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Chronic kidney disease (CKD) is an important problem of public health in Thailand. Patients 
with CKD have been reported to be at risk of adverse drug reactions and drug-drug interaction since CKD 
may be associated with alteration of drug transporters and drug metabolism in the intestines. The aim of 
this study was to investigate the effect of CKD on drug transporters and drug metabolism in the intestine. 
Two groups of mice were studied: CKD and control. CKD 2 weeks group and CKD 4 weeks group was 
induced by a chronic ischemic reperfusion (I/R) in a mouse model. Serum samples were collected to 
measure serum creatinine and serum urea. mdr1a, mrp2, oatp3, cyp3a11 mRNA levels were measured 
using the quantitative real time RT-RCR and CYP3A activity using HPLC. Serum creatinine levels were 
significantly higher in the 2 and 4 weeks CKD groups compared with control groups (0.78±0.02 compared 
to 0.31±0.08 mg/dL, respectively, p<0.01; 0.47±0.03 compared to 0.29±0.03 mg/dL, respectively, 
p<0.01).  Serum urea levels were significantly higher in the 2 and 4 weeks CKD groups compared with 
control groups (31.92±1.05 compared to 16.70±1.02 mg/dL, respectively, p<0.01; 45.57±3.12 compared 
to 25.77±1.025mg/dL, respectively, p<0.01). When compared the effect of 2 and 4 weeks CKD on 
intestinal transporters to control group, mdr1a mRNA levels was reduced by 48.80 % and 73%, 
respectively (p<0.05) in mice with CKD. However, mrp2 and oatp3 mRNA level remained unchanged. 
Additionally, cyp3a11 gene expression of 4 weeks CKD groups were reduced by 66.68 % compared with 
controls (p<0.05). Using testosterone as a CYP3A substrate, intestinal CYP3A activity of 2 and 4 weeks 
CKD groups were remained unchanged compared with controls. Using midazolam as a CYP3A substrate, 
intestinal CYP3A activity of and 4 weeks CKD groups were reduced by 19.40% compared with controls 
(p<0.05).  In conclusion, CKD was able to down-regulated mdr1a and cyp3a11 mRNA and decreased 
CYP3A activity in CKD-mouse intestinal model. This reduction could explain the increased bioavailability 
of drugs in CKD. 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย (Background and Rationale) 

โรคไตวายเรื้อรัง (chronic kidney disease, CKD) เป็นปัญหาด้านสาธารณสุขของประเทศ

ไทย ซึ่งมีอุบัติการณ์ของโรคไตวายเรื้อรังและโรคไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายเพ่ิมสูงขึ้นอย่างมาก 

(Ingsathit et al. 2010) โรคไตวายเรื้อรังเป็นภาวะที่ไตถูกท าลายเป็นเวลานานจนไม่สามารถกลับฟื้น

คืนสภาพได้ โดยหน่วยไตที่เหลือไม่สามารถท างานชดเชยส่วนที่เสียไปได้ ท าให้มีการเสื่อมของ

โครงสร้างและหน้าที่ของไตซึ่งได้แก่ การกรอง การดูดกลับ และการสร้างฮอร์โมนลดลง จนกระทั่ง

กลายเป็นโรคไตวายเรื้อรังระยะสุดทา้ย (กันตชูเวสศิริ. 2555) 

นอกจากนี้ ผู้ ป่ วยโรคไตวายเรื้อรังมี โอกาสเกิดโรค อ่ืนร่วมได้หลายประการ ได้แก่ 

โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง เป็นต้น ดังนั้นผู้ป่วยจึงมีโอกาสได้รับยาหลายชนิดเพ่ือรักษาโรค

ของไต  โรคที่พบร่วมด้วย และภาวะแทรกซ้อนต่างๆ  เมื่อไตเสียหน้าที่ในการขจัดของเสียออกจาก

ร่างกาย ท าให้เกิดการค่ังของยูเรีย เสียการควบคุมสมดุลน้ า กรดด่างในร่างกาย และการสร้างฮอร์โมน

ที่จ าเป็นต่อร่างกาย ท าให้มีผลกระทบต่อการท างานของระบบต่างๆ ในร่างกาย ซึ่งสภาวะไตวาย

เรื้อรังจะส่งผลกระทบต่อกระบวนการต่างๆ ทางเภสัชจลนศาสตร์ของยา โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

กระบวนการขนส่งยา (drug transporters) และเปลี่ยนแปลงยา (drug metabolism) ที่ต่างไปจาก

ผู้ป่วยที่มีการท างานของไตปกติ  

กระบวนการขนส่งยาโดยเฉพาะในล าไส้เล็กซึ่งส่วนใหญ่อาศัย transporters  ที่มีอยู่ด้วยกัน

หลายชนิด ทั้งชนิดที่เป็นตัวขนส่งยาออกจากเซลล์ (efflux transporters) เช่น P-glycoprotein (P-

gp) และ multidrug resistance associated proteins (Mrps) และชนิดที่เป็นตัวขนส่งยาเข้าเซลล์ 

(uptake transporters) เช่น transporter ที่ เป็นสมาชิกใน solute-linked carrier (SLC/SLCO) 

superfamily ตัวอย่างเช่น organic anion-transporting polypeptides (Oatps gene ) ซึ่งเป็น 

transporters ที่มีบทบาทส าคัญในล าไส้เล็ก โดยในล าไส้เล็กสามารถพบได้ทั้ง efflux transporters 

และ uptake transporters ในการขนส่ง endogenous substrate และ exogenous substrate 

จากรายงานก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าโรคไตวายเรื้อรังนั้นมีผลต่อการท างานของตัวขนส่งยาตับและ

ล าไส้หนูแรท (Leblond et al. 2001, Veau et al. 2001) โดยได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Huang 
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และคณะ (Huang et al. 2000) พบว่า Caco-2 cells ที่บ่มด้วยซีรั่มของหนูแรท ที่เกิดโรคไตวาย

เฉียบพลันมีการขนส่ง Rho-123 ซึ่งเป็นสับสเตรทของ P-gp ลดลง  

นอกจากกระบวนการขนส่งยาแล้ว  ขบวนการดูดซึมและขบวนการเปลี่ยนแปลงยา 

โดยเฉพาะในขบวนการดูดซึมยาบริเวณของทางเดินอาหาร ซึ่งเป็นบริเวณที่ยาถูกดูดซึมมากที่สุดคือ

ส่วนของล าไส้เล็ก มีเอนไซม์ที่สามารถเปลี่ยนแปลงยา โดยเฉพาะเอนไซม์ cytochrome P4503A 

(CYP3A) ซึ่งเป็นแฟมมิลี่ย่อยของเอนไซม์ CYP450 โดย CYP3A เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญใน

ขบวนการเปลี่ยนแปลงยาหรือสารแปลกปลอมต่างๆ ที่เข้าสู่ร่างกาย เนื่องจากยาประมาณร้อยละ 50 

ของยาที่ มี ใช้ทางคลินิกมักถูก metabolize ผ่ าน เอนไซม์ชนิดนี้  (Brunton L. et al. 2010 , 

Martignoni et al. 2006) จากการรายงานก่อนหน้านี้พบว่าขบวนการเปลี่ยนแปลงยาในผู้ป่วยโรคไต

วายเรื้อรัง อาจลดลง เพ่ิมขึ้น หรือคงเดิมได้ขึ้นอยู่กับชนิดของยาที่ได้รับ สภาวะของโรคไตวายเรื้อรัง

และเอนไซม์ในร่างกายผู้ป่วย (ตั้งสง่า. 2554) นอกจากนี้แล้วตัวขนส่งยาเช่น P-gp, Oatps และ

เอนไซม์ CYP3A ยังมีความเชื่อมโยงกัน เนื่องจากการที่ยาหลายชนิดที่เป็นสารตั้งต้น และสารยับยั้ง 

P-gp, Oatps และเอนไซม์ CYP3A มักเป็นยากลุ่มเดียวกัน (จุฬาวัฒนฑล. 2546) ดังนั้น ในการใช้ยา

เหล่านี้ร่วมกันในผู้ป่วยไตวายเรื้อรังซึ่งมีโอกาสได้รับยาหลายชนิดเพ่ือรักษาโรคของไต  จึงอาจท าให้

เกิดปฏิกิริยาระหว่างยาได้  

ดังนั้นควรท าความเข้าใจเกี่ยวกับตัวขนส่งยาและเอนไซม์ CYP3A ในภาวะที่ไตท างาน

บกพร่อง เพ่ือป้องกันเกิดปฏิกิริยาระหว่างยา เพ่ือลดความเสี่ยงในการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ต่างๆ 

จากยา และเพ่ือให้ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังได้รับผลการรักษาตามที่คาดหวัง งานวิจัยครั้งนี้จึงสนใจ

ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการแสดงออกของตัวขนส่งยาได้แก่ mdr1a, mrp2, oatp3 และ 

cyp3a11 ยีน และการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะไต

วายเรื้อรัง โดยใช้การเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยโมเดล chronic ischemic reperfusion 

ในหนูเมาส์ ซึ่งยังไม่เคยมีการศึกษาการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยวิธีนี้ในหนูเมาส์มาก่อน

หน้านี้ 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

- เพ่ือศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3, 

cyp3a11ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ 

- เพ่ือศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ 
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1.3 สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 

- การแสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3, cyp3a11 ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ที่มีภาวะไต

วายเรื้อรังเปลี่ยนแปลงไป เมื่อเทียบกับหนูเมาส์ที่มีการท างานของไตปกติ 

- การท างานของ CYP3A ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ที่มีภาวะไตวายเรื้อรังเปลี่ยนแปลงไป เมื่อ

เทียบกับหนูเมาส์ที่มีการท างานของไตปกติ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบถึงความแตกต่างของการแสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3, cyp3a11 และ

การท างานของเอนไซม์ CYP3A ในเซลล์ล าไส้เล็กของหนูเมาส์ที่เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะไตวายเรื้อรัง 

เทียบกับหนูเมาส์ที่มีการท างานของไตปกติ เพื่อท านายความเป็นไปได้เบื้องต้นของการดูดซึม การเม

แทบอลิซึมของยาที่เข้าสู่ร่างกายในภาวะไตวายเรื้อรัง และเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษาเกี่ยวกับ

การปรับขนาดยาให้เหมาะสมแก่ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังต่อไป 
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1.5 แบบแผนงานวิจัย (Experimental Design) 
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4week (N=6) 

Normal 
2week (N=5) 

Chronic kidney disease 
2 week (N=5) 

Chronic kidney disease 
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- Biochemical parameters 

- Serum creatinine 

- Serum urea 

- Gene expression  

- mdr1a gene 

- mrp2 gene 

- oatp3 gene 

- cyp3a11 gene 

- CYP3A activity 

- Testosterone 6ß-hydroxylation 

- Midazolam 1’- hydroxylation 

 

หนูเมาส ์

เหนี่ยวน าให้เกดิโรคไตวายเรื้อรังด้วยวธิี  
chronic ischemic reperfusion model 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 โรคไตวายเรื้อรังหมายถึงภาวะที่ไตถูกท าลายเป็นเวลา 3 เดือนหรือมากกว่า 3 

เดือนมีความผิดปกติทางพยาธิสภาพหรือมีตัวบ่งชี้ว่าไตถูกท าลายจากความผิดปกติของเลือด ปัสสาวะ

หรือการตรวจทางรังสีหรืออัตราการกรองของไตลดลงน้อยกว่า 60 มิลลิลิตร/ นาที/ พ้ืนผิวร่างกาย 

1.73 ตารางเมตรเป็นเวลา 3 เดือนหรือมากกว่า 3 เดือน (National Kidney Foundation. 2002) 

สาเหตุของโรคไตวายเรื้อรัง 
1.) ความดันโลหิตสูง 

2.) โรคเบาหวาน 

3.) โรคไตอักเสบ (chronic glomerulonephritis)  

4.) โรคถุงน้ าที่ไต (polycystic kidney disease)  

5.) โรคไตอ่ืนๆที่ผู้ป่วยเคยมีมาก่อนหรือก าลังมีอยู่เช่น autoimmune disease  

6.) โรคนิ่วไตและนิ่วระบบทางเดินปัสสาวะส่วนบนปัญหานี้อาจท าให้เกิดการอุดกั้นในระบบ

ทางเดินปัสสาวะ  (obstructive nephropathy) น าไปสู่การท าลายเนื้อไตและ/หรือการ

ติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ 

7.) โรค  renal tubular acidosis (RTA) ท าให้ เกิดนิ่ ว ในทางเดินปั สสาวะหรือภาวะ  

nephrocalcinosis 

8.) พิษจากโลหะหนักบางชนิดจากสภาพแวดล้อมที่ได้รับเช่น ธาตุแคดเมียม เมื่อได้รับ

ต่อเนื่องเป็นเวลานานจะท าให้เกิดภาวะโรคไตวายเรื้อรังได้ 

9.) ยาสมุนไพรยาสมุนไพรจีนบางชนิดอาจมีการปนเปื้อนของสารที่มี พิษต่อไตหาก

รับประทานต่อเนื่องอาจท าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังได้ 

 
การวินิจฉัยโรคไตวายเรื้อรังการวินิจฉัยโรคไตเรื้อรังประกอบด้วยดังนี้  
1.) การประเมินอัตราการกรองของไตโดยใช้สูตร Cockcroft-gault หรือสูตร Modification 
of Diet in Renal Disease (MDRD) 

- Cockcroft-Gault; Creatinine Clearance = 
(140-อาย)ุ × น้ าหนัก (ก.ก)

7 × serum creatinine
 

                             (คูณด้วย 0.85 ในกรณีที่เป็นผู้หญิง) 
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- MDRD; GFR (ml/min/1.73 m2) = 170 x (serum creatinine)-0.999 x (อ า ยุ )-0.176x 
(ผู้หญิง)0.762× (1.129 ถ้าเป็นชาวผิวด า) x (BUN)-0.17 x (serum albumin)+0.318 
2.) การประเมินปริมาณโปรตีนในปัสสาวะโดยใช้แถบตรวจปัสสาวะ  (dipstick test) เมื่อ
แถบตรวจวัดผลได้ 1 บวกข้ึนไปควรตรวจปัสสาวะยืนยันปริมาณโปรตีนด้วยการวัดค่าสัดส่วน
ของโปรตีนต่อครีเอตินิน 
3.) การตรวจอ่ืนๆด้วยการตรวจตะกอนปัสสาวะ (urine sediment) หรือใช้แถบตรวจวัดหา
เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวการตรวจทางรังสีการตรวจอัลตราซาวด์เพ่ือดูว่ามีการอุดตันมี
นิ่วและมี polycystic kidney disease 
 

ระยะของโรคไตวายเรื้อรัง 
Kidney Disease Outcome Quality Initiative (K/DOQI) ได้แบ่ งระยะของโรคไตวาย

เรื้อรังออกเป็น 5 ระยะเพ่ือความสะดวกในการพิจารณาความเหมาะสมในการดูแลรักษาผู้ป่วยโรคไต
เรื้อรังตามระดับความรุนแรงของการด าเนินโรคดังตารางที่ 1 (National Kidney Foundation. 
2002)  

ระยะที่ 1: ไตมีพยาธิสภาพหรือมีตัวบ่งชี้การท าลายของไตเช่นตรวจพบโปรตีนหรือเม็ดเลือด
แดงในปัสสาวะนานอย่างน้อย 3 เดือนแต่ยังมีการท างานของไตปกติมีอัตราการกรองของไต 
(GFR) มากกว่าหรือเท่ากับ 90 มล./นาท/ี1.73 ตารางเมตร 
ระยะที่ 2: ไตมีพยาธิสภาพหรือมีตัวบ่งชี้การท าลายของไตเช่นตรวจพบโปรตีนหรือเม็ดเลือด
แดงในปัสสาวะนานอย่างน้อย 3 เดือนหรือมีการท างานของไตลดลงโดยพบค่าอัตราการกรอง
ของไต (GFR) อยู่ระหว่าง 60-89 มล./นาท/ี1.73 ตารางเมตร 
ระยะที่ 3: ไตมีพยาธิสภาพหรือมีตัวบ่งชี้การท าลายของไตเช่นตรวจพบโปรตีนหรือเม็ดเลือด
แดงในปัสสาวะนานอย่างน้อย 3 เดือนหรือมีการท างานของไตลดลงปานกลางโดยมีอัตราการ
กรองของไต (GFR) อยู่ระหว่าง 30-59 มล./นาท/ี1.73 ตารางเมตร 
ระยะที่ 4: ไตมีพยาธิสภาพหรือมีตัวบ่งชี้การท าลายของไตเช่นตรวจพบโปรตีนหรือเม็ดเลือด
แดงในปัสสาวะนานอย่างน้อย 3 เดือนหรือมีการท างานของไตลดลงอย่างรุนแรงโดยมีอัตรา
การกรองของไต (glomerular filtration rate, GFR) อยู่ระหว่าง 15-29 มล./นาที/1.73 
ตารางเมตร 
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ระยะที่ 5: เป็นภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย (end stage kidney disease, ESRD) เป็น
ภาวะที่ไตสูญเสียการท างานอย่างถาวรจนผู้ป่วยไม่อาจมีชีวิตอยู่ได้จะต้องได้รับการบ าบัด
ทดแทนไตเช่นการฟอกเลือดด้วยเครื่องไตเทียม , การล้างไตทางช่องท้องแบบต่อเนื่องหรือ
การปลูกถ่ายไตโดยมีอัตราการกรองของไต (GFR) น้อยกว่า 15 มล./นาท/ี1.73 ตารางเมตร 
 

ตารางท่ี 1 ค าจ ากัดความและการแบ่งระยะของโรคไตวายเรื้อรัง (National Kidney Foundation. 
2002) 
 

ระยะ ค ำจ ำกัดควำม GFR (มล./นำที/1.73 ตำรำง
เมตร) 

1 ไตผิดปกติและ GFR ปกติหรือเพ่ิมข้ึน ≥ 90 
2 ไตผิดปกติและ GFR ลดลงเลก็น้อย 60 – 89 
3 GFR ลดลงปานกลาง 30 – 59 
4 GFR ลดลงมาก 15 – 29 
5 ไตวายระยะสุดท้าย < 15 (หรือต้องบ าบัดทดแทนไต) 

 
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพอาการและอาการแสดงของผู้ป่วยโรคไตเรื้อรัง 
เมื่อไตเสียหน้าที่ในการขจัดของเสียออกจากร่างกายท าให้เกิดการคั่งของยูเรียเสียการควบคุม

สมดุลน้ ากรดด่างในร่างกายและการสร้างฮอร์โมนที่จ าเป็นต่อร่างกายท าให้มีผลกระทบต่อการท างาน

ของระบบต่างๆในร่างกายท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ (ตั้งสง่า. 2554) 

1.) ผลต่อการก าจัด creatinine และ urea 

Creatinine เป็นสารในร่างกายที่สร้างจากกล้ามเนื้อ creatinine จะถูกกรองผ่าน 

glomerulus โดยไม่มีการดูดกลับอีก ในภาวะปกติการก าจัดและการสร้าง creatinine 

จะสมดุลกัน  แต่ในผู้ป่วยไตวายเรื้อรังซึ่งมี  GFR ลดลง จะมีการคั่งของ creatinine 

ส่วน urea จะเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของอาหารประเภทโปรตีน โดย urea 

จะถูกกรองและบางส่วนจะถูกดูดกลับ ดังนั้นเมื่อการท างานของไตลดลงจะเกิดการคั่ง

ของ urea 

2.) ความไม่สมดุลของโซเดียมและน้ า  

ในสภาวะที่ไตท างานปกติ ไตจะท าหน้าที่รักษาสมดุลน้ าและโซเดียม  แต่ในภาวะที่

การท างานของไตลดลง กลไกการปรับตัวจะท าให้ไตส่วนที่เหลือเพ่ิมการท างานมากขึ้ น

เพ่ือควบคุมสมดุลน้ าและโซเดียม  แต่อย่างไรก็ตาม โซเดียมในร่างกายจะยังสูงกว่าปกติ 



 

 

13 

โดยเฉพาะเมื่อมี  GFR ลดลงเหลือ 25% จะท าให้การท างานของ nephron และ 

tubules ต่างๆเสีย  

3.) ความไม่สมดุลของ potassium  

โดยทั่ ว ไปปริมาณ  potassium จะถูกควบคุมโดย aldosterone และ Na-K 

ATPase ซึ่งจะมีผลที่  distal tubules โรคไตวายเรื้อรังในภาวะที่ยังมีปัสสาวะอยู่

พอสมควรจะสามารถควบคุมระดับ potassium ได้ แต่ภาวะไตวายเรื้อรังปริมาณ 

potassium ในร่างกายจะสูงขึน้ 

4.) ความไม่สมดุลของภาวะกรด-ด่าง  

โดยทั่วไปอาหารที่รับประทานเข้าไป จะให้ hydrogen ซึ่งร่างกายจะขจัดออกทาง

ปัสสาวะพร้อม phosphate และ ammonia buffer ในภาวะที่ไตเริ่มท างานลดลง ค่า 

pH ในร่างกายยังคงที่ แต่เมื่อการท างานของไตลดลง GRF ลดลงเหลือ 30-40% ของค่า

ปกติ จะมีโอกาสเกิด metabolic acidosis ได ้

5.) ความไม่สมดุลของ phosphate และ calcium  

ในผู้ป่วยไตวายเรื้อรังการที่เนื้อไตถูกท าลายไปท าให้ phosphate  ถูกขับออก

น้อยลง เกิดการคั่งของ phosphate ซึ่งมีผลกดการสร้าง 1,25 dihydroxyvitamin D3 

ที่ไต ซึ่งเป็น active form ของ vitamin D ส่งผลให้ระดับของ calcium ในเลือดลดลง 

นอกจากนี้ยังลดการดูดซึม  calcium จากทางเดินอาหารด้วย เมื่อระดับ serum 

calcium ลดลงจะกระตุ้นการหลั่ง parathyroid hormone (PTH) ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของ 

PTH  จะเพ่ิมการขจัด phosphate ที่ไต เพ่ิม calcium reabsoption จากกระดูกและ

เพ่ิมการดูดกลับ  calcium ที่ ไตผลสุดท้ายที่ เกิดขึ้นคือเกิด hypocalcemia และ 

hyperparathyroidism นอกจากเหตุผลดังกล่าวแล้ว ภาวะ uremia ยังจะลดการ

ท างานของ vitamin D ในทางเดินอาหารอีกด้วย 

6.) Hematocrit ลดลง  

ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังมักจะมีปัญหาซีด เนื่องจากการลดลงของ erythropoietin 

จากการลดลงของการท างานของไต รวมทั้งภาวะ uremia 
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กระบวนการทางเภสัชจลนศาสตร์ที่เปลี่ยนแปลงไปในผู้ป่วยไตวายเรื้อรัง   
ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังมีการเปลี่ยนแปลงทางด้านเภสัชจลนศาสตร์ของยาในร่างกายของ

ผู้ป่วยแต่ละคนต่างกันเนื่องจากภาวะไตวายเรื้อรังส่งผลกระทบต่อกระบวนการต่างๆทางเภสัช
จลนศาสตร์ของยาต่างไปจากปกติ (Matzke et al. 2011) ดังต่อไปนี้ 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านการดูดซึมยาเข้าสู่ร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรัง พบว่าผู้ป่วย

โรคไตวายเรื้อรังมีค่า bioavailability ของยาหลายชนิดในเชิงปริมาณแตกต่างไปจากผู้ป่วยที่มีการ

ท างานของไตปกติเนื่องจากมีการเปลี่ยนแปลงของ gastrointestinal transit time, ความเป็นกรด

ด่างของกระเพาะอาหาร, ภาวะบวมน้ าในทางเดินอาหาร, อาการคลื่นไส้อาเจียนและการได้รับยาลด

กรดซึ่งส่งผลให้การดูดซึมของยาเข้าสู่ร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังเปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้

กระบวนการ first pass metabolism หรือกระบวนการเมแทบอลิซึมของยาในทางเดินอาหารและ

ตับที่เกิดขึ้นก่อนที่ยาจะเข้าสู่ระบบไหลเวียนเลือดเพ่ือส่งไปยังอวัยวะเป้าหมายของผู้ป่วยโรคไตวาย

เรื้อรังเปลี่ยนแปลงไปเช่นถ้ากระบวนการ first pass metabolism ลดลงจะท าให้ปริมาณยาใน

กระแสเลือดเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ค่า  bioavailability เพ่ิมสูงขึ้น เสี่ยงต่อการเกิดพิษจากยาแต่ถ้า

กระบวนการ first pass metabolism เพ่ิมขึ้นจะท าให้ปริมาณยาในกระแสเลือดต่ าส่งผลให้ค่า 

bioavailability ลดลงเมื่อเทียบกับคนปกต ิ

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านการกระจายยาในร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรัง  พบว่าผู้ป่วย

โรคไตวายเรื้อรังมีปริมาตรการกระจายยาเพ่ิมขึ้นเนื่องจากปริมาณ  protein binding ลดลง ปริมาณ 

tissue binding เพ่ิมขึ้นหรือปริมาตรของน้ าในร่างกายหรืออัตราส่วนของน้ าในร่างกายต่อน้ าหนักตัว

เปลี่ยนแปลงไปในภาวะที่ไตท างานบกพร่อง 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านการเมแทบอลิซึมของยาในร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรัง

พบว่าผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังมีกระบวนการเมแทบอลิซึมของยาหรือสารแปลกปลอมต่างๆที่เกิดขึ้นที่

ไตและตับลดลงเนื่องจากการท างานของเอนไซม์ cytochrome P450, uptake transporters และ 

efflux transporters ทั้งในตับและที่อวัยวะอ่ืนๆเปลี่ยนแปลงไป 

- การเปลี่ยนแปลงทางด้านการขจัดยาออกจากร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรัง พบว่าเมื่อ

อัตราการกรองสารออกทาง glomerular ลดลงจะส่งผลให้การขจัดยาออกทางไตลดลงด้วยส่งผลให้

ยาที่อาศัย glomerular filtration เป็นหลักในการขจัดยาออกจากร่างกายมีค่าครึ่งชีวิตยาวขึ้น  ซึ่ง

การเปลี่ยนแปลงทางเภสัชจลนศาสตร์ดังกล่าวส่งผลให้ความเข้มข้นของยา ณ บริเวณที่ออกฤทธิ์ (site 

of action) ในผู้ป่วยไตวายเรื้อรังต่างไปจากผู้ป่วยที่มีการท างานของไตปกติหรือส่งผลให้เกิดการ
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สะสมของยาหรือ metabolite ในร่างกายเพ่ิมสูงขึ้นอีกท้ังผู้ป่วยไตวายเรื้อรังมักจะได้รับยาหลายชนิด

อย่าง 

ต่อเนื่องพร้อมๆกันเพ่ือรักษาโรคของไต โรคที่พบร่วมด้วยและภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ดังนั้นเพ่ือ

ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาระหว่างยาเพ่ือลดความเสี่ยงในการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ต่างๆจากยาทั้ง

ต่อไตและอวัยวะอ่ืนๆเพ่ือให้ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังได้รับผลการรักษาตามที่คาดหวังและเพ่ือช่วย

ท านายการเปลี่ยนแปลงระดับยาแต่ละชนิดในร่างกายผู้ป่วยโรคไตวายเรื้ อรังได้ควรมีการศึกษา

เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางเภสัชจลนศาสตร์ของยาในภาวะที่ไตท างานบกพร่องเพ่ือช่วยให้ผู้ป่วย

ได้รับประโยชน์สูงสุดจากการใช้ยาและได้รับผลเสียจากการใช้ยาน้อยที่สุด 

 

2.1 Drug transporters 

ปัจจุบันพบว่ากระบวนการขนส่งยาเข้าสู่ร่างกายโดย carrier mediated processes หรือ 
transporters เป็นอีกปัจจัยที่มีความส าคัญ โดยขึ้นกับระดับของการแสดงออก (expression) ของ 
transporters ในอวัยวะต่างๆ เช่น ล าไส้ ตับ และไต เป็นต้น  membrane transporters เป็น
โปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุม physiologic solute และสมดุลของเหลวในเซลล์ การท างาน
ของ protein transporter แต่ละชนิดก็แตกต่างกันไป (Estudante et al. 2013) และในบางชนิดก็
ท าหน้าที่ได้หลายอย่างรวมทั้งมีบทบาทส าคัญทางสรีรวิทยาในการขนส่ง endogenous substances 
ต่างๆ เช่น น้ าตาล, ไขมัน, amino acid, bile acid, steroids ฮอร์โมนต่างๆ ในร่างกาย และยาต่างๆ
เช่น cyclosporine และ erythromycin เป็นต้น (จุฬาวัฒนฑล. 2546)  

โดยสามารถแบ่งได้ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ คือชนิดที่เป็นตัวขนส่งยาออกจากเซลล์ (efflux 
transporters) เช่น  P-glycoprotein (P-gp) และ  multidrug resistance associated proteins 
(Mrps)  และชนิดที่เป็นตัวขนส่งยาเข้าเซลล์ (uptake/influx transporters) เช่น transporter ที่
เป็ นสมาชิกใน solute-linked carrier (SLC หรือ SLCO) superfamily ตัวอย่ างเช่น  organic 
anion-transporting polypeptides (Oatps) ซึ่ ง P-gp, Mrps, Oatps นับ เป็น transporter ที่ มี
บทบาทส าคัญต่อการเปลี่ยนแปลงทางเภสัชจลนศาสตร์ของยา 
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ภาพที่ 1 แสดงโครงสร้างของ P-glycoprotein transporter 

(Bansal et al. 2009) 

 

P-glycoprotein (P-gp) เป็น transmembrane transporter ที่สร้างขึ้นในร่างกายโดยการ

ควบคุมของ mdr1 gene เป็นสมาชิกใน adenosine triphospate (ATP)-binding caesette 

transporter superfamily (ABC transporters) ท าหน้าที่เป็นตัวขนส่งสารหรือยาออกจากเซลล์ 

ด้วยขบวนการ active transport โดยอาศัยพลังงานจาก ATP P-gp พบอยู่ในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะ

หลายชนิด ที่ส าคัญได้แก่ ล าไส้เล็ก ไต ตับ สมอง รก และ lymphocytes  โดยบริเวณท่ีพบส่วนใหญ่

จะเป็นที่ apical หรือ luminal surface ของ epithelial cell ของอวัยวะเช่นที่ล าไส้เล็ก (Takano 

et al. 2006) P-gp มีบทบาทที่ส าคัญในการขับสารหรือยาออกจากร่างกายเช่น ผ่านทาง biliary 

canalicular membrane ของเซลล์ตับออกสู่น้ าดี หรือผ่านทาง brush border membrane ของ 

proximal tubule ของไตออกสู่ปัสสาวะ หรือออกสู่ท่อล าไส้ ซึ่งท าให้การดูดซึมยาลดลง ในหนูเมาส์

มียีนที ่code เป็น P-gp ด้วยกันสองยีนคือ mdr1a และ mdr1b ดังตารางที่ 2 โดย mdr1a ในหนู

เมาส์มีความคล้ายคลึงกับในคน ในการทดลองจึงเลือกศึกษาใน mdr1a  

สารตั้งตนของ P-gp มีเป็นจ านวนมากและมีลักษณะโครงสร้างที่ต่างๆกันส่วนใหญ่เป็นสาร

โมเลกุลใหญ่ มีคุณสมบัตืไม่ชอบน้ า ตัวอย่างสารตั้งต้นที่ส าคัญของ P-gp เช่น กลุ่มยารักษามะเร็ง 

กลุ่มยา immunosuppresants, cadiac glycosides, steroid และเป็นที่สังเกตว่า กลุ่มยาเหล่านี้มัก

เป็นยาที่ถูกเปลี่ยนแปลงโดย cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) ด้วย ดังนั้น สารตัง้ต้นของ P-gp 

หลายชนิดจึงเป็นสารตั้งต้นของ CYP3A4 (จุฬาวัฒนฑล. 2546) 
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ตารางท่ี 2 แสดงค่า correlation coefficients ของ mdr1 gene ในคน, หนเูมาส์ และหนูแรท 
(Takeuchi et al. 2006) 

 

multidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2) ควบคุมโดย mrp2 gene ซึ่งใน

มนุษย์มีความคล้ายคลึงกับ mrp2 gene ในหนูเมาส์ โดยมีความคล้ายคลึงกัน 78%  เท่ากันกับในหนู

แรท (Nies and Keppler 2007) mrp2 อยู่ในกลุ่ม adenosine triphospate (ATP)-binding 

cassette transporter superfamily (ABC transporters) ดังภาพที่ 2 ขนส่งสารหรือยาออกจาก

เซลล์ ด้วยขบวนการ active transport โดยอาศัยพลังงานจาก ATP ดังภาพที่ 3 สามารถพบได้ที่

บริเวณ apical membrane ของ hepatocytes, renal proximal tubule epithelia และ 

intestinal epithelia เป็นต้น มีบทบาทส าคัญในการขนส่ง organic anions รวมทั้ง phase II 

metabolic product (Murakami and Takano 2008)  

 

 

ภาพที่ 2 แสดงโครงสร้างของ ATP-binding cassette (ABC) transporters 

(Gottesman et al. 2002) 

 Human 
mdr1 

Rat mdr1a Rat mdr1b Mouse 
mdr1a 

Mouse 
mdr1b 

Rat mdr1a 0.762 1    

Rat mdr1b 0.753 0.886 1   

Mouse mdr1a 0.780 0.786 0.828 1  

Mouse mdr1b 0.738 0.794 0.931 0.822 1 

P-gp 

mrp2 
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ภาพที่ 3 แสดงกลไกการขับยาออกนอกเซลล์ของ ABC transporters 
(Szakacs et al. 2006) 

 

organic anion-transporting polypeptide3 (Oatp3) เป็น membrane influx 

transporters ที่เป็น Na+-indipendent transporters ซ่ึง encode โดย oatp3 gene ส่วนในหนู

เมาส์ คือ oatp3 gene โดยมีความคล้ายคลึงกันกับมนุษย์ถึง 72% เช่นเดียวกันกับในหนูแรท การ

ขนส่งสารหรือยาเข้าเซลล์ของ Oatps ไม่ต้องอาศัย ATP แต่เป็นการขนส่งสารหรือยาจากบริเวณที่มี

ความเข้มข้นสูงไปยังบริเวณท่ีมีความเข้มข้นต่ า Oatps กระจายอยู่ในอวัยวะและบริเวณต่างๆของ

ร่างกายที่ส าคญัได้แก่ ตับ ไต ล าไส้ สมอง และรก โดยหน้าที่ท่ีส าคัญที่พบที่ล าไส้คือช่วยใน

กระบวนการดูดซึมยา กล่าวคือขนส่งยาผ่านผนัง duodenum เข้าสู่กระแสเลือดโดยปกติจะมีบทบาท

ในการขนส่ง endogenous compounds เช่น bile acids, bilirubin, eicosanoids, steroid 

conjugates, thyroid hormone (Huang et al. 2000) 
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ภาพที่4 แสดง transporters ที่พบในล าไส้ 

(Szakacs et al. 2006) 

 

จากการที่ยีน mdr1a และ mrp2 เป็น efflux  transporters และ oatp3 และ influx 

transporters ที่ มี ความส าคัญอย่างมากในล าไส้ เล็ ก  (Naud et al. 2007) ซึ่ งหากเกิดการ

เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ efflux  transporters และ influx transporters จากการเกิดโรคไต

วายเรื้อรังอาจส่งผลท าให้มีปริมาณยาเพ่ิมขึ้นหรือลดลง (Matzke et al. 2011) ท าให้ส่งผลต่อการใช้

ยาในผู้ป่วยไตวายเรื้อรัง งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน 

mdr1a, mrp2 , oatp3 ในล าไส้หนู เมาส์ ที่ เหนี่ยวน าให้ เกิดภาวะไตวายเรื้อรั ง ที่ เกี่ยวข้องกับ

ขบวนการ drug transporters ในร่างกาย ซึ่งอาจมีการเปลี่ยนแปลงไปในผู้ป่วยไตวายเรื้อรัง ส่งผลให้

กระบวนการทางเภสัชจลนศาสตร์ของยาเปลี่ยนไปจากผู้ที่มีการท างานของไตปกติ 

 

2.2 เอนไซม์ cytochrome P450  

เอนไซม์ cytochrome P450 (CYP450) ถูกค้นพบประมาณเมื่อ 50 กว่าปีที่แล้วเป็นกลุ่ม

เอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการเปลี่ยนแปลงของยาหรือสารแปลกปลอมต่างๆ (xenobiotic) ที่เข้าสู่

ร่างกายโดยทั่วไปเอนไซม์นี้จะท าหน้าที่เปลี่ยนแปลงยาหรือสารแปลกปลอมไปเป็น  metabolite ที่มี

ความเป็นขั้วมากขึ้นเพ่ือให้สารนั้นถูกก าจัดออกทางไตได้ง่ายโดยเอนไซม์ CYP จะท าหน้าที่เร่ง

ปฏิกิริยา oxidation ท าให้ เกิดสารใหม่หรือ  metabolite ที่มีคุณสมบัติต่างจากสารเดิมคือ 

metabolite ที่ได้อาจมีฤทธิ์มากขึ้นหรือลดลงหรือหมดฤทธิ์ซึ่งจะพบเอนไซม์  CYP ได้มากที่ตับและ

ล าไส้ และยังพบได้ท่ีสมอง, ปอด, เตา้นม, กระเพาะอาหารและ ไตเป็นต้น (Brunton L. et al. 2010) 
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โดยล าไส้เล็ก เป็นบริเวณของทางเดินอาหารที่ยาถูกดูดซึมมากที่สุด จากการให้ยาโดยการ

รับประทานซึ่งเป็นวิธีการให้ยาที่ใช้มากที่สุด ในบริเวณของล าไส้เล็กเองก็มีเอนไซม์  CYP ที่สามารถ

เปลี่ยนแปลงยาได้เช่นเดียวกันกับตับ โดยหลังจากการให้ยาโดยการรับประทาน ยาที่ถูกดูดซึมได้จะ

ถูกเอนไซม์ซึ่งท าหน้าที่ในการเปลี่ยนแปลงยาหรือสารแปลกปลอม ไปเป็น metabolite ที่มีความเป็น

ขั้วมากขึ้นเพ่ือให้สารนั้นถูกก าจัดออกทางไต อาจท าให้ปริมาณยาที่จะเข้าสู่ systemic circulation 

ลดลง ซึ่งจากการที่ยาถูกท าลายไปก่อนที่จะเข้าสู่ systemic circulation นี้ เรียกว่า “first pass 

metabolism”(Leblond et al. 2002) ดังนั้น bioavailability อาจไม่เท่ากับปริมาณยาที่ถูกดูดซึม

ได้จากทางเดินอาหาร  

เอนไซม์ CYP3A เป็นไอโซฟอร์มที่มีการแสดงออกมากท่ีสุดในล าไส้เล็ก ดังภาพที่ 5 โดย

เอนไซม์ CYP3A มีการแสดงออกตลอดความยาวของล าไส้เล็ก โดยพบ 31, 23, 17  pmol/mg 

microsomal protein ใน duodenum, jejunum และ ileum ตามล าดับ (Paine et al. 1997) 

โดยพบว่าไอโซฟอร์มที่มีมากที่สุดใน duodenum ได้แก่ CYP3A4 ได้มีการศึกษาทางคลินิกชี้ให้เห็น

ว่าล าไส้เล็ก มีส่วนส าคัญอย่างมากในขบวนการ first pass metabolism ของยา cyclosporine, 

nifedipine, midazolam, verapamil เป็นต้น (Lin et al. 1999) 

 

 

 
ภาพที่ 5 เอนไซม์ cytochrome P4503A ในล าไส้และตับ 

(Paine et al. 2006) 

 

 

 



 

 

21 

เอนไซม์ CYP เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ประกอบด้วยไอโซฟอร์มย่อยหลายชนิดที่มีการแสดงออก

และการท างานในอวัยวะต่างๆแตกต่างกันและพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดเช่นแบคทีเรีย , รา, พืชและ

สัตว์ ส่วนในคนนั้นพบว่ามีทั้งสิ้น 57 ไอโซฟอร์ม (isoform) จาก 18 แฟมิลี่ (family) และ 43 แฟมิลี่

ย่ อ ย  (subfamily) เช่ น  CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 และ CYP3A5 เป็นต้น (Martignoni et al. 2006) ระบบ

การเรียกชื่อเอนไซม์ CYP ขึ้นอยู่กับความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโน ถ้าคล้ายคลึงกันมากกว่า

ร้อยละ 40 จะจัดอยู่ในแฟมิลี่เดียวกันและแสดงเป็นเลขอารบิกเช่น CYP1, CYP2 และ CYP3 แต่ถ้า

คล้ายคลึงกันมากกว่าร้อยละ 55 จะจัดอยู่ในแฟมิลี่ย่อยเดียวกันและแสดงเป็นตัวอักษรภาษาอังกฤษ

ตัวใหญ่เช่น CYP1A, CYP2B และ CYP3A ส่วนไอโซฟอร์มที่แสดงเป็นตัวเลขอารบิกหลังตัวอักษร

ภาษาอังกฤษโดยส่วนใหญ่จะก ากับตามล าดับการค้นพบก่อน-หลังเช่น CYP1A1 ค้นพบก่อน CYP1A2 

 

 
ภาพที่ 6 เอนไซม์ cytochrome P450 (Brunton L. et al. 2010) 
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การท างานของเอนไซม์ cytochrome P450 
กลไกการท างานของเอนไซม์ CYP ในการเร่งปฏิกิริยา oxidation เมื่อสารตั้งต้น (R-H) เข้าสู่

เซลล์จะจับกับ heme ของเอนไซม์ CYP ที่อยู่ในรูป ferric (Fe3+) กลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อน คือ 
Fe3+(R-H) จากนั้น Fe3+(R-H) จะถูกรีดิวซ์โดยการรับอิเล็กตรอนจากเอนไซม์ NADPH-cytochrome 
P450 reductase ท าให้  Fe3+ ที่ อยู่ ใน โมเลกุลของ heme เปลี่ ยนรูป เป็น  Fe2+(R-H) ซึ่ งเป็ น
สารประกอบเชิงซ้อนที่มีความสามารถจับกับ O2 ได้ดีหลังจากนั้น Fe2+(R-H) จะรวมตัวกับ O2 
กลายเป็น ferrous dioxygen; Fe2+O2(R-H) และจะถูกเปลี่ยนต่อให้เป็น Fe2+OOH(R-H) โดยการ
รับโปรตอนมาหนึ่งตัว และอิเล็กตรอนอีกหนึ่งตัวจาก NADPH-cytochrome P450 reductase 
จากนั้นสารประกอบเชิงซ้อนนี้จะรับโปรตอนตัวที่สองเข้ามา ท าให้เกิดการสลายพันธะระหว่าง
ออกซิเจนสองอะตอมกลายเป็น (FeO)3+R-H ที่มีออกซิเจนหนึ่งอะตอมอยู่ในโมเลกุล ส่วนออกซิเจนที่
เหลืออีกหนึ่งอะตอมจะถูกรีดิวซ์กลายเป็นน้ า ต่อจากนั้นสารประกอบเชิงซ้อนที่ได้จะมีการจัดเรียง
โมเลกุลใหม่ให้มีความสามารถท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นได้ดี และปลดปล่อยสารตั้งต้นที่ถูกออกซิไดซ์
ในรูป R-O-H ออกมาหรือปล่อย product ที่ได้ออกมา พร้อมทั้งมีการปรับโครงสร้างของ CYP ให้
กลับคืนสู่ภาวะ Fe3+ เช่นเดิมเพ่ือท าหน้าที่จับกับซับสเตรทโมเลกุลใหม่ต่อไป ซึ่งจะเห็นได้ว่าการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารตั้งต้นโดยเอนไซม์ CYP นั้นเกิดจากการน าออกซิเจนหนึ่งอะตอมเข้าไป
สอดแทรกในโมเลกุลของสารตั้งต้น (Guengerich 2008, Lewis and Ito 2008) 
 

กระบวนการเมแทบอลิซึมยาของเอนไซม์ CYP ด้วยปฏิกิริยา oxidation จะอาศัยเอนไซม์ 
oxygenase หรือ mixed-function oxidase (MFO) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยมีออกซิเจน (O2) เป็น
ตัวออกซิไดซ์ (oxidant) และมีตัวรีดิวซ์ (reductant) คือ NADPH ท าหน้าที่ เป็น cofactor ของ
เอนไซม์ ดังสมการ 

  CYP 
Substrate (R-H) + O2 + NADPH + H+                    product (R-O-H) + H2O + NADP+ 
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2.3 เอนไซม์ cytochrome P4503A  

เอนไซม์ cytochrome P4503A (CYP3A) เป็นแฟมิลี่ย่อยของเอนไซม์ CYP ที่มีบทบาท

ส าคัญในการเมแทบอลิซึมยาและสารแปลกปลอมต่างๆที่เข้าสู่ร่างกายซึ่ง CYP3A เป็นเอนไซม์ที่มี

สั บ ส เต รท ที่ จ า เพ าะจ ง เจ าะม าก ม าย เช่ น  testosterone, midazolam, nifedipine แ ล ะ 

erythromycin เป็ นต้ น  และมี ย าหลายชนิ ดที่ เป็ นทั้ ง  inhibitor ของเอน ไซม์  CYP3A เช่ น 

tacrolimus และ fluconazole เป็นต้น และ inducer ของเอนไซม์ CYP3A เช่น rifampicin เป็น

ต้น นอกจากนี้พบว่าการแสดงออกและการท างานของเอนไซม์  CYP3A ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดนั้นมี

ความแตกต่างกัน (Martignoni et al. 2006) ดังนี้ 

เอนไซม์ CYP3A ในมนุษย์ 

เอน ไซม์  CYP3A ในมนุษย์มี  4 ไอ โซฟอร์ม ได้ แก่  CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 และ 

CYP3A43 โดยพบว่าเอนไซม์ CYP3A เป็นแฟมิลี่ย่อยที่ส าคัญที่สุดในการ metabolism ยาที่เข้าสู่

ร่างกายโดยยาประมาณร้อยละ 50 ของยาที่มีใช้ทางคลินิกมักถูก metabolize ผ่านเอนไซม์ CYP3A 

เ ช่ น ย า  terfenadine, ย า ก ลุ่ ม  benzodiazepines, midazolam, triazolam, quinidine, 

lidocaine, carbamazepine, nifedipine, tacrolimus, dapsone และ  erythromycin เป็นต้น 

(Brunton L. et al. 2010) นอกจากนี้เอนไซม์ CYP3A ยัง metabolize สารภายในร่างกายด้วยเช่น 

steroids, bile acid เป็นต้นนอกจากตับแล้วยังสามารถพบเอนไซม์ชนิดนี้ได้ที่อวัยวะอ่ืนๆได้แก่

กระเพาะอาหาร, ปอด, ล าไส้และไตในมนุษย์นั้นพบว่าเอนไซม์ CYP3A4 เป็นไอโซฟอร์มที่มีมากที่สุด

ในจ านวนไอโซฟอร์มทั้งหมดของเอนไซม์ CYP3A (ภาพที่6) และเป็นไอโซฟอร์มที่มีการแสดงออกใน

ตับมากที่สุดส่วน 

เอนไซม์ CYP3A5 เป็นไอโซฟอร์มที่มีประมาณร้อยละ 20 ของเอนไซม์ CYP3A ทั้งหมดซึ่งคิดเป็นหนึ่ง

ในสามของเอนไซม์ CYP3A4 แต่อย่างไรก็ตามในบางคนอาจจะมีเอนไซม์ CYP3A5 มากกว่าร้อยละ 

50 ของเอนไซม์ CYP3A ทั้งหมด ส่วนเอนไซม์ CYP3A7 จะมีการแสดงออกในตับของทารกเพียงอย่าง

เดียวและเอนไซม์ CYP3A43 จะแสดงออกที่ตับเช่นกันแต่มีปริมาณน้อยมากเมื่อเทียบกับเอนไซม์ 

CYP3A4 คือมีการแสดงออกและการท างานร้อยละ 0.2-5 ของเอนไซม์ CYP3A ทั้งหมดดังนั้นอาจ

กล่าวได้ว่าเอนไซม์ CYP3A4 เป็นไอโซฟอร์มที่ส าคัญที่สุดในการเปลี่ยนแปลงยาที่เข้าสู่ร่างกายซึ่งวิธีที่

นิยมในการศึกษาประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์  CYP3A ได้แก่วิธี testosterone 6ß-

hydroxylation และวิธี midazolam 1’-hydroxylation ดังนี้ 
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- Testosterone 6ß-hydroxylation เป็นวิธีที่ใช้ testosterone เป็นสับสเตรท 

และตรวจวัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาคือ  6ß-hydroxytestosterone (6ßHT) โดยเทคนิค 

HPLC ประกอบด้วย C-18 column ด้วย UV-detector ที่ความยาวคลื่น 238 nm  

- Midazolam 1’-hydroxylation เป็นวิธีที่ใช้ midazolam เป็นสับสเตรทและ 

ต ร ว จ วั ด ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ข อ งป ฏิ กิ ริ ย า คื อ  1’-hydoxymidazolam (1HMZ) แ ล ะ  4-

hydoxymidazolam (4HMZ) โดยเทคนิค HPLC ประกอบด้วย C-18 column ด้วย UV-

detector ที่ความยาวคลื่น 254 nm  

 
จากการรายงานก่อนหน้านี้ (Yuan et al. 2002) พบว่าเอนไซม์ CYP3A ทุกไอโซฟอร์ม

ยกเว้น CYP3A7 เป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยา testosterone 6ß-hydroxylation โดยพบการท างาน 

CYP3A4 มากที่สุดและจากการศึกษาการท างานเอนไซม์ CYP3A4 ใน human liver microsomes 

แสดงให้ เห็นว่าเอนไซม์  CYP3A4 เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา  testosterone 6ß-hydroxylation และ 

midazolam 1’-hydroxylation โดย midazolam 1’-hydroxylation มีค่า Km เท่ากับ 3-5 µM 

และ testosterone 6ß-hydroxylation มีค่า Km 50-100 µM ซึ่งจะเห็นได้ว่าเอนไซม์ CYP3A จับ 

midazolam ได้ดีกว่า testosterone โดยดูจากค่า Km แต่อย่างไรก็ตาม midazolam ไม่สามารถ

ละลายในน้ าได้ซึ่งตัวท าละลายอินทรีย์บางชนิดเช่น  acetone จะมีผลให้การ metabolism ของ 

midazolam เพ่ิมขึ้นในขณะที่ตัวท าละลายอินทรีย์ดังกล่าวไม่มีผลต่อ testosterone นอกจากนี้ยัง

พบว่า midazolam เป็ นสับส เตรทที่ มีความไวมากกว่า  testosterone เนื่ องจากจะต้องใช้ 

testosterone ที่ความเข้มข้น ≤ 250 µM ในการศึกษาการท างานของเอนไซม์  CYP3A4 แต่ใช้ 

midazolam ที่ความเข้มข้น < 10 µM เท่านั้นนอกจากนี้ยังพบว่าการปรับเปลี่ยนปริมาณเอนไซม์ 

CYP3A4 ด้วย inhibitor หรือ inducer ของเอนไซม์ CYP3A นั้นขึ้นกับสับสเตรทที่ใช้ด้วยเช่นยา 

fluconazole ซึ่งเป็น  inhibitor ของเอนไซม์  CYP3A4 พบว่ายา fluconazole สามารถลดการ 

metabolism ของ midazolam ได้ร้อยละ 65 และลดการ metabolism ของ testosterone ได้

เพียงร้อยละ 37 ในขณะที่ยา nimodipine สามารถลดการ metabolism ของ midazolam ได้ร้อย

ละ 60 แต่ลดการ metabolism ของ testosterone ได้ร้อยละ 96 เป็นต้น ดังนั้นจะเห็นได้ว่า

สับสเตรททั้งสองของเอนไซม์ CYP3A4 มีความแตกต่างกัน ในการศึกษานี้จึงสนใจใช้ทั้งสองสับสเตรท

ในการศึกษาการท างานเอนไซม์ CYP3A เพ่ือยืนยันผลการศึกษา 
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เอนไซม์ CYP3A ในหนูเมาส์ 

เอนไซม์  CYP3A ในหนู เมาส์  มี  6 ไอโซฟอร์มได้แก่  CYP3A11, CYP3A13, CYP3A16, 

CYP3A25, CYP3A41, CYP3A44 โดยพบว่าหนูเมาส์ ช่วงอายุ 4-8 สัปดาห์จะมีระดับของเอนไซม์ 

CYP3A11 และเอนไซม์ CYP3A13 มากท่ีสุดโดย พบว่าในหนูเมาส์เอนไซม์ CYP3A11 เป็นไอโซฟอร์ม

ที่มีล าดับกรดอะมิโนคล้ายคลึงกับเอนไซม์ CYP3A4 ของมนุษย์ และมีการแสดงออกที่ล าไส้คล้ายคลึง

กับ CYP3A4 ในมนุษย์อีกด้วยส่วนเอนไซม์ CYP3A16 จะพบในทารกในครรภ์และจะมีปริมาณลดลง

หลังจากคลอด ส่วนเอนไซม์ CYP3A25 จะพบในตับและล าไส้เล็กของหนูเมาส์ แรกเกิดและ adult 

พบได้ทั้งตัวผู้และตัวเมียและเอนไซม์ CYP3A41 กับเอนไซม์ CYP3A44 จะพบในหนูเมาส์ตัวเมีย

เท่านั้น 

นอกจากนี้เอนไซม์ CYP3A4 ยังเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของยา 

เนื่องจากร้อยละ 50 ของยาที่ใช้ทางคลินิกจะถูก metabolize ผ่านเอนไซม์ CYP3A4 สิ่งมีชีวิตแต่ละ

ชนิดมีสารพันธุกรรมที่แตกต่างกันท าให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรม รายงานการศึกษา

เปรียบเทียบชนิดของเอนไซม์ CYP3A ที่ส าคัญในการเมแทบอซึมยาในคนและในหนูเมาซ์ (ตารางที่ 3) 

พบว่า CYP3A11 เป็นชนิดของเอนไซม์ที่พบในหนูเมาซ์ที่มีล าดับกรดอะมิโนคล้ายคลึงกับเอนไซม์ 

CYP3A4 ของคนมากถึงร้อยละ 76 และมีการแสดงออกที่ล าไส้คล้ายคลึงกับเอนไซม์ CYP3A4 ในคน

อีกด้วย Bogaards และคณะ  (Bogaards et al. 2000) พบว่าหนูเมาซ์เป็นสัตว์ทดลองที่ล้ายคลึงกับ

มนุษย์มากที่สุด โดยดูจากรูปแบบการถูกยับยั้งของเอนไซม์ CYP ในแต่ละไอโซฟอร์ม และดูจาก

จลนศาสตร์ของเอนไซม์ (Km/Vmax) ดังนั้นการศึกษาการแสดงออกและการท างานเอนไซม์ CYP3A 

ในหนูเมาซ์จึงน่าจะเป็นตัวแทนที่เหมาะสมสาหรับการศึกษาการแสดงออกและการท างานของเอนไซม์ 

CYP3A ในคน เพื่อใช้ในท านายกระบวนการเมแทบอลิซึมของยาที่เข้าสู่ร่างกาย 
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ตารางที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบไอโซฟอร์มที่ส าคัญของเอนไซม์ CYP ในการเปลี่ยนแปลงยาที่เข้าสู่ 
ร่างกายของคน, หนเูมาส์, หนแูรท (Martignoni et al. 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Family  Subfamily 

 

Human 

 

Mouse 

 

Rat 

 

CYP1 

 

A 1A1, 1A2  1A1, 1A2  1A1, 1A2  

B 1B1  1B1  1B1  

CYP2  

 

A 2A6, 2A7, 2A13  2A4, 2A5, 2A12, 2A22  2A1, 2A2, 2A3  

B 2B6, 2B7  2B9, 2B10  2B1, 2B2, 2B3  

C 2C8, 2C9, 2C18, 
2C19  

2C29, 2C37, 2C38, 
2C39, 2C40, 2C44, 
2C50, 2C54, 2C55  

2C6, 2C7, 2C11, 
2C12, 2C13, 
2C22, 2C23  

D 2D6, 2D7, 2D8  2D9, 2D10, 2D11, 
2D12, 2D13, 2D22, 
2D26, 2D34, 2D40  

2D1, 2D2, 2D3, 
2D4, 2D5, 2D18  

E 2E1  2E1  2E1  

CYP3  

 

A 3A4, 3A5, 3A7, 
3A43  

3A11, 3A13, 3A16, 
3A25, 3A41, 3A44  

3A1/3A23, 3A2, 
3A9, 3A18, 3A62  
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จากการที่เอนไซม์ CYP3A ซึ่งเป็นไอโซฟอร์มที่พบมากในล าไส้ และปริมาณยาที่ใช้ทางคลินิก

ส่วนใหญ่มักถูก metabolize ผ่านเอนไซม์นี้ (Lin et al. 1999, Paine et al. 2006) ดังนั้นหากมีการ

ท างานหรือการแสดงออกของเอนไซม์ CYP3A เปลี่ยนแปลงไปในการเกิดโรคไตวายเรื้อรัง จึงอาจท า

ให้มีปริมาณยาเพ่ิมขึ้นได้ ดังนั้นจึงนิยมใช้เอนไซม์ CYP3A11 ของหนูเมาส์ เป็นตัวแทนในการศึกษา

ประสิทธิภาพการแสดงออกของเอนไซม์ และการท างานของเอนไซม์ CYP3A4 ในมนุษย์โดยวิธี

การศึกษาประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์  CYP3A11 ได้แก่วิธี  testosterone 6beta-

hydroxylation ซึ่งจะท าการศึกษาในไมโครโซมของหนูเมาส์ โดยใช้ testosterone เป็นสับสเตรท

และตรวจวัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาคือ  6ß-hydroxytestosterone หรือวิธี midazolam 1’-

hydroxylation โดยใช้ midazolam เป็นสับสเตรทและตรวจวัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาคือ  1’-

hydoxymidazolam เป็นต้น 

 

การศึกษาเกี่ยวกับผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานและการแสดงออกของเอนไซม์ 

CYP3A และการขนส่งยาในล าไส้เล็กหนู 

ปี ค.ศ. 2001 Veau และคณะ (Veau et al. 2001) ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรัง (chronic 

renal failure,CRF) ต่อ activity ของ P-gp และการแสดงออกของ mRNA และ protein ของ P-gp 

ในล าไส้หนูแรท  กลุ่ม chronic renal failure และกลุ่ม control ซึ่งท าการทดลองโดยใช้หนูแรท ที่

ท าให้เกิดภาวะไตวายเรื้อรังด้วยวิธี nephrectomy หลังจากนั้น 5 สัปดาห์ ศึกษา rhodamine 123 

transport โดยใช้วิธี everted sacs model และการแสดงออกของ mRNA และ protein ในล าไส้

โด ย ใช้ วิ ธี  semi-quatitative reverse transcriptase polymerase chain reaction จ าก ก าร

ทดลองพบว่า การแสดงออกของ mRNA และ protein ของ P-gp ระหว่างหนูกลุ่ม chronic renal 

failure และหนูกลุ่ม control ไม่แตกต่างกัน ส่วน intestinal rhodamine 123 transport ลดลงใน

หนูกลุ่ม chronic renal failure 

ปีค.ศ. 2001 Leblond และคณะ (Leblond et al. 2001) ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรัง 

(chronic renal failure; CRF) ต่ อการแสดงออกของเอน ไซม์  CYP (CYP1A1/1A2, CYP2C6, 

CYP2C11, CYP2D1, CYP2E1, CYP3A1 และ CYP3A2) ในตับหนูแรท ที่เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะไต

วายเรื้อรังด้วยวิธี nephrectomy พบว่ามีการแสดงออกของ CYP2C11, CYP3A1 และ CYP3A2 

ลดลงทั้งในระดับยีนและโปรตีนส่วนการศึกษาการท างานของ CYP3A2 โดยใช้ erythromycin เป็น
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สับส เตรทพบว่ ามี การท างานของ  CYP3A2 ลดลงและการศึ กษ าต่ อมาพบว่ า เมื่ อ ให้ ย า 

dexamethasone แ ล ะ ย า  phenobarbital ซึ่ ง เป็ น  inducer ข อ ง เอ น ไซ ม์  CYP3A2 ท า ง 

intraperitoneal แก่หนู CRF พบว่ามีการแสดงออกของเอนไซม์ CYP3A2 เพ่ิมข้ึนทั้งในระดับยีนและ

โปรตีนดังนั้นจากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าโรคไตวายเรื้อรังส่งผลให้การแสดงออกของ CYP2C11, 

CYP3A1 และ CYP3A2 ในตับหนูแรทลดลงและการลดลงของเอนไซม์ CYP3A2 นี้จะเพ่ิมขึ้นเมื่อ

ได้รับยาที่เป็น inducer ของเอนไซม์ CYP3A2 

ปี ค.ศ. 2007 Naud และคณะ (Naud et al. 2007) ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรัง chronic 

renal failure ต่อ liver drug transporters ในหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง โดย

ศึกษาผลกระทบของโรคไตวายเรื้อรังต่อ liver drug transporters ทั้งในระดับยีนและระดับโปรตีน 

รวมทั้ง metabolic activity และผลของ serum ต่อ drug transporter ในเซลล์ตับ พบว่า การ

แสดงออกของ mRNA ของ mdr1 และ mrp2 เพ่ิมขึ้น 40% และ 35% ตามล าดับ ในหนูกลุ่ม CRF,

ในขณะที่พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน oatp2 ลดลง 35 % ในหนูกลุ่ม CRF แต่ mRNA ไม่

เปลี่ยนแปลงซึ่งคล้ายกันกับผลของ serum ต่อ drug transporter ในเซลล์ตับแสดงให้เห็นว่าโรคไต

วายเรื้อรังมีความสัมพันธ์กับการลดลงของ liver transporters  

ปี ค.ศ. 2008 Simard และคณะ (Simard et al. 2008) ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรัง 

(chronic renal failure) ต่อ N-acetyltransferase (NAT) ในตับหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรัง ที่ท าให้เกิดภาวะไตวายเรื้อรังด้วยวิธี 5/6 nephrectomy โดยศึกษาผลกระทบของโรคไต

วายเรื้อรังต่อการแสดงออกของ mRNA และ protein ของ Net1 และ Net2 พบว่าในหนูที่ถูก

เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังมีการแสดงออกของ mRNA และ protein ของทั้ง Net1 และ Net2 

ลดลงมากกว่าร้อยละ 30 และยังมีการท างานของ Net2 ลดลงมากกว่าร้อยละ 50 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า

หนแูรทที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังการเกิดปฏิกิริยา acetylation ลดลง 

ปีค .ศ . 2011 Naud และคณะ  (Naud et al. 2011) ศึกษาผลของโรค  chronic renal 

failure (CRF) ต่อการเปลี่ยนแปลงและการก าจัดยาที่ไตของหนูแรท ที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรค CRF โดย

ท าการศึกษาการท างานและการแสดงออกของ drug transporter และเอนไซม์ CYP ทั้งในระดับยีน

และระดับโปรตีน , ดูการสะสมของยา digoxin และยา benzylpenicillin ที่บริเวณไต, ดูผลของ 

uremic serum ต่อการแสดงออกและการท างานของ P-gp ใน proximal tubule cell line ผลที่ได้

พบว่าการเกิดโรคไตวายเรื้อรังส่งผลให้การแสดงออกและการท างานของตัวขนส่งยาที่ไตเปลี่ยนแปลง
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ไปท าให้การขับยาออกทางไต (renal clearance) ลดลงเกิดการสะสมของยาที่ไตและเกิดพิษต่อไต 

(nephrotoxicity) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวเกิดข้ึนเนื่องจาก uremic serum 

ปีค.ศ. 2013 Gai และคณะ (Gai et al. 2014) ได้ศึกษาผลของ chronic renal failure ต่อ

การแสดงออกของ mRNA และ protein ของ bile acid-synthesizing enzyme cyp7a1 และ bile 

acid transporters เช่น ntcp, bsep, mrp3,ost-α, Ost-ß ในตับและล าไส้ของหนูแรท ที่ท าให้เกิด

โรคไตวายเรื้อรังจากการทดลองพบว่า หนูกลุ่ม chronic renal failure มีระดับของ cholesterol 

และ bile acid เพ่ิมขึ้น ส่วนการแสดงออก mRNA และ protein ของ cyp7a1 นั้นเท่ากันทั้งกลุ่ม 

chronic renal failure และกลุ่ม control และพบว่ามีการแสดงออกของ mrp3, ost-α และ ost-ß 

เพ่ิมข้ึน ท าให้เพิ่ม basolateral efflux ของ bile acid ไปยังเลือด 

ปีค .ศ . 2014 Yano และคณะ (Yano et al. 2014)  ได้ศึกษาผลของ chronic kidney 

disease ต่อการแสดงออกของยีน ATP-binding cassette transporter G2 (ABCG2) ซึ่งเป็นตัว

ขนส่ง uric acid ในล าไส้เล็กของหนูแรท การศึกษาเหนี่ยวน าให้เกิดโรคด้วยวิธี 5/6 nephrectomy 

ศึกษาการแสดงออกของยีน ABCG2 ด้วยวิธี real time polymerase chain reaction (PCR) พบว่า

ในหนูกลุ่ม 5/6 nephrectomy มีระดับของ uric acid ในปัสสาวะลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

ในขณะที่ระดับของ uric acid ในซีรั่มไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่าน่าจะมีการขับออกขง 

uric acid ในส่วนอ่ืน ซึ่งจากการทดลองพบว่าการแสดงออกของ ABCG2 เพ่ิมขึ้นใน ileum ในหนู

กลุ่ม5/6 nephrectomy เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

ปีค.ศ. 2014 Joy และคณะ (Joy et al. 2014) ได้ศึกษาผลของ chronic kidney disease 

การเปลี่ยนแปลงยาและการขนส่งยา ในผู้ป่วย โดยท าการคึกษาแบบ prospective study ในผู้ป่วย

โรคไตวายเรื้อรัง 18 คน เก็บเลือดและ urine ศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของยา fexofenadine เพ่ือวัด

การท างานของตัวขนส่งยาเนื่องจากยา fexofenadine เป็นสับสเตรทของตัวขนส่งยาหลายชนิด และ

ศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของยา flurbiprofen เป็นสับสเตรทของ CYP2C9 ด้วย จากการทดลองพบว่า

ในผู้ป่ วยโรคไตวายเรื้อรั งมี  oral clearance ของ fexofenadine ลดลง 40%  ขณะที่ เภสัช

จลนศาสตร์ขอยา flurbiprofen ในผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรัง ไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

ปีค.ศ. 2016 Naud และคณะ (Naud et al. 2016) ศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรัง chronic 

renal failure ต่อ cytochrome P450 (P450) ในสมองหนูแรทที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวาย

เรื้อรัง โดยศึกษาผลกระทบของโรคไตวายเรื้อรังและผลของ parathyroid hormone (PTH) ต่อ 
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cytochrome P450  ทั้งในระดับยีนและระดับโปรตีน พบว่า cyp1a, cyp2c11, และ cyp3a มีการ

แสดงออกในระดับโปรตีนลดลงใน brain microsomal ของหนูที่เกิดโรคไตวายเรื้อรัง รวมทั้งมีการ

ท างานของ cyp3a ลดลงด้วยใน microsomal ของหนูที่เกิดโรคไตวายเรื้อรังจากการวัดแทบอลิซึม

ของ 3 -[(3 , 4 -difluorobenzyl) oxy]-5 , 5 -dimethyl-4 -[4 -methylsulfonyl) phenyl] furan-

2(5H)-1 นอกจากนี้  PTH ยังท าให้มีการการแสดงออกในระดับโปรตีนของ cyp3a ลดลงใน 

astrocytes ที่บ่มด้วยซี่รัมของหนูที่เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าโมเดลที่ใช้เหนี่ยวน าในหนูทดลองเป็นการใช้การเหนี่ยวน าแบบ 

nephrectomy และใช้หนูแรทเป็นหลัก การเหนี่ยวน าด้วยวิธี nephrectomy ซึ่งจะมักพบอัตราการ

รอดชีวิตของหนูต่ า (Yang et al. 2010) และยังไม่มีการศึกษาการเกิดโรคไตวายเรื้อรัง (chronic 

kidney failure, CRF) โดยการใช้หนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยวิธี chronic 

ischemic reperfusion model ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการ

แสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3, cyp3a11 และประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ 

CYP3A ในล าไส้ เล็กหนู เมาส์ที่ เหนี่ยวน าให้ เกิดภาวะไตวายเรื้อรังด้วยวิธี  chronic ischemic 

reperfusion เพ่ือน าไปสู่การอธิบายถึงผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการเปลี่ยนแปลงกระบวนการทาง

เภสัชจลนศาสตร์ของยา  โดยเฉพาะต่อกระบวนการดูดซึมท่ีล าไส้  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การค านวณขนาดตัวอย่าง  

จากการศึกษาของ Naud และคณะปีค.ศ. 2007 (Naud et al. 2007) ท าการทดลอง โดยใช้

หนูทดลองต่อกลุ่มๆละ 6-8 ตัวการศึกษานี้จึงใช้หนูทดลองกลุ่มละ 5-6 ตัวรวมหนูทดลองทั้งหมดที่ใช้

ในการวิจัยนี้ทั้งสิ้นจ านวน 22 ตัว 

 

3.2 การเหนี่ยวน าให้หนูเมาซ์เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 

หนูเมาส์ น้ าหนัก 30-35 กรัม สายพันธุ์ ICR อายุ 4-8 สัปดาห์ จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 

มหาวิทยาลัยมหิดล เลี้ยงในโรงเลี้ยงสัตว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยปฏิบัติ

ต่อสัตว์ทดลองตามจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองของสภาวิจัยแห่งชาติ โดยการทดลองแบ่งหนู เมาส์ 

ออกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 

 

กลุ่มท่ี 1 หนูกลุ่มปกต ิ2 สัปดาห์ 

กลุ่มท่ี 2 หนูกลุ่มที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 2 สัปดาห์หลังจากตัดไตข้างขวา 

กลุ่มท่ี 3 หนูกลุ่มปกต ิ4 สัปดาห์ 

กลุ่มท่ี 4 หนูกลุ่มที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวานเรื้อรัง 4 สัปดาห์หลังจากตัดไตข้างขวา 

 

โมเดลที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ chronic ischemic reperfusion model โดยมีขั้นตอน

ดังนี้ เริ่มจากท าการผ่าตัดเปิดช่องท้องหนูโดยการดมสลบหนูเมาส์ ด้วย isoflurane  เพ่ือปิดหลอด

เลือดแดงที่น าเลือดเข้าสู่ไตข้างซ้าย (renal artery) โดยการใช้ micro-clamp หนีบเพ่ือปิดหลอด

เลือด ภาพที่ 7 จากนั้นท าการปิดช่องท้องหนูและทิ้งไว้ 50 นาที แล้วท าการผ่าตัดเปิดช่องท้องหนูอีก

ครั้งเพ่ือเปิดหลอดเลือดแดงที่น าเลือดเข้าสู่ไตข้างซ้ายและปิดช่องท้องหนู หลังจากนั้นหนึ่งสัปดาห์ ท า

การผ่าตัดไตข้างขวาทิ้ง (nephrectomy) เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด 2 สัปดาห์หรือ 4 สัปดาห์

หลังจากผ่าตัดไตข้างขวาทิ้ง ท าการการุณยฆาต (sacrified) หนเูมาส์เพ่ือเก็บเลือดและล าไส้เล็ก 
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ภาพที่ 7 แสดงลักษณะของไต วงกลมสีด าแสดงต าเหน่ง micro-clamp ที่ปิดหลอดเลือด 
(Skrypnyk et al. 2013) 

 

3.3 การเก็บตัวอย่างเลือด  

การเก็บตัวอย่างเลือดส าหรับวัดระดับซีรั่ม creatinine และซีรั่ม urea โดยมีการเก็บตัวอย่าง

เลือดหลังจากเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะไตวายเรื้อรังที่ระยะเวลา 2 หรือ 4 สัปดาห์เมื่อครบเวลาตามที่

ก าหนดท าการการุณยฆาต (sacrified) และเก็บตัวอย่างเลือดจากหัวใจ น ามา centrifuge เพ่ือแยก

ส่วนที่เป็นซีรั่ม และเก็บซีรั่มที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนถึงวันที่ท าการวิเคราะห์เพื่อประเมินการ

ท างานของไต 

 

3.4 การเก็บตัวอย่างล าไส้เล็กหนู  

เก็บตัวอย่างล าไส้เล็กส่วนต้นของหนู ส าหรับวิเคราะห์การแสดงออกของ transporters, 

cyp3a11 และการท างานเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กของหนูเริ่มต้นจากน าล าไส้เล็กออกจากร่างกาย

หนูน าไปแช่ไว้ใน liquid nitrogen (N2) ที่เย็นจัดประมาณ 1 นาทีและเก็บตัวอย่างล าไส้เล็กในหลอด

เก็บตัวอย่างโดยการแช่ในอุณหภูมิที่ -80 องศาเซลเซียสจนถึงวันที่ท าการวิเคราะห์ 
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3.5 รูปแบบการวิจัย (Research design) 

Experimental study  

 

3.6 วิธีวิจัย 

3.6.1 การทดสอบภาวะไตวายเรื้อรังด้วยระดับ serum creatinine  

วัดระดับ serum creatinine ด้วย Creatinine assay kit [QuantichromTM creatinine 

assay, BioAssay Systems, USA] เตรียมสารละลายมาตรฐาน creatinine ที่ 4, 2, 1.5, 1, 0.5, 

0.25 mg/dl จากนั้นท าการเตรียม working reagent โดยเติม Reagent A 100 µl + Reagent B 

100 µl เติมสารละลายมาตรฐาน creatinine ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ serum sample 30 µl ลง

ใน 96-well plate เติม working reagent 200 µl ลงใน 96-well plate ทุกต าแหน่งวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตรโดยวัดที่เวลา 0 นาที 

(OD0) และเวลา 5 นาท ี(OD5) น าค่าที่ได้มาค านวณหาค่า serum creatinine concentration โดย

ใช้สูตร 

Creatinine concentration = 
ODsample5 – ODsample0

ODSTD5-ODSTD0
 

3.6.2 การทดสอบภาวะไตวายเรื้อรังด้วยระดับ serum urea 

วัดระดับ serum urea ด้วย Urea assay kit [QuantichromTM urea assay, BioAssay 

Systems, USA] เตรียมสารละลายมาตรฐาน urea ที่ 50, 40, 30, 20, 10, 5  mg/dl จากนั้นท าการ

เตรียม working reagent โดยเติม Reagent A 100 l + Reagent B 100 µl เติมสารละลาย

มาตรฐาน urea ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ serum sample 5 µl ลงใน 96-well plate เติมworking 

reagent 200 µl ลงใน 96-well plate ทุกต าแหน่งวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 

reader ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตรน าค่าที่ได้มาค านวณหาค่า serumurea concentration 

โดยใช้สูตร 

Urea concentration = 
ODsample – ODblank

ODSTD-ODblank
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3.6.3 การศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp2 และ 
cyp3a11 ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ 

วิเคราะห์แสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3 และ cyp3a11 โดยวิธี Quantitative 

real time RT-PCR และใช้ยีน gapdh เป็น internal control 

 

ตารางท่ี 4 แสดง gene expression assays 
 Gene Gene Expression assay 

P-gp mdr1a Mm00440761_m1 

MRP2 mrp2 Mm00496899_m1 

OATP3 oatp3 Mm00453720_m1 

CYP3A11 cyp3a11 Mm00731567_m1 

GAPDH gapdh Mm99999915_g1 

 

สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 

- Trizol reagent [Gibco, USA] 

- Chloroform [Lab-scan, Thailand] 

- 2-Propanol [Merk, Germany] 

- Ethanol (EtOH) [Merk, Germany] 

- DEPC-treated water [Ambion, USA] 

- ImProm-IITM Reverse Transcription system [Promega, USA] 

- TaqMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase®  [Applied Biosystems, 

USA] 

- TaqMan® Gene expression assay Master Mix [Applied Biosystems, USA] 

- Volumetric flask 

- Autopipets ขนาด 1 - 1000 ไมโครลิตร [Glison, USA and Band, Germany] 
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- Vortex mixer [Scientific Industries, USA] 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendrof, Germany] 

- Homogenizer [IKA®, Malaysia] 

- pH meter [Mettler Toledo, Switzerland] 

- Nanodrop [Thermo, USA] 

- Autoclave [Sanyo, Japan] 

- StepOnePlusTM Real-Time PCR system [Applied Biosystems, USA] 

- PCR thermal cycler [Eppendorf, Germany] 

มีข้ันตอนดังนี้ 

1.) น าล าไส้เล็กส่วนต้น มาสกัด RNA โดยใช้ TRIzol® reagent  

2.) วัดปริมาณ RNA ด้วยเครื่อง nanodrop ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

3.) น า total RNA ที่สกัดได้มาท า reverse transcription เพ่ือสร้าง complementary   

DNA (cDNA) โดยใช้ ImProm-IITM reverse transcription system  

4.) น า cDNA ที่ได้มาเพ่ิมจ านวน ด้วยเทคนิค PCR และตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

mdr1a, mrp2, oatp3 และ CYP3A11 ในล าไส้เล็กหนูเมาซ์ โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อยีน 

mdr1a, mrp2, oatp3 และ CYP3A11 และใช้ยีน gapdh เป็น internal control 

 

3.6.4 การศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ 

- การเตรียมไมโครโซมจากล าไส้เล็กหนูเมาส์ โดยท าการเตรียมไมโครโซมจากล าไส้เล็กของ

หนเูมาส์ โดยใช้วิธีมาตรฐาน 

1.) น าล าไส้เล็ก ออกจาก freezer -80 ºc   

2.) ล้างด้วย  0.9% normal saline ล้างด้วย cool wash buffer โดยใช้บีกเกอร์ขนาด 

100 ml ซึ่งวางอยู่บนน้ าแข็งตลอด และตัดตามยาวเพ่ือเปิด luminal surface ขูด

ส่วนของ mucosa ใส่ลงใน borosilicate glass homogenization tube 

3.) เติม homogenizing buffer และhomogenize ด้วยเครื่อง homogenizer (volt 

120 V, Rate 1000-2000 rpm) 
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4.) น า homogenate ที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องที่ความเร็ว 9,000 rpm อุณหภูมิ 4 

°C เป็นเวลา 20นาท ี

5.) น า supernatant ที่ ได้ ไปปั่ น เหวี่ยงด้วยเครื่อง  ultra-centrifuge ที่ ความเร็ว 

95,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 20 นาท ี

6.) น าตะกอน (pellet) ที่ได้มาเติม homogenizing buffer น าไป homogenize ด้วย

เครื่อง homogenizer (volt 120 V, Rate 1000-2000 rpm)  

7.) เก็บไว้ที ่-80 องศาเซลเซียสจนถึงวันที่ท าการวิเคราะห์ 

- การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในไมโครโซม 

โดยก่อนทดสอบการท างานของเอนไซม์ CYP3A  จะต้องทราบปริมาณโปรตีนในไมโครโซม 

ซึ่งในการศึกษานี้จะใช้ Bio-Rad Dc Protein Assay เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในไมโครโซมจาก

ล าไส้เล็กของหนูเมาส์ หลักการในการวิเคราะห์คือ เป็นการเกิดปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลโปรตีนกับ

สารละลาย alkaline copper tartrate และสาร forlin ท าให้เกิดสีน้ าเงิน โดยสามารถวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงได้ในช่วงความยาวคลื่น 405-750 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader มีขั้นตอน

ดังนี้ 

1.) เตรียมโปรตีนมาตรฐาน BSA ความเข้มข้น 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml 

ตามล าดับ 

2.)  เติมโปรตีนมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้นต่างๆ, สารละลายบัฟเฟอร์ PBS (blank) 

และ  ตัวอย่างไมโครโซม ปริมาณ 5 µl ลงในหลุมแต่ละหลุมของ 96 well plate 

3.) เติมสาร reagent A ปริมาณ 25 µl 

4.) เติมสาร reagent B ปริมาณ 200 µl 

5.) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) เป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงท าการวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย

เครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 650 nm 
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- การศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กหนู

เมาส์ โดยใช ้testosterone เป็นสับสเตรท 

การศึกษาเริ่มจากการประเมินความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ จากนั้น ท าการตรวจวัด

ปริมาณของ 6ß-OH-TST ซึ่งเป็นเมแทบอไลต์ที่เกิดจากปฏิกิริยา testosterone 6ß-hydroxylation 

โดยเกิดขึ้นผ่านเอนไซม์ CYP3A จากล าไส้เล็กหนูเมาส์ ในหลอดทดลอง และใช้ testosterone เป็น

สับสเตรท ด้วยเทคนิค HPLC ดัดแปลงมาจากวิธีของ Wonganan และคณะ (Wonganan et al. 

2011) 

สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 

- Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Potassium chloride [Carlo Erba, France] 

- TRIS base [Merk, Germany] 

- Hydrochloric acid (HCL) [Merk, Germany] 

- Sodium pyrophosphate [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glycerol [BDH Chemical Ltd., England] 

- Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP+) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glucose-6-phosphate (G6P) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Magnesium chloride (MgCI2) [Carlo Erba, France] 

- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) [Merk, Germany] 

- Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) [Merk, Germany] 

- Phosphoric acid [Merk, Germany] 

- Dichloromethane (HPLC grade) [Merk, Germany] 

- Methanol (HPLC grade) [Merk, Germany] 

- Testosterone [Tokyo chemical, Japan] 

- 6beta-hydoxytestosterone (6ß-OH-TST) [Cayman Chemical, USA] 

- 11alpha-hydroxyprogesterone (11α-OH-PGT) [Tokyo chemical, Japan] 

- Volumetric flask 
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- Cylinder ขนาด 5 – 1000 ml 

- Autopipets ขนาด 2 - 5000 ไมโครลิตร [Glison, USA and Band, Germany] 

- High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) [Shimadzu] 

- Symmetry C18 column 3.5 µm, 4.6×100 mm [Water, Japan] 

- Vortex mixer [Scientific Industries, USA] 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendrof, Germany] 

- Ultra-centrifuge [Beckman, USA) 

- Reciprocal shaking water bath [Memmert, Germany] 

- Homogenizer [IKA®, Malaysia] 

- pH meter [Mettler Toledo, Switzerland] 

- Evaporator [Genevac, USA] 

วิ เค ร าะ ห์ ห า  CYP3A enzyme-substrate activities ด้ ว ย ป ฏิ กิ ริ ย า  testosterone 

hydroxylation และใช้ testosterone ที่ความเข้มข้น 243 µmol เป็นสับสเตรท มีข้ันตอนดังนี ้

1.) เตรียมสารผสมที่จะท าปฏิกิริยา (reaction mixture) 1000 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

0.2M ของ KPi pH 7.4 ปริมาตร 500 µl, regenerating system (ประกอบด้วย 5mM 

ของ NADP, 100mM ของ G6P, 100mM MgCl2) ปริมาตร 150 µl, microsome ที่มี

ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 1000 µg, 34.67 mM ของ testosterone ปริมาตร 10 µl และ

เติม water จนปริมาตรครบ 993 µl 

2.) น าหลอดทดลองไปอุ่นใน reciprocal shaking water bath ที่อุณหภูมิ 37 °C 5 นาท ี

3.) เติม 1 unit/ µl ของ G6PD ปริมาตร 7 µl จับเวลา 120 นาที 

4.) เติม dichloromethane 5 ml ลงในหลอดทดลอง 

5.) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 20 วินาที 

6.) เติม 100 µg/ml ของ 11α-OH-PGT (internal standard) ปริมาตร 10 µl 

7.) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 15 วินาที 

8.) ดูดส่วนใสด้านล่างมาระเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator เป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง 

9.) ละลายกลับด้วย methanol ปริมาตร 50 µl 

10.) น าสารละลายส่วนใสที่ได้ฉีดเข้าเครื่อง HPLC ด้วยปริมาตรการฉีดครั้งละ 10 µl 
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การเตรียมสภาวะของเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห ์

เฟสเคลื่อนที่ : H2O : Methanol (50:50) 

คอลัมน์ : Symmetry C18 column, 3.5 µm, 4.6×100 mm 

อัตราการไหล : 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที 

เครื่องตรวจวัด : UV ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

ปริมาตรฉีด : 10 ไมโครลิตร 

อุณหภูมิคอลัมน์ : 40 องศาเซลเซียล 

 

- การศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้เล็กหนู

เมาส์ โดยใช ้midazolam เป็นสับสเตรท 

การศึกษานี้เริ่มจากการประเมินความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์จากนั้นท าการตรวจวัด
ปริมาณของ 1´-OH-MDZ ซึ่งเป็นเมแทบอไลต์ที่เกิดจากปฏิกิริยา midazolam 1´-hydroxylation 
โดยเกิดขึ้นผ่านเอนไซม์ CYP3A จากล าไส้เล็กหนูเมาซ์ในหลอดทดลองและใช้ midazolam เป็น
สับสเตรท ด้วยเทคนิค HPLC ดัดแปลงมาจากวิธีของ Jurica และคณะ (Jurica et al. 2007) 

สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 
- Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Potassium chloride [Carlo Erba, France] 

- TRIS base [Merk, Germany] 

- Hydrochloric acid (HCL) [Merk, Germany] 

- Sodium pyrophosphate [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glycerol [BDH Chemical Ltd., England] 

- Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glucose-6-phosphate (G6P) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Magnesium chloride (MgCI2) [Carlo Erba, France] 

- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) [Merk, Germany] 

- Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) [Merk, Germany] 
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- Phosphoric acid [Merk, Germany] 

- 1´-hydroxymidazolam (1´-OH-MDZ) [Cerilliant, USA] 

- Dichloromethane (HPLC grade) [Merk, Germany] 

- Methanol (HPLC grade) [Merk, Germany] 

- Acetonitrile (HPLC grade) [Lab-Scan, Thailand] 

- Sodium acetate trihydrate [Merk, Germany] 

- Diazepam [Cerilliant, USA] 

- Midazolam [Cerilliant, USA] 

- Volumetric flask 

- Cylinder ขนาด 5 – 1000 ml 

- Autopipets ขนาด 2 - 5000 ไมโครลิตร [Glison, USA and Band, Germany] 

- High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) [Shimadzu] 

- Symmetry C18 column 3.5 µm, 4.6×100 mm [Water, Japan] 

- Vortex mixer [Scientific Industries, USA] 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendrof, Germany] 

- Ultra-centrifuge [Beckman, USA) 

- Reciprocal shaking water bath [Memmert, Germany] 

- Homogenizer [IKA®, Malaysia] 

- pH meter [Mettler Toledo, Switzerland] 4002157302 

- Evaporator [Genevac, USA] 

 

วิเคราะห์หา CYP3A enzyme-substrate activities ด้วยปฏิกิริยา Midazolam 

hydroxylation และใช้ midazolam ที่ความเข้มข้น 100 µM เป็นสับสเตรท มีข้ันตอนดังนี้ 

1.) เตรียมสารผสมที่จะท าปฏิกิริยา (reaction mixture) 1000 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 0.2 

M ของ KPi pH 7.4 ปริมาตร 500 µl, regenerating system (ประกอบด้วย 5mM 

ของ NADP, 100mM ของ G6P, 100mM MgCl2) ปริมาตร 150 µl, microsome ที่มี 
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2.) ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 1000 µg, 1 µg/ml ของ midazolam ปริมาตร 10 µl และเติม 

water จนปริมาตรครบ 990 µl 

3.) น าหลอดทดลองไปอุ่นใน reciprocal shaking water bath ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 

10 นาท ี

4.) เติม 1 unit/µl ของ G6PD ปริมาตร 10 µl จับเวลา 90 นาที 

5.) เติม dichloromethane 5 ml ลงในหลอดทดลอง 

6.) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 20 วินาที 

7.)  เติม 80 µg/ml ของ DZP (internal standard) ปริมาตร 10 µl 

8.)  ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 15 วินาที 

9.) ดูดส่วนใสด้านล่างมาระเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator เป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง 

10.) ละลายกลับด้วย mobile phase ปริมาตร 50 µl 

11.) น าสารละลายส่วนใสที่ได้ ฉีดเข้าเครื่อง HPLC ด้วยปริมาตรการฉีดครั้งละ 10 µl  

การเตรียมสภาวะของเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

เฟสเคลื่อนที่ : 10 mM Sodium acetate buffer (pH 4.7):Acetonitrile (55:45) 

คอลัมน์ : Symmetry C18 column, 3.5 µm, 4.6×100 mm 

อัตราการไหล : 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 

เครื่องตรวจวัด : UV ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 

ปริมาตรฉีด : 50 ไมโครลิตร 

อุณหภูมิคอลัมน์ : 25 องศาเซลเซียล  

 

3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติ 

แสดงผลข้อมูลเชิงพรรณนา (descriptive) ที่ได้จากการทดลองทั้งหมดเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± standard error of the mean) และท าการเปรียบเทียบความ

แตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลอง 2 กลุ่มด้วยวิธีทดสอบ unpaired Student’s t test โดยใช้

โปรแกรม Statistical Packages for the Social Science เวอร์ชั่น 20 (SPSS version 20.0, SPSS 

Inc., USA) และพิจารณาว่ามีนัยส าคัญทางสถิติท่ี p-value น้อยกว่า 0.05 (p< 0.0 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลค่าระดับ serum creatinine, serum urea และ น้ าหนักตัวหนูเมาส์ในกลุ่มที่เหนี่ยวน า
ให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

จากการทดสอบชั่งน้ าหนักตัวของหนูเมาส์ พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์มีน้ าหนักตัวลดลง 10.83% แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ

เทียบกับหนูกลุ่มปกติ (p<0.01) และพบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็น

ระยะเวลา 4 สัปดาห์มีน้ าหนักตัวลดลง 11.97% แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนู

กลุ่มปกติ (p<0.01) 

จากการวัดระดับ serum creatinine ในหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวาย

เรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์  ค่าระดับ serum creatinine เพ่ิมขึ้น 151.78% และ 

61.96% ตามล าดับ การเพ่ิมขึ้นของระดับ serum creatinine นั้นมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ

หนูกลุ่มปกติ (p<0.01) ดังตารางที่5  ในหนูที่ ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็น

ระยะเวลาที่ 2 สัปดาห์มีค่าเท่ากับ 0.78±0.02mg/dL, กลุ่มปกติเท่ากับ 0.31±0.08mg/dL และ 4 

สัปดาห์มีค่าเท่ากับ 0.47±0.03mg/dL, กลุ่มปกติเท่า 0.29±0.03mg/dL และเมื่อเปรียบเทียบ

ระหว่างหนูที่เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 2 และ 4 สัปดาห์ ค่าระดับ serum creatinine แตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01) โดยระดับ serum creatinine ปกติในหนูเมาส์มีค่าเท่ากับ 0.20±0.50 

mg/dL (Elbieta et al. 2009)  

จากการวัดระดับ serum urea ในหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็น

ระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ ค่าระดับ serum urea เพ่ิมขึ้น 91.08% และ 76.77% ตามล าดับ การ

เพ่ิมข้ึนของระดับ serum urea นั้นมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ (p<0.01) ดังตาราง

ที่5  ในหนูที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลาที่ 2 สัปดาห์มีค่าเท่ากับ 

31.92±1.05mg/dL, กลุ่มปกติเท่ากับ 16.70±1.02mg/dL และ 4 สัปดาห์มีค่าเท่ากับ 45.57±3.12 

mg/dL, กลุ่มปกติเท่า 25.77±1.02mg/dL และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างหนูที่เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 2 

และ 4 สัปดาห์ ค่าระดับ serum urea แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยระดับ 

serum urea ปกตใินหนูเมาส์มีค่าไม่เกิน 30.00 mg/dL (Leelahavanichkul et al. 2010) 
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ตารางท่ี 5 แสดงผลโรคไตวายเรื้อรังต่อน้ าหนักตัวหนู ค่า serum creatinine และค่า serum urea 
 กลุ่ม 2 สัปดาห ์ กลุ่ม 4 สัปดาห ์

 Normal CKD Normal CKD 

จ านวนหนู (ตัว) 5 5 6 6 

น้ าหนักตัว (g) 36.14±0.27 32.22±0.55** 37.27±0.23 32.81±0.47** 

ค่า Serum creatinine (mg/dL) 0.31±0.08 0.78±0.02** 
(151.78%) 

0.29±0.03 0.47±0.03** 
(61.96%) 

ค่า Serum urea (mg/dL) 16.70±1.02 31.92±1.05** 
(91.05%) 

25.77±1.02 45.57±3.12** 
(76.77%) 

CKD, โรคไตเรื้อรัง (Chronic kidney disease) 

**p<0.01 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 
-ระดับ serum creatinine ในปกติในหนูเมาส์มีค่าเท่ากับ 0.20±0.50 mg/dL 
-ระดับ serum urea ในหนูเมาส์มคี่าไม่เกิน 30.00 mg/dL 

จากค่า serum creatinine และ serum urea ที่สูงขึ้นในหนูที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรค

ไตเรื้อรังด้วยวิธี chronic ischemic reperfusion นั้นแสดงว่ามีภาวะไตวายเรื้อรังเกิดขึ้นจริง 

 

4.2 ผลการแสดงออกของยีน mdr1a, mrp2, oatp3, cyp3a11ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ได้รับการ
เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง 

4.2.1 ผลการแสดงออกของยีน mdr1a ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรค

ไตวายเรื้อรังเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

หนูเมาส์ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ มีการ

แสดงออกของยีน mdr1a ลดลง 48.80% และ 73.14% ตามล าดับ พบว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าค ญเมื่อ

เทียบกับหนูกลุ่มปกติ p<0.05 (p=0.025 และ p=0.035 ตามล าดับ) ดังภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8 แสดงผลของโรคไตวายเรื้อรงัต่อการแสดงออกของยีน mdr1a ด้วยเทคนิค 

quantitative real time RT-PCR, *p<0.05 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

4.2.2 ผลการแสดงออกของ mrp2 ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรังเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

หนูเมาส์ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์และ 4 

สัปดาห์ การแสดงออกของยีน mrp2 ไม่แตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม

ปกต ิ(p=0.362 และ p=0.892 ตามล าดับ) ดังภาพที ่9 

ภาพที่ 9 แสดงผลของโรคไตวายรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน mrp2 ด้วยเทคนคิ

quantitative real time RT-PCR 
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4.2.3 ผลการแสดงออกของ oatp3 ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรังเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

หนเูมาส์ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์

การแสดงออกของยีน oatp3 ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

(p=0.890 และ p=0.380 ตามล าดับ) ดังภาพที่ 10 

 

ภาพที่ 10 แสดงผลของโรคไตวายรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน oatp3 ด้วยเทคนิค 
quantitative real time RT-PCR 

 
4.2.4 ผลการแสดงออกของยีน cyp3a11 ในล าไส้เล็กหนูเมาส์ ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรค

ไตวายเรื้อรังเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

หนูเมาส์ที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ มีการ

แสดงออกของยีน cyp3a11 ดังภาพที่ 11 หนูกลุ่มเหน่ียวน ำให้เกิดโรคไตวำยเรือ้รังเป็นระยะเวลำ 4 

สัปดาห์ มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ p<0.05 
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ภาพที่ 11 แสดงผลของโรคไตวายรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน cyp3a11 ด้วยเทคนิค 
quantitative real time RT-PCR, *p<0.05 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

 
4.3 ผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในหนูเมาส์ ที่ได้รับการ เหนี่ยวน า
ให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง โดยใช้ testosterone เป็นสับสเตรท 

เมื่อศึกษาการท างานของเอนไซม์โดยใช้ testosterone เป็นสับสเตรท พบว่าหนเูมาส์ที่ได้รับ

การเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังเป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ มีการท างานของเอนไซม์ 

CYP3A ไม่แตกต่างจากหนูกลุ่มปกติ ดังภาพที่12  

 

ภาพที่ 12 แสดงผลของโรคไตเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A เมื่อใช้ 

testosterone เป็นสับสเตรทด้วยเทคนิค HPLC 
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4.4 ผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในหนูเมาส์ ที่ได้รับการ เหนี่ยวน า
ให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง โดยใช้ midazolam เป็นสับสเตรท 

เมื่อศึกษาการท างานของเอนไซม์โดยใช้ midazolam เป็นสับสเตรท พบว่าหนูเมาส์ที่ได้รับ

การเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะโรคไตวายเรื้อรังที่ 4 สัปดาห์มีการท างานของเอนไซม์ CYP3A ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ (p<0.01) ดังภาพที1่3  

 

ภาพที่ 13 แสดงผลของโรคไตเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A เมื่อใช้ midazolam

สับสเตรท ด้วยเทคนิค HPLC, ** p<0.01 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

** 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลองและสรุปผลการวิจัย 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

โรคไตวายเรื้อรังเป็นปัญหาทางสาธารณสุขของประชากรทั่วโลก และยังพบว่ามีความชุกของ

โรคเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง นอกจากนี้โรคไตวายเรื้อรังยังส่งผลต่อกระบวนเมแทบอลิซึมและการขจัดยา 

เช่นที่ล าไส้และตับ ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังมักพบปัญหาทางคลินิกในด้านการใช้ยาที่มักได้ผลการรักษา

ไม่เป็นไปตามทีค่าดหวัง (Matthew A. et al, 2016) 

โดยการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า  P-gp และ Mrp2 ซึ่ งเป็น efflux  transporters และ  

oatps ซึ่งเป็น influx transporters พบว่ามีความส าคัญอย่างมากในล าไส้เล็ก (Naud et al. 2007) 

นอกจาก drug transporters แล้ว กระบวนการดูดซึมยาบริเวณทางเดินอาหาร ซึ่งเป็นบริเวณที่ยา

ถูกดูดซึมมากที่สุดคือส่วนของล าไส้เล็ก และมีเอนไซม์ที่สามารถเปลี่ยนแปลงยา โดยเฉพาะ CYP3A 

เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญในกระบวนการ metabolism ของยาหรือสารแปลกปลอมต่างๆ ที่เข้าสู่

ร่างกาย เนื่องจากยาประมาณร้อยละ 50 ของยาที่มีใช้ทางคลินิกมักถูก metabolize ผ่านเอนไซม์

ชนิดนี้ (Martignoni et al. 2006) โดยในล าไส้เล็กเอนไซม์ CYP3A ยังมีความเชื่อมโยงกันกับ drug 

transporters เนื่องจากการที่ยาหลายชนิดที่เป็นสารตั้งต้นมักเป็นยากลุ่มเดียวกัน (จุฬาวัฒนฑล. 

2546)  การศึกษานี้จึงสนใจศึกษาผลของโรคไตวายเรื้อรังต่อ drug transporters และเอนไซม์ 

CYP3A ในล าไส้เล็ก โดยเลือกศึกษาในหนูเมาส์และเหนี่ยวน าให้เกิดไตวายเรื้อรังด้วยวิธี  chronic 

ischemic reperfusion  

การศึกษาส่วนใหญ่ก่อนหน้านี้นิยมใช้หนูแรทเป็นโมเดลในการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวาย

เรื้อรัง ซึ่งในการศึกษานี้ใช้หนูเมาส์เป็นโมเดลในการศึกษาเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยวิธี  

chronic ischemic reperfusion ในปัจจุบันการใช้หนู เมาส์เป็นโมเดลได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้น

เนื่องจากสามารถสร้างหนูดัดแปลงพันธุกรรม (transgenic mice) ได้ การใช้หนูเมาส์จึงได้รับความ

นิยมมากกว่าการใช้หนูแรทเป็นโมเดล (Wei and Dong 2012) 
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นอกจากนี้โมเดล chronic ischemic reperfusion นี้มีความแตกต่างจากการศึกษาของ 

Naud และคณะ (Naud et al. 2007) ที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังในหนูแรทด้วยวิธี 5/6 

nephrectomy โมเดลนี้ใช้วิธีการผูกหลอดเลือดแดงของไตข้างซ้ายแทนการตัดไตข้างซ้ายและ

ระยะเวลาที่ใช้ในการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตเรื้อรังสั้นกว่า โมเดลนี้ใช้เวลา 2 -4 สัปดาห์ แต่ Naud 

และ คณะ ใช้เวลา 5 สัปดาห์ วิธีการผูกหลอดเลือดแดงของไตข้างซ้ายท าให้เกิดความรุนแรงน้อยกว่า 

อัตราการรอดชีวิตสูงกว่า ซึ่งเป็นการเพ่ิมโอกาสที่จะท าการศึกษาวิจัยได้เป็นผลส าเร็จมากกว่า และ

การใช้หนูเมาส์น่าจะประหยัดค่าใช้จ่ายมากกว่า 

การทดสอบการเกิดโรคไตวายเรื้อรัง โดยระดับ serum creatinine ของหนูเมาส์ที่ได้รับการ

เหนี่ยวน าให้เกิดไตวายเรื้อรังที่ 2 และ 4 สัปดาห์ มีค่าเพ่ิมข้ึน 151.78% และ 61.96% ตามล าดับเมื่อ

เทียบกับหนูกลุ่มปกติ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.01 และระดับ serum urea ของหนู

เมาส์ที่ได้รับการเหนี่ยวน าเกิดไตวายเรื้อรังที่ 2 และ 4 สัปดาห์เพ่ิมขึ้น 91.08% และ 76.77% 

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.01 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ ส่วนน้ าหนักของหนูที่เกิดโรคมี

ค่าต่ ากว่าหนูปกติอย่างเห็นได้ชัด  creatinine เป็นสารในร่างกายที่สร้างจากกล้ามเนื้อ creatinine 

จะถูกกรองผ่าน glomerulus โดยไม่มีการดูดกลับอีก ในภาวะปกติการก าจัดและการสร้าง 

creatinine จะสมดุลกัน  แต่ในผู้ป่วยไตวายเรื้อรังซึ่งมี  GFR ลดลง จะมีการคั่งของ creatinine ส่วน 

urea จะเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของอาหารประเภทโปรตีน โดย urea จะถูกกรองและ

บางส่วนจะถูกดูดกลับ ดังนั้นเมื่อการท างานของไตลดลงจะเกิดการคั่งของ urea ดังนั้นค่า serum 

creatinine และ serum urea ที่สูงขึ้นในหนูที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยวิธี 

chronic ischemic reperfusion เป็นการแสดงให้เห็นว่าหนูเกิดโรคไตวายเรื้อรังจริง 

มีรายงานการเกิดโรตไตวายเรื้อรังต่อ liver drug transporters ในหนูแรท ที่ถูกเหนี่ยวน าให้

เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยวิธี 5/6 nephrectomy โดยศึกษาผลกระทบของโรคไตวายเรื้อรังต่อ liver 

drug transporters ทั้งในระดับยีนและระดับโปรตีน รวมทั้ง metabolic activity และผลของ 
serum ของหนูแรทต่อ drug transporters ในเซลล์ตับ พบว่าการแสดงออกของ mRNA ของ 
mdr1a และ mrp2 เพ่ิมขึ้น 40% และ 35% ตามล าดับ คล้ายกันกับผลของเซลล์ตับที่บ่ม serum 
ของหนูแรทที่เกิดโรคไตวายเรื้อรัง (Naud et al. 2007) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่เหนี่ยวน าให้เกิด

โรคไตเรื้อรังในหนูแรท พบว่ามีผลท าให้กระบวนการเมแทบอลิซึมของยาลดลง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ผลกระทบที่มีต่อการท างานของเอนไซม์ CYP3A (Leblond et al. 2001) ในการศึกษานี้พบว่าหนู

เมาส์ที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายด้วยวีธี chronic ischemic reperfusion เป็นระยะเวลา 2 และ 4 

สัปดาห์มีการแสดงออกของยีน mdr1a ลดลง 48.80% และ 73.15% ตามล าดับเมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม
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ปกติ (p<0.05) จากการทดลองพบว่าหนูในกลุ่ม 4 สัปดาห์มีการแสดงออกของยีน mdr1a ลดลง

มากกว่าในกลุ่ม 2 สัปดาห์ ทั้งนี้อาจมีความเชื่อมโยงกับผลของ serum urea ในกลุ่ม 4 สัปดาห์ที่มีค่า

สูงกว่าหนูกลุ่มควบคุมที่มีการท างานของไตปกติและมีค่าสูงกว่าในหนูกลุ่ม 2 สัปดาห์  อย่างไรก็ตาม

การศึกษาในครั้งนี้พบว่าการแสดงออกของยีน mrp2 และ oatp3 ในหนูกลุ่มที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรัง ไม่แตกต่างจากหนูกลุ่มปกติ  ซึ่งสอดคล้องการศึกษาก่อนหน้านี้ที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไต

วายเรื้อรังในหนูแรท ด้วยวิธี 5/6 nephrectomy พบว่าการแสดงออกของยีน  mrp2 และ oatp3 

ในล าไส้หนูแรทที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ

หนูกลุ่มควบคุมเช่นกัน (Naud et al. 2007)  

การศึกษาก่อนหน้านี้ได้อธิบายถึงกลไกที่เกิดขึ้นว่าเป็นผลมาจากการสะสมของ uremic 

serum (Guevin et al. 2002) เมื่อไม่นานมานี้ได้มีการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการสะสมของ uremic 

toxin สามารถยับยั้ งและลดการแสดงออกของ drug metabolizing enzymes และ drug 

transporters (Reyes and Benet 2011, Tsujimoto et al. 2010) ตัวอย่างของ uremic toxin ที่

ก่อให้เกิดความเป็นพิษในโรคไตเช่น indoxyl sulfate และ p-cresylsulfate (Barreto et al. 2009, 

Liabeuf et al. 2 0 1 0 ) โด ย  uremic toxin ไป ก ร ะ ตุ้ น  nuclear factor kappa B ซึ่ ง เป็ น 

transcription factor ที่ส าคัญในการควบคุมการหลั่ง inflammatory cytokine หลายชนิด เช่น 

tumor necrosis factor alpha (TNF-α)และ  interleukin 1  ( IL-1 ) เป็ น ต้ น  (Bolati D et al. 

2013) อาจเป็นผลท าให้เกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีน  

เมื่อเปรียบเทียบผลของโรคไตเรื้อรังต่อการแสดงออกของยีน cyp3a11 ระหว่างหนูกลุ่ม 2 

สัปดาห์และ 4 สัปดาห์ จะเห็นได้ว่าหนูที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตเรื้อรังที่ 4 สัปดาห์มีการ

แสดงออกของยีน cyp3a11 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ  สอดคล้องกับ

ผลของ serum urea ในหนูกลุ่ม 4 สัปดาห์ที่มีค่า serum urea สูงกว่าในหนูกลุ่ม 2 สัปดาห์ ซึ่งใน

หนูกลุ่ม 4 สัปดาห์นั้นมีการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตเรื้อรังที่นานกว่าและน่าจะเกิดโรคไตวายเรื้อรัง

ระยะสุดท้าย ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่าการผูกหลอดเลือดแดง (renal artery) ที่ไตข้างซ้ายเป็นระยะเวลา 

50 นาที ท าให้การท างานของไตเสื่อมลงคล้ายกับกลุ่มอาการ ischemic nephropathy ซึ่งเป็น

อาการท่ีเกิดจากการอุดกั้นของ renal artery ท าให้เลือดไปเลี้ยงไตลดลง  
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จากการศึกษาผลของโรคไตเรื้อรังต่อการท างานของเอนไซม์  CYP3A พบว่าเมื่อใช้ 

testosterone เป็นสับสเตรท ในการศึกษาการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้ของหนูกลุ่มที่

เหนี่ยวให้เกิดโรคไตวายเรื้อรังที่ 2 สัปดาห์และ 4 สัปดาห์ พบว่าหนูกลุ่มที่เหนี่ยวให้เกิดโรคไตวาย

เรื้อรังมีการท างานของ CYP3A ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มปกติ  แต่

ในทางตรงกันข้ามเมื่อใช้ midazolam เป็นสับสเตรทพบว่าหนูกลุ่มที่เหนี่ยวน าให้เกิดโรคไตวายเรื้อรัง

ที่ 4 สัปดาห์มีการท างานของเอนไซม์ CYP3A ที่ล าไส้ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนู

กลุ่มปกติซึ่งสอดคล้องกับผลการแสดงออกในระดับยีน กล่าวคือหนูกลุ่มที่ได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิด

โรคไตวายเรื้อรังที่ 4 สัปดาห์มีการแสดงออกของยีนและการท างานของเอนไซม์ CYP3A ที่ล าไส้ลดลง 

เมื่อใช้ midazolam เป็นสับสเตรทแสดงให้เห็นว่า midazolam สามารถจับกับเอนไซม์ CYP3A4 ได้

ดีกว่า testosterone (Yuan et al. 2002) และจากการศึกษาของ Velenosi และคณะ จะเห็นได้ว่า 

testosterone เป็นสับสเตรททั้งของเอนไซม์ CYP3A และ CYP2C (Velenosi et al. 2012) ดังนั้น

ผลการทดลองของการท างานของ CYP3A ที่ แตกต่างกันระหว่างการใช้  midazolam และ 

testerone เป็นสับสเตรท อาจเป็นผลเนื่องมาจาก midazolam น่าจะเป็นสับสเตรทของเอนไซม์ 

CYP3A ที่จ าเพาะเจาะจงและให้ผลที่แม่นย ากว่า testosterone นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาพบว่า

การแสดงออกและการท างานของ CYP3A และ CYP2C ลดลงในเซลล์ตับของหนูแรทที่บ่มด้วยซีรั่ม

ของผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย (End Stage Renal Disease (ESRD)) (Michaud et al. 

2005) ข้อมูลนี้น่าจะเป็นประโยชน์ส าหรับใช้ในการศึกษาการท างานของเอนไซม์ CYP3A ต่อไป  

จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเกิดโรคไตวายเรื้อรังในหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดโรค

ด้วยวิธี chronic ischemic reperfusion มีผลต่อการแสดงออกของยีน mdr1a ที่ท าหน้าที่ในการ

ขนส่งยาออกนอกเซลล์และยังมีผลต่อการแสดงออกของยีน cyp3a11 และการท างานของเอนไซม์ 

CYP3A ในล าไส้เล็ก ผลการศึกษานี้อาจสามารถเชื่อมโยงได้ว่าอาจเกิดขึ้นท านองเดียวกันในคน เพราะ

ยีนที่เลือกศึกษาในหนูเมาส์นั้นเทียบเคียงกับยีนตัวส าคัญในคน จึงอาจกล่าวได้ว่าผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อ

รั้งที่มีการท างานของไตเสื่อมลง ปกติจะสูญเสียหน้าที่ในการขจัดของเสียอยู่แล้ว ยังส่งผลให้ยา

โดยเฉพาะยาที่ผ่าน first-pass metabolism ที่ล าไส้และตับมี oral bioavailability เพ่ิมข้ึน (Yeung 

et al. 2014) ซึ่งอาจมีผลท าให้เกิดการสะสมของยาหรือ metabolite ในร่างกายเพ่ิมสูงขึ้น ท าให้เกิด

ความเสี่ยงจากอาการไม่พึงประสงค์ต่างๆจากยาในผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังได้ 
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5.2 สรุปผลการวิจัย 

การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าภาวะโรคไตวายเรื้อรังส่งผลลดการแสดงออกของยีน mdr1a การ

แสดงออกของยีน cyp3a11 และการท างานของเอนไซม์ CYP3A ในล าไส้หนูเมาส์ที่ ได้รับการ

เหนี่ยวน าให้ เกิดโรคไตวายเรื้อรังด้วยโมเดล chronic ischemic reperfusion ซึ่ งผลที่ ได้จาก

การศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบถึงผลของภาวะไตวายเรื้อรังต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของยาที่เป็น

สับสเตรทของเอนไซม์ CYP3A ซึ่งชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้เบื้องต้นที่ท าให้เกิดการสะสมของยาใน

ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังและเป็นแนวทางส าหรับการศึกษาทางด้านเภสัชจลนศาสตร์และการปรับขนาด

ของยาที่ เป็นสับสเตรทของเอนไซม์  CYP3A ให้ เหมาะสมกับผู้ป่ วยโรคไตวายเรื้อรังต่อไป



 

 

รายการอ้างอิง 
 

 

 



 

 

54 

รายการอ้างอิง 
 

Bansal, T., et al. (2009). "Emerging significance of flavonoids as P-glycoprotein 
inhibitors in cancer chemotherapy." J Pharm Pharm Sci 12(1): 46-78. 
  
Barreto, F. C., et al. (2009). "Serum indoxyl sulfate is associated with vascular disease 
and mortality in chronic kidney disease patients." Clin J Am Soc Nephrol 4(10): 1551-
1558. 
  
Bogaards, J. J., et al. (2000). "Determining the best animal model for human 
cytochrome P450 activities: a comparison of mouse, rat, rabbit, dog, micropig, 
monkey and man." Xenobiotica 30(12): 1131-1152. 
  
Brunton L., et al. (2010). "Goodman and Gilman'Phamacological Basis of 
Therapeutics."  12th Edition. 
  
Elbieta, W.-D., et al. (2009). "Selected blood serum biochemical indicators in twelve 
inbred strains of laboratory mice." Animal Science Papers and Reports 27(2): 159-167. 
  
Estudante, M., et al. (2013). "Intestinal drug transporters: an overview." Adv Drug Deliv 
Rev 65(10): 1340-1356. 
  
Gai, Z., et al. (2014). "Effect of chronic renal failure on the hepatic, intestinal, and 
renal expression of bile acid transporters." Am J Physiol Renal Physiol 306(1): F130-
137. 
  
Gottesman, M. M., et al. (2002). "Multidrug resistance in cancer: role of ATP-
dependent transporters." Nat Rev Cancer 2(1): 48-58. 
  
Guengerich, F. P. (2008). "Cytochrome p450 and chemical toxicology." Chem Res 
Toxicol 21(1): 70-83. 



 

 

55 

  
Guevin, C., et al. (2002). "Down-regulation of hepatic cytochrome p450 in chronic 
renal failure: role of uremic mediators." Br J Pharmacol 137(7): 1039-1046. 
  
Huang, Z. H., et al. (2000). "Expression and function of P-glycoprotein in rats with 
glycerol-induced acute renal failure." Eur J Pharmacol 406(3): 453-460. 
  
Ingsathit, A., et al. (2010). "Prevalence and risk factors of chronic kidney disease in the 
Thai adult population: Thai SEEK study." Nephrol Dial Transplant 25(5): 1567-1575. 
  
Joy, M. S., et al. (2014). "In Vivo Alterations in Drug Metabolism and Transport 
Pathways in Patients with Chronic Kidney Diseases." Pharmacotherapy 34(2): 114-122. 
  
Jurica, J., et al. (2007). "HPLC determination of midazolam and its three hydroxy 
metabolites in perfusion medium and plasma from rats." J Chromatogr B Analyt 
Technol Biomed Life Sci 852(1-2): 571-577. 
  
Leblond, F., et al. (2001). "Downregulation of hepatic cytochrome P450 in chronic 
renal failure." J Am Soc Nephrol 12(2): 326-332. 
  
Leblond, F. A., et al. (2002). "Downregulation of intestinal cytochrome p450 in chronic 
renal failure." J Am Soc Nephrol 13(6): 1579-1585. 
  
Leelahavanichkul, A., et al. (2010). "Angiotensin II overcomes strain-dependent 
resistance of rapid CKD progression in a new remnant kidney mouse model." Kidney 
Int 78(11): 1136-1153. 
  
Lewis, D. F. and Y. Ito (2008). "Human cytochromes P450 in the metabolism of drugs: 
new molecular models of enzyme-substrate interactions." Expert Opin Drug Metab 
Toxicol 4(9): 1181-1186. 
  



 

 

56 

Liabeuf, S., et al. (2010). "Free p-cresylsulphate is a predictor of mortality in patients 
at different stages of chronic kidney disease." Nephrol Dial Transplant 25(4): 1183-
1191. 
  
Lin, J. H., et al. (1999). "Is the role of the small intestine in first-pass metabolism 
overemphasized?" Pharmacol Rev 51(2): 135-158. 
  
Martignoni, M., et al. (2006). "Comparison of mouse and rat cytochrome P450-
mediated metabolism in liver and intestine." Drug Metab Dispos 34(6): 1047-1054. 
  
Matzke, G. R., et al. (2011). "Drug dosing consideration in patients with acute and 
chronic kidney disease-a clinical update from Kidney Disease: Improving Global 
Outcomes (KDIGO)." Kidney Int 80(11): 1122-1137. 
  
Michaud, J., et al. (2005). "Effects of serum from patients with chronic renal failure on 
rat hepatic cytochrome P450." Br J Pharmacol 144(8): 1067-1077. 
  
Murakami, T. and M. Takano (2008). "Intestinal efflux transporters and drug 
absorption." Expert Opin Drug Metab Toxicol 4(7): 923-939. 
  
Naud, J., et al. (2016). "Effects of Chronic Renal Failure on Brain Cytochrome P450 in 
Rats." Drug Metab Dispos 44(8): 1174-1179. 
  
Naud, J., et al. (2011). "Effects of chronic renal failure on kidney drug transporters and 
cytochrome P450 in rats." Drug Metab Dispos 39(8): 1363-1369. 
  
Naud, J., et al. (2007). "Down-regulation of intestinal drug transporters in chronic renal 
failure in rats." J Pharmacol Exp Ther 320(3): 978-985. 
  
Nies, A. T. and D. Keppler (2007). "The apical conjugate efflux pump ABCC2 (MRP2)." 
Pflugers Arch 453(5): 643-659. 



 

 

57 

  
Paine, M. F., et al. (2006). "The human intestinal cytochrome P450 "pie"." Drug Metab 
Dispos 34(5): 880-886. 
  
Paine, M. F., et al. (1997). "Characterization of interintestinal and intraintestinal 
variations in human CYP3A-dependent metabolism." J Pharmacol Exp Ther 283(3): 
1552-1562. 
  
Reyes, M. and L. Z. Benet (2011). "Effects of uremic toxins on transport and 
metabolism of different biopharmaceutics drug disposition classification system 
xenobiotics." J Pharm Sci 100(9): 3831-3842. 
  
Simard, E., et al. (2008). "Downregulation of Hepatic Acetylation of Drugs in Chronic 
Renal Failure." J Am Soc Nephrol 19(7): 1352-1359. 
  
Skrypnyk, N. I., et al. (2013). "Ischemia-reperfusion model of acute kidney injury and 
post injury fibrosis in mice." J Vis Exp(78). 
  
Szakacs, G., et al. (2006). "Targeting multidrug resistance in cancer." Nat Rev Drug 
Discov 5(3): 219-234. 
  
Takano, M., et al. (2006). "Expression and function of efflux drug transporters in the 
intestine." Pharmacology & Therapeutics 109(1–2): 137-161. 
  
Takeuchi, T., et al. (2006). "Establishment and characterization of the transformants 
stably-expressing MDR1 derived from various animal species in LLC-PK1." Pharm Res 
23(7): 1460-1472. 
  
Tsujimoto, M., et al. (2010). "Inhibitory effects of uraemic toxins 3-indoxyl sulfate and 
p-cresol on losartan metabolism in vitro." J Pharm Pharmacol 62(1): 133-138. 
  



 

 

58 

Veau, C., et al. (2001). "Effect of chronic renal failure on the expression and function 
of rat intestinal P-glycoprotein in drug excretion." Nephrol Dial Transplant 16(8): 1607-
1614. 
  
Velenosi, T. J., et al. (2012). "Down-regulation of hepatic CYP3A and CYP2C mediated 
metabolism in rats with moderate chronic kidney disease." Drug Metab Dispos 40(8): 
1508-1514. 
  
Wei, Q. and Z. Dong (2012). "Mouse model of ischemic acute kidney injury: technical 
notes and tricks." American Journal of Physiology - Renal Physiology 303(11): F1487-
F1494. 
  
Wonganan, P., et al. (2011). "Species differences in the pharmacology and toxicology 
of PEGylated helper-dependent adenovirus." Mol Pharm 8(1): 78-92. 
  
Yang, H. C., et al. (2010). "Models of chronic kidney disease." Drug Discov Today Dis 
Models 7(1-2): 13-19. 
  
Yano, H., et al. (2014). "Uric acid transporter ABCG2 is increased in the intestine of the 
5/6 nephrectomy rat model of chronic kidney disease." Clin Exp Nephrol 18(1): 50-55. 
  
Yeung, C. K., et al. (2014). "Effects of chronic kidney disease and uremia on hepatic 
drug metabolism and transport." Kidney Int 85(3): 522-528. 
  
Yuan, R., et al. (2002). "Evaluation of cytochrome P450 probe substrates commonly 
used by the pharmaceutical industry to study in vitro drug interactions." Drug Metab 
Dispos 30(12): 1311-1319. 
  
กันตชูเวสศิริ., ส. (2555). แนวทางการตรวจคัดกรองและดูแลรักษาภาวะแทรกซ้อนทางไตในผู้ป่วย
เบาหวานและความดันโลหิตสูง. , กรุงเทพมหานคร:ส านักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข. 
  



 

 

59 

จุฬาวัฒนฑล., ส. (2546). ก้าวใหม่ของเภสัชกรในงานบริบาลผู้ป่วยนอก., กรุงเทพมหานคร: สมาคม
เภสัชกรรมโรงพยาบาล(ประเทศไทย). 
  
ตั้งสง่า., เ. (2554). Texbook of nephrology, พิมพ์ครั้งที่ 1. กรุงเทพมหานคร: บริษัท เท็กซ์ แอนด์ 
เจอร์นัล พับลิเคชั่น. 
  

 

 

 

 

  



 

 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 



 

 

ภาคผนวก ก 

ตารางท่ี 6 แสดงค่า serum creatinine หนูเมาส์กลุ่ม 2 สัปดาห์ 
 

 
 

serum creatinine(mg/dL)   

N1 N2 N3 N4 N5 Mean SEM 

Normal 0.05 0.19 0.47 0.38 0.44 0.31 0.08 

CKD2wk 0.83 0.86 0.75 0.75 0.72 0.78 0.02 

 
ตารางท่ี 7 แสดงค่า serum creatinine หนูเมาส์กลุ่ม 4 สัปดาห์ 
 

 
 

serum creatinine(mg/dL)   

N1 N2 N3 N4 N5 N6 Mean SEM 

Normal 0.15 0.25 0.39 0.36 0.30 0.29 0.29 0.03 

CKD4wk 0.45 0.52 0.60 0.40 0.47 0.40 0.47 0.03 

 
ตารางท่ี 8 แสดงค่า serum urea หนูเมาส์กลุ่ม 2 สัปดาห์ 
 

 serum urea(mg/dL)   

N1 N2 N3 N4 N5 Mean SEM 

Normal 14.4 20.15 16.15 15.12 17.70 16.70 1.02 

CKD2wk 33.78 33.18 31.40 33.23 28.03 31.92 1.05 

 
ตารางท่ี 9 แสดงค่า serum urea หนูเมาส์กลุ่ม 4 สัปดาห์ 
 

 serum urea(mg/dL)   

N1 N2 N3 N4 N5 N6 Mean SEM 

Normal 21.40 28.13 28.13 25.05 26.58 25.40 25.77 1.02 

CKD4wk 47.30 51.23 50.83 49.30 43.83 30.95 45.57 3.12 
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การประเมินความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์และการเตรียมสารละลาย 
 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 6ß-OH-TST (standard solution)  

สารละลายมาตรฐานที่เตรียมแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C  
1.) การเตรียมสารละลายมาตรฐานเข้มข้น (stock solution) ของ 6ß-OH-TST  
เตรียม stock solution ของ 6ß-OH-TST ที่ความเข้มข้น 3,200 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

(Molecular weight = 304.43 g/mol)  
จากสูตร  N = g / MW = CV/1000 

                              g / 304.43 = (3,000×10-6 M) (5 ml) / 1000  
                                   1000 g = (3,200×10-6 M) (5 ml) / 304.43  
                                           g = 0.00487  

ดังนั้น ชั่ง 6ß-OH-TST หนัก 0.00487 กรัม เติม methanol จนปริมาตรครบ 5 มิลลิลิตร 
ใน volumetric flask จะได้ 6ß-OH-TST ที่ความเข้มข้น 3,200 µM  

 
2.) การเตรียมสารละลายของ 6ß-OH-TST เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (standard 

curve)  
เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 µM แล้ว

น าสารละลายมาตรฐานที่ได้ ความเข้มข้นละ 10 µl เติมลงในสารละลายหรือในไมโครโซม  ที่มี
ปริมาตรรวม 50 µl จะได้สารละลายหรือไมโครโซมที่มี 6ß-OH-TST ความเข้มข้น 40, 20, 10, 5, 
2.5, 1.25, 0.625 µM ตามล าดับ  

2.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 200 µM จาก 400 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

       (400 µM) V1 = (200 µM) (400 µl)  
          V1 = 200 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 400 µM 6ß-OH-TST 200 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

200 µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 200 µM 
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2.2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 100 µM จาก 200 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

            (200 µM) V1 = (100 µM) (100 µl)  
V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 200 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

50 µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 100 µM 

2.3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 50 µM จาก 100 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

          (100 µM) V1 = (50 µM) (100 µl)  
          V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 100 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

50 µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 50 µM 

2.4) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 25 µM จาก 50 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

         (50 µM) V1 = (25 µM) (100 µl)  
          V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 50 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 50 

µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 25 µM 

2.5) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 12.5 µM จาก 25 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

              (25 µM) V1 = (12.5 µM) (100 µl)  
V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 25 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 50 

µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 12.5 µM 
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2.6) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 6.25 µM จาก 12.5 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

                      (12.5 µM) V1 = (6.25 µM) (100 µl)  
 V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 12.5 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

50 µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 6.25 µM 

2.7) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 3.125 µM จาก 6.25 µM (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

                        (6.25 µM) V1 = (3.125 µM) (100 µl)  
                    V1 = 50 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 6.25 µM 6ß-OH-TST 50 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

50 µl จะได้ 6ß-OH-TST ที่มีความเข้มข้น 3.125 µM 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ของ 11α-OH-PGT เพื่อใช้เป็น internal standard 

เตรียมสารละลายมาตรฐานของ 11α-OH-PGT ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml ปริมาตร 10 ml 

ค านวณ เมื่อ 1 ml ของสารละลาย มีสาร 11α-OH-PGT 100 µg 

ถ้า 10 ml ของสารละลาย มีสาร 11α-OH-PGT 1 mg 

ดังนั้น ชั่ง 11α-OH-PGT หนัก 1 mg เติม methanol จนปริมาตรครบ 10 ml ใน 

volumetric flask จะได้ 11α-OH-PGT ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml 
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ผลการทดสอบความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ความเข้มข้นของ 6ß-OH-TST 

การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ (Specificity/Selectivity) 

ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์แสดงได้จากโครมาโตแกรม ซึ่งพบว่าค่า retention 

time ของ 6ß-OH-TST อยู่ระหว่าง 6.3 ± 0.5 นาที ซึ่งตรงกับสารละลายมาตรฐานบริสุทธิ์ของ 6ß-

OH-TST และโครมาโตแกรมของ 6ß-OH-TST แยกออกจากโครมาโตแกรมของ 11α-OH-PGT ที่ใช้

เป็น ซึ่งมีค่า retention time อยู่ระหว่าง 12.0 ± 0.5 นาที ทั้งนี้โครมาโตแกรมทั้งสองไม่ถูกรบกวน

ด้วยสารอื่น ๆ ในไมโครโซมเมื่อเทียบกับ blank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14  (ก) สารละลายที่ไม่มีสารตัวอย่าง (blank) และ  
(ข) สารละลายที่มีสารมาตรฐานบริสุทธิ์ 6ß-OH-TST และ internal standard 
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การวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของ 6ß-OH-TST ที่วิธีนี้สามารถวัดได้ (Lower limit 

of quantification, LLOQ) 

ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของ 6ß-OH-TST ที่สามารถวิเคราะห์ได้คือ 0.625 µM โดยมีค่า 

%RSD เท่ากับ 0.013% (n=3) และค่า %DEV เท่ากับ 0.023% (n=3) ซึ่งจากผลที่ได้พบว่า ค่าความ

เข้มข้นต่าสุดของ 6ß-OH-TST ที่สามารถวิเคราะห์ได้นั้นมีค่า %RSD และค่า %DEV ไม่เกิน 20% 

แสดงว่าวิธีวิเคราะห์มีความเที่ยงตรง และความถูกต้องเชื่อถือได้ 

ค่าความเป็นเส้นตรง (linearity/Standard calibration curve) 

กราฟมาตรฐานของ 6ß-OH-TST มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.625-40 µM 

โดยวิเคราะห์จากสมการ Y= ax + b เมื่อ Y เป็นค่า area ratio และ x เป็นค่าความเข้มข้นของ 6ß-

OH-TST และได้ค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9997 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ 1 และ

มากกว่า 0.99 แสดงว่ามีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง และค่าความเข้มข้นที่วัดได้ของแต่ละระดับความ

เข้มข้นไม่เบี่ยงเบนจากความเข้มข้นที่เติมลงไปเกิน 15% 

ภาพที่ 15 กราฟมาตรฐานของ 6ß-OH-TST 
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ค่าความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

ค่าความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 6ß-OH-TST แสดงด้วยค่า %DEV ที่ระดับความเข้มข้น 3 

ระดับคือ ความเข้มข้นระดับต่ า (low), กลาง (medium) และสูง (high) ในช่วงความเข้มข้นของกราฟ

มาตรฐาน พบว่าค่า %DEV ของ 6ß-OH-TST ทั้ง 3 ความเข้มข้น มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.90%, 1.40%, 

0.72% ตามล าดับ จากผลดังกล่าวพบว่า ค่า %DEV ไม่เกิน 15% แสดงว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มี

ความถูกต้องเชื่อถือได้ 

ตารางท่ี 10 ความถูกต้องและเท่ียงตรงของการวิเคราะห์ 6ß-OH-TST  
6ß-OH-TST 

concentration (µM) 
Measured value Accuracy 

(%DEV) 
Precision 
(%RSD) 1 2 3 Average 

Low (2 µM) 2.00 2.03 2.09 2.04 1.90 2.23 
Medium (15 µM) 15.26 15.26 15.11 15.21 1.40 0.60 
High (30 µM) 30.15 30.45 30.04 30.21 0.72 0.72 

 

ค่าความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 

ค่าความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ 6ß-OH-TST แสดงด้วยค่า %RSD ที่ระดับความเข้มข้น 3 

ระดับคือ ความเข้มข้นระดับต่า (low), กลาง (medium) และสูง (high) ในช่วงความเข้มข้นของกราฟ

มาตรฐาน สาหรับการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน ( Intra-day precision) พบว่ามีค่า %RSD ของ 6ß-

OH-TST ทั้ง 3 ความเข้มข้น เท่ากับ 2.23%, 0.60% และ 0.72% ตามล าดับ จากผลที่ได้พบว่าค่า

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ หรือ %RSD มีค่าไม่เกิน 15% แสดงว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มี

ความเที่ยงตรง 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 1´-OH-MDZ (standard solution)  
สารละลายมาตรฐานที่เตรียมแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

1.) การเตรียมสารละลายของ 1´-OH-MDZ เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
curve)  

เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น  50, 40, 30, 20, 10, 5, 2.5 µg/ml แล้วน า
สารละลายมาตรฐานที่ได้ ความเข้มข้นละ 10 µl เติมลงในสารละลายหรือในไมโครโซม ที่มีปริมาตร
รวม 50 µl จะได้สารละลายหรือไมโครโซมที่มี 1´-OH-MDZ ความเข้มข้น 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0.5 
µg/ml ตามล าดับ  

1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 50 µg/ml จาก 1000 µg/ml (stock solution) 
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

  (1000 µg/ml) V1 = (50 µg/ml) (400 µl)  
V1 = 20 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 1000 µg/ml 1´-OH-MDZ 20 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 380 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 50 µg/ml 

2.2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 40 µg/ml จาก 50 µg/ml (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

     (50 µg/ml) V1 = (40 µg/ml) (400 µl)  
                                                              V1 = 320 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 50 µg/ml 1´-OH-MDZ 320 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 60 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 40 µg/ml 

2.3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 30 µg/ml จาก 40 µg/ml (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

     (40 µg/ml) V1 = (30 µg/ml) (400 µl)  
V1 = 300 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 40 µg/ml 1´-OH-MDZ 300 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 100 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 30 µg/ml 
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2.4) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 20 µg/ml จาก 30 µg/ml (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

     (30 µg/ml) V1 = (20 µg/ml) (360 µl)  
                                                              V1 = 240 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 30 µg/ml 1´-OH-MDZ 240 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 120 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 20 µg/ml 

2.5) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 20 µg/ml (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

     (20 µg/ml) V1 = (10 µg/ml) (400 µl)  
V1 = 200 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 20 µg/ml 1´-OH-MDZ 200 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 200 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 10 µg/ml 

2.6) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 5 µg/ml (stock solution)  
ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

      (10 µg/ml) V1 = (5 µg/ml) (400 µl)  
 V1 = 200 µl  

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 10 µg/ml 1´-OH-MDZ 200 µl และปรับปริมาตรด้วย 

methanol 200 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 5 µg/ml 

2.7) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2.5 µg/ml จาก 5 µg/ml (stock solution)  
     ค านวณจาก C1V1 = C2V2 
          (5 µg/ml) V1 = (2.5 µg/ml) (400 µl)  

   V1 = 200 µl  
ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 5 µg/ml 1´-OH-MDZ 200 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol 

200 µl จะได้ 1´-OH-MDZ ที่มีความเข้มข้น 2.5 µg/ml 
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เตรียมสารละลายของ DZP ที่ความเข้มข้น 80 µg/ml จาก 1,000 µg/ml ปริมาตร 1 ml 

                          ค านวณจาก C1V1 = C2V2 

     (1,000 µg/ml) V1 = (80 µg/ml) (1,000 µl) 

                         V1 = 80 µl 

ดังนั้น ต้องใช้สารละลาย 1,000 µg/ml DZP 80 µl และปรับปริมาตรด้วย methanol ให้

ครบ 1,000 µl จะได้ DZP ที่มีความเข้มข้น 80 µg/ml 

 

ผลการทดสอบความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ความเข้มข้นของ 1´-OH-MDZ 

การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ (Specificity/Selectivity) 

ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์แสดงได้จากโครมาโตแกรม ซึ่งพบว่าค่า retention 

time ของ 1´-OH-MDZอยู่ระหว่าง 4.6 ± 0.5 นาที ซึ่งตรงกับสารละลายมาตรฐานบริสุทธิ์ของ 1´-

OH-MDZ และโครมาโตแกรมของ 1´-OH-MDZ แยกออกจากโครมาโตแกรมของ DZP ที่ใช้เป็น ซึ่งมี

ค่า retention time อยู่ระหว่าง 9.1 ± 0.5 นาที ทั้งนี้โครมาโตแกรมทั้งสองไม่ถูกรบกวนด้วยสารอื่น 

ๆ ในไมโครโซมเมื่อเทียบกับ blank 
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ภาพที่ 16 (ก) สารละลายที่ไม่มีสารตัวอย่าง (blank) และ  
(ข) สารละลายที่มีสารมาตรฐานบริสุทธิ์ 1´-OH-MDZ และ internal standard 

 

การวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของ 1´-OH-MDZ ที่วิธีนี้สามารถวัดได้ (Lower limit 

of quantification, LLOQ) 

ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของ 1´-OH-MDZ ที่สามารถวิเคราะห์ได้คือ 0.5 µg/ml โดยมีค่า 

%RSD เท่ากับ 1.333% (n=3) และค่า %DEV เท่ากับ 4.163% (n=3) ซึ่งจากผลที่ได้พบว่า ค่าความ

เข้มข้นต่าสุดของ 1´-OH-MDZ ที่สามารถวิเคราะห์ได้นั้นมีค่า %RSD และค่า %DEV ไม่เกิน 20% 

แสดงว่าวิธีวิเคราะห์มีความเที่ยงตรง และความถูกต้องเชื่อถือได้ 

 

 

 

ก 
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ค่าความเป็นเส้นตรง (linearity/Standard calibration curve) 

กราฟมาตรฐานของ 1´-OH-MDZ มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.5-10 µM โดย

วิเคราะห์จากสมการ Y= ax + b เมื่อ Y เป็นค่า area  และ x เป็นค่าความเข้มข้นของ 1´-OH-MDZ 

และได้ค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9995 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ 1 และมากกว่า 0.99 

แสดงว่ามีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง และค่าความเข้มข้นที่วัดได้ของแต่ละระดับความเข้มข้นไม่

เบี่ยงเบนจากความเข้มข้นที่เติมลงไปเกิน 15% 

 

ภาพที่ 17 กราฟมาตรฐานของ 1’-OH-MDZ 
 

ค่าความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

 ค่าความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 1´-OH-MDZ แสดงด้วยค่า %DEV ที่ระดับความเข้มข้น 3 

ระดับคือ ความเข้มข้นระดับต่ า (low), กลาง (medium) และสูง (high) ในช่วงความเข้มข้นของกราฟ

มาตรฐาน พบว่าค่า %DEV ของ 1´-OH-MDZ ทั้ง 3 ความเข้มข้น มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ -4.50%, 3.80%, 

3.30% ตามล าดับ จากผลดังกล่าวพบว่า ค่า %DEV ไม่เกิน 15% แสดงว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มี

ความถูกต้องเชื่อถือได้ 
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ตารางท่ี 11 ความถูกต้องและเท่ียงตรงของการวิเคราะห์ 1´-OH-MDZ   

 
ค่าความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 

ค่าความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ 1´-OH-MDZ  แสดงด้วยค่า %RSD ที่ระดับความเข้มข้น 3 

ระดับคือ ความเข้มข้นระดับต่า (low), กลาง (medium) และสูง (high) ในช่วงความเข้มข้นของกราฟ

มาตรฐาน สาหรับการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน (Intra-day precision) พบว่ามีค่า %RSD ของ 1´-OH-

MDZ  ทั้ง 3 ความเข้มข้น เท่ากับ 3.00% , 1.11% 2.37% ตามล าดับ จากผลที่ได้พบว่าค่าส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ หรือ %RSD มีค่าไม่เกิน 15% แสดงว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มีความ

เที่ยงตรง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1´-OH-MDZ  
concentration (µg/ml) 

Measured value Accuracy 
(%DEV) 

Precision 
(%RSD) 1 2 3 Average 

Low (1.5 µg/ml) 1.45 1.47 1.49 1.47 -4.50 3.00 

Medium (5 µg/ml) 5.24 5.20 5.13 5.19 3.80 1.11 
High (9 µg/ml) 9.24 9.08 9.50 9.27 3.04 2.36 
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