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บทคัดยอ: 

Constitutive androstane receptor (CAR) แ ล ะ  pregnane x receptor (PXR) เป น

นิวเคลียรรีเซพเตอรที่มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่มีความสําคัญใน

กระบวนการเมทาบอลิซึมและการเปลี่ยนแปลงสภาพของยาและสารเคมีตางๆ ในรางกาย        

มีการศึกษาพบวา CAR และ PXR ควบคุมการแสดงออกของยีน ATP-binding cassette (ABC) 

transporters ใน ลํ า ไ ส  ไ ด แ ก  multidrug resistance protein 1 (MDR1) แ ล ะ  multidrug 

resistance-associated protein 2/3 (MRP2 และ MRP3). โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ   

ศึกษาบทบาทของ CAR และ PXR ตอการควบคุมการทํางานของโปรตีนขนสงคลอไรดที่มีชื่อวา 

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) ในเซลลลําไสของมนุษย      

(T84 cells) และในลําไสของหนูถีบจักร ผลการทดลองพบวาเม่ือมีการกระตุน T84 cells เปน

เวลา 24 ชั่วโมงดวยสารกระตุน CAR ทั้ง 2 ชนิด คือ CITCO (1 µM) และ Phenytoin (5 µM) 

หรือสารกระตุน PXR ทั้ง 2 ชนิด คือ rifampicin (10 µM) และ SR12813 (1 µM) เปนเวลา 24 

ชั่วโมง สามารถลดการหลั่งอิออนใน T84 cells เม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cAMP โดยผลการยับยั้งที่

เกิดขึ้นไม ได เกิดจากความเปนพิษของสาร CAR agonist และ PXR agonist ตอเซลล 

นอกจากน้ีผูวิจัยยังศึกษาผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดผานโปรตีน

ขนสงคลอไรดที่อยูทางดาน apical membrane ใน T84 cells โดยทําการ permeabilize เซลล

ดาน basolateral membrane ผลการทดลองพบวาสารกระตุน CAR (CITCO 1 µM) และสาร

กระตุน PXR (rifampicin 10 µM) มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนังลําไสใน T84 cells โดย

สามารถยับยั้ง cAMP-activated apical Cl- current เม่ือไดรับการกระตุนดวย cpt-cAMP และ 
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CFTR activator (Genistein) เม่ือทําการวัดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในเซลล 

T84 cells หลังจากไดรับสารกระตุน CAR agonist (CITCO และ phenytoin) ผลการทดลอง

พบวาสารกระตุน  CAR มีผลลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ใน T84 cells 

นอกจากนี้ยังพบวาสารยับยั้งการทํางานของ CAR (CINPA1) สามารถลบลางฤทธิ์ของสาร

กระตุน  CAR ตอการหลั่ งคลอไรดและการแสดงออกของโปรตีน  CFTR ได  ผู วิ จัยได

ทําการศึกษาสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหน่ียวนําโดย cholera toxin ใน 

T84 cells จากผลการทดลองพบวา CAR agonist (CITCO) มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนัง

ลําไสใน T84 cells ที่ถูกเหน่ียวนําโดย cholera toxin จากการศึกษาในหนูถีบจักรพบวาเม่ือหนู

ถีบจักรไดรับสารTCPOBOP (3 mg/kgBW) ซึ่งเปน murine-specific CAR agonist เปนเวลา 7 

วัน สามารถลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในลําไส นอกจากน้ีสาร TCPOBOP 

สามารถยับยั้งการหลั่งสารนํ้าในลําไสของหนูถีบจักรเม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cholera toxin จาก

ขอมูลน้ีสรุปไดวาการกระตุนการทํางานของ CAR มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการทํางาน

ของ CFTR ในลําไส โดยมีผลลดการแสดงออกของ CFTR ดังน้ันการกระตุนการทํางานของ 

CAR มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคที่ มีการทํางานที่มากผิดปกติของ CFTR 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง โรคทองรวงชนิด secretory diarrhea 
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Abstract 

 

Project Code : TRG5980004 

 

Project Title :  Roles of pregnane x receptor and constitutive androstane receptor in  

the regulation of intestinal chloride transport and potential 

application for treatment of diarrhea 

 

Investigator :  Dr.Suticha Kittayaruksakul 

           Faculty of Medicine Vajira Hospital, Navamindradhiraj University 

 

E-mail Address : suticha@nmu.ac.th 

 

Project Period: 2 years (June 2016 – May 2018) 

 

Abstract: 

Constitutive androstane receptor (CAR) and pregnane x receptor (PXR) 

belonging to the nuclear receptor superfamily plays an important role in the xenobiotic 

metabolism and disposition. It has been reported that CAR and PXR regulates the 

expression of the ATP-binding cassette (ABC) transporters in the intestine, such as 

multidrug resistance protein 1 (MDR1) and multidrug resistance-associated protein 2/3 

(MRP2 and MRP3). In this study, we investigated the role of CAR and PXR in the 

regulation of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)-mediated 

chloride transport in T84 human colonic epithelial cells and mouse intestinal tissues. 

Treatments of T84 cell monolayers with specific CAR agonists (CITCO and phenytoin at 

concentrations of 1 µM and 5 µM, respectively) for 24 h decreased transepithelial Cl- 

secretion in response to cAMP-dependent agonist. Moreover, exposure the cells to PXR 

agonists, rifampicin and SR12813, for 24 h led to decreases in cAMP-dependent Cl- 

secretion. We confirmed that the inhibitory effects were not the result from cytotoxicity of 

the compounds to T84 cells. Basolateral membrane permeabilization experiments also 

revealed that CAR agonist (CITCO) and PXR agonist (rifampicin) decreased apical Cl- 

current stimulated by both cpt-cAMP and genistein (a direct CFTR activator). It was 

found that activation of CAR by it agonist reduced both mRNA and protein expression of 

CFTR. This inhibition was abolished by coincubation of CITCO with a CAR antagonist, 
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CINPA1. Furthermore, CITCO decreased cholera toxin (CT)-induced Cl- secretion 

across T84 cell monolayers. In ICR mice, administration of TCPOBOP (3 mg/kgBW), a 

murine-specific CAR agonist, for 7 days produced significant decreases in CFTR mRNA 

and protein expressions in intestinal tissues. Interestingly, TCPOBOP also inhibited CT-

induced intestinal fluid accumulation in mice. This is the first evidence showing that 

CFTR was downregulated by CAR activation in the intestine. Our findings suggest that 

CAR has potential as a new drug target for treatment of condition with hyperactivity/ 

hyperfunction of CFTR especially secretory diarrheas. 

 

 

 

Keywords : nuclear receptor, xenobiotic sensors, electrolyte transport, chloride 

channels, diarrhea 
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เน้ือหางานวจิัย 

1. บทคัดยอ 

  Constitutive androstane receptor (CAR) แ ล ะ  pregnane x receptor (PXR) เป น

นิวเคลียรรีเซพเตอรที่มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่มีความสําคัญใน

กระบวนการเมทาบอลิซึมและการเปลี่ยนแปลงสภาพของยาและสารเคมีตางๆ ในรางกาย        

มีการศึกษาพบวา CAR และ PXR ควบคุมการแสดงออกของยีน ATP-binding cassette (ABC) 

transporters ใน ลํ า ไ ส  ไ ด แ ก  multidrug resistance protein 1 (MDR1) แ ล ะ  multidrug 

resistance-associated protein 2/3 (MRP2 และ MRP3). โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ   

ศึกษาบทบาทของ CAR และ PXR ตอการควบคุมการทํางานของโปรตีนขนสงคลอไรดที่มีชื่อวา 

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) ในเซลลลําไสของมนุษย      

(T84 cells) และในลําไสของหนูถีบจักร ผลการทดลองพบวาเม่ือมีการกระตุน T84 cells เปน

เวลา 24 ชั่วโมงดวยสารกระตุน CAR ทั้ง 2 ชนิด คือ CITCO (1 µM) และ Phenytoin (5 µM) 

หรือสารกระตุน PXR ทั้ง 2 ชนิด คือ rifampicin (10 µM) และ SR12813 (1 µM) เปนเวลา 24 

ชั่วโมง สามารถลดการหลั่งอิออนใน T84 cells เม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cAMP โดยผลการยับยั้งที่

เกิดขึ้นไม ได เกิดจากความเปนพิษของสาร CAR agonist และ PXR agonist ตอเซลล 

นอกจากน้ีผูวิจัยยังศึกษาผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดผานโปรตีน

ขนสงคลอไรดที่อยูทางดาน apical membrane ใน T84 cells โดยทําการ permeabilize เซลล

ดาน basolateral membrane ผลการทดลองพบวาสารกระตุน CAR (CITCO 1 µM) และสาร

กระตุน PXR (rifampicin 10 µM) มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนังลําไสใน T84 cells โดย

สามารถยับยั้ง cAMP-activated apical Cl- current เม่ือไดรับการกระตุนดวย cpt-cAMP และ 

CFTR activator (Genistein) เม่ือทําการวัดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในเซลล 

T84 cells หลังจากไดรับสารกระตุน CAR agonist (CITCO และ phenytoin) ผลการทดลอง

พบวาสารกระตุน  CAR มีผลลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ใน T84 cells 

นอกจากนี้ยังพบวาสารยับยั้งการทํางานของ CAR (CINPA1) สามารถลบลางฤทธิ์ของสาร

กระตุน  CAR ตอการหลั่ งคลอไรดและการแสดงออกของโปรตีน  CFTR ได  ผู วิ จัยได

ทําการศึกษาสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหน่ียวนําโดย cholera toxin ใน 

T84 cells จากผลการทดลองพบวา CAR agonist (CITCO) มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนัง

ลําไสใน T84 cells ที่ถูกเหน่ียวนําโดย cholera toxin จากการศึกษาในหนูถีบจักรพบวาเม่ือหนู

ถีบจักรไดรับสารTCPOBOP (3 mg/kgBW) ซึ่งเปน murine-specific CAR agonist เปนเวลา 7 

วัน สามารถลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในลําไส นอกจากน้ีสาร TCPOBOP 

สามารถยับยั้งการหลั่งสารนํ้าในลําไสของหนูถีบจักรเม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cholera toxin จาก

ขอมูลน้ีสรุปไดวาการกระตุนการทํางานของ CAR มีบทบาทสําคัญตอการควบคุมการทํางาน

ของ CFTR ในลําไส โดยมีผลลดการแสดงออกของ CFTR ดังน้ันการกระตุนการทํางานของ 

CAR มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคที่ มีการทํางานที่มากผิดปกติของ CFTR 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง โรคทองรวงชนิด secretory diarrhea 
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2. Executive summary 

2.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา  

  การขนสงสารของเซลลเยื่อบุผิวในลําไสเปนกระบวนการที่มีความซับซอน โดยทั่วไป

การขนสงสารนํ้าและเกลือแรในรางกายเก่ียวของกับการขนสงคลอไรดแบบอาศัยพลังงานหรือที่

เรียกวา active chloride transport ซ่ึงจะขนสงคลอไรดจากกระแสเลือดเขาสูโพรงลําไสโดย

อาศัยการทํางานของโปรตีนขนสงคลอไรดที่อยูทางดาน apical membrane ของเซลลลําไส ซ่ึง

ประกอบดวยโปรตีนหลักคือโปรตีน CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator) จากหลักฐานในงานวิจัยพบวาโปรตีน CFTR เปนโปรตีนที่เปนชองทางหลักของการ

หลั่งคลอไรดในโรคทองรวงที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียที่ผลิต enterotoxins เชน cholera toxin จาก

เชื้ อ  V. cholerae แ ล ะ โรค ท อ ง ร ว ง ใน นั ก ท อ ง เที่ ย ว  (Travelers’ diarrhea)  จ าก เชื้ อ 

enterotoxigenic E. coli  

  ในปจจุบันมีการศึกษาถึงกลไกการเกิดโรคทองรวงชนิด secretory diarrhea มากขึ้น 

โดยการศึกษาสวนใหญมุงความสนใจในการพัฒนายาใหมโดยเปาหมายหลักคือการพัฒนายาที่

สามารถยับยั้งการหลั่งคลอไรดผานโปรตีน CFTR แตอยางไรก็ตามกลไกในการควบคุมการ

ทํางานของโปรตีน CFTR ยังไมเปนที่ทราบแนชัด มีการศึกษาพบวากลไกการทํางานของ

โปรตีน CFTR สามารถถูกควบคุมไดดวยโปรตีนหลายชนิด เชน cAMP-dependent protein 

kinase A (PKA) , protein kinase C (PKC) , type II isotype of cGMP dependent protein 

kinase, tyrosine kinase และAMP-activated protein kinase (AMPK)  อยางไรก็ตามขอมูล

เก่ียวกับบทบาทของนิวเคลียรรีเซพเตอร (nuclear receptors) ตอการควบคุมการทํางานของ

โปรตีน CFTR ยังคงมีการศึกษาคอนขางนอย ดังน้ันจึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งที่จะศึกษาถึง

กลไกในการควบคุมการทํางานในระดับโมเลกุล และการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ซ่ึง

อาจเปนเปาหมายที่นาสนใจอยางยิ่งในการพัฒนายาสําหรับรักษาโรคทองรวงชนิด secretory 

diarrhea ได 

 Pregnane x receptor (PXR; NR1I2) และ constitutive androstane receptor (CAR; 

NR1I3) เปนนิวเคลียรรีเซพเตอรที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนหลาย

ชนิด โดยทําหนาที่ เปนตัวตรวจวัดสารแปลกปลอม (xenobiotic sensors) ในรางกาย ซึ่ง

เก่ียวของกับกระบวนการเมทาบอลิซึมและการเปลี่ยนแปลงสภาพของยาหรือสารเคมีตางๆ 

PXR และ CAR มีการแสดงออกในหลายอวัยวะที่แตกตางกัน โดยจะพบมากที่ตับ ไต และลําไส 

เม่ือยาหรือสารเคมีเขาสูรางกายจะทําใหมีการกระตุนการทํางานของ PXR และ CAR โดยยา

หรือสารเคมีจะทําหนาที่เปน ligands ไปจับกับนิวเคลียรรีเซพเตอร หลังจากนั้น PXR หรือ 

CAR ก็จะไปจับกับ retinoic x receptors (RXR) เพ่ือรวมตัวเปน PXR-RXR หรือ CAR-RXR 

complex จากน้ันไปกระตุนยีนเปาหมายโดยการจับกับ specific DNA response element ของ 

promoters เพ่ือควบคุมกระบวนการสราง mRNA ของยีนเปาหมายตอไป มีการศึกษาพบวา 

PXR และ CAR มีบทบาทควบคุมการแสดงออกของยีน เชน drug-metabolizing enzymes และ 

drug transporters ในตับและลําไส นอกจากน้ี PXR และ CAR พบวามีประโยชนในการเปน
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โปรตีนเปาหมายสําหรับรักษาโรคตางๆ เชน โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคที่ เก่ียวกับ

กระบวนการอักเสบ และ metabolic diseases เปนตน แตอยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษา

เก่ียวกับบทบาทของ PXR และ CAR ในการควบคุมการขนสงน้ําและเกลือแรตางๆ ภายในลําไส 

โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีน CFTR ซ่ึงมีบทบาทที่สําคัญในการกําหนดการหลั่งคลอไรดในโรค

ทองรวงชนิด secretory diarrhea ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมีจุดมุงหมายเพ่ือศึกษาผลและกลไกการ

ออกฤทธิ์ของ PXR และ CAR ตอการควบคุมการทํางานของโปรตีนขนสงคลอไรดในเซลลลําไส 

และศึกษาศักยภาพในการรักษาอหิวาตกโรค 

                 

2.2 วัตถุประสงค  

1. ศึกษาผลของการกระตุน PXR และ CAR ตอการขนสงอิออนในเซลลลําไสของ

มนุษย (T84 cells) 

2. ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดในเซลลลําไส

ของมนุษย (T84 cells) 

3. ศึกษาผลของการกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดในลําไสของหนูถีบ

จักร  

4. ศึกษาศักยภาพของ PXR และ CAR ในการรักษาโรคทองรวงที่เกิดจาก cholera 

toxin และ rotavirus enterotoxin 

 

3. ระเบียบวิธีวจิัย  

3.1 Cell culture 

  การศึกษาในสวน in vitro study ใชเซลล human colonic epithelial (T84) cells จาก 

American Type Culture Collection (ATCC)  โด ย  T84 cells นํ า ม า เลี้ ย ง ใน  media ที่ มี

ส ว น ป ระก อ บ ข อ ง  Dulbecco’s Modified Eagle’s medium 50% , Ham’s F-12 medium 

( DMEM/F-12)  50% , 10%  fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin แ ล ะ 100 µg/ml 

streptomycin ซ่ึงเซลลไดทําการเลี้ยงในตู incubator ที่มีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมคือมีอุณหภูมิ 

37°C และมีปริมาณของกาซในอากาศ 95% O2 และ 5% CO2 

3.2 Animals 

 การศึกษาในสวน in vivo study จะใชหนูถีบจักร สายพันธุ M. Musculus ICR outbred 

เพศผู  อายุ  6 สัปดาห  มี นํ้ าหนักประมาณ 30-35 กรัม จากศูนยสัตวทดลองแห งชาติ 

มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา จ.นครปฐม ซ่ึงนํามาเลี้ยงที่คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 

เปนเวลา 7 วัน และกอนเร่ิมทําการทดลองหนูถีบจักรอดอาหารเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3.3 การศึกษาทาง electrophysiology 

เพ่ือศึกษาถึงผลของการกระตุน PXR และ CAR ตอการทํางานของโปรตีนขนสงอิออน

ตางๆ ในเซลลลําไสของมนุษย (T84 cells) เซลลน้ีไดรับการเลี้ยงบนเมมเบรน (snapwell 
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inserts) เปนเวลา 10-14 วัน จนกระทั่งเซลลมีคา transepithelial resistance มากกวา 1,000 

Ω.cm2 จากน้ันทําการแบงเซลลเปน 3 กลุม คือ 1) กลุมควบคุมที่ไมไดรับสารกระตุน 2) กลุมที่

ไดรับสารกระตุน hPXR agonist และ 3) กลุมที่ไดรับสารกระตุน hCAR agonist ที่ความเขมขน

และเวลาแตกตางกัน จากน้ัน incubate ดวย cAMP agonists (10 µM forskolin และ 100 µM 

CPT-cAMP) เพ่ือเพ่ิมระดับ cAMP ภายในเซลล หลังจากน้ันทําการวัดอัตราการขนสงอิออนโดย

ทําการวัดคา Short-circuit current (Isc) โดยวิธี Ussing technique ซึ่งเปนการวัดปริมาณอิออน

ที่ขนสงผาน epithelium ในหน่ึงหนวยเวลา โดยใช เค ร่ืองมือ DVC-1000 voltage clamp 

machine  

3.4 การวัดปริมาณ fluid accumulation ในลําไสโดยใช CT-induced diarrhea ในหนู

ถีบจักร 

 สําหรับการทดลองในหนูถบีจักร (mice) ทําการแบงกลุมการทดลองเปน 3 กลุม คือ 1) 

กลุมที่ไดรับสาร vehicle (corn oil) เปนเวลา 7 วัน 2) กลุมที่ไดรับสาร mPXR agonist (PCN) 

100 mg/kg เปนเวลา 7 วนั 3) กลุมที่ไดรับสาร mCAR agonist (TCPOBOP) 3 mg/kg เปน

เวลา 7 วัน โดยหนูถีบจักรถูกทําใหสลบดวยการฉีดสาร zoletil และ zylaxine เขาทาง 

intraperitoneal จากน้ันนํา intestinal closed loops มา incubate ดวยสารละลาย PBS 100 µl 

หรือสารละลาย PBS ที่ประกอบดวย cholera toxin (CT 1 µg/loop) เปนเวลา 4 ชั่วโมง ซ่ึงเปน

เวลาที่มีการเกิด fluid accumulation ในลําไส จากนั้นนํา intestinal loop มาวัดคา loop weight 

per length ratio และทําการวเิคราะหขอมูลโดยเปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมที่ไดรับสาร

กระตุน PXR และ CAR เทียบกับกลุม control ซึ่งหนูถีบจักรที่มีคา intestinal weight/length 

ratio มากกวา 0.1 g/cm แสดงวามีการเกิดอาการทองรวง (positive diarrheal response) 

3.5 การวัดการแสดงออกของยีนและโปรตีนโดยใชเทคนิค western blot analysis และ 

real-time PCR 

เพ่ือทําการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของกระตุน PXR และ CAR ในการควบคุมการ

ทํางานของโปรตีน CFTR ใน T84 cells และ mouse intestinal tissues โดยวัดการเปลี่ยนแปลง

ของการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ที่เกิดขึ้น โดยใชเทคนิค real time PCR และ 

western blot analysis ตามลําดับ  
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4. ผลการศึกษา 

1. ศึกษาคุณสมบัตขิอง T84 cells 

  โครงการวิจัยน้ีทําการศึกษาผลของ PXR และ CAR ตอการควบคุมการทํางานของโปรตีน

ขนสงคลอไรดในเซลลลําไส ดังน้ันเพ่ือใหแนใจวาเซลล T84 ซ่ึงใชเปนเซลลตนแบบในการศึกษา

คร้ังน้ี มีการแสดงออกของ PXR และ CAR ผูวิจัยจึงทําการวัดการแสดงออกของโปรตีน PXR และ 

CAR โดยใชเทคนิค western blot analysis พบวาเซลล T84 มีการแสดงออกของโปรตีน PXR 

(รูปที่ 1A.) และโปรตีน CAR (รูปที่ 1B.) 

  นอกจากน้ีผูวิจัยยังทําการทดสอบวาเม่ือมีการกระตุนการทํางานของ PXR และ CAR โดย

ใชสารกระตุน PXR และ CAR ทั้งสองชนิดที่มีโครงสรางที่แตกตางกันสามารถเพ่ิมการแสดงออก

ของ CAR target gene ไดหรือไม สารที่กระตุน PXR ไดแก rifampicin และ SR12813 ที่ความ

เขมขน 10 และ 1 µM ตามลําดับ สวนสารกระตุน CAR คือ CITCO และ phenytoin ที่ความ

เขมขน 1 และ 5 µM ตามลําดับ โดยทําการวัดการแสดงออกของยีน multidrug resistance 

protein 1 (MDR1) ซึ่งเปน target gene ของ PXR และ CAR ใชเทคนิค real-time PCR ผลการ

ทดลองพบวาเม่ือมีการกระตุน PXR โดย rifampicin และ SR12813 สามารถเพ่ิมการแสดงออก

ของยีน MDR1 ได (รูปที่ 1C.) และยังพบวา CITCO 1 µM และ phenytoin 5 µM มีผลเพ่ิมการ

แสดงออกของยีน MDR1 (รูปที่ 1D.) 

     A. 

 

 

 

                 

 

    B. 
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    C.  

 
    D. 

                         
  

 รูปที่ 1. แสดงผลของการแสดงออกของโปรตีน PXR และ CAR และการกระตุน target gene 

ใน T84 cells  

A.) แสดงผลของการแสดงออกของโปรตีน PXR โดยใชเทคนิค western blot analysis 

B.) แสดงผลของการแสดงออกของโปรตีน CAR โดยใชเทคนิค western blot analysis 

C.) ผลของของสารกระตุน PXR (rifampicin 10 µM และ SR12813 1 µM) ตอการ

แสดงออกของยีน MDR1  

D.) ผลของของสารกระตุน CAR (CITCO 1 µM และ phenytoin 5 µM) ตอการ

แสดงออกของยีน MDR1  

(* p < 0.05, ** p < 0.01 เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม) 

 

2. ศึกษาผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย cAMP ใน T84 

cells 

ผูวิจัยศึกษาถึงบทบาทของ PXR และ CAR ตอการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 cells ซ่ึง

จะทําการทดลองโดยใช T84 cells โดยเซลลจะไดรับการเลี้ยงบนเมมเบรน (snapwell inserts) 

เปนเวลาอยางนอย 10-14 วัน เพ่ือใหเซลลเจริญเต็มที่ จากนั้นจะทําการแบงเซลลที่อยูบนเมม

เบรนเปน 3 กลุมคือ 1) กลุมควบคุมที่ไมไดรับสารกระตุน 2) กลุมที่ไดรับสารกระตุน hPXR 
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agonists (rifampicin และ SR12813) และ 3) กลุมที่ไดรับสารกระตุน hCAR agonists (CITCO 

และ phenytoin) ที่ความเขมขนแตกตางกัน เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันทําการ incubate ดวย 

cAMP agonists (10 µM forskolin) เพ่ือเพ่ิมระดับ cAMP ภายในเซลล หลังจากน้ันทําการวัดหา

ปริมาณการขนสงอิออน โดยการวัดคา Short-circuit current (Isc) โดยวิธี Ussing technique ซ่ึง

จะวัดโดยใช เครื่องมือ Voltage-Current clamp จากผลการทดลองพบวา hPXR agonist 

(rifampicin) ที่ความเขมขน 10 µM และ 20 µM มีผลลดการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 

cells (รูปที่ 2A.) และพบวาสาร hPXR agonist (SR12813) สามารถลดการหลั่งอิออนผานผนัง

ลําไสใน T84 cells ที่ความเขมขน 1 µM และ 5 µM (รูปที่ 2B.) จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา

สารกระตุน PXR agonists สามารถลดการหลั่งอิออนในเซลล T84 ไดเม่ือถูกกระตุนดวย cAMP 

A.                     
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 นอกจากน้ียังพบวา hCAR agonist (CITCO) ที่ความเขมขน 1 µM, 5 µM และ 10 µM 

สามารถลดการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 cells และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารกระตุน 

CAR (CITCO 10 µM) ผลการยับยั้งการหลั่งอิออนจะมีมากขึ้นเม่ือเทียบกับความเขมขนที่ 1 µM 

(รูปที่ 2C.) และพบวาสารกระตุน hCAR agonist อีกชนิดหน่ึง (phenytoin) สามารถลดการหลั่งอิ

ออนผานผนังลําไสใน T84 cells ที่ความเขมขน 5 µM, 10 µM และ 50 µM (รูปที่ 2D.) 
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C.                                                                                    

 
D.  

 
เพ่ือศึกษาเวลาที่เหมาะสมของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการออกฤทธิ์ในการลดการ

หลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 cells เม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cAMP ผูวิจัยทําการแบง T84 cells 

ที่ไดรับการเลี้ยงบนเมมเบรนเปน 3 กลุมคือ 1) กลุมควบคุมที่ไมไดรับสารกระตุน 2) กลุมที่ไดรับ

สารกระตุน hPXR agonist (rifampicin) ความเขมขน 10 µM และ 3) กลุมที่ไดรับสารกระตุน 

hCAR agonist (CITCO) ความเขมขน 1 µM ที่เวลาแตกตางกัน จากผลการทดลองพบวาการ

ลดลงของการหลั่งอิออนโดยสารกระตุน hPXR agonist  (10 µM rifampicin) เกิดขึ้นที่เวลา 24 

ชั่วโมง และเม่ือเพ่ิมเวลาการกระตุนเปน 48 ชั่วโมง สารกระตุน PXR มีแนวโนมจะลดการหลั่ง    

อิออนมากขึ้น เม่ือเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมง แตไมมีความสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 2E.) ในขณะที่

สารกระตุน hCAR agonist (1 µM CITCO) สามารถลดการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 cells 

ณ เวลา 24 ชั่วโมง และเม่ือเพ่ิมเวลามากขึ้นเปน 48 ชั่วโมง การลดลงของการหลั่งอิออนไมมี

ความแตกตางกับผลที่เกิดขึ้น ณ เวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 2F.) 
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E.          
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F. 

 
รูปที่ 2. แสดงผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งอิออนที่เหน่ียวนําโดย cAMP ใน 

T84 cells (n = 5) 

A.) ผลของของสารกระตุน PXR (Rifampicin) ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย 

forskolin ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

B.) ผลของของสารกระตุน PXR (SR12813) ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย forskolin 

ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

C.) ผลของของสารกระตุน CAR (CITCO) ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย forskolin 

ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

D.) ผลของของสารกระตุน CAR (Phenytoin) ตอการหลั่ งอิออนที่ เหนี่ยวนําโดย 

forskolin ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

E.) ผลของสารกระตุน PXR (Rifampicin) ความเขมขน 10 µM ตอการหลั่งอิออนที่

เหน่ียวนําโดย forskolin ใน T84 cells ที่เวลาแตกตางกัน 

F.) ผลของสารกระตุน CAR (CITCO) ความเขมขน 1 µM ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนํา

โดย forskolin ใน T84 cells ที่เวลาแตกตางกัน   

             (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
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3. ศึกษาความเปนพิษของสารกระตุน PXR และ CAR ใน T84 cells 

 การทดลองน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือยืนยันผลของการขนสงอิออนหลังจากที่ไดรับการกระตุน 

PXR agonist และ CAR agonist ใน T84 cells โดยไมไดเกิดจากความเปนพิษของสารในเซลล 

โดยการวัดค า cell viability ใช เทคนิค MTT calorimetric assay และวัดค า transepithelial 

resistance (TER) จากการศึกษาพบวาสาร PXR agonist ทั้ง 2 ตัว ไดแกสาร rifampicin ที่ความ

เขมขน 10 µM และ 20 µM และสาร SR12813 ที่ความเขมขน 1 µM และ 5 µM ไมมีผลตอคา 

cell viability และคา TER (รูปที่ 3A และ 3B.) นอกสวนสาร CAR agonist ทั้ง 2 ตัว ไดแกสาร 

CITCO ที่ความเขมขน 1 µM และ 5 µM และ สาร phenytoin ที่ความเขมขน 5 µM และ 10 µM 

ไมมีผลตอคา cell viability นอกจากน้ียังพบวา CITCO และ phenytoin ที่ความเขมขนดังกลาว 

ไมมีผลตอคา TER (รูปที่ 3C และ 3D.) ดังน้ันผลการทดลองแสดงใหเห็นวาความเขมขนของสาร 

agonists ที่กระตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด PXR และ CAR ที่ใชในการทดลองที่ผานมาไมมี

ความเปนพิษตอเซลล T84 cells 

A. 
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C. 

                          
D. 

                      
รูปที่ 3. แสดงผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอความเปนพิษของเซลล T84 cells   

A.) ผลของของสารกระตุน PXR (Rifampicin และ SR12813) ตอคา cell viability ใน 

T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

B.) ผลของของสารกระตุน PXR (Rifampicin และ SR12813) ตอคา transepithelial 

resistance (TER) ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

C.) ผลของของสารกระตุน CAR (CITCO และ Phenytoin) ตอคา cell viability ใน T84 

cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

D.) ผลของของสารกระตุน CAR (CITCO และ Phenytoin) ตอคา transepithelial 

resistance (TER) ใน T84 cells ที่ความเขมขนแตกตางกัน ณ เวลา 24 ชั่วโมง 

(* p < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุม control, NS = not significant) 

 

4. ศกึษาผลของการกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีนขนสงคลอไรดที่อยูทางดาน 

apical membrane ใน T84 cells  

  เน่ืองจากการหลั่งคลอไรดทางดาน apical membrane เปนตัวกําหนดปริมาณ fluid 

secretion ในลําไส ถาโปรตีนขนสงคลอไรดทางดาน apical membrane มีการทํางานที่มาก
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เกินไปจะกอใหเกิดโรคทองรวงได การทดลองน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาถึงบทบาทและกลไกการ

ทํางานของ CAR ตอการทํางานของ apical chloride channels  โดยจะทําการแบง T84 cells 

ออกเปน 2 กลุม คือ 1) กลุมควบคุมที่ไมไดรับสารกระตุนใดๆ (vehicle), 2) กลุมที่ไดรับสาร

กระตุน hCAR agonist (CITCO) เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันจะนํา T84 cells ที่อยูบน 

snapwell inserts ไปตรึงอยูใน Ussing chamber ในสารละลาย basolateral-to-apical chloride 

gradient solution จากน้ันจะทําการ permeabilize เซลลดาน basolateral membrane ดวยการ 

incubate สาร Amphotericin B (250 µg/ml) เปนเวลา 30 นาทีเพ่ือการ rule out ผลที่เกิดจาก

การทํางานของโปรตีนขนสงทางดาน basolaral membrane ออก จากน้ันทําการยับยั้งการทํางาน

ของโปรตีน ENaC ซ่ึงเปนโปรตีนที่เก่ียวของกับการดูดซึมโซเดียม โดยใช amiloride เพ่ือวัด

กระแสของคลอไรดที่เกิดขึ้นเทาน้ัน จากน้ันเหน่ียวนําเซลลดวย PKA activator (cpt-cAMP 100 

µM) หรือ CFTR activator (Genistein 10 µM) และทําการวัดหา cAMP-activated Cl- current ที่

เกิดขึ้น โดยการวัดคา Short-circuit current (Isc) โดยใชเทคนิค Ussing technique จากผลการ

ทดลองพบวา hCAR agonist (CITCO) ที่ความเขมขน 1 µM และ hPXR agonist (rifampicin) ที่

ความเขมขน 10 µM สามารถลดการหลั่งของคลอไรดผานเยื่อหุมเซลลดาน apical ของ T84 cells 

ที่เหน่ียวนําโดย cpt-cAMP อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4A.และ 4B.) นอกจากน้ียังพบวา 

hCAR agonist (CITCO) ที่ความเขมขน 1 µM และ hPXR agonist (rifampicin) ที่ความเขมขน 

10 µM สามารถลดการหลั่งคลอไรดผานผนังลําไสทางดาน apical membrane ใน T84 cells ที่

เหน่ียวนําโดย CFTR activator อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4C. และ 4D.) จากผลการศึกษา

แสดงใหเห็นวาการกระตุน CAR และ PXR สามารถลด cAMP-mediated apical Cl- current ผาน

ผนังลําไสทางดาน apical membrane ใน T84 cells ได 

 

A. 
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B. 

 
C. 

 
 

  D.  

                          
 

รูปที่ 4. แสดงผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีนขนสงคลอไรดที่อยูทางดาน 

apical membrane ใน T84 cells  

 A. ผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีน CFTR เม่ือถูกกระตุนการ

ทํางานของ CFTR ดวย cpt-cAMP 

 B. ผลของสารกระตุน PXR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีน CFTR เม่ือถูกกระตุนการ

ทํางานของ CFTR ดวย cpt-cAMP 
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 C. ผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีน CFTR เม่ือถูกกระตุนการ

ทํางานของ CFTR ดวย CFTR activator (genistein) 

 D. ผลของสารกระตุน PXR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีน CFTR เม่ือถูกกระตุนการ

ทํางานของ CFTR ดวย CFTR activator (genistein) 

 (* p < 0.05, ** p < 0.01 เม่ือเทียบกับกลุม control) 

 

5. ศึกษาผลของการกระตุน CAR ตอการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ใน T84 cells 

  เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของกระตุน CAR ในการควบคุมการทํางานของยีนและ

โปรตีน CFTR โดยทําการศึกษาวาการกระตุนการทํางานของ CAR มีผลตอการแสดงออกของยีน

และโปรตีนดวยหรือไม ดังน้ันจึงทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีนและ

โปรตีน CFTR ที่เกิดขึ้น โดย T84 cells ที่เจริญเติบโตเต็มที่จะไดรับการแบงเปน 2 กลุมคือ 1) 

กลุมควบคุม 2) กลุมทดลองที่ไดรับสารกระตุน CAR เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันทําการวัด

การแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิค real-time PCR และวัดการแสดงออกของโปรตีนโดยใช

เทคนิค western blot analysis ผลการทดลองพบวา hCAR agonists ทั้ ง 2 ตัว ไดแก  สาร 

CITCO (ที่ความเขมขน 1 µM และ 5 µM) และสาร phenytoin (ที่ความเขมขน 5 µM และ 10 

µM) สามารถลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ได (รูปที่  5A. และ 5B.) จากผล

การศึกษาแสดงใหเห็นวาสารกระตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด CAR สามารถลดการหลั่งคลอไรด

ในเซลล T84 ซ่ึงเกิดจากการลดลงของการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR  

A. 
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            B.    

               
                                  

 
รูปที่ 5. แสดงผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ใน 

T84 cells  

A. ผลของสารกระตุน CAR (CITCO และ phenytoin) ตอแสดงออกของยีน CFTR ใน 

T84 cells 

B. ผลของสารกระตุน CAR (CITCO และ phenytoin) ตอแสดงออกของโปรตีน CFTR ใน 

T84 cells 

(* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 เม่ือเทียบกับกลุม control) 

 

6. ศึกษาถึงบทบาทของกระตุน CAR ในการควบคุมการขนสงอิออน ใน T84 cells 

 เพ่ือที่จะ confirm วาผลของสารกระตุน CAR ไมไดเกิดจาก non-specific effects ของ

สาร แตเปนผลจากการกระตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด CAR ซ่ึงจะทําการทดลองโดยใชสาร 

antagonist โดย T84 cells จะถูกแบงออกเปน 4 กลุมดังน้ี 1). กลุม control 2). กลุม CAR 

agonist (CITCO ที่ความเขมขน 1 µM) 3). กลุม CAR antagonist (CINPA1 ที่ความเขมขน 1 

µM) 4). กลุม CAR agonist + antagonist (CITCO 1 µM + CINPA1 1 µM) และทําการวัดคา 

Isc และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุม control และ treatment จากผลการทดลองพบวา

สาร CITCO 1 µM มีผลลดการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน T84 cells เม่ือถูกเหน่ียวนําดวย 

cAMP สวนสาร CAR antagonist (CINPA1 1 µM) ไมมีผลตอการหลั่งอิออนผานผนังลําไสใน 

T84 cells นอกจากน้ี CAR antagonist (CINPA1 1 µM) สามารถยับยั้งผลของ CAR agonist 
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(CITCO 1 µM) ในการลดการหลั่งอิออนไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 6A และ 6B.) ดังน้ัน

จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด CAR สามารถลดการหลั่งอิออน

ในเซลล T84 cells    

นอกจากน้ีผูวิจัยทําการทดสอบผลของ CAR antagonist ตอการแสดงออกของโปรตีน CFTR 

เม่ือไดรับสาร hCAR agonist ใน T84 cells ในการทดลองน้ีพบวาสาร hCAR agonist (CITCO 1 

µM) มีผลผลลดการแสดงออกของโปรตีน CFTR ใน T84 cells และสาร CAR antagonist 

(CINPA1 1 µM) ไมมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน CFTR นอกจากนี้ผูวิ จัยพบวา CAR 

antagonist (CINPA1 1 µM) สามารถยับยั้งผลของ CAR agonist (CITCO 1 µM) ในการลดการ

แสดงออกของโปรตีน CFTR (รูปที่ 6C.) ดังน้ันจากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการกระตุน

นิวเคลียร   รีเซพเตอรชนิด CAR สามารถลดการหลั่งคลอไรดในเซลล T84 cells ซ่ึงเกิดจากการ

ลดลงของการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR  

            

      A. 

 
      

 

     B. 
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     C. 

 
รูปที่ 6. แสดงผลของสาร CAR antagonist ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย cAMP ใน T84 

cells หลังจากถูกกระตุนดวย CAR agonist  

A). แสดง Representative tracing ของ short-circuit current เม่ือเหน่ียวนําโดย 

forskolin หลังจากไดรับสาร CAR agonist และ/หรือ antagonist 

B). แสดงผลของสาร CAR antagonist ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย cAMP ใน T84 

cells หลังจากถูกกระตุนดวย CAR agonist 

C). ผลของสาร CAR antagonist ตอการแสดงออกของโปรตีน CFTR ใน T84 cells 

หลังจากถูกกระตุนดวย CAR agonist  

(* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 เม่ือเทียบกับกลุม control, NS = not 

significant และ # p < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุม CITCO ที่ความเขมขน 1 µM) 

 

7. ศึกษาผลของการกระตุน CAR ตอการแสดงออกของยีน CFTR ในขณะที่มีการยับยั้งการ

สราง mRNA ใน T84 cells 

เน่ืองจากการแสดงออกของโปรตีน CFTR มีกลไกที่ซับซอนและมีการควบคุมเปนอยางดี 

ซ่ึงสามารถถูกควบคุมไดหลายระดับ เชน ระดับ Transcription, Posttranscription, Translation 

และ Posttranslation เพ่ือใหการทํางานของโปรตีน CFTR มีประสิทธิภาพ ดังน้ันผูวิ จัยจึง

ทําการศึกษาถึงบทบาทของ CAR ตอการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน CFTR วามีความ

เก่ียวของกับกระบวนการ posttranscription ดวยหรือไม  ซ่ึงจะทําการทดลองโดยใชสาร 

actinomycin D เพ่ือ inhibit RNA synthesis โดยใชทําการแบง T84 cells ออกเปน 4 กลุมดังนี้ 

1) กลุม  control 2) กลุม  CAR agonist (CITCO) 3) กลุม  actinomycin D 4) กลุม  CITCO + 

actinomycin D และทําการวัดการแสดงออกของ CFTR mRNA และเปรียบเทียบความแตกตาง
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ระหวางกลุม control และ treatment ผลการทดลองนี้พบวา CITCO หรือ actinomycin D มีผลผล

ลดการแสดงออกของโปรตีน CFTR ใน T84 cells แตอยางไรก็ตามการลดลงของ CFTR 

expression ในกลุม CAR agonist + actinomycin D ไมไดเพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุม actinomycin 

D (รูปที่ 7.) จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการลดลงของการแสดงออกของยีน CFTR เม่ือมีการ

กระตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด CAR นาจะเก่ียวของกับกระบวนการ transcriptional process 

 

 
 

รูปที่ 7. แสดงผลของสารกระตุน CAR ตอการแสดงออกของยีน CFTR ในขณะที่มีการยับยั้งการ

สราง mRNA ใน T84 cells   

(* p < 0.05, *** p < 0.001 เม่ือเทียบกับกลุม control, NS = not significant) 

 

8. ศึกษาผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหนี่ยวนําโดย cholera toxin ใน 

T84 cells 

  เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพของ CAR ในการพัฒนาเปนยารักษาอหิวาตกโรค ดังนั้นผูวิจัยจึง

ศึกษาผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหนี่ยวนําโดย cholera toxin ใน T84 cells 

ซ่ึงทําการทดลองโดยแบง T84 cells ออกเปน 2 กลุม คือ 1) กลุมควบคุมที่ไมไดรับสารกระตุน

ใดๆ (control vehicle), 2) กลุมที่ไดรับสารกระตุน hCAR agonist (CITCO) เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

หลังจากน้ันจากน้ัน incubate ดวย cholera toxin (CT 1 µg/ml) หลังจากน้ันทําการวัดหาปริมาณ

การขนสงคลอไรด โดยการวัดคา Short-circuit current (Isc) โดยวธิี Ussing Technique จากผล

การทดลองพบวา hCAR agonist (CITCO) ที่ความเขมขน 1 µM มีผลลดการหลั่งคลอไรดผาน

ผนังลําไสใน T84 cells ที่ถกูเหนี่ยวนําโดย cholera toxin อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (รูปที่ 8.) 
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รูปที่ 8. แสดงผลของสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหนี่ยวนําโดย cholera toxin ใน T84 

cells  

A). แสดง Representative tracing ของ short-circuit current เม่ือเหน่ียวนําโดย cholera 

toxin หลังจากไดรับสาร hCAR agonist 

B). แสดงผลของการกระตุน CAR ตอการหลั่งอิออนที่เหนี่ยวนําโดย cholera toxin ใน 

T84 cells หลงัจากถูกกระตุนดวย hCAR agonist 

(* p < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุม control) 

 

9. การศึกษาถึงผลของการกระตุน CAR ตอการขนสงคลอไรดในลําไสของหนูถีบจักร (intact 

mouse intestine) 

  การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือใหแนใจวาผลของ CAR ตอการขนสงคลอไรดที่เกิดขึ้นใน

เซลล T84 cells จะมีผลอยางไรในสัตวทดลอง ซ่ึงผูวิจัยทําการศึกษาถึงบทบาทของ CAR ตอการ

ขนสงคลอไรดใน in vivo study โดยการนําหนูถีบจักร (mice) แบงออกเปน 3 กลุม คือ 1) กลุมที่

ไดรับสาร vehicle (corn oil)  เปนเวลา 7 วัน, 2) กลุมที่ไดรับสาร mCAR agonist (TCPOBOP) 

3 mg/kg เปนเวลา 7 วัน โดยหนู mice จะถูกทําใหสลบดวยการฉีดสาร zoletil (20 mg/kg) และ 
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xylazine (5 mg/kg) ทาง intraperitoneal หลังจากน้ันนําลําไสของหนู mice วัดปริมาณการ

แสดงออกของยีน MDR1 ซ่ึงเปน mCAR target gene โดยใชเทคนิค real time PCR จากผลการ

ทดลองพบวา สาร TCPOBOP มีผลเพ่ิมการแสดงออกของ MDR1 mRNA ในลําไสของหนู mice 

(รูปที่  9A.) นอกจากน้ีจากผลการทดลองโดยใชเทคนิค real time PCR และ western blot 

analysis พบวาสาร TCPOBOP มีผลลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในลําไสของหนู 

mice อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 9B และ 9C.) จากผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวาการการตุนนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด CAR สามารถลดการแสดงออกของ CFTR  

  เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคทองรวงชนิด secretory diarrhea 

ดังน้ันผูวิจัยจึงศึกษาผลของสารกระตุน CAR ในหนู mice ที่เหน่ียวนําใหเปนโรคทองรวงโดยการ

ฉีด cholera toxin (CT) เพ่ือเหน่ียวนําใหเปนอหิวาตกโรค โดยใช mouse closed-loop model ซ่ึง

จะทําการทดลองโดยแบงหนูถีบจักรออกเปน 2 กลุม คือ 1) กลุมที่ไดรับสาร vehicle (corn oil)  

เปนเวลา 7 วัน, 2) กลุมที่ไดรับสาร mCAR agonist (TCPOBOP) 3 mg/kg เปนเวลา 7 วัน โดย

การฉีดเขาทาง intraperitoneal หลังจากน้ันจะนํา intestinal closed loops มาฉีดสารละลาย PBS 

100 µl, หรือสารละลาย PBS ที่ประกอบดวย cholera toxin (CT 1 µg/loop) เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

ซ่ึงเปนเวลาที่มีการเกิด fluid accumulationg ในลําไส หลังจากน้ันนํา intestinal loop มาวัดคา 

loop weight per length ratio โดยการชั่งนํ้าหนักเทียบกับขนาดของลําไส และทําการวิเคราะห

ขอมูลโดยเปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมที่ไดรับสารกระตุน CAR เทียบกับกลุม control จากผล

การทดลองพบวาสาร TCPOBOP มีผลยับยั้งการเกิด fluid accumulation ในลําไส เม่ือถูก

เหน่ียวนําโดย cholera toxin ประมาณ ประมาณ 33% เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ อยางไรก็ตามผลของสาร TCPOBOP ไมมีผลตอ fluid accumulation ในลําไสหลังจาก

ฉีดสารละลาย PBS (รูปที่ 9D.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการกระตุนการทํางานของ 

CAR มีศักยภาพในการลดการหลั่งของสารน้ําในลําไสในโรคทองรวงชนิด secretory diarrhea   

       

     A. 
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     B. 

 
 

     C. 
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     D. 

 
รูปที่ 9. แสดงผลของการกระตุน CAR ตอการขนสงคลอไรดในลําไสของหนูถีบจักร (intact 

mouse intestine) 

A). ผลของสารกระตุน CAR (TCPOBOP) ตอแสดงออกของยีน MDR1 ในลําไสของหนู

ถีบจักร 

B). ผลของสารกระตุน CAR (TCPOBOP) ตอแสดงออกของยีน CFTR ในลําไสของหนู

ถีบจักร 

C). ผลของสารกระตุน CAR (TCPOBOP) ตอแสดงออกของโปรตนี CFTR ในลาํไสของ

หนูถีบจักร 

D). ผลของสารกระตุน CAR (TCPOBOP) ตอการหลั่งของสารน้ําในลําไสของหนูถีบจักร

ที่ถูกเหนี่ยวนาํดวย cholera toxin  

(* p < 0.05, ** P < 0.01 เม่ือเทียบกับกลุม control, NS = not significant) 
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5. สรุปและวจิารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสาํหรับงานวิจยัในอนาคต 

โครงการงานวิจัยน้ีไดทําการศึกษาบทบาทของ PXR และ CAR ตอการควบคุมการทํางาน

ของโปรตีนขนสงคลอไรด CFTR ในเซลลลําไสของมนุษย (T84 cells) และในลําไสของหนูถีบจักร 

ทั้งน้ีเซลล T84 cells ไดถูกนํามาใชเปนตนแบบในการศึกษา ซ่ึงพบวาเซลลน้ีมีการแสดงออกของ

โปรตีน PXR และ CAR และเม่ือมีการกระตุน PXR โดย rifampicin และการกระตุน CAR โดย 

CITCO สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน MDR1 ได เม่ือทําการศึกษาผลของของสารกระตุน PXR 

และ CAR ตอการหลั่งอิออนที่เหน่ียวนําโดย cAMP ใน T84 cells พบวาเม่ือมีการกระตุน T84 cells 

เปนเวลา 24 ชั่วโมงดวยสาร PXR agonist (rifampicin และ SR12813) และ CAR agonist (CITCO 

และ phenytoin) มีผลลดการหลั่งอิออนใน T84 cells เม่ือถูกเหน่ียวนําโดย forskolin ทั้งนี้การลดลง

ของการหลั่งคลอไรดเม่ือไดรับสาร CAR agonist และ PXR agonist ไมไดเกิดจากความเปนพิษของ

สารดังกลาวตอเซลล T84 เนื่องจากสารทั้ง 2 ชนิดไมมีผลตอคา cell viability และคา transepithelial 

resistance (TER) ซ่ึงผลของสารกระตุน CAR และ PXR จะพบที่ ณ เวลา 24 ชั่วโมงเปนตนไป 

แสดงใหเห็นวาการออกฤทธของสารดังกลาวนาจะเกิดขึ้นแบบ long-term action  

ผูวิจัยยังศึกษาผลของสารกระตุน PXR และ CAR ตอการหลั่งคลอไรดโดยโปรตีนขนสงคลอ

ไรดที่อยูทางดาน apical membrane ใน T84 cells ผลการทดลองพบวาสารกระตุน PXR และ CAR 

มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนังลําไสใน T84 cells โดยสามารถยับยั้ง cAMP-activated apical Cl- 

current เม่ือถูกเหน่ียวนําโดย CPT-cAMP (cell-permeable cAMP analog) หรือ genistein (direct 

CFTR activator) จากผลการทดลองเห็นไดวากลไกการออกฤทธของสารกระตุน CAR มีเปาหมายที่ 

apical cAMP-dependent Cl- channels ทั้งนี้กลไกการทํางานของสารกระตุน CAR ในการลดการ

ทํางานของโปรตีน CFTR อาจเกิดจากการลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน หรืออาจจะเกิดจาก

การลดลงของการทํางานของโปรตีน CFTR ก็ได ดังน้ันผูวิจัยจึงทําการวัดการแสดงออกของยีนและ

โปรตีน CFTR ในเซลล T84 cells หลังจากไดรับสารกระตุน CAR ผลการทดลองพบวาสารกระตุน 

CAR มีผลลดการแสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในเซลล T84 และในลําไสของหนูถีบจักร 

ทั้งน้ีผลของสารกระตุน CAR สามารถถูกยับยั้งโดย CAR antagonist (CINPA1) ซ่ึงผลการทดลอง

ดังกลาวสามารถสรุปไดวาการทํางานของโปรตีน CFTR ที่ลดลงหลังจากไดรับสาร CAR agonist 

เกิดจากการกระตุนการทํางานของ CAR ซ่ึงกลไกการทํางานของ PXR และ CAR ในการลดลงของ

การแสดงออกของยีน CFTR นาจะเก่ียวของกับกระบวนการ transcriptional process ซ่ึงงานวิจัยใน

อนาคตควรจะศึกษากลไกการทํางาน CAR ในการควบคุมการทํางานของโปรตีน CFTR ในเชิงลึก

ตอไป 

เน่ืองจาก CFTR เปนโปรตีนที่เปนชองทางหลักในการหลั่งคลอไรดในโรคทองรวงชนิด 

secretory diarrhea ดังน้ันเพ่ือศึกษาถึงศักยภาพของ CAR ในการพัฒนาเปนยารักษาโรคทองทวง

ผูวิจัยไดทําการศึกษาสารกระตุน CAR ตอการหลั่งคลอไรดที่เหน่ียวนําโดย cholera toxin ใน T84 

cells ผลการทดลองพบวา CAR agonist มีผลลดการหลั่งคลอไรดผานผนังลําไสใน T84 cells ที่ถูก

เหน่ียวนําโดย cholera toxin และจากการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือหนูถีบจักรไดรับสารกระตุน 

CAR สามารถยับยั้งการหลั่งสารนํ้าในลําไสของหนูถีบจักรเม่ือถูกเหน่ียวนําโดย cholera toxin อีก
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ดวย ซ่ึงบงชี้วาการกระตุนการทํางานของ CAR มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคทองรวง

ชนิด secretory diarrhea นอกจากน้ียาบางชนิด เชน phenobarbital, phenytoin, buprenorphine 

และ carbamazepine ซ่ึงเปน CAR ligands ยังมีรายงานวาเม่ือใชยาเหลาน้ีเปนระยะเวลานานๆ จะ

มีผลขางเคียงที่เกิดขึ้น เชน อาการทองผูก เปนตน ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาผลขางเคียงดังกลาว

อาจจะเกิดจากการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน CFTR เม่ือไดรับยา CAR activating drugs 

เปนระยะเวลานาน 

มีงานวิจัยพบวาผูปวยที่เปนโรคลําไสอักเสบชนิด ulcerative colitis จะมีอาการที่พบคือ

อาการทองเสีย ซ่ึงกลไกของอาการทองเสียในผูปวยโรคน้ีเกิดจากการมีการแสดงออกของโปรตีน 

CFTR ในลําไสมากขึ้น ทําใหเกิดการหลั่งคลอไรดและสารน้ําเขาสูโพรงลําไส และเม่ือไมนานมานี้ยัง

มีการศึกษาวิจัยพบวาผูปวยโรคลําไสอักเสบชนิด ulcerative colitis จะมีการแสดงออกของยีน 

CAR ที่ลดลง ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวาการกระตุนการทํางานของ CAR ที่ลดลงในผูปวยโรคนี้ 

ทําใหเกิดการแสดงออกของโปรตีน CFTR มากขึ้น ซ่ึงเปนกลไกที่ทําใหเกิดโรคทองรวงในผูปวยที่

เปนโรคลําไสอักเสบชนิด ulcerative colitis 

ผลที่ไดจากโครงการวิจัยน้ีแสดงใหเห็นวาการกระตุน CAR และ PXR มีผลลดการทํางาน

ของโปรตีน CFTR ทําใหลดการหลั่งคลอไรดในเซลลลําไส โดยกลไกเกิดจากการลดลงของการ

แสดงออกของยีนและโปรตีน CFTR ในเซลล T84 cells และในลําไสของหนูถีบจักร จากผลดังกลาว

อาจเปนขอมูลในการอธิบายถึงอาการทองผูกซ่ึงเปน side effect ที่พบในผูปวยที่ไดรับยาที่มีกลไก

การออกฤทธิ์ผานทางการกระตุนการทํางานของ CAR เปนระยะเวลานานๆ นอกจากน้ีการกระตุน

การทํางานของ CAR มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยาเพ่ือลดการหลั่งของสารนํ้าในลําไสในโรค

ทองรวงชนิด secretory diarrhea     
 

 

6. ภาคผนวก 

Output จากโครงการวจิัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุชื่อผูแตง ชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ป 

เลมที่ เลขที่ และหนา) หรือผลงานตามทีค่าดไวในสญัญาโครงการ 

1.1 ผลงานวจิัยที่ไดรับการตอบรับใหตีพิมพ 

Suticha Kittayaruksakul, Sutthipong Sawasvirojwong, Rattikarn Noitem, 

Pawin Pongkorpsakol, Chatchai Muanprasat, Varanuj Chatsudthipong* 

Activation of constitutive androstane receptor inhibits intestinal CFTR-

mediated chloride transport. Biomed Pharmacother (2019). (impact factor 

2018 = 3.457)  

1.2 Manuscript  

ผลงานวิจัยทีกํ่าลังอยูในระหวางการเตรยีม manuscript เพ่ือสงตีพิมพในวารสาร 



31 

 

วิขาการระดับนานาชาติ ซ่ึงคาดวาจะสงผลงานตีพิมพในวารสาร Biochemical 

Pharmacology (impact factor 2018 = 4.235)  

Suticha Kittayaruksakul*, Sutthipong Sawasvirojwong, Rattikarn Noitem, 

Pawin Pongkorpsakol, Chatchai Muanprasat, Varanuj Chatsudthipong. 

Pregnane x receptor downregulates CFTR-mediated chloride transport in the 

intestine 

 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงพาณิชย (มีการนําไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได หรือมีการนําไปประยุกตใช
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เน่ืองจาก PXR และ CAR มีการคนพบวาเปนโปรตีนเปาหมายในการพัฒนายา

สําหรับรักษาโรคตางๆ ในผูปวย เชน โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคเก่ียวกับ

กระบวนการอักเสบ โรค metabolic syndrome และโรคตับ เปนตน การศึกษาวิจัย

น้ี ได รับการตี พิ มพ ในวารสาร  Biomedicine & Pharmacotherapy (2019) ซ่ึ ง

สามารถทําใหเกิดงานวิจัยตอยอดในการพัฒนาสารที่สามารถกระตุน PXR และ 

CAR เปนยาที่ใชในการรักษาโรคที่มีการทํางานของ CFTR มากเกินไป เชน โรค

ทองรวงชนิด secretory diarrhea และ polycystic kidney disease เปนตน  
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กระตุนการทํางานของนิวเคลียรรีเซพเตอรตางๆ หลายชนิด เชน PXR และ CAR 

ดังน้ันถาหาก PXR และ CAR มีผลตอการขนสงสารนํ้าและเกลือแรในรางกาย 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง CFTR อาจจะเปนประโยชนสําหรับแพทยในการที่จะพิจารณา

ถึงขอควรระวังในการใหยาที่มีกลไกกระตุนการทํางานของนิวเคลียรรีเซพเตอรชนิด 

PXR และ CAR แกผูปวย เปนตน 
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คือ PXR และ CAR ในการควบคุมโปรตีน CFTR ซ่ึงมีผลตอการหลั่งคลอไรดและสาร

นํ้าในรางกาย ซ่ึงผูวิจัยจะนําไปถายทอดองคความรูใหกับนักศึกษาแพทยหรือนักศึกษา



32 

 

วิทยาศาสตรสุขภาพ คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล ในหัวขอสรีรวิทยาระบบทางเดิน

อาหาร 

 

3. อ่ืนๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบตัร) 

ไมมี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


