
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 
 
 
 

การศึกษาสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดต่อการลดการอักเสบ
ในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไต  

Study the effect of unpolished black sticky rice and unpolished Sungyod sticky rice 
extracts on anti-inflammation in kidney stone forming rat  

 
 
 
 

คณะผู้วิจัย  
 
 

หัวหน้าโครงการ  
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปริญญาพร หนูอุไร    

สาขาวิชา ชีวเวชศาสตร์ 
คณะสหเวชศาสตร์ 

รหัสโครงการ AHS๒/๒๕๖๒ 
 
 
 
 
 
 

ผู้ร่วมวิจัย  
ดร.วิทูร  ขาวสุข 

ดร.ทิษฏยา  เสมาเงิน 
 
 
 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัย ประเภทเงินรายได้ ประจ าปีงบประมาณ 2562  
คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

กันยายน/2563   



ก 

 
 

หัวข้อวิจัย การศึกษาสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดต่อการลด
การอักเสบในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไต  
Study the effect of unpolished black sticky rice and unpolished Sungyod 
sticky rice extracts on anti-inflammation in kidney stone forming rat  

ชื่อผู้วิจัย ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปริญญาพร หนูอุไร 
หน่วยงาน คณะสหเวชศาสตร์ 
ปีงบประมาณ 2562 
 

บทคัดย่อ 
 

 การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าว
เหนียวสังข์หยดต่อการลดการอักเสบและพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อไตในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไต 
การทดลองใช้หนูแรทเพศผู้ แบ่งเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุมเป็นหนูที่ให้อาหารและน้ าปกติ ไม่มีการ
เหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไต กลุ่มที่ 2 หนูถูกเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะนิ่วในไต โดยการให้ดื่มน้ าปกติเป็นเวลา 2 
สัปดาห์ และดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% ethylene glycol (EG) (v/v) อีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์ กลุ่มที่ 3 เป็นหนู
ที่กิน potassium citrate ปริมาณ 100 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักหนู 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 2 สัปดาห์ หลังจาก
นั้นดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% EG 2 สัปดาห์ กลุ่มที่ 4 และ 5 เป็นกลุ่มที่ให้หนูกินสารสกัดจากข้าวกล้องข้าว
เหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดตามล าดับ  ปริมาณ 200 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักหนู 1 กิโลกรัม 
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% EG 2 สัปดาห์ โดยทุกสัปดาห์จะท าการเก็บน้ า
ปัสสาวะมาหาค่า pH และปริมาณผลึก COM เก็บตัวอย่างเลือดเลือดมาหาค่า BUN และ creatinine เก็บ
เนื้อเยื่อไตเพ่ือน ามาศึกษาพยาธิสภาพด้วยวิธีการย้อมสี H&E  ศึกษาต าแหน่งและปริมาณการแสดงออกของ 
MCP- 1  IL- 6  แล ะ  TGF-  ด้ ว ย วิ ธี  immunohistochemistry และ  Western immunoblotting
 ผลของค่า pH ในน้ าปัสสาวะของหนูแต่ละกลุ่มพบว่า หนูกลุ่มที่ได้รับ potassium citrate หนูกลุ่ม
ที่ได้รับสารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดมีค่า pH เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์ที่ 3 
(p<0.05) และมีค่า pH ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับค่า pH ก่อนการทดลองในสัปดาห์ที่ 4 และมีปริมาณผลึก 
COM น้อยและไม่เปลี่ยนแปลงมากนักในแต่ละสัปดาห์ ส่วนหนูกลุ่มที่ได้รับสารเอทิลีนไกลคอลเพียงอย่าง
เดียวมีค่า pH ลดลง และมีปริมาณผลึก COM ในน้ าปัสสาวะเพ่ิมสูงขึ้น (p<0.05) ส่วนค่า BUN และ 
creatinine ในหนูทุกกลุ่มจะอยู่ในเกณฑ์ปกติเมื่อเปรียบเทียบกับ ค่า BUN และ creatinine อ้างอิง พบ
ลักษณะพยาธิสภาพเนื้อเยื่อไตของหนูกลุ่มที่ได้รับสารเอทิลีนไกลคอลเพียงอย่างเดียวเกิดพยาธิสภาพรุนแรง
ที่สุด โดยพบเยื่อบุท่อไตส่วนปลายขยายขนาดใหญ่ขึ้น มีเส้นผ่านศูนย์กลางของ lumen กว้าง และมีความ
หนาของผนังลดลง มีการเปลี่ยนแปลงชนิดของเซลล์เยื่อบุ และนิวเคลียสติดสีเข้มขึ้น นอกจากนี้พบแถบ
โปรตีนที่มีคุณลักษณะคล้าย MCP-1 และ IL-6 น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 11 และ 21kDa ตามล าดับและ
พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับเอทิลีนไกลคอลเพียงอย่างเดียวมีการแสดงออกของโปรตีน MCP-1 และ IL-6 เพ่ิมขึ้น 
ส่วนกลุ่มที่ได้รับสารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดพบการแสดงออกของ 
MCP-1 ลดลง เช่นเดียวกับการให้สาร potassium citrate และไม่พบการแสดงออกของ TGF-β ในเนื้อเยื่อ
ไตของทุกกลุ่มการทดลอง การทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าว
เหนียวสังข์หยดสามารถลด cytokine ที่ก่อให้เกิดการอักเสบและพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อไตในหนูขาวที่ถูก
เหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไตได ้
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ค าส าคัญ ข้าวกล้องข้าวเหนียวด า ข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยด ลดการอักเสบ นิ่วในไต 
Abstract 

 
This study was investigated the effects of unpolished black sticky rice and 

unpolished Sungyod sticky rice extracts on ethylene glycol-induced inflammation and renal 
pathology in rats. In vivo experiment, male rats were divided into five groups: group1; the 
control group received normal drinking water for four weeks, group 2; the ethylene glycol 
group received normal drinking water for two weeks, group 3 was daily fed potassium citrate 
at the dose of 100 mg/kg by gastric intubation for two weeks, group 4 and 5 were daily fed 
black sticky rice and Sungyod sticky rice, respectively at the dose of 200 mg/kg by gastric 
intubation for two weeks. After two weeks, 0.5% ethylene glycol was administered in groups 
of 2-5 for two weeks. The urine samples were weekly collected for pH and calcium oxalate 
analyses. The serum samples were weekly collected for BUN and creatinine analyses. At 
the end of the experiment, the kidney tissues were collected for histological and cytokine 
detection analyses. The potassium citrate, black sticky rice and Sung Yod sticky rice treated 
groups were exhibited significantly increased the pH levels at week 3 compared to the 
ethylene glycol group. The amount of calcium oxalate crystals in urine sample was reduced 
by treatment with black sticky rice and Sung Yod sticky rice extracts. The levels of BUN and 
creatinine in the serum of all groups were normal ranges, as compared with standard. 
Pathological changes of the kidney including distal tubule dilation, the flattened renal 
tubular cells and their nuclear condensation in rat were reduced by treatment with black 
sticky rice and Sung Yod sticky rice extracts. MCP-1 and IL-6 were detected in the kidney 
tissue at the molecular weight of 11 and 21 kDa, respectively. The expression of MCP-1 and 
IL-6 decreased in black sticky rice and Sung Yod sticky rice treated group, as compared with 
the ethylene glycol group. The expression of TGF-β was not detected in this study. These 
findings demonstrate that the black sticky rice and Sung-Yod sticky rice extracts have a 
reduction effect on the ethylene glycol-induced inflammation and renal pathology. These 
extracts might be beneficial in preventing the cause of kidney stone.  
 
Keywords unpolished black sticky rice, unpolished Sungyod sticky rice, anti-inflammation, 
kidney stone 
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บทที่ 1  
บทน ำ  

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคนิ่วในไตเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญในหลายประเทศทั่วโลก รวมทั้งประเทศไทย        
ในประเทศไทยมีความชุกของการเกิดโรคประมาณ 16.9% (1) จากข้อมูลสถิติผู้ป่วยโรคนิ่วในไตในปี พ.ศ. 
2555 พบว่ามีจ านวนทั้งสิ้น 58,258  คน ซึ่งมีจ านวนเพ่ิมข้ึนจากปี พ.ศ. 2554 เป็นต้นมา โดยส่วนใหญ่พบ
มากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (2) ปัจจัยที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรค ได้แก่ ความผิดปกติของไต 
พันธุกรรม สภาพภูมิอากาศ โภชนาการ และพฤติกรรม การบริโภคเป็นต้น พบว่าเพศชายเป็นโรคมากกว่า
เพศหญิง ผู้ป่วยมีอาการคลื่นไส้อาเจียน ปัสสาวะติดขัด ปวดบริเวณเอว ปัสสาวะขุ่นมีเลือดปน อาจเกิดการ
ติดเชื้อ ท าให้ไตวายได้ ผู้ที่เคยเป็นนิ่วในไตแล้วมักจะเกิดเป็นซ้ าอีกใน 7-10 ปี ส าหรับก้อนนิ่วที่พบมากท่ีสุด
ในผู้ป่วยประมาณร้อยละ 80 คือ นิ่วแคลเซียมออกซาเลต (Calcium oxalate, CaOx) ชนิดโมโนไฮเดรต 
(Calcium oxalate monohydrate, COM) กลไกการเกิดโรคนิ่วในไตเริ่มจากการจับกันของแคลเซียม
ไอออนกับออกซาเลตไอออนที่มีความเข้มข้นสูงอย่างยิ่งยวดแล้วเกิดการตกผลึกบริเวณท่อไตส่วนปลาย โดย
ผลึกท่ีเกิดข้ึนในครั้งแรกจะท าหน้าที่เป็นแกนและมีการตกผลึกซ้ าๆ เกิดเป็นก้อนผลึกมีขนาดใหญ่ขึ้น 
จากนั้นผลึกจะเกิดการเกาะเกี่ยวกัน จนในที่สุดไปเกาะจับกับเซลล์เยื่อบุท่อไต จนมีขนาดใหญ่ขวางกั้น
ทางเดินปัสสาวะท าให้ผู้ป่วยปัสสาวะติดขัดและแสดงอาการ การเกาะจับของผลึก COM กับเซลล์เยื่อบุท่อ
ไตส่วนปลายนั้นเป็นขั้นตอนวิกฤตส าคัญในการเกิดนิ่วในไต โดยผลึก COM จะจับกับเยื่อบุผิวเซลล์ท่อไต
ทางด้าน apical surface และถูกน าเข้าสู่เซลล์ท าให้เซลล์เกิดความเสียหายและเหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบ
ขึ้น มีการสร้างอนุมูลอิสระจ านวนมาก ท าให้เซลล์เยื่อบุท่อไตเปลี่ยนแปลง เกิดภาวะเครียด เซลล์เกิดความ
เสียหายและเกิดการตายแบบ apoptosis นอกจากนั้นผลึก COM สามารถกระตุ้นให้เซลล์บุท่อไตสร้างและ
หลั่ง inflammatory mediators ได้ เช่น MCP-1, OPN, IL-6 และ Ang II สารเหล่านีท้ าให้เกิดการดึงดูด
เซลล์เม็ดเลือดขาวเข้ามาใน renal interstitium และส่งผลให้เกิดการอักเสบเพ่ิมมากขึ้น เซลล์บุท่อไตถูก
ท าลายมากขึ้น และส่งเสริมการเกิดโรคนิ่วในไตให้รุนแรงขึ้น อย่างไรก็ตามกลไกการดึงดูดเซลล์อักเสบต่าง 
ๆ เข้ามาใน renal intersitium ยังไม่ทราบแน่ชัด แต่มีหลักฐานว่าเซลล์บุท่อไตจะสังเคราะห์ monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1) และ interleukin-6 (IL-6) หลังจากถูกกระตุ้นด้วยผลึกนิ่วและ
ออกซาเลต และพบการแสดงออกของ MCP-1 ในเซลล์บุท่อไตของหนูที่เป็นนิ่ว ดังนั้น MCP-1 และ 
interleukin-6 (IL-6)  น่าจะมีบทบาทหลักในการดึงดูดเซลล์ที่เกิดการอักเสบเข้าสู่ renal intersitium เพ่ือ
กระตุ้นการอักเสบในโรคนิ่วในไต นอกจากนี้มีรายงานพบว่าสารที่หลั่งจากเม็ดเลือดขาวจะกระตุ้นให้เซลล์ 
fibroblast เปลี่ยนเป็นเซลล์ myofibroblast และหลั่ง profibrotic cytokine เช่น TGF- ท าหน้าที่ใน
กระบวนการซ่อมแซมบาดแผลและสร้าง extracellular matrix (ECM) proteins จนเกิดเป็นพังผืดที่ไต 
(renal fibrosis) ตามมา ทั้งภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น การอักเสบ และการเกิดพังผืด จะส่งเสริมให้ 
renal interstitium และท่อไตถูกท าลาย ซึ่งเป็นต าแหน่งให้ผลึกเข้าเกาะยึดได้ดีขึ้น เศษเซลล์ที่ถูกท าลาย
และสารชีวโมเลกุลที่หลั่งออกมาจะกระตุ้นการเกิดผลึกใหม่และการรวมกลุ่มของผลึกได้ดีขึ้น จนเกิดเป็น 
stone nidus ส าหรับเจริญเปน็ก้อนนิ่วอันต่อไป  

ปัจจุบันการศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติหรือสมุนไพรเพ่ือน ามาทดลองหาฤทธิ์ในการรักษาและ
ยับยั้งการเกิดโรค โดยเฉพาะสารสกัดกลุ่มที่มีฤทธิ์ในการต้านการเกิดอนุมูลอิสระ (antioxidant) เนื่องจาก
อนุมูลอิสระจะเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดภาวะเครียด (oxidative stress) ท าให้เซลล์เสื่อมถอยและส่งผลกระทบ
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ต่อกลไกการเกิดโรคหลายชนิด เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ, โรคมะเร็ง, โรคหลอดเลือดสมอง และโรคชรา เป็น
ต้น ตัวอย่างสมุนไพรที่มีการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดนิ่วในไต เช่น หญ้าหนวดแมว (Orthosiphon 
grandiflorum), ต้นลูกใต้ใบ (Phyllantus niruri), น้ าผลไม้ที่มีซิตรัสสูง เช่น น้ ามะนาว , น้ าส้ม และน้ า
มะเขือเทศ จากรายงานการศึกษาสารสกัดจากข้าวมีสีพบว่ามีสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญปริมาณมาก เช่น 
วิตามินอี, แกมม่าโอลิไซนอล, ฟลาโวนอยด์และแอนโทไซยานิน ที่มีคุณสมบัติในการต้านการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน ลด cholesterol, triglyceride และเพ่ิมระดับของ HDL ในเลือด และลดการเกิดปฏิกิริยา
ภูมิแพ้ นอกจากนี้แอนโทไซยานินชนิด cyanindin-3-glucoside ที่มีปริมาณถึง 93% ของแอนโทไซยานิน
ทั้งหมด มีคุณสมบัติลดความเสี่ยงโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน โดยยับยั้งการรวมตัวระหว่างออกซิเจนกับ LDL 
และเพ่ิมปริมาณ HDL และมีการรายงานผลของ peonidin, peonidin-3-glucoside และ cyanidin-3-
glucoside ที่เป็นอนุพันธ์ที่ส าคัญของแอนโทไซยานินที่สกัดได้จากข้าวสีด า มีผลในการยับยั้งการรุกรานของ
เซลล์มะเร็งหลายชนิด นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาสารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวด า ข้าวกล้องข้าวเหนียว
สังข์หยด และร าข้าวเหนียวด า พบปริมาณ anthocyanin สูง และสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดี สามารถ
ยับยั้งการเกิด และการเกาะเกี่ยวกันของผลึกนิ่ว calcium oxalate ในหลอดทดลอง อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี
การศึกษาความสามารถของสารสกัดจากข้าวเหนียวทั้งสองชนิดในการลดการอักเสบในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน า
ให้เกิดพยาธิสภาพนิ่วในไต ดังนั้นผู้ท าวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษา เนื่องจากข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของไทย
และมีการค้นพบสารต้านอนุมูลอิสระจ านวนมาก ดังนั้นจึงเป็นข้อมูลที่ส าคัญที่น่าสนใจเป็นอย่างยิ่งว่าสาร
สกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดอาจจะสามารถลดการอักเสบ
ในไตของหนูขาวที่เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะนิ่ว โดยอาจมีผลลดการแสดงออกของ  inflammatory cytokines 
และ profibrotic cytokine ในเซลล์เยื่อบุผิวท่อไต ส่งผลให้ลดการกระตุ้นกลไกการอักเสบของเนื้อเยื่อไต 
และสามารถลดการเกิดพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อไตได้ในที่สุด หากพบว่าสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด า
และสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดสามารถลดการอักเสบและลดการเกิดพยาธิสภาพในการเกิด
นิ่วในไตได้ อาจน าไปสู่การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมเพ่ือใช้ในการป้องกันการเกิดโรคนิ่วในไตต่อไปใน
อนาคต อีกทั้งเป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับข้าว โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้าวกล้องเหนียวสังข์หยดหรือที่ชาวบ้าน
เรียกว่าข้าวเหนียวแดงซึ่งเป็นหนึ่งในข้าวพันธุ์พ้ืนเมืองภาคใต้ที่มีการเพาะปลูกอยู่เฉพาะพ้ืนที่ในเขตจังหวัด
สงขลา และยังไม่มีรายงานข้อมูลทางวิชาการ หากการศึกษาได้ข้อมูลส าคัญจะส่งผลให้มีการพัฒนาการ
เพาะปลูกและส่งเสริมการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพ่ิมข้ึน 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย  
 1.  เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดต่อการ
แสดงออกของ inflammatory cytokines ได้แก่ MCP-1 และ interleukin-6 (IL-6)   และพยาธิสภาพใน
เนื้อเยื่อไตหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่ว 
 2.  เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดต่อการ
แสดงออกของ profibrotic cytokine ได้แก่ TGF-  และพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อไตหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน า
ให้เกิดนิ่ว 
 
1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ผลการวิจัยที่ได้ในครั้งนี้จะเป็นผลการศึกษาครั้งแรกในการน าสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด า
และข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดมาทดสอบฤทธิ์ในการลดการอักเสบซึ่งเป็นการทดสอบในระดับ
สัตว์ทดลอง ซึ่งถ้าหากการวิจัยแล้วเสร็จ จะสามารถตีพิมพ์ผลงานวิจัยระดับนานาชาติได้อย่างน้อย 1 เรื่อง 
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และสามารถน าองค์ความรู้ดังกล่าวไปเผยแพร่ให้กับหน่วยงานที่เกี่ยวข้องเช่น กรมวิชาการเกษตรเพื่อพัฒนา
สายพันธุ์ข้าวให้เหมาะแก่การเพาะปลูก และเป็นข้อมูลวิจัยอ้างอิงในการส่งเสริมการเพาะปลูกข้าวชนิดนี้
มากขึ้น หรือร่วมมือกับองค์กรปกครองส่วนท้องถิ่นในการพัฒนาหรือแปรรูปเป็นสินค้า OTOP ของชุมชน 
ซึ่งเป็นการเพ่ิมมูลค่าของสินค้าเกษตร และเป็นการสร้างรายได้เพ่ิมให้กับชุมชนและประเทศในอนาคต 
นอกจากนี้ข้อมูลการวิจัยนี้อาจน าไปสู่การศึกษาพัฒนาสารสกัดในด้านต่างๆ เช่น การศึกษาองค์ประกอบ
ทางเคมี ความคงตัวทางเคมีและฤทธิ์ทางชีววิทยาของสารสกัดในการป้องกันหรือรักษาโรค โดยท าการวิจัย
ร่วมกับแพทย์เพ่ือศึกษาความสามารถในการยับยั้งหรือชะลอการเกิดนิ่วในไตในผู้ป่วยต่อไป ซึ่งช่วยส่งเสริม
ให้ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น หรือต่อยอดท าวิจัยร่วมกับหน่วยงานภายนอกเช่น องค์การเภสัชกรรม หรือ
หน่วยงานเอกชนอ่ืน เพ่ือท าการพัฒนาสารสกัดเป็นผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ หรืออาหารเสริม ซึ่งช่วย
ส่งเสริมให้ประชาชนมีสุขภาวะที่ดีข้ึน 
 
1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย  

โครงการวิจัยในครั้งนี้เป็นการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าว
เหนียวสังข์หยดต่อการลดการอักเสบในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพนิ่วในไต การทดลองเริ่ม
จาก 1) ท าการสกัดสารจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดด้วยแอลกอฮอล์ 2) 
การเตรียมสัตว์ทดลอง ท าการเหนี่ยวน าหนูขาวให้เกิดภาวะนิ่วในไต ด้วย ethylene glycol และทดสอบ
ฤทธิ์ของสารสกัดในการลดการอักเสบในพยาธิสภาพของหนูขาวที่เป็นโรคนิ่วในไต 3) น าปัสสาวะของหนูมา
วิเคราะห์ค่า creatinine และปริมาณของผลึก 4) น าเลือดมาวิเคราะห์ค่า BUN และ creatinine 5) น า
เนื้อเยื่อไตของหนูมาวิเคราะห์พยาธิสภาพและการสะสมของผลึกด้วยวิธีย้อมสี hematoxylin และ eosin 
6) ศึกษาต าแหน่งน้ าหนักโมเลกุล และปริมาณการแสดงออกของ inflammatory cytokines ได้แก่ MCP-
1 และ interleukin-6 (IL-6)   และ profibrotic cytokine ได้แก่ TGF-  ในเนื้อเยื่อไตหนูขาวด้วยวิธี 
immunohistochemistry และ Western immunoblotting ตามล าดับ    
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและผลงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  โรคนิ่วในไต 

โรคนิ่วในไตเป็นโรคเรื้อรังที่พบได้ทั่วโลก ในประเทศไทยส่วนใหญ่พบมากทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ปัจจัยที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรค ได้แก่ ความผิดปกติของไต พันธุกรรม สภาพ
ภูมิอากาศ โภชนาการ และพฤติกรรม การบริโภคเป็นต้น พบว่าเพศชายเป็นโรคมากกว่าเพศหญิง ผู้ป่วยมี
อาการคลื่นไส้อาเจียน ปัสสาวะติดขัด ปวดบริเวณเอว ปัสสาวะขุ่นมีเลือดปน อาจเกิดการติดเชื้อ ท าให้ไต
วายได้ ผู้ที่เคยเป็นนิ่วในไตแล้วมักจะเกิดเป็นซ้ าอีกใน 7-10 ปี ส าหรับก้อนนิ่วที่พบมากที่สุดในผู้ป่วย
ประมาณร้อยละ 80 คือ นิ่วแคลเซียมออกซาเลตชนิดโมโนไฮเดรต (COM) 

2.2.1  กลไกการเกิดนิ่วในไต 
เริ่มจากการตกผลึกของแคลเซียมกับออกซาเลตไอออนที่มีความเข้มข้นสูงแบบยิ่งยวดบริเวณท่อไต

ส่วน distal collecting duct เพราะเป็นบริเวณที่มีการดูดน้ ากลับของหน่วยไต โดย nuclei ที่เกิดขึ้นนั้นมี
แนวโน้มที่จะโตขึ้นและจับกลุ่มกัน ในสภาวะ hypertonic ของ tubular fluid ซึ่งจะไปจับกับผิวเซลล์ ติด
อยู่ในส่วนที่แคบของท่อไตท าให้ไม่สามารถหลุดออกไปกับปัสสาวะได้ เมื่อคริสตัลจับกับผิวเซลล์แล้วยังคงโต
ต่อไปเรื่อยๆ จนกลายเป็นก้อนนิ่วขนาดใหญ่อุดกั้นทางเดินปัสสาวะท าให้ผู้ป่วยปัสสาวะติดขัดหรือปัสสาวะ
ไม่ออก (3-5) ก้อนนิ่วที่แยกได้จากผู้ป่วย ประกอบด้วยส่วนที่เป็นผลึกคริสตัล 80 เปอร์เซนต์ อีก 2-5 
เปอร์เซนต์เป็น Organic matrices ที่แทรกอยู่ในเนื้อผลึก ประกอบด้วยโปรตีน ไขมัน ไกลโคอะมิโนไกล
แคนและแร่ธาตุ (6) ผลึกคริสตัลที่พบในก้อนนิ่วมากที่สุดคือ แคลเซียมออกซาเลต (CaOx) โดยปกติผลึก 
CaOx มีโครงสร้างสามแบบตามปริมาณโมเลกุลของน้ าที่มีอยู่ในโมเลกุล ได้แก่ ชนิดโมโนไฮเดรต (COM 
หรือ whewellite) ซึ่งมีรูปร่างหกเหลี่ยม, ชนิดไดไฮเดรต (COD หรือ weddellite) มีรูปร่างเป็นพีระมิด
สองอันประกบกัน, และชนิดไตรไฮเดรต (COT or caoxite) มีรูปร่างคล้ายเข็ม (7)  COM เป็นผลึกที่พบใน
ก้อนนิ่วมากที่สุดและพบมากในปัสสาวะของผู้ป่วย ในขณะที่ผลึก COD มักจะพบในปัสสาวะของคนปกติ
และแทบจะไม่พบผลึก COT ในก้อนนิ่วหรือในปัสสาวะเลย ผลึก COM นั้นมีความคงตัวมากที่สุดในสภาวะ
ที่มี Stone inhibitors เช่นในปัสสาวะของคนปกติ ผลึก COM จะถูกเหนี่ยวน าให้เปลี่ยนรูปร่างไปเป็นผลึก 
COD ซึ่งมีความรุนแรงในการก่อโรคน้อยกว่า (8) 

จากการวัดความสามารถในการยึดจับของผลึกคริสตัลด้วยวิธี Atomic force microscopy พบว่า
ผลึก COM มีความแรงในการยึดจับสูงกว่าผลึก COD ถึง 15 เท่า (9) ทั้งนี้เนื่องมาจากการเรียงตัวของ
แคลเซียมและออกซาเลตไอออนบนผิวหน้าของผลึกที่แตกต่างกัน ซึ่งเป็นเหตุผลส าคัญสนับสนุนว่าผลึก 
COM นั้นมีความรุนแรงในการก่อโรคนิ่วในไต โดย COM สามารถจับกับโมเลกุลบนผิวเซลล์เยื่อบุท่อไตด้วย 
adhesion force มากกว่า COD จากการศึกษาพบว่าผลึกคริสตัลนั้นมีประจุบวกของแคลเซียมไอออนที่
ผิวหน้าซึ่งสามารถ interact กับโมเลกุลในระบบทางเดินปัสสาวะที่แสดงประจุลบได้แก่ โปรตีนที่มี acidic 
amino acids เช่น aspartic acid (Asp) และ glutamic acid (Glu) หลายโมเลกุล หรือโมเลกุลที่มีหมู่ 
phosphate, sulfate, sulfonate, carboxylate-enriched polysaccharides แ ล ะ  phospholipids 
(10,11)  ผลึกคริสตัลมีการจับกับโมเลกุลบนผิวเซลล์อย่างจ าเพาะ ได้แก่ ไฮยารูโรแนน , CD44, 
Osteopontin (OPN) , Annexin II, Nucleolin-related protein, Phosphatidylserine แ ล ะ  Sialic 
acid-containing glycoprotein เป็นต้น (12-16)  นอกจากนี้มีการศึกษาชิ้นเนื้อไตของหนูทดลองที่ถูก
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เหนี่ยวน าให้เป็นนิ่วในไตมาย้อมด้วยเทคนิค immunohistochemistry พบบริเวณ distal collecting 
duct มีการเกาะจับของผลึก CaOx  กับไฮยาลูโรแนนและ CD44 โมเลกุล  

2.2.2  สาเหตุของการเกิดนิ่วในไต  
การเกิดนิ่วในไตนั้นเกิดได้จากหลายปัจจัย ได้แก่ โครงสร้างของไตผิดปกติท าให้การไหลของ 

Tubular fluid ไม่ดี ง่ายต่อการคั่งของผลึกคริสตัล, การทานอาหารที่มีออกซาเลตไอออนสูง, อากาศร้อนท า
ให้ปัสสาวะมีความเข้มข้นมากส่ งเสริมการตกผลึก , ความผิดปกติทางพันธุกรรม เช่น primary 
hyperoxaluria, primary calciuria, renal tubular acidosis เป็นต้น (17) อย่างไรก็ตาม มีการศึกษา
พบว่าในปัสสาวะนั้นมีโมเลกุลที่เรียกว่า Stone modulators แบ่งออกเป็น Stone promoters คือโมเลกุล
ที่ช่วยส่งเสริมการเกิดนิ่ว โดยส่งเสริมให้มีการตกผลึกคริสตัลหรือส่งเสริมการ growth หรือ aggregation 
หรือ adhesion อีกกลุ่มหนึ่งคือ Stone inhibitors คือโมเลกุลที่ช่วยยับยั้งกระบวนการเกิดนิ่ว ได้แก่ ยับยั้ง
การเกิดผลึกคริสตัลหรือยับยั้งการ growth หรือ aggregation หรือ adhesion รวมทั้งท าให้เกิดการ 
transformation ของผลึกจาก COM ไปเป็น COD ที่มีความรุนแรงน้อยกว่า มีการศึกษาพบว่าผู้ป่วยโรคนิ่ว
ในไตนั้นมีการแสดงออกของ stone inhibitors น้อยกว่าคนปกติ ท าให้เกิดการตกผลึกจ านวนมากและ
พัฒนากลายเป็นโรคนิ่ว โดยโมเลกุลที่จัดเป็น stone promoters ส าคัญ ได้แก่ calcium และ oxalate 
ions ซึ่งหากมีปริมาณสูง จะท าให้โอกาสเกิดการตกผลึกสูงขึ้นตามไปด้วย (18,19)  โมเลกุล Stone 
inhibitors นั้นมักมีประจุลบเพ่ือจะ interact กับผลึกคริสตัลที่มีประจุบวกที่ผิวหน้า ตัวอย่างโมเลกุลที่พบ
ในปัสสาวะของคนปกติคือ citrate ions, Nephrocalcin, OPN, Inter-alpha-trypsin inhibitor (ITI), 
Bikunin, Urinary prothrombin fragment 1 ( UPTF1) , Tamm-Horsfall protein ( THP) , 
Orosomucoid และ Trefoil factor 1 (TFF1) (20-27) Nephrocalcin เป็นไกลโคโปรตีน สามารถยับยั้ง
การเกิด nucleation, growth, aggregation และ adhesion ได้ citrate, OPN และ Bikunin จับบนผิว
ผลึก COM และป้องกันการ adhesion ของผลึกกับเซลล์ท่อไต (28-30)  บางโมเลกุลมีบทบาทเป็นทั้ง 
promoter และ inhibitor ขึ้นกับระยะของการเกิดนิ่วในไต เช่น THP ยับยั้งการ aggregation แต่ส่งเสริม
การเกิด adhesion เป็นต้น (31) 

2.2.3  การตอบสนองของเซลล์เยื่อบุท่อไตในภาวะที่มีการเกาะจับของผลึก CaOx  
ปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วอยู่ในภาวะความอ่ิมตัวยวดยิ่งเป็นเวลานาน ท าให้มีปริมาณสารก่อนิ่วและ

ผลึกสูงมาก ผลึกบางส่วนสามารถขับออกไปพร้อมกับปัสสาวะได้ ขณะที่ส่วนหนึ่งถูกน าเข้าสู่เซลล์บุท่อไต 
ภายในเซลล์ผลึกอาจน าไปก าจัดในไลโซโซม หรือบางส่วนอาจขนส่งต่อไปยัง renal interstitium ทั้งสารก่อ
นิ่วและผลึกสามารถกระตุ้นให้เซลล์เยื่อบุท่อไตสร้างสารอนุมูลอิสระ เช่น reactive oxygen species 
(ROS) เพ่ิมมากข้ึน ท าให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) และ ROS ที่เกิดขึ้นจะท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารชีวโมเลกุลในเซลล์ ส่งผลให้เซลล์เยื่อบุท่อไตถูกท าลาย และหลุดลอก เป็นแหล่ง
ให้ผลึกเข้าไปเกาะบนฐานเซลล์และใน interstitium  และส่งเสริมการติดค้างของผลึกในท่อไต นอกจากนี้
สารก่อนิ่วและผลึกยังสามารถกระตุ้นให้เซลล์เยื่อบุท่อไตสังเคราะห์และหลั่งสารตัวกลางการอักเสบ 
(inflammatory mediators) เช่น ไซโตไคน์ และเคโมไคน์ ต่าง ๆ เพ่ือกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน โดยดึงดูด
เซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น monocytes และ macrophages ให้เข้ามาเก็บกินผลึกที่ติดค้างใน renal 
interstitium ส่งผลให้เกิดการอักเสบและภาวะ renal fibrosis ตามมา (32) นอกจากนี้ผลึกสามารถ
กระตุ้นให้เซลล์บุท่อไตสร้างและหลั่ง inflammatory mediators ได้ เช่น monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1), osteopontin (OPN), interleukin-6 (IL-6) และ angiotensin II (Ang II) สาร
เหล่านี้จะดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาวเข้ามาใน renal interstitium และก่อให้เกิดการอักเสบ ผลึกนิ่วเกิดขึ้นใน
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ท่อไตจะเคลื่อนเข้าสู่ renal interstitium เพ่ือดึงดูดเซลล์อักเสบต่างๆ เข้ามาใน intersitium ส่งผลกระตุ้น
การอักเสบ เซลล์เหล่านี้จะหลั่ง proteolytic enzymes   chemokines และ cytokines ท าให้การอักเสบ
เพ่ิมมากข้ึนและเซลล์บุท่อไตถูกท าลายมากข้ึน (33,34)  ถึงแม้กลไกการดึงดูดเซลล์อักเสบต่าง ๆ เข้ามาใน 
renal intersitium จะยังไม่ทราบแน่ชัด แต่มีหลักฐานว่าเซลล์บุท่อไตจะสังเคราะห์ MCP-1 และ IL-6 
หลังจากถูกกระตุ้นด้วยผลึกนิ่วและออกซาเลต และพบการแสดงออกของ MCP-1 ในเซลล์บุท่อไตของหนูที่
เป็นนิ่ว ดังนั้น MCP-1 น่าจะมีบทบาทส าคัญในการดึงดูดเซลล์อักเสบเข้าสู่ renal intersitium เพ่ือกระตุ้น
การอักเสบในโรคนิ่วไต ในขณะที่เกิดกระบวนการอักเสบ ร่างกายจะผลิต anti-inflammatory cytokine 
เช่น IL-10 และ IL-13 ซ่ึง IL-10 ผลิตจาก monocytes, macrophages, dendritic cells และ Th2 
cells ท าหน้าที่ในการควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและกระบวนการอักเสบ โดยกดการแสดงออก
ของ Th1 cytokines เช่น IL-12 ลดการแสดงออกของ costimulator และ class II MHC molecules 
บนผิวเซลล์แมคโครฟาจ IL-10 สามารถยับยั้ง NF-KB activity และควบคุม JAK-STAT signaling 
pathway ส่วน IL-13 สร้างจาก Th2 cells มีฤทธิ์ยับยั้ง microbicidal activities ของ macrophage 
นอกจากนี้ IL-13 สามารถกระตุ้น fibroblast ให้เพ่ิมการสังเคราะห์ collagen และเกิด fibrosis (35) 

มีการศึกษาในหนูที่เป็นนิ่วพบการแสดงออกเพ่ิมข้ึนของ stone modulators ได้แก่ OPN, THP, 
prothrombin (PT), inter-α-inhibitor และ heparan sulfate (HS) การพบ HS บ่งชี้ว่ามีการสังเคราะห์ 
extracellular matrix มากข้ึน ซึ่งเป็นไปได้ว่าในไตของหนูที่เป็นนิ่วเกิดภาวะ renal fibrosis สูงขึ้น 
ส าหรับ OPN นอกจากท าหน้าที่เป็น stone modulator แล้ว มีหลักฐานว่า OPN สามารถท าหน้าที่เป็น 
monocyte chemoattractant คล้ายกับ MCP-1 ได้ (36)  สารที่หลั่งจากเม็ดเลือดขาวจะกระตุ้นให้เซลล์ 
fibroblast (F) เปลี่ยนเป็นเซลล์ myofibroblast ท าหน้าที่ในกระบวนการซ่อมแซมบาดแผลและสร้าง 
extracellular matrix (ECM) proteins จนเกิด renal fibrosis ตามมา ทั้งภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
การอักเสบ และ fibrosis จะส่งเสริมให้ renal interstitium และท่อไตถูกท าลาย เป็นต าแหน่งให้ผลึกเข้า
เกาะยึดได้ดีขึ้น เศษเซลล์ที่ถูกท าลายและสารชีวโมเลกุลที่หลั่งออกมาจะกระตุ้นการเกิดผลึกใหม่และการ
รวมกลุ่มของผลึกได้ดีขึ้น จนเกิดเป็น stone nidus ส าหรับเจริญเป็นก้อนนิ่วต่อไป (33,34)  การศึกษาใน
เซลล์เพาะเลี้ยง พบว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์บุท่อไตด้วยออกซาเลต (Ox) และผลึกนิ่ว (CaOx, CaP และ UA) 
เซลล์บุท่อไตจะสร้าง ROS เช่น superoxide (O2-) และ hydrogen peroxide (H2O2) เพ่ิมข้ึน มีการหลั่ง 
lactate dehydrogenase (LDH) และ NAG ออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อมากข้ึนและสัมพันธ์กับการตายของ
เซลล์ที่สูงขึ้น กลไกการสร้าง ROS ที่สูงขึ้นนี้อาจเกิดจาก 2 กลไก คือ การกระตุ้น NADPH oxidase ให้
ท างานมากข้ึน โดยผ่านระบบ rennin-angiotensin system ออกซาเลตและผลึกจะกระตุ้นการสร้าง Ang 
II ในไตสูงขึ้น จากนั้น Ang II จับกับรีเซปเตอร์บนผิวเซลล์ แล้วมีผลไปกระตุ้นการท างานของ NADPH 
oxidase ส่งผลให้มีการสร้าง superoxide ในเซลล์สูงขึ้น และการกระตุ้นการท างานของ phospholipase 
A-2 (PLA-2) แล้วท าให้เกิดผลผลิตของไขมัน ได้แก่ arachidonic acid (AA), lyso-phospatidylcholine 
(Lyso-PC) และ ceramide สูงขึ้น ซึ่งสารทั้ง 3 ชนิดจะท าหน้าที่เป็นโมเลกุลน าสัญญาณ (signaling 
molecule) มีผลต่อการท างานของไมโตคอนเดรีย โดยไปลด mitochondrial membrane potential 
ส่งผลให้มีการสร้าง ROS สูงขึ้นและหลั่ง cytochrome-C จากไมโตคอนเดรีย ซึ่ง ceramide และ 
cytochrome-C จะกระตุ้นการท างานของโปรตีนกลุ่ม caspases เซลล์จึงเข้าสู่วิถีการตายแบบ apoptosis 
ส าหรับ ROS ที่สูงขึ้น จะไปกระตุ้นวิถีส่งสัญญาณ (signal transduction pathway) p38-MAPK และ 
JNK ส่งผลกระตุ้นการท างานของ transcription factors NF-KB และ AP-1 ซึ่งทั้ง NF-KB และ AP-1 จะ
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ไปกระตุ้นการแสดงออกของยีนหลายชนิด เช่น stone modulators (OPN, BK, α-1-microglobulin), 
chemokines (MCP-1), cytokines (IL-6) และ growth factors (PDGF, TGF-β) เป็นต้น (33)   
2.2  กำรศึกษำสมุนไพรที่ยับยั้งกำรเกิดโรคนิ่วในไต 

ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์ได้ให้ความสนใจสารสกัดจากธรรมชาติที่มีประวัติการใช้ในการรักษาโรคนิ่ว
ในไต เพ่ือน ามาทดลองหาฤทธิ์ในการรักษาหรือยับยั้งการเกิดโรคนิ่วในไต Grases และคณะท าการศึกษา
สมุนไพรเจ็ดชนิดของยุโรป คือ นังด้งล้าง (Verbena officinalis), Lithospermum officinale, แดนดิไล
ออน (Taraxacum officinale), หญ้าถอดปล้อง (Equisetum arvense), Arctostaphylos uva-ursi, โก
โบ้ (Arctium lappa) และ Silene saxifraga พบว่าสมุนไพรเหล่านี้ สามารถลดภาวะความเสี่ยงที่ส่งเสริม
การเกิดนิ่วได้ เช่น citraturia, calciuria, phosphaturia และ diuresis (35) และพบว่าสามารถป้องกัน
การเกาะจับของผลึกที่บริเวณท่อไตได้ ในหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นนิ่ว (38)  Atmani และ Khan 
ศึกษาสารสกัดจากต้น Herniaria hirsute พบว่าสารสกัดส่งเสริมการตกผลึกของคริสตัล แต่ผลึกที่เกิดขึ้น
นั้นมีขนาดเล็กและเป็นชนิด COD ซึ่งไม่มีความรุนแรงในการก่อโรค และพบว่าในสารสกัดนั้นมีสารที่
สามารถยับยั้งการ aggregation ของผลึกคริสตัลได้ (39,40) Barros และคณะท าการศึกษาสารสกัดจากต้น
ลูกใต้ใบ (Phyllantus niruri) พบว่าสารสกัดสามารถยับยั้ง crystal growth และ aggregation และยับยั้ง 
endocytosis ของผลึกคริสตัลเข้าสู่เซลล์ (41) Al-Ghamdi และคณะท าการศึกษาสารสกัดจากตะไคร้ โดย
ให้หนูทดลองที่เกิด oxalate nephrotoxicity ดื่มสารสกัดพบว่าอาการดีขึ้นในขณะที่หนูที่ไม่ได้ดื่มสารสกัด
นั้นตาย โดยสารสกัดจากตะไคร้ (Cymbopogon schoenanthus) นั้นมีฤทธิ์ในการขับปัสสาวะ (42) 
Woottisin และคณะ ศึกษาพบว่าสารสกัดกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa) ช่วยลดปริมาณของ 
oxalate ในซีรัมของหนูทดลองที่มีภาวะ hyperoxaluria ได้ และพบว่าสารสกัดลูกใต้ใบ (Phyllanthus 
amarus) ช่วยเพิ่มปริมาณของ citrate ที่ท าหน้าที่ stone inhibitor ในปัสสาวะของหนูทดลองได้ และเมื่อ
ท าการตัดชิ้นเนื้อบริเวณท่อไตของหนูทดลองมาตรวจดูการเกิดนิ่วพบว่าสารสกัดกระเจี๊ยบแดงและลูกใต้ใบ
นั้นสามารถลดการเกาะจับของผลึกคริสตัลที่เกิดขึ้นกับเซลล์ท่อไตได้เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม (43) 
Akanae และคณะศึกษาสารสกัดจากหญ้าหนวดแมว (Orthosiphon grandiflorum) พบว่าสามารถลด
การบาดเจ็บของเซลล์จากความเป็นพิษของ oxalate และยับยั้งการคั่งของผลึกที่ท่อไตของหนูทดลองได้ 
(44)การเกิดนิ่วในไตนั้นสามารถป้องกันได้เช่นกัน หากเพ่ิมปริมาณ Stone inhibitors ในปัสสาวะได้ 
ตัวอย่างเช่น การเพ่ิมปริมาณ Citrate excretion โดยให้ผู้ป่วยดื่มน้ าผลไม้ที่มี citrus เช่น น้ ามะนาว น้ าส้ม, 
น้ ามะเขือเทศสด (45,46) 
2.3  กำรศึกษำวิจัยเกี่ยวกับข้ำวเหนียวด ำและข้ำวเหนียวสังข์หยด 

ข้าวเหนียวด า คือข้าวเหนียวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงแดงจนถึงสีด ารวมทั้งการที่มีรงควัตถุที่ปรากฏใน
ส่วนต่าง ๆ ของต้นข้าว ซึ่งเป็นลักษณะประจ าพันธุ์ของข้าวชนิดนี้ รงควัตถุท่ีมีสีส่วนใหญ่พบในส่วนของล าต้น 
ใบ และเกือบทุกส่วนของช่อดอก ยกเว้น embryo หรือ endosperm ลักษณะเด่นของข้าวเหนียวด า คือการ
ติดกันเหมือนกาวของเมล็ดข้าวที่สุกแล้ว และมีสารอาหารที่เป็นประโยชน์มากกว่าข้าวเหนียวขาว (47) 
เนื่ องจากข้ าวกล้ องของข้ าว เหนี ยวด ามีปริมาณ สาร -oryzanol และสามารถสั งเคราะห์ สาร 
anthocyanin  ได้มากกว่าข้าวขาว ในทางการแพทย์จึงได้มีการน าคุณสมบัตินี้มาใช้ประโยชน์โดย พบว่าสาร 
-oryzanol จะช่วยกระตุ้น growth Hormone ท าให้ร่างกายท างานได้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ร่างกายจึง
สร้างภูมิต้านทานต่อโรคต่าง ๆ หรือบ าบัดอาการของโรคเรื้อรังต่าง ๆ ด้วยตัวเอง  โดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวกับ
ความเสื่อม ต้านมะเร็ง อัมพฤกษ์ โรคหัวใจ ความดันโลหิต ลด cholesterol เส้นเลือดตีบ โรคเก๊าท์ ไมเกรน 
ลดความเครียด ช่วยให้นอนหลับ แก้ปัญหาวัยทอง ปวดประจ าเดือน และสมรรถภาพเพศชาย  (48) ใน
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ต่างประเทศได้มีการน าสาร GABA ที่พบในข้าวกล้องงอกของข้าวเหนียวด ามาใช้ในวงการแพทย์เพ่ือรักษา
โรคเกี่ยวกับประสาท เช่น โรควิตกกังวล โรคนอนไม่หลับ และโรคลมชัก  เพราะสาร GABA  จัดอยู่ในกลุ่ม
กรดโปรตีนที่ช่วยบ ารุงเซลล์ประสาท ท าให้สมองเกิดการผ่อนคลายป้องกันการท าลายสมอง ซึ่งเป็นสาเหตุ
ของโรคสูญเสียความทรงจ าหรืออัลไซเมอร์ และสาร anthocyanin ชนิด cyanindin-3-glucoside ที่พบใน
ข้าวเหนียวด า ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด  สารสกัดในข้าวเหนียวด ายังมี
คุณสมบัติช่วยสร้างเม็ดเลือดแดง  สร้าง villi ในผนังล าไส้เล็กท าให้ร่างกายสามารถดูดซึมสารอาหารได้มาก
ขึ้น  ส่งผลให้ร่างกายเจริญเติบโตและแข็งแรงยิ่งขึ้น (49) 
 ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากข้าวต่อกลไกในการก่อโรคนิ่วในไตนั้นมีน้อยมาก อย่างไรก็
ตามมีรายงานว่าส่วนของร าข้าว (Rice bran) ซึ่งมีคุณค่าทางอาหารสูงและมีสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญ 
เช่น วิตามินบี วิตามินอี, Tocopherol, Tocotrienol และ Gamma-oryzanol สามารถป้องกันการเกิด
โรคมะเร็ง, hyperlipidemia, fatty liver, ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูง (hypercalciuria), โรคนิ่วในไต 
และโรคหัวใจได้ (50) มีรายงานพบว่าร าข้าวสามารถลดการเกิดนิ่วแคลเซียมออกซาเลตซ้ าในผู้ป่วยที่มีภาวะ 
hypercalciuria และลด calcium excretion ในปัสสาวะได้ (51,52)  ส าหรับข้าวเหนียวด านั้นมีสีม่วงแดง
ของ Anthocyanin pigments เป็นเอกลักษณ์ มีสารอาหารและมีสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งคือมี Anthocyanin สูงกว่าข้าวด าและข้าวแดง (53)  ซึ่งท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระที่ส าคัญ มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ลดระดับไขมันในเลือด และ hypoglycemic effects (54-56)  
นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาสารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวด า ข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยด และร าข้าว
เหนียวด าที่สกัดด้วย 75% ethanol พบว่ามี anthocyanin ในปริมาณสูง และสามารถต้านอนุมูลอิสระได้
ดี สามารถยับยั้งการเกิด และการเกาะเกี่ยวกันของผลึกนิ่ว calcium oxalate ในหลอดทดลองแบบ dose 
dependent ได้อย่างมีนัยส าคัญ (57)   นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาความสามารถของสารสกัดข้าวกล้อง
ข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดที่สกัดด้วย 75% ethanol ในการป้องกันพยาธิสภาพของไต
ในหนูขาวที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยเอทิลีน ไกลคอล พบว่าเนื้อเยื่อไตดังกล่าวมีการแสดงออกของ free radical 
ลดลง และมีระดับของเอนไซม์ catalase และ SOD-1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (58,59) และพบว่าการเกิด
พยาธิสภาพของไตลดลง คือพบ glomerulus  glomerular space proximal convoluted tubule และ 
distal tubule มีลักษณะปกติ  และไม่มีเลือดคั่งในเนื้อเยื่อไต  เมื่อให้สารสกัดเมล็ดข้าวกล้องข้าวเหนียวด า 
(58) และ ไม่พบถุงน้ าในเนื้อไตชั้น cortex ลักษณะของ glomerulus มีขนาดเท่าๆกัน Bowman’s 
capsule มีเยื่อบุผิวลักษณะปกติ proximal  convoluted tubules มีเซลล์เยื่อบุผิวบวมเล็กน้อยและ 
lumen ขนาดเล็กลง เมื่อให้สารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยด (59) จากการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสาร
สกัดข้าวเหนียวด าในการกระตุ้นการท างานของ superoxide dismutase และ catalase โดยท าการศึกษา
ในเซลล์ HepG2 และหนูสายพันธุ์ C57BL/6 ซึ่งผลจากการทดลองในเซลล์พบว่ากลุ่มที่ได้รับสารสกัดจาก
ข้าวเหนียวด าจะมีปริมาณของ superoxide anions และ ROS ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ และเพ่ิมการท างาน
ของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) และ catalase (CAT) โดยเพ่ิมขึ้นถึง 161.6% และ 73.4 % 
ตามล าดับ โดยคาดว่าองค์ประกอบส าคัญที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระคือ cyaniding-3-O-
glucoside chloride และ peonidin-3-O-glucuside chloride ส่วนในการทดลองในหนู ในกลุ่มที่ได้รับ
สารสกัดจากข้าวเหนียวด าจะมีการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ antioxidant enzymes ไม่มีผล
เปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (60) 
 จากการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดข้าวเหนียวด า , cyanidin-3-O-beta-D-glycosidea,  
cyanidin และ protocatechuic  acid ในการต้านการอักเสบในเซลล์ lipopolysaccharide-induced 
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RAW 264.7 และ หนู BALB/c ที่ถูกกระตุ้นให้อักเสบด้วย air pouches carrageenan ซึ่งจากผลการ
ทดลองพบว่าทั้ งสารสกัดจากข้าวเหนี ยวด า , cyanidin-3-O-beta-D-glycosidea,  cyanidin และ 
protocatechuic acid ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร ส ร้ า ง  proinflammatory cytokines, TNF-α, IL-1β, 
inflammatory mediators ต่างๆรวมถึง MCP-1, NO และ prostaglandin E2 รวมถึงมีฤทธิ์ยับยั้งการ
แสดงออกของยีน nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 ใน RAW 264.7 cells ยับยั้ง
การเติมหมู่ฟอสเฟตของ IκBα  นอกจากนี้สารเหล่านี้ยังสามารถลดจ านวนของ leukocyte, TNF-alpha, 
PGE2, COX-2 และ NF-κB ใน ทีถูกกระตุ้น ให้ อักเสบด้วย air pouches carrageenan โดยพบว่า 
protocatechuic acid มีฤทธิ์ในการยับยั้ง inflammatory mediators มากที่สุด (61) นอกจากนี้ยังพบ
การศึกษาฤทธิ์ในการต้านการอักเสบระหว่างสารสกัดจากข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยเอทานอลกับสกัดด้วยน้ า 
โดยท าการทดสอบในเซลล์ม้าม (splenocytes) ของหนูที่เป็นโรคเบาหวาน ซึ่งทดสอบในสารสกัดข้าว
เหนียวด าที่ความเข้มข้น 50, 100 และ 200 µg/ml ซึ่งท าการทดลองเป็นเวลา 3 วัน โดยพบว่า ทั้งสารสกัด
ข้าวเหนียวด าจากการสกัดด้วยเอทานอลและน้ ามีผลในการต้านการอักเสบ โดยพบว่าที่ความเข้มข้น 50 
µg/ml ของสารสกัดข้าวเหนียวด าที่สกัดด้วยน้ ามีฤทธิ์กว้างมากที่สุด โดยเพ่ิมจ านวน regular T cell ลด
การท างานของ NF-κB บน CD4+, CD8+ T cells ลดการสร้าง TNF-α ของ CD4+ T cells และลดการ
สร้าง  IL-6 และ IFN-γ ของ macrophages. (62) อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการศึกษาสารสกัดจาก
ข้าวที่มีผลเกี่ยวข้องกับกลไกการอักเสบของเนื้อเยื่อไตที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่ว 
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บทที่  3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1 กำรสกัดสำรจำกข้ำวกล้องข้ำวเหนียวด ำและข้ำวกล้องข้ำวเหนียวสังข์หยดด้วย 75% ethanol 
 น าข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยดปริมาณ 1 กิโลกรัมมาบดให้ละเอียด 
แล้วน ามาสกัดด้วย 75% ethanol  ปริมาตร 2 ลิตร น าไปบ่นในเครื่อง incubator shaker ที่อุณหภูมิห้อง
ในที่มืด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าสารสกัดมากรองด้วยกระดาษกรอง น าข้าวที่ผ่านการสกัดแล้วไปท าการ
สกัดซ้ าอีกครั้ง จากนั้นน าสารสกัดทั้งหมดไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator และเครื่อง 
lyophilizer แล้วเก็บท่ี -20 C๐ เพ่ือน าไปทดสอบต่อไป 
3.2 กำรเตรียมสัตว์ทดลองและกำรทดสอบฤทธิ์ของสำรสกัดจำกข้ำวกล้องข้ำวเหนียวด ำและข้ำวกล้อง
ข้ำวเหนียวสังข์หยดในสัตว์ทดลองที่เหนี่ยวน ำให้เกิดภำวะนิ่วในไต 
  การทดลองใช้ตามวิธีการของ Akanae และคณะ (63) และ Semangoen และคณะ (59) โดยปรับ
รูปแบบดังนี้ใช้หนูแรทเพศผู้ จ านวน 25 ตัว สายพันธุ์ Sprague-Dawley อายุ 7 สัปดาห์ น้ าหนักประมาณ 
180-200 กรัม มาเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องเพ่ือปรับสภาพให้เกิดความเคยชินเป็นเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นแบ่ง
การทดลองเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว กลุ่มที่ 1 หนูที่ให้อาหารและน้ าปกติ ไม่มีการเหนี่ยวน าให้เกิดนิ่วในไต 
(กลุ่มควบคุม) กลุ่มที่ 2 หนูถูกเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะนิ่วในไต คือมีการสะสมผลึก แคลเซียมออกซาเลต 
(CaOx) ในเนื้อไตโดยการให้ดื่มน้ าปกติเป็นเวลา 2 สัปดาห์ และดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% ethylene glycol 
(EG) (v/v) อีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์ กลุ่มที่ 3 เป็นกลุ่ม positive control ที่ให้หนูกิน potassium citrate 
(KCit) ปริมาณ 100 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดยใช้ gastric intubation วันละ 1 ครั้ง เป็นเวลา 
2 สัปดาห์ หลังจากนั้นเหนี่ยวน าให้มีการสะสมผลึก CaOx โดยดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% EG (v/v) เป็นเวลา 2 
สัปดาห์ กลุ่มที่ 4 และ 5 เป็นกลุ่มที่ให้หนูกินสารสกัดจากข้าวกล้องข้าวเหนียวด าและข้าวกล้องข้าวเหนียว
สังข์หยดตามล าดับ  ปริมาณ 200 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักหนู 1 กิโลกรัม โดยใช้ gastric intubation วันละ 1 
ครั้ง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นเหนี่ยวน าให้มีการสะสมผลึก CaOx โดยดื่มน้ าที่ผสมกับ 0.5% EG 
(v/v) เป็นเวลา 2 สัปดาห์ โดยทุกสัปดาห์จะท าการวัดค่า pH และเก็บตัวอย่างปัสสาวะและเลือดของหนูแต่
ละกลุ่ม และเมื่อสิ้นสุดการทดลอง หนูแต่ละกลุ่มถูกท าให้ตายอย่างสงบ จากนั้นท าการเก็บเนื้อเยื่อไตเพ่ือ
น ามาศึกษาพยาธิสภาพและการสะสมผลึก CaOx ด้วยวิธีการย้อมสี hematoxylin และ eosin  ศึกษา
ต าแหน่งและปริมาณการแสดงออกของ MCP-1 IL-6 และ TGF-  ด้วยวิธี immunohistochemistry 
และ Western immunoblotting ตามล าดับ    
3.3 กำรวิเครำะห์ค่ำ pH และปริมำณของผลึก CaOx ในน้ ำปัสสำวะ  

ท าการเก็บตัวอย่างปัสสาวะของหนูแต่ละกลุ่มในทุกสัปดาห์มาหาค่า pH โดยใช้ชุดทดสอบ และนับ
จ านวนผลึก CaOx ชนิด COM โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง Polarized microscope นับแบบสุ่ม 5 
บริเวณต่อ 1 ตัวอย่าง และท าซ้ าจ านวน 5 ครั้ง จากนั้นน ามาวิเคราะห์ด้วย image J 
3.4 กำรวิเครำะห์ค่ำ BUN และ creatinine ในเลือด  
 ท าการเก็บตัวอย่างเลือดบริเวณปลายหางในทุกสัปดาห์ และในสัปดาห์สุดท้ายเก็บเลือดจากหัวใจ 
จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นที่อุณหภูมิ 4 oC ความเร็ว 
10,000 g เป็นเวลา 10 นาที และ เก็บ serum เพ่ือไปวิเคราะห์ค่า BUN และ creatinine โดยใช้ชุด
ทดสอบ 
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3.5 กำรศึกษำพยำธิสภำพและปริมำณกำรสะสมผลึก CaOx ด้วยวิธีกำรย้อมสี hematoxylin และ 
eosin   

ท าการตัดเนื้อเยื่อตับและเนื้อเยื่อไต 1 ข้างของหนูแต่ละกลุ่มน ามารักษาสภาพด้วย 4% 
paraformaldehyde ที่ละลายใน 0.1 M PBS, pH 7.4 เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย 0.1 M 
PBS, pH 7.4 จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้วน าตัวอย่างที่ได้มาขจัดน้ าออกด้วยแอลกอฮอล์ที่ความ
เข้มข้น 70%, 80%, 90%, 95% (2 ครั้ง), 100% (3 ครั้ง) ตามล าดับ ขั้นตอนละ 30 นาที จากนั้นท าการ 
clearing โดยใช้ xylene (2 ครั้ง) ครั้งละ 30 นาที infiltrate และฝังเนื้อเยื่อลงใน paraffin  จากนั้นน า
ตัวอย่างที่ได้ไปตัดด้วยเครื่อง microtome ความหนาประมาณ 5 µm  จากนั้นน าแผ่นชิ้นเนื้อไปขจัด 
paraffin ออกด้วย xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และเข้าสู่ขั้นตอนการเติมน้ า (rehydrate) ในแผ่นชิ้นเนื้อ
ด้วยแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นจากสูงไปต่ า ดังนี้  100% (3 ครั้ง), 95% (2 ครั้ง), 90% , 80% , 70% 
ตามล าดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากนั้นน าไปแช่น้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที แล้วย้อมด้วยสี hematoxylin เป็น
เวลาประมาณ 2-3 นาที ล้างด้วยน้ าประปา แล้วจุ่มลงใน 1% acid alcohol ประมาณ 10 วินาที จากนั้น
น าแผ่นชิ้นเนื้อแช่ลงใน 90% และ 95% ตามล าดับ ขั้นตอนละประมาณ 10 วินาที แล้วย้อมด้วยสี eosin 
เป็นเวลาประมาณ 5-10 นาที แล้วน าแผ่นชิ้นเนื้อมาขจัดน้ าออกด้วยแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้น 90%, 95% 
(2 ครั้ง), 100% (3 ครั้ง) ตามล าดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากนั้นท าการ clearing โดยใช้ xylene (2 ครั้ง) 
ครั้งละ 5 นาที แล้วปิด mount สไลด์ด้วย per mount จากนั้นน าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
เปรียบเทียบพยาธิสภาพของตับและไตที่เกิดขึ้น และนับจ านวนผลึก CaOx ในเนื้อเยื่อไตโดยนับแบบสุ่ม 
จ านวน 5 บริเวณของเนื้อเยื่อไต  และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Image J 
3.6 ศึกษำน้ ำหนักโมเลกุลและปริมำณกำรแสดงออกของ MCP-1 IL-6 และ TGF-  ด้วยวิธี Western 
immunoblotting 

3.6.1 กำรสกัดโปรตีนจำกเนื้อเยื่อไต 
น าเนื้อเยื่อไต 1 ข้างของหนูแต่ละกลุ่มมาท าการบดให้ละเอียดในสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ที่ประกอบด้วย 25 mM Tris–HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%sodium deoxycholate, 
และ 1% SDS จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่ อุณหภูมิ 4°C  จากนั้นน า 
supernatant ไปวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Bradford 

3.6.2 แยกตัวอย่ำงโปรตีนด้วยวิธี Sodium Dodesylsulphate-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) และ western blotting 

น าโปรตีนที่ผ่านการวัดปริมาณแล้วปริมาณ 10 µg ผสมกับ loading dye (7 M urea, 2 M 
thiourea, 2% CHAPS, 120 mM DTT, 40 mM Tris-base, bromophenol blue) น าไปต้มประมาณ 5 
นาที  แล้วน าไปแยกด้วย 12.5%  SDS-PAGE หลั งจากนั้ นย้ ายโปรตีนลงบนแผ่น nitrocellulose 
membrane ด้วยวิธี semidried transfer  

3.6.3 Immunoblotting 
น าแผ่น nitrocellulose membrane มาล้างด้วย PBS จากนั้นน าไป block nonspecific 

binding ด้วย 5% Skimmed milk ที่ ละลายใน PBS ที่ อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่ วโมง แล้วน าแผ่น 
nitrocellulose membrane บ่ ม ด้ ว ย  primary antibody (anti MCP-1  ห รื อ  IL-6  ห รื อ  TGF- 
antibody)  ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่า  หลังจากนั้นล้างด้วย PBS-Tween 20 
จ านวน 3 ครั้ง แล้วบ่มใน secondary antibody (goat anti-mouse IgG HRP-conjugated หรือ goat 
anti-rabbit IgG HRP-conjugated)  นาน 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-Tween 20 จ านวน 3 ครั้ง หลังจากนั้น
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น าแผ่น nitrocellulose มา develop ด้วย TMB substrate kit เพ่ือตรวจดูน้ าหนักโมเลกุลและปริมาณ
ของโปรตีน MCP-1 IL-6 และ TGF- จากนั้นน าแถบโปรตีนมาวิเคราะห์ความเข้มและเปอร์เซนต์การ
เปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมด้วยโปรแกรม Image J 
3.7 ศึ ก ษ ำ ต ำ แ ห น่ ง แ ล ะ ก ำ ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  MCP-1  IL-6  แ ล ะ  TGF-  ด้ ว ย วิ ธี 
immunohistochemistry  

น าแผ่นชิ้นเนื้อไปขจัด paraffin ออกด้วย xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และเข้าสู่ขั้นตอนการ
เติมน้ า (rehydrate) ในแผ่นชิ้นเนื้อด้วย ethanol ที่ความเข้มข้นจากสูงไปต่ า ดังนี้ 100% (3 ครั้ง), 95% 
(2 ครั้ง), 90% , 80% , 70% ตามล าดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากนั้นน าไปแช่ 1% saturated lithium 
carbonate (LiCo3) ที่ผสมอยู่กับ 70% ethanol ประมาณ 15 นาที จากนั้นน าแผ่นชิ้นเนื้อเยื่อไปก าจัด 
endogenous peroxidase โดยการแช่ ใน  0.3%  hydrogen peroxide (H2O2) ที่ ผ สมอยู่ ใน  30% 
methanol เป็นเวลา 30 นาที และน าไปล้าง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ด้วย สารละลาย 0.1 M PBS, pH 7.4 
ที่เติม 0.4% Triton X-100 จากนั้นน าตัวอย่างไปแช่ด้วย 0.1% glycine ในสารละลาย 0.1 M PBS เป็น
เวลา 5 นาที  และก าจัด non-specific binding ด้วยการเติม blocking solution (4% BSA และ 0.4% 
Triton X-100 ในสารละลาย 0.1 M PBS, pH 7.4) ตั้งทิ้งไว้ 2 ชม. หลังจากนั้นจึงใส่ primary antibody  
(anti MCP-1 หรือ IL-6 หรือ TGF- antibody)   ที่อัตราส่วนประมาณ 1:100-1:500 (v/v) ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 12-16 ชม. จากนั้นจึงล้าง 3 ครั้ง ด้วยสารละลาย 0.1 M PBS, pH 7.4 ที่เติม 
0.4% Triton X-100  แล้ วใส่  secondary antibody (goat anti-mouse IgG HRP-conjugated หรือ 
goat anti-rabbit IgG HRP-conjugated) อัตราส่วน 1:500 (v/v) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างออก 
จากนั้นจึงตรวจหาการจับกันระหว่างโปรตีนกับแอนติบอดี โดยใช้  AEC substrate Kit solution ซึ่ง
แสดงผลการติดสีส้มแดง และหยุดปฏิกิริยาด้วยการแช่ในน้ ากลั่น จากนั้นน าแผ่นชิ้นเนื้อไปย้อมสี 
hematoxylin เพ่ือดูลักษณะของนิวเคลียสซึ่งติดสีน้ าเงินเข้ม จากนั้นน าเผ่นเนื้อเยื่อทั้งหมดไปส่องดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์ 
3.8  วิธีกำรประเมินผล/ สังเครำะห์ข้อมูล 

น าข้อมูลที่ได้แต่ละกลุ่มการทดลองมาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 12 ค่า
จริงที่ได้น ามาเปรียบเทียบกับค่ากลางบวกหรือลบด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานหรือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
ค่ากลาง (± S.D. หรือ S.E.M.) จากนั้นน าค่ามาหาค่าความเชื่อมั่นทางสถิติด้วยวิธี one-way analysis of 
variance (ANOVA) โดยใช้การทดสอบ Tukey HSD test ที่ระดับ p<0.05 ถือว่าแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิต ิ
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลองและอภิปรำยผลกำรทดลอง 

 
4.1 ผลกำรทดลอง 
  4.1.1  การวิเคราะห์ค่า pH และจ านวนผลึก CaOx ในปัสสาวะ 
  ผลการเก็บข้อมูลค่า pH ในน้ าปัสสาวะของหนูแต่ละกลุ่มพบว่า ในช่วงสัปดาห์ที่ 0 ก่อนการ
ทดลอง หนูแต่ละกลุ่มมีค่า pH ใกล้เคียงกัน อยู่ในช่วงประมาณ 7-7.2 ยกเว้นหนูกลุ่มที่ให้สารสกัดข้าว
กล้องข้าวเหนียวด า (B) มีค่า pH ประมาณ 7.9 เมื่อท าการทดลองพบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับสารเอทิลีนไกลคอล 
เพียงอย่างเดียว (E) มีค่า pH ลดลง อยู่ที่ประมาณ 6.4-6.6 ในสัปดาห์ที่ 3 และ 4 ส่วนค่า pH ในหนูกลุ่ม 
KC ,กลุ่ม B และหนูกลุ่มที่ให้สารสกัดข้าวกล้องข้าวเหนียวสังข์หยด (S) เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์ที่ 3 (p < 0.05) 
และมีค่า pH ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับค่า pH ก่อนการทดลองในสัปดาห์ที่ 4 (ภาพท่ี 1) 
 

 
 
ภาพที ่1 แสดงค่าเฉลี่ย pH (Mean ± S.D.) ในน้ าปัสสาวะของหนูในแต่ละสัปดาห์เปรียบเทียบกันในแต่ละ

กลุ่ม (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม E, p < 0.05) 
  
  ผลการเก็บข้อมูลจ านวนผลึก CaOx ในการทดลองได้ท าการนับจ านวนผลึก CaOx ในรูปของ 
COM ในน้ าปัสสาวะของหนูแต่ละกลุ่มพบว่า หนูกลุ่ม E มีปริมาณผลึก COM เพ่ิมสูงขึ้นและเพ่ิมขึ้นสูงสุดใน
สัปดาห์ที่ 4 (p < 0.05) ส่วนหนูกลุ่ม KC และหนูกลุ่ม B และ S มีปริมาณผลึก COM น้อยกว่าหนูกลุ่ม E 
(p < 0.05) และมีปริมาณผลึกไม่เปลี่ยนแปลงมากนักในแต่ละสัปดาห์ (ภาพท่ี 2) 
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ภาพที ่2 แสดงค่าเฉลี่ยจ านวนผลึก COM (Mean ± S.D.) ต่อหนึ่งบริเวณท่ีก าลังขยาย 40x ของหนูในแต่
ละสัปดาห์เปรียบเทียบกันในแต่ละกลุ่ม (a และ b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ

กับกลุ่ม C และ E ตามล าดับ, p < 0.05) 
 

  4.1.2  การวิเคราะห์ค่า BUN และ creatinine ในเลือด   
การเปรียบเทียบค่า BUN ระหว่างสัปดาห์ในแต่ละกลุ่ม (ภาพที่ 3) พบว่ากลุ่ม C ไม่มีความ

แตกต่างทางสถิติ ส่วนกลุ่ม E ค่า BUN เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรกและลดลงในสัปดาห์ที่ 2 และเมื่อได้รับสารเอ
ทิลีนไกลคอลในสัปดาห์ที่ 3 ค่า BUN มีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องจนถึงสัปดาห์ที่ 4 ซึ่งมีความแตกต่างจาก
สัปดาห์ที่ 2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนในกลุ่ม KC ค่า BUN มีแนวโน้มลดลงจากสัปดาห์ที่ 0 ถึงสัปดาห์
ที่ 2 แต่เมื่อได้รับสารเอทิลีนไกลคอลในสัปดาห์ที่ 3 ค่า BUN มีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องจนถึงสัปดาห์ที่ 4 
ซึ่งค่า BUN ในสัปดาห์ที่ 4 มีความแตกต่างจากสัปดาห์ที่ 2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในกลุ่ม B ค่า BUN 
เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรก และลดลงในสัปดาห์ที่ 2 และเมื่อได้รับสารเอทิลีนไกลคอลในสัปดาห์ที่ 3 ค่า BUN มี
แนวโน้มลดลงจากสัปดาห์ที่ 2 ในขณะสัปดาห์ที่ 4 ค่า BUN เพ่ิมขึ้นอย่างมากเม่ือเทียบกับสัปดาห์ที่ 3 ส่วน
กลุ่ม S ค่า BUN เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรก และลดลงในสัปดาห์ที่ 2 และเมื่อได้รับสารเอทิลีนไกลคอลใน
สัปดาห์ที่ 3 ค่า BUN ลดลงจากสัปดาห์ที่ 2 และมีความแตกต่างทางสถิติกับสัปดาห์ที่ 1 ในขณะที่สัปดาห์ที่ 
4 ค่า BUN มีการเพิ่มขึ้นอย่างมากเมื่อเทียบกับสัปดาห์ที่ 3  

การเปรียบเทียบค่า BUN ระหว่างกลุ่มในแต่ละสัปดาห์ สัปดาห์ที่ 0 (ภาพที่ 4) พบว่าค่า BUN 
ของหนูในแต่ละกลุ่ม (C, E, KC, B และ S) มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 17.4± 0.8, 14.1± 1, 13.6± 0.3 และ 13± 
0.73 mg/dL ตามล าดับ   และพบว่าค่า BUN ของหนูทุกกลุ่มมีค่าเพ่ิมขึ้นในสัปดาห์ที่ 1 และลดลงใน
สัปดาห์ที่ 2 ซึ่งทั้ง 2 สัปดาห์ค่า BUN ของสัตว์ทดลองแต่ละกลุ่มไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ส่วนใน
สัปดาห์ที่ 3 มีการกระตุ้นให้เกิดนิ่วในไตโดยการให้สารเอทิลีนไกลคอล พบว่าค่า BUN ในหนูกลุ่ม E และ 
KC มีค่าเพ่ิมขึ้น ในขณะที่หนูกลุ่ม B และ S มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องจากสัปดาห์ที่ 1 (โดยที่กลุ่ม S จะมีค่า 
BUN ต่ าสุดและแตกต่างจากกลุ่มอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนสัปดาห์ที่  4 ค่า BUN ของหนูทุกกลุ่มมี
ค่าเพ่ิมขึ้น โดยกลุ่มที่มีการเพ่ิมขึ้นสูง คือ กลุ่ม  S และ B ซึ่งกลุ่ม S จะมีค่า BUN สูงสุด ในขณะที่
สัตว์ทดลองกลุ่ม C มีค่าเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยตลอดการศึกษา 
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ภาพที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบค่า BUN (Mean ± S.E.M) ของแต่ละกลุ่มในแต่ละสัปดาห์  
(* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, p < 0.05) 

 

 

ภาพที่ 4 แสดงค่า BUN (Mean ± SEM) ใน serum ของสัตว์ทดลองเปรียบเทียบกันระหว่างกลุ่มในแต่ละ
สัปดาห์ (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, p < 0.05)    

 
ผลการเปรียบเทียบค่า Creatinine  ระหว่างสัปดาห์ในแต่ละกลุ่ม (ภาพที่ 5)  พบว่ากลุ่ม C ค่า 

Creatinine เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรกและเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสัปดาห์ที่ 2 และเมื่อได้รับสารเอทิลีนไกลคอลใน
สัปดาห์ที่ 3 พบว่า ค่า Creatinine เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และลดลงในสัปดาห์ที่ 4 ในกลุ่ม E ค่า 
Creatinine เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรกและเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสัปดาห์ที่ 2 และในสัปดาห์ที่ 3 พบว่า ค่า 
Creatinine มีการเพ่ิมขึ้นอย่างมาก และมีค่าเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยสัปดาห์ที่ 4 ในกลุ่ม KC ค่า Creatinine 
เพ่ิมขึ้นในสัปดาห์แรกและเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสัปดาห์ที่ 2 และในสัปดาห์ที่ 3 พบว่า ค่า Creatinine มีการ
เพ่ิมขึ้นอย่างมาก และมีค่าเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสัปดาห์ที่ 4 ผลการทดลองกลุ่ม B พบค่า Creatinine เพ่ิมขึ้น
อย่างมากในสัปดาห์แรก และลดลงในสัปดาห์ที่ 2 และเมื่อได้รับสารเอทิลีนไกลคอลในสัปดาห์ที่ 3 และ 4 
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พบว่ามีค่า Creatinine เพ่ิมขึ้น ส่วนกลุ่ม S ค่า Creatinine มีการเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสัปดาห์ที่ 1, 2  และ 3 
ในขณะที่สัปดาห์ที่ 4 มีค่า Creatinine เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเทียบกับสัปดาห์ที่ 0, 1, 2 และ 3 

ผลการเปรียบเทียบค่า Creatinine ระหว่างกลุ่มในแต่ละสัปดาห์ สัปดาห์ที่ 0 (ภาพที่ 6) ค่า 
Creatinine ของหนูแต่ละกลุ่ม (C, E, KC, B และ S) มีค่าเฉลี่ยประมาณ 0.21± 0.01, 0.23± 0.01, 0.24± 
0.01, 0.22± 0.01 และ 0.22± 0.01 mg/dL ตามล าดับ ในสัปดาห์ที่ 1 ค่า Creatinine ทุกกลุ่มมีแนวโน้ม
เพ่ิมขึ้น และ สัปดาห์ที่ 2 ค่า Creatinine กลุ่ม C, E, KC และ S มีแนวโน้มคงที่ ในขณะที่ค่า Creatinine 
กลุ่ม B มีแนวโน้มลดลง เมื่อให้สารเอทิลีนไกลคอลในสัปดาห์ที่ 3 พบว่าค่า Creatinine ของหนูกลุ่ม C, E, 
KC และ B มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ส่วนกลุ่ม S creatinine มีค่าไม่เปลี่ยนแปลงจากสัปดาห์ที่ผ่านมา นอกจากนี้
พบว่าค่า creatinine ของกลุ่ม B และ S ในสัปดาห์ที่ 3 มีแนวโน้มต่ ากว่ากลุ่ม C, E และ KC ส่วนใน
สัปดาห์ที่ 4 ค่า Creatinine กลุ่ม C ลดลง ในขณะที่กลุ่ม E, KC, B และ S มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน  

 

 
 

ภาพที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบค่า Creatinine (Mean ± S.E.M) ของแต่ละกลุ่มในแต่ละสัปดาห์  
(* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, p < 0.05) 

 

 
 

ภาพที่ 6 แสดงค่า Creatinine (Mean ± SEM) ระหว่างกลุ่มในแต่ละสัปดาห์ 
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