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ก. ประชากรตัวรยาง (Population sampled)
1. เสือกหนูพันธุ Sprague - dawley เพศเมีย ขนาดนาหนักต้ังแต่ 200-250 กรัมอายุต้ังแต่ 8-9 
สัปดาห์ ซ่ึงผสมพันธุจากสูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ ศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล
2. ทำให้เกิดโรคเบาหวาน โดยการฉีด Streptozotocin ขนาด 60 มก. ต่อ กก. ของน้ีาหนักตัว 
เข้าภายในเย่ือบุช่องห้อง ( intraperitoneum)

วิธีการเดรึยม Streptozotocin
2.1 ใชนายา Citrate buffer เป็นตัวทำละลาย ซ่ึงเตรียมโดยการผสมตามนาหนักตังน้ี

สำหรับ buffer จำนวน 1 ลิตร 
Sodium citrate 29.4 กรัม
Citric acid 21 กรัม
ddH20  800 มล.

ปรับ pH ให้ได45 เลั โ* ไป ข lait œl æ/e
2.2 ผสม Citrate buffer เข้ากับ Streptozotocin ให้ได้ความเข้มข้น 60 มก./มล. และตังน้ัน 
ขนาดยาท่ีใชจึงควรเป็น 0.1 มล./100 กรัมของน้ีาหนักตัว
2.3 ฉีดยาเข้าเย่ือบุช่องห้องอย่างระมัดระวัง
3 . คัดเสือกเฉพาะหนูท่ีเป็นเบาหวานหลังจากฉีดยาไปได้ 1 สัปดาห์ โดยดูจากการตรวจ 
Capillary blood glucose ทปลายหางกำหนดใหค่า Capillary blood glucose > 300 มก/ดล. 
(พบว่ามากกว่ารัอยละ 90 ของหนูท่ีได้รับการฉีดยา จะกลายเป็นเบาหวาน)
4. แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ  ละ 6 ตัว โดยการลุ่มตัวอย่าง ( random sampling) แต่กำหนดให้ 
มีระดับน้ีาตาลในเสือดใกลัเคียงกันในแต่ละกลุ่ม (ดูรูปท่ี 3.1)
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รูปท่ี 3.1 สรูประเบียบวิธีวิจัย
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วิธีการทำ Unilateral Nephrectomy ในหนูกลุ่มที 2-5

หลังจากทำให้หนูเป็นเบาหวาน 1 สัปดาห์จึงเร่ิมทำการตัดไตข้างซ้ายออกโดย
4.1 ทำให้สลบตัวยการฉีด Pentobarbital ( Nembutal ) ผสมลับ Ketamine hydrochloride 
(KetalarR) เข้าเย่ือบุช่องห้องในอัตราส่วน 1:2.5 ปรับยาตามนาหนักตัวตังน้ี

น้ิาหนักตัว (กรัม) ปริมาณยา (ท่ีผสมเรียบรัอยแล้วXมล.)
< 200 0.25-0.3
> 200 0.3-0.35

หลังจากน้ัน อาจเพ่ิมเติมไตั 0.04-0.06 มล.
4.2 ทำการผ่าตัด mid-line incision ทางตัานหห้าห้อง
4.3 ผ่านเข้าสู่ retroperitoneum ตัานซ้ายจนสามารถแสดงไตซ้ายไตัชัดเจน
4.4 ปอก renal capsule โดย blunt dissection
4.5 หนีบหลอดเลือดเล้ียงไต ( renal blood vessels )แล้วจึงผูกและตัดหลอดเลือด
4.6 ทำการยกไตข้างซ้ายออก แล้วตรวจลูชุดเลือดออก
4.7 ปิคหห้าห้อง โดยการเย็บตัวยไหมดำ ขนาด 2-0 ทุกช้ัน

ข. จำนวนตัวอย่าง (sample size)
กำหนดให้กลุ่มละ6 ตัวเน่ืองจากในหนูเบาหวานท่ีเคยมีการสืกษาผลของยา LMWH 

ใข้กลุ่มละ 6 ตัว และพบว่าไตัผลมีนัยสำคัญทางสถิติ

ค. Intervention
แบ่งกลุ่มของหนูตามชนิดของการรักษาตังนี

กลุ่มที 1 กลุ่มควบคุม หมายถึง Streptozotocin diabetic rat 
กลุ่มท่ี 2

กลุ่มหนูเบาหวานท่ีถูกตั ดไต 1ข้าง(บทinephrectomized diabetic rat :UN-D)
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กลุ่มท่ี 3 UN-D rat ซึ่งได้ ACEI (Inhibace* ) 5 มก/ดล ในน้ีาด่ืมตลอดการศึกษา 
กลุ่มท 4 UN-D rat ซงได้ LMWH (Fraxiparine ) 0.1 มล. (1,000 antiXa หเอ 

10 มก.) โดยฉีดเข้าได้ผิวหนัง (subcutaneous) วันเข้นวน 
กลุ่มท่ี 5 UN-D rat ได้ ACEI 5 มก/ดล. ในน้ําด่ืมร่วมกับ LMWH 0.1 มล. ฉีดใด้ 

ผิวหนัง วันเข้นวัน
หนูทุกกลุ่มจะได้รับอาหารตามปกติตลอดการศึกษา

นอกจากน้ีหนูทุกตัวจะได้รับอินสุลินชนิดออกฤฑธ่็ยาว (Long-acting insulin ะ 
Ultratard) ฉีดเข้าใด้ผิวหนังในขนาด 4 unit วันเข้นวัน เพอควบคุมระดับน้ีาตาลให้อยู่ใน 
เกณฑ์เหมาะสม

ง. วัธกีารวัดผล (outcome measurement)
L เก็บข้อนูลฌ้ืองด้น (baseline data) โดยการช่ังน้ีาหนัก และเจาะเลือดเพ่ือหาค่าระดับ 
น้ีาตาลในเลือด
2. ปลายสัปดาห์ท่ี 12 ของการศึกษา จะทำการเก็บตัวอย่างเลือดและปิสสาวะตลอด 24 ช่ัว 
โมง เพ่ือหาค่าต่าง  ๆดังน้ี

2.1 Creatinine, glucose, HbAlc ในเลือด และ creatinine clearance
2.2 ปรมาณอิลทุมินในปีสสาวะ (urine albumin excretion rate ะ UAE )

3. การผ่าศพเพ่ือเก็บตัวอย่างเลือดและช้ินเน้ือไต
3.1 ฉีด Lethal dose ของ Pentobarbital เข้าเย่ือทุช่องท้อง ประมาณ 0.5-0.7 มล.
3.2 เปิดหนัาท้อง midline incision
3 หนีบหลอดเลือดเล้ียงไต (renal vessels) แท้วดัคไตด้านขวาออกอย่างเร็ว ดัดแบ่ง 

ไตดามแนวขวาง (cross-section)
3.5 ดัดแบ่งส่วน renal cortex เป็นขนาด 1*1*1 มม. แช่ใน 2.5 % glutaraldehyde 

สำหรับส่งตรวจด้วยกลองชุลทรรศน์อิเลคตรอน
3.6เม๋ึอนำไตออกจากช่องท้องแท้วจึงทำการดูดเลือดจากหัวใจ(Right heart chamber) 

แท้วนำไป!]นแยกพลาสมาเพ่ือหาค่าของ Creatinine ในเลือด
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4. การวัดความหนาของ glomerular basement membrane
หลังจากกระบวนการเตรียมช้ินเน้ือไตเพ่ือการตรวจด้วยกล้องชุลทรรศนิอิเลคตรอน 

เสรีจเรียบร้อยแล้วจึงทำการถ่ายภาพโกณมอ2 ลัสโดยมีหลักเกณฑ์ดังน้ี
4.1 เลือกสุ่ม (random) จากช้ินเน้ือไต โดยเลือกถ่ายภาพ Capillary loop ท่ีมีเล้นผ่า 

สูนย์กลาง อยู่ระหว่าง 5-8 ไมโครเมตร จำนวน 4 วง
4.2 เลือกชุดท่ีจะวัดความหนาของ GBM โดยวิธีประยูกต์ Orthogonal intercept

method
4.3 วางตารางท่ีมีเล้นแบ่งแนวด้ัง และแนวนอน ทาบบนภาพถ่ายของ Capillary loop 

ดังภาพท่ี 3.2
4.4 เลือกวัดความหนาของ GBM ณ ชุดดัดของเล้นตารางกับ GBM โดยวัคด้ังฉากกับ 

endothelium ข้ึนไปจนถงขอบด้าน podocyte
4.5 ค่าเฉล่ียของจำนวนชุดท่ีถูกวัด = 30+/-5 ( mean+/-SD ) ต่อ1 capillary loop
4.6 หาค่าเฉล่ียของความหนาท่ีวัดได้ท้ังหมด

5. การตรวจทางชีวเคมี
Creatinine โดยวธ creatininase 5 glucose โดยเครอง glucometer, HbAlc โดย 

Boehringer Mannheim Gmbh kit
การตรวจปริมาณอัลมูมินในปิสสาวะ โดยวิธี radial immunodiffusion44 

ใช้ antiserum ต่ออ,ล'ถูนินของหนู rat (ดูในภาคผนวก)

หมายเหตุ การวัดความหนาของ GBM , ปริมาณอัลนูมินในชสสาวะ รวมท้ัง HbAlc จะ
ทำโดยผู้วัดไม่ทราบว่าตัวอย่างใดเป็นของกลุ่มใด (Blind observer)

จ.การรวบรวมข้อมูล (Data collection)
ข้อมูลท่ีสำกัญประกอบด้วย 
1 การตรวจเลือด

ข้อมูลการตรวจเลือดโดยผู้ตรวจช๋ึงไม'ทราบกลุ่มของหนู (blind observer) ประกอบ 
ด้วย Creatinine, glucose และ HbAl C โดยวธมาตรฐาน
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2 การตรวจป็สสาวะ
ข้อมูลประกอบค้วยอัลภูมีนในปิสสาวะและ creatinine clearance โดย 

blind observer
3 การตรวจทางพยาธิวิทยา

ข้อมูลจากการวัดความหนาของ glomerular basement membrane 
ค้วยกข้องจุลทรรศน์อิเลคดรอนโดย blind observer 
ฉ.การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis)
การส^ปข้อมูล

ตัวแปรท่ีไค้ประกอบข้วย น่ําหนักตัว (กรัม) , ระตับนาตาล (มก %) HbAlc (%) 
GFR มล/นาที/นน.ตัว

อัลมูมีนในปีสสาวะ (มก./วัน), ปริมาณอัลมูมีนในปีสสาวะต่อหน่ึงหน่วยไต ( urine 
albumin excretion rate per glomerular filtration rate ะ UAE/GFR )
ความหนาของ glomerular basement membrane (นาโนเมตร) รายงานเป็นค่าเฉลย และ ค่า 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
การนำเสนอข้อมูล

ตารางเปรียบเทียบและ แผนภูร^ปแท่ง 
การทดสอบสมมูดิฐาน

โดยใช้ analysis of variance (ANOVA)

ช.ข้อจำกัดในการวิจัย และแมวทางแกัใข
1.ความ^นแรงของโรค (Disease severity)

เม่ือส้ินสุดการศึกษา จะทำการวัดระตับนำตาลในเลือด (random plasma glucose) 
และ HbAlc เพ่ือเปรียบเทียบความ3นแรงของโรค โดยพบว่าพยาธิสภาพของไตจะมีความ 
สัมพันธ์กับระตับนาตาลในเลือดและ HbAlc

เน่ืองจากหนทดลอง ไค้ถกแบ่งกล่มโดยวิธีสุ่มตัวอย่าง (randomization) ตามระตับ
ไ , ’ '  '  ~  V ~  7  ” y  ' •

นำตาลในเลือด ตงแต่เรมค้นทำการศึกษา หลังจากนันจะควบคุมระดับนำตาลใหอยู่ใน
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เกณฑ์พอเหมาะ (ประมาณ 300-500 มก/ดล.) โดยให้อินสุสิน (long-acting insulin ; 
Ultratard) ฉีดให้ผิวหนังวันเวันวัน ดังน้ันจึงไม,สามารถควบคุมให้ค่าเฉล่ียของระดับน้ีาตาล 
ในเลือดและ HbAlc เม่ือจบการสืกษา ให้เท่ากันในแต่ละกลุ่มไดั
2. ผลของการให้อินสุสิน (Co-intervention )

การสืกษาผลของอินสุสินต่อพยาธิสภาพในไตพบว่า มีผลยับย้ังการเปล่ียนแปลงทาง 
พยาธิสภาพไดัเช่นเดียวกัน (ดูรายละเอียดในบทท่ี 2 ทบทวนวรรณกรรม) อย่างไรก็ตามใน 
การสืกษาน้ี ไม,ไดัควบคุมระดับน้ําตาลจนอยู่ในเกณฑ์ปกติ จึงไม่สามารถยับย้ังพยาธิสภาพ 
ในไตไดัท้ังหมด นอกจากน้ีในหนูท้ัง 5 กลุ่มท่ีท่าการสืกษา ก็ไดัรับอินสุสินฉีดในขนาดท่ี 
เท่ากันท้ังหมด จึงไม่ควรจะมีผลต่อการวัดผลมากนัก
3. โรคท่ีเกิดร่วมและภาวะแทรกช้อน

หนูท่ีเป็นเบาหวานจะมีภาวะภูมิคุ,มกันบกพร่อง จึงมีโอกาสเกิดโรคติดเช้ือไดัง่าย
เช่นติดเช้ือในทางเดินป็สสาวะ,ติดเช้ือในช่องทองภายหลังการผ่าดัดและติดเช้ือท่ีผิวหนัง 
จากการฉีดยา

การถึกษาน้ีมีหนูจำนวนหน่ึงต้องเสียชีวิตไปก่อนจบการสีกษา ช๋ึงส่วนใหญน่าจะมี 
สาเหตุจากการติดเช้ือ รองลงมาเกิดจากภาวะน้ีาตาลในเลือดสูงมาก อย่างไรก็ตามไม่พบว่า 
การติดเช้ือในท่ีต่างๆจะมีผลต่อพยาธิสภาพในโกณมอ£ลัสรวมถึงไม่มีผลต่อความหนาของ 
GBM. ต้วย

I  m clftx
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เปท่ี 3.2 แสดงวิธีการวัดความหนาของ GBM โดยประยุกต์ orthogond intercept method 
เลือกวัดตรงตำแหน่งท่ีเป็นชุดตัดของเสันกับ GBM.
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