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ยากลุ่ม proton pump inhibitors (PPIs) เป็นยายบัย ั้งการหลัง่กรดในกระเพาะอาหารท่ี

ใชก้นัแพร่หลาย ขอ้มูลทางการแพทยบ์่งช้ีการใชย้า PPIs มีผลใหร้ะดบั Mg2+ ในเลือดต ่ากวา่ปกติ 
(PPIs-induced hypomagnesemia, PPIH) โดยน่าจะเกิดจากการกดการดูดซึม Mg2+ ใน
ล าไส้  การศึกษาก่อนหนา้ของคณะผูวิ้จยัพบวา่การฉีดยา Omeprazole ซ่ึงเป็น PPIs ท่ีไดรั้บความ
นิยมมากท่ีสุด เป็นเวลา 12 และ 24 สัปดาห์ในหนูขาว เหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะระดบั Mg2+ ในเลือดต ่า
กวา่ปกติ โดยพบวา่มีการกดการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ส่วน duodenum jejunum ileum และ colon 
โดยมีการกดการดูดซึมในล าไส้ส่วน duodenum มากท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบวา่มีการแสดงของ
โปรตีนท่ีส าคญัต่อการดูดซึม Mg2+ คือ transient receptor potential melastatin 6 (TRPM6) และ 
ancient conserved domain protein 4 (CNNM4) เพิ่มขึ้นในล าไส้ทุกส่วน อยา่งไรก็ตาม มีค าถาม
ส าคญัเกิดขึ้นคือ เหตุใดการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของโปรตีนขา้งตน้ กลบัไม่สามารถเพิ่มการดูดซึม 
Mg2+ ในล าไส้ และลดภาวะ PPIH ได ้ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งเนน้ศึกษาต าแหน่งการแสดงออก และ
ความความผิดปกติของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการขนส่ง Mg2+ ในล าไส้ของหนูขาวท่ีมีภาวะ PPIH 
โดยใชต้วัอยา่งจากล าไส้ของหนูขาวกลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 และ 24 
สัปดาห์  ท าการศึกษาดว้ยเทคนิค Western blot พบวา่ โปรตีน TRPM6 TRPM7 และ CNNM4 ใน
ล าไส้ส่วน duodenum jejunum ileum และ colon กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นเวลา 12 และ 24 
สัปดาห์มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นมากกวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือศึกษาต าแหน่งการ
แสดงออกของโปรตีนโดยท าการแยกโปรตีนท่ีผิวเซลล์ และโปรตีนภายใน cytoplasm พบวา่
โปรตีน TRPM6 มีการแสดงออกในเยื่อหุม้เซลลเ์พิ่มมากขึ้น แต่มีการแสดงออก TRPM6 ภายใน 
cytoplasm ลดลง ในล าไส้ส่วน duodenum jejunum ileum และ colon ของกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั ส าหรับโปรตีน TRPM7 พบวา่มีการ
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แสดงออกของโปรตีนในเยื่อหุม้เซลลล์ดลง แต่มีการแสดงออกของ TRPM7 ภายในเซลลเ์พิ่มมาก
ขึ้นในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum เม่ือศึกษาโปรตีน TRPM6 (TRPM6-IP) ในเยือ่หุม้เซลล ์
ดว้ยวิธี immunoprecipitation จากนั้นศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ใน TRPM6-IP 
พบวา่การแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ลดลงในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum ของหนูกลุ่ม
ท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม บ่งช้ีวา่มีการลดลงของ TRPM6/7 heterodimer เม่ือศึกษาดว้ยวิธี 
liquid chromatography coupled with electrospray ionization-quadrupole-time of flight-mass 
spectrometry (LC-ESI-QTOF-MS/MS) พบวา่โปรตีน TRPM6 มีการกลายพนัธุ์โดยล าดบัโปรตีน 
W1814-C1838 มีการขาดหายไปในส่วนของ a-kinase ดว้ยกลไกเหล่าน้ีจึงท าใหก้ารดูดซึม Mg2+ ใน
ล าไส้เลก็ของหนู PPIH ลดต ่าลง แมจ้ะมีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มขึ้น ส าหรับการแสดงออก
ของ CNNM4 มีการแสดงออกในเยือ่หุม้เซลลเ์พิ่มขึ้น ในขณะท่ีภายในเซลลมี์การแสดงออกของ 
CNNM4 ลดลงในล าไส้ส่วน duodenum jejunum ileum และ colon ของกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
ทั้ง 2 กลุ่ม งานวิจยัน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่ล าไส้มีกลไกการปรับตวัในการดูดซึมแมกนีเซียม 
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Proton pump inhibitors (PPIs) are the common therapeutic medicine for acid peptic 

disorders. Prolong PPIs used induced hypomagnesemia (PPIH) is a serious side effect of PPIs. 
Our previous studies reported that prolong Omeprazole 12- and 24-weeks injection suppressed 
small intestinal Mg2+ absorption especially duodenum and induced hypomagnesemia, although 
TRPM6 and CNNM4 proteins which transport Mg2+ through villous epithelial enterocyte 
significantly increased. Therefore, the present study aimed to observed the distribution of 
TRPM6, TRPM7 and CNNM4 in duodenum, jejunum, ileum, and colon of PPIH rats from our 
previous study. Proteins from duodenal, jejunal, ileal and colon tissues were subjected to perform 
western blot analysis for observe the expression of TRPM6, TRPM7, and CNNM4 expression. 
The results demonstrated that proteins significantly increased in whole small intestinal parts of 
both 12- and 24-weeks Omeprazole injected rats compared with vehicle-injected rats. Separated 
membranous and cytosolic protein were subjected to perform western blot analysis for identify 
located protein expression. The result demonstrated that membranous TRPM6 significantly 
increased while cytosolic TRPM6 significantly decreased in duodenum, jejunum, ileum and colon 
of Omeprazole injected rats compared with vehicle-injected rats. Whereas membranous TRPM7 
expression markedly decreased but cytosolic TRPM7 significantly increased in duodenum, 
jejunum of both PPIH rat groups (12 and 24 wks) compared with vehicle-injected rats. Moreover, 
immunoprecipitated TRPM6 (TRPM6-IP) protein expression in membrane were observed, then 
identify TRPM7 protein expression in TRPM6-IP, the results revealed that TRPM7 protein 
expression significantly decreased in duodenum and jejunum of both PPIH rat groups. This result 
indicated that   TRPM6/TRPM7 heterodimer markedly decreased. Then liquid chromatography 
coupled with electrospray ionization-quadrupole-time of flight-mass spectrometry (LC-ESI-
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QTOF-MS/MS) analysis were performed to observe phosphorylation site of TRPM6 membranous 
protein, the results shown that peptide base W1814 to C1838 were disappeared in α-kinase 
domain of 24-weeks Omeprazole injected rats.  these results explained why Mg2+ absorption still 
decreased, although proteins were up-regulated in small intestine of PPIH rats. Furthermore, 
membranous CNNM4 protein expression significantly increased but cytosolic CNNM4 protein 
expression markedly decreased in duodenum, jejunum, ileum and colon of both PPIH rat groups. 
The result indicated that small intestine has alteration for mg2+ absorption. 

 
 

 

 



 ซ 

กิตติกรรมประก าศ 
 

กติติกรรมประกาศ 
  

รายงานฉบับน้ี  ได้รับทุนอุดหนุนการท ากิจกรรมส่งเสริมและสนับสนุนการวิจัยและ
นวตักรรมจากส านกังานการวิจยัแห่งชาติ และ ไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัระดบับณัฑิตศึกษาประจ าปี
งบประมาณ พ.ศ. 2563 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ์ดร.
ณรงค์ฤทธ์ิ ทองอุ่น อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ท่ีสละเวลาให้ค  าแนะน า ช่วยเหลือและแกปั้ญหา
ตลอดการด าเนินกระบวนการวิจัยและท าให้งานวิจัยฉบับน้ีเสร็จสมบูรณ์  และขอขอบคุณ  รอง
ศาสตราจารย ์ดร.ศิริพร จ าเนียรสวสัด์ิ และ ดร.ธนพรรณ เสียงแจ่ม  คณะกรรมการสอบเคา้โครงร่าง
วิทยานิพนธ์  และขอขอบคุณคณะสหเวชศาสตร์ท่ีช่วยเหลือและส่งเสริมสถานท่ีและเคร่ืองมือท่ีใชใ้น
กระบวนการวิจัย  รวมถึงอ านวยความสะดวกในขณะท่ีอยู่ในระหว่างกระบวนการวิจัย  รวมถึง
ขอขอบคุณ คุณสุพิชฌาย  ์ป้ันเหน่งเพ็ชร จากหน่วยบริการโปรติโอมิกส์ ศูนยว์ิจยัพฒันานวตักรรม 
คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลยัมหิดล ท่ีได้ให้บริการ การเตรียมสารเคมี และบริการเคร่ืองมือ 
Mass spectrometer  ส าหรับงานวิจยัน้ี 

สุดท้ายน้ี ขอขอบคุณเพื่อนนิสิตปริญญาโท และปริญญาเอก รวมถึงอาจารยค์ณะสหเวช
ศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ทุกท่านท่ีไดใ้ห้ค  าแนะน าในการใชเ้คร่ืองมือต่าง ๆ รวมถึงในส่วนขั้นตอน
กระบวนการท างานวิจยั และส่งเสริมให้ก าลงัใจตลอดมา นอกจากน้ียงัมีผูท่ี้ให้ความร่วมมือ และให้
การช่วยเหลืออีกหลายท่าน ซ่ึงผูวิ้จยัไม่สามารถกล่าวนามไดห้มดในท่ีน้ี จึงขอขอบพระคุณทุกท่าน
เหล่านั้น ไว ้ณ โอกาสน้ีดว้ย   

  
  

ณฐัธิดา  ค  าพวง 
 

 

 



สารบัญ 

 หน้า 
บทคดัยอ่ภาษาไทย ............................................................................................................................ ง 

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ...................................................................................................................... ฉ 

กิตติกรรมประกาศ ............................................................................................................................ ซ 

สารบญั .............................................................................................................................................ฌ 

สารบญัตาราง ................................................................................................................................... ฐ 

สารบญัรูปภาพ ................................................................................................................................ ฑ 

บทท่ี 1 ............................................................................................................................................... 1 

บทน า ................................................................................................................................................. 1 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา ................................................................................. 1 

1.2 วตัถุประสงคข์องการวิจยั ........................................................................................................ 6 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ ..................................................................................................... 6 

1.4 ขอบเขตของการวิจยั ............................................................................................................... 6 

บทท่ี 2 ............................................................................................................................................... 7 

วรรณกรรมและผลงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง .............................................................................................. 7 

Proton pump inhibitor (PPI) และ hypomagnesemia .................................................................... 7 

แมกนีเซียม (magnesium ; Mg2+) .................................................................................................. 9 

ความส าคญัของแมกนีเซียม ........................................................................................................ 10 

ความส าคญัของแมกนีเซียมต่อกลไกการท างานภายในเซลล์ ..................................................... 12 

การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในร่างกายมนุษย ์.............................................................................. 14 

การดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เลก็ ................................................................................................... 17 

Passive paracellular transport .............................................................................................. 17 

  



 ญ 

Active transcellular transport .............................................................................................. 20 

TRPM6 22 

TRPM7 23 

CNNM4 .................................................................................................................... 24 

การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในกระดูก ........................................................................................ 26 

การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในไต ............................................................................................... 27 

ยากลุ่ม Proton Pump Inhibitor ต่อการกดการดูซึมแมกนีเซียมในล าไส้ (PPIs suppressed 
Intestinal Mg2+ absorption) .................................................................................................. 30 

การยา้ยถ่ินฐานของโปรตีนจากในเซลลสู่์เยือ่หุม้เซลล ์................................................................ 34 

บทท่ี  3 ............................................................................................................................................ 38 

วิธีด าเนินการวิจยั ............................................................................................................................. 38 

3.1 ประชากร .............................................................................................................................. 38 

3.2 กลุ่มตวัอยา่งและสุ่มตวัอยา่ง ................................................................................................. 38 

3.3 การเก็บรวบรวมขอ้มูล .......................................................................................................... 38 

โปรตีน ................................................................................................................................. 38 

การสกดัโปรตีน (Protein Extraction) .................................................................................. 39 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน (Protein Expression) .................................................. 39 

การแยกเก็บโปรตีนดว้ยเทคนิค Immunoprecipitation  (Protein Separation by 
Immunoprecipitation) ............................................................................................... 40 

การเพิ่มความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง โดยใช ้Concentration tube ............................................. 41 

การแสดงออก Phosphorylation site ของโปรตีน ดว้ยเทคนิค ESI-QTOF- Mass 
Spectrometry (MS/MS)............................................................................................. 42 

3.4 การวิเคราะห์ขอ้มูล ................................................................................................................ 44 

บทท่ี 4 ............................................................................................................................................. 45 



 ฎ 

ผลการวิจยัและอภิปรายผล .............................................................................................................. 45 

4.1 ผลการวิจยั............................................................................................................................. 45 

4.1.1 ผลการศึกษาโปรตีน Transient receptor potential melastatin (TRPM) 6 ................... 45 

4.1.1.1 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ในล าไส้ของหนู เม่ือไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 12 และ 24 สัปดาห์............................................................................... 45 

4.1.1.2 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6  เม่ือไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 
สัปดาห์ ......................................................................................................... 46 

4.1.1.3 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6  เม่ือไดรั้บยา Omeprazole นาน 24  
สัปดาห์ ......................................................................................................... 47 

4.1.2 ผลการศึกษาโปรตีน Transient receptor potential melastatin (TRPM) 7 ................... 51 

4.1.2.1 การแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในล าไส้ของหนู เม่ือไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 12 และ 24 สัปดาห์............................................................................... 51 

4.1.2.2 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 เม่ือไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 12 สัปดาห์ ........................................................................................... 52 

4.1.2.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 เม่ือไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์ ........................................................................................... 53 

4.1.3 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และการศึกษาการแสดงออกของการท างาน
ร่วมกนัของโปรตีน TRPM6 และ TRPM7 ดว้ยเทคนิค Immunoprecipitation .......... 57 

4.1.4 ผลการศึกษาโปรตีน Ancient conserved domain protein 4 (CNNM4) ....................... 59 

4.1.4.1 การแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ในล าไส้ของหนู เม่ือไดรั้บยา 
Omeprazole นาน 12 และ 24 สัปดาห์ .......................................................... 59 

4.1.4.2 การแสดงออกของโปรตีน CNNM4 เม่ือไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 
สัปดาห์ ......................................................................................................... 60 

4.1.4.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 เม่ือไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์ ........................................................................................... 61 



 ฏ 

4.1.5 การแสดงออกของ Phosphorylation site  ของโปรตีน TRPM6  ดว้ยเทคนิค Mass 
spectrometry .............................................................................................................. 65 

4.1.5.1 การศึกษาจ านวนของ Peptide หรือปริมาณโปรตีนท่ีตรวจจบัไดโ้ดยการ
ค านวณดว้ยค่า Exponentially modified protein abundance index (emPAI) 70 

4.1.5.2 การศึกษา Peptide base peak ......................................................................... 76 

4.1.5.3 การวิเคราะห์ต าแหน่งการเกิด Phosphorylation และการเกิด Oxidation บน 
สายเบสเปปไทด ์.......................................................................................... 90 

บทท่ี 5 ............................................................................................................................................. 97 

อภิปรายผล และสรุป ....................................................................................................................... 97 

บรรณานุกรม ................................................................................................................................. 108 

ประวติัยอ่ของผูว้ิจยั ....................................................................................................................... 124 

 



สารบัญตาราง 

 หน้า 
ตารางท่ี  1 แสดงขนาดของโปรตีนและเปอร์เซ็นตข์องเจล SDS-PAGE ท่ีเหมาะสม ...................... 39 

ตารางท่ี  2  ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน duodenum กบัฐานขอ้มูล .......................................................... 66 

ตารางท่ี  3 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน jejunum กบัฐานขอ้มูล .............................................................. 67 

ตารางท่ี  4 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน duodenum กบัฐานขอ้มูล .......................................................... 68 

ตารางท่ี  5 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน jejunum กบัฐานขอ้มูล .............................................................. 69 

ตารางท่ี  6 แสดงค่า emPAI  ของ Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum ท่ีไดจ้ากการศึกษาโดยใชเ้ทคนิค 
ESI-QTOF MS/MS  ท่ีค  านวณไดจ้ากโปรแกรม Mascot search result (Matrix Science) ............... 71 

ตารางท่ี  7 แสดงค่า emPAI  ของ Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ท่ีไดจ้ากการศึกษาโดยใชเ้ทคนิค 
ESI-QTOF MS/MS  ท่ีค  านวณไดจ้ากโปรแกรม Mascot search result (Matrix Science) ............... 72 

ตารางท่ี  8 ตารางแสดง Phosphorylated protein ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein 
ในล าไส้ส่วน duodenum .................................................................................................................. 92 

ตารางท่ี  9 ตารางแสดง Oxidation  ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein ในล าไส้ส่วน 
duodenum ........................................................................................................................................ 94 

ตารางท่ี  10 ตารางแสดง Phosphorylated protein ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein 
ในล าไส้ส่วน jejunum ..................................................................................................................... 94 

ตารางท่ี  11 ตารางแสดง Oxidation  ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein ในล าไส้
ส่วน jejunum ................................................................................................................................... 96 

 

  



สารบัญรูปภาพ 

 หน้า 
ภาพท่ี 1 แสดงการรักษาสมดุลแมกนีเซียมในร่างกายมนุษย ์........................................................... 15 

ภาพท่ี 2 แสดงกลไกการดูดซึมและปัจจยัท่ีมีผลต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ ......................... 15 

ภาพท่ี 3 แสดงการรักษาสมดุลของแมกนีเซียมภายในเซลล ์ของ Transporters protein ................... 17 

ภาพท่ี 4 แสดงโครงสร้างของ TRPM6 และ 7 ................................................................................. 21 

ภาพท่ี 5 แสดงกลไกการท างานของ TRPM7 ................................................................................... 24 

ภาพท่ี 6 แสดงการจบักนัระหวา่ง CNNM4 และ PRL  ซ่ึงมีผลต่อการขนส่งแมกนีเซียม ................ 25 

ภาพท่ี 7 แสดงกลไกการรักษาสมดุลแมกนีเซียมภายในกระดูก ...................................................... 26 

ภาพท่ี 8 แสดงการรักษาสมดุลของแมกนีเซียมในไตท่ีบริเวณส่วนต่างๆ ........................................ 29 

ภาพท่ี 9 ภาพแสดงการเกิด Protein insertion รูปแบบต่างๆ ............................................................. 37 

ภาพท่ี 10 แสดงขั้นตอนการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) ....... 44 

ภาพท่ี 11 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total TRPM6 protein .................................................... 45 

ภาพท่ี 12 แสดงการแสดงออกของโปรตีน cytosolic  และ membranous TRPM6 protein .............. 48 

ภาพท่ี 13 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total TRPM7 protein .................................................... 51 

ภาพท่ี 14 แสดงการแสดงออกของ cytosolic  และ membranous TRPM6 protein .......................... 54 

ภาพท่ี 15 แสดงการแสดงออกของ Immunoprecipitation protein ................................................... 58 

ภาพท่ี 16 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total CNNM4 protein ................................................... 59 

ภาพท่ี 17 แสดงการแสดงออกของ cytosolic  และ membranous CNNM4 protein ......................... 62 

ภาพท่ี 18 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มควบคุม ........................... 73 

ภาพท่ี 19 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 12 สัปดาห์ ............................................................................................................................... 74 

  



 ฒ 

ภาพท่ี 20 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์ ............................................................................................................................... 75 

ภาพท่ี 21 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มควบคุม ............................................................................................................ 78 

ภาพท่ี 22 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ .................................................... 78 

ภาพท่ี 23 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ .................................................... 79 

ภาพท่ี 24 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มควบคุม ................................................................................................................ 80 

ภาพท่ี 25 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ ........................................................ 80 

ภาพท่ี 26 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ ........................................................ 81 

ภาพท่ี 27 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มควบคุม ................................................................................. 82 

ภาพท่ี 28 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ .............................. 82 

ภาพท่ี 29 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ .............................. 83 

ภาพท่ี 30 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มควบคุม .................................................................................... 84 

ภาพท่ี 31 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ .................................. 84 

ภาพท่ี 32 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ .................................. 85 



 ณ 

ภาพท่ี 33 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มควบคุม .............................................................................................. 86 

ภาพท่ี 34 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ ........................................... 86 

ภาพท่ี 35 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ ........................................... 87 

ภาพท่ี 36 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มควบคุม .................................................................................................. 88 

ภาพท่ี 37 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ ............................................... 88 

ภาพท่ี 38 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ ............................................... 89 

ภาพท่ี 39 แสดงกลไกการท างานของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการควบคุม Mg2+ ในภาวะปกติ และ
ภาวะท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นเวลานาน.................................................................................... 107 

 



บทที่ 1 

 บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

                ยากลุ่ม proton pump inhibitors (PPIs) เป็นยายับยั้ งการหลั่งกรดในกระเพาะ

อาหาร  โดยออกฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ H+/K+ ATPase  (proton pump)  ท่ี  cytoplasmic membrane 

ของ parietal cell ในกระเพาะอาหาร ซ่ึงจดัว่าเป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัและรักษาโรค

ทางระบบทางเดินอาหาร มกัถูกใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาโรคท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่

กรด อย่างเช่น โรคกรดไหลยอ้น (gastroesophageal reflux disease: GERD) นอกจากน้ียงัถูกใชเ้ป็น

ยาท่ีป้องกันการเกิดแผลในกระเพาะอาหารจากการใช้ยากลุ่ม Aspirin และ NSAID (Yoshikazu 

Kinoshita, Norihisa Ishimura, & Shunji Ishihara, 2018) เน่ืองจากเป็นยาท่ีได้รับการรับรองด้าน

ประสิทธิภาพและความปลอดภยั จึงเป็นยาท่ีมกัจะถูกน ามาพิจารณาใชเ้ป็นอนัดบัแรก โดยปัจจุบนั

พบว่าผูป่้วยท่ีตอ้งใช้ยากลุ่มน้ีส่วนใหญ่เป็นการใช้ยาเป็นระยะเวลานาน ซ่ึงการใช้ยากลุ่มน้ีเป็น

ระยะเวลานานก็จะท าให้เกิดผลขา้งเคียงต่อระบบทางเดินอาหารท่ีหลากหลาย เช่น เกิดการหลัง่กรด

ในกระเพาะอาหารมากกว่าปกติเม่ือหยุดใช้ยา และมียงัมีผลต่อการดูดซึมสารอาหารหลายตัว

โดยเฉพาะแมกนีเซียม  (Joel J. Heidelbaugh, 2013) 

แมกนีเซียม (magnesium ; Mg2+) เป็นไอออนบวกภายในเซลล์ท่ีมีมากเป็นอนัดบัสองรอง

จากโพแทสเซียม และมีมากเป็นอนัดบัท่ีส่ีในร่างกาย โดยในเซลล์ของสัตวเ์ล้ียงลูกด้วยนมความ

เขม้ขน้ของแมกนีเซียมในเซลลจ์ะมีประมาณ 10 ถึง 30 mmol/l ซ่ึงส่วนใหญ่จะจบักบัโปรตีนหรือนิ

วคลีโอไทด ์(de Baaij et al., 2015) และยงัมีแมกนีเซียมท่ีอยูอ่ย่างอิสระใน cytosol อีกประมาณ 0.5-

1.2 mmol/l เทียบได้กับความเข้มข้น ท่ีพบใน extracellular fluid (Ebel & Gunther, 1980) ส่วน

แม ก นี เซี ย ม ใน เลื อ ด นั้ น ป ก ติ อ ยู่ ท่ี ป ร ะ ม าณ  0.6–1.15 mmol/l (Svagzdiene, Sirvinskas, 

Baranauskiene, & Adukauskiene, 2015) แมกนีเซียมมีบทบาทอย่างมากในกระบวนการทางชีวเคมี

ในร่างกายมนุษย ์โดยมีส่วนเก่ียวข้องในปฏิกิริยาของเอนไซม์มากกว่า 600 ชนิดรวมถึงการเผา

ผลาญพลงังานและการสังเคราะห์โปรตีน นอกจากน้ียงัมีบทบาททางสรีรวิทยาท่ีส าคญัโดยเฉพาะ

ในสมองหวัใจและกลา้มเน้ือโครงร่าง (de Baaij et al., 2015) ดงันั้นร่างกายจึงตอ้งมีการรักษาสมดุล
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แมกนีเซียมอย่างเข้มงวด แต่สมดุลน้ีอาจถูกรบกวนได้จากหลายสาเหตุอย่างเช่น การได้รับ

แมกนีเซียมไม่เพียงพอ หรืออาจจะเกิดจากการดูดซึมแมกนีเซียมได้น้อยลง  เน่ืองจากได้รับ

ผลขา้งเคียงจากการใชย้า อย่างเช่น การใชย้ากลุ่ม proton pump inhibitors (PPIs) ท่ีเหน่ียวน าให้เกิด

ภาวะการขาดแมกนีเซียมร่างกาย (Proton-pump inhibitor-induced hypomagnesemia; PPIH) โดย

ภาวะน้ีบ่งช้ีไดจ้ากระดบัของแมกนีเซียมในเลือดท่ีน้อยกว่า 0.6 mmol/L แต่ในระดบัน้ีแมกนีเซียม

อาจยงัไม่แสดงอาการ จนกระทั่ง ระดับแมกนีเซียมเร่ิมลดลงเหลือน้อยกว่า  0.5 mmol/l จะเร่ิมมี

อาการแสดงกระตุน้ทางประสาทกลา้มเน้ือมากเกินไป เช่น มีการสั่น กระตุก ชกัเกร็ง หรือมีอาการ

ทางประสาทจิตเวช เช่น อาจท าให้เกิดภาวะไร้อารมณ์ เพ้อ สับสน มึนงง และเกิดการโคม่าได ้

นอกจากนั้นยงัอาจท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนท่ีถึงแก่ชีวิตท่ีเกิดจากภาวะขาดแคลเซียม และ/หรือ 

โพแทสเซียม ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยการขาดแมกนีเซียมในร่างกาย ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดภาวะหัวใจเตน้

ผิดปกติ ซ่ึงอาจรุนแรง จนเกิดอาการท่ีเรียกว่า torsades de pointe ท่ีมีอาการหัวใจเตน้เร็วมากกว่า

ปกติอย่างรุนแรงจนอาจน าไปสู่ภาวะหัวใจล้มเหลวได้ (Pham et al., 2014; Saris, Mervaala, 

Karppanen, Khawaja, & Lewenstam, 2000) เน่ืองจากแมกนีเซียมอาจเป็นสาเหตุให้เกิดอาการและ

ภาวะท่ีกล่าวไปขา้งตน้ ดงันั้นการรักษาสมดุลแมกนีเซียม หรือการรักษาระดบัแมกนีเซียมในเลือด

จึงมีความส าคญั ซ่ึงกลไกการรักษาสมดุลแมกนีเซียมนั้นจะเร่ิมจาก ร่างกายจะได้รับแมกนีเซียม 

จากการกินประมาณ 300 mg ต่อวนั แต่จะมีเพียง 40-70 %  เท่านั้ นท่ีถูกดูดซึมท่ีล าไส้ จัดเก็บท่ี

กระดูกและเน้ือเยื่อ และถูกขบัออกทางไต (Jahnen-Dechent & Ketteler, 2012) เน่ืองจากแมกนีเซียม

ท่ีร่างกายไดรั้บมาจากการบริโภคเท่านั้น ดงันั้นการดูดซึมท่ีล าไส้จึงเป็นกระบวนการท่ีส าคญัท่ีสุด 

แต่อยา่งไรก็ตามกลไกการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้นั้นก็ยงัไม่ทราบอยา่งแน่ชดั  

การดูดซึมแมกนีเซียมอาศยั 2 กลไก หลกัคือ กลไกการแพร่แบบผา่นช่องวา่งระหวา่งเซลล ์

(passive paracellular transport) และ กลไกแบบผา่นเซลลโ์ดยใชพ้ลงังาน (active transcellular 

transport)  passive paracellular transport จะเป็นกลไกหลกัในการดูดซึมแมกนีเซียม ซ่ึงกลไกน้ีเป็น

การแพร่แบบไม่อาศยัพลงังาน แต่อาศยัการแพร่ของสารจากความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมจากมาก

ไปนอ้ย  โดยอาศยัโปรตีนใน tight junction คือ Claudins (Cldn) ซ่ึงในปัจจุบนัพบว่ามีทั้งหมด 27 

ชนิดคือ Cldn 1  Cldn 27  ในแต่ละชนิดนั้นมีการแสดงออกแบบจ าเพาะในอวยัวะต่างๆท่ีแตกต่าง

กนั ซ่ึง Cldn จะมีผลต่อความสามารถในการเลือกผา่นของ tight junction (Gunzel & Yu, 2013)โดย

ในการดูดซึมแมกนีเซียมนั้นจะใช ้  Cldn  16 และ Cldn 19 เป็นตวัควบคุมในท่อขดส่วนปลายของ

หน่วยไตแต่ไม่พบในล าไส้เลก็ (de Baaij et al., 2015; Fujita et al., 2006) แต่จากการศึกษาก่อนหนา้
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น้ีของ Thongon and Krishnamra (2012) ท่ีไดศึ้กษาคุณสมบติัของ transepithelial electrical 

resistance (TER) หรือคุณสมบติัการคดัเลือกประจุผา่นช่องวา่งระหวา่งเซลล ์ (paracellular charge 

selectivity) ในเซลลเ์พาะเล้ียง Caco-2 monolayers  พบวา่  Cldn 7 และ Cldn 12 มีส่วนช่วยในการ

ดูดซึมแมกนีเซียม หมายความไดอี้กอยา่งหน่ึงวา่ Cldn 7 และ Cldn 12 มีความสามารถเป็น 

magnesium channel  โดยในการท างานของ Tight junction นั้นตอ้งอาศยัการควบคุมดว้ย signaling 

molecule  นอกจากน้ีจากการศึกษาการควบคุมการแสดงออกของ Cldnในล าไส้ พบวา่ Cldn 2, 3, 7 

และ 15  มารวมกลุ่มกนัท่ี Tight junction ของเยือ่บุผนงัล าไส้ในหนู เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย Epithelial 

cell adhesion molecule (EpCAM) (Lei et al., 2012; Sakaguchi et al., 2002) แต่ในล าไส้เลก็ของหนู

นั้นพบไดท้ั้ง Cldn 2,7,12 และ 15  จึงยงัไม่สามารถระบไุดว้า่ Cldn ชนิดใดเก่ียวขอ้งหรือมีบทบาท

อยา่งไรกบัการขนส่งแมกนีเซียมในล าไส้ ส่วนกลไกแบบผา่นเซลลโ์ดยใชพ้ลงังาน (active 

transcellular transport) เป็นการขนส่ง ion ท่ีตา้น concentration gradient จึงตอ้งใชพ้ลงังาน จะถูก

กระตุน้ก็ต่อเม่ือมีปริมาณแมกนีเซียมลดนอ้ยลง (Penner & Fleig, 2007)โดยกลไกน้ีตอ้งอาศยัการ

ท างานของโปรตีน transient receptor potential:ซ่ึงเป็น channel เฉพาะของสารประจุบวกสอง 

(divalent cations channel)  เช่น Mg2+, โซเดียม (Na2+) และ แคลเซียม(Ca2+)  ในการดูดซึม

แมกนีเซียมนั้น จะตอ้งอาศยัโปรตีน transient receptor potential melastatin (TRPM) 6 และ 7 ท่ีอยู่

ทางดา้น apical ของล าไส้เพื่อใหแ้มกนีเซียม จากดา้น luminal  เขา้สู่ enterocyte จากนั้นจะตอ้งอาศยั 

secondary active transport เพื่อขนส่งแมกนีเซียม จาก enterocyte เขา้สู่กระแสเลือด  โดยใชโ้ปรตีน

ท่ีเป็น Na /Mg exchanger คือ ancient conserved domain protein 4 (CNNM4)  ยนืยนัไดจ้าก

การศึกษาของ Yamazaki et al. (2013) ท่ีพบวา่เม่ือท าการ point mutation โปรตีน CNNM4 ในหนู 

จะท าใหก้ารขนส่งแมกนีเซียมออกเซลลน์ั้นลดลงดว้ย โดย CNNM4 จะอาศยัการท างานของ 

phosphatase of regenerating liver (PRL) PRL (Funato et al., 2014; Hardy et al., 2015) TRPM6 

และ TRPM7 มีบทบาทส าคญัอยา่งยิง่ต่อการขนส่ง Mg2 + ผา่นเซลล ์ เน่ืองจากตอ้งท างานร่วมกนั 

โดย TRMP6 และ TRPM7 ประกอบไปดว้ย α-kinase domain และมีคุณสมบติัพิเศษ ของ Protein 

channels ท่ีสามารถท าหนา้ท่ีเป็น Enzymes ได ้ เรียกคุณสมบติัพิเศษน้ีวา่ “Chanzymes”  (Runnels, 

2011; Takezawa et al., 2004) ในการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Brandao (2014) พบวา่ กิจกรรมของ 

TRPM6 kinase มีผลต่อ TRPM7 serine phosphorylation  นอกจากน้ีการศึกษาในปัจจุบนัพบวา่ 

TRPM7 ชดเชยความไวของ TRPM6 ต่อ cytosolic Mg2+ ในขณะท่ี TRPM6 ก็ช่วย TRPM7 จากการ

ยบัย ั้งโดย Mg-ATP และ TRPM6 สามารถเกิดกระตุน้ให ้TRPM7 เกิดการยา้ยถ่ินฐานและมาท างาน
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ร่วมกนัในรูปแบบ Heterodimer ได ้โดย TRPM6 และ 7 เป็น Integral membrane proteins (IMPs) ท่ี

จะถูกสร้างขึ้นใน endoplasmic reticulum (ER) จากนั้นจึงจะสามารถขึ้นไปอยูบ่น membrane ท า

หนา้ท่ีในรูปแบบ  Transmembrane domain (TMDs) โดยอยูใ่นรูปแบบ tertiary และ quaternary 

structures   ดงันั้นกลไกในการกระตุน้ของ TRPM6 ต่อการยา้ยถ่ินฐานของ TRPM7 ขึ้นมาอยูบ่น

เยือ่หุม้เซลลเ์พื่อท างานร่วมกนันั้น อาจเกิดผา่นกลไกการ Insertion จากการ folding จากไรโบโซม 

โดยอาศยั Translocon ท่ีช่ือวา่ Sec61 จาก Endoplasmic reticulum (ER) ในการดึงปลายสาย N-

terminus ของ TRPM6 และ TRPM7 ใหส้ามารถแทรกขึ้นไปอยูบ่นเยือ่หุม้เซลล ์ เพื่อท างานร่วมกนั

ในรูปแบบ heterodimer  (Cymer, von Heijne, & White, 2015) ซ่ึงการท างานร่วมกนัของ TRPM6/7 

heterodimer น้ี มีคุณสมบติัพิเศษท่ีเหมาะส าหรับใชใ้นการดูดซึมแมกนีเซียมอยา่งมาก คือ 

TRPM6/7 heterodimer สามารถท าหนา้ท่ีดูดซึมแมกนีเซียมไดอ้ยา่งต่อเน่ือง แมว้า่ระดบัแมกนีเซียม

ในเซลลจ์ะมีมากกวา่ระดบัปกติแลว้ก็ตาม ในขณะท่ีการท างานของ TRPM6 และ TRPM7 ท่ีเป็น 

homodimer นั้น จะถูกยบัย ั้งใหห้ยดุท างานเม่ือระดบัแมกนีเซียมในเซลลอ์ยู่ในระดบัปกติ 

(Chubanov, Mittermeier, & Gudermann, 2018)  

ในการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Thongon, Penguy, Kulwong, Khongmueang, and Thongma 

(2016)  ท่ีท าการศึกษาผลของยากลุ่ม PPIs ต่อการกดการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เลก็ของหนูขาว

สายพนัธุ์ Sprague-Dawley เพศผู ้ อาย ุ 9 สัปดาห์ โดยการฉีด Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็น

เวลานาน 4 และ 24 สัปดาห์ (PPIH rats model)  โดยศึกษาการระดบัแมกนีเซียมในเลือด การขบั

แมกนีเซียมออกทั้งในปัสสาวะและอุจจาระ ศึกษาการสะสมแมกนีเซียมในกระดูกและกลา้มเน้ือ 

ศึกษาการหลัง่ HCO3
- ค่า pH ในกระเพาะอาหารและล าไส้ส่วน duodenum และดูการแสดงออกของ

โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการศึกษาแมกนีเซียม ไดแ้ก่ TRPM6, CNNM4 และ Cldn 2, 7, 12, 15 ในหนู 

PPIH rats model จากการศึกษาพบวา่ ในกลุ่มหนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole มีค่า pH เพิ่มมากขึ้น 

โดยเฉพาะในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole และเม่ือท าการศึกษาความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมใน

กระแสเลือดพบวา่แมกนีเซียมมีการลดลงในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ส่งผลใหก้ารขบั

แมกนีเซียมทางปัสสาวะมีการลดลงดว้ย เช่นเดียวกบัการสะสมท่ีกระดูกและกลา้มเน้ือท่ีลดลง 

นอกจากน้ีเม่ือท าการศึกษาการดูดซึมแมกนีเซียม โดยศึกษาทั้งกลไกการดูดซึมแบบ active 

transport และ paracellular transport พบวา่มีการดูดซึมแมกนีเซียมลดลง ของทั้ง 2 กลไก ในกลุ่ม

หนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 และ 24 สัปดาห์ เม่ือเทียบกบักลุ่ม ควบคุม ในขณะท่ีใน

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการดูดซึมแมกนีเซียมทั้งในกลไกการดูดซึมแบบ 
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Active transport และ paracellular transport ซ่ึงไดแ้ก่  TRPM6, CNNM4, Cldn2, 7, 12, 15 ในล าไส้

ส่วน duodenum กลบัพบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมากขึ้นในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole (PPIH rats)     นอกจากน้ีในการศึกษาต่อมาของ Suksridechacin, Kulwong, 

Chamniansawat, and Thongon (2020) ท่ีท าการศึกษาผลของยา Omeprazole ต่อการกดการดูดซึม

แมกนีเซียมในล าไส้เลก็ของหนูขาวสายพนัธุ์ Sprague-Dawley เพศผู ้ อาย ุ 9 สัปดาห์ ดว้ยการฉีด 

Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็นเวลานาน 12 และ 24 สัปดาห์ (PPIH rats model) โดยท าการศึกษา

คลา้ยกนักบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Thongon et al. (2016)  โดยท าการศึกษาการดูดซึม

แมกนีเซียมในล าไส้เลก็ทั้ง 4 ส่วน พบวา่ ยา Omeprazole กดการดูดซึมในล าไส้ duodenum, 

jejunum, ileum และ colon โดยค านวณเป็นร้อยละไดด้งัน้ี คือ 81.86%, 70.59%, 69.45% และ 

39.25% ตามล าดบั และเม่ือท าการศึกษาระดบัแมกนีเซียมในเลือดพบวา่มีการลดลง  เช่นเดียวกนักบั

การขนส่งแมกนีเซียมท่ีลดลง ในล าไส้ทั้ง 4 ส่วนของหนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม ทั้ง

ในกลไกแบบ active Transcellular transport  และแบบ paracellular transport ในขณะเดียวกนัเม่ือ

ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และ CNNM4 โดยผลการศึกษาน้ีใหผ้ลคลา้ยกบั

การศึกษาของงานวิจยัก่อนหนา้ของ Thongon et al. (2016)  ท่ีพบการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมาก

ขึ้นในขณะท่ีการดูดซึมลดลง จึงเกิดเป็นค าถามส าคญัคือ เหตุใดการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของโปรตีน

ขา้งตน้ จึงไม่สามารถเพิ่มการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ และช่วยลดภาวะ PPIH ได ้

ดงันั้นในการศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้นไปท่ีการศึกษาการแสดงออกและกลไกการท างาน

ของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการดูดซึมแมกนีเซียม โดยใช้เซลล์เยื่อยุล าไส้จากล าไส้ของหนูท่ีไดรั้บ

การเหน่ียวน าให้เกิดภาวะขาดแมกนีเซียม (hypomagnesemia) จากการได้รับ Omeprazole ซ่ึงเป็น 

ยา กลุ่ม Proton pump inhibitor เป็นเวลานาน (PPIs-induced hypomagnesemia (PPIH)  rats model) 

ท่ีไดม้าจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ Suksridechacin et al. (2020)โดยท าการศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีน TRPM6, TRPM7 และ CNNM4 ทั้ งใน cytosol และบน membrane เพื่อบ่งช้ีถึงความ

พร้อมในการท างานของโปรตีน รวมไปถึงศึกษาการท างานร่วมกนัของ TRPM6 และ TRPM7 ดว้ย

เทคนิค Immunoprecipitation  และ Western blot นอกจากนั้นเพื่อเป็นการตรวจสอบการท างานและ

ความผิดปกติของโปรตีน TRPM6 จึงไดท้ าการศึกษา Phosphorylation site ดว้ยเทคนิค ESI-QTOF 

MS/MS เพื่อน าความรู้ท่ีได้ไปใช้ประกอบในการศึกษาความเส่ียงของการใช้ยากลุ่ม PPIs อย่าง 

Omeprazole และอธิบายกลไกการเกิดภาวะ PPIH ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา PPIs ติดต่อกนัเป็นเวลานาน 

และเพื่อใชใ้นการศึกษา กลไกและความเก่ียวขอ้งของโปรตีนต่อการดูดซึมแมกนีเซียมท่ีเป็นแร่ธาตุ
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ท่ีมีความส าคญัในกระบวนการต่างๆของร่างกายมนุษย ์เพื่อน าสู่การศึกษาต่อยอดเพื่อหากลไกการ

รักษาหรือป้องกนัภาวะ PPIH ต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1.เพื่อศึกษาการแสดงออก และต าแหน่งการแสดงออก TRPM6 และ TRPM7  และ CNNM4 ใน

ล าไส้ส่วน duodenum, jejunum, ileum  และ colon  ของหนูขาวกลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีไดรั้บการ

ฉีด Omeprazole เป็นเวลา 12 และ 24 สัปดาห์ 

2. เพื่อศึกษาการท างานร่วมกนัของโปรตีน TRPM6 และ TRPM7 ในล าไส้ของหนูขาวกลุ่มควบคุม 

และกลุ่มท่ีไดรั้บการฉีด Omeprazole เป็นเวลา 12 และ 24 สัปดาห์ 

3.เพื่อวิเคราะห์กรดอะมิโนในสายโปรตีน TRPM6 ของหนูขาวกลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีไดรั้บการฉีด 

Omeprazole เป็นเวลา 12 และ 24 สัปดาห์ 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

เพิ่มพูลความเขา้ใจและองคค์วามรู้ดา้นกลไกการดูดซึม Mg2+ ในล าไส้ และอธิบายกลไก

การเกิดภาวะ PPIH ในผูป่้วยท่ีไดรั้บยา PPIs ติดต่อกนัเป็นเวลานาน เพื่อน าสู่การศึกษาต่อยอดเพื่อ

หากลไกการรักษาหรือป้องกนัภาวะ PPIH ต่อไป 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย  

การศึกษาทั้งหมดโครงการวิจยัน้ีครอบคลุมการศึกษาต าแหน่งการแสดงออก และความ

ผิดปกติของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ส่วนของหนูขาวกลุ่มควบคุม และ

กลุ่มท่ีไดรั้บการฉีด Omeprazole เป็นเวลา 12 และ 24 สัปดาห์ 
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บทที่ 2  

วรรณกรรมและผลงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 
 

Proton pump inhibitor (PPI) และ hypomagnesemia 

 Proton pump inhibitor (PPI) 

ยากลุ่ม proton pump inhibitors (PPIs) เป็นยายบัย ั้งการหลัง่กรดในกระเพาะอาหาร ยาใน

กลุ่ม น้ีได้แก่  Omeprazole, Esomeprazole, Lansoprazole และ Rabeprazole  จะมี  benzimidazole  

เป็นส่วนประกอบ โดยยากลุ่มน้ีจะออกฤทธ์ิโดยการจับ SH residues ของ cysteine ใน  alpha-

subunit ของ H+/K+ ATPase  (proton pump)  บน  secretary canalicular membranes ของ  parietal 

cells ของกระเพาะอาหาร และยบัย ั้งการหลัง่กรดของ proton pump  จึงส่งผลให้ยบัย ั้งการหลัง่กรด

ในกระเพาะอาหารได้  และถึงแมเ้น่ืองจากค่าคร่ึงชีวิตของยากลุ่มน้ีจะอยู่ไดเ้พียง 2-3 ชัว่โมง แต่ตวั

ยามีผลของการออกฤทธ์ิลดกรดไดม้ากกว่า 24 ชัว่โมง ในขณะเดียวกนัร่างกายของมนุษย ์ตอ้งใช้

เวลาในการสร้างเอนไซม์ H+/K+ ATPase ขึ้นใหม่โดยเฉล่ียประมาณ 18 ชัว่โมง ผลการออกฤทธ์ิท่ี

ยาวนานน้ีจึงเป็นผลให้ยากลุ่ม PPIs จดัว่าเป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัและรักษาโรคทาง

ระบบทางเดินอาหารจากการหลัง่กรด (Reimer, Sondergaard, Hilsted, & Bytzer, 2009; Waldum et 

al., 1996) และมกัถูกใชอ้ย่างแพร่หลายในการรักษาโรคท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่กรด อยา่งเช่น 

โรคกรดไหลยอ้น (gastroesophageal reflux disease: GERD) นอกจากน้ียงัถูกใช้เป็นยาท่ีป้องกัน

การเกิดแผลในกระเพาะอาหารในผูป่้วยท่ีเป็นโรคหัวใจและหลอดเลือดท่ีจ าเป็นตอ้งใช้ยากลุ่ม 

Aspirin และ NSAID (Y. Kinoshita, N. Ishimura, & S. Ishihara, 2018) และเน่ืองจากเป็นยาท่ีไดรั้บ

การรับรองดา้นประสิทธิภาพและความปลอดภยั จึงมกัจะถูกน ามาพิจารณาใชเ้ป็นอนัดบัแรก โดย

ปัจจุบนัพบว่าผูป่้วยท่ีตอ้งใชย้ากลุ่มน้ีส่วนใหญ่เป็นการใชย้าเป็นระยะเวลานาน ซ่ึงการใชย้ากลุ่มน้ี

เป็นระยะเวลานานก็จะท าใหเ้กิดผลขา้งเคียงต่อระบบทางเดินอาหารท่ีหลากหลาย เช่น เกิดการหลัง่

กรดในกระเพาะอาหารมากกวา่ปกติเม่ือหยุดใชย้า หรือเกิดการติดเช้ือในทางเดินอาหาร โดยเฉพาะ

อย่างยิ่ง Salmonella spp., Campylobacter spp. และ Clostridium difficile ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีไม่ทนต่อกรด

ในกระเพาะอาหาร เม่ือมีกรดในกระเพาะอาหารนอ้ย เช้ือเหล่าน้ีจึงเติบโตอยา่งรวดเร็ว (Lo & Chan, 

2013)  นอกจากน้ีการใช้ยา PPIs เป็นระยะเวลานาน อาจส่งผลต่อการท างานของไต คือให้เกิดโรค
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ไตเร้ือรังและอาจพฒันาไปเป็น end stage renal disease (ESRD) (Lazarus et al., 2016; Y. Xie et al., 

2016)  ดังนั้นในผูป่้วยท่ีมีความจ าเป็นต้องใช้ PPIs เป็นเวลานานจึงควรมีการตรวจสอบค่าการ

ท างานของไตหรือค่าความสามาราถในการกรองของไตดว้ย (GFR:glomerular filtration rate) (Y. 

Xie et al., 2017)  ในการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ  Sun et al. (2017) ท่ี  ท าการศึกษาในผู ้ป่วยโรค 

GERD ท่ีจ าเป็นตอ้งใช้ ยากลุ่ม PPIs เป็นเวลานาน พบว่า ยากลุ่ม PPIs สามารถเพิ่มความเส่ียงต่อ

การเกิดโรคกลา้มเน้ือหัวใจตาย (myocardial infarction)ได ้ นอกจากน้ีกรดในกระเพาะอาหารช่วย

ในการดูดซึมสารอาหารและแร่ธาตุหลายชนิดเช่น วิตามิน B12, แคลเซียม, แมกนีเซียม และเหล็ก 

การท่ีใชย้ากลุ่ม PPIs เป็นเวลานาน จะท าใหก้รดในกระเพาะนอ้ยเป็นเวลานานไปดว้ย จึงท าใหเ้ส่ียง

ต่อการขาดสารอาหารเหล่าน้ี โดยเฉพาะแมกนีเซียม จึงท าให้เกิดโรคหรือภาวะท่ีเรียกว่าภาวะขาด

แมกนีเซียมท่ีถูกเหน่ียวโดยการได้รับยากลุ่ม PPIs เป็นเวลานาน (Proton-pump inhibitor-induced 

hypomagnesemia ; PPIH) (J. J. Heidelbaugh, 2013) ซ่ึงในปี 2011  องค์การอาหารและยาแห่ง

สห รัฐอ เม ริก า  (Food and Drug Administration; FDA) ได้ระบุ ว่ า  PPIs อาจท าให้ เกิ ดภาวะ 

hypomagnesemia หากกินนานกว่าหน่ึงปี (Reimer et al., 2009) จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่า

ผูป่้วยท่ีเป็น hypomagnesemia 61% ไดรั้บการรักษาดว้ยยา PPIs เป็นเวลามากกว่า 5 ปีขึ้นไป  และ 

29% เป็นเวลาอย่างน้อย 10 ปี  (Sheen & Triadafilopoulos, 2011) ผู ้ป่วยส่วนใหญ่จะมีภาวะ 

hypokalemia และ hypocalcemia ร่วมดว้ย รวมถึงอาการเซ, Paresthesia, ชกั, สับสนและอาการทาง

ทางเดินอาหารท่ีรุนแรง โดยท่ีผูป่้วยเหล่าน้ีไม่มีเคยมีประวติั เป็น magnesium malabsorption หรือ

สูญเสียการท างานของไต หรือมีความผิดปกติในล าไส้หรือล าไส้ใหญ่มาก่อน (Cundy & Mackay, 

2011)   

hypomagnesemia 

hypomagnesemia เป็นภาวะท่ีร่างกายมีความเข้มขน้ของแมกนีเซียมในเลือดต ่ากว่า 0.66 

mmol / L (1.6 mg / dL) โดยอาจมีหรือไม่มีการสูญเสียแมกนีเซียมของร่างกายทั้งหมด ซ่ึงในระดบั

น้ีอาจจะยงัไม่มีอาการ แต่ถา้ร่างกายมีความเขม้ข้นของแมกนีเซียมในเลือดต ่ากว่า 0.5 mmol / L 

ร่างกายจะเร่ิมแสดงอาการทางคลีนิค โดยจะเร่ิมมีอาการแสดงกระตุน้ทางประสาทกลา้มเน้ือมาก

เกินไป เช่น มีการสั่น กระตุก ชกัเกร็ง หรือมีอาการทางประสาทจิตเวช เช่น อาจท าให้เกิดภาวะไร้

อารมณ์ เพอ้ สับสน มึนงง และเกิดการโคม่าได ้นอกจากนั้นยงัอาจท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนท่ีถึง

แก่ชีวิตท่ีเกิดจากภาวะขาดแคลเซียม และ/หรือ โพแทสเซียม ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยการขาดแมกนีเซียม

ในร่างกาย ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดภาวะหัวใจเตน้ผิดปกติ ซ่ึงอาจรุนแรง จนเกิดอาการท่ีเรียกว่า torsades 
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de pointe ท่ีมีอาการหัวใจเตน้เร็วมากกว่าปกติอย่างรุนแรงจนอาจน าไปสู่ภาวะหัวใจลม้เหลวได ้

(Pham et al., 2014; Saris et al., 2000) อย่างไรก็ตามเน่ืองจากแมกนีเซียมมีส่วนเก่ียวขอ้งกับการ

ท างานของโครงสร้างและสรีรวิทยาผลขา้งเคียงท่ีเก่ียวขอ้งกบัภาวะ hypomagnesemia อาจเกิดขึ้น

ได้ในเกือบทุกระบบของอวยัวะไม่ว่าจะเป็นอาการแบบเฉียบพลนัหรือเร้ือรัง อย่างเช่นโรคทาง

ระบบประสาท ภาวะการขาดแมกนีเซียมนั้นมีความสัมพนัธ์กบัหลายโรค เช่น  

ไมเกรน ซึมเศร้า และโรคลมชกั ความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมในเซลลป์ระสาทมีความส าคญัอย่าง

มากในการควบคุมการกระตุน้ N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor ซ่ึงมีความจ าเป็นส าหรับ

การส่งผ่านกระแสประสาท  synaptic excitatory, plasticity neuronal และ excitotoxicity  โดย 

NMDA receptor จะถูกเปิดใช้งานเม่ือจบักับกลูตาเมตและท าให้แคลเซียมและโซเดียมเข้าเซลล ์

แลกเปล่ียนกบัการน าโพแทสเซียมออกเซลล์ แต่เม่ือยู่ในภาวะ hypomagnesemia NMDA receptor 

จะกระตุ้นมากเกินไป เน่ืองจากถูกย ับยั้งด้วย extracellular Magnesium (Mayer, Westbrook, & 

Guthrie, 1984) และเน่ืองจากแมกนี เซียมมีบทบาทในการสร้างกระดูกโดยท าให้ เกิดการ

แพร่กระจายของ osteoblast ดงันั้นในภาวะท่ีขาดแมกนีเซียมประสิทธิภาพของการสร้างกระดูกก็จะ

ลดลง (He, Zhang, Liu, Tian, & Ma, 2016) นอกจากน้ีในภาวะท่ีแมกนีเซียมมีจะมีการหลั่งของ 

proinflammatory cytokines อ ย่ า ง เ ช่ น  tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL)-1, and 

substance P  เพิ่มขึ้ น ท าให้มีการสลายกระดูก โดยใช้ osteoclast ท่ี เพิ่มขึ้ นด้วย (de Baaij et al., 

2015) hypomagnesemia สามารถลด  กิจกรรมของ  Na+-K+-ATPase เน่ืองจาก Magnesium เป็น 

cofactor ของ Na+-K+-ATPase และแมกนีเซียมยงัสามารถควบคุม K channels ใหเ้ปิดในภาวะท่ีไม่มี

แมกนีเซียม (White & Hartzell, 1989) ทั้ งสองปัจจัยน้ีจะท าให้เกิดการลดลงของโพแทสเซียม

ภายในเซลล์ ซ่ึงท าให้การเกิด depolarizes ของ myocyte membrane potential ของหัวใจลดลง และ

ท าให้threshold ของ action potential ลดลงดว้ย การลดลงของโพแทสเซียมภายในเซลล์ ท าให้ลด

ความเร็วในการขนส่งโพแทสเซียมออกเซลลด์ว้ย จึงส่งผลท าใหเ้กิด repolarize ของ cell membrane 

เป็นเวลานาน จึงท าใหห้วัใจเตน้ผิดจงัหวะ (Andrasi, Igaz, Molnar, & Mako, 2000) 

แมกนีเซียม (magnesium ; Mg2+) 

 แมกนีเซียมมีเลขอะตอมคือ 12 และถูกจดัประเภทเป็นธาตุอลัคาไลน์  ซ่ึงมีสามไอโซโทป

เสถียรคือ  24Mg, 25Mg และ 26Mg   โดย 24Mg เป็นไอโซโทปท่ีเจอมากท่ีสุด ถึง 78 ถึง 99% และมี

มวลอะตอมสัมพทัธ์คือ  24.30 Da จุดหลอมเหลว 648.8 ° C และจุดเดือด 1,090 ° C (Weast, 1986) 

แมกนีเซียมเป็นองค์ประกอบท่ีพบมากท่ีสุดแปดอย่างในเปลือกโลกและส่วนใหญ่จะถูกผูกไวใ้น
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แหล่งแร่ตวัอย่างเช่น magnesite (แมกนีเซียมคาร์บอเนต) และโดโลไมต์ Dolomite CaMg (SO3) 2  
แต่แมก นี เซี ยมตามแหล่ งทางชีวภาพนั้ น มีมากสุดใน  Hydrosphere (Bodaker et al., 2010)

นอกจากนั้นแมกนีเซียมยงัเป็นไอออนบวกท่ีจ าเป็นต่อส่ิงมีชีวิต โดยพบว่ามีแมกนีเซียมมากเป็น

อนัดบัท่ีสองภายในเซลลแ์ละมากเป็นอนัดบัท่ีส่ีในร่างกายมนุษย ์ซ่ึงแมกนีเซียมนั้นเป็นส่ิงจ าเป็น

ส าหรับการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกและโปรตีนส าหรับระบบเมแทบอลิซึมและส าหรับปฏิกิริยาใน

อวยัวะต่างๆ เช่นระบบประสาท, กลา้มเน้ือ, หัวใจและหลอดเลือด และเอนไซมม์ากกว่า 600 ชนิด 

ในร่างกาย (de Baaij et al., 2015) ประมาณ 99% ของแมกนีเซียมในร่างกายอยูใ่นกระดูก กลา้มเน้ือ

และเน้ือเยื่ออ่อน (Classen & Nowitzki, 1990) โดยแมกนีเซียม  60% ของแมกนีเซียมทั้ งหมดใน

ร่างกาย จะอยู่ในส่วนประกอบไฮดรอกซีอะพาไทต์ของกระดูก และท่ีเหลือจะอยู่ในกลา้มเน้ือโครง

ร่างและเน้ือเยือ่อ่อน ปริมาณแมกนีเซียมทั้งหมดในร่างกายมนุษยจ์ะมีปริมาณประมาณ 20 mmol/kg 

ของเน้ือเยื่อไขมัน (fat-free tissue) (Jahnen-Dechent & Ketteler, 2012; Kisters, 1998) โดยความ

เขม้ขน้ของแมกนีเซียมในเซลลอ์ยู่ในช่วง 5-20 mmol/l  ซ่ึง 1% –5% ถูกแตกตวัเป็นไอออน, ส่วนท่ี

เหลือนั้ นจะจับกับโปรตีน , โมเลกุลท่ีมีประจุลบและอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) (Grober, 

Schmidt, & Kisters, 2015) ส่วนแมกนีเซียมนอกเซลลมี์สัดส่วนประมาณ 1% –3% ของแมกนีเซียม

ในร่างกายทั้งหมด (Jahnen-Dechent & Ketteler, 2012) ซ่ึงพบได้ในซีรัมและเซลล์เม็ดเลือดแดง 

ความเข้มขน้แมกนีเซียมในเลือดปกติอยู่ ท่ีประมาณ 0.76–1.15 mmol/l (Svagzdiene et al., 2015)  

โดยแบ่งออกเป็นสามส่วน คือแตกตวัเป็นไอออน (55% -70%), จบักบัโปรตีน (20% –30%) และ

รวมกับกลุ่มไอออนลบ (5% –15%) เช่นฟอสเฟตไบคาร์บอเนตและซิเตรตหรือซัลเฟต โดยท่ี

อตัราส่วนระหว่างเซลลเ์ม็ดเลือดแดง และแมกนีเซียมในเลือดเท่ากบั  2:8 (Seelig, 1982) อย่างไรก็

ตามระดับของแมกนีเซียมในเลือดมีค่าเพียง 1% ของแมกนีเซียมทั้ งหมดในร่างกายเน่ืองจาก

แมกนีเซียมส่วนใหญ่ของร่างกายจะถูกเก็บไวใ้นกระดูกกลา้มเน้ือและเน้ือเยื่ออ่อน ดงันั้นแมว้่าค่า

แมกนีเซียมในเลือดจะอยูใ่นช่วงปกติแต่ร่างกายก็สามารถอยูใ่นสถานะขาดแมกนีเซียมอยา่งรุนแรง

ได ้ 

ความส าคัญของแมกนีเซียม 

แมกนีเซียมเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของโครงสร้าง RNA และ DNA ในโครงสร้างแบบ

ตติยภูมิโดยจะจบักบัโมเลกุล O- และ N- ใน polynucleotide chain :ซ่ึงการจบัจะขึ้นอยูก่บัระดบัของ 

magnesium dehydration  และศกัยไ์ฟฟ้าบนต าแหน่งท่ีจะจบั (Misra & Draper, 1998)  โดยบทบาท

ของแมกนีเซียมต่อ RNA คือท าให้โครงสร้าง RNA มีความเสถียร และสามารถแก้ไข tRNA ท่ีถูก
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ท าลายได้ (Lindahl, Adams, & Fresco, 1966)  นอกจากนั้ นยงัมีความส าคัญต่อโครงสร้าง RNA 

ระดับตติยภูมิท่ีมีอยู่ใน mRNA, ribosomal RNA, transfer-messenger RNA, catalytic self-splicing 

RNA และ viral genomic RNA อีกด้วย  ส่วนใน DNA แมกนีเซียมจับธาตุประจุลบ (O, N) ด้วย

พนัธะไฮโดรเจน (Chiu & Dickerson, 2000) และมีบทบาทในการสร้างความสเถียรให้โครงสร้าง

ทุติยภูมิและตติยภูมิของ DNA โดยแมกนีเซียมจะจบักบั minor groove บนโครงสร้างของ DNA แต่

อย่างไรก็ตาม หากอยูในสภาวะขาดแมกนีเซียม จะท าให้ DNA ถูกท าลายด้วยอนุมูลอิสระของ

ออกซิเจนได้ง่ายขึ้นและมีแนวโน้มท่ีจะเกิดความเครียดจากอนุมูลอิสระ (oxidative stress ) แต่ถา้

หากความเขม้ขน้แมกนีเซียมสูงเกินไป แมกนีเซียมอาจจบั DNA ดว้ยพนัธะโควาเลนซ์และท าให้

โครงสร้าง double helix ของ DNA บิดเบ้ียวได้ (Anastassopoulou & Theophanides, 2002) ดังนั้ น

การรักษาความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมจึงเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับความเสถียรของ RNA และ DNA  

นอกจากน้ีแมกนีเซียมมีอิทธิพลต่อการท างานของเอนไซม์ มากกว่า 600 ชนิด โดยท่ี

แมกนีเซียมท าหน้าท่ีเป็น Cofactor และ activator (de Baaij et al., 2015) หรือ coactivator โดยจับ

กับลิแกนด์ เช่น ATP ในเอนไซม์ท่ีต้องกาใช้ ATP  หรือจับกับ binding site ของเอนไซม์ เช่น 

enolase, pyruvate kinase, pyrophosphatase เป็ น ต้น  และยัง มี บทบ าท ในการท าให้ เกิ ดก าร

เปล่ียนแปลงโครงสร้างในระหว่างกระบวนการเร่งปฏิกิริยา เช่น Na +, K + -ATPase หรือส่งเสริม

การรวมตวัของสารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์หลายชนิดเช่น Aldehyde dehydrogenate (Ryan, 

1991; Swaminathan, 2003) และเน่ืองจากแมกนีเซียมมีคุณสมบติัท่ีคลา้ยคลึงกบัแคลเซียมมาก แต่ก็

มีคุณสมบติัในการต่อตา้นแคลเซียมดว้ยเช่นกนั โดยแมกนีเซียมมีบทบาทส าคญัในการเคล่ือนยา้ย

ของแคลเซียม  โดยแมกนีเซียมจะแย่งจับท่ี membrane binding site และการกระตุ้นการสะสม

แคลเซียมโดย sarcoplasmic reticulum  ในกระบวนการหดตัวของกล้ามเน้ือเพื่อท าให้กล้ามเน้ือ

คลายตัว  และยังสามารถ  N-methyl-D-aspartate (NMDA) channel ท่ี ใช้ขน ส่ งแคล เซี ยมใน

กระบวนการน ากระแสประสาทไม่ให้กระแสประสาทถูกกระตุ้นมากจนเกินไป  นอกจากน้ี

แมกนีเซียมยงัช่วยในการรักษาความเขม้ขน้ของแคลเซียมในเซลล์ซ่ึงมีความส าคญัในการท างาน

ของเซลล ์ดงันั้นการเปล่ียนแปลงเล็กนอ้ยของแมกนีเซียม ภายในเซลลอ์าจก่อให้เกิดผลกระทบต่อ

การส่งสัญญาณของแคลเซียมได้ (Iseri & French, 1984)  ซ่ึงแคลเซียมมีส่วนในกระบวนการของ

ร่างกายอย่างมาก โดยเป็นส่วนประกอบของกระดูก ช่วยในการหลั่งฮอร์โมน, การการกระตุ้น

สัญญาณประสาท, และการท างานของหลอดเลือด และเป็นตวัการส าคญัของกิจกรรมภายในเซลล ์

โดยเฉพาะการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling)  การกระตุน้การท างานของเอนไซม์  การ
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กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั เป็นตน้ โดยในภาวะปกติแมกนีเซียมจะมีส่วนช่วยในการรักษาสมดุลของ

แคลเซียมโดยเป็นตวัช่วยในการเป็น Cofactor ของเอนไซม์ Adenylyl cyclase เพื่อกระตุน้ cAMP 

ซ่ึงเป็นกลไกท่ีใช้ในการกระตุ้นการหลั่งฮอร์โมนพาราไทรอยด์ เพื่อรักษาสมดุลแคลเซียมใน

กระแสเลือด โดยการเปล่ียนวิตามินดีให้อยู่ในรูปแบบ Active form เพื่อช่วยในการดูดซึมแคลเซียม

ในกรณีท่ีแคลเซียมในกระแสเลือดลดลง  แต่ในขณะเดียวกนัเม่ืออยู่ในภาวะการขาดแมกนีเซียมก็

ท าให้กระบวนการน้ีเสียสมดุลเน่ืองจากฮอร์โมนพาราไทรอยล์ดลงแลว้ส่งผลต่อปริมาณและการ

ท างานของแคลเซียมได้ โดยพบว่าในคนท่ีเป็น hypomagnesemia สามารถเหน่ียวน าให้เกิดภาวะ

ขาดแคลเซียมหรือแคลเซียมในกระแสเลือดต ่า (hypocalcemia) ได้ (Clark, 1968)  ซ่ึงการขาด

แคลเซียมน้ีอาจเหน่ียวน าให้เกิดภาวะกระดูกพรุน หรือโรคอ่ืน ๆ ตามได้ นอกจากน้ีการขาด

แมกนีเซียมยงัมีผลต่อโพแทสเซียม  เน่ืองจากแมกนีเซียมมีบทบาทในการขนส่งโพแทสเซียม

ไอออนผ่านเยื่อหุ้มเซลลซ่ึ์งเป็นกระบวนการท่ีส าคญัส าหรับการน ากระแสประสาทส าหรับการหด

ตวัของกลา้มเน้ือหวัใจ (Iseri & French, 1984; Volpe, 2013) เม่ือขาดแมกนีเซียมอาจจะเหน่ียวน าให้

เกิดภาวะการขาดโพแทสเซียม (hypokalemia) ซ่ึงเป็นสาเหตุท าใหเ้กิดภาวะหัวใจเตน้ผิดปกติตามมา

ได้  ดังนั้นด้วยกระบวนการดังกล่าวท าให้แมกนีเซียมมีบทบาทส าคญัหลายประการในร่างกาย

มนุษยโ์ดยมีบทบาทส าคญัในการป้องกันและรักษาโรคต่างๆ ดังนั้นการขาดแมกนีเซียมอาจจะ

ส่งผลให้เกิดโรคเร้ือรังและโรคทางเดินหายใจ เช่น โรคอลัไซเมอร์, โรคหอบหืด, โรคสมาธิสั้ น, 

ความตา้นทานต่ออินซูลิน, เบาหวานชนิดท่ี 2, ความดนัโลหิตสูง, โรคหัวใจและหลอดเลือด ปวด

หวัไมเกรนและโรคกระดูกพรุนได ้(Magpie Trial Follow-Up Study Collaborative, 2007)  

 

ความส าคัญของแมกนีเซียมต่อกลไกการท างานภายในเซลล์  

อยา่งท่ีกล่าวท่ีกล่าวไปขา้งตน้วา่ แมกนีเซียมไอออนในเซลลน์ั้นมีมากเป็น อนัดบั 2 ในเซลล ์โดยมี

ความเขม้ขน้ประมาณ 10–30 mM ซ่ึงส่วนมากจะจบักบั Ribosome, polynucleotides และ ATP และ

อยูใ่นรูปแบบ free form ท่ีความเขม้ขน้ประมาณ 0.5–1.2 mM  โดยท่ีแมกนีเซียมมีความส าคญัและ

เป็นส่วนหน่ึงของกระบวนการเผาผลาญพลงังาน และกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์ อยา่งเช่นท่ี

กล่าวในบทน าขา้งตน้ท่ีวา่ แมกนีเซียมนั้นมีส่วนเก่ียวขอ้งในการรักษาโครงร่างของ RNA และ 

DNA โดยจบักบัประจุลบของโมเลกุล O และ N ใน polynucleotide chains  โดยกระบวนการจบักนั

ของสาย polynucleotide chains   น้ี จะตอ้งอาศยั กระบวนการ Mg2+ dehydration และประสิทธิภาพ

ของ binding site (Misra & Draper, 1998)  และยงัพบวา่ แมกนีเซียมสามารถช่วยรักษา tRNA ท่ีเกิด
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การ denatured ได ้(Lindahl et al., 1966)  Mg2+ ใน  RNA structure มีส่วนเก่ียวขอ้งทั้งใน  mRNA, 

ribosomal RNA, transfer-messenger RNA, catalytic self-splicing RNA, และ viral genomic 

RNA(Green, Kim, Bustamante, & Tinoco, 2008)  ส่วนใน DNA นั้น แมกนีเซียมก็มีบทบาท

คลา้ยๆกนัคือสามารถจบักบั โมเลกุล O และ N เพื่อช่วยในการรักษาโครงร่างใหมี้ความเสถียรมาก

ขึ้น  โดยมีบทบาทส าคญัในโครงสร้างทุติยภูมิและตติยภูมิ ของ DNA โดยเม่ือความเขม้ขน้ของ

แมกนีเซียมมีมาก  แมกนีเซียมจะจบักบัสาย DNA ดว้ยพนัธะโควาเลนต ์ แลว้เกิดการบิดสายของ 

DNA เป็นโครงสร้างแบบ Double helix  (Anastassopoulou & Theophanides, 2002) (Price & 

Tullius, 1992)  นอกจากน้ีแมกนีเซียมยงัมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการท างานของเอนไซมม์ากกวา่ 600 

ชนิดตามท่ีกล่าวไปในบทน าขา้งตน้ โดยส่วนมากจะท าหนา้ท่ีเป็น Cofactor และอีกประมาณ 200 

กระบวนการ แมกนีเซียมจะท าหนา้ท่ีเป็นตวั Activator (Bairoch, 2000; Caspi et al., 2016)  

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในการควบคุมเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการ Glycolysis เน่ืองจาก

แมกนีเซียมเป็น Cofactor ของ Nucleotides และ Mg-ATP นั้นมีความจ าเป็น ส าหรับ กิจกรรมของ 

hexokinase, phosphofructokinase, aldolase, phosphoglycerate kinase และ pyruvate kinase  

(Garfinkel & Garfinkel, 1985)  ซ่ึงอาจน าไปสู่บทบาทส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรคเบาหวานได ้ 

นอกจากน้ีแลว้ตวัแมกนีเซียมนั้นยงัมีบทบาทส าคญัในกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล ์ โดยท่ี

ท าหนา้ท่ีเป็นเหมือน Ca2+ antagonist ซ่ึงอตัราส่วนระหวา่ง Mg2+ ต่อ Ca2+ นั้นมีความจ าเป็นต่อ

กิจกรรมของ Ca2+ -ATPase (Chaigne-Delalande et al., 2013; Li et al., 2011) การท างานของ

โปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีขนส่งแคลเซียม โดยการเปลี่ยนแปลงของแมกนีเซียมภายในเซลลจ์ะสามารถท า

ใหเ้กิดการรบกวนสัญญาณของ Ca2+ และเกิด Ca2+ toxicity ไดอี้กดว้ย (Iseri & French, 1984) 

หนา้ท่ีของแมกนีเซียมอีกหนา้ท่ีหน่ึงท่ีส าคญัไม่แพห้นา้ท่ีอ่ืนก็คือ แมกนีเซียมนั้นมีบทบาทส าคญัต่อ

กระบวนการ Cell Proliferation โดยมีบทบาทในการควบคุมวฏัจกัรเซลลแ์ละ และกระบวนการ

สร้างโปรตีน และการตอบสนองต่อ Growth factor (H. Rubin, 1975) โดยการสร้างโปรตีนนั้น

จะตอ้งใชแ้มกนีเซียมในความเขม้ขน้ท่ีค่อนขา้งสูง และใชเ้วลานานในการเกิดปฏิกิริยา มากกวา่การ

สร้าง DNA  (A. H. Rubin, Terasaki, & Sanui, 1979; Terasaki & Rubin, 1985) และในกระบวนการ

กระตุน้ Cell Proliferation จะตอ้งอาศยัการท างานของ Growth factor เพิ่มปริมาณ Glucose ภานใน

เซลล ์ ซ่ึงกระบวนการทั้งหมดน้ีจะตอ้งอาศยัแมกนีเซียมในการกระตุน้หรือมีส่วนร่วมทั้งหมด 

(Hershko, Mamont, Shields, & Tomkins, 1971)  
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การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในร่างกายมนุษย์  

เน่ืองจากแมกนีเซียมมีความส าคญัอยา่งมากในกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์ และ

กระบวนการต่างๆภายในร่างกายดงันั้นกระบวนการรักษาสมดุลแมกนีเซียมจึงมีความจ าเป็นอยา่ง

มาก โดยพบวา่ในคนปกตินั้นมีระดบัแมกนีเซียมจะอยูท่ี่ประมาณ 0.7 -1.1 mM (Lowenstein & 

Stanton, 1986) โดยปกติมนุษยจ์ะไดรั้บแมกนีเซียมผา่นทางการรับประทานอาหาร ปริมาณท่ี

แนะน าต่อวนัจะอยูท่ี่ 420 mg ส าหรับผูช้าย และ 320 mg ส าหรับผูห้ญิง (1997) หรือโดยเฉล่ีย 300 

มิลลิกรัมต่อวนั จากนั้นล าไส้จะดูดซึมแมกนีเซียมไดป้ระมาณ 24 – 76 % ส าหรับอาหารท่ีมี

แมกนีเซียมหมด(Graham, Caesar, & Burgen, 1960) โดยจะดูดซึมแมกนีเซียม 120 มิลลิกรัม และ

ขบัทิ้ง 20 มิลลิกรัม ดงันั้นการบริโภคสุทธิต่อวนัคือ 100 มิลลิกรัมต่อวนั ต่อมาไตจะเขา้มามีบทบาท

ในการรักษาสมดุลแมกนีเซียมโดยขบัแมกนีเซียม โดยแมกนีเซียมท่ีแตกตวัเป็นไอออนและท่ีเป็น 

complex นั้นจะกรองผา่น glomerulus ดว้ยความเขม้ขน้ของแมกนีเซียม 2 mg/dL และมี

ความสามารถในการกรองอยู่ท่ี120 mL/min  ดงันั้นไตจะกรองแมกนีเซียม 2,420 มิลลิกรัมต่อวนั 

และเพื่อรักษาสภาวะสมดุลของไต ฉะนั้นไตจะตอ้งดูดซับส่ิงเหล่าน้ีทั้งหมดยกเวน้แมกนีเซียม 100 

มิลลิกรัมท่ีล าไส้ดูดซึมได ้ ท่ี proximal tubule จะดูดซับแมกนีเซียมไดน้อ้ยกวา่ของโซเดียมและ

แคลเซียม proximal tubule สามารถดูดซบั แคลเซียม, โพแทสเซียม, โซเดียมและน ้าไดถึ้ง 60% แต่

ดูดซบัแมกนีเซียมไดเ้พียง 20 ถึง 30% (Quamme, 1989) การกรองออกของแมกนีเซียมส่วนใหญ่ 

(60-70%) เกิดขึ้นท่ี thick ascending limb (TAL) ของของ Henle loop โดยอาศยั Na-K-2Cl 

transporter และ potassium  channel การขบัทิ้งแมกนีเซียม ท่ี thick ascending limb ขึ้นอยูก่บัการ

ไหล  ดงันั้นเม่ืออตัราการไหลของ tubular flow เพิ่มสูงขึ้น เช่น เม่ือกินน ้าเยอะหรือไดรั้บน ้าเกลือก็

จะท าใหก้ารขบัทิ้งแมกนีเซียมลดนอ้ยลงดว้ย แต่ท่ี Distal tubule จะกรองแมกนีเซียมไดเ้พียง 10%  

แต่จะมีบทบาทส าคญัในการควบคุมสมดุลของแมกนีเซียมในกระบวนการท่ีตอ้งอาศยัแคลเซียม 

นอกจากนั้นยงัมีผลจากปัจจยัอ่ืนๆเช่น ฮอร์โมน parathyroid (PTH), glucagon, และ antidiuretic 

ทั้งหมดเพิ่มการขบัแมกนีเซียมใน Henle loop  และ distal convoluted tubule ในภาวะ 

hypomagnesemia การขบัทิ้งท่ีไตแทบจะเป็น 0 สอดคลอ้งกบัค่า GFR หรือความสามาราถในการ

กรองท่ีลดลง เพื่อลดความสามารถในการขบัทิ้งแมกนีเซียม เพื่อตอบสนองต่อปริมาณแมกนีเซียมท่ี

ลดลง (Quamme, 1997) ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 1 และ ภาพท่ี 2  
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ภาพท่ี 1 แสดงการรักษาสมดุลแมกนีเซียมในร่างกายมนุษย ์ 
  (de Baaij et al., 2015)  

ภาพท่ี 2 แสดงกลไกการดูดซึมและปัจจยัท่ีมีผลต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ 
  (Schuchardt & Hahn, 2017) 
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นอกจากน้ีการรักษาสมดุลแมกนีเซียมอาจจะตอ้งอาศยั  Transporters อ่ืนๆ ในเซลล์ในการขนส่ง

แมกนีเซียมเขา้ออกเซลล ์หรือรักษาสมดุลภายเซลล ์ อยา่งเช่น 

1. MagT1 ซ่ึ ง เป็ น  Transporter ท่ี พ บ ได้ใน  MDCT cell มี ช่ื อ เต็ ม ว่ า  Mg2+ transporter 1 
(MagT1) ซ่ึงเป็น transporter ท่ีมีความสามารถในการขนส่งแมกนีเซียมเขา้เซลล์ได้อย่าง
รวดเร็ว โดยมีความสามารถและหน้าท่ีในการขนส่งใกล้เคียงกับ TRPM7 (Chaigne-
Delalande et al., 2013 ; Graham et al., 1960 ; Jin et al., 2008 )   ท่ี มี ค วามส าคัญ ใน
กระบวนการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ท่ีจะกล่าวถึงในภายหลงั  

2. Extrusion   หรือการอดัฉีดแมกนีเซียม คือการควบคุมให้แมกนีเซียมถูกบีบออกนอกเซลล์
โดยอาศยัความแตกต่างทางความเขม้ขน้ของ Na2+  (Romani, 2007) โดยกลไกน้ีจะมีความ
แตกต่างกนัไปในแต่ละเซลล ์และสภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่างกนั  

3. SLC41A1 หรือช่ือเต็มคือ Solute carrier family 41 member 1 (SLC41A1) ท าหนา้ท่ีเป็นตวั
แลกเปล่ียน  หรือ Transporter ระหว่าง Na2+และ Mg2+ ด้วยอัตราการแลเปล่ียนแบบ  
2:1(Kolisek, Nestler, Vormann, & Schweigel-Rontgen, 2012)  โดยท่ี SLC41A1 มีโดเมน
ท่ีเป็นส่วนของ Transmembrane protein ทั้งหมด  11 domain (Goytain & Quamme, 2005b) 
โดยพบวา่ การศึกษาการไหลออกของ Mg2+ โดยใช ้mag-fura 2 แสดงการบีบอดั Mg2+ ออก
นอกเซลล์ แบบอาศัยปริมาณความเข้มข้นของ  Na2+  โดยพบว่าการเกิด mutation  ใน 
SLC41A1 จะท าให้เกิดไตวายได้ (Hurd et al., 2013)  SLC41A1 นอกจากน้ี ยงัมี เพิ่มเติม
อีกตวัท่ีเป็น Sub family เดียวกนัคือ SLC41A2 และSLC41A3 โดย  SLC41A2 เป็น Plasma 
protein  โดยมีลกัษณะทางกายภาพตรงขา้มกับ SLC41A1 ท าให้  SLC41A2 ท่ีแสดงออก
บนเยื่อหุ้มของออร์แกเนลล์อาจเก่ียวข้องกับการขนส่ง Mg2+ ภายใน Subcellular หรือ
ภายในเซลล ์(Sahni, Nelson, & Scharenberg, 2007) 

4. CNNM3  อยู่ใน  family ของ  Cyclin M (CNNM) :ซ่ึ ง เป็นโปรตีน ท่ีใช้ในการขนส่ง
แมกนีเซียม  (Goytain & Quamme, 2005a; Wang et al., 2003) CNNM1 ส่วนใหญ่จะพบ
การแสดงออกในสมอง CNNM2พบการแสดงออกในไต และ CNNM4 จะถูกพบส่วนใหญ่
ในล าไส้(de Baaij et al., 2012)  ซ่ึงจะกล่าวถึงต่อไปในคราวหลงั  ส่วน  CNNM3 มีรูปแบบ
การแสดงออกท่ีแพร่หลายและอาจมีบทบาทในการบ ารุงรักษาสภาวะสมดุลของ Mg2+ ใน
เซลล์ โดยในการศึกษาของ Hardy และคณะ  (Hardy et al., 2015) พบว่า CNNM3 ขนส่ง 
Mg2+ โดยท างานร่วมกบั PRL2 เพื่อขนส่ง Mg2+แลว้สามารถกระตุน้การเติบโตเจริญเติบโต
ของเน้ืองอกได ้ 
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5. MRS2 หรือ mitochondrial RNA splicing 2 เป็น Mg2+ channel บนเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรีย 
โดย MRS2 ควบคุมความเข้มข้นของ Mg2+ ภายในเซลล์ (Zsurka, Gregan, & Schweyen, 
2001) โดยการศึกษาของ พบว่า ไมโตคอนเดรียอาจเก็บ Mg2+ ภายในเซลล์ เน่ืองจาก Mg2+ 
มีความส าคญัอย่างยิ่งต่อการจบั ATP  และความเขม้ขน้ของ Mg2+ ภายในไมโตคอนเดรีย
อาจส่งผลทางออ้มต่อ Citric cycle (Kuramoto et al., 2011) 

ภาพท่ี 3 แสดงการรักษาสมดุลของแมกนีเซียมภายในเซลล ์ของ Transporters protein  
  (de Baaij et al., 2015) 

การดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เลก็   

การดูดซึมในล าไส้ปริมาณ 370 mg 30-50 %  เกิดในล าไส้  (Graham et al., 1960) การดูดซึม

แมกนีเซียมในล าไส้ เกิดผ่าน 2 กลไก หลักคือ กลไกการแพร่แบบผ่านช่องว่างระหว่างเซลล ์

(passive paracellular transport) และ กลไกแบบผ่านเซลล์โดยใช้พลังงาน (active transcellular 

transport) ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 2  โดยการเกิดการดูดซึมน้ีจะเกิดขึ้นท่ีบริเวณส่วนของล าไส้เล็ก และ

บางส่วนของ Cecum และ Colon  ผา่น Transcellular transport  

 Passive paracellular transport  

จะเป็นกลไกหลกัในการดูดซึมแมกนีเซียม โดยกลไกน้ีจะใชก้ารแพร่แบบไม่อาศยัพลงังาน 

แต่อาศยัการแพร่ของสารจากความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมจากมากไปน้อย  แรงท่ีใช้ในการขนส่ง
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แมกนีเซียมในกลไกน้ีมากจากความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมท่ีดา้น luminal ซ่ึงมีความเขม้ขน้มากถึง 

5 mM แต่ในขณะเดียวกันด้าน Basolateral มีความเขม้ขน้เพียง 1 mM ส่งผลให้เกิดความแตกต่าง

ทางความเขม้ขน้จึงสามารถเกิดการแพร่แบบไม่ตอ้งใชพ้ลงังานได ้นอกจากน้ียงัตอ้งอาศยัแรงความ

แตกต่างทางศักย์ไฟฟ้า ซ่ึงท่ีด้าน luminal จะมีค่าศักย์ไฟฟ้าเป็นบวก แต่ในขณะเดียวกันด้าน 

Basolateral มีศกัยไ์ฟฟ้าเป็นลบ ดังนั้นจึงท าให้แมกนีเซียมท่ีมีประจุเป็นบวกในรูปอิสระ (Mg2+) 

สามารถขนส่งผ่านได้ตาม  electrical gradient(Grober et al., 2015; Quamme, 2008)โดยอาศัย

โปรตีนใน tight junction คือ Claudins (Cldn)  

Tight junction เป็น protein complexes ท่ี วางตัวแบบ  semi-permeable connections บน 

cell membrane โดยจะแบ่งด้าน apical ออกจากด้าน basolateral ท าให้ เซลล์มีคุณสมบัติแบบ 

Polarization โดย Tight junction จะแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็น cytoplasmic plaque และ ส่วนท่ี

เป็น transmembrane protein ท่ีแบ่งเป็นclaudin family, occludin family และ  junctional adhesion 

molecules (JAMs) โดยท่ี occludin จะจบักบั Zonula occludens (ZO) 1, 2, และ 3 (หรือเรียกว่า tight 

junction  protein 1, 2 และ 3) ท่ีเป็นส่วน cytoplasmic plaque และท าหนา้ท่ีเป็นตวัรับส่งสัญญาณท่ี

ส าคญัให้กบั Tight junction   อยา่งเช่น ZO-1 จะมีการแสดงออกใน epithelial และ endothelial cells 

มีหนา้ท่ีในการช่วยส่งสัญญาณของเซลล์  เน่ืองจาก ZO-1 มีการจบักนักบัโปรตีน คือ  PDZ domains 

ท่ีสามารถจับกับ claudinsและJAMs  Guk domain ท่ีจับกับ occludin  และ SH3 domain ท่ีจับกับ  

transcription factor ZONAB, และ  c-terminus ท่ี จับกับ  cytoskeletal F-actin (Simon et al., 1999) 

การจบักนัน้ีท าให้เกิดการส่งสัญญาณทั้ง extra- และ intracellular signaling ท่ีมีผลต่อการท างานของ 

Tight junction  (Vermette et al., 2018) นอกจากน้ียงัมีโปรตีนท่ีส าคญัท่ีท าหน้าท่ีรักษาเสถียรภาพ 

(integrity) คงความแข็งแรง ของ Tight junction ท าให้เกิดคุณสมบติัการคดัเลือดขนาดของโมเลกุล 

(size-selectivity) หรือ เกิดคุณสมบติัการคดัเลือกประจุ (charge-selectivity) โปรตีนกลุ่มนั้นนั้นคือ 

Claudins  

โปรตีน Cldn ในปัจจุบนัพบว่ามีทั้งหมด 27 ชนิดคือ Cldn 1 Cldn 27   ซ่ึงในแต่ละชนิดนั้น

มีการแสดงออกแบบจ าเพาะในอวยัวะท่ีแตกต่างกนั การแสดงออกของโปรตีน Claudin นั้นขึ้นอยู่

กับยีนและโปรตีนท่ี เก่ียวข้องยกตัวอย่างเช่น Cldn 2 ควบคุมด้วย Cdx1 และ Cdx2 ซ่ึงเป็น 

transcription factor (TF) ท่ีจะไปกระตุน้ Cldn 2 promoter ท่ีส าคญัต่อกระบวนการ differentiation 

ของเยื่อบุผนังล าไส้ (Sakaguchi et al., 2002) Cldn เป็นตัวการส าคัญส าหรับในการท าให้ tight 



 19 

junction สามารถคดัเลือกประจุ (charge-selectivity) ซ่ึงจ าเป็นต่อการขนส่งสาร โดยการศึกษาก่อน

หน้าน้ีแสดงให้เห็นว่า Cldn 2 และ 12 เป็น paracellular channels ส าหรับแคลเซียม (Beggs et al., 

2017) หรือ Cldn 7 ท่ีมีผลต่อการขนส่ง โซเดียมและคลอไรด์ไอออน (Fan, Tatum, Hoggard, & 

Chen, 2019) โครงสร้างส่วนใหญ่ของ claudins จะประกอบด้วย 2 extracellular domain และ 1 

intracellular domain ซ่ึงมี N- และ C-terminal อยู่ฝ่ัง cytoplasm (Vermette et al., 2018) และจะมี 

serine/threonine ท่ีสามารถเกิด phosphorylation ได้ในส่วนของ C-terminal  โดย phosphorylation 

นั้นจะสัมพนัธ์กบัฟังก์ชนัของ tight junction ท่ีลดลงหรือเพิ่มขึ้น (Van Itallie et al., 2012) การศึกษา

ก่อนหน้าน้ีของ Van Itallie and Anderson (2006) ได้ท าการศึกษาการแสดงออกและกลไกการ

ควบคุมของ Cldn ชนิดต่างๆ ในเซลล์เยื่อบุผิวหลายชนิดพบว่า Cldn ชนิดต่างๆถูกควบคุมและ

ตอบสนองต่อ signaling molecule  ซ่ึงอาจท าให้เกิดกระบวนการ Phosphorylation และเพิ่มการ

แสดงออกหรือกระตุ้นการท างานของ Cldn ได้หลายชนิดอย่างเช่น cAMP, mitogen activated 

protein kinase (MAPK), protein kinase C, phospholipase C, G protein เป็นต้น นอกจากน้ีในการ

รักษาเซลล์บุผนังหลอดเลือดท่ีได้รับการเพาะเล้ียงด้วย cAMP จะช่วยเพิ่มการท างานของ tight 

junction โดยใช้กลไกการเกิด  phosphorylation ผ่าน  protein kinase A (Duan, Zhang, Wu, Li, & 

Liu, 2017; Gonzalez-Mariscal, Raya-Sandino, Gonzalez-Gonzalez, & Hernandez-Guzman, 2018) 

นอกจากน้ีจากการศึกษาของ Ikari et al. (2010) ได้ท าการศึกษาผลของ extracellular Mg2+ ต่อการ

ควบคุม tight junction localization และความสามารถในการเลือกผ่านของ Claudin 16 ในเซลล ์

MDCK cell พบว่า  tight junction localization ของ claudin 16 ต้องอาศัย ความเข้มข้นของ  Mg2+ 

(Pan et al., 2012) หากปริมาณแมกนี เซียมไม่ เพี ยงพอจะท าให้ เกิดการลด localization และ

ความสามารถในการให้ผ่ านของ Tight junction โดยแมกนี เซียม จะควบคุมกระบวนการ  

phosphorylation ของ threonine ผา่น MEK/ERK pathway จึงกล่าวไดว้่า Cldn มีผลต่อความสามารถ

ในการเลือกผ่านของ tight junction (Gunzel & Yu, 2013) ในการดูดซึมแมกนีเซียมนั้นจะใช้  Cldn 

16 และ Cldn 19 เป็นตวัควบคุมในท่อขดส่วนปลายของหน่วยไตแต่ไม่พบในล าไส้เลก็ (de Baaij et 

al., 2015; Fujita et al., 2006) แต่จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ Thongon and Krishnamra (2012) ท่ี

ไดศึ้กษาคุณสมบติัของ transepithelial electrical resistance (TER) หรือคุณสมบติัการคดัเลือกประจุ

ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ (paracellular charge selectivity) ในเซลล์เพาะเล้ียง Caco-2 monolayers  

พบว่า  Cldn 7 และ Cldn 12 มีส่วนช่วยในการดูดซึมแมกนีเซียม หมายความได้อีกอย่างหน่ึงว่า 

Cldn 7 และ Cldn 12 มีความสามารถเป็น magnesium channel  โดยในการท างานของ Tight 
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junction นั้นตอ้งอาศยัการควบคุมดว้ย signaling molecule  นอกจากน้ีจากการศึกษาการควบคุมการ

แสดงออกของ claudinsในล าไส้ พบว่า cldn 2, 3, 7 และ 15  มารวมกลุ่มกันท่ี Tight junction ของ

เยื่อบุผนังล าไส้ในหนู เม่ือถูกกระตุน้ด้วย Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) (Lei et al., 

2012 ; Sakaguchi et al., 2002) นอกจากนั้ นย ังพบว่าหาก knockout Sodium proton exchangers 

(NHEs) ในหนู ท าใหก้ารแสดงออกของ Cldn 2 และ Cldn 15 ลดลง (Pan et al., 2012)  

Active transcellular transport  

 เป็นกลไกแบบผ่านเซลลโ์ดยใชพ้ลงังาน เป็นการขนส่ง ion ท่ีตา้น concentration gradient 

จึงตอ้งใช้พลงังาน จะถูกกระตุน้ก็ต่อเม่ือมีปริมาณแมกนีเซียมลดน้อยลง  (Penner & Fleig, 2007) 

โดยกลไกน้ีตอ้งอาศยัการท างานของโปรตีน transient receptor potential ซ่ึงเป็น channel เฉพาะของ

สารประจุบวกสอง (divalent cations channel)  เช่น Mg2+, Na2+ และ Ca2+  ในการดูดซึมแมกนีเซียม

นั้ น จะต้องอาศัยโปรตีน  transient receptor potential melastatin (TRPM) 6 และ 7 ท่ีอยู่ทางด้าน 

apical ของล าไส้ เพื่อให้แมกนีเซียม  จากด้าน luminal  เข้าสู่  enterocyte จากนั้ นจะต้องอาศัย 

secondary active transport เพื่อขนส่งแมกนีเซียม จาก enterocyte เขา้สู่กระแสเลือด  โดยใชโ้ปรตีน

ท่ี เป็ น  Na /Mg exchanger คื อ  ancient conserved domain protein 4 (CNNM4)  ยื น ยัน ได้ จ าก

การศึกษาของ Yamazaki et al. (2013) ท่ีพบว่าเม่ือท าการ point mutation โปรตีน CNNM4 ในหนู 

จะท าให้การขนส่งแมกนีเซียมออกเซลลน์ั้นลดลงดว้ย นอกจากน้ี TRPM6 และ TRPM7 ท่ีสามารถ

ถูกยบัย ั้งโดย Free Mg2+ และ แมกนีเซียมท่ีจบัอยู่กับ ATP (Mg-ATP) ใน cytoplasm ท่ีเพิ่มขึ้นได ้

ส่วน TRPM6 และ TRPM 7 นั้นมีบทบาทส าคญัอย่างยิ่งต่อการขนส่ง Mg ผ่านเซลล ์เน่ืองจากตอ้ง

ท างานร่วมกนั 

Transient receptor potential (TRP) family เป็น channel ของไอออนบวก  มีคุณสมบัติ

ในการให้ไอออนบวกผ่านได้ ซ่ึงมีทั้ งหมด 8 ชนิด แต่ชนิดท่ีเด่นท่ีสุดคือ TRPM6 (Chak2) และ 

TRPM7 (ChaK1, TRP-PLIK, LTRPC7) มี โ ค ร งส ร้ า ง แ บ บ  tetrameric แ ล ะ แ ต่ ล ะ  subunit 

ประกอบดว้ยส่วนท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ 6 ส่วน (S1-6) และโดยส่วนท่ีสามารถดูดซึม Mg2 +, Ca2 + 

และ Zn2 + จะอยู่ระหว่างส่วนท่ี 5 และ 6 นอกจากน้ี TRPM6 และ7 มีส่วนประกอบของ  α-kinases 
domain  เป็นลักษณะเด่นท่ี เพิ่ มมาจากส่วนท่ี เป็น Ion channel ซ่ึ งสามารถเกิดกระบวนการ 

Phosphorylation บริเวณน้ีได้ เรียกคุณสมบัติน้ีว่า “Chanzymes” (Simon et al., 1999; Zou, Rios, 

Montezano, & Touyz, 2019)  
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ภาพท่ี 4 แสดงโครงสร้างของ TRPM6 และ 7  
(Thebault et al., 2008; Zou et al., 2019) 
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TRPM6  กระจายอยู่ในล าไส้เล็ก , colon และ distal convoluted tubule (DCT) (Simon et 

al., 1999) ในการศึกษา functional expression พบว่าการ แสดงออกของ TRPM6 ท่ี cell membrane 

จ า เป็นต้องมีการแสดงออกของ TRPM7 ร่วมด้วย (co-expression) จะได้โครงส ร้างแบบ 

heteromeric ion channels (Chubanov et al., 2018; Schmitz et al., 2005) ในก ารศึ กษ าโรคท าง

พนัธุกรรมช่ือ isolated autosomal recessive hypomagnesemia (IRH) ซ่ึงท าให้เกิดการสูญเสีย Mg 

อย่างรุนแรง พบว่าผู ้ป่วยมีการ mutation ของยีน ท่ีสร้าง epithelial growth factor (EGF) และ 

TRPM6 โดยการ mutation เกิดท่ี c-terminal  domain หากให้ EGF กับเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ 

TRPM6 จะช่วยเพิ่ม activity ของTRPM6  แต่หากเล้ียงการ mutation ของ EGF TRPM6 จะไม่ถูก

กระตุน้ และมีการแสดงออกของโปรตีนท่ี colon, cecum, DCT มากขึ้นในหนูท่ีไม่ไดรั้บแมกนีเซียม 

(Groenestege, Hoenderop, van den Heuvel, Knoers, & Bindels, 2006) นอกจากน้ียีน TRPM6 ของ

มนุษย์ ต้องเข้ารหัสไอโซฟอร์ม mRNA หลายตัว ท าให้ TRPM6  ถูกเก็บไวใ้นเซลล์และยงัไม่

สามารถท างานได ้ จึงตอ้งอาศยั TRPM7 ในการท างาน โดยจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบวา่ TRPM7 

นั้นสามารถกระตุน้การ Translocation ของ TRPM6 ให้ออกมาจาก cytosol ไปอยู่บนผิวเซลล์แลว้

ท างานร่วมกบั TRPM7 ในรูปแบบ Heteromeric ion channel ได ้(Chubanov et al., 2018; Chubanov 

et al., 2004; Schmitz et al., 2005) ซ่ึ งอาจกระตุ้น ผ่ าน  cAMP-PKA pathway  นอกจาก น้ี ย ัง มี

การศึกษาท่ีแสดงว่า kinase activity ของ TRPM6 มีผลต่อการกระจายตวัของ subcellular TRPM7 

และมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ภายใตส้ภาวะการเติบโตแบบ hypomagnesemia  และยงัมี

การศึกษาจากใน ปี  2016  ท่ี ท าใน  human embryonic kidney 293 (HEK293) cells  ก็ ให้ ผล

เช่ น เดี ยวกัน  (Blanchard et al., 2016) ซ่ึ งห ม ายความว่ า  kinase ของทั้ งส อง  channels เป็ น

องคป์ระกอบท่ีส าคญัของการรักษา ion  homeostasis และปรับเปล่ียนการส่งสัญญาณโดยมีอิทธิพล

ต่อกิจกรรมทางชีวภาพของกันและกัน เช่นเดียวกับเหตุการณ์การส่งสัญญาณภายในเซลล์ การ

คน้พบเหล่าน้ียืนยนัว่าถึงแมว้่า TRPM6 และ TRPM7 จะเป็นทั้งเซ็นเซอร์ของ extracellular mg และ

และควบคุมสมดุลแมกนีเซียม แต่ channel ทั้งสองท างานแบบไม่ซ้อนทบัหน้าท่ีกนั (Ferioli et al., 

2017) เน่ืองจากในการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Brandao (2014) พบว่า กิจกรรมของ TRPM6 kinase มี

ผลต่อ TRPM7 serine phosphorylation และ ช่วย TRPM7 จากการยบัย ั้งโดย Mg-ATP (Chubanov 

et al., 2018) ส่วน TRPM7 ก็ชดเชยความไวของ TRPM6 ต่อ cytosolic Mg2 + ท่ีสัมพนัธ์ กับความ

เขม้ขน้ทางสรีรวิทยา ซ่ึงเป็นเช่นเดียวกบัในการศึกษาของ  Thongon and Chamniansawat (2019) ท่ี

พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของโปรตีนทั้ง TRPM6 และ CNNM4  แต่การดูดซึมแมกนีเซียมไม่ดีขึ้น ซ่ึงอาจ
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เป็นไปได้ว่า การท างานของ TRPM6 นั้ นอาจต้องอาศัยการกระตุ้นจากโปรตีนหรือ signaling 

molecule ตัว อ่ืนๆ  แต่ ในขณะเดียวกัน ในการศึกษาของ  Langeslag, Clark, Moolenaar, van 

Leeuwen, and Jalink (2007) กลบัแสดงให้เห็นว่า TRPM6 อาจท างานไดด้ว้ยตวัเอง ซ่ึงแตกต่างจาก

งานวิจยัอ่ืน ๆ ท่ีสรุปว่าตอ้งท างานควบคู่กบั TRPM7  นอกจากน้ีในการศึกษาของ Jia Xia และคณะ

ในปี 2011 (J. Xie et al., 2011) ท่ีท าการศึกษากิจกรรมของ TRPM6 ในเซลล์ HEK 293T cell ท่ี

พบว่า โปรตีน TRPM6 นั้นมีความตอ้งการ PIP2 หรือ  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate เพื่อ

ช่วยในกิจกรรมการท างานของตวัโปรตีน โดยพบว่า เม่ือท าการ Mutation PIP2 จะท าให้สามารถลด

หรือยบัย ั้งกิจกรรมการท างานของ TRPM6   และเม่ือ TRPM6 มีการ Interaction กบั PIP2 ท่ีบริเวณ

ประจุบวก แลว้จะสามารถกระตุน้ให ้TRPM6 นั้นเกิดการกระตุน้เพื่อใหข้ึ้นไปอยูบ่นเยือ่หุม้เซลลไ์ด้

ดียิ่งขึ้น และกระตุน้การท างานของ TRPM6 ในทางกลบักันถา้หากทีการเกิด Hydrolyzation ของ 

PIP2 ก็จะท าให้กิจกรรมการท างานของ TRPM6 นั้ นลดลง และโปรตีนก็จะอยู่ในเซลล์ โดย

กระบวนการเกิด Hydrolyzation ของ PIP2 น้ี อาจเกิดขึ้นไดจ้ากการกระตุน้โดย GRP receptor ผ่าน 

Gq subunit ท่ี ไปกระตุ้น  PLCβ ท่ีสามารถจับกับ  TRPM6 แล้วย ังสามารถ กระตุ้นการเกิด 

Hydrolyzation เปล่ียน PIP2 เป็น IP3 และ DAG ได ้

TRPM7 นั้นสามารถแสดงออกไดต้ามหลาย ๆ อวยัวะ และมีความสามารถในการยอมให้

แมกนีเซียมผ่านมากกว่าแคลเซียมเล็กน้อย โดยทั่วไปแล้วกิจกรรมของ TRPM7 ถือเป็นส่ิงท่ี

จ าเป็นตอ้งมีก่อนส าหรับความมีชีวิตของเซลล ์ในการศึกษาท่ีมีการลบยีนของ TRPM7 ในเซลลท์ า

ให ้เกิดการขาดแมกนีเซียมในเซลลแ์ละท าใหเ้ซลลห์ยดุการเจริญเติบโต แสดงให้เห็น วา่ TRPM7 มี

ความส าคัญอย่างยิ่งต่อสภาวะสมดุลของแมกนีเซียมในระดับเซลล์ (Jin et al., 2008) TRPM7 มี

กระบวนการ auto-phosphorylation เป็นกลไกควบคุม  channel activity (Schmitz et al., 2005; 

Thebault et al., 2008) ท่ี  C- terminal มี  α-kinase domain ท่ีควบคุมการเกิด autophosphorylation 

ดว้ยตวัเองได ้(Zou et al., 2019) โดยอาจจะอาศยั Receptor Tyrosine Kinases (RTK) และขึ้นอยู่กบั

การเปล่ียนแปลงความเขม้ข้นภายในเซลล์ของ Mg2 + เน่ืองจากเม่ือความเขม้ข้นของแมกนีเซียม

ภายในเซลล ์อยูใ่นระดบัต ่าการกระตุน้ดว้ย PLC จะยบัย ั้ง TRPM7 แต่ในขณะท่ีในสภาวะปกติ PLC 

จะได้รับการกระตุ้น  และเพิ่มการแสดงออกของ TRPM7 หรืออีกทางหน่ึง การแสดงออกของ 

TRPM7 นั้นอาจเกิดขึ้นไดจ้าก การกระตุน้ของ Ca2+ ของ ERK เน่ืองจากเม่ือท าการยบัย ั้ง ERK จะ

ท าให้การแสดงออกของ TRPM7 นั้ นลดลง นอกจาก น้ี  TRPM7 นั้ นสามารถกระตุ้นการ 

Translocation ของ TRPM6 ให้ออกมาจาก cytosol ไปอยู่บนผิวเซลล์แลว้ท างานร่วมกับ TRPM7 
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ในรูปแบบ Heteromeric ion channel ได้ โดยอาจกระตุน้ผ่าน cAMP-PKA pathway (Chubanov et 

al., 2018; Chubanov et al., 2004; Schmitz et al., 2005)  

ภาพท่ี 5 แสดงกลไกการท างานของ TRPM7 
 (Zou et al., 2019) 

 

CNNM4 cyclin M (CNNM) ช่ือน้ีมาจากการมี motif box cyclin (Wang et al., 2003) มี 4  

ชนิดคือ CNNM1 – CNNM4 โปรตีนเหล่าน้ีประกอบดว้ย domain of unknown function 21 (DUF2)  

แ ล ะ  cystathionine β-synthase (CBS) domains in the cytoplasmic region (de Baaij et al., 2012; 

Stuiver et al., 2011) สามารถพบไดใ้นยูคาริโอตจากยีสต์ไปจนถึงสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม  การศึกษา

ก่อนหน้าน้ีพบว่าการกลายพนัธุ์ของ CNNM2 เกิดขึ้นในผูป่้วยท่ีมีภาวะ hypomagnesemia (Stuiver 

et al., 2011) ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนถึงบทบาทของ CNNM ในการขนส่ง Mg2+ แต่ในการศึกษาของ 

Yamazaki et al. (2013) ในการวดัปริมาณขององค์ประกอบโลหะส าคญัในเซลล์ HEK293 พบว่า

ระดับโซเดียมเพิ่มขึ้นในขณะท่ีระดับแมกนีเซียมลดลงในเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ CNNM4 

ในทางกลบักนัเม่ือยบัย ั้ง  CNNM4 โดยใช ้RNA (RNAi) ในเซลล ์HEK293 ส่งผลให้แมกนีเซียมใน
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เซลล์เพิ่มขึ้น (Funato et al., 2014) จึงสรุปไดว้่าจึงสรุปไดว้่า CNNM4 มีความส าคญักบัการดูดซึม

แมกนีเซียมโดยการแลกเปล่ียน intracellular Mg2+ และ extracellular Na + (Na + / Mg2 + exchanger)  

และเป็น Mg2 + transporters ท่ีขบั Mg2 + ออกจากเซลล ์ CNNM จะอาศยัการท างานของ phosphatase 

of regenerating liver (PRL) PRL ท่ีประกอบด้วย  tyrosine phosphatase domain  ซ่ึงโปรตีน PRL 

(PRL1–3) และ CNNM (CNNM1-4) สามารถจบักนัและการท างานร่วมกันได้เน่ืองจาก  CNNM มี 

CBS (Funato et al., 2014; Hardy et al., 2015) ท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของ PRL ได้ ในการศึกษาของ 

Funato et al. (2014) พบวา่การแสดงออกของ PRL ระงบั Mg2+ efflux อย่างสมบูรณ์ นอกจากน้ีหาก

มีการแสดงออกของ PRL มากเกินไปหรือน้อยเกินไป ก็จะส่งผลต่อระดบั Mg2+ ภายในเซลล์ด้วย 

ผลลพัธ์เหล่าน้ีเก่ียวขอ้งกับ PRL ในการควบคุมระดับ Mg2+ โดยยบัย ั้งกิจกรรม Mg2+ efflux ของ 

CNNM4 (Yamazaki et al., 2013)  

ภาพท่ี 6 แสดงการจบักนัระหวา่ง CNNM4 และ PRL  ซ่ึงมีผลต่อการขนส่งแมกนีเซียม 
 (Funato et al., 2014) 
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การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในกระดูก 

เน่ืองจากแมกนีเซียม 50 - 60% ถูกเก็บท่ีกระดูก  โดยการสะสมน้ีเป็นกระบวนการท่ีมีความ
เก่ียวขอ้งกบัความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมในกระแสเลือด ซ่ึงถา้หากแมกนีเซียมในเลือดนั้นเกิด
ลดนอ้ยลงจะเกิดกระบวนการการสลายกระดูกเกิดขึ้น ซ่ึงผิวกระดูกจะมีการแลกเปล่ียน
แมกนีเซียมอยา่งต่อเน่ืองใหก้บัเลือด (Alfrey, Miller, & Trow, 1974) เพื่อใหแ้มกนีเซียมในเลือด 
กลบัมามีปริมาณความเขม้ขน้ใหใ้กลเ้คียงปกติมากท่ีสุด  โดยในกระดูก Mg2+  จะจบักบัพื้นผิว
ของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต ์และเพิ่มความสามารถในการละลายของ Pi และ Ca2+ ไฮดรอกซีอะ
พาไทตแ์ละดว้ยเหตุน้ีจึงส่งผลต่อขนาดและการก่อตวัของผลึก(Boistelle, Lopez-Valero, & 
Abbona, 1993)   นอกจากน้ี Mg2+ ยงัสามารถกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูกใน
กรณีท่ีมีแมกนีเซียมมากพอใหเ้ก็บสะสม  นอกจากน้ี ในการศึกษาของ Rude และคณะ พบวา่ 
การขาด Mg2+ จะเพิ่มการหลัง่ของ proinflammatory cytokines เช่น tumor necrosis factor 
(TNF)- , interleukin (IL)-1 และ Substance (Rude et al., 2004)  ซ่ึงทั้งหมดน้ีมีความเก่ียวขอ้งใน
กระบวนการสลายของกระดูก osteoclastic โดยท าใหเ้กิดการสลายกระดูกท่ีเพิ่มมากขึ้น โดยมี
ความเก่ียวขอ้งกบัระดบัฮอร์โมนพาราไทรอยด ์ (PTH) และ 1,25 (OH)2D3 ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุท่ี
ท าใหมี้การเพิ่มหรือลดแมกนีเซียมในกระแสเลือดและในกระดูก  (Rude, Oldham, Sharp, & 
Singer, 1978) 

 
ภาพท่ี 7 แสดงกลไกการรักษาสมดุลแมกนีเซียมภายในกระดูก  

  (Castiglioni, Cazzaniga, Albisetti, & Maier, 2013) 
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การรักษาสมดุลแมกนีเซียมในไต 

 ในไตนั้นเป็นกระบวนการส าคญัอยา่งมากในการรักษาระดบัแมกนีเซียมภายในร่างกายของ
มนุษย ์เน่ืองจากจะท าหนา้ท่ีขบัแมกนีเซียมส่วนเกินทิ้งและดูดกลบัแมกนีเซียมในยามจ าเป็น โดย
ท่ีแมกนีเซียม ประมาณ 2400 mg จะถูกกรองท่ี Glomerulus และจะดูดกลบัท่ี Nephron ประมาณ 
90-99% โดยส่วนท่ีเหลืออีก 100 mg จะถูกขบัทั้ง ในกระบวนการรักษาสมดุลของแมกนีเซียมใน
ไตนั้น เกิดขึ้นไดใ้นหลายส่วน คือ  

1. proximal tubule (PT) กลไกของการดูดซึมแมกนีเซียมของ proximal tubule (PT) นั้นแสดงให้
เห็นวา่ 10–25% ของ Mg2+ ถูกดูดกลบัโดย nephron  และ 70% ของ Mg2+ serum สามารถกรองได้
อยา่งอิสระใน Glomerulus  (Quamme et al., 1978)โดยส่วนใหญ่นั้นการดูดกลบัของ Mg2+ จะ
เกิดขึ้นท่ีส่วนปลายของ proximal tubule โดยใชก้ระบวนการ passive paracellular transport โดย
จ าเป็นจอ้งพึ่งพาอาศยัการขนส่งของ Na2+ร่วมดว้ย (Ikari, Kano, & Suketa, 2002; Le Grimellec, 
1975) 

2. Thick ascending limb of Henle’s loop (TAL)  ส่วนน้ีจะเป็นส่วนหลกัส าหรับการดูดกลบัของ 
Mg2+ (Feraille & Dizin, 2016; Hoenderop, Nilius, & Bindels, 2002) เน่ืองจากคุณสมบติัเฉพาะ
ของส่วนน้ี ท าใหแ้มกนีเซียมท่ีถูกกรองแลว้ ประมาณ 50–70% สามารถถูกดูดกลบัมาไดอี้กคร้ัง 
การขนส่ง Mg2+ แบบ paracellular transport นั้นขึ้นอยูก่บัแรงดนัความต่างศกัย ์Transepithelial ท่ี
เป็นบวกของลูเมน (+10 mV) ซ่ึงถูกก าหนดโดยกิจกรรมของ Na+ -K+ -2Cl- cotransporter 
(NKCC2) และการหลัง่ของ K+ ท่ี Apical membrane ปัจจยัท่ีเพิ่มแรงดนัความต่างศกัยใ์ห ้
Transepithelial membrane คือการหลัง่ K+ ผา่นทาง renal outer medullary potassium channel 
(ROMK) และการไหลยอ้นกลบัของ Na2+ แบบ paracellular ซ่ึงเป็นผลมาจากการลดความเขม้ขน้
ของ Na2+ ท่ีอยูใ่น luminal (Greger & Velazquez, 1987) การขนส่งแมกนีเซียมในส่วนน้ีจะตอ้ง
ขนส่งแบบ paracellular transport โดยอาศยัการเลือกผา่นของ Tight junction ท่ีวางตวัอยูร่ะหวา่ง 
Epithelium cell โดยอาศยัโปรตีนกลุ่ม Cldn โดยการแสดงออกของโปรตีนชนิดน้ีจะแตกต่างกนั
ออกไปในแต่ละส่วนซ่ึงในส่วนน้ีจะมีการแสดงออกของโปรตีน Cldn 3, 10, 11, 14, 16, และ 19 
โดยตวัท่ีท าหนา้ท่ีในการเลือกผา่นแมกนีเซียมไดแ้ก่ Cldn 16 และ 19 (Gunzel & Yu, 2013; 
Konrad et al., 2006) 

3.  distal convoluted tubule (DCT)  เป็นตวัก าหนดความเขม้ขน้ของ Mg2+ แมกนีเซียม ประมาณ 
10% จะถูกดูดกลบัโดยกลไกการขนส่งแบบ Transcellular transport ท่ีมีการควบคุมอย่างเขม้งวด
(Brunette, Vigneault, & Carriere, 1974) โดยท่ีส่วนของ  เซลล ์DCT ก่อตวัเป็นเยือ่บุผิวท่ีมีความ
ตา้นทานสูงโดยมีความต่างศกัยข์องลูเมนเป็นลบอยูท่ี่ประมาณ -5 mV (Greger & Velazquez, 
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1987; Wright, 1971) ใน DCT จึงจ าเป็นตอ้งใชก้ารขนส่งแบบ Transcellular transport ท่ีตอ้ง
อาศยัโปรตีน TRPM6 ในการ เป็นตวักลางในการขนส่ง Mg2+ ใหเ้พิ่มขึ้นใน Luminal  โดยการ
ท างานของ TRPM6 นั้นจะขึ้นอยูก่บัความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมภายในเซลล ์ (Hoenderop & 
Bindels, 2008; Voets et al., 2004)   โดยท่ีความแตกต่างความเขม้ขน้ของแมกนีเซียม ท่ีเขา้สู่
เซลล ์DCT ส่วนท่ีเป็น Luminal จะอยูท่ี่ประมาณ 0.2-0.7 mM และส่วนท่ีอยูใ่นเซลลจ์ะประมาณ 
0.5-1 mM ดงันั้นแมกนีเซียมท่ีเขา้สู่ดา้นลูเมน จะใชค้วามต่างศกัยท่ี์เป็นลบของเยื่อหุ้มเซลลใ์น
การขนส่งแมกนีเซียมเขา้มาภายใน DCT cell นอกจากน้ี K+ channel ยกตวัอยา่งเช่น voltage-
gated K+ channel ยงัมีความจ าเป็นอยา่งมากในการขบัเคล่ือนกระบวนการ Mg2+ uptake (de Baaij 
et al., 2013; Glaudemans et al., 2009; Xu et al., 1997) นอกจากนั้นยงัพบวา่ ROMK ท่ีเคย
กล่าวถึงไปขา้งตน้นั้นก็พบการแสดงออกไดใ้น DCT cell และยงัมีผลต่อกระบวนการต่างๆใน
การดูดซึมและดูกลบัแมกนีเซียมอีกดว้ย (Xu et al., 1997; Yang, Frindt, & Palmer, 2010) 
อยา่งเช่นในการศึกษาก่อนหนา้น้ีไดท้ าการศึกษาโดยการยบัย ั้ง ROMK แลว้พบวา่มีผลต่อการ
ควบคุมสมดุลของแมกนีเซียม และเม่ือท าการยบัย ั้งโดยใช ้ Aldosterone หรือ eptihelial 
Na+channel (Caspi et al.) ท าใหล้ดการสูญเสียหรือการขบัแมกนีเซียมทิ้งได ้ (Ellison, 2009) 
นอกจากน้ีแลว้ ใน DCT ยงัพบวา่มีการแสดงออกของ CNNM2 (de Baaij et al., 2012)  ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเป็น Mg2+ transporter  ท่ีส่วนของ basolateral membrane โดยกระบวนการท างานนั้นตอ้ง
อาศยัการท างานร่วมกบั PRL ซ่ึงสามารถจบักบัส่วนของ CBS domain บน CNNM2 ไดอี้กดว้ย 
(Goytain & Quamme, 2005a; Stuiver et al., 2011) แต่อยา่งไรก็ตามกระบวนการรักษาสมดุลของ
แมกนีเซียมก็ยงัตอ้งท าการศึกษาคน้ควา้ต่อไปในอนาคตเน่ืองจากยงัไม่ทราบกลไกท่ีแน่นอน
ทั้งหมด 
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ภาพท่ี 8 แสดงการรักษาสมดุลของแมกนีเซียมในไตท่ีบริเวณส่วนต่างๆ  
 (de Baaij et al., 2015) 
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ยากลุ่ม Proton Pump Inhibitor ต่อการกดการดูซึมแมกนีเซียมในล าไส้ (PPIs suppressed 

Intestinal Mg2+ absorption) 

ยากลุ่ม  Proton Pump Inhibitors (PPIs) ตาม ท่ีกล่ าวไปข้างต้น   เป็นยาท่ีมักใช้อย่าง

แพร่หลาย ในการรักษากลุ่มอาการท่ีเก่ียวขอ้งต่อการหลัง่กรดเกินในกระเพาะอาหาร โดยผูป่้วยท่ี

จ าเป็นตอ้งรับยาชนิดน้ี มีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งใชติ้ดต่อกนัเป็นระยะเวลานาน ในขณะเดียวกนัเม่ือ

ใช้เป็นระยะเวลานาน จะท าให้เกิดผลข้างเคียงหลายอย่างตามมา โดยเฉพาะท าให้เกิดภาวะ

แมกนีเซียมในเลือดต ่ า (hypomagnesemia) เน่ืองจากกดการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้  โดย

ผลข้างเคียงน้ีได้ถูกค้นพบคร้ังแรกปี 2006 (Epstein, McGrath, & Law, 2006) ในผูป่้วยท่ีมีภาวะ

พร่องพาราไทรอยด์และแมกนีเซียมต ่าจากการใชย้า PPIs จากผลการศึกษาบ่งช้ีว่า เม่ือหยุดใช้ยาก

ลุ่ม PPIs สามารถท าให้ระดบัแมกนีเซียมในเลือด และ แมกนีเซียมในปัสสาวะกลบัสู่ภาวะปกติได ้

ในขณะท่ีเม่ือผูป่้วยกลบัมาไดรั้บยา PPIs เป็นระยะเวลานานอีกคร้ัง จะท าให้ระดบัแมกนีเซียมใน

เลือดและแมกนีเซียมในปัสสาวะลดลงต ่ากว่าระดบัปกติ จากนั้นจึงมีการศึกษาหลายการศึกษาท่ี

บ่งช้ีว่า ยา PPIs มีผลขา้งเคียงในการท าให้เกิดภาวะ hypomagnesemia หากใช้ติดต่อกันเป็นระยะ

เวลานาน (Cundy & Mackay, 2011)  โดยการเกิดภาวะ hypomagnesemia จากการได้รับยากลุ่ม 

PPIs เป็นระยะเวลานานนั้น สามารถเกิดไดจ้ากการกดการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้  หรือลดการ

ดูดกลบัทางไต แต่ทั้งน้ีเน่ืองจากแมกนีเซียมโดยปกติจะไดรั้บผ่านทางการรับประทานอาหารเท่านั้น 

จึงท าให้กระบวนการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้จึงมีความจ าเป็น หากการดูดซึมแมกนีเซียมใน

ล าไส้ถูกรบกวน จะส่งผลให้ระดับแมกนีเซียมในเลือดลดลง น าไปสู่ภาวะ hypomagnesemia 

(Perazella, 2013)  ยืนยนัได้จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ Rondon, Groenestege, Rayssiguier, and 

Mazur (2008) ท่ีไดท้ าการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างระดบัแมกนีเซียมท่ีลดลงและการแสดงออก

ของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องต่อการดูดซึมแมกนีเซียม คือ TRPM6 ในไตและล าไส้ใหญ่ของหนู 

C57BL/6J mice เพศผู ้พบว่าในภาวะแมกนีเซียมต ่าหรือพร่องแมกนีเซียม มีการแสดงออกของ

โปรตีน TRPM6 และ TRPM6/7 เพิ่มขึ้นทั้งในไตและในล าไส้ใหญ่ นอกจากน้ีในการศึกษาของ Bai, 

Hausman, Lionberger, and Zhang (2012) บ่งช้ีว่า การดูดซึมแมกนี เซียมในล าไส้  ผ่านกลไก 

paracellular transport นั้น ไม่มีการเปล่ียนแปลง ในขณะท่ีในการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ผ่าน

กลไก active transcellular transport โดยใช้ TRPM6/7 Channels นั้นลดลง เม่ืออา้งอิงการศึกษาการ

ดูดซึมแมกนีเซียมในผูป่้วยท่ีมีภาวะ hypomagnesemia จากการไดรั้บยากลุ่ม PPIs  เทียบกบัผูป่้วยท่ี

มีสุภาพดีและไม่ได้รับยา โดยไม่มีความเก่ียวข้องกับการขับออกทางไต บ่งช้ีว่า ยากลุ่ม PPIs 
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เหน่ียวน าให้เกิดภาวะ hypomagnesemia โดยการกดการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้  ในขณะท่ีการ

ตอบสนองในการเพิ่มการดูดกลับแมกนีเซียมในไตนั้นเป็นการรักษาแมกนีเซียมในร่างกายไว ้

ยืนยนัไดว้่า การดูดซึมแมกนีเซียมแบบ active transcellular transport จะตอ้งอาศยัโปรตีน TRPM6 

ในการดูซึมแมกนีเซียมในล าไส้ โดยท างานร่วมกันแบบ TRPM6/7 Heterodimer โดยการท างาน

ร่วมกนัน้ีจะท าให้ TRPM6 เกิดการดูดซึมแมกนีเซียมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของล าไส้ได ้(Chubanov et 

al., 2 0 0 4 ; Nadler et al., 2 0 0 1 ; Runnels, Yue, & Clapham, 2 0 0 1 ; Schlingmann, Waldegger, 

Konrad, Chubanov, & Gudermann, 2007; Schmitz et al., 2005)  โดยพบว่าหาก TRPM6 เกิดความ

ผิดปกติ จะสามารถเปล่ียนแปลงระดบัแมกนีเซียมได ้(Schlingmann et al., 2002) นอกจากน้ี จาก

การการศึกษาของ Serfaty-Lacrosniere et al. (1995) ท่ีท าการศึกษาผลของการใช้ยากลุ่ม PPIs ต่อ

การดูด ซึมแมกนี เซี ยมและแร่ธาตุ อ่ืนๆในภาวะ ท่ี กรดในกระเพ าะอาหารต ่ ากว่ าปก ติ  

(hypochlorhydria) โดยท าการศึกษาในอาสาสมคัรสุขภาพดี ซ่ึงจะไดรั้บยา Omeprazole 40 mg /วนั 

ติดต่อกนัเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ พร้อมกบัการก าหนดอาหารของอาสาสมคัรไปดว้ย พบว่า มีการ

ลดลงของการดูดซึมแมกนีเซียมในอาสาท่ีได้รับยา Omeprazole เทียบกลับกลุ่มควบคุม ใน

การศึกษาของ Behar (1974) และ Bai et al. (2012) ท่ีท าการศึกษาการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ใน

ส่วนต่างๆ บ่งช้ีไปในทางทิศทางเดียวกนั คือ การดูดซึมแมกนีเซียมนั้นเกิดขึ้นในล าไส้ส่วนปลาย  

โดยพบว่าการให้ยา PPIs สามารถลดการท างานของโปรตีน  TRPM6/7 ในล าไส้ส่วน jejunum และ 

ileum ได ้ ตรงกนัขา้มกบัการศึกษาของ ท่ี Thongon et al. (2016)  ท่ีท าการศึกษาผลของยากลุ่ม PPIs 

ต่อการกดการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เล็กของหนูขาวสายพนัธุ์ Sprague-Dawley เพศผู ้อายุ 9 

สัปดาห์ โดยการฉีด Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็นเวลานาน 4 และ 24 สัปดาห์ (PPIH rats 

model)  โดยศึกษาการระดบัแมกนีเซียมในเลือด การขบัแมกนีเซียมออกทั้งในปัสสาวะและอุจจาระ 

ศึกษาการสะสมแมกนีเซียมในกระดูกและกล้ามเน้ือ ศึกษาการหลัง่ HCO3
- ค่า pH ในกระเพาะ

อาหารและล าไส้ส่วน duodenum และดูการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องต่อการศึกษา

แมกนีเซียม ไดแ้ก่ TRPM6, cyclin M4 (CNNM4) , Cldn 2, 7, 12, และ 15 ในหนู PPIH rats model 

จากการศึกษาพบว่า ในกลุ่มหนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole มีค่า pH เพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะในกลุ่ม

ท่ีได้รับยา Omeprazole และเม่ือท าการศึกษาความเขม้ข้นของแมกนีเซียมในกระแสเลือดพบว่า

แมกนีเซียมมีการลดลงในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ส่งผลให้การขบัแมกนีเซียมทางปัสสาวะมี

การลดลง เช่นเดียวกบัการสะสมท่ีกระดูกและกลา้มเน้ือท่ีลดลง นอกจากน้ีเม่ือท าการศึกษาการดูด

ซึมแมกนีเซียม โดยศึกษาทั้ งกลไกการดูดซึมแบบ Active transport และ paracellular transport 
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พบว่ามีการดูดซึมแมกนีเซียมลดลง ของทั้ง 2 กลไก ในกลุ่มหนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 

และ 24 สัปดาห์ เม่ือเทียบกับกลุ่ม ควบคุม ในขณะท่ีในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ี

เก่ียวขอ้งต่อการดูดซึมแมกนีเซียมทั้งในกลไกการดูดซึมแบบ Active transport และ paracellular 

transport ซ่ึ ง ไ ด้ แ ก่   TRPM6, cyclin M4 (CNNM4) , Cldn 2, 7, 12, แ ล ะ  15 ใน ล า ไ ส้ ส่ ว น 

duodenum กลับพบว่า มีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมากขึ้ นในกลุ่มของหนู ท่ีได้รับยา 

Omeprazole (PPIH rats) และเม่ือท าการศึกษาการหลัง่ HCO3
- พบว่าในกลุ่มของหนูขาวท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole มีการหลั่ง HCO3
- เพิ่มขึ้นในล าไส้ ซ่ึงการหลั่ง HCO3

- น้ีเป็นผลมาจากการได้รับยา 

Omeprazole (Mertz-Nielsen, Hillingso, Bukhave, & Rask-Madsen, 1996) และส่งผลให้การขนส่ง

แมกนีเซียมลดลง ยืนยนัไดจ้ากการศึกษาของThongon, Ketkeaw, and Nuekchob (2014) ท่ีไดศึ้กษา

การแสดงออกของ HCO3
-  ต่อการดูดซึมแมกนีเซียมใน เซลล์ Caco-2 monolayer แลว้พบว่ามีการ

หลัง่ของ HCO3
-  เพิ่มมากขึ้น ส่งผลใหก้ารดูดซึมแมกนีเซียมลดลงดว้ย ซ่ึงเป็นไปในทิศทางเดียวกนั

กบัการศึกษาของ Suksridechacin et al. (2020) ท่ีท าการศึกษาผลของยา Omeprazole ต่อการกดการ

ดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เล็กของหนูขาวสายพนัธุ์ Sprague-Dawley เพศผู ้อายุ 9 สัปดาห์ ดว้ยการ

ฉีด Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็นเวลานาน 12 และ 24 สัปดาห์  (PPIH rats model) โดยมี

การศึกษาคล้ายกันกับการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ Thongon et al. (2016)  คือศึกษาการดูดซึม

แมกนีเซียมในล าไส้ เล็กทั้ ง 4 ส่วน พบว่า ยา Omeprazole กดการดูดซึมในล าไส้  duodenum, 

jejunum, ileum และ colon โดยค านวณเป็นร้อยละได้ดังน้ี  คือ 81.86%, 70.59%, 69.45% และ 

39.25% ตามล าดบั และเม่ือท าการศึกษาระดบัแมกนีเซียมในเลือดพบวา่มีการลดลง  เช่นเดียวกนักบั

การขนส่งแมกนีเซียมท่ีลดลง ในล าไส้ทั้ง 4 ส่วนของหนูขาวท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม ทั้ง

ในกลไกแบบ Active Transcellular transport  และแบบ Paracellular transport ในขณะเดียวกันเม่ือ

ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และ CNNM4 โดยผลการศึกษาน้ีให้ผลคลา้ยกับ

การศึกษาของงานวิจยัก่อนหนา้ของ Thongon et al. (2016)  ท่ีพบการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมาก

ขึ้นในขณะท่ีการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ลดลง ส่งผลให้ระดบัแมกนีเซียมในเลือดลดลงไปดว้ย  

นอกจากการไดรั้บยา  PPIs จะเหน่ียวน าให้เกิด hypomagnesemia จากการกดการดูดซึมแมกนีเซียม

ในล าไส้ จากการศึกษาของ Gommers et al. (2019) ท่ีไดท้ าการศึกษาความเก่ียวขอ้งของจุลินทรียใ์น

ล าไส้ต่อการส่งเสริมภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่ าจากการเหน่ียวน าโดยยากลุ่ม PPIs โดย

ท าการศึกษาในหนู C57BL/6J mice ในภาวะท่ีไดรั้บแมกนีเซียมปกติ และภาวะพร่องแมกนีเซียม 

ร่วมกบัการไดรั้บยา Omeprazole 20 mg/kg นาน 4 สัปดาห์ พบว่ากลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole มี
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ระดับแมกนีเซียมในเลือดลดลง และ จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงการแสดงออกยีนส์ของ 

TRPM6 ในล าไส้ส่วน Colon และ ไต กลับพบว่า ไม่มีการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนส์ 

TRPM6 ในล าไส้ส่วน Colon และไต เช่นเดียวกบัการศึกษาผลของ PPIs ต่อการท าลายเน้ือเยื่อส่วน 

Colon ท่ีพบว่า PPIs ไม่ส่งผลในการท าลายเน้ือเยื่อของล าไส้ส่วน Colon   แต่กลบัมีผลลดความ

หลากหลายของจุลินทรียใ์นล าไส้ ซ่ึงส่งผลต่อ Mucus formation และความสามารถในการเลือกผา่น

ของ Tight junction  ซ่ึงส่งผลต่อการดูดซึมแมกนีเซียม ตรงกันข้ามกับ Thongon et al. (2016)  ท่ี

พบวา่ การไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน สามารถเปล่ียนแปลงโครงสร้างเน้ือเยื่อโดยเกิด 

Villi หรือ Crypt hyperplasia   ของล าไส้ส่วน duodenum ซ่ึงน าไปสู่การดูดซึมแมกนีเซียมท่ีลดลง

ได ้
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การย้ายถิ่นฐานของโปรตีนจากในเซลล์สู่เย่ือหุ้มเซลล์  

 Integral membrane proteins (IMPs) เป็นโปรตีนส าคญั ท่ีมีผลต่อการท างานของเซลลใ์น

กระบวนการต่าง ๆ เช่น signaling receptors, intracellular trafficking, การแพร่ของ organelle และ 

ขนส่งโมเลกุลต่าง ๆ ผา่นเยือ่หุม้เซลล ์  โดยเป็นโปรตีนท่ีมีในเซลล ์ มากถึง 30% โดยส่วนมากจะ

เป็น plasma membrane และส่วนประกอบของ  intracellular ซ่ึง IMPs จะเร่ิมสร้างขึ้นใน 

endoplasmic reticulum (ER) จากนั้นจึงจะสามารถขึ้นไปอยูบ่น membrane ท าหนา้ท่ีในรูปแบบ  

Transmembrane domain (TMDs) โดยอยูใ่นรูปแบบ tertiary และ quaternary structures  ได ้(Alder 

& Johnson, 2004) โดย TRPM6 TRPM7 และ CNNM4 ก็จดัเป็นหน่ึงใน Integral membrane 

proteins (IMPs) ท่ีเป็น Transmembrane protein  ซ่ึงการแทรกตวัขึ้นไปอยูบ่นเยือ่หุม้เซลลข์อง 

IMPs นั้น จะตอ้งอาศยัการท างานร่วมกนัของ translocon ในท่ีน้ีจะกล่าวถึงในเซลล ์ eukaryote 

ไดแ้ก่ Sec61 ท่ีสามารถพบไดใ้น ER ของเซลล ์  eukaryote  โดยการศึกษาการยา้ยถ่ินฐานของ

โปรตีนส่วนใหญ่จะท าการศึกษาใน ER  

การจดจ าและก าหนดเป้าหมาย (Recognition และ Targeting)  

IMP targeting อนัดบัแรก ๆ จะเป็นองคป์ระกอบท่ีเป็น hydrophobic domain แมว้า่จะเป็น

สาย N-terminal sequence หรือ TMD ก็จะถูกแปลดว้ย ribosome ก่อนเสมอ เพราะ hydrophobic 

domain จะถูก recognized โดย signal recognition particle (Grudnik, Bange, & Sinning) บน 

ribosome ก่อนจะเขา้สู่  ER ผา่น interaction กบั SRP receptor (SR) จากนั้นเปล่ียนถ่ายสู่ Sec61 

translocon ใน GTPase-dependent step  ในการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบวา่  SRP 54-kDa (SRP54) อยู่

บริเวณ  ribosome tunnel และจบักบั hydrophobic substrate ผา่น Membrane domainในขณะท่ี  Alu-

domain ของ SRP จบัอยูใ่กลก้บั factor binding site บน ribosome เพื่อใหเ้กิดการ translocation อยา่ง

ชา้ ๆ และเม่ือมีการจบักนัของ  SRP กบั SR จะท าใหเ้กิด SRP-ribosome complex จากนั้นจะออกมา

อยูใ่นดา้น ribosome tunnel เพื่อจบักบั Sec61 เม่ือ Sec61 จบักบั Ribosome บนดา้น tunnels แลว้  

nascent chain จะถูก Translocation จาก  SRP ไปยงั Sec61 จากนั้น SRP-SR complex จะเกิดการ 

disassemble และหยดุการแปลรหสัชัว่คราว โดยการเกิดกลไกทั้งหมดน้ีจะตอ้งอาศยัการกระตุน้การ

ท างาน GTPase ของ SRP54 ร่วมกบั  α และ β subunits ของ SR ต่อมา TMD จะออกไปสู่ 
ribosomal tunnel เขา้สู่ cytosolic vestibule ของ Sec61 และจบักนัอยา่งเสถียร (Goder, Junne, & 

Spiess, 2004) โดยการจบักนัน้ีจะมี 2 กลไก คือ type I configuration คือ สาย polypeptide จะไปอยู่

ขา้ง ๆ cytosolic vestibule และ/หรือ  มว้นออก ระหวา่ง  ribosome และ translocon  ส่วน type II 
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configuration downstream polypeptide จะอยูข่า้ง ๆ  Sec61 channel  โดยท่ี secondary structure 

ของ TMD ระหวา่งการเกิด sampling ประกอบไปดว้ย amino acid และส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า นอกจากน้ี 

TMD เป็น α-helix และอยู่บริเวณ lateral gate ซ่ึงมีไขมนัลอ้มรอบและอยูน่อก channel (Hessa et 
al., 2007) และ TMD ยงัสร้างการจบักนัระหวา่งโปรตีน (protein-protein interactions) กบั  Sec61 

channel โดยการศึกษาก่อนหนา้น้ี พบวา่  TMDs สามารถเกิดการ cross-link กบั Sec61α กบั 
TRAM และ/หรือ lipids ได ้ (Sadlish, Pitonzo, Johnson, & Skach, 2005) และยงัสามารถสร้าง 

membrane-bound ribosome ท าใหส้ามารถจบักบั ribosome, Sec61 complex และ accessory factors 

ดงัแสดงในภาพท่ี 9a ในรูปแบบการแทรกเขา้สู่เยื่อหุ้มเซลลแ์บบปกติรูปแบบหน่ึงคือ Single-

Spanning Membrane Proteins ซ่ึงเหมาะส าหรับ IMPs ท่ีประกอบดว้ย N terminus ของ TMD แค่ 

~40 residues (Higy, Junne, & Spiess, 2004) หรือกล่าวไดว้า่ มี  N-terminal domain สั้นมาก และไม่

สามารถเกิดการ sampling โดย  TMDได ้ ดงันั้นtype II จึงตอ้งมีการปรับตวั N-terminal domain คือ 

cytosolic ในขณะท่ีการ sampling ของ type I ในการแทรกตวัของ N-terminal domain เพื่อ 

translocate ผา่น หรืออยูข่า้ง ๆ Sec61 channel โดยท่ีการIntegration ของ TMD เกิดขึ้นท่ี  membrane 

จบั ribosome แต่เน่ืองจากความยาวของสาย N-terminusการ sampling ของ type I ในการดึงสาย N-

terminus เขา้สู่ Sec61 channel ท่ีแคบนั้นเป็นไปไดย้ากดงันั้นการ sampling ของ type II จึงเกิดขึ้น

ไดม้ากกวา่  แต่อยา่งไรก็ตามความยาว ของ N-terminal domain ท่ียาว 50–60 residues ท่ีสามารถเกิด 

type I topology สามารถพบเจอไดใ้นโปรตีนบางชนิด เพื่อใหส้ามารถเกิดการ sampling ของ type I 

ได ้  N-terminal domainท่ีเป็นสายยาว จะถูกตดั N-terminal signal sequence ก่อนเร่ิมกระบวนการ 

translocation เพื่อกลายเป็น Transmembrane protein  จากนั้น N terminus ของ TMD จะอยูใ่น 

lumen และต่อมา TMD จะ ออกจาก ribosome และเกิดตามกระบวนการดงัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้  แต่

การเกิด type II topology นั้นยุง่ยากกวา่มาก เน่ืองจาก N terminus ท่ีผา่นการ translocation แลว้

จะตอ้งกลบัไปผา่น  Sec61 channel  อีกคร้ัง ในขณะท่ี type I topology ไม่ตอ้งการขั้นตอนน้ี ดงั

แสดงในภาพท่ี 9b ดงันั้นจะสังเกตไดว้า่ การสอดแทรกขึ้นสู่เยือ่หุม้เซลลจ์ะมีปัจจยัต่างๆท่ีเขา้มามี

ส่วนในการก าหนดกลไกการเกิดกระบวนการ ไดแ้ก่ ความไม่ชอบน ้า hydrophobicity ประจุ และ

ความยาวของ  N-terminal domain  ตวัอยา่งเช่น  type II IMP ท่ีมี N-terminal domain เป็นสายยาว 

นั้นเป็นไปไดย้ากอยา่งมาก  ดงันั้นการเกิด TMD ก็ตอ้งอาศยัส่วนประกอบส าคญัเหล่าน้ีดว้ยเช่นกนั  

จึงอาจท าให้เกิดรูปแบบการแทรกแบบ Polytopic Membrane Proteins ของ IMP insertion โดยการ

แทรกในรูปแบบน้ีมีความชดัเจนและตอ้งอาศยัองคป์ระกอบของ TMD ท่ีมีความเพียงพอท่ีจะ
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ขบัเคล่ือนทั้งการ translocon recognition และ membrane insertion เน่ืองจาก TMDs ใน Polytopic 

IMP อาจมีการเปล่ียนทิศทางการแทรกบนเยือ่หุม้เซลลเ์น่ืองจากประจุท่ีไม่สมมาตรกนั นอกจากน้ี

จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบวา่ ความหลากหลายในการเกิดการแทรกของโปรตีนบนเยือ่หุม้เซลล์

ใน eukaryote นั้นมีความหลากหลายนอ้ยกวา่ prokaryote แต่กลบัมี IMP ท่ีมีความหลากหลายและ

ซบัซอ้นมากกวา่ (Enquist et al., 2009) ซ่ึงเป็นผลมาจากการเอาชนะขอ้จ ากดัทางกายภาพของการ

เกิด TMD  โดยสามารถเกิดกระบวนการแทรกไดด้งัตวัอยา่งในกระบวนการดงัต่อไปน้ี คือ TMD2 

ของ  polytopic IMP มีส่วน hydrophobic นอ้ย และไม่สามารถเกิดการ TMD recognition ได ้ดงันั้น 

แทนท่ีจะใส่และแทรกส่วนน้ีเขา้สู่เยือ่หุม้เซลล ์ ก็น าส่วน polypeptide น้ียา้ยไปยงั ER lumen แทน  

ตามมาดว้ย TMD3 ซ่ึงประกอบดว้ย hydrophobic ท่ีมีมากพอส าหรับการเกิด membrane insertion 

โดยท่ี TMD3 จะเขา้สู่ translocon โดยน าส่วนประกอบต่าง ๆ แทรกไวใ้นบริเวณขา้งๆของเยือ่หุม้

เซลล ์เม่ือ  TMD3 แทรกเขา้ไปไดส้ าเร็จแลว้ TMD1 ก็จะพร้อมส าหรับกระบวนการแทรกเป็นล าดบั

ถดัมา โดยเยือ่หุม้เซลลจ์ะถูกขยายออก ซ่ึงกระบวนการเหล่าน้ีจะใชเ้วลานานมากกวา่ การเกิดการ

แทรกของ TMD2 ดงันั้น  กระบวนการเกิด TMDs insertion สามารถเกิดแบบไม่เรียงล าดบัได ้โดย

ขั้นตอนบางขั้นตอน และส่วนประกอบบางส่วนจะถูกพกัใน ER lumen หรือ cytosol ชัว่คราว 

(Junne, Schwede, Goder, & Spiess, 2006) ดงัแสดงในภาพท่ี 9c แต่ในขณะเดียวกนัขั้นตอนต่างๆ ก็

อาจเปลี่ยนไปตามความเหมาะสม เช่น แทนท่ีจะขา้มขั้นตอนแบบไม่เรียงล าดบั TMD อาจถูกเก็บไว้

ชัว่คราวท่ีใกลก้บับริเวณท่ีเกิด integration ท าใหส่้วนประกอบของ TMD ไม่จ าเป็นตอ้งเขา้สู่เยือ่หุม้

เซลลท์ั้งหมด โดยอาจจะถูกกกัไวโ้ดยโปรตีนเสริมหรือ Sec61 และเกิดการแทรกเขา้สู่เยือ่หุม้เซลล์

ตามกระบวนการปกติ หรืออาจจะปรับกลไกและขั้นตอนกระบวนการดงักล่าวตามความเหมาะสม 

(Kauko et al., 2010) 
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ภาพท่ี 9 ภาพแสดงการเกิด Protein insertion รูปแบบต่างๆ 
  (Shao & Hegde, 2011) 
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บทที่  3  

วิธีด าเนินการวิจัย 
  

3.1 ประชากร 

เยือ่บุล าไส้ของหนูเพศผูอ้าย ุ9 สัปดาห์ สายพนัธุ์ Sprague Dawley  

3.2 กลุ่มตัวอย่างและสุ่มตัวอย่าง  

กลุ่มการทดลองแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
1.กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มหนูท่ีไม่ไดรั้บ Omeprazole  
2.กลุ่มทดสอบท่ี 1 คือ กลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็นระยะเวลานาน 12 สัปดาห์ 
3.กลุ่มทดสอบท่ี 2 คือ กลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole ขนาด 20 mg/kg เป็นระยะเวลานาน 24  
สัปดาห์ 

3.3 การเกบ็รวบรวมข้อมูล 

โปรตีน 

โปรตีนท่ีใชใ้นการศึกษาในคร้ังน้ีมาจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Suksridechacin et al. 
(2020)  ซ่ึงไดท้ าการศึกษาฤทธ์ิของยา Omeprazole ต่อการลดระดบัแมกนีเซียมในเลือดและกดการ
ดูดซึมของแมกนีเซียมในล าไส้เลก็ส่วน duodenum ของหนูสายพนัธุ์ Spraque-Dawley เพศผูอ้าย ุ 9 
สัปดาห์ น ้าหนกั  250-350 กรัม    โดยแบ่งเป็น กลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็น
ระยะเวลานานคือ 12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์ จากนั้นจะถูกการุณยฆาต เพื่อท าการศึกษาระดบั
แมกนีเซียมในเลือดและการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เลก็ส่วน duodenum ซ่ึงนอกจากท าการศึกษา
ขา้งตน้แลว้ ไดมี้การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการดูดซึมแมกนีเซียม โดยท า
การเก็บโปรตีนจากล าไส้ของหนู 4 ส่วน คือ duodenum, jejunum, ileum และ colon ดว้ยการใชก้าร
เก็บเน้ือเยือ่บุผนงัล าไส้ โดยเร่ิมจากการน าล าไส้ส่วนต่างๆ ลา้งดว้ยน ้าเกลือ จากนั้นท าการผา่ตดั
ล าไส้ใหแ้ผอ่อก ลา้งดว้ยน ้าเกลืออีกคร้ัง จากนั้นวางลงบนถาดทดลองโดยดา้น apical อยูด่า้นบน 
หยดดว้ย RIPA buffer แลว้ใช ้Slide ท าการขดูเน้ือเยือ่บุผนงัล าไส้ จากนั้นท าการดูดเก็บเน้ือเยือ่ท่ีได้
ใส่หลอดทดลอง Eppendorf แลว้น าไปเก็บท่ี -20 °C      โดยกระบวนการทั้งหมดไดผ้า่นการ
พิจารณาทางจริยธรรมในการใชส้ัตวท์ดลองในงานวิจยั มหาวิทยาลยับูรพา  
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การสกดัโปรตีน (Protein Extraction) 

โปรตีนท่ีไดก้ารศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Suksridechacin et al. (2020) ถูกละลาย จากนั้นเติม 
protease inhibiter (10 mg/ml) กบั RIPA buffer (10%) น าไปผา่นกระบวนการ Sonication ดว้ย
เคร่ือง sonicator ท่ีความแรง 100% amplitude เป็นเวลา 1 นาที  น ามาป่ันตกดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 
12,000 g เป็นเวลา 15 นาที แลว้ดูดเก็บ supernatant ในหลอดทดงลอง Eppendorf  ซ่ึง supernatant 
ในส่วนแรกน้ีคือโปรตีนในส่วนของ cytosol protein จากนั้น pellet จะถูกน ามา sonicated  และป่ัน
ตกอีกคร้ังท่ี 12,000 g  เป็นเวลา 15 นาที เม่ือท าการดูดเก็บ supernatant ในส่วนน้ี จะเป็น 
membranous  และ transmembrane protein โดยวิธีการท่ีกล่าวมาขา้งตน้ไดป้รับวิธีการมาจาก Xi, 
Shen, and Clemmons (2008) และ Walker (2009) จากนั้นน าไปเก็บท่ี  -20 °C เพื่อน าไปใชส้ าหรับ
ขั้นตอนต่อไป  
 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน (Protein Expression) 

โปรตีนท่ีไดจ้ากขั้นตอนการสกดัโปรตีน ถูกวดัความเขม้ขน้โดยใช้วิธีการ Bradford assay 
และการวดัค่าดูดกลืนแสง (OD measurement) จากนั้นน ามาค านวณความเข้มขน้โปรตีนโดยใช้
กราฟเทียบความเขม้ขน้แบบมาตรฐานท่ีสร้างโดยการใชโ้ปรตีน BSA เพื่อน าไปใชใ้นกระบวนการ
เตรียมตวัอย่างโปรตีนส าหรับกระบวนการ Gel Electrophoresis โดยเร่ิมจากเตรียมโปรตีนส าหรับ 
Loading ท่ี 40 ไมโครกรัม จากนั้นน าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5  นาที  โดยเจล 
SDS-PAGE จะถูกเตรียมโดยใชเ้ปอร์เซ็นตข์องเจลตามตารางท่ี 1 เพื่อแยกโปรตีนตามขนาด  

 
ตารางท่ี  1 แสดงขนาดของโปรตีนและเปอร์เซ็นตข์องเจล SDS-PAGE ท่ีเหมาะสม 

โปรตีน (น ้าหนักโมเลกุล) % Gel SDS-PAGE 

TRPM 6 (234 KDa) 10 % 
TRPM 7 (210 KDa) 10 % 

CNNM4 (86 KDa) 12% 
 

เม่ือโปรตีนถูกแยกตามขนาดโดย SDS-PAGE ต่อมาจะถูกน ามาใชใ้นกระบวนการ 

Western Blot โดยเร่ิมจากการ Transfer โปรตีนไปยงัแผ่น membrane ซ่ึงโปรตีน TRPM6 TRPM7 

และCNNM4 นั้นจะใช ้  Nitrocellulose membrane จากนั้น Membrane จะถูกยบัย ั้ง non-specific 

protein ดว้ย skim milk เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง ท าการลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้น 
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membrane จะถูกบ่มดว้ย primary antibody ต่อโปรตีน TRPM6, TRPM7 และ CNNM4 ดว้ย

อตัราส่วน 1:1000 ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปบ่มกบั HRP-conjugated 

secondary antibody ในอตัราส่วนท่ี 1:10,000  ท่ีอุณภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท าการลา้งดว้ย 

TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ก่อนน าไปแสดงผลดว้ยการตรวจจบัสัญญาณ (Detection) โดยใช ้

Enhance Chemiluminescent detection substrate (ECL) จบัภาพดว้ย GelDoc (BioRad) จากนั้น

น าไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของแถบโปรตีน(densitometric analysis) ดว้ยโปรแกรม Image J  

นอกจากน้ีเทคนิคการ Strip membrane จะถูกใชใ้นการตรวจสอบความน่าเช่ือถือของการ
แสดงออกของของโปรตีน TRPM6, TRPM7 และโปรตีน CNNM4  โดยการ Re-probe  membrane 
ดว้ย Strip buffer  ลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นยบัย ั้ง non-specific protein ดว้ย 
skim milk เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง ท าการลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ยบัย ั้ง non-specific 
protein ดว้ย skim milk เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง ท าการลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้น
บ่มดว้ย primary antibody ท่ีแตกต่างกนับน membrane อีกคร้ัง  

 

การแยกเกบ็โปรตีนด้วยเทคนิค Immunoprecipitation  (Protein Separation by 

Immunoprecipitation)  

กระบวนการน้ีสามารถแยกโปรตีนเพื่อใหมี้ความบริสุทธ์ิ และมีความจ าเพาะมากยิง่ขึ้น 
โดยใชชุ้ด Immunoprecipitation kit (Abcam)  โดยมีขั้นตอนดงัน้ี  

1. Antibody binding เป็นขั้นตอนท่ีน า Antibody จบักบัโปรตีนในหลอดตวัอยา่งการ
ทดลอง โดยท าการเตรียมตวัอยา่งตามปริมาตรท่ีตอ้งการ ใชอ้ตัราส่วน Antibody ต่อปริมารของ
ตวัอยา่ง 1: 500 น าไปบ่มบน Rotator นาน 3-4 ชัว่โมงหรือขา้มคืน ท่ี 4 °C เรียกหลอดทดลองน้ีวา่ 
Antibody-antigen tag 

2. preparing A/G Sepharose bead น า Bead ใส่ในแต่ละหลอดทดลอง 25 ไมโครลิตร 
(ปริมาตรน้ีสามารถจบักบัโปรตีนมากถึง 500 ไมโครกรัม) จากนั้นถูกลา้งดว้ย 1X wash buffer 1 
มิลลิลิตร ป่ันท่ี 2000 x g นาน 2 นาที ท่ี 4 °C ดูด Supernatant ทิ้ง ท าซ ้า   2 คร้ัง   ลา้งดว้ย 1X wash 
buffer ประมาณ 50% ของ Bead หรือประมาณ 12.5 ไมโครลิตร  

3. Bead capture น า bead มาท าการผสม หรือ Capture กบัหลอดทดลองท่ีเป็น Antibody-
antigen tag เรียกหลอดทดลองน้ีวา่ Complex  เพื่อใหง้่ายต่อการ capture และผสม สารท่ีเป็น 
Antibody-antigen tag จะถูกดูดใส่ในหลอดทดลองท่ีเป็น Bead เพื่อลดความเสียหายระหวา่งการดูด 
Bead ดว้ยการ pipett จากนั้นจะท าการผสมดว้ยการใช ้micropipette ดูดขึ้นลง โดยท่ีปลาย tips ท่ีใช้
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จะตอ้งท าการตดัปลายออกเล็กนอ้ย เพื่อลดการท าลาย Bead ระหวา่งผสม และยงัช่วยให ้Bead ไม่
ติดขา้งหลอดทดลอง จากนั้น น าหลอดทดลองท่ีท าการผสมแลว้ บ่มท่ี 4 °C นาน 1 ชัว่โมง น าไป
ป่ันท่ี 2000 x g ท่ี 4 °C นาน 2 นาที ดูด Supernatant ทิ้ง ลา้ง Bead ดว้ย 1X wash buffer 1  มิลลิลิตร 
ป่ันท่ี 2000 x g นาน 2 นาที ท่ี 4 °C ดูด Supernatant ทิ้ง ท าซ ้า   3 คร้ัง    โดยท่ีการลา้งในรอบ
สุดทา้ย ตอ้งดูด Supernatant ออกใหไ้ดม้ากท่ีสุด แต่ตอ้งระวงัไม่ให ้Bead แหง้  

4. Elution น าหลอดทดลองท่ีไดจ้ากขั้นตอนก่อนหนา้น้ี มาท าการชะลา้ง เพื่อใหโ้ปรตีนท่ี
จบักบั Antibody และ Bead หลุดออกมา โดยใชส้ารชะลา้งท่ีตอ้งการ โดยงานวิจยัน้ีใช ้Glycine-Tris 
elution buffer เน่ืองจากสามารถน าโปรตีนท่ีอยูใ่น buffer ชนิดน้ี ผา่น Mass spectrometry  ได ้โดย
ไม่รบกวนกระบวนการแยกสาย fragment ของ peptide โดยเร่ิมจากน าหลอดทดลองท่ีเป็น Complex 
เติม 0.1M Glycine buffer pH 2.3 (0.1M Glycine, 0.02M HCl, DW H2O)  50 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ 
ดว้ย pipette จากนั้นน าบ่มบน Rotator นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง  น าไปป่ันท่ี  2000 x g นาน 2 
นาที ท่ี 4 °C เก็บ Supernatant หรือท่ีเรียกอีกช่ือวา่ Eluent จากนั้นเติม 1M Tris buffer pH 8.5 (1M 
Tris,1M NaOH, DW H2O) 1 ส่วน 10 ของปริมาตร Eluent เพื่อ Neutralized Eluent เพื่อใหค้่า pH 
กลบัมาเป็นกลาง จากนั้นท าซ ้าจนกวา่จะไดป้ริมาตรท่ีตอ้งการ  น าไปเก็บท่ี -40 ถึง -80 °C เพื่อ
น าไปใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 

การเพิม่ความเข้มข้นของตัวอย่าง โดยใช้ Concentration tube  

 โปรตีนท่ีท าการแยกใหบ้ริสุทธ์ิจากขั้นตอน Immunoprecipitation ในการศึกษาคร้ังน้ี มี
ความเขม้ขน้ต ่า ไม่เพียงพอต่อการน าไปใชใ้นการศึกษาดว้ยเทคนิค ESI-QTOF- Mass 
Spectrometry ดงันั้น Concentration tube (VIVASPIN20, 10 KDa  MWCO) ถูกน ามาใชเ้พื่อเพิ่ม
ความเขม้ขน้ใหส้ารตวัอยา่ง โดยกระบวนการน้ีจะท าการป่ันตกสารละลายส่วนเกินออกจาก
สารละลายตวัอยา่ง ท าใหค้วามเขม้ขน้สารละลายตวัอยา่วเพิ่มมากขึ้น แต่ในขณะเดียวกนัปริมาตร
ของสารละลายตวัอยา่งก็ลดลง ซ่ึง Concentration tube จะถูกป่ันลา้ง ดว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ัง ท่ี 5000 rpm  
5 นาที ทิ้งสารละลายท่ีอยูใ่นหลอด Waste จากนั้นเติม Glycine-Tris elution buffer ป่ันท่ี 5000 rpm  
5 นาที ทิ้งสารละลายท่ีอยูใ่นหลอด Waste   เติมสารตวัอยา่งท่ีตอ้งการเพิ่มความเขม้ลงใน 
Concentration tube จากนั้น ท าการ ป่ันท่ี 2000-5000 rpm 5-10 นาที หรือจนกวา่จะไดป้ริมาตร
ตามท่ีตอ้งการ ดูดเก็บสารละลายตวัอยา่งท่ีอยูใ่นหลอดบน Membrane ใส่ หลอดทดลอง Eppendorf  
ทิ้งสารละลายส่วนเกินในหลอด waste จากนั้น เติม Glycine-Tris elution buffer 200-500 
ไมโครลิตร ป่ันท่ี 2000-5000 rpm 5-10 นาที อีกคร้ังเพื่อท าการชะลา้ง Membrane ดูดเก็บสารละลาย
ตวัอยา่งท่ีอยูใ่นหลอดบน Membrane ใส่รวมในหลอดทดลองตวัอยา่งท่ีไดก่้อนหนา้น้ี เก็บท่ี -20 °C 
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เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป  นอกจากน้ี เม่ือท าการเก็บสารละลายตวัอยา่งเรียบร้อยแลว้ 
Concentration tube จะถูกป่ันลา้งอีกคร้ัง ดว้ยน ้ากลัน่ ท่ี 5000 rpm  5 นาที 3 คร้ัง  เติม 20 % Ethanol 
และน าไปเก็บท่ี 10 °C เพื่อรักษาประสิทธิภาพของ Membrane  
 

การแสดงออก Phosphorylation site ของโปรตีน ด้วยเทคนิค ESI-QTOF- Mass Spectrometry 

(MS/MS)  

กระบวนการ Mass Spectrometry โปรตีนท่ีจากขั้นตอน Protein extraction จะตอ้งถูกท าให้
มีความบริสุทธ์ิมากยิง่ขึ้น โดยผา่นกระบวนการ Immunoprecipitation จากนั้นน าไปตรวจสอบดว้ย
การวดัค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลาย โดยเทียบกบักราฟเทียบความเขม้ขน้แบบมาตรฐาน
ท่ีสร้างโดยการใชโ้ปรตีน BSA จากนั้นละลายสารตวัอยา่ง ทุกหลอดการทดลองใหมี้ความเขม้ขน้ท่ี 
20 ug/volume โดยงานวิจยัน้ีใชป้ริมาตรเท่ากบั 200 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปตรวจสอบและ
วิเคราะห์ผลดว้ย mass spectrometer (Baez, Reisz, & Furdui, 2015; Chong & Leong, 2012) (Cai, 
2017) โดยใชก้ารวิเคราะแบบ  ESI-QTOF- Mass Spectrometry  เทคนิคน้ีเป็นหน่ึงในประเภทย่อย
ของเทคนิค Tandem Mass Spectrometry (MS/MS) โดยการใหบ้ริการเคร่ืองมือและการเตรียม
ตวัอยา่ง โดยคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัมหิดล โดยมีการเตรียมตวัอยา่งดงัต่อไปน้ี  

1. In-solution digestion โปรตีนตวัอยา่งจะถูกท าความสะอาดดว้ย Clean-up kit (GE 
Healthcare, USA). จากนั้น pellets จะถูกละลายใน 8 M urea และวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนอีกคร้ัง
ดว้ยเทคนิค  Bradford assay (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad Laboratory, CA). จากนั้นโปรตีน
ขนาด 20 µg จะถูกบ่มท่ี อุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที กบั reduction buffer (100 mM dithiothreitol , 
100 mM TEAB). จากนั้นเติม alkylating buffer (100 mM iodoacetamide ,100 mM TEAB) และบ่ม 
ในท่ีทึบแสง ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา for 30 นาที และบ่มดว้ย reduction buffer อีกคร้ัง ท่ีอุณภูมิ
หอ้ง 15 min ต่อมาตวัอยา่งจะถูกยอ่ยดว้ย Trypsin, Gold (mass spectrometry grade; Promega, 
USA)  นาน 16 ชัว่โมง ท่ี 37 °C จากนั้นตวัอยา่งจะถูกท าใหแ้หง้ใน CentriVap DNA Concentrator 
(Labconco Co., Kansas City, Missouri, USA) และผสมใน 0.1 % formic acid (FA), แลว้ลา้งดว้ย 
C18 Zip tip ท าใหแ้หง้อีกคร้ังดว้ย CentriVap จากนั้นเก็บท่ี -80 °C เพื่อน าไปศึกษาในกระบวนการ
ต่อไป ซ่ึงหากจะท าการศึกษาตอ้งน าโปรตีนตวัอยา่งท่ีถูกยอ่ยเป็น Peptide เรียบร้อยแลว้มาท าการ
ผสม กบั 0.1 % formic acid และวดัความเขม้ขน้ดว้ย Nano drop 1000 (Thermo Fisher Scientific, 
Bremen, Germany) เพื่อเตรียมความพร้อมส าหรับ Mass spectrometry  
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2.Nano-LC-MS/MS analysis  
Peptides จะถูกน าไปวิเคราะห์ดว้ยระบบ LC-MS/MS system โดยใช ้ Nano-liquid 

chromatograph (Dionex Ultimate 3000, RSLCnano System, Thermo Scientific) ในการท างาน

ร่วมกนักบั CaptiveSpray source/Quadrupole ion trap mass spectrometer (Model Q-ToF Com-pact 

II, Bruker, Germany) โดยท่ี peptide 1 µg จะถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิอีกคร้ังดว้ยคอลมัน์  Nano trap 100 

µm i.d. × 2 cm, Acclaim PepMap100 C18 5 µm, ขนาด pore กวา้ง 100 Å และ  ท าการแยกPeptide 

โดยใชค้อลมัน์ PepMap100 C18 3 µm 75 µm × คอลมัน์ 500 mm LC จากนั้น Peptide จะถูกชะดว้ย 

linear gradient ของ 2-95 % Solvent B นาน 90 min ท่ี flow rate 300 nL/min อุณหภูมิ ในคอลมัน์ท่ี 

60 °C. โดยใช ้  mobile phases 2 ชนิด ไดแ้ก่ A) 0.1 % FA  ในน ้า และ  B) 0.08 % FA ใน 80 % 

acetonitrile โดยท่ี loading pump solvent จะประกอบไปดว้ย  0.05 % TFA ใน 2 % acetonitrile  

จากนั้น gradient ของ mobile phase B จะถูกใชด้งัต่อไปน้ี คือ  2 % นาน 5 นาที, จากนั้นจะปรับเป็น  

30 % นาน 60 นาที ต่อมาปรับเป็น 50 % นาน 10 นาที , 70 % นาน 5 นาที, 95 % นาน 5 นาที 

จากนั้นปรับลงเป็น to 2 % นาน 1 วินาที และท าการปรับสมดุล ประมาณ 5 นาที  จากนั้น Drying 

gas flow ท่ี  5 ลิตร/นาที ท่ีอุณหภูมิ 150 °C ตามล าดบั และ ปรับเคร่ืองพ่น nebulizer gas pressure 

เป็น  0.2 bars โดยท่ีให ้ MS acquisition rate อยูท่ี่ประมาณ 6 Hz และ mass range of m/z 150-2200 

จะถูกตรวจสอบดว้ย   positive ionization mode โดยท่ีใหเ้คร่ืองท าการตรวจสอบ  AutoMSn CID 

fragmentation experiments ท่ี mass spectral rates ต ่าสุดคือ 4 Hz และสูงสุดคือ 16 Hz   

3.การวิเคราะห์ผล Mass spectrometry ด้วย MASCOT MS/MS Ions search 

peptide sequence จะถูกตรวจสอบและเทียบกบัฐานขอ้มูล  Uniport - Q9BX84 

(TRPM6_HUMAN) database โดยใช ้MASCOT (version 2.3) ส าหรับการคน้หาและวิเคราะห์  โดย 

parameters ใน MASCOT MS/MS Ions search จะถูกตรวจสอบตามขอ้มูลดงัต่อไปน้ี 

carbamidomethyl ท่ี cysteine residues จะถูกก าหนดใหค้งท่ี ในขณะท่ี acetylation ใน N-terminus, 

oxidation ใน methionine, phosphorylation ใน serine, threonine และ tyrosine จะสามารถคน้หาได้

ตามความเหมาะสม โดยท่ีก าหนดค่า  peptide tolerance  ±1.2 Da, MS/MS fragment tolerance ±0.6 

Da  และผลการวิเคราะห์ mascot scoreของ โปรตีน ท่ีดีท่ีสุดจะถูกก าหนดดว้ย  p-value < 0.05  
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ภาพท่ี 10 แสดงขั้นตอนการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 
 (Guerrera & Kleiner, 2005) 

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล 

แสดงความแตกต่างของขอ้มูลในการศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการศึกษาแมกนีเซียม ใน
ล าไส้ของหนูท่ีมีภาวะ hypomagnesemia จากการไดรั้บ Omeprazole เป็นระยะเวลานาน โดยใช้
โปรแกรม GraphPad Prism 9 แสดงผลเป็นค่า mean ± standard error of man (S.E.M.) เปรียบเทียบ
ความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มดว้ย Analysis of Variance (one-way ANOVA) โดยใชค้่า
นยัส าคญั P<0.05 และเปรียบเทียบผลต่างขอ้มูลของกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมแบบเป็นคู่ดว้ย 
Tukey’s multiple comparison test โดยใชค้่านยัส าคญั P<0.05 
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บทที่ 4  

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

4.1 ผลการวิจัย  

4.1.1 ผลการศึกษาโปรตีน Transient receptor potential melastatin (TRPM) 6 

4.1.1.1 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ในล าไส้ของหนู เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 และ 

24 สัปดาห์ 

             เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 โดยศึกษาโปรตีนท่ียงัไม่ไดถ้กู
ท าใหบ้ริสุทธ์ิ (total protein) ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่า (PPIH 
model rats) โดยเทียบกนัทั้ง 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็น
เวลานาน 12 สัปดาห์ และกลุ่มทีไดรั้บ Omeprazole เป็นเวลานาน 24 สัปดาห์ พบวา่ Total protein มี
การแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมากขึ้นในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 
และ 24 สัปดาห์อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในล าไส้ทุกส่วน ไดแ้ก่ duodenum; 
jejunum, ileum และ colon โดยเฉพาะ duodenum และ jejunum ดงัท่ีแสดงให้เห็นในภาพท่ี 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total TRPM6 protein 
 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ท่ีเป็น total proteinในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole นาน  

12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์  เทียบกบักลุ่มควบคุม (Ome : Omeprazole)  Means ± SEM นยัส าคญั

ทางสถิติไดรั้บการประเมินโดย one-way ANOVA . *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001  
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4.1.1.2 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6  เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  

  เพื่อระบุต าแหน่งการแสดงออกท่ีเพิ่มมากขึ้นของโปรตีน TRPM6 จึงได้
ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่นต าแหน่ง cytosolic 
protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่า (PPIH 
model rats) ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 12 สัปดาห์  เม่ือเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม พบวา่ ในกลุ่มของ membranous protein มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในล าไส้ส่วน 
duodenum, jejunum  และ ileum โดยเพิ่มขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัท่ี duodenum และ jejunum ในขณะท่ี
ล าไส้ส่วน colon กลบัมีการแสดงออกของโปรตีนลดลงอยา่งรุนแรง เม่ือเทียบกบั หนูท่ีอยูใ่นกลุ่ม
ควบคุม แต่ในขณะเดียวกนั การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่มของ cytosolic protein กบั
ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum และเปล่ียนไปเพียงเลก็นอ้ยท่ีส่วนของ 
ileum และ colon นอกจากน้ีเม่ือท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มดว้ยกนัเอง ใน
ส่วนของ membrane protein พบวา่การแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มควบคุม มีการแสดงออกลดลง
ตามล าดบั ดงัน้ี คือ duodenum jejunum ileum และ colon เช่นเดียวกนักบัในกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole จะเห็นวา่การแสดงออกของโปรตีนจะลดลงในล าไส้ส่วนอ่ืนๆเม่ือเทียบกบั duodenum 
ในขณะท่ีการแสดงออกของโปรตีนท่ีเป็น cytosol พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงในกลุ่ม
ควบคุมตามล าดบั แต่ในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole กลบัพบการแสดงออกท่ีไม่เป็นระเบียบใน 
ileum และ colon ส่วนในล าไส้ duodenum ยงัคงมีการแสดงออกในอตัราส่วนท่ีคลา้ยกบักลุ่ม
ควบคุม ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี 10  12a และ 12b 
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4.1.1.3 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6  เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 24  สัปดาห์ 

  เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่น
ต าแหน่ง cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะ
แมกนีเซียมในเลือดต ่า (PPIH model rats) ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 
24 สัปดาห์  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม พบวา่ ผลมีความใกลเ้คียง หรือมีแนวโนม้ไปในทิศทาง
เดียวกนักบัการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole นาน 
12 สัปดาห์ กล่าวคือ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM6  ในส่วนของท่ีเป็น membranous protein 
ท่ีบริเวณล าไส้ส่วน duodenum, jejunum และ ileum เพิ่มมากขึ้นอยา่งมีนยัส าคญั แต่อาจมีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นเลก็นอ้ยในส่วนของ colon เม่ือเทียบกบักบัหนูในกลุ่มควบคุม ในขณะเดียวกนั 
การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ในส่วนของ cytosolic protein ของหนูในกลุ่มน้ี มีการ
แสดงออกลดลงอยา่งรุนแรงและมีนยัส าคญัท่ีบริเวณส่วนของล าไส้ duodenum และ jejunum แต่
กลบัมีการเปล่ียนแปลงเพียงเลก็นอ้ยในส่วนของ ileum และ colon นอกจากน้ีเม่ือท าการ
เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มดว้ยกนัเอง จะใหผ้ลท่ีคลา้ยคลึงกบั TRPM6 ท่ีไดรั้บ
ยา Omeprazole 12 สัปดาห์ คือ ในส่วนของ membrane protein พบวา่การแสดงออกของโปรตีนใน
กลุ่มควบคุม มีการแสดงออกลดลงตามล าดบั แตกต่างกนัตรงท่ีการแสดงออกในกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole มีการแสดงออกของโปรตีนจะลดลงในล าไส้ส่วนอ่ืนๆเม่ือเทียบกบั duodenum  ยกเวน้ 
ileum ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมากกวา่ duodenum ในขณะท่ีการแสดงออกของโปรตีนท่ี
เป็น cytosol พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงในกลุ่มควบคุมตามล าดบั แต่ในกลุ่มท่ีไดรั้บ
ยา Omeprazole กลบัพบการแสดงออกใน ส่วนในล าไส้ duodenum นอ้ยกวา่ ล าไส้ทั้ง 3 ส่วนคือ 
jejunum ileum และ colon  ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี 12c และ 12d 
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ภาพท่ี 12 แสดงการแสดงออกของโปรตีน cytosolic  และ membranous TRPM6 protein   
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การแสดงออกของโปรตีน cytosolic  และ membranous TRPM6 protein  ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บ 

Omeprazole นาน  12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์  เทียบกบักลุ่มควบคุม โดย ภาพ 10A แสดงการ

แสดงออกของโปรตีน TRPM6  Membranous protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ 

เทียบกบักลุ่มควบคุม, ภาพ 10B แสดงการแสดงออกของโปรตีน TRPM6  cytosolic protein ใน

กลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ เทียบกบักลุม่ควบคุม, 10C แสดงการแสดงงออกของ

โปรตีน TRPM6  membranous protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่ม

ควบคุม, ภาพ 10D แสดงการแสดงออกของโปรตีน TRPM6  cytosolic protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ 

Omeprazole 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม ( Duo : duodenum; Jeju : jejunum: Ile : ileum; Co : 

colon, Ome : Omeprazole )      Means ± SEM นยัส าคญัทางสถิติไดรั้บการประเมินโดย one- way 

ANOVA และ t-test. *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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จากผลของการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีเป็น total 
protein และโปรตีนท่ีอยูใ่นต าแหน่ง cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูก
เหน่ียวน าให้เกิดภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่า จากการไดรั้บยา Omeprazole 20 mg/Kg  (PPIH model 
rats) ทั้ง 3 กลุ่ม คือกลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบท่ี 1 คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 
12 สัปดาห์  และกลุ่มทดสอบท่ี 2  คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ 
โดยท าการเปรียบเทียบการแสดงออกทั้งแบบเทียบในกลุ่มแต่ละกลุ่ม cytosolic protein, 
membranous protein เทียบกบักลุ่มควบคุมในล าไส้ทั้ง 4 ส่วนไดแ้ก่ duodenum, jejunum ileum และ 
colon แลว้ พบวา่ การแสดงออกท่ีมีนยัส าคญัส่วนมาก เกิดขึ้นท่ีบริเวณส่วนของล าไส้ duodenum 
และ jejunum ดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดเ้ลือกท าการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ทั้ง 3 ส่วน
คือ ส่วนท่ีเป็นโปรตีนรวม หรือ total protein, โปรตีนท่ีอยูบ่นเยื่อหุม้เซลล ์ หรือ membranous 
protein และ โปรตีนท่ีอยูใ่นเซลล ์หรือ cytosolic protein เพื่อท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของ
โปรตีน TRPM6 ในทั้ง 3 กลุ่มวา่ต่างกนัอยา่งไร  เม่ือไดท้ าการทดสอบการแสดงออกทั้งหมดตาม
ผลขา้งตน้ สรุปผลการทดสอบการแสดงออกของ โปรตีน TRPM6 ไดด้งัน้ีคือ โปรตีน TRPM6 มี
การแสดงออกเพิ่มมากขึ้นท่ีบริเวณส่วนของ membrane protein เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในหนูท่ี
อยูใ่นกลุ่มการทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการทดสอบ และในทางตรงกนัขา้มก็มีการ
แสดงออกท่ีลดลงท่ีบริเวณส่วนของ  cytosolic protein เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในหนูท่ีอยูใ่นกลุ่ม
การทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการทดสอบอยา่งมีนยัส าคญั โดยในกลุ่มของหนูท่ี
ไดรั้บการยา Omeprazole เป็น เวลา 24 สัปดาห์ มีอตัราส่วนการเพิ่มขึ้นท่ี membrane มากกวา่ กลุ่มท่ี
ไดรั้บยา Omeprazole เป็นเวลา 12 สัปดาห์ แต่ในขณะเดียวกนัการลดลงของการแสดงออกโปรตีน
ท่ีบริเวณ cytosolic protein ของหนูท่ีไดรั้บการยา Omeprazole เป็น เวลา 24 สัปดาห์ กลบัลดลงนอ้ย
กวา่ กล่าวคือมีการแสดงออกของโปรตีนนอ้ยกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
แต่มากกวา่กลุ่มควบคุม ในขณะเดียวกนัผลจากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 โดย
เทียบกนัภายในกลุ่ม พบวา่ การแสดงออกใน duodenum ในทั้งกลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole  ทั้งในส่วน membranous protein และ cytosolic protein มีรูปแบบการแสดงออก
คลา้ยกนัคือ เป็นส่วนล าไส้ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 มากกวา่ jejunum หรืออาจจะ
มากกวา่การแสดงออกของโปรตีนในล าไส้ส่วนอ่ืนดว้ย  ส่วนในล าไส้ส่วนอ่ืนจะพบวา่มีการ
แสดงออกของโปรตีนแบบไม่เป็นระเบียบ คือ อยา่งเช่น jejunum สามารถพบการแสดงออกของ
โปรตีนมากกวา่ หรือนอ้ยกว่า duodenum ก็ไดใ้นกลุ่มเดียวกนั   
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 4.1.2 ผลการศึกษาโปรตีน Transient receptor potential melastatin (TRPM) 7 

4.1.2.1 การแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในล าไส้ของหนู เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 และ 

24 สัปดาห์ 

เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 โดยศึกษาโปรตีนท่ียงัไม่ไดถู้กท าให้บริสุทธ์ิ 

(total protein) ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่า (PPIH model rats) โดย

เทียบกันทั้ ง 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีได้รับ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 12 

สัปดาห์ และกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole เป็นเวลานาน 24 สัปดาห์ มีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่ม

มากขึ้ นในกลุ่มของหนูท่ีได้รับยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 และ 24 สัปดาห์อย่างมี

นัยส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในล าไส้ทุกส่วน ไดแ้ก่ duodenum, jejunum, ileum และ colon 

ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี 13 

 
ภาพท่ี 13 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total TRPM7 protein  
การแสดงออกของโปรตีน total TRPM7 protein ในกลุ่มของหนูท่ีได้รับ Omeprazole นาน  12 

สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์  เทียบกบักลุ่มควบคุม (Ome : Omeprazole ) Means ± SEM นยัส าคญัทาง

สถิติไดรั้บการประเมินโดย one-way ANOVA. *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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4.1.2.2 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  

เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่นต าแหน่ง 
cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะแมกนีเซียมในเลือด
ต ่า (PPIH model rats) ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 12 สัปดาห์  เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7  ลดลงอยา่งรุนแรงและมีนยัส าคญั
ในโปรตีนท่ีเป็น membranous protein ในล าไส้ 2 ส่วน ไดแ้ก่ ล าไส้ส่วน duodenum, jejunum ส่วน 
ileum และ colon กลบัไม่มีการเปล่ียนแปลง ในขณะเดียวกนัมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นของ
โปรตีนส่วนท่ีเป็น cytosolic protein ในล าไส้ส่วน duodenum  และ jejunum  ในขณะท่ี ileum และ 
colon ไม่มีการเปล่ียนแปลงการแสดงออก เช่นเดียวกนักบัการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 
TRPM6  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม เช่นเดียวกนั ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้ าการศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีนโดยท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่มการทดลองเดียวกนั 
พบวา่ การแสดงออกของโปรตีน TRPM7  มีการแสดงออกของโปรตีน ลดลงเรียงตามล าดบัคือ 
duodenum ileum และ colon ในกลุ่มของ membranous protein ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมใน cytosol 
protein มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในล าไส้ส่วน duodenum มากกวา่ในล าไส้ส่วนอ่ืนๆ 
โดยท่ีมีการแสดงออกในล าไส้ jejunum ลดนอ้ยลงสุด ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ใน
ส่วนของ membranous protein มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงตามล าดบัเช่นเดียวกนั ในขณะท่ี
การแสดงออกโปรตีนในส่วนของ cytosolic protein ในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 
สัปดาห์ พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 มากท่ีสุด ในขณะท่ีการแสดงออกในล าไส้ส่วน
อ่ืนๆ มีการแสดงออกนอ้ยกว่า โดยเฉพาะใน ileum  ของดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี  14a และ 14b 
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4.1.2.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 

เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่นต าแหน่ง 
cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะแมกนีเซียมในเลือด
ต ่า (PPIH model rats) ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 24 สัปดาห์  เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7  ใกลเ้คียงกบัการแสดงออกของ
โปรตีน TRPM7 ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ คือ พบการแสดงออกของ
โปรตีนลดลงของโปรตีนท่ีเป็น membranous protein อยา่งมีนยัส าคญั ในล าไส้ 3 ส่วน ไดแ้ก่ ล าไส้
ส่วน duodenum และ jejunum แต่ในขณะเดียวกนั ก็มีการแสดงออกของโปรตีนส่วนท่ีเป็น 
cytosolic protein เพิ่มมากขึ้นในล าไส้ส่วน duodenum jejunum โดยเฉพาะ duodenum และ jejunum 
ท่ีมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นอยา่งมีนยัส าคญั  ยกเวน้ในล าไส้ส่วน ileum และ colon ท่ีมีการ
แสดงออกเปล่ียนไปเพียงเลก็นอ้ย  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้ าการศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีนโดยท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่มการ
ทดลองเดียวกนั พบวา่ การแสดงออกของโปรตีน TRPM7  ในกลุ่มควบคุมจะมีการแสดงออกของ
โปรตีน ลดลงเรียงตามล าดบัเช่นเดียวกนักบัในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ คือ 
duodenum ileum และ colon ในกลุ่มของ membranous protein ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมใน cytosol 
protein มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในล าไส้ส่วน duodenum มากกวา่ในล าไส้ส่วนอ่ืนๆ 
โดยท่ีมีการแสดงออกในล าไส้ jejunum ลดนอ้ยลงสุด ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ใน
ส่วนของ membranous protein มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงตามล าดบัเช่นเดียวกนั ในขณะท่ี
การแสดงออกโปรตีนในส่วนของ cytosolic protein ในกลุ่มของหนูกลุ่ม ท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์ พบวา่มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ลดลงตามล าดบัคือ duodenum jejunum 
ileum และ colon  ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี    14c และ 14d 
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ภาพท่ี 14 แสดงการแสดงออกของ cytosolic  และ membranous TRPM6 protein   
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การแสดงออกของ cytosolic  และ membranous TRPM6 protein  ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บ 

Omeprazole นาน  12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม โดย ภาพ 12A แสดงการ

แสดงออกของโปรตีน TRPM7  Membranous protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ 

เทียบกบักลุ่มควบคุม, ภาพ 12B แสดงการแสดงออกของโปรตีน TRPM7  cytosolic protein ใน

กลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ เทียบกบักลุม่ควบคุม, 12C แสดงการแสดงออกของ

โปรตีน TRPM7  membranous protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่ม

ควบคุม, ภาพ 12D แสดงการแสดงออกของโปรตีน TRPM7  cytosolic protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ 

Omeprazole 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม ( Duo : duodenum; jeju : jejunum: Ile : ileum; Co : 

colon, Ome : Omeprazole )    Means ± SEM นยัส าคญัทางสถิติไดรั้บการประเมินโดย one-way 

ANOVA และ t-test. *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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จากผลของการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่น
ต าแหน่ง cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะ
แมกนีเซียมในเลือดต ่า จากการไดรั้บยา Omeprazole 20 mg/Kg  (PPIH model rats) ทั้ง 3 กลุ่ม คือ
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบท่ี 1 คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 สัปดาห์  และ
กลุ่มทดสอบท่ี 2  คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ โดยท าการ
เปรียบเทียบการแสดงออกทั้งแบบเทียบในกลุ่มแต่ละกลุ่ม cytosolic protein, membranous protein 
เทียบกบักลุ่มควบคุมในล าไส้ทั้ง 4 ส่วนไดแ้ก่ duodenum, jejunum ileum และ colon แลว้ พบวา่ 
การแสดงออกท่ีมีนยัส าคญัส่วนมาก เกิดขึ้นท่ีบริเวณส่วนของล าไส้ duodenum และ jejunum 
เช่นเดียวกนักบัการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และ CNNM4  ดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดเ้ลือกท าการ
ทดสอบการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ทั้ง 3 ส่วนคือ ส่วนท่ีเป็นโปรตีนรวม หรือ total 
protein, โปรตีนท่ีอยูบ่นเยือ่หุม้เซลล ์ หรือ membranous protein และ โปรตีนท่ีอยูใ่นเซลล ์ หรือ 
cytosolic protein เพื่อท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ในทั้ง 3 กลุ่มวา่
แตกต่างกนัหรือไม่ อยา่งไร  เม่ือไดท้ าการทดสอบการแสดงออกทั้งหมดตามผลขา้งตน้ สรุปผลการ
ทดสอบการแสดงออกของ โปรตีน TRPM7 ไดว้า่ มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีบริเวณส่วนของ 
membrane protein ลดนอ้ยลง ในหนูท่ีอยูใ่นกลุ่มการทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการ
ทดสอบ ซ่ึงแตกต่างกบัการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และโปรตีน CNNM4 นอกจากน้ียงั
พบวา่ส่วนท่ีเป็นโปรตีน cytosolic protein กลบัมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในหนูท่ีอยูใ่นกลุ่มการ
ทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการทดสอบอย่างมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ทั้ง
ในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum และเป็นท่ีน่าสังเกตวา่ อตัราการการแสดงออกท่ีลดลงหรือ
เพิ่มขึ้นของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่มของหนูท่ีไดย้า Omeprazole นาน 12 และ 24 สัปดาห์ ทั้งใน
ส่วนของ membranous protein และ cytosolic protein มีอตัราส่วนการเพิ่มขึ้นหรือลดลงเท่ากนั เม่ือ
เทียบกลบักลุ่มควบคุม นอกจากน้ีเม่ือเทียบการแสดงออกอตัราส่วนของการแสดงออกโปรตีนใน
ส่วนล าไส้ jejunum พบวา่ อตัราส่วนการเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของโปรตีนใกลเ้คียงกนัในกลุ่ม 
duodenum jejunum นั้น พบการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มการทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์เพิ่มขึ้นมากกวา่ในส่วนของ cytosolic protein และเม่ือท าการศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีนโดยท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่มการทดลองเดียวกนั 
แสดงใหเ้ห็นวา่การแสดงออกของโปรตีน TRPM7  ในกลุ่มควบคุมมีผลใกลเ้คียงกบัการศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีน TRPM6 คือ มีการแสดงออกของโปรตีน ลดลงเรียงตามล าดบัคือ duodenum 
ileum และ colon ในกลุ่มของ membranous protein ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมใน cytosol protein มีการ
แสดงออกของโปรตีน TRPM7 ในล าไส้ส่วน duodenum มากกวา่ในล าไส้ส่วนอ่ืนๆ โดยท่ีมีการ
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แสดงออกในล าไส้ jejunum ลดนอ้ยลงสุด ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ในส่วนของ 
membranous protein มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงตามล าดบัเช่นเดียวกนั ทั้งในกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole นาน 12 และ 24 สัปดาห์ ในขณะท่ีการแสดงออกโปรตีนในส่วนของ cytosolic protein 
ในกลุ่มของหนูกลุ่ม ท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ พบวา่มีการแสดงออกของโปรตีน 
TRPM7 ลดลงตามล าดบัคือ duodenum jejunum ileum และ colon  แต่ในกลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 มากท่ีสุด ใน duodenum 
ในขณะท่ีการแสดงออกในล าไส้ส่วนอ่ืนๆ มีการแสดงออกนอ้ยกวา่ โดยเฉพาะใน ileum   

 

4.1.3 การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และการศึกษาการแสดงออกของการท างานร่วมกนัของ

โปรตีน TRPM6 และ TRPM7 ด้วยเทคนิค Immunoprecipitation  

จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ Nassisorn et.al 2020 พบว่า จากการทดลองก่อนหน้าน้ี ท่ีได้

ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 และ TRPM7 ซ่ึงพบว่า มีการเพิ่มขึ้นของโปรตีน 

TRPM6 ในส่วนท่ีเป็น membranous protein ในส่วนล าไส้  duodenum และ jejunum แต่ในทาง

ตรงกันขา้มกับพบว่า การแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ของโปรตีนท่ีเป็น membranous protein  

ในล าไส้ในส่วนน้ี มีการแสดงออกท่ีลดน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้ นการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้

ท าการศึกษาการท างานร่วมกนัหรือการจบัเขา้คู่กนั (Dimerization ) ของ TRPM6 และ TRPM7 โดย

ใช้ เท ค นิ ค  Immunoprecipitation (IP) แล ะ  Western blot โด ยท าก าร ศึ ก ษ าโป ร ตี น ท่ี เป็ น 

membranous protein  ในล าไส้ทั้ง 2 ส่วนคือ duodenum และ jejunum ในกลุ่มการทดลองทั้ง 3 กลุ่ม 

ไดแ้ก่  กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบท่ี 1 คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 4 สัปดาห์  

และกลุ่มทดสอบท่ี 2  คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ จากการศึกษา 

พบว่า โปรตีน TRPM6 ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค IP นั้นมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นใน

กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มในล าไส้ทั้ง 2 ส่วน คือ Duodenum และ Jejunum 

อย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม ซ่ึงเป็นการยืนยนัผลการศึกษาการแสดงออกในการ

ทดลองก่อนหน้า ท่ีได้ท าการศึกการศึกษาการแสดงออกโปรตีนชนิดน้ีในทั้ง 3 กลุ่ม โดยท่ีไม่ได้

น าไปผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค IP  ต่อมา เม่ือน าแผ่น membrane ท่ีไดจ้ากการท า 

Western blot ของ Immunoprecipitated TRPM6 protein  ไปท าการ Strip โดยการบ่มกับ TRPM7 

antibody  เพื่อท าการศึกษาการ Dimerization ของโปรตีน TRPM6 และ 7 พบว่า มีการแสดงออก

ของโปรตีน   TRPM6 ท่ีจับกับ TRPM7 ลดลง อย่างมีนัยส าคัญ ในกลุ่มการทดลองท่ีได้รับยา 
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Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มในล าไส้ทั้ง 2 ส่วน คือ duodenum และ jejunum อย่างมีนัยส าคญัเม่ือเทียบ

กบักลุ่มควบคุม ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 15 

ภาพท่ี 15 แสดงการแสดงออกของ Immunoprecipitation protein 
โดยแสดงทั้ งการแสดงออกของ โปรตีน TRPM6 ใน Immunoprecipitated TRPM6 protein และ 

โปรตีน TRPM7 ใน Immunoprecipitated TRPM6 protein   ในกลุ่มของหนูท่ีได้รับ Omeprazole 

นาน  12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์  เทียบกบักลุ่มควบคุม ในส่วนของล าไส้ duodenum และ ileum  

ตามล าดับจากซ้ายไปขวา ( Duo : duodenum; Jeju : jejunum, Ome : Omeprazole )  Means ± SEM 

นัยส าคัญทางสถิติได้รับการประเมินโดย  one- way ANOVA และ t-test. *P < 0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 
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4.1.4 ผลการศึกษาโปรตีน Ancient conserved domain protein 4 (CNNM4) 

4.1.4.1 การแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ในล าไส้ของหนู เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 และ 

24 สัปดาห์ 

            เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4  โดยศึกษาโปรตีนท่ียงัไม่ได้
ถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิ (total protein )ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะแมกนีเซียมในเลือดต ่า (PPIH 
model rats) โดยเทียบกนัทั้ง 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 20 mg/Kg เป็น
เวลานาน 12 สัปดาห์ และกลุ่มทีไดรั้บ Omeprazole เป็นเวลานาน 24 สัปดาห์ พบวา่ total protein มี
การแสดงออกของโปรตีนเพิ่มมากขึ้นในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 
และ 24 สัปดาห์อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในล าไส้ทุกส่วน ไดแ้ก่ duodenum; 
jejunum, ileum และ colon ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี 16 

 
ภาพท่ี 16 แสดงการแสดงออกของโปรตีน total CNNM4 protein  
การแสดงออกของโปรตีน total CNNM4 protein ในกลุ่มของหนูท่ีได้รับ Omeprazole นาน  12 

สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์  เทียบกบักลุ่มควบคุม Means ± SEM นยัส าคญัทางสถิติไดรั้บการประเมิน

โดย one- way ANOVA และ t-test. *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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4.1.4.2 การแสดงออกของโปรตีน CNNM4 เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  

เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยู่ในต าแหน่ง 

cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดภาวะแมกนีเซียมในเลือด

ต ่า (PPIH model rats) ในหนูกลุ่มท่ีได้รับ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 12 สัปดาห์  เม่ือ

เทียบกบักลุ่มควบคุม พบว่า ในกลุ่มของ membranous protein มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในล าไส้

ส่วน duodenum, jejunum  อย่างมีนยัส าคญั และลดลงเล็กนอ้ยในล าไส้ส่วน Ileum แต่เพิ่มขึ้นอย่าง

รุนแรงในล าไส้ส่วน colon  เม่ือเทียบกบัหนูท่ีอยู่ในกลุ่มควบคุม แต่ในขณะเดียวกนั การแสดงออก

ของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่มของ cytosolic protein กับลดลงอย่างมีนัยส าคัญในล าไส้ ส่วน 

duodenum และ jejunum ileum  และพบการแสดงออกท่ีลดลงเช่นกันในล าไส้ส่วน   colon เม่ือ

ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 โดยท าการเปรียบเทียบกันในกลุ่ม พบว่า การ

แสดงออกของ CNNM4 ในกลุ่มควบคุม มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงตามล าดับของล าไส้

ดังต่อไปน้ี  คือ duodenum ileum และcolon  ในขณะท่ีในกลุ่ม ท่ี ได้รับยา Omeprazole มีการ

แสดงออกลดลงอย่างเป็นล าดับเช่นเดียวกันในกลุ่มของ membranous protein แต่ในส่วนของ 

cytosolic protein พบว่าท่ีการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ในล าไส้ส่วน jejunum มากท่ีสุด ดงัท่ี

แสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี 17a และ 17b 
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4.1.4.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 เม่ือได้รับยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 

เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยู่ในต าแหน่ง 

cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดภาวะแมกนีเซียมในเลือด

ต ่า (PPIH model rats) ในหนูกลุ่มท่ีได้รับ Omeprazole 20 mg/Kg เป็นเวลานาน 24 สัปดาห์  เม่ือ

เทียบกับกลุ่มควบคุม พบการแสดงออกท่ีเป็นไปในทิศทางเดียวกับการแสดงออกของโปรตีนท่ี

ท าการศึกษาในหนูกลุ่มท่ีได้รับยา Omeprazole  นาน 12 สัปดาห์ คือ มีการแสดงออกของโปรตีน

เพิ่มมากขึ้นในส่วนของโปรตีนท่ีเป็น membranous protein ในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum 

อย่างมีนยัส าคญั แต่กลบัพบการแสดงออกท่ีลดลงในล าไส้ส่วน ileum และ colon  เช่นเดียวกนักบั

การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ท่ีเป็น cytosolic protein ท่ีมีการแสดงออกลดลง ในล าไส้ทั้ง 4 

ส่วน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในส่วนของ duodenum และ  jejunum ท่ีลดลงอย่างรุนแรงและมีนัยส าคญั 

เม่ือเทียบกบักลุ่มทดลองของหนูท่ีเป็นกลุ่มควบคุม เม่ือท าการศึกษาการแสดงออกโปรตีน CNNM4 

โดยท าการเปรียบเทียบความแตกต่างการแสดงออกในกลุ่มทดลองเดียวกนั พบว่าให้ผลการศึกษา

ใกลเ้คียงกบักลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์คือมีการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ

โปรตีน CNNM4  ในล าไส้ส่วน jejunum มากท่ีสุด ในส่วนท่ีเป็น cytosolic protein ในขณะท่ีใน

ส่วนท่ีเป็น membranous protein มีการลดลงอย่างเป็นล าดับ เรียงจากมากสุด ไปน้อยสุด ได้แก่ 

duodenum jejunum ileum และ colon  ดงัท่ีแสดงใหเ้ห็นในภาพท่ี  17c และ17d  
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ภาพท่ี 17 แสดงการแสดงออกของ cytosolic  และ membranous CNNM4 protein  
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ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole นาน  12 สัปดาห์ และ 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม โดย 

ภาพ 15A แสดงการแสดงออกของโปรตีน CNNM4  membranous protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ 

Omeprazole 12 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม, ภาพ 15B แสดงการแสดงออกของโปรตีน TRPM7  

cytosolic protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม, 15C แสดงการ

แสดงออกของโปรตีน membranous CNNM4  protein ในกลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห ์

เทียบกบักลุ่มควบคุม, ภาพ 15D แสดงการแสดงออกของโปรตีน cytosolic CNNM4  protein ใน

กลุ่มหนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห์ เทียบกบักลุ่มควบคุม ( Duo : duodenum; Jeju : jejunum: 

Ile : ileum; Co : colon, Ome : Omeprazole )    Means ± SEM นยัส าคญัทางสถิติไดรั้บการประเมิน

โดย one- way ANOVA และ t-test. *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
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จากผลของการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 โดยศึกษาทั้งโปรตีนท่ีอยูใ่น
ต าแหน่ง cytosolic protein และ membranous protein  ของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะ
แมกนีเซียมในเลือดต ่า จากการไดรั้บยา Omeprazole 20 mg/Kg  (PPIH model rats) ทั้ง 3 กลุ่ม คือ
กลุ่มควบคุม กลุ่มทดสอบท่ี 1 คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 สัปดาห์  และ
กลุ่มทดสอบท่ี 2  คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ โดยท าการ
เปรียบเทียบการแสดงออกทั้งแบบเทียบในกลุ่มแต่ละกลุ่ม cytosolic protein, membranous protein 
เทียบกบักลุ่มควบคุมในล าไส้ทั้ง 4 ส่วนไดแ้ก่ duodenum, jejunum ileum และ colon แลว้ พบวา่ 
การแสดงออกท่ีมีนยัส าคญัส่วนมาก เกิดขึ้นท่ีบริเวณส่วนของล าไส้ duodenum และ jejunum 
เช่นเดียวกนักบัการแสดงออกของโปรตีน TRPM6  ดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดเ้ลือกท าการทดสอบการ
แสดงออกของโปรตีน CNNM4 ทั้ง 3 ส่วนคือ ส่วนท่ีเป็นโปรตีนรวม หรือ total protein, โปรตีนท่ี
อยูบ่นเยือ่หุม้เซลล ์หรือ membranous protein และ โปรตีนท่ีอยูใ่นเซลล ์หรือ cytosolic protein เพื่อ
ท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 ในทั้ง 3 กลุ่มวา่แตกต่างกนัหรือไม่ อยา่งไร  
เม่ือไดท้ าการทดสอบการแสดงออกทั้งหมดตามผลขา้งตน้ สรุปผลการทดสอบการแสดงออกของ 
โปรตีน CNNM4 ไดว้า่ มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นท่ีบริเวณส่วนของ membrane protein ในหนูท่ี
อยูใ่นกลุ่มการทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการทดสอบ และเช่นเดียวกนักบัการ
แสดงออกของโปรตีน TRPM6 โปรตีน CNNM4 ก็มีการแสดงออกท่ีลดลงท่ีบริเวณส่วนของ  
cytosolic protein ในหนูท่ีอยู่ในกลุ่มการทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มการทดสอบอยา่ง
มีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยเฉพาะในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บการยา Omeprazole เป็น 
เวลา 24 สัปดาห์ มีอตัราส่วนการเพิ่มขึ้นอยา่งรุนแรงท่ี membrane มากกวา่ กลุ่มท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ทั้งในล าไส้ส่วน duodenum และ ileum นอกจากน้ียงัพบวา่ การ
แสดงออกของโปรตีนในส่วนท่ีเป็น cytosolic protein ในล าไส้ส่วน duodenum กลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา 
Omeprazole 24 สัปดาห์ มีอตัราส่วนการแสดงออกท่ีลดลงมากกวา่ กลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
12 สัปดาห์ แต่ในทางตรงกนัขา้ม การแสดงออกของโปรตีนท่ีบริเวณ cytosolic protein ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูท่ีไดรั้บการยา Omeprazole เป็น เวลา 12 สัปดาห์ กลบัลดลงไดน้อ้ยกวา่ กลุ่ม
หนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์ กล่าวคือในล าไส้ส่วน duodenum นั้น หนูท่ีไดรั้บ 
Omeprazole 4 สัปดาห์มีการแสดงออกใน cytosol มากกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห์ 
และในล าไส้ส่วน jejunum หนูท่ีไดรั้บ Omeprazole 24 สัปดาห์มีการแสดงออกใน cytosol มากกวา่
กลุ่มท่ีไดรั้บ Omeprazole 12 สัปดาห์ แต่มีการแสดงออกนอ้ยกวา่กลุ่มควบคุม  นอกจากน้ีจากการ
แสดงออกของโปรตีนท่ีถูกเปรียบเทียบกนัภายในกลุ่ม แสดงใหเ้ห็นวา่ ในกลุ่มควบคุม duodenum 
เป็นส่วนล าไส้ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน CNNM4 มากท่ีสุดในขณะท่ีในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา 
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Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 14 และ 24 สัปดาห์ มีการแสดงออกของ
โปรตีน CNNM4 มากท่ีสุดในส่วนของล าไส้ jejunum   

 

4.1.5 การแสดงออกของ Phosphorylation site  ของโปรตีน TRPM6  ด้วยเทคนิค Mass 

spectrometry  

 จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีท่ีไดท้ าการศึกษาการแสดงออกของการท างานร่วมกนัหรือการจบั

เขา้คู่กนั (Dimerization ) ของ TRPM6 และ TRPM7 แลว้พบว่าการเขา้คู่กนั หรือการ Dimerization 

มีการลดลงอย่างมีนัยส าคัญในกลุ่มท่ีได้รับยา Omeprazole ทั้ ง 2 กลุ่ม ในล าไส้ทั้ ง 2 ส่วนคือ 

duodenum และ jejunum ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงไดท้ าการศึกษา Phosphorylation site ของโปรตีน 

TRPM6 และ TRPM7  ในล าไส้ทั้ ง 2 ส่วน ในกลุ่มการทดลอง 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุม กลุ่ม

ทดสอบท่ี 1 คือหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 สัปดาห์  และกลุ่มทดสอบท่ี 2  คือ

หนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ ดว้ย ESI-QTOF MS/MS  

 จากการศึกษา TRPM6 sequencing protein พบวา่ โปรตีน TRPM6  ในล าไส้ส่วน duodenum ของ

กลุ่มตวัอยา่งทั้ง 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ และกลุ่มท่ีไดรั้บ

ยา Omeprazole 24 สัปดาห์  สามารถตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ TRPM6 ทั้งหมด 3 species 

ไดแ้ก่  Human (Q9BX84), Non-specific S/T Protein kinase rat (F1M7G0)   และ Mouse (Q8CIR4) 

โดยเทียบเฉล่ียเป็นร้อยละ ได ้ 98-99% ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 2  เช่นเดียวกบั โปรตีน TRPM6  ใน

ล าไส้ส่วน jejunum กลุ่มตวัอยา่งทั้ง 3 กลุ่ม สามารถตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ TRPM6 

ทั้งหมด 3 species เช่นเดียวกนั ไดแ้ก่  Human (Q9BX84), Non-specific S/T Protein kinase rat 

(F1M7G0)   และ Mouse (Q8CIR4) โดยเทียบเฉล่ียเป็นร้อยละ ได ้99-100% ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 3  

ในขณะเดียวกนั ในการศึกษา TRPM7 sequencing protein พบวา่ โปรตีน TRPM7  ในล าไส้ส่วน 

duodenum ของกลุ่มตวัอยา่งทั้ง 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห ์

และกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์  สามารถตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ TRPM7 

ทั้งหมด 3 species ไดแ้ก่  Human (Q96QT4), Rat (Q925B3) และ Mouse (Q923J1)  โดยเทียบเฉล่ีย

เป็นร้อยละ ได ้ 99-100% ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 4  เช่นเดียวกบั โปรตีน TRPM6  ในล าไส้ส่วน 

jejunum กลุ่มตวัอยา่งทั้ง 3 กลุ่ม สามารถตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ TRPM6 ทั้งหมด 3 

species เช่นเดียวกนั ไดแ้ก่  Human (Q96QT4), Rat (Q925B3) และ Mouse (Q923J1)   โดยเทียบ

เฉล่ียเป็นร้อยละ ได ้99-100% ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 5    
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ผลจากการศึกษาน้ีสามารถยนืยนัการแสดงออกของ TRPM6 และ TRPM7 ในล าไสส่้วน 

duodenum และ jejunum ได ้และเป็นหลกัฐานส าคญัท่ีบ่งช้ีใหเ้ห็นวา่ ในล าไส้ทั้ง 2 ส่วนน้ี มีการดูด

ซึมแมกนีเซียมผา่นกลไก active transport โดยอาศยัโปรตีนตวัส าคญั 2 ตวั ไดแ้ก่ TRPM6 และ 

TRPM7  

ตารางท่ี  2  ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน duodenum กบัฐานขอ้มูล 

  

กลุ่มการทดลอง species % Matching 

Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum 

ของหนูกลุ่มควบคุม 

Human (Q9BX84) 98% 

Non-specific S/T Protein kinase rat 

(F1M7G0) 
99% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 

Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum 

ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole 12 สัปดาห์   

Human (Q9BX84) 98% 

Non-specific S/T Protein kinase rat 

(F1M7G0) 
99% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 

Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum 

ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole 24 สัปดาห์   

Human (Q9BX84) 98% 

Non-specific S/T Protein kinase rat 

(F1M7G0) 
99% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 
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ตารางท่ี  3 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM6 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน jejunum กบัฐานขอ้มูล 

 

  

กลุ่มการทดลอง species % Matching 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มควบคุม 

Human (Q9BX84) 99% 

Non-specific S/T Protein kinase 

rat (F1M7G0) 
100% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 

สัปดาห์   

Human (Q9BX84) 99% 

Non-specific S/T Protein kinase 

rat (F1M7G0) 
99% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 

สัปดาห์   

Human (Q9BX84) 99% 

Non-specific S/T Protein kinase 

rat (F1M7G0) 
99% 

Mouse (Q8CIR4) 99% 
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ตารางท่ี  4 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน duodenum กบัฐานขอ้มูล 

กลุ่มการทดลอง species % Matching 

Peptide ใน ล าไส้ ส่ วน  duodenum 

ของหนูกลุ่มควบคุม 

Human (Q96QT4) 99% 

Rat (Q925B3) 100% 

Mouse (Q923J1) 100% 

Peptide ใน ล าไส้ ส่ วน  duodenum 

ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา Omeprazole 

12 สัปดาห์   

Human (Q96QT4) 100% 

Rat (Q925B3) 100% 

Mouse (Q923J1) 100% 

Peptide ใน ล าไส้ ส่ วน  duodenum 

ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา Omeprazole 

24 สัปดาห์   

Human (Q96QT4) 99% 

Rat (Q925B3) 99% 

Mouse (Q923J1) 99% 
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ตารางท่ี  5 ตารางแสดงร้อยละการเหมือนกนัของ Sequence protein ของโปรตีน TRPM7 ในกลุ่ม
ตวัอยา่ง ทั้ง 3 กลุ่ม ของล าไส้ส่วน jejunum กบัฐานขอ้มูล 

กลุ่มการทดลอง species % Matching 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มควบคุม 

Human (Q96QT4) 100% 

Rat (Q925B3) 100% 

Mouse (Q923J1) 100% 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 

สัปดาห์   

Human (Q96QT4) 99% 

Rat (Q925B3) 99% 

Mouse (Q923J1) 99% 

Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของ

หนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 

สัปดาห์   

Human (Q96QT4) 100% 

Rat (Q925B3) 100% 

Mouse (Q923J1) 100% 
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4.1.5.1 การศึกษาจ านวนของ Peptide หรือปริมาณโปรตีนท่ีตรวจจับได้โดยการค านวณด้วยค่า 

Exponentially modified protein abundance index (emPAI)  

จ านวนของ Peptide หรือปริมาณโปรตีนท่ีตรวจจบัไดส้ามารถค านวณดว้ยค่า 

Exponentially modified protein abundance index (emPAI) ได ้จากสูตร    

𝑒𝑚𝑃𝐴𝐼 = 10
𝑁𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑒𝑑
𝑁𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑏𝑙𝑒 − 1 

จากการศึกษาพบวา่ ในกลุ่มการทดลองท่ีทดสอบหา Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum  จะมีค่า 

emPAI หรือค่าท่ีแสดงจ านวนของ Peptide ท่ีตรวจจบัได ้ มีความใกลเ้คียงกนัโดยเฉพาะอยา่งยิง่ใน

กลุ่มการทดลองท่ีทดสอบหา Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum  ของหนูกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ คือมีค่า emPAI เท่ากบั 0.10 เท่ากนัดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 6  แต่ใน

ขณะเดียวกนักลบัพบวา่ กลุ่มการทดลองท่ีทดสอบหา Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum   ในกลุ่มของ

หนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 และ 24 สัปดาห์  มีค่า emPAI  มากกวา่กลุ่มควบคุม คือ 0.11, 

0.14 และ 0.23 ตามล าดบั  ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 7 แสดงใหเ้ห็นวา่ ในกลุ่มการทดสอบหาจ านวน 

Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum นั้น มีปริมาณของจ านวน Peptide ใกลเ้คียงกนั  จากนั้นเม่ือ

ท าการศึกษาการแสดงออกของ Phosphorylation site ของโปรตีน TRPM6 ในล าไส้ส่วน 

Duodenum พบวา่ ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์นั้นมีการขาดหายไป

หรือไม่สามารถตรวจจบัไดข้อง peptide ในส่วนบริเวณ ของ N-terminus บางต าแหน่ง ซ่ึงการขาด

หายในต าแหน่งเหล่าน้ีไม่ส่งผลต่อการท างานของโปรตีน แต่ในขณะเดียวกนักลบัพบวา่ การ

แสดงออกของ Phosphorylation site ของโปรตีน TRPM6 ในล าไส้ส่วน TRPM6 พบวา่ ในกลุ่มของ

หนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ นอกจากมีการขาดหายไปหรือไม่สามารถตรวจจบัได้

ของ peptide บริเวณในส่วนของ N-terminus แลว้ ก็ยงัพบการขาดหายไปหรือไม่สามารถตรวจจบั

ไดข้อง peptide ในส่วนบริเวณของ α-kinase domain ตั้งแต่ในต าแหน่ง 1814 ถึง 1838  ดงัท่ีแสดง

ในภาพท่ี 20 โดยในต าแหน่งน้ีมี Phosphorylation site ท่ีเป็น serine/threonine  คือ S1821T ซ่ึง

อาจจะเป็นต าแหน่ง Phosphorylation site ท่ีส าคญัต่อการท างานของโปรตีน นอกจากน้ี เป็นท่ีน่า

สังเกต หากเทียบกบัค่า emPAI ท่ีเป็นค่าท่ีสามารถบอกจ านวนของ Peptide ท่ีตรวจจบัไดน้ั้น แสดง

ใหเ้ห็นวา่จ านวน Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum  มีจ านวนท่ีใกลเ้คียงกนั หรือเท่ากนัของหนูกลุ่ม

ท่ีไดรั้บยา Omeprazole  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม  แต่กลบัมีการแสดงออกของ Peptide ท่ีขาด

หายไปหรือตรวจจบัไม่ไดใ้นกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ อาจเป็นไปไดว้า่ โปรตีน 
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TRPM6 ในล าไส้ duodenum ของหนูในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole  มีโปรตีนบางจ านวนท่ีมีความ

ผิดปกติของสาย Peptide ซ่ึงเม่ือท าการยอ่ย peptide แลว้พบการขาดหายไป หรือไม่สามารถ

ตรวจจบั Peptideไดน้ั้น อาจอนุมานไดว้า่ เกิดความผิดปกติบางอยา่ง เช่น การกลายพนัธุ์ หรือการ

เปล่ียนแปลงไปของกรดอมิโนในต าแหน่งดงักล่าว ท าให้ส่งผลต่อการท างานของโปรตีน TRPM6 

ต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 

สัปดาห์  ในขณะเดียวกนั ในล าไส้ส่วน jejunum  มีจ านวนของ Peptide ท่ีสามารถตรวจจบัไดม้าก

ขึ้นในกลุ่มของหนูท่ีไดย้า Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม และไม่พบความผิดปกติของ Phosphorylation 

site ในต าแหน่งท่ีส าคญั อาจบ่งช้ีไดว้า่โปรตีน TRPM6 ในล าไส้ jejunum มีความปกติมากกวา่ ใน

ล าไส้ส่วน duodenum เน่ืองจาก peptide ท่ียอ่ยไดจ้ากล าไส้ส่วนน้ี สามารถถูกตรวจจบัไดดี้กวา่กลุ่ม 

duodenum หรือเทียบกบักลุ่มควบคุมของล าไส้ส่วน jejunum  

ตารางท่ี  6 แสดงค่า emPAI  ของ Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum ท่ีไดจ้ากการศึกษาโดยใชเ้ทคนิค 

ESI-QTOF MS/MS  ท่ีค  านวณไดจ้ากโปรแกรม Mascot search result (Matrix Science)   

กลุ่มการทดลอง ค่า emPAI 

1. Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มควบคุม  0.10 

2. Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา 

Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  

0.12 

3. Peptide ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา 

Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 

0.10 
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ตารางท่ี  7 แสดงค่า emPAI  ของ Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ท่ีไดจ้ากการศึกษาโดยใช้เทคนิค 

ESI-QTOF MS/MS  ท่ีค  านวณไดจ้ากโปรแกรม Mascot search result (Matrix Science)   

กลุ่มการทดลอง ค่า emPAI 

1. Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มควบคุม  0.11 

2. Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา 

Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  

0.14 

3. Peptide ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีได้รับยา 

Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 

0.23 
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ภาพท่ี 18 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มควบคุม 
ท่ีท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)   
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ภาพท่ี 19 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 12 สัปดาห์   
ท่ีท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)   
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ภาพท่ี 20 แสดง Protein sequencing  ของโปรตีน TRPM6  ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 
นาน 24 สัปดาห์   
ท่ีท าการศึกษาด้วยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบข้อมูลในฐานข้อมูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)   
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4.1.5.2 การศึกษา Peptide base peak   

จากผลการศึกษาการแสดงออกของ Phosphorylation site พบวา่ มีการขาดหายไปของ 

peptide บางต าแหน่ง จึงน ามาสู่การศึกษา Peptide base peak   เพื่อบ่งช้ีการท างานของ โปรตีน 

TRPM6 ในล าไส ้ทั้ง 2 ส่วน ไดแ้ก่ duodenum และ jejunum ในกลุ่มการทดลองทั้ง 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม

ควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ และ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 

สัปดาห์ โดยไดท้ าการศึกษา Peptide base peak  ในต าแหน่งท่ีหายไป คือ ต าแหน่ง 1814 ถึง 1838  

และ ท าการศึกษา Peptide base peak  ในต าแหน่งท่ี T1851I ท่ีเป็นต าแหน่งท่ีสามารถเกิด 

autophosphorylation  ได ้รวมถึงท าการศึกษา Peptide base peak  ในต าแหน่ง Dimerization motif     

การศึกษาการแสดงออกของ Peptide base peak  ในต าแหน่งท่ีหายไป คือ ต าแหน่ง 1814 

ถึง 1838  พบวา่ ในล าไส้ ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 และ 24 สัปดาห ์

พบการขาดหายไปในบางส่วนของ Base peak peptide ในต าแหน่ง 1821 โดยเฉพาะอย่างยิง่ในกลุ่ม

ท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ มีการขาดหายไปถึง 2 ต าแหน่ง ท่ีอาจเป็น Phosphorylation 

site ท่ีส าคญั ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี  21 ถึง ภาพท่ี 23  

ในขณะท่ีล าไส้ jejunum  นั้นยงัสามารถพบการแสดงออกของ Base peak peptide ต าแหน่ง

ดงักล่าวไดใ้นหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม และกลุ่มควบคุม โดยอาจบ่งช้ีไดว้า่ 

protein TRPM6 ในล าไส้ส่วน jejunum มีความปกติมากกวา่ในล าไส้ส่วน duodenum จึงสามารถ

ตรวจจบัการแสดงออกของ Peptide base peak  และ Phosphorylation site ไดค้รบทุกต าแหน่ง ดงัท่ี

แสดงในภาพท่ี 24 ถึง ภาพท่ี 26  

การศึกษาการแสดงออกของ Peptide base peak ท่ีต าแหน่ง 1851 ซ่ึงเป็นต าแหน่ง 

Autophosphorylation ท่ีสามารถกระตุน้ให้เกิด Phosphorylation และเกิดการ Interact กบั RACK1 

ในเซลล ์โดยส่งผลต่อการลดการท างานของ TRPM6 ในการลดความไวของ TRPM6 ต่อ Mg2+ โดย

การศึกษาในล าไส้ duodenum พบวา่ ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 12 และ 24 สัปดาห์  

มีการแสดงออกของ Phosphorylation ท่ีต าแหน่ง 1851 แต่ในขณะเดียวกนัในกลุ่มควบคุมกบัไม่พบ

การแสดงออกของ Phosphorylation ท่ีต าแหน่งดงักล่าว ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 27 ถึง ภาพท่ี 29  

เช่นเดียวกบัการศึกษาในล าไส้ส่วน jejunum  ท่ีพบวา่ มีการเกิด phosphorylation ท่ี ต าแหน่ง 1851 

ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 12 และ 24 สัปดาห์ แต่ไม่ปรากฏการแสดงออกของ 

phosphorylation ท่ี ต าแหน่ง 1851 ในกลุ่มควบคุม ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 30 ถึง 32  
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การศึกษาการแสดงออกของ Peptide base peak ท่ีต าแหน่ง Dimerization motif  พบวา่ 

ในล าไส้ duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 12 และ 24 สัปดาห์ ไม่มีการ

เปล่ียนแปลงของ Peptide base peak เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่มีการแสดงออกของ Oxidation 

methionine เพิ่มมากขึ้นในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม โดยเฉพาะ กลุ่มท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ ในขณะท่ีในกลุ่มควบคุมมีการแสดงออกของ Oxidation ของ 

methionine ในล าไส้ส่วน duodenum นอ้ยกวา่ ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 33 ถึง ภาพท่ี 35  เช่นเดียวกบัใน

ล าไส้ส่วน jejunum พบวา่ ในล าไส้ duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 12 และ 24 

สัปดาห์ ไม่มีการเปล่ียนแปลงของ Peptide base peak เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่มีการแสดงออก

ของ Oxidation ของ ต าแหน่งท่ีเป็น methionine เพิ่มมากขึ้นในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 

กลุ่ม โดยเฉพาะ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัท่ีแสดง

ในภาพท่ี 36 ถึง ภาพท่ี 38  แต่อยา่งไรก็ตาม ผลของการเกิด Oxidation รวมถึงต าแหน่งท่ีเกิด 

Phosphorylation บนสาย Peptide ยงัตอ้งไดรั้บการสังเกตและวิเคราะห์ในล าดบัเบสทั้งหมด เพื่อให้

ทราบถึงสาเหตุของการท างานท่ีผิดปกติของโปรตีนดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดท้ าการวิเคราะห์ต าแหน่งการ

เกิด Phosphorylation และการเกิด Oxidation บน สายเบสเปปไทด ์ในการศึกษาในขั้นตอนต่อไป  
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ภาพท่ี 21 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มควบคุม  
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี K1816-1846Q  

ภาพท่ี 22 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  
 ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี R1812-1841I  



 79 

ภาพท่ี 23 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
duodenum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี S1821-1841I 
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ภาพท่ี 24 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มควบคุม  
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Q1819-1853P 

ภาพท่ี 25 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์  
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี E1820-1847V  
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ภาพท่ี 26 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ีมีการขาดหายไป ในล าไส้ส่วน 
jejunum ของกลุ่มหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์  
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี E1820-1857R 
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ภาพท่ี 27 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มควบคุม 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Q1838-1855T 

ภาพท่ี 28 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี K1839-1854Y  
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ภาพท่ี 29 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Q1838-1860E 
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ภาพท่ี 30 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มควบคุม 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Q1819-1853P 

ภาพท่ี 31 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี K1839-1858F  
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ภาพท่ี 32 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่งท่ี T1851I (autophosphorylation)  
ในล าไส้ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี E1820-1857R 
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ภาพท่ี 33 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มควบคุม 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Y1710-1758P  

ภาพท่ี 34 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี y1710-1732L  
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ภาพท่ี 35 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน duodenum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี L1718-1757S 

  



 88 

ภาพท่ี 36 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มควบคุม 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี Y1710-1757P 

ภาพท่ี 37 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี H1708-1759S  
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ภาพท่ี 38 แสดง peptide base peak ของโปรตีน TRPM6 ต าแหน่ง Dimerization motif  ในล าไส้
ส่วน jejunum ของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ 
ท าการศึกษาดว้ยวิธี LC-ESI-QTOF MS/MS  โดยเทียบขอ้มูลในฐานขอ้มูล SwitProt MassCott 

Uniprot  (Q9BX84/TRPM6_HUMAN)  โดยแสดงต าแหน่งของ TRPM6 peptide base peak ใน 

fragment ต าแหน่งท่ี H1709-1760S 
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4.1.5.3 การวิเคราะห์ต าแหน่งการเกดิ Phosphorylation และการเกดิ Oxidation บน สายเบสเปป

ไทด์  

จากผลการศึกษาก่อนหนา้น้ี ท่ีท าการศึกษา Peptide base peak  ในต าแหน่งท่ี 1814 ถึง 

1838  และต าแหน่งท่ี T1851I รวมถึงท าการศึกษา Peptide base peak  ในต าแหน่ง Dimerization 

motif      พบวา่ยงัไม่เพียงพอต่อการบ่งช้ีการท างานหรือความผิดปกติของโปรตีน TRPM6  ดงันั้น

ในการศึกษาน้ีจึงไดมุ้่งเนน้ในการวิเคราะห์ต าแหน่งการเกิด Phosphorylation และการเกิด 

Oxidation บน สายเบสเปปไทดท์ั้งหมด โดยรวบรวมขอ้มูลจากการศึกษา Phosphorylated protein ท่ี

เกิดขึ้นบนสายเปปไทดท์ั้งหมด จากผลการศึกษา พบวา่ ในล าไส้ duodenum โปรตีนในต าแหน่งท่ี

เป็น Dimerization motif มีการเกิด Phosphorylation ลดลงในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole 

ทั้ง 12 และ 24 สัปดาห์ตามล าดบั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในขณะเดียวกนัก็พบวา่ ในส่วนของ α-

Kinase domain นั้น มีการเกิด Phosphorylation ท่ีต าแหน่ง 1851 ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม ซ่ึงการเกิด Phosphorylation ในต าแหน่งน้ีจะท าให ้TRPM6 ลดการท างาน

ลง เน่ืองจากมี Rack1 มายบัย ั้ง นอกนจากน้ียงัพบวา่ มีการแสดงออกของ Phosphorylation เพิ่มมาก

ขึ้นใน α-Kinase domain ซ่ึงอาจเป็นผลมาจาก การเกิด Phosphorylation ท่ีต าแหน่ง 1851 จึงเกิด

ภาวะ hyperphosphorylation และส่งผลเสียต่อการท างานของโปรตีนได ้ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 8  

จากนั้นเม่ือสังเกตการเกิด Oxidation ของโปรตีน TRPM6 ในล าไส้ส่วน duodenum พบวา่ 

ในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ และ กลุ่ม

ท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์ มีการแสดงออกของ methionine Oxidation  เพิ่มมากขึ้นเม่ือ

เทียบกบักลุ่มควบคุม และยงัพบการแสดงออกของ  methionine Oxidation ท่ีต าแหน่งส าคญั คือ 

ต าแหน่ง 1755 ซ่ึงส่งผลต่อการลดการท างานของโปรตีน TRPM6 ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 9   

ในขณะเดียวกนั ในล าไส้ส่วน jejunum  พบผลการศึกษาคลา้ยกนักบั ในล าไสส่้วน 

duodenum คือ มีการแสดงออกของ การ Phosphorylation ท่ีต าแหน่ง 1851 ท่ีส่วน α-Kinase 

domain ในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 

สัปดาห์ และ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์ ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมไม่พบการแสดงออก

ของ Phosphorylation ท่ีต าแหน่ง 1851 และพบการแสดงออกของ Phosphorylation ท่ีเพิ่มมากขึ้น 

ในส่วน α-Kinase domain ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole เช่นเดียวกบั duodenum   เม่ือเทียบกบั

กลุ่มควบคุม ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 10  
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ในการศึกษาการแสดงออกของ Oxidation บนเบสเปปไทด ์ ในล าไส้ส่วน jejunum มีผล

การศึกษาเช่นเดียวกนักบั duodenum คือมีการแสดงออกของ methionine oxidation เพิ่มมากขึ้น 

โดยเฉพาะ methionine oxidation ท่ีต าแหน่ง 1755 ท่ีมีการแสดงออกในกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole ทั้ง 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ และ กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 

24 สัปดาห์ แต่ในขณะเดียวกนักบัไม่พบการแสดงออกของ methionine oxidation ท่ีต าแหน่ง 1755 

ในหนูกลุ่มควบคุม ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 11  

จากผลการศึกษาเหล่าน้ีจึงบ่งช้ีไดว้า่ ความบกพร่องของโปรตีน TRPM6 ท่ีมีการแสดงออก

เพิ่มขึ้นบนเยื่อหุม้เซลลแ์ต่ไม่สามารถท างานหรือช่วยในการดูดซึมไดน้ั้นมาจากความผิดปกติของ

การเกิด methionine oxidation ท่ีเพิ่มมากขึ้น และมีการเกิด hyperphosphorylation จากการกระตุน้ท่ี

ต าแหน่ง 1851 ใน α-Kinase domain และกระตุน้การจบักนัระหวา่งโปรตีน TRPM6 กบั Rack1 ท า

ใหเ้กิดการยบัย ั้งการท างานของโปรตีน TRPM6  แต่อยา่งไรก็ตามกลไกการดูดซึมแมกนีเซียมและ

กลไกการท างานของโปรตีน TRPM6 และ TRPM7 รวมไปถึง CNNM4 ยงัคงตอ้งไดรั้บการศึกษา

เพิ่มเติมต่อไปในอนาคต  
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ตารางท่ี  8 ตารางแสดง Phosphorylated protein ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein 
ในล าไส้ส่วน duodenum  

 กลุ่มควบคุม 
กลุ่มท่ีได้รับยานาน 12 

สัปดาห์ 

กลุ่มท่ีได้รับยานาน 24

สัปดาห์ 

N-terminus 

S12 

S141 

S703 

S705 

S869  

S12 

S141 

S153 

S705 

T706 

S713 

S869 

S12 

S28 

T150 

S705 

T859 

Channels 

Y878 S876 

T881 

S893 

1038 

Y1053 

Y878 

T881 

T1046 

Y1053 

TRP 

Y1073 

S1078 

Y1073 

S1078 

Y1086 

Y1089 

T1094 

Y1095 

S1109 

S1078 

Y1091 

Y1095 

Y1073 

S1078 

S1080 

Y1086 

Y1089 

Y1091 

T1094 

Y1095 

C-terminus 
Y1137 

S1139 

S1139 S1139 
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Coiled coil 
   

S/T rich 

domain 

T1739 

Y1741 

1741 
 

Dimerization 

motif 

S1711 

S1722 

T1724 

T1728 

Y1731 

S1736 

S1737 

Y1710 

T1728 

T1724 

T1728 

S1711 

α-Kinase 

domain 

S1756 

S1757 

S1805 

T1813 

S1821 

T1822 

T1843 

Y1854 

S1757 

S1759 

S1771 

T1813 

T1822 

T1843 

T1851 

Y1854 

Y1741 

S1754 

S1756 

S1757 

S1759 

S1771 

S1805 

T1813 

T1822 

T1843 

T1851 

Y1854 

T1855 
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ตารางท่ี  9 ตารางแสดง Oxidation  ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein ในล าไส้ส่วน 
duodenum  

 
ตารางท่ี  10 ตารางแสดง Phosphorylated protein ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein 
ในล าไส้ส่วน jejunum  

 กลุ่มควบคุม 
กลุ่มท่ีได้รับยานาน 12 

สัปดาห์ 

กลุ่มท่ีได้รับยานาน 24

สัปดาห์ 

N-terminus 

S15 

S703 

S713 

S721 

T723 

T725 

T28 

S32 

S33 

T150 

T706 

S869 

S15 

T28 

T150 

Y697 

Y721 

Channels S876 Y878 T881 

 กลุ่มควบคุม 
กลุ่มท่ีได้รับยานาน 12 

สัปดาห์ 
กลุ่มท่ีได้รับยานาน 24

สัปดาห์ 

Oxidation 

133 
1076 
1092 
1719 
1755 

1 
133 
151 
727 
1076 
1093 
1719 
1755 

1 
133 
151 
727 
732 
864 
1061 
1076 
1093 
1719 
1755 
1774 
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Y878 

T881 

S893 

T913 

Y1053 

Y1058 

T881 

T899 

Y909 

Y1053 

S893 

T899  

TRP 

Y1073  

S1078 

S1080 

Y1086 

Y1089 

T1094 

Y1095 

S1109 

Y1073 

S1078 

T1094 

S1109 

S1090 

Y1073 

S1078 

S1109 

T1094 

C-terminus 

S1139 Y1137 

Y1157 

Y1137 

Y1157 

S1168 

Coiled coil 
   

S/T rich 

domain 

S1746 

S1747 

  

Dimerization 

motif 

Y1710 Y1710 Y1710 

α-Kinase 

domain 

S1754 

S1756 

S1771 

S1821 

T1843 

S1754 

S1756 

S1757 

S1759 

S1771 

S1722 

T1724 

S1757 

S1759 

S1771 
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S1821 

T1822 

T1843 

T1851 

Y1854 

T1855 

S1821 

T1843 

T1851 

 

ตารางท่ี  11 ตารางแสดง Oxidation  ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ TRPM6 sequence protein ในล าไส้
ส่วน jejunum 

 
 
  

 
กลุ่มควบคุม 

กลุ่มท่ีได้รับยานาน 12 
สัปดาห์ 

กลุ่มท่ีได้รับยานาน 12 
สัปดาห์ 

Oxidation 

1 
734 
864 
1061 
1076 
1093 
1719 
1755 
1766 

727 
732 
734 
1076 
1093 
1162 
1755 
1766 
1774 

133 
151 
727 
734 
864 
1076 
1093 
1162 
1719 
1755 
1766 
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บทท่ี 5  

อภิปรายผล และสรุป 

  
แมกนีเซียม (Mg2+) เป็นแร่ธาตุท่ีมีความจ าเป็นต่อกระบวนการต่างๆในร่างกายมนุษย ์ โดยเป็นส่วน

หน่ึงในกระบวนการทางกายภาพของหลายๆอวยัวะ เช่น สมอง หวัใจ และ ระบบโครงร่างกลา้มเน้ือ 

นอกจากน้ี แมกนีเซียม ยงัมีความเก่ียวขอ้งต่อกระบวนการกระตุน้การอกัเสบ และเป็นองคป์ระกอบ

ส าคญัของ RNA และ DNA โดยตวัแมกนีเซียมจะจบักบั phosphate ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนและท าให้

สาย DNA และRNA สเถียร และคงตวัเป็นเกลียว และยงัเป็น แคลเซียมแอนทาโกนิส โดยแยง่จบั

กบั receptor เพื่อกกัแคลเซียมไวภ้ายในเซลลใ์หน้านขึ้น ในกระบวนการการหดตวัของกลา้มเน้ือ 

และมนัยงัเป็น Cofactor และ activator ของเอนไซม ์มากกวา่ 600 ชนิด และแมกนีเซียมยงัส าคญัต่อ

กลไกภายในเซลลผ์า่น กลไกการส่งสัญญาณภายในเซลล ์ ซ่ึงจะไปมีผลต่อ Cell function เช่นการ 

differentiation, apoptosis contraction หรือ การ migration ของเซลลอี์กดว้ย (Anastassopoulou & 

Theophanides, 2002)  มนุษยจ์ะไดรั้บแมกนีเซียมจากการบริโภคเพียงอยา่งเดียว โดยเฉล่ีย 300 

มิลลิกรัมต่อวนั จากนั้นล าไส้จะดูดซึมแมกนีเซียมไดป้ระมาณ 24–76 % ส าหรับอาหารท่ีมี

แมกนีเซียมหมด โดยจะดูดซึมแมกนีเซียม 120 มิลลิกรัม และขบัทิ้ง 20 มิลลิกรัม ดงันั้นการบริโภค

สุทธิต่อวนัคือ 100 มิลลิกรัมต่อวนั ต่อมาไตจะเขา้มามีบทบาทในการรักษาสมดุลแมกนีเซียมโดย

กรองและดูดกลบัแมกนีเซียม โดยแมกนีเซียมท่ีแตกตวัเป็นไอออนและท่ีเป็น complex นั้นจะกรอง

ผา่น glomerulus ซ่ึงมีความสามารถในการกรองอยูท่ี่ 120 ml/min  ดงันั้นไตจะกรองแมกนีเซียม 

2,400 มิลลิกรัมต่อวนั และเพื่อรักษาสภาวะสมดุลของไต ไตจะตอ้งขบัทิ้งแมกนีเซียม 100 มิลลิกรัม 

การกรองออกของแมกนีเซียมส่วนใหญ่ (60-70%) เกิดขึ้นท่ี thick ascending limb (TAL) ของ 

Henle loop และแมกนีเซียมจะเก็บสะสมท่ีกระดูกในรูปแบบส่วนประกอบของไฮดรอกซีอะพาไทต์

ของกระดูก 70% และท่ีเหลือจะอยูใ่นกลา้มเน้ือโครงร่างและเน้ือเยื่ออ่อน 30% ซ่ึงโดยปกตินั้น

แมกนีเซียมในเซลลจ์ะมีอยูป่ระมาณ 0.5 to 1 mmol/l โดยแบ่งเป็นแมกนีเซียมไอออน 1-5% อีก 90-

95% จะจบักบัโปรตีน ATP หรือ anion ส่วนในเลือดความเขม้ขน้ปกติของแมกนีเซียมจะอยูท่ี่

ประมาณ 0.76-1.15 mmol/l โดยอยูใ่นรูปแบบไอออน 55-70 % จบักบัโปรตีน 20-30% และจบักบั 

Anion 5-15 % ดงันั้น ภาวะ hypomagnesemia คือ ภาวะท่ีมีแมกนีเซียมในเลือดนอ้ยกวา่  < 0.66  

mmol/l แต่การลดลงระดบัน้ีอาจจะยงัไม่มีการแสดงออกของอาการทางคลีนิคแต่เม่ือระดบั
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แมกนีเซียมลดต ่ากวา่ 0.5 mmol/l  คนไขจ้ะเร่ิมมีอาการ muscle neuron hyperactivity เช่น กลา้มเน้ือ

สั่น เกร็ง ชกั กระตุก หรือมีอาการทางจิตประสาท คือ เพอ้สับสน มึน งงและเกิดการโคม่าได ้

นอกจากนั้นยงัอาจท าให้เกิดภาวะแทรกซอ้นท่ีถึงแก่ชีวิตท่ีเกิดจากภาวะขาดแคลเซียม และ/หรือ 

โพแทสเซียม ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยการขาดแมกนีเซียมในร่างกาย ซ่ึงจะส่งผลใหเ้กิดภาวะหวัใจเตน้

ผิดปกติ ซ่ึงอาจน าไปสู่ภาวะหวัใจลม้เหลวได ้ (Iseri & French, 1984; Volpe, 2013) หรืออาจจะท า

ใหเ้กิดภาวะกระดูกพรุนเน่ืองจากแมกนีเซียมเหน่ียวน าใหเ้กิดการสลายกระดูกก็ไดแ้ต่ในภาวะ 

hypomagnesemia พบวา่ PPIs เหน่ียวน าใหแ้มกนีเซียมในกระแสเลือดผิดปกติโดยท าใหก้ารดูดซึม

ท่ีล าไส้ลดนอ้ยลง  และลดการสะสมของแมกนีเซียมในแหล่งสะสม โดยไม่ไปมีผลกบัไต โดยการ

ดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้เกิดผา่น 2 กลไก หลกัคือ กลไกการแพร่แบบผา่นช่องวา่งระหวา่งเซลล ์

(passive paracellular transport) และ กลไกแบบผา่นเซลลโ์ดยใชพ้ลงังาน (active transcellular 

transport)  กลไกแบบผา่นเซลลโ์ดยใชพ้ลงังาน (active transcellular transport) เป็นการขนส่ง ion ท่ี

ตา้น concentration gradient จึงตอ้งใชพ้ลงังาน จะถูกกระตุน้ก็ต่อเม่ือมีปริมาณแมกนีเซียมลด

นอ้ยลง โดยกลไกน้ีตอ้งอาศยัการท างานของโปรตีน transient receptor potential ซ่ึงเป็น channel 

เฉพาะของสารประจุบวกสอง (divalent cations channel)  ซ่ึงก็คือ transient receptor potential 

melastatin (TRPM) 6 และ 7 ท่ีอยูท่างดา้น apical ของล าไส้เพื่อใหแ้มกนีเซียม จากดา้น luminal  เขา้

สู่ enterocyte (Penner & Fleig, 2007) จากนั้นจะตอ้งอาศยั secondary active transport เพื่อขนส่ง

แมกนีเซียม จาก enterocyte เขา้สู่กระแสเลือด  คือ ancient conserved domain protein 4 (CNNM4) 

งานวิจยัก่อนหนา้น้ีของ Thongon et al. 2016 ไดท้ าการศึกษาการดูดซึมแมกนีเซียมในหนูขาวเพศผู ้

อาย ุ9 สัปดาห์ โดยให ้Omeprazole 20 mg/kg เป็นระยะเวลานาน 4 และ 24 สัปดาห์  ซ่ึงพบวา่กลุ่ม

ท่ีไดรั้บ Omeprazole นาน 24 สัปดาห์ เกิดการลดลงของแมกนีเซียมในเลือดอยา่งรุนแรง จึงเกิดเป็น 

Models PPIH rats โดยการทดลองก่อนหนา้น้ี Thongon et al. 2016 บ่งช้ีวา่ระดบัแมกนีเซียมใน

เลือดลดลง ระดบัการดูดซึมในล าไส้ลดลง และลดการสะสมกระดูกและกลา้มเน้ือ โดยไม่มีผลต่อ

ไต นอกจากนั้นเม่ือพบวา่ระดบัแมกนีเซียมลดลงจึงไดท้ าการศึกษาโปรตีนเพิ่มเติมแต่กลบัพบวา่ 

การแสดงออกของโปรตีน cldn 2,7,12,15 TRPM 6, 7 และ CNNM4 มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น ซ่ึง

ยงัขดัแยง้กนัคือ มีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มขึ้น แต่ระดบัแมกนีเซียมยงัคงลดต ่าอยู ่  จึงเกิดเป็น

ค าถามของการศึกษาในคร้ังน้ีคือ ในเม่ือมีการแสดงออกของโปรตีนหรือ การ up-regurated ของ

โปรตีนเพิ่มขึ้นแต่เพราะเหตุใดการดูดซึมแมกนีเซียมจึงไม่เพิ่มขึ้นตาม จากการศึกษากก่อนหนา้น้ี

ของ Suksridechacin et al. (2020) ท่ีท าการศึกษาผลของการไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลา
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นาน 12 และ 24 สัปดาห์ในล าไส้ส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ duodenum jejunum ileum และ colon โดยท่ี 12 

สัปดาห์จะเท่ากบั 5 ปีในคนและ 24 สัปดาห์เท่ากบั 10 ปีในคน พบวา่ Omeprazole มีระดบัผลของ

กดการดูดซึมแมกนีเซียม ในส่วนล าไส้ duodenum มากสุดถึง 81.86% และ jejunum 70.59% ส่วน

ในล าไส้ส่วน ileum และ colon นั้น ลดลงมาตามล าดบั และมีการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 

และ CNNM4 ลดลง คลา้ยกบัการศึกษาก่อนหนา้ ในการศึกษาคร้ังน้ีก็เช่นเดียวกนั เม่ือท าการ

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 TRPM7 และ CNNM4 ท่ีเป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อ

การดูดซึมแมกนีเซียมแบบ active transport โดยท าการเปรียบเทียบภายในกลุ่มการทดลอง และ

พบวา่ ในรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนทุกชนิดจะมีการแสดงออกท่ีเป็นระเบียบแบบแผน  

และมากท่ีสุดในล าไส ้duodenum และ jejunum  แสดงให้เห็นวา่ล าไส้ส่วนท่ีไดรั้บผลต่อการกดการ

ดูดซึมแมกนีเซียมนั้น ไดแ้ก่ duodenum และ jejunum เป็นหลกั นอกจากน้ียงัยนืยนืยนัไดว้า่ ใน

ล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum นั้น มีการดูดซึมแมกนีเซียมแบบ active transport โดยอาศยั

โปรตีนส าคญัไดแ้ก่ TRPM6 และ TRPM7 ยนืยนัไดจ้ากผลการศึกษาการเทียบ protein sequencing 

ดว้ยเทคนิค ESI-QTOF MS/MS เม่ือน าไปเทียบกบัฐานขอ้มูลของทั้ง 2 โปรตีนพบวา่ ในโปรตีน 

TRPM6พบการตรวจจบั protein sequencing ตรงกบั 3 species    คือ TRPM6 sequencing protein 

พบวา่ โปรตีน TRPM6  ในล าไส้ส่วน duodenum ของกลุ่มตวัอยา่งทั้ง 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม 

กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ และกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์  สามารถ

ตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ TRPM6 ทั้งหมด 3 species ไดแ้ก่  Human (Q9BX84), Non-

specific S/T Protein kinase rat (F1M7G0)   และ Mouse (Q8CIR4) โดยเทียบเฉล่ียเป็นร้อยละ ได ้

98-100% ในขณะเดียวกนั ในการศึกษา TRPM7 sequencing protein พบวา่ โปรตีน TRPM7  ใน

ล าไส้ส่วน ทั้ง 2 ส่วน ในกลุ่มการทดลองทั้ง 3 กลุ่ม  สามารถตรวจสอบไดต้รงกบัฐานขอ้มูลของ 

TRPM7 ทั้งหมด 3 species ไดแ้ก่  Human (Q96QT4), Rat (Q925B3) และ Mouse (Q923J1)  โดย

เทียบเฉล่ียเป็นร้อยละ ได ้ 99-100%   ดงันั้นหากการท างานของโปรตีน หรือการดูดซึมแมกนีเซียม

ในล าไส้ 2  ส่วนน้ี เปล่ียนแปลงไปสามารถส่งผลต่อระดบัแมกนีเซียมในระบบได ้  นอกจากนั้น 

จากท่ีกล่าวไปขา้งตน้วา่ ล าไส้จะตอ้งดูดซึมแมกนีเซียมมากถึงวนัละ 100-150 มิลลิกรัม ดว้ยความ

ตอ้งการแมกนีเซียมท่ีมีปริมาณจ านวนมากน้ี ระบบการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้จึงตอ้งเป็นระบบ

ท่ีมีความสามารถสูง  และอา้งอิงจากความยาวทางสรีรวิทยา คือ ส่วนล าไส้ duodenum จะมีช่วง

ความยาวอยูท่ี่ประมาณ 10 เซนติเมตร ในขณะท่ี  jejunum จะมีช่วงความยาวอยูท่ี่ 90-130 

เซนติเมตร ileum 2.5-3.5 เซนติเมตร และ colon 90-110 เซนติเมตร ในอตัราส่วนความยาวของ
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ล าไส้หนู จะเห็นไดว้า่ ล าไส้ส่วน duodenum เป็นส่วนล าไส้ท่ีอยูต่่อจากกระเพาะอาหารโดยตรง ท า

ใหจ้ะไดรั้บอาหารท่ีถูกยอ่ยจากกระเพาะอาหารเป็นส่วนแรก ดงันั้นอาหารท่ีจะมาถึงล าไส้ส่วนน้ีถึง

จะมีความเขม้ขน้สูง แต่เน่ืองจากความยาวของล าไส้ จึงมีความเป็นไปไดท่ี้การดูดซึมในล าไส้ส่วนน้ี 

จะใชก้ารดูดซึมแบบ active transport ดว้ย เพื่อใหส้ารอาหารหรือแร่ธาตุถูกดูดซึมไดอ้ยา่งรวดเร็ว  

ในขณะท่ีล าไส้ส่วนอ่ืน ๆ มีความยาวท่ีอาหารสามารถพกัอยูไ่ดเ้ป็นระยะเวลานาน จึงอาจจะใชก้าร

ดูดซึมแบบ paracellular passive transport เป็นหลกั แต่อยา่งไรก็ตามการดูดซึมแมกนีเซียมแบบ 

active transport ยงัมีความจ าเป็นตอ้งท าการศึกษาในล าไส้ส่วน jejunum ileum และ colon ดงันั้น

การศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งเนน้ท าการศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อกลไกการดูดซึมแมกนีเซียมแบบ active 

transport    คือ TRPM6,7 และ CNNM4 ใน models หนู PPIH ซ่ึงไดจ้ากการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ 

Suksridechacin et al. (2020) โดยในการศึกษาการแสดงออกโปรตีน TRPM6, TRPM7 และ 

CNNM4 ดว้ยเทคนิค Western blot ในล าไส้ ทั้ง 4 ส่วน ของหนู จากกลุ่มทดลองทั้ง 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม

ควบคุม กลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 12 สัปดาห์ และกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole นาน 24 

สัปดาห์ แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน total TRPM6 มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในล าไส้ทั้งส่ีส่วน  

จากนั้นจึงท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ท่ีอยูใ่นต าแหน่ง membrane และ cytosol 

พบวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน  TRPM6 ในส่วนของเยือ่หุม้เซลลม์ากขึ้น ในขณะท่ีในเซลลล์ด

นอ้ยลง ในล าไส้ duodenum และ jejunum อยา่งมีนยัส าคญั ทั้งในกลุ่มของหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา 

Omeprazole ทั้ง 12 และ 24 สัปดาห์ แต่ในทางตรงกนัขา้ม ileum กบั colon มีการเปล่ียนแปลงเพียง

เลก็นอ้ยเม่ือเทียบกลบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยา Omeprazole  ต่อมาเม่ือท าการศึกษาการแสดงออกของ 

โปรตีน total  TRPM7  พบวา่มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในล าไส้ทั้ง 4 ส่วน แต่เม่ือท าการศึกษา

การแสดงออกของ TRPM7 ท่ีอยูใ่นต าแหน่ง membrane และ cytosol กลบัพบวา่ให้การแสดงผล

ตรงขา้มกบั การแสดงออกของโปรตีน TRPM6 คือ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 บนเยือ่หุม้

เซลลล์ดนอ้ยลง แต่กลบัมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นใน cytosol ในส่วนล าไส้ duodenum และ 

jejunum แต่ในส่วน ของ ileum และ colon มีการเปล่ียนแปลงเพียงเลก็นอ้ยเม่ือเทียบกลบักลุ่ม

ควบคุม  จากผลการศึกษาน้ีบ่งช้ีวา่โปรตีน TRPM6 มีการยา้ยถ่ินฐาน จากในเซลลข์ึ้นไปอยูบ่นเยือ่

หุม้เซลลเ์พื่อท าหนา้ท่ีในการดูดซึมแมกนีเซียม  โดยเป็นการยนืยนัผลการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ

คณะวิจยัขา้พเจา้ท่ีแสดงให้เห็นวา่ มีการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 เพิ่มมากขึ้น โดยการ

แสดงออกนั้นเกิดขึ้นท่ีบริเวณเยือ่หุม้เซลล ์ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ ในส่วนของล าไส้ duodenum และ 

jejunum  โดยในภาวะปกติ TRPM6 สามารถพบการแสดงออกไดใ้นอวยัวะท่ีเป็นเน้ือเยือ่ อยา่งเช่น 
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ล าไส้ และไต ในขณะท่ี TRPM7 จะมีการแสดงออกอยา่งแพร่หลายในหลายๆอวยัวะ โดยโปรตีน

ทั้ง 2 ชนิด ท าหนา้ท่ีในการเป็น Mg2+- permeable  channel โดยท่ีมีคุณสมบติัท่ีเรียกวา่ “Chanzyme” 

คือสามารถกระตุน้การเกิด Phosphorylation ไดด้ว้ยตวัเอง (Runnels, 2011; Takezawa et al., 2004)  

นอกจากน้ี TRPM6 สามารถถูกกระตุน้ใหท้ างานไดห้ลาย pathway และหลายกระบวนการ  โดย

อาจจะตอ้งอาศยั signaling molecule หรือโปรตีนตวัอ่ืนๆมากระตุน้เพื่อใหท้ างาน อยา่งเช่น ใน

การศึกษาของ Stephanie Thebault และคณะ ในปี 2009 (Thebault, Alexander, Tiel Groenestege, 

Hoenderop, & Bindels, 2009)  ท่ีไดท้ าการศึกษาความส าคญัของ EGF ต่อการท างานของโปรตีน 

TRPM6 ใน HEK 293T cell แลว้พบวา่ EGF นั้นมีส่วนร่วมในการควบคุมการท างานของ TRPM6  

ผา่น EGFR receptor และ Src ผา่น MAPK/ERK kinase และ PI3K pathway โดยพบวา่ .ในการ

ยบัย ั้ง Src ERK1/2 และ Rac1/Rho แลว้พบวา่ กิจกรรมในการท างานของ TRPM6 ลดลง รวมไปถึง

เม่ือท าการเติม EGF ไปในเซลล ์ แลว้ตรวจสอบการแสดงออกของ Rac1/Rho พบวา่ยงัช่วยให้

โปรตีน TRPM6 เกิดการ Translocation ขึ้นไปอยูบ่นเยือ่หุม้เซลลไ์ดดี้ขึ้นอีกดว้ย โดยจากการศึกษา

พบวา่ เม่ือกระตุน้ EGFR ผา่น Src จะกระตุน้ผา่น MAPK/ERK pathway โดยกระตุน้ผ่าน Ras, Raf-

1 และ ERK1/2 ท่ีจะไปกระตุน้ให ้ TRPM6 บนเยือ่หุม้เซลลส์ามารถท างานได ้ หรือในการกระตุน้

ผา่น PI3K pathway โดยกระตุน้ผา่น Src  ซ่ึงจะไปกระตุน้ PI3K, Akt  และ Rac1/Rho ท่ีจะสามารถ

กระตุน้ โปรตีน TRPM6 ท่ีอยูใ่นเซลล ์ ใหข้ึ้นไปท างานท่ีบนเยือ่หุม้เซลลไ์ด ้และ ในการศึกษาของ 

Jia Xia และคณะในปี 2011 (J. Xie et al., 2011) ท่ีท าการศึกษากิจกรรมของ TRPM6 ในเซลล ์HEK 

293T cell ท่ีพบวา่ โปรตีน TRPM6 นั้นมีความตอ้งการ PIP2 หรือ  Phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate เพื่อช่วยในกิจกรรมการท างานของตวัโปรตีน โดยพบวา่ เม่ือท าการ Mutation PIP2 จะ

ท าใหส้ามารถลดหรือยบัย ั้งกิจกรรมการท างานของ TRPM6   และเม่ือ TRPM6 มีการ Interaction 

กบั PIP2 ท่ีบริเวณประจุบวก แลว้จะสามารถกระตุน้ให ้TRPM6 นั้นเกิดการกระตุน้เพื่อใหข้ึ้นไปอยู่

บนเยือ่หุม้เซลลไ์ดดี้ยิง่ขึ้น และกระตุน้การท างานของ TRPM6 นอกจากน้ีในการศึกษาของ Jia Xia 

และคณะ ก็ยงัตรงไปตรงกบัการศึกษาของ Langeslag และคณะ (Langeslag et al., 2007) ท่ีพบวา่ 

PIP2 นั้นยงัมีส่วนร่วมส าคญักบั TRPM7 โดยการกระตุน้ผา่น GRP receptor ดว้ยเช่นกนั โดยพบวา่ 

TRPM7 นั้น สามารถจบักบั PLC ได ้นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Takezawa และคณะ (Takezawa et 

al., 2004) พบวา่ เม่ือกระตุน้ PLC ผา่น  M1 muscarinic receptor  จะมีส่วนช่วยให ้ TRPM7 

แสดงออกมากขึ้นในเซลล ์ HEK     โดยกล่าววา่กระบวนการน้ีถูกกระตุน้ผา่น cAMP-PKA  

pathway จึงท าใหกิ้จกรรมการท างานของ TRPM7 เพิ่มมากขึ้น  ในขณะเดียวกนัการศึกษาก่อนหนา้
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น้ีของ Brandao (2014) พบวา่ กิจกรรมของ TRPM6 kinase มีผลต่อ TRPM7 serine phosphorylation 

และยงัแสดงใหเ้ห็นวา่ TRPM6 ไม่สามารถท างานไดด้ว้ยตวัเอง แมจ้ะมี autophosphorylation ก็ตาม  

โดย TRPM6 ตอ้งอาศยั  TRPM7 ในการท างานร่วมกนั โดยพบวา่ TRPM7 นั้นสามารถกระตุน้การ 

Translocation ของ TRPM6 ใหอ้อกมาจาก cytosol ไปอยูบ่นเบ่ือหุม้เซลลแ์ลว้ท างานร่วมกบั 

TRPM7 ในรูปแบบ Heteromeric ion channel โดยอาจกระตุน้ผา่น cAMP-PKA pathway  (Runnels, 

Yue, & Clapham, 2002) นอกจากน้ีการศึกษาในปัจจุบนัพบวา่ระดบั cellular Mg2+ สามารถยบัย ั้ง

การท างานของ TRPM6 และ TRPM7 ได ้ กล่าวคือ หากระดบัแมกนีเซียมมีมากพอ หรืออยูใ่น

สภาวะปกติ ( 0.6-1 mmol/l) TRPM6 และ TRPM7 จะถกูยบัย ั้งการท างาน โดยท่ี Mg2+ สามารถลด 

TRPM7 autophosphorylation และ ลด TRPM7 Trafficking ท าให ้TRPM7 กลบัมาอยูใ่น cytosol   

แต่ในขณะเดียวกนั TRPM6 และ 7 ท่ีถูกกระตุน้ใหม้าท างานร่วมในรูปแบบ TRPM6/7 heterodimer 

นั้น ยงัสามารถท าหนา้ท่ีในการดูดซึมแมกนีเซียมต่อไปไดแ้มว้า่ระดบัแมกนีเซียมไอออนในเซลล์

จะมีมากเกินความตอ้งการแลว้ก็ตาม กล่าวคือ TRPM6/7 heterodimer  สามารถท างานได ้ แมจ้ะมี

ระดบัแมกนีเซียมในเซลล ์ มากกวา่ 2 mmol/l ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 39 จึงกล่าวไดว้่า TRPM6/7 

heterodimer   จึงเหมาะสมและมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ในการท าหนา้ท่ีในการดูดซึมแมกนีเซียม 

ดงันั้นหาก TRPM7 ถูกลดการท างาน จึงส่งผลต่อการกระตุน้การท างานของ TRPM6 ดว้ย 

(Chubanov, Mittermeier, & Gudermann, 2018) ซ่ึงในการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่มีการ

แสดงออกของโปรตีน TRPM7 เพิ่มมากขึ้นใน cytosol  และลดลงในเยือ่หุม้เซลล ์ ประกอบกบั

การศึกษาการแสดงออกของ Dimerization โดยสังเกตจากการแสดงออกของโปรตีน TRPM7 ท่ีเขา้

คู่แบบ heterodimer กบั TRPM6 ดว้ยเทคนิค Immunoprecipitation  พบวา่ การแสดงออกของ 

TRPM7 ท่ีเขา้คู่แบบ heterodimer กบั TRPM6 มีการแสดงออกลดลงทั้งในส่วนล าไส้ duodenum 

และ jejunum ในหนูทั้ง 2 กลุ่ม คือ กลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 12 

สัปดาห์ และกลุ่มของหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ ซ่ึงการศึกษาในคร้ัง

น้ีเป็นคร้ังแรกท่ีไดท้ าการศึกษาการ Dimerization ของ TRPM6 และ TRPM7 ในล าไส้เลก็ ท่ีเป็น 

PPIH model จากการสังเกตผลการศึกษาดงักล่าว บ่งช้ีไดว้า่ การใหย้า Omeprazole ส่งผลให ้

TRPM7 มีการแสดงออกลดลงบนเยือ่หุม้เซลล ์ เป็นผลมาจาก Dimerization ท่ีลดลง ยนืยนัไดจ้าก

การศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Brandao (2014) ท่ีไดท้ าการศึกษาการแสดงออกและการท างานของ 

TRPM6 และ TRPM7 รวมถึงศึกษาผลของการ Dimerization ต่อการเจริญเติบโตของเซลล ์ใน HEK 

cell และ DT40 B cell พบวา่ TRPM6 และ TRPM7 มีการเกิดการแสดงออกร่วมกนั เม่ือท าการยบัย ั้ง
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การแสดงออกของ TRPM6 ท าให ้ TRPM7 trafficking  ลดลง และมีการแสดงออกท่ีกระจายอยูใ่น

เซลลม์ากขึ้น ในขณะท่ีเม่ือท าการแสดงออกร่วมกบั TRPM6 จะส่งผลให ้TRPM7 trafficking เพิ่ม

มากขึ้น และเพิ่มการกระจายตวัของ TRPM7 ใหเ้กิดการรวมกลุ่มกนับนเยือ่หุม้เซลล ์ ดงันั้นใน

การศึกษาคร้ังน้ี เม่ือการแสดงออกของ Dimerization ลดลงจึงเป็นผลให ้ TRPM7 มีการแสดงออก

ลดลงท่ีบนเยือ่หุม้เซลลด์ว้ย นอกจากน้ีอาจเป็นผลมาจาก การท างานของ TRPM6 โดยจากการศึกษา

ก่อนหนา้น้ีพบวา่ TRPM6 phosphotransferase activity และ TRPM6 kinase domain มีบทบาท

ส าคญัต่อการควบคุมความไวต่อ Mg-ATP และ Mg2+ ของ TRPM6/7 heteromeric ion channels และ 

TRPM7 ตามล าดบั  (Zhang Z et el. 2014)  จึงกล่าวไดว้า่ กิจกรรมการท างานของ TRPM6 ส่งผลให้

กิจกรรมการท างานของ TRPM7 เปล่ียนแปลงได ้  ซ่ึงการเปล่ียนแปลงการท างานของ TRPM7 อาจ

เกิดจากผลของ kinase activity ของ TRPM6 เน่ืองจาก TRPM6 สามารถท าการ Cross 

phosphorylation กบั TRPM7 ได ้ โดยการศึกษาของ  Van der และคณะในปี 2014 (van der Wijst et 

al., 2014)ไดท้ าการศึกษาความสัมพนัธ์ของการท างานของ TRPM6/7 dimerization ต่อการท างาน

ของ TRPM6 kinase domain ใน HEK cell  พบวา่  phosphorylation ของ TRPM6 kinase domain 

ส่งผลต่อ TRPM6/7 Dimerization  โดยปรับเปล่ียนความไวต่อ Mg-ATP และส่งผลต่อ 

Dimerization motif ท่ีอยูใ่น kinase domain ซ่ึงตรงกบัการศึกษาในคร้ังน้ี ท่ีไดท้ าการศึกษาการ

แสดงออกของ Phosphorylation site ดว้ยเทคนิค ESI-QTOF MS/MS แลว้พบวา่ ในกลุ่มของหนูท่ี

ไดรั้บยา Omeprazole เป็นระยะเวลานาน 24 สัปดาห์ จะมีความผิดปกติของ peptide  ในบริเวณส่วน

ของ kinase domain ท่ีต าแหน่ง 1814 ถึง 1838 โดยในต าแหน่งท่ีผิดปกติ หรือมีการขาดหายไปนั้น 

มีต าแหน่งของ Serine/Threonine  phosphorylation คือ S1821T ท่ีอาจจะเป็นต าแหน่งท่ีมีผลต่อการ

ท างานของ TRPM6 และอาจจะส่งผลต่อการ Dimerization ระหวา่ง TRPM6 และ TRPM7 ดงันั้น

ผูวิ้จยัจึงไดท้ าการศึกษาสาเหตุส าคญัของความผิดปกติน้ี โดยอา้งอิงจากในการศึกษาก่อนหนา้น้ีท่ี

พบวา่ TRPM6 นั้นมีส่วนช่วยให ้ TRPM7 เกิดการเคล่ือนท่ีมาอยูบ่นเยือ่หุม้เซลลด์งัท่ีกล่าวไป

ขา้งตน้ จึงน าไปสู่การวิเคราะห์ Phosphorylation ท่ีเกิดขึ้นในต าแหน่งต่าง ๆ บนสายเบสเปปไทด์ 

รวมไปถึงการตรวจสอบการเกิด Oxidation บนสายเปปไทดท่ี์ต าแหน่งต่าง ๆ เพื่อหาสาเหตุส าคญัท่ี

ส่งผลต่อการท างานของ TRPM6 จากการศึกษาพบวา่ ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 กลุม่ 

ของล าไส้ทั้ง 2 ส่วน มีการการเกิด methionine oxidation ท่ีเพิ่มมากขึ้นจาก ภาวะ Oxidative stress ท่ี

เกิดขึ้นในล าไส้ โดยพบการเกิด methionine oxidation ท่ีต าแหน่งส าคญั คือต าแหน่ง 1755 ท่ีถูกระบุ

วา่ เป็นต าแหน่งท่ีเม่ือเกิดการ methionine oxidation แลจ้ะส่งผลใหล้ดการท างานของโปรตีน 
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TRPM6  หรืออีกกลไกหน่ึงท่ีพบในการศึกษาในคร้ังน้ีคือ ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole ทั้ง 2 

กลุ่มของล าไส้ทั้ง 2 ส่วน มีการเกิด Phosphorylation ของโปรตีน TRPM6 ท่ีต าแหน่ง 1851 ซ่ึงเป็น

ต าแหน่ง Autophosphorylation ท่ีสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการ interaction กบั RACK1 ภายในเซลล ์

แลว้สามารถยบัย ั้งการท างานของ TRPM6 โดยการลดความไวของ TRPM6 ต่อแมกนีเซียม 

นอกจากน้ีการเกิด Phosphorylation ในต าแหน่งน้ี ยงัสามารถกระตุน้ให้เกิดการ Phosphorylation 

ในส่วนของ α-kinase domain จนอาจน าไปสู่ภาวะ Hyperphosphorylation ท่ีส่งผลเสียต่อการ

ท างานของโปรตีน ท าให้โปรตีนเกิดการท างานท่ีผิดปกติ ไม่สามารถไปกระตุน้การแสดงออกของ 

TRPM7 ใหม้าอยูบ่นเยือ่หุม้เซลล ์และลดการแสดงออกของ TRPM6/7 dimerization และสุดทา้ยจึง

ส่งผลต่อการดูดซึมแมกนีเซียมท่ีลดลงดว้ย นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ียงัไดท้ าการทดสอบการ

แสดงออกของโปรตีน CNNM4 พบวา่ การแสดงออกของของ CNNM4 นั้น เพิ่มขึ้น ในส่วนของท่ี

เป็นโปรตีนบนเยื่อหุม้เซลล ์ โดยเฉพาะในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum ซ่ึงมีผลใกลเ้คียงกนั

กบัการแสดงออกของโปรตีน TRPM6 ดงันั้นจึงวิเคราะห์ไดว้า่โปรตีน CNNM4 นั้น มีการกระตุน้

ใหเ้กิดการท างาน โดยกระตุน้ใหเ้กิดการ Translocation ขึ้นไปอยูบ่นเยื่อหุม้เซลล ์ เพื่อพร้อมท่ีจะท า

การขนส่งแมกนีเซียมออกจากเซลลไ์ปยงัหลอดเลือด โดยโปรตีนจะวางตวัอยูด่า้น basolateral ติด

กบั basement membrane ซ่ึงเป็นการยนืยนัการศึกษาก่อนหนา้น้ีท่ีแสดงให้เห็นวา่มีการแสดงออก

ของโปรตีน CNNM4 เพิ่มมากขึ้นแต่การดูดซึมไม่เพิ่มขึ้นตาม สาเหตุอาจเน่ืองมาจากการท างานของ 

CNNM4 ขึ้นกบัความเขม้ขน้ของ Mg2+ ในเซลล ์ โดยการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ (Yamazaki et al., 

2013) พบวา่ เม่ือปริมาณ Mg2+ ในเซลลเ์พิ่มมากขึ้น จะส่งผลใหมี้การแสดงออกของ CNNM4 บน

เยือ่หุม้เซลลเ์พิ่มมากขึ้น โดยในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบวา่การดูดซึมแมกนีเซียมไม่เพิ่มขึ้นและระดบั

แมกนีเซียมในเลือดลดลง ทั้งท่ีมีการ CNNM4 เพิ่มขึ้นบนเยือ่หุม้เซลลน์ั้นอาจเกิดจากการมี Mg2+ 

คลัง่ในเซลล ์ โดยมีสาเหตุมาจากการท่ีโปรตีน CNMM4 ไม่สามารถท าการขบัแมกนีเซียมออกจาก

เซลลไ์ด ้อาจเน่ืองมาจากโปรตีน CNNM4 อาจมีความตอ้งการโปรตีน หรือ Signaling molecule ตวั

อ่ืนเขา้มากระตุน้หรือเขา้คู่กนัเพื่อใหเ้กิดการกระตุน้การท างาน แต่โปรตีนหรือโมเลกุลนั้นเกิดความ

ผิดปกติ จึงส่งผลให ้ CNNM4 ไม่สามารถท างานได ้ อยา่งเช่น ความผิดปกติของโปรตีน PRL ท่ี

ส่งผลใหก้ารท างานของ CNNM4 ลดลง Funato et al., 2014  โดยอา้งอิงไดจ้ากการศึกษาของ 

Yamazaki ท่ีพบวา่ CNNM4 จะอาศยัการท างานของ phosphatase of regenerating liver (PRL) PRL 

ท่ีประกอบดว้ย tyrosine phosphatase domain  โดยพบวา่ โปรตีน CNNM4 จะสามารถจบักบั 

โปรตีน PRL (PRL1–3) และท างานร่วมกนัไดเ้น่ืองจาก CNNM มี CBS  ท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของ 
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PRL ได ้(Funato et al., 2014; Hardy et al., 2015)  โดยโปรตีน PRL เม่ือถูกกระตุน้ CNNM4 จะเกิด

การ Phosphorylation ท าให้ PRL ท่ีจบั CNNM4 .ในรูปแบบปิดทางเขา้ออก ของ channel นั้นหลุด

ออก ท าใหก้ารกระตุน้ PRL น้ีเป็นการเปิด Channel ของ CNNM4 เพื่อใหท้ างานในการขนส่ง

แมกนีเซียมได ้  แต่อยา่งไรก็ตามความผิดปกติ ของการท างานของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการศึกษา

การดูดซึมแมกนีเซียมในคร้ังน้ี อาจจะเกิดจากสภาพแวดลอ้มท่ีส่งผลต่อการท างานก็เป็นได ้

กล่าวคือ ตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบนั้นเป็นหนูท่ีไดรั้บยา Omeprazole ซ่ึงเป็นยากลุ่ม Proton pump 

inhibitor และเป็นยาท่ีใชใ้นการลดกรดในกระเพาะอาหารเพื่อใชรั้กษาโรคท่ีมีความเก่ียวขอ้งต่อการ

หลัง่กรดในกระเพาะอาหารมากเกินผิดปกติ  โดยไปยบัยั้งท่ี proton pump ใน Parietal cell โดย

พบวา่ ผูป่้วยท่ีใชย้าชนิดน้ีเป็นระยะเวลานาน จะท าใหเ้กิดการบกพร่องในการดูดซึมวิตามินและแร่

ธาตตุ่างๆมากมาย โดยเฉพาะแมกนีเซียม  เน่ืองจากยาชนิดน้ีจะกดการหลัง่กรดในกระเพาะ และ

ผลิตด่างออกมามากขึ้น ท าใหค้่า pH ในกระเพาะอาหารและล าไส้เพิ่มมากขึ้น (Suksridechacin et 

al., 2020)  ท าใหเ้กิดสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการแตกตวัหรือย่อยโมเลกุลของสารต่างๆ โดยเฉพาะ

แมกนีเซียม ท่ีจ าเป็นตอ้งมีการแตกตวัจาก Complex ท่ีจบัอยูก่บั ion ชนิดอ่ืนๆ กลายไปเป็น 

แมกนีเซียมท่ีอยูใ่นรูป free form (Mg2+) เพื่อท่ีจะใหเ้กิดการดูดซึมท่ีล าไส้ได ้ (Kozak, Matsushita, 

Nairn, & Cahalan, 2005)     จากนอกจากน้ีดงันั้นในการศึกษาก่อนหนา้น้ี ท่ีพบวา่มีการแสดงออก

ของโปรตีน มากขึ้นแต่การดูดซึมไม่เพิ่มขึ้นตาม อาจเป็นไปไดว้า่ นอกจากมีความผิดปกติ ของการ

ท างานร่วมกนัของโปรตีนหรือกระบวนการกระตุน้ต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบั โปรตีน TRPM6 และ 

TRPM7 ท่ีท าหนา้ท่ีในการขนส่งแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) เขา้เซลลแ์ลว้ ยงัอาจจะเป็นผลมาจาก

ความผิดปกติของการท างานของโปรตีน CNNM4 หรือความผิดปกติในการท างานร่วมกนัของ 

CNNM4 กบั PRL จึงส่งผลต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ดว้ย นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีหาก

สังเกตจะพบวา่ ในการแสดงออกของโปรตีน ไม่วา่จะเป็น TRPM6 TRPM7 หรือ CNNM4 นั้น จะ

เห็นไดว้า่มีความจ าเพาะ เจาะจงหรือมีการแสดงออกท่ีเพิ่มมากขึ้นแบบมีนยัส าคญัท่ีบริเวณล าไส้

ส่วน duodenum และ jejunum เน่ืองจาก การดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ของมนุษยน์ั้น ส่วนมากจะ

เกิดขึ้นท่ีบริเวณ ล าไส้ส่วน duodenum  jejunum และส่วน distal Ileum  ในของหนูก็ใกลเ้คียงกนั 

(Karet, 2011)  ดงันั้นในการท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน ทั้ง 3 กลุ่มทดสอบจึงได้

เลือกท าในส่วนของ duodenum และ jejunum แลว้พบวา่ ในกลุ่มการทดสอบท่ีเป็น หนูกลุ่มท่ีไดรั้บ

ยา Omeprazole 24 สัปดาห์นั้น มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีค่อนขา้งมากกวา่หนูในกลุ่มการ

ทดสอบท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 สัปดาห์ อาจเน่ืองมาจากหนูในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 12 
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สัปดาห์ สภาวะในการดูดซึมอาจจะไดรั้บความเสียหายจากการไดรั้บยานอ้ยกวา่กลุ่ม 24 สัปดาห์ แต่

ในขณะเดียวกนัหนูในกลุ่มท่ีไดรั้บยา Omeprazole 24 สัปดาห์นั้น การไดรั้บยาเป็นระยะเวลานาน

อาจสร้างความเสียหายใหก้ารดูดซึมมากวา่ ทั้งในดา้นการท าลายโปรตีน หรือเน้ือเยื่อในการดูดซึม 

หรือลดการดูดซึมโดยสร้างสภาวะความเป็นด่างท่ีมากขึ้น ท าใหแ้มกนีเซียมไม่สามารถแพร่ตาม

ความเขม้ขน้เขา้เซลลโ์ดยผา่น passive transport ไดอ้ย่างปกติ ท าใหเ้ซลลต์อ้งมาใชก้ระบวนการ

ขนส่งแบบใชพ้ลงังานหรือ active transport อยา่งเตม็ท่ีแทน นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีเป็น

การศึกษาคร้ังแรกท่ีสามารถยนืยนัไดว้า่ ในล าไส้ส่วน duodenum และ jejunum นั้น มีการดูดซึม

แมกนีเซียมแบบ active transport โดยอาศยัโปรตีนส าคญัไดแ้ก่ TRPM6 และ TRPM7 แต่อยา่งไรก็

ตามกลไกหรือความผิดปกติของการท างานของโปรตีนท่ีใชใ้นการดูดซึมแมกนีเซียมนั้น ยงัไม่

ทราบอยา่งแน่ชดั ดงันั้นในการศึกษาการเกิดกลไกการกระตุน้การดูดซึมแมกนีเซียมของโปรตีน  

TRPM6 และการตรวจสอบกลไกการท างานและความผิดปกติของโปรตีน TRPM7 ยงัคงตอ้งไดรั้บ

การตรวจสอบต่อไปในอนาคต โดยหวงัวา่ จะน าไปสู่การน าองคค์วามรู้ไปประกอบในการศึกษา

ความเส่ียงของการใชย้ากลุ่ม PPIs อยา่ง Omeprazole  และเพื่อใชใ้นการศึกษา กลไก และความ

เก่ียวขอ้งของโปรตีนต่อการดูดซึมแมกนีเซียม ท่ีเป็นแร่ธาตุท่ีมีความส าคญัในกระบวนการต่าง ๆ 

ของร่างกายมนุษยเ์พื่อน าความรู้ไปใชใ้นการผลิตยาทดแทนท่ีใชรั้กษากลุ่มโรคท่ีมีความจ าเป็นตอ้ง

ใชย้า กลุ่ม PPIs หรือโรคท่ีเก่ียวขอ้งต่อการดูดซึมแมกนีเซียมในล าไส้ต่อไป 
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ภาพท่ี 39 แสดงกลไกการท างานของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการควบคุม Mg2+ ในภาวะปกติ และ
ภาวะท่ีไดรั้บยา Omeprazole เป็นเวลานาน 
โดยแสดงหมายเลขล าดบัเหตุการณ์ท่ีเกิดขึ้นตามล าดบั   
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