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Cisplatin เป็นยาที่น ามาใช้รักษาโรคมะเร็งหลายชนิดอย่างกว้างขวาง  ผลข้างเคียงที่ส าคัญ
ของการใช้ยานี้คือ การเกิดความผิดปกติ ของการรับความรู้สึกของเส้นประสาท (sensory 
neuropathy) และยังพบว่า cisplatin ส่งผลเสียต่อ endothelial cell ท าให้การไหลเวียนเลือดที่
เส้นประสาทลดลง และเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยไม่สามารถทนต่อขนาดยาตามมาตรฐานได้  ซึ่ง
ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งลดลง และเกิดผลข้างเคียงที่รบกวนการด ารง
ชีวิตประจ าวันของผู้ป่วย ดังนั้นจึงมีการพยายามหา กลไกระดับโมเลกุล (molecular mechanisms) 
ของการเกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลาย แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาถึงผลของ 
cisplatin ต่อ pericyte และ blood-nerve barrier (BNB) โดยตรง การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ pericyte และ BNB ในระบบประสาทส่วนปลายของหนูที่ได้รับ 
cisplatin ขนาดสะสม 20 mg/kg ในระยะเวลา 5 สัปดาห์ ผลการศึกษาพบว่า cisplatin มีผลท าให้
น้ าหนักตัวหนู การรับรู้ต่อการรับความรู้สึกร้อน และความเร็วในการน ากระแสประสาท motor ที่
เส้นประสาท sciatic ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และการศึกษาด้วย immunohistochemistry 
ของเส้นประสาท sciatic  พบว่าความหนาแน่นของ pericyte ในกลุ่ม cisplatin ลดลงเมื่อเทียบกับ
กลุ่ม control และการศึกษาโครงสร้างของ pericyte ที่เส้นประสาท sciatic ด้วย TEM พบว่า 
cytoplasmic process  ของ pericyte  ในกลุ่ม cisplatin แยกออกมาจาก endothelial cell 
ร่วมกับ basement membrane หายไปในบางส่วน แต่ใน DRG ทั้งสองกลุ่ม pericyte ไม่มีความ
แตกต่างกัน การศึกษาระดับโปรตีนของ BNB ด้วยวิธี Western blot พบว่าการแสดงออกของโปรตีน 
ZO-2 ที่เส้นประสาท sciatic ในกลุ่มที่ได้รับ cisplatin แนวโน้มที่ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม control 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า cisplatin ส่งผลเสียต่อ pericyte และอาจท าให้ BNB อ่อนแอลงเห็นได้
จากระดับโปรตีนที่มีแนวโน้มลดลง ข้อมูลนี้มีความส าคัญต่อการศึกษาต่อไปถึงบทบาทของ pericyte 
และ BNB ในภาวะ   neuropathy จาก   cisplatin 
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Cisplatin is widely used as an antineoplastic agent. One of its major side 
effects is sensory neuropathy. Cisplatin has shown its toxic effect on endothelial cells 
with reduced nerve blood flow. However, it remains unclear whether cisplatin has 
any effect on pericytes which also play a major role in the maintenance and 
functions of blood-nerve barrier (BNB).This study investigated alterations of pericytes 
and blood-nerve barrier in the peripheral nervous system (PNS) of rats with cisplatin-
induced neuropathy. Two mg/kg of cisplatin was administered intraperitoneally twice 
a week for five consecutive weeks. The cisplatin-treated rats had reduced body 
weight, decreased heat sensation of hindpaw and slower motor nerve conduction 
velocity (MNCV) of sciatic nerve, indicating neuropathy. Immunohistochemistry 
showed reduced density of pericyte in the sciatic nerves of the cisplatin compared 
with those of control groups. TEM study of pericytes in the sciatic nerve and dorsal 
root ganglia (DRG) showed that pericytes in sciatic nerve of cisplatin group  sciatic 
nerve separated from endothelial cells with breakdown of the basement membrane. 
However, the pericytes in the DRG were not different between the two groups. 
Finally, protein components of the BNB were examined using Western blot analysis. 
Zonula occludens-2 (ZO-2) expression tended to decrease in the sciatic nerve of the 
cisplatin compared with those of the control groups. The above data suggest that 
cisplatin might adversely affect pericytes and BNB. Further studies should be done to 
see if these changes contribute to the neuropathy. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 Cisplatin เป็นยาที่น ามาใช้รักษาโรคมะเร็งหลายชนิดอย่างกว้างขวาง(1) ผลข้างเคียงที่พบ
บ่อยของการใช้ยานี้คือการเกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลายที่ส่งผลต่อการรับความรู้สึก  
(sensory neuropathy) และเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยไม่สามารถทนต่อขนาดยาตามมาตรฐาน
ได้(2, 3) ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งลดลงและเกิดผลข้างเคียงที่รบกวนการด ารง
ชีวิตประจ าวันของผู้ป่วย ดังนั้นจึงมีการพยายามหากลไกระดับโลเลกุล (molecular mechanisms) 
ของการเกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลาย ในงานวิจัยที่ผ่านพบว่า หนูที่ได้รับยา 
cisplatin จะมีความไวในการรับความรู้สึกร้อนน้อยลง(4-9) และพบว่ามีการฝ่อ (atrophy) ของ cell 
body, nucleus และ nucleolus ของ dorsal root ganglion (4, 5, 8-10) ส่วนโครงสร้างของ 
nerve พบว่ามีการลดลงของขนาด myelinated fiber และลดลงของจ านวนด้วยเล็กน้อย(4, 8-10) 
แต่ยังมีการศึกษาอยู่น้อยที่ท าการศึกษาถึงผลข้างเคียงต่อระบบไหลเวียนเลือดที่ยาเข้าไปในระบบ
ประสาท  มีการศึกษาในการรักษาผู้ป่วยด้วยเคมีบ าบัดที่มี cisplatin พบมีโอกาสเกิดการอุดตันของ
หลอดเลือดแดงในสมองเพ่ิมข้ึน(11) และในหนูที่ได้รับ cisplatin ชักน าให้เกิด neuropathy จะมีการ
ไหลเวียนเลือดในเส้นประสาทลดลง จ านวนหลอดเลือดในเส้นประสาทก็ลดลง (12)นอกจากนี้
การศึกษาที่มีก็ศึกษาเฉพาะ endothelial cell เท่านั้น ไม่มีการศึกษาถึงผลต่อ pericyte ในหนูที่
ได้รับ cisplatin พบว่าเกิด apoptosis ต่อ endothelial cell (12) ยังพบมีความผิดปกติของ 
blood-nerve barrier (BNB) ในโรคของเส้นประสาทส่วนปลายที่เกิดจากการอักเสบและเบาหวาน 
(13-15) ซึ่ง BNB นี้เกิดจากการท างานร่วมกันของ endothelial cell และ pericyte ดังนั้นน่าจะมี
การศึกษาว่า cisplatin มีผลต่อ pericyte และ BNB ในระบบประสาทส่วนปลายของหนูที่เกิด 
neuropathy จาก cisplatin หรือไม่อย่างไร  จึงเป็นที่มาของการศึกษานี้ 
 
ค าถามงานวิจัย 

1.Pericyteในระบบประสาทส่วนปลายมีการเปลี่ยนแปลงไปอย่างไรหลังจากได้รับยา cisplatin   
2. BNB มีการเปลี่ยนแปลงไปหรือไม่หลังจากได้รับยา cisplatin 
วัตถุประสงค์งานวิจัย 

- เพ่ือศึกษาผลของ cisplatin ต่อเซลล์pericyte และ blood-nerve barrier ในระบบ

ประสาทส่วนปลายของหนูที่เกิด neuropathy จาก cisplatin 
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กรอบแนวคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ถ้าพบว่าลักษณะของ pericyteและองค์ประกอบของ BNB ในระบบประสาทส่วนปลาย
เปลี่ยนแปลงไปจากการได้รับยา cisplatin จะเป็นข้อมูลที่ส าคัญซึ่งองค์ความรู้ที่ได้อาจน ามาใช้ใน
เรื่อง การหายาที่มีผลต่อ pericyte และ BNB ที่สามารถใช้รักษา neuropathy จาก cisplatin ได้ใน
อนาคต 
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ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

ตารางปฏิบัติงาน ระยะเวลา(เดือน) 
1-2 3-4 5-6 7-9 10-12 

ค้นคว้างานวิจัยที่เกี่ยวข้อง      

ศึกษาผลของ cisplatin ต่อpericyteใน
สัตว์ทดลอง 

      

วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง      
เขียนและสอบวิทยานิพนธ์      

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1.Pericyte 

pericyte เป็นเซลล์ที่วางตัวชิดกับผนังด้านนอกของหลอดเลือดขนาดเล็ก เซลล์มีแขนงแตก
ออกมาจากตัวเซลล์ ซึ่งแขนงเหล่านี้เป็นส่วนที่ท าหน้าที่โอบล้อมหลอดเลือดไว้ พบได้ที่ผนังหลอด
เลือดชนิด capillary และ postcapillary venule  pericyte ฝังตัวอยู่ภายใน basement 
membrane ที่สร้างขึ้นร่วมกับ endothelilal cell ซึ่งทั้งสองเซลล์นี้จะมีการใช้ basement 
membrane ร่วมกันในบางอวัยวะ basement membrane บางบริเวณหายไป เกิดเป็น junctional 
complex ระหว่างเซลล์ (รูปที่ 1) ซึ่งส่วนประกอบของ junctional complex มีดังนี้ (16, 17) 
 - gap junction เป็นบริเวณท่ียึดติดกันระหว่าง endothelial cell ที่อยู่ข้างเคียงและเป็น
บริเวณท่ีมีการแลกเปลี่ยนของไอออนและโมเลกุลขนาดเล็ก     
 - adhesion plaque ช่วยส่งเสริมการส่งผ่านแรงในการหดตัวของ pericyte ไปยังเซลล์อ่ืน 
 - peg-and-socket เป็นส่วนที่ยึด pericyte ไว้กับ endothelial cell โดย peg คือส่วนของ 
pericyte cytoplasm ที่ยื่นลงมาสวมอยู่ใน socket เล็กๆซึ่งเป็นส่วนของ endothelial cell 
   ความครอบคลุมพ้ืนที่รอบหลอดเลือดของ pericyte ในแต่ละอวัยวะมีความแตกต่างกันซึ่ง
มีความสัมพันธ์กับความยากง่ายในการผ่านเข้าออกของสาร โดยจะมีความหนาแน่นมากท่ี จอ
ประสาทตา และ สมอง ซึ่งสอดคล้องกับการมี blood-retinal และ blood-brain barriers 
นอกจากนั้นลักษณะของ pericyte จะมีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับแต่ละอวัยวะ โดยในระบบ
ประสาทส่วนกลาง pericyte ให้แขนง cytoplasmic process จ านวนมากล้อมรอบ capillary จึงท า
ให้เซลล์มีรูปร่างคล้ายดาว นิวเคลียสของ pericyte จะค่อนข้างกลมเมื่อเทียบกับ endothelial cell 
ที่ยาวรี (16, 17) 
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รูปที่ 1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง pericyte และ endothelial cell ในหลอดเลือดขนาดเล็ก โดย 
pericyte และ endothelial cell จะมีการใช้ basement membrane ร่วมกัน ซึ่งทั้ง 2 เซลล์มีการ
เชื่อมกันผ่านทาง junctional complex ซึ่งเป็นบริเวณท่ีส่วนของ basement membrane หายไป 
(ดัดแปลงจาก (17)) 
1.1 การบ่งชี้เซลล์ pericyte        
  ในการบ่งชี้ pericyte สามารถใช้วิธีการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน (transmission electron microscope) และส่องกราด (scanning electron 
microscope) ซึ่งเป็นการศึกษาที่บ่งชี้ pericyte ได้อย่างชัดเจน (18) นอกจากนี้ยังสามารถใช้ 
marker ในการบ่งชี้ แต่เนื่องจากลักษณะและองค์ประกอบของ pericyte มีความแตกต่างกันอยู่บ้าง
ในแต่ละอวัยวะ ท าให้ยังไม่มี marker ใดที่เป็น pan marker จึงมีความจ าเป็นในการเลือกใช้ marker 
ให้เหมาะสมในแต่ละเนื้อเยื่อ ยกตัวอย่างดังต่อไปนี้ (16, 17)   

1.Contractile protein เช่น α-smooth muscle actin (α-SMA) ซึ่งจะพบที่ pericyte 
ของระบบประสาทส่วนกลาง แต่ไม่พบการแสดงออกใน endothelialcell (16)   
 2.Cytoskeletal protein เช่น desmin, vimentin และ nestin (16)   

 3.Markerอ่ืนๆ เช่น  platelet-derived growth factor β receptor (PDGF-β 
receptor), chondroitin sulfate proteoglycan (CSPG), neuron-glial antigen 2 (NG2), 
regulator of G-protein signaling5 (RGS5) (16)   
 4.Cultured pericyte จะมีการแสดงออกซ่ึง marker ของ mesenchymal stem cell เช่น 
CD44, CD73, CD90 และ CD105 (16) 
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1.2 หน้าที่ของ pericyte 
 Pericyte ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis), การ
ควบคุมการไหลเวียนของหลอดเลือดฝอยจากความสามารถในการหดตัวได้ (local blood flow 
regulation), ความคงสภาพของหลอดเลือด (vessel stabilization), การซึมผ่านของหลอดเลือด 
(microvascular permeability), นอกจากนี้ pericyte ยังเป็นองค์ประกอบหนึ่งใน blood-brain 
และ blood-nerve barriers ด้วย (16) 
1.3 ลักษณะของ pericyte ที่มีพยาธิสภาพ 

 pericyte ในแต่ละอวัยวะจะมีความแตกต่างกัน (19) ซึ่งมีหลายการศึกษาพบว่าโครงสร้าง
ภายในของpericyte ที่มีพยาธิสภาพมีลักษณะดังนี้  

-pericyte ของสมองที่เสื่อมสภาพ จะพบ lylosome จ านวนมากและพบการหนาตัวของ 
basement membrance (20) 

-pericyte ของหลอดเลือดที่จอประสาทตาในภาวะไขมันในเลือดสูง จะพบว่า cytoplasm 
ฟ่อลีบ (20) 

-pericyte บริเวณสมองที่ได้รับการบาดเจ็บพบว่า จะอยู่กับ endothelial cell อย่างหลวมๆ 
และเห็น cytoplasmic process ของ pericyte แยกออกมาจากหลอดเลือด (21) 

- pericyte บริเวณหลอดเลือดของจอประสาทตาย้ายจาก endothelial cell ไปยัง 
perivascular space ในหนูที่เกิดภาวะ retinoneuropathy (22) 
2. Blood-brain barrier (BBB) และ Blood-nerve barrier (BNB)  

2.1 Blood-brain barrier(BBB)        
  Blood-brain barrier มีความส าคัญต่อเนื้อเยื่อประสาท โดยท าหน้าที่คัดกรองสาร
จากเลือดท่ีจะเข้าสู่เนื้อเยื่อประสาท เพ่ือรักษาสภาพที่เหมาะสมส าหรับการท างานของระบบประสาท 
และป้องกันอันตรายจากสารพิษในเลือด โครงสร้างของ BBB ประกอบด้วย endothelial cell 
basement membrane และ pericyte และดา้นนอกสุดจะถูกล้อมรอบด้วย end feet ของ 
astrocyte (16)  
2.2 บทบาท pericyte ต่อคุณสมบัติของ BBB 

Pericyte มีความส าคัญต่อ BBB ผ่านหลายกลไก กลไกแรกคือ เสริมความแข็งแรงของ 
intercellular junction ระหว่าง endothelial cell โดยอาศัย cell-to-cell contact กลไกอ่ืนคือ
ผลิตสารที่มีผลต่อคุณสมบัติของ BBB เช่น vascular endothelial growth factor (VEGF) ที่เพ่ิม 
permeability ของ barrier, basic fibroblast growth factor (bFGF) ที่เพ่ิมความหนาแน่นของ 
intercellularjunction ซึ่งสารนี้ยังผลิตจาก astrocyte ได้อีกด้วย (16) การศึกษาก่อนหน้านี้แสดง
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ความเกีย่วข้องระหว่างความหนาแน่นของ pericyte รอบหลอดเลือดกับการท างานของ BBB โดย
พบว่าหากจ านวน pericyte ลดลง จะส่งผลให้ permeability ของ BBB เพ่ิมข้ึน (22, 23) นอกจากนี้
ยังพบความเสียหายของ BBB ในโรคทางระบบประสาทต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดสมอง, multiple 
sclerosis, Parkinson disease, Alzheimer disease และ เนื้องอก ซึ่งการท างานที่ผิดปกติของ 
BBBนั้น อาจเกิดจากการเปิดของ tight junction เพียงชั่วคราวจนถึงการถูกท าลายของ barrier 
อย่างเรื้อรัง (16)    

ในโรค Alzheimer พบว่า β-amyloid เป็นพิษต่อ pericyte และ endothelial cell ใน
โรคหลอดเลือดสมองตีบ pericyte จะท าให้ capillary หดตัวและส่งผลให้ลดการไหลของเลือดใน
บริเวณนั้น ในการบาดเจ็บของสมองพบว่า pericyte มีการเคลื่อนที่จากรอบหลอดเลือดไปอยู่ที่
บริเวณเนื้อสมอง ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) (16)   
2.3 Blood-nerve barrier (BNB)  

Blood nerve barrier คือผนังหลอดเลือดในชั้น endoneurium ของเส้นประสาท หลอด
เลือดบริเวณนี้มี endothelial cell แนบชิดกับ pericyte อย่างต่อเนื่อง ซึ่งบริเวณนี้จะพบ 
intercellular junction ระหว่าง endothelial cell และ pericyte โดย BNBจะท าหน้าที่เป็น 
barrier ที่ท าให้เกิดการล าเลียงสารแบบใช้พลังงานและแบบเลือกผ่าน (active and selective 
transport) ระหว่าง endoneurium และภายในหลอดเลือด (24) และจะแยก endoneurium จาก
ระบบไหลเวียนเลือดเพ่ือป้องกันการรั่วไหลของสารที่ไม่สามารถควบคุมได้ จะเข้าไปที่เส้นประสาท
ส่วนปลาย จะเห็นได้ว่า BNB มีความส าคัญต่อการท างานของเส้นประสาทคล้ายกับที่ BBB มีต่อสมอง 
(25) 
2.4 บทบาทของ endothelial cell ต่อคุณสมบัติของ BNB    
 endothelial cell สร้างโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของ barrier ประกอบด้วย occludin, 
zonula occluden 1&2 (ZO-1&2), junctional adhesion protein (JAM) และ claudin 5&12 
endothelial cell สามารถบ่งชี้โดยใช้ marker ที่มีความจ าเพาะคือ von-Willebrand factor 
(vWF) และ platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) ซึ่งมีการศึกษาที่พบว่า
การลดลงของ claudin-5 และ ZO-1 เกี่ยวข้องกับการเกิดโรค chronic inflammatory 
demyelinating polyneuropathy (CIDP) ที่มีการท างานของ BNB บกพร่อง (13, 25) 
2.5. บทบาทpericyte ต่อคุณสมบัติของ BNB      
 pericyte มีความส าคัญต่อการท างานของ BNB ซึ่ง pericyte จะสร้างโปรตีนที่เป็น
ส่วนประกอบของ barrier ประกอบด้วย occludin, ZO-1&2, JAM และ claudin-12 ยกเว้น 
claudin-5 ซึ่งสร้างจาก endothelial cell เท่านั้น โปรตีนเหล่านี้มีความส าคัญต่อความสามารถใน
การซึมผ่านของ barrier (6) pericyte ยังสามารถหลั่ง growth factor เช่น bFGF,VEGF, Ang1,TGF 
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ซึ่งสารเหล่านี้มีผลต่อปริมาณ claudin-5 ใน endothelial cell และส่งผลต่อคุณสมบัติของ BNB 
(14) 

หลักฐานข้างต้นนี้แสดงถึงการท างานร่วมกันระหว่าง pericyte กับ endothelial cell ต่อ
คุณสมบัติของ BNB โดยความผิดปกติในการท างานของ endothelial cell และ pericyte ท าให้เกิด
โรคของเส้นประสาทได้ โดยพบว่าโรคเส้นประสาทเสื่อมจากเบาหวาน (diabetic neuropathy) มี
การลดลงหรือหายไปของ pericyte ร่วมกับ basement membrance ที่หนาตัวขึ้น (15) พบว่า 
pericyte ในหลอดเลือดของเส้นประสาท ที่มีการลดการแสดงออกของ claudin5 ใน endothelial 
cell ส่งผลให้ BNB อ่อนแอลง แ ล ะ ส า ม า ร ถ น า ไ ป สู่ ก า ร เ กิ ด  d e m y e l i n a t i n g 
polyradiculoneuropathy ได้ด้วย (13, 14) นอกจากนั้น pericyte สามารถหลั่ง glia cell line-
derived neurotrophic factor (GDNF) ซึ่งส่งผลให้การแสดงออกของ claudin-5 มากขึ้นทั้งใน
ระดับโปรตีนและ mRNA ท าให้  BNB แข็งแรงขึ้น ซึ่ งเห็นได้จากค่า t ransendothel ial 
electricalresistance ที่เพ่ิมข้ึน (26) 
3. Cisplatin 

 Cisplatin (cis – diaminodichloroplatinum หรือ CDDP) ถูกสังเคราะห์ขึ้นครั้งแรกในปี 
1845 โดย Peyrone หลังจากนั้นในปี 1965 Rosenberg ได้พบว่า cisplatin มีผลในการยับยั้งการ
แบ่งตัวของ Eschericia coli ซึ่งได้ท าการทดลองโดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ปล่อยจากขั้วกระตุ้นไฟฟ้าของ
แพลทินัม (platinum) ผ่านอาหารเหลว ต่อมาได้มีการใช้ cisplatin รักษาโรคมะเร็งหลายชนิดและมี
การใช้อย่างกว้างขวาง เช่น มะเร็งปอด มะเร็งศีรษะและคอ มะเร็งอัณฑะ มะเร็งรังไข่ และมะเร็งเต้า
นม เป็นต้น (1) ผลข้างเคียงทางคลินิกที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่เกิดจากการใช้ยา cisplatin ที่ท าให้ผู้ป่วย
ไม่สามารถทนต่อขนาดยาตามมาตรฐานได้คือการเกิดความผิดปกติของระบบประสาทส่วนปลาย 
(peripheral neuropathy) (2, 3) 
3.1 กลไกการออกฤทธิ์  

 Cisplatin เป็นยาที่เป็นอนุพันธ์ของแพลทินัมโดยมีส่วนประกอบของ NH3 และกลุ่มคลอไรด์(Cl-)
  

 
รูปที่ 2 โครงสร้างโมเลกุลของ cisplatin 
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 โดย cisplatin สามารถเข้าเซลล์โดยกระบวนการ passive diffusion ซึ่งเกิดจากการที่
ภายนอกเซลล์ มีปริมาณคลอไรด์ไอออนมากกว่าภายในเซลล์ ท าให้เกิดการแพร่ผ่านเข้าไปได้
นอกจากนี้ยังอาจผ่านเข้าไปโดยอาศัย copper transporter อีกด้วย (27) เมื่อ cisplatin เข้าสู่เซลล์ 
จะมีการเปลี่ยนรูปเป็น aqueous จากการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis โดยเกิดการแลกเปลี่ยนโมเลกุล
ระหว่างคลอไรด์ไอออนกับน้ า (28, 29) หลังจากนั้นaqueous form ของ cisplatin จะเข้าไปมีผล
โดยตรงต่อ DNA ในนิวเคลียสโดยจะเข้าไปสร้างพันธะโควาเลนท์(covalent bond) ท าให้เกิด intra-
strand และ inter-strand cross-links ที่บริเวณต าแหน่ง N-7 ของ guanines และ adenine ท าให้
เกิด DNA damage และเกิดการตายของแซลล์มะเร็งแบบ apoptosis (30, 31) 
3.2 ผลข้างเคียงของ cisplatin 

 หลังจากที่ให้เข้าทางหลอดเลือดแล้ว cisplatin จะมีการกระจายไปตามอวัยวะต่างๆใน
ร่างกายโดยจะพบเป็นปริมาณมากที่บริเวณไต, ตับ, รังไข่, อัณฑะ, ผิวหนัง, กระดูก รวมทั้ง dorsal 
root ganglion (DRG) (30) ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้ เกิดผลข้างเคียงในหลายอวัยวะ เช่น 
nephrotoxicity (32)  ototoxicity (33) และ peripheral neuropathy (1)  
Nephrotoxicity 

 จากการที่มี cisplatin สะสมมากที่บริเวณไตก่อให้เกิดความผิดปกติต่อการท างานของไตจน
อาจถึงขั้นไตวาย (renal failure) จากการศึกษา morphology ของไตในผู้ป่วยที่ได้รับ cisplatin 
พบว่าเกิดnecrosis ที่บริเวณ terminal portion ของproximal tubule และเกิด apoptosis ที ่
distal nephron (32) ปัจจุบันสามารถลดผลข้างเคียงของ cisplatin ที่ส่งผลต่อไตได้โดยการ 
hydration ร่วมกับการใช้ยากลุ่ม diuretics และserotonin receptor antagonist (34) 
Ototoxicity 

ผลข้างเคียงของ cisplatin ท าให้เกิดพยาธิสภาพที่ส าคัญต่อเส้นประสาทที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้อง
กับการได้ยิน โดยท าให้เกิดการสูญเสียการได้ยินในช่วงความถี่สูงและส่งผลจนถึงช่วงความถี่ในระดับ
เดียวกับการพูด (35) และยังส่งผลให้ผู้ป่วยเกิดภาวะ tinnitus ทั้งแบบชั่วคราวและถาวร (36) 
3.3 Cisplatin-induced neuropathy 

3.3.1 กลไกการเกิด 

จากการศึกษาพบว่า cisplatin สะสมใน DRG มากกว่าใน nerve, spinal cord และ brain  
(31, 37)โดยกลไกที่ท าให้เกิด cisplatin-induced neuropathy เป็นผลจาก DNA damage และ
จากโครงสร้างของ DNA ที่ผิดปกติท าให้ cell cycle มีความผิดปกติและท าให้เกิด apoptosis ของ
DRG neuron โดยผ่านกลไก re-entry ของ cell cycle (38, 39) โดยมีการกระตุ้นการแสดงออกของ 



 

 

10 

p53 ซึ่งเป็นโปรตีนท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ cell cycle ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ cell cycle แล้วไปท าให้เกิดการย้ายของ Baxไปที่ mitochondria ท าให้มีการ
ปล่อย Cytochrome C ออกมาจาก mitochondria มากระตุ้นcaspase ต่างๆแล้วน าไปสู่ 
apoptosis (40) นอกจากมีผลต่อ nuclear DNA ของ neuron ข้างต้นแล้ว cisplatin ยังมีผลต่อ 
mitochondrial DNA เช่นเดียวกัน โดย mitochondrial DNA damage ท าให้การสร้างพลังงานจาก 
mitochondria ลดลง neuron ซึ่งเป็นเซลล์ที่ต้องการพลังงานในการขนส่งสารผ่าน axon รวมทั้ง
การสื่อสารผ่าน synapse โดยใช้ neurotransmitter ก็จะบกพร่องและจากการศึกษาพบว่า 
cisplatin-induced neuropathy ท าให้การขนส่งสารต่างๆภายใน axon (axonal transport) 
ลดลงทั้งในทิศทาง anterograde และ retrograde (41) นอกจากนี้การที่ transcription ของ 
nuclear DNA เสียไปจากที่ cisplatin ไปจับก็ยังท าให้การสังเคราะห์โปรตีนต่างๆ ที่จ าเป็นต่อการ
ท างานของเซลล์เสียไป (42)  นอกจากกลไกข้างต้น cisplatin ยังเพ่ิมภาวะ oxidative stress ทั้งนี้
เนื่องจากในการศึกษาผลของ vitamin E ซึ่งเป็น antioxidant พบว่ามีผลดีต่อภาวะ cisplatin 
neuropathy ทั้งในคนและสัตว์ทดลอง (43, 44) 
3.3.2 ลักษณะการเกิด cisplatin-induce neuropathy ในมนุษย์ 

 ลักษณะของ cisplatin neuropathy ในคนที่พบบ่อยที่สุดคือ distal symmetrical 
polyneuropathy คือเป็นมากที่ปลายมือปลายเท้า เป็นทั้งสองข้างใกล้เคียงกันและเป็นกับ
เส้นประสาทหลายเส้นพร้อมๆกัน  (45, 46) ความผิดปกติมักเกิดขึ้นกับการรับความรู้สึก มีอาการชา
ปลายมือปลายเท้าเป็นลักษณะคล้ายใส่ถุงมือถุงเท้า (glove-stocking pattern) อาจจะปรากฏหลัง
เริ่มการรักษามาได้ระยะหนึ่งและจะมีอาการมากขึ้นเมื่อ ผู้ป่วยได้รับการรักษามาได้หลายเดือนหรือ
หลังสิ้นสุดการรักษา นอกจากนี้ความผิดปกติทาง sensoryอ่ืนๆ ที่พบได้ คือ paresthesia, รับรู้ 
vibration ได้ลดลง ,รับรู้ joint position ได้ลดลงและการลดลงหรือหายไปของ deep tendon 
reflexes (45) นอกจากนี้ยังพบการลดลงของ sensory nerve conduction amplitude และ 
velocity แต่ไม่มีอาการอ่อนแรงของกล้ามเนื้อ (47) เมื่อตรวจร่างกายทางพยาธิวิทยาของ
เส้นประสาท sural พบว่ามีการหายไปของ myelinated fiber ขนาดใหญ่ (46) ดังนั้นการเกิด 
neuropathy เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้ผู้ป่วยไม่สามารถรับยา cisplatin ในการรักษาโรคมะเร็งอย่าง
ต่อเนื่อง ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งลดลง 
3.3.3 ลักษณะการเกิด cisplatin-induce neuropathy ในสัตว์ทดลอง 

 การศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าหนูที่ได้รับยา cisplatin จะมีความไวในการรับรู้ต่อความร้อน
น้อยลง แต่เกิดความเจ็บปวดต่อ mechanical stimuli(mechanical allodynia) ได้  (4-6, 8, 9, 48
)และจากการศึกษา motor และ proprioceptive function โดยใช้ rota-rod test ก็พบว่ามีความ
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ผิดปกติด้วย (6, 49) Motor nerve conduction velocity อาจลดลงได้ในกรณีได้ขนาดยา 
cisplatin ที่สูง (8, 9, 49) แต่เมื่อเทียบกับขนาดยาที่ต่ ากว่าอาจไม่พบการลดลงของ Motor nerve 
conduction velocity (48) ในส่วนของโครงสร้าง DRG พบว่ามี atrophy ของ cell body, 
nucleus และ nucleolus (6, 8-10, 13) แต่การลดลงของจ านวน DRG neuron นั้นยังไม่ชัดเจน 
โดยมีรายงานว่าพบการลดลงหลังได้รับยา cisplatin แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (8, 10) ส่วนโครงสร้าง
ของ nerve พบมีการลดขนาดของ myelinated fiber และมีการลดลงเล็กน้อยของจ านวน 
myelinated fiber  (4, 8-10) 

สรุปได้ว่า cisplatin มีผลต่อระบบประสาทส่วนปลาย โดยเฉพาะ ต่อ DRG neuron ซึ่งเป็น 
sensory neuron เป็นหลัก ท าให้ผู้ป่วยเกิดภาวะ sensory neuropathy จนส่งผลเสียต่อการรักษา
มะเร็ง ดังนั้นการรักษา cisplatin-induced neuropathy จึงมีความจ าเป็นอย่างมาก ซึ่งต้องอาศัย
ความรู้เกี่ยวกับ molecular mechanism ของการเกิดภาวะนี้  
4. ผลของ cisplatin ต่อการท างานของ endothelial cell และ pericyte ในระบบประสาท
ส่วนปลาย   

จากข้อมูลในหัวข้อก่อนหน้านี้ที่แสดงว่า cisplatin มีผลเสียต่อ sensory neuron ใน DRG 
และ endothelial cell กับ pericyte รวมทั้งมีความผิดปกติของ blood-nerve barrier ในโรคของ
เส้นประสาทหลายโรค ดังนั้นจึงน่าจะมีการศึกษาว่า cisplatin มีผลต่อ endothelial cell และ 
pericyte ในระบบประสาทส่วนปลายหรือไม่ อย่างไร 

ในปัจจุบันมีการศึกษาไม่มากเก่ียวกับผลของ cisplatin ต่อเซลล์ pericyte ในระบบประสาท
ส่วนปลาย มีการสังเกตว่าการรักษาผู้ป่วยด้วยเคมีบ าบัดที่มี cisplatin รวมอยู่ด้วยมีโอกาสเสี่ยงต่อ
การเกิดการอุดตันของหลอดเลือดแดงในสมองเพ่ิมขึ้น (11) นอกจากนี้ยังพบว่าการรักษาเนื้องอก 
germ cell ด้วยเคมีบ าบัดที่มี cisplatin ประกอบอยู่ จะท าให้เกิดความเสียหายต่อ endothelial 
cell (12) และในหนูทดลองซึ่งได้รับการฉีด cisplatin ขนาด 2mg/kg 1ครั้งต่อสัปดาห์เป็นเวลา 9 
สัปดาห์ส่งผลให้มีการลดลงของการไหลเวียนเลือดในเส้นประสาท และมีการลดลงของจ านวนหลอด
เลือดในเส้นประสาท รวมทั้งเกิด apoptosis ของ endothelial cell (50) 

ดังนั้นจะเห็นได้ว่า cisplatin น่าจะมีผลเสียต่อ endothelial cell และส่งผลต่อความ
ผิดปกติในการไหลเวียนเลือดภายในเส้นประสาท ซึ่งอาจจะเกี่ยวข้องกับภาวะ neuropathy ที่เป็น
ผลข้างเคียงส าคัญของ cisplatin ได้ อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการศึกษาถึงผลของ cisplatin ต่อ 
pericyte ซึ่งมีบทบาทส าคัญต่อ BNB และการท างานของระบบประสาทส่วนปลายเช่นเดียวกับ 
endothelial cell จึ ง เ ป็ น ที่ ม า ข อ ง โ ค ร ง ก า ร ศึ ก ษ า นี้



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

1.การทดลองในสัตว์ทดลอง 

กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา  

หนูเพศเมียพันธุ์ Wistar จ านวน 25 ตัวน้ าหนัก 200-220 กรัม จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ

มหาวิทยาลัยมหิดล 

รูปแบบการวิจัย 

 การทดลองในสัตว์ 

 

วิธีการวิจัย (Research methodology) 

1.การแบ่งกลุ่มหนู 
          แบ่งกลุ่มหนู 25 ตัวโดยสุ่มเลือกแบ่งออกเป็น 2กลุ่ม กลุ่มละ 12-13 ตัว คือ 
 กลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุม (control หรือ C) ได้รับการฉีด normal saline ที่เป็น vehicle 
ส าหรับ cisplatin จ านวน12ตัว 
          กลุ่มที่ 2 (cisplatin หรือ P) ได้รับการฉีด cisplatin จ านวน13 ตัว ที่มีจ านวนมากกว่ากลุ่ม 
C 1 ตัวเนื่องจากเผื่อเสียชีวิตระหว่างการทดลอง 
2. การดูแลหนู 

          ชั่งน้ าหนักแรกรับและทุกสัปดาห์จนสิ้นสุดการทดลอง ให้หนูได้รับน้ าและอาหารเม็ดส าเร็จรูป
ในปริมาณท่ีเพียงพอ ที่อุณหภูมิห้อง 25ºC ช่วงเวลากลางคืนกลางวัน 12/12 ชั่วโมง ทั้งนี้ก่อนเริ่มการ
วิจัย โครงการได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์ ของคณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยเรียบร้อยแล้ว (เลขที่โครงการวิจัย 19/58) และผู้วิจัยได้ท า
ตามหลักเกณฑ/์ค าแนะน า ในการใช้สัตว์ทดลองที่ออกโดยสภาวิจัยแห่งชาติอย่างเคร่งครัด 
3. การฉีดยาหนู 

กลุ่ม C ได้รับการฉีด normal saline เข้าช่องท้องโดยปริมาตรค านวณตามน้ าหนักตัว
เทียบเท่ากับกลุ่ม P  

 กลุ่ม P ได้รับการฉีด cisplatin ผสมใน normal saline เข้าช่องท้อง 2mg/kg/ครั้ง สัปดาห์
ละ 2  ครั้ง ทั้งหมด 5 สัปดาห์ติดต่อกัน รวม dose ที่ได้ทั้งหมด 20 mg/kg ขนาดที่ให้นี้ได้ทดลอง
แล้วว่าท าให้เกิดภาวะ neuropathy ในหนูจริง (9)   
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รูปที่ 3 แสดงแผนการทดลอง 

 NSS = normal saline solution 
 MNCV = motor nerve conduction velocity 
 3.1 วิธีการเตรียมยาและสารเคมี 

 ยาและสารเคมีที่ใช้ (8, 9) 
  1. Sterile normal saline ส าหรับฉีด  
 2. cisplatin (Korea united pharm, ส าหรับฉีดขนาด 50 mg in 50 ml) 
          การผสมยา 

- cisplatin เจือจางด้วย normal saline ให้ได้ความเข้มข้น 0.5 mg/ml เพ่ือฉีดเข้าช่องท้อง

ปริมาตร  4ml/kg 

- ปริมาณ normal saline ที่ให้กลุ่ม C จะเท่ากับกลุ่ม P ที่น้ าหนักตัวเท่ากัน แต่ไม่มี 
cisplatin อยู่ 
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4. Hot plate test   

          Hot plate test ใช้วัดการรับรู้ความร้อนที่เท้าของหนู ใช้อุปกรณ์คือ hot plate meter โดย
วางหนูบนแผ่นความร้อนที่ควบคุมอุณหภูมิและจับเวลาตั้งแต่เท้าของหนูสัมผัสบนแผ่นความร้อน และ
จะหยุดจับเวลาเมื่อหนูเลียอุ้งเท้าหลัง ระยะเวลาที่ได้คือ withdrawal latency หน่วยเป็นวินาที 
วิธีทดลอง หนูทุกตัว ในแต่ละกลุ่มจะถูกวางลงบนแผ่นความร้อนที่มีอุณหภูมิ 60 ± 0.5oCน าหนูแต่
ละตัวมาท าการทดลอง3 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกันประมาณ 10 นาที โดยที่ cut-off time เท่ากับ 35 
วินาทีเพ่ือป้องกันการบาดเจ็บของเท้า สังเกตพฤติกรรมการเลียอุ้งเท้าของหนู บันทึกเวลาตั้งแต่วาง
หนูลงบนแผ่นความร้อนจนกระทั่งหนูแสดงพฤติกรรมดังกล่าว จากนั้นน าเวลา 3 ครั้ง มาหาค่าเฉลี่ย
ของหนูตัวนั้นๆ โดยจะท าก่อนให้ยา สัปดาห์ที่ 3 และสัปดาห์ที่ 5ก่อนสิ้นสุดการทดลอง 1 วัน 
เปรียบเทียบค่าของหนูกลุ่มต่างๆ ในแต่ละครั้งวิธีการนี้ได้ใช้ในการศึกษาก่อนหน้าแล้ว (8, 9) 
5. Motor nerve conduction velocity test  

 Motor nerve conduction velocity (MNCV) test เป็นวิธีการตรวจวัดความสามารถ
ในการน ากระแสประสาทของ motor nerve fiber โดยการทดลองนี้จะท าการวัดค่า MNCV ใน
เส้นประสาท sciatic สัปดาห์ที่ 5 ก่อนสิ้นสุดการทดลองเหตุผลที่ไม่ได้ท าในช่วงก่อนเริ่มการทดลอง 
เนื่องจากแผลที่เท้าจากการแทงข้ัวไฟฟ้าอาจท าให้รบกวนการท า hot plate test ได้ จึงท าเม่ือได้ผล 
hot plate test ครั้งสุดท้ายแล้วครั้งเดียว 
 วิธีทดลองหนูถูกท าให้สลบโดยเริ่มด้วย 4% isoflurane ผ่าน oxygen1000 ml/min โดยใช้
เครื่องดมยาสลบส าหรับสัตว์ทดลองหลังจากนั้นลดความเข้มข้นของ isofluraneเป็น 2.5% ผ่าน 
oxygen500 ml/min เพ่ือคงภาวะสลบของหนูและรักษาอุณหภูมิร่างกายของหนูที่ 37 °C ระหว่าง
การทดสอบหนูอยู่ในลักษณะนอนคว่ าบนแผ่นร้อนที่คลุมด้วยผ้า ใช้ 70%alcohol เช็ดที่ผิวหนัง 
จากนั้นท าการเสียบ stimulating electrode ที่บริเวณ sciatic notch ด้านซ้าย (point 1, รูปที่ 4) 
ซึ่งอยู่บริเวณสะโพกใกล้ sciatic nerve และเสียบ recording electrodes ที่บริเวณ interosseous 
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space ที่ 2 และ 3 ของเท้าด้านเดียวกัน ground electrode ถูกเสียบที่ผิวหนังด้านข้างของเท้าที่อยู่
ระหว่าง stimulating และ recording electrodesโดย electrodes ทุกตัวถูกเชื่อมต่อกับเครื่อง 
electromyography (EMG) แล้วท าการกระตุ้นระดับ supramaximal stimulus ที่บริเวณ point 1 
และ หลังจากกระตุ้น motor fiber ใน sciatic nerve แล้วกล้ามเนื้อที่ขาจะมีการกระตุกซึ่งจะบันทึก
การตอบสนองได้เป็น compound muscle action potential(CMAP)ท าการกระตุ้นซ้ าอย่างน้อย 4 
ครั้ง ในหนูแต่ละตัวในเครื่อง EMG วัดระยะเวลาตั้งแต่ถูกกระตุ้นจนถึง M wave peak ของ CMAP 
ที่ point1 ที่เรียกว่า latency1 (L1, รูปที่ 5) แล้วจึงย้าย stimulating electrode จากบริเวณ 
sciatic notch (point 1) ไปเสียบข้าง Achilles tendon (point 2, รูปที่ 4) ซึ่งอยู่ใกล้กับแขนง 
tibial ของ sciatic nerve ท าการทดสอบซ้ าเหมือนกับ point 1 ข้างต้นซึ่งจะได้ค่า latency2 (L2, 
รูปที่ 5)จากนั้นค านวณ MNCV โดยน าระยะทางระหว่าง point 1 และ point 2 หารด้วยผลต่างของ 
L1 กับ L2 ตามสูตรดังต่อไปนี้ (8, 9) 

      MNCV (m/s) =           ระยะทางระหว่าง point 1 และ point 2 (mm) 
                       L1 - L2 (ms) 

       MNCV = Motor nerve conduction velocity (หน่วยเป็น m/s) 
L1   = ระยะเวลาที่ตอบสนองต่อการกระตุ้นที่ point 1 (L1) (หน่วยเป็น ms) 

              L2   = ระยะเวลาที่ตอบสนองต่อการกระตุ้นที่ point 2 (L2) (หน่วยเป็น ms) 

 
 

รูปที่ 4 แสดงการวางต าแหน่งของ electrode ต่างๆ 
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รูปที่ 5 แสดงค่า latency (L) จาก CMAP ที่ได้จากการกระตุ้นทั้งสองต าแหน่ง 
6. การ sacrifice หนู 

 โดยท าเมื่อหนูได้รับยาครบ 5 สัปดาห์แล้ว 
6.1 น าหนูทุกตัวมาดม isoflurane จนหนูสลบ  
6.2 แบ่งหนูกลุ่มC และ P เป็น 3 กลุ่มย่อย (รูปที่ 5) 

- กลุ่มที่1 (7 ตัว)ท าfresh removal   ผ่าตัดเปิดช่องอกดูดเลือดออกจากหัวใจห้อง
ล่างขวาเพื่อให้หนูตาย  กลุ่มนี้จะใช้ชิ้นเนื้อไปศึกษาระดับโปรตีนด้วยวิธี Western 
blot (8) 
- กลุ่มที่2 (2 ตัว)  ผ่าตัดเปิดช่องอกเพ่ือท า cardiac perfusionโดยแทงเข็มที่ต่อมา
จากเครื่องperistaltic pump  เข้าท่ีหัวใจห้องล่างซ้ายเพื่อปั้ม  normal saline200 
ml เข้าไปในหัวใจหนูแล้วกระจายไปตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย   และตัดหัวใจ
ห้องบนขวาเพ่ือให้เลือดไหลออกมาจากหนูหมด   ตามด้วยการปั้ม 
3%glutaraldehyde ใน 2 M Cacodylate buffer pH 7.4  400  ml  เข้าไป
เช่นเดียวกับ  normal saline กลุ่มนี้จะใช้ชิ้นเนื้อไปศึกษา เซลล์pericyte บริเวณ 
DRG และ sciatic nerve ด้วยTransmission EM (TEM) (18) 
- กลุ่มที่3(3 ตัว) ผ่าตัดเปิดช่องอกเพ่ือท า cardiac perfusion เช่นเดียวกับกลุ่มที่2
โดยใช้normal saline 200 ml ตามด้วย 4% paraformaldehyde (PFA)400 ml  
กลุ่มนี้จะใช้ชิ้นเนื้อไปศึกษา pericyteบริเวณ DRG และ sciatic nerveด้วยเทคนิค 
immunohistochemistry (8, 18) 
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6.3 จากนั้นผ่าเลาะเพ่ือเก็บ DRG และ sciatic nerve ทั้งสองข้าง 
- กลุ่มที่1 เลาะ DRG ระดับ L4, 5 และ sciatic nerve ทันทีหลังจากหนูตาย และ
ใส่ Eppendorf tube 2 ml  แช่ในน้ าแข็งแห้ง แล้วน าไปเก็บไว้ที่ตู้แช่แข็ง อุณหภูมิ 
-70°C (8)  
- กลุ่มที่2 เลาะ DRG ระดับ L4, 5 และ sciatic nerve น ามาแช่ใน 3% 
glutaraldehyde ที่อุณหภูมิ 4°C1 คืน (18) 
- กลุ่มที่3 เลาะ DRG ระดับ L4,5 และ sciatic nerve น ามาแช่ใน 4% 
paraformaldehyde ที่อุณหภูมิ4°C เป็นเวลา 1 คืน (8, 18) 

6.4 กลุ่มท่ี2 เปลี่ยนน้ ายาแช่เป็น 0.2 M PBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4°C ซึ่งเก็บไว้จนกว่าจะเข้า
สู่กระบวนการฝังใน epoxy resin (18) 
6.5 กลุ่มที่3 เปลี่ยนมาแช่ใน 20% sucrose in 0.2 M PBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4°C ซึ่งเก็บ
ไว้จนกว่าจะเข้าสู่กระบวนการฝังใน OCT (optimal cutting temperature) medium (8, 
18) 

7. การเตรียมและวิเคราะห์ชิ้นเนื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 แสดงการแบ่งกลุ่มหนูเพ่ือน าชิ้นเนื้อไปศึกษาด้วยเทคนิคต่างๆ 
7.1 Western blot analysis of DRG and sciatic nerve  

 7.1.1 การเตรียมตัวอย่าง 

-specimen ที่เก็บไว้ในอุณหภูมิ -70°C น ามา homogenize ใน homogenization 
solution  
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[0.1mmol/l PIPES Ph 6.9, 5 mmol/l sodium fluoride plus 1 mmol/l PMSF, 2 
mmol/l      sodium  orthovanadate and protease inhibitor cocktail (1 µg/ml 
pepstatin A, 1 µg/ml leuprptin, 10 µg/ml benzoyl-L-arginine methyl ester, 10 
µg/ml p-tosyl-L-arginine methyl ester, 10  µg/ml L-1-tosylamide-2-
phenylethylchloromethyl ketone, 10 µg/ml trypsin inhibitorand10 
µg/mlaprotin)] ด้วยเครื่องmicrohomogenizer 
- หลังจากนั้นเติม sample buffer (TrizmaHCl pH 6.8, bromphenol blue sodium 
salt,  glycerol, 99% DL-Dithiothreitol,SDS and B-mercapo) ลงในแต่ละ sample 
 -น าไปต้มเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้โปรตีนเกิด denaturation  

 7.1.2 Bramhall protein assay  

   เทคนิคนี้ใช้หลักการของ Coomassie blue ที่ไปจับกับโปรตีนใน acidic medium 
ซึ่งความเข้มข้นของโปรตีนในตัวอย่างสามารถบ่งชี้ได้จากความเข้มข้นของสีและเปรียบเทียบ
กับโปรตีนมาตรฐาน  
โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 - แบ่งกระดาษกรองเป็นรูปสี่เหลี่ยม (1.5 x 1.5 cm) โดยใช้ดินสอ 
 - หยด Bovine serum albumin (BSA)0.5-8 µl  ซึ่งเป็นโปรตีนมาตรฐาน ลงบนกระดาษ
ความเข้มข้นละ 3 ช่อง 
 - จากนั้นใส่ homogenization solution 3 µl  ลงบนกระดาษ 3 ช่อง และ ใส่ตัวอย่าง
ขนาด 3 µl  ของแต่ละตัวอย่างลงบนกระดาษ 3 ช่อง 
 - รอให้กระดาษแห้งและน าไปจุ่มใน methanol เพ่ือขจัดสารต่างๆออกจากกระดาษท่ีอาจจะ
ไปขัดขวางการเกิดปฏิกิริยาการจับกับสี 
 - รอให้กระดาษแห้งอีกครั้ง น ามาย้อมด้วยสารละลาย Coomassie Blue 0.5% 30 นาที 
 - จากนั้นน ามาล้างด้วย acetic  acid 7% เพ่ือขจัดสีที่ไม่ได้จับกับโปรตีน แล้วปล่อยให้แห้ง 
 - ตัดกระดาษกรองแต่ละช่องและใส่ลงใน Eppendorf tube ขนาด 2 ml 
 - จากนั้นชะล้างสีที่จับกับโปรตีนโดยใส่ elute solution 1.4 ml(66% methanol, 33% 
distilled water and 1% ammonium hydroxide)ลงไปในแต่ละ tube 
 - น าแต่ละ tube ไป vortex เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 2 ครั้ง 
 - pipette สารละลายหลังจาก vortex ใส่ใน 96-well plate 200 µl ในแต่ละช่องและใช้ 
plate reader อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm จะได้ค่า optical density 
(OD) 
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 - หาค่าเฉลี่ยของ OD ในแต่ละความเข้มข้นของ standard, sample และ blank จาก 3 ค่า
จากนั้นหักค่า OD ของ blank ออกจากค่า OD ของทุก standard และ sample 
 - น าค่าของ standard ความเข้มข้นโปรตีนต่างๆมาท าเป็น standardcurve 
 - จากนั้นค านวณความเข้มข้นของโปรตีนในแต่ละตัวอย่างโดยการเปรียบเทียบกับ standard 
curve 

 7.1.3 Gel electrophoresis  

   เป็นกระบวนการแยกโปรตีนโดยอาศัยมวลโมเลกุลและประจุไฟฟ้า  โดยใช้เทคนิค 
SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) โดย 
pipette denature sample  ลงบน stacking  gel   และปล่อยกระแสไฟฟ้าผ่าน 100  
โวลต์ ซึ่ง   stacking   gelในปริมาตรที่มีปริมาณโปรตีน 20 µlจะท าให้โปรตีนรวมเป็นแถบที่
ชัดเจน ก่อนที่จะเข้าสู่ separating gel   เมื่อโปรตีนเข้าสู่     separating gelจะเปลี่ยน
กระแสไฟฟ้าผ่าน 150โวลต์  จากนั้นโปรตีนที่มีประจุลบจะวิ่งจากขั้วลบไปขั้วบวก และ
สามารถแยกโปรตีนได้จากการเคลื่อนที่โดยขึ้นอยู่กับขนาดของ โปรตีนจากนั้นโปรตีนที่
แยกได้จะถูกย้ายไปที่ nitrocellulose membrane โดยใช้ semi-dryelectroblotter  
7.1.4 Immunologicaldetection  
 - น า nitrocellulose membrane มาแช่ใน casein solution (Vector) 30นาที 
เพ่ือลด non-specificbinding ของ primary antibody 
 -จากนั้นน า nitrocellulose membrane ไป incubate ใน primary antibody 
[antibody ต่อ claudin-5 (1.5:1000), occludin (1.5:1000), ZO-2 (1.5:1000) และ Beta 
actin (1:1000) เพ่ือยืนยันปริมาณโปรตีนแต่ละกลุ่ม] ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 1 คืน 
 - น า nitrocellulose membrane มาล้างด้วย wash buffer(Vector) 5 นาที 2 
ครั้งจากนั้นน าไป incubate ต่อใน Biotinylated secondary antibody(Vector) เป็นเวลา 
30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
 - น า nitrocellulose membrane ไปล้างอีกครั้งด้วย wash buffer5 นาที 2 ครั้ง 
 - น าไป incubate ต่อใน Avidin-biotin complex ที่มีเอนไซม์ peroxidase ติดอยู่ 
(Vectastain ABC kit standard ,Vector) 30 นาที จากนั้นล้างด้วย wash buffer 5 นาที 2 
ครั้ง 
 - ใส่ peroxidase substrate คือ diaminobenzidine(DAB peroxidase 
substrate kit,Vector) บนnitrocellulose membrane   เพ่ือให้แถบโปรตีนที่จ าเพาะติด
เป็นสีน้ าตาลเข้ม 
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 - ล้าง nitrocellulose membrane ด้วยน้ าประปา 5 นาทีและปล่อยให้แห้ง จะได้
แถบสีน้ าตาลเข้มของโปรตีนที่สนใจบนพื้นกระดาษสีขาวของ nitrocellulose membrane 
7.1.5 Densitometric analysis  

 - น า nitrocellulose membrane เข้าเครื่องสแกนและได้ภาพออกมาเป็นไฟล์ภาพและส่ง
ข้อมูลเข้าไปในคอมพิวเตอร์ 
 - วิเคราะห์ความเข้มของแถบโปรตีนที่ปรากฏด้วยโปรแกรม Image proplus 
7.2 Immunohistochemistry for pericytes in DRG and sciatic nerve  

          7.2.1 เตรียมชิ้นเนื้อ 

 - น า sciatic nerve  ใน 20% sucrose มาแบ่งเป็นส่วน proximal และ distalแล้วแบ่ง
ออกเป็นส่วนๆ ยาวส่วนละ 5 mm .ดังรูป 

 
 
 

 
  
 

รูปที่ 7 แสดงการแบ่งเส้นประสาท sciatic เป็นส่วน proximal และ distal ตรงต าแหน่งเส้นประคือ 
ประมาณกึ่งกลางความยาวของเส้นประสาท 

 
 - น า DRG และ sciatic nerve ที่แบ่งแล้ว embed ใน OCT medium (Tissue-Tek) 
 - ตัด section DRG และ sciatic nerve แบบตามขวางด้วยความหนา 8 µm ด้วยเครื่อง 

cryostat โดยเริ่มเก็บ section แรกท่ีเห็น axon เต็มวง fascicle จ านวน 200 section วาง
บนแผ่นสไลด์ 8 section ต่อ 1 สไลด์ โดยเรียงล าดับดังนี้ สไลดที่เป็น section ที่ 1 11 21 
31 41 51 61 71 81 สไลด์ที่2 เป็น section ที่ 2 22 32 42 52 62 72 82 ท าเช่นนี้จนครบ 
200 section ดังรูป 
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รูปที่ 8 แสดงล าดับการเรียง section บนสไลด์ 

7.2.2 Immunohistochemistry for pericyte  

 น า section มาย้อม desminเพ่ือบงชี้ pericyteด้วยขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
 - น าสไลด์มาเป่าแห้ง 5 นาที 
 - ล้างด้วย phosphate-buffered saline (PBS) 5 นาที 3 ครั้ง 
 - น าสไลด์ที่ได้มา incubate ด้วย 2% normal goat serum (1:50) ใน PBS เป็นเวลา 20 

นาที ที่อุณหภูมิ  30°C 
- หลังจากนั้นท าการล้างด้วย PBS 5 นาที 3 ครั้งและใส่ primary antibody ซึ่งเป็น marker 
ส าหรับ pericyte คือ anti-human desmin rabbit polyclonal antibody (1:1000 
Abcam) ทิ้งไว้ 1 คืน ที่อุณหภูมิห้อง 
- ล้างด้วยPBS 5 นาที 3 ครั้ง 

 - จากนั้นน าไป incubate ต่อใน Biotinylatedanti rabbit IgG (goat) secondary 
antibody[1:150 (Vector)]เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิ  30°C 
-ล้างด้วยPBS 5 นาที 3 ครั้ง 
- น าไป incubate ต่อใน Avidin-biotin complex ที่มีเอนไซม์ peroxidase ติดอยู่ 
(Vectastain 
ABC kit standard ,Vector) 30 นาที จากนั้นล้างด้วย PBS 5นาที 3 ครั้ง 
 - น าไป incubateในperoxidase substrate คือ diaminobenzidine(DAB peroxidase 
substrate)จนเห็นสัญญาณการติดสี DAB ของเซลล์ pericyte และหยุดปฏิกิริยาด้วยน้ า
กลั่น 

 - counterstainเยื่อ myelin ด้วย luxol fast blue จากนั้น mount slide ด้วย aqua 
mountและปิดด้วย coverslip แล้วน าไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
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 7.2.3 Quantitative analysis  

- สุ่มเลือก section ที่จะหาความหนาแน่นของเซลล์ pericyte ที่ย้อมติด desmin โดยเลือก
จากสไลด์ในช่วงอันดับเลขคณิตเดียวกันเช่น 5, 15, 25, 105,...เป็นต้น จ านวน 20 section 
ซ่ึงแต่ละ section จะห่างกัน 10 sectionเพ่ือป้องกันการนับเซลล์ pericyte ซ้ าเซลล์เดียวกัน 
- เก็บภาพจากกล้องจุลทรรศ์ที่ก าลังขยาย 10X เพ่ือค านวณพ้ืนที่ของ axonทั้งหมดในแต่ละ 
fascicle ด้วยโปรแกรม Image pro plus และเก็บภาพที่ก าลังขยาย 20x เพ่ือนับจ านวน
เซลล์ pericyte ที่ย้อมติด desmin น าภาพที่เก็บได้ทั้ง 2 กลุ่มมานับจ านวน pericyte ที่ย้อม
ติด desmin ด้วยโปรแกรม Photoshop โดยจะนับลักษณะที่ positive ต่อ desmin และ
เห็นเป็นสีน้ าตาล มีลักษณะเป็นหลอดเลือดขนาดเล็กที่มีผนังบาง จาก section ที่สุ่มเลือก
ทั้งหมด โดยจะท าเครื่องหมาย O ล้อมรอบเซลล์ pericyte ที่นับ จากนั้นน าค่าที่นับได้ไปหา
ความหนาแน่นตามสูตรดังนี้  
    

  ความหนาแน่นเซลล์ pericyte  =   
จ านวนเซลล์          เซลล์ 

พื้นท่ี      ตารางไมครอน 
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 A. A. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 B. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 9 รูปแสดง morphometry ของ sciatic nerve เพ่ือหาความหนาแน่นของ pericyte 
 A: รูปแสดงการลากเส้นเพ่ือค านวณพ้ืนที่ axon ของ sciatic nerve จากโปรแกรม Image 

Pro Plus 
 B: รูปแสดงการนับเซลล์ pericyte บน sciatic nerve ด้วยโปรแกรม Photoshop 
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   7.3 TEM study of pericyteand BNB  

 7.3.1 การฝังช้ินเนื้อใน epoxy resin 

น า sciatic nerve ที่แบ่งเป็นส่วน proximal และ distalมาตัดแบ่งเป็นท่อนสั้นๆ 
ยาวท่อนละ 1 มิลลิเมตรส่วน DRG น ามาแบ่งครึ่งและเข้าสู่กระบวนการฝังใน epoxy resin 
ด้วยขั้นตอนดังนี้  
- แช่ใน 3% glutaraldehyde ที่อุณหภูมิ 4°C  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วล้างด้วยล้างด้วย 0.1 
M Cacodylate buffer pH 7.4 บนเครื่องเขย่า 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที  
-จากนั้นท า post-fixation ด้วย 1%Osmium tetra oxide บนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 2 

ชั่วโมง  
-ล้างออกด้วยน้ ากลั่นเย็นที่ใส่น้ าแข็ง  
-ต่อด้วยการท า dehydration ด้วยแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่ าไปยังความเข้มข้นสูง (50%-
100%ethanol) 
-ตามด้วยการ clearing ใน propylene oxide 5 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที  

 -จากนั้นเข้าสู่กระบวนการ infiltration ด้วย Propylene oxide: Epon mixture และแช่ไว้ 
1 คืน 

-หลังจากนั้นท า infiltration ต่อด้วย epon mixture 100% อีก 1 ชั่วโมง แล้วจึงฝังชิ้นเนื้อ
ลงในแม่พิมพ์ที่มeีpon mixture 100% บรรจุอยู่ น าไปเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 60 oCเป็นเวลา 3 
วัน แล้วจึงน า epon resinblock ออกมาจากแม่พิมพ์ เพ่ือเตรียมน ามาตัดชิ้นเนื้อต่อไป 
 
7.3.2 การศึกษาโครงสร้างของ pericyte ใน DRG และ sciatic nerve  

น าชิ้นเนื้อ sciatic nerve และ DRG ที่ฝังในepon resinblock มาตัดด้วยเครื่อง
ultramicrotomeโดยใช้มีดแก้วตัดแบบsemithinหนา 2 µm แล้วท าการย้อมด้วย 
toluidine blue ซึ่งจะติดสีฟ้าที่ cytoplasm และสีน้าเงินเข้มที่ nucleolus ของเซลล์
ประสาทใน DRG และติดสีน้ าเงินที่เยื่อหุ้ม myelin ในเส้นประสาท sciatic  เพ่ือตรวจสอบดู
ลักษณะและคุณภาพของ section เบื้องต้น (รูปที่ 9) จากนั้นเปลี่ยนมาใช้มีดเพชรตัดให้มี
ความหนา 70 nm  
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A. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 semithin section ก่อนตัดด้วยมีดเพชร A: DRG    B: sciatic nerve 
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- จากนั้นท าการย้อมด้วย 2% uranyl acetate เป็นเวลา 30 นาที  
- ล้างออกด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ใช้กระดาษกรองซับน้ าให้แห้ง 
- น ามาย้อมต่อด้วย lead citrate เป็นเวลา 30 นาที      
- ล้างออกด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง 3 ครั้ง ใช้กระดาษกรองซับน้ าให้แห้ง 
- น ามาศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน(TEM) (JEM-1400 plus, JEOL 
USA) เพ่ือศึกษาโครงสร้างของ pericyte และ BNB ใน DRG และ sciatic nerve 
 

8. การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของน้ าหนักหนู ,latency จาก hot plate test, ค่า MNCV , ค่าความ
เข้มของแถบโปรตีนclaudin-5, occluding และ ZO-2ความหนาแน่นของ pericyte ระหว่างกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่ม cisplatin ด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติ student’s t - test ในกรณีที่ข้อมูลมีการ
กระจายตัวปกติ หรือใช้ Mann-Whitney U test กรณีที่ข้อมูลมีการกระจายตัวแบบไม่ปกติโดยถือ
ความแตกต่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อp≤0.05 โดยท าการวิเคราะห์สถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 
20 ส่วนข้อมูล ลักษณะของ pericyte รวมทั้ง basement membrane ทั้งใน DRG และ sciatic 
nerve ใน TEM จะท าการเปรียบเทียบเชิงคุณภาพระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่ม cisplatin 

 
9. จริยธรรม (Ethical consideration) 

 โครงการนี้ได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง
คณะแพทย์ศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยก่อนเริ่มด าเนินการวิจัยในสัตว์ เลขที่โครงการ 19/58 
และผู้วิจัยได้ท าตามจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลองของสภาวิจัยแห่งชาติอย่างเคร่งครัด 
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ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

การทดลอง 
 
1.น้ าหนักตัวหนู 
 น้ าหนักตัวหนูตลอดระยะเวลาการทดลอง ในกลุ่มควบคุมและ กลุ่ม cisplatin แสดงในรูปที่ 
11 ซ่ึง baseline น้ าหนักตัวหนูทั้งสองกลุ่มไม่ต่างกัน จนสัปดาห์ที่ 2 ถึงสัปดาห์ที่ 5 จะเห็นว่าน้ าหนัก
ของหนูกลุ่มควบคุมมีค่าเพ่ิมข้ึน ขณะที่กลุ่ม cisplatin มีค่าลดลงซึ่งน้อยกว่ากลุ่มควบคุม อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ สรุปได้ว่า cisplatin มีผลท าให้น้ าหนักตัวหนูลดลง 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

รูปที่ 11 แสดงการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักเฉลี่ยของหนูทั้งสองกลุ่มตลอดการทดลอง 
ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SEM, * p< 0.05 C vs. P 

 
2. การวัดการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหนูด้วย hot plate test 

 ผลการทดสอบได้ค่า thermal threshold ของหนูตลอดการทดลอง ในกลุ่มควบคุมและ 
cisplatin แสดงในตารางที่1 พบว่าการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหลังของหนูในช่วง baseline ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ในช่วงระหว่างการทดลองในสัปดาห์ที่ 3 พบว่าค่า thermal 
threshold ของกลุ่ม cisplatin มีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อสิ้นสุดการ

* * * * 
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ทดลองพบว่าค่า thermal threshold ของกลุ่ม cisplatin มีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ สรุปได้ว่า cisplatin มีผลท าให้เกิดการสูญเสียต่อการรับความรู้สึกร้อนที่เท้าหลังของหนู 

 

ตารางท่ี 1 แสดงค่า thermal threshold ที่เท้าหลังของหนู 

Group Thermal latency (Sec.) 
Baseline Week 3 Week 5 

Control (C) 19.0 ± 1.2 17.3 ± 1.0 15.0 ± 1.1 

Cisplatin(P) 16.5 ± 1.2 20.8 ± 1.0 * 18.5 ± 1.0 * 

โดย* คือ p< 0.05 ค่าท่ีแสดงเป็น  mean±SEM 

3. การวัดความเร็วการน ากระแสประสาทที่เส้นประสาท sciatic 

ค่า sciatic motor NCV ของหนูสองกลุ่ม แสดงในตารางที่ 2 พบว่าในช่วงสิ้นสุดการทดลอง 
MNCV ของกลุ่ม cisplatin มีค่าน้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติสรุปได้ว่า cisplatin มี
ผลท าให้ค่า motor NCV ของเส้นประสาท sciatic ลดลง  

ตารางที ่2 แสดงค่า sciatic motor NCV ของหนูหลังสิ้นสุดการทดลอง  

Group Sciatic motor NCV(m/s) 

Control (C) 77.4 ± 3.8 

Cisplatin(P) 52.3 ± 2.9a 

โดยaคือ p< 0.01ค่าท่ีแสดงเป็น mean±SEM 
4. การหาค่าความหนาแน่นของเซลล์ pericyteในเส้นประสาท sciatic 

 จากการนับจ านวน pericyte ที่ติดสีน้ าตาลเข้มจากการท า immunohistochemistry ต่อ 
desminโดยนับเฉพาะ object ที่เข้าได้กับรูปร่างของ pericyte เท่านั้นซึ่งระบุได้จากต าแหน่งที่อยู่
รอบ capillary และเห็นลักษณะเป็นผนังบางขนาดเล็ก ทั้งนี้ไม่นับสีน้ าตาลที่อยู่รอบ 
arteriole/venule เนื่องจากบริเวณนั้นเซลล์ที่ positive ต่อ desmin เป็น smooth muscle (รูปที ่
13) และเม่ือน าจ านวนที่นับได้ไปหารด้วยพ้ืนที่หน้าตัดของเส้นประสาทจะได้ค่าความหนาแน่นของ
เซลล์ pericyte ของหนูทั้งสองกลุ่ม ในส่วนต้นและส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic แสดงในตาราง
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ที่ 3 พบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ pericyte ที่ส่วนต้นของเส้นประสาท sciatic ในกลุ่มควบคุม มี
ค่ามากกว่ากลุ่ม cisplatin เล็กน้อยและในส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic ความหนาแน่นของ
เซลล์ pericyte ในกลุม่ควบคุมมีค่ามากกว่ากลุ่ม cisplatin อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 ทั้งนี้ไม่สามารถหาความหนาแน่นของ pericyte ในบริเวณ DRG ได้เนื่องจากพบแต่สี
น้ าตาลรอบ arteriole/venule ซึ่งเซลล์เหล่านั้นเป็น smooth muscle ไม่ใช่ pericyte จึงไม่ได้ท า
การนับเพ่ือหาความหนาแน่น (รูปที่ 13) 

 
ตารางท่ี 3 แสดงค่าความหนาแน่นของเซลล์ pericyteในเส้นประสาท sciatic  

 

Part of sciatic nerve 
Density of pericyte (number/mm2) 

Control (C) Cisplatin(P) 

Proximal 41.41 ± 1.56 33.37 ± 3.79 
Distal 64.54 ± 5.59 32.86 ± 4.53 a 

โดย aคือ p< 0.05vs. distal controlค่าท่ีแสดงเป็น mean±SEM 
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รูปที่ 12 A เส้นประสาท sciatic ส่วนต้น กลุ่ม control ลูกศรแสดง pericyte ที่แสดงออก desmin 

B เส้นประสาท sciatic ส่วนต้น กลุ่มcisplatin ลูกศรแสดง pericyte ที่แสดงออก desmin 
C เส้นประสาท sciatic ส่วนปลาย กลุ่ม control ลูกศรแสดง pericyte ที่แสดงออก  
desmin 

          D เส้นประสาท sciatic ส่วนปลาย กลุ่มcisplatin ลูกศรแสดง pericyte ที่แสดงออก    
          desmin (ลูกศรสีแดงแสด งpericyte ที่ติดสีน้ าตาลเข้ม) 
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รูปที่ 13 A DRG กลุ่มcontrol, B DRG กลุ่ม cisplatin เซลล์ที่ positive ต่อ desmin ติดสีน้ าตาล

แต่แยกได้ไม่ชัดเจนระหว่าง smooth muscle cellและ pericyte 
 

5. การศึกษาโครงสร้างของเซลล์ pericyteในเส้นประสาท sciatic และDRG ในระดับ L4 
(pericyte morphology) 

 การศึกษาลักษณะโครงสร้างของเซลล์ pericyte บริเวณเส้นประสาท sciatic ส่วนต้น ส่วน
ปลายและ DRG ด้วยกล้อง TEM โดยท าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และ กลุ่ม cisplatin 
พบว่า เซลล์ pericyte จะอยู่บริเวณใกล้กับผนังหลอดเลือด capillary ซึ่งเซลล์ pericyte บริเวณ
เส้นประสาท sciatic มีลักษณะดังนี้   
- กลุ่ม control บริเวณเส้นประสาท sciatic ส่วนต้น cytoplasmic process  ของ เซลล์ pericyte 
โอบแนบติดกับหลอดเลือดชัดเจน และเซลล์ pericyte มี basement membrane ร่วมกับ 
endothelial cell (รูปที่ 14) 
 

B. A. 
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รูปที่ 14 เส้นประสาท sciatic ส่วนต้น กลุ่มควบคุม (P=pericyte, E=endothelial cell, L=lumen, 
A=axon, M=myelin sheath, En=endoneurium, หัวลูกศรแสดง basement membrane ของ 
pericyteที่ร่วมกับ endothelial cell, ลูกศรแสดง basement membrane ของ pericyte (scale 
bar= 1 µm)) 
 

-กลุ่ม cisplatinบริเวณเส้นประสาท sciatic ส่วนต้น (รูปที่ 15) cytoplasmic process  
ของ เซลล์pericyte ไม่แนบติดกับ endothelial cell เห็นเป็นช่องว่างระหว่าง เซลล์ 
pericyte และ Endothelial cell และพบว่า basement membrane ของ pericyte ไม่
ต่อเนื่องเสียหายไปในบางส่วน 
  ส่วนบริเวณเส้นประสาท sciatic ส่วนปลาย พบความแตกต่างของทั้งสองกลุ่ม
เช่นเดียวกับส่วนต้น  (รูปที่ 16,17) 
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รูปที่ 15 เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นของกลุ่ม cisplatin (P=pericyte, E=endothelial cell, 
L=lumen, M=myelin sheath, En=endoneurium, หัวลูกศรแสดง basement membrane 
ของ pericyteที่ แยกจาก endothelial cell, ลูกศรหนึ่งดอกแสดง basement membrane ของ 
pericyte, ลูกศรสองดอกแสดง basement membrane ของ pericyte ที่หายไป (scale bar 1 
µm.)) 

 

รูปที่ 16 เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายของกลุ่มควบคุม (P=pericyte, E=endothelial cell, 
L=lumen, A=axon, M=myelin sheath, En=endoneurium, หัวลูกศรแสดง basement 
membrane ของ pericyte ที่ร่วมกับ endothelial cell, ลูกศรแสดง basement membrane 
ของ pericyte (scale bar 1 µm.)) 
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รูปที่ 17 เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายของกลุ่ม cisplatin (P=pericyte, E=endothelial cell, 
L=lumen, A=axon, M=myelin sheath, En=endoneurium, Un= group of unmyelinated 
fibers, หัวลูกศรแสดง basement membrane ของ pericyteที่แยกจากendothelial cell, ลูกศร
หนึ่งดอกแสดง basement membrane ของ pericyte, ลูกศรสองดอกแสดง basement 
membrane ของ pericyte ที่หายไป (scale bar 1 µm.)) 
 
 ส่วนบริเวณ DRG พบว่า ในกลุ่มควบคุม pericyte มี basement membrane ร่วมกับ 
endothelial cell โดย basement membrane แนบติดกับ Endothelial cell (รูปที่ 18) ส่วนใน
กลุ่ม cisplatin cytoplasmic process  ของเซลล์ pericyte แนบติดกับ Endothelial cell ไม่เห็น
เป็น เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 19) 
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รูปที่ 18 DRG  กลุ่มควบคุม (P=pericyte, E=endothelial cell, L=lumen,RBC=red blood 
cell, หัวลูกศรแสดง basement membrane ของ pericyte ที่ร่วมกับ endothelial cell (scale 
bar 1 µm) ) 

 
รูปที่ 19 DRG  กลุ่ม cisplatin (P=pericyte, E=endothelial cell, L=lumen, 
A=axon,M=myelin sheath, หัวลูกศรแสดง basement membrane ของ pericyteที่ร่วมกับ 
endothelial cell (scale bar 1 µm) ) 
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6. การศึกษาปริมาณโปรตีนของ blood nerve-barrier ในเส้นประสาท sciatic และDRG 

- โปรตีนของ blood nerve-barrier ในเส้นประสาท sciatic 

 ผลการศึกษาไม่พบแถบของโปรตีน occludin และ claudin-5 ในทั้ง 2 กลุ่ม 

 
รูปที่ 20 แสดงระดับโปรตีน occludin ของเส้นประสาท sciatic (P=proximal sciatic nerve, 

D=distal sciatic nerve) 

 
รปูท่ี 21 แสดงระดับโปรตีน claudin-5 ของเส้นประสาท sciatic (P=proximal sciatic nerve, 

D=distal sciatic nerve) 
ส่วนโปรตีน ZO-2 พบแถบจางๆ ในกลุ่มควบคุมในส่วนต้นของเส้นประสาท sciatic แต่แทบไม่เห็น
เลยในกลุ่ม cisplatin ดังนั้นปริมาณโปรตีนในกลุ่ม cisplatin มีแนวโน้มที่จะลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม แต่ทั้งนี้แถบจางจนไม่สามารถวิเคราะห์ภาพเป็นตัวเลขได้ 

 
รูปที่ 22 แสดงระดับโปรตีน ZO-2 ของเส้นประสาท sciatic (P=proximal sciatic nerve, 

D=distal sciatic nerve) 
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- โปรตีนของ blood nerve-barrier ใน DRG 

 ผลการศึกษาไม่พบแถบของโปรตีน occludin และ claudin-5 ใน DRG ในทั้ง 2 กลุ่ม 

 
รูปที่ 23 แสดงระดับโปรตีน occludin ของ DRG 

 
รูปที่ 24 แสดงระดับโปรตีน claudin-5 ของ DRG 

 ส่วนการแสดงออกของโปรตีน ZO-2 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ระหว่าง 2 กลุ่ม  

 
       รูปที่ 25 แสดงระดับโปรตีน ZO-2 ของ DRG  
 
    

  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 26 แสดงค่าเฉลี่ย ±SEM  ของระดับโปรตีน ZO-2 ใน DRG 
 นอกจากนี้ได้ทดสอบว่าปริมาณโปรตีนของแต่ละ sample ที่ใช้นั้นมีปริมาณไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญ โดยดูปริมาณโปรตีน beta actin (รูปที่ 23 และ 24) ซึ่งพบว่าไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญระหว่างสองกลุ่มจริง 

 
รูปที่ 27 แสดงระดับโปรตีน beta actin 

    control                  cisplatin               
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ระดับโปรตีน ZO-2 ใน DRG 
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รูปที่ 28 แสดงค่าเฉลี่ย ±SEM ของระดับโปรตีน beta actin 

สรุปผลการเปลี่ยนแปลงท้ังหมด 

ผลการศึกษาพบว่า cisplatin ท าให้น้ าหนักตัวหนูการรับรู้ต่อการรับความรู้สึกร้อน และ
ความเร็วในการน ากระแสประสาท motor ของเส้นประสาท sciatic ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ซึ่งแสดงถึงภาวะ neuropathy จาก cisplatin 

การศึกษาด้วย immunohistochemistry ของเส้นประสาท sciatic  พบว่าความหนาแน่น
ของ pericyteบริเวณส่วนปลายของของเส้นประสาท sciatic  ในกลุ่ม cisplatin ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่ม ควบคุม 

การศึกษาโครงสร้างของ pericyte ด้วย TEM พบว่า cytoplasmic process  ของ 
pericyte บริเวณเส้นประสาท sciatic ในกลุ่ม cisplatin แยกออกมาจาก endothelial cell ร่วมกับ 
basement membrane หายไปในบางส่วน แต่ใน DRG ลักษณะของ pericyte ไม่มีความแตกต่าง
กันระหว่างกลุ่ม 

การศึกษาระดับโปรตีนของ BNB บริเวณเส้นประสาท sciatic ด้วยวิธี Western blot พบว่า
การแสดงออกของโปรตีน ZO-2 ในเส้นประสาทของกลุ่มที่ได้รับ cisplatin มีแนวโน้มที่ลดลงเมื่อ
เทียบกับกลุ่ม ควบคุม และพบว่าในส่วนต้นของเส้นประสาท sciatic พบแทบโปรตีนที่ชัดเจนกว่าส่วน
ปลายในกลุ่มควบคุม แต่ไม่แตกต่างกันใน DRG ส่วนโปรตีนของ BNB อ่ืนๆ คือ occludin และ 
claudin-5 ไ ม่ พ บ แ ถ บ โ ป ร ตี น ทั้ ง ใ น เ ส้ น ป ร ะ ส า ท แ ล ะ  DRG
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ระดับโปรตีน beta actin 

    control               cisplatin 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยอภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 
ยา cisplatin ที่ใช้รักษามะเร็งท าให้เกิดความผิดปกติต่อระบบประสาทส่วนปลายการศึกษานี้

ต้องการดูผลของ cisplatin ขนาดสะสม 20 mg/kg ในระยะเวลา 5 สัปดาห์ต่อการเปลี่ยนแปลงของ 
pericyteและ BNB ของระบบประสาทส่วนปลายของหนู 

จากผลการทดลองแสดงว่าน้ าหนักของหนูที่ได้รับ cisplatin ลดลงเมื่อเทียบกับหนูควบคุมซึ่ง
แสดงถึงภาวะ general toxicity ท าให้หนูที่ได้รับ cisplatin กินอาหารได้น้อยลงน้ าหนักจึงลดลงและ
สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ (4-9, 49) ส าหรับการรับความรู้สึกร้อนที่ฝ่าเท้าหลังของหนูพบว่า 
cisplatin ท าให้การรับความรู้สึกร้อนช้าลงจากการที่ค่าThermal latencyเพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมโดยเห็นได้ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 3 หลังจากที่หนูได้รับ cisplatin ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อน
หน้า(4-9, 49)ในการทดลองวัดความเร็วการน ากระแสประสาท motor (MNCV) ที่เส้นประสาท 
sciatic พบว่า cisplatin มีผลท าให้ค่า MNCV ลดลงซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมาก็พบว่า cisplatin ท าให้
ค่า MNCV ลดลงในกรณีที่ใช้ปริมาณยา cisplatin ที่สูงเช่นเดียวกับการศึกษานี้ (8, 9, 49) สรุปได้ว่า 
cisplatin ท าให้เกิด neuropathy ขึ้นจริง 
 จากการท า immunohistochemistry ต่อ desmin เพ่ือหาค่าความหนาแน่นของ 
pericyteของหนูทั้งสองกลุ่มในส่วนต้นและส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic พบว่าความหนาแน่น
ของ pericyte ที่ส่วนต้นของเส้นประสาท sciatic ในกลุ่ม cisplatin น้อยกว่ากลุ่มควบคุมเล็กน้อย
และในส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic ความหนาแน่นของ pericyte ในกลุ่ม cisplatin มีค่าน้อย
กว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติการลดลงของ pericyte นี้น่าจะแสดงถึงผลเสียของ 
cisplatin ต่อ pericyte ซึ่งมีแนวโน้มคล้ายกับการศึกษาของ Giannini และคณะปี 1995 (15) พบว่า
ในผู้ป่วยที่เป็นโรคเส้นประสาทเสื่อมจากเบาหวาน (diabetic neuropathy) พบว่า pericyte บริเวณ
เส้นประสาท sural ลดลงหรือหายไป นอกจากนั้นการที่ความหนาแน่นของ pericyte ส่วนปลายของ
เส้นประสาทน้อยลงกว่าส่วนต้นสอดคล้องกับการเกิดภาวะ neuropathy ที่จะเกิดกับส่วนปลายเร็ว
กว่าส่วนต้น (51) และจากการหายไปของpericyte น่าจะส่งผลกระทบต่อการท างานของ BNB 
เนื่องจากโครงสร้างนี้เกิดขึ้นจากการท างานร่วมกันของpericyte และ endothelial cell หากมีความ
ผิดปกติ เช่น การหายไปของเซลล์ใดเซลล์หนึ่ง ซึ่งในกรณีนี้คือ pericyte ย่อมส่งผลต่อการท างานของ 
BNBดังนั้นผลการศึกษาความหนาแน่นของ pericyte บ่งชี้ว่าน่าจะมีความผิดปกติกับ BNB ซึ่งเกิด
จากการลดลงของจ านวน pericyte รอบหลอดเลือดขนาดเล็ก โดยเฉพาะในส่วนปลายของ
เส้นประสาท sciatic ของหนูที่ได้รับ cisplatin ส่วนในบริเวณ DRG ไม่สามารถหาความหนาแน่นของ 
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pericyte ได้เนื่องจากพบเซลล์ที่ positive รอบ arteriole/venule ซึ่งเซลล์บริเวณนั้นอาจเป็น 
smooth muscle ทั้งสองกลุ่มจึงไม่ได้ท าการหาความหนาแน่นของบริเวณนี้ต่อ 
 การศึกษาลักษณะโครงสร้างของ pericyte บริเวณเส้นประสาท sciatic ส่วนต้น ส่วนปลาย 
และ DRG ด้วยกล้อง TEM โดยท าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และ กลุ่ม cisplatin พบว่า 
เซลล์ pericyte ของกลุ่มควบคุมจะอยู่บริเวณใกล้กับผนังหลอดเลือด capillary ส่วนเซลล์ pericyte 
บริเวณเส้นประสาท sciatic ทั้งส่วนต้นและส่วนปลายของกลุ่ม cisplatin cytoplasmic process 
ของ pericyte ไม่แนบติดกับ endothelial cell เห็นเป็นช่องว่างระหว่าง pericyte และ 
endothelial cell และพบว่า basement membrane ของ pericyte เสียหายไปในบางส่วน ซึ่ง
ภาวะปกติ pericyte จะวางตัวชิดกับผนังด้านนอกของหลอดเลือด เซลล์มีแขนงแตกออกมาจากตัว
เซลล์ และแขนงเหล่านี้เป็นส่วนที่ท าหน้าที่โอบล้อมหลอดเลือดไว้ (17) เหมือนกับลักษณะที่พบใน
กลุ่มควบคุม ส่วนลักษณะที่สังเกตได้ในกลุ่ม cisplatin แสดงถึงการเกิดพยาธิสภาพกับเซลล์ 
pericyteและเหมือนกับการศึกษาของ Shi ปี 2009(21) ที่พบว่า pericyteที่มีลักษณะผิดปกติจะอยู่
อย่างหลวมๆ กับ endothelial cell และเกิดเป็นช่องว่างระหว่าง 2 เซลล์ในบางส่วน นอกจากนั้น
การศึกษาก่อนที่ได้ศึกษาผลเสียของการใช้ยา cisplatin พบว่า cisplatin เป็นพิษต่อ endothelial 
cell ซึ่งเป็นอีกเซลล์ที่เป็นส่วนประกอบในหลอดเลือด capillary(12, 50) ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่า 
cisplatin ท าให้เกิดความเสียหายต่อทั้ง endothelial cell และpericyteน าไปสู่ความเสียหายต่อ 
BNBนอกจากนี้ไม่พบความผิดปกติภายใน cytoplasm ของ pericyte เช่นจ านวน vacuole ที่
เพ่ิมขึ้นในกลุ่ม cisplatin ผลการศึกษา TEM นี้เข้าได้กับการลดความหนาแน่นของpericyte ใน
เส้นประสาทของหนูที่ได้ cisplatin ซึ่งบ่งชี้ถึงความผิดปกติของ pericyte และ basement 
membrane จาก cisplatin ทั้งนี้กลับไม่พบความผิดปกติใน TEM ของ pericyte ใน DRG 
 การศึกษาปริมาณโปรตีนของ BNB ในเส้นประสาท sciatic และ DRG ผลการศึกษาไม่พบ
แถบโปรตีนของ occluding และ claudin-5 ในเส้นประสาท sciatic เป็นไปได้ว่าโปรตีนเหล่านี้มี
ระดับต่ ามากเนื่องจากเนื้อเยื่อประสาทมีส่วนประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจ านวนมาก และในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันเหล่านี้จะมี fibroblast อยู่อีกจ านวนมากด้วย (51) จึงน่าจะมีส่วนท าให้ตรวจพบโปรตีนได้
ยาก ส่วนโปรตีน ZO-2 พบแถบจางๆ ในเส้นประสาท sciatic ของกลุ่มควบคุม แต่แทบไม่เห็นเลยใน
กลุ่ม cisplatin ซึ่งแสดงให้เห็นว่าระดับโปรตีนในเส้นประสาทเหมือนจะลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมอาจเป็นตัวบ่งชี้ถึงโครงสร้างของ BNB ในเส้นประสาท sciatic ที่เสียหายในหนูที่ได้รับ 
cisplatin เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวเป็นส่วนประกอบของ BNB ตามรายงานของ Shimizu และคณะ
ปี 2008 (52) ที่ว่า ZO-2 เป็นโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบใน BNB นอกจากนั้นยังพบว่าในหนูกลุ่ม
ควบคุมส่วนต้นของเส้นประสาท sciatic พบแถบโปรตีนเข้มกว่าส่วนปลาย  ซึ่งอาจแสดงว่าในภาวะ
ปกติส่วนปลายของเส้นประสาทมี BNB ที่ไม่แข็งแรงเท่ากับส่วนต้นจึงถูกท าลายได้ง่ายกว่า และยัง
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สอดคล้องกับการเกิด neuropathy ที่จะเกิดกับส่วนปลายก่อนส่วน อย่างไรก็ตามระดับ ZO-2 ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มใน DRG ซึ่งแสดงว่าความผิดปกติของ BNB น่าจะเกิดที่
เส้นประสาทมากกว่าที่ DRG ผลการศึกษาระดับโปรตีนนี้สอดคล้องไปกับผล TEM ที่ไม่พบความ
ผิดปกติของ pericyte และ basement membrane ใน DRG ทั้งนี้การศึกษาของ McDonald และ
คณะปี 2005 รวมทั้งการศึกษาของ Dzagnidze และคณะปี 2007  พบว่า cisplatin สะสมอยู่ใน 
DRG อยู่มาก (32, 37) นอกจากนี้การศึกษาก่อนหน้านี้ในหนูทดลองแสดงให้เห็นพยาธิสภาพของ
เซลล์ประสาทใน DRG (4, 5, 8-10) ดังนั้นควรต้องศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันว่าพยาธิสภาพของ 
pericyte และ BNB เกิดข้ึนหรือไม่ใน DRG 
 ข้อมูลข้างต้นนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้ยา cisplatin นอกจากจะท าให้เกิดความผิดปกติของ
เซลล์ประสาทแล้ว ยังไปท าลาย pericyte ที่ เส้นประสาทด้วย ส่งผลให้ BNB ที่มี pericyte เป็น
ส่วนประกอบและมีโปรตีนที่ pericyteสร้างขึ้นเสียหาย ซึ่งอาจท าให้เกิดการรั่วไหลของสารต่างๆใน
หลอดเลือดเข้าสู่ endoneurium และส่งผลให้เกิด neuropathy การศึกษาในอนาคตควรจะยืนยัน
การเปลี่ยนแปลงของ BNB ให้ชัดเจนขึ้น  
ข้อสรุปการทดลอง 

ผลการศึกษาพบว่า cisplatin มีผลท าให้เกิดภาวะ neuropathy และพบว่าจ านวน pericyte 
บริเวณส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic ในกลุ่ม cisplatin ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และ 
cytoplasmic process  ของ pericyte แยกออกจาก endothelial cell และ basement 
membrane ขาดตอนในกลุ่ม cisplatin เป็นไปได้ว่าความผิดปกตินี้ส่งผลให้เกิดความเสียหายของ 
BNB นอกจากนั้นการศึกษาระดับโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของ BNB คือ ZO-2 ในเส้นประสาท 
sciatic มีแนวโน้มลดลงในกลุ่มที่ได้รับ cisplatin โดยเฉพาะในส่วนปลาย แต่กลับไม่มีการเปลี่ยนแปลง
ใน DRG ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า cisplatin ส่งผลเสยีต่อ pericyte และอาจท าให้ BNB เสียหาย 
โดยเฉพาะในส่วนปลายของเส้นประสาท sciatic 
ข้อเสนอแนะ 

ศึกษาผลของ cisplatin ต่อการการเปลี่ยนแปลงของ BNB ในแง่การท างาน โดยอาจดูปริมาณสารที่
รั่วไหลจากภายในหลอดเลือดเข้ามาในendoneuriumของเส้นประสาท รวมทั้งใน DRG ด้วย 
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Tissue process 
- sciatic nerve และ DRG ที่แช่อยู่ใน 3% glutaraldehydeที่อุณหภูมิ 4°C  เป็นเวลา 2 

ชั่วโมง 
- ล้างด้วย 0.1 M Cacodylate buffer pH 7.4 บนเครื่องเขย่า 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที  
- Post-fix ด้วย 1% OsO4 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
- ล้างออกด้วย 0.1 M Cacodylate buffer pH 7.4 บนเครื่องเขย่า 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
- Dehydration ด้วย 

• 70 % alcohol 10 นาทีหรือทิ้งไว้ค้างคืนบนเครื่องเขย่า 
• 80 % alcohol 10 นาทีบนเครื่องเขย่า 
• 95 % alcohol 10 นาทีจ านวน 2 ครั้งบนเครื่องเขย่า 
• 100 % alcohol 10 นาทีจ านวน 2 ครั้งบนเครื่องเขย่า 

- แช่ใน propylene oxide 15 นาทีจ านวน 2 ครั้งบนเครื่องเขย่า 
- Infiltrate ด้วย resin : propylene อัตราส่วน 1:1 เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและอัตราส่วน 2:1 ทิ้ง

ไว้ค้างคืนบนเครื่องเขย่า 
- Infiltrate ต่อด้วยEpon 100 % เป็นเวลา 1 ชั่วโมงบนเครื่องเขย่า 
- Embedding Epon 100 %  

- เมื่อ embedding เสร็จแล้วน าไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 60○องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 วันจึง

นาออกมาจาก block 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

51 

การเตรียมสารละลายส าหรับ tissue processing 
 
1. การเตรียม 0.1 M CaCo Buffer (pH 7.4) 

1.1 Stock solution A :0.2 M sodium phosphate monobasic 
0.2 M sodium phosphate monobasic   27.80 g. 
Distilled water     1000 ml. 

1.2 Stock solution B :0.2 M sodium phosphate dibasic 
Na2HPO4      28.40 g. 
Distilled water     1000 ml. 
นา stock solution A ผสมกับ stock solution B ในปริมาณ 19 ml.และ 81 ml. 
ตามล าดับแล้วปรับให้ได้ pH 7.4 
 

2. การเตรียม 3 % glutaraldehyde in phosphate buffer pH 7.4 
30 % glutaraldehyde    10 ml. 
0.1 M CaCo buffer pH 7.4    30 ml. 
 

3. การเตรียม 1 % osmium tetroxide 
Osmium tetroxide     1 g. 
0.1 M CaCo buffer pH 7.4    100 ml. 
 

4. การเตรียม Epoxy resin 

ปริมาตรรวม (ml.) 
50 
ml. 

 

100 
ml. 

150 
ml. 

200  
ml. 

1. Epon 812  
2. DDSA (Dodecenyl succinic anhydride)  
3. NMA (Nadic methyl anhydride)  
4. DMP-30  

25 ml. 
20 ml. 
10 ml. 
1 ml. 

50 ml. 
40 ml. 
20 ml. 
2 ml. 

75 ml. 
60 ml. 
30 ml. 
3 ml. 

100 ml. 
80 ml. 
40 ml. 
4 ml. 
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การเตรียมการ homogenize ตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Western 
blot 
Homogenization solution (500 ml) 
- 0.1 M PIPES, pH 6.9     12.1 g 
- 5 mM MGCl2 (magnesium chloride)   5 ml 
- 5 mM EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid) 5 ml 
- 0.5 % Triton X-100     2.5 ml 
- 20 % glycerol      100 ml 
- 10 mM NaF (sodium fluoride)    0.21 g 
- Deionized water     387.5 ml 

ท าการผสม Homogenization solution ปริมาตร 5 ml กับ 1 mmol/l PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride), 0.2 M sodium orthovanadate และ 0.5 ml Protease 
inhibitor cocktail หลังจากนั้นใส่ลงไปในตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง  
การเตรียม stacking gel และ running gel ส าหรับการวิเคราห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Western 
blot  

ส่วนประกอบ 
Stacking gel 10 % Running gel 

1 plate 2 plate 1 plate 2 plate 
30 % Acrylamide mix 3.3 ml 9.9 ml 0.65 ml 1.95 ml 

1 M running gel buffer 3.75 ml 11.25 ml - - 

1 M stacking gel buffer - - 0.625 ml 1.875 ml 
Distilled water 2.75 ml 8.25 ml 3.28 ml 9.84 ml 

10 % SDS 100 µl 300 µl 50 µl 150 µl 

10 % APS 100 µl 300 µl 37.5 µl 112.5 µl 
TEMED 10 µl 30 µl 5 µl 15 µl 

Total volume 10 ml 30 ml 4.6 ml 13.9 ml 
30% Acrylamide/Bis solution37.5:1 solution (Sigma, UK) 
Running gel buffer: 1M Trizma per-set crystal, pH 8.8 
Stacking gel buffer: 1M Tris-base, pH 6.8 
10% SDS (Sodium dodecyl sulfate, minimum 9.85% GC) (Sigma, UK) 
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10% APS (Ammonium Persulfate) (Sigma, UK) 
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethane-1,2-diamine) 
 
การเตรียม substrate solution ส าหรับ immunological detection  
-หยดสารละลาย buffer stock (pH 7.5) 4 หยดลงต่อน้ ากลั่นปริมาตร 10 ml  
-หยดสารละลาย DAB stock 8 หยด  
-หยดสารละลาย Hydrogen Peroxide  4 หยด  
-หยดสารละลาย Nikel 4 หยด และผสมให้เข้ากัน 
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ความหนาแน่นของ pericyte   
เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่มความคุม (C10) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 
1 0.387    

 

21 54.26357 

2 0.255    
 

11 43.13725 
3 0.348   

 
 

13 37.35632 

4 0.121    
 

7 57.85124 

5 0.378    
 

10 26.45503 
6 0.312    

 

7 22.4359 

7 0.366    
 

9 24.59016 

8 0.371   
 

 

12 32.34501 
9 0.365    

 

15 41.09589 

10 0.297    
 

17 57.23906 

11 0.357    
 

13 36.41457 
12 0.317    

 

21 66.24606 

13 0.407    
 

20 49.14005 
14 0.392    

 

16 40.81633 

15 0.261    
 

13 49.80843 

16 0.374    
 

12 32.08556 
17 0.317    

 

11 34.70032 

18 0.436    
 

14 32.11009 

19 0.338    
 

13 38.46154 
20 0.415    

 

13 31.3253 

average 40.39388 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่มความคุม (C11) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.573 22 38.39442 
2 0.569 28 49.20914 

3 0.588 25 42.51701 

4 0.522 21 40.22989 
5 0.571 25 43.78284 

6 0.547 15 27.4223 

7 0.586 31 52.90102 
8 0.588 24 40.81633 

9 0.536 18 33.58209 
10 0.319 21 65.83072 

11 0.542 20 36.90037 

12 0.609 16 26.27258 
13 0.498 20 40.16064 

14 0.489 21 42.94479 

15 0.436 20 45.87156 
16 0.278 19 68.34532 

17 0.245 13 53.06122 
18 0.398 15 37.68844 

19 0.503 33 65.60636 

20 0.513 35 68.22612 
average 45.98816 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่มความคุม (C12) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.533 19 35.64728 
2 0.49 26 53.06122 

3 0.5 18 36 

4 0.535 20 37.38318 
5 0.477 18 37.73585 

6 0.521 25 47.98464 

7 0.396 18 45.45455 
8 0.424 21 49.5283 

9 0.425 18 42.35294 
10 0.512 21 41.01563 

11 0.463 22 47.5162 

12 0.544 20 36.76471 
13 0.524 21 40.07634 

14 0.577 22 38.12825 

15 0.575 20 34.78261 
16 0.504 18 35.71429 

17 0.487 15 30.80082 
18 0.393 19 48.34606 

19 0.509 21 41.25737 

20 0.475 20 42.10526 

average 41.08277 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่ม cisplatin (P11) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.373 11 29.49062 
2 0.232 7 30.17241 

3 0.359 12 33.42618 

4 0.335 6 17.91045 
5 0.267 11 41.1985 

6 0.358 14 39.10615 

7 0.363 10 27.54821 
8 0.321 14 43.61371 

9 0.308 18 58.44156 
10 0.279 14 50.17921 

11 0.242 7 28.92562 

12 0.347 18 51.8732 
13 0.229 14 61.13537 

14 0.351 17 48.43305 

15 0.365 17 46.57534 
16 0.338 15 44.3787 

17 0.365 13 35.61644 
18 0.387 13 33.59173 

19 0.368 14 38.04348 

20 0.284 10 35.21127 
average 39.74356 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่ม cisplatin (P12) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.32 9 28.125 
2 0.364 13 35.71429 

3 0.396 10 25.25253 

4 0.435 15 34.48276 
5 0.453 14 30.90508 

6 0.392 12 30.61224 

7 0.4 11 27.5 
8 0.468 10 21.36752 

9 0.459 12 26.14379 
10 0.402 13 32.33831 

11 0.271 8 29.5203 

12 0.404 15 37.12871 
13 0.343 6 17.49271 

14 0.4 10 25 

15 0.464 9 19.39655 
16 0.407 7 17.19902 

17 0.464 9 19.39655 
18 0.484 12 24.79339 

19 0.443 10 22.57336 

20 0.41 15 36.58537 

average 27.07637 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนต้นกลุ่ม cisplatin (P13) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.537 8 14.89758 
2 0.475 6 12.63158 

3 0.489 13 26.58487 

4 0.485 5 10.30928 
5 0.501 6 11.97605 

6 0.41 5 12.19512 

7 0.455 12 26.37363 
8 0.435 9 20.68966 

9 0.441 12 27.21088 
10 0.415 13 31.3253 

11 0.446 11 24.66368 

12 0.414 14 33.81643 
13 0.508 18 35.43307 

14 0.408 12 29.41176 

15 0.421 11 26.12827 
16 0.49 16 32.65306 

17 0.49 22 44.89796 
18 0.537 18 33.51955 

19 0.413 17 41.16223 

20 0.498 17 34.13655 

average 26.50082 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (C10) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.405 24 59.259 
2 0.4 24 60 

3 0.412 24 58.252 

4 0.394 23 58.376 
5 0.335 18 53.731 

6 0.388 21 54.124 

7 0.381 31 81.365 
8 0.338 34 100.592 

9 0.316 27 85.443 
10 0.365 34 93.151 

11 0.394 24 60.914 

12 0.395 35 88.608 
13 0.382 31 81.152 

14 0.392 34 86.735 

15 0.381 33 86.614 
16 0.392 30 76.53 

17 0.371 29 78.167 
18 0.393 33 83.969 

19 0.349 32 91.691 

20 0.405 24 59.259 

average 75.72 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (C11) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.305 18 59.01639 
2 0.361 27 74.79224 

3 0.365 22 60.27397 

4 0.35 20 57.14286 
5 0.345 24 69.56522 

6 0.327 23 70.33639 

7 0.368 24 65.21739 
8 0.286 16 55.94406 

9 0.42 22 52.38095 
10 0.351 23 65.52707 

11 0.241 15 62.24066 

12 0.262 20 76.33588 
13 0.131 11 83.96947 

14 0.307 20 65.14658 

15 0.244 16 65.57377 
16 0.186 9 48.3871 

17 0.175 12 68.57143 
18 0.15 13 86.66667 

19 0.307 19 61.88925 

20 0.169 14 82.84024 

average 66.59088 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (C12) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.419 21 50.11933 
2 0.349 24 68.76791 

3 0.364 20 54.94505 

4 0.391 19 48.59335 
5 0.383 19 49.60836 

6 0.38 21 55.26316 

7 0.366 21 57.37705 
8 0.392 22 56.12245 

9 0.395 21 53.16456 
10 0.434 19 43.7788 

11 0.408 17 41.66667 

12 0.376 11 29.25532 
13 0.317 15 47.31861 

14 0.335 23 68.65672 

15 0.328 19 57.92683 
16 0.387 23 59.43152 

17 0.409 23 56.23472 
18 0.321 19 59.19003 

19 0.424 24 56.60377 

20 0.347 24 69.16427 

average 54.15942 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (P11) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.666 21 31.532 
2 0.632 27 42.722 

3 0.403 9 22.333 

4 0.411 14 34.063 
5 0.584 15 25.685 

6 0.651 19 29.186 

7 0.604 22 36.424 
8 0.637 21 32.967 

9 0.632 24 37.975 
10 0.532 23 43.233 

11 0.579 16 27.634 

12 0.569 26 45.694 
13 0.586 23 39.249 

14 0.305 9 29.508 

15 0.579 20 34.542 
16 0.514 11 21.401 

17 0.384 21 54.688 
18 0.353 15 42.493 

19 0.424 19 44.811 

20 0.666 21 31.532 

average 35.59 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (P12) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.368 12 32.6087 
2 0.319 15 47.02194 

3 0.388 20 51.54639 

4 0.36 10 27.77778 
5 0.397 12 30.2267 

6 0.416 16 38.46154 

7 0.379 12 31.66227 
8 0.385 21 54.54545 

9 0.372 22 59.13978 
10 0.396 20 50.50505 

11 0.4 14 35 

12 0.219 14 63.92694 
13 0.418 16 38.27751 

14 0.41 12 29.26829 

15 0.434 14 32.25806 
16 0.407 15 36.85504 

17 0.411 14 34.06326 
18 0.432 16 37.03704 

19 0.304 13 42.76316 

20 0.42 17 40.47619 

average 40.67105 
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เส้นประสาท sciatic ส่วนปลายกลุ่มความคุม (P13) 
 

section area(mm2) number Density(No./mm2) 

1 0.385 9 23.37662 
2 0.349 4 11.46132 

3 0.316 6 18.98734 

4 0.363 11 30.30303 
5 0.362 8 22.09945 

6 0.351 6 17.09402 

7 0.311 6 19.2926 
8 0.304 6 19.73684 

9 0.27 9 33.33333 
10 0.291 7 24.05498 

11 0.306 9 29.41176 

12 0.297 8 26.93603 
13 0.28 7 25 

14 0.322 9 27.95031 

15 0.297 10 33.67003 
16 0.304 7 23.02632 

17 0.317 5 15.77287 
18 0.291 7 24.05498 

19 0.301 8 26.57807 

20 0.293 7 23.89078 

average 23.80154 
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