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Abstract 
Diabetes causes alterations in female reproductive function including impair the function 
of insulin receptor and signaling in the ovary. Insulin receptor substrate protein-4 (IRS-4) 
is widely distributed throughout ovarian compartments, including theca, granulosa and 
stromal tissues. The experiment was determined the expression of IRS-4 in rat ovary 
with streptozotocin-induced diabetes. Twenty-six Wistar rats, weight 200-250 g, 8 wks of 
age were used. Animals were divided into 2 groups: treatment (n=13) and control 
(n=13). Animals in treatment group were injected (i.p.) with a single dose of 
streptozotocin (STZ, 70 mg/kg). The plasma glucose level was significantly increased in 
the treatment group compared to control group (P<0.05). The mean body weight tended 
to decrease in treatment group. The degeneration of pancreatic acini (H&E staining) 
was observed in treatment group. Immunohistochemistry showed the expression of IRS-
4 in theca and granulosa cells from both groups, but the results were not significant 
different. The IRS-4 expression from treatment groups tended to be decreased in theca 
and granulosa cells. The results from this study suggested that the alterations in IRS-4 
in the ovary may partly be associated with the STZ-induced diabetes. This information 
provides basis for further study the impact of diabetes on female reproductive function.    
 
Keywords: Diabetes, Insulin receptor substrate protein-4 (IRS-4), Ovary, Theca, 
Granulosa, Rat, Streptozotocin 
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บทคัดยอ 
โรคเบาหวานเปนสาเหตทุําใหเกิดความผดิปกติในระบบสืบพันธุเพศเมียได รวมทั้งเกิดความ
ผิดปกติของตวัรับอินซูลินในรังไข พบวาตัวสงผานตวัรบัอินซูลินชนิด IRS-4 (Insulin receptor 
substrate protein-4; IRS-4) พบกระจายทั่วไปในรังไข เชน theca, granulosa และเนื้อเยื่อของ
รังไข การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการแสดงออกของ IRS-4 ในรังไขของหนูแรทที่ถูก
เหน่ียวนําใหเปนเบาหวานดวย streptozotocin (STZ) โดยทําการทดลองในหนูแรทสายพันธุ 
Wistar จํานวน 26 ตัว นํ้าหนักเฉลี่ย 200-250 กรัม อายุ 8 สัปดาห แบงเปน 2 กลุม ไดแก กลุม
ทดลอง (n=13) และกลุมควบคุม (n=13) หนูในกลุมทดลองจะถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย
การฉีด STZ ในขนาด 70 มก./กก. เขาชองทอง ผลการทดลองพบวา ระดับนํ้าตาลในเลือดสูงขึ้น
อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (P<0.05) ในกลุมทดลอง และพบวานํ้าหนักตัวมีแนวโนมลดลงในกลุม
ทดลอง พบการฝอตัวของเซลลในตับออนในกลุมทดลอง พบการแสดงออกของ IRS-4 ใน 
Theca และ granulosa cells ทั้งในกลุมทดลองและกลุมควบคุมแตไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ (P>0.05) แตพบวาการแสดงออกของ IRS-4 มีแนวโนมลดลงในกลุมทดลอง ผลการศึกษา
ในครั้งน้ีชีใ้หเห็นวาการเปลีย่นแปลงของการแสดงออกของ IRS-4 ในรังไขอาจมีสวนเกี่ยวของ
กับภาวะที่สตัวเปนเบาหวาน ซ่ึงขอมูลที่ไดน้ีจะเปนประโยชนตอการศึกษาถึงผลของเบาหวาน
ตอความผิดปกติของระบบสืบพันธุในเพศเมียตอไป  
 
คําสําคัญ เบาหวาน ตวัสงผานตัวรับอินซูลิน-4 (IRS-4) รังไข ทีคาเซลล แกรนูโลซาเซลล หนู
แรท สเตรปโตโซโทซิน 
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การแสดงออกของตัวรับอินซูลินในรงัไขของหนูทีถู่กเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวาน 
 
วัตถุประสงค  

1.เพ่ือศึกษาการแสดงออกของตัวรับและตวัสงผานตัวรบัอินซูลินในรงัไขของหนูที่เปน
โรคเบาหวาน 
 2.เพ่ืออธิบายถึงความสําคญัของอินซูลินตอฮอรโมนในระบบสบืพันธุและการสังเคราะห
ฮอรโมนในรังไข  
 3. เพ่ือเปนแบบในการศึกษาผลของโรคเบาหวานตอระบบสบืพันธุในคน 
 
บทนํา 

ขอมูลองคการอนามัยโลกระบุวาโรคเบาหวานเปนโรคที่มีอันตรายสงู พบขอมูล
ผูเสียชวีิตจากโรคเบาหวานถึงปละประมาณ 3 ลานคนทั่วโลก โรคเบาหวานเปนโรคทีมี่
ความสําคัญตอสุขภาพของคนไทย จากสถิตใินรอบ 10 ปที่ผานมา พบวาแนวโนมผูปวยและ
ผูเสียชวีิตจากโรคเบาหวานเพิ่มขึ้นทุกป แสดงใหเห็นวาโรคมีความรุนแรงมากขึ้น สถติขิอง
กรมการแพทยระบวุาเบาหวานเปน 1 ใน 10 โรคที่มีจํานวนผูปวยมากที่สดุในประเทศไทย 
โรคเบาหวานเปนความผิดปกติของการเผาผลาญคารโบไฮเดรท เน่ืองจากมีระดับฮอรโมน
อินซูลินนอยลงกวาปกติหรือไมมีเลย ทาํใหเซลลรางกายไมสามารถใชนํ้าตาลได เบาหวานเปน
โรคเรื้อรังอันตรายเม่ือเปนแลวมักจะเกิดภาวะแทรกซอนตามมา เชน โรคหัวใจ ไตวาย ตาบอด 
รวมทั้งความผิดปกติในระบบสบืพันธุทัง้ในเพศหญิงและเพศชาย 

จากการศึกษาพบวาสตัวทีเ่ปนเบาหวาน จะพบความผิดปกติในระบบสบืพันธุ เชน การ
ผสมไมติด (infertility),  เกิดกลุมอาการที่เรียกวา polycystic ovary syndrome (PCOS) ซ่ึงเปน
ผลเนื่องจากรางกายเกิดปฏิกิริยาตอตานอินซูลิน (insulin resistance) อินซูลินมีบทบาทสําคญั
ในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมนในรังไข สัตวทีเ่ปนเบาหวานมักพบวา การทํา
หนาที่ของตวัรับอินซูลิน (insulin receptor) รวมทั้งตวัสงผานตวัรับ (insulin receptor substrate 
proteins; IRS) มีความผิดปกติ หรือทําหนาที่ไดไมสมบูรณ สงผลใหเกิดความผดิปกติหรือความ
บกพรองในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมน ซ่ึงจะนําไปสูความผิดปกติที่เก่ียวกบั
ระบบสบืพันธุตอไป  

อินซูลินเปนฮอรโมนที่สําคัญ ที่มีหนาที่ควบคุมเมตาบอลสิมของคารโบไฮเดรทใน
รางกาย โดยนํานํ้าตาลกลูโคสจากกระแสเลือดไปเก็บในเซลล กลูโคสเปนสารอาหารที่สําคัญตอ
เซลลโดยเปนแหลงของพลงังานที่เซลลจะนําไปใชประโยชนไดงายและรวดเร็วที่สดุ ผลของการ
ขาดอินซูลินจะทําใหรางกายไมสามารถนํากลูโคสเขาสูเซลลเพ่ือนําไปใชประโยชนได  อินซูลิน
ยังมีหนาที่สําคัญอ่ืนๆ ไดแก เปนตัวกลางสําคัญในขบวนการเมตาบอลิสม การสังเคราะห DNA, 
RNA และโปรตีน อีกทัง้ยังเก่ียวของกับขบวนการแบงตวัและการเจริญเตบิโตของเซลล การ
ทํางานของอินซูลินตองอาศัยตวัรบัอินซูลินและตวัสงผานตัวรับอินซูลิน เม่ืออินซูลินจับกับ 
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insulin receptor จะเกิดปฏิกิริยา autophosphorylation และกระตุนการเร่ิมตนการสงสัญญาณ
การทํางานไปตามลําดับขั้น การกระตุน insulin receptor จะไปเพ่ิมการเกิด phosphorylation 
ของ IRS จากน้ัน phosphorylated-IRS จะกระตุนการทํางานของเอนไซมตางๆ ที่เก่ียวของใน
กระบวนการเปนลําดับขัน้ตอไป  

Streptozotocin (STZ) เปนยากลุมปฏิชีวนะที่ถูกนํามาใชอยางแพรหลายในงานทดลอง
ตางๆ เพ่ือเหน่ียวนําใหสัตวทดลองเกิดเบาหวาน เพ่ือศึกษาผลของโรคเบาหวานที่มีตอระบบ
สืบพันธุ เชน มีรายงานวา หนูแรทที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวยการฉีด streptozotocin 
จะพบความผิดปกติเก่ียวกับระบบสืบพันธุคือ การพัฒนาของฟอลลิเคิลผิดปกติ จํานวนคอปสลู
เทียมลดลง และยังพบวาระดับของสเตียรอยดฮอรโมนลดลง นอกจากน้ี หนูแรทที่ถูกเหน่ียวนํา
ใหเปนเบาหวานโดยการฉีด streptozotocin จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในระบบสืบพันธุ คือ 
ผสมไมติด ระดับของฮอรโมน FSH และ LH ในซีรัมลดลงอยางมีนัยสําคัญ รวมทั้งมีการ
เปลี่ยนแปลงของ FSH และ LH receptor ในรังไขอีกดวย  แตยังไมพบการศึกษาที่รายงานถึง
การแสดงออกของ insulin receptor และ IRS ในรังไขของสัตวทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเปน
เบาหวาน 

การเกิดความผิดปกติในการทํางานของ insulin receptor และ IRS ในรังไข  จะนําไปสู
ความบกพรองในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมน สงผลใหเกิดความผิดปกติในระบบ
สืบพันธุได ซ่ึงจะพบไดในผูปวยหรือสัตวปวยที่เปนเบาหวาน ฉะนั้นความสําคัญของการศึกษา
ความสัมพันธของอินซูลินตอระบบสืบพันธุจะเปนประโยชนอยางมากตอการพัฒนาความรู
เก่ียวกับโรคเบาหวานที่มีผลตอระบบสืบพันธุ เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษากลไกการเกิดโรคใน
ระดับอณูชีววิทยา เพ่ือนําไปสูการปองกัน รักษาโรค หรือคิดคนพัฒนายาที่มีคุณภาพตอไป 

ดังน้ัน การศึกษาครั้งน้ี จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ ศึกษาการแสดงออกของตัวรบัและ
ตัวสงผานตวัรบัอินซูลินในรงัไขของหนูที่เปนเบาหวาน โดยศึกษาความสัมพันธของอินซูลินและ
การสังเคราะหฮอรโมนในรังไข เพ่ือจะไดทราบถึงกลไกการทํางานในระดับอณูชีววิทยาของ
ฮอรโมนอินซูลินที่มีผลตอระบบสบืพันธุ เพ่ือเปนแบบในการศึกษาผลของโรคเบาหวานตอระบบ
สืบพันธุในคน โดยองคความรูที่ไดจากผลการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีจะกอประโยชนในเชิงวิชาการ
ดานอณูชีววิทยาทางการแพทยของโรคเบาหวาน ที่มีผลตอระบบสืบพันธุในเพศหญิง  
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การทดลอง Phase 1 
 
Preliminary Study 
  

ไดทําการทดลอง Preliminary Study ในหนู Wistar Rat เพศเมีย จํานวน 4 ตัว ที่สั่งซ้ือ
จากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โครงการทดลองนี้ไดผานการรับรองจาก
คณะกรรมการจรรยาบรรณการใชสตัวทดลองของคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั (เลขที่ใบอนุญาต 1031012) สตัวทดลองทั้งหมดถูกเลี้ยงภายใตหลกัการเลีย้ง
สัตวทดลองทีถู่กวธิี ไดรับอาหารและน้ําสะอาดอยางพอเพียง กําหนดใหอุณหภูมิหองเลี้ยง
สัตวทดลองอยูที่ 20-25 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธที่ 50-60% และอัตราสวนความสวาง : 
ความมืด อยูที่ 12 : 12 ชั่วโมง แบงสัตวทดลองเปนหนูควบคุมจํานวน 1 ตัว (C1) และหนูใน
กลุมทดลอง จํานวน 3 ตวั (T1, T2, T3) ทําการเหน่ียวนําหนูในกลุมทดลองใหเปนเบาหวาน

ดวยการฉีด Streptozocin (STZ; Sigma
®
) ในขนาด 70 mg/kg เขาชองทองคร้ังเดียว และไดทาํ

การเก็บเลือดหนูทุกตวั โดยเก็บจากเสนเลือดที่หาง (tail clip) เพ่ือตรวจวัดระดับกลูโคสในเลือด 
เพ่ือยืนยันวาหนูเปนเบาหวาน โดยตองมีคากลูโคสในเลือด 400-500 mg/dL มีรายละเอียดดัง
ตารางที ่1  
 
ตารางที ่1  แสดงระดับกลูโคสในเลือด (Preliminary Study) 
 
 

Groups 
Blood glucose (mg/dl)

Time relative to STZ induced-diabetes (day) 
-1 +2 +5 +6 

Control (C1) 164 134 276  
Treatment (T1) 140 998  
Treatment (T2) 142 270  
Treatment (T3) 138 208 392 490  
 
หมายเหตุ 1. หนู T1 และ T2 ตายในวันที ่5 หลังการเหนี่ยวนํา  
     2. การุณยฆาตหนู C1 (Thiopental 30 mg/kg i.p.) วันที่ 5 หลังการเหนี่ยวนํา 
     3. การุณยฆาตหนู T3 (Thiopental 30 mg/kg i.p.) วันที่ 6 หลังการเหนี่ยวนํา 
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 จากการทดลอง Preliminary Study ไดทําการเก็บเลือดจากหางโดยวิธีการคลบิปลาย
หาง โดยตองการเลือดเพ่ือใชในการตรวจกลูโคสประมาณ 200-300 ul. ซ่ึงเปนปริมาณที่มาก จึง
ไมสามารถเก็บเลือดทุกวันได และไดสงตรวจระดับกลูโคสในเลอืดที่หองปฏิบัติการภาควิชา
พยาธิวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตอมาไดปรับปรุงวิธีการตรวจ

กลูโคสใหม โดยใชเคร่ืองตรวจ Blood glucose meter (Accu-chek
®
) ซ่ึงใชเลือดปริมาณ

เล็กนอยเพียง 2-3 ul เทาน้ัน จึงสามารถตรวจไดทุกวนัและตรวจไดเอง  
 ไดปรับปรุงวธิกีารทดลอง โดยดูจากระดับกลูโคสในเลอืดเปนเกณฑ โดยมีเกณฑการ
ทดลองวาถาระดับกลูโคสในเลือด ≥ 500 mg/dL จะถอืวาหนูเปนเบาหวานและทําการการุณย
ฆาต (Thiopental 30 mg/kg i.p.) 

ทําการเก็บชิ้นเนื้อตับออนและรังไข ในน้าํยา Formaldehide 10% จากน้ัน 24 ชั่วโมง
เปลี่ยนเปน Ethyl Alcohol 70% จากน้ันนํามาผานขั้นตอนการเตรยีมเน้ือเยื่อทางจุลกายวิภาค
ศาสตร โดยใสตวัอยางในบล็อกพาราฟน และตัดชิน้เนื้อตัวอยางใหมีความหนาประมาณ 4-5 
ไมโครเมตร นํามาวางลงบนสไลดแกว Super-Frost นํามาอบในตูอบ ผานกระบวนการทางอิม
มูนโนฮิสโตเคมีเพ่ือตรวจหา IRS-4 กระบวนการทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี จะใชเทคนิค Avidin-
Biotin-Peroxydase (Vectastain ABC-Elite standard; Vector Laboratories) ไดทดลองใช 
anti-IRS-4 ที่ความเขมขน 1:50 และ 1:200 ทั้งในหนูกลุมควบคมุและทดลอง พบวา ที่ความ
เขมขน 1:50 เซลลติดสีเขมเกินไป สวนทีค่วามเขมขน 1:200 พบการติดสีที่ชัดเจนและสามารถ
แยกแยะชนิดเซลล รวมทัง้การติดสีไดดีกวา ผลการทดลองพบการติดสีมากที่บริเวณ theca 
externa และบางสวนใน granulosa cells ผลการตรวจ IRS-4 ใน ovary เปนดังภาพที่ 1  

ไดปรับปรุงวธิกีารตรวจทางกระบวนการทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี ไดแก การปรับระดับ
ความเขมขนของ anti-IRS-4 และระยะเวลาในการบมที่ทําใหการติดสีของเซลลมีความชัดเจน
มากย่ิงขึ้น เพ่ือนําเทคนิคตางๆ ที่ได นําไปใชในการทดลองใน Phase 2 ตอไป 
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a. control anti-IRS-4 1:50   b. control anti-IRS-4 1:200 

   
 
 
c. treatment anti-IRS-4 1:50   d. treatment anti-IRS-4 1:200 

    
 
 
ภาพที่ 1 แสดงการตรวจทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี IRS-4 ในรังไขจากหนูกลุมควบคุม (a and b) 
และกลุมทดลอง (c and d) ที่ระดับความเขมขนของ anti-IRS-4 1:50 และ 1:200 
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การทดลอง Phase 2 
วิธีทดลอง  
อุปกรณและวิธีการ 
 สัตวทดลอง 
 ทําการศึกษาในหนูแรทเพศเมีย สายพันธุ Wistar นํ้าหนักเฉลี่ย 200-250 กรัม อายุ 8 
สัปดาห จํานวน 26 ตัว ซ่ึงสั่งซ้ือจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โครงการ
ทดลองนี้ไดผานการรับรองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชสัตวทดลองของคณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (เลขที่ใบอนุญาต 1031012) สัตวทดลองทั้งหมดถูก
เลี้ยงภายใตหลักการเลี้ยงสัตวทดลองที่ถูกวิธี ไดรับอาหารและนํ้าสะอาดอยางพอเพียง 
กําหนดใหอุณหภูมิหองเลี้ยงสัตวทดลองอยูที่ 20-25 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธที่ 50-60% 
และอัตราสวนความสวาง : ความมืด อยูที่ 12 : 12 ชั่วโมง 
 การเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวาน 

แบงสัตวทดลองเปน 2 กลุม โดยเปนกลุมทดลองจํานวน 13 ตัว และกลุมควบคุมจํานวน 
13 ตัว ทําการเหนี่ยวนําหนูในกลุมทดลองใหเปนเบาหวานดวยการฉีด Streptozotocin (STZ; 

Sigma
®
) ในขนาด 70 mg/kg ใน 0.1M sodium citrate buffer (pH 4.5) เขาชองทองคร้ังเดียว 

สวนหนูในกลุมควบคุมทําการฉีดนํ้าเกลือ (normal saline; vehicle injection; i.p.) 
 การเก็บเลือด 

ทําการเก็บเลอืดหนูทุกตัว โดยเก็บจากเสนเลือดที่หาง (lateral tail vein) เริ่มตั้งแตหน่ึง
วันกอนการเหนี่ยวนําดวย STZ จนกระทั่งวันที ่6 หลงัการเหนี่ยวนาํ เพ่ือตรวจระดับกลูโคสเพือ่
ยืนยันวาหนูเปนเบาหวาน โดยดูจากระดับกลูโคสในเลือดเปนเกณฑ โดยมีเกณฑวาถาระดับ
กลูโคสในเลือด ≥ 500 mg/dL จะถือวาหนูเปนเบาหวานและทําการการุณยฆาต (Thiopental 30 
mg/kg i.p.) 
 การชั่งนํ้าหนัก 

ทําการชั่งนํ้าหนักหนูทุกตวัทุกวัน เริ่มตั้งแตหน่ึงวันกอนการเหนี่ยวนําดวย STZ 
จนกระทั่งวันที่ 6 หลังการเหน่ียวนํา 
 การตรวจทางจุลพยาธิวทิยา (Histopathological studies) และ  
            Immnohistochemistry 

หลังจากทําการการุณฆาตหนู จะเก็บตบัออนและรังไขทันท ี และนําไปแชในน้ํายา 
Formaldehide 10% จากน้ัน 24 ชัว่โมงเปลี่ยนเปน Ethyl Alcohol 70% จากน้ันนํามาผาน
ขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อทางจุลพยาธวิิทยา โดยใสตัวอยางในบล็อกพาราฟน และตัดชิ้นเนื้อ
ตัวอยางใหมีความหนาประมาณ 4-5 ไมโครเมตร แลวยอมส ีH&E ตรวจภายใตกลองจุลทรรศน
แสงสวาง หรือผานกระบวนการทางอิมมูนโนฮิสโตเคมีเพ่ือตรวจหา IRS-4 โดยกระบวนการ
ทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี จะใชเทคนิค Avidin-Biotin-Peroxydase (Vectastain ABC-Elite 
standard; Vector Laboratories) 
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ผลการทดลอง 
  
 ระดับนํ้าตาลในเลือด 
 พบวาการเหนี่ยวนําดวยการฉีด STZ ในขนาด 70 mg/kg ใน 0.1M sodium citrate 
buffer (pH 4.5) เขาชองทองเพียงคร้ังเดียว สามารถเหนี่ยวนําใหหนูเปนเบาหวานไดภายใน
ระยะเวลา 6 วัน โดยพบระดับของน้ําตาลในเลือดเพ่ิมขึ้นในกลุมทดลองซ่ึงมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05) ดังแสดงในภาพที่ 2  
 
 

 
 ภาพที่ 2 แสดงคาเฉลี่ยของระดับกลูโคสในเลือด (mg/dl) (mean ± SEM) ในหนูกลุม 
                     ทดลองและกลุมควบคุม 
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 นํ้าหนักตัว 
 ผลการทดลองพบวานํ้าหนักตัวของหนูในกลุมทดลองมีแนวโนมลดลง ดังแสดงในภาพที่ 
3 ซ่ึงการลดลงของน้ําหนักตัวเปนอาการทางคลินิกอยางหนึ่งของการเกิดภาวะเบาหวาน 
นอกจากนี้อาการทางคลินิกอ่ืนๆที่สังเกตพบรวมดวย ไดแก ปสสาวะมากและกินน้ํามากขึ้น  
 

 
  
 ภาพที่ 3 แสดงคาเฉลี่ยนํ้าหนักตัวหนู (g) (mean ± SEM) ในกลุมทดลองและกลุม 
                      ควบคุม 
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 การศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของตับออน 
 การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของตับออน พบการฝอตัวของ pancreatic acini อยาง
เดนชัดในกลุมทดลอง (แสดงในภาพที่ 4) ซ่ึงเก่ียวของกับการฝอตัวของ Beta cells ใน 
pancreatic islets จากผลของการเหนี่ยวนําใหสัตวทดลองเปนเบาหวานดวย STZ  
  

 

a            b      
 
 

  c            d   
 
 
ภาพที่ 4 แสดงจุลพยาธวิิทยาของตับออนที่ยอมดวยส ีHematoxylin and Eosin จากหนูกลุม 
           ควบคุม (a and c) และกลุมทดลอง (b and d) 
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 การศึกษาทางอิมมูนโนฮสิโตเคมเีพ่ือตรวจหา IRS-4 ในรังไข 
 การศึกษาทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี พบการแสดงออกของ IRS-4 ใน Theca และ 
granulosa cells ในรังไขของหนูทั้งในกลุมทดลองและกลุมควบคุม โดยพบวาการแสดงออกของ 
IRS-4 ใน Theca และ granulosa cells ทั้งในกลุมทดลองและกลุมควบคุมไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (P>0.05) แตพบวาการแสดงออกของ IRS-4 มีแนวโนมลดลงในกลุมทดลอง ดังแสดง
ในภาพที่ 5 
 
 

  
 
 

  
 
 
ภาพที่ 5 แสดงการตรวจทางอิมมูนโนฮิสโตเคมี IRS-4 ในรังไขจากหนูกลุมควบคุม (a and c)  
           และกลุมทดลอง (b and d), ภาพเล็กมุมบนซายในภาพ a แสดง negative control,  
           TE = Theca externa cells; GC = granulosa cells. 
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สรุปและวจิารณผลการทดลอง  
การศึกษาทางดานชีวการแพทย (Biomedical research) โดยใชสตัวทดลองเปน

ตนแบบของการศึกษาเปนการศึกษาที่สาํคัญและมีความจําเปน โดยเฉพาะการศกึษาที่เก่ียวของ
กับสาเหตขุองการเกิดโรคทีมี่ความสําคัญตอมนุษย เชน เบาหวาน ซ่ึงเปนโรคเรือ้รังที่พบอยาง
กวางขวางทั่วโลกรวมทั้งในประเทศไทย โรคเบาหวานเปนความผิดปกติของการเผาผลาญคาร
โบไฮเดรท เน่ืองจากมีระดับฮอรโมนอินซูลินนอยลงกวาปกติหรือไมมีเลย ทําใหเซลลรางกายไม
สามารถใชนํ้าตาลได สถติิของกรมการแพทยระบวุาเบาหวานเปน 1 ใน 10 โรคที่มีจํานวนผูปวย
มากที่สุดในประเทศไทย จากการศึกษาพบวาสัตวที่เปนเบาหวาน จะพบความผิดปกติในระบบ
สืบพันธุ เชน การผสมไมตดิ (infertility),  เกิดกลุมอาการที่เรียกวา polycystic ovary syndrome 
(PCOS) ซ่ึงเปนผลเนื่องจากรางกายเกิดปฏิกิริยาตอตานอินซูลิน (insulin resistance) อินซูลินมี
บทบาทสําคญัในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมนในรังไข สัตวที่เปนเบาหวานมัก
พบวา การทาํหนาที่ของตวัรับอินซูลิน (insulin receptor) รวมทั้งตัวสงผานตัวรบั (insulin 
receptor substrate proteins; IRS) มีความผิดปกติ หรือทําหนาที่ไดไมสมบูรณ สงผลใหเกิด
ความผิดปกตหิรือความบกพรองในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมน ซ่ึงจะนําไปสู
ความผิดปกตทิี่เก่ียวกบัระบบสบืพันธุ  

Streptozotocin หรือ Streptozocin หรือ Izostazin หรือ Zanosar (STZ) เปนยากลุม
ปฏิชีวนะทีถู่กนํามาใชอยางแพรหลายในงานทดลองตางๆ เพ่ือเหน่ียวนําใหสตัวทดลองเกดิ
เบาหวาน (Konrad et al, 2001; Akbarzadeh et al, 2007) โดย STZ จะไปทําลาย beta cells 
ของตับออนสงผลใหสตัวเกิดภาวะเบาหวานตามมา (Wu and Huan, 2008) เพ่ือศึกษาผลของ
โรคเบาหวานที่มีตอระบบสืบพันธุ เชน การทดลองของ McLean และคณะ (1996) รายงานวา 
หนูแรทที่ถูกเหน่ียวนําใหเปนเบาหวานดวยการฉีด STZ จะพบความผิดปกติเก่ียวกับระบบ
สืบพันธุคือการพัฒนาของฟอลลิเคลิผิดปกติ จํานวนคอปสลูเทียมลดลง และยังพบวาระดับของส
เตียรอยดฮอรโมนลดลง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Ballester และคณะ (2007) ที่พบวา หนู
แรทที่ถูกเหนีย่วนําใหเปนเบาหวานโดยการฉีด STZ จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในระบบ
สืบพันธุ คือ ผสมไมติด ระดับของฮอรโมน FSH และ LH ในซีรัมลดลงอยางมีนัยสําคัญ รวมทัง้
มีการเปลี่ยนแปลงของ FSH และ LH receptor ในรังไขอีกดวย แตยังไมพบการศึกษาที่
รายงานถึงการแสดงออกของ insulin receptor และ IRS ในรังไขของสัตวทดลองที่ถูกเหนี่ยวนํา
ใหเปนเบาหวาน 
 จากการทดลองในครั้งน้ีพบวาการเหน่ียวนําดวยการฉีด STZ ในขนาด 70 mg/kg ใน 
0.1M sodium citrate buffer (pH 4.5) เขาชองทองเพียงคร้ังเดียว สามารถเหนี่ยวนําใหหนูแรท
เปนเบาหวานไดภายในระยะเวลา 6 วัน โดยพบระดับของน้ําตาลในเลือดเพ่ิมสูงขึ้นในกลุม
ทดลองซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05) ดังน้ันหนูแรทจึงเปนสัตวทดลอง
ที่ดีที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดเบาหวานเพ่ือใชศึกษาถึงผลของเบาหวานตอระบบสืบพันธุในเพศ
เมียได 
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  นอกจากนี้ ผลการทดลองยังพบวานํ้าหนักตัวของหนูในกลุมทดลองมีแนวโนมลดลง ซ่ึง
การลดลงของน้ําหนักตัวเปนอาการทางคลินิกอยางหนึ่งของการเกิดภาวะเบาหวาน โดยมักพบ
รวมกับอาการทางคลินิกอ่ืนๆ ไดแก ปสสาวะมากขึ้นและกินนํ้ามากขึ้น  
 การศึกษาทางจุลพยาธวิิทยาของตับออน พบวา ตับออนในกลุมทดลองพบการฝอตัว
ของ pancreatic acini อยางเดนชัด (แสดงในภาพที่ 4) ซ่ึงเก่ียวของกับการฝอตัวของ Beta 
cells ใน pancreatic islets จากผลของการเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย STZ ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Holemans และคณะ (1997) และ Akbarzadeh และคณะ (2007) 

การศึกษาทางอิมมูนโนฮิสโตเคมีเพ่ือตรวจหา IRS-4 ในรังไข ผลการทดลองพบการ
แสดงออกของ IRS-4 ทั้งในเซลลชนิด granulosa และ theca ทั้งในกลุมทดลองและกลุมควบคุม 
แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตทั้งน้ี เปนที่นาสังเกตวาพบการแสดงออกของ 
IRS-4 ในกลุมทดลองมีแนวโนมลดลงใน granulosa และ theca cells ซ่ึงผลการทดลองนี้นาเชื่อ
วา การเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของ IRS-4 ใน granulosa และ theca cells มีผล
เก่ียวของโดยตรงจากการเหนี่ยวนําใหเปนเบาหวาน จากการตรวจเอกสารพบวา มีงานวิจัย
เพียงไมก่ีเรื่องที่ไดทําการศกึษาการแสดงออกของ IRS ในรังไข เชน การศึกษาของ Richards 
(1994) รายงานพบ IRS-1 ในรังไขหนูแรท การศึกษาของ Dunaif และคณะ (2001) และ 
Yen และคณะ (2004) รายงานพบ IRS-1 ในรังไขของคน      การศึกษาของ Negavova และ
คณะ (2007) ตรวจพบ IRS-1 และ IRS-2 ใน theca และ granulosa cell ในรังไขของหนูไมซ 
การศึกษาของ Somchit-Assavacheep และคณะ (2013) ตรวจพบ IRS-1,2 และ 4 ในรังไขของ
แกะ ซ่ึง IRS-1, IRS-2 และ IRS-4 น้ีมีสวนสําคัญในกระบวนการเจริญเติบโตและการแบงเซลล
ของไข รวมไปถึงการตกไข โดย IRS ทําหนาที่เก่ียวของในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมนแอน
โดรเจนและเอสโตรเจน  

IRS ที่คนพบในปจจุบันมี 4 ตัว ไดแก IRS-1, 2, 3 และ 4 (Sun et al, 1991; Laven et 
al, 1997ab; Giovannone et al, 2000; Fantin et al, 2000) พบวา IRS-1 มักเก่ียวของกับ
กระบวนการแบงตวัและการเจริญเตบิโตของเซลล (Withers et al, 1998; Kido et al, 2000) 
การศึกษาทดลองในหนูตัดแตงพันธุกรรม (gene knockout) ที่ไมมี IRS-2 จะพบความผิดปกติ
ในการพัฒนาของเบตาเซลลในตับออน เกิดภาวะตานอินซูลิน (insulin resistance) นําไปสูการ
เกิดโรคเบาหวาน นอกจากนี้ จากการศึกษาของ Withers (2001) รายงานวา หนูตัดแตง
พันธุกรรมที่ไมมี IRS-2 จะพบความไมสมบูรณพันธุเน่ืองจากเกิดความผิดปกตทิีไ่ฮโปทาลามัส 
ตอมพิทูอิทารี และรังไข ทําใหระบบสืบพันธุผิดปกตคิือ รังไขมีขนาดเล็ก จํานวนฟอลลิเคลิลดลง 
ไมมีคอปสลูเทียม และเกดิภาวะไมตกไข ซ่ึงสอดคลองกับการศกึษาของ Fantin และคณะ 
(2000) ที่ทําการศึกษาในหนูตัดแตงพันธุกรรมที่ไมมี IRS-4 ก็พบความผิดปกตเิก่ียวกบักลูโคส
เมตาบอลสิมรวมทั้งพบความผิดปกติที่รังไขเชนกัน สวน IRS-3 พบวาไมมีความเก่ียวของกับ
กลูโคสเมตาบอลิสม เน่ืองจากการศึกษาในหนตูัดแตงพันธุกรรม ที่ไมมี IRS-3 พบวา 
สัตวทดลองเหลาน้ันไมแสดงอาการที่ผิดปกติเก่ียวกับกลูโคสเมตาบอลิสมแตอยางใด รวมทั้งไม
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พบความผิดปกติในระบบสบืพันธุดวย (Liu et al, 1999) จากผลการศึกษาจากงานทดลองตางๆ
ที่กลาวขางตน  แสดงใหเห็นวา IRS-2 และ 4 เปนตวัสงผานตัวรบัอินซูลินที่มีความสําคัญและ
เก่ียวของกับกลูโคสเมตาบอลิสมมากที่สุด (Giovannone et al, 2000; Fantin et al, 2000) 

อินซูลินมีความเก่ียวของกับการสังเคราะหสเตยีรอยดฮอรโมนในรังไข (Downing et al, 
1999; Wu et al, 2000; Wu et al, 2003; Scaramuzzi et al, 2006) รวมถึงเก่ียวของกับการ
พัฒนาของฟอลลิเคลิและการแบงตวัของ theca และ granulosa cell (Adashi et al, 1997; 
Poretsky et al, 1999) พบวา insulin receptor อยูกระจายทั่วไปในรังไขของคนและสตัวหลาย
ชนิด โดยพบ insulin receptor ที่บริเวณ theca, granulosa, oocyte และเนือ้เยื่อเก่ียวพัน 
(Poretsky et al, 1999) 

สมมติฐานการทํางานของอินซูลินในกระบวนการสังเคราะหสเตยีรอยดฮอรโมนในรังไข
เริ่มจากอินซูลินกระตุน insulin receptor และ IRS จากน้ัน IRS จะสงสัญญาณควบคุมการ
ทํางานผานทาง gonadotrophin-stimulated cAMP/PKA signaling pathway ซ่ึงจะนําไปสูการ
สังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมนใน theca และ granulosa cell   มีการศึกษาพบวา IRS มี
ความสําคัญตอระบบสืบพันธุซ่ึงเก่ียวของโดยตรงกับ insulin signaling pathway (Burks et al, 
2000; Johnston et al, 2003; Yen et al, 2004) 

การทดลองภายนอกตัวสตัว (in vitro) พบวา อินซูลนิกระตุนการสังเคราะหสเตียรอยด
ฮอรโมนใน theca และ granulosa cell ในรังไขของสัตวหลายชนิด ไดแก แกะ (Campbell et al, 
1996; Campbell et al, 1998), โค (Spicer et al, 1993; Gutierrez et al, 1997) และสุกร 
(Zhang et al, 2000) โดยพบวาอินซูลินเก่ียวของกับการทํางานของฮอรโมน FSH ตอการ
สังเคราะหฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนใน granulosa cell และ เก่ียวของกับการ
ทํางานของฮอรโมน LH ตอการสังเคราะหฮอรโมนแอนโดรเจนใน theca cell (Nobels and 
Dewailly, 1992)  การศึกษาของ Poretsky และ Kalin (1987) พบวา อินซูลิน
หรืออินซูลินรวมกับฮอรโมน LH สามารถกระตุนการสรางฮอรโมนแอนโดรเจนในรังไขได  ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Dunaif (1997) ที่พบวา ภาวะการเกิด hyperinsulinemia จะทําให
เกิด hyperandrogenism ตามมา ซ่ึงพบไดในผูปวยที่แสดงอาการของ polycystic ovary 
syndrome (Corbould, 2008)  แสดงใหเห็นวาอินซูลินเปนตวัควบคุมที่สําคญัตัวหน่ึงตอการ
สังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมน 

การเกิดความผิดปกติในการทํางานของ insulin receptor และ IRS ในรังไข  จะนาํไปสู
ความบกพรองในกระบวนการสังเคราะหสเตียรอยดฮอรโมน สงผลใหเกิดความผดิปกติในระบบ
สืบพันธุได ซ่ึงจะพบไดในผูปวยหรือสตัวปวยทีเ่ปนเบาหวาน (Krook et al, 2000)   ฉะนั้น
การศึกษาในครั้งน้ีที่พบการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของระดับ IRS-4 ในรังไขในหนูทีถู่ก
เหน่ียวนําใหเปนเบาหวานจึงมีความสําคญัในการศึกษาถึงผลของภาวะเบาหวานตอความ
ผิดปกติของระบบสบืพันธุในเพศเมียตอไป ซ่ึงจะเปนประโยชนอยางมากตอการพัฒนาความรู
เก่ียวกบัโรคเบาหวานที่มีผลตอระบบสืบพันธุ เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาพยาธิกําเนิดของ
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โรค กลไกการเกิดโรคในระดับอณูชีววทิยา เพ่ือนําไปสูการปองกัน รักษาโรค หรือคิดคนพัฒนา
ยาที่มีคุณภาพตอไป 
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Biomedical research associated with animal model for
diabetes has been developed.
Diabetes causes alterations in female reproductive function
including impair the function of insulin receptor and
signaling in the ovary.
Insulin receptor substrate protein-4 (IRS-4) is widely
distributed throughout ovarian compartments, including
theca, granulosa and stromal tissues.
Streptozotocin (STZ) is a broad spectrum antibiotic and
anti-neoplastic activity. A single large dose of STZ can
produce diabetes in rodents, resulted from the degeneration
of the beta cells of Langerhans islets.
The experiment was determined the expression of IRS-4 in
rat ovary with streptozotocin-induced diabetes.

Animals: Twenty-six Wistar rats, weight 200-250 g, 8 wks of
age were used. All animals were fed with a standard diet and
chlorinated water ad libitum. The animal room was
maintained the temperature at 20-25°C, relative humidity at
50-60%, light : dark cycle at 12 : 12 hrs.
Induction of diabetes: Animals were divided into 2 groups:
treatment (n=13) and control (n=13). Animals in treatment
group were injected (i.p.) with a single dose of STZ (Sigma®;
70 mg/kg), the animals in control group were injected with
normal saline (vehicle injection).
Blood collection: Blood samples were collected from lateral
tail vein from all animals starting at a day before STZ
induction until day 6.
Body weight: All animals were weighed once a day from the
day before STZ induction until day 6.
Evaluation of diabetes status: Animal that had plasma
glucose level ≥ 500 mg/dL, was considered diabetes status
and was euthanized at this time.
Euthanasia: All animals were euthanized at the end of
experiment.
Immunohistochemistry: Pancreas and ovaries were
removed for further analysis by H&E staining and
Immunohistochemistry, respectively.

In this study, we ensured induction of diabetes in rats, in
which clinical signs of diabetes such as hyperglycemia,
weight loss, polyuria and polydipsia were seen within 6 days
of STZ injection.
The degeneration of pancreatic acini were observed in
treatment group, these results might be associated with the
destruction of the beta cells of Langerhans islets.
Immunohistochemistry showed the expression of IRS-4 in
theca and granulosa cells from both groups, but the results
were not significant different. The IRS-4 expression from
treatment groups tended to be decreased in theca and
granulosa cells.
The results from this study suggested that the alterations in
IRS-4 in the ovary may partly be associated with the STZ-
induced diabetes.
This information provides basis for further study the impact
of diabetes on female reproductive function.
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The expression of insulin receptor substrate protein-4 (IRS-4) 
in rat ovary with streptozotocin-induced diabetes

Figure 3 Histopathological of pancreas staining with Hematoxylin 
and Eosin from control group (a and c) and treatment  
group (b and d). Arrows indicate prancretic acini.

Figure 1 The mean  SEM plasma glucose concentrations
(mg/dL) in control (n=13) and treatment group (n=13)

RESULTS

Figure 2 The mean  SEM body weight (g) in control (n=13) and 
treatment group (n=13)
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Figure 4 Immunohistochemistry of ovary showed the expression of IRS-4 in theca and 
granulosa cells from control group (a and c) and treatment group (b and d).  
Inset in (a) showed negative control. TE = Theca cells; GC = granulosa cells. 
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