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The present study aimed to investigate oxidative stress, inflammation and fibrosis in renal 

biopsies of nephrolithiasis patients and evaluate their correlation with renal function. Twenty-eight 

nephrolithiasis (NL) patients and 39 healthy controls were recruited for the study. Blood and urine 

(morning and 24-hr) samples collected from all subjects. Renal tissues were obtained from the 

patients. Control renal tissues were non-cancerous regions of nephrectomies of 3 kidney cancer 

patients. Plasma creatinine and estimated glomerular filtration rate (eGFR) were used to assess 

glomerular function while urinary N-acetyl-~-glucosaminidase (NAG) activity and proteins were 

tubular function indicators. Renal inflammation and fibrosis were assessed by hematoxylin and eosin 

and Masson-trichrome stainings, respectively. Renal expressions of 8- hydroxydeoxyguanosine (8-

OHdG marker of oxidative DNA damage) and TGF-~1 were investigated using 

immunohistochemistry. Urinary TGF-~ 1 was determined by ELISA. Additionally, reactive oxygen 

species (ROS) production in renal tubular (HK-2) cells by calcium oxalate monohydrate (COM) 

crystals was explored. The results showed that NL patients had impaired renal function and 

enhanced renal tubular injury compared to healthy controls. Varied degrees of inflammation and 

fibrosis were found in NL renal tissues, and inflammation grading was correlated with fibrotic extent. 

High inflammation and fibrosis were associated with reduced renal function . 8-0HdG and TGF-~1 

were over-expressed in NL renal sections. No correlation between renal fibrosis and TGF-~1 

expression were observed. HK-2 cells exposed to COM caused decreased cell viability and 

increased ROS production. Significant difference between urinary TGF-~1 in NL patients and healthy 

controls were not observed. In conclusion, increased oxidative stress, inflammation and fibrosis were 

found in the kidneys of NL patients , and the extents of these pathological changes were associated 

with impaired kidney function . COM crystals, as a principal lithogenic crystal in NL patients, at least 

in part initiated the oxidative damage of renal tubular cells. 
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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคนิ่วไต (nephrolithiasis) เปนโรคระบบทางเดินปสสาวะที่พบไดทั่วโลก และมีแนวโนมเพ่ิม

สูงข้ึนเรื่อย ๆ ในแตละปประเทศตองสูญเสียคาใชจายในการรักษาพยาบาลผูปวยโรคนิ่วไตเปนจํานวน
มาก อีกทั้งยังมีผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูปวยในการทํากิจวัตรประจําวันและการประกอบอาชีพ 
ดังนั้นจึงจําเปนที่ตองทราบสาเหตุ กลไกและพยาธิสภาพของการเกิดโรค เพ่ือหาทางปองกันและรักษา
ใหเกิดประโยชนอยางสูงสุดตอผูปวย การศึกษาในประเทศแถบตะวันตกพบความชุกของโรคนิ่วไตรอย
ละ 10 (1, 2) ในประเทศไทยพบความชุกรอยละ 2-17 (3) ซึ่งพบสูงมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
นอกจากนี้โรคนิ่วไตมีอัตราการเกิดนิ่วซ้ําสูง โดยในระยะเวลา 10 ปพบ 26-53 %  และภายใน 20 ปพบ 
75% (4, 5) ดังนั้นโรคนิ่วไตจึงเปนปญหาที่สําคัญทางสาธารณสุขที่สงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของ
ประชากรไทย 

กลไกการเกิดนิ่วเกิดจากการตกผลึกของสารกอนิ่วที่ละลายอยูในปสสาวะในภาวะอิ่มตัวยวด
ย่ิง (supersaturation) ซึ่งสารกอนิ่วในปสสาวะ (stone promoters) ไดแก แคลเซียม ออกซาเลต 
ฟอสเฟต  และกรดยูริก  ปกติแลวในปสสาวะจะมีสารยับยั้งการเกิดนิ่ว (stone inhibitors) ไดแก ซิ
เทรต แมกนีเซียม ไพโรฟอตเฟต ไกลโคอะมิโนไกลแคน อัลบูมิน และ Tamm-Horsfall protein ทํา
หนาทีช่วยลดภาวะอิ่มตัวยวดย่ิงของสารกอนิ่วในปสสาวะและลดการเกิดผลึกนิ่ว  กระบวนการเกิด
กอนนิ่วเริ่มจากการตกผลึกของสารกอนิ่ว (crystal nucleation/crystallization) ทําใหเกิดเปนผลึก
นิวเคลียสขนาดเล็กที่เปนจุดเริ่มตนของการเกิดนิ่ว ผลึกนิวเคลียสที่เกิดข้ึนอาจถูกขับออกมาใน
ปสสาวะเกิดภาวะ Crystalluria หรืออาจเคล่ือนที่ของผลึกจากดาน luminal ไปยัง basement 
membrane ผานกระบวนการ endocytosis และฝงอยูใต basement membrane ของ renal tubules 
เกิดเปน Randall’s plaques จากนั้นเคล่ือนที่ตอไปยัง renal papillary surface   กอตัวเปน nidus 
(stone core)  ซึ่งเปนจุดศุนยกลาง (core) สําหรับการรวมกลุมของผลึกและเจริญใหญข้ึนจน
กลายเปนนิ่วในที่สุด (6, 7) การศึกษาพบวาการทําลายเซลลเย่ือบุผิวทอไต (renal epithelial tubular 
cell injury) จะชวยสงเสริมใหมีการติดคางของผลึกใน renal tubules สูงข้ึน ซึ่งการที่เซลลเย่ือบุผิวทอ
ไตถูกทําลายนี ้ เนื่องมาจากสารกอนิ่วและผลึกไปกระตุนใหเซลลเย่ือบุผิวทอไตสรางสารอนุมูลอิสระ
เพ่ิมมากข้ึนจนทําใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) การศึกษาใน renal proximal 
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tubular cell lines (LLC-PK1 และ MDCK-II) เม่ือไดรับผลึก calcium oxalate monohydrate (COM) 
เซลลจะสรางสารอนุพันธของออกซิเจนที่วองไว (reactive oxygen species : ROS) เพ่ิมมากข้ึน และ
เม่ือไดรับผลึกปริมาณมากจะเกิด necrotic/apoptotic cell death ได  (8, 9) การศึกษาของ 
Habibzadegah-Tari และคณะ ใน Human kidney cell lines (HK-2) พบวาเม่ือเซลลไดรับผลึก 
COM เซลลจะสราง Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) มากข้ึนผานกระบวนการสราง
สารอนุมูลอิสระภายในเซลล ซึ่ง MCP-1 เปน chemokine ที่บงชี้ถึงการกระตุนการอักเสบ การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวาผลึกแคลเซียมออกซาเลตสามารถกระตุนใหเซลลสรางสารอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนและเกิด
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และยังกระตุนกระบวนการอักเสบได รายงานการวิจัยในผูปวยโรคนิ่วไต
พบวามีระดับ 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG, oxidative DNA damage marker) ใน
ปสสาวะสูงกวากลุมคนปกติ แสดงวาผูปวยโรคนิ่วไตมีภาวะเครียดออกซิเดชั่นสูงกวาคนปกติ และยัง
พบวาปริมาณ 8-OHdG ในปสสาวะที่สูงขึ้นในผูปวยโรคนิ่วไตสัมพันธกับการบาดเจ็บของทอไตที่เพ่ิม
สูงข้ึนดวย (10) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ MCP-1 
และ IL-6 mRNAs ซึ่งเปนไซโตไคนที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมสูงข้ึน โดยสัมพันธกับ
ปริมาณเม็ดเลือดขาวที่เพ่ิมขึ้นในเนื้อไต และสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง (11) 
การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตที่เกิดจากการตัดตอลําไสเล็กซึ่งพบเปนนิ่วแคลเซียม
ออกซาเลต ผูปวยที่มีภาวะ distal renal tubular acidosis ซึ่งทําใหเกิดนิ่วแคลเซียมฟอตเฟต และ
ผูปวยที่เปนนิ่ว brushite (CaHPO4) พบวามีการบาดเจ็บของเซลลเยื่อบุผิวทอไตเกิดขึ้นบริเวณทอไต
สวนที่มีผลึกนิ่วไปเกาะและพบการบาดเจ็บที่บริเวณเนื้อไตรอบๆผลึกนิ่วดวย (12-14) โดยปกติเมื่อ
เซลลไตถูกทําลายและตายจากกระบวนการอักเสบ จะกระตุนกระบวนการซอมแซม (wound-healing 
process) แตถาเกิดมากเกินไปจนไมสามารถควบคุมได จะทําใหเกิดการสะสมของ extracellular 
matrix จนเกิดพังผืดในเนื้อไต (renal fibrosis) ขึ้น โดยไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิด
พังผืดนี้คือ transforming growth factor-beta1 (TGF-1) โดยจะไปกระตุนใหมีการสราง 
myofibroblasts มากข้ึน ซึ่ง myofibroblasts เปนเซลลสําคัญที่สราง extracellular matrix proteins 
เชน collagen และ fibronectin เปนตน  การเกิดพังผืดในไตจะทําใหหนวยไต (nephrons) ถูกทําลาย 
ทําใหการทํางานของไตเส่ีอมลง (impaired renal function) นําไปสูการเกิดภาวะไตวายเรื้อรัง 
(chronic renal failure) และ โรคไตระยะสุดทาย (end stage renal disease) ซึ่งเปนสาเหตุของการ
เสียชีวิต    การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตชนิด brushite พบผลึกนิ่วใน collecting 
duct เซลลเย่ือบุผิวมีการบาดเจ็บและตาย ทอไตในสวน cortex ลีบลง  (tubular atrophy) 
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glomeruloscelosis และพบการบาดเจ็บและการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตรอบๆผลึก  และผูปวยที่เปน
นิ่วซิสทีนพบผลึกในทอของ Bellini และทอไตสวน inner medullary collecting duct พบการบาดเจ็บ
ของเซลลรอบๆเนื้อไตที่มีการอักเสบ และพบพังผืดที่เนื้อไตปริมาณมาก (12, 15)  

จากการศึกษาที่กลาวมาขางตนผูวิจัยต้ังสมมติฐานวาผลึกและกอนนิ่วสามารถกระตุนใหเกิด
การสรางสารอนุมูลอิสระและเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นขึ้น และยังกระตุนกระบวนการอักเสบในไต 
เม่ือเกิดการอักเสบเรื้อรัง จะทําใหเกิดพังผืดในไต สงผลใหประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นในไตของผูปวยโรคนิ่วไต ไดแก ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น การอักเสบ และการเกิดพังผืด และวิเคราะหความสัมพันธระหวางพยาธิสภาพที่พบกับ
ประสิทธิภาพการทํางานของไต 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพ่ือศึกษาระดับการอักเสบและการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต โดย

ประเมินจาก Hematoxylin and eosin staining (H&E) และ Masson-trichrome staining ตามลําดับ  
2. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว

ไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุมของผูปวยโรคมะเร็งไต 
3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น กระบวนการอักเสบ และการ

เกิดพังผืดกับประสิทธิภาพการทํางานของไตในผูปวยโรคนิ่วไต 

ขอตกลงเบื้องตน 
1. เครื่องมือที่ใชในการทดสอบเปนเครื่องมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและความ

แมนยําตามมาตรฐานของการทดสอบเครื่องมือนั้น  ๆ
2. กลุมผูปวยที่เขารวมการศึกษาครั้งนี้เปนกลุมผูปวยที่เขารับการผาตัดนิ่วที่

โรงพยาบาลศูนยจังหวัดขอนแกน และกลุมคนปกติเปนเจาหนาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาด
ไทย  

3. ผูเขารวมโครงการศึกษาวิจัยใหความรวมมือดวยความเต็มใจตลอดการศึกษาวิจัย
และมีการลงลายมือชื่อในใบยินยอมดวยความสมัครใจภายหลังจากไดรับการชี้แจงใหทราบในทุกดาน
รวมถึงความเส่ียงที่อาจเกิดข้ึน 
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ขอจํากัดของการวิจัย 
ตัวอยางเนื้อเย่ือไตที่ศึกษาไดมาจากผูปวยโรคนิ่วไตที่รักษาโดยการผาตัดเปดเอานิ่วออก (open 

stone surgery) ผูปวยที่รักษาดวยวิธีอื่น เชน สลายนิ่ว (shockwave lithotripsy) และ PCNL 
(Percutaneous nephrolithotripsy) ไมสามารถเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อได ซึ่งผูปวยกลุมนี้อาจมีระดบัของ
พยาธิสภาพในไตแตกตางกับผูปวยที่ไดรับการผาตัดเปด 

เนื้อเย่ือไตควบคุมที่ไชในการศึกษาไดมาจากสวนที่ไมเปนมะเร็ง (non-cancerous region) ของ
ไตที่เปนมะเร็ง จึงอาจไมเปนตัวแทนของเนื้อเย่ือไตของคนปกติได 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
1. Nephrolithiasis หรือ Kidney stone หรือ Renal stone คือ โรคนิ่วในไต ซึ่งมีกอนนิ่ว

อยูบริเวณตําแหนงที่สูงกวาหลอดกรวยไต ( renal pelvis ) ขึ้นไป   
2. Oxidative Stress หรือ ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ ภาวะไมสมดุลระหวางอนุมูล

อิสระและสารตานอนุมูลอิสระ สารอนุมูลอิสระจะทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบ 
ไดแก ไขมัน โปรตีน กรดนิวคลีอิกและคารโบไฮเดรต ทําใหสูญเสียหนาที่หรือถูกทําลาย สงผลใหเซลล
บาดเจ็บ (cell injury) และถูกทําลาย (cell damage) ตามมา 

3. Inflammation หรือภาวะการอักเสบ คือ ปฏิกิริยาที่รางกายตอบสนองตอส่ิงแปลก
ปลอกจากภายนอกที่มากระตุนดวยระบบภูมิคุมกัน หรือเม่ือเนื้อเย่ือไดรับอันตราย (injury) 

4. การเกิดพังผืด (fibrosis) เปนภาวะที่มีการสราง fibrous connective tissue มาก
เกินไป มักเกิดภายหลังการอักเสบเรื้อรัง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงพยาธิสภาพการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ และการเกิด

พังผืดในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
2. ทราบความสัมพันธระหวางภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ การเกิดพังผืดใน

เนื้อเย่ือไตและประสิทธิภาพการทํางานของไตในผูปวยโรคนิ่วไต 
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3. เปนขอมูลวิจัยสําหรับใชเปนแนวทางการรักษาผูปวยโรคนิว่ไตภายหลังการผาตัด โดย
การใหยาหรือวิธีใดๆ ที่สามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ และการเกิดพังผืดใน
เนื้อเย่ือไตของผูปวย เพ่ือชะลอการเสื่อมประสิทธิภาพการทํางานของไต และลดโอกาสการเกิดนิ่วซ้ํา 

วิธีดําเนินการวิจัย 
ผูเขารวมโครงการศึกษาวิจัยแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายและกลุม

คนปกติจํานวน 39 ราย เก็บสารตัวอยางที่เปนเลือด ปสสาวะครั้งแรกตอนเชา (first morning urine) 
ปสสาวะ 24 ชั่วโมง กอนนิ่ว และชิ้นเนื้อไตในกลุมผูปวยโรคนิ่วไต สําหรับกลุมคนปกติเก็บสารตัวอยาง
ที่เปนเลือด ปสสาวะครั้งแรกตอนเชา และปสสาวะ 24 ชั่วโมง เพ่ือทําการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
ไดแก การตรวจวัดระดับครีเอตินีนในเลือด การตรวจวัดระดับโปรตีน และ N-acetyl 
glucosaminidase (NAG) activity ในปสสาวะ ตรวจหาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA โดยวิธี 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และตรวจปริมาณ TGF-1 ใน
ปสสาวะโดยใชวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และตรวจสอบการแสดงออก
ของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไตโดยวิธี immunohistochemistry และ
ศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นใน HK-2 cells โดยเพาะเลี้ยง  HK-2 cells  จนเซลลเจริญเติบโต
เต็ม cell culture flask จากนั้นใหเซลลไดรับผลึกของ COM แลวศึกษาการมีชีวิตของเซลล (cell 
viability) โดยวิธี (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
colorimetric assay   และวัดปริมาณการสราง ROS ที่เกิดข้ึนภายในเซลล โดยวิธี 2´,7´-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescence assay  

ลําดับข้ันตอนในการเสนอผลการวิจัย 
1. เก็บสารตัวอยางจากผูเขารวมโครงการวิจัย ดําเนินการทดลอง รวมรวมขอมูล 

วิเคราะหและสรุปผลการทดลอง 
2. จัดทําวิทยานิพนธฉบับสมบูรณและจัดทํานิพนธตนฉบับภาษาอังกฤษ (บางสวนของ

ผลงานวิทยานิพนธ) เพ่ือตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับนานาชาติ 
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เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
2.1 โรคน่ิวไต (kidney stone disease หรือ nephrolithiasis) 

โรคนิ่วไตเปนปญหาที่สําคัญในระบบทางเดินปสสาวะซึ่งพบไดทั่วโลกและมีแนวโนมเพ่ิม
สูงข้ึนเรื่อย  ๆมีการศึกษาพบวาประเทศในแถบยุโรปพบอุบัติการณเกิดโรคนิ่วไต 5-9%   อเมริกาเหนือ 
13%   ประเทศแถบตะวันออกกลาง 20-25 % เอเชีย 1-5% (16) และประเทศไทยพบ 2-17% (3) ซึ่ง
พบสูงมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีอัตราการกลับเปนซ้ําสูงโดย
ในระยะเวลา 10 ปพบ 26-53 % (4, 5, 17) และภายใน 20 ปพบ 75% (17, 18) ซึ่งอัตราการกลับเปน
ซ้ํานี้เก่ียวของกับหลายปจจัย ไดแก อายุเริ่มตนที่เปนโรคนิ่ว การมีประวัติครอบครัวที่เปนนิ่ว การเปน
นิ่วติดเชื้อ การดูแลตัวเองภายหลังจากการรักษาและวิธีการรักษาที่ไมเหมาะสม (19) 

 
สาเหตุของการเกิดน่ิวไต 

โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย (multifactorial disease) อาจเกิดจากความ
ผิดปกติของปจจัยภายใน (intrinsic factors) ไดแก พันธุกรรม เพศ อายุ ดัชนีมวลกาย และเชื้อชาติ 
ความผิดปกติจากปจจัยภายนอกและสิ่งแวดลอม (extrinsic factors) ไดแก การบริโภคอาหารและน้ํา 
การรับประทานยาบางชนิด ภมิูอากาศ อาชีพ  และความเครียด และความผิดปกติจากปจจัยทางเม
แทบอลิก (metabolic factors) เชน ภาวะออกซาเลตในปสสาวะสูง (hyperoxaluria) ภาวะแคลเซียม
ในปสสาวะสูง (hypercalciuria) ภาวะกรดยูริกในปสสาวะสูง (hyperuricosuria) ภาวะฟอสเฟตใน
ปสสาวะสูง (hyperphosphaturia) ภาวะซิเทรตในปสสาวะตํ่า (hypocitraturia) ภาวะแมกนีเซียมใน
ปสสาวะตํ่า (hypomagnesiuria) ภาวะโพแทสเซียมในปสสาวะต่ํา (hypokaliuria) และภาวะสมดุล
ของกรดดางที่ผิดปกต ิ  ความผิดปกติทางเมแทบอลิกเหลานี้มีความสําคัญอยางมากในการกอนิ่ว ซึ่ง
อาจพบความผิดปกติจากภาวะเดียวหรือหลายภาวะรวมกันก็ได (20) 

 
กลไกการเกิดน่ิว 

นิ่วเกิดจากความไมสมดุลระหวางสารกอนิ่ว (เชน แคลเซียม ออกซาเลต ยูเรต และฟอตเฟต) 
และสารยับย้ังการเกิดนิ่ว (เชน ซิเตรท โพแทสเซี่ยม แมกนีเซียม และไกลโคอะมิโนไกลแคน) ทําใหเกิด
ภาวะอิ่มตัวยวดยิ่งของสารกอนิ่วในปสสาวะ (supersaturation) และการตกผลึก (crystal nucleation) 
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ดังนั้นถาในปสสาวะยังมีสารกอนิ่วที่ละลายอยูในสภาวะอิ่มตัวยวดย่ิงอีกก็จะสงผลใหเกิดการเติบโต
ของผลึก (crystal growth) แลวรวมตัวกันเปนกลุมของผลึกขึ้นมา (crystal aggregation) โดยปกติ
แลวในแตละวันรางกายจะมีการขับผลึกออกมาในปสสาวะเปนลาน  ๆ ผลึกโดยที่ไมเกิดนิ่ว เนื่องจาก
ระยะเวลาที่ปสสาวะไหลผานทอไตใชเวลาประมาณ 5-10 นาที และขนาดเสนผานศูนยกลางของทอไต
ประมาณ 15-60 ไมโครเมตร แตอัตราการเติบโตของผลึกประมาณ 1-2 ไมโครเมตรตอนาที ดังนั้นจึง
เปนชวงเวลาส้ันๆ ซึ่งไมเพียงพอที่จะใหผลึกโตพอที่จะติดในทอไตได ผลึกจึงถูกขับออกมาในปสสาวะ 
(crystalluria) แตในคนที่เปนนิ่วนั้นจะมีการรวมกลุมกันของผลึกเปนจํานวนมากโดยปฏิกิริยาจับกัน
ของผลึกที่เปนประจุบวกและประจุลบ และสารชีวโมเลกุลอื่น  ๆ ที่สงผลใหเกิดการจับกันของผลึกมาก
ข้ึน ทําใหเกิดเปนกอนนิ่วติดคางภายในทอไต (crystal retention)  มีการศึกษาวิจัยพบวาผลึกสวน
ใหญที่เกิดข้ึนในระบบทางเดินปสสาวะเปนผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมออกซาเลต ผลึก
ของแคลเซียมฟอสเฟตมักจะสะสมในเนือ้ไต (interstitium) บริเวณปลายของ papillary (papillary tip) 
เรียกวา Randall’s plaque ซึ่งเชื่อวาเปนบริเวณที่ใหผลึกมีการเติบโตจนเกิดเปนกอนนิ่ว (stone 
nidus)  อยางไรก็ตาม Randall’s plaques สามารถพบไดในคนที่ไมเปนนิ่วดวย แตพบในปริมาณที่
นอยวาคนที่เปนนิ่ว (13) 
 
ชนิดของนิ่วไต 

นิ่วไตสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทตามแรธาตุที่เปนองคประกอบของกอนนิ่ว คือ นิ่ว
ชนิดที่มีแคลเซียมเปนสวนประกอบ ซึ่งพบมากที่สุดประมาณรอยละ 70-80 (21) ไดแก นิ่วแคลเซียม
ออกซาเลต นิ่วแคลเซียมฟอสเฟต นิ่วเนื้อผสมของแคลเซียมออกซาเลตกับฟอตเฟตหรือแคลเซียมออก
ซาเลตกับกรดยูริก นิ่วอีกชนิดคือ นิ่วที่ไมมีแคลเซียมเปนสวนประกอบพบประมาณรอยละ 15-20 
ไดแก นิ่วกรดยูริก นิ่วแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอตเฟตหรือนิ่วจากการติดเชื้อ และนิ่วซีสตีน และถา
พิจารณาตามองคประกอบทางเคมีของกอนนิ่วสามารถแบงนิ่วออกเปน 2 ชนิด คือ นิ่วที่มีองคประกอบ
ทางเคมีเพียงชนิดเดียวจัดเปนนิ่วบริสุทธ์ิ (pure stone) และนิ่วที่มีองคประกอบทางเคมีมากกวาสอง
ชนิดจัดเปนนิ่วเนื้อผสม (mixed stone)  

จากการศึกษาระบาดวิทยาของชนิดของนิ่วที่พบในประเทศไทยของ Tosukhowong และคณะ 
พบนิ่วบริสุทธิ์ 40.23 % นิ่วเนื้อผสม 59.77 % สวนใหญเปนนิ่วเนื้อผสมแคลเซียมออกซาเลตกับ
แคลเซียมฟอตเฟต ถาแบงตามแรธาตุที่เปนองคประกอบหลักในกอนนิ่วพบนิ่วแคลเซียมออกซาเลต
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มากที่สุด (74%) นิ่วแคลเซียมฟอตเฟต 5 % นิ่วกรดยูริก 16 % และนิ่วแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอต
เฟต 5 % (22)    
 
2.2 ภาวะเครียดจากออกซิเดช่ัน (oxidative stress) 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ ภาวะที่มีสารอนุมูลอิสระมากกวาสารตานอนุมูลอิสระทําให
เกิดการทําลาย โปรตีน ไขมันที่เย่ือหุมเซลล คารโบไฮเดรต  และดีเอ็นเอในเซลล เมื่อสารชีวโมเลกุล
เหลานี้ถูกทําลายจะทําใหสูญเสียหนาที่และเกิดการบาดเจ็บของเซลล เกิดภาวะที่เรียกวา oxidative 
damage  ซึ่งโมเลกุลเปาหมายที่เกิด oxidative damage จะแตกตางกันไปขึ้นกับลักษณะของเซลล 
ชนิด และความรุนแรงของสภาวะ oxidative stress ที่เกิดข้ึน   

สารออกซิแดนทที่เปนอนุพันธของออกซิเจนที่วองไว (reactive oxygen species : ROS) 
ไดแก superoxide anion (O2

•-) hydroxy radical (OH•) และ hydrogen peroxide (H2O2) เปนตน 
ROS ที่มีบทบาทสําคัญที่สุดในการทําลายสารชีวโมเลกุลตางๆภายในเซลลคือ OH• โดยสรางมาจาก
หลายปฏิกิริยาในรางกาย ในสภาวะปกติรางกายมีการสราง ROS จากปฏิกิริยาชีวเคมีและ
กระบวนการเมแทบอลิซึมตาง  ๆ อยูตลอดเวลา แตรางกายก็มีกลไกทีจ่ะรักษาสมดุลของสารอนุมูล
อิสระโดยอาศัยสารตานอนุมูลอิสระและการทํางานของเอนไซมในการกําจัดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น
ภายในรางกาย ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระดังกลาวนี้ ไดแก วิตามินอี วิตามินซ ีกลูทาไทโอน และเบตาแค
โรทีน เปนตน   

จากการศึกษากลไกการเกิดนิ่วไตพบวาสารกอนิ่วและผลึกของนิ่วสามารถกระตุนใหเซลลเย่ือ
บุผิวทอหนวยไตสรางสารอนุมูลอิสระเพ่ิมมากข้ึน สารอนุมูลอิสระเหลานี้จะไปทําปฏิกิริยากับสารชีว
โมเลกุลภายในเซลลแลวสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงที่เย่ือหุมเซลล เซลลสูญเสียรูปรางและการ
ทํางาน  เซลลถูกทําลายและเกดิการบาดเจ็บจนทําใหเซลลตายในที่สุด สารกอนิ่วและผลึกนิ่วที่มี
การศึกษาถึงความเปนพิษตอเซลลเปนจํานวนมาก ไดแก ออกซาเลต และแคลเซียมออกซาเลต 
เนื่องจากเปนผลึกนิ่วที่พบไดมากที่สุด ซึ่งรายงานการศึกษาวิจัยทั้งในเซลลเพาะเล้ียงและสัตวทดลอง
พบวาทั้งออกซาเลตและแคลเซียมออกซาเลตสงผลใหเกิดความเปนพิษตอเซลล โดยกระตุนการสราง
สารอนุมูลอิสระข้ึนภายในเซลล ไดแก superoxide, hydroxyl radicals และ hydrogen peroxide ทํา
ใหมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเย่ือหุมเซลล องคประกอบตาง  ๆภายในเซลลสูญเสียหนาที่ไป และ
สงผลทําใหเกิดการตายของเซลล (23, 24) งานวิจัยของ Bhandari A และคณะ  ใน HK-2 cells พบวา
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เม่ือเซลลไดรับออกซาเลตในปริมาณสูงจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงทีเ่ย่ือหุมเซลลและมีผลทําใหเซลล
เกิด apoptosis (25) รายงานวิจัยของ Thamilselvan และ Khan  ในหนู Sprague-Dawley rats และ
เซลลเพาะเล้ียง MDCK (เซลลจาก distal tubule ของไตสุนัข) และ  LLC-PK1 cells (เซลลเย่ือบุผิวทอ
ไตสวน proximal จากไตหมู) โดยใหเซลลไดรับออกซาเลตและแคลเซียมออกซาเลตแลววัดการมีชีวิต
ของเซลลพบวาเซลลมีชีวิตลดนอยลง วัดเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) ซึ่งเปนตัวบงชีถ้ึง
การบาดเจ็บของเซลล และ malondialdehyde (MDA) เปนตัวบงชี้เมื่อมีการบาดเจ็บจากการสรางสาร
อนุมูลอิสระ พบวาทั้ง LDH และ MDA มีปริมาณเพ่ิมสูงข้ึน  แสดงใหเห็นวาทั้งผลึกของออกซาเลตและ
แคลเซียมออกซาเลตทําใหเกิดการบาดเจ็บตอเซลลเย่ือบุผิวทอไต (26) การศึกษาวิจัยใน NRK52E 
cells (เซลลจาก proximal tubule ของไตหนู) ที่ไดรับผลึก hydroxyapatite สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด
ภาวะเครียดจากออกซิเดชันโดยการกระตุนเซลลใหสราง ROS  เกิดภาวะ lipid peroxidation   เกิด
การตายของเซลลแบบ apoptosis และมีการสราง prostaglandin E2 และ MCP-1 เพิ่มสูงขึ้น ซึ่งจะ
ทําใหเกิดภาวะอักเสบที่ไต  (26-28) ทําใหเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตเกิดการบาดเจ็บและเศษเซลลที่ถูก
ทําลายจะกลับไปสงเสรมิใหเกิดการรวมกลุมกันของผลึกทําใหการติดคางของผลึกที่ทอไตมากข้ึน (7) 
มีการศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตพบวามี 8-OHdG และ NAG ในปสสาวะสูงกวาหนูที่
ไมเปนนิ่ว (29) 

นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาวิจัยในผูปวยโรคนิ่วไตพบวามีปริมาณของ 8-OHdG ในปสสาวะ
สูงกวากลุมคนปกติและมีความสัมพันธกับการบาดเจ็บของเซลลบุทอไตดวย (30) โดยสรุป ผลึกนิ่ว
สามารถกระตุนการสราง ROS ในเซลลได หนูทดลองที่เปนนิ่วเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในไต 
และผูปวยมีภาวะเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงกวาคนปกติ อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงาน
การศึกษาเก่ียวกับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในไตของผูปวยโรคนิ่วไตมากอน  

  
2.3 การอักเสบในไต (renal inflammation) 

การอักเสบในไต คือ ภาวะที่มีเซลลที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ (inflammatory cell) 
เคล่ือนที่เขามายังบริเวณเนื้อไต (renal interstitium) กลไกในการดึงดูดเม็ดเลือดขาวจากกระแสเลือด
มายังเนื้อไตที่มีการบาดเจ็บนั้นเก่ียวของกับหลายกลไก ไดแก การกระตุน adhesion molecules,  
chemoattractants, cytokines, proinflammatory mediators และ profibrotic mediators เปนตน 
โดยเม่ือมีการบาดเจ็บเซลลที่ทอไตจะหล่ังไซโตไคนไปดึงดูดให inflammatory cells ชนิด 
mononuclear cell ใหเขามาบริเวณที่มีการบาดเจ็บและกระตุนกระบวนการอักเสบ  การศึกษาพบวา 
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inflammatory cell ที่มีบทบาทสําคัญเม่ือเกิดพยาธิสภาพเนื่องจากมีการอุดกั้นในระบบทางเดิน
ปสสาวะไดแก macrophage, monocyte และ lymphocyte  (31, 32) 

การศึกษากลไกการเกิดนิ่วกับกระบวนการอักเสบพบวาผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเซลลบุผิว
ทอไตสรางสารอนุมูลอิสระจึงเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นขึ้นสงผลทําใหเกิดการบาดเจ็บของเซลล
บุทอไตและยังสามารถกระตุนใหเซลลบุทอไตสังเคราะหสารตัวกลางที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ
เพ่ือไปดึงดูดเซลลเม็ดเลือดขาวใหมาเก็บกินผลึกที่ติดคางในเนื้อไต จากการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียง
พบวาเม่ือกระตุนเซลลบุทอไตดวยแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต ,ออกซาเลต ,โพแทสเซียมออกซา
เลต จะทําใหเซลลบุทอไตบริเวณที่ผลึกนิ่วมาเกาะเกิดการบาดเจ็บ เซลลมีการเปล่ียนแปลงรูปรางและ
ตายในที่สุด ทําใหมีการปลอยเอนไซมออกมาในอาหารเล้ียงเซลลเพ่ิมสูงข้ึน นอกจากนี้ยังพบการ
แสดงออกของ  MCP-1 mRNA และโปรตีนซึ่งเปนเคโมไคนที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิม
สูงข้ึนดวย (33-36) การศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตหรือมีภาวะ hyperoxaluria พบวา
เซลลเย่ือบุผิวทอหนวยไตบริเวณที่มีผลึกนิ่วอยูมีการเปล่ียนแปลงรูปราง ทอไตลีบลง ประสิทธิภาพการ
ทํางานของไตลดลง มี  N-acetylglucosaminidase (NAG), gamma-glutamyl transpeptidase 
(gamma-GT), alkaline phosphatase (ALP), cathepsin D, mucoproteins และ 
glycosaminoglycans (GAGs)  ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงการทําลายเซลลบุทอไตในปสสาวะสูงข้ึน และมีการ
สราง MDA ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงการเกิดภาวะ lipid peroxidation เพ่ิมมากขึ้น นอกจากนีเ้ซลลเย่ือบุผิว
ทอไตมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบเพิ่มสูงข้ึน และในเนื้อไตบริเวณรอบๆ 
ผลึกนิ่ว พบเซลลที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ ไดแก multinucleate giant cells และ 
macrophage นอกจากนี้ยังพบวาสภาวะอิ่มตัวยวดยิ่งของผลึกแคลเซียมออกซาเลตมีความสัมพันธ
กับการบาดเจ็บบริเวณ tubulointerstitial ที่เพ่ิมสูงข้ึนดวย  (37-41) การศึกษาวิจัยของ Boonla และ
คณะพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ NAG activity และ 8-OHdG ในปสสาวะสูงกวาคนปกติ แสดงวามี
การทําลายเซลลบุทอไตและภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงขึ้น นอกจากนี้ ในเนื้อไตยังพบการ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNAs ซึ่งเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมสูงขึ้น 
โดยสัมพันธกับปริมาณเม็ดเลือดขาวที่เพ่ิมข้ึนในเนื้อไต และสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไต
ที่ลดลง (11) การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตที่เกิดจากการตัดตอลําไสเล็ก (intestinal 
bypass for obesity) พบผลึกนิ่วในทอไตสวน inner medullary collecting duct ซึ่งพบวามีการ
บาดเจ็บของเซลลบุทอไตเกิดขึ้น และผูปวยที่มีภาวะ distal renal tubular acidosis พบผลึกบริเวณ
ทอของ Bellini และ inner medullary collecting duct ซึ่งพบวามีการบาดเจ็บของเซลลบุทอไตเชนกัน  
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สวนผูปวยที่เปนนิ่ว brushite (CaHPO4) พบการบาดเจ็บทั้งในสวน cortex และ medulla โดยเฉพาะ
บริเวณที่เปน Randall’s plaque (12-14) 

 
2.4 การเกิดพังผืดในไต  (renal fibrosis)   

การเกิดพังผืดในไตเกิดจากการสะสมของ extracellular matrix มากเกินไป ซึ่งพบไดบอยใน
โรคไตเรื้อรัง โดยเม่ือเกิดการบาดเจ็บที่เซลลเย่ือบุผิวทอไต (tubular epithelial cell injury) เซลลจะถูก
กระตุนใหหล่ังเคโมไคนและไซโตไคน มีไปดึงดูดเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells เขามา 
แลวเซลลพวกนี้ก็จะไปกระตุนใหมีการหลั่ง transforming growth factor beta-1 (TGF-1)  (42) ซึ่ง
จะไปกระตุน resident fibroblast และเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตใหเปล่ียนแปลงกลายไปเปน 
myofibroblast  (mesenchymal cell) โดยเรียกกระบวนการนี้วา  epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) กลไก EMT นี้เริ่มจากเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตที่ไดรับบาดเจ็บจะสูญเสีย
ความสามารถในการยึดเกาะกันระหวางเซลลทําให E-cadherin ซึ่งเปนตัวบงชี้ของเซลลเยื่อบุผิวลดลง 
จากนั้นเซลลเย่ือบุผิวทอไตจะเริ่มเปลี่ยนแปลงไปเปน myofibroblast (phenotype switching) โดยมี
การสรางโปรตีน alpha smooth muscle actin (α-SMA) เพ่ิมมากข้ึน จากนั้นจะสรางเอนไซม matrix 
metalloproteinases เพ่ือยอย tubular basement membrane ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของเซลล ไป
สะสมที่บริเวณเนื้อไต (interstitium) เพ่ือกลายเปน myofibroblast โดยสมบูรณ ถามีการสะสม 
myofibroblast ในปริมาณมากๆ ก็จะสังเคราะห matrix proteins มากข้ึน และเกิดเปนพังผืดในที่สุด 
ดังแสดงในภาพที่ 1 (43) 



 

 

12

 

ภาพที่ 1 แสดงกลไกการเกิด epithelial-mesenchymal transition (EMT)  

(ดัดแปลงมาจาก J Am Soc Nephrol 15:1–12,2004)   

มีหลายการศึกษาวิจัยที่แสดงใหเห็นวา TGF-1 มีบทบาทเก่ียวของกับการเกิดพังผืดในโรค
ตางๆ เชน idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), โรคไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรือ้รัง, Progressive 
idiopathic membranous nephropathy (IMN), autosomal dominant polycystic kidney disease 
(ADPKD) และโรคนิ่วในถุงน้ําดี โดยจะพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงใน epithelial cells ของ
อวัยวะนั้นๆ นอกจากนี้ยังพบใน fibroblast และเซลลที่เกี่ยวของกับการอักเสบ (inflammatory cells) 
เชน macrophages มากขึ้นดวย การแสดงออกของ TGF-1 มีความสัมพันธกับการแสดงออกของ 
myofibroblast markers และสัมพันธกับระดับการเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือ ซึ่งจะสงผลใหประสิทธิภาพ
การทํางานของเนื้อเย่ือนั้นลดลง (44-47) การศึกษาในหนูที่มีภาวะ bladder outlet obstruction พบวา 
TGF-1 ในปสสาวะสูงกวาหนูในกลุมที่ไมมี obstructionและนอกจากนี้มีการศึกษาในผูปวยโรคไต
หลายชนิดซึ่งพบวามีการหล่ัง TGF-1 ออกมาในปสสาวะสูงกวาคนปกติ เชน ในผูปวยที่เปนโรค 
chronic glomerulonephritis, Type 1 diabetes mellitus, mesangial glomerulonephritis 
(IgAGN), progressive glomerulonephritis (RPGN), systemic lupus erythematosus (SLE) และ 
bladder outlet obstruction ซึ่งสามารถใชเปนตัวบงชี้ถึงการเกิดพังผืดที่เนื้อไตได (48-51) การศึกษา
ในไตหนูขางที่เกิด unilateral ureteral obstruction (UUO) จะมีการแสดงออกของ TGF-1 mRNA  
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และในเนื้อไต และมีปริมาณคอลลาเจนสูงข้ึน เม่ือเทียบกับไตขางที่ไมเกิด obstruction (52) และจาก
การศึกษาวิจัยในผูปวยที่เปนโรค IgA nephropathy พบเม็ดเลือดขาวเขามาบริเวณเนื้อไต  พบการ
แสดงออกของ TGF-1 mRNA และการเกิดพังผืดในเนื้อไตสูงข้ึนในกลุมผูปวยที่มี glomerular 
sclerosis index ที่สูงดวย (53) การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตชนิด brushite พบ
ผลึกนิ่วใน collecting duct เซลลเย่ือบุผิวมีการบาดเจ็บและตาย ทอไตในสวน cortex ลีบลง  (tubular 
atrophy) glomeruloscelosis และพบการบาดเจ็บและการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตรอบๆผลึก  และ
ผูปวยที่เปนนิ่วซิสทีนพบผลึกในทอของ Bellini, ทอไตสวน inner medullary collecting duct ทั้ง
บริเวณที่มีผลึกและไมมีผลึกเกาะเกิดการขยายตัวสงผลตอการควบคุมสมดุลกรดดางของของเหลวใน
เสียไป โกลเมอลูลัสผิดปกติ พบการบาดเจ็บของเซลลรอบๆเนื้อไตที่มีการอักเสบ และพบพังผืดที่เนื้อ
ไตปริมาณมาก (12, 15) 

2.5 Transforming growth factor beta -1(TGF-1) 

TGF-1 เปนโพลีเปปไทดที่มีคุณสมบัติเปนไซโตไคน ซึ่งมีหลากหลายหนาที ่(multifunctional 
cytokine) เชน ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ควบคุมการแบงตัวของเซลล ควบคุมการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล ควบคุมการสราง extracellular matrix และควบคุมการตายของเซลล
แบบ apoptosis  TGF-1 ถูกคนพบครั้งแรกในเซลลเกล็ดเลือดของมนุษย เปนโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 
25 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 2) สรางมาจาก TGF-1 gene ในมนุษยพบวามี 3 isoforms  ไดแก TGF-1,  
TGF-2 และ  TGF-3  โดย TGF-1  เปน isoform ที่มีบทบาทสําคัญที่สุดซึ่งมีบทบาทใน
กระบวนการ wound healing เมื่อมีการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อเกิดข้ึนรางกาย จะมีกลไกกระตุนใหเกิด
การซอมแซมที่บริเวณนั้น แตถาหากมีการกระตุนมากเกินไปจนไมสามารถควบคุมได (excessive 
wound-healing) จะทําใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix ซึ่งจะทําใหเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือใน
ที่สุด นอกจากนี้ TGF-1 ยังมีบทบาทเปน  chemoattractant  ในการดึงดูดโมโนไซตและแมกโครฟาจ 
เม่ือรางกายมีการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกัน ซึ่งเซลลในระบบภูมิคุมกันสวนใหญสามารถหลั่ง TGF-
1  ได (54)  ศึกษาในหนูที่มีภาวะ  hyperoxaluria  พบการแสดงออกของ α-smooth muscle actin, 
collagen type III และ TGF- 1  ใน tubulointerstitial (55)  และยังไมพบรายงานการศึกษาการ
แสดงออกของ TGF- 1  ในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
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ภาพที่ 2 โครงสรางของ TGF-1   
 
2.6 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) 

8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) เปนตัวบงชี ้oxidative DNA damage product จาก
ภาวะเครียดที่เกิดจากสารอนุมูลอิสระ  โดย ROS ทําปฏิกิริยาออกซิไดซกับคารบอนตําแหนงที่ 8 ของ
เบส deoxyguanosine บนสาย DNA  จึงเกิดเปน  8-OHdG (ภาพที่ 3) ซึ่งสามารถพบไดในทุกเซลล
โดยเฉพาะเซลลที่มีการสราง ROS จาก metabolism ของออกซิเจนภายในเซลล  และจะถูกกําจัด
กอนที่จะมีกระบวน DNA replication โดยขับออกมาทางปสสาวะ ในการสราง 8-OHdG สามารถทํา
ใหเกิดกระบวนการ mutation ข้ึนไดที่พบบอย ไดแก การเปล่ียนแปลงเบสจาก G เปน T ซึ่งเก่ียวของ
กับการเกิดมะเร็งดวย ในสภาวะปกติ 8-OHdG เกิดจากทั้งปจจัยภายในรางกาย และภายนอกรางกาย  
ปจจัยภายในรางกายเกิดขึ้นจาก nuclear DNA และ mitochondrial DNA (mtDNA) ที่ถูกทําลายโดย 
ROS ที่เกิดข้ึนใน oxygen metabolism และ lipid radicals  และปจจัยภายนอกรางกายที่สงผลใหเกิด 
8-OHdG มากข้ึน คือ สารกัมมันตภาพรังสี และรังสีอัลตราไวโอเลต พฤษเคมีที่มีความเปนพิษตอยีน 
(genotoxic phytochemicals) การไดรับสารปนเปอนจากอาหาร อากาศและน้ํา โดยปกติรางกายจะมี
กลไกในการปองกันตัวเองโดยมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระโดยใชเอนไซมและไมใชเอนไซม ดังนั้น
ถาเกิดความไมสมดุลระหวางสารอนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระก็จะทําใหเกิดพยาธิสภาพ
ภายในรางกายได (56) 

การศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตพบวาในเนื้อไตของหนูมีการแสดงออกของ 8-
OHdG สูงกวาหนูที่ไมเปนนิ่วแตยังไมพบรายงานการศึกษาในผูปวยโรคนิ่วไต(57) 
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ภาพที ่3 โครงสรางของ 8-OHdG  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

ประชากรตัวอยาง (Sample population)  
งานวิจัยนี้ศึกษาในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ 1) กลุมผูปวยโรคนิ่วไตที่ไดรับการวินิจฉัยวามีกอน

นิ่วในไตจากขอมูลภาพถายรังสีเอ็กซ (Plain KUB X-ray) เขารับการผาตัดเอานิ่วออก (open stone 
surgery) ณ โรงพยาบาลขอนแกน จังหวัดขอนแกน และ 2) กลุมควบคุมคนปกติ ซึ่งเปนเจาหนาที่
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณที่มีสุขภาพดี โดยมีเกณฑการคัดเลือกกลุมตัวอยาง เปนดังนี้   

กลุมผูปวยโรคนิ่วไต (Nephrolithiasis patients) 
เกณฑการคัดเลือกเขาศึกษา (inclusion criteria)  

1. มีกอนนิ่วในไตยืนยันการวินิจฉัยจากภาพถายรังสีเอ็กซเขารับการรักษาโดยการผาตัดเปด
เอานิ่วออก 

2. เพศชายหรือหญิงอายุ 18 ปข้ึนไป  
เกณฑการคัดออก (exclusion criteria)  

1. ผูปวยที่มีความผิดปกติทางกายวิภาคของไต และความผิดปกติของระบบทางเดิน
ปสสาวะอื่นๆ เชน horseshoe kidneys, polycystic kidneys, ureteral/bladder calculi, 
neurogenic bladder, renal tubular acidosis และ  any malignancies  เปนตน 

กลุมควบคุมคนปกสุขภาพดี (Healthy controls) 
เกณฑการคัดเลือกเขาศึกษา (inclusion criteria)  

1. มีอายุและเพศที่ตรงกับกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไต (age- and sex-matched) 
2. มีสุขภาพแข็งแรงไมเปนโรคใดๆ โดยประเมินจากการสัมภาษณ และผลการตรวจสุขภาพ

ประจําปของอาสาสมัคร 
 

เกณฑการคัดออก (exclusion criteria)  
1. ไมปวยเปนโรคในระบบทางเดินปสสาวะ เชน โรคนิ่วระบบทางเดินปสสาวะ  โรคไต และ

โรคมะเร็งทางเดินปสสาวะ เปนตน 
2. มีประวัติการเปนนิ่วในเครือญาต ิ 
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ขนาดประชากรตัวอยาง (Sample size) 
 
ตัวอยางประชากรที่ใชศึกษาในแตละการทดลองเปนดังนี ้

1. การวิเคราะหทางพยาธิวิทยา 
การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และการอักเสบโดยการยอม Hematoxylin and eosin 

(H&E) staining ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายเพศชาย 12 ราย (42.86 %) เพศหญิง 
16 ราย (57.14%) อายุเฉล่ีย 53.6712.83 ป  

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 และการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอมดวย 
Masson trichrome จํานวน 23 รายเพศชาย 11ราย (47.83%) เพศหญิง 12 ราย (52.17%) อายุเฉลี่ย 
53.0813.52 ป  

2. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน TGF-1 ในปสสาวะ โดยวิธี ELISA ศึกษา
ผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 24 ราย เพศชาย 8  ราย (33.33 %) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) อายุเฉลี่ย 
51.3511.68 ป เทียบกับคนปกติจํานวน 19 รายเปนเพศหญิงทั้งหมด (100%) อายุเฉลี่ย  
50.537.33 ป  

3. ผลการวิเคราะหหา TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไต 
จํานวน 8 ราย (%) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) อายุเฉล่ีย 51.351.68 ป เทียบกับคนปกติจํานวน 19 
ราย เปนเพศหญิงทั้งหมด (100%) อายุเฉลี่ย 50.53 7.33 ป  

4. กลุมควบคุมคนปกติสุขภาพดี (Healthy controls) จํานวน 39 ราย เพศชาย 9 ราย 
(23.08%) เพศหญิง 30 ราย (76.92 %)  อายุเฉล่ีย 58.13 11.61 ป  
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เครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 
ตารางที่ 1 เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการวจิัย 
 

เครื่องมือ (Equipments) ผลิตภัณฑของ (Product of) 
1) Autopipette 10, 100, 200, 1000 µl  
และ tips 
2) Microcentrifuge 
3) pH meter 
4) Spectrophotometer 
5) Freezer (-80oC) 
6) PCR machine 
7) Tissue culture flasks 25 cm2 
        Tissue culture flasks 75 cm2 
8) Pipette 
9) Cryotube 
10) Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) 
11) CO2 Incubator 
12) Class II biohazard safety cabinet 
13) Tissue culture plates: 6-,24-,96-well 
 
14) Microplate reader 
15) Fluorescence plate reader 

Biorad, California, USA 
 
Spectrafuge, LABNET, USA 
 METTLER TOLEDO, Ohio, USA 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
- 
Biorad, California, USA 
Corning , New York, USA 
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany 
Corning, New York, USA 
Corning, New York, USA 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
Esco, Singapore 
Nunclon, Cole-Parmer Instrument Company,    
Illinois, USA 
Biochom anthos 2010, Cambridge, UK 
BioTek, Vermont, USA     
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สารเคมี (Chemical substance) ผลิตภัณฑของ (Product of) 
1) Hematoxylin and eosin stain 
2) Masson-trichrome stain 
3) Ethanol 
4) 3% normal horse serum 
5) Primary antibody 

        -TGF-1 
        -8-OHdG 

6) Secondary antibody (peroxidase- 
conjugated anti-mouse antibody) 
7) DAB (3,3-diaminobensidine 
tetrahydrochloride anhydrouse) 
8) Permount 
 
9) Protenase K 
10) Tris base 
11) Agarose 
12) Diethylene pyrocarbonate (DEPC) 
13) RNA stabilizer 
14) RNase-Free water 
15) RNAspin mini RNA Isolation kit 
16) Coomassie brilliant blue (CBB) 
17) 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT) 
18) 6-carboxy-2´,7´-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) 
19) DMSO (Dimethyl sulfoxide) 
20) Penicillin-Streptomycin solution 
21) Trypsin/ EDTA 

  C.V. laboratory,Thailand 
- 
MERCK, Darmstadt, Germany 
- 
 
R&D system Inc., Minneapolis, USA 
Jaica, Shizuoka, Japan 
DAKO, Carpinteria, USA 
 
Biocompare, South San Francisco, USA                                 
 
Shandon consul-Mount,Thermo electron 
corporation, PA, USA 
GE healthcare, Buckinghamshire, UK 
USB Ohio, USA 
Promega, Wisconsin, USA 
-    
QIAGEN, Hilden, Germany 
Roche Diagnostics, Indianapolis, USA 
GE healthcare, Buckinghamshire, UK Biomedical 
laboratory 
      
 SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Germany 
      
 Molecular probes 
 CARLO ERBA, Italy 
Hyclone Laboratories,Inc., Utah, USA 
SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Germany     
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การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
1. การเก็บสารตัวอยาง (Specimen collection) 

1. การเก็บปสสาวะครั้งแรกในตอนเชา (first morning urine) 
วิธีการเก็บ คือ เมื่อมีการปวดปสสาวะครั้งแรกหลังจากตื่นนอนในตอนเชาใหปสสาวะชวงแรกทิ้ง

ไปกอนแลวเก็บปสสาวะชวงกลางใสภาชนะปากกวางที่ปราศจากเชื้อเก็บตัวอยางปสสาวะไวที ่ -80  
C กอนการวิเคราะห 

2. การเก็บปสสาวะ 24 ชั่วโมง (24-hr urine) 
วิธีการเก็บ คือ ถายปสสาวะทิ้งไปกอนในครั้งแรก เชน ที่เวลา 7.00 น. (เวลาเริ่มเก็บ) แลวเริ่ม

เก็บปสสาวะที่ถายครั้งตอไปในภาชนะที่จัดเตรียมไวใหโดยมี Thymol เปนสารยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย เก็บปสสาวะรวมกันจนครบ 24 ชั่วโมง คือ ถึง 7.00 น. ของวันรุงข้ึนเปนครั้งสุดทาย ใน
ระหวางเก็บปสสาวะ 24 ชั่วโมง ผูปวยรับประทานอาหารและน้ําไดตามปกติโดยผูเขารวมโครงการ
ศึกษาวิจัย เก็บตัวอยางปสสาวะไวที่ -20  C และ -80  C กอนการวิเคราะห 

3. การเก็บเลือด (heparinized blood) 
เจาะเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณทองแขนดวยชุดอุปกรณเจาะเลือดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใช 

heparin เปนสารกันเลือดแข็ง เก็บตัวอยาง plasma โดยการปนเหวี่ยงที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
แยกสวนของ plasma เก็บที่ -20C กอนการวิเคราะห   

4. การเก็บเนื้อเย่ือไต (renal biopsy) 
ขณะทําการผาตัดศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะเก็บตัวอยางเนื้อเย่ือไต (wedge kidney 

biopsy) 2 ตําแหนงคือ renal papilla บริเวณที่ใกลกับกอนนิ่วและ renal cortex เก็บตัวอยางชิ้นเนื้อใส
ลงในหลอดที่มี  10% formalin buffer 15 ml เก็บไวที่อุณหภูมิหองกอนนําไปตัดลงบนสไลด 

5. ตัวอยางกอนนิ่ว (kidney stone) 
ภายหลังการผาตัดศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะเก็บตัวอยางกอนนิ่วไตทั้งหมดใสในขวด

เก็บกอนนิ่วเก็บตัวอยางปสสาวะไวที่ 4 กอนนําไปวิเคราะหหาชนิดของนิ่ว 
 

2. วิธีวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
1. การวิเคราะหปริมาณครีเอตินีนในพลาสมาและปสสาวะใชหลักการของ Jaffe ซึ่งเปน 

Modified picric acid method (58) 
2. การคํานวณคาอัตราการกรองที่ไต( estimate glomerular filtration rate : eGFR) 
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วิเคราะหปริมาณครีเอตินีนในพลาสมา คํานวณคา eGRF ตามสูตรของ Chronic Kidney 
Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) เสนอโดย Levey และคณะ สมการเปนดังนี ้(59) 

 
  เพศ Serum Creatinine µmol/L (mg/dL)                  สูตรคํานวน 

ชาย ≤62 (≤0.7) GFR = 144 × (Scr/0.7)-0.329 × (0.993)Age 
 >62 (>0.7) GFR = 144 × (Scr/0.7)-1.209 × (0.993)Age 

หญิง ≤80 (≤0.9) GFR = 141 × (Scr/0.9)-0.411 × (0.993)Age 
 >80 (>0.9) GFR = 141 × (Scr/0.9)-1.209 × (0.993)Age 

 
Scr คือ serum creatinine (mg/dl) 
Age คือ อายุ (ป) 
 
3. การวิเคราะหอันตรกิริยาของเอนไซม NAG ในปสสาวะ (urinary NAG activity) 

หลักการคือ substrate p-nitrophenyl-N-acetyl- -D-glucosaminide ทําปฏิกิริยา hydrolysis กับ
เอนไซม N-acetyl--D-glucosaminidase ที่ 37C วัดไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร 
(60) 

 
4. การวิเคราะหโปรตีนในปสสาวะโดยใชวิธี dye binding method หลักการคือ

สารละลาย Comassie Brilliant Blue G-250 dye ใน  acidic solution ซึ่งปกติจะมีคาการดูดกลืนแสง
สูงสุด ( max อยูที่ 465 นาโนเมตรโดยเปนสารสีแดงแตเมื่อจับกับโปรตีนจะเปลี่ยน max เปน 595 นา
โนเมตร ใหสารละลายเปนสีฟา (61) 

 
5. วิเคราะหชนิดของนิ่วโดยใชเทคนิค  Fourier Transform Infrared spectrometry 

(FTIR) แบงชนิดของนิ่วเปน 3 กลุม ตามแรธาตุสวนใหญที่เปนองคประกอบ ไดแก calcium oxalate 
(CaOx), calcium phosphate (CaP) และ uric acid (UA) stones 
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6. การวิเคราะหทางพยาธิวิทยา (Histological stainings) 
6.1 Hematoxylin and eosin (H&E) staining ใชสําหรับประเมินระดับการอักเสบในเนื้อเย่ือไต 
Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเยื่อ แชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา  

สไลด จุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
ข้ันตอนการยอมสี แชสไลดในโถสี  hematoxylin 5 นาที แลวลางน้ําประปา 5 นาที แลวแชใน 0.01% 
lithium carbonate 10 วินาที ลางน้ําประปา 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol 10 ครั้งๆ ละ 1 วินาท ี
ตามดวยแชในโถสี eosin 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ   
แลวตามดวย absolute alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ จากนั้นจุมใน xylene โถละ10 
ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ และ mount slide ดวย per mount (Shandon consul-Mount, 
Thermo electron corporation, USA) 

พยาธิแพทยเปนผูประเมินระดับการอักเสบในเนื้อเยื่อไต โดยใชเกณฑในการประเมินเปนดังนี้  
negative หรือ no inflammation: มี infiltrated cells 0-5 %, 1+: 6-25 %, 2+: 26-50 %, 3+: 51-75 
% และ 4+: 76-100 %  โดยคิดพ้ืนที่เนื้อไตทั้งหมดเปน 100 % 

6.2 ศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือไต   
Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเยื่อแชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา

สไลดจุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
  ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน30 วินาท ี แลวนําไปใสใน Bouin’s solution จากนั้นนําไป incubate ใน

ตูอบ 56 C 60 นาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที ลางน้ําประปา 5 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นนําไปจุมใน Weigert’s iron hematoxylin 10 นาที  ลางดวยน้ําประปา 10 นาที ตามดวยน้ํา
กลั่น 30 วินาที  จากนั้นนําไปยอมใน Biebrich scarlet/ acid fuchsin 15 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
30 วินาที  แลวจุมในสารละลาย phosphotungstic phosphomolybdic acid 5 นาที  แลวลางน้ํากลั่น 
30 วินาที  counterstain ดวย aniline blue  8 นาที แลวลางน้ํากลั่น 30 วินาที  ตามดวยแชใน 1% 
acetic acid solution 1 ครั้งนาน 10 วินาที  แลวลางดวยน้ํากล่ัน30 วินาที  Dehydrate ดวยการนําไป
อบในตูอบ 56 C 5 นาที  และ mount slide ดวย per mount คํานวณรอยละของพ้ืนที่ที่เกิดพังผืด (% 
fibrotic area) โดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศน แลวคํานวณปริมาณการติดสีฟาของคอลลา
เจนโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป ตามวิธีของ Zeisberg และคณะ (62) 
การติดสี nucleus : ดํา, cytoplasm : ชมพู, muscle : แดง และ collagen : เขียวหรือน้ําเงิน 



 23

6.3 Immunohistochemical staining สําหรับตรวจการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 
ในเนื้อเย่ือไต โดยใช specific antibodies  

Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเย่ือแชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา
สไลดจุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
จากนั้นทํา antigen retrieval แชสไลดใน citrate buffer pH  6.0 แลวนําไปใสใน microwave โดยใช
กําลังไฟสูงสุดเปนเวลา 2 นาที จํานวน 6 ครั้ง (ระวังอยาใหเดือด) ต้ังทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 20 นาที จากนั้นทําลาย endogenous peroxidase activity โดยแชสไลดใน 3% H2O2 เปนเวลา 
5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  ตามดวย 3% normal horse serum (ละลายใน PBS)  เปนเวลา 20  นาที ที่
อุณหภูมิหอง  จากนั้นหยด (200 ul) 1:200 8-OHdG antibody (Clone N45.1, JaICA)  ลงบนสไลด
แลว incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที ่  4 C หรือ 1:50 TGF-1 antibody (Clone 9016, R&D 
system,USA) incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมงที ่ 4 C  นําสไลดมาลางดวย PBS 2 ครั้งๆ ละ 3 นาที 
แลวหยด secondary antibody (peroxidase- conjugated anti-mouse antibody) (DAKO, 
Carpinteria, USA)และ incubate เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวลางดวย PBS 2 ครั้งๆ ละ 3 
นาที  ข้ันตอนการยอมสี หยดสารละลาย DAB (ละลายใน Tris buffer pH 7.4) ลงไปแลว incubate 
เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง(ข้ันตอนการยอมสีของ TGF-1 ใช VECTOR SG substrate kit ) 
ลางดวยน้ําประปา 5 นาที counterstain ดวย Mayer’s hematoxylin solution 4-5 วินาที ลางดวย
น้ําประปา 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ   แลวตามดวย 
absolute alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ จากนั้นจุมใน xylene โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 
วินาทีจํานวน 2 โถ และ mount slide ดวย per mount  
การแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเย่ือไต พยาธิแพทยเปนผูประเมินการแสดงออกของ 8-OHdG ใน
ชิ้นเนื้อไต โดยใชเกณฑในการประเมินเปนดังนี้  0: ไมมีการแสดงออกของ 8-OHdG  1+: มีการ
แสดงออกของ 8-OHdG 1-25 %  2+: มีการแสดงออกของ 8-OHdG  26-50% 3+: มีการแสดงออก
ของ 8-OHdG 51-75% และ 4+: มีการแสดงออกของ 8-OHdG 76-100 % โดยคิดพ้ืนที่เนื้อไตทั้งหมด
เปน 100% และการแสดงออกของ TGF-1   ในชิ้นเนื้อไต แบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 เปน 
negative, low expression (1+), moderate expression (2+) และ high expression (3+) 

7. การตรวจสอบการแสดงออกของ TGF-1 ในปสสาวะ 
7.1 ตรวจสอบการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells  
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ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ในปสสาวะ เก็บตัวอยางปสสาวะ 12 ชั่วโมงจาก
ผูปวยโรคนิ่วไตที่มาสลายนิ่วที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ จํานวน 8 ราย และกลุมควบคุมคนปกติ 
จํานวน 11 ราย นําปสสาวะ 12 ชั่วโมงมาสกัดแยกเอา total RNA โดยใชชุดสกัด RNAspin mini RNA 
Isolation kit (GE healthcare, UK)ตรวจสอบปริมาณ RNA ที่สกัดแยกไดโดยนําไปวัดคาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรตอ 280 นาโนเมตร นํามาหาอัตราสวนของทั้งสองคาเปรียบเทียบ
ปริมาณคาอัตราสวนที่ได โดยคาอัตราสวนที่ไดตองอยูในชวง 1.7-2.1 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-PCR ขั้นตอน RT (cDNA synthesis) ใช 
Random Hexamer Primer โดย Denaturation ที่อุณหภูมิ 65C, 10 นาท ี  แลวเติม Prime RT 
premix (2x) ลงไป 10 µl ตามดวย Extension ที่อุณหภูมิ 40C, 60 นาที และ Inactivate Reverse 
Transcriptase ที่อุณหภูมิ 70C นาน 10 นาทีข้ันตอน PCR ใช Primers ที่จําเพาะตอ cDNA ของ 
TGF-1 และ GAPDH (ตารางที ่2) ภายใตสภาวะ Denaturation ที่อุณหภูมิ 95C, 4 นาที ตามดวย 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 95C, 30 วินาท ี  annealing ที่อุณหภูมิ 56C, 30 วินาท ี Extension ที่
อุณหภูมิ 72C, 30 วินาท ีจํานวน 30 รอบ ตามดวย Final Extension ที่อุณหภูมิ 72C, 7 นาท ีและ 
Hold ที่อุณหภูมิ 4C ตรวจสอบ PCR product ที่ไดวาเปนสวนของยีน TGF-1 หรือไม โดยการ
ทํา gel electrophoresis โดยใช 1.5% agarose gel เปรยีบเทียบระดับการแสดงของ TGF-1 ในแต
ละตัวอยาง โดย normalized ดวย ระดับการแสดงของ GAPDH (semi-quantitative RT-PCR) 

 
ตารางที ่2 แสดง primers ที่ใชในการศึกษา 

Targets Forward primer Reverse primer Melting 
temperature 

(Tm) (oC) 

Amplicon 
size (bp) 

TGF-1 
GAPDH 

5’-TGGACATCAACGGGTTCAC-3’ 
5’-CCTCCTGTTCGACAGTCAGC-3’ 

5’-TCTTCTCCGTGGAGCTGAAG-3’ 
5’-CTGGAAGATGGTGATGGGAT-3’ 

60.37/60.67 
61.02/59.74 

174 
300 

 
8. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน TGF-1 ในปสสาวะ โดยวิธี ELISA 

(Quantikine, R&D Systems, USA) กระตุน TGF-1 latent form โดย 1 N HCl แลวทําใหเปนกลาง
โดยเติม 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES แลวเติม Assay Diluent ลงในหลุมที่มีสารตัวอยางและ 
standard ที่ความเขมขน 0, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml  incubate 2 ชั่วโมงที่
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อุณหภูมิหอง เติม Conjugate incubate 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง เติม substrate solution incubate 
30 นาทีในที่มืดที่อุณหภูมิหอง หยุดปฏิกิริยาโดยเติม stop solution วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโน
เมตรเทียบคาความถูกตองกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

9. การเพาะเลี้ยง HK-2 cells 
เพาะเล้ียงเซลลบุทอไตสวนตนของมนุษย (Human proximal tubular cell line, HK-2 cells)   

โดยนํา HK-2 cells มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/high glucose ที่มี 10% fetal bovine 
serum และ 0.1% streptomycin/penicillin ในตูอบ 37 C, 5% CO2 โดยตองเปลี่ยนอาหาร
เพาะเลี้ยงใหมทุก 2 วัน 

9.1 การทดสอบการมีชีวิตของเซลล (cell viability) โดยวิธี MTT colorimetric assay 
หลักการ คือ ในเซลลที่มีชีวิต (viable cells) เอนไซม reductase ในไมโตคอนเดรีย 

(mitochondrial reductases) จะเปล่ียน MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ซึ่งเปนสารที่มีสีเหลือง ใหเปน formazan salt ซึ่งเปนสารสีมวง 
ขณะที่ในเซลลตายไมสามารถเกิดปฏิกิริยานี้ได  วิธีทําโดยยอ คือ เพาะเล้ียง HK-2 cells ในจาน
เพาะเลี้ยงเซลลขนาด 96 หลุม โดยแตละหลุมมีเซลลเริ่มตนที่ 10,000 เซลล เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล
จนเซลลเจริญเต็มหลุม (80-90% confluence) จากนั้นเตรียมสารละลาย COM สําหรับใสในแตละ
หลุมใหไดความเขมขนเทากับ  1, 10, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร (serum-free 
condition) หลุมละ 300 ไมโครลิตร (dose-dependent experiment)  แลวนําไปอบในตูอบที่ 37 C, 
5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวเติม MTT  0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ละลายใน 
serum-free DMEM) ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตรและนําไปอบในตูอบ 37  C, 5% CO2 เปนเวลา 4 
ชั่วโมง แลวเติมสารละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) (100%) ลงไป 100 ไมโครลิตร เพ่ือทําให
เซลลแตกและละลายสาร formazan จากนั้นเขยา 5-10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 
นาโนเมตร ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง (triplicate)  

สําหรับ time-dependent experiment เลี้ยงเซลลตามที่กลาวขางตน เติมผลึก COM ที่ความ
เขมขน  1 และ 10 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร แลว incubate เปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
จากนั้นทําตามข้ันตอนที่กลาวขางตน 

การคํานวณหา % cell survival 
 % cell survival = (ODtest  100) / ODcontrol 
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ODtest  = คาการดูดกลืนแสงของหลุมทดสอบที่ใสผลึก COM 
ODcontrol  = คาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมทีไ่มใสผลึก COM  
 
9.2 การตรวจวัดระดับ ROS production ในเซลล โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ DCFH-
DA 
วัดปริมาณการผลิต ROS โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ 2,7-dichloro-dihydrofluorescin 

diacetate (DCFH-DA) โดย ROS ที่ถูกสรางขึ้นในเซลลจะเปล่ียน DCFH-DA เปน DCF ซึ่งเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนต แสงฟลูออเรสเซนตที่เกิดข้ึนบงถึงปริมาณ ROS ในเซลล ทําการเพาะเล้ียง HK-2 cells 
ในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม (96-well black plate) โดยแตละหลุมมีเซลลเริ่มตน 10,000 
เซลล แลวเติม DCFH-DA 0.1 มิลลิโมลาร (ละลายใน serum-free DMEM) หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
จากนั้นใสผลึก COM ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร 
(serum-free condition) หลุมละ 300 ไมโครลิตร  (dose-dependent experiment) แลวนําไปอบใน
ตูอบ 37 C, 5% CO2 เปนเวลา  30 และ 60 นาที จากนั้นนําไปวัด fluorescent intensity  โดย
กําหนด excitation ที่ 485 นาโนเมตร และ emission ที่ 535 นาโนเมตร คํานวณคา Arbitrary 
fluorescent unit (AFU) จากการนําคา fluorescent intensity ที่เวลาใดๆ (tx) หารดวยคา fluorescent 
intensity ที่เวลาเริ่มตน (t0)  

 
การคํานวณหาคา Arbitrary fluorescent unit (AFU)  
AFU = fluorescent intensity ที่เวลาใดๆ (tx) / fluorescent intensity ที่เวลาเริ่มตน (t0) 

 
การวิเคราะหขอมูล (Data analysis) 
 สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) เปนสถิติที่เก่ียวของกับการเก็บรวบรวมขอมูลและ

การนําเสนอขอมูล ซึ่งจะแสดงขอมูลคาเฉล่ีย (mean) หรือ median และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation; SD) หรือ interquartile range (IQR) สําหรับตัวแปรตอเนื่อง (continuous 
variables) ความถ่ีและรอยละสําหรับตัวแปรที่เปนกลุม (categorical variables) โดยนําเสนอในรูป
ของกราฟหรือตาราง 
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 สถิติเชิงอนุมาน (inferential statistics) เปนสถิติที่ใชสรุปผลของประชากร โดยศึกษาจาก
ตัวอยางที่สุมมาเปนตัวแทน การเปรียบเทียบความแตกตางของคากลางของขอมูลจะใชสถิติทดสอบ
ดังตอไปนี้  

 Two-samples t-test ใชสําหรับเปรียบเทียบคาเฉล่ียของ 2 กลุมที่เปนอิสระตอกัน 
 ANOVA test  ใชสําหรับเปรียบเทียบคาเฉลี่ยหลายกลุมที่เปนอิสระตอกัน 
 Chi-Square test ใชสําหรับตรวจสอบเพ่ือหาความสัมพันธของ 2 กลุมที่เปนอิสระตอ

กัน  
 Spearman’ s rank correlation test ใชสําหรับหาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธระหวาง 2 

ตัวแปร  
หากการกระจายตัวของขอมูลไมตรงตามขอตกลงเบ้ืองตน (assumptions) ของ parametric 

tests ที่กลาวมาขางตน จะใช non-parametric tests ที่เหมาะสมแทน โปรแกรมทางสถิติที่ใช SPSS 
version 16.0 กําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติที่ P < 0.05 
 



บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

กลุมประชากรที่ใชในการศึกษา 

ในการศึกษาคร้ังนี้มีประชากรเขารวมโครงการทั้งหมด 67 ราย แบงกลุมประชากรตัวอยาง
ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน   28 ราย และกลุมควบคุมซึ่งเปนผูที่มีสุขภาพดี
จํานวน  39 ราย  ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของกลุมตัวอยางทั้งสองกลุม         

ในกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (Nephrolithiasis patients) ประกอบดวยเพศชาย 12 ราย (42.86 
%) เพศหญิง 16 ราย (57.14 %) อายุเฉล่ียเทากับ 53.67±12.83 ป ชวงอายุตั้งแต 24-73 ป และ
กลุมควบคุมคนปกติสุขภาพดี (Healthy controls) เปนเพศชาย 9 ราย (23.08%) เพศหญิง 30 
ราย (76.92 %)  อายุเฉล่ีย 58.13±11.61 ป ชวงอายรุะหวาง 39-79  ป  คาเฉล่ียของดัชนีมวลกาย 
(Body Mass Index : BMI)ของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมเทากับ 24.60±5.23  และ 
23.28±3.32 kg/m2  ตามลําดับ  จากผลการทดสอบทางสถิติพบวาอาย ุ (P = 0.334) เพศ (P = 
0.085) และ BMI (P = 0.239) ของทั้ง 2 กลุมไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ ปริมาตร
ปสสาวะ 24 ชั่วโมงในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมเทากับ (median (IQR))  1200.00 ( 
200.00) และ 1380.00 (1091.50) ml ตามลําดับ จากผลการทดสอบทางสถิติพบวาปริมาตร
ปสสาวะ 24 ชั่วโมงของ 2 กลุมตัวอยางไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.54)   
(ตารางที ่3) 
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ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมโดยมี เพศ อายุ 
ดัชนีมวลกายและปริมาตรปสสาวะ 24 ชั่วโมง 
 

 กลุมตัวอยาง  
P value ผูปวยโรคนิ่วไต คนปกต ิ

จํานวน (ราย) 28 39  
เพศ  
- ชาย 
- หญิง 

 
12 (42.86%) 
16 (57.14%) 

 
9 (23.08%) 
30 (76.92%) 

0.085 

อายุ (ป)(mean ± SD) 53.67 ± 12.83 58.13 ± 11.61 0.334 
BMI (kg/m2) (mean ± SD) 24.60 ± 5.23 23.28 ± 3.32 0.239 
ปริมาตรปสสาวะ 24 ชั่วโมง (ml)  
median(IQR ) 

1200.00  (200.00) 1380.00 (1091.50) 0.540 

 
การศึกษาพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และการอักเสบโดยการยอม Hematoxylin and 
eosin (H&E) staining ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายเพศชาย 12 ราย (42.86 
%) เพศหญิง 16 ราย (57.14 %) อายุเฉล่ีย 53.67±12.83 ป BMI 24.60±5.23 kg/m2 เนื้อเยื่อ
ควบคุมไดมาจากผูปวยโรคมะเร็งไตบริเวณที่ไมเกิดมะเร็งจํานวน 3 รายจากภาคพยาธิวิทยา 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 และการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอม
ดวย Masson trichrome จํานวน 23 รายเพศชาย 11 ราย (47.83%) เพศหญิง 12 ราย (52.17%) 
อายุเฉล่ีย 53.08  13.52 ป BMI 24.52  5.59 kg/m2 (ตารางที่ 4 ) 
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ตารางที่ 4 แสดงขอมูลทางคลินิกของกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไตที่ใชในการศึกษาพยาธิสภาพใน
เนื้อเยื่อไต 

n Code 
age 

(years) Gender BMI (kg/m2) 
24-hr urine 
volume (ml) 

Plasma 
creatinine (mg/dl) 

eGFR 
(ml/min/1.73m2) 

1 RKT 116 71 1 20.45 600 1.23 58.7 
2 RKT 117 73 1 24.97 1100 1.17 61.5 
3 RKT 119 26 2 21.78 2100 1.03 75.2 
4 RKT 121 67 1 23.88 600 1.05 73.1 
5 RKT 124 65 1 28.96 1000 1.52 47.4 
6 RKT 130 53 1  ND 900 0.80 102 
7 RKT 131 37 2 17.93 1200 2.40 25 
8 RKT 132 52 1 28.03 2200 1.15 72.8 
9 RKT 133 63 2 20.89 1200 1.05 56.7 

10 RKT 134 72 1 15.57 1500 1.07 69 
11 RKT 148 49 2 21.30 1200 1.22 52.1 
12 RKT 149 48 2 23.11 2200 0.92 73.9 
13 RKT 154 56 1  ND 1000 0.82 98.9 
14 RKT 155 52 1 19.14 1200 0.86 99.7 
15 RKT 165 53 2 23.81 1100 1.14 55 
16 RKT 166 47 2 24.44 3300 0.86 80.7 
17 RKT 168 54 2 26.22 1200 1.60 36.3 
18 RKT 172 24 1 23.61 1200 3.16 26.1 
19 RKT 173 58 1 24.75 1300 0.88 94.7 
20 RKT 174 49 2 38.81 1200 1.20 53.2 
21 RKT 175 36 2 26.63 1200 1.26 54.9 
22 RKT 176 63 2 21.76 1000 1.00 60.1 
23 RKT 177 60 2 37.78 1200 1.02 59.9 
24 RKT 181 42 2 22.31 1200 1.30 50.7 
25 RKT 182  ND 2  ND 1200  ND  ND 
26 RKT 187 53 2 27.56 1000 2.41 22.4 
27 RKT 188 68 2 27.77 1000 1.51 35.3 
28 RKT 190 58 1 23.44 1200 4.56 13.2 

หมายเหตุ  Gender 1 คือ เพศชาย, 2 คือ เพศหญิง, ND คือ ไมมีขอมูล 
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การศึกษานี้สามารถเก็บตัวอยางกอนนิ่วจากผูปวยโรคนิ่วไตไดทั้งหมด  20 ตัวอยาง 

วิเคราะหชนิดของนิ่วโดยวิธี FTIR พบวาผูปวยสวนใหญ (60%, 12/20) เปนนิ่วที่มีแคลเซียมออก
ซาเลต 15% (3/20) เปนนิ่วแคลเซียมฟอตเฟต และ 25% (5/20) เปนนิ่วกรดยูริก (ภาพที ่5)  

 
ภาพที่ 4 แสดงชนิดของนิ่วที่พบในผูปวยโรคนิ่วไต พบวาผูปวยโรคนิ่วไตเปนนิ่วแคลเซียมออกซา
เลต 60% (12/20) นิ่วแคลเซียมฟอตเฟต 15% (3/20) และนิ่วกรดยูริก 25% (5/20) 
CaOx = แคลเซียมออกซาเลต   CaP = แคลเซียมฟอตเฟต UA = กรดยูริก 
 
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไตและภาวะการทําลายเซลลเยื่อบุทอไต 

ศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไตจากระดับครีเอทินีนในเลือด (Plasma Creatinine : P-
Cr) และอัตรากรองที่ไต (estimate Glomerular Filtration Rate : eGFR) ผลการวิเคราะหพบวา 
Plasma Creatinine ของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (1.15 
(0.51) vs. 0.88 (0.23) mg/dl, P < 0.001) และ eGFR ของผูปวยโรคนิ่วไตต่ํากวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิ median (IQR) : 58.70 (31.65) vs. 75.30 (17.25) mg/dl, P = 0.002)  
(ภาพที ่5) 

การศึกษานี้ใชระดับอันตรกิริยาของเอนไซม N-acetyl glucosaminidase (NAG activity) 
และระดับโปรตีนในปสสาวะเปนตัวบงชี้การทําลายเซลลบทุอไต ผลการวิเคราะหพบวากลุมผูปวย
โรคนิ่วไตมีคา NAG activity ในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (median 
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(IQR) : 2.97 (5.43) vs. 1.49 (2.44) U/gCr ,P = 0.036)   และระดับโปรตีนในปสสาวะของกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (median (IQR) : 471.66 (1542.55) vs. 
22.96 (17.95) mg/gCr ,P < 0.001)    (ภาพที่ 5) ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวากลุมผูปวยโรคนิ่ว
ไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตต่ํากวา ขณะที่มีภาวะการทําลายเซลลบุทอไตสูงกวากลุม
ควบคุมคนปกติ  

 

 
 
ภาพที่ 5 แสดงอัตราการกรองที่ไต (eGFR), plasma creatinine, NAG activity และโปรตีนใน
ปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับคนปกติ  ภาพ A eGFR ของผูปวยโรคนิ่วไตต่ํากวา
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ภาพ B plasma creatinine ของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวา
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ภาพ C และ D ผูปวยโรคนิ่วไตมีคา NAG activity และ
ระดับโปรตีนในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ 
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การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
 การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต จํานวน 28 ราย 
โดยการยอม immunohistochemistry ผลการวิเคราะห พบวาผูปวยสวนใหญมีระดับการ
แสดงออกของ 8-OHdG เปน 4+ (46.43%, 13/28) มีผูปวยเพียงรายเดียว (3.57%, 1/28) ที่ไมพบ
การแสดงออกของ 8-OHdG ในตัวอยางเนื้อเยื่อไต (ตารางที่ 5) เนื่องจาก 8-OHdG เปน 
oxidative DNA damage product ดังนั้น ขอมูลนี้แสดงใหเห็นวาเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น
สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
 
ตารางที่ 5 ระดับการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต  

 
จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต (%) 

(n=28) 
เกรด 

1 (3.57) 0 
4 (14.29) 1+ 
4 (14.29) 2+ 
6 (21.43) 3+ 
13 (46.43) 4+ 

 
ตําแหนงแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไต คือ ในนิวเคลียสของเซลลบผิุวทอไตสวนตน 

(proximal tubular cells), สวนปลาย (distal tubular cells) และเซลลบุผิวทอไตรวม (collecting 
ducts) (ภาพที่ 6) เม่ือเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม ไมพบการแสดงออกของ 8-OHdG หรือมี
การแสดงออกนอยมาก (weak) ในเซลลบผิุวทอไตรวม ดังแสดงในภาพที ่6 
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ภาพที่ 6 การแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไต
ควบคุม เนื้อเยื่อไตควบคุมไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region ไมพบการ
แสดงออกของ 8-OHdG หรือแสดงออกในระดับต่ํา (A, B) มีการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึน
ตั้งแตระดับ 1+-4+ ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต (C, D: 1+, E, F: 2+, G, H: 3+, I, J: 4+) 
โดยพบตําแหนงแสดงออกของ 8-OHdG ในนิวเคลียสของเซลลบุผิวทอไต  ภาพ A, C, E, G, I 
กําลังขยาย 200x, ภาพ B, D, F, H, J กําลังขยาย 400x 
 
การศึกษาผลของผลึก COM ตอการมีชีวิต (cell viability) และปริมาณการผลิต ROS ของ HK-2 
cells  

เนื่องจากผลการศึกษาทางพยาธิวิทยาพบภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงข้ึนในเซลลบุผิวทอ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไต ผูวิจัยตั้งสมมุติฐานวาผลึกนิ่วในปสสาวะโดยเฉพาะผลึก calcium oxalate 
monohydrate (COM) สามารถกระตุนใหเซลลบุผิวทอไตสรางสารอนุมูลอิสระ เชน reactive 
oxygen species (ROS) สูงข้ึน เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และสงผลใหเซลลตายในที่สุด    

ผลการทดลอง cell viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 
100 และ 200 µg/cm2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ปริมาณเซลลมีชีวิต (% cell viability) ลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.001) ในทุกความเขมขนเม่ือเทียบกับเซลลควบคุมที่ไมไดรับ 
COM (100% cell viability) (ภาพที่ 7) โดยมีคา % cell viability เทากับ 75.47±3.34% (P < 
0.001),  69.02±2.27% (P < 0.001),  54.00± 0.86% (P < 0.001),  53.46± 0.74% (P < 0.001) 
และ  47.31±1.48% (P < 0.001) ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 100 และ 200 µg/cm2  ตามลําดับ  
การทดลองนี้แสดงใหเห็นวาผลึก COM มีผลตอการลดลงของเซลลมีชีวิต (HK-2, renal proximal 
tubular  cells) แบบ dose-dependent manner หรืออาจกลาวไดวาผลึก COM มีผลทําให HK-2 
cells ตายมากข้ึน (cytotoxic effect) ตามปริมาณความเขมขนของผลึก COM ที่ไดรับ 

 



36 

 

 

 
 

ภาพที่ 7 MTT assay เพื่อทดสอบ  viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน1, 10, 
50, 100 และ 200 µg/cm2  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (dose-dependent experiment) เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม (control) ที่ไมไดรับ COM พบวา % cell viability ของ COM-treated HK-2 cells ใน
ทุกความเขมขนของ COM ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P < 0.001)  
 

ผลการศึกษาผลของ COM ตอ HK-2 cell viability แบบ time-dependent manner พบวา 
ณ เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง HK-2 cells ที่ไดรับ COM  1 µg/cm2 มี % cell viability ลดลงเปน  
69.77±2.07% (P < 0.001), 61.51±4.44% (P < 0.001) และ 53.40±1.94% (P < 0.001) 
ตามลําดับ ซึ่งลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลควบคุม (control ,100% cell viability)  
เชนเดียวกันที่ความเขมขน 10 µg/cm2  พบวา % cell viability  ลดลงเปน 61.09± 2.67% (P < 
0.001), 50.13±3.09% (P < 0.001) และ 49.96±3.38% (P < 0.001) ตามลําดับ ซึ่งลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทยีบกับเซลลควบคุม นอกจากนี้ความเขมขนของ COM ที ่ 1 µg/cm2 ณ 
เวลา 72 ชั่วโมง มี % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับ COM ความเขมขน
เดียวกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง (P < 0.001) และเม่ือเซลลไดรับ COM 10 µg/cm2 เปนเวลา 72 
ชั่วโมง มี % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลที่ไดรับ COM ความเขมขน
เดียวกัน ทั้งที่เวลา 24 ชั่วโมง (P = 0.006) และ 48 ชั่วโมง (P = 0.005) (ภาพที ่8) ผลการทดลอง
นี้แสดงใหเห็นวาเม่ือเซลลสัมผัส COM เปนเวลานานข้ึน ทําใหปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงหรือเซลล
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ตายมากข้ึน เนื่องจากการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเซลล สงผลโดยตรงตอการตายของ
เซลล ผูวิจัยตองการพิสูจนตอไปวา COM สงผลตอการสราง ROS ในเซลลหรือไม  

 

 
 
ภาพที่ 8 MTT assay ทดสอบ viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน  1 และ 
10  µg/cm2  ณ เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง (time-dependent experiment) เม่ือเทียบกับ 
control (100% cell viability) พบวา % cell viability ของ COM-treated HK-2 cells ลดลงในแต
ละชวงเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม(P < 0.001)โดยที่ความเขมขน 1 
µg/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมง 
(P <0. 001) และที่ความเขมขน 10 µg/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง % cell viability ลดลงอยางมี
นัยสําคัญเม่ือเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง (P = 0.005, P = 0.006) 
 

ผลการวิเคราะหปริมาณการผลิต ROS ใน HK-2 cells เม่ือเซลลไดรับ COM ที่ความเขมขน 
1, 10, 50, 100 และ 200  µg/cm2  ณ เวลา 30 และ 60 นาที พบวา HK-2 cells เม่ือไดรับผลึก 
COM ในปริมาณที่มากข้ึนจะใหคา Fluorescence intensity (บงชีถ้ึงปริมาณการสราง ROS 
ภายในเซลล) เพิ่มข้ึน เม่ือเทียบกับ control (เซลลไมไดรับ COM) แสดงวา COM มีผลตอการผลิต 
ROS ใน HK-2 cells คา AFU (Arbitrary fluorescent unit) ของ COM-treated HK-2 cells ณ 
เวลา 30 นาที เพิ่มข้ึนจาก 1.12±0.02 (ไมมี COM) เปน 1.13±0.02, 1.13±0.02, 1.14±0.02, 
1.21±0.02  และ 1.40±0.06 AFU ตามลําดับความเขมขนของ COM และ ณ เวลา 60 นาที 
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เพิ่มข้ึนจาก 1.31±0.04  (ไมมี COM)  เปน 1.31±0.03, 1.33±0.02, 1.34±0.03, 1.50±0.03 และ 
1.81±0.07 AFU  ตามลําดับความเขมขนของ COM   

ผลการวิเคราะหทางสถิตพิบวา ณ เวลา 30 นาที ที่ความเขมขน 200 µg/cm2  มีการสราง 
ROS ในเซลลเพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิม่ือเทียบกับ control (P < 0.001)  และ ณ เวลา 
60 นาที ทั้งที่ความเขมขน 100 (P = 0.024) และ 200 (P < 0.001) µg/cm2  มีการสราง ROS ใน
เซลลสูงข้ึนอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ   จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวามีการสราง ROS เพิ่ม
สูงข้ึนตามความเขมขนและเวลาที่ HK-2 cells ไดรับผลึก COM (ภาพที ่9) 

 

 
 

ภาพที่ 9 ผลของ COM ตอการผลิต ROS ใน HK-2 cells  คา fluorescence intensity (บงชี้ถึง
ปริมาณการสราง ROS ภายในเซลล) เพิม่สูงข้ึนตามปริมาณ COM และตามเวลาที่เพิ่มข้ึน โดย ณ 
เวลา 30 นาที ความเขมขนของ COM ที่ 200 µg/cm2  เพิ่มปริมาณการผลิต ROS สูงข้ึนจากเซลล
ควบคุมที่ไมไดรับ COM (control) อยางมีนัยสําคัญ ขณะที่ ณ เวลา 60 นาที ความเขมขนของ 
COM ที่ 100 และ 200 µg/cm2   เพิ่มปริมาณการผลิต ROS สูงข้ึนจาก control อยางมีนัยสําคัญ 
แสดงวาการผลิต ROS ใน COM-treated HK-2 cells เปนทั้งแบบ dose- และ time-dependent 
manners  
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การศึกษาภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

 ภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตตรวจสอบโดยวิธี  H&E staining โดย
ประเมินจากปริมาณเม็ดเลือดขาวที่พบในทอไตและบริเวณเนื้อไต  (leukocyte infiltration) ผลการ
วิเคราะหตัวอยางเนื้อเยื่อไตจากผูปวยโรคนิ่วไตทั้งหมด 28 ราย พบ no inflammation จํานวน 9 
ราย (32.14%)  1+ จํานวน 6 ราย (21.43 %) 2+ จํานวน 3 ราย (10.71 %) 3+ จํานวน 6 ราย 
(21.43 %)  และ 4+ จํานวน 4 ราย (14.29 %) ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 แสดงภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอม H&E  พบวาผูปวย
โรคนิ่วไต 67.86 % (19/28) มีการอักเสบตั้งแตระดับ 1+-4+ และมีผูปวย 32.14 % (9/28) ที่ไมพบ
การอักเสบในเนื้อเยื่อไต (no inflammation) 

 
จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต (%) 

n = 28 
Inflammation grading 

9 (32.14) No inflammation 
6 (21.43) 1+ 
3 (10.71) 2+ 
6 (21.43) 3+ 
4 (14.29) 4+ 

 

จากผลการศึกษาพบวาผูปวยทั้งหมดมีการอักเสบแบบเร้ือรัง (chronic inflammation ) และ 
mononuclear leukocytes ที่พบในเนื้อไตเปนชนิด plasma cells, lymphocytes  และ 
monocytes (ภาพที่ 10) และยังพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไต (interstitial fibrosis) อยางไรก็
ตามมีผูปวยจํานวน 2 รายที่พบการอักเสบเปนแบบเฉียบพลัน (acute inflammation) รวมกับการ
อักเสบแบบเร้ือรัง ซึ่งลักษณะที่สําคัญของการอักเสบแบบเฉียบพลัน คือ พบเม็ดเลือดขาวชนิด 
neutrophil ในทอไต  

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดการ
อักเสบในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษานี้แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตออกเปน 2 กลุม ตาม
ระดับการอักเสบ คือ กลุมที่มีการอักเสบต่ํา (low: 0, 1+)  จํานวน 15 ราย และกลุมที่มีการอักเสบ
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สูง (high: 2+, 3+, 4+)  จํานวน 13 ราย และใชคา eGFR และ plasma creatinine เปนตัวบงชี้
ประสิทธิภาพการทํางานของไต ผลการวิเคราะหพบวากลุมที่มีการอักเสบต่ํา มีคา eGFR สูงกวา
กลุมผูปวยที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 72.80 (25.80) vs. 49.05 
(31.20) ml/min/1.73 m2, P = 0.010)   และคา plasma creatinine ของกลุมที่มีการอักเสบต่ํา ต่ํา
กวากลุมที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 1.07 (0.34) vs. 1.40 (1.17) 
mg/dl, P = 0.032)  (ภาพที่  11) ดังนั้น ในการศึกษานี้พบแนวโนมความสัมพันธระหวางระดับการ
อักเสบในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่เพิ่มข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่เส่ือมลง  

 
 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงภาวะการอักเสบในตัวอยางเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต ไมพบการอักเสบใน
เนื้อเยื่อไตควบคุมที่ไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (A, B) ขณะที่ใน
เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตของผูปวยมีเม็ดเลือดขาว mononuclear cells แทรกเขามายังเนื้อไต
ปริมาณมากข้ึน ซึ่งบงชี้ถึงมีการอักเสบที่บริเวณเนื้อไต (C, D) ภาพ A, C กําลังขยาย 200x, ภาพ 
B, D กําลังขยาย 400x 
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ภาพที่ 11 ความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดการอักเสบ

ในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตกลุมที่มีการอักเสบต่ําและกลุมที่มีการอักเสบสูง ภาพ A กลุมที่มีการ
อักเสบต่ํา มีคา eGFR สูงกวากลุมผูปวยที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภาพ B และ
กลุมที่มีการอักเสบต่ํา มีคา plasma creatinine ต่ํากวากลุมที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  
 
การศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

ศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไต (renal fibrosis) ของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอมสี 
Masson trichrome ซึ่งจะยอมติดคอลลาเจนในเนื้อเยื่อ (collagen deposit) จํานวนตัวอยางเนื้อ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอมดวย Masson trichrome เพื่อวิเคราะหระดับ renal fibrosis มีทั้งส้ิน 
23 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดเกิดข้ึนในเนื้อไต แตไมพบหรือพบไดนอยใน
ตัวอยางเนื้อไตควบคุมที่ไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (ภาพที่ 12) 

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดพังผืดใน
เนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษานี้แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตออกเปน 2 กลุม ตามระดับการเกิด
พังผืด คือ กลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา (มี % fibrotic area นอยกวาคา median ซึ่งเทากับ 
29.94%)  จํานวน 12 คน และกลุมที่มีระดับ renal fibrosis สูง (มี % fibrotic area มากกวาคา 
29.94%) จํานวน 11 คน eGFR ผลการวิเคราะหพบวากลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา มีคา eGFR สูง
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กวากลุมผูปวยที่มีระดับ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 72.95 (18.88) 
vs. 54.50(12.50) ml/min/1.73 m2 ,P < 0.001)  และคา plasma creatinine ของกลุมที่มี 
fibrosis ต่ํา ต่ํากวากลุมที่มี fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 1.04 (0.27) 
vs. 1.23 (0.05) mg/dl, P = 0.046) (ภาพที่  13) ดังนั้น ในการศึกษานี้พบแนวโนมความสัมพันธ
ระหวางระดับการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่เพิ่มข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของ
ไตที่เส่ือมลง  

 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม  
พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดในเนื้อไต (C, D) ซึ่งไมพบหรือพบไดนอยในเนื้อเยื่อไตควบคุมที่ได
จากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (A, B) ภาพ A, C กําลังขยาย 200x, 
ภาพ B, D กําลังขยาย 400x 
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ภาพที่  13 แสดงคา eGRF และ plasma creatinine ของผูปวยโรคนิว่ไตกลุมที่มีปริมาณพังผืดใน
เนื้อไตต่ําและกลุมที่มีปริมาณพังผืดในเนื้อไตสูง ภาพ A กลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา มีคา eGFR สูง
กวากลุมผูปวยที่มีระดับ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภาพ B กลุมที่มี fibrosis ต่ํา มีคา 
plasma creatinine ต่ํากวากลุมทีมี่ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

การศึกษาแสดงออกของ TGF-1   ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอม 
immunohistochemistry พยาธิแพทยจะเปนผูประเมินการแสดงออกของ TGF-1   ในชิ้นเนื้อไต 
แบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 เปน negative, low expression (1+), moderate 
expression (2+) และ high expression (3+) ผลการศึกษาพบวามีผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 5 ราย
เปน  negative (21.74%) จํานวน 9 รายที่เปน 1+ (39.13%) จํานวน 7 รายเปน  2+ (30.43%) 
จํานวน 2 รายเปน 3+ (8.70%)  ดังแสดงในตารางที ่7 ตําแหนงการแสดงออกของ TGF-1 พบใน
เซลลบุผิวทอไต ดังแสดงในภาพที ่14 
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ตารางที่ 7 แสดงระดับการแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต   
 

จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต(%) 
(n = 23) 

Grading 

5 (21.74) negative 
9 (39.13) 1+ 
7 (30.43) 2+ 
2 (8.70) 3+ 

 

 
 

ภาพที่ 14 การแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไต
ควบคุมไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerous region ไมพบการแสดงออกของ TGF-
1 ในเนื้อเยื่อไตควบคุม (A) แตพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรค
นิ่วไต โดยเฉพาะในเซลลบุผิวทอไต (B) กําลังขยาย 400x 
 
การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต 

ผลการวิเคราะหหาปริมาณ TGF-1 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต (n = 24) อายุเฉล่ีย 
51.35  11.68 ป เปนเพศชาย 8 ราย (33.33 %) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) เทียบกับคนปกติ (n 
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= 19) อายุเฉล่ีย 50.53  7.33. ป เปนเพศหญิง 19 ราย (100%) พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ 
TGF-1 ในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุม (median (IQR) : 321.60 (469.78) vs. 168.70 (346.50) 
ng/g Cr, P = 0.434) แตยังไมพบนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที1่5) เหตุที่ยังไมพบนัยสําคัญอาจ
เนื่องมาจากจํานวนตัวอยางนอย และไมมีประชากรเพศชายในกลุมควบคุมที่นํามาใชศึกษา    

 
ภาพที่  15 แสดงระดับ TGF-1   ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตเทียบกับคนปกติ พบวาผูปวยโรค
นิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมคนปกติ แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (P = 
0.434) 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไต  

ผลการวิเคราะหเบื้องตนเพื่อหา TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวย
โรคนิ่วไต (n = 8) เทียบกับคนปกติ (n = 11) ไมพบการแสดงออกของ TGF-1 และ GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) mRNAs ทั้งในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและคน
ปกติ สาเหตุอาจเนื่องมาจากการเก็บตัวอยางที่ไมเหมาะสม ทําใหมี urinary exfoliated cells ไม
เพียงพอตอการนํามาสกัด RNA หรือเซลลแตกและมีการสลายของ RNA กอนการทํา RNA 
isolation (ภาพที่ 16)  



46 

 

 

 
 
ภาพที่ 16 แสดง TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไตเทียบกับคน
ปกติไมพบการแสดงออกของทั้ง TGF-1 และ GAPDH mRNAs ทั้งในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและคน
ปกติ  
 
การศึกษาความสัมพันธของระดับการเกิดพังผืดกับ การอักเสบ ภาวะเครียดจากออกซเิดชั่น และ
การแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตตามระดับการเกิดพังผืดแบงกลุมตามคา % fibrotic area ที่
คํานวณจากการยอม Masson trichrome และแบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 ออกเปน 
(low: 0, 1+) กับ high (2+,3+) การอักเสบในเนื้อไต (intrarenal inflammation)  แบงออกเปน 2 
กลุม คือ กลุมที่มีการอักเสบต่ํา (low: 0, 1+) และสูง (high: 2+, 3+, 4+) ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่นแบงกลุมผูปวยตามการแสดงออกของ 8-OHdG ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มีการแสดงออก
ต่ํา (low: 0, 1+) และสูง (high: 2+, 3+, 4+)  จากนั้นวิเคราะหความสัมพันธระหวางการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาที่พบเหลานี้ ผลการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ปริมาณการเกิดพังผืดมี
ความสัมพันธกับปริมาณการอักเสบในเนื้อไตอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.007) โดยผูปวยที่มีระดับ
การเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตมากจะพบการอักเสบมากเชนกัน การศึกษานีไ้มพบความสัมพันธ
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ระหวางปริมาณการเกิดพังผืดกับระดับการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อไต 
(ตารางที ่8)   
ตารางที่ 8 แสดงความสัมพันธของการเกิดพังผืดกับการอักเสบ การแสดงออกของ 8-OHdG   และ 
TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว  

variables Fibrosis (%) P value 
Low High 

Inflammation 12 (100) 11 (100) 0.007 
Low 10 (88.33) 3 (27.27)  
High 2 (16.67) 8 (72.73)  

8-OHdG expression 12 (100) 11 (100) 0.590 
Low 3 (25.00) 1 (9.09)  
High 9 (75.00) 10 (90.91)  

TGF-1 expression 12 (100) 11 (100) 0.146 
Low 4 (33.33) 7 (63.64)  
High 8 (66.67) 4 (36.36)  

 

 

 
 



 

 

บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
จากผลการวิเคราะหในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกต ิ พบวา ระดับครีเอตินีนในเลือดของกลุม

ผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวา และอัตรากรองที่ไตต่ํากวากลุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
นอกจากนี้ปริมาณโปรตีนและ NAG activity ในปสสาวะของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุม
คนปกติอยางมีนัยสําคัญ   ดังนั้นการศึกษานี้สรุปวากลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางาน
ของไตต่ํากวากลุมคนปกติ ขณะทีมี่ภาวะการทําลายเซลลบุทอไตสูงกวาระดับปกต ิ

ผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตบริเวณนิวเคลียสของ
เซลลบุผิวทอไตเม่ือเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุมที่ไมพบการแสดงออกของ 8-OHdG หรือมี
การแสดงออกนอยมาก (weak expression) เซลลบุผิวทอไตสวน collecting ducts  แสดงวาในไต
ของผูปวยโรคนิ่วไตเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงข้ึน นอกจากนีผ้ลการวิเคราะหใน HK-2 
cells ยังพบวาผลึก COM เปนพิษตอเซลลบุผิวทอไต โดยกระตุนการสราง ROS ทําใหเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชั่นในเซลลและทําใหเซลลตายมากข้ึน โดยความเปนพิษจะแปรผันตามความ
เขมขนและเวลาที่ไดรับผลึก แสดงวาผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นทั้ง
ในเซลลเพาะเล้ียงและในผูปวยโรคนิ่วไต  

ผูปวยโรคนิ่วไตทั้งหมดที่ศึกษาพบการอักเสบแบบเร้ือรังในเนื้อเยื่อไต โดยมีเม็ดเลือดขาว
ชนิด  mononuclear cells แทรกเขามายังเนื้อไตปริมาณมากข้ึน และพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อ
ไตรวมดวย โดยผูปวยกลุมที่มีการอักเสบและปริมาณพังผืดในเนื้อไตสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือด
สูงกวาและมีคาอัตรากรองที่ไตต่ํากวากลุมที่มีการอักเสบและปริมาณพังผืดในเนื้อไตต่ํา  อยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ

ผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตบริเวณเซลลบุผิวทอไต
เม่ือเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม และเม่ือวัดปริมาณขับออกของ TGF-1 ในปสสาวะพบแนวโนม
ระดับของ TGF-1  ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวากลุมคนปกต ิแตยังไมพบนัยสําคัญทาง
สถิติ สําหรับระดับการแสดงออก TGF-1  mRNA ใน urinary exfoliated cells การศึกษานี้ยังไม
สามารถสรุปได เนื่องจากไมสามารถวัดระดับ RNA จาก urinary exfoliated cells  ทั้งในผูปวยโรค
นิ่วไตและคนปกต ิ

จากผลการศึกษาความสัมพันธของระดับการเกิดพังผืดกับการอักเสบ ภาวะเครียดจากออก
ซิเดชั่น และการแสดงออกของ TGF-β1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต พบวาการเกิดพังผืดใน
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เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตมีความสัมพันธกับการอักเสบ แตไมพบความสัมพันธกับการ
แสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-β1 

อภิปรายผลการวิจัย  
จากการศึกษาวิจัยที่ผานมาพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง

อยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับคนปกติสุขภาพดี (63) จากการจับกันระหวางผลึกนิ่วกับเซลลเยื่อบุ
ผิวทอไตทําใหเซลลเยื่อบุผิวทอไตเกิดการบาดเจ็บจึงมีการปลอยเอนไซมตางๆออกมาในปสสาวะ 
ไดแก NAG, gamma-glutamyl transpeptidase และ alkaline phosphatase  ทอไตทําหนาที่ใน
การดูดกลับหรือขับสารออกไดลดลงสงผลใหปริมาณครีเอทินีนในเลือดเพิ่มสูงข้ึน สารโมเลกุลใหญ 
เชน โปรตีนสามารถหลุดออกมาในปสสาวะเพิ่มมากข้ึน เม่ือเกิดการบาดเจ็บของเซลลเพิ่มมากข้ึน
ก็จะทําใหเซลลตายในที่สุด ซึ่งถาเกิดเปนระยะเวลานานจะสงผลใหเกิดการสูญเสียหนวยไต 
ประสิทธิภาพการทํางานของไตจึงลดลง (64) ผลการวิจัยในคร้ังนี้พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับครี
เอตินีนในเลือดสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อัตรากรองที่ไตของกลุมผูปวยโรคนิ่ว
ไตต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ปริมาณโปรตีนและ NAG activity ในปสสาวะ
ของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมโดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ แสดงให
เห็นวาผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตต่ํากวากลุมควบคุมและมีภาวะการทําลาย
เซลลบุทอไตสูงกวากลุมควบคุม ซึ่งสอดคลองกับผลงานวิจัยที่ผานมา ดังนั้นในการรักษาผูปวยโรค
นิ่วไต ควรคํานึงถึงการฟนฟูประสิทธิภาพการทํางานของไตหรือชะลอความเส่ือมของไต เพื่อ
ปองกันการพัฒนาไปสูภาวะไตวายเร้ือรัง 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นเกิดเนื่องจากการสราง ROS  ของเซลลในรางกายเพิ่มข้ึน และ
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระลดลง ทําใหเกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลล  สารทีน่ิยมใชเปน
ตัวบงชี้ถึงการบาดเจ็บของดีเอ็นเอจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ 8-OHdG ซึ่งมีการศึกษา
หลายงานวิจัยพบวา 8-OHdG มีการแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนในเนื้อเยื่อของผูปวยที่มีการอักเสบแบบ
เร้ือรังในภาวะตางๆ เชน chronic viral hepatitis, alcoholic liver disease, acquire cystic 
kidney disease, Helicobacter pylori-infected gastric mucosa และยังเกี่ยวของกับการเกิด
มะเร็ง (25, 65-67) อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษาคร้ังนี้พบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของ
ผูปวยโรคนิ่วไต โดยพบการแสดงออกของ 8-OHdG ในนิวเคลียสของเซลลเยื่อบุผิวทอไตสวน 
proximal tubules, distal tubules และ collecting ducts  ซึ่งไมพบในเนื้อเยื่อไตควบคุม ประกอบ
กับผลการศึกษาของคณะผูวิจัยกอนหนานี้พบวาปริมาณของ 8-OHdG ในปสสาวะของผูปวยโรค
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นิ่วไตมีปริมาณสูงกวาคนปกติและสัมพันธกับระดับการทําลายเซลลบุทอไต (10) ดังนั้น งานวิจัยนี้
เปนงานวิจัยแรกที่รายงาน การแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
บงชี้วาในไตของผูปวยเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น  ซึ่งนาจะสงผลใหเกิดการบาดเจ็บที่เซลลบุ
ทอไตและกระตุนใหเกิดกระบวนการอักเสบตามมา 

ผลการทดสอบผลของผลึก COM ที่ความเขมขนตางๆ ตอ viability ของ HK-2 cells 
พบวา % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิตติามความเขมขนของผลึก COM เพิ่มสูงข้ึน 
เม่ือเทียบกับเซลลควบคุม  แสดงใหเห็นวาผลึก COM ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลและทําให
เกิดการตายของเซลล สอดคลองกับการศึกษาในเซลล LLC-PK1 และ MDCK เม่ือใหโซเดียมออก
ซาเลตพบวา % cell viability  ลดลงตามความเขมขนและเวลาที่เพิ่มข้ึน (68) และจากผลการ
ทดสอบจํานวน HK-2 cells ที่มีชีวิตเม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน  1 และ  µg/cm2 เปนเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง พบวาที่ความเขมขนเดียวกัน  % cell viability ลดลงเม่ือเซลลไดรับผลึก COM 
นานข้ึน ดังนั้น แสดงใหเห็นวาเม่ือไดรับผลึกของ COM ในชวงเวลาที่นานข้ึนสามารถสงผลใหเกิด
ความเปนพิษตอเซลลมากข้ึนเชนกัน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Khaskhali และคณะ เม่ือให
ผลึก COM ตอ HK-2 cells ที่ 133 µg/cm2 ที่เวลา 1, 3, 6  และ 12 ชั่วโมง พบวาจํานวนเซลลที่
ตายมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน (34) จะเห็นไดวาทั้งปริมาณความเขมขนของ COM 
และเวลาที่ HK-2 cells ไดรับผลึก COM สงผลใหเกิดความเปนพิษตอเซลลและทําใหเกิดการตาย
ของเซลลได ซึ่งอาจเปนเหตุผลที่ใชอธิบายวาทําไมในผูปวยโรคนิ่วไตพบระดับการทําลายเซลลบุ
ทอไตสูงกวาคนปกติ  

ผลการวิเคราะหปริมาณการผลิต ROS ใน COM-treated HK-2 cells ที่ความเขมขนตางๆ 
และเวลาตางกัน พบวาที่ความเขมขนและเวลาที่เพิ่มข้ึนมีการสราง ROS ในเซลลเพิ่มมากข้ึนดวย  
ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในเซลลเพาะเล้ียง( MDCK , LLC-PK1 และ HK-2 cells ) ที่ไดรับผลึก
แคลเซียมออกซาเลต ออกซาเลต COM หรือ Brushite พบวามีการสราง hydrogen peroxide 
,superoxide anion และ 8-isoprostane สูงข้ึน  และลดปริมาณการสรางลงเม่ือมีเอนไซม 
catalase (69-71)   และงานวิจัยของ Yao และ Zhong  โดยศึกษาใน human hepatoma HepG2 
cells โดยการใหสาร Perfluorooctanoic acid (PFOA) ซึ่งเปนสารกอมะเร็งตับ พบวา HepG2 
cells มีการสราง ROS เพิ่มสูงข้ึนตามความเขมขนของ PFOA (0-400 µM) ที่เพิ่มสูงข้ึนดวย(72)  

สรุปผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเซลลบุผิวทอไตได ซึ่ง
นาจะเปนเหตุผลที่พบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในไตของผูปวยโรคนิ่วไต  
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จากการศึกษากลไกการเกิดนิ่วไตพบวาผลึกนิ่วสามารถทําใหเซลลบุทอไตเกิดการบาดเจ็บ
และไปดึงดูดใหเซลลที่เกีย่วของกับกระบวนการอักเสบ เชน monocyte, lymphocyte, 
macrophage เขามายังบริเวณเนื้อไต ซึ่งทั้งเซลลบุทอไตที่บาดเจ็บและ macrophage ที่เขามายัง
บริเวณเนื้อไต จะสรางไซโตไคนและโกรทแฟกเตอรไปกระตุนใหเกิดการอักเสบและกระตุนใหเซลล
ทอไตเกิดการตายแบบ apoptosis ถามีการอุดกั้นในระบบทางเดินปสสาวะแบบเร้ือรัง จะทําใหทอ
ไตสูญเสียประสิทธิภาพการทํางาน เนื่องจากมีสะสมของ extracellular matrix ที่มากเกินไปจน
เกิดเปนพังผืดที่เนื้อไตข้ึนมา (31) และจากการศึกษาของ Tamura และคณะ โดยใหหนูไดรับ 
adenine แลวพบวาคาครีเอทินีนในเลือดเพิ่มสูงข้ึน และในเนื้อไตมีการแสดงออกของ MCP-1, 
MIP-1α, RANTES, IL-1, CCR2, TGF-, α-smooth muscle actin และ collagen 1a1 mRNAs 
ซึ่งเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบและการเกิดพังผืด ทําใหมีการสะสมของ macrophage 
บริเวณรอบๆ ผลึกนิ่ว 2,8-dihydroxyadenine (DHA)  ในทอไต เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ แบบ time-
dependent manner และมีการสะสมของคอลลาเจนในเนื้อไตดวย คณะวิจัยนี้ไดสรุปวา 
macrophage infiltration เปนตัวที่ไปกระตุน fibroblast แลวทําใหเกิดการสะสมของ collagen 
สงผลใหประสิทธิการทํางานของไตลดลงในที่สุด (73) และจากการศึกษาของ de Water และคณะ
พบวาในเนื้อเยื่อไตของหนู และผูปวยที่มีภาวะ oxalosis มี macrophage และ multinucleated 
cells เขาไปเก็บกินผลึกกอนนิ่วบริเวณเนื้อไต (interstitial crystals) (38) ซึ่งก็สอดคลองกับผล
การศึกษาในคร้ังนี้ที่พบวาในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตมี mononuclear cells infiltration และ
ผูปวยทั้งหมดมีการอักเสบแบบเร้ือรังและพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตดวย มีผูปวยจํานวน 2 
ราย ที่พบการอักเสบเปนแบบเฉียบพลันรวมกับการอักเสบแบบเร้ือรัง โดยผูปวยทั้ง 2 รายนี้มีการ
ติดเชื้อในระบบปสสาวะ และจากผลการศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต
พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดในเนื้อไต ซึ่งไมพบหรือพบไดนอยมากในเนื้อไตควบคุมที่ไดจากผูปวย
โรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region และปริมาณพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว
ไตยังสัมพันธกับอัตราการกรองที่ไตและระดับครีเอตินีนในเลือด โดยที่ผูปวยที่มีพังผืดปริมาณนอย
จะมีประสิทธิภาพการทํางานของไตดีกวาผูปวยที่มีปริมาณพังผืดสูงกวา ซึ่งสอดคลองกับศึกษาใน
หนูที่มีภาวะ hyperoxaluria พบวามีโปรตีนออกมาในปสสาวะปริมาณและมี creatinine 
clearance ต่ํา  พบ tubular atrophy, inflammatory infiltration (monocyte/macrophage) และ
พบการแสดงออกของ α-smooth muscle actin, collagen type III และ TGF -1 ในเนื้อไต (55) 
การศึกษาวิจัยของ Evan และคณะในผูปวยที่เปนนิ่ว brushite ซิสทีน ผูปวยที่ผาตัดลําไสหรือตัด
ตอลําไสซึ่งสวนมากเปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลต พบการเกิดพังผืดในเนื้อไตสวน medulla และ 
cortex ทั้งบริเวณที่ใกลกับทอไตที่มีผลึกนิ่วไปเกาะและกระจายทั่วไปในเนื้อไต (12, 15, 74) 
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TGF-1 เปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการเกิดพยาธิสภาพและการเกิดพังผืด เม่ือมีการอุดกั้น
ในระบบทางเดินปสสาวะ และโรคไตหลายชนิด ไดแก bladder outlet obstruction (BOO), 
mesangial glomerulonephritis (IgAGN), rapidly progressive glomerulonephritis (RPGN), 
systemic lupus erythematosus (SLE) และ type1 (insulin-dependent )diabetes mellitus 
(49, 50) ซึ่งพบวาผูปวยที่เปนโรคดังกลาวขางตนมีปริมาณ TGF-1 ในปสสาวะสูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ นอกจากนี ้ TGF-1 เปนตัวกลางที่สําคัญในกระบวนการเกิด
พังผืดในไต (renal fibrogenesis) ทําใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix ที่มากเกินไป 
สงผลใหเกิดไตวายเร้ือรังได การศึกษาของ Mezzano และคณะในผูปวยที่เปน progressive และ 
non-progressive IMN (idiopathic membranous nephropathy) พบการแสดงออกของ TGF-1 
ในเนื้อไตของผูปวยที่เปน progressive IMN มากกวา non-progressive IMN และพบวามี
ความสัมพันธกับการแสดงออกของ myofibroblast (45) จากการศึกษาของ Prieto และคณะ โดย
ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ในหนูที่เกิดภาวะ unilateral ureteral obstruction 
(UUO) ทําใหเกิดพังผืดบริเวณ tubulointerstitial และดูการแสดงออกของ type I และ IV 
collagens เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนจาก 1, 3, 10 และ 17 วัน หลังเกิด UUO พบวาหลังวันที่ 17 type I 
และ type IV collagen เพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ และในหนูที่เกิด UUO พบการ
แสดงออกของ TGF-1  บริเวณ renal interstitium ซึ่งไมพบในหนูที่ไมมีภาวะ UUO (52) จาก
การศึกษาในผูปวยที่เปน Ig A nephropathy พบวามีการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนใน 
tubulointerstitium และ glomeruli (75) ในการวิจัยคร้ังนี้พบ TGF-1 ที่บริเวณเซลลบุผิวทอไต
ของผูปวยโรคนิ่วไต ขณะทีไ่มพบในเนื้อเยื่อไตควบคุม แสดงวา TGF-1 นาจะมีบทบาทสําคัญใน 
renal fibrogenesis ของผูปวยโรคนิ่วไต  

จากผลการศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ไม
สามารถตรวจวัดระดับของ TGF-1 mRNA ได ทั้งในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติอาจมีสาเหตุ
เนื่องมาจากปริมาณเซลลที่ไดจากปสสาวะมีปริมาณไมเพียงพอตอการวิเคราะหหรือเวลาเก็บ
ปสสาวะของผูปวยกอนนํามาสงวิเคราะหใชเวลานานมากเกินไปทําใหเซลลตายหรือเกิดการสลาย
ของ RNA กอนการวิเคราะห ดังนั้นควรเก็บปสสาวะชวงเชาและใหไดปริมาณมากพอตอการเก็บ
เซลลจากปสสาวะ 

จากผลการศึกษาความสัมพันธของกระบวนการเกิดพังผืดกับกระบวนการอักเสบและภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่นในผูปวยโรคนิ่วไตพบวาการเกิดพังผืดมีความสัมพันธกับการอักเสบแตไม
พบความสัมพนัธกับการแสดงออกของ TGF-1 และ 8-OHdG แตผูปวยกลุมที่มีภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่นสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือดสูงกวากลุมที่มีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และผูปวยกลุม



53 
 

 

ที่มีการอักเสบและการเกิดพังผืดสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือดสูงและมีอัตราการกรองที่ไตต่ํากวา
กลุมที่มีการอักเสบและการเกิดพังผืดต่ํา แสดงใหเห็นวาการมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบและการเกิดพังผืดสูงนาจะสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง การที่ไมพบ
ความสัมพันธกับการแสดงออกของ TGF-1 และ 8-OHdG นั้นอาจเนื่องมาจากกลุมประชากรที่
ใชศึกษานอยเกินไป 

การศึกษาคร้ังนี้สรุปไดวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพยาธิสภาพในเนื้อไตทั้งภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น การอักเสบและการเกิดพังผืด และพบความสัมพันธระหวางภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบและการเกิดพังผืดที่สูงข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง 

 
ขอเสนอแนะ 
ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ไมสามารถตรวจวัดระดับของ TGF-1 mRNA 

ไดทั้งในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติอาจมีสาเหตุเนื่องมาจากปริมาณเซลลที่ไดจากปสสาวะมี
ปริมาณไมเพียงพอตอการวิเคราะหหรือเวลาเก็บปสสาวะของผูปวยกอนนํามาสงวิเคราะหใช
เวลานานมากเกินไปทําใหเซลลตายหรือเกิดการสลายของ RNA กอนนํามาวิเคราะห ดังนั้นควร
เก็บปสสาวะชวงเชาและปริมาณมากพอตอการเก็บเซลลกอนการวิเคราะหควรนําเซลลไปยอมสี 
Tryphan blue เพื่อดูวามีเซลลที่มีชีวิตเหลืออยูหรือไมและหลังจากสกัด mRNA แลวควรนําไป run 
gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบวามีปริมาณ RNA หรือไม และควรเพิ่มขนาดประชากรของ
กลุมผูปวยที่ใชศึกษาใหมากข้ึน เพื่อวิเคราะหความสัมพันธหรือหาความแตกตางทางสถิติได
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของครีเอตินีนในปสสาวะ 

1.1 0.04 M picric acid   
- ชั่ง  picric acid (MW=229.10)    9.164 g  
- ละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1 L 
1.2 1.4 N NaOH   
- ชั่ง NaOH (MW=39.99711)        5.6 g 
- ละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 100 ml 

 
2. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของโปรตีนในปสสาวะ 
CBB reagent 

- CBB stain : acid reagent = 3:2  
- ผสมใหเขากันแลวนําไปกรอง 2 รอบกอนใช 

 
3. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของ N-acetyl glucosaminidase (NAG)ใน
ปสสาวะ 

3.1 citrate buffer 0.1 mM pH 4.15 
- ชั่ง 0.045 M sodium citrate   13.23 g/L 
- ชั่ง 0.055 M citric acid          11.55 g/L 
- ปรับ pH ใหได 4.15และละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1000 ml 

3.2 NAG substrate (10 mM pH 4.15) 
- ชั่ง 4-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosamine    171.1 mg 
- ละลายใน citrate buffer 50 ml และปรับ pH ใหได 4.15 

3.3 AMP buffer (0.75 M pH 10.2) 
- ชั่ง 2-amino-2-methyl-propanol   9.42 g 
- ปรับ pH ใหได 10.2 และละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 50 ml 

3.4 0.9% NaCl  (0.15 M NaCl ) 
- ชั่ง NaCl  8.766 g 
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- ละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1 L 
 

4 การเตรียมสารเคมีในการยอม immunohistochemistry 
     4.1  citrate buffer pH  6.0 
- ชั่ง citric acid (MW=294.1)       10.5 g 
- ปเปตต 2N NaOH                      65   ml 
- ละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 5 L 

4.2 M Phosphate Buffer Saline (20X PBS),pH 7.2  
- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982)    1.48 g 
- ชั่ง NaCl (MW=58.44)               7.2  g 
- ชั่ง KH2PO4 (MW=136.09)           0.43 g 
- ปรับ pH ใหเปน 7.2 แลวละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1 L 

4.3 Tris buffer pH 7.4 
- เตรียมเปน Tris stock solution โดยชั่ง Tris   2.42 g ละลายในน้ํากล่ัน 100 ml 
- เตรียมเปน HCl stock solution โดยปเปตต12 N HCl  1.7 ml  ละลายในน้ํากล่ัน 100 ml 
- เวลาใชนํา Tris stock solution 2.5 ml ผสมกับ HCl stock solution 2.05 ml แลวเติมน้ํา

กล่ันจนครบปริมาตร 10 ml 
4.4 4-(Dimethylamino)-benzaldehyde (DAB) in Tris buffer pH 7.4 

- ชั่ง DAB 0.5 g ละลายในน้ํากล่ัน 10 ml แลวนําไป aliquot เก็บใน -20 C tube ละ 100 µl 
- นํา DAB 100 µl มาละลายใน Tris buffer 10 ml , 30% H2O2  10 µl, 1M Dasole 100 µl 

 
5 การเตรียมสารเคมีในการเพาะเลี้ยงเซลล HK-2 cell 

5.1 Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) 
- DMEM  900 ml 
- ใส fetal bovine serum (FBS) ลงไป 100 ml  (10% FBS) 
- ใส 100U/ml penicillin/streptomycin ลงไป 10 ml (1% penicillin/streptomycin) 

5.2 Phosphate buffer saline (1X PBS) (10 mM sodium phosphate, dibasic 
(Na2HPO4), pH 7.4 และ 0.14 M sodium chloride (NaCl)) 

- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982) 1.42 g   
- ชั่งNaCl (MW=58.44)             8.18 g 



66 
 

  
 

- ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 ml 
- ปรับ pH ใหได 7.4 แลวเติมน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1000 ml 
 
6 การเตรียมสารเคมีในการทดสอบการทําลายเซลล (cytotoxicity) ของซีร่ัม โดยวิธี 
MTT colorimetric assay 

6.1 MTT solution 
เตรียม stock solution 5 mg/ml MTT solution 

- ชั่ง MTT 50 mg แลวละลายใน PBS 10 ml 
- แบงใสหลอดขนาดเล็กหลอดละ 1 ml แลวเก็บที่ 4C ไดนาน 1 เดือน 

เตรียม  working solution 0.5 mg/ml MTT solution 
- นํา stock solution 5 mg/ml MTT solution ที่ 4C มา 1 ml แลวใสในหลอดที่มี serum 

free medium อยู 9 ml ผสมใหเขากัน 
 
7 การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของ ROS Production ในเซลล 

7.1 Phosphate buffer saline (1X PBS) (10 mM sodium phosphate, dibasic 
(Na2HPO4), pH 7.4 และ 0.14 M sodium chloride (NaCl)) 

- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982) 1.42 g   
- ชั่ง NaCl (MW=58.44) 8.18 g 
- ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 ml 
- ปรับ pH ใหได 7.4 แลวเติมน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1000 ml 

7.2 6-carboxy-2´,7´-dichloro-dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) solution 
เตรียม stock solution 1 M DCFH-DA 
- ชั่ง DCFH-DA (MW: 675.43) 5 mg  
- เติม DMSO 7.4 ml ละลายใหเขากัน 
- แบงใสหลอดขนาดเล็กหลอดละ 1 ml แลวเก็บที่ -20C 
เตรียม working solution 0.1 M DCFH-DA 
- นํา stock solution 1 M DCFH-DA ที่เก็บไวที่ -20C มาตั้งทิ้งไวใหละลาย 
- เติม stock solution 1 M DCFH-DAลงในหลอดที่มี complete medium อยู 9 ml แลวผสมให

เขากัน 
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ภาคผนวก ข 
เอกสารช้ีแจงขอมูล/คําแนะนําแกผูเขารวมโครงการ 

(Information sheet for research volunteer) 
 
ชื่อโครงการวิจัย   จุลพยาธิวิทยาของผูปวยโรคนิ่วไต: ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบ และการเกิดพังผืด 
  (Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative stress, inflammation 
and fibrosis) 
 
ผูทําวิจัย 
ชื่อ    นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร  
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี  คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท    0-2256-4482        มือถือ 08-9689-8235 
แพทยผูรวมในโครงการวิจัย 
ชื่อ    ศาสตราจารยปยะรัตน โตสุโขวงศ     
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   0-2256-4482 มือถือ 08-1518-7618 
ชื่อ    ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชาญชัย   บุญหลา 
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   0-2256-4482 มือถือ 08-1320-6627 
ชื่อ    ผูชวยศาสตราจารย พญ.วิภาวี  กิตติโกวิท 
ที่อยู    ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   02-256-4235     มือถือ 08-1344-7477  
ชื่อ    นพ.อนุเทพ   บูรมิ 
ที่อยู    ภาควิชาศัลยศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   02-256-4117     มือถือ  08-9666-0100 
 
เรียน ผูเขารวมโครงการวิจัยทุกทาน 
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ทานไดรับเชิญใหเขารวมในโครงการวิจัยนี้เนื่องจากทานเปนผูปวยโรคนิ่วไตที่จะเขารับ
การผาตัดเอานิ่วออกกอนที่ทานจะตัดสินใจเขารวมในการศึกษาวิจัยดังกลาว ขอใหทานอาน
เอกสารฉบับนี้อยางถี่ถวน เพื่อใหทานไดทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยในคร้ัง
นี้ หากทานมีขอสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทยผูทําวิจัย หรือแพทยผูรวม
ทําวิจัยซึ่งจะเปนผูสามารถตอบคําถามและใหความกระจางแกทานได 
 ทานสามารถขอคําแนะนําในการเขารวมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพื่อน หรือแพทย
ประจําตัวของทานได ทานมีเวลาอยางเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถาทานตัดสินใจแลววา
จะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ขอใหทานลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี ้
 
เหตุผลความเปนมาของโครงการวิจัย 

โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีความชุกสูงในประเทศไทย และยังเปนโรคที่มีอัตราการเปนนิ่วซ้ําหลัง
การรักษาสูงมาก ผูปวยและครอบครัวตองสูญเสียทั้งเวลาและทุนทรัพยเม่ือเขารับการรักษา และ
ในแตละปโรงพยาบาลภาครัฐตองใชเงินสนับสนุนเพื่อการรักษาผูปวยโรคนิ่วไตเปนจํานวนมาก 
ดังนั้นโรคนิ่วไตจึงเปนปญหาสาธารณะสุขที่สําคัญที่บั่นทอนคุณภาพชีวิตของประชากรไทย 
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการศึกษาวิจัยใหทราบถึงกลไกและพยาธิกําเนิดของโรคนิ่วไตเพื่อหาทาง
ปองกันและรักษาโรคนิ่วไตที่มีประสิทธิภาพ  

ในปจจุบันองคความรูเกี่ยวกับพยาธิกําเนิดและการดําเนินโรคของโรคนิ่วไตยังมีนอยมาก 
โดยเฉพาะองคความรูที่ไดจากการศึกษาในคนโดยตรง หลักฐานจากการศึกษาในสัตวทดลองเชื่อ
วานิ่วไตเกิดจากการเกิดผลึกจํานวนมากอยางเร้ือรังในทอไต สวนใหญเปนผลึกชนิดแคลเซี่ยมออก
ซาเลต ผลึกเหลานี้จะเปนพิษตอไต ทําลายเซลลไต และเกาะติดในเนื้อไต เม่ือสะสมนานข้ึน กอน
ผลึกเหลานี้จะรวมตัวกันและโตจนกลายเปนกอนนิ่วในที่สุด  

พยาธิสภาพในไตของหนูทดลองที่เปนนิ่วพบวามีการอักเสบสูงและพบการเกิดพังผืดหรือ
แผลเปนข้ึน รายงานผลการศึกษาในคนมีนอยชิ้นมาก อยางไรก็ตามมีหลักฐานวิจัยพบวาไตของ
ผูปวยโรคนิ่วไตมีการเกาะติดของผลึกจํานวนมากในทอไตและใตทอไต และพบการเกิดพังผืดรอบ
ทอไตและบริเวณรอบๆ กอนผลึกในเนื้อไต คณะผูวิจัยตั้งสมมุติฐานวาผลึกและกอนนิ่วจะกระตุน
ใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน ทําใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น มีการศึกษาพบวา
ผูปวยโรคนิ่วไตมีปริมาณของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีน (8-Hydroxydeoxyguanosine)ใน
ปสสาวะสูงกวากลุมคนปกติซึ่งแสดงถึงการบาดเจ็บของดีเอ็นเอ(DNA) จากภาวะเครียด
ออกซิเดชันสงผลใหเซลลเยื่อบุทอไตถูกทําลาย นอกจากนี้ผลึกและกอนนิ่วสามารถกระตุนใหเซลล
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บุทอไตสรางและหล่ังสารตัวกลางการอักเสบ เชน โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนทโปรตีน-1 
(Monocyte chemoattractant protein-1) ซึ่งมีบทบาทในการดึงดูดเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต
และแมกโครฟาจมาเก็บกินผลึกนิ่วที่ติดคางในเนื้อไต สงผลใหเกิดการอักเสบ ซึ่งถามีการอักเสบ
อยางเร้ือรังจะทําใหเนื้อไตถูกทําลายมากข้ึนและกระตุนใหมีการซอมแซมเนื้อไตมากเกินไปจน
ควบคุมไมได ทําใหเกิดพังผืดหรือแผลเปนในไตตามมา เม่ือเกิดพังผืดปริมาณมากในไตจะทําให
ประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง ซึ่งกลไกการเกิดพังผืดในไตนี้นาจะมาจากการสรางโปรตีนท
รานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1 (Transforming growth factor-beta1) มากเกินไป  

 
วัตถุประสงคของการศึกษา 

วัตถุประสงคหลักจากการศึกษาในคร้ังนี้คือ ศึกษาพยาธิสภาพของผูปวยโรคนิ่วไตในดาน
การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น การอักเสบ  และการเกิดพังผืดโดยดูการแสดงออกของ 8-ไฮดรอก
ซีดีออกซีกวาโนซีน  โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนทโปรตีน-1 และโปรตีนทรานสฟอรม่ิงโกรสแฟก
เตอร-เบตา1 ในเนื้อเยื่อไตเปรียบเทียบกับผูปวยโรคมะเร็งที่ไตและในปสสาวะเปรียบเทียบกับคน
ปกติ รวมทั้งศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไต จํานวนผูเขารวมโครงการวิจัย คือ 110 คน 
แบงเปนคนปกติ 40 คน ผูปวยโรคนิ่วไต  65 คน( ผูปวยโรคนิ่วไตโรงพยาบาลขอนแกน 35 คน 
ผูปวยโรคนิ่วไตโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 30 คน)และผูปวยโรคมะเร็งที่ไต 5 คน  
 
วิธีการท่ีเกี่ยวของกับการวิจัย 
ผูปวยโรคน่ิวไตโรงพยาบาลขอนแกน 

หลังจากทานใหความยินยอมที่จะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ทานจะไดรับการตรวจรางกาย
วาเปนโรคนิ่วไตโดยภาพถายรังสีเอ็กซ (X-ray film) เพื่อคัดกรองวาทานมีคุณสมบัติที่เหมาะสมที่
จะเขารวมในการวิจัย  

หากทานมีคุณสมบัติตามเกณฑคัดเขา ทานจะไดรับเชิญใหมาพบแพทยตามวันเวลาที่
แพทยผูทําการผาตัดจะผาตัดเพื่อเอานิ่วออก โดยตลอดระยะเวลาที่ทานอยูในโครงการวิจัย คือ 1 
ปและมาพบผูวิจัยหรือผูรวมทําวิจัยทั้งส้ิน 1 คร้ัง 
และผูทําวิจัยจะทําการเก็บสารตัวอยางสําหรับวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ คือสารตัวอยางเนื้อเยื่อ
ไต  กอนนิ่ว เลือดและปสสาวะ 24 ชั่วโมง  

การเก็บตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ทานจะไดรับการแนะนําจากแพทยหรือคณะวิจัย
เกี่ยวกับการเก็บตัวอยางที่ถูกตอง จากนัน้ทานจะไดรับแจกอุปกรณการเก็บตัวอยางปสสาวะเพื่อ
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เก็บสารตัวอยางดวยตัวทานเอง สําหรับตัวอยางเลือดแพทยหรือพยาบาลจะทําการเก็บตัวอยาง
เลือดจากหลอดเลือดดําบริเวณทองแขน ปริมาตรประมาณ 5 มิลลิลิตร 

การเก็บสารตัวอยางกอนนิ่วและเนื้อเยื่อไตจะกระทําโดยศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะ
ผูทําการผาตัดรักษา การเก็บตัวอยางจะเก็บดวยวิธีที่เปนมาตรฐานสากล ซึ่งไมเกิดอันตรายใดๆ 
หรือมีผลกระทบนอยมากตอผูปวยโรคนิ่วไต ชิ้นเนื้อไตที่จะเก็บจะมีขนาดประมาณคร่ึงเซนติเมตร 
หลังจากการผาตัดและเก็บตัวอยางเนื้อไต ผูปวยสามารถฟนตัวไดตามปกติโดยไมมีอาการแทรก
ซอนใดๆ 

เม่ือเก็บสารตัวอยางเรียบรอยแลว จะนําไปยังหองปฏิบัติการวิจัย และทําการตรวจ
วิเคราะหสารตัวอยางตามที่วางแผนไวในโครงการวิจัย โดยตัวอยางปสสาวะจะวัดปริมาณครีเอตินี
นซึ่งเปนสารที่บงชี้การทํางานของไต วัดตัวบงชี้การทําลายเซลลทอไต วัดตัวบงชี้ถึงภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่น วัดปริมาณโปรตีนเพื่อบงชี้ถึงประสิทธิภาพการกรองที่ไตและวัดปริมาณโปรตีนท
รานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1 ตัวอยางเลือดจะวัดปริมาณสารครีเอตินีน  ตัวอยางเนื้อเยื่อไต
จะตรวจสอบการแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีน โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนท
โปรตีน-1 และโปรตีนทรานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1  เพื่อใชบงบอกถึงการเกิดภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่น การอักเสบและการเกิดพังผืดที่เนื้อเยือ่ไตของผูปวยโรคนิ่วไตตามลําดับ  สาร
ตัวอยางกอนนิ่วจะนํามาวิเคราะหชนิดของแรธาตุที่เปนองคประกอบในกอนนิ่ว 

 
ความเสี่ยงท่ีอาจไดรับ 
ความเส่ียงที่ไดรับจากการเจาะเลือด 

ทานมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก ช้ําจากการเจาะเลือด อาการบวมบริเวณที่
เจาะเลือดหรือหนามืด และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณที่เจาะเลือดพบไดนอยมาก 
ความเส่ียงที่ไดรับจากการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อไต 

ระหวางการเก็บตัวอยางโดยตัดชิ้นเนื้อไตขนาดเล็ก ทานมีโอกาสเลือดออกได อยางไรก็
ตามการเก็บตัวอยางนี้กระทําโดยศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะทีมี่ความชํานาญสูง โอกาสเกิด
เลือดออกหรือภาวะแทรกซอนอ่ืนเกิดข้ึนไดนอยมาก 
ความเส่ียงที่ไมทราบแนนอน 

ทานอาจเกิดอาการขางเคียง หรือความไมสบาย นอกเหนือจากที่ไดแสดงในเอกสารฉบับ
นี้ ซึ่งอาการขางเคียงเหลานี้เปนอาการที่ไมเคยพบมากอน เพื่อความปลอดภัยของทาน ควรแจง
แพทยผูทําวิจัยใหทราบทันทีเม่ือเกิดความผิดปกติใด ๆ เกิดข้ึน 
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หากทานมีขอสงสัยใด  ๆ เกี่ยวกับความเส่ียงที่อาจไดรับจากการเขารวมในโครงการวิจัย 
ทานสามารถสอบถามจากแพทยผูทําวิจัยไดตลอดเวลา 
ประโยชนท่ีอาจไดรับ 

ผูปวยโรคนิ่วไตจะทราบภาวะการอักเสบ ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและระดับการเกิด
ผังผืดในไตที่มีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของไต ซึ่งจะเปนขอมูลสําหรับการรักษาและดูแล
สุขภาพใหดีข้ึนตอไป  

ผูปวยโรคนิ่วไตจะทราบชนิดของนิ่วไตที่ตนเองเปนอยูซึ่งจะเปนขอมูลในการปองกันรักษา
เพื่อไมใหเกิดการกลับเปนซ้ํา 
ขอปฏิบัติของทานขณะท่ีรวมในโครงการวิจัย 
ขอใหทานปฏิบัติดังนี ้

- ขอใหทานใหขอมูลทางการแพทยของทานทั้งในอดีต และปจจุบัน แกผูทําวิจัยดวย
ความสัตยจริง 

- ขอใหทานแจงใหผูทําวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดข้ึนระหวางที่ทานรวมใน
โครงการวิจัย 

 
อันตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการเขารวมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผูทําวิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดข้ึนจากการวิจัย ทานจะไดรับการรักษาอยางเหมาะสมทันที  หาก
พิสูจนไดวาทานปฏิบัติตามคําแนะนําของทีมผูทําวิจัยแลว ผูทําวิจัยยินดีจะรับผิดชอบคาใชจายใน
การรักษาพยาบาลของทาน และการลงนามในเอกสารใหความยินยอม ไมไดหมายความวาทานได
สละสิทธิ์ทางกฎหมายตามปกติที่ทานพึงมี 
 
 ในกรณีที่ทานไดรับอันตรายใด ๆ หรือตองการขอมูลเพิ่มเติมที่เกี่ยวของกับโครงการวิจัย 
ทานสามารถ 
ติดตอกับผูทําวิจัยคือ นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร ไดตลอด 24 ชั่วโมง 
 
คาชดเชยสําหรับผูเขารวมวิจัย 

อาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยจะไดรับคาเดินทางและคาชดเชยเสียเวลาในการเขา
รวมโครงการวิจัย รายละ 500 บาท 
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การเขารวมและการสิ้นสุดการเขารวมโครงการวิจัย 
การเขารวมในโครงการวิจัยคร้ังนี้เปนไปโดยความสมัครใจ หากทานไมสมัครใจจะเขารวม

การศึกษาแลว ทานสามารถถอนตัวไดตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไมมีผล
ตอการดูแลรักษาโรคของทานแตอยางใด 
 
การจัดการกับสารตัวอยางของอาสาสมัคร 

กรณีสารตัวอยางที่เหลือจากการวิจัยผูวิจัยจะเก็บไวที่ตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส
เปนระยะเวลา 1 ป เก็บโดยใชรหัสไมเชื่อมโยงถึงขอมูลของผูปวยและหลังจากนั้นจะทําลาย 
ในชวงระยะ 1 ป ถามีการนําสารตัวอยางที่เหลือมาใชในโครงการวิจัยอ่ืนจะมีการขอความยินยอม
จากผูรวมโครงการวิจัยอีกคร้ัง และสารตัวอยางของอาสาสมัครที่ถอนตัวออกจากโครงการวิจยั
ผูวิจัยจะทําลายทิ้งทันทีดวยกระบวนการที่ถูกตองและไมกอใหเกิดอันตรายทั้งกับส่ิงมีชีวิตและ
ส่ิงแวดลอม  
 
การปกปองรักษาขอมูลของอาสาสมัคร 

ขอมูลที่อาจนําไปสูการเปดเผยตัวของทาน จะไดรับการปกปดและจะไมเปดเผยแก
สาธารณชนโดยขอมูลจะถูกเก็บไว ในคอมพิวเตอรที่ใชสําหรับการวิจัยเทานั้น กรณีที่ผลการวิจัย
ไดรับการตีพิมพ ชื่อและที่อยูของทานจะตองไดรับการปกปดอยูเสมอ โดยจะใชเฉพาะรหัสประจํา
โครงการวิจัยของทาน 

จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัย มีสิทธิ์สามารถเขาไปตรวจสอบบันทึก
ขอมูลทางการแพทยของทานไดตลอดเวลาแมจะส้ินสุดโครงการวิจัยแลวก็ตาม หากทานตองการ
ยกเลิกการใหสิทธิ์ดังกลาว ทานสามารถเขียนบันทึกขอยกเลิกการใหคํายินยอม โดยสงไปที่
ศาสตราจารย ปยะรัตน โตสุโขวงศ ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

หากทานขอยกเลิกการใหคํายินยอมหลังจากที่ทานไดเขารวมโครงการวิจัยแลว ขอมูล
สวนตัวของทานจะไมถูกบันทึกเพิ่มเติม อยางไรก็ตามขอมูลอ่ืน ๆ ของทานอาจถูกนํามาใชเพื่อ
ประเมินผลการวิจัย  และทานจะไมสามารถกลับมาเขารวมในโครงการนี้ไดอีก ทั้งนี้เนื่องจากขอมูล
ของทานที่จําเปนสําหรับใชเพื่อการวิจัยไมไดถูกบันทึก 

จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของทานที่
เกี่ยวกับการเขารวมโครงการวิจัยนี้ใหแกแพทยผูรักษาทานได 
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สิทธิ์ของผูเขารวมในโครงการวิจัย 
ในฐานะที่ทานเปนผูรวมในโครงการวิจัย ทานจะมีสิทธิ์ดังตอไปนี้ 

1. ทานจะไดรับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงคของการวิจัยในคร้ังนี ้
2. ทานจะไดรับการอธิบายเกี่ยวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย และอุปกรณที่

ใชในการวิจัยคร้ังนี ้
3. ทานจะไดรับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมสบายที่จะไดรับจากการวิจัย 
4. ทานจะไดรับการอธิบายถึงประโยชนที่ทานอาจจะไดรับจากการวิจัย 
5. ทานจะมีโอกาสไดซักถามเกี่ยวกับงานวิจัยหรือข้ันตอนที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 
6. ทานจะไดรับทราบวาการยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยนี ้ ทานสามารถขอถอนตัวจาก

โครงการเม่ือไรก็ได โดยผูเขารวมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไมได
รับผลเสียใด ๆ ทั้งส้ิน 

7. ทานจะไดรับสําเนาเอกสารใบยินยอมที่มีทั้งลายเซ็นหรือลายนิ้วมือและวันที ่
8. ทานจะไดโอกาสในการตัดสินใจวาจะเขารวมในโครงการวิจัยหรือไมก็ได โดยปราศจาก

การใชอิทธิพลบังคับขมขู หรือการหลอกลวง 
 

หากทานไมไดรับการชดเชยอันควรตอการบาดเจ็บหรือเจ็บปวยที่เกิดข้ึนโดยตรงจากการ
วิจัย  หรือทานไมไดรับการปฏิบัติตามที่ปรากฎในเอกสารขอมูลคําอธิบายสําหรับผูเขารวมในการ
วิจัย ทานสามารถรองเรียนไดที่ คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 
ขอขอบคุณในการรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

 
..................................................................................................................... 
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค 
ตัวอยางใบยินยอมเขารวมการวิจัย 

 
ใบยินยอมเขารวมการวิจัย (Consent form) 

การวิจัยเร่ือง  จุลพยาธิวิทยาของผูปวยโรคนิ่วไต: ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบและ
การเกิดพังผืด (Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative stress, inflammation 
and fibrosis) 
วันใหคํายินยอม วันที.่................เดือน........................................พ.ศ
.................................................. 

ขาพเจา นาย/นาง/นางสาว
.....................................................................................................ไดอานรายละเอียดจาก
เอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาแลวและขาพเจายินยอมเขารวม
โครงการวิจัยโดยสมัครใจ 

ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยที่ขาพเจาไดลง
นามและวันที่ พรอมดวยเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัย ทั้งนี้กอนที่จะลงนามในใบ
ยินยอมใหทําการวิจัยนี ้ขาพเจาไดรับการอธิบายจากผูวิจัยถึงวัตถุประสงคของการวิจัย ระยะเวลา
ของการทําวิจัย วิธีการวิจัย อันตรายหรืออาการที่อาจเกิดข้ึนจากการวิจัย รวมทั้งประโยชนที่จะ
เกิดข้ึนจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอยางละเอียด ขาพเจามีเวลาและโอกาสเพียงพอ
ในการซักถามขอสงสัยจนมีความเขาใจอยางดีแลว โดยผูวิจัยไดตอบคําถามตาง ๆ ดวยความเต็ม
ใจไมปดบังซอนเรนจนขาพเจาพอใจ 

ขาพเจามีสิทธิที่จะบอกเลิกเขารวมในโครงการวิจัยเม่ือใดก็ได โดยไมจําเปนตองแจง
เหตุผล และการบอกเลิกการเขารวมการวิจัยนี ้จะไมมีผลตอการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ที่ขาพเจา
จะพึงไดรับตอไป  

ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลสวนตัวของขาพเจาเปนความลับ และจะเปดเผยไดเฉพาะเม่ือ
ไดรับการยินยอมจากขาพเจาเทานั้น โดยการตกลงที่จะเขารวมการศึกษานี้ขาพเจาไดใหคํา
ยินยอมที่จะใหมีการตรวจสอบขอมูลประวัติทางการแพทยของผูเขารวมวิจัยได 
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ผูวิจัยรับรองวาจะไมมีการเก็บขอมูลใด ๆ ของผูเขารวมวิจัย เพิ่มเติม หลังจากที่ขาพเจาขอ
ยกเลิกการเขารวมโครงการวิจัยและตองการใหทําลายเอกสารและ/หรือตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
ทั้งหมดที่สามารถสืบคนถึงตัวขาพเจาได 

ขาพเจาเขาใจวา ขาพเจามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแกไขขอมูลสวนตัวของขาพเจาและ
สามารถเลิกการใหสิทธิในการใชขอมูลสวนตัวของขาพเจาได โดยตองแจงใหผูวิจัยรับทราบ 

ขาพเจาไดตระหนักวาขอมูลในการวิจัยรวมถึงขอมูลทางการแพทยที่ไมมีการเปดเผยชื่อ 
จะผานกระบวนการตาง ๆ เชน การเก็บขอมูล การบันทึกขอมูลในคอมพิวเตอร การตรวจสอบ การ
วิเคราะห และการรายงาน เพื่อวัตถุประสงคทางวิทยาศาสตร และการใชขอมูลทางการแพทยใน
อนาคต เทานั้น 

ขาพเจายินดีลงนามในใบยินยอมนี้เพื่อเขารวมการวิจัยดวยความเต็มใจ 
 

......................................................................................ลงนามผูยินยอม 
(....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัว

บรรจง 
วันที่................เดือน............................พ.ศ................................ 

 
 ขาพเจาไมสามารถอานหนังสือได แตผูวิจัยไดอานขอความในใบยินยอมนี้ใหขาพเจาฟง
จนเขาใจดีแลว ขาพเจาจึงลงนาม หรือประทับลายนิ้วหัวแมมือขวาของขาพเจาในใบยินยอมนี้ดวย
ความเต็มใจ 

......................................................................................ลงนามผูยินยอม 
(....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัว

บรรจง 
วันที่................เดือน............................พ.ศ................................ 
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ภาคผนวก ง 
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ภาคผนวก ง 

 
ผลงานวิทยานิพนธสวนหนึ่งไดนําไปตีพิมพเปนบทความในวารสารยูโร ฉบบัปที ่ 31 เลมที่ 

2 ธันวาคม 2553 เร่ือง การแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรค
นิ่วไต และความเปนพิษของผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตตอเซลลบุผิวทอไต 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
ชื่อ-นามสกุล   นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร 
วัน เดือน ปเกิด   15 สิงหาคม พ.ศ.2528 
สถานที่เกิด   นครสวรรค 
วุฒิการศึกษา ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต(เทคนิคการแพทย)(เกียรตินิยม

อันดับสอง) คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป 
พ.ศ.2547 

ประสบการณการทํางาน - 
ผลงานทางวิชาการที่ตีพิมพ ชื่อเร่ือง การแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีนใน

เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต และความเปนพิษของผลึก
แคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตตอเซลลบุผิวทอไต กําหนดลง
บทความในวารสารยูโร ฉบับปที ่31 เลมที่ 2 ธันวาคม 2553 
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