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โรคนิ่วไตเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่พบได้ทั่วโลก และพบว่าสมาชิกในครอบครัวผู้ป่วยโรคนิ่วไตจะมี
ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคสูงกว่าประชากรปกติมาก การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าบุตรของผู้ป่วยมีภาวะสารก่อนิ่วใน
ปัสสาวะ ได้แก่ แคลเซียมสูง (hypercalciuria) สารยับยั้งการเกิดนิ่วในปัสสาวะ ได้แก่ ซิเทรตตํ่า (hypocitraturia) 
และมีโปรตีนรั่วออกมาในปัสสาวะสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ ซึ่งความผิดปกติทั้งสามชนิดนี้สามารถพบได้
ในผู้ป่วยเช่นกัน การวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ท่ีจะวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรค
นิ่วไตที่ยังไม่เป็นโรคนิ่วเมื่อเทียบกับคนปกติ และหาโปรตีนที่อาจใช้เป็นตัวบ่งช้ีความเสี่ยงของการเกิดนิ่วได้ โดยใช้
ตัวอย่างจากปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วย 30 คน และกลุ่มบุตรคนปกติ (กลุ่มควบคุม) 30 คน ผ่านกระบวนการ 1D-
SDS-PAGE และวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของโปรตีนด้วยวิธีการทางโปรติโอมิกส์โดยใช้ nanoLC-MS/MS ผลการ
วิเคราะห์พบว่าพบโปรตีนในปัสสาวะจํานวนท้ังหมด 349 ชนดิ ในตัวอย่างปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตร
คนปกติ โดยพบโปรตีน 18 ชนิด ที่พบสูงขึ้นในกลุ่มบุตรผู้ป่วยเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  
สามารถแบ่งกลุ่มของโปรตีนออกเป็น 2 กลุ่มตามแหล่งกําเนิด คือ กลุ่มที่หลั่งจากเซลล์อื่นเข้าสู่กระแสเลือด 
17 โปรตีน และโปรตีนที่สามารถหลั่งเข้าสู่กระแสเลือดรวมถึงหลั่งจากเซลล์ของไตเองเข้าสู่ปัสสาวะโดยตรงอีก  1 
ชนิด จากนั้นผู้วิจัยเลือกใช้โปรตีนอัลบูมินซึ่งเป็นหนึ่งในโปรตีน 18 ชนิดที่ตรวจพบเพิ่มขึ้นในปัสสาวะของกลุ่มบุตร
ผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อเปรยีบเทียบกับบุตรคนปกติเป็นโปรตีนตัวอย่าง เมื่อวัดระดับของโปรตีนอัลบูมินในบุตรผู้ป่วยโรค
นิ่วไตพบว่าสูงกว่าบุตรกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (5.92±10.48 มิลลิกรัมต่อวัน และ 0.41±0.78 
มิลลิกรัมต่อวัน ตามลําดับ p-value=0.006*) และเมื่อศึกษาความสัมพันธ์ของระดับของโปรตีนอัลบูมินที่ตรวจพบ
ในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตและกลุ่มคนปกติที่มีอายุและเพศสอดคล้องกัน พบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับของ
โปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะสูงกว่าคนปกติอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (16.85 ±33.41 มิลลิกรัมต่อวัน และ 0.26±0.71 
มิลลิกรัมต่อวัน ตามลําดับ p –value < 0.001) เช่นกัน นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ศึกษาเพิ่มเติมถึงการเกิดภาวะ 
supersaturation โดยอาศัย Ogawa’s index ต่อระดับของโปรตีนอัลบูมินพบว่าไม่พบความสัมพันธ์กับระดับอัลบู
มินในปัสสาวะในทุกกลุ่ม 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5674089030 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 
KEYWORDS: RENAL STONES / UROLITHIASIS / PROTEINURIA / ALBUMINURIA / PROTEOMICS 

SUPAWADEE MINGMONGKOL: PROTEINURIA IN UROLITHIASIS PATIENTS AND THEIR 
DESCENDANTS. ADVISOR: THASINAS DISSAYABUTR, M.D., Ph.D., CO-ADVISOR: PROF. 
PIYARATANA TOSUKHOWONG, TRAIRAK PISITKUN, M.D., Ph.D.{, 69 pp. 

Kidney stone disease or urolithiasis is a common urologic disease in elderly worldwide. 
It is well-recognized that familial members of urolithiasis patients have higher risk for stone 
development than normal population. Our previous study showed that the urolithiasis 
descendants had higher urinary lithogenic (calcium), lower anti-lithogenic (citrate) and elevated 
proteinuria level than normal population. These abnormalities were also observed in urolithiasis 
patients. The present study aimed to analyze the type of urinary proteins which were increased 
in urolithiasis descendants and identify a biomarker protein for the risk of stone development in 
urolithiasis family. Urine samples from 30 urolithiasis descendants (G1) and 30 descendant 
controls (G2) were used. The samples were separated by one-dimensional polyacrylamide gel 
electrophoresis (1D-PAGE) and the protiens were identified by nanoscale liquid chromatography 
coupled to tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS). Total 349 proteins were identified in the 
urine of urolithiasis and control descendants. Among these, 18 proteins were significantly higher 
(all 3-pair comparison between) urolithiasis than control descendants, including 17 proteins 
plasma-derived and only one protein that is plasma-derived and kidney-derived.  We used the 
urinary albumin as a candidate protein for the increased risk of stone formation in urolithiasis 
family. G1 had higher albumin levels than G2 (5.92±10.48 mg/day and 0.41±0.78 mg/day 
respectively, p-value=0.006*). The levels of the urinary albumin in urolithiasis patients was also 
higher than normal (16.85 ±33.41 mg/day and 0.26±0.71 mg/day respectively, p –value < 0.001). 
However, we could not identified the correlation between supersaturation levels, indicated by 
Ogawa’s index, and the urinary albumin excretion in all groups. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1. ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย (background and rationale) 

 โรคนิ่วไต (Kidney stone disease หรือ urolithiasis) เป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญที่

พบได้บ่อย และมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นทั้งในประเทศไทยและทั่วโลก ในประเทศไทยโรคนิ่วพบได้ทั่วไป

แต่พบความชุกของโรคสูงสุดในประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ โดยมีรายงาน

ความชุกตั้งแต่ 0.3-16.9 % (1) นอกจากนี้โรคนิ่วไตหลังได้รับการผ่าตัดเอานิ่วออกแล้วมีอุบัติการณ์

การเกิดเป็นนิ่วซ้ําสูง เนื่องจากผู้ป่วยเหล่านี้ยังไม่ได้รับการแก้ไขความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่

สัมพันธ์กับการเกิดนิ่ว 

 นิ่วไตเป็นโรคที่เกิดจากหลายสาเหตุ (multifactorial etiology) โดยมีปัจจัยเสี่ยงต่างๆ ของ

การเกิดนิ่วแบ่งได้เป็น (1) ปัจจัยภายใน (Intrinsic factors) เช่น ความผิดปกติทางพันธุกรรมตั้งแต่

กําเนิด ระบบทางเดินปัสสาวะที่ผิดปกติ การมีประวัติครอบครัวเป็นโรคนิ่ว โรคที่เพ่ิมการขับสารสาร

ก่อนิ่วออกมาทางปัสสาวะ (2) ปัจจัยภายนอก (Extrinsic factors) เช่น การติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ ยา ความผิดปกติทางเมแทบอลิกในปัสสาวะ (urinary metabolic abnormalities) สุขนิสัย

การบริโภคอาหาร รวมทั้งปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม เช่น สภาพภูมิอากาศ การประกอบอาชีพ และ ( 3) 

ไม่ทราบสาเหตุ (Idiopathic cause)  การมีสมาชิกในครอบครัวป่วยด้วยโรคนิ่วถือเป็นปัจจัยเสี่ยงของ

การเกิดนิ่วที่สําคัญประการหนึ่ง รายงานการศึกษาหลายฉบับสนับสนุนว่าบุคคลที่มีความสัมพันธ์ทาง

สายเลือดกับผู้ป่วยโรคนิ่วจะมีโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วสูงกว่าประชากรปกติ เช่นเดียวกับคนที่

อาศัยในครัวเรือนเดียวกันกับผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีโอกาสเป็นโรคนิ่วมากกว่าคนปกติด้วย (2, 3) การศึกษา

ของอาจารย์สุชาย ศรีทิพยวรรณ  และคณะ (รพ.ศิริราช) ศึกษาอุบัติการณ์การเกิดนิ่วโดยอาศัย

แผนภูมิต้นไม้ครอบครัว (family tree) ในประชากรจังหวัดขอนแก่นและพบว่าสมาชิกในครอบครัว

ของผู้ป่วยโรคนิ่วทางเดินปัสสาวะมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมากกว่าประชากรปกติถึง 3.18 เท่า(4) 

อาจารย์พจน์ ศรีบุญลือ และคณะ(5) พบว่าผู้ป่วยโรคนิ่ว 2 ใน 3 มีประวัติคนในครอบครัวป่วยด้วยโรค
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นิ่วเช่นกัน เป็นหลักฐานทางกายภาพให้เชื่อได้ว่าปัจจัยทางพันธุกรรมน่าจะมีผลต่อการเกิดนิ่ว แม้จะ

ยังไม่มีรายงานการศึกษาใดที่พบยีนใดยีนหนึ่งที่สัมพันธ์ต่อการเกิดนิ่วอย่างชัดเจน 

 การศึกษาของทีมวิจัย ศ.ปิยะรัตน์ โตสุโขวงศ์ และ ดร.นพ.ฐสิณัส ดิษยบุตร นําโดยนายจักร

พันธ์ รัตนพันธุ์ ได้เปรียบเทียบปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วไตระหว่างบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต บุตร

ของคนปกติ และบิดามารดา พบว่าบุตรของผู้ป่วยมีปัจจัยเสี่ยงในปัสสาวะที่สัมพันธ์กับการเกิดนิ่ว

คล้ายกับผู้ป่วยโรคนิ่วไต คือ มีภาวะแคลเซียมสูง (hypercalciuria) ภาวะซิเทรตตํ่า (hypocitraturia) 

และมีไกลโคสอะมิโนกลัยแคน (GAG) ในระดับที่ต่ํา และยังพบว่าทั้งผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรของ

ผู้ป่วยมีระดับของโปรตีนที่รั่วออกมาในปัสสาวะในระดับที่สูงกว่าบุตรกลุ่มควบคุม (บุตรคนปกติที่มี

อายุและเพศไม่แตกต่างกัน) อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (รายงานยังไม่ได้เผยแพร่) 

 จากผลการศึกษาข้างต้นทําให้เกิดคําถามขึ้นว่า เพราะเหตุใดบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วที่ยังไม่เกิด

โรค กลับมีโปรตีนรั่วทางปัสสาวะมากกว่าคนปกติ และโปรตีนที่รั่วออกมานี้เป็นโปรตีนชนิดใด มี

ความสัมพันธ์กับความผิดปกติหรือปัจจัยเสี่ยงที่ก่อให้เกิดโรคนิ่วหรือไม่ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วย และหาความสัมพันธ์ของโปรตีน

ที่ผิดปกตินี้กับการเกิดโรคนิ่ว ผู้วิจัยเชื่อว่าความรู้นี้จะเป็นประโยชน์ในการศึกษาสาเหตุของความ

ผิดปกติที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมซึ่งเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วในสมาชิกครอบครัวของผู้ป่วย 

และสามารถพัฒนาแนวทางการป้องกันการเกิดนิ่วในกลุ่มเสี่ยงเหล่านี้ได้ 

1.2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Research objectives) 

 1. เพ่ือวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่ตรวจพบเพ่ิมขึ้นในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต

เปรียบเทียบกับคนปกติ 

 2. เพ่ือหาปริมาณตัวอย่างโปรตีนที่เพ่ิมขึ้นในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและในผู้ป่วย

โรคนิ่วเปรียบเทียบกับคนปกติ 

1.3. ข้อตกลงเบื้องต้น (Assumptions) 

 1. เครื่องมือที่ใช้ในการทดสอบเป็นเครื่องมือที่ผ่านการทดสอบความเที่ยงตรงและความ

แม่นยําตามมาตรฐานของการทดสอบเครื่องมือนั้นๆ 

 2. ตัวอย่างสารชีวภาพ ได้แก่ ตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง ได้จากผู้เข้าร่วมโครงการศึกษา 

เรื่อง “ภาวะเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วทางเดินปัสสาวะและปัจจัยยับยั้งนิ่วในผู้ป่วยภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
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และบุคคลในครอบครัว” โดยมี อ.ดร.นพ.ฐสิณัส ดิษยบุตรเป็นหัวหน้าโครงการ โดยไม่มีการเก็บ

ตัวอย่างสารชีวภาพใดๆ เพ่ิมเติมจากผู้เข้าร่วมโครงการ 

1.4. ข้อจ ากัดของงานวิจัย (Limitations)  

 เนื่องจากสมมุติฐานเรื่องความสัมพันธ์ของโปรตีนที่รั่วออกมาในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรค

นิ่วไตเป็นแนวคิดใหม่ ซึ่งไม่เคยมีผู้ใดศึกษาค้นคว้ามาก่อน จึงมีความเป็นไปได้ที่ผลการทดลองจะไม่

เป็นไปตามที่ผู้วิจัยคาดหวังไว้ นอกจากนี้ ผู้วิจัยคาดว่าโปรตีนที่ตรวจพบเพ่ิมขึ้นในปัสสาวะของบุตร

ผู้ป่วยมีหลายชนิด ซึ่งผู้วิจัยไม่สามารถทําการวิเคราะห์โปรตีนทั้งหมดได้ในระยะเวลาจํากัด รวมถึงการ

เพ่ิมข้ึนของโปรตีนบางชนิดอาจไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคนิ่ว หรือไม่สามารถอธิบายได้ 

1.5. ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย (Key words) 

 1.5.1. Renal stones คือ นิ่วในทางเดินปัสสาวะ เป็นนิ่วที่เกิดในไต ท่อไต กระเพาะ

ปัสสาวะและท่อปัสสาวะ 

 1.5.2. Kidney stone disease หรือ Urolithiasis คือโรคนิ่วไต ซึ่งมีก้อนนิ่วอยู่บริเวณ

ตําแหน่งที่กรวยไต (renal pelvis) และสูงกว่ากรวยไตขึ้นไป 

 1.5.3. Proteinuria ภาวะเมื่อโปรตีนรั่วในปัสสาวะมากกว่า 150 มิลลิกรัมต่อวัน  

 1.5.4. Albuminuria ภาวะที่มีโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่า 150 มิลลิกรัมต่อวัน และโปรตีนที่

รั่วออกมาส่วนใหญ่เป็นอัลบูมิน 

 1.5.5. Proteomic การศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีนในตัวอย่างทางซีวภาพที่

ซับซ้อน ซึ่งจะช่วยให้มีความเข้าใจในธรรมชาติความซับซ้อนของสิ่งมีชีวิตมากยิ่งข้ึน 
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1.6. ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอย่างปัสสาวะ 24 ช่ัวโมง 

(แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ บุตรผู้ป่วย และคนปกตจิํานวนกลุม่ละ 30 คน) 

สกัดโปรตีนจาก whole urine  โดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วย 75% ethanol 

วิเคราะห์ชนดิของโปรตีนที่เพิม่ขึ้นในปัสสาวะของ 

บุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตเทียบกับบุตรคนปกติด้วยวิธีการทางโปรตโีอมิกส ์

ใช้ 1-Dimensional SDS-PAGE  

ในการแยกหน่วยย่อยของโปรตีน 

ระบุชนิดและปรมิาณของโปรตีนดว้ย 

เทคนิค Nano-liquid chromatography 

tandem mass spectrometry 

คัดเลือกโปรตีนที่น่าสนใจเพื่อใช้เป็นตัวบ่งช้ีเพื่อบอกความเสี่ยงของการเกิดโรคนิ่วใน 

บุตรของผู้ป่วยและตรวจวัดปริมาณของโปรตีนทีส่นใจในบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วเปรียบเทียบกับคนปกติ 

วิเคราะหค์วามสัมพันธ์และความสาํคัญของโปรตีนที่

พบในปัสสาวะด้วยกระบวนการ Bioinformatics 

 

ตรวจวัดปริมาณของโปรตีนทีส่นใจในผู้ป่วยโรคนิ่วเปรยีบเทียบกับคนปกติ  

เพื่อวิเคราะหค์วามสามารถในการเป็นตัวบ่งช้ีความเสีย่งในการเกิดนิว่ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1. โรคนิ่วไต (Kidney stone disease) 

 โรคนิ่วไตเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่พบได้ทั่วโลกโดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ใหญ่ ผู้สูงอายุ และ

เด็กทารกที่มีความผิดปกติแต่กําเนิด ความชุกของโรคนิ่วไตทั่วโลกอยู่ที่ประมาณร้อยละ 6-17 และมี

แนวโน้มสูงขึ้นเรื่อยๆ จากหลายปัจจัย การศึกษาของ Yanagawa (1997) พบว่าประชากรภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของไทยมีความชุกของโรคนิ่วไตสูงถึงร้อยละ 10-17(1) อาการของโรคนิ่ว

ประกอบด้วยการเจ็บปวดที่บริเวณสีข้าง ปัสสาวะเป็นเลือด การติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะและเป็น

สาเหตุของการเกิดโรคไตวายเรื้อรังตามมา อีกทั้งโรคนิ่วไตมีอัตราการเกิดซํ้าได้สูงภายหลังการรักษา

ด้วยการผ่าตัด ทําให้เป็นภาระของผู้ป่วยครอบครัวและประเทศชาติในการ ให้การดูแลรักษา        

ระยะยาว(6) 

 ปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกของการเกิดนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะเป็นภาวะความไม่สมดุล

ระหว่างสารก่อนิ่วสูง หรือ สารยับยั้งนิ่วตํ่าในปัสสาวะ ร่วมกับการมีปัจจัยส่งเสริมการเกิดนิ่วอ่ืน ๆ 

เช่น ปริมาณปัสสาวะน้อยทําให้ความเข้มข้นของสารก่อนิ่วในปัสสาวะ อันได้แก่ แคลเซียม ออกซาเลต 

ฟอสเฟต กรดยูริก เป็นต้น เพ่ิมสูงขึ้นจนถึงระดับอ่ิมตัวยิ่งยวด (supersaturation) ซึ่งในภาวะอ่ิมตัว

ยิ่งยวดนี้ ตัวถูกละลายจะสามารถรวมตัวกันเป็นสารเชิงซ้อนได้ทันที หากสารก่อนิ่ว อาทิเช่น 

แคลเซียมจับกับออกซาเลตจะกลายเป็นสารเชิงซ้อนที่มีความสามารถละลายน้ําต่ํา จึงเกิดเป็นผลึกที่

ไม่ละลายน้ําหากผลึกเหล่านี้มีในปัสสาวะมากจะรวมตัวกันจนกลายเป็นก้อนนิ่วแคลเซียมออกซาเลต

ในที่สุด(7) 

2.2. ชนิดของนิ่วไต (Type of stones)  

 ก้อนนิ่วมีองค์ประกอบ 2 ส่วน คือ ส่วนที่เป็นแร่ธาตุ (mineral composition) ประมาณ 

95% และส่วนที่เป็นสารอินทรีย์ (organic matrix) ประมาณ 2.5-5% สารอินทรีย์ที่พบในปัสสาวะ

เหล่านี้เป็นสารโมเลกุลใหญ่ได้แก่ กลุ่มโปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรต เป็นต้น(8, 9) 
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 นิ่วไตสามารถจําแนกตามสารเคมีหรือแร่ธาตุที่เป็นองค์ประกอบของผลึกในก้อนนิ่วได้เป็น 2 

ประเภทใหญ่ ๆ คือ นิ่วที่มีแคลเซียมเป็นองค์ประกอบ (calcium stones) ซึ่งเป็นนิ่วที่พบมากที่สุด

ประมาณร้อยละ 70 – 80 ได้แก่ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (calcium oxalate, CaOx) นิ่วแคลเซียม

ฟอสเฟต (calcium phosphate, CaP) นิ่วเนื้อผสมของแคลเซียมออกซาเลตกับฟอสเฟต หรือ 

แคลเซียมออกซาเลตกับกรดยูริก  จากรายงานการวิจัยพบว่าชนิดของนิ่วที่พบมากที่สุดทั่วโลกรวมทั้ง

ประเทศไทย คือ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (10, 11) นิ่วประเภทที่ 2 คือ นิ่วที่ไม่มีแคลเซียมเป็น

ส่วนประกอบ (non-calcium stones) พบประมาณร้อยละ 15-20 ได้แก่ นิ่วกรดยูริก (uric acid 

stone) นิ่วจากการติดเชื้อแบคทีเรียหรือนิ่วสตรูไวท์ (infection stone หรือ struvite) และนิ่วซีสตีน 

(cystine stone) (12) (ภาพที่ 1) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 แสดงชนิดต่าง ๆ ของนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะ 
(ที่มา: http://www.bmbmd.research.chula.ac.th/knrenal.htm) 

2.3. สารก่อนิ่ว (Stone promoters)  

 สารก่อนิ่วที่มีอยู่ในปัสสาวะตามปกติ ได้แก่ สารที่มีประจุบวก คือ แคลเซียม และ สารที่มี

ประจุลบ คือ ออกซาเลต ฟอสเฟต ยูเรต เป็นต้น ในภาวะที่สารเหล่านี้มีความเข้มข้นสูงในปัสสาวะทํา

ให้เกิดความเข้มข้นในปัสสาวะสูงจนถึงจุดที่มีความอ่ิมตัวยวดยิ่ง ( supersaturation) ร่วมกับมี

สภาพแวดล้อมที่เอ้ืออํานวย สารเหล่านี้สามารถรวมตัวกันจนกลายเป็นก้อนผลึกแข็งที่ละลายน้ําได้

ยาก และเกาะกลุ่มรวมกันกลายเป็นก้อนผลึกที่มีขนาดใหญ่ขึ้นจนกลายเป็นนิ่วอุดตันที่บริเวณต่าง ๆ 

ของทางเดินปัสสาวะ(13) ดังนั้นองค์ประกอบที่พบส่วนใหญ่ในก้อนนิ่วจึงเป็นผลึกแร่ธาตุ เช่น แคลเซียม

ออกซาเลต แคลเซียมฟอสเฟต ยูเรต เป็นต้น 

http://www.bmbmd.research.chula.ac.th/knrenal.htm
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2.4. สารยับยั้งนิ่ว (Stone inhibitors) 

   สารยับยั้งนิ่วเป็นสารที่ป้องกันการก่อผลึกในปัสสาวะ สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได้ 2 

กลุ่ม คือ กลุ่มที่เป็นแร่ธาตุ และสารโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น แมกนีเซียม (magnesium) โพแทสเซียม 

(potassium)    ไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate) และ ซิเตรท (citrate) เป็นต้น ส่วนอีกกลุ่มเป็น

สารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น ไกลโคสะมิโนกลัยแคน (Glycosaminoglycans) หรือ GAGs โปรตีน 

Nephrocalcin(14) และ Uropontin(15) สารเหล่านี้สามารถยับยั้งการเกิดนิ่วในทุกขั้นตอนของ

กระบวนการเกิดนิ่ว ตั้งแต่การลดระดับความอ่ิมตัวยวดยิ่งของสารก่อนิ่ว ยับยั้งการเกิดผลึกนิวเคลียส 

ยับยั้งการโตของผลึก ยับยั้งการรวมกลุ่มกันของผลึก ตลอดจนไปยับยั้งการจับของผลึกกับเซลล์บุผิว

ท่อไต ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดและธรรมชาติของสารยับยั้งนั้น ๆ ด้วย เป็นต้น นอกจากนี้บางการศึกษายัง

พบว่าสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่บางชนิดสามารถเป็นได้ทั้งสารยับยั้งนิ่วและสารส่งเสริมการเกิดนิ่วได้

ในสภาวะที่แตกต่างกันในระบบทางเดินปัสสาวะในขณะนั้น อาทิเช่น ไกลโคโปรตีน ชนิด Tamm-

Horsfall protein (THP) (16) เป็นต้น  

2.5. ภาวะปัสสาวะมีความอ่ิมตัวยิ่งยวด (Supersaturations) 

 คือภาวะความอ่ิมตัวยิ่งยวดในปัสสาวะเกิดเนื่องจากมีความเข้มข้นของตัวถูกละลายสูงกว่า

ความสามารถในการละลายที่ตัวทําละลาย (น้ําปัสสาวะ) จะรับได้ อิออนต่างๆ ในปัสสาวะจึงรวมกัน

กลายเป็นสารเชิงซ้อนได้ในทันที หากในภาวะที่ปัสสาวะมีความอ่ิมตัวยิ่งยวด และมีสารก่อนิ่วใน

ปัสสาวะ เช่น แคลเซียมและออกซาเลตปริมาณมาก โมเลกุลของทั้งสองชนิดสามารถรวมตัวและจับ

กันเป็นผลึกท่ีละลายน้ําได้ยาก และตกตะกอนได้ทันทีและถูกสะสมอย่างต่อเนื่องจนกลายเป็นก้อนนิ่ว

แคลเซียมออกซาเลตที่มีขนาดใหญ่ (ภาพที่ 2) โดยภาวะอ่ิมตัวยิ่งยวดในปัสสาวะสามารถคํานวณได้

จากความเข้มข้นของสารก่อนิ่วและสารยับยั้งนิ่วในปัสสาวะ เพ่ือนํามาคิดโดยใช้สมการที่สลับซับซ้อน 

หรืออาศัยโปรแกรม EQUIL2 โดยค่าที่น้อยกว่า 1 จะเป็นตะกอนที่สามารถละลายน้ําได้ ส่วนค่าที่

มากกว่า 1 จะเป็นตะกอนที่สามารถรวมกลุ่มกันและโตขึ้นเป็นก้อนนิ่วได้ อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์

โดยใช้โปรแกรม EQUIL2 ต้องอาศัยค่าของอิออนในปัสสาวะหลายตัว และสารบางตัวมีความไม่

สะดวกในการวัด อาทิเช่น แอมโมเนีย จึงมีผู้พัฒนาสูตรคํานวณอ่ืนที่ใช้ได้สะดวกกว่าและมีความ

น่าเชื่อถือ อาทิ เช่น  Ogawa index (17) 
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 Ogawa index คือ สูตรการคํานวณอิเล็กโทรไลต์ที่ส่งผลต่อกระบวนการเกิดผลึกนิ่ว

แคลเซียมออกซาเลต ได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม ออกซาเลต และซิ เทรตเพ่ือหาภาวะ 

supersaturation 

Ogawa index สามารถคํานวณได้จากสูตรดังต่อไปนี้  

AP(CaOx)EQ2 = 6.838x10-5 . [Ca]0.78[Mg]-0.30[Ox]0.91[Cit]-0.17 

*เมื่อความเข้มข้นของ Ca, Mg, Ox, Cit อยู่ในหน่วย mmol/L  

 

 
ภาพที่ 2 การเกิดภาวะ supersaturation 

(ที่มา: http://www.hdcn.com/symp/02asn/asp2/asp2.htm) 

2.6. ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคนิ่ว (Lithogenic risk factors)  

 1. พันธุกรรม ผู้ป่วยที่มีพ่อแม่เป็นโรคนิ่วไตมีโอกาสที่จะเป็นโรคนิ่วไตได้เช่นกัน คณะ

แพทยศาสตร์ ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล รายงานว่าโรคนิ่วในไตมีความเกี่ยวพันธ์กับ

พันธุกรรมและมีความเป็นไปได้ที่จะถ่ายทอดให้บุตรหลานได้เหมือนกับโรคทางพันธุกรรมอ่ืน ๆ  โดย

จากการลงพ้ืนที่ภาคอีสานเพ่ือทําวิจัยเกี่ยวกับโรคทางพันธุกรรมร่วมกับกลุ่มวิจัยจากสมาคมพันธุ

ศาสตร์แห่งประเทศไทย ตั้งแต่ปี 2547 จนถึงปัจจุบัน พบว่าโรคนิ่วในไตเป็นโรคอันดับต้น ๆ ที่คร่า

ชีวิตชาวอีสานในอัตราสูงถึง 1,000 รายต่อปี ผลจากการเก็บตัวอย่างเลือดและซักประวัติผู้ป่วย 1,000 

ราย ในพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่น ชี้ให้เห็นชัดเจนว่าโรคนิ่วในไตมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรม และหาก

http://www.hdcn.com/symp/02asn/asp2/asp2.htm
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=ศิริราช
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=นิ่วในไต
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=พันธุกรรม
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=พันธุกรรม
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=นิ่วในไต
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=นิ่วในไต
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=พันธุกรรม
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เป็นลูกหลานในครอบครัวเดียวกันจะมีโอกาสเป็นโรคนี้ได้มากกว่าครอบครัวที่ไม่มีประวัติโรคนี้มาก่อน

ประมาณ 3.18 เท่า(4) 

 2. อายุและเพศ พบว่าในเพศชายมีโอกาสเป็นโรคนิ่วไตมากกว่าเพศหญิงประมาณ 2-3 เท่า 

และพบมากในผู้ใหญ่มากกว่าในเด็ก(18) ความเสี่ยงของการเกิดนิ่วในตลอดช่วงอายุของผู้ใหญ่สําหรับ

อายุเฉลี่ยที่พบโรคนิ่วไตอยู่ในช่วง 30-60 ปี โดยอายุเฉลี่ยของเพศชายที่พบนิ่วมากที่สุดประมาณ 35 

ปี และเพศหญิงม ี2 ช่วง คือ ที่อายุ 30 ปีและ 55 ปี ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากผลของฮอร์โมนเอสโตรเจน

ในเพศหญิงที่เพ่ิมการขับซิเทรตออกมาในปัสสาวะ(19) ส่วนฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนในเพศชายเพ่ิมการ

สร้างออกซาเลตในตับทําให้ขับออกมาในปัสสาวะเพ่ิมขึ้นส่งผลให้พบเพศชายมีออกซาเลตในปัสสาวะ

สูงกว่าในเพศหญิง นอกจากนี้ยังพบว่าอุบัติการณ์ของการเกิดนิ่วในเด็กต่ํากว่าผู้ใหญ่ ซึ่งอาจ

เนื่องมาจากเด็กมีปริมาณสารยับยั้งการเกิดนิ่ว เช่น ซิเทรต หรือแมกนีเซียมในปัสสาวะสูงกว่า และมี

การขับแคลเซียมในปัสสาวะต่ํากว่าในผู้ใหญ่(20) 

 3. ภาวะไม่สมดุลของระหว่างสารก่อนิ่วและสารยับยั้งนิ่วในปัสสาวะทําให้เกิดภาวะผิดปกติ

ทางเมแทบอลิก แบ่งเป็น 2 กรณี คือ ภาวะความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่มีสารก่อนิ่วในปัสสาวะมาก

เกินไป เช่น ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูง (hypercalciuria) ภาวะออกซาเลตสูงในปัสสาวะ 

(hyperoxaluria) และ ภาวะกรดยูริกสูงในปัสสาวะ (hyperuricosuria) เป็นต้น(21) และ มีสารยับยั้ง

นิ่วในปัสสาวะน้อยเกินไป เช่น ภาวะซิเทรตต่ําในปัสสาวะ (hypocitraturia) ภาวะแมกนีเซียมต่ําใน

ปัสสาวะ (hypomagnesiuria) และ ภาวะโพแทสเซียมต่ําในปัสสาวะ (hypokaliuria) เป็นต้น ความ

ผิดปกติของสมดุลของสารเหล่านี้ในปัสสาวะ เป็นปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกที่สําคัญของการเกิดโรค

นิ่วไต (lithogenic metabolic risk factors) ซึ่งทําให้ปัสสาวะมีความอ่ิมตัวของสารก่อนิ่วสูงและ

เหนี่ยวนําให้เกิดผลึกคริสตัลจนกลายเป็นก้อนนิ่วได้ในที่สุด(22) 

 4. ปัสสาวะมีความเข้มข้นสูงขึ้นเกิดเนื่องจากมีสารต่าง ๆ ถูกขับออกมาในปัสสาวะมากกว่า

ปกติหรือเกิดจากผู้ป่วยดื่มน้ําน้อยหรือสูญเสียน้ําออกจากร่างกายทางด้านอ่ืนมากกว่าปกติ โอกาสที่

สารละลายในปัสสาวะจะตกผลึกจึงมีมากขึ้น และอาจเกี่ยวข้องกับเกลือแร่ที่ละลายอยู่ในน้ําที่ใช้ดื่ม

การออกกําลังกายอย่างหนักหรือการทํางานกลางแดด ทําให้มีการสูญเสียน้ําและเกลือแร่ไปกับเหงื่อ  

 5. ความเป็นกรด-ด่างของปัสสาวะ จากการศึกษาของ W.G. Robertson, UK มีหลักฐาน

ยืนยันชัดเจนว่าคนปกติและผู้ป่วยโรคนิ่วมีความเป็นกรด-ด่างของปัสสาวะที่แตกต่างกัน โดยทั่วไป

ความเป็นกรดด่างในปัสสาวะ มีการเปลี่ยนแปลงในระหว่างวันจึงมีโอกาสเกิดผลึกได้ทั้งผลึกกรดยูริก 
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และผลึกแคลเซียมแต่ผลึกเหล่านี้จะละลายเมื่อ pH เปลี่ยนไปหลังจากนั้นจึงมี การขับออกมากับ

ปัสสาวะซึ่งความเป็นกรด-ด่างไม่สูงพอที่จะละลายผลึกได้จึงเกิดผลึกสะสมมากขึ้นและรวมตัวกัน

ทําลายเซลล์บุท่อทางเดินปัสสาวะเกิดการเกาะติดและคงค้างในท่อทางเดินปัสสาวะที่ pH < 5.5 

ปัสสาวะที่มีฤทธิ์เป็นกรด อาจเกิดตะกอนของกรดยูริกและที่ pH >7 ปัสสาวะที่มีฤทธิ์เป็นด่าง อาจ

เกิดการตกตะกอนของผลึกแคลเซียมออกซาเลต แคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนต ซึ่งคน

ปกติในช่วง 06.00 น. ปัสสาวะจะมีความเป็นกรดสูงสุด (ประมาณ pH 5.2) และในช่วง 18.00 น. จะ

มีค่าเป็นกลาง pH 7.0  จึงมีโอกาสเกิดผลึกได้ทั้งผลึกกรดยูริกและผลึกแคลเซียมซึ่งการรวมตัวกันของ

ผลึกทําให้เกิดเป็นก้อนนิ่วในที่สุด   

 6. การรับประทานยาบางชนิดมีผลต่อการขับสารก่อนิ่วออกมาในปัสสาวะเพ่ิมขึ้น ผู้ที่ได้รับ

ยาขับปัสสาวะจะทําให้ขับแคลเซียมออกมาทางปัสสาวะมากขึ้น ยากลุ่ม Magnesium trisilicate, 

Ciprofloxacin, Sulfa antibiotics , Triamterene , Indinavir และ Ephedrine ทําให้เกิดนิ่วโดย

การเกิด Drug crystallize and urinary supersaturation ยา Probenecid, Salicylates, และ 

Ablative chemotherapies ก็สามารถทําให้เกิดภาวะกรดยูริกในปัสสาวะสูง และเกิดนิ่วแบบกรด

ยูริกได้เช่นเดียวกัน(23, 24) 

 7. Metabolic syndrome จากการศึกษาของ R. Siener พบว่าค่าความอ่ิมตัวยิ่งยวดของ

แคลเซียมออกซาเลตในปัสสาวะแปรผันตรงกับค่า body mass index (BMI) ในขณะที่ความเป็น

กรด-ด่างของปัสสาวะแปรผกผันกับค่า BMI(25) และจากการศึกษาของ B. Hess และอีกหลายงานวิจัย

รายงานว่า ภาวะ metabolic syndrome และ obesity มีความสัมพันธ์กับโรคนิ่วและยังพบว่าผู้ป่วย

โรคนิ่วกรดยูริกมักมีโรคเบาหวานร่วมด้วย กลไกเชื่อว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับภาวะ insulin resistance 

โดยภาวะอ้วนและการดื้อต่ออินซูลินส่งผลทําให้ปัสสาวะมีความเป็นกรด และการสลายแคลเซียมจาก

กระดูกมากข้ึน ทําให้เสี่ยงต่อการเกิดนิ่วแคลเซียมและนิ่วกรดยูริก(26) 

 8. ภูมิประเทศและภูมิอากาศ ผู้ป่วยที่เป็นโรคนิ่วในทางเดินปัสสาวะมักอยู่ในบริเวณที่ราบสูง

ประเทศไทยพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและในฤดูร้อน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากจากเสียเหงื่อ

มาก ทําให้ปัสสาวะเข้มข้นขึ้น ทําให้นิ่วโตเร็วจึงเกิดอาการขึ้น แต่ในฤดูหนาวเสียเหงื่อน้อย ปัสสาวะ

เจือจางและมีปริมาณมาก 

 9. วิถีการดําเนินชีวิต โดยเฉพาะการบริโภคอาหารและการดื่มน้ํามีผลให้มีการเพ่ิมหรือลด

ของสารที่เป็นส่วนประกอบของก้อนนิ่ว (27) งานวิจัยรายงานว่าการดื่มน้ําอัดลมเป็นสาเหตุให้ระดับซิ
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เทรตและแมกนีเซียมในปัสสาวะต่ําและยังทําให้ปัสสาวะมีความเป็นกรดสูงมากขึ้น การบริโภคผัก

ผลไม้จะทําให้ปริมาณปัสสาวะความเป็นด่างและซิเทรตในปัสสาวะสูงขึ้น ขณะที่ระดับแคลเซียมใน

ปัสสาวะลดลง(28) ผู้มีอาชีพเกษตรกร ทํางานกลางแจ้งจะมีการเสียเหงื่อมาก ร่วมกับการดื่มน้ําใน

ปริมาณน้อยทําให้ปัสสาวะมีความเข้มข้นอาจทําให้มีการตกผลึกของสารละลายในปัสสาวะเกิดเป็นนิ่ว

ขึ้นได้ หรือผู้ที่มีรายได้น้อยจะบริโภคอาหารจําพวกแป้งและผักมาก โปรตีนน้อย ทําให้เกิดนิ่วจําพวก

ออกซาเลตได้ง่าย ผิดกันกับผู้ที่มีรายได้สูงมีการบริโภค อาหารโปรตีน ไขมัน มากกว่าปกติ ทําให้เกิด

เป็นนิ่วพวกกรดยูริกและนิ่วแคลเซียมสูง(29) 

2.7. กระบวนการเกิดนิ่วไต (Mechanism of renal stone formation)    

 กลไกของการเกิดนิ่วเริ่มต้นจากภาวะปัสสาวะอ่ิมตัวยิ่งยวด ส่งผลให้สารก่อนิ่วตกตะกอนเป็น

ผลึกที่ไม่ละลายนํ้า (crystallization) อาทิเช่น แคลเซียมไอออนและออกซาเลตไอออนมารวมตัวกัน

ซึ่งเป็นจุดแกนกลาง (nucleus) เพ่ือดึงดูดให้คริสตัลมารวมตัวกัน เรียกว่า crystal nucleation ทําให้

เกิดการโตขึ้นของผลึก (crystal growth) ก้อนคริสตัลที่มีขนาดใหญ่มากพอจะสามารถยึดเกาะกับผิว

ของเซลล์บุหลอดไต (crystal adhesion) จากนั้นจะเกิดกระบวนการเก็บกินคริสตัลเข้าสู่เซลล์ 

(endocytosis) โดยคริสตัลจะเคลื่อนไปสะสมที่ tubular basement membrane (TBM) เนื่องจาก

ร่างกายไม่สามารถทําลายคริสตัลเหล่านี้ได้ จึงมีการสะสมของผลึกนิ่วเพ่ิมมากขึ้นจะกลายเป็นก้อนนิ่ว

ในเนื้อไต (stone) ในที่สุด(30) 

 ก้อนคริสตัลที่ติดค้างในเซลล์ท่อไตจะทําให้เซลล์เยื่อบุผิวท่อไตได้รับบาดเจ็บ (renal tubular 

cell injury) เกิดการตายและหลุดร่วงของเซลล์ และก้อนนิ่วยังสามารถกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจาก

ออกซิเดชั่น (oxidative stress) หรือ การอักเสบในไต (inflammation) ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์

เพ่ิมขึ้นอีก หากเกิดวงจรนี้ซํ้าๆ โดยไม่ได้รับการรักษา จะทําให้เกิด renal tubular cell injury มาก

ขึ้น ทําให้เกิด fibrosis และไตสูญเสียการทํางาน (renal dysfunction) ในที่สุด(31) (ภาพท่ี 3) 



 

 

12 

 
ภาพที่ 3 กระบวนการเกิดนิ่วไต (process of renal stone formation) 

(ที่มา: ดัดแปลงภาพมาจากวิทยาพนธ์ของพูนสิน พวงไพโรจน์) 

2.8. บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วมีความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วมากกว่าคนปกติ 

 เป็นที่ทราบเป็นอย่างดีว่าญาติใกล้ชิดของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วสูงกว่า

ประชากรปกติ แต่ยังไม่มีหลักฐานชี้ให้เห็นความผิดปกติทางชีวเคมีที่พบในญาติของผู้ป่วย การศึกษา

เมื่อไม่นานมานี้ที่อินเดียพบว่า ญาติพ่ีน้องของผู้ป่วยโรคนิ่วมีลักษณะความผิดปกติทางเมแทบอลิกของ

ปัสสาวะไม่แตกต่างจากผู้ป่วยโรคนิ่ว(32) คณะผู้วิจัยนําโดยนายจักรพันธ์ รัตนพันธุ์ได้ศึกษาปัจจัยเสี่ยง

ทางเมแทบอลิกในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต มีผู้เข้าร่วมวิจัยทั้งสิ้น 148 ราย แบ่งเป็น 4 กลุ่ม 

ดังนี้ กลุ่มที่ 1 ผู้ป่วยโรคนิ่วไต จํานวน 28 ราย กลุ่มที่ 2 บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต จํานวน 46 ราย 

กลุ่มท่ี 3 ประชากรปกติ จํานวน 40 ราย และบุตรของประชากรปกติ จํานวน 34 ราย โดยเก็บข้อมูล

พ้ืนฐานทั่วไป และเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง เพ่ือวัดปริมาณของปัสสาวะ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และวัด

สารอิเล็กโทรไลท์ต่างๆ ในปัสสาวะ ได้แก่โปรตีน แคลเซียม ออกซาเลต ซิเตรท แมกนีเซียม โซเดียม 

โพแทสเซียม และไกลโคอะมิโนกลัยแคนที่มีซัลเฟตเป็นองค์ประกอบซึ่งแสดงผลไว้ในตารางที่ 1 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (Oxidative stress) จากการวัดระดับ protein 

carbonyl ในพลาสมา ที่เป็นตัวบ่งชี้ระดับสารอนุมูลอิสระที่ทําปฏิกิริยากับโปรตีน และวัดระดับ 

Total Antioxidant Status (TAS) ในปัสสาวะ ซึ่งบ่งบอกระดับของสารต้านออกซิเดชั่นหรือต้าน

อนุมูลอิสระโดยรวมดังแสดงข้อมูลไว้ในตารางที่ 1-3 
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ตารางที่ 1 แสดงข้อมูลพ้ืนฐานและปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกของกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไต และกลุ่มคน

ปกต ิ

รายละเอียด ผู้ป่วยโรคนิ่วไต คนปกติ 

จํานวนประชากร (คน)  
 

28 40 

อายุเฉลี่ย (mean±SD)  45.6+8.7 44.1+9.5 

% เพศชาย 64.3% 46.3% 

Body mass index 

(Kg/m2) 
24.0+3.6 24.5+3.6 

Urine volume (liters) 1.78+0.65 1.53+0.55 

Urine pH 6.60+0.90 6.06+0.79a 

Calcium (mg/day) 119.87+17.37 96.39+13.01 

Oxalate (mg/day) 46.13+5.49 12.59+1.84a 

Citrate (mg/day) 74.35+14.69 178.68+25.36a 

GAGs (mg/day) 6.27+1.11 46.17+6.33a 

Urinary protein 

(mg/day) 

336.6+61.9 46.17+6.33a 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD, ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ap<0.05 เปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วย

โรคนิ่วไต และคนปกติ (ปรับปรุงจากวิทยาพนธ์ของนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 
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ตารางท่ี 2 แสดงข้อมูลพ้ืนฐานและปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และบุตร

ของคนปกติ 

รายละเอียด บุตรของผู้ป่วย   

โรคนิ่วไต 

บุตรของ 

คนปกติ 

จํานวนประชากร (คน)  
 

46 34 

อายุเฉลี่ย (mean±SD)  19.1+7.9 20.2+7.6 

% เพศชาย 46.7% 43.8% 

Body mass index 

(Kg/m2) 
N/A N/A 

Urine volume (liters) 1.21+0.39 1.25+0.55 

Urine pH 6.78+0.90 6.46+0.93 

Calcium (mg/day) 59.15+6.24 45.38+5.39b 

Oxalate (mg/day) 14.70+2.53c 22.02+9.87 

Citrate (mg/day) 112.08+11.19c 194.17+26.99b 

GAGs (mg/day) 24.35+1.53c 43.77+3.96b,d 

Urinary protein 

(mg/day) 

67.0+7.0c 26.6+3.7b 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD, N/A คือ not applicable, bp<0.05 เปรียบเทียบระหว่างบุตรของ

ผู้ป่วยโรคนิ่วไต และบุตรของคนปกติ (ปรับปรุงจากวิทยาพนธ์ของนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 
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ตารางที่ 3 แสดงระดับสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในปัสสาวะ และระดับโปรตีนคาร์บอนิลเฉลี่ยใน
พลาสมาของกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p <0.05 เปรียบเทียบระหว่าง

กลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 3 หมายเหตุ หน่วยของสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม (TAS) ในปัสสาวะ คือ กรัม ต่อ กรัมของ 

creatinine (g/g Creatinine) หน่วยของ Plasma protein carbonyl คือ นาโนโมลต่อมิลลิกรัมของโปรตีนใน

พลาสมา (nmol/mg-P) (ดัดแปลงจากวิทยาพนธข์องนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 

 ผลการศึกษาพบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับโปรตีนในปัสสาวะ และปริมาณออกซาเลตใน

ปัสสาวะสูงกว่าประชากรปกติ ขณะที่ปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนต่ํากว่า

ประชากรปกติ เช่นเดียวกับบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่มีระดับโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่าบุตรของ

ประชากรปกติ ขณะที่ปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนต่ํากว่าบุตรของประชากร

ปกติ อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตร พบว่าบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมี

ระดับแคลเซียมและออกซาเลตซึ่งเป็นสารก่อนิ่วในปัสสาวะต่ํากว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไต แต่มีระดับซิเทรต

ในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนซึ่งเป็นสารยับยั้งการเกิดนิ่วสูงกว่าในส่วนของความเครียดทาง

ออกซิเดชัน พบว่าบุตรของผู้ป่วยมีระดับโปรตีนในปัสสาวะ และผลผลิตจากความเครียดทางออกซิ

เดชั่น ที่เรียกว่า plasma protein carbonyl ต่ํากว่าผู้ป่วย ส่วนปัจจัยอ่ืนๆ รวมไปถึงระดับสารต้าน

อนุมูลอิสระรวมในปัสสาวะ (urinary total antioxidant status) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 จากผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าบุตรของผู้ป่วยมีปัจจัยเสี่ยงในปัสสาวะที่สัมพันธ์กับการเกิดนิ่ว

คล้ายกับผู้ป่วยโรคนิ่วไต คือ ภาวะแคลเซียมสูง ภาวะซิเทรตตํ่า และมีไกลโคอะมิโนกลัยแคนในระดับ

ที่ต่ํา คณะผู้วิจัยจึงสรุปว่า บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีความผิดปกติทางเมแทบอลิกในปัสสาวะที่สัมพันธ์

กับความเสี่ยงของการเกิดโรคนิ่วไตสูงกว่าคนปกติที่มีเพศและอายุใกล้เคียงกัน แม้ความผิดปกตินั้นจะ

มี ค ว ามรุ น แร งน้ อยกว่ า ผู้ ป่ ว ยที่ เ ป็ นบิ ด าห รื อมารดาก็ ต าม  (ข้ อ มู ล ยั ง ไม่ ไ ด้ เ ผ ยแพร่ )

รายละเอียด ผู้ป่วยโรคนิ่วไต คนปกต ิ บุตรของผู้ป่วย บุตรของคนปกต ิ

Plasma protein carbonyl 
(nmol/mg-P)  
 

0.065±0.009 0.053±0.008 0.039±0.005* 0.041±0.006 

Urinary TAS  
(g/g creatinine)  

0.65±0.04 0.64±0.04 0.68±0.05 0.78±0.05 
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ตารางที่ 4 แสดงข้อมูลพ้ืนฐานและปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกของกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไต และกลุ่ม

ควบคุมท่ีใช้ในการศึกษาวิจัย 

รายละเอียด กลุ่มท่ี 1  

ผู้ป่วยโรคนิ่วไต 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มควบคุม 

จํานวนประชากร (คน)  
 

28 40 

อายุเฉลี่ย (mean±SD)  45.6+8.7 44.1+9.5 

% เพศชาย 64.3% 46.3% 

Body mass index 

(Kg/m2) 
24.0+3.6 24.5+3.6 

Urine volume (liters) 1.78+0.65 1.53+0.55 

Urine pH 6.60+0.90 6.06+0.79a 

Calcium (mg/day) 5.83+0.90 4.29+0.49 

Oxalate (mg/day) 43.70+4.83 11.91+1.90a 

Citrate (mg/day) 66.15+9.47 161.19+18.54a 

GAGs (mg/day) 6.27+1.11 44.82+6.27a 

Urinary protein 

(mg/day) 

336.6+61.9 31.1+5.6a 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD, ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ap<0.05 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ 1 

และกลุ่มที่ 2 (ปรับปรุงจากวิทยาพนธ์ของนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 
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ตารางท่ี 5 แสดงข้อมูลพ้ืนฐานและปัจจัยเสี่ยงทางเมแทบอลิกของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และบุตร
กลุ่มควบคุมท่ีใช้ในการศึกษาวิจัย 

รายละเอียด กลุ่มท่ี 3           

บุตรของผู้ป่วย 

กลุ่มท่ี 4 

บุตรกลุ่มควบคุม 

จํานวนประชากร (คน)  
 

46 34 
อายุเฉลี่ย (mean±SD)  19.1+7.9 20.2+7.6 

% เพศชาย 46.7% 43.8% 

Body mass index 

(Kg/m2) 
N/A N/A 

Urine volume (liters) 1.21+0.39 1.25+0.55 

Urine pH 6.78+0.90 6.46+0.93 

Calcium (mg/day) 3.01+0.31 1.11+0.14b 

Oxalate (mg/day) 14.70+2.59c 14.09+2.14 

Citrate (mg/day) 113.62+11.33c 201.18+28.13b 

GAGs (mg/day) 24.55+1.55c 46.84+4.37b,d 

Urinary protein 

(mg/day) 

67.0+7.0c 26.6+3.7b 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD, N/A คือ not applicable, bp<0.05 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ 3 และ

กลุ่มที่ 4 (ภาพจากวิทยาพนธ์ของนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 
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ตารางที่ 6 แสดงระดับสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในปัสสาวะ และระดับโปรตีนคาร์บอนิลเฉลี่ยใน
พลาสมาของกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

*ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean + SD ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p <0.05 เปรียบเทียบระหว่าง

กลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 3 หมายเหตุ หน่วยของสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม (TAS) ในปัสสาวะ คือ กรัม ต่อ กรัมของ 

creatinine (g/g Creatinine) หน่วยของ Plasma protein carbonyl คือ นาโนโมลต่อมิลลิกรัมของโปรตีนใน

พลาสมา (nmol/mg-P) (ภาพจากวิทยาพนธ์ของนายจักรพันธ์ รัตนพันธ์ุ (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่)) 

 ผลการศึกษาพบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับโปรตีนในปัสสาวะ และปริมาณออกซาเลตใน

ปัสสาวะสูงกว่าประชากรปกติ ขณะที่ปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนต่ํากว่า

ประชากรปกติ เช่นเดียวกับบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่มีระดับโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่าบุตรของ

ประชากรปกติ ขณะที่ปริมาณซิเทรตในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนต่ํากว่าบุตรของประชากร

ปกติ อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตร พบว่าบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมี

ระดับแคลเซียมและออกซาเลตซึ่งเป็นสารก่อนิ่วในปัสสาวะต่ํากว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไต แต่มีระดับซิเทรต

ในปัสสาวะ และไกลโคอะมิโนกลัยแคนซึ่งเป็นสารยับยั้งการเกิดนิ่วสูงกว่าในส่วนของความเครียดทาง

ออกซิเดชัน พบว่าบุตรของผู้ป่วยมีระดับโปรตีนในปัสสาวะ และผลผลิตจากความเครียดทางออกซิ

เดชั่น ที่เรียกว่า plasma protein carbonyl ต่ํากว่าผู้ป่วย ส่วนปัจจัยอ่ืนๆ รวมไปถึงระดับสารต้าน

อนุมูลอิสระรวมในปัสสาวะ (urinary total antioxidant status) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 จากผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าบุตรของผู้ป่วยมีปัจจัยเสี่ยงในปัสสาวะที่สัมพันธ์กับการเกิดนิ่ว

คล้ายกับผู้ป่วยโรคนิ่วไต คือ ภาวะแคลเซียมสูง ภาวะซิเทรตตํ่า และมีไกลโคอะมิโนกลัยแคนในระดับ

ที่ต่ํา คณะผู้วิจัยจึงสรุปว่า บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีความผิดปกติทางเมแทบอลิกในปัสสาวะที่สัมพันธ์

กับความเสี่ยงของการเกิดโรคนิ่วไตสูงกว่าคนปกติที่มีเพศและอายุใกล้เคียงกัน แม้ความผิดปกตินั้นจะ

มีความรุนแรงน้อยกว่าผู้ป่วยที่เป็นบิดาหรือมารดาก็ตาม (ข้อมูลยังไม่ได้เผยแพร่) 

รายละเอียด กลุ่มที่ 1  

ผู้ป่วยโรคนิ่วไต 

กลุ่มที่ 2 

กลุ่มควบคุม 

กลุ่มที่ 3           

บุตรของผู้ป่วย 

กลุ่มที่ 4 

บุตรกลุม่ควบคุม 

Plasma protein carbonyl 
(nmol/mg-P)  
 

0.065±0.009 0.053±0.008 0.039±0.005* 0.041±0.006 

Urinary TAS  
(g/g creatinine)  

0.65±0.04 0.64±0.04 0.68±0.05 0.78±0.05 
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2.9. ภาวะโปรตีนรั่วในปัสสาวะ (Proteinuria) 

 ภาวะโปรตีนรั่วในปัสสาวะเป็นปัจจัยเสี่ยงสําคัญต่อการเกิดโรคไตเรื้อรัง (33) โรคหลอดเลือด

หัวใจ และโรคหลอดเลือดสมอง(34) โดยถือว่าเกิดความผิดปกติเมื่อโปรตีนรั่วในปัสสาวะมากกว่า 150 

มิลลิกรัมต่อวัน โปรตีนที่ตรวจพบในปัสสาวะมีที่มาจาก 2 แหล่ง ได้แก่ โปรตีนที่ถูกกรองจากเลือด

ผ่านโกลเมอรูลัส (glomerular protein) ได้แก่ โปรตีนที่มีขนาดเล็กกว่า 60 กิโลดาลตัน จึงสามารถ

ไหลผ่านช่องว่างโกลเมอรูลัสสู่ปัสสาวะได้ อาทิเช่น light chain immunoglobulin ส่วน albumin 

สามารถถูกกรองผ่านได้เพียงเล็กน้อย และโปรตีนที่ถูกสร้างขึ้นจากเซลล์บุผิวหลอดไต (tubular 

protein) อาทิเช่น Tamm-Horsfall protein (THP), เอนไซม์ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ เช่น N-acetyl 

glucosaminidase (NAG) เป็นต้น ในภาวะปกติตรวจพบโปรตีนในปัสสาวะเฉลี่ย 40-80 มิลลิกรัมต่อ

วัน ส่วนใหญ่เป็นชนิด THP ซึ่งหลั่งจากเซลล์ท่อไตส่วน thick ascending limb of Henle’s loop 

ร้อยละ 40 เป็นโปรตีนชนิดอัลบูมินร้อยละ 20 - 40 โปรตีนชนิดอิมมูโนโกลบูลินและโปรตีนขนาดเล็ก

อ่ืนๆ ซึ่งหลั่งจากเซลล์เยื่อบุของทางเดินปัสสาวะร้อยละ 15(35) 

2.10. กลไกการเกิดโปรตีนรัว่ในปัสสาวะ 

การเกิดโปรตีนรั่วในปัสสาวะแบ่งออกเป็น 3 กลไกหลัก(36-38) คือ 

1) การเพ่ิมอัตรากรองของไต และ/หรือมีการเปลี่ยนแปลงของผนังโกลเมอรูลัส ซึ่งทําหน้าที่ควบคุม 

และป้องกันโปรตีนรั่วจากกระแสโลหิต โดยผนังของโกลเมอรูลัสประกอบด้วย 3 ชั้น(39) คือ 

 1. เซลล์ endothelium เป็นส่วนของผนังชั้นในสุดของโกลเมอรูลัสสัมผัสกับเลือดโดยตรง 

เซลล์มีรูพรุนที่เรียกว่า fenestrae ช่วยป้องกันสารโปรตีนขนาดใหญ่กว่า 60-80 นาโนเมตรไม่ให้กรอง

ผ่านเซลล์ไปได้ และสร้างสาร endothelial glycoproteins และ proteoglycans ที่มีประจุลบไป

สะสมที่ glomerular basement membrane จึงช่วยป้องกันโปรตีนที่มีประจุลบ (anionic charge) 

เช่น อัลบูมิน ไม่ให้รั่วออกไปในปัสสาวะ เรียกว่า charge perm-selectivity 

 2. Glomerular basement membrane (GBM) เป็นผนังชั้นกลางที่มีความหนาประมาณ 

200-400นาโนเมตร ประกอบด้วย 3 ชั้น คือ 1) lamina rara interna เป็นผนังชั้นใน 2) lamina 

densa เป็นผนังชั้นกลางและ 3) lamina rara externa เป็นชั้นนอกสุดทําหน้าที่ยึดติดกับเซลล์ 

podocyte โดยGBM ประกอบด้วย collagen type IV ชนิด alpha 3, 4, 5 และ alpha 1, 2, 1 

สานกันเป็นร่างแห และ GAG ที่สร้างจาก endothelial cells และ podocyte ซึ่งมีประจุลบจํานวน
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มาก (GAG ชนิดที่พบมากที่สุดในบริเวณนี้ ได้แก่ heparan sulfate) จึงช่วยป้องกันโปรตีนที่มีประจุ

ลบเช่น อัลบูมิน ไม่ให้รั่วออกไปในปัสสาวะ เรียกว่า charge perm-selectivity ทําให้เกิดช่องขนาด 

50-60 นาโนเมตร ที่ช่วยป้องกันโปรตีนรั่วออกทางปัสสาวะได้ 

 3. เซลล์ podocyte เป็นเซลล์พิเศษที่พบเฉพาะที่โกลเมอรูลัสเท่านั้น มีไซโตพลาสซึมยื่น

ออกไปจนยาวกว่าตัวเซลล์ เรียกว่า foot process ซึ่งจะสอดประสานกันเป็นร่างแห และเกิดช่องว่าง

ระหว่าง foot process เรียกว่า slit diaphragm ที่มีขนาดเล็กมากๆ และมีโปรตีนหลายชนิดเป็น

ส่วนประกอบ เช่น nephrin, NEPH1และ NEPH2 ทําหน้าที่ป้องกันการรั่วของสารที่มีขนาดใหญ่กว่า 

slit diaphragm ที่เรียกว่า size perm-selectivity 

 การเพ่ิมอัตรากรองของโกลเมอรูลัสเกิดจากความผิดปกติขององค์ประกอบใดองค์ประกอบ

หนึ่ง หรือมากกว่าทําให้สารที่มีขนาดใหญ่ หรือโปรตีนที่มีประจุลบ อย่างเช่น อัลบูมิน สามารถถูก

กรองออกไปยังปัสสาวะได้มากกว่าปกติ ดังนั้น ภาวะ glomerular proteinuria จึงมักจะตรวจพบ 

plasma protein โดยเฉพาะอัลบูมินในปัสสาวะมากที่สุด  

2) Overflow proteinuria ในภาวะปกติโปรตีนที่ถูกกรองทางโกลเมอรูลัสจะถูกดูดกลับเข้าสู่เซลล์บุ

หลอดไตส่วนต้นบางส่วน แต่ถ้าโปรตีนที่รั่วออกมาทางปัสสาวะเป็นโปรตีนผิดปกติที่ไม่สามารถถูกดูด

กลับได้ หรือมากเกินกว่าจะดูดกลับได้ เช่น light chain immunoglobulin ในโรค multiple 

myeloma, lysozyme ในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด acute myelomonocytic leukemia 

(AML) myoglobin จากภาวะ rhabdomyolysis หรือ hemoglobin จากภาวะ intravascular 

hemolysis จะถูกกรองผ่านโกลเมอรูลัสอย่างอิสระผ่านมายังท่อไตส่วนต้น  

3) Tubular proteinuria เกิดจากความผิดปกติเซลล์ท่อไตที่ไม่สามารถดูดกลับโปรตีน และกรดอะมิ

โนซึ่งมีขนาดโมเลกุลเล็กซึ่งอาจเป็นผลจากการบาดเจ็บของเซลล์บุหลอดไตทําให้เซลล์ตาย เป็นผลให้

ไม่สามารถดูดโปรตีนกลับ หรือทําให้โปรตีนตัวกลางการอักเสบและโปรตีนที่สะสมในเซลล์หลั่งออกมา

ในปัสสาวะ โดยพบในภาวะ acute tubular necrosis, acute interstitial nephritis, chronic 

tubulointerstitial nephritis และความดันโลหิตสูง ผู้ป่วยบางรายอาจพบความผิดปกติของท่อไต

ส่วนต้นในการดูดกลับสารอ่ืนๆ ร่วมด้วย เรียกว่า Fanconi syndrome ซึ่งมีความผิดปกติของ 

transport proteins หลายชนิด ทําให้ตรวจพบ glycosuria, phosphaturia, uricosuria และ 

bicarbonaturia(40) นอกจากนี้บางภาวะมีการสร้างโปรตีนชนิด Tamm-Horsfall  glycoprotein 

จากเซลล์ท่อไตส่วน thick ascending limb of Henle’s loop และ distal tubules จับกับโปรตีน
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ชนิด light chain จํานวนมากจาก multiple myeloma เกิดการตกตะกอนในท่อปัสสาวะเป็น 

myeloma cast nephropathy ได้สภาวะนี้มักตรวจพบโปรตีนในปัสสาวะน้อยกว่า 1-2 กรัม        

ต่อวัน(41) 

2.11. อัลบูมินรั่วในปัสสาวะ (albuminuria) 

 โปรตีนอัลบูมินเป็นโปรตีนหลักในเลือดมีประมาณ 60-65% ของโปรตีนทั้งหมด มีหน้าที่ใน

การสร้างและซ่อมแซมส่วนต่างๆ ของร่างกาย รักษา osmotic pressure ของเลือด ขนส่งสารต่าง ๆ

ในเลือด มีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุ้มกัน ต่อสู้กับการติดเชื้อ โปรตีนอัลบูมินมีน้ําหนักโมเลกุล

ประมาณ 65,000 ดาลตัน ถูกสร้างขึ้นในตับซึ่งจะถูกเรียกว่า พรีโพรอัลบูมิน (preproalbumin) 

หลังจากนั้นจะถูกเปลี่ยนเป็นโพรอัลบูมิน (proalbumin) โดยสายเปปไทด์ทางด้านปลาย N จะถูกตัด

ออกก่อนที่จะถูกหลั่งออกจากร่างแหเอนโดพลาซึมขรุขระ (rough endoplasmic reticulum: RER) 

เมื่อเข้าสู่กอลจิแอพพาราตัสจะถูกตัดสายเปปไทด์อีกครั้งได้เป็นอัลบูมินหลั่งออกมาในเลือด  

 โดยปกติแล้วไตจะมีผนังโกลเมอรูลัสช่วยในการกรองโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ไม่เกิน 60 ,000 

ดาลตัน ดังนั้นโปรตีนอัลบูมินจึงถูกพบกรองผ่านผนังโกลเมอรูลัสออกสู่ปัสสาวะปริมาณเล็กน้อย

ประมาณ 2-30 มิลลิกรัมต่อวัน แต่ถ้าหากมีการกรองโปรตีนอัลบูมินในระดับที่สูงขึ้นกว่าระดับปกติ 

คือ อยู่ในช่วง 30-300 มิลลิกรัมต่อวัน แสดงว่าเกิด ภาวะไมโครอัลบูมินยูเรีย (Microalbuminuria) 

เกิดขึ้น และ ถ้าระดับของโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะถูกตรวจพบมากกว่า 300 มิลลิกรัมต่อวัน จะจัด

ว่าเป็น ภาวะแมคโครอัลบูมินยูเรีย (Macroalbuminuria)(42, 43) 

 ภาวะอัลบูมินรั่ว (albuminuria) หมายถึง ภาวะที่มีโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่า 150 มิลลิกรัม

ต่อวัน และ โปรตีนที่รั่วออกมาส่วนใหญ่เป็นอัลบูมิน (มากกว่า 150 mg/day) สาเหตุของภาวะ

โปรตีนอัลบูมินรั่วในปัสสาวะสามารถเกิดได้จากทั้งโรคของโกลเมอรูลัสคือเป็น glomerular 

proteinuria และ การบาดเจ็บของท่อไตส่วนต้นเป็น tubular proteinuria ทําให้ไม่สามารถดูดกลับ

โปรตีนที่ออกมาได้  อย่างไรก็ดีภาวะอัลบูมินยูเรียที่ไม่เก่ียวกับภาวะไตเสื่อมหน้าที่ อาจเกิดจากสาเหตุ

อ่ืน ได้ เช่น  ภาวะไข้สูง ปัสสาวะมีเม็ดเลือดแดงปน การติดเชื้อของระบบทางเดินปัสสาวะ  กระเพาะ

ปัสสาวะอักเสบ ขณะมีประจําเดือน มีตกขาว การตั้งครรภ์ ภาวะหัวใจวาย การออกกําลังกายอย่าง

หนักและมีระดับน้ําตาลในเลือดสูงมากกว่า 300 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร(44) 
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 จากการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่า ภาวะ proteinuria เป็นตัวบ่งชี้ที่สําคัญในการพยากรณ์

ความคืบหน้า (progression) ของโรคหัวใจและหลอดเลือด รวมถึงความคืบหน้าของโรคไตจาก

เบาหวาน โดยพบว่าโรคไตจากเบาหวานเป็นสาเหตุที่สําคัญของโรคไตเรื้อรังระยะสุดท้าย ซึ่งเป็นผล

มาจากเกิดการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิกซึม ของน้ําตาลกลูโคสในร่างกายนําไปสู่พยาธิสภาพในหลอด

เลือดขนาดเล็กทางไตตามมา การเกิดพยาธิสภาพทางไตเริ่มจากอัตรากรอง และขนาดไตเพ่ิมขึ้น 

เรียกว่า glomerular hyperfiltration และ glomerular hypertrophy การหนาตัวของ 

glomerular basement membrane (GBM) การสะสมของ mesangial matrix และสุดท้ายเกิด 

glomerulosclerosis ส่วนใหญ่อาการทางคลินิกของโรคไตจากเบาหวานเกิดหลังจากวินิจฉัยว่าเป็น

เบาหวานแล้วมากกว่า 10 ปี อาการทางคลินิกตรวจพบระยะแรก คือ microalbuminuria 

(microalbuminuria หมายถึง ตรวจพบค่า urinary albumin/creatinine ratio 30-300 มก./กรัม 

ของ creatinine) หรือเรียกว่า incipient stage ต่อมาเกิด macroalbuminuria 

(macroalbuminuria หมายถึง ตรวจพบค่า urinary albumin/creatinine ratio มากกว่า 300 

มก./กรัม ของ creatinine) หรือเรียกว่า overt nephropathy มีการทํางานของไตเสื่อมลงแล้ว

นําไปสู่ไตเรื้อรังระยะสุดท้ายในที่สุด(45, 46) 

2.12. ตัวอย่างการศึกษาโปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีพบในปัสสาวะ 

 วิธีการทางโปรติโอมิกส์ และ Western blot ได้ถูกนําไปใช้ในงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับโรคนิ่ว

ไตมากมาย อาทิเช่น การศึกษาปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตในประเทศไทย โดย ผศ.ดร.ชาญชัย  บุญ

หล้า และ ศ.ปิยะรัตน์ โตสุโขวงศ์ และคณะ พบว่าโปรตีนที่พบในปัสสาวะนั้นมีทั้งหมด 66 ชนิด จาก

ผู้ป่วย 14 ราย ส่วนในปัสสาวะของคนปกตินั้นจะพบเพียง 22 ชนิด จากผู้ป่วย 3 ราย ซึ่งจะมีโปรตีน

อยู่ 20 ชนิดที่พบทั้งในผู้ป่วยและคนปกติ(47) (ดังแสดงข้อมูลในกราฟภาพที่ 4 และ ตารางที่ 4)  
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ภาพที่ 4 แสดงจํานวนของโปรตีนที่พบในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต คนปกติ และที่พบในปัสสาวะ
ของทั้งผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ คนปกติ (ภาพจาก Boonla C, 2014) 
 

ตารางที่ 7 โปรตีนที่พบในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต (14 ราย) คนปกติ (3 ราย) และที่พบใน
ปัสสาวะของทั้งผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ คนปกติ  

 
(ตารางจาก Boonla C, 2014) 

 ซึ่งจากการศึกษาพบว่าจะพบโปรตีนในปัสสาวะของผู้ป่วยนิ่วไตที่เพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัด 

ได้แก่ กลุ่ม Inflammatory protein และ fibrotic-associated proteins 
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2.13. เทคนิคทางโปรตีโอมิกส์เพื่องานวิจัยทางการแพทย์ 

 โปรตีโอมิกส์เป็นการศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีนในตัวอย่างทางซีวภาพที่ซับซ้อน 

ซึ่งจะช่วยให้มีความเข้าใจในธรรมชาติความซับซ้อนของสิ่งมีชีวิตมากยิ่งขึ้น วิธีการดังกล่าวสามารถใช้

ศึกษาโปรตีนได้คราวละจํานวนมาก ๆ และมีความสามารถสูงในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีปริมาณ

น้อยๆ ช่วยในการตรวจพบ ระบุชนิด และหน้าที่ของโปรติโอม (โปรตีนทั้งหมดที่มีในรหัส พันธุกรรม) 

นอกจากนี้โปรตีโอมิกส์ยังประกอบด้วยการวิเคราะห์ post-translational modifications และ

เทคนิคสําหรับการเปรียบเทียบทางเชิงปริมาณของโปรตีนที่แตกต่างกันด้วย(48) 

 โปรตีโอมิกส์จะอธิบายถึงการศึกษาและคุณสมบัติของโปรตีนในเซลล์ อวัยวะ หรือ สิ่งมีชีวิต

โดยทั่วไปโปรตีโอมิกส์จะใช้สําหรับ (1) ทํา proteome profiling  (2) วิเคราะห์เปรียบเทียบการ

แสดงออกของโปรตีนตั้งแต่สองตัวอย่างขึ้นไป (3) ศึกษาตําแหน่งของโปรตีน (localization) และ

ตรวจสอบกระบวนการ post-translational modification และ (4) ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง

โปรตีน (protein-protein interaction) การใช้เทคโนโลยีใหม่ในการวิเคราะห์ส่วนผสมทางชีวภาพที่

ซับซ้อน สามารถหาปริมาณสปีชีส์ของโปรตีนที่แยกออกมาได้ มีความว่องไวเพียงพอต่อโปรตีนที่มี

ความเข้มข้นต่ําได้ สามารถวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนจํานวนมากได้ ในแต่ละครั้ง สามารถวิเคราะห์

โปรตีนเชิงซ้อนได้ และมีการประยุกต์ใช้เป็นวิธีการแบบ high throughput ซึ่งมีบทบาทอย่างมากใน

การค้นพบสารบ่งชี้ทางชีวภาพเพ่ือการวินิจฉัยการพยากรณ์และติดตามการรักษาโรค (49) การศึกษา

ด้านโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีนมีความสําคัญต่อการพัฒนาองค์ความรู้พ้ืนฐานในงานวิจัยทาง

วิทยาศาสตร์เชิงประยุกต์และทางการแพทย์ สําหรับเทคนิคทางโปรตีโอมิกส์ที่มีความสําคัญและนิยม

ใช้ศึกษาอย่างแพร่หลาย ได้แก่ one dimensional-polyacrylamide gel electrophoresis (1D-

PAGE), two dimensional-polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) และ mass 

spectrometry (MS)(50) 

 การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิค MS ที่มีประสิทธิภาพนั้น ประกอบด้วยกระบวนการหลาย

ขั้นตอนนอกจากการเตรียมสารตัวอย่างที่เหมาะสมแล้ว ขั้นตอนการแยกโปรตีนก่อนการตรวจ

วิเคราะห์ก็เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญมากเช่นกัน ซึ่งมี 2 วิธีหลักที่นิยมใช้ในงานวิจัย คือ วิธี gel-

based และวิธี gel free โดยความแตกต่างระหว่าง 2 วิธี(51) มีรายละเอียด ดังนี้ 

 1. Gel based เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจวิเคราะห์โปรตีนรวม อาศัยการแยก

โปรตีนเบื้องต้นด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟเรซิส เช่น 1D-PAGE และ 2D-PAGE ซึ่งโปรตีนจะถูกแยกตาม
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ขนาดและค่า isoelectric point (pI) เป็นต้น จากนั้นทําการย้อมโปรตีน แล้วเลือกตัดจุดโปรตีนที่

ต้องการออกจากเจล ไปทําการศึกษา โดยโปรตีนที่ตัดแยกได้จะนําไปย่อยด้วยเอนไซม์ทริ ปซิน 

(trypsin) ได้เป็นสายเปปไทด์สั้นๆ แล้ววิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค MS วิธีนี้เหมาะสําหรับสารตัวอย่างที่

มีความซับซ้อนสูง (high complexity) และตัวอย่างที่มีปริมาณโปรตีนมาก ซึ่งจําเป็นต้องแยกโปรตีน

ด้วยเจลก่อนการวิเคราะห์เสมอ 

 2. Gel free เป็นทางเลือกหนึ่งของการวิเคราะห์โปรตีนโดยไม่ต้องผ่านกระบวนการแยก

โปรตีนด้วยเจลก่อนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MS ซึ่งมีข้อดีคือ ลดขั้นตอนและระยะเวลาได้

ค่อนข้างมาก สามารถนําตัวอย่างที่อยู่ในสภาวะของเหลวมาผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน

ได้เป็นสายเปปไทด์ แล้ววิเคราะห์ด้วยเทคนิค MS ได้ทันที โดยมากนิยมวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid 

chromatography mass spectrometry (LC-MS) ซึ่งมีการแยกสายเปปไทด์ด้วยเทคนิค liquid 

chromatography ก่อนการวิเคราะห์ mass- spectrometry 

 แมสสเปกโทรเมทรีเป็นเทคนิคที่ใช้สําหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีน สามารถวิเคราะห์ได้ทั้ง

เชิงคุณภาพและปริมาณ (52) เช่น การระบุชนิดและขนาดโปรตีน การทํานายลําดับกรดอะมิโนของ

โปรตีน และการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในพยาธิสภาพที่แตกต่างกัน เป็นต้น โดยอาศัย

หลักการตรวจวัดมวลต่อประจุ (mass to charge ratio; m/z) ที่จําเพาะของตัวอย่างโปรตีนหรือเปป

ไทด์ที่ถูกทําให้เกิดประจุ โดยสารตัวอย่างถูกฉีดเข้าช่องเติมสารตัวอย่างขาเข้าเครื่อง (sample inlet) 

แล้วทําให้แตกตัวเป็นประจุในส่วนผลิตไอออน (ion source) ประจุที่เกิดขึ้นจะผ่านเข้าสู่ส่วนวิเคราะห์

มวล (mass analyzer) เพ่ือแปลงเป็นสัญญาณที่ส่วนตรวจวัด (ion detector) แล้วส่งสัญญาณไปยัง

ส่วนประมวลผล (data system) ซึ่งถูกควบคุมด้วยระบบคอมพิวเตอร์ที่เชื่อมโยงกับฐานข้อมูลโปรตีน
(53) (ภาพที่ 5) เทคนิคนี้จัดเป็นเทคนิคขั้นสูงและมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สามารถทําการศึกษา

ซํ้าได้ (high reproducibility) สามารถแยกโปรตีนได้ดี (high resolution) และทราบชนิดของโปรตีน

คราวละจํานวนมาก (high throughput) จึงเป็นที่สนใจสําหรับประยุกต์ใช้ในงานวิจัยอย่างแพร่หลาย

สําหรับเทคนิค MS ที่นิยมใช้ในงานวิจัยปัจจุบัน มี 2 เทคนิค คือ liquid chromatography mass 

spectrometry (LC-MS) และ matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight 

mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 
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ภาพที่ 5 องค์ประกอบของเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี เปปไทด์ตัวอย่างจะถูกนําเข้าสู่เครื่อง ตัวอย่าง
จะเกิด ionization แล้วions จะถูกคัดเลือกและตรวจจับด้วยเครื่อง mass spectrometer จากนั้น
จะอ่านค่าตาม mass/charge (m/z) ข้อมูลที่ได้จะถูกนําไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม 
mascot (ที่มา: ภาพมาจาก Aebersold R, 2003) 
 1.1. เทคนิค Liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) 

 LC-MS คือ การแยกโปรตีนที่อยู่ในสภาวะของเหลวด้วยวิธี liquid chromatography และมี

การเกิด ion source แบบ electrospray ionization (ESI) ซึ่งสามารถระบุชนิดของโปรตีนด้วยวิธี 

MS โดยมวลสารจะถูกตรวจวัดในส่วน mass analyzer นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ยังสามารถ

เปรียบเทียบในเชิงปริมาณได้ จึงมีประโยชน์ในด้านการเปรียบเทียบการแสดงออกโปรตีนในสภาวะที่

แตกต่างกัน เช่น ในคนปกติและผู้ป่วย (54)  LC-MS เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ ความไวและ

ความจําเพาะสูงปัจจุบันนิยมใช้เทคนิคนี้ ในการศึกษาโปรตีนได้ใน 2 รูปแบบคือ label technique 

และ label free technique 

 1.2.เทคนิค Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight-mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) 

 MALDI-TOF MS คือ การทําให้สารตัวอย่างแตกตัวเป็นไอออนก่อนการวิเคราะห์ โดยผสม

สารตัวอย่างกับสารเมทริกซ์ (matrix) ได้แก่ α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) และ 

2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) เป็นต้น สารดังกล่าวมีส่วนประกอบของกรดหรือด่างจะทําให้

ตัวอย่างมีประจุ จากนั้นสารผสมจะถูกนําไปหยดลงบนแผ่นโลหะ (MALDI plate) ซึ่งจะทําให้

ส่วนผสมระเหยกลายเป็นผลึกเมื่อสารเมทริกซ์ถูกกระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์ จะทําหน้าที่เป็นตัวกลางใน

การถ่ายทอดพลังงานจากแสงเลเซอร์ส่งไปยังโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีประจุและแตกตัวเป็นไอออน ทํา

ให้โปรตีนหรือเปปไทด์สามารถเคลื่อนที่ได้และวิเคราะห์มวลสารด้วย mass analyzer ชนิด time-of-
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flight (TOF) ซึ่งโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีมวลน้อยจะสามารถเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าสารที่มีมวลมาก จึง

เดินทางไปยังตัวรับ (detector) ได้เร็วกว่า ทําให้สามารถคํานวณระยะเวลาที่ตัวอย่างเคลื่อนที่และ

บอกขนาดมวลสารได้ (ภาพที่ 6) เทคนิคนี้มีข้ันตอนที่สะดวกและรวดเร็วกว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค LC-

MS แตถู่กจํากัดด้วยปริมาตรของตัวอย่างในการศึกษา นอกจากนี้ยังสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างที่อยู่ใน

สภาวะของแข็งได้ เช่น โคโลนีของเชื้อและชิ้นเนื้อเป็นต้น ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้ในงานวิจัยทาง

การแพทย์ได้หลากหลาย 

 
ภาพที่ 6 หลักการทํางานของเทคนิค MALDI-TOF MS เปปไทด์ตัวอย่างจะถูกผสมกับ matrix ที่
เหมาะสม แล้วตรึงบน mass plate ที่จําเพาะ จากนั้นแสงเลเซอร์จะกระตุ้นให้เกิด ions เพ่ือส่งไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง mass spectrometer (ที่มา: ภาพจาก Aebersold R, 2003) 
การประยุกต์ใช้เทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีในงานวิจัยทางการแพทย์ 

 1. การระบุชนิดและขนาดโปรตีน (protein identification) แบ่งเป็น 3 วิธีหลัก ดังนี้ 

 1.1. Peptide mass fingerprints (PMF) 

 ตัวอย่างโปรตีนถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน โดยโปรตีนจะถูกตัดให้เป็นเปปไทด์สายสั้นๆ ตรง

ตําแหน่งกรดอะมิโนที่จําเพาะต่อเอนไซม์ของโปรตีนแต่ละชนิด เรียกลักษณะนี้ว่า peptide mass 

fingerprint (PMF) ดังนั้นขนาดเปปไทด์ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีจึงมี

ความจําเพาะในโปรตีนแต่ละชนิด เมื่อนําข้อมูลที่ได้เทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน (protein database) 

จึงสามารถระบุชนิดโปรตีนได้(55)  
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 1.2. MS/MS ion search 

 การระบุชนิดโปรตีนด้วยวิธีนี้โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีซํ้า 2 ครั้ง 

(MS/MS) การวิเคราะห์ครั้งแรกสามารถบอกขนาดมวลของสายเปปไทด์ทั้งหมด และทําการแตก

ตัวเปปไทด์แต่ละสายด้วยการวิเคราะห์ครั้งที่สอง ซึ่งจะทําให้ทราบขนาดมวลของเปปไทด์แต่ละสาย 

แล้วนําข้อมูลทั้งหมดเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนจึงสามารถระบุชนิดโปรตีนได้ถูกต้องและจําเพาะ

มากกว่าเมื่อเทียบกับวิธี PMF 

 1.3. De novo peptide sequencing 

 เป็นวิธีที่เหมาะสําหรับโปรตีนที่ยังไม่ทราบลําดับกรดอะมิโนหรือยังไม่มีในฐานข้อมูลโปรตีน 

ซึ่งจะสามารถบอกองค์ประกอบของโปรตีนได้จากเปปไทด์ขนาดต่างๆ กันและทํานายชนิดกรดอะมิโน

ในสายเปปไทด์แต่ละสายได้ด้วยการวิเคราะห์แบบ MS/MS ข้อมูลทั้งหมดถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม

เฉพาะ เช่น โปรแกรม PepNovo 

 2.การค้นหาสารบ่งชี้ทางชีวภาพ 

 ปัจจุบันมีหลายการศึกษาพยายามค้นหาสารบ่งชี้ทางชีวภาพในโรคต่างๆด้วยเทคนิค

แมสสเปกโทร-เมทรีซึ่งมีประโยชน์ในการศึกษากลไกการเกิดโรคการวินิจฉัยและเป็นแนวทางในการ

รักษาโรคได้  

การติดฉลาก multiplex peptide ด้วย stable isotope dimethyl  สําหรับการวิเคราะห์เชิง

ปริมาณทางโปรติโอมิกส์ 

การวิเคราะห์ปริมาณของระดับโปรตีนในระบบทางชีวภาพเป็นส่วนหนึ่งที่มีบทบาทสําคัญ

เพ่ิมขึ้นในงานวิจัยทางโปรติโอมิกส์ การ Incorporate ของ stables isotopes ที่แตกต่างกันใน

ตัวอย่างสําหรับวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางเชิงปริมาณของโปรตีนได้ถูกนํามาใช้อย่างกว้างขวาง การ 

Incorporate ของ stables isotopes ที่ระดับ peptide โดยใช้การติดฉลาก dimethyl เป็น

กระบวนการที่มีความน่าเชื่อถือ มีประสิทธิภาพสูง และเป็นวิธีการทางโปรติโอมิกส์แบบ high-

throughput แม้ว่าจะมีทางเลือกสําหรับการวิเคราะห์โปรติโอมิกส์เชิงปริมาณที่หลากหลาย เช่น การ

ติดฉลาก isotope ที่ระดับสิ่งมีชีวิต (stable isotope labeling by amino acids in cell culture: 

SILAC) หรือ Isobaric tagging for relative and absolute quantification (iTRAQ) แต่สําหรับ

การติดฉลาก isotope dimethyl นั้นมีข้อได้เปรียบ คือ ใช้ reagent ที่ราคาไม่แพงและใช้ได้กับแทบ
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จะทุกตัวอย่าง สําหรับการติดฉลากด้วย stable isotope dimethyl สามารถใช้ได้กับตัวอย่างที่มี

ระดับน้อยกว่า 1 ไมโครกรัม ถึง ระดับมิลลิกรัม ขั้นตอนการติดฉลากใช้เวลาประมาณ 60 -90 นาที 

โดยที่ขั้นตอนทั้งหมดรวมทั้งกระบวนการย่อยเจล วิธีการแยกโปรตีนโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส และ

การวิเคราะห์ด้วย Liquid chromatography–mass spectrometry ด้วย 

 การวิเคราะห์เชิงปริมาณทางโปรติโอมิกส์โดยใช้การติดฉลากด้วย isotope ที่แตกต่างกันเป็น

วิธีที่นิยมใช้มากที่สุดในการเปรียบเทียบและการวิเคราะห์เชิงปริมาณระดับโปรตีนทั้งนี้ขึ้นอยู่กับการ

ติดฉลากโดยใช้ไอโซโทปที่แตกต่างกัน สําหรับวิธีนี้การติดฉลากโปรตีนหรือเปปไทด์จากตัวอย่างที่

แตกต่างจะใช้สารประกอบที่มีคุณสมบัติทางเคมีที่ เหมือนกันแต่แต่ละสารประกอบนั้นจะมี

องค์ประกอบของ stable isotope ที่ไม่ซ้ํากันเป็นผลให้มีมวลที่แตกต่างกัน การ incorporate 

isotope สามารถสร้างดําเนินการได้ทั้งในระดับโปรตีนหรือเปปไทด์โดยใช้สาร isotope ตัวอย่าง เช่น 
2H 13C 15N หรือ 18O ซึ่งจัดเป็น heavy isotopes 

การติดฉลาก stable isotope dimethyl โปรตีนตัวอย่างที่ใช้ติดฉลากจะต้องถูกย่อยด้วย

เอนไซม์  โปรติเอส เช่น เอนไซม์ทริปซิน สําหรับเปปไทด์ที่ได้มาจากตัวอย่างที่แตกต่างกันจะถูกติด

ฉลากด้วย isotope dimethyl ที่แตกต่างกัน ตัวอย่างที่ได้รับการติดฉลากแล้วจากตัวอย่างที่แตกต่าง

กันจะถูกรวมเข้าด้วยกันและสามารถวิเคราะห์โดย LC-MS ไปพร้อม ๆ กันได้ เนื่องจากมวลที่แตกต่าง

กันของการติดฉลากด้วย isotope dimethyl ทําให้สามารถเปรียบเทียบเปปไทด์ที่มาจากตัวอย่าง

ต่างกันได้ การติดฉลากด้วย stable isotope dimethyl เกิดจากการรีดิวซ์ของ primary amine 

ของเปปไทด์ด้วย formaldehyde เพ่ือสร้าง schiff base และเติม cyanoborohydride เพ่ือช่วยให้

การรีดิวซ์เร็วขึ้นและปฏิกิริยานี้จะเกิดได้ดีที่สุดในช่วง pH 5.0-8.5 วิธีนี้มักจะนิยมใช้การติดฉลากด้วย 

3 stable isotope ที่แตกต่างกัน (ภาพที่ 7) ได้แก่ 1) การติดฉลากด้วย light isotope การจับกัน

ของ formaldehyde และ cyanoborohydride กับเปปไทด์ทําให้มวลของเปปไทด์เพ่ิมขึ้น 28 ดาล

ตัน ต่อ primary amine ในหนึ่งเปปไทด์ 2) การติดฉลากด้วย Intermediate หรือ medium 

isotope โดยใช้ deuterated formaldehyde ทําให้มีมวลเพ่ิมขึ้น 32 ดาลตัน ต่อ primary amine 

ในหนึ่งเปปไทด์ และ 3) การติดฉลากด้วย heavy isotope ซึ่งทําให้มวลของเปปไทด์เพ่ิมขึ้น 36 ดาล

ตัน มาจากการจับกันของ primary amine ของเปปไทด์กับ deuterated และ 13C-labeled 

formaldehyde ด้วย cyanoborodeuteride การติดฉลากด้วยวิธีนี้สามารถใช้ติดฉลากตัวอย่างที่
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แตกต่างกันได้ถึง 3 ตัวอย่างและสามารถวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วย LC-MS ไปพร้อม ๆ กันทั้ง 3 

ตัวอย่างได้  

จากข้างต้นจะเห็นได้ว่าการติดฉลาก stable isotope dimethyl เป็นการติดฉลากใน

ระดับเปปไทด์ เมื่อโปรตีนตัวอย่างผ่านกระบวนการ In gel digestion แล้วจะได้ peptides ที่

สามารถติดฉลาก stable isotope เพ่ือในไปวิเคราะห์เชิงปริมาณโดย LC-MS ต่อไป โดยการติดฉลาก 

stable isotope จะติดฉลากได้ทั้งทางด้านปลาย N ของเปปไทด์ และที่ตําแหน่งกรดไลซีนของเปป

ไทด์ สําหรับเอนไซม์ที่ใช้ย่อยโปรตีนนั้นสามารถใช้เอนไซม์ที่หลากหลาย เช่น trypsin Lys-C Lys-N 

Arg-C และ V8 โดยปกติแล้ววิธีการทางโปรติโอมิกส์นั้นมักจะนิยมใช้เอนไซม์ทริปซินเป็นส่วนใหญ่ 

โดยเอนไซม์นี้จะย่อยเปปไทด์ทางด้านปลาย C ที่ตําแหน่งกรดอะมิโนไลซีน และอาร์จีนีน ดังนั้นเมื่อ

ติดฉลากเปปไทด์ที่ถูกย่อยด้วยทริปซินจะทําให้เปปไทด์มีมวลแตกต่างกัน 4 ดาลตัน (เมื่อย่อยหลัง

ตําแหน่งกรดอะมิโนอาร์จีนีนจะสามารถติดฉลากได้เพียงทางด้านปลาย N อย่างเดียว) หรือ 8 ดาลตัน 

(เมื่อย่อยหลังตําแหน่งกรดอะมิโนไลซีนจะสามารถติดฉลากได้ทั้งทางด้านปลาย N และ ตําแหน่ง

กรดอะมิโนไลซีน) โดยการติดฉลากระหว่าง light isotope กับ medium isotope หรือ ระหว่าง 

medium isotope กับ heavy isotope(56) 

 
ภาพที่ 7 แสดงรูปแบบการติดฉลากของ stable isotope dimethyl ทั้ง 3 ชนิด คือ light 
intermediate และ heavy isotope 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1. ระเบียบวิธีงานวิจัย (Research methodology) 

ประชากรในการศึกษา 

 เนื่องจากการศึกษานี้เป็นการศึกษาต่อเนื่องจากงานวิจัยเรื่อง หัวข้อ “การเปรียบเทียบปัจจัย

เสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วไตระหว่างบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต บุตรของคนปกติ และบิดามารดา”  ของ 

นายจักรพันธ์ รัตนพันธุ์ ซึ่งแบ่งประชากรออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ ดังนี้ 

 1. ประชากรเป้าหมาย (target population)    

 กลุ่มประชากรตัวอย่างแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 คือผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่เข้ารับการรักษา ณ 

โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี ส่วนกลุ่มที่ 2 คือ บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วที่เข้าร่วม

โครงการวิจัยซึ่งไม่ป่วยเป็นโรคนิ่วไต การคัดเลือกประชากรตัวอย่างเข้าโครงการวิจัยนั้น ทั้งผู้ป่วย 

(บิดาหรือมารดา) และบุตรจําเป็นต้องยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยร่วมกันด้วยความเต็มใจตลอดการ

ศึกษาวิจัยและมีการลงลายมือชื่อในใบยินยอมด้วยความสมัครใจภายหลังจากได้รับการชี้แจงให้ทราบ

ในทุกด้านรวมถึงความเสี่ยงที่อาจเกิดข้ึน 

 2. ประชากรควบคุม (control population)   

 ประชากรควบคุมแบ่งเป็น 2 กลุ่มเช่นกัน คือ กลุ่มควบคุมผู้ใหญ่ ได้แก่ ประชากรปกติที่ไม่ได้

ป่วยด้วยโรคนิ่วไต มีอายุและเพศใกล้เคียงกับประชากรตัวอย่างผู้ป่วย (gender- and age-

matched) และมีที่พักอาศัยอยู่ในบริเวณใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย เพ่ือลดความแตกต่างของปัจจัย

รบกวน อาทิเช่น สภาพภูมิอากาศ รูปแบบอาหารพ้ืนบ้านอาชีพ เป็นต้น กลุ่มที่ 2 คือ บุตรของกลุ่ม

ควบคุมผู้ใหญ่ซึ่งไม่ป่วยเป็นโรคนิ่วไตเช่นกัน การคัดเลือกประชากรควบคุมเข้าโครงการวิจัยนั้น ทั้ง

บิดามารดาและบุตร จําเป็นต้องยินยอมเข้าร่วมโครงงานวิจัยร่วมกัน 

3.2. การค านวณขนาดตัวอย่าง (Sample size)  

 เนื่องจากผลงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยต่อเนื่องจากงานวิจัยของ นายจักรพันธ์ รัตนพันธุ์ หัวข้อ 

“การเปรียบเทียบปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วไตระหว่างบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต บุตรของคนปกติ 

และบิดามารดา” ซึ่งในงานวิจัยดังกล่าว มีผู้เข้าร่วมโครงการทั้งสิ้น 148 คน ประกอบด้วย ผู้ป่วยโรค
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นิ่ว (กลุ่มท่ี 1) 28คน บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่ว (กลุ่มท่ี 2) 46 คน คนปกติ (กลุ่มที่ 3) 40 คน และบุตรคน

ปกติ (กลุ่มที่ 4) 34 คน และจากผลวิจัยของคณะผู้วิจัยพบว่า ระดับโปรตีนในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วย

โรคนิ่วคิดเป็น 78.4±8.6 มิลลิกรัมต่อวัน ในขณะที่บุตรของคนปกติที่มีอายุและเพศไม่แตกต่างกันเป็น 

23.2±3.7 มิลลิกรัมต่อวัน เมื่อใช้ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานแทนในสูตรโดยแอพลิเคชัน 

N4studies ดังนี้  

 
 จะพบว่าจะต้องใช้ประชากรตัวอย่างอย่างน้อย 1 คนในแต่ละกลุ่ม อย่างไรก็ดี ผู้วิจัยพิจารณา

ว่าจํานวนประชากร 1 คนไม่เหมาะสม ในการศึกษานี้ผู้วิจัยจึงพิจารณาใช้จํานวนสารชีวภาพขั้นต่ํา

เท่ากับงานวิจัยข้างต้น คือ 30 รายในกลุ่มบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่ว และอีก 30 คนในกลุ่มบุตรคนปกติ  

3.3. สถานที่ท าการวิจัย  

 การเก็บสารตัวอย่าง วิเคราะห์สารตัวอย่างทางห้องปฏิบัติการ บันทึก วิเคราะห์และแปรผล 

ดําเนินการที่ศูนย์วิจัยโรคนิ่วไตและโรคระบบทางเดินปัสสาวะ ภาคชีวเคมี ชั้น 7 ห้อง 717 หน่วย 

System Biology ชั้น 8 ห้อง 815 อาคารแพทยพัฒน์ และห้องปฏิบัติการ proteomic ตึก อปร.ชั้น 

17 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.4. การเก็บรักษาสารตัวอย่างทางชีวภาพ 

 การเก็บตัวอย่างปัสสาวะ เมื่ออาสาสมัครตอบรับเข้าร่วมโครงการ และลงลายมือชื่อใน

เอกสารยินยอมเข้าร่วมโครงการเป็นที่เรียบร้อยแล้ว อาสาสมัครจะได้รับอุปกรณ์การเก็บปัสสาวะ 

ประกอบด้วยกระบอกเพ่ือเก็บปัสสาวะ และขวดพลาสติกเพ่ือตวงปริมาตรปัสสาวะซึ่งมีสารยับยั้งการ

เติบโตเชื้อโรค (Thymol) เคลือบอยู่ การเก็บปัสสาวะกระทําที่บ้านของผู้เข้าร่วมโครงการ โดยทําการ

เก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมงโดยไม่ต้องแช่ตู้เย็นหรือน้ําแข็ง (แนะนําเริ่มเก็บตั้งแต่ 8.00 น. ของวันแรกไป 

จนถึง 8.00 น. ของวันที่สอง) จากนั้นให้วัดปริมาตรทั้งหมด ผสมปัสสาวะเข้าด้วยกันและเก็บตัวอย่าง

ปัสสาวะประมาณ 500 มิลลิลิตรเพ่ือนําส่งคณะผู้วิจัยและทีมแพทย์พยาบาลในวันถัดไปปัสสาวะจะ

ได้รับการปั่นเพื่อแยกเซลล์และน้ําปัสสาวะออกจากกัน จากนั้นคณะผู้วิจัยจะนําปัสสาวะเก็บไว้ในตู้แช่

แข็ง -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะนํามาใช้ในการวิเคราะห์ 
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3.5. การคัดเลือกตัวอย่างปัสสาวะ  

 เลือกปัสสาวะจากกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรกลุ่มควบคุมที่ใช้เปรียบเทียบกลุ่มละ 30 

คนและกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่ว 28 คน กับกลุ่มควบคุมที่มีอายุ เพศ และถิ่นพักอาศัยไม่แตกต่างกันจํานวน 

28 คน โดยเลือกกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุที่สอดคล้องกับกลุ่มเป้าหมาย 

3.6. การเตรียมปัสสาวะ 

 ผู้วิจัยทําการแบ่งปัสสาวะแต่ละกลุ่ม (30 ตัวอย่าง) ออกเป็น 3 กลุ่มย่อย โดยแต่ละกลุ่มย่อย

มีจํานวนปัสสาวะ 10 ตัวอย่างเท่า กัน จากยั้ยจึยําปัสสาวะทั้ง 10 ตัวอย่างมา pool รวมกัน โดยใช้

จํานวนปัสสาวะของอาสาสมัครแต่ละคนคิดเป็นจํานวนปัสสาวะที่ผลิตออกมาในเวลาที่เท่าๆ กัน 

(ml/min) เพ่ือให้แน่ใจว่าปริมาณโปรตีนในปัสสาวะดังกล่าวแสดงถึงอัตราการขับโปรตีนออกทาง

ปัสสาวะที่เวลาเท่าๆ กันจริง และมีปริมาตรรวมประมาณ 25 มิลลิลิตร ทําเช่นนี้ทั้งในกลุ่มบุตรของ

ผู้ป่วยโรคนิ่วและบุตรคนปกติ ทําให้ได้ pooled urine กลุ่มละ 3 ตัวอย่าง จากนั้นทําการจําคู่ 

pooled urine ระหว่างบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วและบุตรของคนปกติได้เป็น 3 คู่ เพ่ือใช้ในการ

เปรียบเทียบต่อไป   
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ตารางท่ี 8 แสดงตัวอย่างการ pooled ปัสสาวะเพ่ือใช้ในการเปรียบเทียบทางโปรติโอมิกส์ 

คนท่ี ปริมาณปัสสาวะที่เก็บได้ใน 24 ช่ัวโมง 

ของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต (ลิตร) 

ปริมาณปัสสาวะที่เก็บได้ใน 24 ช่ัวโมง

ของบุตรคนปกติ (ลิตร) 

จํานวนปัสสาวะที่

ผลิตได้ใน 1 นาที 

(ml/min) 

ปริมาณปัสสาวะที่

นํามา pool (ml) 

จํานวนปัสสาวะที่

ผลิตได้ใน 1 นาที 

(ml/min) 

ปริมาณปัสสาวะที่

นํามา pool (ml) 

1 0.33 1.64 0.39 1.88 

2 0.18 0.89 0.17 0.80 

3 0.48 2.38 0.29 1.41 

4 0.35 1.74 0.56 2.68 

5 0.66 3.27 0.56 2.68 

6 0.24 1.19 0.42 2.04 

7 0.72 3.57 0.83 4.02 

8 0.36 1.79 0.47 2.28 

9 0.78 3.87 1.10 5.30 

10 0.94 4.66 0.40 1.91 

รวม - 25 - 25 

 
3.7. วิธีการตกตะกอนโปรตีน     

1. ตกตะกอนโปรตีนในปัสสาวะปริมาณ 1 ml ด้วย 75% ethanol (ใช้ 100% ethanol    

3 ml) 

 2. บ่มเป็นเวลา 10 นาทีที่ 4◦C 

 3. Centrifuge 10 นาทีที่ 4◦C, 12,000xg 

 4. เทส่วนของ soluble ทิ้งไปเก็บตะกอนโปรตีนไว้ละลายด้วย lysis buffer ประมาณ 30 µl 

 5. เก็บโปรตีนที่ละลายใน lysis buffer ที่ 4 ◦C 
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3.8. วิธีการวิเคราะห์โปรตีนตัวอย่างด้วยวิธีทางโปรติโอมิกส์ 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.1. การวัดความเข้มข้นโปรตีนในปัสสาวะโดยวิธีของ Bradford  

 วัดปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีของ Bradford ซึ่งจะใช้ Bovine serum albumin (BSA) เป็น

มาตรฐานของโปรตีน โดยจะใช้สารละลาย Coomassie Brilliant Blue G250 ที่มีสีแดงออกน้ําตาล

ซึ่งปกติจะมีค่าความยาวคลื่นสูงสุดอยู่ที่ 465 nm แต่เมื่อมันจับกับโปรตีนจะเปลี่ยนเป็นสีน้ําเงินที่มีค่า

ความยาวคลื่นสูงสุดอยู่เป็น 595 nm ยิ่งมีปริมาณโปรตีนมากสีที่เปลี่ยนไปก็จะยิ่งเข้มขึ้น โดยในการ

ทดลองใช้ปริมาณของโปรตีนในปัสสาวะกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและกลุ่มบุตรคนปกติรวมกับ DI-

บุตรคนปกติ 30 คน บุตรผู้ป่วย 30 คน 

ตกตะกอนโปรตีนจากปสัสาวะด้วย 75% ethanol 

แยกโปรตีนโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสแบบ 1D-SDS-PAGE  

In gel digestion 

ติดฉลากโปรตีนแตล่ะกลุม่โดยใช้ 

 In solution dimethyl labeling 

Protein Desalting 

การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช้ nanoLC-MS/MS 

โปรตีนในกลุม่บุตรผู้ป่วยใช้ 

light dimethyl labeling 

โปรตีนในกลุม่บุตรคนปกติใช้ 

medium dimethyl labeling 
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water clave 100 µl ทําปฏิกิริยากับ Bradford solution และบ่มเป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง

หลังจากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

3.8.2. การแยกโปรตีนโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสแบบ 1D-SDS-PAGE 

10 % separating gel สําหรบัปริมาตร 10 ml 

DI-H2O 4.8 ml 

40% acryllamide 2.5 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml 

10% SDS 0.1 ml 

10% Ammonium Persulfate (APS) 0.1 ml 

TEMED 4 µl 

 4 % stacking gel สําหรับปริมาตร 5 ml 

DI-H2O 3.65 ml 

40% acryllamide 0.625 ml 

1.0 M Tris (pH 6.8) 0.625 ml 

10% SDS 0.05 ml 

10% Ammonium Persulfate (APS) 0.05  ml 

TEMED 5 µl 

  

3.8.3. การ digest เจลสําหรบัการวิเคราะห์ด้วย mass spectrometry (In gel digestion)  

 การกําจัด Coomassie Stain และ SDS 

 1. ตัดแบนแต่ละแบนของโปรตีนจากเจลที่เลือกใส่ลงใน microtube โดยตัดเจลแต่ละเจลให้

มีขนาดเล็กเท่าลูกเต๋าขนาด (~ 0.5-1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร)  

 2. ใส่ 200 ไมโครลิตร ของ 25 mM NH4HCO3 ใน 50% ACN และ vortex ประมาณ 10 

นาที เพื่อwash เอาสีย้อมโปรตีนออกมา 

 3. ใช้ปิเปตดูดสารละลายส่วน supernatant ทิ้งให้เหลือแต่เจล  

 4. ทําซ้ําในขั้นตอนที่ 2 และ 3 ประมาณ 3-4 รอบจนกระทั่งเจลเหลือสีน้อยที่สุด 
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 หมายเหตุ: ชิ้นเจลสามารถทําได้ overnight ใน supernatant เพ่ือหลีกเลี่ยงการ de-stain 

ที่ใช้ระยะเวลานาน สามารถเปลี่ยน supernatant จนกระทั่งไม่เป็นสีฟ้าและสามารถ vortex เจล 

แบบ overnight ได้ไน supernatant 

 5. ใช้ปิเปตดูดสารละลายส่วน supernatant ทิ้ง ใส่ 100% ACN ประมาณ 100 ไมโครลิตร 

หรือ จนคลุมเจลเพื่อดึงน้ําออกจากเจลอีกรอบ ทิ้งไว้ไม่กี่นาทีจนชิ้นเจลหดตัวลงและเปลี่ยนเป็นสีขาว 

(สังเกตเจลที่ได้จะเป็นสีขาวขุ่นเจลหดเล็กลง) 

 6. ใช้ปิเปตดูด Acetonitrile ทิ้ง หลังจากนั้นนําเจลไปทําให้แห้งโดยใช้การปั่นในสูญญากาศ

ประมาณ 10 นาทีจนกระท่ังเจลแห้งโดยสมบูรณ์  

ขั้นตอนการ Reduction และ Alkylation 

 1. Re-hydrate เจลด้วย 60 ไมโครลิตร ของ 10 mM DTT (หรือในปริมาณที่แน่ใจว่าคลุม

เจลทั้งหมด) vortex และ spin-down ในเวลาสั้น ๆ ต่อจากนั้นบ่มให้ทําปฏิกิริยาไว้ที่ 56 ◦C 45 

นาที  

 2. ใช้ปิเปตดูดสารละลายส่วน supernatant ทิ้ง แล้วใส่ 60 ไมโครลิตร ของ 55 mM 

iodoacetate vortex และ spin-down ในเวลาสั้น ๆ ต่อจากนั้นบ่มให้ทําปฏิกิริยาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

30 นาที ในที่มืด 

 3. ใช้ปิเปตดูดสารละลายส่วน supernatant ทิ้ง แล้ว wash ชิ้นเจลด้วย 100 ไมโครลิตร 

ของ 25 mM NH4HCO3  ใน 50% acetonitrile (ACN) แล้ว vortex 10 นาที และ spin-down 

(ประมาณ 2 รอบ) 

 4. ใช้ปิเปตทิปดูดสารละลายส่วน supernatant ทิ้ง ใส่ 100% ACN ประมาณ 200 

ไมโครลิตร หรือ จนคลุมเจลเพ่ือดึงน้ําออกจากเจลอีกรอบ ทิ้งไว้ไม่กี่นาทีจนชิ้นเจลหดตัวลงและ

เปลี่ยนเป็นสีขาว หากสังเกตเห็นว่าเจลยังมีลักษณะไม่ทึบแสงให้ ใช้ปิเปตดูด ACN ออก แล้วทําซ้ํา

ขั้นตอนนี้ใหม่อีกครั้ง  

 5. ใช้ปิเปตดูด Acetonitrile ทิ้ง หลังจากนั้นนําเจลไปทําให้แห้งโดยใช้การปั่นในสูญญากาศ

ประมาณ 10 นาที จนกระทั่งเจลแห้งโดยสมบูรณ์ หลังจากนั้นต่อด้วยขั้นตอนการย่อยด้วยทริปซินใน

ขั้นตอนต่อไป 
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ขั้นตอนการ Digestion 

 1. ใส่สารละลายทริปซิน ที่มากเกินพอให้คลุมเจลทั้งหมด ปริมาณที่ใส่จะขึ้นอยู่กับตัวอย่าง 

แต่โดยเฉลี่ย 25 ไมโครลิตรก็เพียงพอ 

 2. re-hydrate เจลด้วยทริปซินบนน้ําแข็ง หรือที่อุณหภูมิ 4◦C 60 นาที หลังจาก 60นาที 

ดูดสารละลายทริปซินที่ไม่ถูกดูดซึมเข้าไปในเจลทิ้ง และใส่ 25 mM NH4HCO3 ให้คลุมเจลทั้งหมด  

 หมายเหตุ: การบ่มควรใช้เวลาให้นานเพียงพอให้แน่ใจว่าทริปซินแทรกซึมเข้าไปในเจลอย่าง

สมบูรณ์ การดูดเอาทริปซินที่มากเกินพอออกจะช่วยลดการย่อยโปรตีนจากทริปซิน spin-down และ 

บ่มไว้ที่ 37◦C overnight (12-16 ชั่วโมง) 

 การสกัดโปรตีนออกมาจากเจล 

 1.นําเจลที่บ่มด้วย 25 mM NH4HCO3 overnight ดูดสารละลารส่วน water soluble เก็บ

ไว้ใน microtube อันใหม่ แล้วใส่ 50% acetonitrile (ACN)/Formic acid 0.1% 

 2. Vortex แล้วบ่มประมาณ 5 นาที แล้วดูดเอาส่วน water soluble เก็บไว้ใน microtube 

อันเดิมจากข้อแรก ทําซ้ําตามข้อแรกและข้อสองประมาณ 3 รอบ จนรอบสุดท้ายจะเหลือเพียงแค่เจ

ลอย่างเดียวในหลอด 

 3. นําเจลในหลอดใส่ 50% ACN /Formic acid 0.1% แล้ว sonicate เป็นเวลา 2 นาที 

แล้วดูดเอาส่วน water soluble เก็บไว้ใน microtube เดิมอีกครั้ง 

 4. ระเหยตัวทําละลายโดยใช้การปั่นในสูญญากาศเพ่ือให้ได้เปปไทด์ที่มีความเข้มข้นสูง

พอที่จะวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Liquid chromatography–mass spectrometer 

3.8.4. การติดฉลากเปปไทด์ของโปรตีนด้วยวิธีการ In solution dimethyl labeling 

 การเปลี่ยนแปลงมวลของเปปไทด์ของโปรตีนตัวอย่างเป็นผลมาจากการ combine ของ 

isotope-labeled formaldehyde และ cyanoborohydride เพ่ือสร้างการติดฉลาก stable 

isotope dimethyl ให้กับเปปไทด์ของตัวอย่างที่ต่างกลุ่มกัน เพ่ือใช้ในการแยกที่มาของโปรตีนที่

ตรวจพบ 

 



 

 

39 

ตารางที่ 9 แสดงการติดฉลากสําหรับ stable light isotope dimethyl และ stable medium 

isotope dimethyl โดยใช้ Formaldehyde isotope และ Cyanoborohydride isotope 

Label  Light Medium 

Mass increase per label +28.0313 Da +32.0564 Da 

Formaldehyde isotope CH2O CD2O 
Cyanoborohydride isotope NaBH3CN NaBH3CN 

 

ในการทดลองนี้ผู้วิจัยใช้ stable light isotope dimethyl สําหรับการติดฉลากโปรตีนในกลุ่มบุตร

ผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ stable medium isotope dimethyl สําหรับการติดฉลากโปรตีนในกลุ่มบุตร

คนปกต ิ

 1. สร้างตัวอย่างขึ้นใหม่โดยใช้ (ประมาณ 500 ไมโครกรัม) 100 ไมโครลิตร ของ 100 mM 

TEAB (*ตัวอย่างควรปราศจากจาก amine ใด ๆ เช่น tris และค่า pH ควรอยู่ในช่วงประมาณ 5-8.5) 

 2. เติม 4 µl ของ 4% (vol/vol) ของ formaldehylde isotope สําหรับการติดฉลากด้วย 

stable light isotope dimethyl และ stable medium isotope dimethyl ตามตารางที่ 7 

ต่อจากนั้น mix และ spin down (*ควรทําในตู้ดูดควัน) 

 3. เติม 4 µl ของ 0.6 M NaBH3CN ในตัวอย่างที่ติดฉลากเปปไทด์ด้วย stable light 

isotope dimethyl และ stable medium isotope dimethyl 

 4. บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องในตู้ดูดควัน 1 ชั่วโมง 

 5. หยุดการติดฉลาก โดยเติม 16 µl ของ 1% (vol/vol) ammonia solution ต่อจากนั้น 

mix และ spin down 

 6. เติม 10 ul ของ 100% FA เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเพ่ิมเติม และใช้สําหรับการ desalting เพ่ือ

นําไปวิเคราะห์โดย nanoLC-MS/MS ต่อไป 

 7. mix ตัวอย่างและนําไป desalting  

3.8.5. การตกตะกอนแยกโปรตีนด้วยกระบวนการ Desalting   

 การทดลองนี้ใช้ tip สําหรับ autopipette ขนาด 20-200 ul เป็น column สําหรับการ 

desaltingโปรตีน โดยใช้ Solid Phase Extraction Disk เป็น Solid phase 
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ภาพที่ 8 แสดงการตกตะกอนแยกโปรตีนโดยใช้ tip สําหรับ autopipette ขนาด 20-200 
 1. เพ่ือรักษา column ให้อยู่ในสภาวะที่เหมาะสม ใส่ 100 µl ของ 100% ACN ใน 

column และ Centrifuge 1,500xg 5 นาที ที่ 4◦C 

 2. equilibrate column ด้วย 0.1% FA 100 µl และ Centrifuge 1,500xg 5 นาที ที่       

4◦C 

 3. โหลดตัวอย่างช้า ๆ ลงใน column โดยจะต้องเปลี่ยน microtube เป็นอันใหม่เพ่ือเก็บ

ส่วนที่เป็น unbound โปรตีนไว้ (*ตัวอย่างที่เก็บไว้ในขั้น In solution dimethyl labeling มี

ประมาณ 5 µl ต้อง dilute ด้วย 0.1% FA ก่อนโหลดลงใน column) และ Centrifuge 1,500xg 5 

นาที ที่ 4◦C ประมาณ 2 รอบ   

 4. wash column ด้วย 0.1% FA 100 µl โดยจะต้องเปลี่ยน microtube เป็นอันใหม่เพ่ือ

เก็บส่วนที่เป็น wash ไว้หรือจะใช้อันเดียวกับในข้อ 3 เก็บก็ได้ และ Centrifuge 1,500xg 5 นาที ที่  

4◦C ประมาณ 2 รอบ   

 5. เปลี่ยน microtube อันใหม่เพ่ือเก็บโปรตีน โดย elute เปปไทด์ ด้วย 0.1% 

FA/50%ACN 100 µl และ Centrifuge 1,500xg 5 นาที ที่ 4 ◦C ประมาณ 2-3 รอบ   

 6. นําตัวอย่างที่ได้ไป speed wax เพ่ือให้ได้ตัวอย่างในการนําไปวิเคราะห์ nanoLC-MS/MS 

ต่อไป 

3.8.6. การวิเคราะห์ผลโปรตีนด้วย Nano-Liquid chromatography–tandem mass 
spectrometry (nanoLC-MS/MS) 

การวิเคราะห์ผลโปรตีนจะใช้เครื่อง nanoLiquid chromatography–tandem mass 

spectrometer รุ่น Q-exactive plus ซึ่งใช้หลักการ MS/MS ion search ในการระบุชนิดโปรตีน

โดยการวิเคราะห์ ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีซํ้า 2 ครั้ง (MS/MS) การวิเคราะห์ครั้งแรกสามารถ
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บอกขนาดมวลของสายเปปไทด์ ทั้งหมด และทําการแตกตัวเปปไทด์แต่ละสายด้วยการวิเคราะห์ครั้งที่

สอง ซึ่งจะทําให้ทราบขนาดมวลของเปปไทด์แต่ละสาย แล้วนําข้อมูลทั้งหมดเทียบกับฐานข้อมูล 

UniProtKB/Swiss-Prot – ExPASy ด้วยโปรแกรม MASCOT เพ่ือระบุชนิดโปรตีน และแปลผลข้อมูล

โดยใช้ Proteome Discoverer™ Software 

3.8.7. การแปลผลจากการวิเคราะห์ด้วย nanoLC-MS/MS  

จากกระบวนการ In gel digestion แต่ละเลนของโปรตีนในกลุ่มบุตรผู้ป่วยและบุตรคนปกติ

ทั้ง 3 กลุ่มจะถูกตัดแบ่งเป็น 10 ส่วน (fraction) แต่ละเลนจะประกอบด้วยโปรตีนและเปปไทด์ที่

หลากหลาย โดยเปปไทด์ของโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตจะถูกติดฉลากด้วย ใช้ stable 

light isotope dimethyl และ เปปไทด์ของโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มบุตรคนปกติจะถูกติดฉลากด้วยใช้ 

stable medium isotope dimethyl จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  Proteome Discoverer™ 

Software จะสามารถระบุชนิดของเปปไทด์ โปรตีน และสามารถคํานวณ area ของการติดฉลากเปป

ไทด์ด้วย stable light isotope dimethyl และ stable medium isotope dimethyl ที่ติดฉลาก

แต่ละเปปไทด์ของโปรตีนในกลุ่มบุตรผู้ป่วยและบุตรคนปกติได้โดยใช้สูตรคํานวณดังต่อไปนี้ 

 

อัตราส่วน (ratio) ของแต่ละส่วน 

 
 

เนื่องจากในแต่ละเวลจะมีทั้งหมด 10 ส่วนดังนั้น ratio ของแต่ละโปรตีนจึงมีทั้งหมด 10 ค่า

ในแต่ละกลุ่ม ดังนั้น สามารถคํานวณอัตราส่วนทั้ง 10 ส่วนได้ดังนี้ 

 

 

 

เมื่อ  i = ID ของโปรตีน (ของโปรตีนแต่ละชนิด) 

 j = ID ของเปปไทด์ที่สอดคล้องกับโปรตีน i 

และ p = จํานวนของเปปไทด์ทั้งหมดที่สอดคล้อง 

      กับโปรตีน i 

เมื่อ  f = แต่ละ fraction 

 j = ID ของโปรตีน (ในแต่ละ fraction)  

และ n = จํานวนของโปรตีนทั้งหมดที่เหมือนกัน 

                ใน fraction f 
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Average ratio (AVGRatio) คือ ค่าเฉลี่ยของอัตราส่วนของ area ของเปปไทด์ที่ติดฉลาก

ด้วย stable medium isotope dimethyl ต่อ stable light isotope dimethyl ของโปรตีนที่พบ

ในแต่ละส่วน 

Median ratio (MedianRatio) คือ มัธยฐานของอัตราส่วนของ area ของเปปไทด์ที่ติดฉลาก

ด้วย stable medium isotope dimethyl ต่อ stable light isotope dimethyl ของโปรตีนที่พบ

ในแต่ละส่วน 

Weight ratio (WeightRatio) คือ ค่าเฉลี่ยของอัตราส่วนของ area ของเปปไทด์ที่ติดฉลาก

ด้วย stable medium isotope dimethyl ต่อ stable light isotope dimethyl ของโปรตีนแต่ละ

ชนิดที่พบใน 10 ส่วน 

ค่า p-value คํานวณจากโปรแกรม excel เป็น Student's t-test โดยใช้ two-tailed 

distribution และ two-sample equal variance ค่า p-value สําหรับ AVGRatio, MedianRatio, 

และ WeightRatio ถ้า p-value < 0.05 จะถือว่ามีความนัยสําคัญทางสถิติ ในการวิเคราะห์นี้ผู้วิจัย

เลือกใช้ p-value ของ WeightRatio เป็นตัวกําหนดค่า เนื่องจากโปรตีนแต่ละชนิดเมื่อผ่าน

กระบวนการ In gel digestion แล้วจะให้เปปไทด์ของโปรตีนนั้นจํานวนมากและหลากหลายเปปไทด์ 

โดยเปปไทด์แต่ละตัวนั้นจะมีสัญญาณของ signal to noise ที่แตกต่างกัน เปปไทด์ที่มีสัญญาณของ 

signal to noise ที่ดีก็จะให้คุณภาพในการวิเคราะห์เชิงปริมาณที่สูงกว่าเปปไทด์ที่มีสัญญาณ signal 

to noise ที่ต่ํากว่า ดังนั้นในงานวิจัยนี้คุณภาพในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของโปรตีนแต่ละชนิดจึงมา

จากเปปไทด์ การคํานวณนี้จึงให้ความสําคัญกับ signal to noise ของเปปไทด์แต่ละโปรตีนเป็นหลัก 

3.8. วิธีการวิเคราะห์โปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะ  

การวัดโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะทําโดยภาควิชาเวชศาสตร์ชันสูตร คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยใช้เทคนิค electrochemiluminiscence โดย COBAS C6000® 

(Roche) และมี limit of detection (LOD) ของโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะเป็น 0.001 mg/dl 
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3.9. วิธีการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (statistical analysis)  

ใช้โปรแกรม SPSS version 16.0 (SPSS Inc., IBM, NY, USA) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของ

ผู้เข้าร่วมโครงการทั้ง 4 กลุ่ม   โดยวิเคราะห์กลุ่มที่ไม่มีความสัมพันธ์กันทางเครือญาติด้วย unpaired 

t-test และวิเคราะห์กลุ่มที่มีความสัมพันธ์กันทางเครือญาติด้วย paired t-test และหาความสัมพันธ์

ระหว่างตัวแปรต่างๆด้วยการวิเคราะห์แบบ Pearson’s chi-square และการหา adjusted odd 

ratio ของความเสี่ยงตัวแปรตามโดยใช้ binary logistic regression โดยให้ค่านัยสําคัญอยู่ที่            

p < 0.05   
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บทที่ 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 เนื่องจากผลงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยต่อเนื่องจากงานวิจัยของ นายจักรพันธ์ รัตนพันธุ์ หัวข้อ 

“การเปรียบเทียบปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วไตระหว่างบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต บุตรของคนปกติ 

และบิดามารดา” ซึ่งในงานวิจัยดังกล่าว มีผู้เข้าร่วมโครงการทั้งสิ้น 148 คน ประกอบด้วย ผู้ป่วยโรค

นิ่ว (กลุ่มที่ 1) 28 คน บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่ว (กลุ่มที่ 2) 46 คน คนปกติ (กลุ่มที่ 3) 40 คน และบุตร

คนปกติ (กลุ่มที่ 4) 34 คน และจากผลวิจัยของคณะผู้วิจัยพบว่า ระดับโปรตีนในปัสสาวะของบุตร

ผู้ป่วยโรคนิ่วคิดเป็น 78.4±8.6 มิลลิกรัมต่อวัน ในขณะที่บุตรของคนปกติที่มีอายุและเพศไม่แตกต่าง

กันเป็น 23.2±3.7 มิลลิกรัมต่อวัน เมื่อใช้ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานแทนในสูตรโดยแอพลิเค

ชัน N4studies จะพบว่าจะต้องใช้ประชากรตัวอย่างอย่างน้อย 1 คนในแต่ละกลุ่ม อย่างไรก็ดี ผู้วิจัย

พิจารณาว่าจํานวนประชากร 1 คนไม่เหมาะสม ในการศึกษานี้ ผู้วิจัยจึงพิจารณาจํานวนที่ใช้โดย

คัดเลือกปัสสาวะจากกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และบุตรกลุ่มควบคุมที่ใช้เปรียบเทียบกลุ่มละ 30 คน 

และกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วกับกลุ่มควบคุมจํานวนกลุ่มละ 28 คน โดยเลือกกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุที่

สอดคล้องกับกลุ่มเป้าหมาย จากการคัดเลือกกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และบุตรกลุ่มควบคุมที่ใช้

เปรียบเทียบกลุ่มละ 30 คน พบว่าเพศไม่มีความแตกต่างกันแต่อายุของทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 6 (15.43±4.40 ปี และ 18.50±6.41 ปี ตามลําดับ 

p-value = 0.035) 
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ตารางท่ี 10 แสดงข้อมูลพ้ืนฐานของกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

 
รายละเอียด 

กลุ่มท่ี 1  
บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่ว

ไต  

กลุ่มท่ี 2  
บุตรของคนปกติ 
 (กลุ่มควบคุม) 

p-value 

จํานวนประชากร (คน) 30 30   

% เพศชาย 56.67 53.33 0.438 

อายุเฉลี่ย (mean ± SD) (ปี) 
  

15.43±4.40 
(9-25) 

18.50±6.41 
(7-29) 

0.035* 
  

การสูบบุหรี่ (%) 14.29 14.29 NS 

การติดแอลกอฮอล์ (%) 10.71 14.29 NS 

ประวัติการรักษาโรค      

   - โรคเบาหวาน (%) 0 0 NS 

   - ความดันโลหิตสูง (%) 0 0 NS 

   - โรคอ่ืน ๆ (ลิ้นหัวใจ, หอบ
หืด, กระเพาะ) (%) 

10.00 10.00 NS 

ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p < 0.05 เปรียบเทียบ

ระหว่างสองกลุ่ม NS: ไม่มีความสําคัญทางสถิติ (not significant) 

  

 ในตารางที่ 7 แสดงให้เห็นว่าปริมาณปัสสาวะต่อวันของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วและบุตรกลุ่ม

ควบคุมไม่แตกต่างกัน (778.07±393.41 มิลลิลิตรต่อวัน และ 855.17±506.39 มิลลิลิตรต่อวัน 

ตามลําดับ p-value = 0.513) ในขณะที่ระดับโปรตีนในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วสูงกว่าบุตร

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (85.13±44.12 มิลลิกรัมต่อวัน และ 26.59±21.13 มิลลิกรัม

ต่อวัน ตามลําดับ p-value <0.001*) นอกจากนี้ยังพบว่าในกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วมีซิเตรทต่ํากว่ากลุ่ม

ควบคุม (104.07±83.77 มิลลิกรัมต่อวัน และ 177.65±144.12 มิลลิกรัมต่อวัน ตามลําดับ p-

value=0.019*) และแคลเซียมสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (50.13±35.16 mg/day

และ 21.71±16.24 mg/day ตามลําดับ p-value < 0.001*) แต่ระดับของออกซาเลต โพแทสเซียม 

แมกนีเซียมของทัง้สองกลุ่มไม่แตกต่างกัน 
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ตารางท่ี 11 แสดงระดับองค์ประกอบโดยรวมในปัสสาวะ และ ผลของ Urine strip test ของกลุ่ม

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

 

รายละเอียด 

กลุ่มที่ 1  
บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต  

กลุ่มที่ 2  
บุตรของคนปกต ิ
 (กลุ่มควบคุม) 

p-value 

24-hour Urine volume (ml) 778.07±393.41 855.17±506.39 0.513 

Urine strip test    

   - Positive for sugar 0 0  

   - Positive for protein 0 0  

   - Positive for blood 0 0  

Total urine protein (mg/day) 85.13±44.12 26.59±21.13 <0.001* 

Urine elements    

   - Citrate (mg/day) 104.07±83.77 177.65±144.12 0.019* 

   - Oxalate (mg/day) 16.64±19.28 23.08±61.22 0.587 

   - Calcium (mg/day) 50.13±35.16 21.71±16.24 <0.001* 

   - Potassium (mg/day) 401.15±162.78 459.28±208.06 0.110 

   - Magnesium (mg/day) 51.64±28.63 55.63±23.76 0.560 

 ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ 

*p<0.05 เปรียบเทียบระหว่างสองกลุ่ม 

ผลการแยกโปรตีนโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสแบบ 1D-SDS-PAGE 

 ในงานวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยได้ใช้ตัวอย่างปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และของกลุ่มบุตร

คนปกติซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุมท่ีมีเพศและอายุที่สอดคล้องกับกลุ่มเป้าหมาย กลุ่มละ 30 คน โดยได้มีการ

แบ่งกลุ่มของทั้งสองกลุ่มออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 10 คน โดยการคัดเลือกปัสสาวะของคน 10 คน ใน

แต่ละกลุ่มจะใช้ปริมาณรวมของปัสสาวะในแต่ละกลุ่มของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรคนปกติที่

แตกต่างกันน้อยที่สุด หลังจากนั้นนําตัวอย่างปัสสาวะของแต่ละกลุ่มมาตกตะกอนโปรตีนด้วย 75% 

ethanol และละลายตะกอนด้วย lysis buffer เพ่ือนําไปใช้ศึกษาทางโปรตีโอมิกส์ต่อโดยการรันเจล



 

 

47 

ด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสแบบ 1D-SDS-PAGE และย้อมสีเจลด้วยสี Coomassie blue พบรูปแบบ

การกระจายตัวของโปรตีนในแต่ละกลุ่มท่ีแตกต่างกันออกไปดังภาพที่ 9 

 
ภาพที่ 9 การวิเคราะห์ 10% SDS-PAGE ของโปรตีนที่ตกตะกอนจากปัสสาวะทั้ง 3 กลุ่มของกลุ่ม
บุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และของกลุ่มบุตรคนปกติ เมื่อ Lane M คือ prestained protein marker 
(PageRulerTM Prestain protein ladder, Fermentas) Lane 1 และ 2 คือ กลุ่มที่ 1 ของกลุ่ม
บุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และของกลุ่มบุตรคนปกติคู่ที่หนึ่ง Lane 3 และ 4 คือ กลุ่มที่ 2 ของกลุ่มบุตร
ผู้ป่วยโรคนิ่วไต และของกลุ่มบุตรคนปกติคู่ที่สอง และ Lane 5 และ 6 คือ กลุ่มที่ 3 ของกลุ่มบุตร
ผู้ป่วยโรคนิ่วไต และของกลุ่มบุตรคนปกติคู่ท่ีสาม 

ผลการวิเคราะห์ผลโปรตีนด้วย nano-Liquid chromatography–tandem mass 
spectrometry (nanoLC-MS/MS) 

 เจลที่ได้จากการรันอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ 1D-SDS-PAGE และย้อมสีเจลด้วยสี Coomassie 

blue แล้วจะผ่านกระบวนการ In gel digestion และ การติดฉลาก (Label) ด้วย dimethyl ที่มี

ไอโซโทปที่แตกต่างกันระหว่างเจลของทั้งสองกลุ่ม และหลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ต่อด้วยเครื่อง 

nanoLC-MS/MS ผลการวิเคราะห์พบว่าพบโปรตีนทั้งหมดจากทั้งสองกลุ่ม 349  ชนิด และจากการ

วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างโปรตีนทั้ง 3 กลุ่มจะพบว่าโปรตีนที่เพ่ิมสูงขึ้นในปัสสาวะของกลุ่มบุตร

ผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อเทียบกับบุตรคนปกติมีทั้งหมด 18 ชนิด คิดเป็นร้อยละ 5.44 ของโปรตีนทั้งหมดที่

พบ (ตารางที่ 8) 
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ตารางท่ี 12 แสดงโปรตีน 18 ชนิดที่มีเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อ

เทียบกับบุตรของคนปกติ 

No. ชื่อโปรตีน ยีน จํานวนกรด 

อะมิโน 

WeightRatio p-value 

 

1 serum albumin preproprotein ALB 609 0.335134696 0.0007 

2 pancreatic alpha-amylase 

precursor  

AMY2A 511 0.332019415 0.0313 

3 zinc-alpha-2-glycoprotein 

precursor 

AZGP1 298 0.396664939 0.0232 

4 cystatin-M precursor  CST6 149 0.334918196 0.0018 

5 alpha-1-acid glycoprotein 2 

precursor  

ORM2 201 0.205876839 0.0032 

6 adiponectin precursor  ADIPOQ 244 0.329121229 0.0015 

7 trefoil factor 2 precursor  TFF2 129 0.487943724 0.0486 

8 ganglioside GM2 activator isoform 

1 precursor  

GM2A 193 0.459711532 0.0143 

9 lymphatic vessel endothelial 

hyaluronic acid receptor 1 

precursor  

LYVE1 322 0.304899536 0.0031 

10 alpha-1-antichymotrypsin 

precursor  

SERPINA3 423 0.37293366 0.0022 

11 complement factor B 

preproprotein  

CFB 764 0.236383861 0.0054 

12 endonuclease domain-containing 1 ENDOD1 500 0.342439862 0.0053 
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protein precursor  

13 alpha-1-acid glycoprotein 1 

precursor  

SERPINA1 418 0.313615546 0.0099 

14 prostate stem cell antigen 

preproprotein  

PSCA 114 0.155434832 0.0077 

15 PREDICTED: alpha-amylase 1 

isoform X1  

AMY1A 511 0.129831486 <0.0001 

16 PREDICTED: hemopexin isoform X1  HPX 462 0.271881832 0.0168 

17 PREDICTED: maltase-glucoamylase, 

intestinal isoform X1  

MGAM 2753 0.602006603 0.0354 

18 PREDICTED: putative V-set and 

immunoglobulin domain-

containing-like protein IGHV4OR15-

8-like  

LOC1027

23407 

155 0.397082924 0.0381 

  
ซึ่งเมื่อพิจารณาโปรตีนทั้ง 18 ชนิด สามารถแบ่งกลุ่มของโปรตีนออกเป็น 2 กลุ่มตาม

แหล่งกําเนิด คือ กลุ่มที่ถูกกรองจากเลือด 17 ชนิด ได้แก่ serum albumin preproprotein, 

pancreatic alpha-amylase zinc-alpha-2-glycoprotein, cystatin-M, adiponectin, trefoil 

factor 2, ganglioside GM2 activator isoform 1, lymphatic vessel endothelial hyaluronic 

acid receptor 1, alpha-1-antichymotrypsin, complement factor B preproprotein,  

endonuclease domain-containing 1 protein, alpha-1-acid glycoprotein 1, prostate 

stem cell antigen preproprotein, PREDICTED: alpha-amylase 1 isoform X1, PREDICTED: 

hemopexin isoform X1, PREDICTED: maltase-glucoamylase, intestinal isoform X1 และ 

PREDICTED: putative V-set and immunoglobulin domain-containing-like protein 

IGHV4OR15-8-like  โดยพบว่ามีโปรตีนที่พบทั้งในเซลล์ไตและเลือด 1 ชนิด คือ alpha-1-acid 

glycoprotein 2 ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10 แสดงจํานวนของโปรตีนที่พบในเลือด และที่พบทั้งในไตและเลือด 

  

 จากการวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ทําให้พบโปรตีน 18 ชนิดที่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสําคัญท้ัง 3 กลุ่มในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อเทียบกับบุตรของคนปกติ สําหรับการเลือก 

candidate protein เพ่ือใช้เป็น biomarker ในการวินิจฉัยผู้ที่มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วไต 

โปรตีนที่เหมาะสม คือ โปรตีนที่พบมากในผู้ที่มีความเสี่ยงสูงต่อการเกิดนิ่วมากกว่าผู้ที่มีความเสี่ยงต่ํา 

โปรตีนควรมีความสัมพันธ์กับหน้าที่ของ renal tubular epithelium เนื่องจากโรคนิ่วไตจัดเป็น 

tubulointerstitial disease เป็นโปรตีนที่สามารถตรวจวัดได้ง่าย ทราบระดับปกติในคนปกติ เมื่อใช้

หลักเกณฑ์ดังกล่าว จะพบว่าโปรตีนอัลบูมินเข้ากับข้อกําหนดเบื้องต้นมากที่สุด การศึกษานี้ผู้วิจัยจึง

เลือกใช้ urinary albumin เป็น candidate protein เพ่ือศึกษาต่อไป 

ผลการตรวจ urinary albumin โดยวิธี electrochemiluminiscence  

ระดับโปรตีนอัลบูมินที่ตรวจพบในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตสูงกว่าบุตรคนปกติ

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (5.92±10.48 มิลลิกรัมต่อวัน และ 0.41±0.78 มิลลิกรัมต่อวัน ตามลําดับ 

p-value=0.006*) (ตารางท่ี 9)  

 เนื่องจากพบว่าอายุของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และกลุ่มบุตรคนปกติมีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (15.43±4.40 ปี และ 18.50±6.41 ปี ตามลําดับ p-value < 0.05) จึง

ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับโปรตีนอัลบูมินกับอายุของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และกลุ่มบุตรคน
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ปกติพบว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน (p-value=0.115 และ p-value=0.068 ตามลําดับ) ดังแสดงในภาพ

ที่ 11 

ตารางที่ 13 แสดงระดับของโปรตีนอัลบูมินที่ตรวจพบในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและ

กลุ่มบุตรคนปกต ิ

 

รายละเอียด 

กลุ่มท่ี 1  
บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไต  

กลุ่มท่ี 2  
บุตรของคนปกติ 
 (กลุ่มควบคุม) 

p-value 

จํานวนประชากร (คน) 30 30   

อายุเฉลี่ย (mean ± SD) (ปี) 
  

15.43±4.40 
(9-25) 

18.50±6.41 
(7-29) 

0.035* 
  

Albumin (มิลลิกรัม/วัน) 5.92±10.48 0.41±0.78 0.006* 

ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p<0.05 เปรียบเทียบระหว่าง

สองกลุ่ม 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ์ของระดับโปรตีนอัลบูมินกับอายุของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และกลุ่ม
บุตรคนปกต ิ
 จากการศึกษาข้างต้นจะเห็นได้ว่าบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับ urinary albumin สูงกว่า

บุตรของคนปกติจริง โดยมีค่า adjusted odd ratio คิดเป็น 2.149 (95% CI = 1.130 - 4.087, p-

value = 0.020) เมื่อ adjusted age และเมื่อศึกษาความสัมพันธ์ของระดับของโปรตีนอัลบูมินที่

ตรวจพบในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตและกลุ่มคนปกติที่มีอายุและเพศสอดคล้องกัน พบว่าผู้ป่วย
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โรคนิ่วไตมีระดับของโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะสูงกว่าคนปกติอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (16.85 

±33.41 มิลลิกรัมต่อวัน และ 0.26±0.71 มิลลิกรัมต่อวัน ตามลําดับ p –value < 0.001) โดยมีค่า 

adjusted odd ratio คิดเป็น 2.392 (95% CI = 1.353 – 4.229, p-value = 0.003) (ตารางที่ 10) 

ตารางที่ 14 แสดงระดับของโปรตีนอัลบูมินที่ตรวจพบในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตและกลุ่มคน
ปกต ิ

 

รายละเอียด 

กลุ่มท่ี 3  
ผู้ป่วยโรคนิ่วไต  

กลุ่มท่ี 4  
คนปกติ 

 (กลุ่มควบคุม) 

p-value 

จํานวนประชากร (คน) 28 28   

% เพศชาย 35.71 46.43 0.166 

อายุเฉลี่ย (mean ± SD) (ปี) 

  

46.11±9.77 

(32-69) 

43.11±9.96  

(26-62) 

 0.493 

Urinary albumin (มิลลิกรัม/วัน) 16.85 ±33.41 0.26±0.71 <0.001* 

ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p<0.05 เปรียบเทียบระหว่าง

สองกลุ่ม 

ผลการศึกษาการเกิดภาวะ supersaturation ต่อระดับของโปรตีนอัลบูมิน 

 เพ่ือศึกษาว่าระดับ urinary albumin มีความสัมพันธ์กับค่าความอ่ิมตัวยิ่งยวดในปัสสาวะ ซึ่ง

เป็นตัวบ่งชี้ความเสี่ยงที่จะเกิดผลึกนิ่วที่ดีที่สุดหรือไม่ ผู้วิจัยจึงวิเคราะห์ค่าความสัมพันธ์ของ urinary 

albumin และ Ogawa index โดยใช้ Pearson’s correlation test ในประชากรตัวอย่างแต่ละกลุ่ม 

 เมื่อศึกษาการเกิดภาวะ supersaturation โดยใช้สูตรคํานวณของ Ogawa index พบว่า

กลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีภาวะ supersaturation (Ogawa index) สูงกว่ากลุ่มบุตรควบคุมอย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติ (22.56 ± 29.71 (x10-6) และ 0.41± 0.78 (x10-6) ตามลําดับ p-value = 

0.007*) (ส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยของนางสาวนัฐธิญา กาลพงษ์นุกุล) ดังแสดงในตารางที่ 11 

ความสัมพันธ์ระหว่างภาวะ supersaturation (Ogawa index) กับ ระดับของโปรตีนอัลบูมินในกลุ่ม
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บุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรคนปกติไม่มีความสัมพันธ์กัน (p-value 0.265 และ p-value=0.329) 

ดังแสดงในภาพที่ 12 และภาพท่ี 13 ตามลําดับ 

ตารางท่ี 15 แสดงค่า Ogawa index ของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรคนปกติ (กลุ่มควบคุม) 

 

รายละเอียด 

กลุ่มท่ี 1  
บุตรของผู้ป่วยโรคนิ่ว

ไต  

กลุ่มท่ี 2 
 บุตรคนปกติ  
(กลุ่มควบคุม) 

p-value 

จํานวนประชากร (คน) 30 30   

% เพศชาย 0.57 0.53 0.438 

อายุเฉลี่ย (mean ± SD) 
(ปี) 

  

15.43±4.40 
(9-25) 

18.50±6.41 
(7-29) 

0.035* 
  

Ogawa index (x10-6) 22.56 ± 29.71 0.41±0.78 0.007* 

ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p<0.05 

เปรียบเทียบระหว่างสองกลุ่ม 

ภาพที่ 12 แสดงความสัมพันธ์ของระดับโปรตีนอัลบูมินกับค่า Ogawa index ของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรค
นิ่วไต 
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ภาพที่ 13 แสดงความสัมพันธ์ของระดับโปรตีนอัลบูมินกับค่า Ogawa index ของกลุ่มบุตรคนปกติ 

 
 และเมื่อศึกษาการเกิดภาวะ supersaturation ในกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไตและคนปกติ พบว่า

กลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีภาวะ supersaturation (Ogawa index) สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (53.53 ± 57.90 (x10-6)  และ 19.66 ± 23.32 (x10-6)  ตามลําดับ p–value < 0.001*) 

ดังแสดงในตารางที่ 12 ไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่างภาวะ supersaturation (Ogawa index) กับ 

ระดับของโปรตีน  อัลบูมินทั้ งในกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไตและคนปกติ (p-value 0.237 และ p-

value=0.325) ดังแสดงในภาพที่ 14 และภาพท่ี 15 ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 16 แสดงค่า Ogawa index ของกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไต และคนปกติ (กลุ่มควบคุม) 

 

รายละเอียด 

กลุ่มท่ี 3  
ผู้ป่วยโรคนิ่วไต 

กลุ่มท่ี 4  
คนปกติ 

 (กลุ่มควบคุม) 

p-value 

จํานวนประชากร (คน) 28 28   

% เพศชาย 35.71 46.43 0.166 

อายุเฉลี่ย (mean ± SD) (ปี) 

  

46.11±9.77 

(32-69) 

43.11±9.96  

(26-62) 

 0.493 

Ogawa index (x10-6) 53.53±50.79 19.66±23.32 0.007* 

ตัวแปรต่างๆ แสดงค่าในรูป mean ± SD และ ค่าทางสถิติแสดงด้วยสัญลักษณ์ ดังนี้ *p<0.05 

เปรียบเทียบระหว่างสองกลุ่ม 

ภาพที่ 14 แสดงความสัมพันธ์ของระดับโปรตีนอัลบูมินกับค่า Ogawa index ของกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่ว
ไต 
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ภาพที่ 15 แสดงความสัมพันธ์ของระดับโปรตีนอัลบูมินกับค่า Ogawa index ของกลุ่มคน
ปกติ 
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บทที่ 5   

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาข้อมูลทางด้านประชากรศาสตร์ระหว่างกลุ่มตัวอย่างบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ

คนปกติจํานวนกลุ่มละ 30 คนพบว่า แม้จะมีเพศไม่แตกต่างกัน แต่กลุ่มคนปกติกลับมีอายุที่สูงกว่า

อย่างมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 6) ทั้งนี้เพราะอาสาสมัครแต่ละรายมีปริมาณปัสสาวะ 24 ชั่วโมงและ

ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะไม่เท่ากัน การพิจารณาว่าอาสาสมัครมีอัตราการขับโปรตีนออกทาง

ปัสสาวะแตกต่างกันอย่างไรที่ดีที่สุด จึงต้องใช้การเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ขับออกมาในหนึ่ง

หน่วยเวลาที่เท่ากัน วิธีที่ดีที่สุดจึงเป็นการเลือกอาสาสมัครที่มีปริมาณปัสสาวะ 24 ชั่วโมงเท่ากันหรือ

ใกล้เคียงกันมากที่สุด เพราะเม่ือนําตัวอย่างปัสสาวะที่เวลาเท่าๆ กัน มาใช้ในการวิเคราะห์ทางโปรติโอ

มิกส์ จะสามารถใช้ปริมาณปัสสาวะจากอาสาสมัครแต่ละคนในปริมาณที่แตกต่างกันน้อยที่สุด ด้วย

เหตุนี้จึงไม่อาจหลีกเลี่ยงความแตกต่างของอายุที่เกิดขึ้นระหว่างสองกลุ่มได้ อย่างไรก็ตาม หาก

พิจารณาช่วงอายุที่แตกต่างกัน จะพบว่าค่าเฉลี่ยอายุของกลุ่มบุตรของผู้ป่วย คือ 15.43±4.40 ปี และ

กลุ่มบุตรคนปกติ คือ 18.50±6.41 ปี แม้จะมีความแตกต่างทางสถิติแต่ในทางคลินิกจะเห็นว่าไม่

แตกต่างกันมาก อีกทั้งยังเป็นช่วงอายุที่มีโอกาสเกิดภาวะ proteinuria หรือ albuminuria น้อยมาก 

นอกเสียจากจะมีโรคประจําตัว อาทิเช่น กลุ่มอาการเนโฟรติก ความดันโลหิตสูงเรื้อรัง หรือเบาหวาน

ชนิดที่ 1 แต่ในการศึกษานี้ไม่พบว่าอาสาสมัครคนใดมีโรคประจําตัวดังกล่าว (ตารางท่ี 6)  

อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่รั่วออกมาทางปัสสาวะในอาสาสมัครแต่ละ

กลุ่ม จะพบว่า กลุ่มบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วไตยังคงมีโปรตีนรั่วทางปัสสาวะสูงกว่ากลุ่มบุตรของคนปกติ

อย่างมีนัยสําคัญ (85.13±44.12 กับ 26.59±21.13 มิลลิกรัมต่อวัน, p < 0.001) (ตารางที่ 7) แม้

ปริมาณปัสสาวะ 24 ชั่วโมงจะไม่แตกต่างกัน อีกท้ังยังพบว่ากลุ่มบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วยังคงพบระดับซิ

เทรตในปัสสาวะต่ํา และแคลเซียมในปัสสาวะสูงไม่แตกต่างจากการศึกษาของนายจักรพันธ์ และคณะ 

ก่อนหน้าที่ใช้จํานวนตัวอย่างจากอาสาสมัครมากกว่านี้ ดังนั้น จึงน่าเชื่อได้ว่า ตัวอย่างจากอาสาสมัคร

ที่คัดมาทั้งสิ้นกลุ่มละ 30 คนนี้ สามารถทดแทนอาสาสมัครทั้งหมดจากการวิจัยก่อนหน้านี้ได้เป็น

อย่างดี 
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การวิเคราะห์โปรติโอมิกส์ มีข้อตกลงเบื้องต้น คือ การแบ่งกลุ่มบุตรผู้ป่วยและบุตรคนปกติใน

แต่ละกลุ่มที่มีปริมาณรวมของปัสสาวะ เพศ และอายุที่แตกต่างกันน้อยที่สุด จากนั้น ผู้วิจัยพิจารณา

ใช้สารตัวอย่างชีวภาพ ซึ่งได้แก่ ปัสสาวะ โดยใช้ปริมาณเท่ากับปริมาณปัสสาวะที่อาสาสมัครแต่ละ

คนขับออกมาในหน่วยเวลาเท่ากัน ดังนั้น ปริมาณโปรตีนที่อยู่ ในปัสสาวะปริมาณดังกล่าว จะเป็น

ปริมาณโปรตีนที่อาสาสมัครแต่ละคนขับออกมาในระยะเวลาเท่าๆ กัน  

ผลจากการรัน 1D-SDS-PAGE gel electrophoresis และย้อมด้วยสี Coomassie blue 

เพ่ือดูการกระจายของโปรตีน (ภาพท่ี 9) จะพบว่ามีแถบของโปรตีนที่ติดสีเข้มอย่างเห็นได้ชัดประมาณ 

3 แถบ คือ โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 25 kDa, 70 kDa และ 120 kDa ตามลําดับ โดยโปรตีนทั้งสาม

ชนิดนี้เห็นเด่นชัดทั้งในตัวอย่างปัสสาวะที่ได้จากกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่ว และบุตรของคนปกติ แต่จะ

เห็นเด่นชัดในกลุ่มบุตรของผู้ป่วยมากกว่าบุตรของคนปกติ และโปรตีนทั้งสามชนิดนี้มี การเพ่ิมขึ้นใน

ทุกกลุ่มย่อยเป็นรูปแบบเดียวกัน ในเบื้องต้นแสดงให้เห็นว่าโปรตีนทั้งสามนี้น่าจะเป็นโปรตีนที่พบได้

สูงในคนปกติทั่วไป แต่มีการรั่วออกมาทางปัสสาวะเพ่ิมมากขึ้นในกลุ่มบุตรของผู้ป่วย ในเบื้องต้น 

ผู้วิจัยสันนิษฐานว่า โปรตีนทั้งสาม น่าจะเป็น light chain immunoglobulin, albumin และ 

Tamm-horsfall protein ตามลําดับ โดยอ้างอิงมาจากผล pilot study ที่ผู้วิจัยได้ทํามาก่อนหน้านี้ 

ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของโปรตีนที่พบในปัสสาวะของบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตและ

กลุ่มควบคุมโดยใช้ nanoLC-MS/MS สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 349 ชนิด และพบว่ามี

โปรตีน 18 ชนิดที่เพ่ิมสูงขึ้นในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อเทียบกับบุตรกลุ่มควบคุม

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคิดเป็นร้อยละ 5.44 ของโปรตีนทั้งหมดที่สามารถระบุชนิดได้ 

รายละเอียดสําหรับโปรตีนแต่ละชนิดแสดงในตารางที่ 8 อย่างไรก็ตาม เรายังไม่สามารถใช้โปรตีนทั้ง 

18 ชนิดนี้เป็น candidate protein เพ่ือใช้เป็น biomarker ของความเสี่ยงการเกิดนิ่วได้ เนื่องจาก

โปรตีนที่พบในปัสสาวะมีที่มาจาก 2 แหล่ง คือ ถูกกรองมาจากเลือด และถูกขับออกมาจากเซลล์ของ

ไตเอง เมื่อพิจารณาโปรตีนทั้ง 18 ตัวสามารถแบ่งกลุ่มของโปรตีนออกเป็น 2 กลุ่มตามแหล่งกําเนิด 

คือ กลุ่มที่หลั่งจากเซลล์อ่ืนเข้าสู่กระแสเลือด 17 โปรตีน และโปรตีนที่สามารถหลั่งเข้าสู่กระแสเลือด

รวมถึงหลั่งจากเซลล์ของไตเองเข้าสู่ปัสสาวะโดยตรงอีก 1 ชนิด จากผลการวิเคราะห์พบโปรตีนที่หลั่ง

จากเซลล์ไปยังเลือดมากกว่าโปรตีนที่สร้างจากเซลล์ไตเองเป็นเหตุการณ์ที่คาดหมายไว้ล่วงหน้าแล้ว 

เนื่องจากโปรตีนที่มีขนาดเล็กในเลือดทุกชนิดจะถูกกรองออกมาทางปัสสาวะได้ และเมื่อเปรียบเทียบ

กับโปรตีนที่สามารถสร้างได้จากเซลล์ไตเพียงเซลล์เดียวย่อมมีจํานวนชนิดมากกว่าเป็นเรื่องปกติ แต่
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การรั่วของโปรตีนจากพลาสมาบางชนิดยังสามารถบ่งชี้ถึงพยาธิสภาพของไตได้ หากโปรตีนดังกล่าว

ถูกดูดกลับหรือขับออกเพ่ิมเติมโดยเซลล์ไต ซึ่งความผิดปกติของเซลล์ไตที่ทําให้เกิดความเสี่ยงต่อการ

เกิดโรคนิ่วอาจมีผลทําให้การดูดกลับหรือการขับออกนี้ผิดปกติไป  

 การศึกษา candidate protein ผู้วิจัยเลือกใช้โปรตีนอัลบูมินซึ่งเป็นหนึ่งในโปรตีน 19 ชนิดที่

ตรวจพบเพ่ิมขึ้นในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยโรคนิ่วไตเมื่อเปรียบเทียบกับบุตรคนปกติ เนื่อง

จากอัลบูมินเป็นโปรตีนที่มีขนาดปานกลาง (ประมาณ 60 kDa) ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของช่องทางการ

กรองของโกลเมอรูลัสที่เรียกว่า slit diaphragm ทําให้อัลบูมินถูกจํากัดการกรองออกสู่ปัสสาวะโดย

ประจุลบของ glomerular basement membrane และการดูดกลับโดย proximal tubular 

epithelial cells ดังนั้น จะเห็นไว้ว่า ภาวะอัลบูมินรั่วทางปัสสาวะสามารถเกิดได้จากโรคของ 

glomerular basement membrane และ proximal tubular cells อย่างไรก็ตาม ในกลุ่มบุตร

ของผู้ป่วยและกลุ่มควบคุมที่เข้าร่วมการศึกษานี้ ซึ่งมีอายุน้อยและไม่มีประวัติผิดปกติของโรคไต 

ความดันโลหิตสูง หรือเบาหวาน และมีค่า estimated GFR อยู่ในเกณฑ์ปกติ ได้รับการอนุมานว่าเป็น

ผู้มีสุขภาพปกติดี ไม่ควรจะมีโรค glomerular disease หรือ tubular disease ที่แตกต่างกันอย่าง

ชัดเจน ปัจจัยเดียวที่แตกต่างกันควรจะเป็นการสืบทอดทางพันธุกรรมจากผู้ป่วยโรคนิ่วไตเท่านั้น 

นอกจากนี้ การใช้อัลบูมินในปัสสาวะเป็น candidate protein ยังมีข้อดีเพ่ิมเติม คือ มีค่ามาตรฐาน

ในการบ่งชี้ความผิดปกติอย่างชัดเจน วิธีการตรวจที่เป็นมาตรฐานและมีความน่าเชื่อถือสูง และความ

ผิดปกติท่ีพบอัลบูมินในปัสสาวะเพ่ิมสูงขึ้นพบได้ในโรคที่มีความผิดปกติของ proximal tubular cells 

จริง อาทิเช่น ในโรคที่มีการตายของเซลล์บุหลอดไต (acute tubular necrosis) หรือกลุ่มอาการ 

Fanconi syndrome ทว่าการพบภาวะ albuminuria มีความสัมพันธ์กับโรคอ่ืน เช่น โรคหัวใจและ

หลอดเลือด โรคไตจากเบาหวาน เป็นทั้งข้อดีและข้อเสีย ในส่วนที่เป็นข้อดี คือ อาจเป็นเครื่องบ่งชี้ถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างโรคนิ่วไตกับโรคเหล่านี้ ซึ่งเป็นความจริงที่มีหลักฐานการศึกษาเชื่อมโยงการเกิด

โรคนิ่วกับโรคเบาหวาน โรคกลุ่มเมแทบอลิก และโรคหัวใจและหลอดเลือดจริง ในทางกลับกัน โรค

เหล่านี้อาจเป็น confounding factor ในการใช้อัลบูมินเป็น biomarker เมื่อใช้ในทางคลินิกจริง 

การศึกษานี้พบว่าระดับของโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะของกลุ่มบุตรผู้ป่วยสูงกว่าบุตรคนปกติ

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 9) โดยระดับอัลบูมินในปัสสาวะไม่มีความสัมพันธ์กับอายุของ

อาสาสมัครแต่อย่างใด โปรตีนอัลบูมินจึงอาจเป็นโปรตีนที่เพิ่มขึ้นสัมพันธ์กับความเสี่ยงของการเกิดนิ่ว
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ในบุตรของผู้ป่วย โดยมาหลักฐานสนับสนุน คือ การพบระดับโปรตีนอัลบูมินในปัสสาวะของผู้ป่วยโรค

นิ่วสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญเช่นกัน และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วยและบุตรที่ยังไม่เป็น

โรค จะพบว่าระดับอัลบูมินในปัสสาวะของผู้ป่วยสูงกว่าในบุตรอย่างมีนัยสําคัญเช่นกัน จากการค้นพบ

นี้ ทําให้เชื่อได้ว่า อัลบูมินในปัสสาวะ อาจจะเป็นเหตุ หรือเป็นผล หรือแค่มีความสัมพันธ์กับการเกิด

โรคนิ่ว แต่เมื่อพิจารณาร่วมกับการพบว่าระดับอัลบูมินในปัสสาวะไม่มีความสัมพันธ์กับค่าดัชนีความ

อ่ิมตัวยิ่งยวดของโอกาว่า (Ogawa index) ซึ่งเป็นดัชนีที่บ่งชี้ประสิทธิภาพของปัสสาวะในการเกิดผลึก

นิ่ว จึงเชื่อได้ว่าอัลบูมินในปัสสาวะของผู้ป่วยและบุตรของผู้ป่วยมีความสัมพันธ์กับโอกาสเสี่ยงของการ

เกิดนิ่วเท่านั้น โดยผู้วิจัยเชื่อว่าการเพ่ิมขึ้นของอัลบูมินในปัสสาวะน่าจะเป็น อาการหนึ่งโรค 

hereditary proximal tubular disease ที่เป็นต้นเหตุของการเกิดนิ่ว  

การที่ผู้วิจัยสรุปว่าผู้ป่วยและบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วน่าจะมีความผิดปกติในการทํางานของ  

proximal tubular epithelial cells เนื่องมาจากเหตุผล 3 ประการ (1) ทั้งผู้ป่วยและบุตรของผู้ป่วย

โรคนิ่วมีความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วสูงกว่าปกติ โดยพิจารณาจากค่าดัชนีความอ่ิมตัวยิ่งยวดที่สูงกว่าใน

คนปกติอย่างชัดเจน แสดงว่าน่าจะมีความผิดปกติอย่างใดอย่างหนึ่งที่สามารถพบได้ในสมาชิก

ครอบครัวผู้ป่วย (2) ผู้ป่วยและบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วมีระดับแคลเซียมในปัสสาวะสูง และซิเทรตใน

ปัสสาวะต่ํากว่ากลุ่มควบคุมเหมือนกัน ซึ่งการดูดกลับแคลเซียมและซิเทรตจะเกิดขึ้นที่ตําแหน่ง 

proximal tubule ของหลอดไต และ (3) ภาวะอัลบูมินรั่วเพ่ิมขึ้นในปัสสาวะที่พบได้ทั้งในผู้ป่วยและ

บุตรของผู้ป่วย มีการดูดกลับที่ตําแหน่ง proximal tubule ของหลอดไตเช่นเดียวกัน  เนื่องจาก

ภาวะอัลบูมินรั่วเป็นภาวะที่พบร่วมกับภาวะ hypercalciuria และ hypocitraturia ซึ่งทําให้คิดได้ว่า

น่าจะมีความผิดปกติที่ proximal tubular cells ซึ่งเป็นตําแหน่งร่วมที่พบความผิดปกติทั้งสามอย่าง

ได้ ทั้งนี้ไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นโรคใด และเป็นผลมาจากการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือสิ่งแวดล้อม 

และไม่สามารถบอกได้ว่าปัจจัยใดหนึ่งในสามเป็นสาเหตุหรือเป็นผลของความผิดปกตินี้ 

จากการศึกษานี้สรุปได้ว่าบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วมีระดับโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่าคนปกติ โดย

ตรวจพบโปรตีน 18 ชนิดเพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ ซึ่งรวมถึง ระดับ albumin ในปัสสาวะที่พบเพ่ิม

สูงขึ้นในผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุตรเปรียบเทียบกับคนปกติเช่นเดียวกัน ผู้วิจัยเชื่อว่าการเพ่ิมขึ้นของ

ระดับ albumin ในปัสสาวะเป็นอาการหนึ่งของโรคนิ่วไตในคนไทย และน่าจะเป็นอาการที่เกิดขึ้น

ก่อนจะเกิดโรคนิ่วไตเป็นระยะเวลานาน เนื่องจากเป็นหนึ่งในอาการแสดงของความผิดปกติในการ
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ทํางานของเซลล์บุหลอดไตส่วนต้น ซึ่งพบร่วมกับภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ําและแคลเซียมในปัสสาวะ

สูงด้วย โดยพบว่าบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วมักจะมีระดับอัลบูมินในปัสสาวะสูงกว่าคนปกติประมาณ 2 

เท่า (adjusted OR 2.149, 95% CI = 1.130 - 4.087) โดยที่ระดับอัลบูมินในปัสสาวะไม่มี

ความสัมพันธ์กับโอกาสการเกิดผลึกนิ่วในปัสสาวะ (ความอ่ิมตัวยิ่งยวดของปัสสาวะ)  การเพ่ิมขึ้นของ

ระดับอัลบูมินในปัสสาวะน่าจะเป็นอาการหนึ่งของความผิดปกติของ proximal tubular function ที่

เพ่ิมโอกาสเสี่ยงของการเกิดนิ่วและสามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้  

การวิจารณ์ผลการทดลองเพ่ิมเติม 

จากการศึกษานี้ การพบระดับโปรตีนและอัลบูมินในปัสสาวะสูงในกลุ่มบุตรของผู้ป่วย มิได้ขัดแย้งกับ

ข้อมูลทางด้านประชากรศาสตร์ของประชากรปกติที่มีช่วงอายุน้อยและไม่มีโรคประจําตัว ที่มีโอกาส

เกิดภาวะ proteinuria หรือ albuminuria น้อยมาก เนื่องมาจากการศึกษาทั่วไป จะหมายถึงการมี

ระดับโปรตีนมากกว่า 300 mg/g creatinine และ อัลบูมินมากกว่า 150 mg/day ในปัสสาวะ แต่ใน

การศึกษานี้ แม้กลุ่มบุตรของผู้ป่วยโรคนิ่วจะมีระดับโปรตีนและอัลบูมินในปัสสาวะสูงกว่ากลุ่มควบคุม

ก็ตาม แต่ค่าเฉลี่ยยังต่ํากว่าเกณฑ์ดังกล่าว คือ 85.13±44.12 และ 5.92±10.48 mg/day ตามลําดับ 

ซึ่งในทางคลินิกแล้วระดับโปรตีนและอัลบูมินที่เพ่ิมสูงขึ้นเพียงเล็กน้อยอาจไม่มีผลกระทบต่อสุขภาพ

โดยรวมแต่อย่างใด แต่สําหรับโรคนิ่วไต การเพ่ิมขึ้นของโปรตีนและอัลบูมินที่พบในการศึกษานี้น่าจะ

เป็นอาการเบื้องต้นที่ตรวจพบในระยะก่อนเกิดอาการทางคลินิก (subclinical presentation) ซึ่งถ้า

เป็นจริง ภาวะ subclinical high albumin excretion rate นี้จะเป็น biomarker ที่ดีในการคาดเดา

การเกิดนิ่วในอนาคต อย่างไรก็ตาม การพิสูจน์ว่าภาวะการเพ่ิมข้ึนของอัลบูมินในปัสสาวะบุตรสัมพันธ์

กับการเกิดนิ่วจริงจําเป็นต้องทําการศึกษาแบบไปข้างหน้า (Cohort study) และมีระยะเวลาในการ

ติดตามนานประมาณ 30 ปี หรือเท่ากับอายุห่างเฉลี่ยของผู้ป่วยและบุตร ซึ่งต้องอาศัยทรัพยากร 

กําลังคน และอาสาสมัครจํานวนมากเพ่ือติดตามผล 
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ภาคผนวก 

Reagent และ Solution ส าหรับขั้นตอน In gel digestion 

 • 1 M NH4HCO3 stock (FW 79.06): 3.95 g NH4HCO3 /50 mL H2O.  

 • 50 mM ammonium bicarbonate (0.5 mL ของ 1 M NH4HCO3 + 9.5 mL H2O)  

 • 25 mM NH4HCO3 (ใส่ 5 mL ของ 50 mM NH4HCO3 ต่อ 5 mL H2O)  

 • 25 mM NH4HCO3 ใน 50% ACN (ใส่ 5 mL ของ 50 mM NH4HCO3 ต่อ 5 mL 

acetonitrile)  

 • 50% Acetonitrile/0.1%TFA ในน้ํา  

 • 12.5 ng /µL trypsin (~0.5 µM) in 25mM NH4HCO3 (เตรียมทันทีก่อนที่จะใช้) อีกวิธี

หนึ่งสร้างขื้นใหม่โดยใช้ 20 µg Promega trypsin ใน 1.6 mL ของ 25mM NH4HCO3, aliquot 

และ freeze (แนะนําให้ใช้ -80 องศาเซลเซียส) หลีกเลี่ยงการ freeze และ thawing เอนไซม์ 

 • Trifluoroacetic acid  

 • Trypsin porcine  

 • Ammonium Hydrogen Carbonate (Ammonium Bicarbonate) 

 • DL-Dithiothreitol 

 • Iodoacetamide 

การเตรียมสารละลายใหม่สําหรับขั้นตอนการ Reduction และ Alkylation 

 1. 10 mM Dl-Dithiothreitol (DTT) ใน 25 mM NH4HCO3 (1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  

 2. 55 mM iodoacetamide ใน 25 mM NH4HCO3 (10 mg/ml) ต้องเตรียมโดยป้องกัน

ไม่ให้โดนแสงและควรเก็บไว้ในที่มืด 
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