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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
มะนาว (Lime, Citrus aurantifolia Swing) เป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีส าคญั

ของไทย  ท่ีมีปริมาณซิเทรต (citrate) สงูท่ีสดุ (4,920 มิลลิกรัม/ 100 กรัม)  เม่ือเทียบกบัผลไม้รส
เปรีย้ว (citrus fruits) ชนิดอ่ืน  ซิเทรตหรือกรดซิทริก (citric acid) เป็นสารท่ีมีประจเุป็นลบ ละลาย
น า้ได้ดี นอกจากซิเทรตจะเป็นสารตวักลางท่ีส าคญัมากในกระบวนการเมแทบอลิซึมแล้ว ซิเทรตยงั
สามารถจบัรวมกบัสารประจบุวกตา่งๆ ในของเหลวของร่างกายได้ โดยเฉพาะจบักับแคลเซียมใน
ปัสสาวะ ดังนัน้ซิเทรตจึงมีบทบาทส าคัญอีกอย่างหนึ่ง คือ เป็นสารยับยัง้การเกิดนิ่ว (stone 
inhibitor) ในระบบทางเดินปัสสาวะ โดยซิเทรตจะจบัแคลเซียมเป็นสารประกอบแคลเซียมซิเทรต 
ซึ่งมีสมบัติละลายน า้ได้ดีมาก จึงสามารถป้องกันการเกิดผลึกนิ่วแคลเซียมออกซาเลตและ
แคลเซียมฟอสเฟตได้ดี  นอกจากซิเทรตแล้วในมะนาวยงัประกอบด้วยเกลือแร่ท่ีมีบทบาทส าคญั
ในการป้องกนันิ่ว เช่น โพแทสเซียม (149 มิลลิกรัม/ 100 กรัม) และแมกนีเซียม (28 มิลลิกรัม/100 
กรัม) (1)  และในน า้มะนาวยงัมีสารต้านอนมุลูอิสระอีกหลายชนิด อาทิเช่น vitamin C, vitamin E, 
beta–carotenes, polyphenols และ flavonoids เป็นต้น (2-4) หลายงานวิจยัเสนอว่าการด่ืมน า้
มะนาวน่าจะสามารถช่วยลดโอกาสการเกิดนิ่วได้ และน่าจะเป็นทางเลือกในการใช้เป็นยารักษา
โรคนิ่วไตได้ (5-9)  

โรคนิ่วไต (Nephrolithiasis/ Kidney stone) เป็นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของ
องค์ประกอบในปัสสาวะ ความชกุของโรคนิ่วไตมีแนวโน้มสงูขึน้ทัว่ทกุภูมิภาคของโลก โดยเฉพาะ
ในประเทศแถบเขตร้อน เช่น ประเทศซาอุดิอะราเบีย พบได้ 20% ในประเทศไทยมีความชุกของ
การเป็นโรคนิ่วไตสูงสุดในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ประมาณ 10-17% (10) ช่วงอายุท่ีพบมาก
ท่ีสุดคือ 40-60 ปี และพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิงประมาณ 1-2 เท่า ดงันัน้โรคนิ่วไตจดัเป็น
ปัญหาสาธารณสุขท่ีส่งผลกระทบต่อคณุภาพชีวิต ทัง้ในกลุ่มประชากรวัยแรงงานและผู้สูงอาย ุ
นอกจากนีโ้รคนิ่วไตเป็นโรคท่ีมีอบุตักิารณ์การเกิดนิ่วซ า้สงูมาก ซึ่งการเกิดนิ่วซ า้หลายครัง้จะท าให้
ไตถูกท าลายมากขึน้และเส่ียงต่อภาวะไตวายเรือ้รังและโรคไตระยะสุดท้าย (end stage renal 
disease) สูงขึน้  ปัจจุบันมีผู้ ป่วยท่ีทุกข์ทรมานจากโรคนิ่ วไตเป็นจ านวนมากในประเทศไทย 
โดยเฉพาะในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ดงันัน้สิ่งจ าเป็นเร่งดว่น คือ การหายาท่ีมีประสิทธิภาพดีแต่
ราคาไม่สูงท่ีช่วยลดโอกาสการเกิดโรคนิ่วซ า้และลดความเส่ียงต่อภาวะไตวาย เพ่ือช่วยลดอตัรา
การเจ็บป่วยและลดคา่ดแูลรักษาพยาบาลผู้ ป่วย 
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รายงานวิจัยในผู้ ป่วยโรคนิ่วไต ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่า ปัจจัยเส่ียง
ของการเกิดนิ่วท่ีส าคญั คือ ภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า (hypocitraturia) และภาวะโพแทสเซียมใน
ปัสสาวะต ่า (hypokaliuria) (10-12) ซึ่งสาเหตหุลกัมาจากการได้รับซิเทรตและโพแทสเซียมจาก
อาหารไม่เพียงพอ และการสูญเสียโพแทสเซียมทางเหง่ือ ดังนัน้การรักษาทางยา (medical 
therapy) ท่ีเหมาะสม เพ่ือป้องกนัการเกิดนิ่วซ า้ในผู้ ป่วยนิ่วไตไทย  คือ  การให้ยาท่ีมีส่วนประกอบ
ของโพแทสเซียมและซิเทรต เพ่ือเพิ่มปริมาณการขบัออกของสารยบัยัง้นิ่วทัง้สองชนิดนีใ้นผู้ ป่วย 
นอกจากนีง้านวิจยัยงัพบว่าผู้ ป่วยโรคนิ่วไตไทยมีภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ (oxidative stress) 
และการบาดเจ็บของเซลล์บทุ่อไต  (renal tubular injury) สงูขึน้อย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัคน
ปกต ิ(13) ซึง่เป็นปัจจยัสง่เสริมการเกิดนิ่วซ า้  ดงันัน้การให้สารต้านอนมุลูอิสระจึงเป็นอีกทางหนึ่ง
ท่ีชว่ยลดการบาดเจ็บของเซลล์บทุอ่ไตและลดโอกาสการการเกิดนิ่วซ า้ได้    

รายงานวิจยัของ Robinson  และคณะ(14) พบว่า ผู้ ป่วยโรคนิ่วไตท่ีได้รับยาใน
ภาพสารสงัเคราะห์ของเกลือของซิเทรต ท่ีมีปริมาณโพแทสเซียม 42 มิลลิอิควิวาเลนท์ และซิเทรต 
63 มิลลิอิควิวาเลนท์ สามารถเพิ่มระดบัซิเทรตในปัสสาวะได้ จึงเป็นวิธีการรักษาทางยาท่ีช่วย
ป้องกนัการเติบโตของก้อนนิ่วและการเกิดนิ่วซ า้ รายงานวิจยัของ Wabner และคณะ (15)  พบว่า 
การให้ผู้ ป่วยด่ืมน า้มะนาว 8 แก้ว หรือการด่ืมน า้ส้มคัน้ 1 ลิตรตอ่วนั สามารถเพิ่มระดบัสารยบัยัง้
การก่อนิ่ว (ซิเทรต โพแทสเซียม และแมกนีเซียม) ในปัสสาวะ ท าให้มีการเพิ่มขึน้ของคา่ pH ของ
ปัสสาวะ  และรายงานการศกึษาของปิยะรัตน์และคณะ (13) ในผู้ ป่วยโรคนิ่วไต (n=14) หลงัผ่าตดั
ท่ีได้รับสตูรมะนาวผง (lime powder regimen, LPR) ท่ีมีโพแทสเซียม 21 มิลลิอิควิวาเลนท์ และซิ
เทรต 63 มิลลิอิควิวาเลนท์ โดยละลาย LPR 1 ซอง ในน า้ 1 แก้ว รับประทานวนัละ 1 ซอง 
ติดตอ่กนัเป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่า LPR สามารถใช้แทนยาโพแทสเซียมซิเทรตได้ โดยท าให้มี
ระดบัของซิเทรตและโพแทสเซียมในปัสสาวะเพิ่มขึน้ และท าให้ปัสสาวะเป็นดา่งมากขึน้ นอกจากนี ้
ยงัพบว่า LPR มีประสิทธิภาพดีกว่ายาโพแทสเซียมซิเทรตในการลดระดบัภาวะเครียดจากออกซิ
เดชัน่ และการท าลายของเซลล์บุตอ่ไต จึงเป็นการลดทัง้โอกาสการเกิดผลึกนิ่วและการเกาะติด
ของผลกึกบัเซลล์บทุอ่ไต ซึง่อาจสง่ผลให้การท างานของหนว่ยไตดีขึน้ การศกึษาเบือ้งต้นนีแ้สดงให้
เห็นวา่ LPR นา่จะใช้เป็นยารักษาโรคนิ่วไตได้ จึงควรศกึษาเพิ่มเติมในเซลล์บผุิวท่อไต สตัว์ทดลอง 
และศกึษาผลของ LPR ตอ่การเพิ่มระดบัซิเทรตในปัสสาวะรวมทัง้ผลข้างเคียงในคนปกต ิ  

จากรายงานการศกึษาท่ีกล่าวมาข้างต้น ผู้ วิจยัตัง้สมมุติฐานว่า สตูรมะนาวผงมี
องค์ประกอบทางยาท่ีมีคณุสมบตัิเป็นตวัช่วยยบัยัง้ หรือลดอตัราการเกิดผลึกนิ่ วไต อีกทัง้ยงัไม่มี
ผลตอ่การมีชีวิต (cell viability) ของเซลล์บทุ่อไต ยบัยัง้การสร้างอนมุลูอิสระ (reactive oxygen 
species, ROS) ในเซลล์ได้ และคาดวา่สตูรมะนาวผงจะไม่มีความเป็นพิษหรือหรือผลข้างเคียงตอ่
สตัว์ทดลองและคน  นอกจากนีง้านวิจยันีย้งัต้องการศกึษาทางคลินิกระยะท่ี 1 ในอาสาสมคัรคน
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ปกตสิขุภาพดี เพ่ือทดสอบว่าการรับประทานสตูรมะนาวผงมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงของซิเทรตใน
เลือดและในปัสสาวะอย่างไร รวมทัง้ผลต่อระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
และตวับง่ชีข้องภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางยา (ซิเทรต) และทางโภชนาการท่ีส าคญั รวมทัง้

โลหะหนกัในสตูรมะนาวผง 
2. เพ่ือศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิตและการสร้างสารอนุมูลอิสระใน 

HK-2 cells 
3. เพ่ือศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิต และการสร้างสารอนุมูลอิสระใน 

COM-treated HK-2 cells 
4. เพ่ือศกึษาความเป็นพิษเฉียบพลนัในสตัว์ทดลองของสตูรมะนาวผง 
5. การศึกษาทางคลินิกระยะท่ี 1 เพ่ือศึกษาผลของสูตรมะนาวผงในอาสาสมัคร

สขุภาพดี ต่อการเปล่ียนแปลงระดบัของซิเทรตในเลือดและปัสสาวะ ความเป็น
กรด-ดา่งและระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะ รวมทัง้ระดบัตวับง่ชีข้องการเกิดภาวะ
เครียดจากออกซิเดชัน่  

ขอบเขตของการวิจัย 
1. การศกึษาระยะก่อนคลินิก (pre-clinical study) เป็นการศกึษาในเซลล์บผุิวทอ่ไต

สว่นต้น (HK-2 cell) และในหนทูดลอง (mice)  
2. การศกึษาทางคลินิกระยะท่ี 1 ศกึษาในอาสาสมคัรคนปกตสิขุภาพดี ซึง่เป็น

ประชากรไทย อาสาสมคัรทกุคนจะเซ็นใบยินยอมเข้าร่วมการวิจยัด้วยความสมคัร
ใจ และอาสาสมคัรทกุคนจะได้รับการตรวจร่างกายทัว่ไป และตรวจทาง
ห้องปฏิบตักิาร (CBC, BUN, creatinine, electrolytes, liver function test และ 
urinalysis) ก่อนเข้าร่วมการวิจยัวา่มีสขุภาพดี 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 
1. เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดสอบเป็นเคร่ืองมือท่ีผ่านการทดสอบความเท่ียงตรงและ

ความแมน่ย าตามมาตรฐานของการทดสอบเคร่ืองมือนัน้ๆ 
2. กลุ่มอาสาสมคัรคนปกติท่ีเข้าร่วมโครงการวิจยัครัง้นีค้ดักรองจากประชากรไทย

ทั่วไป ซึ่งจะต้องมีสุขภาพดี จากผลการตรวจ kidney function test, liver 
function test, KUB plain x-ray, และ CBC profile 
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3. ผู้ เ ข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัยให้ความร่วมมือด้วยความเต็มใจตลอดการ
ศึกษาวิจยัและมีการลงลายมือช่ือในใบยินยอมด้วยความสมคัรใจภายหลงัจาก
ได้รับการชีแ้จงให้ทราบในทกุด้านรวมถึงความเส่ียงท่ีอาจเกิดขึน้ 

ข้อจ ากัดของการวิจัย 
การศกึษาในครัง้นี ้ คา่ Median lethal dose (LD50) ของสตูรมะนาวผง ต้อง

รายงานผลโดยสถาบนัวิจยัสมนุไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ ซึง่การ
วิเคราะห์นีไ้มไ่ด้อยูใ่นการควบคมุของผู้วิจยัโดยตรง 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 
1. Nephrolithiasis หรือ Kidney stone หรือ Renal stone คือ โรคนิ่วในไต ซึง่มีก้อน

นิ่วอยู่บริเวณต าแหนง่กรวยไต (renal pelvis) และท่ีสงูกว่ากรวยไตขึน้ไป 
2.  Metabolic stone risk factors คือ ปัจจยัเส่ียงทางเมแทบอลิกของการเกิดนิ่ว 

เกิดจากความไมส่มดลุระหว่างสารก่อนิ่วและสารยบัยัง้นิ่วในปัสสาวะ 
3.  Hypocitraturia คือ ภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า เกณฑ์ปกตขิองการขบัซิเทรต

ออกมาในปัสสาวะ ของประชากรไทย คือ 200 มิลลิกรัมตอ่วนั 
4.  Hypokaliuria คือ ภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะต ่า เกณฑ์ปกติของการขบั

โพแทสเซียมออกมาในปัสสาวะอยูท่ี่ < 30 mEq/day 
5. Hypokalemia/ potassium depletion คือ ภาวะโพแทสเซียมในเลือดต ่า เกณฑ์

ปกติของการขบัโพแทสเซียมออกมาในเลือดอยูร่ะหว่าง 3.5-5.0 mEq/L 
6.  Creatinine clearance คือ ความสามารถของไตในการขบั creatinine ออกจาก

ร่างกาย เพ่ือบอกประสิทธิภาพการท างานของไต 
7.  Estimate glomerular filtration rate (eGFR) คือ คา่ประมาณอตัราการกรอง

ของเลือดผ่าน glomerulus เพ่ือบอกการท างานของไต ค านวณจาก eGFR = 141 
× min (Scr/K,1)α × max(Scr/ K, 1) – 1.209 × 0.993Age × 1.018 [if female] × 
1.159 [if black] (16)  

8. Oxidative Stress หรือ ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ คือ ภาวะไมส่มดลุระหว่าง
อนมุลูอิสระและสารต้านอนมุลูอิสระ สารอนมุลูอิสระจะท าปฏิกิริยากบัสารชีว
โมเลกลุท่ีเป็นองค์ประกอบของเซลล์ ได้แก่ ไขมนั โปรตีน กรดนิวคลีอิก และ
คาร์โบไฮเดรต ท าให้สญูเสียหน้าท่ีหรือถกูท าลาย สง่ผลให้ เซลล์เกิดการบาดเจ็บ 
(cell injury) และตาย (cell death) ตามมา 
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9.  HK-2 Cell คือ cell line ของเซลล์บผุิวท่อไตสว่นต้น (proximal tubular 
epithelial cell) จากมนษุย์ 

10. Calcium oxalate monohydrate (COM) คือ สารประกอบอินทรีย์ ท่ี
ประกอบด้วย แคลเซียม ออกซาเลต และ น า้ อย่างละ 1 โมเลกลุ 

11.  Lime powder regimen คือ สตูรมะนาวผง ท่ีคดิค้นโดย ศาสตราจารย์ปิยะรัตน์ 
โตสโุขวงศ์ และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์สชุาดา ไชยสวสัดิ์ และผลิตท่ีมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบรีุ (วิทยาเขตบางขนุเทียน) โดยแปรรูปน า้มะนาว 
และเตมิสารให้มีปริมาณโพแทสเซียม 21 มิลลิอิควิวาเลนท์ และซิเทรต 63 
มิลลิอิควิวาเลนท์ ตอ่ซอง (5 กรัม) และท าให้อยูใ่นรูปของผงมะนาวโดยวิธีการ
อบแห้งแบบแชแ่ข็งหรือการอบแห้งโดยการระเหิด  (freeze-dried method)  

12. Phase 1 clinical trial คือ การศกึษาเบือ้งต้นของยา เพ่ือประเมินความปลอดภยั 
และผลตอ่การตอบสนองของยา 

13. Pharmacokinetics คือ การศกึษากระบวนการของร่างกายตอ่การตอบสนองตอ่
ยา เม่ือเปรียบเทียบกบัเวลา หรือการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของยาในร่างกาย 
ณ เวลาตา่งๆ ตัง้แตก่ระบวนการ การดดูซมึ (Absorption) , การกระจายยา 
(Distribution) , กระบวนการเผาผลาญ (Metabolism) และการขบัยาออกจาก
ร่างกาย (Excretion) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทราบองค์ประกอบทางยา ข้อมูลโภชนาการ และโปรไฟล์ของโลหะหลักในสูตร

มะนาวผง 
2. ทราบผลของมะนาวผงตอ่การมีชีวิตและการสร้างสารอนมุลูอิสระใน HK-2 cells 

และ COM-treated HK-2 cells 

3. ทราบผลของสูตรมะนาวผงในอาสาสมัครสุขภาพดี ต่อการเปล่ียนแปลงของซิ
เทรตในเลือดและปัสสาวะ ความเป็นกรด-ด่างและระดบัสารก่อนิ่วในปัสสาวะ 
รวมทัง้ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่  

4. ทราบผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้กับอาสาสมัครสุขภาพดีระหว่างการได้รับสูตร
มะนาวผง 

วิธีด าเนินการวิจัย 
ด าเนินการวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการ แร่ธาต ุและสารโลหะหนักใน

สตูรมะนาวผงก่อน ทดสอบผลข้างเคียงของสตูรมะนาวผงตอ่เซลล์บทุ่อไต โดยดจูากการอตัราการ
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อยู่รอด โดยวิธี (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
colorimetric assay   และวดัปริมาณการสร้าง ROS ท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์ โดยวิธี 2´,7´-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescence assay ของเซลล์บุท่อไต  และ
วิเคราะห์ค่าความเป็นพิษในหนูถีบจกัร โดยหาคา่คร่ึงชีวิต หรือ LD50  จากนัน้ด าเนินการวิจยัใน
อาสาสมคัร จ านวน 13 คน เพ่ือศึกษาผล citraturic และ antioxidative responses ของสูตร
มะนาวผง อาสาสมัครทุกคนได้รับการเจาะเลือดและเก็บปัสสาวะท่ีเวลา ต่างๆ สารตวัอย่าง
ปัสสาวะจะน ามาวิเคราะห์ซิเทรต โพแทสเซียม สารต้านอนุมูลอิสระรวม และความเป็นกรดด่าง 
สว่นสารตวัอยา่งเลือดจะน ามาวิเคราะห์ ซิเทรต  

ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 
1. เก็บสารตวัอยา่งจากผู้ เข้าร่วมโครงการวิจยั ด าเนินการทดลอง รวมรวมข้อมลู วิเคราะห์

และสรุปผลการทดลอง 
2. จดัท าวิทยานิพนธ์ฉบบัสมบรูณ์ และจดัท านิพนธ์ต้นฉบบัภาษาองักฤษ (บางสว่นของ

ผลงานวิทยานิพนธ์) เพ่ือน าเสนอแบบ Poster Presentation ในงานการประชมุวิชาการ
นานาชาตทิางชีวเคมี และชีววิทยาโมเลกลุ ครัง้ท่ี 3 (The 3rd Biochemistry and 
Molecular Biology Conference)  คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่ ระหวา่ง
วนัท่ี 6-8 เมษายน 2554 ณ ดเิอ็มเพรส คอนเวนชัน่เซ็นเตอร์ จ.เชียงใหม ่ในหวัเร่ือง “Lime 
powder regimen is a safe medicinal product for kidney stone treatment : pre-
clinical and phase 1 clinical studies”  
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

2.1 โรคนิ่วไต (Nephrolithiasis) 

Nepholithiasis เป็นโรคระบบทางเดินปัสสาวะท่ีพบได้บ่อยทั่วโลก โดยเฉพาะ
ประเทศแถบเขตร้อน ความชกุของโรคนิ่วไตในทวีปเอเชียพบประมาณ 1-5% ยโุรปประมาณ 5-9% 
และในอเมริกาเหนือพบได้ประมาณ 13% ประเทศท่ีมีรายงานว่ามีความชุกของโรคนิ่วสูงสุดคือ 
ประเทศซาอดุิอะราเบียพบได้สงูถึง 20% (17) ส าหรับประเทศไทยมีความชกุการเป็นโรคนิ่วไตสูง
ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบประมาณ 10-17% (10) พบว่าความเส่ียงของการเกิดนิ่วในตลอด
อายขุองผู้ ใหญ่ (life time risk) ส าหรับอายเุฉล่ียท่ีพบโรคนิ่วไตอยู่ในช่วง 30-60 ปี โดยอายเุฉล่ีย
ของเพศชายท่ีพบนิ่วมากท่ีสดุประมาณ 35 ปี และเพศหญิงมี 2 ชว่ง คือ อาย ุ30 ปี และ 55 ปี และ
พบอบุตัิการณ์ของนิ่วในเด็กต ่ากว่าผู้ ใหญ่ ซึ่งอาจเน่ืองมาจากเด็กมีปริมาณสารยบัยัง้การเกิดนิ่ว
ในปัสสาวะสูงกว่า และมีการขบัแคลเซียมในปัสสาวะต ่ากว่าผู้ ใหญ่ และยงัพบนิ่วในเพศชายสูง
กวา่เพศหญิงประมาณ 2-3 เท่า ซึ่งมาจากผลของฮอร์โมน estrogen ในเพศหญิง เพิ่มการขบัออก
ของซิเทรตในปัสสาวะ สว่นฮอร์โมน testosterone ในเพศชายจะเพิ่มการสร้างออกซาเลตในตบัให้
ขบัออกมาในปัสสาวะเพิ่มขึน้ (10, 18, 19) ข้อมูลวิจยัในปัจจบุนัพบว่าอุบตัิการณ์ของโรคนิ่วมี
แนวโน้มว่าสูงขึน้ทั่วทุกภูมิภาคของโลกรวมทัง้ประเทศไทย (20) โรคนิ่วไตจึงจัดเป็นปัญหา
สาธารณสุขท่ีส่งผลกระทบต่อคณุภาพชีวิตของประชากรทัง้ในวยัแรงงาน และผู้สูงอายุ  ปัญหา
ส าคัญของโรคนิ่วไต คือ การเกิดนิ่วซ า้ภายหลังการรักษาทัง้ด้วยวิธีสลายนิ่ว และการผ่าตัด 
รายงานวิจยัของ Koff SG และคณะ พบอตัราการกลบัมาเป็นนิ่วซ า้ 50% ภายใน 10 ปี(21) การ
เกิดนิ่วซ า้จะท าให้เกิดพยาธิสภาพในเนือ้ไตมากขึน้ เช่น การอกัเสบ และการเกิดพงัผืดในไต ซึ่งจะ
สง่ผลโดยตรงตอ่การท างานของไต หากเกิดนิ่วซ า้บอ่ยมากจะท าให้มีความผิดปกติของการท างาน
ของไตมาก ส่งผลให้เส่ียงตอ่การเกิดภาวะไตวายเรือ้รัง (chronic renal failure) และโรคไตระยะ
สดุท้าย (end stage renal disease) ตามมา 

2.2 การจ าแนกชนิดของนิ่ว (Classification of stones) 

ชนิดของนิ่วไตจ าแนกตามแร่ธาตหุรือผลกึท่ีเป็นองค์ประกอบอยู่ในก้อนนิ่ว แบง่
ออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ คือ 

2.2.1 นิ่วท่ีมีแคลเซียมเป็นส่วนประกอบ (calcium stones) ซึง่เป็นนิ่วท่ีพบมาก
ท่ีสดุ ประมาณ 80% ได้แก่ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (calcium oxalate : CaOx), นิ่วแคลเซียม
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ฟอสเฟต (calcium phosphate : CaP), นิ่วเนือ้ผสมของแคลเซียมออกซาเลตกบัฟอสเฟต และ
แคลเซียมออกซาเลตกบักรดยริูก (10, 22) รายงานวิจยัพบวา่ชนิดของนิ่วท่ีพบมากท่ีสดุทัว่โลก
รวมทัง้ประเทศไทย คือ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (10, 22)  และผลกึนิ่วท่ีพบมากท่ีสดุท่ีเป็น
องค์ประกอบของก้อนนิ่ว คือ calcium oxalate monohydrate (COM) 

2.2.2 นิ่วท่ีไม่มีแคลเซียมเป็นส่วนประกอบ (non-calcium stones) พบประมาณ 
20% ได้แก่ นิ่วกรดยริูก (uric acid stone), นิ่วจากการติดเชือ้แบคทีเรียหรือนิ่วแมกนีเซียมแอมโม
เน่ียมฟอสเฟตหรือนิ่วสตรูไวท์ (struvite) และนิ่วซีสตีน (cystine stone) เป็นต้น ปัจจุบนัพบ
แนวโน้มของการเกิดโรคนิ่วกรดยูริกมากขึน้และสัมพันธ์กับโรคอ้วน และโรค metabolic 
syndrome (10) 

2.3 ปัจจยัสาเหตขุองการเกิดนิ่ว (Etiologies of stone disease) 

โ รคนิ่ ว ไตส่ วนใหญ่ โดย เฉพาะนิ่ ว ในผู้ ใหญ่ มีสา เหตุจากหลายปัจจัย 
(multifactorial causes) สว่นน้อยท่ีมีสาเหตโุดยตรงจากพนัธุกรรม (monogenic nephrolithiasis) 
ซึง่มกัพบในเด็ก เช่น นิ่วซีสตีนเกิดจากการกลายพนัธุ์ของยีนขนส่งกรดอะมิโน cystine, ornithien, 
lysine และ arginine ปัจจยัสาเหตขุองการเกิดนิ่วแบง่ได้เป็น 

2.3.1 ปัจจยัภายใน (intrinsic risk factors) เช่น พนัธุกรรม กายวิภาคของไต เพศ 
อายุ ดชันีมวลกาย และเชือ้ชาติ เป็นต้น  เป็นปัจจยัพืน้ฐานในแตล่ะคนท่ีมีส่วนเพิ่มความเส่ียงต่อ
การเกิดนิ่วไต ยกตวัอย่างเช่น ภาวะน า้หนกัเกิน (overweight) ท าให้เส่ียงต่อการเกิดนิ่วกรดยริูก
มากขึน้ และมีรายงานวา่คนผิวขาวเส่ียงตอ่การเป็นนิ่วมากกวา่คนผิวด า (23) 

2.3.2 ปัจจยัภายนอก (extrinsic risk factors) เช่น อาหาร ภูมิอากาศ อาชีพ ยา 
และความเครียด เป็นต้น เป็นปัจจยัท่ีส่งเสริมหรือเอือ้ตอ่การเกิดผลึกนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะ 
น าไปสูก่ารเกิดนิ่วในท่ีสดุ  เชน่ การรับประทานอาหารท่ีมีออกซาเลตสงูเป็นประจ า ท างานในท่ีโล่ง
แจ้งสญูเสียเหง่ือมากและด่ืมน า้ไม่เพียงพอ ในฤดรู้อนจะมีผู้ ป่วยโรคนิ่วมากกว่าในฤดหูนาว (24) 
เป็นต้น  

ทัง้ปัจจยัเส่ียงภายในและภายนอกจะท าให้เกิดความไม่สมดลุของสารก่อนิ่วและ
สารยบัยัง้นิ่วในปัสสาวะ และส่งเสริมให้ปัสสาวะมีความอ่ิมตวัของสารก่อนิ่วสงูขึน้ เรียกว่า ปัจจยั
เส่ียงทางเมแทบอลิก (metabolic risk factor) หรือ มีความผิดปกติทางเมแทบอลิก (metabolic 
abnormality) ซึง่อาจเกิดจากสารก่อนิ่ว เชน่ แคลเซียม ออกซาเลต ยเูรต และฟอสเฟต ในปัสสาวะ
มีปริมาณมากขึน้ หรือมีระดบัของสารยบัยัง้นิ่ว เชน่ ซิเทรต โพแทสเซียม แมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟต 
และไกลโคอะมิโนไกลแคน มีปริมาณน้อยลง  ปัจจยัเส่ียงทางเมแทบอลิกท่ีพบบอ่ยในผู้ ป่วยโรคนิ่ว
ไต เช่น ภาวะออกซาเลตในปัสสาวะสูง (hyperoxaluria) ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูง 
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(hypercalciuria) ภาวะกรดยูริกในปัสสาวะสงู (hyperuricosuria) ภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะ
ต ่า (hypokaliuria) และภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า (hypocitraturia) เป็นต้น 

2.4 กลไกการเกิดนิ่วไตในระบบทางเดนิปัสสาวะ 

กลไกการเกิดนิ่วไตในระบบทางเดินปัสสาวะ เร่ิมต้นจากการมีปริมาณสารก่อนิ่ว
ในปัสสาวะสูงมาก หรือมีสารยบัยัง้นิ่วในปัสสาวะน้อย ท าให้ปัสสาวะเกิดการอ่ิมตวัอย่างยิ่งยวด 
(supersaturation) ของสารก่อนิ่ว ส่งผลให้เกิดการตกผลึกของสารก่อนิ่วในปัสสาวะ เช่น ผลึก 
CaOx และ CaP เป็นจ านวนมาก ผลึกเจริญใหญ่ขึน้ (crystal growth) และรวมตวักันมากขึน้ 
(crystal aggregation) ซึง่ผลกึนิ่วเหลา่นีจ้ะกระตุ้นการสร้างสารอนมุลูอิสระในเซลล์บผุิวท่อไต ท า
ให้เกิดภาวะ oxidative stress ส่งผลให้เกิดการท าลายและการบาดเจ็บของเซลล์บทุ่อไต (renal 
tubular cell injury) ซึ่งบริเวณท่ีเซลล์ถูกท าลายจะเป็นแหล่งเกาะยึดของผลึกขนาดเล็กท่ีอยู่ใน
ปัสสาวะ (crystal adhesion) และผลึกจะติดค้างในเนือ้ไต (crystal retention) เม่ือผลึกเหล่านี ้
เกาะรวมกนัมากขึน้จะเกิดเป็นแกนนิวเคลียสขนาดเล็ก (stone nidus) ซึ่งจะมีเป็นต าแหน่งเร่ิมต้น
ให้ผลกึเกาะกลุม่รวมตวักนัมากขึน้ จนกระทัง่เจริญเติบโตเป็นก้อนท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้และกลายเป็น
ก้อนนิ่ว (stones/calculi) ในท่ีสดุ (4) (ภาพท่ี 1) การศกึษาของ Khan และคณะ(25) ในหน ูrats 
เพศผู้  ท่ีถกูกระตุ้นให้เกิดนิ่ว CaOx โดยให้ 0.75%  ethylene glycol และ 2%  ammonium  
chloride นาน 8 สปัดาห์ พบว่าในปัสสาวะหนมีูผลึกออกมามากขึน้ (crystalluria) ตามระยะเวลา
ท่ีกระตุ้นให้เกิดนิ่ว นอกจากนีเ้ม่ือน าเนือ้เย่ือไตดผู่านกล้องจุลทรรศ์พบผลึกนิ่วในเนือ้เย่ือไต ผล
การศึกษานีชี้ใ้ห้เห็นว่า ภาวะออกซาเลตในปัสสาวะสูง (hyperoxaluria) มีผลต่อโครงสร้างและ
หน้าท่ีของเซลล์บทุอ่ไต อนัเป็นผลท าให้เกิดโรคนิ่วไตตามมา 

2.5 ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ (Oxidative stress) 

สารก่อนิ่วและผลึกสามารถกระตุ้นให้เซลล์บุท่อไตสร้างสารอนุมูลอิสระ เช่น 
Reactive oxygen species (ROS) มากขึน้ ท าให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ การศกึษาของ 
Habibzadegah-Tari และคณะรายงานว่า ผลึก CaOx กระตุ้นให้เซลล์บุผิวท่อไต (HK-2 cells) 
สงัเคราะห์ ROS เพิ่มมากขึน้ (26) ซึง่ ROS ท่ีเกิดขึน้นีจ้ะท าปฏิกิริยาออกซิเดชัน่กบัสารชีวโมเลกลุ
ในเซลล์ โดยเฉพาะกับไขมนัในเซลล์ (lipid peroxidation) ท าให้เกิดการท าลายของชัน้เย่ือหุ้ม
เซลล์ของเซลล์บทุ่อไต(27) นอกจากนี ้ROS ยงัเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ กบัสารชีวโมเลกลุอ่ืนๆ ได้
อีก เช่น โปรตีน ดีเอ็นเอ และสารอ่ืนๆ ในเซลล์ ซึ่งส่งเสริมการท าลายและการบาดเจ็บของเซลล์บุ
ท่ อ ไต  ง านวิ จั ยขอ ง  Boonla และคณะ (28) ศึ กษา ระดับการขับออกของ  8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) ในปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคนิ่วไต พบว่าในปัสสาวะของ
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ผู้ ป่วยโรคนิ่วไตมีระดบั 8-OHdG สงูกว่ากลุ่มคนปกติ  ซึ่งปริมาณของ 8-OHdG ท่ีสูงในปัสสาวะ
ของผู้ ป่วยโรคนิ่วไต แสดงให้เห็นถึงการท าลาย DNA จากภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ (oxidative 
DNA damage) นอกจากนีป้ริมาณของ 8-OHdG ในปัสสาวะท่ีสงูขึน้ยงัมีความสมัพนัธ์กับการ
บาดเจ็บของท่อไตท่ีเพิ่มสูงขึน้ด้วย แสดงให้เห็นทางคลินิกว่าโรคนิ่วสมัพนัธ์กับภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชัน่และการบาดเจ็บของเซลล์บุท่อไตท่ีสูงขึน้ ดงันัน้ ในการรักษาโรคนิ่วไตจึงควรหายาท่ี
สามารถลดระดบัภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ในผู้ ป่วยควบคูไ่ปด้วย 

2.6 การอกัเสบ และการเกิดพงัผืดในไต (Inflammation and tubulointerstital fibrosis) 
โดยกลไกการป้องกันของร่างกาย (innate defense mechanism) ผลึกนิ่วท่ี

เกิดขึน้ในปัสสาวะ จะถูกน าเข้าเซลล์บุท่อไตและถูกย่อยสลายโดยไลโซโซม หากผลึกมีปริมาณ
มาก (chronic crystal overload) จะถกูส่งตอ่ไปยงั renal interstitium ท าให้เกิดกลุ่มผลึกในเนือ้
ไต (interstitial nephrocalcinosis หรือ Randall’s plaques) ผลึกนิ่วปริมาณมากสามารถกระตุ้น
เซลล์บผุิวท่อไตให้หลัง่สาร เพ่ือไปดึงดดูเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะ monocytes เข้ามาก าจดั
ผลกึนิ่ว ท าให้เกิดการกระตุ้นกระบวนการอกัเสบ (inflammation) และส่งผลให้เซลล์เย่ือบผุิวท่อไต
และเซลล์เม็ดเลือดขาวเพิ่มการสังเคราะห์สารตัวกลางของการอักเสบมากขึน้ เช่น  monocyte 
chemotactic protein-1 (MCP-1), interleukin (IL-6), prostaglandin E2 และ osteopontin เป็น
ต้น(29)  หลายงานวิจยัในเซลล์เพาะเลีย้ง (cell culture) ท่ีกระตุ้นเซลล์ด้วยผลึก COM พบว่า มี
การแสดงออกของ MCP-1 มากขึน้ และเม่ือมีปริมาณของ COM มากขึน้ เซลล์บุท่อไตจะถูก
ท าลายมากขึน้(26, 30-32)  การศกึษาในสตัว์ทดลองโดย De Water และคณะ(33) พบว่าผลึกนิ่ว
เกิดขึน้ในท่อไต จะเคล่ือนเข้าสู่ renal interstitium เพ่ือดึงดูดเซลล์อักเสบต่างๆ เข้ามาใน 
intersitium ส่งผลกระตุ้นการอกัเสบ ซึ่งเซลล์เหล่านีจ้ะหลัง่ chemokines และ cytokines ท าให้
เกิดการอกัเสบเพิ่มมากขึน้ และเซลล์บุท่อไตถูกท าลายมากขึน้ ท าให้ไตสูญเสียหน้าท่ี ดงันัน้การ
เกิดผลกึนิ่วในปัสสาวะสามารถเหน่ียวน าให้เซลล์เย่ือบทุ่อไตเกิดการบาดเจ็บและเกิดภาวะอกัเสบ 
รวมทัง้กระตุ้นกระบวนการซ่อมแซมโดยเฉพาะส่วนท่ีมีผลึกเกาะและเนือ้เย่ือบริเวณนัน้เกิดการ
เสียหายมาก สง่ผลให้เกิดพงัผืด (fibrosis) ในท่ีสดุ(34) 

กระบวนการเกิดพงัผืด (fibrogenesis) เกิดจากการกระตุ้นกระบวนการซ่อมแซม
เนือ้เย่ือมากเกินไป (failure of  wound-healing process) จนเกิดการสร้าง extracellular matrix 
proteins (ECM) เช่น collages, fibronectins มากเกินไป และเกิดเป็นพงัผืดหรือแผลเป็นขึน้ 
(scarring formation) โดยปกติแล้วการสร้าง และการสลาย ECM จะเกิดขึน้อย่างสมดลุ ถ้าหากมี
การสะสมมากไปจะท าให้โครงสร้างของเนือ้เย่ือผิดปกติไป การเกิดพังผืดนีม้ักจะเกิดขึน้เสมอ
ภายหลงัการอกัเสบเรือ้รัง (chronic inflammation) และมี cytokines หลายชนิดมีฤทธ์ิกระตุ้น
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กระบวนการเกิดพงัผืด ซึง่เม่ือเกิดพงัผืดในเนือ้ไตมาก จะท าให้หน่วยไต (nephrons) ถกูท าลายจน
ไม่สามารถท าหน้าท่ีปกติได้ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการท างานของไตเส่ือมลง การศึกษาของ 
Boonla และคณะพบการอกัเสบและพงัผืดเกิดขึน้ในเนือ้เย่ือไตของผู้ ป่วยโรคนิ่วไตไทย(35) และ
พบวา่ระดบัการเกิดพงัผืดท่ีมากขึน้สมัพนัธ์กบัประสิทธิภาพการท างานของไตท่ีเส่ือมลง(36) ท าให้
ผู้ ป่วยเส่ียงตอ่การเกิดนิ่วซ า้และภาวะไตวายเรือ้รัง 

 

ภาพท่ี 1 สรุปกลไก และกระบวนการตา่งๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคนิ่วไต 

2.7 ความส าคญัของซิเทรต และการรักษาโรคนิ่วไต  

ซิเทรตหรือกรดซิทริก มีน า้หนักโมเลกุล 192 ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก 
(carboxylic acid group,-COOH) 3 หมู่ (tricarboxylic acid) ซึ่งแต่ละหมู่จะมีค่าการแตกตวั 
(pKa) ไม่เท่ากนั (ภาพท่ี 2) ดงันัน้ในของเหลว ของร่างกายหรือในพลาสมาซึ่งมี pH = 7.4 กรดซิ
ตริกจึงอยู่ในสภาพท่ีแตกตวัเต็มท่ีให้ 3 ประจลุบ เป็น Cit3- สามารถจบัรวมกบัสารประจบุวกตา่งๆ 
ในของเหลวของร่างกาย ได้แก่ แคลเซียม (Ca), โซเดียม (Na), แมกนีเซียม (Mg) ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ และละลายน า้ได้ดี ท าให้มีบทบาทเป็นสารยับยัง้การเกิดนิ่วท่ีส าคัญในระบบ
ทางเดินปัสสาวะ  นอกจากนีซ้ิเทรตยงัเป็นสารท่ีมีความส าคญัยิ่งตอ่การผลิตพลงังาน (ATP) จาก
อาหารตา่งๆ โดยเป็นสารตวัแรกท่ีสร้างขึน้ในวฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle) ซึ่งเกิดจากการรวมตวั
กนัระหว่างสารออกซาโลอะซิเทรต (oxaloacetate, OAA) กบัอะเซทิลโคเอ (acetyl-CoA) และเร่ง
ปฎิกิริยาโดยเอนไซม์ citrate synthase (CS) ในไมโตรคอนเดีย (mitochondria) 
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ภาพท่ี 2 แสดงสตูรโครงสร้างซิเทรต 

ดงัท่ีได้กล่าวมาข้างต้นถึงความส าคญัของซิเทรต ดงันัน้หากร่างกายเกิดภาวะ
ต่างๆ ผิดปกติท่ีเก่ียวข้องกับสมดุลของสารซิเทรต ก็ส่งผลให้เกิดภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า 
(hypocitaturia) ได้ เช่น ภาวะพร่องโพแทสเซียม ท าให้ไปยบัยัง้การท างานของ Na+-K+ pump ท่ี
ท าหน้าท่ีขนส่งโพแทสเซียมเข้าเซลล์แลกกับการขนโซเดียมออกจากเซลล์ ส่งผลท าให้ระดับ
โพแทสเซียมภายในเซลล์ต ่า ท าให้เกิดภาวะความเป็นกรดภายในเซลล์มากเกิน ซึ่งจะไปกระตุ้น
การท างานของ tricarboxylate exchanger, TE (ซึ่งจะท างานได้ดีในสภาวะท่ีภายในเซลล์มีความ
เป็นกรดมาก หรือมี H+ มาก) ซึ่งท าหน้าท่ีขนส่งซิเทรตท่ีอยู่ในไซโตพลาสซึมเข้าไมโตรคอนเดีย
เปล่ียนเป็นพลงังานตอ่ไป ดงันัน้จึงท าให้เกิดการดงึเอาซิเทรตจาก tubular lumen กลบัเข้าเซลล์
มากขึน้ (reabsorption) ส่งผลท าให้ซิเทรตในปัสสาวะลดลง เกิดภาวะ hypocitaturia ตามมา 
นอกจากภาวะขาดโพแทสเซียมแล้ว การเกิดภาวะท้องเสีย (diarrhea or malabsorption) ท่ี
สญูเสีย bicarbonate (ซึ่งจะคอยยบัยัง้การท างานของ TE เพ่ือเป็นการรักษาสมดลุของซิเทรต
ภายในไซโตพลาสซึมไม่ให้มีการขนส่งซิเทรตเข้ามามากเกินไป)  การออกก าลงักาย หรือภาวะ 
acidosis ท่ีท าให้เกิดภาวะความเป็นกรดภายในเซลล์มากก็ส่งผลตอ่การเกิดภาวะ hypocitrauria 
เช่นกัน (ภาพท่ี 3) ซึ่งมีรายงานการศึกษาความสัมพันธ์กันระหว่างซิเทรต และโพแทสเซียมใน
ปัสสาวะ พบวา่ผู้ ป่วยโรคนิ่วไตทางภาคตะวนัออกเฉียงของประเทศไทย มีภาวะซิเทรตในปัสสาวะ
ต ่าร่วมกับการมีภาวะโพแทสเซียมในปัสสาวะต ่าร่วมด้วย(37)  ซึ่งปัจจุบันได้มียาท่ีให้ยา
โพแทสเซียมซิเทรตรักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไต ดงัจะกลา่วตอ่ไป 



13 
 

 
ภาพท่ี 3 แสดงกลไกการดดูซึมของซิเทรตเข้าสูเ่ซลล์ในสภาวะปกติ 

 
การรักษาโรคนิ่ว แบ่งเป็นการรักษาทางศลัยกรรม (surgical therapy) และการ

รักษาทางยา (medical therapy) ร่วมกบัการให้ค าแนะน าในการปรับเปล่ียนพฤติกรรมการด าเนิน
ชีวิตและการบริโภคอาหาร (lifestyle modification)  การรักษาทางศลัยกรรมท่ีนิยมใช้ในปัจจบุนั 
เช่น การใช้คล่ืนเสียงกระแทกพลงังานสงู (extracorporeal shockwave lithotripsy; SWL) การ
ผ่าตดัผ่านกล้องส่องเข้าสู่ไตผ่านทางผิวหนงั (percutaneous nephrolithotripsy; PCNL) การใช้
กล้องสอ่งผา่นทางกระเพาะปัสสาวะเข้าสู่ท่อไต (ureterorenoscopic stone removal ; URS) และ
การเปิดผ่าตดั (open stone surgery; OSS)  เน่ืองจากการรักษาทางศลัยกรรมนัน้เป็นการรักษา
อาการของนิ่ว (symptomatic treatment) ไมไ่ด้ครอบคลมุไปถึงการรักษาสาเหตคุวามผิดปกติทาง
เมแทบอลิซึม (causative treatment) ท าให้ยังเกิดปัญหาการเป็นนิ่วซ า้สูง(21) ดงันัน้ เพ่ือลด
โอกาสการเกิดนิ่วซ า้ จงึต้องให้การรักษาทางยาร่วมด้วย เพ่ือแก้ไขภาวะผิดปกตทิางเมแทบอลิซมึ 

กลไกการดดูซึมของซิเทรตจากทางเดินอาหารยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่พบว่าระดบั
ของซิเทรตในปัสสาวะมีคา่สงูกว่าในเลือด ซิเทรตในพลาสมาท่ีได้จากการดดูซึมท่ีล าไส้จะถกูไตใช้
มากท่ีสุด รองมาเป็นตบั โดยพบว่าปริมาณของพลาสมาซิเทรตในสตัว์ท่ีถูกผ่าตดัเอาไตออกจะ
เพิ่มขึน้ทันที(38) รายงานการศึกษาวิจัยของ Sakhaee และคณะ(39) ได้ทดลองให้คนปกติ
รับประทานกรดซิทริก 40 มิลลิอิควิวาเลนท์ครัง้เดียว พบวา่ ภายใน 30 นาที ระดบัซิเทรตในซีรัมจะ
เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และมีระดบัเพิ่มสงูสดุท่ี 1 ชัว่โมง และลดลงสู่ระดบัปกติภายใน 
4 ชัว่โมง โดยไม่พบการเปล่ียนแปลงของ pH ตลอดการทดลอง นอกจากนีย้งัพบว่ามีเพียงร้อยละ 
10 ของซิเทรตท่ีให้รับประทาน ถกูขบัออกมาในปัสสาวะโดยตรงโดยไมถ่กูเมแทบอไลซ์  
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การศกึษาของ Soygur และคณะ(40) โดยให้ potassium citrate กบัผู้ ป่วยโรคนิ่ว
ไตท่ีได้รับการรักษาด้วยวิธี SWL ขนาดรับประทาน potassium citrate 60 มิลลิอิควิวาเลนท์ ตอ่วนั 
เป็นระยะเวลา 12 เดือน พบว่าผู้ ป่วยท่ีได้รับ potassium citrate มีคา่ซิเทรตในปัสสาวะโดยเฉล่ีย
เทา่กบั 115% เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลงของระดบัซิเทรตในปัสสาวะ 
นอกจากนีย้งัมีรายงานวิจยัว่า การบริโภคผลไม้กลุ่ม citrus fruits สามารถช่วยลดโอกาสการเกิด
นิ่วได้(1, 41) เน่ืองจากผลไม้กลุ่มนีมี้สารยบัยัง้นิ่ว โดยเฉพาะ ซิเทรต ปริมาณมาก สามารถลด
ความอ่ิมตวัของปัสสาวะและลดโอกาสการเกิดผลึกนิ่วในปัสสาวะได้ นอกจากนีใ้นผลไม้ยงัมีสาร
ต้านอนมุลูอิสระ เช่น vitamin C, vitamin E, beta–carotenes, polyphenols และ flavonoids 
เป็นต้น ซึ่งช่วยป้องกนัการท าลายของเซลล์บทุ่อไตจากภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่   Marc และ
คณะ(1) ได้ศกึษาผลของน า้มะนาว (lemonade) ตอ่การรักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไตชนิดแคลเซียมเป็น
องค์ประกอบ จ านวน 12 ราย ท่ีมีภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า (hypocitrauria) โดยให้รับประทาน
น า้มะนาว (5.9 กรัม หรือ 84 มิลลิอิควิวาเลนท์ ของ citric acid) ผสมกบัน า้ รวมปริมาตร 2 ลิตร
ทกุวนัตลอด 1 สปัดาห์  พบว่าผู้ ป่วยจ านวน 11 ราย  มีระดบัซิเทรตในปัสสาวะสงูขึน้ และระดบั
ของแคลเซียมในปัสสาวะลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ผลไม้ท่ีมีปริมาณซิเทรตมาก คือ มะนาว โดยมีระดบัของซิเทรต เท่ากบั 49.2 กรัม
ตอ่กิโลกรัม เม่ือเทียบกบัผลไม้ชนิดอ่ืน(1)(ตารางท่ี 1) การศกึษาของ Touhami และคณะ(42) ใน
หน ูrats ท่ีกระตุ้นให้เกิดนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะโดย ethylene glycol ร่วมกบัได้รับน า้มะนาว 
นาน 10 วนั พบว่า การติดค้างของผลึกนิ่วลดลง การเกิด peroxidative injury ลดลง และยงัช่วย
ปรับสมดลุของสารต้านอนมุลูอิสระ 

เม่ือเร็วๆ นีก้ารศกึษา Tosukhowong และคณะ(13) พบว่าการให้ผู้ ป่วยโรคนิ่วไต
หลงัผ่าตดั (n=13) ได้รับประทานสตูรมะนาวผง ท่ีมีโพแทสเซียม 21 มิลลิอิควิวาเลนท์ ต่อซิเทรต 
63 มิลลิอิควิวาเลนท์ต่อวนั (รับประทานโดยละลายสูตรมะนาวผง 1 ซองในน า้ 1 แก้ว หรือ 200 
มิลลิลิตร ด่ืมประจ าทุกวัน) เป็นระยะเวลา 3 เดือน มีประสิทธิภาพทางยาเทียบเท่ากับยา
โพแทสเซียมซิเทรต เน่ืองจากท าให้มีระดบัของซิเทรตในปัสสาวะเพิ่มขึน้ (citraturic effect) และ
ปัสสาวะเป็นดา่งมากขึน้หรือมีการเพิ่มขึน้ของคา่ pH (alkalinizing action) นอกจากนีย้งัมีระดบั
ของสารยบัยัง้การก่อนิ่วอ่ืนในปัสสาวะสงูขึน้ และยงัพบว่ายาสตูรมะนาวผง ช่วยลดการเกิดภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่น และการท าลายของเซลล์บุท่อไต (antioxidative action)  ส่งผลท าให้
แนวโน้มการท างานของไตดีขึน้ ข้อดีอีกอย่างหนึ่งท่ีเหนือกว่ายาโพแทสเซียมซิเทรต คือ ไม่พบ
ผลข้างเคียงจากการใช้ยาสตูรมะนาวผง  ดงันัน้คณะวิจยัตัง้สมมตุิฐานว่ายาสูตรมะนาวผงน่าจะ
น ามาใช้ในการรักษาโรคนิ่วไตของไทยได้ อย่างไรก็ตามก่อนท่ีจะน ามาประยกุต์ใช้ในผู้ ป่วยไทยทัว่
ประเทศ จ าเป็นต้องศึกษาถึงระดับความเป็นพิษของยาสูตรมะนาวผงทัง้ในระดับเซลล์และ
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สตัว์ทดลอง รวมทัง้ต้องศึกษารูปแบบ citraturic response และผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้ใน
อาสาสมคัรคนปกต ิ

ตารางท่ี 1 องค์ประกอบทางเคมีของผลไม้กลุม่ Citrus fruits(1) 

 

Content/Kg. 
Citric acid 

(gm.) 
Potassium 

(gm.) 
Calcium 

(mg.) 
Sodium 
(mg.) 

Magnesium 
(mg.) 

Orange 10.6 1.77 420 14 140 
Grapefruit 13.7 1.80 180 16 130 
Lemon 49.2 1.49 110 27 280 
Raspberry 17.2 1.70 400 0 300 
Pineapple 6.3 1.73 160 21 170 
Cranberry 11.0 0.72 140 20 55 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากร 
ประชากรเป้าหมาย (Target population) 

การศกึษาในอาสาสมคัรปกต ิเพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงระดบัของซิเทรตในเลือด 
และปัสสาวะ ความเป็นกรด-ดา่ง และระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะ รวมทัง้ระดบัภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชัน่ ภายหลงัการได้รับสตูรมะนาวผง มีเกณฑ์การคดัเลือกเข้าศกึษา (inclusion criteria) 
และ เกณฑ์การคดัออก (exclusion criteria) ดงันี ้
เกณฑ์การคดัเลือกเข้าศกึษา (inclusion criteria) 

 อาสาสมคัรเพศชายและหญิง อายรุะหวา่ง 18-45 ปี 

 ดชันีมวลกาย 18-25 kg/m2 

 สขุภาพดี ผา่นการตรวจสอบประวตักิารใช้ยา การตรวจร่างกาย และ vital sign 

 ผลการตรวจวินิจฉยัทางห้องปฏิบตักิารคลินิกเป็นปกติ 

 ไมมี่ประวตัแิพ้ยา 

 เข้าร่วมโครงการวิจยัด้วยความเตม็ใจ และลงนามในหนงัสือแสดงความยินยอม 
อาสาสมัครท่ีให้ความยินยอมจะได้รับการตรวจคดักรอง เพ่ือดวู่ามีคณุสมบตัิ

เหมาะสมตามเกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครเข้าร่วมการศึกษาวิจัย การตรวจคัดกรอง
ประกอบด้วย การตรวจร่างกาย การซักประวัติ ตรวจเลือดทางห้องปฏิบัติการคลินิก ได้แก่ 
complete blood count (with differentials), fasting blood sugar, blood urea nitrogen 
(BUN), serum creatinine, alkaline phosphatase, alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin, total protein, albumin, HBs-antigen, 
anti-HIV และ urinalysis อาสาสมคัรเพศหญิงจะได้รับการตรวจ Urine pregnancy test ก่อนเข้า
ร่วมโครงการวิจยั 

เกณฑ์การคดัออก (exclusion criteria)  

 มีประวตัแิพ้ยา 

 มีประวตัิป่วยเป็นโรคระบบทางเดินอาหาร โรคตบั โรคไต โรคภูมิแพ้ หรือโรคอ่ืนๆ 
ท่ีอาจมีผลตอ่ bioavailability ของสตูรมะนาวผง 

 มีประวตัด่ืิมสรุาเป็นประจ า และมีการใช้สารเสพตดิ 
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 มีประวตัิสบูบหุร่ีเป็นประจ า (มากกว่า 10 มวนตอ่วนั) หรือหากมีการสบูบหุร่ีปาน
กลาง (น้อยกว่า 10 มวนต่อวัน) แต่ไม่สามารถอดการสูบบุหร่ีได้ก่อนเร่ิม
การศกึษาและระหวา่งการศกึษา 

 ได้รับการรักษาโรคด้วยยาใดๆ ภายใน 14 วนัก่อนเร่ิมการศกึษา  

 เคยเข้าร่วมการทดลองการศึกษาทางคลินิกอ่ืนๆ ภายใน 1 เดือนก่อนเร่ิม
การศกึษา 

ขนาดประชากรตวัอยา่ง (sample size) 
การศกึษาในอาสาสมคัรปกตจิ านวน 13 คน จ านวนประชากรท่ีศกึษาอ้างอิงตามจ านวน

ประชากรท่ีใช้ในการศกึษา Phase I clinical trial(43) 
 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

ตารางท่ี 2  เคร่ืองมือ และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

เคร่ืองมือ (Equipments) ผลิตภัณฑ์ของ (Product of) 
1. Autoclave  
2. Autopipette 10, 100, 200, 1000 µl   และ 

tips  
3. Class II biohazard safety cabinet  
4. CO2 Incubator  
5. Cryotube 
6. Cuvettes (Plastic and Quartz)     
7. Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) 
8. Fluorescence plate reader   
9. Freezer (-80oC)   
10. High performance liquid 

chromatography   
11. HPLC Columns (Prevail  C18  5µ  150 

mm x 4.6 mm) 
12. Inductively coupled plasma optical 

HVE-25, Dublin, Ireland 
Biorad, California, USA 
 
Thermo Fisher Scientific, Ohio, USA 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
Corning, New York, USA 
Perkin Elmer, USA 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
 
Biotek, USA 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
Jasco, Japan 
 
GRACE, - 
 
Optima2100, Perkin Elmer, USA 
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emission spectroscopy (ICP-OES)   
13. Mebranes filter nylon 47 mm.  0.22µm. 
14. Microcentrifuge  
15. Microplate reader 
16. pH meter  
17. Sonicator    
18. Spectrophotometer  
19. Spectrophotometer  
20. Syringe filter nylon 13mm.  0.22µm. 
21. Tissue culture flasks 25 cm2   
22. Tissue   culture flasks 75 cm2  
23. Tissue culture plates: 6-,24-,96-well 
24. Water bath     

 
Ageia Technologies, USA 
Centrifuge, Japan 
BioTek, Vermont, USA     
METTLER TOLEDO, Ohio, USA 

- 
Thermo Scientific, Ohio, USA 
Thermo sciencitific, USA  
Ageia Technologies, USA 
Corning , New York, USA 
Corning, New York, USA 
Corning, New York, USA 
GFL, Burgwedel, Germany 

 
สารเคมี (Chemical substance) ผลิตภัณฑ์ของ (Product of) 

1. 2-amino-2methyl-proponal buffer  
2. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 

diphenyl tetrazolium bromide 
(MTT)  

3. 6-carboxy-2´,7´-dichlorodihydrofluo- 
rescein diacetate (DCFH-DA)  

4. Calcium oxalate monohydrate  
5. Citrate lyase  
6. Citric acid  
7. DMSO (Dimethyl sulfoxide)    
8. Ethanol  
9. Fetal bovine serum  
10.  Hydrochloric acid   
11. Lactate dehydrogenase  
12. Malate dehydrogenase  

SIGMA,Steinheim, Germany 
SIGMA,Steinheim,Germany 
 
 
Molecular probes 
 
MERK, Darmstadt, Germany 
SIGMA,Steinheim,Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
CARLO ERBA, Italy 
Hyclone Laboratories,Inc., Utah, USA 
MERK, Darmstadt, Germany 
SIGMA,Steinheim, Germany 
Mallinckrodt, Hazelwood, Unitate State 
SIGMA,Steinheim, Germany 



19 
 

13. N-acetyl glucosaminidase substrate 
14. NADH  
15. Orthophosphoric acid  
16. Oxalic acid 
17. PBS (phosphate buffer saline) 
18. Penicillin-Streptomycin solution 
19. Picric acid   
20. Potassium dihydrogen phosphate  
21. Sodium chloride  
22. Thymol    
23. Trypan blue   
24. Trypsin/ EDTA    

MERK, Darmstadt, Germany 
SIGMA,Steinheim, Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
SIGMA,Steinheim, Germany 

- 
SIGMA,Steinheim, Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
MERK, Darmstadt, Germany 
SIGMA,Steinheim, Germany 
Analytical reagent,Haryana, India 

 

การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัตกิาร 

1. วิธีวิเคราะห์สารตัวอย่างในเลือด และปัสสาวะในอาสาสมัครสุขภาพดี 
ก่อนเข้าร่วมการวิจยัอาสาสมคัรสขุภาพดีจะได้รับค าแนะน าการบริโภคอาหารท่ีมี

ซิเทรต และโพแทสเซียมต ่า พร้อมบนัทกึข้อมลูการบริโภคอาหารประจ าวนัตลอด 1 สปัดาห์จากนัน้
อาสาสมคัรทัง้หมดจะเข้ามาอยูท่ี่ศนูย์ Chula Clinical Research Center, CRC คณะ
แพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เป็นเวลา 3 วนั เพ่ือบริโภคอาหารแบบเดียวกนัและจ ากดั
อาหารท่ีมี citrate และ potassium พร้อมงดอาหารหลงั 21.00 น. โดยไมต้่องงดน า้ ซึ่งอาสาสมคัร
ทกุคนจะได้รับประทานอาหารท่ีจดัเตรียมไว้ให้ภายหลงัจาก dosing แล้วท่ี 4 ชัว่โมง และ 10 
ชัว่โมง โดยอาสาสมคัรทกุรายจะได้รับอาหารท่ีเหมือนกนั และในชว่งระยะเวลาท่ีเข้ามาพกัท่ี CRC 
อาสาสมคัรจะเก็บตวัอยา่งเลือด และปัสสาวะดงันี ้

1.1 วิธีการเก็บสารตัวอย่างเลือด 
1.1.1 การเก็บตวัอยา่งเลือดวนัท่ี 1 (control day) จะเก็บตวัอยา่งเลือดโดยการ

เจาะท่ีหลอดเลือดด าบริเวณแขนครัง้ละประมาณ 7 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 5, 
และ 10 ชัว่โมง โดยเก็บลงในหลอดสญูญากาศท่ีเคลือบด้วย heparin เพ่ือป้องกนัการแข็งตวัของ
เลือด ตวัอยา่งเลือดจะน ามาป่ันแยกเอาพลาสมาออกมา และเก็บแยกไว้ท่ีอณุหภมูิ -70oC
จนกระทัง่ถึงเวลาวิเคราะห์  
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1.1.2 การเก็บตวัอย่างเลือดวนัท่ี 2 (LPR day) อาสาสมคัรจะได้รับการเจาะเลือด
ท่ีเวลาตา่งๆ เหมือนในวนัท่ี 1 (control day) ภายหลงัจากได้รับสตูรมะนาวผง โดยเก็บลงในหลอด
สญูญากาศท่ีเคลือบด้วย EDTA เพ่ือป้องกนัการแข็งตวัของเลือด ตวัอยา่งเลือดจะน ามาป่ันแยก
เอาพลาสมาออกมา และเก็บแยกไว้ท่ีอณุหภมูิ -70oC จนกระทัง่ถึงเวลาวิเคราะห์  

1.2 วิธีการเก็บสารตัวอย่างปัสสาวะ 
1.2.1 การเก็บปัสสาวะของวนัท่ี 1 อาสาสมคัรทกุคนจะต้องปัสสาวะทิง้ทัง้หมด 

เพ่ือท าให้กระเพาะปัสสาวะว่าง (โดยปัสสาวะนีเ้ป็นจะเป็นท่ีเวลา 0 นาที) และด่ืมน า้ 500 
มิลลิลิตรทนัที จากนัน้จะท าการเก็บปัสสาวะท่ีเวลา 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, และ 24 ชัว่โมง โดย
ตวัอยา่งปัสสาวะทัง้หมดจะเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -70oC จนถึงเวลาวิเคราะห์ 

1.2.2 การเก็บปัสสาวะของวนัท่ี 2 จะเก็บท่ีเวลาตา่งๆ เหมือนกนั กบัวนัท่ี 1 
เปล่ียนจากการด่ืมน า้ เป็นด่ืมน า้ 200 มิลลิลิตรตอ่สตูรมะนาวผง 1 ซองโดยตวัอยา่งปัสสาวะ
ทัง้หมดจะเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -70oC จนถึงเวลาวิเคราะห์ 

2. วิธีการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัตกิาร 

  2.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการท่ีส าคัญในสูตรมะนาวผง 
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการในสตูรมะนาวผง ได้แก่ โปรตีน  (ตาม

หลกัการ Block digestion method),  ไขมนั (ใช้หลกัการ Acid  hydrolysis),  คาร์โบไฮเดรต (ตาม
หลกัการ Carpenter Method)  และพลงังาน (ตามหลกัการ Carpenter Method)  โดยสง่
วิเคราะห์ท่ีศนูย์ห้องปฏิบตัิการและวิจยัทางการแพทย์และการเกษตรแหง่เอเชีย (Asia Medical 
and Agricultural Laboratory and Research Center, AMARC) ซึง่ได้รับการรับรองมาตรฐาน
ห้องปฏิบตักิาร (Accredited Laboratory Complying with the ISO/IEC 17025 : 2005, 
Accreditation Number 1124/50) จากกระทรวงสาธารณสขุ 

2.2 การวิเคราะห์ปริมาณแร่ธาตุ และสารโลหะหนักในสูตรมะนาวผง และ
สารตัวอย่างปัสสาวะ 

การวิเคราะห์ปริมาณแร่ธาต ุและสารโลหะหนกัในสตูรมะนาวผง และสารตวัอยา่ง
ปัสสาวะด้วยเคร่ือง Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) 
โดยการน าสตูรมะนาวผงท่ีละลายในน า้กลัน่ 200 ml เจือจางในอตัราสว่น 1:5 ด้วยน า้กลัน่ 
ส าหรับสารตวัอย่างปัสสาวะเจือจางในอตัราสว่นเทา่กนั (1:5) จากนัน้ท าการวิเคราะห์ปริมาณแร่
ธาต ุและสารโลหะหนกัด้วยเคร่ือง ICP-OES (Optima 2100, Perkin Elmer, USA) โดยก าหนดให้
สภาวะเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์ เป็นดงันี ้



21 
 

RF Power                                    :  1400 W  
Plasma / Aux. / Neb. Flow          :  15 / 0.5 / 0.40 L/min  
Plasma Viewing                         :  Axial view  

  Sample flow rate                         :  1.5 ml/min.  
  Read Time                                  :  Min 5 sec, Max 5 sec  
  Read Delay                                 :  10 sec.  
  Flush Time                                  :  0   sec.  
  Analyze                                        :  - Antimony (44) at wavelength 193.696 nm 

                                         - Arsenic (As) at wavelength 206.836 nm 

                    - Calcium (Ca) at wavelength 317.933 nm 
                - Cadmium (Cd) at wavelength 228.802 nm 
       - Chromium (Cr) at wavelength 267.716 nm 

     - Cobalt (Co) at wavelength 228.616 nm 
     - Copper (Cu) at wavelength 327.393 nm 
     - Iron (Fe) at wavelength 238.204 nm 
     - Lead (Pb) at wavelength 220.353 nm 
     - Magnesium (Mg) at wavelength 285.213 nm 
     - Manganese (Mn) at wavelength 257.610 nm  
     - Nickel (Ni) at wavelength 231.604 nm 
     - Selenium (Se) at wavelength 196.026 nm  
     - Vanadium (V) at wavelength 292.464 nm 
     - Zinc (Zn) at wavelength 206.200 nm 

2.3 การวิเคราะห์ Oxalate depletion ในหลอดทดลอง 
หลกัการของ Oxalate depletion ซึง่อ้างอิงวิธีการทดลองจากงานวิจยัของ 

Chutipongtanate และคณะ (45) เพ่ือดปูระสิทธิภาพการลดอตัราการเกิดผลึก (crystal growth)
ของซิเทรต โดยดจูากปริมาณของออกซาเลตอิสระ (free oxalate) ท่ีเหลืออยูใ่นหลอดทดลอง จาก
คณุสมบตัขิองซิเทรตท่ีสามารถจบักบัแคลเซียมได้ ท าให้ออกซาเลตไมส่ามารถจบักบัแคลเซียมได้ 
ดงันัน้ถ้าหากปริมาณของ free oxalate มาก บง่ชีถ้ึงการจบักนัระหวา่งซิเทรตกบัแคลเซียมได้มาก 
โดยการวดั free oxalate จะวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ี 241 nm. ขัน้ตอนการวิเคราะห์โดยยอ่ คือ ใส่
สารละลาย 2 mM calcium chloride (CaCl2) + 2 mM sodium oxalate (NaOx) อย่างละ 0.5 ml 
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ผสมสารละลายให้เป็นเนือ้เดียวกนั จากนัน้ใสส่ารละลาย 15 µg/µl COM 10 µl ผสมสารละลาย
ให้เป็นเนือ้เดียวกนัแล้วจงึใสน่ า้กลัน่ (หลอดควบคมุ) หรือ ใส ่ LPR 0.02, 0.1, 0.2, 1 และ 2 
mg/ml (หลอดทดลอง) 100 µl ผสมสารละลายให้เป็นเนือ้เดียวกนัจากนัน้น าไปวดัคา่ดดูกลืนท่ี
ความยาวคล่ืน 214 nm. ทกุ 5 นาที ตลอดจนครบ 60 นาที โดยคา่ท่ีได้น ามาค านวณเป็น 
%oxalate reduction เปรียบเทียบกบัหลอดควบคมุ 

2.4 การวิเคราะห์การมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) โดยวิธี MTT assay 
หลกัการของการวิเคราะห์ cell viability โดยใช้วิธี MTT assay เป็นการวดัการ

ท างานของเอนไซม์ succinate dehydrogenase ในไมโตคอนเดรีย เซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่จะมีเอนไซม์นี ้
ซึ่งจะท าหน้าท่ีเปล่ียน MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ) 
ซึ่งเป็นสารท่ีมีสีเหลืองให้เป็น formazan salt ท่ีมีสีม่วง โดยมีขัน้ตอนการวิเคราะห์โดยย่อ คือ 
เพาะเลีย้ง HK-2 cells ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุ แตล่ะหลมุมีเซลล์เร่ิมต้นท่ี 10,000 
เซลล์ เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์จนเซลล์เจริญเต็มหลมุ (90% confluence) จากนัน้ใส่สารละลาย
สูตรมะนาวผงตามความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 mg% (dose 
dependent) และสารละลาย COM ท่ีความเข้มข้น 50, 100, 500 และ 1,000 µg/cm2 แล้วจึง
น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เติมสารละลาย  MTT แล้วน าไป
บม่ท่ีอุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนัน้เติมสารละลาย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ลงไป 100 µl. และเขย่า 5-10 นาทีแล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 nm ท าการ
ทดลองซ า้ 3 ครัง้ (triplicate) ส าหรับ time dependent เลีย้งเซลล์จนเซลล์เจริญเต็มหลมุ แล้วเติม
สารละลายสตูรมะนาวผงท่ีความเข้มข้นเหมือน dose dependent แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37oC, 
5% CO2 เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง จากนัน้จึงติมสารละลาย DMSO ลงไป 100 µl. จากนัน้
เขยา่ 5-10 นาทีแล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 nm ท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้ (triplicate)  
การค านวณหา % cell viability ค านวณดงันี ้

 
ODtest  = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีใสต่วัอยา่งสตูรมะนาวผง 
ODcontrol = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุควบคมุท่ีไมใ่สส่ตูรมะนาวผง 

2.5 การวิเคราะห์การสร้าง ROS ในเซลล์ โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน
ของ 2,7-dichloro-dihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA) 

% Cell viability  =  (ODtest×100) 
           ODcontrol 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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หลกัการวดัปริมาณการสร้าง ROS โดยอาศยัปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของ DCFH-DA 
คือ ROS ท่ีถกูสร้างขึน้ในเซลล์จะท าปฏิกิริยากับ DCFH-DA และเปล่ียนไปเป็น DCF (dichloro-
dihydrofluorescin) ซึ่งจะเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ โดยการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้นีจ้ะ
เป็นตวับง่บอกถึงปริมาณของ ROS ในเซลล์ ขัน้ตอนการวิเคราะห์โดยย่อ เป็นดงันี ้เพาะเลีย้ง HK-
2 cells ในจานเพาะเลีย้งเซลล์สีด าขนาด 96 หลุม (96-wells black plate) ให้เจริญเติบโตได้
ประมาณ 80% confluence แล้วเติมสารละลาย 0.1 mM DCFH-DA ท่ีละลายด้วย DMEM 
serum-free หลมุละ 100 µl.  แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37oC, 5% CO2 เป็นเวลา  30 นาที จากนัน้
ใสส่ารละลายสตูรมะนาวผงท่ีความเข้มข้น เข้มข้น 0, 10, 50, และ100 mg%  และสารละลายผลึก
COM ท่ีความเข้มข้น  50, 100, 500 และ 1,000 µg/cm2 จากนัน้น าไปวดั fluorescent intensity  
ท่ีเวลา 0 นาที และ 60 นาที  โดยก าหนด excitation ท่ี 485 nm และ emission ท่ี 535 nm 
การค านวณคา่ Arbitrary fluorescent unit (AFU) ค านวณได้ดงันี ้

 

2.6 การวิเคราะห์ความเป็นพษิเฉียบพลันของสูตรมะนาวผงในสัตว์ทดลอง 
การศกึษาวิเคราะห์ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสตูรมะนาวผงในสตัว์ทดลอง จะ

ใช้หน ูmice จ านวน 20 ตวั (ภาพท่ี 4) โดยแบง่ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคมุ และกลุ่มทดลอง 
ในแตล่ะกลุ่มจะมีเพศผู้  และเพศเมียอย่างละ 5 ตวั โดยหนกูลุ่มควบคมุจะได้รับน า้กลัน่ และกลุ่ม
ทดลองจะให้สูตรมะนาวผงความเข้มข้น 10 g/kg เป็นเวลา 14 วัน และค านวณค่า LD50 การ
วิเคราะห์นีท้ าโดยศนูย์วิจยัสมนุไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ  

 

ภาพท่ี 4  แผนผงัการทดสอบคา่ LD50 ของ LPR ในหน ู(mice) 

AFU =    fluorescent intensity ที่เวลาใดๆ (tx) 
 fluorescent intensity ที่เวลาเร่ิมต้น (t0) 
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2.7 การวิเคราะห์ปริมาณสารซิเทรตในเลือดโดยวิธี Enzymetric Method 
หลกัการของการวิเคราะห์ปริมาณสารซิเทรต คือ การวดัระดบัของ NAHD โดยมี

ขัน้ตอนการวิเคราะห์ คือ น าเลือด 200 µl ตกตะกอนโปรตีนด้วย 0.1 M Percholric acid ท่ีแช่เย็น
จากนัน้วางทิง้ไว้ 5 นาที จงึน าไปป่ันเหว่ียงตกตะกอนโปรตีนท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 
นาที (โดยสารละลายมาตรฐาน 2 mM citric acid ท าเช่นเดียวกัน) จากนัน้น าส่วนใสมา 50 
ไมโครลิตร แล้วใส่สาร 0.16 mol/L glycyglycine 1 ml, 0.19 mmol/L NAHD 50 µl และ 
MDH/LDH 10 µl แล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง 3 นาที จึงน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงครัง้ท่ี 1 ท่ีความ
ยาวคล่ืน 340 nm จากนัน้ใส่เอนไซม์ Citrate lyase 10 ไมโครลิตร แล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง 5 
นาที จึงน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงครัง้ท่ี 2 ท่ีความยาวคล่ืน 340 nm โดยค านวณค่าซิเทรตท่ีได้จาก
การเทียบกบัคา่สารละลายมาตรฐานท่ีวดัได้ 

2.8 การวิเคราะห์ปริมาณสารซิเทรตในปัสสาวะโดยเคร่ือง HPLC 
การวิเคราะห์ปริมาณของซิเทรตในปัสสาวะด้วยเคร่ือง HPLC ใช้หลกัการของ 

Khaskhali และคณะ(46) โดยการน าปัสสาวะมา 1 ml  น าไป sonicate ด้วยเคร่ือง sonicator เป็น
เวลา 10 นาที จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอน ท่ีความเร็ว 3,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วน าสารละลายส่วนใสฉีด เพ่ือวิเคราะห์ซิเทรตด้วยเคร่ือง HPLC (Jasco, Japan) ฉีดผ่านตวั
กรองหรือ filter ขนาด 0.22 µm ปริมาตร 0.5 ml. โดยใช้ Potassium dihydrogen phosphate 
(KH2PO4 ,pH = 2.00) เป็น mobile phase  และ flow rate = 1.00 ml/min ท่ีความยาวคล่ืน 210 
nm ซึ่งกราฟของซิเทรตจะออกมาในนาทีท่ี 4.20 โดยคา่ท่ีได้นีจ้ะน าพืน้ท่ีใต้กราฟเปรียบเทียบกบั
คา่ของสารละลายซิเทรตมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 2.5 mM (quality control ,%CV = 3) เพ่ือ
ค านวณหาปริมาณของซิเทรต 

2.9 การวิเคราะห์ปริมาณสารโพแทสเซียมในปัสสาวะ 
การวิเคราะห์ปริมาณของโพแทสเซียมในปัสสาวะ วิเคราะห์โดยหน่วยโรคไต 

ภาควิชาอายรุศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ด้วยวิธี Atomic Absorption 
Spectrophotometry 

2.10  การวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระรวมในปัสสาวะโดยวิธี 
DPPH 

น าสารตวัอย่างมา 20 µl จากนัน้ใส่ 10 mM, pH 7.4 Sodium phosphate buffer 
400 µl และใส่ 0.1 mM 2,2-dipheny-2-picryl hydrazyl (DPPH) 400 µl จากนัน้วางตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง  นาน 20 นาที แล้วจงึน าไปวดัท่ี OD 520 nm 
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การวิเคราะห์ข้อมูล (Statistical analysis) 
 สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) เป็นสถิติท่ีเก่ียวข้องกบัการเก็บรวบรวมข้อมลู 
และการน าเสนอข้อมลู ซึ่งจะแสดงข้อมลูคา่เฉล่ีย (Mean) และคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation, SD) หรือ median และ interquartile range (IQR) ส าหรับหรับตวัแปรต่อเน่ือง 
(continuous variables) ความถ่ีและร้อยละส าหรับตวัแปรท่ีเป็นกลุ่ม (categorical variables) 
โดยน าเสนอในภาพของกราฟหรือตาราง 
 สถิติเชิงอนมุาน (Inferential statistics) เป็นสถิติท่ีใช้ในสรุปผลของประชากร โดยศกึษา
จากตวัอย่างท่ีสุ่มมาเป็นตวัแทน การเปรียบเทียบความแตกต่างของคา่กลางของข้อมูลจะใช้สถิติ
ทดสอบดงันี ้

- One way ANOVA test หรือ Kruskal-Wallish test ใช้เปรียบเทียบ
คา่เฉล่ีย (mean) หรือ median ของสองกลุม่ขึน้ไปท่ีเป็นอิสระตอ่กนั 

- Two sample T-test หรือ Mann-Whitney test ใช้ส าหรับ
เปรียบเทียบคา่เฉล่ีย (mean) หรือ median ของสองกลุ่มท่ีเป็นอิสระ
ตอ่กนั  

- Pearson’s correlation test หรือ Spearman’s rank correlation 
test ใช้ตรวจสอบความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตอ่เน่ืองสองตวัแปร 

- Chi-square test ใช้ทดสอบความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรท่ีเป็นกลุม่ 
 หากการกระจายตวัของข้อมลูไมต่รงตามข้อตกลงเบือ้งต้น (Assumptions) ของ 
parametric tests ท่ี จะเลือกใช้ non-parametric tests ท่ีเหมาะสมแทน โปรแกรมทางสถิตท่ีิใช้ 
คือ Stata version 8 และ SPSS version 10 ก าหนดระดบันยัส าคญัทางสถิตท่ีิ P < 0.05 
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บทที่ 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

การศึกษาวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการท่ีส าคัญในสูตรมะนาวผง 
องค์ประกอบทางโภชนาการท่ีส าคญัในสตูรมะนาวผง 5 กรัม (1 ซอง) มีปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตรวม (total carbohydrate) ไขมนัรวม (total fat)  โปรตีนรวม (protein) และพลงังาน
รวม (total energy) เทา่กบั 3.28, 0.05, 0.17 มิลลิกรัม และ 14.2 กิโลแคลอร่ี (ตารางท่ี 3)  

เม่ือละลายสตูรมะนาวผง 1 ซอง ในน า้ 200 มิลลิลิตร (2.5 g%) มีคา่ความเป็น
กรด-ดา่งเฉล่ีย เท่ากบั 3.75 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และแร่ธาตุต่างๆในสูตรมะนาวผง 
ปริมาณซิเทรตในสตูรมะนาวผง เทา่กบั 4,792 มิลลิกรัมตอ่ซอง และมีปริมาณแร่

ธาต ุ(trace elements) แคลเซียม แมกนีเซียม ทองแดง เหล็ก แมงกานีส ซิลีเนียม และสงักะสี ใน
สารละลายสตูรมะนาวผง เท่ากบั 310.90, 19.70, 0.05, 0.20, 0.06, 0.11 และ 0.40 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 4 

การศึกษาองค์ประกอบของสารโลหะหนักในสูตรมะนาวผง 
การศกึษาองค์ประกอบของสารโลหะหนกัในสตูรมะนาวผง 5 กรัม (1 ซอง) พบว่า

มีปริมาณสารหน ู(arsenic, As) นิกเกิล (nickel, Ni) ตะกัว่ (lead, Pb) แอนตโิมนี (antimony, An) 
วานาเดียม (vanadium, V) เทา่กบั 0.07, 0.06, 0.02, 0.01 และ 0.01 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 
ขณะท่ีไมพ่บ แคดเมียม (cadmium, Cd) โคบอลต์ (cobalt, Co) และโครเมียม (chromium, Co) 
ในสารละลายสตูรมะนาวผง ดงัแสดงในตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 3 แสดงองค์ประกอบทางโภชนาการของสตูรมะนาวผง (LPR) 

Nutritional 
constituents 

Amount 
(mg/5 g LPR) 

Equivalent amount 
(g/100 g fresh lime juice) 

USDA 
reference(g/100 g 
fresh lime juice) * 

Total Carbohydrate 3.28 65.56 8.42 
Total Fat 0.05 0.94 0.07 
Protein 0.17 3.30 0.42 
Total Energy (kcal) 14.20 283.9 25.0 
* USDA = United States Department of Agriculture 
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ตารางท่ี 4 แสดงองค์ประกอบทางเคมี และแร่ธาตตุา่งๆ ในสตูรมะนาวผง (LPR) 
Chemical 

constituents 
Amount 
(ppm) 

OPDE-DF USP 

(mg/day) 
RDA 

(mg/day) 
Citrate (mg/sachet) 4,792.00  nd nd 

Calcium (Ca) 310.90 nd 800-1200 
Magnesium (Mg) 19.70 nd 30-420 

Copper (Cu) 0.05 0.05 0.20-1.30 
Iron (Fe) 0.20 15.0 0.27-27.00 

Manganese (Mn) 0.06 7.0 0.00-2.60 
Selenium (Se) 0.11 nd 0.01-0.07 

Zinc (Zn) 0.40 15.0 2-13 
USP: United States Pharmacopoeia 
OPDE-DF: Oral Permitted Daily Exposure for Dosage Forms 
RDA: Recommended Dietary Allowances 
nd: no data 

 
ตารางท่ี 5 แสดงองค์ประกอบของสารโลหะหนกัในสตูรมะนาวผง (LPR) 

Chemical 
constituents 

Amount 
(ppm) 

ALDC-HM USP 
reference (ppm) 

OPDE-DF USP 
reference (mg/day) 

RDA 
(mg/day) 

Arsenic (As) 0.07 1.5 0.015 - 
Cadmium (Cd) UD 0.5 0.025 - 

Cobalt (Co) UD nd 0.10 - 
Chromium (Cr) UD 25 0.15 0.0002-0.05 

Nickel (Ni) 0.06 25 nd - 
Lead (Pb) 0.02 1 0.01 - 

Antimony (44) 0.01 nd 0.02 - 
Vanadium (V) 0.01 25 nd - 

USP : United States Pharmacopoeia 
ALDC-HM : Acceptable Limits for Daily Consumption of Heavy Metals 
OPDE-DF : Oral Permitted Daily Exposure for Dosage Forms 
RDA : Recommended Dietary Allowances 
UD : undetectable 
nd : no data 
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การศึกษาประสิทธิภาพการยับยัง้ของสูตรมะนาวผงต่อการเกิด crystal growth 
ผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเกิด crystal growth พบวา่ ทกุ 5 นาที ปริมาณการ

ลดลงของ free oxalate ช้าลงตามล าดบัความเข้มข้นของ LPR (0.02, 0.1, 0.2, 1, และ 2 mg/ml) 
ท่ีเพิ่มขึน้  เม่ือเปรียบเทียบกบัหลอดควบคมุ แตไ่มพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (P 
>0.05) ดงัภาพท่ี 5 แสดงวา่ LPR มีสมบตัยิบัยัง้การเจริญของผลกึ COM (crystal growth 
inhibitor) 

 
ภาพท่ี 5 แสดงผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเกิด crystal growth พบว่า ปริมาณการลดลงของ free 
oxalate จะช้าลงตามความเข้มข้นของ LPR เพิ่มมากขึน้ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกับหลอด
ควบคมุ แตไ่มพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P >0.05) 

การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิต (cell viability)ของเซลล์บุผิวท่อไต (HK-2 
cell) 

 ผลของสตูรมะนาวผงตอ่ cell viability ของ HK-2 cell พบว่า เม่ือเซลล์ได้รับสตูร
มะนาวผง ท่ีความเข้มข้น 2.5, 5, 10, 50 และ 100 mg% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผลให้ cell 
viability เพิ่มสูงขึน้แต่ไม่พบนยัส าคญั (P > 0.05) ขณะท่ีเม่ือเซลล์ได้รับสูตรมะนาวผงความ
เข้มข้น 1,000 mg% ส่งผลให้ cell viability ลดลงอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่ม
ควบคมุท่ีไม่ได้รับสูตรมะนาวผง (P <0.001) (ภาพท่ี 6A) และท่ีเวลา 48 ชัว่โมง พบว่า cell 
viability เร่ิมลดลงท่ีความเข้มข้นของสูตรมะนาวผง 10, 50 และ 100 mg% และลดลงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิตท่ีิความเข้มข้น 1,000 mg% เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (P <0.001)  เช่นเดียวกนั
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เม่ือเซลล์ได้รับสตูรมะนาวผงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่า cell viability เร่ิมลดลงท่ีความเข้มข้นของ
สตูรมะนาวผง 5 และ 10 mg% และลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีความเข้มข้น 50, 100 และ 
1,000 mg% ตามล าดบั (P = 0.001, <0.001, <0.001 ตามล าดบั) ดงัภาพท่ี 6A  

เป็นท่ีทราบกันดีว่าผลึกนิ่วแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต (COM) เป็นพิษต่อ
เซลล์บผุิวทอ่ไต ผลการศกึษานีแ้สดงให้เห็นว่า ผลึก COM มีผลท าให้ cell viability ของ HK-2 cell 
ลดลง โดยลดลงอย่างมีนยัส าคญัท่ีความเข้มข้นของผลึก COM เท่ากบั 500 และ 1,000 µg/cm2 
(ภาพท่ี 6B) และเม่ือศกึษาผลของสตูรมะนาวผงตอ่ cell viability ของ HK-2 cell ท่ีถกูกระตุ้นด้วย
ผลึก COM เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  พบว่า cell viability ของ COM-treated HK-2 cell  เพิ่มขึน้ โดย
เฉพาะท่ีความเข้มข้น 500 µg/cm2 COM สตูรมะนาวผง LPR สามารถเพิ่ม cell viability ของ HK-
2 cell ได้อย่างมีนยัส าคญั (P = 0.025) (ภาพท่ี 6B) ผลการศกึษานีแ้สดงให้เห็นว่า สตูรมะนาวผง 
LPR สามารถลดความเป็นพิษของผลึก COM ตอ่ HK-2 cell ได้ อย่างไรก็ตามเม่ือเซลล์ได้รับผลึก 
COM ท่ีความเข้มข้น 1,000 µg/cm2  สตูรมะนาวผง (50 mg%)  ไม่สามารถเพิ่ม cell viability ได้
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(P = 1.000) (ภาพท่ี 6B) อาจเป็นเพราะมีปริมาณ COM มากเกินกว่าท่ี
สตูรมะนาวผง 50 mg% หากเพิ่มปริมาณสูตรมะนาวผงขึน้อาจช่วยลดพิษของ COM ท่ีความ
เข้มข้นสงูๆ ได้  

จากภาพท่ี 6A ความเข้มข้นของสูตรมะนาวผง 1,000 mg% ท าให้ HK-2 cell 
viability ลดลงอย่างมีนยัส าคญั แสดงว่าท่ีความเข้มข้นสงู สตูรมะนาวผงเป็นพิษตอ่เซลล์ ผู้ วิจยั
คาดว่าการลดลงของ cell viability น่าจะเป็นผลมาจากความเป็นกรดของสูตรมะนาวผง ซึ่ง
โดยทัว่ไป HK-2 cell จะเจริญได้ดีท่ี pH ประมาณ 7.25 หากภาวะเป็นกรดมากเซลล์จะตาย จึงท า
การทดสอบผลของ pH ของสตูรมะนาวผงตอ่ cell viability ของ HK-2 cell  ผลการทดสอบพบว่า 
เม่ือเซลล์ได้รับสตูรมะนาวผงท่ีไม่ได้ปรับ pH (native pH LPR) ท่ีความเข้มข้น 1,000 mg% เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ส่งผลให้ cell viability ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุ (P <0.001) (ภาพท่ี 6C) ขณะท่ีเม่ือเซลล์ได้รับสตูรมะนาวผงท่ีปรับคา่ pH ให้เป็น 7.25 
(adjusted pH LPR) ท่ีความเข้มข้น 1,000 mg% ส่งผลให้ cell viability เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั 
(P = 0.002) ผลการทดลองนีชี้ใ้ห้เห็นว่าท่ีทกุความเข้มข้นของสูตรมะนาวผงท่ีปรับคา่ pH ให้เป็น
กลาง (2.5, 5, 10, 50, 100 และ1,000 mg%) ไม่พบการเปล่ียนแปลงของ cell viability อย่างมี
นยัส าคญั (ภาพท่ี 6C) ดงันัน้การลดลงของ cell viability ท่ีความเข้มข้นสงูของสตูรมะนาวผงเป็น
ผลมาจากความเป็นกรดมากเกินไป (acid-induced cell death) (47) 
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ภาพท่ี 6 แสดงผลของสตูรมะนาวผง (LPR) ตอ่ cell viability ของ HK-2 cell และ COM-treated 
HK-2 cell A: เม่ือ HK-2 cell ได้รับ LPR เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีความเข้มข้น 2.5, 5, 10, 50, 100 
และ 500 mg% พบวา่ cell viability (%) เพิ่มมากขึน้ตามล าดบัแตไ่มมี่นยัส าคญัทางสถิต ิ และ
เม่ือได้รับ LPR ท่ีความเข้มข้นสงู 1,000 mg% เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ส่งผลให้ cell 
viability ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ LPR (P 
<0.001)  B: ผลของ LPR ตอ่ HK-2 cell ท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลกึ COM (COM-treated HK-2 cell) 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ กลุม่ HK-2 cell ท่ีได้รับผลกึ COM ท่ีความเข้มข้น 500 µg/cm2 ร่วมกบั 
LPR ท่ีความเข้มข้น 50 mg% ท าให้ cell viability เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ COM 500 µg/cm2 อย่างเดียว (P = 0.025) C: เม่ือเซลล์ได้รับ LPR ท่ี
ปรับ pH เป็น 7.25 (adjusted pH LPR) พบวา่ cell viability ไมเ่ปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัตาม
ความเข้มข้นของ adjusted pH LPR ท่ีได้รับ และท่ีความเข้มข้น 1,000 mg% พบวา่ adjusted pH 
LPR สามารถเพิ่ม cell viability ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ เม่ือเทียบกบั native pH LPR ท่ี
ความเข้มข้นเดียวกนั (P = 0.002) 
 
การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการยับยัง้การสร้างสารอนุมูลอิสระ (ROS production) 
ในเซลล์บุผิวท่อไต (HK-2 cell)  

การศกึษาผลของสตูรมะนาวผง (LPR) ตอ่การสร้าง reactive oxygen species 
(ROS) พบวา่ เม่ือเซลล์ได้รับ LPR ระดบัของการสร้าง ROS ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติตาม
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ความเข้มข้นของ LPR ท่ีสงูขึน้ (10, 50 และ100 mg%) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ 
LPR (P <0.001) (ภาพท่ี 7) ในทางตรงกนัข้ามเม่ือเซลล์ท่ีได้รับผลกึ COM ท่ีความเข้มข้น 500 
และ 1,000 µg/cm2 พบวา่ระดบั ROS เพิ่มสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบักลุม่
ควบคมุ (P <0.001) และเม่ือเซลล์ได้รับผลึก COM ท่ีความเข้มข้น 50, 100, 500 และ1,000 
µg/cm2 ร่วมกบัได้รับ LPR ท่ีความเข้มข้น 50 mg% พบว่า ระดบั ROS ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิตเิม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P <0.001) ยกเว้นท่ีความเข้มข้นของ COM  1,000 µg/cm2 ไมพ่บ
การลดลงของ ROS อยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ท่ีได้รับผลึก COM อยา่ง
เดียว (ความเข้มข้น 500 และ1,000 µg/cm2) กบัเซลล์ท่ีได้รับทัง้ผลกึ COM และ LPR (COM 
ความเข้มข้น 500, 1,000 µg/cm2 ร่วมกบั LPR 50 mg%) พบวา่เซลล์ท่ีได้รับทัง้ผลึก COM และ 
LPR มีระดบัการสร้าง ROS ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (P <0.001) ดงัภาพท่ี 7 

 

 

ภาพท่ี 7 ผลของ LPR และการยบัยัง้การสร้าง ROS ใน HK-2 cell พบว่า LPR ท่ีความเข้มข้น 10, 
50 และ 100 mg% ท าให้ระดบั ROS ลดลงตามล าดบัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่ม
ควบคมุ (P <0.001) ในเซลล์ท่ีได้รับ COM ท่ี 500 และ 1,000 µg/cm2 มีระดบัการสร้าง ROS 
สงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P <0.001) ขณะท่ีในเซลล์ท่ีได้รับ COM 
ท่ี 50, 100 และ 500 µg/cm2 ร่วมกบั LPR 50 mg% พบว่า ระดบั ROS ลดลงอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิตเิม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุและกบัเซลล์ท่ีได้รับ COM อยา่งเดียว (P <0.001)  
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การศึกษาความเป็นพษิเฉียบพลัน (acute toxicity) ของสูตรมะนาวผงในสัตว์ทดลอง 
การศกึษาความเป็นพิษเฉียบพลนัของสตูรมะนาวผงตอ่สตัว์ทดลอง โดยทดลอง

ในหนถีูบจกัร (mice) จ านวน 20 ตวั แบง่ออกเป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ทดลองท่ีได้รับ LPR ทางปาก
ครัง้เดียว ขนาด 10.0 กรัม/กิโลกรัม และกลุม่ควบคมุท่ีได้รับน า้กลัน่ จากนัน้สงัเกตอุาการเป็นเวลา 
14 วนั ผลการทดลองพบวา่หนกูลุม่ทดลองทกุตวัหลงัได้รับ LPR ประมาณ 3 นาที มีอาการคล้าย
คล่ืนไส้ แตอ่าการเหลา่นีห้ายไปและกลบัสูภ่าวะปกตหิลงัได้รับ LPR แล้ว 24 ชัว่โมง เม่ือครบ 14 
วนั หนทูกุตวัมีชีวิตรอด ดงันัน้ ขนาดของ LPR ท่ีท าให้หนถีูบจกัรตายร้อยละ 50 (LD50) มีคา่ 
>10.0 กรัม/กิโลกรัม ซึง่จดัอยูใ่นกลุม่ Toxicity Rating 5-6 (practically non-toxic or relatively 
harmless)  ตามเกณฑ์ของ Hodge and Sterner Toxicity Scale (48) และจากผลการผา่ชนัสตูร
ศพ ไมพ่บความผิดปกตขิองอวยัวะภายในทางมหพยาธิวิทยาของหนกูลุม่ทดลองเม่ือเปรียบเทียบ
กบัหนกูลุม่ควบคมุ 

การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงในอาสาสมัครสุขภาพดี ต่อการเปล่ียนแปลงระดับของซิ
เทรตในเลือดและปัสสาวะ และความเป็นกรด-ด่าง ระดับโพแทสเซียม และสารต้าน
อนุมูลอิสระรวมในปัสสาวะ  

กลุ่มประชากรที่ใช้ศึกษา 
การศกึษาครัง้นีมี้ประชากรเร่ิมต้นเข้าร่วมโครงการวิจยัด้วยความสมคัรใจ จ านวน 

15 ราย เปล่ียนใจขอถอนตวัก่อนการเร่ิมโครงการ 1 ราย และขอถอนตวัเน่ืองจากไม่สบายเป็น
ไข้หวดัใหญ่ในวนัเร่ิมโครงการ 1 ราย จึงเหลืออาสาสมคัรเข้าร่วมโครงการทัง้สิน้ จ านวน 13 ราย 
แบง่เป็นเพศชาย 8 ราย (61.5%) และเพศหญิง 5 ราย (38.5%) อายเุฉล่ียของประชากรทัง้หมด
เท่ากับ 34±4 ปี และ คา่ BMI เท่ากบั 23±2 kg/m2 (ตารางท่ี 6) อาสาสมคัรทัง้ 13 รายผ่านการ
ตรวจผลทางห้องปฏิบตักิารวา่มีสขุภาพดี ผลการตรวจกรองสขุภาพแสดงในตารางท่ี 7  

ตารางท่ี 6 แสดงข้อมลูพืน้ฐานของกลุม่อาสาสมคัรสขุภาพดี  
ข้อมูลพืน้ฐาน เพศชาย เพศหญิง รวม 
จ านวน (%) 8 (61.5) 5 (38.5) 13 (100) 
อาย ุ(ปี) 34±5 33±3 34±4 

BMI (kg/m2) 24±1 21±3 23±2 
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การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณซิเทรตในเลือดและปัสสาวะ
ของอาสาสมัครสุขภาพดี 

ผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณซิเทรตในเลือดและปัสสาวะใน
อาสาสมคัรสขุภาพดี พบว่า โปรไฟล์ของระดบัซิเทรตในเลือดของอาสาสมคัร ในวนัท่ี 1 (control 
day) และวนัท่ี 2 (LPR loading day) แตกตา่งกนัมีคา่เฉล่ียเท่ากบั 0.12±0.05 และ 0.27±0.20 
mM ตามล าดบั (ภาพท่ี 8A) โดยในวนัท่ี 2 ปริมาณของซิเทรตในเลือดของอาสาสมคัรสูงสุด
ภายหลงัจากได้รับ LPR  30 นาที และสงูกวา่ในวนัท่ี 1 ณ เวลาเดียวกนั แตย่งัไม่พบความแตกตา่ง
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบโดยปรับคา่ท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0, ก่อนได้รับ 
LPR) ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้นเท่ากนั (ti/t0) พบว่า วนัท่ี 2 ระดบัของซิเทรตในเลือดของอาสาสมคัร
เพิ่มขึน้สูงสุดอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติในนาทีท่ี 30 เม่ือเปรียบเทียบกับก่อนได้รับ LPR (P = 
0.049) และนาทีท่ี 30 ของวนัท่ี 1 (P = 0.007) ภายหลงัคร่ึงชัว่โมงหลงัได้รับ LPR ระดบัของซิเทรต
ในเลือดของอาสาสมคัรลดลงตามล าดบัท่ี 45 นาที และชัว่โมงท่ี 1, 2, 5 และ10 โดยยงัคงมีระดบั
ของซิเทรตในเลือดสูงกว่าวนัท่ี 1 โดยเฉพาะในชัว่โมงท่ี 1, 5 และ10 ระดบัของซิเทรตในเลือดใน
วนัท่ี 2 สงูกว่าวนัท่ี 1 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.040, 0.020 และ 0.044 ตามล าดบั) ดงั
ภาพท่ี 8A 

ผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงซิเทรตในปัสสาวะ พบว่า โปรไฟล์ของ
ระดบัซิเทรตในปัสสาวะของอาสาสมคัร ในวนัท่ี 1 และวนัท่ี 2 แตกตา่งกนัเช่นเดียวกันกับระดบัซิ
เทรตในเลือด (ภาพท่ี 8B)  มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 868.4±206.2 และ 1,032.9±306.4 mg/g Cr 
ตามล าดบั ในวนัท่ี 2 ภายหลงัจากได้รับ LPR ซิเทรตถกูขบัออกมาในปัสสาวะสงูสดุในชัว่โมงท่ี 1 
และเร่ิมลดลงในชัว่โมงถดัไปตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบันาทีเร่ิมต้น (t0) และในวนัท่ี 2 ระดบัซิ
เทรตในปัสสาวะในชัว่โมงท่ี 1, 2, 3 และ 8 สูงกว่านาทีเร่ิมต้นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 
0.001, 0.001, 0.039, และ 0.028 ตามล าดบั) และเม่ือปรับคา่ท่ีเวลา t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้น
เท่ากนั พบว่า ในชัว่โมงท่ี 1 ของวนัท่ี 2 มีระดบัซิเทรตในปัสสาวะสงูกว่าในวนัท่ี 1 ท่ีเวลาเดียวกนั
อย่างมีนยัส าคญั (P = 0.004) (ภาพท่ี 8B) สรุปผลการวิจยันีแ้สดงให้เห็นว่าการรับประทาน LPR 
สามารถเพิ่มระดบัซิเทรตในเลือดสงูสดุท่ีนาทีท่ี 30 และขบัออกในปัสสาวะสงูสดุในนาทีท่ี 60  
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ภาพท่ี 8 แสดงผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงระดบัซิเทรตในเลือดและปัสสาวะของ
อาสาสมคัรสุขภาพดี A: ปริมาณของซิเทรตในเลือดของอาสาสมคัรสูงสุดในนาทีท่ี 30 ภายหลัง
ได้รับ LPR อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.007) เม่ือเปรียบเทียบกบัในวนัท่ี 1 ณ เวลาเดียวกนั 
B: ระดบัซิเทรตในปัสสาวะสงูสดุในชัว่โมงท่ี 1 หลงัจากได้รับ LPR และเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิต ิ(P = 0.001) เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0)  
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การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณโพแทสเซียมในปัสสาวะของ
อาสาสมัครสุขภาพดี 

ผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณโพแทสเซียมในปัสสาวะใน
อาสาสมคัรสขุภาพดี พบว่า ระดบัของโพแทสเซียมในปัสสาวะของอาสาสมคัรในวนัท่ี 2 แตกตา่ง
อย่างเด่นชัดจากวันท่ี 1 มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 1,431.8±377.3 และ 1,995.8±955.4 mg/g Cr 
ตามล าดบั หลงัได้รับ LPR ในวนัท่ี 2 ระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะเร่ิมเพิ่มขึน้ในชัว่โมงท่ี 1 และ
เพิ่มขึน้สงูสดุในชัว่โมงท่ี 2  ซึ่งสงูขึน้อย่างมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ี t0 (P <0.001) (ภาพท่ี 
9)  จากนัน้ระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะเร่ิมลดลงตามล าดบั และเม่ือเปรียบเทียบโดยปรับคา่ท่ี
เวลา t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้นเท่ากนั พบว่า หลงัได้รับ LPR ระดบัของโพแทสเซียมในปัสสาวะเร่ิม
สงูขึน้ในชัว่โมงท่ี 1 และสงูสดุในชัว่โมงท่ี 2 ตามล าดบั ซึ่งสงูกว่าอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบ
กบัเวลาเดียวกนัในวนัท่ี 1 ( P = 0.021 และ 0.043 ตามล าดบั) (ภาพท่ี 9) 

 

 

ภาพท่ี 9 แสดงผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงระดับโพแทสเซียมในปัสสาวะใน
อาสาสมคัรสขุภาพดี พบวา่ ระดบัโพแทสเซียมในปัสสาวะเร่ิมสงูขึน้ในชัว่โมงท่ี 1 และเพิ่มสงูสดุใน
ชัว่โมงท่ี 2 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(P <0.001) เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0) ของวนัท่ี 2 
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การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงของความเป็นกรด-ด่างในปัสสาวะใน
อาสาสมัครสุขภาพดี 

ผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงของคา่ความเป็นกรด-ด่างในปัสสาวะ
ในอาสาสมัครสุขภาพดี พบว่า โปรไฟล์ของค่า pH ของปัสสาวะระหว่างวนัท่ี 1 และวนัท่ี 2 
คอ่นข้างใกล้เคียงกนั วนัท่ี 1 มีคา่เฉล่ียของ pH ในปัสสาวะเท่ากบั 6.50±0.36 และวนัท่ี 2 เท่ากบั 
6.52±0.47 ในวันท่ี 1 ระดับ pH เพิ่มสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญในชั่วโมงท่ี 1, 2, 3, 8 และ10 
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0) (P= 0.003, 0.001, 0.031, <0.001 และ 0.026 
ตามล าดบั) และในวนัท่ี 2 ระดบัของ pH เพิ่มสงูขึน้ตามล าดบัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเช่นกนัใน
ชัว่โมงท่ี 1, 2, 3, 5 และ 8 เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลา t0 (P <0.001, <0.001, 0.011, <0.001 และ 
<0.001 ตามล าดบั) อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบโดยปรับคา่ท่ีเวลา t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้น
เท่ากนั พบว่าในวนัท่ี 2 ท่ีอาสาสมคัรได้รับ LPR คา่ pH ของปัสสาวะมีแนวโน้มสงูกว่าวนัท่ี 1 ใน
ทุกช่วงเวลา (ภาพท่ี 10) แสดงให้เห็นว่าการรับประทาน LPR มีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มค่า pH ของ
ปัสสาวะ (urinary alkalinizing effect) ได้  

 

ภาพท่ี 10 แสดงผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงของคา่ความเป็นกรด-ดา่งในปัสสาวะใน
อาสาสมคัรสขุภาพดี พบว่า ทัง้วนัท่ี 1 และวนัท่ี 2 คา่ pH ของปัสสาวะเพิ่มขึน้ในชัว่โมงท่ี 1, 2, 3, 
4, 6, 8 และ10 ตามล าดบั และเร่ิมลดลงภายหลงัจาก 10 ชัว่โมง เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลาเร่ิมต้น 
(t0) ของวนัเดียวกนั เม่ือปรับคา่ท่ีเวลา t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้นเท่ากนั (normalization) วนัท่ี 2 ท่ี
ได้รับ LPR มีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มคา่ pH ของปัสสาวะได้สงูกวา่วนัท่ี 1 (control day) 
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การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงของสารต้านอนุมูลอิสระรวม (Total 
antioxidant status, TAS) ในปัสสาวะในอาสาสมัครสุขภาพดี 

ผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงของสารต้านอนมุลูอิสระรวมในปัสสาวะ
ในอาสาสมคัรสุขภาพดี พบว่า โปรไฟล์ของระดบั TAS ในปัสสาวะในของวนัท่ี 1 และวนัท่ี 2 
แตกต่างกัน มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 2.05±0.52 และ 2.47±0.79 %/g Cr ตามล าดบั ในวนัท่ี 1 ระดบั 
TAS ในปัสสาวะเพิ่มสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัในชัว่โมงท่ี 1 และสงูสดุในชัว่โมงท่ี 2 เม่ือเปรียบเทียบ
กบัท่ีเวลาเร่ิมต้น (t0) (P  <0.001) และเช่นเดียวกนัในวนัท่ี 2 ระดบั TAS ในปัสสาวะเพิ่มสงูขึน้ใน
ชัว่โมงท่ี 1 และสงูสดุในชัว่โมงท่ี 2 เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีเวลา t0 (P <0.001) เม่ือเปรียบเทียบโดย
ปรับคา่ท่ีเวลา t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้นเทา่กนั พบวา่ ระดบัของ TAS ในวนัท่ี 2 ชัว่โมงท่ี 1, 2, 3, 4, 
6 และ 8 มีแนวโน้มท่ีสงูกวา่ในวนัท่ี 1 ชว่งเวลาเดียวกนั (ภาพท่ี 11) 

 

ภาพท่ี 11 แสดงผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงของ TAS ในปัสสาวะในอาสาสมคัร
สขุภาพดีพบวา่ ทัง้วนัท่ี 1 และ 2 ระดบั TAS เพิ่มสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในชัว่โมงท่ี 1 
และเพิ่มขึน้สงูสดุในชัว่โมงท่ี 2 เม่ือเปรียบเทียบกบัเวลาเร่ิมต้น (t0) (P <0.001) เม่ือปรับคา่ท่ีเวลา 
t0 ของทัง้ 2 วนัให้เร่ิมต้นเท่ากนั (normalization) พบวา่ ระดบั TAS ในปัสสาวะของอาสาสมคัรใน
วนัท่ี 2 ในชว่งเวลา 8 ชัว่โมงหลงัได้รับ LPR สงูกวา่ในชว่งเวลาเดียวกนัของวนัท่ี 1 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการของสูตรมะนาวผง มีปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตรวม  ไขมนัรวม โปรตีนรวม และพลงังานรวมสงูกว่าในน า้มะนาวสด (กรัม/100 กรัม 
ของน า้ผลมะนาวสด) ท่ีรายงานโดย USDA  และจากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี พบว่า
ในสตูรมะนาวผงหนึง่ซองมีปริมาณซิเทรตสงู (4,792 มิลลิกรัมตอ่ซอง) และออกซาเลตต ่า ปริมาณ
แร่ธาตแุมงกานีส ซีลีเนียม แคลเซียม แมกนีเซียม ทองแดง เหล็ก และสงักะสี อยู่ในเกณฑ์ท่ีไม่เกิน
ค่ามาตรฐานท่ีอนุญาตให้มีได้ในอาหารและยา (ALDC-HM, OPDE-DF) แต่ต ่ากว่าค่า RDA 
เชน่เดียวกนักบัปริมาณสารโลหะหนกัในสตูรมะนาวผง ท่ีพบว่ามีคา่ไม่เกินคา่มาตรฐานท่ีอนญุาต
ให้มีได้ในอาหารและยา (ALDC-HM, OPDE-DF) สรุปได้ว่า สตูรมะนาวผงมีปริมาณซิเทรตสงู ซึ่ง
นา่จะใช้เป็นยาท่ียบัยัง้การเกิดนิ่วซ า้ในผู้ ป่วยโรคนิ่วไตได้ อีกทัง้มีสารโลหะหนกัอยู่ในปริมาณท่ีต ่า
มากหรือแทบไมมี่เลย จงึนา่จะปลอดภยัส าหรับผู้ ป่วยในการรับประทานตอ่เน่ืองเป็นเวลานาน 

จากข้างต้น จะเห็นว่าสูตรมะนาวผงนีมี้ความปลอดภัยทางโภชนาการในระดบั
สากล และจากผลการวิจยัก่อนหน้าพบว่าสูตรมะนาวผงมีแนวโน้มท่ีจะป้องกันการเกิดนิ่วไต และ
รักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไตได้ ผู้วิจยัจึงท าการศกึษาประสิทธิภาพของสตูรมะนาวผงตอ่การลดอตัราการ
เกิดผลึกนิ่ว (crystal growth) จากการทดสอบด้วยวิธี Oxalate depletion assay พบว่า   LPR มี
ประสิทธิภาพลดการเกิด crystal growth ได้ และจากการวิเคราะห์ผลข้างเคียงของ LPR ตอ่เซลล์
บทุ่อไต (HK-2 cells) เพ่ือดอูตัราการรอดชีวิต (cell viability) ของ HK-2 cells พบว่า ท่ี 24 ชัว่โมง
หลงัได้รับ LPR ท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 mg% ส่งท าให้ cell viability (%) ของ HK-2 cells 
เปล่ียนแปลงเล็กน้อยและไมพ่บนยัส าคญัทางสถิต ิ(ภาพท่ี 6A และ 6B) แตท่ี่ความเข้มข้นท่ี 1,000 
mg% ท าให้ cell viability ของ HK-2 cells ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพท่ี 6A) ซึ่งน่าจะ
เป็นผลมาจากความเป็นกรดของ LPR เน่ืองจากปรับ pH ของ LPR ให้เท่ากับอาหารเลีย้งเซลล์ 
(pH = 7.25) พบว่ามี cell viability สงูกว่า LPR ท่ีไม่ได้ปรับ pH (ภาพท่ี 6C) ดงันัน้จึงสรุปได้ว่าท่ี
ความเข้มข้น 1,000 mg% ของ LPR ท าให้ cell viability ลดลง เป็นผลมาจากความเป็นกรดของ 
LPR และเวลาท่ีได้รับ LPR นานขึน้ ดงันัน้คา่ optimal ของ LPR ท่ีไม่เป็นพิษตอ่เซลล์ ควรมีความ
เข้มข้นไม่เกิน 50 mg% และจากการศกึษาผล LPR ตอ่ cell viability ของ COM-treated cells ท่ี
เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า HK-2 cells ท่ีถูกกระตุ้นด้วยผลึก COM ท่ีความเข้มข้น 500 µg/cm2 
ร่วมกบัการได้รับ LPR ท่ีความเข้มข้น 50 mg% พบว่า cell viability เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทาง
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สถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับ กลุ่มท่ีได้รับ COM 500 µg/cm2 อย่างเดียว ดงันัน้จึงสรุปได้ว่า LPR 
สามารถชว่ยยบัยัง้อตัราการตายของ HK-2 cells ท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลกึ COM ได้ 

จากการศกึษาผลของ LPR ตอ่การสร้าง ROS พบว่าระดบัของ ROS ลดลงอย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิติตามความเข้มข้นท่ีได้รับ LPR ในปริมาณท่ีมากขึน้ (10, 50 และ100 mg%
ตามล าดบั) สรุปได้ว่า LPR ไม่เป็นพิษตอ่ HK-2 cells และมีคณุสมบตัิสามารถช่วยลดการสร้าง 
ROS production ได้ และจากผลของ LPR ตอ่ HK-2 cell ท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลึก COM ท่ีพบว่า 
LPR ท่ีความเข้มข้น 50 mg% สามารถชว่ยลดการสร้าง ROS ท่ีเกิดจากการกระตุ้นด้วยผลึก COM 
ท่ีความเข้มข้น 50, 100 และ 500 µg/cm2 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนีผ้ลการ
เปรียบเทียบกลุ่มท่ีได้รับผลึก COM ท่ี 500 และ 1,000 µg/cm2 กบักลุ่มท่ีได้รับผลึก COM ท่ี 500 
และ 1,000 µg/cm2 ร่วมกบัได้รับ LPR ท่ี 50 mg% พบว่ากลุ่มท่ีได้รับทัง้ COM กบั LPR สามารถ
ช่วยยบัยัง้การสร้าง ROS ได้ จากผลการศกึษานีส้ามารถสรุปได้ว่า LPR มีคณุสมบตัิในการยบัยัง้
การเกิด ROS ใน HK-2 cells ท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลกึ COM ได้  

จากการวิเคราะห์คณุสมบตัิของมะนาวผงท่ีมีปริมาณของสารยบัยัง้การเกิดนิ่วสงู 
และทดสอบผลข้างเคียงไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์บุท่อไต ดงันัน้ผู้ วิจยัจึงได้ทดสอบความเป็น
พิษเฉียบพลนั  ในหนถีูบจกัร โดยให้ LPR ทางปากครัง้เดียวขนาดความเข้มข้นสงู และพบว่า 
ขนาดของสตูรมะนาวผงท่ีท าให้หนถีูบจกัรตายร้อยละ 50 (LD50) > 10 กรัมตอ่กิโลกรัม ซึ่งบง่ชีไ้ด้
วา่ LPR ไมมี่ผลข้างเคียงตอ่หน ูอีกทัง้หนทูกุตวัท่ีได้รับ LPR มีชีวิตอยู่รอดครบก าหนด 14 วนั และ
เม่ือผา่ชนัสตูรศพไมพ่บความผิดปกตท่ีิอวยัวะภายใน  ดงันัน้จากการศึกษาผลของ LPR ทัง้
ใน HK-2 cells และในสตัว์ทดลอง สามารถสรุปได้ว่า LPR ท่ีความเข้มข้นไม่เกิน 100 mg% ไม่มี
ความเป็นพิษทัง้ในเซลล์บทุอ่ไตท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง และไม่มีความเป็นพิษตอ่สตัว์ทดลองใน
ระยะเฉียบพลนั เพ่ือยืนยนัผลความปลอดภยัของ LPR ในสตัว์ทดลอง จึงควรท าการทดสอบความ
เป็นพิษของ LPR ในระยะเรือ้รัง (chronic toxicity test) ตอ่ไป 

จากการวิเคราะห์ผลของ LPR ตอ่การเปล่ียนแปลงของระดบัซิเทรตในเลือดและ
ปัสสาวะระดบัโพแทสเซียม คา่ pH และ คา่ TAS ในปัสสาวะในอาสาสมคัรสขุภาพดี สามารถสรุป
ได้ว่า ภายหลงัจากได้รับ LPR ไปแล้ว ซิเทรตจะถูกดดูซึมเข้าไปท่ีกระแสเลือดสงูสดุในนาทีท่ี 30 
และจะถกูขบัออกทางปัสสาวะสงูสดุในชัว่โมงท่ี 1 ตามด้วยโพแทสเซียม และ TAS ในชัว่โมงท่ี 2 
นอกจากนี ้LPR ยงัส่งผลให้คา่ pH ในปัสสาวะสงูขึน้ด้วย  ดงันัน้จากการศกึษาวิจยัในครัง้นีผู้้วิจยั
สรุปได้วา่ สตูรมะนาวผงมีคณุสมบตัเิป็นสารยบัยัง้การเกิดนิ่วได้ โดยเพิ่มระดบัซิเทรต โพแทสเซียม 
และค่าความเป็นกรด-ด่างในปัสสาวะ และสามารถช่วยลดการเกิดอนุมูลอิสระในเซลล์บุท่อไต 
และท่ีส าคญัไมพ่บผลข้างเคียงตอ่เซลล์บทุอ่ไตและในอาสาสมคัรสขุภาพดี 
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อภปิรายผลการวิจัย 

การศึกษาองค์ประกอบทางโภชนาการท่ีส าคัญ ทางเคมี แร่ธาตุ และสารโลหะหนักในสูตร
มะนาวผง 

จากการศึกษาวิ เคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการ พบว่าปริมาณของ 
คาร์โบไฮเดรตรวม พลงังานรวม ไขมนัรวม และโปรตีนรวม ในสตูรมะนาวผงมีคา่สงูกว่าคา่อ้างอิง
มาตรฐานของ USDA ซึ่งเป็นข้อมูลจากต่างประเทศ แม้ว่าจะใช้มะนาวพันธุ์ เดียวกัน (Lime, 
Citrus aurantifolia) ดงันัน้ผู้วิจยัคาดว่าน่าจะมีปัจจยัหลายตา่งๆ ท่ีท าให้มีปริมาณท่ีแตกตา่งกนั 
เช่น ขัน้ตอนการแปรรูปของสูตรมะนาวผงในงานวิจัยนี ้สภาพภูมิอากาศท่ีแตกต่างกัน การ
เพาะปลูก เป็นต้น และจากการวิเคราะห์องค์ประกอบของโลหะหนกัท่ีเป็นพิษต่อร่างกายในสูตร
มะนาวผงพบว่ามีปริมาณน้อยมากหรือไม่มีเลย ซึ่งไม่เกินเกณฑ์มาตรฐานอ้างอิงของยาของ
ประเทศอเมริกา (United States Pharmacopoeia, USP) (49) เป็นข้อมลูยืนยนัว่าการรับประทาน
สตูรมะนาวผงปลอดภยัตอ่การเป็นพิษจากโลหะหนกั 

การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิต (cell viability)ของเซลล์บุผิวท่อไต (HK-2 
cells) 

สารซิเทรตซึ่งมีบทบาทเป็นตวัยับยัง้ท่ีส าคญัก่อการเกิดผลึกนิ่ว จากการจับกัน
ของตวักระตุ้นการเกิดนิ่ว เช่น ออกซาเลต มีรายงานการศกึษาปริมาณของซิเทรตในน า้ผลไม้ชนิด
ตา่งๆ พบว่าผลไม้ท่ีมีปริมาณของซิเทรตมากท่ีสุดคือ มะนาว ซึ่งจดัอยู่ในกลุ่มผลไม้กลุ่ม  citrus 
fruit (50)  จากหลายงานวิจยั ได้ศกึษาคณุสมบตัิของซิเทรตจากมะนาวตอ่การเป็นสารยบัยัง้การ
เกิดผลึกนิ่ว พบว่า สารซิเทรตจากธรรมชาตินี ้มีคณุสมบตัิช่วยลดอตัราการเกิดผลึกนิ่วได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (6, 9, 44, 51-53) ซึ่งจากการศกึษาในสตูรมะนาวผงครัง้นี ้พบปริมาณสารซิเทรตซึ่ง
เป็นตวัยบัยัง้การเกิดผลึกนิ่วสูง และพบปริมาณออกซาเลตซึ่งเป็นตวักระตุ้นการเกิดผลึกนิ่วใน
ปริมาณท่ีต ่ามาก ดังนัน้จากคุณสมบัติของสูตรมะนาวผงท่ีกล่าวมาข้างต้นนีแ้สดงให้เห็นถึ ง
คณุสมบตัท่ีิเหมาะสมตอ่การน าไปศกึษาประสิทธิภาพในการป้องกนัการเกิดนิ่วตอ่ไป 

การเกิดภาวะ oxidative stress สง่ผลท าให้เกิด ROS production เพิ่มสงูขึน้ และ
ท าให้สารต้านอนมุลูอิสระลดลง ส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลล์ตามมา มีรายงาน
การศึกษาวิจยัของ Habibzadegah-Tari (26) ใน HK-2 cells พบว่าผลึก COM ท่ีความเข้มข้น 
133 µg/cm2 กระตุ้นให้เกิด ROS มากขึน้ และส่งผลต่อการกระตุ้นการแสดงออกของ monocyte 
chemotactic protein-1 (MCP-1) เพิ่มขึน้ น าไปสูก่ารกระตุ้นกระบวนการอกัเสบ เม่ือเซลล์บทุ่อไต 
(renal epithelial cell) ได้รับผลึก COM ส่งผลให้เกิด oxidative stress และ renal epithelial cell 
ถูกท าลาย กระตุ้นกระบวนการอักเสบ ดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด macrophage เข้ามามาก
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และท าลายโครงสร้างของ tubulointerstitium ส่งเสริมให้เกิด ROS สูงขึน้อีก ในท่ีสุดกระตุ้น
กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) และท าให้อตัราการอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) ลดลง 
ดงันัน้หากสามารถยบัยัง้กระบวนการตา่งๆ ท่ีท าให้เกิด ROS ได้ก็จะส่งผลให้ cell viability เพิ่ม
มากขึน้ มีรายงานวิจยัศึกษาผลของน า้มะนาว และน า้ส้มต่อการยบัยัง้การตกผลึกของ calcium 
oxalate (CaOx) (52) ในหลอดทดลอง โดยดจูากอตัราการเกิดผลึก CaOx (crystallization) เม่ือ
เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม 1) 4 mmol/L calcium + 0.5 mmol/L oxalate (control group) กบักลุ่ม 
2) 4 mmol/L calcium + 0.5 mmol/L oxalate + lemon juice (lemon juice group) และกลุ่ม  3) 
4 mmol/L calcium + 0.5 mmol/L oxalate + orange juice (orange juice group) พบว่า ทัง้น า้
มะนาว และน า้ส้มมีคณุสมบตัสิามารถยบัยัง้การเกิด crystallization โดยน า้มะนาวจะมีคณุสมบตัิ
ในการยบัยัง้ได้ดีกว่าอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (P <0.001) และไม่แตกตา่งอย่าง
มีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัน า้ส้ม (P>0.05) 

จากการวิเคราะห์ผลของสตูรมะนาวผง ตอ่ cell viability และ ROS production 
ใน COM-treated HK-2 cells ให้ผลท่ีสอดคล้องกบังานวิจยัข้างต้นท่ีพบว่า เม่ือ HK-2 cells ได้รับ
ผลกึ COM ท่ีความเข้มข้นเพิ่มมากขึน้ส่งผลให้ cell viability ลดลง และ ROS เพิ่มขึน้ และจากผล
ของ LPR ท่ีสามารถเพิ่ม cell viability และลดการเกิด ROS เม่ือทดลองกบั COM-treated HK-2 
cells แล้ว พบว่าสามารถลดระดบั ROS และเพิ่ม cell viability ได้อย่างมีนยัส าคญั และจาก
การศกึษาผลของ LPR ตอ่การลดการเกิด crystal growth ของผลึก COM ในหลอดทดลอง โดยวิธี 
oxalate depletion assay พบวา่ LPR ท่ีความเข้มข้นสงุขึน้สามารถลดการเกิด crystal growth ได้
มากขึน้ สอดคล้องกบัการศึกษาของ Oussama และคณะ (7) ท่ีทดลองผลของน า้มะนาวตอ่การ
เกิด crystallization ของผลึก CaOx พบว่า ท่ีความเข้มข้นของน า้มะนาวท่ี 25% ลดการเกิด 
crystallization ได้ และท่ี 50, 75 และ 100% ของน า้มะนาวช่วยลดการเกิด crystallization อย่าง
มีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ ดงันัน้จากผลการวิเคราะห์คณุสมบตัิของ LPR ตอ่การ
ยบัยัง้ crystal growth ตอ่ cell viability และตอ่ ROS production ผู้วิจยัจึงสรุปได้ว่า LPR มี
คณุสมบตัท่ีิเหมาะสมในการตอ่ต้านการเกิดนิ่ว จงึน ามาศกึษาตอ่ในระดบั in vivo ตอ่ไป 

การศึกษาความเป็นพษิเฉียบพลันของสูตรมะนาวผงในสัตว์ทดลอง 
จากรายงานการศกึษาของ Touhami และคณะ (5) ได้ศกึษาผลของน า้มะนาวตอ่

การป้องกนัการเกิดโรคนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะในหนทูดลอง (Wistar rats, n=6/group) โดย
กระตุ้นให้หนทูดลองเกิดนิ่วด้วย ethylene glycol และให้น า้มะนาวท่ีความเข้มข้น 50, 75 และ 
100% เป็นระยะเวลา 10 วนั พบว่า ผลทางพยาธิสภาพของชิน้เนือ้ไต หนกูลุ่มท่ีถกูกระต้นให้เกิด
นิ่ว ร่วมกบัการได้รับน า้มะนาวท่ีความเข้มข้นท่ีมากขึน้ตามล าดบั สามารถช่วยลดการเกิดผลึกนิ่ว
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ได้มากขึน้ตามล าดบั สรุปว่าน า้มะนาวมีผลช่วยลดการเกิดนิ่ วได้ ในการศึกษานีเ้ป็นการศึกษา
ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสตูรมะนาวผงในหน ูmice (n=10/group) โดยให้ LPR นาน 14 วนั 
พบว่า  คา่ LD50 ของ LPR มีคา่มากกว่า 10 กรัม/กิโลกรัม ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความเป็นพิษของ 
LPR ต ่ามาก หรือสามารถเปรียบเทียบได้จาก คนท่ีมีน า้หนกัตวั 50 กิโลกรัม รับประทาน LPR 100 
ซองแล้วยงัไมพ่บผลข้างเคียงใดๆ ดงันัน้จากการศกึษาทัง้ในเซลล์เพาะเลีย้ง และในหนทูดลองนีจ้ึง
สรุปได้วา่ LPR มีความปลอดภยัสงู 

การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณสารซิเทรตในเลือดและ
ปัสสาวะในอาสาสมัครสุขภาพดี 

สภาวะปกติของร่างกายจะรักษาสมดลุระดบัความเข้มข้นของซิเทรตในพลาสมา 
โดยซิเทรตในกระแสเลือดจะถกูน าไปใช้ หรือถกูเมตาบอไลท์ได้อย่างรวดเร็วโดยเฉพาะท่ีไต จาก
รายงานการศึกษาของ Sakhee และคณะ (54) ได้ศึกษาการเปล่ียนแปลงของสารซิเทรตใน
พลาสมา และปัสสาวะในคนปกตโิดยให้รับประทานกรดซิตริก 40 mEq ครัง้เดียว พบว่า ระดบัของ
ซิเทรตในเลือด เพิ่มสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัก่อนได้รับกรดซิตริกในนาที
ท่ี 30 และเพิ่มขึน้สงูสดุในชัว่โมงท่ี 1 และระดบัของซิเทรตในปัสสาวะจะเร่ิมสูงขึน้ในชัว่โมงท่ี 1 
และเพิ่มขึน้สูงสุดในชั่วโมงท่ี 2 ภายหลังได้รับกรดซิตริก อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจาก
การศกึษาการเปล่ียนแปลงของซิเทรตในเลือดและปัสสาวะของ LPR ในครัง้นี ้ได้พบว่าระดบัของซิ
เทรตในเลือดเพิ่มสงูสดุภายใน 30 นาที และลดลงอย่างรวดเร็วใน 15 นาทีตอ่มา  และในปัสสาวะ
ระดบัของซิเทรตเพิ่มสงูสดุในชัว่โมงท่ี 1 และคอ่ยๆ ลดลงตามล าดบัในชัว่โมงตอ่มา ซึ่งการศกึษา
ของผู้วิจยัในครัง้นีแ้ตกตา่งจากการศกึษาของ Sakhee คือ ซิเทรตทัง้ในเลือดและปัสสาวะออกมา
เร็วกวา่ ซึง่ปัจจยัท่ีอาจสง่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงของระดบัซิเทรตเพิ่มขึน้ เช่น  การได้รับกรดซิตริก
ท าให้ร่างกายเกิดภาวะเป็นดา่งเพิ่มขึน้ (alkalosis), ได้รับอาหารท่ี เม่ือถกูเมตาบอไลท์แล้วท าให้
เป็นดา่งเพิ่มขึน้ (ผกั และผลไม้), ฮอร์โมน (calcitonin, estrogen, progesterone )เป็นต้น และ
ปัจจัยท่ีท าให้การขับซิเทรตลดลง เช่น ได้รับกรดท่ีท าให้ร่างกายเกิดภาวะท่ีมีกรดเพิ่มขึน้ 
(acidosis), ได้รับอาหารท่ีเม่ือถกูเมตาบอไลท์แล้วท าให้เป็นกรดมากขึน้ เช่น เนือ้สตัว์ , ฮอร์โมน
เพศชาย, ภาวะอดอาหาร, การออกก าลังกายมากเกินไป และการอยู่ในภูมิอากาศร้อนเป็น
เวลานาน เป็นต้น 

การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณสารโพแทสเซียม, ความเป็น
กรด-ด่าง และสารต้านอนุมูลอิสระรวมในปัสสาวะในอาสาสมัครสุขภาพดี 

จากผลการศกึษาการเปล่ียนแปลงของโพแทสเซียมในปัสสาวะ พบปริมาณสงูสดุ
ในชัว่โมงท่ี 2 ภายหลงัจากได้รับ LPR ไปแล้วซึง่ยงัไม่มีรายงานการศกึษามาก่อน อย่างไรก็ตามถ้า
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โพแทสเซียมภายในเซลล์ต ่า จะสง่ผลให้ภายในเซลล์มีความเป็นกรดสงูขึน้ (มี H+ มากขึน้) ท าให้ซิ
เทรตภายในเซลล์ลดลง ท าให้ซิเทรตทางด้าน tubular lumen ถูกดึงเข้าเซลล์มากขึน้ ส่งผลให้
ปริมาณของซิเทรตลดลงจึงท าให้เกิดภาวะซิเทรตในปัสสาวะต ่า ท าให้เส่ียงต่อการเกิดโรคนิ่ว
ตามมาได้ จากการศึกษาผลของ LPR ต่อการเปล่ียนแปลงความเป็นกรดด่างในปัสสาวะของ
อาสาสมคัรไมพ่บความแตกตา่งระหวา่งก่อน และหลงัได้รับ LPR โดยคา่เฉล่ียของ pH ในปัสสาวะ
ของวนัท่ี 1 เท่ากบั 6.50 ซึ่งมีคา่ใกล้เคียงกบังานวิจยัของ Murayama และคณะ (55) ท่ีมีคา่เฉล่ีย
ของ pH ในปัสสาวะประมาณ 5.8 และรายงานวิจยัของ Kamal และคณะ (56) ท่ีมีคา่เฉล่ียของ 
pH ในปัสสาวะประมาณ 6.07 ในคนปกต ิ สว่นในวนัท่ี 2 ท่ีได้รับ LPR คา่pH ในปัสสาวะโดยเฉล่ีย
เพิ่มเป็น 6.52 แสดงวา่ LPR มีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มคา่ pH ในปัสสาวะได้ 

จากรายงานการศึกษาของ Tosukhowong และคณะ (44) ได้ให้ผู้ ป่วยโรคนิ่วไต
(n=13)  รับประทานมะนาวผง (มีซิเทรต 63 mEq, โพแทสเซียส 21 mEq) ติดตอ่กนัเป็นระยะเวลา 
3 เดือน พบว่าระดับของโพแทสเซียม ความเป็นด่าง และซิเทรตในปัสสาวะเพิ่มสูงขึน้ เม่ือ
เปรียบเทียบกับก่อนได้รับมะนาวผงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนีย้ังพบปริมาณของ
โพแทสเซียม และสารต้านอนุมูลอิสระ (glutathione, GSH) ในเลือดเพิ่มขึน้ และระดบัของ 
malondialdehyde (MDA) ในปัสสาวะลดลง ซึ่ง MDA นีเ้ป็นผลิตผลจากกระบวนการ 
peroxidation ของไขมนั และโปรตีนจากกระบวนการ oxidation ดงันัน้จึงส่งผลให้การท างานของ
เซลล์บุท่อไตกลับมาท างานได้ดีขึน้ ซึ่งในการวิจัยในครัง้นีไ้ด้ศึกษาผลของ LPR ต่อการ
เปล่ียนแปลงของ TAS ในปัสสาวะท่ีพบว่าระดบัของ TAS ในปัสสาวะจะสูงท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 2 
ภายหลงัได้รับ LPR ไปแล้ว ซึ่งยงัไม่มีรายงานการศกึษามาก่อน จากการเพิ่มขึน้ของ TAS นีแ้สดง
ให้เห็นถึงคณุสมบตัิของ LPR ท่ีนอกจากช่วยเพิ่มซิเทรต โพแทสเซียม และภาวะความเป็นดา่งใน
ปัสสาวะแล้ว ยังมีสารต้านอนุมูลอิสระท่ีได้จากธรรมชาติ ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกับการ ใช้ยา
โพแทสเซียมซิเทรต แล้วไมพ่บการเพิ่มขึน้ของ GSH ในเลือด เม่ือเปรียบเทียบกนัระหว่างหลงัให้ยา
โพแทสเซียม-ซิเทรต กับมะนาวผง 3 เดือน (44) ดงันัน้ LPR จึงมีคณุสมบตัิท่ีดีกว่าในด้านการ
เพิ่มขึน้ของ GSH ในเลือดเม่ือเทียบกับการใช้ยาโพแทสเซียม-ซิเทรตท่ีใช้เป็นยารักษาโรคนิ่วใน
ปัจจุบัน นอกจากรายงานการศึกษาของ ปิยะรัตน์และคณะแล้ว ยังมีหลายงานวิจัยท่ีศึกษา
คณุสมบตัขิองน า้ผลไม้ตอ่การป้องกนัและลดการเกิดโรคนิ่วได้ (5-9, 52)  

จากผลการศึกษาวิจัยในครัง้นีแ้สดงให้เห็นถึงคุณสมบัติท่ีเหมาะสมของสูตร
มะนาวผง ตอ่การน าไปพฒันาศกึษาตอ่เป็นยารักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไต เพ่ือลดอบุตัิการณ์การเกิดโรค
นิ่วไตในประเทศไทย และเป็นการวิจยัและพัฒนายารักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วโดยใช้สมนุไพรพืน้บ้านท่ีมี
คณุภาพมาจากผลิตภณัฑ์ธรรมชาต ิ(nutraceutical) มีความปลอดภยัสงู และราคาท่ียอ่มเยาได้ 
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ข้อเสนอแนะ 
การศึกษาผลของสูตรมะนาวผงในอาสาสมัครสุขภาพดี ต่อการเปล่ียนแปลง

ระดบัของสารตา่งๆในเลือดและปัสสาวะ ควรควบคมุรายการอาหารท่ีรับประทานในแตล่ะมือ้ของ
วนัท่ี1 และ 2 ให้เหมือนกนั เพ่ือการวิเคราะห์ผลท่ีแมน่ย ามากขึน้  

จากการศึกษาคุณสมบตัิของสูตรมะนาวผงในงานวิจัยนี ้เป็นท่ีน่าสนใจต่อการ
น ามาใช้เป็นยารักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไต และพฒันาเป็นยารักษาโรคนิ่วไตในอนาคตตอ่ไปได้ 
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ภาคผนวก ก 
วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียมสารเคมีส าหรับวิเคราะห์แร่ธาตุ และสารโลหะหนักในสูตรมะนาวผง 
1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 1, 2, 5 และ10 mg/L 
- ปิเปตสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้นตัง้ต้น 100 mg/L มา 10 ml. จากนัน้ปรับ

ปริมาตรเป็น 100 ml. จะได้ความเข้มข้น 10 mg/L 
- ปิเปตสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 10 mg/L มา 10, 20, 50 และ100 ml. 

ตามล าดบั จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น 100 ml. จะได้สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 
1, 2, 5, และ10 mg/L ตามล าดบั 

1.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
- เจือจางสารตวัอยา่งปัสสาวะอตัราสว่น 1:5 โดยปิเปตปัสสาวะมา  2 ml. 
- เตมิน า้กลัน่ 7 ml. จากนัน้ผสมสารตวัอยา่งให้เป็นเนือ้เดียวกนั 

2. การเตรียมสารเคมีส าหรับเลีย้งเซลล์บุท่อไต (HK-2 cells) 
2.1 เตรียม Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) 
- ใส ่fetal bovine serum (FBS) ลงไป 100 ml  (10% FBS) ใน DMEM 900 ml. 
- ใส ่100U/ml penicillin/streptomycin ลงไป 10 ml. (1% penicillin/streptomycin) 
2.2 Phosphate buffer saline (1X PBS) (10 mM Disodium hydrogen phosphate, 

(Na2HPO4), pH 7.4 และ 0.14 M sodium chloride (NaCl)) 
- ชัง่ Na2HPO4 (MW=141.982) มา 1.42 g. 
- ชัง่ NaCl (MW=58.44) มา 8.18 g. 

- ละลายในน า้กลัน่ปริมาตร 800 ml. 
- ปรับ pH = 7.4 จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น 1000 ml. ด้วยน า้กลัน่ 

3. การเตรียมสารเคมีในการทดสอบการท าลายเซลล์ (cytotoxicity) ของซีร่ัม โดยวิธี 
MTT colorimetric assay 
3.1 เตรียม 5 mg/ml MTT stock solution 
- ชัง่ MTT มา 50 mg ละลายใน 10 ml.ของ 1X PBS  

- แบง่เก็บใสห่ลอดละ 1 ml. แล้วเก็บ 4C นาน 1 เดือน 
3.2 เตรียม 0.5 mg/ml MTT working solution 
- น า 5 mg/ml MTT stock solution มา 1 ml.  
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- ใส ่serum free medium 9 ml. จากนัน้ผสมสารให้เป็นเนือ้เดียวกนั 

4. การเตรียมสารเคมีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณ ROS Production ในเซลล์บุท่อไต 
4.1 เตรียม stock solution ของ 1 M 6-carboxy-2´,7´-dichloro-dihydrofluorescein 

diacetate (DCFH-DA)  
- ชัง่ DCFH-DA (MW: 675.43) มา 5 mg.  

- ใส ่DMSO 7.4 ml. ละลายให้เข้ากนั 

- แบง่ใสห่ลอดละ 1 ml. แล้วเก็บท่ี -20C 
4.2 เตรียม working solution 0.1 M DCFH-DA 
- น า stock solution 1 M DCFH-DA ตัง้ทิง้ไว้จนละลาย 

- ใส ่complete medium 9 ml. จากนัน้ผสมให้เป็นเนือ้เดียวกนั 

5. การเตรียมสารเคมีส าหรับวิเคราะห์ครีเอตนีินในปัสสาวะ 
5.1 เตรียม 0.04 M picric acid   
- ชัง่  picric acid (MW=229.10) มา 9.164 g.  

- ละลายในน า้กลัน่จนครบปริมาตร 1 L 
5.2 เตรียม 1.4 N Sodium hydroxide (NaOH)   
- ชัง่ NaOH (MW=40.0) มา 5.6 g. 

- ละลายในน า้กลัน่ จากนัน้ปรับปริมาตรเป็น 100 ml. 

6. การเตรียมสารเคมีส าหรับวิเคราะห์โปรตีนในปัสสาวะ 
6.1 เตรียม Coomassie brilliant blue (CBB) reagent 
- ผสม CBB stain : acid reagent = 3:2  
- น าไปกรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 จ านวน 2 ครัง้ ก่อนจงึน าไปใช้ 

7. การเตรียมสารเคมีส าหรับวิเคราะห์ N-acetyl glucosaminidase (20)ในปัสสาวะ 
7.1 เตรียม citrate buffer 0.1 mM pH 4.15 
- ชัง่ 0.045 M sodium citrate มา 13.23 g/L 
- ชัง่ 0.055 M citric acid มา 11.55 g/L 

- ปรับ pH = 4.15  ละลายในน า้กลัน่จนครบปริมาตร 1000 ml. 
7.2 เตรียม NAG substrate (10 mM pH 4.15) 
- ชัง่ 4-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosamine มา 171.1 mg. 

- ละลายใน citrate buffer 50 ml. และปรับ pH = 4.15 
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7.3 เตรียม AMP buffer (0.75 M pH 10.2) 
- ชัง่ 2-amino-2-methyl-propanol มา 9.42 g. 

- ปรับ pH = 10.2 และละลายในน า้กลัน่จนครบปริมาตร 50 ml. 
7.4 เตรียม 0.15 M sodium chloride (NaCl) 
- ชัง่ NaCl มา 8.766 g. 
- ละลายในน า้กลัน่จนครบปริมาตร 1 L 

8. การเตรียมสารเคมีวิเคราะห์ปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ 
8.1 เตรียม 25 mM Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) pH 2.0 
-  ชัง่ KH2PO4 มา 3.402 g.  
- ละลายในน า้กลัน่ จากนัน้ปรับ pH = 2 ด้วย orthophosphoric acid (H3PO4) 
- ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่เป็น 1000 ml. 
- น าไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 
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ภาคผนวก ข 
เอกสารชีแ้จงข้อมูล/ค าแนะน าแก่ผู้เข้าร่วมโครงการ 

(Information sheet for research volunteer) 

ช่ือโครงการวิจัย  ผลทางยาของสตูรมะนาวผงตอ่เซลล์บทุอ่ไตท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลึกนิ่ว 
และผลของสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงของระดบัซิเทรตและ
ภาวะต้านอนมุลูอิสระในอาสาสมคัรสขุภาพดี 

 (Medicinal effect of lime powder regimen in HK-2 cells 
exposed to lithogenic crystals and its citraturic and 
antioxidative responses in healthy volunteers) 

ผู้ท าวิจัย  
ช่ือ  นายพนูสิน พวงไพโรจน์ 
ท่ีอยู ่ 98/518 ม.พฤษลดา ต.บางแมน่าง อ.บางใหญ่ จ.นนทบรีุ 11140 
เบอร์โทรศพัท์ (02) 256-4482 ตอ่ 4717 มือถือ (084) 644-3596 

ผู้ร่วมในโครงการวิจัย 
ช่ือ    ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.ชาญชยั   บญุหล้า 
ท่ีอยู่    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
เบอร์โทรศพัท์   (02) 256-4482 ตอ่ 4717 มือถือ (081) 733-8700 

ช่ือ    อาจารย์ แพทย์หญิง ดร.ปาจรีย์ ลิลิตการตกลุ 
ท่ีอยู่    ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
เบอร์โทรศพัท์   (02) 256-4481 มือถือ (081) 613-4664 

ช่ือ    ศาสตราจารย์ปิยะรัตน์ โตสโุขวงศ์     
ท่ีอยู่    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
เบอร์โทรศพัท์   (02) 256-4482 ตอ่ 4717 มือถือ (081) 518-7618 
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เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยทุกท่าน 
 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมในโครงการวิจยันีเ้น่ืองจากท่านเป็นผู้ ท่ีมี ผลการตรวจสุขภาพ
ปกต ิก่อนท่ีทา่นจะตดัสินใจเข้าร่วมในการศกึษาวิจยัดงักล่าว ขอให้ท่านอ่านเอกสารฉบบันีอ้ย่างถ่ี
ถ้วน เพ่ือให้ทา่นได้ทราบถึงเหตผุลและรายละเอียดของการศกึษาวิจยัในครัง้นี ้หากท่านมีข้อสงสยั
ใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย์ผู้ท าวิจยั หรือแพทย์ผู้ ร่วมท าวิจัยซึ่งจะเ ป็นผู้
สามารถตอบค าถามและให้ความกระจา่งแก่ทา่นได้ 
 ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจยันีจ้ากครอบครัว เพ่ือน หรือแพทย์
ประจ าตวัของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตดัสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตดัสินใจแล้วว่า
จะเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้ขอให้ทา่นลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจยันี ้

เหตุผลความเป็นมา  
 โรคนิ่วไตเป็นปัญหาสาธารณสุขของไทยมาเป็นเวลานาน ส่งผลกระทบต่อคณุภาพชีวิต
ของประชากรทัง้ในวยัแรงงานและผู้สูงอายุ โรคนิ่วไตเกิดจากความผิดปกติขององค์ประกอบใน
ปัสสาวะ ท าให้มีการตกผลึกของสารในปัสสาวะเป็นก้อนนิ่วและอดุตนัทางเดินปัสสาวะ ภาวะท่ีมี
สารซิเทรตในปัสสาวะต ่า ท าให้ขาดสารยบัยัง้นิ่วในปัสสาวะ ซึ่งเป็นสาเหตท่ีุส าคญัของการเกิดโรค
นิ่วไต โดยภาวะนีพ้บได้มากถึงร้อยละ 90 ของผู้ ป่วยโรคนิ่วไตในประเทศไทย การรักษาโรคนิ่วไต
ท าได้โดยการสลายนิ่วหรือการผา่ตดั แตพ่บว่าภายหลังการรักษาด้วยวิธีการเหล่านีแ้ล้วผู้ ป่วยจะมี
การบาดเจ็บของเนือ้ไต ได้แก่ เนือ้ไตมีการอกัเสบบวม ร่วมกบัการท่ีผู้ ป่วยยงัมีภาวะสารซิเทรตต ่า 
ท าให้มีการเกิดนิ่วซ า้ ซึง่ภาวะการณ์เกิดนิ่วซ า้นีห้ากเกิดขึน้บอ่ยครัง้จะน าไปสู่ภาวะไตวายเรือ้รังได้ 
ปัจจุบนัพบว่าการรับประทานสารสงัเคราะห์ของเกลือซิเทรต เพ่ือเพิ่มปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ
และท าให้ปัสสาวะอยูใ่นภาวะท่ีเป็นดา่ง ชว่ยลดการเตบิโตของก้อนนิ่วและการเกิดนิ่วซ า้ได้ 
 มะนาว เป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีส าคญัของไทยและเป็นพืชท่ีมีปริมาณซิเทรตสงูมาก 
ปัจจบุนัได้มีการประดิษฐ์สตูรมะนาวผงท่ีมีคณุสมบตัิในการรักษาและป้องกนัการเกิดซ า้โรคนิ่วไต 
โดยสูตรมะนาวผงนีป้ระกอบด้วยสารส าคญัในการป้องกันนิ่ว ได้แก่ ซิเทรต โพแทสเซียม และ
แมกนีเซียม และยงัมีสารต้านอนมุลูอิสระหลายชนิดได้แก่ วิตามินซี วิตามินอี เบตาแคโรทีน โพลีฟี
นอล และฟลาโวนอย งานวิจยันีใ้ห้สูตรมะนาวผงในรูปสารละลาย (ละลาย 1 ซอง ในน า้ด่ืม 200 
มิลลิลิตร) และเม่ือวิเคราะห์ความเป็นกรด-ดา่ง เท่ากบั 3.77±0.023 ซึ่งสงูกว่า คา่ความเป็นกรด-
ดา่ง ของน า้อดัลมท่ีขายตามท้องตลาดทัว่ไป เท่ากบั 2.45±0.01 นอกจากนีผ้ลการวิเคราะห์ระดบั
โลหะหนักในสูตรมะนาวผงพบว่าระดับสารโลหะหนัก ได้แก่ อาร์ซีนิก(arsenic), แคดเมียม 
(cadmium), โครเมียม (chromium), ตะกัว่ (lead), นิกเกิล (nickel) อยู่ในเกณฑ์ท่ีต ่ากว่าคา่ท่ีพบ
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ได้ในอาหาร ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการได้รับสูตรมะนาวผงจะปลอดภัยจากความเป็นพิษของโลหะ
หนกั 

นอกจากนีสู้ตรมะนาวผงยังได้ผ่านการทดสอบหาพิษเฉียบพลันในสัตว์ทดลอง เพ่ือ
ทดสอบฤทธ์ิและความเป็นพิษเฉียบพลนั เพ่ือศกึษาขนาดของสตูรมะนาวผงท่ีท าให้หนตูายร้อยละ 
50 หรือค่าท่ีมีผลท าให้หนูทดลอง 100 ตวั ตายไป 50 ตวั (median lethal dose,LD50) ท่ี
สถาบนัวิจยัสมนุไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ พบว่า หนทูกุตวัมีชีวิตรอด
ภายหลังได้รับสูตรมะนาวผงความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 14 วัน และผลการ
ชันสูตรทางพยาธิวิทยาด้วยตาเปล่าไม่พบความผิดปกติของอวัยวะใดๆ ดังนัน้ขนาดของสูตร
มะนาวผงท่ีท าให้หนตูายร้อยละ 50 (LD50) ควรมีคา่มากกวา่ 10.0 กรัมตอ่กิโลกรัม  

ผลการวิจยัท่ีผา่นมาของคณะวิจยันี ้ในผู้ ป่วยโรคนิ่วไต จ านวน 13 คน ท่ีได้รับสตูรมะนาว
ผง 5 กรัม ละลายในน า้ 200 มิลลิลิตร ด่ืมประจ าทกุวนั เป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่าปัสสาวะของ
ผู้ ป่วยโรคนิ่วไตทัง้ 13 คน มีระดบัของซิเทรตในปัสสาวะสูงขึน้, มีความเป็นด่างมากขึน้ และยงัมี
ระดบัของสารยบัยัง้การก่อนิ่วตวัอ่ืนในปัสสาวะสูงขึน้ นอกจากนีย้งัพบว่าสตูรมะนาวผง ช่วยลด
การเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการท าลายของเซลล์บุท่อไต ส่งผลท าให้แนวโน้มการ
ท างานของไตดีขึน้ ดงันัน้สูตรมะนาวผงอนัเป็นผลิตภณัฑ์จากธรรมชาตินีอ้าจน ามาใช้ทดแทนยา
โพแทสเซียมซิเทรต และชว่ยลดคา่ใช้จ่ายของการรักษาโรคนิ่วไต และความเส่ียงของผู้ ป่วยตอ่การ
ใช้ยาโพแทสเซียมซิเทรตได้ 

วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 ยาท่ีใช้ในการศึกษาครัง้นีมี้ช่ือว่า สูตรมะนาวผง เพ่ือใช้รักษาโรคนิ่วไต ซึ่งเป็นยาท่ีอยู่ใน
กระบวนการศึกษา เพ่ือยืนยันถึงประสิทธิภาพ และความปลอดภัยในการใช้ยา ในการรักษา
ส าหรับผู้ ป่วยโรคนิ่วไต เพ่ือชะลอการโตของก้อนนิ่ว และป้องกนัการเกิดนิ่วซ า้ และยาสตูรมะนาว
ผงนีมี้รสชาด ดีบริโภคง่าย 
 วตัถปุระสงค์หลกัของการศกึษาในครัง้นี ้คือ ศกึษาการดดูซึมของยาสตูรมะนาวผงท่ีเข้าสู่
ร่างกาย และการกระจายตวัของในร่างกาย รวมถึงการขบัถ่ายยาออกจากร่างกาย โดยการศกึษานี ้
จะศกึษาปริมาณของสารซิเทรต และสารต้านอนมุลูอิสระตา่งๆ ในเลือดและปัสสาวะ โดยมีจ านวน
ผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั คือ อาสาสมคัรสขุภาพดีจ านวน 15 คน 

วิธีการท่ีเก่ียวข้องกับการวิจัย  
หลงัจากท่านให้ความยินยอมท่ีจะเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้ท่านจะได้รับการตรวจเลือด

ทางห้องปฏิบตัิการก่อนเข้าร่วมการวิจัย ได้แก่ การตรวจความเข้มข้นของเลือด เบาหวาน การ
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ตรวจการท างานของตบัและไต เพ่ือคดักรองว่าท่านมีคณุสมบตัิท่ีเหมาะสมตรงกบัในการวิจยั เม่ือ
ผลการตรวจทางห้องปฏิบตักิารระบวุา่ ทา่นผา่นเกณฑ์การคดักรองแล้ว ทางผู้วิจยัจะขอให้ท่านงด
เคร่ืองดื่มมึนเมา (แอลกอฮอล์) และงดสบูบหุร่ี รวมถึงยาทกุชนิด  2 สปัดาห์ก่อนเข้าร่วมวิจยั และ
ตลอดเวลาท่ีเข้าร่วมวิจยั 

ท่านจะได้ รับความรู้รวมถึงค าแนะน าการบริโภคอาหารท่ีมีปริมาณซิเทรต แ ละ
โพแทสเซียมต ่า พร้อมทัง้บนัทึกข้อมลูการบริโภคอาหารประจ าวนัตลอด 7 วนัแรกของการเข้าร่วม
วิจยั จากนัน้ผู้วิจยัจะขอให้ท่านเข้ามาพกัอยู่ท่ีศนูย์วิจยัทางคลินิก คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั (Chula Clinical Research Center) อาคาร อ.ป.ร. ชัน้ 7 ภายใต้การดแูลของแพทย์ 
พยาบาล และคณะวิจัย ระยะเวลาทัง้หมดท่ีท่านจะอยู่ในโครงการวิจัย คือ 3 วัน 3 คืน คือ 
ช่วงเวลา 18.00 น. ของวนัท่ี 7, 8 และวนัท่ี 9 ของโครงการวิจยั โดยผู้ วิจยัจะขอให้ท่านงดอาหาร
หลงั 21.00 น. (ไมต้่องงดน า้) จนกระทัง่เวลาเช้าของวนัท่ี 8 และเช้าวนัท่ี 9 เพ่ือบริโภคอาหารแบบ
เดียวกนักบัอาสาสมคัรทา่นอ่ืน และจ ากดัอาหารท่ีมีปริมาณซิเทรต และโพแทสเซียมสงู  

การวิจัยในวันท่ี 8 ท่านจะได้รับการเจาะเลือดท่ีหลอดเลือดด าบริเวณแขน ประมาณ 1 
ช้อนชา (7 มิลลิลิตร) ท่ีเวลา 6.00-7.00, 7.15, 7.30, 7.45, 8.00, 9.00, 12.00, และ 17.00 น. โดย
ก่อนการเจาะเลือดท่านจะต้องปัสสาวะทิง้ทัง้หมด เพ่ือท าให้กระเพาะปัสสาวะว่าง จากนัน้ด่ืมน า้
ประมาณ 1 ขวดเล็ก (500 มิลลิลิตร) ทนัที และเก็บปัสสาวะท่ีเวลา 6.00-7.00, 8.00, 9.00, 10.00, 
11.00, 13.00, 15.00, 17.00 และสิน้สดุท่ี 7.00 น. เช้าของวนัท่ี 9 (และ 7.00 น. เช้าของวนัท่ี 10) 

การวิจยัในวนัท่ี 9 ก่อนการเจาะเลือดท่านจะต้องปัสสาวะทิง้ทัง้หมด เพ่ือท าให้กระเพาะ
ปัสสาวะว่าง จากนัน้ด่ืมน า้สูตรมะนาวผงท่ีละลายในน า้ด่ืม 200 มิลลิลิตร ให้หมดในครัง้เดียว 
ส าหรับการเจาะเลือด และเก็บปัสสาวะจะเก็บเหมือนในวนัท่ี 8 

ท่านจะได้รับประทานอาหาร ซึ่งทางผู้ วิจยัจะเป็นผู้ก าหนดให้ โดยท่านจะได้รับอาหารท่ี
เหมือนกบัอาสาสมคัรทา่นอ่ืน  

ตัวอย่างเลือดจะน ามาป่ันเพ่ือแยกเอาเฉพาะพลาสมา จากนัน้จะเก็บพลาสมาและ
ปัสสาวะไว้ท่ีอณุหภมูิลบ 70 องศาเซลเซียส (-70๐C) ก่อนท่ีจะน ามาวิเคราะห์หาความเข้มข้นของซิ
เทรตและสารต้านอนุมลูอิสระโดยจะท าการวิเคราะห์ท่ีห้องปฏิบตัิการภาควิชาชีวเคมี ห้อง 717/1 
ชัน้ 7 อาคารแพทยพฒัน์ คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยตวัอย่างเลือดท่ีเหลือ
จากการศกึษาจะถกูเก็บไว้ในชอ่งแข็งตู้ เย็นอณุหภูมิ ลบ 70 องศาเซลเซียส (-70oC)  เป็นเวลา 1 ปี 
หลงัจากนัน้น าไปท าลายทิง้ตามหลกัการปฏิบตักิารท่ีดีทางห้องปฏิบตักิาร 
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ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 เพ่ือให้งานวิจยันีป้ระสบความส าเร็จ ผู้ท าวิจยัใคร่ขอความความร่วมมือจากท่าน  โดยจะ
ขอให้ทา่นปฏิบตัติามค าแนะน าของผู้ท าวิจยัอย่างเคร่งครัด รวมทัง้แจ้งอาการผิดปกติตา่ง ๆ ท่ีเกิด
ขึน้กบัทา่นระหวา่งท่ีทา่นเข้าร่วมในโครงการวิจยัให้ผู้ท าวิจยัได้รับทราบ 
 เพ่ือความปลอดภยั ท่านไม่ควรใช้วคัซีน หรือรับประทานยาอ่ืน จากการจ่ายยาโดยแพทย์
อ่ืนหรือซือ้ยาจากร้านขายยา ขอให้ทา่นปรึกษาผู้ท าวิจยั ทัง้นีเ้น่ืองจากวคัซีน หรือยาดงักล่าวอาจมี
ผลต่อยาสตูรมะนาวผงท่ีท่านได้รับจากผู้ท าวิจยั  ดงันัน้ขอให้ท่านแจ้งผู้ท าวิจยัเก่ียวกบัยาท่ีท่าน
ได้รับในระหวา่งท่ีทา่นอยูใ่นโครงการวิจยั 

ความเส่ียงที่อาจได้รับ 
 ความเส่ียงจากการรับประทานยาทกุชนิดอาจท าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์ได้ทัง้สิน้ไม่
มากก็น้อย แพทย์ผู้ท าการวิจัยขอชีแ้จงถึงความเส่ียงและความไม่สบายท่ีอาจสัมพันธ์กับยาท่ี
ศกึษาทัง้หมดดงันี ้ 
 มีข้อมูลท่ีแสดงว่ายาท่ีมีสารซิเทรตเป็นองค์ประกอบอาจมีผลกระทบต่อกระเพาะอาหาร 
โดยอาจท าให้มีการระคายเคืองกระเพาะอาหาร ดงันัน้ระหว่างท่ีท่านอยู่ในโครงการวิจยัจะมีการ
ตดิตามดแูลสขุภาพของทา่นอยา่งใกล้ชิด 
 กรุณาแจ้งผู้ท าวิจยัในกรณีท่ีพบอาการระคายเคืองกระเพาะอาหาร เช่น อาการปวดแสบ
ท้อง คล่ืนไส้อาเจียน ระหว่างท่ีอยู่ในโครงการวิจยั ถ้ามีการเปล่ียนแปลงเก่ียวกับสขุภาพของท่าน 
ทา่นสามารถตดิตอ่ผู้วิจยัหลกั นายพนูสิน พวงไพโรจน์ ได้ท่ีหมายเลขโทรศพัท์ (084) 644-3596 

ความเส่ียงที่ได้รับจากการเจาะเลือด 
 ท่านมีโอกาสท่ีจะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช า้จากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณท่ี
เจาะเลือดหรือหน้ามืด  และโอกาสท่ีจะเกิดการตดิเชือ้บริเวณท่ีเจาะเลือด (ซึง่พบได้น้อยมาก)  

ความเส่ียงที่ไม่ทราบแน่นอน 
 ท่านอาจเกิดอาการข้างเคียง หรือความไม่สบาย นอกเหนือจากท่ีได้แสดงในเอกสารฉบบั
นี ้ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านีเ้ป็นอาการท่ีไม่เคยพบมาก่อน เพ่ือความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้ง
ผู้ท าวิจยัให้ทราบทนัทีเม่ือเกิดความผิดปกตใิดๆ เกิดขึน้ 
 หากท่านมีข้อสงสยัใดๆ เก่ียวกับความเส่ียงท่ีอาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
ทา่นสามารถสอบถามจากผู้ท าวิจยัได้ตลอดเวลา   
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 หากมีการค้นพบข้อมูลใหม่ ๆ ท่ีอาจมีผลตอ่ความปลอดภยัของท่านในระหว่างท่ีท่านเข้า
ร่วมในโครงการวิจัย ผู้ ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพ่ือใ ห้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ใน
โครงการวิจยัตอ่ไปหรือจะขอถอนตวัออกจากการวิจยั 

การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณีที่เกิดอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดขึน้กับท่าน ขอให้ท่านรีบมาพบแพทย์ท่ีสถานพยาบาล
ทนัที ถึงแม้วา่จะอยูน่อกตารางการนดัหมาย เพ่ือแพทย์จะได้ประเมินอาการข้างเคียงของท่าน และ
ให้การรักษาท่ีเหมาะสมทนัที หากอาการดงักล่าวเป็นผลจากการเข้าร่วมในโครงการวิจยั ท่านจะ
ไมเ่สียคา่ใช้จา่ย  

ประโยชน์ที่อาจได้รับ 
 ทา่นจะไมไ่ด้รับประโยชน์ใดๆ โดยตรงจากการเข้าร่วมการวิจยัครัง้นี ้แตผ่ลการศกึษาท่ีได้ 
จะเป็นประโยชน์ตอ่การให้การรักษาผู้ ป่วยโรคนิ่วไตได้ในอนาคต 

วิธีการและรูปแบบการรักษาอ่ืนๆ ซึ่งมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ท่านไม่จ าเป็นต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนี ้เพ่ือประโยชน์ในการรักษาโรคท่ีท่านเป็นอยู ่
เน่ืองจากมีแนวทางการรักษาหลายแบบ ส าหรับการรักษาโรคของท่านได้ ดงันัน้จึงควรป รึกษา
แนวทางกบัแพทย์ผู้ให้การรักษาทา่นก่อนตดัสินใจเข้าร่วมในการวิจยั 

ข้อปฏิบัตขิองท่านขณะท่ีร่วมในโครงการวิจัย ขอให้ทา่นปฏิบตัดิงันี ้

- ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทัง้ในอดีต และปัจจุบนั แก่ผู้ท าวิจัยด้วย
ความสตัย์จริง 

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ ท าวิจัยทราบความผิดปกติ ท่ีเ กิดขึน้ระหว่างท่ีท่านร่วมใน
โครงการวิจยั 

- ขอให้ทา่นงดการใช้ยาอ่ืนนอกเหนือจากท่ีผู้ท าวิจยัได้จดัให้ รวมถึงการรักษาอ่ืน ๆ เช่น 
การรักษาด้วยสมนุไพร การซือ้ยาจากร้านขายยา  

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจยัทราบทนัที หากท่านได้รับยาอ่ืนนอกเหนือจากยาท่ีใช้ใน
การศกึษาตลอดระยะเวลาท่ีทา่นอยูใ่นโครงการวิจยั 

- ขอให้ท่านน ายาท่ีใช้ในการศึกษาของท่านทัง้หมดท่ีเหลือจากการรับประทานมาให้
ผู้ท าวิจยัทกุครัง้ท่ีนดัหมายให้มาพบ 
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อันตรายท่ีอาจเกิดขึน้จากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผู้ท าวิจัย/
ผู้สนับสนุนการวิจัย 
 หากพบอนัตรายท่ีเกิดขึน้จากการวิจยั ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทนัที  หาก
พิสูจน์ได้ว่าท่านปฏิบตัิตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจยัแล้ว ผู้ท าวิจยั /ผู้สนบัสนุนการวิจยัยินดีจะ
รับผิดชอบค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลของท่าน และการลงนามในเอกสารให้ความยินยอม 
ไมไ่ด้หมายความวา่ทา่นได้สละสิทธ์ิทางกฎหมายตามปกตท่ีิทา่นพงึมี 
 ในกรณีท่ีท่านได้รับอนัตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมท่ีเก่ียวข้องกบัโครงการวิจยั 
ทา่นสามารถ 
ตดิตอ่กบัผู้ท าวิจยั คือ นายพนูสิน พวงไพโรจน์ ได้ตลอด 24 ชัว่โมง 

ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้าร่วมการวิจัย 
 ท่านจะได้รับยาสูตรมะนาวผงในโครงการวิจัยโดยไม่ต้องเสียค่าใช้จ่าย ในระหว่าง
การศึกษานีท้่านจะได้รับเงินชดเชย ค่ายานพาหนะ และการเสียเวลา ตลอดจนความไม่
สะดวกสบายในการเข้าร่วมการวิจัย  โดยท่านจะได้รับเงินชดเชยรวมทัง้สิน้ 5,000 บาท โดยจะ
แบง่จ่ายงวดแรกเป็นคา่เดินทางในวนัตรวจคดักรองว่าผ่านเกณฑ์ตามโครงการท่ีก าหนด  จ านวน 
500 บาท และงวดท่ีสองจะจา่ย เม่ือสิน้สดุโครงการวิจยัจ านวน  4,500 บาท 

การเข้าร่วมและการสิน้สุดการเข้าร่วมโครงการวิจัย 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจยัครัง้นีเ้ป็นไปโดยความสมคัรใจ หากท่านไม่สมคัรใจจะเข้าร่วม
การศกึษาแล้ว ทา่นสามารถถอนตวัได้ตลอดเวลา การขอถอนตวัออกจากโครงการวิจยั 
 ผู้ท าวิจยัอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจยั เพ่ือเหตผุลด้านความปลอดภัยของ
ทา่น หรือเม่ือผู้สนบัสนนุการวิจยัยตุกิารด าเนินงานวิจยั หรือ ในกรณีดงัตอ่ไปนี ้
  -      ทา่นไมส่ามารถปฏิบตัติามค าแนะน าของผู้ท าวิจยั 

- ทา่นรับประทานยาท่ีไมอ่นญุาตให้ใช้ในการศกึษา 
- ทา่นตัง้ครรภ์ระหวา่งท่ีเข้าร่วมโครงการวิจยั 

- ทา่นเกิดอาการข้างเคียง หรือความผิดปกตขิองผลทางห้องปฏิบตักิารจากการได้รับยา
ท่ีใช้ในการศกึษา 

- ทา่นแพ้ยาท่ีใช้ในการศกึษา 

- ทา่นต้องการปรับเปล่ียนการรักษาด้วยยาตวัท่ีไมไ่ด้รับอนญุาตจากการวิจยัครัง้นี ้
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การปกป้องรักษาข้อมูลความลับของอาสาสมัคร 
 ข้อมูลท่ีอาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่
สาธารณชน ในกรณีท่ีผลการวิจยัได้รับการตีพิมพ์ ช่ือและท่ีอยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่
เสมอ โดยจะใช้เฉพาะรหสัประจ าโครงการวิจยัของทา่น 
 จากการลงนามยินยอมของท่านผู้ ท าวิจัย และผู้ สนับสนุนการวิจัยสามารถเข้าไป
ตรวจสอบบนัทึกข้อมูลทางการแพทย์ของท่านได้แม้จะสิน้สุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม หากท่าน
ต้องการยกเลิกการให้สิทธ์ิดงักล่าว  ท่านสามารถแจ้ง หรือเขียนบนัทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม 
โดยส่งไปท่ี ผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชาญชัย บุญหล้าภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ถนนพระราม 4 ปทมุวนั กรุงเทพมหานคร 10330 
 หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากท่ีท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจยัแล้ว ข้อมูล
ส่วนตวัของท่านจะไม่ถูกบันทึกเพิ่มเติม อย่างไรก็ตามข้อมูลอ่ืน ๆ ของท่านอาจถูกน ามาใช้เพ่ือ
ประเมินผลการวิจยั  และทา่นจะไมส่ามารถกลบัมาเข้าร่วมในโครงการนีไ้ด้อีก ทัง้นีเ้น่ืองจากข้อมลู
ของทา่นท่ีจ าเป็นส าหรับใช้ เพ่ือการวิจยัไมไ่ด้ถกูบนัทกึ 
 จากการลงนามยินยอมของท่าน แพทย์ผู้ ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของท่านท่ี
เก่ียวกบัการเข้าร่วมโครงการวิจยันีใ้ห้แก่แพทย์ผู้ รักษาทา่นได้ 

สิทธ์ิของผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 ในฐานะท่ีทา่นเป็นผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั ทา่นจะมีสิทธ์ิดงัตอ่ไปนี ้

1. ทา่นจะได้รับทราบถึงลกัษณะและวตัถปุระสงค์ของการวิจยัในครัง้นี ้
2. ทา่นจะได้รับการอธิบายเก่ียวกบัระเบียบวิธีการของการวิจยัทางการแพทย์ รวมทัง้ยาและ

อปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นี ้
3. ทา่นจะได้รับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมส่บายท่ีจะได้รับจากการวิจยั 
4. ทา่นจะได้รับการอธิบายถึงประโยชน์ท่ีทา่นอาจจะได้รับจากการวิจยั 
5. ท่านจะได้รับการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอ่ืน ยา หรืออปุกรณ์ซึ่งมีผลดีต่อ

ทา่นรวมทัง้ประโยชน์และความเส่ียงท่ีทา่นอาจได้รับ 
6. ท่านจะได้รับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีท่ีพบโรคแทรกซ้อนภายหลงัการเข้าร่วม

ในโครงการวิจยั 
7. ทา่นจะมีโอกาสได้ซกัถามเก่ียวกบังานวิจยัหรือขัน้ตอนท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 
8. ท่านจะได้รับทราบว่าการยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้ท่านสามารถขอถอนตวัจาก

โครงการเม่ือไรก็ได้ โดยผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยัสามารถขอถอนตวัจากโครงการโดยไม่ได้
รับผลกระทบใด ๆ ทัง้สิน้ 
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9. ทา่นจะได้รับส าเนาเอกสารใบยินยอมท่ีมีทัง้ลายเซ็นและวนัท่ี 
10. ท่านจะได้โอกาสในการตดัสินใจว่าจะเข้าร่วมในโครงการวิจยัหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจาก

การใช้อิทธิพลบงัคบัขม่ขู ่หรือการหลอกลวง 

หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอนัควรตอ่การบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยท่ีเกิดขึน้โดยตรงจากการ
วิจยั  หรือท่านไม่ได้รับการปฏิบตัิตามท่ีปรากฏในเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมในการ
วิจยั ท่านสามารถร้องเรียนได้ท่ี คณะกรรมการจริยธรรมการวิจยั คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  ตกึอานนัทมหิดลชัน้ 3  โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทมุวนั กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตอ่ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 
ขอขอบคณุในการร่วมมือของทา่นมา ณ ท่ีนี ้

 
................................................................................... 
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ภาคผนวก ค 
ตัวอย่างใบยินยอมเข้าร่วมการวิจัย 

 
เอกสารแสดงความยนิยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
การวิจยัเร่ือง ผลทางยาของสตูรมะนาวผงตอ่เซลล์บทุ่อไตท่ีถกูกระตุ้นด้วยผลึกนิ่ว และผลของ
สูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงของระดับซิเทรต และภาวะต้านอนุมูลอิสระในอาสาสมัคร
สขุภาพดี 
 
วนัให้ค ายินยอม  วนัท่ี..................เดือน...........................................พ.ศ................................. 
 ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว..........................................................................................
ท่ีอยู.่............................................................................................................................ได้อ่าน
รายละเอียดจากเอกสารข้อมลูส าหรับผู้ เข้าร่วมโครงการวิจยัวิจยัท่ีแนบมาฉบบัวนัท่ี............... และ
ข้าพเจ้ายินยอมเข้าร่วมโครงการวิจยัโดยสมคัรใจ 
            ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจยัท่ีข้าพเจ้าได้ลงนาม 
และ วันท่ี พร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้ เข้าร่วมโครงการวิจัย ทัง้นีก้่อนท่ีจะลงนามในใบ
ยินยอมให้ท าการวิจยันี ้ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจยัถึงวตัถปุระสงค์ของการวิจยั ระยะเวลา
ของการท าวิจยั วิธีการวิจยั อนัตราย หรืออาการท่ีอาจเกิดขึน้จากการวิจยั หรือจากยาท่ีใช้ รวมทัง้
ประโยชน์ท่ีจะเกิดขึน้จากการวิจยั และแนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอย่างละเอียด ข้าพเจ้ามีเวลาและ
โอกาสเพียงพอในการซกัถามข้อสงสยัจนมีความเข้าใจอย่างดีแล้ว โดยผู้วิจยัได้ตอบค าถามตา่ง ๆ 
ด้วยความเตม็ใจไมปิ่ดบงัซอ่นเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 
 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจยัวา่หากเกิดอนัตรายใด ๆ จากการวิจยัดงักล่าว ผู้ เข้าร่วมวิจยัจะ
ได้รับการรักษาพยาบาลโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย โดยทางคณะผู้ วิจัยจะเป็นผู้ รับผิดชอบค่าใช้จ่าย
ทัง้หมด 
 ข้าพเจ้ามีสิทธิท่ีจะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัยเม่ือใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้ง
เหตผุล และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจยันี ้จะไม่มีผลตอ่การรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ท่ีข้าพเจ้า
จะพงึได้รับตอ่ไป 
 ผู้วิจยัรับรองวา่จะเก็บข้อมลูสว่นตวัของข้าพเจ้าเป็นความลบั และจะเปิดเผยได้เฉพาะเม่ือ
ได้ รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านัน้  บุคคลอ่ืนในนามของบริษัทผู้ สนับสนุนการวิจัย 
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในคน ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาอาจได้รับ
อนญุาตให้เข้ามาตรวจและประมวลข้อมลูของผู้ เข้าร่วมวิจยั ทัง้นีจ้ะต้องกระท าไปเพ่ือวตัถปุระสงค์
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เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของข้อมลูเท่านัน้ โดยการตกลงท่ีจะเข้าร่วมการศกึษานีข้้าพเจ้าได้ให้
ค ายินยอมท่ีจะให้มีการตรวจสอบข้อมลูประวตัทิางการแพทย์ของผู้ เข้าร่วมวิจยัได้ 
 ผู้วิจยัรับรองว่าจะไม่มีการเก็บข้อมูลใด ๆ ของผู้ เข้าร่วมวิจยั เพิ่มเติม หลงัจากท่ีข้าพเจ้า
ขอยกเลิกการเข้าร่วมโครงการวิจยัและต้องการให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตวัอย่างท่ีใช้ตรวจสอบ
ทัง้หมดท่ีสามารถสืบค้นถึงตวัข้าพเจ้าได้ 
 ข้าพเจ้าเข้าใจว่า  ข้าพเจ้ามีสิทธ์ิท่ีจะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตวัของข้าพเจ้าและ
สามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใช้ข้อมลูสว่นตวัของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจยัรับทราบ 
 ข้าพเจ้าได้ตระหนกัว่าข้อมลูในการวิจยัรวมถึงข้อมลูทางการแพทย์ของข้าพเจ้าท่ีไม่มีการ
เปิดเผยช่ือ จะผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบนัทึกข้อมูลในแบบบนัทึกและใน
คอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การวิเคราะห์ และการรายงานข้อมูลเพ่ือวตัถุประสงค์ทางวิชาการ 
รวมทัง้การใช้ข้อมลูทางการแพทย์ในอนาคตหรือการวิจยัทางด้านเภสชัภณัฑ์ เทา่นัน้  
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการ
วิจยัด้วยความเตม็ใจ จงึได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี ้ 
 

 .............................................................................ลงนามผู้ให้ความยินยอม 
           (.................................................................................) ช่ือผู้ยินยอมตวับรรจง 

วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
 ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึง
ประสงค์หรือความเส่ียงท่ีอาจเกิดขึน้จากการวิจัย หรือจากยาท่ีใช้  รวมทัง้ประโยชน์ท่ีจะเกิดขึน้
จากการวิจยัอย่างละเอียด ให้ผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยัตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจ
ดีแล้ว พร้อมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเตม็ใจ 
  
   ........................................................................................ลงนามผู้ท าวิจยั 
            (...............................................................................) ช่ือผู้ท าวิจยั ตวับรรจง 
  วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
     ....................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ช่ือพยาน ตวับรรจง 
  วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ผลงานวิทยานิพนธ์จากการน าเสนอในการประชุมวิชาการนานาชาติทางชีวเคมี 
และชีววิทยาโมเลกลุ ครัง้ท่ี 3 (The 3rd Biochemistry and Molecular Biology Conference)  
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ระหว่างวนัท่ี 6-8 เมษายน 2554 ณ ดิเอ็มเพรส คอน
เวนชัน่เซ็นเตอร์ จ.เชียงใหม ่
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