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เปดโอกาสใหผูวิจัยไดใชความรูความสามารถของตนเองในการทาํวิจยัโดยเฉพาะอยางยิ่งใน
สาขาวิชาทีม่ีความเชี่ยวชาญ ทัง้นี้เพื่อเปนการเพิ่มประสบการณทางดานการทาํวิจยั การพัฒนา
ทางดานความคิดและวิชาการ ผูวิจัยขอขอบคุณผูรวมวิจยั รศ.ดร.ฉัตรศรี เดชะปญญา และ ผศ.
สพ.ญ.ดร.สฤณี กลันทกานนท ทองทรง  ผูวิจัยขอขอบคุณเปนอยางยิ่งสาํหรับ ศ.ดร.นทีทพิย 
กฤษณามระ ในการใหคาํแนะนํา ตลอดจนความชวยเหลือดานอุปกรณที่ใชในการทดลองเปน
อยางดียิง่ และทายที่สุดขอขอบคุณภาควิชาสรีรวิทยา และคณะสัตวแพทยศาสตร ตลอดจน
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ที่ใหการสนับสนนุการทาํวิจัย 
สนับสนนุดานวัสดุครุภัณฑ และเครื่องมือเครื่องใชในการทดลองที่จาํเปน ทัง้หมดนี้นับวามีสวน
ชวยใหการวิจยัครั้งนี้สําเร็จลุลวงไปดวยด ี
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Abstract 
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Opioidergic system located on sensory neurons plays role on the regulation 
of enteric neurotransmitter released. Chronic stress is involved in the pathogenesis of 
gastrointestinal disorders. The phenotype and function of neurons in submucosal neurons 
may be subjects for this evidence. This study aimed to investigate the gradually effects of 
stress on submucosal neural circuitry especially mucosal reflex in regulating mucosal 
defense mechanism using Ussing-voltage clamp technique to measure short circuit current 
(Isc), potential difference (PD) and tissue resistance (R) of rat colonic epithelium. The Ussing 
parameters will indicate the intestinal mechanical defense. We also examined changes in the 
immunoglobulin A (IgA) secretion in rat colonic content in vivo or in vitro using ELISA to 
indicate the secretory property involved in mucosal immunity function. The significance of 
sensory neural pathway on the host defense was pre-revealed by stimulating with opioids 
and calcitonin gene-related peptides(CGRP), substance P(SP), acetylcholine (CCh) or 
norepinephrine (NE), respectively in in vitro. SP and NE decreased tissue resistance and IgA 
secretion. For the stress experiment, male Wistar rats were immobilized using the rodent 
restrainer for a 60-min period, 3 (3d; acute), 7 (7d; subchronic), and 14 days (14d; chronic) 
consecutive days. This study suggested that tissue resistance was lowest whereas caecal 
IgA was highest in chronic stress rat suggesting the leakage of the intestinal mucosa. 
Secretory effect of CAP mediated by VR-1 on sensory neurons was decreased by 70% in 
14d-rat colon. Basolaterally addition of DAMGO, DSLET or U-50,488 (1 µM), µ-, - or µ-
opioid receptor (OR) agonists respectively, diminished the basal Isc of control rat colon by 
20–30%. SP produced the same magnitude of Isc response in control and stress rat colon. 
Pretreatment with DAMGO potentiated instead of inhibited the SP response by 2-fold in 
stress rats. These findings suggested that the submucosal neuronal reflex mediated through 
VR-1 and opioid receptors was modified in distal colon of chronic stress rat. Therefore, 
sensory neuronal plasticity could result in an inability to maintain mucosal integrity and 
causes stress-related intestinal disorders.  
 
Keywords : resistant, opioid receptor, mucosal reflex, sensory neurons, immunoglobulin A  
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        ความเครียดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดพยาธิสภาพตางๆในรางกายเนื่องจากทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงใน
ระดับเซลลเพื่อใหรางกายสามารถตอบตอบสนองตอความเครียดที่มีชวงระยะเวลานานระบบประสาทชนิดโอปออยดที่
ปรากฏบนระบบประสาทชนิดรับความรูสึกมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการหลั่งสารสื่อประสาทจากระบบประสาท
ทุกชนิดรวมทั้งระบบประสาทของทางเดินอาหาร (ENS) ระบบทางปกปองของทางเดินอาหารโดยเฉพาะการเรียงตัว
แนนของเยื่อบุและการขับหล่ังสารภูมิคุมกัน เปนการตอบสนองแบบเฉพาะที่ซึ่งถูกควบคุมโดยระบบประสาท ดังนั้นถา
ระบบประสาทมีการเปลี่ยนแปลงจากผลจากความเครียดการทํางานของระบบปกปองเยื่อบุทางเดินอาหารอาจเกิด
ความเสียหายได การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของความเครียดตอการเปลี่ยนแปลงของระบบปกปองเยื่อบุ
ทางเดินอาหารที่เปนผลมาจากการควบคุมโดยวงจรการทํางานของระบบประสาทชนิดรับความรูสึกโดยการคา
กระแสไฟฟา (Isc) คาความตางศักย (PD) และคาความตานทาน (R) ดวยวิธีอุซซิ่งโวลเตจแคลมเพื่อใชเปนคาบงชี้ของ
ระบบปองกันเชิงกล และทําการวัดการเปลี่ยนแปลงของปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน เอ (IgA) ดวยวิธีอิไลซาเพื่อบงชี้ระบบ
ขับหล่ังของสารภูมิคุมกันชนิดเยื่อเมือก บทบาทของการทํางานระบบประสาทชนิดรับความรูสึกที่ควบคุมรีเฟล็กซการ
ขับหล่ัง (mucosal reflex)โดยการกระตุนดวย แคปไซซิน (CAP) แคลซิโทนินยีนรีเลทเปปไทด (CGRP) ซับสแตนด พี 
(SP) อะซิทิลโคลลีน (CCh) และ นอรเอปเนฟริน (NE) แสดงใหเห็นในเบื้องตนวา การเพิ่มการทํางานของ SP และ NE 
ลดการตานทานและการขับหล่ัง IgA ของเยื่อบุ สําหรับการทดสอบผลของความเครียดตอการทํางานของรีเฟล็กซนี้โดย
การนําหนูพันธุ Wistra เพศผูมาทําใหเกิดความเครียดดวยการกักขังวันละ1 ชั่วโมงเปนเวลา 3 วัน (acute), 7 วัน 
(subchronic) และ 14 วนั (chronic) พบวาคา R ของเยื่อบุที่ไดจากหนูที่ไดรับความเครียดระยะยาวมีคาต่ําสุดและมี
ความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของระดับ IgA ที่แยกไดจากอุจจาระในลําไสตัน (caecal IgA) โดยที่พบอีกวา mucosal 
reflex ที่กระตุนดวย CAP ลดลง 70% โดยที่ผลการยับยั้งการขับหล่ังของ m-, d- และ k-OR โดยการกระตุนดวย 
DAMGO, DSLET และ U-50,488 ลดลง 20-30% ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของผลจาก SP ตอ
การทํางานของระบบปกปองในหนูที่ไดรับความเครียดเรื้อรังเทียบกับกลุมควบคุม แตพบวาเมื่อทําการให DAMGO 
กอนการให SP พบวาการตอบสนองของ SP ตอการขับหล่ังเพิ่มมากขึ้นถึง 2 เทา ดังนั้นการศึกษานี้สามารถสรุปไดวา
ความเครียดระยะยาวมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการทํางานของ mucosal reflex และ opioidergic 
system ในระบบประสาททางเดินอาหารซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลาวอาจเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดความผิดปกติ
ของระบบทางเดินอาหารในภาวะเครียด 

คําหลัก: ความตานทาน, ตัวรับโอปออยด, รีเฟล็กซการขับหล่ัง, ระบบประสาทรับความรูสึก, อิมมูโนโกลบุลิน เอ 
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Executive Summary  
 

 
Stress has been known to induce chronic health problem and cause low production in 

domestic animals. The body response to chronic stress involves in defections of organ systems 
including gastrointestinal system. The purpose of the present study was to investigate the 
physiological changes which may indicate the tendency of stress-time-related abnormalities of 
intestinal defense mechanism. After acclimatization for five days upon the arrival, twenty four male 
Wistar rats were randomly divided into six groups. Three groups of animals were stressed by 
immobilization during 10-11 am for 3 (acute stress), 7 (subchronic stress), and 14 days (chronic 
stress). The other three groups (control groups) were kept in the same environment and time as 
stress group. At the end of session, the physiological parameters including of hematology and 
intestinal defense mechanism, i.e. caecal immunoglobulin A and potential different of intestinal 
mucosa, were measured. Chronic stress rats significantly revealed much change from control groups 
and other stress groups. Especially, their body weight and feed intake were significantly decreases 
but the change of adrenal gland size was not observed. Even though, high level of plasma 
corticosterone which indicates the stress condition were commonly found in all stress rats, only 
chronic stress rat revealed the neutrophilia and lymphocytopenia. Moreover, the colonic epithelial 
potential different was lowest (-0.90±0.40 mV/cm2, n=4, p<0.05) and caecal immunoglobulin A was 
highest in chronic group (225±26.6 ng/ml/mg feces, n=4, p<0.01) suggesting the leakage of the 
intestinal mucosa in chronic stress rats. Therefore, the present study concludes that chronic stress 
induced intestinal mucosal leakage and may be associated with intestinal abnormality which could 
be indicated by increasing of plasma corticosterone and caecal immunoglobulin A levels. 
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Part I. Significance of mucosal reflex and its neurotransmitters in regulating the 
electrolyte transport on immunoglobulin A secretion from colonic epithelium of the 
Wistar rat 
 

Gastrointestinal host defense is locally controlled by enteric nervous system. The 
neurotransmitters of enteric nervous system play important roles to modulate the intestinal defense 
mechanism especially mechanical defenses such as tightening of epithelium, motility and secretion. 
This study aimed to investigate the regulation of these mechanical defense mechanisms by the 
involved enteric neural circuitry which is stimulated and mediated by capsaicin (CAP) and calcitonin 
gene related-peptides (CGRP), substance P (SP), acetylcholine (CCh) or norepinephrine (NE), 
respectively. In this study, we used isolated colonic epithelial tissues of Wistar rat to measure 
mucosal short circuit current (Isc), potential difference (PD) and tissue resistance (R) using Ussing-
voltage clamp technique to identify the intestinal mechanical defense. Additionally, we examined 
changes in the immunoglobulin A (IgA) secretion using ELISA to indicate the secretory property 
involved in mucosal immunity function. The results revealed that at the concentration of 1 µM, CGRP, 
SP and CCh increased Isc by >50% (P<0.05) while NE decreased Isc by 40%. In addition, all drugs 
tested in the present study except CGRP decreased the mucosal IgA. Even though, most of drug 
effects did increase the Isc. Interestingly, SP also decreased tissue resistance by 25% (P<0.05). 
Therefore the results of this study suggest that stimulation of neural secretory reflex or applying its 
neurotransmitters especially CAP, SP CCh or NE to regulate the electrolyte transport may alter 
intestinal host defense mechanism especially tissue resistance and IgA secretion. And the changes 
of IgA secretion may have specific pathway which could not be predicted by the change of 
electrolyte and water transport.  
  
Materials and methods 
Chemicals.  Calcitonin gene related peptides (human 8-37), Capsaicin (8-methyl-N-
vanillyl-6-nonenamide), Carbachol, Norepinephrine, Substance P  and protease inhibitor 
cocktail were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All chemicals 
were made in aliquots and kept at -20 C before use. Some chemicals were dissolved in 
methanol, the final methanol concentration of which was less than 0.1% (vol/vol). 
 
Animals. Male Wistar rats (250-300 g) were obtained from National Animal Center, 
Mahidol University, Thailand.  They were housed in stainless-steel cages in a room with 
a 12-12 hour light:dark cycle and allowed free access to food and water.  All animals 
experimental protocol were approved by the Experimentation Animal Ethic Committees, 
the Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University. 

For experiment, rats were sacrificed with small animal decapitator (Harward, 
Kent, UK).  After a laparotomy incision, the whole colon was removed, rinsed and 
placed in an ice-cold oxygenated Ringer solution (composition in mM: 118 NaCl, 4.7 
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KCl, 2.5 CaCl2, 0.5 MgCl2, 25 NaHCO3, 1.0 NaH2PO4, 11 D-Glucose; pH 7.4). The colon 
was longitudinally cut close to the mesentary and the serosal muscle layers were 
carefully stripped away by blunt dissection to obtain a mucosa-submucosal preparation. 
The appearance of palm-like foldings was used to distinguish between the distal and 
proximal colon. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Photograph represents (Left) Ussing chamber and (Right) voltage clamp 
  
Measurement of electrical parameters.  The mucosa-submucosal preparation was 
mounted in Ussing chambers (0.62 cm2)(Fig. 1) bathed on the apical and basolateral 
sides with identical Ringer’s solutions at 37° C and gassed with 95% O2 and 5% CO2. 
Transepithelial potential difference (PD) and short circuit current (Isc) were measured 
with the use of voltage-clamp amplifier (EVC-4000, World Precision Instrument) using 
Ag/AgCl2 electrodes connected to the bathing solution via agar bridges. Tissue 
conductance (G) was calculated using Ohm’s law (G = Isc/PD). The tissues were 
continuously short-circuited, except for a brief interval of open-circuited readings before 
and after adding any chemicals. The data from the voltage clamp was connected to 
MacLab 4S A/D converter and recorded with a 400 MHz PowerPc Macintosh. After 
mounting, the tissues were equilibrated for at least 30 min to achieve a stable Isc before 
the addition of chemicals. Positive Isc corresponded to the movement of anions from the 
serosal to mucosal compartments or movement of cations from the mucosal to serosal 
compartments or a combination of both.  
Measurements of IgA levels. The amount of total rat IgA was estimated in the mucosal 
(apical) and basolateral (serosal) solutions bathing the tissue preparations. To obtain the 
neurotransmitter effect on secretion of IgA in vitro, the solutions collected to 1.5 
microfuge tube coated with protease inhibitor cocktail during a 5 min period prior to 
addition of drug were used as control. The amount of total IgA was determined by a rat 
IgA quantitation kit (Bethyl Laboratories, Texas, USA). Briefly, microtitre plates were 
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coated with 100 µl of affinity purified goat anti-rat IgA antibody coupled to horseradish 
peroxidase diluted 1:100 in carbonate buffer pH 9.6 at 4°C overnight. After washing and 
blocking steps following the standard protocol of enzyme linked immunoabsorbent 
assay (ELISA), 100 µl of 1:50 diluted sample were added to each well and incubated for 
1 hr at room temperature. After a third washing step, each well received 100 µl of 
peroxidase labelled antiserum diluted 1:20,000 in PBS buffer pH 7.2 for 1 hr at room 
temperature. Color were then developed by 3,3',5,5' tetramethylbenzidine (TMB) 
substrate for 5 min and stopped by 2N sulfuric acid. Absorbance was read at 450 nm 
and 550 nm by Thermomax. The amount of IgA was determined from standard curve 
using a rat IgA.  
Data analyses.  All values were expressed as means and standard error of mean (SEM), 
n was the number of different tissue preparations and N was the number of animals in 
each experiment. The increase in Isc was quantified by subtracting the peak of an Isc 
response from its respective baseline value before drug administration. The statistical 
differences between control and treatment means were analyzed using Student’s paired 
or unpaired t-test when appropriate. The differences among groups were analyzed 
using a one way analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison. A p-
value less than 0.05 was considered statistically significant. 
 
Results 
 To study the significance of mucosal reflex to regulate gastrointestinal host 
defenses, we measured epithelial transport and immunoglobulin A secretion response 
immediately to capsaicin, CGRP, SP, carbachol and norepinephrine stimulation. 
 
Effects of mucosal reflex and its neurotransmitters on the modulation of colonic 
epithelial transport 
 

Mucosal short circuit current; mucosal Isc)  
The measurement of mucosal short circuit current (Isc) were performed by using 

Ussing chamber and voltage clamp technique. The Isc is therefore the net of ion 
occurred at the mucosa. In the present study, the average of Isc at the equilibrium of 38 
colonic epithelial tissues from 10 rats was 75.90±10.28 µA/cm2 with the potential 
difference and tissue epithelial resistance of -3.35±1.34 mV and 68.99±7.03 mΩ.cm2, 
respectively. The viability of tissues when their electrical parameter was not equal to 
zero was determined before drugs test. 

In the present study, stimulation of mucosal reflex by serosally but not mucosally 
added of 8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide or capsaicin (CAP) 30 µM produced 
transiently increased of Isc from 98.25±15.28 µA/cm2 to 123.80±16.25 µA µA/cm2 (Table 
1). However, the Isc changes of control colonic epithelium which recorded at the same 
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period of time (yolk control) excepting drug added revealed spontaneously increased. 
Therefore, the effects of Isc changed in response to capsaicin were not statistically 
differenced from yolk control (Table 1-2 and Fig. 2). 

To identify the neurotransmitters of mucosal reflex circuitry mediating the effects, 
the sensory neuropeptides, calcitonin gene-related peptide (CGRP; 1µM) and 
substance P (SP; 1 µM), secretory motor neurotransmitters carbachol (CCh; 1µM) or 
sympathetic neurotransmitters norepinephrine (NE; 1µM) were examined. Stimulation 
the colonic epithelium at the serosa with CGRP, SP or CCh increased Isc more than 60% 
(Table 2 and Fig. 2). In contrast, NE decreased mucosal Isc by -39.06±2.55 % (P<0.01) 
(Table 1-2 and Fig. 2). However, all substances administrated to mucosal bathed 
solution did not reveal any changed even though the higher concentration and prolong 
duration of recording (>30 min) were attempted. 
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Figure 2 Histogram represents the mean±SEM of percent changes of Isc response to 
serosally administration of no substance/vehicle (CON), capsaicin (CAP; 30 µM), 
calcitonin gene-related peptide (CGRP; 1 µM), substance P (SP; 1 µM), synthetic 
acetylcholine (carbachol; CCh 1 µM) or norepinephrine (NE; 1 µM). 

* or ** indicates the statistically significance at P<0.05 or 0.01, respectively when compared 
between neurotransmitters vs. CON with student unpaired t-test from n=3-5 tissues of N=8-10 rats. 
 

Potential difference; PD) 
 For the change of potential difference of mucosal compared to the serosal side, 
CGRP and SP significantly induced more negative charge immediately after adding 
drugs. The CON tissues without drugs showed no alteration of PD (P<0.05, student 
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paired t-test). However, SP and NE statistically induced decrease of PD by 20.75±6.29 
or 52.24±12.83%, respectively (Fig.3 and Table 2).  
 In addition, NE or capsaicin tended to decrease PD by -14.09±1.19% or -
73.34±29.46%, respectively but not showed significantly differences from CON (p>0.05, 
student unpaired t-test) (Fig.3 and Table 2). 
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Figure 3 Histogram represents the mean±SEM of percent changes of potential 
differences (PD) response to serosally administration of no substance/vehicle (CON), 
capsaicin (CAP; 30 µM), calcitonin gene-related peptide (CGRP; 1 µM), substance P 
(SP; 1 µM), synthetic acetylcholine (carbachol; CCh 1 µM) or norepinephrine (NE; 1 µM). 

* or ** indicates the statistically significance at P<0.05 or 0.01, respectively when compared 
between neurotransmitters vs. CON with student unpaired t-test from n=3-5 tissues of N=8-10 rats. 
 
Tissue Epithelial Resistance; TER 
 To study the tissue epithelial resistance which could be calculated using Ohm’s 
law, the current study showed that serosally addition of SP produced the decrease TER 
comparing to before drug added. In the CON which is the yoke control was also 
revealed a little decrease of TER by 4.13±5.32% over the same period of time (15-20 
min). However, the percent decrease of TER response to SP from initial was -
25.02±1.70% which showed significantly difference from CON (P<0.05). In addition, NE 
seemed to decrease TER by -25.69±8.69% (P=0.050, student unpaired t-test) (Fig. 4 
and Table 2). 
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 In contrast, other nurotransmitters tested in this study, CAP, CGRP or CCh did 
not reveal any affect to TER numbers. 
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Figure 3 Histogram represents the mean±SEM of percent changes of tissue epithelial 
resistance (TER) response to serosally administration of no substance/vehicle (CON), 
capsaicin (CAP; 30 µM), calcitonin gene-related peptide (CGRP; 1 µM), substance P 
(SP; 1 µM), synthetic acetylcholine (carbachol; CCh 1 µM) or norepinephrine (NE; 1 µM). 

** indicates the statistically significance at P<0.05 or 0.01, respectively when compared 
between neurotransmitters vs. CON with student unpaired t-test from n=3-5 tissues of N=8-10 rats. 

 
 

Effects of mucosal reflex and its neurotransmitters on the modulation of colonic 
immunoglobulin A secretion 

To measure the effect of mucosal reflex and its neurotransmitter in modulating 
the secretory function of mucosal immunity, we measured the concentration of IgA in 
solution bathed at both mucosa and serosa site before and after drugs add. 

The concentration of immunoglobulin A isolated from solution bathed mucosal 
site of distal colonic epithelia was gradually high depended on time by 105.60±47.49% 
(Fig 5A and Table 2). Similarly, increase IgA concentration revealed at the serosal after 
15 min. was 279.10 ± 171.80%, however the variation in numbers of IgA concentration 
was high among 5-8 tissues (N=8 rats) (Fig 5A and Table 2).  

 
In contrast to CON tissue, decrease IgA response to serosally addition of CAP, 

CGRP, CCh or NE was significantly showed in the percent changes at -7.42±6.03%, -
34.56±19.37%, -24.96±18.24% or -20.69±11.30%, respectively (P<0.05, student 
unpaired t-test compared to CON) (Fig 5A and Table 2). In stead, CGRP increased 
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Figure 5 Histogram represents the mean±SEM of percent changes of mucosal 
immunoglobulin A (IgA) secretion response to serosally administration of no 
substance/vehicle (CON), capsaicin (CAP; 30 µM), calcitonin gene-related peptide 
(CGRP; 1 µM), substance P (SP; 1 µM), synthetic acetylcholine (carbachol; CCh 1 µM) 
or norepinephrine (NE; 1 µM). 

secretion of mucosal IgA by 49.53±51.06% which nearly to the change of IgA secretion 
in CON tissues (P>0.05)(Fig 5A and Table 2). 
 In the present study, IgA concentration isolated from the solution bathed at the 
serosal side were not revealed differences after drug tested for 15 min. (P>0.05, student 
paired t-test) (Table 1).  

* or ** indicates the statistically significance at P<0.05 or 0.01, respectively when compared 
between neurotransmitters vs. CON with student unpaired t-test from n=3-5 tissues of N=8-10 rats. 
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Table 1 Data represents mean ± SEM of electrical parameters from Ussing chamber-voltage clamp technique and concentration of mucosal 
immunoglobulin A of colonic epithelium before and after  serosally addition of drugs (n = 5-8 tissues from N=8 rats) 

 

 P value is the number from compariso  

Experiments  Isc
(µA/cm2) 

PD 
(mV) 

R 
(mΩ.cm2) 

Mucosal IgA 
(ng/ml) 

 Serosal IgA 
(ng/ml) 

CON(before) 
CON(after) 
P value 

17.50 ± 13.36 
19.50 ± 13.44 

P = 0.0581 

0.33 ± 1.06 
0.28 ± 1.06 
P = 0.1955 

55.24 ± 7.57 
63.76 ± 13.77 

P = 0.2389 

141.50 ± 24.64 
247.90 ± 66.60 

P = 0.0444 

56.48 ± 21.70 
127.80 ± 62.74 

P = 0.1596 
CAP(before) 
CAP(after) 
P value 

98.25 ± 15.28 
123.80 ± 16.25 

P = 0.0417 

-7.30 ± 2.84 
-7.58 ± 1.89 
P = 0.4141 

68.46 ± 19.75 
59.95 ± 13.21 

P = 0.1432 

252.90 ± 162.60 
225.10 ± 157.00 

P = 0.1103 

28.99 ± 26.15 
35.03 ± 21.17 

P = 0.2246 
CGRP(before) 
CGRP(after) 
P value 

52.67 ± 8.41 
93.00 ± 9.85 
P = 0.0303 

-3.70 ± 0.62 
-6.13 ± 0.58 
P = 0.0317 

70.17 ± 1.75 
66.13 ± 0.89 
P = 0.1266 

262.90 ± 98.21 
293.10 ± 53.58 

P = 0.3315 

52.48 ± 51.40 
90.89 ± 46.08 

P = 0.2864 
SP(before) 
SP(after) 
P value 

72.50 ± 13.74 
113.30 ± 21.29 

P = 0.0129 

-6.25 ± 1.64 
-7.35 ± 1.89 
P = 0.0442 

80.25 ± 12.41 
61.19 ± 9.91 
P = 0.0035 

53.18 ± 18.75 
27.62 ± 14.48 

P = 0.1014 

6.88 ± 6.88 
25.88 ± 17.74 

P = 0.1009 
CCh(before) 
CCh(after) 
P value 

45.20 ± 15.02 
90.10 ± 23.53 

P = 0.0070 

-4.77 ± 1.36 
-7.67 ± 2.12 
P = 0.0524 

71.24 ± 7.39 
63.47 ± 4.53 
P = 0.0567 

399.00 ± 189.80 
333.00 ± 83.38 

P = 0.3534 

80.07 ± 72.51 
77.25 ± 27.27 

P = 0.4831 
NE(before) 
NE(after) 
P value 

136.30 ± 79.79 
80.53 ± 73.35 

P = 0.0738 

3.87 ± 7.64 
-5.57 ± 5.22 
P = 0.2693 

60.49 ± 4.25 
39.48 ± 20.78 

P = 0.2195 

386.30 ± 98.66 
296.60 ± 81.16 

P = 0.1113 

115.70 ± 62.39 
73.62 ± 37.08 

P = 0.1756 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

n study between before vs. after drug added using Student paired t-test.
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Table Data represents mean ± SEM of percent changes of each value of parameters from Ussing chamber-voltage clamp technique and 
concentration of mucosal immunoglobulin A of colonic epithelium response to drug (n = 5-8 tissues from N=8 rats) 

P value is the number from comparison study between drugs vs. CON tissue using Student unpaired t-test.

Experiments ∆Isc 
(µA/cm2) 

∆PD 
(mV) 

∆R 
(Ω·cm2) 

∆ Mucosal IgA 
(ng/ml) 

∆ Serosal IgA 
(ng/ml) 

control (CON) 9.49 ± 2.10 -2.22 ± 2.22 -4.13 ± 5.32 105.60 ± 46.38 279.10 ± 171.80 

capsaicin (CAP)  
P value 

77.18 ± 54.48 
0.1709 

-39.92 ± 47.83 
0.5334 

-30.93 ± 23.07 
0.1884 

-7.42 ± 6.03 
0.0096 

64.80 ± 68.55 
0.1095 

calcitonin gene-related peptide (CGRP) 
P value 

84.58 ± 33.54 
0.0446 

-73.34 ± 29.46 
0.0628 

-5.59 ± 3.57 
0.1830 

49.53 ± 51.06 
0.2529 

8.00 ± 64.06 
0.0867 

substance P (SP) 
P value 

59.91 ± 11.65 
0.0075 

-20.75 ± 6.29 
0.0302 

-25.02 ± 1.70 
0.0018 

-34.56 ± 19.37 
0.0130 

50.44 ± 41.54 
0.0674 

carbachol (CCh) 
P value 

96.39 ± 15.49 
0.0026 

-14.09 ± 1.19 
0.3982 

-42.12 ± 28.96 
0.1332 

-24.96 ± 18.24 
0.0263 

-38.82 ± 18.92 
0.2806 

norepinephrine (NE) 
P value 
 

-39.06 ± 2.55 
0.0003 

-52.24 ± 12.83 
0.0013 

-25.69 ± 8.69 
0.0502 

-20.69 ± 11.30 
0.0436 

-21.06 ± 15.80 
0.0518 
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Discussion 
The present study emphasized on the acute response of GI host defense 

mechanism especially the mechanical defense mechanism such as tightening of epithelial 
tissues and mucosal immune-related secretion. This mechanism has been known to 
locally regulate by the mucosal reflex which consists of enteric nervous system and its 
effecter target. The present study applied the Ussing chamber and voltage clamp 
technique to measure mucosal short circuit current (mucosal Isc), potential difference 
(PD) or tissue resistance (R) response to the stimulation of mucosal reflex acutely. Since 
the acute response of GI defense could be detected, the acute response of mucosal 
immunity-related secretion of IgA could be investigated in the present study model. Even 
though, this response was unable to approach in the in vivo study, because the route of 
drug administration could be applied directly to the serosal site. Therefore, the results of 
mucosal reflex stimulation or neurotransmtiter tested were masked by the many systemic 
effects especially blood circulation and bioactive metabolites. 

In the present study, we examined the response of GI defense mechanism to 
mucosal reflex by applying 8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide (capsaicin 3 µM) to either 
mucosa or serosa.  Mucosally addition of capsaicin did not produce any changes in the 
electrical parameters of colonic epithelium even though it seems to imitate the natural 
defense pathway which is stimulated by luminal foreign substances. In contrast, serosally 
administration seemed to increase Isc but the evidence was similar to the CON tissues. 
This result is consistent to the study of Yarrow and co-workers (1991) which indicated that 
stimulation colonic epithelial tissue with 0.1-3 µM increased Isc but repeated with high 
dose capsaicin inverted the secretory effects. In addition, single administration of 
capsaicin could not produce change in Isc similar to the result of this study. The possibly 
explanation of the unresponsive effects of capsaicin may be that the mucosal reflex was 
unintentionally induced by the stretching during the tissue preparation. Thereby, the 
exogenous added of capsaicin in the bath solution was similar to the capsaicin repeated 
dose which produces the unresponsive secretory effects or even the anti-secretory 
effects. 

Focusing on the stimulation effects of Isc, the increase Isc was suggested to 
mediate by increasing of chloride secretion via the Cl- channel at the apical membrane of 
colonic epithelium in rat. The mechanism of mucosal reflex stimulating by the capsaicin 
have been expalained that the capsaicin binds to the vanilloid receptor at the sensory 
nerve and the sensory nerve was then activated and released the containing 
neurotransmitters, calcitonin gene related peptides and substance P to stimulate the 
secretory-motor neurons in the submucosal plexus which further released acetylcholine or 
5-HT to stimulate chloride secretion. In addtion, capsaicin directly stimulated intestinal 
epithelial secretion have been possible (Holzer et al., 1990).  However, in the previous 
study and the other research group revealed that pretreatment the tissues with 
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tetrodotoxin inhibited capsaicin-induced Isc suggesting the secretory motor neurons is 
the predominant pathway in rat distal colon (Vanner and MacNaughton,1995; 
Deachapunya et al., 2006). In addition to the secretory effects, capsaicin stimulates many 
gastrointestinal effectors such as motility (Takaki and Nakayama, 1989), mucin secretion 
(Moore et al., 1996) or intestinal blood flow (Akiba et al.,1999; Holzer et al.,1989; 
Vanner.,1993, Vanner and Surprenant,1996) which may associate with ion secretion to 
protect gastrointestinal mucosa. Even though, CAP tended to increase Isc involving the 
stimulatory effects on chloride secretion, CAP decreased mucosal immunoglobulin A 
secretion. On the other hand, the inhibitory effect of CAP on IgA secretion was less than 
effect of SP or CCh whereas CGRP increased mucosal IgA secretion. According to the 
mechanism of CAP which is mediated by these three neurotransmitters, so the CAP 
effects would be sum of inhibitory effects of SP and CCh encountered with stimulatory 
effect of CGRP. The conclude effects of mucosal reflex stimulation by capsaicin is 
decrease secretion related to mucosal immunity, however the inhibitory effects of mucosal 
stimulation is less harmful than SP and CCh alone. There are many reports of the 
significance of mucosal reflex on the GI host defense mechanism. For an example, the 
chemical denervation of sensory nerve with chronic injection of low dose capsaicin for one 
week can decrease the severity of enteritis. However, the wound repair and growth of 
epithelium was loss because of the decrease of CGRP. Therefore, the GI mechanical 
defense stimulated mucosal reflex would be in balance because of the effects of CGRP. 
Okajima and Harada (2006) suggested the advantage of CGRP released by the mucosal 
reflex stimulation induced by high-fiber diets and acidic food is helping in protection, 
growth and development of intestinal epithelium. 

 In our study, CGRP was not only maintained IgA secretion whereas the 
other neurotransmitter of mucosal reflex decreased mucosal IgA secretion, CGRP also 
kept the tissue epithelial resistance. This evidence supported roles of CGRP in protection 
of host GI defense mechanism which consistent to in vivo study (Cox et al., 1989). 
However, substance P which co-released with CGRP during the stimulation of mucosal 
reflex suppressed most of the host defense especially decreasing of tissue resistant and 
mucosal IgA secretion. Even though, SP produced the increase of Isc which has been 
known to involve chloride secretion mediated by the acetycholine action on intestinal 
epithelium (McFadden et al.,1986). Therefore, SP effects seemed to impair rather than 
facilitate the protective function of mucosal intestinal tract. In addition, SP has been known 
as the potent mast cell degranulator leading to release of many inflammatory mediators 
(mast cell mediators) such as histamine and prostaglandins (Cooke 1989). One of the 
possible mechanisms of SP in stimulating ion secretion was mediated by this MMC. 
Moreover, SP-induced mast cell degranulation was suggested to involve in many chronic 
diseases including inflammatory bowel disease. This is the reason why denervation of 
sensory nerve using the long-term capsaicin help to alleviate chronic inflammation. 
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However, there was no reports about the mechanism of SP on the suppression of IgA 
secretion and tissue epithelial resistant. Perhaps, MMC released from the mast cell may 
play roles in this evidence. It was interesting that when studied the effects of CGRP or SP 
in vivo, perfusion to lumen of jejunum or intravenous injection with the same concentration 
of CGRP and SP increased IgA secretion. The results of the previous studies was 
difference from our study since stimulatory effects of CGRP and SP was a systemic action 
on the vasodilatation leading to increase visceral blood flow (Schmidt et al., 1999). 
Indeed, the mucosal reflex and neurotransmitters action is local rather than systemic. 
Therefore, the results of the present study are similar to the natural mucosal flex induced 
host defense. 

Addition to the neurotransmitters released from enteric nervous system, 
sympathetic nervous system plays very important roles on the regulation of GI function 
including GI defense mechanism. Norepinephrine is the major neurotransmitter of 
sympathetic nerve. It affects the GI function by regulating the activity of neurons resided 
in submucosal plexus and myenteric plexus where the neural bodies of mucosal reflex 
circuitry are located on. The effects of NE on the GI function are usually suppression 
because the inhibitory action on the motor neurons especially cholinergic motor neurons 
via specific receptor protein α- or β-adrenergic neurons. However, NE directly 
stimulates visceral blood flow to increase the GI function. Therefore, stimulation of 
sympathetic activity or administration of norepinephrine systemically sometimes 
produced increase gastrointestinal function particular in the secretory effects (Carpenter 
et al., 1998; Carpenter et al., 2004). In isolated colonic mucosal epithelium of rats, NE 
decreased Isc associated with suppression of IgA secretion. The decrease Isc induced 
Isc have been indicated as an increase of K+ (Schultheiss and Diener, 2000). However, 
there were no relationships between potassium secretion and IgA secretion. 
Furthermore, NE was indicated to regulate non-adrenergic-non cholinernergic neural 
system (NANC), i.e vasoactive intestinal peptides (VIP) which could be the other 
possible pathway in suppression IgA secretion since VIP can stimulate proinflammatory 
cytokines which may affect the tightening of epithelium. Therefore, when the sympathetic 
is stimulated especially during stress condition, it may be possible that NE will cause 
suppression of GI defense mechanism leading to the susceptibility of host to be infected 
by pathogenic microorganisms. 

In conclusion, the results of this study suggest that stimulation of neural 
secretory reflex or applying its neurotransmitters especially CAP, SP CCh or NE to 
regulate the electrolyte transport may alter intestinal host defense mechanism especially 
tissue resistance and IgA secretion. And the changes of IgA secretion may have 
specific pathway which could not be predicted by the change of electrolyte and water 
transport 
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Part II: Decreased Colonic Epithelial Tissue Resistance Occurred in Restraint Stress 
and Related to Colonic Immunoglobulin A Level in Rats 
 

ความเครียดเปนภาวะที่มีผลเรื้อรังตอสุขภาพของสัตวเล้ียงทําใหผลผลิตไมเปนไปตามเปาหมาย ใน
การตอบสนองของรางกายตอความเครียดในระยะเวลานานทําใหเกิดวามบกพรองในระบบตางๆรวมทั้งระบบ
ทางเดินอาหาร การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงระบบปกปองของเยื่อบุทางเดินอาหารที่
สามารถใชบงชี้ถึงแนวโนมที่จะเกิดความผิดปกติของทางเดินอาหารที่ชวงระยะเวลาตางๆของความเครียด โดย
การนําหนูพันธุ Wistra เพศผูจํานวน 24 ตัวแบงเปน 6 กลุมๆละ 4 ตัวประกอบดวย กลุมที่ไดรับความเครียด 3 
กลุมที่ทําใหเกิดความเครียดดวยการกักขังวันละ1 ชั่วโมงเปนเวลา 3 วัน (ระยะสั้น), 7 วัน (ระยะกึ่งเรื้อรัง) และ 
14 วัน (ระยะเรื้อรัง) และกลุมควบคุม 3 กลุมที่ถูกเลี้ยงดูใหอยูระยะเวลาเดียวกันตามลําดับ เมื่อส้ินสุดการ
ทดลองทําการวัดการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยา ไดแก คาทางโลหิตวิทยาและการเปลี่ยนแปลงระบบปกปอง
ทางเดินอาหารโดยเฉพาะปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน เอ ในอุจจาระบริเวณไสตัน และคาความตางศักยทางไฟฟา
ของเยื่อบุทางเดินอาหาร ในการศึกษาครั้งนี้หนูที่ไดรับความเครียดแบบเรื้อรังมีการเปลี่ยนแปลงแตกตางจาก
กลุมควบคุม และ/หรือกลุมที่ไดรับความเครียดระยะอื่นๆ โดยเฉพาะมีน้ําหนักตัว และอัตราการกินอาหารลดลง 
โดยที่ไมพบวามีการเปลี่ยนแปลงขนาดของตอมหมวกไต แตพบวามีการเปลี่ยนแปลงของตัวบงชี้ถึงภาวะเครียด
โดยเฉพาะการเพิ่มของนิวโทรฟลล การลดลงของลิมโฟไซท และการเพิ่มขึ้นของคอรติโคสเตอโรนในพลาสมา  
นอกจากนี้ยังพบวาหนูกลุมนี้มีคาความตางศักยไฟฟาของเยื่อบุลําไสนอยที่สุด  (-0.90±0.40 มิลลิโวลตตอ
ตารางเซนติเมตร, n=4, p<0.05) และมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน เอที่แยกไดจากอุจจาระในไสตันสูงสุด 
(225±26.6 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตอมิลลิกรัมของอุจจาระ, n=4, p<0.01) เมื่อเทียบกับทุกกลุม ซึ่งแสดงถึง
ระบบปกปองที่เยื่อบุทางเดินอาหารมีการหลวมตัวแลวยอมใหมีผานของสารงายขึ้น ดังนั้นการศึกษานี้จึง
สามารถสรุปไดวาความเครียดระยะเรื้อรังมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุทางเดินอาหารที่อาจนํามา
ซึ่งความผิดปกติ  โดยสามารถบงชี้ไดจากการเพิ่มขึ้นของระดับพลาสมาคอรติโคสเตอโรนรวมกับการเพิ่มขึ้นของ
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน เอ ที่แยกไดจากอุจจาระในลําไสใหญ 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
1. สัตวทดลอง 

หนูขาวพันธุ Wistar เพศผู น้ําหนักตั้งแต 180-250 กรัม (น้ําหนักเฉลี่ย 205 กรัม) จํานวน 24 ตัว จาก
ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ ตําบลศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล โดยนํามาเลี้ยงแยกกรง กรงละ 2 ตัวใน
หองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ณ หองเลี้ยงสัตวทดลองของหนวยสรีรวิทยา ชั้น 5 อาคาร 60 ป คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใหอาหารสําเร็จรูปและน้ําอยางเพียงพอ และทําการเปลี่ยนวัสดุ
รองนอนใหทุกวันเวนวัน โดยกอนเริ่มทําการทดลองในแตละขั้นตอนจะใหสัตวไดปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมใน
หองเลี้ยงสัตว (acclimatization) เปนเวลา 5 วัน 
 
2. การทดลอง 

2.1 วิธีการทดลอง 
หนูขาวจํานวน 24 ตัวถูกแบงออกเปน 6 กลุมๆละ 4 ตัว ดังนี้ 
กลุมที่ 1 กลุมควบคุมสําหรับระยะสั้น 3 วัน 
กลุมที่ 2 กลุมที่ทําใหเกิดภาวะเครียดโดยการกักขังระยะสั้น 3 วัน 
กลุมที่ 3 กลุมควบคุมสําหรับระยะกึ่งเรื้อรัง 7 วัน  
กลุมที่ 4 กลุมที่ทําใหเกิดภาวะเครียดโดยการกักขังระยะกึ่งเรื้อรัง 7 วัน 
กลุมที่ 5 กลุมควบคุมระยะเรื้อรัง 14 วัน 
กลุมที่ 6 กลุมที่ทําใหเกิดภาวะเครียดโดยการกักขังระยะเรื้อรัง 14 วัน 

 
2.2 การวัดการเจริญเติบโตของหนูขาวโดยการชั่งน้ําหนัก และวัดปริมาณอาหารที่กินโดยการชั่ง

น้ําหนักอาหารที่กินในแตละวัน ทุกวันดวยตาชั่ง และทําการคํานวณหาอัตราการเพิ่มน้ําหนักตัว (body weight 
gain) และอัตราการกินอาหารในแตละวัน (average daily feed intake) โดยหาจากสูตรดังนี้ 
 
เปอรเซนตการเพิ่มน้ําหนักตัว = [นน.ตัววันสุดทาย (กรัม) - นน.ตัววันแรกของการทดลอง(กรัม)] x 100 
     (% body weight gain)        นน.ตัววันแรกของการทดลอง (กรัม) 
 

 
อัตราการกินอาหารในแตละวัน (กรัม/วัน/ตัว)      =         นน.รวมอาหารที่กินในแตละวัน(กรัม) 
           (average daily feed intake)               จํานวนวันที่ทําการทดลอง (วัน) x จํานวนหนู (ตัว) 

 
2.3 การทําใหหนูขาวเกิดความเครียดดวยวิธีกักขังแบบระยะสั้น (acute immobilization stress) ระยะ

กึ่งเรื้อรัง (subacute immobilization stress) หรือระยะเรื้อรัง (chronic immobilization stress) โดยการบังคับ
หนูขาวใหอยูในอุปกรณที่ใชสําหรับบังคับสัตวที่ถูกตองตามหลักจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง (rodent 
restrainer) ทําดวยพลาสติกที่มีขนาดพอดีกับตัวสัตวและมีรูเปดบริเวณจมูกเพื่อใหสัตวหายใจได โดยในการ
ทดลองจะบังคับใหหนูขาวอยูในอุปกรณตามวิธีของ Retana-Márquez และคณะ (2003) เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
(ระหวางเวลา 10.00-11.00 น.) ทุกวันเปนเวลาติดตอกัน 3 วัน 7 วัน หรือ 14 วัน ตามลําดับ 
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2.4  การทําลายสัตวโดยนําหนูขาวมาทําใหสลบดวยกาซฮาโลเทน (halothane) เมื่อสลบแลวจึงทําการ
เปดชองอกเพื่อเจาะเลือดจากหัวใจปริมาณ 5 มิลลิลิตรในหลอดเก็บเลือดที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด
ชนิด EDTA เพื่อนํามาศึกษาคาทางโลหิตวิทยา จากนั้นเปดผาชองทองเพื่อทําการตัดเก็บตอมหมวกไต และทํา
การเก็บลําไสสวนไสตัน (caecum) และลําไสใหญ (colon) เพื่อใชในการทดลองตอไป 

2.5 การหาคามวลของตอมหมวกไตเทียบกับน้ําหนักตัว (adrenal gland mass index) นําตอม 
หมวกไตที่ตัดเก็บไดหนูขาวจากขอ 3.4 ทั้งสองขางมาเลาะแยกไขมันที่หุมลอมรอบออก แลวนําไปชั่งน้ําหนักรวม
ของตอมหมวกไตทั้งสองขางเพื่อใหไดคาบงชี้มวลของตอมหมวกไตตามสูตรดังนี้ 

 
Adrenal gland mass index    =    น้ําหนักของตอมหมวกไตทั้งสองขาง (กรัม) x100 

   น้ําหนักตัวของหนู (กรัม) 
 
2.6 การวัดปริมาณของ immunoglobulin A ในไสตัน (ceacal IgA) ดวยวิธี enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) ทําไดโดยการเก็บอุจจาระตัวอยางที่เก็บไดจากบริเวณ iliocaecal junction ใน
หลอด microfuge  tube แลวนําไปแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนํามาวัด ทําการแยก IgA ตามวิธีของ 
Eriksson และคณะในป 2004 และ Hua และคณะในป 2001 และ Pihl และ Hua .ในป2003 โดยการนําอุจจาระ
เก็บไวปริมาณ 100 กรัมมาละลายดวย phosphate buffer solution (PBS) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ที่มี protease 
inhibitor (leupeptin, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, aprotinin, 50 ไมโครโมลาร ของ PMSF และ 5 ไมโครโมลารของ 
Bestatin®) ขนาด 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเพื่อปองกันการทําลายของ IgA จากเอ็นไซมจากทางเดินอาหาร เขยา
ใหเขากันดี แลวทําการปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการแยกเก็บสวน
สารละลายแลวเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

ทําการวัด IgA ที่แยกไดเทียบกับสาร IgA มาตรฐานตามวิธีที่แนะนําจากผูผลิต อานคาการทดลองที่ได
ดวยเครื่องสําหรับตรวจอาน ELISA (Tecan Sunrise Absorbance plate reader, Phenix research product, 
Hayward, California, USA) ที่ชวงการดูดกลืนแสงที่มีความยาว 450 นาโนเมตร และที่ 620 นาโนเมตร (สําหรับ
คาของ non-specific background)  แลวทําคาที่อานไดที่ 450มาหักลบดวยคาที่อานไดที่ 620 นาโนเมตร  คาที่
คํานวณไดจะถูกนําเทียบกับคาที่อานไดจากคาของ IgA มาตรฐานระหวาง 7.81-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยผลการทดลองที่ไดจะเปนคาเฉลี่ยทางคณิตศาสตรของ IgA จํานวน 2 คา (2 replicates) จากตัวอยาง
อุจจาระของหนูทดลองแตละตัว ผลการทดลองจะแสดงเปนระดับของคาเฉลี่ยของ IgA (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตอ
มิลลิกรัมของอุจจาระในลําไส) + คาเบี่ยงเบน (standard error of mean; S.E.M.) 

2.7 การวัดคาความตางศักยของเยื่อบุทางเดินอาหาร (potential difference, PD) นําเนื้อเยื่อทางเดิน
อาหารบริเวณ colon ที่แยกไดจากขอ 3.4 มาลอกเอาสวนที่เปนกลามเนื้อออกแลวทํามาแผยึดติดกับที่ยึดติด
เนื้อเยื่อ (tissue chamber) ซึ่งตออยูกับอุปกรณ Ussing chamber และ voltage clamp instrument โดย
เนื้อเยื่อจะถูกบมอยูในอางเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีสารละลาย physiological Ringer’s solution (สวนประกอบเปนมิลลิ
โมลาร: 118 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl2, 0.5 MgCl2, 25 NaHCO3, 1.0 NaH2PO4, 11 D-Glucose; pH 7.4 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส) ในภาวะที่มีกาซออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดในอัตราสวน 5 เปอรเซ็นตและ 
95 เปอรเซ็นตตามลําดับเปนเวลา 20 นาทีจึงทําการวัดคาความตางศักย (potential difference; PD) ระหวาง
สารละลายที่อาบบริเวณสวนทอ (luminal side) เปรียบเทียบกับสารละลายที่อาบบริเวณที่ติดกับฐาน 
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(basolateral side) ดวยอุปกรณ voltage-clamp amplifier (DVC-4000, World Precision Instrument) ที่ตอ
เขากับเครื่องแปลงสัญญาณทางชีวภาพ MacLab 4S A/D converter และถูกบันทึกดวย 400 MHz PowerPc 
Macintosh โดยคาความตางศักยที่ไดจะแสดงถึงความสามารถของเยื่อบุลําไสในการกั้นไมใหสารตางๆเคลื่อน
ผานระหวางสองดานได (tightening of epithelium) ซึ่งมีคาเปนมิลลิโวทตตอตารางเซนติเมตร 

 
2.8 การหาคาทางโลหิตวิทยา 

  นําเลือดที่เก็บไดจากขอ 3.4 มาศึกษา จํานวนเม็ดเลือดแดง (red blood cells count; 
เซลลตอไมโครลิตรจํานวนเม็ดเลือดขาวรวม (total white blood cells count; เซลลตอไมโครลิตร) จํานวนเม็ด
เลือดขาวแยกชนิด (diffential white blood cells count; เซลลตอไมโครลิตร) จํานวนเกล็ดเลือด (platelet 
count; ยูนิตตอมิลลิตร) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (packed cell volume or hematocrit; เปอรเซ็นต) คาปริมาตร
เม็ดเลือดแดงเฉลี่ย (mean corpuscular volume; เฟมโตลิตร (fl)) และปริมาณฮีโมโกลบิน (hemoglobin; กรัม
เปอรเซ็นต) 
 
3. การวิเคราะหและประเมินผล  

3.1 เสนอผลงานการทดลองเปนคาเฉลี่ย + S.E.M.  
3.2 เปรียบเทียบผลการทดลองใชวิธีการทางสถิติดวยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) ตามดวย

การเปรียบเทียบระหวางสองกลุมการทดลอง (comparison multiple test) ดวย Newman- Keuls หรือ
เปรียบเทียบผลการทดลองระหวางกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับความเครียดที่ทําใหเกิดความเครียดในชวงเวลา
เดียวกันดวยวิธี Student t-test ตามความเหมาะสม โดยพิจารณาคามีความแตกตางทางสถิติเมื่อคา P < 0.05 
ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป Prism 3.0 (graphpad software) 
 
4. ผลการศึกษา 
 ในการศึกษาบทบาทของความเครียดในระยะตางๆ คือ ความเครียดระยะสั้น (acute stress, 3 วัน) 
ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (subchronic stress, 7 วัน) และความเครียดระยะเรื้อรัง (chronic stress, 14 วัน) 
ตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและการทํางานของระบบปกปองทางเดินอาหารโดยการเหนี่ยวนําใหเกิด
ความเครียดแบบชนิดกักขังในหนูขาวเปนแบบการศกึษาพบการเปลี่ยนแปลงดังนี้ 
 
 
ผลของระยะเวลาของการไดรับความเครียดตออัตราการเปล่ียนแปลงของน้ําหนักตัว 
 จากการเปรียบเทียบอัตราการเพิ่มน้ําหนักตัวระหวางกลุมควบคุมพบวากลุมควบคุมที่ระยะการทดลอง 
3 วัน (6.53±1.40 เปอรเซ็นต) มีอัตราการเพิ่มของน้ําหนักตัวนอยกวากลุมควบคุมที่ระยะกึ่งเรื้อรังที่ 7 วัน 
(14.46±1.78 เปอรเซ็นต) หรือระยะเรื้อรังที่ 14 วัน (9.57±0.5 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (รูปที่ 1) 
และเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียดพบวาสวนกลุมควบคุมระยะเรื้อรัง 
(9.57±0.5 เปอรเซ็นต) มีอัตราการเพิ่มน้ําหนักตัวมากกวากลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (3.62±1.0 เปอรเซ็นต) 
(p<0.05) 
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 แตอยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมความเครียดดวยกัน พบวามีเฉพาะกลุมความเครียด
ระยะกึ่งเรื้อรังกลับมีอัตราการเพิ่มของน้ําหนักตัวมากวากลุมความเครียดระยะเรื้อรังเทานั้นที่มีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยที่กลุมความเครียดระยะกึ่งเรื้อรังมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวมากกวา
กลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (3.62±1.00 เปอรเซ็นต) 
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รูปที่  1 แผนภูมิแสดงอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตัวเฉลี่ย (% Average change of body weight ± 
standard error of mean) เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม (control) และกลุมความเครียดระยะสั้น (3 d) 
ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (7 d) และกลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (14 d) 
 A, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษรเหมือนกัน ดวยการทดสอบระหวางกลุม
ควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบระหวางสองกลุมควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี 
Newman-Keuls multiple comparison test; a, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษร
เหมือนกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบ
ระหวางสองกลุมการทดลองที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี Newman-Keuls multiple comparison 
test 
 *, มีความแตกตางทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียด
ไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกันดวยวิธี Student unpaired t-test 
 
ผลของระยะเวลาของการไดรับความเครียดตอพฤติกรรมการกินอาหาร 

จากการเปรียบเทียบปริมาณการกินอาหารโดยการวัดอัตราการกินอาหารในแตละวัน (average daily 
feed intake) พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (รูปที่ 2 และตารางที่ 1) ระหวางกลมควบคุม
ที่เล้ียดูที่ระยะตางๆกัน โดยที่กลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้องรัง (30.43±1.35×10-6 กรัม) มีปริมาณการกินอาหาร
มากกวากลุมควบคุมระยะสั้น (29.37±0.03 กรัม) และกลุมควบคุมระยะสั้นมีปริมาณการกินอาหารมากกวา
กลุมควบคุมระยะเรื้อรัง (18.55±0.00 กรัม) ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมความเครียดกับกลุม
ควบคุม พบวาทุกกลุมมีปริมาณการกินอาหารในแตละวันแตกตางจากกลุมควบคุมกันอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) โดยที่กลุมความเครียดจะมีปริมาณการกินอาหารในแตละวันนอยกวากลุมควบคุม และเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดดวยกันพบวากลุมความเครียดระยะสั้น (27.35±0.73 กรัม) 

ุ
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แตกตางจากกลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (17.01±0.51 กรัม) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เชนเดียวกันกับกลุม
ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง(27.35±1.35x10-6 กรัม) ที่แตกตางจากกลุมความเครียดระยะเรื้อรังอยางมีนัยสําคัญ 
แตพบวากลุมความเครียดระยะสั้นไมมีปริมาณการกินอาหารแตกตางจากกลุมความเครียดระยะกึ่งเรื้อรังอยางมี
นัยสําคัญ (p>0.05) 
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รูปที่ 2 แผนภูมิแสดงปริมาณเฉลี่ยอัตราการกินอาหารในแตละวัน (Average daily feed intake) เปรียบเทียบ
ระหวางกลุมควบคุม (control) และกลุมความเครียดระยะสั้น (3 d) ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (7 d) และกลุม
ความเครียดระยะเรื้อรัง (14 d) 
 A, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษรเหมือนกัน ดวยการทดสอบระหวางกลุม
ควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบระหวางสองกลุมควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี 
Newman-Keuls multiple comparison test; a, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษร
เหมือนกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบ
ระหวางสองกลุมการทดลองที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี Newman-Keuls multiple comparison 
test 
 *, มีความแตกตางทางสถิติ (p<0.05) เมื่อทดสอบเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับ
ความเครียดไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกันดวยวิธี Student unpaired t-test  
 
ผลของระยะเวลาของการไดรับความเครียดตอการเปล่ียนแปลงขนาดของตอมหมวกไต 
 ในการศึกษาผลของความเครียดตอการเพิ่มขนาดของขนาดตอมหมวกไตซึ่งเปนกลไกซึ่งพบโดยทั่วไป
ของการแสดงสภาวะเครียด ในการศึกษาครั้งนี้พบวาขนาดของตอมหมวกไตซึ่งประเมินจากน้ําหนักเฉลี่ยของ
ตอมหมวกไต (adrenal gland mass index) ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบที่ระยะเวลา 
3, 7 และ14 วัน ในระหวางกลุมควบคุม หรือเปรียบเทียบในระหวางกลุมทดลองที่ไดรับความเครียด (p>0.05) 
(รูปที่ 3 และตารางที่ 1) แตอยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พบวากลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้อรังที่ 7 วันมีน้ําหนักของ
ตอมหมวกไตเฉลี่ยเทากับ 0.079±0.004 กรัมตอกรัมน้ําหนักตัว ซึ่งมากกวาน้ําหนักของตอมหมวกไตของหนูที่
ไดรับเครียดระยะกึ่งเรื้อรังที่ระยะเวลาเดียวกัน 0.060±0.004 กรัมตอกรัมน้ําหนักตัว (p<0.05) (รูปที่ 3 และ
ตารางที่ 1)   
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รูปที่ 3 แผนภูมิแสดงคาแฉลี่ยของอัตราสวนของน้ําหนักตอมหมวกไตเทียบกับน้ําหนักตัว (Adrenal gland 
mass index) เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม (control) และกลุมความเครียดระยะสั้น (3 d) ความเครียดระยะ
กึ่งเรื้อรัง (7 d) และกลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (14 d) 
 *, มีความแตกตางทางสถิติ (p<0.05) เมื่อทดสอบเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับ
ความเครียดไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกันดวยวิธี Student unpaired t-test  
  
 เมื่อเปรียบเทียบระดับฮอรโมนคอรติโคสเตอโรนกับกลุมที่ไดรับความเครียดพบวาทุกกลุม (ตารางที่ 1) 
มีความแตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยกลุมควบคุมจะมีระดับฮอรโมนคอรติโคสเตอโรน
นอยกวากลุมที่ไดรับความเครียดเมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลาเดียวกันถึง 50-100 เทา และเมื่อเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดทั้งสามกลุมพบวาทุกกลุมมีระดับฮอรโมนคอรติโคสเตอโรนแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) ยกเวนกลุมความเครียดระยะสั้น (707.9±40.89 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) และกลุม
ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (672.1±63.63 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ที่มีระดับสูงเทาๆกัน (p>0.05) แตอยางไรก็
ตามกลุมที่ไดรับความเครียดทั้งสองกลุมมีระดับฮอรโมนคอรติโคสเตอโรนสูงมากกวากลุมความเครียดระยะ
เรื้อรังถึง 2 เทา 
 
การเปลี่ยนปลงคาทางโลหิตวิทยาของหนูขาวที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆ 

จํานวนเม็ดเลือดแดง (Total red blood cell count) และจํานวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด (total white 
blood cell count) จากการศึกษาผลของความเครียดตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนเม็ดเลือดแดง และจํานวนเม็ด
เลือดขาวพบวากลุมควบคุมเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเม็ดเลือดแดง (red blood cell) พบวาทุกกลุมไมมีความ
แตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม หรือระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆ (p>0.05) 
และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียดที่เวลาเดียวกันก็ไมพบวามีความ
แตกตางกันของจํานวนเม็ดเลือดแดง (p>0.05) เชนกัน (รูปที่ 4A, 4B และตารางที่ 1)  
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จํานวนเม็ดเลือดขาวแยกชนิด (Diffential white blood cells) 
  

นิวโทรฟลล  (Segmented neutrophil) ในกลุมควบคุมเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิดนิว
โทรฟลล (รูปที่ 4C และตารางที่ 1) พบวาทุกกลุมไมมีความแตกตางกัน (p>0.05) แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง
กลุมที่ไดรับความเครียดทั้งสามกลุมพบวากลุมความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง และระยะเรื้อรัง มีปริมาณนิวโทรฟลล
เทากับ 12.33±3.37 เปอรเซ็นตและ 17.00±1.87 เปอรเซ็นตซึ่งมากกวากลุมความเครียดระยะสั้น (6.00±2.03 
เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียดแตละ
กลุม พบวาที่ระยะเวลา 14 วันกลุมความเครียดระยะเรื้อรังมีจํานวนนิวโทรฟลลแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) โดยที่กลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (17.00±1.87 เปอรเซ็นต) จะมีปริมาณนิวโทรฟลล
มากกวากลุมควบคุมระยะเรื้อรัง (7.20±1.93 เปอรเซ็นต)  
  

ลิมโฟไซท (Lymphocyte) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซท (รูปที่ 4D และตารางที่ 
1) พบวาทุกกลุมระหวางกลุมควบคุม หรือระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p>0.05) แตเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกัน 
พบวากลุมความเครียดระยะเรื้อรัง (82.40±1.57 เปอรเซ็นต) มีความแตกตางกับกลุมควบคุมระยะเรื้อรัง 
(92.80±1.93 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยที่กลุมความเครียดระยะเรื้อรังจะมีปริมาณลิมโฟไซท
นอยกลุมควบคุมระยะเรื้อรัง  

 
โมโนไซต (Monocyte) โอสิโนฟลล (Eosinophil) และเบโซฟลล (Basophil) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณ

เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต (ตารางที่ 1) อิโอสิโนฟลล (รูปที่ 4E และตารางที่ 1) และเบโซฟลล (ตารางที่ 1) 
พบวาทุกกลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่
ไดรับความเครียดที่ระยะเดียวกันหรือเมื่อเปรียบเทียบกันระหวางกลุมที่ไดรับความเครียด กลุมทดลองทั้งสาม
กลุม  
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รูปที่ 4 แผนภูมิแสดง (A) จํานวนเม็ดเลือดแดง (red blood cell) (B) เม็ดเลือดขาวทั้งหมด (total white blood 
cell) (C) นิวโทรฟลล (segmented neutrophil) (D) ลิมโฟไซต (lymphocyte) และ (E) อิโอสิโนฟลล 
(eosinophil)  
 a, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษรเหมือนกัน  เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุม
ความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบระหวางสองกลุมการทดลองที่ไดรับ
ความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี Newman-Keuls multiple comparison test 
 **, มีความแตกตางทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับ
ความเครียดไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกันดวยวิธี Student unpaired t-test 

 
ปริมาณฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) พบวาระดับของฮีโมโกลบินของหนูกลุมควบคุมที่ระยะเวลาสั้นมี

ปริมาณฮีโมลโกลบิน (13.9±0.89 กรัมตอเดซิลิตร) มากกวาของหนูกลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้อรัง (8.16±1.91 กรัม
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ตอเดซิลิตร, p<0.05) (รูปที่ 4E และตารางที่ 1) แตปริมาณของฮีโมโกลบินของกลุมควบคุมระยะสั้นและกลุม
ควบคุมระยะเรื้อรังกลับไมมีความแตกตางกัน และไมพบความแตกตางของปริมาณฮีโมโกลบินระหวางกลุมที่
ไดรับความเครียดกับกลุมควบคุมที่ระยะเวลาเดียวกันเชนกัน 
  

คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Packed cell volume) จากการวัดคาของเม็ดเลือดแดงอัดแนนหรือฮีมาโตค
ริต (Hct) (รูปที่ 4B และตารางที่ 1) พบวาภายในกลุมควบคุมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดย
ที่กลุมควบคุมระยะสั้น (38.88±2.89 เปอรเซ็นต) มีคาเม็ดเลือเดแดงอัดแนนมากกวากลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้อรัง 
(21.18±5.61 เปอรเซ็นต) (p=0.02) นอกจากนี้กลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้อรังมีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนนอยกวา
กลุมควบคุมระยะเรื้อรัง (38.24±3.79 เปอรเซ็นต) (p=0.03) โดยที่กลุมควบคุมระยะสั้นและกลุมควบคุมระยะ
เรื้อรังไมมีความแตกตางกัน (p>0.05) เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับความเครียด
พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) การเปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดพบวามี
เฉพาะกลุมที่ไดรับความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (27.00±5.84 เปอรเซ็นต) กับกลุมที่ไดรับความเครียดระยะเรื้อรัง 
(43.80±1.07 เปอรเซ็นต) เทานั้นที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p=0.03) โดยพบวากลุมที่ไดรับ
ความเครียดระยะเรื้อรังมีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนมากกวากลุมที่ไดรับความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง 

 
คาปริมาตรเม็ดเลือดแดงเฉลี่ย (Mean Corpuscular Volume) เมื่อทําการเปรียบเทียบคาปริมาตรเม็ด

เลือดแดงเฉลี่ยของกลุมควบคุม (รูปที่ 4E และตารางที่ 1) พบวามีเพียงกลุมควบคุมระยะกึ่งเรื้อรัง (46.08±0.86 
เฟมโตลิตร) กับกลุมควบคุมระยะเรื้อรัง (69.06±3.21 เฟมโตลิตร) เทานั้นที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.01) การเปรียบเทียบคาปริมาตรเม็ดเลือดแดงเฉลี่ยภายในกลุมที่ไดรับความเครียดพบวากลุมที่ไดรับ
ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (43.23±0.82 เฟมโตลิตร) มีคานอยกวากลุมที่ได รับความเครียดระยะสั้น 
(62.54±8.76 เฟมโตลิตร)  และกลุมที่ไดรับความเครียดระยะเรื้อรัง (67.20±4.78 เฟมโตลิตร) อยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) อยางไรก็ตามคาปริมาตรเม็ดเลือดแดงเฉลี่ยของกลุมที่ไดรับความเครียดระยะสั้นกับกลุมที่ไดรับ
ความเครียดระยะเรื้อรังไมมีความแตกตางกัน และการเปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดกับกลุม
ควบคุมก็ไมมีความแตกตางกันเชนเดียวกัน  
 สําหรับคาการเปลี่ยนแปลงทางโลหิตวิทยาอื่นๆเชน ปริมาณเกล็ดเลือด (platelets), MCV หรือ MCH 
นั้นพบวาไมมีความแตกตางที่มีนัยสําคัญในระหวางการทดลอง (ตารางที่ 1) 
 

 
  
 

  



   28 

3 d 7 d 14 d
0

5

10

15

20

25
Control
Stress

H
b 

(g
/d

l) A A

3 d 7 d 14 d
0

10
20
30
40
50
60
70 Control

Stress

H
ct

 (%
) A Aa a

3 d 7 d 14 d
0

20

40

60

80

100 Control
Stress

M
CV

 (f
l) A

Aa a

3 d 7 d 14 d
0

25

50

75 Control
Stress

M
C

H
 (p

g)

A Aa a

3 d 7 d 14 d
0

25

50

75 Control
Stress

M
CH

C
 (%

)

3 d 7 d 14 d
0

100000

200000

300000

400000

500000 Control
Stress

Pl
at

el
et

 (p
er

 H
PF

)

BA

C D

E F

 
รูปที่ 5 แผนภูมิแสดง (A) ปริมาณฮีโมโกลบิน (hemoglobin) (B) ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (packed cell 
volume) (C) MCV (D) MCH (E) MCHC และ (F) ปริมาณเกล็ดเลือด (platelet) 
 A, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษรเหมือนกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุม
ควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบระหวางสองกลุมควบคุมที่ระยะตางๆดวยวิธี 
Newman-Keuls multiple comparison test; a, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษร
เหมือนกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบ
ระหวางสองกลุมการทดลองที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี Newman-Keuls multiple comparison 
test 
 
ผลของระยะเวลาของการไดรับความเครียดตอระบบปกปองของทางเดินอาหาร 
  
 การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ Immunoglobulin A ในไสตัน (caecal IgA) 
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 ในการศึกษาวัดปริมาณของ immunoglobulin A ที่แยกไดจากอุจจาระที่อยูในไสตันพบวา ระหวาง
กลุมตางๆ โดยเฉพาะกลุมควบคุมทั้งสามกลุมไมมีความแตกตางกัน (p>0.05) (รูปที่ 6 และตารางที่ 1) แตเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดทั้งสามกลุมที่ระยะเวลาตางๆกับพบวากลุมที่ไดรับความเครียด
ระยะเรื้อรังมีปริมาณ caecal IgA สูงถึง 255±26.6 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมากกวาปริมาณที่พบในกลุมของ
กลุมที่ไดรับความเครียดระยะสั้นและกลุมความเครียดระยะกึ่งเรื้อรังอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (รูปที่ 6 และ
ตารางที่ 1) และเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียดพบวามีเพียงกลุม
ควบคุมระยะเรื้อรังและกลุมความเครียดระยะเรื้อรังเทานั้นที่มีความแตกตางกันโดยที่กลุมควบคุมระยะเรื้อรังจะ
มีปริมาณ caecal IgA เพียง 99.5±29.0 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 6 แผนภูมิแสดงปริมาณ Immunoglobulin A ในไสตัน (ceacal IgA) เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม 
(Control) และกลุมความเครียดระยะสั้น (3 d) ความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง (7 d) และกลุมความเครียดระยะ
เรื้อรัง (14 d) 
 a, ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อแสดงตัวอักษรเหมือนกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุม
ความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี ANOVA ตามดวยการเปรียบเทียบระหวางสองกลุมการทดลองที่ไดรับ
ความเครียดที่ระยะตางๆดวยวิธี Newman-Keuls multiple comparison test 
 *, มีความแตกตางทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับความเครียด
ไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกันดวยวิธี Student unpaired t-test 
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รูปที่ 7 กราฟแสดงความสัมพันธของคา corticosterone (ng/ml)  ในพลาสมากับระดับของ IgA (ng/ml/mg) 
ในอุจจาระในลําไสใหญของหนูขาวที่ใชในการทดลองจํานวน 14 ตัว 

 
 
การเปลี่ยนแปลงความตางศักยไฟฟาของเนื้อเยื่อลําไส 

 ในการศึกษาระบบปกปองของทางเดินอาหารโดยการวัดความตางศักยระหวางดาน lumen และดาน 
basolateral พบวากลุมควบคุมที่ระยะเวลาตางๆกันนั้นมีคาความตางศักยเทาๆกันในทุกกลุม แตเปรียบเทียบใน
ระหวางกลุมที่ไดรับความเครียดพบวาทุกกลุมมีความแตกตางกันโดยที่กลุมที่ไดรับความเครียดแบบกึ่งเรื้อรังมี
คาความตางศักยเปนลบมากที่สุด (-16.45±2.90 มิลลิโวทตตอตารางเซนติเมตร) และกลุมที่ไดรับความเครียด
แบบเรื้อรังจะมีคาความตางศักยเปนลบนอยมากที่สุด (-0.90±0.40 มิลลิโวทตตอตารางเซนติเมตร) (ตารางที่ 1) 
ซึ่งทุกกลุมที่ไดรับความเครียดจะมีคาความตางศักยของเนื้อเยื่อแตกตางจากกลุมควบคุมที่ระยะเวลาเดียวกัน 
โดยที่กลุมความเครียดระยะสั้น (-10.94±1.6 มิลลิโวทตตอตารางเซนติเมตร) และระยะกึ่งเรื้อรังมีคาความตาง
ศักยเปนลบมากกวากลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับความเครียดระยะเรื้อรังซึ่งมีคาความตางศักยของเนื้อเยื่อเปน
ลบนอยมากแมกระทั่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ระยะเดียวกัน ซึ่งคาดังกลาวมีความสอดคลองกับคา
ความตานทานทางไฟฟาของเนื้อเยื่อ โดยที่เนื้อเยื่อของสัตวที่ไดรับความเครียดแบบเรื้อรังจะมีคาความตานทาน
ต่ําที่สุดเมื่อเทียบกับสัตวที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆ หรือเทียบกับหนูในกลุมควบคุมทุกกลุม (ตารางที่ 1) 
 
 ความสัมพันธการเปลี่ยนแปลงความตางศักยไฟฟาของเนื้อเยื่อลําไส 
 เมื่อศึกษาถึงความสัมพันธของการลดลงของคาความตานทานทางไฟฟาตอการเปลี่ยนแปลงระดับ 
caecal IgA หรือ corticosterone  พบวาการเปลี่ยนแปลงของระดับ corticosterone และ ระดับ caecal IgA มี
ความสัมพันธกันนอยมากที่ระดับ r=0.220, p=0.1238 (รูปที่ 7) โดยที่การเปลี่ยนแปลงของคาความตานทาน
ทางไฟาฟาของเนื้อเยื่อนั้นไมมีความสัมพันธตอการเปลี่ยนแปลงของระดับ corticostrone ในพลาสมา 
(r=0.148, p=0.174) (รูปที่ 8B)  แตเมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธของความตานทานทางไฟฟาของเนื้อเยื่อตอ 
ระดับ caecal IgA พบวาการเพิ่มขึ้นของระดับ ระดับ caecal IgA ในเนื้อเยื่อเมื่อคาความตานทางไฟฟาเนื้อเยื่อ
ที่ลดลงที่ระดับความสัมพันธ r=-0.715, p<0.0001 (รูปที่ 8A) 
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รูปที่ 8 กราฟแสดงความสัมพันธของ (A) คาเฉล่ียความตานทานทางไฟฟาของเยื่อบุลําไสใหญ กับระดับของ 
IgA (ng/ml/mg) ในอุจจาระในลําไสใหญของหนูขาวจํานวน 20 ตัว และกราฟแสดงความสัมพันธของ (B) 
คาเฉลี่ยความตานทานทางไฟฟาของเยื่อบุลําไสใหญ กับคา corticosterone (ng/ml)  ในพลาสมาของหนูขาวที่
ใชในการทดลองจํานวน 14 ตัว 
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ตารางที่ 1 การเปลี่ยนแปลงคาทางสรีรวิทยาระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับความเครียด 
 
 

Parameter Control Stress P value 

% Change body weight (%)    
3 d 6.53±1.4 4.88±0.8 p=0.36 
7 d 14.46±1.8 17.58±1.3 p=0.19 

14 d 9.57±0.5 3.62±1.0  p<0.01 
Daily feed intake (g/day)    

3 d 29.37±0.03 27.04±0.73 p=0.033 
7 d 30.43±1.3×10-6 27.35±1.3×10-6 p<0.0001 

14 d 18.55±0.00 17.01±0.51 NC 
Adrenal gland weight (g) 

3 d 
 

0.064±0.005 
 

0.062±0.007 
 

p=0.82 
7 d 0.079±0.004 0.060±0.004 p=0.02 

14 d 0.063±0.005 0.074±0.012 p=0.57 
Corticosterone (ng/ml)    

3 d 60.20±18.48 707.9±40.89 p<0.0001 
7 d 60.20±18.48 672.1±63.63 p<0.0001 

14 d 60.20±18.48 349.9±81.87 p=0.004 
 Short circuit currents (mAmp/cm2)    

3 d 90.52±10.27 143.10±13.75 p=0.019 
7 d 84.79±14.69 155.60±19.20 p=0.031 

14 d 69.78±10.11 37.70±6.98 p=0.024 
Potential different (mV/cm2)    

3 d -4.94±0.93 -10.34±1.64 p=0.0054 
7 d -4.11±1.31 -16.45±2.90 p=0.0093 

14 d -2.87±0.42 -0.90±0.40 p=0.0095 
Tissue resistance (mOhm/cm2)    

3 d 46.94±10.15 42.08±9.02 p=0.74 
7 d 40.17±9.15 51.18±6.93 p=0.36 

14 d 41.12±2.00 20.42±2.29 p=0.04 
Ceacal IgA (ng/ml)    

3 d 62.4±35.0 10.3±4.1 p=0.157 
7 d 59.6±26.0 41.5±17.9 p=0.568 

14 d 99.5±29.0 255±26.6 p=0009 
RBC (×106 cells/µl)    

3 d 6.88±0.66 6.88±0.69 p=0.10 
7 d 5.41±1.10 6.96±0.93 p=0.32 

14 d 5.53±0.43 5.48±0.00 NC 
Hb (g/dl)    

3 d 13.94±0.89 41.04±3.47 p=0.64 
7 d 8.16±1.91 27.00±5.84 p=0.57 

14 d 12.92±1.18 43.80±1.07 p=0.57 
Hct (%)    

3 d 38.88±2.89 41.04±3.47 p=0.65 
7 d 21.18±5.61 27.00±5.84 p=0.51 

14 d 38.24±3.79 43.80±1.07 p=0.20 
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ตารางที่ 1 (ตอ) การเปลี่ยนแปลงคาทางสรีรวิทยาระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับความเครียด 
 

Parameter Control Stress P value 
MCV (fl)    

3 d 58.20±5.99 62.54±8.76 p=0.6933 
7 d 46.08±0.86 43.23±0.82 p=0.0501 

14 d 69.06±3.21 67.20±4.78 p=0.7549 
MCH (pg)    

3 d 20.70±1.54 21.98±2.44 p=0.67 
7 d 60.15±14.80 48.07±14.25 p=0.59 

14 d 23.52±0.95 22.38±1.60 p=0.56 
MCHC (%)    

3 d 35.98±0.81 35.80±0.81 p=0.92 
7 d 27.85±1.94 31.73±1.58 p=0.33 

14 d 33.82±0.38 33.24±0.05 p=0.35 
Platelet (per HPF)    

3 d 379,800±62,690 318,200±53,850 p=0.48 
7 d 331,500±57,020 289,300±79,950 p=0.71 

14 d 331,600±68,310 237,000±48,080 p=0.29 
WBC (×103 cells/µl)    

3 d 4.64±0.64 3.89±0.82 p=0.49 
7 d 6.00±1.00 4.90±0.94 p=0.46 

14 d 4.47±0.70 3.29±0.39 p=0.18 
Segmented neutrophil (%)    

3 d 13.80±3.79 6.00±2.03 p=0.11 
7 d 9.25±2.75 12.33±3.37 p=0.53 

14 d 7.20±1.93 17.00±1.87 p=0.007 
Band (%)    

3 d 0±0.00 0±0.00 NC 
7 d 25.00±8.33 16.67±1.45 p=0.49 

14 d 0±0.00 0±0.00 NC 
Lymphocyte (%)    

3 d 86.00±3.91 91.80±1.86 p=0.21 
7 d 90.50±2.72 87.67±3.37 p=0.57 

14 d 92.80±1.93 82.40±1.57 p=0.003 
Eosinophil (%)    

3 d 0.20±0.20 0.40±0.40 p=0.67 
7 d 0.25±0.25 0±0.00 NC 

14 d 0±0.00 0.60±0.40 NC 
Basophil (%)    

3 d 0±0.00 0±0.00 NC 
7 d 0±0.00 0±0.00 NC 

14 d 0±0.00 0±0.00 NC 
Monocyte (%)    

3 d 0±0.00 0±0.00 NC 
7 d 0±0.00 0±0.00 NC 

14 d 0±0.00 0±0.00 NC 
คา P value แสดงคาที่การเปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Student unpaired t-test ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่
ไดรับความเครียดที่ระยะเวลาเดียวกัน, NC = not calculated เนื่องจากโปรแกรมไมสามารถประมวลผลได 
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สรุปและวิจารณ 
 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของรางกาย รวมกับการเปลี่ยนแปลงที่ระบบปกปองของ
ทางเดินอาหาร จากการที่ไดรับความเครียดที่ระยะตางๆกัน คือที่ระยะสั้น ระยะกึ่งเรื้อรัง และระยะเรื้อรัง ซึ่งใช
แบบการทดลองเหนี่ยวนําทําใหสัตวเกิดความเครียดจากจิตใจโดยใชวิธีการกักขัง (immobilization) ในหนูขาว 
จากการศึกษาผลของความเครียดในระยะตางๆพบวาหนูที่ผานการทดลองไมมีการตายหรือแสดงอาการผิดปกติ
อยางเดนชัด เชน ไมแสดงอาการปวย หรือมีความผิดปกติของระบบทางเดินอาหาร หนูทุกกลุมทั้งกลุมควบคุม
หรือกลุมที่ไดรับความเครียดจะมีลักษณะภายนอกไมแตกตางกัน ไมมีอาการดิ้นรน หรือสงเสียงรองใดๆที่แสดง
ถึงความเจ็บปวดซึ่งสอดคลองกับรายงานของแบบการศึกษานี้วาเปนการเหนี่ยวนําที่ทําใหเกิดความเครียดใน
ดานจิตใจ (emotional stress) มากกวาทางกายภาพ (physical stress) ดังนั้นผลการทดลองที่ไดจากการศึกษา
ในครั้งนี้จึงนาจะสามารถนํามาใชเปรียบเทียบสอดคลองกับภาวะความเครียดของสัตวเล้ียงที่เกิดจากจิตใจ เชน 
สัตวที่ถูกกักขัง หรือปลอยทิ้งใหอยูตัวเดียวเปนเวลานาน เปนตน 
 เปนที่ทราบกันแลววาความเครียดที่เกิดจากภาวะทางอารมณ (psychological stress) ที่เกิดขึ้นกับ
รางกายนั้นทําใหมีการหลั่งฮอรโมนคอรติโคสเตอโรน (corticosterone) ออกมาจากตอมหมวกไตซึ่งเปนปฎิกิริยา
การตอบสนองของรางกาย ปริมาณฮอรโมนคอรติโคสเตอโรนนี้สามารถใชเปนตัวชี้วัดความเครียดในคนและสัตว
มานานแลว (Eriksson, 2004) โดยความเครียดที่เกิดขึ้นจะผานกลไกการกระตุนจากสมองผานระบบ 
hypothalamic-pituitary-adrenal gland axis (HPA) โดยความเครียดที่เกิดขึ้นจะไปกระตุนไฮโปทาลามัส 
(hypothalamus) ในสมองจะทําใหเกิดการหลั่ง corticotrophin-releasing hormone (CRH) ไปกระตุนตอมใต
สมองสวนหนา (anterior pituitary gland) ใหหล่ัง adrenocorticotropin-releasing hormone (ACTH) ซึ่ง 
ACTH จะผานกระแสโลหิตไปที่ตอมหมวกไต (adrenal gland) ทําใหมีการหลั่ง corticosterone ออกมา 
(Tsiogos et al., 2004) ซึ่งเปนไปในแนวทางเดียวกับผลการศึกษาในครั้งนี้คือ ในชวงของความเครียดระยะสั้น 3 
วัน (acute stress) และความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง 7 วัน (subchronic stress) แตเมื่อทําการศึกษาผลของ
ความเครียดระยะเรื้อรัง 14 (chronic stress) กลับพบวาปริมาณ corticosterone กลับลดลง ที่เปนเชนนี้อาจ
เปนเพราะการกระตุนตอมหมวกไตเปนเวลานานอาจสงผลใหเกิด negative feedback กลับไปยับยั้งที่ตอมใต
สมองใหลดการสราง corticosterone หรือเปนไปไดวาการกระตุนการสราง corticosterone ที่ตอมหมวกไตอยาง
หนัก สงผลตอตอมหมวกไต โดยตอมอาจเกิดการลาหรือความเสียหายได จึงไมสามารถสราง corticosterone ได
ออกมาสูงเทากับในภาวะที่เกิดความเครียดระยะกึ่งเรื้อรัง  และในการที่ในระยะสั้นนั้นมีคาของ corticosterone 
สูงสุดเนื่องจากในการเกิดความเครียดระยะแรกๆนั้น มีการกระตุนระบบการหมุนเวียนโลหิตผานทางระบบ
ประสาทซิมพาเธติกดวย จึงทําใหเกิดการกระตุนการหลั่งของฮอรโมนออกมาเปนจํานวนมาก แตในระยะกึ่ง
เรื้อรังนั้นเปนการกระตุนผาน HPA เปนหลักรวมกับการรักษาสมดุลผาน negative feedback (Hashimoyo et 
al.,1988) ดังนั้นในการทดลองการใหสัตวไดรับความเครียดที่ระยะสั้น (ที่ 3 วัน) ระยะกึ่งเรื้อรัง (ที่ 7 วัน) และ
ระยะเรื้อรัง (ที่ 14 วัน) มีความสอดคลองกับระยะของการตอบสนองของความเครียดของรางกาย (general 
stress adaptation; GAS) ที่ระยะ alarm reaction ระยะ resistance และระยะ exhaustion ตามลําดับ  
 ในการศึกษาขนาดของตอมหมวกไตซึ่งมักจะมีขนาดใหญขึ้นตอบสนองตอฮอรโมน ACTH โดยเปนผล
ในการกระตุนผาน HPA เปนตัวบงชี้ถึงภาวะการเกิดความเครียดจากรายงานการศึกษาในสัตวหลายชนิด แต
พบวาในการศึกษาครั้งนี้ไมอาจจะพบการเปลี่ยนแปลงของขาดตอมหมวกไตอยางมีนัยสําคัญได ถึงแมวาขนาด
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ของตอมหมวกไตของหนูกลุมที่ไดรับความเครียดมีแนวโนมวาจะมีขนาดใหญกวาของกลุมควบคุมที่ 14 วัน (รูป
ที่ 3) ทั้งนี้อาจเปนเพราะการเปลี่ยนแปลงขยายขนาดอาจจะไมมากนัก หรือไมทันที่จะตรวจพบไดถาการหล่ังของ
ฮอรโมน corticosterone มีปริมาณพอเพียง หรืออาจเปนไปไดวาขั้นตอนการเลาะแยกเนื้อเยื่อตอมหมวกไต
อาจจะไมดีพอทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อเยื่อไปบางสวนได ดังนั้นการใชตัวบงชี้ภาวะเครียดจากการเปลี่ยนแปลง
ของขาดตอมหมวกไต จึงไมนาจะเปนวิธีการที่เหมาะสมเทาใดนัก นอกจากนี้การเพิ่มขนาดของตอมหมวกไตจาก
ภาวะเครียดแลวยังอาจเปนผลมาจากปจจัยอื่นดวย เชน การถูกกระตุนดวย growth hormone ในชวงที่มีการ
เจริญเติบโตไดอีกดวยซึ่งสอดคลองกับในการศึกษาครั้งนี้ที่ระยะเวลาที่ 7 วันซึ่งพบวากลุมควบคุมมีขนาดตอม
หมวกไตที่ขนาดใหญขึ้นโดยไมมีความเกี่ยวของกับการเพิ่มของระดับฮอรโมน corticosterone 
 การเปลี่ยนแปลงจากความเครียดอีกอยางที่เห็นไดชัดเจนจากการทดลองครั้งนี้คือ น้ําหนักตัวที่ลดลง
ซึ่งสอดคลองกับปริมาณการกินอาหารในแตละวันที่ลดลง ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากสภาวะทางอารมณของหนูที่
เกิดความเครียดทําใหไมอยากกินอาหาร หรือผลจาก corticosterone ที่กลาวเอาไวแลวขางตน โดย 
corticosterone เปนฮอรโมนที่มีผลตอระบบ metabolism ทําใหเกิด catabolic effect เชน การเกิดกระบวน
การกลูโคนีโอเจนนีซีสที่ตับ (hepatic gluconeogenesis) การเกิดการสลายไขมัน (lipolysis)  การเกิดการสลาย
โปรตีนที่อวัยวะตางๆ (Tsigos et al., 2004) โดยเกิดการเผาผลาญและมีการนําพลังงานไปใชมากขึ้นสงผลให
น้ําหนักตัวลดลงซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Hashimoto และคณะในป1988 ที่รายงานไววาความเครียด
ในระยะเรื้อรังจะสงผลใหอัตราการเพิ่มของน้ําหนักตัวลดลง  นอกจากนี้น้ําหนักตัวที่ลดลงอาจมีสาเหตุจากการที่
สัตวปวยแตไมสามารถสังเกตเห็นไดจากภายนอก และเปนผลทําใหสัตวเกิดการเบื่ออาหารซึ่งอาจตอง
ทําการศึกษาตอไป อยางไรก็ตามไดทําการศึกษาของการเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เยื่อบุทางเดินอาหารเฉพาะสวน
ลําไสใหญเทานั้น เนื่องจากบริเวณนี้มีจุลินทรียอยูเปนจํานวนมาก รวมกับเปนบริเวณที่มีความสัมพันธตอระบบ
ปกปองและการขับหล่ังสารตางๆรวมทั้ง IgA (Lamm, 1998) นั้นพบวามีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการผานเขา
ออกของสารน้ํา และอิเลคโตรไลท (รูปที่ 7) อยางไรก็ตามยังไมทราบเปนที่แนชัดวาการเปลี่ยนแปลงแบบนี้จะ
เกิดขึ้นที่บริเวณสวนของลําไสเล็กที่มีความเกี่ยวของกับการดูดซึมสารอาหารและมีความสัมพันธในการทําใหเกิด
น้ําหนักตัวลดลงหรือไม 
 ในการศึกษาผลของความเครียดที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพเกิดขึ้นในระบบการสราง
เม็ดเลือด และระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Steplewski and Vogel, 1986) โดยพบวาทําใหเกิดการลดลงของ
เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซท ซึ่งเปนผลมาจากการหลั่ง corticosterone ทาํใหมีการยับยั้งการเพิ่มจํานวน 
(proliferation) การเคลื่อนยาย (migration) และมีผลทําลายเซลล (cytotoxicity) เกิดภาวะกดการทํางานของ
ภูมิคุมกัน (immunosuppressive) นอกจากนี้การหลั่ง corticosterone ยังทําใหมีการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาว
ชนิดนิวโทรฟลลอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งเปนผลมาจากการทํางานของฮอรโมนทําใหเกิดการปลดปลอยของนิวโทร
ฟลล ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษาเกี่ยวกับภาวะเครียดอื่นๆ (Elenkov and Chrousos,1999) ดังนั้นจึงอาจ
กลาวไดวาแบบการศึกษาเหนี่ยวนําใหเกิดความเครียดในครั้งสามารถทําใหสัตวทดลองเกิดความเครียดไดจริง
ทั้งที่ระยะ 3, 7 และ 14 วันเมื่อพิจารณาการใชคาบงชี้ที่เปนที่ยอมรับในหลักการทางวิทยาศาสตร เชน ระดับ 
corticosterone การเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟลล หรือการลดลงของเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซท 
(McPhee, 1999) ตามที่ไดกลาวมาขางตน 
 เปนที่นาสนใจในการศึกษาครั้งนี้ที่มีจุดมุงหมายที่ตองการสํารวจวา เมื่อสัตวที่ไดรับความเครียดที่ระยะ
เวลานานเทาใด หรือที่ชวงเวลาใดที่สงผลตอใหเกิดการดปลี่ยนแปลงเกิดพยาธิสภาพของทางเดินอาหารโดย
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เฉพาะที่ระบบปกปองทางเดินอาหาร ดังนั้นในการศึกษานี้จึงพยายามที่จะใชการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ IgA 
ที่แยกจากอุจจาระในลําไสตันมาใชเปนตัวบงชี้วาสัตวทดลองไดเกิดมีการเปลี่ยนแปลงที่ระบบทางเดินอาหาร
สวนปกปองนี้แลว โดยที่ในการศึกษาครั้งนี้ พบวามีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นอยางมากของระดับ IgA ในกลุม
ทดลองที่ไดรับความเครียดแบบเรื้อรังถึง 3 เทาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 6) ซึ่งผลการทดลองในครั้งนี้มี
ความใกลเคียงกับผลการทดลองของ Eriksson และคณะ (2004) ที่พบวาในภาวะที่มีความเครียดระยะสั้นนั้นมัก
ไมพบวามีการเปลี่ยนของปริมาณ IgA ในอุจจาระทั้งๆที่ในระยะการตอบสนองที่ความเครียดระยะ alarm 
reaction นั้นระบบประสาทซิมพาเธติกจะทํางานเปนสวนใหญและกระตุนใหเกิดการเพิ่มการขับหล่ังของสาร
ตางๆรวมทั้ง IgA ที่ตอมน้ําลาย mandibular ในสุนัขทดลองดวย (Kikkawa et al, 2003 ) ซึ่งอาจเปนไปไดวา
ตามจริงแลวนั้นมีการเพิ่มของการขับหล่ังเหมือนกับในรายงานอื่น แตในขณะเดียวกันนั้นผลของ 
catecholamines ซึ่งหลั่งออกมาจากปลายประสาทในขณะที่เกิดความเครียดนั้นทําใหเกิดการบีบตัวของลําไส
ลดลงจึงทําใหส่ิงของที่อยูในลําไสมีเวลาสัมผัสกับผนังลําไสไดนานขึ้นหรือคือการที่มี transit time ที่เพิ่มขึ้น 
(Plourde, 1999) ดังนั้นถาผนังลําไสยังมีคุณสมบัติที่ยังดีอยูและไมเสียหายก็จะสามารถที่จะดูดกลับสารตางๆได
เกือบหมดจึงทําใหไมพบการเปล่ียนแปลงของระดับ caecal หรือ fecal IgA เพิ่มขึ้นมากจากปกติ แสดงวาใน
การศึกษาครั้งนี้ที่ระยะเวลา 3 วัน และ7 วันนั้นเยื่อบุของทางเดินอาหารยังไมมีความเสียหายเกิดขึ้นซึ่งสอดคลอง
กับผลที่ไดจากการศึกษาความสามารถของการดูดกลับ หรือขับหล่ังของเยื่อบุทางเดินอาหารโดยการวัดความ
ตางศักยทางไฟฟาทางดานทอลําไส (lumen) เทียบกับทางดานฐาน (basolateral) ซึ่งจะมีความตางศักยที่เปน
ลบสูงมาก (รูปที่ 7) โดยที่ความตางศํกยที่เปนลบมากขึ้นนั้นหมายถึงการที่อาจจะมีการขับหล่ังของอิออนประจุ
ลบเชน คลอไรด หรือไบคารบอเนตอิออน ออกไปทางดาน lumen เพิ่มขึ้น หรือในอีกกรณีหนึ่งนั้นเกิดเนื่องจาก
การที่มีการดูดกลับของอิออนประจุบวก เชน โซเดยีม หรือโพแทสเซียมอิออน จากดาน lumen เพิ่มมากขึ้นได แต
ถาเกิดเหตุการณทั้งสองอยางพรอมกัน ก็จะยิ่งทําใหความตางศักยนั้นเปนลบมากขึ้นแตอยางไรก็ตามการที่มี
ความตางศักยของดาน lumen แตกตางจากดาน basolateral มากนั้นยอมแสดงถึงการยึดติดกันแนนของเยื่อบุ
ลําไสที่ยังดีอยูดวยจึงจะสามารถทําใหเกิดเหตุการณนี้ได (Shachar-Hill and Hill, 2002)  
 นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้ยังวามีการเพิ่มของระดับ IgA ในภาวะที่มีความเครียดแบบเรื้อรังเปน
อยางมากซึ่งไมสอดคลองกับการศึกษาในคนที่พบในปจจุบันของ Phillips และคณะ (2006) วาภาวะ
ความเครียดแบบเรื้อรังทําใหมีปริมาณของ sIgA ที่วัดไดในน้ําลายลดลง ถึงแมวาจะมีรายงานการศึกษา
มากมายการเพิ่มขึ้นของระดับในพลาสมา IgA โดยเฉพาะที่มีการกระตุนจาก immunogens (Bosch et al., 
2002) อยางไรก็ตามถึงแมวาจะมีการเพิ่มขึ้นของการสราง IgA จากพลาสมาเซลล (plasma cell) หรือมีการ
เคลื่อนที่ของ IgA มาที่ บริเวณเยื่อเมือกมากขึ้นแตก็ไมไดเปนผลทําใหเกิดการขับหล่ังของ polymeric IgA ไปสู
บริเวณเยื่อเมอืกมาขึ้น การที่จะมีการขับหล่ังของ IgA หรือที่เรียกวา sIgA นั้นตองการกระบวนการขนสงผาน
เซลลเยื่อบุ (transcytosis) โดยอาศัยตัวรับ pIgR ที่จะสรางขึ้นจากเซลลของเยื่อบุลําไส (enterocytes) สําหรับที่
จะสงผาน polymeric IgA ออกไปอยูในรูปของ secretory IgA ที่ประกอบดวยโครงสรางที่สําคัญที่เรียกวา 
secretory component ที่มีความสําคัญในการที่จะทําให polymeric IgA มีความสามารถในการทําลายสิ่ง
แปลกปลอมได (Lamm, 1998) ดังนั้นในการที่หนูไดรับความเครียดแบบเรื้อรังมีระดับ IgA ที่มากขึ้นในขณะที่
ความตางศักยของเยื่อบุทางเดินอาหารมีคาที่ต่ํามากนั้นอาจจะมีความเกี่ยวของกัน โดยที่คาของความตางศักย
ระหวางดาน lumen และ basolateral ที่นอยนั้นหมายถึงการที่เยื่อบุเกิดการรั่ว (leak) และยอมใหสารตางๆ 
รวมทั้ง IgA ที่สรางจากบริเวณเยื่อเมือกและที่ไหลเวียนมาจากระบบไหลเวียนผานสูดาน lumen ไดเปนอิสระ แต
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อยางไรก็ตามการที่ความเครียดระยะเรื้อรังทําใหเกิดการสรางภูมิคุมกันเยื่อเมือกโดยไมเกี่ยวของกับเหตุผล
ดังกลาวแลวสามารถทําใหเกิดการหลั่ง sIgA เพิ่มขึ้นจริงโดยการวัดปริมาณของ secretory component เพื่อหา
สัดสวนของ sIgA ตอ IgA ในตัวอยางอุจจาระก็นาจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต 
 แตอยางไรก็ตามความเครียดมีผลเหนี่ยวนําใหเซลลเยื่อบุที่ทําหนาที่เปนตัวกั้น (barrier) ยอมใหสารอื่น
ผานเขาออกไดมากนั้น (increases tissue permeability) สอดคลองรายงานการศึกษาที่ผานมา (Velin et al., 
2004) กับการวัดคาความตางศักย (potential different; PD) ที่เนื้อเยื่อบริเวณลําไสโดยใช Ussing chamber 
พบวาความเครียดระยะเรื้อรังจะมีผลใหความตางศักยบริเวณลําไสลดลงทําใหพบปริมาณ IgA ที่บริเวณไสตัน
เพิ่มมากขึ้น อาจจะเกิดจากผลของ corticosterone ที่หล่ังออกมามีผลทําใหเนื้อเยื่อทางเดินอาหารเกิดความ
เสียหาย ความสามารถในการผานของสารตางๆ (permeability) เพิ่มมากขึ้น ทําใหสารตางๆมีการซึมผานออก 
(leak) มาจากบริเวณเนื้อเยื่อลําไสมายังทอทางเดินอาหารเปนจํานวนมากขึ้น ซงก็สอดคลองกับรายงานของ 
SÖderholm และ Perdue ในป 2001 จึงพบ IgA ปริมาณสูงในหนูที่ผานความเครียดมาเปนเวลานาน 

ึ่

 ดังนั้นจากการศึกษาผลของความเครียดระยะตางๆตอการเปลี่ยนแปลงระบบปกปองเยื่อบุทางเดิน
อาหารในครั้งนี้ทําใหทราบวา ความเครียดระยะเรื้อรังมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของภูมิคุมกันบริเวณเยื่อบุ
ทางเดินอาหารอยางมาก โดยพบวาเยื่อบุทางเดินอาหารสูญเสีย permeability จากผลของ corticosterone ซึ่ง
หล่ังออกมาเพิ่มขึ้นจนเกิดการ leak ของ IgA สูทางเดินอาหาร ซึ่ง IgA เปนตัวบงชี้วาเยื่อบุทางเดินอาหารเกิด
ความเสียหาย สูญเสียสภาพการปองกันจากสิ่งแปลกปลอม หรือ เชื้อโรคตางๆ  จากผลการศึกษาในครั้งนี้อาจ
เปนประโยชนในการอธิบายการเกิดโรคไดหลายอยาง เชน การติดเชื้อที่อวัยวะตางๆในระบบทางเดินอาหารของ
คนหรือสัตวที่มีความเครียดรวมกับภาวะภูมิตานทานบกพรองไดเปนอยางดี 
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Part III Chronic restraint stress modulates effects of mu-opioid agonists and vanilloid 
capsaicin on ion transport in rat colon 

Emotional and immunological stress activates hypothalamic control of 
neuroendocrine and autonomic responses which are critical to adaptive changes of 
body functions including mucosal immunity.  Chronic stress causing intestinal 
permeability, bacterial uptake and mast cell hyperplasia exacerbates gastrointestinal 
disorders such as inflammatory bowel disease and peptic ulcers (Velin et al., 2004).  
Innervation of intestinal mucosa contributes to multiple immunologic functions that range 
from induction, activation, effector functions and inactivation to healing including the 
tonic suppression of mast cell-dependent inflammatory activity (Cooke, 2000).  
Integrative actions between extrinsic and intrinsic nervous system rapidly and effectively 
restore homeostasis patterns of intestinal functions that are threatened by stressors.  
Dysregulation of enteric nervous system such as the activation of secretorymotor 
function or down regulation of inhibitory function may mediate pathological significance 
of intestinal chronic inflammation (Wood, 2004).  Among the inhibitory neurotransmitters 
in the enteric nervous system, endogenous opioids enkephalin and endomorphin 
mediated by µ-opioid receptor plays an important role in stress (degli Uberti et al., 1995; 
Wigger et al., 1999). Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of 
chronic stress on submucosal neurons either secretorymotor or inhibitory neurons in 
regulating ion transport across the colonic epithelium.    

 
Materials and Methods  
 
Animals: Experimental protocol of using thirty male Wistar rats (200-250 g) for three trials 
were approved by the Experimentation Animal Ethic Committees, the Faculty of 
Veterinary Science, Chulalongkorn University.  After acclimatization for three days in the 
animal rooms upon the arrival, ten rats for each trial were randomly devided into two 
groups : CON; subject to handled daily and CRS; subject to chronically immobilized 
using the rodent restrainer for one hour between 10.00-11.00 am for 14 consecutive 
days.  During the experiment, all rats were kept under pathogen free with a 12:12 hr 
light:dark cycle and fed on regular laboratory chow and water ad libitum.  Before each 
experiment, rat body weight and number of food intake were recorded.  On the last day 
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of stress exposure, rats were immediately anesthesized by isoflurane inhalation and 
blood sample were collected by cardiac puncture for analysis.  Adrenal glands were 
removed to weight.  The whole intestine was removed and kept in ice cold oxygenated 
physiological solution for ion transport measurement.  Caecal contents were evacuated 
and stored at -20 oC until used.   
 
Caecal Immunoglobulin A (IgA) extraction and measurement: Frozen samples were 
thawed out and diluted with 0.1% trypsin inhibitor cocktails (1 ml/mg of sample).  The 
mixture was solubilized and centrifuged for 15 min at 8,000 rpm.  The supernatant was 
then collected and determined for the total IgA by enzyme linked immunoabsorbent 
assay (ELISA) using the rat IgA quantitation kit following the manufacturer’s instruction 
(Bethyl Laboratories, Texas, USA).  The concentration of IgA in sample was calculated 
from a standard curve of rat IgA reference and expressed as ng/ml/mg of caecal 
content. 
 
Ion Transport Measurement: Muscle-stripped distal colonic epithelium was mounted in 
Ussing chambers bathed with Ringer's solutions at 37°C and gassed with 95% O2 and 
5% CO2.  Transepithelial potential difference (PD) and short circuit current (Isc) were 
measured with voltage-clamp amplifier using Ag/AgCl2 electrodes connected to the 
bathing solution via agar bridges. The short circuit current (Isc) and transepithelial 
resistance (Rt) were determined for ion transport and permeability, respectively.  
 
Statistical analyses: All data were represented as the mean ± S.E.M. n was the number 
of tissue preparations and N was the number of rats.  Comparisons between control and 
treatment means were made by student t-test using the PRISM software.  A P value of 
0.05 or less was chosen as statistical significance. 
 
Results 
 Chronic restraint stress rats revealed significant changes in numbers of 
differential white blood cells (i.e., neutrophilia and lymphopenia) (Table 1) and increase 
in adrenal gland size associated with increased total caecal IgA secretion (Fig. 1).   
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Table1. Effect of chronic restraint stress on some physiological parameters in male Wistar 
rats 
 

 Control Rat Chronic-restraint Rat P value 

% Body weight change 22.45 ± 8.48 17.12 ± 6.05 0.25 
Feed intake (mg/day) 40.47 ± 2.08 47.63 ± 23.81 0.22 
% Adrenal gland weight ratio 0.018 ± 0.0009 0.026 ± 0.0022 0.01 
Total caecal IgA 
(ng/ml/mg caecal content) 

140.90 ± 35.08  394.40 ± 3.82 0.0004 

RBC (x106/mm3) 5.02 ± 0.55 6.16 ± 0.44 0.16 
Hematocrit (mg%) 36.50 ± 7.50 42.33 ± 0.88 0.58 
WBC (x103/mm3) 4.08 ± 0.60 2.71 ± 0.53 0.14 
 - Neutrophil (%) 5.00 ± 1.00 17.00 ± 3.22 0.02 
 - Lymphocyte (%) 94.50 ± 1.50 82.33 ± 2.78 0.03 
 - Eosinophil (%) 0 0.67 ± 0.67 0.42 
 - Basophil (%) 0 0 - 
 - Band (%) 0 0 - 

Values are represented as mean ± S.E.M. of 15 rats per group taken at the end of 
experiment from three trials.  Differences in group means were considered statistically 
significant if p<0.05. 

 
In Ussing chamber studies, muscle-stripped colonic segment from chronic 

restraint stress rat decreased basal Isc and transepithelial resistance by 70% and 34%, 
respectively, when compared to the control rats (n=10-20 tissues, N=10-15 rats) (Fig. 2).  
In the stressed rat colon, the Isc response to serosal treatment with secretagouges, 
which stimulated neurogenic secretion, vanilloid capsaicin (3 µM), but not cholinergic 
agonist carbachol (1 µM) or neuropeptide substance P (1 µM), was inhibited by 68% 
(n=5-8 tissues, N=10 rats) (Fig. 3).  To test whether the tonic inhibition of ion secretion 
regulated by opioid receptor was modulated, mu-opioid receptor agonist DAMGO (1 
µM) was serosally added.  DAMGO showed more inhibition in the colonic basal Isc of 
control rats (8.55 ± 2.02 µAmp/cm2) than that of stressed rats (1.94 ± 0.66 µAmp/cm2) 
(n=5 tissues, N= 5 rats, p<0.01) (Fig. 3).     
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Figure 1 Effects of chronic restraint stress on total caecal immunoglobulin A 
concentration of control rats (Con) and chronic restraint rats (CRS).  Values represent 
mean ± SEM of 15 rats per group. **P<0.01 when compared to the corresponding 
control value using student t-test. 
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Figure 2 Effects of chronic restraint stress on basal short circuit current (Isc) and tissue 
resistance (Rt).  Values represent mean ± SEM of 15 rats per group. **P<0.01 when 
compared to the corresponding control value using student t-test. 
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Figure 3 Effects of chronic restraint stress on changes of Isc in response to serosal 
treatments with vanilloid capsaicin (CAP; 3 µM), carbachol (CCh; 1 µM), substance P 
(SP; 1 µM) or DAMGO (1 µM) in colonic segments of control (black bar) vs. restraint-
stress rat (white bar). Values represented mean ± S.E.M. **P<0.01 when compared to 
the corresponding control values. 
 
 
Discussion 

In the present study, we have shown that rat colonic mucosa adapted to 
decrease the ionic secretion and the tissue resistance in response to stress.  The 
homeostatic responses (i.e., increased in % adrenal gland weight ratio, total caecal IgA 
secretion as well as neutrophilia and lymphopenia) were observed in chronic restraint 
stress rats.  This evidence suggested an activation of neuroendocrine system via the 
hypothalamic-pituitary-adrenal gland axis in modulating the intestinal secretorymotor 
function.  In addition, the increase in the total caecal IgA could be results of activation of 
IgA production by plasma cells and stimulation of secretory function in mucosa 
(Soderholm et al., 2001).  The activation of secretory function modulated by chronic 
stress may be due to a direct stimulation on the secretorymotor neurons or on the 
epithelium by inflammatory mediators.  The indirect stimulation via sensory neurons or 
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decrease in the inhibitory function mediated by inhibitory neurotransmitters opioids may 
be possibly affected by stress (Santos and Perdue, 2000). The present study also 
showed that chronic stress inhibited the vanilloid capsaicin-induced and DAMGO-
suppressed changes in Isc, suggesting the possibility of the later consideration.  
However, stress induced changes in immune function in intraepithelial and lamina 
propria leading to the adaptation of sensory neurons need to be addressed in the further 
study. 
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