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บทที่ 1 
บทน า 

  
1.1 ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย (Background and rationale) 

ภาวะไตเรือ้รังระยะสดุท้าย (end stage renal disease; ESRD) เป็นสาเหตหุลกัของการ
เกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา (intimal hyperplasia; IH)   มีการศกึษาพบว่าการ
หนาตัวของชัน้อินทิมาของผนังหลอดเลือดนีเ้ร่ิมเกิดขึน้ตัง้แต่ผู้ ป่วยมีภาวะไตเรือ้รัง (chronic 
kidney disease; CKD) ระยะเร่ิมแรก โดยเฉพาะตัง้แต่ระยะท่ีสามขึน้ไป(1-3) ซึ่งเกิดจากปัจจยั
หลายประการท่ีสมัพนัธ์กบัภาวะไตเรือ้รัง ได้แก่ ภาวะการอกัเสบเรือ้รัง (chronic inflammation) 
การเพิ่มขึน้ของอนุมูลอิสระ (oxidative stress) การเพิ่มและการสะสมของสารของเสียยูรีเมีย 
(uremic toxins) และความผิดปกติของเซลล์เย่ือบหุลอดเลือด (endothelial dysfunction)(3-6) เป็น
ต้น     

การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมานีเ้ป็นลกัษณะทางพยาธิวิทยาร่วมท่ีพบได้บอ่ย

ในโรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery disease; CAD) และโรคหลอดเลือดส่วนปลาย 

(peripheral artery disease; PAD) ดงันัน้ จึงท าให้พบอบุตัิการณ์ของโรคหลอดเลือดหวัใจ และ

โรคหลอดเลือดส่วนปลายสูงขึน้ในผู้ ป่วยไตเรือ้รังระยะสุดท้าย   อย่างไรก็ตาม พบว่าการป้องกัน

ภาวะต่างๆ เหล่านีโ้ดยการใช้ยา เช่น ยาต้านเกล็ดเลือด (antiplatelet) หรือยาละลายลิ่มเลือด 

(anticoagulant) ไม่สามารถยบัยัง้การด าเนินของโรคได้ ยงัพบการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้

อินทิมาเป็นสดัส่วนแปรผนัตามระยะของภาวะไตเรือ้รัง ทัง้นี ้ส่วนหนึ่งอาจเป็นเพราะการใช้ยาใน

ระยะท่ีสายเกินไป  ภาวะไตเรือ้รังระยะสุดท้ายมักจะมีพยาธิสภาพของหลอดเลือดท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงไปมากแล้ว นอกจากนี ้ กลไกการออกฤทธ์ิของยาทัง้สองชนิดดังกล่าวก็ไม่มีผล

โดยตรงตอ่การยบัยัง้การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา ท าให้มีผลตอ่หลอดเลือดน้อยมาก  

จึงน าไปสู่ท่ีมาของปัญหาการวิจัยเพ่ือคิดหาวิธีการควบคมุหรือชะลอพยาธิสภาพของหลอดเลือด

โดยเฉพาะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาในภาวะไตวายเรือ้รัง    ผู้วิจยัจึงท าการศกึษา

วิจยัผลของยาซีลอสตาซอล (cilostazol) ซึ่งเป็นสารต้านการท างานของเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอ

เรส-3 แบบเฉพาะเจาะจง (selective inhibitor of phosphodieasterase-3) ท่ีมีคณุสมบตัิออก
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ฤทธ์ิเป็นสารต้านการเกาะกลุ่มกันของเกล็ดเลือด และฤทธ์ิขยายหลอดเลือด (vasodilator)(7)    

นอกจากนี ้ยังมีคุณสมบตัิชะลอและยับยัง้การหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้(8) โดย

ท าการศึกษาวิจัยในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายระยะเร่ิมแรก เพ่ือศึกษาผลของยาต่อการ

เปล่ียนแปลงการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา ซึง่เป็นตวัแทนของผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะ

เร่ิมแรก โดยจะเป็นองค์ความรู้พืน้ฐานใช้พฒันาเป็นการศกึษาวิจยัตอ่ยอดตอ่ไป  

 

1.2 ค าถามการวิจัย (Research questions) 

ค าถามการวิจัยหลัก (Primary research question) 
 การให้ยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่ระยะ
เร่ิมแรก จะสามารถลดการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้  
อินทิมาได้หรือไม ่ 
ค าถามการวิจัยรอง (Secondary research questions) 

1. การให้ยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่
ระยะเร่ิมแรกจะสามารถลดการแสดงออกของ miRNA-143, miRNA-145, และ miRNA-221 ใน
พยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้หรือไม ่ 

2. การให้ยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่
ระยะเร่ิมแรก จะสามารถลดระดบั miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221, asymmetrical 
dimethylarginine (ADMA), platelet-derived growth factor (PDGF) และ vascular 
endothelial growth factor (VEGF) ในเลือดได้หรือไม ่

3. การให้ยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่
ระยะเร่ิมแรก มีผลตอ่การแสดงออกของ angiotensin II receptor AT1 (AT1R) ในพยาธิสภาพของ
ผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาอยา่งไร 

 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

1. เพ่ือศึกษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วัน ต่อการเปล่ียนแปลงทาง

พยาธิสภาพของการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่

ระยะเร่ิมแรก เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก 
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2. เพ่ือศึกษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ต่อการเปล่ียนแปลงการ

แสดงออกของ miRNA-143, miRNA-145, และ miRNA-221 ในพยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือด

ชัน้อินทิมาในหนทูดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรก เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุท่ีได้รับยา

หลอก 

3. เพ่ือศกึษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การเปล่ียนแปลงระดบั 

miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221, ADMA, PDGF และ VEGF ในเลือดในหนทูดลองท่ีมี

ภาวะไตวายตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรก เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก 

4. เพ่ือศกึษากลไกของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การหนาตวัของหลอด

เลือดชัน้ อินทิมาผ่านระบบ เรนิน -แองจิ โอเทนซิน -แอลโดสเตอโรน (renin-angiotensin-

aldosterone system, RAAS)   โดยเปรียบเทียบการแสดงออกของ AT1R ในพยาธิสภาพของผนงั

หลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่ระยะเร่ิมแรก เปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก 

 
1.4 สมมตฐิาน (Hypothesis) 

การให้ยาซิลอสตาซอลในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่ระยะเร่ิมแรก สามารถลดการ

หนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อิทิมา เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก 
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

 
ค าย่อ: Angiotensin II receptor type 1, AT1R; asymmetrical dimethylarginine, ADMA; miR, microRNA; platelet-
derived growth factor, PDGF; transforming growth factor- β, TGF-β;  vascular endothelial growth factor, 
VEGF 

รูปภาพท่ี 1.1 กรอบแนวความคดิในการวิจยั 
 
1.6 วิธีการด าเนินการวิจัย 

 เป็นการศกึษาวิจยัในสตัว์ทดลอง (experimental study in animal model) โดยใช้หน ู

(mice) สายพนัธุ์ CD-1 (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) เพศผู้  ขนาดอาย ุ

6-8 สปัดาห์ท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตวายจากการขาดเลือด (ischemic/ reperfusion renal 

injury) จ านวน 24 ตวั จากนัน้สุม่เลือกหนทูดลองออกเป็น 2 กลุม่ๆ ละ 12 ตวั ดงันี ้

 กลุม่ท่ี 1 หน ูCD-1 ท่ีมีภาวะไตเรือ้รัง และได้รับยาหลอกเป็นระยะเวลา 20 สปัดาห์ และ 

 กลุม่ท่ี 2 หน ูCD-1 ท่ีมีภาวะไตเรือ้รัง และได้รับยาซิลอสตาซอลเป็นระยะเวลา 20 สปัดาห์ 

จากนัน้ท าการสงัเกตและวดัการเปล่ียนแปลงการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา 

การเปล่ียนแปลงการแสดงออก (expression) ของ miRNA-143, miRNA-145 และ miRNA-221 
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ในพยาธิสภาพของหลอดเลือดชัน้อินทิมา และการเปล่ียนแปลงระดบั miRNA-143, miRNA-145, 

miRNA-221, ADMA, PDGF และ VEGF ในเลือด  รวมถึงการศกึษาด้านการแสดงออกของ AT1R 

ในพยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา  ซึ่งจะท าการวดัและแปลผลโดยนกัวิทยาศาสตร์ท่ี

ถกูปกปิดข้อมลูทางคลินิกของหนทูดลอง  และประเภทของกลุม่ทดลอง 

 

1.7 ข้อพจิารณาด้านจริยธรรม (Ethical Considerations) 

ค านึงถึงการมีชีวิตของสัตว์ทดลองเป็นส าคัญ โดยมีการศึกษาข้อมูลและเอกสารท่ี

เก่ียวข้องอย่างถ่ีถ้วน และน าข้อมูลท่ีมีอยู่มาประกอบการศึกษาและทดลอง เพ่ือให้มีการใช้

สตัว์ทดลองอยา่งมีประสิทธิภาพสงูสดุ ใช้สตัว์ทดลองจ านวนน้อยท่ีสดุ และตระหนกัว่าสตัว์ทดลอง

เป็นสิ่งมีชีวิตเช่นเดียวกับมนุษย์ ในระหว่างท าการศึกษาทดลอง สัตว์ทดลองจะต้องอยู่ใน

สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม ไม่เกิดความเครียด และได้รับความทุกข์ทรมานน้อยท่ีสุด และเม่ือ

สิน้สดุการศกึษาต้องด าเนินการให้สตัว์ทดลองตายอยา่งสงบ 

การศกึษาวิจยันีจ้ะต้องปฏิบตัิตามจรรยาบรรณการใช้สตัว์ทดลองเพ่ืองานวิจยัทางวิทยา

ศาตร์ และต้องได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการควบคมุดแูลการเลีย้งและการใช้สตัว์ทดลอง

ของคณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Chulalongkorn University Animal Care and 

Use Committee, CU-ACUC)  

 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (Expected Benefits and Application) 

1. เข้าใจถึงกลไกระดบัโมเลกุลของการเกิดภาวะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิ

มาท่ีเกิดจากภาวะไตเรือ้รัง 

2. ทราบถึงผลของยาซิลอสตาซอลท่ีมีตอ่ภาวะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา 

3. ทราบถึงผลของภาวะยูรีเมีย และภาวะอ่ืนๆ ท่ีเกิดจากโมเดลการเหน่ียวน าการเกิด

ภาวะไตเรือ้รังในหนทูดลอง ซึง่เป็นโมเดลท่ีคดิค้นขึน้มาใหม ่ 

4. เป็นการเพิ่มพูนทกัษะการท าการทดลองในสตัว์ทดลองท่ีถูกวิ ธี มีจริยธรรม และได้

มาตรฐานการทดลองในสตัว์ทดลอง 
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5. หากได้ผลลพัธ์ท่ีดีจะเป็นจดุเร่ิมต้นของการประยกุต์ใช้ซิลอสตาซอลในการดแูลผู้ ป่วย

โรคไตวายเรือ้รัง เพ่ือชะลอการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา 

6. สามารถน าผลการศกึษาไปประยกุต์ใช้ในการตอ่ยอดความรู้เก่ียวกบัภาวะหรือโรคของ

หลอดเลือดชนิดอ่ืนๆ เช่น การปอ้งกนัการเกิดภาวะการไม่พร้อมใช้งานของหลอดเลือดฟอกเลือด

ด้วยการใช้ยา (pharmacological strategies) ในอนาคตได้  

 

1.9 อุปสรรคที่อาจเกิดขึน้ระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and 
Strategies to Solve the Problems) 

1. ความไม่ช านาญในการศึกษาในสัตว์ทดลอง แก้ไขโดยการเข้าอบรมการท าวิจัยใน

สตัว์ทดลอง ซึ่งได้เรียนรู้วิธีการท าวิจยัอย่างถกูต้อง โดยเฉพาะการบริหารยา และหลกัการท าวิจยั

ในสตัว์ทดลองท่ีถกูต้องตามจริยธรรม 

2. ความคลาดเคล่ือนจากการตรวจ และแปลผล miRNAs   เน่ืองจากขาดประสบการณ์ 

ทัง้นีแ้ก้ไขโดยท าการทดลองภายใต้การดแูลของผู้ ท่ีมีประสบการณ์โดยตรง 

 



 

 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 กลไกการเกิดการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทมิา 

ภาวะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมานีเ้ป็นกระบวนการอกัเสบท่ีตอบสนองตอ่

การบาดเจ็บของหลอดเลือด  ซึ่งประกอบด้วยการหนาตวัของชัน้อิทิมา  การเพิ่มจ านวนของเซลล์

กล้ามเนือ้เรียบ (vascular smooth muscle cell, VSMC) และการสะสมของเมทริก(9) เม่ือมีการ

หนาตวัเกิดขึน้ก็จะท าให้เกิดการไหลเวียนเลือดน้อยลง จนท าให้มีภาวะหลอดเลือดอุดตนั   จึง

กลา่วได้วา่ภาวะพลศาสตร์ในหลอดเลือดท่ีเปล่ียนแปลงไปในทางลดลงส่งผลให้เกิดหลอดเลือดอดุ

ตนัในท่ีสดุ  อย่างไรก็ตาม หากพิจารณาในระดบัโมเลกลุจะพบว่า กลไกเกิดผ่านกระบวนการ 4 

กลุม่ (รูปภาพท่ี 2.1) ได้แก่  

การเกิดอนมูุลอิสระจากออกซิเดทีฟสเตรซ (oxidative stress) 

เกิดจากการเสียสมดุลของสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) และสารก่ออนุมูล

อิสระ (prooxidants) โดยสารก่ออนมุลุอิสระท่ีเกิดมากเกินไป ท าให้เกิดการบาดเจ็บของเนือ้เย่ือ

และการท าลายของสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ   สารก่ออนุมูลอิสระนี ้คือ รีแอคทีฟสปีช่ี (reactive 

species, RS) แบง่เป็นรีแอคทีฟ ไนโตรเจนสปีช่ี (reactive nitrogen species, RNS) และ รีแอค

ทีฟ ออกซิเจนสปีช่ี (reactive oxygen species, ROS)  

สารพีรอกซ่ีไนเตรท (peroxynitrate) เกิดจากปฏิกิริยาระหว่าง ROS และไนตริกออก

ไซด์ (nitric oxide, NO) มีคุณสมบัติกระตุ้ นสารแมทริกเมทาโลโปรตีนเอส (matrix 

metalloproteinases, MMPs) ซึง่เป็นเอนไซม์หลกัในการกระตุ้นการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมา โดยการเพิ่มจ านวนของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบ และผ่านการย่อยโปรตีนท่ีอยู่นอก

เซลล์ ได้แก่ คอลลาเจน และอีลาสตนิ เป็นต้น(10) 

  การศึกษาพบว่าสารต้านแมทริกเมทาโลโปรตีนเอสสามารถลดการหนาตวัของชัน้
อินทิมาในหลอดเลือดด าสฟีนสั (saphenous vein)  และมีระดบัสาร MMP-2 และ MMP-9 ใน
เลือดลดลงเชน่เดียวกนั(11)   อย่างไรก็ตาม เป็นการศกึษาท่ีคอ่นข้างเฉพาะกลุ่ม คือเป็นกลุ่มผู้ ป่วย



 

 

8 

ไตวายเรือ้รังร่วมกับมีโรคหลอดเลือดหวัใจเท่านัน้   ดงันัน้ ผลการศึกษานีจ้ึงไม่สามารถใช้ได้กับ
ประชากรทัว่ไปกลุ่มอ่ืนๆ    นอกจากนี ้ยงัมีการศึกษาท่ีเก่ียวกับกลไกการเกิดปัญหาหลอดเลือด
อ่ืนๆ ในกลุม่ผู้ ป่วยไตวายท่ีส าคญั ได้แก่ การศกึษาระดบัโมเลกลุของหลอดเลือดฟอกเลือดท่ีมีการ
อุดตนัในผู้ ป่วยไตเรือ้รัง พบว่าภาวะออกซิเดทีฟสเตรซเป็นตวัผลกัดนัให้เกิดการเพิ่มขึน้ของสาร 
MMPs ร่วมกบัสารไซโตคายน์ (cytokine) ตา่งๆ  เช่น ทรานส์ฟอร์มมิ่งโกรทแฟคเตอร์-เบต้า (TGF-
β) และเพลตเลทดีไรฟ์โกทแฟกเตอร์ (platelet-derived growth factor; PDGF) เป็นต้น(12) 

การอกัเสบ (inflammation) 

การอกัเสบเรือ้รัง (chronic inflammation) จะเหน่ียวน าให้มีการรวมตวักนัของเซลล์เม็ด
เลือดขาว ซึ่งเซลล์เม็ดเลือดขาวเหล่านีจ้ะเกาะติดกับผนงัหลอดเลือดอย่างแน่นหนา โดยอาศยั
โมเลกุลหลายชนิดเป็นส่ือกลาง ได้แก่ โมโนไซต์คีโมแทคติกโปรตีน-1 (monocyte chemotactic 
protein-1, MCP-1)(13) อินเฟลมมาตอรีเซล แอดฮีชัน่โมเลกุล (inflammatory cell adhesion 
molecule, ICAM)(14) แมค-1 (Mac-1,CD11b/CD18)(15) และไกลโคโปรตีน วันบีแอลฟ่า 

(glycoproteinIbα)(16) เป็นต้น   ทัง้นี ้พบว่าความรุนแรงของการรวมตวักนัของเซลล์เม็ดเลือดขาว
สมัพนัธ์กบัระดบัความหนาของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา  

ความผิดปกติของเซลล์บหุลอดเลือด (endothelial dysfunction) 

ภาวะยูรีเมียท่ีเกิดในผู้ ป่วยไตเรือ้รัง เป็นสาเหตหุลกัของความผิดปกติของเซลล์บุหลอด
เลือด โดยผ่านกลไกการเกิดอนมุลูอิสระจากออกซิเดทีฟสเตรซ และการอกัเสบดงักล่าวข้างต้น  มี
การศกึษาในหนทูดลองโดยการศกึษาเปรียบเทียบการหนาตวัของชัน้อินทิมาของผนงัหลอดเลือด
ฟอกเลือด ระหวา่งหนท่ีูเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังด้วยการท าลายไต (renal ablation) และหนู
ท่ีไมมี่ภาวะไตเรือ้รัง พบวา่หนท่ีูมีภาวะไตวายมีการหนาตวัของชัน้อินทิมาของหลอดเลือดมากกว่า
ในหนอีูกกลุ่มอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ(6) เช่นเดียวกบัการศกึษาในหนทูดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิด
ภาวะไตวายเรือ้รังด้วยวิธีอ่ืนๆ เช่น การตัดไตออกบางส่วน (subnephrectomy) เป็นต้น (17 )    

นอกจากนี ้ผลจากการศึกษายังพบสารอะซิมเมติคอล ไดเมทธิวอาร์จีนีน (asymmetrical 
dimethylarginine, ADMA) สะสมในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายเรือ้รัง (uremic milieu)   ซึ่งมี
คณุสมบตัยิบัยัง้การสร้าง NO และท าให้เกิดมีการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา(17) 

ส าหรับในมนษุย์ พบว่าสาร  ADMA เป็นปัจจยัส าคญัในการท าให้เกิดความผิดปกติ

ของเซลล์บุหลอดเลือด และพบว่าผู้ ป่วยไตเรือ้รังจะมีการสะสมของสาร ADMA ในร่างกายใน

ปริมาณท่ีสงูกวา่คนปกตถิึงหกเทา่(18) 
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รูปภาพท่ี 2.1 กลไกและระยะเวลาของการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา 
 

เซลล์นีโออินทิมาจากแหล่งอืน่ๆ ในร่างกาย (alternative origins for neointimal cells) 

ข้อมลูการศกึษาเม่ือเร็วๆ นี ้พบวา่ การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาอาจเกิด

จากการเซลล์กล้ามเนือ้เรียบตา่งถ่ิน  ซึ่งมีได้ 2 รูปแบบ คือการเคล่ือนท่ีของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบ

จากชัน้มีเดียเข้าสู่ชัน้อินทิมาของหลอดเลือด แล้วมาเกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างและหน้าท่ี (de-

differentiation) ของเซลล์ท่ีต าแหน่งชัน้อินทิมานี ้จนได้เป็นเซลล์ไมโอไฟโบรบลาสต์ 

(myofibroblasts) (19)  และรูปแบบท่ีเซลล์ตัวอ่อนเคล่ือนท่ีมาจากไขกระดูก และมาเกิดการ

เปล่ียนแปลงรูปร่างและหน้าท่ีของเซลล์เป็นเซลล์กล้ามเนือ้เรียบ ณ ต าแหน่งท่ีมีการบาดเจ็บของ

หลอดเลือดซ า้ซาก  โดยเฉพาะท่ีชัน้อินทิมาของเลือดเลือด (20)    หรือแม้แตก่ารเกิดความผิดปกติ

ของหลอดเลือดชัน้แอทเวนทิเชีย (adventitia) ท่ีตอบสนองตอ่การบาดเจ็บของหลอดเลือดมากเกิน

ควบคุม จนน าไปสู่การหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาในท่ีสุด (21)    อย่างไรก็ตาม 

สมมติฐานทัง้หมดนีเ้ป็นการศกึษาหลอดเลือดในผู้ ป่วยหลอดเลือดหวัใจมากกว่าหลอดเลือดฟอก

เลือดในผู้ ป่วยไตเรือ้รัง 
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2.2 ไมโคร-อาร์เอนเอที่สัมพันธ์กับการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทมิา 

ไมโคร-อาร์เอนเอ (microRNAs หรือค าย่อ miRNAs, miRs) เป็นสายอาร์เอนเอไม่มีรหสั 
(non-coding RNAs) ท่ีมีขนาดเล็กประมาณ 22 นิวคลีโอไทด์  ท าหน้าท่ีควบคมุเมสเซนเจอร์อาร์
เอนเอ (messenger RNAs, mRNAs) ในขัน้ตอนหลงัจากผา่นกระบวนการทรานส์คริปชัน่แล้วด้วย
การแยกสาย mRNAs (รูปภาพท่ี 2.2)   หน้าท่ีหลกัท่ีส าคญัของ miRNAs คือ ควบคมุการท างาน
ในระหวา่งการเจริญและพฒันาการของสิ่งมีชีวิตในชว่งวยัผู้ ใหญ่ ได้แก่ การขยายจ านวนของเซลล์ 
(cell proliferation) การเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ (cell differentiation) และการตายของเซลล์ 
(cell apoptosis) ในหลากหลายหน้าท่ี ได้แก่ การเกิดผังผืด (fibrosis) ของเนือ้เยือ้ และการ
ปรับเปล่ียนรูปร่างของหลอดเลือด (vascular remodeling) เป็นต้น(22) 

จากการวิเคราะห์ไมโครอาเรย์ (microarray analysis) พบว่ามีการแสดงออกของ miRNA-

21(23), miRNA-126(24), miRNA-143 และ miRNA-145(25) อย่างมากในผนงัหลอดเลือดของหน ู  

โดย miRNA-126 เป็นชนิดท่ีพบมากท่ีสุด ในขณะท่ี miRNA-143 และ miRNA-145  มี

ความสัมพันธ์กับจ านวน  การเปล่ียนแปลงรูปร่าง และการตอบสนองต่อการบาดเจ็บของเซลล์

กล้ามเนือ้เรียบ(26)    ทัง้นี ้การลดลงของการแสดงออกของ miRNA-143 และ miRNA-145 จะท า

ให้เกิดการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมา    นอกจากนี ้ยังพบว่าการแสดงออกของ 

miRNA-145 มีเป้าหมายในการควบคมุการแสดงออกของแองจิโอเทนซิน-ท ูรีเซบเตอร์ ชนิดท่ี 1 

(angiotensin II receptor type 1, AT1R)  เพ่ือก าหนดลกัษณะทางฟีโนไทป์ (phenotype)(27) 

นอกจากข้อมลูของ  miRNA-143 และ miRNA-145  ท่ีกล่าวมา  การศกึษาเม่ือเร็วๆ นี ้ยงั

พบว่า miRNA-221 และ miRNA-222 ก็มีผลตอ่การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาเช่นกนั   

แตเ่ป็นการควบคมุผ่านสารตวักลาง PDGF เพ่ือก าหนดลกัษณะทางฟีโนไทป์ของเซลล์กล้ามเนือ้

เรียบ     โดยการลดลงของการแสดงออกของ miRNA-221 จะท าให้เกิดสาร PDGF มากขึน้ ส่งผล

ให้เซลล์กล้ามเนือ้เรียบเพิ่มจ านวน และเกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่าง(28, 29)   ซึ่งทัง้หมดนีย้งัไม่มี

การศกึษา miRNAs ท่ีสมัพนัธ์กบัการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาในกลุ่มประชากรท่ีมี

ภาวะไตเรือ้รัง 
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รูปภาพท่ี 2.2 ขัน้ตอนการสงัเคราะห์ microRNA ในระหวา่งการสงัเคราะห์ messengerRNA(30) 

 

2.3 สารไซโตคายน์และสารอ่ืนๆ ที่สัมพันธ์กับการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทมิา 

 การแสดงออกของสารไซโตคายน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้

อินทิมานัน้ส่วนใหญ่สัมพันธ์กับกระบวนการอักเสบ ได้แก่ สารไซโตคายน์กลุ่มอินเตอร์ลิวคิน 

(interleukin หรือ IL) ทัง้ประเภทท่ีเป็น pro-inflammatory และ anti-inflammatory   ได้แก่ IL-2,   

IL-6, IL-8, IL-10 และทเูมอเนโครติค แฟคเตอร์-แอลฟ่า (tumor necrotic factor-alpha หรือ     

TNF- α)        อยา่งไรก็ตาม   พบว่าสารไซโตคายน์เหล่านีมี้ผลตอ่การหนาตวัของผนงัหลอดเลือด

ชัน้อินทิมาเพียงเล็กน้อย    ทัง้นี ้พบว่า สารไซโตคายน์ประเภทท่ีส่งผลต่อการหนาตัวของผนัง

หลอดเลือดชัน้อินทิมาอยา่งมีนยัส าคญัคือ กลุ่มโกรทแฟคเตอร์ (growth factors) ซึ่งได้แก่ ทรานส์

ฟอร์มมิ่งโกรทแฟคเตอร์-เบต้า (TGF-β), เพลตเลทดีไรฟ์โกทแฟกเตอร์ (platelet-derived growth 

factor; PDGF) และ วาสคิวลาร์เอนโดทีเลียล โกทแฟกเตอร์ (vascular endothelial growth 

factor, VEGF) เป็นต้น 
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2.3.1 โกรทแฟคเตอร์ (growth factors) 

  TGF-β1 

 Transforming growth factor-beta หรือ TGF-β1 สมัพนัธ์กบัการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมา โดยเฉพาะในหลอดเลือดท่ีได้รับบาดเจ็บ มีหน้าท่ีหลกัเป็นตวัยบัยัง้กระบวนการ 

proliferation    อยา่งไรก็ตาม ในโมเดลสตัว์ทดลองท่ีได้รับการผ่าตดัตดัตอ่ vein-to-carotid artery 

grafting พบว่า nanoparticle-mediated TGF- β1silencing จะลดการแสดงออกของ MMP-1 

และเพิ่มการแสดงออกของ TIMP-1 สง่ผลให้เกิดการยบัยัง้การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิ

มา(31) 

 นอกจากนี ้ TGF- β ยงัมีกลไกผ่านโปรตีน Smad3 ซึ่งจะไปกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ 

VSMC proliferation และผ่าน nuclear p27 export ซึ่งจะไปกระตุ้นให้เกิดการหนาตวัของผนงั

หลอดเลือดชัน้อินทิมา(32)    ยิ่งไปกวา่นัน้ TGF- β ยงัสามารถกระตุ้นกลไก ERK-MAPK ใน VSMC 

ผ่านโปรตีน Smad3 ได้อีกทางหนึ่งด้วย   โดยพิสจูน์จาก VSMC Smad3 silencing มีฤทธ์ิยบัยัง้

กระบวนการ TGF- β induced ERK-MAPK phosphorylation ได้(33)   และถ้าหาก Smad3 มีการ

แสดงออกเพิ่มขึน้ก็จะสง่ผลให้มีการกระตุ้นกระบวนการ p38 phosphorylation เชน่กนั(34) 

 CTGF 

 Connective tissue growth factor หรือ CTGF มีความสัมพันธ์กับกระบวนการ 

fibroblast proliferation, การสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) และ extracellular matrix (ECM) 

synthesis   สนันิษฐานว่า CTGF เป็นส่วนหนึ่งของกลไกใน TGF- β signaling(35)   และพบว่า 

CTGF mRNA ใน VSMC จะเพิ่มขึน้ถ้าเซลล์อยู่ในสภาวะท่ีมีระดบักลูโคสสูง    และ CTGF 

silencing ใน VSMC จะมีคณุสมบตัิยบัยัง้กระบวนการ ECM deposition, proliferation และ 

migration ท่ีเกิดจากการเหน่ียวน าของกลโูคส(36)     

 ATF/ EGFR/ Nox1 

 มีรายงานการศึกษาว่าสาย Amino-terminal fragment  หรือ ATF ของสาร urokinase 

สามารถกระตุ้นแฟคเตอร์ epidermal growth factor recptor (EGFR) ผ่านทาง A Disintegrin 

and Metalloproteinases Domains (ADAM)   นอกจากนี ้สาย ATF ยงัสามารถกระตุ้นการเกิด 

VSMC migration ผ่านทางกระบวนการ EGFR phosphorylation  และ NADPH-oxidase 1 
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(Nox1) silencing สามารถป้องกันการเกิด ATF-mediated EGFR activation และ cell 

migration(37) 

 Ang II/ Cx-43 

 Angiotensin II หรือ Ang II เป็น potent vasoconstrictor   มีบทบาทส าคญัใน

กระบวนการ vascular remodeling ในหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บ   และยงัพบว่า Ang II เป็น 

growth factor ท่ีมีคณุสมบตัิ pleiotropic effects อีกด้วย   และสามารถท าให้ VSMC เกิด 

hypertrophy และ hyperploidy ได้(38)         การออกฤทธ์ิของ Ang II นัน้จะเกิดผ่าน Angiotensin 

II type 1 receptor (AT-1R) ท าให้โปรตีน gap junction ท่ีเรียกว่า Connexin-43 หรือ  Cx-43 มี

การแสดงออกเพิ่มขึน้ ส่งผลให้มีการสร้าง VSMC เพิ่มขึน้     อย่างไรก็ตาม   Ang II จะถกูยบัยัง้

ด้วย extracellular signal-regulated kinases (ERK 1/2) และ p38 MAPK(39) 

  IGF-1/ CIC-2 

 Insulin-like growth factor-1 หรือ IGF-1  มีความสมัพนัธ์กบัการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมาเกิดผ่านกลไก dysregulation ของ VSMC migration และ proliferation     และ 

IGF-1 ยงัสามรถกระตุ้น Chloride Channel 2 (CIC-2) ส่งผลให้เกิด VSMC proliferation ได้อีก

กลไกหนึง่(40) 

 MK 

 Midkine หรือ MK เป็น heparin-binding growth factor  ทัง้นี ้พบว่าหนท่ีูมีภาวะพร่อง 

MK (MK deficiency) จะมีการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาลดลงหลงัเกิดการบาดเจ็บ

ของหลอดเลือด  และยงัพบว่าหากใช้ยาท่ีมีส่วนประกอบของ MK siRNA และ atelocollagen 

บริเวณรอยผ่าตดัต่อ vein-to-carotid graft ในหนูทดลอง  จะมีเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกับการอกัเสบ

บริเวณนัน้ลดลง ร่วมกับมีการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาลดลงถึงร้อยละ 90 เม่ือ

เปรียบเทียบกบัหนใูนกลุม่ควบคมุ(41) 
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2.3.2 ทรานส์คริปช่ัน แฟคเตอร์ (transcription factors) 

 E2F 

 E2F transcription factor สมัพนัธ์กบักระบวนการ proliferation และ differentiation ของ

เซลล์   จากการศึกษาใน PREVENT III study พบว่า non-selective E2F silencing จะท าให้

หลอดเลือดไมส่ามารถปอ้งกนัการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้(42) 

 C-myc 

 C-myc เป็นตวักระตุ้นท่ีส าคญั (potent promotor) ของกระบวนการแบง่ตวัของเซลล์แบบ

ไมโตซิส (mitosis) ท าให้เกิดกระบวนการ VSMC proliferation ตามมา  จากการศกึษาพบว่าให้

เหน่ียวน าให้เกิด c-myc silencing ขึน้ จะท าให้กระบวนการ VSMC proliferation ลดลง และ

สามารถปอ้งกนัการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้(43) 

 Survivin  

 Survivin หรือ svv เป็นตวักระตุ้นท่ีส าคญัของกระบวนการแบง่ตวัของเซลล์แบบไมโตซิส 

(mitosis) เช่นเดียวกนักบั c-myc  แตมี่คณุสมบตัิเพิ่มท่ีส าคญัคือ ถ้าหากเป็นชนิด mitochondrial 

SVV จะมีฤทธ์ิ cytoprotective function ด้วย   นอกจากนี ้svv silencing จะปอ้งกนัไม่ให้เกิด

กระบวนการ VSMC proliferation และสัตว์ทดลองท่ีเป็น svv knockdown จะลดการเกิด

กระบวนการ migration และการแสดงออก (expression) ของ PDGF-AB และ actin-phalloidin 

ส่งผลให้เซลล์มีรูปร่างเป็น polygonal shape จากการจดัเรียงตวัของเส้นใย actin filaments ท่ีไม่

เป็นระเบียบ(44) 

 AP-1 

 Activator protein-1 หรือ AP-1 เป็นโมเลกุลท่ีจับกับ DNA อย่างเฉพาะเจาะจง มี

คณุสมบตัิกระตุ้นกระบวนการ VSMC proliferation, dedifferentiation และ migration  อย่างไรก็

ตาม  AP-1 silencing จะเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน VSMC alpha-actin,  ยบัยัง้กระบวนการ 

proliferation, และลดการแสดงออกของ serum-induced MMP-2(45) 

 Ptc-1 

 Patched receptor-1 หรือ Ptc-1 เป็น transmembrane receptor ส าหรับกระบวนการ 

embryogenesis และ tumorigenesis    มีการศกึษาพบว่า การตดัผกูหลอดเลือดจะท าให้มีการ
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แสดงออกของ Ptc-1, การเจริญของ VSMC และการเปล่ียนแปลงรูปร่างของหลอดเลือด 

(vascular remodeling)(46) 

 Shh/Gli2 

 Sonic Hedgehog (Shh)/ GLI family zinc finger 2 (Gli2) หรือ Shh/Gli2 จะเพิ่ม

กระบวนการ VSMC proliferation ขณะท่ี Gli2 silencing จะยบัยัง้การแบง่ตวัของ VSMC  รวมทัง้

ลดระดบัของ cyclin D1, cyclin E และ phosphorylated retinoblastoma (pRB)(47)  

 

2.3.3 สารส่ือกลางระบบภูมิคุ้มกัน (immune mediators) 

 TLR4 

Toll-like receptor 4 หรือ TLR4 มีคณุสมบตัิเป็น transmembrane receptor และ 

pleiotropic activator ของระบบภูมิคุ้มกนัร่างกายชนิด innate system   มกัพบร่วมกับ pro-

inflammatory cytokines ชนิดอ่ืนๆ ในหลอดเลือดท่ีได้รับบาดเจ็บหรือใน platelet-derived 

growth factor (PDGF)-incubated VSMC   จากการศึกษาพบว่า TLR4 silencing มี

ความสามารถชะลอการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้  รวมทัง้ลดกระบวนการ 

proliferation และ migration ของ PDGF activated VSMC ได้(48) 

 AIF-1 

Allograft inflammatory factor-1 หรือ AIF-1 เกิดจากการเหน่ียวน าของ interferon และ 

cytokines อ่ืนๆ   พบมากในหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บ   เม่ือ AIF-1 ถกูกระตุ้นจะมีการเพิ่มขึน้

ของกระบวนการ VSMC proliferation จนเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาตามมา    

ทัง้นีพ้บวา่ AIF silencing ใน VSMC จะลดการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ mitogen-activated 

protein kinase p38(49) 

 IP-10 

Interferon-gamma-inducible protein-10 หรือ IP-10 ถกูสร้างจากเซลล์ตา่งๆ อาทิเช่น 

macrophages, epithelial cells, และ fibroblasts ผ่านการกระตุ้นจาก interferon gamma อีกที

หนึ่ง    โดยทัว่ไปพบ IP-10 มากในหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บ สนันิษฐานว่าอาจจะเป็นเพราะ
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คณุสมบตัิของ IP-10 เองท่ีเป็นทัง้ chemotactic และ antiangiogenic effects(50)    อย่างไรก็ตาม 

บทบาทของ IP-10 ตอ่การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมายงัไมเ่ป็นท่ีแนช่ดั 

NF-kappaB 

Nuclear factor kappaB หรือ NF-kappaB เป็นสารส าคญัท่ีควบคมุปฏิกิริยาการอกัเสบ

ของหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บเกิดขึน้  โดยทัว่ไปมีความสมัพนัธ์โดยตรงต่อการหนาตวัของผนงั

หลอดเลือดชัน้อินทิมา(51) 

 

2.3.4 เอนไซม์ โปรตีนเนส (proteinases)  

 MMP 

Matrix metalloproteinases หรือ MMP เป็นเอนไซม์ท่ีมีส่วนส าคญัในการเกิดการหนาตวั

ของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา  โดยเฉพาะ MMP-2 และ MMP-9 จะมีคณุสมบตัิเป็นตวักระตุ้น 

smooth muscle cell invasion ท่ีดี  ซึ่งเป็นขัน้ตอนท่ีส าคญัของการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมา(52)  

MT1-MMP 

 Membrane type 1 metalloproteinase หรือ MT1-MMP เป็น transmembrane 

activator ของ MMP-2 จะถกูกระตุ้นการท างานได้ง่ายด้วยฮอร์โมนเอสโตรเจน  ในหนชูนิด MT1-

MMP knockout จะมีการลดลงของระดบั MMP-2    แตอ่ย่างไรก็ตาม ไม่พบว่ามี VSMC invasion 

หรือ proliferation(53) 

 ADAMTS  

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospodin motifs หรือ ADAMTS 

จดัเป็นเอนไซม์ส าคญัเอนไซม์หนึ่งในกระบวนการ extracellular matrix (ECM) degradation   

โดยจะพบว่ามี ADAMTS-7 ปริมาณมากในหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บ ซึ่งจะท าหน้าท่ีย่อย ECM 

cartilage oligomeric matrix protein (COMP)(54)   

 LT 

Leukotriene หรือ LT เป็นสารอนุพันธุ์ของ arachidonic acid ท่ีมีคุณสมบตัิเป็น 

pleiotropic inflammatory effects    ในหลอดเลือดท่ีมีการบาดเจ็บจะมีการสร้าง leukotriene 
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ชนิด B4 (LT-B4) ขึน้อย่างมากมาย   ซึ่งจะส่งผลให้มีการสร้างสาร MMP-2 และ MMP-9 ตามมา
(55) 

 

2.3.5 เอนไซม์ โปรตีนไคเนส (protein kinases) 

 CK1alphaLS 

Protein kinase CK1alphaLS หรือ CK1alphaLS ท าหน้าท่ีควบคมุการแบ่งตวัของเซลล์

และกระบวนการ differentiation   พบว่า CK1alphaLS silencing จะลดการแบง่ตวัของ VSMC, 

การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา และการสะสมของโปรทีโอไกลแคน (proteoglycan)(56)  

 PKCdelta 

Protein kinase C delta type หรือ PKCdelta มีความสมัพนัธ์กบัการหนาตวัของผนงั

หลอดเลือดชัน้อินทิมา    โดย PKCdelta ท าหน้าท่ีควบคมุการแบ่งตวัของเซลล์และกระบวนการ 

apoptosis   ทัง้นี ้พบว่าในหนู PKCdelta knockout จะเกิดกระบวนการ reendothelialization 

ตามหลงัการบาดเจ็บตอ่หลอดเลือดลดลง(57) 

 MARCK 

Myristoylated alanine-rich C kinase substrate หรือ MARCKS เป็นสารตัง้ตัน้ท่ีพบ

มากในบริเวณหลอดเลือดท่ีมีการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมา   พบว่า MARCKS 

silencing จะลด VSMC migration และ proliferation ผ่านกลไกการเพิ่มการแสดงออกของสาร 

cyclin-dependent kinase inhibitor p27(kip1)(58)  

 

2.3.6 สารโมเลกุลพืน้ผิวเซลล์ (cell surface molecules)  

 Caveolin-1 

 Caveolin-1 หรือ Cav1 เป็นส่วนประกอบของ plasma membrane caveolae และ

เก่ียวข้องกบักระบวนการตา่งๆ ของ cell signaling   ได้แก่ clathrin-independent endocytosis, 

eNOS signaling, mechanotransduction เป็นต้น   การเพิ่มขึน้ของ Cav1 จะท าให้มีการกระตุ้น

กระบวนการ ERK1/2 phosphorylation และ VSMC proliferation(59) 
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Cadherin 11 

ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมจะมี Cadherin 11 ในหลอดเลือดสงูมาก โดยจะมีการรวมตวัเป็น

โมเลกลุเชิงซ้อน cadherin11/osteoblast-cadherin (CDH11)  เม่ือมีการบาดเจ็บของเนือ้เย่ือของ

หลอดเลือด(60) 

 

2.3.7 สารอ่ืนๆ (miscellaneous) 

Na Channel Na(V)1.7 – SCN9A 

จาการศกึษาพบว่าโมเลกลุ Voltage-gated Na(+) channel currents (I(Na)) มีอยู่ใน

เซลล์กล้ามเนือ้เรียบมากมาย และยงัพบอยู่ในผนงัหลอดเลือดเอออร์ตาท่ีผ่านการท าบอลลูนอีก

ด้วย โดยจะแกตา่งจากท่ีพบในหลอดเลือดเอออร์ตาทัว่ไป คือจะมีการแสดงออกของ SCN9A ร่วม

ด้วย(61)  

TSP-2 

Thrombospondin-2 (TSP-2) เป็นโปรตีนท่ีมีคณุสมบตัิต่อต้านการสร้างหลอดเลือด 

(antiangiogenic matricellular protein)  พบมากในผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีหนาตวัเพิ่มขึน้

หลงัการบาดเจ็บของหลอดเลือด(62) 

Girdin 

เป็น active-binding protein ท่ีพบมากในหลอดเลือดด าท่ีมีการบาดเจ็บ สัมพันธ์กับ

กระบวนการปรับรูปร่าง (remodeling) และการจดัเรียงตวัของสายแอคติน (actin filament)(63) 

G-protein-coupled receptor alpha-q (Galphaq) 

Galphaq เป็นกลไกส าคญัของการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาโดยผ่าน

การกระตุ้นของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบ ปริมาณท่ีพบในผนงัหลอดเลือดมีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงกบั

ระยะเวลาของการเกิดการบาดเจ็บของหลอดเลือดท่ีนานมากขึน้ และมีความสมัพนัธ์เชิงผกผนักบั

โปรตีน MMP-9(64) 
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Rab5a 

Rab5a เป็นสารท่ีจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกันกบั Rab family ของอนไซม์ GTPases   เป็น

ส่วนประกอบส าคญัของกระบวนการสร้าง clathrin endosome ซึ่งเหน่ียวน าให้เกิดการหนาตวั

ของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา(65)  

Human antigen R (HuR) 

 HuR เป็น RNA-binding protein ของ HU/ELAV family ท่ีท าหน้าท่ีท าให้ mRNA มีความ

เสถียร ซึ่งประกอบด้วยโกรทแฟคเตอร์, cell cycle regulators และสารไซโตคายน์     โดยพบว่า 

HuR จะมีการแสดงออกเพิ่มขึน้ในเนือ้เย่ือของผนงัหลอดเลือดท่ีมีการหนาตวัของชัน้อินทิมา และมี

ความสมัพนัธ์เชิงผกผนักบัเพลตเลทดีไรฟ์โกทแฟกเตอร์(66) 

 

2.4 การควบคุมและชะลอการหนาตัวของหลอดเลือดชัน้อินทมิา 

 การชะลอและการควบคุมการหนาตัวของหลอดเลือดชัน้อินทิมานัน้มีการศึกษาอย่าง

กว้างขวางตามกลไกของการเกิดการหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมา (ตารางที่ 2.1)    อย่างไรก็

ตาม  ยงัไมมี่การสรุปถึงประสิทธิภาพของการใช้ยาหรือสารตา่งๆ เหล่านี ้ ว่าสามารถลดหรือชะลอ

การหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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.ตารางท่ี 2.1ยาและสารตา่งๆ ท่ีมีการศกึษาถึงผลการชะลอการหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมา 
กลุ่มของยาหรือสารต่างๆ ตัวอย่าง 

Antiplatelet agents Aspirin, dipyridamole, thromboxane synthase 

inhibitors(67, 68) 

Anti-inflammatory agents Dexamethasone, methylprednisolone(69-71) 

Immune modulators Azathioprine, cyclosporine(72) 

Angiotensin-converting enzyme inhibitors Captopril, cilazapril(73) 

Calcium-channel blockers  Verapamil, nifedipine, diltiazem(74, 75) 

Receptor antagonists Prazosin, Ketanserin, losartan(76-78) 

 

Anticoagulants 

Heparin, hirudin, coumadin(79-81) 

Anticellular agents Antiplatelet antibodies(82, 83) 

Adhesion molecules antibodies Antibody to CD18(83) 

Matrix modulation Collagen (I), antibodies to integrin αγβ3
(84) 

 

Peptides 

TGF-β, IFN-γ, somatostatin(85-87) 

Peptide antibodies Antibodies to PDGF, basic fibroblast growth 

factor(88, 89) 

Peptide-receptor antagonists Trapidil (anti-platelet-derived growth factor)(90) 

Cytotoxic therapy Colchicine, vincristine, irradiation, 

photodynamics(91, 92) 

Antisense oligonucleotides Anti-c-myb, anti-proliferating cell nuclear 

antigen, anti-non-muscle myosin heavy chain 

β, Anti-c-myc(93, 94) 

Endothelial cell modulation L-arginine, prostacyclin analogues, vascular 

permeability factor, endothelial cell seeding(95) 

Mechanical Stening 
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2.5 ผลของยาซิลอสตาซอลต่อการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทมิา 

 ซลิอสตาซอลเป็นยาท่ีประกอบด้วยสารต้านการท างานของเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส -

3 แบบเฉพาะเจาะจง  มีฤทธ์ิเป็นสารต้านการเกาะกลุ่มกันของเกล็ดเลือด และฤทธ์ิขยายหลอด

เลือด  เป็นยาท่ีใช้รักษาภาวะหลอดเลือดส่วนปลายท่ีมีอาการปวดเป็นๆ หายๆ (intermittent 

claudication) จากภาวะเลือดไปหลอ่เลีย้งไมเ่พียงพอ(96)   นอกจากนี ้ยงัเป็นยาท่ีมีการน ามาใช้ใน

การศกึษาผลของยาท่ีมีตอ่การตีบตนัซ า้ภายในขดลวดค า้ยนั (in-stent restenosis) ในกลุ่มผู้ ป่วย

ท่ีได้รับการท าหัตถการขยายหลอดเลือด ทัง้หลอดเลือดหวัใจ หลอดเลือดส่วนปลาย หรือหลอด

เลือดแดงคาโรติด (carotid artery)(97-100)    การศกึษาในหลอดทดลองพบว่าซิลอสตาซอลสามารถ

ปอ้งกนัการตาย (apoptosis) ของเซลล์เย่ือบผุนงัหลอดเลือด(101, 102)    และยบัยัง้การเพิ่มจ านวน
ของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบได้(103)     นอกจากนี ้ซิลอสตาซอลยงัมีคณุสมบตัิต้านการอกัเสบ โดย
ยบัยัง้การแสดงออกของวาสคิวลาร์ แอดฮีชัน่โมเลกุล-1 (vascular adhesion molecule-1, 

VCAM-1), ICAM-1 และ  MCP-1 ท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์ไม่สามารถเกาะติดเซลล์

เย่ือบผุนงัหลอดเลือดได้(104-110) 

 ส าหรับการศกึษาผลของซิลอสตาซอลตอ่การหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมา มีเพียง

การศกึษาเดียวของ Takigawa และคณะ(8) ซึ่งเป็นการศกึษาในหนทูดลอง  พบว่าผนังหลอดเลือด
ของหนกูลุ่มท่ีได้รับซิลอสตาซอลมีพืน้ท่ีผิวของชัน้อินทิมา 101,900 ± 16,150 มม.2  เปรียบเทียบ

กับผนังหลอดเลือดของหนูกลุ่มท่ีไม่ได้รับซิลอสตาซอลท่ีมีพืน้ท่ีผิวของชัน้อินทิมา 206,400 ± 

96,150 มม.2  (p < 0.001)  และผลของยาซิลอสตาซอลท่ีมีตอ่หลอดเลือด จากการวดัการหนาตวั

ของหลอดเลือดชัน้อินทิมา โดยใช้อัตราส่วนระหว่างหลอดเลือดชัน้อินทิมาต่อชัน้มีเดีย (intimal 

hyperplasia area/ media area, IHA/ MA) พบว่าหนกูลุ่มท่ีได้รับยาหลอกมีอตัราส่วนระหว่าง

หลอดเลือดชัน้อินทิมาต่อชัน้มีเดียมากกว่าหนูกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (1.516 ± 0.7275 

เปรียบเทียบกบั 0.0613 ± 0.116  (p < 0.001))  ทัง้นี ้อธิบายกลไกของซิลอสตาซอลตอ่การยับ้ยัง้

การหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมาผา่นกลไกการลดจ านวนของเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีบริเวณ 

เซลล์เย่ือบผุนงัหลอดเลือด



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research design) 

การวิจยัทดลองในสตัว์ทดลอง (experimental study in animal model)  
 

3.2 ระเบียบวิธีการวิจัย (Research methodology) 

3.2.1 ประชากรที่ศึกษา 
3.2.1.1 ประชากรเปา้หมาย (target population) 

 หน ู(mice) สายพนัธุ์ CD-1 (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, 
USA) เพศผู้  ขนาดอาย ุ6-8 สปัดาห์ท่ีมีภาวะไตวายจากการขาดเลือด (ischemic/ reperfusion 
renal injury population) 
 3.2.1.2 ประชากรท่ีใช้ในการศกึษา (study population) 
 หน ู(mice) ในกลุม่ประชากรเปา้หมายท่ีมีภาวะไตวายระยะเร่ิมแรก (early chronic 
kidney disease population)  
 
3.2.2 เทคนิคการสุ่มตัวอย่าง (sample technique) 
 การสุม่เลือกพืน้ฐาน (simple randomization) 
 
3.2.3 การค านวณขนาดตัวอย่าง (Sample size determination) 
 ใช้วิธีค านวณขนาดตวัอย่างโดยสตูรส าหรับคา่ตวัแปรตอ่เน่ือง (continuous variables) ใน

การศกึษาในสตัว์ทดลอง(111) จากสมการ 

N =     (
 

 
)
 
 

 
เ ม่ือก าหนดให้      = ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของกลุ่มประชากร (population   

standard   deviation) 
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    = I Pc- Pe I   = คา่ความแตกตา่งระหว่างกลุ่มควบคมุ (positive 

quantity in control group, Pc) และกลุ่มทดลอง (positive quantity in experimental group, Pe) 

ท่ีทดสอบ  

     =  คา่คงท่ีซึง่แปรผนัตามคา่ α และ β   ซึง่ก าหนดไว้ดงันี ้(111) 

 α 0.05 0.01 

1- β 0.8 7.85 11.68 

 0.9 10.51 14.88 

 

นัน่คือ ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95%  α  =  0.05 และ  1- β  = 0.9 (90% power)  

จะได้คา่    = 10.51  ดงันัน้     = 21.02 

 อ้างอิงคา่จากการศกึษาของ Takigawa และคณะ(8) พบว่า   = 0.73  และก าหนดให้   
= 1 จะได้ N ในแตล่ะกลุ่มเป็น = 11.3  ~12 ตวั  ดงันัน้ จะต้องใช้ประชากรในการศกึษาทัง้หมด 
24 ตวั  

 
3.3 การด าเนินการวิจัย 

3.3.1 วิธีการวิจัย 
 ก. เตรียมหน ู(mice) สายพนัธุ์ CD-1 จ านวน 24 ตวั แล้วท าการเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไต

เรือ้รัง โดยการผกูและคลายหลอดเลือดแดงของไตด้านซ้าย (ischemic-reperfusion) ซึ่งต้องผกูไว้

นาน 50 นาที หลงัจากนัน้อีก 1 สปัดาห์จึงท าการตดัไตขวา (right nephectomy) (รูปภาพที่ 3.1)   

ซึ่งจะพบว่าไตมีขนาดใหญ่กว่าปกติ จากนัน้ท าการสุ่มตวัอย่างของหนแูบบ simple random เป็น 

2 กลุม่ๆ ละ 12 ตวั ดงันี ้

 กลุม่ท่ี 1 หน ูCD-1 ท่ีมีภาวะไตวายเรือ้รัง และได้รับยาหลอก  

 กลุม่ท่ี 2 หน ูCD-1 ท่ีมีภาวะไตวายเรือ้รัง และได้รับยาซิลอสตาซอล 

 ทัง้นี ้ การท า ischemic-reperfusion นัน้  ผู้วิจยัได้มีการศึกษาเป็นการศึกษาน า (pilot 

study) โดยพบวา่หากท าการผกูนาน 40 และ 45 นาที หนจูะยงัไมมี่การเพิ่มขึน้ของระดบัโปรตีนใน

ปัสสาวะท่ีระยะเวลา 2 สปัดาห์หลงัจากตดัไตขวา แสดงให้เห็นถึงการเกิดภาวะไตเรือ้รังท่ีช้ามาก 
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หรืออาจไมเ่กิดขึน้เลย และถ้าหากท าการผกูนาน 55 นาที หนจูะเสียชีวิตภายในระยะเวลา 2-3 วนั 

หลงัจากนัน้ ซึง่แสดงให้เห็นวา่เป็นรูปแบบหรือโมเดลท่ีไม่เหมาะสม มีความรุนแรงมากเกินกว่าหนู

ทดลองจะทนได้    ดงันัน้ ผู้วิจยัจึงน าเอาคา่ท่ี 50 นาทีเป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมและใช้อ้างอิงใน

การศกึษานี ้ 

 ข. ให้ยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ทุกวนัหรือยาหลอก เป็นระยะเวลานาน 20 

สปัดาห์ ซึง่ท าโดยผู้วิจยัท่ีถกูปกปิดประเภทของกลุม่ทดลอง 

  ขนาดของยาท่ีใช้ 30 มก./กก./วนั อ้างอิงจากการศกึษาของ Akiyama H และคณะ(112) ท่ี

พบวา่ ขนาดยาซลิอสตาซอลในหนทูดลอง 30 ไมโครโมลาร์ (หรือ ไมโครโมล/ ลิตร หรือย่อว่า μM) 

จะเท่ากบัขนาดยา 200 มก./วนัในคน  และจากการค านวณจะพบว่า 4-5 μM มีคา่ประมาณ 1.4-

1.8 mg  

  วิธีการค านวณยาในการศึกษาทดลอง 

  จากสตูร การค านวณหาปริมาณ (หนว่ยเป็นกรัม) 

    m (ปริมาณ)  = n (จ านวนโมล) x M (ขนาดน า้หนกัโมเลกลุ) 

 

  ยาซิลอสตาซอลมีขนาด molecular weight 369.46  (นัน่คือมี molar mass = 369.46 

กรัม/ โมล) และยาซิลอสตาซอลมีความหนาแน่น 1.34 กก./ ลิตร ดงันัน้ เม่ือน ามาผสมในน า้กลัน่ 

100 มล. 

 นัน่คือ ถ้าผสมในน า้กลัน่ 100 มล.และดดูใช้ 0.5 มล.  

 จะได้ mass = 0.5 มล. x (1.34 กก./ ลิตร) x (1 ลิตร/ 1000 มล) x (1000 กรัม/ 1 กก.) = 

0.67 กรัม 

 จ านวนโมล (moles) ของยาซีลอสตาซอล = 0.67 กรัม x (1 โมล/ 369.46 กรัม) = 

0.00181346 โมล  

 = 0.00181346 โมล x (1000000 ไมโครโมล/ 1 โมล) = 1813.46 ไมโครโมล 

 หรือถ้าหากต้องการเปล่ียนแปลงหน่วยเป็นไมโครโมลาร์ จะได้ว่า จ านวนไมโครโมลาร์ของ

ยาซิลอสตาซอลในน า้กลัน่ปริมาตร 100 มล. เทา่กบั 

   = 1813.46 ไมโครโมล x (1/100) x (5/100)  



 

 

25 

   = 0.9065 ไมโครโมล/ 100 มล   = 9.065 ไมโครโมล/ 1000 มล    

   = 9.065 ไมโครโมลาร์ 

 

 
รูปภาพท่ี 3.1 แสดงระยะเวลาในการท าการวิจยั และขัน้ตอนการเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รัง
โมเดล chronic ischemic reperfusion with right nephrectomy   
 

  ค. เก็บข้อมูลของหนูพร้อมกันทุกครัง้ทัง้ 2 กลุ่ม ประกอบด้วยชั่งน า้หนัก และวัดระดับ

โปรตีนตอ่เครตินีนในปัสสาวะ (urine protein/creatinine ratio, UPCR) (มก./กรัม) ทกุ 4 สปัดาห์     

(ตารางท่ี 3.1) 

 ง. หลงัจากครบระยะเวลาการศกึษา เก็บข้อมลู และตวัอยา่งเลือดเพ่ือตรวจระดบั miRNA-

143, miRNA-145, miRNA-221, ADMA, PDGF และ VEGF  

 จ. ท าการการุณฆาต (euthanasia) หนทูดลอง เพ่ือเก็บตวัอย่างหลอดเลือดแดงใหญ่เอออร์

ตา (aorta) เพ่ือดผูลการเปล่ียนแปลงของพยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา โดยการย้อม

ด้วยสีย้อมฮีมาโตซีลินและอีโอซิน (hematoxylin and eosin, H&E) เพ่ือประเมินหาพืน้ท่ีผิว และ
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ศึกษาการแสดงออก (expression) ของ miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221 และการ

แสดงออกของ AT1R   ในพยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา    

  
ตารางท่ี 3.1 ระยะเวลาและขัน้ตอนวิธีการศกึษา 

 
 Baseline Right 

nephrectomy 
7 days after 
I/R of left 
kidney 

Randomization Treatment & follow-up period 
(weeks) 

Assessment 6-8 weeks, 
male,  

CD-1 mice 

≤ 7 days after 
nephrectomy 

(week 0) 

1 4 8 12 16 20 

            
Weight X X X X X X X X X 
Hct   X      X 
Plasma   
    creatinine 

  X      X 

Urine protein 
UPCR 

 
 

 X 
X 

X X X X X X 
X 

   ค าย่อ: Hematocrit, Hct; ischemic-reperfusion, I/R;  urine protein creatinine ratio, UPCR  

 

 

3.3.2 การสังเกตและการวัด (observation and measurement) 

3.3.2.1 ตัวแปรในงานวิจัย 
    ตวัแปรอิสระ คือ การเกิดภาวะไตวายเรือ้รัง และการได้รับยาซิลอสตาซอล 

    ตัวแปรตาม คือ การเปล่ียนแปลงการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมา การ

เปล่ียนแปลงการแสดงออกของ miRNA-143, miRNA-145 และ miRNA-221 ในพยาธิสภาพของ

ผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา  การเปล่ียนแปลงระดบั miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221, 

ADMA, PDGF และ VEGF ในเลือด  และการแสดงออกของ AT1R ในพยาธิสภาพของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมา 

20 weeks of cilostazol or  
placebo administration 
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   ตวัแปรควบคมุ (confounding factors) คือ วิธีการให้ยาซิลอสตาซอล ความเครียดและ

ความเจ็บปวดของหนูโดยติดตามดูพฤติกรรมการเปล่ียนแปลงของหนู และน า้หนักตวัท่ีลดลง   

ชว่งเวลากลางวนั-กลางคืน อาหารและน า้ สภาพแวดล้อมการเลีย้งด ูและการปฏิบตัติอ่หน ู
 

3.3.2.2 การวัดผลการศึกษา (outcome measures) 
 การวดัผลหลกั (primary outcome measure) 

ศกึษาผลการเปล่ียนแปลงของพยาธิสภาพการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา โดย

ใช้อตัราสว่นระหวา่งหลอดเลือดชัน้อินทิมาตอ่ชัน้มีเดีย (IHA/ MA) โดยการย้อมด้วยสีย้อมฮีมาโตซี

ลินและอีโอซิน เพ่ือประเมินหาพืน้ท่ีผิวโดยใช้คา่เฉล่ียของพืน้ท่ีผิว ณ ต าแหน่งห่างกนัทกุๆ 0.5 ซม. 

ของหลอดเลือดท่ีจุดตัง้ต้นรอยต่อตัง้แต่หวัใจห้องล่างซ้าย ต าแหน่งละ 0.2-0.3 ซม. จ านวน 3 

ต าแหน่ง โดยตัดเป็นชิน้บางๆ ขนาดความหนา 0.2 มม. การวิเคราะห์จะใช้ผ่านโปรแกรม

คอมพิวเตอร์ Image-Pro® Premier 9.1 Software (Media Cybernetics Manufacturing, PA, 

USA) เพ่ือวิเคราะห์หาความหนาของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาในทุกต าแหน่งแล้วน ามาหา

คา่เฉล่ียเป็นตวัแทนคา่ความหนาของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาในต าแหนง่นัน้ๆ  

 การวดัผลรอง (secondary outcome measures) 
(1) การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ miRNA ในพยาธิสภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้

อินทิมา ได้แก่ miRNA-143, miRNA-145 และ miRNA-221  
(2) การเปล่ียนแปลงระดบั miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221, ADMA [mouse 

Asymmetrical dimethylarginine ELISA Kit (MyBiosource, USA)], PDGF [mouse PDGF-AB 
ELISA Kit (Bostrbio, USA)] และ VEGF [Mouse VEGF ELISA Kit (Abcam, USA)] ในเลือด   

(3) การแสดงออกของ  AT1R ในพยา ธิสภาพของผนังหลอดเ ลือดชัน้ อินทิมา 
[Angiotensin II (Human, Rat, Mouse, Canine) Antibody for Immunohistochemistry 
(Phoenix Pharmaceuticals, USA)] 
 

3.3.3 เคร่ืองมือและวิธีการวัดค่าระดับความเข้มข้นข้น ADMA   

3.3.3.1 เคร่ืองมือ 

 ตัวทดสอบ ADMA [mouse Asymmetrical Dimethylarginine ELISA Kit 

(MyBiosource, USA)] 
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3.3.5.2 การเตรียมสาร reagents 

1. Wash solution 

เจือจางสารละลาย wash concentrate 100 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่ 900 มิลลิลิตร 

ซึง่จะสามารถเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสได้นาน 2 สปัดาห์ 

2. Conjugate solution 

เจือจางสาร peroxidase conjugated ADMA ด้วยสารละลาย conjugate 

diluent ในอัตราส่วน 1:101 โดยการผสมสาร peroxidase conjugated ADMA10 

ไมโครลิตร ในสารละลาย conjugate diluent 1,000 ไมโครลิตร  

3. Standard solution 

เตรียมจากสารละลาย assay diluent 

3.3.5.3 การเตรียมสารตัวอย่าง (sample) 

 เจือจาง sample ด้วย assay diluent ในอตัราส่วน 1:5 โดยใช้ sample 50 ไมโครลิตร 

ผสมใน assay diluents 200 ไมโครลิตร หลงัจากนัน้เติมน า้ยา samples ท่ีเตรียมเรียบร้อยแล้ว

พร้อม standard ใน polyvinyl plate 96 หลมุ ตามล าดบั 

3.3.5.4 การทดสอบ  

1. การผสมสารตวัอยา่ง (sample incubation) 

1.1 ใช้ปิเปต multichannel ดดูน า้ยา sample 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลมุ microwell 

ท่ีมี antibody เคลือบอยูด้่านลา่ง  

1.2 Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง 20-25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที 

2. การล้าง (washing) 

ดดูน า้ยาออก และล้าง microwell ซ า้ๆ รวม 4 ครัง้ด้วย wash solution 

3. การผสมสาร conjugate (conjugate incubation)  

3.1 ใช้ปิเปต multichannel ดดูน า้ยา conjugate 100 ไมโครลิตร ใสใ่นหลมุ 

3.2 Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง 20-25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที 

4. การล้าง (washing) 
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ดดูน า้ยาออก และล้าง microplate ซ า้ๆ รวม 4 ครัง้ด้วย wash solution 

5. การผสมสาร substrate (substrate incubation) 

5.1 ใช้ปิเปต multichannel ดดูน า้ยา substrate reagent 100 ไมโครลิตร ใสใ่นหลมุ 

5.2 Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง 20-25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 

6. การสิน้สดุปฏิกิริยา (stop reaction) 

ใช้ปิเปต multichannel ดดูน า้ยา stop solution 100 ไมโครลิตร ใสใ่นหลมุ 

7. อา่นผลด้วยเคร่ือง optical densitometry (OD) ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยใช้คล่ืน

แสงชว่ง 450 นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้ไปก าหนดจดุตดัเพ่ือสร้างกราฟ semi-log ท่ีก าหนดให้

แกน Y เป็นคา่ absorbance และแกน X เป็นคา่ความเข้มข้น (หนว่ยเป็นพิโคกรัม/ มล.) 

 

3.3.4 เคร่ืองมือและวิธีการวัดค่าระดับความเข้มข้นข้น PDGF 

3.3.4.1 เคร่ืองมือ 

 ตวัทดสอบ PDGF [mouse PDGF-AB ELISA Kit (Bostrbio, USA)]  

3.3.4.2 การเตรียมสาร reagents 

1. การเตรียมสารละลาย wash buffer  

เจือจางสารละลายเข้มข้น wash buffer 20 มล. ในน า้กลัน่เพ่ือให้ได้น า้ยา wash 

buffer 500 มล. 

2. การเตรียมสารละลายตัง้ต้น (substrate solution) 

ผสมสารตัง้ต้น A และ B ในปริมาตรท่ีเทา่กนัเข้าด้วยกนั และใช้ภายใน 15 นาที 

3. การเตรียมสารละลาย VEGF standard 

ผสมสาร PDGF standard ใน Calibrator Diluent  เพ่ือเป็นสารละลายตัง้ต้น

ความเข้มข้น 10,000 พิโคกรัม/ มล. หลงัจากนัน้ใช้ปิเปตดดูสารละลาย 500 ไมโครลิตรใส่

ในหลอดทดลอง polypropylene เพ่ือให้ได้สารละลายเจือจางในอัตราส่วนลดลง

ตามล าดบั โดยก าหนดให้สารละลายท่ีมีความเข้มข้นสงูสดุ (10,000 พิโคกรัม/มล.) เป็น 

high standard และก าหนดให้สารละลายท่ีมีความเข้มข้นต ่าสดุ (0 พิโคกรัม/มล.) เป็น 

zero standard   
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3.3.4.3 การทดสอบ  
 

1. เตรียมสาร reagents และ standards 
 

2. เตมิ assay Diluent RD1W ลงในแตล่ะหลมุ 
เตมิซีร่ัมตวัอยา่ง 100 ไมโครลิตร 

3. เตมิสารละลาย standard, control หรือ sample ลงในแตล่ะหลมุ 
เตมิซีร่ัมตวัอยา่ง 100 ไมโครลิตร 

Incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้อง 
 

4. ท าการดดูและล้าง 3 ครัง้ 
 

5. เตมิสารละลาย conjugate 200 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุ 
Incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้อง 

 
6. ท าการดดูและล้าง 3 ครัง้ 

 
7. เตมิสารละลายตัง้ต้น (substrate) 200 ไมโครลิตร ลงในแตแ่ละหลมุ และห้ามถกูแสง 

ซีร่ัมตวัอยา่ง incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง
เป็นระยะเวลา 25 นาที 

8. เตมิสารละลายเพ่ือหยดุปฏิกิริยาลงในหลมุอ่านผล 
โดยใช้คล่ืนแสงชว่ง 450 นาโนเมตร ภายในระยะเวลา 30 นาที 

ท่ี λ correction 540 หรือ 570 นาโนเมตร 

น าคา่ท่ีได้สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง optic density (OD) และระดบัความเข้มข้น

ของ VEGF หนว่ยเป็นพิโคกรัม/ มล. 

 

3.3.4.4 ค่าอ้างอิงระดับความเข้มข้นของ mouse PDGF-AB ELISA Kit   

 พิสยั (range)    = 31.2-10,000 พิโคกรัม/ มล. 
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ทัง้นี ้mouse PDGF-AB ELISA Kit มีคา่ความไว (sensitivity) น้อยกวา่ 3 พิโคกรัม/ มล. 

 

3.3.5 เคร่ืองมือและวิธีการวัดค่าระดับความเข้มข้นข้น VEGF   

3.3.5.1 เคร่ืองมือ 

 ตวัทดสอบ VEGF [Mouse VEGF ELISA Kit (Abcam, USA)]  
3.3.5.2 การเตรียมสาร reagents 

1 การเตรียมสารละลาย wash buffer  
เจือจางสารละลายเข้มข้น wash buffer 20 มล. ในน า้กลัน่เพ่ือให้ได้น า้ยา wash 

buffer 400 มล. 
2 การเตรียมสารละลายตัง้ต้น (substrate solution) 

ผสมสารตัง้ต้น A และ B ในปริมาตรท่ีเทา่กนัเข้าด้วยกนั และใช้ภายใน 15 นาที 
3 การเตรียมสารละลาย VEGF standard 

ผสมสาร VEGF standard ใน Calibrator Diluent เพ่ือเป็นสารละลายตัง้ต้น
ความเข้มข้น 25,000 พิโคกรัม/ มล. หลงัจากนัน้ใช้ปิเปตดดูสารละลาย 200 ไมโครลิตรใส่
ในหลอดทดลอง polypropylene เพ่ือให้ได้สารละลายเจือจางในอัตราส่วนลดลง
ตามล าดบั (รูปภาพท่ี 3.3) (ตารางที่ 3.2)   โดยก าหนดให้สารละลายท่ีมีความเข้มข้น
สงูสดุ (25,000 พิโคกรัม/ มล.) เป็น high standard และก าหนดให้สารละลายท่ีมีความ
เข้มข้นต ่าสดุ        (0 พิโคกรัม/ มล.) เป็น zero standard  

 
 

 

รูปภาพท่ี 3.2 การเจือจาง Calibrator Diluent  
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ตารางท่ี 3.2 แสดงเปรียบเทียบการเตรียม standard dilution  

สาร
standard  

# 

ปริมาตท่ีใช้
ละลาย 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร
Diluent 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร
รวม  

(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น 
ตัง้ต้น          

(พิโคกรัม/มล.) 

ความเข้มข้น
สดุท้าย         
(พิโคกรัม/
มล.) 

1 40 960 1,000 25,000 1,000 
2 200 300 600 1,000 400 
3 200 300 600 400 160 
4 200 300 600 160 64 
5 200 300 600 64 25.6 
6 200 300 600 25.6 10.2 
7 200 300 600 10.2 4.1 
8 0 300 300 0 0 

 
3.3.5.3 การทดสอบ  

 
1. เตรียมสาร reagents และ standards 

 
2. เตมิ assay Diluent RD1W ลงในแตล่ะหลมุ 

เตมิซีร่ัมตวัอยา่ง 100 ไมโครลิตร 
3. เตมิสารละลาย standard, control หรือ sample ลงในแตล่ะหลมุ 

เตมิซีร่ัมตวัอยา่ง 100 ไมโครลิตร 
Incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้อง 

 
4. ท าการดดูและล้าง 3 ครัง้ 

 
5. เตมิสารละลาย conjugate 200 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุ 

Incubate เป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้อง 
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6. ท าการดดูและล้าง 3 ครัง้ 
 

7. เตมิสารละลายตัง้ต้น (substrate) 200 ไมโครลิตร ลงในแตแ่ละหลมุ และห้ามถกูแสง 
ซีร่ัมตวัอยา่ง incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง
เป็นระยะเวลา 25 นาที 

8. เตมิสารละลายเพ่ือหยดุปฏิกิริยาลงในหลมุอ่านผล 
โดยใช้คล่ืนแสงชว่ง 450 นาโนเมตร ภายในระยะเวลา 30 นาที 

ท่ี λ correction 540 หรือ 570 นาโนเมตร 

น าคา่ท่ีได้สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง optic density (O.D.) และระดบัความเข้มข้น
ของ VEGF หน่วยเป็นพิโคกรัม/ มล.(ตารางที่ 3.3) ซึ่งคา่ระดบัความเข้มข้นของ VEGF ท่ีอ่านได้
จากกราฟต้องคณูด้วยคา่ dilution factor ก่อนรายงานผล 

ตารางท่ี 3.3 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบัความเข้มข้นของ VEGF และคา่ O.D. 

ความเข้มข้น (พิโคกรัม/ มล.) 
O.D. 

Assay Diluent A Assay Diluent B 
4.096 0.028 0.061 
10.24 0.054 0.134 
25.6 0.151 0.339 
64 0.324 0.803 
160 0.708 1.427 
400 1.499 2.383 
1000 2.834 3.090 

 

3.3.6 เคร่ืองมือและวิธีการวัดค่าระดับการแสดงออก (tissue expression) ของ miRNA-

143, miRNA-145 และ miRNA-221 

3.3.6.1 เคร่ืองมือและสาร 

 Ethanol (Fisher) 

 Chloroform (Fisher) 

 Qiagen miRNeasy Mini Kit (Qiagen) 
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 Qiagen RNeasy MinElute Kit (Qiagen) 

 Homogenizer (Kinematica Hand Held Polytron) 

 Spectrophotometer (Nanodrop) 

 Agilent Bioanalyzer และ Eukaryote Total RNA nano chip setup 

 Glycogen (Invitrogen) 

 

3.3.6.2 การเตรียมชิน้เนือ้และสารตัวอย่าง 

(1) หลงัจากเก็บเลือดหรือสารคดัหลัง่แล้วให้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 30 นาที 

(2) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 1500 g เป็นเวลานาน 10 แล้วดดูเก็บสารละลาย

ไว้ในหลอดทดลองใหม ่เก็บไว้ท่ีตู้ เย็นอณุหภมูิ -80oC นาที 

(3) ส าหรับชืน้เนือ้ให้แยกเก็บไว้ท่ีตู้ เย็นอณุหภมูิ -80oC นาที ได้ทนัที  

 

3.3.6.3 ขัน้ตอนการสกัด RNA (RNA extraction procedure) 

(1) น าเคร่ืองมือ motar, pestle, forceps และ spatulas เข้าผ่านกระบวนการท าให้

ปราศจากเชือ้ 

(2) น าเอาตวัอย่างเนือ้เย่ือออกจากตู้ เย็นอุณหูมิ -80oC   แล้วท าการละลาย และวาง

เนือ้เย่ือไว้บน motar 

(3) ใช้ใบมีดท่ีปราศจากเชือ้ sterile razor blade ตดัเนือ้เย่ือท่ีผา่นการละลายแล้ว 

(4) ใช้ spatula หั่นเนือ้เป็นชิน้เล็กๆ แล้วใส่ไว้ใน motar ผสมรวมกันแล้วน าชิน้เนือ้

ทัง้หมดใส่ในหลอดขนาด 50 มล. ท่ีมีสารละลาย TRIzol ปริมาตรตัง้แต ่3 มล. ขึน้ไป ขึน้กบัขนด

ของชิน้เนือ้ 

(5) ใช้เคร่ือง homogenizer with heavy gauge generator (12 มม.) ตดัชิน้เนือ้ทัง้หมด 

(6) แบง่ชิน้เนือ้ทัง้หมดออกเป็น 2 สว่น ใสล่งใน eppendorf ขนาด 2 มล. 

(7) ใช้ electronic homogenizer บดผสมชิน้เนือ้ท่ีอยู่ใน TRIzol ให้มีขนาด 5-7 มม. ท า

อยา่งน้อย 3 ครัง้ๆ ละ 1 นาที โดยต้องท าบนภาชนะท่ีมีอณุหภูมิต ่าหรือบนน า้แข็งตลอดเวลา และ

ต้องระวงัการบดผสมท่ีนานเกินไปจะท าให้เกิดมีความร้อนเกิดขึน้ได้ 
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(8) ตัง้ตัวอย่างไว้นาน 5 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง สังเกตว่ามีตะกอนเนือ้เย่ือหรือสาร

แขวนลอยหรือไม ่ถ้าพบวา่มีการตกตะกอนของเศษซากเนือ้เย่ือบริเวณก้นหลอด หรือน า้ยา TRIzol 

เปล่ียนจากสีชมพูเป็นสีน า้ตาลแดง ให้ท าขัน้ตอนท่ี (9) ต่อ แต่ถ้าหากไม่มีตะกอน หรือน า้ยา 

TRIzol ไมเ่ปล่ียนสีให้ข้ามไปท าขัน้ตอนท่ี (11) 

(9) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 g เป็นเวลานาน 15 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4oC 

เพ่ือแยกตะกอนเนือ้เย่ือหรือสารแขวนลอย 

(10) คอ่ยๆ ดดูน า้ส่วนท่ีใสด้านบน (supernatant) ไว้ในหลอดขนาด 1.7 มล. ท่ีปราศจาก 

RNase  ทัง้นีต้้องดดูเอาชัน้ไขมนัด้านบนของ supernatant ออกก่อน  

(11) เติม glycogen (invitogen) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (20 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ลงใน

แตล่ะหลอด 

(12) เตมิ chloroform ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วเขยา่อยา่งแรงท่ีสดุ นาน 30 วินาที 

(13) ตัง้หลอดทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที ซึง่ควรสงัเกตเห็นการแยกชัน้ของสารในหลอด 

(14) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 g เป็นเวลานาน 20 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4oC 

(15) ดดูเอาสารละลายใสส่วนบนสดุ (aqueous layer) ไปใส่ไว้ในหลอดขนาด 1.7 มล. ท่ี

ปราศจาก RNase   

(16) เตมิ 70% ethanol ปริมาตร 1 volume ลงในแตล่ะหลอด 

(17) ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vertex 

(18) ดดูสารตวัอยา่งปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใสใ่นหลอด RNeasy Mini column 

(19) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(20) แยกหลอด RNeasy Mini column ไว้ตา่งหาก ออกจาก collection tube (เก็บไว้ใช้

ตอ่ภายหลงั สว่นประกอบนีเ้ป็น total RNA) 

(21) น าสารส่วนท่ีเหลือจากขัน้ตอนท่ี (19) ม่าเติมด้วย 100% ethanol ปริมาตร 450 

ไมโครลิตร จากนัน้ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vertex 

(22) ดดูสารตวัอยา่งปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใสใ่นหลอด RNeasy MinElute column 

(23) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(24) ท าขัน้ตอนท่ี 22 และ 23 ซ า้อีกครัง้ 
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(25) เตมิสารบพัเฟอร์ RWT ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

(26) ท าการผสมด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(27) เตมิสารละลายบพัเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

(28) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(29) เตมิสารละลาย 80% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

(30) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 2 นาที 

(31) ใส่ RNeasy MinElute column ลงใน collection tube แล้วท าการป่ันแยกด้วยวิธี 

centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 5 นาที เพ่ือท าให้ column แห้ง 

(32) ใส่ RNeasy MinElute column ลงใน eppendorf tube แล้วเติม RNase free water 

ปริมาตร 1.5 มล. 

(33) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 1 นาที แล้วท า

การรวบรวมตวัอยา่งท่ีได้จากทกุ column ไว้ด้วยกนัโดยต้องวางไว้บนน า้แข็ง 

(34) ใช้ RNeasy Mini column จากขัน้ตอนท่ี (20) ใส่ลงใน collection tube ขนาด 2 มล. 

และเตมิสารละลายบพัเฟอร์ RWT ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

(35) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(36) เตมิสารละลายบพัเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

(37) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 15-30 วินาที 

(38) ท าขัน้ตอนท่ี (36) และ (37) ซ า้อีกครัง้ 

(39) ใส่หลอด RNeasy Mini column ลงใน collection tube แล้วท าการผสมด้วยวิธี 

centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 2 นาที  

(40) ใส่หลอด RNeasy Mini column ลงใน eppendorf tube แล้วเติม RNase free 

water ปริมาตร 30 มล. 

(41) ท าการป่ันแยกด้วยวิธี centifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลานาน 1 นาที 

(42) รวบรวมตวัอยา่งท่ีได้จากทกุ column ไว้ด้วยกนัโดยต้องวางไว้บนน า้แข็ง (ให้แยกวาง

ตวัอยา่ง miRNA และตวัอยา่ง total RNA ไว้หา่งกนั) 
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(43) ท าการวิเคราะห์ตวัอย่าง miRNA และตวัอย่าง total RNA ด้วย OD reading โดยใช้ 

Nanodrop 

(44) วิเคราะห์ตวัอย่าง RNA ด้วย Bioanalyzing โดยใช้ 6000 RNA chip และ Small 

RNA chip (Agilent Bioanalyzer และ Eukaryote Total RNA nano chip)  

3.3.6.4 ขัน้ตอนกระบวนการ reverse transcription และ Real time PCR 

(1) ใช้ miRNA 10 นาโนกรัมผสมใน reaction volume ปริมาตร 15 มล. เพ่ือให้เกิด

กระบวนการ reverse transcription 

(2) หลงัจากนัน้ ใช้ Taqman Probes, TaqMan master mix, microRNA spike-in kit 

และ cellular microRNAs ในการท ากระบวนการ real-time PCR ด้วยเคร่ือง ABI 7500 real-time 

PCR system (Applied Biosystems) 

 
3.4 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

ข้อมลูทัง้หมดในระหวา่งการศกึษาวิจยั และผลการตรวจเลือดตา่งๆ จะได้รับการบนัทึกลง

ในแบบเก็บข้อมลูดงัภาคผนวกโดยผู้ชว่ยวิจยัเป็นผู้รวบรวม 
 
3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 

การสรุปข้อมูลทัว่ไป ข้อมูลเชิงปริมาณ น าเสนอรูปค่าเฉล่ีย สดัส่วน ร้อยละ ค่าเฉล่ียเลข

คณิต±คา่เบี่ยงเบน มาตรฐาน และแผนภมูิ 

 การทดสอบสมมติฐาน ใช้ paired-t-test หากข้อมลูเก็บได้เป็นลกัษณะการกระจายข้อมลู

ปกติ (normal distribution) หรือใช้ Wilcoxon-Signed Ranks test ในกรณีท่ีข้อมลูไม่เป็นลกัษณะ

การกระจายข้อมลูปกติ ก าหนดคา่นยัส าคญัทางสถิติท่ี 0.05 และคา่ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี ร้อยละ 

95 

สถิติค านวณด้วยโปรแกรม SPSS version 17 



 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 ผลการศึกษาจากการศึกษาทดลองน า (pilot study)  

 เน่ืองจากโมเดลการศกึษานีเ้ป็นโมเดลใหม่ในสตัว์ทดลอง จึงมีการท าการศกึษาทดลอง

น า (pilot study) ในหนู mice ทัง้หมด 8 ตวั  เพ่ือหารูปแบบการท า ischemic-reperfusion ท่ี

เหมาะสม ผลการศกึษาพบวา่ ระยะเวลาในการผกูขัว้หลอดเลือดของไตมีผลตอ่การมีชีวิตรอดของ

หนทูดลอง และการเกิดภาวะไตเรือ้รังท่ีเหมาะสม โดยพบว่าหากท าการผกูนาน 40 นาที และ 45 

นาที จะไม่มีการเพิ่มขึน้ของระดบัโปรตีนในปัสสาวะท่ีระยะเวลา 2 สัปดาห์หลงัจากตดัไตขวา 

แสดงให้เห็นถึงการเกิดภาวะไตเรือ้รังท่ีช้ามาก หรืออาจไม่เกิดขึน้เลย  และถ้าหากท าการผกูนาน 

55 นาที และ 60 นาที หนจูะเสียชีวิตภายในระยะเวลา 2-3 วนัหลงัจากนัน้ทกุตวั ซึ่งแสดงให้เห็นว่า

เป็นรูปแบบหรือโมเดลท่ีไมเ่หมาะสม มีความรุนแรงมากเกินกวา่หน ูmice จะทนได้    

 ส าหรับการเลือกข้างเพ่ือท า ischemic-reperfusion และ nephrectomy นัน้ ไม่พบว่ามี

ความแตกตา่งกนัในด้านความรุนแรงของภาวะไตเรือ้รัง และการมีชีวิตรอดของหนทูดลอง   

 
4.2 ข้อมูลพืน้ฐานของหนูทดลองท่ีใช้ในการศึกษา 

 การศกึษานีใ้ช้หนทูดลอง CD-1 ท่ีมีขนาดน า้หนกัตวัเฉล่ีย 33-35 กรัมทัง้หมด 24 ตวั แบง่
หนูทดลองออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 12 ตวั พบว่ามีหนูท่ีตายก่อนการสุ่มเลือก (randomization) 
จ านวนกลุ่มละ 2 ตวั ดงันัน้ รวมเหลือจ านวนหนทูดลองในการศกึษาทัง้สิน้ 20 ตวั แบง่เป็นกลุ่มท่ี
ได้รับยาซิลอสตาซอลจ านวน 10 ตวั และได้รับยาหลอกจ านวน 10 ตวั (แผนภูมิรูปภาพที่ 4.1)  

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

39 

 
 
 
 
 
 

  
 
 
 

 
แผนภมูิท่ี 4.1 จ านวนหนทูดลองท่ีใช้ในการศกึษา 
ค าย่อ: chronic ischemic reperfusion 

 
4.3 ผลการศึกษา 

4.3.1 ผลของการใช้โมเดล ischemic reperfusion with right nephrectomy เพื่อเหน่ียวน าให้
หนูทดลองเกิดภาวะไตเรือ้รัง 

ผลการศึกษาพบว่าการใช้โมเดล chronic ischemic reperfusion with right 

nephrectomy นีส้ามารถเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทัง้นี ้พบว่าหนู

ทดลองทัง้สองกลุม่เกิดมีภาวะไตเรือ้รังท่ีระยะเวลา 20 สปัดาห์ไมแ่ตกตา่งกนั โดยเปรียบเทียบจาก

อตัราสว่นระหวา่งระดบัโปรตีนและระดบัสารเครตินีนในปัสสาวะ (55.2±10.2 มก./กรัม ในหนกูลุ่ม

ท่ีได้รับยาหลอก และ 49.5±9.4 มก./กรัม ในหนกูลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล) และระดบัสารเคร

ตินีนในเลือด (0.58±0.2 มก./ดล ในหนกูลุ่มท่ีได้รับยาหลอก และ 0.62±0.3 มก./ดล ในหนกูลุ่มท่ี

ได้รับยาซิลอสตาซอล) โดยพยาธิสภาพส่วนใหญ่ของการเกิดไตเรือ้รังจะเป็นการท าลายเนือ้เย่ือ

สว่น interstitium มากกว่าหน่วยกรองของไต (glomerulus) (รูปภาพที่ 4.1)   นอกจากนี ้ยงัท าให้

เกิดมีภาวะน า้เกินในปอด (pulmonary congestion) ได้อีกด้วย (รูปภาพที่ 4.2)    

CD-1 mice (N =24) 

N=24 mice underwent Chr/IR and right nephrectomy 

Randomization for intervention 

Placebo (n=10) Cilostazol (n=10) 

N= 4 mice died after nephrectomy 
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อยา่งไรก็ตาม  เม่ือเปรียบเทียบน า้หนกัตวัท่ีเปล่ียนแปลงไปของหนท่ีูมีภาวะไตเรือ้รัง และ

หนูท่ีมีการท างานของไตเป็นปกติ  พบว่าหนูท่ีมีภาวะไตเรือ้รังจะมีน า้หนกัลดชดัเจน ซึ่งแสดงถึง

ภาวะทพุโภชนาการและผลจากการเกิดไตเรือ้รัง (รูปภาพที่ 4.3) (แผนภูมิกราฟท่ี 4.1)   

  

 

 
   

                                                                                   

                                                                                  
 

รูปภาพท่ี 4.1 แสดงภาวะไตเรือ้รังของหนูท่ีผ่านการเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรีอ้รังด้วยโมเดล 
chronic ischemic reperfusion with right nephrectomy  พบลกัษณะทางมหกายวิภาคของไต
จะมีสีซีดและผิวไตไม่เรียบ (รูปซ้ายเล็ก) และมีลักษณะทางจุลกายวิภาคท่ีมีการท าลายของ
เนือ้เย่ือสว่น interstitium เป็นหลกั โดยจะพบส่วนของท่อ tubule มีการขยายขนาดใหญ่ขึน้ร่วมกบั
มีรูปร่างผิดปกต ิ(G= glomerulus, T= tubule) 
 

 

 

 

 

 

 cm 

G T 
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รูปภาพท่ี 4.2 แสดงภาวะน า้เกินในปอดของหนท่ีูผ่านการเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรีอ้รังด้วยโมเดล 
chronic ischemic reperfusion with right nephrectomy พบลกัษณะทางมหกายวิภาคของไตจะ
มีสีจดุสีขาวของน า้แทรกในเนือ้เย่ือปอด (รูปเล็ก) และมีลกัษณะทางจลุกายวิภาคท่ีมีการท าลาย
ของเนือ้เย่ือสว่นถงุลม (alveoli) ร่วมกบัมีสารของเหลวสีชมพแูทรกอยูภ่ายในชอ่งวา่ง       (A= 
alveoli) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพท่ี 4.3 แสดงเปรียบเทียบขนาดรูปร่างของหนปูกต ิ(บน) และหนท่ีูมีภาวะไตเรือ้รัง (ลา่ง)  
 

cm cm 
A 

cm 

 

 



 

 

42 

 

 
 
แผนภมูิท่ี 4.2 แสดงเปรียบเทียบน า้หนกัของหน ูmice ในกลุม่ท่ีมีภาวะไตเรือ้รังและได้รับยาซิลอส
ตาซอล (cilostazol, CZ) หรือได้รับยาหลอก (placebo, PB) กบักลุม่ท่ีมีการท างานของไตปกติ 
(normal, NL)  (* แสดง p<0.01 เม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลาท่ี week -1 ในกลุม่เดียวกนั, # 
แสดง p<0.001 เม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลาท่ี week -1 ในกลุม่เดียวกนั, ## แสดง p<0.0001 
เม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลาท่ี week -1 ในกลุม่เดียวกนั และ $ แสดง p<0.001) 
 

4.3.2 การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาใน

หนูทดลองระหว่างกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกและยาซิลอสตาซอลที่ 20 สัปดาห์ 

 ผลการศกึษาพบว่าพยาธิสภาพการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนูทดลอง

กลุม่ท่ีได้รับยาหลอกจะมีการหนาตวัมากกวา่ในหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (รูปภาพที่ 

4.4)    โดยจากการค านวณหาพืน้ท่ีของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีหนาตวัเพิ่มขึน้ พบว่าพืน้ท่ี

ของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีหนาตวัเพิ่มขึน้ในหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกจะมีคา่มากกว่า

ในหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (150,348±5,669 เทียบกับ 

109,020±22,380 ตารางไมครอน, p < 0.01) เช่นเดียวกบัคา่อตัราส่วนระหว่างพืน้ท่ีชัน้อินทิมาตอ่

พืน้ท่ีชัน้มิเดีย (intima/media) ก็พบว่าหลอดเลือดของหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกมีค่า

NL 
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อตัราส่วนท่ีสงูกว่าหลอดเลือดของหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (1.66 เทียบกบั 0.77, p 

< 0.01) (แผนภูมิกราฟท่ี 4.2)     

 

 
รูปภาพท่ี 4.4 แสดงพยาธิสภาพการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา (*) ในหนทูดลองกลุ่มท่ี
ได้รับยาหลอก (รูป ก) ซึ่งมีการหนาตวัของชัน้อินทิมามากกว่าในหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอส
ตาซอล (รูป ข)   
 
 

 
แผนภมูิท่ี 4.3 แสดงเปรียบเทียบพืน้ท่ีของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีหนาตวัเพิ่มขึน้ในหนทูดลอง
กลุม่ท่ีได้รับยาหลอก (PB) กลุม่ท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (CZ) (รูป ก) และเปรียบเทียบอตัราสว่น
ระหวา่งพืน้ท่ีชัน้อินทิมาตอ่พืน้ท่ีชัน้มิเดีย (intima/media) ระหวา่งสองกลุม่ (รูป ข) 
 

* 

* 

 ก  ข 

 ก    ข                                         
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4.3.3 การแสดงออกของ miRNA-143, miRNA-145, และ miRNA-221 ในพยาธิสภาพ

หลอดเลือดของหนูทดลองในกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกและยาซิลอสตาซอลท่ี 20 สัปดาห์ 

 ผลการศึกษาพบว่า การแสดงออก (expression) ของระดบั miRNA-143 และ miRNA-

145 (average fold change) ในเนือ้เย่ือพยาธิสภาพหลอดเลือดของหนทูดลองมีคา่ในทิศทาง

เดียวกนั กล่าวคือ miRNA-143 และ miRNA-145 ในหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลมีค่า

สงูกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิเม่ือเปรียบเทียบกบัหนทูดลองกลุม่ท่ีได้รับยาหลอก ทัง้นี ้คา่เฉล่ีย

ของระดบั average fold change ของ miRNA-143 ในหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล

เท่ากบั 0.33±0.1 เปรียบเทียบกบัคา่เฉล่ียของระดบั average fold change ของ miRNA-143 หนู

ทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกเท่ากบั 0.10±0.08 (p = 0.025) และคา่เฉล่ียของระดบั average fold 

change ของ miRNA-145 ในหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลเท่ากับ 0.36±0.1 

เปรียบเทียบกบัคา่เฉล่ียของระดบั average fold change ของ miRNA-145 หนูทดลองกลุ่มท่ี

ได้รับยาหลอกเทา่กบั 0.20±0.05  (p = 0.03) ในขณะท่ีการแสดงออกของระดบั miRNA-221 จะมี

คา่ต ่ากว่าในหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (คา่เฉล่ียของระดบั average fold change -

0.11±0.05 เปรียบเทียบกบั 0.22±0.03, p = 0.0048) (แผนภูมิกราฟท่ี 4.3) 
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แผนภมูิท่ี 4.4 แสดงเปรียบเทียบคา่เฉล่ีย average fold change ของระดบั miRNA-143, miRNA-
145 และ miRNA-221 ในพยาธิสภาพหลอดเลือดของหนทูดลองกลุม่ท่ีได้รับยาหลอก (PB) 
เปรียบเทียบกบัหนทูดลองกลุม่ท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (CZ)  
 

 

4.3.4 เปรียบเทียบระดับความเข้มข้นของ miRNA-143, miRNA-145, และ miRNA-221 ใน

กระแสเลือดของหนูทดลองระหว่างกลุ่มที่ ได้รับยาหลอกและยาซิลอสตาซอลที่  20 

สัปดาห์ 

 ไม่สามารถท าการตรวจวดัระดบัระดบัความเข้มข้นของ miRNA-143, miRNA-145, และ 

miRNA-221 จากการศกึษานีไ้ด้ เน่ืองจากตวัอยา่งเลือดท่ีได้จากหนทูดลองไมเ่พียงพอ 

 
4.3.5 เปรียบเทียบระดับความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ ADMA, PDGF และ VEGF ใน

กระแสเลือดของหนูทดลองระหว่างกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกและยาซิลอสตาซอลท่ี 20 

สัปดาห์ 

ผลการศกึษาพบว่า ระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ ADMA และ VEGF ในกระแส

เลือดของหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกมีค่าสูงกว่าในหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอ

ลอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ  กล่าวคือ คา่ระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ ADMA ในกระแส

เลือดของหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกเท่ากับ 1.44±0.2 μM เปรียบเทียบกับค่าระดบัความ

p = 0.005 
p = 0.03 p = 0.03 
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เข้มข้นของสารไซโตคายน์ ADMA ในกระแสเลือดของหนูทดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล

เท่ากบั 0.82±0.2 μM (p < 0.01) และคา่ระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ VEGF ในกระแส

เลือดของหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอกเท่ากับ 634±191.8 พิโคกรัม/ มล. เปรียบเทียบกบัค่า

ระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ VEGF ในกระแสเลือดของหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอส

ตาซอลเทา่กบั 277.1±156.9         พิโคกรัม/ มล. (p < 0.0001) (แผนภูมิกราฟท่ี 4.4)     ในขณะ

ท่ีระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ PDGF ในกระแสเลือดของหนทูดลองทัง้สองกลุ่มไม่มีค่า

แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ      (p = 0.08) 

 

 
แผนภมูิท่ี 4.5 แสดงเปรียบเทียบระดบัความเข้มข้นของสารไซโตคายน์ ADMA (รูป ก), VEGF (รูป 
ข)  และ PDGF (รูป ค)  ในกระแสเลือดของหนทูดลองกลุ่มท่ีได้รับยาหลอก (PB) เปรียบเทียบกบั
หนทูดลองกลุม่ท่ีได้รับยาซิลอสตาซอล (CZ)  
 

 ข  ก 

 ค 
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4.3.6 การแสดงออกของ angiotensin II receptor AT1 (AT1R) ในพยาธิสภาพของผนัง

หลอดเลือดชัน้อินทมิา 

 จากการศึกษาไม่พบว่ามีการแสดงออก (expression) ของ AT1R จากการย้อมพยาธิ

สภาพของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาด้วยเทคนิค immunohistochemistry (รูปภาพที่ 4.5)   

 
                      

 

รูปภาพท่ี 4.5 แสดงพยาธิสภาพของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีไม่พบว่ามีการแสดงออกของ 
angiotensin II receptor AT1 (AT1R) ในการย้อมด้วยเทคนิค immunohistochemistry  
 

 AT1R 



 

 

บทที่ 5 
อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 การใช้ยาซิลอสตาซอลมีผลต่อการชะลอการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาใน

หนูทดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังด้วยวิธี ischemic reperfusion injury with right 

nephrectomy   ทัง้นี ้การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีลดลงนี ้สมัพันธ์กับการ

แสดงออกท่ีเพิ่มขึน้ (increase expression) ของ miRNA-143 และ miRNA-145 ในเนือ้เย่ือของ

หลอดเลือด และสมัพนัธ์กบัการแสดงออกท่ีลดลง (decrease expression) ของ miRNA-221 ใน

เนือ้เย่ือของหลอดเลือด  นอกจากนี ้การหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีลดลงในหนู

ทดลองท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลนีย้ังสัมพันธ์กับการลดลงของระดับสารไซโตคายน์ชนิด  

asymmetric dimethylarginine (ADMA) และ vascular endothelial growth factor (VEGF)  

 

5.2 อภปิรายผลการวิจัย 

 การศึกษาวิจยันีถื้อเป็นการศึกษาวิจยัแรกท่ีศึกษาผลของการใช้ยาซิลอสตาซอลท่ีมีต่อ

การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีเกิดจากภาวะไตเรือ้รัง    เน่ืองจากการศกึษาตา่งๆ ท่ี

ผ่านมาส่วนใหญ่จะเป็นการศึกษาการหนาตัวของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาท่ีเกิดจากการ

กระตุ้นหลอดเลือดผ่านกระบวนการบาดเจ็บโดยตรง (direct injury) เท่านัน้ อาทิเช่น การขยาย

หลอดเลือดด้วยวิธีการท าบอลลูน (balloon angioplasty) การเย็บซ่อมหลอดเลือด เป็นต้น    

ความแตกตา่งของของทัง้สองโมเดลนี ้คือความรุนแรงในการเกิดการหนาตวัของผนงัหลอดเลือด

ชัน้อินทิมา โดยพบว่าหากเป็นการบาดเจ็บโดยตรงตอ่หลอดเลือดจะมีความรุนแรงของการหนา

ตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมามากกว่าท่ีเกิดจากจากภาวะไตเรือ้รัง     อย่างไรก็ตาม กลไก

ทางพยาธิสภาพท่ีเกิดขึน้นัน้อาจมีความแตกตา่งกนัด้วยซึง่เป็นประเดน็ท่ีต้องมีการศกึษาเพิ่มเตมิ 

 นอกจากนี ้การศกึษาวิจยันีย้งัแสดงให้เห็นถึงผลส าเร็จของการใช้โมเดลใหม่เหน่ียวน าให้

สตัว์ทดลองเกิดภาวะไตเรือ้รังเรียกว่า โมเดล chronic ischemic reperfusion injury and right 

nephrectomy ท่ีเป็นตวัแทนภาวะไตเรือ้รังได้เป็นอย่างดี  เม่ือเปรียบเทียบกบัโมเดลอ่ืน อาทิเช่น 
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5/6 nephrectomy หรือ folic injection ท่ีจะมีการด าเนินโรคของภาวะไตเรือ้รังค่อนข้างเร็วจน

อาจไม่เห็นผลการเปล่ียนแปลงของผนังหลอดเลือดท่ีเด่นชัดได้ ทัง้นี ้พบว่ารูปแบบ 5/8 

nephrectomy จะให้รูปแบบของภาวะไตเรือ้รังท่ีมีการร่ัวของอลับมูินในปัสสาวะ (urine albumin 

creatinine ratio) มากท่ีสุด เน่ืองจากมีลักษณะทางพยาธิสภาพเป็น focal segmental 

glomerulosclerosis  ในขณะท่ีรูปแบบ unilateral ureteric obstruction จะเป็นรูปแบบของ

ภาวะไตเรือ้รังท่ีมีการร่ัวของอลับูมินในปัสสาวะ (urine albumin creatinine ratio) น้อยท่ีสุด 

เพราะมีลกัษณะทางพยาธิสภาพเป็น chronic tubule-interstial fibrosis     

ยิ่งไปกว่านัน้ หากพิจารณาจากน า้หนกัท่ีเปล่ียนแปลงของหนูทดลองจะพบว่ารูปแบบ 

left ischemic reperfusion injury and right nephrectomy ท่ีใช้ในการศกึษานีจ้ะพบว่ามีคา่เป็น

ลบ (negative balance in body weight ) นัน่คือ หนทูดลองมีภาวะไตเรือ้รังท่ีมากพอท าให้เกิด

ภาวะทพุโภชนาการ ซึง่เม่ือเปรียบเทียบกบัหนทูดลองจากรูปแบบอ่ืนๆ จะพบว่าหนมีูน า้คงท่ีหรือ

เพิ่มขึน้   

ภาวะโลหิตจางเป็นอีกหนึ่งองค์ประกอบท่ีใช้ประเมินภาวะไตเรือ้รัง จากการศึกษา

เปรียบเทียบพบว่า หนูทดลองท่ีมีภาวะไตเรือ้รังจากการเหน่ียวน าด้วยรูปแบบ left ischemic 

reperfusion injury and right nephrectomy จะมีภาวะโลหิตจางท่ีระยะเวลา 20 สปัดาห์ร่วม

ด้วย และมีความรุนแรงมากกว่าหนูทดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังด้วยรูปแบบอ่ืนๆ 

(ตารางท่ี 4.1)     
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ตารางท่ี 5.1 แสดงคา่พืน้ฐานทางกายภาพ และคา่ทางห้องปฏิบตัิการของหน ูmice สายพนัธุ์ CD-
1ท่ีเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังด้วยวิธีตา่งๆ  

รูปแบบ ระยะเวลา Serum 

Creatinine 

(mg/dL) 

ACR 

(μg/mg) 

Hct (%) BW (g) 

Unilateral ureteric 

obstruction(113)  

2 สปัดาห์ 0.03±0.01 17±3 50±1 35±1 

5/6 nephrectomy(113) 2 สปัดาห์ 0.49±0.1 1176±277 35±2 34±2 

5/6 nephrectomy(113) 4 สปัดาห์ 0.48±0.06 2640±502 34±3 39±2 

Folic acid 

injection(113) 

2 สปัดาห์ 0.59±0.06 89±13 40±1 33±1 

Folic acid 

injection(113) 

12 สปัดาห์ 0.46±0.08 158±12 41±2 53±1 

Left ischemic 

reperfusion injury  

and right 

nephrectomy 

(the present study) 

2 สปัดาห์ 0.51±0.08 130±18 47±2 34±1 

Left ischemic 

reperfusion injury  

and right 

nephrectomy 

(the present study) 

20 สปัดาห์ 0.78±0.08 881±93 33±2 32±2 
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ซิลอสตาซอลเป็นยาท่ีประกอบด้วยสารต้านการท างานของเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอ

เรส-3 แบบเฉพาะเจาะจง  มีฤทธ์ิเป็นสารต้านการเกาะกลุ่มกนัของเกล็ดเลือด และฤทธ์ิขยาย

หลอดเลือดในทางเวชปฏิบตัิ ซิลอสตาซอลเป็นยาชนิดแรก (first-line drug) ท่ีใช้รักษาภาวะ

หลอดเลือดส่วนปลาย (peripheral arterial disease)  ส าหรับการใช้ยาซิลอสตาซอลเพ่ือ

จดุประสงค์ในการยบัยัง้หรือชะลอการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมานัน้มีเพียงการศกึษา

ในหลอดลเอดท่ีได้รับการบาดเจ็บโดยตรง (direct mechanical injury) ทัง้การศกึษาท่ีศกึษาใน

มนุษย์ และสัตว์ทดลอง และในหลากหลายภาวะ อาทิเช่น ในหลอดเลือดแดงหัวใจโคโรนารี 

(coronary artery) หลอดเลือดแดงคาโรติด (carotid artery) และหลอดเลือดเพ่ือการฟอกเลือด  

(hemodialysis vascular access) เป็นต้น ซึ่งพบว่ายาซิลอสตาซอลมีผลในการยบัยัง้การหนา

ตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้ดี อย่างไรก็ตาม  การเปล่ียนแปลงดงักล่าวนีไ้ม่มีผลต่อ

ผลลพัธ์ระยะยาวทางคลินิก (long-term outcomes) กล่าวคือ ไม่ลดอตัราการเสียชีวิตจากโรค

หลอดเลือดสมองหรือโรคหลอดเลือดหวัใจ และไม่ลดอตัราการตีบตนัซ า้ (restenosis) ของทัง้

หลอดเลือดแดงหวัใจโคโรนารี และหลอดเลือดแดงคาโรติด  ยกเว้นในหลอดเลือดเพ่ือการฟอก

เลือดท่ีพบว่าการให้ยาซิลอสตาซอลสามารถยืดระยะเวลาการใช้งานได้ในระยะยาว (long-term 

patency rate) ได้อย่างมีนยัส าคญั  ซึ่งหากพิจารณาจากประเด็นการศึกษาทัง้หมดนี ้มีความ

เป็นไปได้ว่ายาซิลอสตาซอลมีการตอบสนองต่อหลอดเลือดท่ีมีต าแหน่งเป็นหลอดเลือดส่วน

ปลายมากกว่าระบบหลอดเลือดส่วนกลาง (central arterial system) อย่างไรก็ตาม ผลจากการ

ศกึษาวิจยันีก้ลบัพบวา่ การให้ยาซิลอสตาซอลในหนทูดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิดภาวะไตเรือ้รังด้วย

วิธี ischemic reperfusion injury with right nephrectomy   มีผลตอ่การชะลอการหนาตวัของ

ผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมา ซึ่งจากการศึกษานีใ้ช้เป็นหลอดเลือดแดงเอออร์ตา    ทัง้นี ้ข้อ

สนันิษฐานท่ีเป็นไปได้ประการหนึ่งคือ จากกลไกการเหน่ียวน าให้เกิดการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมาท่ีแตกตา่งกนั 

จากการศกึษานีพ้บว่า ผลจากการให้ยาซิลอสตาซอลในหนทูดลอง พบว่าท าให้มีการยัง้

ยัง้การเกิดภาวะการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งผลการ

เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพมีความสัมพันธ์เชิงแปรผันตรงกับการเปล่ียนแปลงของระดับ 

miRNA-143 และ miRNA-145 และความสมัพนัธ์เชิงแปรผกผนักบัการเปล่ียนแปลงของระดบั 
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miRNA-122 ในเนือ้เย่ือของหลอดเลือดทัง้นี ้สอดคล้องกบัการศกึษาโดย Ji และคณะ(23) ท่ีพบว่า

การแสดงออกของระดบั miRNA-143 และ miRNA-145 จะลดลงในหลอดเลือดท่ีมีการหนาตวั

ของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา และการศึกษาโดย Liu และคณะ(28) ท่ีพบว่าการแสดงออกของ

ระดบั miRNA-221 จะเพิ่มมากกว่าปกติในหลอดเลือดท่ีมีการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้

อินทิมาของหลอดเลือดท่ีผา่นการขยายหลอดเลือดด้วยวิธีการท าบอลลนู (balloon angioplasty)  

จากกความสัมพันธ์ระหว่างระดบั miRNA และพยาธิสภาพของการหนาตวัของผนัง

หลอดเลือดชัน้อินทิมา รวมกับคุณสมบตัิของ miRNA เองท่ีเป็นสารโปรตีนท่ีมีความคงทน 

(stability) สูงในสภาวะนอกเซลล์ และเป็นสารควบคุมการท างานของสารพันธุกรรม 

messengerRNA ท าให้ miRNA เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพ (biomarker) ในอดุมคติ  ซึ่งจะสามารถ

ใ ช้ เ ป็น เค ร่ือ ง มือวินิ จฉัย  (diagnosis) ต รวจคัดกรอง  (screening) และตรวจติดตาม 

(surveillance) ภาวะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาของหลอดเลือดได้เป็นอย่างดี 

หากในอนาคตสามารถพฒันาวิธีการตรวจหาระดบั miRNA ให้มีความแม่นย า ถูกต้อง และ

รวดเร็ว 

 ถึงแม้ว่าความคงทนของสารไซโตคายน์จะน้อยมากเม่ือเทียบกับ miRNA และมีรูปแบบ

การประสานงานระหว่างไซโตคายน์ชนิด pro-inflammatory และ anti-inflammatory ท่ีซบัซ้อน

ตามระยะเวลาการด าเนินของโรค  กลับพบว่าสารไซโตคายน์ท่ีเก่ียวข้องสัมพันธ์กับ vascular 

smooth muscle cell (VSMC-related cytokines) จะมีรูปแบบตามสภาวะหลอดเลือดท่ีคอ่นข้าง

คงตวัและแนน่อน      

สารไซโตคายน์ชนิด PDGF จัดเป็นสารไซโตคายน์ท่ีมีบทบาทส าคัญตัวหนึ่งในการ

ควบคมุการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา    ท่ีผ่านมามีการศกึษาแสดงถึงความสมัพนัธ์

โดยตรงระหว่างระดบั PDGF และระดบั miRNA-145 ในการควบคมุการหนาตวัของผนงัหลอด

เลือดชัน้อินทิมา(114)    อย่างไรก็ตาม ในการศกึษาวิจยันี ้ไม่พบว่ามีความแตกตา่งของระดบัสาร

ไซโตคายน์ PDGF ระหว่างหนทูดลองในกลุ่มท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลและยาหลอก    ทัง้นี ้ผู้วิจยั

ตัง้สมมตฐิานวา่ นา่จะเป็นผลจากจ าเป็นต้องใช้ความเข้มข้นของระดบัยาซิลอสตาซอลท่ีมากและ

นานเพียงพอในกระแสเลือด หรือจ าเป็นต้องใช้รูปแบบการบริหารยาท่ีออกฤทธ์ิเฉพาะท่ี(115) 
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 ผลจากการศึกษา ยังพบเพิ่มเติมว่าหนูทดลองท่ีได้รับยาซิลอสตาซอลนัน้มีระดบัสาร 

ADMA และสารไซโตคายน์ VEGF ท่ีลดลง   ทัง้นี ้เน่ืองจากสาร ADMA เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิบง่

บอกถึงภาวะการอกัเสบ (inflammation) ได้ดี(116)  จึงเป็นไปได้ว่ากลไกการยบัยัง้การหนาตวัของ

ผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา น่าจะเกิดผ่านกลไกการลดภาวะอกัเสบด้วยทางหนึ่ง ดงันัน้ การส่ง

ตรวจหาเคร่ืองชีว้ัดทางชีวภาพ (biomarkers) อ่ืนๆ อาทิเช่น high sensitivity C-reactive 

protein (hsCRP), interleukin-1, interleukin-6, interleukin-8, interleukin-10 หรือ tumor 

necrosis factor-α     (TNF- α) เป็นต้น จะชว่ยสนบัสนนุข้อสนันิษฐานดงักลา่วได้ 

 

5.3 ข้อจ ากัดของงานวิจัย (Limitation)  

1. ผลการศกึษาท่ีได้จากการศึกษาวิจยันี ้เป็นการศกึษาเพ่ือให้ได้มาซึ่งองค์ความรู้ใหม่

ทางวิทยาศาสตร์พืน้ฐาน (basic science) ของภาวะการหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา    

ยงัไม่สามารถน าไปใช้อ้างอิงในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนนอกเหนือจากหนูทดลองสายพันธุ์เดียวกับท่ีใช้

ในการทดลองนีห้รือในมนุษย์ได้ จ าเป็นต้องอาศยัการท าการศึกษาเปรียบเทียบในสตัว์ทดลอง

อ่ืนๆ ท่ีมีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกบัมนษุย์มากขึน้ 

2. การเกิดภาวะการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาสามารถเกิดได้จากหลาย

สาเหต ุอาทิเชน่ การบาดเจ็บโดยตรงตอ่หลอดเลือดท่ีเกิดจากแรงกจากการท าหตัถการใช้บอลลนู

ขยายหลอดเลือด หรือการฉีกขาดของหลอดเลือด เป็นต้น ดงันัน้ การศกึษการเกิดภาวะการหนา

ตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาวิจัยนีท่ี้เป็นผลจากการภาวะไตเรือ้รัง จึงอาจมีผลท่ีแตกต่าง

จากการศกึษาอ่ืนๆ ได้ 

3. วิธีการตรวจและแปลผลเลือดในสตัว์ทดลอง เป็นสิ่งท่ีแตกตา่งจากการตรวจในมนษุย์ 

จึงต้องอาศยัการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติมเพ่ือเลือกวิธีการทดสอบท่ีเหมาะสม และสามารถน าผล

การศกึษามาอ้างอิงในมนษุย์ได้ 
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5.4 ข้อเสนอแนะในการน าไปใช้ในเชิงปฏิบัต ิ(implication for practice) และการน าไปใช้
เชิงวิจัยในอนาคต (implication for further research) 

 ผลท่ีได้จากการวิจยันี  ้ แสดงถึงความเป็นไปได้ในการใช้ยาซิลอสตาซอลเพ่ือชะลอการ

หนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมา โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาวะท่ีมีไตเรือ้รังร่วมด้วย  ทัง้นี ้

หากสามารถน าองค์ความรู้ท่ีได้จากงานวิจยันีม้าประยกุต์ใช้ในทางคลินิกกบัผู้ ป่วยไตเรือ้รังได้ ก็

จะเป็นประโยชน์อยา่งมหาศาล  เน่ืองจากเป็นท่ีทราบกนัดีวา่การเกิดโรคหลอดเลือดท่ีมีกลไกจาก

การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาและภาวะไตเรือ้รังนัน้มีอุบตัิการณ์ร่วมท่ีสงูมาก โดย

มกัเกิดจากการกระตุ้นผา่นภาวะยรีูเมียเป็นส าคญั    ถึงแม้ว่า ท่ีผ่านมาจะมีการศกึษาท่ีแสดงผล

ล้มเหลวในการใช้ยาซิลอสตาซอลเพ่ือยบัยัง้การหนาตวัของผนงัหลอดเลือดชัน้อินทิมาในผู้ ป่วย

ไตเรือ้รังท่ีเข้ารับการบ าบดัทดแทนไตด้วยวิธีการฟอกเลือด (hemodialysis)  โดยพบว่าการให้ยา

ซิลอสตาซอลไม่สามารถยับยัง้หรือชะลอการหนาตวัของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาในหลอด

เลือดท่ีใช้เพ่ือการฟอกเลือด (arteriovenous fistula) ได้    อย่างไรก็ตาม ผู้วิจยัมีความเห็นว่าผล

ล้มเหลวท่ีเกิดขึน้สว่นหนึง่นา่จะเป็นผลมาจากระยะเวลาท่ีเร่ิมใช้ยาซิลอสตาซอลนัน้สายเกินกว่า

ท่ีจะยาส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงความหนาของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาได้ เพราะผู้ ป่วยไต

เรือ้รังท่ีจ าเป็นต้องได้รับการบ าบดัทดแทนไตนัน้มกัผ่านระยะไตเรือ้รังมานานเป็นปี ซึ่งย่อมจะมี

การเปล่ียนแปลงของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาเกิดขึน้เรียบร้อยแล้วตามท่ีแสดงในผลการ

ศกึษาวิจยันี ้  จงึมีความเป็นไปได้วา่ การศกึษาตอ่ไปในอนาคตควรสนใจศกึษาในประเด็นการใช้

ยาซิลอสตาซอลเป็นการปอ้งกนัชัน้ปฐมภูมิ (primary prophylaxis) ในการเกิดภาวะการหนาตวั

ของผนังหลอดเลือดชัน้อินทิมาในผู้ ป่วยไตเรือ้รังตัง้แต่ระยะเร่ิมแรก  เพราะนอกจากจะได้

ประโยชน์จากการเตรียมหลอดเลือดท่ีดีเพ่ือมีไว้ใช้ในการฟอกเลือดในอนาคต  ยงัสามารถศกึษา

ว่าการใช้ยาซิลอสตาซอลจะสามารถลดอุบัติการณ์การเกิดโรคหลอดเลือดส่วนปลาย 

(peripheral vascular disease หรือ PAD) ได้หรือไม่ เน่ืองจากเป็นโรคท่ีมีอบุตัิการณ์ร่วมใน

ภาวะไตเรือ้รังท่ีสงูมากเชน่กนั 
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..............................................................................................................................................
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อ.ดร.นพ.
อษัฎาศ์ ลีฬหว
นิชกลุ  

ภาควิชาจลุ
ชีววิทยา  
คณะ
แพทยศาสตร์ 

อาจารย์ 081-714-
9750 

a_leelahavanit@yahoo.
com 

     
 

1. Non-technical summary: (Should not exceed 250 words, explain the benefits of the 
researchand the use of animals) 
.........ภาวะไตวายเรือ้รังระยะสุดท้าย เป็นสาเหตหุลกัของการเกิดการหนาตวัของชัน้อินทิมาของ

ผนงัหลอดเลือด (intimal hyperplasia; IH)   มีการศกึษาพบว่าการหนาตวัของชัน้อินทิมาของผนงั

หลอดเลือดนีเ้ร่ิมเกิดขึน้ตัง้แต่ผู้ ป่วยมีภาวะไตวายเรือ้รังระยะเร่ิมแรก ซึ่งเกิดจากปัจจัยหลาย

ประการท่ีสมัพนัธ์กบัภาวะไตวายเรือ้รัง ได้แก่ ภาวะการอกัเสบเรือ้รัง การเพิ่มขึน้ของอนมุลูอิสระ 

การเพิ่มและสะสมของสารยูรีเมีย และความผิดปกติของเซลล์บุหลอดเลือด (endothelial 

dysfunction) เป็นต้น  

การหนาตวัของชัน้อินทิมาของผนงัหลอดเลือดนีเ้ป็นลกัษณะทางพยาธิวิทยาร่วมท่ีพบได้

บ่อยในภาวะโรคหลอดเลือดหัวใจ และโรคหลอดเลือดส่วนปลาย ดงันัน้ จึงพบอุบตัิการณ์ของ

ภาวะเหลา่นีส้งูในผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะสดุท้าย    ซึง่การปอ้งกนัภาวะตา่งๆ เหล่านีโ้ดยการใช้ยา

ต้านเกล็ดเลือดหรือยาละลายลิ่มเลือด  ซึ่งท่ีผ่านมาไม่ประสบความส าเร็จมากนกั ส่วนหนึ่งอาจ

เป็นเพราะเป็นการศกึษาท่ีล้วนให้ยาในผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะสุดท้าย ท่ีพยาธิสภาพของหลอด

เลือดมีการเปล่ียนแปลงไปมากแล้วและกลไกการออกฤทธ์ิของยาท่ีไม่มีผลโดยตรงต่อการยบัยัง้

การหนาตวัของชัน้อินทิมาของผนังหลอดเลือด ท าให้มีผลต่อหลอดเลือดน้อยมาก  จึงน าไปสู่

แนวคดิหาวิธีการควบคมุหรือชะลอพยาธิสภาพของหลอดเลือดโดยเฉพาะการหนาตวัของชัน้อินทิ

มาของผนงัหลอดเลือดในผู้ ป่วยไตวายเรือ้รัง    ผู้วิจยัจึงสนใจท าการศกึษาวิจยัผลของยาซิลอสตา

ซอล (cilostazol) ซึ่งเป็นสารต้านการท างานของเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส-3 แบบ

เฉพาะเจาะจง (selective inhibitor of phosphodieasterase-3) ท่ีมีคณุสมบตัิออกฤทธ์ิเป็นสาร

ต้านการเกาะกลุ่มกนัของเกล็ดเลือด และฤทธ์ิขยายหลอดเลือด (vasodilator)   นอกจากนี ้ยงัมี

คณุสมบตัชิะลอและยบัยัง้การหนาตวัของชัน้อินทิมาของผนงัหลอดเลือดได้ โดยท าการศกึษาวิจยั
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ในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายระยะเร่ิมแรก เพ่ือศึกษาผลของยาต่อการเปล่ียนแปลงการหนาตวั

ของชัน้อินทิมาของผนงัหลอดเลือด ซึ่งเป็นตวัแทนของผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะเร่ิมแรก โดยจะเป็น

องค์ความรู้พืน้ฐานใช้พฒันาเป็นการศกึษาวิจยัตอ่ยอดตอ่ไป..... 
 

2. Objective: 

  ............. 2.1 เพ่ือศกึษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การเปล่ียนแปลงทาง
พยาธิสภาพของการหนาตวัของหลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่ระยะ
เร่ิมแรก เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก 

2.2 เพ่ือศกึษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การเปล่ียนแปลงการ
แสดงออกของ miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221 และ miRNA-222 ในพยาธิสภาพของ
หลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนูทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แต่ระยะเร่ิมแรก  เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก  

2.3 เพ่ือศกึษาผลของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การเปล่ียนแปลงระดบั 
miRNA-143, miRNA-145, miRNA-221, miRNA-222, ADMA, PDGF และ VEGF ในเลือดในหนู
ทดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรก เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีได้รับยาหลอก  

2.4 เพ่ือศกึษากลไกของยาซิลอสตาซอลขนาด 30 มก./กก./วนั ตอ่การหนาตวัของหลอด
เลือดชัน้อินทิมาผ่านระบบ  เรนิน-แองจิโอเทนซิน-แอลโดสเตอโรน (renin-angiotensin-
aldosterone system, RAAS) โดยเปรียบเทียบการแสดงออกของ AT1R  ในพยาธิสภาพของ
หลอดเลือดชัน้อินทิมาในหนทูดลองท่ีมีภาวะไตวายตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรกเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ
ท่ีได้รับยาหลอก .......................................................................... 

 

3. Experimental design: 

○Tumor/disease models    ○ Toxicity testing 

○ Behavioral studies    ○ Pain models 

X  Others, please specify……Animal research study…มีการแบง่กลุ่มสตัว์ทดลองออกเป็น 2 

กลุ่ม  คือกลุ่ม ท่ี ไ ด้ รับยาซิลอสตาซอล (กลุ่มทดลอง) และกลุ่ม ท่ี ไ ด้ รับยาหลอก (กลุ่ม

ควบคมุ)...................................................... 
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4. Data analysis / Statistical method: 
………การทดสอบสมมตฐิาน ใช้ Paired-t test หากข้อมลูเก็บได้เป็นลกัษณะการกระจายข้อมลู
ปกติ (normal distribution) หรือใช้ Wilcoxon-Signed Ranks test ในกรณีท่ีข้อมลูไมเ่ป็นลกัษณะ
การกระจายข้อมลูปกติ ก าหนดคา่นยัสาคญัทางสถิติท่ี 0.05 และคา่ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 
95%……………………………….…………… 
 
5. Description of animals 

Common 
name 

Breed / Strain/ 
Scientific name 

Age Weight Sex Number 

Mouse CD-1 1-2 months 30 gram male 24 
      
      

 
Special consideration (e.g. SPF-- please specify):…None………………...……………….. 
Source / Vendor (Name of source/vender and location):……Mahidol University…………… 

Conserved species X No ○ Yes, the project has been approved by the Department of 
National Park, Wildlife and Plant Conservation on 
(D/M/Y) (please also attach the letter of 
approval)………..…………………………………………... 

 

6. Animal care: 
X Field Study, please specify the name of the location…Nephrology, Medicine, 
Chulalongkorn University. 
X Use captive animals, please answer the 6.1 if the terrestrial animal will be used; the 
6.2 if the aquatic animal will be used) 
 6.1 Husbandry consideration: 
  6.1.1 Housing Place: building…ตกึพยาธิวิทยา….Room……303,304… 

6.1.2 Experimental Place: building……ตกึพยาธิวิทยา…Room…303,304…..

 6.1.3 Housing System: 
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X Conventional       ○ Strictly hygienic 
conventional 

   ○Barrier   ○Containment 
   ○Others, please specify………………………………………………. 
  6.1.4 Caging: 

   X Solid bottom, open top ○Static filtered top cages 
   ○Metabolic cages   ○Individual ventilated cage (IVC) 
   ○Environmental chamber  ○Isolator 

   ○Others, please specify…………………………………………….. 
  6.1.5 Caging materials: 

   ○Plastic X Stainless steel  
○Others, please specify…… 

  6.1.6 Cage size (W x L x H)… 19*28.5*13..cm. 
  6.1.7 Number of animals / cage……2-5……………….... 
  6.1.8 Environmental requirements: 
   Temperature……25-32oC …………………… 
   Humidity………60-65%……………………. 
   Light:  X Standard fluorescent 

   ○Others, please specify…………………………………… 
   Light cycle: X Standard 12:12  

   ○Others, please specify…………………………………… 
  6.1.9 Food: 
   Type of food: … Standard diet ………………….. 
   Source/Vendor…………………………………… 
   Feeding schedule:  

X Ad libitum 

     ○Others, please specify…………meal(s)/day 
   
 



 

 

76 

6.1.10 Water (if needed): 
   Type of water: X Tap water 

○Hyperchlorinated………ppm  
○Acidified, pH……. 

     ○RO-UV   
     ○Others, please specify…………………..………. 
   Water Provided:  

X Ad libitum 

     ○Others, please specify……………………………. 
6.1.11 Bedding/housing media:  

○No  
X Yes , please specify…… Sawdust… 

6.2 Husbandry consideration for aquatic animals: 
6.2.1 Housing Place: building……………….Room……… 
6.2.2 Experimental Place: building……………………Room…………..  
6.2.3 Water system (Hatchery / Laboratory only) 

  Closed water system   Opened water system 
  Re-circulating system  Flow-through (flow rate: ……..) 
  Static non – renewal System 
 Static renewal System 

6.2.4 Water filtered system (Hatchery / Laboratory only) 
  Bio filter  Solid filter 
  Non- filter  Other (please specify: ……….……….………..) 

6.2.5 Air system 
  Aeration  Non-aeration 

6.2.6 Caging 
  Aquaria  Cage 
  Container  Other (please specify: ………………………..) 
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6.2.7 Caging material 
  Glass  Plastic 
  Acrylic  Other (please specify: ………………………..) 

6.2.8 Cage size (W x L x H (D))
 ………………………………………..……………….. 
6.2.9 Density (number / cage) .……………………………………………….. 
6.2.10 Environment requirement 

  Freshwater  Brackish water (………..PSU)  
  Seawater (………..PSU) 
 Temperature (○C )
 ……………………………………………………… 
 Light  Natural 
   Additional Light  
   (Light cycle: Light …….h / Dark ..….h) 
   Other…………………. 

6.2.11 Water quality (pH / Do / inorganic ion) 
  Determine (please specify :………………………..) 
  Not determine 

6.2.12 Food 
 Food type          Natural food       Artificial food 
     Live feed Moist pellet 
                                             Dry pellet  Other .................. 
 Food source      Vender ………………..   Other 
……………….. 
 Feeding frequency  Time/day …………………………. 
            Ad libitum            
                                                    Other (…% / g body weight/ day) 
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6.3 Special veterinary care:  
 X No  ○Yes 
 If yes, describe the special veterinary care. 
 ………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………
7. Animal welfare: 
 7.1 Please Provide: 

Keyword search…intimal hyperplasia and chronic kidney disease. 
   Database search....…Pubmed……………………………… 
       Does the purposed research duplicate any previous work? 

X No 

○Yes (explain why it is scientifically necessary to duplicate the 
experiment) 

 …………………………………………………………………………………………….. 
  7.2 Briefly describe how you have considered each of the following regarding 
3Rs or why they are not applicable: 
  7.2.1 Replacement of animals (e.g., with in vitro models, computer 
models or less sentient animals) and explain why the proposed species is / are the most 
appropriate. 
……………มีข้อจ ากดัเน่ืองจากการตอบสนองท่ีต้องการทดสอบมีความซบัซ้อนมากกว่าท่ีจะใช้การ
ทดลอง in vitro ได้ อย่างไรก็ตามการทดลอง in vitro จะเป็นส่วนเสริมในงานวิจัย
นี…้…………………………………………............ 
  7.2.2 Reduction in the number of animals (e.g., using appropriate 
statistical methods in the design analysis of the study; reduction in experimental 
variability by using animals of defined genetic or microbiological status; sharing tissue 
among investigators) and provide an explanation of how the numbers of animals to be 
used in each group or total were appropriate based on scientific and statistical 
requirement to achieve objectives.: 
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……ปริมาณหนท่ีูก าหนดได้พยายามลดจ านวนจนเทา่ท่ีจ าเป็นแล้ว ย่ิงไปกว่านัน้ การใช้ปริมาณหนู
มากหรือน้อยเกินไปจะมีผลตอ่ความน่าเช่ือถือในการทดลองโดยต้องการหนใูนแตล่ะกลุ่มประมาณ 
7-20 ตวั  ส าหรับการเปรียบเทียบระหวา่งกลุม่   อยา่งไรก็ตาม ในการศกึษานีค้ านวณ sample size 
โดยอ้างอิงจากการศกึษา Takigawa T, Tsurushima H, Suzuki K, Tsuruta W, Nakamura K, 
Matsumura A. Cilostazol suppression of arterial intimal hyperplasia is associated with 
decreased expression of sialyl Lewis X homing receptors on mononuclear cells and E-
selectin in endothelial cells. J Vasc Surg. 2012 Feb;55(2):506-16. พบว่าจะสามารถค านวณ 
sample size ได้เทา่กบั 12 ตวัตอ่กลุม่……………………...................................................... 
…………………………………..…………………………………………………………………….
.....………………………………..……………………………………………………………………
…...………………………………..…………………………………………………………………
………………………………..………………………………………………….……………………
…… 
  7.2.3 Refinement of experimental procedures to minimize pain or distress 
(e.g., early endpoint; use of analgesics, anesthetics or sedatives; techniques that reduce 
stress in the animal): 
………………ใช้ Isoflurane analgesia ในน าสลบเพ่ือการผา่ตดั และใช้ Buprenorphine เพ่ือการ
ลดความเจ็บปวดหลงัการผา่ตดั……………………………………………………………............ 
…………………………………..…………………………………………………………………….
.....………………………………..……………………………………………………………………
…...………………………………..…………………………………………………………………
………………………………..………………………………………………………………………
…….. 
 7.3 Potential animal pain and distress assessment: 
  7.3.1 Pain or Distress Classification (USDA Classifications) 

○ Classification B 
○ Classification C 
○ Classification D 
 X Classification E 
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  7.3.2  During the study: 
1. How often will the clinical condition of animals be monitored? 

…………………….......... Every 2 hours after procedure for 2 times and then at 12 and 24 
hours …….. 
   2. Who will monitor the clinical condition of the animals? 
………………………… นพ. วิวฒัน์ จนัเจริญฐานะ (Wiwat Chancharoenthana, MD.), The 
main investigator . 

7.3.3  Are the animals expected to experience any specific study-induced 
related problems or any health problems? 

  X No  

  ○Yes, please describe the expected problems. 
…………………………………..…………………………………………………………………….
.....………………………………..……………………………………………………………………
…...………………………………..…………………………………………………………………
………………………………..………………………………………………………………………
…….. 
  7.3.4 What criteria will be used to assess pain, distress, or discomfort? 

X Inactivity 

○Loss of appetite 
○Loss of weight: □5% □10% □15% □20% weight loss 
X Restlessness 
X Abnormal resting postures, somnolence or hunched posture 
X Licking, biting, scratching, or shaking a particular area 

○Failure to show normal patterns of inquisitiveness 
○Failure to groom, causing and unkempt appearance 
○Guarding (protecting the painful area) 
X Loss of  mobility 
○Red stain around the eyes of rats 
X Unresponsiveness 
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X Labored breathing 

○Others, please 
specify…………………………………………………........ 

7.4 Analgesics :  
○No  

 X Yes, please answer the following questions:  
 7.4.1 Chemical method 

Common name Drug concentration Dose Route of 
administration 

Buprenorphrine 1mg/1ml 0.05 mg/kg subcutaneous 
    
    

  

 7.4.2 Physical method, please specify……………………………………………. 
7.5 Anesthesia (Pre-anesthetic and anesthetic): 
    ○No X Yes, please answer the following questions: 

 7.5.1 Chemical method 
Common name Drug concentration Dose Route of 

administration 
Isoflurane vary 1-3% inhalation 
    
    

 7.5.2 Physical method, 
   please specify……………………………………………………………. 

7.5.3Who is responsible for maintaining anesthesia………………..................... 
............................นพ. วิวฒัน์ จนัเจริญฐานะ  (Wiwat Chancharoenthana, MD.), The main 
investigator.......... 

7.5.4Methods used to monitor anesthesia, frequency of monitoring………........ 
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………………… Clinical sign of mice such as movement and respiration, observed during 
the operation (very short operation less than 10 min) ……..……………………………… 

 
7.5.5 What criteria will be used to assess level of anesthesia? 

X Respiration rate 

○Heart rate 
○ECG 
X Toe pinch 

○Tail pinch 
○Corneal reflex 

○Color of mucous membrane 
X Muscular relaxation 

○Others (pulse oximeter, respirometer)  
please, specify……………………………… 

              7.5.6 Describe post-anesthetic treatment or intervention  ……....………………  
……….Injection of bruprenorphine after operation …………… 
 

8. Surgery: 

 ○No  X Yes, please answer the following questions: 
8.1 Surgical procedure is: ○Non-survival  X Survival 
   X One time  ○Multiple  
8.2 Location / Room number for surgical procedure will be conducted. 

…………… ตกึพยาธิวิทยาชัน้ 3 ห้อง303………………………………………………………… 
8.3 Surgeon / Qualification: 

…………… Asada Leelahavanichkul MD., PhD/ Co-advisor, National Institute of Health 
(NIH) USA trained  
.. ………… Wiwat Chancharoenthana MD./ Principle investigator …………………………… 
………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………… 
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8.4 Procedure: 
……………… Ischemic/ reperfusion (I/R) of left kidney by clamping renal artery for 50 
mins then right nephrectomy after 7 days apart from 
(I/R)……..……………………………………… 

 
8.5 Detail the provisions for both pre-and postoperative care 

……………… Mouse will be put to sleep by isoflurane anesthetic chamber. The clinical 
sign including movement and respiration will be observed for the deep sleep. Then the 
left kidney was exposed via left costal margin approach. Left renal artery was then 
identified with temporary clamping with surgical clip for 50 minutes. After the clamp 
removal, the clinical signs will be observed at 2, 4 and 12 hours after operation. Then, the 
right nephrectomy was done via right costal margin approach at 1 week later after 7 days 
apart. Again, the skin will be sutured layer by layer and then the clinical signs will be 
observed at 2, 4 and 12 hours after nephrectomy. 
…..……………………………………………………… 
…………………………………..…………………………………………………………………….
.....………………………………..……………………………………………………………………
…...………………………………..…………………………………………………………………
………………………………..………………………………………………………………… 

8.6 Describe long-term care of any chronic survival procedures: 
………………… After right nephrectomy operation, the clinical sign will be observed and 
the moribund mice (from respiration pattern and sluggish movement to touch) will be 
sacrificed …………………………………………………………………………………………… 
…………………………………..…………………………………………………………………… 
…………………………………..…………………………………………………………………….
.....………………………………..……………………………………………………………………
…...……………………………………..……………………………………………………………
…… 
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8.7 Multiple survival surgery procedures: Please provide scientific justification 
…………… Only single operative procedure but the tail vein administration will be 
conducted thereafter  ……………………………………………………………………………… 
…………………………………..……………………………………………………………………
… 

8.8 Who will be responsible for post-surgical care and treatment? 
………………นพ. วิวฒัน์ จนัเจริญฐานะ  (Wiwat Chancharoenthana, MD.), The main 
investigator 
 
9. Blood or Body Fluid Withdrawal / Tissue Collection / Injections, Tail Clip, Gavaging: 
 X Injection 
  Anatomic Location………subcutaneous…………………………………….
  Needle size/Catheter and length………size No. 23…………………. 
  Volume Administered…………0.5 mL………………………………………. 
  Frequency (per day)………once post-operation time……………………… 
  Chemical/Drug………buprenorphrine…………………………………………     

X Gavaging   
  Needle size/Catheter and length………… size No.20……………………… 
  Volume Administered…………0.8 mL……………………………………… 
  Frequency………………daily for 4 months……………………………….. 
  Chemical/Drug ……cilostazol or placebo……………………………………   

X Blood Withdrawal:  
  Anatomic Location……… tail-vein bloodletting …………………………...
  Needle size/Catheter and length…… use capillary tube …………… 
  Volume Collected………50-100 µL ………………………………………. 
  Frequency ……… once at time zero and at time of euthanasia …………… 
 X Body Fluid Withdrawal: 

Anatomic Location…………urine………………………………………... 
 Needle size/Catheter and length… not use…(waiting for spontaneous  
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     voiding)… 
  Volume Collected…………50-100 µL …………………………………………. 
  Frequency ……… monthly for 4 months ……………………………………… 
 X Tissue Collection:  

  X Dead animal      ○Alive animal 
  Anatomic Location/organ(s)…aorta and vena cava, liver tissue, intestinal  
                                       tissue ……   

Needle size/Catheter and length……………………………………………… 
  Biopsy size……..……………………………………………………………. 
  Frequency ……… Once at time of euthanasia ……………………………… 

 ○Infusion: 
  Anatomic Location…………………………………………………………. 
  Needle size/Catheter and length……………………………………………. 
  Volume Administered………………………………………………………. 
  Frequency (per day)………………………………………………………… 
  Chemical/Drug………………………………………………………………     

 ○Others  
(please specify)…………………............................................................... 

………………………………………………………………………………………………………… 
 
10. Restraint with Mechanical Devices (in conscious animals): 

X No ○Yes, please answer the following questions: 
           Describe device, duration of restraint, frequency of observation, condition 

procedures, and steps to assure comfort and well-being. 
………………………………..……………………………………………………………………….
. 

If prolonged restraint is used, justification must be provided 
………………………………..……………………………………………………………………….
. 
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11. Projects Involving Food and Water Deprivation, or Dietary Manipulation: 

X No   ○Yes, please answer the following questions: 
   ○Individual animal’s weight is monitored every………..days. 
   ○Individual animal’s weight is not monitored. 
 

Item Amount 
Restricted/Added 

Duration Compound 
Supplemented 

Compound 
Deleted 

Frequency 

Food 
Restriction 

     

Fluid 
Restriction 

     

Nutrient 
Alterations 

     

 

12. Euthanasia / Disposition of animals: 
○No   X Yes 

 12.1 Disposal of animals after completion of activity: 
  X Euthanatized  

  ○Return to production / breeding unit / facility inventory 
  ○Transfer to another research project: 
    (please list Protocol No.and 
Investigator)……………………………... 

  ○Others, 
 Please describe……………………………………………………. 
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              12.2 Chemicals/Drugs used for euthanasia 
Common name Dose Route of 

administration 
Other (please 

describe) 
Isoflurane and 
cervical bone 
disconnection 

overdose inhalation  

    
    

  

             12.3 Physicals, please 
specify…………………………………………………………… 
 
13. Experimental endpoint: (State the projected study endpoint for the animals. Indicate 
whether recovery, euthanasia, or death is expected; and the specific plan for determining 
when the animal experimentation phase will be stopped). 
 Early Endpoint is used (the animals are humanely euthanized prior to the 

expected terminate study day): ○No  X Yes, please describe the early 
endpoint criteria: 

1. The gasping respiratory pattern 
2. sluggish or none response to touch  
3. upside down posture 
4. dehiscent operative wound or other painful looking wound 

………………………..………………………………………………………….……………………
………………………..………………………………………………………….………………… 
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14. Biohazard / Safety: 
 ○Infectious agent is (are) used: specify………………………………………………. 
  □Animal bio-safety level (ABSL)…………… 

○Biohazardous chemical or carcinogen or radioactive material is (are) used: 
Specify……………….....................................................................................
..............………..............................................................................................
...... 

 X None 
 Explain any safety precautions or programs designed to protect personnel from 
biohazards and any surveillance procedures in place to monitor potential exposures 
………………………………..……………………………………………………………………….
.………….......................................................................................………..............................
.........................................................………............................................................................
...........……….......................................................................................………........................
...............................................................………......................................................................
.................……….......................................................................................………..................
.....................................................................………................................................................
................... 

Explain how the waste is decontaminated and disposed 
………………………………..……………………………………………………………………….
.………….......................................................................................………..............................
.........................................................………............................................................................
...........……….......................................................................................………........................
...............................................................………......................................................................
.................……….......................................................................................………..................
.....................................................................………................................................................
.......................……….......................................................................................………............
..........................................………...........................................................................................
......................... 
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 List primary safety equipment and personnel protective equipment requirements 
………………………………..……………………………………………………………………….
.………….......................................................................................………..............................
.........................................................………............................................................................
...........……….......................................................................................………........................
...............................................................………......................................................................
.................……….......................................................................................………..................
.....................................................................………................................................................
.......................……….......................................................................................………............
....................................................................……….................................................................
...................... 
 List procedures if accident, injury or illness occurs 
………………………………..……………………………………………………………………….
.……….......................................................................................………..................................
.....................................................………................................................................................
.......……….......................................................................................………............................
...........................................................………..........................................................................
.............……….......................................................................................………......................
.................................................................………....................................................................
................... List specific treatment provision for accidental exposure 
………………………………..……………………………………………………………………….
.………….......................................................................................………..............................
.........................................................………............................................................................
...........……….......................................................................................………........................
...............................................................………......................................................................
.................……….......................................................................................………..................
.....................................................................………................................................................
................... 
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List relevant occupational medical health provision 
………………………………..……………………………………………………………………….
.…………….......................................................................................………...........................
............................................................……….........................................................................
..............……….......................................................................................……….....................
..................................................................………...................................................................
....................……….......................................................................................………...............
........................................................................……………………..……………………………
…………… 
            
      Signature………………………………………… 
        (Principal Investigator) 
      Date………December 20, 2013……………… 
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ภาคผนวก ค 
แบบเก็บข้อมูล (Case Record Form) 

STUDY: Effects of Cilostazol Administration on Intimal Hyperplasia in Early Stage of 
Post-Ischemic/Reperfusion Chronic Kidney Disease Mice Model 

 
Animal study No. ___________ Study group code:    A       B 
 
Parameter(s) Baseline Post right 

nephrectomy 
Random Wk 

3 
Wk 
4 

Wk 
8 

Wk 
12 

Wk 
16 

Wk 
20 

Body weight (g) 
 
 
 

         

 Serum urea 
(mg/dl) 
 
 

         

Serum 
creatinine 
(mg/dl) 
 
 

         

Urine albumin 
creatinine ratio 
(mcg/mg) 
 
 

         

Note: 
 
 
 

         

ค ายอ่: Ischemic-reperfusion, I/R;  albumin creatinine ratio,  ACR  
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