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j
การว ิจ ัยคร ั้งน ้เท ีอส ิกษาผลและกลไกการออกฤทธีของสารหวานสต ิว ิโอไซด ์ต ่อการทำหน ้าท ีของไตในหน ูแรท การให ้ 

สต ิว ิโอไซด ์เข ้าทางหลอดเล ีอดดำท ีความเข ้มข ้น 150 ม ิลล ิกร ัม/ม ิลล ิล ิตร ในปร ิมาณท ีต ่างก ันท ั้งแต ่ฃนาดดำ,ปานกลางและ1ขนาดสูง j 

(100,150 และ 200 ม ิลล ิกร ัม/น ้าหน ักต ัว 1 กิโลกรัม) จะลดความต ันเล ีอดลงส ู่ระด ับดำส ุดได ้ภายใน 5-7 นาที หล ังจากน ้นความต ัน  . 

เล ือดจะค ่อยๆเพ มข ึ้นแต ่ก ็ย ังต รกว ่าระด ับป กต ิในขณ ะท ีอ ัต ราก ารเต ้นของห ัวใจ เพ ัมข ึ้นตลอดในห น ูแ รท ท ีได ้ร ับ สต ิว ิโอไซ ด ์ใน  I 
ขนาดส ูงและปานกลาง ความด ันเล ือดท ีลดดำส ุดโดยสต ิว ิโอไซด ์จะไม ่เก ิดถ ้าหน ูแรทได ้ร ับสารL-NAMEnBนให้สติว ิโอไซด์ ส ่วน ;

ความต ัน เล ือดท ีย ังดำรวมท ั้งอ ัตราเต ้นของห ัวใจท ีเท ีมข ึ้นในซ ่วงหล ังจะไม ่เก ิดถ ้าหน ูได ้ร ับสารอ ินโดเม ็ทธาซ ินก ่อนให ้สต ิว ิโอไซด ์ 

หน ูท ีได ้ร ับสารพราโซอ ินก ่อนให ้สต ิว ิโอไซด ์ความด ัน เล ือดจะลดลงท ั้งช ่วงก ่อนและหล ังจากให ้สต ิว ิโอไซ ด ์ในขณ ะท ีเม ือให ้สาร : 

นอร ์อ ิท ีเนฟร ีนจะให ้ผลตรงข ้ามก ับพราโซอ ิน  ปร ิมาณ เล ือดและพลาสมาไม ่ม ีการเปล ืยนแปลงจากภารให ้สต ิว ิโอไซด ์เข ้าทาง ;

หลอดเลือดดำ การให ้สต ิว ิโอไซด ์โดยการก ินในปริมาณ 2 กร ัม/น ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกรัม โดยแบ ่งให ้ 2 คร ั้งห ่างก ัน 45 นาที พบว่า : 

สามารถลดความต ันเล ือดได ้เช ่นเด ียวก ันแต ่ไห ้ผลน ้อยกว ่าการให ้ทางหลอดเล ือดดำ ในช ่วงเวลา 30 นาท ีแรกของการให ้สต ิว ิโอ 

ไซด ์เข ้าทางหลอดเล ือดดำพบว่าอ ัตราไหลของเล ือดผ ่านไตเท ีมข ึ้นโดยไม ่ม ีการเปล ืยนแปลงของอ ัตราการกรองท ีไต หล ังจากน ้น 

อ ัตราการไหลของเล ือดผ ่านไตจะไม ่เปล ืยนแปลงในขณะท ีอ ัตราการกรองจะลดลงเม ีอหย ุดให ้สต ิว ิโอไซด ์ไนหน ูกล ุ่มท ีได ้ร ับสต ิว ิโอ 

ไซด ์ปร ิมาณส ูงและปานกลาง การให ้ล ืต ิว ิโอไซด ์โดยการก ินไม ่ม ีผลต ่อท ั้งอ ัตราการไหลของเล ือดผ ่านไตและอ ัตราการกรอง การ 

เท ีมของอ ัต ราการไหลของเล ือดผ ่านไตจะไม ่เก ิดในหน ูท ีได ้ร ับอ ินโดเม ็ทธาอ ินหร ิออาร ์จ ิน ีน เวโสเพรสอ ินก ่อนการให ้สต ิว ิโอไซด ์ 

จากการตรวจข ึ้น เน ้อไตทางพยาธ ิว ิทยาพบว ่าม ีการบวมของหลอดเล ือดฝอยโกลเมอร ูล ัสของหน ูท ีได ้ร ับสต ิว ิโอไซด ์ในปร ิมาณ ส ูง 

และปานกลาง

ล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียม, คลอไรด ์ 1กลูโคส, และโปแตสเอ ิยม ทางป ัสสาวะจะเท ีมข ึ้นท ั้งในช ่วงท ีให ้และหย ุดให ้ 

สติวิโอไซด์ทางหลอดเลือดดำ จากการส ิกษาโดยวิธ ีล ืเธ ิยมเคล ียแรนซ ์ จะพบว ่าม ีการลดการด ูดกล ับของโซเด ียมและน ้าท ีหลอด 

ฝอยไตส ่วนด ้นข ึ้งส ัมพ ันธ ์ก ับการเท ีมข ึ้นของล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียม ใ น 30นาทีแรกของการให ้สติว ิโอไซด์ทางหลอดเล ือดดำ 

จะลดการทำงานของไมโตคอนเดร ิย และเอ ็นไซม์โซเด ียม-โปแตสเข ึ้ยม เอท ีพ ีเอสท ีไตได ้ 14 % และ21 % ตามลำด ับขณะท ีระด ับ 

การลดการด ูดกล ับของไซเด ียมส ูงถ ึง 88 % การเท ีมของล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียมและคลอไรด ์ย ังคงระด ับส ูง ไม ่ว ่าจะม ีการ 

เปล ืยนแปลงหร ิอไม ่เปล ืยนแปลงของอ ัตราการไหลของเล ือดและอ ัตราการกรองท ีไต พบว ่าในหน ูท ีได ้ร ับอ ินโดเม ็ทราอ ินหร ิอ

อาเจ ิน ีนเวโสเพรสอ ินก ่อนให ้สต ิว ิโอไซด ์ จะป ้องก ันไม ่ให ้ม ีการเพมข ึ้นของล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียม, คลอไรด ์ และโปแตส 

เข ึ้ยม1ได้ไน'ช่วง 30 นาท ีหล ังของการให ้สต ิว ิโอไซด์ การให ้สต ิว ิโอไซด ์โดยการก ินก ็ม ีผลเท ีมล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียม,

คลอไรด ์ และโปแตสเอ ิยม แต ่ล ัดส ่วนการข ับท ั้งของกล ูโคสไม ่เปล ืยนแปลง การให ้สต ิว ิโอไซด ์ทางหลอดเล ือดดำจะเท ีมระด ับ 

กล ูโคสในพลาสมา แต ่ระด ับกล ูโคสท ีส ูงข ึ้นน ้ย ังดำกว ่าระด ับของกล ูโคสใน เล ือดท ีเร ิมท ำให ้ม ีการข ับกล ูโคสออกทางป ัสสาวะ 

(264+19.25 ม ีลล ืกร ัม0/0) นอกจากน ้นอ ัตราการด ูดกล ับกล ูโคสท ีไตในช ่วงท ีให ้สต ิว ิโอไซด ์ย ังดำกว ่าค ่าอ ัตราเร ็วส ูงส ุดการด ูดกล ับ 

ของกลูโคสทีไต สต ิว ิโอไซด ์เท ีมระด ับกล ูโคสในพลาสมาโดยการลดการเคล ือนท ีของกล ูโคสเข ้าส ู่เซลล ์โดยไม ่ม ีผลใดๆต ่อระด ับ 

อ ินซ ูล ินในพลาสมา การให ้ แอล-เนม หรือพราโซอ ิน หร ิออ ินโดเม ็ทธาข ึ้นก ่อนให ้สต ิว ิโอไซด ์จะลดระด ับกล ูโคสท ีส ูงน ้ได ้ แต ่ระด ับ 

กล ูโคสก็ย ังไม ่เข ้าส ู่ภาวะปกต ิ ยกเว ้นถ ้าให ้ แอล-เนม ร ่วมก ับอ ินโดเม ็ทธาข ึ้นก ่อนให ้สต ิว ิโอไซด ์ จากผลการส ิกษาด ังกล ่าว

สามารถสร ุปได ้ว ่า  การลดความด ันเล ือดเม ือให ้สต ิว ิโอไซด ์เข ้าทางหลอดเล ือดดำน ั้น เป ็นผลมาจากผ ่านการหล ังไนตร ิกออกไซด ์,

โปรสตาแกรนด ินและการทำงานของระบบอ ิมพาเธต ิก  สต ิว ิโอไซด ์จะทำให ้หลอดเล ือดท ั้งหลอดเล ือดแอฟเฟอเร ็นท ี และอ ิฟ

เฟอเร็นท ีของไตขยาย การเท ีมข ึ้นของล ัดส ่วนการข ับท ั้งของโซเด ียม, คลอไรด ์ .กลูโคส, และโปแตสเอ ิอมเป ็นผลจากการลดการ 

ด ูดกล ับของโซเด ียมท ีหลอดฝอยไตส ่วนด ้น ข ึ้งต ่างจากการให ้สต ิว ิโอไซด ์โดยการก ินข ึ้งจะม ีผลท ีฝอยไตส ่วนปลายมากกว ่าส ่วนด ้น 

การเพมขึ้นของกล ูโคสในพลาสมาโดยผลของสารสต ิว ิโอไซด ์ คงจะเป ็นผลจากปฏ ิก ิร ิยาระหว ่างไนตริกออกไซด ์, โปรสตาแกรนด ิน  j 

และระบบอ ิมพาเธต ิค  นอกจากน ั้นสต ิว ิโอไซด ์ย ังย ับท ั้งภาวะท ีกล ูโคสในพลาสมาส ูงกระด ้นการหล ังอ ินซ ูล ินด ้วย
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I This research has been performed to elucidate the effect and the mechanism of action of 
steviosid^ (SVS ) on the renal function in rats. An intravenous infusion o f s v s  (150 mg/ml) in the 
small, mejdium and large doses (100,150,200 mg/kg.BW) reduced blood pressure to the lowest values 
in the dbse-dependent manner within 5-7 minT(P<0.001 ). Blood pressure gradually increased 
afterward! but not to the normal level while heart rate continuously increased in rats treated with the 
large andj medium doses of s v s  infusion. The initial decrease of blood pressure could be reversed 
after preheated with L-NAME whereas both hypotension and tachycardia in the latter period W'as 
reversed jby pretreatment with indomethacin. Animals pretreated with prazosin reduced blood 
pressure ^nd heart rate (P<0.001) both before and during s v s  infusion while pretreatment with 
norepinephrine showed the opposite results. The plasma volume and blood volume were not 
significantly affected during s v s  infusion, s v s  intubation (2 g/kg.BW) for 6 hours also induced 
hypotensijon but with a slight extent. The first 30-min of s v s  infusion raised ERBF(P<0.05)without 
a change jof GFR. ERBF was unaltered afterward while GFR reduced (P<0.05) after cessation of 
SVS infusion in animals treated with the large and medium doses, s v s  feeding had no effect on renal 
hemodynamics. Renal vasodilatation action by s v s  infusion could be reversed in rats pretreated 
with indqmethacin or arginine vasopressin (AVP). The congestion of glomerular capillaries from 
histopath<|>logical examination was noted in animals treated with the large and medium doses, 

j I
[The fractional excretion of Na+ (FENa),CF (FEC|),glucose (FEG) and K+(FEk) was 

significantly raised in both during and after s v s  infusion. The lithium clearance method showed that 
the depression of proximal tubular Na+ and water reabsorption correlated to the elevation of FEn3- 
The first [30-min of s v s  infusion suppressed the renal mitochondrial activity and Na+,K+ATPase 
activity (^<0.05) approximately 14% and 21% respectively while proximal tubular reabsorption of 
Na+ reduced 88%. The rise of FENa and FEci remained no matter how a change of renal 
hemodynamics was occured or not. Pretreatment with indomethacin or AVP reversed the rise of 
electrolyt^ excretion during the second period of s v s  infusion, s v s  intubation also increased 
electrolyt^ excretion (PO .05) without a change of FEq s v s  infusion raised the plasma glucose level 
(PG) (POj.OOl) but PG was still lower than the renal plasma threshold of glucose in normal rats (264± 
19.25 m gk). Moreover renal tubular reabsorption of glucose during s v s  infusion was lower than 
the tubular transport maximum of glucose (TmG). s v s  infusion raised PG by decrease in glucose 
uptake without a change in insulin release. Hyperglycemic effect o f s v s  infusion was attenuated 
after prejreatment with L-NAME or prazosin or indomethacin, but returned to normal after 

j pretreatmènt with a combination of L-NAME and indomethacin. It can be concluded that the 
hypotensipn and tachycardia were mediated via NO, prostaglandin and sympathetic activity during 
SVS infusion, s v s  infusion caused a dilation of both afferent and efferent arterioles. An increase in 
electrolytj: and glucose excretion induced by s v s  infusion was the reduction of proximal tubular 
reabsorptjon of Na+ whereas s v s  intubation exerted its effect on distal part o f nephron. The 
hyperglycemic effect by the action of s v s  infusion was the interaction among NO, prostaglandin and 
sympatheiic activity, s v s  infusion also inhibited glucose-stimulated insulin release.
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S U M M A R Y

This thesis describes studies on the effect o f  s v s  on the renal function in rat. The 

review o f  the literature in the first part o f  thesis dealing with general aspects o f  the 

action o f  s v s  on renal function, general circulation and the plasma glucose level.

The initial experiment was designed to study the effect o f  s v s  on the general 

circulation and the renal function (chapter IV). It was shown that s v s  either infusion 

or intubation produced the reduction o f  blood pressure to the lowest level in dose and 

time dependent manner. The initial reduction o f  blood pressure was apparent at 5-7 

min after s v s  infusion o f  the large (200 m g/kg.BW ) and medium doses (150  

m g/kg.BW ), and then gradually increased afterward but not returned to normal level 

despite a cessation o f  s v s  infusion. The heart rate continuously increased in 

corresponding to the hypotension. The reduction o f  blood pressure during s v s  

infusion was found to be due to the vasodilatation not to the the decline o f  the plasma 

volume. The experiment using animals pretreated with various drugs (chapter VII) 

demonstrated that the initial reduction o f  blood pressure was mediated via the action 

o f  nitric oxide (NO). The recovery o f  blood pressure was not accomplished. To 

compensate the hypotension, sympathetic stimulation is operated. The action o f  

prostaglandin to overcome the sympathetic activity and the release o f  prostaglandin by 

the direct action from s v s  infusion or sympathetic activation are discussed.

Animal intubation on s v s  induced hypotension but it had no significant effect 

on renal hemodynamics (chapter IV). s v s  infusion produced not only hypotension
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but also raised effective renal blood flow  (ERBF) in the first period o f  s v s  infusion. 

This indicates its vasodilator effect on renal vasculature. Despite the elevation o f  

ERBF, GFR was not changed, suggesting the vasodilatation in both afferent and 

efferent arterioles. A nim al pretreated with arginine vasopressin  (A V P) or 

indomethacin reversed the rise o f  ERBF (chapter VII). The reversibility o f  ERBF after 

pretreated with AVP should not be due to the inhibitory action o f  s v s  infusion on 

AVP action or release since AVP itself had no significant effect on renal 

hemodynamics. It would rather be that AVP inhibits SVS-induced prostaglandin 

liberation or action on renal vasculature. The action o f  s v s  infusion on renal 

vasodilatation was suspected to be mediated via prostaglandin system.

After the first period o f  s v s  infusion, no significant alteration o f  renal 

hemodynamics except the reduction o f  GFR was apparent after cessation o f  

administration o f  the large and medium doses o f  s v s  infusion. The congestion o f  

glomerular capillaries was shown from histopathological examination o f  renal tissues 

o f  animals treated with both doses o f  s v s  infusion. These changes would account for 

the reduction o f  GFR in both groups. The urine flow  rate markedly increased during 

the first period o f  s v s  infusion and in animals fed with s v s  (chapter rv). The 

elevations o f  FENa, FEci and FEk were noted. These changes would be due to the 

depression o f  renal tubular reabsoiption o f  electrolytes since GFR and plasma 

electrolyte did not alter.

These results encouraged further experiments to elucidate the site o f  renal 

tubule responsible for the natriuretic during s v s  infusion. The site o f  its natriuretic
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action was elucidated using the lithium clearance (C lO technique. The rise o f  N a+ and 

c r  excretion was shown to be related to the reduction o f  proximal tubular 

reabsorption o f  N a+ and c r  in both during and after s v s  infusion, suggesting the site 

o f  action o f  s v s  infusion to produce natriuresis. This assumption was also confirmed 

by the elevation o f  urinary glucose excretion (chapter VI). The enhancement o f  

electrolyte excretion after s v s  intubation was not due to the reduction o f  the 

proximal tubular reabsorption o f  N a+ since FEg was still normal.

The mechanism o f  natriuretic effect o f  s v s  infusion was also carried out by 

the determination o f  renal Na, K+ ATPase and mitochondrial function (chapter V). 

Renal Na, K+ ATPase and mitochondrial function were suppressed during the first 

period o f  s v s  infusion. The extent o f  these alterations was only 14-20% whereas the 

reduction o f  proximal tubular reabsorption o f  N a+ and H2O markedly increased 

approximately 8 8 %. The change o f  staring forces at peritubular capillary was 

unlikely to be the cause since the increase o f  electrolyte excretion was remained 

inspite o f  the absence change o f  renal hemodynamics. By using various drugs for 

pretreatment to the animals did not show any effect on the action o f  SVS-induced  

electrolyte excretion except the pretreatment with AVP and indomethacin (chapter 

v n ) .  The recovery o f  electrolyte excretion produced by the pretreatment o f  AVP or 

indomethacin was not due to their effect to inhibit proximal tubular action o f  s v s  

infusion. The action o f  s v s  infusion itself was the predominant cause o f  the rise o f  

electrolyte excretion. The destruction o f  proximal tubular cell was also demonstrated 

from histopathological examination after s V ร infusion (chapter IV)
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The profound urinary glucose excretion was found in animals subjected to 

s v s  infusion but not in s v s  intubation (chapter VI). Glucosuria was still apparent 

despite stopping s v s  infusion. This might be attributed to the rise o f  the plasma 

glucose level which might be higher than the renal plasma threshold o f  glucose during 

SVS infusion. From the study o f  the glucose turnover rate, the rise o f  plasma glucose 

level was not due to the reduction o f  insulin release, but rather due to the reduction o f  

glucose uptake (Chapter VI). Animals pretreated with prazosin or L-NAM E or 

indomethacin could attenuate the hyperglycemic response to s v s  infusion during the 

second period, indicating the participation o f  sympathetic activity, NO and 

prostaglandin in hyperglycemic effect o f  s v s  infusion. The plasma glucose level 

seem s to return back to normal level in animal pretreated with the combination o f  L- 

NAM E and indomethacin. These results suggest some interactions occured among 

these drugs to induce hyperglycemia during s v s  infusion. The hyperglycemic 

response was remained despite stopping s v s  infusion in group o f  animals treated 

with the large and medium doses. Although s v s  infusion produced the rise o f  plasma 

glucose level, this does not account for the glucosuria since the renal plasma threshold 

o f  glucose was higher than the hyperglycemic level induced by s v s  infusion. Renal 

tubular reabsorption o f  glucose during s v s  infusion was much less than tubular 

transport maximum o f  glucose (Tmo). It was clearly shown that the glucosuric 

response to both during and after s v s  infusion is primary due to the suppression o f  

proximal tubular N a+ reabsorption since there was the close relationship between FEg 

and FENa Despite the elevation o f  plasma glucose level during s v s  infusion, insulin- 

released in response to hyperglycemia was not apparent (chapter VI), indicating that
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s v s  infusion impaires glucose-stimulated insulin release. However, tissue response to 

insulin is still intact.

Finally, the results o f  all these experiments are discussed in general term. The 

proposed mechanism o f  actions o f  s v s  either infusion or intubation is presented.
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