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บทคัดย่อ 
การดูดซึมแมกนีเซียม (magnesium; Mg2+) แบบไม่ใช้พลังงานในล าไส้ เป็นปัจจัยที่ส าคัญยิ่งต่อการรักษา

สมดุล Mg2+ ในร่างกาย มีรายงานก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าภาวะกรดด้านโพรงล าไส้ และยา omeprazole มีฤทธิ์
เปลี่ยนแปลงการดูดซึม Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงานในล าไส้ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือศึกษาบทบาทของ
ภาวะกรดด้านโพรงล าไส้ และ omeprazole ต่อการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงาน จากการทดลองพบว่า 
omeprazole มีฤทธิ์เพิ่มการแสดงออกของ ตัวรับรู้ภาวะกรด (acid sensor) คือ P2Y purinoceptors ชนิด P2Y2 
P2Y4 และ P2Y6 ในเซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 อีกทั้งยังยับยั้งการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงานผ่านแผ่นเซลล์
ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 การกระตุ้นการท างานของ P2Y2 ก็ยังยับยั้งการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงานผ่านแผ่น
เซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 เช่นกัน ภาวะกรดด้านโพรงล าไส้สามารถยับยั้งอิทธิพลของ omeprazole ต่อการ
แสดงออกของ P2Y purinoceptors ชนิด P2Y2 P2Y4 และ P2Y6 และการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงานผ่าน
แผ่นเซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 สารยับยั้ง P2Y2 และ intracellular Ca2+ มีฤทธิ์เพ่ิมการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้
พลังงานผ่านแผ่นเซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ที่ถูกบ่มด้วย omeprazole นอกจากนี้ omeprazole ยังเพ่ิมค่า
ความต้านทานไฟฟ้าและลดความสารมารถในการขนส่งอิออนประจุบวกผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของ แผ่นเซลล์
ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 เมื่อศึกษาการขับ HCO3

– พบว่า omeprazole และ สารกระตุ้น P2Y2 มีฤทธิ์เพิ่มการขับ 
HCO3

–  ผ่านแผ่นเซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 แต่สารยับยั้ง P2Y2 และ intracellular Ca2+สามารถยับยั้งฤทธิ์ของ
สารกระตุ้น P2Y2 และ omeprazole ต่อการขับ HCO3

–  ได้ บ่งชี้ได้ว่าการกระตุ้น P2Y2-intracellular Ca2+ 

signaling กระตุ้นการขับ HCO3
– และมีผลยับยั้งการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงานผ่านแผ่นเซลล์ล าไส้เพาะเลี้ยง 

Caco-2 ภาวะกรดด้านโพรงล าไส้สามารถยับยั้งอิทธิพลของ omrprazole ต่อการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้พลังงาน
โดยเพิ่มคุณสมบัติการคัดเลือกและยอมให้อิออนประจุบวกผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ Caco-2 ผลการศึกษาจาก
โครงการวิจัยนี้น าเสนอบทบาทของ acid sensor P2Y2 receptor ในการควบคุมการขนส่ง Mg2+ แบบไม่ใช้
พลังงาน 

 
 
ค ำส ำคัญ: ตัวรับรู้ภาวะกรด การขับไบคาร์บอเนตในล าไส้ การขนส่งแมกนีเซียมแบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ 
โปรตอนปั๊มอินฮิบอเตอร์ 
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Abstract 

 
Intestinal passive Mg2+ absorption is the vital factor for normal Mg2+ homeostasis. Apical 

proton and omeprazole have previously been shown to regulate paracellular Mg2+ absorption. 
We aimed to study the role of apical acidity and omeprzole on paracellular passive Mg2+ transport. 
Omeprazole, which suppressed apical proton accumulation, enhanced the expression of acid 
sensor P2Y purinoceptors i.e., P2Y2, P2Y4, P2Y6, in Caco-2 cells. It also inhibited passive Mg2+ 

transport across Caco-2 monolayers. Activation of P2Y2 receptor suppressed passive Mg2+ 

transport across Caco-2 monolayers. Apical acidity abolished omeprazole effects on passive Mg2+ 
transport and acid sensor P2Y purinoceptor expressions. P2Y2 receptor inhibitor sarumin and 
intracellular Ca2+ chelator BAPTA-AM significantly increased passive Mg2+ transport across 
omeprazole treated-Caco-2 monolayers. Omeprazole increased transepithelium electrical 
resistance but decreased paracellular cation selectivity. Omeprazole and P2Y2 receptor activator 
markedly increased HCO3

– secretion in Caco-2 monolayers. P2Y2 receptor inhibitor sarumin and 
intracellular Ca2+ chelator BAPTA-AM significantly abolished stimulatory effect of omeprazole on 
apical HCO3

– secretion. Indicating that activation of P2Y2 receptor-intracellular signaling pathway 
triggered apical HCO3

– secretion which then suppressed paracellular Mg2+ absorption. By increased 
papracellular cation selectivity, apical acidity markedly increased paracellular Mg2+ absorption in 
control and omeprazole-treated Caco-2 monolayers. Our results proposed the regulatory role of 
P2Y2 receptor on intestinal passive Mg2+ absorption. 
 
 
Keyword: acid sensor, intestinal HCO3

– secretion, paracellular Mg2+ absorption, proton pump 
inhibitor 
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บทน ำ (Introduction) 

ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

โอมิพราโซล (omeprazole) เป็นยาที่มีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร นิยมใช้รักษาโรคและ
ภาวะผิดปกติของระบบทางเดินอาหาร อาทิเช่น โรคกรดไหลย้อน (gastro-esophageal reflux disease) 
กระเพาะอาหารอักเสบ (gastritis) และล าไส้เล็กส่วนต้นอักเสบ (duodenitis) เป็นต้น เนื่องจากมีผลข้างเคียงน้อย 
และหาซื้อได้ง่ายจึงท าให้มีการใช้ omeprazole อย่างแพร่หลายจนเป็นยาในกลุ่มที่ขายดีที่สุดทั่วโลก [5, 40] 
อย่างไรก็ตามนับตั้งแต่ปี ค.ศ. 2006 จนปัจจุบันมีรายงานหลายฉบับบ่งชี้ว่าผู้ป่วยที่ได้ใช้ omeprazole ติดต่อกัน
ส่งผลให้ระดับแมกนีเซียม (Mg2+) ในกระแสเลือดต่ ากว่าระดับปกติอย่างรุนแรง (severe hypomagnesaemia) 
ร่วมกับภาวะผิดปกติอ่ืนๆ อาทิเช่น สับสน (confusion) เซื่องซึม (lethargy) สั่นอย่างรุนแรง (convulsion) ฝ่ามือ
ฝ่าเท้าเกร็ง (carpopedal spasm) ลมชัก (seizure) และหมดสติ (lost of consciousness) [4, 8, 13, 25, 30, 
34, 48, 59] ผลการทดสอบพิเศษบ่งชี้ว่าผู้ป่วยข้างต้นมีภาวะพร่อง Mg2+ ในร่างกายอย่างรุนแรง [8] ผลการทดสอบ
การท างานของไตบ่งชี้ว่าไตท างานได้ปกติ โดยผู้ป่วยไม่ได้มีภาวะสูญเสีย Mg2+ ทางปัสสาวะ แต่เป็นที่น่าสนใจว่า
การรักษาโดยให้ Mg2+ เสริมทางการรับประทานไม่สามารถเพ่ิมระดับ Mg2+ ในกระแสเลือดได้ แต่การให้ Mg2+ ทาง
หลอดเลือดสามารถรักษาระดับ Mg2+ ในกระแสเลือดให้กลับเป็นปกติได้อย่างรวดเร็ว บ่งชี้ว่าผู้ป่วยข้างต้นน่าจะมี
การดูดซึม Mg2+ ในล าไส้บกพร่อง [4, 8, 13, 25, 30, 34, 48, 59] การศึกษาที่ผ่านมาของผู้วิจัยพบว่า omeprazole 
มีฤทธิ์ยับยั้งการดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ [5153] ซ่ึงเป็นกลไกหลักในการดูดซึม 
Mg2+ เข้าสู่ร่างกายมนุษย์ [43] อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธิ์ระดับเซลล์ของ omeprazole ยับยั้งการดูดซึม 
Mg2+ ผ่านเซลล์เยื่อบุล าไส้นั้นยังไม่ทราบแน่ชัด และถึงแม้ว่าร่างกายมนุษย์จะได้รับ Mg2+ จากดูดซึมผ่านเซลล์เยื่อ
บุล าไส้นั้นเท่านั้น แต่กลไกควบคุมการการดูดซึม Mg2+ ผ่านเซลล์เยื่อบุล าไส้นั้นก็ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดในปัจจุบัน 
[35, 43] 

กระเพาะอาหารเป็นอวัยวะที่สามารถหลั่งกรดได้ปริมาณมากส่งผลให้ภายในกระเพราะอาหารมีความเป็น
กรดสูง (pH 2  4) หลังรับประทานอาหาร เมื่ออาหารจากกระเพาะอาหารผ่านเข้าสู่ล าไส้เล็กจึงท าให้กรดถูกเติม
ลงสู่โพรงล าไส้เล็กเช่นกัน เป็นผลให้ในโพรงล าไส้เล็กของมนุษย์ตั้งแต่ล าไส้เล็กส่วนต้น (duodenum) จนถึงล าไส้
เล็กส่วนปลาย (distal ileum) มีภาวะเป็นกรด โดยมีค่า pH 5.5  7.0 [39] เรียกภาวะกรดด้านในโพรงล าไส้ว่า 
apical acidity จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าภาวะ apical acidity มีฤทธิ์กระตุ้นการดูด Mg2+ ในล าไส้เล็กและแผ่น
เซลล์เยื่อบลุ าไส้ [20, 46] และ omeprazole มีฤทธิ์ยับยั้งสภาวะ apical acidity จึงลดการดูดซึม Mg2+ ของเซลล์
เยื่อบุล าไส้ [52] แต่เมื่อบ่มด้านโพรงล าไส้ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้ด้วยสารเลี้ยงเซลล์ที่มีค่า pH 5.5, 6.0, 6.5, และ 
7.0 เพ่ือจ าลองภาวะ apical acidity พบว่าภาวะ apical acidity ทุกค่า pH มีฤทธิ์เพ่ิมการดูดซึม Mg2+ ผ่าน
ช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ ทั้งในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ omeprazole [52, 53] อย่างไรก็ตามกลไกการ
ออกฤทธิ์ของภาวะ apical acidity ควบคุมการดูดซึม Mg2+ และยับยั้งการออกฤทธ์ของ omeprazole ในการ
รบกวนการดูดซึม Mg2+ ในเซลล์เยื่อบุล าไส้นั้นยังไม่ทราบแน่ชัด 
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เมื่อเกิดภาวะ apical acidity เซลล์เยื่อบุล าไส้สามารรับรู้ และควบคุมการตอบสนองของเซลล์โดยอาศัย
การท างานของกลุ่มโปรตีนที่ตอบสนองต่อปริมาณกรดในโพรงล าไส้ (acid sensor) ได้แก่ acid-sensing ion 
channel 1a (ASIC1a), ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR1), และ P2Y purinoceptors 
[2, 9, 10, 22, 23, 37, 61] การศึกษาก่อนหน้าของผู้วิจัยพบว่า omeprazole มีฤทธิ์รบกวนการแสดงออกและการ
ท างานของ ASIC1a และ OGR1 ส่งผลรบกวนการท างานของเซลล์เยื่อบุล าไส้ในการดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่าง
ระหว่างเซลล์ [53] ในขณะที่ P2Y purinoceptors โดยเฉพาะชนิด P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 เป็น acid sensor ที่
มีการแสดงออกท่ีจ าเพาะบนบริเวณผนังด้านโพรงล าไส้ ของเซลล์ล าไส้มนุษย์และแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 [60] ทั้งนี้ P2Y purinoceptors มีส่วนส าคัญในกระบวนการควบคุมการขนส่งอิออนประจุบวก อาทิเช่น 
Na+, K+, และ Ca2+ ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุต่างๆ [31] โดย P2Y purinoceptors จะกระตุ้นการส่งสัญญาณภายใน
เซลล์ผ่านทาง Gq protein,  Phospholilase C (PLC),  intracellular Ca2+signaling, และ protein kinase C 
(PKC) เพ่ือควบคุมการท างานระดับเซลล์ [10, 31] อย่างไรก็ตามการท างานของ P2Y purinoceptors ที่เก่ียวข้อง
กับการดูดซึม Mg2+ และอิทธิพลของ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y purinoceptors และการส่งสัญญาณ
ค าสั่งภายในเซลล์เยื่อบุล าไส้นั้นยังไม่มีการศึกษาวิจัย 

Mertz-Nielsen และคณะ [36] รายงานผลการศึกษาในล าไส้เล็กของมนุษย์พบว่า omeprazole มีฤทธิ์
เพ่ิมการขับไบคาร์บอเนต (HCO3) ของเซลล์เยื่อบุล าไส้เข้าสู่โพรงล าไส้ เนื่องจาก HCO3 เป็นไออนประจุลบ การ
ขับ HCO3 เข้าสู่โพรงล าไส้มากข้ึนจะลดศักไฟฟ้าที่เป็นบวกด้านโพรงล าไส้ และรบกวนการดูดซึม Mg2+ ผ่านช่อง
ระหว่างเซลล์ได้ เนื่องจากการดูดซึมรูปแบบนี้อาศัยความลาดเอียงทางความเข้มข้นของ Mg2+ และศักย์ไฟฟ้าที่เป็น
บวกด้านโพรงล าไส้ เหนี่ยวน าให้ Mg2+ แพร่จากโพรงล าไส้ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ก่อนเข้าสู่กระแส
เลือด [43] การศึกษาล่าสุดของผู้วิจัยพบว่า ompeprazole เพ่ิมการแสดออกและการท างานของ ASIC1a มีผลเพ่ิม
การขับ HCO3 ผ่านทาง intracellular Ca2+-cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
(CFTR) dependent mechanism และลดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องระหว่างเซลล์ล าไส้ [53] Dong และคณะ [10] 
รายงานผลการศึกษาในล าไส้เล็กของสัตว์ทดลองว่า P2Y purinoceptor ท างานโดยกระตุ้นการขับ HCO3

 ผ่าน
ทาง intracellular Ca2+- CFTR dependent mechanism เช่นกัน อย่างไรก็ตามอิทธิพลของ omeprazole ต่อ
การท างานของ P2Y purinoceptor ที่เก่ียวข้องต่อการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ยังไม่มีการศึกษาวิจัย 

ผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้จะยืนยันผลข้างเคียงของการใช้ omeprazole ส่งผลให้เกิดภาวะ 
hypomagnesaemia โดยยับยั้งการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ นอกจากนั้นการศึกษาครั้งนี้ยังจะแสดงถึงกลไกในการ
ยับยั้งการออกฤทธิ์ของ omeprazole โดย apical acidity ซึ่งจะเป็นข้อมูลส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการป้องกัน และ
รักษาผลข้างเคียงของยา omeprazole ในผู้ป่วยที่จ าเป็นต้องได้รับการรักษาด้วยยาชนิดนี้ติดต่อกันเป็นเวลานาน 
รวมถึงผู้ป่วยที่มีภาวะพร่อง Mg2+ จากสาเหตุอื่นด้วย 
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ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

การศึกษาท้ังหมดในโครงการวิจัยนี้ครอบคลุมการศึกษาสรีรวิทยาการรักษาสมดุล Mg2+ ในร่างกาย และ
กลไกควบคุมการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้  

ทฤษฎี สมมุติฐำน และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             

 

รูปที่ 1.แสดงสมมุติฐาน และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

ในภาวะปกติ (รูปที่ 1A) กรดจากกระเพาะอาหาร และจากการขับออกนอกเซลล์ผ่าน H+/K+-ATPase ซ่ึง
มีการแสดงออกบริเวณผนังด้านโพรงล าไส้ของเซลล์ล าไส้และแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 [1] ท าเกิด
ภาวะ apical acidity และกระตุ้น P2Y purinoceptors ชนิด P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ซึ่งมีการแสดงออกบริเวณ
ผนังด้านโพรงล าไส้ (apical side) ของเซลล์ล าไส้และแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 [60] การกระตุ้นการ

  

 

A B 

C 
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ท างานของ P2Y purinoceptors ก่อนจะกระตุ้นกลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ผ่านทาง Gq protein-PLC 
dependent pathway ซึ่งจะกระตุ้นการส่งสัญญาณค าสั่งต่อไปยัง Ca2+-PCK dependent pathway [10, 30] 
ในการกระตุ้นการกระตุ้นการดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์  

แต่ในภาวะที่ได้รับ omeprazole (รูปที่ 1B) omeprazole จะรบกวนการท างานของ H+/K+-ATPase และ
ยับยั้งสภาวะ apical acidity [52] จึงท าให้ลดการกระตุ้นการท างานของ P2Y purinoceptors และกลไกต่างๆ 
ภายในเซลล์ นอกจากนั้น omeprazole อาจรบกวนการท างานของ P2Y purinoceptors โดยตรง จนมีผลให้ลด
การดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้ หรือในอีกแง่มุม (รูปที่ 1C) omeprazole 
อาจจะส่งเสริมการแสดงออกและการท างานของ P2Y purinoceptors ที่เก่ียวข้องต่อการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุ
ล าไส้ผ่านทาง intracellular Ca2+- CFTR dependent mechanism เป็นเหตุให้มีการลดศักไฟฟ้าที่เป็นบวกด้าน
โพรงล าไส้ และรบกวนการดูดซึม Mg2+ผ่านช่องระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ 

 

กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง  

1 สมดุลของ Mg2+ ในร่ำงกำยมนุษย์ 

ร่างกายของมนุษย์มี Mg2+ อยู่ประมาณ 24 g [57] ส่วนใหญ่จะสะสมในกระดูก (53%)  และอยู่ใน
เซลล์เนื้อเยื่อต่างๆ ทั่วร่างกาย (46%) ส่วนที่เหลือประมาณ 1% อยู่ในกระแสเลือดและของเหลวนอกเซลล์ [35, 
45, 57] หากพิจารณาเฉพาะภายในเซลล์ Mg2+ จะรวมอยู่กับ adenosine triphosphate (ATP) ประมาณ 
8090% อีกประมาณ 6.59% จะรวมอยู่กับโปรตีนภายในเซลล์ และส่วนที่เหลือประมาณ 13.5% หรือ 
0.250.7 mM อยู่ในรูปอิสระ [18] ทั้งนี้ Mg2+ มีความส าคัญต่อการท างานของเซลล์ทั่วร่างกาย เนื่องจาก Mg2+ 

เป็นอิออนที่ควบคุมการท างานของ ion channel การคงรูปของโปรตีนภายในเซลล์ กระบวนการเผาผลาญพลังงาน
ภายในเซลล์ และยังเป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์ส าคัญภายในเซลล์มากกว่า 300 ชนิด [35, 45] หากเกิดภาวะพร่อง 
Mg2+ ย่อมส่งผลกระทบการท างานระดับเซลล์ และก่อให้เกิดปัญหาทางสุขภาพมากมาย อาทิเช่น โรคกระดูกพรุน 
[46] Alzheimer’s disease [11] และความดันโลหิตสูง [54] เป็นต้น ดังนั้นปริมาณ Mg2+ ในกระแสเลือดจึง
จ าเป็นต้องถูกควบคุมให้อยู่ในระดับท่ีเหมาะสมคือประมาณ 0.71.1 mM โดยอาศัยการท างานของล าไส้ในการดูด
ซึม Mg2+ เข้าสู่ร่างกาย และไตในการขับ Mg2+ ส่วนเกินออกจากร่างกาย [28] แต่เนื่องจากร่างกายมนุษย์จะได้รับ 
Mg2+ จากอาหารที่รับประทานเท่านั้น ดังนั้นการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ จึงถือเป็นกลไกท่ีส าคัญยิ่งต่อการรักษาสมดุล 
Mg2+ ในร่างกายมนุษย์ 

ในแต่ละวันเรารับประทาน Mg2+ ประมาณ 300360 mg ในจ านวนนี้ 30 % จะถูกดูดซึมเข้าสู่กระแส
เลือด [45] อย่างไรก็ตามในกรณีท่ีรับประทาน Mg2+ ในปริมาณน้อย ล าไส้สามารถเพ่ิมการดูดซึมเป็นประมาณ 60 

% ของปริมาณทั้งหมดที่รับประทาน [14, 43] ซึ่งหากพิจารณาแต่ละส่วนของล าไส้ ในภาวะปกติล าไส้เล็กส่วน 
duodenum ดูดซึม Mg2+  ประมาณ 15 mg ล าไส้เล็กส่วน jejunum ดูดซึมประมาณ 30 mg ล าไส้เล็กส่วน ileum 
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ดูดซึมประมาณ 75 mg หรือคิดเป็น 56% ของปริมาณ Mg2+ ทั้งหมดท่ีดูดซึมโดยล าไส้ [35] ดังนั้นหากสูญเสียการ
ดูดซึม Mg2+ โดยล าไส้เล็กส่วนนี้ย่อมส่งผลให้ปริมาณ Mg2+ ในร่างกายลดลง [55] ส่วนล าไส้ใหญ่นั้นจะดูดซึม
ประมาณ 15 mg [35] เซลล์เยื่อบุล าไส้ดูดซึม Mg2+ ผ่านทาง 2 กลไกคือ แบบผ่านเซลล์ และแบบผ่านช่องระหว่าง
เซลล์ (รูปที่ 2) 

การดูดซึม Mg2+ แบบผ่านเซลล์นั้นเป็นกระบวนการที่ใช้พลังงาน (active Mg2+ transport) โดย Mg2+ จาก
โพรงล าไส้จะเข้าสู่เซลล์ผ่านทาง transient receptor potential melastatin (TRPM) 6 และ TRPM7 จากนั้น 
Mg2+ จะถูกน าออกนอกเซลล์เพื่อเข้าสู่กระแสเลือดโดย Na+/Mg2+ exchanger การดูดซึม Mg2+ ด้วยกลไกนี้มี
ความส าคัญในภาวะที่รับประทาน Mg2+ ในปริมาณน้อย [43, 44, 47] 

 
 

รูปที่ 2. กลไกการดูดซึม Mg2+ ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ [50] 

การดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องระหว่างเซลล์นั้นเป็นกระบวนการที่ไม่ใช้พลังงาน (passive Mg2+ 
transport) อาศัยความลาดเอียงทางความเข้มข้นของ Mg2+ ซึ่งปริมาณ Mg2+ อิสระในโพรงล าไส้มีจะค่า มากกว่า
หรือประมาณ 5 mM ซึ่งสูงกว่าความเข้มข้นของ Mg2+ อิสระในกระแสเลือด และศักย์ไฟฟ้าท่ีเป็นบวกด้านโพรง
ล าไส้ (+5 mV) เหนี่ยวน าให้ Mg2+ แพร่จากโพรงล าไส้ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ก่อนเข้าสู่กระแสเลือด 
[43] กลไกการดูดซึมแบบผ่านช่องระหว่างเซลล์นี้ถือเป็นกลไกหลักของร่างกาย เนื่องจากดูดซึม 90% ของปริมาณ 
Mg2+ ทั้งหมดที่ดูดซึมที่ล าไส้ [43] การขนส่ง Mg2+ ด้วยกลไกนี้ถูกควบคุมด้วยโปรตีนของ tight junction ที่มีชื่อว่า 
claudin (พบประมาณ 24 ชนิดในมนุษย์) ซึ่งสามารถคัดเลือกประจุและขนาดสารที่ผ่าน tight junction [17, 29, 
49, 56, 58] เป็นที่ยอมรับกันอย่างแพร่หลายว่า Cldn-16 คือโปรตีนที่มีหน้าที่ในการขนส่ง Mg2+ผ่านช่องว่าง
ระหว่างเซลล์ในท่อไต [26, 27] อย่างไรก็ตาม Cldn-16 นั้นไม่มีการแสดงในเซลล์เยื่อบุล าไส้ [14] เป็นไปได้ว่าจะมี 
Cldn ชนิดอื่นที่เก่ียวข้องกับการดูดซึมแมกนีเซียมผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ การศึกษาก่อนหน้าของ
ผู้วิจัยพบว่า Cldn-7 และ Cldn-12 มีหน้าที่เป็น paracellular Mg2+ channel ในล าไส้ [52] การศึกษากลไก
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ควบคุมการแสดงออกของ Cldn-7 และ Cldn-12 จึงอาจเป็นแนวทางส าคัญที่จะท าให้เข้าใจกลไกการดูดซึม
แมกนีเซียมแบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ 

ถึงแม้ว่าการดูดซึม Mg2+  ในล าไส้จะมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการรักษาระดับ Mg2+  ในร่างกาย แต่กลับไม่
มีฮอร์โมนชนิดใดที่มีหน้าที่ควบคุมการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ ถึงแม้จะมีรายงานว่าวิตามินดีมีฤทธิ์ควบคุมการดูดซึม 
Mg2+ ในล าไส้ แต่ผลการศึกษาในมนุษย์ยังขัดแย้งกันหลายประเด็น [19]  ต่างจากการดูดกลับ Mg2+ ที่ท่อไตส่วน 
thick ascending limb ซึ่งถูกควบคุมด้วยฮอร์โมนหลายชนิด ได้แก่ arginine vasopressin, glucagon, 
calcitonin, parathyroid hormone, estrogen, epidermal growth factor, และ insulin [42] ดังนั้นผู้วิจัยจึง
สนใจและมุ่งเน้นศึกษาวิจัยเพื่อค้นหากลไกควบคุมการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ 

2 omeprazole 

omeprazole เป็นยาในกลุ่ม proton pump inhibitors  ที่ประกอบด้วยสารเคมีส าคัญคือ pyridyl 
methyl sulfinylbenzimidazole เมื่อถูกกระตุ้นด้วยภาวะที่เป็นกรดในกระเพาะอาหารจะเปลี่ยนเป็น 
sulphenamides ซึ่งจะจับกับหมู่ sulphydryl ของกรดอะมิโน cysteine ต าแหน่งที่ 813 ของ H+/K+-ATPase 
ด้วยพันธะโควาเลนท์ และยับยั้งการท างานของ H+/K+-ATPase ของ parietal cells ในกระเพาะอาหาร [40] 
ดังนั้น omeprazole จึงนิยมใช้รักษาโรคของระบบทางเดินอาหารที่จ าเป็นต้องยับยั้งการหลั่งกรดจาก parietal 
cells ในกระเพาะอาหาร อาทิเช่น Barrett’s esophagitis, gastro-esophageal reflux disease, gastritis 
เนื่องจากเป็นยาที่มีรายงานผลข้างเคียงน้อยและหาซื้อได้ง่ายโดยไม่ต้องมีใบสั่งยาจากแพทย์ก ากับจึงท าให้ 
omeprazole เป็นยาที่นิยมและใช้อย่างแพร่หลาย และเป็นยาในกลุ่มยาที่ขายดีที่สุดทั่วโลก [5, 40] เมื่อ
รับประทาน omeprazole 40 mg จะท าให้มีระดับ omeprazole ในกระแสเลือดสูงสุดที่ 200400 ng/ml [33] 
เนื่องจากร่างกายสามารถก าจัด omeprazole ได้เร็ว (half-life∼0.52ชั่วโมง) จึงท าให้ผู้ป่วยที่มีอาการป่วยเรื้อรัง 
อาทิเช่น chronic peptic ulcer, Barret’s disease, และ gasto-esophageal reflux disease ต้องได้รับ 
omeprazole ติดต่อกันเป็นเวลานาน [5, 38] 

3 omeprazole และสมดุล Mg2+ 

นับตั้งแต่ปี ค.ศ. 2006 มีรายงานทางการแพทย์จ านวนมากระบุว่าผู้ป่วยที่ได้รับ omeprazole 
ติดต่อกันเป็นเวลานานมากกว่า 1 ปี ซึ่งส่วนมากเป็นผู้ป่วยที่มีอาการทางระบบทางเดินอาหารเรื้อรัง ส่งผลให้เกิด
ภาวะปริมาณ Mg2+ ในกระแสเลือดต่ ากว่าปกติ (hypomagnesaemia) ร่วมกับภาวะผิดปกติอ่ืนๆ อาทิเช่น สับสน 
(confusion) เซื่องซึม (lethargy) สั่นอย่างรุนแรง (convulsion) ฝ่ามือฝ่าเท้าเกร็ง (carpopedal spasm) ลมชัก 
(seizure) และหมดสติ (lost of consciousness) จนต้องน าส่งโรงพยาบาลโดยเร่งด่วน [4, 8, 13, 25, 30, 34, 48] 
จากการทดสอบพิเศษท่ีเรียกว่า Mg2+ retention test บ่งชี้ว่าผู้ป่วยข้างต้นมีภาวะพร่อง Mg2+ ในแหล่งสะสมของ
ร่างกายอย่างรุนแรง [8] แต่ผู้ป่วยมีการท างานของไตในการจัดการ Mg2+

  เป็นปกติ มิได้มีการสูญเสีย Mg2+ ไปกับ
ปัสสาวะ [4, 8, 13, 25, 30, 34, 48, 59] เป็นที่น่าสนใจว่าการรักษาโดยการให้ Mg2+ ปริมาณสูงเสริมทางการ
รับประทานนั้นไม่สามารถรักษาระดับของ Mg2+ ในกระแสเลือดให้กลับเป็นปกติได้ ในทางตรงกันข้ามการให้ Mg2+ 
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เสริมทางหลอดเลือดโดยตรงกลับท าให้ระดับ Mg2+ ในกระแสเลือดกลับสู่ระดับปกติอย่างรวดเร็ว บ่งชี้ว่า 
omeprazole มีฤทธิ์รบกวนการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ [4, 13, 25, 30, 34, 48] ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อแพทย์หยุดจ่ายยา 
omeprazole ให้คนไข้เพียง 1 – 2 สัปดาห์ พร้อมกับการให้ Mg2+ เสริมทางการรับประทาน ส่งผลให้ระดับ Mg2+ 
ในกระแสเลือดกลับสู่ระดับปกติได้ แต่เนื่องจากคนไข้ข้างต้นมักเป็นผู้ป่วยเรื้อรังการหยุดใช้ omeprazole จึงท าให้
อาการของระบบทางเดินอาหารกลับแย่ลงจึงจ าเป็นที่แพทย์ต้องจ่ายยาตัวนี้อีกครั้ง หรือยาในกลุ่มยายับยั้งการหลั่ง
กรดตัวอื่น และเม่ือมีการกลับมาใช้ omeprazole อีกเพียง 1  2 สัปดาห์ พร้อมกับการให้ Mg2+ เสริมทางการ
รับประทาน กลับท าให้ระดับ Mg2+ ในกระแสเลือดต่ าลงอีกครั้ง [4, 8, 13, 25, 30, 34, 48] บ่งชี้ได้ว่า omeprazole 
มีฤทธิ์กดการดูดซึม Mg2+ เพียง 7  14 วันหลังได้รับยา ดังนั้นการพัฒนาของภาวะปริมาณ Mg2+ ในกระแสเลือด
ต่ าที่ใช้เวลานานนั้นน่าจะเกิดจากการสูญเสียการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ จึงท าให้ร่างกายต้องใช้ Mg2+ จากแหล่ง
สะสมของร่างกาย แต่เมื่อมีการน า Mg2+ จากแหล่งสะสมมาใช้ติดต่อกันเป็นระยะเวลานานจึงท าให้เกิดการพร่อง
ของ Mg2+ ในแหล่งสะสมของร่างกาย และไม่สามารถช่วยรักษาระดับ Mg2+ ในกระแสเลือดได้ จนเกิดภาวะปริมาณ 
Mg2+ ในกระแสเลือดต่ ากว่าปกติ [8] การศึกษากลไกควบคุมการดูดซึม Mg2+ ในเซลล์เยื่อบลุ าไส้ และกลไกการออก
ฤทธิ์ระดับเซลล์ของ omeprazole ต่อการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นยิ่งในการป้องกันภาวะ 
hypomagnesemia ในคนไข้ที่ต้องใช้ยากลุ่มนี้ติดต่อกันเป็นเวลานาน และเพ่ือเป็นองค์ความรู้ต่อการศึกษาต่อยอด
พัฒนาวิธีการเพ่ิมการดูดซึม Mg2+ ในผู้ป่วยที่มีภาวะพร่อง Mg2+ จากสาเหตุอื่นๆ 

จากการศึกษาที่ผ่านมาผู้วิจัยพบว่า omeprazole มีฤทธิ์ลดการขนส่ง Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่าง
เซลล์เยื่อบุล าไส้ แต่ไม่มีผลต่อการขนส่งแบบผ่านเซลล์ โดย omeprazole ลดคุณสมบัติการคัดเลือกประจุบวกของ 
tight junction ลดความเข้าสนามไฟฟ้าประจุลบในช่องช่องว่างระหว่างเซลล์ และเพ่ิมพลังงานก่อกัมมันต์ของการ
ขนส่งแบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 [51] นอกจากนั้น omeprazole 
ยังลดความสามารถในการจดจ า Mg2+ ของ paracellular Mg2+ channel และลดการแสดงออกของ Cldn-7 และ 
-12 [52] อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธิ์ระดับเซลล์ของ omeprazole รบกวนการท างานของ paracellular 
Mg2+ channel และลดการดูดซึม Mg2+แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์นั้นยังไม่ทราบแน่ชัด 

4 Apical acidity และกำรขนส่งอิออน 

กระเพาะอาหารเป็นอวัยวะที่หลั่งกรด HCL โดยอาศัยการท างานของ H+/K+-ATPase ใน parietal 
cells  จนท าให้ภายในกระเพราะอาหารมีความเป็นกรดสูง (pH24) เมื่ออาหารผ่านเข้าสู่ล าไส้จึงท าให้กรด
เหล่านี้ถูกเติมลงสู่โพรงล าไส้เล็กเช่นเดียวกัน ถึงแม้ว่าจะมีการขับ HCO3 เข้าสู่โพรงล าไส้เพื่อลดภาวะกรด แต่ใน
โพรงล าไส้เล็กของมนุษย์ตั้งแต่ duodenum จนถึง distal ileum ก็ยังมีภาวะเป็นกรด โดยมีค่า pH 5.57.0 [39] 
เรียกว่าภาวะ apical acidity ทั้งนี้เซลล์เยื่อบุล าไส้สามารรับรู้และควบคุมการตอบสนองของเซลล์โดยอาศัยการ
ท างานของ acid sensor อาทิเช่น ASIC1a, OGR1 และ P2Y purinoceptors [2, 9, 10, 22, 23, 37, 61]  

apical acidity สามารถควบคุมการดูด Mg2+ ในล าไส้ได้ Heijnen และคณะ [20] รายงานผลของ apical 
acidity เพ่ิมการดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ในล าไส้ส่วน ileum ได ้Tang และGoodenough [46] 
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รายงานการลดค่า pH ของสารน้ าด้านโพรงล าไส้เป็น 4.0 สามารถเพ่ิมการขนส่ง Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่าง
เซลล์ได้ประมาณ 10 เท่า ของกลุ่มควบคุมที่มีค่า pH ของสารน้ าด้านโพรงล าไส้ที่ 7.4 จากการศึกษาล่าสุดผู้วิจัย
พบว่า omeprazole ซ่ึงมีฤทธิ์ลดการหลั่งกรดจึงไปยับยั้งสภาวะ apical acidity และลดการดูดซึม Mg2+ ของเซลล์
เยื่อบุล าไส้ [52] แต่เมื่อบ่มด้านโพรงล าไส้ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้ด้วยสารเลี้ยงเซลล์ที่มีค่า pH 5.5, 6.0, 6.5, และ 
7.0 เพ่ือจ าลองภาวะ apical acidity พบว่าภาวะ apical acidity มีฤทธิ์เพิ่มการดูดซึม Mg2+ แบบผ่านช่องว่าง
ระหว่างเซลล์ และเพ่ิมการแสดงออกของ Cldn-7 และ -12 ในแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และ
แผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ที่ได้รับ omeprazole [52, 53]  

เมื่อเกิดภาวะ apical acidity เซลล์เยื่อบุล าไส้สามารรับรู้ และควบคุมการตอบสนองของเซลล์โดยอาศัย
การท างานของกลุ่มโปรตีนที่ตอบสนองต่อปริมาณกรดในโพรงล าไส้ (acid sensor) ได้แก่ ASIC1a, OGR1, และ 
P2Y purinoceptors [2, 9, 10, 22, 23, 37, 61] การศึกษาก่อนหน้าของผู้วิจัยพบว่า omeprazole มีฤทธิ์รบกวน
การแสดงออกและการท างานของ ASIC1a และ OGR1 ส่งผลรบกวนการท างานของเซลล์เยื่อบุล าไส้ในการดูดซึม 
Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ [53] P2Y purinoceptors โดยเฉพาะชนิด P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 เป็น acid 
sensor ที่มีการแสดงออกที่จ าเพาะบนบริเวณผนังด้านโพรงล าไส้ (apical side) ของเซลล์ล าไส้มนุษย์และแผ่น
เซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 [60] การกระตุ้น acid sensor อย่าง P2Y purinoceptors มีส่วนควบคุมการ
ท างานของเซลล์เยื่อบุล าไส้โดยกระตุ้นกลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ผ่านทาง Gq protein-PLC dependent 
pathway ซึ่งจะกระตุ้นการส่งสัญญาณค าสั่งต่อไปยัง Ca2+-PCK dependent pathway [10, 31] เพ่ือควบคุมการ
ส่งอิออน อาทิเช่น Na+, K+, และ Ca2+ ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุ [31] อย่างไรก็ตามการท างานของ P2Y purinoceptors 
ที่เก่ียวข้องกับการดูดซึม Mg2+ และอิทธิพลของ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y purinoceptors และการ
ส่งสัญญาณค าสั่งภายในเซลล์เยื่อบุล าไส้นั้นยังไมม่ีการศึกษาวิจัย 

นอกจากนั้น apical acidity ยังสามารถกระตุ้นการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ โดยกระตุ้นการท างาน
ของ ASIC1a และ P2Y purinoceptor และส่งสัญญาณต่อภายในเซลล์ผ่าน intracellular Ca2+ signaling เพ่ือ
กระตุ้นการท างานของ CFTR ให้ขับ HCO3 เข้าสู่โพรงล าไส้ [9, 10, 53] เนื่องจาก HCO3 เป็นไออนประจุลบ การ
ขับ HCO3 เข้าสู่โพรงล าไส้มากข้ึนจะลดศักไฟฟ้าที่เป็นบวกด้านโพรงล าไส้ ซึ่งจ าเป็นต่อการดูดซึม Mg2+ ผ่านช่อง
ระหว่างเซลล์ล าไส้ที่เป็นกลไกหลักในการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้เล็กของมนุษย์ [43] Mertz-Nielsen และคณะ [36] 
รายงานผลการศึกษาในล าไส้เล็กของมนุษย์พบว่า omeprazole มีฤทธิ์เพ่ิมการขับ HCO3 ของเซลล์เยื่อบุล าไส้เข้า
สู่โพรงล าไส้ การศึกษาล่าสุดของผู้วิจัย[53] พบว่า ompeprazole เพ่ิมการแสดออกและการท างานของ ASIC1a มี
ผลเพ่ิมการขับ HCO3 ผ่านทาง intracellular Ca2+-cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
(CFTR) dependent mechanism และลดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องระหว่างเซลล์ล าไส้ [53] อย่างไรก็ตามอิทธิพล
ของ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y purinoceptor ที่เก่ียวข้องต่อการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ยังไม่
มีการศึกษาวิจัย 

5 แบบจ ำลองในกำรศึกษำกำรขนส่ง Mg2+ ในล ำไส ้
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Caco-2 epithelial cell เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้มาจากเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ แต่แสดง
คุณสมบัติส าคัญของเซลล์เยื่อบุล าไส้เล็ก ไม่ว่าจะเป็นด้านโครงสร้างที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่อล าไส้เล็ก อาทิเช่น sucrase, isomaltase, lactase, alkaline phosphatase, และ aminopeptidase N [6, 
41, 63] หรือด้านการดูดซึมสารต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นยา สารอาหาร และอิออน คล้ายคลึงกับล าไส้เล็กของมนุษย์ [3, 
21, 32, 62] ดังนั้นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 จึงได้รับการยอมรับ และนิยมใช้เป็นแบบจ าลองในการศึกษา
การขนส่งสารต่างๆ ผ่านล าไส้เล็กมนุษย์ นอกจากนั้นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ยังเป็นแบบจ าลองที่
เหมาะสมในการศึกษาการขนส่ง Mg2+ ผ่านแผ่นเซลล์ล าไส้ [12, 51] และจากการศึกษาของ Abrahamase และ
คณะ แสดงให้เห็นว่า Caco-2 cell มีการแสดงออกของ H+/K+-ATPase ซึ่งจ าเป็นต่อการท างานของเซลล์ [1] และ 
H+/K+-ATPase ก็เป็นโปรตีนเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของ omeprazole แสดงว่าเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 จะตอบสนองต่อ omeprazole [51] นอกจากนี้ Caco-2 cell ยังมีรูปแบบการแสดงออกของ Cldn บน 
tight junction และ P2Y purinoceptors ชนิด P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 บนผนังด้านโพรงล าไส้ (apical side) 
เหมือนกับที่พบในเซลล์ epithelium ของล าไส้เล็ก [7, 15, 16, 60] ด้วยเหตุผลข้างต้นนี้เซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 จึงเป็นแบบจ าลองเหมาะสมในโครงการวิจัยนี้ 

วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1 เพ่ือศึกษาอิทธิพลของ omeprazole ต่อการแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ในแผ่นเซลล์
เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 

2  เพ่ือศึกษาอิทธิพลของสภาวะ apical acidity ต่อการแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ใน
แผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกต ิและที่ได้รับomeprazole 

3 เพ่ือศึกษาบทบาทของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ต่อการการดูดซึม Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของ
แผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 

4 เพ่ือศึกษาอิทธิพลของสภาวะ apical acidity และ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y2, P2Y4, และ 
P2Y6 และกลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่เก่ียวข้องกับการดูดซึม Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์
เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และท่ีได้รับomeprazole 

5 เพ่ือศึกษาอิทธิพลของสภาวะ apical acidity และ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y2, P2Y4, และ 
P2Y6 และกลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่เก่ียวข้องกับการขับ HCO3

  ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 ปกต ิและที่ได้รับomeprazole 
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ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  

1 ด้ำนวิชำกำร  

ผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้จะเพ่ิมองค์ความรู้ด้านสรีรวิทยาการรักษาสมดุล Mg2+ และกลไก
ควบคุมการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ นอกจากนั้นการศึกษาครั้งนี้ยังจะแสดงถึงกลไกในการยับยั้งการออกฤทธิ์ของ 
omeprazole โดย apical acidity ซึ่งจะเป็นข้อมูลส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการป้องกัน และรักษาผลข้างเคียงของ
ยา omeprazole ในผู้ป่วยที่จ าเป็นต้องได้รับการรักษาด้วยยาชนิดนี้ติดต่อกันเป็นเวลานาน 

ผู้วิจัยมีแผนที่จะให้นิสิตระดับบัญฑิตศึกษาที่ผู้วิจัยเป็นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วมท าการวิจัยภายใต้
การควบคุมของผู้วิจัย ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการสร้างนักวิจัยหน้าใหม่ในสาขาวิชาสรีรวิทยา 

ผลการวิจัยจากโครงการวิจัยนี้คาดว่าจะตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิจัยระดับนานาชาติคือ Experimental 
and Molecular Medicine ในหัวข้อเรื่อง The roles of P2Y purinoceptors on passive Mg2+ transport 
across intestinal epithelium-like Caco-2 monolayers 

 ผลงานวิจัยจากโครงการวิจัยนี้ที่ได้รับการเผยแพร่ในวารสารวิชาการนานาชาติจะถูกน าไปเป็นหัวข้อเรียน
ของนิสิตระดับปริญญาตรี และบัญฑิตศึกษาในรายวิชาการวิเคราะห์บทความวิจัยทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ และ
รายวิชาหัวข้อเลือกสรรค์ทางสรีรวิทยา คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 2 ด้ำนสังคม 

ประเด็นเรื่องผลข้างเคียงของการใช้ยายับยั้งการหลั่งกรดติดต่อกันเป็นเวลานานเหนี่ยวน าให้เกิด
ภาวะปริมาณ Mg2+ ในกระแสเลือดต่ าอย่างรุนแรงนั้นได้รับความสนใจกันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน ดังที่ได้มีการ
เผยแพร่ข้อมูลโดยองค์กรด้านสุขภาพหลายองค์กร อาทิเช่น ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา 
(http://www.fda.gov/drugs/drugsafety/ucm245011.htm) ผลการศึกษาจากโครงการวิจัยนี้จะยืนยัน และ
สนับสนุนผลข้างเคียงของยายับยั้งการหลั่งกรดต่อการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ ซึ่งผู้ให้การรักษาควรตระหนักหากต้อง
จ่ายยายับยั้งการหลั่งกรดแก่ผู้ป่วยติดต่อกันเป็นระยะเวลานานเพื่อป้องกันผลข้างเคียงของยา และลดภาระ
ค่าใช้จ่ายด้านการดูแลสุขภาพของผู้ป่วยเหล่านั้นด้วย 
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เนื้อเรื่อง (Main body)  
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

การด าเนินการวิจัยทั้งหมดในโครงการวิจัยนี้ ด าเนินการ ณ อาคารวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะสหเวช
ศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา โดยมีวิธีการด าเนินการวิจัยดังนี้ 

1 กำรเลี้ยงเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 

ท าการเลี้ยงเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 (ATCC® Number: HTB-37) ใน Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma, St. Louis, MO, USA) ที่ประกอบด้วย heat-inactivated fetal 
bovine serum (GIBCO, Grand Island, NY, USA) 12%, nonessential amino acid (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) 1% และ penicillin-streptomycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA) 1% โดยเลี้ยงใน T−flask (Corning, 
Corning, NY, USA) ขนาด 75 cm2 ในตู้ปลอดเชื้อที่ 37 °C และความเข้มข้น CO2 ที่ 5%  

ในการเตรียมแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 เพ่ือน าไปศึกษาวิจัยนั้น เซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 จะถูกเลี้ยงบน polyester Transwell (polyester Transwell® inserts, Corning, Corning, NY, USA) 
ที่ความหนาแน่น 5 × 105 cells/cm2 เป็นเวลา 14 วัน ในตู้ปลอดเชื้อที่ 37 °C และความเข้มข้น CO2 ที่ 5% ซึ่งจะ
ท าให้เซลล์มีการสร้าง tight junction และกลายเป็นแผ่น epithelium [52] (รูปที่ 3) 

 

     รูปที่ 3. ภาพแสดงแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 บน Transwell® inserts 

2 กำรให้ omeprazole และกำรเหนี่นวน ำสภำวะ apical acidity แก่เซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง 
Caco-2 

        เลี้ยงเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 บน Transwell เช่นเดียวกับวิธีการเลี้ยงที่กล่าวถึงก่อน
หน้าเป็นเวลา 7 วัน จากนั้นจึงเลี้ยงต่อด้วย DMEM ที่มี omeprazole (Sigma, St. Louis, MO, USA) ความเข้มข้น 
200 หรือ 400 ng/ml ซึ่งเป็นระดับความเข้มของ omeprazole ในกระแสเลือดของมนุษย์หลังจากรับประทาน 
omeprazole [33] และยังเป็นระดับความเข้มข้นของ omeprazole ที่สามารถยับยั้งการขนส่ง Mg2+ แบบผ่าน
ช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 [51] ในวันที่ 8 ถึง 14 ก่อนที่จะน าแผ่นเซลล์เยื่อ
บุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ไปศึกษาต่อไป 
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ในการศึกษาอิทธิพลของ apical acidity ต่อการแสดงออกของ P2Y2, P2Y4 และ P2Y6 และการขนส่ง 
Mg2+ และ HCO3 ด้าน apical ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 จะถูกบ่มด้วยสารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่
มีค่า pH 7.4, 6.5, หรือ 5.5 เป็นเวลา 2 ชัว่โมงต่อครั้ง 3 ครั้งต่อวัน แต่ด้าน basolateral จะได้รับ DMEM ที่มีค่า 
pH 7.4 ในการเลี้ยงเซลล์วันที่ 8 ถึง 14 ก่อนน าไปศึกษาวิจัย (รูปที่ 4) 

 
รูปที่ 4. ภาพแสดงการบ่มแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ด้วยสารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีค่า pH 

ต่างๆ เพื่อจ าลองภาวะ apical acidity [53] 

3 กำรศึกษำกำรขนส่ง Mg2+ และ HCO3 ผ่ำนแผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 

        การศึกษาการขนส่ง Mg2+ ท าการทดลองใน Transwell โดยดัดแปลงจากวิธีการทดลองของ Tang 
และ Goodenough [49] โดยน า culture media ออก ก่อนล้างแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 และ 
transwell ด้วย steriled PBS ก่อนเติมด้าน basolateral ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 (รูปที่ 3) 
ด้วย steriled–Mg free bathing solution (CaCl2 1.25mM, KCL 4.5 mM, D-glucose 12 mM, L-glutamine 
2.5 mM, D-mannitol 250 mM และ HEPES-pH7.4  10 mM และมีค่า osmolarity เท่ากับ 290–295 mmol 
kg-1 H2O) และเติมด้าน apical ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ด้วย steriled–40 mM Mg bathing 
solution (MgCl2 40 mM, CaCl2 1.25mM, KCL 4.5 mM, D-glucose 12 mM, L-glutamine 2.5 mM, D-
mannitol 115 mM และ HEPES-pH7.4  10 mM และมีค่า osmolarity เท่ากับ 290–295 mmol kg-1 H2O) 
ทั้งนี้เพ่ือให้เกิดความลาดเอียงทางความเข้มข้นและเหนี่ยวน าให้เกิดการขนส่ง Mg2+ แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ 
ในตู้ปลอดเชื้อที่ 37 °C และความเข้มข้น CO2 ที่ 5% จากนั้นจึงเก็บตัวอย่าง 50 L จาก bathing solution ด้าน 
basolateral ทุกๆ 30 นาทีเป็นเวลา 90 นาที ก่อนผสมตัวอย่างกับ Xylidyl-Blue reagent ซึ่งประกอบด้วย Tris 
Buffer 250 mM, K2CO3 70 mM, EGTA 40 mM, และ Xylidyl-Blue (Sigma, St. Louis, MO, USA) 0.1 mM 
ปริมาตร 1 mL แล้วน าไปวัดหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm โดยใช้เครื่อง UV 
spectrophotometer (model UV-2550; Shimadzu, Kyoto, Japan) [51] ความเข้มข้นของ Mg2+ จะถูก
ค านวณโดยน าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปเทียบกับเส้นกราฟความเข้มข้นมาตรฐานซึ่งเกิดจากการน า 50 L ของ 
MgCl2 ที่ความเข้มข้น 0, 2, 8, 20, 40 หรือ 80 mM ผสมกับ Xylidyl-Blue reagent 1 mL แล้วน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm เช่นเดียวกับวิธีการข้างต้น จากนั้นจึงหากราฟเส้นตรงความสัมพันธ์ระหว่าง
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ค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของ Mg2+ โดยเส้นกราฟต้องมีค่า r2  0.99 ก่อนน าค่าความเข้มข้นของ Mg2+ 
ไปค านวณหาค่าอัตราการขนส่ง Mg2+ [51] 

การศึกษาการขนส่ง HCO3 ท าการทดลองใน Transwell ในตู้ปลอดเชื้อที่ 37 °C และความเข้มข้น CO2 
ที่ 5% [53] โดยน า culture media ออกก่อนล้างแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 และ transwell ด้วย 
steriled PBS ก่อนเติมด้าน apical ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ด้วย steriled NaHCO3-free 
apical solution (1.25 mM CaCl2, 4.5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 12 mM D-glucose, 2.5 mM L-glutamine, 
230 mM D-mannitol, และ 10 mM HEPES pH 7.4 และมีค่า osmolarity เท่ากับ 290–295 mmol kg-1 H2O) 
และเติมด้าน basolateral ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ด้วย steriled NaHCO3-containing 
basolateral solution (25 mM NaHCO3, 1.25 mM CaCl2, 4.5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 12 mM  D-
glucose, 2.5 mM L-glutamine, 200 mM D-mannitol, และ 10 mM HEPES pH 7.4. และมีค่า osmolarity 
เท่ากับ 290–295 mmol kg-1 H2O) หลังจากเติม bathing solution เป็นเวลา 20 นาที ท าการเติม HCL ที่ด้าน 
apical ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10 mM และบ่มเป็นเวลา 5 min ก่อนล้างและเติม NaHCO3-free apical 
solution ที่ด้าน apical ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 อีกครั้ง จากนั้นจึงเก็บตัวอย่าง 100 L จาก 
bathing solution ด้าน apical ทุกๆ 10 นาทีเป็นเวลา 50 นาที ความเข้มข้นของ HCO3 วัดโดยใช้เครื่อง clinical 
chemistry analyzer (ILab Taurus; Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, USA).  

ในการศึกษาอิทธิพลของ apical acidity นั้น HEPES-pH7.4 ใน steriled–40 mM Mg bathing solution 
ด้าน apical (รูปที่ 3) จะถูกเปลี่ยนเป็น HEPES ที่ความเข้มข้นเดียวกันแต่มีค่า pH ที่ 7.0, 6.5, 6.0, และ 5.5 [52, 
53] 

4 กำรศึกษำค่ำ absolute permeability ของ Mg2+ (PMg) 

ท าการศึกษาพร้อมกับการศึกษาการขนส่ง Mg2+ ซึ่งค่า PMg สามารถค านวณได้โดยการน าค่าอัตรา
การขนส่ง Mg2+ ที่ได้จากการทดลอง 13.3 หารด้วยค่าความต่างความเข้มข้นของ Mg2+ ใน bathing solution ด้าน 
apical และ basolateral [51] 

5 Western blot analysis 

สกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงบน 6 well plate โดยใช้ Piece® Ripa Buffer (Thermo 
Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) จากนั้นน าโปรตีน (35 μg) ที่สกัดได้ไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้าใน 10% 
SDS-PAGE gel จากนั้นท าการย้ายโปรตีนไปยัง nitrocellulose membrane (Amersham, Buckinghamshire, 
UK)  และน า membrane ไปบ่มใน primary antibody ที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน P2Y2, P2Y4, P2Y6, และ CFTR 
(Santa Cruz Biotechnology, California, USA) หรือ actin เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4°C ก่อนน า 
membrane มาบ่มใน HRP-conjugated secondary antibody (Zymed, San Francisco, CA, USA) 
ท าการศึกษาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนโดยใช้ Thermo Scientific SuperSignal® West Pico Substrate 
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(Thermo Fisher Scientific Inc.) และ CL-XPosure Film (Thermo Fisher Scientific Inc.) แล้ววัดความเข้ม
ของแถบโปรตีนด้วยโปรแกรม Scion Image และเปรียบเทียบขนาดของโปรตีนที่ศึกษาโดยใช้ Cruz Marker™ 
Molecular Weight Standards (Santa Cruz Biotechnology) 

6 กำรวัดค่ำทำงไฟฟ้ำของแผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 

ในการทดลองนี้แผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 จะถูกใส่ลงใน modified Ussing chamber (รูปที่ 5) 
ซึ่งแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 จะอยู่ตรงกลางและแบ่งระหว่างสองด้านของ chamber โดยที่ แผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง 
Caco-2 จะแช่อยู่ใน bathing solution ที่ประกอบด้วย NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, MgCl2 1.1 mM, CaCl2 
1.25mM, NaHCO3 23 mM, D-glucose 12 mM, L-glutamine 2.5 mM และ mannitol 2 mM และมีค่า 
osmolarity เท่ากับ 290-295 mmol kg-1 H2O ตลอดการทดลองใน modified Ussing chamber system จะมี
การให้ humidified 5% CO2 และ 95% O2 เข้าไปในระบบ ซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่ 37 C [51] 

ในการวัดค่าทางไฟฟ้านั้น chamber แต่ละด้านจะถูกต่อพ่วงด้วย Ag/AgCl electrode จ านวน 2 คู่ โดย 
electrode คู่แรกจะอยู่บริเวณชิดกับแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 เพ่ือท าการวัดค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า (Vt) (รูปที่ 
5) โดยปลายอีกด้านของ electrode ที่วัดค่าความต่างศักย์ไฟฟ้านั้นจะต่อพ่วงกับ pre-amplifier ของเครื่องแค
ลมป์กระและความต่างศักย์ไฟฟ้า ส่วน electrode อีกคู่นั้นจะต่อเข้าที่ปลายแต่ละด้านของ chamber เพ่ือให้
กระแส short-circuits current (Isc) จาก ECV-4000 current-generating unit ของเครื่องแคลมป์กระและความ
ต่างศักย์ไฟฟ้า วัดค่าทางไฟฟ้าทุก 5 นาที เป็นเวลา 30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าและค่า Isc ที่ได้จะถูกน าไป
ค านวณเพื่อหาค่าความต้านทานไฟฟ้าของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 โดยใช้กฎของโอห์ม [51] 

 

รูปที่ 5. ภาพแสดงระบบของ modified Ussing chamber 

7 กำรศึกษำ charge selectivity โดย dilution potential technique 

ก่อนเริ่มท าการศึกษาแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 จะแช่อยู่ใน bathing solution ซึ่งมีความเข้มข้น
ของ NaCl ที่ 145 mM ใน modified Ussing chamber setup เช่นเดียวกับการศึกษาในข้อ 13.6 เมื่อเริ่มท าการ
ทดลอง bathing solution ด้าน basolateral จะถูกเปลี่ยนเป็น bathing solution ที่มีความเข้มข้นของ NaCl ที่ 
72.5 mM จากนั้นจะวัดค่าทางไฟฟ้าทุก 1 วินาที เป็นเวลาทั้งสิ้น 8 วินาที แล้วน าค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าที่เปลี่ยนไป
และ Isc ไปใช้ในการค านวณด้วย Goldman-Hodgkin-Katz equation และ Kimizuka-Koketsu equation เพ่ือ
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หาค่า permeability ratio ของ Na+ ต่อ Cl- (PNa/PCl) ค่า sodium permeability (PNa) และ ค่า chloride 
permeability (PCl) [51] 

8 กำรศึกษำค่ำ absolute permeability ของ Li (PLi), Na (PNa), K (PK), Rb (PRb), และ Cs (PCs) 

        การศึกษาค่า PLi, PNa, PK, PRb และ PCs นั้นจะท าการศึกษาใน modified Ussing chamber setup 
เช่นเดียวกับการศึกษาในข้อ 13.6 และท าการวัดค่าทางไฟฟ้า จากนั้นเปลี่ยน bathing solution ด้าน apical เป็น 
bathing solution ที่ผสม LiCl, NaCl, KCl, RbCl หรือ CsCl ที่ความเข้มข้น 100 mM และเปลี่ยน bathing 
solution ด้าน basolateral เป็น bathing solution ที่ผสม LiCl, NaCl, KCl, หรือ RbCl ที่ความเข้มข้น 50 mM 
 โดย bathing solution ทั้งหมดจะมีค่า osmolarity เท่ากับ 290-295 mmol kg-1 H2O จากนั้นจึงวัดค่า
ทางไฟฟ้าที่เปลี่ยนไปทุก 1 วินาที เป็นเวลาทั้งสิ้น 8 วินาที แล้วน าค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าที่เปลี่ยนไป และ Isc ไปใช้
ในการค านวณด้วย Goldman-Hodgkin-Katz equation และ Kimizuka-Koketsu equation [51] เพ่ือหาค่า 
absolute permeability ของอิออนแต่ละชนิด ก่อนน าค่า PLi, PNa, PK, PRb และ PCs มาศึกษาลักษณะสนามไฟฟ้า
ภายในช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 โดยเทียบเคียงตาม Eisenman selective 
sequence [51] 

9 กำรบ่มเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 ด้วยสำรต่ำงๆ 

         เลี้ยงเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 บน Transwell ดังที่กล่าวถึงในข้อ 13.1 และ 13.2 เป็น
เวลา 21 วัน จากนั้นในวันท าการทดลอง ท าการบ่มแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ทั้งกลุ่มควบคุม และ
กลุ่มท่ีได้รับโอมิพราโซลด้วยสารดังแสดงในตารางที่ 1 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนท าการศึกษาดังกระบวนการที่
อธิบายในข้อ 13.3 13.4 13.5 13.6 13.7 และ 13.8 

10  วิธีกำรประเมินผล/ สังเครำะห์ข้อมูล 

ข้อมูลทั้งหมดจะถูกน าเสนอเป็นค่า means ± SE ความแตกต่างทางสถิติของข้อมูลสองชุดจะ
ทดสอบโดย unpaired Student’s t-test  ความแตกต่างทางด้านสถิติของข้อมูลมากกว่าสองชุดจะทดสอบโดย 
One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test ความแตกต่างทางด้านสถิติของทุกการทดสอบ
ต้องมีค่า P ≤ 0.05 ประเมินผลข้อมูลโดย GraphPad Prism 5.0 for Mac Os (GraphPad Prism Software, San 
Diego, CA, USA) 

ผลกำรวิจัย (Results) 

1 อิทธิพลของ omeprazole ต่อการแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ในแผ่นเซลล์เยื่อบุ
ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 

ผลการศึกษาวิจัยส่วนที่ 1 พบว่า omeprazole ที่ความเข้มข้น 200 และ 400 ng/ml มีฤทธิ์เพิ่มระดับการ
แสดงของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 โปรตีนในแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(รูปที่ 6) 
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รูปที่ 6 อิทธิพลของ omeprazole ต่อกำรแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ในแผ่น
เซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2. Representative densitometric analysis ที่บ่งบอกระดับการแสดงออก
ของ P2Y2 (A), P2Y4 (B), และ P2Y6 (C) ในเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ หรือได้รับ 200 หรือ 400 ng/mL 
omeprazole.  *P < 0.05, **P < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในแต่ละการทดลอง. (n = 5). 

2 อิทธิพลของสภาวะ apical acidity ต่อการแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ในแผ่นเซลล์
เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และที่ได้รับ omeprazole 
  ดังแสดงในรูปที่ 7 พบว่า omeprazole ที่ความเข้มข้น 400 ng/ml มีฤทธิ์เพ่ิมระดับการแสดงของ P2Y2, 
P2Y4, และ P2Y6 ในทางตรงกันข้ามภาวะกรดด้านโพรงล าไส้ที่ pH 5.5 สามารถลดอิทธิพลของ omeprazole ต่อ
การแสดงออกของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ได้ 
 

 

รูปที่ 7 อิทธิพลของสภำวะ apical acidity ต่อกำรแสดงออกของโปรตีน P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ใน
แผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และท่ีได้รับ omeprazole. Representative densitometric 
analysis ที่บ่งบอกระดับการแสดงออกของ P2Y2 (A), P2Y4 (B), และ P2Y6 (C) ในเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ 
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400 ng/mL omeprazole.  *P < 0.05, **P < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในแต่ละการทดลอง. (n = 
5). 

3 บทบาทของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ต่อการการดูดซึม Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์
เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และท่ีได้รับ omeprazole  
 ดังแสดงในรูปที่ 8A แสดงการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง 
Caco-2 ปกต ิและแผ่นเซลล์ที่บ่มด้วย P2Y2/P2Y4 agonist คือ 10 µmol/l UTP, P2Y6 agonist คือ 10 µmol/l 
UDP, P2Y2 antagonist 1 mmol/l sarumin (SR), P2Y4 antagonist 1 mmol/l reactive blue 2 (RB2), หรือ 
P2Y6 antagonist 1 mmol/l MRS2578 (MRS) พบว่าสารทุกชนิดไม่มีผลต่อการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่าง
เซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ 
 แต่เมื่อศึกษาการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ที่
ได้รับ omeprazole 400 ng/ml (รูปที่ 8B) พบว่า P2Y2/P2Y4 agonist UTP มีฤทธิ์ดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่าง
ระหว่างเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่าการกระตุ้น P2Y2 และ P2Y4  ส่งเสริมฤทธิ์ของ omeprazole ในการ
กดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ แต่เมื่อบ่มเซลล์ด้วย UTP ร่วมกับ SR, RB2, หรือ MRS พบว่าเฉพาะ 
SR ซึ่งเป็นสารยับยั้งการท างานของ P2Y2 เท่านั้นที่สามารถยับยั้งฤทธิ์ของ UTP ได้ จึงบ่งชี้ได้ว่า การกระตุ้นการ
ท างานของ P2Y2 ทีก่ดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ 

 
 

รูปที่ 8 บทบำทของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ต่อกำรกำรดูดซึม Mg2+ ผ่ำนช่องว่ำงระหว่ำงเซลล์ของ
แผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และที่ได้รับ omeprazole. แสดงอัตราการขนส่ง  Mg2+ ผ่าน
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ช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ (A) และท่ีได้รับ omeprazole 400 ng/ml 
(B).  ***P < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในแต่ละการทดลอง. (n = 5). 

4 กลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่เก่ียวข้องกับบทบาทของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ต่อการการดูดซึม 
Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และที่ได้รับ omeprazole 

 แต่เมื่อศึกษาการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ที่
ได้รับ omeprazole 400 + UTP หรือภาวะกรดด้านโพรงล าไส้ พบว่าภาวะกรดด้านโพรงล าไส้สามารถเพ่ิมอัตรา
การขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้ได้ แต่เมื่อบ่มด้วย intracellular Ca2+ 
chelator BAPTA-AM, calmodulin antagonist trifluoperazine (TFP), MEK/MAPK antagonist U0126 
พบว่า BAPTA-AM เพ่ิมอัตราการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์ บ่งชี้ว่าการกระตุ้น P2Y2 
ท างานผ่านทาง Ca2+ signaling ในการกดการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ (รูปที ่9) และเมื่อบ่มแผ่นเซลล์
เพาะเลี้ยง Cco-2 ที่ค่า pH ที่เป็นกรดที่ 5.5 พบว่า ภาวะกรดสามารถเพ่ิมการขนส่ง Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์
ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 

รูปที่ 9 กลไกกำรส่งสัญญำณภำยในเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับบทบำทของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 ต่อกำร
กำรดูดซึม Mg2+ ผ่ำนช่องว่ำงระหว่ำงเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2 ปกติ และท่ีได้รับ 
omeprazole. แสดงอัตราการขนส่ง  Mg2+ ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-
2.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (n = 5). 
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5. อิทธิพลของ omeprazole ต่อการท างานของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 และกลไกการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล์ที่เก่ียวข้องกับการขับ HCO3

  ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกต ิและท่ีได้รับ
omeprazole 

ดังแสดงในภาพที่ 10 พบว่า omeprazole และ UTP มีฤทธิ์เพิ่มการขับ HCO3
  และเม่ือบ่มเซลล์ด้วย 

omeprazole และ UTP ร่วมกันก็เพ่ิมการขับ HCO3
  แต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีได้รับ omeprazole หรือ UTP 

เพียงอย่างเดียว จากนั้นเมื่อบ่มเซลล์ด้วย P2Y2 inhibitor Sarumin และ intracellular Ca2+ chelator BAPTA-
AM พบว่าสารทั้ง 2 ชนิดนี้ไม่มีผลต่อการขับ HCO3

  ในกลุ่มควบคุม แต่ทั้ง Sarumin และ BAPTA-AM สามารถ
ยับยั้งการออกฤทธิ์ของ omeprazole, UTP, และ omeprazole + UTP ต่อการขับ HCO3

  ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุ
ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 ปกต ิและท่ีได้รับomeprazole บ่งชี้ว่า การกระตุ้นการท างานของ P2Y2 ส่งผลกระตุ้น 
intracellular Ca2+ signaling และเพ่ิมการขับ HCO3  
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รูปที่ 10 กำรท ำงำนของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 และกลไกกำรส่งสัญญำณภำยในเซลล์ที่เกี่ยวข้อง
กับกำรขับ HCO3 ผ่ำนแผ่นเซลล์เยื่อบุล ำไส้เพำะเลี้ยง Caco-2  ปกติ และท่ีได้รับ omeprazole. แสดงอัตรา
การขับ HCO3

  ของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (n = 5). 
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6. อิทธิพลของสภาวะ apical acidity และ omeprazole คุณสมบัติทางไฟฟ้าของแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้
เพาะเลี้ยง Caco-2  

รูปที่ 11 แสดงคุณสมบัตรทางไฟฟ้าของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 ได้แก่ ความต่างศักย์ไฟฟ้า 
(potential diference; PD) กระแส short-circuits current (Isc) และ ค่าความต้านทานไฟฟ้า (transepithelial 
potential difference; TER) ของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 พบว่า ภาวะ apical acidity ไม่เปลี่ยนแปลง
คุณสมบัติทางไฟฟ้า แต่ omeprazole มีฤทธิ์ลด Isc และเพ่ิม TER อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่า 
omeprazole ลดการขนส่งอิออนและลด paracellular permeability 
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รูปที่ 11 คุณสมบัตรทำงไฟฟ้ำของแผ่นเซลล์เพำะเลี้ยง Caco-2. A ความต่างศักย์ไฟฟ้า (potential 
diference; PD), B กระแส short-circuits current (Isc) และ C ค่าความต้านทานไฟฟ้า (transepithelial 
potential difference; TER) ของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2. ***P < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (n 
= 5). 

7. อิทธิพลของสภาวะ apical acidity และ omeprazole คุณสมบัติทางชีวฟิสิกส์ของแผ่นเซลล์เยื่อบุ
ล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2  

รูปที่ 12 แสดงคุณสมบัตรทางชีวฟิสิกส์ของแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 ได้แก่ คุณสมบัติ charge 
selectivity โดยศึกษาจากค่า permeability ratio ของ Na+ ต่อ Cl- (PNa/PCl) ค่า sodium permeability (PNa) 
และ ค่า chloride permeability (PCl) พบว่าภาวะ apical acididty เพ่ิม PNa/PCl และลด PCl อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ บ่งชี้ว่า apical acidity มีฤทธิ์เพิ่ม paracellular cation selectivity และลด paracellular anion 
selectivity ในขณะที่ omeprazole มีฤทธิ์ลด PNa/PCl และ PNa อย่างมนีัยส าคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่า omeprazole 
ลด paracellular cation selectivity สรุปได้ว่า apical acidity ส่งเสริมการขนส่งประจุบวกผ่านช่อง่างระหว่าง
เซลล์ ในขณะที่ omeprazole จะขัดขวางการขนส่งประจุบวกผ่านช่อง่างระหว่างเซลล์ 
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รูปที่ 12 คุณสมบัตรทำงชีวฟิสิกส์ของของแผ่นเซลล์เพำะเลี้ยง Caco-2. A permeability ratio ของ 
Na+ ต่อ Cl- (PNa/PCl), B ค่า sodium permeability (PNa) และ C ค่า chloride permeability (PCl) ของแผ่น
เซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2. ***P < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (n = 5). 

 

อภิปรำย/วิจำรณ ์(Discussion) ผลกำรทดลอง/ผลกำรวิจัย ที่ได้ทั้งหมด  
 ผลการทดลองจากโครงการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าในภาวะปกตินั้นการท างานของ P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 
นั้นไม่มีผลต่อการขนส่ง Mg2+ ผ่านแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 แต่เมื่อได้รับ omeprazole พบว่า มีการแสดงของ 
P2Y2, P2Y4, และ P2Y6 เพ่ิมข้ึน ซึ่งโครงการวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกที่แสดงอิทธิพลของ omeprazole ต่อการ
แสดงออกของ P2Y receptor family อย่างไรก็ตามกลไกระดับเซลล์นั้นก็ยังไม่มีการศึกษาวิจัย  

 เมื่อกระตุ้นการท างานของ P2Y2 ในแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้รับ omeprazole พบว่ามีฤทธิ์กดการดูดซึม 
Mg2+ เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ omeprazole เพียงอย่างเดียว และเม่ือให้สารยับยั้ง P2Y2 และ intracellular Ca2+ 
chelator สามารถยับยั้งการออกฤทธิ์ของตัวกระตุ้นการท างานของ P2Y2 ต่อการขนส่ง Mg2+ ได้ บ่งชี้ว่าการ
กระตุ้น P2Y2 ในแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้รับ omeprazole กระตุ้น intracellular signaling และมีผลกดการดูซึม 
Mg2+  
 เมื่อศึกษาการขับ HCO3

  พบว่าเซลล์ที่ได้รับ omeprazole แลพ P2Y2 receptor activator มีฤทธิ์
กระตุ้นการขับ HCO3

  ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเม่ือให้สารยับยั้ง 
P2Y2 และ intracellular Ca2+ chelator สามารถยับยั้งการออกฤทธิ์ของตัวกระตุ้นการท างานของ P2Y2 ต่อการ
ขนส่ง ขับ HCO3

  ได ้บ่งชี้ว่าการกระตุ้น P2Y2 ในแผ่นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้รับ omeprazole กระตุ้น intracellular 
signaling และกระตุ้นการขับ HCO3

  ผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยง Caco-2  
 การศึกษาคุณสมบัติทางไฟฟ้าพบว่า omeprazole มีฤทธิ์ลด Isc และเพ่ิม TER อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
บ่งชี้ว่า omeprazole ลดการขนส่งอิออนและลด paracellular permeability การศึกษาทางชีวฟิสิกส์พบว่า  
omeprazole มีฤทธิ์ลด PNa/PCl และ PNa อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่า omeprazole ลด paracellular 
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cation selectivity สรุปได้ว่า omeprazole ลดการเลือกประจุบวกขนส่งผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ และเพ่ิมความ
ต้านทานของการขนส่งสารผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์จึงมีผลกดการขนส่งผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ 

 ผลการศึกษานี้เป็นไปตามสมุติฐานงานวิจัยที่ตั้งไว้คือ omeprazole ส่งเสริมการแสดงออกและ
การท างานของ P2Y purinoceptors ที่เก่ียวข้องต่อการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ผ่านทาง intracellular 
Ca2+- CFTR dependent mechanism เป็นเหตุให้มีการลดศักไฟฟ้าที่เป็นบวกด้านโพรงล าไส้ และอาจะจะท าให้
เกิดการ precipitation ของ Mg2+ กับ สารตัวอ่ืน เป็นผลรบกวนการดูดซึม Mg2+ผ่านช่องระหว่างเซลล์เยื่อบุล าไส้ 
ดังแสดงในรุปที่ 13 

 
 

รูปที่ 13. แสดงผลวิจัยที่สอดคล้องกับสมมุติฐานงานวิจัย 

ภาวะ apical acidity สามารถยับยั้งการออกฤทธ์ของ omeprazole และสารกระตุ้น P2Y2 receptor ได้ 
โดยเพิ่มการดูดซึมผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ ทั้งนี้ apical acidity เพ่ิม PNa/PCl และลด PCl อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ บ่งชี้ว่า apical acidity มีฤทธิ์เพ่ิม paracellular cation selectivity และลด paracellular anion 
selectivity สรุปได้ว่า apical acidity ส่งเสริมการขนส่งประจุบวกผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์  
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับกำรวิจัยในข้ันตอนต่อไป ตลอดจนประโยชน์ในทำงประยุกต์
ของผลกำรวิจัยที่ได้  

ผลการวิจัยของโครงการวิจัยนี้สรุปได้ว่า omeprazole ส่งเสริมการแสดงออกและการท างานของ P2Y 
purinoceptors การกระตุ้นการท างานของ P2Y2 จะส่งเสริมการขับ HCO3 ในเซลล์เยื่อบุล าไส้ผ่านทาง 
intracellular Ca2+- CFTR dependent mechanism เป็นเหตุให้มีการลดศักไฟฟ้าที่เป็นบวกด้านโพรงล าไส้ และ
อาจะจะท าให้เกิดการ precipitation ของ Mg2+ กับสารตัวอ่ืน เป็นผลรบกวนการดูดซึม Mg2+ผ่านช่องระหว่าง
เซลล์เยื่อบุล าไส้ ภาวะ apical acidity สามารถยับยั้งการออกฤทธ์ของ omeprazole และสารกระตุ้น P2Y2 
receptor ได ้โดยเพิ่มการดูดซึมผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ ทั้งนี้ apical acidity เพ่ิม PNa/PCl และลด PCl อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่า apical acidity มีฤทธิ์เพ่ิม paracellular cation selectivity และลด paracellular 
anion selectivity สรุปได้ว่า apical acidity ส่งเสริมการขนส่งประจุบวกผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์  

ควรมีการวิจัยอย่างต่อเนื่องโดยเฉพาะในสัตว์ทดลอง เนื่องจากการศึกษาแบบ in vitro มีข้อมูลมากพอจะ
ต่อยอดสู่การศึกษาในสัตว์ทดลอง และการศึกษาในสัตว์ทดลองจะท ามห้สามารถศึกษาอิทธิพลของ omeprazole 
ต่อสมดุล Mg2+ ในระดับร่างกายได้ 

ผลผลิต (Output)  
ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติ และนานาชาติ 

Thongon N, Penguy J, Kulwong S, Khongmueang K, Thongma M. Omeprazole 
suppressed plasma magnesium level and duodenal magnesium absorption in male Sprague-
Dawley rats. Pflugers Arch Eur J Physiol 2016 (3rd Revised). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

ส่วนประกอบตอนท้ำย  
รำยงำนกำรเงิน 

เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย 2559A10802150 สัญญำเลขที่ 33/2559 
โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 

ประจำปีงบประมำณ พ.ศ. 2559 
มหำวิทยำลัยบูรพำ 

 

ชื่อโครงการ กลไกระดับเซลล์ของสภาวะกรดด้านโพรงล าไส้ลดการออกฤทธิ์ของโอมิพราโซลในการยับยั้งการดูดซึม
แมกนีเซียมผ่านแผ่นเซลล์เยื่อบุล าไส้เพาะเลี้ยงคาโค-2 

ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน รศ.ดร. ณรงค์ฤทธิ์  ทองอุ่น 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ 30 กันยายน 2559 
ระยะเวลาดาเนินการ...1...ปี ........... เดือน ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2558 

รำยรับ 
จานวนเงินที่ได้รับ  
งวดที่ 1 (50%)      320,650 บาท  เมื่อ 15 ธันวาคม 2558 
งวดที่ 2 (40%)      256,520 บาท  เมื่อ 12 มิถุนายน 2559 
งวดที่ 3 (10%)        64,130 บาท  เมื่อ  รอเบิกจ่าย  
รวม      641,300  บาท 

รำยจ่ำย 
รำยกำร งบประมำณที่ตั้งไว้ งบประมำณที่ใช้จริง จำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 57,000 57000 - 
2.  ค่าจ้าง 
- ค่าจ้างเหมาตรวจวัด
ปริมาณ HCO3

- 
-ค่าตอบแทนผู้ช่วยวิจัย 

113,000 113,000 - 

3. ค่าวัสดุ 407,170 407,170 - 
4. ค่าใช้สอย - - - 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอื่น ๆ 
   - ค่าสาธารณูปโภค 

64,130 64,130 - 

รวม 641,300 641,300 - 
 
 

(....................................................) 
          ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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Abstract 

 Hypomagnesemia is the most concerned side effect of proton pump inhibitors (PPIs) in 

chronic users. However, the mechanism of PPIs-induced systemic Mg2+ deficit is currently 

unclear. The present study aimed to elucidate the direct effect of short-term and long-term PPIs 

administrations on whole body Mg2+ homeostasis and duodenal Mg2+ absorption in rats. Mg2+ 

homeostasis was studied by determining the serum Mg2+ level, urine and fecal Mg2+ excretions, 

and bone and muscle Mg2+ contents. Duodenal Mg2+ absorption as well as paracellular charge 

selectivity were studied. Our result showed that gastric and duodenal pH markedly increased in 

omeprazole-treated rats. Omeprazole significantly suppressed plasma Mg2+ level, urinary Mg2+ 

excretion, bone and muscle Mg2+ content. Thus, omeprazole induced systemic Mg2+ deficiency. 

By using Ussing chamber techniques, it was shown that omeprazole markedly suppressed 

duodenal Mg2+ channel-driven and Mg2+ channel-independent Mg2+ absorptions and cation 

selectivity. Inhibitors of mucosal HCO3
– secretion significantly increased duodenal Mg2+ 

absorption in omeprazole-treated rats. We therefore hypothesized that secreted HCO3
– in 

duodenum decreased luminal proton, this impeded duodenal Mg2+ absorption. Higher plasma 

total 25-OH vitamin D, diuresis, and urine PO4
3− were also demonstrated in hypomagnesemic 

rats. As a compensatory mechanism for systemic Mg2+ deficiency, the expressions of duodenal 

transient receptor potential melastatin 6 (TRPM6), cyclin M4 (CNNM4), claudin (Cldn)-2, 

Cldn-7, Cldn-12, and Cldn-15 proteins were enhanced in omeprazole-treated rats. Our findings 

support the potential role of duodenum on the regulation of Mg2+ homeostasis. 

 

Keywords: hypomagnesemia, intestinal Mg2+absorption, Mg2+ homeostasis, proton pump 

inhibitors, Ussing chamber 
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Introduction 

Magnesium (Mg2+) is an essential co-factor or activator of at least 800 enzymes which 

are involved in numerous cellular functions, i.e., energy metabolism, cell cycle, and membrane 

transport.  Mg2+ deficiency has been implicated in several diseases, e.g., Pakinson’s disease, 

asthma, hypertension, and osteoperosis [9, 41]. Therefore, plasma Mg2+ level is tightly regulated 

within a narrow range by collaborative actions of the intestinal absorption, renal excretion, bone 

and muscle storage. Parathyroid hormone (PTH) and vitamin D had been reported to regulate 

plasma Mg2+ level [25, 46]. The bulk of intestinal Mg2+ absorption, approximately 90%, occurs 

through paracellular passive mechanism, whereas transcellular active Mg2+ absorption plays an 

important role during low dietary Mg2+ intake [32]. It has been previously proposed that small 

intestine absorbs Mg2+ exclusively through paracellular route, but transcellular Mg2+ uptake 

exists exclusively in colon [9, 24]. While renal tubular Mg2+ handling is well documented [9, 

46], cellular mechanism and regulatory factor of intestinal Mg2+absorption are largely unknown.   

Acid peptic disorders are the result from either excessive gastric acid secretion or 

diminished mucosal defense that affects millions people worldwide [28]. The most effective 

therapeutic agents for these disorders is proton pump inhibitors (PPIs), which are the fifth best-

selling drug that has been taken by millions of chronic users worldwide [28, 31]. However, since 

2006, there is a growing body of evidence indicating that PPIs-induced hypomagnesemia (PPIH) 

is a serious side effect of PPIs in chronic users [6, 7, 11, 26, 39]. The mechanism of PPIs 

induced systemic Mg2+ deficit is currently unclear. Previous reports suggested that PPIH might 

be due to chronic suppression of intestinal Mg2+ absorption and severe depletion of body Mg2+ 

storage pool [6, 7, 11, 39]. While oral Mg2+ failed to normalized plasma Mg2+ level, intravenous 

Mg2+ supplement rapidly cured hypomagnesemia [6, 11, 39]. In addition, hypomagnesemia was 

rapidly resolved when PPIs was discontinued, and then recurred again within 12 wk if PPIs 

was re-prescribed [6, 11]. These data suggested PPIs rapidly suppressed intestinal Mg2+ 

absorption. However, short-term omeprazole administration did not affect intestinal Mg2+ 
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absorption in human [36]. There was no evidence of urinary Mg2+ wasting in those PPIH 

patients [6, 7, 11, 26, 39]. On the other hand, a large-scale clinical investigation reported that 

PPIH was restricted to patients taking diuretics, i.e., loop and thiazide diuretics [8]. Since these 

diuretics could suppress Mg2+ reabsorption [3], renal Mg2+ wasting probably involved in the 

development of PPIH.  

Recent in vivo studies proposed that PPIs mainly affected colonic Mg2+ handling by 

inducing magnesiotropic genes expressions in mice colon [17, 24]. However, the effect of PPIs 

on Mg2+ homeostasis was still controversial. Hess and colleagues [17] demonstrated that 20 

mg/kg omeprazole treatment for 14 days suppressed serum Mg2+ level with normal urinary and 

fecal Mg2+ excretions in C57BL/J6 mice. On the other hand, Lameris et al. [24] reported that 

dietary Mg2+ restriction, but not 20 mg/kg omeprazole administration for 28 days, suppressed 

serum Mg2+ level in C57BL/J6 mice. Dietary inulin, which stimulated colonic Mg2+ absorption 

[34], could not normalized plasma Mg2+ level in PPIH mice [17]. Therefore, large intestine may 

not be a suitable intestinal segment that should be modulated to counteract PPIH. On the other 

hand, previous in vitro studies proposed that PPIs impeded Mg2+ absorption in small intestine 

[4345]. Mertz-Nielsen et al. [29] reported that omeprazole significantly enhanced duodenal 

HCO3
– secretion in healthy subjects. Since omeprazole suppressed pancreatic secretion [49], 

thus it specifically induced duodenal HCO3
– secretion. Previous study reported that omeprazole 

markedly enhanced apical HCO3
– secretion, decreased apical proton, and subsequently 

suppressed passive Mg2+ absorption [44, 45]. However, the effect of PPIs on duodenal Mg2+ 

absorption remains unknown. 

In the present study, we aimed to elucidate the direct effect of short-term (4 wk) and 

long-term (24 wk) omeprazole-treatments on whole-body Mg2+ homeostasis in male Sprague-

Dawley rats by determining serum Mg2+ level, urine and fecal Mg2+ excretions, and bone and 

muscle Mg2+ contents. Plasma Ca2+, PO4
3−, PTH, and total 25-OH vitamin D, as well as urine 

Ca2+ and PO4
3− were also determined. Duodenal total, Mg2+ channel-driven transcellular, and 
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Mg2+ channel-independent paracellular Mg2+ absorptions, as well as paracellular charge 

selectivity, were studied. The involvement of mucosal HCO3
– secretion on omeprazole-affected 

duodenal Mg2+ absorption was also examined. The expressions of duodenal TRPM6, cyclin M4 

(CNNM4), Cldn-2, -7, -12, and -15 of omeprazole-treated rats were also elucidated. The 

ultrastructure of duodenum and head of femurs were observed.  

 

Materials and methods 

Animals 

This study was performed in strict compliance with the Animal for Scientific Purposes 

Act of Thailand and in accordance with Ethical Principles and Guidelines for the Use of 

Animals for Scientific Purposes, National Research Council of Thailand. All experimental 

procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Experiment of Burapha 

University, Thailand. Male Sprague-Dawley rats (9 wk old, weighting 250-350 g) were 

purchased from the National Laboratory Animal Centre, Mahidol University, Thailand. The 

animals were randomly allocated into three experimental groups, i.e., control, 4 wk-omeprazole 

treatment, and 24 wk-omeprazole tratement. They were acclimatized for 7 days before starting 

of the experiments. They were housed in a temperature-, humidity-, and light-controlled room 

with standard pellet chow containing 0.23% wt/wt magnesium, 1.0% wt/wt calcium, 0.9% 

phosphorus, and 4,000 IU/kg vitamin D (CP, Bangkok, Thailand) and reverse osmosis water 

given ad libitum. The health, body weight, and food intake were monitored and recorded daily.  

 

Experimental design 

In the present study we decided to use subcutaneous omeprazole injection that safely and 

effectively inhibited gastric acid secretion in rat [21] and human [2]. The first series of 

experiment aimed to elucidate the efficacy of subcutaneous omeprazole (20 mg/kg: Ocid® IV; 

Zydus Cadila, India) and oral gavage omeprazole (20 mg/kg: Losec®; AstraZeneca, Thailand) 
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administrations on gastric acid suppression. The pellet chow were removed 4 hr before and then 

retrieved 30 min after oral gavage or subcutaneous omeprazole administration. At 2 hr and 24 hr 

after administration, stomach and duodenum were removed under thiopental anesthesia (70 

mg/kg; Anesthal, Jagsonpal Pharmaceuticals ltd, India). Stomach and duodenum pH were 

determined using diagnostic test strips (MColorpHast™ pH-Indicator Strips, Merck-Millipore, 

German). 

 The second series of experiment aimed to study the effect of short-term and long-term 

omeprazole-treatments on Mg2+ homeostasis in the rats. Control and 24 wk-omeprazole-treated 

rats were respectively received daily subcutaneous sham or subcutaneous omeprazole (20 

mg/kg) injection for 24 wk. In the 4 wk-omeprazole-treatment group, rats received subcutaneous 

sham injection daily for 20 wk and subsequently followed by subcutaneous omeprazole injection 

for 4 wk. For urine and feces collections, rats were housed in metabolic cages for 24 hr. The 

health of all rats were checked daily throughout 24 wk of injection. At the experiment end point, 

the rats were anesthetized with thiopental, blood were collected from left ventricle, and the rats 

were subsequently sacrificed. Duodenum, left and right femurs, and left soleus muscle were 

collected.  

 

Analytical procedures 

 Plasma and urine Mg2+, Ca2+, and PO4
3− concentrations were respectively determined by 

xylidyl blue II, asenazo III, and phosphomolybdate method, and analyzed by an automate 

clinical chemistry analyzer (ILab Taurus; Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, USA). 

Total serum 25-OH vitamin D level was determined by Tosoh™ Bioscience ST AIA-PACK 25-

OH vitamin D and an automate Tosoh AIA-900 analyzer (Tosoh Bioscience, Inc., South San 

Francisco, CA, USA). Plasma PTH level was determined by ARCHITECT Intact PTH and 

ARCHITECT i2000sr automatic immunoassay analyzer (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, 

USA). Soleus muscles were chopped and digested with nitric acid (Sigma, St. Louis, MO, 
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USA). Left femurs and feces were dried, ashed, and subsequently extracted with nitric acid 

(Sigma-Aldrich). Muscle, bone, and fecal Mg2+ content were determined by an atomic 

absorption spectrophotometer (Shimadzu, Tokyo, Japan).  

 

Epithelial electrical parameter measurement and dilution potential experiment 

 Rat duodenum was cut longitudinally, rinsed gently, mounted in a Ussing chamber (World 

Precision Instrument, Sarasota, FL, USA), and bathed on both sides with normal bathing 

solution containing (in mmol/mL) 118 NaCl, 4.7 KCl, 1.1 MgCl2, 1.25 CaCl2, 23 NaHCO3, 12 

D-glucose, 2.5 L-glutamine, and 2 D-mannitol. The solution was maintained at 37 °C, pH of 7.4, 

osmolality of 290-295 mmol/kg H2O, and continuously gassed with 5% CO2 in 95% O2. 

Transepithelial potential difference (PD) and short-circuits current (Isc) were determined by 

Ag/AgCl electrodes and an epithelial voltage/current clamp apparatus (model ECV-4000; World 

Precision Instrument) as previously described [42]. Transepithelial resistance (TER) was 

calculated from PD and Isc by Ohm’s law.  

To determine paracellular charge selectivity by measuring absolute sodium permeability 

(PNa) and chloride permeability PCl and relative PNa/PCl [16], dilution potential experiment was 

performed by modified method of Thongon et al. [42]. In brief, duodenal tissue was equilibrated 

for 10 min within Ussing chamber in a normal bathing solution containing 145 mmol/l NaCl 

before the apical solution was replaced with 72.5 mmol/l NaCl-containing solution. Difference 

between the PD before and after fluid replacement (i.e., dilution potential) were recorded. The 

PNa/PCl was calculated by using the Goldman-Hodgkin-Katz equation, whereas PNa and PCl were 

calculated by using Kimizuka-Koketsu equations. 

 

Magnesium flux measurement 

 The duodenum (10 cm) of each rat was dissected into 4 pieces, which then were rapidly 

mounted onto 4 individual modified Ussing chamber setups with an exposed surface area of 
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0.69 cm2. The tissues were equilibrated for 10 min as mentioned above. To study total Mg2+ flux 

the apical solution of one Ussing chamber setup was substituted with Mg-bathing solution 

containing (in mmol/l) 40 MgCl2, 2.5 CaCl2, 4.5 KCl, 12 D-glucose, 2.5 L-glutamine, 115 

mannitol, and 10 HEPES pH 7.4. While, the basolateral solution was substituted with Mg-free 

bathing solution containing (in mmol/l) 1.25 CaCl2, 4.5 KCl, 12 D-glucose, 2.5 L-glutamine, 250 

D-mannitol, and 10 HEPES pH 7.4. To investigate the Mg2+ channel-independent Mg2+ 

transport, mucosal sites of duodenal tissues in other setups were pre-incubated for 10 min with 

Co(III)hexaammine (1 mmol/l; Sigma), ruthenium red (20 µmol/l; Sigma), or 

Co(III)hexaammine+ruthenium red. The Mg2+ channel blocker Co(III)hexaammine, which is 

competing the Mg2+-hexadydrate molecules, and noncompetitive pan specific TRP channel 

inhibitor ruthenium red had been reported to completely inhibit epithelial Mg2+ influx [47, 50]. 

Suppression of mucosal Mg2+ influx in enterocyte epithelium should impeded transcellular Mg2+ 

absorption. After pretreatment the apical and basolateral solutions were substituted with Mg-

bathing solution and Mg-free bathing solution, respectively. At 30, 60, and 120 min after 

solution replacements, 100 μl solution was collected from the basolateral side, as well as from 

apical side. The Mg2+ concentration and the rate Mg2+ flux were determined by the method of 

Thongon and Krishmanra [43]. The difference between the rate of total Mg2+ transport and Mg2+ 

channel-independent Mg2+ transport was calculated to be the rate of Mg2+ channel-driven Mg2+ 

transport. 

 To study the involvement of basal duodenal HCO3
– secretion on omeprazole-affected  

Mg2+ transport, mucosal site of duodenal tissues were pre-incubated for 10 min with 500 µmol/l 

4,4′-Diisothiocyanatostilbene-2,2′-disulfonic acid (DIDS; Sigma) or 50 µmol/l N-(2-

Naphthalenyl)-((3,5-dibromo-2,4-dihydroxyphenyl)methylene)glycine hydrazide (GlyH-101; 

Calbiochem, San Diego, CA, USA). After inbibitor pre-incubations, Mg2+ flux study was 

performed as mention above. 
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Western blot analysis 

 The duodenal segment was cut longitudinally to expose the mucosa. Duodenal epithelial 

cells were collected by scraping the mucosal surface with an ice-cold glass slide, and lysed in 

Piece® Ripa Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) with 10% v/v protease 

inhibitor cocktail (Sigma). The lysates were sonicated, centrifuged at 12,000 g for 15 min, and 

then heated for 5 min at 95°C. Proteins (50 µg) or Cruz Marker™ Molecular Weight Standards 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) were loaded and separated on SDS-PAGE 

gel, then transferred to a polyvinylidene difluoride membrane (PVDF; Amersham, 

Buckinghamshire,UK). Membranes were blocked with 5% nonfat milk overnight at 4°C and 

probed overnight at 4°C with 1:1,000 primary antibodies (Santa Cruz Biotechnology) raised 

against CNNM4 (sc-68437), Cldn-2 (sc-55617), Cldn-7 (sc-33532), Cldn-12 (sc-98608), Cldn-

15 (sc-25712), and TRPM6 (sc-98695). Membranes were also reprobed with 1:5,000 anti-β-

actin monoclonal antibodies (Santa Cruz Biotechnology). Subsequently, membrane were 

incubated with 1:10,000 HRP-conjugated secondary antibodies (Santa Cruz Biotechnology) for 

2 hr at 25°C, visualized by Thermo Scientific SuperSignal® West Pico Substrate (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) and captured on CL-XPosure Film (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

Densitometric analysis was performed using ImageJ for Mac Os X. 

 

Haematoxylin and eosin (H&E) staining and immunohistochemistry analysis 

 Mouse duodenal tissues were dissected and preserved overnight at 4°C in 4% wt/vol 

paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma-Aldrich). After being dehydrated 

and cleared by graded ethanol and xylene, respectively, they were embedded in paraffin, then 

cut cross-sectionally into 3-μm thick section. The deparaffinized sections were stained with 

haematoxylin and eosin and examined under a light microscope (model BX51; Olympus, Tokyo, 

Japan). 
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 For immunohistochemistry analysis, deparaffinized sections were incubated at 37°C for 15 

min in Dako proteinase K reagent (Dako North America, CA, USA). Nonspecific bindings were 

blocked by 10 min Dako Real™ peroxidase blocking reagent (Dako North America). The 

sections were incubated at 4°C overnight with 1:50 diluted primary antibody against TRPM6 

(Santa Cruz Biotechnology). Subsequently, the sections were incubated for 25 min at room 

temperature with 1:300 HRP-conjugated secondary antibodies (Santa Cruz Biotechnology), 

followed by a 60-min incubation with EnVision™ Flex DAB + chromogen (Dako North 

America). For negative controls, the sections were incubated with blocking solution in the 

absence of primary antibodies. Finally, all sections were counterstained with hematoxylin and 

examined under a light microscope (Olympus). 

 

Scanning electron microscope (SEM) 

 Femurs were dried at 85°C for 72 hr in an incubator. Fractured head of femur was coated 

with an ultra-thin gold layer by a sputter coater (Polaron SC7620; Quorum Technologies Ltd, 

Kent, UK). Surface structure of the trabeculae of femur was captured using SEM (LEO1450 VP; 

LEO Electron Microscopy Ltd, Clifton Road, UK). 

 

Statistical analysis 

Results were expressed as means ± SE. Two sets of data were compared using unpaired 

Student’s t-test. One-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s posttest was used for 

comparison of multiple sets of data.  All data were analyzed by GraphPad Prism for Mac Os 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

 

 

Results 
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Effect of omeprazole administration on gastric and duodenal pH 

These experiments were performed to demonstrate the effect of 20 mg/kg oral gavage 

and subcutaneous omeprazole administrations on gastric acid secretion by means of gastric and 

duodenal pH measurements. After 2 hr of omeprazole administration gastric and duodenal pH of 

omeprazole-treated rats were significantly higher than that of sham-treated control rats (Fig. 1A, 

and 1B). Gastric and duodenal pH of omeprazole-treated rats remained higher after 24 hr of the 

last dose when compared with control rats. These results suggested that omeprazole 

administration (20 mg/kg, daily) effectively inhibited gastric acid secretion. Therefore, we chose 

subcutaneous omeprazole injection to treat the rats throughout 24 wk of experiment.  

 

Effect of omeprazole on Mg2+ homeostasis 

These experiments aimed to observe the effect of short-term and long-term omeprazole 

treatment on Mg2+ homeostasis in the rats. Throughout 24 wk of experiment all rats were 

healthy and showed equal increase of body weight (Fig. 1C). The mean body weight, food and 

water intake, and fecal output at last week of experiment of omeprazole-treated groups were not 

different from those of sham-treated control group (Table 1). However, 24 wk-omeprazole-

treated groups showed statistically higher diuresis than control group. 

Plasma Mg2+ concentration (in mmol/l) of 24 wk-omeprazole-treated group (0.69 ± 

0.05), but not 4 wk-omeprazole-treated group (0.93 ± 0.07), was significantly decreased in 

comparison to sham-treated group (1.12 ± 0.09) (Fig. 2A). The 24 wk-omeprazole-treated rats 

also had significantly lower 24 hr urinary excretion compared to control rats (Fig. 2B). Fecal 

Mg2+ excretion of all experimental groups did not differ (Fig. 2C). Bone Mg2+ contents of 4 wk- 

and 24 wk-omeprazole-treated groups (126.91 ± 3.79 and 95.03 ± 4.46 mmol/100 g dry weight, 

respectively) were significantly decreased in comparison to control group (143.71 ± 2.20 

mmol/100 g dry weight) (Fig. 2D). Muscle Mg2+ content of 24 wk-omeprazole-treated group, 

but not 4 wk-omeprazole-treated group, was significantly lower than that of control group (Fig. 
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E). These results indicated hypomagnesemia and depletion of Mg2+ storage in prolonged 

omeprazole-treated rats.  

 

Effect of omeprazole on plasma total 25-OH vitamin D, PTH, Ca2+, and PO4
3−, as well as 

urine Ca2+ and PO4
3−, levels 

Since PTH and vitamin D had been reported to regulate plasma Mg2+ level [25, 41, 46], 

plasma 25-OH vitamin D and PTH levels in PPIH rats were determined. As demonstrated in 

Table 2, total plasma 25-OH vitamin D of 24 wk-omeprazole-treated rats, but not 4 wk-

omeprazole-treated rats, was significantly higher than that of control rats. However, plasma PTH 

level of all experimental groups was not statistically different.  

Plasma Ca2+ level of 24 wk-omeprazole-treated rats was significantly lower than that of 

control rats. Plasma phosphate and urine Ca2+ levels were not different among all experimental 

groups. Urinary phosphate excretion of 24 wk-omeprazole-treated rats significantly higher than 

that of control rats. 

 

Omeprazole suppressed duodenal Mg2+ absorption 

Intestinal epithelium absorbs Mg2+ through transcellular active and paracellular passive 

mechanisms. Transcellular active Mg2+ absorption depends on the activity of apical TRPM6 and 

basolateral CNNM4 proteins [9]. Paracellular passive Mg2+ uptake was modulated by the 

expression and function of tight junction-associated Cldns [9, 16, 20, 44]. It has been previously 

showed that mice small intestine absorbed Mg2+ through passive, but not active, mechanism 

[25]. However, TRPM6 and CNNM4 had been identified in small intestine [47, 51]. In the 

present study we performed immunohistochemical analysis to visualize the expression of 

TRPM6 in duodenal slices. As illustrated in Fig. 3A, TRPM6 was expressed in the apical 

membrane of duodenal villous cells. The positive signals of TRPM6 expression was increased in 

omeprazole-treated duodenum. We also observed the expression of duodenal TRPM6 (Fig. 3B) 
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and CNNM4 proteins (Fig. 3C) by western blot analysis. As expected, the expressions of 

TRPM6 and CNNM4 were significantly increased in omeprazole-treated groups compared to 

control group (Fig. 3B, 3C). Therefore, rat duodenum might absorbed Mg2+ through both 

paracellular and transcellular mechanisms.  

These experiments aimed to observe the direct effect of short-term and long-term 

omeprazole treatments on duodenal Mg2+ channel-independent and Mg2+ channel-driven Mg2+ 

absorptions. Figure 4 demonstrated the rates of Mg2+ absorptions, i.e., total, Mg2+ channel-

independent, and Mg2+ channel-driven Mg2+ transport, of sham-treated control (Fig. 4A), 4 wk- 

(Fig. 4B), and 24 wk-omeprazole-treated groups (Fig. 4C). In the same experimental group Mg2+ 

channel-independent Mg2+ transports, as well as Mg2+ channel-driven Mg2+ transport, upon 

various inhibitor pretreatments were not statistically different (Fig. 4A–4C). Both 4 wk- and 24 

wk-omeprazole-treated groups had statistically lower total Mg2+ absorption than the control 

group (Fig. 4D). The Mg2+ channel-independent Mg2+ transport, which was referred to 

paracellular Mg2+ transport, of 4 wk- and 24 wk-omeprazole-treated groups were statistically 

lower than that of Co(III)hexaammine-treated control group (Fig. 4E). In addition, Mg2+ 

channel-driven Mg2+ transport, which was referred to transcellular Mg2+ transport, of 4 wk- and 

24 wk-omeprazole-treated groups were also statistically lower than that of Co(III)hexaammine-

treated control group (Fig. 4E). These results suggested that omeprazole suppressed duodenal 

paracellular and transcellular Mg2+ absorptions. 

Omeprazole had no effect on duodenal PD of all groups (Table 3). The Isc of 24 wk-, but 

not 4 wk-, omeprazole-treated group was significantly decreased in comparison to control group. 

On the other hand, 24 wk-omeprazole-treated group had higher TER compared to control group. 

These results indicated lower net ionic movement across omeprazole-treated duodenum.   

 

 

Omeprazole suppressed duodenal paracellular cation selectivity 
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Since omeprazole impeded duodenal paracellular Mg2+ absorption, then, we observed 

epithelial charge selectivity which modulated paracellular permeability [16, 42, 43]. By using 

the dilution potential technique, we observed PNa, PCl, and PNa/PCl. The results showed that 4 

wk- and 24 wk-omeprazole-treated rats had significantly lower PNa/PCl and PNa compared to 

sham-treated control group (Table 3). The PCl was equal in all experimental groups. Therefore, 

omeprazole suppressed duodenal paracellular cation selectivity.  

 

Omeprazole altered ultrastructure of duodenum 

 From the observation of 108 slides (9 slides per rat, 4 rats per group), we found blunted 

and shortened duodenal villi in 24 wk-omeprazole-treated rats (Fig 5A–5C). Moreover, villous 

to crypt (V:C) ratio of 24 wk-omeprazole-treated rats was significantly lower than that of control 

groups (Fig 5D). Suggested shortened of villi or crypt hyperplasia [38] which was indicated 

lower absorption or higher secretion.  

 

Contribution of duodenal HCO3
– secretion on omeprazole-suppressed Mg2+ transport 

 Mertz-Nielsen et al. [29] reported that omeprazole promoted human duodenal HCO3
– 

secretion. Previous in vitro study showed that omeprazole enhanced apical basal and HCl-

stimulated HCO3
– secretion which led to a lower Mg2+ transport across intestinal-liked Caco-2 

monolayers [45]. The Cl–/HCO3
– exchanger and cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) in the brush-border membranes of duodenum provide important routes for 

duodenal HCO3
– secretion [4]. In this experiment we pre-incubated mucosal site of duodenal 

tissue with Cl–/HCO3
– exchanger inhibitor DIDS and CFTR inhibitor GlyH-101 prior to perform 

Mg2+ transport study in Ussing chamber setups. As demonstrated in Figure 6, DIDS and GlyH-

101 had no effect on Mg2+ transport in control duodenum. However, both DIDS and GlyH-101 

significantly increased Mg2+ transport in 4 wk- and 24-wk omeprazole treated groups when 
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compared to its corresponding vehicle-treated group. These results indicated that omeprazole 

impeded duodenal Mg2+ absorption due partly to mucosal HCO3
– secretion. 

 

Omeprazole enhanced duodenal Cldn-2, Cldn-7, Cldn-12, and Cldn-15 expressions 

It is widely accepted that tight junction-associated Cldn protein modulates epithelial 

paracelullar permeability and charge selectivity [16]. Since omeprazole suppressed duodenal 

paracellular Mg2+ absorption and cation selectivity, we further observed the expression of Cldn 

proteins. Cldn-16 and -19 had been proposed as paracellular channels for Mg2+ in kidney [19]. 

However Cldn-16 and -19 were not detected along small intestine [13], suggesting that other 

Cldns might be involved in paracellular intestinal Mg2+ absorption. In the present study we 

observed the expressions of cation selective Cldn, i.e., Cldn-2, -7, -12, and -15, which were 

expressed in small intestine [13, 14]. Unexpectedly, the expressions of Cldn-2, -7, -12, and -15 

were significantly increased in omeprazole-treated groups compared to control group (Fig. 7). 

These results demonstrated compensatory responds of duodenal epithelium for systemic Mg2+ 

deficit.  

 

Omeprazole altered structure of trabeculae bone 

In human, chronic PPIs administration led to increased risk of fracture and significant 

suppression of the trabecular bone density [1, 27]. By using SEM, we investigated the structure 

of trabeculae bone in the head of femurs of omeprazole-treated rats. The 24 wk-omeprazole-

treated rats had thinner and longer trabeculae compared to sham-treated control group (Fig 8). 

Wider spaces between trabeculae were also observed in omeprazole-treated rats. 

 

Discussion 

There is a growing body of evidence suggesting that severe hypomagnesemia is a side 

effect of PPIs in chronic users [6–8, 11, 26]. About 18%, 29%, and 61% of PPIH cases, 
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respectively, had PPIs prescription for at least 2, 10, and 5 years [7]. In the present study we 

found that 24 wk-omeprazole-treated rats had hypomagnesemia. Comparing to human’s age, 

approximately 16.7 rat days equal to 1 human year [33], thus, 168 d omeprazole administration 

in rats equal to 10 years in human. On the other hand, 28 d omeprazole administration in mice 

[24] and rats, which is less than 2 human years, had no effect on the plasma Mg2+ level. In 

addition, Denziger et al. [8] reported an association of PPIH with loop and thiazide diuretics 

using, which agreed with our results that PPIH rats had higher diuresis. Previous studies 

reported that 1,25-OH vitamin D promoted renal Mg2+ excretion [23, 25]. In the present study, 

the level of total 25-OH vitamin D markedly increased in omeprazole-treated rats. In addition, 

loop and thiazide diuretics suppresses renal tubular Mg2 reabsorption [3]. Thus, higher renal 

Mg2+ excretion is probably involved in development of hypomagnsemia in chronic PPIs users.  

However, lower urinary Mg2+ had been reported in PPIH in human [6, 11, 39] and our rat model, 

suggesting that hypomagnesemia should be of concern in person who continuously using PPIs 

for more than 2 years with diuretic administration. 

Previous reports suggested that suppression of intestinal Mg2+ absorption and depletion 

of Mg2+ storage could be involved in the pathophysiology of PPIH [6–8, 11, 26, 39]. Mg2+ 

retention test demonstrated severe Mg2+ storage depletion in PPIH patients [6]. Intravenous 

Mg2+ but not high dose oral Mg2+ supplement rapidly cured hypomagnesemia [11, 39], 

indicating that PPIs impeded intestinal Mg2+ absorption [6, 26]. Our results supported these case 

reports that long-term omeprazole administration suppressed plasma Mg2+ level, duodenal Mg2+ 

absorption, bone and muscle Mg2+ levels in PPIH rat model. The proposed pathophysiology of 

PPIH in prolonged users is that PPIs continuously suppresses small intestinal Mg2+ absorption 

which subsequently stimulates Mg2+ releasing from its storage pool. The later development of 

hypomagnesemia is due to the time required for depletion of Mg2+ from its storage [6].  

The exact mechanism of PPIs suppressed intestinal Mg2+ absorption is currently under 

debate. Previous in vivo studies indicated that PPIs mainly affected an important active Mg2+ 
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absorption and induced magnesiotropic genes expressions in mouse colon [17, 24]. On the other 

hand, our previous in vitro studies proposed that PPIs affected passive Mg2+ absorption in small 

intestine [43–45]. Previous in vivo study reported that omeprazole enhanced human duodenal 

HCO3
– secretion [29], which probably suppressed small intestinal Mg2+ absorption [45]. Our 

data suggested that omeprazole enhanced basal duodenal HCO3
– secretion and suppressed 

duodenal Mg2+ channel-driven transcellular and Mg2+ channel-independent paracellular Mg2+ 

absorption under an un-physiological condition of concentration gradient of MgCl2 about 40 

mmol/l. Moreover, after feeding duodenal HCO3
– secretion markedly increased by several 

activating factors, e.g., gastric acid, CO2, and neurohumeral factors [4]. Secreted HCO3
– 

suppressed luminal proton and subsequently increased intra-duodenal pH. Since luminal proton 

enhanced Mg2+ absorptions [18, 24, 44,], this impeded large amount Mg2+ uptake by small 

intestine. In addition, in human small intestine, luminal acidic environment varied between pH 

5.5–7.0 [30] which is necessary for mineral absorption by stabilizing their solubility [12]. 

Elevation of luminal pH led to a lower soluble Mg2+, which decreased from 79.61 % at pH 4.4–

5.15 to 8.71% at pH 7.8–8.15 [5], that affected intestinal Mg2+ absorption. Our recent results 

agreed with previous study that omeprazole induced duodenal HCO3
– secretion [29, 45] and 

effectively increased duodenal pH from 5.38 to 7.50. Therefore, PPIs suppressed small intestinal 

uptake is due partly to less soluble Mg2+ in small intestine.  

As reported previously, omeprazole enhanced TRPM6 mRNA expression in mice colon 

[24], and in this study, it enhanced TPRM6, CNNM4, Cldn-2, -7, -12, and -15 protein 

expressions in rat duodenum. Although plasma 25-hydroxyvitamin D level increased in 

omeprazole-treated rats, the regulation of TRPM6 expression was vitamin D-independent 

mechanism [25]. Alternatively, vitamin D enhanced small intestinal Cldn-2 and -12 but not 

Cldn-7 and -15 expressions [14]. Thus, omeprazole probably enhanced duodenal Cldn-2 and -12 

expressions through vitamin D dependent mechanism. Previous in vitro study revealed that 

omeprazole suppressed Cldn-7 expression in Caco-2 cells [44]. However, our recent study 
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demonstrated that omeprazole enhanced Cldn-7 expression, which probably due to the 

difference in humoral factors. However, the regulatory factors and mechanism of how 

omeprazole affects intestinal TPRM6, CNNM4, Cldn-2, -7, -12, and -15 protein expressions 

required further study.  

Based on our results a critical question “why the expression of TRPM6 and those cation 

selective Cldns could not counteract PPIH in our rat model” has been raised. TRPM6 function 

required an interaction with membrane-associated phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2), 

whose hydrolysis through activation of Gq protein coupled receptor-phospholipase C (PLC) 

dependent pathway fully inactivated TRPM6 channels [22]. Therefore omeprazole might 

induced PIP2 degradation through Gq protein-PLC dependent pathway and then inactivated 

TRPM6 channels in duodenum of PPIH rats. In addition, TRPM6 mutation caused severe 

hypomagnesemia [40, 48]. Although mutation of TRPM6 has not been reported in PPIH, this 

might be involved in development of hypomagnesemia in our rat model. However, the role of 

PIP2 degradation and TRPM6 mutation in intestinal Mg2+ absorption of PPIH rat require further 

study.  

It is widely accepted that Cldn modulates paracellular ion permeability [16]. Tight 

junctions (TJ) are a series of anastomosing membrane strands that occluded the intercellular 

space between epithelium cells [15, 16]. Dynamic reorganization of TJ strands, i.e., breaking, 

resealing, and branching, enables paracellular transport without interfering the barrier integrity 

[15]. Previous in vitro study revealed that over-expression of Cldn-8 or Cldn-15 markedly 

increased number of TJ strands and decreased paracellular permeability [37, 52]. Therefore, 

simultaneously over-expressions of Cldn-2, -7, -12, and -15 in PPIH rats probably led to large 

increase in number of tight junction strands in duodenal epithelium which impeded tight 

junction dynamic and paracellular Mg2+ transport. In addition, elevation of extracellular pH was 

found to increase the sensitivity of Ca2+ sensing receptor (CaSR) [10]. The activation of 

epithelium-associated CaSR induced Cldn-16 trans-localization from TJ to cytosol, which then 
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suppressed paracellular passive Mg2+ transport [20]. Although Cldn-16 was not detected in 

duodenum [13], hypersensitivity of duodenal-related CaSR might be involved in the inhibition 

of Cldn-dependent paracellular Mg2+ absorption in PPIH rats.  

As major Mg2+ storage pool, during Mg2+ depletion bone Mg2+ content gradually 

declined due to activation of osteoclastic bone resorption and suppression of osteoblastic bone 

formation [35]. Chronic omeprazole user had lower plasma Mg2+ level that led to increased risk 

of fractures [1]. Maggio et al., [27] reported a suppression of trabecular bone density in 

prolonged PPIs users, which agreed with our results that thinner and longer trabeculae had been 

observed in PPIH rats. However, the effect of prolonged PPIs administration on bone 

physiology remains unknown. 

In conclusion, the present study revealed the potential role of duodenum in handling 

Mg2+ and regulating of Mg2+ homeostasis and pathophysiology of PPIH. Duodenal HCO3
– 

secretion might be one of the critical factors of PPIs-impeded intestinal Mg2+ absorption. 

Reduction of duodenal Mg2+ absorption was shown in omeprazole-treated rats, whether 

hypomagnesemia was presented or not. Hypomagnesemia occurred only if Mg2+ storage pool 

was depleted in prolonged omeprazole-treated rats. Therefore, stimulation of intestinal Mg2+ 

absorption and/or Mg2+ supplement should be consider to avoid PPIH in person who 

continuously using PPIs. 
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Figure legends 

Figure 1. Effect of oral gavage (OG) or subcutaneous injection (SC) of omeprazole on rat 

gastric and duodenal pH. Gastric (A) and duodenal (B) pH were measured by using test strips 

after 2 or 24 hr after omeprazole administration. Body weight of control (white circles), 4 wk-

omeprazole-treated (gray circles), and 24 wk-omeprazole-treated (black circles) throughout 24 wk 

of experiment   (C).  **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the control group. (n = 6). 

 

Figure 2. Effect of omeprazole on Mg2+ homeostasis in male Sprague-Dawley rats. Plasma 

Mg2+ level (A), 24 hr urinary Mg2+ excretion (B), 24 hr fecal Mg2+ excretion (C), bone Mg2+ 

content (D), and muscle Mg2+ content (E) of control (white bars), 4 wk-omeprazole-treated (gray 

bars), and 24 wk-omeprazole-treated (black bars) group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

compared with the control group. (n = 6). 

 

Figure 3. Effect of omeprazole on duodenal TRPM and CNM4 expressions. The expression of 

TRPM6 (A) in duodenal villi (brownish signals, arrows) from negative control, control, 4 wk-

omeprazole-treated, and 24 wk-omeprazole-treated groups by immunohistochemical technique 

(scale bars, 100 µm). Neg.; negative, Cont.; control, Ome; omeprazole. The quantitative 

immunobloting and representative densitometric analysis of duodenal TRPM6 (B) and CNNM4 

(C) in control and omeprazole-treated groups. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with control 

group. (n = 5) 

 

Figure 4. Effect of omeprazole on rat duodenal Mg2+ absorption. Rate of total (total: white 

bars), Mg2+ channel-independent (para: gray bars), and Mg2+ channel-driven (trans: black bars) 

Mg2+ transport in control (A), 4 wk-omeprazole-treated (B), and 24 wk-omeprazole-treated (C) 

groups. Comparison of total (D), Mg2+ channel-independent (E), and Mg2+ channel-driven (F) 

Mg2+ transport of control (white bars), 4 wk-omeprazole-treated (gray bars), and 24 wk-
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omeprazole-treated (black bars) groups. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the 

Co(III)hexaammine-treated control group. (n = 5). Co; Co(III)hexaammine, RR; ruthenium red. (n 

= 5). 

 

Figure 5. Effect of omeprazole on rat duodenum. Representative H&E stained sections of 

duodenum in control (A), 4 wk-omeprazole-treated (B), and 24 wk-omeprazole-treated (C) groups. 

Villous to crypt (V:C) ratio of control (white bars), 4 wk-omeprazole-treated (gray bars), and 24 

wk-omeprazole-treated (black bars) groups. *P < 0.05 compared with the control group.  

 

Figure 6. Contribution of mucosal HCO3
– secretion on omeprazole-supressed duodenal Mg2+ 

absorption. The total Mg2+ transport of control (white bars), 4 wk-omeprazole-treated (gray bars), 

and 24 wk-omeprazole-treated (black bars) groups. **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with its 

corresponding vehicle-treated group. (n = 5).  

 

Figure 7. Effect of omeprazole on rat duodenal Cldn-2, -7, -12, and -15 expressions. The 

quantitative immunobloting analysis of duodenal Cldn-2, -7, -12, and -15 expressions in control 

and omeprazole-treated groups (A). Representative densitometric analysis of Cldn-2, -7, -12, and -

15 (B) expression in control (white bars), 4 wk-omeprazole-treated (gray bars), and 24 wk-

omeprazole-treated (black bars) groups. ***P < 0.001 compared with the control group. (n = 5). 

 

Figure 8. Effect of omeprazole on trabeculae structure of rat bone. SEM images revealed 

structure of the head of femurs of control (A–C) and and 24 wk-omeprazole-treated (D–F) groups. 

EP; epiphyseal. 
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Table legends 

Table 1. Metabolic characteristics of control, 4 wk-omeprazole-treated, and 24 wk-omeprazole-

treated rats. *P < 0.05 compared with the control group. (n = 6). 

 

Table 2. The effect of omeprazole on plasma hormones and electrolytes. PTH, parathyroid 

hormone. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with the control group. (n = 6). 

 

Table 3. The effect of omeprazole on electrical parameters and charge selectivity. PD, 

transepithelial potential difference; Isc, short-circuits current; TER, transepithelial resistance; PNa, 

sodium permeability; PCl, chloride permeability; PNa/PCl relative sodium to chloride permeability. 

***P < 0.001 compared with the control group. (n = 6). 
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Table 1 

 

  omeprazole (20 mg/kg) 

 control 4 wk  24 wk 

Body weight (g) 537.78 ± 37.88 563.50  ± 13.51 548.38 ± 20.07 

Food intake (g/day) 23.99 ± 0.67 25.95  ± 0.53 23.76 ± 0.52 

Water intake (ml/day) 47.05 ± 1.46 49.06 ± 1.74 51.24 ± 1.49 

Diuresis (ml/day) 6.28 ± 1.14 7.43 ± 1.11 10.25 ± 1.05* 

Fecal dry weight (g/day) 8.80 ± 0.45 8.93 ± 0.50 8.97 ± 0.57 

 

Table 1



Table 2 

 

  omeprazole (20 mg/kg) 

 control 4 wk 24 wk 

25-OH Vitamin D (nmol/l) 41.70 ± 2.92 40.35 ± 3.66 79.79 ± 4.60*** 

PTH (pmol/l) 0.77 ± 0.20 0.63  ± 0.14 1.08 ± 0.22 

plasma calcium (mmol/l) 2.66 ± 0.12 2.44 ± 0.13 2.26 ± 0.08* 

plasma phosphate (mmol/l) 2.02 ± 0.12 2.00 ± 0.13 1.92 ± 0.16 

urine calcium (µmol/24 hr) 47.98 ± 8.27 40.03 ± 9.57 33.41 ± 7.61 

urine phosphate (mmol/24 hr) 0.88 ± 0.19 1.15 ± 0.21 1.46 ± 0.16* 

 

Table 2



Table 3 

 

  omeprazole (20 mg/kg) 

 control 4 wk  24 wk 

Electrical parameters    

PD (mV) 5.18 ± 0.42 4.82 ± 0.36 4.62 ± 0.28 

Isc (µA/cm2) 37.44 ± 2.23 32.89  ± 1.76 23.55 ± 2.28*** 

TER (Ω·cm2) 137.84 ± 6.39 145.58 ± 5.98 201.93 ± 9.49*** 

Dilution potential experiment 

PNa/PCl 2.03 ± 0.09 1.64 ± 0.05** 1.25 ± 0.03*** 

PNa (10−6·cm2/s) 19.97 ± 0.73 16.51 ± 0.84** 10.52 ± 0.57*** 

PCl (10−6·cm2/s) 9.93 ± 0.57 10.07 ± 0.41 8.39 ± 0.39 

 

Table 3
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