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จากการศึกษาที่ผานมาพบวา สารสกัดจากหญาหวานคือ สตีวิโอไซดและสารเมตาบอไลต (สตีวิ
ออล) มีผลยับยั้งการขนสงสาร para-aminohippurate (PAH) ผานทางทอไตสวนตนของ
กระตาย (S2) โดยนาจะมีความเกี่ยวของกับการทํางานของระบบการขนสงสารอินทรียประจุลบ
ซ่ึงอยูทางดาน basolateral ของผนังเซลล ปจจุบันนี้โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบ ที่โคลนได
จากเนื้อเยื่อของมนุษยมีดวยกันหลายตัว แตตัวที่มีความสําคัญและมีบทบาทมากคือ hOAT1
และ hOAT3 ซ่ึงพบมากที่ดาน basolateral ของทอไตมนุษย  วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้ง
น้ีเพ่ือศึกษาถึงปฏิสัมพันธโดยตรงของสตีวิโอไซดและสตีวิออลตอ hOAT1 และ hOAT3 รวมทั้ง
ศึกษาถึงกลไกการขนสงสารทั้งสองตัวโดยใช hOAT1 hOAT3 และ fOat1 ซ่ึงทําการแสดงออก
ใน renal S2 cells และในไขกบ Xenopus laevis โดยพบวา สตีวิโอไซดไมไดผลตอการขนสง
สาร PAH และ estrone sulfate (ES) ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ทั้งใน renal S2 cells และ
ในไขกบ Xenopus laevis  ในทางตรงกันขาม สตีวิออลสามารถยับยั้งการขนสงสาร PAH และ
ES ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ทั้งใน renal S2 cells และในไขกบ Xenopus laevis ตาม
ความเขมขนที่ใช  คา IC50 ของสตีวิออลตอการยับยั้งการขนสงสาร PAH ผานทาง hOAT1 มีคา
11.4 และ 11.1 µM และเม่ือเปรียบเทียบกับคา 36.5 และ 62.6 µM ที่ไดจากผลของสตีวิออล
ตอการยับยั้งการขนสงของสาร ES  ผานทาง hOAT3  ใน renal S2 cells และในไขกบ
Xenopus laevis ตามลําดับ เปนที่นาสนใจวาสตีวิออลมีคา IC50 ตอการยับยั้งการขนสงสาร
อินทรียประจุลบคลายกับสาร probenecid อีกดวย เม่ือทําการศึกษาแบบ Trans-stimulation
เพ่ือศึกษาตอไปวาสตีวิออลสามารถถูกขนสงผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ไดหรือไม ผลที่ได
พบวา สตีวิออลที่ 1 µM สามารถเพิ่มการขนสงคา [3H]-PAH ผานทาง hOAT1 และ hOAT3
นอกจากนี้ผลการทดลองโดยใชเทคนิค Electro-physiology พบวา สตีวิออลสามารถทําใหเกิด
กระแส inward ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีจึงสรุปไดวา สตีวิโอไซดไมไดมีปฏิสัมพันธใดๆกับ
hOAT1 และ hOAT3 ทั้งใน renal S2 cells และในไขกบ Xenopus laevis ในขณะที่สตีวิออลมีป
ฏิสัมพันธโดยตรงกับ hOAT1 และ hOAT3 ดวยความจําเพาะสูง คลายกับสาร probenecid รวม
ทั้งโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1, hOAT3 และ fOat1 ยังสามารถขนสงสตีวิ
ออลและนาจะมีความสําคัญในการกําจัดสตีวิออลออกทางไตไดอีกดวย
คําหลัก: สารสตีวิโอไซด, สารสตีวิออล, โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบ, hOAT1, hOAT3
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Abstract
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Project title : The interactions of stevioside and its metabolite with cloned human 

organic anion transporter 1 (hOAT1) and 3 (hOAT3) in renal S2 cells 
and Xenopus laevis oocytes
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The natural sweetening agent stevioside and its aglycone metabolite, steviol, have been
shown to inhibit transepithelial transport of para-aminohippurate (PAH) in isolated S2
segments of rabbit renal proximal tubules by interfering with the basolateral entry step.
Several organic anion transporters are present in the human kidney. Among these,
hOAT1 and hOAT3 have been implicated as being key contributors to renal organic
anion transport. Both transporters are expressed at the basolateral renal proximal
tubule. The aim of the present study was to examine the direct interactions of stevioside
and steviol with the specific cloned basolateral organic anion transporters and to
determine which of these cloned was/were involved in the renal transport of stevioside
and steviol.  This question was addressed in renal S2 cells and Xenopus laevis oocytes
expressing hOAT1, hOAT3 and winter flounder OAT (fOat1).  The parent compound,
stevioside, had no inhibitory effect on either PAH (hOAT1) or ES (hOAT3) uptake. In
contrast steviol showed significant, dose-dependent inhibition of PAH and estrone
sulfate (ES) uptake in renal S2 cells and Xenopus laevis oocytes expressing hOAT1 or
hOAT3.  The IC50 of steviol for hOAT1-mediated PAH transport was 11.4 and 11.1 µM,
as compared to 36.5 and 62.6 µM for hOAT3-mediated ES uptake in renal S2 cells and
Xenopus laevis oocytes, respectively. Interestingly, its IC50s was similar to that of
probenecid. Trans-stimulation of PAH efflux by steviol was assessed to determine if
steviol itself was transported by hOAT1 or hOAT3.  A low concentration of steviol, 1 µ
M, increased the efflux of [3H]-PAH (trans-stimulated) via both hOAT1 and hOAT3.  In
addition, it was shown by electrophysiology that steviol entry induced inward positive
current in fOat1-expressing oocytes.  In conclusion, stevioside had no interaction with
either hOAT1 or hOAT3 in both renal S2 cells and Xenopus laevis oocytes; whereas,
steviol has high specificity for inhibition of PAH and ES transport via hOAT1 and hOAT3
similar to that of probenecid. In addition hOAT1, hOAT3 and fOat1 were all shown to be
capable of steviol transport and thus, can play a role in its renal transport and excretion.
Keywords: stevioside, steviol, organic anion transporter, hOAT1, hOAT3
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1

บทนํา

หญาหวานเปนพืชพ้ืนเมืองของประเทศบราซิล ที่มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Stevia
rebaudiana Bertoni  หรือ สตีเวีย คนพบโดย Moise Santiago Bertoni นักวิทยาศาสตร
ชาวอเมริกาใต ในปคศ.1899  หญาหวานมีลําตนสูงประมาณ 30-50 ซม. ลักษณะทั่วๆ ไปคลาย
ตนโหระพา ใบเล็ก ลําตนแข็ง ปจจุบันหญาหวานกําลังไดรับความสนใจเปนอยางมากและมีการ
นํามาปลูกในประเทศแถบเอเชียตะวันตกเฉียงใต รวมทั้งประเทศสิงคโปร, ไตหวัน, มาเลเซีย,
เกาหลีใตและจีน

ชาวพ้ืนเมืองปารากวัย ใชหญาหวานผสมกับชาดื่มมานานกวา 1500 ป สําหรับใน
ประเทศญี่ปุนมีการนํามาใชอยางกวางขวาง ตั้งแตป คศ. 1982 และไดรับการอนุมัติใหใชเปน
Food additive ขณะที่ประเทศสหรัฐอเมริกาและทวีปยุโรปไดรับการอนุมัติใหใชเปน Food
supplement ตั้งแตป 1995 เปนตนมา สําหรับประเทศไทยมีการปลูกหญาหวานกันอยางแพร
หลายทางภาคเหนือ และมีการจําหนายในรูปใบหญาหวานแหงเพ่ือการบริโภคมาเปนเวลานาน
แตยังไมไดรับการอนุมัติใหใชอยางเปนทางการ

ใบหญาหวานประกอบดวยสารประกอบหลายชนิดเชน triterpenes, sterol, tannins,
volatile oils และสารประกอบที่ใหความหวาน diterpene glycosides 8 ชนิด ไดแก stevioside,
steviolbioside, rebaudiosides A, B, C, D, E และ dulcoside A

สตีวิโอไซด (Stevioside)
สตีวิโอไซด เปนสารสกัดจากใบหญาหวาน ที่มีปริมาณมากที่สุด สารตัวน้ีมีลักษณะเปน

ผลึกสีขาว ไมมีกลิ่น สตีวิโอไซดประกอบดวย สารสตีวิออล 1 โมเลกุล (รูปที่ 1) (steviol หรือ
ent-13-hydroxykaur-16-en-19-noic acid) และ กลูโคส 3 โมเลกุล โดยที่กลูโคส 1 โมเลกุล
เชื่อมกับ carboxyl group ของสารสตีวิออลดวยพันธะเอสเทอร สวนกลูโคสอีก 2 โมเลกุลตอ
เชื่อมกันแบบไกลโคไซด โดยจับกับ hydroxyl group ของสารสตีวิออลที่คารบอนตัวที่13   สาร
รสหวานอื่นๆ มีชนิดของน้ําตาลและพันธะไกลโคไซนที่แตกตางกันออกไป จากการวิจัยที่ผาน
มาพบวาการเติมนํ้าตาลกลูโคสลงบนคารบอนตัวที่ 13 ของสตีวิโอไซด จนครบ 4 หนวยจะทําให
ความหวานเพิ่มขึ้น แตการเติมกลูโคสมากกวา 4 หนวย จะทําใหความหวานลดลงกวาเดิม สตีวิ
โอไซดมีนํ้าหนักโมเลกุล 804.9 เปนโมเลกุลที่ไมมีประจุ มีสูตรโครงสรางทางเคมีคือ C38H60O18   

สตีวิโอไซดละลายไดดีใน ethyl alcohol, methyl alcohol และละลายในน้ําได แตถาสาร
น้ีมีความบริสุทธิ์สูงจะละลายน้ําไดยาก  นอกจากนั้นสตีวิโอไซดยังสามารถทนตอความรอนได
สูงถึง 100°C ทนตอความเปลี่ยนแปลงของ pH ไดในชวงกวาง ตั้งแต pH 3-9 และเปนสารที่มี
ความชื้นต่ํา

หญาหวานเปนพืชที่มีความหวานมากกวาน้ําตาล 10-15 เทา สารสกัดจากหญาหวาน
คือ สตีวิโอไซด มีความหวานกวาน้ําตาลถึง 100-300 เทา จากคุณสมบัติเดนของสตีวิโอไซด คือ
เปนสารที่ใหความหวานที่ไมกอใหเกิดพลังงาน ดังน้ัน จึงมีการนําสตีวิโอไซดมาปรุงแตงใน
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อาหารหลายชนิดเชน เบเกอรี่, ลูกกวาด, ซอสปรุงรส อีกทั้งยังนํามาเติมในเครื่องด่ืมตางๆ เชน
กาแฟ, ไวนและน้ําดื่ม

รูปที่ 1 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออล

สตีวิออล (Steviol)
สตีวิออลเปนสวน aglycone ของสาร glycosides ตามธรรมชาติหลายชนิด สตีวิออลมี

ลักษณะเปนผลึกสีขาว ไมมีกลิ่น มีนํ้าหนักโมเลกุล 314.88 สูตรโครงสรางทางเคมีคือ C20H30O3

จากการศึกษาที่ผานมาพบวา สตีวิออลเปนสารอนุพันธหลักของสตีวิโอไซดที่ถูกยอยได
โดยแบคทีเรียในลําไสของหนูขาว ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน (Anaerobic condition) และจะถูกดูด
ซึมในสวนของลําไสใหญสวนปลาย (1-3)

นอกจากสารสกัดสตีวิโอไซด จะไดรับความสนใจเนื่องจากเปนสารที่ใหความหวานที่ไม
กอใหเกิดพลังงานแลวยังมีรายงานวา สารสตีวิโอไซด มีผลตอระบบตางๆของรางกาย จึงไดมี
การนําสารสตีวิโอไซดมาศึกษาถึงผลกระทบตอระบบตางๆทางดานสรีรวิทยา เชน มีผลลดอัตรา
การสืบพันธุทั้งเพศหญิงและชาย โดยทําการทดลองในหนูขาว (4, 5), ลดความดันโลหิตโดยมี
ฤทธิ์ขยายหลอดเลือด (6, 7), ลดระดับนํ้าตาลในเลือด โดยการเพิ่มการหลั่งอินซูลิน ใน
pancreatic β-cells ในตับออน (8) รวมทั้งมีฤทธิ์ในการขับปสสาวะ (9-12)

เม่ือพิจารณาจะเห็นวาหญาหวานเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญ ดังน้ัน กอนที่จะนําเอาสาร
สกัดจากหญาหวานมาใชปรุงแตงอาหาร จําเปนตองมีการศึกษาถึงความปลอดภัยของสารสกัด
จากหญาหวาน เพ่ือที่จะไดนําขอมูลไปอธิบายถึงผลทางดานสรีรวิทยา พิษวิทยาและดานอ่ืนๆ
ที่ไดมีรายงานออกมา เพราะถารางกายไมสามารถขับสารสตีวิโอไซดหรือสตีวิออลออกจากราง
กายได สารเหลานี้ก็จะสะสมอยูภายในเซลล และอาจทําใหเกิดอันตรายตอเซลล ดังน้ันการ
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ศึกษากลไกการขับสารสตีวิโอไซดและสารอนุพันธจึงเปนสิ่งที่มีความสําคัญ เพ่ือที่จะนําขอมูล
เหลานี้มาพิจารณาหาแนวทางการวิจัยและพัฒนาหญาหวานและผลิตภัณฑของหญาหวานเพื่อ
การบริโภคทั่วไป รวมทั้งในการนํามาใชในกลุมผูปวยโรคเบาหวาน ที่จําเปนตองควบคุมปริมาณ
นํ้าตาลที่บริโภคตอไป

จากการศึกษาของ Jutabha และคณะ ในป 2000 (13) พบวาสารสตีวิโอไซด 0.7 mM
ซ่ึงเปนความเขมขนสูงสุดที่สามารถละลายไดในบัพเฟอร มีผลยับยั้งการขนสงสาร para-
aminohippurate (PAH) ผานทางทอไตสวนตนของกระตาย (สวนของ S2) เพียง 20-30% โดย
ที่ไมมีผลตอ Na+-K+-ATPase และปริมาณ ATP ในเซลล และการเปลี่ยนแปลงนี้เปนการเปลี่ยน
แปลงชั่วคราวเทานั้น จากการศึกษาดังกลาวจึงสรุปไดวา สารสตีวิโอไซดในระดับที่คนบริโภคไม
มีผลตอการขนสงสาร  PAH  ดังน้ันสารนี้จึงไมนาจะมีอันตรายตอการทํางานของทอไต

นอกจากสารสตีวิโอไซดที่ไดรับความสนใจอยางมากแลว สตีวิออลซึ่งเปนสารอนุพันธ
หลักซึ่งไดจากการยอยสลายของสตีวิโอไซด ก็ไดรับความสนใจเชนกัน จากรายงานที่ผานมาพบ
วา สารสตีวิออลท่ีระดับความเขมขนสูงๆมีผลยับยั้งการทํางานของ mitochondria (14, 15) เปน
พิษตอมารดาและตัวออนในหนูทดลอง (16) และมีผลตอการทํางานของไต ซ่ึงตรวจสอบไดจาก
การเพิ่มยูเรียไนโตรเจน (blood urea nitrogen, BUN) และสารครีเอตินีน (Creatinine) ในเลือด
(3)

ไดมีการศึกษาผลของสารสตีวิออลตอการทํางานของไตในหนูขาวเปนครั้งแรกในป ค.ศ.
1992 โดย Melis และคณะ พบวา สารสตีวิออล มีผลทําใหหนูขาวขับปสสาวะมากขึ้น โดยการ
เพ่ิมอัตราเร็วในการขับปสสาวะ (urine flow rate), อัตราการขับโซเดียม (sodium excretion
rate) และ renal plasma flow (RPF) โดยที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงอัตราการกรอง (glomerular
filtration rate, GFR) (10, 17)

เม่ือไมนานมานี้ Chatsudthipong และคณะ (18) ไดทําการศึกษาผลของสารสตีวิออล
ตอการทํางานของทอไตของกระตายโดยใชเทคนิค in vitro microperfusion พบวาสารสตีวิออล
ที่ความเขมขน 0.01 mM ใน bathing medium มีผลยับยั้งการขนสงสาร PAH 50%-60% และที่
ความเขมขนที่สูงขึ้น 0.05 mM มีผลยับยั้งการขนสงสาร PAH ถึง 90% แตที่ความเขมขนเดียว
กันนี้ เม่ืออยูทางดาน lumen มีผลยับยั้งการขนสงสาร PAH ไดนอยกวา 60%-70% จากการ
ศึกษาดังกลาวจึงสรุปไดวา สารสตีวิออลนี้มีผลยับยั้งโดยตรงตอการขนสงสาร PAH ผานทางทอ
ไตสวนตน โดยนาจะเกิดจากการแยงจับที่โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบ (organic anion
transporter, OAT) ในทอไตสวนตนทางดาน basolateral

จากการศึกษาดังกลาวพบวาสารสตีวิออลมีผลตอการทํางานของทอไตกระตาย แตถึง
แมวาการทํางานของทอไตกระตายจะมีลักษณะคลายคลึงกับทอไตมนุษยมากเพียงใดก็ตาม ก็
ยังไมสามารถยืนยันวาจะเกิดผลเชนเดียวกันในทอไตของมนุษย และขณะนี้ก็ยังไมมีรายงานการ
ศึกษาถึงผลของสารสตีวิออลตอการทํางานของทอไตมนุษยโดยตรง ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจะ
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ใชโปรตีนขนสงที่โคลนมาจากทอไตของมนุษยเพ่ือนํามาศึกษาถึงผลของสารสตีวิโอไซดและสตีวิ
ออลตอทอไตของมนุษยโดยตรง

เปนที่ทราบกันโดยทั่วไปวา ไตเปนอวัยวะที่มีความสําคัญตอการควบคุมและกําจัดสาร
ตางๆออกจากรางกาย โดยอาศัยขบวนการกรอง (ultrafiltration) การดูดซึม  (reabsorption)
และการขับออก (secretion) สารเหลานั้นไดแก โปรตีน, อิเลคโตรไลท, สารอินทรียทั้งประจุบวก
และลบ รวมทั้งสารพิษตางๆ

ทอไตสวนตนเปนสวนที่มีบทบาทสําคัญที่สุดในการดูดซึมและขับสารตางๆออกจากราง
กาย มีรายงานวาระบบการขนสงสารอินทรียที่มีประจุลบ (Organic Anion Transport System)
จะพบมากที่ทอไตสวนตนและสวนที่มีอัตราขนสงตอความยาว 1 มิลลิเมตร สูงที่สุดคือ สวน S2
(19) ระบบน้ีสามารถขนสงสารอินทรียไดมากมายหลายชนิด เชน PAH, penicillin, furosemide,
ethacrynic acid, aspirin, กรดอะมิโนตางๆ, ซัลเฟต, สารประกอบในรูป glucuronide
conjugate, glutathione conjugate, cyclic nucleotides, prostaglandins, urate, ยาตานการ
อักเสบที่ไมใชสเตียรอยด และสารอื่นๆอีกมากมาย (19, 20)

กลไกการขนสงสารอินทรียประจุลบผานทางทอไต  จะเกี่ยวของกับโปรตีนขนสงหรือ
Transporter หลายตัวทั้งทางดาน apical และ basolateral ของทอไตสวนตน  สาร PAH จะผาน
เขาเซลลทางดาน basolateral โดยอาศัยขบวนการ tertiary active transport และดวยเหตุผลที่
วาความตางศักยภายในเซลลมีคาเปนลบ ดังน้ันสารที่มีประจุลบจะผานเขาไปในเซลลไดน้ันจะ
ตองตานความแตกตางทางไฟฟา (electrical gradient) และอาศัยพลังงาน (21) ซ่ึงกระบวนการ
tertiary active transport (รูปที่ 2) ประกอบไปดวย

1. Organic Anion Transporter (OAT)
สารอินทรียประจุลบซึ่งมักใชเปนสารตนแบบ (Prototype) คือ PAH จะผานเขาเซลล

ทางดาน basolateral ของทอไตสวนตน โดยแลกเปลี่ยนกับสาร dicarboxylate ผานทาง
dicarboxylate/organic anion transporter หรือ organic anion transporter (OAT) หรือ PAH
transporter, สารกลุม dicarboxylate ที่มีความจําเพาะตอโปรตีนขนสงตัวน้ี ไดแก alpha-
ketoglutarate (α-KG), glutarate, suberate และ adipate  สารที่สามารถยับยั้งการขนสงผาน
โปรตีนขนสงตัวน้ี ไดแก probenecid และ fumarate (22-25)

2. Sodium dicarboxylate cotransporter (NaDC)
สาร dicarboxylate ภายในเซลล จะแลกเปลี่ยนกับสารอินทรียประจุลบไดเกิดขึ้น เน่ือง

จากมีการสราง dicarboxylate ขึ้นภายในเซลลและมีการนํา dicarboxylate เขาเซลลพรอมกับ
โซเดียม (Na+) โดยผาน Na+/α-KG หรือ Na+/dicarboxylate cotransporter  สารที่สามารถ
ยับยั้งการขนสงผานโปรตีนขนสงตัวน้ี ไดแก lithium (26)

3. Na+- K+ATPase
ความแตกตางของปริมาณโซเดียมระหวาง peritubular capillaries และภายในเซลลจะ

ถูกรักษาไวโดย Na+- K+ATPase (23)
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อยางไรก็ตาม กลไกการขนสงสาร PAH ออกจากเซลลทางดาน apical ยังไมทราบแน
ชัด คาดวานาจะเกิดขึ้นโดยผานกระบวนการ anion exchanger และ/หรือ facilitated diffusion
(27)

รูปที่ 2 แสดงตังอยางรูปแบบกลไกการขนสงสารอินทรียประจุลบผานทางทอไต

ในปจจุบัน Organic anion transporter (OAT) ที่โคลนจากมนุษย มีหลาย isoform ดวย
กันเชน OAT1, OAT2, OAT3, OAT4 และ OAT5  จากโปรตีนขนสงทั้งหมดนี้ hOAT1 และ
hOAT3 เปนโปรตีนขนสง ที่พบมากที่สุดในทอไตสวนตนของมนุษย อยางไรก็ตาม ถึงแม
hOAT1 และ hOAT3 จะเปน transporter หลักในการกําจัดสารตางๆผานทางทอไตสวนตน แต
ความจําเพาะตอสาร และความสามารถในการขนสงสาร ของ transporter ทั้งสองนี้จะมีความ
แตกตางกัน

Human Organic Anion Transporter 1 (hOAT1) เปนโปรตีนขนสงที่จะใชในการศึกษา
วิจัยครั้งน้ี ซ่ึง transporter ตัวน้ีถูกโคลนขึ้นมาจากเนื้อเยื่อไตของมนุษยเปนครั้งแรก โดย
Hosoyamada M. และคณะ (28), Race J.E. และคณะ (29), Reid G. และคณะ (30), และ Lu
R. (31) cDNA ของ hOAT1 ประกอบดวย 1,689 คูเบส มีลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนทั้ง
หมด 563 ตัว ซ่ึงเหมือนกับ rat OAT1 ถึง 86-91% นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 61.813 kDa,
โครงสรางทุติยภูมิ ประกอบดวย 12 transmembrane domain (TMDs) ระหวาง TMD ที่ 1 และ
2 มี 3-5 N-glycosylation site ซ่ึงสามารถบงชี้ไดวา loop สวนนี้อยูทางดานนอกของเยื่อหุม
เซลล ระหวาง TMD ที่ 6 และ 7 มี phosphorylation site สําหรับ protein kinase C, protein
kinase A, casein kinase II และ tyrosine kinase  จากการวิเคราะหโดยเทคนิค Northern blot
analysis แสดงใหเห็นวา mRNA ของ hOAT1 จะพบมากที่สุดที่ไต และสมองตามลําดับ โดย
เฉพาะดาน basolateral ของเยื่อบุเซลลทอไตสวนตน เม่ือใชเทคนิควิเคราะหโดย fluorescent
in situ hybridization และ radiation hybrid mapping พบวายีน hOAT1 จะอยูที่โครโมโซมของ
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มนุษยคูที่ 11q13.1 เม่ือทําการแสดงออกในไขกบ Xenopus Laevis พบวา hOAT1 สามารถขน
สงสาร PAH ซ่ึงเปน prototypic substrate ของ OAT ไดเปนอยางดี (Km = 9.3±1.0 µM)

การขนสงสาร PAH ผานทางโปรตีนขนสง hOAT1 ถูกยับยั้งจากสารหลายชนิด เชน
benzypenicillin, loop diuretic (furosemide) ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตียรอยด (indomethacin),
probenecid, phenol red, α-KG, bumethanide และ urate เปนตน แตไมสามารถถูกยับยั้งได
โดย salicylate, choline, amiloride และ hydrochlorothiazide (28-31)

เม่ือเปรียบเทียบ hOAT1 กับโปรตีนขนสง species อ่ืนๆ มีรายงานวาการขนสงสาร
PAH ผาน hOAT1 มีคา Km อยูในชวง 5 ถึง 9.3 µM ในขณะที่การขนสงสาร PAH ผาน
mouse (mOAT1) มีคาเทากับ 14 µM, rat (rOAT1) มีคาเทากับ 70 µM และ winter flounder
OAT1 (fOAT1) มีคาเทากับ 21 µM ซ่ึงแสดงวา hOAT1 มีความจําเพาะตอสาร PAH มากกวา
OAT ใน species อ่ืนๆ

นอกเหนือจาก hOAT1 แลว hOAT 3 ซ่ึงเปน transporter อีกตัวหน่ึงที่จะใชในการ
ศึกษาวิจัยครั้งน้ี hOAT3 ไดรับความสนใจนํามาศึกษาเปนครั้งแรกในปค.ศ. 1999 โดย Race
และคณะ(29) และตอมาในป 2001 โดย Cha และคณะ (32) โปรตีนขนสงตัวน้ีถูกโคลนขึ้นมา
จากเนื้อเยื่อไตของมนุษย โดยมีลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนทั้งหมด 568 ตัว ซ่ึงเหมือนกับ
hOAT1 51% จากการวิเคราะหโดยเทคนิค Northern blot analysis แสดงใหเห็นวา mRNA ของ
hOAT3 พบมากที่สุดในไต, สมอง และกลามเนื้อลายตามลําดับ โดยเฉพาะดาน basolateral
ของเยื่อบุทอไตสวนตน เม่ือใชเทคนิควิเคราะหโดย radiation hybrid mapping พบวายีน
hOAT3 จะพบอยูที่โครโมโซมของมนุษยคูที่ 11q12-13.3 และเม่ือทําการแสดงออกในไขกบ
Xenopus Laevis พบวา hOAT3 สามารถขนสงสาร estrone sulfate (ES) ไดคา Km เทากับ
3.1 µM ในขณะที่ขนสงสาร methotrexate ไดคา Km เทากับ 10.9 µM,  cimethidine ได 57.4
µM  และ PAH ได 87.2 µM  ซ่ึงแสดงวา hOAT3 มีความจําเพาะตอสาร ES มากกวา PAH

นอกจากนี้สารอื่นๆ เชน dehydroepiandrosterone sulfate, ochratoxin A, PGE2,
estradiol, glucuronide, taurocholate, glutarate, cAMP และ uric acid ก็ยังสามารถถูกขนสง
ดวย hOAT3 อีกดวย
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วัตถุประสงค/เปาหมายของการวิจัย

จะเห็นไดวา สารสตีวิโอไซด นอกจากเปนสารที่ใหความหวานแตไมกอใหเกิดพลังงาน
แลวยังมีผลในทางบวกตอระบบตางๆ ทางดานสรีรวิทยา เชน ผลตอระบบหัวใจและหลอดเลือด
โดยมีผลลดความดันโลหิต, ผลตอขบวนการเมตาบอลิซึมของกลูโคส โดยมีผลลดระดับนํ้าตาล
ในเลือด และยังมีผลตอการทํางานของไต โดยมีฤทธิ์ในการขับปสสาวะ แตเม่ือสารสตีวิโอไซด
เขาสูรางกายแลว จะถูกเปลี่ยนรูปเปนสารอนุพันธหลัก คือ สตีวิออลโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ

สตีวิออล เปนสารที่มีรายงานในสัตวทดลองพบวา การใหสารสตีวิออลในขนาดสูงมาก
จะเปนพิษตอมารดาและตัวออนในครรภ, เปนพิษตอไมโตคอนเดรีย ซ่ึงเปนออรกาแนลที่สําคัญ
ของทุกเซลล  อยางไรก็ตามการใหสารสตีวิออล ยังสงผลตอการทํางานของไตโดย การเพิ่ม
อัตราเร็วในการขับปสสาวะ (urine flow rate), อัตราการขับโซเดียม (sodium excretion rate),
renal plasma flow (RPF) โดยไมมีการเปลี่ยนแปลง  อัตราการกรอง (glomerular filtration
rate) และจากการศึกษาของ Chatsudthipong และคณะ (18) พบวา สารเมตาบอไลตสตีวิออล
มีผลยับยั้งการขนสงสาร PAH ผานทางทอไตสวนตน โดยนาจะมีผลโดยตรงที่ Organic anion
transporter (OAT) ในการศึกษาวิจัยครั้งน้ี จะทําการศึกษาใหทราบถึงผลและกลไกการขับสาร
สตีวิโอไซดและสตีวิออลออกจากรางกายโดยเนนผลโดยตรงตอ Organic anion transporter ที่
โคลนไดจากไตมนุษย ทั้งใน hOAT1 และ hOAT3 เน่ืองจากการศึกษาที่ผานมาพบวา
transporter 2 ตัวน้ี พบมากที่ไต โดยเฉพาะที่ทอไตสวนตนซ่ึงเปนสวนที่มีความสําคัญอยางยิ่ง
ในขบวนการขับสารออกจากรางกาย (Secretion) ประโยชนที่ไดจากการศึกษาวิจัยครั้งน้ี จะ
สามารถนําสารสตีวิโอไซด และสตีวิออลมาใชเพ่ือการบริโภคและทางคลีนิคตอไป

ดังน้ัน จุดมุงหมายหลักในการศึกษาวิจัยครั้งน้ีคือการศึกษาถึงผลและกลไกการขนสง
สารสตีวิโอไซดและสตีวิออล โดยผาน hOAT1 และ hOAT3 ซ่ึงโคลนไดจากไตมนุษย และเพื่อ
ใหบรรลุตามจุดมุงหมายหลักที่ไดกลาวขางตน การศึกษาวิจัยครั้งน้ีจะแบงเปน 4 สวนซึ่งไดแก

1. ศึกษาผลของสารสตีวิโอไซดและสตีวิออลตอการยับยั้งการขนสงสาร PAH และ ES
ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 โดยการใช cis-inhibition study ใน renal S2 cells และ
Xenopus laevis oocyes

2. วิเคราะหคาทาง kinetics เพ่ือกําหนดถึงความจําเพาะ (affinity) ของสารสตีวิออลตอ
โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ที่มีการแสดงออกใน renal S2 cells
และ Xenopus laevis oocyes

3. ศึกษาผลของสารสตีวิออลเพ่ือบงชี้ใหทราบอยางแนชัดวา สารสตีวิออลสามารถถูก
ขนสงผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ที่มีการแสดงออกใน
Xenopus laevis oocyes ไดหรือไม โดยใช trans-stimulation study

4. ศึกษาผลของสารสตีวิออลเพื่อบงชี้ใหทราบแนชัดถึงกลไกการขนสงสารสตีวิออล
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ผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 ที่มีการแสดงออกใน Xenopus laevis oocyes
ซ่ึงเปน basolateral transporters ที่มีลักษณะการทํางานคลายคลึงกับโปรตีนขนสงสารอินทรีย
ประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 โดยการใชเทคนิค electro-physiology

จากขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี จะทําใหเขาใจถึงผลและกลไกการขนสงสาร
สตีวิโอไซดและสตีวิออลผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ซ่ึง
แสดงออกใน renal S2 cells และ Xenopus laevis oocyes อันจะเปนประโยชนในการประยุกต
ใชสารหวานสตีวิโอไซดในทางคลินิคและนําสารอนุพันธหลัก สตีวิออล มาใชในการวิจัย อีกทั้ง
อาจนําสารสตีวิโอไซดมาผลิตเปนสารหวานที่ไมกอใหเกิดพลังงานแทนที่สารหวานที่ไดจากการ
สังเคราะหอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังสามารถนําแนวทางการวิจัยในครั้งน้ีมาประยุกตใชเปนพ้ืนฐานทาง
ดานชีววิทยาระดับโมเลกุล ซ่ึงกําลังเปนเทคนิคที่ไดรับการยอมรับและใชกันอยางแพรหลายใน
ตางประเทศ เพ่ือการศึกษาผลและกลไกของสารหรือสมุนไพรตางๆไดตอไป
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วิธีการทดลอง

ในการศึกษาครั้งน้ี เราใชรูปแบบในการทดลอง 2 รูปแบบไดแก การแสดงออกของ
โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1, hOAT3 และ winter flounder (fOat1) ในไขกบ
Xenopus laevis  โดยผูวิจัยไดรับทุนสนับสนุนจากโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก ภายใต
ความรวมมือของอาจารยที่ปรึกษาโครงการ รศ.ดร. วรนุช ฉัตรสุทธิพงษ กับ Dr. John B.
Pritchard, chief of department of pharmacology and toxicology, National Institute of
Environmental Health Science (NIEHS), NC USA ใหเดินทางไปยังประเทศสหรัฐอเมริกา
เพ่ือทําการโคลนโปรตีนขนสง hOAT3 เพ่ือใชในการทดลองในโครงการนี้ เน่ืองจากทางหอง
ปฏิบัติการของ Dr. Pritchard มีเฉพาะโปรตีน hOAT1แตไมมีโปรตีนขนสง hOAT3 สวนการ
แสดงออกของโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3 ใน renal S2 cells (S2hOAT1 and
S2hOAT3) น้ัน ทางผูวิจัยไดรับความกรุณาจาก Dr. Hitoshi Endou, Kyorin University, Japan
สงเซลลดังกลาวมาทําการศึกษาในประเทศไทย

การเพาะเลี้ยงเซลล (Tissue Culture)
Renal S2 cells ทั้ง 3 ชนิด (S2hOAT1, S2hOAT3 and S2mock (control)) ถูกเลี้ยง

ไวในอาหารเลี้ยงเซลล RITC 80-7 เสริมดวย fetal bovine serum 5%  เพนนิซิลิน 100 ยูนิต/
มล. และสเตรปโตมัยซิน 100 ไมโครกรัม/มล. ในสภาวะบรรยากาศที่มีความชุมชื้นเพียงพอ
(humidified atmosphere) ภายในตูอบซ่ึงมีความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 5% ที่อุณหภูมิ
37°C

การวิเคราะหหาปริมาณการขนสงสารเขาสูเซลล (Transport assay in renal S2 cells)
ในการทดลองเพื่อวัดปริมาณการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH และ [3H]-ES

เขาสูเซลล ดวยการศึกษาแบบ cis-inhibition น้ัน จะทําการทดลองที่อุณหภูมิ 37°C โดยมีขั้น
ตอนโดยยอ คือ หลังจากดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมดดวยเครื่องดูดสูญญากาศ (Vacuum
pump) จะทําการลางเซลลซ่ึงเรียงตัวกันเปนชั้นด่ียว (monolayer of cells) เต็มพ้ืนที่ผิวกนหลุม
ถาดทดลองดวยสารละลาย D-PBS buffer จํานวน 1 มล. 2 ครั้ง หลังจากนั้นจะทําการแชเซลลที่
จะทําการทดลองไวในสารละลาย D-PBS buffer จํานวน 1 มล. นาน 10 นาที หลังจากนั้นจึงทํา
การทดลอง โดยใชสารละลาย D-PBS buffer ซ่ึงมี [14C]-PAH หรือ [3H]-ES ละลายอยู
(transport buffer) โดยที่มีการเพิ่มปริมาณสารที่ตองการจะศึกษาปฏิสัมพันธกับโปรตีนขนสง
hOAT1 และ hOAT3 ที่ระดับความเขมขนตางๆ ขึ้นอยูกับการทดลองในแตละกรณี ในการศึกษา
ทางจลนศาสตร (Kinetic study) ของการทํางานของโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3 ตอสาร
สตีวิออลนั้น เวลาที่ใชในการขนสงสาร [14C]-PAH หรือ [3H]-ES เขาสูเซลลเปนเวลาทั้งหมด 2
นาทีซ่ึงเปนเวลาที่ยังอยูในระยะอัตราเริ่มตน (initial rate) ของการขนสงสาร หลังจากนั้นจะหยุด
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การทํางานของโปรตีนขนสง โดยทําการดูดสารละลายที่ใชในการวัดปริมาณการขนสงทิ้งไป
จากนั้นลางเซลลที่อยูในแตละหลุม 3 ครั้ง ดวยสารละลาย D-PBS buffer ที่อุณหภูมิ 4°C
ปริมาณ 1 มล. เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณของสารกัมมันตภาพ [14C]-PAH และ [3H]-ES ที่ถูกขน
สงเขาสูเซลล หลังจากเสร็จการทดลองแลว เซลลจะถูกทําใหแตกโดยใชสารละลาย 0.1 N
NaOH ปริมาณ 0.5 มล. แลวนําสารละลายของเซลลที่ไดใสเขาไปในขวดสําหรับวัดสาร
กัมมันตภาพรังสี (Scintillation vial) ใสสารละลายสําหรับวัดสารกัมมันตภาพรังสี (Scintillation
fluid) จํานวน 4.5 มล. เพ่ือวัดหาปริมาณของสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH หรือ [3H]-ES ที่
สะสมอยูภายในเซลลตอไป หลังจากทําการวัดสารกัมมันตภาพรังสีแลว นําคาที่ไดมาคํานวณหา
อัตราการขนสงสารกัมมันตภาพรังสีเขาสูเซลล โดยมีหนวยเปนพิโคโมลของสารรังสีตอมิลลิกรัม
โปรตีนตอนาที (pmol/mg protein/ min) โดยวัดปริมาณโปรตีนในเซลล จากวิธีของ Lowry
(modified Lowry’s method) หลังจากนั้นนําคาที่ไดจากกลุมทดลองแตละกลุมมาคํานวณเทียบ
กับกลุมควบคุมที่มีอยู โดยมีหนวยเปน เปอรเซนตของกลุมควบคุม (% of Control)

การเตรียม oocytes สําหรับการทดลองในรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนขนสง 
hOAT1, hOAT3 และ winter flounder (fOat1) ในไขกบ Xenopus laevis

แชกบ Xenopus laevis เพศเมีย ดวยยาสลบ 0.3%  tricaine ประมาณ 20 นาที หลัง
จากนั้นจะทําการผาตัดเพื่อนําเอาไขกบออกมายอยดวย collagenase A (1 mg/ml) เปนเวลา
90 นาที  ซ่ึง cRNA จะถูกเตรียมมาจากการทํา in vitro transcription โดยใช purified plasmid
cDNA ของ hOAT1, hOAT3 และ fOat1 ไขกบจะถูกฉีดดวย 20 นาโนกรัมของ cRNA ของ
hOAT1, hOAT3 และ fOat1  เพ่ือใชสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณการขนสงสารเขาสูเซลล
(Transport assay) และ การศึกษาโดยใชเทคนิค Electro-physiology

การวิเคราะหหาปริมาณการขนสงสารเขาสูเซลลโดยใชไขกบ Xenopus laevis
ในการทดลองเพื่อวัดปริมาณการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH และ [3H]-ES

เขาสูเซลลโดยผานทางโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3 (cis-inhibition) น้ัน จะทําการทดลอง
ที่อุณหภูมิหอง โดยมีขั้นตอนโดยยอ คือ ภายหลังจากฉีด cRNA เขาสูไขกบ Xenopus เปนเวลา
3 วันแลว ไขกบจะถูกแชไวในสารละลาย OR 2-buffer ซ่ึงมีสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH หรือ
[3H]-ES ละลายอยู โดยที่มีการเพิ่มปริมาณสารที่ตองการจะศึกษาปฏิสัมพันธกับโปรตีนขนสง
สารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ที่ระดับความเขมขนตางๆ ขึ้นอยูกับการทดลอง
ในแตละกรณี เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้น จะหยุดการทํางานของโปรตีนขนสง โดยการดูด
สารละลายทิ้งไป จากนั้นทําการลางไขกบ (8-10 oocytes ตอ 1 กลุมการทดลอง)  ดวยสาร
ละลาย OR-2 buffer ที่อุณหภูมิ 4 °C ปริมาณ 1 มล. จํานวน 5 ครั้ง  นําไขกบแตละฟองใสใน
ขวดสําหรับวัดสารกัมมันตภาพรังสี  (Scintillation polyvinyl vial) หลังจากนั้นไขกบแตละฟอง
จะถูกทําใหแตกดวยสารละลาย 1 N NaOH ปริมาณ 0.2 มล.  จากนั้นจะทําใหสารละลายเปน
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กลาง (neutralization) ดวย 1 N HCl ปริมาณ 0.2 มล. ใสสารละลายสําหรับวัด สาร
กัมมันตภาพรังสี (Scintillation fluid) จํานวน 4 มล. เพ่ือวัดหาปริมาณของสารกัมมันตภาพรังสี
[3H]-PAH หรือ [3H]-ES ที่สะสมอยูในไขกบแตละฟอง หลังจากทําการวัดแลว คาที่ไดจะนํามา
คํานวณหาอัตราการขนสงสารกัมมันตภาพรังสีเขาสูเซลล โดยมีหนวยเปนพิโคโมลตอไขกบ 1
ฟอง ตอ 60 นาที (pmol/ oocyte/60 min) แลวนําคาดังกลาวที่ไดจากกลุมทดลองแตละกลุมมา
คํานวณเทียบกับกลุมที่มีอยู โดยมีหนวยเปน เปอรเซนตของกลุมควบคุม (% of Control)

ในการศึกษาทางจลนศาสตร (Kinetic study) ของการทํางานของโปรตีนขนสงสาร
อินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ตอสารสตีวิออลนั้นเวลาที่ใชในการขนสงสาร
กัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH หรือ [3H]-ES เขาสูไขกบ เปนเวลาทั้งหมด 30 นาที ซ่ึงเปนเวลาที่
ยังอยูในระยะอัตราเริ่มตน (initial rate) ของการขนสงสาร หลังจากนั้นจะทําการหยุดการทดลอง
และทําใหไขกบแตก ตลอดจนถึงวัดปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี  [3H]-PAH หรือ [3H]-ES ดังที่
ไดกลาวมาแลวขางตน

การทดลองเพื่อวัดปริมาณการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ออกนอกเซลลเพ่ือ
ดูความสามารถในการผานเขาเซลลของสารสตีวิออล โดยผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุ
ลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 (Trans-stimulation) น้ัน มีขั้นตอนโดยยอดังน้ี คือ นําไขกบซึ่งมี
การแสดงออกของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด  hOAT1 หรือ  hOAT3 แชในสาร
ละลาย OR-2 buffer ซ่ึงมีสารกัมมันตภาพรังสี  [3H]-PAH  ที่ความเขมขน 10 µM ละลายอยู
เปนเวลา 120 นาที ซ่ึงเปนเวลาที่มากพอที่จะสะสมสารกัมมันตภาพรังสี  [3H]-PAH ไวภายใน
ไขกบได หลังจากนั้นไขกบในแตละกลุมการทดลอง (10 ฟอง) จะถูกลางดวยสารละลาย OR-2
buffer ที่อุณหภูมิหอง ปริมาณ 1 มล. จํานวน  3 ครั้ง หลังจากนั้นไขกบในแตละกลุมการทดลอง
จะถูกแชอีกครั้งดวยสารละลาย OR-2 buffer ซ่ึงมีสาร PAH หรือ สารยับยั้ง probenecid  ที่มี
ความเขมขน  1mM หรือสารสตีวิออลท่ีความเขมขนตางๆ ในชวงเวลาสุดทายของการทดลอง
(ณ นาทีที่ 90 ) สารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ที่อยูในสารละลาย OR-2 และที่อยูในไขกบจะ
ถูกนํามาวัดและคํานวณอัตราการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ออกจากเซลลซ่ึงแลกกับ
สารสตีวิออล โดยผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3

การศึกษากลไกการขนสงสารสตีวิออลผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด 
fOat1 โดยการใชเทคนิค Electro-physiology

จากการศึกษาที่ผานมา มีรายงานวา สาร  PAH สามารถผานโปรตีนขนสงสารอินทรีย
ประจุลบชนิด rat OAT (rOAT1), hOAT1 หรือ winter flounder OAT (fOat1) ที่แสดงออกในไข
กบ โดยทําใหเกิดกระแส inward (inward current) ได แตกระแสไฟฟาที่พบใน fOat1 น้ันชัด
เจนกวาใน rOAT1 (33, 34) อีกทั้งจากการศึกษาที่ผานมาพบวา substrates ของ fOat1 มีความ
คลายคลึงกันกับ hOAT1 (adefovir) และ hOAT3 (ES) (34, 35) แต  fOat1 สามารถทําใหเกิด
กระแสไฟฟาไดมากกวา ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ี เราจึงเลือกใช fOat1 ในการศึกษากลไกการ
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ขนสงสารสตีวิออลโดยใชเทคนิค Electro-physiology  หลักการโดยยอของเทคนิคนี้ คือ นําไข
กบซึ่งมีการแสดงออกของโปรตีนขนสง fOat1 แชใน ถาดวาง (oocyte recording chanber) ซ่ึง
มีสารละลาย OR-2 ไหลผานดวยความเร็ว 4 มล. ตอ นาที (4 ml/min) ณ อุณหภูมิหอง ในการ
ทดลองนี้ไดใชวิธี conventional two-electrode voltage clamp method ในการวัดคากระแสไฟ
ฟา (current) ที่เมมเบรนของไขกบ ไขกบจะถูก clamp ที่ความตางศักยไฟฟา -80 มิลลิโวลต
(mV) หลังจากนั้นจะมีการเปลี่ยนสารละลาย OR-2 เปน สารละลายที่มี OR-2 ที่มีสาร PAH หรือ
สารสตีวิออล แลวแตการทดลองเพื่อวัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นอยางตอเน่ือง
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ผลการทดลอง

1. การศึกษาปฏิสัมพันธของสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออลตอการขนสงสารอินทรีย
ประจุลบโดยผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด 
hOAT1 และ hOAT3

เพ่ือทําการศึกษาถึงผลโดยตรงของสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออลตอ โปรตีนตัวขนสงสาร
อินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1 และ ชนิด hOAT3 การศึกษาแบบ cis-
inhibition ไดถูกทําการทดลองทั้งใน renal S2 cells และ Xenopus laevis oocytes ดังแสดงใน
รูปที่ 3 (A และ B) สารสตีวิโอไซดที่ความเขมขน 50 µM ถึง 1 mM ไมไดมีผลตอการขนสงสาร
PAH และ ES ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ตามลําดับ การทดลองดังกลาวยังไดทําใน
Xenopus oocyte เน่ืองจากเปนโมเดลที่เหมาะตอการศึกษาถึงผลของสารตัวใดตัวหน่ึงตอ
โปรตีนตัวขนสงเพียง 1 ตัว ซ่ึงผลที่ได ดังรูปที่ 4 (A และ B) พบวาสารสตีวิโอไซด มิไดมีผลการ
ขนสงสาร PAH และ ES ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 เชนกัน ในทางตรงกันขามสารสตีวิออล
ที่ความเขมขน 10 µM สามารถเกิดผลยับยั้งการขนสงของสาร PAH และ ES ไดทั้งใน renal
S2 cells และ Xenopus oocyte (รูปที่ 3A,B และ 4A,B) ตามลําดับ นอกจากนี้ผลการยับยั้งการ
ขนสงสาร PAH และ ES ทั้งใน renal S2 cells และ Xenopus oocyte เกิดขึ้นแบบ
concentration-dependent  เม่ือทําการคํานวณคา inhibition constants (IC50s) ของสารสตีวิออ
ล ใน renal S2 cells และ Xenopus oocytes พบวาคา IC50 ของสตีวิออลตอการขนสงสาร PAH
ผานทาง hOAT1 มีคา 11.4 และ 11.1 µM ในโมเดลทั้งสองตามลําดับ ในขณะที่คา IC50  ของ
สารสตีวิออลตอการขนสงสาร ES ผานทาง hOAT3 มีคา 36.5 และ 62.6 µM ในโมเดลทั้งสอง
ตามลําดับ ซ่ึงคาดังกลาวสามารถสรุปไดดัง
ตารางสรุปที่ 1
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3A.

 3B.

รูปที่ 3 การยับย้ังกระบวนการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) เขาสูเซลลโดย
อาศัยการทํางานของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1 (A) และ ชนิด 
hOAT3 (B) ที่มีการแสดงออกอยางถาวรใน renal S2 cells โดยสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออลที่หลายความ
เขมขน ขอมูลในกราฟแสดงถึงปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่ถูกขนสงเขาสู
เซลล มีหนวยเปนเปอรเซ็นตเทียบกับปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่วัดได
ในเซลลกลุมควบคุมที่ไมมีการใสสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออล ซึ่งคิดเปนปริมาณการขนสงเทากับ 100%
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4A.

  4B.

รูปที่ 4 การยับย้ังกระบวนการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) เขาสูเซลลโดย
อาศัยการทํางานของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1 (A) และ ชนิด
hOAT3 (B) ที่มีการแสดงออกชั่วคราวในไขกบ Xenopus laevis โดย สารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออลที่หลาย
ความเขมขน ขอมูลในกราฟ แสดงถึงปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่ถูกขนสง
เขาสูเซลล มีหนวยเปนเปอรเซ็นตเทียบกับปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่วัด
ไดในเซลล กลุมควบคุมที่ไมมีการใสสารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออล ซึ่งคิดเปน ปริมาณการขนสงเทากับ
100%
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2. ผลการวิเคราะหทางจลศาสตรของ สารสตีวิออลตอการขนสงสาร PAH และ ES ผาน
ทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษย ชนิด hOAT1 และ
hOAT3 ตามลําดับ

จากรูปที่ 5 (A และ B) แสดงถึงผลของสารสตีวิออลตอการขนสงสาร PAH และ ES
ผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ใน renal S2 cells คา
Michaelis Menten constant (Km) ของการขนสงสาร  PAH ในกลุมควบคุมมีคา 46.4 µM ใน
ขณะที่กลุมที่มีสารสตีวิออล 20 µM มีคา apparent Km = 155.2 µM โดยมีคาสูงกวากลุมควบ
คุมประมาณ 3 เทา ซ่ึงเม่ือนํามาคํานวณหาคา Michaelis Menten Inhibition Constant (Ki) =
8.5 µM การทดลองแบบเดียวกันไดถูกทําใน renal S2 cells expressing hOAT3 โดยศึกษาผล
ของสารสตีวิออลตอการขนสงสาร ES ผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT3
ผลที่ไดพบวา คา Km ในกลุมควบคุมมีคา 21.1 µM ในขณะที่คา apparent Km เม่ือมีสารสตีวิ
ออล 20 µM มีคา 28.2 µM ซ่ึงมีคาสูงกวากลุมควบคุมเพียงเล็กนอย และเม่ือนํามาคํานวณหา
คา Ki แลวจะไดคา 31.5 µM

การวิเคราะหทางจลศาสตรของสารสตีวิออลตอการขนสงสาร PAH และ ES ผานทาง
โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ไดทําการทดลองอีกครั้งใน
Xenopus laevis oocytes โดยผลที่ไดดังแสดงในรูป 6 (A และ B) คา Michaelis Menten
constant (Km) ของการขนสงสาร  PAH ในกลุมควบคุมมีคา 11.0 µM ในขณะที่กลุมที่มีสารสตี
วิออล 50 µM มีคา apparent Km = 21.8 µM โดยมีคาสูงกวากลุมควบคุมประมาณ 2 เทา ซ่ึง
เม่ือนํามาคํานวณหาคา Michaelis Menten Inhibition Constant (Ki) = 2.0 µM การทดลอง
แบบเดียวกันไดถูกทําใน oocytes-expressing hOAT3 โดยศึกษาผลของสารสตีวิออลตอการขน
สงสาร ES ผานทาง โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT3 ผลที่ไดพบวา คา Km ใน
กลุมควบคุมมีคา 4.8 µM ในขณะที่คา apparent Km เม่ือมีสารสตีวิออล 50 µM มีคา 10.1 µ
M ซ่ึงมีคาสูงกวากลุมควบคุมเพียงเล็กนอย เม่ือนํามาคํานวณหาคา Ki แลวจะไดคา 5.4 µM
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5A.

5B.

รูปที่ 5 แสดงคาทางจลนศาสตรของการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [14C]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่ถูกขน
สงเขาสูเซลล โดยอาศัยการทํางานของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1
(A) และ ชนิด hOAT3 (B) ที่มีการแสดงออกอยางถาวรใน renal S2 cells เมื่อใสสารสตีวิออลที่ความเขมขน
20 µM เปรียบเทียบกับกลุมกลุมควบคุมที่ไมมีการใสสารสตีวิออล คา Ki ที่ไดจากการคํานวณเทากับ 8.5 (A)
31.5 (B) µM ตามลําดับ
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6A.

6B.

รูปที่ 6 แสดงคาทางจลนศาสตรของการขนสงสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH (A) และ [3H]-ES (B) ที่ถูกขน
สงเขาสูเซลล โดยอาศัยการทํางานของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1
(A) และ ชนิด hOAT3 (B) ที่มีการแสดงออกชั่วคราวใน ไขกบ Xenopus laevis เมื่อใสสารสตีวิออลที่ความ
เขมขน 50 µM เปรียบเทียบกับกลุมกลุมควบคุมที่ไมมีการใสสารสตีวิออล คา Ki ที่ไดจากการคํานวณเทากับ
2.0 (A) 5.4 (B) µM ตามลําดับ
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ตารางสรุปที่ 1 แสดงคาทางจลนศาสตรของสารสตีวิออลตอโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนได
จากไตมนุษยชนิด hOAT1 (A) และ ชนิด hOAT3 (B) ใน renal S2 cells และ Xenopus laevis oocytes

IC50 (µM) Ki (µM)Cloned
S2 cells Oocytes S2 cells Oocytes

HOAT1 11.4 11.1 8.5 2.0

HOAT3 36.5 62.6 31.8 5.4

อยางไรก็ตาม ถึงแมวาจะทราบวาสารสตีวิออลมีผลโดยตรงตอการขนสงสารผานทาง
โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 แตก็ยังไมทราบแนชัดวา สารสตีวิ
ออล จะสามารถถูกนําเขาเซลลและกําจัดออกจากรางกายโดยผานโปรตีนขนสงทั้งสองตัวน้ี ได
หรือไม หรืออีกนัยหนึ่งคือ ยังไมทราบแนชัดวา สารสตีวิออล เปน substrate ของ transporter
ทั้งสองตัวน้ีหรือไม

ดังน้ันในการศึกษาวิจัยครั้งน้ีจะทําการศึกษาตอไปเพ่ือใหทราบแนชัดวา สารสตีวิออลจะ
สามารถถูกขนสงผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ไดหรือไม

3. การทดสอบกลไกการขนสงสารสตีวิออลผานโปรตีนตัวขนสงสารอินทรียประจุลบที่
โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1 และ hOAT3 โดยทําการแสดงออกในไขกบ Xenopus
laevis oocytes และทําการศึกษาโดยวิธี trans-stimulation

ในรูปที่ 7A แสดงผลการทดลองที่เกิดในไขกบ ที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสง
hOAT1 พบวา คาสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH มีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (เกิด trans-
stimulation) เม่ือใสสาร PAH ที่ความเขมขน 1 mM ที่อยูในสารละลาย OR-2 ซ่ึงใชเปนกลุม
positive control เทียบกับสารละลาย OR-2 เพียงอยางเดียว (กลุมควบคุม) ในกลุมที่มีสารสตีวิ
ออล 1 µM แสดงใหเห็นผลคลายกันกับสาร PAH ซ่ึงหมายถึง มีปริมาณสารกัมมันตภาพรังสี
[3H]-PAH เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (เกิด trans-stimulation) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม อยางไรก็
ตาม ในกลุมที่มีสารสตีวิออลที่ความเขมขน 10 µM ถึง 1 mM ไมพบการเกิด trans-stimulation
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และเม่ือพิจารณากลุมที่มีสารสตีวิออลท่ีความเขมขน 100 µM และ 1 mM พบวา 2 กลุมดัง
กลาวมีคาสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ในสารละลาย OR-2 นอยกวากลุมควบคุม หรือการ
เกิด trans-inhibition  ซ่ึงผลที่พบดังกลาวคลายคลึงกันกับผลของกลุมที่มีสารยับยั้งการขนสง
สาร PAH ผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ซ่ึงก็คือ 1 mM Probenecid

ในรูปที่ 7B แสดงผลการทดลองที่เกิดขึ้นในไขกบที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสง
hOAT3 ตอการเกิด trans-stimulation ของสารสตีวิออล โดยใชสาร PAH ที่ความเขมขน 1 mM
เปน positive control ซ่ึงจากการทดลองพบวา สารสตีวิออลท่ีความเขมขน 1 µM สงผลใหคา
สารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH มีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (เกิด trans-stimulation) เม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุม อยางไรก็ตามผลของการเกิด trans-stimulation ไมไดเกิดขึ้นในกลุมสารสตีวิ
ออลที่ความเขมขน 10 และ 100 µM สวนกลุมความเขมขนของสารสตีวิออลท่ี 1 mM และกลุม
สาร Probenecid แสดงผลเหมือนกันคือ เกิด trans-inhibition
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7A.

7B.

รูปที่ 7 แสดงคาสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ที่วัดไดในสารละลาย OR-2 ภายหลังจากทําการแชไขกบ
Xenopus laevis ที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตมนุษยชนิด hOAT1
(A) และ ชนิด hOAT3 (B) ในสารละลาย OR-2 ที่มีสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH 10 µM เปนเวลา 120
นาที และถูกนําไปแชในสารละลาย OR-2 ที่มีสารสตีวิออล หลายความเขมขน เปนเวลา 90 นาที ปริมาณสาร
กัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ที่วัดไดในสารละลาย OR-2 ในแตละกลุม มีหนวยเปนเปอรเซ็นตเทียบกับปริมาณ
สารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ที่วัดไดในกลุมควบคุมที่ไมมีการใสสารสตีวิออล   
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4. การทดสอบกลไกการขนสงสารสตีวิออลผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลน
ไดจาก winter flounder OAT (fOat1) โดยทําการแสดงออกในไขกบ Xenopus laevis
oocytes และทําการศึกษาโดยวิธี Electro-physiology

ดังแสดงในรูปที่ 8A หลังจาก clamp ไขกบที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสงขนสงสาร
อินทรียประจุลบชนิด fOat1 ที่ความตางศักย –80 mV แลวพบวา เม่ือใสสารละลาย OR-2 ที่มี
100 µM PAH แลว สารดังกลาวสามารถทําใหเกิดกระแส inward (inward current) ซ่ึงมีคา –
61.9 ± 2.4 นาโนแอมป (nA) ในขณะที่สารสตีวิออลที่ความเขมขนเดียวกันสามารถทําใหเกิด
inward current ไดเพียง –11.7 ± 1.0 nA สวนสารสตีวิโอไซดที่ความเขมขน 100 µM ไมสงผล
ใดๆตอกระแสไฟฟา ทําใหสามารถสรุปไดวา สารสตีวิออลสามารถขนสงผานทางโปรตีนขนสง
ขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 ได

8A.
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เม่ือพิจารณารูปที่ 8B จะเห็นวา สารสตีวิออลสามารถทําใหเกิด inward current ไดมาก
ขึ้นเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารมากขึ้น จึงสรุปไดวา ผลของสารสตีวิออลทําใหเกิด inward
current แบบขึ้นกับความเขมขน (concentration-dependent) ได

8B.

เม่ือทําการทดลองตอไปเพ่ือพิสูจนวาสารสตีวิออลสามารถขนสงผานทางโปรตีนขนสง
ขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 ไดชากวาสาร PAH หรือไม เราทําการทดลองโดยการใช
สารละลาย OR-2 ที่มีทั้งสาร PAH (ณ ความเขมขนที่ K50 ซ่ึงเทากับ 60 µM) และสารสตีวิออล
ที่ความเขมขนสูงและต่ํา พบวา เม่ือใชสารละลาย OR-2 ที่มีทั้งสาร PAH 60 µM รวมกับสารสตี
วิออลที่ความเขมขน 1 µM น้ัน สามารถทําใหเกิด inward current ไดมากกวาการใชสารละลาย
OR-2 ที่มีสาร PAH เพียงอยางเดียว (103.9 ± 1.2 % of control PAH current) นอกจากนี้เม่ือ
ใชสารละลาย OR-2 ที่มีสาร PAH 60 µM รวมกับสารสตีวิออลท่ีความเขมขน 100 µM น้ัน พบ
วา คา inward current ที่เกิดขึ้นลดลงต่ํากวาการใชสารละลาย OR-2 ที่มีสาร PAH เพียงอยาง
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เดียว (47.3 ± 5.4 % of control PAH current) ดังน้ันจึงสรุปไดวา สารสตีวิออลสามารถขนสง
ผาน โปรตีนขนสงขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 ไดแตในอัตราที่ชากวาสาร PAH ซ่ึง
เปนสารตนแบบ (prototypic substrate) ของ organic anion transporters (OATs)

8C.

รูปที่ 8 แสดงการศึกษากลไกการขนสง สารสตีวิโอไซดและสารสตีวิออล (A) ผานโปรตีนขนสงสารอินทรีย

ประจุลบชนิด fOat1 โดยใชสาร PAH เปน positive control และพบวา (B) สารสตีวิออลสามารถทําใหเกิด

กระแส inward ไดแบบขึ้นกับความเขมขน (concentration-dependent) และ (C) สารสตีวิออลสามารถขนสง

ผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 ไดในอัตราที่ชากวาสาร PAH ซึ่งเปนสารตนแบบของ

โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบทั่วไป
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง

สารสกัดจากหญาหวานและสารสตีวิโอไซดปนสารที่ไดรับความสนใจและมีการนําหญา
หวานมาปลูกเพื่อใชเปนสารหวานในหลายประเทศรวมทั้งในประเทศญี่ปุน, สิงคโปร, ไตหวัน,
มาเลเซีย, เกาหลีใตและจีน และไดรับการอนุมัติใหใชเปน Food supplement ในประเทศสหรัฐ
อเมริกาตั้งแต ปคศ. 1995 เปนตนมา จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสารสตีวิโอไซดมีผลทางพิษ
วิทยานอยมากหรือแทบเรียกไดวาไมสงผลทางพิษวิทยาเลย (16) จากการศึกษาที่ผานมา โดย
Yamada และคณะ (36) พบวาเม่ือใหสารสตีวิโอไซดในหนูขาวเปนเวลานานถึง 2 ป ดวยความ
เขมขนสูงถึง 550 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนัก (mg/kg BW) (สูงถึง 200 เทาของความเขมขน
สูงสุดที่มนุษยควรจะบริโภค ซ่ึงเทากับ 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนัก) ก็ยังไมสงผลกระทบใน
ทางลบแตอยางใด จากการศึกษาที่ผานมาพบวาการใหสารสตีวิโอไซดสามารถชวยลดความดัน
โลหิตและลดระดับนํ้าตาลในเลือดในมนุษยได (6, 8, 37, 38) ในขณะที่สารสตีวิออล (สารเมตา
บอไลตของสตีวิโอไซด) มีรายงานวา ทําใหเกิดการกลายพันธุใน Salmonella typhimurium
TM677 (39) ดังน้ันผลทางชีววิทยาและผลทางดานปฏิสัมพันธของสารดังกลาวกับยาอื่นๆ ยังไม
แนชัด

ขบวนการดูดซึม การแพรกระจายและเมตาบอลิซึมของสารสตีวิโอไซด ไดถูกนํามา
ศึกษาในสัตวทดลองพบวา การดูดซึมของสารสตีวิโอไซดเกิดขึ้นนอยมากเมื่อทําการทดลองใน
everted sacs ของหนูขาวและ Caco-2 เซลล ในขณะที่การดูดซึมของสารสตีวิออลเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็ว (40, 41) เปนที่ทราบกันแลววาสารสตีวิโอไซดสามารถถูกยอยเปนสารสตีวิออลไดโดย
แบคทีเรียในลําไสของสัตวหลายชนิดรวมทั้งในมนุษย (3, 40, 42, 43) จากรายงานที่ผานมาพบ
วา เม่ือใหสารสตีวิโอไซดในสัตวทดลองแลว เฉพาะสารสตีวิออลเทานั้นที่ถูกดูดซึม อีกทั้งมีราย
งานการวาสารสตีวิโอไซดและสารเมตาบอไลตสามารถถูกกําจัดออกจากรางกายไดอยางรวดเร็ว 
การศึกษาในปค.ศ. 1996 โดย Cardoso และคณะ (42) พบวา เม่ือฉีดสารกัมมันตภาพรังสี สตีวิ
โอไซด [131I]-stevioside ในหนูขาวแลว สารกัมมันตภาพรังสีที่ตรวจพบในเลือด ณ นาทีที่ 60 มี
คาลดลงอยางรวดเร็วจนเหลือเพียงแค 6% ของความเขมขนที่ฉีดเขาไป สารกัมมันตภาพรังสีที่
ตรวจพบไดในปสสาวะและในอุจจาระยังมีใกลเคียงกันอีกดวย นอกจากนี้การศึกษาที่ผานมายัง
พบวาคา clearance ของสารสตีวิโอไซด มีคาสูงกวาคา clearance ของสาร inulin ซ่ึงสามารถ
บอกไดวา สารสตีวิโอไซด (หรือสารสตีวิออล) สามารถถูกขับออกทางไตไดโดยวิธี active
transport เม่ือพิจารณาถึงความเปนไปไดดังกลาวแลว ยังพบอีกวา สารสตีวิออลสามารถยับยั้ง
การขนสงของสาร PAH ใน renal cortical slices ของหนูขาว

เปนที่ทราบกันดีวาโปรตีนขนสงซ่ึงพบทางดาน basolateral ของทอไต 2 ชนิด คือ
hOAT1 และ hOAT3 สามารถขนสงสาร PAH และสามารถขับสารอินทรียประจุลบและสาร
xenobiotic ตางๆ โดยอาศัยพลังงาน อีกทั้งยังทําหนาที่กําจัดสาร endogenous และ
exogenous ออกจากรางกายได (28, 32) จากการที่พบคา clearance ของสารสตีวิโอไซดหรือ
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สารสตีวิออล มีคาสูง และผลของสารสตีวิออลสามารถยับยั้งการขนสงของสาร PAH ทําใหคาด
เดาไดวา สารตัวใดตัวหน่ึงหรือทั้งสองตัวดังกลาว นาจะใชโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3
เปนทางผานเพื่อขับสารดังกลาวออกจากรางกาย เพ่ือลดความเขมขนของสารนั้นๆในรางกาย
รวมทั้งลดความเสี่ยงตอการเกิดพิษตอรางกาย อยางไรก็ตามถาสารนั้นๆสามารถขนสงผานทาง
โปรตีนขนสง hOAT1 และ /หรือ hOAT3 แลวสารนั้นก็อาจจะแสดงใหเห็นการสะสมของสารดัง
กลาวในทอไต ถึงขั้นอาจทําใหเกิดความเสียหายตอไตไดเชนกัน นอกจากนี้สารนั้นๆ อาจจะ
เปลี่ยนแปลงการขับสารอินทรียประจุลบอ่ืนๆ ซ่ึงอาศัยโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3 ทําให
เกิดการสะสมของสารอินทรียประจุลบในรางกายไดเชนกัน ดังน้ันจึงจําเปนอยางยิ่งในการศึกษา
ถึงกลไลการขนสงของสารสตีวิโอไซดหรือสารสตีวิออลผานทางไต โดยอาศัยความรูทางดานชีว
โมเลกุล

จากการศึกษาของ Jutabha และคณะ (13) แสดงใหเห็นผลของสารสตีวิโอไซดที่ความ
เขมขน 0.7 mM สามารถลดการขนสงสาร PAH ในขณะที่สารสตีวิออลท่ีความเขมขนเพียงแค
10 µM ก็สามารถยับยั้งสารขนสงสาร PAH ในระดับทอไตได อยางไรก็ตาม การศึกษาในครั้ง
น้ันไมไดทําการทดลองอยางเฉพาะเจาะจงถึงปฏิสัมพันธ และกลไกการขนสงของสารสตีวิโอ
ไซดหรือสารสตีวิออลตอโปรตีนขนสงชนิด basolateral OATs  ซ่ึงจากผลการศึกษาในครั้งน้ีพบ
วา สารสตีวิโอไซดไมไดยับยั้งการขนสงสารอินทรียประจุลบผานทาง hOAT1 และ hOAT3 ซ่ึง
ทําการแสดงออกทั้งใน renal S2 cells และในไขกบ Xenopus laevis (ดังแสดงในรูป  3A,B;
4A,B) อีกทั้งผลการศึกษาโดยอาศัยเทคนิค Electro-physiology พบวา สารสตีวิโอไซด ไมไดทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลง ความตางศักยไฟฟาของเมมเบรนของไขกบ ที่มีการแสดงออกของ
โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 (ดังแสดงในรูป  8A) ซ่ึงสามารถบงชี้ไดวา สารสตี
วิโอไซดไมไดถูกขนสงดวยโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่อยูทางดาน basolateral ของทอ
ไต ผลการศึกษาในครั้งน้ียังสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาโดยพบวา สารสตีวิโอไซดไมไดสง
ผลตอการเผาผลาญพลังงาน (energy metabolism) ใน intact cells (44) ดังน้ันจึงหมายความ
วา สารสตีวิโอไซดไมนาที่จะมีผลในแงลบตอการทําหนาที่ของเซลล เหตุผลของการที่สารสตีวิโอ
ไซดไมไดมีปฏิสัมพันธกับโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบนาจะเกิดจากลักษณะโครงสรางทาง
เคมีของสารสตีวิโอไซดซ่ึงมีขนาดคอนขางใหญ (MW 804.9) จึงไมสามารถจับกับโปรตีนขนสง
สารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ได ถึงแมวาการศึกษาผลของสารสตีวิโอไซดตอ
การขนสงสารสารอินทรียประจุลบในครั้งน้ีแตกตางกับการศึกษาของ Jutabha และคณะ ซ่ึงทํา
การศึกษาในทอไตของกระตาย จากการศึกษาความแตกตางทางดานการจับแนนของ substrate
ตอโปรตีนขนสงและกลไกการขนสงของสารอินทรียประจุลบในแตละ species น้ันไดถูกรายงาน
ไวเชนกัน ดังตัวอยางเชน ความจําเพาะของสาร PAH ตอโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่
โคลนไดจากไตของมนุษย (hOAT1) น้ันมีคาสูงกวาที่โคลนไดจากสัตวชนิดอ่ืนๆ ดวยคา
inhibition constant (Ki) ประมาณ 5 – 9.3 µM ในขณะที่คา Ki ของโปรตีนขนสงสารอินทรีย
ประจุลบที่โคลนไดจากไตของหนูเมาส (mOAT1) มีคา 37 µM คา Ki ของโปรตีนขนสงสาร



27

อินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตของหนูแรท (rOAT1) มีคา 14-70 µM และคา Ki ของโปรตีน
ขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตของ winter flounder (fOat1) มีคา 21 µM สวนคา
Kt ของสาร PGE2 ตอโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด mOAT2 มีคาประมาณ 5 µM ซ่ึง
สูงกวา hOAT2 และ rOAT2 ซ่ึงมีคาประมาณ 713 nM และ 39 µM ตามลําดับ (45) ดังน้ัน
ความแตกตางที่เกิดขึ้นจากผลของสารสตีวิโอไซดตอการขนสงสารอินทรียประจุลบในกระตาย
และโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบที่โคลนไดจากไตของมนุษยจึงนาจะเกิดขึ้นไดเชนกัน

ทางในทางตรงกันขาม สารเมตาบอไลตของสารสตีวิโอไซด หรือที่เรียกวาสารสตีวิออลก
ลับใหผลที่แตกตางกันอยางเห็นไดชัด โดยการศึกษาในครั้งน้ีพบวา สารสตีวิออลสามารถยับยั้ง
การขนสงสารอินทรียประจุลบโดยผานโปรตีนขนสง hOAT1 และ hOAT3 ไดเปนอยางดี ในรูป
แบบขึ้นกับความเขมขน (dose-dependent) (ดังแสดงในรูป  3A,B; 4A,B) ผลยับยั้งการขนสง
ของสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH ที่เกิดขึ้นจากสารสตีวิออลน้ันเกิดขึ้นเทาๆกับสาร PAH ที่
ความเขมขนเดียวกัน (ดังแสดงในรูป  3A) ซ่ึงบงชี้ไดวา ความจําเพาะของสารสตีวิออลตอ
โปรตีนขนสง hOAT1 น้ันมีความใกลเคียงกับสาร PAH อยางไรก็ตาม การศึกษาการขนสงสาร
โดยใชวิธี cis-inhibition บงชี้เพียงวา สารสตีวิออลนั้นมีความจําเพาะสูงในการจับกับโปรตีนขน
สงสารอินทรียประจุลบชนิด basolateral OAT แตก็ยังไมสามารถบอกไดวา สารสตีวิออลนั้นจะ
สามารถถูกขนสงผานทางตอไตโดยผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด basolateral
OAT หรือไม ดังน้ันเพ่ือพิสูจนสมมติฐานดังกลาว เราจึงใชโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด
fOat1 ซ่ึงมีความคลายคลึงกับโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 ในแง
ของสาร substrate (adefovir and estrone sulfate ตามลําดับ) แตการใชโปรตีนขนสงสาร
อินทรียประจุลบชนิด fOat1 สามารถทําใหเกิดกระแสไฟฟาไดชัดเจนกวา hOAT1 และ hOAT3
เม่ือทําการทดสอบความสามารถในการขนสงสารอินทรียประจุลบผานทางโปรตีนขนสงเหลานี้ 
(34, 35) ดังน้ันเราจึงเลือกใชโปรตีนขนสง fOat1 ในการทดสอบผลของสารสตีวิออลตอการ
เปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟาในไขกบที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบ
ชนิด fOat1

รูปที่ 8A และ B แสดงผลการทดสอบดวยสารสตีวิออลท่ีความเขมขน 1 และ 100 µM
สามารถทําใหเกิดกระแส inward (inward current) ในไขกบที่มีการแสดงออกของโปรตีนขนสง
สารอินทรียประจุลบชนิด fOat1 อีกทั้งผลที่เกิดขึ้น น้ันยังสอดคลองกับผลการศึกษาดวยวิธี
trans-stimulation ซ่ึงพบวาสารสตีวิออลท่ีความเขมขน 1 µM สามารถทําใหเกิด trans-
stimulation ของสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH โดยผานทางโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบ
ชนิด hOAT1 และ hOAT3 อยางไรก็ตามสารสตีวิออลท่ีความเขมขนสูงๆ กลับแสดงใหเห็นถึง
การเกิด trans-inhibition ของสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-PAH เหมือนกับผลของสารยับยั้ง
probenecid ซ่ึงจะจับแนนกับโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบโดยทั่วไป เหตุผลที่ทําใหเกิดผล
ที่แตกตางกันของสารสตีวิออลที่ความเขมขนต่ํา (1 µM) และสูง (100 µM) น้ันยังไมเปนที่
ทราบอยางแนชัด แตอาจบงชี้ไดวาการขนสงของสารสตีวิออลเกิดขึ้นอยางชาๆ ดังน้ัน ณ ความ
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เขมขนสูงๆ สารสตีวิออลอาจจะจับที่ binding site ของโปรตีนขนสงเหมือนที่สาร probenecid
จับ แลวจึงเกิดเปน  trans-inhibition  ซ่ึงในการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา สารสตีวิออลมีอัตรา
การขนสงผานโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบในอัตราที่ชากวาสาร  PAH  ซ่ึงจะเห็นไดจาก
การเปลี่ยนแปลงของกระแส inward ดังแสดงในรูปที่ 8A, B และ C ผลที่เกิดขึ้นในครั้งน้ีสอด
คลองกับการศึกษากอนหนานี้โดย Groves และคณะ (46) ซ่ึงพบวา substrate ตัวหน่ึงที่จับแนน
กับโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุบวก organic cation transporter (OCT) ไดแก สาร
tetrapentylammonium (TPeA) สามารถยับยั้งการขนสงออก (เกิด trans-inhibition) ของสาร
กัมมันตภาพรังสี tetraethylammonium (TEA) เม่ือทําการทดลองในทอไตของกระตาย ซ่ึงเม่ือ
สาร TPeA จับกับ OCT แลว จะลดอัตราการขนสงของโปรตีนขนสงสารอินทรียประจุบวกนั้น
การศึกษาในครั้งน้ีไดถูกยืนยันอีกครั้งในการศึกษาเกี่ยวกับโครงสรางและหนาที่ของ substrate
ตอโปรตีนขนสง (structure-activity) โดยการใชการศึกษาแบบ 3 มิติ (three-dimentional
quantitative) (47)

โดยสรุป สารสกัดจากหญาหวานสตีวิโอไซดไมไดถูกขนสงผานทางโปรตีนขนสงสาร
อินทรียประจุลบที่อยูทางดาน basolateral (basolateral organic anion transporter) ในทางตรง
กันขาม โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 สามารถขนสงสารสตีวิออล
ซ่ึงเปนสารเมตาบอไลตของสารสตีวิโอไซด ซ่ึงบงชี้ไดวา การขนสงสารสตีวิออลผานทางโปรตีน
ขนสงสารอินทรียประจุลบชนิด hOAT1 และ hOAT3 น้ันอาจมีความสําคัญในการขับสาร
กัมมันตภาพรังสีที่เกิดจากการเมตาบอไลตของสารสตีวิโอไซดที่เห็นกอนหนานี้ในสัตวทดลอง 
(in vivo study)  นอกจากนี้ สารสตีวิออลยังมีความจําเพาะสูงตอ โปรตีนขนสงสารอินทรียประจุ
ลบ ชนิด hOAT1 และ hOAT3 คลายกันกับสาร probenecid ดังน้ัน สารสตีวิออลจึงนาจะมีความ
สําคัญ ในการกําจัดสารอินทรียประจุลบและสารเมตาบอไลตอ่ืนๆ ออกทางไต ไดดวยเชนกัน
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ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต
สามารถนําแนวทางการวิจัยในครั้งน้ี มาประยุกตใชเปนพ้ืนฐานทางดานชีววิทยาระดับ

โมเลกุล ซ่ึงกําลังเปนเทคนิคที่ไดรับการยอมรับและใชกันอยางแพรหลายในตางประเทศ เพ่ือ
การศึกษาผลและกลไกของสารหรือสมุนไพรไทยตางๆไดตอไป
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Our previous studies have shown that both stevioside and steviol inhibited

transepithelial transport of para-aminohippurate (PAH) in isolated S2 segments of

rabbit renal proximal tubules by interfering with organic anion transport system.

Several organic anion transporters are present in the renal proximal tubule including

OAT1, OAT2, OAT3, and OAT4. The purpose of this study was to examine the direct

interactions of stevioside and steviol with specific organic anion transporters using S2

cells expressing hOAT1, hOAT2, hOAT3, and hOAT4 (S2hOAT1, S2hOAT2,

S2hOAT3 and S2hOAT4) and to compare these effects with those seen in an intact

renal epithelium. Stevioside at the concentrations range between 0.5 – 1 mM showed

no interaction with any OATs. In contrast, steviol markedly inhibited organic

substrates uptake in all cell types with different potencies. Among these, steviol has a

low IC50 for hOAT1 (11.4 µM) and hOAT3 (36.5 µM) similar to that of probenecid.

Results obtained in mouse renal cortical slices were very similar, i.e., stevioside was

without inhibitory effect and steviol was a potent inhibitor of PAH and ES transport.

These results indicate that stevioside has no interaction with human or mouse OATs.

In contrast, steviol interacts directly with human OATs, in particular, hOAT1 and

hOAT3 with a potency approximating probenecid, suggesting that competitive

inhibition of OAT-mediated transport by steviol may alter renal drug clearance.

Keywords: stevioside, steviol, organic anion, organic anion transporter, renal cortical

slices
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Stevioside is the major sweet component isolated from the leaves of Stevia

rebaudiana. It is about 300 times sweeter than sucrose, but it is non-caloric (1).

Therefore, it has become popular as a sweetener in Asia, South America and has been

used as a dietary supplement in USA (2). Stevioside can be degraded to its major

metabolite, steviol, by intestinal bacterial microflora from various animal species

including man (3-5). The chemical structures of stevioside and steviol are shown in

Figure 1. Stevioside has been shown to have therapeutic value as an anti-hypertensive

or anti-hyperglycemic agent (6-10). However, the issue of the safety use of stevioside

and its major metabolite, steviol, has been raised. Stevioside has been shown to be

non-toxic, non-mutagenic and non-carcinogenic compounds in various mammalian

species (11, 12). Long-term oral consumption of stevioside in amounts as high as 550

mg/kg BW/day for 2 years had no toxic, carcinogenic, or growth effects in the rat

(13). This finding suggests that sevioside, which has a likely maximum intake in man

of only 2 mg/kg BW/day (11), should be quite safe.  In contrast, its aglycone

metabolite, steviol, has been reported to be mutagenic in S.typhimurium TM677 (14).

Likewise, at doses ~6 g/kg BW steviol was lethal to the hamster, and its LD50 value

was ~15 g/kg BW in rats and mice (12).  Thus, questions remain concerning the

toxicity of stevioside and steviol that should be addressed prior to their widespread

commercial use as a food additives or drugs.

In particular, the renal handling of these agents is critical, since it determines

the ease with which they are is cleared from the body, or conversely the potential for

their accumulation upon chronic consumption.  Previous studies have shown that

stevioside and steviol inhibited PAH uptake in rat renal cortical slices (20), suggesting

that one or both compounds may be handled by the organic anion secretory system of

the kidney.  Indeed, our own earlier study indicated that a pharmacological
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concentration (0.7 mM) of stevioside inhibited transepithelial transport of PAH

without changes in Na+-K+-ATPase activity or cellular ATP content in isolated S2

segments of rabbit renal proximal tubule (21). We also found that steviol inhibited

transepithelial transport of PAH at the basolateral entry step by competitive inhibition,

suggesting that steviol binds to basolateral OATs (22). However, this in vitro study

did not permit the clear differentiation between the interactions of stevioside and

steviol with the specific organic anion transporters.  Thus, it is important to examine

the specific transporter that interacts with these compounds.  Currently, several

organic anion transporter isoforms have been cloned and identified.  In humans,

OAT1, OAT2 and OAT3 are expressed at the basolateral membrane (15-17); whereas

OAT4 is expressed at the apical membrane of the proximal tubule (18, 19). These

transporters play important roles for the net elimination and excretion of various

organic anion compounds including therapeutic drugs. The inhibition of basolateral

OATs activity would reduce a clearance of those therapeutic drugs transported by the

OATs, potentially leading to altered therapeutic efficacy or even increased toxic side-

effects of these drugs.  For example, probenecid is commonly used in the treatment of

gout, but it is also widely used as a prototypical inhibitor of the OATs to prolong the

clearance time of drugs.  Thus, probenecid coadministration has been used to reduce

renal excretion of ciprofloxacin, benzylpenecillin, and acyclovir (23-25). Recently, it

was shown that its inhibition of hOAT1, hOAT3 and hOAT4 contributed to the

interactions between probenecid and penicillin G, methotrexate and NSAID (26).

Therefore, these human OATs are potential sites of interactions between stevioside

and steviol with anionic drugs as well.

The purpose of this present study was to investigate the direct interactions of

stevioside and steviol with specific renal organic anion transporters. Both S2 cells
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expressing specific organic anion transporter, hOAT1, hOAT2, hOAT3, hOAT4 and

mouse renal cortical slices were used to determine the inhibitory effect of stevioside

and steviol on organic anion transport.
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Materials and Methods

Cell Cultures. The S2 cell lines used in this work were generated previously (27).

They are derived from transgenic mice harboring the temperature-sensitive simian

virus 40 large T-antigen genes.  Briefly, S2hOAT1, S2hOAT2, S2hOAT3 and

S2hOAT4 were obtained by transfection of S2 cells with pcDNA 3.1-hOAT1, -

hOAT2, -hOAT3 and –hOAT4 coupled with pSV2neo, a neomycin resistance gene,

using TfX-50 according to the manufacturer’s instructions. S2 cells transfected with

pcDNA 3.1 lacking an insert and pSV2neo were designated as S2pcDNA 3.1

(S2mock) and used as control group. These cells were grown in RITC 80-7 medium

containing 5% fetal bovine serum, 10 mg/ml transferrin, 0.08 U/ml insulin, 10 ng/ml

recombinant epidermal growth factor and 400 mg/ml geneticin in a humidified

incubator under 5% CO2/ 95% air at 33°C. The cells were subcultured in the medium

containing 0.05% trypsin-EDTA solution (in mM: 137 NaCl, 5.4 KCl, 5.5 glucose, 4

NaHCO3, 0.5 EDTA and 5 HEPES, pH 7.2).

PAH and ES uptake in S2 cells expressing hOAT1, hOAT2, hOAT3 and hOAT4

and S2mock. The transfected S2 cell lines (S2hOAT1, S2hOAT2, S2hOAT3,

S2hOAT4 and S2mock) were seeded in 24-well tissue culture plates at a cell density

of 1 × 105 cells/well. After culturing for 2 days, uptake experiments were performed

at 37°C. The cells were first washed three times with Dulbecco’s modified phosphate-

buffered saline (D-PBS) solution (in mM: 137 NaCl, 3 KCl, 8 NaHPO4, 1 KH2PO4, 1

CaCl2, 0.5 MgCl2 and 5.6 D-glucose, pH 7.4), and pre-incubated in the same solution

for 10 min. The cells were then incubated for 2 min in the D-PBS solution containing

specific substrates, [14C]-PAH for hOAT1, [3H]-PGF2α for hOAT2 or [3H]-ES for

hOAT3 and hOAT4 in the absence and presence of stevioside and steviol.  Uptake

was stopped by the addition of ice-cold D-PBS solution and the cells were washed
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three times with the same solution. The cells in each well were lysed with 0.5 ml of

0.1 N NaOH and the radioactivity was measured by liquid scintillation spectrometry

(1214 Rackbeta, LKB Wallac, Sweden).

Kinetic analysis of steviol inhibition of PAH and ES uptake. S2 cells expressing

hOAT1 and hOAT3 were pre-incubated in D-PBS solution at 37°C for 10 min as

described above. They were then incubated in D-PBS containing with either [14C]-

PAH for hOAT1 or [3H]-ES for hOAT3 at various concentrations in the absence and

presence of steviol for 2 min. The data were plotted as a Lineweaver-Burk plot (1/

[PAH] versus 1/[PAH] uptake and 1/[ES] versus 1/[ES] uptake) and the Km

(Michaelis-Menten constant) was estimated from the x-axis intercept. The maximal

rate of either PAH or ES uptake (Vmax) mediated by hOAT1 or hOAT3 was estimated

from the y-axis intercept. The Ki of steviol for PAH and ES transport were calculated

to determine the affinity of steviol for these transporters as shown in the following

equation;

Ki           =     Concentration of steviol /

Km of PAH or ES uptake (with steviol) − 1

Km of PAH or ES uptake (without steviol)  

Cytotoxicity. Cell viability was determined using a modified colorimetric assay with

sulforhodamine B (SRB) as described previously (28). Briefly, the cells were seeded

into 96-well microtiter plate at a cell density 1.5 × 104 cells/well, and incubated at 33°

C in the medium containing various concentrations of stevioside and steviol.  At day 3

of incubation, the medium was removed and the monolayer cells were fixed with cold

20% (W/V) trichloroacetic acid (TCA) for 30 min at 4°C. They were then washed five

times with distilled water and air-dried. Subsequently, the cells were stained for 30

min at room temperature by 0.4% (W/V) SRB dissolved in 1% acetic acid. At the end
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of staining period, SRB was removed and quickly rinsed five times with 1% acetic

acid. The cellular protein contents were extracted with 10 mM Tris–base [tris

(hydroxymethyl) aminomethane] and measured the absorbance at 515 nm using a

computer-interfaced, 96 well microtiter plate reader (EL 312, Bio-Kinetics reader,

Bio-Tek Instrument Inc, Finland).

Animals. Adult male C57BL/6 mice raised in the National Institute of Environmental

Health Sciences (Research Triangle Park, NC, USA) were used in renal cortical slice

experiments.  All animal procedures were approved by the NIEHS Animal Care and

Use Committee.

Renal slice preparation and uptake study. Tissue slices were prepared according to

published methods (29). Briefly, animals were euthanized by CO2 inhalation and

decapitated. Renal cortical slices (≤0.5 mm; 5 – 20 mg, wet weight) were cut with a

Stadie-Riggs microtome and maintained in ice-cold oxygenated modified Cross and

Taggart buffer (in mM: 95 NaCl, 80 mannitol, 5 KCl, 0.74 CaCl2 and 9.5 Na2HPO4,

pH 7.4). The slices were incubated in 1 ml of buffer containing either [3H]-PAH or

[3H]-ES in the absence and presence of stevioside, steviol and various compounds for

60 min. Uptake was stopped by the addition of ice-cold buffer. Slices were washed,

blotted, weighed, dissolved in 1 ml of 1 N NaOH and neutralized with 1 ml of 1 N

HCl.  Nine ml of scintillation fluid (Ecolume, ICN, Irvine, CA, USA) was added

and radioactivity was measured using a Tri-Carb 2900TR Liquid Scintillation

Analyzer (Packard, Meriden CT, USA). The uptake of PAH and ES were calculated

as tissue to medium (T/M) ratio (i.e. dpm/mg of tissue divided by dpm/ul of medium)

and then expressed as a mean percentage of the control.

Chemicals. [3H]-PAH (40 Ci/mmol) was purchased from American Radiolabeled

Chemicals, Inc. (St. Louis, MO, USA), [14C]-PAH (1.50 GBq/mmol), [3H]-PGF2α
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(6808 GBq/mmol) and [3H]-ES (1861 GBq/mmol) were purchased from New

England Nuclear Corp (Boston, MA, USA). Unlabeled PAH and ES, probenecid, α-

ketoglutarate, glutarate, furosemide, bumetanide, indomethacin, cimetidine,

methotrexate, tetraethylammonium (TEA), transferrin and SRB were purchased from

Sigma (St.Louis, MO, USA). Epidermal growth factor was purchased from

Wakunaga, Hiroshima. Insulin was purchased from Shimizu, RITC 80-7 culture

medium was purchased from Iwaki Co., Tokyo. Stevioside and steviol were kindly

provided by Dr. Chaivat Toskulkao, Mahidol University, Thailand. All other

chemicals and reagents used were analytical graded and obtained from commercial

sources.

Statistical analysis. Data were expressed as means ± S.E. Statistical differences were

assessed using one-way analysis of variance. Differences were considered to be

significant when *, p < 0.05, **, p < 0.01, ***, p < 0.001 versus control.
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Results

Interactions of stevioside and steviol with specific organic anion transporters. To

determine the direct interactions of stevioside and steviol with organic anion

transporters, cis-inhibition studies were conducted in S2hOAT1, S2hOAT2,

S2hOAT3 and S2hOAT4 cells. Steviol markedly inhibited PAH uptake in S2hOAT1,

PGF2α uptake in S2hOAT2 and ES uptake in S2hOAT3 and S2hOAT4 cells. The

calculated IC50 of steviol were 11, 1000, 36 and 285 µM for S2hOAT1, S2hOAT2,

S2hOAT3 and S2hOAT4, respectively (Summarized in Table 1). In contrast, the

parent compound, stevioside, at concentrations up to 1 mM did not affect substrate

uptake in any of the OAT-expressing cell lines (data not shown).  Steviol showed

higher affinity for hOAT1 and hOAT3 than for hOAT2 and hOAT4 (Table 1).

Therefore, we focused our further study on the effects of stevioside and steviol on

PAH transport by S2hOAT1 cells and ES transport by S2hOAT3 cells.

As shown in Figure 2A, stevioside had no inhibitory effect on PAH uptake in

S2hOAT1 cells at all tested-concentrations; whereas, 10 µM to 1 mM steviol very

effectively inhibited hOAT1 mediated PAH transport in dose-dependent manner.

Stevioside at low concentrations slightly enhanced ES uptake mediated by S2hOAT3

cells, but this effect was not significant.  Steviol significantly inhibited ES uptake in

dose-dependent manner at the concentrations from 10 µM – 1 mM (Figure 2B).

Importantly, 1 mM steviol inhibited PAH and ES uptake as very nearly as effectively

as probenecid in both S2hOAT1 and S2hOAT3 cells.  As shown in Table 1, the IC50

of steviol and probenecid were 11.4 and 11.9 µM for S2hOAT1cells and were 36.5

and 4.7 µM for S2hOAT3 cell, respectively.
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Inhibitory effectiveness of steviol on organic anion uptake. The inhibitory profiles

of various organic compounds including stevioside and steviol against PAH uptake

via S2hOAT1 cells was assessed.  All compounds were tested at concentration of 100

µM. As shown in Figure 3A, PAH uptake by S2hOAT1 cells was markedly reduced

by cimetidine, unlabeled ES and PAH, bumetanide, furosemide, probenecid, steviol

and indomethacin; whereas, several compounds including stevioside, TEA and

methotrexate had no effect on PAH uptake. The inhibitory effectiveness of various

organic compounds on ES uptake by S2hOAT3 cells was also investigated. As shown

in Figure 3B, 100 µM stevioside had no effect on ES uptake mediated by S2hOAT3

cells; whereas, methotrexate, furosemide, TEA, unlabeled PAH, steviol, bumetanide,

cimetidine, probenecid, unlabeled ES and indomethacin all significantly inhibited ES

uptake by S2hOAT3.

Kinetic analysis of steviol.  To determine the affinity of steviol for hOAT1 and

hOAT3, kinetic analysis was performed.  As shown in Figure 4A, the kinetics of PAH

uptake by S2hOAT1 cells was determined in the absence and presence of 20 µM of

steviol. The estimated Km for PAH uptake in the presence of 20 µM of steviol was

155.2 µM, three times the control Km of 46.4 µM.  The Vmax for PAH uptake in the

presence of steviol was not markedly different from control (666.7 versus 990.1

pmol/mg protein/min), consistent with competitive inhibition. The calculated Ki of

steviol on PAH uptake mediated by hOAT1 was 8.5 µM. In S2hOAT3 cells, the Km

of ES uptake in the presence of 20 µM of steviol was 28.2 µM, which was slightly

higher than control group (21.1 µM).  The Vmax for ES uptake in the presence of 20 µ

M steviol was not different from the control (227.3 versus 370.4 pmol/mg

protein/min). The calculated Ki value of steviol on ES uptake mediated hOAT3 was

31.5 µM (Figure 4B).
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Cell viability.  We also examined cell viability after exposure to stevioside and

steviol.  As shown in Figure 5A, stevioside in the range between 1 – 100 µM did not

affect the percentage of cell viability of S2hOAT1, S2hOAT3 and S2mock cells.  At 1

– 10 µM, steviol did not affect cell viability in S2hOAT1, S2hOAT3, or S2mock

cells, but at concentrations from 25 – 100 µM steviol reduced the cell viability of all

cell types, with the greatest toxicity observed in the hOAT1 and hOAT3 expressing

cells (Figure 5B).

Mouse renal cortical slices.  The data presented above indicate that in hOAT1 and

hOAT3 expressing cell lines, steviol was an effective inhibitor; whereas, stevioside

was not.  To assess whether these same properties are expressed in an intact renal

epithelium, the effects of both agents were determined in mouse renal cortical slices.

PAH is a substrate for both OAT1 and OAT3, so its uptake by the mouse slice reflects

the action of both carriers. As shown in Figure 6A, control PAH uptake in renal

cortical slice was increased when 50 µM glutarate were added to the medium, as

previously reported (30). Therefore, 50 µM glutarate was applied in all renal cortical

slice experiments. The presence of 100 µM methotrexate, bumetanide, furosemide,

unlabeled PAH, steviol, indomethacin and probenecid significantly decreased PAH

uptake; whereas, stevioside, TEA, unlabeled ES and cimetidine did not affect PAH

uptake by mouse renal cortical slices. To examine the effects of stevioside and steviol

on the mouse OAT3, the uptake of ES was assessed, as this substrate is only

transported across the basolateral membrane of the proximal tubule via OAT3.  As

shown in Figure 6B, the presence of 100 µM bumetanide, furosemide, probenecid,

steviol, indomethacin and unlabeled ES inhibited ES uptake whereas stevioside, TEA,

cimetidine, unlabeled PAH and methotrexate had no effect. The effects of increasing

stevioside and steviol concentration on PAH and ES uptake by mouse renal cortical
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slices were also tested (Figure 7A and 7B).  Stevioside was without effect on either

PAH or ES transport by the mouse renal slice at all tested-concentrations (0.05 to 1

mM).  On the other hand, steviol inhibited both PAH and ES uptake in a dose-

dependent manner. The IC50 of steviol on PAH and ES uptake in renal cortical slices

were 12.8 and 67.6 µM, respectively. As summarized in Table 1, the effects of steviol

were very comparable in both stable cell lines and renal cortical slices.
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Discussion

The present study examined the interactions of stevioside and steviol with

specific renal organic anion transporters using renal S2 cells expressing hOAT1,

hOAT2, hOAT3 and hOAT4 and mouse renal cortical slices. The use of stable cell

lines allows us to be able to determine the direct interactions of both compounds with

specific human OATs.  Of course, it is desirable to confirm the predictions derived

from expressed transporters in the intact renal epithelium.  Since intact human renal

tissues were not available, we used mouse renal cortical slices to confirm the

interactions of stevioside and steviol with organic anion transporters in intact tissue.

It was demonstrated that stevioside at concentration maximally dissolved in

buffer and also at a pharmacological concentration (0.7 mM) had a small and

reversible inhibitory effect on rabbit renal proximal tubular transport of PAH but had

no effect on cellular ATP content and Na+/K+-ATPase activity whereas its metabolite,

steviol, demonstrated significant inhibition of PAH transepithelial transport. Although

the precise mechanism by which stevioside and steviol inhibited transepithelial

transport of PAH was still unclear, they proposed that stevioside and steviol might

inhibit and (or) interfere with the basolateral OATs (21, 22). However, the data from

previous studies demonstrated the net transepithelial transport of PAH at the tubular

level, which may involve several OATs that expressed in renal proximal tubule. Thus,

present study was performed to investigate the direct interactions of stevioside with

specific basolateral and apical OATs. To follow up this proposal, we studied single

organic anion transporter, which expressed in renal S2 cells. Our results showed that

stevioside did not inhibit organic anion uptake in S2hOAT1, S2hOAT2, S2hOAT3

and S2hOAT4 cells (Figure 2A and 2B). Similarly, stevioside showed no inhibitory

effect on PAH and ES uptake in mice renal cortical slices (Figure 6A and 6B). This
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was in agreement with previous study that stevioside was not affect energy

metabolism in intact cells (31). Therefore, it seems likely that stevioside does not

harm or affect cellular function. The main reason of no interaction of stevioside with

any human OATs may be due to a large complex molecule of stevioside that

composes of one molecule of steviol and three glucose molecules (Figure 1). Our

finding was clearly suggested that stevioside did not interact with any hOATs and had

no effect on organic anion transport in intact renal tissue. We observed no effect of

stevioside on organic anion transport; whereas, Jutabha et al. found small and

reversible inhibitory effect of stevioside on PAH transport of rabbit renal proximal

tubule. The differences in substrate recognition and transport properties of organic

anion transporters among species have been observed. For instance, the affinity of

human OAT1 for PAH transport is comparatively higher than OATs from other

species with Km values 5 - 9.3, 37, 14 – 70 and 21 µM for hOAT1, mOAT1, rOAT1

and fOat1, respectively (32) whereas mOAT2 has higher affinity for PGE2 than that of

hOAT2 and rOAT2 with Kt values 5 nM, 713 nM and 39 µM, respectively (33). Thus,

the different effects of stevioside on organic anion transport observed between study

in rabbit by Jutabha et al. and human and mouse species in the present study were not

surprising.  It has been reported that renal elimination of stevioside involved its

secretory process (34). Our study showed that organic anion transporters (hOAT1,

hOAT2, hOAT3 and hOAT4) might not involve in the renal secretion of stevioside.

However, the other transporters may play a role in the renal transport of stevioside. In

fact, two other recent transporters at basolateral membrane that appear to handle

organic anions including a high affinity digoxin transporter, a novel organic anion

transporter from human kidney (OATP4C1) (35) and a sodium-dependent high

affinity steroid sulfate transporter (Soat), the new member of the SLC10 family, have
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been cloned. (36).  They may involve renal tubular transport of stevioside. Therefore,

this possibility needs to be explored.

Due to potential toxic effects of stevioside and its metabolites, in particular

steviol, have been proposed, we then performed cytotoxic study to determine whether

both compounds, stevioside and steviol, involved in cytotoxic-induced mechanisms

via hOAT1 and hOAT3. As shown in Figure 5A, stevioside in the range of 1 – 100 µ

M did not produce any cytotoxicity in S2hOAT1, S2hOAT3 and S2mock cells. The

results from this study differ from previous study by Toskulkao et al. (20) that showed

nephrotoxicity in rat renal cortical slices induced by 6.25 - 100 µM stevioside at the

purity ≥ 90% (37). In our study, we used stevioside with high purity (98%) for

determination of cytotoxic effect in renal S2 cells. Therefore, the contaminations in

stevioside used (≥ 90% vs. 98%) might be the cause of nephrotoxic effect observed in

previous study.

Stevioside can be degraded to steviol by the intestinal microflora from various

animal species including man (3, 5, 38). Recently, steviol has been found to inhibit

transepithelial transport of PAH (JPAH) by isolated perfused rabbit renal proximal

tubule (22). Consistently, the present study showed inhibitory effect of steviol on

organic anion uptake mediated by S2 cells expressing hOAT1, hOAT2, hOAT3 and

hOAT4 with different potencies (Summarized in Table 1). Comparing the IC50 values

of steviol among hOATs examined, hOAT1 and hOAT3 showed high affinity for

steviol while hOAT2 exhibited the lowest affinity. Steviol markedly inhibited [14C]-

PAH and [3H]-ES uptake via hOAT1 and hOAT3 in dose-dependent manner (Fig 2A

and 2B). Our study also showed that steviol inhibited PAH and ES transport in mice

renal cortical slices, indicating that steviol interacts with OAT1 and OAT3 in both

renal S2 cells expressing OAT1 and OAT3 and in intact renal tissue. Although
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hOAT4 was found to express at the apical membrane and has been proposed to have

potential role in renal organic anion secretion (19). It was found that steviol did not

interact well with this transporter. Thus, hOAT4 may not be the primary transporter

that is responsible for exit step of steviol from cells. However, other apical

transporters may play crucial role for the exit of steviol eg, human multidrug

resistance-associated proteins (MRP2) (39), Na+-phosphate cotransporter (NPT1) (40)

and a novel voltage-driven organic anion transporter (OATV1) from pig renal

proximal tubules that has been recently cloned (41).

Interestingly, as shown in Figure 2A, 2B, 7A and 7B, steviol inhibited PAH

and ES uptake in both stable cell lines and renal cortical slices similar to that of

several organic anion compounds including furosemide, bumetanide, probenecid and

indomethacin. Probenecid is a potent organic anion inhibitor and has been widely

used for combination therapy in many cases. Coadministration of probenecid inhibited

renal excretion of furosemide, ciprofloxacin, benzylpenicillins and acyclovir (23, 25,

42). This approach was used to increase half-life of these drugs in blood circulation.

The present study found that the IC50 of steviol was similar to that of probenecid on

hOAT1 mediated PAH uptake (11.4 µM and 11.9 µM). Whereas IC50 of steviol on

hOAT3 mediated ES uptake was slightly higher than IC50 of probenecid (36.5 µM and

4.7 µM), indicating that hOAT1 has high affinity for steviol similar to probenecid. As

the basolateral entry step of organic compounds is known to be a rate-limiting step.

The inhibition of steviol with any of these basolateral OATs would affect the plasma

level of various organic anions including therapeutic drugs and thus resulting in

enhances the therapeutic efficacy of the drugs. Thus, steviol, which is a natural

product, may be used in placed of probenecid for this purpose. Steviol, even though,

at high concentrations (25 – 100 µM) was revealed to have cytotoxic effect in renal
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S2 cells, it was noted that steviol at 10 µM, which was capable to inhibit organic

anion transport effectively, did not show any cytotoxic effect in renal S2 cells (Figure

2A, 2B and 5B). Therefore, steviol at 10 µM or lower may be used as a natural

organic anion inhibitor of OATs similar to that of probenecid in combination therapy

mediated by OATs. However, further study for evaluating the appropriate therapeutic

concentrations of steviol used in human being should be considered.

In conclusion, the consistent of the data from both stable cell lines expressing

human organic anion transporters and renal cortical slices suggested that stevioside

did not interact with renal organic anion transport; whereas, steviol directly interacted

with both hOAT1 and hOAT3 with higher affinity than hOAT2 and hOAT4.

Stevioside did not induce cytotoxicity mediated by hOAT1 and hOAT3 whereas

steviol at concentrations higher than 25 µM produced cytotoxic effect in renal S2

cells. The affinity of steviol to hOAT1 and hOAT3 was similar to that of probenecid,

suggesting that steviol may be used as a new natural organic anion inhibitor for

enhancement of therapeutic efficacy of drugs. The present study further supports the

safety use of stevioside in human being and also provides a new information

concerning steviol as a new natural inhibitor in clinical uses.
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Stevioside (MW. 809.4)

Steviol (MW. 318.4)

Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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A.

B.

Figure 4
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A.

B.

Figure 5
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Figure 6A
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Figure 6B
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A.

Figure 7A
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B.

Figure 7B
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Table 1. The inhibition constant (IC50) of steviol on organic anion transport mediated

by hOAT1, hOAT2, hOAT3 and hOAT4.

Cloned

Stable cell lines

IC50 (µM)

Cortical slices

IC50 (µM)

hOAT1 11.4 12.8

hOAT2 1000 N/D

hOAT3 36.5 67.6

hOAT4 285 N/D

N/D; Not determined
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Legends for figures

Figure 1. The chemical structures of stevioside and steviol

Figure 2. The effects of stevioside and steviol on hOAT1 (A) and hOAT3 (B)-

mediated [14C]-PAH and [3H]-ES uptake in S2 cells. The uptake measurements

were carried out in the presence of stevioside and steviol at various concentrations for

2 min. Unlabeled PAH, unlabeled ES and probenecid were used to block the PAH and

ES uptake in comparison with stevioside and steviol. The uptake is expressed as a

mean percentage of control (mean ± SE) from three separate experiments. *, P < 0.05,

**, P < 0.01, ***, P < 0.001 versus control.

Figure 3. The inhibitory profiles of stevioside, steviol and various compounds on

[14C]-PAH and [3H]-ES uptake mediated by S2 cells expressing hOAT1 (A) and

hOAT3 (B). S2hOAT1 and S2hOAT3 cells were incubated for 2 min in the medium

containing 5 µM of [14C]-PAH (hOAT1) and 50 nM of [3H]-ES (hOAT3) in the

absence (control) and presence of 100 µM of the compounds. Each value represents

the mean ± SE from three separate experiments. *, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P <

0.001 versus control.

Figure 4. The Lineweaver-Burk plot of PAH uptake mediated by hOAT1 (A) and

ES uptake mediated by hOAT3 (B). The S2 cells expressing hOAT1 and hOAT3

were incubated with buffer containing either [14C]-PAH (hOAT1) or [3H]-ES

(hOAT3) at various concentrations in the absence (♦) and presence (�) of steviol (20

µM). Data are shown as the reciprocal of PAH and ES uptake on the ordinate versus

the reciprocal of PAH and ES concentrations in the medium on the abscissa. Each

point represents the mean ± SE of three separate experiments.

Figure 5. Effects of stevioside (A) and steviol (B) on cell viability.  The S2 cells

expressing hOAT1, hOAT3 and S2mock were subcultivated in 96-well plates with
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various concentrations of either stevioside or steviol. The cell viability of S2hOAT1

(■), S2hOAT3 (▲) and S2mock (▼) were measured after 3 days of incubation. Each

point represents the percentage of cell viability in the absence of either stevioside or

steviol (mean ± SE) of three separate experiments.

Figure 6. The relative inhibition of stevioside, steviol and various compounds on

PAH (A) and ES (B) transport in mice renal cortical slices. The fresh renal slices

were incubated in the medium containing 10 µM of [3H]-PAH and 100 nM of [3H]-ES

with and without 100 µM of compounds for 60 min at room temperature. The data is

calculated as tissue/medium ratio, and expressed as a mean percentage of control

uptake (mean ± SE) of three separate experiments. Each experiment used 3 – 5

animals. *, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001 versus control.

Figure 7. The effects of stevioside and steviol on PAH (A) and ES (B) uptake in

mice renal cortical slices. Renal cortical slices were incubated in the medium

containing 10 µM of [3H]-PAH and 100 nM of [3H]-ES with or without various

concentrations of stevioside and steviol for 60 min at room temperature. The uptake

was calculated as tissue/medium ratio and then transformed to a mean percentage of

control. The data represent the mean ± SE of three separate experiments. Each

experiment used 3 – 5 animals. *, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001 versus

control.

Table 1. The calculated IC50 of steviol and probenecid on organic anions (PAH,

PGF2α and ES) uptake in stable cell lines (S2hOAT1, S2hOAT2, S2hOAT3 and

S2hOAT4) and mice renal cortical slices.
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