 จะกระตุนการอักเสบโดยการดึง polymorphonuclear cell และ 
monocyte มายังตําแหนงที่การอักเสบ ในขณะที่ IL-6 และ PGE2 จะควบคุม macrophage และ
ควบคุมการขยายตัวของการอักเสบ ซึ่งในการควบคุมการอักเสบยังถูกควบคุมโดย IL-1 receptor 
antagonist (IL-1r) และ TNF-soluble receptor ที่หล่ังออกมาจาก PMN และ monocytes (รูปที่ 
19)     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 19. แสดงกระบวนการอักเสบและ inflammatory response ตอการติดเช้ือกอโรค [75] 
 
จาก inflammatory mediator และการเปล่ียนแปลงของเซลลตางๆ ทําใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงของเสนเลือด  จะพบมีการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือด  (neoangiogenesis, 
granulation tiissue) ซึ่งพบเพิ่มจํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD แตจะพบมากข้ึนในรายที่
เกิดการอักเสบของเยื่อบุชองทอง และในรายที่มีการอักเสบเร้ือรังจนเกิดเปนพังผืดของเย่ือบุชอง
ทอง นาจะเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลงของ VEGF [76] ซึ่งคลายกับในผูปวยที่เปนเบาหวาน 
นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มข้ึนของ dilated vessels และพบการหนาตัวของชั้น tunica media 
ซึ่งในบางรายอาจมีการอุดตันของเสนเลือดได   

การเปล่ียนแปลงของหลอดเลือด จะพบมีการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือด ซึ่งพบเพิ่ม
จํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD แตจะพบมากขึ้นในรายท่ีเปน peritoneal sclerosis 
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นาจะเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ VEGF [77] ซึ่งคลายกับที่พบในผูปวยที่เปน
เบาหวาน นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มข้ึนของ dilated vessels และพบการหนาตัวของชั้น tunica 
media สงผลใหหลอดเลือดมีลักษณะตีบแคบลง ในบางรายอาจมีการอุดตันของเสนเลือดได  
นอกจากนี้พบ cellular infiltration รวมทั้งอาจพบ activated endothelial cell ในรายที่เปน SEP 
ได [76] 
 ปจจุบันยังไมทราบวาการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเยื่อบุชองทองในตําแหนงใดเปน
ปจจัยหลักที่ทําใหเกิดการเส่ือมสภาพในการแลกเปล่ียนสสารและน้ํา เชนการเปล่ียนแปลงของ
เซลล endothelial lining peritoneal capillaries [13] หรือการเปล่ียนแปลงของ mesothelial 
cells ท่ีเปนเหตุทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของเย่ือบุชองทองเปนลักษณะ fibrosis และ 
neoangiogenesis เนื่องจาก VEGF ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติเปน potent proangiogenic factor 
พบวามีปริมาณสูงข้ึนในผูปวย CAPD และมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของ
เยื่อบุชองทองดังกลาว โดยเช่ือวาเปนหนึ่งในกลไกหลักที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ 
การศึกษาของ Aroeira และคณะ พบวา mesothelial cells มีความสามารถสราง VEGF ได
ปริมาณมากถามีการเปลี่ยนแปลงลักษณะจากเซลล epitheliod mesothelium เปน non-
epitheliod mesothelium (รูปที่ 13) โดยการเปล่ียนแปลงนี้สามารถตรวจพบในผูปวย CAPD 
รวมกับพบวาน้ํายาลางไตที่ถายเทจากเซลล non-epitheliod mesothelium มีคา VEGF มากกวา
ระดับ VEGF ในพลาสมา (รูปที่ 20 และ 21) [78] 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 20. แสดงระดับ VEGF จากน้ําที่ถาย จากผูปวย CAPD ที่มีลักษณะ mesothelial cells ชนดิ
ตาง ๆ  
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รูปท่ี 21. แสดงระดับ VEGF ในซีร่ัมของผูปวย 
 

2.5 Peroxisome proliferator activated receptor-gamma (PPAR-) 
PPAR เปนเปาหมายสําคัญในการออกฤทธิ์ของยาในกลุม TZDs ซึ่งเปนยาลดน้ําตาลตัว

ใหมที่มีคุณสมบัติลดภาวะ insulin resistance ในผูปวยเบาหวาน ไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย อีก
ทั้งยังสามารถชะลอการเส่ือมหนาที่ของไตจากภาวะเบาหวาน (diabetic nephropathy) และจาก
สาเหตุอ่ืน ๆ (non-diabetic nephropathy)  

PPAR อยูในตระกูล nuclear hormone receptor กลุมเดียวกับ thyroid และ steroid 
hormones ในปจจุบันสามารถแบง PPAR เปน 3 isoforms ไดแก PPAR-, PPAR- และ 
PPAR-  ทั้ง 3 isoforms มีลักษณะพ้ืนฐานและการเรียงตัวของกรดอะมิโนคลายคลึงกันคือ
ประกอบดวยสวนสําคัญ 4 สวน (รูปท่ี 22) คือ 1) N-terminal ligand-independent 
transactivation domain (A/B domain) 2) DNA binding domain (DBD หรือ C domain) 3) 
cofactor docking domain (D domain) 4) C-terminal E/F domain ซึ่งประกอบดวย 2 สวน
สําคัญ คือ ligand binding domain (LBD) และ ligand-dependent transactivation domain 
(AF2 domain) พบความแตกตางในการกระจายตัว ชนิดของตัวกระตุน และการแสดงออกของทั้ง 
3 isoforms คือ 

1. PPAR- พบไดแพรหลายในอวัยวะที่มีปฏิกิริยา -oxidation ในไมโตคอนเดรียสูง 
ไดแก ตับ, หัวใจ, ลําไสเล็ก, brown fat และ renal cortex สรางจากโครโมโซมคูที่ 22 ทําหนาที่ใน
การควบคุมการเผาผลาญไขมันและเมตาบอลิซึมของรางกาย สามารถจับไดอยางจําเพาะเจาะจง
กับกรดไขมันในรางกาย ไดแก palmitic acid, oleic acid, linoleic acid และ arachnodic acid 
และกับยาในกลุม fibrates เชน fenofibrate, bezafibrate และ gemfibrozil มีฤทธิ์ตานการอักเสบ 
สามารถปองกันและยับยั้งกระบวนการ atherosclerosis ในสัตวทดลองและในผูปวยได 
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2. PPAR- พบกระจายตัวเกือบทุกอวัยวะแตในปริมาณนอย ไดแก ผิวหนัง สมอง และ

เนื้อเยื่อไขมัน สรางจากโครโมโซมคูที่ 6 ทําหนาที่ควบคุมการเจริญเติบโตของ embryo และการ
งอกของกระดูก  

3. PPAR-  สรางจากโครโมโซมคูที่ 3 พบวาในมนุษยมี PPAR- ทั้งหมด 3 subtypes 
คือ PPAR-1, PPAR-2 และ PPAR-3 พบ PPAR-1 ไดบางในเบตาเซลลของตับออน มาม 
กลามเนื้อลาย เซลลบุผนังหลอดเลือด และ macrophage นอกจากนี้ยังพบไดในปริมาณตํ่า ๆ ใน
เนื้อเยื่อที่มี PPAR- ปริมาณมาก เชน ตับ, หัวใจ และกลามเนื้อลาย พบ PPAR-2 ปริมาณสูงใน
เนื้อเยื่อไขมัน ไมพบวาทั้งสาม subtype ของ PPAR- มีความแตกตางในหนาที่การทํางาน เนื่อง
ดวยความใหญของ LBD บนโครงสรางของ PPAR- ทําใหพบ ligand เปนจํานวนมากที่สามารถ
จับไดจําเพาะกับ PPAR- ท้ังท่ีเปนกรดไขมัน, สารสังเคราะหท้ังท่ีเปนยาในกลุม TZDs, 
phenylacetic acid และ NSAIDs พบวามีเพียงยาในกลุม TZDs เทานั้นที่สามารถจับไดอยาง
จําเพาะกับ PPAR- โดยมีสัมประสิทธิ์ในการจับสูงกวากรดไขมัน 100-1,000 เทา 

 

 
 

รูปท่ี 22. แสดงโครงสรางเปปไทดของท้ัง 3 isoforms ของ PPARs ซึ่งประกอบดวย transactivation 
domains (AF1 และ AF2), DNA binding domain (DBD), cofactor docking domain (D) และ 
ligand binding domain (LBD) [79]  
 

เม่ือ PPAR จับกับตัวกระตุน (ligand) จะกระตุนยีนใหเกิดการสรางโปรตีนผานทาง 2 
กลไก (รูปที่ 23) 

1. transactivation เปนกระบวนการสรางโปรตีนและควบคุมเซลลของ PPAR โดยอาศัย 
DNA หลังจาก PPAR จับคูกับ specific ligand แลวจะเกิดการ heterodimerization กับ retinoid 
X receptor (RXR) กอนไปจับจําเพาะกับ DNA ในสวนที่เปน promoter region ของยีนเปาหมาย
ที่เรียกวา PPAR response elements (PPRE) กอใหเกิดการเพิ่มหรือลดการ transcription ของ
ยีนเปาหมาย 
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2. transrepression เปนกระบวนการยับยั้งการสรางโปรตีนที่เกี่ยวเนื่องกับขบวนการ

การอักเสบของรางกายโดยรบกวน signal-transduction pathway ของ nuclear factor kappa B 
(NF-B), phorbol ester responsive element (TRE) และ interferon-stimulated gene factor 
response element (ISGF-RE) โดยกระบวนการนี้ไมตองพึ่ง DNA [79] 

 

 
 

รูปที่ 23. แสดงกลไกการควบคุมยีนของ PPAR โดยผานกระบวนการ transactivation และ 
transrepression [79] 

 
การแสดงออกและหนาที่ของ PPAR ที่ไต ไตแสดงออกทั้ง 3 isoforms ของ PPAR โดยพบ 

PPAR- มากที่ proximal tubules และ medullary thick ascending limbs ของ henle loop พบ
เปนสวนนอยใน glomerular mesangial cells มีบทบาทสําคัญในการควบคุม fatty acid 
oxidation ภายในเซลล และการรักษาสมดุลพลังงานในไต ทั้งกระบวนการผลิตและการเผาผลาญ
พลังงาน โดยเปนกลไกหน่ึงของไตในการปรับตัวกับภาวะขาดสารอาหาร ดวยเหตุน้ีจึงแสดง
บทบาทสําคัญในการปองกันการเกิด ischemic/reperfusion injury ของไตในบริเวณดังกลาวได 
พบ PPAR- ไดทั่วไปในทุก ๆ  segment ของ nephron ทั้งใน renal cortex และ medulla ใน
ปริมาณที่ต่ํามาก และไมทราบบทบาทท่ีแนชัดท่ีไตในปจจุบัน ตางจาก PPAR- ท่ีพบไดมากบริเวณ
ทอไตสวน medullary collecting ducts เช่ือวามีบทบาทสําคัญในการกระตุนการดูดกลับของน้ํา
และเกลือแร กอใหเกิดภาวการณค่ังของเกลือและสารน้ําในผูปวยบางรายได นอกจากนี้ยัง
สามารถตรวจพบ PPAR- ใน glomeruli ไดในปริมาณเล็กนอยภายในเซลลบุผนังหลอดเลือด, 
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mesangial cells และ podocyte เช่ือวาการแสดงออกของ PPAR- ภายใน mesangial cells 
นี้มีบทบาทสําคัญในการปองกันไมใหไตของผูปวยเบาหวานเส่ือมสภาพจากกระบวนการ 
glomerulosclerosis จากการแบงตัวเพิ่มจํานวนข้ึน (proliferation) การสรางโปรตีนนอกเซลล 
(extracellular matrix: ECM) และการกลายพันธุ (transdifferentiation) เปน myofibroblast ของ 
mesangial cells ดังตารางที่ 2 [80] 
 

ตารางที่ 2. แสดงผลของยาในกลุม thiazolidinediones ของเซลลตาง ๆ ของไต [80] 
 

PPAR 
subtype 

mesangial cells proximal tubular 
cells 

Interstitial 
fibroblasts 

vasculature 

PPAR- antifibrotic Energy utilization unknown Antiinflammation
Anti-
atherogenic 

PPAR- Energy 
utilization 

Energy utilization cytoprotective Anti-
atherogenic 

PPAR- Antiproliferative 
Antifibrotic 
antiinflammation 

Antiproliferative
Antifibrotic 
antiinflammation 

Antiproliferative 
Antifibrotic 
antiinflammation 

Antiinflammation
Anti-
atherogenic 

 
2.6 โครงสรางและเภสัชจนศาสตรของยาในกลุม thiazolidinediones (TZDs) 

ยา TZDs เปนกลุมของยาที่มีโครงสรางหลักเปน 2,4 thiazolidinedione ring  ซึ่งยา 
TZDs นั้นสามารถลดน้ําตาลในเลือดโดยออกฤทธ์ิเพิ่มความไวของรางกายตออินสุลิน (insulin 
sensitizer) ประกอบดวยยา 5 ตัวคือ troglitazone (TGZ), RGZ, PGZ, ciglitazone และ 
englitazone พบภาวะแทรกซอนจาก ciglitazone และ englitazone มากในสัตวทดลองจึงไมมี
การนํายามาใชรักษาผูปวย TGZ เปน TZDs ตัวแรกที่นํามาใชรักษาผูปวยในสหรัฐอเมริกาและ
ญ่ีปุน ต้ังแตป พ.ศ. 2540 ตามดวย rosiglitazone และ pioglitazone ในป พ.ศ. 2542 แต TZD 
ถูกถอดออกจากทะเบียนยาใน ป พ.ศ. 2543 เนื่องจากพบภาวะแทรกซอนทางตับที่รุนแรง ปจจุบัน
จึงเหลือยากลุมนี้ 2 ตัว คือ RGZ และ PGZ สามารถบริหารยา RGZ และ PGZ ไดทางปาก
เนื่องจากถูกดูดซึมเขาสูรางกายไดดีโดยไมถูกรบกวนดวยอาหาร เกือบทั้งหมดของยาจะถูกทําลาย
ที่ตับโดยอาศัย cytochrome P450 ยา PGZ ถูกขับออกจากรางกายทางไตรอยละ 20-30 และทาง
น้ําดีในสวนที่เหลือ ตางจาก RGZ ที่ขับออกทางน้ําดีเปนสวนใหญ ไมพบวาผูปวยที่มีการทํางาน
ของไตบกพรองจะมีเภสัชจนศาสตรของยาตางจากคนปกติ Budde และคณะ ทําการศึกษาเภสัช
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จนศาสตรของยาเปรียบเทียบระหวางผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติ (creatinine clearance > 
80 ml/min) จํานวน 6 ราย ผูปวยที่มีการทํางานของไตบกพรอง แบงเปนผูที่มีไตเส่ือมปานกลาง 
(creatinine clearance 30-60 ml/min) จํานวน 9 ราย และผูที่มีไตเส่ือมรุนแรง (creatinine 
clearance < 30 ml/min) จํานวน 12 ราย พบวาผูปวยไตวายจะมี elimination half-life ของยา 
PGZ ไมตางไปจากผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติ แตในผูปวยที่ไตวายรุนแรงจะมี area under 
the plasma concentration time curve (AUC) ของยา PGZ และอนุพันธุ (metabolism) ตํ่ากวา
ผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติเล็กนอย อยางไรก็ตามไมพบอัตราการเกิดภาวะแทรกซอน
แตกตางกัน ดังนั้นจึงไมมีความจําเปนตองปรับลดขนาดของยาทั้งสองในผูปวยที่มีการทํางานของ
ไตลดลง [81]  

ภาวะแทรกซอนจากการใชยากลุม TZDs พบไดบอย (ตารางท่ี 3) สวนใหญเปนผลสืบ
เนื่องมาจากการค่ังของเกลือและสารน้ําในรางกายผูปวย ไดแก น้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน การบวมน้ํา 
และการลดลงของคา hemoglobin โดยผูปวยบางรายอาจมีระดับ hemoglobin ลดลง 1 gm/dl 
พบความรุนแรงดังกลาวมากข้ึนในผูปวยที่ไดรับยารวมกับการใชอินสุลิน โดยมีอุบัติการณรอยละ 
15 เทียบกับรอยละ 4.8 ในผูปวยที่ไดรับยา TZDs อยางเดียว ในบางรายรุนแรงถึงข้ันทําใหผูปวยมี
ภาวะหัวใจวายได ดวยเหตุนี้องคการอาหารและยาในสหรัฐอเมริกา (US-FDA) ไมอนุญาตใหใชยา 
TZDs ในผูปวย functional class 3 และ 4 โดย  New York Heart Association และในประเทศ
แถบยุโรปไมอนุญาตใหใชยา TZDs รวมกับอินสุลิน อยางไรก็ตามสามารถแกไขภาวะบวมน้ําโดย
การใหรวมกับยาขับปสสาวะ และหายไดหลังจากหยุดยา สวนใหญภาวะบวมน้ําจะเกิดข้ึนภายใน 
1 เดือนหลังเร่ิมบริหารยา เชื่อวากลไกการคั่งของเกลือและน้ําเกิดจากการที่ยาออกฤทธิ์เพิ่มการดูด
กลับของเกลือที่ทอไตสวนปลาย โดยเพิ่มการทํางานของ epithelium sodium channel (ENAC), 
serum and glucocorticoid regulated kinase (SGK 1) และ Na+, K+-ATPase นอกจากนี้ยัง
พบวายาอาจออกฤทธ์ิเพิ่มการค่ังของสารน้ําโดยกระตุนการทํางานของ aquaporin ที่ทอไตสวน 
collecting duct โดยผานทาง PPAR-independent pathway สวนรายงานที่มีผลตอตับ 
(idiosyncratic hepatotoxicity) ดังที่พบในยา TGZ พบวาผูปวยที่ไดรับยา RGZ และ PGZ พบ
อุบัติการณการเพิ่มข้ึนของพลาสมา transaminase (มากกวา 3 เทาของคาปกติ) เพียงรอยละ 
0.26 ในผูปวยที่ไดรับยา PGZ อยางไรก็ตามควรหลีกเล่ียงการใชยากลุมนี้ในผูปวยโรคตับ (ระดับ 
transaminase ในเลือดมากกวา 3 เทาของคาปกติ) แนะนําใหตรวจการทํางานของตับกอนเร่ิมใช
ยา และติดตามการทํางานของตับเปนระยะ ๆ  อยางนอยทุก 2 เดือน [82] 
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ตารางที่ 3. แสดงอุบัติการณการเกิดภาวะแทรกซอนของยา thiazolidinediones [82] 
 

Incidence Adverse reaction
> 10% weight gain 

Respiratory: upper respiratory tract infection (13%) 
1-10% Cardiovascular: edema (5%) (combination with sulfonylurea or insulin, 

the incidence of edema was as high as 15%) 
Central nervous system: headache (9%), fatigue (4%) 
Endocrine: hypoglycemia (2-15% when used in combination with 
sulfonylurea or insulin) 
Hematologic: anemia (1%) 
Neuromuscular and skeletal: myalgia (5%) 
Respiratory: sinusitis (6%), pharyngitis (5%)

< 1% Congestive heart failure
Elevated creatine phosphokinase 
Elevated transaminase, hepatic failure (very rare)

 
 



บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 
3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental study design) แบบมีกลุมทดลอง
และกลุมเปรียบเทียบ (experimental controlled trial) 
 
3.2 วิธกีารวจิัย 

3.2.1 การทดลองเพาะเลีย้งเซลลและการหาขนาดของยาท่ีเหมาะสม 
3.2.1.1 ทําการเพาะเล้ียง (primary culture) mesothelial cells จาก omentum 

ของผูปวยที่ไดรับการผาตัดลําไสดวย intraluminal diseases (elective surgery) และ 3T3-L1 
adipocytes cell line (ATCC, ATCC® number CL-173TM) ซึ่ง cell line ดังกลาวนี้เปน pre-
adipocyte หลังจากทําการเพาะเล้ียงเพิ่มจํานวนไดความหนาแนนของเซลลประมาณ 80-100% 
ของพื้นที่ของภาชนะที่ทําการเพาะเล้ียงแลวก็ทําการ differentiation ดวย adipogenic hormonal 
cocktail (insulin 5 g/ml, dexamethasone 0.25 M และ IBMX 0.5 mM) เปนเวลาประมาณ 
10 วัน (วันแรกที่ทําการ differentiation นับเปนวันที่ 0) หลังจากทําการ differentiation จนครบ
เวลาที่กําหนดแลว pre-adipocyte ก็กลายเปน mature adipocyte 

3.2.1.2 ยืนยันชนิดของ mesothelial cells ดวยการยอมเซลลดวยแอนติบอดียตอ 
cytokeratin และยืนยันชนิดของ mature adipocyte ดวยการยอม oil red O 

3.2.1.3 ใชเซลลที่เพาะไมเกิน 3 passages ศึกษาผลของ purified pioglitazone 
powder (ในขนาดความเขมขนแตกตางกันดังนี้คือ 0.1, 1, 5 และ 10 M) เพื่อหาความเขมขนที่
เหมาะสมในการปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลลและของสัตวทดลองโดยกระบวนการ 
apoptosis และ oncosis หลังจากที่เซลลสัมผัสกับน้ํายา standard commercial dialysate เปน
เวลา 12-16 ชั่วโมง 

3.2.1.4 วัดปริมาณเซลลที่เกิด apoptosis และ oncosis ดวยเทคนิคการยอม
เซลลโดยใช propidium iodide (PI) และ TUNEL รวมทั้งตรวจหาปริมาณ DNA laddering 
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับยา pioglitazone ในขนาดที่แตกตางกันกับกลุมที่ไดรับยาหลอก  

3.2.1.5 เปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของของยีนที่เกี่ยวของกับการเกิด
พังผืดในชองทอง ไดแก VEGF และ TGF-  ระหวางกลุมที่ไดรับยา pioglitazone ในขนาดที่
แตกตางกันกับกลุมที่ไดรับยาหลอก 
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โดยข้ันตอนที่กลาวมาขางตน แสดงในรูปที่ 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 24. แสดงข้ันตอนในการทดลองเพาะเล้ียงเซลล 
  
3.2.2 การศึกษาในสัตวทดลอง 

หนูทดลองสายพันธ Sprague-Dawley เพศผู ที่มีน้ําหนักตัวแรกเขาระหวาง 250-
300 กรัม (ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล) จํานวน 45 ตัว สัตวทดลองทุกตัวจะ
ไดรับการดูแลอยางดีในศูนยสัตวทดลอง คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ
สามารถรับประทานอาหารและน้ําไดตามแตตองการ ไดรับการช่ังน้ําหนักและประเมินสภาวะ well 
being และช่ังน้ําหนักทุกสัปดาห หลังจากนั้นจะไดรับการศึกษาตามลําดับดังนี้ คือ 

3.2.2.1 แบงสัตวทดลองออกเปน 3 กลุม คือ 1) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ําเกลือ
นอรมัล  2) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86% G commercial PDF at pH 
5.5 (Dianeal; Baxter, Singapore) 3) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ํายาฟอกไตทางชองทองผสมกับ
ยา piogliatazone 0.1 M ซึ่งเปนขนาดที่ไดทําการทดลองกับเซลลแลววามีปริมาณที่เหมาะสม
ในการปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลลและของสัตวทดลอง โดยทําการฉีดวันละ 2 คร้ัง 
หางกันคร้ังละ 12 ชั่วโมง ดวยปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 กรัม เปนเวลารวมทั้งส้ิน 16 สัปดาห 

3.2.2.2 สัตวทดลองสวนที่เหลือจะไดรับการประเมิน peritoneal morphology 
เจาะเลือด นับจํานวนหลอดเลือด และเก็บน้ํายาฟอกไตทางชองทองที่เหลือคางในชองทองเพื่อ
ตรวจหาปริมาณโปรตีนและ cytokines ตาง ๆ  

3.2.2.3 สัตวทดลองทั้งหมดจะถูกดูดเลือดออกจากรางกายจนหมดรางกาย
รวมกับการฉีดยาสลบเกินขนาดเพื่อ sacrifice หลังจากส้ินสุดการศึกษา 
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โดยข้ันตอนที่กลาวมาขางตน แสดงในรูปที่ 25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 25. แสดงข้ันตอนในการศึกษาในสัตวทดลอง 
 
3.3 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

3.3.1 Cell death and cytotoxicity 
การวัดการบาดเจ็บของ mesothelial cells และ mature adipocytes ที่สัมผัสกับ

น้ํายาฟอกไตทางชองทอง 1.36% G commercial PDF และที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 
1.36% G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone  เทียบกับกลุมควบคุม โดยทําการ 
incubate ทั้ง mesothelial cells ในน้ํายากลุมตาง ๆ เปนเวลา 16 ชั่วโมง และ adipocytes ใน
น้ํายากลุมตาง ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมงจากนั้นประเมินจากเปอรเซ็นตของปริมาณ lactate 
dehydrogenase (LDH) ที่ปลอยออกมาจากเซลลเทียบกับปริมาณของ LDH ที่มีอยูภายในเซลล 
ดวย cytoTox 96® non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega corporation, cat. no. 
G1780) 

ส วนการวัดการตายของ เซลลนั้ น  ทํ าการตรวจวัด โดยใช  fluorescent 
microscope ซึ่งทําการยอมทั้ง mesothelial cells และ mature adipocytes ในแตละกลุม
เชนเดียวกันกับการวัดการบาดเจ็บของเซลล โดยทําการวัดการตายของเซลลดวยการยอมดวยวิธี 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) ซึ่งวิธี TUNEL นี้จะ
ยอมติด nucleosome-associated DNA fragments และยอมเซลลทั้งหมดดวย propidium 
iodide (PI) โดยใช APO-BrdUTM TUNEL assay kit (Invitrogen corporation, cat. no. 
A35126) จากน้ันประเมินเปอรเซ็นตของปริมาณเซลลที่ยอมติดดวยวิธี TUNEL เทียบกับปริมาณ
ของเซลลที่ยอมติด PI ทั้งหมด 
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3.3.2 การเกบ็ตัวอยางชิน้เนื้อเยื่อ 

หลังจากทําใหหนูสลบดวย sodium pentobarbital ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอ
น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม แลวจึงทําการผาตัดเปดชองทองและเก็บตัวอยางช้ินเนื้อสวน upper part of 
the abdominal wall, diaphragm, liver และ distal part of the small bowel  นําช้ินเนื้อตัวอยาง
ทั้งหมดมาคงสภาพใน 10% buffered neutral formalin solution และ methyl Carnoy’s solution 
เพื่อทําการประเมินทางสัณฐานของเนื้อเยื่อโดยการยอมทาง histochemistry และ 
immunohistochemistry นอกจากนี้ยังเก็บชิ้นเนื้อตัวอยางบางสวนไวในไนโตรเจนเหลวเพื่อ
ทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไปอีกดวย 
 

3.3.3 การประเมินทางสณัฐานของเน้ือเยื่อ 
3.3.3.1 Mesothelial monolayer 

หลังจาก sacrifice หนูนําสวนดานหนาของตับมาวางบนแผนสไลดที่
เคลือบดวย 1% agarose gel (liver imprint) เปนเวลา 15-20 วินาที โดยทําการ imprint จํานวน 4 
สไลดตอหนูแตละตัว จากนั้นทําการคงสภาพดวย 70% ethanol และยอมดวยสี Giemsa’s azure 
eosin methylene blue for microscope (ready to use)  แลวทําการประเมินจํานวนของ 
mesothelial cells ตอพื้นที่ 

3.3.3.2 Submesothelial thickness 
ทําการยอมช้ินเนื้อที่ตัดจาก paraffin block ดวย masson’s trichrome 

โดยช้ัน submesothelial tissue นั้นอยูระหวางช้ันของ mesothelial cells กับช้ันของกลามเนื้อ  
ความหนาของชั้น submesothelial tissue วัดโดยใช image J 1.37a program ซึ่งทําการวัด
ทั้งหมด 6 ตําแหนงตอเนื้อเยื่อ 

3.3.3.3 Mesenteric vascular density 
กอนทําการ sacrifice หนูทําการ perfuse ดวย LE-lectin อีกทั้งยังทํา

การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ CD 34 เพื่อการศึกษาหลอดเลือดซ่ึงทําการวัดทั้งหมด 5 
ตําแหนงตอเนื้อเยื่อโดยใช image J 1.37a program แลวทําการประเมินจํานวนของหลอดเลือด
ตอพื้นที่ 
 

3.3.4 Immunohistochemical analysis 
การศึกษาทาง immunohistochemistry นั้นเลือกใช streptavidin-biotin method 

โดยนํา mesothelial cells ที่ทําการเพาะเล้ียงที่คงสภาพดวย formaldehyde และชิ้นเนื้อที่คง
สภาพใน 4% neutral formaldehyde และ methyl Carnoy’s solution ที่ฝงใน paraffin block นํา 
paraffin block มาตัดดวยเคร่ือง microtome ได ribbon ที่มีความหนา 2 ไมครอน แลวทําการ 
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deparaffin, rehydration, blocking an endogenous peroxidase ดวย 3% hydrogen 
peroxide in PBS,  blocking nonspecific binding ดวย 10% normal horse serum in PBS เปน
เวลา 20 นาที จากนั้นทําการ incubate ดวย monoclonal antibody ตอ vascular endothelial 
growth factor (VEGF), alpha-smooth muscle actin (-SMA), cytokeratin AE1/AE3, CD34 
และ biotinylated IgG (สําหรับการศึกษา  mesenteric vascular density) แลว incubate ดวย 
streptavidin-peroxidase (envision) เปนเวลา 45 นาที เติม chromogenic substrate (3,3’ 
diaminobenzine; DAB) ซึ่งจะมองเห็นเปนตะกอนละเอียดสีน้ําตาลในบริเวณที่มี antigen ที่
ตองการศึกษา 
 

3.3.5 Cytokine analyses 
เจาะเก็บน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86%G commercial PDF จากหนู และ   

cell culture supernatant มาทําการปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที (rpm) 
เปนเวลา 5 นาที แลวนํา supernatant มาตรวจวัดปริมาณของ transforming growth factor-beta 
(TGF-) และ vascular endothelial growth factor (VEGF) โดยใช TGF- ELISA kit (R&D 
systems, cat. no. DB100B) และ VEGF ELISA kit (R&D systems, cat. no. QVE00B) ซึ่งการ
ตรวจวัดปริมาณของ TGF- นั้นทําการตรวจวัด TGF- ทั้งในรูปแบบของ active และ latent 
TGF- 
 

3.3.6 RNA preparation and real time quantitative RT-PCR 
ทําการสกัด total RNA จากเซลล โดยใช trizol reagent แลวนํา total RNA ที่

สกัดไดมาแปลงเปน cDNA โดยใช transcriptor first strand cDNA synthesis kit for RT-PCR 
(Roche, cat. no. 04379012001) โดยใน master mix ประกอบดวย total RNA  1 ไมโครกรัม (ใช
เปน template), random hexamer 60 ไมโครโมลาร (ใชเปน primer), 1x transcription RT 
reaction buffer, dNTP 1 มิลลิโมลาร, ribonuclease 20 ยูนิต, transcriptor reverse 
transcriptase 10 ยูนิต ซึ่งข้ันตอนที่กลาวขางตนนั้นอางอิงตามคูมือของ transcriptor first strand 
cDNA synthesis kit for RT-PCR  

ในข้ันตอนของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชวิธี 
real-time quantitative PCR ซึ่งใช 5’ nuclease activity ของ tag polymerase เปนตัวแสดงผล
ของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชเคร่ืองของ LightCycler version 
2.0 ซึ่งยีนที่สนใจในการศึกษาคร้ังนี้ไดแก TGF- และ VEGF  โดยใช 18s ribosomal RNA เปน 
housekeeping gene ซึ่ง reaction condition มีดังนี้ RT products 1 ไมโครลิตร, PCR reaction 
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mixure 25 ไมโครลิตร (ประกอบดวย 1x TagMan PCR master mix, gene specific forward 
and reverse primers 810 นาโนกรัม, real-time PCR probe 6.25 ไมโครโมลาร) ซึ่งเงื่อนไขตาง 
ๆ ในข้ันตอนของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชวิธี real-time 
quantitative PCR นั้นไดอางอิงตามคูมือของ LightCycler TaqMan 2.0 system โดยขอมูลที่ได
นั้นทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม Sequence detector version 1.7a  ซึ่งคา cycle threshold 
(Ct) ของแตละยีนที่สนใจในแตละกลุมนั้นเทียบกับคา cycle threshold (Ct) ของ housekeeping 
gene (คาเฉลี่ยที่ไดจากการเปรียบเทียบคือ relative Ct value) โดย fold change = 2 –(relative 
Ct)  และเมื่อนําคาที่ไดจากขางตนในแตละกลุม (กลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86%G 
commercial PDF และกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองผสมกับยา  piogliatazone) เทียบกับ
คาที่ไดจากขางตนในกลุมควบคุมนั้นถาคาที่ไดนอยกวา 1 (values 1) แสดงวาการแสดงออก
ของยีนที่สนใจในกลุมนั้นมีการแสดงออกลดลง แตถาคาที่ไดมากกวา 1 (values 1) แสดงวาการ
แสดงออกของยีนที่สนใจในกลุมนั้นมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน 
 
3.4 การเก็บรวบรวมขอมูล 

ผูวิจัยเปนผูรวบรวมขอมูลการทดลองและบันทึกผลการทดลองโดยการจดบันทึก โดยมี
อาจารยที่ปรึกษาเปนผูควบคุมและใหคําปรึกษา 
 
3.5 การวิเคราะหขอมูล 

ขอมูลที่ไดจากการทดลองบันทึกเปนคา mean ± SEM ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ย
ของกลุมตัวอยางโดยใช one-way ANOVA และทดสอบความแตกตางระหวางกลุมตัวอยาง 2 
กลุมที่เปนอิสระตอกันโดยใช Mann Whitney U test โดยการทดสอบสมมติฐาน กําหนดใหมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
4.1 ผลการศกึษาการยนืยนัชนิดของเซลลเพาะเลี้ยง 
 เซลลเพาะเล้ียงที่นํามาทดลองในการศึกษาคร้ังนี้มี 2 ชนิดคือ mesothelial cells และ 
adipocytes  โดย mesothelial cells ที่โตเต็มวัยจะมีลักษณะเปน epithelial phenotype ยึดติด
กับเซลลรอบขางจนมีลักษณะเรียงเปนแผนของเซลลจํานวน 1 ชั้น และพบการแสดงออกของ 
cytokeratin ภายในเซลล ซึ่งเห็นเปนสีนํ้าตาลแผกระจายออกเปนรัศมีลอมรอบนิวเคลียส 
(รูปที่ 26)  ตางจาก adipocyte ตัวเต็มวัยท่ีเซลลจะไมยึดเกาะติดกับเซลลขางเคียง มี
รูปรางเปนทรงกลม ภายในเซลลประกอบไปดวยถุงไขมันหลากหลายขนาด (lipid 
droplets) จํานวนมาก สามารถยืนยันถุงไขมันเหลาน้ีไดโดยการยอมสี oil red O  ซึ่งสี
ดังกลาวจับไดจําเพาะเจาะจงกับหยดไขมันภายในเซลลทําใหเห็นเปนสีแดง (รูปที่ 27) 
 

        
 

รูปท่ี 26. ลักษณะของ mesothelial cells ที่ทาํการเพาะเล้ียงจนสมบูรณ  
รูปทางดานซาย แสดงลักษณะของ mesothelial cells ถายรูปที่กําลังขยาย 100 เทา และรูป
ทางดานขวา แสดง mesothelial cells ท่ียอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin  
 

 
 

รูปท่ี 27. ลักษณะของ 3T3-L1 pre-adipocytes ที่ทําการเพาะเล้ียงจนสมบูรณ  
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รูปทางดานซาย แสดงลักษณะของ 3T3-L1 pre-adipocytes  รูปตรงกลาง แสดง pre-
adipocytes ที่ทําการ differentiation จนสมบูรณ (mature adipocytes) และรูปทางดานขวา 
แสดง mature adipocyte ที่ยอมดวย oil red O ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 
 
4.2 ผลการศกึษา cell death และ cytotoxicity 
 เมื่อทําการหยอด 1.36% G commercial PDF ลงไปใน mesothelial cells และ 
adipocytes เปนเวลา 16 และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ  พบวามีเซลลเปนจํานวนมากไดรับบาดเจ็บ
และตาย สังเกตไดวาเซลลจะมีลักษณะกลมและพบการหลุดลอกออกจากพ้ืนผิวภาชนะที่ใชใน
การเพาะเล้ียง รวมถึงลดการแสดงออกของ differentiation marker ของทั้ง mesothelial cells 
และ mature adipocyte  (รูปที ่ 28 และ 29)  นอกจากน้ียงัอาจพบ apoptotic bleb และ 
apoptotic bodies ดวย (รูปที่ 30) พบวาการบริหารยา pioglitazone ที่ขนาดความเขมขน 0.1 M 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF สามารถปองกันการบาดเจ็บ ลมตาย และลดการแสดงออก
ของ differentiation marker ได (รูปที่ 28 ถึง 30)  

เมื่อทําการยืนยันผลการศึกษาโดยการนับจํานวนเซลลที่ตายดวยวิธี apoptosis ดวยวิธี 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) และการยอมสี 
propidium iodide (PI) พบวา mesothelial cells ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มี
การตายแบบ apoptosis มากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (กลุมควบคุมมี
เปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 13.3311.25 สวนกลุมที่ไดรับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 40.4211.25) และกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีการตายแบบ apoptosis 
นอยกวากลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDFอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  (กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 40.4211.25 สวน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการ
ตายแบบ apoptosis เทากับ 35.8312.92) (รูปที่ 28 และ 31)  จุดสีเขียวที่เห็นในภาพคือ เซลลที่
มีการตายแบบ apoptosis (apoptotic cells) และจุดสีแดงคือนิวเคลียสของเซลลทั้งหมดที่ติดสี PI   
ในทางเดียวกันพบวาเซลล adipocytes ที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีอัตราการตาย
มากกวากลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial 
PDF แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (adipocytes กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF มีเปอรเซ็นตของการตายของเซลลเทากับ 95.005.13 สวน adipocytes กลุมที่ไดรับยา 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายของเซลล 
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เทากับ 40.003.29 เมื่อเทียบกับ adipocytes กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของการตายของ
เซลลเทากับ 5.000.25 (รูปที่ 29 และ 32) โดยจุดสีแดงที่เห็นคือเซลลที่เกิดการตาย (dead cells)
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 28. ลักษณะของ mesothelial cells ที่ incubate กับสารละลายในกลุมทดลองตาง ๆ  
แถวบน (รูป A-C) แสดงลักษณะของ mesothelial cells  ถายรูปที่กําลังขยาย 100 เทา  แถว
กลาง (รูป D-F) แสดง mesothelial cells ท่ียอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin ถายรูปท่ี
กําลังขยาย 200 เทา  แถวลาง (รูป G-I) แสดง mesothelial cells  ท่ียอมโดยวิธี 
TUNEL/PI ถายรูปท่ีกําลังขยาย 40 เทา  แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง 
(รูป B, E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่
ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
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รูปท่ี 29. ลักษณะของ mature adipocytes ที่ incubate กับสารละลายในกลุมทดลองตาง ๆ  
แถวบน (รูป A-C) แสดงลักษณะของ mature adipocytes  แถวกลาง (รูป D-F) แสดง mature 
adipocytes ที่ยอมดวย oil red-O  แถวลาง (รูป G-I) แสดง mature adipocytes ที่ยอมดวย PI 
แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G 
commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับ
ยา 0.1 M pioglitazone  ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 
  

 
 

รูปท่ี 30. ลักษณะของ apoptotic cells ของ adipocytes ที่ incubate กับ 1.36% G commercial 
PDF ถายรูปทีก่ําลังขยาย 400 เทา  
หมายเหตุ  กรอบส่ีเหล่ียมแสดง apoptotic bodies และวงกลมแสดง apoptotic blebs 
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รูปที่ 31. แสดงรอยละของ mesothelial cells ที่ตายแบบ apoptosis ในแตละกลุมการทดลอง 1) 
Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in M199  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
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รูปที่ 32. แสดงรอยละของ adipocytes ที่ตาย ในแตละกลุมการทดลอง 1) Control คือ กลุมที่
ไดรับ 4% albumin in DMEM  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ 
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
 

สามารถยืนยันการบาดเจ็บของเซลลท้ังสองชนิดไดโดยวัดปริมาณการปลดปลอย
เอนซัมย lactate dehydrogenase (LDH) ออกจากเซลลเทียบกับปริมาณของ LDH ที่มีอยู
ภายในเซลลทั้งหมด  ซึ่ง LDH นั้นเปนเอนซัมยชนิดหนึ่งที่พบอยูในสวนของ cytoplasm ของเซลล 
ทําหนาที่คอยเปล่ียน lactate ใหมเปน pyruvate กอนเขาขบวนการเติม acetyl CoA ในทายของ
ขบวนการ glycolysis  ไมพบวาเซลลปกติ (ไมมีรูร่ัวบน plasma membrane) หล่ัง LDH ออกมา
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ภายนอกเซลล  แตเมื่อมีการบาดเจ็บหรือมีการลมตายของเซลล plasma membrane ของเซลล
จะเกิดการฉีกขาดทําใหเกิดการปลดปลอย LDH ออกมาภายนอกเซลลได  

พบวากลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีรอยละของ LDH ใน supernatant 
เทียบกับ total LDH สูงกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  (mesothelial cells กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 
101.3810.00 สวน mesothelial cells กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 
76.2218.33 เมื่อเทียบกับ mesothelial cells กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของ LDH ใน 
supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 77.803.61 และใน adipocytes กลุมที่ไดรับ 1.36% 
G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 44.71 
3.53 สวน adipocytes กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial 
PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 20.001.32 เม่ือเทียบ
กับ adipocytes กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH 
เทากับ 12.652.06) (รูปที่ 33 และ 34) สอดคลองกับการศึกษาจากกลองจุลทรรศนที่กลาวมา
ขางตน 

กลาวไดวายา pioglitazone ที่ขนาดความเขมขน 0.1 M สามารถปองกันการบาดเจ็บ
และการตายของทั้ง mesothelial cells และ adipocytes ที่สัมผัสกับ 1.36% G commercial PDF  
 

 
รูปที่ 33. แสดงรอยละของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH ของ mesothelial cells ใน
แตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in M199  2) PDF คือ กลุมที่
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ไดรับ 1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF 
รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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รูปที่ 34. แสดงรอยละของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH ของ adipocyte ในแตละ
กลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in DMEM  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 
0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  
 
4.3 ผลการศกึษาทางสัณฐานของเน้ือเยื่อ 

4.3.1 Mesothelial cells morphologic changes 
สามารถลอก mesothelial monolayer ไดโดยขบวนการ imprint ของตับสัตวทดลอง

ในบริเวณ anterior surface  เม่ือทําการยอม mesothelial cells ดวยสี Giemsa พบวาเซลลติดสี
มวง  ซึ่งปกติ mesothelial cells แตละตัวยึดติดกับเซลลรอบขางอยางตอเนื่องจนกอใหเกิดแผน
ของเซลลชั้นบาง ๆ จํานวน 1 ชั้น หุมลอมรอบผิวตับ ดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 35 ซายมือ ซึ่งเปนแผน
เซลลที่ไดจากสัตวทดลองกลุมควบคุม  ตางจากแผนเซลลที่ไดจากสัตวทดลองกลุมที่ไดรับการฉีด
ดวย 3.86% G commercial PDF วันละ 2 คร้ัง เปนเวลาตอเนื่องกัน 16 สัปดาห ที่พบหลายหยอม
ที่ปราศจาก mesothelial cells หรือมีการหลุดลอกออกของเซลล เรียกบริเวณดังกลาวนี้วา 
mesothelial deserted area นอกจากนี้เซลลที่หลงเหลืออยูก็เปนเซลลที่มีรูปรางนาตาและมี
นิวเคลียสผิดปกติไป (dysplastic appearance) ซึ่งลักษณะดังกลาวนั้นไมพบในหนูกลุมควบคุม 
บางตําแหนงอาจพบการจับกลุมกันของ inflammatory cell  พบวาแผนเซลลที่ไดจากสัตวทดลอง
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF มีปริมาณการหลุด
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ลอกของเซลลนอยกวา มี deserted area แคบและปริมาณนอยกวาอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  
(หนูกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ mesothelial cells 
เทากับ 133.8046.48 เมื่อเทียบกับหนูกลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ 
mesothelial cells เทากับ 207.0466.20) แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบ
ระหวางหนูกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF กับหนูกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF (หนูกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ mesothelial cells เทากับ 154.9331.69 
เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF เทากับ 133.8046.48)  ดังแสดงในรูปที่ 35 
และ 36 

 

       
                       

รูปท่ี 35. ลักษณะของ mesothelial monolayer ดวยเทคนิค liver imprint  รูปทัง้ 3 รูป แสดง
ลักษณะการคงอยูของ mesothelial cells บนพืน้ผิวของตับในหนูกลุมตาง ๆ ทัง้หมดถายรูปที่
กําลังขยาย 100 เทา รปูทางดานซาย เปนกลุมควบคุม  รูปตรงกลาง เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF  ซึง่จะสังเกตเห็นบริเวณ mesothelial deserted area และ mesothelial cells 
repopulation (โดยสังเกตเห็นเปนกลุมของเซลล) และรูปทางดานขวา เปนกลุมทีไ่ดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกบัยา pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M จะสังเกตเห็นบริเวณ 
mesothelial deserted area นอยกวาในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF ทั้งหมดถายรูป
ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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รูปที่ 36. แสดงความหนาแนนของ mesothelial cells ซึ่งประเมินจากวิธี liver imprint ในหนูแต
ละกลุมการทดลอง 1) Control คือ กลุมท่ีไดรับนํ้าเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมท่ีไดรับ 3.86% G 
commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมท่ีไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M 
pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
 
 นอกจากการเปล่ียนแปลงที่กลาวมาขางตนแลว ยังพบอีกวา mesothelial cells  ที่สัมผัส
กับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปคลายกับเซลล fibroblast  คือมี
เซลลที่เรียวยาว และมีการสรางออกของ myofibroblast marker (alpha-smooth muscle actin: 
-SMA) รวมไปถึงมีการลดการแสดงออกของ epithelial marker (cytokeratin)  ซึ่งบงบอก
ทางออมวาเซลลกําลังผานกระบวนการ epithelial-to-mesenchymal transdifferentiation (EMT) 
ไมพบลักษณะดังกลาวนี้ในหนูกลุมควบคุม ซึ่งเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอม
ติด cytokeratin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
อยางยิ่งที่ p0.01 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
cytokeratin ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin 
ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 14.4416.67 สวนเปอรเซ็นตของ 
mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมควบคุมเทากับ 87.0410.34) และ
เม่ือเทียบระหวาง เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
cytokeratin ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวา
ทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (เปอรเซ็นตของ mesothelial 
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cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
14.4416.67 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 44.0718.52) อีก
ทั้งเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากชิ้นเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นต
ของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของ 
mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF
เทากับ 0.970.46 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุม
ควบคุมเทากับ 0.280.26) และเมื่อเทียบระหวางเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่
ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของ mesothelial 
cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G 
commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 
(เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 0.970.46 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
-SMA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
0.470.48) (รูปที่ 37 และ 38) 
 

  

              
 

รูปที่ 37. แสดงการเกิด epithelial-to-mesenchymal transdifferentiation (EMT) ของ 
mesothelial cells ที่พบใน omentum ของสัตวทดลองในแตละกลุมการทดลอง   แถวบน (รูป 

Cytokeratin 

PDF+PGZ PDFControl 

-SMA 
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A-C) แสดง mesothelial cells ท่ีผานการยอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin  แถวลาง 
(รูป D-F) แสดง mesothelial cells ท่ีผานการยอมดวยแอนติบอดียตอ -SMA  ท้ังหมด
ถายรูปท่ีกําลังขยาย 200 เทา  แถวซาย (รูป A, D) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, E) 
เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M   
 

              
รูปท่ี 38. แสดงรอยละของ mesothelial cells ที่เกิด EMT คือมีการลดการแสดงออกของ 
cytokeratin (แผนภูมิซายมือ) และมีการเพิ่มการแสดงออกของ -SMA (แผนภูมิขวามือ) บน 
omentum ของสัตวทดลองแตละกลุม 1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ 
กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial 
PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่  p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่ p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF 

   
4.3.2. Submesothelial thickness  

Submesothelial thickness ของ visceral peritoneum (bowel) และ parietal 
peritoneum (diaphragm และ abdominal wall) สามารถประเมินไดจากการยอมช้ินเนื้อดวยสี 
Masson’s trichrome สีน้ําเงินบงช้ีวามีการเพิ่มข้ึนของ collagen bundle หรือมีการเกิดพังผืด 
(fibrosis) สีแดงบงชี้เซลลกลามเนื้อ และสีดําบงชี้นิวเคลียสของเซลล  
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รูปท่ี 39. แสดง submesothelial thickness ของ visceral peritoneum (bowel) และ parietal 
peritoneum (diaphragm และ abdominal wall) จากการยอมดวยสี Masson’s trichrome  สี
น้ําเงินบงชีว้ามีการเพิ่มข้ึนของ collagen bundle หรือมีการเกิดพังผืด (fibrosis)  สีแดงบงชี้เซลล
กลามเนื้อ และสีดําบงชีน้ิวเคลียสของเซลล  แถวบน (รูป A-C) แสดง visceral peritoneum  
แถวกลาง (รปู D-F) แสดง diaphragmatic parietal peritoneum  แถวลาง (รปู G-I) แสดง 
abdominal parietal peritoneum  แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, 
E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่ไดรับ 
0.1 M pioglitazone รวมกบั 3.86% G commercial PDF ทั้งหมดถายดวยกาํลังขยาย 200 เทา 

Abdominal wall 

PDF+PGZ PDF Control 

Visceral 

Diaphragm 
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รูปที่ 40. แสดงความหนาของชั้น submesothelium ที่ไดจากช้ินเนื้อสวนตาง ๆ ของชองทอง 
visceral peritoneum (แผนภูมิบน), diaphragmatic parietal peritoneum (แผนภูมิกลาง) 
และ abdominal parietal peritoneum (แผนภูมิลาง) ในแตละกลุมของสัตวทดลอง  1) Control 
คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) 
PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF 
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พบวาสัตวทดลองกลุมท่ีไดรับ 3.86% G commercial PDF มีการหนาตัวขึ้น

ของชั้น submesothelium ท้ังในสวนของ visceral peritoneum และ parietal peritoneum 
เมื่อเทียบกับสัตวทดลองในกลุมควบคุมและในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
3.86% G commercial PDF ซึ่งเปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ในสวนของ 
abdominal wall,  diaphragm และ visceral ตามลําดับนั้น ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของ 
ความหนาของช้ัน submesothelium ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน 
submesothelium ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 182.6536.22, 
31.934.65 และ  30.414.45 ตามลําดับ  สวนเปอร เซ็นตของความหนาของช้ัน 
submesothelium ในกลุมควบคุมเทากับ 52.0412.24, 18.429.39 และ 9.736.57 
ตามลําดับ) และเมื่อเทียบระหวาง เปอรเซ็นตของความหนาของชั้น submesothelium ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ใน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ใน
กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 182.6536.22, 31.934.65 และ 30.414.45 
ตามลําดับสวนเปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 63.275.61, 18.429.39 และ 
10.964.59 ตามลําดับ) โดยที่ความหนาของช้ัน submesothelium มีความสัมพันธใกลชิดกับ 
การเปล่ียนแปลงของรูปรางและการแสดงออกของ mesothelial markers ดังที่กลาวมาแลวขางตน 
(รูปที่ 39 และ 40) 
 

4.3.3 Mesenteric vascular density 
สามารถทําการนับจํานวนของหลอดเลือดตอพื้นที่ ใน ช้ินเนื้ อสวน  visceral 

peritoneum ดวยการฉีด lectin เขาไปในหลอดเลือดดําของสัตวทดลองกอนทําการ sacrifice  ซึ่ง 
lectin เหลานี้จะวิ่งไปจับกับคารโบไฮเดรตบนผิวของ endothelial cells อยางแนนหนา เม่ือผาน
การยอมช้ินเนื้อดวย streptavidin ที่ติดสลาก (streptavidin สามารถจับไดจําเพาะกับ lectin) ก็จะ
ทําใหสามารถนับจํานวนหลอดเลือดไดอยางงายดาย  

พบวาช้ินเนื้อของสัตวทดลองกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีจํานวนของ
หลอดเลือดตอพ้ืนท่ีเพ่ิมข้ึนมากกวา 2 เทาเมื่อเทียบกับสัตวทดลองในกลุมควบคุมและใน
กลุมที่ไดรับ 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF และที่นาประหลาดใจคือ
ไมพบความแตกตางของปริมาณหลอดเลือดตอพื้นที่ระหวางสัตวทดลองในกลุมควบคุม และใน
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กลุมที่ไดรับ 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF ซึ่งเปอรเซ็นตของ 
หลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมควบคุม 
(เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
121.1044.49 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมควบคุมเทากับ 
61.3021.65) และเมื่อเทียบระหวางเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF กับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 
M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 121.1044.49 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุม
ที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 55.1029.13)   

สามารถยืนยันการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดโดยการยอมชิ้นเนื้อดังกลาวดวย anti-
CD 34 ที่ติดสลาก  CD 34 เปน marker ที่ตรวจพบไดทั่วไปบนผิวของ endothelial progenitor 
cells ซึ่งเซลลนี้เปนเซลลบุผิวหลอดเลือดฝอยตัวออน พบไดในชวงที่มีการงอกของหลอดเลือดฝอย 
(angiogenesis) อยางไรก็ตามสามารถตรวจพบ CD 34 ไดเล็กนอยบน inflammatory cell   
พบวาเยื่อบุผนังชองทองของสัตวทดลองกลุมที่ไดรับการฉีดดวย 3.86% G commercial PDF มี
การแสดงออกของ CD 34 มากกวาในสัตวทดลองในกลุมควบคุมและสัตวทดลองในกลุมที่ไดรับ 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF อยางมีนัยสําคัญโดยที่เปอรเซ็นตของ 
หลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุม
ควบคุม (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF
เทากับ 110.0034.64 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมควบคุมเทากับ 
56.4021.69) และเม่ือเทียบระหวางเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับยา 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 110.0034.64 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ใน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 93.8025.90) 
(รูปที่ 41 และ 42)   
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รูปที่ 41. แสดงลักษณะและจํานวนของหลอดเลือดที่พบบนเยื่อบุผนังชองทองในแตละกลุม 1) 
Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  
3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone 
แถวบน (รูป A-C) เปนช้ินเนื้อที่ผานการ profuse ดวย lectin และยอมดวย streptavidin วงกลม
หรือเสนสีน้ําตาลแสดงหลอดเลือดฝอยท่ีพบใน visceral peritoneum  แถวลาง (รูป D-F) เปนช้ิน
เนื้อที่ผานการยอมดวย anti-CD 34 ที่ติดสลาก  ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 

       
รูปท่ี 42. แสดงจํานวนของหลอดเลือด (แผนภาพซายมือ) และจํานวนเซลลที่มีการแสดงออก
ของ CD 34 (แผนภาพขวามือ) ตอหนึ่งพื้นที่ ของช้ินเนื้อในสวน visceral peritoneum ในแต
ละกลุมของสัตวทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 

Control PDF PDF+PGZ 

Lectin 

CD 34 
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3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF 
รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF 

 
4.4 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังชอง
ทอง  

ยีนที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่สนใจในการศึกษาคร้ังนี้คือ 
vascular endothelial growth factor (VEGF) และ transforming growth factor- (TGF-) ซึ่ง 
VEGF นั้นมีความสัมพันธกับการเกิด angiogenesis สวน TGF- นั้นมีความสัมพันธกับการเกิด 
peritoneal fibrosis โดยการศึกษานี้ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนที่กลาวขางตนเทียบกับการ
แสดงออกของยีน 18s ribosomal RNA (18s rRNA) ดวยวิธี real time quantitative RT-PCR 
(สําหรับการตรวจหาปริมาณ mRNA ใน mesothelial cells) และ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) (สําหรับการตรวจหาปริมาณโปรตีนในน้ํายา dialysate) 

ซึ่งจากการศึกษาพบวาเซลลที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีปริมาณการแสดงออก
ของ VEGF mRNA เปน 2.6 เทา เม่ือเทียบกับ VEGF mRNA ในกลุมควบคุม ซึ่งปริมาณของการ
แสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF เทียบกับปริมาณการ
แสดงออกของ 18s rRNA นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 
18s rRNA (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 2.600.49 สวนปริมาณของการ
แสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.100.47) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA กับ 
ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA พบวาทั้งสองกลุมนั้น
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 
2.600.49 สวนปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.600.49) และเม่ือทําการตรวจวัดปริมาณการแสดงออกของโปรตีน VEGF ในน้ํายา 
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dialysate นั้น  พบวาสัตวทดลองกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีน VEGF มากกวาสัตวทดลองในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF  แตไมพบความแตกตางของปริมาณการ
แสดงออกของ VEGF protein และ mRNA ในสัตวทดลองกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF โดยที่ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF 
protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ 
p0.05 เม่ือเทียบกับปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมควบคุม (ปริมาณของ
การแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
105.5227.79 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมควบคุมเทากับ 
64.297.91 ng/ml) แตเม่ือเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับ 3.86%G commercial PDF กับเปอรเซ็นตของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 105.5227.79 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออก
ของ VEGF protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF 
เทากับ 65.037.73 ng/ml) (รูปที่ 43) 

 

      
 

รูปที่ 43. แสดงปริมาณการแสดงออกของ VEGF protein ใน rat dialysate และ VEGF mRNA 
ใน mesothelial cells ของแตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) 
PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  
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#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% 
G commercial PDF 

 
เพื่อยืนยันการแสดงออกของ VEGF จึงไดทําการยอม VEGF ในชิ้นเนื้อดวยวิธี 

immunohistochemistry (บริเวณที่ยอมติดสลาก VEGF จะเห็นเปนสีน้ําตาล) ดังแสดงในรูปที่ 44 
 

 
 

รูปท่ี 44. แสดงปริมาณการแสดงออกของ VEGF บนเยื่อบุผนังชองทองของแตละกลุมการทดลอง  
A) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  B) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial 
PDF  C) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M 
pioglitazone  ทุกรูปถายภาพที่กําลังขยาย 200 เทา  
 

พบวาสัตวทดลองที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีการแสดงออกของ TGF- 
protein ในน้ํายา dialysate สูงถึง 9 เทา เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม ซึ่งปริมาณของการแสดงออก
ของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ p0.05 เม่ือเทียบกับปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมควบคุม 
(ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF 
เทากับ 440.82318.37 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุม
ควบคุมเทากับ 44.9044.90 ng/ml) แตเม่ือเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ TGF- 
protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับปริมาณของการแสดงออกของ TGF- 
protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้ง
สองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (ปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 440.82318.37 ng/ml สวน
ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
3.86% G commercial PDF เทากับ 57.1418.37 ng/ml) และปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 
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18s rRNA นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณของการ
แสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
(ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบ
กับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 2.700.70 สวนปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 1.000.11) 
แตเมื่อเปรียบเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% 
G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA กับปริมาณของการ
แสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 
2.700.70 สวนปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.600.21) โดยพบความสอดคลองของการแสดงออกของ TGF- mRNA ใน 
mesothelial cell culture (รูปที่ 45) 

 

                                                                                     

รูปที่ 45. แสดงปริมาณการแสดงออกของ TGF- protein ใน rat dialysate และ TGF- mRNA 
ใน mesothelial cells ของแตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) 
PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่ p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF 
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กลาวไดวาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่
กลาวมาขางตนคือ VEGF และ TGF- นั้นมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชอง
ทองในสัตวทดลองทั้งสองกลุม (กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF และกลุมที่ไดรับ 3.86% 
G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone) โดยยา pioglitazone นั้นสามารถปองกันการ
เปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่สัมผัสกับ 3.86% G commercial PDF โดยยา pioglitazone 
นี้ มีผลทําใหการเกิด angiogenesis และ peritoneal fibrosis ของเย่ือบุผนังชองทองลดลง 



บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย สรุป และขอเสนอแนะ 
 
5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

จากการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงและในสัตวทดลองท่ีกลาวมาขางตน  พบวาทั้ง 
mesothelial cells และ adipocytes ที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง (commercial PDF) 
นั้น เกิดการบาดเจ็บของเซลล เกิดการตายแบบ apoptosis รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงฟโนไทป 
(loss of differentiation marker) ของ mesothelial cell (การติดสียอมของแอนติบอดียตอ 
cytokeratin ลดลง) และ adipocytes (การติดสียอมของ oil red-O ลดลง) นอกจากนี้ยังพบวาการ
แสดงออกของทั้ง TGF- และ VEGF ในระดับ mRNA นี้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม สวนในสัตวทดลองท่ีไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น พบวา เกิดการหลุดลอกของ 
mesothelial cells เกิดการหนาตัวของชั้น submesothelium และเกิดการเปล่ียนแปลงของ 
mesothelial cells จาก epithelial form ไปเปน mesenchymal form ซึ่งเรียกวา epithelial 
mesenchymal transdifferentiation (EMT) รวมทั้งพบการเกิดหลอดเลือดใหม (angiogenesis) 
ที่บริเวณ peritoneum ซึ่งลักษณะที่กลาวมานี้ไมพบในกลุมควบคุม นอกจากนี้ยังพบวาการ
แสดงออกของทั้ง TGF- และ VEGF ในระดับ protein นี้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม แตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนทั้งในเซลลและในสัตวทดลองนั้น จะลดลงเม่ือไดรับน้ํายา
ฟอกไตทางชองทองรวมกับยา pioglitazone โดยยา pioglitazone (ซึ่งเปน PPAR- agonist) นั้น 
สามารถที่จะปองกันการบาดเจ็บและการตายของทั้ง mesothelial cells และ adipocytes 
หลังจากที่เซลลทั้งสองชนิดสัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง รวมทั้งสามารถลดการเกิดการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุชองทองของสัตวทดลองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง  

โดยเช่ือวายา pioglitazone นั้นออกฤทธ์ิโดยการไปจับกับ DNA ในบริเวณที่เรียกวา 
PPRE [79] ซึ่งการจับกันของ PPAR- กับ PPRE นั้น สงผลทําใหเซลลมีการเพิ่มปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีนที่จะไปยับยั้งการตายของเซลลแบบ apoptosis (B-cell CLL/lymphoma 2 
(Bcl-2)) [83]  

ซึ่งการตายของเซลลแบบ apoptosis นั้น สงผลใหมีการหลุดลอกของ mesothelial cells 
จาก peritoneal membrane ทําใหเกิดบริเวณที่เรียกวา mesothelial deserted area นอกจากนี้
ยังพบการแสดงออกของ PPAR- ใน mesothelial cells โดยเช่ือวามีบทบาทในการเปน local 
defense mechanism ซึ่ง PPAR- นี้ จะไปลดการแสดงออกของ inflammatory mediators สงผล
ทําใหโอกาสในการเกิด peritoneal fibrosis ลดนอยลง [84] อีกทั้งยังมีรายงานอีกหลายฉบับที่
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แสดงใหเห็นวา การแสดงออกของ PPAR- นั้นสงผลใหมีการลดลงของระดับการแสดงออกของ 
TGF- ซึ่งเปนที่ทราบกันดีวา TGF- นั้นเปน pro-apoptotic และ pro-fibrotic mediator 
กลาวคือ TGF- นั้นมีบทบาทในการทําใหเกิดกระบวนการตายของเซลลแบบ apoptosis ใน
หลายข้ันตอน เชน cooperate with TNF-, activation caspase 1, activation caspase 3, 
activation caspase 8, activation caspase 9, down-regulation Bcl-XL และ down-regulation 
Bcl-2 เปนตน [83, 85, 86] นอกจากนี้ TGF- ยังสงผลตอการเปล่ียนแปลง phenotype ของ 
mesothelial cells จาก epithelium ไปเปน myofibroblast ซึ่งเรียกการเปลี่ยนแปลงดังกลาววา 
EMT ซึ่ง EMT นี้มีบทบาทสําคัญที่ทําใหมีการเพิ่มการสะสมของ extracellular matrix (ECM) โดย 
TGF- นั้นไปทําใหเกิด down-regulation ในการแสดงออกของโปรตีนและเอนไซมชนิดตาง ๆ ที่
เกี่ยวของกับการสลาย ECM เชน matrix metalloproteinases (MMPs) และไปทําใหเกิด up-
regulation ในการแสดงออกของโปรตีนและเอนไซมชนิดตาง ๆ ท่ีเก่ียวของกับการสรางและ
สะสม ECM เชน plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), collagen, laminin และ 
fibronectin สงผลใหเกิด fibrosis ตามมา [87-89]  

สวนการแสดงออกของ PPAR- ใน adipocytes นั้น มีขอมูลสนับสนุนวา PPAR- มี
บทบาทตอการเกิด adipogenesis ซึ่งเปนกระบวนการที่ pre-adipocytes เกิดการ differentiation 
ไปเปน mature adipocytes [91-92] นอกจากนี้ยังมีรายงานที่แสดงวาการแสดงออกของ PPAR- 
นั้นมีความสัมพันธกับการแสดงออกของ cytokines ที่หล่ังออกมาจาก adipocytes (adipokines) 
โดยยาในกลุม thaizolidinediones (รวมทั้งยา pioglitazone) นั้น ไปลดการแสดงออกของ leptin  
(ซึ่ง leptin นี้มีบทบาทใน metabolic syndromes) และมีผลทําให adiponectin มีการแสดงออก
เพิ่มข้ึน (ซึ่ง adiponectin นี้มีบทบาทใน metabolic syndromes เชนเดียวกับ leptin) [93-94] เปน
ตน  

ซึ่งพยาธิสภาพที่เกิดข้ึนในผูปวยที่ไดรับการบําบัดทดแทนไตทางชองทองอยางถาวรนั้น
คลายคลึงกับพยาธิสภาพที่เกิดข้ึนในผูปวยที่เปนโรคเบาหวาน เชน พบภาวะด้ือตออินสุลินใน
ผูปวยที่ไดรับการลางไตทางชองทอง เนื่องจากผูปวยไดรับการสัมผัสกับกลูโคสในน้ํายาลางไตเปน
เวลานาน มีผลทําใหเกิดการหล่ังของอินสุลินเพิ่มมากข้ึน รวมกับการที่ตัวรับอินสุลิน (insulin 
receptor) ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ลดนอยลง ทําใหพบภาวะด้ือตออินสุลินในผูปวยที่ไดรับลางไตทาง
ชองทอง ซึ่งภาวะด้ือตออินสุลินนี้ มีผลทําใหผูปวยมีหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) และมี
อัตราการตายจากโรคหัวใจเพิ่มมากข้ึน (cardiovascular mortality) เปนตน [95] 

จากการศึกษาคร้ังนี้ ในเซลลเพาะเล้ียงพบวาทั้ง mesothelial cells และ adipocytes ที่
สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองรวมกับยา pioglitazone  ที่ความเขมขน 0.1 M นั้น มีระดับ
การแสดงออกของ TGF- ลดลง อีกทั้งการบาดเจ็บและการตายของเซลลทั้งสองชนิดเมื่อสัมผัส
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กับน้ํายาฟอกไตทางชองทองลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ mesothelial cells และ adipocytes ที่
สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในสัตวทดลอง
โดยพบวามีการลดลงของการแสดงออกของ TGF- ในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง
รวมกับยา pioglitazone พบการลดลงของการเกิด EMT ของ mesothelial cells และพบการลดลง
ของการเกิด peritoneal fibrosis รวมทั้งพบ mesothelial deserted area ลดนอยลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว  

พบวาการสรางหลอดเลือดใหม (neoangiogenesis) ในบริเวณ peritoneum ในหนูกลุมที่
ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น มีความสัมพันธกับการเพิ่มข้ึนของการแสดงออกของ cytokine 
ชนิดหนึ่งคือ  vascular endothelial growth factor (VEGF) (ซึ่ง VEGF นั้นมีบทบาทในการเกิด 
angiogenesis) โดย VEGF จะไปกระตุนใหเกิด endothelial cells เพิ่มมากข้ึน และเกิดการ
เคลื่อนที่ออกมา รวมทั้ง endothelial cells นี้จะไปรวมตัวกันเพื่อสรางเปนโครงสรางของหลอด
เลือดใหมที่แตกแขนงออกมาจากหลอดเลือดเดิม [96]  

โดยพบวาในสัตวทดลองที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น มีปริมาณการแสดงออกของ 
VEGF เพิ่มมากข้ึนเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม และการสรางหลอดเลือดใหมนั้น ก็ยังมีความสัมพันธ
กับการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของเย่ือบุผนังชองทองอีกดวย กลาวคือ ในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายา
ฟอกไตทางชองทองนั้น จะมีการร่ัวของ high molecular weight solute (ในที่นี้คือ albumin) 
ออกมาในน้ํายาฟอกไตทางชองทอง ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงความสามารถในการขนสงสารผานเยื่อบุ
ผนังชองทองนั้นมีการเปลี่ยนแปลงไป (ความสามารถในการขนสงสารผานเย่ือบุผนังชองทองน้ัน
พิจารณาจาก จํานวนของหลอดเลือดตอพื้นท่ี และ permeability ของเยื่อบุผนังชองทอง) ซึ่ง
หลอดเลือดที่สรางข้ึนใหมนี้ยังทําหนาที่ไดไมสมบูรณดีพอ (high permeable) จึงสงผลทําใหเกิด
ปรากฏการณที่กลาวมาขางตน แตในหนูกลุมที่ได รับน้ํายาฟอกไตทางชองทองรวมกับยา 
pioglitazone นี้ พบวาจํานวนของหลอดเลือดท่ีสรางขึ้นใหมนั้นมีจํานวนนอยกวา และ
ความสามารถในการขนสงสารผานเย่ือบุผนังชองทองดีกวา (มีการรั่วของ high molecular 
weight solute ออกมาในน้ํายาฟอกไตทางชองทองนอยกวา) เม่ือเทียบกับหนูในกลุมที่
ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว อีกทั้งเมื่อทําการวัดปริมาณของการแสดงออก
ของ VEGF ก็พบวา ทั้งในเซลลเพาะเล้ียงและในสัตวทดลองกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 
รวมกับยา pioglitazone น้ันมีปริมาณของ VEGF นอยกวาในกลุมท่ีไดรับแตนํ้ายาฟอกไตทาง
ชองทองเพียงอยางเดียวอีกดวย 

จากที่กลาวมาขางตนที่บอกวา TGF- นั้น มีบทบาทตอการเกิด cell injury, cell death 
และ fibrosis แลวยังพบอีกวา TGF- นั้น มีความสัมพันธกับการสรางหลอดเลือดใหมอีกดวย 
กลาวคือ มีรายงานจากการศึกษาหลายฉบับที่แสดงวา TGF- นั้น สามารถกระตุนใหมีการ
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แสดงออกของ VEGF ได โดยผานทาง mitogen-activated protein (MAP) kinase อีกทั้งยังพบ
อีกวา TGF- นั้น สามารถกระตุนให endothelial cells เกิดการเพิ่มจํานวนและรวมตัวกันเพื่อ
สรางเปนโครงสรางของหลอดเลือดใหมที่แตกแขนงออกมาจากหลอดเลือดเดิม มีการสะสมของ 
ECM รวมถึงยังทําให vascular smooth muscle cell มายังบริเวณที่มีการสรางหลอดเลือดใหม 
เพื่อที่ vascular smooth muscle cell นั้นจะชวยเสริมความแข็งแรงใหกับหลอดเลือดใหมที่สราง
ข้ึน [97-99] ซึ่งขอมูลขางตนนั้น สอดคลองกันกับการศึกษากอนหนานี้โดยทําการเพิ่ม TGF- เขา
ไปในอาหารเพาะเล้ียงเซลลก็พบวา เซลลที่ไดรับ TGF- ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลนั้นมีปริมาณ
การแสดงออกของ VEGF มากกวาเมื่อเทียบกับเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเล้ียงเซลล
ตามปกติและเม่ือใส TGF- รวมกับยา pioglitazone ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลพบวา ปริมาณการ
แสดงออกของ VEGF ลดลงเมื่อเทียบกับเซลลที่เพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเซลลที่ใส TGF- 
เพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกวา PPAR- agonist นั้น สามารถที่จะยับยั้งการสราง
หลอดเลือดใหมได โดยไปลดการแสดงออกของ VEGF อีกดวย [100-101] 

 
5.2 สรุปผลการวิจัย 

ยา pioglitazone นั้นสามารถปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลล และสามารถลด
การเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุชองทองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองได โดยผาน
ทางการควบคุมการแสดงออกของ TGF- 
 
5.3 ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้ สามารถนําไปประยุกตใชในการชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองใน
ผูปวยที่ได รับน้ํายาฟอกไตทางชองทองได แตควรทําการศึกษาเพิ่มเติมในสวนผลของยา 
pioglitazone ในการกระตุนผาน pathway อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุ
ชองทองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองตอไป 
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เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

1. ตูปลอดเช้ือ (laminar flow, Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 
2. เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave, Electrolux) 
3. อางนํ้ารอนควบคุมอุณหภูมิพรอมอุปกรณเขยาสารเคมี (shaking water bath, 

Memmert: model M22) 
4. เคร่ืองผสม (vortex, Labnet: model VX100) 
5. เคร่ืองกวนสารแบบใหความรอน (hot plate stirrer, LabTech®: model LMS-100) 
6. เคร่ืองวัดกรด-ดาง (pH meter, Fisher scientific: model AB15) 
7. เคร่ืองชั่งไฟฟาชนิด 2 ตําแหนง (analytical balance, Precia: model XB2200C) 
8. เคร่ืองชั่งไฟฟาชนิด 4 ตําแหนง (analytical balance, Ohaus: model AR2140) 
9. ไมโครโตม (microtome, Shandon Finesse) 
10. เคร่ืองฝงเนื้อเยื่อ (tissue embedding, LEICA: model EG1150H) 
11. เคร่ืองเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (tissue processor) 
12. ตูอบ (oven, Binder: model B28) 
13. ตูเย็น (refrigerator, Sanyo: model ultra low) 
14. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope, Olympus: model BX41) 
15. เคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer, Bio-Rad: model Smart SpecTM 

3000) 
16. โฮโมจีไนเซอร (homogenizer, Uibra cellTM: model VOX750) 
17. เคร่ืองใหความรอนแกหลอดทดลอง (heat block, Tehne: model DB-2D) 
18. ตูเตรียม PCR (PCR cabinet) 
19. ตูดูดควัน (fume hood, Captair: model filtair 824) 
20. ตูบมเพาะเช้ือบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator, ThermoForma) 
21. หมอฆาเชื้อ (autoclave, Selecta: model presoclave 75) 
22. ตูอบลมรอน (hot air oven, Memmert) 
23. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope, Nikon: model Eclipse T5100) 
24. กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (fluorescent microscope, Olympus: model DP72) 
25. เคร่ืองปนหมุนเหวี่ยงปรับอุณหภูมิ (refrigerate centrifuge, Boeco: model U-32R) 
26. ปมสุญญากาศ (vacuum pump, Vacuumband: model ME2) 
27. เคร่ืองสปนดาวเซนตริฟวส (spindown centrifuge, LabTech: model GMC 260) 
28. ตูดูดความชื้น (electronic dry carbinet, Gibco: model Dry100) 
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29. เคร่ืองเขยา (orbital shaker, Bibby Sthart: model S01) 
30. อางลางความถี่สูง (ultrasonic bath, Power sonic: model 420) 
31. เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine, Eppendorf: model Mastercycler 

personal) 
32. เคร่ืองตรวจวัดปริมาณกรดนิวคลิอิกแบบ real-time PCR (LightCycler, Roche: model 

2.0) 
33. เคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท (microplate reader, Thermo Labsystems: model 

Multiskan EX 355) 
34. เคร่ืองลางบนไมโคเพลท (microplate washer, Thermo Labsystems: model Wellwash 

4Mk2) 
35. ถังบรรจุไนโตรเจน (liquid nitrogen tank, Taylor-Wharton: model VHC35) 

 
วัสดุและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

1. Plus slide (Superfrost plus microscope slides, Thermo scientific) เปนสไลดท่ี
เคลือบดวยประจุบวก ชิ้นเนื้อจากกระบวนการ frozen tissue sections และ ตัวอยางที่จะนํามา
ตรวจดวยวิธีเซลลวิทยา จะยึดติดกับสไลดโดย electrostatically attract หรือ ในกรณีของช้ินเนื้อที่
ผานการตรึงดวยฟอรมาลีน จะจับกับสไลดดวยพันธะโควาเลนท (covalent bond)  

2. Cover glass 22x22 mm, thick 0.13-0.17 mm (HAD) 
3. Cover slip sealant (DAKO) 
4. กระดาษกรองเบอร 2 (filter paper, Whatman) 
5. ทิปขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (tip, Axygen) 
6. หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (tube, Axygen) 
7. หลอดปนขนาด 50 มิลลิลิตร (centrifuge tube, Axygen) 
8. ปเปตขนาด 5, 10 และ 25 มิลลิลิตร (pipette, Corning) 
9. หลอดฉีดยาขนาด 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร (syringe, Nipro) 
10. เข็มฉีดยาขนาด 18, 21 และ 27 นิว้ (needle, Nipro) 
11. Syringe filter (Sartorius) 
12. บีกเกอรขนาด 50, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (beaker, Pyrex) 
13. กระบอกตวงขนาด 100, 250, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (cylinder, Pyrex) 
14. ขวดแกวขนาด 100, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร  (bottle, Pyrex) 
15. เคร่ืองกรองสารภายใตสภาพสุญญากาศ (glass vacuum filtration unit, Gibco)  
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16. เคร่ืองชวยดูดสารละลายดวยปเปต (pipeting aid, Gilson) 
17. ขวดเล้ียงเซลลขนาด 25 และ 75 ตารางเซนติเมตร (tissue culture flask T25 and T75, 

NUNCLON™) 
18. ถาดเล้ียงเซลลชนิด 6, 12 และ 96 หลุม (6, 12 and 96-well plate, Corning) 
19. จานเพาะเช้ือ (petri dish, Corning) 
20. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) 
21. ปเปตชนิดหลายชอง (multichannel pipette, BIOHIT PROLINE) 
22. ภาชนะยอมสี (staining jar) 
23. คอปปลินจาร (coplin jar) 
24. ภาชนะใสสไลด (rack) 
25. ตลับใสเนื้อเยื่อ (cassette)  
26. ปเปตอัตโนมัติขนาด 2, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (auto pipette, Gilson) 
27. กลองรักษาความช้ืน (moist chamber)  
28. ผากอส (Zhende)  

 
สารเคมีและน้ํายาท่ีใชในการวิจัย 

1. Acetone (Merck) 
2. Albumun from bovine serum Cohn AnalogTM,  98% (agarose gel 

electrophoresis), powder, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number A1470) 
3. Anti CD 34, mouse anti human (Biogenex, cat. no. MU236UC) 
4. Anti cytokeratin AE1/AE3 (Biogenex, cat. no. MU071UC) 
5. APO-BrdUTM TUNEL assay kit (Invitrogen corporation, cat. no. A35126) 
6. Biotin block system (ready to use) (DAKO) 
7. Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin (Vector, cat. no. B-1175) 
8. Chloroform (Merck) 
9. Collagen I, rat tail, for cell culture (Gibco, cat. no. A10483-01) 
10. CytoTox 96® non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega corporation, cat. 

no. G1780) 
11. Cytology formulation consul-mounting, xylene base (Thermo Shandon) 
12. DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, anhydrous) (Sigma, product no. 

D5637) 
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13. Dexamethasone-water soluble, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product 

number D2915) 
14. Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (O(CO2C2H5)2) (SIGMA-ALDRICH, product 

number 159220) 
15. Diluent (ready to use) (DAKO) 
16. Dulbecco's modified eagle medium with 4,500 mg/L glucose and L-glutamin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell culture tested (DMEM) (SIGMA-ALDRICH, 
product number D5648) 

17. Dimethyl sulfoxide,  99.7%, Hybri-MAXTM, sterile filtered, hybridoma tested 
(DMSO) (SIGMA-ALDRICH, product number D2650) 

18. Envision ™ (ready to use) (DAKO, Carpinteria, CA)  
19. Eosin solution (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 
20. Ethanol 99.9% (Merck) 
21. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, approx. 99% titration 

(EDTA) (SIGMA-ALDRICH, product number ED2SS) 
22. Formaldehyde solution, min. 37% (Merck, cat. no. 1.03003.2500) 
23. Giemsa’s azure eosin methylene blue for microscope (ready to use) (Merck, cat. 

no. 1.09204) 
24. Glacial acetic acid (Merck) 
25. GLUTAMAXTM I (100X) (L-glutamine) (Invitrogen corporation, cat. no. 35050-061) 
26. HEPES,  99.5% (titration) (SIGMA-ALDRICH, product number H3375) 
27. Holo-transferrin human, powder, cell culture tested (transferring) (SIGMA-

ALDRICH, product number T0665) 
28. Hydrochloric acid, ACS reagent, 37% (HCl) (SIGMA-ALDRICH, product number 

320331) 
29. Hydrocortisone, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number H0888) 
30. Hydrogen peroxide (H2O2) (SIGMA-ALDRICH, product number 31642) 
31. Imidazole, ACS reagent,  99% (titration) (SIGMA-ALDRICH, product number 

I2399) 
32. Insulin, lyophilized powder,  25 USP units/mg, -irradiated, cell culture tested 

(SIGMA-ALDRICH, product number  I1882) 
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33. 3-isobutyl-1-methylxanthine,  99% (HPLC), powder (IBMX) (SIGMA-

ALDRICH, product number I5879) 
34. Mayer’s haematoxylin (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 
35. Monoclonal mouse anti-human smooth muscle actin, clone 1A4 (DAKO, code 

M0851) 
36. M199 with hanks' salts and L-glutamine without odium bicarbonate, powder, cell 

culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number M0393) 
37. Normal horse serum (NHS) (ready to use) (Pan Biotech GmSH)  
38. Oil red O (Fluka, product number 75087) 
39. PARAPLAST* tissue embedding medium (McCormickTM scientific) 
40. Pentobabital 5.47% (CEVA SANTE ANIMALE) 
41. Potassium chloride, SigmaUltra,  99.0% (KCl) (SIGMA-ALDRICH, product 

number P9333) 
42. Potassium phosphate monobasic, powder, ≥ 99.0%, cell culture tested, insect 

cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number P5655) 
43. Secondary antibody (ready to use) (visualization reagent :- envision system, 

DAKO) 
44. Sodium bicarbonate, plant cell culture tested (NaHCO3) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S4772) 
45. Sodium chloride, 95% (NaCl) (Merck, cat. no. 1.06404.1000) 
46. Sodium hydroxide, bead, 20-40 mesh (NaOH) (SIGMA-ALDRICH, product 

number S0399) 
47. Sodium phosphate dibasic, SigmaUltra,  99% (Na2HPO4) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S9638) 
48. Sodium phosphate monobasic monohydrate, ACS reagent, 98.0-102.0% 

(NaH2PO4·H2O) (SIGMA-ALDRICH, product number S9638) 
49. Streptavidin-HRP conjugates (streptavidin peroxidase (ready to use), lab vision 

and neomarkers lab vision products Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA) (ready to 
use) 

50. Sterile water (ready to use) 
51. TGF-1 immunoassay (R&D systems, cat. no. DB100B) 
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52. Transcriptor first strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (Roche, cat. no. 

04379012001) 
53. Trisma base, primary standard and buffer,  99.9% (titration), crystalline 

(SIGMA-ALDRICH, product number T1503) 
54. Triton® x-100 (SIGMA-ALDRICH, product number T9284) 
55. TRIzol® Reagent (Invitrogen corporation, cat. no. 15596-018)  
56. Trypsin from porcine pancreas, lyophilized powder, Type II-S, ≤ 10 BTEE 

units/mg protein (chymotrypsin) (SIGMA-ALDRICH, product number T7409) 
57. VEGF (A-20), rabbit polyclonal IgG (SANTA CRUZ, cat. no. SC-152) 
58. VEGF immunoassay (R&D systems, cat. no. QVE00B) 
59. Xylene (Merck) 

 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล 

1.1 เทคนิคการเลีย้ง mesothelial cells 
1) ขั้นตอนการเลี้ยง 

A. คีบช้ินเนื้อที่ไดมาใสลงไปในถวย 
B. เลาะพังผืดและเสนเลือดออกจากชิน้เนื้อจากคนไข  
 

 
 

รูปท่ี 46. แสดงการเลาะพังผืดและเสนเลือดออกจากชิ้นเนื้อ 
 

C. ตัดแบงเนื้อเปนชิ้นละ 6 ตารางเซนติเมตร 
D. ลางชิน้เนื้อดวย phosphate-buffered saline (PBS) จนกวาน้ําจะใส  
E. คีบช้ินเนื้อประมาณ 2-3 ชิ้นใสลงไปใน centrifuge tube  
F. เท digestion solution ลงไปประมาณ 25 มิลลิลิตร 
G. เอาไป incubate ใน shaker water bath ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 20 นาที  
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รูปท่ี 47. แสดงการ incubate ชิ้นเนื้อใน shaker water bath  
 

H. พอครบ 20 นาที ก็เอาไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm 
อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาที 

 

 
 

รูปท่ี 48. แสดงการปนชิ้นเนื้อ 
 

I. พอครบ 5 นาที กเ็อาที่คีบ (forcept) มาคีบช้ินเนื้อที่ลอยอยูดานบนออกจาก 
centrifuge tube เบา ๆ 
 

 
 

รูปท่ี 49. แสดงการคีบช้ินเนื้อออกจาก centrifuge tube 
 

J. ลางเซลลที่อยูที่กน centrifuge tube ดวย PBS ประมาณ 50 มิลลิลิตร 
K. เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 5 นาท ี
L. เทสวนบนทิง้ 
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รูปท่ี 50. แสดงการเทสวนบนทิง้ 
 

M. ใสอาหารเล้ียงเซลลประมาณ 4 มิลลิลิตร เพื่อทําการลางเซลลอีกคร้ังหนึง่ 
N. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 5 นาท ี
O. เทสวนบนทิง้ 
P. ใสอาหารเล้ียงเซลลประมาณ 6 มิลลิลิตร ลงไปใน centrifuge tube 
Q. ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปใน culture dish 2 อัน (อันละ 3 มิลลิลิตร)  
 

 
 

รูปท่ี 51. แสดงการดูดเซลลใสลงไปใน culture dish 
 

R. เล้ียงเซลลใน 5%CO2, 37oC incubator 
S. เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลออกคร่ึงหนึ่ง หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
T. เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุก 3 วัน 
U. พอโตประมาณ 90% ใหทาํการ passage cell ในอัตรา 1:3 โดยมีข้ันตอนการทาํ

ดังตอไปนี้ 
a) ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจาก culture dish ที่มีความหนาแนนของเซลล

ประมาณ 90% 
b) ลางอาหารเล้ียงเซลลสวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปใน culture dish 

เล็กนอย 
c) ดูด PBS ออกใหหมด 
d) ใส trypsin-EDTA solution 1 ลงไปใน culture dish ประมาณ 2 มิลลิลิตร 
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e) แกวง culture dish ประมาณ 1 นาท ี
f) ดูด trypsin-EDTA solution 1 ออกจาก culture dish (ใหเหลือติดกน

เล็กนอย)  
g) เอาไป incubate ใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลาประมาณ 8-10 นาที  
h) ถายังหลุดออกมาไมหมด ใหเคาะดานขางและดานลางของ culture dish เบา ๆ 
i) ถาเซลลหลุดออกหมดแลว ก็ใหใสอาหารเลี้ยงเซลลลงไปใน culture dish 

ประมาณ 9 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยของ trypsin-EDTA solution 1 
j) ดูดทั้งหมดมาใสใน centrifuge tube  
k) เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาท ี 
l) พอครบ 5 นาที ก็ใหเอา centrifuge tube มาเทน้ําสวนบนทิง้ไป  
m) ใสอาหารเล้ียงเซลลลงไปใน centrifuge tube ประมาณ 9 มิลลิลิตร 
n) ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปใน culture dish 3 อัน (อันละ 3 

มิลลิลิตร) 
 

   
 
 

รูปท่ี 52. แสดงลักษณะของ mesothelial cells ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. อาหารเล้ียงเซลล 
Fetal bovine serum (FBS)     10 % (v/v) 
Penicillin       50  u/ml  
Streptomycin       50  g/ml 
Insulin        0.1  g/ml  
Transferrin       5  g/ml  
Hydrocortisone      0.4  g/ml  
L-glutamine       5 mM 
ใน M199 

วันที่ 1 วันที่ 7 ความหนาแนน 90% 
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B. PBS 

Sodium chloride     0.137  M  
Potassium chloride     2.7  mM  
Potassium dihydrogen phosphate    1.4  mM 
Disodium hydrogen phosphate    0.01  M 
ในน้าํกล่ัน 

C. Trypsin-EDTA solution 1 
Trypsin       0.125 % (w/v) 
EDTA        0.53  mM 
ใน PBS 

 
1.2 เทคนิคการเลี้ยง pre-adipocyte (3T3-L1) และการ differentiate ไปเปน adipocytes 

1) ขั้นตอนการเลี้ยง 
A. เพาะเลี้ยงเซลล 3T3-L1 ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิดท่ี 3 (media 3) จนมีความ

หนาแนนของเซลลประมาณ 60-80% ก็ใหทําการ passage เซลลในอัตราสวน 1:4 โดยมีข้ันตอน
การทําดังตอไปนี้ 

 

        
 

รูปท่ี 53. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่มคีวามหนาแนนของเซลล 60-80% 
 

B. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
C. ลางอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 สวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียง

เซลลเล็กนอย 
D. ดูด PBS ออกใหหมด 
E. ใส trypsin-EDTA solution 2 ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลลประมาณ 2 มิลลิลิตร 
F. แกวงภาชนะเล้ียงเซลลประมาณ 10 วินาท ี
G. เอาภาชนะเล้ียงเซลลไปสองดูดวยกลองจลุทรรศน (microscope)  
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H. ถาเซลลหลุดออกหมดแลว ก็ใหใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ลงไปในภาชนะ

เล้ียงเซลลประมาณ 4 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยของ trypsin-EDTA solution 2 
I. ดูดทั้งหมดมาใสใน centrifuge tube  
J. เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm อุณหภูม ิ25oC เปนเวลา 5 นาท ี 
K. พอครบ 5 นาที ก็ใหเอา centrifuge tube มาเทน้ําสวนบนทิง้ไป  
L. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ลงไปใน centrifuge tube ประมาณ 16 มิลลิลิตร  
M. ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล 4 อัน (อันละ 4 

มิลลิลิตร)  
2) ขั้นตอนการ differentiate 

A. เล้ียงเซลลในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุม (6-well plate) ใหมีความหนาแนน
ของเซลลประมาณ 80-100%  

 

 
 

รูปท่ี 54. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่มคีวามหนาแนนของเซลล 80-100% 
 

B. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ออกใหหมด 
C. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 1 (media 1) ลงไปในภาชนะเลี้ยงเซลล (เร่ิมทําการ 

differentiate) (นับเปน วันที่ 0) 
 

 
 

รูปท่ี 55. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่เร่ิมทําการ differentiate 
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D. วันที่ 2 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 1 ออกใหหมด 
E. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 1 อันใหมลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วันที่ 2) 

 

 
 

รูปท่ี 56. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่2 
 

F. วันที่ 4 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 1 ออกใหหมด 
G. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดท่ี 2 (media 2) ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วันท่ี 4) 
 

 
 

รูปท่ี 57. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่4 
 

H. วันที่ 6 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 2 ออกใหหมด 
I. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่3 ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วนัที่ 6) 
 

 
 

รูปท่ี 58. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่6 
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J. เร่ิมทําการทดลองไดในวนัที ่10  
 

 
 

รูปท่ี 59. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่10 
 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่1 (media 1) 

FBS        10 % (v/v)  
Insulin        5  g/ml  
Dexamethasone      0.25  M  
IBMX        0.5  mM 
ใน DMEM 

B. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่2 (media 2) 
FBS        10 % (v/v) 
Insulin        5  g/ml  
ใน DMEM 

C. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่3 (media 3) 
FBS        10 % (v/v) 
ใน DMEM 

D. Trypsin-EDTA solution 2 
Trypsin       0.25 % (w/v) 
EDTA        0.53  mM 
ใน PBS 
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1.3 การใสสารในเซลลของแตละกลุม 

1) ขั้นตอนการทดลอง 
A. ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกใหหมด 
B. ลางอาหารเล้ียงเซลลสวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 

6 หลุมเล็กนอย  
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดท่ี 4 (media 4) สําหรับ mesothelial cells และอาหาร

เล้ียงเซลลชนิดที่ 5 (media 5) สําหรับ adipocytes ลงไปเพื่อกําจัด FBS ออกใหหมด 
E. Incubate เซลลใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
F. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 ออกใหหมด 
G. ลางอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 สวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียง

เซลลชนิด 6 หลุมเล็กนอย 
H. ดูด PBS ออกใหหมด 
I. ใสสารดังตอไปนี ้

a) หลุมควบคุม (control) ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 
b) หลุม PDF ใส 4%albumin in 1.36% G commercial PDF 
c) หลุม PDF+PGZ ใส 4%albumin in 1.36% G commercial PDF + 

pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M 
J. Incubate เซลลที่ใสสารแลวใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่4  
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน M199 

B. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่5 
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน DMEM 

C. 4%albumin in 1.36% G commercial PDF 
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน 1.36% G commercial PDF 
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D. 4%albumin in 1.36% G commercial PDF + pioglitazone 0.1 M 

Albumin       4 % (w/v) 
Pioglitazone       0.1  M 
ใน 1.36% G commercial PDF 

 
2. การยืนยนัชนิดของเซลลเพาะเลีย้ง 

2.1 การยอม mesothelial cells ดวยแอนติบอดีตอ cytokeratin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล (เล้ียงเซลลบน cover slip)  
B. ลางดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. คีบ cover slip มาวางผึ่งบน moist chamber 
E. หยด acetone ที่เย็นลงไปบน cover slip 
F. ทําการ incubate ที่อุณหภูมิ -20oC เปนเวลา 10 นาที 
G. สะบัด acetone ออกจาก cover slip 
H. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
I. หยด diluent ลงบน cover slip  
J. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
K. สะบัด cover slip 
L. หยด anti cytokeratin AE1/AE3 (dilution 1:100) ลงบน cover slip  
M. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
N. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
O. สะบัด cover slip 
P. หยด secondary antibody (โดยใช visualization reagent :- envision system) 

ลงบน cover slip 
Q. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
R. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
S. หยด DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, anhydrous) ลงบน 

cover slip 
T. Incubate เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
U. ลาง cover slip ดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
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V. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
W. Mounting cover slip ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene 

base  
X. ปด cover slip ลงบนสไลด 

2) ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. 30X PBS, pH 6.2 

NaCl        526  g 
NaH2PO4•H2O       82.8  g 
น้ํากล่ัน       1,625  ml 
5N NaOH       120  ml 

B. PBS-T 
30X PBS, pH 6.2     35  ml  
น้ํากล่ัน       1,015  ml 
Triton X-100         100  l 
Normal horse serum (NHS)    1  ml 

C. Tis-HCl buffer, pH 7.4 
Sock A        2.5  ml 
stock B        2.07  ml 
น้ํากล่ัน       5.43 ml 
โดย 

Stock A: 2.42 g Trisma base ใน 100 ml water 
Stock B: 1.7 ml HCl เขมขน ใน 100 ml water 

D. DAB 50 mg/ml 
DAB        50  mg 
น้ํากล่ัน       1 ml 
แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 l (or 5 mg) 
เก็บที ่-20oC 
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E. 1M Imidazole 

Immidazole       68.08  g 
น้ํากล่ัน       1,000  ml 

F. การเตรียม DAB tris-HCl buffer, pH 7.4 
Tris-HCl buffer, pH7.4      10  ml 
30X H2O2       10  l 
DAB        100  l  
1M Imidazole       100  l 

G. Diluent (ready to use) 
H. Cytology formulation consul-mounting, xylene base (ready to use) 
I. Secondary antibody (ready to use) 
J. Mayer’s haematoxylin (ready to use) 

 
2.2 การยอม mature adipocytes ดวย oil red O 

1) ขั้นตอนการยอม 
A. ดูดสารตาง ๆ ออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 
C. เคาะใหแหง 
D. หยด 70% ethanol ลงไปกล้ัว ๆ 
E. เททิง้ 
F. หยด oil red O ลงไปใหทวมเซลล 
G. Incubate 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
H. เท oil red O ออก 
I. หยด 70% ethanol ลงไปเพือ่ลางสีออก 
J. กล้ัว ๆ แลวรีบเทออก 
K. ใสน้ําลงไป 2-3 คร้ัง เพื่อลาง 70% ethanol  
L. หยด Mayer’s haematoxylin ลงไปในเซลล 
M. เขยาใหทั่ว ๆ  
N. เททิง้ 
O. ลางสีดวยน้าํ (ลางจนกวาจะไมมีสีออกมา) 
P. หยด lithium carbonate solution ลงไปในเซลล 



 92
Q. เขยาใหทั่ว ๆ  
R. เททิง้ 
S. ลางดวยน้าํ 2-3 คร้ัง 
T. ผ่ึงใหแหง 

2) ผลการยอม 
Fat droplet ติดสีแดงออกน้าํตาลภายในเซลล 
นิวเคลียส   ติดสีฟาอมมวง 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Oil red O 

Oil red O       1  g 
70% Ethanol      50  ml 
Acetone      50  ml 
กวนจนกวาสีจะละลายไดมากที่สุด (อาจจะละลายไมหมด) 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman no.2 

B. Lithium carbonate solutions 
 Lithium carbonate     1.54 g 

  เติมน้ํากล่ันจนไดสารละลายอ่ิมตัว 
  ดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบนมาใช  

C. 70% Ethanol 
95% Ethanol      70 ml 
น้ํากล่ัน       25 ml 

 
3. การศึกษา cell death และ cytotoxicity 

3.1 เทคนิคการยอมเซลลดวย PI 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ดูด PI ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
E. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 

2) ผลการยอม 
เซลลที่ตาย    ติดสีแดง 
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เซลลที่เปน    ไมติดสี 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. PI (ready to use) 

 
3.2 เทคนิคการยอมเซลลดวย APO-BrdUTM TUNEL assay kit 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ดูด 10% formalin in PBS ใสลงไปในเซลล เพื่อทําการคงสภาพเซลลไว 
E. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 4oC เปนเวลา 15 นาท ี
F. ดูด formalin ออกใหหมด 
G. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
H. ดูด PBS ออกใหหมด 
I. ดูด 70% ethanol ที่เยน็ ใสลงไปในเซลล 
J. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 4oC เปนเวลา 30 นาท ี
K. ดูด 70% ethanol ออกใหหมด 
L. ลางเซลลดวย wash buffer 1 รอบ 
M. ดูด wash buffer ออกใหหมด 
N. ดูด DNA-labeling solution ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
O. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
P. ลางเซลลดวย rinse buffer 1 รอบ 
Q. ดูด rinse buffer ออกใหหมด 
R. ดูด antibody solution ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
S. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 
T. ดูด PI/RNase A staining buffer ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
U. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 

2) ผลการยอม 
เซลลที่เกิด apoptosis   ติดสีเขียว 
เซลลทั้งหมด      ติดสีแดง 
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3) การเตรยีมน้าํยา 

A. DNA-labeling solution 
 Reaction buffer (จากชุด kit)    10 l 
 Terminal deoxynucleotidyl transferase (จากชุด kit) 0.75 l 
 5-Bromo-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate (จากชุด kit) 8 l 
 น้ํากล่ัน       31.25 l 
B. Antibody solution 
 Anti-BrdU mouse monoclonal antibody PRB-1, alexa fluor 488 conjugate 

(จากชุด kit)       5 l 
 Rinse buffer (จากชุด kit)    95 l 
C. 10% Formalin in PBS 

Formaldehyde solution        100  ml 
PBS        900  ml 

D. Wash buffer (จากชุด kit) 
 

3.3 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณ LDH โดยใช CytoTox 96® non-radioactive 
cytotoxicity assay kit 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ดูด lysis solution (10X) ใสลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล 
C. ทําการ incubate เซลล ไวใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 45 นาท ี
D. ดูดเซลลที่ lyse แลวไปใสในหลอดขนาด 1.5 ml 
E. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาท ี
F. ดูดเฉพาะสวนใสใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
G. ดูด reconstituted substrate mix ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
H. ทําการ incubate ตัวอยาง ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที ในทีม่ดื 
I. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
J. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
K. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 490 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Reconstituted substrate mix 

Assay buffer (จากชุด kit)    12 ml 
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Substrate mix (จากชุด kit)    1 ขวด 

B. Lysis solution (10X) (จากชุด kit) 
C. Stop solution (จากชุด kit) 

 
4. การศึกษาการเรียงตัวของ mesothelial cells บนชิน้เนื้อ โดยวธิี liver imprint 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. เอาตับของหนทูี่ตัดไดมาวางแนบลงบนสไลด 
B. ผ่ึงสไลดใหแหงที่อุณหภูมิหอง  
C. หยดสี giemsa ลงบนสไลด ต้ังทิง้ไว 5 นาท ี
D. ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
E. ผ่ึงสไลดใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

2) ผลการยอม 
นิวเคลียสและไซโตพลาสซึมของทุกเซลล ติดสีมวง-น้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Giemsa (ready to use) 

 
5. การศึกษาความหนาของ submesothelial  

1) หลักการการเตรียมตัวอยางชิ้นเน้ือเพื่อศึกษาทางพยาธิวิทยาและอิมมูโน
พยาธิวิทยา 

โดยมีข้ันตอนทั้งหมดดังนี ้
A. การคงสภาพ (fixation) 

เปนการรักษาสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อตาง ๆ รวมท้ังรักษาสภาพของ
แอนติเจนที่ตองการตรวจหาใหอยูในสภาพเดิม หรือหลีกเล่ียงการทําลายตอ antigen 
determinant หรือ epitope  (ตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่
จําเพาะ) ทั้งนี้ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของแอนติเจนนั้น ๆ บางชนิดอาจทนกับ fixative ชนิดหนึ่ง แต
อาจจะไมทนตอชนิดอ่ืน ๆ หรือแอนติเจนหลาย ๆ ตัวอาจถูกทําลายโดย fixative ทุกชนิด เมื่อ
ตองการศึกษาทางอิมมูโนฮีสโตเคมีจะตองยอมจาก cryosections อีกทั้งเนื้อเยื่อที่ไมได fix 
แอนติเจนอาจจะหายไป หรือแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อขางเคียง หรือเนื้อเยื่อที่ fix นานเกินไป
อาจจะเกิด cross-linking ทําใหแอนติเจนถูกปดบัง (masking) หรืออาจถูกทําลายเปนบางสวน 
ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดของ fixative และระยะเวลาการ fix สภาวะที่เหมาะสมก็คือชิ้นเนื้อที่บางและ
เวลา fix ที่ส้ัน  ดังนั้น การ fix นานเกินไปทําใหแอนติเจนถูกปดบัง และรบกวนผลการยอมได 
ปจจุบันยังไมมี fixative ชนิดใดที่เหมาะสําหรับแอนติเจนทุกชนิด  
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10% formalin หรือ 10% neutral buffer formalin เปน  fixative ซึ่งใชกัน

แพรหลาย ระยะเวลาในการ fix เนื้อเยื่อโดยสมบูรณจะประมาณ 18-24 ชั่วโมง fixative ขนาดของ
ชิ้นเนื้อที่เหมาะสมคือ 10x10x3 ลูกบาศกมิลลิเมตร  

B. การลาง (washing) 
C. การขจัดน้ํา (dehydration) 
D. การขจัดแอลกอฮอลและทําใหเนื้อเยื่อใส (clearing) 
E. การแทรกซึม (infiltration) 
ซึ่งกระบวนการดังที่กลาวมาแลว ดังขอ 1 ถึง 5 นั้น ไดใชเคร่ือง tissue processor ดัง

รูปที่ 60 
 

 
 

รูปท่ี 60. แสดงเคร่ืองมือทีใ่ชในการเตรียมเนื้อเยื่อ (tissue processor) 
 

F. การฝงเนื้อเยื่อ (embedding) 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 61. แสดงการฝงเนื้อเยื่อ 
 

G. Sectioning of tissue  
ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome หนา 3 ไมโครเมตร ลอยในอางน้ํา

อุณหภูมิประมาณ 43 องศาเซลเซียส ใชสไลดเคลือบดวย 3-aminopropyl triethoxysilane หรือ 
สไลดที่เคลือบประจุบวก (plus slide) เพื่อปองกันช้ินเนื้อหลุด รอให section แหงสนิท นําเขาตูอบ 
อุณหภูมิ 56oC ทิ้งไวขามคืน 
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รูปท่ี 62. แสดงการตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome 
 

H. Deparaffinization and rehydration 
คือการลาง paraffin ที่เคลือบ section ดวย xylene ผานไปยัง alcohol จาก

เปอรเซ็นตสูงไปตํ่าแลวแชในน้ํากล่ัน ไมควรปลอยใหสไลดแหง 
หากมีความจําเปน สามารถเก็บ tissue slides ที่ rehydrated แลว ที่ 2-8 องศา

เซลเซียส ใน buffer ไดนานถึง 18 ชั่วโมง โดยกอนใชใหนํามาวางที่อุณหภูมิหอง 20-25 องศา
เซลเซียส กอนการยอมตอไป โดยไมรบกวนผลการยอม 

I. Blocking endogenous enzyme 
เอ็นไซมที่มีอยูใน section จะทําใหเกิดการติดสีที่ไมจําเพาะ คือไมไดเกิดจากการ

จับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี  ตองยับยั้งกอนทุกคร้ัง มิฉะนั้น จะทําใหเกิดผลบวก
ผิดพลาด หรือ background staining เอ็นไซมสวนใหญพบในเม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดง และ
เซลลตับ ซึ่งสามารถยับยั้งไดโดยใช substrate ของมันคือ 3% hydrogen peroxide ในน้ํา 10 
นาที  

J. การคืนสภาพแอนติเจน (antigen retrieval technique)  
เปนการคืนสภาพแอนติเจนหรือเพิ่มความเปนแอนติเจนของเนื้อเยื่อตาง ๆ 

เนื้อเยื่อซึ่ง fix ดวย formalin ซึ่งเปน cross-linking fixative จะทําใหเกิดการจับตัวกัน (bridging) 
ระหวางamino acid ภายในโมเลกุลเดียวกันและจับตัวกับโมเลกุลที่อยูขางเคียง ขบวนการนี้เปน
สาเหตุที่สําคัญที่เช่ือวาเปนตัวการในการ block ไมให antibody  เขาไปจับตัวกับ antigen 
determinant (epitope) ได ขบวนการนี้เรียกวา masking of antigen ในการทําอิมมูโนฮีสโตเคมี 
(immunohistochemistry; IHC) จึงจําเปนที่จะตองแกปญหาที่เกิดข้ึนนี้ โดยการทํา epitope 
retrieval ซึ่งเปนวิธีการหนึ่งที่ใชในการ de-masking protein ที่ antigenic determinant กอนที่จะ
นําเนื้อเยื่อนั้น ๆ มายอมโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ซึ่งทําใหการยอมติดสีดีข้ึน    

วิธีการคืนสภาพแอนติเจน สามารถทําได หลายวิธี ไดแก   
a) โดยใชเอนไซม (enzymatic unmasking technique) โดยทั่วไปเอนไซมที่ใช

ไดแก proteinase K และ pepsin การใชเอ็นไซมจะชวยคืนสภาพของแอนติเจนหลายชนิด ทําให
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การยอมอิมมูโนฮีสโตเคมีติดสีดีขึ้น แตก็ไมสามารถใชไดดีกับแอนติเจนทุกชนิดได เพราะ
แอนติเจนบางชนิดไมสามารถคืนสภาพไดดวยการใชเอ็นไซมยอย โดยเฉพาะช้ินเนื้อที่ fix 
ฟอรมาลินเปนเวลานาน     

b) โดยวิธีการทางฟสิกส (physical methods) โดยท่ัวไปใชความรอน (heat 
induced antigen retrieval - technique) ซึ่งมีการนําความรอนจากแหลงตาง ๆ เชน ไมโครเวฟ 
หมออัดแรงดัน และอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  

c) ใชทั้งเอ็นไซมและความรอนรวมกัน สําหรับแอนติบอดีบางชนิด ซ่ึงเดิม
จําเปนตองใชกับช้ินเนื้อสดเทานั้น แตเม่ือนํามาใชรวมกับเทคนิคนี้ สามารถนําแอนติบอดีนั้นมาใช
กับพาราฟนบล็อกไดดวย 

การเลือกใชวิธีคืนสภาพแอนติเจน ข้ึนอยูกับชนิดของแอนติเจนและแอนติบอดีที่
ตองการศึกษา และ ข้ึนกับเคร่ืองมือที่มีใชในแตละหองปฏิบัติการ ไมวาจะเลือกใชวิธีใด ส่ิงที่สําคัญ
คือจะตองปรับเวลาที่ใชในการคืนสภาพ ชนิด และ dilution ของแอนติบอดีที่ใชใหเหมาะสม   

K.  การหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ (blocking of nonspecific reaction) 
การจับกันอยางไมจําเพาะเกิดข้ึนไดจากปฏิกิริยา hydrophobic bonding 

ระหวางimmunoglobulin กับ tissue proteins ทําให primary antibody และบางสวนของ 
secondary antibody จับกับเนื้อเย่ือโดยตรง ไดดีพอ ๆ กับแอนติเจนเปาหมาย  แกไขโดย ใช 
blocking protein โดยใชซีร่ัมของสัตวชนิดเดียวกับที่ใชเตรียม secondary antibody หรือ 2-
5%bovine serum albumin (BSA) ปจจุบัน นิยมใช serum free protein block มากกวาการเติม 
immunoglobulins เขาไป 

L. Primary antibody 
มีทั้ง polyclonal และ monoclonal antibodie ความเขมขนของ primary 

antibody ที่ใชในงานข้ึนอยูกับปริมาณแอนติเจนและความไวของเทคนิคการยอมที่ใช ไมสามารถ
กําหนดใหเปนมาตรฐานตายตัวไปไดวาจะใช dilution เทาใด ตองทดสอบกับ positive control ซึ่ง
ควรเปน dilution สูงสุดที่ใหผลการยอมติดสีชัดเจน และ background นอยที่สุด หรือไมมีเลย 

M. Secondary antibody (linking antibody) 
linking antibody ตองมีคุณสมบัติท่ีจะจับกับ primary antibody และ 

enzyme immuno complex เปน peroxidase-conjugated antibody โดยเตรียมจากสัตวชนิด
เดียวกับที่ใชเตรียม primary antibody 

N. Substrate and chromogen 
substrate ที่ใชทําปฏิกิริยากับเอนไซมเพ่ือใหไดสีตาง ๆ โดย substrate 

สําหรับ peroxidase คือ hydrogen peroxide (H2O2)   



 99
โดย chromogen ที่ใชคือ 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB) ซึ่งให end product เปนสีน้ําตาล และมีคุณสมบัติไมละลายในนํ้า แอลกอฮอล และ 
xylene 

O. Counterstain 
เปนการยอมเนื้อเยื่อที่ไมติดสีจากปฏิกิริยา IHC เพื่อใหเนื้อเยื่อติดสี 

counterstain ทําใหเห็นโครงสรางเน้ือเย่ือชัดเจนและเปรียบเทียบกับสวนท่ีติดสีจากปฏิกิริยา 
IHC เพื่อใหเกิดความสะดวกในการตรวจวิเคราะห  

สี counterstain ที่ใช คือ Mayer’s hematoxylin 
P. Mounting media 

การเลือกใชขึ้นอยูกับชนิดของ chromogen โดยในท่ีน้ีใช cytology 
formulation consul-mounting, xylene base  

 
การแปลผลของวิธี immunocytochemistry คือ ดูสีของสารกอใหเกิดสีที่เกิดข้ึน ซึ่งเปน

การบงบอกวามีโปรตีนจําเพาะที่อยูในเซลล เปนผลบวก (positive staining) โดยสีที่เห็นอาจจะอยู
ในไซโตพลาสซึม นิวเคลียส หรือ เยื่อหุมเซลล  โดยอาจอยูเปนจุดรวม หรือ กระจายก็ได 

     
รูปท่ี 63. แสดงหลักการของวิธ ีimmunocytochemistry 
 
2) ขั้นตอนการทํา 

A. ตัดสวนของทั้ง parietal peritoneum และ visceral peritoneum มาคงสภาพช้ิน
เนื้อดวย 10% buffered neutral formalin solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 วัน  

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมอืที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ 
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D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการผังเนื้อเยื่อ 
E. ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome ใสลงบนสไลด 
F. หลังจากตัดช้ินเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนที่พาราฟน (deparaffinize) ดวย

น้ํากล่ัน โดยการ 
a) จุมสไลดในโถ xylene จํานวน 3 โถ เปนเวลาท้ังหมด 10 นาท ี
b) จุมสไลดในโถ 95% ethanol เปนเวลา 20 วนิาที จาํนวน 3 โถ 
c) ผานสไลดในน้าํไหล (running water) เปนเวลา 2-3 นาท ี

G. แชสไลดในโถ Bouin’s fixative เปนเวลา 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 56oC 
H. ต้ังสไลดทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาท ี
I. ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
J. แชสไลดในโถ Mayer’s haematoxylin เปนเวลา 10 นาที แลวผานสไลดในน้ํา

ไหล เปนเวลา10 นาที 
K. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
L. แชสไลดในโถ Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution เปนเวลา 15 นาที 
M. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
N. แชสไลดในโถ Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution เปนเวลา 

10 นาที แลวลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
O. Counterstained สไลดดวย aniline blue solution เปนเวลา 10 นาที แลวลาง

สไลดดวยน้ํากล่ัน 
P. แชสไลดในโถ acetic water solution 1 จุม 
Q. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
R. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrate) โดยการ 

a) จุมสไลดในโถ 95% alcohol โถที่ 1 จํานวน 10 จุม  
b) จุมสไลดในโถ 95% alcohol โถที่ 2 จํานวน 10 จุม  
c) จุมสไลดในโถ absolute alcohol โถที่ 1 จํานวน 10 จุม  
d) จุมสไลดในโถ absolute alcohol โถที่ 2 จํานวน 10 จุม  
e) จุมสไลดในโถ xylene โถที่ 1 จํานวน 30 จุม  
f) จุมสไลดในโถ xylene โถที่ 2 จํานวน 10 จุม 

S. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base 
T. ปดกระจก (cover slip) ลงบนสไลด (mounting slides) 
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3) ผลการยอม 

นิวเคลียส                               ติดสีดํา 
Muscle, cytoplasm, keratin  ติดสีแดง 
Collagen, mucus                  ติดสีน้ําเงนิ 

4) การเตรยีมน้าํยา 
A. Bouin’s solution 

Saturated aqueous picric acid solution  75 ml 
Formaldehyde solution     25 ml 
Glacial acetic acid     5 ml 

B. Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution 
1% Aqueous Biebrich Scarlet    90 ml 
1% Aqueous acid fuchsin    10 ml 
Glacial acetic acid     1 ml 

C. Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution 
Phosphomolybdic acid     5 g 
Phosphotungstic acid     5 g 
น้ํากล่ัน       200 ml 

D. Light green solution 
Light green      2 g 
น้ํากล่ัน       98 ml 
Glacial acetic acid     1 ml 
ตมน้ํากล่ันใหเดือด แลวใส light green ลงไปละลายใหหมด 
ต้ังทิง้ไวใหเย็น  
กรอง  
เติม glacial acetic acid 

E. Aniline blue solution 
Aniline blue      2.5 g 
Glacial acetic acid     2 ml 
น้ํากล่ัน       100 ml 

F. Acetic water solution 
Glacial acetic acid     1 ml 
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น้ํากล่ัน       100 ml 

G. 10% Buffered neutral formalin solution 
Formaldehyde solution        100  ml 
Sodium phosphate monobasic monohydrate 4.0  g 
Sodium phosphate dibasic    6.5  g 
น้ํากล่ัน        900  ml 

 
6. การศึกษา mesenteric vascular density 

6.1 การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ CD 34 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ตัดสวนของ bowel มาคงสภาพช้ินเนื้อดวย 10% buffered neutral formalin 
solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 วนั  

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมอืที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ 
D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการผังเนื้อเยื่อ 
E. ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome ใสลงบนสไลด 
F. หลังจากตัดชิ้นเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้ํากล่ัน 
G. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method โดยการ 

a) นํา citrate buffer, pH 6.0 ปริมาตร 300 ml ใสลงในภาชนะ (jar) พลาสติกที่
สามารถใชกับเคร่ืองไมโครเวฟ 

b) เรียงสไลดในช้ัน (rack) จากนั้นแชลงในภาชนะ 
c) นําภาชนะใสในเครื่องไมโครเวฟ โดยใช hi-power เปนเวลา 3 นาท ีแลวปรับ

เปน power 30%  เปนเวลา 10 นาท ี  
d) นําภาชนะออกมา incubate ที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 20 นาที  

H. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
I. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
J. ทําการหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
L. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
M. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
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N. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
O. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
P. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
A. สะบัดสไลด 
B. หยด anti CD 34 (dilution 1:50) ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
C. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
D. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
E. สะบัดสไลด 
F. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
G. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
H. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
I. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
J. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
K. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
L. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
M. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
N. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
O. ปดกระจกลงบนสไลด 

2) ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. 2 M NaOH 

NaOH       8 g 
น้ํากล่ัน       100  ml 

B. 10 mM citrate buffer, pH 6.0 
Citric acid monohydrate     2.1  g 
น้ํากล่ัน       900  ml 
2 M NaOH       13.0  ml  

C. 3% H2O2 in water 
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30% H2O2      1 ml 
น้ํากล่ัน       9 ml 

D. 3% Normal horse serum 
100% Normal horse serum    0.27 ml 
PBS        8.73 ml 
 

6.2 การยอมชิ้นเนื้อดวย LE-lectin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ตัดสวนของ bowel ของหนทูี่ทาํการ perfuse ดวย LE-lectin แลว มาคงสภาพช้ิน
เนื้อดวย methyl Carnoy’s solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมือที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ (โดยไมผาน 

formalin) 
D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการฝงเนื้อเยื่อ 
E. หลังจากตัดชิน้เนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้าํกล่ัน 
F. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method  
G. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
H. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
I. ทําการหยุดปฏิกริิยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
J. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
K. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
L. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
M. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
N. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
O. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
P. สะบัดสไลด 
Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
S. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
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T. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
U. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
V. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
W. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
X. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
Y. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
Z. ปดกระจกลงบนสไลด 

3) ผลการยอม 
ผลบวก   ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงนิ 

4) การเตรียมน้ํายา  
A. Methyl Carnoy’s solution 

Acetic acid 100%     10 ml 
  Chloroform      30 ml 

Absolute alcohol     60 ml 
B. LE-lectin 

Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin 1 ขวด 
น้ํากล่ัน       0.5 ml 

 
7. เทคนิคการยอมสไลดทาง histochemistry และ immunohistochemistry 

7.1 การยอมชิ้นเนื้อดวย hematoxylin และ eosin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. หลังจากตัดชิน้เนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้าํกล่ัน  
B. จุมสไลดในโถ Mayer’s haematoxylin เปนเวลา 3 วนิาท ี
C. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 3 นาท ี
D. จุมสไลดในโถ lithium carbonate จํานวน 10 จุม 
E. Running water เปนเวลา 3 นาท ี
F. จุมสไลดในโถ 95% ethanol จํานวน 6 จุม 
G. จุมสไลดในโถ eosin solution เปนเวลา 3 วินาท ี
H. เขากระบวนการดึงน้าํออกจากเซลล 
I. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
J. ปดกระจกลงบนสไลด 
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2) ผลการยอม 

นิวเคลียส  ติดสีน้ําเงนิ 
Cytoplasm  ติดสีแดง 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Eosin solution (ready to use) 
 

7.2 การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ cytokeratin, -SMA และ VEGF  
1) ขั้นตอนการยอม 

A. หลังจากตัดชิ้นเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้ํากล่ัน  
B. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method  
C. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
D. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
E. ทําการหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
F. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
G. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
H. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
I. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
J. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
L. สะบัดสไลด 
M. หยด anti cytokeratin AE1/AE3 (dilution 1:100) หรือ anti -SMA (dilution 

1:1000) หรือ anti VEGF (dilution 1:100) ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
N. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
O. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
P. สะบัดสไลด 
Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
S. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาท ี
T. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
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U. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
V. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
W. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
X. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
Y. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
Z. ปดกระจกลงบนสไลด 

2. ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

 
8. การตรวจวัดปริมาณ cytokine  

8.1 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณโปรตีน VEGF โดยวิธ ีELISA 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูด assay diluent RD1W ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l  
B. ดูด sample หรือ standard หรือ blank ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
C. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip 
D. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
E. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
F. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
G. ทําการลางทัง้หมด 3 รอบ 
H. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
I. ดูด VEGF conjugate ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
J. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
L. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
M. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
N. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
O. ดูด Substrate solution ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
P. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
Q. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  20 นาที ในที่มืด 
R. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
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S. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
T. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 450 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Wash buffer 1X 

Wash buffer 25X (จากชุด kit)    10 ml 
น้ํากล่ัน       240 ml 

B. Substrate solution ตอ 1 หลุม 
Color reagents A (จากชุด kit)    100 l 
Color reagents B (จากชุด kit)     100 l 
ผสมกันเบา ๆ เก็บในที่มืด และตองเตรียมกอนใชไมเกนิ 15 นาท ี

C. Assay diluent RD1W (จากชุด kit) 
D. Calibration diluent RD5K (จากชุด kit) 
E. VEGF conjugate (จากชุด kit) 
F. Stop solution (จากชุด kit) 
G. VEGF stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 

VEGF stock standard     1 ขวด 
Calibration diluent RD5K    1 ml 
ผสมใหเขากนัดี แลวต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิองนานกวา 15 นาท ี

H. VEGF standard 
a) VEGF standard ความเขมขน 500 pg/ml 

Calibration diluent RD5K    330  l 
VEGF stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 110  l 

b) VEGF standard ความเขมขน 250 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 500 pg/ml  220  l 

c) VEGF standard ความเขมขน 125 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 250 pg/ml  220  l 

d) VEGF standard ความเขมขน 62.5 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 125 pg/ml  220  l 
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e) VEGF standard ความเขมขน 31.25 pg/ml 

Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 62.5 pg/ml  220  l 

f) VEGF standard ความเขมขน 15.625 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 31.25 pg/ml  220  l 

 
8.2 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณโปรตีน TGF- โดยวิธ ีELISA 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ทําการ activate sample โดยการ 

a) ดูด sample ใสลงไปในหลอด 75 l  
b) ดูด 1 N HCl ใสลงไปในหลอดที่มี sample อยู 16.5 l 
c) ผสมใหเขากนัดี 
d) Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  10 นาท ี
e) ดูด 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES ใสลงไปในหลอดเดิม 15 l 
f) ผสมใหเขากนัดี 

B. ดูด assay diluent RD1-21 ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l  
C. ดูด sample หรือ standard หรือ blank ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
D. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip 
E. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
F. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
G. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
H. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
I. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
J. ดูด TGF-1 conjugate ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
K. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
L. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
M. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
N. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
O. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
P. ดูด Substrate solution ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
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Q. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  30 นาที ในที่มืด 
S. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
T. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
U. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 450 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. HCl 1 N 

Hydrochloric acid fuming 37%    20.7 ml 
น้ํากล่ัน       229.3 ml 

B. 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES 
NaOH       1.2 N 
HEPES       0.5 M 
ในน้าํกล่ัน 

C. Assay diluent RD1-21 (จากชุด kit) 
D. TGF-1 conjugate (จากชุด kit) 
E. Stop solution (จากชุด kit) 
F. Calibration diluent RD5-26 (1X) 

Calibrator diluent RD5-26 concentrate (4X)  1  ml 
น้ํากล่ัน       3 ml 

G. TGF-1 stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 
TGF-1 stock standard    1 ขวด 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   2 ml 
ผสมใหเขากนัดี แลวต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิองนานกวา 5 นาท ี

H. Wash buffer 1X 
Wash buffer 25X (จากชุด kit)    10 ml 
น้ํากล่ัน       240 ml 

I. Substrate solution ตอ 1 หลุม 
Color reagents A (จากชุด kit)    50 l 
Color reagents B (จากชุด kit)    50 l 
ผสมกันเบา ๆ เก็บในที่มืด และตองเตรียมกอนใชไมเกนิ 15 นาท ี
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J. TGF-1 standard 

a) TGF-1 standard ความเขมขน 500 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   82.5  l 
TGF-1 stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 27.5 l 

b) TGF-1 standard ความเขมขน 250 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 500 pg/ml  55  l 

c) TGF-1 standard ความเขมขน 125 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 250 pg/ml  55  l 

d) TGF-1 standard ความเขมขน 62.5 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 125 pg/ml  55  l 

e) TGF-1 standard ความเขมขน 31.25 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 62.5 pg/ml  55  l 

f) TGF-1 standard ความเขมขน 15.625 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 31.25 pg/ml  55  l  

 
9. การตรวจวัดปริมาณ mRNA โดยวธิ ีreal time quantitative RT-PCR 

9.1 เทคนิคการทําสกัด RNA ดวย TRIzol 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกจากถาดเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุมใหหมด 
B. ใส trizol ลงไปในหลุมของถาดเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุม หลุมละ 1 มิลลิลิตร 
C. เขยาภาชนะเลี้ยงเซลลบนน้าํแข็ง เปนเวลา 5 นาท ี
D. ดูดทั้งหมดใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
E. ใสคลอโรฟอรมลงไปในหลอด 200 ไมโครลิตร 
F. ผสมใหเขากนั 
G. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 15 นาท ี
H. ดูดสารละลายใสดานบนไปใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม 
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I. ใส isopropanol ลงไปในหลอด 500 ไมโครลิตร 
J. ผสมใหเขากนั 
K. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาท ี
L. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 10 นาท ี
M. ดูดสารละลายใสดานบนออกไปใหหมด (ใหเหลือแตสวนของตะกอน (pellet)) 
N. ใส 75% ethanol ลงไปในหลอด 1 มิลลิลิตร 
O. ผสมใหเขากนั 
P. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 10 นาท ี
Q. ดูดสารละลายใสดานบนออกไปใหหมด  
R. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
S. ใส DEPC treated water ลงไปเพื่อละลายตะกอน 30 ไมโครลิตร 
T. แบงมาบางสวน เพื่อนาํไปวดัคา O.D. (เพื่อหาความเขมขนของ RNA ที่สกัดได) 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. DEPC treated water 100 ml  

DEPC       0.2  ml 
น้ํากล่ัน       100  ml 

  เขยาแรง ๆ เพื่อให DEPC ละลาย หลังจากนัน้ใหเอาไปใสใน water bath ที่
อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 คืน แลวนําไปใสหมอฆาเชื้อ (autoclave) เพื่อ inactivate DEPC 

B. 75% Ethanol 100 ml 
95% Ethanol      79  ml 
น้ํากล่ัน       21  ml 

 
9.2 เทคนิคการทํา RT-PCR 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ใสสวนผสมของ RNA ของตัวอยาง 1 g น้ํา และ random hexamer primer 

600 M จํานวน 2 l ลงไปใน PCR tube 
B. ใหความรอนแกสวนผสมจากขอ 1 ที่อุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 10 นาท ี
C. ใส master mix ลงไปใน PCR tube 
D. ผสมใหเขากนั 
E. เอา PCR tube ไปใสเคร่ือง PCR machine โดยต้ัง condition ดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4. แสดง condition ที่ใชในการทาํ RT-PCR 

 

อุณหภูมิ (oC) เวลา (นาที)
25 10
50 60
85 5
4 

 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Master mix ตอ 1 ตัวอยาง 

Transcriptor reverse transcriptase 20 U/l (จากชุด kit) 0.5  l 
Transcriptor RT reaction buffer  (5X) (จากชุด kit) 4  l 
Protector RNase inhibitor 40 U/l (จากชุด kit)  0.5  l 
Deoxynucleotide mix (จากชุด kit)   2  l 

 
9.3 เทคนิคการทํา real-time PCR 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. เตรียม PCR mix ของ primer และ probe ของทกุยนี (primer และ probe ที่ใช

ในงานวิจัย แสดงดังตารางที่ 6) ที่จะทํา 
B. ดูด PCR mix ใสลงไปใน precooled capillary โดยใส capillary ละ 15 l 
C. ดูด cDNA ของตัวอยางลงไปใน capillary โดยใส capillary ละ 5 l 
D. ปดฝา capillary ดวย stopper 
E. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 700 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 วินาท ี 
F. เอา capillary ไปใสเคร่ือง real-time PCR โดยต้ัง condition ดังตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5. แสดง condition ที่ใชในการทาํ real-time PCR 

 

Analysis  
mode Cycles Segment 

Target  
temperature (oC)

Hold  
time 

Acquisition 
mode 

Pre-incubation 
none 1   95 10 min none 

Amplification 

quantification 45 

denaturation 95 10 s none 

annealing 60 10 s none 

extension 72 1 s single 

cooling 
none 1   40 30 s none 

 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. PCR mix ของแตละยีน ตอ 1 ตัวอยาง 
Master mix (5X) (จากชุด kit)    4  l 
Forward primer 20 M     0.5  l 
Backward primer 20 M    0.5  l 
Probe 5 M      0.4  l 
RNase free water     9.6  l 
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ตารางที่ 6. แสดง primer และ probe ที่ใชในงานวิจัย 

 

Gene Types  Sequences 

TGF- 
Forward 5’-CCCTGCCCCTACATTTGGAG-3’ 

Backward 5’-CCGGGTTATGCTGGTTGTACA-3’ 

Probe 6-FAM-CACGCAGTACAGCAAGGTCCTGGCC-TAMRA 

VEGF 
Forward 5’-CCTACAGCACAACAAATGTGAATG-3’ 

Backward 5’-CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA-3’ 

Probe 6-FAM-CAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGCCT-TAMRA

18s ribosomal 
RNA 

Forward 5’-GCCCGAAGCGTTTACTTTGA-3’ 

Backward 5’-TCCATTATTCCTAGCTGCGGTATC-3’ 

Probe 6-FAM-AAAGCAGGCCCGAGCCGCC-TAMRA 4 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวสิริกุล  กาญจนบุษย เกิดเมื่อวันที่ 20 พฤษภาคม พ.ศ.2521 ณ จังหวัดยะลา จบ

การศึกษาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต (เคมี) จากคณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลับสงขลานครินทร 
ในปการศึกษา 2543 ซึ่งปจจุบันกําลังศึกษาอยูในระดับบัณฑิตศึกษา แขนงวิชาอณูชีววิทยาทาง
การแพทยและพันธุศาสตร สาขาวิทยาศาสตรการแพทย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 หลังจากน้ันทํางานเปนผูชวยวิจัยของผูชวยศาสตราจารย นายแพทย เถลิงศักดิ์  
กาญจนบุษย หนวยโรคไต ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ต้ังแตป พ.ศ.2547 
จนถงึปจจุบนั 
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