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บทที่ 1 
  

บทนํา 
 

1.1 ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย 
ภาวะไตวายเรือ้รังเปนปญหาที่มีความสาํคัญทางการแพทย เมื่อเร่ิมมีการเสื่อมหนาที่ของไต

เกิดขึ้น มกัตามมาดวยอัตราการสูญเสียหนาที่ของไตที่เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ยังผลใหทายสดุเกิดการสูญเสีย
หนาที่ของไตโดยสมบูรณหรือที่เรียกวาภาวะไตวายเรื้อรังขั้นสุดทาย (end stage renal disease) ใน
ระยะนี้ผูปวยจาํเปนตองไดการบําบัดทดแทนไต (renal replacement therapy) ซึ่งมีคาใชจายสูง
มาก  

ในภาวะการณปจจุบันพบวาจาํนวนผูปวยไตวายเรื้อรังขั้นสุดทายเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่องเปน
การสะทอนวาการรักษาในปจจุบัน ยงัไมมีประสิทธภิาพเพยีงพอในการชะลอการเสื่อมหรือฟนฟู
สมรรถภาพของไตใหดีขึ้น การศึกษาในชวงหลังแสดงใหเหน็วาการเกดิพังผืดของบริเวณ 
ทูบูโลอินเตอรสติเชียมของไต (tubulointerstitial fibrosis) มีความสัมพนัธชัดเจนกับการสูญเสีย
หนาที่ของไต และเปนที่ยอมรับโดยทั่วไปวาการเกิดพงัผืดของบริเวณทูบูโลอินเตอรสติเชียมของไตนี้
เปนดัชนีชีบ้งถึงความรุนแรงของโรคไตไดดีที่สุด จึงไดมีผูพยายามลดกระบวนการเกิดพงัผืดของ
เนื้อเยื่อไตสวนนี้มาตลอดดวยวธิีการตางๆ เชน การใชยากลุม angiotensin converting enzyme 
inhibitor (ACEI), HMGcoA reductase inhibitor , heparin หรือ citrate เปนตน 

Erythropoietin เปนสารไกลโคโปรตีนชนดิหนึง่ นอกเหนือจากความสามารถในการกระตุน
เซลลไขกระดูกใหมีการสรางเม็ดเลือดแดงเพิม่ข้ึน ไดมีการศึกษาในเรื่องความสามารถในการลด
ภยันตรายตออวัยวะตางๆ เชน ระบบประสาทและสมอง ระบบหัวใจและหลอดเลือด และการทํางาน
ของไต  ในสวนของการลดภยันตรายตอไตนั้น ไดมีการศกึษาในรูปแบบการศึกษาโรคไตวายฉับพลัน 
(ischemic/reperfusion injury) ในสัตวทดลองคอนขางมาก ซึ่งพบวาการใชยา erythropoietin 
สามารถลดภยันตรายตอไตไดเปนอยางดี โดยอาศัยกลไกในการลดการเกิด apoptosis และลดการ
อักเสบเปนหลกั แตพบวายงัมกีารศกึษาคอนขางนอยและยงัไมเปนทีช่ัดเจนถงึบทบาทของยา 
erythropoietin ในการชะลอการเกิดพงัผดืของบริเวณทบููโลอินเตอรสติเชียมของไต จึงเปนที่มาของ
การศึกษานี้ โดยมีความมุงหวงัวาในอนาคตจะมีการนาํยา erythropoietin มาใชในการชะลอการ
เสื่อมของโรคไตวายเรื้อรังไดในมนษุยตอไป 

ในปจจุบันมีรูปแบบการทดลองเพื่อศึกษาพยาธิสภาพทีเ่กิดขึ้นในโรคไตวายเรื้อรังอยูหลาย

รูปแบบ ยกตวัอยางเชน การตัดไต 5/6 สวน (5/6 nephrectomy) การใชยา cyclosporin A  และ 

การอุดกั้นทางเดินปสสาวะโดยการผูกทอไต ซึ่งกาํลังเปนการทดลองที่ไดรับความสนใจเพิม่มากขึ้น

เร่ือยๆ สามารถนาํมาใชเปนแบบทดลองการศึกษาไดทั้งโรคไตวายฉับพลัน และโรคไตวายเรือ้รัง 

พบวาการอุดกั้นทางเดินปสสาวะทําใหเกดิการขยายของทอไต (hydronephrosis) และเปนตัวเรงให
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เกิด tubulointerstitial fibrosis อยางรวดเร็ว โดยใชระยะเวลาเพยีง 1 สัปดาหจะสามารถเห็น 

cellular infiltration, tubular proliferation, tubular  apoptosis, epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) การสะสมของ (myo)fibroblast การสะสมเพิ่มข้ึนของ extracellular matrix 

(ECM) และการฝอของทอไต (tubular atrophy) อยางชัดเจน   ในขณะที่ในแบบจาํลองอื่นๆของการ

เกิด tubulointerstitial fibrosis เชน การตดัไต 5/6 สวน (5/6 nephrectomy) ตองใชระยะเวลาอยาง

นอย 6-8  สัปดาหจงึจะเริม่เหน็การเปลีย่นแปลงที่ชัดเจน  นอกจากนี้รูปแบบการทดลองการอุดกั้น

ทางเดินปสสาวะโดยการผูกทอไตยังเปนวธิีการทดลองทีไ่มยุงยากจงึทาํใหแบบทดลองนี้สามารถ

ทําซ้าํ (reproducibility) และใหพยาธิสภาพที่ใกลเคียงกนัในแตละครั้งทีท่ดสอบ  ผูวิจัยจงึไดเลือก

รูปแบบการทดลองการอุดกัน้ทางเดนิปสสาวะโดยการผูกทอไต มาศึกษาในงานวจิัยนี ้

 
1.2 คําถามของการวิจยั 

erythropoietin beta มีผลชะลอการเกิด tubulointerstitial injury  ในหนูทดลองทีถู่กผูกทอ
ไต 1 ขางหรือไม 
 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อพัฒนาวิธกีารชะลอการเกิดพยาธิสภาพที่บริเวณทูบโูลอินเตอรสติเชียมของไต ที่อาจ

นํามาประยกุตใชในอนาคตในผูปวยโรคไตวาย 
 
1.4 สมมตฐิานของการวจิยั  

สมมุติฐานวาง: erythropoieitin beta ไมสามารถลดการเกิด tubulointerstitial injury ในหนู
ทดลองที่ถูกผกูทอไต 1 ขาง 

สมมุติฐานแยง: erythropoietin beta  สามารถลดการเกิด tubulointerstitial injury  ในหนู
ทดลองที่ถูกผกูทอไต 1 ขาง 
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย  
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1.6 รูปแบบการวิจัย  

การวิจยันี้ใชรูปแบบการวิจยัแบบ experimental study โดยทําการเก็บขอมูลพื้นฐาน
น้ําหนกัตัวของหนูทดลองและคาฮีมาโตคริต หลงัจากนัน้แบงหนทูดลองเปน 2 กลุม คือกลุมทดลอง
และกลุมควบคุม หนทูดลองทัง้ 2 กลุมจะถูกผูกทอไตขางขวา โดยหนูในกลุมทดลองจะไดรับการฉีด
ยา erythropoietin 1 วนักอนที่จะทาํการผูกทอไต  และในวนัที ่3, 7 และ 10  ภายหลังจากการผูกทอ
ไต ทําการวัดผลของยา erythropoietin ในการลดการเกิด tubulointerstitial injury โดยนําไตขางขวา
ของหนทูดลองในทั้ง 2 กลุมมาตรวจดูพยาธิสภาพในวนัที ่3, 7 และ 14  
 

Tubulointerstitial injury 

Measurement error 

- เทคนิคการยอมสไลด 

- ความหนาของชิ้นเนื้อ 

ปจจัยดานหนทูดลอง 

- คาซีร่ัมครีอะตินีนที่เพิ่มข้ึน 

- ความดันโลหติที่เพิ่มข้ึน 

- คาฮีมาโตคริตที่เพิม่ข้ึน 

- การติดเชื้อที่ไต (Acute 

Pyelonephritis) 

Erythropoietin 

ปจจัยจากผูทาํการทดลอง 

- ความแนนในการผูกทอไต 

- การผูกทอไตผิดพลาด ไดแก 

ดายที่ผูกทอไตหลุด  
 

หนทูดลองที่ถกูผูกทอไต 1 ขาง 

ปจจัยดานหนทูดลอง 

- คาซีร่ัมครีอะตินีนพื้นฐาน 

- ความดันโลหติพื้นฐาน 

- คาฮีมาโตคริตพื้นฐาน 

- โรคประจําตัวอื่นๆ 



5 
 

1.7 ปญหาทางจริยธรรม 
ไดปฏิบัติตามจรรยาบรรณการใชสัตวทดลองของสภาวิจยัแหงชาติ พ.ศ. 2542: Home 

office guideline on the scientific use of animal (Scientific Procedure) Act 1996. ทัง้นี้

การศึกษานี้ไดผานความเหน็ชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมในงานวจิัยของคณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
1.8 ขอจํากัดของการวิจยั 
 ไมมี 
 
1.9 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

โรคไตวายเรื้อรังเปนปญหาทางการแพทยที่มีความสําคญั และยังไมมวีิธีรักษาที่ไดผลดี 

การศึกษานีก้อใหเกิดความเขาใจพืน้ฐานในการดําเนนิโรคและสามารถนําสิง่ที่ไดมาประยุกตใช

รักษาผูปวยไดในอนาคต 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

โรคไตวายเรื้อรัง [chronic kidney disease (CKD)] เปนโรคที่มีความสําคัญลําดบัตนๆใน

วิชาอายุรศาตรโรคไต ประมาณวามผีูปวยกวาลานรายไดรับการรักษาดวยการบําบัดทดแทนไต 

[1,2]  และมีผูปวยจาํนวนมากกวานั้นอกีหลายเทาเสียชีวิตโดยไมไดรับการรักษา เปนทีย่อมรับกนัวา

วิธีการรักษาไตวายเรื้อรังกอนการบาํบัดทดแทนไตที่ใชกนัอยูในปจจุบนันัน้เกือบไมไดผล มีความ

เปนไปไดที่สําคัญอยูสองประการในกรณีนี้คือ ประการแรกในปจจุบันเรารักษาผูปวยชาเกนิไปอัน

เนื่องจากวิธีการในการตรวจหาโรคไตวายเรื้อรังระยะเริม่ตนยงัไมมีประสิทธิภาพเพยีงพอ หรือ 

ประการที่สองความรูความเขาใจในกลไกการเกิดโรคนีย้ังผิดหรือมีไมพอเพยีงที่จะแปลมาเปนการ

รักษา ในบทความนี้จะไดกลาวถงึกลไกการดําเนินโรคของโรคไตวายเรื้อรังที่คอนขางไดรับความ

สนใจแพรหลายในปจจุบนัไวเพื่อเปนความรูพื้นฐาน พึงระลึกวานอกจากการเขาใจทฤษฎพีื้นฐาน

แลวการตระหนักถงึขอบกพรองและขอขัดแยงของทฤษฎีที่มีอยู มีความสําคัญมากในการที่จะพฒันา

ความรูในดานนี้ตอไปในอนาคต 

 
2.1 Tubulointerstitial injury พยาธสิภาพสําคัญทีน่ําไปสูภาวะไตวายเรื้อรัง 

จากความรูทีม่ใีนปจจุบันเราพบวาเมื่อไตไดรับความเสียหายไมวาจะเกิดจากสาเหตตุั้งตน

ใดๆก็ตาม จนถงึจุดหนึ่งจะมีการดําเนนิโรคอยางตอเนื่องเขาสูภาวะไตวายเรื้อรัง และไมสามารถ

ยอนกลับได  ผูเชี่ยวชาญบางทานใชคําวา secondary progression เพื่อเนนใหเหน็วาสิ่งที่เกิดขึ้น

เปนขบวนการตอจากสาเหตตุั้งตน (primary renal disease) การศึกษาลักษณะทางพยาธิวทิยาจะ

พบทัง้ภาวะ glomerulosclerosis, tubulointerstitial inflammation, tubulointerstitial fibrosis และ 

vascular sclerosis         

ไดมีการศึกษากลไกที่ใหเกิดพยาธิสภาพนีอ้ยางกวางขวาง  โดยในป พ.ศ. 2524  Brenner 

และ Hostetter [3] ไดตรวจพบภาวะ glomerular hyperfiltration /hypertension ในหนูทดลองที่ถูก

กระตุนใหเกิดไตเสื่อมโดยตัดไตออกไป 5/6 ตั้งแตระยะแรกของโรคกอนที่จะเกิดการเสื่อมของไต โดย

ภาวะ glomerular hyperfiltration/hypertension นั้นเกิดขึ้นจากการขยายตัวของทัง้ afferent และ 

efferent arteriole แต afferent arteriole ขยายตัวดวยสัดสวนสูงกวา(ผลที่ไดจึงดูเสมือนวา efferent 

arteriole มีการหดตัว) กอใหเกิดแรงดนัในโกลเมอรลัูสเพิ่มข้ึน   ทั้งคูไดเสนอทฤษฏีวา ภาวะ 

hyperfiltration เปนกลไกสาํคัญที่กอใหเกิด glomerulosclerosis ซึ่งในขณะนั้นเชือ่กันวาเปนสาเหตุ
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ของการเกิด secondary progression    ตอมาจึงพบวาการกระตุน renin angiotensin ผาน 

angiotensin II receptor type 1 เปนสาเหตุของการเกิด glomerular hyperfiltration     ทฤษฏี 

hyperfiltration ไดรับการยอมรับกันอยางกวางขวางและมีสวนสําคญัในการกระตุนใหเกิดการศึกษา

กลไกการเกิด renal progression มากขึ้น 

อยางไรก็ตามแมวาการศึกษาสวนใหญจะพบภาวะ glomerular hyperfiltration ใน

ระยะแรกของการดําเนินโรคไตก็ตาม แตนักวจิัยบางกลุมกลับพบวา glomerular hyperfiltration 

โดยลําพงัอาจไมเพียงพอในการกอใหเกิดโรคไตเสื่อม  Fogo และคณะไดทําการกระตุนใหเกิด 

glomerular hyperfiltration โดยการตัดทอไตขางหนึง่ของหนูทดลอง ปลอยใหน้าํปสสาวะไหลเขาสู

ชองทอง (peritoneal cavity) [4]  ซึง่จะดดูน้ําปสสาวะกลับเขาสูระบบไหลเวียนและกลับมาถูกกรอง

ที่โกลเมอรูลัสอีกครั้ง กลับพบวา glomerular hyperfiltration ในแบบจําลองนี้ไมสามารถกอใหเกิด 

glomeruloscerosis ได   ทีมวิจยักลุมเดียวกนัยงัทําการศึกษาโดยวัดความดันของโกลเมอรูลัส

หลายๆครั้งกลบัพบวาไมทกุโกลเมอรูลัสที่เกิดภาวะ hyperfiltration และ ภาวะ hyperfiltration ที่

เกิดขึ้นก็ไมไดคงอยูตลอดเวลา ในทางกลับกันมีโกลเมอรูลัสจํานวนหนึ่งเกิดภาวะ glomerular 

hypofiltration ดวยซ้าํ นอกจากนัน้จากการศึกษาทางพยาธิวทิยาโดยละเอียดในชวงสิบปที่ผานมา

พบวาการเสื่อมการทาํงานของไตนั้นมีความสัมพนัธกับการทําลายเนื้อไตในบริเวณ 

tubulointerstitium มากกวาการเกิด glomerulosclerosis [5,6]  การคนพบนี้ไดนําไปสูทฤษฎทีี่วา

กลไกหลักในการเกิดภาวะไตวายเรื้อรังควรจะเปนที่บริเวณ tubulointerstitium มากกวาบริเวณโกล

เมอรูลัส  

พยาธิวทิยาของเนื้อไตบริเวณ tubulointerstitium กอใหเกิดการลดลงของอัตรากรอง

พลาสมาโกลเมอรูลัส (glomerular filtration rate, GFR) โดยผานหลายๆกลไกดวยกนั ไดแก การ

เกิดการฝอของเซลลบุทอไต (tubular atrophy) อันนําไปสูการเพิม่ข้ึนของของเหลวที่เขาสูบริเวณ 

macula densa กระตุนใหมกีารลดลงของอัตรากรองพลาสมาโกลเมอรูลัสโดยกลไก 

tubuloglomerular feedback นอกจากนัน้พบวาการเกิดพยาธิสภาพที่บริเวณ tubulointerstitium 

ยังกอใหเกิดมโีกลเมอรูลัสสวนหนึง่ซึง่ไมมทีางติดตอกับทอไต (tubule) และไดเรียกโกลเมอรูลัส

เหลานี้วา atubular glomeruli   เชื่อกันวาถาการทําลายของทอไตที่เกิดขึ้นนัน้รุนแรงพอจะทําใหทอ

ไตเกิดการฝอ (atrophy) และสูญเสียโครงสรางจนขาดจากโกลเมอรูลัส เกดิการสูญเสียหนาที่

ทั้งหมดของหนวยไต (nephron) นั้นๆ    ตามมาดวยการเกิด fibrosis ของโกลเมอรูลัส 

(glomerulosclerosis) และของทอไตในทีสุ่ด มีการรายงานถงึภาวะ atubular glomeruli นี้เสมอๆ

ตลอดระยะเวลาที่ผานมา ในทายที่สุด tubulointerstitial fibrosis ที่เกิดขึ้นจะนําไปสูการลดลงของ

เลือดที่จะเขาไปหลอเลี้ยงบริเวณดังกลาว กอใหเกิดภาวะ ischemic injury ตามมา 
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ถึงแมวาในปจจุบันเรายังไมทราบกลไกที่แทจริงในการเกดิภยันตรายทีบ่ริเวณ 

tubulointerstitium แตขอมูลที่มีในปจจบุันทาํใหเชื่อไดวา  การขาดออกซิเจนในเนื้อไต (renal 

hypoxia) ภาวะพิษจากโปรตีนที่ร่ัวออกมาจากโกลเมอรูลัส และการตายของเซลล (cell death) 

นาจะเปนกลไกสําคัญในอันดับตนๆ 
 
2.2 การขาดออกซิเจนในเนื้อไต (renal hypoxia) 
 จากวิสยัทัศนเดิมที่มุงศกึษาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นทีเ่นื้อไตในสวนทีเ่ปน non-vascular 

component และพยาธิสภาพสวนโกลเมอรูลัสของไตอยางมากมายแตก็เปนการประเมินโกลเมอรลัูส

ของไตในลักษณะที่เปนตัวเนื้อไต  ไมไดประเมินโกลเมอรูลัสของไตในลักษณะของตัวหลอดเลือดที่มี

การทาํงานที่สาํคัญเกี่ยวกับการควบคุมปริมาณเลือดที่เขามาหลอเลี้ยงไต ทําใหละเลยความสําคญั

ของเซลลบุผิวในหลอดเลือดที่ถูกกระทบเมือ่มีการอักเสบเกิดขึ้นที่สวนของโกลเมอรูลัส ซึ่งสงผลถึง

โลหิตพลศาสตรของไต (renal hemodynamics)  เมื่อพบความผิดปกติตางๆซึ่งสวนใหญเปนกลไกที่

เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันตางๆก็ใชยารักษาที่ออกฤทธิ์ตานภูมิคุมกนัตางๆ  ซึ่งมิใชกลไกหลักทีท่าํให

เกิดการตายของเนื้อไตบริเวณ tubulointerstitium การรักษาที่ผานมาสวนใหญจงึไมประสบ

ผลสําเร็จในการหยุดยัง้การดําเนนิโรคไปสูภาวะไตวายเรื้อรังขั้นสุดทาย กอนอ่ืนเราคงจะมาทําความ

เขาใจในโครงสรางของหลอดเลือดจุลภาคไตเปนอันดับแรก 

 
2.2.1 โครงสรางของหลอดเลือดจุลภาคไต 

 ประกอบดวยโครงสรางที่สาํคัญ 2 สวนไดแก สวน  glomerular capillary และสวน 

peritubular capillary plexus  พบวา glomerular capillary เปนสวนหลอดเลือดของไตที่ทําหนาที่

กรองสารจากพลาสมา เร่ิมตนจากการแตกแขนงของ interlobular arteries กลายเปน afferent 

arteriole  ซึ่งจะ เขาสู glomerular capillary แลวรวมตัวกันอกีครั้งกลายเปน efferent arteriole และ

ผานออกไปทาง  peritubular capillary flow ซึ่งทาํหนาที่เลีย้งไตในสวน tubulointerstitium  (รูปที่ 

1) 

ถึงแมวาไตจะเปนอวัยวะที่รับเลือดประมาณรอยละ 20 ของปริมาณเลือดทีห่ัวใจสูบฉีด

ออกมาในแตละครั้ง (cardiac output)  แตจากโครงสรางซึ่งมีการเรียงตัวขนานกนัอยางใกลชิดของ

ระบบหลอดเลอืดแดงและระบบหลอดเลือดดําทําใหมีการแลกเปลี่ยนออกซิเจน (shunt effect) 

อยางมากกอนที่ออกซิเจนนี้จะเขาไปหลอเลี้ยงเนื้อไตสวนใน (renal medulla)  ทาํใหเมื่อตรวจวัด

ระดับออกซิเจนในสวนนี้จึงมีคาเพยีง 10 มิลลิเมตรปรอท [7] ไตจึงเปนอวัยวะที่เสี่ยงตอการขาด

ออกซิเจนเปนอยางมาก 
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รูปที1่ แสดงโครงสรางของหลอดเลือดจุลภาคไต 
Peritubular capillary network  ไดรับเลือดผานมาทาง efferent arterioles เพื่อไปหลอเล้ียงออกซิเจนและ

สารอาหารแกบริเวณ tubulointerstitium  

 

Fine และคณะไดทําการเสนอวา ภาวะ chronic tubulointerstitial hypoxia นาจะเปนกลไก

หลักในการในการเกิดภาวะไตวายเรื้อรังขัน้สุดทาย [8]  ทําใหเกิดการศึกษาบทบาทของการขาด

ออกซิเจนตอไตข้ึนอยางกวางขวางและไดรับการยนืยนัตอมาโดยการศึกษาของ Eckardt [9]  และ 

Johnson [10]  ในปจจุบันมหีลายกลไกที่ไดรับการยอมรับ ไดแก 

 
2.2.2 การลดลงของหลอดเลือดฝอยรอบทอไต (loss of peritubular capillaries) 

 การศึกษาเนื้อไตที่เกิด fibrosis พบวาจํานวนของหลอดเลือดฝอยรอบทอไตมีการลดลง

อยางมาก มีหลักฐานหลายประการที่สนับสนนุความสัมพันธระหวางโรคหลอดเลือดจุลภาคไตกับ

การตายของเนื้อไตชนิดเพิม่พังผืด (fibrosis) บริเวณ tubulointerstitium,  Bohle และคณะ เปนหนึ่ง

ในกลุมคนแรกๆที่ไดตั้งขอสังเกตถงึความสัมพันธดังกลาว โดยพบวาระดับซีร่ัมครีอะตินีนที่สงูซึ่ง
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แสดงการตายของเนื้อไตชนดิเพิ่มพงัผืดบริเวณ tubulointerstitium สัมพนัธในลักษณะผกผนักับ

ปริมาณหลอดเลือดจุลภาคไต [11] เสาวนีย เยน็ฤด ี และคณะ [12] ก็ไดทําการศกึษาในลักษณะ

คลายกนัในผูปวย โรคไตเนฟโฟรติคพบวาปริมาณ peritubular capillary flow มีความสัมพนัธใน

ลักษณะผกผนักับการตายเนื้อไตชนิดเพิม่พังผืดบริเวณ tubulointerstitium (รูปที่ 2)  เชนเดียวกับ

การศึกษาของ Kang [13] ขอมูลที่ไดจากการศึกษาทั้งหมดทีก่ลาวมาเบื้องตนนี้แสดงถึง

ความสัมพันธระหวาง peritubular capillary flow กับการตายของเนื้อไตชนิดเพิ่มพงัผืดบริเวณ 

tubulointerstitium แตไมไดพิสูจนวาอะไรเปนเหตุและเปนผลตอกนั (cause and effect 

relationship)  

 

 
 

รูปที2่ แสดงความสัมพันธในลักษณะผกผันระหวางปรมิาณ peritubular capillary flow (PTCF) กับ

พื้นที่บริเวณ tubulointerstitium [12] 

 

อยางไรก็ตามการศึกษาของ นริสา ฟูตระกูล และคณะ ในผูปวยโรคไตเนโฟรติค 51 ราย

พบวา ภาวะการลดลงของ peritubular capillary flow นาจะเปนสาเหตุนาํรองของการตายของเนื้อ

ไตชนิดเพิ่มพังผืดบริเวณ tubulointerstitium (ตารางที ่ 1) โดยในผูปวยกลุม mesangial 

proliferative nephrosis ที่ไมมีการตายของเนื้อไตชนิดเพิ่มพังผืดบริเวณ tubulointerstitium มีการ

ลดลงของ peritubular capillary flow กอนแลว แตเนื่องจากระดับที่ลดลงของ peritubular 

capillary flow ไมรุนแรง จึงทําใหไมมกีารตายของเนื้อไตขึ้น ตอมาเมื่อพบวาระดับ peritubular 
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capillary flow ที่ลดลงรนุแรงขึ้น (ประมาณรอยละ 40-50 ของคาปกติ) จะเหน็วามกีารตายของเนื้อ

ไตชนิดเพิ่มพังผืดเกิดขึ้น (กลุม mesangial proliferative nephrosis ที่มีการตายของเนื้อไตชนิดเพิ่ม

พังผืดรวม) การศึกษาในกลุมที่รุนแรงมากขึ้น เชนพวก focal segmental glomerulosclerosis 

(FSGS) จะพบวา peritubular capillary flow ทีลดลงนัน้สัมพันธกับอัตราตายของเนื้อไตชนดิเพิ่ม

พังผืดที่รุนแรงขึ้น การศึกษาดังกลาวชี้บงวา ภาวะ peritubular capillary flow ที่ลดลงและนาํรองนั้น

เปนสาเหตุสําคัญของการตายของเนื้อไตชนิดเพิม่พงัผดื หลักฐานสาํคัญดังกลาวเปนขอมูลชิ้นแรกที่

พิสูจนความสาํคัญของ peritubular capillary flow ที่ลดลงเปนกลไกสาํคัญที่ทาํลายไต [14]  เชื่อวา 

capillary regression ที่เกิดขึ้นจะทาํใหภาวะ hypoxia รุนแรงขึ้นกอใหเกิดการทาํลายไตเพิ่มข้ึน ใน

ระยะหลงัจงึไดมีผูใหความสนใจกับการลดลงและกระบวนการคงสภาพของ peritubular capillary 

เพิ่มข้ึน [15] โดยหวงัวาถาสามารถรักษาหลอดเลือดฝอยเหลานี้ไวไดจะชวยหยุดยัง้การเกิด 

secondary progression ได   

 
ตารางที ่ 1 แสดงภาวะ peritubular capillary flow ที่ลดลง เปนสาเหตุของการตายของเนื้อไตชนิดเพิ่มพังผืด

[14]   

 RPF 
cc/min/1.73 m2 

PTCF 
cc/min/1.73 m2 

TI 

fibrosis 

GFR 
cc/min/1.73 m2 

- Control  

- Minimal change disease 

- Mesangial proliferative 

nephrosis (steroid resistant) 

- Mesangial proliferative 

nephrosis with TI fibrosis 

- Nephrosis with FSGS 

600 

711±92 

491±52 

 

311±67 

 

179±80 

480 

584±85 

392±50 

 

235±49 

 

142±59 

0 

0 

0 

 

5±2 

 

58±14 

120 

127±1.6 

99±14 

 

78±36 

 

36±18 

 
ปจจุบันเราทราบวาการคงสภาพหลอดเลอืดฝอยนั้นเปนกระบวนการที่ตองอาศัยการทํางาน

ของ vascular growth factor หลายชนิด   vascular growth factor สวนใหญมีฤทธิ์กระตุนใหหลอด

เลือดแบงตัว สนับสนนุการคงสภาพของหลอดเลือด   vascular endothelial growth factor (VEGF) 

เปน vascular growth factor ที่สําคัญและอาจมีบทบาทในการเกิดโรคไต    โดยทาํงานในลักษณะ 

paracrine  และถูกสรางขึ้นจากเซลลรอบๆหลอดเลือด     มี VEGF receptor อยูบนเซลล 

endothelium  เมื่อเซลลขาดออกซิเจนจงึจะสรางและขับ VEGF ไปกระตุนใหมกีารงอกแขนงของ
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หลอดเลือดฝอยมากขึน้เพือ่เพิ่มออกซิเจนเลี้ยงที่บริเวณนั้น วธิีนีท้าํใหหลอดเลือดฝอยใน vascular 

bed กระจายตัวไดเหมาะสมกับความตองการออกซเิจนของเนื้อเยือ่ที่มันเลี้ยง ในสภาวะปกติของ

เนื้อเยื่อทั่วๆไปพบการแสดงออกของ VEGF นอยมาก   ในไตปกติจะพบการแสดงออกของ VEGF ที่

เซลล podocyte และ medullary tubule บริเวณ inner stripe    บริเวณใกลๆกบับริเวณที่มกีาร

แสดงออกของ VEGF ในไตจะพบ glomerular tuft และ vasa recta ซึ่งเปนโครงสรางของหลอด

เลือดที่พิเศษกวาโครงสรางของหลอดเลือดฝอยทั่วๆไป  จึงมีผูตั้งสมมตุิฐานวา VEGF อาจมีบทบาท

สําคัญในการคงสภาพของ glomerular tuft และ vasa recta   พบวา hypoxia inducible factor 

นาจะเปนปจจยัสําคัญในการกระตุนการแสดงออกของ VEGF ในmedulla [16] ขณะที่สวนประกอบ

ของ glomerular basement membrane (laminin) อาจมีบทบาทในการกระตุน VEGF ที่เซลล 

podocyte   ในระยะแรกของการดําเนนิโรคไตจะพบการกระตุน VEGF พรอมๆกับมีการแบงตัวของ 

endothelium และการเกิด Inflammation  การศึกษานอกไตจํานวนมากชี้ใหเหน็บทบาทของ VEGF 

กับการรั่วของสารน้ําและการอักเสบแตมีขอมูลในแงนี้นอยมากในไต พบวาในระยะทายๆของการ

เกิด secondary progression จะมีการลดลงของ tubular VEGF   เชื่อวาการลดลงนี้เปนสาเหตุ

สําคัญของการลดลงของหลอดเลือดฝอยรอบๆทอไต   Kang และ Johnson พบวาการเพิ่ม 

thrombospondin อาจเปนสาเหตุของการลด VEGF     ขณะที่ Yaun และ Wolf เชื่อวาเปนผลมาจาก

การลดการกระตุนของ hypoxia [17]     การศึกษาเนื้อไตของผูปวยกลับมีผูรายงานวา VEGF 

เพิ่มข้ึนขณะที ่ peritubular capillary ลดลง [18] นอกจากระบบ VEGF แลวระบบ angiotpoietin 

(Ang) /Tie-2 receptor ซึ่งเปน vascular growth factor ที่ทาํงานรวมกับ VEGF ที่มีการแสดงออก

ในไต   angiopoietin isoform 1 (Ang-1) ออกฤทธิ์สนับสนนุการคงสภาพของหลอดเลือด  สวน 

angiopoietin isoform 2 (Ang-2) ยับยัง้การทํางานของ Ang-1 แบบ antagonist จงึมีฤทธิ์กระตุนให

เกิด vascular regression  โดยเฉพาะเมือ่มีการกระตุน Ang-2 พรอมๆกับการขาด VEGF      ในไต

ปกติเราจะพบการแสดงออกของ Ang-1 ที ่เซลล mesangial ขณะที ่Ang-2 มีการแสดงออกบริเวณ 

vasa recta และ podocyte มีขัอมูลชี้ใหเห็นวามกีารเพิม่ข้ึนของ Ang-1, Ang-2 ระหวางดําเนนิโรค

ไต เชื่อวาการเปลี่ยนแปลงทีพ่บนาจะมีความสัมพันธกับการลดลงของ peritubular capillary เชนกัน 

นอกจากนัน้ยงัมีผูพบวา สาร endostatin ซึ่งเกิดจากการสลาย collagen มีปริมาณเพิ่มข้ึนในไตที่

เกิดพยาธิสภาพ  endostatin สามารถกระตุนใหเกิด capillary regression  แสดงใหเห็นวาการผลิต 

extracellular matrix (ECM) ที่เพิ่มข้ึนในกระบวนการเกิด fibrosis นาจะมคีวามสัมพันธกับ 

capillary regression ดวยเชนกนั   จะเหน็ไดวาการเกดิ capillary regression ในไตนั้นเปน active 

process มีขั้นตอนที่สําคัญหลายขัน้ตอนดังนั้นจงึมคีวามพยายามที่จะปรับเปลี่ยนขั้นตอนเหลานี้
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เชน การทดลองให exogenous VEGF พบวาสามารถลดการสูญเสีย peritubular capillary และลด

การทาํลายไตลงได 
 
2.2.3 การปรับตัวที่ผิดปกติของระบบโลหิตพลศาสตร (hemodynamic 

maladjustment) ในเนื้อไตบริเวณ tubulointerstitium: ความไมสมดุลของสารออกฤทธิข์ยาย
หลอดเลือด (vasodilator substances) และสารออกฤทธิห์ดรัดหลอดเลือด (vasoconstrictor 
substances)  
 พบวาความไมสมดุลของสารออกฤทธิ์ขยายหลอดเลือด (vasodilator substances) และ

สารออกฤทธิห์ดรัดหลอดเลือด (vasoconstrictor substances) สามารถเปนสาเหตุใหไตเกิดการ

ขาดออกซิเจน โดยที่ยงัไมเกดิการเปลี่ยนแปลงทางพยาธสิภาพในเนื้อไต นริสา ฟูตระกูล และคณะ 

ไดทําการศึกษาโลหิตพลศาสตรในผูปวยไตอักเสบชนิดรุนแรง (severe chronic 

glomerulonephritis) 11  ราย พบวามีการเพิ่มข้ึนของความตานทานของหลอดเลือด efferent 

arteriole, การเพิ่มข้ึนของ intraglomerular hydrostatic pressure, การลดลงของ renal plasma 

flow และการลดลงของ peritubular capillary flow ในที่สุด โดยสามารถแกไขการเปลี่ยนแปลงที่

เกิดขึ้นนี้ไดโดยการใชยาขยายหลอดเลือด ไดแก ยาในกลุม ACEI, angiotensin receptor blocker 

(ARB) และ calcium channel blocker [19] ผูวิจัยกลุมเดียวกนัยงัไดทําการศึกษาตอไปในผูปวย

เบาหวานชนิดที่ 2 ที่ไมมีการรั่วของไขขาวออกมาในปสสาวะ (normoalbuminuria) และพบ

ความสัมพันธระหวางการลดลงของ peritubular capillary flow กับการทํางานที่ลดลงของทอไต 

(tubular dysfunction) [20]  

 เชื่อวาการกระตุนระบบ renin angiotensin เปนปจจัยสําคัญที่กอใหเกิดการขาดออกซิเจน

ในเนื้อไต โดยผาน 2 กลไกหลัก โดยกลไกแรกเปนกลไกผานทางโลหติพลศาสตร (hemodynamic 

mechanisms) ไดแกการลดปริมาณเลือดที่เขาสู peritubular capillaries จากการหดรัดหลอดเลือด 

efferent arterioles หลักฐานสนับสนนุมาจากการศึกษาในป  พ.ศ. 2547  กฤษณพงศ  มโนธรรม 

และ Nangaku [21] ทําการทดลองเลียนแบบการทดลอง glomerular hyperfiltration ของ Brenner    

ในหนูทดลองที่ถูกตัดไตไป 5/6 (5/6 nephrectomy model)  โดยใชสารเคมีที่มีคุณสมบัติ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางและสามารถตรวจพบไดเมื่อเขาไปอยูในเนื้อเยือ่ที่มีภาวะ hypoxia รวมทั้ง

ตรวจพบการแสดงออกของ HIF1-α ซึ่งเปน transcription factor ที่คงสภาพในภาวะ hypoxia เปน

การพิสูจนใหเห็นวามีภาวะ tubulointerstitial  hypoxia เกิดขึ้นจริง      การทีพ่บภาวะ hypoxia กอน

การเกิด tubulointerstitial inflammation และ fibrosis สนับสนนุวา hypoxia นาจะเปนสาเหตุของ

การเกิด tubulointerstitial damage มากกวาเปนผลของ tubulointerstitial damage       เมื่อ



14 
 

ทดลองใหยา ARB  พบวาสามารถยบัยั้งการเกิด hypoxia ได    ดังนัน้จึงเชื่อวาภาวะ 

tubulointerstitial hypoxiaในระยะแรกเปนผลมาจากการกระตุนระบบ renin angiotensin เชนกนั       

 กลไกที่สองเปนกลไกที่ไมไดผานทางโลหิตพลศาสตร (nonhemodynamic mechanisms) 

แตผานทางกลไกของ oxidative stress ซึ่งจะไดกลาวตอในหวัขอถดัไป จะเหน็ไดวาระบบ renin 

angiotensin  กอใหเกิดการขาดออกซิเจนในเนื้อไตบริเวณ tubulointerstitium ไดโดยผานและไม

ผานกลไกทางโลหิตพลศาสตร  

 
2.2.4 การเกดิ oxidative stress  

 ภาวะ oxidative stress เปนภาวะหนึ่งที่มีความสัมพนัธกับโรคไตวายเรื้อรัง โดยผานทาง

สาร  angiotensin II ที่เพิ่มข้ึนไปกระตุน NADPH oxidase  นอกจากนัน้ภาวะโลหติจางกม็ีสวนรวม

ในการเกิด ภาวะ oxidative stress เนื่องจากเม็ดเลือดแดงมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ  เมื่อ

เกิดภาวะ oxidative stress ข้ึนทําใหมีการสรางสาร superoxide เพิม่มากขึน้ และทําใหลดปริมาณ 

nitric oxide ตามมา ผลลัพธทีเ่กิดขึ้นตามมาคือ เกิดการใชพลงังานภายในไมโตคอนเดรีย ที่เพิ่มข้ึน

และการขาดออกซิเจนในเนือ้ไต [22] การศึกษาทดลองตอมาพบวาการลดภาวะ oxidative stress 

ทําใหมีการเพิม่ข้ึนของปริมาณออกซิเจนภายในเนื้อไต [23]  

 
2.2.5 บทบาทของภาวะโลหิตจางในการขาดออกซเิจนของไต (role of anemia in 

hypoxia of the kidney) 
 จากสมการ oxygen delivery = CO * (% O2 sat * 1.39 * Hb) เมื่อ CO คือ cardiac 

output, Hb คือ hemoglobin ดังนัน้ภาวะโลหิตจางจึงนบัเปนอีกปจจยัหนึ่งที่มีบทบาทสาํคัญ ในการ

ขาดออกซิเจนของไต ซึ่งไดรับการยนืยนัจาก 2 การศึกษาใหญ การศึกษาแรกโดย Iseki และคณะ 

[24]  ในผูปวยโรคไตวายเรือ้รังขั้นสุดทาย จํานวน 71,802 ราย พบวาภาวะโลหิตจางเปนปจจัยเสีย่ง

ที่สําคัญในการเกิดโรคไตวายเรื้อรังขั้นสุดทาย การศึกษาที ่ 2 RENAAL study [25]  ในผูปวย

เบาหวานชนิดที่ 2 ที่มี macroalbuminuria ก็ไดผลที่สอดคลองกัน และพบวาทกุๆคาฮีโมโกลบนิที่

ลดลง 1 กรัมตอเดซิลิตร จะมีโอกาสเกิดโรคไตวายเรื้อรังขั้นสุดทายเพิม่ข้ึนรอยละ 11 
 

2.2.6 Relative hypoxia as a result of increase metabolic demand 
 ในหนูทดลองที่เปนเบาหวานโดยการฉีดสาร streptozotocin พบวามกีารขาดออกซิเจน

ตั้งแตในระยะเริ่มแรก กอนที่จะมกีารเปลีย่นแปลงทางโครงสราง โดยการใช  the blood oxygen 
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level dependent (BOLD) MRI วัดระดับออกซิเจนในเนื้อไต [26] โดยเชื่อวาการเกิดภาวะ 

hyperfiltration เปนกลไกทีสํ่าคัญที่อธิบายการขาดออกซิเจนตั้งแตในระยะเริ่มแรก 

 

 
 

รูปที3่   แสดงภาวะ hypoxia ในภาวะ diabetic nephropathy [26] 
 BOLD (Blood Oxygen Level Dependent)–MRI แสดงใหเห็นวามีการลดลงของ oxyhemoglobin ใน

บริเวณ outer stripe ของ outer medulla ในไตของหนูทดลอง ที่เกิด hyperfiltration หลังจากกระตุนใหเกิด

เบาหวาน (b) เทียบกับกลุมควบคุม (a) 

 
2.2.7 Glomerular damage and hypoxia of the tubulointerstitium 

 การลดลงของ glomerular capillary bed อันเนื่องมาจาก glomerulosclerosis ทาํใหเกิด

การลดลงของเลือดที่เขาไปเลี้ยงบริเวณ peritubular capillary และเกิดการขาดออกซิเจนตามมา 

การทดลองที่ชวยสนบัสนนุสมมุติฐานนี้มาจากการฉีด anti-Thy1 antibody ในหนูทดลองที่ถกูตัดไต

ออก 1 ขาง พบวาทําใหเกิด accelerated glomerulosclerosis ตามมา จากการใชวธิีการ intravital  

microscopy และ physiologic perfusion lectin ตรวจสอบ พบวามีการลดลงของเลือดที่เขาไปใน

บริเวณ peritubular capillary จริง [27]  

                        
2.3 ภาวะพิษจากโปรตีนทีร่ั่วออกมาในปสสาวะ (proteinuria) 
 ปริมาณของโปรตีนที่ร่ัวออกมาในปสสาวะมีความสัมพนัธกับความรนุแรงของโรคไต

โดยเฉพาะโรคไตโกลเมอลูลาร          แตยังเปนทีถ่กเถยีงวาโปรตีนทีร่ั่วออกมาในปสสาวะเปนเพยีง

ตัวบงชี้ (marker) ความรนุแรงของโรคไตโกลเมอลูลาร     (glomerular damage) หรือเปนสาเหตุ
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ของการทาํลายเนื้อไต การศึกษาในรูปแบบไปขางหนาโดย Iseki และคณะในประชากร 107,192 

รายพบวาภาวะโปรตีนร่ัวออกมาในปสสาวะ    สามารถเปนตัวพยากรณการเกิดโรคไตวายเรื้อรังขั้น

สุดทายในอนาคตไดเปนอยางดี (odd ratio 14.9) [28] สอดคลองกบัการศึกษาของ  MDRD [29], 

REIN [30] และ RENAAL [31]  

 ขอมูลในสัตวทดลองในรูปแบบ adriamycin nephrosis หรือ BSA overload ซึ่งมี 

proteinuria ในปริมาณมาก พบวามีปริมาณ apoptotic cell เกิดขึ้นจาํนวนมากในบริเวณ 

tubulointerstitium  และนาํไปสูการฝอของ tubular cell และเกิด atubular glomeruli ในทีสุ่ด 

เชนเดียวกับการศึกษาในสัตวทดลองเลียนแบบการเกิดภาวะไตวายเรื้อรัง (5/6 nephrectomy)  เชื่อ

วากลไกภายในเซลลที่กอใหเกิดอันตรายนัน้ ผานทางการกระตุน transcription factor (AP-1, NF-

κB), proinflammatory และ profibrotic genes นอกจากนัน้ proteinuria ยังกอใหเกิด 

transdifferentiation ของ tubular cell กลายไปเปน myofibroblasts และนําไปสูการเกิด 

tubulointerstitial fibrosis ในระยะตอมา เราเรียกกระบวนการนีว้า “epithelial to mesenchymal 

transformation [32, 33]  

 
2.3.1 กลไกที ่proteinuria  กอใหเกิดอันตรายตอบริเวณ tubulointerstitium   

(mechanisms of tubulointerstitial damage by proteinuria) 
 ในปจจุบันเชื่อวาผาน 3 กลไกหลักดวยกนัไดแก 

 2.3.1.1) การทําลายโครงสรางของเนื้อไตบริเวณ tubulointerstitium (anatomical 

disruption) โดยเกิดการอุดตันของ tubular lumen โดย cast และการเกิดพังผืดที่บริเวณ 

glomerular tuft 

 2.3.1.2)  การทําลายเนื้อไตโดยปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ (non-specific effects) โดยเกิดการ

แตกของ  lysosome จากการที่มีการดูดซึมโปรตีนที่ร่ัวออกมาทางโกลเมอรูลัสของ tubular cell จน

เกินขีดความสามารถ  และภาวะไมเพียงพอของพลงังานที่ตองใชไปในการดูดซึมโปรตีนของ tubular 

cell 

 2.3.1.3)   การทําลาย tubular cell โดย proteinuria ออกมาโดยตรง (direct effects) โดย

ผานทาง growth factors, transferrin, albumin-bound fatty acid [34, 35] และ complement ใน

ปจจุบันทฤษฎนีี้เปนทฤษฎีทีม่ีหลักฐานและไดรับการยอมรับมากที่สุด 
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2.3.2 การกระตุนระบบ complement 
 บนผิวของเซลลทอไตจะมีการแสดงออกของสารทีม่ีคุณสมบัติยับยั้งการกระตุนระบบ 

complement   จึงเชื่อกนัวาไตมีแนวโนมที่จะถกูทาํลายจากการกระตุนระบบ complement ไดงาย

กวาอวัยวะอื่น สวน brush border ของเซลลทอไตสวนตน (proximal tubule) สามารถกระตุนระบบ 

complement ผานทาง alternate pathway ที่บริเวณนี้จึงมกีารแสดงออกของโปรตีนที่ยับยั้งการ

ทํางานของ complement เชน DAF and CD 59 ในมนุษย หรือCrry ในสัตวตระกูลหน ู[36]  พบวา 

proteinuria สามารถกระตุนระบบ complement ได เชนมีรายงานวาพบ C5b-9 complex (แสดงถึง

วามกีารกระตุน common pathway) บนทอไตของหนูทดลองที่กระตุนใหเกิด proteinuria ดวยการ

ให puromycin  การศึกษาของ Remuzzi และคณะ [37] พบ C3 deposit บนผิวของ tubular cell 

ในแบบจําลอง remnant kidney ตําแหนงที่พบนั้นใกลเคียงกับบริเวณที่มีการ ดูดซึม (reapsoption) 

protienuria และเปนบริเวณที่เซลลเมด็เลือดขาวเคลื่อนเขามาชุมนุมกนั ชี้ใหเห็นวากระบวนการ

ทําลายเนื้อไตจากภาวะ proteinuria สวนหนึ่งอาจออกฤทธิ์ผาน complement ดวย เคยมีผูรายงาน

วาในหนูทดลองที่ขาด complement บางชนิดจะเกิด secondary progression ไดยากขึ้นเชนกนั 

[38]   

  

 

 

รูปที4่   แสดงกลไกที่ proteinuria กอใหเกดิอันตรายตอบริเวณ tubulointerstitium 

 

Tubulointerstitial damage 

Proteinuria 

Anatomical disruption  
(obstruction of tubular lumen by 

casts, obliteration of tubular neck by 

glomerular tuft adhesions 

Direct effects of 
components in proteinuric 
urine( complement, albumin-

bound fatty acid) 

Non specific effects 
associated with reabsorption of 

massive proteinuria (lysosomal 

rupture, energy depletion) 
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2.3.3 ชนิดของโปรตีนในการกอใหเกดิอันตราย 
นอกจากภาวะพิษของโปรตีนจะขึ้นอยูกับปริมาณแลว ชนิดของโปรตีนก็มีความสําคัญดวย  

ดูเหมือนวา albumin เปนพษิไมมากนักขณะที ่ transferin, thyroglobulin, prealbumin, fatty acid 

bound albumin และ โปรตีนที่ถกูเปลี่ยนแปลงโครงสรางดวย advanced glycation end product 

(AGE) มีความเปนพิษสูงกวา 
 

2.4  การรักษาปองกันการตายของเนื้อไตชนิดเพิ่มพังผืดบริเวณ tubulointerstitium 
(tubulointerstitial fibrosis) 
 จากความรูความเขาใจกลไกการเกิดพงัผืดของไตบริเวณ tubulointerstitium ที่มีมากขึ้น 

นําไปสูแนวทางการรักษาใหมๆเพื่อมุงหวงัชะลอและฟนฟูโรคไตวายเรือ้รัง ในปจจุบนัมุงเนนไปที ่

การลดปริมาณ proteinuria การลดการขาดออกซิเจน และการลดการเกิด apoptosis ดังจะไดกลาว

ในรายละเอียดตอไปนี้ 

 
 2.4.1 การรกัษาเพื่อลดปริมาณ proteinuria (treatment targeting proteinuric 
tubulointerstitial damage) 

ยา ACEI และยา ARB เปนยามาตรฐานในการนํามาใชลด proteinuria  โดยอาศัยกลไก

หลักคือการลดความดันภายในโกลเมอรูลัส (intraglomerular pressure)   นอกจากนัน้แลวยังพบวา

ยายงัชวยลดการกรองผานของสารตางๆไดอีกดวย (retain glomerular permeability)  ขอมูลจาก

การศึกษาขนาดใหญ และจากการทาํ metaanalysis ชวยยนืยนับทบาทในการลด proteinuria ของ

ยา ACEI  ไดจริง [39, 40]   

อยางไรก็ตามถึงแมวายา ACEI และ ARB จะสามารถลด proteinuria ไดดีแตก็สามารถลด

ไดระดับหนึ่งเทานั้น ทาํใหมคีวามพยายามหายาใหมๆเพื่อนาํมาใชในการลด proteinuria ใหมากขึ้น

ไปกวาเดิม หนึ่งในนัน้คือการใชยาที่ออกฤทธิ์ในการลดการทาํงานของ complement [36]  ซึ่งคงตอง

รอการศึกษาตอไปในอนาคต 

 
 2.4.2 การรักษาเพื่อลดการขาดออกซิเจน (treatment targeting hypoxic 
tubulointerstitial damage) 
 จากที่กลาวไปในตอนตนแลววาการขาดออกซิเจนเปนกลไกที่สําคัญในการเกิดพงัผดืที่

บริเวณ tubulointerstitium  ดังนัน้การรักษาทีมุ่งไปที่การเพิ่มปริมาณออกซิเจนจงึนาที่จะชวยในการ

ลดพังผืดไดเปนอยางดี การรักษาที่มีความเปนไปไดในปจจุบันมีดังตอไปนี ้
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2.4.2.1 การรกัษาภาวะโลหิตจางโดยการใชยา erythropoietin (EPO) 
           สามารถตรวจพบภาวะโลหิตจางไดตั้งแตในระยะแรกๆที่ไตเร่ิมทํางานลดลง โดยอาศัยขอมูล

จากการศึกษาขนาดใหญของ The Third National Health and Nutrition Examination Survey 

[41] และ  The National Kidney Foundation Kidney Early Evaluation Program [42]  เมื่อเกิด

ภาวะโลหิตจางขึ้นยอมทาํใหเกิดภาวการณขาดออกซิเจนตามมา พบวาทุกๆคาฮีโมโกลบินที่ลดลง 1 

กรัมตอเดซิลิตร จะมีความเสี่ยงตอการดาํเนินโรคเขาสูภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดทาย (end stage 

renal disease) เพิ่มข้ึนรอยละ 11  จะไดกลาวอยางละเอียดถึงบทบาทของการใชยา erythropoietin 

ในการชะลอความเสื่อมของไตในหัวขอตอๆไป  
  

2.4.2.2  การใชยา ACEI, ARB เพื่อคงสภาพหลอดเลือดฝอยรอบทอไต  ACEI, ARB 
(preservation capillary blood flow) 
 Norman และคณะ [43] เปนกลุมแรกที่แสดงวาการปองกนัการกระตุนระบบ renin 

angiotensin system (RAS blockade) ในหนทูดลองสามารถเพิ่มปริมาณออกซิเจนที่ไปเล้ียง

บริเวณ renal cortex ได ตอมา กฤษณพงศ  มโนธรรม และ Nangaku [21] ทําการทดลองในหนู

ทดลองที่ถูกตดัไตไป 5/6 (5/6 nephrectomy model)  และสามารถพสูิจนใหเหน็วามีภาวะ 

tubulointerstitial  hypoxia เกิดขึ้นจริง และเมื่อทดลองใหยา angiotensin receptor blockade 

(ARB) พบวาสามารถยับยัง้การขาดออกซเิจนได ดงัไดกลาวไวในหัวขอ 2.2.3     เชื่อวากลไกที่

สําคัญในการชวยลดการขาดออกซิเจนคือการขยาย efferent glomerular arteriole ซึ่งทาํใหมี

ปริมาณเลือดไปเลี้ยงที่บริเวณ tubulointerstitium เพิ่มข้ึน นอกจากนั้นยังเชื่อวายายงัมีผลในการเปน 

antioxidant  อีกดวย [44] 

 
 2.4.2.3 การใชยาเพื่อปองกันระบบหลอดเลือดจุลภาค (protection of the vascular 
endothelium) 
 VEGF  และ dextran sulfate เปนสารที่ไดรับความสนใจศึกษาในบทบาทปองกนัระบบ

หลอดเลือดจุลภาค ในรปูแบบการศึกษาการเกิด thrombotic microangiopathy ซึ่งใช 

antiglomerular endothelial antibody ฉีดเขาไปในหลอดเลือด renal artery พบวา dextran 

sulfate สามารถปองกนัการเกิดอันตรายตอหลอดเลือด endothelium ได โดยอาศยักลไกทางดาน

ปองกนัการแขง็ตัวของเลือด และลดการอกัเสบของหลอดเลือด    Kang และคณะ [45]   ไดศึกษา

การใช VEGF ในหนูทดลองทีถู่กตัดไตไป 5/6 พบวาหนูทดลองในกลุมที่ไดรับ VEGF มีการทาํงาน

ของไตที่ดีขึ้น และมีอัตราการตายที่ต่ํากวาในกลุมควบคมุ เมื่อศึกษาลกัษณะทางพยาธิวทิยาพบวามี
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การเพิม่ข้ึนของ หลอดเลือดฝอยรอบทอไต (peritubular capillary) อยางชัดเจน Kang จึงสรุปวา 

VEGF สามารถปองกนัการทําลายของหลอดเลือดฝอยรอบทอไตและชวยสรางหลอดเลือดขึ้นใหมใน

บางสวน  

 
 2.4.2.4 การใชยาทีเ่พิ่มการทํางานของ Hypoxic Inducible Factor (HIF-based 
therapy) 

HIF ประกอบดวย alpha subunit (HIF- α )และ  beta subunit (HIF-β) ในขั้นตอนการ

ทํางานทัง้สอง subunit จะจับตัวกันกอน  HIF-β  เปนโปรตีนที่มปีริมาณคอนขางคงที่จงึไมไดมี

บทบาทในการควบคุมการตอบสนองตอ hypoxia โดยตรง  ขณะที่ HIF-α   เปนโมเลกุลที่

เปลี่ยนแปลงตามปริมาณออกซิเจนดงันัน้การควบคุมการตอบสนองตอ hypoxia จึงขึ้นกับปริมาณ 

HIF-α   โครงสรางของ HIF-α   ทางดาน N terminal ประกอบดวยโครงสรางแบบ basic helix -

loop-helix (bHLH) ซึ่งเปนสวนที่จับกับ HRE บนสาย DNA    ถัดมาจะเปนสวนที่เรียกวา PAS (Per-

Arnt-Sim) domain เปนสวนที่จับ (dimerize)กับ PAS domain ของ HIF-α  บริเวณปลาย carboxy 

ของ HIF-α   จะควบคุมโดยออกซิเจนจึงเรียกวา (oxygen dependent domain) ซึ่งประกอบดวย

สวนที่ทาํหนาที่กระตุนการสรางยนี [trans-activator domain (TAD)]  

 ในภาวะที่มีออกซิเจนพอเพยีง HIF-α   จะถูกเอนไซม  prolylhydroxylase (PHD-2, EGLN) 

เติมหมู OH- ที่ proline  ตําแหนงอะมิโนที ่402 และ 564 (รูปที่ 5 ) HIF-α   ที่ถกูhydroxylase นี้จะ

ถูกจับดวย Von Hippel-Lindua และถกูทําลายลงอยางรวดเร็ว PHD-2 เปนเอนไซมที่ตองอาศัย 

oxygen ในการทํางาน  เมือ่ขาดออกซิเจนเอนไซมนี้จะไมทํางาน  อีกนัยหนึง่อาจกลาวไดวา PHD-2 

ทําหนาทีเ่ปนตัววัดออกซิเจน(oxygen sensor)    ในสภาวะhypoxiaเมื่อPHD-2 ทํางานไมไดการ

ทําลาย HIF-α   จะหยุดลง          HIF-α  ที่เหลือจึงสามารถ dimerized กับ HIF-β และทํางานได      

ปจจุบันเราพบ HIF-α   3 isoform ไดแก HIF-1 α , HIF-2 α , และ HIF-3 α          HIF-1 α  เปน 

isoform ที่รูจกักันดทีี่สุด    เซลลในรางกายเกือบทุกชนิดสรางและเพิ่มปริมาณHIF-1α ในภาวะ

hypoxia   เชือ่วา HIF-1α  เปนโมเลกุลหลักที่ควบคุมการตอบสนองเกือบทัง้หมดตอภาวะ hypoxia   

หนทูดลองชนดิ HIF-1α knock out จะเสียชีวิตตั้งแตเปน embryo ในชวงที่เร่ิมสรางระบบไหลเวียน

แสดงถึงความสําคัญของระบบ HIF ตอการ development    HIF-2α  มีโครงสรางคลายกับ HIF-

1α  มาก มีการแสดงออกที ่endothelial จึงมีชื่อเรียกอีกชื่อวา EPAS (endothelial PAS) ยังพบการ

แสดงออกของ HIF-2α  ในbone marrowเชื่อวาเกี่ยวกับการmaturation ของเซลลเม็ดเลือด   พบ 

HIF-2 α  ในไตที่บริเวณ interstitium ปจจุบันเชื่อกนัวา HIF-2α  เปนโมเลกุลหลักในการควบคุม
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การสราง erythropoietin    สวน  HIF-3α  ไมมี trans-activation domain จึงทํางานเปน 

competitor กับระบบ HIF-1α  และ HIF-2α      พบการแสดงออกของ HIF-3α  ที่ cornea เชื่อวา 

HIF-3α  ทําหนาที่ยับยั้งการสรางหลอดเลอืดที่บริเวณนัน้  [46, 47, 48] 
 

 
 
 
 
 
รูปที5่  แสดงกลไกควบคุมการทาํงานของ Hypoxic Inducible Factor โดยออกซิเจน  

ในภาวะที่มีออกซิเจน (normoxia) HIF-1α จะถูกเติมหมู OH ดวยเอ็นซัยม PHD-2 โมเลกุล HIF ที่ถูก 

hydoxylase จะถูกจับดวยโมเลกุล pVHL กอนจะถูกทําลายโดยกระบวนการ proteolysis 

ในภาวะ hypoxia PHD FIH ไมทํางาน โมเลกุลของHIF-1α จึงไมถูกทําลายและสามารถจับกับ 

activation factor อื่น กระตุนการ transcription ได 
 

 Manotham และ Nangaku [16] ไดตรวจพบการแสดงออกของ HIF-1α ในระดับตํ่าๆ 

บริเวณ renal medulla ของหนทูดลอง      เมื่อกระตุนใหหนูทดลองขาดน้ํา พบวามกีารกระตุนระบบ 

HIF มากขึ้นเชื่อวาเปนผลมาจากเกิด tissue hypoxia เพิ่มข้ึน เมื่อทดลองหยุดการกระตุน HIF ใน 
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renal medulla ดวยกระบวนการถายยนี (in vivo gene transfer)  พบวาทําใหเกิด medulla 

damage  พรอมกับการลดลงของ VEGF เนื่องจากพบความเสยีหายในบริเวณกวางมาก จงึ

สนับสนนุวาเนื้อไตสวน medulla อาศัยการกระตุนระบบ HIF เปนระยะสั้นๆเกือบตลอดเวลา เมื่อทํา

การทดลองกระตุนระบบ HIF ใน medulla ใหทาํงานเพิม่ข้ึนสามารถชวยลดความรนุแรงของภาวะไต

วายเฉียบพลนัจากการขาดเลือดได  ขอมูลเหลานี้แสดงใหเห็นวาไตเองก็กาํลังใชระบบ HIF ในการ

ปกปองตัวเองจากภาวะ hypoxia อยู ถาสามารถเสริมการกระตุนระบบ HIF ในไตแมพียงเลก็นอย

อาจจะชวยใหไตทนทานตอภาวะ hypoxia เร้ือรังไดมากขึ้น 

 
2.4.3 การรักษาเพื่อลดการเกิด apoptosis (treatment targeting reduce apoptosis) 
         ในปจจุบันมีการศึกษากลไกการเกิด apoptosis อยางกวางขวาง เชื่อวา apoptosis เปน

กลไกพืน้ฐานที่เกิดขึ้นภายหลังภยนัตรายใดๆก็ตาม แลวไปมีผลทําใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อ

และอวัยวะตางๆ   ในสภาวะการติดเชือ้การเกิด apoptosis เปนกระบวนการทีช่วยในการจาํกัด

ขอบเขตการติดเชื้อซ่ึงเปนสิ่งที่ดี  แตในสวนของการขาดเลือด (ซึ่งเปนกลไกหนึ่งในการเกิดของ 

ischemic acute tubular necrosis) การไดรับสารพิษบางอยาง การเกิด apoptosis จะทาํใหเนื้อเยื่อ

ไดรับความเสียหายเพิ่มข้ึน (รูปที่ 6)   ทาํใหมีความสนใจศึกษาเพื่อลดการเกิด apoptosis        ขึ้น 

Metabolic stress

Apoptosis
(Innate adaptive response)

Destroyed surrounding tissue

EPO

Infection setting:
Limited spread of infection

Trauma, Ischemia, Toxin setting:
More tissue damage

 
รูปที่ 6  แสดงบทบาทของการเกิด apoptosis ตอเนื้อเยือ่ตางๆ [51]  

Erythropoietin เปนสารตัวหนึ่งที่ไดมีการศึกษาในเรื่องความสามารถชะลอความเสื่อมของ

ไตอยางกวางขวาง เนื่องจากพบวานอกจาก erythropoietin มีความสามารถในการกระตุนเซลลไข

กระดูกใหมกีารสรางเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึน ยังมีผลตอการทาํงานของเซลลในอวัยวะตางๆมากมาย 
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(pleiotropic effect) เชน เซลลในระบบประสาทและสมอง เซลลในระบบหวัใจและหลอดเลือด และ

เซลลมะเร็ง ในภาวะทีร่างกายขาดออกซิเจนจะมีการกระตุนใหไตทําการสราง erythropoietin 

เพิ่มข้ึน  erythropoietin เปนสารไกลโคโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 34,000 ดาลตัน ยนีที่ควบคมุการ

สราง erythropoietin อยูบนโครโมโซมคูที่ 7 พบวา type 1 interstitial cell ในไตเปนเซลลที่สราง 

erythropoietin ในรูปของ prohormone ซึ่งประกอบดวย 193 amino acid หลังจากนั้นจะมีการแยก 

amino acid  ออก 28 ตัว กอนที่จะมกีารหลั่งออกสูกระแสเลือด erythropoietin  ที่หลัง่ออกมาใน

กระแสเลือดจะเปน sialoglycoprotein ประกอบดวย  165 amino acid peptide มีสวนที่เปน

คารโบไฮเดรต ซึ่งมีปริมาณ sialic acid อยูมากเชื่อมกบัสาย peptide ของ erythropoietin อีก 4 

ตําแหนง เปน N-linked sugar 3 ตําแหนง และ O-linked 1 ตําแหนง ทาํใหการจับกันระหวาง 

erythropoietin กับ erythropoietin receptor มีความมัน่คง [49]  นอกจากหนาที่หลักคือการกระตุน

ไขกระดูกสรางเม็ดเลือดแดงเพื่อนําออกซเิจนไปเลี้ยงตามเนื้อเยื่อตางๆเพิ่มข้ึน ในปจจบุันพบวา 

erythropoietin นาจะมีบทบาทในการลดการอักเสบโดยผานทางระบบ glutathione, superoxide 

dismutase, vitamin E และ coenzyme Q และมีผลลดการเกิด apoptosis [50] 

 
2.4.3.1 แนวคิดในการนาํยา erythropoietin มาใชในการลดการเกิดภยันตรายตอ

เนื้อเยื่อ 
เมื่อมีภยันตรายตอเนื้อเยื่อ (primary injury) จะกอใหเกิดการหลั่ง pro-inflammatory 

cytokine ซึ่งไปมีผลใหเกิดการตาย apoptosis ในบริเวณนั้นและบริเวณที่อยูโดยรอบ (penumbra 

area) พบวารางกายจะมีกลไกในการลดการตาย apoptosis ของเนื้อเยื่อในบริเวณที่อยูโดยรอบซึง่

เปนบริเวณทีม่ีโอกาสฟนตวั (penumbra area) โดยการหลัง่สาร protective cytokine เพื่อมาชวย

ลดการตาย apoptosis แตโดยสวนใหญปริมาณของ protective cytokine มักจะมีไมเพียงพอ จงึได

มีแนวคิดในการใชยา erythropoietin (exogenous erythropoietin) ในขนาดสงูเพื่อนํามาลดการ

ตาย apoptosis (รูปที่ 7) 
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รูปทึ7่  แสดงกลไกในการเกิดการตาย apoptosis และการลดการเกิด apoptosis โดยการใชยา erythropoietin 

(exogenous erythropoietin) [51] 

 
2.4.3.2 Erythropoietin receptor 
Erythropoietin receptor อยูในกลุม type 1 cytokine family receptor ซึ่งประกอบไปดวย 

erythropoietin receptor (EPOR), β common receptor (βCR) และ granulocyte macrophage 

colony stimulating factor (GMCSFR),     erythropoietin  receptor ประกอบไปดวยหนวยยอย 2 

หนวยยอยเรียกวา homodimer และจะมีปริมาณเพิม่ข้ึนเมื่อมีสาร pro-inflammatory cytokine 

ตางๆเชน tumor necrosis factor α และ interleukin-1β มากระตุน (ตางจาก erythropoietin ซึ่ง

ถูกกระตุนโดยภาวะขาดออกซิเจน)  เราสามารถพบ erythropoietin receptor ไดในทกุสวนของไต 

ไมวาจะเปนในสวน cortex, medulla, proximal tubular cell และ distal tubular cell เชื่อวา 

erythropoietin receptor ที่มีบทบาทในการปองกนัภยันตรายตอเนือ้เยื่อ (tissue protection) มี

โครงสรางที่แตกตางจาก erythropoietin receptor ทีม่ีบทบาทในการกระตุนการสรางเม็ดเลือดแดง 
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โดย Brines และคณะไดเสนอโครงสรางของ tissue protection erythropoietin receptor (tissue-

protection EPOR) วามี 3 หนวยยอย อันประกอนไปดวย 2 หนวยยอยของ β common receptor  
และ 1 หนวยยอยของ erythropoietin receptor 

ดังรูปที ่8 

 
 

 

รูปที่ 8 แสดงโครงสรางของ a) type 1 cytokine family receptor , b) EPOR homodimer, c) 

proposed structure of the tissue protection EPOR  [51] 
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 ภายหลงัจากที่ erythropoietin จับกับ erythropoietin receptor จะมีการกระตุน janus 

tyrosine kinase 2 (JAK2) ซึ่งจะไปมผีลกระตุน mitogen-activated protein kinase (MAPK), 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) และ nuclear factor-κB (NF-κB) ซึ่งนาํไปสูการกระตุน  

B-cell leukaemia/lymphoma (BCL) family ซึ่งเปนสารตานการตาย apoptosis (antiapoptosis)  

นอกจากนัน้ยงัมีการยับยัง้เอนไซม glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) ซึ่งไปมีผลลดการ

กระตุนเอนไซม caspase หนึง่ในเอนไซมที่มีบทบาทตอการเกิดการตาย apoptosis  ขอมูลจาก

การศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) พบวา erythropoietin ยังกระตุน STAT5  หนึง่ในโปรตีนสาํคัญ

ในการลดการเกิดการตาย apoptosis แตยังขาดขอมูลในการศึกษาสัตวทดลอง (in vivo)  (รูปที่ 9)   

 

 
 

 

 

รูปที ่9  แสดงกลไกที่เกิดขึ้นภายในเซลลภายหลงัการกระตุน tissue protection EPOR [51] 
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2.4.3.3 ขอมูลของยา erythropoietin ในการลดการเกิดภยันตรายตอไต 
2.4.3.3.1 ขอมูลจากการศกึษาในสัตวทดลอง 

 สวนใหญเปนขอมูลการศึกษาในหนูทดลอง  ในรูปแบบการศึกษาไตวายฉับพลนั 
(ischemia/reperfusion injury)    Patel และคณะไดใชยา erythropoietin ฉีดใหหนูทดลองที่ถกูทํา
ใหเกิดภาวะไตวายเฉยีบพลนั (ischemia/reperfusion injury) พบวายา erythropoietin  สามารถลด
การสรางสาร myeloperoxidase, lipid peroxidation ทําใหหนทูดลองมีการทํางานของไตที่ดขีึ้น 
[52]   การศึกษาโดย Hong และคณะในหนทูดลองที่มภีาวะไตวายฉบัพลัน (ischemia/reperfusion 
injury) เชนเดยีวกับการศกึษาแรกพบวา erythropoietin สามารถลดการ เกิด down regulation ของ 
aquaporin channel และ  Na+ transporter ได [53]    

ในสวนการลดการตาย apoptosis  การศึกษาของ Vesey และคณะพบวายา 

erythropoietin สามารถลดการเกิด apoptosis  ที่บริเวณ outer medullary thick ascending limb 

และเพิ่ม tubular epithelial regeneration ได  ในหนูทดลองที่ไตวายฉบัพลัน 

(ischemia/reperfusion injury) [54]  นอกจากนัน้ การศึกษาตอมาของ Yang และ Sharples  

พบวายา erythropoietin มีผลลดการเกิด apoptosis โดยการเพิม่สาร bcl-2 และลดสาร caspase-

3 ซึ่งอยูในการกระบวนการเกิด apoptosis ในรูปแบบการทดลองเดียวกัน [55, 56]   

ที่กลาวมาแลวนั้นเปนการศึกษาบทบาทของยา erythropoietin ในหนูทดลองทีม่ีไตวาย

ฉับพลัน (ischemia/reperfusion injury) เปนสวนใหญซึ่งพบวายา erythropoietin สามารถลดการ

เกิดอันตรายตอไตได แตยังมีการศึกษาบทบาทของยา erythropoietin ในดานการชะลอความเสือ่ม

ของไตในภาวะไตวายเรื้อรังนอย  Bahlmann และคณะ ทําการศกึษาในหนูทดลองที่ถกูตัดไต 5/6 

สวนซึง่เปนรูปแบบการศึกษาภาวะไตวายเรื้อรังรูปแบบหนึ่ง โดยฉีดยา darbepoietin ซึ่งเปน 

erythropoietin ที่มกีารเติมโมเลกุล N-linked  ทําใหคารโบไฮเดรตสามารถจับการ erythropoietin 

เพิ่มข้ึน 2 ตําแหนง และทําใหยา erythropoietin ออกฤทธิ์ไดนานขึ้น พบวาหนทูี่ไดรับยา 

darbepoietin  มีอัตราการรอดชีวิตที่ดีกวาหนทูี่ไมไดรับยา อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  (รูปที่10) 

นอกจากนัน้หนูที่ไดรับยา darbepoietin มีคาซีร่ัมครีอะตินีน คา urine protein excretion และความ

ดันโลหิตที่ต่ํากวาหนูที่ไมไดรับยา การศึกษานี้พบวากลไกหนึง่ทีย่า darbepoietin สามารถชะลอ

ความเสื่อมของไตไดมาจากการกระตุน endothelial-Akt ซึ่งชวยลดการเกิด apoptosis [57]  จะเห็น

ไดวาขอมูลงานวิจยัของ Bahlmann และคณะเปนการศึกษา in vivo เพียงการศึกษาเดียวของยา 

erythropoietin ที่แสดงถงึความสามารถในเรื่องการชะลอความเสื่อมของโรดไตวายเรื้อรังได  ไดสรุป

การศึกษาผลของยา erythropoietin ในการลดการเกิดภยันตรายตอไตในสัตวทดลอง ในตารางที ่2 
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รูปที1่0  แสดงอัตราการรอดชีวิตที่ดีกวาในหนูที่ไดรับยา darbepoietin  เมื่อเปรียบเทียบกับหนูที่

ไมไดรับยา darbepoietin อยางมีนยัสําคญัทางสถิติ [57]   
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ตารางที2่  สรุปการศึกษาผลของยา erythropoietin ในการลดการเกดิภยันตรายตอไตใน

สัตวทดลอง 

ชนิด
สัตวทดลอง 

Cause of renal injury rhEPO/Darbepoietin-α กลไกในการปองกัน 
(mechanism) 

Rat Remnant 0.1 ug/kg sc /wk Akt activation, ↓ 

apoptosis 

Rat I/R injury 500-3000 u/kg at 0, 24, 48 

hr 

↑ packed cell 

volume 

Mouse I/R injury 1000 u/kg sc at day -3 ↓ oxidative stress, 

↓ lipid peroxidation 

Rat I/R injury 200 u./kg iv at 0, 6 hr and 

od 

↓ aquaporin water 

channel, Na 

transport 

Rat I/R injury 5000 u/kg IP at -30min ↓ apoptosis, ↑ 

tubular regeneration 

Rat I/R injury 300 u/kg iv -30min, -5min 

and + 30min 

↓ apoptosis, 

caspase activation 

Rat I/R injury 3000 u/kg iv at  day -1 ↓ apoptosis 

Rat Hemorrhagic shock 300 u/kg iv before CPR ↓ caspase 

activation 

Rat Endotoxin shock 300 u/kg iv at LPS injection No protection 

Rat Cisplatin 100 u/kg IP od ↑ regeneration of 

proximal tubular cell 

I/R = ischemia/reperfusion  

SC = subcutaneous 

IP = intraperitoneal  
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2.4.3.3.2 ขอมูลการศกึษาในมนุษย 
ในปจจุบันขอมูลการศึกษาบทบาทของยา erythropoietin ในภาวะไตวายฉับพลันมีเพียง 1 

การศึกษาซึ่งเปนการศึกษาแบบยอนหลงั (retrospective study) ในผูปวย จํานวน 187 คน ที่รับไว
ในหอผูปวยวกิฤตหนักและมีภาวะไตวายฉับพลันและจาํเปนตองไดรับการฟอกไต ผูปวยที่ไดรับยา 
erythropoietin  (71 ราย) ไมไดมีการฟนตัวของไตที่เร็วขึ้น และไมไดชวยลดปริมาณการใหเลือด เมื่อ
เปรียบเทยีบกบัผูปวยที่ไมไดรับยา erythropoietin  (116 ราย) [58] 

สําหรับการศึกษาบทบาทของยา erythropoietin ในการชะลอความเสื่อมของโรคไตวาย
เร้ือรังในมนษุยนัน้ไดมาจาก 5 การศึกษาดวยกัน โดยเปนการศึกษาแบบไปขางหนา (prospective 
study) 4 การศึกษา และการศึกษาแบบยอนหลงั (retrospective study)  1 การศึกษา  

การศึกษาแบบไปขางหนา (prospective study) ของ Roth และคณะ [59] ในผูปวยโรคไต

วายเรื้อรังที่มภีาวะโลหิตจาง 83 ราย แบงผูปวยเปน 2 กลุมไดแก กลุมที่ไดรับยา erythropoietin 

และกลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin โดยทั้ง 2 กลุมมีคาเฉลี่ยฮีมาโตคริต (ประมาณ 27 เปอรเซนต) 

คาเฉลี่ยครีอะตินีน (ประมาณ 5.5 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร) และคาเฉลีย่ GFR (10 มิลลิลิตรตอนาท)ี 

ใกลเคียงกนั ไมพบความแตกตางในคา GFR เมื่อส้ินสุดการศึกษาที่ 48 สัปดาห  แตเมื่อวิเคราะหลง

ไปในรายละเอยีดมากขึน้พบวา หลังจากสปัดาหที่ 16 เมื่อคาฮีมาโตคริตบรรลุเปาหมาย กลุมที่ไดรับ

ยา erythropoietin  มีคาอตัราการลดลงของ GFR ที่นอยกวา กลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin 3 

เทา (-0.13 ± 0.35 มิลลิลิตรตอนาทีตอเดือน เปรีบเทียบกับ -0.39 ±  0.65 มิลลิลิตรตอนาทีตอ

เดือน ในกลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin, P = 0.05).  

การศึกษาที ่ 2 โดย Kuriyama และคณะ [60]  ศกึษาในผูปวยโรคไตวายเรื้อรังที่มีภาวะ

โลหิตจาง 73 ราย มีคาเฉลีย่ฮีมาโตคริต 27.4 เปอรเซนต  และคาเฉลี่ย creatinine clearance 18.2 

มิลลิลิตรตอนาท ี หลังจากเริ่มการศึกษา  8 สัปดาห แบงผูปวยเปน 2 กลุมไดแก กลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin และกลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin พบวาที ่ 36 สัปดาห กลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin มีคาการเพิม่ครีอะตินีนเปน 2 เทา (doubling of serum creatinine) รอยละ 52   

ขณะที่ในกลุมควบคุมมีคาการเพิ่มครีอะตนิีนเปน 2 เทา (doubling of serum creatinine) รอยละ 

90  (P < 0.005)  นอกจากนี้กลุมที่ไดรับยา erythropoietin มีรอยละของผูปวยที่ทาํการฟอกไตเมื่อ

สิ้นสุดการศึกษานอยกวากลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin อยางมนียัสําคัญทางสถิติ  

สําหรับการศึกษาที ่3 ซึ่งเปนการศึกษาแบบยอนหลัง (retrospective study) โดย Jungers 

และคณะ [61]   พบวายา erythropoietin นาจะมีบทบาทในการชะลอความเสื่อมของไตได จากการ

เปรียบเทยีบระหวางกลุมที่ไดรับยา erythropoietin (20 ราย)  และกลุมที่ไมไดรับยา erythropoietin 

(43 ราย)   ในผูปวยไตวายเรื้อรังทีม่ีระดับการทาํงานของไตใกลเคียงกนั  กลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin มีอัตราการลดลงของ creatinine clearance ที่ชากวากลุมที่ไมไดรับยา 
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erythropoietin อยางมีนัยสาํคัญทางสถิต ิ(-0.26 ±  0.15 มิลลิลิตรตอนาทีตอ 1.73 ตารางเมตรตอ

เดือน เปรียบเทียบกับ -0.36 ± 0.16 มิลลิลิตรตอนาทีตอ 1.73 ตารางเมตรตอเดือน, P < 0.05)  

การศึกษาที่ 4 โดย Gouva  และคณะ [62]  ในผูปวยโรคไตวายเรื้อรังที่ไมไดเกิดจาก

เบาหวาน มปีริมาณโปรตีนในปสสาวะนอยกวา 2 กรัมตอวัน และมีคาฮีโมโกลบินในชวง 9-11.6 

มิลลิกรัมตอเดซิลิตร  จํานวน 88 ราย แบงผูปวยเปน 2 กลุม คือกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ตั้งแต

เร่ิมมีภาวะโลหิตจางในระยะแรก และกลุมที่เร่ิมใหยา erythropoietin เมื่อคาฮีโมโกลบินนอยกวา 9 

มิลลิกรัมตอเดซิลิตร เมื่อดูทีผ่ลลัพธรวมของคาการเพิ่มครีอะตินีนเปน 2 เทา (doubling of serum 

creatinine)  การเกิดไตวายเรื้อรังในระยะสุดทาย และการเสียชีวิต ที่ 22 เดือน พบวากลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin ตั้งแตในระยะเริ่มตนมีคาผลลัพธรวมต่ํากวากลุมที่ไดรับการรักษาภาวะโลหิตจางที่

ชากวาอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  และการศึกษาลาสดุ [63] ซึ่งเปนการศึกษาทีม่ีจํานวนผูเขารวม

การศึกษามากที่สุด  จํานวนทัง้หมด 389 ราย โดยในตอนแรกตั้งใจจะทาํการศึกษา 40 เดือน แต

จําเปนตองหยดุการศึกษากอนกําหนด (ระยะเวลาในการศึกษาเฉลีย่ 7.4 ถึง 8.3 เดือน) เนื่องจาก

เกิดปญหา pure red cell aplasiaในผูปวยที่ไดรับยา erythropoietin พบวาไมมคีวามแตกตางใน

อัตราการลดลงของ glomerular filtration rate ในผูปวยกลุมที่ไดรับยา erythropoietin และในผูปวย

ที่ไมไดรับยา erythropoietin (รูปที่ 11) จะเหน็ไดวาขอมูลการศึกษาบทบาทของยา erythropoietin 

ในการชะลอความเสื่อมของโรคไตวายเรื้อรังในมนุษยยังมีความขัดแยงกนัอยู คงจะตองรอการศึกษา

ในรูปแบบไปขางหนาทีเ่ปน randomized control ขนาดใหญตอไปในอนาคตเพื่อที่จะสามารถสรุป

บทบาทของยา erythropoietin ไดอยางชดัเจน  

ไดสรุปการศึกษาผลของยา erythropoietin ในการชะลอความเสื่อมของโรคไตวายเรื้อรังใน

มนุษย   ในตารางที ่3 
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Rate of GFR decline (cc/min/yr) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที1่1 แสดงอัตราการลดลงของ glomerular filtration rate ในผูปวยกลุมที่ไดรับยา erythropoietin (high Hb) 

และในผูปวยที่ไมไดรับยา erythropoietin (low Hb) [63] 

 
ตารางที3่  สรุปผลการศึกษาผลของยา erythropoietin ในการชะลอความเสื่อมของโรคไตวายเรื้อรังในมนุษย   

 

เอกสารอางอิง รูปแบบการศึกษา 
(Type of Study) 

จํานวน 
(คน) 

ระยะเวลาใน
การศึกษา 
(เดือน) 

ผลลัพธ 

Roth et al Prospective 83 48  ยา EPO ไมชวย

ชลอความเสื่อม 

Kuriyama et al Prospective 108 9  ยา EPO ชวย

ชลอความเสื่อม 

Jungers et al Retrospective 63 24  ยา EPO ชวย

ชลอความเสื่อม 

Gouva et al RCT 88 22.5  ยา EPO ชวย

ชลอความเสื่อม 

Rossert et al RCT 389 40  ยา EPO ไมชวย

ชลอความเสื่อม 

RCT = randomized control trial  

0.058

0.081

0

0.05

0.1

High Hb Low Hb
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2.5 รูปแบบการทดลองผูกทอไต 1 ขางในหนูทดลอง (unilateral ureteral obstruction) 
การผูกทอไต 1 ขางในหนูทดลองซึ่งเปนแบบการศึกษาที่ทําใหเกิด tubulointerstitial 

fibrosis ไดเปนอยางดี และใชระยะเวลาไมนาน โดยจะเห็นการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนตั้งแต 1 

สัปดาหหลังการผูกทอไต  โดยเมื่อเกิดการอุดตันทอไต (obstructive uropathy) จะกอใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงภายในไตมากมาย ไดแกการเปลี่ยนของระบบโลหิตพลศาสตรภายในไต (renal 

hemodynamics) การเปลี่ยนแปลงใน renal tubular function ไมวาจะเปนในดานการดูดกลับของ

โซเดียม การทําใหปสสาวะเขมขนหรือเจือจาง การเปลี่ยนแปลงใน renal acidification และผลตอ

อิเลคโตรไลท  

ในสวนของบทบาทของเซลลและสารตาง  ๆ  เมื่อเกิดการอุดตันทอไต  (obstructive 

uropathy) พบวามีการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกัน ดังนี้ 
 
2.5.1 Angiotensin II (AII) 
ในปจจุบันเชื่อวาระบบ renin-angiotensin เปนกลไกหลักในการกอใหเกิดพยาธสิภาพที่

บริเวณ tubulointerstitium เมื่อเกิดภาวะ obstructive uropathy ข้ึน โดยผานทางสาร angiotensin 

II (Ang II)  โดยปกติ Ang II จะถูกสรางที่อวัยวะตาง ๆ เชน  หัวใจและหลอดเลือด  ตัวไตเองสามารถ

ผลิต A II ไดในระดับที่สงูกวาในเลือด ถงึ 1,000 เทา  Ang II จับกับ AT1 และ AT2 receptor signal 

ที่ผาน AT1 receptor ทําใหเกิด vasoconstriction กระตุนการแบงตวัของเซลล กระตุน fibroblasts 

และ myocytes  signal ที่ผาน AT2 receptor ทําใหเกิด vasodilatation และ มีฤทธิ์ 

antiproliferation รวมทัง้กระตุน apoptosis ดวย 

ภาวะ obstructive uropathy จะทาํใหระดับ Ang II เพิ่มสูงขึ้น ในขณะเดียวกนัก็จะมีผล

ควบคุมระดับ transforming growth factor-β (TGF-β), platelet derived growth factor (PDGF), 

insulin-like growth factor (IGF1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), nuclear 

factor–KB (NF-KB), monocyte chomoattractant peptide-1 (MCP-1) และ intercellular 

adhesion molecule-1 มหีลักฐานที่บงวา Ang II นาจะมีบทบาทในการเกิด apoptosis และ 

proliferation ใน obstructive uropathy  เชน การให  ACEI ชื่อ enalapril  จะลดการเกิด apoptosis 

และการสูญเสยีเนื้อไตในหนไูด [64] รวมทั้งมีหลกัฐานอื่นๆอีก เชน  ARB ก็สามารถชวยลด 

apoptosis ได   
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2.5.2 Cell apoptosis และ proliferation ใน obstructive uropathy 
การอุดกั้นทางเดินปสสาวะจะกระตุนระบบ renin-angiotensin ในไต ทําใหมีการสรางAng 

II   เพิ่มข้ึน รางกายจึงมีความไมสมดุลยของ vasodilators และ vasoconstrictors โดยจะมีสารชนิด

หลังเปนปริมาณมากกวา กอใหเกิดอันตรายตอไตโดยผานขบวนการ vasoconstriction-induced 

ischemia   พบวา vasoconstrictors เหลานี้จะกระตุน AII receptors บน tubular cells   

นอกจากนี้ mechanical stress ซึ่งเกิดจากการเพ่ิมความกดดันในทอไต (intratubular pressure) 

รวมทั้งการสราง cytotoxic reactive oxygen species ใน tubular cells จะทําลายเซลลและหลั่ง

สารที่มีผลเสียตอไตเพิ่มข้ึนเชน transforming growth factor-β (TGF-β)  และmediators  อ่ืนเชน 

osteopontin และ macrophage chemoattractant protein-1( MCP-1)เปนตน    MCP-1จะดึงดูด 

inflammatory cells โดยเฉพาะ macrophages มาที่ไต และจะเกาะติดกับ tubular และ 

endothelial cells โดยอาศัย adhesion molecules ตางๆ เชน ICAM-1 หรือ VCAM-1 เซลลเหลานี้

จะหลั่งสาร cytokines  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ไตตามมา การเปลี่ยนแปลงอีกประการหนึ่งคือ

พบการสูญเสียเนื้อไตไป ทั้งจากขบวนการ apoptosis และ necrosis แตสวนใหญจะพบ apoptosis 

ใน obstructive uropathy มากกวา จากการศึกษาในสัตวทดลอง ที่รัดทอไต (unilateral ureteric 

obstruction) พบวามีการเกิด apoptosis ตั้งแตวันที่ 2 และสูงสุดวันที่  25  การเกิด apoptosis 

สามารถอธิบายการสูญเสียปริมาณเนื้อไตอันเกิดจากการอุดกั้นทางเดินปสสาวะได  [65] อยางไรก็ดี

หลังการเกิดobstructive  uropathy จะมีการแบงตัวของ tubular cells เพิ่มข้ึน ( cell proliferation) 

ขั้นตอนในการเกิด proliferation และ apoptosisบางขั้นตอนคลายคลึงกัน  [66] โดยทั่วไป cell 

proliferation จะเกิดนํามากอน apoptosis พบวา selectin ซึ่งเปน adhesion molecules ชนิดหนึ่ง 

มีบทบาทในการดึงดูด leukocytes ใหเขามาสะสมในบริเวณ tubulointerstitium โดยเฉพาะ L-

selectin ซึ่งพบบน leukocytes สวนใหญจะดึงดูด macrophage ใหเขามาอยูในไตขางที่มี 

obstruction และกอใหเกิด tubular apoptosis, tubular atrophy และ interstital fibrosis ได [67]  

 

2.5.3  Transforming Growth Factor-β (TGF-β)    

TGF-β เปน potent fibrogenic factor พบหลักฐานวาในที่มกีารอดุกั้นทอไต จะมีระดับ 

TGF-β เพิ่มสูงขึ้น   สวนหนึง่ของ TGF-β จะถูกกระตุนโดย angiotensin II ดวย นอกจากนี้ TGF-β 

ยังควบคุมการเกิด  fibrosis จาก basic fibroblast growth factor (bFGF) และ platelet-derived 

growth factor (PDGF)     TGF-β ทําใหเกิดยับยั้ง cell growth  และเสริมสรางการสราง matrix 

โดยการกระตุนการสราง matrix receptors เชน  integrins และ osteopontin   ในอีกดานหนึง่ TGF-
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β  ยับยัง้การสลายตัวของ matrix โดยกระตุนการทํางานของ tissue inhibitors of 

metalloproteinases(TIMP) และลด activity ของ metalloproteinase      พบmetalloproteinases 

เหลานี้พบในเนื้อไต มีบทบาทในการเกิด tissue remodeling โดยสลาย matrix สวนเกินออกไป 

metalloproteinase ถูกควบคุมโดย TIMP เมื่อ TIMP เพิ่มข้ึนและ metalloproteinase ลดลงทําให 

matrix เพิ่มข้ึนและเกิด interstitial fibrosis ตามมา แตเนื่องจากยงัไมมีการสังเคราะห specific 

TGF-β  antagonists  จึงยังไมสามารถศึกษาบทบาทของ TGF-β ที่แนชัดได อยางไรก็ดี TGF-β  

จะเพิ่มสูงขึ้นในการอุดกัน้ฉบัพลันมากกวาการอุดกัน้เรือ้รัง67 เพราะ TGF-β ชวยเพิ่ม collagen ซึ่งใช

ในการเสริมสรางเนื้อเยื่อที่ถกูทําลายไป ในการอุดกัน้เรื้อรัง จะพบระดับ TGF-β สูงไมมาก ซึ่ง

สัมพันธกับการพยากรณโรคที่ไมดี การให ACEI ในชวงที่เกิด ureteral obstruction จะลดระดับ 

TGF-β  และ collagen ลงถงึรอยละ 50 รวมทัง้ลดการเกิด interstitial fibrosis ดวย เชื่อวากลไกเกิด

จากการที ่ACEI  ลดการสราง TGF-β ทีผ่านทาง Ang II [68]   

 มีการศึกษาพบวา hepatocyte growth factor (HGF) หรือในอีกชื่อหนึ่งคือ smad 7 ซึ่งเปน 

potent mitogen สําหรับ mature hepatocyte ชวยใหเซลลของเนื้อเยื่อของอวัยวะตาง ๆ แบงตัว

เพิ่มข้ึน ชวยซอมแซมอวัยวะที่สึกหรอ มีฤทธิ์ cytoprotective และ renotropic พบวา HGF มี

ปริมาณเพิ่มข้ึนใน model ของสัตวทดลองที่ทําใหเกิด unilateral ureteral obstruction และระดับ

ของ TGFβ และ HGF จะแปรผกผันกัน กลาวคือ HGF จะลดระดับ TGF-β expression และลดการ

เกิด tubulointerstitial fibrosis และชวยลดการดําเนินโรคสูไตวายเรื้อรังได  [69]  ในอนาคตอาจนํา

เทคโนโลยี gene therapy โดยใช tranfer gene ของ HGF เขาไปในรางกายเพื่อรักษา 

tubulointerstitial fibrosis ใน obstructive uropathy ได  

 
2.5.4  Clusterin      
เปน glycoprotein ซึ่งปกติจะมีอยูในปรมิาณไมมากในไต แตจะถูก upregulate มากขึ้นถา

มีภาวะ apoptosis    ยังไมทราบกลไกแนชดัในการกระตุน expression ของสารนี้   แตสันนิษฐานวา

เปนกลไกปองกันตัวเอง เพราะ clusterin ชวยลด apoptosis ที่เกิดจาก tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) [70] 
 

2.5.5 Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) 
มีบทบาทตอการดึงดูด inflammatory cells เชนกัน พบวาสัตวทดลองที่ทําใหเกิด ureteral 

obstruction จะมีระดับ TNF-α สูงขึ้นชัดเจน     TNF-α จะจับกับ receptors ของมันและกอใหเกิด 
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apoptosis และ necrosis ตามมา [71]  TNF-∝ ทําใหมี macrophage มาสะสมใน interstitium 

มากขึ้นซึ่ง macrophage จะกอใหเกิดผลตามมาคือสราง cytokines หลายชนิดซึ่งมีผลเพิ่มการสราง 

Collagenase,Transin และ Stromelysin mRNA ซึ่งเปนกลุมของ Matrix metallo proteinases 

(MMPs) MMPs มีบทบาทใน tissue remodeling ของเนื้อไตและถูกควบคุมโดย Inhibitory 

proteins ชื่อ Timps ความไมสมดุลของ Proteases เหลานี้นํามาการเกิด tubulointerstitial fibrosis 

ใน obstructive uropathy ได     macrophage สามารถผลิต TGF-β ไดดวย  

มี TNF 2 ชนิด คือ TNF-α และ TNF-β ถูกสรางจาก macrophages และ renal tubular 

cells เมื่อมี obstruction จะพบระดับ TNFα เพิ่มสูงขึ้นใน cortical tubules     TNF-α  มีบทบาท

ในการรวบรวม inflammatory cells, เพิ่ม (regulated upon activation, normal T cell expressed 

and secreted) RANTES, m RNA ในเซลล mesangium ของสัตวทดลอง ทาํใหเพิ่ม interstitial 

volume และกระตุน nuclear factor-KB ( NF-KB ) ในไตขางที่มกีารอดุกั้นทอไต 

 
2.5.6 Nuclear Factor-KB (NF-KB) 
NF-KB  จะอยูใน cytoplasm โดยจับกับ RNA ในบริเวณที่เปน promoters ของยีนตางๆ 

โดยเฉพาะเกี่ยวกับการควบคุม inflammation และimmune response พบวาระดับ NF – KB จะ

สูงขึ้นหลังการอุดตันทอไต และลดลงหลังไดรับ  ACEI  1   บงชี้วา  Ang II กระตุนการสราง NF-KB 

ทําใหมีการสราง TNF-α เพิ่มข้ึน 

การให ACE-inhibitor จะลดระดับ TNF-α และลดระดับ NF-KB ดวย [72] NF-KB จึง

เปรียบเสมือนสะพานเชื่อมในการควบคุมการเกิด gene expression ของ cytokine ตางๆ  

 
2.5.7  Reactive Oxygen Species 
เมื่อเกิด obstructive uropathy จะเกิดการสราง reactive oxygen species (ROS) เพิ่มข้ึน 

โดยเฉพาะในชวงที่เกิด vasoconstriction พรอมกับมีการลดลงของขบวนการ antioxidant ใน

รางกาย ยงัไมทราบกลไกที่แทจริงของ  ROS ในการทาํใหเกิด apoptosis ,  interstitial fibrosis การ

ให probucol ซึ่งเปน antioxidant จะชวยปองกันการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในไตจาก chronic 

ureteric obstruction ได 

Reactive Oxygen Species (ROS) อาจมีบทบาทสําคญัใน tubulointerstitial 

inflammation ที่สัมพันธกับ obstructive uropathy เพราะภาวะการอุดกั้นทอไต นาํไปสู tissue 

hypoxia มีการผลิต ROS เพิ่มข้ึน และมี macrophage เขาไปสะสมใน interstitium เพิ่มข้ึน    มีการ
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ผลิต TGF-β, osteopontin, heat-shock protein และ ICAM-1 เพิม่ข้ึน และนําไปสู tubulointer 

stitial fibrosis ในที่สุด  

 
2.5.8 Epidermal Growth Factor (EGF)  
Cytokines เหลานี้ จะชวยสงเสริมใหเซลลเขาสูวงจรการเกิด proliferation ไดเร็วขึ้น แตการ

เกิด apoptosis ลดลง นอกจากนี้ยังม ี growth factor อ่ืนๆที่เกีย่วของดวยเชน insulin-like-growth 

factor-1    พบวามีระดับ cytokines บางชนิดเพิม่ข้ึนซึ่งอาจมีบทบาทตอการทาํลายไตในภาวะอุด

กั้นทางเดินปสสาวะดวย เชน PDGF เปนตน 

     
2.5.9 Macrophages 
ภายหลังจากที่ทดลองทําใหเกิดการอุดกั้นของทางเดินปสสาวะในสัตวทดลอง จะพบวามี

macrophage เขามาสะสมในบริเวณ interstitium คอนขางมาก โดยพบวามีสารกระตุนที่ชื่อ 

monocyte chemoattractant peptide-1 ( MCP-1) มีระดับเพิ่มข้ึนดวยรวมทั้งโปรตีนอื่นที่มีฤทธิ์

ดึงดูด macrophage เชน  osteopontin ยังไมทราบวาปจจยัอะไรที่เปนสาเหตุใหไตที่ถูกอุดกั้นหลั่ง

สารเหลานี้มาดึงดูด macrophages ใหมาสะสมที่บริเวณ interstitium เมื่อ macrophage มาสะสม

ที่บริเวณ interstitium จะหลั่งสาร TGF-β ซึ่งทําใหมีการสะสมของ fibroblast มาภายหลัง และ 

TGF-β จะยับยั้งขบวนการยอยสลาย extracellular matrix ดวย [73]    ผลโดยรวมทําใหมีการสะสม

ของ fibrous tissue เพิ่มข้ึนในที่สุด 

 
2.5.10 Kininogen gene family 
หลังเกิดการอุดกั้นทางเดินปสสาวะ จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของ renal hemodynamic 

ตัวอยางเชนใน model ของ unilateral ureteral obstruction(UUO) ซึ่งเปนรูปแบบการทดลองที่

ไดรับการศึกษากันอยางกวางขวาง พบวาในชวงแรกของการอุดกั้นจะมีปริมาณเลือดที่ไปเล้ียงไต

( renal blood flow) เพิ่มข้ึน อธิบายจากการเพิ่มข้ึนของ prostaglandins จากไตที่ขางที่ถูกอุดกั้น 

ตอมาเมื่อการอุดกั้นเกิดนานกวา 24 ชั่วโมง จะมีการเพิ่มข้ึนของ renal vascular resistance และ 

glomerular ultrafitration coefficient ลดลง ทําให RBF และGFRลดลง สาเหตุของการลดลงของ 

GFRและ RBF เกิดจากการหลั่งสาร vasoconstrictor เชน Ang II, thromboxane, leukotrienes, 

vasopressin และ endothelins โดย Ang II มีบทบาทคอนขางมากดังที่ไดกลาวมาขางตน 

นอกจากนี้ขบวนการอุดกั้นทางเดินปสสาวะเองยังมีผลตอไตดวยโดยรบกวนการสรางและการออก

ฤทธิ์ตอ vasodilators เมื่อทดลองให ACEI ซึ่งยับยั้งการสลายตัวของ  bradykinin จะพบวา 
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preglomerular vasoconstriction ลดลง แสดงวา intrarenal-kinin activity อาจมีบทบาทในการอุด

กั้นทางเดินปสสาวะดวย แตตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีก สวนผลของ UUO ตอ kallikrein-kinin 

system พบวาเมื่อมีการอุดกั้นทางเดินปสสาวะในสัตวทดลอง จะมีการสราง kallikrein ลดลง เชื่อวา

ความดันที่สูงขึ้นในไตจะไปมีผลตอเซลลที่สราง Kallikrien ทําใหการสรางสารนี้ลดลง และทําให 

kininogen ซึ่งตองอาศัย kallikrein ในการเปลี่ยนแปลงเปน bradykinin มีการเปลี่ยนแปลงเปน 

bradykinin ลดลงดวย การลดลงของ kinin ทําใหเกิด vasodilatation ตามมา  kinin กระตุน 

thromboxane  และกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ prorenin เปน renin  รวมทั้งกระตุนการสราง renin 

โดยตรงจาก juxtaglomerular apparatus ดวย 

 
2.5.11 Platelet – derived growth factor (PDGF) 

      PDGF เปน growth factor ที่มีบทบาทสําคัญในการกอใหเกิดโรคไตหลายชนิด เพราะมีฤทธิ์

เปน mitogen และ chemoattractant สําหรับ fibroblast และ mesenchymal cells รวมทั้ง smooth 

muscle cells    มี PDGFหลายชนิด ไดแก PDGF A, B, C, D ซึ่ง พบวา PDGF B และ D มีบทบาท

ในการทําใหเกิด tubulointerstitial injury จาก obstructive uropathy ในสัตวทดลอง [74]  

 
2.5.12 Nitric Oxide (NO) 
เปน messenger molecules  ที่มีบทบาทเกีย่วกับ renal physiology รวมทั้ง obstructive 

uropathy ดวย พบวา NO ชวยลดการเกดิ renal fibrosis ใน experimental uropathy  การศึกษา

ตอมาพบวาการสราง NO ลดลง   ในหนูทีท่ําใหเกิด unilateral ureteral obstruction ดังนั้น การ

พยายามลดการเกิด fibrosis อาจทําไดโดยการดัดแปลง เอนไซม nitric oxide syntase (NOS)  เพื่อ

ปรับสมดุลระดับ NO ในรางกาย [75]            

 

 2.5.13 บทบาทของ vasoactive compounds ใน obstructive nephropathy 
เมื่อเกิด obstruction นานเกิน 24 ชั่วโมง จะมี vasoconstriction , glomerular filtration 

rate และ effective renal plasma flow (ERPF) ลดลง   และ mean arterial pressure เพิ่มข้ึน การ

เปลี่ยนแปลงของ blood flow เกิดเนื่องจาก prostaglandins,  Ang II และ NO   เพราะมหีลักฐานวา

พบ vasoconstrictor บางชนิดเพิ่มข้ึนในภาวะ obstructive uropathy เชน  Ang II, thromboxane 

A II  และ antidiuretic hormone  (ADH)   การให inhibitors ตอสารเหลานี้จะชวยเพิ่ม ERPF และ 

GFR  รวมทั้งการให vasodilators เชน prostaglandins E2 และ I2 และ platelet activating factor 

(PAF) จะชวยเพิ่ม GFR และ ERPF เชนกนั                          
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ไดสรุปกลไกที่สําคัญและตัวอยางสารตางๆที่มีปริมาณเพิ่มข้ึนหลังจากการอุดกัน้ทางเดนิ

ปสสาวะไวใน รูปที่ 12  และตารางที่ 4 
 

 
รูปที่12  แสดงกลไกหลักที่นําไปสูการเกิด tubulointerstitial fibrosis เมื่อมีการอุดกั้นทอไต [76] 
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ตารางที่4 สารที่มีปริมาณเพิ่มข้ึนในไตที่มีการอุดกั้นทอไต (ureteral obstruction) 

 

Transforming Growth Factor β [TGF - β] 

Nuclear Factor - κB [NF - κB]  

Tumor Necrosis Factor - α [TNF - α] 

Vasoactive compounds 

     Angiotensinogen 

     Angiotensin II 

     Endothelin 

     Thromboxane A2 

     Prostaglandins 

Protooncogenes 

Growth factors 

Proteins involved in apoptosis 

     Clusterin 

     Osteopontin 

Chemoattractants 

     Monocyte Chemoattractant Peptide –1 (MCP – 1) 

     Osteopontin 

Adhesion proteins  

     ICAM–1 

     VCAM–1 

Matrix / basement membrane proteins 

     Collagen types I, III and IV  
 
 สามารถสรุปกระบวนการทีเ่กิดขึ้นภายในไตเมื่อมีการอุดกั้นทอไตไดเปน 3 กระบวนการ 

ดังนี ้

- กระบวนการอักเสบ (inflammation) 
โดยทัว่ไปหนทูีถู่กผูกทอไตจะมีการเพิ่มข้ึนของ ED-1 positive cell ซึ่งเปนตัวแทนของเซลล 

macrophage หนึ่งใน inflammatory cell ที่สําคัญ macrophage ที่เขามาในเนือ้ไตนี้จะหลัง่สาร 
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cytokine หลายชนิดยกตัวอยางเชน TGF-β1 ซึ่งจะไปมผีลกระตุน renal tubular epithelial cell ให

เกิดการตาย apoptosis นอกจากนั้นยังมีผลกระตุน interstitial fibroblast ใหมีการเปลี่ยนแปลงไป

เปนเซลล myofibroblast 

 
รูปที่ 13 แสดงปฏิสัมพนัธของเซลลชนิดตางๆภายในเนือ้ไตเมื่อผูกทอไต [77] 

 

เซลลซึ่งมีคุณสมบัติในการหดตัว (contractility) คลายเซลลกลามเนื้อ และสามารถเพิม่การสะสม

ของ extracellular matrix (ECM) นาํไปสูการเกิด interstitial fibrosis ในที่สุด (รูปที่ 13)   

เปนทีช่ัดเจนถงึบทบาทของเซลล macrophage ในการเปนเซลลหลักของกระบวนการ

อักเสบภายในไตหลังจากผูกทอไต (รูปที่ 14)  โดยม ี Ang II, osteopontin, monocyte 

chemoattractant-1 (MCP-1), selectin และ intercellular  adhesion molecule 1 (ICAM-1) เปน

กลไกทีน่ําเซลล macrophage เขาสูเนื้อไตนั้น 

- การเกิดพังผืดในเนื้อไต (renal interstitial fibrosis) 
การเกิด tubulointersitial fibrosis นับเปนการเปลีย่นแปลงที่สําคัญเมื่อทําการผูกทอไต  

โดยเชื่อวาเซลลที่มีบทบาทสาํคัญคือเซลล myofibroblast ซึ่งเปลีย่นแปลงมาจาก activated 

interstitial fibroblast  โดยที ่ activated interstitial fibroblast นัน้เปลี่ยนแปลงมาจาก resident 

interstitial fibroblast  มากที่สุดคือรอยละ 49 มาจาก bone marrow-derived cell (hematopoietic 
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stem cell) รอยละ 15 และมาจากการ transformation ของ tubular epithelial cell อีกรอยละ 36    

(รูปที่ 13)    เซลล myofibroblast เปนเซลลสําคัญทีท่ําหนาที่ในการสราง extracellular matrix 

ไดแก collagen type I, III และ IV 

 
รูปที่ 14 แสดงกลไกการเกดิการอักเสบภายในเนื้อไตเมือ่ผูกทอไต [77]  

ลูกศรหัวแหลมแสดงถึงการกระตุน และลกูศรหัวปานแสดงถึงการยับยั้ง 
Ang II, angiotensin II; ARB, angiotensin receptor blocker; CCR1, chemokine receptor 1; CCR2 chemokine receptor 2; 

CSF-1, colony stimulating factor-1; CST, cerebroside sulfotransferase; HO-1, heme oxygenase-1; ICAM-1, intercellular 

adhesion molecule-1; IκB, NFκB endogenous inhibitor; IL-1, interleukin-1; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MCP-1, 

monocyte 

chemoattractant protein-1; NFκB, nuclear factor kappa B; PDGF, plateletderived growth factor; ROCK, Rho-associated 

coiled-coil forming protein kinase; TGF-β1, transforming growth factor-β1; TNF-α, tumor-necrosis factor-α; uPAR, 

urokinase receptor. 

  

เปนทีท่ราบกนัดีวา  TGF-β1  เปนสาร  cytokine สําคัญในการกระตุนใหเกิด fibrosis  โดยทีม่ี 

Ang II เปนตัวกระตุนการสรางที่สําคัญ  พบวาเมื่อทําการลด angiotensinogen gene ใหเหลือศูนย 

สามารถลดปรมิาณ tubulointerstitial fibrosis ลดไดถึงรอยละ 50  ไดทําการสรุปสาร cytokine 

ตางๆ ที่มีผลตอการเกิด tubulointerstitial fibrosis ไวในรูปที่  15  

- การเกิด tubular apoptosis (tubular apoptosis)  
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Gobe และ Axelsen เปนกลุมแรกที่แสดงถึงบทบาทของการเกิด tubular apoptosis ในรูปแบบ

การทดลองผกูทอไต78 นําไปสูการศึกษาตอๆมาที่ยนืยนัความสําคัญของกระบวนการเกิด tubular 

apoptosis  

เมื่อทําการผูกทอไตจะทาํใหมีแรงดันเพิม่ข้ึนภายในทอไต และเกิดการยืดออกของ tubular 

epithelial cell (mechanical stretch)    หลังจากนัน้จะมีการกระตุนเอนไซม  caspase   หนึง่ใน 

p53-dependent pathway นาํไปสูการเกิด tubular apoptosis  และ  tubular atrophy ในที่สุด 

นอกจากนัน้การเกิดการยืดออกของ tubular epithelial cell  ยังไปมีผลกระตุน p53-independent 

pathway อีกทางหนึ่งดวย  สาร cytokine ยกตัวอยางเชน TGF-β1, tumor necrosis factor-α  ซึ่ง

สรางมาจาก tubular epithelial cell และเซลล macrophage  ยังไปมีผลเพิ่มกระบวนการ 

apoptosis อีกทางหนึง่    ในขณะเดียวกนัสาร cytokine ไดแก epidermal growth factor (EGF), 

heparin-binding EGF-like growth factor, insulin-like growth factor-1, hepatocyte growth 

factor และ bone morphogenetic factor-7 กลับไปมีผลในทางตรงขาม  ดูรูปที่  16       

 
รูปที่  15  แสดงสาร cytokine ตางๆ ที่มีผลตอการเกิด tubulointerstitial fibrosis [77] 

ลูกศรหัวแหลมแสดงถึงการกระตุน และลกูศรหัวปานแสดงถึงการยับยั้ง 
ACEI, angiotensin-converting-enzyme inhibitor; Ang II, angiotensin II; B2, bradykinin 2; BMP-7, bone morphogenetic 

protein-7; CTGF, connective tissue growth factor; Egr-1, early growth response gene-1; EMT, epithelial–mesenchymal 

transformation; HGF, hepatocyte growth factor; iNOS, inducible nitric oxide synthase; KCP, kielin/chordin-like protein; 

p21CIP1/WAF1, cyclinkinase inhibitor p21CIP1/WAF1; p38α MAPK, p38α mitogen-activated protein kinase; PAI-1, 

plasminogen activator inhibitor-1; PDGF, platelet-derived growth factor; SnoN, Ski-related novel protein N; TGF-β1, 

transforming growth factor-β1; tPA, tissue-type plasminogen activator; uPAR, urokinase receptor 
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รูปที ่16   แสดงกลไกการเกิด tubular apoptosis ภายในเนื้อไตเมื่อผูกทอไต [77] 

ลูกศรหัวแหลมแสดงถึงการกระตุน และลกูศรหัวปานแสดงถึงการยับยั้ง 
Ang II, angiotensin II; BMP-7, bone morphogenetic protein-7; DAPK, deathassociated protein kinase; EGF, epidermal 

growth factor; HB-EGF, heparinbinding EGF-like growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; HO-1, heme oxygenase-

1; IGF-1, insulin-like growth factor-1; iNOS, inducible nitric oxide synthase; TGF-β1, transforming growth factor-β1; 

TNF-α, tumor-necrosis factor-α. 
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ไดสรุปการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นภายในไตไวในรูปที่ 17 

 
รูปที่ 17    แสดงภาพเรียงลําดับการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นภายในไตภายหลงัจากการผูกทอไต โดย

ในชวงแรกจะมีการเพิ่มและลดของ tubular epithelial cell  ในปริมาณที่ใกลเคียงกันตอมา

กระบวนการตาย apoptosis จะมีมากกวากระบวนการ proliferation ทําใหนําไปสูภาวะการฝอของ

ทอไต (tubular atrophy) ในที่สุด นอกจากนี้ยังมีการเพิ่มของเซลล myofibroblast และการสะสม

ของ extracellular matrix ยกตัวอยางเชน  collagen I, III, และ IV     โดยการเปลี่ยนแปลงทั้งหมดนี้

จะใชระยะเวลาไมเกนิ 1 สัปดาห [79] 
 
2.6 บทสรปุ 
 จากความรูทีม่ใีนปจจุบัน ทาํใหทราบวา tubulointerstitial fibrosis เปนพยาธิสภาพรวม

สําคัญในโรคไตวายเรื้อรัง  โดยมีกลไกหลกั 2 กลไกดวยกันที่เขามามผีลในการกอใหเกิดโรคไตวาย

เร้ือรัง ไดแก การเกิดภาวะ proteinuria และการเกิด renal hypoxia ความพยายามที่จะทําความ

เขาใจกลไกในการเกิด tubulointerstitial fibrosis  ไดนําไปสูการคิดคนสรางแบบจําลองใน

สัตวทดลองเพือ่ใชในการศึกษาพยาธิสภาพดังกลาว การผูกทอไต 1 ขางในหนทูดลอง กน็ับเปนหนึ่ง

ในรูปแบบการศึกษาที่ใชระยะเวลาที่ใมนาน สามารถทําซ้ํา (reproducibility) และใหพยาธิสภาพที่

ชัดเจน   ในดานวิธกีารหรือยาที่จะนํามาชวยชะลอการเสื่อมของไตนั้นก็ไดมีการศึกษาอยาง

a) b) 
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กวางขวางเชนเดียวกนั รวมไปถึงยา erythropoietin ซึ่งปจจุบนัเปนยาที่ใชในการรักษาภาวะโลหิต

จาง ก็มีขอมูลสนับสนนุผลทางดานที่เปน tissue protective effect ออกมาเพิ่มข้ึน 
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บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 

3.1 ประชากร 
 
 3.1.1 ประชากรเปาหมาย 

 - หนูทดลองสายพนัธุ Sprague Dawley เพศผู น้ําหนัก 250-320 กรัม จากสาํนกั
สัตวทดลองแหงชาติมหาวทิยาลยัมหิดล ต.ศาลายา กิ่ง อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม  หนทูดลอง
ดังกลาวขางตนถูกนํามาเลีย้งในหองเลีย้งสัตวทดลอง ภาควชิาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยควบคุมอุณหภูมิหองที ่ 24 -26 องศาเซลเซียส ควบคุมแสงสวางใน
ชวงเวลา 6.00 น. จนถงึ 18.00 น. และชวงมืดเวลา 18.00 น. จนถงึ 6.00 น. มีระบบระบายอากาศ   
หนทูดลองทั้งหมดถูกนาํเขากรงเลี้ยงหนทูีม่ีฝากรงทําดวยวัสดุสแตนเลส ขนาดกวาง 34.5 เซนติเมตร 
ยาว 74 เซนตเิมตร และสูง 18 เซนติเมตร และมีวัสดุรองนอนเปนขี้เลื่อยสะอาด ไดรับอาหารหนูสตูร
มาตรฐาน 2 เวลาคือในเวลาเชาและเวลาเยน็ และไดรับน้ําที่สะอาดปราศจากเชือ้โรคโดยไมจํากัด
ปริมาณ หนทูกุตัวจะไดรับการเขียนหมายเลขโดยใชปากกาชนิดหมึกถาวรที่บริเวณหาง 

 
3.1.2 ขั้นตอนการวิจัย 
การเตรียมหนทูดลอง  
ทําการผูกทอไตทําตามขัน้ตอนดังนี้  
1.วางยาสลบหนทูดลองดวยการดมยา ether 
2.หลังหนูทดลองสลบจึงผาตัดหนูดวยวิธีผาเขาทางดานหนาทอง (mid-line incision) เพื่อ

หาทอไตขางขวา 
3.จากนั้นทาํการผูกทอไตขางขวาดวยดาย 2 เสน  2 ตําแหนง 
4.ทําการเยบ็ปดผนังหนาทอง 
การทดลอง  แบงหนูทดลองเปน 2 กลุมๆ ละ 12 ตัว 
กลุมที ่1 ไดรับการผูกทอไตขางขวาเพยีงอยางเดียว 
กลุมที่ 2 ไดรับยา erythropoietin beta ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. โดยฉีดยาเขาชัน้ใตผิวหนัง

ในวนักอนจะทําการผูกทอไตขางขวา 1 วัน  วนัที ่3 วันที ่7 และวันที ่10 ภายหลังจากทาํการผูกทอไต
ขางขวา 
 หลังจากทดลองได 3, 7 และ 14 วัน หนูทดลอง 4 ตัวในแตละกลุมจะถูกทาํการผาตดัเพื่อนาํ
ไตสงตรวจทางพยาธวิิทยา และทําลายหนูทดลองโดยการเจาะเสนเลือดแดงใหญ (aorta) ภายหลัง
ตัดไต  
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 หมายเหตุ ซากสัตวที่เกิดจากการทดลองจะถกูนาํไปแชแข็ง และรอใหสํานกัรักษาความ
สะอาดกรุงเทพมหานคร นาํไปกําจัดในรูปของขยะติดเชือ้ตอไป 
 
3.2 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement)  
 

3.2.1 การเกบ็ขอมูลเบื้องตน 
ทําการเก็บขอมูลเบื้องตนโดยการชัง่นาํหนกัและเจาะเลือดเพื่อหาคาฮีมาโตคริตของหนู

ทดลองทุกตัว 
 
3.2.2 การตรวจทางพยาธวิิทยา  
ไตหนูทดลองจะถูกสงใหพยาธิแพทยโดยวธิีการแชในน้ํายา methyl carnoy solution และ

การแชแข็งที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซยีส เพื่อทาํการตรวจดูความรุนแรงของพยาธิสภาพที่เกดิขึ้น
ภายในไตดวยวิธีดังนี ้ 

1. ยอม hematoxylin & eosin (H&E), periodic acid schiff (PAS) และ trichrom 
masson  เพื่อดูพยาธิสภาพทั่วไปของเนื้อเยื่อสวน interstitium 

2. ยอมพิเศษ (immunohistochemistry) เพื่อดู  
Collagen ซึ่งแสดงถึงปริมาณ extracellular matrix ในบริเวณ tubulointerstitium 
วิธีการยอม 

การเตรียมแผนสไลด 
  - เตรียม methyl carnoy-fixed, paraffin-embedded section หนา 2 
ไมครอน บนสไลดที่เคลือบดวย 3-aminopropyltriethoxysilane 
  -  นําสไลดไปอบที่ 60๐c ทิง้ไวขามคืน  
  -  ทําการ deparaffinized, rehydration ดวยน้าํกลัน่ 
 Epitope retrieval (Antigen retrieval) ใชวิธี pressure cooker method โดยการ 
  - เติม epitope retrieval solution  ลงในหมอ stainless steel pressure 
cooker ปดฝา 
  - ใสสไลด ในชั้นวางโลหะ แลวใสลงในหมอ ปดฝาใหเรียบรอย 
  - เมื่ออุณหภูมิและความดนัถงึขีดที่กาํหนด ยกหมอลงจากเตา จับเวลา 3 
นาท ี
  - ทําใหหมอเย็นทันทีดวยน้าํประปา  จนอุณหภูมิและความดันลดลง เปด
ฝา ยกหมอลงแชในน้ําประปา 15 นาท ี
  -  ลางดวยน้ําประปา และ phosphate buffer saline (PBS) 
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 การสกัดกัน้ endogenous peroxidase activity (block endogenous 
peroxidase activity) 
  -  วงรอบ section ดวย dako pen 
  - เติมน้ํายา 3% H2O2/distilled water ทิ้งไว 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง (room 
temperature) 
  - ลางน้ําประปา 
  - ลางดวยน้ํายา PBS 
 การสกัดกัน้ non-specific background (block non-specific background) 
  - ใสน้ํายา 3% normal horse serum 20 นาที ที่อุณหภมูิหอง 
 การใสน้าํยา primary antibody 
  - เทน้ํายา 3% normal horse serum สวนเกินทิ้ง 
  - เติม primary antibody ในทีน่ี้คือ monoclonal mouse anti-human 
collagen type 4 (Dako, Glostrup, Denmark) ที่ไดเจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 50  
  - ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิ 4๐c ขามคืน 
  - ลางดวยน้ํายา PBS อีกครั้ง 
  - หยดน้ํายา  visualization reagent (Envision system) 
  - ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง  30 นาท ี
  - ลางดวยน้ํายา PBS  2 คร้ังครั้งละ 3 นาท ี
 การสรางส ี(colour development) 
  - หยดสารละลาย 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride 
anhydrous (DAB) 
  - ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง  10 นาท ี
  - ลางดวยน้ําประปา 5 นาท ี
  - ยอมดวยสารละลาย hematoxylin เพื่อ counterstaining 
  - ทําการปดสไลด (mounting) 

     Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) ซึ่งแสดงถึงปริมาณเซลล myofibroblast 
วิธีการยอม ทาํเชนเดียวกับการยอม collagen ยกเวนในขั้นตอนการเติม primary antibody 
ใช monoclonal mouse anti-human α-SMA (Dako, glostrup, Denmark) ที่ไดเจือจางใน
อัตราสวน 1 ตอ 800 แทน 

 ED-1  เพื่อดูปริมาณเซลล macrophage 
วิธีการยอม ทาํเชนเดียวกับการยอม collagen ยกเวนในขั้นตอนการเติม primary antibody 
ใช monoclonal mouse anti-rat  ED-1 (Chemicon, Temecula, CA) ที่ไดเจือจางใน
อัตราสวน 1 ตอ 500 แทน 
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3. ยอมพิเศษเพือ่ดูการเกิด apoptosis ของเนื้อเยื่อสวน interstitium ดวยวิธ ีTUNEL 

วิธีการยอม 
การเตรียมแผนสไลด 

  - เตรียม formalin-fixed, paraffin-embedded section หนา 2 ไมครอน 
บนสไลดที่เคลอืบดวย 3-aminopropyltriethoxysilane 
  -  นําสไลดไปอบที่ 60๐c ทิง้ไวขามคืน  
  -  ทําการ deparaffinized, rehydration ดวยน้าํกลัน่ 
 การเตรียมชิน้เนื้อ (pretreat tissue) 
  - ใสน้ํายา Proteinase K (ความเขมขน 20 ไมโครกรัม/มล.) ตั้งทิง้ไวที
อุณหภูมิหอง  15 นาท ี

 -  ลางดวยน้ํากลั่น 2 คร้ังครั้งละ 2 นาท ี
การสกัดกัน้ endogenous peroxidase activity (block endogenous 

peroxidase activity) 
  -  วงรอบ section ดวย dako pen 
  - เติมน้ํายา 3% H2O2/distilled water ทิ้งไว 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง (room 
temperature) 
  - ลางน้ําประปา 
  - ลางดวยน้ํายา PBS 
 เติม Equilibration buffer 

 - ใสน้ํายา equilibration buffer   ความเขมขน  75 ไมโครลิตร/ 5 มล.ลงใน
สไลด 

  - ตั้งทิง้ไวทีอุณหภูมิหอง 10 วินาท ี
เติมเอนไซม TdT 
  - ใสน้ํายาเอนไซม working strength TdT    ความเขมขน  55 ไมโครลิตร/ 
5 มล.ลงบนสไลด 
  - ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ  37 ๐c 1  ชม. 
ใสน้ํายา stop/wash buffer 

 - วางสไลดลงในภาชนะที่บรรจุน้ํายา  stop/wash buffer  ตั้งทิ้งไวทีอุณหภูมหิอง 
10 วินาท ี
 ผสมน้ํายา anti-digoxigenin conjugate 
 - ลางดวยน้ํายา PBS  3 คร้ังครั้งละ 1 นาท ี
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- หยด anti-digoxigenin conjugate ความเขมขน  65 ไมโครลิตร/ 5 มล.ลงบน
สไลด 
- ลางดวยน้ํายา PBS  4 คร้ังครั้งละ 2 นาท ี

 
การสรางส ี(colour development) 
  - หยดสารละลาย 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride 
anhydrous (DAB) 
  - ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง  10 นาท ี
  - ลางดวยน้ําประปา 5 นาท ี
  - ยอมดวยสารละลาย hematoxylin เพื่อ counterstaining 
  - ทําการปดสไลด (mounting) 
   

 3.2.3 เครื่องมือที่ใชในการวัด 
-    บันทึกคาฮีมาโตคริต ในวนัที ่-1, 3, 7, 10  และ 14  ของการทดลอง โดยการเจาะเลือดจาก

บริเวณหางของหนูทดลอง 

- บันทกึปริมาณการเกิด tubulointerstitial injury จาก cell infiltration, tubular 

dilation/atrophy และ interstitial fibrosis จากสไลดที่ยอม hematoxylin & eosin staiing, periodic 

acid schiff staining (PAS) และ trichrome Masson staining   โดยมีพยาธิแพทยทําการประเมิน 2 

คน โดยจะไมทราบวาสไลดที่ประเมนินัน้เปนของหนูกลุมใด  สุมตรวจทั้งหมดจาํนวน 20 สวนของ

บริเวณ cortex (กําลังขยาย 200 เทา) ตอหนทูดลองหนึง่ตัว และใหคะแนนความรนุแรงของการเกิด 

tubulointerstitial injuries (tubulointerstitial injury score) จากผลรวมคะแนนของ cellular 

infiltration, tubular atrophy/dilatation และ  interstitial fibrosis  โดยใหน้าํหนักของแตละตัวแปร

เทากัน  วิธกีารใหคะแนนใชวิธี semiquantitative scoring system ดังนี ้ 0 = ปกติ, 1= พบพยาธิ

สภาพนอยกวารอยละ 10 ของบริเวณ cortex,  2 = พบพยาธิสภาพรอยละ 10-25 ของบริเวณ 

cortex, 3 = พบพยาธิสภาพรอยละ 26-50 ของบริเวณ cortex, 4 = พบพยาธิสภาพ รัอยละ 51-75 

ของบริเวณ cortex และ  5 =  พบพยาธิสภาพมากกวารอยละ 75 ของบริเวณ cortex.  

-   บันทกึปริมาณการเกิด collagen และ alpha-smooth muscle actin (α-SMA)  ในเนื้อเยื่อ

สวน interstitium   โดยการสุมตรวจทั้งหมดจํานวน 20 สวนของบริเวณ cortex (กําลังขยาย 200 

เทา) ตอหนทูดลองหนึ่งตัว และใหคะแนนโดยวิธ ีsemiquantitative scoring system ดังนี ้0 = ปกติ, 

1= พบพยาธสิภาพนอยกวารอยละ 10 ของบริเวณ cortex,  2 = พบพยาธิสภาพรอยละ 10-25 ของ
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บริเวณ cortex, 3 = พบพยาธิสภาพรอยละ 26-50 ของบริเวณ cortex, 4 = พบพยาธิสภาพ รัอยละ 

51-75 ของบริเวณ cortex และ  5 =  พบพยาธิสภาพมากกวารอยละ 75 ของบริเวณ cortex.  

-    บันทกึปริมาณ ED-1 positive cell โดยการนับจํานวน ED-1 positive cell ทั้งหมด จากการ

สุมตรวจทัง้หมด 20 สวนของบริเวณ cortex  (กําลังขยาย 200 เทา)  

-   บันทึกปริมาณ apoptosis โดยการนับจํานวน apoptotic positive cell ทั้งหมด จากการสุม

ตรวจทั้งหมด 20 สวนของบริเวณ cortex  (กําลังขยาย 400 เทา) 
 
3.3 สิ่งแทรกแซง (Intervention)  
 การศึกษานี้เปนการศึกษาการเกิด tubulointerstitial injury ภายหลงัการใหยา 

erythropoietin โดยที่ขนาดยาคงที่ตลอดการศึกษา  

 
3.4 การรวบรวมขอมลู (Data Collection)  
 
 3.4.1. ขอมูลพื้นฐานของหนูทดลอง 
 เพศ,  น้าํหนกั, คาฮมีาโตครติ 
 

3.4.2. ขอมูลที่ศึกษา 
บันทกึปริมาณการเกิด tubulointerstitial injury จาก cell infiltration, tubular 

dilation/atrophy และ interstitial fibrosis จากสไลดที่ยอม hematoxylin & eosin staining, 
periodic acid schiff staining (PAS) และ trichrome masson staining ทาํการยอมพิเศษเพื่อดูการ

เกิด collagen, alpha-smooth muscle actin (α-SMA), ED-1 และ apoptosis  ในเนื้อเยื่อสวน 
interstitium 
 
3.5 การวิเคราะหขอมลู (Data Analysis)  

ขอมูลเชิงปริมาณ (quntitative data) วัดผลเปนคาเฉลีย่และคาเบี่ยงมาตราฐาน  

ขอมูลเชิงคุณภาพ (qualitative data) แสดงดวยภาพถาย การนาํเสนอขอมูล ตาราง, กราฟ

เปรียบเทยีบคะแนน และภาพถาย  สถิติทีใ่ช t test   กําหนดคานัยสาํคัญทางสถิติที ่0.05  

โปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใช  SPSS for window version 11.5 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1  ขอมูลทัว่ไป 
ไดเร่ิมทําการศึกษานี้ตั้งแตเดือน มกราคมถึงเดือน ตุลาคม พ.ศ. 2549  จาํนวนหนทูี่นาํมาศกึษา

ทั้งหมด  24 ตัว ใชหนูสายพันธุ Sprague Dawley เพศผู น้ําหนกั 250-320 กรัม ไมพบการเสยีชีวิต

และการติดเชือ้ในระบบทางเดินปสสาวะของหนูทดลองทั้งในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin 
 

4.2 ผลการศกึษาทางพยาธิวิทยาเพื่อดูพยาธิสภาพบริเวณ tubulointerstitium จากการยอม 
hematoxylin & eosin,  periodic acid schiff staining (PAS) และ trichrome masson staining 

เมื่อเร่ิมทาํการศึกษาผูวจิัยไดทําการทดสอบหาปริมาณยา erythropoietin ที่เหมาะสมใน    การ

ลด tubulointerstitial injury พบวายา erythropoietin ในขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลดการเกิด 

tubulointerstitial  injury ไดดีกวายาในขนาด 100, 500, 1,000  และ 2,000 ยูนิต/กก.  หลังจากนั้น

ผูวิจัยไดเร่ิมทาํการศึกษาผลของยา erythropoietin  ขนาด 5,000 ยนูิต/กก.  ในวนัที ่ 3, 7 และ 14 

ภายหลงัจากการผูกทอไต พบวาในหนทูดลองที่ไดรับ ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. มี

ปริมาณ tubulointerstitial injury score นอยกวาหนูทดลองในกลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคัญทาง

สถิติ ในทุกชวงเวลา (รูปที่  18 ) 

ในวนัที ่ 3, 7, 14 ภายหลงัการผูกทอไตพบวา ไตของหนูในกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ใน

ขนาด 5,000 ยูนิต/กก.มีขนาดที่เล็กกวาหนทูดลองในกลุมควบคุม เมื่อทาํการตรวจทางจุลพยาธิ

วิทยา พบวาหนูในกลุมที่ไดรับยา erythropoietin มี tubulointerstitial injury ที่นอยกวากลุมควบคุม 

และเมื่อใหคะแนน tubulointerstitial injury score พบวาคะแนนคาเฉลี่ยของหนใูนกลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin มีคานอยกวาในกลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p < 0.01, < 0.01, < 0.01 

ในวนัที ่3, 7 และ 14 ตามลาํดับ)  (รูปที1่9, 20)  
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รูปที่ 18 แสดงยา erythropoietin  ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลด tubulointerstitial injury 

score ในหนทูดลองที่ถกูผูกทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทยีบกับหนูทดลองกลุมควบคุม กลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin ขนาด 100, 500, 1000  และ 2,000 ยูนติ/กก. ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ ในวนัที่ 

14 ภายหลงัการผูกทอไต  *: p < 0.05, EPO 5,000: erythropoietin 5,000 ยูนิต/กก. กราฟแทง

แสดงคาเฉลี่ยของ tubulointerstitial injury score ± S.E.M (mean ± S.E.M) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 
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รูปที ่19 แสดงเนื้อไตของหนูทดลองยอมดวย hematoxylin & eosin ในวนัที่ 3 (a,b)  วันที่ 7 (c, d) 

และวันที่ 14 (e, f) หลังผูกทอไต โดยจะสังเกตุเห็นวาในหนูกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ขนาด 

5,000 ยูนิต/กก.  (b, c, f) จะม ี cellular infiltration, tubular dilatation, tubular atrophy และ 

interstitial fibrosis  เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (a, c, e)   (กําลังขยาย x 200) 
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รูปที่ 20 ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลด tubulointerstitial injury score ใน

หนทูดลองที่ถกูผูกทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทียบกับหนทูดลองกลุมควบคุมไดอยางมีนัยสาํคัญทาง

สถิติ  ในวนัที ่ 3, 7 และ 14 ภายหลังการผูกทอไต  *: p < 0.05, †: p < 0.01,  EPO 5,000: 

erythropoietin 5,000 ยูนติ/กก. กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยของ tubulointerstitial injury score ± 

S.E.M (mean ± S.E.M) 

 
4.3 ผลการศกึษาทางพยาธิวิทยาเพื่อดูปริมาณ myofibroblast จากการยอมพิเศษ  
alpha smooth muscle actin (α-SMA)  

จากการยอม immunohistochemistry เพือ่ตรวจหาปริมาณ α-SMA positive cell ในเนื้อไตหน ู

พบวาสามารถตรวจพบ α-SMA positive cell ไดตั้งแตในระยะแรกของการผูกทอไตหนู โดยที่ในหนู

ทดลองกลุมทีไ่ดรับยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. และหนูกลุมควบคุมจะตรวจพบ α-

SMA positive cell กินพืน้ทีก่วางขวาง และไมพบวาหนูกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาด 

5,000 ยูนิต/กก. จะมีคาเฉลี่ยปริมาณ SMA positive cell score ต่ํากวากลุมควบคุม  อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ   ในวนัที ่3, 7 และ 14 ตามลําดับ (รูปที่ 21, 22) 
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รูปที ่21 แสดงเนื้อไตของหนูทดลองยอมดวย α-SMA  ในวันที ่14 หลังผกูทอไต โดยจะสังเกตุเห็น

วาในหนูกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. จะม ีα-SMA  positive cell บริเวณ 

tubulointerstitium ในปริมาณใกลเคียงกบัหนทูดลองกลุมควบคุม  (กําลังขยาย x 200) 

 
 

 
รูปที่ 22 ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. ไมสามารถลด α-SMA positive cell  ในหนู

ทดลองที่ถูกผกูทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทยีบกับหนทูดลองกลุมควบคมุไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติ ิ 

ในวนัที ่3, 7 และ 14 ภายหลังการผูกทอไต, EPO 5,000: erythropoietin 5,000 ยูนิต/กก. กราฟแทง

แสดงคาเฉลี่ยของ α-SMA positive cell score ± S.E.M (mean ± S.E.M) 

 

EPO 5,000 
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4.4 ผลการศึกษาทางพยาธวิิทยาจากการยอมพิเศษเพือ่วัดปริมาณ collagen 
ในชวงวนัที่ 3 หลังผกูทอไตปริมาณ collagen ในบริเวณ tubulointerstium มปีริมาณนอย  

ตรวจไมพบความแตกตางระหวางหนทูดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาด 5,000 ยูนติ/

กก.  กับกลุมควบคุม  (NS = not significant)   แตในวนัที ่ 7 และ 14  หลงัผกูทอไตปริมาณ 

collagen ในบริเวณ tubulointerstium ของหนทูดลองกลุมควบคุมมีปริมาณเพิม่ข้ึนอยางมาก และ

เมื่อเปรียบเทยีบกับหนทูดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin จะพบวามีปริมาณ collagen ต่ํากวา

กลุมควบคุม อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.005   ในวนัที ่ 14 )  (รูปที่ 23, 24) 
 

 
 
รูปที ่ 23  แสดงเนื้อไตของหนทูดลองยอมดวย collagen  ในวนัที ่ 14 หลังผูกทอไต โดยจะสังเกตุ

เห็นวาในหนูกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาดสงู จะมี collagen บริเวณ tubulointerstitium 

นอยกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  (กําลงัขยาย x 200) 
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รูปที ่24 ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลดปริมาณ collagen  ในหนทูดลองที่

ถูกผูกทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทยีบกับหนูทดลองกลุมควบคุมไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ  ในวันที่ 

14 ภายหลังการผูกทอไต  *: p < 0.005,  EPO 5,000: erythropoietin 5,000 ยูนติ/กก. กราฟแทง

แสดงคาเฉลี่ยของ collagen score ± S.E.M (mean ± S.E.M) 

 
4.5 ผลการศึกษาทางพยาธวิิทยาเพื่อดูปริมาณ macrophage จากการยอมพิเศษ     
anti ED-1 positive cell 
 

จากการยอม immunohistochemistry เพื่อตรวจหาปรมิาณ ED-1 positive cell ในเนื้อไตหนู 

พบวาสามารถตรวจพบ ED-1 positive cell ไดตั้งแตในระยะแรกของการผูกทอไตหนู และเพิ่มข้ึน

ตามระยะเวลาที่ผานไป โดยที่ในหนูทดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาด 5,000  

ยูนิต/กก. จะพบ ED-1 positive cell นอยกวากลุมควบคุม  (p < 0.001, < 0.01,  และ < 0.001  ใน

วันที่ 3, 7 และ 14 ตามลาํดับ)   (รูปที่  25, 26)  
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รูปที ่ 25  แสดงเนื้อไตของหนูทดลองยอม immunohistochemistry เพื่อประเมณิ ED-1 positive 

cell  ในวนัที ่ 14 หลังผูกทอไต โดยจะสังเกตุเห็นวาในหนกูลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาด

5,000 ยูนิต จะมี ED-1 positive cell  บริเวณ tubulointerstitium นอยกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม   

(กําลังขยาย x 200) 
 

 
รูปที ่26 ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลดปริมาณ ED-1 positive cell  ในหนู

ทดลองที่ถูกผกูทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทยีบกับหนทูดลองกลุมควบคมุไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติ ิ 

ในวนัที ่ 3, 7 และ 14 ภายหลงัการผูกทอไต  *: p < 0.001, †: p < 0.01, EPO 5,000: 

erythropoietin 5,000 ยูนิต/กก. กราฟแทงแสดงคาเฉลีย่ตอ field ของ ED-1 positive cell ± S.E.M 

(mean ± S.E.M) 
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4.6 ผลการศึกษาทางพยาธวิิทยาเพื่อดูปริมาณ apoptotic cells 
จากการตรวจสอบปริมาณ apoptotic cell nuclei  โดยวิธ ี TUNEL  พบวาในหนทูดลองกลุมที่

ไดรับยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. จะพบ apoptotic cell nuclei   นอยกวากลุม

ควบคุมอยางมีนัยสาํคัญ ในตลอดระยะเวลาศึกษา (p < 0.001, < 0.005 และ < 0.001   ในวันที ่3, 

7 และ 14 ตามลําดับ) โดยความแตกตางจะมากสุดในวนัที ่14 ของการศึกษา (รูปที่ 27,  28) 

 

 
 
รูปที ่ 27  แสดงเนื้อไตของหนูทดลองยอม immunohistochemistry ดวยวธิี TUNEL เพื่อประเมิน 

apoptotic cell nuclei ในวันที ่3 (a,b ), 7 (c, d) และ 14 (e, f) หลงัผูกทอไต โดยจะสังเกตุเห็นวาใน
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หนกูลุมที่ไดรับยา erythropoietin ในขนาดสูง (b, d, f) จะม ี apoptotic cell nuclei บริเวณ 

tubulointerstitium นอยกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (a, c, e)  (กําลังขยาย x 400) 
 

 
รูปที ่28  ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลดปริมาณ TUNEL positive cell   ใน

หนทูดลองที่ถกูผูกทอไต 1 ขาง เมื่อเปรียบเทียบกับหนทูดลองกลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  

ในวนัที ่ 3, 7 และ 14 ภายหลงัการผูกทอไต  *: p < 0.001, †: p < 0.005, EPO 5,000: 

erythropoietin 5,000 ยูนติ/กก. กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยตอ field ของ apoptotic cell nuclei ± 

S.E.M (mean ± S.E.M) 
 
4.7 ระดับฮีมาโตคริตของหนทูดลอง 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับฮีมาโตคริตระหวางหนทูดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ขนาดสงู 

(5,000 ยูนติ/กก.) กับในกลุมควบคมุ พบวาหนทูดลองกลุมควบคุม มีระดับฮีมาโตคริตไม

เปลี่ยนแปลง ในขณะทีห่นทูดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin มีระดับฮีมาโตครติเพิ่มข้ึนตั้งแตใน

วันที่ 3 หลงัผกูทอไตและเพิม่ข้ึนไปเรื่อยๆ  (รูปที ่29) 
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รูปที ่29  แสดงระดับฮีมาโตคริตระหวางหนทูดลองกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ขนาด 5,000  

ยูนิต/กก. และหนทูดลองกลุมควบคุม *: p < 0.005, †: p < 0.001, EPO 5,000: erythropoietin 

5,000 ยูนิต/กก.  กราฟเสนแสดงคาเฉลี่ยฮีมาโตคริต ± S.E.M (mean Hct ± S.E.M) 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการวิจยั 
 จากการศึกษานี้พบวา ยา erythropoietin ขนาด  5,000 ยูนิต/กก. 

 1. มีประสิทธภิาพอยางชัดเจนในการชวยลด tubulointerstitial injury ไดเปนอยางดี เมื่อ

ยอมเนื้อไตดวยสาร hematoxylin & eosin (H&E), periodic acid schiff (PAS) และ trichrome 

masson  โดยประเมนิจากคา tubulointerstitial injury score ที่ต่ํากวากลุมที่ไมไดรับยา 

erythropoietin อยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิ(รูปที่  19, 20 ) 

2. มผีลลด  α-smooth muscle actin (α-SMA) positive cell ซึ่งเปนตัวแทนของเซลล 

myofibroblast ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (รูปที่  21, 22 ) 

3. มีประสิทธิภาพในการลด collagen ซึ่งเปนสารสําคัญของ extracellular matrix 

องคประกอบสําคัญของ tubulointerstitial fibrosis ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 23, 24) 

4. มีผลลดปริมาณ ED-1 positive cell ซึ่งเปนตวัแทนของเซลล macrophage ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ  (รูปที่ 25, 26 ) 

5.  มีผลลดปริมาณ TUNEL positive celli cell ซึ่งเปนตัวแทนของการเกิด apoptosis ได

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ(รูปที่  27, 28 ) 

6. ทําใหระดับฮีมาโตคริตในหนกูลุมทดลองมีระดับสูงกวาหนูทดลองกลุมควบคุม    อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ  (รูปที่  29) 
 
5.2 อภิปรายผล 
 เมื่อทําการผูกทอไตจะมีการเปลี่ยนแปลงทางโลหิตพลศาสตรของไต (renal 

hemodynamic) ในทนัท ี โดยในชวงแรกจะเกิดการหดรัดตัวของ renal artery (renal 

vasoconstriction) หลังจากนัน้จะเกิดกระบวนการอักเสบ อันประกอบดวยการเขามาที่ไตของเซลล 

macrophage (macrophage infiltration) การขยายของทอไต (tubular dilatation) นอกจากนัน้จะ

มีการเพิ่มข้ึนของกระบวนการ apoptosis ซึ่งนําไปสูการฝอของทอไต (tubular atrophy) ใน

ขณะเดียวกนัเซลล myofibroblast จะสรางสาร cytokines และ growth factor ซึ่งไปมีผลใหเกิดการ

สะสมของสาร extracellular matrix เพิ่มข้ึน จนเกิด tubulointerstitial fibrosis ในที่สุด  ใน

การศึกษานี้ผูวิจัยไดทาํการผูกทอไตและตรวจสอบพยาธิสภาพที่ไตในวนัที ่3, 7 และ 14 ภายหลังผูก
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ทอไตพบวาการเกิด tubulointerstitial injury เพิ่มข้ึนตามระยะเวลา (รูปที่ 19, 20) โดยในวันที่ 3 

หลังผกูทอไตไดเร่ิมมี tubular dilatation และ cellular infiltration เกดิขึ้นอยางชัดเจน และเพียงใน

วันที่ 14 หลงัผูกทอไตพยาธิสภาพของ tubular dilatation/atrophy, cellular infiltration  และ 

interstitial fibrosis มีความชัดเจนและเกิดขึ้นอยางกวางขวาง (รูปที่ 19, 20)  ส่ิงนี้สอดคลองกับ

ขอมูลกอนหนานีท้ี่พบวารูปแบบการทดลองนี้เปนรูปแบบการทดลองที่ชวยเรงการเกิด 

tubulointerstitial fibrosis ไดเปนอยางดี [79] 

ยา erythropoietin ซึ่งเปนยาที่ใชในการรักษาภาวะโลหิตจางในผูปวยมะเร็งและผูปวยโรค

ไตวายเรื้อรัง นับวาเปนยาทีน่าสนในตัวหนึ่งที่มีการนาํมาศึกษาเพื่อปองกนัและชะลอการดําเนนิโรค

ในหลายๆอวัยวะ เชน หวัใจ สมอง และไขสันหลงั เปนตน ในดานของโรคไต การศึกษาสวนใหญจะ

เปนในรูปแบบไตวายฉับพลนั เทาที่ทราบในปจจุบันการศึกษานีน้ับเปนการศึกษาแรกทีน่าํยา 

erythropoietin มาใชเพื่อลดการเกิด tubulointerstitial fibrosis  ในหนทูี่ถกูผูกทอไต   โดยไดทําการ

ตรวจสอบทางพยาธิสภาพของไตอยางละเอียดและทําการยอมพิเศษเพิ่มเติมเพื่อศึกษาผลของยา 

erythropoietin ในการลดกระบวนการอักเสบ (anti-inflammation)  ลดกระบวนการเกิด interstitial 

fibrosis และลดการเกิด tubular apoptosis ซึ่งเปนสามกระบวนการสาํคัญที่นาํไปสูการเกิด 

tubulointerstitial fibrosis ในที่สุด 

 เมื่อทําการเปรยีบเทยีบพยาธิสภาพของเนือ้ไตในวันที่ 3, 7 และ 14 ภายหลงัการผูกทอไต 

พบวาหนูทดลองในกลุมที่ไดรับยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. จะมี cellular infiltration, 

tubular dilatation/tubular atrophy และ interstitial fibrosis ทีน่อยกวากลุมควบคุมอยางชัดเจน 

(รูปที่ 19, 20) เหตุผลที่ผูวิจยัเลือกใชยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. เนื่องจากผูวิจัยได

ทดสอบใชยา erythropoietin ขนาดตั้งแต 100, 500, 1,000, 2,000  และ 5,000 ยูนิต/กก. และ

พบวา มีเพยีงยา erythropoietin ในขนาด 5,000 ยูนิต/กก. ที่สามารถลด tubulointersittial injury 

score เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  

(รูปที่ 18)  ผูวิจัยจึงตั้งสมมุติฐานวา การที่จะเกิด renal tissue protective effect จากยา 

erythropoietin นั้นจาํเปนจะตองใชขนาดยา erythropoietin  ที่สูง   อนึ่งการศึกษากอนหนานี้มกีาร

นํายา erythropoietin ในขนาดสูงมาใชและสามารถลดความรนุแรงของพยาธิสภาพไตวายไดแตเปน

ไตวายฉับพลนัมิใชภาวะไตวายเรื้อรังดังในการศึกษาปจจุบัน 

การศึกษากอนหนานี้โดย Torralbo และคณะ [80]    ทําการศึกษาในหนูทีถู่กตัดไต 2 ใน 3 

สวนและไดรับยา erythropoietin ในขนาด 40 ยูนิต/กก. ตอเนื่องเปนเวลา 16 สัปดาห พบวาหนกูลุม

ทดลองมพียาธิสภาพที่ไตเลวกวาในกลุมควบคุม การศึกษารูปแบบเดียวกนัโดย Lebel และคณะ 

[81] พบวาหนทูี่ไดยา erythropoietin ในขนาด 100 ยูนติ/กก. ตอเนื่องเปนเวลา 12 สัปดาห มพียาธิ
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สภาพที่ไต เลวกวาในกลุมควบคุมเชนเดียวกัน   มีขอสังเกตุสังเกตุวาปริมาณยา erythropoietin  ที่

ใชใน 2 การศกึษาหลังซึง่ไดผลในทางลบ มีปริมาณนอยกวาการศึกษาปจจุบันประมาณ 50 ถึง 125 

เทา อยางไรกต็ามการศึกษาโดย  Bahlman และคณะ [57] ในการทดลองตัดไต 5/6 สวน (5/6 

nephrectomy) พบวา การใช low dose darbepoietin ซึง่เปนยา long acting erythropoietin 

สามารถลด tubulointerstitial injury score  ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  

เชนเดียวกับการศึกษาโดย  Lee  และคณะ [82]   ในรูปแบบการทดลองของ chronic  

cyclosporine nephropathy พบวายา erythropoietin ในขนาด 100 ยนูติ/กก.สามารถลด 

tubulointerstitial injury score  ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกัน 

ในการศึกษาปจจุบันเมื่อทาํการศึกษาตอไปในรายละเอียดถึงสาเหตทุี่หนูทดลองทีไ่ดรับยา 

erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถลดการเกิด tubulointerstitial fibrosis ผูวิจัยไดเลือก

ที่จะดูผลทางดานลดการอักเสบของไต ดานลดการเกิด tubular apoptosis และดานการลด 

interstitial fibrosis  ซึ่งเปน 3 กลไกหลกัทีน่ําไปสูการเกดิ tubulointerstitial fibrosis  (รูปที่ 12) 

ผลประการแรก ผลทางดานการอักเสบ (anti-inflammation)  โดยทัว่ไปหนทูี่ถกูผูกทอไตจะ

มีการเพิ่มข้ึนของ ED-1 positive cell ซึ่งเปนตัวแทนของเซลล macrophage หนึ่งใน inflammatory 

cell ที่สําคัญ โดยมี Ang II, osteopontin, monocyte chemoattractant-1 (MCP-1), selectin และ 

intercellular  adhesion molecule 1 (ICAM-1) เปนกลไกที่นาํเซลล macrophage เขาสูเนื้อไตนั้น

[77]  เซลล macrophage ที่เขามาในเนือ้ไตนี้จะหลัง่สาร cytokine หลายชนิดยกตัวอยางเชน TGF-

β1 ซึ่งจะไปมผีลกระตุน renal tubular epithelial cell ใหเกิดการตายชนิด apoptosis นอกจากนั้น

ยงัมีผลกระตุน interstitial fibroblast ใหมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล myofibroblast ซึ่งมี

คุณสมบัติในการหดตัว (contractility) คลายเซลลกลามเนื้อ และสามารถเพิ่มการสะสมของ 

extracellular matrix (ECM) นําไปสูการเกิด interstitial fibrosis ในที่สุด (รูปที่ 25, 26)  จึงเปนที่

ชัดเจนถงึบทบาทของเซลล macrophage ในการเปนเซลลหลักของกระบวนการอักเสบภายในไต

หลังจากผูกทอไต  

ในการศึกษานีพ้บวา หนทูดลองที่ถกูผูกทอไตมีการเพิ่มข้ึนของ ED-1 positive cell อยาง

ชัดเจน โดยจะเริ่มตรวจพบไดตั้งแตในวันที่ 3 หลงัผูกทอไต และมปีริมาณเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่

ผานไป  สงูสดุในวันที ่ 14 หลงัผูกทอไต (รูปที่ 25, 26)  ขณะที่พบวาหนทูดลองกลุมที่ไดรับยา 

erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. มกีารลดลงของ ED-1 positive cell อยางชัดเจนเมื่อเทยีบ

กับกลุมควบคมุ ในทกุชวงเวลา การศึกษากอนหนานี ้มาจากการศึกษาของ Lee และคณะ [82] ใน

รูปแบบการทดลองของ chronic  cyclosporine nephropathy พบวายา erythropoietin ในขนาด 

100 ยูนิต/กก.สามารถลดปรมิาณ ED-1 positive cell ไดตั้งแต 1 สัปดาหและตอเนื่องไปจนถึง
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สัปดาหที่ 4 โดยอาศัยกลไกที่ไปลดปริมาณของ  CRP–positive cell และ mRNA ของ osteopontin  

ซึ่งเปนสาร glycoprotein ที่มีคุณสมบัติเปน  chemotactic factor โดยการทํางานรวมกบั CD44 

ligand  [83, 84]   เพื่อดึง inflammatory cell เขามาในบริเวณที่เกิดการอักเสบขึ้น 

ผลประการที ่ 2 ผลทางดานการลดพังผดืในไต (anti-fibrosis) การศึกษานี้ไดเลือกที่จะใช 

เซลลmyofibroblast และ collagen เปนตัวแทน (marker) ของ interstitial fibrosis  เซลล 

myofibroblast เปนเซลลที่เปลี่ยนแปลงมาจาก activated interstitial fibroblast  โดยที ่ activated 

interstitial fibroblast นัน้เปลี่ยนแปลงมาจาก resident interstitial fibroblast  มากที่สุดคือรอยละ 

49      มาจาก bone marrow-derived cell (hematopoietic stem cell) รอยละ 15 และมาจากการ 

transformation ของ tubular epithelial cell อีกรอยละ 36    (รูปที่ 13)    ทาํหนาที่ในการสราง 

extracellular matrix ไดแก collagen type I, III และ IV   โดยภาวะปกติบริเวณ renal cortex จะ

ตรวจพบ myofibroblast  ในปริมาณที่นอยมาก   ในการศึกษานีพ้บวา  α-SMA  positive cell (รูป

ที่  21,22)   ซึ่งเปนตวัแทน (marker)  ของเซลล myofibroblast  มีการเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการผูก

ทอไตที่ผานไป   โดยสามารถตรวจพบไดตั้งแตวันที่ 3 หลังการผูกทอไต สอดคลองกับการศึกษากอน

หนานีท้ีพ่บวาหลังจากผูกทอไต เพียง 2-3 ชม.สามารถตรวจพบ blood-derived macrophage ใน

ปริเวณ renal cortex [85]  ในขณะที ่ collagen ซึ่งเปนตัวแทนของสาร extracellular matrix ที่

สําคัญ เร่ิมตรวจพบไดตั้งแตในวนัที ่7 หลังการผูกทอไต    

ยา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก.  ไมสามารถลด α-SMA  positive cell (รูปที่ 21, 

22)   ซึ่งเปนตัวแทน (marker)  ของเซลล myofibroblast     แตสามารถลดปริมาณ collagen ซึ่ง

เปนตัวแทนของสาร extracellular matrix ที่สําคัญไดอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ (รูปที่ 23, 24)  เทาที่

ทราบ การศึกษานี้เปนการศึกษาแรกที่ไดแสดงการลดลงของ collagen จากการใชยา 

erythropoietin      

สําหรับกลไกทีย่า eryhtropoieitn ลด collagen อาจเกิดผานทางการลดลงของ TGF-β1  

(รูปที่ 13)   ซึ่ง Lee และคณะ82  ไดใชยา erythropoietin ขนาด 100 ยูนิต/กก.  3 คร้ังตอสัปดาห ใน

หนทูี่ไดรับยา cyclosporine เพื่อทําใหเกิดภาวะ chronic cyclosporine nephropathy   เปน

เวลานาน 4 สัปดาห  พบการลดลงของ mRNA TGF-β1  ในหนทูีไ่ดรับยา erythropoietin อยาง

ชัดเจน  เปนทีท่ราบกนัดีวา  TGF-β1  เปนสาร  cytokine สําคัญในการกระตุนใหเกิด fibrosis  โดย

ที่ม ีAng II เปนตัวกระตุนการสรางที่สําคญั  พบวาเมื่อทําการลด angiotensinogen gene ใหเหลือ

ศูนย สามารถลดปริมาณ tubulointerstitial fibrosis ลดไดถึงรอยละ 50 [85]    ในปจจุบนัเรายงัไม
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ทราบวา erythropoietin มีผลอยางไร และดวยกลไกอยางไรตอ   TGF-β1  คงจะตองรอการศกึษา

เพิ่มเติมตอไป   

ประการที่ 3 ผลของยา erythropoietin ในการลดการเกิด tubular apoptosis 

(antiapoptosis)  ในการศึกษานีพ้บ TUNEL positive cell ตัวแทนของ apoptotic cell ไดตั้งแตใน

วันที่ 3 หลังการผูกทอไต และเพิ่มข้ึนตลอดการศึกษา  สอดคลองกับการศึกษากอนหนานีท้ี่พบวา 

apoptosis เปนกลไกที่สําคัญของการเกดิ tubular atrophy [77]    ในการศึกษาปจจุบนัยา 

erythropoietin ขนาดสูงสามารถลดการเกิด apoptosis ไดอยางชัดเจนจากการที่ตรวจพบการลดลง

ของ TUNEL-positive cells (รูปที่ 27, 28)  กลไกที ่ erythropoietin ไปชวยลด apoptosis นั้นอาจ

เกิดผานหลายๆกลไกเชน การกระตุน Bcl-2 ซึ่งเปน antiapoptotic molecule ผานทาง JAK2-

STAT5 signalling, erythropoietin ยังไปมีผล กระตุน heat shock protein 70 (HSP 70) แลวไปมี

ผลยับยั้งการทํางานของ apoptosis protease activating factor 1 (apaf-1) และ apoptosis-

inducing factor (AIF) ซึ่งเปนสาร proapoptotic molecules  อีกดวย นอกจากนี้แลว 

erythropoietin ยังไปมีผลยับยั้ง proapoptotic moleucule ตางๆไดแก Bad, caspase-9, 

glycogen synthase kinase-3β (GSK-3 β) และ Fas ligand [86]  ทั้งนี้ยงัไมทราบแนชัดวากลไก

ใดเปนกลไกหลักในการปองกันการเกิด apoptosis 
การศึกษากอนหนานี้โดย  Bahlman และคณะ [57] ในการทดลองตัดไต 5/6 สวน (5/6 

nephrectomy) พบวา การใช low dose darbepoietin ซึ่งเปนยา long acting erythropoietin 
สามารถลดปรมิาณ apoptosis จากการยอมโดยวธิี TUNEL ไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ  โดย
อาศัยการกระตุนผานทาง akt phosphorylation pathway ซึ่งเปนกลไกในการปองกนัเซลลจากการ
ขาดออกซิเจน ขอสังเกตุจากการทดลองดงักลาวคือสามารถใช erythropoietin ชนิด long acting ใน
ขนาดต่ําในการลดการเกิด apoptosis ได ซึ่งตางจากการศึกษาปจจุบนัของผูวิจยัที่ใชยา 
erythropoietin ชนิดมาตราฐาน (standard) ในขนาดสูง 

การศึกษาของ lee และคณะ [82] ในรูปแบบการทดลองของ chronic  cyclosporine 
nephropathy พบวายา erythropoietin ในขนาด 100 ยนูิต/กก. สามารถลดปริมาณ apoptosis 
จากการยอมโดยวิธี TUNEL ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ ชนเดียวกนั  โดยอาศัยการกระตุน   Bcl-2 
และยับยั้ง caspase-3   

เนื่องจากในงานวิจยันี ้ไดใชยา erythropoietin ในขนาดที่สูงซึง่ยอมไปมีผลเพิ่มปริมาณเม็ด
เลือดแดงในหนูทดลอง โดยเมื่อตรวจระดับฮีมาโตคริต พบวาหนูทดลองในกลุมที่ไดรับยา 
erythropoietin ขนาดสงูจะมีระดับฮีมาโตคริตที่สูงกวากลุมควบคุมอยางชัดเจน โดยความแตกตาง
จะเริ่มเหน็ไดตั้งแตในวนัที ่ 3 หลังการผกูทอไตหนู และยังคงเหน็ความแตกตางไปตลอดการศึกษา 
ระดับฮีมาโตคริตที่สูงนีย้อมสงผลในการเพิ่มปริมาณออกซิเจนที่เขาไปเลี้ยงไต และนาจะมีบทบาท
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ในการชวยปองกนัการเกิด tubulointerstitial damage ไดอีกทางหนึ่ง อยางไรก็ตามในทางกลับกัน 
เมื่อมีระดับฮีมาโตคริตที่สูงขึน้ ยอมสงผลใหมีความหนืดของเลือด (viscosity) ที่เพิ่มข้ึน และทาํใหมี
ความดันโลหติที่สูงขึ้น ซึง่อาจสงผลเสยีตอการทํางานของไตและอวัยวะอืน่ตามมา [84]  ดังเชน
การศึกษากอนหนานี้โดย Torralbo [80] และ Lebel [81] พบวาหนทูีไ่ดรับการฉีดยา erythropoietin 
ตอเนื่องเปนเวลา 12 สัปดาห มพียาธิสภาพที่ไต แยกวาในกลุมควบคุม โดยผูวิจยัเชื่อวาเปนสาเหตุ
อันเนื่องมาจากความดนัโลหิตที่เพิ่มข้ึน และการเพิม่ข้ึนของurinary endothelin 1 (ET-1) แตจาก
การศึกษาโดย  Bellizzi และคณะ [87]  ในรูปแบบ remnant kidney ไมพบการเพิ่มข้ึนของความดัน
โลหิตเมื่อฉีดยา erythropoietin ในขนาด 100 ยนูิต/กก.  2 คร้ังตอสัปดาห  

 การศึกษานี้ไมไดวัดหนาที่การทํางานตางๆของไต เชน คา BUN คาครีอะตินีน การรั่วของ

โปรตีนในปสสาวะ  เนื่องจากในรูปแบบการศึกษาผกูทอไต 1 ขางในหนทูดลองนั้น ยังมีไตอีกขางที่

ไมไดถูกผูกทอไตสามารถทาํหนาทีท่ดแทนไดเปนอยางดี 

โดยสรุปแลวการศึกษานี้แสดงใหเห็นวายา erythropoietin ขนาด 5,000 ยูนิต/กก. สามารถ

ชวยลดการเกดิพยาธิสภาพในบริเวณ tubulointerstitial  ของไต โดยผานการลดกระบวนการอักเสบ 

(anti-inflammation) ลดกระบวนการเกิดพังผืด (antifibrosis) และลดการเกิด tubular apoptosis 

ไดเปนอยางดี ไดสรุปบทบาทของยา erythropoietin  ในการลดการเกิด tubulointerstitial fibrosis 

จากการศึกษาในครั้งนี้ไวใน รูปที่ 30 
 

 
รูปที่ 30 สรุปบทบาทของยา erythropoietin  ในการลดการเกิด tubulointerstitial fibrosis  

เสนประแสดงถึงการยับยัง้  ลูกศรแสดงถึงการกระตุน 
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5.3 ขอเสนอแนะ 
  

การนาํไปใชในเชิงงานวจิยัในอนาคต (Implication for further research)  
 การศึกษานีถ้อืเปนจุดเริ่มนาํไปสูการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมเพื่อคนหากลไกหลักที่ยา 

erythropoietin ออกฤทธิป์องกันและลดการเกิด tubulointerstitial damage ไดเนื่องจาก ยา 

erythropoietin มีกลไกการออกฤทธิ์มากมายนอกเหนือจากการกระตุนเซลลไขกระดูกใหสรางเม็ด

เลือดแดงเพิ่มข้ึน  ที่เราเรยีกกนัวา  pleiotropic effect  รวมไปถึงการคนหาโครงสรางของ 

erythropoietin receptor วามีโครงสรางเหมือนกับ erythropoietin receptor ของเซลลในไขกระดูก

หรือไม เนื่องจากในปจจุบนัเรายงัไมทราบวาผลของ erythropoietin ในดาน tissue protection นี้

เกิดโดยผานความแตกตางของโครงสราง erythropoietin receptor หรือเปนเนื่องจากความแตกตาง

ของกระบวนการภายในเซลล นอกจากนัน้การคนหาขนาดยาทีเ่หมาะสมก็เปนสิ่งทีค่วรสืบคนตอไป

เพื่อลดผลขางเคียง ลดคาใชจายและเพื่อใหไดประสิทธภิาพสูงสุด (cost effectiveness)  ตอการ

รักษา  

ในดานผลขางเคียงจากการใชยา erythropoietin ในขนาดสูง ไมวาจะเปนในดานความหนืด

ของเลือดที่เพิม่ข้ึน หรือจะเปนในเรื่องของความดันโลหิตที่สงูขึ้น ควรที่จะไดมีการทําวิจัยตอไป

เชนเดียวกนั 
 
การนาํไปใชในเชิงปฏิบัติ (Implication for clinical practice) 

 จากผลการศึกษาที่ไดกลาวมา จะเหน็ไดวาถาเรานําขนาดยา erythropoietin ที่ใชใน

การศึกษานี้ไปใชในคนทีม่ีน้าํหนักประมาณ 70 กก. จะตองใชยาถึง 350,000 ยูนิต ซึ่งไมสามารถ

นํามาใชไดจริงในทางปฏิบัติเนื่องจากอาจเกิดผลสียบางอยางตามมาเชน ความหนืดของเลือดที่

เพิ่มข้ึน ความดันโลหิตที่สงูข้ึน  ดังนัน้การนาํยา erythropoietin มาใชในอนาคตคงจะตองมีการ

ดัดแปลงโครงสรางของยา erythropoietin เพื่อลดผลขางเคียงดังกลาว 

การเพิม่ระดับฮีมาโตคริตเปนขอจํากัดหนึง่ในการใชยา erythropoietin ในขนาดสูง ไดมีการ

คิดคนวิธีการในการลดการเพิ่มระดับฮีมาโตคริตแตยังคงผลทางดาน tissue protection ไว แบงได

เปน 3 วิธี วิธีแรกไดแกการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ erythropoietin โดยวิธกีารทางเคม ีเชนการใช

ปฏิกริยา carbamylation เพื่อตัดกรดอะมิโน lysine ออกทําให carbamylated erythropoietin 

(CEPO) ที่เกดิขึ้นใหมจะจบัเฉพาะกับ erythropoietin receptor ที่มผีลทางดาน tissue protection,   

Leistและคณะ [88] ไดนํา carbamylated erythropoietin มาศึกษาในสัตวทดลองที่มีโรคทางระบบ

ประสาท ไดแก โรคสมองขาดเลือด (focal brain ischemia), การกดทับเสนประสาท sciatic nerve  
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การกดทับไขสนัหลงั autoimmune encephalomyelitis และโรค diabetic neuropathy พบวายา 

CEPO สามารถเพิ่มการทาํงานของเสนประสาทไดอยางชัดเจน และไมมีการเพิม่ของระดับฮีมาโตค

ริตแตอยางใดตลอดการศึกษา รูปที่ 31 

วิธีที ่ 2 การตัด sialic acid ออกโดยการใชเอนไซม neuraminidase (ผลิตจากเชื้อ 

streptococcus ) เกิดเปน erythropoietin ชนิดใหมที่เรียกวา asialoerythropoietin  ที่มีคาครึง่ชีวิต

ในกระแสเลือดที่ส้ันกวา erythropoietin อยางมาก ทาํใหไมเพิ่มระดับฮีมาโตคริตเชนเดียวกนั 

 Erbayraktar และคณะ [89] ไดนํายา asialoerythropoietin  มาศึกษาในรูปแบบเดียวกับ   Leist    

และพบวายา asialoerythropoieitin สามารถเพิม่การทาํงานของเสนประสาทไดอยางชัดเจน และไม

มีการเพิ่มของระดับฮีมาโตคริตแตอยางใดตลอดการศึกษา รูปที่ 32 

 

 

 
รูปที ่ 31 แสดงผลในการปองกนัระบบประสาทของยา CEPO, A) เปนการศึกษาในหนูทดลองที่

สมองถูกทาํใหขาดเลือด จะเห็นไดวาหนทูดลองที่ไดรับยา CEPO มีบริเวณที่สมองขาดเลือดนอยกวา

กลุมที่ไมไดรับยาอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ  รูปภาพแสดงการยอมเนื้อสมองดวยสาร  tetraphenyl 

tetrazolium chloride  เพื่อประเมินบริเวณเนือ้สมองที่ขาดเลือด, B) แสดงการทาํงานของ

เสนประสาท sciatic ในหนทูดลองที่เสนประสาท sciatic ถูกกดเปนเวลา 1 นาท ีพบวาในหนูที่ไดรับ 

CEPO มีการทํางานของเสนประสาท sciatic ที่ดีกวากลุมที่ไมไดรับยา  SSI: The static sciatic 

index เปนคาแสดงการทาํงานของเสนประสาท sciatic [88] 
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วิธีที ่3 การทําให erythropoietin gene เกิดการ mutation ไป ซึ่งยงัไมมีขอมูลทางคลินิกใน

ปจจุบัน 

 

 
รูปที ่32 แสดงผลในการลดการตายของสมองจากการขาดเลือดโดยใชยา asialoerythropoietin  ได

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ[89] 

  

จะเหน็ไดวาขอมูลของยา CEPO และ asialoerythropoietin เปนการศกึษาในระบบประสาทเปน

หลัก คงจะตองรอการศึกษาทางไตเพิ่มเตมิตอไปในอนาคต ที่กลาวมาแลวนั้นเปนความพยายามที่

จะลดผลขางเคียงจากการเพิ่มข้ึนของระดับฮีมาโตคริต  ผลขางเคียงอื่นๆที่อาจเกิดขึ้นไดแก เพิ่ม

ความเสีย่งในการเกิดเนื้องอก ซึ่งยา erythropoietin เปนยาทีม่ีคุณสมบัติเปน growth factor ตัวหนึ่ง 

แตยังไมมีขอมลูเพื่อยนืยนัทางดานนี้ในปจจุบัน 
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1.หนูทดลองกลุม
ควบคุม 
 

1.1 วนัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 

 

1.2 วนัที ่7 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 

 

1.3 วนัที ่14 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 
 

 

 
 
 
 

2.30 

2.53 

2.53 

3.33 

 

 

3.66 

4.00 

2.80 

3.66 

 

 

4.76 

4.13 

3.16 

3.19 

TI injury 
score 

 
 
 
 

2.70 

3.10 

2.50 

3.70 

 
 

4.80 

2.60 

4.60 

4.80 

 

 

4.70 

4.80 

3.80 

3.95 

 

α-SMA 
score 

 
 
 
 

0.10 

0.10 

0.10 

0.10 

 
 

2.70 

2.95 

2.55 

2.10 

 

 

4.00 

4.20 

3.70 

3.80 

Collagen  
score 

 
 
 
 

19.20 

23.00 

24.00 

25.00 

 
 

45.00 

35.00 

39.00 

51.00 

 

 

217.10 

245.00 

253.00 

200.00 

ED-1 positive 
cell score 

 
 
 

 

1.20 

1.35 

1.25 

1.00 

 
 

1.30 

1.50 

1.70 

1.90 

 

 

4.95 

4.00 

3.85 

4.75 

TUNEL positive 
score 

 
 
 
 

48.00 

48.00 

44.00 

44.00 

 
42.50 

45.00 

42.00 

43.00 

 

 

45.00 

43.00 

37.00 

38.00 

 

Hematocrit 
(เปอรเซนต) 
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2.หนูทดลองกลุมทีไ่ดรับ
ยา erythropoietin  
 

1.1 วนัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 

 

1.2 วนัที ่7 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 

 

1.3 วนัที ่14 

- หนทูดลองตวัที ่1 

- หนทูดลองตวัที ่2 

- หนทูดลองตวัที ่3 

- หนทูดลองตวัที ่4 
 

 
 
 
 
 

2.03 

1.40 

1.40 

1.26 

 

 

2.03 

2.46 

2.70 

2.93 

 

 

2.53 

3.00 

2.70 

2.60 

TI injury 
score 

 
 
 
 

3.10 

2.40 

2.70 

3.00 

 

 

4.40 

4.70 

4.20 

4.50 

 

 

4.80 

4.70 

3.40 

4.00 

α-SMA 
score 

 
 
 
 

0.10 

0.10 

0.30 

0.10 

 

 

2.50 

2.30 

2.70 

2.00 

 

 

3.00 

3.30 

3.30 

3.10 

Collagen  
score 

 
 
 
 

8.30 

6.20 

10.30 

11.00 

 

 

9.20 

21.00 

26.00 

25.00 

 

 

23.30 

35.00 

39.00 

45.00 

ED-1 positive 
cell score 

 

 

 

 

0.30 

0.35 

0.55 

0.40 

 

 

0.45 

0.70 

0.50 

0.75 

 

 

2.10 

2.50 

1.90 

2.30 

TUNEL positive 
score 

 

 

 
57.00 

56.00 

56.00 

56.00 

 

 

56.00 

59.00 

59.00 

60.00 

 

 

66.00 

64.00 

65.00 

65.00 

Hematocrit 
(เปอรเซนต) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ-นามสกุล  นาย ณัฐชัย ศรีสวัสด์ิ  

วัน เดือน ปเกดิ  29  กรกฎาคม  พ.ศ. 2518 

ภูมิลําเนา  กรุงเทพมหานคร 

 

ประวัติการศึกษา 

• ชั้นประถมศกึษา โรงเรียนเซนตคาเบรียล (พ.ศ.2525-2534)  

• ชั้นมัธยมศึกษา  โรงเรียนเตรียมอุดมศึกษา (พ.ศ.2534-2536)  

• แพทยศาสตรบัณฑิต (เกยีรตินิยมอนัดับ 1)  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั (พ.ศ.2536-2542)  

• วุฒิบัติสาขาอายุรศาสตรทัว่ไป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั (พ.ศ.2545-2548)  

• กําลังศกึษา อายุรศาสตรตอยอดสาขาวิชาโรคไต จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย                 

(พ.ศ.2548 - ปจจุบัน)  

 

ประวัติการปฏบิัติงาน 

• แพทยใชทุนประจําโรงพยาบาลสวรรคประชารักษ  จ.นครสวรรค  พ.ศ. 2542-2545 
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