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ในการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีผูวิจัยขอขอบคุณ รศ.นพ.เถลิงศักด์ิ กาญจนบุษย อาจารยที่

ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ใหโอกาสในการศึกษาระดับมหาบัณฑิต พรอมท้ังกรุณาใหคําแนะนํา

คําปรึกษาอันมีประโยชนตองานวิจัยนี้  

ผูวิจัยขอขอบคุณ คุณนฤมล พักมณี อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม ที่กรุณาให

คําปรึกษาอันมีคาตอการศึกษาวิจัยในงานวิจัยชิ้นนี้ และตลอดจนใหความกรุณาตรวจสอบแกไข

ขอบกพรองเลมวิทยานิพนธฉบับน้ี 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุกทานในคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ 

ประสาทวิชาความรูใหแกผูวิจัย จนบรรลุวัตถุประสงคในการศึกษาวิจัยระดับปริญญามหาบัณฑิต 

ในครั้งนี้ 

ขอขอบคุณทุนสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยมหาบัณฑิต สกว. สาขาวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี ภายใตโครงการสรางกําลังคนเพื่อพัฒนาอุตสาหกรรมระดับปริญญาโท (สกว.-

สสว.) และทุนจงกลนี จากมูลนิธิจงกลนีนิธิ ที่ใหเงินทุนสนับสนุนในการศึกษาวิจัยงานชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณ คุณอรวรรณ แซโคว เจาหนาที่สถานเสาวภา สภากาชาดไทย ที่กรุณาเอ้ือเฟอ

ใหคําแนะนําในการศึกษาวิจัยในสวนงานแยกสวนพิษงูแมวเซา 

ขอขอบคุณ อ.ดร.สุภางค มณีศรี เลอกรองค หองปฏิบัติการกลองอิเล็กตรอน และคุณ

ปรีชา เรืองเวชวรชัย หัวหนาหองปฏิบัติการ ภาคพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย สําหรับคําแนะนําและกําลังใจตลอดระยะเวลาทีผ่านมา 

ขอขอบคุณเพื่อน พี่ นอง ในศูนยวิจัยโรคไตและความผิดปกติทางแมทาบอลิซึมอันไดแก 

คุณพรทิพยสวรรค นวลทอง, คุณสิริกุล กาญจนบุษย, คุณพรเพ็ญ พนมวัลย, คุณนัฎนรี คําเกษ, 

คุณวศิน มนูประเสริฐ, คุณขวัญตา เพชรเผือก, คุณจุติพร ไทยยืนวงษ, คุณมารศรี พันธไพศาล, 

คุณวิไลพร อําพรรณ, คุณมัตติกา เกรียวกระโท และคุณศิริพร ตําราเรียง ที่คอยชวยเหลือ ให

กําลังใจ ขอคิดท้ังในชีวิตและในงานวิจัยชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณเจาหนาท่ีในศูนยวิจัยอปร. ชั้น 10 คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหความชวยเหลือและอํานวยความสะดวกในการปฏิบัติงานวิจัยชิ้นนี้ 

ขอขอบคุณเจาหนาที่บัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตรทุกทาน ที่กรุณาชวยเหลือให 

คําแนะนําดานทะเบียน และประมวลผลการศึกษาต้ังแตแรกเขาศึกษาจนกระทั่งสําเร็จการศึกษา 

สุดทายนี้ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณครอบครัว ที่เปนทุกสิ่งทุกอยางใหในชีวิตเสมอมา 
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กราฟแสดงการมีชีวิตรอดของเซลล หลังจากเซลลไดรับการบมเพาะดวยพิษงูท่ีมี

ความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง…………..…. 

กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลล หลังจากเซลลไดรับการบมเพาะดวยพิษงู

ที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง……..…... 

แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวย 

transmission electron microscopy เมื่อใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml  

บมเพาะนาน 15 นาที………………………………………………………….... 

แสดงการปรากฎของโปรตีนของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษ

งูแมวเซาที่ความเขมขนตางๆ บมเพาะนาน 24 ชั่วโมง ตอแอนติบอดี ß-actin 

และ NHE 3……………………………………………………………………… 

กราฟแสดงคา raw volume ที่คํานวณจาก Gene snap software (Gene 

Tools; Syngene, MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอย

ของโปรตีน…………………………..………………………………………...... 
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ภาพที่ หนา 

ฏ 

21 

 

22 

 

กราฟแสดง ratio เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน ß-actin และ NHE 3 ท่ีปรากฎขึ้น 

เมื่อทดสอบกับพิษงูแมวเซา……………………………………………………… 

กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) เมื่อเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell 

ไดรับการบมเพาะดวย crude และ fractions ของพิษงูแมวเซา ที่มีความเขมขน 

100 µg/ml นาน 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant 

และ sediment……………………………………….………………………….. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

 

คํายอ     ความหมาย 

APS    Ammonium Persulfate 

BSA    Bovine serum albumin 

ddH2O    Double distilled water 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium with 

4,500 mg/l glucose and L-glutanin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell 

culture tested 

DMSO    Dimethyl sulfoxide 

EDTA    Elthylenediaminetetraacetic acid  

                                                  disodium salt dehydrate 

FBS    Fetal bovine serum  

FITC    Fluorescein isothiocyanate 

HK-2 cell   Human kidney proximal tubular cell 

K-SFM    Keratinocyte complete media 

LDH    Lactase dehydrogenase 

MMC    Mitomycin C 

NHE3    Sodium/hydrogen exchanger 3 

 



 

 

OD    Optical density 

PBS    Phosphate buffered saline 

PTC               Proximal tubular cell 

PI    Propidium iodide 

PLA2    Phospholipase A2 

PVDF membrane  Polyvinylidene fluoride membrane 

RVV    Russell’s viper venom 

SDS    Sodium dodecyl sulphate 

TBS    Tris-buffered saline  

TBS-T    0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline  

TCA    Trichloroacetic acid reagent 

TEM    Transmission electron microscope 

   

   

   

 

http://www.pall.com/life_sciences_oem_47593.asp�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�


 

 

บทท่ี  1 

บทนํา 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา (Background and Rationale) 

 

ปญหางูพิษกัดยังเปนปญหาที่สําคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทย  ซึ่งเปนประเทศ

เกษตรกรรม  งูแมวเซา (Russell’s viper, Daboia russelii siamensis) เปนปญหาตอชาวไร

ชาวนาโดยตรง  พิษของงูแมวเซาทําใหเกิดความผิดปกติแบบทั่วรางกาย (systemic effect) และ

แบบเฉพาะที่ (local effect )  เปนพิษตอระบบการไหลเวียนโลหิตซึ่งไดแกหลอดเลือดและหัวใจ 

กอใหเกิดเลือดไมแข็งตัว เม็ดเลือดแดงแตก ไตวายเฉียบพลัน เปนตน  พยาธิสภาพท่ีสําคัญของผู

ถูกงูแมวเซากัดท่ีนําไปสูการเสียชีวิตคือ ภาวะไตวายชนิดเฉียบพลัน 

 

 งูแมวเซาเปนงูพิษในกลุม Viperlidae   น้ําพิษมีลักษณะสีเหลืองใส ประกอบดวยโปรตีน

หลายชนิด อยางนอย 26 ชนิดเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติของเอนไซม เชน เอนไซมโปรตีนเอส 

(protease), ฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2), ฟอสโฟไดเอสเทอเรส 

(phosphodiesterase), ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส (phosphomonoesterase), อะดิโนซีนไตรฟอส

ฟาเตส  (adenosine triphosphatase), แอล-อะมิโนแอซิดออกซิเดส (L-amino acid oxidase)  

และนิวคลีโอซิเดส (5-nucleosidase) เปนตน  ผูถูกงูแมวเซากัดสวนใหญจะมีอาการเลือดออก

ผิดปกติ เนื่องจากเอนไซมของพิษงูแมวเซามีคุณสมบัติเปน thromboplastin-like กลาวคือ กระตุน 

factor X และเปลี่ยน prothrombin ใหกลายเปน thrombin ใน common pathway ของการแข็งตัว

ของเลือด (coagulation cascade)   สาร thrombin ที่เกิดขึ้นจะเปลี่ยน fibrinogen ใหเปน fibrin 

และไปกระตุน factor XIII เพื่อกอใหไฟบรินท่ีเกิดขึ้นเชื่อมรวมตัวกันอยางแนนหนา (cross-linked 

fibrin) นํามาซึ่งการเกิดเปนลิ่มเลือดท่ัวรางกายของผูถูกกัด  การที่เลือดแข็งตัวเปนลิ่มนี้ยังสงผลให

ปริมาณปจจัยการจับลิ่ม โดยเฉพาะอยางย่ิง factor II,V,X และเกล็ดเลือดในรางกายของผูถูกงูกัด

ถูกใชไปจนหมด จนกอใหผูปวยเกิดภาวะเลือดออกผิดปกติ  

 ภาวะไตวายชนิดเฉียบพลันเปนพยาธิสภาพที่พบไดบอยและเปนตนเหตุสําคัญที่ทําใหผูท่ี

ถูกงูแมวเซากัดสูญเสียชีวิต  เชื่อวาพยาธิกําเนิดของไตวายเฉียบพลันเปนผลทางออมจากการท่ีผูที่

ถูกงูกัดสูญเสียเลือดหรือมีความดันโลหิตตก อยางไรก็ตามพบวามีผูปวยเปนจํานวนไมนอยท่ีมี

ภาวะวายเฉียบพลันโดยที่ไมมีการสูญเสียเลือดและมีความดันโลหิตเปนปกติ และจากการศึกษา

ในระยะเบ้ืองตนของกลุมพบวาพิษงูสามารถทําลายเซลลบุทอไตของสัตวทดลองไดโดยตรง ดังน้ัน
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การศึกษาพยาธิกําเนิดในเชิงลึก และการศึกษาความเปนพิษในเซลลบุทอไตของมนุษยจะนํามาซึ่ง

หนทางในการปองกันไมใหผูที่ถูกงูแมวเซากัดเกิดภาวะไตวายเฉียบพลัน และการสูญเสียชีวิต 

 

คําถามงานวิจัย (Research questions) 

คําถามหลัก  (Primary research question) 

สวนใดของพิษงูแมวเซาท่ีมีสวนในการทําลายเซลลบุทอไต 

 

วัตถุประสงคของงานวิจัย (Objectives) 

1. ศึกษาลักษณะการทําลายเซลลบุทอไตจากพิษของงูแมวเซา 

2. ศึกษาลักษณะการทําลายเซลลบุทอไตจากสารแยกสวนจากงูแมวเซา 

 

สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 

การที่เซลลไตไดรับบาดเจ็บนั้นมาจากสารพิษแยกสวนบางชนิดในพิษของงูแมวเซา เชน

เอนไซมเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) และฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2)  
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

รูปท่ี1 แสดงขอบเขตของการวิจัย 

 

 



 

 

4 

ขอตกลงเบื้องตน 

ไมมี 

 

ขอจํากัดของการวิจัย 

 เนื่องจากพิษงูแมวเซาแหงไดมาจากการรีดพิษจากงูหลายตัวมารวมกันแลวนํามาทําให

แหงพรอมกันในครั้งเดียว ทําใหเปนพิษรุนการผลิตเดียวกัน เพื่อใหมีองคประกอบของพิษ

เหมือนกันทั้งหมด ในการทดลองครั้งนี้ตองการใชพิษงูเปนปริมาณมาก ดังนั้นจึงตองใชจํานวนงู

เปนจํานวนหลายตัว โดยงูแตละตัวใหน้ําพิษตอการรีดแตละครั้ง 1-2 มิลลิลิตร และในขณะที่ขอ

ความอนุเคราะหทางสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ใหชวยทําการผลิตพิษงูใหนั้น ทางสถานเสาว

ภามีปริมาณงูแมวเซาไมเพียงพอตอการผลิตพิษงูแมวเซาแหง จึงตองใชระยะเวลานานในการทํา

การผลิตพิษที่เปนจํานวนรุนเดียวกัน และอีกประการหน่ึงคือเนื่องจากโครงการวิจัยนี้ใชเซลล

เพาะเลี้ยงชนิดเฉพาะ คือเซลลบุทอไตเปนหลัก เซลลเพาะเลี้ยงชนิดนี้เมื่อสัมผัสถูกพิษจะลอกหลุด

ออกจากกัน ดังน้ันจึงตองทําการทดลองครั้งละไมมากตอการทดลอง มิฉะนั้นจะใหคาที่ไมถูกตอง

เนื่องจากมีจํานวนเซลลหลุดหายไป ทําใหมีคาตางที่วัดมีคานอยกวาความเปนจริง 

 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

 

พิษงูแมวเซา หมายถึง นํ้าพิษของงูแมวเซา มีลักษณะสีเหลืองใส ประกอบไปดวยเอนไซม

หลายชนิด 

สารพิษแยกสวนจากพิษงูแมวเซา หมายถึง สวนของโปรตีนหลายชนิดอยางนอย 26 ชนิด

เปนโปรตีนที่มีคุณสมบัติของเอนไซม เชน เอนไซมเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) และ

ฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2) 

เซลลไลน HK-2 cell หมายถึง เซลลเพาะเลี้ยงท่ีดัดแปลงมาจากเซลลไตของมนุษยสวน 

proximal tubular cell (PTC) ใหไมมีวันตายดวยการ transduction ยีน HPV 16 E6/E7 
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คําสําคัญ 

 

Russell’s viper venom 

Daboia russelii siamensis 

Renal epithelial cells 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ไดขอมูลเก่ียวกับกลไกการทําลายไตของพิษและสารแยกสวนจากงูแมวเซา 

2. ไดความรูและขอมูลซึ่งนําไปสูการยาตัวใหมที่มีคุณสมบัติปองกันไมใหไตบาดเจ็บจาก

พิษงูแมวเซา 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1.     พิษงูแมวเซาชนิดผงแหง (Crude venom)  

2.     สกัดแยกองคประกอบของพิษงูแมวเซาที่ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ 

3.     ทําการเพาะเลี้ยง HK-2 cell (human proximal cell) 

4.  ทดลองความเปนพิษของพิษงูแมวเซาโดยพิจารณาจากปริมาณ cell injury โดยวิธี

LDH assays, cell necrosis และ apoptosis ที่ตรวจนับดวยวิธี Annexin V-

labeling flow cytometry เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของพิษ (0-1,000 µg/ml) 

และระยะเวลาในการสัมผัสพิษ (0-24 hours) 

5. ศึกษาความเปนพิษของพิษงูแมวเซาในระดับความเขมขนที่มีผลตอเซลลเพาะเลี้ยง 

โดยตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลอยางละเอียด (minute injury) ดวย

เทคนิค transmission electron microscopy และ  sodium transcellular  

  6. ศึกษาหากลไกการบาดเจ็บของพิษงูตอเซลลบุทอไต โดยใช protein fraction 

(metalloproteinase และ phospholipase A2) ที่ไดจากการสกัดจาก crude 

venom   

  8.       รวบรวมขอมูล 

  9. วิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหทางสถิติ 

10. สรุปและจัดทํารายงานผลการวิจัย 
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ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 

1. ศึกษาความพิษของพิษงูแมวเซาที่มีตอเซลลเพาะเลี้ยงดวยการวัดระดับการ

บาดเจ็บของเซลลดวยการหลั่งเอนไซม lactase dehydrogenase การตายของ

เซลลแบบ necrosis และ apoptosis ดวยการตรวจนับดวยวิธี Annexin V-labeling 

flow cytometry และระดับของ sodium transcellular channel  ดวยวิธี western 

blot analysis 

2.   ศึกษาความเปนพิษของ protein fraction (metalloproteinase และ 

phospholipase A2) ที่ไดจากการสกัดจากพิษงูแมวเซาที่มีตอเซลลเพาะเลี้ยงดวย

การวัดระดับการบาดเจ็บของเซลลดวยการหลั่งเอนไซม lactase dehydrogenase  

และระดับของ sodium transcellular channel  ดวยวิธี western blot analysis                               
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

แนวคิดและทฤษฎี 

 ลักษณะของงูแมวเซา 

เปนงูบก หัวสามเหลี่ยม ลําตัวอวนสั้น หางสั้น เวลาตกใจมักขดตัวเตรียมสูและ

ระวังตัว พรอมทั้งทําเสียงขูคลายแมวแทนที่จะเลื้อยหนี เปนงูที่ฉกกัดไดรวดเร็วแทบไมทัน

รูตัวท้ัง ๆที่ขดตัวอยูในลักษณะปกติ เปนงูสีนํ้าตาลออนอมเทา มีเกล็ดสีชมพูแซมบริเวณ

สีขาง มีลายลักษณะทรงกลมสีน้ําตาลเขมตลอดทั้งตัวเ ปนงูพิษทางระบบโลหิต [8] 

 

                                     

รูปท่ี 2 แสดงภาพของงูแมวเซาสยาม (D. russelii siamensis) [3] 

 

ถ่ินอาศัย, อาหาร 

      พบมากที่ ธนบุรี นนทบุรี สระบุรี อยุธยา อางทอง สมุทรปราการ ลพบุรี สิงหบุรี 

และนครสวรรค 

      งูแมวเซากินหนู กบ เขียด จิ้งเหลน ก้ิงกา แย [8] 

พฤติกรรม, การสืบพันธุ 

      ชอบอยูตามที่ราบแหง ๆเชิงเขาที่เปนดินปนทราย ตามท่ีดอน บางทีพบตามซอก

หิน โพรงดิน ใตกอหญาใหญ ๆ ไมชอบยายที่อยูบอย ๆ ปกติไมเลื้อยขึ้นตนไม ออกหากิน

ไมไกลจากที่อยู เชื่องชาไมปราดเปรียว ดุ ไมชอบนํ้าสวนใหญออกหากินเวลากลางคืน แต

ในท่ีเย็น ๆกลางวันก็ออกหากินดวย  

      งูแมวเซาออกลูกเปนตัว ครั้งละประมาณ 20-30 ตัว [8] 
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ตารางที่ 1 แสดง Scientific classification ของงูแมวเซา [3] 

 

 

 

สวนประกอบของนํ้าพิษงูแมวเซา 

ประกอบดวยนํ้ารอยละ 80-90 มีสีเหลืองของ flavin compound,  โปรตีนและอนุพันธุของ

โปรตีน, carbohydrates, glycoproteins, lipids, bioginic amines, อิออนของโลหะบางชนิด และ

กรดอะมิโนอิสระอ่ืน 

งูแมวเซาจัดวาเปนงูพิษที่มีคาความรุนแรงของพิษสูง โดยมีคา  Lethal doses (LD50) 

สูงถึง 0.03 mg/kg mouse โดยเฉลี่ย 

อุบัติการณโรค  

งูกัดเปนปญหาที่พบไดท่ัวโลก แตพบบอยในประเทศเขตรอน จํานวนผูที่ไดรับพิษ

ประมาณ 421,000 คน และมีผูที่เสียชีวิตจากงูกัดประมาณ 20,000 คนตอป แตนักวิจัยได

คาดการณวาสามารถมีผูที่ไดรับพิษสูงถึง 1,841,000 คน และสามารถมีผูที่เสียชีวิตไดสูงถึง 

94,000 คน โดยเฉพาะพื้นที่บริเวณทะเลทรายซาฮารา ทวีปแอฟริกา เอเชียใตและเอเชียตะวันออก

Scientific classification ของงูแมวเซา 

Kingdom Animalia 

Phylum Chordata 

Subphylum Vertebrata 

Class Reptilia 

Order Squamata 

Suborder Serpentes 

Family Viperidae 

Subfamily Viperinae 

Genus Daboia 

Species D. russelii 

Subspecies D. russelii siamensis 
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เฉียงใต และประเทศอินเดียเปนประเทศที่คาดการณวามีอัตราผูที่ไดรับพิษและเสียชีวิตมากที่สุด

ในโลก (www.who.int) 

ขอมูลจากสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ขอมูลเฝาระวังโรค ป 

2551 และ 2552 ดังแสดงในตารางที่ 2-6 [6], [7]  

ตารางที่ 2 แสดงขอมลูเฝาระวังโรค จากสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 

ขอมูลเฝาระวังโรค ป 2551 ป 2552 

จํานวนผูปวย (คน) 7,835 6,772 

อัตราปวย (ตอแสนประชากร) 12.43 10.74 

จํานวนผูเสียชีวิต (คน) 2 1 

 

ตารางที่ 3 แสดงกลุมอายุประชากรที่ถูกงูกัดสูงสุด 3 ลําดับแรก 

กลุมอายุ (ป) ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 35-44 ป (18.62%) 35-44 ป (18.02%) 

ลําดับที่ 2 45-54 ป (16.78%) 45-54 ป (17.81%) 

ลําดับที่ 3 25-34 ป (14.77%) 25-34 ป (13.76%) 

 

ตารางที่ 4 แสดงอาชีพของประชากรที่ถูกงูกัดสูงสุด 

อาชีพ (รอยละ) ป 2551 ป 2552 

เกษตรกรรม 31.1 31.3 

รับจาง 30.3 29.0 

ไมทราบอาชีพ 13.9 14.9 

http://www.who.int/�
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ตารางที่ 5 แสดงจังหวัดที่มีอัตราปวยตอแสนประชากรสูงสุด 5 ลําดับแรก 

จังหวัด ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 ประจวบคีรีขันธ (83.30)  ประจวบคีรีขันธ(64.70) 

ลําดับที่ 2 สมุทรสงคราม (64.36) สมุทรสงคราม (49.43) 

ลําดับที่ 3 ตรัง (56.20) ตรัง (47.84) 

ลําดับที่ 4 กระบ่ี (53.82) ชัยนาท (38.86) 

ลําดับที่ 5 สิงหบุรี (49.15) สิงหบุรี (38.49) 

 

ตารางที่ 6 แสดงภาคที่มีอัตราปวยตอแสนประชากรสูงสุด 

ภาค ป 2551 (ตอแสนประชากร) ป 2552 (ตอแสนประชากร) 

ลําดับที่ 1 ภาคเหนือ (16.37) ภาคเหนือ (14.85) 

ลําดับที่ 2 ภาคใต (15.59) ภาคใต (12.63) 

ลําดับที่ 3 ภาคกลาง (8.92) ภาคกลาง (10.45) 

ลําดับที่ 4 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (7.99) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (7.99) 

อาการไตวายเฉียบพลันหลังถูกงูพิษกัด 

ความผิดปกติของไตจากงูกัดที่มีรายงานประกอบดวยการตรวจพบโปรตีนในปสสาวะ 

ปสสาวะเปนเลือด และไตวายเฉียบพลัน โปรตีนในปสสาวะอาจมากถึง nephritic range งูพิษ

กัดทําใหเกิดไตวายเฉียบพลันไดต้ังแต 5.5-26% งูพิษที่ทําใหเกิดไตวายเฉียบพลัน

ประกอบดวย งูทะเล, งูแมวเซา, งูหางกระด่ิง, งูเขียวหางไหม, งูเสือ, งู saw scale viper, ง ู

puff adder, งู Bothrops jararaca, งู Ankistrodon hypnale, งู boomslang, งู dugite, งู 

gwadar, และ งู Cryptophis nigrescens, งูพิษในตระกูล Viper กัดเปนสาเหตุของไตวาย

เฉียบพลันที่พบบอยท่ีสุด การเกิดไตวายเฉียบพลันขึ้นอยูกับปริมาณพิษงูที่ไดรับ ระยะเวลา

ต้ังแตถูกกัดจนถึงการไดรับเซรุมแกพิษงู และการดูแลรักษาทั่วไป [9] 
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อาการทางคลินิก 

โดยทั่วไปอาการไตวายเฉียบพลันเกิดขึ้นในเวลา 24-72 ชั่วโมงหลังถูกงูกัด แตอาจ

เกิดขึ้นเร็วภายใน 2-3 ชั่วโมงได พิษงู viper ทําใหเกิด intravascular hemolysis และ 

disseminationted intravascular coagulation ในผูปวยท่ีถูกงู viper กัด และมีไตวาย

เฉียบพลันจะมีระดับ fribrin degradation products ในปสสาวะสูงกวาผูปวยท่ีถูกงู viper กัด

และไตทํางานปกติ  50% ของผูปวยไตวายเฉียบพลันจะเปนชนิดปสสาวะมากกวา 400 มล./

วัน อาการปสสาวะนอยอาจดําเนินไปเปนระยะเวลานานไดถาเปนผูปวยสูงอายุ หรือไตมี

พยาธิสภาพแบบ acute interstitial nephritis, extracapillary proliferative 

glomerulonephritis หรือ cortical necrosis โดยทั่วไปการทํางานไตมักจะฟนกลับมาเปน

ปกติ ยกเวนในรายที่มี cortical necrosis หรือมี tubular necrosis อยางรุนแรง รวมกับมีการ

เปลี่ยนแปลงอยางมากของ interstitium [9] 

การรักษาที่สําคัญสําหรับงูพิษกัด คือ การใหเซรุมแกพิษงูและการใหนํ้าใหพอเพียง 

การทําใหปสสาะเปนดางอาจชวยปองกันไตวายเฉียบพลัน ถามีภาวะ myoglobinuria หรือ 

hemoglobinuria รวมดวย มีรายงานที่นาสนใจวาการฟอกเลือดดวยเครื่องไตเทียมสามารถ

ลดอาการทางกลามเนื้อในผูปวยท่ีถูกงูทะเลกัดได การทํา exchange blood transfusion มี

ประโยชนในการรักษาผูปวยซึ่งถูกงูแมวเซากัดท่ีมี intravascular hemolysis อยางรุนแรง และ

มีความดันโลหิตตํ่า [9] 

พยาธิสภาพ 

พยาธิสภาพของไตที่พบมากที่สุดในไตวายเฉียบพลันจากงูกัด คือ acute tubular 

necrosis พยาธิสภาพอ่ืนที่พบคือ diffuse proliferative glomerulonephritis, extracapillary 

proliferative glomerulonephritis, arteritis, acute interstitial nephritis, cortical necrosis 

และ renal infarction [9] 

พยาธิกําเนิด 

งูพิษกัดทําให เ กิดไตวายเฉียบพลันโดยผานทางการเปลี่ยนแปลงของ renal 

hemodynamic ซึ่งเกิดจากปจจัยตางๆ คือ vasoactive mediators, intravascular 

hemolysis, disseminated intravascular coagulation, การเพิ่มขึ้นของ blood viscosity, 

การตกเลือด, การกดการทํางานของกลามเน้ือหัวใจและ rhabdomyolysis  พิษงู viper ตอ

ระบบเลือดทําใหเกิดการกระตุน factor II, V, X และ complement, มีฤทธิ์คลาย thrombin 
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(thrombin-like action) ทําใหเกิด fibrinolysis และ hemolysis ซึ่งมีผลทําใหเลือดไปเลี้ยงไต

ลดลง ดังนั้นไตวายเฉียบพลันจึงพบไดบอยในงูตระกูล viper กัด การศึกษาในสัตวทดลอง

พบวาการใหพิษงูขนาด sublethal ฉีดเขาหลอดเลือดดํา ทําใหเกิด systemic vasodilatation 

และการเกิด renal vasoconstriction โดยไมทําใหเกิดพิษตอระบบเลือด ดังกลาว cardiac 

output ลดลงในระยะแรกและเพิ่มขึ้นภายหลัง การเปลี่ยนแปลงทาง hemodynamics คลาย

กับการเปลี่ยนแปลงในภาวะ sepsis และพบวามี vasoactive mediators หลายตัวเก่ียวของ 

เชน kinnins, prostaglandins, catecholamines และ angiotensin II  จากการศึกษาใน

สัตวทดลอง โดย Chugh พบวา การใหพิษงูในขนาด lethal ไมทําใหเกิดพยาธิสภาพที่ไต แต

พิษงูในขนาด sublethal ทําใหเกิด tubular necrosis การศึกษาโดยวิธี isolate renal 

perfusion พบวา พิษงูแมวเซาทําให glomerular filration rate ลดลง และเพิ่ม fractional 

excretion ของโซเดียม การเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีความสัมพันธกับขนาดของพิษงู การศึกษา

ไตของ Triturus โดยวิธี isolate renal perfusion พบวา พิษงูแมวเซาทําให potential 

difference across membrane ของ proximal tubular cell ลดลง ซึ่งบงวาพิษงูแมวเซามีผล

ตอไตโดยตรง พิษงู viper นาจะมีผลตอ glomeruli และหลอดเลือดโดยตรง [9] 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

การศึกษาผลพิษงูในประเทศไทย  5 ชนิดไดแก พิษงูกะปะ พิษงูแมวเซา พิษงูเหา พิษงู

จงอาง และพิษงูสามเหลี่ยม ตอ blood coagulation, fibrinolusis และ platelet aggregation 

พบวาในพิษงูแมวเซาพบ factor X และ มีพิษงูกะปะพียงชนิดเดียวที่สามารถยับย้ังการเกิด 

platelet aggregation ได  

 เอนไซม PLA2 จะเปลี่ยน lecithin ซึ่งเปน phospholipid ใหเปน lysolecithin สารนี้มีผล

ทําใหผนังเซลลเม็ดเลือดแดง และผนังเซลลของเนื้อเย่ืออ่ืนๆ ในรางกายถูกทําลายเมื่อทํางาน

รวมกับเอนไซม protease จะไปทําลายผนังเซลลเสนเลือดฝอยซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งซึ่งทําใหเกิด

อาการตกเลือดเกิดการพุพองและการตายของเนื้อเย่ือ เชื่อวากลไกการเกิดลิ่มเลือด (blood 

coagulagion) โดยพิษงูแมวเซานั้นเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหผูปวยถึงแกความตาย ซึ่งเกิดจากการ

กระทําของ factor X activator ที่มีอยูในพิษงูแมวเซาไปกระตุน factor X ทําใหเกิด active factor 

X (Xa) ซึ่งจะเปลี่ยน prothrombin ใหเปน thrombin แลว thrombin จะไปเปลี่ยน fibrinogen ให

เปน fibrin เปนสาเหตุใหเกิดลิ่มเลือดขึ้นในรางกาย ลิ่มเลือดนี้จะไปขัดขวางการไหลเวียนของ

โลหิต เปนผลใหอวัยวะตางๆขาดเลือด ขาดออกซิเจนเกิดภาวะไมทํางานที่สําคัญคือไต ผลของการ

เกิดลิ่มเลือดนี้ทําใหปจจัยการแข็งตัวของเลือดถูกใชไปโดยเฉพาะอยางย่ิง fibrinogen และแผน



 

 

13 

เลือดลดตํ่าลง ทําใหเกิดภาวะเลือดออกอยางรุนแรง นอกจากนี้ยังพบอาการปวยอ่ืนๆ ตอไปอีก

ดวย ต้ังแตกลุมเสนเลือดที่บริเวณสวนตนของไตอักเสบ (glomerulonephritis), เสนเลือดอักเสบ 

(vasculitis), เกิดการตายของเนื้อเย่ือทอไต (tubular necrosis), การตายของเน้ือเย่ือหุมไต 

(cortical necrosis),  หลอดโลหิตที่ไตอุดตัน ทําใหเนื้อเย่ือบริเวณนั้นตาย (renal infraction) และ

เกิดภาวะไตวายในที่สุด (acute renal failure, ARF) ซึ่งทําใหผูปวยถึงแกความตาย  

 Ratcliffe และคณะไดแสดงใหเห็นวาพิษงูแมวเซามีพิษตอไตโดยตรงใน isolated 

profused rat kidney (IPRK) แตไมไดทําการวิเคราะหดานการเปลี่ยนแปลงรูปรางของ profused 

kidney [42] 

Willinger และคณะไดทําการศึกษาเพื่อใหไดขอมูลเพิ่มเติมเก่ียวกับผลพิษงูแมวเซาตอ

เน้ือเย่ือไต โดยออกแบบการศึกษาที่ผนวกบทบาทหนาท่ีกับรูปรางใน IPRK และเสริมดวย

การศึกษาใน renal epithelial cell และ mesangial cell  culture จากการศึกษาพบวาพิษงู

แมวเซามีความเปนพิษกับไตและความเขมขนพิษงูที่ใชมีปริมาณสูง (>600 µg/ml) จึงจะทําให

โครงสรางของเซลลถูกทําลาย [61] 

 สวนประกอบในนํ้าพิษของงูมีโปรตีนที่สําคัญท่ีสามารถทําใหเกิดอันตรายตอเซลลอยู

หลายชนิด แตมีโปรตีนท่ีมีความโดดเดนมากอยู 2 ชนิดคือเมทัลโลโปรติเนส (metalloproteinase) 

และฟอสฟอไลเปส เอทู (phospholipase A2) ซึ่งโปรตีนทั้งสองชนิดนี้ไดรับการพิสูจนแลววามีผล

ตอการทําใหเซลลบาดเจ็บไดจริง 

 เมทัลโลโปรติเนสน้ันเปนโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูง เปนสาเหตุสําคัญท่ีทําลายการ

ประสานตัวของไซโตสเกลเลตัน (cytoskeleton) นําไปสูการทําใหเซลลบาดเจ็บ เกิดการตายของ

เซลลท้ังแบบ apoptosis และ necrosis และทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางเซลลทําให membrane 

แตกสลาย 

 ฟอสโฟไลเปสเอทูในพิษงูเปนโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กประมาณ 13-15 กิโลดาลตัน [45] ซึ่งมี

บทบาทเก่ียวกับความเปนพิษหลายดาน เชน เปนสารตานการแข็งตัวของเลือด ทําลายเม็ดเลือด 

เปนตัวชักนําทําใหเกิดการบวม ยับย้ังการรวมตัวของเกร็ดเลือด ทําลายระบบประสาทและ

กลามเนื้อ ยอยสลาย membrane เพราะงูมีเอาไวใชในการยอยเหย่ือ 
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย 

 

 การวิจัยนี้เปนการวิจัยแบบ experiment study แตไมตองทําการขอพิจารณาจาก

คณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics 

Committee) เน่ืองจากไดทําการทดลองกับเซลลไลน และสารท่ีใช (พิษงู) เปนผลิตภัณฑท่ีไดจาก

ตัวของสัตวโดย การนําสารดังกลาวมาใชไมเปนอันตรายตอสัตวนั้นๆ 

 

 

เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 

1. เคร่ืองมือท่ัวไป 

1.1   Orbital shaker (BIOSAN: model os-10) 

1.2   Refrigerate centrifuge (Eppendorf: model 5415 R, BOECO U-32R) 

1.3   pH meter (Fisher scientific: model AB15) 

1.4   Hot pate stirrer (LabTech®: model LMS-100) 

1.5    Spindown centrifuge (BIOSAN: model Multi-Spin) 

1.6    Analytical balance (Precia: model XB2200C, Ohaus: model AR2140) 

1.7   Vortex (Labnet: VX100) 

1.8   Microwave (Electrolux) 

1.9   Ultrasoic bath (Power sonic 420) 

1.10  Refrigerator (Panasonic) 

1.11  Deep freeze (Thermo) 

1.12  Autocave (Hirayama) 

1.13  Oven (Binder: model B28) 

1.14  Hot air oven (Memmert) 

1.15  Fume hood 

1.16  Spectophotometer (BECKMAN COULTER DU® 650) 

2. เคร่ืองมือท่ีใชการแยก protein fraction 

2.1  Pharmacia Biotech (RediFrac) 
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3. เคร่ืองมือท่ีใชการเพาะเลี้ยงเซลล 

3.1   Laminar flow (Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 

3.2   CO2 Incubater (Nuaire) 

3.3  Shaking water bath (Memmert: model M22) 

3.4  Vacuum pump 

3.5  Hemocytometer counting chamber 

3.6  Liquid Nitrogen Tank 

4. เคร่ืองมือท่ีใชในการวัด Lactase dehydrogenase 

4.1  Microplate Reader: Multiskan EX (Thermo Labsystem) 

5. เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจนับการตายของเซลล Annexin V-labeling flow 

cytometry 

5.1  Flowcytometer (BD: model FACSCalibur) 

6. เคร่ืองมือท่ีใชในการทํา Transmission electron microscope  

6.1  Transmission electron microscope 

6.2  Microtome (Leica) 

7. เคร่ืองมือท่ีใชในการทํา Western blot 

7.1  Ultrasonic sonicator (Ultrasonic: model VC/VCX 500) 

7.2  Spectophotometer (Bio-RAD SmartSpecTM 3000) 

7.3  Heat block (BIOSAN: model TDB-120) 

7.4  Gel electrophoresis (Bio-RAD) 

7.5  Electroblotting (Bio-RAD) 

7.6  PowerPac Universal Power Supply (Bio-RAD) 

7.7  Chemiluminescent detection (Syngene) 

8. กลองจุลทรรศนและจอถายภาพ 

8.1  Light microscope (Olympus) 

8.2  Inverted microscope (Nikon) 

8.3  Camera Capture Monitor (Nikon) 

8.4  Fluorescent microscope (Olympus) 
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วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 

 

1. Autopipette: size 10, 200, 1,000 µl (Gilson) 

2. Tip (Axygen) 

3. Pipette boy 

4. Pipette (Conning) 

5. Transfer pipette 

6. Conical tube: size 15, 50 ml (Conning) 

7. Micro tube (Axygen) 

8. Cryotube (Nunc) 

9. Beaker (Pyrex) 

10. Erlenmeyer flask (Pyrex) 

11. Cylinder (Pyrex) 

12. Bottle (Pyrex) 

13. Glass vacuum filtration unit (Gibco) 

14. Stirring rod 

15. Needle 

16. Syringe 

17. Syringe filter 

18. Filter paper (Whatman) 

19. Magnetic Bar 

20. Tissue culture flask: size T25, T75 (Nunc) 

21. 6, 12, 24, 96-well plate (Nunc) 

22. Petri disk (Conning) 

23. Coplin Jar 

24. Glass slide  

25. Cover glass 

26. Forcept 

27. Moising chamber 

28. Rack 

29. Copper grid 
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30. PVDF membrane 

31. Whatman 3mm filter paper  

32. Saphadex G-75 

 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 

1. สารเคมีท่ัวไป 

1.1   Hydrochloric acid, ACS reagent, 37% (HCl)  

1.2   100 M NaOH 

1.3   50, 70, 80, 95, 99.9% Ethanol (Merck) 

1.4   PBS (phosphate buffered saline, pH=7.2) 

1.5   Double distilled water (ddH2O) 

2. สารเคมีท่ีใชวัดปริมาณโปรตีน 

2.1 Bradford reagent (SIGMA-ALDRICH®) 

2.2 Lowry protein reagent (Thermo scientific) 

3. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Protease 

3.1   0.15 M TBS pH=8.0 

3.2   4% Casein solution (casein) 

3.3   5% Trichloroacetic acid reagent (TCA) 

3.4   20% Folin  

3.5   500 mM Sodium carbonate solution (Na2CO3) pH=8.0 

3.6   1.1 mM L-Tyrosine standard (Std Soln.) 

4. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Metalloproteinase 

4.1   60 mM EDTA 

5. สารเคมีท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 ( PLA2 ) 

5.1   10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 

5.2   Substrate [4-nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid, 3.0 mM in 

acetonitrile] 

5.3    2.5% Triton X-100 in H2O 
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6. สารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

6.1   Dulbecco’s modified eagle medium with 4,500 mg/l glucose and  

L-glutanin, without sodium bicarbonate, powder, cell culture  

tested [DEME] (SIGMA-ALDRICH, product number D5648) 

6.2   Sodium bicarbonate (SIGMA-ALDRICH®) 

6.3   Fetal bovine serum  [FBS] (Gibco) 

6.4   Penicillin-streptomycin (Gibco) 

6.5   Keratinocyte serum free media [K-SFM] (Gibco) 

6.6   Collagen I, rat tail, for cell culture (Gibco, cat. No. A10483-01) 

6.7   Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas (SIGMA-ALDRICH®) 

6.8   Elthylenediaminetetraacetic acid disodium salt dehydrate  

(EDTA), approx. 99% titration 

6.9   Trypan blue Solution (Fluka Analytical) 

6.10 DMSO (Merck) 

6.11 Bovine serum albumin [BSA] (SIGMA-ALDRICH®) 

7. สารเคมีใชในการวัด Lactase dehydrogenase (LDH) 

7.1   Cyto Tox 96® non-ratioactive cytotoxicity assay kit (Promega  

corporation, cat. No. G1780) 

7.2   0.8% Triton X 

8. สารเคมีท่ีใชในการตรวจนับการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium 

iodide-labeling flow cytometry 

8.1   Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas (SIGMA-ALDRICH®) 

8.2   Mitomycin C; MMC (SIGMA-ALDRICH®) 

8.3   Recombinant human annexin V, FITC Conjugated (Invitrogen™) 

8.4   Propidium iodide/RNase A staining buffer (Invitrogen™) 

9. สารเคมีท่ีใชในการทํา Transmission electron microscope (TEM) 

9.1   2% Glutaraldehyde 

9.2   2%  Osmium tetroide 

9.3   100% Propylene oxide 

9.4   Resin 

9.5   Epoxy 
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9.6   Toluidine blue 

9.7   Uranyl acetate 

9.8   Lead citate 

10. สารเคมีท่ีใชในการทํา Western blot 

10.1  40% acrylamide 29:1 (Bio-RAD) 

10.2   Tris base (Merck) 

10.3  1.5  M Tris/HCl pH=8.8 

10.4  1.0  M Tris/HCl pH=6.8 

10.5  SDS (Bio-RAD) 

10.6  10% Ammonium Persulfate (SIGMA-ALDRICH®) 

10.7  TEMED (Bio-RAD)  

10.8  Running buffer 

10.9  Sample Buffer 

10.10  Transfer Buffer 

10.11  Methanol (Merck) 

10.12 Glacial acetic acid (Merck) 

10.13 Tween-20 (SIGMA-ALDRICH®) 

10.14 TBS (Tris-buffered saline)  

10.15 TBS-T (0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline)  

10.16 5% Nonfat dry milk (Bio basic inc.) 

10.17 Antibody ß-actin (Santa Cruz Biotechnology) 

10.18 Antibody sodium/hydrogen exchanger 3 ; NHE3 (Abcam,  

ab72729) 

10.19 Protein Marker (Thermo scientific:  Pierce® Chemiluminescent  

Blue Prestained Peroxidase-Labeled Protein Molecular Weight  

Marker, Product No. 26651) 

10.20 Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-RAD) 

10.21 Destain buffer I, II 

10.22 Chemiluminescent substrate (Thermo scientific: SuperSingnal®  

West Pico Substrate, Product No. 34080) 

10.23 Stripping buffer 

http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://www.scbt.com/�
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วิธีการดําเนินการวิจัย 

  

1. การหาคา Median lethal dose (LD50) ของ lyophilized Russell’s viper venom [53] 

 เปนขั้นตอนท่ีดําเนินการในสัตวทดลองเพื่อหาคาความรุนแรงของพิษงูแมวเซาแหงที่ผลิต

มาจากสวนงู สภากาชาดไทย 

1. ในการทดลองน้ีใชหนูสายพันธุ swiss albino คละเพศ น้ําหนัก 18-20 กรัม ใชจํานวน

หนูที่ระดับความเขมขนของพิษระดับเดียวกัน 3 ตัว 

2. ฉีดพิษงูเขาทางเสนเลือดดํา (intravenous injection)ที่บริเวณหางหนู ปริมาณ 0.2 ml  

3. ติดตามผลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

4. เลือกความเขมขนของพิษงูที่ทําใหหนูมีอัตราการตายสามระดับ คือ ตายทั้งหมด ตาย

บางสวน และรอดทั้งหมด นําคาความเขมขนของพิษนั้นมาคํานวณหาคา LD50 

5. เปนไปไดวาในการทดสอบพิษรอบแรก อาจจะไมไดอัตราการตายของหนูทั้งสาม

ระดับภายในครั้งดียว จึงตองทําการนําคาความเขมขนของพิษที่ทําใหหนูรอดท้ังหมด

คาแรก มาหา dilutionfactor ใหม ใหมีคานอยลง เพื่อใหมีอัตราการตายของหนูท้ัง

สามระดับ 

 

การคํานวณ 

 

Log LD50 = log Da – (proportional distance) (log df) 

 

df = dilution faction 

Da = venom dose which obtaived percent death next above 50% 

 

Proportional distance =  y – c 

   y – x 

c = constant 50% death of animals 

y = percent death of animals at the venom dose with obtained percent death  

      next above 50% 

x = percent death of animals at the venom dose with obtained percent death  

      next below 50% 
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2. การแยก Protein fraction 

 เนื่องจากพิษงูแมวเซาประกอบไปดวยโปรตีนและอนุพันธของโปรตีนหลายชนิด ซึ่งมีท้ัง

สวนที่มีพิษและไมมีพิษประกอบกันเปน complex solution  พิษงูที่นํามาทดลองไดมาจากการรีด

น้ําพิษจากงูหลายตัวมารวมกัน จากนั้นนํามาผานกระบวนการทําใหเปนแหง โดยพิษงูแมวเซาท่ี

นํามาใชทดลองในครั้งนี้มีลักษณะเปนผงสีขาว ผลิตมาจากสวนงู สภากาชาดไทย ซึ่งโดยตาม

ธรรมชาติแลวงูแตละตัวจะมีสัดสวนองคประกอบของพิษไมเทากัน ดังนั้นจึงทําใหผงพิษที่ผลิตได

ในแตละครั้งนั้นมีองคประกอบไมเทากันเชนเดียวกัน 

  

ขั้นตอนการแยก Protein fraction [51] 

1. ผงพิษงูแมวเซาแหง 100 mg ละลายใน 10 mM TBS buffer pH 7.4 ปริมาณ 1 ml 

นํามาปนท่ี 5,000 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนท่ีใสออกมาทําการแยก 

protein fraction 

2. แยก protein fraction ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm 

ชนิด Sephadex G-75 (superfine) 

3. ดูดสารละลาย คอยๆ เติมลงไปในคอลัมน ระวังอยาใหเกิดฟอง 

4. ต้ังอัตราการไหลของสารภายในคอลัมนเปน 9.47 ml/hr สารท่ีใชในการ elute คือ 10 

mM TBS buffer pH 7.4  

5. ปริมาณการเก็บสารตัวอยาง  2 ml ตอ 1 tube 

6. นําสารที่เก็บไดไปวัด OD ที่ 280 nm ดวยเครื่อง spectophotometer 

7. นําคาที่ไดไป plot กราฟ เก็บสารภายใต peak เดียวกัน มารวมเปนสารแตละ 

fraction  

8. วัดความเขมขนโปรตีนของแตละ fraction ดวยวิธี Bradford protein assay 

 

3. การตรวจสอบ fraction ท่ีแยกได 

3.1 การทดสอบปฏิกิริยา Protease: Sigma’s Non-specific Protease Activity         

     Assay – Casein as a Substrate [17] 

 

       Principle: Casein + H2O                    Amino acid 

 

     ในการทดสอบวิธีนี้ใช casein เปน substrate โดย protease ที่ทดสอบจะยอย casein 

ไดกรดอะมิโนอิสระ และเมื่อกรดอะมิโนเหลานี้ทําปฏิกิริยากับ Folin’s reagent จะใหสารสีนํ้าเงิน
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ออกมา ทําการเปรียบเทียบคากับ standard curve ท่ีไดจากสารมาตรฐาน tyrosine ทําการยอย 

casein ไดกรดอะมิโนอิสระ แลววัด OD ที่ 660 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer       

 

Condition: T = 37oC, pH = 8.0,  A660nm Light path = 1 cm 

 

 Method: Colorimetric 

 

  Procedure: 

1. Pipette สารลงหลอดทดลอง ดังนี้ 

Test      Blank 

4% casein  in 0.15 M TBS pH=8.0  500 µl               550 µl 

- รอจนสารละลายมีอุณหภูมิ 37oC แลวจึงเติม 

Protease enzyme solution ( sample )     50 µl     - 

- ผสม แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC 1 ชั่วโมง 

         5% TCA    500 µl  500 µl 

- Centrifuge ที่ 5,000 rpm นาน 10 นาที 

- Pipette สารที่ไดออกมา 400 µl 

 

2. Color development  

Standard curve 

เตรียม standard curve โดย pipette สารลงหลอดทดลอง ตามตารางที่ 7 ดังนี้ 

 

ตารางที่ 7 แสดงการเตรียมสารมาตรฐานในการทดสอบปฏิกิริยา protease enzyme 

Solution 

 

Std Blank 
( 0 µM ) 

Std 1 
(0.011 µM) 

Std 2 
(0.022 µM) 

Std 3 
(0.044 µM) 

Std 4 
(0.088 µM) 

Std soln. (µl) 0  10  20 40 80 

H2O (µl) 400 390 380 360 320 

Na2CO3 (µl) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Folin (µl) 200 200 200 200 200 

Total (µl) 1,600 1,600 1,600 1,600 1,600 
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Sample 

เตรียม sample โดย pipette สารลงหลอดทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 8 

 

ตารางที่ 8 แสดงการเตรียมสารตัวอยางในการทดสอบปฏิกิริยา protease enzyme 

Solution Sample Blank 

Sample (µl) 400 - 

H2O (µl) - 400 

Na2CO3 (µl) 1,000 1,000 

Folin (µl) 200 200 

Total (µl) 1,600 1,600 

 

- ผสม แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC 30 นาที 

- วัด OD ที่ 660 nm 

 

3. Calculations  

Standard curve: 

∆ A660nmStandard = A660nmStandard - A660nmStandard Blank 

Plot the ∆ A660nmStandard vs µmoles of Tyrosine 

Sample Determination: 

∆ A660nmSample = A660nmTest - A660nmSample Blank 

Determination µmoles of Tyrosine equivalents liberated using the standard 

curve. 

Unit/ml enzyme = (µmoles Tyrosine equivalents released ) (11) 

     (1)(10)(12) 

11 = Total volume ( in milliliters ) to assay 

10 = Time of assay ( in minutes ) as per the Unit Defintion 

1   = Volume of enzyme ( in milliliters ) of enzyme used 

2   = Volume ( in milliliters ) used in Colorimetric Determination 

 

Units/mg solid =  units/ml enzyme 

                          mg solid/ml enzyme 
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Units/mg protein =  units/ml enzyme 

                          mg protein/ml enzyme 

 

      Unit definition: 1 unit ที่ไดจากการ hydrolyze casein จะผลิตสีเทากับ 1.0 µmole  

(181 µg) ของสาร tyrosine ตอนาที ที่ pH 8.0 อุณหภูมิ 37oC 

  

3.2 การทดสอบปฏิกิริยา Metalloproteinase [17], [37] 

     ทําตามวิธีทดสอบเดียวกับการทดสอบปฏิกิริยา protease วิธีการทดสอบนี้เปนการหา 

metalloproteinase ดวยวิธีทางออม โดยการนําสารตัวอยางไปยับย้ังปฏิกิริยา (inhibit) กับ  

60 mM EDTA 

1. Pipette sample 100 µl ผสมกับ 60 mM EDTA ปริมาณ 20 µl บมที่อุณหภูมิ 

37oC 10 นาที 

2. ใชสารในขอ 1. แทน protease enzyme solution แลวดําเนินการทดสอบ

ปฏิกิริยา metalloproteinase ตามวิธีการทดสอบปฏิกิริยา protease  

 

3.3 การทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 (PLA2) [34] 

1. นํา10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 buffer ปริมาณ

500 µl มาผสมกับ PLA2 enzyme solution (sample)  ปริมาณ 50 µl (0.05 ml) 

นําไปวางในกลองน้ําแข็ง 

2. เติม substrate [4-nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid, 3.0 mM in 

acetonitrile] ปริมาณ 50 µl (0.05 ml) ผสมใหเขากันดวย vortex 

3. บมที่อุณหภูมิ 37oC นาน 20 นาที 

4. เติม stopper reaction (2.5% Triton X-100 in H2O) ปริมาณ 50 µl ในกลอง

น้ําแข็ง 

5. ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5-10 นาที 

6. นําไปวัด OD ที่ 425 nm 

 

การคํานวณ 

OD 425 nm x 25.8 = A  ---------- ( 1 ) 

Fraction conc. x sample volume (0.05 ml) = B  ---------- ( 2 ) 
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A/B  =  PLA2 conc. (nm/mg) 

 

Unit definition: การเปลี่ยนของคา absorbance 0.1 AU ที่ความยาวคลื่น 425 nm  

ของ substrate จะมีคาเทากับ 25.8 nmoles ของ chromophore ที่ถูกปลดปลอยออกมา 

 

4. การเพาะเลี้ยงเซลลบุทอไต [1], [43] 

 HK-2 cell เปนเซลลเย่ือบุผิว (epithelium cell) ซึ่งมีลักษณะของการเชื่อมตอระหวาง

เซลล ทําใหเซลลเรียงตัวชิดติดกันเปน monolayer  

 HK-2 cell คือ proximal tubular cell (PTC) line ซึ่งไดมาจากไตปกติ นํามาดัดแปลงให

ไมมีการตายโดยการเติม human papilloma virus 16 (HPV-16) E6/E7 genes เขาไป แตคงมี

คุณสมบัติหลายประการเหมือน proximal tubular cell, HK-2 cell จึงเปนเซลลตนแบบที่ดีในการ

นํามาศึกษาทดลองลักษณะท่ีตองการตรวจสอบกับ proximal tubular cell ไดเปนอยางดี  

 HK-2 cell ท่ีไดนํามาใชในการศึกษาในครั้งนี้ ไดซื้อมาจากบริษัท ATCC® number CRL-

2190TM และระยะอายุของเซลลท่ีนํามาใชมีอายุที่ 20-29 passages 

 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลลบุทอไต [1] 

1. เพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวยอาหารเลี้ยงเซลล โดยสวนประกอบของอาหารคือ DMEM 

supplemented with 10% FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin เพาะเลี้ยงใน

ตูอบ 37 oC ที่มี water vapor saturated 5% CO2/95% air 

2. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2 วัน 

3. เมื่อเซลลเพาะเลี้ยงโตประมาณ 90% จะทําการ subculture ใหเซลลมีชีวิตอยูตอไปดวย 

0.25% trypsin-EDTA หรือนําเซลลไปใชทดสอบกับพิษงูแมวเซาตามความเขมขนและ

ระยะเวลาท่ีใชในแตละการทดลอง 

 

วิธีการ subculture [1] 

1. นําอาหารเลี้ยงเซลล (complete media), PBS และ 0.25% trypsin-EDTA มาอุนที่ 

37oC ประมาณ 10-15 นาที กอนใชงาน 

2. ใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล flast T-25 ใหหมด 

3. ลางดวย PBS 2 ครั้ง 

4. เติม trypsin ลงไป 1-2 ml นําไปอุนในตู incubator เพื่อชวยเรงปฏิกิริยาของ trypsin  

ประมาณ 3 นาที 
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5. ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ถาเซลลเริ่มหลุดออกจากกันแลว ใหดูด trypsin ออกจาก

ภาชนะใหหมด 

6. เติมอาหารเลี้ยงเซลล ลงไปประมาณ 3-5 ml ใช pipette ดูดขึ้น-ลง เพื่อใหเซลลหลุด

ออกจากภาชนะ (หามเคาะเซลล) แลวถายใส conical tube size 15 ml 

7. นําเซลลไปปนลางที่ 1,500 rpm อุณหภูมิ 25oC นาน 5 นาที 

8. เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้งไป เหลือแตสวนท่ีเปนเซลล 

9. เติมอาหารเพาะเลี้ยงลงไปใหม 1 ml และเคาะใหเซลลกระจายตัว 

10. ทําการนับเซลลเพื่อใหมีจํานวนเซลลเทากันในแตละการทดลอง หรือ pipette เซลล

มา 200 µl ลงไปในภาชนะเลี้ยงเซลลใบใหม (ภาชนะที่ใชเลี้ยงเซลล flask T-25) ที่มี

อาหารเพาะเลี้ยงเติมอยู 4 ml 

 

การนับเซลลโดย hemocytometer counting chamber [1] 

1. ดูดสารแขวนลอยที่มีเซลลกระจายอยูมา 10 µl ผสมกับ trypan blue 10 µl ทิ้งไว

อยางนอย 1 นาที  

2. นําไปนับเซลลดวย hemocytometer counting chamber  

 

วิธีการคํานวณ 

ชองตารางสี่เหลี่ยมจตุรัสของ hemocytometer counting มีปริมาตร  

= 1 mm (ขาง) x 1 mm (ขาง) x 0.1 mm (ลึก) 

= 0.1 mm3 

  ดังนั้น ปริมาตร 0.1 mm3 = 10-4 mm 

 เพราะฉะนั้น dilution faction       = 10,000 

 

 ตัวอยางการคํานวณ 

 สมมติวา มีสารแขวนลอย 5 ml นับจํานวนเซลลได 80 เซลล = 5 x 80 x 104 

 เพราะฉะนั้นในสารจะแขวนลอย 5 ml มีเซลลท้ังหมด           = 400 x 104 

                                                                                                    = 4 x 106     เซลล 

 

 

 

 



 

 

27 

5. ศึกษาการบาดเจ็บและการตายของเซลลจากพิษงูแมวเซา ท่ี Dose และ Time  

   dependence 

5.1 การศึกษาการตายของเซลลดวยการยอม Trypan blue exclusion assay [28] 

      เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ

ปริมาณ 300 µl/ well  

      การศึกษา dose dependence ใชพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอม

เซลลของ trypan blue  

      การศึกษา time dependence ใชพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml  บมเพาะ

เซลลเปนเวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอมเซลล

ของ trypan blue  

 

วิธีการยอม Trypan blue 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน 37oC 2 ครั้ง 

2. เติม trypan blue 250 ml ใหทวมเซลลที่ทําการยอม นาน 5 นาที 

3. ลางสีสวนเกินดวย PBS อุน อีก 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

4. นําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน light microscope 

ผลการยอม   เซลลมีชีวิตไมติดสี 

                    เซลลตายติดสีฟา 

 

5.2 การศึกษาการตายของเซลลดวย Propidium iodide assay [36] 

      เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ

ปริมาณ 300 µl/ well  

     การศึกษา dose dependence ใชพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอม

เซลลของ propidium iodide 

    การศึกษา time dependence ใชพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml  บมเพาะ

เซลลเปนเวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง แลวนับจํานวนเซลลตายจากการติดสียอมเซลล

ของ propidium iodide 
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วิธีการยอม Propidium iodide 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน 37oC 2 ครั้ง 

2. ยอมสี Propidium iodide/RNase A staining buffer 250 ml หรือใหทวมเซลลท่ี

ทําการยอม นาน 30 นาที ในที่มืด 

3. ลางสีสวนเกินดวย PBS อุน อีก 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

4. นําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซ็นต 

ผลการยอม   เซลลมีชีวิตไมติดสี 

                    เซลลตายติดสะทอนแสงสีแดง 

 

5.3 การวัดการหลั่งเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) [41] 

      โดยใชชุดตรวจวัดสําเร็จ CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay  

ของบริษัท Promega ตรวจวัดดวยเครื่อง micropate reader ที่ความยาวคลื่น 492 nm เพาะเลี้ยง

เซลลใน 24 well plate, ปริมาณเซลล 3.75 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบปริมาณ 200 µl/well 

plate 

      ทําการวัดอัตราการบาดเจ็บของเซลลดวยการวัดความเขมขนของ LDH ที่ปลดปลอย

ออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะดวยพิษงูแมวเซา โดยในการศึกษา dose dependence ใชความ

เขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

และในการศึกษา time dependence ใชความเขมขนของพิษงูแมวเซา 100 µg/ml  บมเพาะเปน

เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ 

 

      ขั้นตอนการเก็บเซลล 

1. เก็บ supernatant พรอมท้ังวัดปริมาณสาร 

1.1 ปนแยก pellet ดวยความเร็วรอบ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 

1.2 แยก supernatant กับ pellet ออกจากกัน 

1.3 วัดปริมาณ supernatant ที่แยกได 

1.4 เก็บ pellet เอาไวไปทําการทดลองตอไป 

2. ลางเซลลใน plate ดวย PBS อุน ปริมาณ 1 ml 2 ครั้ง 

3. นํา pellet ที่เก็บไวมารวมกับเซลลใน plate จากนั้นนําไป lysis เซลล ดวย 0.8% 

triton x ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 45 นาที 

4. เก็บ sediment  

4.1 ปนแยก pellet ดวยความเร็วรอบ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 
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4.2 แยก supernatant กับ pellet ออกจากกัน 

4.3 วัดปริมาณ supernatant ที่เหลือ 

      

 ขั้นตอนการตรวจวัด LDH 

ขั้นตอนตามชุดตรวจวัด CytoTox 96® non-ratioactive cytotoxicity assay kit  

(Promega corporation, cat. No. G1780) 

1. ปเปตสารตัวอยาง 50 µl ลงใน 96 well pate 

2. เติม substrate mix 50 µl บม 30 นาที ในที่มืด 

3. เติม stop solution 50 µl  

4. วัดที่ OD 492 nm ดวยเครื่อง microplate reader 

 

ขั้นตอนการหาเปอรเซ็นต LDH 

นําคา LDH ที่ไดจากการวัด OD 492 nm ดวยเครื่อง microplate reader ของ  

supernatant และ sediment มาคูณกับปริมาณสารของตัวเอง จากนั้นนําไปคิดสัดสวน LDH 

release จาก supernatant ตอ total LDH 

 

5.4 การตรวจวัดการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium iodide-labeling flow  

    cytometry [15] 

เพาะเลี้ยงเซลลใน 12 well plate, ปริมาณเซลล 5 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ 

ปริมาณ 300 µl/well pate 

      ทําการยอมเซลลดวย annexin V/propidium iodide นับจํานวนเซลลที่ติดสีดวย

เครื่อง flow cytometry เมื่อบมเพาะดวยพิษงูแมวเซา โดยในการศึกษา dose dependence ใช

ความเขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml  บมเพาะเปนเวลา 24 

ชั่วโมง และในการศึกษา time dependence ใชความเขมขนของพิษงูแมวเซา 500 µg/ml  บม

เพาะเปนเวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ 

 

วิธีการยอม Annexin V/Propidium iodide 

1. ลางเซลลดวย PBS อุน ปริมาณ 1 ml 2 ครั้ง 

2. Trypsinized  100 µl อุณหภูมิ 37oC นาน 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยอาหารเลี้ยง

เซลล 200 µl 

3. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที  
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4. ยอมดวย annexin V 2.5 µl  นาน 15 นาที ในท่ีมืด 

5. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 2 ครั้ง 

6. ยอมดวย PI 50 µl  นาน 30 นาที 

7. ปนลางดวย PBS เย็น 1,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที 2 ครั้ง 

8. Transfer ลง tube flow 

9. ตรวจวัดดวย flow cytometery ภายในหนึ่งชั่วโมง 

 

6. การศึกษาผลของพิษงูแมวเซาท่ีผลตอระดับ minute injury 

6.1 ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองผาน (Transmission 

electron microscopy; TEM) [59] 

      ชนิดของตัวอยาง 

Control sample: normal HK-2 cell  

Treated sample: HK-2 cell ที่ทดสอบกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 100 µg/ml นาน   

                           15 นาที 

 

ขั้นตอนการ Fixative 

1. นําเซลลเพาะเลี้ยง ลางดวย media free serum หรือ PBS อุน 2 ครั้งทําการเก็บ

เซลลเพาะเลี้ยงดวย scarper แลวยายเซลลลงใน micro tube ปนดวยความเร็ว 

2,000 rpm นาน 5 นาที ดูด supernatant ทิ้งไปดวย pipette 

2. Prefixed ดวย 2% gluteraldehyde ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไมเติมสวนประกอบอ่ืน 

นาน 2 ชั่วโมง ปนทิ้งที่ 2,000 rpm นาน 5 นาที  

3. ลางดวย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ปนลางที่ 2,000 rpm นาน 5 นาที  

4. Postfixed ดวย 2% osmium tetroxide นาน 1 ชั่วโมง ปนทิ้งที่ 14,000 rpm นาน 

5 นาที 

5. ลางดวย PBS 1 ครั้ง ปนลางท่ี 14,000 rpm นาน 5 นาที 

 

ขั้นตอนการ Dehydration 

1. ดึงน้ําออกจากเซลลดวย ethanal series 50%, 70%, 80%, 95% 2 ครั้ง, 100% 

3 ครั้ง  นาน 5 นาที ปนท้ิงที่ 14,000 rpm นาน 5 นาที  

2. ดึงน้ําออกจากเซลลดวย 100% propylene oxide 2 ครั้ง นาน 5 นาที ปนท้ิงที่ 

14,000 rpm นาน 5 นาที  
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ขั้นตอนการ Infiltration 

1. เติม 100% propylene oxide : resin 1:1 นาน 3 ชั่วโมง ดูด supernatant ทิ้งไป

ดวย dropper  

2. เติม 100% resin นาน 18 ชั่วโมง  

 

ขั้นตอน Embedding และ Polymerization 

1. วาง specimen ลงในแมพิมพพลาสติก ติดกระดาษ label ที่มีรายละเอียดของ

ตัวอยาง เติม epoxy ประมาณ ½ - ¾ ของแมพิมพ 

2. นําไปอบใน incubator อุณหภูมิ 60oC นาน 2 วัน 

 

ขั้นตอน Sectioning 

Thick section 

1. เมื่อไดบล็อกตัวอยางแลวนําไป trim พลาสติกสวนเกินดวยใบมีดโกน 

2. ตัด section ใหมีความหนาประมาณ 0.5 µm ดวยเครื่อง ultramicrotome 

3. นํา section ที่ไดไปยอมดวย Toluidine blue แลวนําไปตรวจดูภายใต light 

microscope เพื่อเลือกบล็อกตัวอยางที่ตองการนําไปยอมเพื่อตรวจดูภายใต 

electron microscope  

4. เมื่อไดบล็อกและบริเวณท่ีตองการแลว นําบล็อกไปตัดใหหนาบล็อกเปนรูป

สี่เหลี่ยมคางหมู เพื่อใหการตัด section เปน series section ไดงายขึ้น 

Thin section 

1. ตัด section ใหมีความหนา 60-90 nm ดวยมีดเพชร  

2. นํา section ที่ไดวางบน copper grid,  air dye 

 

ขั้นตอนการ Stain 

1. ควํ่า copper grid ดานที่มี section ลงบนหยด uranyl acetate ที่หยดบน 

paraffilm ครอบดวยฝา petridish เพื่อปองกันการ contaminate บมนาน 30 

นาที 

2. ฉีดลางดวยกระบอกฉีด copper grid  ดวยน้ํากลั่น จากนั้นจุมลางในนํ้ากลั่นใน

บีกเกอรอีก 2 ครั้ง แลวนําไปแกวงลางน้ํากลั่นใน petridish อีก 1 ครั้ง 

3. ซับ copper grid ใหแหงดวยกระดาษกรอง 
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4. ควํ่า copper grid ดานที่มี section ลงบนหยด lead citate ที่หยดบน paraffilm 

วางผลึก NaOH ลงขาง copper grid เพื่อชวยดูดความชื้น ครอบฝาดวย 

petridish เพื่อปองกันการ contaminate บมนาน 30 นาที ในท่ีมืด 

5. ลางนํ้ากลั่นดวยขั้นตอนเดิม 

ทําการตรวจสอบดวยกลองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองผาน 

 

6.2 การศึกษา sodium transcellular ดวยเทคนิค western blot [56] 

เพาะเลี้ยงเซลลใน 6 well plate, ปริมาณเซลล 10 x 106 เซลล, ใชสารที่ทดสอบ 

ปริมาณ 500 µl/well plate 

      ทําการทดสอบเซลลดวยพิษงูแมวเซาท่ีเขมขนของพิษงูแมวเซา 0, 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  ณ เวลา 24 ชั่วโมง  

      ปริมาณโปรตีนที่ใชในการทดลองคือ 150 และ 500 µg   

  :   

      วิธีการสกัดโปรตีนจาก cell sediment 

1. ทิ้ง media ออกไป แลวลางเซลลใน plate ดวย PBS เย็น 2 ครั้ง 

2. สกัดโปรตีนดวย lipa buffer : protease (50:1) ปริมาณ 200 µl/1 well in 6 well 

plate วางในกลองน้ําแข็ง เขยา plate นาน 30 นาที 

3. ดูดสารละลายเก็บใน microtube 

4. นําไปปนที่ 14,000 rpm 4oC นาน 10 นาที  

5. เก็บ supernatant นําไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry method 

 

      วิธีการทํา Western blot 

1. Gel electrophoresis (mini gel) 

1.1 ประกอบชุด cast gel ตามวิธีของแตละชุด cast gel 

1.2 ผสม separating gel solution โดยเติม running gel solution ลงไป

ประมาณสองในสามของแซนวิชเจล (sandwich gel) 

 Running gel solution (for 7.5% gel. 2 pieces) 

30% Acrylamide 29:1 Bis......................2.25 ml 

1.5  M Tris/HCl pH=8.8...........................3.0 ml 

dH2O ...................................................6.65 ml 

10% SDS ............................................46.66 µl 
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10% Ammonium persulfate ............... 46.66 µl 

TEMED ...............................................13.34 µl 

 

หลอหนาเจลดวยน้ํากลั่น เพื่อใหหนาเจลเรียบเสมอกัน รอให gel 

polymerize ประมาณ 45-60 นาที จากนั้นจึงเติม stracking gel solution 

 Stacking gel solution (for 4% gel. 2 pieces) 

30% Acrylamide 29:1 Bis......................0.6 ml 

1.0  M Tris/HCl pH=6.8.........................1.5 ml 

dH2O .................................................3.72 ml 

10% SDS ...............................................60 µl 

10% Ammonium persulfate .................. 60 µl 

TEMED ....................................................6 µl 

 

      ใส comb ลงในแซนวิชเจล รอให gel polymerize ประมาณ 30-45 นาที 

 

1.3 นํา comb ออกภายใต running buffer ระวังอยาให well บิดเบียวหรือขาด

ออกจากกัน จากนั้นลางเศษเจลออกจาก well ใหหมด เพื่อให band ที่

เกิดขึ้น มีลักษณะเรียบตรง 

1.4 ผสมโปรตีนที่ความเขนขน 150 และ 500 µg กับ sample buffer heat  95oC 

นาน 5 นาที load ลงไปใน well ของ acrylamide gel - SDS page 

1.5 Run gel, constant volt 120 Vote นานประมาณ 1.30 ชั่วโมง 

1.6 แกะเจล แลวนําเจลที่ run เสร็จแลว ไป transfer สูแผน PVDF membrane 

ตอไป 

2. Transfer 

2.1 นําเจลมาแชใน transfer buffer 

2.2 ตัดแผน PVDF membrane 1 ชิ้น, และ Whatman 3mm filter paper 2 ชิ้น 

ใหมีขนาดเทาเจล 

2.3 ลางแผน PVDF membrane ดวย methanol 10 วินาที แลวนําไปลางในน้ํา

กลั่น 10 นาที จากนั้นนําไปแชใน transfer buffer 

2.4 แช whatman 3mm filter paper และ scotch-brite pads ลงใน transfer 

buffer 



 

 

34 

2.5 เรียงลําดับจากขั้วลบไปขั้วบวก ดังนี้ 

1) ขั้วลบ 

2) Scotch-Brite pads 

3) Whatman 3mm filter paper 

4) แผนเจล 

5) PVDF membrane 

6) Whatman 3mm filter paper 

7) Scotch-Brite pads 

8) ขั้วบวก 

2.6 Transfer ใน transfer buffer, constant amp 300 mAmp. นาน 2 ชั่วโม 

2.7 เมื่อครบเวลา นําเจลที่ผานการ transfer แลว ไปยอมใน coomassie brilliant 

blue R-250 staining solution เพื่อตรวจสอบวามีโปรตีนเหลืออยูหรือไม 

และนําแผน PVDF membrane ไปยอมอิมมูโนตอไป 

3. Immunodetection 

3.1 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS buffer 3 x 10 นาที ใน shaking 

3.2 Block non-specific protein ดวย 5% nonfat dry milk นาน 2 ชั่วโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง 

3.3 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.4 บมดวย primary antibody (NHE3) overnight ที่อุณหภูมิ 4oC 

3.5 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.6 บมดวย secondary antibody (anti-mouse) นาน 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 

3.7 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

3.8 บมดวย chemiluminescent substrate นาน 10 นาที 

3.9 ตรวจดวย chemiluminescent detection 

4. Reprobe western blot 

4.1 แชแผน membrane ใน stripping buffer ที่อุณหภูมิ 50oC นาน 30 นาที บน 

shaker 200 rpm. 

4.2 ลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.3 Block non-specific protein ดวย 5% nonfat dry milk นาน 2 ชั่วโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง 

4.4 บมดวย primary antibody (ß-actin) overnight ที่อุณหภูมิ 4oC 
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4.5 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.6 บมดวย secondary antibody (anti-mouse) นาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

4.7 นําแผน membrane ไปลางดวย TBS-T buffer 3 x 10 นาที 

4.8 บมดวย chemiluminescent substrate นาน 10 นาที 

4.9 ตรวจดวย chemiluminescent detection 

 

การเก็บรวบรวมขอมูล 

 ผูวิจัยเปนผูรวบรวมขอมูลการทดลองและบันทึกผลการทดลองดวยการจดบันทึก โดยมี

อาจารยที่ปรึกษาเปนผูควบคุมและใหคําปรึกษา 

 

การวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลที่ไดจากการทดลองบันทึกคาเปน mean ± SEM ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ย

ของกลุมตัวอยางโดยใช paired t-test กําหนดใหมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

1. ผลการหาคา Median lethal dose (LD50) ของ lyophilized Russell’s viper venom 

ผลการฉีดพิษงูแมวเซาท่ีบริเวณหลอดเลือดดําท่ีหางหนู (intravenous injection) โดย

เลือกปริมาณความเขมขนของพิษงูแมวเซาจากคาความเปนพิษที่มีรายงานไว (จากสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย) มาเปนเกณฑในการเจือจางพิษงูแมวเซาใหไดความเขมขนตางๆ ท่ีเหมาะสม

สําหรับการวัดความเปนพิษของพิษงูแมวเซา โดยติดตามผลการตายของหนูเปนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง 

ตารางที่ 9 แสดงจํานวนหนูตายหลังจากไดรับพิษงูแมวเซาความเขมขนตางๆ โดยใช 

                dilutionfactor=1.2 

Conc. of RVV 

(µg/ml) 

จํานวน

หนูที่ใช 

จํานวน

หนูตาย 

Accumulative Mortality Dose/mouse 

(µg/mouse) 
die survive ratio % 

37.5 3 3 5 0 5/5 100 7.5 

31.25 3 2 2 1 2/3 66.67 6.25 

26.04 3 0 0 4 0/4 0 5.21 

 

เมื่อไดคาที่ครอบคลุมอัตราการตายของหนู 3 คา คือ จํานวนหนูตายทั้งหมด หนูตายบางสวน และ

หนูรอดชีวิตทั้งหมดมาแลว จะนําคาของหนูตายบางสวนมาคํานวณ ดังน้ี 

 

การคํานวณ 

 Log LD50 = log Da – ( proportional distance ) ( log df )  

 

Da = 6.25 [ venom dose which obtaived percent death next above 50% ] 

 df = 1.2 [ dilution faction ] 
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Proportional distance =  y – c 

   y – x 

c = 50 [ constant 50% death of animals ] 

y = 66.67 [ percent death of animals at the venom dose with obtained   

      percent death next above 50% ] 

x = 0 [ percent death of animals at the venom dose with obtained percent  

      death next below 50% ] 

 

Proportional distance =  66.67 – 50 

   66.67 – 0 

    = 16.67 

        66.67 

    = 0.25 

 

                           Log LD50 = log 6.25 – (0.25) (log 1.2) 

    = 0.79588 – (0.25) (0.0791812) 

    = 0.79588 – 0.0197953 

    = 0.7760847 

      LD50 = 5.98 

       

ดังนั้นพิษงูแมวเซาแหงรุนการผลิตนี้ มีคา median lethal dose (LD50) ประมาณ 5.98 

µg/mouse 

 

2. ผลการแยก Protein fraction 

จากการแยกพิษงูแมวเซา 100 mg/ml จํานวน 1 ml ดวย Sephadex G-75 (superfine) 

คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS buffer pH 7.4 พบวาไดแยกพิษงูแมวเซาได 

4 fractions   
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รูปท่ี 3 แสดงโครมาโตแกรม (chromatogram) ของพิษงูแมวเซา 100 mg ซึ่งแยกโดยการผาน  

Sephadex G-75 (superfine) column ขนาด 2.5 x 29 cm ชะดวย 10 mM TBS buffer 

pH 7.4 เก็บสารละลายจากคอลัมนหลอดละ 2 ml;  

Fr.I=fraction I, Fr.II=fraction II, Fr.III=fraction III และ Fr.IV=fraction IV 

 

จากน้ันทําการเก็บ product ภายใตแตละ peak มา pool รวมกันเปน fraction แลวนําแต

ละ fraction ที่เก็บไดมาหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford protein assay วัด OD ที่ 595 nm 

ดวยเครื่อง spectrophotometer หาสัดสวนแตละ fraction เปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบกับ crude 

venom ความเขมขน 100 mg/ml ซึ่งเปนปริมาณสารต้ังตนที่ใชในการแยก fraction ดวยเทคนิค

คอลัมนโครมาโตกราฟ 

 

ตารางที่ 10 แสดงปริมาณโปรตีนของแตละ fraction ดวยวิธี Bradford protein assay  

Fraction Tube position Total volumes Protein conc. Total protein  Percent 

  (No.) (ml)  (ug/ml)  (ug) (%) 

Fraction I 28-36 18 669.80 12,056.40 20.51 

Fraction II 41-53 26 1,538.00 39,988.00 68.04 

Fraction III 54-64 22 96.70 2,127.40 3.62 

Fraction IV 65-76 24 36.30 871.20 1.48 

Crude venom 100 mg/ml - - 58,770.00 58,770.00 100.00 

Tube number 

Fr.I 

Fr.II 

Fr.III 

Fr.IV 



 

 

39 

3. ขั้นตอนการตรวจสอบ fraction ท่ีแยกได 

 

3.1 ผลการทดสอบปฏิกิริยา Protease & Metalloproteinase 

       จากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ protease และ metalloproteinase ในพิษงูแมวเซา

เมื่อเปรียบเทียบกับกราฟของสารมาตรฐาน tyrosine ไดผลดังแสดงในตารางที่ 11 

 

               
 

รูปท่ี 4  แสดงความสัมพันธระหวางคา OD กับปริมาณกรดอะมิโนมาตรฐาน Tyrosine โดยวิธี 

Sigma’s Non-specific Protease Activity Assay – Casein as a Substrate 

 

ตารางที่ 11  แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Protease & Metalloproteinase ในพิษงูแมวเซา 

                  แยกสวน 

RVV EDTA OD 660 nm uM U/ml solid U/mg protein 

Fr. I - 0.1562 59.08 51.69 59.03 

  + 0.1314 49.54 43.35 49.50 

Fr. II - 0.1283 48.35 42.30 21.80 

  + 0.1337 50.42 44.12 22.73 

Fr. III - 0.1399 52.81 46.21 91.27 

  + 0.1700 64.38 56.34 111.28 

Fr. IV - 0.1216 45.77 40.05 61.49 

  + 0.1352 51.00 44.63 68.51 
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     ผลจากตารางท่ี 11 บงชี้วา fraction I มีปริมาณ protease enzyme มากที่สุด และเมื่อ

เติม EDTA เพื่อยับย้ังปฏิกิริยาของ metalloproteinase พบวาปฏิกิริยาของ protease enzyme 

ลดลง แสดงวาเปนอนุพันธของ protease enzyme ในกลุมของ metalloproteinase 

 

3.2 ผลการทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 

     จากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Phospholipase A2 เมื่อเปรียบเทียบกับการเปลี่ยน

ของคา absorbance 0.1 AU ที่ความยาวคลื่น 425 nm ของ substrate จะมีคาเทากับ 25.8 

nmoles ของ chromophore ที่ถูกปลดปลอยออกมา ไดผลดังแสดงในตารางที่ 12 

 

ตารางที่ 12 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาของ Phospholipase A2 ในพิษงูแมวเซาแยกสวน 

 

Fraction OD 425 nm nm/mg 

Fr. I 0.01970 11.60593792 

Fr. II 1.36170 361.9606037 

Fr. III 0.05815 59.25798654 

Fr. IV 0.01635 12.95045529 

ผลจากตารางท่ี 12 พบวา fraction II มีปฏิกิริยาของเอนไซม phospholipase A2 มาก

ที่สุด 

 

4. ผลการเพาะเลี้ยง HK-2 cell 

เซลล HK-2 cell ที่โตประมาณ 90%  กอนนํามาทดสอบกับพิษงูแมวเซาโดยสวนประกอบ

ของอาหารคือ DMEM supplemented with 10% FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin 

เพาะเลี้ยงในตูอบ 37 oC ที่มี water vapor saturated 5% CO2/95% air (รูปที่ 5) 
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รูปท่ี 5 แสดง HK-2 cell ที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีประกอบดวย DMEM supplemented with 10%  

    FBS, 100 IU/ml of penicillin/streptomycin เพาะเลี้ยงในตูอบ 37oC ที่มี water vapor       

    saturated 5% CO2/95% air ซึ่งโตประมาณ 90% กอนนํามาทดสอบกับพิษงูแมวเซา 

 

5. ศึกษาการบาดเจ็บและการตายของเซลลจากพิษงูแมวเซาท่ี Dose และ Time 

dependence 

 

5.1 ผลการศึกษา dose dependence 

 

ก) การศึกษาอัตราการตายดวยวิธี Trypan blue exclusion method  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml และบมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง  ดังแสดงในรูปที่ 6 พบวา control cell ท่ีไมได

ใสพิษงูมีอัตราการตายนอยกวารอยละ 1 สวนกลุม treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่ความเขมขน 

10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายรอยละ 7 ขึ้นไป เมื่อสังเกตลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลลพบวาเซลลมีการหดตัว (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 6D) ทําใหเกิด

ชองวางระหวางเซลล (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 6F) นอกจากนี้เซลลยังมีลักษณะเปอยยุย

มากขึ้นเมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูที่มีความเขมขนสูงขึ้น เซลลตายจะติดสีฟาของ trypan blue 

(ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปท่ี 6B) 
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รูปท่ี 6 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวย 

 พิษงูแมวเซาท่ีมีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 2 

 ชั่วโมง ดวยเทคนิด Trypan blue staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  

 (light microscope; X200) 

 A=Control cell (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

 B=Treated cell RVV dose 10 µg/ml,  

 C=Treated cell  RVV dose 50 µg/ml,  

 D=Treated cell RVV dose 100 µg/ml,  

 E=Treated cell RVV dose 500 µg/ml,  

 และ F=Treated cell RVV dose 1,000 µg/ml 

A B 

C D 

E F 
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ข) การศึกษาอัตราการตายดวยการยอม Propidium iodide (PI)  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml และบมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวา control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีอัตราการ

ตายนอยกวารอยละ 1 สวนกลุม treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายรอยละ 11 ขึ้นไป ดังแสดงในรูปที่ 7 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

            

 

                    
 

รูปท่ี 7 แสดงปริมาณการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซาที่ 

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวย  

เทคนิค Propidium iodide staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรส   

เซนต  

F 

C D 

E F 

A B 
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 (fluorescent microscope; X200) 

 A=Control cell (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

 B=Treated cell RVV dose 10 µg/ml,  

 C=Treated cell  RVV dose 50 µg/ml,  

 D=Treated cell RVV dose 100 µg/ml,  

 E=Treated cell RVV dose 500 µg/ml,  

 และ F=Treated cell RVV dose 1,000 µg/ml 

           

  เมื่อนับจํานวนการตายของ HK-2 cell เปรียบเทียบกันระหวางการยอมสี trypan  

blue และ  propidium iodide พบวามีอัตราการตายเปนไปในทิศทางเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

 
 

รูปท่ี 8 กราฟแสดงอัตราการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เปรียบเทียบระหวางการยอมสี  

          trypan blue และ  propidium iodide ของ dose dependence 

 

 

ค) การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงู การวัดอัตราการ 

บาดเจ็บดวยการวัดระดับ LDH ทําการวัดใน control cell และวัด treated cell ที่ทําการทดสอบ

กับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง คิดเปน

เปอรเซ็นตเปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวาความเขมขนของพิษงูแมวเซาที่ทําให

เซลลมีการปลอย LDH ออกมามากขึ้นที่สุด คือ 100 µg/ml (รูปที่ 9) 

 

 



 

 

45 

 

 

 

            
* Value significantly different from control group, P<0.05 

 

รูปท่ี 9 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ไดรับ 

          การบมเพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปน 

          เวลา 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment  

 

 

   ง) การศึกษาลักษณะการตายของเซลล การศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin 

V/Propidium iodide-labeling flow cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาท่ีความ

เขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชสาร Mitomin C (MMC) 

เปน positive control พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตลดลงเมื่อบมดวยพิษงูที่มีความเขมขนมาก

ขึ้น (รูปที่ 10)  และชนิดการตายของเซลลเปนแบบ necrotic cell (รูปท่ี 11)   

 

 

* * * 

* 
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             * Value significantly different from control group, P<0.05 

รูปท่ี 10 กราฟแสดงอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell หลังจากเซลลไดรับการบม

เพาะกับพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

             
             * Value significantly different from control group, P<0.05; Necrotic cells group 

 * *Value significantly different from control group, P<0.05; Apoptotic cells group 

รูปท่ี 11 กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell หลังจากเซลลไดรับการบม

เพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

* * * * * 

* 

** ** 

* 

* * * 
* * 
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5.2 ผลการศึกษา time dependence 

ก)  การศึกษาอัตราการตายดวยวิธี Trypan blue exclusion method  ทําการศึกษา 

อัตราการตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml เปน

เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง  ดังแสดงในรูปที่ 12 พบวา control cell ที่ไมไดใสพิษงูมี

อัตราการตายนอยกวารอยละ 1  สวนกลุม treated cell ที่มีอัตราการตายรอยละ 1 ขึ้นไป ที่เวลา 

6, 8, 10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง เซลลมีอัตราการตายมากขึ้นตามลําดับ เมื่อสังเกตลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลลพบวาเซลลมีการหดตัว (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12D)  ทําใหเกิด

ชองวางระหวางเซลล (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12G)  นอกจากนี้เซลลยังมีลักษณะเปอยยุย

มากขึ้นเมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีระยะเวลาที่มากขึ้น เซลลตายจะติดสีฟาของ trypan blue 

(ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 12C)  

 

 
 

        
 

          

A 

B C 

D E 
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รูปท่ี 12 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวย

พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ดวย

เทคนิค Trypan blue staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  

   (light microscope;  X200) 

   A=Control cell 24 hours (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

   B=Treated cell 6 hours,  

   C=Treated cell 8 hours,   

   D=Treated cell 10 hours,  

   E=Treated cell 12 hours, 

   F=Treated cell 18 hours,  

  และ G=Treated cell 24 hours 

 

ข) การศึกษาอัตราการตายดวยการยอม Propidium iodide (PI)  ทําการศึกษาอัตรา 

การตายของ HK-2 cell โดยการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 1,000 µg/ml โดย

นิวเคลียสยอมติดสีของ PI เปนสีแดงเน่ืองจากดูดกลืนแสงสีเขียว ดวยกลอง fluorescent  พบวา 

nucleus ของ control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีการติดสีของ PI มีอัตราการตายนอยกวารอยละ 1  

สวนกลุม test มีอัตราการตายรอยละ 4 ขึ้นไป และมีอัตราการตายสูงขึ้นตามลําดับ ที่เวลา 6, 8, 

10, 12, 18 และ 24  ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 13 

 

       B B 

F G 
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A 
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รูปท่ี 13 แสดงปริมาณการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซา

เขมขน 1,000 µg/ml บมเพาะที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ดวยเทคนิด 

Propidium iodide staining โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต  

   (fluorescent microscope; X200) 

 A=Control cell 24 hours (ไมไดเติมพิษงูแมวเซา),  

   B=Treated cell 6 hours,  

   C=Treated cell 8 hours,   

   D=Treated cell 10 hours,  

   E=Treated cell 12 hours, 

   F=Treated cell 18 hours,  

   และ G=Treated cell 24  

 

 

      เมื่อเปรียบเทียบอัตราการตายของ HK-2 cell ระหวางการยอมสี trypan blue และ  

propidium iodide พบวามีอัตราการตายเปนไปในทิศทางเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 14 

 

   
 

รูปท่ี 14 กราฟแสดงอัตราการตายของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ที่เวลา 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 

ชั่วโมง เมื่อบมเพาะกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 1,000 µg/ml โดยการยอมสีเซลลดวย 

trypan blue และ propidium iodide  
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ค) การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงู  ทําการวัดอัตราการ 

บาดเจ็บของเซลลดวยการวัดความเขมขนของ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะ

ดวยพิษงูแมวเซา ความเขมขน 100 µg/ml  ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยคาความ

เขมขน 100 µg/ml ของพิษงูแมวเซาไดมาจากคาท่ีสูงที่สุดในการปลดปลอย LDH จากการศึกษา

การบาดเจ็บของเซลลท่ีทําการทดสอบกับพิษงูดวยความเขมขนตางๆ กัน คิดเปนเปอรเซ็นต

เปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวา HK-2 cellหลั่ง LDH สูงที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมง 

(รูปที่ 15) 

 

              
 * Value significantly different from control group, P<0.05 

รูปท่ี 15 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) หลังจากเซลลเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell

ไดรับการบมเพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 

และ 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment 

 

   ง) การศึกษาลักษณะการตายของเซลล การศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin 

V/Propidium iodide-labeling flow cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาท่ีความ

เขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยคาความเขมขนของพิษงูแมวเซาที่

มีคาสูงที่สุดในการศึกษาการตายของเซลลดวย Annexin V/Propidium iodide-labeling flow 

cytometry คือ 1,000 µg/ml แตท่ีความเขมขนของพิษระดับนี้มีผลทําใหเซลลออนแออยางรุนแรง 

เมื่อนําไปปนลางตามกระบวนการยอมสี annexin V และ propidium iodide มีผลทําใหเซลลมี

อัตราการตายเพิ่มมากขึ้นจากกระบวนการดังกลาว ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขนที่มีอัตราการตาย

สูงรองลงมาคือ ความเขมขน 500 µg/ml มาทําการทดสอบกับเซลล พบวาเซลลมีอัตราการรอด

ชีวิตไมแตกตางกัน (รูปที่ 16)  ชนิดการตายของเซลลเปนแบบ necrotic cell (รูปท่ี 17)  

* 

* 

* 

* 
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 * Value significantly different from control group, P<0.05 

 # Value significantly different from 6 hours, P<0.05 

รูปท่ี 16 กราฟแสดงการมีชีวิตรอดของเซลล หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cellไดรับการบมเพาะ

ดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง  

 

        
         * Value significantly different from control group, P<0.05; Necrotic cells group 

         * *Value significantly different from control group, P<0.05; Apoptotic cells group 

รูปท่ี 17 กราฟแสดงลักษณะการตายของเซลล หลังจากเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cellไดรับการบม

เพาะดวยพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 

ชั่วโมง  

* 
* 

*,# *,# *,# 

*,# 
* 

 

* 

* 

** 

* 

** 
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6. การศึกษาผลของพิษงูแมวเซาท่ีผลตอระดับ minute injury 

 

6.1  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล  (ultrastructure 

cell morphology) โดยเทคนิค transmission electron microscopy (TEM) 

       นํา HK-2 cell มาทดสอบกับพิษงูแมวเซาความเขมขน 100 µg/ml นาน 15 นาที 

แลวนํามา process ตามขั้นตอนการเตรียม specimen สําหรับตรวจดวยกลอง transmission 

electron microscopy   ดังแสดงในรูปท่ี 18  

       เมื่อตรวจสอบชนิดการตายของเซลล พบวาเซลลมีการตายทั้งสองลักษณะ คือแบบ 

apoptosis (รูปที่ 18A แสดงการตายแบบ apoptotsis ในระยะ eary state) และแบบ necrosis 

(รูปที่ 18B) แตมีการตายแบบ necrosis มากกวา โดยการตายแบบ apoptosis เซลลจะมีลักษณะ

หดตัวเล็กลง (cell shrinkage) โครมาตินหนาตัวขึ้น ดีเอ็นเอแตกเปทอน ตอมานิวเคลียสแตก

ออกเปนชิ้นๆ (nuclear fragmentation) เย่ือหุมเซลลปูด พองมีลักษณะเปนถุงเล็กๆ (membrane 

blebbing) และในที่สุดเซลลแตกออกเปนชิ้นสวน (cell fragmentation), สวนการตายแบบ 

necrosis เซลลจะมีลักษณะการบวมของเซลล การยอยสลายโครมาติน และการเสื่อมสภาพของ

เย่ือหุมเซลลและเย่ือหุมออรแกเนลล ในระยะตอมาจะเกิดการยอยสลายดีเอ็นเอ การเกิดชองวาง 

(vacuolation) ของเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) การสลายของออรแกเนลล 

และเกิดการสลายเซลล หลังจากเย่ือหุมเซลลแตกสลายจะมีการปลอยองคประกอบภายในเซลลซึ่ง

ทําใหเกิดการอักเสบ  

      ผนังเซลล (cell wall) ของ treated cell มีการฉีกขาด (ดังแสดงตามรูปลูกศรชี้ในรูปที่ 

18D) ในขณะที่ control cell ผนังเซลลมัลักษณะปกติ ไมพบการฉีกขาด (รูปที่ 18C) 

      Mitochondria ของ treated cell มีการบวมพองออกอยางเห็นไดอยางชัดเจน cistre 

มีการแตกหักออก จน mitochondria ใสมากขึ้น (รูปที่ 18F) ไมเห็นเปนสีเขมเมื่อเปรียบเทียบกับ

control cell (รูปที่ 18E) 

      Endoplasmic  reticulum ของ treated cell มีการบวมพอง โปงออกอยางเห็นได

อยางชัดเจน (รูปที่ 18H) เมื่อเปรียบเทียบกับ control cell (รูปที่ 18G) 

      Golgi apparatus ของ treated cell มีการบวมพองออก ไมจัดเรียงตัวเปนชั้นอยาง

เปนระเบียบ (รูปที่ 18J) เมื่อเปรียบเทียบกับ control cell (รูปที่ 18I) 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%A1�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A�


 

 

54 

 

         
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                

 

 

 

 

B 

C 

E F 

A 

B D 



 

 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปท่ี 18 แสดงการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ดวย  

            transmission electron microscopy เมื่อใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml  

           บมเพาะนาน 15  นาที; 

A=แสดงการตายแบบ apoptosis,          B=แสดงการตายแบบ necrosis,  

C=Control cell แสดงลักษณะของผนังเซลลปกติ, 

D=Treated cell แสดงลักษณะของผนังเซลลที่มีการฉีกขาด,  

E=Control cell แสดงลักษณะของ mitochondria ปกติ, 

F=Treated cell แสดงลักษณะของ mitochondria ที่ผิดปกติ,  

G=Control cell แสดงลักษณะของ endoplasmic  reticulum ปกติ, 

H=Treated cell แสดงลักษณะของ endoplasmic  reticulum ที่ผิดปกติ,   

I=Control cell แสดงลักษณะของ golgi apparatus ปกติ,  

และ J=Treated cell แสดงลักษณะของ golgi apparatus ปกติ  

Control cell Treated cell G H 

I J 
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6.2 ผลการศึกษา sodium transcellular ดวยเทคนิค western blot 

sodium/hydrogen exchange 3 (NHE 3)เปนโปรตีนท่ีพบบริเวณ apical  

membrane ของไต มีหนาที่ในการควบคุมปริมาณโซเดียมและปริมาณการไหลผานของน้ํา  

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 ขนาด 85 kDa และ ß-actin ขนาด 42 

kDa โดยใช HK-2 cell lysised solution (sample) ที่มีความเขมขนโปรตีน 150 µg มาจับกับ

แอนติบอดีของ NHE 3 และ ß-actin พบวาไมมีการปรากฎขึ้นของโปรตีน NHE 3 (ไมแสดงผลการ

ทดลอง) สวนการปรากฎของโปรตีน ß-actin มีปริมาณลดลงเปนสองชวง คือชวงที่ HK-2 cell ถูก

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่มีความเขมขน 10-100 µg/ml และ 500-1,000 µg/ml โดยในชวงแรก

โปรตีน ß-actin จะลดลงเล็กนอย และในชวงท่ีสองโปรตีน ß-actin มีปริมาณลดลงอยางเห็นได

อยางชัดเจน (รูปที่ 19 A และตารางที่ 13) และเมื่อใช HK-2 cell lysised solution ที่มีความเขมขน

โปรตีน 500 µg การปรากฎของโปรตีน NHE 3 มีปริมาณลดลงเมื่อทดสอบกับพิษงูที่มีความ

เขมขนมากขึ้น และเมื่อทดสอบกับ fraction ของพิษงู พบวาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 มี

ปริมาณไมแตกตางกันในแตละ fraction (รูปที่ 19 B และตารางที่ 13) การปรากฎของโปรตีน ß-

actin มีปริมาณมากจนไมสามารถบอกความแตกตางระหวาง sample ได (รูปที่ 19 C) 

 

 

 

   
 

   
 

   
     

รูปที่ 19 แสดงการปรากฎของโปรตีนของเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell เมื่อทดสอบดวยพิษงูแมวเซา

ที่ความเขมขนตางๆ บมเพาะนาน 24 ชั่วโมง ตอแอนติบอดี ß-actin เมื่อใช sample ที่มี

A 

B 

C 

Protein conc. 150 µg 

ß-actin, 42 kDa 

Protein conc. 500 µg 

ß-actin, 42 kDa 

Protein conc. 500 µg 

NHE 3, 85 kDa 

Fr. IV Fr. III Fr. II Fr. I C 1000 C 500 C 100 C 10 C 50 Control 
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โปรตีนปริมาณ 150 µg (A), ตอแอนติบอดี sodium/hydrogen exchanger 3 [NHE 3] 

เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg (B) และตอแอนติบอดี ß-actin เมื่อ reprobe 

ซ้ําในแผนที่ใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg (C);  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

 

ตารางที่ 13 แสดงปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 150 µg 

และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 µg 

โดยใชคา raw volume ท่ีคํานวณจาก Gene snap software (Gene Tools; Syngene, 

MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอยของโปรตีน;  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

 

Raw  Protein conc. Lane1 Lane2 Lane3 Lane4 Lane5 Lane6 Lane7 Lane8 Lane9 Lane10 

volume (ug) Control C 10 C 50 C 100 C 500 C 1,000 Fr. I Fr. II Fr. III Fr. IV 

B-actin 150 357,069 268,194 275,874 283,963 60,123 36,603 47,053 30,474 28,206 30,442 

NHE 3 500 148,244 496,906 323,630 174,950 154,539 203,316 86,273 67,924 73,078 160,082 
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รูปที่ 20 กราฟแสดงคา raw volume ที่คํานวณจาก Gene snap software (Gene Tools; 

Syngene, MD, USA) เปนตัวเปรียบเทียบการมีปริมาณมากหรือนอยของโปรตีน โดย

ปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 150 µg ดังรูป 

(A) และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีนปริมาณ 500 

µg ดังรูป (B);  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 

 

A 

B 
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     A                                                       B 

    

     C                                                       D 

 

รูปที่ 21 กราฟแสดง ratio เปรียบเทียบปริมาณโปรตีน ß-actin ที่ปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มี

โปรตีนปริมาณ 150 µg (A, B) โดย (A) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลควบคุมกับเซลลที่

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขนตางๆ, (B) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลที่ทดสอบกับ

พิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 100 µg/ml กับเซลลที่ทดสอบกับสารแยกสวนของพิษงู

แมวเซา, และแสดงปริมาณโปรตีน NHE 3 ท่ีปรากฎขึ้น เมื่อใช sample ที่มีโปรตีน

ปริมาณ 500 µg (C, D)โดย (C) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลควบคุมกับเซลลที่ทดสอบกับ

พิษงูแมวเซาท่ีความเขมขนตางๆ, (D) เปน ratio เปรียบเทียบเซลลที่ทดสอบกับพิษงู

แมวเซาที่ความเขมขน 100 µg/ml กับเซลลที่ทดสอบกับสารแยกสวนของพิษงูแมวเซา;  

Control= เซลลควบคุม,                          C10      = พิษงูแมวเซาเขมขน 10 µg/ml,  

C50     = พิษงูแมวเซาเขมขน 50 µg/ml,   C100    = พิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml,  

C500   = พิษงูแมวเซาเขมขน 500 µg/ml, C1,000 = พิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml,  

Fr.I      = fraction I,                               Fr.II      = fraction II,  

Fr.III    = fraction III                             และ Fr.IV = fraction IV 
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7. ผลการศึกษา Fractions ของพิษงูแมวเซา 

 

7.1 ผลการศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวย fractions ของ

พิษงูแมวเซา ดวยการวัดอัตราการบาดเจ็บดวยการวัดระดับ LDH  

ทําการวัดปริมาณของ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลลเมื่อบมเพาะดวยสารแยก

สวนพิษงูแมวเซา โดย fraction I ใชความเขมขน 20.51 µg/ml, fraction II ใชความเขมขน 68.04 

µg/ml,  fraction III ใชความเขมขน 3.62 µg/ml และ fraction IV ใชความเขมขน 1.48 µg/ml บม

เพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบ supernatant ตอ sediment พบวามี

เปอรเซ็นตของ LDH แตกตางกันในแตละ fraction เล็กนอย โดยใน fraction II มีคาการปลดปลอย 

LDH ใกลเคียงกับใน crude ของพิษงูมากท่ีสุด และเมื่อทําการวัดคาทางสถิติ พบวามีคาไม

แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p < 0.05, ขณะที่ fraction IV มีคาการปลดปลอย LDH มากที่สุด, 

fraction I มีคาการปลดปลอย LDH นอยที่สุด ซึ่งเมื่อทําการวัดคาทางสถิติ พบวามีคาไมแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 (รูปที่ 22) 

 

               

* Value significantly different from crude 100 µg/ml group, P<0.05 

รูปที่ 22 กราฟแสดงคา lactate dehydrogenase (LDH) เมื่อเซลลเพาะเลี้ยง HK-2 cell ไดรับการ

บมเพาะดวย crude และ fractions ของพิษงูแมวเซา ที่มีความเขมขน 100 µg/ml นาน 

24 ชั่วโมง คิดเปนเปอรเซ็นตเปรียบเทียบระหวาง supernatant และ sediment; 

Control=เซลลควบคุม, Fr.I=fraction I, Fr.II=fraction II, Fr.III=fraction III, 

Fr.IV=fraction IV และ C100=Crude 100 µg/ml 

* 

* 

* * 
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7.2 ผลการศึกษา sodium transcellular ภายหลังการทดสอบดวย fraction ของพิษงู

แมวเซา ดวยเทคนิค western blot 

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน ß-actin ขนาด 42 kDa เมื่อทดสอบกับ fraction  

ของพิษงู พบวามีปริมาณโปรตีน ß-actin มีปริมาณไมแตกตางกันในแตละ fraction (รูปที่ 19 A, 

รูปท่ี 20 A, รูปท่ี 21 A,B และตารางท่ี 13) 

ผลการศึกษาการปรากฎของโปรตีน NHE 3 ขนาด 85 kDa พบวามีปริมาณลดลงเมื่อ 

ทดสอบกับ fraction ของพิษงู พบวามีปริมาณโปรตีน NHE 3 มีปริมาณไมแตกตางกันในแตละ 

fraction (รูปที่ 19 B รูปท่ี 20 B, รูปท่ี 21 C,D และตารางท่ี 13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

62 

บทท่ี  5 

สรุปผลและวิจารณผลการวิจัย 

สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาวิจัยผลของพิษและสารแยกสวนจากพิษงูแมวเซาในการทดลองนี้สามารถ

สรุปผลการทดลองไดดังตอไปน้ี 

พิษงูแมวเซา (lyophilized Russell’s viper venom )รุนการผลิตน้ี ซึ่งใชตลอดการวิจัย มี

คา median lethal dose (LD50) 5.98 µg/mouse 

ผลการแยก protein fraction ของพิษงูแมวเซารุนการผลิตน้ี ดวยเทคนิคคอลัมนโครมา

โตกราฟ Sephadex G-75 (superfine)  คอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS 

buffer pH 7.4 เก็บแยกสวนพิษงูที่ชะผานคอลัมนหลอดละ 2 ml แยกได 4 fractions คือ fraction 

I,II,II และ IV ตามลําดับ โดย fraction I  มีปฏิกิริยาของ protease enzyme สูงท่ีสุด และเมื่อนํามา

ทําปฏิกิริยากับสาร chelating agents เชน EDTA แสดงใหเห็นวามีการถูกยับย้ังปฏิกิริยาเกิดขึ้น 

เนื่องจาก metalloproteinases มี zinc อิสระ (zinc-dependent) สาร chelating agents จะไปจับ

กับ zinc มีผลทําใหเอนไซมถูกยับย้ังปฏิกิริยาจึงสรุปวา protease enzyme นี้เปนชนิด 

metalloproteinases และจากผลการทดสอบปฏิกิริยาของ phospholipase A2 enzyme สรุปวา

fraction II  มีคาปฏิกิริยาของ phospholipase A2 สูงท่ีสุด แตสารทั้งสอง fractions นี้ยังมีสารอ่ืน

เปนสวนประกอบรวมอยูดวย และใน fraction III และ fraction IV ก็ยังมีปฏิกิริยาของ protease 

และ phospholipase A2 อยูเชนกัน เพียงแตมีเปนปริมาณท่ีนอยกวาใน fraction I และ fraction II 

ตามลําดับ 

จากผลการศึกษา dose dependence พบวาอัตราการตายของ HK-2 cell โดยการ

ทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง  

เมื่อตรวจสอบดวยวิธี trypan blue exclusion assay และ propidium iodide assay พบวา 

control cell ที่ไมไดใสพิษงูมีอัตราการตายไมถึงรอยละ 1 และ treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูที่

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml มีอัตราการตายสูงขึ้นตามลําดับ และมีอัตรา

การตายมากที่สุดที่ความเขมขนของพิษงู 1,000 µg/ml โดยเทคนิค trypan blue exclusion assay 

มีอัตราการตายรอยละ 13.54 และเทคนิค propidium iodide assay มีอัตราการตายรอยละ 

10.25 ซึ่งท้ังสองวิธีน้ีใหผลในทิศทางเดียวกัน  

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากเทคนิคการ

ยอม trypan blue exclusion assay พบวาเซลลมีการหดตัว และเกิดชองวางระหวางเซลลมากขึ้น

เมื่อเซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีมีความเขมขนสูงขึ้น  
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อยางไรก็ตาม วิธี trypan blue exclusion method และ propidium iodide assay มี

ขอจํากัด คือการนับเซลลตายตองนับเซลลเปนจํานวนมาก ซึ่งตองอาศัยระยะเวลาและอาจจะทํา

ใหเกิดความผิดพลาดในการวัดผลได ดังนั้นจึงมีการใชเทคนิคอ่ืน เชน annexin V/propidium 

iodide-labeling flow cytometry มาทําการศึกษาปรมิาณการตายของเซลลซึ่งอาจไดผลชัดเจนขึ้น 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาโดยทําการวัดระดับ

เอนไซม Lactate Dehydrogenase (LDH) พบวา treated cell ที่ทําการทดสอบกับพิษงูแมวเซาที่

ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาที่ความ

เขมขนของพิษง ู 50, 100, 500 และ 1,000 µg/ml คา LDH แตกตางจาก control cell (ความ

เขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) เซลลมีการปลดปลอย LDH ออกมามากที่สุดเมื่อ

ใชความเขมขนของพิษงูที่ 100 µg/ml ซึ่งสรุปไดวา ความเขมขนของพิษงูท่ี 100 µg/ml เปนความ

เขมขนที่เหมาะสมในการนําไปหาคาการปลดปลอย LDH ที่ time dependence 

การศึกษาการตายของเซลลดวย annexin V/propidium iodide-labeling flow 

cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงแูมวเซาที่ความเขมขน 10, 50, 100, 500 และ 1,000 

µg/ml บมเพาะเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตลดลงตามลําดับความเขมขน

ของพิษงู โดยทุกความเขมขนมีคาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05) และมีการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาแบบ apoptosis ที่ความ

เขมขนของพิษงูแมวเซา 10, 50 และ 100 µg/ml มีคาใกลเคียงกัน และจะมีอัตราการตายเพิ่มมาก

ขึ้นที่ความเขมขนของพิษงูแมวเซา 500 และ 1,000 µg/ml โดยลักษณะการตายแบบ necrosis ที่

ทุกความเขมขนของพิษงูมีคาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษา time dependence พบวาอัตราการตายของ HK-2 cell ภายหลังการทดสอบ

ดวยพิษงูแมวเซาเขมขน 1,000 µg/ml ที่ระยะเวลา 0, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่งโมง  เมื่อ

ตรวจสอบดวยวิธี trypan blue exclusion assay และ propidium iodide assay ทําการนับ

จํานวนเซลลตายพบวา control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) มีอัตราการตายไมถึงรอยละ 1 

และ treated cell ที่ทดสอบดวยพิษงูท่ีระยะเวลาดังกลาว พบวาเซลลมีอัตราการตายเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาที่มากขึ้น ณ เวลาที่ 24 ชั่วโมง มีอัตราการตายมากท่ีสุด เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค 

trypan blue exclusion assay มีอัตราการตายรอยละ 8.31 และเทคนิค propidium iodide 

assay มีอัตราการตายรอยละ 13.94  ซึ่งทั้งสองวิธีน้ีใหผลในทิศทางเดียวกัน  

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากเทคนิค 

trypan blue exclusion assay พบวาเซลลมีการหดตัว และเกิดชองวางระหวางเซลลมากขึ้นเมื่อ

เซลลถูกทดสอบกับพิษงูท่ีระยะเวลาท่ีมากขึ้น  
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การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวยพิษงูแมวเซาเมื่อทําการวัดระดับ

เอนไซม Lactate Dehydrogenase (LDH) พบวา treated cell ท่ีทําการทดสอบกับพิษงูแมวเซา

เขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง พบวาคา LDH มีคาเพิ่มมากขึ้นตาม

ระยะที่มากขึ้น เซลลมีการปลดปลอย LDH ออกมามากที่สุด ณ เวลา 24 ชั่วโมง คา LDH แตกตาง

จาก control cell (ณ เวลา 0 ชั่วโมง) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษาการตายของเซลลดวย annexin V/propidium iodide-labeling flow 

cytometry ภายหลังการทดสอบดวยพิษงแูมวเซาเขมขน 500 µg/ml ณ เวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 

24 ชั่วโมง พบวาเซลลมีอัตราการรอดชีวิตที่ระยะเวลาตางๆไมแตกตางกัน โดยทุกความเขมขนมี

คาแตกตางจาก control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ซึ่งอาจตอง

ใชระยะเวลาในการทดสอบนานมากกวา 24 ชั่วโมง จึงจะสามารถเห็นคาการเปลี่ยนแปลงของการ

ตายดวยเทคนิคการตรวจสอบนี้ และชนิดการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาแบบ 

apoptosis โดยลักษณะการตายแบบ necrosis ที่ทุกความเขมขนของพิษงูมีคาแตกตางจาก 

control cell (ความเขมขนพิษ 0 µg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลดวย transmission 

electron microscopy (TEM) เนื่องจากการตรวจสอบเซลลดวย light microscope ไมสามารถ

ใหผลที่ชัดเจนทางสัณฐานวิทยาของเซลลโดยละเอียดได โดยใชพิษงูแมวเซาเขมขน 100 µg/ml 

ระยะเวลานาน 15 นาที พบการเปลี่ยนแปลงภายใน HK-2 cell ทุก organelle ที่สําคัญอยาง

ชัดเจน โดย organelle ตางๆ มีลักษณะบวมพอง ปริแตกออก และพบการตายทั้งแบบ necrosis 

และ apoptosis โดยเปนการตายแบบ necrosis มากกวา apoptosis 

การศึกษา sodium transcellular จากการปรากฏของโปรตีน sodium/hydrogen 

exchanger 3 และ โปรตีน ß-actin ดวยเทคนิค western blot คาของโซเดียมคอยๆ มีปริมาณ

ลดลงไปตามความเขมขนของพิษงูที่มากขึ้น สวน ß-actin มีปริมาณลดลงตามความเขมขนของ

พิษงูที่สองระดับ ที่ความเขมขนของพิษงูชวงแรกคือ 0-100 µg/ml จะมีคา ß-actin ลดลงทีละนอย 

และท่ีความเขมขนของพิษงูชวงท่ีสองคือ 500-1,000 µg/ml จะมีคา ß-actin ลดลงแตกตางจาก

ชวงแรกมาก 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลภายหลังการทดสอบดวย fractions ของพิษงูแมวเซา 

ดวยการวัดระดับเอ็นไซม LDH ที่หลั่งออกมาจากเซลลที่บาดเจ็บเมื่อทดสอบดวย fraction ของพิษ

งูแมวเซา โดย fraction I ใชความเขมขน 20.51 µg/ml, fraction II ใชความเขมขน 68.04 µg/ml,  

fraction III ใชความเขมขน 3.62 µg/ml และ fraction IV ใชความเขมขน 1.48 µg/ml เปรียบเทียบ

กับการทดสอบดวย crude ของพิษงูแมวเซาท่ีความเขมขน 100 µg/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมง พบวา 
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fraction II มีการปลดปลอยเอ็นไซม LDH ใกลเคียงกับ crude ของพิษงูแมวเซา เนื่องจาก fraction 

II  มีปฏิกิริยา phospholypase A2  สูงที่สุด แต fraction IV มีคาการปลดปลอย LDH มากท่ีสุด 

 

อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

ในพิษงูแมวเซาประกอบไปดวยเอ็นไซมหลายชนิดอยางนอย 26 ชนิด แตเอ็นไซมที่เชื่อวา

มีผลทําใหเกิดอาการไตวายคือ metalloproteinases และ phospholipase A2 [48] โดยในการ

วิจัยครั้งน้ีทําการแยกสวนพิษงูแมวเซาดวย Sephadex G-75 (superfine) ซึ่งมีความสามารถใน

การแยก fraction ไดต้ังแตขนาด 3-80 kDa เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้มุงเนนการศึกษาเอนไซม 

metalloproteinases  ซึ่งมีขนาด ประมาณ 60 kDa [60] และ phospholipase A2 มีขนาด

ประมาณ 13-15 kDa [45] ใชคอลัมนขนาด 2.5 x 29 cm แลวชะดวย 10 mM TBS buffer pH 

7.4 เก็บหลอดละ 2 ml ผลการแยกได 4 fractions แตจากการทดลองของ Huang H.C. และ Lee 

C.Y. ในป 1983 ที่ประเทศไตหวัน ใชเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-75 คอลัมน

ขนาด 2.5 x 72 cm แลวชะดวย 30 mM ammonium acetate buffer pH 6.5 เก็บหลอดละ 3 ml 

แยกได 5 fractions  และจากการทดลองของ Aye-Kyaw และคณะ ในป 1994 ที่ประเทศพมา ใช

เทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-75 (superfine) คอลัมนขนาด 2.5 x 58 cm แลวชะ

ดวย 20 mM TBS buffer pH 7.0 แยกได 5 fractions จะเห็นวาในการทดลองนี้ใชคอลัมนขนาด

ยาวเพียง 29 cm ซึ่งสั้นกวาคอลัมนที่นักวิจัยอ่ืนๆใชอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหแยกพิษงูแมวเซาได

เพียง 4 fractions จึงควรพิจารณาเลือกใชคอลัมนใหมีขนาดยาวมากขึ้นสําหรับการทดลองตอไป

ทั้งน้ีเพื่อลดปญหาดังกลาว นอกจากนี้เนื่องจากงูจากแตละสภาพภูมิศาสตรมีสัดสวนของ

องคประกอบในน้ําพิษแตกตางกัน ดังนั้นจากผลการทดลองในครั้งนี้แยกสวนพิษงูแมวเซาของไทย

ไดออกเปน 4 fractions อาจเปนขอมูลที่เชื่อถือได แตอยางไรก็ตามควรจะใชขนาดของคอลัมนให

ยาวมากขึ้นเพื่อเปนพิสูจนสมมติฐานจากผลการทดลองในครั้งน้ีตอไป 

Metalloproteinases คือ protease ชนิดหนึ่งที่มีธาตุ zinc อิสระ (zinc-dependent) เมื่อ

นํามาทําปฏิกิริยากับสาร chelating agents เชน EDTA จะไปจับกับ zinc มีผลทําใหเอนไซมถูก

ยับย้ังปฏิกิริยา protease เปนเอนไซมท่ีทําใหเกิด tissue damage หลังจากถูกงูในตระกูล viper 

กัด อยางไรก็ตาม protease ก็ไมมีความเปนพิษโดยตรงตอ endothelial cells แตก็มีรายงานวาถา

ไดรับในปริมาณที่มากจะเปนสาเหตุ direct damage ได [33]  ซึ่งจากการศึกษาในครั้งน้ี พบวา 

fraction I ซึ่งมีคุณสมบัติของเอนไซม protease ที่แยกไดจากพิษงูแมวเซารุนการผลิตน้ีมีคาตํ่าจึง

อาจเปนสาเหตุที่ทําใหคาการปลดปลอย LDH นอยกวา fraction อ่ืน แสดงใหเห็นวาเซลลบาดเจ็บ
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ดวย fraction I นอยกวา fractions อ่ืนสวน fraction II มีปฏิกิริยาของ phospholipase A2 สูงที่สุด 

และเปนองคประกอบสวนใหญในพิษงูแมวเซาแหงรุนการผลิตน้ี คือ 68.04% เซลลที่ถูกทดสอบ

ดวย fraction II มีคาการปลดปลอย LDH ใกลเคียงกับเซลลท่ีทดสอบดวย crude venom ที่มี

ความเขมขน 100 µg/ml มากท่ีสุด โดยมีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แสดงวา 

phospholipase A2 นาจะเปนสารหลักที่ทําใหเซลลทอไตบาดเจ็บ, phospholipase A2 มีความ

เปนพิษโดยตรงตอ endothelial cells แตก็ไมเสมอไปที่ในพิษงูจะมี phospholipase A2 ใน

ปริมาณที่มากพอในการทําลายเซลล, phospholipase A2 มีความสามารถในการสลายพันธะ

ไฮโดรเจน (hydrolysis) ของ glycerophospholipid membranes จึงเปนสารที่สามารถทําลาย

เซลลได จากการตรวจสอบดวยเทคนิคกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) พบวาชนิด

การตายหลักของเซลลคือ necrosis และจากการทดลองของ Somnath M. และ Debasish B. 

พบวา phospholipase A2 เปนสวนประกอบของพิษงูแมวเซาที่เหน่ียวนําใหเซลลเกิด necrosis 

เหมือนกับที่เกิดในอาการของ tubular necrosis ซึ่งเปนสาเหตุของอาการไตวายเฉียบพลัน [50] 

เนื่องจากแบบการตายของเซลลชนิด necrosis เปนการตายหลักของเซลลเมื่อเซลลไดรับบาดเจ็บ

โดยฉับพลัน อาการเริ่มตนของ necrosis cell คือการท่ี mitochondria บวมพองออกจนทําหนาที่

ของตัวเองไมได หลังจากนั้นอวัยวะก็จะลมเหลวตามเซลลไปในที่สุด [53]  ซึ่งเปนผลของพิษงูทาง 

direct effect ที่มีตอเซลลบุทอไต [53] แตจากการทดลองของ Gamal A.S. และคณะ พบวา 

phospholipase A2 นั้นไมไดมีความสัมพันธเก่ียวกับการทําใหสิ่งมีชีวิตตายได [20]   

sodium/hydrogen exchanger (NHE) เปนโปรตีนที่พบใน nephon ของไต ซึ่งเปนกลุม

โปรตีนที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณของโซเดียม มีหลายกลุม (classify) ดวยกัน โดย

sodium/hydrogen exchanger 3 (NHE 3) เปนกลุมที่ปรากฏอยูใน proximal tubular [10] คา

ของโซเดียมคอยๆ มีปริมาณลดลงไปตามความเขมขนของพิษงูที่มากขึ้น สวน ß-actin มีปริมาณ

ลดลงตามความเขมขนของพิษงูที่สองระดับ ท่ีความเขมขนของพิษงูชวงแรกคือ 0-100 µg/ml จะมี

คา ß-actin ลดลงทีละนอย และท่ีความเขมขนของพิษงูชวงที่สองคือ 500-1,000 µg/ml จะมีคา ß-

actin ลดลงแตกตางจากชวงแรกมาก ß-actin เปนโปรตีนโครงสรางหลักของเซลล ดังนั้นจึงสรุปได

วาตองใชความเขมขนของพิษงูปริมาณมากจึงจะสามารถทําลายโครงสรางของเซลลไดอยาง

ชัดเจน การไดรับพิษงูทําให proximal และ postproximal tubule ควบคุมโซเดียมและนํ้าลดลง 

ดวยการทําใหลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายสวนเปลี่ยนแปลงไป จากการศึกษาพบวา พิษงูเปน

สาเหตุที่ทําใหมีการเพิ่มขึ้นของ glomerular filtration rate และ urine flow และลด sodium 

transport ซึ่งเปนผลมาจาก PLA2 [32] 

การศึกษาการบาดเจ็บของเซลลโดยการวัดระดับเอนไซม LDH ภายหลังการทดสอบดวย 

fraction ของพิษงูแมวเซา พบวา fraction II ซึ่งมีปฏิกิริยา phospholypase A2  สูงที่สุดมีการ
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ปลดปลอยเอ็นไซม LDH ใกลเคียงกับ crude ของพิษงูแมวเซา แต fraction IV ซึ่งยังไมไดทําการ

หาวามีปฏิกิริยาของเอนไซมใดสูงที่สุด กลับมีคาการปลดปลอย LDH มากท่ีสุด จากการศึกษาใน

ครั้งน้ีจึงยังไมสามารถสรุปไดวา phospholipase A2 เปนสารที่ทําใหเกิดอาการไตวายเฉียบพลัน 

แตเปนท่ีนาสนใจเปนอยางย่ิงวา phospholipase A2 อาจมีผลตอการทําใหเกิดอาการไตวาย

เฉียบพลัน ดังนั้นจึงจําเปนที่จะตองศึกษาเพิ่มเติมเปรียบเทียบระหวาง phospholipase A2 และ 

crude venom ตอไป และควรตรวจสอบคุณสมบัติของ fraction IV วามีคุณสมบัติของเอนไซม

ชนิดใดเปนหลัก หรือมีปริมาณของ phospholipase A2 ปนอยูในปริมาณเทาใด 
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ภาคผนวก 

 

การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียม 1 X Buffer Phosphate Buffer Saline (PBS) 1 ลิตร 

NaCl        40 g 

KCl         1 g 

KH2PO4         1 g 

Na2HPO4.2H2O        4.6 g 

เทสารทั้งสามรวมกันในบีกเกอร 1 ลิตร เติมน้ํากลั่น 0.5 ลิตร คนใหละลายแลวปรับ 

pH = 7.2 โดยใช pH meter วัด pH ปรับ pH ใหสูงโดยใชสารละลาย NaOH และปรับ pH 

ใหลดลงโดยใชสารละลาย HCl หลังจากนั้นเทใสขวดปริมาตร 1 ลิตร ปรับใหมีปริมาตร 1 

ลิตร นําไปน่ึงฆาเชื้อใน autocave กอนใช เก็บที่อุณหภูมิ 4oC หรืออุณหภูมิหอง 

 

2. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

2.1 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล 

Dulbecco’s modified eagle medium with 4,500 mg/l glucose and L-glutanin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell culture tested (DEME) (SIGMA-

ALDRICH, product number D5648)    1 ขวด 

Sodium bicarbonate     3.7 g/L 

Distilled water       1 L 

ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บเปน stock ในขวดกันแสง ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

 

Fetal bovine serum (FBS) นําไป heat inactivated ที่อุณหภูมิ 56oC นาน 30 นาที  

กรองดวย  glass vacuum filtration เก็บเปน stock เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

Stock DEMEM      89% 

FBS          10% 

10,000 U Penicillin-streptomycin      1% 
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ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2-7.4 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บในขวดกันแสง ท่ีอุณหภูมิ 4oC 

อุนท่ีอุณหภูมิ 37oC ใน water bath นาน 15 นาที กอนนํามาใช 

 

2.2 การเตรียม 0.25%Trypsin-EDTA 100 มิลลิลิตร 

Trypsin, Type II-S, From Porcine Pancreas   0.25 g 

Na2EDTA       0.038 g 

PBS       100 ml 

ละลายสารเขาดวยกันในบีกเกอร ปรับ pH = 7.2-7.4 โดยใช pH meter กรองดวย 

syringe filter เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

     2.3 การเตรียม Freezing media 

      อาหารท่ีใชเลี้ยงเซลล K-SFM (Gibco)  50% 

       FBS      40% 

       DMSO      10% 

       Total      100% 

       เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 

 

3. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการทํา western blot 

3.1 การเตรียม 1.5  M Tris/HCl pH=8.8 500 มิลลิลิตร 

Tris base        91.10 g 

deionized water     500 ml 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 8.8 

นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.2 การเตรียม 1.0  M Tris/HCl pH=6.8 500 มิลลิลิตร 

Tris base        60.55 g 

deionized water     500 ml 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 6.8 

นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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3.3 การเตรียม 10% SDS 100 มิลลิลิตร 

Sodium dodecyl sulphate (SDS)   10 g 

เติมลงใน deionized water 50 มิลลิลิตร ละลายจนหมด เติมน้ําใหครบ 100 

มิลลิลิตร นําไป autocave เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.4 การเตรียม 10% Ammonium persulfate (10% APS) 1 มิลลิลิตร 

Ammonium persulfate     0.1 g 

ddH2O      1 ml 

Total      1 ml 

เตรียมกอนใช 

 

3.5 การเตรียม Sample buffer 5x 10 มิลลิลิตร 

1M Tris/HCl pH = 6.8    3.125 ml 

SDS powder      1 g 

Glycerol       2.5 ml 

Bromophenol Blue (2% in ethanol)   75 µl 

2-mercaptoethanol     0.5 µl 

เติมน้ําจนครบ 10 มิลลิลิตร  

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.6 การเตรียม Running buffer 1 ลิตร 

Glycine       14.4 g 

Tris base        3 g 

SDS       1 g 

water        1 L 

Total       1 L 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.7 การเตรียม 1x Transfer buffer 1 ลิตร 

Glycine      14.4 g 

Tris base      3.02 g 

Methanol      100 ml 
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ddH2O      800 ml 

ละลาย tris base กับ glycine เขาดวยกันในนํ้ากลั่น 800 มิลลิตร เติม methanol ลง

ไป แลวจึงปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.8 การเตรียม 1x Tris-buffered saline (TBS) pH 7.6 1 ลิตร 

Tris base      6.1 g 

NaCl      8.8 g 

ddH2O      1 L 

Total      1 L 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 7.6 

เก็บที่อุณหภูมิหอง เก็บที่อุณหภูมิ 4oC จะเก็บไวไดนาน 

 

3.9 การเตรียม 0.1% Tween Tris-buffered saline (TBS-T) 1 ลิตร 

1x TBS      999 ml 

Tween-20          1 ml 

Total          1 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC จะเก็บไวไดนาน 

 

3.10 การเตรียม 5% nonfat dry milk 100 มิลลิลิตร 

Nonfat drymilk     5 g 

TBS-T      100 ml 

Total       100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.11 การเตรียม แอนติบอดีตอ ß-actin 1:1,000 5 มิลลิลิตร 

5% nonfat dry milk      5 ml 

ß-actin antibody     5 µl 

Total           5 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�
http://search.vadlo.com/b/trk?uid=65de01f0109fce03&sn=158621799&ip=202.176.69.34&lgkKy=TBS+TBST+buffer+10x&rn=5&http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-bin/ProtocolFile.cgi/afcs_PS00000064.pdf?pid=PS00000064�


 

 

79 

3.12 การเตรียม แอนติบอดีตอ sodium/hydrogen exchanger 3 (NHE 3) 

(abcam, ab72729) ความเขมขน 5 µg/ml 5 มิลลิลิตร 

5% nonfat dry milk      5 ml 

NHE3      12.5 µl 

Total           5 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

 

3.13 การเตรียม Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution 1 ลิตร 

Coomasie      1 g 

Glacial acetic acid     100 ml 

Methanol      400 ml 

ddH2O      500 ml 

Total      1,000 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.14 การเตรียม Destain buffer I for coomassie 0.5 ลิตร 

ddH2O      200 ml 

Methanol      250 ml 

Acetic acid        50 ml 

Total      500 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

3.15 การเตรียม Destain buffer II for coomassie 0.5 ลิตร 

ddH2O      440 ml 

Methanol        25 ml 

Acetic acid         35 ml 

Total       500 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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3.16 การเตรียม Stripping buffer 50 มิลลิลิตร 

Tris base      0.38 g 

SDS      1.00 g 

400 mM ß-mercaptoethanal   87.5 µl 

เติมน้ําใหครบ 50 มิลลิลิตร 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 6.8 

ควรเตรียมใหมทุกครั้ง  

 

4. การเตรียมสารเคมีท่ีใชทดสอบปฏิกิริยา Protease 

4.1 0.15 M TBS pH=8.0 1 ลิตร 

Tris base      0.915 g 

NaCl      1.32 g 

ddH2O      1 L 

Total      1 L 

ปรับ pH ดวย conc HCl ใหมีคาเทากับ 8.0 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

4.2 4% Casein solution (casein) 100 มิลลิลิตร 

Casine      4  g 

0.15 M TBS pH=8.0    100 ml 

นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 80-85oC อยาใหเดือด นาน 10 นาที แกวงจนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน 

เตรียมกอนใช 

 

4.3 5% Trichloroacetic acid reagent (TCA)  

Trichloroacetic acid solution    5 ml 

ddH2O      95 ml 

Total       100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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4.4 20% Folin  

Folin      2 ml 

deionized water     8 ml 

Total      10 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง ในท่ีมืด 

 

4.5 500 mM Sodium carbonate solution (Na2CO3) 100 มิลลิลิตร 

Sodium carbonate         52.995 g 

ddH2O      100 ml 

Total      100 ml 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

4.6  1.1 mM L-Tyrosine standard (Std. Soln.) 100 มิลลิลิตร 

L-Tyrosine       20 mg 

ddH2O      100 ml 

นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 80-85oC อยาใหเดือด นาน 10 นาที แกวงจนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน 

 

5. การเตรียมสารเคมีท่ีใชทดสอบปฏิกิริยา Phospholipase A2 (PLA2) 

5.1 10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl; pH 8.0 100 มิลลิลิตร 

      1 mM Tris-HCl     1 ml 

      10 mM CaCl2     0.11 g 

      100 mM NaCl     0.5844 g 

      เติมน้ําจนครบ 100 มิลลิลิตร 

      ปรับ pH ดวย 1 M HCl ใหมีคาเทากับ 8.0 

เก็บที่อุณหภูมิหอง 

 

5.2  2.5% Triton X-100 in H2O 5  มิลลิลิตร 

      Triton X-100     0.125 ml 

      เติมนํ้าจนครบ 5 มิลลิลิตร 

      เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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