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บทคัดย่อ  
 

โรคนิ่วปัสสาวะเป็นภาวะที่มีก้อนนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะ ซึ่งเป็นปัญหาสุขภาพมายาวนานมาก
ทั่วโลก และยิ่งมากข้ึนในประเทศเขตร้อน รวมทั้งประเทศไทย นิ่วปัสสาวะส่วนใหญ่เกิดข้ึนในไต เรียกว่า นิ่วไต 
ซึ่งปัจจุบันถือว่านิ่วไตเป็นหนึ่งในปัจจัยเสี่ยงส าคัญของโรคไตวายเรื้อรัง โดยทั่วไปนิ่วมีหลายชนิดแต่ที่พบมาก
ที่สุดคือ นิ่วแคลเซี่ยมออกซาเลต เกิดจากการอิ่มตัวยวดยิ่งของปัสสาวะแล้วท าให้ตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต 
ดังนั้น การวัดว่าปัสสาวะความสามารถในการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตได้มากน้อยเพียงใด จะสามารถ
ประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วแคลเซี่ยมออกซาเลตในปัสสาวะได้ คณะวิจัยได้พัฒนาเทคนิคการตรวจวัด
ดัชนีการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต (โคซี่) ขึ้นมาในปี ค.ศ. 2014 ส าหรับคัดกรองโรคนิ่วแคลเซี่ยมออกซา
เลตในปัสสาวะ ซึ่งได้ผลดี แต่กระบวนการตรวจวัดโคซี่ยังใช้เวลานาน ใช้เวลาตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต 60 
นาที การศึกษานี้จึงปรับวิธีการท าใหม่โดยลดเวลาตกผลึกลงเป็น 10 นาที จากนั้นวัดค่าโคซี่ด้วยวิธีใหมน่ี้ใน
ตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง (n=302) จากกลุ่มผู้ป่วยนิ่วจ านวน 176 ราย และกลุ่มที่ไม่เป็นนิ่วจ านวน 129 
ราย ค่าโคซี่ในปัสสาวะของกลุ่มผู้ป่วยนิ่วสูงกว่ากลุ่มไม่เป็นนิ่วอย่างมีนัยส าคัญ ผลการวิเคราะห์ ROC เพ่ือ
จ าแนกคนที่เป็นนิ่วออกจากคนที่ไม่เป็นนิ่ว พบว่าวิธีโคซี่มีค่าพ้ืนที่ได้กราฟเท่ากับ 0.7651 (95% CI: 0.7124–
0.8178) ส าหรับจ าแนกคนเป็นนิ่วทั้งหมด และเท่ากับ 0.8839 (95% CI: 0.8115–0.9564) ส าหรับจ าแนก
เฉพาะคนที่เป็นนิ่วแคลเซี่ยมออกซาเลต ผลการศึกษานี้ชี้ว่าวิธีโคซี่ท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีความแม่นย าในการ
วินิจฉัยโรคนิ่วปัสสาวะในระดับปานกลาง (moderately accurate: มีค่าพ้ืนที่ได้กราฟอยู่ระหว่าง 0.7-0.9) 
เมื่อก าหนดค่าปกติ (cutoff) ที่ 460 COM eqv. mg/day วิธีโคซี่นี้จะให้ค่าการวินิจฉัย sensitivity, 
specificity, positive predictive value, negative predictive value และ accuracy เท่ากับ 84%, 81%, 
61%, 94% และ 82% ตามล าดับ ซึ่งเพียงพอที่จะน ามาใช้ในคลินิกจริงส าหรับคัดกรองได้ อีกปัญหาหนึ่งของ
วิธีการท าโคซี่คือต้องใช้การปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนผลึกโคซี่ออกมาซึ่งการปั่นเหวี่ยงท าให้ต้องใช้เวลาเพ่ิมขึ้น 
คณะผู้วิจัยจึงพัฒนาวิธีใหม่เพ่ิมเติม เรียกว่า magnetic-assisted COCI (mCOCI) โดยมแีนวคิดว่าจะฝัง 
magnetic nanoparticles เข้าไปในผลึกโคซี่ แล้วแยกผลึกออกมาโดยใช้แรงแม่เหล็กแทนการใช้แรงปั่น
เหวี่ยง แต่ผลการทดลองไม่เป็นไปตามที่คาดไว้ ถึงแม้ magnetic nanoparticles ถูกฝังเข้าไปในผลึกได้ แต่
การแยกผลึกด้วยแรงแม่เหล็กไม่มีประสิทธิภาพเท่าที่ควร เหตุผลหลักมาจากความแรงของแม่เหล็กในผลึกต่ า
มากจนไม่สามารถใช้แม่เหล็กดูดได้ดี  นอกจากนี้คณะผู้วิจัยได้พยายามท่ีจะปรับปรุงวิธีโคซี่ให้ถูกลงและใช้งาน
ง่ายขึ้น โดย เปลี่ยนจากการวัดปริมาณผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตจากการวัดด้วยค่าการดูดกลืนแสงช่วงคลื่น 
UV ที่ 215 nm มาเป็นช่วงคลื่น visible ที่ 470 nm วิธีที่พัฒนาขึ้นเพ่ิมเติมจากโคซี่เดิมนี้ เรียกว่า 
chromogenic COCI (cCOCI) มีหลักการคือฝังสารสี Coomassie brilliant blue (CBB, R-250) เข้าไปใน
ผลึกโคซี่ ท าให้ผลึกใหญ่ขึ้น ตกตะกอนได้ง่ายขึ้น และผลึกเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีฟ้า ผลึกสีฟ้าที่ได้จะล้างด้วย
สารละลายอะซิติกแล้วละลายด้วย 2 N HCl จะได้เป็นสารละลายสีม่วงแดง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 470 nm 
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ผลการทดลองพบว่าค่า cCOCI ให้ผลสอดคล้องกับค่า COCI ซ่ึงผลการศึกษาท าให้เชื่อว่า cCOCI น่าจะ
สามารถประยุกต์ใช้ในคลินิกได้ดีกว่าและถูกกว่า COCI เดิม 

อีกหนึ่งวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือการพัฒนาวิธีใหม่ส าหรับตรวจวัดปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะ
และในตัวอย่างอาหาร คณะผู้วิจัยได้พัฒนาขึ้นมา 2 วิธีที่มีหลักการต่างกัน คือ วิธีที่หนึ่งอาศัย quantum dot 
(QD) nanoparticles และลิแกนด์ที่จับจ าเพาะกับออกซาเลต (oxalate-binding ligands) เรียกวิธีนี้ว่า QD-
based oxalate test ซึ่งปัจจบุันสามารถสังเคราะห์ oxalate-binding ligands  ได้แล้วและอยู่ระหว่างการ
เชื่อมต่อกับ QD nanoparticles สว่นวิธีที่สองวัดปริมาณออกซาเลตโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ 
oxalate oxidase (OxO) และการสร้าง protein nanoparticles เป้าหมายที่พัฒนาวิธี enzymatic oxalate 
test นี้ขึ้นมา คือ เพื่อใช้เป็น point-of-care testing (POCT) ปัจจุบันคณะผู้วิจัยสามารถโคลน 
recombinant OxO (ยีนจากข้าวบาร์เลย์) ในยีส (Pichia pastoris) ได้แล้ว อยู่ในขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณให้
มากขึ้นเพ่ือใช้ผลิต OxO-containing protein nanoparticles ในระหว่างนี้คณะผู้วิจัยได้พัฒนา POCT 
ส าหรับการตรวจวัดกลูโคสขึ้นด้วย แนวคิดคือต้องการให้ 1 POCT test สามารถตรวจวัดได้พร้อมกันทั้งออก
ซาเลตและกลูโคส ซึ่งจะมีประโยชน์มากส าหรับผู้ป่วยนิ่วให้สามารถรู้ได้ว่าอาหารที่ก าลังจะรับประทานนั้นมี
ปริมาณออกซาเลตและกลูโคสมากน้อยเพียงใด ท าให้สามารถเลี่ยงการรับประทานอาหารที่มีออกซาเลตและ
น้ าตาลสูงได้ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการป้องกันการเกิดนิ่วซ้ าในอนาคต และยังเป็นประโยชน์ต่อคนปกติทั่วไป
ที่ต้องการเลี่ยงอาหารที่มีออกซาเลตและน้ าตาลสูงด้วย 
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Abstract 
 

Urinary stone disease or urolithiasis, a condition with presence of mineral masses in 
the urinary tract, is a long-standing urologic problem worldwide, and it is more pronounced 
in the tropics, especially Thailand. Most of urinary stones are formed in kidneys, so-called 
kidney stone that increases risk of chronic renal failure. The most common type of stones is 
calcium oxalate (CaOx), and formation of this stone is driven by urinary CaOx supersaturation 
and crystallization. Therefore, measurement of urine capacity to crystallize CaOx is 
reasonable to estimate the risk of CaOx stone formation. We had developed a new method 
called calcium oxalate crystallization index (COCI) to be used for screening CaOx urolithiasis. 
The original procedure od COCI test published in 2014 was time-consuming, as it set an 
incubation time for CaOx crystallization at 60 min. In this study, the incubation time was 
reduced to 10 min, and COCI values based on the new procedure were measured in 24-h 
urine samples (n=302) from stone-forming subjects (SFS, n=173) and non-stone forming 
subjects (NSFS, n=129). Urinary COCI values in SFS were significantly greater than that in 
NSFS. ROC analysis to separate SFS from NSFS revealed an area under curve (AUC) of COCI 
test of 0.7651 (95% CI: 0.7124–0.8178) and 0.8839 (95% CI: 0.8115–0.9564) for all stone cases 
and only Ca stone cases, respectively. This indicated that the COCI test had a moderate 
diagnostic power (AUC: 0.7-0.9), especially for Ca stone urolithiasis. At cutoff of 460 COM 
eqv. mg/day, it gave sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive 
value and accuracy of 84%, 81%, 61%, 94% and 82%, respectively. The other issue of COCI 
procedure was that it required centrifugation to separate the crystals and it takes time. We, 
therefore, developed the new form of COCI called magnetic-assisted COCI (mCOCI). The idea 
of mCOCI is to embed magnetic nanoparticles into the COCI crystals in order to separate the 
crystals by magnet instead of centrifugation. Unfortunately, the mCOCI did not work. We 
could embed the magnetic nanoparticles into the crystals, but magnetic separation was 
relatively ineffective, mainly due to the low magnetic strength of the magnetic 
nanoparticles-embedded COCI crystals. The other thing that we tried to improve the COCI 
measurement is to change the way to quantify amount of CaOx crystals from UV absorption 
at 215 nm to visible wavelength at 470 nm, as UV spectrophotometer is rather expensive 
and not practical for the routine laboratory measurement. An alternative form of COCI was 
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developed and designated chromogenic COCI (cCOCI). Coomassie brilliant blue (CBB, R-250) 
was embedded into the COCI crystals, and the crystals turned blue. The stained crystals 
were washed with acetic solution and re-dissolved in 2 N HCl for measuring absorbance at 
470 nm. The data of cCOCI were corresponded well with COCI data, suggested that that 
cCOCI test could be clinically useful.  

The other purpose of the present study was to develop novel tests for measuring 
oxalate in urine and food samples. Two methods with different detection principles have 
been developed. One method was developed based on quantum dot (QD) nanoparticles 
and oxalate-binding ligands, called QD-based oxalate test. The other was based on 
enzymatic reaction of oxalate oxidase (OxO) and protein nanoparticles, and we aimed to use 
this enzymatic oxalate test as point-of-care testing (POCT). We successfully synthesized 
oxalate-binding ligands and be ready for conjugating with QD nanoparticles. For recombinant 
OxO, we successfully cloned the Barley OxO in yeasts (Pichia pastoris), and be ready for up-
scaling to get sufficient amount of OxO enzyme for fabrication of OxO-containing protein 
nanoparticles. POCT for detection of glucose was also developed. The idea was that to have 
a dual detection of oxalate and glucose in one test. It will be useful for the stone patients 
to know levels of oxalate and glucose in ready-to-eat food, in order to avoid consumption 
of food containing high oxalate and sugar. Also, it will be beneficial for general healthy 
people who want to avoid intake of oxalate and sugar rich diets. 
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study 

28 

รูปที่ 8 ตัวอย่าง FTIR spectrum ของ CaOx stone 29 
รูปที่ 9 กระบวนการท า COCI test ที่ปรับเปลี่ยนใหม่ให้เร็วขึ้นและจ าเพาะกับ CaOx มากข้ึน 30 
รูปที่ 10 กระบวนการท า iCOCI test มีข้ันตอนการตกตะกอน CaOx เหมือนกับวิธี COCI แต่
เปลี่ยนระบบตรวจเป็น indole reaction 

31 

รูปที่ 11 กระบวนการท า cCOCI test ที่ปรับจาก original COCI เพ่ือฝังสารสี CBB ลงในผลึกโค
ซี่ให้มองเห็นผลึกเป็นสีฟ้า และวัดปริมาณผลึกโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ 470 nm 

33 

รูปที่ 11A เปรียบเทียบค่า  urine volume, urinary creatine, urinary proteins และ 
urinary TAC ระหว่างกลุ่มควบคุม non-stone forming subjects (NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่ว
ปัสสาวะ stone forming subjects (SFS) error bars แสดง mean ± SD 

38 

รูปที่ 12 ค่า urinary COCI วัดโดยวิธี COCI test ที่ปรับใหม่ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม 
non-stone forming subjects (NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่วปัสสาวะ stone forming subjects 
(SFS) พบว่าระดับ urinary COCI ในกลุ่ม SFS สูงกว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ error bars 
แสดง mean ± SD 

39 

รูปที่ 13 ROC curve ของ urinary COCI ในการจ าแนก (differentiate) กลุ่ม NSFS ออกจาก 
SFS ทั้งในหน่วยต่อวัน (COM eqv. mg/day) (A) และหน่วยที่ normalized ด้วยค่า creatinine 
ในปัสสาวะ (COM eqv. mg/g Cr) (B) 

39 

รูปที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่าง urinary COCI และ urinary proteins 
(n=302) 

42 

รูปที่ 15 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงลบระหว่าง urinary COCI และ urinary TAC (n=302) 42 
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รูปที่ 16 ค่า urinary COCI วัดโดยวิธี COCI test ที่ปรับใหม่ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม 
(NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่วแคลเซี่ยม (Ca SFS) พบว่าระดับ urinary COCI ในกลุ่ม Ca SFS สูง
กว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ error bars แสดง mean ± SD 

43 

รูปที่ 17 ROC curve ของ urinary COCI ในการจ าแนก (differentiate) กลุ่ม NSFS (n=129) 
ออกจาก Ca SFS (n=37) ทั้งในหน่วยต่อวัน (COM eqv. mg/day) (A) และหน่วยที่ 
normalized ด้วยค่า creatinine ในปัสสาวะ (COM eqv. mg/g Cr) (B) 

44 

รูปที่ 18 ค่า urinary iCOCI เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม non-stone forming subjects 
(NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่วปัสสาวะ stone-forming subjects (SFS) พบว่าระดับ urinary iCOCI 
ในกลุ่ม SFS สูงกว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.0003) error bars แสดง mean ± SD 

46 

รูปที่ 19 ROC curve ของ urinary iCOCI ในการจ าแนกกลุ่ม NSFS ออกจาก SFS 47 
รูปที่ 20 โครงสร้างของ Coomassie Brilliant Blue (CBB, R-250) MW: 825.972 48 
รูปที่ 21 ผลการทดลองเปรียบเทียบระหว่าง COCI (A) และ cCOCI (B) ในสารละลายมาตรฐาน
ออกซาเลต ซึ่งให้ผลสอดคล้องกันดี 

48 

รูปที่ 22 ค่า urinary COCI ของหนู เปรียบเทียบก่อน (Day 0) และหลังการเป็นนิ่ว (Day 35) หนู
ทุกตัวมีค่า urinary COCI สูงขึ้น และในวันที่ 35 สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบวันที่ 0 

49 

รูปที่ 23 ความสัมพันธ์ของค่า urinary COCI กับปริมาณผลึก CaOx ในไตของหนูทดลองที่ท าให้
เกิดนิ่ว พบว่ามีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ 

49 

รูปที่ 24 ตัวอย่างภาพที่ถ่ายจากกล้อง polarized light microscope เพ่ือดูและนับจ านวนของ 
CaOx crystal deposits ในไตของหนูที่เป็นนิ่ว (Day 35) CaOx crystal deposits จะเห็นเป็นสี
ขาววาวภายใต้กล้อง polarized light microscope (A) และเมื่อย้อมสีผลึก CaOx ด้วยวิธี 
Yasue staining จะเห็นผลึกเป็นสีด าภายได้กล้องจุลทรรศน์ (B) Magnification: 10x (upper 
and lower), 40x (middle) 

50 

รูปที่ 25 ปฏิกิริยาเคมีส าหรับสังเคราะห์ oxalate binding ligand (Cu2L) 55 
รูปที่ 26 หลักการการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตด้วย oxalate binding ligand (Cu2L) 55 
รูปที่ 27 ตัวอย่าง SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน OxOx พบว่า band ที่
ประมาณ 30 kDa เป็น OxOx และจากผลวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วย mass spectrometry 
พบว่า band ดังกล่าวเป็นโปรตีน OxOx จริง 

56 

รูปที่ 28 ตัวอย่างการท า POCT ส าหรับตรวจวัดกลูโคส เปรียบเทียบระหว่าง chromogenic 
substrate DAB และ TMB ในภาวะที่มีกรดและไม่มีกรด 

57 
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สัญลักษณ์และค าย่อ  
 

ค าย่อ ค าเต็ม 
95% CI 95% confidence interval 
AUC Area under ROC curve 
CaOx Calcium oxalate 
CE Capillary electrophoresis 
COCI Calcium oxalate crystallization index 
cCOCI Chromogenic COCI 
mCOCI Magnetic-assisted COCI 
CT scan Computed topography scan 
ESRD End-stage renal disease 
FTIR Fourier transform infrared spectroscopy 
GOx Glucose oxidase 
HPLC High performance liquid chromatography 
iCOCI Indole calcium oxalate crystallization index 
NPV Negative predictive value 
NSFS Non-stone forming subjects 
Ox Oxalate 
OxOx Oxalate oxidase 
PPV Positive predictive value 
QD Quantum dot  
ROC Receiver operating characteristic 
SFS Stone-forming subjects 
Thai SEEK study Thai Screening and Early Evaluation of Kidney Disease study 
รพ.สต. โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบล 
อสม. อาสาสมัครสาธารณสุขประจ าหมู่บ้าน 
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บทน า  
 

โรคนิ่วในปัสสาวะ (urolithiasis หรือ urinary stone disease) เป็นภาวะที่พบก้อนนิ่วในระบบ
ทางเดินปัสสาวะ โดยการก่อตัวของนิ่วเกิดจากความอ่ิมตัวยวดยิ่ง (supersaturation) และการตกผลึก 
(crystallization) ของสารก่อนิ่วในปัสสาวะ และผลึกนิ่วที่ส าคัญและพบมากท่ีสุดคือ ผลึกแคลเซี่ยมออกซา
เลต (calcium oxalate, CaOx) ความชุกของโรคนิ่วในปัสสาวะสูงขึ้นทั่วโลก และมีแนวโน้มสูงขึ้นทุกปี มี
งานวิจัยรายว่าความชุกของโรคนิ่วในปัสสาวะที่สูงขึ้นสัมพันธ์กับภาวะโลกร้อน [1] ความชุกของโรคนิ่ว
ปัสสาวะในประเทศไทยพบสูงสุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ประมาณร้อยละ 16.9 นั่นคือในประชากร 100 
คน จะมคีนที่มีโอกาสเป็นโรคนิ่วปัสสาวะในช่วงเวลาใดเวลาหนึ่งของชีวิต ประมาณ 17 คน ซึ่งสูงมาก [2, 3] 
และจากผลงานวิจัยของคณะผู้วิจัยเองจากการส ารวจในหมู่บ้านในจังหวักมหาสารคาม พบว่า ความชุกของนิ่ว
ที่ยังไม่แสดงอาการ (asymptomatic stones) สูงถึงร้อยละ 12  การแบ่งชนิดของโรคนิ่วปัสสาวะแบ่งตาม
ต าแหน่งที่เกิดนิ่วได ้3 ชนิด ได้แก่ 1. นิ่วในไต (nephrolithiasis หรือ kidney stone disease) 2. นิว่ในท่อ
ไต (ureterolithiasis หรือ ureteral stone) และ 3. นิ่วในกระปัสสาวะ (cystolithiasis หรือ bladder 
stone) ชนิดที่พบมากที่สุด คือ นิ่วในไต  

ปัญหาที่ส าคัญที่สุดของโรคนิ่วในปัสสาวะ คือ การเป็นนิ่วซ้ า (stone recurrence) เมื่อเป็นแล้วมี
โอกาสกลับเป็นซ้ าอีกสูงมาก ข้อมูลจากการศึกษาในโรงพยาบาลขอนแก่น พบอัตราการเกิดนิ่วซ้ าสูงถึงร้อยละ 
38 ภายใน 2 ปีหลังการผ่าตัดเอานิ่วออก [4] และการศึกษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ พบอัตราการเกิดนิ่วซ้ า
ร้อยละ 25 ภายใน 3 ปีหลังการสลายนิ่ว ที่ส าคัญผู้ป่วยของไทยส่วนใหญ่จะเป็นนิ่วซ้ าหลายครั้ง และก้อนนิ่วมี
ขนาดใหญ่มาก เมื่อเทียบกับผู้ป่วยนิ่วในประเทศตะวันตก จึงส่งผลให้ไตถูกท าลายได้มากขึ้น งานวิจัยที่ผ่านมา
ของคณะผู้วิจัยพบว่าผู้ป่วยนิ่วไตมีประสิทธิภาพการท างานของไตลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับคนปกติ 
และในไตของผู้ป่วยมีการอักเสบ (intrarenal inflammation) และการเกิดพังผืดสูง (renal fibrosis) [5-7] 
ซึ่งเป็นสาเหตุทีท่ าให้ไตเสื่อมและน าไปสู่การเป็นโรคไตวายเรื้อรังในที่สุด ในประเทศไทยเป็นที่ยอมรับกันดีว่า
โรคนิ่วไตจัดเป็นหนึ่งในปัจจัยเสี่ยงหลักของโรคไตระยะสุดท้าย (End-stage renal disease, ESRD) [6] โดย
ข้อมูลจากการศึกษาเชิงประชากรของ Thai SEEK study พบว่าการเป็นโรคนิ่วไตเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิด
โรคไตวายเรื้อรัง 2.73 (95% CI: 1.80 - 4.12) เท่า [8] ดังนั้น การพัฒนาวิธีตรวจกรองความเสี่ยงต่อการเกิด
โรคนิ่วในปัสสาวะจึงเป็นเรื่องที่จ าเป็นมาก เพ่ือประเมินในประชากรทั่วไปว่าใครมีโอกาสเสี่ยงสูงต่อการเป็นโรค
นิ่วในปัสสาวะบ้าง แล้วหาวิธีป้องกันการเกิดนิ่ว (โรคนิ่วเป็นโรคที่ป้องกันได้โดยการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมและ
อาหาร) ซึ่งในที่สุดจะสามารถลดอุบัติการณ์ของการเกิดโรคไตวายเรื้อรังที่ต้องล้างไตได้ ท าให้ภาครัฐต้อง
สูญเสียงบประมาณในการดูแลรักษาผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังลดลง อย่างไรก็ตามเพ่ือให้เหมาะกับบริบทของ
ประเทศที่ก าลังพัฒนาอย่างเช่นประเทศไทย วิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่ควรเป็นวิธีที่ง่ายและราคาไม่แพง แต่มีความ
น่าเชื่อถือสูง 

แม้ว่ากลไกการเกิดนิ่วปัสสาวะจะยังไม่ทราบแน่ชัดทั้งหมด แต่ยอมรับกันว่าผลึกนิ่วในปัสสาวะเป็น
หน่วยย่อย (building block) ส าหรับก่อตัวเป็นก้อนนิ่ว และปัจจัยที่กระตุ้นให้เกิดการตกผลึก คือ ความอ่ิมตัว
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ยวดยิ่งของสารก่อนิ่วในปัสสาวะ [9] ซ่ึงที่ส าคัญ ได้แก่ แคลเซี่ยม ออกซาเลต และฟอสเฟต โดยผลึกนิ่วแค
ลเซี่ยมออกซาเลตเป็นผลึกนิ่วที่ส าคัญกับการเกิดนิ่วมากที่สุดและพบได้บ่อยที่สุด [10, 11] ดังนั้นการตรวจวัด
ศักยภาพของปัสสาวะในการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตหรือวัดระดับความอ่ิมตัวยวดยิ่งของแคลเซี่ยมออกซา
เลต จึงมีประโยชน์ในการช่วยประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วในปัสสาวะได้ดี ผลการศึกษาท่ีผ่านมาในผู้ป่วย
โรคนิ่วไทย พบว่า ผู้ป่วยมีระดับความอ่ิมตัวยวดยิ่งของแคลเซี่ยมออกซาเลตสูงมากกว่าคนปกติท่ีไม่เป็นนิ่ว 
[12] และผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตในผู้ป่วยเกิดข้ึนได้แม้ในปัสสาวะที่มีค่าความถ่วงจ าเพาะต่ า [13] นอกจากนี้
ยังพบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตไทยมีระดับของสารยับยั้งนิ่วในปัสสาวะต่ ามาก โดยเฉพาะ ซิเตรท [14-17] ซึ่งคาดว่า
น่าจะเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้มีระดับความอ่ิมตัวยวดยิ่งของแคลเซี่ยมออกซาเลตสูงขึ้น ดังนั้นคณะผู้วิจัยตั้ง
สมมุติฐานว่า การพัฒนาวิธีการใหม่ที่สามารถวัดศักยภาพในการตกตะกอนแคลเซี่ยมออกซาเลตในปัสสาวะได้ 
น่าจะสามารถจ าแนกผู้ป่วยที่เป็นโรคนิ่วในปัสสาวะออกจากคนปกติท่ีไม่เป็นนิ่วได้  

  เมื่อเร็วๆ นี้ คณะผู้วิจัยได้พัฒนาวิธีการใหม่ข้ึนมาส าหรับตรวจวัดศักยภาพในการตกตะกอนผลึก
แคลเซี่ยมออกซาเลตในปัสสาวะ 24 ชั่วโมง (post-diagnostic 24-h urine samples) เรียกว่า “ดัชนีการตก
ผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต หรือ calcium oxalate crystallization index (COCI หรือ โคซี่)” และพบว่า 
urinary COCI test นี้สามารถแยกผู้ป่วยโรคนิ่วไตออกจากคนปกติได้ดีมาก มีค่าความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับ 83.33% และ 97.18% ตามล าดับ [18] และที่ส าคัญพบค่า urinary COCI 
สูงในคนที่เป็นนิ่วในปัสสาวะแต่ไม่แสดงอาการ (asymptomatic nephrolithiasis) ด้วย ซึ่งคณะผู้วิจัยเชื่อว่า 
urinary COCI test นี้สามารถตรวจกรองคนที่เป็นนิ่วในปัสสาวะที่ไม่แสดงอาการได้ อย่างไรก็ตามก่อนที่จะ
น ามาใช้จริงได้ในทางคลินิก จ าเป็นต้องท าการวิจัยต่อ เพื่อยืนยันประสิทธิภาพการใช้งาน (validation) ของ 
urinary COCI test เนื่องจาก urinary COCI test ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อเป็นวิธีทดสอบส าหรับวินิจฉัยหรือตรวจ
กรองการเป็นนิ่วในปัสสาวะ จึงต้องท าการศึกษาความแม่นย าในการวินิจฉัย (diagnostic accuracy study) 
ของวิธีทดสอบนี้ ซ่ึง diagnostic accuracy หมายถึง ความสามารถของวิธีทดสอบในการแยก (differentiate) 
ระหว่างผู้ป่วยที่เป็นโรคที่ต้องการวินิจฉัยออกจากผู้ที่ไม่เป็นโรคนั้นๆ โดยการศึกษาความแม่นย าในการวินิจฉัย
ต้องเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างวิธีทดสอบท่ีพัฒนาขึ้น (เรียกว่า index test) กับผลการทดสอบที่ได้
จากวิธีมาตรฐานหรือวิธีอ้างอิง (เรียกว่า reference standard) ซ่ึง reference standard ต้องเป็นวิธีที่ดีที่สุด
ในปัจจุบันที่ใช้ส าหรับวินิจฉัยว่าเป็นหรือไม่เป็นโรคที่ก าลังสนใจศึกษา และส าหรับโรคนิ่วในปัสสาวะ 
reference standard คือ computed tomography (CT) scan [19] การออกแบบการทดลอง (study 
design) ที่ดีที่สุดส าหรับ diagnostic accuracy study เพ่ือลด bias ให้ได้มากท่ีสุดในการรวบรวมกลุ่ม
ประชากรตัวอย่าง ควรออกแบบการทดลองเป็น single-gate design [20] โดยรวบรวมกลุ่มตัวอย่างจากกลุ่ม
ประชากรที่คาดว่าน่าจะเป็นโรคที่สนใจศึกษา ท าการตรวจวัด index test จากนั้นวัดด้วย reference 
standard เพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่าง ตามผลการตรวจวัดของ reference standard ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี
เป็นโรคที่สนใจศึกษา และกลุ่มที่ไม่เป็นโรค แล้วค านวณค่าความแม่นย าของวิธีทดสอบ ซึ่งนิยมรายงานเป็น ค่า
ความไว (sensitivity) และค่าความจ าเพาะ (specificity) และหากค่าการตรวจวัดของ index test เป็นตัวเลข 
(ratio scale) ต้องท าการวิเคราะห์ Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis เพ่ือประเมินว่า 
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index test ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพมากน้อยเพียงใดในการจ าแนกผู้ป่วยที่เป็นโรคที่สนใจศึกษาออกจากคน
ที่ไม่เป็นโรค  

ในการศึกษานี้ ได้รวบรวมกลุ่มตัวอย่างจากกลุ่มประชากรที่มีโอกาสที่จะเป็นนิ่วไนปัสสาวะ ณ 
โรงพยาบาลมหาสารคาม และโรงพยาบาลบุรีรัมย์ และหมู่บ้านใกล้เคียงกับโรงพยาบาล (นพ.ประวีณ และ นพ.
เชาวน์วัศ เป็นผู้ด าเนินการหลัก) เก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง (pre-diagnostic 24-h urine samples) และวัดค่า 
urinary COCI จากนั้นน ากลุ่มตัวอย่างที่เข้าร่วมโครงการทุกคนมาท า CT scan เพ่ือวินิจฉัยว่ามีนิ่วในระบบ
ปัสสาวะหรือไม่ แล้วแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 1. กลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วในปัสสาวะ (urolithiasis 
patients หรือ stone forming subjects) และ 2. กลุ่มคนที่ไม่เป็นนิ่ว (non-stone forming subjects) ท า
การวิเคราะห์ ROC analysis ก าหนดค่า cutoff ของ urinary COCI test และค านวณค่าการวินิจฉัย 
(diagnostic values) ได้แก ่sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) และ negative 
predictive value (NPV) เพ่ือประเมินว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถน ามาใช้เป็น diagnostic test หรือ 
screening test ของโรคนิ่วในปัสสาวะได้หรือไม่  

การศึกษานี้ยังมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาการวัดค่า urinary COCI test ในหนูทดลองที่ท าให้เกิดนิ่ว
ในไต เพื่อตรวจสอบว่าค่าโคซี่จะสูงขึ้นตามปริมาณการเกิดผลึกนิ่วในไตของหนูทดลองหรือไม่ และสามารถใช้
ในการบอกความเสี่ยงการเกิดนิ่วในปัสสาวะได้หรือไม่ และเนื่องจากการกินอาหารที่มีสารออกซาเลตสูงท าให้
เสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วในปัสสาวะ และผู้ป่วยโรคนิ่วปัสสาวะต้องหลีกเลี่ยงการกินอาหารที่มีออกซาเลตสูง 
คณะผู้วิจัยตั้งสมมุติฐานว่า การวัดค่าโคซี่ในสารตัวอย่างอาหารสามารถบ่งชี้ปริมาณออกซาเลตในอาหาร
ทางอ้อมได้ และน่าจะใช้การตรวจวัดค่าโคซี่ส าหรับจัดกลุ่มของอาหารตามความเสี่ยงที่จะท าให้เกิดนิ่วได้ โดย
แบง่ออกเป็น อาหารก่อนิ่ว (lithogenic diets) คือ อาหารที่มีค่าโคซี่สูง และอาหารต้านนิ่ว (anti-lithogenic 
diets) คือ อาหารที่มีค่าโคซี่ต่ า ดังนั้น การศึกษานี้จึงวัดระดับโคซี่ในสารตัวอย่างผักผลไม้และเครื่องดื่มที่ขาย
ตามท้องตลาดด้วย 

ในปัจจุบันการตรวจวัดระดับออกซาเลตในปัสสาวะที่นิยมใช้มี 3 วิธี ได้แก่ 1. high performance 
liquid chromatography (HPLC) 2. capillary electrophoresis (CE) และ 3. oxalate oxidase 
enzymatic method อย่างไรก็ตามวิธีเหล่านี้ยังมีข้อเสียที่การตรวจวัดยุ่งยาก หลายขั้นตอน และต้องมีการ
เตรียมตัวอย่างก่อนการวัด โดยเฉพาะเทคนิค HPLC นอกจากนี้ความไวของการตรวจวัดยังไม่ดีเท่าท่ีควร 
คณะผู้วิจัยจึงเสนอวิธีใหม่ส าหรับการตรวจวัดออกซาเลตในปัสสาวะ 2 วิธี คือ วิธีที่ 1 อาศัย 2 ปัจจัยที่ส าคัญ 
คือ ใช้ลิแกนด์จับจ าเพาะกับออกซาเลต (oxalate binding ligand) ร่วมกับเทคโนโลยีอนุภาคนาโน
ควอนตัมดอท (quantum dot (QD) nanoparticle) โดยคาดว่าลิแกนด์จับจ าเพาะกับออกซาเลตที่เคลือบอยู่
บน QD nanoparticle น่าจะเพ่ิมความจ าเพาะและไวของการตรวจวัดอออกซาเลตในปัสสาวะได้ จากการ
ทบทวนวรรณกรรม คณะผู้วิจัยเลือก oxalate binding ligands ที่น่าจะจับจ าเพาะกับออกซาเลตได้ดี คือ 
Ligand I ที่รายงานโดย Hu and Feng ในปี 2012 ลักษณะโครงสร้างทางเคมีของ Ligand เป็นวงกลมคล้าย
โดนัท ให้ออกซาเลตเข้าไปจับตรงกลาง ลิแกนด์นี้พร้อมทั้ง QD nanoparticle สังเคราะห์ขึ้นโดยนักเคมีใน
คณะผู้วิจัย จากนั้นจะน าลิแกนด์มาเชื่อมติดกับ QD nanoparticle แล้วพัฒนาวิธีการตรวจให้สามารถตรวจได้
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ในสารตัวอย่างปัสสาวะ เพื่อน าไปวัดจริงในกลุ่มประชากรตัวอย่างกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วในปัสสาวะ และกลุ่มคนที่
ไม่เป็นนิ่ว คล้ายกับการวัดค่า urinary COCI  โดยหลักการพอสังเขปของการตรวจวัดออกซเลตในปัสสาวะด้วย
วิธี QD-based oxalate test นี้ คือ น าสารละลายที่มี Ligand-conjugated QD nanoparticles เติมลงใน
ตัวอย่างปัสสาวะ ปล่อยให้ออกซาเลตในปัสสาวะจับกับลิแกนด์บน QD nanoparticles เมื่อจับแล้วจะท าให้ 
QD nanoparticles เปลี่ยนสมบัติทางเคมี และพร้อมที่จะเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ เมื่อกระตุ้นด้วยแสงยูวี 
ปริมาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดข้ึนจะสัมพันธ์กับประมาณอออกซาเลตที่มีในปัสสาวะ ส่วนวิธีที่ 2 ส าหรับการ
ตรวจวัดออกซาเลตจะอาศัยอาศัยการท างานของเอนไซม์ oxalate oxidase (OxOx) และการสร้าง protein 
nanoparticles โดยมีเป้าหมายเพื่อพัฒนาให้เป็น point-of-care testing (POCT) ขั้นตอนที่ส าคัญคือต้องท า
การโคลน recombinant OxOx ให้ได้มากพอส าหรับผลิต POCT test kit ซ่ึงยีน OxOx ที่เลือกมาจากจาก
ข้าวบาร์เลย์ (Barley OxOx) โดย host ที่ใช้ส าหรับ cloning คือ ยีสต์ Pichia pastoris เมื่อได้ 
recombinant OxOx แล้วจะน ามาสังเคราะห์เป็น OxOx-containing protein nanoparticles ต่อไป 
หลักการการตรวจวัดคือสารออกซาเลตในสารตัวอย่าง จะท าปฏิกิริยาจ าเพาะกับเอนไซม์ OxOx ได้ผลผลิต
เป็น H2O2 แลว้จะท าปฏิกิริยาต่อกับเอนไซม์ horse-radish peroxidase (HRP) เพ่ือเปลี่ยน chromogenic 
substrate (TMB) ให้เป็นสารที่มีสีขึ้น และความเข้มของสีที่เกิดข้ึนจะแปรผันกับปริมาณออกซาเลตที่มีอยู่ใน
สารตัวอย่างที่ทดสอบ โดยอาศัยหลักการเดียวกันนี้ คณะผู้วิจัยได้พัฒนา POCT ส าหรับการตรวจวัดกลูโคสขึ้น
ด้วย เพียงเปลี่ยนจากเอนไซม์ OxOx เป็น glucose oxidase (GOx) แนวคิดส าหรับการพัฒนา POCT นี้ คือ 
ต้องการให้ 1 POCT test สามารถตรวจวัดได้พร้อมกันทั้งออกซาเลตและกลูโคส ซึ่งจะมีประโยชน์มากส าหรับ
ผู้ป่วยนิ่วให้สามารถรู้ได้ว่าอาหารที่ก าลังจะรับประทานนั้นมีปริมาณออกซาเลตและกลูโคสมากน้อยเพียงใด ท า
ให้สามารถเลี่ยงการรับประทานอาหารที่มีออกซาเลตและน้ าตาลสูงได้ เพ่ือป้องกันการเกิดนิ่วซ้ าในอนาคต 
และยังเป็นประโยชน์ต่อคนปกติท่ัวไปที่ต้องการเลี่ยงอาหารที่มีออกซาเลตและน้ าตาลสูงด้วย 

จากที่กล่าวมาข้างต้น สรุปได้ว่า ปัจจุบันยังไม่มีวิธีการตรวจวัดในตัวอย่างปัสสาวะที่ง่ายและความ
ถูกต้องสูงในการประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วในปัสสาวะหรือใช้วินิจฉัยโรคนิ่วในปัสสาวะ ท าให้ประชากร
ทั่วไปไม่ทราบว่าตนเองเสี่ยงหรือไม่มากน้อยเพียงใดต่อการเกิดนิ่ว จึงขาดการระวังและป้องกัน ส่งผลให้
อุบัติการณ์การเกิดนิ่วสูง และผู้ป่วยนิ่วไทยส่วนใหญ่จะมาพบแพทย์ก็ต่อเมื่อมีอาการเกิดขึ้นมากแล้ว เป็นนิ่ว
ก้อนใหญ่แล้ว และประสิทธิภาพการท างานของไตเริ่มเสื่อมลง ท าให้เสี่ยงต่อการเกิดไตวายเรื้อรังในอนาคตได้
ง่ายขึ้น ที่ส าคัญการตรวจประเมินความเสี่ยงโรคนิ่ว หรือ การท า metabolic workup ในปัจจุบันต้องตรวจ
สารหลายชนิดในปัสสาวะ ทั้งสารก่อนิ่วและสารยับยั้งนิ่ว อย่างน้อย 12 parameters (Na, K, Ca, Mg, NH4, 
Cl, PO4, SO4, UA, Ox, citric acid and pH) ซึ่งมีค่าใช้จ่ายสูงมาก และมีการใช้จริงในประเทศไทยน้อยมาก
หรือแทบไม่ได้ท าเลย เนื่องจากความยุ่งยากและค่าใช้จ่ายสูง คณะผู้วิจัยจึงมีเป้าหมายที่จะพัฒนาวิธีการใหม่
ส าหรับตรวจวัดศักยภาพการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตและความอ่ิมตัวยวดยิ่งของแคลเซี่ยมออกซาเลตใน
ปัสสาวะ (urinary COCI test) ให้ง่ายและใช้ได้จริงในโรงพยาบาล นอกจากนี้ยังต้องการพัฒนาการตรวจวัด
ปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะและในตัวอย่างอาหารทั้งแบบที่อาศัยอนุภาคนาโนควอนตัมดอท (QD-based 
oxalate test) และแบบที่ต้องการให้ใช้เป็น POCT ซ่ึงต้องเป็นวิธีการที่ไม่ยุ่งยากซับซ้อนและราคาไม่แพง 
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เหมาะสมกับบริบทของสังคมไทย คณะผู้วิจัยมีความมุ่งม่ันและแน่วแน่ที่จะน าวิธีพัฒนาขึ้นมาใหม่นี้มาใช้
ประโยชน์ในทางคลินิกจริง ในการวินิจฉัยหรือช่วยวินิจฉัยโรคนิ่วในปัสสาวะ อีกทั้งน่าจะสามารถใช้ในการ
ตรวจกรองเกิดนิ่วในประชากรทั่วไปได้ และในอนาคตจะผลิตเป็นชุดทดสอบ (kits) ส าหรับ annual medical 
check up ได้   

เนื่องการพัฒนาชุดทดสอบขั้นมาใหม่นั้น ต้องอาศัยการวิจัยหลายขั้นตอน เริ่มจากการวิจัยพื้นฐาน
เพ่ือคิดค้น คัดเลือก และสร้างวิธีทดสอบ จากนั้นพิสูจน์การใช้งานในห้องปฏิบัติการ เมื่อได้วิธีการที่สมบูรณ์
แล้วน ามาพิสิจน์การใช้งานจริงในคลินิกหรือในผู้ป่วย และในขั้นตอนต่อไปเป็นการผลิตชุดทดสอบ ขออนุญาติ
จาก อย.  และน าออกสู่ตลาดเพ่ือใช้งานจริง [21, 22] (รูปที่ 2) ส าหรับวิธี COCI test คณะวิจัยได้พัฒนาเสร็จ
แล้วในห้องปฏิบัติการวิจัย และได้ตีพิมพ์ผลการทดสอบเบื้องต้นส าหรับการวินิจฉัยโรคนิ่วในปัสสาวะแล้ว [18] 
ในการศึกษานี้มุ่งเน้นไปที่การพิสูจน์ในระดับคลินิกที่ออกแบบการทดลองแบบ prospective หรือ cohort 
study (single-gate study design for diagnostic accuracy study) เพ่ือประเมินความแม่นย าในการ
วินิจฉัยของ COCI test ส่วน QD-based oxalate test และ POCT for dual detection of oxalate and 
glucose จะเริ่มตั้งแต่การวิจัยพื้นฐานในห้องปฏิบัติการ ให้ได้ prototypes และต่อเนื่องจนถึงการพิสูจน์ใน
ระดับคลินิก (รูปที่ 1)    

 
รูปที่ 1 Conceptual framework of the proposed study 
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การทบทวนวรรณกรรม 
 

โรคนิ่วปัสสาวะ (urolithiasis or urinary stones) คือโรคที่เกิดจากการตกผลึกของสารก่อนิ่วใน
ปัสสาวะ ก่อตัวเป็นก้อนนิ่วในไต กรวยไต ท่อไต หรือกระเพาะปัสสาวะ ในปัจจุบันนิ่วส่วนใหญ่ที่พบเป็นนิ่วไต 
(nephrolithiasis) และผลึกนิ่วส่วนใหญ่ที่พบจะเป็นผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต (มักพบผสมกับผลึกแคลเซี่ยม
ฟอสเฟต) รองลงมาเป็นผลึกกรดยูริก และผลึกของสารอ่ืนๆ [23, 24] ถ้าผลึกหรือก้อนนิ่วที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็ก
มาก จะสามารถหลุดออกมานอกร่างกายได้เอง โดยการไหลของปัสสาวะ แต่ถ้าผลึกหรือก้อนนิ่วมีขนาดใหญ่
กว่าทางเดินปัสสาวะ จะไปอุดกั้นอยู่ในระบบทางเดินปัสสาวะส่วนใดส่วนหนึ่ง ไม่สามารถผ่านออกมาได้ และ
ท าให้เกิดอาการของโรคนิ่วขึ้น  โรคนิ่วไตจัดว่าเป็นปัญหาสาธารณสุขส าคัญของไทย และโรคนิ่วที่พบได้บ่อย
ทั่วโลก  [25]  เช่น ประเทศแถบตะวันตกมีความชุกร้อยละ 5–16  ประเทศแถบเอเชียมีความชุกร้อยละ 5-10 
ประเทศสหรัฐอเมริกามีความชุกร้อยละ 8.8  และในปัจจุบันความชุกของโรคนิ่วเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ สัมพันธ์กับ
ภาวะโลกร้อน [1] ส าหรับในประเทศไทยพบว่ามีอุบัติการณ์การเป็นโรคนิ่วสูงสุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
พบประมาณร้อยละ 10-17 [2] นอกจากอุบัติการณ์การเกิดโรคสูงแล้ว โรคนิ่วไตยังเป็นโรคที่มีอัตรากลับเป็น
ซ้ าสูงภายหลังการรักษาทั้งด้วยวิธีสลายนิ่วหรือการผ่าตัด [26] ส่งผลให้ผู้ป่วยเกิดไตวายเรื้อรังและโรคไตระยะ
สุดท้ายตามมา [6, 27] 

ชนิดของนิ่วแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ตามสารเคมีหรือแร่ธาตุที่เป็นส่วนประกอบของผลึกในก้อนนิ่ว คือ 
นิ่วที่มีแคลเซี่ยมเป็นส่วนประกอบ (calcium stones) ซึ่งเป็นนิ่วที่พบมากท่ีสุด ประมาณร้อยละ 80 อาจเป็น
นิ่วแคลเซี่ยมออกซาเลต หรือนิ่วแคลเซียมฟอสเฟต หรือนิ่วเนื้อผสมของแคลเซี่ยมออกซาเลตกับฟอสเฟต หรือ
แคลเซี่ยมออกซาเลตกับกรดยูริก นิ่วอีกชนิดหนึ่งคือ นิ่วที่ไม่มีแคลเซี่ยมเป็นส่วนประกอบ (non-calcium 
stones) พบได้ประมาณร้อยละ 15-20 ได้แก่ นิ่วกรดยูริก (uric acid stone) นิ่วจากการติดเชื้อแบคทีเรียหรือ
นิ่วสตรูไวท์ (infection stone หรือ struvite) และนิ่วซีสทีน (cystine stone) เป็นต้น 

ปัสสาวะประกอบไปด้วยสารต่างๆ มากมาย ทั้งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์  โดยสารก่อนิ่วที่มีอยู่ใน
ปัสสาวะตามปกติ ได้แก่ แคลเซียม ฟอสเฟต ออกซาเลต กรดยูริก ในภาวะที่มีปริมาณผิดปกติและ
สภาพแวดล้อมที่เอ้ืออ านวย สารเหล่านี้สามารถรวมตัวกันเป็นก้อนผลึกแข็งและค่อยๆ โตขึ้น จนกลายเป็นนิ่ว
อุดตันที่บริเวณต่างๆ ของทางเดินปัสสาวะ ส าหรับสารที่ป้องกันการเกิดผลึกในปัสสาวะเรียกว่า สารยับยั้งนิ่ว 
ที่ส าคัญได้แก่ ซิเตรท โพแทสเซียม และแมกนีเซียม  

โรคนิ่วในปัสสาวะจัดเป็น multifactorial disease มีปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วหลายปัจจัย [9, 24, 
28] ทั้งปัจจัยภายใน (intrinsic risk factors)  และปัจจัยภายนอก (extrinsic risk factors)  ท าให้เกิดความ
ผิดปกติทางเมแทบอลิก (metabolic abnormality)  ปัจจัยเสี่ยงต่างๆ เหล่านี้ส่งผลต่อความชุกของโรคนิ่วใน
ปัสสาวะ และอุบัติการณ์การเกิดนิ่วซ้ า  

ปัจจัยเสี่ยงภายใน (intrinsic risk factors)  ที่ท าให้เกิดโรคนิ่ว ได้แก่  
- พันธุกรรม  ถ้ามีประวัติครอบครัวเป็นโรคนิ่วไตจะมีโอกาสเสี่ยงสูงที่จะเกิดโรค  
- เพศและอายุ  เพศชายพบอุบัติการณ์ของนิ่วมากกว่าเพศหญิง และพบในเด็กน้อยกว่าผู้ใหญ่  
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- ดัชนีมวลกาย (body mass index, BMI) ความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วเพ่ิมขึ้นในคนที่มีค่า BMI 
สูง  

- เชื้อชาติ หลายงานวิจัยรายงานว่าอุบัติการณ์ของการเกิดนิ่วในคนผิวขาวสูงกว่าในคนผิวด า 
ปัจจัยเสี่ยงภายนอก (extrinsic risk factors)  ที่ส่งผลให้เกิดโรคนิ่ว  ได้แก่ 

- อาหาร  ซึ่งเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วมากท่ีสุด  เนื่องจากการบริโภคอาหารและการดื่มน้ า 
มีผลให้เพิ่มหรือลดของสารก่อนิ่วและสารยับยั้งนิ่ว   

- ภูมิอากาศ  พบอุบัติการณ์โรคนิ่วไตมากขึ้นในบริเวณท่ีมีภูมิอากาศร้อน  
- อาชีพ ผู้ที่ท างานในสภาพอาการที่ร้อน ท าให้มีภาวะขาดน้ าจากการเสียเหงื่อมากจะพบ

อุบัติการณ์ของนิ่วไตเพ่ิมขึ้น 
- ยา การรับประทานยาบางชนิดมีผลต่อการขับสารก่อนิ่วออกมาในปัสสาวะเพ่ิมขึ้น เช่น การ

ได้รับวิตามินซีในปริมาณสูงเป็นประจ า ท าให้ออกซาเลตในเลือดและในปัสสาวะสูง 
ความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่ส่งผลต่อการเกิดนิ่ว ได้แก่ 

- ภาวะออกซาเลตในปัสสาวะสูง (Hyperoxaluria) 
- ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูง (Hypercalciuria) 
- ภาวะกรดยูริกในปัสสาวะสูง (Hyperuricosuria) 
- ภาวะฟอสเฟตในปัสสาวะสูง (Hyperphosphaturia) 
- ภาวะซิเตรตในปัสสาวะต่ า (Hypocitraturia) 
- ภาวะผิดปกติของสารยับยั้งการเกิดนิ่วที่เป็นมหโมเลกุล (abnormal inhibitory 

macromolecules) 
- ภาวะปัสสาวะเข้มข้นเนื่องจากการขาดน้ า (Dehydration) 
- ภาวะปัสสาวะเป็นกรดหรือด่างมากเกินไป (Low/high urinary pH) 

 
การเกิดนิ่ว (stone formation) เริ่มจากการเกิดผลึก (crystal formation) ในปัสสาวะ ผลึกนิ่วเป็น 

building blocks ของก้อนนิ่ว [29] ปัจจัยส าคัญท่ีท าให้เกิดผลึกในปัสสาวะ คือ ภาวะอ่ิมตัวยวดยิ่ง 
(supersaturation) ของสารก่อนิ่ว ซึ่งได้แก่ แคลเซี่ยม ออกซาเลต  ฟอสเฟต  และกรดยูริก เป็นต้น อย่างไรก็
ตามในปัสสาวะมีสารอ่ืนๆ อีกหลากหลายชนิด ทั้งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ ดังนั้นการเกิดผลึกจึงไม่ได้
ขึ้นกับความเข้มข้นของสารก่อนิ่วในปัสสาวะเพียงอย่างเดียว แต่ยังขึ้นกับสารที่สามารถจับหรือมีปฏิสัมพันธ์กับ
สารก่อนิ่วหรือกับผลึกที่เกิดข้ึนด้วย  สารที่ช่วยลดภาวะอ่ิมตัวยวดยิ่งของสารก่อนิ่วในปัสสาวะ ลดโอกาสการ
เกิดผลึก หรือลดการเกาะติดของผลึกที่เซลล์บุท่อไต เรียกว่า สารยับยั้งการก่อนิ่ว ซึ่งมีทั้งสารโมเลกุลขนาดเล็ก 
เช่น ซิเตรท แมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate) เป็นต้น และสารโมเลกุลขนาดใหญ่ จ าพวกสารชีว
โมเลกุล เช่น glycosaminoglycans (GAGs), Tamm-Horsfall protein (THP), nephrocalcin, urinary 
prothrombin fragment-1 (UPTF1), osteopontin (OPN), bikunin (BK) และ albumin เป็นต้น โดยสาร
บางตัวอาจท าหน้าที่ทั้งช่วยเพิ่มและลดการเกิดนิ่วได้  และนอกจากนี้ไกลโคโปรตีนที่มีประจุลบ (sialic acid-
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containing glycoproteins) ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์มีบทบาทส าคัญในการเกาะติดกันระหว่างผลึกกับเซลล์ 
(cell-crystal interaction) มีการศึกษาใน renal epithelial cells พบว่า  ผลึก calcium oxalate 
monohydrate (COM) สามารถจับกับ sialic acid ที่ผิวเซลล์ได้ และการจับกันระหว่างผลึกกับเซลล์นี้จะถูก
ยับยั้งได้ด้วย lectin โดยที่ lectin จะไปแย่งจับกับ sialic acid ที่ผิวเซลล์ [30] จะเห็นได้ว่าในปัสสาวะมีทั้ง
สารที่เพ่ิมและลดปัจจัยการเกิดนิ่ว ดังนั้น การจะเกิดนิ่วหรือไม่นั้น จึงขึ้นอยู่กับความสมดุลของสารก่อนิ่วและ
สารยับยั้งการก่อนิ่ว หากในปัสสาวะมีสารก่อนิ่วมากกว่าตัวยับยั้งก็มีโอกาสเสี่ยงจะเกิดนิ่วได้ง่าย  และในทาง
ตรงกันข้าม ถ้ามีตัวยับยั้งมากกว่าสารก่อนิ่วก็จะลดโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วได้ อย่างไรก็ตาม ปัจจัยเริ่มแรกท่ี
เป็นตัวกระตุ้นการตกผลึกในปัสสาวะ คือ ภาวะการอ่ิมตัวยวดยิ่งของสารก่อนิ่ว โดยเฉพาะ การอ่ิมตัวของแค
ลเซี่ยมและออกซาเลต ด้วยเหตุนี้ การตรวจวัดศักยภาพของปัสสาวะในการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต และ
วัดปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะ จึงเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วใน
ปัสสาวะ 

จากการทบทวนวรรณกรรม ในปัจจุบันมีการตรวจวัดศักยภาพการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตใน
ปัสสาวะ (CaOx crystal-forming potential) อย่างน้อย 4 วิธี ได้แก่ 1. วิธี oxalate tolerance test ใช้
ส าหรับวัดค่า upper limit of metastability [31-33] ซึ่งวิธีนี้จะวัดปริมาณออกซาเลตที่เติมลงไปในปัสสาวะ
ที่มากที่สุดที่ยังไม่ก่อให้เกิดการตกผลึกในปัสสาวะ 2. เป็นการวัดความสามารถของปัสสาวะในการก่อให้เกิด
เกลือแคลเซี่ยม [34] ท าโดยการจุ่มพื้นผิวที่เรียกว่า non-protected non-renewed surface ลงในตัวอย่าง
ปัสสาวะ แล้ววัดปริมาณผลึกท่ีเกาะอยู่บนพ้ืนผิวนั้น ซึ่งพบว่าปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วจะมีผลึก     แคลเซี่ยม
เกาะ ขณะที่ปัสสาวะของคนปกติจะไม่มีผลึกเกาะ การทดสอบนี้ให้ค่าความไวกับความจ าเพาะ เท่ากับ 92% 
และ 73% ตามล าดับ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องการปริมาณปัสสาวะมากถึง 40 มล. และต้องวัดปริมาณแคลเซี่ยม
เพ่ือใช้แปลผลร่วมด้วย 3. วิธทีี่พัฒนาโดย Sriboonlue et al [35] ซึ่งจะกระตุ้นให้เกิดผลึกแคลเซี่ยมออกซา
เลต โดยเติมแคลเซี่ยมลงไปให้มากเกินพอ (excessive calcium) ในสภาวะที่มี ethanol จากนั้นวัดปริมาณ
แคลเซี่ยมในผลึกที่เกิดขึ้น ซึ่งพบว่าปริมาณแคลเซี่ยมในผลึกมีความสัมพันธ์กับปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะ 
จึงสามารถใช้เป็นวิธีวัดปริมาณออกซาเลตทางอ้อมได้ และ 4. วิธี Bonn-risk Index (BRI) พัฒนาขึ้นโดย 
Laube et al. ในปี 2000 [36] เป็นวิธีที่นิยมและใช้กันแพร่หลายมากที่สุด เนื่องจากวิธีท าง่ายข้ึน และไม่
ต้องการการเตรียมตัวอย่างก่อนการทดสอบ ค่า BRI ค านวณจากสัดส่วนของความเข้มข้นของแคลเซี่ยมใน
ปัสสาวะต่อปริมาณแอมโมเนียมออกซาเลตที่เติมลงไปเพ่ือให้เกิดการตกผลึกแรกข้ึน [36, 37] วิธี BRI สามารถ
จ าแนกผู้ป่วยโรคนิ่วออกจากคนปกติได้ดี มีค่าความจ าเพาะสูงมาก (100%) แต่ความไวยังไม่สูงนัก (69.7%) 
[38] อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ต้องการเครื่องมือพิเศษท่ีต้องติดตามการเกิดผลึกในหลอดทดลองแบบ real-time 
หรือ kinetic เพ่ือใช้ค านวณค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียมออกซาเลตที่เติมลงไปเพ่ือให้เกิดการตกผลึกแรก
ขึ้น   

ส าหรับวิธีที่ใช้เป็น gold standard ของการตรวจวัด urinary saturation และ crystal-forming 
potential คือ การค านวณจากโปรแกรม EQUIL2 ซึ่งต้องใช้ค่าท่ีวัดได้ในปัสสาวะ 12 ค่า ได้แก่ ความเข้มข้น
ของ Na, K, Ca, Mg, NH4, Cl, PO4, SO4, uric acid, oxalate, citrate และค่า pH [39] ซึ่งมีค่าใช้จ่ายสูง
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และใช้เวลานาน และไม่นิยมใช้ในประเทศไทย ด้วยเหตุนี้ คณะผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิคใหม่ขึ้นมาท่ีง่ายกว่า
และเป็นแบบ endpoint measurement เพ่ือวัดศักยภาพการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตในปัสสาวะ และ
ตั้งชื่อวิธีนี้ว่า “calcium oxalate crystallization index หรือ COCI” [18] โดยมีวิธีการท าดังแสดงในรูปที่ 2  

 
รูปที่ 2 วิธีการท า urinary COCI test (original procedure) 
 



สัญญาเลขท่ี  GB-B_60_067_30_11 

 

21 

 

ผลการศึกษา urinary COCI test ในตัวอย่าง post-diagnostic 24-h urine samples พบว่าวิธีนี้
สามารถแยกผู้ป่วยโรคนิ่วไตออกจากคนปกติได้ดีมาก (รูปที่ 3) มีค่า area under ROC curve มากถึง 0.9499 
(รูปที่ 4) บ่งชี้ว่าความแม่นย าในการวินิจฉัยของวิธี COCI test ส าหรับแยกภาวะเป็นโรคออกจากไม่เป็นโรคอยู่
ในระดับ excellent or highly accurate [40] และเม่ือก าหนดค่า cutoff ที่ 165 mg oxalate 
equivalence/day จะมีค่าความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับ 83.33% และ 
97.18% ตามล าดับ ซึ่งสูงมากพอท่ีจะน ามาใช้จริงในคลินิกได้ แต่จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือพิสูจน์
ระดับคลินิก (clinical validity) ก่อน โดยศึกษาใน pre-diagnostic 24-h urine samples และเปรียบเทียบ
ผลกับวิธีมาตรฐาน CT scan 

ผลการศึกษายังพบอีกว่า ผู้ป่วยโรคนิ่วแต่ละชนิดมีค่า urinary COCI ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (รูปที่ 5) อย่างไรก็ตามจ านวนผู้ป่วยโรคนิ่วแต่ละชนิด โดยเฉพาะนิ่วกรดยูริก และนิ่วสตรูไวท์ ยังมี
น้อยอยู่ จะควรที่จะท าการวิจัยเพื่อยืนยันผลที่พบนี้ต่อไป 

 
รูปที่ 3 ค่า urinary COCI เปรียบเทียบระหว่างคนปกติและผู้ป่วยโรคนิ่วไต 
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รูปที่ 4 ROC curve ของ urinary COCI test   AUC: area under curve 

 
รูปที่ 5 ค่า urinary COCI ในผู้ป่วยนิ่วแต่ละชนิด CaOx: calcium oxalate, CaP: calcium phosphate, UA: 
uric acid, MAP: magnesium ammonium phosphate, NS: not significant 
 
 ข้อมูลเบื้องต้นเหล่านี้บ่งชี้ว่า urinary COCI test น่าจะน ามาพัฒนาต่อให้เป็นวิธีทดสอบที่ใช้ได้จริง
ส าหรับวินิจฉัย ช่วยวินิจฉัย หรือใช้ประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วในปัสสาวะ 
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 ในกระบวนการพัฒนาชุดทดสอบขั้นมาใหม่นั้น ต้องอาศัยการวิจัยหลายขั้นตอน เริ่มจากการวิจัย
พ้ืนฐานเพื่อคิดค้น คัดเลือก และสร้างวิธีทดสอบ จากนั้นพิสูจน์การใช้งานในห้องปฏิบัติการ เมื่อได้วิธีการที่
สมบูรณ์แล้วน ามาพิสิจน์การใช้งานจริงในคลินิกหรือในผู้ป่วย และในขั้นตอนต่อไปเป็นการผลิตชุดทดสอบ ขอ
ขึ้นทะเบียน อย.  และน าออกสู่ตลาดเพ่ือใช้งานจริง [21, 22] ซึ่งการวิจัยเพื่อพิสิจน์การใช้งานจริงในคลินิก
หรือในผู้ป่วย (clinical validity) จะต้องเป็นการศึกษาเพ่ือประเมินความแม่นย าของการวินิจฉัย หรือ 
diagnostic test accuracy study โดยจะต้องเปรียบเทียบผลของวิธีที่ศึกษา (index test) กับผลที่ได้จากวิธี 
reference standard ซ่ึง reference standard จะต้องเป็นวิธีที่ดีที่สุดที่ใช้ส าหรับวินิจฉับการเป็นโรคนั้นๆ 
ส าหรับระเบียบวิธีวิจัย การออกแบบการทดลอง และการรายงานผลควรเป็นไปตามข้อก าหนดใน STARD 
(The Standard for Reporting of Diagnostic Accuracy) [41, 42] การออกแบบการทดลองส าหรับ
รวบรวมกลุ่มตัวอย่างควรออกแบบเชิง prospective study และเพ่ือลด bias ให้ได้มากที่สุดควรเลือกใช้ 
single-gate study design ดังแสดงในรูปที่ 6 [20] และการรายงานผลการศึกษาควรเป็นไปตาม STARD 
checklist ดังแสดงในตารางที่ 1 [42-44] 

 
รูปที่ 6 A classic single-gate design (prototypical flow diagram) for diagnostic accuracy study 
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ตารางท่ี 1 STARD Checklist for the Reporting of Studies of Diagnostic Accuracy 
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วิธีการด าเนินการวิจัย  
 
โครงการวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วนหลัก ส่วนที่หนึ่ง เป็นการศึกษาความแม่นย าของวิธี COCI test 

(index test) ในการวินิจฉัยโรคนิ่วในปัสสาวะ ซึ่งเป็นการศึกษาในกลุ่มประชากรตัวอย่างที่มีโอกาสเป็นนิ่วใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็นพ้ืนที่ที่มีความชุกของการเกิดนิ่วสูง โดย
รวบรวมกลุ่มตัวอย่างจากโรงพยาบาลมหาสารคาม โรงพยาบาลบุรีรัมย์ และจากหมู่บ้านในอ าเภอแกด า 
จังหวัดมหาสารคาม ประชากรตัวอย่างจากหมู่บ้านทุกคนจะต้องท า CT scan เพ่ือตรวจหานิ่วในระบบทางเดิน
ปัสสาวะ และแบ่งกลุ่มประชากรตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม โดยอาศัยผล CT scan (reference test) คือ กลุ่ม
ผู้ป่วยโรคนิ่วปัสสาวะ (CT positive: stone forming subjects, SFS) และกลุ่มคนที่ไม่เป็นนิ่วปัสสาวะ (CT 
negative: non-stone forming subjects, NSFS) ค านวณค่าการวินิจฉัย (diagnostic values) ของ 
urinary COCI test โดยใช้ CT scan เป็น gold standard method 

ส่วนที่สอง เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจวัดออกซาเลตในปัสสาวะและอาหารทั้ง 2 แบบ คือ แบบที่ 1 
อาศัย oxalate-binding ligands และ QD nanoparticles เรียกว่า QD-based oxalate test และแบบที่ 2 
อาศัยเอนไซม์ OxOx โดยพัฒนาเป็น POCT คู่กับการตรวจวัดน้ าตาลกลูโคส (POCT for dual detection of 
oxalate and glucose) เพ่ือใช้การตรวจวัดออกซาเลตร่วมกันกับการตรวจวัดค่าโคซี่ ส าหรับการประเมิน
ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วในปัสสาวะให้ถูกต้องแม่นย ามากข้ึน โดยเฉพาะนิ่วชนิดแคลเซี่ยมออกซาเลต ซ่ึง
มักมีปริมาณออกซาเลตสูงในปัสสาวะ งานวิจัยส่วนนี้แบ่งออกเป็น 2 ระยะย่อย คือ ระยะทดลองใน
ห้องปฏบิัติการ เพ่ือสังเคราะห์ oxalate binding ligand และสังเคราะห์ QD nanoparticles จากนั้น
เชื่อมต่อ QD nanoparticles กับ ligand เป็น ligand-conjugated QD แล้วพัฒนาวิธีให้สามารถใช้ตรวจวัด
ออกซาเลตในปัสสาวะ โดยงานวิจัยส่วนสังเคราะห์นี้เป็นงานวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาเอกของ นางสาวณัฐ
กาญจน์ พรหมศริิ ภายใต้การก ากับดูแลหลักของ อ.ดร.น าพน อินสิน ส าหรับงานวิจัยในระยะที่สอง เป็นการ
ตรวจวัดออกซาเลตในสารตัวอย่างปัสสาวะจริงที่ได้จากกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วในปัสสาวะและกลุ่มคนที่ไม่เป็นนิ่ว ซ่ึง
เป็นตัวอย่างปัสสาวะชุดเดียวกับท่ีใช้วัดค่าโคซี่ ในส่วนของการพัฒนา POCT เป็นงานวิทยานิพนธ์ของ นางสาว
นฤรัตน์ จ้อยบ ารุง ภายใต้การก ากับดูแลหลักของ ผศ.ดร.ชาญชัย บุญหล้า และร่วมงานวิจัย (collaborate) 
กับ Prof. Hans Bäumler ที่ Charité – Universitätsmedizin Berlin, Germany  

 
การค านวณขนาดประชากรตัวอย่าง (sample size calculation) 
 ขนาดประชากรตัวอย่าง ค านวณขนาดประชากรตัวอย่างส าหรับ  diagnostic test accuracy 
study ตามรายงานของ Flahault et al. [45] ตามสมการและตารางแสดงด้านล่าง การศึกษานี้คาดหวังว่าค่า
ความไวของวิธีทดสอบจะเพ่ิมขึ้นเป็น 0.95 (95%) ก าหนด minimal acceptable lower confidence limit 
ที่ 0.8 และ probability ที่ 95% จะต้องรวบรวมจ านวน cases (ผู้ป่วยโรคนิ่วในปัสสาวะ) อย่างน้อย 50 ราย 
และจากข้อมูลความชุกของโรคนิ่วในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เท่ากับ 16.9% จ านวน controls (ผู้ที่ไม่เป็น
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นิ่วในปัสสาวะ) ที่จะต้องรวบรวม เท่ากับ 246 (50*83.1/16.9) ราย รวมประชากรตัวอย่างที่ต้องรวบรวม
ทั้งสิ้น 50 + 246 = 296 ราย 

สมการที่ใช้ค านวณจ านวน cases หรือผู้ป่วยนิ่วในปัสสาวะ 

 
จ านวน cases ที่ได้จากการค านวณ เมื่อก าหนดความไว 0.95 lower confidence limit 0.8   

 
สมการที่ใช้ค านวณจ านวน controls หรือ ผู้ที่ไม่เป็นนิ่วในปัสสาวะ 

 
จ านวนผู้ที่ไม่เป็นนิ่วในปัสสาวะ เท่ากับ (50*83.1)/16.9 = 246 ราย และ จ านวนผู้ป่วยโรคนิ่วใน

ปัสสาวะ อย่างน้อย 50 ราย รวมเป็น 296 ราย ดังนั้นการศึกษานี้จะรวบรวมตัวอาสาสมัครประชากรตัวอย่าง 
อย่างน้อย 296 ราย  

โครงการวิจัยนี้ได้ยื่นขอพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และจากโรงพยาบาลมหาสารคาม และได้รับการรับรองและอนุมัติให้
เก็บข้อมูลท าวิจัยแล้ว 

 
เกณฑ์คัดเข้าและคัดออก 
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เกณฑ์คัดเข้า (inclusion criteria) 
1. เพศชายหรือหญิง 
2. อายุ 18 ปี ขึ้นไป 
3. สามารถเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมงได้ 
4. สามารถท า CT scan ได้ 
5. สมัครใจเข้าร่วมโครงการวิจัย 

เกณฑ์คัดออก (exclusion criteria) 
1. หญิงตั้งครรภ์ 
2. ปัสสาวะมีเลือดปน 
3. ติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ 
4. มีภาวะที่ท าให้เก็บปัสสาวะล าบาก เช่น urinary incontinence 

 
การเข้าถึงอาสาสมัครแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรก เป็นการคัดเลือกอาสาสมัครในหมู่บ้าน ซึ่งติดต่อ

ผ่านทางอาสาสมัครสาธารณสุขประจ าหมู่บ้าน (อสม.) ส าหรับรวบรวมกลุ่มประชากรตัวอย่างจากหมู่บ้าน
ใกล้เคียงกับโรงพยาบาล โดย อสม. อธิบายวิธีวัตถุประสงค์ของการท างานวิจัยและวิธีการเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 
รวมทั้งกระบวนการวิจัยให้อาสาสมัครรับทราบ จนเข้าใจถี่ถ้วนและลงนามยิมยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยด้วย
ความสมัครใจ   ส่วนที่สอง เป็นการรวบรวมประชากรตัวอย่างจากโรงพยาบาล ซึ่งติดต่อประสานงาน
ศัลยแพทย์ยูโรที่เป็นผู้ร่วมวิจัยและพยาบาลประจ าหอผู้ป่วยในโรงพยาบาล พยาบาลเป็นผู้อธิบาย
กระบวนการวิจัยให้อาสามาสมัครเข้าใจเช่นเดียวกับการรวบรวมกลุ่มตัวอย่างจากหมู่บ้าน เพ่ือเข้าสู่
กระบวนการยินยอมเข้าร่วมงานวิจัยเช่นเดียวกัน 

อาสาสมัครทุกคนที่เข้าร่วมโครงการวิจัย ได้ท า CT scan เพ่ือตรวจสอบการมีนิ่วในระบบปัสสาวะ 
การท า CT scan นี้เป็นวิธีการท าแบบไม่มีการฉีดสี และใช้ระยะเวลาในการท า CT scan ประมาณ 5-10 นาที 
ต่ออาสาสมัคร 1 ราย ความเสี่ยงของการท า CT scan คล้ายคลึงกับการ X-ray เนื่องจากใช้รังสีชนิดเดียวกัน 
แม้จะมีความเสี่ยงในการท า CT scan อยู่บ้าง แต่ยังคงมีความจ าเป็นในการวินิจฉัยโรค รายงานการวิจัยพบว่า 
CT scan ไม่มีผลเสียต่อสุขภาพในระยะยาว ถึงแม้ว่าบางงานวิจัยจะรายงานว่าเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็ง 
แต่ความเสี่ยงนั้นมีน้อยมาก ๆ  

 
ข้อพิจารณาด้านจริยธรรม (Ethical Consideration) 

ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยไดด้ าเนินการวิจัยและปฏิบัติต่ออาสาสมัครให้สอดคล้องกับหลักจริยธรรม
พ้ืนฐาน 3 ข้อของ The Belmont Report ได้แก่ 1) หลักการเคารพในบุคคล (Respect for person) โดย
การให้ข้อมูลอย่างครบถ้วนจนอาสาสมัครเข้าใจเป็นอย่างดีและตัดสินใจอย่างอิสระในการให้ความยินยอมเข้า
ร่วมในการวิจัย  2) หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) ผู้ป่วยจะ
ได้รับประโยชน์อะไรบ้าง อาจเกิดความเสี่ยงอะไรต่อตัวผู้ป่วย การรักษาความลับของผู้ป่วยโดยในแบบบันทึก
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ข้อมูล identifier ที่จะระบุถึงตัวผู้ป่วย และ 3) หลักความยุติธรรม (Justice) คือมีเกณฑ์การคัดเข้าและออก
ชัดเจน มีการกระจายความเสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกัน โดยวิธีสุ่มเข้ากลุ่มศึกษา ดังนั้นใน
การศึกษานี้ 

• อาสาสมัครทุกคนจะได้รับการชี้แจงโดยละเอียดเกี่ยวกับงานวิจัยชิ้นนี้ก่อนการลงนาม
ยินยอมเข้าร่วมวิจัย 

• อาสาสมัครทุกคนมีสิทธิ์ในการตัดสินใจเข้าร่วมงานวิจัยได้โดยอิสระ 
• การวิจัยจะไม่ท าให้อาสาสมัครได้รับการบาดเจ็บ ถ้ารู้สึกมีอาการผิดปกติของร่างกายที่เกิด

จากการเข้าร่วมวิจัย อาสาสมัครมีสิทธิ์ถอนตัวทันที 
ข้อมูลส่วนตัวของอาสาสมัครทุกคนจะถูกเก็บเป็นความลับ แต่ข้อมูลอาจถูกเปิดเผยต่อสาธารณะเพ่ือ

ประโยชน์ต่อทางวิชาการ โดยไม่ระบุชื่อของอาสาสมัคร 
 

การออกแบบงานวิจัย (study design) 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษา diagnostic accuracy จึงออกแบบการทดลอง (study design) เป็น 
single-gate design [20] เพ่ือให้ลด bias ในการรวบรวมกลุ่มประชากรตัวอย่างให้ได้มากท่ีสุด โดยรวบรวม
กลุ่มตัวอย่างจากกลุ่มประชากรที่คาดว่าน่าจะเป็นโรคนิ่วปัสสาวะก่อนที่จะวินิจฉัยด้วยวิธีมาตรฐาน CT scan 
(reference standard) เก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง แล้วท าการตรวจวัดค่าโคซี ่(index test) ผังการ
ด าเนินการวิจัย diagnostic test accuracy study แสดงในรูปที่ 7   
 

 
รูปที่ 7 ผังการออกแบบการวิจัย single-gate design ส าหรับ diagnostic test accuracy study 
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การเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง และก้อนนิ่ว 

คณะผู้วิจัย หรือ อสม. หรือ พยาบาล อธิบายวิธีการเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมงท่ีถูกต้องให้อาสาสมัครทุก
ราย เมื่อเข้าใจดีแล้วจึงเริ่มเก็บปัสสาวะ บันทึกเวลาเริ่มเก็บและเวลาสิ้นสุด ใช้สารไทมอล (thymol) เป็นสาร 
preservative ส าหรับยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

ตัวอย่างก้อนนิ่วจะเก็บในห้องผ่าตัดระหว่างการผ่าตัดเอาก้อนนิ่วออก เฉพาะในรายที่ศัลยแพทย์ยูโร 
สามารถเก็บก้อนนิ่วได้ และผู้ป่วยยินยอมให้ใช้สารตัวอย่างก้อนนิ่วในการวิจัย  

สารตัวอย่างทั้งปัสสาวะ 24 ชั่วโมงและก้อนนิ่ว จะน ามาวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่ ห้องปฏิบัติการ
วิจัย ภาควิชาชวีเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย การวิเคราะห์เบื้องต้นของสารตัวอย่าง
ปัสสาวะ ได้แก่ วัดปริมาตร ค่า pH และ ตรวจ urine strip test จากนั้นแบ่งเก็บเป็นหลอดเล็ก ๆ (50 mL) 
หลาย ๆ หลอด เก็บตัวอย่างที่ -80oC เพ่ือการวิเคราะห์ต่อไป ส าหรับตัวอย่างก้อนนิ่ว ล้างท าความสะอาดและ
อบให้แห้ง เพ่ือวิเคราะห์ชนิดของนิ่วด้วยวิธี Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ตัวอย่าง 
FTIR spectrum ของนิ่ว CaOx เป็นดังรูปที่ 8 

 

 
รูปที่ 8 ตัวอย่าง FTIR spectrum ของ CaOx stone 
 
การตรวจวัดค่าโคซี่ในสารตัวอย่างปัสสาวะ 

กรรมวิธีหรือกระบวนการ (procedure) ตรวจวัดค่า urinary COCI ได้ปรับปรุงเปลี่ยนแปลงจาก
ต้นฉบับที่รายงานไว้ในปี 2014 [18] เพ่ือให้มีความจ าเพาะกับผลึก CaOx มากขึ้น โดยอาศัยคุณสมบัติของ 
CaOx ที่ไม่ละลายใน acetic acid ขณะที่ผลึกอ่ืน ๆ เช่น calcium phosphate และ calcium carbonate 
ละลายได้ใน acetic acid solution วิธี COCI ทีป่รับเปลี่ยนใหม่นี้ จึงลดเวลาการตกผลึกลงจาก 60 นาที เป็น 
10 นาที และเพ่ิมขั้นตอน incubation กับ acetic acid solution เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากท่ีได้ตะกอน
ผลึกจากตัวอย่างปัสสาวะแล้ว เพ่ือละลายผลึกอ่ืนที่มีใช่ผลึก CaOx จากนั้นล้างผลึกด้วยน้ ากลั่นและท าให้แห้ง 
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ละลายกลับด้วย 2 N HCl แลว้น าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ OD 215 nm กระบวนการและล าดับขั้นการท า 
modified COCI แสดงในรูปที่ 9 

 
รูปที่ 9 กระบวนการท า COCI test ที่ปรับเปลี่ยนใหม่ให้เร็วขึ้นและจ าเพาะกับ CaOx มากข้ึน 
 
การตรวจวัดค่าไอโคซี่ (iCOCI) ในสารตัวอย่างปัสสาวะ 

เนื่องจาก modified COCI จ าเป็นต้องใช้ UV spectrophotometer ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
215 nm จึงอาจท าให้บางห้องปฏิบัติการไม่สามารถวัดได้ เพราะไม่มี UV spectrophotometer และ
เนื่องจาก UV spectrophotometer ราคาแพงกว่า visible (VIS) spectrophotometer ที่วัดความยาวคลื่น
ช่วง visible wavelength คณะผู้วิจัยจึงหาวิธีใหม่ที่จะวัดปริมาณผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตได้ โดยใช้ปฏิกิริยา
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ที่ท าให้เกิดสี แล้ววัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นช่วง visible wavelength จากการทบทวนวรรณกรรม
พบว่า ออกซาเลตสามารถเกิดปฏิกิริยากับสาร indole ในสภาวะกรดได้ เกิดเป็นผลิตภัณฑ์สีชมพู ที่ดูดกลืน
แสงได้ดีท่ี 530 nm ดังนั้น คณะผู้วิจัย จึงได้พัฒนาเทคนิคขึ้นมาใหม่ ใช้ชื่อว่า Indole Calcium Oxalate 
Crystallization Index หรือ “iCOCI” รูปที่ 10 แสดงขั้นตอนการท า iCOCI  

วิธี iCOCI ส าหรับการตรวจสอบและวัดปริมาณผลึก CaOx มีข้ันตอนพอสังเขป ดังนี้ กรองตัวอย่าง
ปัสสาวะด้วย filter membrane 0. 22 µm จากนั้นดูดตัวอย่างปัสสาวะที่กรองแล้วมา 950 µL เติม 50 µL 
ของ 2 mM standard oxalate solution (Ox spiking) ตามด้วย 1 mL ของ 100 mM calcium chloride 
ผสมให้เข้ากันด ีแล้วน าไป incubate ที่ 37°C เป็นเวลา 1 h เพ่ือให้เกิด crystallization หลังจากนั้นน าไป 
centrifuge ที ่10,000 rpm นาน 15 นาที เก็บตะกอนผลึกไว้ แล้ว incubate กับ 2 M acetic acid 
solution เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น centrifuge  10,000 rpm นาน 15 นาที อีกครั้ง เก็บตะกอนไว้และล้าง
ตะกอนด้วย distilled water และน าไป centrifuge  10,000 rpm นาน 15 นาที อีกเป็นครั้งสุดท้าย เก็บ
ตะกอนแล้วละลายตะกอนด้วย 0. 5 mL ของ 2 N HCl ตัวอย่างผลึกท่ีละลายใน 2 N HCl นี้ พร้อมที่จะเอาไป
ท าปฏิกิริยากับ indole reagent 

เตรียม indole reagent ที่ความเข้มข้น 1 mg/mL ใส่สารตัวอย่างผลึกท่ีละลายใน 2 N HCl และ 
indole reagent เป็นสัดส่วน 1:1 (อย่างละ 150 µL) และน าไป incubate ที ่80°C นาน 45 นาที จากนั้น
น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 530 nm และค านวณค่า iCOCI ของสารตัวอย่าง โดยใช้ COM STD curve (ความ
เข้มข้น 0.094, 0.188, 0.375, 0.75 และ 1.5 mg/mL) เหมือนกับการค านวณใน modified COCI ข้างต้น 

 
รูปที่ 10 กระบวนการท า iCOCI test มีข้ันตอนการตกตะกอน CaOx เหมือนกับวิธี COCI แต่เปลี่ยนระบบ
ตรวจเป็น indole reaction 
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หนูทดลองท่ีท าให้เกิดนิ่ว 
 ท าการทดลองเบื้องต้นในหนู Wistar rats จ านวน 11 ตัว อายุ 5-6 สัปดาห์ ซื้อจากศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ท าให้หนูเกิดนิ่วโดยให้ดื่มน้ าที่มีส่วนผสมของ 1% ethylene glycol (EG) เป็น
เวลา 5 สัปดาห์ (35 วัน) เก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง โดยใช้ metabolic case วัดคา่ urinary COCI 
เปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลังการเกิดนิ่ว นอกจากนี้ยังเก็บตัวอย่างไตจากหนู เพื่อเตรียมชิ้นเนื้อไตส าหรับ
ย้อมดู CaOx crystal deposits ในไตของหนู วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของค่า COCI กับ ปริมาณ CaOx 
crystal deposits ในไตของหนู ว่าสัมพันธ์กันหรือไม่  
 
วัดค่าโคซี่ในตัวอย่างอาหาร 
 เพ่ือประเมินและจัดกลุ่มอาหารที่เสี่ยงต่อการเกิดนิ่วปัสสาวะตามค่าโคซี่ ท าการวัดค่าโคซี่ในตัวอย่าง
เครื่องดื่มและผักต่าง ๆ ตามวิธีของ original COCI แต่เปลี่ยนจากตัวอย่างปัสสาวะเป็นตัวอย่างอาหาร 
ตัวอย่างเครื่องดื่มซื้อตามร้านสะดวกซื้อและตลาดสดในเขตกรุงเทพและปริมณฑล มีหลายกลุ่ม ได้แก่ ชา 
กาแฟ นม น้ าผลไม้ soft drink เครื่องดื่มชูก าลัง และเครื่องดื่มวิตามิน  ส่วนตัวอย่างผักซื้อจากตลาดสดในเขต
กรุงเทพและปริมณฑล และตลาดสดตอนเช้าในจังหวัดบุรีรัมย์ (ตรงข้ามโรงพยาบาลบุรีรัมย์)  
 
วิธีการตรวจวัดค่าซีโคซี่ (cCOCI)  
 กระบวนการท าซีโคซี่จะเหมือนกับ COCI ในรูปที่ 9 แต่มีจุดที่แตกต่างกันคือ standard ที่ใช้เป็น 
oxalate แทนที่จะเป็น COM crystals เพ่ือให้สามารถฝังหรือย้อมผลึกโคซี่ได้ดีขึ้น ขั้นตอนการตกผลึกใน 
cCOCI ได้เพ่ิมการเติม 50 uL ของ Coomassie brilliant blue (CBB, R250) solution (1%) ด้วย และเมื่อ
ได้ผลึกโคซี่แล้ว ต้องล้างเอาสีส่วนเกินที่ไม่ได้ฝังในผลึกออกด้วยสารละลาย destaining solution 
(containing acetic acid and methanol) 1 ครั้ง แล้วละลายผลึกด้วย 2 N HCl จากนัน้วัดค่าดูดกลูนแสงที่ 
470 nm ดังแสดงในรูปที่ 11 
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รูปที่ 11 กระบวนการท า cCOCI test ที่ปรับจาก original COCI เพ่ือฝังสารสี CBB ลงในผลึกโคซี่ให้มองเห็น
ผลึกเป็นสีฟ้า และวัดปริมาณผลึกโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ 470 nm 
 
การผลิต recombinant OxOx ในยีสต์ 

ขั้นตอนการโคลนยีน OxOx และการผลิตเอนไซม์ OxOx ในเซลล์ยีสมีหลายขั้นตอนย่อย ดังที่อธิบาย
พอสังเขปด้านล่าง เมื่อได้เอนไซม์ OxOx แล้วจะน าปสังเคราะห์เป็น OxOx-containing protein 
microparticles เพ่ือท า POCT for oxalate detection ต่อไป 
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Vector construction 
1. สั่งสังเคราะห์ Barley oxalate oxidase (Barley OxOx) gene (Genbank 289356) ใน PUC vector 

(Barley OxOx gene in PUC vector, Genescript, New Jersey, USA)  with codon usage 
optimized for Pichia pastoris 

2. น า Barley OxOx gene เข้าไปใน pPICZαA vector ซ่ึง pPICZαA vector เป็น Pichia expression 
vector และมี gene ดื้อยา Zeocin มีข้ันตอนการท า Vector digestion and ligation โดยย่อดังนี้  

• ตัด vector PUC-Barley OxOx และ pPICZαA-Derp8 ด้วย XhoI และ NotI restriction 
enzymes (BioLabs) และ purified ส่วนของ linearized Barley OxOx จาก PUC-Barley 

OxOx และ linearized vector pPICZαA จาก pPICZαA-Derp8 

• เชื่อม linearized Barley OxOx และ linearized vector pPICZαA (ในอัตราส่วน 5:1) 
เข้าด้วยกันด้วย Enzyme T4 DNA ligase (BioLabs) 

Transformation of E. coli  

• น า vector pPICZαA-Barley OxOx ที ่ligation เรียบร้อยแล้ว transform เข้า 
competent E. coli Top10 ด้วยวิธี heat shock method  และเลี้ยงบน LB low salt 
agar ที่ม ี100 µg/ml Zeocin, overnight ที่ 37 oC 

• เพ่ิมจ านวน vector ใน E. coli Top10 ใน LB low salt broth with 100 µg/ml Zeocin 
overnight 37 oC , shake ดว้ยความแรง 250 rpm  

• สกัด vector pPICZαA-Barley OxOx จาก E. coli Top10  
Transformation of Pichai pastoris 

• ตัด vector pPICZαA-Barley OxOx ด้วย SacI (BioLabs)  เพ่ือให้ได้ linearized vector 

pPICZαA-Barley OxOx 

• ใช้ linearized vector pPICZαA-Barley OxOx จ านวน 5 µg ส าหรับ transform เข้า 
competent P. pastoris X-33  ด้วยวิธี electroporation  

• เลี้ยงบน YPD agar with 100 µg/ml Zeocin  ที่ 30 oC เป็นเวลา 3-7 days 
OxOx protein expression 

• เลือก 3-5 transformed colony  เลี้ยงใน BMGY media, overnight 30 oC   

• Wash yeast cells ด้วย BMMY 1 ครั้ง 

• Resuspend yeast cells ใน BMMY 5 mL ให้ได ้OD600 เริ่มต้นเท่ากับ 1 กระตุ้นการ
แสดงออกของยีน โดยการเติม methanol ทุกวัน โดยใช้ 0.5% methanol ของ final 
concentration และเก็บ supernatant ของ culture yeast media ทุกวันก่อนเติม 
methanol วันละ 200 µL 
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• ใช้ SDS-PAGE ส าหรับ check การแสดงออกของโปรตีนรวมถึงเอนไซม์ OxOx 

• ย้อม acrylamide gel ด้วย Coomassie blue และ PAS เพ่ือตรวจสอบ band ของโปรตีน 
และ glycoproteins ตามล าดับ 

• ขนาดของ molecular weight ของ OxOx ประมาณ 30 kDa 
 
การวัดขนาด และความเข้มข้นของ particles โดยใช้เครื่อง NanoSight NS300 

เครื่อง NanoSight ใช้เทคโนโลยี Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) ส าหรับวัดขนาด 
nanoparticles ที่มขีนาดระหว่าง 10 – 2000 nm โดยอาศัยหลักการเคลื่อนที่ของ particles ในของเหลว
ตามทฤษฎี  Brownian motion และ light scattering การเคลื่อนที่ของ particles จะถูกบันทึกไว้ในรูปแบบ
วิดีโอ เมื่อผ่านการ processing ของ software จะรายงานผลทั้งขนาด particle (nm) และ ความเข้มข้นของ 
particles (particles/ml) รวมถึงการกระจายตัวของ particles 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (statistical analysis) 

o น าเสนอข้อมูลในรูปแบบตารางความถ่ี ร้อยละ ค่า mean ± SD หรือ median (interquartile 
range, IQR) ตามชนิดและการกระจายตัวของข้อมูล 

o ประเมินศักยภาพในการเป็น diagnostic test โดยอาศัย ROC analysis จากนั้นก าหนดค่า cutoff 
สร้าง 2 x 2 Table และ ค านวณค่า diagnostic values 

o เปรียบเทียบความแตกต่างของค่า urinary COCI ระหว่างกลุ่มตัวอย่างที่เป็นนิ่วในปัสสาวะ และกลุ่ม
ที่ไม่เป็นนิ่ว ด้วย Two-samples t-test  

o การหาความสัมพันธ์ระหว่าง 2 ตัวแปรต่อเนื่อง โดย Pearson’s correlation test 
o ค านวณโดยใช้โปรแกรมสถิติ Graph Pad Prism 5.0 และ Stata version 12.0 
o ก าหนดนัยส าคัญที่ P < 0.05 
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ผลการวิจัย  
 

ประชากรตัวอย่างที่ศึกษา 
รวบรวมประชากรตัวอย่างและเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง จาก 3 สถานที่ ได้แก่ 1) โรงพยาบาล

บุรีรัมย์ อ าเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ 2) โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบล (รพ.สต.) บ้านโคกไร่ ต าบลหนองกุง 
อ าเภอแกด า จังหวัดมหาสารคาม และ 3) โรงพยาบาลมหาสารคาม อ.เมือง จังหวัดมหาสารคาม ซึ่งรวบรวม
กลุ่มประชากรตัวอย่างได้ทั้งสิ้น 302 ราย จ าแนกเป็น จากโรงพยาบาลบุรีรัมย์ จ านวน 22 ราย จากหมู่บ้าน
ใกล้เคียงที่รับผิดชอบโดย รพ.สต. บ้านโคกไร่ จ านวน 137 ราย และจากโรงพยาบาลมหาสารคาม จ านวน 
141 ราย (ตารางที่ 2) 

อาสาสมัครทุกรายได้ลงชื่อในใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยด้วยความสมัครใจ น าสารตัวอย่าง
ปัสสาวะทั้งหมดกลับมายัง ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพ่ือวิเคราะห์ใน
ห้องปฏิบัติการและตรวจวัดค่าดัชนีการตกผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต (โคซี่) และการวิเคราะห์ใน
ห้องปฏิบัติการอ่ืน ๆ  
 
ตารางท่ี 2 ประชากรตัวอย่างที่รวบรวมได้ในการศึกษานี้ 

Variables Frequency (%) 
Number of subjects 302 (100%) 
Age (years) (mean ± SD) 53.97 ± 11.16 
Gender 
Males 
Females 

 
152 (50.33%) 
150 (49.67%) 

Urine volume (mL) (mean ± SD) 1460 ± 744 
Subjects by stations 
โรงพยาบาลบุรีรัมย์ 
หมู่บ้านในเครือ รพ.สต. บ้านโคกไร่ 
โรงพยาบาลมหาสารคาม 

 
21 (6.95%) 
137 (45.37%) 
144 (47.68%) 

 
ผลการวิเคราะห์โคซี่ (urinary COCI) 

วัดค่าโคซี่ในตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง ก่อนการวินิจฉัย (pre-diagnostic 24-h urine samples) 
ทั้งหมด จ านวน 302 ตัวอย่าง แล้วแบ่งกลุ่มตามผล CT scan ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ให้ผล CT scan เป็น
ลบ หรือกลุ่มควบคุมที่ไม่เป็นนิ่ว (non-stone forming subjects, NSFS) จ านวน 129 ราย (42.72%) และ
กลุ่มท่ี ให้ผล CT scan เป็นบวก หรือกลุ่มที่เป็นนิ่ว (stone forming subjects, SFS) หรือ urolithiasis (UL) 
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patients) จ านวน 173 ราย (57.28%) ตามที่แสดงในตารางที่ 3 กลุ่มกลุ่มผู้ป่วยนิ่วและกลุ่มควบคุมมีอายุและ
การกระจายตัวของเพศแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ปริมาณ Urinary proteins ในกลุ่ม SFS สูงกว่า NSFS 
อย่างมีนัยส าคัญ และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม (total antioxidant capacity, TAC) ในปัสสาวะ
ของกลุ่ม SFS ต่ ากว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ (ตารางท่ี 3) (รูปที่ 11A) 

ผลการวัดระดับ urinary COCI ด้วยวิธีการที่ปรับปรุงใหม่ (ตามรูปที่ 9) พบว่ากลุ่ม SFS มีค่า urinary 
COCI สูงกว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ ทั้งในหน่วยต่อวัน (COM eqv. mg/day) และหน่วยที ่
normalized ด้วยค่า creatinine ในปัสสาวะ (COM eqv. mg/g Cr) ดังแสดงในตารางที่ 3 และรูปที่ 12  

เมื่อวิเคราะห์ ROC analysis พบว่า การวัดค่า urinary COCI (COM eqv. mg/day) มีอ านาจในการ
จ าแนกกลุ่ม NSFS ออกจาก SFS ได้ดี มีค่า area under ROC curve (AUC) เท่ากับ 0.7651 (95% CI: 
0.7124 – 0.8178) และค่า urinary COCI ในหน่วย COM eqv. mg/g Cr มีค่า AUC เท่ากับ 0.8088 (95% 
CI: 0.7602 – 0.8573) ดังแสดงในรูปที่ 13 

 
ตารางท่ี 3 Demographic data และค่าการตรวจวัดต่าง ๆ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมท่ีไม่เป็นนิ่ว 
(non-stone forming subjects, NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่ว (stone forming subjects, SFS) 

Variables NSFS 
(CT negative) 

SFS 
(CT positive) 

P values 

Number of subjects 129 173  
Age (years) 51.23±9.73 56.18±11.76 0.0002 
Sex (%) 
Males 
Females 

 
39 (30.23) 
90 (69.77) 

 
113 (65.32) 
60 (34.68) 

<0.001 

Urine volume (mL) 1313.46±639.83 1570.78±797.83 0.0028 
Urinary Cr (g/day) 2.23±2.01 1.57±1.27 0.0005 
Urinary proteins (mg/day) 165.36±140.69 417.51±560.36 <0.001 
Urinary proteins (mg/g Cr) 99.72±140.47 658.83±1555.10 0.0001 
Urinary TAC (VCEAC mg/L) 711.33±222.33 485.57±254.63 <0.001 
Urinary TAC (VCEAC 
mg/day) 

865.11±379.62 728.66±501.25 0.0101 

Urinary COCI (COM eqv. 
mg/day) 

292.22±305.49 902.06±837.61 <0.001 

Urinary COCI (COM eqv. 
mg/g Cr) 

166.18±216.25 1509.42±3094.20 <0.001 
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รูปที่ 11A เปรียบเทียบค่า  urine volume, urinary creatine, urinary proteins และ urinary TAC 
ระหว่างกลุ่มควบคุม non-stone forming subjects (NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่วปัสสาวะ stone forming 
subjects (SFS) error bars แสดง mean ± SD 
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รูปที่ 12 ค่า urinary COCI วัดโดยวิธี COCI test ที่ปรับใหม่ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม non-stone 
forming subjects (NSFS) และกลุ่มที่เป็นนิ่วปัสสาวะ stone forming subjects (SFS) พบว่าระดับ urinary 
COCI ในกลุ่ม SFS สูงกว่ากลุ่ม NSFS อย่างมีนัยส าคัญ error bars แสดง mean ± SD 
 

 
รูปที่ 13 ROC curve ของ urinary COCI ในการจ าแนก (differentiate) กลุ่ม NSFS ออกจาก SFS ทั้งใน
หน่วยต่อวัน (COM eqv. mg/day) (A) และหน่วยที่ normalized ด้วยค่า creatinine ในปัสสาวะ (COM 
eqv. mg/g Cr) (B) 
 

เมื่อค านวณค่า diagnostic values ในแต่และ cutoff ที่เลือกมา (ค่าที่สูงกว่า cutoff ถือเป็นผลบวก) 
ได้ผลตามตารางที่ 4 ค่า cutoff ที่ท าให้ได้ accuracy สูงสุด คือ 460 COM eqv. mg/day (มีค่า sensitivity 
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และ specificity เท่ากับ 63.01% และ 81.40% ตามล าดับ) และ 350 COM eqv. mg/g Cr (มีค่า 
sensitivity และ specificity เท่ากับ 61.85% และ 89.92% ตามล าดับ) 
 
ตารางท่ี 4 ค่า diagnostic values ของ urinary COCI ทีค่ านวณได้ในแต่ละ cutoff ในการจ าแนกคนที่เป็น
นิ่วทั้งหมด (SFS, n=173) ออกจากคนปกติ (NSFS, n=129) และตาราง 2x2 ของแต่ละ cutoff 
Diagnostic values 
 

Urinary COCI cutoff 
(COM eqv. mg/day) 

Urinary COCI cutoff 
(COM eqv. mg/g Cr) 

200 325 460 140 180 350 
Sensitivity (%) 80.35 70.52 63.01 80.08 75.72 61.85 
Specificity (%) 47.29 65.12 81.40 62.02 70.54 89.92 
PPV (%) 67.15 73.05 81.95 74.35 77.51 89.17 
NPV (%) 64.21 62.22 62.13 72.07 68.42 63.74 
PLR (true positive/false 
positive rates) 

1.52 2.02 3.39 2.16 2.57 6.14 

NLR (false negative/true 
negative rates) 

0.42 0.45 0.45 0.29 0.34 0.42 

Accuracy (%) 66.23 68.21 70.86 73.51 73.51 73.84 
PPV, positive predictive value, NPV: negative predictive value, PLR: positive likelihood ratio, NLR: 
negative likelihood ratio 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 200 COM eqv. mg/day Positive (SFS) Negative (NSFS) Total 

CO
CI

 
te

st Positive 139 68 207 
Negative 34 61 95 

 Total 173 129 302 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 325 COM eqv. mg/day Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 122 45 167 
Negative 51 84 135 

 Total 173 129 302 
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   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

In
de

x 
te

st cutoff: 450 COM eqv. mg/day Positive Negative Total 
CO

CI
 

te
st Positive 109 26 135 

Negative 64 103 167 
 Total 173 129 302 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 140 COM eqv. mg/g Cr Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 142 49 191 
Negative 31 80 111 

 Total 173 129 302 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 180 COM eqv. mg/g Cr Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 131 38 169 
Negative 42 91 133 

 Total 173 129 302 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

In
de

x 
te

st cutoff: 460 COM eqv. mg/day Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 109 24 133 
Negative 64 105 169 

 Total 173 129 302 

 
ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง urinary COCI และ urinary proteins และ urinary TAC  

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย Pearson’s correlation test พบว่า ค่า urinary COCI สัมพันธ์
เชิงบวกกับค่า urinary proteins (รูปที่ 14) แต่มีความสัมพันธ์เชิงลบกับ urinary TAC อย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 
15) ข้อมูลนี้ชี้แนะว่า ค่า urinary COCI ที่สูงขึ้น สัมพันธ์กับ renal tubular damage และ oxidative stress 
ที่สูงขึ้น  
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รูปที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่าง urinary COCI และ urinary proteins (n=302) 

 
รูปที่ 15 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงลบระหว่าง urinary COCI และ urinary TAC (n=302) 
 
ผลการวิเคราะห์ ROC และ diagnostic values ของ urinary COCI เฉพาะในผู้ป่วยท่ีเป็นนิ่วชนิดแค
ลเซี่ยมออกซาเลตและแคลเซี่ยมฟอสเฟต (Ca SFS) 

เนื่องจากนิ่วมีหลายชนิด ดังนั้นการใช้ค่า urinary COCI (ซึ่งวัดเฉพาะ capacity ของตกผลึก CaOx) 
ในการจ าแนกนิ่วทั้งหมดออกจากคนปกติ ท าให้มีอ านาจจ าแนกต่ า การศึกษานี้จึงลองแยกวิเคราะห์เฉพาะ
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ผู้ป่วยนิ่วแคลเซี่ยมออกซาเลตและแคลเซี่ยมฟอสเฟต จากกลุ่มผู้ป่วยนิ่ว (SFS) จ านวน 173 ราย มีเพียง 44 
รายที่มีตัวอย่างก้อนนิ่วเพ่ือวิเคราะห์ชนิดของนิ่วด้วยวิธี FTIR จาก 44 ราย มี 37 ราย เป็นนิ่วแคลเซี่ยมออกซา
เลตและแคลเซี่ยมฟอสเฟต และอีก 7 ราย เป็นนิ่วกรดยูริก ดังนั้น การวิเคราะห์ ROC นี้ จึงเป็นการหา 
diagnostic potential ในการแยก 37 Ca SFS ออกจาก 129 NSFS 

 ค่า urinary COCI ในกลุ่ม Ca SFS (n=37) สูงกว่าในกลุ่ม NSFS (n=129) อย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 
16) และเมื่อวิเคราะห์ ROC analysis พบว่า AUC ของ urinary COCI (COM eqv. mg/day) เท่ากับ 0.8839 
(95% CI: 0.8115 – 0.9564) ส่วน AUC ของ urinary COCI ในหน่วย COM eqv. mg/g Cr มีค่า AUC 
เท่ากับ 0.8846 (95% CI: 0.8146 – 0.9546) ดังแสดงในรูปที่ 17 

 

 
รูปที่ 16 ค่า urinary COCI วัดโดยวิธี COCI test ที่ปรับใหม่ เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม (NSFS) และ
กลุ่มท่ีเป็นนิ่วแคลเซี่ยม (Ca SFS) พบว่าระดับ urinary COCI ในกลุ่ม Ca SFS สูงกว่ากลุ่ม NSFS อย่างมี
นัยส าคัญ error bars แสดง mean ± SD 
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รูปที่ 17 ROC curve ของ urinary COCI ในการจ าแนก (differentiate) กลุ่ม NSFS (n=129) ออกจาก Ca 
SFS (n=37) ทั้งในหน่วยต่อวัน (COM eqv. mg/day) (A) และหน่วยที่ normalized ด้วยค่า creatinine ใน
ปัสสาวะ (COM eqv. mg/g Cr) (B) 
 

เมื่อค านวณค่า diagnostic values ในแต่และ cutoff ที่เลือกมา (ค่าที่สูงกว่า cutoff ถือเป็นผลบวก) 
ได้ผลตามตารางที่ 5 ค่า cutoff ที่ท าให้ได้ accuracy สูงสุด คือ cutoff 460 COM eqv. mg/day ให้ค่า 
sensitivity และ specificity เท่ากับ 84.09% และ 81.40% ตามล าดับ และ cutoff 320 COM eqv. mg/g 
Cr ให้ค่า sensitivity และ specificity เท่ากับ 81.82% และ 86.82% ตามล าดับ ที่น่าสนใจคือ ทั้งสอง 
cutoff ให้ค่า NPV สูงถึง 93.75% และ 93.33% ตามล าดับ 
 
ตารางท่ี 5 ค่า diagnostic values ของ urinary COCI ทีค่ านวณได้ในแต่ละ cutoff ในการจ าแนกคนที่เป็น
นิ่วทั้งหมด (SFS, n=37) ออกจากคนปกติ (NSFS, n=129) และตาราง 2x2 ของแต่ละ cutoff 
Diagnostic values Urinary COCI cutoff 

(COM eqv. mg/day) 
Urinary COCI cutoff 
(COM eqv. mg/g Cr) 

460 300 320 110 
Sensitivity (%) 84.09 90.91 81.82 93.18 
Specificity (%) 81.40 61.24 86.82 51.94 
PPV (%) 60.66 44.44 67.92 39.81 
NPV (%) 93.75 95.18 93.33 95.71 
PLR (true positive/false positive 
rates) 

4.52 2.35 6.21 1.94 

NLR (false negative/true negative 
rates) 

0.20 0.15 0.21 0.13 

Accuracy (%) 82.08 68.79 85.55 62.43 
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PPV, positive predictive value, NPV: negative predictive value, PLR: positive likelihood ratio, NLR: negative likelihood ratio 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

In
de

x 
te

st cutoff: 460 COM eqv. mg/day Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 37 24 61 
Negative 7 105 112 

 Total 44 129 173 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 300 COM eqv. mg/day Positive (SFS) Negative (NSFS) Total 

CO
CI

 
te

st Positive 40 50 90 
Negative 4 79 83 

 Total 44 129 173 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

In
de

x 
te

st cutoff: 320 COM eqv. mg/g Cr Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 36 17 53 
Negative 8 112 120 

 Total 44 129 173 

 
   Reference test (Gold standard)  
   CT scan  

Ind
ex

 te
st cutoff: 110 COM eqv. mg/g Cr Positive Negative Total 

CO
CI

 
te

st Positive 41 62 103 
Negative 3 67 70 

 Total 44 129 173 

 
ผลการวิเคราะห์ไอโคซี่ (urinary iCOCI) 

การศึกษานี้ยังได้พัฒนาวิธีใหม่ข้ึนจากโคซี่เดิมเรียกว่า iCOCI test โดยใช้สารละลาย indole ท า
ปฏิกิริยากับ oxalate ใน COCI crystals เพ่ือให้สามารถวัดการดูดกลืนแสงช่วง visible ได้ โดยไม่ต้องวัดช่วง
คลื่น UV จากจ านวนตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง ทั้งหมด 300 ตัวอย่าง ได้วัดค่าไอโคซี่ 260 ราย แบ่งเป็น 
กลุ่มควบคุมที่ไม่เป็นนิ่ว (NSFS) จ านวน 129 ราย (49 ± 10.14 years old) และลุ่มทีเ่ป็นนิ่ว (SFS) จ านว 
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131 ราย (56 ± 10.24 years old) ผลการศึกษาพบว่าระดับ urinary iCOCI ในกลุ่ม SFS สูงกว่ากลุ่ม NSFS 
อย่างมีนัยส าคัญ (0.45 ± 0.42 vs. 0.30 ± 0.21 COM equivalent, g/day) (รูปที่ 18) 

เมื่อวิเคราะห์ ROC analysis พบว่า การวัดค่า urinary iCOCI มีอ านาจในการจ าแนกกลุ่ม NSFS 
ออกจาก SFS ได้ดี มีค่า AUC เท่ากับ 0.690 (95% CI: 0.623 – 0.754) ดังแสดงในรูปที่ 19 หากก าหนดค่า 
cutoff ที่ 0.305 (ถ้ามากกว่าค่านี้ ให้เป็นผลบวก) จะมีค่า sensitivity และ specificity เท่ากับ 64.12% และ 
61.24% ตามล าดับ จะเห็นว่าค่า AUC ของ iCOCI ต่ ากว่าค่า AUC ของ COCI ปกติมาก คณะผู้วิจัยจึงสรุปว่า 
iCOCI test ให้คุณค่าทางคลินิกและมีโอกาสประยุกต์ใช้ได้น้อยกว่า COCI test 

 
รูปที่ 18 ค่า urinary iCOCI เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม non-stone forming subjects (NSFS) และ
กลุ่มท่ีเป็นนิ่วปัสสาวะ stone-forming subjects (SFS) พบว่าระดับ urinary iCOCI ในกลุ่ม SFS สูงกว่ากลุ่ม 
NSFS อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.0003) error bars แสดง mean ± SD 
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รูปที่ 19 ROC curve ของ urinary iCOCI ในการจ าแนกกลุ่ม NSFS ออกจาก SFS  
 
ผลการพัฒนาวิธี magnetic-assisted COCI (mCOCI) 

เนื่องจากกระบวนการท า COCI ต้องมีข้ันตอน centrifugation ส าหรับปั่นตกตะกอนผลึก COCI ที่
เกิดข้ึน ขั้นตอนนี้ท าให้เพ่ิมเวลาในการท ามากขึ้น และบางครั้งตะกอน COCI ตกไม่ดีฟุ้งกระจายและหลุดง่าย
เมื่อดูดเอา supernatant ออก คณะผู้วิจัยจึงคิดว่าจะปรับวิธีการแยกตะกอนจาก centrifugation เป็น 
magnetic separation ดังนั้น จึงท าการฝัง magnetic nanoparticles (zeta potential approx. -30) ลง
ในผลึก COCI เพ่ือให้ผลึกที่เกิดขึ้นมีสมบัติเป็นแม่เหล็ก และสามารถดูดแยกออกได้ด้วยแม่เหล็ก โดยไม่ต้อง 
centrifugation ซึ่งจะเป็นการลดเวลาของการแยกผลึกลงมาก และผลึกจะติดแน่นกับหลอดทดลองด้วยแรง
แม่เหล็ก โดยไม่ฟุ้งกระจายหรือหลุดเมื่อดูด supernatant ออก 

ผลการทดลอง พบว่า สามารถฝัง (embedded) magnetic nanoparticles ลงในผลึก COCI ได้ แต่
สมบัติการเป็นแม่เหล็กของผลึกต่ า ท าให้ไม่สามารถแยกผลึก (magnetic nanoparticles-embedded COCI 
crystals) ได้ด้วยแรงแม่เหล็ก ดังนั้น คณะผู้วิจัยจึงหยุดพัฒนาต่อ และสรุปว่า mCOCI ไม่น่าจะประยุกต์ใช้
ประโยชน์ได้จริง 
 
ผลการพัฒนาวิธี chromogenic COCI (cCOCI) 

เมื่อการพัฒนา mCOCI ล้มเหลว คณะผู้วิจัยจึงคิดค้นวิธีใหม่ ที่จะท าให้การตรวจวัด COCI ง่ายขึ้น
และถูกลง ไอเดียของการคิดค้นนี้ คือ ต้องการท าผลึก COCI ให้เกิดสี และสามรถวัดการดูดกลืนแสงในช่วง 
visible wavelength ได้ เนื่องจากผิวของผลึก CaOx มีทั้งประจุบวก (จากแคลเซี่ยม) และลบ (จากออกซา
เลต) ดังนั้น สีที่จะฝังหรือติดกับผลึก CaOx ต้องมีประจุเป็นบวกหรือไม่ก็ลบ คณะผู้วิจัยเลือกใช้ Coomassie 
Brilliant Blue (CBB, R-250) ซึ่งเป็นสีที่มีความเป็นประจุลบสูงจากหมู่ซัลเฟต 2 หมู่ (รูปที่ 20) และการใช้สี
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ประจุลบก็จะไม่รบกวนหรือไปแย่งจับแคลเซี่ยมกับออกซาเลต วิธีการตรวจวัด cCOCI คล้ายคลึงกับ original 
COCI รายละเอียดแสดงในรูปที่ 11 

 ผลการศึกษาในสารละลายมาตรฐานออกซาเลต พบว่าทั้งค่า COCI และ cCOCI ให้ผลสอดคล้องกัน
ดี (รูปที่ 21) แสดงว่า cCOCI น่าจะใช้แทน COCI ได้ และมีข้อดีกว่า คือ ได้ผลึกที่มีสี ขนาดใหญ่ ปั่น
ตกตะกอนได้ดี ไม่ฟุ้งกระจายเวลาดูด supernatant ออก และท่ีส าคัญวัดการดูดกลืนแสงได้ในช่วงคลื่น 
visible wavelength 470 nm ซึ่งวิธี cCOCI จะท าเปรียบเทียบในตัวอย่าปัสสาวะจริงต่อไป 

 
รูปที่ 20 โครงสร้างของ Coomassie Brilliant Blue (CBB, R-250) MW: 825.972 

 
รูปที่ 21 ผลการทดลองเปรียบเทียบระหว่าง COCI (A) และ cCOCI (B) ในสารละลายมาตรฐานออกซาเลต 
ซึ่งให้ผลสอดคล้องกันดี 
 
ผลการวิเคราะห์โคซี่ในหนูทดลองที่ท าให้เกิดนิ่วไต 
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เพ่ือตรวจสอบว่าค่าโคซี่จะสูงขึ้นตามปริมาณการเกิดผลึกนิ่วในไตของหนูทดลองหรือไม่ และสามารถ
ใช้ในการบอกความเสี่ยงการเกิดนิ่วในปัสสาวะได้หรือไม่ การศึกษานี้จึง วัดค่า urinary COCI ในหนูทดลอง 
(Wistar rats, n = 12) ที่ท าให้เกิดนิ่วไต ด้วยการให้ดื่มน้ าที่มีสารเอทิลีนไกลคอล (EG supplemented in 
drinking water) เป็นเวลา 35 วัน เก็บตัวอย่างปัสสาวะ 24 ชั่วโมง ใน metabolic cage ในวันที่ 0 ก่อนการ
ให้ EG และวันที่ 35 หลังการได้รับ EG 

ผลการทดลองพบว่า ค่า urinary COCI ของหนูทุกตัวในวันที่ 35 สูงกว่าวันที่ 0 อย่างเห็นได้ชัด เมื่อ
เปรียบเทียบทั้งกลุ่ม (หนู 12 ตัว) พบว่า ค่า urinary COCI ก่อนได้รับ EG หรือก่อนการท าให้เป็นนิ่วไต (Day 
0) ต่ ากว่าค่า urinary COCI หลังได้รับ EG หรือเมื่อเป็นนิ่วแล้ว (Day 35) อย่างมีนัยส าคัญ รูปที่ 22 แสดงค่า 
urinary COCI ก่อนและหลังเป็นนิ่ว แสดงว่า urinary COCI บ่งชี้การเป็นนิ่วไตของหนูทดลองได้ 

เมื่อนับจ านวน CaOx crystal deposits ในไตของหนูที่เป็นนิ่ว (Day 35) และหาความสัมพันธ์กับค่า 
urinary COCI (Day 35) พบว่ามีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ ค่า Pearson’s correlation 
coefficient เท่ากับ 0.698 (P=0.0169) แสดงว่า ค่า urinary COCI ที่เพ่ิมข้ึนสัมพันธ์กับปริมาณ CaOx 
crystal deposits ที่เพ่ิมข้ึนในไตของหนูทดลอง (รูปที่ 23) ผลการทดลองนี้เป็นการยืนยันว่า การตรวจวัด 
urinary COCI สามารถใช้ประเมินความเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วปัสสาวะชนิดแคลเซี่ยมออกซาเลตได้ รูปที่ 24 
แสดงตัวอย่างลักษณะของ CaOx crystal deposits ในไตของหนูที่เป็นนิ่ว (Day 35) ที่ดูผ่านกล้อง 
polarized light microscope 

 

 
รูปที่ 22 ค่า urinary COCI ของหนู เปรียบเทียบก่อน (Day 0) และหลังการเป็นนิ่ว (Day 35) หนูทุกตัวมีค่า 
urinary COCI สูงขึ้น และในวันที่ 35 สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบวันที่ 0 
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รูปที่ 23 ความสัมพันธ์ของค่า urinary COCI กับปริมาณผลึก CaOx ในไตของหนูทดลองที่ท าให้เกิดนิ่ว พบว่า
มีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ 
 

A:    
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B:    

รูปที่ 24 ตัวอย่างภาพที่ถ่ายจากกล้อง polarized light microscope เพ่ือดูและนับจ านวนของ CaOx 
crystal deposits ในไตของหนูที่เป็นนิ่ว (Day 35) CaOx crystal deposits จะเห็นเป็นสีขาววาวภายใต้
กล้อง polarized light microscope (A) และเมื่อย้อมสีผลึก CaOx ด้วยวิธี Yasue staining จะเห็นผลึกเป็น
สีด าภายได้กล้องจุลทรรศน์ (B) Magnification: 10x (upper and lower), 40x (middle) 
 
ผลการวิเคราะห์โคซี่ในอาหาร 

เนื่องจากการรับประทานอาหารที่มีออกซาเลตสูง จะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคนิ่วปัสสาวะ 
คณะผู้วิจัยคิดว่า COCI test น่าจะน ามาวัดในสารตัวอย่างอาหารได้ และค่า COCI ที่ได้น่าจะสามารถบ่งชี้
ปริมาณออกซาเลตในอาหารทางอ้อมได้ ดังนั้นอาหารที่มีค่าโคซี่สูง จึงถือเป็นเป็นอาหารทีม่ีความเสี่ยงสูงที่จะ
ท าให้เกิดนิ่วในปัสสาวะ หรือจัดเป็น อาหารก่อนิ่ว (lithogenic diets) การศึกษานี้จึงวัดค่าโคซี่ในสารตัวอย่าง
ผักผลไม้และเครื่องดื่มท่ีขายตามท้องตลาด เพ่ือประเมินว่าอาหารชนิดใดที่น่าจะส่งเสริมการเกิดนิ่วปัสสาวะ 
และผู้ป่วยโรคนิ่วควรหลีกเลี่ยง ผลการตรวจวัดค่าโคซี่ในเครื่องดื่มและผักต่าง ๆ แสดงในตารางที่ 6 และ 7 
ตามล าดับ 

จากผลการศึกษานี้ คณะผู้วิจัยแนะว่า อาหารที่มีค่าโคซี่สูงมาก และน่าจะเป็นอาหารก่อนิ่ว 
(lithogenic diets) ซึ่งผู้ป่วยโรคนิ่วปัสสาวะควรหลีกเลี่ยง ได้แก่ เครื่องดื่มประเภทโคลา กาแฟ และน้ าใบ
บัวบกค้ัน ในขณะที่เครื่องดื่มชูก าลัง เช่น ลิโพ กระทิงแดง คาราบาวแดง M-150 มีค่าโคซี่ต่ ามาก ส่วนผักที่มี
ค่าโคซี่สูงมากและควรหลีกเลี่ยงในผู้ป่วยนิ่วปัสสาวะ ได้แก่ มะเขือพวง ใบย่านาง ผักชี และผักโขม อย่างไรก็
ตาม ผลการศึกษานี้ พบว่า ผักเม่ือต้มแล้ว (เช่น ใบย่านาง และ กวางตุ้ง ในตารางที่ 7) จะมีค่าโคซี่ลดลง นั่น
คือ การกินผักท่ีต้มสุกน่าจะลดโอกาสการเกิดนิ่วได้ดีกว่ากินผักสด การต้มจึงเป็นวิธที่แนะน าหากผู้ป่วยต้องการ
รับประทานผักที่มีค่าโคซี่สูงจริง ๆ  
 
ตารางท่ี 6 ผลการวัดค่าโคซี่ในเครื่องดื่ม เรียงล าดับตามค่าโคซี่สูงไปต่ า 
Rank เคร่ืองด่ืม (measured as it is) COCI values: COM eqv. (mg/mL) 
1 est cola 1.65 
2 Pepsi 1.55 
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3 Espresso กาแฟสด (1) 1.50 
4 Espresso กาแฟสด (2) 1.45 
5 Moccona instant coffee 1.41 
6 Nescafe Espresso พร้อมดืม่ 1.38 
7 น้ าใบบัวบก 1.30 
8 Coca cola 1.19 
9 sappe Sunny น้ าสสี้ม 1.17 
10 น้ าส้ม 1.17 
11 Heritea Bai Hao Oolong tea 1.17 
12 Birdy black พร้อมดื่ม 1.11 
13 Schweppes มะนาวโซดา 0.94 
14 sappe Green น้ าสเีขียว 0.91 
15 if sorrento lemonade 0.90 
16 Meiji นมสด 0.83 
17 น้ าผลไมร้วม 0.79 
18 น้ าผลไม้บีทรูท 0.76 
19 Oishi Sakura green tea 0.63 
20 Ichitan green tea 0.41 
21 Puriku white tea 0.40 
22 Lipo ลโิพ 0.34 
23 C-vitt Lemon 0.32 
24 Oishi green tea 0.30 
25 กระทิงแดง 0.19 
26 M-150 0.09 
27 คาราบาวแดง 0.08 

 
ตารางท่ี 7 ผลการวัดค่าโคซี่ในน้ าสกัดจากผักต่าง ๆ เรียงล าดับตามค่าโคซี่สูงไปต่ า 

Rank ผัก (10 g บดในน  า 10 mL) COCI values: COM eqv. (mg/mL) 
1 มะเขือพวง 1.36 
2 ใบย่านาง* 1.34 
3 ผักชี 1.27 
4 ผักโขม 1.24 
5 อีหล่ า 1.17 
6 ต าลึง 1.15 
7 ชะอม 1.12 
8 ขมิ้น 1.11 
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9 ผักติ้ว 1.11 
10 พริกแดง 1.10 
11 มะขาม 1.10 
12 กระโดน 1.09 
13 มะเขือเปราะ 1.09 
14 ผักกาดเขียว 1.09 
15 ผักหวาน 1.08 
16 หน่อไม ้ 1.06 
17 ผักบุ้ง (2) 1.06 
18 ขนุนอ่อน 1.06 
19 ใบยอ 1.05 
20 หัวปล ี 1.04 
21 ผักชีลาว 1.03 
22 ผักบุ้ง (1) 1.03 
23 กระชาย 1.02 
24 กระถิน 0.98 
25 ฟัก 0.97 
26 บวบหอม 0.97 
27 มะระขี้นก 0.97 
28 กะเพรา 0.96 
29 ฟักทอง 0.94 
30 ผักปลัง 0.92 
31 พันธุลี 0.91 
32 กระเจี๊ยบ 0.89 
33 สะเดา 0.88 
34 ข่า 0.88 
35 ผักชีฝรั่ง 0.88 
36 กวางตุ้ง* 0.87 
37 ขี้เหล็ก 0.86 
38 มะละกอดิบ 0.84 
39 โหระพา 0.84 
40 ผักบุ้งนา 0.84 
41 ตะไคร ้ 0.83 
42 มันเทศ 0.83 
43 มะนาว 0.80 
44 มะเขือเทศ 0.79 
45 น้ าใบย่านาง (คั้นขาย) 0.76 
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46 บวบงู 0.76 
47 สะเดาดิน 0.76 
48 ขจร 0.74 
49 เผือก 0.72 
50 สายบัว 0.72 
51 แมงลัก 0.69 
52 ดอกข้ีเหล็ก 0.68 
53 มะรุม 0.65 
54 ดอกแค 0.65 
55 ตั้งโอ๋ คึ่นช่าย 0.61 
56 กวางตุ้งต้ม** 0.59 
57 ใบกุ้ยช่าย 0.55 
58 ใบมะกรูด (2) 0.55 
59 ผักกาดขาว 0.51 
60 ดอกหอม 0.50 
61 ใบย่านางต้ม** 0.50 
62 ใบมะกรูด (1) 0.49 
63 คะน้า 0.46 
64 ผักดอง 0.44 
65 ผักกะเฉด 0.43 
66 ใบมะขาม 0.41 
67 แตงกวา 0.38 
68 ถั่วฝักยาว 0.37 
69 ถั่วพลู 0.37 
70 ต้นหอม 0.33 
71 ข้าวเหนียว 0.05 
72 มันแกว 0.02 

*,**: เปรยีบเทียบระหวา่งไม่ต้ม (*) กบัต้ม (**) 

 
ผลการสังเคราะห์ oxalate binding ligands 

งานวิจัยส่วนนี้เกี่ยวข้องโดยตรงกับการสังเคราะห์สารเคมีขึ้นมาใหม่จากสารเคมีขนาดเล็ก ให้ได้เป็น 
oxalate binding ligand (Cu2L) ตามท่ีรายงานโดย Hu and Feng ในปี 2012 [46] รายละเอียดปฏิกิริยา
เคมีของการสังเคราะห์แสดงในรูปที่ 25 ปัจจุบันมีผลเบื้องต้นที่ยืนยันว่า สามารถสังเคราะห์ oxalate binding 
ligand (Cu2L) ได้แล้ว  

ขั้นตอนต่อไปคือ ลองน าไปท าปฏิกิริยากับ fluorescent dye (indicator) ซึ่งตัวที่จะใช้คือ Eosin Y 
ซ่ึง Eosin Y indicator นี้จะเข้าไปจับกับ oxalate binding ligand (Cu2L) แล้วไม่เรืองแสง (fluorescence 
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off) เมื่อเติมสารตัวอย่างที่มีสารออกซาเลต (oxalate) ลงไป ออกซาเลตจะไปจับกับ oxalate binding 
ligand (Cu2L) แทนที่ Eosin Y indicator ท าให้ Eosin Y indicator หลุดออกมา และสามารถเรืองแสงสี
เขียวได้เมื่อถูกกระตุ้น (fluorescence on, green) ปริมาณแสงที่เรืองจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณออก
ซาเลตที่มีในสารตัวอย่าง (รูปที่ 26)  

หลังจากตรวจสอบว่าสามารถตรวจวัดออกซาเลตได้แล้ว จะน า oxalate binding ligand (Cu2L) ที่
ได้นี้ไปเชื่อมต่อกับ QD nanoparticles ส าหรับพัฒนากรรมวิธี QD-based oxalate determination ตามท่ี
วางแผนไว้ต่อไป 

 
รูปที่ 25 ปฏิกิริยาเคมีส าหรับสังเคราะห์ oxalate binding ligand (Cu2L) [46] 
 
 

 
รูปที่ 26 หลักการการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตด้วย oxalate binding ligand (Cu2L) [46] 
 
ผลการสังเคราะห์ recombinant OxOx ส าหรับการท า POCT for dual detection of oxalate and 
glucose 

เนื่องจาก commercial recombinant OxOx มีราคาแพงมาก การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะ
ผลิต recombinant OxOx เอง เพื่อประโยชน์ในการประยุกต์ใช้ในเชิงพานิชย์ต่อไป และจากผลการทดลอง
พบว่าสามารถ express โปรตีน OxOx ในเซลล์ยีสต์ได้แล้ว (รูปที่ 27) และขั้นตอนต่อไปคือ upscale ให้ได้
ปริมาณมากข้ึน แล้ว purify เพ่ือน าไปใช้ส าหรับสร้าง (fabricate) protein nanoparticles เพ่ือท า POCT 
ต่อไป  
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รูปที่ 27 ตัวอย่าง SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน OxOx พบว่า band ที่ประมาณ 30 
kDa เป็น OxOx และจากผลวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วย mass spectrometry พบวา่ band ดังกล่าวเป็น
โปรตีน OxOx จริง 
 

เนื่องจากยังไม่ได้เอนไซม์ OxOx ส าหรับพัฒนา POCT คณะผู้วิจัยจึงใช้เอนไซม์ glucose oxidase 
(GOx) ซึ่งถูกกว่ามาเริ่มท าการทดลองก่อน เพ่ือเป็น model ส าหรับพัฒนา POCT ของ oxalate ต่อไป ผล
การทดลองเบื้องต้นพัฒนา POCT ส าหรับตรวจวัด glucose พบว่า เอนไซม์ GOx สามารถน าไปสร้างเป็น 
protein nanoparticles ได้ และใน protein particles นี้ มีเอนไซม์ HRP ด้วย จากนั้นน า GOx/HRP-
containing protein particles มา blot ลงบน nitrocellulose membrane เพ่ือท าเป็น detection strip 
ในขั้นตอนการตรวจวัดกลูโคส ใช้ strips ที่เตรียมได้ จุ่มลงในสารละลายกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ กัน จากนั้น
น าไปจุ่มใน substrate solution หากสารตัวอย่างมีกลูโคสอยู่ protein particles ก็จะเปลี่ยนสี่ไปตามสีของ 
chromogenic substrates ดังแสดงในรูปที่ 28 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า POCT ของการตรวจวัดกลูโคส
สามารถพัฒนาขึ้นส าเร็จได้ และน่าจะใช้เป็นต้นแบบส าหรับท า POCT ของการตรวจวัดออกซาเลตได้ต่อไปม่
ยาก 
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รูปที่ 28 ตัวอย่างการท า POCT ส าหรับตรวจวัดกลูโคส เปรียบเทียบระหว่าง chromogenic substrate DAB 
และ TMB ในภาวะที่มีกรดและไม่มีกรด  
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อภิปราย สรุปผล และข้อเสนอแนะ  
เนื่องจากโรคนิ่วในปัสสาวะเป็นปัญหาสาธรณสุขที่ส าคัญของไทยมายาวนาน และเป็นหนึ่งในปัจจัย

สาเหตุของการเกิดโรคไตวายเรื้อรัง [8] ชนิดของนิ่วที่พบมากท่ีสุดคือนิ่ว CaOx ซึ่งปัจจุบันยังไม่มีวิธีตรวจ
ปัสสาวะที่ง่ายและสามารถประเมินความเสี่ยงการเกิดนิ่วในปัสสาวะได้ดี ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องมีการพัฒนาวิธี
ใหม่ข้ึนมาส าหรับประเมินความเสี่ยงการเกิดโรคนิ่วดังกล่าวในปัสสาวะ การศึกษาก่อนหน้านี้ของคณะผู้วิจัยได้
รายงานการพัฒนาวิธีการตรวจปัสสาวะใหม่ ชื่อ โคซี่ (urinary COCI test) ส าหรับบ่งชี้และวินิจฉัยการเป็นนิ่ว
ในปัสสาวะ [18] แต่ยังมีข้อเสีย คือ วิธีโคซี่ท่ีพัฒนาขึ้นตอนแรกนั้นยังไม่จ าเพาะกับผลึก CaOx อย่างเดียว และ
ยังใช้เวลาการตรวจวัดนานอยู่พอสมควร การศึกษานี้จึงปรับปรุงเพิ่มเติมให้มีความจ าเพาะกับผลึก CaOx มาก
ขึ้น และใช้เวลาในการตกผลึกโคซี่ลดลง เป็น 10 นาที จาก 60 นาที จากนั้นทดสอบความแม่นย าของวิธีโคซีท่ี่
พัฒนาขึ้นนี้ (index test) เปรียบเทียบกับวิธีวินิจฉัยนิ่วมาตรฐาน CT scan (reference test) โดยตรวจวัดใน
สารตัวอย่างปัสสาวะจริง (pre-diagnostic urine samples) ผลการทดสอบพบว่าค่าความแม่นย าของโคซี่ใน
การวินิจฉัยโรคนิ่วปัสสาวะอยู่ในระดับปานกลาง (AUC อยู่ระหว่าง 0.7-0.9) และจะมีความแม่นย าสูงขึ้นใน
การวินิจฉัยเฉพาะนิ่วแคลเซี่ยม มีค่า AUC ของ ROC curve เท่ากับ 0.7651 (95% CI: 0.7124 – 0.8178) 
ส าหรับการวินิจฉัยนิ่วทุกชนิด และเท่ากับ 0.8839 (95% CI: 0.8115 – 0.9564) ส าหรับการวินิจฉัยเฉพาะนิ่ว
แคลเซี่ยม เมื่อก าหนดค่า cutoff ที่ 460 COM eqv. mg/day วิธี urinary COCI นี้ จะให้ค่า diagnostic 
values ได้แก่ sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value และ 
accuracy เป็น 84%, 81%, 61%, 94% และ 82% ตามล าดับ ซึ่งถือว่าสูงพอที่จะใช้จริงในโรงพยาบาลได้ 
นอกจากนี้ยังพบว่า ระดับค่าโคซี่ท่ีสูงขึ้นสัมพันธ์กับค่าโปรตีนในปัสสาวะที่สูงขึ้นด้วย แสดงว่าค่าโคซี่น่าจะบ่งชี้ 
renal tubular injury ได้ด้วย และท่ีส าคัญอีประการ คือ พบความสัมพันธ์ระหว่างค่าโคซี่ที่สูงขึ้นกับภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่นที่สูงขึ้นด้วย 

ผลการทดลองของ iCOCI test ให้ผลไม่ดีตามที่คาดหวัง และค่า AUC ของ ROC curve ต่ ากว่า 0.7 
แสดงว่ามีความแม่นย าต่ าในการวินิจฉัยโรคนิ่วปัสสาวะ เช่นเดียวกัน ผลการทดสอบ mCOCI ก็ให้ผลไม่เป็นไป
ตามท่ีคาดหวังไว้ จึงหยุดการพัฒนาต่อ ส่วนวิธี cCOCI ให้ผลดีสอดคล้องกับผลของ COCI แต่มีข้อดีกว่ามาก 
คือ กว่า คือ ได้ผลึกโคซี่ที่มีสี ขนาดใหญ่ ปั่นตกตะกอนได้ดี ตะกอนไม่ฟุ้งกระจายเวลาดูด supernatant ออก 
และท่ีส าคัญวัดการดูดกลืนแสงได้ในช่วงคลื่น visible wavelength 470 nm ซึ่งวิธี cCOCI จะท าเปรียบเทียบ
ในตัวอย่าปัสสาวะจริงต่อไป 

การยืนยันผลเกี่ยวกับประสิทธิภาพของวิธีโคซี่ในการประเมินความเสี่ยงการเกิดนิ่ว CaOx ในหนู
ทดลองที่ท าให้เกิดนิ่ว ผลการทดลองพบว่าในหนูที่ท าไห้เกิดนิ่ว CaOx ในไต (nephrolithic Wistar rats) มีค่า
โคซี่ในปัสสาวะสูง และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลังเป็นนิ่ว พบว่า ค่าโคซี่ในปัสสาวะของหนูก่อนเป็น
นิ่วสูงกว่าหลังเป็นนิ่วอย่างมีนัยส าคัญ และท่ีส าคัญพบความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่างค่าโคซี่ในปัสสาวะและ
ปริมาณ CaOx crystal deposits ในไตของหนูทดลอง นั่นคือ ค่าโคซี่ในปัสสาวะที่สูงขึ้นสัมพันธ์กับปริมาณ 
CaOx crystal deposits ในไตที่เพ่ิมขึ้น ผลการทดลองเป็นการยืนยันว่า ค่า urinary COCI สามารถบ่งชี้หรือ
ท านายการมีนิ่ว CaOx ในไตได้ 
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การศึกษานี่ยังท าการวัดค่าโคซี่ในตัวอย่างอาหารผักและเครื่องดื่ม เพ่ือจัดกลุ่มอาหารที่เพ่ิมความเสี่ยง
ต่อการเกิดนิ่วไต  ผลการวัดค่าโคซี่ในเครื่องดื่มและผักต่าง ๆ พบว่า กลุ่มท่ีมีค่าโคซี่สูงและน่าจะเพ่ิมความเสี่ยง
ต่อการเกิดนิ่วปัสสาวะ ได้แก่ เครื่องดื่มประเภทโคลา กาแฟ น้ าใบบัวบกคั้นสด มะเขือพวง ใบย่านาง ผักชี 
และผักโขม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาอ่ืนที่รายงานว่าอาหารกลุ่มนี้มีปริมาณออกซาเลตสูง และเพ่ิมความเสี่ยง
ต่อการเกิดนิ่วในปัสสาวะ [47, 48] ผลการศึกษายังพบว่า การต้มผักท าให้มีค่าโคซี่ลดลง จึงน่าจะเป็นทางเลือก
หนึ่งในการรับประทานอาหารที่มีค่าโคซี่สูง ให้มีโอกาสการที่จะส่งเสริมให้เกิดนิ่วน้อยลง อย่างผลการทดลอง
เหล่านี้ยังต้องท าเพ่ิมเติมในกลุ่มตัวอย่างอาหารที่ใหญ่ขึ้น เพ่ือยืนยันผลการศึกษาที่ได้ และน่าสนใจที่จะศึกษา
เพ่ือยืนยันผลของการกินผักที่มีค่าโคซี่ต่อการเกิดนิ่วปัสสาวะในสัตว์ทดลองต่อไป 

อีกส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ คือ พัฒนาวิธีการใหม่ส าหรับตรวจวัดปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะ ทั้งบบ
ทีอ่าศัย QD nanoparticles เรียกชื่อว่า QD-based oxalate test และแบบที่อาศัยเอนไซม์ OxOx เพ่ือท า
เป็น POCT ผลการศึกษา ณ ปัจจุบัน คือ สามารถสังเคราะห์ oxalate-binding ligands ได้แล้ว และในส่วน
ของ recombinant OxOx ก็สามารถโคลนและกระตุ้นให้แสดงออกได้ในยีสต์แล้ว ขั้นตอนต่อไป คือพัฒนาให้
เป็นชุดทดสอบท่ีสมบูรณ์ ทั้ง QD-based oxalate test และ POCT for dual detection of oxalate and 
glucose in food and clinical specimens 

 
 
 
 
      (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชาญชัย  บุญหล้า) 
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patients with bile duct cancer. J Gastroen Hepatol. 2006 Mar: 21:A189-A 

36 Boonla C, Sripa B, Thuwajit P, Cha-On U, Puapairoj A, Miwa M, Wongkham S. MUC1 and MUC5AC 
mucin expression in liver fluke-associated intrahepatic cholangiocarcinoma. World J 
Gastroenterol. 2005 Aug 28: 11:4939-46 

37 Wongkham S, Sheehan JK, Boonla C, Patrakitkomjorn S, Howard M, Kirkham S, Sripa B, Wongkham 
C, Bhudhisawasdi V. Serum MUC5AC mucin as a potential marker for cholangiocarcinoma. Cancer 
Lett. 2003 May 30: 195:93-9 

38 Wongkham S, Bhudhisawasdi V, Chau-in S, Boonla C, Muisuk K, Kongkham S, Wongkham C, 
Boonsiri P, Thuwajit P. Clinical significance of serum total sialic acid in cholangiocarcinoma. Clin 
Chim Acta. 2003 Jan: 327:139-47 

39 Boonla C, Wongkham S, Sheehan JK, Wongkham C, Bhudhisawasdi V, Tepsiri N, Pairojkul C. 
Prognostic value of serum MUC5AC mucin in patients with cholangiocarcinoma. Cancer. 2003 Oct 
1: 98:1438-43 

40 Wongkham S, Boonla C, Kongkham S, Wongkham C, Bhudhisawasdi V, Sripa B. Serum total sialic 
acid in cholangiocarcinoma patients: an ROC curve analysis. Clin Biochem. 2001 Oct: 34:537-41 
 

National publications 
1 Tosukhowong P, Boonla C, Tungsanga K. Hypocitraturia: Mechanism and Therapeutic and 

Strategies. Thai J Urol 2012; 33: 98-105 
2 Waiwijit U, Boonla C, Kittikowit W, Ratchanon S, Bovornpadungkitti S, Tosukhowong P. Expression 

of 8-hydroxydeoxyguanosine in nephrolithiatic renal tissues and toxicity of calcium oxalate 
monohydrate to human kidney cell line. Thai J Urol. 2010: 31:137-46. 
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3 Muensri S, Tosukhowong P, Chanakul A, Ungjaroenwathana W, Shotelersuk V, Boonla C. 
Hypocitrauria as a major metabolic abnormality in pediatric urolithiasis and nephrocalcinosis. Thai 
J Urol. 2010: 31:147-55. 

4 Saelim C, Opanuraks J, Boonla C, Patchsung M, Tosukhowong P. Elevated Urinary Iron, Zinc and 
Nickel Associate with Increased Oxidative Stress in Bladder Cancer Patients. Thai J Urol. 2010: 52-
62. 

5 Saepoo S, Adstamongkonkul D, Tosukhowong P, Predanon C, Shotelersuk V, Boonla C. 
Comparison of urinary citrate between patientswith nephrolithiasis and healthy controls. Chula 
Med J. 2009 Jan - Feb: 53:51 – 65. 

6 Wayakkanont A, Opanuraks J, Kittikowit W, Pitiporn S, Chaisawadi S, Boonla C, Tosukhowong P. 
Efficacy of combined treatment between lime powder and curcumin supplementation on 
reduction of superficial bladder cancer recurrence : A preliminary randomized controlled trial. 
Chula Med J. 2009: 53:199-214. 

7 Youngjermchan P, Pumpaisanchai S, Ratchanon S, Pansin P, Tosukhowong P, Tungsanga K, Boonla 
C. Hypocitraturia and hypokaliuria: major metabolic risk factors for kidney stone disease. Chula 
Med J. 2006 September: 50:605-21. 

8 Tosukhowong P, Yachantha C, Sasivongsbhakdi T, Boonla C, Tungsanga K. Nephrolithiasis: 
Pathophysiology, therapeutic approach and health promotion. Chula Med J. 2006: 50:104-23. 

9 Boonla C, Thummaborworn T, Tosukhowong P. Urolithiasis in Udon Thani Hospital:  A rising 
prevalence of uric acid stone. Chula Med J. 2006: 50:77-90. 

 
Presentations in international conferences/meetings 
Oral presentation 

1. Chanchai Boonla, Chaowat Pimratana, Udomsak Wijitsettakul, Pongsak Suttinon, Pimkanya 
Morekrong. Climate change and urolithiasis onset: a preliminary hospital-based study in Thailand. 
The 4th “Golden Bridge” International Urology Conference. 13th-15th Oct., 2017. Kunming, Yunnan, 
China (Invited speaker) 

2. Patcharawalai Whongsiri, Chiraphat Kloyphan, Wikrom Wongpaiboonwattana, Maturada Patchsung, 
Monpichar Srisa-Art, Thasinas Dissayabutra, Julin Opanuraks, Chaowat Pimratana, Udomsak 
Wijitsettakul, Depicha Jindatip, Piyaratana Tosukhowong, Apiwat Mutirangura, Chanchai Boonla. 
Oxidative stress epigenetically upregulates LINE-1 retrotransposon elements and induces tumor 
progression in bladder cancer. The 3rd CU-NIPS Symposium “Neuroscience meets cancer biology 
for a better life” January 6-7, 2017. Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, 
Bangkok, Thailand. (Invited speaker) 

3. Chairman in the oral presentation session. The 3rd Golden Bridge International Urology 
Conference. 28 Oct. – 31 Oct. 2016. Kunming, China. (Invited chairperson) 

4. Chanchai Boonla, Maturada Patchsung, Wikrom Wongpaiboonwattana, Chiraphat Kloyphan, 
Patcharawalai Whongsiri, Monpichar Srisa-Art, Thasinas Dissayabutra, Julin Opanuraks, Chaowat 
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Pimratana, Udomsak Wijitsettakul, Depicha Jindatip, Piyaratana Tosukhowong, Apiwat Mutirangura. 
Oxidative stress induces hypomethylation of LINE-1 elements and promotes tumor progression in 
bladder cancer cells. The Research Group Meeting on Contamination with antibiotics and 
antibiotic resistant bacteria in Thai aquatic systems. Ehime University Joint Usage/Research Center 
LaMer, CMES. 25 – 28 Sep., 2016. Matsuyama, Japan (Invited speaker) 

5. Chanchai Boonla, Sombat Bovornpadungkitti, Kriang Tungsanga, Piyaratana Tosukhowong. 
Intrarenal inflammation and presence of inflammatory proteins in urine and stone matrix of 
urolithiasis patients: Do these evidences give us a clue of how inflammation mediates the 
formation of urinary stones? The 13th International Symposium on Urolithiasis (ISU 2016) 19-22 
Jul. 2016, Chiba, Japan (Invited speaker) 

6. Chanchai Boonla, Chiraphat Kloypan, Monpicha Srisa-art, Apiwat Mutirangura. Oxidative stress 
induces global DNA hypomethylation in bladder cancer. The 2nd Golden Bridge International 
Urology Conference. 30 Oct. – 1 Nov. 2015. Kunming, China. (Invited speaker) 

7. Chanchai Boonla, Chiraphat Kloypan, Monpicha Srisa-art, Apiwat Mutirangura. Hypomethylation 
of LINE-1 induced by reactive oxygen species is mediated via depletion of S-adenosylmethionine. 
Frontier in Cancer Research I: Systems Biology for Cancer Research 7-8 May, 2015. Faculty of 
Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen, Thailand. (Invited speaker) 

8. Chanchai Boonla et al. Urolithiasis in Thailand: what we know about mechanism of stone 
formation and intrarenal pathological change. The 1st “Golden Bridge” International Urology 
Conference, Kunming, Yunnan, China, 4-6 Jul., 2014 (Invited speaker) 

9. Wikrom Wongpaiboonwattana, Piyaratana Tosukhowong, Thasinas Dissayabutra, Apiwat 
Mutirangura, Chanchai Boonla. Oxidative Stress Induces Hypomethylation of LINE-1 and 
Hypermethylation of the RUNX3 Promoter in Bladder Cancer Cell Line. International Humboldt 
Kolleg on Bench to Bedside Translational Research: Potential Benefits of Interdisciplinary 
collaboration. 15 – 17 Nov. 2013, Manipal, India. (Invited speaker) 

10. Kiattisak Vanijajiva, Piyaratana Tosukhowong, Thasinas Dissayabutra, Wattanachai 
Ungjaroenwathana, Thavorn Supaprom, Kaew Udomsirichakorn, Chanchai Boonla. Oxidative 
stress, inflammation and sialic acid content in renal tubular cells exposed to urine from 
nephrolithiasis patients before and after 6-months treatment with lime powder regimen.  
Proceedings of the 5th International Conference of Asian Communications of Glycobiology and 
Glycotechnology. 16-18 Oct. 2013, Khon Kaen, Thailand. (presented by K.V.) 

11. Chanchai Boonla, Piyaratana Tosukhowong, Chanutra Hunapathed, Chagkrapan Predanon, Kriang 
Tungsanga. Intrarenal gene expression of monocyte chemoattractant protein-1, interleukin-6 and 
transforming growth factor-beta1 in kidney stone patients. The 11th International Symposium on 
Urolithiasis. 2-5 September 2008. Nice, France. 

12. Chanchai Boonla, Phantip Youngjermchan, Somkiat Pumpaisanchai, and Piyaratana 
Tosukhowong. Lithogenic Role of Lipids Isolated from Urine and Kidney Stone Matrix. The 16th 
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Annual Meeting of The Japanese Society on Urolithiasis Research “Calcium oxalate bridge 
extending to the world”. July 6-8, 2006, Okinawa, Japan. page 40. 
 

 Poster presentations 
1. Patcharawalai Whongsiri, Chaowat Pimratana, Udomsak Wijitsettakul, Depicha Jindatip, Anapat 

Sanpavat, Wolfgang A. Schulz, Michèle J. Hoffmann, Wolfgang Goering, Chanchai Boonla. LINE-1 
ORF1 protein is upregulated by reactive oxygen species and associated with bladder urothelial 
carcinoma progression. The 2nd EACR Conference Protecting the Code: Epigenetic Impact on 
Genome Stability. 27 Oct. – 3 Nov., 2017. Berlin, Germany 

2. Chanchai Boonla, Kiattisak Vanijajiva, Piyaratana Tosukhowong, Thasinas Dissayabutra, 
Wattanachai Ungjaroenwathana, Thavorn Supaprom, Kaew Udomsirichakorn. Oxidative stress, 
inflammation and sialic acid content in renal tubular cells exposed to urine from nephrolithiasis 
patients and healthy individuals. The 13th International Symposium on Urolithiasis (ISU 2016) 19-
22 Jul. 2016, Chiba, Japan 

3. Chanchai Boonla, Chiraphat Kloypan, Monpicha Srisa-art, Apiwat Mutirangura. Oxidative stress 
induces LINE-1 hypomethylation through depletion of S-adenosylmethionine. The 40th Congress 
of The Federation of European Biochemical Societies (FEBS) congress. 4 – 9 Jul., 2015, Berlin, 
Germany. 

4. Kiattisak Vanijajiva, Piyaratana Tosukhowong, Thasinas Dissayabutra, Wattanachai 
Ungjaroenwathana, Thavorn Supaprom, Kaew Udomsirichakorn, Chanchai Boonla.  Oxidative 
stress and inflammatory activation in renal tubular cells exposed to urine from nephrolithiasis 
patients.  The 4th International Biochemistry and Molecular Biology Conference. April 2-3, 2014, 
Bangkok, Thailand.  

5. Kiattisak Vanijajiva, Piyaratana Tosukhowong, Thasinas Dissayabutra, Wattanachai 
Ungjaroenwathana, Thavorn Supaprom, Kaew Udomsirichakorn, Chanchai Boonla. Oxidative 
stress, inflammation and sialic acid content in renal tubular cells exposed to urine from 
nephrolithiasis patients and healthy individuals.  The 5th International Conference of Asian 
Communications of Glycobiology and Glycotechnology. 16-18 Oct. 2013, Khon Kaen, Thailand. 

6. Vanijajiva K, Tosukhowong P, Dissayabutra T, Ungjaroenwathana W, Supaprom T, Udomsirichakorn 
K, Boonla C. Oxidative protein damage and NF-kappa B activation in renal proximal tubular cells 
exposed to urine from nephrolithiasis patients and healthy individuals. The 52th Annual Scientific 
Meeting 2013, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, 18-21 Jun 2013. 

7. Chanchai Boonla, Uraiwan Waiwijit, Wipawee Kittikowit, Chaowat Pimratana, Preecha 
Ruangvejvorachai, Piyaratana Tosukhowong Increased oxidative DNA damage in stone-adjacent 
renal tissues of nephrolithiasis patients ในการประชุม 13th FAOBMB International Congress of 
Biochemistry and Molecular Biology ณ BITEC บางนา กรุงเทพฯ ระหว่างวันท่ี 25 - 29 พฤศจิกายน 2555. 

8. Chanchai Boonla, Piyaratana Tosukhowong, Chagkrapan Predanon, Andreas Schlosser, Björn 
Spittau, Kerstin Krieglstein. Inflammatory proteins constitute organic matrix of kidney stones and 
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nephrolithiatic urines. Creativity and Innovation in Life Science Research, Enterprise and 
Education. 2011 Federation of Asian and Oceanian Biochemists and Molecular Biologists 
(FAOBMB) Conference. 5-7 October 2011, Biopolis, Singapore. 

9. Chanchai Boonla, Kerstin Krieglstein, Sombat Bovornpadungkitti, Frank Strutz, Chagkrapan 
Predanon, Piyaratana Tosukhowong. Renal fibrosis and evidence for epithelial-mesenchymal 
transition in patients with nephrolithiasis. The 35th FEBS Congress : Molecules of Life. 26 Jun - 1 
Jul, 2010, Göteborg (Gothenburg), Sweden. 

10. Chanchai Boonla, Kanitta Poonpirome, Chanutra Hunapathed, Sombat  Bovornpadungkitti, 
Chagkrapan Predanon, Supoj Ratchanon, Kriang Tungsanga, Piyaratana Tosukhowong. Urinary 
mucins isolated from nephrolithiasis patients promote the aggregation of calcium oxalate crystals. 
the 5th eULIS Symposium (12th European Symposium on Urolithiasis). 4-7 July, 2007. 
Lisbon/Cascais, Portugal. page 34. 

11. Chanchai Boonla, Piyaratana Tosukhowong, Pisit Prapunwattana, Soontorn Supapong, Kriang 
Tungsanga, Pranee Mahasakpun. Dietary cadmium exposure and nephrotoxic effects in residents 
of cadmium-contaminated areas in Mae Sot District, Tak Province, Thailand. The Sixth Princess 
Chulabhorn International Science Congress “The Interface of Chemistry and Biology in the Omic 
Era: Environment & Health and Drug Discovery” 25-29 November, 2007. Bangkok, Thailand. 

12. Chanchai Boonla, Phantip Youngjermchan, Somkiat Pumpaisanchai, and Piyaratana 
Tosukhowong. Glycolipids and Phospholipids as Major Lipid Constituent in Kidney Stone Matrix 
Possess Promoting Activity in Lithogenic Process. The 20th IUBMB International Congress of 
Biochemistry and Molecular Biology and 11th FAOBMB Congress “Life: Molecular Integration and 
Biological Diversity”, June 18-23, 2006, Kyoto, Japan. page 93. 

 
Presentations in national conferences/meetings 

1. Chanchai Boonla. Hypomethylation of LINE-1 induced by reactive oxygen species is mediated via 
depletion of S-adenosylmethionine. Joint Conference in Medical Sciences 2015. JCMS2015: Health 
Equity through Innovation and Collaboration. 4-6 June, 2015. Centara Grand and Bangkok 
Convention Center, Bangkok Thailand. (Oral presentation in research symposium) 

 
Book Chapters 

1. Chanchai Boonla (May 23rd 2018). Oxidative Stress in Urolithiasis, Reactive Oxygen Species (ROS) 
in Living Cells Filip Cristiana, IntechOpen, DOI: 10.5772/intechopen.75366. Available from: 
https://www.intechopen.com/books/reactive-oxygen-species-ros-in-living-cells/oxidative-stress-in-
urolithiasis 

2. ปิยะรัตน์ โตสุโขวงศ์, พิสิฏฐ์ ประพันธ์วัฒนะ, สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก, ธนัญญา ทองตัน, ชาญชัย บุญหล้า, ฐสิณสั 
ดิษยบุตร บรรณาธิการ Medical Biochemistry: Review for Basic Medical Science จ านวน 363 หน้า โรง
พิมพ์แห่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั, กรุงเทพมหานคร 2549 (1st Edition), 2552 (2nd Edition) 
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3. ชาญชัย บุญหล้า, ปิยะรัตน์ โตสโุขวงศ์, เกรียง ตั้งสง่า. “โรคนิ่วไต: จากกลไกการเกิดนิ่วระดับโมเลกลุสู่การ
ป้องกัน” ใน สมชาย เอี่ยมอ่อง บรรณาธิการ Nephrology, 2550. 

4. ก้าวทันชีวเคมีทางการแพทย์: สูงวัยห่างไกลโรค ใน ปิยะรัตน์ โตสุโขวงศ์ และ ชาญชัย บุญหล้า บรรณาธิการ 
จ านวน 247 หน้า ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร, 2549. 

5. ปิยะรัตน์ โตสุโขวงศ์, ฉัตรชัย ยาจนัทร์ทา, ชาญชัย บุญหล้า, เกรียง ตั้งสง่า “ผลกระทบของสารอาหารต่อเมแทบอ
ลิซึมในผู้ป่วยโรคนิ่วไต” ใน สมชาย เอี่ยมอ่อง บรรณาธิการ Nephrology จ านวน 1564 หน้า บริษัทเท็กซ์แอนเจอร์
นัล พับลิเคชัน จ ากัด: กรุงเทพมหานคร, 2547, หน้า 824-843.  
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