
" 

" , 
~'Y1U1~YfWfiildjkl~'Jkl~il'l"1l'e)'1n1J'~n~l(;l1"min~(;lJ'm'kJ'kJl~'Y1U1fi\I~(;lJ'~~IUrueVi(;l 

.--=1 CIt ". _.:1_ 
~1"1l1'J'll1'll'J L~~'Y11'1n1J'LL~'Y1tJ III ~'J'llI"ll'J L~~ 

~ru:;LL~'Y1tJfi\I~(;lf "l~I~'1nHW~~I~'Y1U1itJ • 

tJn1J'~m~t1 2553 

~"1l~'Y1i"1l'e)'1"l~I~'1nJ'nr~~I~'Y1tJlitJ • 

1111111111111111111111111 
5 1 7 4 8 5 5 0 3 0 



Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative stress, inflammation and fibrosis 

Miss Uraiwan Waiwijit 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Medical Biochemistry 

Department of Biochemistry 

Faculty of Medicine 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2010 

Copyright of Chulalongkorn University 

530426 



(rUbg~t-MklY1.,g umX 'b~ 9bL~Lb~~Lkl~r.,f!.~) 

~~L~IA.~Lk1.riUgY1.~LLfbLUribW ............ ;.:. ........ '1)" ~if"""'" 

(IA.~Ul~~~ ~LLf~ t-Q1k1.9IA.M"9bL~Lb~~Lkl~r.,f!.~) 

~"fJ1\"!lUlIA"U<UtJ1~Jl'L'L' ................... '.~~"""'" 

(L~k1.fUh ~!-~U.·b~ 9bL~Lb~~Lkl~r.,f!.~) 

rir.,bgY1.MY1.L~IA.r.,u;T.UM11A.~L~Lg ................. , 
I~ __ "=" ~"I'="'" 

, ' 

(Jlt-r.,11.1~~1 r-~.f~~G9bL~Lb~~Lkl) 

U ~k1.JY1.MUWIA.~u;T.U¥1~9bL~Lg ... /;j'~~'~' .. ~~; ~. ~~ ............... . 

(Ur.,'L~Uk1. ~UXl~IA.~ 9IA.M,mLY1. 9bL~Lb~~Lkl~r.,f!.~) 
" 

bLUriUUY1.Lg~brt ........ ~~ .......... . 

gY1. MY1.L ~1A.r.,f1g~b L U riU u~ru l!l 
.. --

(m~CJLbIA.Lf bkl~g ~IA.M'mLY1. ~bL~Lb~~Lkl) ... ..... "="... ... 
b~~Lkl~IA.M,,~rul!l~f1rul!l ~.... ................. . ........................ . 

.. ~ ~ 

~,(tLk1.riLfUfU01b~~U~k1.riL~L~U~bLUt-gl1.t-?k1. 
Y1.r.,~Y1.IJ'P f1,(tn.JY1.MUL ~IA.~ f1!ttt t~..ttY1.g ~~ L~IA.~Lk1.ri.ruW N~ L~~ J ~ ~ Lkl ~ IA.M" ~ru l!l 

" 

IA.~Ul~~~ ~LLf~ t-Q1k1.9IA.M"9bL~Lb~~Lkl~r.,f!.~ 

umfUh ~U.fULU. 'b~ ~bL~Lb~~Lkl~r.,U.~ 1'1 ........ I " 

• ~t-r.,11.1~~1 r-~.f~~[L~bL~Lb~~Lkl 

~IA.M 'ULU t-LlA.ril!l' r.,U. .. ~ ~ 

• b~~~r.,k1.t ruUr.,btgr.,L~t-LY1. 

~I"lt-M~UULU~~" f1~1UgbLU Y1.U.~' 
IF"' ..... -,.. ~ 

~ . ~U~~UL~~~~l!l,~r.,LLf :~tr.,?l!lbl~r.,[1~t-gIT.L~IA.~~L~M~~ 

rir.,fJY1.MUL~IA.~L~UW~9bL~Lg 

U~k1.JY1.MUWIA.~L~UW~9bL~Lg 

LU.~LI1.L~ 

~~1 

gY1.MY1.L~IA.r.,~I1.r.,k1. 
... --" ..... 



n1~'tim~'lJ LL~:;n1~Ln",~~~",. (Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative 

stress, inflammation and fibrosis) 'el . ~mm~n-:j'VltJ1U'Yi'Wfi~~n : PI. iJtJ:;f~t! L~~L'tJ 

'NfIl, 'el. ~mm!t1-:j'VlmU'Yi'WMr;)~ : ~-rlr;)tJPl1~~n'"l1~tf "'~. "ll1C1jitJ tJC1j~~1, ~-rlr;)tJ 
Pl1~~~1'"l1~tf LL'Yi'Vltf~~~-:jll1~ n~~Ln-:j'Vl , 80 ~~1 . 

mi34'£Jrlf~~ii.rlJ1m.h::~~I'fL~tlPin~mTLn(;l1l1'J::Lrl1£J(;l"lntltln;L(;liiJ m1tlnL~lJLLf'l::m1Ln(;l , 

~~ ~ (;l1 iJL~tl L~tl11J1'1Jtl~ ~tl'J£J L1rlti'J 11J1 LLf'l::Wl rl'J1l-.J~l-.J~iJlfnlJth::~Ylfi1l1~mn11~liJ'1Jtl~ 11J1 1'JlJ1'Jl-.Jn~l-.J 
~tl'J£JL1rlti'J11J1~liJ'JiJ 28 11£J LLf'l::n~l-.Jrl'JlJrll-.J~ii~'1J1l1~~~liJ'JiJ 39 11£J LiilJtn'Jmh~L~tl(;l tf~~l'J::rlf~ 
\I , " .. 

LL1n 1iJIJ1tliJLih tf~~l'J:: 24 i'J Ll-.J~ ~l~flJ~tl'J£JL1rlti'J 1IJ1LrilJtn'Jmh~L~tlL~tl11J1 L~l-.JL~l-.JL~tlPin~~mfi~1l1~ 
~ 

Lm£JlJ L Vl£JlJnlJ L ~tl L~tl1IJ1lJ1mw~1~ Ln (;ll-.J::L1~~~ 1~"ln ~tl'J£J L1rll-.J::L1~ 11J1 m1Pin~~H' P11 rl1 LtlYiiliJ 1iJL~tl (;l 
LLf'l::tl m1 m1n1tl~~11J1 LUiJtn'Jti~~tl1::~Ylfi1l1~mn11~liJ'1Jtl~ 11J1 LLf'l::tn'Jti~~mn11f'l1£J L 'l!f'l~l..lv1tl11J1 LUiJ N

acetyl glucosaminidase (NAG) activity LLf'l::Ltl1~iJ1iJtf~~1'J:: tl1::L~Wl1'J::m1tlm~lJLLf'l::m1Ln(;l~~~(;l 

1iJL~tl1IJ1L(;l£J~fi hematoxylin and eosin LLf'l:: masson-trichrome staining 1J11l-.J~1~lJ Pin~mTLL~(;l~tltln 
'1Jtl~ 8-hydroxydeoxyguanosine (8-0HdG ) ~~LUiJtn'Jti~~C1~1l1'J::Lrl1£J(;l"lntltln;L(;liiJLLf'l:: TGF-~ 1 L(;l£J 

~fi immunohistochemistry .r(;lml-.J1ru TGF-~1 1iJtf~~1'J::L(;l£J;Sfi ELISA LLf'l::Pin~~f'l'1Jtl~~~n calcium 

oxalate monohydrate (COM) l11tlm1~11~ reactive oxygen species (ROS) LiJ HK-2 cells ~f'lm1Pin~ 

~lJ~l ~tl'J£J L1rlti'J 1IJ1iitl1::~Ylfi1l1~mni1~liJ'1Jtl~ 11J1 ~ln~l LLf'l::iim11.J1 (;l L ~lJ'1Jtl~ L'l!f'l~l..lv1tl11J1~~n~ln~l-.J 

rl'JlJ PJl-.J rliJtln ~tlih~il"r£J~l ~ t1J L ~tl L~tl11J1'1Jtl~ ~tl'J£J L1rlti'J 11J1~lJm1tln L~lJ LLf'l::m1Ln (;l~~ ~(;l LLf'l::1::~lJm1 
tl n L~lJil rl'J1l-.J ~ l-.J~iJlfnlJ m 1Ln (;l~~ ~ (;l ~tl'J£J~il m1tl n L~lJ LLf'l::n 1 TLn (;l~ ~ Cj (;l~~ ~l-.J~iJlfnlJtl1::~Ylfi1l1~ n 11 

~ ~ 

• 1 A ~LJ'''1 "tl <;-":1 Yl1~liJ'1Jtl~ 1J1f'l(;lf'l~ ~lJm1LL~(;l~tltln'1Jtl~ 8-0HdG LLf'l:: TGF-tJ 1 ~~'1JiJ iJLiJtlL£Jtl lJ1'1Jtl~~ 'J£J ~1rliJ'J IJ1 

~f'lm1Pin~1iJL'l!f'l~L~1::L~£J~~lJ~1 HK-2 cells ~1~fu~~n COM iiml-.J1ruL'l!f'l~ilirllJ1f'lt'lf'l~LLf'l::iim1~11~ 
ROS L~l-.J~~~iJ 1::~lJ TGF-~ 1 LiJtf~~1'J::'1Jtl~~tl'J£JL1rlti'J1IJ1iiLLiJ'JLiJl-.J~~n~lLiJn~l-.JrliJtln~ LLl11~~1~~lJ 
"r£J~1 ~ t1JYl1~~Ci ~ ~ttl1 iJ11J1'1Jtl~ ~tl'J£J L1rlti'J 11J1~lJ1l1'J::Lrl1£J (;l"lntltln; L(;liiJ m1tl n L~lJ LLf'l::m1Ln(;l~~ ~(;l 

L~l-.J~~~iJ ~~il rl'J1l-.J~l-.J~iJlfnlJtl1::~Ylfi1l1~ mn11~liJ'lJtl~ 11J1~f'l (;If'l~ LLf'l::~~n COM ~~ LUiJtl~ I'ftl1::ntllJ 

~ftn~~lJl-.J1n 1iJ~tl'J£J L1rlti'J 11J1~1l-.J11mi11~Ln (;l1l1'J::Lrl1£J (;l"lntltl n; L(;liiJl11tl L'l!f'l~l..lv1tl11J11~ 

111 rl-:j"ll1 .... __ i~~fO)il __________________________ .. .. ____ _ 
~ 4:II.Q ... 

~1'tJ1r;)"ll1 ____ ~_?_LJ~)JjJ'_J~nJ_n~rfYm _________ __ __ _ 

iln1~~n~1 ____ 2_5_5.3 ____ __ _________________ ......... _ 



# # 5174855030 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 

KEYWORDS: OXIDATIVE STRESS I RENAL INFLAMMATION I RENAL FIBROSIS I 

TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA 1 I 8-HYDROXYDEOXYGUANOSINE I 

NEPHROLITHIASIS 

URAIWAN WAIWIJIT: HISTOPATHOLOGY OF NEPHROLITHIASIS PATIENTS: 

OXIDATIVE STRESS, INFLAMMATION AND FIBROSIS. THESIS ADVISOR: 

PROF. PIYARATANA TOSUKHOWONG, THESIS CO-ADVISORS: ASST. PROF. 

CHANCHAI BOON LA, PH.D., ASST. PROF. DR. WIPAWEE KITTIKOWIT,80 pp. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคนิ่วไต (nephrolithiasis) เปนโรคระบบทางเดินปสสาวะที่พบไดทั่วโลก และมีแนวโนมเพ่ิม

สูงข้ึนเรื่อย ๆ ในแตละปประเทศตองสูญเสียคาใชจายในการรักษาพยาบาลผูปวยโรคนิ่วไตเปนจํานวน
มาก อีกทั้งยังมีผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูปวยในการทํากิจวัตรประจําวันและการประกอบอาชีพ 
ดังนั้นจึงจําเปนที่ตองทราบสาเหตุ กลไกและพยาธิสภาพของการเกิดโรค เพ่ือหาทางปองกันและรักษา
ใหเกิดประโยชนอยางสูงสุดตอผูปวย การศึกษาในประเทศแถบตะวันตกพบความชุกของโรคนิ่วไตรอย
ละ 10 (1, 2) ในประเทศไทยพบความชุกรอยละ 2-17 (3) ซึ่งพบสูงมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
นอกจากนี้โรคนิ่วไตมีอัตราการเกิดนิ่วซ้ําสูง โดยในระยะเวลา 10 ปพบ 26-53 %  และภายใน 20 ปพบ 
75% (4, 5) ดังนั้นโรคนิ่วไตจึงเปนปญหาที่สําคัญทางสาธารณสุขที่สงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของ
ประชากรไทย 

กลไกการเกิดนิ่วเกิดจากการตกผลึกของสารกอนิ่วที่ละลายอยูในปสสาวะในภาวะอิ่มตัวยวด
ย่ิง (supersaturation) ซึ่งสารกอนิ่วในปสสาวะ (stone promoters) ไดแก แคลเซียม ออกซาเลต 
ฟอสเฟต  และกรดยูริก  ปกติแลวในปสสาวะจะมีสารยับยั้งการเกิดนิ่ว (stone inhibitors) ไดแก ซิ
เทรต แมกนีเซียม ไพโรฟอตเฟต ไกลโคอะมิโนไกลแคน อัลบูมิน และ Tamm-Horsfall protein ทํา
หนาทีช่วยลดภาวะอิ่มตัวยวดย่ิงของสารกอนิ่วในปสสาวะและลดการเกิดผลึกนิ่ว  กระบวนการเกิด
กอนนิ่วเริ่มจากการตกผลึกของสารกอนิ่ว (crystal nucleation/crystallization) ทําใหเกิดเปนผลึก
นิวเคลียสขนาดเล็กที่เปนจุดเริ่มตนของการเกิดนิ่ว ผลึกนิวเคลียสที่เกิดข้ึนอาจถูกขับออกมาใน
ปสสาวะเกิดภาวะ Crystalluria หรืออาจเคล่ือนที่ของผลึกจากดาน luminal ไปยัง basement 
membrane ผานกระบวนการ endocytosis และฝงอยูใต basement membrane ของ renal tubules 
เกิดเปน Randall’s plaques จากนั้นเคล่ือนที่ตอไปยัง renal papillary surface   กอตัวเปน nidus 
(stone core)  ซึ่งเปนจุดศุนยกลาง (core) สําหรับการรวมกลุมของผลึกและเจริญใหญข้ึนจน
กลายเปนนิ่วในที่สุด (6, 7) การศึกษาพบวาการทําลายเซลลเย่ือบุผิวทอไต (renal epithelial tubular 
cell injury) จะชวยสงเสริมใหมีการติดคางของผลึกใน renal tubules สูงข้ึน ซึ่งการที่เซลลเย่ือบุผิวทอ
ไตถูกทําลายนี ้ เนื่องมาจากสารกอนิ่วและผลึกไปกระตุนใหเซลลเย่ือบุผิวทอไตสรางสารอนุมูลอิสระ
เพ่ิมมากข้ึนจนทําใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) การศึกษาใน renal proximal 
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tubular cell lines (LLC-PK1 และ MDCK-II) เม่ือไดรับผลึก calcium oxalate monohydrate (COM) 
เซลลจะสรางสารอนุพันธของออกซิเจนที่วองไว (reactive oxygen species : ROS) เพ่ิมมากข้ึน และ
เม่ือไดรับผลึกปริมาณมากจะเกิด necrotic/apoptotic cell death ได  (8, 9) การศึกษาของ 
Habibzadegah-Tari และคณะ ใน Human kidney cell lines (HK-2) พบวาเม่ือเซลลไดรับผลึก 
COM เซลลจะสราง Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) มากข้ึนผานกระบวนการสราง
สารอนุมูลอิสระภายในเซลล ซึ่ง MCP-1 เปน chemokine ที่บงชี้ถึงการกระตุนการอักเสบ การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวาผลึกแคลเซียมออกซาเลตสามารถกระตุนใหเซลลสรางสารอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึนและเกิด
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และยังกระตุนกระบวนการอักเสบได รายงานการวิจัยในผูปวยโรคนิ่วไต
พบวามีระดับ 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG, oxidative DNA damage marker) ใน
ปสสาวะสูงกวากลุมคนปกติ แสดงวาผูปวยโรคนิ่วไตมีภาวะเครียดออกซิเดชั่นสูงกวาคนปกติ และยัง
พบวาปริมาณ 8-OHdG ในปสสาวะที่สูงขึ้นในผูปวยโรคนิ่วไตสัมพันธกับการบาดเจ็บของทอไตที่เพ่ิม
สูงข้ึนดวย (10) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ MCP-1 
และ IL-6 mRNAs ซึ่งเปนไซโตไคนที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมสูงข้ึน โดยสัมพันธกับ
ปริมาณเม็ดเลือดขาวที่เพ่ิมขึ้นในเนื้อไต และสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง (11) 
การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตที่เกิดจากการตัดตอลําไสเล็กซึ่งพบเปนนิ่วแคลเซียม
ออกซาเลต ผูปวยที่มีภาวะ distal renal tubular acidosis ซึ่งทําใหเกิดนิ่วแคลเซียมฟอตเฟต และ
ผูปวยที่เปนนิ่ว brushite (CaHPO4) พบวามีการบาดเจ็บของเซลลเยื่อบุผิวทอไตเกิดขึ้นบริเวณทอไต
สวนที่มีผลึกนิ่วไปเกาะและพบการบาดเจ็บที่บริเวณเนื้อไตรอบๆผลึกนิ่วดวย (12-14) โดยปกติเมื่อ
เซลลไตถูกทําลายและตายจากกระบวนการอักเสบ จะกระตุนกระบวนการซอมแซม (wound-healing 
process) แตถาเกิดมากเกินไปจนไมสามารถควบคุมได จะทําใหเกิดการสะสมของ extracellular 
matrix จนเกิดพังผืดในเนื้อไต (renal fibrosis) ขึ้น โดยไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิด
พังผืดนี้คือ transforming growth factor-beta1 (TGF-1) โดยจะไปกระตุนใหมีการสราง 
myofibroblasts มากข้ึน ซึ่ง myofibroblasts เปนเซลลสําคัญที่สราง extracellular matrix proteins 
เชน collagen และ fibronectin เปนตน  การเกิดพังผืดในไตจะทําใหหนวยไต (nephrons) ถูกทําลาย 
ทําใหการทํางานของไตเส่ีอมลง (impaired renal function) นําไปสูการเกิดภาวะไตวายเรื้อรัง 
(chronic renal failure) และ โรคไตระยะสุดทาย (end stage renal disease) ซึ่งเปนสาเหตุของการ
เสียชีวิต    การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตชนิด brushite พบผลึกนิ่วใน collecting 
duct เซลลเย่ือบุผิวมีการบาดเจ็บและตาย ทอไตในสวน cortex ลีบลง  (tubular atrophy) 
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glomeruloscelosis และพบการบาดเจ็บและการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตรอบๆผลึก  และผูปวยที่เปน
นิ่วซิสทีนพบผลึกในทอของ Bellini และทอไตสวน inner medullary collecting duct พบการบาดเจ็บ
ของเซลลรอบๆเนื้อไตที่มีการอักเสบ และพบพังผืดที่เนื้อไตปริมาณมาก (12, 15)  

จากการศึกษาที่กลาวมาขางตนผูวิจัยต้ังสมมติฐานวาผลึกและกอนนิ่วสามารถกระตุนใหเกิด
การสรางสารอนุมูลอิสระและเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นขึ้น และยังกระตุนกระบวนการอักเสบในไต 
เม่ือเกิดการอักเสบเรื้อรัง จะทําใหเกิดพังผืดในไต สงผลใหประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นในไตของผูปวยโรคนิ่วไต ไดแก ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น การอักเสบ และการเกิดพังผืด และวิเคราะหความสัมพันธระหวางพยาธิสภาพที่พบกับ
ประสิทธิภาพการทํางานของไต 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพ่ือศึกษาระดับการอักเสบและการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต โดย

ประเมินจาก Hematoxylin and eosin staining (H&E) และ Masson-trichrome staining ตามลําดับ  
2. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว

ไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุมของผูปวยโรคมะเร็งไต 
3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น กระบวนการอักเสบ และการ

เกิดพังผืดกับประสิทธิภาพการทํางานของไตในผูปวยโรคนิ่วไต 

ขอตกลงเบื้องตน 
1. เครื่องมือที่ใชในการทดสอบเปนเครื่องมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและความ

แมนยําตามมาตรฐานของการทดสอบเครื่องมือนั้น  ๆ
2. กลุมผูปวยที่เขารวมการศึกษาครั้งนี้เปนกลุมผูปวยที่เขารับการผาตัดนิ่วที่

โรงพยาบาลศูนยจังหวัดขอนแกน และกลุมคนปกติเปนเจาหนาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาด
ไทย  

3. ผูเขารวมโครงการศึกษาวิจัยใหความรวมมือดวยความเต็มใจตลอดการศึกษาวิจัย
และมีการลงลายมือชื่อในใบยินยอมดวยความสมัครใจภายหลังจากไดรับการชี้แจงใหทราบในทุกดาน
รวมถึงความเส่ียงที่อาจเกิดข้ึน 
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ขอจํากัดของการวิจัย 
ตัวอยางเนื้อเย่ือไตที่ศึกษาไดมาจากผูปวยโรคนิ่วไตที่รักษาโดยการผาตัดเปดเอานิ่วออก (open 

stone surgery) ผูปวยที่รักษาดวยวิธีอื่น เชน สลายนิ่ว (shockwave lithotripsy) และ PCNL 
(Percutaneous nephrolithotripsy) ไมสามารถเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อได ซึ่งผูปวยกลุมนี้อาจมีระดบัของ
พยาธิสภาพในไตแตกตางกับผูปวยที่ไดรับการผาตัดเปด 

เนื้อเย่ือไตควบคุมที่ไชในการศึกษาไดมาจากสวนที่ไมเปนมะเร็ง (non-cancerous region) ของ
ไตที่เปนมะเร็ง จึงอาจไมเปนตัวแทนของเนื้อเย่ือไตของคนปกติได 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
1. Nephrolithiasis หรือ Kidney stone หรือ Renal stone คือ โรคนิ่วในไต ซึ่งมีกอนนิ่ว

อยูบริเวณตําแหนงที่สูงกวาหลอดกรวยไต ( renal pelvis ) ขึ้นไป   
2. Oxidative Stress หรือ ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ ภาวะไมสมดุลระหวางอนุมูล

อิสระและสารตานอนุมูลอิสระ สารอนุมูลอิสระจะทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบ 
ไดแก ไขมัน โปรตีน กรดนิวคลีอิกและคารโบไฮเดรต ทําใหสูญเสียหนาที่หรือถูกทําลาย สงผลใหเซลล
บาดเจ็บ (cell injury) และถูกทําลาย (cell damage) ตามมา 

3. Inflammation หรือภาวะการอักเสบ คือ ปฏิกิริยาที่รางกายตอบสนองตอส่ิงแปลก
ปลอกจากภายนอกที่มากระตุนดวยระบบภูมิคุมกัน หรือเม่ือเนื้อเย่ือไดรับอันตราย (injury) 

4. การเกิดพังผืด (fibrosis) เปนภาวะที่มีการสราง fibrous connective tissue มาก
เกินไป มักเกิดภายหลังการอักเสบเรื้อรัง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงพยาธิสภาพการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ และการเกิด

พังผืดในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
2. ทราบความสัมพันธระหวางภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ การเกิดพังผืดใน

เนื้อเย่ือไตและประสิทธิภาพการทํางานของไตในผูปวยโรคนิ่วไต 
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3. เปนขอมูลวิจัยสําหรับใชเปนแนวทางการรักษาผูปวยโรคนิว่ไตภายหลังการผาตัด โดย
การใหยาหรือวิธีใดๆ ที่สามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ และการเกิดพังผืดใน
เนื้อเย่ือไตของผูปวย เพ่ือชะลอการเสื่อมประสิทธิภาพการทํางานของไต และลดโอกาสการเกิดนิ่วซ้ํา 

วิธีดําเนินการวิจัย 
ผูเขารวมโครงการศึกษาวิจัยแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายและกลุม

คนปกติจํานวน 39 ราย เก็บสารตัวอยางที่เปนเลือด ปสสาวะครั้งแรกตอนเชา (first morning urine) 
ปสสาวะ 24 ชั่วโมง กอนนิ่ว และชิ้นเนื้อไตในกลุมผูปวยโรคนิ่วไต สําหรับกลุมคนปกติเก็บสารตัวอยาง
ที่เปนเลือด ปสสาวะครั้งแรกตอนเชา และปสสาวะ 24 ชั่วโมง เพ่ือทําการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
ไดแก การตรวจวัดระดับครีเอตินีนในเลือด การตรวจวัดระดับโปรตีน และ N-acetyl 
glucosaminidase (NAG) activity ในปสสาวะ ตรวจหาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA โดยวิธี 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และตรวจปริมาณ TGF-1 ใน
ปสสาวะโดยใชวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และตรวจสอบการแสดงออก
ของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไตโดยวิธี immunohistochemistry และ
ศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นใน HK-2 cells โดยเพาะเลี้ยง  HK-2 cells  จนเซลลเจริญเติบโต
เต็ม cell culture flask จากนั้นใหเซลลไดรับผลึกของ COM แลวศึกษาการมีชีวิตของเซลล (cell 
viability) โดยวิธี (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
colorimetric assay   และวัดปริมาณการสราง ROS ที่เกิดข้ึนภายในเซลล โดยวิธี 2´,7´-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescence assay  

ลําดับข้ันตอนในการเสนอผลการวิจัย 
1. เก็บสารตัวอยางจากผูเขารวมโครงการวิจัย ดําเนินการทดลอง รวมรวมขอมูล 

วิเคราะหและสรุปผลการทดลอง 
2. จัดทําวิทยานิพนธฉบับสมบูรณและจัดทํานิพนธตนฉบับภาษาอังกฤษ (บางสวนของ

ผลงานวิทยานิพนธ) เพ่ือตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับนานาชาติ 
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เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
2.1 โรคน่ิวไต (kidney stone disease หรือ nephrolithiasis) 

โรคนิ่วไตเปนปญหาที่สําคัญในระบบทางเดินปสสาวะซึ่งพบไดทั่วโลกและมีแนวโนมเพ่ิม
สูงข้ึนเรื่อย  ๆมีการศึกษาพบวาประเทศในแถบยุโรปพบอุบัติการณเกิดโรคนิ่วไต 5-9%   อเมริกาเหนือ 
13%   ประเทศแถบตะวันออกกลาง 20-25 % เอเชีย 1-5% (16) และประเทศไทยพบ 2-17% (3) ซึ่ง
พบสูงมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีอัตราการกลับเปนซ้ําสูงโดย
ในระยะเวลา 10 ปพบ 26-53 % (4, 5, 17) และภายใน 20 ปพบ 75% (17, 18) ซึ่งอัตราการกลับเปน
ซ้ํานี้เก่ียวของกับหลายปจจัย ไดแก อายุเริ่มตนที่เปนโรคนิ่ว การมีประวัติครอบครัวที่เปนนิ่ว การเปน
นิ่วติดเชื้อ การดูแลตัวเองภายหลังจากการรักษาและวิธีการรักษาที่ไมเหมาะสม (19) 

 
สาเหตุของการเกิดน่ิวไต 

โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย (multifactorial disease) อาจเกิดจากความ
ผิดปกติของปจจัยภายใน (intrinsic factors) ไดแก พันธุกรรม เพศ อายุ ดัชนีมวลกาย และเชื้อชาติ 
ความผิดปกติจากปจจัยภายนอกและสิ่งแวดลอม (extrinsic factors) ไดแก การบริโภคอาหารและน้ํา 
การรับประทานยาบางชนิด ภมิูอากาศ อาชีพ  และความเครียด และความผิดปกติจากปจจัยทางเม
แทบอลิก (metabolic factors) เชน ภาวะออกซาเลตในปสสาวะสูง (hyperoxaluria) ภาวะแคลเซียม
ในปสสาวะสูง (hypercalciuria) ภาวะกรดยูริกในปสสาวะสูง (hyperuricosuria) ภาวะฟอสเฟตใน
ปสสาวะสูง (hyperphosphaturia) ภาวะซิเทรตในปสสาวะตํ่า (hypocitraturia) ภาวะแมกนีเซียมใน
ปสสาวะตํ่า (hypomagnesiuria) ภาวะโพแทสเซียมในปสสาวะต่ํา (hypokaliuria) และภาวะสมดุล
ของกรดดางที่ผิดปกต ิ  ความผิดปกติทางเมแทบอลิกเหลานี้มีความสําคัญอยางมากในการกอนิ่ว ซึ่ง
อาจพบความผิดปกติจากภาวะเดียวหรือหลายภาวะรวมกันก็ได (20) 

 
กลไกการเกิดน่ิว 

นิ่วเกิดจากความไมสมดุลระหวางสารกอนิ่ว (เชน แคลเซียม ออกซาเลต ยูเรต และฟอตเฟต) 
และสารยับย้ังการเกิดนิ่ว (เชน ซิเตรท โพแทสเซี่ยม แมกนีเซียม และไกลโคอะมิโนไกลแคน) ทําใหเกิด
ภาวะอิ่มตัวยวดยิ่งของสารกอนิ่วในปสสาวะ (supersaturation) และการตกผลึก (crystal nucleation) 
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ดังนั้นถาในปสสาวะยังมีสารกอนิ่วที่ละลายอยูในสภาวะอิ่มตัวยวดย่ิงอีกก็จะสงผลใหเกิดการเติบโต
ของผลึก (crystal growth) แลวรวมตัวกันเปนกลุมของผลึกขึ้นมา (crystal aggregation) โดยปกติ
แลวในแตละวันรางกายจะมีการขับผลึกออกมาในปสสาวะเปนลาน  ๆ ผลึกโดยที่ไมเกิดนิ่ว เนื่องจาก
ระยะเวลาที่ปสสาวะไหลผานทอไตใชเวลาประมาณ 5-10 นาที และขนาดเสนผานศูนยกลางของทอไต
ประมาณ 15-60 ไมโครเมตร แตอัตราการเติบโตของผลึกประมาณ 1-2 ไมโครเมตรตอนาที ดังนั้นจึง
เปนชวงเวลาส้ันๆ ซึ่งไมเพียงพอที่จะใหผลึกโตพอที่จะติดในทอไตได ผลึกจึงถูกขับออกมาในปสสาวะ 
(crystalluria) แตในคนที่เปนนิ่วนั้นจะมีการรวมกลุมกันของผลึกเปนจํานวนมากโดยปฏิกิริยาจับกัน
ของผลึกที่เปนประจุบวกและประจุลบ และสารชีวโมเลกุลอื่น  ๆ ที่สงผลใหเกิดการจับกันของผลึกมาก
ข้ึน ทําใหเกิดเปนกอนนิ่วติดคางภายในทอไต (crystal retention)  มีการศึกษาวิจัยพบวาผลึกสวน
ใหญที่เกิดข้ึนในระบบทางเดินปสสาวะเปนผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมออกซาเลต ผลึก
ของแคลเซียมฟอสเฟตมักจะสะสมในเนือ้ไต (interstitium) บริเวณปลายของ papillary (papillary tip) 
เรียกวา Randall’s plaque ซึ่งเชื่อวาเปนบริเวณที่ใหผลึกมีการเติบโตจนเกิดเปนกอนนิ่ว (stone 
nidus)  อยางไรก็ตาม Randall’s plaques สามารถพบไดในคนที่ไมเปนนิ่วดวย แตพบในปริมาณที่
นอยวาคนที่เปนนิ่ว (13) 
 
ชนิดของนิ่วไต 

นิ่วไตสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทตามแรธาตุที่เปนองคประกอบของกอนนิ่ว คือ นิ่ว
ชนิดที่มีแคลเซียมเปนสวนประกอบ ซึ่งพบมากที่สุดประมาณรอยละ 70-80 (21) ไดแก นิ่วแคลเซียม
ออกซาเลต นิ่วแคลเซียมฟอสเฟต นิ่วเนื้อผสมของแคลเซียมออกซาเลตกับฟอตเฟตหรือแคลเซียมออก
ซาเลตกับกรดยูริก นิ่วอีกชนิดคือ นิ่วที่ไมมีแคลเซียมเปนสวนประกอบพบประมาณรอยละ 15-20 
ไดแก นิ่วกรดยูริก นิ่วแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอตเฟตหรือนิ่วจากการติดเชื้อ และนิ่วซีสตีน และถา
พิจารณาตามองคประกอบทางเคมีของกอนนิ่วสามารถแบงนิ่วออกเปน 2 ชนิด คือ นิ่วที่มีองคประกอบ
ทางเคมีเพียงชนิดเดียวจัดเปนนิ่วบริสุทธ์ิ (pure stone) และนิ่วที่มีองคประกอบทางเคมีมากกวาสอง
ชนิดจัดเปนนิ่วเนื้อผสม (mixed stone)  

จากการศึกษาระบาดวิทยาของชนิดของนิ่วที่พบในประเทศไทยของ Tosukhowong และคณะ 
พบนิ่วบริสุทธิ์ 40.23 % นิ่วเนื้อผสม 59.77 % สวนใหญเปนนิ่วเนื้อผสมแคลเซียมออกซาเลตกับ
แคลเซียมฟอตเฟต ถาแบงตามแรธาตุที่เปนองคประกอบหลักในกอนนิ่วพบนิ่วแคลเซียมออกซาเลต
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มากที่สุด (74%) นิ่วแคลเซียมฟอตเฟต 5 % นิ่วกรดยูริก 16 % และนิ่วแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอต
เฟต 5 % (22)    
 
2.2 ภาวะเครียดจากออกซิเดช่ัน (oxidative stress) 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ ภาวะที่มีสารอนุมูลอิสระมากกวาสารตานอนุมูลอิสระทําให
เกิดการทําลาย โปรตีน ไขมันที่เย่ือหุมเซลล คารโบไฮเดรต  และดีเอ็นเอในเซลล เมื่อสารชีวโมเลกุล
เหลานี้ถูกทําลายจะทําใหสูญเสียหนาที่และเกิดการบาดเจ็บของเซลล เกิดภาวะที่เรียกวา oxidative 
damage  ซึ่งโมเลกุลเปาหมายที่เกิด oxidative damage จะแตกตางกันไปขึ้นกับลักษณะของเซลล 
ชนิด และความรุนแรงของสภาวะ oxidative stress ที่เกิดข้ึน   

สารออกซิแดนทที่เปนอนุพันธของออกซิเจนที่วองไว (reactive oxygen species : ROS) 
ไดแก superoxide anion (O2

•-) hydroxy radical (OH•) และ hydrogen peroxide (H2O2) เปนตน 
ROS ที่มีบทบาทสําคัญที่สุดในการทําลายสารชีวโมเลกุลตางๆภายในเซลลคือ OH• โดยสรางมาจาก
หลายปฏิกิริยาในรางกาย ในสภาวะปกติรางกายมีการสราง ROS จากปฏิกิริยาชีวเคมีและ
กระบวนการเมแทบอลิซึมตาง  ๆ อยูตลอดเวลา แตรางกายก็มีกลไกทีจ่ะรักษาสมดุลของสารอนุมูล
อิสระโดยอาศัยสารตานอนุมูลอิสระและการทํางานของเอนไซมในการกําจัดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น
ภายในรางกาย ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระดังกลาวนี้ ไดแก วิตามินอี วิตามินซ ีกลูทาไทโอน และเบตาแค
โรทีน เปนตน   

จากการศึกษากลไกการเกิดนิ่วไตพบวาสารกอนิ่วและผลึกของนิ่วสามารถกระตุนใหเซลลเย่ือ
บุผิวทอหนวยไตสรางสารอนุมูลอิสระเพ่ิมมากข้ึน สารอนุมูลอิสระเหลานี้จะไปทําปฏิกิริยากับสารชีว
โมเลกุลภายในเซลลแลวสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงที่เย่ือหุมเซลล เซลลสูญเสียรูปรางและการ
ทํางาน  เซลลถูกทําลายและเกดิการบาดเจ็บจนทําใหเซลลตายในที่สุด สารกอนิ่วและผลึกนิ่วที่มี
การศึกษาถึงความเปนพิษตอเซลลเปนจํานวนมาก ไดแก ออกซาเลต และแคลเซียมออกซาเลต 
เนื่องจากเปนผลึกนิ่วที่พบไดมากที่สุด ซึ่งรายงานการศึกษาวิจัยทั้งในเซลลเพาะเล้ียงและสัตวทดลอง
พบวาทั้งออกซาเลตและแคลเซียมออกซาเลตสงผลใหเกิดความเปนพิษตอเซลล โดยกระตุนการสราง
สารอนุมูลอิสระข้ึนภายในเซลล ไดแก superoxide, hydroxyl radicals และ hydrogen peroxide ทํา
ใหมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเย่ือหุมเซลล องคประกอบตาง  ๆภายในเซลลสูญเสียหนาที่ไป และ
สงผลทําใหเกิดการตายของเซลล (23, 24) งานวิจัยของ Bhandari A และคณะ  ใน HK-2 cells พบวา
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เม่ือเซลลไดรับออกซาเลตในปริมาณสูงจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงทีเ่ย่ือหุมเซลลและมีผลทําใหเซลล
เกิด apoptosis (25) รายงานวิจัยของ Thamilselvan และ Khan  ในหนู Sprague-Dawley rats และ
เซลลเพาะเล้ียง MDCK (เซลลจาก distal tubule ของไตสุนัข) และ  LLC-PK1 cells (เซลลเย่ือบุผิวทอ
ไตสวน proximal จากไตหมู) โดยใหเซลลไดรับออกซาเลตและแคลเซียมออกซาเลตแลววัดการมีชีวิต
ของเซลลพบวาเซลลมีชีวิตลดนอยลง วัดเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) ซึ่งเปนตัวบงชีถ้ึง
การบาดเจ็บของเซลล และ malondialdehyde (MDA) เปนตัวบงชี้เมื่อมีการบาดเจ็บจากการสรางสาร
อนุมูลอิสระ พบวาทั้ง LDH และ MDA มีปริมาณเพ่ิมสูงข้ึน  แสดงใหเห็นวาทั้งผลึกของออกซาเลตและ
แคลเซียมออกซาเลตทําใหเกิดการบาดเจ็บตอเซลลเย่ือบุผิวทอไต (26) การศึกษาวิจัยใน NRK52E 
cells (เซลลจาก proximal tubule ของไตหนู) ที่ไดรับผลึก hydroxyapatite สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด
ภาวะเครียดจากออกซิเดชันโดยการกระตุนเซลลใหสราง ROS  เกิดภาวะ lipid peroxidation   เกิด
การตายของเซลลแบบ apoptosis และมีการสราง prostaglandin E2 และ MCP-1 เพิ่มสูงขึ้น ซึ่งจะ
ทําใหเกิดภาวะอักเสบที่ไต  (26-28) ทําใหเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตเกิดการบาดเจ็บและเศษเซลลที่ถูก
ทําลายจะกลับไปสงเสรมิใหเกิดการรวมกลุมกันของผลึกทําใหการติดคางของผลึกที่ทอไตมากข้ึน (7) 
มีการศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตพบวามี 8-OHdG และ NAG ในปสสาวะสูงกวาหนูที่
ไมเปนนิ่ว (29) 

นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาวิจัยในผูปวยโรคนิ่วไตพบวามีปริมาณของ 8-OHdG ในปสสาวะ
สูงกวากลุมคนปกติและมีความสัมพันธกับการบาดเจ็บของเซลลบุทอไตดวย (30) โดยสรุป ผลึกนิ่ว
สามารถกระตุนการสราง ROS ในเซลลได หนูทดลองที่เปนนิ่วเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในไต 
และผูปวยมีภาวะเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงกวาคนปกติ อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงาน
การศึกษาเก่ียวกับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในไตของผูปวยโรคนิ่วไตมากอน  

  
2.3 การอักเสบในไต (renal inflammation) 

การอักเสบในไต คือ ภาวะที่มีเซลลที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ (inflammatory cell) 
เคล่ือนที่เขามายังบริเวณเนื้อไต (renal interstitium) กลไกในการดึงดูดเม็ดเลือดขาวจากกระแสเลือด
มายังเนื้อไตที่มีการบาดเจ็บนั้นเก่ียวของกับหลายกลไก ไดแก การกระตุน adhesion molecules,  
chemoattractants, cytokines, proinflammatory mediators และ profibrotic mediators เปนตน 
โดยเม่ือมีการบาดเจ็บเซลลที่ทอไตจะหล่ังไซโตไคนไปดึงดูดให inflammatory cells ชนิด 
mononuclear cell ใหเขามาบริเวณที่มีการบาดเจ็บและกระตุนกระบวนการอักเสบ  การศึกษาพบวา 
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inflammatory cell ที่มีบทบาทสําคัญเม่ือเกิดพยาธิสภาพเนื่องจากมีการอุดกั้นในระบบทางเดิน
ปสสาวะไดแก macrophage, monocyte และ lymphocyte  (31, 32) 

การศึกษากลไกการเกิดนิ่วกับกระบวนการอักเสบพบวาผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเซลลบุผิว
ทอไตสรางสารอนุมูลอิสระจึงเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นขึ้นสงผลทําใหเกิดการบาดเจ็บของเซลล
บุทอไตและยังสามารถกระตุนใหเซลลบุทอไตสังเคราะหสารตัวกลางที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ
เพ่ือไปดึงดูดเซลลเม็ดเลือดขาวใหมาเก็บกินผลึกที่ติดคางในเนื้อไต จากการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียง
พบวาเม่ือกระตุนเซลลบุทอไตดวยแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรต ,ออกซาเลต ,โพแทสเซียมออกซา
เลต จะทําใหเซลลบุทอไตบริเวณที่ผลึกนิ่วมาเกาะเกิดการบาดเจ็บ เซลลมีการเปล่ียนแปลงรูปรางและ
ตายในที่สุด ทําใหมีการปลอยเอนไซมออกมาในอาหารเล้ียงเซลลเพ่ิมสูงข้ึน นอกจากนี้ยังพบการ
แสดงออกของ  MCP-1 mRNA และโปรตีนซึ่งเปนเคโมไคนที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิม
สูงข้ึนดวย (33-36) การศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตหรือมีภาวะ hyperoxaluria พบวา
เซลลเย่ือบุผิวทอหนวยไตบริเวณที่มีผลึกนิ่วอยูมีการเปล่ียนแปลงรูปราง ทอไตลีบลง ประสิทธิภาพการ
ทํางานของไตลดลง มี  N-acetylglucosaminidase (NAG), gamma-glutamyl transpeptidase 
(gamma-GT), alkaline phosphatase (ALP), cathepsin D, mucoproteins และ 
glycosaminoglycans (GAGs)  ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงการทําลายเซลลบุทอไตในปสสาวะสูงข้ึน และมีการ
สราง MDA ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงการเกิดภาวะ lipid peroxidation เพ่ิมมากขึ้น นอกจากนีเ้ซลลเย่ือบุผิว
ทอไตมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบเพิ่มสูงข้ึน และในเนื้อไตบริเวณรอบๆ 
ผลึกนิ่ว พบเซลลที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ ไดแก multinucleate giant cells และ 
macrophage นอกจากนี้ยังพบวาสภาวะอิ่มตัวยวดยิ่งของผลึกแคลเซียมออกซาเลตมีความสัมพันธ
กับการบาดเจ็บบริเวณ tubulointerstitial ที่เพ่ิมสูงข้ึนดวย  (37-41) การศึกษาวิจัยของ Boonla และ
คณะพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ NAG activity และ 8-OHdG ในปสสาวะสูงกวาคนปกติ แสดงวามี
การทําลายเซลลบุทอไตและภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงขึ้น นอกจากนี้ ในเนื้อไตยังพบการ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNAs ซึ่งเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบเพ่ิมสูงขึ้น 
โดยสัมพันธกับปริมาณเม็ดเลือดขาวที่เพ่ิมข้ึนในเนื้อไต และสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไต
ที่ลดลง (11) การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตที่เกิดจากการตัดตอลําไสเล็ก (intestinal 
bypass for obesity) พบผลึกนิ่วในทอไตสวน inner medullary collecting duct ซึ่งพบวามีการ
บาดเจ็บของเซลลบุทอไตเกิดขึ้น และผูปวยที่มีภาวะ distal renal tubular acidosis พบผลึกบริเวณ
ทอของ Bellini และ inner medullary collecting duct ซึ่งพบวามีการบาดเจ็บของเซลลบุทอไตเชนกัน  
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สวนผูปวยที่เปนนิ่ว brushite (CaHPO4) พบการบาดเจ็บทั้งในสวน cortex และ medulla โดยเฉพาะ
บริเวณที่เปน Randall’s plaque (12-14) 

 
2.4 การเกิดพังผืดในไต  (renal fibrosis)   

การเกิดพังผืดในไตเกิดจากการสะสมของ extracellular matrix มากเกินไป ซึ่งพบไดบอยใน
โรคไตเรื้อรัง โดยเม่ือเกิดการบาดเจ็บที่เซลลเย่ือบุผิวทอไต (tubular epithelial cell injury) เซลลจะถูก
กระตุนใหหล่ังเคโมไคนและไซโตไคน มีไปดึงดูดเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells เขามา 
แลวเซลลพวกนี้ก็จะไปกระตุนใหมีการหลั่ง transforming growth factor beta-1 (TGF-1)  (42) ซึ่ง
จะไปกระตุน resident fibroblast และเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตใหเปล่ียนแปลงกลายไปเปน 
myofibroblast  (mesenchymal cell) โดยเรียกกระบวนการนี้วา  epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) กลไก EMT นี้เริ่มจากเซลลเยื่อบุผิวทอหนวยไตที่ไดรับบาดเจ็บจะสูญเสีย
ความสามารถในการยึดเกาะกันระหวางเซลลทําให E-cadherin ซึ่งเปนตัวบงชี้ของเซลลเยื่อบุผิวลดลง 
จากนั้นเซลลเย่ือบุผิวทอไตจะเริ่มเปลี่ยนแปลงไปเปน myofibroblast (phenotype switching) โดยมี
การสรางโปรตีน alpha smooth muscle actin (α-SMA) เพ่ิมมากข้ึน จากนั้นจะสรางเอนไซม matrix 
metalloproteinases เพ่ือยอย tubular basement membrane ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของเซลล ไป
สะสมที่บริเวณเนื้อไต (interstitium) เพ่ือกลายเปน myofibroblast โดยสมบูรณ ถามีการสะสม 
myofibroblast ในปริมาณมากๆ ก็จะสังเคราะห matrix proteins มากข้ึน และเกิดเปนพังผืดในที่สุด 
ดังแสดงในภาพที่ 1 (43) 
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ภาพที่ 1 แสดงกลไกการเกิด epithelial-mesenchymal transition (EMT)  

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

มีหลายการศึกษาวิจัยที่แสดงใหเห็นวา TGF-1 มีบทบาทเก่ียวของกับการเกิดพังผืดในโรค
ตางๆ เชน idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), โรคไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรือ้รัง, Progressive 
idiopathic membranous nephropathy (IMN), autosomal dominant polycystic kidney disease 
(ADPKD) และโรคนิ่วในถุงน้ําดี โดยจะพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงใน epithelial cells ของ
อวัยวะนั้นๆ นอกจากนี้ยังพบใน fibroblast และเซลลที่เกี่ยวของกับการอักเสบ (inflammatory cells) 
เชน macrophages มากขึ้นดวย การแสดงออกของ TGF-1 มีความสัมพันธกับการแสดงออกของ 
myofibroblast markers และสัมพันธกับระดับการเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือ ซึ่งจะสงผลใหประสิทธิภาพ
การทํางานของเนื้อเย่ือนั้นลดลง (44-47) การศึกษาในหนูที่มีภาวะ bladder outlet obstruction พบวา 
TGF-1 ในปสสาวะสูงกวาหนูในกลุมที่ไมมี obstructionและนอกจากนี้มีการศึกษาในผูปวยโรคไต
หลายชนิดซึ่งพบวามีการหล่ัง TGF-1 ออกมาในปสสาวะสูงกวาคนปกติ เชน ในผูปวยที่เปนโรค 
chronic glomerulonephritis, Type 1 diabetes mellitus, mesangial glomerulonephritis 
(IgAGN), progressive glomerulonephritis (RPGN), systemic lupus erythematosus (SLE) และ 
bladder outlet obstruction ซึ่งสามารถใชเปนตัวบงชี้ถึงการเกิดพังผืดที่เนื้อไตได (48-51) การศึกษา
ในไตหนูขางที่เกิด unilateral ureteral obstruction (UUO) จะมีการแสดงออกของ TGF-1 mRNA  
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และในเนื้อไต และมีปริมาณคอลลาเจนสูงข้ึน เม่ือเทียบกับไตขางที่ไมเกิด obstruction (52) และจาก
การศึกษาวิจัยในผูปวยที่เปนโรค IgA nephropathy พบเม็ดเลือดขาวเขามาบริเวณเนื้อไต  พบการ
แสดงออกของ TGF-1 mRNA และการเกิดพังผืดในเนื้อไตสูงข้ึนในกลุมผูปวยที่มี glomerular 
sclerosis index ที่สูงดวย (53) การศึกษาของ Evan และคณะในผูปวยโรคนิ่วไตชนิด brushite พบ
ผลึกนิ่วใน collecting duct เซลลเย่ือบุผิวมีการบาดเจ็บและตาย ทอไตในสวน cortex ลีบลง  (tubular 
atrophy) glomeruloscelosis และพบการบาดเจ็บและการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตรอบๆผลึก  และ
ผูปวยที่เปนนิ่วซิสทีนพบผลึกในทอของ Bellini, ทอไตสวน inner medullary collecting duct ทั้ง
บริเวณที่มีผลึกและไมมีผลึกเกาะเกิดการขยายตัวสงผลตอการควบคุมสมดุลกรดดางของของเหลวใน
เสียไป โกลเมอลูลัสผิดปกติ พบการบาดเจ็บของเซลลรอบๆเนื้อไตที่มีการอักเสบ และพบพังผืดที่เนื้อ
ไตปริมาณมาก (12, 15) 

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

TGF-1 เปนโพลีเปปไทดที่มีคุณสมบัติเปนไซโตไคน ซึ่งมีหลากหลายหนาที ่(multifunctional 
cytokine) เชน ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ควบคุมการแบงตัวของเซลล ควบคุมการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล ควบคุมการสราง extracellular matrix และควบคุมการตายของเซลล
แบบ apoptosis  TGF-1 ถูกคนพบครั้งแรกในเซลลเกล็ดเลือดของมนุษย เปนโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 
25 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 2) สรางมาจาก TGF-1 gene ในมนุษยพบวามี 3 isoforms  ไดแก TGF-1,  
TGF-2 และ  TGF-3  โดย TGF-1  เปน isoform ที่มีบทบาทสําคัญที่สุดซึ่งมีบทบาทใน
กระบวนการ wound healing เมื่อมีการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อเกิดข้ึนรางกาย จะมีกลไกกระตุนใหเกิด
การซอมแซมที่บริเวณนั้น แตถาหากมีการกระตุนมากเกินไปจนไมสามารถควบคุมได (excessive 
wound-healing) จะทําใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix ซึ่งจะทําใหเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือใน
ที่สุด นอกจากนี้ TGF-1 ยังมีบทบาทเปน  chemoattractant  ในการดึงดูดโมโนไซตและแมกโครฟาจ 
เม่ือรางกายมีการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกัน ซึ่งเซลลในระบบภูมิคุมกันสวนใหญสามารถหลั่ง TGF-
1  ได (54)  ศึกษาในหนูที่มีภาวะ  hyperoxaluria  พบการแสดงออกของ α-smooth muscle actin, 
collagen type III และ TGF- 1  ใน tubulointerstitial (55)  และยังไมพบรายงานการศึกษาการ
แสดงออกของ TGF- 1  ในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
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ภาพที่ 2 โครงสรางของ TGF-1   
 
2.6 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) 

8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) เปนตัวบงชี ้oxidative DNA damage product จาก
ภาวะเครียดที่เกิดจากสารอนุมูลอิสระ  โดย ROS ทําปฏิกิริยาออกซิไดซกับคารบอนตําแหนงที่ 8 ของ
เบส deoxyguanosine บนสาย DNA  จึงเกิดเปน  8-OHdG (ภาพที่ 3) ซึ่งสามารถพบไดในทุกเซลล
โดยเฉพาะเซลลที่มีการสราง ROS จาก metabolism ของออกซิเจนภายในเซลล  และจะถูกกําจัด
กอนที่จะมีกระบวน DNA replication โดยขับออกมาทางปสสาวะ ในการสราง 8-OHdG สามารถทํา
ใหเกิดกระบวนการ mutation ข้ึนไดที่พบบอย ไดแก การเปล่ียนแปลงเบสจาก G เปน T ซึ่งเก่ียวของ
กับการเกิดมะเร็งดวย ในสภาวะปกติ 8-OHdG เกิดจากทั้งปจจัยภายในรางกาย และภายนอกรางกาย  
ปจจัยภายในรางกายเกิดขึ้นจาก nuclear DNA และ mitochondrial DNA (mtDNA) ที่ถูกทําลายโดย 
ROS ที่เกิดข้ึนใน oxygen metabolism และ lipid radicals  และปจจัยภายนอกรางกายที่สงผลใหเกิด 
8-OHdG มากข้ึน คือ สารกัมมันตภาพรังสี และรังสีอัลตราไวโอเลต พฤษเคมีที่มีความเปนพิษตอยีน 
(genotoxic phytochemicals) การไดรับสารปนเปอนจากอาหาร อากาศและน้ํา โดยปกติรางกายจะมี
กลไกในการปองกันตัวเองโดยมีกระบวนการกําจัดอนุมูลอิสระโดยใชเอนไซมและไมใชเอนไซม ดังนั้น
ถาเกิดความไมสมดุลระหวางสารอนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระก็จะทําใหเกิดพยาธิสภาพ
ภายในรางกายได (56) 

การศึกษาในหนูที่เปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลตพบวาในเนื้อไตของหนูมีการแสดงออกของ 8-
OHdG สูงกวาหนูที่ไมเปนนิ่วแตยังไมพบรายงานการศึกษาในผูปวยโรคนิ่วไต(57) 
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ภาพที ่3 โครงสรางของ 8-OHdG  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

ประชากรตัวอยาง (Sample population)  
งานวิจัยนี้ศึกษาในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ 1) กลุมผูปวยโรคนิ่วไตที่ไดรับการวินิจฉัยวามีกอน

นิ่วในไตจากขอมูลภาพถายรังสีเอ็กซ (Plain KUB X-ray) เขารับการผาตัดเอานิ่วออก (open stone 
surgery) ณ โรงพยาบาลขอนแกน จังหวัดขอนแกน และ 2) กลุมควบคุมคนปกติ ซึ่งเปนเจาหนาที่
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณที่มีสุขภาพดี โดยมีเกณฑการคัดเลือกกลุมตัวอยาง เปนดังนี้   

กลุมผูปวยโรคนิ่วไต (Nephrolithiasis patients) 
เกณฑการคัดเลือกเขาศึกษา (inclusion criteria)  

1. มีกอนนิ่วในไตยืนยันการวินิจฉัยจากภาพถายรังสีเอ็กซเขารับการรักษาโดยการผาตัดเปด
เอานิ่วออก 

2. เพศชายหรือหญิงอายุ 18 ปข้ึนไป  
เกณฑการคัดออก (exclusion criteria)  

1. ผูปวยที่มีความผิดปกติทางกายวิภาคของไต และความผิดปกติของระบบทางเดิน
ปสสาวะอื่นๆ เชน horseshoe kidneys, polycystic kidneys, ureteral/bladder calculi, 
neurogenic bladder, renal tubular acidosis และ  any malignancies  เปนตน 

กลุมควบคุมคนปกสุขภาพดี (Healthy controls) 
เกณฑการคัดเลือกเขาศึกษา (inclusion criteria)  

1. มีอายุและเพศที่ตรงกับกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไต (age- and sex-matched) 
2. มีสุขภาพแข็งแรงไมเปนโรคใดๆ โดยประเมินจากการสัมภาษณ และผลการตรวจสุขภาพ

ประจําปของอาสาสมัคร 
 

เกณฑการคัดออก (exclusion criteria)  
1. ไมปวยเปนโรคในระบบทางเดินปสสาวะ เชน โรคนิ่วระบบทางเดินปสสาวะ  โรคไต และ

โรคมะเร็งทางเดินปสสาวะ เปนตน 
2. มีประวัติการเปนนิ่วในเครือญาต ิ 
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ขนาดประชากรตัวอยาง (Sample size) 
 
ตัวอยางประชากรที่ใชศึกษาในแตละการทดลองเปนดังนี ้

1. การวิเคราะหทางพยาธิวิทยา 
การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และการอักเสบโดยการยอม Hematoxylin and eosin 

(H&E) staining ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายเพศชาย 12 ราย (42.86 %) เพศหญิง 
16 ราย (57.14%) อายุเฉล่ีย 53.6712.83 ป  

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 และการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอมดวย 
Masson trichrome จํานวน 23 รายเพศชาย 11ราย (47.83%) เพศหญิง 12 ราย (52.17%) อายุเฉลี่ย 
53.0813.52 ป  

2. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน TGF-1 ในปสสาวะ โดยวิธี ELISA ศึกษา
ผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 24 ราย เพศชาย 8  ราย (33.33 %) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) อายุเฉลี่ย 
51.3511.68 ป เทียบกับคนปกติจํานวน 19 รายเปนเพศหญิงทั้งหมด (100%) อายุเฉลี่ย  
50.537.33 ป  

3. ผลการวิเคราะหหา TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไต 
จํานวน 8 ราย (%) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) อายุเฉล่ีย 51.351.68 ป เทียบกับคนปกติจํานวน 19 
ราย เปนเพศหญิงทั้งหมด (100%) อายุเฉลี่ย 50.53 7.33 ป  

4. กลุมควบคุมคนปกติสุขภาพดี (Healthy controls) จํานวน 39 ราย เพศชาย 9 ราย 
(23.08%) เพศหญิง 30 ราย (76.92 %)  อายุเฉล่ีย 58.13 11.61 ป  
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เครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 
ตารางที่ 1 เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการวจิัย 
 

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

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

        -TGF-1 
        -8-OHdG 

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

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

1. การเก็บปสสาวะครั้งแรกในตอนเชา (first morning urine) 
วิธีการเก็บ คือ เมื่อมีการปวดปสสาวะครั้งแรกหลังจากตื่นนอนในตอนเชาใหปสสาวะชวงแรกทิ้ง

ไปกอนแลวเก็บปสสาวะชวงกลางใสภาชนะปากกวางที่ปราศจากเชื้อเก็บตัวอยางปสสาวะไวที ่ -80  
C กอนการวิเคราะห 

2. การเก็บปสสาวะ 24 ชั่วโมง (24-hr urine) 
วิธีการเก็บ คือ ถายปสสาวะทิ้งไปกอนในครั้งแรก เชน ที่เวลา 7.00 น. (เวลาเริ่มเก็บ) แลวเริ่ม

เก็บปสสาวะที่ถายครั้งตอไปในภาชนะที่จัดเตรียมไวใหโดยมี Thymol เปนสารยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย เก็บปสสาวะรวมกันจนครบ 24 ชั่วโมง คือ ถึง 7.00 น. ของวันรุงข้ึนเปนครั้งสุดทาย ใน
ระหวางเก็บปสสาวะ 24 ชั่วโมง ผูปวยรับประทานอาหารและน้ําไดตามปกติโดยผูเขารวมโครงการ
ศึกษาวิจัย เก็บตัวอยางปสสาวะไวที่ -20  C และ -80  C กอนการวิเคราะห 

3. การเก็บเลือด (heparinized blood) 
เจาะเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณทองแขนดวยชุดอุปกรณเจาะเลือดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใช 

heparin เปนสารกันเลือดแข็ง เก็บตัวอยาง plasma โดยการปนเหวี่ยงที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
แยกสวนของ plasma เก็บที่ -20C กอนการวิเคราะห   

4. การเก็บเนื้อเย่ือไต (renal biopsy) 
ขณะทําการผาตัดศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะเก็บตัวอยางเนื้อเย่ือไต (wedge kidney 

biopsy) 2 ตําแหนงคือ renal papilla บริเวณที่ใกลกับกอนนิ่วและ renal cortex เก็บตัวอยางชิ้นเนื้อใส
ลงในหลอดที่มี  10% formalin buffer 15 ml เก็บไวที่อุณหภูมิหองกอนนําไปตัดลงบนสไลด 

5. ตัวอยางกอนนิ่ว (kidney stone) 
ภายหลังการผาตัดศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะเก็บตัวอยางกอนนิ่วไตทั้งหมดใสในขวด

เก็บกอนนิ่วเก็บตัวอยางปสสาวะไวที่ 4 กอนนําไปวิเคราะหหาชนิดของนิ่ว 
 

2. วิธีวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
1. การวิเคราะหปริมาณครีเอตินีนในพลาสมาและปสสาวะใชหลักการของ Jaffe ซึ่งเปน 

Modified picric acid method (58) 
2. การคํานวณคาอัตราการกรองที่ไต( estimate glomerular filtration rate : eGFR) 
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วิเคราะหปริมาณครีเอตินีนในพลาสมา คํานวณคา eGRF ตามสูตรของ Chronic Kidney 
Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) เสนอโดย Levey และคณะ สมการเปนดังนี ้(59) 

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

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

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

 
Scr คือ serum creatinine (mg/dl) 
Age คือ อายุ (ป) 
 
3. การวิเคราะหอันตรกิริยาของเอนไซม NAG ในปสสาวะ (urinary NAG activity) 

หลักการคือ substrate p-nitrophenyl-N-acetyl- -D-glucosaminide ทําปฏิกิริยา hydrolysis กับ
เอนไซม N-acetyl--D-glucosaminidase ที่ 37C วัดไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร 
(60) 

 
4. การวิเคราะหโปรตีนในปสสาวะโดยใชวิธี dye binding method หลักการคือ

สารละลาย Comassie Brilliant Blue G-250 dye ใน  acidic solution ซึ่งปกติจะมีคาการดูดกลืนแสง
สูงสุด ( max อยูที่ 465 นาโนเมตรโดยเปนสารสีแดงแตเมื่อจับกับโปรตีนจะเปลี่ยน max เปน 595 นา
โนเมตร ใหสารละลายเปนสีฟา (61) 

 
5. วิเคราะหชนิดของนิ่วโดยใชเทคนิค  Fourier Transform Infrared spectrometry 

(FTIR) แบงชนิดของนิ่วเปน 3 กลุม ตามแรธาตุสวนใหญที่เปนองคประกอบ ไดแก calcium oxalate 
(CaOx), calcium phosphate (CaP) และ uric acid (UA) stones 
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6. การวิเคราะหทางพยาธิวิทยา (Histological stainings) 
6.1 Hematoxylin and eosin (H&E) staining ใชสําหรับประเมินระดับการอักเสบในเนื้อเย่ือไต 
Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเยื่อ แชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา  

สไลด จุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
ข้ันตอนการยอมสี แชสไลดในโถสี  hematoxylin 5 นาที แลวลางน้ําประปา 5 นาที แลวแชใน 0.01% 
lithium carbonate 10 วินาที ลางน้ําประปา 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol 10 ครั้งๆ ละ 1 วินาท ี
ตามดวยแชในโถสี eosin 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ   
แลวตามดวย absolute alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ จากนั้นจุมใน xylene โถละ10 
ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ และ mount slide ดวย per mount (Shandon consul-Mount, 
Thermo electron corporation, USA) 

พยาธิแพทยเปนผูประเมินระดับการอักเสบในเนื้อเยื่อไต โดยใชเกณฑในการประเมินเปนดังนี้  
negative หรือ no inflammation: มี infiltrated cells 0-5 %, 1+: 6-25 %, 2+: 26-50 %, 3+: 51-75 
% และ 4+: 76-100 %  โดยคิดพ้ืนที่เนื้อไตทั้งหมดเปน 100 % 

6.2 ศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเย่ือไต   
Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเยื่อแชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา

สไลดจุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
  ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน30 วินาท ี แลวนําไปใสใน Bouin’s solution จากนั้นนําไป incubate ใน

ตูอบ 56 C 60 นาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที ลางน้ําประปา 5 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นนําไปจุมใน Weigert’s iron hematoxylin 10 นาที  ลางดวยน้ําประปา 10 นาที ตามดวยน้ํา
กลั่น 30 วินาที  จากนั้นนําไปยอมใน Biebrich scarlet/ acid fuchsin 15 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
30 วินาที  แลวจุมในสารละลาย phosphotungstic phosphomolybdic acid 5 นาที  แลวลางน้ํากลั่น 
30 วินาที  counterstain ดวย aniline blue  8 นาที แลวลางน้ํากลั่น 30 วินาที  ตามดวยแชใน 1% 
acetic acid solution 1 ครั้งนาน 10 วินาที  แลวลางดวยน้ํากล่ัน30 วินาที  Dehydrate ดวยการนําไป
อบในตูอบ 56 C 5 นาที  และ mount slide ดวย per mount คํานวณรอยละของพ้ืนที่ที่เกิดพังผืด (% 
fibrotic area) โดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศน แลวคํานวณปริมาณการติดสีฟาของคอลลา
เจนโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป ตามวิธีของ Zeisberg และคณะ (62) 
การติดสี nucleus : ดํา, cytoplasm : ชมพู, muscle : แดง และ collagen : เขียวหรือน้ําเงิน 
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6.3 Immunohistochemical staining สําหรับตรวจการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 
ในเนื้อเย่ือไต โดยใช specific antibodies  

Deparaffinization โดยนําสไลดเนื้อเย่ือแชใน xylene โถละ 3 นาทีจํานวน 3 โถ จากนั้นนํา
สไลดจุมใน 95 % alcohol โถละ 10 ครั้งๆละ 1 วินาทีจํานวน 3 โถ แลวลางดวยน้ําประปา 5 นาที   
จากนั้นทํา antigen retrieval แชสไลดใน citrate buffer pH  6.0 แลวนําไปใสใน microwave โดยใช
กําลังไฟสูงสุดเปนเวลา 2 นาที จํานวน 6 ครั้ง (ระวังอยาใหเดือด) ต้ังทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 20 นาที จากนั้นทําลาย endogenous peroxidase activity โดยแชสไลดใน 3% H2O2 เปนเวลา 
5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  ตามดวย 3% normal horse serum (ละลายใน PBS)  เปนเวลา 20  นาที ที่
อุณหภูมิหอง  จากนั้นหยด (200 ul) 1:200 8-OHdG antibody (Clone N45.1, JaICA)  ลงบนสไลด
แลว incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที ่  4 C หรือ 1:50 TGF-1 antibody (Clone 9016, R&D 
system,USA) incubate เปนเวลา 48 ชั่วโมงที ่ 4 C  นําสไลดมาลางดวย PBS 2 ครั้งๆ ละ 3 นาที 
แลวหยด secondary antibody (peroxidase- conjugated anti-mouse antibody) (DAKO, 
Carpinteria, USA)และ incubate เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวลางดวย PBS 2 ครั้งๆ ละ 3 
นาที  ข้ันตอนการยอมสี หยดสารละลาย DAB (ละลายใน Tris buffer pH 7.4) ลงไปแลว incubate 
เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง(ข้ันตอนการยอมสีของ TGF-1 ใช VECTOR SG substrate kit ) 
ลางดวยน้ําประปา 5 นาที counterstain ดวย Mayer’s hematoxylin solution 4-5 วินาที ลางดวย
น้ําประปา 5 นาที แลวจุมใน 95% alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ   แลวตามดวย 
absolute alcohol โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 วินาทีจํานวน 2 โถ จากนั้นจุมใน xylene โถละ10 ครั้งๆ ละ 1 
วินาทีจํานวน 2 โถ และ mount slide ดวย per mount  
การแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเย่ือไต พยาธิแพทยเปนผูประเมินการแสดงออกของ 8-OHdG ใน
ชิ้นเนื้อไต โดยใชเกณฑในการประเมินเปนดังนี้  0: ไมมีการแสดงออกของ 8-OHdG  1+: มีการ
แสดงออกของ 8-OHdG 1-25 %  2+: มีการแสดงออกของ 8-OHdG  26-50% 3+: มีการแสดงออก
ของ 8-OHdG 51-75% และ 4+: มีการแสดงออกของ 8-OHdG 76-100 % โดยคิดพ้ืนที่เนื้อไตทั้งหมด
เปน 100% และการแสดงออกของ TGF-1   ในชิ้นเนื้อไต แบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 เปน 
negative, low expression (1+), moderate expression (2+) และ high expression (3+) 

7. การตรวจสอบการแสดงออกของ TGF-1 ในปสสาวะ 
7.1 ตรวจสอบการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells  
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ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ในปสสาวะ เก็บตัวอยางปสสาวะ 12 ชั่วโมงจาก
ผูปวยโรคนิ่วไตที่มาสลายนิ่วที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ จํานวน 8 ราย และกลุมควบคุมคนปกติ 
จํานวน 11 ราย นําปสสาวะ 12 ชั่วโมงมาสกัดแยกเอา total RNA โดยใชชุดสกัด RNAspin mini RNA 
Isolation kit (GE healthcare, UK)ตรวจสอบปริมาณ RNA ที่สกัดแยกไดโดยนําไปวัดคาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรตอ 280 นาโนเมตร นํามาหาอัตราสวนของทั้งสองคาเปรียบเทียบ
ปริมาณคาอัตราสวนที่ได โดยคาอัตราสวนที่ไดตองอยูในชวง 1.7-2.1 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-PCR ขั้นตอน RT (cDNA synthesis) ใช 
Random Hexamer Primer โดย Denaturation ที่อุณหภูมิ 65C, 10 นาท ี  แลวเติม Prime RT 
premix (2x) ลงไป 10 µl ตามดวย Extension ที่อุณหภูมิ 40C, 60 นาที และ Inactivate Reverse 
Transcriptase ที่อุณหภูมิ 70C นาน 10 นาทีข้ันตอน PCR ใช Primers ที่จําเพาะตอ cDNA ของ 
TGF-1 และ GAPDH (ตารางที ่2) ภายใตสภาวะ Denaturation ที่อุณหภูมิ 95C, 4 นาที ตามดวย 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 95C, 30 วินาท ี  annealing ที่อุณหภูมิ 56C, 30 วินาท ี Extension ที่
อุณหภูมิ 72C, 30 วินาท ีจํานวน 30 รอบ ตามดวย Final Extension ที่อุณหภูมิ 72C, 7 นาท ีและ 
Hold ที่อุณหภูมิ 4C ตรวจสอบ PCR product ที่ไดวาเปนสวนของยีน TGF-1 หรือไม โดยการ
ทํา gel electrophoresis โดยใช 1.5% agarose gel เปรยีบเทียบระดับการแสดงของ TGF-1 ในแต
ละตัวอยาง โดย normalized ดวย ระดับการแสดงของ GAPDH (semi-quantitative RT-PCR) 

 
ตารางที ่2 แสดง primers ที่ใชในการศึกษา 

Targets Forward primer Reverse primer Melting 
temperature 

(Tm) (oC) 

Amplicon 
size (bp) 

TGF-1 
GAPDH 

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

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

60.37/60.67 
61.02/59.74 

174 
300 

 
8. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน TGF-1 ในปสสาวะ โดยวิธี ELISA 

(Quantikine, R&D Systems, USA) กระตุน TGF-1 latent form โดย 1 N HCl แลวทําใหเปนกลาง
โดยเติม 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES แลวเติม Assay Diluent ลงในหลุมที่มีสารตัวอยางและ 
standard ที่ความเขมขน 0, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml  incubate 2 ชั่วโมงที่
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อุณหภูมิหอง เติม Conjugate incubate 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง เติม substrate solution incubate 
30 นาทีในที่มืดที่อุณหภูมิหอง หยุดปฏิกิริยาโดยเติม stop solution วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโน
เมตรเทียบคาความถูกตองกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

9. การเพาะเลี้ยง HK-2 cells 
เพาะเล้ียงเซลลบุทอไตสวนตนของมนุษย (Human proximal tubular cell line, HK-2 cells)   

โดยนํา HK-2 cells มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/high glucose ที่มี 10% fetal bovine 
serum และ 0.1% streptomycin/penicillin ในตูอบ 37 C, 5% CO2 โดยตองเปลี่ยนอาหาร
เพาะเลี้ยงใหมทุก 2 วัน 

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

(mitochondrial reductases) จะเปล่ียน MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ซึ่งเปนสารที่มีสีเหลือง ใหเปน formazan salt ซึ่งเปนสารสีมวง 
ขณะที่ในเซลลตายไมสามารถเกิดปฏิกิริยานี้ได  วิธีทําโดยยอ คือ เพาะเล้ียง HK-2 cells ในจาน
เพาะเลี้ยงเซลลขนาด 96 หลุม โดยแตละหลุมมีเซลลเริ่มตนที่ 10,000 เซลล เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล
จนเซลลเจริญเต็มหลุม (80-90% confluence) จากนั้นเตรียมสารละลาย COM สําหรับใสในแตละ
หลุมใหไดความเขมขนเทากับ  1, 10, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร (serum-free 
condition) หลุมละ 300 ไมโครลิตร (dose-dependent experiment)  แลวนําไปอบในตูอบที่ 37 C, 
5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวเติม MTT  0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ละลายใน 
serum-free DMEM) ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตรและนําไปอบในตูอบ 37  C, 5% CO2 เปนเวลา 4 
ชั่วโมง แลวเติมสารละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) (100%) ลงไป 100 ไมโครลิตร เพ่ือทําให
เซลลแตกและละลายสาร formazan จากนั้นเขยา 5-10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 
นาโนเมตร ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง (triplicate)  

สําหรับ time-dependent experiment เลี้ยงเซลลตามที่กลาวขางตน เติมผลึก COM ที่ความ
เขมขน  1 และ 10 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร แลว incubate เปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
จากนั้นทําตามข้ันตอนที่กลาวขางตน 

การคํานวณหา % cell survival 
 % cell survival = (ODtest  100) / ODcontrol 
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ODtest  = คาการดูดกลืนแสงของหลุมทดสอบที่ใสผลึก COM 
ODcontrol  = คาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมทีไ่มใสผลึก COM  
 
9.2 การตรวจวัดระดับ ROS production ในเซลล โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ DCFH-
DA 
วัดปริมาณการผลิต ROS โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ 2,7-dichloro-dihydrofluorescin 

diacetate (DCFH-DA) โดย ROS ที่ถูกสรางขึ้นในเซลลจะเปล่ียน DCFH-DA เปน DCF ซึ่งเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนต แสงฟลูออเรสเซนตที่เกิดข้ึนบงถึงปริมาณ ROS ในเซลล ทําการเพาะเล้ียง HK-2 cells 
ในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม (96-well black plate) โดยแตละหลุมมีเซลลเริ่มตน 10,000 
เซลล แลวเติม DCFH-DA 0.1 มิลลิโมลาร (ละลายใน serum-free DMEM) หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
จากนั้นใสผลึก COM ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร 
(serum-free condition) หลุมละ 300 ไมโครลิตร  (dose-dependent experiment) แลวนําไปอบใน
ตูอบ 37 C, 5% CO2 เปนเวลา  30 และ 60 นาที จากนั้นนําไปวัด fluorescent intensity  โดย
กําหนด excitation ที่ 485 นาโนเมตร และ emission ที่ 535 นาโนเมตร คํานวณคา Arbitrary 
fluorescent unit (AFU) จากการนําคา fluorescent intensity ที่เวลาใดๆ (tx) หารดวยคา fluorescent 
intensity ที่เวลาเริ่มตน (t0)  

 
การคํานวณหาคา Arbitrary fluorescent unit (AFU)  
AFU = fluorescent intensity ที่เวลาใดๆ (tx) / fluorescent intensity ที่เวลาเริ่มตน (t0) 

 
การวิเคราะหขอมูล (Data analysis) 
 สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) เปนสถิติที่เก่ียวของกับการเก็บรวบรวมขอมูลและ

การนําเสนอขอมูล ซึ่งจะแสดงขอมูลคาเฉล่ีย (mean) หรือ median และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation; SD) หรือ interquartile range (IQR) สําหรับตัวแปรตอเนื่อง (continuous 
variables) ความถ่ีและรอยละสําหรับตัวแปรที่เปนกลุม (categorical variables) โดยนําเสนอในรูป
ของกราฟหรือตาราง 
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 สถิติเชิงอนุมาน (inferential statistics) เปนสถิติที่ใชสรุปผลของประชากร โดยศึกษาจาก
ตัวอยางที่สุมมาเปนตัวแทน การเปรียบเทียบความแตกตางของคากลางของขอมูลจะใชสถิติทดสอบ
ดังตอไปนี้  

 Two-samples t-test ใชสําหรับเปรียบเทียบคาเฉล่ียของ 2 กลุมที่เปนอิสระตอกัน 
 ANOVA test  ใชสําหรับเปรียบเทียบคาเฉลี่ยหลายกลุมที่เปนอิสระตอกัน 
 Chi-Square test ใชสําหรับตรวจสอบเพ่ือหาความสัมพันธของ 2 กลุมที่เปนอิสระตอ

กัน  
 Spearman’ s rank correlation test ใชสําหรับหาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธระหวาง 2 

ตัวแปร  
หากการกระจายตัวของขอมูลไมตรงตามขอตกลงเบ้ืองตน (assumptions) ของ parametric 

tests ที่กลาวมาขางตน จะใช non-parametric tests ที่เหมาะสมแทน โปรแกรมทางสถิติที่ใช SPSS 
version 16.0 กําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติที่ P < 0.05 
 



บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

กลุมประชากรที่ใชในการศึกษา 

ในการศึกษาคร้ังนี้มีประชากรเขารวมโครงการทั้งหมด 67 ราย แบงกลุมประชากรตัวอยาง
ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน   28 ราย และกลุมควบคุมซึ่งเปนผูที่มีสุขภาพดี
จํานวน  39 ราย  ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของกลุมตัวอยางทั้งสองกลุม         

ในกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (Nephrolithiasis patients) ประกอบดวยเพศชาย 12 ราย (42.86 
%) เพศหญิง 16 ราย (57.14 %) อายุเฉล่ียเทากับ 53.67±12.83 ป ชวงอายุตั้งแต 24-73 ป และ
กลุมควบคุมคนปกติสุขภาพดี (Healthy controls) เปนเพศชาย 9 ราย (23.08%) เพศหญิง 30 
ราย (76.92 %)  อายุเฉล่ีย 58.13±11.61 ป ชวงอายรุะหวาง 39-79  ป  คาเฉล่ียของดัชนีมวลกาย 
(Body Mass Index : BMI)ของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมเทากับ 24.60±5.23  และ 
23.28±3.32 kg/m2  ตามลําดับ  จากผลการทดสอบทางสถิติพบวาอาย ุ (P = 0.334) เพศ (P = 
0.085) และ BMI (P = 0.239) ของทั้ง 2 กลุมไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ ปริมาตร
ปสสาวะ 24 ชั่วโมงในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมเทากับ (median (IQR))  1200.00 ( 
200.00) และ 1380.00 (1091.50) ml ตามลําดับ จากผลการทดสอบทางสถิติพบวาปริมาตร
ปสสาวะ 24 ชั่วโมงของ 2 กลุมตัวอยางไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.54)   
(ตารางที ่3) 
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ตารางที่ 3 แสดงขอมูลพื้นฐานของกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมควบคุมโดยมี เพศ อายุ 
ดัชนีมวลกายและปริมาตรปสสาวะ 24 ชั่วโมง 
 

 กลุมตัวอยาง  
P value ผูปวยโรคนิ่วไต คนปกต ิ

จํานวน (ราย) 28 39  
เพศ  
- ชาย 
- หญิง 

 
12 (42.86%) 
16 (57.14%) 

 
9 (23.08%) 
30 (76.92%) 

0.085 

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

1200.00  (200.00) 1380.00 (1091.50) 0.540 

 
การศึกษาพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG และการอักเสบโดยการยอม Hematoxylin and 
eosin (H&E) staining ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 28 รายเพศชาย 12 ราย (42.86 
%) เพศหญิง 16 ราย (57.14 %) อายุเฉล่ีย 53.67±12.83 ป BMI 24.60±5.23 kg/m2 เนื้อเยื่อ
ควบคุมไดมาจากผูปวยโรคมะเร็งไตบริเวณที่ไมเกิดมะเร็งจํานวน 3 รายจากภาคพยาธิวิทยา 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 และการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอม
ดวย Masson trichrome จํานวน 23 รายเพศชาย 11 ราย (47.83%) เพศหญิง 12 ราย (52.17%) 
อายุเฉล่ีย 53.08  13.52 ป BMI 24.52  5.59 kg/m2 (ตารางที่ 4 ) 
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ตารางที่ 4 แสดงขอมูลทางคลินิกของกลุมตัวอยางผูปวยโรคนิ่วไตที่ใชในการศึกษาพยาธิสภาพใน
เนื้อเยื่อไต 

n Code 
age 

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

Plasma 
creatinine (mg/dl) 

eGFR 
(ml/min/1.73m2) 

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

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

หมายเหตุ  Gender 1 คือ เพศชาย, 2 คือ เพศหญิง, ND คือ ไมมีขอมูล 
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การศึกษานี้สามารถเก็บตัวอยางกอนนิ่วจากผูปวยโรคนิ่วไตไดทั้งหมด  20 ตัวอยาง 

วิเคราะหชนิดของนิ่วโดยวิธี FTIR พบวาผูปวยสวนใหญ (60%, 12/20) เปนนิ่วที่มีแคลเซียมออก
ซาเลต 15% (3/20) เปนนิ่วแคลเซียมฟอตเฟต และ 25% (5/20) เปนนิ่วกรดยูริก (ภาพที ่5)  

 
ภาพที่ 4 แสดงชนิดของนิ่วที่พบในผูปวยโรคนิ่วไต พบวาผูปวยโรคนิ่วไตเปนนิ่วแคลเซียมออกซา
เลต 60% (12/20) นิ่วแคลเซียมฟอตเฟต 15% (3/20) และนิ่วกรดยูริก 25% (5/20) 
CaOx = แคลเซียมออกซาเลต   CaP = แคลเซียมฟอตเฟต UA = กรดยูริก 
 
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไตและภาวะการทําลายเซลลเยื่อบุทอไต 

ศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไตจากระดับครีเอทินีนในเลือด (Plasma Creatinine : P-
Cr) และอัตรากรองที่ไต (estimate Glomerular Filtration Rate : eGFR) ผลการวิเคราะหพบวา 
Plasma Creatinine ของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (1.15 
(0.51) vs. 0.88 (0.23) mg/dl, P < 0.001) และ eGFR ของผูปวยโรคนิ่วไตต่ํากวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิ median (IQR) : 58.70 (31.65) vs. 75.30 (17.25) mg/dl, P = 0.002)  
(ภาพที ่5) 

การศึกษานี้ใชระดับอันตรกิริยาของเอนไซม N-acetyl glucosaminidase (NAG activity) 
และระดับโปรตีนในปสสาวะเปนตัวบงชี้การทําลายเซลลบทุอไต ผลการวิเคราะหพบวากลุมผูปวย
โรคนิ่วไตมีคา NAG activity ในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (median 
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(IQR) : 2.97 (5.43) vs. 1.49 (2.44) U/gCr ,P = 0.036)   และระดับโปรตีนในปสสาวะของกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (median (IQR) : 471.66 (1542.55) vs. 
22.96 (17.95) mg/gCr ,P < 0.001)    (ภาพที่ 5) ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวากลุมผูปวยโรคนิ่ว
ไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตต่ํากวา ขณะที่มีภาวะการทําลายเซลลบุทอไตสูงกวากลุม
ควบคุมคนปกติ  

 

 
 
ภาพที่ 5 แสดงอัตราการกรองที่ไต (eGFR), plasma creatinine, NAG activity และโปรตีนใน
ปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับคนปกติ  ภาพ A eGFR ของผูปวยโรคนิ่วไตต่ํากวา
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ภาพ B plasma creatinine ของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวา
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ภาพ C และ D ผูปวยโรคนิ่วไตมีคา NAG activity และ
ระดับโปรตีนในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ 
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การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
 การศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต จํานวน 28 ราย 
โดยการยอม immunohistochemistry ผลการวิเคราะห พบวาผูปวยสวนใหญมีระดับการ
แสดงออกของ 8-OHdG เปน 4+ (46.43%, 13/28) มีผูปวยเพียงรายเดียว (3.57%, 1/28) ที่ไมพบ
การแสดงออกของ 8-OHdG ในตัวอยางเนื้อเยื่อไต (ตารางที่ 5) เนื่องจาก 8-OHdG เปน 
oxidative DNA damage product ดังนั้น ขอมูลนี้แสดงใหเห็นวาเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น
สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
 
ตารางที่ 5 ระดับการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต  

 
จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต (%) 

(n=28) 
เกรด 

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

 
ตําแหนงแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไต คือ ในนิวเคลียสของเซลลบผิุวทอไตสวนตน 

(proximal tubular cells), สวนปลาย (distal tubular cells) และเซลลบุผิวทอไตรวม (collecting 
ducts) (ภาพที่ 6) เม่ือเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม ไมพบการแสดงออกของ 8-OHdG หรือมี
การแสดงออกนอยมาก (weak) ในเซลลบผิุวทอไตรวม ดังแสดงในภาพที ่6 
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ภาพที่ 6 การแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไต
ควบคุม เนื้อเยื่อไตควบคุมไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region ไมพบการ
แสดงออกของ 8-OHdG หรือแสดงออกในระดับต่ํา (A, B) มีการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึน
ตั้งแตระดับ 1+-4+ ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต (C, D: 1+, E, F: 2+, G, H: 3+, I, J: 4+) 
โดยพบตําแหนงแสดงออกของ 8-OHdG ในนิวเคลียสของเซลลบุผิวทอไต  ภาพ A, C, E, G, I 
กําลังขยาย 200x, ภาพ B, D, F, H, J กําลังขยาย 400x 
 
การศึกษาผลของผลึก COM ตอการมีชีวิต (cell viability) และปริมาณการผลิต ROS ของ HK-2 
cells  

เนื่องจากผลการศึกษาทางพยาธิวิทยาพบภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงข้ึนในเซลลบุผิวทอ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไต ผูวิจัยตั้งสมมุติฐานวาผลึกนิ่วในปสสาวะโดยเฉพาะผลึก calcium oxalate 
monohydrate (COM) สามารถกระตุนใหเซลลบุผิวทอไตสรางสารอนุมูลอิสระ เชน reactive 
oxygen species (ROS) สูงข้ึน เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และสงผลใหเซลลตายในที่สุด    

ผลการทดลอง cell viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 
100 และ 200 µg/cm2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ปริมาณเซลลมีชีวิต (% cell viability) ลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.001) ในทุกความเขมขนเม่ือเทียบกับเซลลควบคุมที่ไมไดรับ 
COM (100% cell viability) (ภาพที่ 7) โดยมีคา % cell viability เทากับ 75.47±3.34% (P < 
0.001),  69.02±2.27% (P < 0.001),  54.00± 0.86% (P < 0.001),  53.46± 0.74% (P < 0.001) 
และ  47.31±1.48% (P < 0.001) ที่ความเขมขน 1, 10, 50, 100 และ 200 µg/cm2  ตามลําดับ  
การทดลองนี้แสดงใหเห็นวาผลึก COM มีผลตอการลดลงของเซลลมีชีวิต (HK-2, renal proximal 
tubular  cells) แบบ dose-dependent manner หรืออาจกลาวไดวาผลึก COM มีผลทําให HK-2 
cells ตายมากข้ึน (cytotoxic effect) ตามปริมาณความเขมขนของผลึก COM ที่ไดรับ 
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ภาพที่ 7 MTT assay เพื่อทดสอบ  viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน1, 10, 
50, 100 และ 200 µg/cm2  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (dose-dependent experiment) เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม (control) ที่ไมไดรับ COM พบวา % cell viability ของ COM-treated HK-2 cells ใน
ทุกความเขมขนของ COM ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P < 0.001)  
 

ผลการศึกษาผลของ COM ตอ HK-2 cell viability แบบ time-dependent manner พบวา 
ณ เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง HK-2 cells ที่ไดรับ COM  1 µg/cm2 มี % cell viability ลดลงเปน  
69.77±2.07% (P < 0.001), 61.51±4.44% (P < 0.001) และ 53.40±1.94% (P < 0.001) 
ตามลําดับ ซึ่งลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลควบคุม (control ,100% cell viability)  
เชนเดียวกันที่ความเขมขน 10 µg/cm2  พบวา % cell viability  ลดลงเปน 61.09± 2.67% (P < 
0.001), 50.13±3.09% (P < 0.001) และ 49.96±3.38% (P < 0.001) ตามลําดับ ซึ่งลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทยีบกับเซลลควบคุม นอกจากนี้ความเขมขนของ COM ที ่ 1 µg/cm2 ณ 
เวลา 72 ชั่วโมง มี % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับ COM ความเขมขน
เดียวกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง (P < 0.001) และเม่ือเซลลไดรับ COM 10 µg/cm2 เปนเวลา 72 
ชั่วโมง มี % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลลที่ไดรับ COM ความเขมขน
เดียวกัน ทั้งที่เวลา 24 ชั่วโมง (P = 0.006) และ 48 ชั่วโมง (P = 0.005) (ภาพที ่8) ผลการทดลอง
นี้แสดงใหเห็นวาเม่ือเซลลสัมผัส COM เปนเวลานานข้ึน ทําใหปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงหรือเซลล
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ตายมากข้ึน เนื่องจากการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเซลล สงผลโดยตรงตอการตายของ
เซลล ผูวิจัยตองการพิสูจนตอไปวา COM สงผลตอการสราง ROS ในเซลลหรือไม  

 

 
 
ภาพที่ 8 MTT assay ทดสอบ viability ของ HK-2 cells เม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน  1 และ 
10  µg/cm2  ณ เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง (time-dependent experiment) เม่ือเทียบกับ 
control (100% cell viability) พบวา % cell viability ของ COM-treated HK-2 cells ลดลงในแต
ละชวงเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม(P < 0.001)โดยที่ความเขมขน 1 
µg/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมง 
(P <0. 001) และที่ความเขมขน 10 µg/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง % cell viability ลดลงอยางมี
นัยสําคัญเม่ือเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง (P = 0.005, P = 0.006) 
 

ผลการวิเคราะหปริมาณการผลิต ROS ใน HK-2 cells เม่ือเซลลไดรับ COM ที่ความเขมขน 
1, 10, 50, 100 และ 200  µg/cm2  ณ เวลา 30 และ 60 นาที พบวา HK-2 cells เม่ือไดรับผลึก 
COM ในปริมาณที่มากข้ึนจะใหคา Fluorescence intensity (บงชีถ้ึงปริมาณการสราง ROS 
ภายในเซลล) เพิ่มข้ึน เม่ือเทียบกับ control (เซลลไมไดรับ COM) แสดงวา COM มีผลตอการผลิต 
ROS ใน HK-2 cells คา AFU (Arbitrary fluorescent unit) ของ COM-treated HK-2 cells ณ 
เวลา 30 นาที เพิ่มข้ึนจาก 1.12±0.02 (ไมมี COM) เปน 1.13±0.02, 1.13±0.02, 1.14±0.02, 
1.21±0.02  และ 1.40±0.06 AFU ตามลําดับความเขมขนของ COM และ ณ เวลา 60 นาที 
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เพิ่มข้ึนจาก 1.31±0.04  (ไมมี COM)  เปน 1.31±0.03, 1.33±0.02, 1.34±0.03, 1.50±0.03 และ 
1.81±0.07 AFU  ตามลําดับความเขมขนของ COM   

ผลการวิเคราะหทางสถิตพิบวา ณ เวลา 30 นาที ที่ความเขมขน 200 µg/cm2  มีการสราง 
ROS ในเซลลเพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิตเิม่ือเทียบกับ control (P < 0.001)  และ ณ เวลา 
60 นาที ทั้งที่ความเขมขน 100 (P = 0.024) และ 200 (P < 0.001) µg/cm2  มีการสราง ROS ใน
เซลลสูงข้ึนอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ   จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวามีการสราง ROS เพิ่ม
สูงข้ึนตามความเขมขนและเวลาที่ HK-2 cells ไดรับผลึก COM (ภาพที ่9) 

 

 
 

ภาพที่ 9 ผลของ COM ตอการผลิต ROS ใน HK-2 cells  คา fluorescence intensity (บงชี้ถึง
ปริมาณการสราง ROS ภายในเซลล) เพิม่สูงข้ึนตามปริมาณ COM และตามเวลาที่เพิ่มข้ึน โดย ณ 
เวลา 30 นาที ความเขมขนของ COM ที่ 200 µg/cm2  เพิ่มปริมาณการผลิต ROS สูงข้ึนจากเซลล
ควบคุมที่ไมไดรับ COM (control) อยางมีนัยสําคัญ ขณะที่ ณ เวลา 60 นาที ความเขมขนของ 
COM ที่ 100 และ 200 µg/cm2   เพิ่มปริมาณการผลิต ROS สูงข้ึนจาก control อยางมีนัยสําคัญ 
แสดงวาการผลิต ROS ใน COM-treated HK-2 cells เปนทั้งแบบ dose- และ time-dependent 
manners  
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การศึกษาภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

 ภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตตรวจสอบโดยวิธี  H&E staining โดย
ประเมินจากปริมาณเม็ดเลือดขาวที่พบในทอไตและบริเวณเนื้อไต  (leukocyte infiltration) ผลการ
วิเคราะหตัวอยางเนื้อเยื่อไตจากผูปวยโรคนิ่วไตทั้งหมด 28 ราย พบ no inflammation จํานวน 9 
ราย (32.14%)  1+ จํานวน 6 ราย (21.43 %) 2+ จํานวน 3 ราย (10.71 %) 3+ จํานวน 6 ราย 
(21.43 %)  และ 4+ จํานวน 4 ราย (14.29 %) ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 แสดงภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอม H&E  พบวาผูปวย
โรคนิ่วไต 67.86 % (19/28) มีการอักเสบตั้งแตระดับ 1+-4+ และมีผูปวย 32.14 % (9/28) ที่ไมพบ
การอักเสบในเนื้อเยื่อไต (no inflammation) 

 
จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต (%) 

n = 28 
Inflammation grading 

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

 

จากผลการศึกษาพบวาผูปวยทั้งหมดมีการอักเสบแบบเร้ือรัง (chronic inflammation ) และ 
mononuclear leukocytes ที่พบในเนื้อไตเปนชนิด plasma cells, lymphocytes  และ 
monocytes (ภาพที่ 10) และยังพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไต (interstitial fibrosis) อยางไรก็
ตามมีผูปวยจํานวน 2 รายที่พบการอักเสบเปนแบบเฉียบพลัน (acute inflammation) รวมกับการ
อักเสบแบบเร้ือรัง ซึ่งลักษณะที่สําคัญของการอักเสบแบบเฉียบพลัน คือ พบเม็ดเลือดขาวชนิด 
neutrophil ในทอไต  

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดการ
อักเสบในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษานี้แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตออกเปน 2 กลุม ตาม
ระดับการอักเสบ คือ กลุมที่มีการอักเสบต่ํา (low: 0, 1+)  จํานวน 15 ราย และกลุมที่มีการอักเสบ
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สูง (high: 2+, 3+, 4+)  จํานวน 13 ราย และใชคา eGFR และ plasma creatinine เปนตัวบงชี้
ประสิทธิภาพการทํางานของไต ผลการวิเคราะหพบวากลุมที่มีการอักเสบต่ํา มีคา eGFR สูงกวา
กลุมผูปวยที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 72.80 (25.80) vs. 49.05 
(31.20) ml/min/1.73 m2, P = 0.010)   และคา plasma creatinine ของกลุมที่มีการอักเสบต่ํา ต่ํา
กวากลุมที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 1.07 (0.34) vs. 1.40 (1.17) 
mg/dl, P = 0.032)  (ภาพที่  11) ดังนั้น ในการศึกษานี้พบแนวโนมความสัมพันธระหวางระดับการ
อักเสบในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่เพิ่มข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่เส่ือมลง  

 
 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงภาวะการอักเสบในตัวอยางเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต ไมพบการอักเสบใน
เนื้อเยื่อไตควบคุมที่ไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (A, B) ขณะที่ใน
เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตของผูปวยมีเม็ดเลือดขาว mononuclear cells แทรกเขามายังเนื้อไต
ปริมาณมากข้ึน ซึ่งบงชี้ถึงมีการอักเสบที่บริเวณเนื้อไต (C, D) ภาพ A, C กําลังขยาย 200x, ภาพ 
B, D กําลังขยาย 400x 
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ภาพที่ 11 ความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดการอักเสบ

ในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตกลุมที่มีการอักเสบต่ําและกลุมที่มีการอักเสบสูง ภาพ A กลุมที่มีการ
อักเสบต่ํา มีคา eGFR สูงกวากลุมผูปวยที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภาพ B และ
กลุมที่มีการอักเสบต่ํา มีคา plasma creatinine ต่ํากวากลุมที่มีการอักเสบสูงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  
 
การศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

ศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไต (renal fibrosis) ของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอมสี 
Masson trichrome ซึ่งจะยอมติดคอลลาเจนในเนื้อเยื่อ (collagen deposit) จํานวนตัวอยางเนื้อ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่ยอมดวย Masson trichrome เพื่อวิเคราะหระดับ renal fibrosis มีทั้งส้ิน 
23 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดเกิดข้ึนในเนื้อไต แตไมพบหรือพบไดนอยใน
ตัวอยางเนื้อไตควบคุมที่ไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (ภาพที่ 12) 

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการทํางานของไตกับระดับการเกิดพังผืดใน
เนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษานี้แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตออกเปน 2 กลุม ตามระดับการเกิด
พังผืด คือ กลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา (มี % fibrotic area นอยกวาคา median ซึ่งเทากับ 
29.94%)  จํานวน 12 คน และกลุมที่มีระดับ renal fibrosis สูง (มี % fibrotic area มากกวาคา 
29.94%) จํานวน 11 คน eGFR ผลการวิเคราะหพบวากลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา มีคา eGFR สูง
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กวากลุมผูปวยที่มีระดับ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 72.95 (18.88) 
vs. 54.50(12.50) ml/min/1.73 m2 ,P < 0.001)  และคา plasma creatinine ของกลุมที่มี 
fibrosis ต่ํา ต่ํากวากลุมที่มี fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (median (IQR): 1.04 (0.27) 
vs. 1.23 (0.05) mg/dl, P = 0.046) (ภาพที่  13) ดังนั้น ในการศึกษานี้พบแนวโนมความสัมพันธ
ระหวางระดับการเกิดพังผืดในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตที่เพิ่มข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของ
ไตที่เส่ือมลง  

 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม  
พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดในเนื้อไต (C, D) ซึ่งไมพบหรือพบไดนอยในเนื้อเยื่อไตควบคุมที่ได
จากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region (A, B) ภาพ A, C กําลังขยาย 200x, 
ภาพ B, D กําลังขยาย 400x 
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ภาพที่  13 แสดงคา eGRF และ plasma creatinine ของผูปวยโรคนิว่ไตกลุมที่มีปริมาณพังผืดใน
เนื้อไตต่ําและกลุมที่มีปริมาณพังผืดในเนื้อไตสูง ภาพ A กลุมที่มี renal fibrosis ต่ํา มีคา eGFR สูง
กวากลุมผูปวยที่มีระดับ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ภาพ B กลุมที่มี fibrosis ต่ํา มีคา 
plasma creatinine ต่ํากวากลุมทีมี่ fibrosis สูง อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

การศึกษาแสดงออกของ TGF-1   ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตจากการยอม 
immunohistochemistry พยาธิแพทยจะเปนผูประเมินการแสดงออกของ TGF-1   ในชิ้นเนื้อไต 
แบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 เปน negative, low expression (1+), moderate 
expression (2+) และ high expression (3+) ผลการศึกษาพบวามีผูปวยโรคนิ่วไตจํานวน 5 ราย
เปน  negative (21.74%) จํานวน 9 รายที่เปน 1+ (39.13%) จํานวน 7 รายเปน  2+ (30.43%) 
จํานวน 2 รายเปน 3+ (8.70%)  ดังแสดงในตารางที ่7 ตําแหนงการแสดงออกของ TGF-1 พบใน
เซลลบุผิวทอไต ดังแสดงในภาพที ่14 
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ตารางที่ 7 แสดงระดับการแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต   
 

จํานวนผูปวยโรคนิ่วไต(%) 
(n = 23) 

Grading 

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

 

 
 

ภาพที่ 14 การแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไต
ควบคุมไดจากผูปวยโรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerous region ไมพบการแสดงออกของ TGF-
1 ในเนื้อเยื่อไตควบคุม (A) แตพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรค
นิ่วไต โดยเฉพาะในเซลลบุผิวทอไต (B) กําลังขยาย 400x 
 
การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต 

ผลการวิเคราะหหาปริมาณ TGF-1 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต (n = 24) อายุเฉล่ีย 
51.35  11.68 ป เปนเพศชาย 8 ราย (33.33 %) เพศหญิง 16 ราย (66.66%) เทียบกับคนปกติ (n 
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= 19) อายุเฉล่ีย 50.53  7.33. ป เปนเพศหญิง 19 ราย (100%) พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ 
TGF-1 ในปสสาวะสูงกวากลุมควบคุม (median (IQR) : 321.60 (469.78) vs. 168.70 (346.50) 
ng/g Cr, P = 0.434) แตยังไมพบนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที1่5) เหตุที่ยังไมพบนัยสําคัญอาจ
เนื่องมาจากจํานวนตัวอยางนอย และไมมีประชากรเพศชายในกลุมควบคุมที่นํามาใชศึกษา    

 
ภาพที่  15 แสดงระดับ TGF-1   ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตเทียบกับคนปกติ พบวาผูปวยโรค
นิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมคนปกติ แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (P = 
0.434) 

การศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไต  

ผลการวิเคราะหเบื้องตนเพื่อหา TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวย
โรคนิ่วไต (n = 8) เทียบกับคนปกติ (n = 11) ไมพบการแสดงออกของ TGF-1 และ GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) mRNAs ทั้งในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและคน
ปกติ สาเหตุอาจเนื่องมาจากการเก็บตัวอยางที่ไมเหมาะสม ทําใหมี urinary exfoliated cells ไม
เพียงพอตอการนํามาสกัด RNA หรือเซลลแตกและมีการสลายของ RNA กอนการทํา RNA 
isolation (ภาพที่ 16)  
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ภาพที่ 16 แสดง TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ของผูปวยโรคนิ่วไตเทียบกับคน
ปกติไมพบการแสดงออกของทั้ง TGF-1 และ GAPDH mRNAs ทั้งในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตและคน
ปกติ  
 
การศึกษาความสัมพันธของระดับการเกิดพังผืดกับ การอักเสบ ภาวะเครียดจากออกซเิดชั่น และ
การแสดงออกของ TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

แบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตตามระดับการเกิดพังผืดแบงกลุมตามคา % fibrotic area ที่
คํานวณจากการยอม Masson trichrome และแบงระดับการแสดงออกของ TGF-1 ออกเปน 
(low: 0, 1+) กับ high (2+,3+) การอักเสบในเนื้อไต (intrarenal inflammation)  แบงออกเปน 2 
กลุม คือ กลุมที่มีการอักเสบต่ํา (low: 0, 1+) และสูง (high: 2+, 3+, 4+) ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่นแบงกลุมผูปวยตามการแสดงออกของ 8-OHdG ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มีการแสดงออก
ต่ํา (low: 0, 1+) และสูง (high: 2+, 3+, 4+)  จากนั้นวิเคราะหความสัมพันธระหวางการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาที่พบเหลานี้ ผลการวิเคราะหทางสถิติ พบวา ปริมาณการเกิดพังผืดมี
ความสัมพันธกับปริมาณการอักเสบในเนื้อไตอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.007) โดยผูปวยที่มีระดับ
การเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตมากจะพบการอักเสบมากเชนกัน การศึกษานีไ้มพบความสัมพันธ
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ระหวางปริมาณการเกิดพังผืดกับระดับการแสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-1 ในเนื้อไต 
(ตารางที ่8)   
ตารางที่ 8 แสดงความสัมพันธของการเกิดพังผืดกับการอักเสบ การแสดงออกของ 8-OHdG   และ 
TGF-1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว  

variables Fibrosis (%) P value 
Low High 

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

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

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

 

 

 
 



 

 

บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
จากผลการวิเคราะหในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกต ิ พบวา ระดับครีเอตินีนในเลือดของกลุม

ผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวา และอัตรากรองที่ไตต่ํากวากลุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
นอกจากนี้ปริมาณโปรตีนและ NAG activity ในปสสาวะของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุม
คนปกติอยางมีนัยสําคัญ   ดังนั้นการศึกษานี้สรุปวากลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางาน
ของไตต่ํากวากลุมคนปกติ ขณะทีมี่ภาวะการทําลายเซลลบุทอไตสูงกวาระดับปกต ิ

ผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตบริเวณนิวเคลียสของ
เซลลบุผิวทอไตเม่ือเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุมที่ไมพบการแสดงออกของ 8-OHdG หรือมี
การแสดงออกนอยมาก (weak expression) เซลลบุผิวทอไตสวน collecting ducts  แสดงวาในไต
ของผูปวยโรคนิ่วไตเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงข้ึน นอกจากนีผ้ลการวิเคราะหใน HK-2 
cells ยังพบวาผลึก COM เปนพิษตอเซลลบุผิวทอไต โดยกระตุนการสราง ROS ทําใหเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชั่นในเซลลและทําใหเซลลตายมากข้ึน โดยความเปนพิษจะแปรผันตามความ
เขมขนและเวลาที่ไดรับผลึก แสดงวาผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นทั้ง
ในเซลลเพาะเล้ียงและในผูปวยโรคนิ่วไต  

ผูปวยโรคนิ่วไตทั้งหมดที่ศึกษาพบการอักเสบแบบเร้ือรังในเนื้อเยื่อไต โดยมีเม็ดเลือดขาว
ชนิด  mononuclear cells แทรกเขามายังเนื้อไตปริมาณมากข้ึน และพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อ
ไตรวมดวย โดยผูปวยกลุมที่มีการอักเสบและปริมาณพังผืดในเนื้อไตสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือด
สูงกวาและมีคาอัตรากรองที่ไตต่ํากวากลุมที่มีการอักเสบและปริมาณพังผืดในเนื้อไตต่ํา  อยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ

ผูปวยโรคนิ่วไตพบการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตบริเวณเซลลบุผิวทอไต
เม่ือเทียบกับเนื้อเยื่อไตควบคุม และเม่ือวัดปริมาณขับออกของ TGF-1 ในปสสาวะพบแนวโนม
ระดับของ TGF-1  ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวากลุมคนปกต ิแตยังไมพบนัยสําคัญทาง
สถิติ สําหรับระดับการแสดงออก TGF-1  mRNA ใน urinary exfoliated cells การศึกษานี้ยังไม
สามารถสรุปได เนื่องจากไมสามารถวัดระดับ RNA จาก urinary exfoliated cells  ทั้งในผูปวยโรค
นิ่วไตและคนปกต ิ

จากผลการศึกษาความสัมพันธของระดับการเกิดพังผืดกับการอักเสบ ภาวะเครียดจากออก
ซิเดชั่น และการแสดงออกของ TGF-β1 ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต พบวาการเกิดพังผืดใน
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เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตมีความสัมพันธกับการอักเสบ แตไมพบความสัมพันธกับการ
แสดงออกของ 8-OHdG และ TGF-β1 

อภิปรายผลการวิจัย  
จากการศึกษาวิจัยที่ผานมาพบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง

อยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับคนปกติสุขภาพดี (63) จากการจับกันระหวางผลึกนิ่วกับเซลลเยื่อบุ
ผิวทอไตทําใหเซลลเยื่อบุผิวทอไตเกิดการบาดเจ็บจึงมีการปลอยเอนไซมตางๆออกมาในปสสาวะ 
ไดแก NAG, gamma-glutamyl transpeptidase และ alkaline phosphatase  ทอไตทําหนาที่ใน
การดูดกลับหรือขับสารออกไดลดลงสงผลใหปริมาณครีเอทินีนในเลือดเพิ่มสูงข้ึน สารโมเลกุลใหญ 
เชน โปรตีนสามารถหลุดออกมาในปสสาวะเพิ่มมากข้ึน เม่ือเกิดการบาดเจ็บของเซลลเพิ่มมากข้ึน
ก็จะทําใหเซลลตายในที่สุด ซึ่งถาเกิดเปนระยะเวลานานจะสงผลใหเกิดการสูญเสียหนวยไต 
ประสิทธิภาพการทํางานของไตจึงลดลง (64) ผลการวิจัยในคร้ังนี้พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับครี
เอตินีนในเลือดสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อัตรากรองที่ไตของกลุมผูปวยโรคนิ่ว
ไตต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ปริมาณโปรตีนและ NAG activity ในปสสาวะ
ของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีคาสูงกวากลุมควบคุมโดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ แสดงให
เห็นวาผูปวยโรคนิ่วไตมีประสิทธิภาพการทํางานของไตต่ํากวากลุมควบคุมและมีภาวะการทําลาย
เซลลบุทอไตสูงกวากลุมควบคุม ซึ่งสอดคลองกับผลงานวิจัยที่ผานมา ดังนั้นในการรักษาผูปวยโรค
นิ่วไต ควรคํานึงถึงการฟนฟูประสิทธิภาพการทํางานของไตหรือชะลอความเส่ือมของไต เพื่อ
ปองกันการพัฒนาไปสูภาวะไตวายเร้ือรัง 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นเกิดเนื่องจากการสราง ROS  ของเซลลในรางกายเพิ่มข้ึน และ
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระลดลง ทําใหเกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลล  สารทีน่ิยมใชเปน
ตัวบงชี้ถึงการบาดเจ็บของดีเอ็นเอจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ 8-OHdG ซึ่งมีการศึกษา
หลายงานวิจัยพบวา 8-OHdG มีการแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนในเนื้อเยื่อของผูปวยที่มีการอักเสบแบบ
เร้ือรังในภาวะตางๆ เชน chronic viral hepatitis, alcoholic liver disease, acquire cystic 
kidney disease, Helicobacter pylori-infected gastric mucosa และยังเกี่ยวของกับการเกิด
มะเร็ง (25, 65-67) อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาการแสดงออกของ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อ
ไตของผูปวยโรคนิ่วไต การศึกษาคร้ังนี้พบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของ
ผูปวยโรคนิ่วไต โดยพบการแสดงออกของ 8-OHdG ในนิวเคลียสของเซลลเยื่อบุผิวทอไตสวน 
proximal tubules, distal tubules และ collecting ducts  ซึ่งไมพบในเนื้อเยื่อไตควบคุม ประกอบ
กับผลการศึกษาของคณะผูวิจัยกอนหนานี้พบวาปริมาณของ 8-OHdG ในปสสาวะของผูปวยโรค
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นิ่วไตมีปริมาณสูงกวาคนปกติและสัมพันธกับระดับการทําลายเซลลบุทอไต (10) ดังนั้น งานวิจัยนี้
เปนงานวิจัยแรกที่รายงาน การแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 
บงชี้วาในไตของผูปวยเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น  ซึ่งนาจะสงผลใหเกิดการบาดเจ็บที่เซลลบุ
ทอไตและกระตุนใหเกิดกระบวนการอักเสบตามมา 

ผลการทดสอบผลของผลึก COM ที่ความเขมขนตางๆ ตอ viability ของ HK-2 cells 
พบวา % cell viability ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิตติามความเขมขนของผลึก COM เพิ่มสูงข้ึน 
เม่ือเทียบกับเซลลควบคุม  แสดงใหเห็นวาผลึก COM ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลและทําให
เกิดการตายของเซลล สอดคลองกับการศึกษาในเซลล LLC-PK1 และ MDCK เม่ือใหโซเดียมออก
ซาเลตพบวา % cell viability  ลดลงตามความเขมขนและเวลาที่เพิ่มข้ึน (68) และจากผลการ
ทดสอบจํานวน HK-2 cells ที่มีชีวิตเม่ือไดรับ COM ที่ความเขมขน  1 และ  µg/cm2 เปนเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง พบวาที่ความเขมขนเดียวกัน  % cell viability ลดลงเม่ือเซลลไดรับผลึก COM 
นานข้ึน ดังนั้น แสดงใหเห็นวาเม่ือไดรับผลึกของ COM ในชวงเวลาที่นานข้ึนสามารถสงผลใหเกิด
ความเปนพิษตอเซลลมากข้ึนเชนกัน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Khaskhali และคณะ เม่ือให
ผลึก COM ตอ HK-2 cells ที่ 133 µg/cm2 ที่เวลา 1, 3, 6  และ 12 ชั่วโมง พบวาจํานวนเซลลที่
ตายมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน (34) จะเห็นไดวาทั้งปริมาณความเขมขนของ COM 
และเวลาที่ HK-2 cells ไดรับผลึก COM สงผลใหเกิดความเปนพิษตอเซลลและทําใหเกิดการตาย
ของเซลลได ซึ่งอาจเปนเหตุผลที่ใชอธิบายวาทําไมในผูปวยโรคนิ่วไตพบระดับการทําลายเซลลบุ
ทอไตสูงกวาคนปกติ  

ผลการวิเคราะหปริมาณการผลิต ROS ใน COM-treated HK-2 cells ที่ความเขมขนตางๆ 
และเวลาตางกัน พบวาที่ความเขมขนและเวลาที่เพิ่มข้ึนมีการสราง ROS ในเซลลเพิ่มมากข้ึนดวย  
ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในเซลลเพาะเล้ียง( MDCK , LLC-PK1 และ HK-2 cells ) ที่ไดรับผลึก
แคลเซียมออกซาเลต ออกซาเลต COM หรือ Brushite พบวามีการสราง hydrogen peroxide 
,superoxide anion และ 8-isoprostane สูงข้ึน  และลดปริมาณการสรางลงเม่ือมีเอนไซม 
catalase (69-71)   และงานวิจัยของ Yao และ Zhong  โดยศึกษาใน human hepatoma HepG2 
cells โดยการใหสาร Perfluorooctanoic acid (PFOA) ซึ่งเปนสารกอมะเร็งตับ พบวา HepG2 
cells มีการสราง ROS เพิ่มสูงข้ึนตามความเขมขนของ PFOA (0-400 µM) ที่เพิ่มสูงข้ึนดวย(72)  

สรุปผลึกนิ่วสามารถกระตุนใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเซลลบุผิวทอไตได ซึ่ง
นาจะเปนเหตุผลที่พบการแสดงออกของ 8-OHdG สูงข้ึนในไตของผูปวยโรคนิ่วไต  
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จากการศึกษากลไกการเกิดนิ่วไตพบวาผลึกนิ่วสามารถทําใหเซลลบุทอไตเกิดการบาดเจ็บ
และไปดึงดูดใหเซลลที่เกีย่วของกับกระบวนการอักเสบ เชน monocyte, lymphocyte, 
macrophage เขามายังบริเวณเนื้อไต ซึ่งทั้งเซลลบุทอไตที่บาดเจ็บและ macrophage ที่เขามายัง
บริเวณเนื้อไต จะสรางไซโตไคนและโกรทแฟกเตอรไปกระตุนใหเกิดการอักเสบและกระตุนใหเซลล
ทอไตเกิดการตายแบบ apoptosis ถามีการอุดกั้นในระบบทางเดินปสสาวะแบบเร้ือรัง จะทําใหทอ
ไตสูญเสียประสิทธิภาพการทํางาน เนื่องจากมีสะสมของ extracellular matrix ที่มากเกินไปจน
เกิดเปนพังผืดที่เนื้อไตข้ึนมา (31) และจากการศึกษาของ Tamura และคณะ โดยใหหนูไดรับ 
adenine แลวพบวาคาครีเอทินีนในเลือดเพิ่มสูงข้ึน และในเนื้อไตมีการแสดงออกของ MCP-1, 
MIP-1α, RANTES, IL-1, CCR2, TGF-, α-smooth muscle actin และ collagen 1a1 mRNAs 
ซึ่งเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบและการเกิดพังผืด ทําใหมีการสะสมของ macrophage 
บริเวณรอบๆ ผลึกนิ่ว 2,8-dihydroxyadenine (DHA)  ในทอไต เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ แบบ time-
dependent manner และมีการสะสมของคอลลาเจนในเนื้อไตดวย คณะวิจัยนี้ไดสรุปวา 
macrophage infiltration เปนตัวที่ไปกระตุน fibroblast แลวทําใหเกิดการสะสมของ collagen 
สงผลใหประสิทธิการทํางานของไตลดลงในที่สุด (73) และจากการศึกษาของ de Water และคณะ
พบวาในเนื้อเยื่อไตของหนู และผูปวยที่มีภาวะ oxalosis มี macrophage และ multinucleated 
cells เขาไปเก็บกินผลึกกอนนิ่วบริเวณเนื้อไต (interstitial crystals) (38) ซึ่งก็สอดคลองกับผล
การศึกษาในคร้ังนี้ที่พบวาในเนื้อไตของผูปวยโรคนิ่วไตมี mononuclear cells infiltration และ
ผูปวยทั้งหมดมีการอักเสบแบบเร้ือรังและพบการเกิดพังผืดบริเวณเนื้อไตดวย มีผูปวยจํานวน 2 
ราย ที่พบการอักเสบเปนแบบเฉียบพลันรวมกับการอักเสบแบบเร้ือรัง โดยผูปวยทั้ง 2 รายนี้มีการ
ติดเชื้อในระบบปสสาวะ และจากผลการศึกษาการเกิดพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต
พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพังผืดในเนื้อไต ซึ่งไมพบหรือพบไดนอยมากในเนื้อไตควบคุมที่ไดจากผูปวย
โรคมะเร็งที่ไตบริเวณ non-cancerouse region และปริมาณพังผืดในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่ว
ไตยังสัมพันธกับอัตราการกรองที่ไตและระดับครีเอตินีนในเลือด โดยที่ผูปวยที่มีพังผืดปริมาณนอย
จะมีประสิทธิภาพการทํางานของไตดีกวาผูปวยที่มีปริมาณพังผืดสูงกวา ซึ่งสอดคลองกับศึกษาใน
หนูที่มีภาวะ hyperoxaluria พบวามีโปรตีนออกมาในปสสาวะปริมาณและมี creatinine 
clearance ต่ํา  พบ tubular atrophy, inflammatory infiltration (monocyte/macrophage) และ
พบการแสดงออกของ α-smooth muscle actin, collagen type III และ TGF -1 ในเนื้อไต (55) 
การศึกษาวิจัยของ Evan และคณะในผูปวยที่เปนนิ่ว brushite ซิสทีน ผูปวยที่ผาตัดลําไสหรือตัด
ตอลําไสซึ่งสวนมากเปนนิ่วแคลเซียมออกซาเลต พบการเกิดพังผืดในเนื้อไตสวน medulla และ 
cortex ทั้งบริเวณที่ใกลกับทอไตที่มีผลึกนิ่วไปเกาะและกระจายทั่วไปในเนื้อไต (12, 15, 74) 
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TGF-1 เปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการเกิดพยาธิสภาพและการเกิดพังผืด เม่ือมีการอุดกั้น
ในระบบทางเดินปสสาวะ และโรคไตหลายชนิด ไดแก bladder outlet obstruction (BOO), 
mesangial glomerulonephritis (IgAGN), rapidly progressive glomerulonephritis (RPGN), 
systemic lupus erythematosus (SLE) และ type1 (insulin-dependent )diabetes mellitus 
(49, 50) ซึ่งพบวาผูปวยที่เปนโรคดังกลาวขางตนมีปริมาณ TGF-1 ในปสสาวะสูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ นอกจากนี ้ TGF-1 เปนตัวกลางที่สําคัญในกระบวนการเกิด
พังผืดในไต (renal fibrogenesis) ทําใหเกิดการสะสมของ extracellular matrix ที่มากเกินไป 
สงผลใหเกิดไตวายเร้ือรังได การศึกษาของ Mezzano และคณะในผูปวยที่เปน progressive และ 
non-progressive IMN (idiopathic membranous nephropathy) พบการแสดงออกของ TGF-1 
ในเนื้อไตของผูปวยที่เปน progressive IMN มากกวา non-progressive IMN และพบวามี
ความสัมพันธกับการแสดงออกของ myofibroblast (45) จากการศึกษาของ Prieto และคณะ โดย
ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ในหนูที่เกิดภาวะ unilateral ureteral obstruction 
(UUO) ทําใหเกิดพังผืดบริเวณ tubulointerstitial และดูการแสดงออกของ type I และ IV 
collagens เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนจาก 1, 3, 10 และ 17 วัน หลังเกิด UUO พบวาหลังวันที่ 17 type I 
และ type IV collagen เพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ และในหนูที่เกิด UUO พบการ
แสดงออกของ TGF-1  บริเวณ renal interstitium ซึ่งไมพบในหนูที่ไมมีภาวะ UUO (52) จาก
การศึกษาในผูปวยที่เปน Ig A nephropathy พบวามีการแสดงออกของ TGF-1 สูงข้ึนใน 
tubulointerstitium และ glomeruli (75) ในการวิจัยคร้ังนี้พบ TGF-1 ที่บริเวณเซลลบุผิวทอไต
ของผูปวยโรคนิ่วไต ขณะทีไ่มพบในเนื้อเยื่อไตควบคุม แสดงวา TGF-1 นาจะมีบทบาทสําคัญใน 
renal fibrogenesis ของผูปวยโรคนิ่วไต  

จากผลการศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ใน urinary exfoliated cells ไม
สามารถตรวจวัดระดับของ TGF-1 mRNA ได ทั้งในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติอาจมีสาเหตุ
เนื่องมาจากปริมาณเซลลที่ไดจากปสสาวะมีปริมาณไมเพียงพอตอการวิเคราะหหรือเวลาเก็บ
ปสสาวะของผูปวยกอนนํามาสงวิเคราะหใชเวลานานมากเกินไปทําใหเซลลตายหรือเกิดการสลาย
ของ RNA กอนการวิเคราะห ดังนั้นควรเก็บปสสาวะชวงเชาและใหไดปริมาณมากพอตอการเก็บ
เซลลจากปสสาวะ 

จากผลการศึกษาความสัมพันธของกระบวนการเกิดพังผืดกับกระบวนการอักเสบและภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่นในผูปวยโรคนิ่วไตพบวาการเกิดพังผืดมีความสัมพันธกับการอักเสบแตไม
พบความสัมพนัธกับการแสดงออกของ TGF-1 และ 8-OHdG แตผูปวยกลุมที่มีภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่นสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือดสูงกวากลุมที่มีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และผูปวยกลุม
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ที่มีการอักเสบและการเกิดพังผืดสูงจะมีคาครีเอทินีนในเลือดสูงและมีอัตราการกรองที่ไตต่ํากวา
กลุมที่มีการอักเสบและการเกิดพังผืดต่ํา แสดงใหเห็นวาการมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบและการเกิดพังผืดสูงนาจะสัมพันธกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง การที่ไมพบ
ความสัมพันธกับการแสดงออกของ TGF-1 และ 8-OHdG นั้นอาจเนื่องมาจากกลุมประชากรที่
ใชศึกษานอยเกินไป 

การศึกษาคร้ังนี้สรุปไดวาผูปวยโรคนิ่วไตมีพยาธิสภาพในเนื้อไตทั้งภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น การอักเสบและการเกิดพังผืด และพบความสัมพันธระหวางภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบและการเกิดพังผืดที่สูงข้ึนกับประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง 

 
ขอเสนอแนะ 
ศึกษาการแสดงออกของ TGF-1 mRNA ไมสามารถตรวจวัดระดับของ TGF-1 mRNA 

ไดทั้งในผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติอาจมีสาเหตุเนื่องมาจากปริมาณเซลลที่ไดจากปสสาวะมี
ปริมาณไมเพียงพอตอการวิเคราะหหรือเวลาเก็บปสสาวะของผูปวยกอนนํามาสงวิเคราะหใช
เวลานานมากเกินไปทําใหเซลลตายหรือเกิดการสลายของ RNA กอนนํามาวิเคราะห ดังนั้นควร
เก็บปสสาวะชวงเชาและปริมาณมากพอตอการเก็บเซลลกอนการวิเคราะหควรนําเซลลไปยอมสี 
Tryphan blue เพื่อดูวามีเซลลที่มีชีวิตเหลืออยูหรือไมและหลังจากสกัด mRNA แลวควรนําไป run 
gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบวามีปริมาณ RNA หรือไม และควรเพิ่มขนาดประชากรของ
กลุมผูปวยที่ใชศึกษาใหมากข้ึน เพื่อวิเคราะหความสัมพันธหรือหาความแตกตางทางสถิติได
เพิ่มข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของครีเอตินีนในปสสาวะ 

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

 
2. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของโปรตีนในปสสาวะ 
CBB reagent 

- CBB stain : acid reagent = 3:2  
- ผสมใหเขากันแลวนําไปกรอง 2 รอบกอนใช 

 
3. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของ N-acetyl glucosaminidase (NAG)ใน
ปสสาวะ 

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

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

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

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

4 การเตรียมสารเคมีในการยอม immunohistochemistry 
     4.1  citrate buffer pH  6.0 
- ชั่ง citric acid (MW=294.1)       10.5 g 
- ปเปตต 2N NaOH                      65   ml 
- ละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 5 L 

4.2 M Phosphate Buffer Saline (20X PBS),pH 7.2  
- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982)    1.48 g 
- ชั่ง NaCl (MW=58.44)               7.2  g 
- ชั่ง KH2PO4 (MW=136.09)           0.43 g 
- ปรับ pH ใหเปน 7.2 แลวละลายในน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1 L 

4.3 Tris buffer pH 7.4 
- เตรียมเปน Tris stock solution โดยชั่ง Tris   2.42 g ละลายในน้ํากล่ัน 100 ml 
- เตรียมเปน HCl stock solution โดยปเปตต12 N HCl  1.7 ml  ละลายในน้ํากล่ัน 100 ml 
- เวลาใชนํา Tris stock solution 2.5 ml ผสมกับ HCl stock solution 2.05 ml แลวเติมน้ํา

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

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

 
5 การเตรียมสารเคมีในการเพาะเลี้ยงเซลล HK-2 cell 

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

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

- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982) 1.42 g   
- ชั่งNaCl (MW=58.44)             8.18 g 
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- ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 ml 
- ปรับ pH ใหได 7.4 แลวเติมน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1000 ml 
 
6 การเตรียมสารเคมีในการทดสอบการทําลายเซลล (cytotoxicity) ของซีร่ัม โดยวิธี 
MTT colorimetric assay 

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

- ชั่ง MTT 50 mg แลวละลายใน PBS 10 ml 
- แบงใสหลอดขนาดเล็กหลอดละ 1 ml แลวเก็บที่ 4C ไดนาน 1 เดือน 

เตรียม  working solution 0.5 mg/ml MTT solution 
- นํา stock solution 5 mg/ml MTT solution ที่ 4C มา 1 ml แลวใสในหลอดที่มี serum 

free medium อยู 9 ml ผสมใหเขากัน 
 
7 การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับของ ROS Production ในเซลล 

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

- ชั่ง Na2HPO4 (MW=141.982) 1.42 g   
- ชั่ง NaCl (MW=58.44) 8.18 g 
- ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 ml 
- ปรับ pH ใหได 7.4 แลวเติมน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 1000 ml 

7.2 6-carboxy-2´,7´-dichloro-dihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) solution 
เตรียม stock solution 1 M DCFH-DA 
- ชั่ง DCFH-DA (MW: 675.43) 5 mg  
- เติม DMSO 7.4 ml ละลายใหเขากัน 
- แบงใสหลอดขนาดเล็กหลอดละ 1 ml แลวเก็บที่ -20C 
เตรียม working solution 0.1 M DCFH-DA 
- นํา stock solution 1 M DCFH-DA ที่เก็บไวที่ -20C มาตั้งทิ้งไวใหละลาย 
- เติม stock solution 1 M DCFH-DAลงในหลอดที่มี complete medium อยู 9 ml แลวผสมให

เขากัน 



67 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

  
 

 

ภาคผนวก ข 
เอกสารช้ีแจงขอมูล/คําแนะนําแกผูเขารวมโครงการ 

(Information sheet for research volunteer) 
 
ชื่อโครงการวิจัย   จุลพยาธิวิทยาของผูปวยโรคนิ่วไต: ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การ
อักเสบ และการเกิดพังผืด 
  (Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative stress, inflammation 
and fibrosis) 
 
ผูทําวิจัย 
ชื่อ    นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร  
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี  คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท    0-2256-4482        มือถือ 08-9689-8235 
แพทยผูรวมในโครงการวิจัย 
ชื่อ    ศาสตราจารยปยะรัตน โตสุโขวงศ     
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   0-2256-4482 มือถือ 08-1518-7618 
ชื่อ    ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชาญชัย   บุญหลา 
ที่อยู    ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   0-2256-4482 มือถือ 08-1320-6627 
ชื่อ    ผูชวยศาสตราจารย พญ.วิภาวี  กิตติโกวิท 
ที่อยู    ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   02-256-4235     มือถือ 08-1344-7477  
ชื่อ    นพ.อนุเทพ   บูรมิ 
ที่อยู    ภาควิชาศัลยศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เบอรโทรศัพท   02-256-4117     มือถือ  08-9666-0100 
 
เรียน ผูเขารวมโครงการวิจัยทุกทาน 
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ทานไดรับเชิญใหเขารวมในโครงการวิจัยนี้เนื่องจากทานเปนผูปวยโรคนิ่วไตที่จะเขารับ
การผาตัดเอานิ่วออกกอนที่ทานจะตัดสินใจเขารวมในการศึกษาวิจัยดังกลาว ขอใหทานอาน
เอกสารฉบับนี้อยางถี่ถวน เพื่อใหทานไดทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยในคร้ัง
นี้ หากทานมีขอสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทยผูทําวิจัย หรือแพทยผูรวม
ทําวิจัยซึ่งจะเปนผูสามารถตอบคําถามและใหความกระจางแกทานได 
 ทานสามารถขอคําแนะนําในการเขารวมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพื่อน หรือแพทย
ประจําตัวของทานได ทานมีเวลาอยางเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถาทานตัดสินใจแลววา
จะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ขอใหทานลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี ้
 
เหตุผลความเปนมาของโครงการวิจัย 

โรคนิ่วไตเปนโรคที่มีความชุกสูงในประเทศไทย และยังเปนโรคที่มีอัตราการเปนนิ่วซ้ําหลัง
การรักษาสูงมาก ผูปวยและครอบครัวตองสูญเสียทั้งเวลาและทุนทรัพยเม่ือเขารับการรักษา และ
ในแตละปโรงพยาบาลภาครัฐตองใชเงินสนับสนุนเพื่อการรักษาผูปวยโรคนิ่วไตเปนจํานวนมาก 
ดังนั้นโรคนิ่วไตจึงเปนปญหาสาธารณะสุขที่สําคัญที่บั่นทอนคุณภาพชีวิตของประชากรไทย 
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการศึกษาวิจัยใหทราบถึงกลไกและพยาธิกําเนิดของโรคนิ่วไตเพื่อหาทาง
ปองกันและรักษาโรคนิ่วไตที่มีประสิทธิภาพ  

ในปจจุบันองคความรูเกี่ยวกับพยาธิกําเนิดและการดําเนินโรคของโรคนิ่วไตยังมีนอยมาก 
โดยเฉพาะองคความรูที่ไดจากการศึกษาในคนโดยตรง หลักฐานจากการศึกษาในสัตวทดลองเชื่อ
วานิ่วไตเกิดจากการเกิดผลึกจํานวนมากอยางเร้ือรังในทอไต สวนใหญเปนผลึกชนิดแคลเซี่ยมออก
ซาเลต ผลึกเหลานี้จะเปนพิษตอไต ทําลายเซลลไต และเกาะติดในเนื้อไต เม่ือสะสมนานข้ึน กอน
ผลึกเหลานี้จะรวมตัวกันและโตจนกลายเปนกอนนิ่วในที่สุด  

พยาธิสภาพในไตของหนูทดลองที่เปนนิ่วพบวามีการอักเสบสูงและพบการเกิดพังผืดหรือ
แผลเปนข้ึน รายงานผลการศึกษาในคนมีนอยชิ้นมาก อยางไรก็ตามมีหลักฐานวิจัยพบวาไตของ
ผูปวยโรคนิ่วไตมีการเกาะติดของผลึกจํานวนมากในทอไตและใตทอไต และพบการเกิดพังผืดรอบ
ทอไตและบริเวณรอบๆ กอนผลึกในเนื้อไต คณะผูวิจัยตั้งสมมุติฐานวาผลึกและกอนนิ่วจะกระตุน
ใหมีการสรางสารอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน ทําใหเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น มีการศึกษาพบวา
ผูปวยโรคนิ่วไตมีปริมาณของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีน (8-Hydroxydeoxyguanosine)ใน
ปสสาวะสูงกวากลุมคนปกติซึ่งแสดงถึงการบาดเจ็บของดีเอ็นเอ(DNA) จากภาวะเครียด
ออกซิเดชันสงผลใหเซลลเยื่อบุทอไตถูกทําลาย นอกจากนี้ผลึกและกอนนิ่วสามารถกระตุนใหเซลล
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บุทอไตสรางและหล่ังสารตัวกลางการอักเสบ เชน โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนทโปรตีน-1 
(Monocyte chemoattractant protein-1) ซึ่งมีบทบาทในการดึงดูดเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต
และแมกโครฟาจมาเก็บกินผลึกนิ่วที่ติดคางในเนื้อไต สงผลใหเกิดการอักเสบ ซึ่งถามีการอักเสบ
อยางเร้ือรังจะทําใหเนื้อไตถูกทําลายมากข้ึนและกระตุนใหมีการซอมแซมเนื้อไตมากเกินไปจน
ควบคุมไมได ทําใหเกิดพังผืดหรือแผลเปนในไตตามมา เม่ือเกิดพังผืดปริมาณมากในไตจะทําให
ประสิทธิภาพการทํางานของไตลดลง ซึ่งกลไกการเกิดพังผืดในไตนี้นาจะมาจากการสรางโปรตีนท
รานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1 (Transforming growth factor-beta1) มากเกินไป  

 
วัตถุประสงคของการศึกษา 

วัตถุประสงคหลักจากการศึกษาในคร้ังนี้คือ ศึกษาพยาธิสภาพของผูปวยโรคนิ่วไตในดาน
การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น การอักเสบ  และการเกิดพังผืดโดยดูการแสดงออกของ 8-ไฮดรอก
ซีดีออกซีกวาโนซีน  โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนทโปรตีน-1 และโปรตีนทรานสฟอรม่ิงโกรสแฟก
เตอร-เบตา1 ในเนื้อเยื่อไตเปรียบเทียบกับผูปวยโรคมะเร็งที่ไตและในปสสาวะเปรียบเทียบกับคน
ปกติ รวมทั้งศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของไต จํานวนผูเขารวมโครงการวิจัย คือ 110 คน 
แบงเปนคนปกติ 40 คน ผูปวยโรคนิ่วไต  65 คน( ผูปวยโรคนิ่วไตโรงพยาบาลขอนแกน 35 คน 
ผูปวยโรคนิ่วไตโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 30 คน)และผูปวยโรคมะเร็งที่ไต 5 คน  
 
วิธีการท่ีเกี่ยวของกับการวิจัย 
ผูปวยโรคน่ิวไตโรงพยาบาลขอนแกน 

หลังจากทานใหความยินยอมที่จะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ทานจะไดรับการตรวจรางกาย
วาเปนโรคนิ่วไตโดยภาพถายรังสีเอ็กซ (X-ray film) เพื่อคัดกรองวาทานมีคุณสมบัติที่เหมาะสมที่
จะเขารวมในการวิจัย  

หากทานมีคุณสมบัติตามเกณฑคัดเขา ทานจะไดรับเชิญใหมาพบแพทยตามวันเวลาที่
แพทยผูทําการผาตัดจะผาตัดเพื่อเอานิ่วออก โดยตลอดระยะเวลาที่ทานอยูในโครงการวิจัย คือ 1 
ปและมาพบผูวิจัยหรือผูรวมทําวิจัยทั้งส้ิน 1 คร้ัง 
และผูทําวิจัยจะทําการเก็บสารตัวอยางสําหรับวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ คือสารตัวอยางเนื้อเยื่อ
ไต  กอนนิ่ว เลือดและปสสาวะ 24 ชั่วโมง  

การเก็บตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ทานจะไดรับการแนะนําจากแพทยหรือคณะวิจัย
เกี่ยวกับการเก็บตัวอยางที่ถูกตอง จากนัน้ทานจะไดรับแจกอุปกรณการเก็บตัวอยางปสสาวะเพื่อ
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เก็บสารตัวอยางดวยตัวทานเอง สําหรับตัวอยางเลือดแพทยหรือพยาบาลจะทําการเก็บตัวอยาง
เลือดจากหลอดเลือดดําบริเวณทองแขน ปริมาตรประมาณ 5 มิลลิลิตร 

การเก็บสารตัวอยางกอนนิ่วและเนื้อเยื่อไตจะกระทําโดยศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะ
ผูทําการผาตัดรักษา การเก็บตัวอยางจะเก็บดวยวิธีที่เปนมาตรฐานสากล ซึ่งไมเกิดอันตรายใดๆ 
หรือมีผลกระทบนอยมากตอผูปวยโรคนิ่วไต ชิ้นเนื้อไตที่จะเก็บจะมีขนาดประมาณคร่ึงเซนติเมตร 
หลังจากการผาตัดและเก็บตัวอยางเนื้อไต ผูปวยสามารถฟนตัวไดตามปกติโดยไมมีอาการแทรก
ซอนใดๆ 

เม่ือเก็บสารตัวอยางเรียบรอยแลว จะนําไปยังหองปฏิบัติการวิจัย และทําการตรวจ
วิเคราะหสารตัวอยางตามที่วางแผนไวในโครงการวิจัย โดยตัวอยางปสสาวะจะวัดปริมาณครีเอตินี
นซึ่งเปนสารที่บงชี้การทํางานของไต วัดตัวบงชี้การทําลายเซลลทอไต วัดตัวบงชี้ถึงภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่น วัดปริมาณโปรตีนเพื่อบงชี้ถึงประสิทธิภาพการกรองที่ไตและวัดปริมาณโปรตีนท
รานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1 ตัวอยางเลือดจะวัดปริมาณสารครีเอตินีน  ตัวอยางเนื้อเยื่อไต
จะตรวจสอบการแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีน โมโนไซตเคโมแอดแทรกแตนท
โปรตีน-1 และโปรตีนทรานสฟอรม่ิงโกรสแฟกเตอร-เบตา1  เพื่อใชบงบอกถึงการเกิดภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่น การอักเสบและการเกิดพังผืดที่เนื้อเยือ่ไตของผูปวยโรคนิ่วไตตามลําดับ  สาร
ตัวอยางกอนนิ่วจะนํามาวิเคราะหชนิดของแรธาตุที่เปนองคประกอบในกอนนิ่ว 

 
ความเสี่ยงท่ีอาจไดรับ 
ความเส่ียงที่ไดรับจากการเจาะเลือด 

ทานมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก ช้ําจากการเจาะเลือด อาการบวมบริเวณที่
เจาะเลือดหรือหนามืด และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณที่เจาะเลือดพบไดนอยมาก 
ความเส่ียงที่ไดรับจากการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อไต 

ระหวางการเก็บตัวอยางโดยตัดชิ้นเนื้อไตขนาดเล็ก ทานมีโอกาสเลือดออกได อยางไรก็
ตามการเก็บตัวอยางนี้กระทําโดยศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะทีมี่ความชํานาญสูง โอกาสเกิด
เลือดออกหรือภาวะแทรกซอนอ่ืนเกิดข้ึนไดนอยมาก 
ความเส่ียงที่ไมทราบแนนอน 

ทานอาจเกิดอาการขางเคียง หรือความไมสบาย นอกเหนือจากที่ไดแสดงในเอกสารฉบับ
นี้ ซึ่งอาการขางเคียงเหลานี้เปนอาการที่ไมเคยพบมากอน เพื่อความปลอดภัยของทาน ควรแจง
แพทยผูทําวิจัยใหทราบทันทีเม่ือเกิดความผิดปกติใด ๆ เกิดข้ึน 
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หากทานมีขอสงสัยใด  ๆ เกี่ยวกับความเส่ียงที่อาจไดรับจากการเขารวมในโครงการวิจัย 
ทานสามารถสอบถามจากแพทยผูทําวิจัยไดตลอดเวลา 
ประโยชนท่ีอาจไดรับ 

ผูปวยโรคนิ่วไตจะทราบภาวะการอักเสบ ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและระดับการเกิด
ผังผืดในไตที่มีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของไต ซึ่งจะเปนขอมูลสําหรับการรักษาและดูแล
สุขภาพใหดีข้ึนตอไป  

ผูปวยโรคนิ่วไตจะทราบชนิดของนิ่วไตที่ตนเองเปนอยูซึ่งจะเปนขอมูลในการปองกันรักษา
เพื่อไมใหเกิดการกลับเปนซ้ํา 
ขอปฏิบัติของทานขณะท่ีรวมในโครงการวิจัย 
ขอใหทานปฏิบัติดังนี ้

- ขอใหทานใหขอมูลทางการแพทยของทานทั้งในอดีต และปจจุบัน แกผูทําวิจัยดวย
ความสัตยจริง 

- ขอใหทานแจงใหผูทําวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดข้ึนระหวางที่ทานรวมใน
โครงการวิจัย 

 
อันตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการเขารวมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผูทําวิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดข้ึนจากการวิจัย ทานจะไดรับการรักษาอยางเหมาะสมทันที  หาก
พิสูจนไดวาทานปฏิบัติตามคําแนะนําของทีมผูทําวิจัยแลว ผูทําวิจัยยินดีจะรับผิดชอบคาใชจายใน
การรักษาพยาบาลของทาน และการลงนามในเอกสารใหความยินยอม ไมไดหมายความวาทานได
สละสิทธิ์ทางกฎหมายตามปกติที่ทานพึงมี 
 
 ในกรณีที่ทานไดรับอันตรายใด ๆ หรือตองการขอมูลเพิ่มเติมที่เกี่ยวของกับโครงการวิจัย 
ทานสามารถ 
ติดตอกับผูทําวิจัยคือ นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร ไดตลอด 24 ชั่วโมง 
 
คาชดเชยสําหรับผูเขารวมวิจัย 

อาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยจะไดรับคาเดินทางและคาชดเชยเสียเวลาในการเขา
รวมโครงการวิจัย รายละ 500 บาท 
 



73 
 

  
 

การเขารวมและการสิ้นสุดการเขารวมโครงการวิจัย 
การเขารวมในโครงการวิจัยคร้ังนี้เปนไปโดยความสมัครใจ หากทานไมสมัครใจจะเขารวม

การศึกษาแลว ทานสามารถถอนตัวไดตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไมมีผล
ตอการดูแลรักษาโรคของทานแตอยางใด 
 
การจัดการกับสารตัวอยางของอาสาสมัคร 

กรณีสารตัวอยางที่เหลือจากการวิจัยผูวิจัยจะเก็บไวที่ตูเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส
เปนระยะเวลา 1 ป เก็บโดยใชรหัสไมเชื่อมโยงถึงขอมูลของผูปวยและหลังจากนั้นจะทําลาย 
ในชวงระยะ 1 ป ถามีการนําสารตัวอยางที่เหลือมาใชในโครงการวิจัยอ่ืนจะมีการขอความยินยอม
จากผูรวมโครงการวิจัยอีกคร้ัง และสารตัวอยางของอาสาสมัครที่ถอนตัวออกจากโครงการวิจยั
ผูวิจัยจะทําลายทิ้งทันทีดวยกระบวนการที่ถูกตองและไมกอใหเกิดอันตรายทั้งกับส่ิงมีชีวิตและ
ส่ิงแวดลอม  
 
การปกปองรักษาขอมูลของอาสาสมัคร 

ขอมูลที่อาจนําไปสูการเปดเผยตัวของทาน จะไดรับการปกปดและจะไมเปดเผยแก
สาธารณชนโดยขอมูลจะถูกเก็บไว ในคอมพิวเตอรที่ใชสําหรับการวิจัยเทานั้น กรณีที่ผลการวิจัย
ไดรับการตีพิมพ ชื่อและที่อยูของทานจะตองไดรับการปกปดอยูเสมอ โดยจะใชเฉพาะรหัสประจํา
โครงการวิจัยของทาน 

จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัย มีสิทธิ์สามารถเขาไปตรวจสอบบันทึก
ขอมูลทางการแพทยของทานไดตลอดเวลาแมจะส้ินสุดโครงการวิจัยแลวก็ตาม หากทานตองการ
ยกเลิกการใหสิทธิ์ดังกลาว ทานสามารถเขียนบันทึกขอยกเลิกการใหคํายินยอม โดยสงไปที่
ศาสตราจารย ปยะรัตน โตสุโขวงศ ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

หากทานขอยกเลิกการใหคํายินยอมหลังจากที่ทานไดเขารวมโครงการวิจัยแลว ขอมูล
สวนตัวของทานจะไมถูกบันทึกเพิ่มเติม อยางไรก็ตามขอมูลอ่ืน ๆ ของทานอาจถูกนํามาใชเพื่อ
ประเมินผลการวิจัย  และทานจะไมสามารถกลับมาเขารวมในโครงการนี้ไดอีก ทั้งนี้เนื่องจากขอมูล
ของทานที่จําเปนสําหรับใชเพื่อการวิจัยไมไดถูกบันทึก 

จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของทานที่
เกี่ยวกับการเขารวมโครงการวิจัยนี้ใหแกแพทยผูรักษาทานได 
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สิทธิ์ของผูเขารวมในโครงการวิจัย 
ในฐานะที่ทานเปนผูรวมในโครงการวิจัย ทานจะมีสิทธิ์ดังตอไปนี้ 

1. ทานจะไดรับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงคของการวิจัยในคร้ังนี ้
2. ทานจะไดรับการอธิบายเกี่ยวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย และอุปกรณที่

ใชในการวิจัยคร้ังนี ้
3. ทานจะไดรับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมสบายที่จะไดรับจากการวิจัย 
4. ทานจะไดรับการอธิบายถึงประโยชนที่ทานอาจจะไดรับจากการวิจัย 
5. ทานจะมีโอกาสไดซักถามเกี่ยวกับงานวิจัยหรือข้ันตอนที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 
6. ทานจะไดรับทราบวาการยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยนี ้ ทานสามารถขอถอนตัวจาก

โครงการเม่ือไรก็ได โดยผูเขารวมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไมได
รับผลเสียใด ๆ ทั้งส้ิน 

7. ทานจะไดรับสําเนาเอกสารใบยินยอมที่มีทั้งลายเซ็นหรือลายนิ้วมือและวันที ่
8. ทานจะไดโอกาสในการตัดสินใจวาจะเขารวมในโครงการวิจัยหรือไมก็ได โดยปราศจาก

การใชอิทธิพลบังคับขมขู หรือการหลอกลวง 
 

หากทานไมไดรับการชดเชยอันควรตอการบาดเจ็บหรือเจ็บปวยที่เกิดข้ึนโดยตรงจากการ
วิจัย  หรือทานไมไดรับการปฏิบัติตามที่ปรากฎในเอกสารขอมูลคําอธิบายสําหรับผูเขารวมในการ
วิจัย ทานสามารถรองเรียนไดที่ คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 
ขอขอบคุณในการรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

 
..................................................................................................................... 
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค 
ตัวอยางใบยินยอมเขารวมการวิจัย 

 
ใบยินยอมเขารวมการวิจัย (Consent form) 

การวิจัยเร่ือง  จุลพยาธิวิทยาของผูปวยโรคนิ่วไต: ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบและ
การเกิดพังผืด (Histopathology of nephrolithiasis patients: oxidative stress, inflammation 
and fibrosis) 
วันใหคํายินยอม วันที.่................เดือน........................................พ.ศ
.................................................. 

ขาพเจา นาย/นาง/นางสาว
.....................................................................................................ไดอานรายละเอียดจาก
เอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาแลวและขาพเจายินยอมเขารวม
โครงการวิจัยโดยสมัครใจ 

ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยที่ขาพเจาไดลง
นามและวันที่ พรอมดวยเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัย ทั้งนี้กอนที่จะลงนามในใบ
ยินยอมใหทําการวิจัยนี ้ขาพเจาไดรับการอธิบายจากผูวิจัยถึงวัตถุประสงคของการวิจัย ระยะเวลา
ของการทําวิจัย วิธีการวิจัย อันตรายหรืออาการที่อาจเกิดข้ึนจากการวิจัย รวมทั้งประโยชนที่จะ
เกิดข้ึนจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอยางละเอียด ขาพเจามีเวลาและโอกาสเพียงพอ
ในการซักถามขอสงสัยจนมีความเขาใจอยางดีแลว โดยผูวิจัยไดตอบคําถามตาง ๆ ดวยความเต็ม
ใจไมปดบังซอนเรนจนขาพเจาพอใจ 

ขาพเจามีสิทธิที่จะบอกเลิกเขารวมในโครงการวิจัยเม่ือใดก็ได โดยไมจําเปนตองแจง
เหตุผล และการบอกเลิกการเขารวมการวิจัยนี ้จะไมมีผลตอการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ที่ขาพเจา
จะพึงไดรับตอไป  

ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลสวนตัวของขาพเจาเปนความลับ และจะเปดเผยไดเฉพาะเม่ือ
ไดรับการยินยอมจากขาพเจาเทานั้น โดยการตกลงที่จะเขารวมการศึกษานี้ขาพเจาไดใหคํา
ยินยอมที่จะใหมีการตรวจสอบขอมูลประวัติทางการแพทยของผูเขารวมวิจัยได 
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ผูวิจัยรับรองวาจะไมมีการเก็บขอมูลใด ๆ ของผูเขารวมวิจัย เพิ่มเติม หลังจากที่ขาพเจาขอ
ยกเลิกการเขารวมโครงการวิจัยและตองการใหทําลายเอกสารและ/หรือตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
ทั้งหมดที่สามารถสืบคนถึงตัวขาพเจาได 

ขาพเจาเขาใจวา ขาพเจามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแกไขขอมูลสวนตัวของขาพเจาและ
สามารถเลิกการใหสิทธิในการใชขอมูลสวนตัวของขาพเจาได โดยตองแจงใหผูวิจัยรับทราบ 

ขาพเจาไดตระหนักวาขอมูลในการวิจัยรวมถึงขอมูลทางการแพทยที่ไมมีการเปดเผยชื่อ 
จะผานกระบวนการตาง ๆ เชน การเก็บขอมูล การบันทึกขอมูลในคอมพิวเตอร การตรวจสอบ การ
วิเคราะห และการรายงาน เพื่อวัตถุประสงคทางวิทยาศาสตร และการใชขอมูลทางการแพทยใน
อนาคต เทานั้น 

ขาพเจายินดีลงนามในใบยินยอมนี้เพื่อเขารวมการวิจัยดวยความเต็มใจ 
 

......................................................................................ลงนามผูยินยอม 
(....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัว

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

 
 ขาพเจาไมสามารถอานหนังสือได แตผูวิจัยไดอานขอความในใบยินยอมนี้ใหขาพเจาฟง
จนเขาใจดีแลว ขาพเจาจึงลงนาม หรือประทับลายนิ้วหัวแมมือขวาของขาพเจาในใบยินยอมนี้ดวย
ความเต็มใจ 

......................................................................................ลงนามผูยินยอม 
(....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัว

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

 

 

 

 



78 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง 
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ภาคผนวก ง 

 
ผลงานวิทยานิพนธสวนหนึ่งไดนําไปตีพิมพเปนบทความในวารสารยูโร ฉบบัปที ่ 31 เลมที่ 

2 ธันวาคม 2553 เร่ือง การแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีนในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรค
นิ่วไต และความเปนพิษของผลึกแคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตตอเซลลบุผิวทอไต 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
ชื่อ-นามสกุล   นางสาวอุไรวรรณ ไหววิจิตร 
วัน เดือน ปเกิด   15 สิงหาคม พ.ศ.2528 
สถานที่เกิด   นครสวรรค 
วุฒิการศึกษา ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต(เทคนิคการแพทย)(เกียรตินิยม

อันดับสอง) คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป 
พ.ศ.2547 

ประสบการณการทํางาน - 
ผลงานทางวิชาการที่ตีพิมพ ชื่อเร่ือง การแสดงออกของ 8-ไฮดรอกซีดีออกซีกวาโนซีนใน

เนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต และความเปนพิษของผลึก
แคลเซียมออกซาเลตโมโนไฮเดรตตอเซลลบุผิวทอไต กําหนดลง
บทความในวารสารยูโร ฉบับปที ่31 เลมที่ 2 ธันวาคม 2553 
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