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วัตถุประสงค: มิวซินเปนไกลโปรตีนขนาดใหญที่มีปริมาณคารโบไฮเดรตสูง ปจจุบันพบมิวซินใน 
มนุษยอยางนอย 19 ชนิด บทบาทในการกอนิ่วและการแสดงออกที่ผิดปกติของมิวซินมีรายงานในโรคนิ่วใน
ถุงน้ําดีและนิ่วในทอน้ําดี แตยังไมมีรายงานการศึกษาในโรคนิ่วไต การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบ
การแสดงออกของมิวซินชนิด  MUC1 และ  MUC2 ในผูปวยโรคนิ่วไต และหาความสัมพันธกับการอักเสบใน
ไต ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และการทํางานของไต นอกจากนี้เพ่ือศึกษาบทบาทของมิวซินที่สกัดจาก
ปสสาวะตอการเกาะกลุมของผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลต วิธีการ: เก็บตัวอยางเน้ือเย่ือไต เลือด และปสสาวะ 
24 ชั่วโมง จากผูปวยโรคนิ่วไต จํานวน 29 ราย ตัวอยางเนื้อเย่ือไตควบคุมไดจากผูปวยโรคมะเร็งไต จํานวน 
6 ราย ท้ังเนื้อเยื่อไตสวนที่เปนมะเร็งและสวนที่ไมใชมะเร็ง สําหรับตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมงควบคุมไดจาก
คนปกติ จํานวน 30 ราย ประเมินประสิทธิภาพการทํางานของไต การทําลายเซลลบุทอไต และภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่น โดยอาศัยตัวบงชี้ creatinine clearance, urinary N-acetyl-β-glucosaminidase activity และ 
urinary 8-hydroxydeoxyguanosine ตามลําดับ วัดปริมาณ mRNA ของ  MUC1, MUC2, monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1) และ interleukin-6 (IL-6) โดยวิธี real time RT-PCR  ผลการศึกษา: 
ผูปวยโรคนิ่วไตมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการทําลายเซลลบุทอไตสูงกวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญ การ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNA ในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไตตํ่ากวาในเนื้อเย่ือไตสวนท่ีเปน
มะเร็งอยางมีนัยสําคัญ แตไมแตกตางจากเนื้อเยื่อไตสวนที่ไมใชมะเร็ง ผลการยอมชิ้นเนื้อพบวาเนื้อเยื่อไตทุก
ตัวอยางมีการอักเสบเกิดข้ึน และปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวที่แทรกเขาไปในเนื้อเย่ือไตสัมพันธเชิงบวกกับ
ปริมาณการแสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNA ในกลุมผูปวยโรคน่ิวไตพบความสัมพันธระหวางการ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNA ท่ีสูงข้ึนกับการทํางานของไตที่ลดลง การแสดงออกของ  MUC1 
mRNA พบในทุกตัวอยางเนื้อเยื่อไต ขณะที่เน้ือเย่ือไตท่ีมีการแสดงออกของ MUC2 mRNA พบได 76% 
(22/29) การศึกษานี้ไมพบความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 mRNA กับตัวบงชี้
การอักเสบและภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ผลการศกึษามิวซินในปสสาวะพบวาการขับออกของ  MUC2 ใน
ปสสาวะของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวาในกลุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญ แตระดับของ  MUC1  ในปสสาวะไม
แตกตางกัน พบความสัมพันธระหวางระดับของ MUC2 ในปสสาวะกับระดับของ  MUC2 mRNA ในเน้ือเย่ือ
ไต แสดงวา MUC2 ในปสสาวะนาจะสังเคราะหจากเซลลไต สกัดมิวซินจากตัวอยางปสสาวะรวมของกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไตและกลุมคนปกติดวยวิธีโครมาโตกราฟฟ (Sepharose CL-2B column) เทรวม fractions ที่
ใหผลบวกกับ  MUC1 antibody ไดตวัอยางมิวซิน 3 ตัวอยาง ไดแก HP1 (ไดจากปสสาวะรวมของกลุมคน
ปกติ, fractions 27-43), NLP1 (ไดจากปสสาวะรวมของกลุมผูปวยโรคน่ิวไต, fractions 5-17) and NLP2 
(จากปสสาวะรวมของกลุมผูปวยโรคนิ่วไต, fractions 24-40) มิวซิน NLP1 พบเฉพาะในปสสาวะของกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไต และมีขนาดโมเลกุลใหญกวา มีปริมาณ MUC2 มากกวา แตมีปริมาณ MUC1 และกรดเซีย   
ลิกนอยกวา HP1 และ NLP2 ผลการทดสอบการเกาะกลุมของผลึกพบวา NLP1 มีคาสัมประสิทธการเกาะ
กลุมสูงกวาท้ัง HP1 และ NLP2 อยางมีนัยสําคัญ  สรุป: มีการอักเสบเกิดข้ึนในไตของผูปวยโรคนิ่วไต การ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 มีสวนเกี่ยวของกับการดําเนินของโรคนิ่วไต ผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ MUC2 



ในปสสาวะสูงกวาปกติอาจมีแหลงกําเนิดมาจากไตที่เปนนิ่ว มิวซิน NLP1 ซึ่งไมพบในปสสาวะของคนปกติ
สามารถกระตุนการเกาะกลุมของผลึกแคลเซี่ยมออกซาเลตไดดี ดังนั้น การมีมิวซินขนาดใหญแตประจุลบตํ่า 
(NLP1) ในปสสาวะอาจจะเพิ่มความเสี่ยงตอการเกิดนิ่วและเรงการเจริญของกอนนิ่ว  
 
คําหลัก : โรคน่ิวไต, มิวซิน, กลไกการกอนิ่ว, การอักเสบในไต, ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
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Objectives: Mucins are large molecular weight glycoproteins containing numerous O-linked 

glycans.  At least 19 human mucin (MUC) genes have been identified.  Overproduction and 
lithogenic function of mucins have been demonstrated in cholecystolithiasis and hepatolithiasis while 
in nephrolithiasis (NL) there has not been explored.  The present study was aimed to investigate the 
intrarenal and urinary expression of MUC1 and MUC2 in patients with NL, and assess their 
associations with intrarenal inflammation, oxidative stress and renal dysfunction.  In addition, role of 
urinary mucins in calcium oxalate (CaOx) crystal aggregation was examined.  Methods: Renal 
biopsies from near the stone, and blood and 24-h urine specimens were collected from 29 patients 
with nephrolithiasis.  Control renal tissues were taken from non-cancerous and cancerous portions of 
nephrectomy from six patients with renal cancers, and control 24-h urine samples were obtained 
from 30 healthy subjects. Creatinine clearance, urinary N-acetyl-β-glucosaminidase activity and 
urinary 8-hydroxydeoxyguanosine were determined as markers for glomerular dysfunction, renal 
tubular injury and oxidative stress, respectively.  Messenger RNA expressions of MUC1, MUC2, 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and interleukin-6 (IL-6) in the renal tissues were 
measured by real time RT-PCR.  Results: NL patients had significantly higher oxidative stress and 
renal tubular injury than the healthy controls.  Intrarenal mRNA expressions of MCP-1 and IL-6 in 
stone-adjacent renal tissues were significantly lower than in cancerous renal tissues, but not 
statistically different from that in non-cancerous renal tissues.  Histological examination showed that 
all renal sections were inflamed and the number of infiltrated leukocytes corresponded well with the 
intrarenal mRNA levels of MCP-1 and IL-6.  In NL patients, a greater intrarenal mRNA expression of 
MCP-1 and IL-6 was associated with enhanced renal impairment.  MUC1 mRNA was positive in all 
stone-adjacent renal sections whereas MUC2-positive renal tissues were accounted for 76% (22/29).  
Associations of MUC1 and MUC2 expressions with intrarenal inflammation and oxidative stress 
biomarkers in NL patients were not observed.  Urinary excretion of MUC2 in NL patients was 
significantly higher than that in healthy controls, but MUC1 was not.  Level of urinary MUC2 
significantly correlated to its mRNA level in renal tissues.  Urinary mucins were partially purified from 
pooled healthy and NL urines by Sepharose CL-2B gel filtration.  MUC1-positive CL-2B fractions 
were pooled and named HP1 (for healthy pool, fractions 27-43), NLP1 (for nephrolithiasis pool, 
fractions 5-17) and NLP2 (nephrolithiasis pool, fractions 24-40).  NLP1 material was presented only 
in NL pooled urine.  Compared to HP1 and NLP2, NLP1 mucins had larger size, higher amount of 



MUC2 but lower in MUC1 and sialic acid contents.  The crystal aggregation assay revealed that 
NLP1 had an aggregation coefficient significantly higher than HP1 and NLP2.  Conclusion: There 
was an active intrarenal inflammation in NL patients.  The expression of MCP-1 and IL-6, at least in 
part, contributed to the progression of kidney stone disease.  Urinary MUC2 excretion was elevated 
in NL patients, and may be originated from the stone-affected kidneys.  NLP1, which was not found 
in healthy urine, promoted the aggregation of CaOx crystals.  Thus, the presence of large and low-
negative-charge mucins (NLP1) in urine may increase stone-forming potential and accelerate the 
growth of stone. 
 
Keywords : Kidney stone, mucins, stone formation, intrarenal inflammation, oxidative stress 
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หนาสรุปโครงการ  
Executive Summary 

 
1. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

โรคนิ่วไต (kidney stone หรือ renal stone หรือ nephrolithiasis) มีอุบัติการณการเกิดโรคทั่วโลก
อยูระหวาง 2-20% และสภาวะโลกรอนทําใหอุบัติการณของโรคนิ่วไตสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งเปนปญหา
สาธารณสุขของโลกเรื่อยมาจนถึงปจจุบัน  ในประเทศไทยมีรายงานอุบัติการณของโรคน่ิวไตสูงในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ   ถึงแมวาอัตราการตาย (mortality rate) ของโรคนิ่วไตไมสูงมากนัก แต
โรคนิ่วไตมีอัตราเปนนิ่วซ้ําสูงมาก ซึ่งเปนสาเหตุใหการทํางานของไตเสื่อมลง (renal dysfunction) ในที่สุดจะ
เกิดภาวะไตวายเรื้อรัง (chronic renal failure) และโรคไตระยะสุดทาย (end stage renal disease) ตามมา 
นอกจากนี้การเปนนิ่วซํ้าหลายครั้งทําใหทั้งผูปวยและภาครัฐตองรับภาระคารักษาท่ีสูงมากขึ้น  ดังน้ันโรคนิ่ว
ไตจึงเปนโรคที่บ่ันทอนคุณภาพชีวิตของประชากรไทยในปจจุบัน  

กอนนิ่วประกอบดวยองคประกอบท่ีเปนแรธาตุ (mineral composition) และองคประกอบท่ีเปน
สารอินทรีย (organic matrix)  ซึ่ง organic matrix สวนใหญเปนสารโมเลกุลใหญ (macromolecules) ที่พบอยู
ในปสสาวะ เชน proteins, lipids และ glycosaminoglycans เปนตน สารโมเลกุลใหญเหลานี้บางชนิดมี
บทบาทเปนตัวสงเสริมการเกิดนิ่ว บางชนิดเปนตัวยับการกอน่ิว เมื่อเร็วๆ นี้มีการศึกษาผลของไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) (โดยใช commercial mucin เปนตัวแทนของ glycoprotein) ตอการเกิดผลึกนิ่วพบวา 
glycoprotein ความเขมขนต่ําๆ สามารถยับยั้งการกอนิ่วได แตเมื่อมีความเขมขนสูงข้ึนกลับทําหนาท่ีเปนตัว
สงเสริมการกอนิ่ว ความรูเกี่ยวกับกลไกการเกิดนิ่วในระดับโมเลกุลในปจจุบันยังมีจํากัด จากการทบทวน
วรรณกรรมยังไมมีการศึกษามิวซินในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต ขณะที่มีการศึกษาในโรคนิ่วในทอน้ําดี 
(bile duct stone) และในผูปวยนิ่วในถุงน้ําดี (gall bladder stone) พบวามีการแสดงออกของมิวซินแตกตาง
ไปจากภาวะปกติ และในปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับบทบาทของมิวซินที่สกัดจากปสสาวะใน
การกอนิ่วไต 

มิวซิน (mucin) คือไกลโคโปรตีนขนาดใหญ (large molecular weight heavily-O-glycosylated 
proteins) ที่สรางจากเซลลบุผิวท่ีบุตามทอและตอมตางๆ ของรางกาย ปจจุบันพบยีนมิวซินในมนุษยอยาง
นอย 19 ชนิด ไดแก MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, 
MUC8, MUC9, MUC11, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC19 และ MUC20 ในภาวะปกติ
ของเซลลบุผิวทอไตจะมีชั้นเมือก (mucus layer หรือ mucin layer) ปกคลุมผิวเซลลทําหนาที่ปองกันไมให
เซลลสัมผัสโดยตรงกับปสสาวะซึ่งมีสารที่เปนอันตรายตอเซลล (hostile substances) เชน toxins, toxic 
metabolites, microorganisms, extreme pH condition และ urinary crystals เปนตน องคประกอบหลักใน 
mucin layer คือมิวซิน  การสรางมิวซินจึงจัดเปน innate defense mechanism ของเซลลบุผิวทุกชนิดที่บุ
ตามทอและตอมตางๆ ในรางกาย ปริมาณการสราง mucin นอยหรือมากเกินไปมีความสัมพันธกับการเกิด
โรคหลายชนิด เชน dry eye disease, asthma, cystic fibrosis, cancers รวมทั้งโรคนิ่วในทอน้ําดี 
(hepatolithiasis) และนิ่วในถุงน้ําดี (cholecystolithiasis)  โดยสารหลายชนิดสามารถกระตุนการสังเคราะหมิว
ซินได เชน toxic chemicals, microorganism toxins, free radicals, mechanical damage, cytokines, 
inflammatory mediators และ growth factors เปนตน  

ในผูปวยโรคนิ่วไตท่ีมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการอักเสบจะมีการสราง free radicals, 
inflammatory mediators, cytokines และ growth factors ปริมาณมาก รวมทั้งยังมี mechanical stress จาก
ผลึกและกอนน่ิว  จากผลการศึกษาเบี้องตนของผูวิจัยพบวา กอนนิ่วที่เก็บหลังจากการผาตัดจะมีเมือกเคลือบ
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อยูที่ผิว บงชี้วาเซลลมีการสรางมิวซินตอบสนองตอภาวะท่ีมีกอนนิ่ว และสามารถตรวจพบ MUC1 และ 
MUC2 (โดยวิธี Slot blot) ไดในน้ําลางกอนนิ่วและในปสสาวะผูปวยโรคนิ่วไต ขณะท่ีในปสสาวะของคนปกติ
พบไดตํ่ากวา สวน MUC5AC ไมพบในตัวอยางปสสาวะและพบ MUC5B นอยมาก  ผูวิจัยต้ังสมมุติฐานวา
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการอักเสบจะสงผลใหเซลลบุผิวทอไตสังเคราะหมิวซินมากขึ้น แลวถูกขับมิว
ซินออกมาในปสสาวะมากขึ้น  และเนื่องจากมิวซินมีสัดสวนของน้ําตาลในโมเลกุลสูงมากจึงมีคุณสมบัติหนืด
เปนเจลและมีประจุลบ มิวซินปริมาณมากในปสสาวะนาจะมีบทบาทสงเสริมการกอนิ่วไดดีข้ึน โดยมิวซินอาจ
ทําหนาที่เปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิดผลึกนิ่ว (nucleating agent) หรือเปนกาวชีวภาพ (biological glue or 
adhering agent) ชวยใหการเชื่อมและเกาะรวมตัวกันของผลึกเกิดไดดีขึ้น 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการอักเสบสงผลใหกระบวนการ glycosylation ในเซลลผิดปกติ 
(aberrant glycosylation) ได ดังเชนที่มีรายงานในโรค asthma, cystic fibrosis และมะเร็งหลายหลายชนิด 
Aberrant glycosylation ทําใหโครงสราง glycan ของมิวซินผิดปกติไป สงผลใหคุณลักษณะทางกายภาพของ
มิวซิน เชน size, charge และ glycan epitope (sugar epitope) เปล่ียนแปลงไปและมีความสัมพันธการพยาธิ
สภาพของโรค มิวซินท่ีพบในผูปวยโรคน่ิวไตอาจมี aberrant glycosylation ไดเชนกัน การศึกษานี้จะศึกษา
ขนาดและประจุ (จากปริมาณกรดเซียลิก (sialic acid) ในโมเลกุล) ของมิวซินในปสสาวะเปรียบเทียบระหวาง
ผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติ  งานวิจัยน้ีทาํใหทราบวามิวซินในปสสาวะมีสัมพันธกับโรคนิ่วไตหรือไม หากมี
อาจนํามาประยุกตใชประโยชนทางคลินิกในอนาคตได 
 
2. วัตถุประสงค 

1. เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 mRNA ในเนื้อเยื่อไต (kidney biopsy) ของ
ผูปวยโรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับเนื้อเย่ือไตจากผูปวยมะเร็งไตท้ังสวนที่เปนมะเร็ง (cancerous 
renal tissues) และสวนท่ีไมใชมะเร็ง (non-cancerous renal tissues) และหาความสัมพันธ
ระหวางการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 mRNA กับภาวะอักเสบและภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่นในเนื้อเย่ือไต 

2. ตรวจวัดระดับโปรตีน MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของผูปวยโรคน่ิวไตเปรียบเทียบกับปสสาวะ
ของคนปกติ และหาความสัมพันธระหวาง MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตกับ
ภาวะการอักเสบ ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และระดับการทําลายเซลลบุทอไต 

3. ศึกษาบทบาทในการกอนิ่ว (lithogenic role) ของมิวซินท่ีแยกไดจากปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต
และคนปกติในหลอดทดลอง (in vitro stone formation experiment) 

4. ศึกษาขนาดโมเลกุลและปริมาณกรดเซียลิกในโมเลกุลของมิวซินที่แยกไดจากปสสาวะของผูปวย
โรคนิ่วไตเปรียบเทียบกับคนปกติ 

 
3. ระเบียบวิธีวิจัย 

กลุมประชากรศึกษาแบงเปน กลุมทดลองคือผูปวยโรคนิ่วไต และกลุมควบคุมคือคนปกติ กลุมผูปวย
โรคนิ่วไตไดรับการวินิจฉัยจากแพทย (urologists) วาเปนโรคนิ่วไต มีผลการเอกซเรยฉีดสี (IVP) และ/หรือ
การเอกซเรย KUB รวมกับอาการแสดงทางคลินิกยืนยันการเปนโรคน่ิวไต สําหรับกลุมควบคุมไดรับการ
ยืนยันและตรวจจากแพทยวาเปนผูที่มีสุขภาพดี สมบูรณแข็งแรง ไมมีประวัติเจ็บปวยของระบบทางเดิน
ปสสาวะ และมีอายุและเพศเหมือนกับกลุมทดลอง (age- and sex-matched control)  
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กลุมประชากรตัวอยางในการศึกษานี้แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไต (nephrolithiasis) 
จํานวน 29 ราย กลุมผูปวยมะเร็งไต (renal cancer) จํานวน 6 ราย และกลุมคนปกติที่มีสุขภาพดี (healthy) 
จํานวน 30 ราย 

สารตัวอยาง (specimens) ท่ีใชในงานวิจัยนี้ ไดแก ตัวอยางเนื้อเย่ือไต (kidney biopsy) ตัวอยาง
เลือด และตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง (24-hour urine)  ตัวอยางเนื้อเย่ือไตจากผูปวยโรคนิ่วไตเก็บในข้ันตอน
สุดทายของการผาตัดเอากอนนิ่วออก (biopsy) โดยศัลยแพทยระบบทางเดินปสสาวะ สําหรับตัวอยางเน้ือเย่ือ
ไตควบคุมเก็บจากผูปวยโรคมะเร็งไต (renal cancer) ทั้งสวนท่ีเปนมะเร็ง (cancerous renal tissues) และ
สวนท่ีไมใชมะเร็ง (non-cancerous renal tissues) ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

ตัวอยางเลือดเก็บกอนการผาตัดโดยแพทยหรือพยาบาล  สําหรับตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ผูปวย
และผูรวมโครงการวิจัยเก็บดวยตนเอง โดยผูวิจัยอธิบายวิธีการเก็บที่ถูกตองและขอควรระวังกอนการเก็บ  
ตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตเก็บตัวอยางปสสาวะกอนการผาตัด การเก็บสารตัวอยาง
ทุกชนิดไดรับคํายินยอมโดยสมัครใจพรอมกับลงชื่อเปนหลักฐานจากผูปวยและญาติผูปวยกอน และ protocol 
การวิจัยท้ังหมดไดรับการพิจารณาและอนุมัติโดยคณะกรรมการจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย คณะ
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

การวิเคราะหสารตัวอยาง ตัวอยางเนื้อเยื่อไต 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), และระดับ 
mRNA ของ MUC1, MUC2 monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) และ interleukin-6 (IL-6) โดย 
8-OHdG เปนตัวบงชี้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ขณะท่ี MCP-1 และ IL-6 ตัวบงชี้การอักเสบ ระดับ mRNA 
ตรวจวัดโดยวิธี two-step real time RT-PCR และใช beta-2 microglobulin (B2M) เปน internal control 
(reference gene) 

ตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ตรวจวัดระดับ creatinine (chemical method), ปริมาณ magnesium, 
ปริมาณสารกอนิ่ว oxalate (enzymatic method), ตัวบงชี้การทําลายเซลลบุทอไต N-acetyl-
glucosaminidase (NAG) (โดย enzymatic method) และ total protein (chemical method), 8-OHdG 
(competitive ELISA), และการตรวจวัดมิวซิน MUC1 และ MUC2 โดยวิธี Slot blot 

ตัวอยางเลือดจะทําการตรวจวัด creatinine และ magnesium เพ่ือใชคํานวณคา creatinine 
clearance (CCr) และ fractional excretion of magnesium (FE-Mg) ซึ่งเปนตัวบงชี้การทํางานของไต 

การวิเคราะหบทบาทในการกอนิ่ว (lithogenic role) ของมิวซิน MUC1 และ MUC2 ใชโมเดลการกอ
นิ่วในหลอดทดลอง โดยสกัดเอามิวซิน MUC1 และ MUC2 จากปสสาวะ (ท้ังปสสาวะผูปวยและคนปกติ) ดวย
วิธี gel filtration (CL-2B column) แลวนํามิวซินท่ีสกัดไดมาทดสอบความสามารถในการกระตุนรวมกลุมผลึก
แคลเซี่ยมออกซาเลต (aggregation assay) ถายภาพผลของมิวซินตอรวมกลุมของผลึกในหลอดทดลองจาก
กลองจุลทรรศน  

การวิเคราะหคุณลักษณะทางกายภาพของมิวซิน ในการศึกษานี้จะศึกษาขนาด (size) และปริมาณ
กรดเซียลิก (sialic acid content) ในโมเลกุลมิวซิน MUC1 และ MUC2 เปรียบเทียบระหวางมิวซินที่แยกได
จากผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติ  การเปรียบเทียบ molecular size ดวยวิธี gel filtration (CL-2B column)  
และวัดปริมาณกรดเซียลิกโดย Warren’s method   

การวิเคราะหขอมูล ขอมูลนําเสนอโดยใชสถิติพรรณนา ไดแก ความถี่ คาเฉลี่ย คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน median และ interquatile range สถิติอนุมานที่ใชในการวิเคราะหความแตกตางระหวางตัวแปร
ตอเนื่อง Zcontinuous variables) 2 กลุม คือ two-samples t-test หรือ Mann Whitney test ระหวางตัวแปร
ตอเนื่องมากกวา 2 กลุมใช one-way ANOVA test หรือ Kruskal-Wallis test วิเคราะหความสัมพันธของสอง
ตัวแปรใช Spearman’s rank correlation test สําหรับ chi-square test และ Fisher’s exact test ใชในการ
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วิเคราะหความสัมพันธระหวางตัวแปรกลุม (categorical variables) โปรแกรมสถิติท่ีใชคือ STATA version 
8.0 (Collage station, TX, USA) กําหนดระดับนัยสําคัญที่ P < 0.05 แบบ two-tails 
 
4. แผนการดําเนินงานวิจัยตลอดโครงการ 
แผนการดําเนินงานปท่ี 1 

ปท่ี 1 (เดือน) 

6 เดือนแรก 6 เดือนหลัง กิจกรรม 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

คัดเลือกตัวอยาง เก็บสารตัวอยาง และเก็บ
รวบรวมขอมูลทางคลินิกของผูปวย 

            

ตรวจวิเคราะหสารตัวอยางเนื้อเยื่อไต: ทํา lab 
real time RT-PCR สําหรับ MUC1, MUC2, 
MCP-1, IL-6 และ lab ELISA สําหรับ 8-OHdG 

            

ตรวจวิเคราะหสารตัวอยางเลือด: ตรวจวัด 
creatinine และ magnesium 

            

ตรวจวิเคราะหสารตัวอยางปสสาวะ 24 ช่ัวโมง: 
ตรวจวัด creatinine, magnesium, oxalate, 
NAG, total protein, MUC1, MUC2, 8-OHdG 

            

วิเคราะหขอมูลและสรุปผล สําหรับเขียนรายงาน
ความกาวหนาการวิจัย 1 

            

วิเคราะหขอมูลและสรุปผล             
ราง manuscript 1 สงผลงานวิจัยตีพิมพ             
Submit manuscript 1             
เขียนรายงานความกาวหนาการวิจัย 2             

แผนการดําเนินงานปท่ี 2 
ปท่ี 2 (เดือน) 

6 เดือนแรก 6 เดือนหลัง กิจกรรม 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

นําผลงานวิจัยไปนําเสนอตางประเทศ             
ศึกษาบทบาทในการกอนิ่วของมิวซิน: สกัดแยก
มิวซินจากปสสาวะ และทํา lab in vitro stone 
formation assay 

            

ศึกษา size และ sialic acid content ของ 
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เน้ือหางานวิจัย 
 

กลุมประชากรตัวอยาง 
กลุมประชากรตัวอยางท่ีใชในการศึกษาน้ีแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมผูปวยโรคนิ่วไต 

(nephrolithiasis) จํานวน 29 ราย กลุมผูปวยมะเร็งไต (renal cancer) จํานวน 6 ราย และกลุมคนปกติที่มี
สุขภาพดี (healthy) จํานวน 30 ราย ดังแสดงในตารางท่ี 1 อายุเฉล่ียของแตละกลุมเทากับ 50.86 ± 11.20, 
64.50 ± 18.26 และ 41.43 ± 10.34 ป ตามลําดับ ตารางที่ 2 แสดงรายละเอียดของการวินิจฉัย ผลการตรวจ
ชิ้นเนื้อ และวิธีการผาตัดของกลุมผูปวยมะเร็งไต 

เก็บตัวอยางเน้ือเย่ือไต (stone-adjacent renal biopsy) เลือด และปสสาวะ 24 ชั่วโมง จากกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไต เนื้อเยื่อไตควบคุมไดจากเน้ือเย่ือไตสวนที่เปนมะเร็ง (cancerous renal tissue) และเนื้อเย่ือ
ไตสวนท่ีไมไชมะเร็ง (non-cancerous renal tissue) ของผูปวยโรคมะเร็งไต สําหรับกลุมคนปกติท่ีมีสุขภาพดี
เก็บเฉพาะตัวอยางปสสาวะ 24 ชั่วโมง ตัวอยางเนื้อเยื่อเก็บรักษาไวใน RNAlater reagent (Ambion, USA) 
เพ่ือปองกันการทําลาย RNA ในเนื้อเย่ือ 

 
ตารางที่ 1  Basic characteristics of subjects 

Subject groups 
Characteristics 

Healthy Nephrolithiasis Renal cancers 
n 30 29 6 

Gender (M:F) 11 : 19 9 : 20 2 : 4 

Age (years) (mean ± SD) 41.43 ± 10.34 50.86 ± 11.20 64.50 ± 18.26 

BMI (kg/m2) (mean ± SD) 22.56 ± 3.16 23.08 ± 2.54 21.28 ± 4.92 
BMI: body mass index 
 
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) และการทําลายเซลลบุทอไต (renal tubular damage) 
และการขับออกของออกซาเลต (urinary oxalate excretion) ในผูปวยโรคนิ่วไต 

ตารางท่ี 3 แสดงการเปรียบเทียบภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และการทําลายเซลลบุทอไต ระหวางกลุม
คนปกติที่มีสุขภาพดีและกลุมผูปวยโรคนิ่วไต พบวาผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับ urinary 8-OHdG และ NAG activity 
สูงกวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญ แสดงวาผูปวยโรคนิ่วไตมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและการทําลายเซลลบุทอไต
สูงขึ้นกวาระดับปกติ 

ระดับการขับออกของออกซาเลตระหวางกลุมคนปกติท่ีมีสุขภาพดีและกลุมผูปวยโรคนิ่วไตไมแตกตางกัน 
ขณะที่การขับออกของซิเทรตในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตตํ่ากวากลุมคนปกติท่ีมีสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ (ตารางท่ี 4) 
แสดงใหเห็นวาปจจัยเส่ียงทางเมแทบอลิกที่สําคัญในผูปวยโรคนิ่วไตไทย คือ ภาวะซิเทรตในปสสาวะต่ํา 
(Hypocitraturia) และการศึกษากอนหนาของคณะวิจัยพบวาระดับของสารกอนิ่ว (แคลเซี่ยม) ในปสสาวะของ
ผูปวยโรคนิ่วไตและคนปกติไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ขณะที่ผูปวยในประเทศแถบตะวันตกมักจะพบภาวะ
แคลเซี่ยมในปสสาวะสูง (Hypercalciuria) และภาวะออกซาเลตในปสสาวะสูง (Hyperoxaluria) เปนปจจัยเส่ียง
หลัก ขอมูลเหลานี้บงชี้วากลไกการเกิดนิ่วไตระหวางผูปวยไทยกับผูปวยตะวันตกนาจะมีความแตกตางกัน 
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ตารางที่  2  Clinical characteristics of six renal cancer patients recruited in the study 
Code Age : Sex Diagnosis and pathology Stage Operation Co-morbidity 
NKT-04 56 : F Renal cyst (Lower pole Rt. kidney) 2 Right nephrectomy  
NKT-05 97 : F Transitional cell carcinoma at lower pole Rt. 

kidney. Low-grade papillary urothelial 
carcinoma of renal pelvis. Presence of tumo
invading renal parenchyma. Free ureteric an
vascular resected margins, chronic 
pyelonephritis 

2 Cystoscope and 
Bilateral  RP and 
Laparoscopic 
nephrectomy 

Hypertension, 
Hyponatremia 

NKT-06 64 : M High grade urothelial cell carcinoma with 
squamous differentiation. Invade peripheric s
tissue & renal parenchyma. Malignant 
neoplasma of kidney bone metastasis 

5 Lt nephroureterectom
LN dissection 

Secondary maligna
neoplasm of other 
and unspecified 
respiratory 

NKT-07 72 : M Malignant neoplasm of kidney except renal 
pelvis, unclassified renal cell carcinoma vers
collecting duct type renal cell carcinoma 
sarcormatoid change renal capsule. Renal c
carcinoma with multiple metastasis 

2 Transfusion of packe
computerized axial 
tomography of head

Secondary maligna
neoplasm of lung / 
brain and cerebral 
meningitis 

NKT-08 50 : F Mucinous adenocarcinoma at Renal 
Pelvis 

2 Left nephrectomy  

NKT-09 48 : F Renal cell carcinoma, except renal pelvis Rt
RCC, malignant neoplasm of kidney except 
renal pelvis, free margin, ureter invasion 

3 Right radical 
Nephroureterectomy

Hypo-osmolality, 
Hyponatremia 

M: male, F: female 
 
ตารางที่ 3  Urine biochemistry, renal tubular damage and oxidative stress compared between 
nephrolithiasis patients and healthy controls. 

Disease status 
Urinary variables  

Healthy Nephrolithiasis 
P value 

24-hr urine volume (ml) 1780 (1000) 1900 (1250) 0.500 
Creatinine (g/day) 0.99 (0.52) 0.93 (0.40) 0.404 

Oxalate (mg/day) 21.19 (44.54) 24.47 (16.51) 0.413 

Citrate (mg/day) 267.75 (372.31) 104.53 (460.88) 0.004* 

NAG activity (U/g Cr) 3.02 (2.28) 5.32 (8.35) <0.001*  

8-OHdG (µg/g Cr) 4.32 (4.93) 23.53 (24.51)  <0.001* 
Data are presented as median (interquartile range).  P values were obtained from Mann-Whitney 
test; * indicates statistical significance. NAG: N-acetyl-β-glucosaminidase, 8-OHdG: 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine 
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การวัดระดับ mRNA ในตัวอยางเนื้อเยื่อไต 
ตัวอยางเน้ือเย่ือไตนํามาสกัด total RNA สําหรับวิเคราะหปริมาณ mRNA ของ MUC1, MUC2, IL-6 

และ MCP-1 โดยวิธี two-step real time RT-PCR ใช B2M เปน internal control (reference gene) และใช 
SYBRE Green เปนสาร fluorescence สําหรับติดตามการเพิ่มข้ึนของปริมาณดีเอ็นเอ ตารางที่ 4 แสดง 
specific primers ที่ใชสําหรับทํา real time PCR (Roche Diagnostics, Germany) 

ปริมาณ mRNA ในตัวอยางเนื้อเยื่อไตคํานวณแบบ relative quantification จากสูตร 2−∆∆Ct 
(normalized ration of gene expression) คา Ct หรือที่ใชในการศึกษานี้คือ Cp (crossing point) คํานวณจาก 
LC4 LightCycler software 4.05 คา ∆Cp และ ∆∆Cp คํานวณไดจากสมการ 

∆Cpsample   =      Cpsample - Cpreference  
∆∆Cpsample    =      ∆Cpsample - ∆Cpcalibrator 
Relative gene expression (normalized ratio)   =   2−∆∆Cp 

Calibrator ใชสําหรับปรับมาตรฐานในการ run real time PCR ในแตละคร้ัง การศึกษานี้ใช non-
cancerous renal tissue (NKT-07) เปน calibrator  ซึ่งคา normalized ratio ของ calibrator จะเทากับ 1  คา 
Cp และ ∆Cp ที่ตํ่าแสดงวามีปริมาณ mRNA หรือมีการแสดงออกของยีนสูง 
 
ตารางที่ 4 Specific primers used for real-time PCR 
Target mRNA Primer sequences Annealing  

Temp. (oC) 
Product 
size (bp) 

Accession No. 

B2M F: 5’-aggctatccagcgtactcca-3’ 
R: 5’-tcaatgtcggatggatgaaa-3’ 

55 112 NM_004048 

IL-6 F: 5’-ttctccacaagcgccttc-3’ 
R: 5’-gaaggcagcaggcaacac-3’ 

55 69 NM_000600 

MCP-1 F: 5’-tcagccagatgcaatcaatg-3’ 
R: 5’-gcttctttgggacacttgct-3’ 

55 120 S71513 

MUC1 F: 5’-agacgtcagcgtgagtgatg-3’ 
R: 5’-cagctgcccgtagttctttc-3’ 

57 172 J05581 

MUC2 F: 5’-ggtaaaacgaccccacacaa-3’ 
R: 5’-caaacaggctgtccttgatg-3’ 

55 70 NM_002457 

B2M: β-2 microglobulin, IL-6: interleukin-6, MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 
 
ภาวะการอักเสบในเนื้อเยื่อไตของผูปวยโรคนิ่วไต 

ผลการวิเคราะหภาวะการอักเสบในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไต โดยใชระดับ IL-6 และ MCP-1 
mRNAs เปนตัวบงชี้ (markers) พบวา stone-adjacent renal tissues มีระดับของ MCP-1 และ IL-6 mRNA 
ตํ่ากวา cancerous renal tissues อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 1) ระดับ IL-6 mRNA ใน cancerous renal tissues 
(CA) สูงกวาทั้ง non-cancerous (nCA) และ stone-adjacent renal tissues (RS) อยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็
ตามการแสดงออกของ MCP-1 mRNA ใน cancerous และ non-cancerous renal tissues ไมแตกตางกัน 
แสดงวา non-cancerous renal tissues ทีใชในการศึกษานี้อาจจะไมใช normal renal tissues จริง อาจมี
พยาธิสภาพของการอักเสบแตอยูในระดับตํ่ากวา cancerous renal tissues มาก ซึ่งจากรายงานการศึกษา
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การแสดงออกของ MCP-1 ในโรคไตชนิดอื่น เชน membranous nephropathy และ reflux nephropathy 
พบวาไมมีการแสดงออกของ MCP-1 ใน control normal renal tissues ที่ผูวิจัยเหลานั้นใชในการศึกษา 

เพ่ือพิสูจนวาเนื้อเยื่อไตมีการอักเสบเกิดข้ึนจริงหรือไม คณะวิจัยจึงยอมชิ้นเนื้อดวยวิธี Hematoxylin 
and Eosin staining (H&E) เพ่ือดูปริมาณเซลลเม็ดขาวที่แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไต (leukocyte infiltration) 
พบวา ปริมาณเม็ดเลือดขาวในเนื้อเย่ือสัมพันธกับระดับของ MCP-1 และ IL-6 mRNAs และเน้ือเย่ือสวนที่
ไมใชมะเร็ง หรือ non-cancerous renal tissues มีเม็ดเลือดขาวแทรกอยูปริมาณมากแสดงวามีอักเสบเกิดข้ึน
จริง (รูปที่ 2) และระดับการอักเสบของ non-cancerous (nCA) และ stone-adjacent renal tissues (RS) 
เทียบเทากัน แตตํ่ากวาใน cancerous renal tissues (CA) อยางเห็นไดชัด 

ดังน้ันการศึกษานี้สรุปวาการอักเสบในไตของผูปวยโรคนิ่วไตอยูในระดับตํ่าเมื่อเทียบกับเนื้อเย่ือไตที่
เปนมะเร็ง โดยไตของผูปวยโรคนิ่วไตมีระดับการอักเสบเทียบเทากับเนื้อเย่ือไตสวนที่อยูใกลเคียงกับเน้ือเย่ือ
ไตที่เปนมะเร็ง  
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รูปที่ 1  Box-Whisker plot of normalized ratios of MCP-1 and IL-6 mRNA expressions compared between 
the three sources of renal tissues, stone-adjacent renal tissues (RS), non-cancerous renal tissues (nCA) 
and cancerous renal tissues (CA).  Boxes depict 10th, 25th, 50th, 75th and 90th percentiles.  Intrarenal 
mRNA expression of MCP-1 in cancerous renal tissues was significantly higher than only in stone-
adjacent renal tissues whereas intrarenal mRNA expression of IL-6 in cancerous renal tissues was 
significantly higher than both in stone-adjacent and non-cancerous renal tissues.  P values were 
obtained from Sidak multiple-comparison test. 
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รูปที่ 2  H&E stained renal sections from patients with nephrolithiasis or renal cancer. A, MLs (arrow) 
were rare in stone-adjacent renal sections with low mRNA expressions of MCP-1 (NR 0.13) and IL-6 
(NR 0.05). B, a stone-adjacent renal section with moderate mRNA expression of MCP-1 (NR 0.52) 
and IL-6 (NR 0.38) shows mild infiltration of MLs (arrow). C, there was marked infiltration of MLs 
(arrow) in stone-adjacent renal sections with high mRNA expression of MCP-1 (NR 1.65) and IL-6 
(NR 24.49). D, there was also an aggregate of lymphoid cells (arrow) in non-cancerous renal 
sections with high mRNA expressions of MCP-1 (NR 1.78) and IL-6 (NR 2.07). Original 
magnification x200. 

 
ในกลุมผูปวยโรคนิ่วไตพบระดับการแสดงออกของ MCP-1 สูงกวา IL-6 อยางมีนัยสําคัญ อาจบงชี้วา 

MCP-1 มีบทบาทในกระบวนการอักเสบในไตของผูปวยโรคนิ่วไตมากกวา IL-6 อยางไรก็ตามระดับของ MCP-1 
mRNA มีความสัมพันธเชิงบวกตอระดับ IL-6 mRNA (Spearman’s rho 0.763, P < 0.001) คณะวิจัยสรุปวาสาร
ตัวกลางการอักเสบทั้งสองตัวนี้มีบทบาทสําคัญในการเกิด intrarenal inflammation ในผูปวยโรคนิ่วไต   

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการอักเสบในไตของผูปวยโรคนิ่วไตกับประสิทธิภาพการ
ทํางานของไต พบวา เมื่อแบงกลุมผูปวยโรคนิ่วไตออกเปน 2 กลุม คือ 1) กลุมที่มีประสิทธิภาพการทํางานของไต
ดี (preserved kidney function; คา corrected creatinine clearance (CCr) > 50 ml/min/1.73m2) และ 2) กลุมที่
มีประสิทธิภาพการทํางานของไตเสื่อมลง (compromised kidney function; คา corrected CCr < 50 
ml/min/1.73m2) กลุมผูปวยโรคนิ่วไตที่มีประสิทธิภาพการทํางานของไตเส่ือมลงมีระดับของ MCP-1 และ IL-6 
mRNA ในไตสูงกวากลุมผูปวยโรคนิ่วไตที่มีประสิทธิภาพการทํางานของไตดี อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 3) ขอมูลนี้
บงชี้วาการแสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 ที่สูงข้ึนในไตของผูปวยโรคนิ่วไตมีสวนสงเสริมใหเกิด glomerular 
dysfunction สูงข้ึน 
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รูปที่ 3  A comparison of intrarenal mRNA expression of MCP-1 and IL-6 in patients with compromised or 
preserved kidney function. Intrarenal mRNA levels of MCP-1 and IL-6 in patients with compromised 
kidney function (corrected CCr <50 mL/min/1.73 m2) were significantly greater than in those with 
preserved kidney function. Boxes show the 10th, 25th, 50th, 75th and 90th percentiles. 
 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการทําลายเซลลบุทอไตในผูปวยโรคนิ่วไตกับภาวะการ
อักเสบในไต พบวา กลุมผูปวยที่มีระดับการทําลายเซลลบุทอไตสูง (urinary NAG activity > 5.32 U/g Cr) มีระดับ
การแสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 ในไตสูงกวากลุมผูปวยท่ีมีระดับการทําลายเซลลบุทอไตตํ่า (urinary NAG 
activity < 5.32 U/g Cr) อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 4) ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา ระดับการอักเสบในไตของผูปวย
โรคนิ่วไตที่สูงข้ึนสงผลใหเกิดการทําลายเซลลบุทอไตมากขึ้น 
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รูปที่ 4  A comparison of intrarenal mRNA expression of MCP-1 and IL-6 between patients with low and 
high renal tubular injury. Intrarenal mRNA levels of MCP-1 and IL-6 in patients with high renal tubular 
injury (urinary NAG activity >5.32 U/g creatinine) were significantly higher than in those with low renal 
tubular injury. Boxes show the 10th, 25th, 50th, 75th and 90th percentiles. 

 
เมื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 ในไตกับภาวะเครียดจากออกซิ

เดชั่น ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมผูปวยโรคนิ่วไตที่มีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูง 
(urinary 8-OHdG > 23.53 µg/g Cr) และผูปวยโรคน่ิวไตที่มีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นตํ่า (urinary 8-OHdG < 
23.53 µg/g Cr) (รูปท่ี 5, A)   

เชนเดียวกันกับเมื่อแบงกลุมผูปวยโรคน่ิวไตตามการพบเม็ดเลือดขาวในปสสาวะ (pyuria) พบวาการ
แสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 ในไตระหวางกลุมผูปวยที่พบเม็ดเลือดขาวในปสสาวะ (positive pyuria) และ
กลุมที่ไมพบ (negative pyuria) ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 5, B) 
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รูปที่ 5  A comparison of intrarenal mRNA levels of MCP-1 and IL-6 by the severity of oxidative 
stress and pyuria. The mRNA expressions of MCP-1 and IL-6 were not significantly different 
between patients with high oxidative stress (urinary 8-OHdG >23.53 µg/g creatinine) and those with 
low oxidative stress (<23.53 µg/g) (A), or between patients with pyuria and those without (B). 
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ระดับการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 mRNAs ในตวัอยางเน้ือเยื่อไต 
การแสดงออกของมิวซินชนิด MUC1 และ MUC2 เปรียบเทียบระหวาง stone-adjacent renal tissues, 

cancerous renal tissues และ non-cancerous renal tissues พบวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 
6) อยางไรก็ตามพบแนวโนมการแสดงออกของ MUC2 สูงข้ึนใน stone-adjacent renal tissues และ cancerous 
renal tissues ขณะที่การแสดงออกของ MUC1 มีแนวโนมลดลงใน stone-adjacent renal tissues และ 
cancerous renal tissues เมื่อเทียบกับ non-cancerous renal tissues 

เมื่อเปรียบเทียบระดับ mRNA ของ MUC1 และ MUC2 ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไต (stone-
adjacent renal tissues) พบวา คา ∆Cp ของ MUC1 ตํ่ากวาคา ∆Cp ของ MUC2 อยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 7) 
แสดงวาในไตของผูปวยโรคนิ่วไต มีการแสดงออกของ MUC1 สูงกวา MUC2  

พบการแสดงออกของ MUC1 ในเนื้อเย่ือไตของผูปวยโรคนิ่วไตทุกตัวอยางท่ีใชในการศึกษาในครั้งนี้ 
ในขณะที่พบการแสดงออกของ MUC2 ในเนื้อเยื่อไตเพียงรอยละ 76% (22/29) ผูปวยโรคนิ่วไตท่ีใชในการศึกษา 

การศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดชันในเน้ือเย่ือไต ใชตัวบงชี้ (biomarker) คือระดับผลิตผลของ
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของดีเอ็นเอ 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) ผลการศึกษาพบวา คา median ของ
ระดับ 8-OHdG ในเน้ือเย่ือไตของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตเทากับ 48.6 pg/µg DNA (min-max; 26.92-349.27 pg/µg 
DNA) สวนในกลุมควบคุมผูปวยโรคมะเร็งไต พบคา median ของระดับ 8-OHdG ในเนื้อเยื่อไตสวนที่ไมใชมะเร็ง
เทากับ 61.06 pg/µg DNA  (min-max; 37.1-92.58 pg/µg DNA) และคา median ของระดับ 8-OHdG ใน
เนื้อเย่ือไตสวนท่ีเปนมะเร็งเทากับ 47.5 pg/µg DNA  (min-max; 40.6-62.5 pg/µg DNA) เมื่อทดสอบความ
แตกตางทางสถิติโดย Kruskal-Wallis test พบวาระดับของ 8-OHdG ในเนื้อเย่ือไตของกลุมผูปวยโรคนิ่วไต 
เนื้อเย่ือไตสวนท่ีไมใชมะเร็งของกลุมควบคุมผูปวยโรคมะเร็งไต และเนื้อเย่ือไตสวนที่เปนมะเร็งของกลุมควบคุม
ผูปวยโรคมะเร็งไต ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.599) ผลการศึกษานี้บงชี้วาระดับ oxidative 
DNA damage ในไตของผูปวยโรคนิ่วไตสูงเทียบเทากับในผูปวยโรคมะเร็งไต ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการอักเสบ
แบบเร้ือรังในไตของผูปวยนิ่ว 

การศึกษานี้ไมพบความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญระหวางการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 กับภาวะ
อักเสบและภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเนื้อเย่ือไต ซึ่งอาจเปนผลมาจากจํานวนตัวอยางนอย (small sample 
size) อยางไรก็ตามพบแนวโนมความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ MUC1 ในเนื้อเยื่อไตที่สูงข้ึนกับ
ประสิทธิภาพการทํางานของไตที่ลดลง 
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รูปที่ 6  Box-Whisker plot of ∆Cp of MUC1 and MUC2 compared between the three sources of renal 
tissues, stone-adjacent renal tissues (RS), non-cancerous renal tissues (nCA) and cancerous renal 
tissues (CA).  Boxes depict 10th, 25th, 50th, 75th and 90th percentiles.  The ∆Cp values of MUC1 and 
MUC2 compared among RS, nCA and CA were not statistically different.  A trend of increase in MUC2 
and decrease in MUC1 expressions in RS and CA compared to nCA were observed.  A lower ∆Cp 
indicates a higher mRNA expression.  P values were obtained from Kruskal-Wallis test.   
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รูปที่ 7 Box-Whisker plot of ∆Cp of MUC1 and MUC2 in stone-adjacent renal tissues.  The ∆∆Cp value 
of MUC1 was significantly lower than MUC2.  This indicated that expression of MUC1 in the kidney of 
nephrolithiasis patients was higher than that of MUC2.  A lower ∆Cp indicates a higher mRNA 
expression.  P value was obtained from Mann-Whitney test.  Boxes depict 10th, 25th, 50th, 75th and 
90th percentiles.   
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การขับออกของ MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะ 
ระดับการขับออกของ MUC1 ในปสสาวะระหวางกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (n=29) และกลุมควบคุมคน

ปกติ (n=19) ไมแตกตางกันยางมีนัยสําคัญ (P = 0.738) (รูปที่ 8) ขณะที่การขับออกของ MUC2 ในปสสาวะ
ของกลุมผูปวยโรคนิ่วไตสูงกวากลุมควบคุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.003) (รูปท่ี 9)  

เมื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับของ MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของกลุมผูปวยโรคนิ่ว
ไต โดย Spearman’s rank correlation test พบวาระดับการขับออกของ MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของ
กลุมผูปวยโรคนิ่วไตมีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (Spearman’s rho = 0.871, P < 0.001) (รูปที่ 10) 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของ MUC1 และ MUC2 mRNA ในไตกับ
ระดับการขับออกของ MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะ พบวาคา ∆Cp ของ MUC2 mRNA สัมพันธเชิงลบกับ
ปริมาณการขับออกของ MUC2 ในปสสาวะ (รูปที่ 11) บงชี้วาโปรตีน MUC2 ท่ีพบในปสสาวะนาจะมี
แหลงกําเนิดมาจากเซลลไต อยางไรก็ตามไมพบความสัมพันธระหวางคา ∆Cp ของ MUC1 mRNA กับ
ปริมาณการขับออกของ MUC1 ในปสสาวะ ซึ่งนาจะบงชี้วา MUC1 ในปสสาวะมีแหลงกําเนิดมาจากแหลงอื่น
ในระบบทางเดินปสสาวะ อีก เชน กระเพาะปสสาวะ และทอทางเดินปสสาวะ เปนตน  

การศึกษานี้ไมพบความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญระหวางปริมาณการขับออกของ MUC1 และ MUC2 
ในผูปวยโรคน่ิวไตกับตัวบงชี้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (urinary 8-OHdG) และการทําลายเซลลบุทอไต 
(urinary NAG activity) (ตารางที่ 5) และไมพบความสัมพันธระหวาง MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของ
ผูปวยโรคนิ่วไตกับระดับการแสดงออกของ MCP-1 และ IL-6 mRNAs ในเน้ือเย่ือไต 
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รูปที่ 8 เปรียบเทียบปริมาณการขับออกของ MUC1 ในปสสาวะระหวางกลุมผูปวยโรคน่ิวไต (nephrolithiasis 
(NL) group) และกลุมควบคุมคนปกติ (healthy (H) group) พบวาการขับออกของ MUC1 ในปสสาวะระหวาง 
NL group และ H group ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (Mann-Whitney test, P = 0.738) 
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รูปที่ 9 เปรียบเทียบปริมาณการขับออกของ MUC2 ในปสสาวะระหวาง nephrolithiasis (NL) group และ 
healthy (H) group พบวาการขับออกของ MUC2 ในปสสาวะระหวาง NL group สูงกวา H group อยางมี
นัยสําคัญ (Mann-Whitney test, P = 0.003) 
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รูปที่ 10 Scatter plot แสดงความสัมพันธระหวางการขับออกของ MUC1 และ MUC2 ในปสสาวะของผูปวย
โรคนิ่วไต (Spearman’s rho = 0.871, P < 0.001) 
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รูปที่ 11  Scatter plot แสดงความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของ MUC2 ในไตกับระดับการขับออกของ 
MUC2 ในปสสาวะ พบวาคา ∆Cp ของ MUC2 สัมพันธเชิงลบกับปริมาณการขับออกของ MUC2 ในปสสาวะ คา 
∆Cp ตํ่าแสดงวามีปริมาณ mRNA สูง 
 
ตารางที่ 5 Assessment of associations between urinary excretion of MUC1 and MUC2 and oxidative 
stress and renal tubular damage in nephrolithiasis patients using Spearman’s rank correlation test 

Spearman’s rho (P > 0.05) 
Urinary biomarkers 

Urinary MUC1 Urinary MUC2 
8-OHdG (µg/g Cr) -0.092 0.093 
NAG activity (U/g Cr) -0.107 -0.032 
 
การแยกสกัดมิวซินจากตัวอยางปสสาวะ 

การศึกษานี้ใชวิธี CL-2B column gel chromatography ในการแยกสกัดมิวซินจากตัวอยางปสสาวะ
รวม (pooled urine) ของกลุมควบคุมคนปกติ (HP) และของกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (NLP) ในแตละ fraction ทํา
การวัดปริมาณโปรตีน (โดย OD280 nm) ระดับไกลโคโปรตีน (โดย PAS staining) และระดับ MUC1 (โดย 
slot blot immunodection) รูปที่ 12 และรูปที่ 13 แสดง chromatogram ของตัวอยางปสสาวะรวม HP และ 
NLP ตามลําดับ  

เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของไกลโคโปรตีน (PAS staining pattern) ที่พบในปสสาวะรวม HP และ 
NLP พบวา ใน HP มี peak ของ PAS intensity เพียง peak เดียว (peak A) ขณะที่ใน NLP มี peak ของ 
PAS intensity อยางนอย 3 peaks (peaks B, C, D) (รูปท่ี 14) แสดงวาปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตมีการขับ
ออกของไกลโคโปรตีนหลายชนิดมากกวาปสสาวะของคนปกติ 

ผลการตรวจสอบ MUC1 ในแตละ fraction พบวา MUC1 ในตัวอยาง NLP ถูกชะ (elute) ออกมา
จาก CL-2B column เร็วกวา MUC1 ในตัวอยาง HP (รูปที่ 15) แสดงวา MUC1 ในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่ว
ไตมีขนาดใหญกวา MUC1 ในปสสาวะของคนปกติ  
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นอกจากนี้พบ MUC1 peak ที่อยูระหวาง fractions 5-17 ในตัวอยางปสสาวะรวม NLP แตไมพบใน
ตัวอยางปสสาวะรวม HP ขอมูลนี้ชี้ใหเห็นวาในปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไตนาจะมี MUC1 isoforms มากกวา 
1 isoforms และมีขนาดใหญกวา MUC1 ท่ีพบในปสสาวะคนปกติ และที่สําคัญ MUC1 isoform ท่ีอยูระหวาง 
fractions 5-17 ไมพบในปสสาวะของคนปกติ 

จากผลของ MUC1 blotting รวม (pool) fractions ตาม MUC1 intensity ไดสารตัวอยางใหมดังนี้  
 ตัวอยางปสสาวะรวมของคนปกติ (HP) 

- Healthy pool 1 (HP1) รวม fractions 27 – 43 (รูปท่ี 12) 
 ตัวอยางปสสาวะรวมของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP) 

- Nephrolithiasis pool 1 (NLP1) รวม fractions 5 – 17 (รูปที่ 13) 
- Nephrolithiasis pool 2 (NLP2) รวม fractions 24 – 40 (รูปที่ 13) 

นํา pooled CL-2B fractions ที่ได (NLP1, NLP2 และ HP1) ไปทํา dialysis ในนํ้ากลั่น แลวทําให
เขมขนข้ึนโดยการระเหยน้ําออก (Savant Speed Vac)  

จากนั้นนําตัวอยาง urinary mucin pool ที่ไดนี้ไปทดสอบการเกาะกลุมของผลึกนิ่วแคลเซี่ยมออกซา
เลต (calcium oxalate, CaOx) ในหลอดทดลอง (in vitro CaOx crystal aggregation assay)  
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รูปที่ 12 การแยกสกัดมิวซินจากตัวอยางปสสาวะรวมของกลุมควบคุมคนปกติ (HP)  ในแตละ fraction วัด
ปริมาณโปรตีน (โดย OD280 nm) ระดับไกลโคโปรตีน (โดย PAS staining) และระดับ MUC1 (โดย slot blot 
immunodection) 
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รูปที่ 13 การแยกสกัดมิวซินจากตัวอยางปสสาวะรวมของกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (NLP) ในแตละ fraction วัด
ปริมาณโปรตีน (โดย OD280 nm) ระดับไกลโคโปรตีน (โดย PAS staining) และระดับ MUC1 (โดย slot blot 
immunodection) 
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รูปที่ 14 เปรียบเทียบ PAS staining patterns ระหวางตัวอยางปสสาวะรวมของกลุมควบคุมคนปกติ (HP) 
กับกลุมผูปวยโรคนิ่วไต (NLP) ใน HP พบไกลโคโปรตีนเพียงกลุมเดียว (Peak A) ขณะท่ีใน NLP พบไกลโค
โปรตีนอยางนอย 3 กลุม (Peak B, Peak C และ Peak D)  
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รูปที่ 15 เปรียบเทียบ MUC1 patterns ระหวางตัวอยางปสสาวะรวมของกลุมควบคุมคนปกติ (HP) กับกลุม
ผูปวยโรคนิ่วไต (NLP) MUC1 ในตัวอยางปสสาวะรวม NLP ถูกชะ (elute) ออกมาจาก CL-2B column เร็ว
กวาใน HP และ MUC1 peak ที่อยูระหวาง fractions 5-17 พบเฉพาะใน NLP  
 
การวิเคราะหบทบาทในการกอน่ิวของมิวซินจากปสสาวะ 

นําตัวอยาง urinary mucin pools (NLP1, NLP2 และ HP1) มาทดสอบการเกาะกลุมของผลึกแค
ลเซี่ยมออกซาเลต (calcium oxalate, CaOx) ในหลอดทดลอง (in vitro CaOx crystal aggregation assay) 
เพ่ือเปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์การเกาะกลุมของผลึก (aggregation coefficient, AC) ของแตละตัวอยาง 
โดยสารตัวอยางที่มีคา AC สูงจะมีความสามารถกระตุนหรือสงเสริมเกาะกลุมของผลึกไดมากกวาสารตัวอยาง
ที่มีคา AC ตํ่า ดังแสดงในรูปท่ี 16 

ผลการเปรียบเทียบการกระตุนการเกาะกลุมของผลึกระหวางมิวซินจากปสสาวะรวมของคนปกติ 
(HP1) และมิวซินจากปสสาวะรวมของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP1 และ NLP2) พบวาคา AC เฉลี่ย ของสาร
ตัวอยาง NLP1, NLP2 และ HP1 เทากับ 7.19, 2.31, 2.16 ตามลําดับ ทดสอบทางสถิติโดยใช ANOVA test 
พบวาคา AC มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.013) และจากผล Sidak multiple-comparison test 
พบวาคา AC ของ HP1 และ NLP2 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P = 1.000) ขณะที่คา AC ของ NLP1 
สูงกวา HP1 (P = 0.023) และ NLP2 (P = 0.028) อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 17) 

เมื่อยอม PAS staining และทํา MUC1 และ MUC2 immunodetection ของสารตัวอยาง HP1, 
NLP1 และ NLP2 พบวา HP1 มีปริมาณ MUC1 สูงแตไมพบ MUC2 สวน NLP1 มีปริมาณ MUC1 ตํ่าที่สุด 
ขณะที่มีปริมาณ MUC2 สูงที่สุด สําหรับตัวอยางมิวซิน NLP2 มีปริมาณ MUC1 สูง แตมีการติดสีของ PAS 
staining ตํ่าท่ีสุด (รูปที่ 18) 

ผลการวัดปริมาณกรดเซียลิก (total sialic acid (TSA) content) แสดงในรูปที่ 19 ปริมาณกรดเซีย
ลิกใน NLP1 ตํ่ากวาใน NLP2 และ HP2 อยางชัดเจน 
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รูปที่ 16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (light microscope) เปรียบเทียบการเกาะกลุมของผลึก
นิ่วแคลเซียมออกซาเลตระหวางคา AC ตํ่า (AC = 2.82) และคา AC สูง (AC = 6.21) A = การเกาะกลุมของ
ผลึกเมื่อเติมมิวซินที่สกัดไดจากปสสาวะของคนปกติ (HP1) B = การเกาะกลุมของผลึกเมื่อเติมมิวซินที่สกัด
ไดจากปสสาวะของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP1) คา AC ท่ีสูงขึ้นบงชี้วามีการเกาะกลุมของผลึกมากขึ้น 
(กําลังขยาย 400 เทา) 
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รูปที่ 17 กราฟแทงเปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์การเกาะกลุมของผลึก (aggregation coefficient, AC) ของ
ตัวอยางมิวซินจากปสสาวะรวมของคนปกติ (HP1) และมิวซินจากปสสาวะรวมของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP1 
และ NLP2) พบวาคา AC ของ HP1 และ NLP2 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P = 1.000) ขณะท่ีคา AC 
ของ NLP1 สูงกวา HP1 (P = 0.023) และ NLP2 (P = 0.028) อยางมีนัยสําคัญ (Sidak multiple-comparison 

(A) HP1 (F27-43): AC = 2.82 (B) NLP1 (F5-17): AC = 6.21 



 23

test) Control คือหลอดควบคุมที่ใชน้ํากลั่นแทนสารตัวอยางมิวซิน (คา AC สูงบงชี้วามีการเกาะกลุมของผลึก
มาก) 
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รูปที่ 18  เปรียบเทียบปริมาณไกลโคโปรตีน (PAS staining) MUC1 และ MUC2 ในสารตัวอยางมิวซิน HP1, 
NLP1 และ NLP2 
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รูปที่ 19  เปรียบเทียบปริมาณกรดเซียลิก (total sialic acid (TSA) content) ใน HP1, NLP1 และ NLP2 ปริมาณ
กรดเซียลิกใน NLP1 ตํ่ากวาใน NLP2 และ HP2 อยางชัดเจน 
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จากผลการศึกษามิวซินที่สกัดไดจากปสสาวะรวมโดยวิธี CL-2B Gel filtration chromatography 
การยอม PAS staining การทํา MUC1 และ MUC2 immunodetection และการหาปริมาณ total sialic acid 
ในสารตัวอยางมิวซินจากปสสาวะรวมของคนปกติ (HP1) และจากปสสาวะรวมของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP1 
และ NLP2) สามารถสรุปคุณลักษณะของมิวซิน HP1, NLP1 และ NLP2 ไดดังตารางที่ 6 

 
ตารางที่ 6 สรุปคุณลักษณะของตัวอยางมิวซินท่ีสกัดไดจากปสสาวะรวมของคนปกติ (HP1) และจากปสสาวะ
รวมของผูปวยโรคนิ่วไต (NLP1 และ NLP2) 
Partially purified 
urinary mucins 

AC Molecular  
size 

TSA  
content 

PAS  
intensity 

MUC1  
content 

MUC2  
content 

HP1 Low Small High Intermediate High Undetectable 
NLP1 High Larger Low High Low High 
NLP2 Low Large High Low High Intermediate 
 

สรุป มิวซิน NLP1 พบไดเฉพาะในปสสาวะของผูปวยโรคน่ิวไต และมีคุณสมบัติเปน “crystal 
aggregator” มิวซิน NLP1 นี้มขีนาดใหญมากแตมีประจุลบตํ่า ซึ่งนาจะเปนผลมาจาก aberrant glycosylation 
คือมี increased glycosylation แตมี decreased sialylation เมื่อมิวซินนี้ถูกดูดซับ (adsorb) บนผิวของผลึก
แคลเซียมออกซาเลต จะทําใหประจุลบสุทธิของผลึกลดลงดวย แรงผลักระหวางผลึกจะลดลง ทําใหผลึกมี
โอกาสเขาไกลกันมากขึ้นจึงเกิดการเกาะกลุมที่ใหญข้ึน และเนื่องจากมิวซินมี hydration property และ gel-
forming property มิวซินขนาดใหญที่มีปริมาณไกลแคนสูงนี้ จะทําหนาที่เปนเจลเชื่อมระหวางผลึกแคลเซียม
ออกซาเลต ทําใหผลึกเกาะกลุมกันงายและมั่นคงขึ้น ดังนั้นจากผลการวิจัยนี้ การพบมิวซินขนาดใหญที่มี
ปริมาณกรดเซียลิกต่ําในปสสาวะอาจเปนตัวบงชี้ความเสี่ยงตอการเกิดนิ่วหรือการเปนนิ่วซ้ําได 

จากผลการวิจัยนี้คณะวิจัยไดต้ังสมมุติฐานตอวา การมีผลึกหรือกอนนิ่วในไตจะทําใหเกิดภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่นและเกิดการอักเสบขึ้น สงผลตอการสรางมิวซินที่ผิดปกติท้ังเชิงปริมาณและคุณภาพ
ดังที่แสดงใหเห็นในการศึกษาน้ี มิวซินที่ผิดปกติน้ีจะมีบทบาทเปน stone promoter สงเสริมการเกิด stone 
nidi และการเจริญของกอนนิ่ว เพ่ือพิสูจนวามิวซินที่ผิดปกติเหลานี้เกี่ยวของกับการเกิดกอนนิ่วจริง การศึกษา
ตอไปตรวจสอบมวิซินในกอนนิ่ว ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนมิวซินในเนื้อเยื่อไต เซลลชนิดใดในไตที่
สังเคราะหมิวซิน รวมท้ังศึกษาผลของผลึกและสารตัวกลางการอักเสบตอการสังเคราะหมิวซินในเซลลบุทอไต  

ผลการวิจัยเบ้ืองตนของคณะวิจัยพบวาในกอนนิ่ว (stone matrix) ชนิดแคลเซี่ยมออกซาเลต
ประกอบดวยโปรตีนหลากหลายชนิด สวนใหญเปน glycoproteins เน่ืองจากใหผลบวกกับ PAS staining ซึ่ง
สามารถแบงไดเปน 3 fractions ตามขนาดของโมเลกุล (รูปที่ 20)  ที่นาสนใจคือ เมื่อตรวจสอบดวย MUC1 
antibody พบ MUC1 positive fractions ไดในกลุม large MW glycoproteins ขอมูลน้ีบงชี้วามิวซินเกี่ยวของ
กับการกอตัวเปนกอนนิ่วจริง หลายคําถามวิจัยเกี่ยวกับบทบาทของมิวซินในโรคนิ่วไตรอคําตอบจากงานวิจัย
ตอไป  
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รูปที่ 18 The CL-2B gel filtration chromatogram of proteins extracts from CaOx stone.  The fractions 
were analyzed for OD280 nm (circle dot) and PAS staining (diamond dot) to detect proteins and 
glycoproteins, respectively.  The overall data suggested that most of proteins found in stone matrix 
were glycoproteins.  At least 3 major peaks of glycoproteins (F1-12, F13-29, F47-69) found in the 
CaOx stone matrix.  Two of them (F1-12 and F13-29) were large MW glycoproteins, which were 
positive for mucin antibody (MUC1).  The data suggested that large MW glycoproteins (likely to be 
mucins) play role in the formation of stone. 
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