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ผลการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน p38 MAPK ในโมเดลหนูทีไ่ด้รับควนับุหร่ีชนิดทีผ่่านไส้กรอง 
และไม่ผ่านไส้กรอง ในระยะเฉียบพลนัและระยะกึง่เฉียบพลนั 
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บทคดัย่อ 
การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาผลการเปล่ียนแปลงของโปรตีน p38 MAPK ในโมเดลหนูแรท ท่ีไดรั้บ

ควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รองและไม่ผา่นไสก้รอง โดยท าการศึกษา 2 ช่วงระยะเวลาคือ ระยะเฉียบพลนั (7วนั) และระยะ
ก่ึงเฉียบพลนั (14วนั) โดยแบ่งหนูในแต่ละช่วงเวลาออกเป็น 3 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม (ไดรั้บอากาศปกติ) กลุ่มไดรั้บ
ควนับุหร่ีชนิดไม่ผ่านไส้กรอง และกลุ่มไดรั้บควนับุหร่ีท่ีผ่านไส้กรอง เม่ือส้ินสุดระยะการทดลอง ท าการการุณยฆาต
เพื่อศึกษาผลการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาของปอดและการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK ผลการศึกษาพบวา่ 
ควนับุหร่ีทั้ งชนิดท่ีผ่านไส้กรองและไม่ผ่านไส้กรอง ต่างส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงทางดา้นพยาธิวิทยาในระบบ
ทางเดินหายใจให้มีแนวโน้มการอกัเสบเพ่ิมข้ึน มีการเปล่ียนรูปแบบของอิพิทีเลียลเซลล์ในหลอดลมและมีการเพ่ิม
จ านวนข้ึนของอิพีทีเลียลเซลลร์อบท่อลมปอด ร่วมกบัการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK ท่ีเพ่ิมมากข้ึนทั้งสองกลุ่ม
การทดลอง โดยกลุ่มท่ีไม่ผ่านไส้กรองจะแสดงออกเพ่ิมข้ึนในระยะเฉียบพลนั และกลุ่มท่ีผ่านไส้กรองจะแสดงออก
เพ่ิมข้ึนในระยะก่ึงเฉียบพลนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงบ่งช้ีไดว้า่การไดรั้บควนับุหร่ีทั้งสองชนิดต่างส่งผล
ใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงในระดบัเซลลซ่ึ์งเป็นการตอบสนองท่ีสอดคลอ้งกบัโมเดลในการเกิดโรคถุงลมโป่งพองในระยะ
แรกเร่ิมท่ีท าการศึกษาวจิยั 

ABSTRACT 
The aim of this study was to investigate the alterations of p38 MAPK in acute and subacute cigarette smoke 

exposure with filter and without filter on rat model.  Male Wistar rats were randomly divided into 6 groups; which 
allocated on 7 days or 14 days and then subdivided in control, without filter and filter groups.  At the end of the 
experiment, the animals were euthanized and collected both lungs to estimate the histopathological changes and p38 
MAPK protein expression.  The results suggested that not only the histopathology significantly increased of tracheal 
squamous cell metaplasia, peribronchiolar epithelial cells proliferation and increased a trend of lung parenchymal 
inflammation but also p38 MAPK signaling was significantly ( p<0.05)  elevated in cigarette smoking without filter 
group and cigarette smoking with filter group on 7 days and 14 days respectively. Consequently, both types of cigarette 
smoking resulted in changes in the cellular level, which corresponded to the pattern of emphysema model in the early 
phase of our study. 
ค าส าคญั:    การรมควนับุหร่ี โปรตีน p38 แมพไคเนส หนูวสิตา้แรท 
Keywords:    Cigarette smoke exposure, p38 mitogen-activated protein kinase, Wistar rat 
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บทน า 
ในปัจจุบนัควนับุหร่ีเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าให้มีอตัราการตายเพ่ิมข้ึนจากโรคในระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงพบ

อตัราการตายเป็นล าดบัตน้ๆของโลก ท าให้สมาคมสุขภาพปอดแห่งสหรัฐอเมริกา (American lung association, 2010) 
ไดท้ าการศึกษาองคป์ระกอบของบุหร่ี พบว่าบุหร่ีมีส่วนประกอบของสารเคมีต่างๆมากกว่า 7,000 ชนิด กว่า 70 ชนิด
พบว่ามีความเก่ียวขอ้งเป็นสารพิษและสารก่อมะเร็ง (Center for disease control and prevention, 2010) และบางชนิด
เก่ียวขอ้งกบัการเกิดพยาธิสภาพต่างๆในมนุษย ์ไดแ้ก่ ภาวะการอกัเสบของท่อทางเดินหายใจ (airway inflammation) 
น าไปสู่การเกิดโรคปอดอุดกั้ นเร้ือรัง (Chronic Obstructive Pulmonary Disease, COPD), โรคหลอดเลือดแดงแข็ง 
(atherosclerosis) และความผิดปกติต่างๆท่ีสมัพนัธ์กบัอายท่ีุเพ่ิมมากข้ึน (age-related disorder) (Umesh et al., 2013) โดย
ควนับุหร่ีสามารถแพร่เขา้สู่ร่างกายไดห้ลกัๆ 2 ทางคือ จากการสูบบุหร่ีโดยตรง และการไดรั้บควนัจากผูท่ี้สูบบุหร่ี 
(Nemmar et al., 2012) ทั้งน้ีเม่ือร่างกายไดรั้บควนับุหร่ีจะมีปฏิกิริยาการตอบสนองผา่นการส่งสญัญาณกนัระหวา่งเซลล์
ในรูปแบบท่ีมีความซบัซอ้น ซ่ึงพบวา่การส่งสัญญาณระหวา่งกนัภายในเซลลช์นิดหน่ึงท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัควนับุหร่ี
คือ Mitogen activated protein kinase (MAPK) ซ่ึงสามารถแบ่งได้เป็นสามกลุ่มใหญ่ๆได้แก่ extracellular regulated 
kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK)และ p38 ในการศึกษาน้ีสนใจการเปล่ียนแปลงของโปรตีน p38 ท่ี
ประกอบดว้ย 4 isoforms ไดแ้ก่ α, β, γ และ δ ซ่ึงพบวา่ alpha isoform เป็นรูปแบบท่ีนิยมท าการศึกษาเน่ืองจากมีการ
แสดงออกในเซลล์หลากหลายชนิด และสามารถถูกกระตุ ้นได้จากปัจจัยต่างๆ เช่น สารกระตุ ้นการอักเสบ และ
สภาพแวดลอ้มท่ีท าให้เซลล์เกิดสภาวะเครียด (Lee et al., 2000) จึงมีการศึกษาเก่ียวกบั ระดบัตั้งตน้ของโปรตีน p38 
MAPK ใน alveolar macrophages พบว่าในกลุ่มผูท่ี้สูบบุหร่ีมีมากกว่าในกลุ่มผูท่ี้ไม่สูบบุหร่ี ในขณะท่ี ERKและJNK 
กลบัไม่แตกต่างกนั (Mochida-Nishimura et al., 2001) และมีการทดลองในหนูเมา้ส์ก่อนหนา้น้ีพบว่า โปรตีน p38 ใน
ปอดของหนูเมา้ส์สามารถถูกกระตุน้ดว้ยควนับุหร่ีไดท้ั้งในระยะเฉียบพลนั (5วนั) และในระยะเร้ือรัง (6 เดือน) ร่วมกบั
การเพ่ิมข้ึนของการอักเสบ การเกิด apoptosis และเกิดการบาดเจ็บของ DNA จากกระบวนการออกซิเดชั่น อีกทั้ ง
สามารถถูกยบัย ั้งได้ด้วยด้วย p38 inhibitor ในระยะเฉียบพลัน จึงแสดงให้เห็นได้ว่า p38 MAPK เป็นอีกโมเลกุล
เป้าหมายหน่ึงในกระบวนการส่ือสารของเซลล์ท่ีมีส่วนส าคญัจากการตอบสนองต่อควนับุหร่ีท่ีจะท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงต่างๆข้ึนในปอด (Marumo et al., 2014) ดงันั้นการออกแบบการทดลองโดยเปรียบเทียบการไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดท่ีผา่นไสก้รองและชนิดท่ีไม่ผา่นไสก้รอง ซ่ึงเลือกใชโ้มเดลหนูท่ีไดรั้บควนับุหร่ีเพ่ือเหน่ียวน าใหเ้กิดโรคถุงลมโป่ง
พองจึงเป็นโมเดลท่ีเหมาะสมและน่าสนใจในการศึกษาดูผลการเปล่ียนแปลงต่างๆจากการไดรั้บควนับุหร่ีทั้งสองแบบท่ี
เกิดข้ึนในปอดเพื่อเลียนแบบพฤติกรรมการไดรั้บควนับุหร่ีในมนุษยใ์นระยะแรกเร่ิมก่อนการน าไปสู่การเกิดโรคได ้ 

 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลการเปล่ียนแปลงของโปรตีน p38 MAPK ในโมเดลหนูแรทท่ี
ไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รองและไม่ผา่นไสก้รองในระยะเฉียบพลนัและระยะก่ึงเฉียบพลนั 
 
วธีิการวจิยั 

สัตว์ทดลอง 
หนูแรท สายพนัธ์ุ Wistar เพศผู ้อายุ 6-8 สัปดาห์ น ้ าหนัก 200-250 กรัม จ านวน 24 ตวั ถูกน าเขา้มาจากศูนย์

สัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล ซ่ึงผ่านกระบวนการตรวจสอบและอนุมติัจากคณะกรรมการก ากบัดูแลการ
เล้ียงและใชส้ัตว ์คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เลขท่ีอนุมติัโครงการ 009/2559 หนูแรทจะถูกเล้ียงไวใ้น
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กรงสแตนเลสกรงละประมาณ 3 ตวั ท่ีอุณหภูมิ 25˚C โดยควบคุมให้มีแสงสวา่งวนัละ 12 ชัว่โมงต่อวนั ให้อาหารเม็ด
ส าเร็จรูปและน ้ า reverse osmosis ท่ีผสมคลอรีนความเขม้ขน้ 5-6 ppm อยา่งไม่จ ากดั  
 แผนการทดลองและอุปกรณ์การรมควนับุหร่ี  
 ส าหรับการทดลองรมควนับุหร่ี หนูแรททั้งหมด 24 ตวัถูกสุ่มแบ่งออกเป็น 6 กลุ่มอยา่งสุ่ม กลุ่มละ 4 ตวั ดงัน้ี  
กลุ่ม 7 วนั (ระยะฉัยบพลนั)ไดแ้ก่1) กลุ่มควบคุม 2) กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผ่านไส้กรอง 3) กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดไม่ผ่านไส้กรองและกลุ่ม 14 วนั (ระยะก่ึงเฉียบพลนั) ไดแ้ก่4) กลุ่มควบคุม 5) กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผ่านไส้
กรอง 6) กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดไม่ผ่านไส้กรอง ซ่ึงหนูทั้ง 6 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกนัก่อนท าการทดลอง โดย
อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการรมควนัจะประกอบดว้ย 5 ส่วนหลกัคือ ฐานรองบุหร่ีและข้ีเถา้ กล่องเก็บควนับุหร่ี สายน าควนับุหร่ี 
เคร่ืองดูด-พน่ควนับุหร่ี และกล่องรมควนัส าหรับใส่หนูทดลอง ดงัแสดงในรูปท่ี 1 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่1  แสดงอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการรมควนับุหร่ี 
 
ขั้นตอนการรมควนับุหร่ี 
การรมควนัหนูกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผ่านไส้กรอง จะมีขอ้ต่อไวส้ าหรับบรรจุไส้กรองของมวนบุหร่ี

นั้นๆส่วนหนูกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีไม่ผา่นไส้กรองจะไม่มีการใส่ไส้กรองตรงขอ้ต่อเพ่ือใหค้วนับุหร่ีเขา้ผา่นท่อ
ไปยงัตวัหนูไดโ้ดยตรง ซ่ึงเป็นการเลียนแบบการไดรั้บควนับุหร่ีทั้งสองชนิดตามล าดบั การทดลองจะเร่ิมจากการน าหนู
ใส่ลงไปในกล่องรมควนัจากนั้นจุดบุหร่ีท่ีอยู่ในฐานรองบุหร่ีแลว้ครอบดว้ยกล่องเก็บควนัเพ่ือกกัและเก็บควนับุหร่ี 
จากนั้นเปิดเคร่ืองดูด-พน่ควนับุหร่ีดว้ยอตัราเร็วคงท่ีท่ี 12 V เพื่อดูดควนับุหร่ีจากท่ีเก็บควนัผา่นไปยงักล่องรมควนั โดย
ใชบุ้หร่ี 6 มวน/วนั/ตวั บุหร่ีหน่ึงมวนจะมีอตัราการเผาไหมอ้ยูท่ี่ 10-15 นาที โดยหนูจะถูกรมควนัอยูใ่นกล่องเป็นเวลา 
20 นาที/คร้ัง/ตวั แบ่งเป็น 2 ช่วงเวลาคือช่วงแรกเร่ิมเวลา 10.00 น.และช่วงท่ีสองเร่ิม 14.00 น.เป็นเวลา 7 วนัและ 14 วนั
ตามล าดบั ส าหรับกลุ่มควบคุม หนูจะไดรั้บอากาศปกติท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

การศึกษาทางพยาธิวทิยา 
ในวนัท่ี 8 และ 15 หลังจากการศึกษา ท าการุณยฆาตโดยการฉีดสาร sodium pentobarbital เกินขนาด

(>100mg/kg) ทางช่องทอ้ง จากนั้นท าการเก็บช้ินเน้ือจากหลอดลมและปอดขา้งซา้ย โดยคงสภาพของช้ินเน้ือดว้ย 10% 
neutral buffered formalin แลว้เขา้สู่กระบวนการเตรียมบล็อกพาราฟินต่อไป เพ่ือศึกษาการเกิดพยาธิสภาพในปอด และ
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เก็บช้ินเน้ือจากปอดขา้งขวา เก็บในไนโตรเจนเหลว แลว้ยา้ยไปเก็บรักษาในตูเ้ยน็ท่ีมีอุณหภูมิ -80 ºC เพื่อท าการศึกษา
การแสดงออกของโปรตีน p38 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการส่งสญัญาณภายในเซลลใ์นขั้นตอนต่อไป 

น าช้ินเน้ือท่ีไดจ้ากการคงสภาพประมาณ 24-48 ชัว่โมง ไปผ่านกระบวนต่างๆกระทัง่ถึงขั้นฝังพาราฟินจนได้
เป็นบลอ็กพาราฟิน ท าการตดัช้ินเน้ือท่ีอยูใ่นบลอ็กพาราฟิน ใหมี้ความหนาขนาด 4 ไมครอน จากนั้นศึกษาการเกิดพยาธิ
สภาพในปอด จากการยอ้มช้ินเน้ือด้วยวิธี hematoxylin และ eosin (Dogan et al., 2011) โดยมีตัวช้ีวดัดังน้ี tracheal 
epithelial cell proliferation, peribronchiolar epithelial cell proliferation, lung parenchymal infiltration เพื่อเป็นตวับ่งช้ี
การเกิดพยาธิสภาพในการศึกษาน้ี ซ่ึงวิเคราะห์ข้อมูลท่ีได้แบบ semi-quantitative scale ก าหนดให้ 0=ไม่พบการ
เปล่ียนแปลง, 1=มีการเปล่ียนแปลงในระดบันอ้ย, 2=มีการเปล่ียนแปลงในระดบัปานกลาง, 3=มีการเปล่ียนแปลงใน
ระดับมาก และ4=มีการเปล่ียนแปลงในระดับรุนแรง  ส าหรับการประเมิน tracheal epithelial cell proliferation, 
peribronchiolar epithelial cell proliferation และlung parenchymal infiltration ให้คะแนนจากการพบการเปล่ียนแปลง
ของเซลล ์ดงัเกณฑใ์นตารางท่ี1 โดยท่ี lung parenchymal infiltration ให้คะแนนจากเปอร์เซ็นตก์ารแทรกผ่านของเซลล์
อกัเสบ leukocytes และ neutrophils น าค่าท่ีได้มาค านวณเป็นค่าเฉล่ียจากคะแนนรวมการสุ่มภาพตัวอย่าง 5 ภาพท่ี
ก าลงัขยาย 40x ต่อหน่ึงตวัอยา่ง ซ่ึงแปลผลโดยนกัพยาธิวทิยาท่ีไม่ทราบขอ้มูลของกลุ่มตวัอยา่งมาก่อน 
 
ตารางที ่1  เกณฑก์ารประเมินผลทางพยาธิวทิยา  

(ดดัแปลงจาก Dogan et al., 2011) 
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ขั้นตอนการสกดัโปรตนี 
น าช้ินเน้ือของปอดขา้งขวาท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 ºC ตั้งท้ิงไวบ้นน ้ าแขง็ท่ีอุณหภูมิหอ้งเพื่อลดอุณหภูมิช้ิน

เน้ือลงจากนั้นบดใหล้ะเอียดดว้ยวธีิโฮโมจิไนเซชนั โดยสกดัโปรตีนดว้ย Tissue Protein Extraction Reagent (T-PER) 
(Thermo Scientific, USA) ในอตัราส่วน 1:20 น ้ าหนกัช้ินเน้ือเป็นมิลลิกรัมต่อน ้ ายาสกดัเป็นมิลลิลิตร จากนั้นน าไปป่ัน
ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูงท่ี 10,000 xg เป็นเวลา 5 นาที แลว้เก็บส่วนใสท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -80 ºC เพื่อท าการศึกษา
ในขั้นตอนต่อไป 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตนี p38 MAPK ด้วยวธีิ Western blot  
  น าส่วนใสของโปรตีนท่ีไดส้กัดไวแ้ลว้มาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกับการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล์ ได้แก่ p38 และ phosphorylated-p38 ซ่ึงเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าวด้วยอตัราส่วน
ระหวา่งการเกิดปฏิกิริยา phosphorylation กบั dephosphorylation (total) โดยใชป้ริมาณโปรตีนจากกลุ่มตวัอยา่งท่ี 50 µg 
เท่าๆกนัจากทุกตวัอยา่ง น ามารันบนเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสดว้ย 10% SDS-PAGE แลว้ท าการยา้ยโปรตีนจากเจลมาอยูบ่น 
PVDF เมมเบรน บล็อกโปรตีนท่ีไม่จ าเพาะด้วย 1%Bovine serum albumin ค้างคืน จากนั้ นน าเมมเบรนมาบ่มด้วย 
primary antibody (rabbit p-p38, t-p38 and β-actin, Cell Signaling Technology) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งเมมเบรนดว้ย 
PBST (1XPhosphate buffer saline with 0.1%Tween20) pH 7.4 จ านวน 3 คร้ังคร้ังละ 10 นาที บ่มต่อด้วย secondary 
antibody (anti-rabbit IgG HRP linked, Cell Signaling Technology) เป็นเวลาอีก 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย PBST เช่นเดิม
จ านวน 6 คร้ังคร้ังละ 10 นาที น าเมมเบรนไปตรวจหาความเขม้ของ band ดว้ยชุดตรวจ Enhance chemiluminescence kit 
(ECL, Thermo Scientific) โดยใช้เคร่ือง Molecular Imager® ChemiDoc Touch (Bio-rad) จากนั้ นเปรียบเทียบการ
แสดงออกของโปรตีนดงักล่าวขา้งตน้ ดว้ยโปรตีน -actin (ซ่ึงเป็น housekeeping gene) โดยใชอ้ตัราส่วนความเขม้ขน้
ของแอนติบอดีในการทดลอง ดัง น้ี  phosphorylated-p38 (1:1,000), total p38 (1:1,000), -actin (1:10,000) และ 
secondary antibody (1:10,000) และค านวณความเขม้ของ band ดว้ยโปรแกรม Image LabTM 5.2 (Bio-rad) 

การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ
 ในการศึกษาน้ีท าการวิเคราะห์ขอ้มูลและแปลผลในรูปแบบของ mean ± standard error of mean (SEM) ซ่ึง
วิเคราะห์ขอ้มูลท่ีไดจ้าก การเปรียบเทียบผลทางพยาธิวิทยาและผลการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK ระหวา่งกลุ่ม
การทดลอง โดยใชก้ารวิเคราะห์หาค่าความแปรปรวน (Analysis of variance; one-way ANOVA ดว้ย Post hoc test คือ 
Tukey’s HSD โดยพิจารณาค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 ซ่ึงในการวิเคราะห์ค่าทางสถิตินั้นใชโ้ปรแกรม 
spss เวอร์ชัน่ 22 
 
ผลการวจิยั 

การเปลีย่นแปลงทางพยาธิวทิยา 
1) การเปลีย่นแปลงของอพิทีเีลยีลเซลล์ ในหลอดลม 

ผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 7 วนั พบว่า กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดไม่ผ่านไส้กรองพบความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ(p<0.01) โดยมีค่าเฉล่ียของคะแนนเท่ากบั 1.75 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ต่างกนักบักลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดผ่านไส้กรองท่ีมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.75 ซ่ึงไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ส าหรับผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 14 วนั พบว่า
กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รองและไม่ผา่นไสก้รองมีคา่เฉล่ียคะแนนเท่ากบั 2 และ 2.5 ตามล าดบั แตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.005) ดงัแสดงในรูปท่ี 2-4 ตามล าดบั 
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2) การเปลีย่นแปลงของอพิทีเีลยีลเซลล์รอบท่อลมภายในปอด 
ผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 7 วนั พบวา่กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รองและไม่ผา่นไสก้รองมีคา่เฉล่ีย

คะแนนเท่ากบั 1 และ 2.5 ตามล าดบั ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่มควบคุม ส าหรับผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 
14 วนัพบวา่กลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดไม่ผา่นไสก้รองมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยมีคะแนนเฉล่ีย
เท่ากบั 2.75 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และส าหรับกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไส้กรองมีคะแนนเฉล่ียเท่ากบั 1.75 ไม่มี
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปท่ี 5-7 ตามล าดบั 

3) การเพิม่ขึน้ของเซลล์อกัเสบภายในเน้ือเย่ือปอด 
ผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 7 วนั และ 14 วนั ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัระหว่างกลุ่มท่ีไดรั้บควนั

บุหร่ีชนิดท่ีผ่านไส้กรองและไม่ผ่านไส้กรองกบักลุ่มควบคุม โดยประเมินคะแนนเฉล่ียได ้เท่ากบั 1.25, 1.75 และ 1 แต่พบ
แนวโนม้การเปล่ียนแปลงไปในทิศทางท่ีเพ่ิมข้ึนต่อกระบวนการอกัเสบภายในเน้ือเยือ่ปอด ดงัแสดงในรูปท่ี 8-10 ตามล าดบั 

การแสดงออกของโปรตนี p38 MAPK 
ผลการศึกษาช่วงระยะเวลา 7 วนั พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัของอตัราส่วนการแสดงออกเพ่ิมข้ึนของ

โปรตีน p38 MAPK เท่ากบั 0.83 ในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีไม่ผ่านไส้กรอง แต่ไม่พบความต่างของกลุ่มท่ีไดรั้บควนั
บุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รอง ท่ีมีอตัราส่วนการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK เท่ากบั 0.46 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ส่วนผล
การศึกษาช่วงระยะเวลา 14 วนั พบการอตัราส่วนแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK ลดลงในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีไม่
ผา่นไสก้รอง เท่ากบั 0.26 แต่ในกลุ่มควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไส้กรองกลบัมีอตัราส่วนการแสดงออกของโปรตีนเพ่ิมข้ึน เท่ากบั 
0.93 ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปท่ี 11 และ 12 ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2  แสดงการเปล่ียนแปลงของอิพิทีเลียลเซลล์ในหลอดลม ระยะเวลา 7 วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดไม่ผ่านไส้กรอง(B) และกลุ่มได้รับควันบุหร่ีชนิดผ่านไส้กรอง(C) ตามล าดับ (ก าลังขยาย 40X) (1=
pseudostratified respiratory epithelium, 2=laminar propria, 3=hyaline cartilage, 4=squamous cell metaplasia ) 
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รูปที ่3  แสดงการเปล่ียนแปลงของอิพิทีเลียลเซลลใ์นหลอดลม ระยะเวลา 14 วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดไม่ผ่านไส้กรอง (B) และกลุ่มได้รับควนับุหร่ีชนิดผ่านไส้กรอง (C) ตามล าดับ (ก าลังขยาย 40X) (1=
pseudostratified respiratory epithelium, 2= laminar propria, 3= hyaline cartilage, 4= squamous cell metaplasia, 
5=hyperplasia with squamous cell metaplasia) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4  ผลการวเิคราะห์อิพีทีเลียลเซลลใ์นหลอดลม ทั้งสามกลุ่มการทดลองในระยะ 7 วนัและ 14 วนั 
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รูปที ่5  แสดงการเปล่ียนแปลงของอิพิทีเลียลเซลลใ์นท่อลมของปอด ระยะเวลา 7 วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนั
บุหร่ีชนิด ไม่ผา่นไสก้รอง (B) และกลุ่มไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผา่นไสก้รอง (C) ตามล าดบั (ก าลงัขยาย 40X)  
(1=respiratory epithelium, 2=smooth muscle, 3=connective tissue, 4=respiratory epithelial cell hyperplasia) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่6  แสดงการเปล่ียนแปลงของอิพิทีเลียลเซลลใ์นท่อลมของปอด ระยะเวลา 14 วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนั
บุหร่ีชนิดไม่ผา่นไสก้รอง (B) และกลุ่มไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผา่นไสก้รอง (C) ตามล าดบั (ก าลงัขยาย 40X)  
(1=respiratory epithelium, 2=smooth muscle, 3=connective tissue, 4=respiratory epithelial cell hyperplasia) 

 

 
 

รูปที ่7  ผลการวเิคราะห์อิพีทีเลียลเซลลใ์นท่อลมของปอด ทั้งสามกลุ่มการทดลองในระยะ 7 วนัและ 14 วนั 
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รูปที ่8  แสดงการเปล่ียนแปลงของเซลลอ์กัเสบในเน้ือเยือ่ปอด ท่ีระยะเวลา 7 วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดไม่ผา่นไสก้รอง (B) และกลุ่มไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผา่นไสก้รอง (C) ตามล าดบั (ก าลงัขยาย 40X)  
(al=alveolus, ∆=inflammatory cells infiltration) 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่9  แสดงการเปล่ียนแปลงของเซลลอ์กัเสบในเน้ือเยือ่ปอด ท่ีระยะเวลา 14  วนั ของกลุ่มควบคุม (A) กลุ่มไดรั้บควนับุหร่ี
ชนิดไม่ผา่นไสก้รอง (B) และกลุ่มไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผา่นไสก้รอง (C) ตามล าดบั (ก าลงัขยาย 40X)  
(ad=alveolar duct, al=alveolus, ∆=inflammatory cells infiltration) 

 

 

รูปที ่10  ผลการวเิคราะห์การอกัเสบท่ีเกิดข้ึนในเน้ือเยือ่ปอด ทั้งสามกลุ่มการทดลองในระยะ 7 วนัและ 14 วนั 
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    Con    WF   F  
14 วนั 

หมายเหตุ  
WF คือ ไม่ผ่านไส้กรอง 
F คือ ผ่านไส้กรอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที ่11  ผลการแสดงออกของโปรตีน p-p38, p38 และ β-actin ทั้งสามกลุ่มการทดลองในระยะ 7 วนัและ 14 วนั 
 

รูปที ่12 ผลการวเิคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของ p-p38 กบั p38 โดยใช ้β-actin เป็น normalized protein ทั้งสามกลุ่ม 
 การทดลองในระยะ 7 วนัและ 14 วนั 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

การได้รับควนับุหร่ีทั้ งชนิดท่ีผ่านไส้กรองและไม่ผ่านไส้กรอง ในระยะเฉียบพลนั (7 วนั) และระยะก่ึง
เฉียบพลนั (14วนั) ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงต่างๆ ตั้ งแต่ระบบทางเดินหายใจส่วนตน้ ไปจนถึงระบบหายใจ
ส่วนล่าง ดงัน้ี 

ในระบบทางเดินหายใจส่วนตน้ซ่ึงเป็นบริเวณแรกท่ีไดส้ัมผสักบัควนับุหร่ี จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็น
ว่าการได้รับควนับุหร่ีทั้ งสองชนิด ท าให้เกิดการเปล่ียนรูปแบบของอีพิทีเลียลรอบๆหลอดลมเป็น squamous cell 
metaplasia ซ่ึงจะเร่ิมเห็นการเปล่ียนแปลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 7 และเห็นการเปล่ียนแปลงไดช้ดัในวนัท่ี 14  

เม่ือควนับุหร่ีผ่านลงมาในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างและสัมผสักบัเซลลร์อบๆท่อลมภายในปอด ทั้งการ
ไดรั้บควนับุหร่ีมือทั้งสองชนิด มีแนวโน้มท่ีจะท าให้อิพิทีเลียลเซลล์รอบๆมีการเปล่ียนแปลงเพ่ิมจ านวนข้ึน โดยท่ี
ในช่วง 7 วนัแรก ยงัไม่พบความแตกต่างกนักบักลุ่มควบคุม แต่เห็นความต่างไดช้ดัในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีมือสองใน
วนัที 14 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ซ่ึงมีการประเมินคะแนนอยูใ่นระดบัปานกลาง  
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ส าหรับการศึกษาการอกัเสบท่ีเกิดข้ึน ผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นแนวโนม้การเพ่ิมจ านวนของเซลลอ์กัเสบในเน้ือเยือ่
ปอด ตั้งแต่ในระยะ 7 วนัแรกและวนัท่ี 14 ทั้งในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีท่ีผ่านไส้กรองและไม่ผ่านไส้กรอง แต่ไม่พบความ
แตกต่างกนักบักลุ่มควบคุม 

การส่งสัญญาณภายในเซลล์ของโปรตีน p38 MAPK มีความเก่ียวขอ้งกบัควนับุหร่ีในดา้นการก่อให้เกิดสภาวะ
เครียดของเซลลแ์ละการกระตุน้กระบวนการอกัเสบ เม่ือไดรั้บควนับุหร่ีเขา้ไปในปอด ในช่วง 7 วนัแรก กลุ่มท่ีไดรั้บควนั
บุหร่ีผ่านไส้กรองยงัมีการส่งสัญญาณของโปรตีน p38 MAPK ในระดบัน้อย แต่จะเห็นการส่งสัญญาณท่ีเพ่ิมมากข้ึนของ
โปรตีน p38 MAPK อยา่งมีนยัส าคญัในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดไม่ผา่นไสก้รองเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ผลการทดลองน้ี
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Cavallo et al. (2013) ซ่ึงศึกษาภาวะความเป็นพิษของเซลลป์อดในหลอดทดลองจากควนับุหร่ีทั้ง
สองแบบ พบวา่การไดรั้บควนับุหร่ีชนิดไม่ผา่นไส้กรองจะท าใหเ้ซลลเ์กิดความเป็นพิษมากกวา่ชนิดท่ีผา่นไสก้รองในระยะ
ฉับพลนั เน่ืองมาจากการไดรั้บอนุภาคขนาดใหญ่ของสารพิษจากควนับุหร่ีจึงท าให้เซลลเ์กิดความเป็นพิษและเกิดสภาวะ
เครียดท าใหใ้หมี้การส่งสญัญาณไดอ้ยา่งมากและรวดเร็วในช่วงแรก  

นอกจากน้ีจากผลการทดลองขา้งตน้สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Moretto et al. (2012) ท่ีท าการทดลองแบบ in vitro 
โดยใหค้วนับุหร่ีไปสมัผสักบัอีพิทีเลียลเซลลข์องคนโดยตรงแลว้วดัการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK พบวา่ในช่วง 30 
นาทีแรกมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนของโปรตีนดงักล่าวอยา่งมาก แต่หลงัจากนั้น 4-24 ชัว่โมงการแสดงออกจะค่อยๆลดลง และ
จากการศึกษาของ Marumo et al. (2014) ซ่ึงท าการทดลองในหนูเมา้ส์โดยให้ควนับุหร่ีในช่วงระยะเฉียบพลนั (4วนั) และ
ระยะเร้ือรัง (24 สปัดาห์) พบการแสดงออกของโปรตีน p38 MAPK ในลกัษณะเช่นเดียวกนั  

ส าหรับผลการทดลองในช่วงวนัท่ี 14 ให้ผลตรงกนัขา้มกนักบัในช่วง 7 วนัแรก โดยกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ี
ผ่านไส้กรองจะเห็นการส่งสญัญาณเพ่ิมข้ึนจากเดิมอยา่งมีนยัส าคญั แต่ส าหรับกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีไม่ผา่นไสก้รอง
การแสดงออกจะลดลงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่การกระตุน้การส่งสัญญาณของ p38 MAPK เกิดข้ึนได้
มากกวา่ในกลุ่มท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดผา่นไส้กรอง อาจเน่ืองมาจากความเป็นพิษท่ีเกิดการสะสมมากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งการ
รายงานของ Song et al. (2017) พบวา่ ไส้กรองในบุหร่ีจะท าให้การเผาไหมภ้ายในมวนบุหร่ีเกิดข้ึนแบบไม่สมบูรณ์ ตอ้งใช้
เวลาในการเผาไหมเ้พ่ิมมากข้ึน จึงให้ปริมาณควนัท่ีเพ่ิมข้ึน ออกซิเจนไหลผา่นเขา้มาไดน้อ้ยเกิดความช้ืนข้ึนภายในท าใหมี้
การจบัรวมตวักนัของสารพิษต่างๆ เกิดเป็นอนุภาคขนาดใหญ่ข้ึนหลงัจากผ่านไส้กรองออกมา ส่งผลให้ผูสู้บบุหร่ีตอ้งสูด
ควนัในปริมาณท่ีเยอะและลึกข้ึน ท าให้ไดรั้บปริมาณสารเคมีและสารพิษต่างๆเพ่ิมมากข้ึนไปดว้ย เซลลจึ์งเกิดความเครียด
และส่งผลให้กระตุน้กระบวนการอกัเสบ จึงมีการส่งสัญญาณแสดงให้เห็นมากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิจยัน้ีในกลุ่ม
สตัวท์ดลองท่ีไดรั้บควนับุหร่ีชนิดท่ีผา่นไสก้รอง  

จากการศึกษาน้ีจึงแสดงให้เห็นว่าการไดรั้บควนับุหร่ีทั้งสองชนิดในระยะเฉียบพลนัและระยะก่ึงเฉียบพลนั
ต่างส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวทิยาต่างๆในปอดไดเ้ช่นเดียวกนั อีกทั้งยงัมีการส่งสญัญาณของโปรตีน p38 
MAPK ท่ีเพ่ิมมากข้ึนภายในเซลล์ ซ่ึงน าไปสู่การเปล่ียนแปลงท่ีจะเหน่ียวน าให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆของโรคในระบบ
ทางเดินหายใจตามมาได้ ดังนั้ น การส่งสัญญาณของ p38 MAPK น้ีจะเป็นอีกปัจจัยหน่ึงท่ีสามารถท าให้ทราบถึง
กระบวนการการตอบสนองภายในเซลล์หลงัจากท่ีไดรั้บควนับุหร่ีทั้งสองชนิด ช่วยให้เล็งเห็นถึงอนัตรายของการสูบ
บุหร่ีท่ีส่งผลในระดบัเซลล ์อีกทั้งเพ่ือต่อยอดในการหาวธีิการป้องกนัหรือรักษาตั้งแต่ระยะเร่ิมตน้ต่อไป  
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