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Objective: Peritoneal injury and neovascularization were results from 

continuous exposure of peritoneum to peritoneal dialysis fluid (PDF) . We aimed to 

investigate the correlation of hypoxia and PDF on peritoneal injury and angiogenesis 

in vitro and in vivo. 

Methods: Sprague-Dawley rats were subjected to twice-daily injections with 

normal saline (NS)., 4.25 % dextrose PDF and hypoxia mimic. After 12-wk injection, 

morphologies of peritoneum, vascular number and hypoxia (HIF-1 a and 

hypoxyprobe) were determined. In cell culture, the mesothelial cells were incubated 

with PDF and PDF components. Hypoxic mesothelial cells were assessed by the HIF-

1 (l and positive hypoxyprobe staining consequently. 

Results: Vascular number and submesothelial thickness increased 

significantly while mesothelial cells disappeared in rats exposed to PDF that related 

to hypoxia. HPMCs cultured with PDF showed the positive results to HIF-1a and 

hypoxyprobe immunostaining. All the above abnormalities were results from additive 

effects of PDF component especially high glucose concentration and present of 

GDPs in the solution 

Conclusion : PDF-induced peritoneal morphological changes by the additive 

effects of PDF component via hypoxia pathway. 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

1.1 ความสาํคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย (Background and Rationale) 

ภาวะไตวายเรือ้รังระยะสดุท้ายเป็นภาวะท่ีไตเส่ือมหน้าท่ีอยา่งถาวรไมส่ามารถรักษาหรือ

แก้ไขให้ไตกลบัคนืมาทําหน้าท่ีได้ดงัเดมิ ก่อให้เกิดการคัง่ของนํา้ เกลือแร่ และของเสียภายใน

ร่างกายของผู้ ป่วย สง่ผลกระทบตอ่การทํางานของอวยัวะตา่ง ๆ ทัว่ร่างกาย ผู้ ป่วยเหลา่นีจํ้าเป็น

จะต้องได้รับการรักษาทดแทนไตเพ่ือระงบัอาการและพยงุชีวิตตนเองไว้ ในการรักษาทดแทนไตท่ี

ใช้แพร่หลายในปัจจบุนั คือ การรักษาทดแทนไตทางชอ่งท้องอยา่งถาวร (continuous ambulatory 

peritoneal dialysis: CAPD) การรักษาทดแทนไตรูปแบบนีอ้าศยัหลกัการซมึผา่น (diffusion) ใน

การขจดัเกลือแร่สว่นเกิน และของเสียต่าง ๆ ออกจากร่างกายผ่านทางเย่ือบผุนงัช่องท้อง  

(peritoneal membrane) โดยของเสียที่มีความเข้มข้นสงูภายในเลือดของผู้ ป่วยจะแพร่ผ่าน  

peritoneal membrane ออกมายงันํา้ยาฟอกไตท่ีบริสทุธ์ิ (dialysis solution) ปราศจากของเสีย 

และอาศยัแรงดงึนํา้ท่ีเกิดจากนํา้ตาลกลโูคส ช่วยกําจดันํา้สว่นเกินออกจากร่างกายของผู้ ป่วย 

(ultrafiltration: UF) อยา่งไรก็ตามพบวา่เย่ือบผุนงัชอ่งท้องของผู้ ป่วยสว่นใหญ่เม่ือทําการล้างไต

ทางชอ่งท้องอย่ างตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลานานนัน้เส่ือมสมรรถภาพในการขบันํา้ลง (UF failure) 

และเม่ือทําการวิเคราะห์ลกัษณะทางพยาธิวิทยาเย่ือบผุนงัชอ่งท้องของผู้ ป่วย CAPD จะพบการ

เปล่ียนแปลง  [1-7] ดงันีค้ือ  มีการหลดุลอกของเซลล์เย่ือบผุนงัช่องท้องเป็นบริเวณกว้างขวาง  

(extensive mesothelial denudation) มีการหนาตวัขึน้ของชัน้ submesothelial compact 

collagenous zone (submesothelial thickening) และผนงัของหลอดเลือดแดงและหลอดเลือด

ดําในชัน้ loose connective tissue พบการเพิ่มจํานวนชัน้ของ vascular basement membrane 

(reduplication of capillary และ arteriolar basement membrane) ก่อให้เกิดการอดุตนัการ

ไหลเวียนของเลือดภายในหลอดเลือด (luminal narrowing and obliteration) นํามาซึง่การสร้าง

หลอดเลือดฝอยใหม ่ (neoangiogenesis) จํานวนมากท่ีมีผนงัไมแ่ข็งแรงงา่ยตอ่การร่ัวซมึของ

พลาสมา   

ลกัษณะพยาธิสภาพของช่องท้ องในผู้ ป่วย  CAPD ท่ีกลา่วมาข้างต้นนัน้มีลกัษณะท่ี

คล้ายคลงึกบัพยาธิสภาพท่ีพบในผู้ ป่วยโรคไตจากเบาหวาน กลา่วคือในไตของผู้ ป่วยโรคไตจาก

เบาหวานนัน้พบการสะสมของ extracellular matrix (ECM) ในบริเวณ glomerular basement 

membrane (GBM) บริเวณ mesangium และบริเวณ tubular basement membrane (TBM) 

สง่ผลให้ในบริเวณท่ีกลา่วมานัน้มีความหนาเพิ่มมากขึน้ และในระยะท้ายจะพบ 
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glomerulosclerosis และ interstitial fibrosis ตามลําดบั [8-10] ร่วมกบัพบการหนาตวัของผนงั

หลอดเลือด arteriole ในลกัษณะของ hyaline arteriolosclerosis ภายในไตอีกด้วย  

แม้นํา้ยา dialysis นัน้ถกูออกแบบมา เพ่ือใช้สําหรับการล้างไต ทางชอ่งท้อง อยา่งไรก็ตาม

พบวา่นํา้ยานีมี้คณุสมบตัหิลายประการท่ีไมป่ลอดภยัตอ่เย่ือบผุนงัชอ่งท้องได้แก่ 1) มี osmolarity 

(358-510 mOsm/kg)  2) มีนํา้ตาลกลโูคสเฉล่ีย 10-40 เทา่ เม่ือเทียบกบัความเข้มข้นของกลโูคส

ในพลาสมา  3) มีความเป็นกรด (pH~ 5.2-5.4)  4) มีอนพุนัธ์ท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายของนํา้ตาล

กลโูคสสงู (reactive dicarbonyl compound : RCO) เช่ือวา่อนพุนัธ์เหลา่นีเ้ป็นพิษตอ่เซลล์

เน่ืองจากสามารถจบักบักรดอะมิโนอิสระโดยไมใ่ช้เอนไ ซม์ (non-enzymatic bonding) เกิดเป็น 

AGE (advance glycation end products) ท่ีทนตอ่การเมตาบอลซิมึของร่างกาย นํามาซึง่การ

บาดเจ็บตอ่เซลล์เย่ือบผุนงัชอ่งท้องรวมทัง้ ก่อให้เกิดการหนาตวัขึน้ของชัน้ submesothelial 

compact collagenous zone (submesothelial thickening) และผนงัของหลอดเลือดในเย่ือบุ

ผนงัชอ่งท้องของผู้ ป่วย CAPD [12] ด้วยเหตท่ีุคณะผู้ วิจยัพบการแสดงออกของ HIF-1α ซึ่ งเป็น

โมเลกลุหลกัท่ีตอบสนองตอ่ภาวะ  

 

hypoxia บนเย่ือบผุนงัชอ่งท้องของสตัว์ทดลองท่ีมีการเส่ือม

สมรรถภาพจากการล้างไตทางชอ่งท้อง คณะผู้ วิจยัตัง้สมมตฐิานว่ า ภาวะ hypoxia  มี

ความสมัพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องจากการรักษาทดแทนไตทางชอ่งท้อง

อยา่งถาวร อีกทัง้ยงัเล็งเห็นวา่การวิจยันีจ้ะนําซึง่ประโยชน์ในการหาวิธีป้องกนัไมใ่ห้เย่ือบผุนงัชอ่ง

ท้องเส่ือมสมรรถภาพอนัจะเป็นประโยชน์อยา่งมากตอ่ผู้ ป่วยท่ีได้รั บการรักษาทดแทนไตทางชอ่ง

ท้องอยา่งถาวร 

1.2 สมมตฐิานของการวิจัย (Hypothesis) 

การเปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องจากการรักษาทดแทนไตทางชอ่งท้องอยา่งถาวร

นัน้เป็นผลเน่ืองมาจากนํา้ยาฟอกชอ่งท้องก่อให้เกิดภาวะ hypoxia 
 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวจัิย (Objectives) 

1.3.1 เพ่ือพิสจูน์วา่การเปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องจากการรักษาทดแทนไตทาง

ชอ่งท้องอยา่งถาวรนัน้เป็นผลเน่ืองมาจากนํา้ยาฟอกชอ่งท้องทําให้เกิดภาวะ hypoxia โดย

ทําการศกึษาในสตัว์ทดลอง 

 1.3.2 เพ่ือศกึษาวา่องค์ประกอบใดในนํา้ยาฟอกชอ่งท้องท่ีสง่ผลให้เกิดภาวะ hypoxia 

โดยทําการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้ง 
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1.4 คาํนิยามเชงิปฏบัิตท่ีิใช้ในการวจัิย (Operational Definitions) 

ภาวะไตวายเรือ้รังระยะสดุท้าย (end-stage renal disease, ESRD) หมายถึง ภาวะท่ีไต

สญูเสียการทํางานอยา่งถาวร จนผู้ ป่วยไมส่ามารถดํารงชีวิตอยูไ่ด้หากไมไ่ด้รับการรักษาโด ยการ

บําบดัทดแทนไต (renal replacement therapy, RRT)  

การล้างไตทางชอ่งท้องอยา่งตอ่เน่ืองด้วยตนเอง  (continuous ambulatory peritoneal 

dialysis, CAPD) หมายถึง การฟอกไตทางชอ่งท้องอยา่งตอ่เน่ืองโดยการเปล่ียนถ่ายนํา้ยาด้วยตวั

ผู้ ป่วยเอง 

เซลล์เย่ือบผุนงัชอ่งท้อง (mesothelial cells) หมายถึง เซลล์ epithelium ท่ีบเุย่ือบผุนงั

หน้าท้อง 

 ภาวะ hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณออกซเิจนต่ํากวา่ปกต ิ (ภาวะปกตคิา่ 

pO2

 

 ท่ีเซลล์โดยทัว่ไปได้รับเฉล่ียเทา่กบั 40 มิลลิเมตร ปรอท ) โดยให้ผลบวกตอ่การย้อมด้วย 

hypoxyprobe (pimonidazol) 

1.5 ผลหรือประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับการจากการวจัิย (Expected Benefit and Application) 

ทราบกลไกการเส่ือมของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องของผู้ ป่วย 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 Peritoneum anatomy 

การล้างไตทางชอ่งท้อง เป็นวิธีการหนึง่ในการรักษาภาวะไตวายเรือ้รังระยะสดุท้ายทําโดย

การใสนํ่า้ยาล้างไตไปในชอ่งท้อง เพ่ือฟอกเอาของเสียท่ีสะสมในร่างกาย และปรับสมดลุของนํา้

และเกลือแร่  

องค์ประกอบพืน้ฐานของชอ่งท้องท่ีสําคญัตอ่การล้างไตทางชอ่งท้องมี 3 ประการ คือ  

[13] โดยเร่ิมนํามาใช้ในการรักษาผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะสดุท้ายครัง้แรกเม่ือปี พ .ศ. 

2519 และได้มีการพฒันาอยา่งตอ่เน่ือง  

 1.  ระบบหลอดเลือด ท่ีหลอ่เลีย้งเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง  

 2.  เย่ือบผุนงัชอ่งท้องหรือ membrane ซึง่ทําหน้าท่ีเสมือนเย่ือเลือกผา่น 

 3.  ระบบทอ่นํา้เหลือง 

 ชอ่งท้องเป็นชอ่งวา่งท่ีมีอาณาบริเวณล้อมรอบด้วยเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง (peritoneum) และ

เป็นชอ่งวา่งท่ีอยูร่ะหวา่งอวยัวะภายในชอ่งท้อง โดยปกตจิะเป็นชอ่งแคบ ๆ บรรจขุองเหลวได้ 100-

200 มิลลิลิตรแตส่ามารถขยายตวับรรจขุองเหลวได้ 2-3 ลติร ซึง่คล้ายกบัคณุสมบตัขิองชอ่งปอดท่ี

เป็น potential space โดยทัว่ไปเย่ือบผุนงัชอ่งท้องจะมี  2 สว่นท่ีสําคญั  คือ visceral peritoneum 

ซึง่เป็นสว่นของ peritoneum ท่ีหุ้มสว่นของอวยัวะภายใน โดยคดิเป็นร้อยละ 90 ของเย่ือบชุอ่งท้อง

ทัง้หมด และ parietal peritoneum ซึง่เป็นสว่นของ peritoneum ท่ีบบุริเวณผนงัโดยรอบของชอ่ง

ท้อง โดยมีพืน้ท่ีประมาณร้อยละ 10 ของพืน้ท่ีทัง้หมดตามรูปท่ี 1 และ 2 [14] 
 

 
รูปท่ี 1: แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ 

posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum) 

(ด้านซ้ายมือ แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ

ด้านขวามือ แสดง posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum)) 
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รูปท่ี 2: แสดงเย่ือบชุอ่งท้องด้านตดัขวาง ทัง้ parietal peritoneum และ visceral peritoneum 
 

2.2 Ultrastructure of peritoneum 

ในการล้างไตทางชอ่งท้อง เม่ือใสนํ่า้ยาในชอ่งท้อง นํา้ยาจะมีการกระจายอยูใ่นสว่นตา่ง ๆ 

ของชอ่งท้อง และมีการแลกเปล่ียนของนํา้และสารตา่ง ๆ โดยอาศยัความแตกตา่งของสารละลาย

ในแตล่ะสว่นคือในนํา้ยาและหลอดเลือด โดยมีทัง้การแลกเปล่ียนจากหลอดเลือดเข้าสูนํ่า้ยา และ

มีการดดูกลบัจากนํา้ยาเข้าสูห่ลอดเลือด โดยอาศยัเนือ้เย่ือตา่ง ๆ ของเย่ือบชุอ่งท้องเป็นตวักลาง

สําคญัในกลไกเหลา่นี ้ 

โครงสร้างท่ีสําคญัของเย่ือบชุอ่งท้องประกอบด้วย 4 ระบบท่ีสําคญั (รูปท่ี 3) คือ 

1. เซลล์เย่ือบชุอ่งท้อง (mesothelial cell) 

2. เนือ้เย่ือเก่ียวพนั (interstitial tissue) 

3. ระบบหลอดเลือดฝอย (capillary system) 

 4.   ระบบนํา้เหลือง (lymphatic system) 

 

 
 

รูปท่ี 3:  แสดงลกัษณะของ normal peritoneum แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งสว่นประกอบตา่ง  ๆ 

microvilli, M; cilium, C; junctional complex, JC; lamellar body, LB; elastic laminar, EL; 

mast cell, M; fibroblast, F; pericyte, P; endothelium, E; capillary, CAP; basement 

membrane, BM. 
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2.2.1 ชัน้เซลล์เย่ือบุช่องท้อง (Mesothelial layer)  

 ประกอบด้วย mesothelial cell [15] ในภาวะปกตท่ีิเย่ือบชุอ่งท้องจะมีชัน้ 

mesothelial cell 1 ชัน้ [16] ซึง่มี embryological derivation เดียวกนักบั endothelial cell ซึง่

พบวา่เม่ือมีการกระตุ้นสามารถท่ีจะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์จากเซลล์ท่ีมีรูปร่างแบน 

(flat cell)  กลายเป็นรูปร่างคล้ายส่ีเหล่ียม (cuboidal cell) ท่ีมีคณุสมบตัขิอง mesenchymal cell 

ซึง่เรียกวา่เกิด epithelial mesenchymal transition (EMT) ทําหน้าท่ีคล้ายกบั secretory cell 

และแสดงคณุสมบตัติา่ง ๆ ของ myofibroblast 

 ในภาวะปกต ิ mesothelial cell จะมีรูปร่างท่ีแตก ตา่งกนัในแตล่ะตําแหนง่ท่ี

แตกตา่งกนั เชน่ ท่ีบริเวณ parietal peritoneum จะมีลกัษณะเป็นเซลล์แบนราบ (discoid 

flattened cell) มีความหนาประมาณ 2.5-3.0 ไมครอน มีปริมาณ cytoplasm น้อย ในขณะท่ี

บริเวณท่ีปกคลมุรังไข ่และอวยัวะในชอ่งท้องจะมีลกัษณะเป็น cuboidal cell [17] หรือท่ีบริเวณ

เย่ือบคุลมุกระเพาะอาหารจะมีลกัษณะเป็นสว่นของ transitional zone ฯลฯ โดยมีความหนาแนน่

ของเซลล์ประมาณ  109 เซลล์ตอ่ 1-2 ตารางเมตร  

  องค์ประกอบของเซลล์ ประกอบด้วยนวิเคลียสท่ีมีลกัษณะเป็นรูปรี สามารถพบ 

nuclei 2 อนัได้บอ่ย และ ลกัษณะเดน่ของเซลล์นีคื้อ พบ vesicle อยูโ่ดยทัว่ไป ซึง่ vesicle นีจ้ะมี

บทบาทในการขนสง่สารจากทางด้าน peritoneal surface โดยอาศยักลไก endocytosis 

mechanism นอกจากนีพ้บ mitochondria ซึง่มี rough endoplasmic reticulum (RER) อยูร่อบ ๆ 

ได้ทัว่ไป  สามารถพบ golgi apparatus ประมาณ 2-3 อนั รวมทัง้ lysosome ตา่ง ๆ บางครัง้

สามารถพบ lipid inclusions ได้ 3-4 อนั โดยเฉพาะท่ีสว่นยอดของเซลล์ และตรวจพบ lamellar 

bodies ได้บอ่ยซึง่เช่ือวา่เป็นท่ีเก็บของ lubricant phospholipids (สว่นใหญ่ คือ 

phosphatidylcholine) โดยสงัเคราะห์ขึน้ในเซลล์ และถกูขบัออกไปยงัผวิของเย่ือบชุอ่งท้อง  

รวมทัง้สามารถพบ lamellar bodies [18] บริเวณ microvilli และ mesothelial cell ได้บอ่ยรวมทัง้

ใน macrophage 

 ซึง่ท่ีผิวเซลล์ จะมีกลุม่ของ microvilli ขนาด

ประมาณ 0.08 ไมครอนและยาวประมาณ 2-3 ไมครอน กระจายในรูปแบบตา่ง ๆ กนัแล้ว แต่

ตําแหนง่ของเซลล์  

 สว่น microvilli ของ mesothelial cell มีเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 0.08-0.1 

ไมครอน โดยมีความยาวประมาณ 2 ไมครอน ภายในจะมี fine filament ซึง่สว่นใหญ่เป็น actin มี

ความหนาประมาณ 4 นาโนเมตร โดยมีความหนาแนน่ในบริเวณตา่ง ๆ ของเย่ือบชุอ่งท้องท่ี

แตกตา่งกนั ซึ่ ง microvilli นีจ้ะมีประจลุบ สามารถจบักบั phospholipid ชนิดตา่ง ๆ เชน่ 

phosphatidylcholine, phosphatidyl inositol, phosphatidyl ethanolamine, phosphatidyl 

serine เป็นต้น มีบทบาททําให้ลดการเสียดสีระหวา่งอวยัวะตา่ง ๆ นอกจากนีก้ารท่ีเซลล์มี 
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microvilli ยงัชว่ยเ พิ่มพืน้ท่ีผิวในการแลกเปล่ียนสารตา่ง ๆ ระหวา่งชอ่งท้องกบัเซลล์อ่ืน ๆ และ

หลอดเลือด และเป็นตวักัน้เพ่ือป้องกนัการเกิด adhesion ตอ่ peritoneum membrane ท่ีได้รับ

อนัตราย ในขณะท่ีสว่น cilia นัน้ก็คล้ายกบัท่ีพบในสว่นอ่ืน ๆ แตย่งัไมท่ราบบทบาทท่ีชดัเจน 

 การเกาะตดิ กนัของ mesothelial cell โดย tight junction ในรูปแบบของ 

desmosome โดยเฉพาะท่ีสว่นนอกสดุและท่ีบริเวณ basal region เซลล์จะถกูล็อคด้วย 

interdigitating process โดยประกอบด้วย glycoprotein ในกลุม่ cadherin family ร่วมกบั actin 

filament และโปรตีน vinculin เซลล์บางตําแหนง่มีการเช่ือมเซลล์แบบ gap junction ซึง่เช่ือมด้วย

โปรตีน connexon พบบอ่ยท่ี visceral peritoneum มากกวา่ parietal peritoneum จากการศกึษา

เช่ือวา่ การดดูซมึของสารตา่ง ๆ เชน่ กลโูคสกลบัเข้าสูร่่างกาย ฯลฯ นา่จะผา่นทาง intercellular 

route เป็นสําคญั   

 ถดัจากชัน้ mesothelial cell เป็นชัน้บาง ๆ ท่ีเรียกวา่ mesothelial basement 

membrane มีความหนาประมาณ 40 นาโนเมตร ซึง่ประกอบด้วย type IV collagen  ใน ground 

substance ที่มี laminin, fibronectin และ proteoglycan   

 นอกจากนีใ้นบางตําแหนง่ของเย่ือบชุอ่งท้องมีลกัษณะเป็ นจดุเลก็ ๆ ท่ีเรียกวา่ 

milky spot มีรายงานการตรวจพบครัง้แรกโดย von Recklinghausen ตัง้แตปี่ พ .ศ. 2506 ซึ่ งเป็น

กลุม่ของเซลล์ท่ีพบมากท่ีบริเวณ greater omentum [19] และใกล้แขนงท่ี 1 และ 2 ของหลอด

เลือดแดง มีขนาดตัง้แต ่ 0.1-2 มิลลิเมตร ซึง่ยากท่ีจะมองเห็นได้ด้ว ยตาเปลา่ องค์ประกอบของ 

milky spot ประกอบด้วย macrophage (ร้อยละ 70), เมด็เลือดขาวโดยเฉพาะอยา่งย่ิง B และ T 

cell (ร้อยละ14 และร้อยละ 13 ตามลําดบั) รวมทัง้พบ mast cell และ monocyte ได้บ้าง เช่ือวา่ 

milky spot นา่จะเป็น accessory lymphoid organs ซึง่เป็น first line defense mechanism ของ 

peritoneal cavity  

  ลกัษณะโครงสร้างและหน้าท่ีของ mesothelial cell แสดงในรูปท่ี  4 
 

 
 

รูปท่ี 4: แสดงโครงสร้างและหน้าท่ีของ mesothelial cell [20] 
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2.2.2 เนือ้เย่ือเก่ียวพัน (Interstitial tissue) หรือชัน้ท่ีอยู่ใต้ mesothelial (Submesothelial 

layer)  

  เนือ้เย่ือเก่ียวพนัมีความหนาประมาณ 2-3 มลิลเิมตร ประกอบไปด้วย 

fibroblasts, mast cell, macrophage และ collagen network ซึง่มี collagen bundle โดยเฉพาะ

อยา่งย่ิง type I และ type III เช่ือมระหวา่งเส้นเลือด และ mesothelial layer ร่วมกบัองค์ประกอบ

ท่ีสําคญัใน gel-like matrix คือ hyaluronic acid และ proteoglycan ซึง่มีความสามารถในการจบั

กบันํา้ และเน่ืองจาก  hyaluronic acid มีคณุสมบตัเิป็นประจลุบ จงึทําหน้าท่ีกัน้การผา่นเข้าออก

ของนํา้และโมเลกลุของสารตา่ง ๆ โดยเฉพาะ plasma protein ซึง่มีประจลุบเชน่กัน กรณีท่ีมีการ

อกัเสบของเย่ือบชุอ่งท้อง สารเหลา่นีจ้ะมีปริมาณเพิม่ขึน้โดยมกัร่วมกบัการบวมของชัน้ interstitial 

ด้วย 

  คา่แรงดนัในเนือ้เย่ือเก่ียวพนั (interstitial pressure) ในภาวะปกตจิะมีคา่เป็นลบ 

แตเ่ม่ือเนือ้เย่ือเก่ียวพนัเกิดการบวม (interstitial edema) จะเกิดผลตรงข้ามกนั คือ คา่แรงดนัใน

เนือ้เย่ือเก่ียวพนัมีคา่เป็นบวก ทําให้ความยาวและขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางของหลอดเลือดฝอยใน

เนือ้เย่ือเก่ียวพนัมีการเปล่ียนแปลง สง่ผลตอ่การแลกเปล่ียนนํา้และสารตา่ง ๆ นอกจากนีถ้้า

ปริมาณเลือดในเนือ้เย่ือเก่ียวพนัเกิดการเปล่ียนแปลง จะส่ งผลกระทบโดยตรงตอ่การแลกเปล่ียน

ของสารตา่ง ๆ ด้วย เชน่ ในกรณีท่ีมีการอกัเสบของเย่ือบชุอ่งท้อง  ซึง่มีการขยายตวัของหลอดเลือด

และปริมาณเลือดในเนือ้เย่ือเก่ียวพนัเพิ่มขึน้ จงึอาจสง่ผลให้เกิดการดดูซมึกลบัของสารโมเลกลุ

เลก็ เชน่ กลโูคส และนํา้ กลบัเข้าสูร่่างกายเพิ่มมากขึน้  
 

2.2.3 ระบบหลอดเลือดฝอย (Capillary system) 

 เย่ือบชุอ่งท้อง ประกอบด้วยระบบเส้นเลือดฝอยท่ีสําคญั 3 ชนิด [21] คือ  

 1. ชนิดตอ่เน่ือง (continuous capillary) คล้ายกบัท่ีพบใน mesenteric vessels 

 2. ชนิดร่างแห (fenestrated capillary) พบได้ท่ีบริเวณ parietal peritoneum 

โดยเฉพาะ mesentery คดิเป็นร้อยละ 1.7 ของจํานวนเส้นเลือดฝอยทัง้หมด โดยเป็นชนิดท่ีมี

บทบาทในการแลกเปล่ียนถึงร้อยละ 49 [22] 

 3. ชนิดไม่ตอ่เน่ือง (discontinuous capillary) ซึง่คล้ายกบัท่ีพบใน liver 

sinusoid  

 เซลล์เย่ือบหุลอดเลือดฝอย (endothelium cell) มีโครงสร้างเหมือนกบัเซลล์อ่ืน 

โดยมีผนงัเซลล์ (plasmalemma) ท่ีมีลกัษณะแบน Robertson unit membrane ความหนาประมาณ 

80-100 Ao ซึง่ประกอบด้วยชัน้ของไขมนัขนาบด้วยชัน้ของโปรตีน มี glycocalyx network บนผิว

เซลล์ซึง่ประกอบด้วย sialoconjugates, proteoglycan และ acidic polymer ทําหน้าท่ีเป็น 

fibrous network และเป็นสว่นหนึง่ท่ีทําให้เกิด negative charge ร่วมกบัมีชอ่งวา่งเลก็ ๆ ท่ีมี
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บทบาทในการควบคมุการขนสง่ของโมเลกลุขนาดเล็ก และขนาดใหญ่ผา่นผนงัหลอดเลือด 

โดยเฉพาะอยา่งย่ิงตอ่ anionic molecule เชน่ albumin เป็นต้น [23] 

  สว่นภายในเซลล์ของเย่ือบหุลอดเลือด ประกอบด้วย pinocytic vesicle จาก

การศกึษาในสตัว์ [24-25] พบวา่ในการขนสง่แบบ transendothelial channel  เกิดจากการ

เช่ือมตอ่ของ vesicle โดย vesicle สามารถเคล่ือนจากด้านหนึง่ของเซลล์ไปยงัอีกด้านหนึง่ ทําให้

เกิดการขนสง่สารตา่ง ๆ [26] ซึง่เรียกวา่   fluid phase pinocytosis เกิดขึน้โดยผา่นทาง uncoated 

plasmalemmal vesicles และ transendothelial channel มีบทบาทสําคญัในการกระตุ้น active 

transport ของ albumin นอกจากนี ้vesicle ท่ีเกิดขึน้อาจเป็นสว่นหนึง่ของขบวนการ pinocytosis 

ของสารโมเ ลกลุขนาดใหญ่และนํา้ท่ีอาศยัตวัรับ (receptor) หรือท่ีเรียกวา่ highly specific 

receptor mediated pathway ซึง่อยูท่ี่บริเวณ coated pitted เม่ือสารจบักบั receptor จะมีการนํา

สารเหลา่นัน้เข้าสูเ่ซลล์ (internalized) และสง่ตอ่ไปยงั lysosomal compartment หลงัจากนัน้ 

receptor จะย้อนกลบัมาท่ีผิวเซลล์เพ่ือรับสารตอ่ไป 

 การเช่ือมตอ่ระหวา่งเซลล์เย่ือบขุองหลอดเลือดฝอย จะเช่ือมตอ่กนัอยา่งเหนียว

แนน่ด้วย  tight junction หรือ zonula occluden โดยเป็นการยดึกนัของโปรตีนชัน้นอกทําให้เซลล์

ชิดกนัสนิท แตใ่นสว่นของ  postvenular capillary จะมีการเช่ือมตอ่กนัอยา่งหลวม ๆ พบชอ่งวา่ง

ระหวา่งเซลล์เกิดขึน้ประมาณร้อยละ 25-30 โดยมีขนาดประมาณ 20-60 Ao ซึง่เช่ือวา่เป็นทางผา่น

ของโมเลกลุขนาดใหญ่กวา่ 20 Ao

 basement membrane เป็นตวัเช่ือมระหวา่งเซลล์เย่ือบหุลอดเลือดและเนือ้เย่ือ

เก่ียวพนั (connective tissue) โดยมีความหนาแตกตา่งกนัไปตามชนดิของเนือ้เย่ือ basement 

membrane ประกอบด้วยโครงสร้าง 3 ชัน้ มีคณุสมบตัเิป็นประจลุบ จงึมีบทบาทสําคญัในการเป็น

ตวักัน้สารท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่ โดยเฉพาะท่ีมีประจลุบ เชน่ โปรตีน เป็นต้น ผา่นเข้าออก ซึง่

พบวา่เม่ือร่างกายเกิดภาวะท่ี  basement membrane สญูเสียประจลุบเชน่ ภาวะ septic 

peritonitis, ได้รับ protamine sulfate, enzymatic degradation of glycosaminoglycan เป็นต้น 

จะทําให้มีการสญูเสียโปรตีนเพิ่มมากขึน้ 

  

 สว่น endothelial cell ของ fenestrated capillary ซึง่มี fenestrae ขนาด 20-120 

นาโนเมตร  เปิดและปิดโดย diaphragm สามารถเพิม่ปริมาณมากขึน้เม่ือมีการอกัเสบ นอกจากนี ้

พบวา่ทางด้าน blood surface จะมีประจลุบเดน่ ทําให้ fenestarted capillary มีการผา่นของ

โมเลกลุท่ีมีประจลุบน้อยกวา่ continuous capillary   

 Sinusoid (discontinuous capillary) นัน้มี endothelial cells ดาดชัน้เดียว แต่

ละเซลล์ไมต่อ่เน่ืองกนั ทําให้เกิดมีชอ่งวา่งระหวา่งเซลล์ขึน้ ซึง่มีขนาดประมาณ 1,000 Ao ชอ่งทาง

นีเ้ป็นทางผา่นเข้าออกของสารทัง้ขนาดใหญ่และเล็กระหวา่งภายใน lumen และภายนอกหลอด
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เลือด ขนาดของหลอดเลือดชนดินีไ้มส่ม่ําเสมอ คอ่นข้ างกว้างและมกัคดเคีย้ว สว่น  basal lamina 

อาจไมมี่หรือมีแตก็่ไมต่อ่เน่ืองกนั 
    

2.2.4 ระบบนํา้เหลือง (Lymphatic system) 

  ในภาวะปกต ิร่างกายจะควบคมุปริมาตรนํา้ในเนือ้เย่ือและชอ่งวา่งตา่ง ๆ ให้อยู่

ในระดบัคงท่ีโดยการสร้างนํา้เหลืองดดูกลบัเข้าสูร่่างกาย โดยปกตอิั ตราการสร้างนํา้เหลือง จะ

เทา่กนักบั ปริมาณสทุธิของ capillary efflux เพ่ือให้ปริมาตรในเนือ้เย่ือเก่ียวพนัและในชอ่งท้องมี

คา่คงท่ี ในการล้างไตทางชอ่งท้อง หรือในผู้ ป่วยท่ีมีปริมาตรสารนํา้ในชอ่งท้องเพิ่มมากขึน้ เชน่ 

ภาวะท้องมาน (ascites) ซึง่นํา้และสารตา่ง ๆ ท่ีอยู่ ในชอ่งท้องจะมีการดดูกลบัเข้าสูร่่างกายทาง

ระบบนํา้เหลืองและเข้าสูห่ลอดเลือดร่างกายมากขึน้  

 ระบบนํา้เหลือง  มีจดุเร่ิมต้นจาก interstitial, non endothelial channels หรือ 

low resistance pathway ซึง่เรียกวา่ pre initial lymphatics ซึง่จะนํานํา้เหลืองจากบริเวณรอบ

ของ venous microvasculature เข้าไปยงัเครือขา่ยท่ีมีความยาวประมาณ 0.5 มิลลิเมตร โดยเป็น

ทอ่ขนาดประมาณ 20-30 ไมครอน บดุ้วย endothelial cell  เม่ือมีปริมาณนํา้เหลืองเตม็ อาจมี

ขนาดกว้างถึง 75 ไมครอน  เรียกระบบนีว้า่ initial lymphatic หลงัจากนัน้จะนํานํา้เหลืองเข้าสู่  

lymphatic capillary ซึง่มีขนาดกว้างกวา่เส้นเลือดฝอย โดยมีขนาดประมาณ 15-40 ไมครอน บุ

อยูด้่วยเซลล์ชัน้เดียวท่ีมีคณุสมบตัคิล้ายกบั endothelial cell และประกอบด้วย fine actin like 

filament ท่ีมีขนาด 40-60 Ao

   นอกจากนีย้งัมีโครงร่างนํา้เหลืองท่ีสําคญัอีกระบบหนึง่ซึง่เก่ียวข้องกบัการล้างไต

ทางชอ่งท้อง คือ โครงร่าง ท่ีบริเวณกระบงัลม (diaphragmatic lymphatic capillary network) (รูป

ท่ี 5) โดยเป็น plexus อยูใ่ต้ชัน้ mesothelial layer ซึง่นํานํา้เหลืองจากชอ่งท้องเข้าสู ่ pleural side 

ซึง่โครงร่างนํา้เหลืองนีใ้นคนจะกระจายอยูท่ี่ชัน้กล้ามเนือ้ของกระบงัลมโดยเร่ิมต้นท่ีบริเวณ 

lymphatic lacunae ซึง่บอุยูด้่วย endothelial cell บาง ๆ เพียงชัน้เดียว อยูแ่บบคาบเก่ียวกนั 

(overlap) โดยทีไ่มมี่ tight junction พบวา่ ท่ีบริเวณนีไ้มพ่บประจลุบเน่ืองจากมี ferritin ท่ีเป็น

ประจบุวกเกาะตดิกบับริเวณ glycocalyx  นอกจากนีพ้บวา่มี stoma ซึง่เป็นชอ่ง เปิดระหวา่ง 

mesothelial cell ทําให้มีการตดิตอ่กนัของ abdominal cavity และ subdiaphragmatic 

lymphatics โดยท่ี stoma จะเช่ือมตอ่กบัสว่นท่ีเป็น lacunae  

 เรียงตามแนวยาวของเซลล์ อนัมีบทบาทสําคญัตอ่การหดตวัข องผนงั

ของหลอดเลือดฝอยนํา้เหลือง   จากหลอดเลือดฝอยนํา้เหลืองเหล่านี ้จะนํานํา้เหลืองจากส่วนตา่ง ๆ  

ในชอ่งท้องเข้าสูต่อ่มนํา้เหลืองตา่ง ๆ ท่ีกระจายอยูภ่ายในชอ่งท้อง และไหลเข้าสู ่ cisterna chili 

(ซึง่เป็นชอ่งเปิดทางด้านลา่งของ thoracic duct) นํานํา้เหลืองและสารตา่ง ๆ ในชอ่งท้องกลบัเข้าสู่

ร่างกายทาง thoracic duct และเปิดเข้าสูห่ลอดเลือดแดงท่ีบริเวณรอยตอ่ระหวา่ง left subclavian 

vein และ left internal jugular vein [27] 
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รูปท่ี 5: แสดง subdiaphragmatic ของทอ่นํา้เหลือง 
  

 นํา้เหลืองจากสว่นของโครงร่างนํา้เหลืองนีจ้ะรวมกนัเข้าสู่  procollector ซึ่ งเป็น

หลอดเลือดฝอยนํา้เหลืองขนาดเลก็ท่ีมีชัน้ของกล้ามเนือ้ท่ีไมส่มบรูณ์อยูต่อ่จากชัน้ endothelial 

cell หลอดนํา้เหลืองเหลา่นีจ้ะมี semilunar valve นํานํา้เหลืองเข้าสูห่ลอดนํา้เหลืองท่ีมีขนาดใหญ่

กวา่ (40-200 ไมครอน) ท่ีมีลกัษณะเป็น valvular segment โดยทีมี่ semilunar bicuspid value 

อยูท่ี่ตอนปลายของแตล่ะ segment เรียกสว่นของ collector ในแตล่ะ segment ระหวา่งลิน้นีว้า่  

lymphangion ซึง่ถือเป็น anatomic และ functional unit ของ collecting lymphatic system [28] 
 

2.3 Peritoneal anatomical changes during peritoneal dialysis  

ในผู้ ป่วย CAPD จะเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเย่ือบชุอ่งท้อง ซึง่เป็นผลมาจาก

ลกัษณะของนํา้ยาล้างไตในปัจจบุนัท่ีไมเ่หมาะสมตอ่เซลล์ (bioincompatibility) เชน่ มีความเป็น

กรด มีความเข้มข้นของนํา้ตาลสงู มี osmolarity สงูกวา่ในพลาสมา มีความเข้มข้นของแลคเตทสงู 

มีอนพุนัธ์ท่ีเกิดจากการสลายตวัของนํา้ตาลกลโูคส (reactive carbonyl compounds) และ

อนพุนัธ์ที่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างนํา้ตาลกลโูคสกบักรดอะมิโนในชอ่งท้องของผู้ ป่วย 

(advanced glycation end products) ปริมาณมาก ร่วมกบัการเกิดการอกัเสบตดิเชือ้ในช่องท้อง 

[29-31] 

เม่ือทําการผา่ตดัด้วยวิธีการสอ่งกล้องในผู้ ป่วย CAPD พบการเปล่ียนแปลงของผิวของ

เย่ือบชุอ่งท้อง (ชัน้ mesothelium) โดยจะเห็นเป็นสีนํา้ตาล (tanned) [16] 

 

เป็นผลจาก oxidation 

products ของนํา้ตาลกลโูคสท่ีเป็นสว่นประกอบหลกัของนํา้ยาล้างไต (รูปท่ี 6) 
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รูปท่ี 6: แสดงการเปล่ียนแปลงสีของเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง 
 

พยาธิสภาพของเย่ือบชุอ่งท้องท่ีพบในผู้ ป่วย CAPD นัน้มีดงันี ้

1. mesothelial cells หลดุลอกออกจาก basement membrane 

2. สว่น submesothelial compact zone มีความหนามากขึน้และ omental tissue เกิด 

interstitial fibrosis 

3. หลอดเลือดมีการเปล่ียนแปลงลกัษณะเป็น subendothelial hyalinosis โดยเฉพาะ 

venules และ small veins รวมทัง้พบหลอดเลือดมีปริมาณมากขึน้ 
 

2.3.1 การเปล่ียนแปลงท่ีเกดิขึน้ของ mesothelial cell  

 ในผู้ ป่วยท่ีเป็นไตวายเรือ้รัง ผลของของเสียในร่างกายทําให้เกิ ดการเปล่ียนแปลง

ของ mesothelial cell โดยจากการศกึษาในการตรวจเนือ้เย่ือบชุอ่งท้อง โดยใช้ transmission 

electron microscope (TEM) [16] พบวา่ร้อยละ 36 จะมี distinctive cytoplasmic inclusions 

และกลายเป็น paracrystalline deposition ใน RER  เม่ือมีการสะสมมากขึน้ ทํา ให้เกิดความ

ผิดปกตขิองเย่ือบเุซลล์ทําให้เกิดการหลดุของเซลล์ออกจาก basement membrane [32] ร่วมกบั

การแตกของเซลล์เย่ือบชุอ่งท้อง  (รูปท่ี 7 และ 8)  
 

 
 

รูปท่ี 7: แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในรายท่ีเป็น uremia  
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(ซ้ายมือ แสดง light microscope ซึง่ไมแ่ตกตา่ งจากปกต ิรูปขวามือ แสดง intracytoplasmic 

filamentous inclusions ใน mesothelial cell, mesothelium, MESO; mast cell, MC; 

fibroblast, Fb; capillary, CAP; basement membrane, BM) [51] 
 

 
 

รูปท่ี 8: แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในผู้ ป่วย CAPD  

(รูปซ้ายมือ แส ดง light microscope ซึง่ไมแ่ตกตา่งจากปกต ิและรูปขวามือ แสดงการลดลงของ 

microvilli และ micropinocytotic vesicles ร่วมกบัการเพิม่ RER ทัง้ในรายท่ีเป็นเบาหวานและไม่

เป็นเบาหวาน จะพบมี reduplication ของ basement membrane (BM-1, 2, 3) mesothelium, 

MESO; mast cell, MC; fibroblast, Fb) [32] 

 

 เน่ืองจากเซลล์ชนิดนีต้้องสมัผสักบันํา้ยาล้างไตโดยตรงจงึเกิดการบาดเจ็บ และ

หลดุลอกออกมาในชอ่งท้อง ร่างกายจงึปรับตวัโดยการสร้างเซลล์ใหมข่ึน้มาทดแทน 

(remesothelization) ในอตัราท่ีสงูประกอบกบัเซลล์ชนิดนีมี้หน้าท่ีผลิตสารตา่ง ๆ เช่น 

phospholipids, collagen, elastin, proteoglycans, fibronectin, interleukins, growth factors 

และ prostaglandins [52-59] ในปริมาณท่ีเพิม่ขึน้เน่ืองจากสารดงักลา่วถกูเจือจางด้วยนํา้ยา

ล้างไต จงึเกิดการเปล่ียนแปลง ลกัษณะของเซลล์จากลกัษณะแบน (epithelial-like) เป็นลกัษณะ

กลม หรือเป็นส่ีเหล่ียมลกูบาศก์ (non-epitheloid type) ท่ีมีคณุสมบตัขิอง mesenchymal cell ซึง่

เรียกวา่เกิด epithelial mesenchymal transition (EMT) ทําหน้าท่ีคล้ายกบั secretory cell และ

แสดงคณุสมบตัติา่ง ๆ ของ myofibroblast ซึง่จะมีเย่ือไฟเบอร์ท่ีคล้ายกบัท่ี พบในเซลล์กล้ามเนือ้

เรียบซึง่สามารถหดตวั (contractile fiber) และยดึตดิระหวา่งเซลล์กบัเนือ้เย่ือเก่ียวพนั (fibronexi) 

โดยมีบทบาทสําคญัตอ่การควบคมุ extracellular matrix และสมัพนัธ์โดยตรงตอ่การเกิดพงัผืด

ของเย่ือบชุอ่งท้อง  [33-35] ร่วมกบัลกัษณะของ microvilli ท่ีผิวเซลล์จะมีลกัษณะสัน้ลง ปริมาณ

ลดลงและจะหายไปในท่ีสดุ [36] (รูปท่ี 9-14) โดยเฉพาะหลงัการล้างไตตดิตอ่กนันานประมาณ 8-

10 เดือน เช่ือวา่เป็นผลจากการใสนํ่า้ยาล้างไตในชอ่งท้องทําให้ visceral peritoneum และ 
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parietal peritoneum ไมไ่ด้สมัผสักนั ซึง่การสมัผสักนัของเย่ือบชุอ่งท้องทัง้ 2 สว่นจะเป็น

ตวักระตุ้นให้เกิด microvilli ประกอบกบัแลคเตทในนํา้ยาล้างไตเป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีมีผลตอ่

ปริมาณ microvilli สว่นการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้อีกตําแหนง่คือ intercellular junction โดยจะมี

การเปิดชอ่ง ณ บริเวณนีต้ัง้แตร่ะยะแรก ๆ ท่ีเร่ิมล้างไต  
 

 
 

รูปท่ี 9: แสดงเย่ือบชุอ่งท้องหลงัล้างไต 40 วนั พบวา่มีบางบริเวณท่ีไมมี่เซลล์ปกคลมุ และมีการ

เปล่ียนแปลงลกัษณะของเซลล์เป็นแบบลกูบาศก์  

 

 
 

รูปท่ี 10: แสดงให้เห็นถึงการหลดุลอกของ mesothelial cells ออกมาในชอ่งท้อง 
 

 
 

รูปท่ี 11: แสดง mesothelial cells ท่ีตรวจพบในนํา้ยาล้างไต 
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รูปท่ี 12: แสดงลกัษณะของ mesothelial cells ชนิดตา่ง ๆ  

 

  
 

 

รูปท่ี 13: แสดง mesothelial cells ในเย่ือบชุอ่งท้องหลงัล้างไต 25 วนั พบวา่ microvilli สัน้ลง
     

 
 

รูปท่ี 14: แสดงลกัษณะเย่ือบชุ่องท้องหลงัล้างไต 14 เดือน ไมพ่บลกัษณะของ microvilli 
 

 เม่ือมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ ทําให้มีการเปล่ียนแปลงในคณุสมบตัอ่ืิน ๆ  

ของเซลล์ เชน่ สารคดัหลัง่ตา่ง ๆ ของเซลล์ และการอยูร่อดของเซลล์โดยสามารถศกึษาได้โดย

อาศยัสารตา่ง ๆ ท่ีหลัง่ออกมาจาก mesothelial cell (peritoneal biomarker) ตา่ง ๆ เชน่ 

phosphatidylcholine, cancer antigen 125 (CA125), hyaluronan, coagulation และ 

fibrinolytic factor รวมทัง้ pro และ antiinflammatory agents ตา่ง ๆ ทัง้ cytokines และ 

chemokines รวมไปถึง matrix metalloproteinase (MMP-2) (gelatinase A), MMP-3 

(stromelysin), MMP-9 และ tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPs) ตา่ง ๆ ซึง่มีบทบาท

ในการควบคมุการเปล่ียนแปลงตา่ง ๆ ขององค์ประกอบของ basement membrane [37] 
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นอกจากนีย้งัพบวา่มีการเพิม่ของเซลล์ท่ีตายก่อนกําหนดท่ีเรียกวา่ apoptotic cell  ทัง้ 

mesothelial cell และเซลล์อ่ืน ๆ ในผู้ ป่วยท่ีล้างไตทางชอ่งท้องอีกด้วย โดย Boulanger และคณะ 

[38] ได้ศกึษาผลของนํา้ยาล้างไตชนิดตา่ง ๆ 4 ชนิด ประกอบด้วย heat sterilized dextrose 

lactate, filtered dextrose lactate, heat sterilized dextrose bicarbonate lactate และ heat 

sterilized icodextrin lactate ตอ่การแบง่ตวัของ mesothelial cells ท่ีเพาะเลีย้งไว้ โดยประเมนิ

การแบง่ตวัของเซลล์ อตัราการเกิดกระบวนการ apoptosis และ necrosis พบวา่ขณะท่ีความ

เข้มข้นของนํา้ตาลเทา่กบั 15 กรัมตอ่ลิตร การแบง่ตวัของ mesothelial cells ในนํา้ยากลุม่ heat 

sterilized dextrose bicarbonate lactate ดีกวา่กลุม่ filtered dextrose lactate และ heat 

sterilized dextrose lactate ตามลําดบั ขณะเดียวกนัท่ีความเข้มข้นของนํา้ตาลเทา่กบั 45 กรัมตอ่

ลติร การแบง่ตวัของเซลล์ในนํา้ยากลุม่ heat sterilized icodextrin lactate เทา่กบักลุม่ heat 

sterilized dextrose bicarbonate lactate และทัง้ 2 กลุม่มีการแบง่ตวัของเซลล์ดีกวา่กลุม่ 

filtered dextrose lactate และ heat sterilized dextrose lactate ตามลําดบั และเม่ือ

เปรียบเทียบระหวา่งความเข้มข้นของนํา้ตาลท่ี 15 และ 45 กรัมตอ่ลิตร พบวา่ท่ีความเข้มข้น 15 

กรัมตอ่ลติรมีการแบง่ตวัดีกวา่ ร่วมกบัมีปริมาณเซลล์ท่ีตายผา่นกระบวนการ apoptosis และ 

necrosis น้อยกวา่ประมาณ 2 เทา่ (รูปท่ี 16 และ 17) จากการศกึษานีไ้ด้ข้อสรุปวา่ ระดบัความ

เข้มข้นของนํา้ตาลท่ีสงูและสารประกอบประเภท advanced glycation end products ในนํา้ยา

ล้างไตทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงการทํางานของ mitochondria และกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ 

apoptosis ของ mesothelial cells ยบัยัง้การเตบิโตของเซลล์และขดัขวางกระบวนการ  

remesothelialization 
  

              
 

รูปท่ี 15: แสดงการแบง่ตวัของเซลล์ในนํา้ยาล้างไตชนดิตา่ง ๆ  
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รูปท่ี 16: แสดงปริมาณ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในนํา้ยาล้างไตชนดิตา่ง ๆ  

(L; heat sterilized dextrose lactate, L.Filt; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, 

B/L; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, ICO; heat sterilized icodextrin lactate, 

15 g/L; ความเข้มข้นของนํา้ตาล 15 กรัมตอ่ลติร, 45 g/L; ความเข้มข้นของนํา้ตาล 45 กรัมตอ่

ลติร) 
 

 Chen และคณะ  

 

ศกึษาปริมาณ mesothelial cells ท่ีเกิดกระบวนการ apoptosis 

ในผู้ ป่วยท่ีเกิดการอกัเสบตดิเชือ้ในชอ่งท้อง เปรียบเทียบกบั ผู้ ป่วย CAPD พบวา่ สดัสว่นของเซลล์

ท่ีเกิด apoptosis มีปริมาณมากขึน้ตามระยะเวลาท่ีเกิดการตดิเชือ้ ขณะท่ีปริมาณเซลล์ทัง้หมด

ลดลง ดงัตารางท่ี 1 และผู้ ป่วยท่ีล้างไตทางช่องท้องท่ีไมไ่ด้เกิดการอกัเสบติดเชือ้ในช่องท้อง

สามารถตรวจพบ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ได้เชน่กนัแตมี่ปริมาณน้อยกวา่ผู้ ป่วยท่ีเกิด

การอกัเสบตดิเชือ้ในชอ่งท้องอยา่งมีนยัสําคญั [39] 

ตารางท่ี 1: แสดงปริมาณเซลล์ตามระยะเวลาท่ีเกิดการตดิเชือ้ 
 

  Day 5 Day 15 Day 28 

Non-infective 

control 

Total cell count (x 106 0.16 ± 0.048 /L) 0.04 ± 0.02 0.014 ± 0.0076 0.004 ± 0.001 

Mesothelial cells (%) 9.2 ± 1.9 9.0 ± 1.5 12.3 ± 1.9 4.2 ± 2.5 

Percentage of M30 positive 9.5 ± 3.2* 12.5 ± 4.6* 16.1 ± 6.3* 4.7 ± 1.8 

หมายเหต ุ* P < 0.0001 compared with non-infective PDE.   
 

 Marina และคณะ ศกึษาเก่ียวกบั lethal cytokines ท่ีมีผลตอ่การเกิด apoptosis 

ของ mesothelial cells โดยนําตวัอยา่งจากนํา้ยาล้างไตในผู้ ป่วยท่ีเกิดการอกัเสบตดิเชือ้ในชอ่ง
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ท้อง และผู้ ป่วย CAPD พบวา่ระหวา่งท่ีเกิดการอกัเสบตดิเชือ้ เซลล์สว่นใหญ่ท่ีเกิดกระบวนการ 

apoptosis คือเซลล์เม็ดเลือดขาว และมีเพียง ร้อยละ 0.5-5 ท่ีเป็น mesothelial cells โดยสดัสว่น

ของเซลล์ท่ีเกิด apoptosis จะเพิ่มจํานวนมากขึน้ขณะท่ีจํานวนเซลล์ทัง้หมดลดลงในระหวา่งการ

รักษา เชน่เดียวกบัการศกึษาของ Chen และคณะ คือสามารถตรวจพบ mesothelial cells ที่เกิด 

apoptosis ในผู้ ป่วย CAPD ซึง่ตามธรรมชาตเิซลล์ท่ีเกิด apoptosis จะถกูกําจดัโดยเซลล์ข้างเคียง

ภายในระยะเวลาประมาณ 2-3 ชัว่โมง การท่ีสามารถตรวจพบเซลล์ดงักลา่วในนํา้ยาล้างไตของ

ผู้ ป่วย บง่บอกถึงปริมาณ mesothelial cells ท่ีอาจเกิด apoptosis ปริมาณสงู สว่น cytokines ท่ีมี

ผลตอ่การเกิด apoptosis ท่ีตรวจพบในการศกึษานีคื้อ FASL โดยเฉพาะในผู้ ป่วยท่ีเกิดการอกัเสบ

ตดิเชือ้ในชอ่งท้อง [40] 

 สรุปจากการศกึษาข้างต้น แสดงให้เหน็วา่การล้างไตทางชอ่งท้องด้วยนํา้ยาล้าง

ไตท่ีใช้กนัในปัจจบุนั สง่ผลให้ mesothelial cells เกิด apoptosis ซึง่จะถกูกําจดัโดยเซลล์ 

macrophages หากตรวจพบ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในนํา้ยาล้างไตบง่ชีถึ้งปริมาณ

เซลล์จํานวนมากท่ีเกิดกระบวนการนี ้ทําให้เย่ือบชุอ่งท้องปราศจาก  mesothelial cells ปกคลมุ 

และเช่ือวา่เป็นกลไกท่ีสําคญักลไกหนึง่ท่ีสง่ผลให้เกิดการเส่ือมสภาพของเย่ือบชุอ่งท้อง โดยพบ

ความสมัพฯัธ์ระหว่ างปริมาณ mesothelial cell ท่ีบบุริเวณผวิของเย่ือบชุอ่งท้องท่ีลดลงกบัความ

หนาของชัน้ submesothelium compact zone และจํานวนของหลอดเลือดท่ีผดิปกตอิยา่งมี

นยัสําคญั 
 

2.3.2 การเกดิพังผืดในชัน้ใต้เย่ือบุผิว (Submesothelial fibrosis)  

  จากข้อมลูท่ีทราบกนัทัว่ไปแล้ว วา่เม่ือ peritoneum สมัผสักบั dialysis solution 

เป็นระยะเวลานาน ๆ จะทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ mesothelial cell (mesothelial 

modification) ได้แก่ การเปล่ียนแปลง ultrastructure ของเซลล์ โดยการเปล่ียนรูปร่างเป็น 

cuboidal form และมีการสญูเสียของ mesothelial cell และเกิดการหนาตวัของ basement 

membrane ขึน้ ซึง่สง่ผลให้เกิดมีการเปล่ียนแปลงท่ี submesothelial region และเกิด simple 

sclerosis ตามมา  โดยความหนาของ  submesothelium compact zone นัน้สมัพนัธ์กบั

ระยะเวลาท่ีทํา CAPD 

 กลไกการเกิดพงัผืดเย่ือบชุอ่งท้องสมัพนัธ์กั บ cytokine ท่ีสําคญัท่ีมี

บทบาทตอ่กระบวนการอกัเสบและผลตามมาตอ่การเกิดพงัผืด คือ transforming growth factor 

beta (TGF-β) ซึง่ mesothelial cell สามารถเพิม่การแสดงออกของ  TGF-β  mRNA เม่ือถกู

กระตุ้นด้วย TNF-α และ IL-1  จากการท่ีมีการเพิ่มขึน้ของ TGF-β มีผลตอ่การควบคมุการทํางาน

ของเซลล์ ทัง้ proliferation, differentiation, adhesion และ apoptosis และยงัมีผลตอ่ความ

ผิดปกติของ เนือ้เย่ือเก่ียวพนั  ทําให้เกิดความผดิปกตแิละเกิดพงัผืดตามมา  ตามรูปท่ี 17 [41] 
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นอกจากนีจ้ากการศกึษาของ Ichiro และคณะ พบวา่ในหนแูรทท่ีได้รับ glucose degradation 

products (GDPs) ชนิดหนึง่คือ methylglyoxal (MGO) ท่ีผสมในนํา้ยาล้างไตนัน้พบการเพิม่การ

แสดงออกของ TGF-β, collagen, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) และ advanced 

glycation end products receptor (RAGE) อีกทัง้ MGO ยงัสง่ผลให้เกิดการลดการแสดงออก

ของ E-cadherin สว่น  TGF-β นัน้สง่ผลให้เกิดการลดการแสดงออกของ E-cadherin และ 

cytokeratin  ซึง่เป็น epithelial marker [42] โดยการแสดงออกท่ีเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีน

ท่ีกลา่วมานัน้มี ความสมัพนัธ์กบัการเกิด EMT ผา่นทางการควบคมุจาก transcription factor 

snail สอดคล้องกบัการศกึษาของ  Eun-Joo Oh และคณะ ท่ีพบวา่ในหนแูรทท่ีได้รับนํา้ยาล้างไตท่ี

มี GDPs ในปริมาณท่ีต่ํานัน้พบการเกิด  peritoneal fibrosis ลดลงและโปรตีนท่ีสมัพนัธ์กบั  

peritoneal fibrosis  เชน่  α-smooth muscle actin (α-SMA) นัน้มีการแสดงออกน้อยกวา่ในหนู

แรทท่ีได้รับนํา้ ยาล้างไตท่ีมี GDPs ในปริมาณท่ีสงู [43] และจาก การศกึษาของ Chieko 

Higuchi และคณะพบวา่ ปริมาณของกลโูคสท่ีสงูนัน้มีผลตอ่การเพิ่มการแสดงออกของ 

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) ใน fibroblast  อีกด้วย [44] 

 กลไกการเกิด peritoneal fibrosis นัน้ได้มีผู้ ทําการศกึษาไว้มากมายโดย  Qiang 

Yao และคณะพบวา่กลไกการเกิด peritoneal fibrosis นัน้เกิดผา่นทาง TGF/Smad  

pathway 

 

[45] ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Qinghua Liu และคณะท่ีพบวา่  TGF/Smad  

pathway ท่ีสง่ผลตอ่การเกิด  peritoneal fibrosis นัน้ผา่น  C-Jun N-terminal kinase (JNK) 

signaling [46] อีกทัง้ Strippoli และคณะพบวา่การเกิด  EMT นัน้ผา่นทาง ERK/NF-κB/Snail-1 

pathway ซึง่การเกิด EMT นัน้มีบทบาทสําคญัตอ่การควบคมุ extracellular matrix และสมัพนัธ์

โดยตรงตอ่การเกิดพงัผืดของเย่ือบชุอ่งท้อง [47] 

 
 

รูปท่ี 17: แสดงการเกิดกลไกพงัผืดในรายท่ีทําการล้างไตทางชอ่งท้อง [41]  
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2.3.3 การเกิดหลอดเลือดใหม่ (Neoangiogenesis) 

 นอกเหนือจากการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้กบัเซลล์เย่ือบผุนงัชอ่งท้อง (mesothelial 

cells)และการเกิดพงัผืดในชัน้ใต้เย่ือบผุิวในผู้ ป่วยท่ีได้รับการล้างไตทางชอ่งท้องมาเป็น ระยะเวลา

ตอ่เน่ืองยาวนานแล้วยงัพบการเปล่ียนแปลงของเส้นเลือด โดยจะพบมีการเพิ่มจํานวนของหลอด

เลือด (neoangiogenesis, granulation tissue) ซึง่พบเพิม่จํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD 

แตจ่ะพบมากขึน้ในรายท่ีเกิดการอกัเสบของเย่ือบชุอ่งท้อง และในรายท่ีมีการอกัเสบเรือ้รังจ นเกิด

เป็นพงัผืดของเย่ือบชุอ่งท้อง  นา่จะเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงของ VEGF [48] ซึง่คล้ายกบัใน

ผู้ ป่วยท่ีเป็นเบาหวาน นอกจากนีย้งัพบวา่มีการเพิม่ขึน้ของ dilated vessels และพบการหนาตวั

ของชัน้ tunica media ซึง่ในบางรายอาจมีการอดุตนัของเส้นเลือดได้   

 การเปล่ียนแ ปลงของหลอดเลือด จะพบมีการเพิม่จํานวนของหลอดเลือด ซึง่พบ

เพิม่จํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD แตจ่ะพบมากขึน้ในรายท่ีเป็น peritoneal sclerosis 

น่าจะเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ  VEGF [47] ซึง่คล้ายกบัท่ีพบในผู้ ป่วยท่ีเป็น

เบาหวาน นอกจากนีย้งัพบวา่มีการเพิม่ขึน้ของ dilated vessels และพบการหนาตวัของชัน้ tunica 

media สง่ผลให้หลอดเลือดมีลกัษณะตีบแคบลง ในบางรายอาจมีการอดุตนัของเส้นเลือดได้ 

นอกจากนีพ้บ cellular infiltration รวมทัง้อาจพบ activated endothelial cell ในรายท่ีเป็น SEP 

ได้ [48] 

  ปัจจบุนัยงัไมท่ราบวา่การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเย่ือบชุอ่งท้องในตําแหนง่

ใดเป็นปัจจยัหลกัท่ีทําให้เกิดการเส่ือมสภาพในการแลกเปล่ียนสสารและนํา้ เชน่การเปล่ียนแปลง

ของเซลล์ endothelial lining peritoneal capillaries [49] หรือการเปล่ียนแปลงของ mesothelial 

cells ท่ีเป็นเหตทํุาให้เกิดการเปลี่ยนแปลงขอ งเย่ือบชุอ่งท้องเป็นลกัษณะ fibrosis และ 

neoangiogenesis เน่ืองจาก VEGF ซึง่เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัเิป็น potent proangiogenic factor 

พบวา่มีปริมาณสงูขึน้ในผู้ ป่วย CAPD และมีความสมัพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของ

เย่ือบชุอ่งท้องดงักลา่ว โดยเช่ือวา่เป็นหนึง่ใน กลไกหลกัท่ีทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ 

การศกึษาของ Aroeira และคณะ  พบวา่ mesothelial cells มีความสามารถสร้าง VEGF ได้

ปริมาณมากถ้ามีการเปล่ียนแปลงลกัษณะจากเซลล์ epitheliod mesothelium เป็น non-

epitheliod mesothelium (รูปท่ี 12) โดยการเปล่ียนแปลงนีส้ามาร ถตรวจพบในผู้ ป่วย CAPD 

ร่วมกบัพบวา่นํา้ยาล้างไตท่ีถ่ายเทจากเซลล์ non-epitheliod mesothelium มีคา่ VEGF มากกวา่

ระดบั VEGF ในพลาสมา (รูปท่ี 18 และ 19) [50] 
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รูปท่ี 18: แสดงระดบั VEGF จากนํา้ท่ีถ่าย จากผู้ ป่วย CAPD ท่ีมีลกัษณะ mesothelial cells ชนิด

ตา่ง ๆ 
 

 
 

รูปท่ี 19: แสดงระดบั VEGF ในซีร่ัมของผู้ ป่วย 
 

2.4 Hypoxia and hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α)  

ภาวะ hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณออกซเิจนต่ํากวา่ปกต ิโดยภาวะ 

hypoxia นัน้สามารถจําแนกได้เป็น 4 ประเภท ตามสาเหตขุองการเกิดภาวะ hypoxia ดงันี ้

1. Hypoxic hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณออกซเิจนต่ํากวา่ปกต ิ

เน่ืองมาจากร่างกายได้รับออกซเิจนน้อย 

 2. Anemic hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณออกซเิจนต่ํากวา่ปกต ิ

เน่ืองมาจากความบกพร่องในการขนสง่ออกซเิจนไปสูเ่ซลล์ 

 3. Circulatory hypoxia หรือ Stragnant hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณ

ออกซิเจนต่ํากวา่ปกต ิเน่ืองมาจากมีการคัง่ของกระแสโลหิต 

4. Histotoxic hypoxia หมายถึง ภาวะท่ีเซลล์ได้รับปริมาณออกซเิจนต่ํากวา่ปกต ิ

เน่ืองมาจากภาวะเป็นพษิของเซลล์ [51-52] 
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เม่ือเซลล์อยูใ่นภาวะ  hypoxia นัน้เซลล์จ ะมีการแสดงออกของ Hypoxia-inducible 

factors-1 (HIF-1) ซึง่เป็นโมเลกลุหลกัท่ีตอบสนองตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณของ  oxygen ท่ี

เซลล์ได้รับและสามารถนําไปใช้ในกิจกรรมตา่ง ๆ ของเซลล์โดยเฉพาะการลดลงของปริมาณของ  

oxygen (ภาวะ hypoxia)  

โครงสร้างของ HIF-1 นัน้เป็น heterodimer  transcription factor ประกอบด้วย HIF-1α 

และ HIF-1β  [ทัง้ 2 subunit ตา่งกนัตรงท่ีตําแหนง่ของ  aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator (ARNT)]  ซึง่ทัง้ 2 subunit นัน้ทางด้าน  N-terminal ประกอบด้วย  DNA recognition 

domain คือ basic-helix-loop-helix (bHLH) domain ซึง่เป็นสว่นท่ีจบักบั hypoxia responsive 

element (HRE) บนสาย DNA ถดัมาเป็นสว่นท่ีเรียกวา่ Per-Arnt-Sim (PAS) domains ซึ่ งเป็น

สว่นท่ีจบั (dimerize) กบั PAS domains ของ HIF-1β  สว่นทางด้าน C-terminal ของ HIF-1α 

ประกอบด้วย  N-terminal transactivation domain (NTAD) และ C-terminal transactivation 

domain (CTAD) โดยหลงัจากเกิดกระบวนการ translation ของ HIF-1α แล้วจะเกิด  

hydroxylation ท่ีตําแหนง่ proline ท่ี 402 และ 564 (P402 and P564) และเกิด acetylation ท่ี

ตําแหนง่ lysine ท่ี 532 (K532) ในบริเวณท่ีเรีย กวา่ oxygen-dependent degradation (ODD) 

domain (residues 401-603) (รูปท่ี 20) [53] โดย oxygen dependent prolylhydroxylase ซึง่

การเกิดกระบวนการท่ีกลา่วมาข้างต้นนีจ้ะทําให้เกิดการทําลาย  HIF-1α โดยผา่นทาง  von Hippel 

Lindau (VHL) E3 ubiquitin ligase complex และ proteasome (the von Hippel-Lindau-

mediated ubiquitin-proteasome pathways)  โดยอาศยัเอนไซม์ prolylhydroxylase-2 (PHD-2, 

EGLN) เม่ือขาดออกซิเจน เอนไซม์นีจ้ะไมทํ่างาน สง่ผลให้การทําลาย  HIF-1α หยดุลง อีกทัง้ยงั

พบการเกิด  hydroxylation ท่ีตําแหนง่ asparagine ท่ี 803 (N803) ภายใน C-terminal 

transactivation domain (CTAD) โดยอาศยัเอนไซม์ asparaginyl hydroxylase (FIH) ซึง่เป็น 

oxygen dependent enzyme อีกชนิดหนึง่ โดยการทํางานของเอนไซม์ชนิดนีน้ัน้มีผลยบัยัง้การ

ทํางานของ HIF-1α (ยบัยัง้การจบัของ HIF-1α กบั coactivator; p300, CBP)  ทําให้ HIF-1α/HIF-1β  

heterodimer ไมส่ามารถจบักบัสว่นของ hypoxia responsive element (HRE) บน promoter 

ของ target genes ได้  ซึง่ HRE เป็น consensus sequence มีลําดบัเบสคือ 5-NCGTG-3 [54] มี

ผลทําให้  genes ท่ีควบคมุการตอบสนองตอ่การอยูร่อดในภาวะท่ีมีปริม าณ oxygen ต่ํา เชน่ 

glycolysis enzymes,  vascular endothelial growth factor (VEGF), erythropoiesis, 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) เป็นต้น นัน้มีการแสดงออกเพิ่มมากขึน้ (รูปท่ี 21-22) 

[55-56] สว่น HIF-1β  นัน้สว่นทางด้าน C-terminal ประกอบด้วย transactivation domain 

(TAD) แตใ่นสว่นนีไ้มมี่  ODD domain  จงึทําให้ HIF-1β  นัน้มีการแสดงออกตลอดเวลา 

(constitutively expression) นอกจาก HIF-1 แล้วยงัพบ HIF-2α ซึง่โครงสร้างคล้ายกบั HIF-1α 
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มากและมีการแสดงออกท่ี endothelial จงึมีช่ือเรียกอีกช่ือหนึง่วา่ EPAS (endothelial PAS) อีกทัง้

ยงัพบการแสดงออกของ HIF-2α ใน bone marrow เช่ือวา่เก่ียวกบัการ maturation ของเซลล์เม็ด

เลือด และHIF-2α ยงัพบการแสดงออกในไตพบท่ีบริเวณ interstitium ปัจจบุนัเช่ือวา่ HIF-2α เป็น

โมเลกลุหลกัในการควบคมุการสร้าง erythropoietin HIF-3α นัน้ไมมี่ trans-activation domain 

จงึทํางานเป็น competitor กบัระบบ HIF-1α และ HIF-2α พบการแสดงออกของ HIF-3α ท่ี 

cornea เช่ือวา่ HIF-3α ทําหน้าท่ียบัยัง้การสร้างหลอดเลือดท่ีบริเวณนัน้ [54, 56-63] 

นอกจากนีภ้าวะ hypoxia ยงัมีความเก่ียวข้องกบั mitochondria อีกด้วย กลา่วคื อใน

กระบวนการ electron transfer ใน aerobic respiration ซึง่เซลล์จะใช้ oxygen เป็น final 

electron acceptor ดงันัน้ เม่ือเซลล์อยูใ่นภาวะปกต ิ (normoxic conditions) HIF-1α จะถกู

ทําลายโดยการเกิด prolyl hydroxylation โดยเอนไซม์ PHD-2 นีต้้องอาศยั α-ketoglutarate ช่วย

ในการทํางาน (co-factor) ซึง่ α-ketoglutarate เป็นสารกลางตวัหนึง่ในวฎัจกัรเคร์ป  แตเ่ม่ือเซลล์

อยูใ่นภาวะท่ีมีปริมาณ  oxygen ต่ํา นัน้ทําให้เกิดการสะสมของ succinate ภายใน mitochondria 

ซึง่ succinate นีจ้ะไปยบัยัง้การทํางานของ  HIF prolyl-hydroxylase  มีผลทําให้ HIF-1α ภายใน

เซลล์มีความเสถียร  ซึง่  HIF-1α นีจ้ะเข้าไปจบัท่ี hypoxia response element (HRE) ของ target 

genes ดงันัน้จงึเห็นได้วา่สารตวักลางในวงจรเคร์ปหลาย ๆ ตวั สามารถกระตุ้นระบบ HIF ได้ [54] 
 

 
 

รูปท่ี 20: แสดงโครงสร้างโมเลกลุของ hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) [53] 
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รูปท่ี 21: แสดงการทํางานของ hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) [55] 
 

 
 

รูปท่ี 22: แสดง target genes ของ HIF-1 [56] 
 

2.5 Hypoxia induced fibrosis and angiogenesis 

การเกิดพงัผืด (fibrosis) ซึง่เป็นกลไกของร่างกายท่ีซอ่มแซมเนือ้เ ย่ือท่ีถกูทําลาย ซึง่พบวา่ 

hypoxia สามารถกระตุ้น fibrosis mediator ท่ีสําคญัคือ transforming growth factor-β1 (TGF-β1), 

connective tissue growth factor (CTGF) ผลของการกระตุ้นจะทําให้มีการสะสมของ 

extracellular matrix (ECM) เพิ่มขึน้ การสะสม ECM นีจ้ะเกิดขึน้ได้มกัเป็นผลลพัธ์ของการลดการ

สลาย ECM และมีการสร้าง ECM เพิ่มขึน้ ซึง่การสลาย ECM นีอ้าศยัเอนไซม์ท่ีสําคญัคือ plasmin 

และเอนไซม์ในกลุม่ matrix metalloproteinase (MMPs) ท่ีสําคญัคือ MMP-2 และ MMP-9 โดย 

plasmin ถกูยบัยัง้ด้วย plasminogen inhibitor activator-1 (PAI-1) สว่น MMPs ถกูยบัยัง้ด้วย 

tissue inhibitor metalloproteinase-1 (TIMP-1) พบวา่ในภาวะ hypoxia นัน้ MMP-2 มีปริมาณ

ลดลงในขณะท่ีมีการสร้าง PAI-1 มากขึน้สง่ผลให้ลดการทําลาย ECM [54] สอดคล้องกบั

การศกึษาของ Ghassan M. Saed และคณะ ท่ีพบวา่ peritoneal fibroblast ท่ีได้รับภาวะ 
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hypoxia นัน้มีการแสดงออกของ type I collagen และ TGF-β เพิม่มากขึน้โดยการแสดงออกของ 

type I collagen และ TGF-β นัน้เป็นการเปล่ียนแปลงอยา่งถาวร [64] 

นอกจากการเกิดพงัผืด (fibrosis) ซึง่เป็นกลไกของร่างกายท่ีซอ่มแซมเนือ้เย่ือท่ีถกูทําลาย

แล้วการสร้างหลอดเลือดใหม ่(angiogenesis) นัน้ก็ถือเป็นกระบวนการหนึง่ท่ีมีความสําคญัไมแ่พ้

กนั ซึง่กระบวนการดงักลา่วประกอบด้วยหลายขัน้ตอนคือ มีการสลาย ECM และ basement 

membrane ของหลอดเลือดในบริเวณท่ีจะมีการงอกของหลอดเลือดใหมอ่อกไป การเคล่ือนท่ีของ 

endothelial cell ไปยงัทิศท่ีมีการกระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใหม ่การเจริญและการแบง่ตวัของ 

endothelial cell การสร้างโครงสร้างของหลอดเลือดและการคงสภาพรวมถึงการเปล่ียนแปลงของ

หลอดเลือดไปเป็นหลอดเลือดเฉพาะ [65] โดยในแตล่ะขัน้ตอนนัน้ก็จะมีโมเลกลุตา่ง ๆ ท่ีเข้ามา

เก่ียวข้อง เชน่ ในขัน้ตอนการเคล่ือนท่ีของ endothelial cell ไปยงัทิศท่ีมีการกระตุ้นการสร้างหลอด

เลือดใหมน่ัน้มีตวักระตุ้นคือ vascular endothelial growth factor (VEGF) เป็นต้น โดยจาก

การศกึษาของ Qiang Tong และคณะ ท่ีพบวา่ภาวะ hypoxia นัน้กระตุ้นการแสดงออกของ VEGF 

เพิ่มมากขึน้โดยผา่นทาง PI-3K/Akt-NFκB signaling pathway [66] 
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บทที่ 3 

 

วิธีการวิจัย 

 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

 การศกึษานีเ้ป็นการศกึษาเชงิทดลอง (experimental study design) แบบมีกลุม่ทดลอง

และกลุม่เปรียบเทียบ (experimental controlled trial) 

 

3.2 วิธีการวิจัย 

3.2.1 การทดลองเพาะเลีย้งเซลล์และการศึกษากลไกการเ ปล่ียนแปลงของเซลล์

เพาะเลีย้งท่ีสัมผัสกับนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้อง 

3.2.1.1 ทําการเพาะเลีย้ง (primary culture) mesothelial cells จาก omentum 

ของผู้ ป่วยท่ีได้รับการผา่ตดัลําไส้ด้วย intraluminal diseases (elective surgery)  

3.2.1.2 ยืนยนัชนิดของ mesothelial cells ด้วยการย้อมเซลล์ด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ 

cytokeratin  

   3.2.1.3 ใช้เซลล์ท่ีเพาะไมเ่กิน 3 passages ศกึษากลไกการเปล่ียนแปลงของ

เซลล์ท่ีสมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและองค์ประกอบของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง  โดยแบง่ 

mesothelial cells ออกเป็น 13 กลุม่ คือ  

    1)    กลุม่ควบคมุ (culture media pH 7.4) 

    2)    กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

    3)    กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

    4)    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

    5)    กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media pH 7.4 

    6)    กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media pH 7.4 

    7)    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media pH 7.4 

    8)  กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media pH 7.4 (มีคา่ 

osmolarity เทา่กบั 1.5% dextrose in culture media pH 7.4 คือ 344 mOsm/L) 

    9)  กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media pH 7.4 (มีคา่ 

osmolarity เทา่กบั 2.5% dextrose in culture media pH 7.4 คือ 395 mOsm/L) 

    10) กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media pH 7.4 (มีคา่ 

osmolarity เทา่กบั 4.25% dextrose in culture media pH 7.4 คือ 483 mOsm/L) 
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    11)  กลุม่ท่ีได้รับ 20 µM methylglyoxal (MGO) in culture media pH 

7.4 

    12)  กลุม่ท่ีได้รับ culture media ท่ีมีสภาวะเป็นกรด (pH 5.4)  

    13) กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia (โดยเลีย้งเซลล์ใน tri-gas incubator ท่ีมี

สว่นผสมของก๊าซออกซิเจน 1% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และท่ีเหลือเป็นก๊าซไนโตรเจน 

เป็นเวลา 9 วนั)  

3.2.1.4 ศกึษาการเกิดภาวะ hypoxia โดยพจิารณาจากการตดิสีย้อมของ

แอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (pimonidazol) และเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของของยีน

ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดภาวะ hypoxia (HIF-1α) ระหวา่งก ลุม่ควบคมุและกลุม่ท่ีได้รับภาวะ 

hypoxia กบักลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและกลุม่ท่ีได้รับองค์ประกอบตา่ง ๆ ของนํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้อง 

โดยขัน้ตอนท่ีกลา่วมาข้างต้น แสดงในรูปท่ี 23 

  1. PDF
 

 induces hypoxia ? 

 
 

  2. Glucose & osmolarity
 

 induce hypoxia ? 
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  3. GDPs
 

 induces hypoxia ? 

 
 

4. pH
 

 induces hypoxia ? 

 
 

รูปท่ี 23. แสดงขัน้ตอนในการศกึษากลไกการเปล่ียนแปลงของ mesothelial cells ท่ีสมัผสักบั

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 

 

3.2.2 การศกึษาในสัตว์ทดลอง 

หนทูดลองสายพนัธุ์ Sprague-Dawley เพศผู้  ท่ีมีนํา้หนกัตวัแรกเข้าระหวา่ง 250-

300 กรัม (ศนูย์สตัว์ทดลองแหง่ชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล ) จํานวน 15 ตวั สตัว์ทดลองทกุตวัจะ

ได้รับการดแูลอยา่งดีในศนูย์สตัว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ

สามารถรับประทานอาหารและนํา้ได้ตามแตต้่องการ  หลงัจากนัน้จะได้รับการศกึษาตามลําดั บ

ดงันี ้คือ  
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   3.2.2.1 แบง่สตัว์ทดลองออกเป็น 3 กลุม่ คือ  

    1) กลุม่ควบคมุ (normal saline sterile; NSS) 

    2) กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

                                    3) กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2

โดยหนใูนแตล่ะกลุม่จะทําการฉีดเข้าทางชอ่งท้องวนัละ 2 ครัง้ หา่งกนัครัง้ละ 12 

ชัว่โมง ด้วยปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ่นํา้หนกัตวั 100 กรัม เป็นเวลารวมทัง้สิน้ 12 สปัดาห์ ยกเว้น

กลุม่ hypoxia-mimic ท่ีได้รับสารดงักลา่วเป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 in NSS pH 7.4 (กลุม่ hypoxia-mimic) 

3.2.2.2 ก่อนการ sacrified ทําให้หนูสลบด้วย sodium pentobarbital ความ

เข้มข้น 60 มลิลกิรัมตอ่นํา้หนกัตวั 1 กิโลกรัม แล้วจงึทําการผา่ตดัเปิดชอ่งท้องและเก็บตวัอยา่งชิน้

เนือ้สว่น abdominal wall, diaphragm, liver และ small bowel นําชิน้เนือ้ตวัอยา่งทัง้หมดมาคง

สภาพใน 10% buffered neutral formalin solution  

3.2.2.3 หนบูางส่วนในแตล่ะกลุม่นัน้จะทําการฉีด  hypoxyprobe (pimonidazole) 

60 มลิลกิรัมตอ่นํา้หนกัตวั 1 กิโลกรัม เข้าทางชอ่งท้องก่อนการ sacrified 30 นาที เพ่ือศกึษาการ

เกิดภาวะ hypoxia และศกึษา functional vessel ด้วยวิธี perfusion โดยใช้ biotinylated lectin 

0.25 มลิลกิรัมตอ่นํา้หนกัตวั 1 กิโลกรัม และทําการ perfused ก่อนการ sacrified 4 นาที 

หลงัจากหนท่ีูได้รับ  hypoxyprobe และ biotinylated lectin ถกู sacrified แล้ว 

ชิน้สว่นท่ีใช้ทําการศกึษาจะถกู fix ใน methyl carnoy fixative แล้ว embeded ใน paraffin โดย

ชิน้สว่นที่ embeded ใน paraffin ทัง้หมดนัน้จะนํามาตดั section ด้วยเคร่ือง microtome แล้วทํา

การย้อมชิน้เนือ้ด้วย hypoxyprobe kit เพ่ือศกึษาการเกิดภาวะ  hypoxia   ทําการย้อม

เพ่ือศกึษา functional vessel โดยวิธี  immunohistochemistry  และย้อม masson’s 

trichrome เพ่ือศกึษา fibrosis  

โดยขัน้ตอนท่ีกลา่วมาข้างต้น แสดงในรูปท่ี 24 
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รูปท่ี 24. แสดงขัน้ตอนในการศกึษาในสตัว์ทดลอง 

 

3.3 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

3.3.1 Hypoxic mesothelial cells 

ทําการหยอด hypoxyprobe (pimonidazol) ลงในอาหารเลีย้งเซลล์ก่อน

ทําการเก็บเก่ียวเซลล์ 30 นาที หลงัจากนัน้คงสภาพเซลล์ด้วยสารละลาย acetone:methanol 

(อตัราสว่น 1:1) ท่ีเย็นจดั แล้วทําการย้อม ด้วย hypoxyprobe kit ซึง่จบัอยา่งจําเพาะกบั 

hypoxyprobe โดยเซลล์ท่ีเกิดภาวะ hypoxia นัน้จะเห็นเป็นตะกอนละเอียดสีนํา้ตาลกระจายอยู่

ภายในเซลล์นัน้ ซึง่ทําการประเมินจํานวนของเซลล์ท่ีให้ผลบวกตอ่การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ 

hypoxyprobe (pimonidazol) และทําการศกึษาการแสดงออกของ HIF-1α protein ในเซลล์ด้วย

แอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α ซึง่ในเซลล์ท่ีมีการแสดงออก ของ HIF-1α จะเห็นเป็นตะกอนละเอียดสี

นํา้ตาลกระจายอยูภ่ายในนวิเคลียสของเซลล์  แล้วทําการประเมินจํานวนของเซลล์ท่ีให้ผลบวกตอ่

การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α 

 

3.3.2 การประเมนิทางสัณฐานของเนือ้เย่ือ 

3.3.3.1 Mesothelial monolayer 

หลงัจาก  sacrifice หน ูนําสว่นด้านหน้า ของตบัมาวางบนแผน่สไลด์ท่ี

เคลือบด้วย 1% agarose gel (liver imprint) เป็นเวลา 15-20 วินาที โดยทําการ  imprint จํานวน 4 

สไลด์ตอ่หนแูตล่ะตวั จากนัน้ทําการคงสภาพด้วย 70% ethanol และย้อมด้วยสี Giemsa’s azure 
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eosin methylene blue for microscope (ready to use)  แล้วทําการประเมินจํานวนของ  

mesothelial cells ตอ่พืน้ท่ี 

3.3.2.2 Submesothelial thickness 

ทําการย้อมชิน้เนือ้ท่ีตดัจาก paraffin block ด้วย masson’s trichrome 

โดยชัน้ submesothelial tissue นัน้อยูร่ะหวา่งชัน้ของ  mesothelial cells กบัชัน้ของกล้ามเนือ้ 

ความหนาของชัน้ submesothelial tissue วดัโดยใช้ image J 1.37a program ซึง่ทําการวดั

ทัง้หมด 6 ตําแหนง่ตอ่เนือ้เย่ือ 

3.3.2.3 Mesenteric vascular density 

ทําการย้อมชิน้เนือ้ท่ีตดัจาก paraffin block ด้วย streptavidin ซึ่งจบั

อยา่งจําเพาะกบั perfused LE-lectin โดยหลอดเลือดท่ีเกิดขึ ้ นใหมจ่ะเห็นเป็นตะกอนละเอียดสี

นํา้ตาลท่ีหลอดเลือดนัน้ ซึง่ทําการนบัจํานวนหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ี โดยใช้ image J 1.37a program 

แล้วทําการประเมินจํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ี 

3.3.2.4 Hypoxic study 

ทําการย้อมชิน้เนือ้ท่ีตดัจาก paraffin block ด้วย hypoxyprobe kit ซึง่

จบัอยา่งจําเพาะกบั hypoxyprobe ท่ีฉีดเข้าไปในชอ่งท้องโดยเซลล์ท่ีเกิดภาวะ hypoxia นัน้จะ

เห็นเป็นตะกอนละเอียดสีนํา้ตาลกระจายอยูภ่ายในเซลล์นัน้ ซึง่ทําการประเมินชนิดของเซลล์และ

จํานวนของเซลล์ท่ีให้ผลบวกตอ่การย้อมด้วย hypoxyprobe (pimonidazol) และทําการศกึษาการ

แสดงออกของ HIF-1α protein ในชิน้เนือ้ท่ีตดัจาก paraffin block ด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α 

ซึง่ในเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ HIF-1α จะเหน็เป็นตะกอนละเอียดสีนํา้ตาลกระจายอยูภ่ายใน

นิวเคลียสของเซลล์ 

 

3.4 การเก็บรวบรวมข้อมูล 

ผู้ วิจยัเป็นผู้รวบรวมข้อมลูการทดลองและบนัทกึผลการทดล องโดยการจดบนัทกึ โดยมี

อาจารย์ท่ีปรึกษาเป็นผู้ควบคมุและให้คําปรึกษา 

 

3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล 

ข้อมลูท่ีได้จากการทดลองบนัทกึเป็นคา่ mean ± SEM ทดสอบความแตกตา่งของคา่เฉล่ีย

ของกลุม่ตวัอยา่งโดยใช้ one-way ANOVA โดยการทดสอบสมมตฐิาน กําหนดให้มีนยัสําคญัทาง

สถิตทีิ่ p ≤ 0.01 



บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 
 

4.1 นํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องก่อให้เกดิภาวะ hypoxia  

การศกึษาในหวัข้อนี ้ได้ทําการศกึษาถึงความสมัพนัธ์ของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องกบั

การเกิดภาวะ hypoxia โดยทําการจําลองภาวะ Hypoxia ทัง้ในระดบัเซลล์เพาะเลีย้งซึง่ จําลองโดย

การบม่เซลล์ในอาหารเลีย้งเซล ล์ท่ีอยูใ่นสภาวะ hypoxia (1% O2, 5% CO2, 94% N2) และใน

สตัว์ทดลองซึง่จําลองโดยการฉีด CoCl2 ท่ีความเข้มข้น 100 µM ในนํา้เกลือนอร์มลั (hypoxia-

mimic) [67] แล้วทําการเปรียบเทียบกลุม่ hypoxia กลุม่ควบคมุ และกลุม่ท่ีได้รับการฉีดนํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้อง  (PDF) จากนัน้ทําการศกึษาการเกิดภาวะ hypoxia จากการแสดงออกของ

โปรตีน HIF-1α ภายในนิวเคลียสของเซลล์ จากการย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α (ซึง่เม่ือเซลล์

เกิดภาวะ hypoxia โปรตีนชนิดนีจ้ะมีความเสถียรและสามารถตรวจสอบได้ ) และการตดิสีเม่ือทํา

การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (pimonidazol) โดยสารชนิดนีจ้ดัอยูใ่นกลุม่ 2-

nitroimidazol และจะจบักบัหมู ่ thiol ของโปรตีนในเซลล์หรือเนือ้เย่ือท่ีมีคา่ pO2 ต่ํากวา่ 10 

mmHg ท่ีอณุหภมูิ 37o

จากการศกึษานีพ้บวา่ในหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้มีการแสดงออกของ

โปรตีน HIF-1α ในเย่ือบผุนงัชอ่งท้องใกล้เคียงกบัในหนกูลุม่ hypoxia-mimic และมีความแตกตา่ง

เม่ือเทียบกบัในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัท่ี p ≤ 0.05 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้ม

ของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 31.61 ± 10.83 % สว่นกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องมี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของ การตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 44.82 ± 9.40% และกลุม่ hypoxia-mimic มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 42.45 ± 12.92 %) (รูปท่ี 25-27) ซึง่สอดคล้องกบั

การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe ท่ีพบวา่ในหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง

นัน้ให้ผลบวกตอ่การ ย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe ในเย่ือบผุนงัชอ่งท้องใกล้เคียงกบัใน

หนกูลุม่ hypoxia-mimic และมีความแตกตา่งเม่ือเทียบกบัในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญั

ท่ี p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 30.89 ± 9.56 % สว่น

กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 67.06 ± 

30.62% และกลุม่ hypoxia-mimic มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 49.72 ± 

19.57 %) (รูปท่ี 28-30) 

C 
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รูปที่ 25: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อการแสดงออกของ HIF-1α ในเย่ือบผุนงั

ชอ่งท้อง (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปที่ 26: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อการแสดงออกของ HIF-1α ในเย่ือบผุนงั

ชอ่งท้อง (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 27: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลในเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง  ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือสมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 
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C กลุม่ควบคมุ 

D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

H กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
หมายเหตุ  

 in NSS 
%

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 
 

รูปท่ี 28: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ในเย่ือบผุนงัชอ่ง

ท้อง ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 29: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ในเย่ือบผุนงัชอ่ง

ท้อง ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 
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รูปท่ี 30: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลในเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง  ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือสมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 

C กลุม่ควบคมุ 

D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

H กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 in NSS 

 

 สว่นผลการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้งนัน้พบวา่ mesothelial cells ท่ีสมัผสักบันํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้องมีการแสดงออกของโปรตีน HIF-1α ภายในนิวเคลียสของเซลล์แตกตา่งเม่ือ

เทียบกบักลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัท่ี p ≤ 0.05 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิ

สีนํา้ตาลเทา่กบั 31.44 ± 7.86 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 44.58 ± 11.11 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 84.88 ± 17.59 %) (รูปท่ี 31-33) ซึง่สอดคล้อง

กบัการย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe ท่ีพบวา่ mesothelial cells ท่ีสมัผสักบันํา้ยาฟอก

ไตทางชอ่งท้องนัน้ให้ผลบวกตอ่การย้อม ด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe นัน้มีความแตกตา่ง

เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญั อยา่งย่ิงท่ี p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความ

เข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 30.96 ± 7.03 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% 

dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของ การตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  46.71 ± 7.55 % และกลุม่ท่ีได้รับ

ภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 70.52 ± 5.16 %) (รูปท่ี 34-36) 

โดยการตดิสีย้อมของทัง้ HIF-1α และ hypoxyprobe นัน้มีการย้อมตดิสีไมแ่ตกตา่งเม่ือความ

เข้มข้นของนํา้ตาลกลโูคสในนํา้ยา ฟอกไตทางชอ่งท้องเพิ่มขึน้ โดยพบวา่ mesothelial cells ท่ี

สมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง  4.25% dextrose มีการแสดงออกของโปรตีน HIF-1α ภายใน

นวิเคลียสของเซลล์แตกตา่งเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัท่ี p ≤ 0.05 (กลุม่ควบคมุมี
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เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสี นํา้ตาลเทา่กบั 31.44 ± 7.86 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทาง

ชอ่งท้อง 1.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  44.58 ± 11.11 % 

กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 2.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาล

เทา่กบั 41.04 ± 7.96 % กลุ่มท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 4.25% dextrose มีเปอร์เซ็นต์

ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 49.33 ± 11.82 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 84.88 ± 17.59 %) (รูปท่ี 37-39) ซึง่สอดคล้องกบั

การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ต่ อ hypoxyprobe ท่ีพบวา่ mesothelial cells ท่ีสมัผสักบันํา้ยาฟอกไต

ทางชอ่งท้องนัน้ให้ผลบวกตอ่การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe นัน้มีความแตกตา่งเม่ือ

เทียบกบักลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญั อยา่งย่ิงท่ี p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้ม

ของการตดิสีนํา้ตาลเ ทา่กบั 30.96 ± 7.03 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% 

dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  46.71 ± 7.55 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้อง 2.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  48.07 ± 

6.84 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 4.25% dextrose มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิ

สีนํา้ตาลเทา่กบั 52.22 ± 8.98 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการ

ตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 70.52 ± 5.16 %) (รูปท่ี 40-42)  

 กลา่วโดยสรุปได้ว่านํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องนัน้ก่อใ ห้เกิดภาวะ hypoxia ทัง้

ใน mesothelial cells และภายในชอ่งท้องของสตัว์ทดลอง 
 

 
 

รูปท่ี 31: แสดงผลนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells 

(×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 32: แสดงผลนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells 

(×400)  

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 33: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 1.5% 

dextrose PDF 
?

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่กลุม่ควบคมุ 
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รูปท่ี 34: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ใน mesothelial 

cells ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 35: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ใน mesothelial 

cells ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×400)  

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 36: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 
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C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมือ่เทียบกบักลุม่ท่ี ได้รับ 1.5% 

dextrose PDF 

 
 

รูปที่ 37: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ  

HIF-1α ใน mesothelial cells (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปที่ 38: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ  

HIF-1α ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 39: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

2D กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

4D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 1.5% 

dextrose PDF 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 2.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 4.25% 

dextrose PDF 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่กลุม่ควบคมุ 

 
 

รูปท่ี 40: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ใน mesothelial 

cells ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 41: แสดงผลของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องต่อ การเกิดภาวะ hypoxia ใน mesothelial 

cells ด้วยแอนติบอดีย์ตอ่ hypoxyprobe (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 42: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

2D กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

4D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.5% 

dextrose PDF 
$

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose PDF 

4.2 องค์ประกอบของนํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องท่ีก่อให้เกดิภาวะ hypoxia  

การศกึษาในหวัข้อนี ้เป็นการศกึษาเก่ียวกบัองค์ประกอบของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องกบั

การเกิดภาวะ hypoxia ซึง่สืบเน่ืองจากการศกึษาข้างต้น ท่ีพบวา่ นํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องนัน้

ก่อให้เกิดภาวะ hypoxia โดยในการศกึษานีไ้ด้ เลียนแบบสภาพท่ีเกิดขึน้จากการล้างไตทางชอ่ง

ท้อง ได้แก่ 

1) Hyperglycemic condition: จําลองโดยการเตมิ dextrose ลงในอาหารเลีย้งเซลล์  

2) Hyperosmolarity condition: จําลองโดยการ เตมิ mannitol ลงในอาหารเลีย้งเซลล์ ซึง่

ในสารละลายนีจ้ะมีคา่ osmolarity เทา่กนักบั hyperglycemic condition 

3) Acidic pH condition: จําลองโดยการ ปรับคา่ความเป็นกรด -ดา่ง (pH) ของอาหาร

เลีย้งเซลล์ให้มีสภาวะเป็นกรด (คา่ pH = 5.4 ซึ่งเทา่กนักบั pH ในนํา้ยาล้างไตทางชอ่งท้อง)  

4) High GDP condition: จําลองโดยการ เตมิสารในกลุม่ GDP ซึง่ในการทดลองนีใ้ช้ 

methylglyoxal (MGO) ท่ีความเข้มข้น 20 μM ลงในอาหารเลีย้งเซลล์ ซึง่ความเข้มข้นนี ้ เป็นความ

เข้มข้นท่ีสามารถตรวจพบในนํา้ยาล้างไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose 

5) Hypoxic condition: จําลองโดยการ บม่เซลล์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีอยูใ่นสภาวะ 

hypoxia (1% O2, 5% CO2, 94% N2

โดยแตล่ะกลุม่การทดลองจะเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ และกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไต

ทางชอ่งท้อง (PDF)  

)  

 

4.2.1 ผลของ dextrose และ osmolarity ต่อการเกิดภาวะ hypoxia 

  ผลการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้งในกลุม่  hyperglycemic condition (1.5% 

dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์ 2.5% dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์ และ 4.25% dextrose ใน

อาหารเลีย้งเซลล์ ) และกลุม่ hyperosmolarity condition (1.4% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์ 

2.3% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์ และ  4.12% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์ ) นัน้พบวา่

องค์ประกอบท่ีสง่ผลให้มีการแสดงออกของโปรตีน HIF-1α มากท่ีสดุโดยพจิารณาจากเปอร์เซน็ต์
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ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลสงูท่ีสดุเ ม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกลุม่  hyperglycemic condition 

และกลุม่ hyperosmolarity condition กบักลุม่ควบคมุ กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง และ

กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia คือ กลุม่ท่ีมี dextrose (hyperglycemic condition) ซึง่เปอร์เซ็นต์

ความเข้มของการตดิสีนํา้ต าลใกล้เคียงกบักลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง และมีความ

แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัย่ิงท่ี p ≤ 0.01 อีกทัง้ยงัพบวา่เซลล์ท่ีสมัผสักบั

สารละลายท่ีมีคา่ osmolarity สงูมาก (483 mOsm/L) มีการแสดงออกของโปรตีน  HIF-1α 

มากกวา่เซลล์ท่ีสมัผสักบัสารละลายท่ี มีคา่ osmolarity ต่ํากวา่ (344 mOsm/L และ 395 

mOsm/L) อยา่งมีนยัสําคญัย่ิงท่ี p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสี

นํา้ตาลเทา่กบั 31.44 ± 7.86 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 44.58 ± 11.11 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทาง

ชอ่งท้อง 2.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  41.04 ± 7.96 % กลุม่

ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 4.25% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาล

เทา่กบั 49.33 ± 11.82 % กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้ม

ของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 47.86 ± 12.04 % กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 43.23 ± 5.55 % กลุม่ท่ีได้รับ  4.25% dextrose 

ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็ นต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 69.18 ± 12.69 %  กลุม่ท่ี

ได้รับ 1.4% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 35.80 

± 4.75 % กลุม่ท่ีได้รับ  2.3% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสี

นํา้ตาลเทา่กบั 40.83 ± 9.15 % และกลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์มี

เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 47.68 ± 5.09 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 84.88 ± 17.59 %) (รูปท่ี 43-45, 49-51 และ 

55-60) ซึง่ผลของการแสดงออกของโปรตีน HIF-1α นัน้สอดคล้องกบัการตดิสีย้อมของการย้อม

ด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe กลา่วคือ กลุม่ท่ีมี  dextrose (hyperglycemic condition) จะ

มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลใกล้เคียงกบักลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง และ

มีความแตกต่างจากกลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัย่ิงท่ี p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความ

เข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 30.96 ± 7.03 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% 

dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  46.71 ± 7.55 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้อง 2.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั  48.07 ± 

6.84 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 4.25% dextrose มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิ

สีนํา้ตาลเทา่กบั  52.22 ± 8.98 % กลุม่ท่ีได้รับ  1.5% dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็ นต์

ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 43.20 ± 6.84 % กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose ในอาหาร
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เลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 46.69 ± 13.83 % กลุม่ท่ีได้รับ 

4.25% dextrose ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 51.98 ± 

10.30 %  กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสี

นํา้ตาลเทา่กบั 37.68 ± 5.18 % กลุม่ท่ีได้รับ  2.3% mannitol ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์

ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 38.50 ± 6.51 % กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol ในอาหาร

เลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 43.69 ± 6.30 % และกลุม่ท่ีได้รับ

ภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 70.52 ± 5.16 %) (รูปท่ี 46-48, 

52-54 และ 61-66) ผลการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้งนีชี้ใ้ห้เหน็วา่ dextrose นัน้ก่อให้เกิดภาวะ 

hypoxia ใน mesothelial cells 
 

 
 

รูปท่ี 43: แสดงผลของ dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน 

mesothelial cells (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 44: แสดงผลของ dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน 

mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 45: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบั dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1G กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

2G กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

4G กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose in culture media 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี  p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.5% 

dextrose in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั ท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose in culture media 

 
 

รูปท่ี 46: แสดงผลของ dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน 

mesothelial cells (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 47: แสดงผลของ dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน 

mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B แสดง กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 48: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบั dextrose ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1G กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

2G กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

4G กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose in culture media 

$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.5% 

dextrose in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose in culture media 

!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
 

รูปท่ี 49: แสดงผ ลของ mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน 

mesothelial cells (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 
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รูปท่ี 50: แสดงผลของ mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน 

mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

 
 

รูปท่ี 51: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบั mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1M กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

2M กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

4M กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 1.4% 

mannitol in culture media 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.3% 

mannitol in culture media 
@

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.12% 

mannitol in culture media 

 
 

รูปท่ี 52: แสดงผลของ mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน 

mesothelial cells (×100) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 53: แสดงผลของ mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน 

mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 54: แสดง ร้อยละของความเข้มในกา รตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบั mannitol ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

C   กลุม่ควบคมุ 

1M กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

2M กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

4M กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.4% 

mannitol in culture media 

$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.3% 

mannitol in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.12% 

mannitol in culture media 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
 

รูปท่ี 55: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (344 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 56: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (395 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 57: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (483 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 
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รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 58: แสดงร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ HIF-1α 

เม่ือเซลล์สมัผสักบั osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (344 mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

1G กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

1M กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.4% 

mannitol in culture media 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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รูปท่ี 59: แสดงร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ HIF-1α 

เม่ือเซลล์สมัผสักบั osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (395  mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

2D กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

2G กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

2M กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมือ่เทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 2.5% 

dextrose in culture media 
@

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.3% 

mannitol in culture media 
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รูปท่ี 60: แสดงร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ HIF-1α 

เม่ือเซลล์สมัผสักบั osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (483 mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

4D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

4G กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

4M กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.12% 

mannitol in culture media 
!พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
?

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั ท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose in culture media 



58 
 

 
 

รูปท่ี 61: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (344 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 62: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีค่ า osmolarity เทา่กนั (395 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 
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รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 63: แสดงผลของ osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (483 mOsm/L) 

ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน mesothelial cells (×400) 

รูป A กลุม่ควบคมุ 

รูป B กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

รูป C กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

รูป E กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 64: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ 

hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบั  osmotic agent ชนิดตา่ง  ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (344 

mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF  
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1G กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose in culture media 

1M กลุม่ท่ีได้รับ 1.4% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 

$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose in culture media 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.4% 

mannitol in culture media 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% dextrose 

PDF 

 
 

รูปท่ี 65: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ 

hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบั  osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (395  

mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

2D กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose PDF 

2G กลุม่ท่ีได้รับ 2.5% dextrose in culture media 

2M กลุม่ท่ีได้รับ 2.3% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมือ่เทียบกบักลุม่ท่ี ได้รับ 2.5% 

dextrose PDF 
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$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  2.5% 

dextrose in culture media 
@

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 2.3% 

mannitol in culture media 

 
 

รูปท่ี 66: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาล ในเซลล์ท่ีย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่ 

hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบั  osmotic agent ชนิดตา่ง ๆ ท่ีมีคา่ osmolarity เทา่กนั (483 

mOsm/L) 

C   กลุม่ควบคมุ 

4D กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

4G กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose in culture media 

4M กลุม่ท่ีได้รับ 4.12% mannitol in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose PDF 

$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.25% 

dextrose in culture media 
@

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  4.12% 

mannitol in culture media 

4.2.2 ผลของสภาวะท่ีเป็นกรดต่อการเกิดภาวะ hypoxia 

ผลของสภาวะท่ีเป็นกรดตอ่การเกิดภาวะ hypoxia นัน้พบวา่มีการแสดงออกของ

โปรตีน HIF-1α ใกล้เคียงกบัในกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง  และมีความแตกตา่งจาก

กลุม่ควบคมุ (กลุม่ควบคมุมี เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 31.44 ± 7.86 % 
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กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาล

เทา่กบั 44.58 ± 11.11 % กลุม่ท่ีได้รับอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสภาวะเป็นกรดมีเปอร์เซ็นต์ความเข้ม

ของการตดิสีนํา้ตาล เทา่กบั 40.34 ± 7.52 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความ

เข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 84.88 ± 17.59 %) (รูปท่ี 67-69) แตผ่ลจากการย้อมด้วย

แอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe นัน้แสดงให้เห็นวา่เปอร์เซ็นต์การตดิสีจากการย้อมในกลุม่ท่ีมี

สภาวะเป็นกรดนัน้ใกล้เคียงกบักลุม่ควบคมุ และมีความแตกตา่งจากกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทาง

ชอ่งท้องอยา่งมีนยัสําคญัท่ี p ≤ 0.05 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาล

เทา่กบั 30.96 ± 7.03 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความ

เข้มของการตดิสี นํา้ตาลเทา่กบั 46.71 ± 7.55 % กลุม่ท่ีได้รับอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสภาวะเป็นกรด

มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 32.62 ± 16.50 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ 

hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 70.52 ± 5.16 %) (รูปท่ี 70-72) 
 

 
 

รูปท่ี 67: แสดงผลของสภาวะท่ีเป็นกรดตอ่การแสดงออกของ  HIF-1α ใน mesothelial cells 

(×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 68: แสดงผลของสภาวะท่ีเป็นกรดต่ อการแสดงออกของ  HIF-1α ใน mesothelial cells 

(×400)  

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 69: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบัอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสภาวะเป็นกรด 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

A   กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
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#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  culture 

media pH 5.4 
?

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
 

รูปท่ี 70: แสดงผลของสภาวะท่ีเป็นกรดตอ่การแสดงออกของ  hypoxyprobe ใน mesothelial 

cells (×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 71: แสดงผลของสภาวะท่ีเป็นกรดตอ่การแสดงออกของ  hypoxyprobe ใน mesothelial 

cells (×400)  
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รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

 

 
 

รูปท่ี 72: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบัอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสภาวะเป็นกรด 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

A   กลุม่ท่ีได้รับ culture media pH 5.4 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  culture 

media pH 5.4 
@พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
!

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รั บ 1.5% dextrose 

PDF 
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4.2.3 ผลของสภาวะท่ีมีสารในกลุ่ม glucose degradation product (GDP) ต่อการ

เกิดภาวะ hypoxia 

สารในกลุม่ glucose degradation product (GDP) เชน่ methylglyoxal (MGO) 

ท่ีพบในนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้ ก็มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดภาวะ hypoxia เชน่กนั กลา่วคือ 

เซลล์เพาะเลีย้งแสดงให้เห็นวา่กลุม่ท่ีได้รับ MGO นัน้มีการแสดงออกของโปรตีน HIF-1α ใกล้เคียง

กบักลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง และมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัอยา่งย่ิงท่ี p ≤ 

0.01 เม่ือเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia (กลุม่ควบคมุมี เปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสี

นํา้ตาลเทา่กบั 31.44 ± 7.86 % กลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอก ไตทางช่องท้อง 1.5% dextrose มี

เปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 44.58 ± 11.11 % กลุม่ท่ีได้รับ  20 μM MGO 

ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่ กบั 43.71 ± 4.26 % และกลุม่ท่ี

ได้รับภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 84.88 ± 17.59 %) (รูปท่ี 

73-75) แตผ่ลจากการย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ hypoxyprobe นัน้แสดงให้เห็นวา่เปอร์เซ็นต์การ

ตดิสีจากการย้อมในกลุม่ท่ีได้รับ MGO มีความ แตกต่างจา กกลุม่ควบคมุ และกลุม่ท่ีได้รับ

นํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องอยา่งมีนยัสําคญั อยา่งย่ิงท่ี p ≤ 0.01 และอยา่งมีนยัสําคญัท่ี p ≤ 

0.05 อีกทัง้ยงัมีความแตกตา่งจากกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia อยา่งมีนยัสําคญัอยา่งย่ิงท่ี p ≤ 

0.01 (กลุม่ควบคมุมีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ ตาลเทา่กบั 30.96 ± 7.03 % กลุม่ท่ีได้รับ

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง 1.5% dextrose มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 

46.71 ± 7.55 % กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO ในอาหารเลีย้งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มของการตดิ

สีนํา้ตาลเทา่กบั 55.17 ± 5.61 % และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มีเปอร์เซน็ต์ความเข้มของการ

ตดิสีนํา้ตาลเทา่กบั 70.52 ± 5.16 %) (รูปท่ี 76-78) 

 

 
 

รูปท่ี 73: แสดงผลของ MGO ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells (×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 
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รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 74: แสดงผลของ MGO ตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ใน mesothelial cells (×400)  

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 75: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ HIF-1α เม่ือเซลล์สมัผสักบัอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี MGO 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

O   กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 
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H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  1.5% 

dextrose PDF 
$

 

พบความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ  20 μM 

MGO in culture media 

 
 

รูปท่ี 76: แสดงผลของ  MGO ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน mesothelial cells 

(×100) 

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
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รูปท่ี 77: แสดงผลของ  MGO ตอ่การแสดงออกของ hypoxyprobe ใน mesothelial cells 

(×400)  

รูป A  กลุม่ควบคมุ 

รูป B  กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

รูป C  กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 

รูป D กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 
 

 
 

รูปท่ี 78: แสดง ร้อยละของความเข้มในการตดิสีนํา้ตาลใน mesothelial cells ท่ีย้อมด้วย

แอนตบิอดีตอ่ hypoxyprobe เม่ือเซลล์สมัผสักบัอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี MGO 

C   กลุม่ควบคมุ 

1D กลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose PDF 

O   กลุม่ท่ีได้รับ 20 μM MGO in culture media 

H   กลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia 

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  
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#พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 1.5% 

dextrose PDF 
$พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 20 μM 

MGO in culture media 
@

 

พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p value ≤ 0.05 เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 1.5% dextrose 

PDF 

กลา่วโดยสรุปได้วา่ นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้ องนัน้ก่อให้เกิดภาวะ hypoxia และ

องค์ประกอบของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องท่ี มีความสมัพนัธ์กบั เกิดภาวะ hypoxia นัน้เป็นผล

สะสมจากองค์ประกอบตา่งๆของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องโดยองค์ประกอบท่ีมีความสมัพนัธ์กบั

การเกิดภาวะ hypoxia มากท่ีสดุ คือ นํา้ตาลกลโูคสและอนพุนัธ์ท่ีเกิดจ ากกระบวนการสลายตวั

ของนํา้ตาลกลโูคส (GDP)  
 

4.3 นํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องก่อให้เกดิการเปล่ียนแปลงของเย่ือบุผนังช่องท้องโดยผ่าน

ทางการเกิดภาวะ hypoxia 

4.3.1 ภาวะ hypoxia กับการเปล่ียนแปลงของเย่ือบุผนังช่องท้อง 

 4.3.1.1 การศึกษาการจดัเรียงตวัของ mesothelial cells ในหนูทีไ่ดร้ับภาวะ 

hypoxia-mimic 

ทําการศกึษา mesothelial monolayer ด้วยการลอก mesothelial 

monolayer จาก anterior surface ของตบั โดยวิธี liver imprint ในสตัว์ทดลอง  และทําการย้อม  

mesothelial monolayer ท่ีได้ด้วยสี giemsa พบวา่นวิเคลียสตดิสีมว่ง  และ mesothelial cells แต่

ละเซลล์ยดึตดิกบัเซลล์รอบข้างอยา่งตอ่เน่ือง  จนก่อให้เกิดแผน่ของเซลล์ชัน้บาง ๆ จํานวน 1 ชัน้ 

หุ้มล้อมรอบผวิตบั โดยแผน่เซลล์ท่ีได้จาก ในหนกูลุม่ hypoxia-mimic นัน้พบการหลดุลอกของ 

mesothelial cells มากกวา่ในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัอยา่งย่ิงท่ี p ≤ 0.01 นอกจากนีย้งั

พบ apoptotic nuclei ในหนกูลุม่ hypoxia-mimic อีกด้วย (กลุม่ควบคมุมีความหนาแนน่ของ 

nuclei เทา่กบั 2261.48 ± 381.11  nuclei/mm2 สว่นกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มีความหนาแนน่

ของ nuclei เทา่กบั 1325.80 ± 116.38 nuclei/mm2

 

) (รูปท่ี 79-80) 
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รูปท่ี 79: แสดง ผลของภาวะ hypoxia-mimic ตอ่ mesothelial monolayer จาก anterior 

surface ของตบัโดยวิธี liver imprint (×200) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 80: แสดงความหนาแนน่ของ nuclei of mesothelial cells ในหนท่ีูได้รับภาว ะ hypoxia-

mimic  

C   กลุม่ควบคมุ 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 in NSS 

 

4.3.1.2 การศึกษาการหนาตวัของชัน้ submesothelium ในหนูทีไ่ดร้ับภาวะ 

hypoxia-mimic 

การศกึษาก ารหนาตวัของชัน้ submesothelium ในสว่น parietal 

peritoneum ของ abdominal wall สามารถประเมนิ ได้จากการย้อมชิน้เนือ้ด้วยสี masson’s 

trichrome ซึง่บริเวณท่ีตดิสีนํา้เงินบง่ชีว้า่เป็นบริเวณท่ีพบ collagen bundle หรือบริเวณท่ีมีการ

เกิดพงัผืด (fibrosis) ซึง่จากการศึกษาในครัง้นี  ้พบวา่ในหนูกลุม่ hypoxia-mimic นัน้มีการหนาตวั

ของชัน้ submesothelium มากกวา่ในหนกูลุม่ควบคมุ (กลุม่ควบคมุมีความหนาของชัน้ 
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submesothelium เทา่กบั 16.16 ± 2.59 μm สว่นกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia มีความหนาของชัน้ 

submesothelium เทา่กบั 32.20 ± 14.14 μm) (รูปท่ี 81-83) 
 

 
 

รูปท่ี 81: แสดงผลของภาวะ hypoxia-mimic ตอ่ submesothelium thickness จากการย้อม

ด้วยสี masson’s trichrome (×100) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 82: แสดงผลของภาวะ hypoxia-mimic ตอ่ submesothelium thickness จากการย้อม

ด้วยสี masson’s trichrome (×400) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
รูปท่ี 83: แสดงความหนาของชัน้  submesothelium ท่ีได้จาก abdominal parietal peritoneum 

ในหนท่ีูได้รับภาวะ hypoxia-mimic 
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C   กลุม่ควบคมุ 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2

 

 in NSS 

4.3.1.3 การศึกษาการสร้างหลอดเลือดใหม่ในหนูทีไ่ดร้บัภาวะ hypoxia-mimic 

การนบัจํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีในชิน้เนือ้สว่น visceral 

peritoneum ในสว่นของ bowel นัน้สามารถทําได้โดยการฉีด  biotinylated lectin เข้าไปในหลอด

เลือดดําของสตัว์ทด ลองก่อนทําการ sacrifice ซึง่ lectin เหลา่นีจ้ะจบักบัคาร์โบไฮเดรตบนผวิของ 

endothelial cells อยา่งแนน่หนา เม่ือผา่นการย้อมชิน้เนือ้ด้วย streptavidin ท่ีตดิสลาก 

(streptavidin สามารถจบัได้จําเพาะกบั biotin) ก็จะทําให้สามารถนบัจํานวนหลอดเลือดได้อยา่ง

งา่ยดาย ซึง่จากการศกึษาในครัง้นี พ้บวา่ในหนกูลุม่ hypoxia-mimic นัน้พบวา่มีจํานวนของหลอด

เลือดท่ีเกิดขึน้ใหมม่ากกวา่ในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัอยา่งย่ิงท่ี  p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมี

จํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีเทา่กบั 1.0 ± 1.0  สว่นกลุม่ hypoxia-mimic มีจํานวนของหลอด

เลือดตอ่พืน้ท่ีเทา่กบั 9.33 ± 2.08) (รูปท่ี 84-85) 
 

 
 

รูปท่ี 84: แสดง ผลของภาวะ hypoxia-mimic ตอ่จํานวนของหลอดเลือดท่ีเกิดขึน้ใหม่  

(×200) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 
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รูปท่ี 85: แสดงจํานวนของหลอดเลือดท่ีตดิ lectin ตอ่พืน้ท่ี ในหนท่ีูได้รับภาวะ hypoxia-mimic 

C   กลุม่ควบคมุ 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2

หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 in NSS 

 

4.3.2 นํา้ยาฟอกไตทางช่องท้องและภาวะ hypoxia กับการเปล่ียนแปลงของเย่ือบุ

ผนังช่องท้อง 

 4.3.2.1 การศึกษาการจดัเรียงตวัของ mesothelial cells ในหนูทีไ่ดร้ับน้ํายาฟอก

ไตทางช่องทอ้งและภาวะ hypoxia-mimic 

จากการศกึษานีพ้บวา่แผน่เซลล์ท่ีได้จากในหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกชอ่ง

ท้องนัน้พบการหลดุลอกของ mesothelial cells ใกล้เคียงกบัในหนกูลุม่ hypoxia-mimic  และพบ

การหลดุลอกของ mesothelial cells มากกว่าในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัอยา่งยิ่งที่  

p ≤ 0.01 นอกจากนีย้งัพบ apoptotic nuclei อีกด้วย (กลุม่ควบคมุมีความหนาแนน่ของ nuclei 

เทา่กบั 2261.48 ± 381.11  nuclei/mm2 สว่นกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกชอ่งท้องมีความห นาแนน่ของ 

nuclei เทา่กบั 1389.80 ± 25.86 nuclei/mm2 และกลุม่ hypoxia-mimic มีความหนาแนน่ของ 

nuclei เทา่กบั 1325.80 ± 116.38 nuclei/mm2

 

) (รูปท่ี 86-87) 

 
 

รูปท่ี 86: แสดง ผลของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic ตอ่ mesothelial 

monolayer จาก anterior surface ของตบัโดยวิธี liver imprint (×200) 
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A   กลุม่ควบคมุ 

B   กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

C   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 87: แสดงความหนาแนน่ของ nuclei of mesothelial cells ในหนท่ีูได้รับนํา้ยาฟอกไตทาง

ชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic 

C   กลุม่ควบคมุ 

D   กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 in NSS 

 

4.3.2.2 การศึกษาการหนาตวัของชัน้ submesothelium ในหนูทีไ่ดร้ับน้ํายาฟอก

ไตทางช่องทอ้งและภาวะ hypoxia-mimic 

ผลการศกึษาการหนาตวัของชัน้ submesothelium พบวา่ในหนกูลุม่ท่ี

ได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องมีความหนาของ ชัน้ submesothelium  ใกล้เคียงกบัในหนกูลุม่ 

hypoxia-mimic และพบวา่ความหนาของชัน้ submesothelium ในหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟ อกไต

ทางชอ่งท้อง มากกวา่ในหนกูลุม่ควบคมุ (กลุม่ควบคมุมีความหนาของชัน้ submesothelium 

เทา่กบั 16.16 ± 2.59 μm สว่นกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง มีความหนาของชัน้ 

submesothelium เทา่กบั 43.60 ± 32.55 μm และกลุม่ hypoxia-mimic มีความหนาของชัน้ 

submesothelium เทา่กบั 32.20 ± 14.14 μm) (รูปท่ี 88-90) 
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รูปท่ี 88: แสดง ผลของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic ตอ่  

submesothelium thickness จากการย้อมด้วยสี masson’s trichrome (×100) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

C   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 89: แสดง ผลของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic ตอ่  

submesothelium thickness จากการย้อมด้วยสี masson’s trichrome (x400) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

C   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

 
 

รูปท่ี 90: แสดงความหนาของชัน้  submesothelium ท่ีได้จาก abdominal parietal peritoneum 

ในหนท่ีูได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic 
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C   กลุม่ควบคมุ 

D    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 

4.3.2.3 การศึกษาการสร้างหลอดเลือดใหม่ในหนูทีไ่ดร้ับน้ํายาฟอกไตทางช่องทอ้ง

และภาวะ hypoxia-mimic 

ผลการศกึษา จํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีในชิน้เนือ้สว่น visceral 

peritoneum ในการศกึษาครัง้นี ้พบวา่ ในหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องมีจํานวนของ

หลอดเลือดท่ีเกิดขึน้ใหมใ่กล้เคียง กบัในหนกูลุม่ hypoxia-mimic และพบวา่ในหนกูลุม่ท่ีได้รับ

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องมีจํานวนของหลอดเลือดท่ีเกิดขึน้ใหมม่ากกวา่ในหนกูลุม่ควบคมุอยา่งมี

นยัสําคญัอยา่งย่ิงท่ี  p ≤ 0.01 (กลุม่ควบคมุมีจํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีเทา่กบั 1.0 ± 1.0  

สว่นกลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอก ไตทางชอ่งท้องมีจํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีเทา่กบั 11.0 ± 2.65  

และกลุม่ hypoxia-mimic มีจํานวนของหลอดเลือดตอ่พืน้ท่ีเทา่กบั 9.33 ± 2.08) (รูปท่ี 91-92) 
 

 
 

รูปท่ี 91: แสดง ผลของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องและภาวะ hypoxia-mimic ตอ่จํานวนของ

หลอดเลือดท่ีเกิดขึน้ใหม่ (×200) 

A   กลุม่ควบคมุ 

B    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

C   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
 

 in NSS 
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รูปท่ี 92: แสดงจํานวนของหลอดเลือดท่ีตดิ lectin ตอ่พืน้ท่ี ในหนท่ีูได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง

และภาวะ hypoxia-mimic 

C   กลุม่ควบคมุ 

D    กลุม่ท่ีได้รับ 4.25% dextrose PDF 

H   กลุม่ท่ีได้รับ 100 µM CoCl2
หมายเหตุ  *พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัอยา่งยิ่งท่ี p value ≤ 0.01 เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 in NSS 

 

 จากผลการศกึษาในครัง้นีแ้สดงให้เหน็วา่ภาวะ hypoxia นัน้มีผลตอ่การเกิดการ

เปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง อีกทัง้เน่ืองจากนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้ก่อให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องและมีความสมัพนัธ์กบัภาวะ hypoxia ดงันัน้จงึอาจสรุปได้วา่

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องโดยผา่นทางการเกิด

ภาวะ hypoxia 
 

 



บทที่ 5 

 

อภปิรายผลการวิจัย สรุป และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 อภปิรายผลการวิจัย 

การศกึษาการเกิดภาวะ hypoxia ในการศกึษานีไ้ด้ใช้ทัง้ hypoxia inducible factor-1α 

(HIF-1α) และ hypoxyprobe (pimonidazol) เป็นตวับง่ชีโ้ดยจากการศกึษาของ Debra F. 

Higgins และคณะ พบวา่ในหนท่ีู ชกันําให้เกิดภาวะ unilateral ureteral obstruction (UUO) 

kidney นัน้พบภาวะ hypoxia โดยใช้ทัง้ HIF-1α และ hypoxyprobe (pimonidazol) เป็นตวับง่ชี ้

[68] ทัง้นีเ้น่ืองจากในภาวะปกต ิ (normoxia) นัน้ HIF-1α จะถกูทําลายโดย proteosome แตใ่น

ภาวะ hypoxia นัน้ HIF-1α จะเ สถียรและจะไปควบคมุการแสดงออกของโมเลกลุตา่ง ๆ ท่ี

เก่ียวข้องกบัการอยูร่อดในภาวะ hypoxia นอกจากนี ้ hypoxyprobe (pimonidazol) นัน้จดัเป็น

สารในกลุม่ 2-nitroimidazol และจะจบักบัหมู ่ thiol ของโปรตีนในเซลล์หรือเนือ้เย่ือท่ีมีคา่ pO2 ต่ํา

กวา่ 10 mmHg ท่ีอณุหภมูิ 37oC (< 14μM of O2

จากการศกึษาเก่ียวกบัความสมัพนัธ์ระหวา่งนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องกบัการเกิดภาวะ 

hypoxia ทัง้ใน mesothelial cells และในสตัว์ทดลอง พบวา่ mesothelial cells ท่ีสมัผสักบันํา้ยา

ฟอกไตทางชอ่งท้อง นัน้ให้ผลบวกตอ่ การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α และ hypoxyprobe 

(pimonidazol) ได้อยา่งชดัเจนเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ และกลุม่ท่ีได้รับภาวะ hypoxia โดยการ

ย้อมตดิสีจะเหน็ได้ชดัเจนตามความเข้มข้นของนํา้ตาลกลโูคสท่ีเป็นองค์ประกอบในนํา้ยาฟอกไต

ทางชอ่งท้อง (concentration dependent) และจากการศกึษาในสตัว์ทดลอง พบวา่ในหนกูลุม่ท่ี

ได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้ให้ผลบวกตอ่ การย้อมด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ HIF-1α และ 

hypoxyprobe (pimonidazol) ได้อยา่งชดัเจนเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ และกลุม่ hypoxia-mimic 

โดยหนใูนกลุม่  hypoxia-mimic นีเ้ป็นหนท่ีูได้รับ CoCl

)  

2 [67] ทัง้นีเ้น่ืองจาก CoCl2 นอกจากจะ

สง่ผลให้ HIF-1α มีความเสถียร [69] แล้ว CoCl2

เม่ือทําการศกึษาผลขององค์ประกอบ ตา่ง ๆ ในนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท่ีสง่ผลให้เซลล์เกิด

ภาวะ hypoxia นัน้พบวา่นํา้ตาลกลโูคส และ methylglyoxal (MGO) เป็นองค์ประกอบหลกั ใน

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท่ีสง่ผลให้ เกิดภาวะ hypoxia ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Tsubasa Isoe 

และคณะ ท่ีพบวา่  mesangial cells ในไตของหนท่ีูถกูชกันําให้เกิ ดโรคเบาหวานนัน้มีการ

แสดงออกของ HIF-1α ซึง่ HIF-1α นีถ้กูควบคมุโดย carbohydrate response element binding 

 ยงัมีผลยบัยัง้กระบวนการหายใจแบบใช้

ออกซิเจนของเซลล์ (aerobic respiration) [70] จงึให้ผลบวกตอ่การย้อม ด้วยแอนตบิอดีย์ตอ่ ทัง้ 

HIF-1α และ hypoxyprobe (pimonidazol) อีกด้วย 
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protein (ChREBP) [71] นอกจากนีใ้นสภาวะท่ีเซลล์สมัผสักบันํา้ตาลกลโูคสท่ีความเข้มข้นสงูนัน้ 

สง่ผลให้เซลล์มี cytosolic NADH/NAD+ ratio เพิ่มขึน้ ซึง่สง่ผลให้ เกิดการรบกวนกระบวนการ

ถ่ายทอดอิเลก็ตรอนในการหายใจระดบัเซลล์ ทําให้เซลล์ต้องการออกซเิจนมากกวา่ภาวะปกต ิซึง่

เรียกภาวะนีว้า่ hyperglycemic (metabolic) pseudohypoxia [72-73] สง่ผลให้มีการแสดงออก

ของ HIF-1α และให้ผลบวกตอ่ hypoxyprobe ทัง้นีจ้ากการศกึษาของ Paola Pichiule และคณะ

พบวา่ ในภาวะ hypoxia นัน้ทําให้ HIF-1α มีความเสถียรและสง่ผลให้มีการแสดงออกของ 

receptor for advanced glycation end products (RAGE) ทัง้ในระดบัเซลล์เพาะเลีย้งและ

สตัว์ทดลอง [74] ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Jong Sun Chang และคณะพบวา่ในภาวะ 

hypoxia นัน้กระตุ้นให้ทัง้ murine endothelial cells และ human endothelial cells สร้างและ

หลัง่ advanced glycation end products (AGEs) อยา่งรวดเร็ว ซึง่ AGEs นีจ้ะไปจบักบั 

receptor for advanced glycation end products (RAGE) บนเซลล์เมมเบรน และจะสง่

สญัญาณผา่นทาง protein kinase C-βII (PKC-βII), c-Jun NH2

ข้อมลูท่ีนา่สนใจอยา่งย่ิง จากการศกึษาในครัง้นี ้ คือ พบการย้อมตดิสีของ HIF-1α และ 

hypoxyprobe เห็นได้ชดัเจนในบริเวณ adipose tissue โดยจากการศกึษาของ Nils Halberg และ

คณะพบวา่การแสดงออกของ HIF-1α ใน adipose tissue นัน้สง่ผลให้เกิด adipose tissue 

fibrosis โดย HIF-1α นัน้กระตุ้นผา่นทาง lysyl oxidase (LOX) ทําให้เกิดการสร้าง fibrillar 

conllagen fiber ขึน้ [80]  และสอดคล้องกบัการศกึษาของ O. Kunduzova และคณะท่ีพบวา่ 

adipocyte ท่ีได้รับภาวะ hypoxia นัน้จะมีการแสดงออกของ apelin เพิม่มากขึน้  ซึง่ endothelial 

-terminal kinase (JNK) และ 

early growth response-1 (Egr-1) ตามลําดบั [75] สง่ผลให้เซลล์มีการแสดงออกของโมเลกลุท่ี

ตอบสนองตอ่ภาวะ hypoxia เชน่ VEGF, heme oxygenase-1 (HO-1) เป็นต้น [76] โดย AGEs นี ้

จะไปสะสมท่ี mesothelial cells, interstitium และผนงัหลอดเลือดภายในเย่ือบผุนงัชอ่งท้องอีกทัง้

ปริมาณของการสะสมของ AGEs นีย้งัมีความสมัพนัธ์กบัระยะเวลาท่ีสมัผสัและความเข้มข้นของ

นํา้ตาลกลโูคส ในนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง [15]  ตลอดจนเก่ียวข้องกบัการเกิดพงัผืดของเย่ือบุ

ผนงัชอ่งท้องและหลอดเลือดอีกด้วย [77]  นอกจากนีอ้งค์ประกอบอ่ืนในนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง

คือภาวะท่ีมีคา่ osmolarity ท่ีสงูและสภาวะท่ีเป็นกรดนัน้มีผลตอ่การแสดงออกของ HIF-1α ไม่

แตกตา่งกบัการแสดงออกของ HIF-1α ในกลุม่ควบคมุ ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Beiyun 

Zhou และคณะ พบวา่ในสภาวะท่ี mouse lung epithelial cells ท่ีได้รับภาวะ hyperosmolarity 

(ในการศกึษาของ Beiyun Zhou และคณะ ใช้ sorbitol เป็น osmotic agent) นัน้มีการแสดงออก

ของ HIF-1α มากกวา่กลุม่ควบคมุ  [78]  และจากการศกึษาของ  Carsten Willam และคณะ ท่ี

พบวา่เซลล์ท่ีอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกรดนัน้พบการแสดงออกของ  HIF-1α ภายในเซลล์มากกวา่กลุม่

ควบคมุเลก็น้อย [79] 
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cells ท่ีได้รับ apelin นัน้พบการเจริญของ endothelial cells รวมทัง้พบการรวมตวัของ 

endothelial cells เป็นหลอดเลือดโดยผา่นทาง apelin/APJ signaling pathway อีกด้วยสง่ผลให้

พบการเกิดการสร้างหลอดเลือดใหมใ่นบริเวณ adipose tissue [81] 

การศกึษาพยาธิสภาพของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องในหนกูลุม่ hypoxia-mimic พบวา่  

mesothelial monolayer ท่ีได้จากการทํา liver imprint มีลกัษณะท่ีผดิปกตแิละมีการหลดุลอกของ

เซลล์  รวมทั ง้พบการหนาตวัขึน้ของชัน้ submesothelium และเกิด การสร้างหลอดเลือดใหม่  

(neoangiogenesis) เพิ่มมากขึน้ โดยผลของ CoCl2 ที่ชกันําให้เกิด tissue fibrosis และ 

neoangiogenesis นัน้สอดคล้องกบัการศกึษาของ Ralph Buttyan และคณะท่ีพบวา่ชัน้ 

submucosa ของกระเพาะปัสสาวะในห นท่ีูได้รับ CoCl2

จากการศกึษานีก้ลา่วโดยสรุปได้วา่นํา้ยาฟอกชอ่งท้องนัน้มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดภาว ะ 

hypoxia ของเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง โดยภาวะ hypoxia ท่ีพบนัน้มีความสมัพนัธ์กบัความไมเ่หมาะสม

ของนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องกบัเย่ือบผุนงัชอ่งท้อง และองค์ประกอบของนํา้ยาฟอกชอ่งท้องท่ีมี

ความสมัพนัธ์กบัภาวะ hypoxia นัน้คือ ปริมาณนํา้ตาลกลโูคสท่ีสงูและสารในกลุม่ GDPs 

 มีความหนาเพิม่มากขึน้อีกทัง้ยงัพบ

หลอดเลือดขนาดเล็กเป็นจํานวนมากท่ีชัน้ mucosa และชัน้ submucosa เม่ือเทียบกบักลุม่

ควบคมุ [82] นอกจากนี ใ้นหนกูลุม่ท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้ mesothelial cells ท่ีได้

จากการทํา liver imprint มีลกัษณะท่ีผิดปกตแิละมีการหลดุลอกของเซลล์  รวมทัง้พบการหนาตวั

ขึน้ของชัน้ submesothelium และเกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่  (neoangiogenesis) เพิ่มมากขึน้ 

ซึง่ผลการศกึษานีส้อดคล้องกบัการศกึษาของ  Mohammad Zareie และคณะ ท่ีพบวา่หนท่ีูได้รับ

นํา้นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้อง  (heat-sterilized PD fluid) นัน้ มีการเปล่ียนแปลงของ mesothelial 

cells พบการหนาตวัขึน้ของชัน้ submesothelium และพบการ หลอดเลือดใหม่ ในเย่ือบผุนงัชอ่ง

ท้องมากกวา่กลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญั [83]  

 

5.2 สรุปผลการวิจัย 

นํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องนัน้มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดภาวะ hypoxia ของเย่ือบผุนงัชอ่ง

ท้อง โดยองค์ประกอบของนํา้ยาฟอกชอ่งท้องท่ีมีความสมัพนัธ์กบัภาวะ hypoxia นัน้คือ ปริมาณ

นํา้ตาลกลโูคสท่ีสงูและสารในกลุม่ GDPs 
   

5.3 ข้อเสนอแนะ 

จากการศกึษานี ้สามารถนําไปประยกุต์ใช้ในการชะลอการเส่ือมของเย่ือบผุนงัชอ่งท้องใน

ผู้ ป่วยท่ีได้รับนํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องได้ แตค่วรทําการศกึษาเพิม่เตมิในสว่นท่ีเก่ียวข้องกบักลไก

ของการเกิดภาวะ hypoxia ของเย่ือบชุอ่งท้องท่ีสมัผสักบันํา้ยาฟอกไตทางชอ่งท้องตอ่ไป 
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เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวจัิย 

1. ตู้ปลอดเชือ้ (laminar flow, Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 

2. เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave, Electrolux) 

3. อ่างนํา้ร้อนควบคมุอณุหภมูิพร้อมอุ ปกรณ์เขยา่สารเคมี (shaking water bath, 

Memmert: model M22) 

4. เคร่ืองผสม (vortex, Labnet: model VX100) 

5. เคร่ืองกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirrer, LabTech®: model LMS-100) 

6. เคร่ืองวดักรด-ดา่ง (pH meter, Fisher scientific: model AB15) 

7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าชนิด 2 ตําแหนง่ (analytical balance, Precia: model XB2200C) 

8. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าชนิด 4 ตําแหนง่ (analytical balance, Ohaus: model AR2140) 

9. ไมโครโตม (microtome, Shandon Finesse) 

10. เคร่ืองฝังเนือ้เย่ือ (tissue embedding, LEICA: model EG1150H) 

11. เคร่ืองเตรียมเนือ้เย่ืออตัโนมตั ิ(tissue processor) 

12. 0เคร่ืองย้อมสไลด์0อตัโนมตั ิ(Automatic stainer, Ventana: model Benchmark®

13. ตู้อบ (oven, Binder: model B28) 

 LT) 

14. ตู้เย็น (refrigerator, Sanyo: model ultra low) 

15. กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope, Olympus: model BX41) 

16. เคร่ืองสเปคโตโฟ โตมเิตอร์  (spectrophotometer, Bio-Rad: model Smart SpecTM

17. โฮโมจีไนเซอร์ (homogenizer, Uibra cell

 

3000) 
TM

18. เคร่ืองให้ความร้อนแก่หลอดทดลอง (heat block, Tehne: model DB-2D) 

: model VOX750) 

19. ตู้ดดูควนั (fume hood, Captair: model filtair 824) 

20. ตู้บม่เพาะเชือ้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2

21. หม้อฆา่เชือ้ (autoclave, Selecta: model presoclave 75) 

 incubator, ThermoForma) 

22. ตู้อบลมร้อน (hot air oven, Memmert) 

23. กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope, Nikon: model Eclipse T5100) 

24. กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent microscope, Olympus: model DP72) 

25. เคร่ืองป่ันหมนุเหว่ียงปรับอณุหภมูิ (0refrigerate centrifuge

26. ป๊ัมสญุญากาศ (vacuum pump, Vacuumband: model ME2) 

, Boeco: model U-32R) 

27. เคร่ืองสปินดาวเซนตริฟิวส์ (spindown centrifuge, LabTech: model GMC 260) 

28. ตู้ดดูความชืน้ (electronic dry carbinet, Gibco: model Dry100) 
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29. เคร่ืองเขยา่ (orbital shaker, Bibby Sthart: model S01) 

30. อา่งล้างความถ่ีสงู (ultrasonic bath, Power sonic: model 420) 

31. เคร่ืองอา่นปฏิกิริยาบนไมโคเพลท (microplate reader

32. เคร่ืองล้างบนไมโคเพลท (microplate washer, Thermo Labsystems: model Wellwash 

4Mk2) 

, Thermo Labsystems: model 

Multiskan EX 355) 
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วัสดแุละอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวจัิย 

1. Plus slide (Superfrost plus microscope slides, Thermo scientific) เป็นสไลด์ท่ี

เคลือบด้วยประจบุวก  ชิน้เนือ้จากกระบวนการ frozen tissue sections และ ตวัอยา่งท่ีจะนํามา

ตรวจด้วยวิธีเซลล์วิทยา จะยดึตดิกบัสไลด์โดย  electrostatically attract หรือ ในกรณีของชิน้เนือ้ท่ี

ผา่นการตรึงด้วยฟอร์มาลีน จะจบักบัสไลด์ด้วยพนัธะโควาเลนท์ (covalent bond)  

2. Cover glass 22x22 mm, thick 0.13-0.17 mm (HAD) 

3. Cover slip sealant (DAKO) 

4. กระดาษกรองเบอร์ 2 (filter paper, Whatman) 

5. ทิปขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (tip, Axygen) 

6. หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (tube, Axygen) 

7. หลอดป่ันขนาด 50 มิลลิลิตร (centrifuge tube, Axygen) 

8. ปิเปตขนาด 5, 10 และ 25 มิลลิลิตร (pipette, Corning) 

9. หลอดฉีดยาขนาด 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร (syringe, Nipro) 

10. เข็มฉีดยาขนาด 18, 21 และ 27 นิว้ (needle, Nipro) 

11. Syringe filter (Sartorius) 

12. บีกเกอร์ขนาด 50, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (beaker, Pyrex) 

13. กระบอกตวงขนาด 100, 250, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (cylinder, Pyrex) 

14. ขวดแก้วขนาด 100, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร  (bottle, Pyrex) 

15. เคร่ืองกรองสารภายใต้สภาพสญุญากาศ (glass vacuum filtration unit, Gibco)  

16. เคร่ืองชว่ยดดูสารละลายด้วยปิเปต (pipeting aid, Gilson) 

17. ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 และ 75 ตารางเซนติเมตร (tissue culture flask T25 and T75, 

NUNCLON™) 

18. ถาดเลีย้งเซลล์ชนิด 6, 12 และ 96 หลมุ (6, 12 and 96-well plate, Corning) 

19. จานเพาะเชือ้ (petri dish, Corning) 

20. ปิเปตชนิดหลายชอ่ง (multichannel pipette, BIOHIT PROLINE) 

21. ภาชนะย้อมสี (staining jar) 

22. คอปปลนิจาร์ (coplin jar) 

23. ภาชนะใสส่ไลด์ (rack) 

24. ตลบัใสเ่นือ้เย่ือ (cassette)  

25. ปิเปตอตัโนมตัขินาด 2, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (auto pipette, Gilson) 

26. กลอ่งรักษาความชืน้ (moist chamber)  
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27. ผ้าก๊อส (Zhende)  

28. DAKO pen (DAKO) 
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สารเคมีและนํา้ยาท่ีใช้ในการวิจัย 

1. Acetone (Merck) 

2. Albumun from bovine serum Cohn AnalogTM

3. Biotin block system (ready to use) (DAKO) 

, ≥ 98% (agarose gel 

electrophoresis), powder, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number A1470) 

4. Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin (Vector, cat. no. B-1175) 

5. Chloroform (Merck) 

6. Cobalt (II) chloride hexahydrate, reagent grade (SIGMA-ALDRICH, product 

number 202185) 

7. Collagen I, rat tail, for cell culture (Gibco, cat. no. A10483-01) 

8. Cytology formulation consul-mounting, xylene base (Thermo Shandon) 

9. DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, anhydrous) (Sigma, product no. 

D5637) 

10. Dextrose, meets USP testing specifications, anhydrous (SIGMA-ALDRICH, 

product number D9434) 

11. Diluent (ready to use) (DAKO) 

12. D-mannitol, plant cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number M1902) 

13. Envision ™ (ready to use) (DAKO, Carpinteria, CA)  

14. Eosin solution (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 

15. Ethanol 99.9% (Merck) 

16. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, approx. 99% titration 

(EDTA) (SIGMA-ALDRICH, product number ED2SS) 

17. Formaldehyde solution, min. 37% (Merck, cat. no. 1.03003.2500) 

18. Giemsa’s azure eosin methylene blue for microscope (ready to use) (Merck, cat. 

no. 1.09204) 

19. Glacial acetic acid (Merck) 

20. GLUTAMAXTM

21. Glycerol (SIGMA-ALDRICH, product number G5516) 

 I (100X) (L-glutamine) (Invitrogen corporation, cat. no. 35050-061) 

22. HIF-1α antibody (H1alpha67) (Novus Biological, cat. no. NB100-123) 

23. Holo-transferrin human, powder, cell culture tested (transferring) (SIGMA-

ALDRICH, product number T0665) 
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24. Hydrochloric acid, ACS reagent, 37% (HCl) (SIGMA-ALDRICH, product number 

320331) 

25. Hydrocortisone, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number H0888) 

26. Hydrogen peroxide (H2O2

27. Hypoxyprobe

) (SIGMA-ALDRICH, product number 31642) 
TM

28. Imidazole, ACS reagent, ≥ 99% (titration) (SIGMA-ALDRICH, product number 

I2399) 

-1 kit (Natural Pharmacia International, Inc) 

29. Insulin, lyophilized powder, ≥ 25 USP units/mg, γ-irradiated, cell culture tested 

(SIGMA-ALDRICH, product number  I1882) 

30. Magnesium chloride hexahydrate, SigmaUltra, ≥ 99% (SIGMA-ALDRICH, 

product number M2670) 

31. Mayer’s haematoxylin (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 

32. Methylglyoxal solution, ∼40% in H2O (SIGMA-ALDRICH, product number 

M0252) 

33. M199 with hanks' salts and L-glutamine without odium bicarbonate, powder, cell 

culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number M0393) 

34. Normal horse serum (NHS) (ready to use) (Pan Biotech GmSH)  

35. PARAPLAST* tissue embedding medium (McCormickTM

36. Pentobabital 5.47% (CEVA SANTE ANIMALE) 

 scientific) 

37. Potassium chloride, SigmaUltra, ≥ 99.0% (KCl) (SIGMA-ALDRICH, product 

number P9333) 

38. Potassium phosphate monobasic, powder, ≥ 99.0%, cell culture tested, insect 

cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number P5655) 

39. Secondary antibody (ready to use) (visualization reagent :- envision system, 

DAKO) 

40. Sodium bicarbonate, plant cell culture tested (NaHCO3

41. Sodium chloride, 95% (NaCl) (Merck, cat. no. 1.06404.1000) 

) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S4772) 

42. Sodium hydroxide, bead, 20-40 mesh (NaOH) (SIGMA-ALDRICH, product 

number S0399) 
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43. Sodium phosphate dibasic, SigmaUltra, ≥ 99% (Na2HPO4

44. Sodium phosphate monobasic monohydrate, ACS reagent, 98.0-102.0% 

(NaH

) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S9638) 

2PO4·H2

45. Streptavidin-HRP conjugates (streptavidin peroxidase (ready to use), 

O) (SIGMA-ALDRICH, product number S9638) 

lab vision

46. Sterile water (ready to use) 

 

and neomarkers lab vision products Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA) (ready to 

use) 

47. Trypsin from porcine pancreas, lyophilized powder, Type II-S, ≤ 10 BTEE 

units/mg protein (chymotrypsin) (SIGMA-ALDRICH, product number T7409) 

48. Xylene (Merck) 
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1. การเพาะเลีย้งเซลล์ 

1.1 เทคนิคการเลีย้ง mesothelial cells 

1) ขัน้ตอนการเลีย้ง 

A. คีบชิน้เนือ้ท่ีได้มาใสล่งไปในถ้วย 

B. เลาะพงัผืดและเส้นเลือดออกจากชิน้เนือ้จากคนไข้  
 

 
 

รูปท่ี 93: แสดงการเลาะพงัผืดและเส้นเลือดออกจากชิน้เนือ้ 
 

C. ตดัแบง่เนือ้เป็นชิน้ละ 6 ตารางเซนตเิมตร 

D. ล้างชิน้เนือ้ด้วย phosphate-buffered saline (PBS) จนกวา่นํา้จะใส  

E. คีบชิน้เนือ้ประมาณ 2-3 ชิน้ใสล่งไปใน centrifuge tube  

F. เท digestion solution ลงไปประมาณ 25 มิลลิลิตร 

G. เอาไป incubate ใน shaker water bath ท่ีอณุหภมูิ 37o

 

C เป็นเวลา 20 นาที  

 
 

รูปท่ี 94: แสดงการ incubate ชิน้เนือ้ใน shaker water bath  
 

H. พอครบ 20 นาที ก็เอาไปป่ัน เหว่ียง  (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 1,200 rpm 

อณุหภมู ิ4o

 

C เป็นเวลา 5 นาที 
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รูปท่ี 95: แสดงการป่ันชิน้เนือ้ 
 

I. พอครบ 5 นาที ก็เอาท่ีคีบ (forcept) มาคีบชิน้เนือ้ท่ีลอยอยูด้่านบนออกจาก 

centrifuge tube เบา ๆ 
 

 
 

รูปท่ี 96: แสดงการคีบชิน้เนือ้ออกจาก centrifuge tube 
 

J. ล้างเซลล์ท่ีอยูท่ี่ก้น centrifuge tube ด้วย PBS ประมาณ 50 มิลลิลิตร 

K. เอาไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,200 rpm อณุหภมูิ 4o

L. เทสว่นบนทิง้ 

C เป็นเวลา 5 นาที 

 

 
 

รูปท่ี 97: แสดงการเทสว่นบนทิง้ 
 

M. ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 ประมาณ 4 มิลลิลิตร เพ่ือทําการล้างเซลล์อีกครัง้

หนึง่ 

N. เอาไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 1,200 rpm อณุหภมูิ 4oC เป็นเวลา 5 นาที 
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O. เทสว่นบนทิง้ 

P. ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 ประมาณ 6 มิลลิลิตร ลงไปใน centrifuge tube 

Q. ผสมเซลล์ให้เข้ากนัดี แล้วดดูใสล่งไปใน culture dish 2 อนั (อนัละ 3 มิลลิลิตร)  
 

 
 

รูปท่ี 98: แสดงการดดูเซลล์ใสล่งไปใน culture dish 
 

R. เลีย้งเซลล์ใน 5% CO2, 37o

S. เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ออกคร่ึงหนึง่ หลงัจากเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

C incubator 

T. เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั 

U. พอโตประมาณ 90% ให้ทําการ passage cell ในอตัรา 1:3 โดยมีขัน้ตอนการทํา

ดงัตอ่ไปนี ้

a) ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออกจาก culture dish ที่มีความหนาแน่นของเซลล์

ประมาณ 90% 

b) ล้างอาหารเลีย้งเซลล์ส่ วนเกิน โดยการใส ่ PBS ลงไปใน culture dish 

เล็กน้อย 

c) ดดู PBS ออกให้หมด 

d) ใส ่trypsin-EDTA solution 1 ลงไปใน culture dish ประมาณ 2 มิลลิลิตร 

e) แกวง่ culture dish ประมาณ 1 นาที 

f) ดดู trypsin-EDTA solution 1 ออกจาก culture dish (ให้เหลือติดก้น

เล็กน้อย)  

g) เอาไป incubate ใน 5% CO2, 37o

h) ถ้ายงัหลดุออกมาไม่หมด ให้เคาะด้านข้างและด้านลา่งของ culture dish เบา ๆ 

C incubator เป็นเวลาประมาณ 8-10 

นาที  

i) ถ้าเซลล์หลดุออกหมดแล้ว ก็ให้ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ ชนิดท่ี 1 ลงไปใน 

culture dish ประมาณ 9 มิลลิลิตร เพ่ือหยดุปฏิกิริยาการยอ่ยของ trypsin-EDTA solution 1 

j) ดดูทัง้หมดมาใสใ่น centrifuge tube  
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k) เอาไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,200 rpm อณุหภมูิ 4o

l) พอครบ 5 นาที ก็ให้เอา centrifuge tube มาเทนํา้สว่นบนทิง้ไป  

C เป็นเวลา 5 นาที  

m) ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 ลงไปใน centrifuge tube ประมาณ 9 มิลลิลิตร 

n) ผสมเซลล์ให้เข้ากนัดี แล้วดดูใสล่งไปใน culture dish 3 อนั (อนัละ 3 

มิลลิลิตร) 
 

 
 
 

รูปท่ี 99: แสดงลกัษณะของ mesothelial cells ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ 
 

2) การเตรียมนํา้ยา 

A. อาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 

Fetal bovine serum (FBS)     10 % (v/v) 

Penicillin       50  u/ml  

Streptomycin       50  µg/ml 

Insulin        0.1  µg/ml  

Transferrin       5  µg/ml  

Hydrocortisone      0.4  µg/ml  

L-glutamine       5 mM 

ใน M199 

B. PBS 

Sodium chloride     0.137  M  

Potassium chloride     2.7  mM  

Potassium dihydrogen phosphate    1.4  mM 

Disodium hydrogen phosphate    0.01  M 

ในนํา้กลัน่  

C. Trypsin-EDTA solution 1 

Trypsin       0.125 % (w/v) 

วนัท่ี 1 วนัท่ี 7 ความหนาแนน่ 90% 



102 
 

EDTA        0.53  mM 

ใน PBS 
 

1.2 การใส่สารในเซลล์ของแต่ละกลุ่ม 

1) ขัน้ตอนการทดลอง 

A. ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 ออกให้หมด 

B. ล้างอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 1 สว่นเกิน โดยการใส ่PBS ลงไปในภาชนะเลีย้ง

เซลล์ชนิด 6 หลมุเลก็น้อย  

C. ดดู PBS ออกให้หมด 

D. ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 (media 2) ลงไปเพ่ือกําจดั FBS ออกให้หมด 

E. Incubate เซลล์ใน 5% CO2, 37o

F. ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ออกให้หมด 

C incubator เป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง 

G. ล้างอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิดท่ี 2 สว่นเกิน โดยการใส ่ PBS ลงไปในภาชนะเลีย้ง

เซลล์ชนิด 6 หลมุเล็กน้อย 

H. ดดู PBS ออกให้หมด 

I. ใสส่ารดงัตอ่ไปนี ้

a) หลมุควบคมุ (control) ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 

b) หลมุ 1.5% dextrose PDF ใส ่4% albumin in 1.5% D commercial PDF ท่ี

ปรับ pH ให้เป็น 7.4 

c) หลมุ 2.5% dextrose PDF ใส ่4% albumin in 2.5% D commercial PDF ท่ี

ปรับ pH ให้เป็น 7.4 

d) หลมุ 4.25% dextrose PDF ใส ่4% albumin in 4.25% D commercial 

PDF ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 

e) หลมุ 1.5% dextrose in culture media ใส ่1.5% dextrose ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 344 mOsm/L) 

f) หลมุ 2.5% dextrose in culture media ใส ่2.5% dextrose ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 395 mOsm/L) 

g) หลมุ 4.25% dextrose in culture media ใส ่4.25% dextrose ในอาหาร

เลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 483 mOsm/L) 

h) หลมุ 1.4% mannitol in culture media ใส ่1.4% mannitol ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 344 mOsm/L) 
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i) หลมุ 2.3% mannitol in culture media ใส ่2.3% mannitol ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 395 mOsm/L) 

j) หลมุ 4.12% mannitol in culture media ใส ่4.12% mannitol ในอาหาร

เลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 (มี osmolarity 483 mOsm/L) 

k) หลมุ methylglyoxal (MGO) in culture media ใส ่20 µM MGO ในอาหาร

เลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 7.4 

l) หลมุท่ีได้รับสภาวะเป็นกรด ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 

5.4 

m) หลมุท่ีได้รับภาวะ hypoxia ใสอ่าหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2 ท่ีปรับ pH ให้เป็น 

7.4 เข้าไปบม่ใน tri-gas incubator ท่ีมีสว่นผสมของก๊าซ O2 1%, CO2 5% และ N2

J. Incubate เซลล์ท่ีใสส่าร  a) ถงึ l) ใน 5% CO

 94% เป็น

เวลา 15 วนั 

2, 37o

2) การเตรียมนํา้ยา 

C incubator เป็นเวลา 

15 ชั่วโมง 

A. อาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ี 2  

 Albumin       4 % (w/v) 

 ใน M199 

 Adjusted pH to 7.4 

B. 4% albumin in 1.5% dextrose commercial PDF 

 Albumin       4 % (w/v) 

 ใน 1.5% dextrose commercial PDF 

 Adjusted pH to 7.4 

C. 4% albumin in 2.5% dextrose commercial PDF 

 Albumin       4 % (w/v) 

ใน 2.5% dextrose commercial PDF 

Adjusted pH to 7.4 

D. 4% albumin in 4.25% dextrose commercial PDF 

 Albumin       4 % (w/v) 

ใน 4.25% dextrose commercial PDF 

Adjusted pH to 7.4 
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E. 4% albumin in (1.5% dextrose in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Dextrose      1.5 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

F. 4% albumin in (2.5% dextrose in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Dextrose      2.5 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

G. 4% albumin in (4.25% dextrose in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Dextrose      4.25 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

H. 4% albumin in (1.4% mannitol in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Mannitol      1.4 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

I. 4% albumin in (2.3% mannitol in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Mannitol      2.3 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

J. 4% albumin in (4.12% mannitol in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 Mannitol      4.12 % (w/v) 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 
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K. 4% albumin in (20 µM MGO in media 2) 

 Albumin       4 % (w/v) 

 MGO       20 µM 

ใน M199 

Adjusted pH to 7.4 

L. Culture media, pH 5.4  

 Albumin       4 % (w/v) 

 ใน M199 

Adjusted pH to 5.4 
 

2. การศึกษาการเรียงตัวของ mesothelial cells บนชิน้เนือ้ โดยวธีิ liver imprint 

1) ขัน้ตอนการทาํ 

A. เอาตบัของหนท่ีูตดัได้มาวางแนบลงบนสไลด์ 

B. ผึง่สไลด์ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง  

C. หยดสี giemsa ลงบนสไลด์ ตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที 

D. ล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

E. ผึง่สไลด์ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

2) ผลการย้อม 

นิวเคลียสและไซโตพลาสซมึของทกุเซลล์ ตดิสีมว่ง-นํา้เงิน 

3) การเตรียมนํา้ยา 

A. Giemsa (ready to use) 
 

3. การศึกษาความหนาของ submesothelium 

1) 3

โดยมีขัน้ตอนทัง้หมดดงันี ้

หลักการ การเตรียมตัวอย่าง ชิน้เนือ้ เพ่ือศึกษาทางพยาธิวิทยาและอิมมูโน

พยาธิวทิยา 

A. การคงสภาพ (fixation) 

เป็นการรักษาสภา พของเซลล์และเนือ้เย่ือตา่ง ๆ รวมทัง้รักษาสภาพของ

แอนตเิจนท่ีต้องการตรวจหาให้อยูใ่นสภาพเดมิ หรือหลีกเล่ียงการทําลายตอ่  antigen 

determinant หรือ epitope  (ตําแหนง่ยอ่ย ๆ บนแอนตเิจนท่ีสามารถทําปฏิกิริยากบัแอนตบิอดีท่ี

จําเพาะ) ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัคณุสมบตัขิองแอนตเิจน นัน้ ๆ บางชนิดอาจทนกบั fixative ชนิดหนึง่ แต่

อาจจะไมท่นตอ่ชนิดอ่ืน ๆ หรือแอนตเิจนหลาย ๆ ตวัอาจถกูทําลายโดย fixative ทกุชนิด เม่ือ

ต้องการศกึษาทางอิมมโูนฮีสโตเคมีจะต้องย้อมจาก  cryosections อีกทัง้เนือ้เย่ือท่ีไมไ่ด้  fix 
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แอนตเิจนอาจจะหายไป หรือแพร่กระจายไปยงัเ นือ้เย่ือข้างเคียง หรือเนือ้เย่ือท่ี  fix นานเกินไป

อาจจะเกิด  cross-linking ทําให้แอนตเิจนถกูปิดบงั  (masking) หรืออาจถกูทําลายเป็นบางสว่น 

ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัชนิดของ  fixative และระยะเวลาการ fix สภาวะท่ีเหมาะสมก็คือชิน้เนือ้ท่ีบางและ

เวลา fix ท่ีสัน้  ดงันัน้ การ  fix นานเกินไปทําให้แอนตเิจนถกูปิดบงั และรบกวนผลการย้อมได้ 

ปัจจบุนัยงัไมมี่ fixative ชนิดใดท่ีเหมาะสําหรับแอนตเิจนทกุชนิด  

10% formalin หรือ 10% neutral buffer formalin เป็น  fixative ซึง่ใช้กนั

แพร่หลาย ระยะเวลาในการ fix เนือ้เย่ือโดยสมบรูณ์จะประมาณ 18-24 ชัว่โมง fixative ขนาดของ

ชิน้เนือ้ท่ีเหมาะสมคือ 10x10x3 ลกูบาศก์มิลลิเมตร  

B. การล้าง (washing) 

C. การขจดันํา้ (dehydration) 

D. การขจดัแอลกอฮอล์และทําให้เนือ้เย่ือใส (clearing) 

E. การแทรกซมึ (infiltration) 

ซึง่กระบวนการดงัท่ีกลา่วมาแล้ว ดงัข้อ A ถึง E นัน้ ได้ใช้เคร่ือง tissue processor ดงั

รูปท่ี 100 
 

 
 

รูปท่ี 100: แสดงเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมเนือ้เย่ือ (tissue processor) 
 

F. การฝังเนือ้เย่ือ (embedding) 
 

 
 

รูปท่ี 101: แสดงการฝังเนือ้เย่ือ 
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G. Sectioning of tissue  

ตดั paraffin section ด้วยเคร่ือง  microtome หนา 3 ไมโครเมตร  ลอยในอา่งนํา้

อณุหภมูิประมาณ 43 oC ใช้สไลด์เคลือบด้วย 3-aminopropyl triethoxysilane หรือ สไลด์ท่ีเคลือบ

ประจบุวก (plus slide) เพ่ือป้องกนัชิน้เนือ้หลดุ รอให้ section แห้งสนิท นําเข้าตู้อบ อณุหภมูิ 

56o

 

C ทิง้ไว้ข้ามคืน 

 
 

รูปท่ี 102: แสดงการตดั paraffin section ด้วยเคร่ือง microtome 

 

H. Deparaffinization and rehydration 

คือการล้าง paraffin ท่ีเคลือบ  section ด้วย xylene ผา่นไปยงั alcohol จาก

เปอร์เซ็นต์สงูไปต่ําแล้วแชใ่นนํา้กลัน่ ไมค่วรปลอ่ยให้สไลด์แห้ง 

หากมีความจําเป็น สามารถเก็บ  tissue slides ท่ี rehydrated แล้ว ท่ี 2-8 oC ใน 

buffer ได้นานถึง 18 ชัว่โมง โดยก่อนใช้ให้นํามาวางท่ีอณุหภมูิห้อง 20-25 o

I. Blocking endogenous enzyme 

C ก่อนการย้อมตอ่ไป 

โดยไมร่บกวนผลการย้อม 

เอ็นไซม์ท่ีมีอยูใ่น section จะทําให้เกิดการตดิสีท่ีไมจํ่าเพาะ คือไมไ่ด้เกิดจากการ

จบักนัระหวา่งแอนตเิจนและแอนตบิ อดี   ต้องยบัยัง้ก่อนทกุครัง้ มิฉะนัน้ จะทําให้เกิดผลบวก

ผดิพลาด หรือ  background staining เอ็นไซม์สว่นใหญ่พบในเม็ดเลือดขาว  เมด็เลือดแดง และ

เซลล์ตบั ซึง่สามารถยบัยัง้ได้โดยใช้  substrate ของมนัคือ 3% hydrogen peroxide ในนํา้ 10 

นาที  

J. การคืนสภาพแอนตเิจน (antigen retrieval technique)  

เป็นการคืนสภาพแอนตเิจนหรือเพิ่มความเป็นแอนตเิจนของเนือ้เย่ือตา่ง ๆ 

เนือ้เย่ือซึง่ fix ด้วย formalin ซึ่ งเป็น cross-linking fixative จะทําให้เกิดการจบัตวักนั (bridging) 

ระหวา่งamino acid ภายในโมเลกลุเดียวกนัและจบัตวักบัโมเลกลุท่ีอยูข้่า งเคียง ขบวนการนีเ้ป็น

สาเหตท่ีุสําคญัท่ีเช่ือวา่เป็นตวัการในการ block ไมใ่ห้ antibody  เข้าไปจบัตวักบั antigen 

determinant (epitope) ได้ ขบวนการนีเ้รียกวา่ masking of antigen ในการทําอิมมโูนฮีสโตเคมี 
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(immunohistochemistry; IHC) จงึจําเป็นท่ีจะต้องแก้ปัญหาท่ีเกิ ดขึน้นี ้โดยการทํา epitope 

retrieval ซึง่เป็นวิธีการหนึง่ท่ีใช้ในการ de-masking protein ท่ี antigenic determinant ก่อนท่ีจะ

นําเนือ้เย่ือนัน้ ๆ มาย้อมโดยวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี ซึง่ทําให้การย้อมตดิสีดีขึน้    

วิธีการคืนสภาพแอนตเิจน สามารถทําได้ หลายวิธี ได้แก่   

a) โดยใช้เอนไซม์  (enzymatic unmasking technique) โดยทัว่ไปเอนไซม์ท่ีใช้

ได้แก่ proteinase K และ pepsin การใช้เอ็นไซม์จะชว่ยคืนสภาพของแอนตเิจนหลาย ชนิด ทําให้

การย้อมอิมมโูนฮีสโตเคมีติดสีดีขึน้ แต่ก็ไม่สามารถใช้ได้ดีกบั แอนตเิจนทกุชนิดได้ เพราะ

แอนตเิจนบางชนิดไมส่าม ารถคืนสภาพได้ด้วยการใช้เอ็นไซม์ยอ่ย โดยเฉพาะชิน้เนือ้ท่ี  fix 

ฟอร์มาลนิเป็นเวลานาน     

b) โดยวิธีการทางฟิสิกส์  (physical methods) โดยทัว่ไปใช้ความร้อน  (heat 

induced antigen retrieval - technique) ซึง่มีการนําความร้อนจากแหลง่ตา่ง ๆ เชน่ ไมโครเวฟ  

หม้ออดัแรงดนั และอา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ  

c) ใช้ทัง้เอ็นไซม์และความร้อนร่วมกนั สําหรับแอนตบิอดีบางชนิด  ซึ่งเดมิ

จําเป็นต้องใช้กบัชิน้เนือ้สดเทา่นัน้ แตเ่ม่ือนํามาใช้ร่วมกบัเทคนิคนี ้สามารถนําแอนตบิอดีนัน้มาใช้

กบัพาราฟินบลอ็กได้ด้วย 

การเลือกใช้วิธีคืนสภาพแอนติเจน ขึน้อยูก่บัชนิดของแ อนติเจนและแอนติบอดีท่ี

ต้องการศกึษา และ ขึน้กบัเคร่ืองมือท่ีมีใช้ในแตล่ะห้องปฏิบตักิาร ไมว่า่จะเลือกใช้วิธีใด สิ่งท่ีสําคญั

คือจะต้องปรับเวลาท่ีใช้ในการคืนสภาพ ชนิด และ dilution ของแอนตบิอดีท่ีใช้ให้เหมาะสม   

K. การหยดุปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีไมจํ่าเพาะ (blocking of nonspecific reaction) 

การจบักนัอยา่งไมจํ่าเพาะเกิดขึน้ได้จากปฏิกิริยา hydrophobic bonding 

ระหวา่ง immunoglobulin กบั tissue proteins ทําให้ primary antibody และบางสว่นของ  

secondary antibody จบักบัเนือ้เย่ือโดยตรง ได้ดีพอ ๆ กบัแอนตเิจนเป้าหมาย   แก้ไขโดย ใช้ 

blocking protein โดยใช้ซีร่ัมของสตัว์ชนิดเดียวกบัท่ีใช้เตรียม  secondary antibody หรือ 2-

5%bovine serum albumin (BSA) ปัจจบุนั นิยมใช้  serum free protein block มากกวา่การเตมิ 

immunoglobulins เข้าไป 

L. Primary antibody 

มีทัง้ polyclonal และ monoclonal antibodie ความเข้มข้นของ primary 

antibody ท่ีใช้ในงานขึน้อยูก่บัปริมาณแอนตเิจนและความไวของเทคนิคการย้อมท่ีใช้ ไมส่ามารถ

กําหนดให้เป็นมาตรฐานตายตวัไปได้วา่จะใช้ dilution เทา่ใด ต้องทดสอบกบั positive control ซึง่

ควรเป็น dilution สงูสดุท่ีให้ผลการย้อมตดิสีชดัเจน และ background น้อยท่ีสดุ หรือไมมี่เลย 
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M. Secondary antibody (linking antibody) 

linking antibody ต้องมีคณุสมบติัท่ีจะจบักบั primary antibody และ 

enzyme immuno complex เป็น peroxidase-conjugated antibody โดยเตรียมจากสตัว์ชนดิ

เดียวกบัท่ีใช้เตรียม primary antibody 

N. Substrate and chromogen 

substrate ที่ใช้ทําปฏิกิริยากบัเอนไซม์เพ่ือให้ได้สีตา่ง ๆ โดย substrate 

สําหรับ peroxidase คือ hydrogen peroxide (H2O2

โดย chromogen ท่ีใช้คือ 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

ซึง่ให้ end product เป็นสีนํา้ตาล และมีคณุสมบตัไิมล่ะลายในนํา้ แอลกอฮอล์ และ xylene 

)   

O. Counterstain 

เป็นการย้อมเนือ้เย่ือท่ีไมต่ดิสีจากปฏิกิริยา IHC เพ่ือให้เนือ้เย่ือตดิสี 

counterstain ทําให้เห็นโครงสร้างเนือ้เย่ือชดัเจนและเปรียบเทียบกบัสว่นท่ีติดสีจากปฏิกิริยา 

IHC เพ่ือให้เกิดความสะดวกในการตรวจวิเคราะห์  

สี counterstain ท่ีใช้ คือ Mayer’s hematoxylin 

P. Mounting media 

การเลือกใช้ขึน้อยูก่บัชนิดของ  chromogen โดยในท่ีนีใ้ช้ cytology 

formulation consul-mounting, xylene base  
 

การแปลผลของวิธี  immunocytochemistry คือ ดสีูของสารก่อให้เกิดสีท่ีเกิดขึน้ ซึง่เป็น

การบง่บอกวา่มีโปรตีนจําเพาะท่ีอยูใ่นเซลล์ เป็นผลบวก  (positive staining) โดยสีท่ีเห็นอาจจะอยู่

ในไซโตพลาสซมึ นิวเคลียส หรือ เย่ือหุ้มเซลล์  โดยอาจอยูเ่ป็นจดุรวม หรือ กระจายก็ได้ 

     

รูปท่ี 103: แสดงหลกัการของวิธี immunocytochemistry 

 
 



110 
 

2) ขัน้ตอนการทาํ 

A. ตดัสว่นของ  peritoneum มาคงสภาพชิน้เนือ้ด้วย 10% buffered neutral 

formalin solution ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 วนั  

B. นําชิน้เนือ้ท่ีคงสภาพไว้ มาใสใ่นตลบัใสเ่นือ้เย่ือ 

C. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปใสล่งในเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมเนือ้เย่ือ 

D. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปทําการผังเนือ้เย่ือ 

E. ตดั paraffin section ด้วยเคร่ือง microtome ใสล่งบนสไลด์ 

F. หลงัจากตดัชิน้เนือ้ลงสไลด์แล้ว ให้ทําการแทนท่ีพาราฟิน (deparaffinize) ด้วย

นํา้กลัน่ โดยการ 

a) จุม่สไลด์ในโถ xylene จํานวน 3 โถ เป็นเวลาทัง้หมด 10 นาที 

b) จุม่สไลด์ในโถ 95% ethanol เป็นเวลา 20 วินาที จํานวน 3 โถ 

c) ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล (running water) เป็นเวลา 2-3 นาที 

G. แชส่ไลด์ในโถ Bouin’s fixative เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 56o

H. ตัง้สไลด์ทิง้ไว้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 

C 

I. ล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

J. แชส่ไลด์ใน โถ Mayer’s haematoxylin เป็นเวลา 10 นาที แล้วผา่นสไลด์ในนํา้

ไหล เป็นเวลา10 นาที 

K. ล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

L. แชส่ไลด์ในโถ Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution เป็นเวลา 15 นาที 

M. ล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

N. แชส่ไลด์ในโถ Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution เป็นเวลา 

10 นาที แล้วล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

O. Counterstained สไลด์ด้วย aniline blue solution เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้าง

สไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

P. แชส่ไลด์ในโถ acetic water solution 1 จุม่ 

Q. ล้างสไลด์ด้วยนํา้กลัน่ 

R. เข้ากระบวนการดงึนํา้ออกจากเซลล์ (dehydrate) โดยการ 

a) จุม่สไลด์ในโถ 95% alcohol โถท่ี 1 จํานวน 10 จุม่  

b) จุม่สไลด์ในโถ 95% alcohol โถท่ี 2 จํานวน 10 จุม่  

c) จุม่สไลด์ในโถ absolute alcohol โถท่ี 1 จํานวน 10 จุม่  

d) จุม่สไลด์ในโถ absolute alcohol โถท่ี 2 จํานวน 10 จุม่  
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e) จุม่สไลด์ในโถ xylene โถท่ี 1 จํานวน 30 จุม่  

f) จุม่สไลด์ในโถ xylene โถท่ี 2 จํานวน 10 จุม่ 

S. Mounting สไลด์ ด้วย cytology formulation consul-mounting, xylene base 

T. ปิดกระจก (cover slip) ลงบนสไลด์ (mounting slides) 

3) ผลการย้อม 

นวิเคลียส                               ตดิสีดํา 

Muscle, cytoplasm, keratin  ตดิสีแดง 

Collagen, mucus                  ตดิสีนํา้เงิน 

4) การเตรียมนํา้ยา 

A. Bouin’s solution 

Saturated aqueous picric acid solution  75 ml 

Formaldehyde solution     25 ml 

Glacial acetic acid     5 ml 

B. Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution 

1% Aqueous Biebrich Scarlet    90 ml 

1% Aqueous acid fuchsin    10 ml 

Glacial acetic acid     1 ml 

C. Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution 

Phosphomolybdic acid     5 g 

Phosphotungstic acid     5 g 

นํา้กลัน่       200 ml 

D. Light green solution 

Light green      2 g 

นํา้กลัน่       98 ml 

Glacial acetic acid     1 ml 

ต้มนํา้กลัน่ให้เดือด แล้วใส ่light green ลงไป ละลายให้หมด 

ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น  

กรอง  

เตมิ glacial acetic acid 

E. Aniline blue solution 

Aniline blue      2.5 g 
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Glacial acetic acid     2 ml 

นํา้กลัน่       100 ml 

F. Acetic water solution 

Glacial acetic acid     1 ml 

นํา้กลัน่       100 ml 

G. 10% Buffered neutral formalin solution 

Formaldehyde solution        100  ml 

Sodium phosphate monobasic monohydrate 4.0  g 

Sodium phosphate dibasic    6.5  g 

นํา้กลัน่        900  ml 
 

4. การศึกษา mesenteric vascular density 

4.1 การย้อมชิน้เนือ้ด้วย LE-lectin 

1) ขัน้ตอนการย้อม 

A. ตดัสว่นของ bowel ของหนท่ีูทําการ perfuse ด้วย LE-lectin แล้ว มาคงสภาพชิน้

เนือ้ด้วย methyl Carnoy’s solution ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

B. นําชิน้เนือ้ท่ีคงสภาพไว้ มาใสใ่นตลบัใสเ่นือ้เย่ือ 

C. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปใสล่งใน เคร่ืองมือท่ีใช้ในการเ ตรียมเนือ้เย่ือ  (โดยไมผ่า่น 

formalin) 

D. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปทําการฝังเนือ้เย่ือ 

E. หลงัจากตดัชิน้เนือ้ลงสไลด์แล้ว ให้ทําการแทนท่ีพาราฟินด้วยนํา้กลัน่ 

F. ทําการฟืน้ฟแูอนตเิจนโดยวิธี microwave method  

G. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

H. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

I. ทําการหยดุปฏิกิริยาของเอ็นไซม์เปอร์ออกซเิดส  โดยการหยด 3% H2O2

J. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

 in water 

ลงบนสไลด์ 

K. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

L. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

M. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

N. ทําการหยดุปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีไมจํ่าเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด์ ให้ทว่มบริเวณท่ีมีเนือ้ 
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O. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 

P. สะบดัสไลด์ 

Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

R. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที 

S. ล้างสไลด์โดยการแชส่ไลด์ในโถ PBS-T 2 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาที 

T. หยด DAB ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

U. Incubate สไลด์เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง 

V. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

W. Counterstained สไลด์ด้วยสี Mayer’s haematoxylin  

X. เข้ากระบวนการดงึนํา้ออกจากเซลล์  

Y. Mounting สไลด์ ด้วย cytology formulation consul-mounting, xylene base  

Z. ปิดกระจกลงบนสไลด์ 

2) ผลการย้อม 

ผลบวก   ตดิสีนํา้ตาล 

ผลลบ    ตดิสีนํา้เงิน 

3) การเตรียมนํา้ยา  

A. Methyl Carnoy’s solution 

Acetic acid 100%     10 ml 

  Chloroform      30 ml 

Absolute alcohol     60 ml 

B. LE-lectin 

Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin 1 ขวด 

นํา้กลัน่       0.5 ml 
 

5. เทคนิคการย้อมสไลด์ทาง histochemistry และ immunohistochemistry 

5.1 การย้อมชิน้เนือ้ด้วย hematoxylin และ eosin 

1) ขัน้ตอนการย้อม 

A. หลงัจากตดัชิน้เนือ้ลงสไลด์แล้ว ให้ทําการแทนท่ีพาราฟินด้วยนํา้กลัน่  

B. จุม่สไลด์ในโถ Mayer’s haematoxylin เป็นเวลา 3 วินาที 

C. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 3 นาที 

D. จุม่สไลด์ในโถ lithium carbonate จํานวน 10 จุม่ 

E. Running water เป็นเวลา 3 นาที 
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F. จุม่สไลด์ในโถ 95% ethanol จํานวน 6 จุม่ 

G. จุม่สไลด์ในโถ eosin solution เป็นเวลา 3 วินาที 

H. เข้ากระบวนการดงึนํา้ออกจากเซลล์ 

I. Mounting สไลด์ ด้วย cytology formulation consul-mounting, xylene base  

J. ปิดกระจกลงบนสไลด์ 

2) ผลการย้อม 

นวิเคลียส  ตดิสีนํา้เงิน 

Cytoplasm  ตดิสีแดง 

3) การเตรียมนํา้ยา 

A. Eosin solution (ready to use) 
 

5.2 การย้อมชิน้เนือ้ด้วยแอนตบิอดีต่อ HIF-1α  

1) ขัน้ตอนการย้อม 

A. หลงัจากตดัชิน้เนือ้ลงสไลด์แล้ว ให้ทําการแทนท่ีพาราฟินด้วยนํา้กลัน่  

B. ทําการฟืน้ฟแูอนตเิจนโดยวิธี microwave method  

C. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

D. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

E. ทําการหยดุปฏิกิริยาของเอ็นไซม์เปอร์ออกซเิดส  โดยการหยด 3% H2O2

F. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

 in water 

ลงบนสไลด์ 

G. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

H. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

I. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

J. ทําการหยดุปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีไมจํ่าเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด์ ให้ทว่มบริเวณท่ีมีเนือ้ 

K. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 

L. สะบดัสไลด์ 

M. หยด anti HIF-1α (dilution 1:800) ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

N. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

O. ล้างสไลด์โดยการแชส่ไลด์ในโถ PBS-T 2 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาที 

P. สะบดัสไลด์ 

Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 
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R. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที 

S. ล้างสไลด์โดยการแชส่ไลด์ในโถ PBS-T 2 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาที 

T. หยด DAB ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

U. Incubate สไลด์เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง 

V. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

W. Counterstained สไลด์ด้วยสี Mayer’s haematoxylin  

X. เข้ากระบวนการดงึนํา้ออกจากเซลล์  

Y. Mounting สไลด์ ด้วย cytology formulation consul-mounting, xylene base  

Z. ปิดกระจกลงบนสไลด์ 

2)   ผลการย้อม 

ผลบวก  ตดิสีนํา้ตาล 

ผลลบ    ตดิสีนํา้เงิน 
 

5.3 การย้อมชิน้เนือ้ด้วย HypoxyprobeTM

1)  ขัน้ตอนการย้อม 

-1  

A. ตดัชิน้สว่นของหนท่ีูทําการฉีดด้วย pimonidazole HCl (HypoxyprobeTM

B. นําชิน้เนือ้ท่ีคงสภาพไว้ มาใสใ่นตลบัใสเ่นือ้เย่ือ 

-1) แล้ว 

มาคงสภาพชิน้เนือ้ด้วย methyl Carnoy’s solution ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

C. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปใสล่งใน เคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมเนือ้เย่ือ  (โดยไมผ่า่น 

formalin) 

D. นําตลบัใสเ่นือ้เย่ือท่ีได้ไปทําการฝังเนือ้เย่ือ 

E. หลงัจากตดัชิน้เนือ้ลงสไลด์แล้ว ให้ทําการแทนท่ีพาราฟินด้วยนํา้กลัน่ 

F. ทําการฟืน้ฟแูอนตเิจนโดยวิธี microwave method  

G. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

H. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

I.   ทําการหยดุปฏิกิริยาของเอ็นไซม์เปอร์ออกซเิดส  โดยการหยด 3% H2O2

J.    Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

 in water 

ลงบนสไลด์ 

K. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

L. หยด PBS-T ลงบนสไลด์  

M. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
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N. ทําการหยดุปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีไมจํ่าเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด์ ให้ทว่มบริเวณท่ีมีเนือ้ 

O. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 

P. สะบดัสไลด์ 

Q. หยด mouse IgG1 monoclonal antibody (MAb1) (dilution 1:100) ลงบน

สไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

R. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

S. ล้างสไลด์โดยการแชส่ไลด์ในโถ PBS-T 2 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาที 

T. สะบดัสไลด์ 

U. หยด secondary antibody ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

V. Incubate ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที 

W. ล้างสไลด์โดยการแชส่ไลด์ในโถ PBS-T 2 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาที 

                  X.   หยด DAB ลงบนสไลด์ ให้ทว่มตําแหนง่ท่ีมีเนือ้ทัง้หมด 

Y. Incubate สไลด์เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง 

Z. ผา่นสไลด์ในนํา้ไหล เป็นเวลา 5 นาที 

AA. Counterstained สไลด์ด้วยสี Mayer’s haematoxylin  

BB. เข้ากระบวนการดงึนํา้ออกจากเซลล์  

CC. Mounting สไลด์ ด้วย cytology formulation consul-mounting, xylene base  

DD. ปิดกระจกลงบนสไลด์ 

2)  ผลการย้อม 

ผลบวก  ตดิสีนํา้ตาล 

ผลลบ    ตดิสีนํา้เงิน 

3)  การเตรียมนํา้ยา  

A. pimonidazole HCl (HypoxyprobeTM

solid pimonidazole HCl (Hypoxyprobe

-1) 100 mg/ml 
TM

  นํา้กลัน่      1 ml 

-1) 1  ขวด (100 mg) 
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