
 

 

บทบาทของยีน fliD ในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของ Helicobacter pylori 
 

นางสาววรฤทัย ทองเกิด 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก 

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2558 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 



 

 

 

ROLE OF fliD GENE IN A REGULATION OF HELICOBACTER PYLORI BIOFILM FORMATION 
 

Miss Vorraruthai Thongkerd 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Clinical Biochemistry and Molecular 

Medicine 
Department of Clinical Chemistry 
Faculty of Allied Health Sciences 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2015 

Copyright of Chulalongkorn University 

 



 

 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ บทบาทของยีน fliD ในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของ 
Helicobacter pylori 

โดย นางสาววรฤทัย ทองเกิด 
สาขาวิชา ชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก อาจารย์ ดร. ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล 
  

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 

 

 คณบดีคณะสหเวชศาสตร์ 

(รองศาสตราจารย์ ดร. ประวิตร เจนวรรธนะกุล) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 

(รองศาสตราจารย์ ดร. รัชนา ศานติยานนท์) 

 อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

(อาจารย์ ดร. ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล) 

 กรรมการ 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน์) 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์) 

 

 



 ง 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

วรฤทัย  ทองเกิด  : บทบาทของยีน  fliD ในการควบคุมการสร้ าง ไบโอฟิล์มของ 
Helicobacter pylori (ROLE OF fliD GENE IN A REGULATION OF HELICOBACTER 
PYLORI BIOFILM FORMATION) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร. ปาหนัน รัฐวงศ์จิร
กุล, 106 หน้า. 

เชื้อ Helicobacter pylori เป็นแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อในระบบทางเดิน
อาหาร ได้แก่ แผลในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก กระเพาะอาหารอักเสบ และมะเร็งในกระเพาะ
อาหาร พบว่าประชากรโลกมากกว่าครึ่งหนึ่งมีการติดเชื้อ  H. pylori โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแถบ
ประเทศที่ก าลังพัฒนา หนึ่งในสาเหตุส าคัญที่ท าให้เชื้อ H. pylori สามารถแพร่กระจายรวมไปถึงการ
เกิดการติดเชื้อเรื้อรังและการดื้อต่อยาปฏิชีวนะคือการที่เชื้อสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ทั้งขณะเจริญ
อยู่ในธรรมชาติและในสิ่งมีชีวิต อย่างไรก็ตามกลไกท่ีควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ยัง
ไม่เป็นที่ทราบชัดเจน แฟลเจลาเป็นปัจจัยที่ส าคัญในกระบวนการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรีย
หลายสายพันธุ์ การศึกษาก่อนหน้าพบการแสดงออกที่สูงขึ้นของโปรตีน FliD ซึ่งเป็นโปรตีนในกลุ่ม
แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ในขณะที่ด ารงอยู่ในสภาวะไบโอฟิล์ม งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ศึ ก ษ า บ ท บ า ท ข อ ง ยี น  fliD ใ น ก า ร ค ว บ คุ ม ก า ร ส ร้ า ง ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม ข อ ง เ ชื้ อ 
H. pylori โดยท าการสร้างเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วยเทคนิค inverse PCR 
mutagenesis และเปรียบเทียบการสร้างไบโอฟิล์มกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน  ATCC 43504 ทั้งใน
เชิงกึ่งปริมาณด้วยเทคนิค pellicle assay และเชิงปริมาณด้วยเทคนิคการย้อมสี  crystal violet 
ศึกษาโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มด้วยกล้องอิเล็คตรอนแบบส่องกราด เนื่องจากแฟลเจลลามีส่วน
ช่วยในการเคลื่อนที่และการยึดเกาะ ดังนั้นจึงได้มีการศึกษาผลกระทบของยีน fliD ต่อความสามารถ
ในการเคลื่อนที่และการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ด้วยเทคนิค motility assay และ 
adhesion assay ตามล าดับ แม้ว่าปริมาณไบโอฟิล์มระหว่างเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญ แต่พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน fliD ส่งผลต่อการชะลอการสร้างและโครงสร้าง
สามมิติที่สมบูรณ์ของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลาย
พันธุ์ของยีน fliD สามารถเคลื่อนที่ได้ลดลง แต่ยังคงความสามารถในการยึดเกาะเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง 
HEp-2 ได้ในระดับเดียวกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ยีน fliD อาจมีบทบาทต่อกระบวนการสร้างไบโอ
ฟิล์มที่สมบูรณ์ของเชื้อ H. pylori และอาจน ามาใช้เป็นเป้าหมายส าหรับการพัฒนาวัคซีนหรือยา
รักษาการติดเชื้อต่อไปในอนาคต 
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VORRARUTHAI THONGKERD: ROLE OF fliD GENE IN A REGULATION OF HELICOBACTER 
PYLORI BIOFILM FORMATION. ADVISOR: PANAN RATTHAWONGJIRAKUL, Ph.D., 106 
pp. 

Helicobacter pylori is a leading causative agent of gastrointestinal diseases, 
including peptic and duodenal ulcers, gastritis and gastric cancer. More than half of the 
world’s population has been infected with this bacterium, particular those who are in 
developing countries. H. pylori is able to form biofilm both in environments and clinical 
settings contributing to bacterial spreading, chronic infection and antimicrobial resistance. 
However, the regulation of H. pylori biofilm formation is poorly understood. In some bacteria, 
flagella plays a role in biofilm formation. A previous study showed that FliD flagellar capping 
protein was up-regulated during the biofilm formation of H. pylori. In this study, the impact 
of the fliD gene on the biofilm formation of H. pylori was investigated. A H. pylori fliD mutant 
was constructed by inverse PCR mutagenesis. The formation of its biofilm was evaluated, 
compared to the wild-type ATCC 43504, using a pellicle assay and a crystal violet staining 
assay. The cyto-architecture of the biofilm was photographed with scanning electron 
microscopy. The mobility of the bacteria and its adhesion ability to HEp2-cells were assessed 
using a motility assay and a fluorescein isothiocyanate staining adhesion assay, respectively. 
It was found that there was no significant difference in the levels of the biofilm formation 
and bacterial adhesion between the wild-type and the fliD mutant. Apart from a poor 
motility, the fliD mutant had a slightly delayed formation and a remarkable incomplete cyto-
architecture of its biofilm. The bacterial cells residing in the biofilm of the fliD mutant 
showed a loose accumulation with less apparent cross-linking fibrils. Most of the mutant 
cells had truncated flagella. This study provides the preliminary evidences that fliD 
potentially regulates complete biofilm formation.  The FliD may be used as a novel target 
for a development of vaccine or antimicrobial agent in future. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

ในปัจจุบันกว่าครึ่งหนึ่งของประชากรโลกติดเชื้อ Helicobacter pylori ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรีย
แกรมลบรูปร่างเกลียว (Gram-negative spiral shape) เจริญเติบโตได้ในสภาวะที่มีออกซิเจนเจือ
จาง (micro-aerophilic) (1) โดยพบอัตราการติดเชื้อ H. pylori ในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนาสูงกว่า
ประเทศที่พัฒนาแล้ว (2) ผู้ติดเชื้อ H. pylori ส่วนใหญ่จะไม่แสดงอาการทางคลินิกและอาจมีการติด
เชื้อเรื้อรังไปตลอดชีวิต การติดเชื้อ H. pylori สามารถก่อให้เกิดโรคต่างๆในระบบทางเดินอาหาร
ส่วนบน เช่น  กระเพาะอักเสบเรื้อรัง  แผลในกระเพาะ มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด gastric mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma และมะเร็งกระเพาะอาหาร (2, 3) โดยในปี 
ค.ศ. 1994 องค์การวิจัยโรคมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on Cancer) 
ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งขององค์การอนามัยโลก หรือ World Health Organisztion (WHO) ได้จัดให้เชื้อ  
H. pylori เป็นสารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 (class I carcinogen) (4) 

เชื้อ H. pylori มีปัจจัยในการก่อโรคหลายชนิด โดยมีแฟลเจลลาเป็นหนึ่งในปัจจัยการก่อโรค
ที่ส าคัญ เชื้ออาศัยแฟลเจลลาเพ่ือการเคลื่อนที่แบบควงสว่าน (screw-like) ท าให้เชื้อสามารถบุกรุก
เข้าไปในชั้นเยื่อเมือกบริเวณกระเพาะอาหารได้ (5) นอกจากนี้แฟลเจลลายังช่วยในการยึดเกาะกับ
เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร (6) ขณะที่ในเชื้อแบคทีเรียบางชนิดพบว่าแฟลเจลลามีส่วนส าคัญใน
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ (7-9) โดยพบว่าเมื่อเชื้อแบคทีเรียเหล่านั้นเริ่มกระบวนการสร้าง 
ไบโอฟิล์ม เชื้อจะสัมผัสพ้ืนผิวโดยอาศัยแฟลเจลลา ก่อให้เกิดการยึดเกาะระหว่างตัวเชื้อกับพ้ืนผิวและ
เกิดปฏิกิริยาไฟฟ้าสถิตย์ตามมา เชื้อ H. pylori สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ทั้งในหลอดทดลอง (10, 
11) และในร่างกายของสัตว์ทดลอง (12) เชื้อยังสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ในขณะที่อยู่ในร่างกายของ
มนุษย์ (12-16) การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียจะช่วยในการป้องกันตัวเชื้อจากระบบภูมิคุ้มกัน
ของสิ่งมีชีวิตที่เชื้ออาศัยอยู่ และช่วยให้เชื้อมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่ตึงเครียดต่างๆ เช่น ใน
กระเพาะอาหารที่มีความเป็นกรดสูง ภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลที่ถูกสร้างจากเซลล์ฟาโกไซต์  
นอกจากนี้การสร้างไบโอฟิล์มยังสามารถป้องกันตัวเชื้อจากการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ ส่งผลให้เชื้อ
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะและท าให้การรักษาการติดเชื้อเป็นไปได้ยากข้ึน ก่อให้เกิดการติดเชื้อเรื้อรังหรือการ
รักษาที่ล้มเหลวตามมา (12, 17, 18) 
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ยีน fliD ของ H. pylori มีหน้าที่ควบคุมการสร้าง flagellar capping protein (โปรตีน FliD 
หรือโปรตีน HAP2) ซึ่งมีขนาด 76 กิโลดัลตัน ยีน fliD เป็นองค์ประกอบหนึ่งของ fliD operon ซึ่ง

ประกอบด้วยยีนต่างๆ ได้แก่ ยีน flaG ยีน fliD และยีน fliS และถูกควบคุมโดย σ28-dependent 
promoter (19) โปรตีน FliD เป็นโปรตีนที่หุ้มส่วนปลายสุดของเส้นแฟลเจลลาของเชื้อ มีหน้าที่
ควบคุมกระบวนการพอลิเมอไรเซชันของโปรตีน flagellin ก่อให้เกิดการรวมตัวเป็นฟิลาเมนท์ใน
กระบวนการสร้างแฟลเจลลา (20) จากการศึกษาในหนูที่ติดเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มียีน fliD กลาย
พันธุ์ พบว่าโปรตีน FliD มีความส าคัญต่อความสามารถของเชื้อในการอยู่อาศัยในร่างกายของสิ่งมีชีวิต 
(colonization) และ การสร้างแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ (19, 21) 

ถึงแม้ว่าการเจริญเติบโตในรูปแบบไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เป็นปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่งที่
ท าให้เกิดการติดเชื้อเรื้อรังและยากต่อการรักษา อย่างไรก็ตามปัจจุบันข้อมูลที่อธิบายเกี่ยวกับกลไก
การควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ในระดับโมเลกุลยังมีจ ากัด การศึกษาหน้าที่ของยีน
บางตัวที่ควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อชนิดอ่ืนๆ พบว่าไม่มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  
H. pylori (14) เมื่อไม่นานมานี้มีการศึกษาวิเคราะห์โปรตีนของเชื้อ H. pylori ในขณะที่ด ารงอยู่ใน
สภาวะไบโอฟิล์ม พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มของแฟลเจลลา  (flagellar protein 
complex) ที่มากขึ้น โดยหนึ่งในโปรตีนที่แสดงออกนั้นคือโปรตีน FliD (22) ดังนั้นโปรตีน FliD จึง
อาจเป็นโปรตีนที่มีความส าคัญต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ด้วยเหตุนี้จึงเป็นที่มาของ
ความสนใจในการเลือกศึกษายีน fliD ที่อาจมีบทบาทควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 

ในการศึกษานี้ผู้วิจัยท าการสร้างเชื้อ H. pylori ให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่พบว่ามี
การแสดงออกขณะที่เชื้อด ารงอยู่ในสภาวะของไบโอฟิล์มจากการศึกษาที่ผ่านมา จากนั้นเปรียบเทียบ
ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มในหลอดทดลองโดยเปรียบเทียบกับ H. pylori สายพันธุ์ปกติ เพ่ือ
ศึกษาบทบาทของยีนดังกล่าวต่อการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ รวมไปถึงศึกษาโครงสร้าง
สามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  และ
เนื่องจากแฟลเจลลาเป็นโปรตีนที่ควบคุมการเคลื่อนที่และมีส่วนสนับสนุนการยึดเกาะของเชื้อต่อ
พ้ืนผิวต่างๆ (7, 23) ซึ่งทั้งสองขั้นตอนมีส่วนสัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์มในเชื้อแบคทีเรียบางชนิด
(9, 23) ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ศึกษาการเคลื่อนที่และการยึดเกาะต่อเซลล์ของเชื้อโดยเปรียบเทียบระหว่าง 
H. pylori สายพันธุ์ปกติและสายพันธุ์ที่มียีน fliD กลายพันธุ์   

ผลการศึกษาที่ได้ในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่ายีน  fliD มีความส าคัญในการควบคุมการสร้าง 
ไบโอฟิล์มที่สมบูรณ์ของเชื้อ H. pylori ดังนั้นโปรตีน FliD อาจสามารถน ามาใช้เป็นเป้าหมายในการ
พัฒนายาและวัคซีนที่จ าเพาะต่อแฟลเจลลาของเชื้อเพ่ือใช้ในการรักษาและช่วยในการป้องกันการติด
เชื้อ H. pylori ที่มีสาเหตุเกี่ยวข้องกับไบโอฟิล์มตามล าดับ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อกลุ่มประเทศก าลัง
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พัฒนาที่มีความชุกของการติดเชื้อชนิดนี้สูงเนื่องจากเป็นการลดโอกาสในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ
และช่วยลดปัญหาการดื้อยาในการรักษา ส่งผลให้การรักษามีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้นตามมา 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  

1.2.2 เพ่ือศึกษาบทบาทของยีน fliD ในการสร้างไบโอฟิล์มของ H. pylori ในหลอดทดลอง 

1.2.3 เพ่ือศึกษาผลกระทบของยีน fliD ต่อโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 

1.2.4 เพ่ือศึกษาผลกระทบของยีน fliD ต่อความสามารถในการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่อง
เสียง HEp-2 และต่อการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori  

 
1.3 แผนงานในการด าเนินการวิจัย 

1.3.1 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ด้วยวิธี inverse PCR mutagenesis (IPCRM) 

1.3.2 ทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ทั้งสายพันธุ์มาตรฐาน
และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในหลอดทดลองด้วยเทคนิค pellicle assay 

1.3.3 ทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่และความสามารถในการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุ
กล่องเสียง HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ทั้งสายพันธุ์มาตรฐานและสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ด้วยเทคนิค motility assay และเทคนิค adhesion assay ตามล าดับ 

1.3.4 เปรียบเทียบลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐานและสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

 
1.4 ค าถามงานวิจัย 

ยีน fliD มีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori การเคลื่อนที่ และการยึด
เกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 หรือไม ่
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1.5 สมมุติฐาน 

 จากการศึกษาในเชื้อบางชนิดพบว่าแฟลเจลลามีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ
และยังมีบทบาทส าคัญในการเกิด colonization ของจุลชีพก่อโรคหลายชนิดรวมถึงเชื้อ H. pylori 
และจากข้อมูลการศึกษาทาง proteomic analysis ของเชื้อ H. pylori ในอดีต พบว่าโปรตีน FliD ซ่ึง
อยู่ในกลุ่มของ flagellar protein complex มีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อเชื้อมีการสร้างไบโอฟิล์ม 
ดังนั้นยีน fliD ซึ่งควบคุมการสร้างโปรตีนดังกล่าวอาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  
H. pylori รวมไปถึงการเคลื่อนที่และการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ซึ่งเป็นกระบวนการ
ที่เก่ียวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อในระยะเริ่มต้น 

 

1.6 กรอบแนวความคิด 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
1.7 ขอบเขตของงานวิจัย 

 การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาบทบาทของยีน fliD ในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อ H. pylori โดยน าเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มาท าให้มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วย
วิธี  homologous recombination โดยใช้ เทคนิค  inverse PCR mutagenesis จากนั้นท าการ

H. pylori ATCC43504  H. pylori ATCC43504  
 

H. pylori ATCC43504 สายพันธุ์
ที่มียีน fliD กลายพันธุ์ 

เปรียบเทียบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม การเคลื่อนที่ และการยึดเกาะต่อ 
เซลล์ของเชื้อทั้ง 2 กลุ่ม 

ความสามารถใน 
การสร้างไบโอฟิล์ม 

 Pellicle assay 

ความสามารถใน 
การเคลื่อนที่ 

 Motility assay 

ความสามารถใน 
การยึดเกาะต่อเซลล์ 

 Adhesion assay 

ลักษณะโครงสร้าง 
ไบโอฟิล์ม 

 SEM analysis 

IPCRM 
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ทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่  ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผิว   HEp-2 
ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มในหลอดทดลอง และลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มด้วย
เทคนิค motility assay, เทคนิค adhesion assay เทคนิค pellicle assay และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดตามล าดับ โดยเปรียบเทียบผลระหว่างเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและเชื้อที่มี
การกลายพันธุ์ของยีน fliD 

 
1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.8.1 ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยช่วยอธิบายบทบาทของยีน  fliD ในการควบคุมการสร้าง 
ไบโอฟิล์มของของเชื้อ H. pylori และน าไปใช้เป็นพื้นฐานความรู้ในการศึกษากลไกระดับโมเกุลในเชิง
ลึกต่อไป  

1.8.2 ท าให้ทราบหน้าที่อ่ืนๆ ของแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ที่อาจเกี่ยวของกับพยาธิ
ก าเนดิ นอกเหนือจากหน้าที่ในการเคลื่อนที่และการมีส่วนช่วยในการ colonization ของเชื้อ 

1.8.3 จากการศึกษาพบว่ายีน fliD ซึ่งควบคุมการสร้างโปรตีน FliD หรือ filament cap 
protein มีส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori การศึกษาในอนาคต
อาจใช้โปรตีน FliD เป็นเป้าหมายในการพัฒนายาหรือวัคซีน เพ่ือใช้ในการรักษาหรือป้องกันการติด
เชื้อ H. pylori ตามล าดับ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการติดเชื้อที่สัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์ม ทั้งนี้ FliD 
เป็นโปรตีนที่มีความจ าเพาะกับเชื้อ H. pylori สูง และมีแนวโน้มที่ดีในการน ามาพัฒนาต่อยอดเป็น
เป้าหมายของยาและวัคซีนต่อตัวเชื้อ ซึ่งจะช่วยลดอุบัติการณ์การติดเชื้อ ลดปัญหาการดื้อต่อยาที่ใช้
ในการรักษา และเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาอีกทางหนึ่ง 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 การค้นพบ H. pylori 

เชื้อ Helicobacter pylori ได้ถูกค้นพบครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 1886 โดย Jaworski W นักวิจัย
ชาวโปแลนด์ได้พบเชื้อแบคทีเรียที่มีรูปร่างเกลียวอาศัยอยู่ในชั้นเยื่อเมือกของกระเพาะอาหารในผู้ป่วย
เพศชาย และเรียกจุลชีพนี้ว่า Vibrio rugula จากนั้นได้ตั้งสมมติฐานว่าเชื้อนี้อาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับ
การเกิดพยาธิสภาพของโรคกระเพาะอาหาร นอกจากนี้เขายังได้เขียนหนังสือที่มีชื่อว่า Handbook of 
Gastric Diseases ซึ่งเป็นการบันทึกเกี่ยวกับการศึกษาต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับจุลชีพชนิดนี้แต่ก็ยังไม่เป็น
ที่รู้จักแพร่หลาย (24) จนกระทั่งในปี ค.ศ.1970 Warren JR นักพยาธิวิทยาชาวออสเตรเลียได้บันทึก
ลักษณะของแบคทีเรียรูปร่างเกลียวที่พบในชั้นเยื่อเมือกของกระเพาะอาหารของผู้ป่วยที่มีการอักเสบ
ของเนื้อเยื่อ (25) ต่อมาในปี ค.ศ. 1975 Steer HW พบแบคทีเรียรูปร่างเกลียวเกาะอยู่บนเยื่อบุผิว
กระเพาะอาหาร จึงได้น ามาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ และพบเพียงเชื้อ Pseudomonas 
aeruginosa ที่เจริญเติบโต (26) จนกระทั่งในปี ค.ศ. 1982 Warren JR และ Marshall BJ สามารถ
เพาะเลี้ยงจุลชีพชนิดนี้ได้ส าเร็จเป็นครั้งแรกจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผู้ป่วยที่เป็นแผลเปื่อย
ล าไส้ และเรียกเชื้อชนิดนี้ว่า Campylobacter-Like Organism (CLO) ในระยะแรกของการค้นพบ
เชื้อได้ถูกจัดอยู่ในจีนัสของ Campylobacter และได้ตั้งชื่อว่า Campylobacter pyloridis ต่อมาได้
ถูกเปลี่ยนเป็น  Campylobacter pylori และท้ายที่สุ ดก็ถูกจัดแยกออกมาเป็นจีนัสใหม่คือ 
Helicobacter และได้ตั้งชื่อวิทยาศาสตร์ของเชื้อนี้ว่า Helicobacter pylori (H. pylori) เนื่องจากมี
ลักษณะทางพันธุกรรมที่จ าเพาะแตกต่างไปจากเชื้อในจีนัส Campylobacter (27) จากการศึกษาที่
ผ่านมายังได้อธิบายความเชื่อมโยงของเชื้อ H. pylori กับการเกิดพยาธิสภาพต่างๆในกระเพาะอาหาร 
(2, 24) จนกระทั่งได้กลายเป็นจุดเริ่มต้นของการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับกลไกต่างๆที่เป็นปัจจัยในการ
ก่อโรค และการศึกษาอ่ืนๆ ที่ท าให้เกิดองค์ความรู้ต่างๆ ที่เป็นประโยชน์จนถึงปัจจุบัน 

 
2.2 ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ H. pylori 

H. pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียรูปร่างเกลียว  ติดสีแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ เจริญเติบโตที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจนเจือจาง  (microaerophilic) ซึ่งประกอบด้วย
ออกซิเจน 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ 10 เปอร์เซ็นต์ และไนโตรเจน 85 เปอร์เซ็นต์ และไม่
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สามารถเจริญได้ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic) มีความยาว 2-4 ไมโครเมตร ความกว้าง 0.5-
1 ไมโครเมตร และความหนา 0.6 ไมโครเมตร โคโลนีของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งมีสีเหลือง
จนถึงเทาขุ่น ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 0.5-2 มิลลิเมตร (1) สามารถเคลื่อนที่ได้เนื่องจากมี
แฟลเจลลาที่มีปลอกหุ้ม (sheathed flagella) จ านวน 4-7 เส้น โดยแต่ละเส้นมีความยาวประมาณ 3 
ไมโครเมตร และอยู่ที่ปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์  (unipolar) ซึ่งแตกต่างจากเชื้อในกลุ่ม 
Campylobacter spp. ที่แฟลเจลลาไม่มีปลอกหุ้มและมีเพียงแฟลเจลลาเส้นบางๆ เพียงเส้นเดียวอยู่
ที่ปลายทั้ง 2 ด้านของเซลล์ (1) เชื้อ H. pylori สามารถสร้างเอนไซม์คาตาเลส เอนไซม์ยูรีเอส และ
เอนไซม์ออกซิเดสได้ เชื้ออาจมีรูปร่างลักษณะที่แตกต่างออกไปขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมที่เชื้อเจริญอยู่ 
กล่าวคือเมื่อท าการศึกษาจากเนื้อเยื่อที่เก็บได้จากกระเพาะอาหารบริเวณเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะ
อาหารและต่อมเยื่อเมือกจะพบเชื้อมีรูปร่างเกลียว ขณะที่หากท าการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
พบว่าเชื้อมีรูปร่างโค้งงอ (comma shapes หรือ U-shapes) ซึ่งเชื้อที่มีลักษณะนี้จะมีความรุนแรงใน
การก่อโรค สามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อ และกระตุ้นให้เกิดการอักเสบในสัตว์ทดลองได้ (1, 28) 
นอกจากนี้ยังสามารถพบรูปร่างแท่ง และหากท าการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองเป็นระยะเวลานาน 
หรือแยกเชื้อได้จากผู้ป่วยภายหลังที่ได้รับการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ อาจพบเชื้อที่มีรูปร่างกลม ซึ่งจะมี
ความรุนแรงในการก่อโรคต่ า (28, 29) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันพบว่าเชื้อที่มีรูปร่างกลมสามารถเพ่ิม
จ านวน ยึดเกาะกับพ้ืนผิวเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารของมนุษย์และบุกรุกเข้าไปในไซโทพลาซึมของ
เซลล์ได้ ซึ่งไม่แตกต่างจากเชื้อที่มีรูปร่างเกลียว เชื้อรูปร่างกลมสามารถแบ่งออกเป็น 5 แบบ ดังนี้ (30, 
31) 1.) เชื้อที่ตายแล้ว 2.) เชื้อที่ยังมีชีวิตและสามารถเพาะเลี้ยงได้ 3.) เชื้อที่ยังมีชีวิตแต่ไม่สามารถ
เพาะเลี้ยงได้ 4.) เชื้อซึ่งอยู่ ในกระบวนการถ่ายทอดสารพันธุกรรมระหว่างเซลล์ในแนวราบ 
(horizontal gene transfer) เพ่ือการคงอยู่ของสายพันธุ์ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ตรึงเครียด  และ  
5.) เชื้อที่สามารถยึดเกาะกับเซลล์ในลักษณะจับกันเป็นก้อน เนื่องจากเชื้อที่มีรูปร่างกลมสามารถ
ถ่ายทอดยีนของเชื้อเข้าไปในไซโทพลาซึมของเซลล์เยื่อบุผิวของโฮสต์ได้เช่นเดียวกับเชื้อที่มีรูปร่าง
เกลียว ยีนของเชื้อที่มีรูปร่างกลมจึงส่งผลให้เกิดแผลเปื่อยในกระเพาะอาหารมนุษย์รวมถึงโรคมะเร็ง
กระเพาะอาหาร (2, 31) H. pylori สามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ในน้ าทะเลและน้ าจืดนานหลายสัปดาห์ใน 
2 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบที่เชื้อมีรูปร่างกลมชนิดที่ยังมีชีวิตและสามารถเพาะเลี้ยงได้ และรูปแบบที่เชื้อ
มีรูปร่างกลมชนิดที่ยังมีชีวิตแต่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ ซึ่งสามารถด ารงชีวิตอยู่ได้นานมากกว่า 1 ปีขึ้น
ไป (13)  
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2.3 พยาธิสภาพ 

ในคนที่มีสุขภาพดีเมื่อได้รับเชื้อ H. pylori เข้าไปจะสามารถเกิดการติดเชื้อเฉียบพลันได้ โดย
เชื้อสร้างเอนไซม์ยูรีเอสในปริมาณที่มากและย่อยยูเรียในน้ าย่อยได้เป็นแอมโมเนียและไบคาร์บอเนต  
ท าให้กระเพาะอาหารมีความเป็นด่างมากขึ้น ส่งผลให้เชื้อสามารถอยู่รอดได้แม้ในสภาวะที่เป็นกรดแก่
ของกระเพาะอาหาร นอกจากนี้ยังส่งผลให้เกิดการหลั่งน้ าย่อยออกมามากขึ้นหลังจากที่ได้รับเชื้อไป
แล้ว 72 ชั่วโมง ท าให้เกิด epigastric discomfort  ในระดับต่างๆ ซึ่งสัมพันธ์กับปริมาณของน้ าย่อยที่
หลั่งออกมาและเกิดการอาเจียน ขณะที่อาการอ่ืนๆจะเกิดขึ้นตามมาภายหลังจากที่เชื้อกระตุ้นให้ เกิด
ภาวะไม่มีกรดเกลือในกระเพาะอาหารหรือ achlorhydria ซึ่งยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด แต่พบว่าการ
เกิดภาวะ achlorhydria อาจเกี่ยวข้องกับปัจจัยต่างๆ เช่น การที่เชื้อสร้างชีวพิษหรือไซโตไคน์ และ
การมีปริมาณแอมโมเนียเพ่ิมมากขึ้น จากยูเรียที่ถูกย่อยเป็นต้น (1) ซึ่งหากไม่ได้รับการรักษาตั้งแต่
เริ่มแรกของการติดเชื้อ หลังจากช่วงการติดเชื้อระยะฉับพลันผู้ป่วยจะพัฒนาไปสู่โรคกระเพาะอาหาร
อักเสบเรื้อรังโดยยังไม่มีอาการแสดง ในผู้ป่วยบางรายอาจมีอาการรุนแรงต่างๆ พัฒนาขึ้นตามมา ใน
ภายหลังมีรายงานว่าโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรังสามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เยื่อ
บุผิวกระเพาะอาหารโดยจะส่งผลต่อสมดุลระหว่างการเพ่ิมจ านวนและการตายของเซลล์แบบ  
apoptosis พบว่าปริมาณของเชื้อมีผลต่อการเกิดพยาธิสภาพ กล่าวคือหากปริมาณของเชื้อมีเพียง
เล็กน้อยจะสามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ แต่การได้รับเชื้อในปริมาณมากๆ โดย
มีอัตราส่วนระหว่างแบคทีเรียต่อเซลล์มากกว่า 100 ขึ้นไปจะส่งผลต่อการเกิด apoptosis ของเซลล์ที่
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และยังส่งผลต่อกระบวนการแบ่งเซลล์โดยท าให้เซลล์หยุดการแบ่งเซลล์ที่ระยะ 
G1 (32) การติดเชื้อ H. pylori ยังสามารถก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหารส่วนบน อ่ืนๆเช่น 
gastric adenocarcinoma, autoimmune gastritis, มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด B-cell lymphoma 
of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) เป็นต้น (33, 34)  

 
2.4 การติดต่อ 

การติดต่อของเชื้อ H. pylori สามารถติดต่อได้โดยตรงจากคนสู่คนโดยเกิดขึ้นได้ 3 รูปแบบ 
คื อ  oral–oral, fecal–oral หรื อ  gastro-oral (35) แต่ ส่ ว น ใหญ่ มั ก เ กิ ด จ ากการติ ดต่ อแบบ  
fecal–oral เป็นหลัก จากการศึกษาพบว่าสามารถแยกเชื้อ H. pylori ได้จากสิ่งตัวอย่างที่เป็นน้ าลาย 
สิ่งตัวอย่างจากกระเพาะอาหารและอุจจาระ ซึ่งผู้ป่วยหนึ่งคนสามารถพบเชื้อได้มากกว่า 1 จีโนไทป์ 
แหล่งเก็บกักของเชื้อในร่างกายได้แก่ ล าไส้ กระเพาะอาหาร และช่องปาก (36) และยังพบว่าต่อม
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ทอนซิลสามารถเก็บกักเชื้อได้เช่นเดียวกันและหากมีการผ่าตัดต่อมทอนซิลออกไปจะสามารถลดการ
ติดต่อเชื้อได้ (35) นอกจากนี้มนุษย์ยังสามารถติดเชื้อได้จากผลิตภัณฑ์อาหารที่อาจปนเปื้อนอุจจาระ
ของสัตว์ในระหว่างกระบวนการผลิตที่ไม่ถูกสุขลักษณะ (28) 

 แหล่งน้ าตามธรรมชาติถือเป็นแหล่งเก็บกักเชื้อที่ส าคัญอีกแหล่งหนึ่งซึ่งสามารถก่อให้เกิดการ
ติดต่อแพร่กระจายมาสู่คนได้ มีรายงานว่าประชากรที่ดื่มน้ าจากแม่น้ าหรือบ่อน้ าจะมีความเสี่ยงสูงใน
การติดเชื้อ H. pylori มากกว่าการดื่มน้ าประปา ดังนั้นการติดเชื้อจึงมักเกิดในกลุ่มประเทศก าลัง
พัฒนามากกว่าประเทศที่พัฒนาแล้ว เนื่องจากมีระบบการจัดการแหล่งน้ าดื่มที่ยังไม่ถูกสุขลักษณะ
(13) ดังเช่นในประเทศปากีสถาน ซึ่งมีการศึกษาพบว่าอัตราการติดเชื้อ H. pylori ที่สูงขึ้นในประเทศ
มีความสัมพันธ์กับการพบเชื้อในแหล่งน้ า โดยพบว่าเชื้อสามารถอยู่รอดได้เป็นระยะเวลานานในแหล่ง
น้ าที่มีการบ าบัดด้วยคลอรีน เนื่องมาจากเชื้อสามารถสร้างไบโอฟิล์มที่มีลักษณะลอยอยู่บนผิวน้ าได้  
(37) จึงเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อจากการดื่มน้ าที่มีการปนเปื้อนนั้นๆ 

 
2.5 ปัจจัยในการก่อโรค 

เชื้อ H. pylori มีปัจจัยส าคัญที่ช่วยในการก่อโรคและช่วยให้เชื้ออาศัยอยู่ได้ในกระเพาะ
อาหารที่มีความเป็นกรดแก่ เชื้อสามารถสร้างเอนไซม์ยูรีเอสในปริมาณที่มาก ซึ่งจะช่วยย่อยสลาย
ยูเรียในกระเพาะอาหาร เกิดผลผลิตที่เป็นแอมโมเนียและไบคาร์บอเนต ท าให้บริเวณโดยรอบตัวเชื้อมี 
pH ที่เป็นด่างมากขึ้น ซึ่งจากกลไกดังกล่าวท าให้เชื้อสามารถอยู่รอดได้ในกระเพาะอาหารที่มีความ
เป็นกรดแก่ประมาณ pH 1.5 (2, 38)  

เชื้อ H. pylori มีแฟลเจลลาที่มีปลอกหุ้ม 4-7 เส้นบริเวณปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์ ท า
ให้เชื้อสามารถเคลื่อนที่ได้อย่างรวดเร็วแบบควงสว่าน (screw-like motion) ผ่านชั้นเยื่อเมือกของ
เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารซึ่งมีความเหนียวและหนาเพ่ือเข้าไปอาศัยและเพ่ิมจ านวนเชื้อในบริเวณใต้
เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร (submucosa) ที่มีความเป็นกรดน้อยกว่า จากการศึกษาในหลอดทดลอง
พบว่าเชื้อจะมีการเคลื่อนที่มากขึ้นเมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความหนืด  ขณะที่ในสภาวะที่มี
ความเป็นกรด pH ต่ ากว่า 4 จะท าให้เชื้อมีการเคลื่อนที่ที่ผิดปกติ (27) การที่เชื้อมีประสิทธิภาพใน
การเคลื่อนที่มากข้ึนเมื่อเยื่อเมือกมีความหนืดสูง จะช่วยให้เชื้อมีโอกาสสามารถสัมผัสกับเซลล์เยื่อบุผิว
กระเพาะอาหารได้มากขึ้น เชื้อมากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ มักเลือกเกาะที่เยื่อเมือกกระเพาะอาหาร โดย
มีเพียง 2 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นที่เกาะอยู่ที่เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร (33) และเชื้อจะไม่เกาะที่เยื่อ
เมือกของล าไส้ (1) แฟลเจลลามีส่วนช่วยเชื้อในการอยู่อาศัยหรือ colonization ในสัตว์ต่างๆ เช่น 
หนูทดลอง (19, 39) โดยลักษณะของแฟลเจลลาที่ผิดปกติของเชื้อ H. pylori ส่งผลให้เชื้อไม่สามารถ
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อาศัยอยู่ในกระเพาะของหนูและลูกหมู (gnotobiotic piglets) (19, 40) ขณะที่เชื้อ H. pylori ที่
เคลื่อนที่ได้สามารถอาศัยอยู่ในกระเพาะอาหารของลูกหมูได้ในปริมาณที่มากกว่าและเป็นเวลาที่นาน
กว่าเชื้อที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ (40) เนื่องจากเชื้อ H. pylori มีความหลากหลายทางพันธุกรรมท าให้
เชื้อมีความหลากหลายของโปรตีนที่ช่วยในการยึดเกาะ (adhesins) ตัวอย่างของโปรตีนที่ช่วยในการ
ยึดเกาะที่ส าคัญและพบมาก ได้แก่ outer membrane proteins (OMPs) อาทิเช่น AlpA, AlpB, 
BabA, SabA, และ HopZ (41) NAP และ neuraminyl-lactose-binding hemagglutinins (NLBH) 
(42) เมื่อเชื้อเข้าไปในร่างกายของคนเชื้อจะยึดเกาะกับ receptors ซึ่งอยู่บนเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะ
อ า ห า ร แ ล ะ มี ค ว า ม จ า เ พ า ะ กั บ ตั ว เ ชื้ อ  receptors ที่ ส า คั ญ อ า ทิ เ ช่ น  Lewis B, 
antigenphosphatidylethanolamine และ ganglioside GM3 นอกจากนี้ เชื้อยังสามารถสร้าง 
Lewis X antigen ท าให้เชื้อมีความคล้ายคลึงกับเนื้อเยื่อของโฮสต์ และสามารถหลบหลีกการท าลาย
จากภูมิคุ้มกันของโฮสต์ได้ (1, 33) การติดเชื้อ H. pylori จะเกิดความรุนแรงมากขึ้นในกรณีที่เชื้อ
สามารถสร้างโปรตีนที่มีชื่อว่า CagA ซึ่งเป็นสารพิษต่อเซลล์ (cytotoxins) และถูกควบคุมการสร้าง
โดยยีน  cytotoxin-associated gene A (cagA) ที่อยู่บน  cagA pathogenicity island (cag-PAI) 
(43) เมื่อเกิดการติดเชื้อ H. pylori ในร่างกายเชื้อจะปล่อยโปรตีน CagA เข้าสู่เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะ
อาหารผ่านทาง type IV secretory system (T4SS) ของเชื้อ (43) ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงต่างๆ 
ภายในเซลล์ อาทิเช่น การเรียงตัวของ cytoskeleton ภายในเซลล์ที่ท าให้เกิดลักษณะที่เรียกว่า 
hummingbird การเพ่ิมจ านวนและการตายของเซลล์ จากการศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ H. pylori 
สายพันธุ์ที่สร้างโปรตีน CagA มักพบการถูกท าลายของเยื่อเมือกกระเพาะอาหารและเกิดการอักเสบ
มากกว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อสายพันธุ์ที่ไม่สร้างโปรตีน CagA (44) 

Vacuolating cytotoxin A (VacA) เป็นอีกปัจจัยก่อโรคที่ส าคัญของเชื้อ H. pylori โปรตีน
ชนิดนี้สามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการที่น ามาสู่พยาธิสภาพต่างๆ ภายในเซลล์ของโฮสต์ เช่น การ
เกิดช่องว่างในเซลล์ (vacuolation) การเกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ การรบกวนการท างานของเอนโดโซม 
และ/หรือไลโซโซม การตายของเซลล์ และรบกวนสมดุลของระบบภูมิคุ้นกัน โปรตีน VacA ยังมีความ
เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของโรคกระเพาะอักเสบที่เพ่ิมขึ้น  โดยสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนอง
ต่อกระบวนการก่อนการอักเสบ (pro-inflammatory responses) ของเซลล์ต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกัน 
(1, 43, 44) นอกจากนี้ยังมีปัจจัยในการก่อโรคอ่ืนๆ ซึ่งสามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพหลังการติดเชื้อ  
H. pylori ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 ปัจจัยท่ีช่วยในการก่อให้เกิดโรคของเชื้อ H. pylori (27) 
 

ปัจจัยในการก่อโรค ผลกระทบ 

แฟลเจลลา การเคลื่อนไหวผ่านชั้นเยื่อเมือก 

ยูรีเอส การเจือจางความเป็นกรดภายในกระเพาะอาหาร และเป็นพิษ
ต่อเซลล์เยื่อบุและสร้างความเสียหายตอ่รอยต่อระหว่างเซลล์ 
(tight junction) 

โปรตีนที่ช่วยในการยดึเกาะ การยึดเกาะของตัวเชื้อกับเซลล์กระเพาะอาหาร 

เอนไซม์ย่อยโปรตีน 

 

การท างานของเอนไซม์  glucosulfatase ในการท าลายเมือก
ในกระเพาะอาหาร  

โปรตีน Cag A 

 

สัมพันธ์กับการเกิดแผลเปื่อยกระเพาะและโรคกระเพาะอกัเสบ
รุนแรง 

โปรตีน Vac A เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารถกูท าลาย 

Phospholipase A ฟอสโฟลิพิดซึ่งเป็นส่วนประกอบของเยือ่หุ้มเซลล์ถูกท าลาย 

Alcohol dehydrogenase เยื่อเมือกกระเพาะอาหารเสียหาย 

 

2.6 ระบาดวิทยาของการติดเชื้อและอุบัติการณ์ของการเกิดโรคมะเร็งที่มีสาเหตุมาจาก H. pylori 

 จ านวนของผู้ที่มี H. pylori อาศัยอยู่ในร่างกายมีมากกว่าครึ่งหนึ่งของประชากรโลกทั้งหมด
(2) โดยความชุกของเชื้อมีความแตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ จากการศึกษาพบว่าประชากรที่มีการ
ติดเชื้อ H. pylori ส่วนมากอยู่ในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนาซึ่งพบอัตราการติดเชื้อสูงถึง 80 เปอร์เซ็นต์ 
ของจ านวนประชากรในประเทศนั้นๆ และส่วนใหญ่อยู่ในวัยเด็ก (2) ซึ่งอาจเกิดจากการดื่มนมที่ผ่าน
กระบวนการท าให้ปราศจากเชื้อที่ไม่เหมาะสม (28) และการติดเชื้อจะคงอยู่ไปตลอดชีวิตหากไม่ได้รับ
การรักษา และยังพบว่าประเทศก าลังพัฒนาจะมีจ านวนของผู้ติดเชื้อที่ไม่แสดงอาการคงที่  ขณะที่
ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมาประเทศอุตสาหกรรมจะมีจ านวนของผู้ติดเชื้อที่ไม่แสดงอาการที่ลดลง  ซึ่ง
น่าจะเกี่ยวข้องกับการมีสุขลักษณะและสุขภาวะที่ดีโดยเฉพาะในวัยเด็ก และการได้รับการรักษาด้วย
ยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม (18) ส าหรับประเทศไทยมีอัตราการติดเชื้อ H. pylori เท่ากับ 57 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งพบมากในกลุ่มประชากรที่มีอายุ 30-49 ปี และพบน้อยในกลุ่มเด็กท่ีมีอายุ 5-9 ปี (45)  

 ในปี ค.ศ. 1994 องค์การวิจัยโรคมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research 
on Cancer) ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งขององค์การอนามัยโลก หรือ World Health Organization (WHO) ได้
จัดให้ H. pylori เป็นสารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 (4) หมายถึงสารหรือสารผสมที่ก่อให้เกิดมะเร็งแก่มนุษย์ 
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(46) โดยที่มะเร็งในกระเพาะอาหารจัดเป็นสาเหตุที่ท าให้เสียชีวิตเป็นอันดับที่ 2 และ 4 ในเพศชาย
และหญิงตามล าดับ (3) ในปี ค.ศ. 2008 พบว่าเพศชายมีอัตราป่วยเป็นโรคมะเร็งในกระเพาะอาหาร
มากกว่าเพศหญิงถึง 2 เท่า และผู้ป่วยเป็นโรคมะเร็งในกระเพาะอาหารจะมีอัตราการเสียชีวิตมากกว่า 
70 เปอร์เซ็นต์ โดยพบอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งในกระเพาะอาหารสูงในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนา 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศในแถบเอเชียตะวันออก ยุโรปตะวันออก และอเมริกาใต้ (47) อย่างไรก็
ตามแม้ว่าประเทศไทยจะมีอัตราการติดเชื้อ H. pylori ที่ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับประเทศจีน หรือ
ประเทศญี่ปุ่นซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้ว แต่อัตราการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหารของ
ประเทศไทยอยู่ในระดับที่ต่ ากว่าทั้งสองประเทศนี้ เนื่องจากปัจจัยทางพันธุกรรมของประชากร รวมไป
ถึงพฤติกรรมการรับประทานอาหารที่แตกต่างกันในแต่ละประเทศ (48) 

 
2.7 การรักษา 

 การรักษาโรคติดเชื้อ H. pylori มีความส าคัญต่อการป้องกันการเกิดโรคแผลเปื่อยกระเพาะ
อาหารและโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (49, 50) ในปี ค.ศ. 2005 European Helicobacter Study 
Group (EHSG) ได้ก าหนดแนวทางและทางเลือกในการรักษาการติดเชื้อ H. pylori ในงานประชุม 
Maastricht ครั้งที่ 3 ซึ่งก าหนดให้ใช้การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสามขนาน  (triple therapy)  
เป็นทางเลือกอันดับแรกในการรักษาการติดเชื้อ โดยยาต่างๆ ประกอบไปด้วยยายับยั้งการหลั่งกรด 
(proton pump inhibitor; PPI) ยา clarithromycin และยา amoxicillin หรือยา metronidazole 
(51) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่าการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสามขนานมีประสิทธิภาพในการ
รั กษ าต่ า  ดั ง นั้ น คณะกรรมกา รจ ากง านประชุ ม  Maastricht และ  American College of 
Gastroenterology จึงได้แนะน าแนวทางในการใช้ยาส าหรับการรักษาการติดเชื้อ H. pylori เพ่ิมเติม
เพ่ือเป็นทางเลือกอันดับแรกอีกทางเลือกหนึ่ง (52) เรียกว่าการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสี่ขนาน 
(quadruple therapy) ประกอบด้วยยายับยั้ งการหลั่งกรด ยาบิสมัท ยา tetracycline และยา 
metronidazole (53) ส าหรับข้อแนะน าของ Asia–Pacific Consensus ครั้งที่ 2 ในปี ค.ศ. 2009 ได้
ก าหนดให้การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสามขนานเป็นทางเลือกอันดับแรกในการรักษาการติดเชื้อ  
H. pylori และใช้การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสี่ขนานเป็นทางเลือกอันดับสองเมื่อการรักษาด้วยยา
ปฏิชีวนะแบบสามขนานไม่ประสบความส าเร็จ  (54) ปัจจุบันพบปัญหาเชื้อ  H. pylori ดื้อยา 
clarithromycin และย า  metronidazole เ พ่ิ ม สู ง ขึ้ น  (54-56) โ ด ยพบ อัต ร าก า รดื้ อ ต่ อ ย า 
clarithromycin ในหลายประเทศทั่วโลกและมีความถี่ของการดื้อต่อยาที่แตกต่างกัน ได้แก่ ทวีป
อเมริกาเหนือ 12 เปอร์เซ็นต์ เอเชียตะวันออก 13 เปอร์เซ็นต์ และยุโรปมากกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ (57) 
ส าหรับการดื้อต่อยา metronidazole ในประเทศก าลังพัฒนาสามารถพบได้ทั้งในเพศชายและเพศ



 

 

13 

หญิงซึ่งมีอัตราการดื้อต่อยาดังกล่าวไม่แตกต่างกันคือ 20-30 เปอร์เซ็นต์ (57) และพบค่อนข้างสูงใน
ประเทศที่เจริญแล้ว ได้แก่ ประเทศแคนาดา (58) และสหรัฐอเมริกา (59) ซึ่งมีอัตราการดื้อต่อยา
ประมาณ 40 และ 20 ถึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ดังนั้นจึงมีการศึกษาในการเพ่ิมยา
ปฏิชีวนะอีกหนึ่งชนิดคือยา nitroimidazole เพ่ือใช้ในการรักษาร่วมกับยาปฏิชีวนะแบบสามขนานที่
มีอยู่เดิม เรียกว่า “non-bismuth quadruple therapy” พบว่าการรักษาโดยเพ่ิมยาดังกล่าวท าให้
ประสิทธิภาพในการรักษาดีขึ้น ถึงแม้ว่าปัญหาการดื้อต่อยา clarithromycin ที่สูงขึ้นอาจส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการรักษาด้วยยาในกลุ่ม non-bismuth quadruple therapy แต่จากการศึกษาของ 
Gisbert JP และคณะในปี ค.ศ. 2011 พบว่าประสิทธิภาพในการรักษาที่ลดลงเกิดขึ้นน้อยกว่ามากเม่ือ
เปรียบเทียบกับประสิทธิภาพที่ลดลงจากการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสามขนาน (60) นอกจากนี้ยา 
levofloxacin ยังสามารถน ามาใช้แทนยา clarithromycin เพ่ือเป็นการแก้ไขปัญหากรณีเชื้อดื้อยา 
clarithromycin (61)  

 
2.8 ไบโอฟิล์ม 

ในปี ค.ศ. 1684 Leewenhoek AV ได้สังเกตเห็นกลุ่มเชื้อจุลชีพบนคราบฟันของตนเองโดย
ใช้กล้องจุลทรรศน์ที่ประดิษฐ์ขึ้น และตั้งชื่อสิ่งที่พบว่า animicule ในปี ค.ศ. 1933 Henrici AT พบว่า
แบคทีเรียที่อยู่ในน้ าส่วนใหญ่ไม่ได้ลอยอยู่อย่างอิสระ แต่มักเจริญโดยเกาะกับพ้ืนผิวต่างๆ (62) ในปี 
ค.ศ. 1943 Costerton และคณะ (63) ได้เสนอทฤษฎีเกี่ยวกับการสร้างไบโอฟิล์ม โดยอธิบายว่าเชื้อ
ส่วนใหญ่มักเจริญเติบโตในไบโอฟิล์มและจะยึดเกาะกับพ้ืนผิวซึ่งเป็นแหล่งน้ าและมีอาหารสมบูรณ์ ใน
กรณีที่เป็นเชื้อชนิดเดียวกันพบว่าการยึดเกาะนี้จะมีความแตกต่างกับการที่เชื้อลอยอยู่อย่างอิสระ 
(planktonic) ซึ่งข้อมูลส่วนใหญ่ได้จากการศึกษาแหล่งน้ าตามธรรมชาติด้วยกล้องจุลทรรศน์  พบว่า
มากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อแบคทีเรียจะมีการเจริญในรูปแบบของไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวที่แตกต่าง
กันและยังสามารถพบไบโอฟิล์มได้ทั่วไปตามสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ ยกเว้นน้ าใต้ดินและก้น
มหาสมุทร (64)  

มีผู้ให้ค าจ ากัดความของไบโอฟิล์มไว้อย่างกว้างขวางโดยในปี ค.ศ. 1976 Marshall KC ได้ให้

ค าจ ากัดความไว้ว่า “ไบโอฟิล์มเป็นโพลิเมอร์ของเส้นไยเส้นเล็กๆ ที่สร้างออกมาอยู่ภายนอกเซลล์ของ

จุลชีพ” (65) นอกจากนั้นยังมีค าจ ากัดความอ่ืนๆ อาทิเช่น “ไบโอฟิล์มเป็นความสัมพันธ์ของเชื้อกับ

ส่วนประกอบของเซลล์ที่ใช้ในการยึดเกาะกับพ้ืนผิวทั้งที่เป็นสารธรรมชาติและไม่ใช่สารธรรมชาติ” 
(64) กลไกการสร้างไบโอฟิล์มประกอบไปด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 1.) การเริ่มต้นการสร้างไบโอฟิล์ม 
2.) การเจริญของไบโอฟิล์ม 3.) การรักษาสภาพของไบโอฟิล์ม และ 4.) การแยกตัวออกจากไบโอฟิล์ม 
การสร้างไบโอฟิล์มเริ่มจากกระบวนการที่เชื้อใช้ glycocalyx ซึ่งเป็น exopolysacchalide  (EPS) 
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เกาะติดกับพ้ืนผิวประเภทพอลีเมอร์ โดยอาจเป็นการยึดเกาะแบบผันกลับไม่ได้ (irreversible) หรือ
แบบผันกลับได้ (reversible) ต่อมาเซลล์มีการเพ่ิมจ านวนเป็นโคโลนีขนาดเล็กภายในไบโอฟิล์ม และ
มีเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระอ่ืนๆ เข้ามายึดเกาะ ท าให้เกิดการเจริญของไบโอฟิล์มในลักษณะสามมิติ 
เชื้อที่อยู่ภายในไบโอฟิล์มที่สมบูรณ์สามารถแยกตัวออกมาจากโคโลนีในไบโอฟิล์มกลายเป็นเชื้อที่ลอย
อยู่อย่างอิสระ และเมื่อเชื้อไปอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม เช่น มีสารอาหารเพียงพอ หรือมี
พ้ืนผิวให้ยึดเกาะ เชื้อจะสามารถเปลี่ยนสถานะไปยึดเกาะกับพ้ืนผิวแล้วเริ่มสร้างไบโอฟิล์มขึ้นใหม่  
(รูปที่ 1) (66) โดยเชื้อจะใช้ส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์ อาทิเช่น extracellular matrix หรือ 
exopolysaccharide, glycocalyx polymers ในการยึดเกาะพ้ืนผิว (63, 66-69)  

 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 1 ขั้นตอนการเกิดไบโอฟิล์ม (66) เซลล์เชื้อแบคทีเรียลอยอยู่อย่างอิสระสามารถยึดเกาะกับ
พ้ืนผิวต่างๆ และยึดเกาะกันกับเซลล์แบคทีเรียอ่ืนๆ เพ่ือสร้างเป็นโคโลนีขนาดเล็กภายในไบโอฟิล์ม 
การเจริญของโครงสร้างไบโอฟิล์มสามมิติสามารถเกิดขึ้นได้ทั้งจากการเพ่ิมจ านวนของเซลล์แบคทีเรีย
ภายในโคโลนีเองและจากเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระจากภายนอกเข้ามายึดเกาะในไบโอฟิล์ม  เซลล์
แบคทีเรียในไบโอฟิล์มสามารถแยกออกมาจากโคโลนีในไบโอฟิล์มกลายเป็นเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระ  
และเมื่อเชื้อไปอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม เชื้อจะสามารถเปลี่ยนสถานะไปยึดเกาะกับพ้ืนผิว
แล้วเริ่มสร้างไบโอฟิล์มขึ้นใหม่ 

 

โครงสร้างของไบโอฟิล์มประกอบด้วยส่วนประกอบหลัก  ได้แก่ ตัวเชื้อจุลชีพ  และ 
exopolysaccharide ซึ่งเป็นส่วนประกอบของน้ าตาล ท าให้โครงสร้างไบโอฟิล์มมีลักษณะหนืด
ยืดหยุ่นและมีลักษณะคล้ายยาง (64) โดยพบว่าอาจเป็นเยื่อบางชั้นเดียวหรือหลายชั้นที่ประกอบด้วยรู
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ซึ่งเป็นทางผ่านของน้ า ไบโอฟิล์มอาจมีประจุเป็นกลางหรือประจุลบสูง ลักษณะส าคัญอย่างหนึ่งของ 
exopolysaccharide คือความ เป็ นประจุ ลบที่ เ กิ ดจากการที่ มี ก รดยู โ รนิ ค  (d-glucuronic,  
d-galacturonic และ mannuronic acid) เป็นส่วนประกอบ นอกจากนี้ exopolysaccharide ยัง
ช่วยในการดึงน้ าจ านวนมากเข้าสู่ไบโอฟิล์มด้วยพันธะไฮโดรเจนผ่านทางรู  ซึ่งเป็นทางผ่านของ
สารอาหาร ออกซิเจน และสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กจากท่ีหนึ่งไปยังอีกท่ีหนึ่ง (65) เชื้อที่อยู่ในไบโอฟิล์มอาจ
เกิดจากการรวมกลุ่มของเชื้อสายพันธุ์เดียวกัน หรือเชื้อหลายสายพันธุ์ ซึ่งการรวมกลุ่มแบบหลังนี้มัก
พบในธรรมชาติทั่วไป ส่วนการรวมกลุ่มของเชื้อสายพันธุ์เดียวมักก่อให้เกิดการติดเชื้อ หรือเกาะบน
อุปกรณ์ทางการแพทย์ จึงท าให้เชื้อกลุ่มนี้เป็นที่สนใจในการศึกษาค้นคว้าในปัจจุบัน (66) การยึดเกาะ
ของเชื้อสามารถยึดเกาะได้ทั้งพ้ืนผิวที่เป็นสารธรรมชาติและไม่ใช่สารธรรมชาติ  (66) โดยสามารถยึด
เกาะบนพ้ืนผิวเรียบได้ง่ายกว่าพ้ืนผิวหยาบ และมีโครงสร้างของไบโอฟิล์มที่แข็งแรงยากต่อการท าลาย 
ในขณะที่ไบโอฟิล์มที่เกาะบนผิวหยาบจะมีความแข็งแรงน้อยและง่ายต่อการถูกท าลายได้มากกว่า 
(64) เนื่องจากความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มท าให้เชื้อสามารถอยู่รอดได้จากสิ่งแวดล้อมที่เป็น
พิษ รวมถึงถูกท าลายด้วยยาปฏิชีวนะซึ่งถือเป็นลักษณะส าคัญของไบโอฟิล์ม  โดยอาจพบได้ 2 
ลักษณะคือ 1.) การทนต่อยาปฏิชีวนะคือยาปฏิชีวนะไม่สามารถท าลายเชื้อได้ถึงแม้ว่าเชื้อจะไม่
สามารถเจริญเติบโตในสภาวะที่มียาปฏิชีวนะและ 2.) การดื้อต่อยาปฏิชีวนะคือเชื้อสามารถ
เจริญเติบโตในสภาวะที่มียาปฏิชีวนะ (70) ตัวอย่างเช่นเชื้อในกลุ่ม Staphylococci ที่สามารถ
สร้างไบโอฟิล์มได้จะดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์  แต่จะไวต่อยาที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งการสังเคราะห์กรดไรโบนิวคลีอิกและโปรตีน ในขณะที่เชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระมีความไวต่อยา
ทั้งสองกลุ่ม (36) จึงอาจกล่าวได้ว่ายาปฏิชีวนะทั่วไปที่สามารถยับยั้งการติดเชื้อโดยการท าลายเชื้อที่
ลอยอยู่อย่างอิสระ แต่อาจไม่สามารถท าลายเชื้อที่อยู่ในไบโอฟิล์มได้  ดังนั้นเมื่อหยุดการรักษา  
ไบโอฟิล์มจึงเป็นตัวการส าคัญที่ท าให้เกิดการติดเชื้อซ้ าหรือเกิดการติดเชื้อเรื้อรัง  ซึ่งการติดเชื้อยังคง
อยู่ต่อไปจนกว่าจะน าไบโอฟิล์มของเชื้อออกจากร่างกาย (71)  

การที่เชื้อในไบโอฟิล์มไม่สามารถถูกยับยั้งด้วยยาปฏิชีวนะ อาจมีสาเหตุดังต่อไปนี้ 1.) สสาร
ต่างๆ ที่เป็นส่วนประกอบของไบโอฟิล์มอาจส่งผลให้ยาปฏิชีวนะแพร่เข้าสู่ไบโอฟิล์มช้าลง  (72) เช่น 
alginate ซึ่งเป็นส่วนประกอบของไบโอฟิล์มของเชื้อ P. aeruginosa และมีลักษณะเป็นประจุลบ
สามารถจับกับประจุบวกของยาปฏิชีวนะในกลุ่ม aminoglycoside ส่งผลให้การแพร่ของยาดังกล่าว
ช้าลง (73) การที่ยาค่อยๆ แพร่ผ่านชั้นของ exopolysaccharide ในไบโอฟิล์มส่งผลให้เชื้อสัมผัสกับ
ยาเป็นเวลานาน หรือเจือจางความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะจนมีความเข้มข้นที่เซลล์เชื้อที่อยู่ด้านบน
ของไบโอฟิล์มสามารถทนและอยู่รอดก่อนที่ยาจะแพร่ไปถึงเซลล์แบคทีเรียที่อยู่ชั้นล่างสุดของ 
ไบโอฟิล์ม อาจส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการแสดงออกของยีนต่างๆที่ก่อให้เกิดการดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้ 
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(74, 75) 2.) เอนไซม์ที่เชื้อสร้างขึ้นภายในไบโอฟิล์มสามารถยับยั้งการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ  มี
การศึกษาพบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่เจริญในไบโอฟิล์มมีการแสดงออกของยีน ampC เพ่ิมขึ้นและ

หลั่งเอนไซม์ AmpC beta-lactamase ท าให้ความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะต่างๆ ในกลุ่ม β-lactam 
ภายในไบโอฟิล์มลดลงและยับยั้งการออกฤทธิ์ของยาดังกล่าว (76) และท าให้เชื้อสามารถทนต่อยา
ปฏิชีวนะได้ (70) 3.) อัตราการเจริญของเชื้อและความเข้มข้นของออกซิเจนที่ลดลงเมื่อเชื้ออาศัยอยู่
บริเวณชั้นล่างสุดของไบโอฟิล์ม โดยพบว่าการเจริญของเชื้อ การสังเคราะห์โปรตีน กระบวนการ 
เมทาบอลิซึมของเชื้อสามารถเกิดได้มากที่สุดบริเวณชั้นนอกสุดของไบโอฟิล์มและจะค่อยๆลดลงเมื่อ
เชื้ออยู่ในบริเวณชั้นในของไบโอฟิล์ม รวมไปถึงความเข้มข้นของออกซิเจนซึ่งจะมีความเข้มข้นสูงมาก
บริเวณชั้นนอกสุดของไบโอฟิล์ม และจะค่อยๆลดลงและเข้าสู่สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนบริเวณชั้นในสุด
ของไบโอฟิล์มซึ่งท าให้เชื้อไม่มีการเจริญเติบโตและหยุดกระบวนการแมทาบอลิซึมในที่สุด  ส่งผลให้
เชื้ออยู่ในสภาวะจ าศีลและไม่ถูกท าลายจากยาปฏิชีวนะเนื่องจากเป้าหมายของยาปฏิชีวนะคือการ
ออกฤทธิ์ต่อกระบวนทางชีวเคมีต่างๆที่เชื้อใช้ในการเจริญ (70) 4.) การกลายพันธุ์ในระดับพันธุกรรม
ของเชื้อที่เจริญในไบโอฟิล์มซึ่งสามารถถ่ายทอดสู่เซลล์แบคทีเรียรุ่นต่อไปโดยกระบวนการถ่ายทอด
สารพันธุกรรมระหว่างเซลล์ในแนวราบภายในไบโอฟิล์ม (77) สามารถพบได้ในเชื้อต่างๆ เช่น  
P. aeruginosa (78), Streptococcus pneumonia (79) และ S. aureus (80) ซึ่งภาวะถูกออกซิไดซ์
เกินสมดุลที่เกิดขึ้นภายในไบโอฟิล์มเป็นสาเหตุหนึ่งที่สามารถกระตุ้นให้เกิดการกลายพันธุ์ในระดับยีน
ของเชื้อและส่งผลให้เกิดการดื้อต่อยาปฎิชีวนะ โดยอนุมูลอิสระที่ถูกสร้างขึ้นในไบโอฟิล์มจะไปท าลาย
ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย แม้ว่าโดยทั่วไปเชื้อจะมีกลไกซ่อมแซมดีเอ็นเอดังกล่าวให้สามารถกลับมา
ท างานได้ตามปกติ อย่างไรก็ตามหากมีการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่ผิดปกติจะส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ์
ของเชื้อในระดับพันธุกรรม (78) มีการศึกษาพบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่เจริญในไบโอฟิล์มมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมเนื่องจากเกิดความผิดปกติของกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอซึ่งเกิดขึ้นใน
ภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลและเป็นสาเหตุที่ท าให้เชื้อดื้อต่อยาปฎิชีวนะ (78) นอกจากนี้เชื้อที่เจริญ
ในสภาวะไบโอฟิล์มยังมีการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น เอนไซม์คาตาเลสลดลง (81) ส่งผลให้เกิด
ความไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นกับสารต้านอนุมูลอิสระและท าให้เกิดภาวะถูกออกซิไดซ์
เกินสมดุลตามมา 

 

2.9 การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 

 กระบวนการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori มีความคล้ายคลึงกับเชื้อจุลชีพอ่ืนๆ ดังที่
กล่าวมาข้างต้น โดยเริ่มจากการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของเชื้อ H. pylori แต่ละตัวและรวมตัวกันจนเกิด
เป็นโคโลนีขนาดเล็ก จากนั้นโคโลนีเหล่านี้จะรวมกันและเจริญเป็นไบโอฟิล์มในลักษณะสามมิติ  เชื้อ 
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H. pylori สามารถยึดเกาะและสร้างไบโอฟิล์มได้บนพ้ืนผิวที่เป็นแก้ว เหล็กกล้าไร้สนิม เหล็กหล่อและ
ดิน  โดยจะสร้างไบโอฟิล์มบริเวณรอยต่อระหว่างอากาศและของเหลวของพ้ืนผิวนั้น  ภายใต้สภาวะที่
หยุดนิ่งหรือถูกเขย่าตลอดเวลา อย่างไรก็ตามเชื้อ H. pylori ไม่สร้างไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวประเภท
พลาสติก (14) มีการศึกษาโครงสร้างของไบโอฟิล์มพบว่าประกอบด้วยชั้นหนาหลายชั้นซ้อนกันและมี
รูจ านวนมากซึ่งเป็นทางผ่านเข้าออกของสารอาหารและน้ า  เยื่อเมือกที่มีมากในกระเพาะอาหารจะ
ช่วยให้เชื้อ H. pylori ที่ลอยอยู่อย่างอิสระเพ่ิมจ านวนมากข้ึนแต่ไม่มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ 
ในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติเชื้อมักด ารงอยู่ในสภาวะไบโอฟิล์มเป็นหลัก แต่เชื้อที่อยู่ในชั้นเยื่อเมือกใน
กระเพาะอาหารของมนุษย์มักอยู่ในรูปแบบของเชื้อที่ลอยอยู่อิสระมากกว่าการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุ
ผิวกระเพาะอาหาร เนื่องจากเมือกในกระเพาะอาหารมีหน้าที่ป้องกันการยึดเกาะของเชื้อกับเซลล์เยื่อ
บุผิวกระเพาะอาหารและยังสามารถท าให้เชื้อที่เกาะบนเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารอยู่เดิมหลุดออก
จากเซลล์ได้ (12, 14) จากการศึกษาพบว่าลักษณะของเซลล์เชื้อ  H. pylori ขณะที่ด ารงอยู่ใน
สภาวะไบโอฟิล์มสามารถพบได้ 3 ลักษณะ ได้แก่ 1.) เซลล์เชื้อที่มีรูปร่างเกลียว 2.) เซลล์เชื้อที่มี
รูปร่างเกลียวร่วมกับรูปร่างกลม และ 3.) เซลล์เชื้อที่มีรูปร่างกลม (82) โดยเชื้อ H. pylori สามารถ

สร้างไบโอฟิล์มได้ในรูปแบบต่างๆ ดังนี้ “pellicle” คือลักษณะของไบโอฟิล์มที่จับตัวเป็นกลุ่ม ลอย
บนผิวน้ าบริเวณระหว่างของเหลวและอากาศและไม่สามารถยึดเกาะบนผิวแก้ว  (83) “attached 
biofilm” คือลักษณะของไบโอฟิล์มที่เกาะบนผิวแก้วบริเวณรอยต่อระหว่างของเหลวกับอากาศ  (10) 
นอกจาก pellicle และ attached biofilm เชื้อ H. pylori ยังสามารถสร้างไบโอฟิล์มในรูปแบบที่
เรียกว่า “floc” คือลักษณะของไบโอฟิล์มที่จับตัวเป็นก้อนเล็กๆ ไม่สามารถยึดเกาะบนผิวแก้วและ
กระจายตัวอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อถูกเลี้ยงในสภาวะถูกเขย่าตลอดเวลา  (75) จากการวิเคราะห์ 
ไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori พบว่าส่วนประกอบหลักของไบโอฟิล์มประกอบไปด้วยพอลิแซ็กคาไรด์  
ได้แก่น้ าตาลกลูโคส กาแล็กโตส  น า้ตาล fucose โมเลกุล glycero-manno-heptose โมเลกุล  
N-acetylglucosamine และโมเลกุล N-acetylmuramic acid นอกจากนี้ยังมีส่วนประกอบของ
กรดอะมิโนและไขมัน ได้แก่ tetradecanoic acid (คาร์บอน 14 อะตอม) และ hexadecanoic acid 
(คาร์บอน 16 อะตอม) (17) ในปี ค.ศ. 1999 Stark และคณะได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการสร้าง 
ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม ข อ ง เ ชื้ อ  H. pylori ส า ย พั น ธุ์ ม า ต ร ฐ า น  ATCC 43504 พ บ ว่ า มี ก า ร ส ร้ า ง 
exopolysaccharide ขณะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูง (17) 
ต่อมาในปี ค.ศ. 2011 Yang และคณะท าการศึกษา exopolysaccharide ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลัก
ของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ดังกล่าวพบว่ามีโมเลกุลของ proteomannans เป็น
ส่วนประกอบ (82) งานวิจัยของ Drouet และคณะในปี ค.ศ. 1993 พบว่าเชื้อ H. pylori สามารถ
สร้าง  exopolysaccharide ได้ทั้ ง ในหลอดทดลองและในสัตว์ทดลอง  และสิ่ งที่น่ าสนใจคือ 
exopolysaccharide ไม่สามารถละลายได้ในกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.2 โมลต่อลิตร (84) 
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ดังนั้นเมื่อเกิดการติดเชื้อ H. pylori ที่สร้างไบโอฟิล์ม exopolysaccharide อาจเป็นส่วนประกอบ
ส าคัญที่ช่วยป้องกันเชื้อจากการถูกท าลายด้วยน้ าย่อยในกระเพาะอาหารได้ ท าให้เชื้อสามารถด ารงอยู่
ในโฮสต์ได้เป็นระยะเวลานาน และสามารถเอาชนะสภาวะแวดล้อมที่ตรึงเครียด รวมถึงป้องกันตัวเอง
จากภูมิคุ้มกันของโฮสต์และยาปฏิชีวนะได้ (17) แม้ว่าจากการศึกษาในหลอดทดลองพบว่าเชื้อจุลชีพมี
ความไวต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด แต่กลับมียาเพียงไม่กี่ชนิดที่สามารถรักษาการติดเชื้อที่มีสาเหตุมา
จากไบโอฟิล์มในสัตว์ทดลองได้ เป็นผลให้เชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะ และการรักษาไม่ประสบความส าเร็จ 
(18) เนื่องจากยาสามารถแพร่เข้าไปในชั้นของ exopolysaccharide ได้ช้าลง ซึ่งอาจเกิดจากเชื้อมี
การกระตุ้นให้ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของประจุบน exopolysaccharide หรือยีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของเอนไซม์ที่ท าลายยาซึ่งอยู่ในชั้นของ exopolysaccharide แสดงออกมากขึ้น ท าให้เกิด
การจับหรือยับยั้งการท างานของยาปฏิชีวนะ นอกจากนั้นยังพบว่าการท่ีเชื้อจุลชีพอาศัยอยู่ในชั้นในสุด
ของไบโอฟิล์ม อาจท าให้ยาปฏิชีวนะไม่สามารถเข้าไปท าลายได้ (12, 85) การสร้างไบโอฟิล์มยังท าให้
เชื้อสามารถอยู่รอดได้ในภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลที่ถูกสร้างจากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดฟาโกไซต์  
และเซลล์เหล่านี้ยังมีความสามารถในการบุกรุกเข้าไปในไบโอฟิล์มของเชื้อได้ต่ า  ท าให้ไม่สามารถ
ท าลายเชื้อที่ก าลังเจริญภายในไบโอฟิล์มได้ (12) นอกจากนี้เชื้อจุลชีพสามารถอยู่ร่วมกันในไบโอฟิล์ม
ได้มากกว่า 1 สายพันธุ์ โดยการใช้ quorum sensing ในการสื่อสารกันระหว่างเซลล์ มีผลให้เชื้อบาง
สายพันธุ์ เช่น H. pylori ได้รับประโยชน์ในการไม่ถูกท าลายจากระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ จากการ
กระตุ้นของเชื้อสายพันธุ์อ่ืนๆ ซึ่งอยู่ร่วมกันในไบโอฟิล์ม (86) 

 
2.10 กลไกการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มในระดับยีนของ H. pylori 

 ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวกับการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ในระดับโมเลกุลมี
อยู่อย่างจ ากัด อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยจ านวนมากที่ได้พยายามศึกษาถึงกลไกเหล่านี้ จากการศึกษา
พบว่ายีน luxS มีหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีน autoinducer 2 (AI-2) ซึ่งเป็นโมเลกุลของระบบการ
ส่งสัญญาณแบบ quorum signaling (87) เพ่ือใช้ในการส่งสัญญาณของเชื้อจุลชีพในไบโอฟิล์ม เมื่อ
ยีน luxS ถูกท าให้กลายพันธุ์พบว่าเชื้อ H. pylori สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ในระดับที่สูงขึ้น (14) ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการศึกษาในเชื้อ Listeria monocytogenes ที่พบว่าเมื่อยีน luxS เกิดการกลาย
พันธุ์ เชื้อสามารถสร้างไบโอฟิล์มที่มีความทนทานมากขึ้นและสามารถยึดเกาะกับพ้ืนผิวแก้วได้ดีกว่ า
สายพันธุ์ปกติ ดังนั้นการท างานของยีนดังกล่าวของเชื้อทั้งสองชนิดน่าจะมีความคล้ายคลึงกัน โดยอาจ
เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการสร้างส่วนประกอบบางอย่างที่จ าเป็นส าหรับการยึดเกาะหรือการสร้าง  
ไบโอฟิล์ม (14, 88) ขณะที่ยีน cagE เป็น 1 ใน 6 ยีนซึ่งอยู่ภายใน cytotoxin-associated gene 
pathogenicity island (89) ของเชื้อ H. pylori มีหน้าที่กระตุ้นเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารให้หลั่ง
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อินเตอร์ลิวคิน-8 และควบคุม type IV secretory system ซึ่งท าให้เกิดรูบนเยื่อหุ้มเซลล์ของโฮสต์ 
และยังช่วยบรรจุสารประกอบโปรตีนต่างๆ ของเชื้อจุลชีพเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ พบว่าเมื่อยีนดังกล่าว
เกิดการกลายพันธุ์เชื้อยังคงมีความสามารถยึดเกาะกับพื้นผิวแก้วได้ดีและสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ใน
ระดับที่สูงกว่าเชื้อสายพันธุ์ปกติ ทั้งนี้ยีน luxS และ cagE อาจท างานร่วมกัน อย่างไรก็ตามยังไม่
สามารถอธิบายเหตุผลของกรณีดังกล่าวและต้องการการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป  (14) การศึกษาพบว่า 
neutrophil-activating protein A (NapA) เป็นโปรตีนพ้ืนผิวซึ่งมีหน้าที่ในการดึงดูดเม็ดเลือดขาว
ชนิดนิวโทรฟิว มีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori โดยพบว่าเมื่อเกิดกลายพันธุ์
ของยีน napA เซลล์ของเชื้อ H. pylori จะสูญเสียความสามารถในการยึดเกาะระหว่างกัน เป็นผลให้
โครงสร้างของไบโอฟิล์มจับกันแบบหลวมเมื่อเทียบกับไบโอฟิล์มของเชื้อที่ไม่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน
ดังกล่าว (82) ขณะที่ยีนอ่ืนๆ ซึ่งมีการรายงานว่ามีผลต่อการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อจุลชีพ
บางสายพันธุ์ อาทิเช่น ยีน ppk ควบคุมการสร้างโปรตีน polyphosphokinase และยีน clp ควบคุม
การสร้างโปรตีน protease ของเชื้อ Vibrio cholera (90) และ Pseudomonas fluorescens (91) 
ตามล าดับ ไม่มีผลต่อการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori  (14) ข้อมูลในปัจจุบันยังไม่
สามารถอธิบายได้อย่างชัดเจนว่ายีนในกลุ่มใดมีหน้าที่ควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  H. pylori 
โดยตรง และยังต้องการการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต 

 

2.11 บทบาทของแฟลเจลลาต่อกลไกที่ควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  

แฟลเจลลานอกจากจะมีบทบาทส าคัญในการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียแล้ว ยังมีส่วนช่วยใน
การเคลื่อนที่แบบ swarming การยึดเกาะพ้ืนผิว และการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียบางสาย
พันธุ์ จากการศึกษาพบว่าแฟลเจลลามีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  Vibrio spp., 
Escherichia coli และ Aeromonas spp. (7-9) ในระยะเริ่มต้นของการสร้างไบโอฟิล์มเชื้อจะใช้
แฟลเจลลาในการสัมผัสกับพ้ืนผิวท าให้เกิดปฏิกิริยาไฟฟ้าสถิตย์และการยึดเกาะของเชื้อต่อพ้ืนผิวนั้น  
จึงเป็นที่เชื่อกันว่าแฟลเจลลาเป็นองค์ประกอบของเซลล์เชื้อที่เป็นจุดเริ่มต้นในการดึงดูดกับพ้ืนผิวและ
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อจุลชีพ (7) จากการศึกษาต่างๆ ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลา
ของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์พบว่ามีความสัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อนั้นๆ อาทิเช่น การ
กลายพันธุ์ของยีน flaA ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์โพลาร์แฟลเจลลา (polar flagella) และยีน lafA 
ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์แฟลเจลลาที่อยู่ด้านข้างล าตัวของเซลล์เชื้อ ส่งผลต่อความสามารถในการยึด
เกาะและการสร้างไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวแก้วและพลาสติกของเชื้อ  Aeromonas spp. ที่ลดลง (9) 
ขณะที่การกลายพันธุ์ของยีน  fliC ยีน flhD และยีน motAB ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน 
flagellin การสัง เคราะห์แฟลเจลลา  และการหมุนของ  flagellar rotor ตามล าดับ  มีผลต่อ
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ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ E. coli ที่ลดลง (8) ส าหรับเชื้อ Bacillus subtilis มี
การศึกษาพบว่า แฟลเจลลามีส่วนส าคัญในขั้นตอนของการเริ่มสร้างไบโอฟิล์มเช่นกัน โดยในระหว่าง
ขั้นตอนการสร้างไบโอฟิล์ม เชื้อจะหยุดการเคลื่อนที่ และโปรตีน EpsE จะกระตุ้นให้เกิดการสร้าง 
exopolysaccharide ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของไบโอฟิล์มและในขณะเดียวกันจะกระตุ้นให้เกิด
การยึดของ flagellar rotor เพ่ือยับยั้งการเคลื่อนที่ของเชื้อ (92) นอกจากนี้ยีน flaA ยังมีความส าคัญ
กับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกอย่างเชื้อ Bacillus cereus ซึ่งใช้แฟลเจลลาในการ
เคลื่อนที่ โดยจากการศึกษาของ Houry และคณะในปี ค.ศ. 2010 พบว่าเมื่อเชื้อ B. cereus เกิดการ
กลายพันธุ์ของ fla locus (ยีน flaA และยีน flaB) ส่งผลให้เชื้อไม่มีแฟลเจลลาและไม่สามารถ
เคลื่อนที่ได้ และยังท าให้การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อใน microtitre plate และในหลอดแก้วผิดปกติ
ไปอย่างมีนัยส าคัญ (93) ในขณะที่เชื้อ Campylobacter jejuni มีการศึกษาพบว่าเมื่อเกิดการกลาย
พันธุ์ของยีน maf5 ที่ควบคุมการสร้างแฟลเจลลา เชื้อจะไม่สามารถสร้างไบโอฟิล์มแบบ pellicle ได้ 
(23) 

 
2.12 โปรตีนที่แสดงออกในสภาวะของเชื้อ H. pylori  

เมื่อไม่นานมานี้มีการศึกษาโปรตีนที่แสดงออกในสภาวะไบโอฟิล์มของเชื้อ  H. pylori โดย
เทคนิคโปรติโอมิกส์ จากการวิเคราะห์แยกโปรตีนของเชื้อในสภาวะไบโอฟิล์มเปรียบเทียบกับเชื้อใน
สภาวะที่ลอยอยู่อย่างอิสระด้วยการทดสอบ 2-dimensional gel electrophoresis พบว่ามีการ
แสดงออกของโปรตีนที่แตกต่างกัน (22) โดยกลุ่มของโปรตีนที่มีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อเชื้อมีการ
สร้างไบโอฟิล์มคือโปรตีนในกลุ่มของแฟลเจลลา  (flagellar protein complex) ได้แก่ flagellar 
hook-associated protein 3 (โปรตีน HAP3 หรือ โปรตีน FlgL), flagellar hook protein (โปรตีน 
FlgE), flagellinA (โปรตี น  FlaA),  flagellar hook assembly protein (โ ปรตี น  FlgD), รวมถึ ง 
flagellar capping protein (โปรตีน FliD) (22) ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ เกี่ยวกับ
ความสัมพันธ์ของแฟลเจลลาต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์ (7-9, 23, 92) 
นอกจากนั้นยังพบการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นเมื่อเชื้ออยู่ในสภาวะไบโอฟิล์มของโปรตีนอ่ืนๆ  ดังนี้ 
1.) โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล  ได้แก่เอนไซม์คาตาเลส 
(KatA) เอนไซม์ thioredoxin reductase (TrxB) และเอนไซม์ alkyl hydroperoxide reductase 
(TsaA) 2.) โ ป รตี นที่ เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ร ะบบขนส่ ง อิ เ ล็ ก ต รอน  ไ ด้ แ ก่  pyruvate ferredoxin 
oxidoreductase beta subunit (PorB), bifunctional methionine sulfoxide reductase A/B 
(HPSH_01160) และ flavodoxin (FldA) 3.) โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน 
ไ ด้ แ ก่  elongation factor Tu (EF-Tu), elongation factor P (EF-P), trigger factor (Tig), heat 
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shock protein ขนาด 60 กิโลดัลตัน (Hps60), co-chaperone และ heat shock protein (GrpE)  
4.) เอนไซม์ acetyl coenzyme A acetyltransferase (FadA) 5.) เอนไซม์ urease ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมทาบอลิซึมของไนโตรเจน ได้แก่ urease subunit alpha (UreA), urease subunit 
beta (UreB) และ  bifunctional urease subunit gamma/beta 6.) โ ป รตี น ซึ่ ง เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ
กระบวนการเมทาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรต  ได้แก่ bifunctional aconitate hydratase 2 หรือ  
2-methylisocitrate dehydratase (AcnB) และ citrate synthase (GltA) 7.) โปรตีนซึ่งยังไม่ทราบ
หน้าที่ที่แน่ชัด ได้แก่ HPB128_25g37, HP1037 และ HP0175 ขณะที่เมื่อเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน
อาจพบการแสดงออกของโปรตีนต่างชนิดเมื่อเชื้อนั้นด ารงชีวิตอยู่ในสภาวะไบโอฟิล์ม  อาทิเช่น เชื้อ 
Ralstonia solanacearum พบ โปรตี น  response regulator transcription regulator เ ชื้ อ 
Burkholderia mallei พบ โปรตี น  hypothetical protein เ ชื้ อ  Burkholderia ambifaria พบ
โปรตีน gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) และเชื้อ Caulobacter crecentus พบโปรตีน 
UDP-galactopyranose mutase เป็นต้น (22) ซึ่ งข้อมูลดังกล่าวทั้ งหมดสามารถใช้ เป็นข้อมูล
เบื้องต้นที่ส าคัญในการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับกลไกระดับโมเลกุลที่ควบคุมโปรตีนซึ่งอาจสัมพันธ์กับ
การควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 

 

2.13 แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori  

การเคลื่อนที่มีความส าคัญในการอยู่อาศัยของเชื้อ H. pylori ในกระเพาะอาหารและเป็นหนึ่ง
ในปัจจัยส าคัญต่อการก่อให้เกิดพยาธิสภาพในมนุษย์ เชื้อ H. pylori มีแฟลเจลลาประมาณ 4-7 เส้น 
อยู่บริเวณปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์ (รูปที่ 2) (20, 94)  
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รูปที่ 2 A: ลักษณะแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori (94) และ B: โปรตีนต่างๆ ซึ่งเป็นส่วนประกอบ
ของแฟลเจลลา (20) แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ซึ่งประกอบไปด้วยเส้นแฟลเจลลาประมาณ 4-7 
เส้นอยู่บริเวณปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์ ภายในเส้นแฟลเจลลาประกอบด้วย filament, hook 
และ basal body ซึ่งมี motor-switch complex เป็นส่วนประกอบ โปรตีนต่างๆ ซึ่งมีความส าคัญ
ในกระบวนการสร้าง rod, hook และ filament จะถูกหลั่งออกมาจาก export apparatus ซึ่งอยู่
บริเวณไซโทรพลาซึมรอบของวงแหวน MS การไหลของโปรตอนก่อให้เกิดพลังงานเพื่อให้เกิดการหมุน
ของมอเตอร์ โดยทิศทางการหมุนถูกควบคุมโดยการท างานร่วมกันของโปรตีน  FliM ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบของ  motor-switch complex และ chemotaxis regulator CheY; H+ หมายถึง
โปรตอน P หมายถึง phosphate และ CH3 หมายถึงหมู่เมทิล (20) 
 

 

แฟลเจลลาแต่ละเส้นมีความยาวประมาณ 3 ไมโครเมตรและอยู่รวมกันโดยมีส่วนของเยื่อหุ้ม
เซลล์ที่ยื่นออกมาจากตัวเชื้อมาปกคลุมเสมือนเป็นปลอกหุ้มบริเวณบางส่วนของแฟลเจลา ซึ่งมีหน้าที่
ป้องกันแฟลเจลลาจากการถูกท าลายด้วยกรดในกระเพาะอาหาร (95) แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori 
ประกอบไปด้วย 3 ส่วนหลัก คือ 1.) basal body เป็นส่วนที่อยู่ภายในผนังเซลล์และบรรจุโปรตีน
ต่างๆ ไว้ภายใน ซึ่งจ าเป็นส าหรับการหมุนของแฟลเจลลาและปฏิกิริยาชักน าทางเคมี  2.) flagellar 
hook เป็นส่วนที่ท าหน้าที่เสมือนเป็นข้อต่อเชื่อมระหว่าง basal body และ flagellar filament 3.) 
flagellar filament คือส่วนที่ท าหน้าที่เสมือนใบพัด (96)  

A B 
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แฟลเจลลาเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ที่มีความซับซ้อนซึ่งถูกสร้างโดยโปรตีนต่างๆ  จ านวน 30 
ชนิด มอเตอร์ของแฟลเจลลาท าให้เกิดการหมุนทั้งในทิศทางทวนเข็มนาฬิกาและตามเข็มนาฬิกา (97) 
เชื้อแบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ไปยังที่ต่างๆ  โดยอาศัยโปรตีน methyl-accepting chemotaxis 
proteins (MCP) ซึ่งแทรกอยู่ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์และมี cytoplasmic domain ขนาดใหญ่เป็นส่วน
ที่ท าปฏิกิริยากับโปรตีน histidine kinase (CheA) และโปรตีน adaptor protein (CheW) โปรตีน 
MCP ควบคุมกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตหรือ autophosphorylation ให้กับโปรตีน CheA และ
เมื่อโปรตีน CheA ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตจะส่งหมู่ฟอสเฟตต่อเพ่ือเติมให้กับโปรตีน CheY จากนั้นโปรตีน 
CheY ที่มีหมู่ฟอสเฟตจะไปจับกับมอเตอร์ตรงบริเวณไซโตรพลาสซึม ท าให้มอเตอร์หมุนในทิศทาง
ตามเข็มนาฬิกา (96) มอเตอร์ประกอบด้วยใบพัดและสเตเตอร์ ใบพัดประกอบด้วยโปรตีน FliF 
โปรตีน FliG โปรตีน FliM และโปรตีน FliN โปรตีน FliF มีหน้าที่สร้างวงแหวน MS อยู่ภายในเยื่อหุ้ม
เซลล์ (98, 99) ขณะที่โปรตีน FliG โปรตีน FliM และโปรตีน FliN มีหน้าที่สร้างวงแหวน C บน 
ไซโตรพลาสซึมของวงแหวน MS (100, 101) นอกจากนี้โปรตีน FliG โปรตีน FliM และโปรตีน FliN 
ยังเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนทิศทางในการหมุนของใบพัด ท าให้มอเตอร์สามารถหมุนในทิศทางทวนเข็ม
นาฬิกาและตามเข็มนาฬิกา (102) สเตเตอร์ประกอบด้วยโปรตีนที่อยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์ 2 ชนิดได้แก่
โปรตีน  MotA และโปรตีน  MotB (103-105) โปรตีนทั้ งสองสร้าง  proton channel complex 
เพ่ือให้โปรตอนไหลผ่านและเป็นบริเวณที่มีการสร้าง  force-generating element หรือ torque 
(106, 107) ซึ่งถูกสร้างโดยการเกิดปฏิกิริยาระหว่างโปรตีน MotA และโปรตีน FliG (108) ท าหน้าที่
เสมือนเป็นแรงที่ท าให้ filament หมุน (109) 

export apparatus ของเชื้อ H. pylori  ประกอบด้วยโปรตีนต่างๆ ซึ่งถูกสร้างโดยยีน fliH 
ยีน fliI ยีน fliQ ยีน fliL ยีน fliP ยีน fliR ยีน flhA (flbA) และยีน flhB เมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีน
ยีน fliI และยีน flhA  ท าให้เชื้อ H. pylori ไม่สามารถสร้างแฟลเจลลาซึ่งส่งผลให้เชื้อไม่สามารถ
เคลื่อนที่ได้ (110) และยังมีผลต่อการขนส่งโปรตีนแฟลเจลลา (111) นอกจากนี้ยีน fliQ และยีน flhB 
มีความจ าเป็นในกระบวนการสร้างแฟลเจลลาและการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori เมื่อเกิดการกลาย
พันธุ์ของยีนทั้งสองส่งผลให้เชื้อไม่มีแฟลเจลลา ไม่สามารถเคลื่อนที่ ไม่สามารถอาศัยในกระเพาะ
อาหารของหนูได้ และอาจมีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการขนส่งโปรตีนแฟลเจลลาเพ่ือใช้ในการสร้าง
แฟลเจลลา นอกจากนี้การกลายพันธุ์ของยีน fliQ ส่งผลให้ความสามารถของเชื้อในการเกาะบนเซลล์
เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร AGS ลดลง แต่การกลายพันธุ์ของยีน flhB ไม่ส่งผลต่อกระบวนการดังกล่าว 
(111)   

flagellar filament เชื่อมต่อกับ basal body โดย hook ที่มีลักษณะเป็นท่อสั้น มีรูปร่าง
โค้ง ซึ่งมีโปรตีน FlgE เป็นส่วนประกอบ ก่อให้เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า  basal body-hook 
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complex  ความยาวของ hook ที่ถูกสร้างขึ้นจะขึ้นอยู่กับการท างานของโปรตีน FliK ซึ่งมีการศึกษา

พบว่ายังมีหน้าที่ปิดการท างานของ σ54 ในระหว่างที่มีการแสดงออกของยีนแฟลเจลลาต่างๆอีกด้วย 
(112) โปรตีน FlgD มีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง hook เช่นเดียวกับโปรตีน FlgE โดยเมื่อ
เสร็จสิ้นการสร้าง rod โปรตีน FlgD จะถูกเติมที่ส่วนปลายของ rod จนเจริญเป็น hook ที่มีความยาว
และเจริญเต็มที่ จากนั้นโปรตีนดังกล่าวจะถูกส่งไปที่ส่วนปลายของ hook เพ่ือรอให้โปรตีน FlgK และ 
FlgL ตามล าดับถูกเติมที่บริเวณส่วนปลายของ hook เพ่ือสร้าง hook-filament junction หรือข้อ
ต่อระหว่าง hook และ filament (87) โปรตีน FlgE ถูกควบคุมโดยโปรตีน FlgR และถือว่าโปรตีน 
FlgR ควบคุมการท างานของยีนที่ควบคุมการสร้าง hook ยีนต่างๆที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง hook และ

ยีนอื่นๆที่อาศัยการท างานของ σ54 (20) 

โปรตีน  hook-associated proteins (HAPs) เป็ นส่ วนที่ เ ชื่ อมระหว่ าง เส้ น  flagellar 
filament กับ flagellar hook และยังเป็นส่วนประกอบที่หุ้มส่วนปลายสุดของเส้นแฟลเจลลา 
ประกอบไปด้วยโปรตีน FlgK (HAP1) โปรตีน FliD (HAP2) และโปรตีน FlgL (HAP3) ซึ่งโปรตีน FlgK 
และโปรตีน FlgL ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างระหว่าง filament และ hook หลังจากที่มีการ
สร้างข้อต่อระหว่าง filament และ hook แล้ว โปรตีน FliD จะถูกเติมและก่อให้เกิดกระบวนการ 
โพลีเมอไรเซชันระหว่างโมเลกุลของโปรตีน flagellin monomer เพ่ือประกอบกันเป็นเส้น filament 
ที่สมบูรณ์ (19, 87) เส้น flagellar filament ประกอบด้วยโปรตีน 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีน FlaA ที่เป็น 
flagellin หลัก และโปรตีน FlaB ที่เป็น flagellin รอง โดยมียีน flaA และยีน flaB เป็นยีนที่ควบคุม

โปรตีนดังกล่าวและถูกควบคุมโดย promoter ที่แตกต่างกัน ได้แก่ σ28 และ σ54 ตามล าดับ โปรตีน 
flagellin ทั้งสองชนิดมีมวลโมเลกุล 53 กิโลดัลตันและประกอบด้วยกรดอะมิโนซึ่งความเหมือนกัน
มากถึง 58 เปอร์เซ็นต์ (113) เมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีน flaA พบว่าส่งผลให้แฟลเจลลาของเชื้อ 
H. pylori ขาดและท าให้เชื้อเคลื่อนที่ได้ลดลง ในขณะที่การกลายพันธุ์ของยีน flaB ไม่ส่งผลต่อรูปร่าง
ของแฟลเจลลา เพียงแต่ส่งผลให้เชื้อ H. pylori เคลื่อนที่ลดลง 30-40 เปอร์เซ็นต์ (114) เมื่อเกิดการ
กลายพันธุ์ของทั้งยีน flaA และยีน flaB พบว่าท าให้เชื้อไม่มีแฟลเจลลาและไม่เคลื่อนที่ (115) รวมไป
ถึงท าให้ความสามารถในการอยู่อาศัยของเชื้อ H. pylori ในสัตว์ทดลองลดลง (116) และถ้ายีนทั้งสอง
ถูกก าจัดออกไปจะส่งผลกระทบอย่างรุนแรงต่อกลไกดังกล่าวข้างต้น (19, 116)  

การควบคุมกระบวนการ transcription ของยีนต่างๆ ในการสร้างแฟลเจลลาของเชื้อ  
H. pylori ถูกควบคุมโดย RNA polymerase sigma factor ต่างๆ ซึ่งในปัจจุบันได้ถูกแบ่งออกเป็น 3 

ประเภทดังนี้ 1.) class 1 คือกลุ่มของยีนที่ถูกควบคุมโดย housekeeping sigma factor σ80 (117) 
ซ่ึงเป็นกลุ่มของยีนควบคุมหลักของแฟลเจลลา ได้แก่ยีน HP0244 ซึ่งควบคุมการสร้าง histidine 
kinase (FlgS) ยีน flgR ควบคุมการท างานของโปรตีน FlgR ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมหลักของกลุ่ม
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ยีนที่ขึ้นอยู่กับ σ54 และถูกถอดรหัสโดย σ70 directs RNA polymerase ยีนต่างๆ ที่ถูกควบคุมโดย
โปรตีน FlgR ท าหน้าที่เกี่ยวข้องการสร้างส่วนประกอบต่างๆ ของแฟลเจลลา เช่น basal body และ 
hook นอกจากนี้ FlgR ยังสามารถยับยั้งการ transcription ของยีน flaA ซึ่งเป็นยีนที่ถูกจัดอยู่ใน 

class 3 (118) 2.) class 2 คือกลุ่มของยีนที่ถูกควบคุมโดย alternative sigma factors σ54 หรือ 
RpoN regulon (119) ได้แก่ ยีนต่างๆ ที่ควบคุมการสร้างโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของโครงสร้าง
ส่วนกลางของแฟลเจลลา ประกอบด้วย hook โปรตีน flagellin และปลอกหุ้มแฟลเจลลา ได้แก่ยีน 
flaB ควบคุมการสร้าง flagellin รอง ยีน flgK ควบคุมการสร้างโปรตีน FlgK ยีน flgE ควบคุมการ
สร้างโปรตีน FlgE ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ hook ยีน flgL ควบคุมการสร้างโปรตีน FlgL และยีนที่
ถูกค้นพบใหม่ ได้แก่ ยีน HP0366 หรือ/367 ยีน HP0869 ยีน HP0906 ยีน HP1076 ยีน HP1154 

หรือ/1155 และยีน HP1233 ซึ่งยังไม่ทราบหน้าที่ที่แน่ชัด การท างานของ σ54 ถูกควบคุมโดยโปรตีน 
FlgS และโปรตีน FlgR  และเมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีน HP703/jhp643 ซึ่งควบคุมการสร้าง
โปรตีน FlgR ส่งผลให้เชื้อไม่สามารถเคลื่อนที่โดยจะไปรบกวนการ transcription ของยีนใน class 2 

(20) และ 3.) class 3 คือกลุ่มของยีนซึ่งถูกควบคุมโดย  σ28 หรือ flagellar sigma factor; FliA 
(120) ได้แก่ ยีน flaA ควบคุมการสร้างโปรตีน flagellin หลัก ยีน HP0472 ยีน  HP1051 และยีน 
HP1052 นอกจากนี้ยีนแฟลเจลลาอ่ืนๆ สามารถถูกควบคุมโดย promoter ได้มากกว่า 1 ชนิด ซึ่งถูก
จัดอยู่ในกลุ่ม intermediate class ได้แก่ ยีน flaG ควบคุมการสร้างโปรตีน FlaG polar flagellin 
(120) ยีน fliS ควบคุมการสร้าง chaperone ซึ่งมีความจ าเป็นต่อความยาวของแฟลเจลลา (121) ยีน 
fliD ควบคุมการสร้าง flagellar capping protein ยีน fliT ควบคุมการสร้าง chaperone regulator 
ยีน flgM ควบคุมการสร้าง anti-sigma factor ยีน flgB และ flgC ควบคุมการสร้าง rod ยีน flgD  
ควบคุมการสร้าง hook และยีนที่ถูกค้นพบใหม่ได้แก่ยีน HP0165หรือ/166 ยีน HP0366 หรือ/367 
ยีน HP0488 และยีน HP1440 (119) ถึงแม้ว่าในปัจจุบันมีข้อมูลจากการศึกษามากเพียงพอที่สามารถ
อธิบายกลไกในระดับยีนที่ควบคุมการสร้างแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori อย่างไรก็ตามข้อมูลเกี่ยวกับ
กลไกในระดับโมเลกุลแฟลเจลลาต่อการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ยังมีจ ากัดและ
ยังต้องการการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

 

2.14 ยีน fliD กับบทบาทในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์ม 

ยีน fliD มีขนาด 2,025 คู่เบสและอยู่บน open reading frame (ORF) ล าดับที่ 2 ของ fliD 
operon ของเชื้อ H. pylori ซึ่งประกอบด้วยยีนต่างๆ ได้แก่ ยีน flaG ยีน fliD และยีน fliS ตามล าดับ 

ถูกควบคุมโดย σ28 promoter ยีน fliD ควบคุมการสร้าง filament capping protein (โปรตีน FliD 
หรือโปรตีน HAP2) มีขนาด 76 กิโลดัลตัน ซึ่งอยู่บริเวณส่วนปลายของ flagellar filament มีหน้าที่
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ช่วยในกระบวนการโพลีเมอไรเซชันโมเลกุลของโปรตีน flagellin monomer ให้เป็น flagellar 
filament เมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีนจะส่งผลต่อการรวมกันของ flagellar filament ที่ไม่สมบูรณ์ 
ท าให้เชื้อมีแฟลเจลลาที่มีลักษณะผิดปกติและไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ (19) การทดลองในหนูทดลองที่
ติดเชื้อ H. pylori ซึ่งมีการกลายพันธุ์ของยีน fliD พบว่าโปรตีน  FliD มีความส าคัญในการอยู่อาศัย
ของเชื้อและยังพบว่าเมื่อยีน  fliD ถูกรบกวนจะส่งผลให้การแสดงออกของโปรตีน  FlaA ลดลง 
เนื่องจากยีน fliD ควบคุมกระบวนการ transcription ของยีน flaA (19) และทั้งยีน flaA และ fliD 

ถูกควบคุมด้วย promoter เดียวกันคือ σ28 (19, 21) ซึ่งกระบวนการดังกล่าวสามารถส่งผลต่อการ
สร้างแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ของเชื้อ H. pylori พบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD จะ
มีลักษณะของแฟลเจลลาที่ผิดปกติ คล้ายกับกรณีของเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 
ซึ่งจะมีส่วนของ filament ที่สั้นลง ดังนั้นความผิดปกติของลักษณะแฟลเจลลาที่เกิดขึ้นเมื่อมีการ
กลายพันธุ์ของยีน flaA จึงมีความเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของยีน fliD (19) นอกจากนั้นยังพบว่า
เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากลักษณะที่ผิดปกติของ
แฟลเจลลาของเชื้อที่มียีน fliD กลายพันธุ์ (19) ถึงแม้ว่ายีน fliD มีความส าคัญต่อลักษณะโครงสร้าง
ของแฟลเจลลาและการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori  แต่ส าหรับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ ยีน fliD 
ยังมีหน้าที่ส าคัญโดยเกี่ยวข้องกับการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียบนพ้ืนผิวต่างๆ เมื่อเกิดการกลายพันธุ์
ของยีน fliD ของเชื้อ P. aeruginosa ส่งผลให้เชื้อไม่สามารถเกาะบนชั้นเยื่อเมือกของโฮสต์ได้ แต่เมื่อ
ท าการฟ้ืนฟูยีน fliD พบว่าเชื้อสามารถเกาะบนชั้นเยื่อเมือกได้ตามปกติ และยังพบว่าการแสดงออก
ของยีน fliD ของเชื้อดังกล่าวถูกควบคุมโดยโปรตีนซึ่ งต่างจากเชื้อ H. pylori คือ transcriptional 
regulator ได้แก่ โปรตีน FleQ และ sigma factor ได้แก่ โปรตีน RpoN (122) นอกจากนี้โปรตีน 
FliD ยังเป็นปัจจัยที่ส าคัญอีกปัจจัยหนึ่งที่จ าเป็นต่อการยึดเกาะบนเซลล์และชั้นเยื่อเมือกในโฮสต์ของ
เชื้อ Clostridium difficile (123) 

เนื่องจากการวิเคราะห์ทางโปรติโอมิกส์พบว่าเมื่อเชื้อ H. pylori เจริญในสภาวะไบโอฟิล์มจะ
ท าให้เชื้อมีการแสดงออกของโปรตีน FliD มากขึ้นเมื่อเทียบกับเชื้อ H. pylori ที่ลอยอยู่อย่างอิสระ 
(22) การศึกษาในเชื้อ P. aeruginosa พบการแสดงออกของยีน fliD ที่มากขึ้นเมื่อเชื้อมีการสร้าง 
ไบโอฟิล์มในระยะเริ่มต้น (124) นอกจากนี้ยีน fliD ยังมีความส าคัญกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ 
Cronobacter sakazakii โดยเมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อจะ
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับเชื้อสายพันธุ์ปกติ (125) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษา
ที่สามารถอธิบายความเกี่ยวข้องของยีน fliD ที่เก่ียวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori   

 โปรตีน FliD ถูกน ามาศึกษาเพ่ือใช้เป็นตัวแทนโปรตีนในการวินิจฉัยการติดเชื้อ  H. pylori 
ด้วยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay หรือ ELISA (78) เนื่องจากล าดับกรดอะมิโนของ
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โปรตีนดังกล่าวมีความจ าเพาะกับเชื้อ H. pylori มากถึง 97 เปอร์เซ็นต์และมีความแตกต่างจาก
โปรตีน FliD ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ ทั้งในระดับพันธุกรรมและระดับโปรตีน จากการศึกษา
พบว่าการใช้โปรตีน FliD เป็นตัวชี้วัดในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ H. pylori มีความจ าเพาะและ
ความไวมากกว่า 99 และ 97 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (78) ดังนั้นโปรตีน FliD จึงมีศักยภาพสูงที่จะน ามา
พัฒนาเพ่ือใช้เป็นเป้าหมายในการผลิตวัคซีนเพ่ือป้องกันการติดเชื้อ หรือการผลิตยาเพ่ือใช้รักษาการ
ติดเชื้อ H. pylori โดยเฉพาะอย่างยิ่งการติดเชื้อที่สัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อได้ ซึ่งจะช่วย
ให้การรักษาเป็นไปได้อย่างมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้นและอาจเป็นประโยชน์ต่อกลุ่มประเทศที่มีอัตราการ
ติดเชื้อชนิดนี้สูง 
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บทที ่3 

วัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย 

3.1 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ และเชื้อแบคทีเรีย 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์และเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา มีรายละเอียดดังนี้ 

สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและไบโอฟิล์มของเชื้อ  H. pylori 
ประกอบด้วย วุ้น agar base no.2 และอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion (BHI) broth ซื้อจาก
บริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร อาหารเลี้ยงเชื้อ luria-bertani (LB) broth ซื้อจากบริษัท 
LabM จ า กั ด  สหร าชอาณาจั ก ร  ย า  vancomycin ย า  amphotericin B ย า  polymyxin B  
ยา trimethoprim ยา amplicilin ยา kanamycin สาร Dimethyl Sulfoxide (DMSO) และสาร  

β-cyclodextrin (BCD) ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich Chemical จ ากัด สหรัฐอเมริกา เลือดแกะ
ซื้อจากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประเทศไทย gas generating kit ซื้อจาก
บริษัท Mitsubishi จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น สาร isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 
และส า ร  -bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside (X-Gal) ซื้ อ จ ากบริ ษั ท 
Bioline จ ากัด สหราชอาณาจักร  

สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม เทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) และการสร้าง H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ประกอบด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ  DNeasy 
Blood & Tissue kit และชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep kit ซื้อจากบริษัท QIAGEN 

จ ากัด ประเทศเนเธอร์แลนด์ FavorPrep™ Gel/PCR purification kit ซื้อจากบริษัท FAVORGEN® 
BIOTECH CORP จ ากัด ประเทศไต้หวัน เอนไซม์ Taq DNA polymerase และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
Bgl II และ Not I ซื้อจากบริษัท New England Biolabs Inc จ ากัด สหรัฐอเมริกา  เอนไซม์ MyFi™ 
DNA Polymerase High Fidelity และดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100-bp และ ขนาด 10k-bp ซื้อจาก
บริษัท Bioline จ ากัด สหราชอาณาจักร loading dye ซื้อจากบริษัท Fermentas Life Sciences 

จ ากัด สหรัฐอเมริกา  pGEM® T-Easy vector ซื้อจากบริษัท Promega จ ากัด สหรัฐอเมริกา   

สารเคมี น้ ายา และวัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการทดสอบ motility assay และการวัด
ปริมาณไบโอฟิล์มด้วยเทคนิคการย้อมสี crystal violet ประกอบด้วยสี crystal violet, ethanol, 
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acetone ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich Chemical จ ากัด สหรัฐอเมริกา อาหารเลี้ยงเชื้อ Brucella 
broth ซื้อจากบริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร 

สารเคมี น้ ายา และวัสดุทางวิทยาศาสตร์ส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ และการทดสอบ adhesion 
assay ประกอบด้วย เซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ได้รับความอนุเคราะห์จากศาสตราจารย์   
ดร.พรเทพ เทียนสิวากุล Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS), Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM), Fetal bovine serum (FBS), Antibiotic-Antimycotic และ Trypan 
blue เครื่องหมายการค้า Gibco ซื้อจากบริษัท Invitrogen จ ากัด สหรัฐอเมริกา ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ 
T75 tissue culture flask  และ  T25 tissue culture flask ซื้ อ จ ากบริ ษั ท  Corning Inc จ า กั ด 
สหรัฐอเมริกา จานเลี้ยงเซลล์แบบ 6 หลุมซื้อจากบริษัท Nunc จ ากัด สหรัฐอเมริกา กระจกแก้วปิด
สไลด์ซื้อจากบริษัท VWR International จ ากัด สหรัฐอเมริกา Membrane filter ขนาด 0.22 และ 
0.45 ไมครอน ซื้อจากบริษัท Millipore Corporarion จ ากัด ประเทศเยอรมันนี  

 เชื้อแบคทีเรียประกอบด้วย เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ซื้อมาจาก 
American Type Culture and Collection สหรัฐอเมริกา และเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์ 

DH5α ซื้อมาจากบริษัท New England Biolabs Inc จ ากัด สหรัฐอเมริกา   

   

3.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

  3.2.1 เชื้อ H. pylori  

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
brain heart infusion agar ซ่ึงมีส่วนประกอบของเลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ fetal bovine serum 10 
เปอร์เซ็นต์ และยาปฏิชีวนะ ได้แก่ ยา vancomycin ยา amphotericin B ยา polymyxcin B และ
ยา trimethoprim ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 0.33 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร  และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ  และยา kanamycin ความเข้มข้น  20 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  บ่มเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 วัน ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจางที่มีส่วนประกอบของก๊าซ
ไนโตรเจน 85 เปอร์เซ็นต์ ก๊าซออกซิเจน 5 เปอร์เซ็นต์ และก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 10 เปอร์เซ็นต์ 
ใน anaerobic jar (บริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร ) ที่ม ีgas generating kit (anaero pack-
microaero)      

    

 



 

 

30 

3.2.2 เชื้อ E. coli  

เ ชื้ อ ส าห รั บ ใช้ เ ป็ น  competent cells ในการวิ จั ย ครั้ งนี้  คื อ  NEB 5-alpha 
competent E. coli ซึ่งน ามาใช้ในกระบวนการสร้างเชื้อให้กลายพันธุ์ เชื้อ competent E. coli ถูก
เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ luria-bertani agar โดยมียาปฏิชีวนะที่ใช้ในการเลือกเชื้อที่กลายพันธุ์
คือ ยา ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และยา kanamycin (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส าหรับการคัดเลือกเชื้อ E. coli และความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรส าหรับการ
คัดเลือกเชื้อ H. pylori) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

3.3 การสร้างเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วยเทคนิค Inverse PCR mutagenesis 
(IPCRM) 

3.3.1 การสกัดสารพันธุกรรม 

ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกใช้เป็นต้นแบบ
ส าหรับกระบวนการสร้างการกลายพันธุ์ของยีน fliD ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ถูกสกัดโดยใช้ชุดสกัด 
Dneasy Blood & Tissue Kit ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิตดังนี้ ขูดเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ brain 
heart infusion agar ซึ่งมีส่วนประกอบของเลือดแกะ fetal bovine serum และยาปฏิชีวนะความ
เข้มข้นตามขั้นตอนข้อ 3.2.1 โดยเขี่ยเชื้อ 1 ลูปมาละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion 
broth ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นตกตะกอนที่ 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วน
ใสและน าเฉพาะส่วนตะกอนของเชื้อมาละลายในบัฟเฟอร์ ALT ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 
proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายข้างต้นให้เข้ากันโดยใช้เครื่องเขย่าสาร 
(vortex mixer; บริษัท FINEPCR จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้) และน าไปบ่มที่ 56 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง เติมบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายต่างๆ ดังกล่าวโดยใช้เครื่องเขย่าสาร จากนั้นปิเปตสารละลายลงใน 
Dneasy Mini Spin column น าไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง
และน า Dneasy Mini Spin column ข้างต้นมาวางบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AE ลงในคอลัมน์และน าไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที วัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดี เ อ็นเอที่สกัดโดยเครื่อง  Nanodrop™ 1000 
spectrophotometer (บริษัท Thermo Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา) และเก็บที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส  



 

 

31 

3.3.2 การออกแบบ primer ส าหรับใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยเทคนิค PCR 
และเทคนิค inverse PCR mutagenesis 

ล าดับเบสของยีน  fliD ของเชื้ อ  H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน  ATCC 26695 
(GenBank accession number HP0752) (126) ถูกน ามาใช้เป็นต้นแบบในการออกแบบ primer ที่
มีความจ าเพาะต่อยีน fliD หรือเรียกว่า gene specific primer (รูปที่ 3) โดยใช้โปรแกรม Primer3 
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input-030.htm) เ พ่ือใช้ในกระบวนการ  PCR นอกจากนี้
ล าดับเบสของยีนดังกล่าวยังถูกน ามาใช้ในการออกแบบ primer ที่มีความจ าเพาะส าหรับกระบวนการ 
inverse PCR mutagenesis หรือเรียกว่า inverse PCR mutagenesis primer โดยพิจารณาบริเวณ
ส่วนกลางของล าดับเบสของยีน fliD และออกแบบ forward primer และ reverse primer ให้มีทิศ
ทางตรงข้ามกับการออกแบบ primer ปกติ และให้ inverse PCR mutagenesis primer เริ่มต้นจับ
กับล าดับเบสที่อยู่บริเวณส่วนกลางของยีน  fliD ห่างกันออกไป 18 คู่เบส (รูปที่ 3) เพ่ือท าให้ยีน
บางส่วนขาดหายไปเมื่อเสร็จสิ้นการท าปฏิกิริยา inverse PCR mutagenesis นอกจากนี้ที่ปลาย  
5’ ของ inverse PCR mutagenesis primer ถูกเติมด้วยล าดับเบสซึ่งเป็นต าแหน่งตัดจ าเพาะของ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll (AGATCT) และเบสกวานีน (G) จ านวน 2 โมเลกุล ตรวจสอบคุณสมบัติและ
คว ามจ า เ พ า ะขอ ง  primer ด้ ว ย โ ป รแกรม  Basic local alignment search tool (BLAST; 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) primer ทั้งหมดที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ถูกสังเคราะห์โดยบริษัท 
BioDesign จ ากัด ประเทศไทย  
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Fleischmann,R.D., Ketchum,K.A., Klenk, H.P., Gill,S., Dougherty,B.A., Nelson,K., 
Quackenbush,J., Zhou,L., Kirkness,E.F., Peterson, S., Loftus,B., Richardson,D., Dodson,R., 
Khalak,H.G., Glodek,A., McKenney,K., Fitzegerald,L.M., Lee,N., Adams,M.D., Hickey,E.K., 
Berg,D.E., Gocayne,J.D., Utterback,T.R., Peterson,J.D., Kelley,J.M., Karp,P.D., Smith,H.O., 
Fraser,C.M. and Venter,J.C. 
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Helicobacter pylori 

JOURNAL    Nature 388 (6642), 539-547 (1997) 

PUBMED    9252185 

REFERENCE    5  (bases 1 to 2025) 

CONSRTM    NCBI Genome Project 

TITLE       Direct Submission 

JOURNAL    Submitted (18-SEP-2001) National Center for Biotechnology Information, 
NIH, Bethesda, MD 20894, USA 

REFERENCE    6  (bases 1 to 2025) 

AUTHORS    Tomb,J.-F., White,O., Kerlavage,A.R., Clayton,R.A., Sutton,G.G., 
Fleischmann,R.D., Ketchum,K.A., Klenk,H.P., Gill,S., Dougherty,B.A., Nelson,K., 
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Berg,D.E., Gocayne,J.D., Utterback,T.R., Peterson,J.D., Kelley,J.M., Cotton,M.D., 
Weidman,J.M., Fujii,C., Bowman,C., Watthey,L., Wallin,E., Hayes,W.S., Borodovsky,M., 
Karp,P.D., Smith,H.O., Fraser,C.M. and Venter,J.C. 

CONSRTM    NCBI Microbial Genomes Annotation Project 

TITLE      Direct Submission 

JOURNAL    Submitted (06-AUG-1997) The Institute for Genomic Research, 9712 
Medical Center Dr, Rockville, MD 20850, USA 

COMMENT      REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The 
reference sequence was derived from AE000511. 

RefSeq Category:  Reference Genome 

CLI: Clinical Isolate 

                         FGS: First Genome sequenced 

                         MOD: Model Organism 

                         UPR: UniProt Genome 

              COMPLETENESS: full length. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source           1..2025 

                      /organism="Helicobacter pylori 26695" 

                      /mol_type="genomic DNA" 

                      /strain="26695" 

                      /db_xref="taxon:85962" 

     gene             1..2025 

                      /gene="fliD" 

                      /locus_tag="HP0752" 

                      /db_xref="GeneID:900004" 
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   CDS              1..2025 

                      /gene="fliD" 

                      /locus_tag="HP0752" 

                      /note="flagellar cap protein; involved in flagellin assembly" 

                      /codon_start=1 

                      /transl_table=11 

                      /product="flagellar hook-associated protein" 

                      /protein_id="NP_207545.1" 

                      /db_xref="GI:15645371" 

                      /db_xref="GeneID:900004" 

/translation="MAIGSLSSLGLGSKVLNYDVIDKLKDADEKALIAPLDKKMEQNVEKQKALVEIKTLLS
ALKGPVKTLSDYSTYISRKSNVTGDALSASVGVGVPIQDIKVDVQNLAQGDINELGAKFSSRDDIFSQV
DTTLKFYTQNKDYAVNIKAGMTLGDVAQSITDATNGEVMGIVMKTGGNDPYQLMVNTKNTGEDNR
VYFGSHLQSTLTNKNALSLGVDGSGKSEVSLNLKGADGNMHEVPIMLELPESASIKQKNTAIQKAME
QALENDPNFKNLIANGDISIDTLHGGESLIINDRRGGNIEVKGSKAKELGFLQTTTQESDLLKSSRTIKE
GKLEGVVSLNGQKLDLSALTKESNTSEENTDAIIQAINAKEGLSAFKNAEGKLVINSKTGMLTIKGEDA
LGKASLKDLGLNAGMVQSYEASQNTLFMSKNLQKASDSAFTYNGVSITRPTNEVNDVISGVNITLEQ
TTEPNKPAIISVSRDNQAIIDSLTEFVKAYNELIPKLDEDTRYDADTKIAGIFNGVGDIRAIRSSLNNVFSY
SVHTDNGVESLMKYGLSLDDKGVMSLDEAKLSSALNSNPKATQDFFYGSDSKDMGGREIHQEGIFS
KFNQVIANLIDGGNAKLKIYEDSLDRDAKSLTKDKENAQELLKTRYNIMADVLPLMIAKSLKPIKNSIPC
K" 

ORIGIN       

1atggcaatag gttcattaag ctcattaggg cttggcagta aggttttgaa ttacgatgtg attgacaagc 
71ttaaggacgc tgatgaaaag gcgttaatcg cccccttaga caagaaaatg gagcaaaatg ttgaaaaaca 
141aaaagccctt gtagaaatta aaacgctcct ttcagctcta aaaggcccgg ttaaaacgct ttcagattat 
211tccacttata tcagccgaaa aagcaatgtt acaggcgatg cgttgagtgc gagcgtgggg gttggcgtgc 
281ctattcaaga tattaaagtg gatgtgcaaa atttagcgca aggcgatatt aacgaattgg gggcgaaatt 
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361ttcttcaaga gacgatattt ttagccaagt ggataccacg ctcaagtttt acacacaaaa caaagactac 
431gccgttaata ttaaagcagg aatgacttta ggcgatgtgg ctcaaagcat cacggacgct accaatggcg 
501aagtgatggg tattgtgatg aaaacaggag ggaatgaccc ctaccaatta atggtgaata ccaaaaacac 
571cggcgaagac aaccgagtct attttggctc acacctccaa tccacgctca ctaacaaaaa cgccctttct 
641ttgggggttg atgggagcgg aaaaagtgaa gtgagtttga atttaaaggg ggctgatggg aacatgcatg 
711aagtccccat catgctagaa ctccctgaaa gcgcttctat caaacaaaaa aacaccgcaa tccaaaaagc 
781gatggagcag gctttagaaa atgaccctaa ttttaaaaat ttgatcgcta atggggatat ttccatagac 
851actcttcatg gaggggaatc tttaatcatt aatgacaggc gtgggggaaa cattgaagtt aaagggagta 
921aggctaaaga gcttgggttt ttacaaacca ccacccaaga aagcgattta ttaaaaagct ctcgcacgat 
991aaaagagggt aaattagaag gggtggtcag tttgaatggc caaaaactgg atttgagtgc tttaaccaaa 
1061gagagcaaca ccagtgaaga aaacacagac gctatcattc aagcgatcaa cgctaaggaa ggcttgagtg 
1131cgttcaaaaa cgccgaaggc aagcttgtga tcaattctaa aaccggaatg ctaacgatta agggcgagga 
1201cgctttaggc aaggccagtt tgaaagattt gggtttaaat gctggcatgg tgcaatctta tgaagcttca 
1271caaaacacgc tttttatgtc taaaaatttg caaaaagcga gcgattcagc attcacttat aatggggtga 
1341gcatcacacg ccccactaat gaggtcaatg atgtgattag tggggttaat atcactttgg agcaaaccac  
1411agagcctaat aaacctgcca ttatcagcgt gagtagggac aatcaagcca ttatagacag ccttactgaa 
1481tttgtcaaag cctataatga gcttatccct aaactggatg aagacactcg ttatgacgct gacactaaaa 
1551tcgctgggat ttttaacggc gtgggcgata ttcgcgcgat tcgatcttct cttaataatg tgttttctta 
1621tagcgtgcat acggataatg gggtagaaag cttgatgaaa tacgggctta gtttagacga taagggcgtg 
1691atgagtttgg atgaggctaa attgagtagt gcgctaaatt ctaaccctaa agcgactcaa gattttttct 
1761atgggagtga tagtaaggat atggggggca gagaaatcca ccaagagggc attttttcta aattcaatca 
1831agtcatcgct aatctcatag atggagggaa cgctaaatta aagatttatg aagattccct agacagagac 
1901gctaaaagcc tgactaaaga caaagaaaac gctcaagagc ttttaaaaac ccgctacaac attatggcgg 
1971acgttttgcc gcttatgata gccaaatctc taaagccaat caaaaattca attccgtgca aatga 

 รูปที ่3 ล าดับเบสของยีน fliD ของ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 26695 (HP0752) (126) 
 

3.3.3 การเพิ่มปริมาณยีน fliD ด้วยเทคนิค PCR 

ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ที่สกัดได้จากข้อ 
3.3.1 ถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบเพ่ือใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีน fliD ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ปริมาณ 
ดีเอ็นเอตั้งต้น 400 นาโนกรัม ในปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร ประกอบด้วย fliDF 

fliDF 

fliDR 

InfliDF InfliDR 
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primer และ  fliDR primer ปริ มาณอย่ า งละ  50 พิ โค โมล  deoxynucleotide triphosphates 
(dNTPs) ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลต่อลิตร PCR buffer ความเข้มข้น 1 เท่า  MgCl2 ความเข้มข้น 
25 ไมโครโมลต่อลิตร และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต ปฏิกิริยาเกิดขึ้น
ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ตามที่แสดงในตารางที่ 2 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวอย่าง
ควบคุมลบ น าผลผลิต PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตรมาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบน
เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพิ่มปริมาณยีน fliD ควรมีขนาดเท่ากับ 292 คู่เบส  

 
ตารางท่ี 2 ปฏิกิริยาและอุณหภูมิท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน fliD การท าปฏิกิริยา 
inverse PCR mutagenesis และการท าปฏิกิริยา colony PCR 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) และเวลา 

PCR IPCRM1 colony PCR2 จ านวน
รอบ 

Pre-Denature 93 ˚C, 5 นาที 95 ˚C, 1 นาที 93 ˚C, 5 นาที 1 

Denature 93 ˚C, 1 นาที 95 ˚C, 15 วินาที 93 ˚C, 1 นาที  

35 

 

Annealing 55 ˚C, 1 นาที 55 ˚C, 15 วินาที 50 ˚C, 1 นาที 

Extension 72 ˚C, 1 นาที 72 ˚C, 2 นาที 72 ˚C, 1 นาที 

Final 
extension 

72 ˚C, 10 
นาท ี

- 72 ˚C, 10 นาที 1 

Hold temp 4 - 

 

1 หมายถึงปฏิกิรยิา inverse PCR mutagenesis 2 หมายถึงปฏกิิริยา colony PCR  

 

3.3.4 การแยกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรส  

 น าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ปฏิกิริยา inverse PCR mutagenesis และปฏิกิริยา 
colony PCR ของยีน fliD ปริมาตร 3 ไมโครลิตรผสมกับ loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร และน าไปเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความ
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เข้มข้นระหว่าง 0.7 ถึง 1.5 เปอร์เซ็นต์ข้ึนกับขนาดของดีเอ็นเอ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide 
ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 40 ถึง 50 นาที 
โดยใช้ชุด อิ เล็กโตรฟอเรซิส  (i-MyRun electrophoresis system; บริษัท  Cosmo Bio จ ากัด 
สหรัฐอเมริกา) สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Syngene; 
บริษัท A Division of Synoptics จ ากัด สหราชอาณาจักร) โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 

 
3.3.5 การท าให้ผลผลิตจาก PCR บริสุทธิ์  

ผลผลิตดีเอ็นเอส่วนที่เหลือจากข้อ 3.3.3 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ถูกน ามาท าให้
บริสุทธิ์ด้วยชุด FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต เพ่ือเป็นการ
เตรียมดีเอ็นเอส าหรับใช้ในกระบวนการต่อไป น าผลผลิตดีเอ็นเอมาผสมกับบัฟเฟอร์ FADF ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ปิเปตสิ่งตัวอย่างทั้งหมดลงใน FADF column จากนั้นน าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 วินาที และทิ้งส่วนใสที่อยู่ที่ก้นหลอด  เติมบัฟเฟอร์ wash buffer ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร ลงใน FADF column แล้วน าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
วินาที ทิ้งส่วนใสที่อยู่ที่ก้นหลอด ปั่นต่ออีก 3 นาทีเพ่ือท าให้ column แห้ง น า FADF column มา
วางบน microcentrifuge tube หลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติมบัฟเฟอร์ elution buffer 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงที่กลางเมมเบรนของ FADF column ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น
น าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาท ีวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็น
เอโดยเครื่อง Nanodrop™ 1000 spectrophotometer และเก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.6 การโคลนยีน fliD เข้าสู่ pGEM®T-Easy vector  

น าผลผลิต PCR ของยีน fliD ปริมาณ 10 ไมโครกรัม โคลนใส่เข้าไปใน pGEM® 
T-Easy vector ปริมาณ 50 นาโนกรัม เติมบัฟเฟอร์ ligation buffer ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase ความเข้มข้น 3 ยูนิต ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมน้ ากลั่น
บริสุทธิ์เพ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้เท่ากับ 10 ไมโครลิตร จากนั้นท าการบ่มเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา 
ligation ที่ 4 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน ผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ที่มียีน fliD บรรจุอยู่ใน 

พลาสมิดจะถูกน าเข้าสู่ E. coli DH5-α competent cells ด้วยวิธี heat-shock transformation 

ซึ่งมีขั้นตอนต่างๆ ดังนี้  น าหลอดที่บรรจุเชื้อ  E. coli DH5-α competent cells ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรวางบนน้ าแข็งจนกว่าสารละลายในหลอดจะละลายทั้งหมด เติมผลผลิตจากปฏิกิริยา 
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ligation ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอด ท าการผสมสารละลายต่างๆ ให้เข้ากันด้วยการเขย่าเบาๆ 
จากนั้นตั้งหลอดดังกล่าวทิ้งไว้บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที และน าไปต้มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นน าหลอดดังกล่าวมาตั้งทิ้งไว้บนน้ าแข็งโดยทันทีเป็นเวลา 5 นาที เติม
อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตรลงในหลอดดังกล่าว และน าไปเขย่าที่
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปิเปตสารละลายในหลอดปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา
ท าการเกลี่ยลงบน luria-bertani agar ที่มียา ampicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
สาร isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสาร 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือท าการคัดเลือก 
competent cells ที่มีพลาสมิดบรรจุอยู่ด้วยวิธี blue/white colony screening assay โดยบ่มเชื้อ
ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16  ชั่วโมง โคโลนีของ competent cells ที่มีพลาสมิดบรรจุอยู่จะมี
โคโลนีสีขาว น าโคโลนีดั งกล่าวไป streak ลงบน luria-bertani agar ที่มียา ampicillin 100 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร บ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ยืนยันความถูกต้องของยีน
ที่ถูกโคลนเข้าไปด้วยวิธี colony PCR amplification และวิธี restriction enzyme analysis  

 
3.3.7 การท า colony PCR amplification 

ส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลน เริ่มจากเขี่ยเชื้อจากโคโลนีของ 
competent cells ที่ให้โคโลนีสีขาวมาละลายในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร และน าไปต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่น
ตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนน้ าใสน ามาเพ่ิมจ านวนยีน fliD 
โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 Promoter ปฏิกิริยา  colony PCR amplification มี
ปริมาตรรวมทั้งสิ้น 25 ไมโครลิตรประกอบไปด้วยดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร primer ที่จ าเพาะกับ 
SP6 และ T7 promoter ปริมาณอย่างละ 50 พิโคโมล deoxynucleotide triphosphates ความ
เข้มข้น 200 ไมโครโมลต่อลิตร PCR buffer ความเข้มข้น 1 เท่า MgCl2 ความเข้มข้น 25 ไมโครโมล
ต่อลิตร และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต โดยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อถูก
น ามาใช้แทนดีเอ็นเอเพ่ือเป็นตัวอย่างควบคุมลบ ปฏิกิริยาเกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ตามที่
แสดงในตารางที่ 3 น าผลผลิตจากปฏิกิริยา colony PCR amplification มาตรวจสอบด้วยเทคนิค 
อิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 10 กิโลเบส ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพิ่มปริมาณยีน fliD ควรมีขนาดเท่ากับ 467 คู่เบส  
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3.3.8 การสกัดพลาสมิด 

เขี่ยโคโลนีของ competent cells ที่ตรวจพบยีน fliD โดยวิธี colony PCR มา
เพาะเลี้ยงใน luria-bertani broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่มี ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือแยกเอาส่วนน้ าใส
ทิ้ง และน าส่วนตะกอนไปสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด QIAprep Spin Miniprep Kit ตามขั้นตอนของ
บริษัทผู้ผลิต น าส่วนตะกอนมาละลายในบัฟเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และปิเปตสารละลาย
ดังกล่าวลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
และบัฟเฟอร์ N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร และผสมโดยกลับหลอดขึ้นลง 4 ถึง 6 ครั้งทันที น าไปปั่น
ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีและปิเปตเฉพาะส่วนสารละลายใสลงใน QIAprep 
Spin column ปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนสารละสายใสและน า 
column ไปปั่นต่อ อีกครั้ ง เ พ่ือทิ้ งบัฟเฟอร์ที่ ค้ า งอยู่  จากนั้ นน า  column ไปวางบนหลอด 
microcentrifuge หลอดใหม่  ท าการชะพลาสมิ ดดี เ อ็น เอ โดย เติ มบัฟ เฟอร์  EB ปริ มาตร  
50 ไมโครลิตรซึ่งมีส่วนประกอบของ Tris-Cl ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลต่อลิตร pH 8.5 ลงตรงกลาง 
column และน าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท าการวัดปริมาณและความบริสุทธิ์
ของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop™ 1000 spectrophotometer ยืนยันความถูกต้องของ
ชิ้นส่วนยีน fliD ที่โคลนเข้าไปด้วยวิธี restriction enzyme analysis 

 
3.3.9 การท า restriction enzyme analysis 

น าพลาสมิดที่บรรจุยีน fliD ซึ่งถูกสกัดในขั้นตอน 3.3.8 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ NotI พลาสมิดที่บรรจุยีน fliD ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ถูกบ่มร่วมกับเอนไซม์ที่มีความเข้มข้น 
1 เท่าและบัฟเฟอร์ ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาด
กับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ขนาดของชิ้นส่วนของยีน fliD ที่ได้ควรมีขนาดเท่ากับ 327 คู่
เบส และขนาดของพลาสมิดที่ถูกตัดออกมาควรมีขนาดเท่ากับ 2,980 คู่เบส 

 

3.3.10 การท า inverse PCR mutagenesis   

พลาสมิดที่บรรจุยีน fliD ถูกน ามาใช้ในกระบวนการสร้างเชื้อกลายพันธุ์  การท า 
inverse PCR mutagenesis โดยใช้ primer inverse PCR mutagenesis primer ที่ออกแบบไว้ใน
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ขั้นตอนข้อ 3.3.2 ซึ่งผลผลิตจากการท า inverse PCR mutagenesis จะได้ยีน fliD ที่มีเบสหายไป
จ านวน 18 คู่เบส ณ ต าแหน่งที่ 101 ถึงต าแหน่งที่ 119 และมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Bglll ปรากฎอยู่บริเวณกลางยีน  ปฏิกิริยา inverse PCR mutagenesis ประกอบด้วย 
พลาสมิดที่มียีน fliD จากขั้นตอน 3.3.9 ปริมาณ 400 นาโนกรัม อย่างละ 20 ไมโครโมลต่อลิตร 
สารละลาย MyFi mix ความเข้มข้น 2 เท่า ซึ่งประกอบด้วยเอนไซม์  MyFi DNA polymerase, 
deoxynucleotide triphosphates dNTPs และ MgCl2  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ปรับให้มีปริมาตร
สุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ ท าปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาดังแสดง
ในตารางที่  2 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวอย่างควบคุมลบ  น าผลผลิต  inverse PCR 
mutagenesis ปริมาตร 15 ไมโครลิตรมาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ผลผลิต inverse 
PCR mutagenesis ของยี น  fliD คว รมี ขน าด เท่ า กั บ  3,305 คู่ เ บ ส  ผลผลิ ต  inverse PCR 
mutagenesis ส่วนที่เหลือปริมาตร 85 ไมโครลิตร ถูกน ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด  FavorPrep™ 
Gel/PCR Purification Kit ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิตดังที่ได้อธิบายในข้างต้น จากนั้นวัดปริมาณ
และความบริ สุ ท ธิ์ ข องผลผลิ ต  inverse PCR mutagenesis ด้ วย เครื่ อ ง  Nanodrop™ 1000 
spectrophotometer น าผลผลิต inverse PCR mutagenesis มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll 
ความเข้มข้น 20 เท่า ในปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ตรวจสอบชิ้นส่วนของผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูกตัดด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเร
ซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโล
เบส ผลผลิต inverse PCR mutagenesis ของยีน fliD ที่ถูกตัดดว้ยเอนไซม์จ าเพาะ Bglll ควรมีขนาด
เท่ากับ 3,305 คู่ น าผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll มา
ท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิตดังที่ได้
อธิบายในข้างต้น จากนั้นวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูก
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll ด้วยเครื่อง Nanodrop™ 1000 spectrophotometer 

น าผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  Bglll 
ปริมาณ 80 นาโนกรัม มาท าปฏิกิริยา self-ligation โดยใช้สารละลาย ligation buffer ความเข้มข้น 
10 เท่า และเอนไซม์ T4 DNA ligase ความเข้มข้น 9 ยูนิต ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น 50 ไมโครลิตร
ด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ บ่มเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา self-ligation ที่ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน 

ผลผลิตจากปฏิกิริยา self-ligation ปริมาตร 5 ไมโครลิตรจะถูกน าเข้าสู่ E. coli DH5-α competent 
cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตรด้วยวิธี heat-shock transformation และคัดเลือก competent 
cells ที่มีพลาสมิดที่มีผลผลิตจากปฏิกิริยา self-ligation บรรจุอยู่ด้วยวิธี blue/white colony 
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screening assay ตามที่ได้อธิบายในข้างต้น ยืนยันความถูกต้องของพลาสมิดที่ถูกโคลนเข้าไปด้วยวิธี 
colony PCR amplification ด้วย primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 promoter 

น าผลผลิตจาก colony PCR amplification ปริมาตร 25 ไมโครลิตรมาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BglII ความเข้มข้น 5 ยูนิต บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท า
การตรวจสอบการตัดจ าเพาะด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BglII ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกา
โรส ความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ขนาดของ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ดังกล่าวควรมีขนาด 192 คู่เบส และ 273 คู่เบส ตามล าดับ  

เลือกโคโลนีของ competent cell ที่ให้ผลบวกจากการตรวจสอบข้างต้นมาท าการ
เพ่ิมจ านวนโดยเพาะเลี้ยงใน  luria-bertani broth ปริมาตร  10 มิลลิลิตรที่มี  ampicillin 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือ
แยกเอาส่วนน้ าใสทิ้ง และน าส่วนตะกอนไปสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด QIAprep Spin Miniprep Kit 
ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตามรายละเอียดที่กล่าวไว้ข้างต้น ยืนยันความถูกต้องของยีนที่โคลนเข้า
ไปอีกครั้งด้วยการน าพลาสมิดที่สกัดได้ ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตามรายละเอียดดังกล่าว
ข้างต้นตรวจสอบผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  NotI ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจล 
อะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ขนาด
ของชิ้นส่วนของยีน fliD ที่ได้ควรมีขนาด 325 คู่เบส และขนาดของพลาสมิดที่ถูกตัดออกมาควรมี
ขนาด 2,980 คู่เบส 

 

3.3.11 การใส ่kanamycin resistance cassette (kanR) เข้าสู่ผลผลิต inverse PCR 
mutagenesis 

kanamycin resistance cassette ถู ก สั ง เ ค ร า ะห์ ขึ้ น โ ด ย  GeneArt® บริ ษั ท 

Invitrogen™ จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยอ้างอิงจากล าดับเบสของ kanamycin-resistance 
transposon หรือ Tn903 ซึ่งประกอบไปด้วยล าดับเบสของดีเอ็นเอซึ่งอยู่ตรงกลางชิ้นส่วนของ 
transposon (central unique DNA) ขนาด 900 คู่ เบสและมีหน้าที่สร้างเอนไซม์  kanamycin 
phosphotransferase และส่วนของ flanking repeat ขนาด 1.05 กิโลเบส (127) ในการศึกษาครั้ง
นี้ ล าดับเบสของ central unique DNA ขนาด 900 คู่เบสและ flanking repeat ขนาด 88 คู่เบส 
(ด้านละ 44 คู่เบส) ถูกน ามาใช้อ้างอิงในการสร้าง kanamycin resistance cassette  
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kanamycin resistance cassette ขนาด 1,000 คู่เบส น ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้เชื้อสาย
พันธุ์ที่มียีน fliD กลายพันธุ์ในการวิจัยครั้งนี้ และมีล าดับเบสดังรูปที่ 4 โดยปลายทั้งสองด้านประกอบ
ไปด้วยล าดับเบสของต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll (AGATCT) เพ่ือใช้ในการเชื่อม
กับผลผลิตจาก inverse PCR mutagenesis ของยีน fliD ที่อยู่ในพลาสมิดจากข้ันตอน 3.3.10 

 

5’-AGATCTTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAAC 
TGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTG
CTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGAT
AATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGT
TTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTG
GCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGG
TTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAG
GTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAA
TTGTCCTTTTAACACGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTT
TGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGA
AATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATA
ACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGA
CCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAA
CGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCT
CGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACT

TGACGGGACGGCGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTAGATCT-3’ 

 

รูปที ่4 ล าดับเบสของ kanamycin resistance cassette (127) ตัวอักษรหนาที่ขีดเส้นใต้หมายถึง
ล าดับเบสของต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll ตัวอักษรหนาหมายถึงล าดับเบสของ 
flanking repeat จ านวนด้านละ 44 คู่เบส ตัวอักษรปกติหมายถึง ล าดับเบสของ central unique 
DNA ขนาด 900 เบส   
 

น าผลผลิตจาก inverse PCR mutagenesis ของยีน fliD ที่อยู่ในพลาสมิดมาตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BglII ความเข้มข้น 20 เท่า บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
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ชั่วโมง น าผลผลิตพลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll ปริมาณ 80 นาโนกรัม มาท าปฏิกิริยา 
ligation โดยใช้สารละลาย ligation buffer ความเข้มข้น 10 เท่า kanamycin resistance cassette 
ความเข้มข้น 10.4 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase ความเข้มข้น 9 เท่า ปรับ
ปริมาตรสุดท้ายให้เป็น 50 ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ บ่มเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา 
ligation ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน น าผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ระหว่างผลผลิตจาก 
inverse PCR mutagenesis ของยี น  fliD และ  kanamycin resistance cassette ปริ ม าต ร  5 

ไมโครลิตรเข้าสู่ E. coli DH5-α competent cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตรด้วยวิธี heat-shock 
transformation และคัดเลือก competent cells ที่มีพลาสมิดที่มีผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation 
บรรจุอยู่ด้วยวิธี blue/white colony screening assay ตามที่ได้อธิบายในข้างต้น ยืนยันความถูก
ต้องของพลาสมิดที่ถูกโคลนเข้าไปด้วยวิธี colony PCR amplification ด้วย primer ที่จ าเพาะต่อ 
T7 promoterและ SP6 promoter ตามรายละเอียดที่กล่าวไว้ข้างต้น น าผลผลิตจากปฏิกิริยา 
colony PCR amplification มาตรวจสอบด้ วย เทคนิค อิ เล็ กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ผลผลิตดีเอ็นเอ
ของการเพ่ิมปริมาณของยีน fliD ที่กลายพันธุ์ซึ่งมี kanamycin resistance cassette  ควรมีขนาด
เท่ากับ 1,465 คู่เบส 

เลือกโคโลนีของ competent cell ที่ให้ผลบวกจากการตรวจสอบข้างต้นมาท าการ
เพ่ิมจ านวนโดยเพาะเลี้ยงใน  luria-bertani broth ปริมาตร  10 มิลลิลิตรที่มี  ampicillin 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือ
แยกเอาส่วนน้ าใสทิ้ง และน าส่วนตะกอนไปสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด QIAprep Spin Miniprep Kit 
ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ตามรายละเอียดที่กล่าวไว้ข้างต้น ยืนยันความถูกต้องของยีนที่โคลนเข้า
ไปอีกครั้งด้วยการน าพลาสมิดที่สกัดได้ ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตามรายละเอียดดังกล่าว
ข้างต้นตรวจสอบผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  NotI ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจล 
อะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ขนาด
ของชิ้นส่วนของยีน fliD ที่กลายพันธุ์ซึ่งมี kanamycin resistance cassette บรรจุอยู่ควรมีขนาด 
1,325 คู่เบส และขนาดของพลาสมิดที่ถูกตัดออกมาควรมีขนาด 2,980 คู่เบส 
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 3.3.12 การน าพลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์เข้าสู่เซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค 
natural transformation 

เกลี่ยเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ปริมาณ 1 ลูป (ประมาณ 108 
ถึง 109 เซลล์) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion agar ที่แช่เย็น ซึ่งมีส่วนประกอบของ
เลือดแกะ fetal bovine serum และยาปฏิชีวนะความเข้มข้นดังที่กล่าวไว้ในขั้นตอน  3.2.1 ให้มี
เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะ
ออกซิเจนเจือจาง ปิเปตพลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์จากขั้นตอน 3.3.11 ปริมาณ 2 ไมโครกรัมลง
บนเชื้อและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง จากนั้นขูด
เอาเชื้อทั้งหมดที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อมาละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ  brain heart infusion broth 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และปิเปตเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงบน อาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart 
infusion agar ซึ่งมีส่วนประกอบของเลือดแกะ fetal bovine serum และยาปฏิชีวนะความเข้มข้น
ดังที่กล่าวไว้ในขั้นตอน 3.2.1 และมียา kanamycin ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเชื้อ
ที ่37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3-5 วนั ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง (ก๊าซไนโตรเจน 85 เปอร์เซ็นต์ 
ก๊าซออกซิเจน 5 เปอร์เซ็นต์ และก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 10 เปอร์เซ็นต)์ 

ทดสอบยืนยันความส าเร็จในการท า natural transformation ด้วยวิธี PCR โดย
สกัดดีเอ็นเอของเชื้อที่ขึ้นมาตามขั้นตอน 3.3.1 ใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้น 400 นาโนกรัม ในปฏิกิริยา
ซึ่งมีปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร ประกอบด้วย fliDF primer และ fliDR primer ปริมาณอย่างละ 
50 พิโคโมล deoxynucleotide triphosphates ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร PCR 
buffer ความเข้มข้น 1 เท่า  MgCl2 ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร และเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต ปฏิกิริยาเกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ตามที่แสดงใน
ตารางที่ 3 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวอย่างควบคุมลบ  น าผลผลิต PCR ปริมาตร 20 
ไมโครลิตรมาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ 
โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพ่ิมปริมาณยีน fliD ที่
กลายพันธุ์ซึ่งม ีkanamycin resistance cassette บรรจุอยู่ ควรมีขนาดเท่ากับ 1,290 คู่เบส  

 
3.3.13 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน fliD ด้วยเทคนิค Sequencing 

ท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลาย
พันธุ์ของยีน fliD และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 โดยเตรียมผลผลิต PCR ของ
ยีน fliD ภายหลังจากการท า natural transformation ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ primer ที่
จ าเพาะต่อยีน fliD ได้แก่ fliDF primer และ fliDR primer ปริมาตรอย่างละ 50 พิโคโมล เพ่ือส่งไป
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วิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger sequencing (128) โดยบริษัท Bioneer Sequencing 
Service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าผลการทดสอบ Sequencing มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 26695 (GenBank accession number HP0752) (126) 
เพ่ือวิเคราะห์หาล าดับเบสยีน fliD ด้วยโปรแกรม Standard Nucleotide BLAST (129) 

 

3.4 การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค motility assay 

โคโลนีของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ
กลายพันธุ์ของยีน fliD ที่มีอายุ 3 วัน ถูกน ามาเจือจางในอาหารเลี้ยงเชื้อ Brucella broth ปรับเชื้อที่
การดูดกลืนแสงเท่ากับ 600 นาโนเมตร ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 หรือประมาณ 108 
colony forming unit (CFU) ต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายของเชื้อปริมาตร 3 ไมโครลิตรใส่
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Brucella soft agar ที่มีส่วนประกอบของวุ้นความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ และ 
heat-inactivated fetal bovine serum ความเข้มข้น  5 เปอร์ เซ็นต์  บ่มที่ อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง สังเกตการเคลื่อนที่ของเชื้อโดยดูจากความ
ขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นวงกว้างรอบจุดที่ปิเปตเชื้อลงไป วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงและค านวณ
ขนาดของพ้ืนที่ในการเคลื่อนที่ของเชื้อโดยมีหน่วยเป็นตารางมิลลิเมตร ขนาดของพื้นที่ในการเคลื่อนที่
แปรผันตรงกับระยะทางในการเคลื่อนที่ของเชื้อ การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่
แตกต่างกัน ซ่ึงแต่ละคร้ังท า 2 ซ้ าและหาค่าเฉลี่ย 

  

3.5 การทดสอบความสามารถของเชื้อในการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ด้วยเทคนิค 
adhesion assay 

3.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง (human laryngeal epithelial; HEp-2)  

เลี้ยงเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ใน T75 tissue culture flask ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ dulbecco’s modified of eagle’s medium ผสมกับ fetal bovine serum ความเข้มข้น 
10 เปอร์เซ็นต์ และยาต้านเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย (antibiotic-antimycotic) ความเข้มข้น 1
เปอร์เซ็นต์ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 5 เปอร์เซ็นต์และ
ความชื้น 95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ เซลล์จะถูกถ่ายไปเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ดังขั้นตอนต่อไปนี้ เทอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกทั้งหมด ล้างเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ 
dulbecco’s phosphate buffer saline ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง ดูดบัฟเฟอร์ทิ้ง จากนั้น
ย่อยเซลล์เพ่ือให้เซลล์หลุดจากพ้ืนผิวที่ยึดเกาะด้วยเอนไซม์ trypsin ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
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ปริมาตร 1 ถึง 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ลงไป 10 มิลลิลิตรเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ trypsin ใช้ปิเปตดูดตะกอนของเซลล์ขึ้นลง
เบาๆ ดูดตะกอนเซลล์ทั้งหมดใส่ในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงไปในตะกอนเซลล์ที่เหลืออยู่ในหลอด ผสมให้เข้ากันโดยดูดขึ้นลงเบาๆ ท า
การนับจ านวนของเซลล์เพ่ือให้มีจ านวนที่เหมาะสมในการน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ ดูด
ตะกอนเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาใส่ใน T75 tissue culture flask ขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรบรรจุอยู่  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 5 
เปอร์เซ็นต์และความชื้น 95 เปอร์เซ็นต์ สังเกตความหนาแน่นของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์  

 

3.5.2 การนับเซลล์ 

เพ่ือให้ได้ปริมาณของเซลล์ที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงและการทดลองขั้นต่อไป 
จึงท าการนับเซลล์ด้วยอุปกรณ์นับเซลล์  hemocytometer-counting chamber (รูปที่ 5) โดยมี
รายละเอียดดังต่อไปนี้ ดูดตะกอนเซลล์ภายหลังกระบวนการย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ trypsin ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ผสมกับสี trypan blue ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยดูดขึ้นลงเบาๆ และ
ตั้งทิ้งไว้ 3 ถึง 5 นาที จากนั้นดูดตะกอนเซลล์ดังกล่าวถ่ายลงใน  hemocytometer-counting 
chamber ปิดแผ่น coverslip ทับ นับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 เท่า นับเฉพาะ
เซลล์ที่ไม่ติดสี trypan blue ซึ่งเป็นเซลล์ที่ยังมีชีวิต โดยนับเซลล์ที่อยู่ในช่องกลางและช่องมุม 4 ช่อง
ดังแสดงในรูปที ่5 ค านวณปริมาณเซลล์ทั้งหมดโดยใช้สูตรดังที่แสดงต่อไปนี้ 

  
ปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิตใน 1 มิลลิลิตร (เซลล์ต่อมิลลิลิตร)   = จ านวนเซลล์ที่ไม่ติดสีย้อมx104x df*
         5 

*df หมายถึง dilution factor  
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รูปที ่5 อุปกรณ์นับเซลล์ hemacytometer-counting chamber (22) บริเวณท่ีมีเครื่องหมาย 
ก ข ค ง และ จ คือพื้นที่ท่ีถูกน ามาใช้ในการนับเซลล์  
 

3.5.3 การย้อมเชื้อ H. pylori ด้วยสี fluorescein isothiocyanate (FITC) 

เจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่มีอายุ 3 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ dulbecco’s modified of 
eagle’s medium ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ปรับเชื้อที่ค่าการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร ให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  0.2 หรือประมาณ  108 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร  เติมสีย้อม 
fluorescein isothiocyanate ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ที่ละลายใน dimethyl sulfoxide บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมงในที่มืด น าเซลล์แบคทีเรียไปปั่นล้าง 3 ครั้ง ด้วย 
dulbecco’s modified of eagle’s medium ที่ผสมกับ Tween 20 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
ปั่นที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เทส่วนของเหลวทิ้งและเหลือแต่ตะกอนเชื้อ 
จากนั้นเติม dulbecco’s modified of eagle’s medium ปริมาตร 6 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตะกอน
เชื้อ 

3.5.4 การเตรียมเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 เพื่อใช้ในการทดสอบความสามารถในการ
ยึดเกาะของเชื้อ H. pylori  

น าเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ที่เลี้ยงใน T75 tissue culture flask จนมีความ
หนาแน่นประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ ไปเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์แบบ 6 หลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์  
dulbecco’s modified of eagle’s medium ผสมกั บ  fetal bovine serum ความ เข้ มข้ น  10 

ข ก 

ง จ 

ค 
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เปอร์เซ็นต์ และยาต้านเชื้อราและเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น  1 เปอร์เซ็นต์ บรรจุอยู่หลุมละ 2 
มิลลิลิตร และมี coverslip เส้นผ่านศูนย์กลาง 18 มิลลิเมตรอยู่ที่ก้นหลุม เพ่ือเป็นพ้ืนที่ให้เซลล์ใช้ใน
การยึดเกาะ ปรับปริมาณให้มีเซลล์บรรจุอยู่ในหลุมๆ ละ 3 ล้านเซลล์ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 5 เปอร์เซ็นต์และความชื้น 95 เปอร์เซ็นต์ 
เพ่ือให้เซลล์เกาะกับจานเลี้ยงเซลล์และมีความหนาแน่น 80 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์
ทิ้งและล้างเซลล์ด้วย dulbecco’s phosphate buffer saline ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง 
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ dulbecco’s modified of eagle’s medium ซึ่งมีเชื้อ H. pylori ที่ถูกย้อม
ด้วย fluorescein isothiocyanate เจือจางอยู่จากขั้นตอน 3.5.3 ปริมาตรหลุมละ 2 มิลลิลิตร เชื้อ
ในแต่ละหลุมมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2 หรือประมาณ 108 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร 
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 5 เปอร์เซ็นต์
และความชื้น 95 เปอร์เซ็นต์ หลุมที่มีเฉพาะเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ถูกเตรียมควบคู่ไปกับหลุม
ที่เพาะเลี้ยงเซลล์กับเชื้อ เพ่ือใช้วัดเป็นค่าแบคกราวด์ของการทดสอบในแต่ละครั้ง 

 
3.5.5 การวัดปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์จากตัวเชื้อ H. pylori ที่ยึดเกาะบนเซลล์เยื่อบุ

กล่องเสียง HEp-2 

เมื่อครบเวลาบ่มเชื้อในขั้นตอน 3.5.4 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในแต่ละหลุมทิ้งเพ่ือก าจัด
เชื้อที่ไม่ได้ยึดเกาะเซลล์ และล้างเซลล์ด้วย dulbecco’s phosphate buffer saline ปริมาตร  
2 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง วัดปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่เปล่งจากตัวเชื้อ H. pylori ที่เกาะบนเซลล์
เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ด้วยเครื่อง fluorescence microplate reader (บริษัท Biotek Synergy 
Mx จ ากัด สหรัฐอเมริกา) โดยแสงฟลูออเรสเซนซ์ถูกกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตรและถูก

ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 528 นาโนเมตร ปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดได้แปรผันตรงกับจ านวน
เชื้อ H. pylori ทีย่ึดเกาะเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 บันทึกภาพของการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori 
ติดด้วยกล้องฟลูออเรสเซนต์ (รุ่น Olympus BX50 บริษัท Olympus Corporation จ ากัด ประเทศ
ญี่ปุ่น) ปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดได้จากเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
ถูกน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะโดยเทียบกับการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งแต่ละครั้ง
ท า 2 ซ้ าและหาค่าเฉลี่ย 
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 3.6 การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ในหลอดทดลอง  

3.6.1 การสร้างไบโอฟิล์มด้วยเทคนิค pellicle assay 

เจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori  
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่มีอายุ 3 วัน ในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ brain 

heart infusion broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งมีส่วนผสมของ β-cyclodextrin (BCD) ความ
เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ปรับเชื้อที่ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 600 นาโนเมตรให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 0.2 หรือประมาณ 108 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 7 วัน โดยตั้งหลอดทดลองทิ้งไว้ในสภาวะอยู่กับที่ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง  (ก๊าซ
ไนโตรเจน 85 เปอร์เซ็นต์ ก๊าซออกซิเจน 5 เปอร์เซ็นต์ และก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์ 10 เปอร์เซ็นต)์ 

 
3.6.2 การวัดการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เชิงกึ่งปริมาณ 

ศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในเชิงก่ึงปริมาณ โดยสังเกตลักษณะไบโอฟิล์ม
ที่เชื้อ H. pylori สร้างขึ้น ได้แก่  pellicle (คือลักษณะของไบโอฟิล์มที่จับตัวเป็นกลุ่มลอยบนพ้ืนผิว
ของเหลวบริเวณระหว่างของเหลวกับอากาศ) และ attached biofilm (คือลักษณะของไบโอฟิล์มที่
เกาะบนผิวแก้วบริเวณระหว่างของเหลวกับอากาศ ) และบันทึกผลทุกวันเป็นระยะเวลา 7 วัน โดย
บันทึกระดับการสร้างไบโอฟิล์มทั้งในรูปแบบของ pellicle และ attached biofilm ดังนี้ (-) หมายถึง 
ไม่สามารถสังเกตเห็ตการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อทั้ง 2 รูปแบบดังที่กล่าวข้างต้น (+) หมายถึง พบการ
สร้าง pellicle หรือ attached biofilm เป็นเยื่อบางๆ (++) หมายถึง พบการสร้าง pellicle ปกคลุม
บริเวณส่วนกลางของพ้ืนผิวของเหลว  หรือพบการสร้าง  attached biofilm ขนาดบาง (+++) 
หมายถึง พบการสร้าง pellicle ปกคลุมทั่วทั้งพ้ืนผิวของเหลว หรือพบการสร้าง attached biofilm 
ขนาดหนา การทดลองดังกล่าวท าท้ังหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ซ่ึงแต่ละคร้ังท า 2 ซ้ า 

 
3.6.3 การวัดการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เชิงปริมาณด้วยเทคนิคการย้อมสี 

crystal violet 

ศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในเชิงปริมาณ ด้วยเทคนิคการย้อมสี crystal 
violet ภายหลังจากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค pellicle assayในหลอด
ทดลองครบ 7 วัน ดูดสารละลายทั้งหมดในหลอดทิ้ง คงเหลือแต่ส่วนของไบโอฟิล์มที่เกาะข้างพ้ืนผิว



 

 

51 

แก้วของหลอดทดลอง หรือ attached biofilm ล้างไบโอฟิล์มด้วยบัฟเฟอร์ phosphate buffer 
saline ปริมาตร 11 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง น าหลอดทดลองไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมสี crystal violet  ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 11 
มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลอง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือให้ไบโอฟิล์มติดสี ดูดสี 
crystal violet ทิ้งและน าหลอดทดลองไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นล้างไบโอฟิล์มด้วยบัฟเฟอร์ phosphate buffer saline ปริมาตร 11 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง 
เติมสารละลายเอทานอลต่ออะซีโตนในอัตราส่วน 80 ต่อ 20 ปริมาตร 11 มิลลิลิตร และตั้งหลอด
ทดลองทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาท ีจากนั้นดูดสารละลายของสีที่ถูกชะออกมาใส่ใน cuvette 
และน าไปวัดที่ค่ าการดูดกลืนแสงเท่ากับ  570 นาโนเมตรด้วยเครื่องวัดความเข้มของแสง 
(spectrophotometer; บริษัท Hitachi จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) หลอดทดลองที่มีแต่อาหารเลี้ยงเชื้อ 

brain heart infusion broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ซึ่ งมีส่วนผสมของ  β-cyclodextrin (BCD)  
ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ถูกเตรียมควบคู่ไปกับหลอดทดลองที่ใส่เชื้อ เพ่ือใช้วัดเป็นค่าแบคกราวด์
ของการทดสอบในแต่ละครั้ง ค่าความเข้มของแสงที่วัดได้แปรผันตรงกับปริมาณไบโอฟิล์มที่เชื้อสร้าง
ขึ้น ปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อถูกแสดงโดยค่าความเข้มของแสงของหลอดทดลองที่มีเชื้อหักลบกับค่ า
ความเข้มของแสงของหลอดทดลองที่ไม่มีเชื้อ การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่
แตกต่างกัน ซ่ึงแต่ละคร้ังท า 2 ซ้ าและหาค่าเฉลี่ย  

 

3.7 การวิเคราะห์โครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (Scanining electron microscopy; SEM) 

3.7.1 การเตรียมสิ่งตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด 

ศึกษาโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด โดยเตรียมตัวอย่างสิ่งส่งตรวจดังนี้ เพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ทั้งสองสาย
พันธุ์ด้วยเทคนิค pellicle assayในหลอดทดลองให้มีอายุตั้งแต่ 1 ถึง 7 วัน โดยมีรายละเอียดตาม
ขั้นตอน 3.6.1 เมื่อครบก าหนดระยะเวลาการบ่มเชื้อ ดูดเก็บ pellicle ตั้งแต่วันที่ 1 ถึงวันที่ 7 ใส่ใน
หลอดใหม่ ส าหรับหลอดทดลองที่ไม่มีการสร้าง pellicle ให้ดูดเก็บเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระที่ก้น
หลอดใส่ในหลอดทดลองใหม่ ขณะเดียวกันท าการเก็บโคโลนีที่มีอายุ 3 วันของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion ที่มีส่วนผสมของเลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ ท าการ
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เจือจางใน phosphate buffer saline เพ่ือน ามาศึกษาลักษณะโครงสร้างสามมิติของเชื้อในขั้นตอนนี้
ด้วย น า pellicle เชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระและสารละลายเชื้อที่เก็บได้จากโคโลนีไปปั่นตกตะกอนที่
ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวทิ้งและล้าง
ตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ phosphate buffer saline ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นส่งสิ่ง
ตัวอย่างทั้งหมดไปท าการวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

  
3.7.2 การวิเคราะห์โครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด 

สิ่งตัวอย่างที่เตรียมในขั้นตอน 3.7.1 ถูกท าการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสามมิติ
ของไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ณ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ประเทศไทย  ท าการตรึงสิ่ งตัวอย่างด้วยสารละลาย 
glutaraldehyde ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ในบัฟเฟอร์ phosphate buffer saline ความเข้มข้น 
0.1 โมลต่อลิตร pH 7.2 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างสิ่งตัวอย่างด้วยบัฟเฟอร์ phosphate buffer 
saline จ านวน 2 ครั้ง ตามด้วยน้ ากลั่นอีก 1 ครั้ง ดูดสารละลายของเหลวทั้งหมดทิ้ง ท าการขจัดน้ า
ออกจากสิ่งตัวอย่างโดยผ่านเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ  ดังนี้ 30, 50, 70 และ 90 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดับ ล าดับละ 10 นาท ีและที่ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาท ีน าสิ่ง
ตัวอย่างไปท าให้แห้งที่จุดวิกฤตและวางบนแท่น เคลือบสิ่งตัวอย่างด้วยทองและแพลเลเดียม ท าการ
บันทึกภาพสามมิติของโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  
(รุ่น JSM-7610F บริษัท JEOL จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) 

 

3.8 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของการทดสอบต่างๆ ระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ถูกวิเคราะห์ทางสถิติโดย 
Student’s t-test โดยค่า p-value ที่ระดับน้อยลกว่าหรือเท่ากับ 0.05 จะถือว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 การสร้าง H. pylori ที่มียีน fliD กลายพันธุ์ด้วยเทคนิค inverse PCR mutagenesis 

4.1.1 สารพันธุกรรมของเชื้อ H. pylori ที่สกัดได้ 

 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกสกัดเพ่ือน ามาใช้
เป็นต้นแบบในกระบวนการสร้างการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.1 ของบทวัสดุและ
วิธีในการด าเนินงานวิจัย และวัดหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop™ 1000 
spectrophotometer พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้เท่ากับ 210.2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรและ
มีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเท่ากับ 1.94 ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ทั้งหมดมีปริมาณและความบริสุทธิ์เพียงพอที่จะ
น าไปใช้ในการทดสอบขั้นตอนถัดไป 

 

4.1.2 primer ที่ถูกออกแบบ 

primer ที่ ถู ก ออกแบบขึ้ น ใ น ง านวิ จั ย นี้ ไ ด้ แ ก่  gene specific primer ที่ มี
ความจ าเพาะต่อยีน fliD ของเชื้อ H. pylori และ inverse PCR mutagenesis primer ที่ถูกน ามาใช้
ในกระบวนการสร้างการกลายพันธุ์ของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori  ในการออกแบบ primer ได้ใช้
ล าดับเบสของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 26695 (126) เป็นต้นแบบ   น า primer ที่
ถูกออกแบบขึ้ นไปตรวจสอบคุณสมบัติและความจ า เพาะด้ วยโปรแกรม Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) 
พบว่า primer ที่ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับยีน fliD ได้แก่  fliDF (fliD forward primer) ถูก
ออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 488 ถึง 507 ประกอบด้วยเบส GC 50 เปอร์เซ็นต์และมี
อุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature; Tm) 58.33 องศาเซลเซียส  ขณะที่  fliDR (fliD 
reverse primer) ถูกออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 779 ถึง 759 ประกอบด้วยเบส GC 
40 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิหลอมเหลว 55.65 องศาเซลเซียส  

primer ส าหรับ inverse PCR mutagenesis ได้แก่ infliDF ถูกออกแบบโดยอ้างอิง
จากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 610 ถึง 624 ประกอบด้วยเบส GC 47.83 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิ
หลอมเหลว 59.76 องศาเซลเซียส และ infliDR ถูกออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 591 
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ถึง 577 ประกอบด้วยเบส GC 47.83 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิหลอมเหลว 58.05 องศาเซลเซียส 
รายละเอียดของ primer ต่างๆ ถูกแสดงในตารางที่ 3  

 

ตารางท่ี 3 ตารางแสดงล าดับเบสของ primer ที่ใช้ส าหรับปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจ านวนยีน fliD 
ปฏิกิริยา inverse PCR mutagenesis และปฏิกิริยา colony PCR และขนาดของผลผลิตที่ได้
ตามล าดับ 
 

ชื่อ primer ยีน เทคนิค 
PCR 

ล าดับเบส primer (5’-3’) ต าแหน่ง อุณหภูมิ
(Tm) 

(องศา
เซลเซียส) 

ขนาด
ผลผลิต
(คู่เบส) 

fliD F fliD PCR GCTACCAATGGCGAAGTGAT 488 56.99 292 

fliD R fliD PCR CTTTTTGGATTGCGGTGTTT 779   

infliD F fliD 
mutant 

IPCRM1 GGAGATCTATCCACGCTCACTAA 610 58.91 3,305 

infliD R fliD 
mutant 

IPCRM GGAGATCTTAGACTCGGTTGTCT 591   

SP6 
promoter 

SP6 
promoter 

Colony 
PCR2 

ATTTAGGTGACACTATAGAA อ้างอิง
จาก
(130) 

41.91 175 

T7 
promoter 

T7 
promoter 

Colony 
PCR 

TAATACGACTCACTATAGGG    

  
1 หมายถึงปฏิกิรยิา inverse PCR mutagenesis 2 หมายถึงปฏกิิริยา  colony PCR  

 

4.1.3 การเพิ่มปริมาณยีน fliD ด้วยเทคนิค PCR 

 เพ่ิมปริมาณยีน fliD โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้  primer ที่จ าเพาะต่อยีน fliD ได้แก่ fliDF 
primer และ fliDR primer ท าปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.3 ของบทวัสดุและวิธีในการ
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ด าเนินงานวิจัย ตรวจสอบผลผลิต PCR บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาด
กับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ของยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 
292 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 ด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิส 
บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือผลผลิต 
PCR ของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แถวที่ 2 คือตัวควบคุมลบ 

 

4.1.4 การโคลนยีน fliD เข้าสู่ pGEM®T-Easy vector 

 ผลผลิต PCR ของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูก
โคลนเข้าสู่ pGEM®T-Easy vector ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.6 ของบท

วัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ถูกน าเข้าสู่เชื้อ E. coli DH5-⍺ 
competent cells และโคโลนีที่มีพลาสมิดที่มียีน fliD บรรจุอยู่ถูกคัดเลือกด้วยเทคนิค blue/white 
colony screening assay โดยโคโลนีดังกล่าวมีสีขาวภายหลังการบ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น

L 1  2 

292 คู่เบส 
200 
300 
500 

1000 
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เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลนด้วยวิธี colony PCR amplification และ
วิธี restriction enzyme analysis 

โคโลนีสีขาวถูกเลือกมาจ านวน 7 โคโลนีและถูกก าหนดให้มีรหัส D1 ถึง D7 
ตามล าดับ เพ่ือน ามายืนยันความถูกต้องของการโคลนยีน fliD เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR 
amplification โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 promoter และท าปฏิกิริยา colony PCR 
ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.7 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ตรวจสอบผลผลิต  colony PCR 
บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส 
พลาสมิด D1, D2, D4 และ D7  ที่มียีน fliD บรรจุอยู่พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต colony PCR ของ
ยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 467 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 292 คู่เบสและล าดับเบสที่
เกิดจาก SP6-T7 primer มีขนาดเท่ากับ 175 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 7 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 ผลผลิต colony PCR จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลนยีน  fliD เข้าสู่ 
พลาสมิดด้วย วิธี  colony PCR amplification โดยใช้  primer ที่ จ า เพาะต่อ SP6 และ T7 
promoter ตรวจสอบผลผลิต colony PCR ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความ
เข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 คือตัวควบคุมลบ แถวที่ 2 ถึง 8 
คือผลผลิต colony PCR ของพลาสมิด D1 ถึง D7 ตามล าดับ  

L L 1 2  3 4 5 6  7 

467 คู่เบส 

 8 

400 
600 

1000 
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โคโลนีสีขาวของพลาสมิด D1, D2, D4 และ D7 ที่ได้รับการยืนยันความถูกต้องของ
การโคลนยีน fliD เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR amplification ถูกน ามาสกัดพลาสมิดเพ่ือ
น าไปตรวจสอบความถูกต้องด้วยวิธี restriction enzyme analysis ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.8 และ 
3.3.9 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย พลาสมิดที่ได้มีขนาดเท่ากับ 3,307 คู่เบส ซึ่ง
ประกอบด้วยยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 292 คู่เบส และพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ตามล าดับ 
ภายหลังจากการบ่มพลาสมิดร่วมกับเอนไซม์ NotI ตรวจสอบผลผลิต restriction enzyme analysis 
บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส 
พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบจากพลาสมิด D1, D2, D4 และ D7 ได้แก่ แถบของยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 
327 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน fliD และล าดับเบสบางส่วนของพลาสมิดที่เกิดจากการถูกตัดด้วย
เอนไซม์ NotI ขนาดเท่ากับ 292 และ 35 คู่เบส ตามล าดับ และแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดมีขนาด
เท่ากับ 2,980 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 8 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 ผลผลิต restriction enzyme analysis จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลน
ยีน fliD เข้าสู่พลาสมิดภายหลังการตัดด้วยเอนไซม์  NotI ตรวจสอบผลผลิต restriction enzyme 
analysis ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L1 และ L2 คือดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และ 10 กิโลเบส ตามล าดับ แถวที่ 1, 3, 5 และ 7 คือพลาสมิด D1, D2, 
D4 และ D7 ตามล าดับ ที่บรรจุยีน fliD ซึ่งไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ NotI แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 คือ

327 คู่เบส 

2,980 คู่เบส 
3,305 คู่เบส 
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ผลผลิต restriction enzyme analysis ของพลาสมิด D1, D2, D4 และ D7 ตามล าดับ ที่มียีน fliD 
ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์  NotI 

 

4.1.5 การท า inverse PCR mutagenesis 

เลือกพลาสมิด D1, D2 และ D4 ที่บรรจุยีน fliD มาเข้าสู่กระบวนการสร้างเชื้อกลาย
พันธุ์ด้วยเทคนิค inverse PCR mutagenesis โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีน fliD ได้แก่ InfliDF 
primer และ InfliDR primer ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.10 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย 
ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยาพบว่าผลผลิต inverse PCR mutagenesis มีล าดับเบสหายไปจ านวนทั้งสิ้น 
18 คู่เบสและมีล าดับเบสของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll ปรากฎอยู่บริเวณกลางยีน ณ ต าแหน่งที่ 101 
ถึงต าแหน่งที่ 119 ตรวจสอบผลผลิต inverse PCR mutagenesis บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 
เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบว่าพลาสมิด D1 มีแถบดีเอ็นเอ
ของผลผลิต inverse PCR mutagenesis ของยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 3,305 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วย
ยีน fliD ที่กลายพันธุ์มีขนาดเท่ากับ 290 คู่เบส และพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ดังที่แสดง
ในรูปที่ 9 จึงตั้งรหัสพลาสมิดดังกล่าวที่มียีน fliD กลายพันธุ์ว่าพลาสมิด ∆D1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 ผลผลิต inverse PCR mutagenesis จากการท าให้ยีน fliD กลายพันธุ์ ตรวจสอบผลผลิต 
inverse PCR mutagenesis ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 
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เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 ถึง 3 คือผลผลิต inverse PCR mutagenesis 
ของพลาสมิด D1, D2 และ D4 ตามล าดับ แถวที่ 4 คือตัวควบคุมลบ 

 

น าผลผลิต inverse PCR mutagenesis ของพลาสมิด ∆D1  มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Bglll ความเข้มข้น 20 เท่า ในปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ตรวจสอบชิ้นส่วนของผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูกตัดด้วยเทคนิค 
อิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 10 กิโลเบส พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต inverse PCR mutagenesis ของยีน fliD ที่กลาย
พันธุ์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll มีขนาดเท่ากับ 3,305 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน fliD ที่
กลายพันธุ์มีขนาดเท่ากับ 290 คู่เบส และพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 ผลผลิต restriction enzyme analysis จากการตรวจสอบความถูกต้องของผลผลิต 
inverse PCR mutagenesis ภายหลังจากตัดด้วยเอนไซม์ Bglll ตรวจสอบผลผลิต restriction 
enzyme analysis ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 คือพลาสมิด ∆D1 ที่บรรจุยีน fliD ที่กลายพันธุ์ ซึ่งไม่ถูกตัด
ด้วยเอนไซม์ Bglll แถวที่ 2 คือผลผลิต restriction enzyme analysis ของพลาสมิด ∆D1 ที่มียีน 
fliD ที่กลายพันธุ์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ Bglll 
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น าผลผลิต inverse PCR mutagenesis ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll มา
ท าปฏิกิริยา self-ligation ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.10 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย 

ผลผลิตจากปฏิกิริยา self-ligation ถูกน าเข้าสู่เชื้อ E. coli DH5-⍺ competent cells โคโลนีที่มี 
พลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์บรรจุอยู่ถูกคัดเลือกด้วยเทคนิค blue/white colony screening 
assay โดยโคโลนีดังกล่าวมีสีขาวภายหลังการบ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลนด้วยวิธี colony PCR amplification และวิธี restriction 
enzyme analysis 

โคโลนีสีขาวถูกเลือกมาจ านวน 5 โคโลนีและถูกก าหนดให้มีรหัส ∆D11 ถึง ∆D15 
ตามล าดับ เพ่ือน ามายืนยันความถูกต้องของการโคลนยีน fliD ที่กลายพันธุ์เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี 
colony PCR amplification โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 promoter และท าปฏิกิริยา 
colony PCR ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.7 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต colony 
PCR ถูกน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll เพ่ือยืนยันต าแหน่งตัดจ าเพาะดังกล่าว ตรวจสอบ
ผลผลิต colony PCR ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น  0.7 
เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบว่าพลาสมิด ∆D12 มีแถบดีเอ็น
เอของยีน fliD ที่กลายพันธุ์ถูกตัดออกเป็น 2 แถบ ได้แก่ แถบที่มีขนาดเท่ากับ 192 และ 273 คู่เบส 
ตามล าดับ ดังที่แสดงในรูปที่ 11 
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รูปที่ 11 ผลผลิต colony PCR ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll จากการตรวจสอบความ
ถูกต้องของการโคลนยีน fliD ที่กลายพันธุ์เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR amplification 
โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 promoter ตรวจสอบผลผลิต colony PCR ด้วยเทคนิค 
อิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส 
แถวที่ 1 คือตัวควบคุมลบ แถวที่ 2, 4, 6, 8, และ 10 คือผลผลิต colony PCR ของพลาสมิด ∆D11 
ถึง ∆D15 ตามล าดับที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll แถวที่ 3, 5, 7, 9, และ 11 คือผลผลิต 
colony PCR ของพลาสมิด ∆D11 ถึง ∆D15 ตามล าดับที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll 

 

โคโลนีสีขาวของพลาสมิด ∆D12 ที่ได้รับการยืนยันความถูกต้องของการโคลนยีน 
fliD ที่กลายพันธุ์เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR amplification ถูกน ามาสกัดพลาสมิดเพ่ือน าไป
ตรวจสอบความถูกต้องด้วยวิธี restriction enzyme analysis ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.8 และ 3.3.9 
ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย พลาสมิดที่ได้มีขนาดเท่ากับ 3,305 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วย
ยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 290 คู่เบส และพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ตามล าดับ ภายหลังจาก
การบ่มพลาสมิดร่วมกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตรวจสอบผลผลิต restriction enzyme analysis 
บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส 
พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ได้แก่ แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 2,980 คู่เบส และแถบของยีน 
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fliD ที่กลายพันธุ์มีขนาดเท่ากับ 325 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน fliD ที่กลายพันธุ์และล าดับเบส
บางส่วนของพลาสมิดที่เกิดจากการถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ขนาด 290 และ 35 คู่เบส 
ตามล าดับ ดังที่แสดงในรูปที่ 12 

 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12 ผลผลิต restriction enzyme analysis จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลน
ยีน fliD ที่กลายพันธุ์เข้าสู่พลาสมิดภายหลังจากตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตรวจสอบ
ผลผลิต restriction enzyme analysis ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 
0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 คือผลผลิต restriction enzyme 
analysis ของพลาสมิด ∆D12 ที่มียีน fliD ที่กลายพันธุ์ที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์  NotI แถวที่ 2 คือ 
พลาสมิด ∆D12 ที่มียีน fliD ที่กลายพันธุ์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์  NotI 

 

4.1.6 การใส่ kanamycin resistance cassette เข้าสู่ยีน fliD ที่กลายพันธุ์ 

พลาสมิด ∆D12 ที่มียีน fliD ที่กลายพันธุ์และได้รับการยืนยันด้วยวิธี colony PCR 
amplification และวิธี restriction enzyme analysis ถูกน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bglll 
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และน ามาท าปฏิกิริยา ligation กับ kanamycin resistance cassette ที่มีขนาดเท่ากับ 1,000 คู่เบส 
ตามข้ันตอนในข้อ 3.3.11 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ถูก

น าเข้าสู่เชื้อ E. coli DH5-⍺ competent cells โคโลนีที่มีพลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์และมี 
kanamycin resistance cassette บรรจุอยู่ถูกคัดเลือกด้วยเทคนิค blue/white colony screening 
assay โดยโคโลนีดังกล่าวมีสีขาวภายหลังการบ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลนด้วยวิธี colony PCR amplification และวิธี restriction 
enzyme analysis 

โคโลนีสีขาวถูกเลือกมาจ านวน 8 โคโลนีและถูกก าหนดให้มีรหัส ∆D121 ถึง ∆D128 
ตามล าดับ เพ่ือน ามายืนยันความถูกต้องของการโคลนยีน fliD ที่กลายพันธุ์และมี kanamycin 
resistance cassette เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR amplification โดยใช้ primer ที่จ าเพาะ
ต่อ SP6 และ T7 promoter และท าปฏิกิริยา colony PCR ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.7 ของบทวัสดุ
และวิธีในการด าเนินงานวิจัย ตรวจสอบผลผลิต colony PCR บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 
เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบว่าทุกพลาสมิดมีแถบดีเอ็นเอ
ของยีน fliD ที่กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette มีขนาดเท่ากับ 1,465 คู่เบส ซึ่ง
ประกอบด้วยยีน fliD ที่กลายพันธุ์มีขนาดเท่ากับ 290 คู่เบส ล าดับเบสที่เกิดจาก SP6-T7 primer มี
ขนาดเท่ากับ 175 คู่เบสและ kanamycin resistance cassette มีขนาดเท่ากับ 1,000 คู่เบสดังที่
แสดงในรูปที่ 13 
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รูปที่ 13 ผลผลิต colony PCR จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลนยีน fliD ที่กลาย
พั น ธุ์ แ ล ะ มี  kanamycin resistance cassette เ ข้ า สู่ พ ล า ส มิ ด ด้ ว ย วิ ธี  colony PCR 
amplification โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ T7 promoter ตรวจสอบผลผลิต colony 
PCR ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 ถึง 8 คือผลผลิต colony PCR ของพลาสมิด ∆D121 ถึง ∆D128 ที่มี
ยีน fliD ที่กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette ตามล าดับ แถวที่ 9 คือตัวควบคุมลบ 

 

เลือกโคโลนีที่มีพลาสมิด ∆D124, ∆D125 และ ∆D127 ที่ได้รับการยืนยันความ
ถูกต้องของการโคลนยีน fliD ที่กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette เข้าสู่พลาสมิด
ด้วยวิธี colony PCR amplification น ามาสกัดพลาสมิดเพ่ือน าไปตรวจสอบความถูกต้องด้วยวิธี 
restriction enzyme analysis ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.8 และ 3.3.9 ของบทวัสดุและวิธีในการ
ด าเนินงานวิจัย ภายหลังจากการบ่มพลาสมิดร่วมกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตรวจสอบผลผลิต 
restriction enzyme analysis บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็น
เอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบว่าทุกพลาสมิดมีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ได้แก่ แถบของยีน fliD ที่
กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette มีขนาดเท่ากับ 1,325 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน 
fliD ที่กลายพันธุ์ ล าดับเบสบางส่วนของพลาสมิดที่เกิดจากการถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI 
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และ kanamycin resistance cassette ขนาดเท่ากับ 290, 35, และ 1,000 คู่เบส ตามล าดับ และ
แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดมีขนาดเท่ากับ 2,980 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 14 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 14 ผลผลิต restriction enzyme analysis จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลน
ยีน fliD ที่กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette เข้าสู่พลาสมิดภายหลังจากตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ตรวจสอบผลผลิต restriction enzyme analysis ด้วยเทคนิคอิเล็ก
โตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 
1, 3 และ 5 คือพลาสมิด ∆D124, ∆D125 และ ∆D127 ตามล าดับที่มียีน fliD กลายพันธุ์และมี 
kanamycin resistance cassette ที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์  NotI แถวที่ 2, 4 และ 6 คือผลผลิต 
restriction enzyme analysis ของพลาสมิด ∆D124, ∆D125 และ ∆D127 ตามล าดับที่มียีน fliD 
กลายพันธุ์และมี kanamycin resistance cassette ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์  NotI 

 

4.1.7 การน าพลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์เข้าสู่เซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค 
natural transformation 

เลือกพลาสมิด ∆D124 ที่มียีน fliD กลายพันธุ์น ามาโคลนเข้าสู่ เซลล์ของเชื้อ  
H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ด้วยเทคนิค natural transformation  ตามข้ันตอนใน
ข้อ 3.3.12 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย โคโลนีของเชื้อ H. pylori ที่มียีน fliD กลายพันธุ์
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อยู่ภายในเซลล์ถูกคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion agar ที่มีส่วนประกอบของ
เลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ และมียา kanamycin ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สกัดดีเอ็นเอ
จากโคโลนีของเชื้อ H. pylori ที่มียีน fliD กลายพันธุ์ เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการยืนยัน
ความส าเร็จของการท า natural transformation ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้  primer ที่จ าเพาะต่อยีน 
fliD ได้แก่ fliDF primer และ fliDR primer ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 เป็นตัวควบคุมบวก และใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา PCR ตาม
ขั้นตอนในข้อ 3.3.3 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ตรวจสอบผลผลิต  PCR บนเจลอะกา
โรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบแถบดีเอ็น
เอของผลผลิต PCR ของยีน fliD ที่มีการกลายพันธุ์มีขนาดเท่ากับ 1,290 คู่เบส ขณะที่ยีน fliD ของ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีขนาดเท่ากับ 292 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 15 
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในงานวิจัยนี้ถูกตั้งชื่อว่า VT124 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 15 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มี
การกลายพันธุ์ของยีน fliD และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ด้วยเทคนิค 
PCR ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 
เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 คือผลผลิต PCR ของยีน fliD เชื้อ H. pylori 
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สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แถวที่ 2 คือผลผลิต PCR ของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD แถวที่ 3 คือตัวควบคุมลบ 

 

4.1.8 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน fliD ด้วยเทคนิค Sequencing 

ผลผลิต PCR จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกส่งไปวิเคราะห์
ล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Sequencing ซึ่งใช้วิธีของ Sanger โดยบริษัท Bioneer 
Sequencing Service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ ผลจากเทคนิค Sequencing ถูกน ามาเปรียบเทียบ
กับล าดับเบสกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 26695 (GenBank accession number 
HP0752) (126) เพ่ือวิเคราะห์หาล าดับเบสของยีน fliD ด้วยโปรแกรม Standard Nucleotide 
BLAST (129) ผลการวิเคราะห์พบว่าล าดับเบสของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 มีความสอดคล้องกับล าดับเบสอ้างถึง 96 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ล าดับเบสของยีน fliD ของ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีความสอดคล้องกับล าดับเบสอ้างอิง 99 
เปอร์เซ็นต ์

 

4.2 ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 

 ศึกษาผลของการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori โดยเปรียบเทียบ
การเคลื่อนที่ระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กับเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brucella soft agar ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
ภายหลังการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วันภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจางตามข้ันตอนในข้อ 
3.4 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย พบว่าเชื้อทั้งสองสายพันธุ์สามารถเคลื่อนที่ได้ซึ่งสามารถ
สังเกตได้จากวงที่เกิดขึ้นจากการที่เชื้อเคลื่อนที่ออกจากจุดเริ่มต้นบนผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 16) 
วัดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงดังกล่าวเพ่ือค านวณขนาดของพ้ืนที่ในการเคลื่อนที่ของเชื้อ โดยมีหน่วยเป็น
ตารางมิลลิเมตร ขนาดของพ้ืนที่ในการเคลื่อนที่แปรผันตรงกับระยะทางในการเคลื่อนที่ของเชื้อ พบว่า
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD เคลื่อนที่ได้สั้นกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 อย่างมีนัยส าคัญ (p-value เท่ากับ 0.013) โดยเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มี
การกลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยขนาดพ้ืนที่ของวงที่เชื้อเคลื่อนที่เท่ากับ 28.56 ตารางมิลลิเมตร 
ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเฉลี่ยขนาดของของพ้ืนที่ของวงที่เชื้อ
เคลื่อนที่เท่ากับ  48.83  ตารางมิลลิเมตร ดังที่แสดงในรูปที่ 17 
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รูปที่ 16 การเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori 
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD วงที่เกิดขึ้นจากการเคลื่อนที่ออกจากจุดเริ่มต้นบนผิวของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ Brucella soft agar ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
(VT124) 
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รูปที่ 17 ขนาดพื้นที่ในการเคลื่อนที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่ มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ค่าเฉลี่ยขนาดพ้ืนที่ของวงแปรผันตรงกับ
ระยะทางในการเคลื่อนที่ของเชื้อ กราฟแท่งสีด าแสดงพ้ืนที่การเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟแท่งสีขาวแสดงพ้ืนที่การเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori 
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD (VT124) พ้ืนที่ในการเคลื่อนที่ (ตารางมิลลิเมตร) ค านวณจาก
เส้นผ่าศูนย์กลางของวงที่สังเกตเห็น ขนาดของพ้ืนที่ในการเคลื่อนที่แปรผันตรงกับระยะทางในการ
เคลื่อนที่ของเชื้อ การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งแต่ละครั้งท า 2 ซ้ า
และน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึง 
p-value ที่ระดับ 0.013 ซึ่งถือว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

 

4.3 ความสามารถในการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่
มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 

 ศึกษาผลของการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง HEp-2 
ของเชื้อ H. pylori โดยเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กับ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่ถูกย้อม
ด้วย fluorescein isothiocyanate ร่วมกับเซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง HEp-2 ตามขั้นตอนในข้อ 3.5 
ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย พบว่าเชื้อทั้งสองสายพันธุ์สามารถยึดเกาะบนเซลล์เยื่อบุผิว
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กล่องเสียง HEp-2 ได้และไม่สามารถเกาะบนบริเวณก้นหลุมของจานเลี้ยงเซลล์ได้ (รูปที่ 18) วัด
ปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ซึ่งแปรผันตรงกับจ านวนเชื้อ H. pylori ที่ยึดเกาะเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง 
HEp-2 ค่าเฉลี่ยปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดได้ในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ
ยีน fliD มีค่าเท่ากับ 354.5 และในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเท่ากับ 390 
น าค่าที่ได้จากการวัดปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์มาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะโดยเทียบ
กับการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่
มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD สามารถยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ไม่แตกต่างจากเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (p-value มากกว่า 0.05) โดยที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์
ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีเปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะเท่ากับ 97.80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับ
เปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่เท่ากับ 100 
เปอร์เซ็นต์ ดังที่แสดงในรูปที่ 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 ภาพการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD จากกล้องฟลูออเรสเซนต์ก าลังขยาย 400 เท่า 
A: และ B: คือเซลล์ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ ที่ถูกย้อมด้วย fluorescein isothiocyanate 
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รูปที่ 19 การยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กราฟแท่งสีด าแสดง
เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟ
แท่งสีขาวแสดงเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
(VT124) เปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
ค านวณจากค่าเฉลี่ยปริมาณแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดได้จากตัวเชื้อโดยเทียบกับเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งแต่ละ
ครั้งท า 2 ซ้ า และน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย 

 

4.4 ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD  

 เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ด้วยเทคนิค pellicle assay ตามข้ันตอนในข้อ 3.6 ของบทวัสดุและวิธี
ในการด าเนินงานวิจัย พบว่าเชื้อทั้งสองสายพันธุ์สามารถสร้างไบโอฟิล์ม ณ บริเวณรอยต่อระหว่าง
ของเหลวกับอากาศ (air-liquid interface) โดยพบไบโอฟิล์ม 2 ลักษณะ ได้แก่  pellicle ซึ่ ง
หมายถึงไบโอฟิล์มที่จับตัวเป็นกลุ่มลอยบนพ้ืนผิวของเหลวเชื้อ และ attached biofilm ซึ่ ง
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หมายถึงไบโอฟิล์มที่เกาะกับผิวแก้วด้านในหลอดทดลอง รูปที่ 20 แสดงไบโอฟิล์มทั้ง 2 ลักษณะที่เชื้อ 
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD สร้างขึ้น โดยบันทึกภาพไบโอฟิล์ม ณ วันที่ 7 ของการบ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 ลักษณะไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ที่สร้างขึ้น ณ วันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงด้วย
เทคนิค pellicle assay pellicle หมายถึงไบโอฟิล์มที่จับตัวเป็นกลุ่มลอยบนพ้ืนผิวของเหลวบริเวณ
รอยต่อระหว่างของเหลวกับอากาศ attached biofilm หมายถึงไบโอฟิล์มที่เกาะกับผิวแก้วด้านใน
หลอดทดลองบริเวณรอยต่อระหว่างของเหลวกับอากาศ ATCC43504 คือเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 VT124 คือเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 

 

4.4.1 การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD เมื่อ
ศึกษาเชิงกึ่งปริมาณ 

 ศึกษาผลของการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 
เชิงกึ่งปริมาณโดยเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กับเชื้อ 
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ด้วย pellicle 
assay วัดปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori โดยสังเกตและบันทึกระดับไบโอฟิล์มทั้งใน

VT124 ATCC 43504 

pellicle 
attached biofilm 
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ลักษณะของ pellicle และ attached biofilm ทุกวันเป็นระยะเวลา 7 วัน ตามขั้นตอนในข้อ 3.6.2 
ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 เริ่ม
สร้าง  pellicle และ attahced biofilm ในวันที่ 3 ของการบ่ม และสามารถสร้าง pellicle และ 
attached biofilm ที่สมบูรณ์ในวันที่ 4 ของการบ่ม (รูปที่ 21) ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ
กลายพันธุ์ของยีน fliD เริ่มสร้าง pellicle และ attahced biofilm ในวันที่ 4 ของการบ่ม ตารางที่ 4 
แสดงระดับของไบโอฟิล์มทั้ง 2 ลักษณะที่บันทึกได้ในแต่ละวันของเชื้อ H. pylori ทั้งสองสายพันธุ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  21 pellicle และ attached biofilm ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่สร้างขึ้นในวันที่ 3 และ 4 
ของการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค pellicle assay A: และ B: คือไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
(VT124) ณ วันที่ 3 และ 4 ตามล าดับ 

 

A B 

ATCC 
43504 

VT124 VT124 
ATCC 
43504 

วันที่ 3 วันที่ 4 
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ตารางท่ี 4 ระดับของ pellicle และ attached biofilm ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่ถูกสังเกตและบันทึก
ในแต่ละวัน รวมระยะเวลา 7  วันของการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค pellicle assay 

 

วันที่ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน   
ATCC 43504 

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ 
กลายพันธุ์ของยีน fliD 

pellicle attached 
biofilm 

pellicle attached 
biofilm 

1 - - - - 

2 - - - - 

3 + + - - 

4 +++ +++ +++ +++ 

5 +++ +++ +++ +++ 

6 +++ +++ +++ +++ 

7 +++ +++ +++ +++ 

 

หมายเหตุ (-) หมายถึงไม่สามารถสังเกตเห็ตการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือทั้ง 2 รูปแบบดังที่กล่าวข้างต้น (+) หมายถึงพบการสร้าง 
pellicle หรือ attached biofilm เป็นเยื่อบางๆ (++) หมายถึงพบการสร้าง pellicle ปกคลุมบริเวณส่วนกลางของพื้นผิวของเหลว
หรือพบการสร้าง attached biofilm ขนาดบาง (+++) หมายถึงพบการสร้าง pellicle ปกคลุมทั่วทั้งพื้นผิวของเหลวหรือพบการสร้าง 
attached biofilm ขนาดหนา เกณฑ์ดังกล่าวอ้างอิงมาจากงานวิจยัของ Pattiyathanee ในปี ค.ศ. 2009 (22) การทดลองดังกล่าวท า
ทั้งหมด 3 ครั้ง ซ่ึงแต่ละครั้งท า 2 ซ้ า 

 

4.4.2 การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD เมื่อ
ศึกษาเชิงปริมาณ 

ศึกษาผลของการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 
เชิงปริมาณโดยเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กับเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภายหลังวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์
ด้วย pellicle assay วัดปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori โดยการย้อม attached 
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biofilm ด้วยสี crystal violet และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ตาม
ขั้นตอนในข้อ 3.6.3 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย ค่าความเข้มของแสงที่วัดได้แปรผันตรง
กับปริมาณไบโอฟิล์มที่เชื้อสร้างขึ้น ปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อค านวณจากค่าความเข้มของแสงของ
หลอดทดลองที่มีเชื้อหักลบกับค่าความเข้มของแสงของหลอดทดลองที่เป็นแบคกราวด์ พบว่าเชื้อ  
 H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีปริมาณไบโอฟิล์มที่สร้างขึ้นไม่แตกต่างจากเชื้อ 
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (p-value มากกว่า 0.05) โดยที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์
ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยปริมาณของไบโอฟิล์มที่วัดได้เท่ากับ 0.414 ขณะที่เชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเฉลี่ยปริมาณของไบโอฟิล์มที่วัดได้เท่ากับ 0.442 
ดังที่แสดงในรูปที่ 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  22 ปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กราฟแท่งสีด าแสดงปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟแท่งสีขาวแสดงปริมาณไบโอฟิล์ม
ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD (VT124) ปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อค านวณ
จากค่าความเข้มของแสงของหลอดทดลองที่มีเชื้อหักลบกับค่าความเข้มของแสงของหลอดทดลองที่
เป็นแบคกราวด์ การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งแต่ละครั้งท า 2 ซ้ า 
และน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย 
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4.5 ลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ
ยีน fliD  

ศึกษาผลของการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ 
H. pylori ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด โดยเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD กับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภายหลังการ
เพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ด้วย pellicle assay และเก็บ pellicle ของเชื้อที่สร้างขึ้นในแต่ละวัน 
ตั้งวันที่ 1 ถึงวันที่ 7 ของการบ่มตามขั้นตอนในข้อ 3.7 ของบทวัสดุและวิธีในการด าเนินงานวิจัย โดย
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถเก็บ pellicle ของวันที่ 3 ถึง 7 ของการบ่ม 
และสามารถเก็บเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระแทนการเก็บ pellicle ของวันที่ 1 และ 2 ของการบ่ม 
ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD สามารถเก็บ pellicle ของวันที่ 4 ถึง 7 
ของการบ่ม และสามารถเก็บเชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระแทนการเก็บ pellicle ของวันที่ 1 ถึง 3 ของการ
บ่ม พบว่ารูปร่างของเชื้อ H. pylori ทั้งสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (รูปที่ 23A ถึง 23G) และ
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD (รูปที่ 23H ถึง 23N) มีลักษณะเปลี่ยนจากรูปแท่งไปเป็นรูป
กลมเมื่อไบโอฟิล์มมีอายุมากขึ้น เมื่อสังเกตลักษณะโครงสร้างสามมิติของเชื้อตั้งแต่วันที่ 1 ถึงวันที่ 7 
พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ไม่พบลักษณะโครงสร้างของไบโอฟิล์มในวันที่ 
1 ถึงวันที่ 2 ดังแสดงในรูปที่ 23A และ 23B และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ไม่พบลักษณะโครงสร้างของไบโอฟิล์มในวันที่ 1 ถึงวันที่ 3 ดังแสดงในรูปที่ 23H ถึง 23J โดย
เซลล์ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เก็บมาศึกษา ณ วันดังกล่าวเป็นเซลล์เชื้อที่ลอยอยู่อย่างอิสระ 

ลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มสามารถพบได้ในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 ในวันที่ 3 ถึงวันที่ 7 ดังแสดงในรูปที่ 23C และ 23G โดยเชื้อมีรูปร่างกลมและเกาะ
กลุ่มกันอย่างหนาแน่นภายใต้โครงสร้างของ extracellular matrix ที่มีรูปร่างไม่แน่นอนซึ่งเชื่อมต่อ
กันด้วยเส้นใยละเอียด และมีความหนาแน่นของโครงสร้างไบโอฟิล์มเพ่ิมขึ้นเมื่อไบโอฟิล์มมีอายุมาก
ขึ้น ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มที่
แตกต่างออกไป กล่าวคือเชื้อมีรูปร่างกลมเกาะเป็นกลุ่มหลวมอยู่แบบกระจายและมีปริมาณเส้นใยที่
เชื่อมต่อแต่ละเซลล์ที่น้อยกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ดังแสดงในรูปที่ 23K 
และ 23N นอกจากนี้ยังพบความแตกต่างของลักษณะโครงสร้างสามมิติของรูปร่างเซลล์จากโคโลนี
ของเชื้อ H. pylori ที่มีอายุ 3 วันทั้งสองสายพันธุ์ โดยเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 มีเซลล์ที่เป็นแท่งยาวและมีแฟลเจลลาเป็นสายยาวจ านวนมาก (รูปที่ 24A) ขณะที่เชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีเซลล์ที่เป็นแท่งสั้นและมีแฟลเจลลาเป็นสายสั้น 
(รูปที่ 24B)  
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วันที่ 1 วันที่ 1 

วันที่ 2 วันที่ 2 

วันที่ 3 วันที่ 3 

วันที่ 4 วันที่ 4 

วันที่ 5 วันที่ 5 

วันที่ 6 วันที่ 6 

วันที่ 7 วันที่ 7 
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รูปที่ 23 ภาพสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในช่วงระยะเวลาต่างๆ จากกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดก าลังขยาย 10,000 เท่า A: และ B: คือเซลล์เชื้อที่ลอยอยู่อย่าง
อิสระซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ณ วันที่ 
1 และวันที่ 2 ตามล าดับ C: ถึง G: คือ pellicle ซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 
สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ณ วันที่ 3 ถึงวันที่ 7 ตามล าดับ H: ถึง J: คือเซลล์เชื้อที่ลอยอยู่
อย่างอิสระซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ณ วันที่ 1 ถึงวันที่ 3 ตามล าดับ K: ถึง N: คือ pellicle  ซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ณ วันที่ 4 ถึงวันที่ 7 ตามล าดับ ขนาดของวัตถุ
ที่เห็นในภาพเทียบได้กับสเกล (bars) ขนาด 1 ไมครอน 

 

รูปที่ 24 ภาพสามมิติของรูปร่างเซลล์จากโคโลนีของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่มีอายุ 3 วันจากกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดก าลังขยาย 10,000 เท่า A: และ B: คือเซลล์จากโคโลนีของเชื้อ 
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ที่มีอายุ 3 วันตามล าดับ ขนาดของวัตถุที่เห็นในภาพเทียบได้กับสเกล (bars) ขนาด 1 ไมครอน          
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บทที ่5 

อภิปรายผลการทดลอง 

แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมมักอาศัยอยู่ร่วมกันกับจุลชีพอ่ืนๆ ในโครงสร้างที่
เรียกว่าไบโอฟิล์ม ซึ่งเป็นโครงสร้างที่มีความซับซ้อน สามารถยึดเกาะและเพ่ิมจ านวนบนพ้ืนผิวต่างๆ 
ที่เหมาะสม และสร้างสารที่เรียกว่า exopolysacchalide ขึ้นมาเพ่ือปกคลุมเชื้อที่อยู่ในไบโอฟิล์ม
เหล่านั้น (12) ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม ท าให้เชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่รอดและทนทานต่อ
สภาวะแวดล้อมท่ีตรึงเครียดต่างๆ เช่น ในกระเพาะอาหารที่มีความเป็นกรดสูง ภาวะถูกออกซิไดซ์เกิน
สมดุลที่ถูกสร้างจากเซลล์ฟาโกไซต์ นอกจากนี้การสร้างไบโอฟิล์มยังสามารถป้องกันตัวเชื้อจากการ
ออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ ส่งผลให้เชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะและท าให้การรักษาการติดเชื้อเป็นไปได้ยาก
ขึ้น  (12, 17, 18) การที่เชื้อ H. pylori สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ในขณะที่อยู่ในร่างกายของมนุษย์ 
(12-16) ก่อให้เกิดการติดเชื้อเรื้อรังหรือการรักษาที่ล้มเหลวตามมา (15) ไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori 
เป็นหนึ่งในปัจจัยที่ส าคัญในการแพร่กระจายเชื้อมาสู่คน มีรายงานพบไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ใน
แหล่งน้ าทั่วไปตามธรรมชาติ รวมถึงในระบบการจัดการน้ าประปาและน้ าดื่ม (13, 131, 132) โดยพบ 
ไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เกาะอยู่ภายในท่อที่ใช้ส าหรับขนส่งน้ าดื่ม (132) ดังนั้นการดื่มน้ าที่
ปนเปื้อนไบโอฟิล์มของเชื้ออาจก่อให้เกิดการติดเชื้อ H. pylori ได้   

ขั้นตอนการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียหลายสายพันธุ์รวมถึงเชื้อ H. pylori มีความ
คล้ายคลึงกัน กล่าวคือเริ่มจากการที่เชื้อแบคทีเรียมีการยึดเกาะกับพื้นผิวต่างๆ ที่เหมาะสมของเชื้อแต่
ละสายพันธุ์ โดยอาจเป็นกระบวนการที่ผันกลับได้หรือผันกลับไม่ได้ จากนั้นแบคทีเรียจะเพ่ิมจ านวน
ขึ้นเพ่ือสร้างเป็นโคโลนีขนาดเล็กจ านวนมากภายในไบโอฟิล์ม ซึ่งการเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรีย
ดังกล่าวภายในไบโอฟิล์มหรือเข้าการยึดเกาะเพ่ิมเติมของเชื้อแบคทีเรียอิสระจากภายนอกไบโอฟิล์ม
สามารถท าให้เกิดการเจริญของโครงสร้างไบโอฟิล์มได้  ในขณะเดียวกันเชื้ อแบคทีเรียยังสามารถ
แยกตัวออกจากไบโอฟิล์มเดิมและสร้างไบโอฟิล์มใหม่ที่ต าแหน่งอ่ืนๆ โดยขึ้นกับสภาวะแวดล้อมที่
เหมาะสม เช่น แหล่งอาหารหรือพ้ืนที่ผิวในการยึดเกาะที่เหมาะสมกับตัวเชื้อ (63, 66) ปัจจุบันมีการ
ค้นพบและอธิบายกลไกในระดับโมเลกุลซึ่งควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียหลายสาย
พันธุ์ อาทิเช่น การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ S. aureus และ Staphylococcus epidermidis ถูก
ควบคุมโดย icaADBC operon ซึ่งมีหน้าที่ควบคุมการสังเคราะห์สาร poly N-acetylglucosamine 
(PIA/PNAG) ที่เป็นองค์ประกอบหลักที่มีความจ าเป็นของไบโอฟิล์มของเชื้อดังกล่าว (133-135) 
ขณะที่การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ V. cholera ถูกควบคุมโดยระบบ quorum sensing ท าให้เกิดการ
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แสดงออกของยีนต่างๆ ที่ควบคุมการสังเคราะห์ exopolysacchalide อาทิเช่น ยีน hapR และยีน 
vpsR (136) อย่างไรก็ตามการศึกษายีนที่มีความเกี่ยวข้องในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ 
H. pylori ยังมีจ ากัดและไม่สามารถน ามาอธิบายกลไกในระดับโมเลกุลที่ควบคุมการสร้างไบโอฟิล์ม
ของเชื้อ H. pylori ที่เกิดขึ้นได้อย่างชัดเจน  

ความสามารถในการยึดเกาะกับพ้ืนผิวต่างๆ เป็นสิ่งจ าเป็นในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ
แบคทีเรียบางสายพันธุ์ (14, 88, 137) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าแฟลเจลลาไม่เพียงแต่มีหน้าที่
ควบคุมการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียเท่านั้น แต่ยังมีส่วนช่วยในการสัมผัสกับพ้ืนผิวท าให้เกิดการยึด
เกาะระหว่างเชื้อแบคทีเรียกับพื้นผิวนั้นๆ (7) โปรตีน flagellin เป็นโปรตีนที่ช่วยในการยึดเกาะหรือที่
รู้จักกันในชื่อของโปรตีน adhesin ที่ส าคัญชนิดหนึ่งของเชื้อแบคทีเรียในกระบวนการยึดเกาะกับเซลล์
เยื่อบุผิวของล าไส้ (6) พบว่าแฟลเจลลามีส่วนช่วยในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียในบางสาย
พันธุ์ อาทิเช่น เชื้อ Vibrio spp. (7) เชื้อ E. coli (8) และเชื้อ Aeromonas spp. (9) ในเชื้อ H. pylori 
พบว่าภายหลังจากการวิเคราะห์แยกโปรตีนของเชื้อในสภาวะไบโอฟิล์มเปรียบเทียบกับเชื้อในสภาวะ
ที่ลอยอยู่อย่างอิสระ พบโปรตีน FliD มีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อเชื้อมีการสร้างไบโอฟิล์ม (22) ด้วย
เหตุผลทั้งหมดดังกล่าวจึงเป็นที่มาของการศึกษาบทบาทของยีน fliD ในการควบคุมการสร้าง 
ไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ในครั้งนี ้

โปรตีน FliD เป็นโปรตีนที่มีล าดับกรดอะมิโนจ าเพาะกับเชื้อ H. pylori มากถึง 97 เปอร์เซ็นต์
และมีความแตกต่างจากโปรตีน FliD ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ ทั้งในระดับพันธุกรรมและระดับ
โปรตีน โปรตีน FliD ได้ถูกน ามาศึกษาเพ่ือใช้เป็นตัวแทนโปรตีนในการวินิจฉัยการติดเชื้อ H. pylori 
ด้วยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay จากการศึกษาพบว่าการใช้โปรตีน FliD เป็น
ตัวชี้วัดในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ H. pylori มีความจ าเพาะและความไวมากกว่า 99  และ 97 
เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (138) โปรตีน FliD มีล าดับกรดอะมิโนจ าเพาะกับเชื้อ C. jejuni มากกว่า 95 
เปอร์เซ็นต์และสามารถพบแอนติบอดีต่อโปรตีนดังกล่าวในซีรัมของไก่ท่ีติดเชื้อ (139) โปรตีน FliD จึง
เป็นตัวแทนโปรตีนที่มีความส าคัญในการน ามาพัฒนาเป็นวัคซีนเพ่ือป้องกันการติดเชื้อ C. jejuni ในไก่
ที่ยังไม่เคยสัมผัสเชื้อมาก่อน (139) เนื่องจากมีการศึกษาการให้วัคซีนที่มีแอนติเจนของเชื้อ C. jejuni 
ในไก่ที่ยังไม่ติดเชื้อพบว่าสามารถป้องกันการอยู่อาศัยของเชื้อ C. jejuni ภายในล าไส้ของไก่ภายหลัง
จากได้รับวัคซีน (140)   

ในการศึกษานี้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกท าให้เกิดการกลายพันธุ์ที่
ยีน fliD ด้วยเทคนิค inverse PCR mutagenesis โดยเทคนิคดังกล่าวเป็นเทคนิคที่สะดวกและ
รวดเร็วส าหรับการท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของดีเอ็นเอของยีนที่ต้องการศึกษา โดยสามารถก าหนด
ต าแหน่งของล าดับเบสที่ต้องการให้หายไปและยังสามารถเพ่ิมล าดับเบสของเอนไซม์ตัดจ าเพาะไปยัง
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ต าแหน่งที่ต้องการบนดีเอ็นเอได้ (141) เมื่อใช้เทคนิคนี้ร่วมกับ alleic recombination แล้วท าให้ได้
เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ตามลักษณะที่ต้องการและสามารถใช้ได้กับเชื้อแบคทีเรียทั้งชนิดแกรมบวกและ
แกรมลบ (142)  งานวิจัยที่ผ่ านมาได้ ใช้ เทคนิค inverse PCR mutagenesis ร่วมกับ alleic 
recombination เพ่ือท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ อาทิเช่น เชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 26695 (133) เชื้อ Yersinia enterocolitica (141) เชื้อ E. coli 
(143) เชื้อ L. monocytogenes (88) และเชื้อ P. aeruginosa (144) เป็นต้น การศึกษาครั้งนี้ใช้
เทคนิค natural transformation ในการน าพลาสมิดที่มียีน fliD กลายพันธุ์เข้าสู่ เซลล์ของเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถึงแม้เทคนิคดังกล่าวจะมีประสิทธิภาพต่ ากว่าเทคนิค 
electroporation (145) แต่เทคนิค natural transformation ไม่ท าลายเซลล์ของเชื้อและไม่ส่งผล
ให้เชื้อตาย (146)  

ยีน fliD มีหน้าที่ในการควบคุมการสร้างโปรตีน FliD หรือโปรตีน HAP2 มีชื่อเรียกอีกอย่างว่า 
flagellar capping protein หุ้มอยู่บริเวณส่วนปลายสุดของเส้นแฟลเจลลาของเชื้อแบคทีเรีย (19) 
โปรตีน FliD มีความส าคัญในการกระตุ้นกระบวนการพอลิเมอไรเซชันของโปรตีน flagellin ก่อให้เกิด
เรียงตัวกันเป็นสายฟิลาเมนท์ที่สมบูรณ์ในการสร้างแฟลเจลลาของเชื้อแบคทีเรีย (20) เชื้อ 
Salmonella typhimurium สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ไม่สามารถสร้างโปรตีน FliD 
และสังเคราะห์โปรตีน flagellin ได้ จึงท าให้เชื้อไม่สามารถเคลื่อนที่ (147, 148)  ขณะที่เชื้อ Vibrio 
parahaemolyticus ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD พบว่าเชื้อสามารถเคลื่อนที่ได้แต่มีอัตราที่ช้าลง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีลักษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว (149) ในปี คศ . 1999 Kim และคณะ (19) ได้
ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของยีน fliD ของเชื้อ H. pylori ในการควบคุมการเคลื่อนที่และการอยู่
อาศัยในชั้นเยื่อเมือกของกระเพาะอาหาร พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
มีแฟลเจลลาที่มีลักษณะรูปร่างผิดปกติ กล่าวคือมีแฟลเจลลาที่สั้นลงและกระเปราะที่อยู่ตรงส่วน
ปลายของแฟลเจลลาหายไปส่งผลให้เชื้อไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ (19) นอกจากนี้แฟลเจลลาของเชื้อ  
C. sakazakii ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีลักษณะของกระเปราะสั้นลงและพบชิ้นส่วนของแฟล
เจลลาที่ขาดออกจากกัน (125)  ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์
ของยีน fliD มีความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ และภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์
แบบส่องกราดแสดงให้เห็นถึงแฟลเจลลาของเชื้อที่มีขนาดสั้นลงเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์
มาตรฐานที่ไม่มีการกลายพันธุ์ ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากการที่เชื้อไม่สามารถผลิตโปรตีน FliD ท าให้มี
ผลต่อกระบวนการพอลิเมอไรเซชันของโปรตีน flagellin และเกิดการเรียงตัวของสายฟิลาเมนท์ที่ไม่
สมบูรณ์ในการสร้างแฟลเจลลาของเชื้อแบคทีเรีย (20)   
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 นอกจากหน้าที่ ในการเคลื่อนที่แล้ว  ยีน fliD ยังมีส่วนช่วยในการยึดเกาะของเชื้อ  
P. aeruginosa บนเยื่อเมือกเสมหะของมนุษย์ และเมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีน fliD ส่งผลให้เชื้อ
ดังกล่าวไม่สามารถยึดเกาะบนชั้นเยื่อเมือกได้ (122) โปรตีน FliD เป็นหนึ่งในปัจจัยที่มีความส าคัญต่อ
การอาศัยอยู่ในกระเพาะอาหารของโฮสท์ของเชื้อ  H. pylori (19) ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD สามารถยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2 
ได้ในปริมาณที่ไม่แตกต่างจากเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานที่ไม่มีการกลายพันธุ์ ข้อมูลจากการศึกษาใน
หลอดทดลองที่ผ่านมาของเชื้อ C. difficille ที่มียีน fliD กลายพันธุ์ พบว่าเชื้อดังกล่าวยังสามารถยึด
เกาะบนเซลล์เยื่อบุผิวเซลล์ล าไส้ได้ดีขึ้น (123) โดยอาจเกิดจากการที่เชื้อเคลื่อนที่ได้ช้าลงเนื่องมาจาก
การสร้างแฟลเจลลาที่ไม่สมบูรณ์เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์ปกติ จึงมีโอกาสสัมผัสกับเซลล์เยื่อบุ
ผิวได้นานขึ้นและสามารถยึดเกาะเซลล์เยื่อบุผิวนั้นได้ (150) ในทางกลับกันการศึกษาในสัตว์ทดลอง
กลับพบว่าโปรตีน FliD ไม่มีความเกี่ยวข้องกับการยึดเกาะบริเวณล าไส้ของหนูแฮมสเตอร์ เนื่องจาก
พบว่าเชื้อ C. difficille ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD และเชื้อสายพันธุ์ปกติสามารถยึดเกาะบริเวณ
ล าไส้ได้ไม่แตกต่างกัน (150) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้โปรตีน FliD ของเชื้อ H. pylori อาจไม่มีผลต่อ
การช่วยยึดเกาะกับพ้ืนผิวของเซลล์เยื่อบุกล่องเสียง HEp-2  ในปี ค.ศ. 2000 Clyne และคณะได้
ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori กับการยึดเกาะบนเซลล์เยื่อบุผิว
กระเพาะอาหาร พบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ/หรือ flaB ซึ่งควบคุมการ
สร้างโปรตีน flagellin ยังสามารถยึดเกาะบนเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารได้ (151) เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Pattiyathanee ในปี ค .ศ. 2009 ซึ่งพบว่าการกลายพันธุ์ของยีน flaA ของเชื้อ  
H. pylori ไม่ส่งผลกระทบต่อการยึดเกาะของเชื้อบนเซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง HEp-2 (22) ในทาง
ตรงกันข้ามเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flbA ซึ่งมีหน้าที่ควบคุมการสังเคราะห์แฟลเจลลา 
มีความสามารถในการยึดเกาะบนเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารของมนุษย์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
(151) นอกจากนี้การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ต่อเซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง อาจถูกควบคุมด้วยยีน 
fliQ และพบว่าการกลายพันธุ์ของยีน fliQ ซึ่งมีความจ าเป็นในกระบวนการสร้างแฟลเจลลาและการ
เคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori (111) ส่งผลให้การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori บนเซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง 
HEp-2 (22) และ เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร AGS (111) ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ      การศึกษา
ความสามารถในการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุผิวของเชื้อ H. pylori ในครั้งนี้ใช้เซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง 
HEp-2 เป็นโมเดลในการศึกษา เนื่องมาจากมีข้อมูลพบว่าเชื้อ H. pylori สามารถยึดเกาะบนเซลล์
ดังกล่าวได้มากกว่าและนานกว่าการยึดเกาะบนเซลล์โมเดลอ่ืนๆ ได้แก่ เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร 
AGS เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร  MKN-45 และเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร AZ-521  เนื่องมาจาก
เซลล์เยื่อบุผิวกล่องเสียง HEp-2 มี receptor ที่จ าเพาะต่อเซลล์ของเชื้อ H. pylori มากกว่าในเซลล์
เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารดังกล่าวทั้งหมด (152)    
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ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ H. pylori สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ในหลอดทดลองเมื่อท าการ
เพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค pellicle assay ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาที่สามารถพบการสร้าง 
ไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคดังกล่าว (10, 23) รูปแบบของ 
ไบโอฟิล์มที่เชื้อ H. pylori สร้างขึ้นสามารถพบได้ทั้ง pellicle และ attached biofilm โดยเกิดขึ้น
บริเวณรอยต่อระหว่างของเหลวกับอากาศ (10, 22) ลักษณะของ pellicle ที่เกิดขึ้นบริเวณรอยต่อ
ระหว่างของเหลวกับอากาศสามารถพบได้ในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ C. jejuni (23) เชื้อ 
 B. subtilis (93) เชื้อ Shewanella oneidensis (153) เชื้อ P. aeruginosa (154) เชื้อ Salmonella 
enterica (155)  และเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (156) การศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ 
H. pylori ยังสามารถท าได้โดยการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มให้ยึดเกาะบนแผ่นสไลด์แก้ว ซึ่งถูกวางในจาน
พลาสติกชนิด polystyrene เทคนิคดังกล่าวใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มน้อยกว่าการเพาะเลี้ยง
ด้วยเทคนิค pellicle assay โดยสามารถพบไบโอฟิล์มที่เจริญเต็มที่ภายในวันที่  5  วันของการบ่ม 
(14, 22) อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มบนแผ่นสไลด์แก้วต้องมีการเตรียมอุปกรณ์ซึ่งมีขั้นตอน
ยุ่งยากกว่าเทคนิค pellicle assay (22) โมเดลอ่ืนๆ ที่สามารถน ามาใช้ในการศึกษาการสร้าง 
ไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ การสร้างไบโอฟิล์มบนเซลล์เยื่อบุผิวหลอดลมของมนุษย์โดยเชื้อ 
Neisseria meningitidis ( 1 5 7 )  แ ล ะกา ร ส ร้ า ง ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม บ น พ้ื น ผิ ว ข อ ง ห น อน ตั ว ก ล ม 
Caenorhabditis elegans โดยเชื้อ Yersinia pseudotuberculosis (158) 

ยีน fliD มีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์ ผลการศึกษา
การแสดงออกของยีนที่ผ่ านมาแสดงให้ เห็นว่าในช่วงเริ่มต้นของสร้างไบโอฟิล์มของเชื้ อ  
P. aeruginosa มีการแสดงออกของยีน fliD มากขึ้น   (124) ขณะที่เชื้อ C. sakazakii ที่มีการกลาย
พันธุ์ของยีน fliD มีปริมาณไบโอฟิล์มที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์ปกติท่ีไม่มีการกลายพันธุ์
ภายหลังการวัดปริมาณไบโอฟิล์มด้วยเทคนิคการย้อมสี crystal violet (18) นอกจากยีน fliD แล้ว 
ยีนอ่ืนๆ ที่อยู่บน fliD operon ได้แก่ ยีน flaG และยีน fliS ยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์ม
ของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์เช่นกัน พบว่าเมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวทั้งสองส่งผลให้
เชื้อ C. jejuni สร้าง pellicle ได้ลดลง (23, 159) อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ของยีน fliS กลับส่งผล
ให้เชื้อ Y. pseudotuberculosis สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้มากข้ึนบนพื้นผิวของหนอนตัวกลม (158)  
เมื่อศกึษาการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เชิงกึ่งปริมาณโดยสังเกตลักษณะไบโอฟิล์มที่เชื้อสร้าง
ขึ้น ได้แก่ pellicle และ attached biofilm ด้วยเทคนิค pellicle assay พบว่าเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD สร้างไบโอฟิล์มทั้งสองลักษณะช้ากว่าเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานที่ไม่มี
การกลายพันธุ์ 1 วัน โดยเริ่มสังเกตเห็นการสร้าง pellicle และ attached biofilm ในวันที่ 4 ของ
การเพาะเลี้ยง ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 เริ่มสังเกตเห็นลักษณะ 
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ไบโอฟิล์มทั้งสองในวันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง เหตุการณ์ดังกล่าวสอดคล้องกับกรณีการสร้าง 
ไบโอฟิล์มของเชื้อ C. jejuni ที่ยีนแฟลเจลลา ได้แก่ ยีน fliA ยีน flaA ยีน flaB และยีน flaG ถูกยับยั้ง
การท างาน พบว่าเชื้อดังกล่าวสามารถสร้าง pellicle ได้แต่เริ่มมีการสร้างที่ช้ากว่าเชื้อ C. jejuni สาย
พันธุ์ปกติ (24) เช่นเดียวกับเชื้อ B. subtilis ที่มียีนแฟลแจลลาได้แก่ ยีน ccpA ยีน codY ยีน sigD 
และยีน sinR ที่กลายพันธุ์ พบว่าเชื้อดังกล่าวสร้าง pellicle ได้ช้ากว่าเชื้อสายพันธุ์ปกติ (160)  

การศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori เชิงปริมาณด้วยเทคนิคการย้อมสี crystal 
violet ภายหลังจากการเพาะเลี้ยงไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค pellicle assay ในหลอด
ทดลองครบ 7 วัน พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีปริมาณไบโอฟิล์มที่
สร้างขึ้นไม่แตกต่างจากเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานที่ไม่มีการกลายพันธุ์ ในเชื้อ L. monocytogenes ที่มี
การกลายพันธุ์ของยีน luxS สามารถสร้างไบโอฟิล์มที่มีความแข็งแรงและสามารถยึดเกาะกับพ้ืนผิว
แก้วได้ดีกว่าเชื้อสายพันธุ์ปกติ (88) สอดคล้องกับผลการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน 
luxS ส่งผลให้เชื้อ H. pylori สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ในระดับที่สูงขึ้น 2 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ
สายพันธุ์ปกติ (14) จึงอาจมีความเป็นไปได้ที่ว่ายีน luxS ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์อาจท าหน้าที่
คล้ายกันในการยับยั้งการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์ม  นอกจากนี้เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของ
ยีน fucT ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเติมน้ าตาล fucose บน lipooligosaccharide ของ
แอนติเจน Lewis (161) และยีน cagE ยังสามารถยึดเกาะกับพ้ืนผิวแก้วได้ดีและสามารถสร้าง 
ไบโอฟิล์มได้ในระดับที่สูงกว่าเชื้อสายพันธุ์ปกติ (14) ขณะที่การกลายพันธุ์ของยีน clpA ยีน ppk และ
ยีน hpaA ท าให้เชื้อสร้างไบโอฟิล์มได้ไม่แตกต่างกับเชื้อสายพันธุ์ปกติ  (14) การศึกษาที่ผ่านมา
เกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างยีน flgR ยีน fliQ และยีน flaA ซึ่งเป็นยีนแฟลเจลลา กับความสามารถ
ในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน flgR ส่งผลให้เชื้อ H. pylori 
สร้างไบโอฟิล์มลดลง ขณะที่การกลายพันธุ์ของยีน fliQ และยีน flaA ไม่มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์ม
ของเชื้อดังกล่าว )22(  แม้ว่าการกลายพันธุ์ของยีน fliD จะไม่มีผลต่อปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อ H. pylori แต่ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ายีนดังกล่าวอาจมีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อที่ช้าลง
เนื่องมาจากการสร้างสายฟิลาเมนท์ของแฟลเจลลาที่ไม่สมบูรณ์ (20) 

การวัดปริมาณไบโอฟิล์มด้วยเทคนิคการย้อมสี crystal violet  เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว 
ราคาถูก มีขั้นตอนไม่ซับซ้อนและไม่ต้องอาศัยอุปกรณ์ที่มีเทคโนโลยีชั้นสูง  และยังเป็นเทคนิคที่มี
ความไว ความจ าเพาะ และความแม่นย าสูง (162) สีย้อม crystal violet เป็นสีที่มีประจุบวกซึ่งจะจับ
กับประจุลบของพ้ืนผิวของโมเลกุลต่างๆ รวมถึงน้ าตาลซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของ extracellular 
matrix ของไบโอฟิล์มที่เจริญเต็มที่ (162) อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังมีข้อจ ากัดบางประการ 
อาทิเช่น เชื้อแบคทีเรียทั้งที่ยังมีชีวิตและไม่มีชีวิตสามารถย้อมติดสีชนิดนี้ท าให้ไม่สามารถคัดแยก
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ความแตกต่างระหว่างเชื้อดังกล่าวในไบโอฟิล์มได้ (163) นอกจากนี้การวัดปริมาณไบโอฟิล์มของเชื้อ
แบคทีเรียสามารถท าได้โดยใช้เทคนิคอ่ืนๆ ได้แก่เทคนิค MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay (14) เ ท ค นิ ค  XTT [2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide]-reduction assay (162) เ ทคนิ ค  resazurin 
assay (163) สี  SYTO® 9 (164) สี  fluorescein diacetate (FDA) (164) และสี  1,9-dimethyl 
methylene blue (DMMB) (163)  

การศึกษาวิเคราะห์ทางโปรติโอมิกส์ที่ผ่านมาแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนใน
กลุ่มที่มีความเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาชักน าทางเคมีและการเคลื่อนที่ที่แสดงออกมากขึ้นเมื่อเชื้อ
แบคทีเรียเจริญในสภาวะไบโอฟิล์ม ทั้งโปรตีน FlaA ที่พบในเชื้อ C. jejuni (159) หรือโปรตีน FlgL 
และโปรตีน FlgE ที่พบในเชื้อ Shewanella livingstonensis ที่อาศัยอยู่ในสภาวะที่มีความหนาวเย็น
ซึ่งไม่เอ้ือต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทั่วไป (165) ขณะที่เชื้อ H. pylori เมื่อด ารงอยู่ใน
สภาวะไบโอฟิล์มพบการแสดงออกที่มากขึ้นของโปรตีนกลุ่มดังกล่าวข้างต้น ได้แก่ โปรตีน FlgL  
( flagellar hook-associated protein 3) โปรตีน FlgE ( flagellar hook protein) โปรตีน FlaA 
(flagellinA) โปรตีน FlgD (flagellar hook assembly protein) รวมถึงโปรตีน FliD ( flagellar 
capping protein) (22) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาบทบาทของโปรตีนหรือยีนที่
เกี่ยวข้องดังกล่าวต่อความสัมพันธ์ในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori  

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดถูกน ามาใช้ในการศึกษาโครงสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ อาทิเช่น เช่น เชื้อ C. jejuni (159) เชื้อ Streptococcus mutans (166) 
เชื้อ P. aeruginosa (167) เชื้อ S. epidermidis (168) และเชื้อ E. coli (169) เป็นต้น เนื่องจากเป็น
กล้องที่มีความละเอียดและก าลังขยายสูง (166) ผลของการศึกษาโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของ
เชื้อ H. pylori ทั้งสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD และสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่ไม่
มีการกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แสดงให้เห็นถึง
ลักษณะเซลล์ของเชื้อที่เรียงตัวเกาะกลุ่มกันอยู่ในไบโอฟิล์มและถูกปกคลุมด้วย extracellular 
matrix เชื่อมต่อกันด้วยเส้นใยละเอียด ซึ่งถือเป็นลักษณะส าคัญของโครงสร้างไบโอฟิล์มที่เจริญเต็มที่ 
(14) ลักษณะโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา (22, 170) การ
สร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori มีลักษณะคล้ายกับการสร้างไบโอฟิล์มที่พบในเชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ์อ่ืน กล่าวคือเชื้อที่อยู่อย่างอิสระเริ่มยึดเกาะกับพ้ืนผิวและมีการเพ่ิมจ านวนเป็นกลุ่มก้อนจน
กลายเป็นโคโลนีขนาดเล็กและสร้างเป็นไบโอฟิล์มที่มีลักษณะเป็นโครงสร้างสามมิติ (22) แบคทีเรียที่
อยู่ในโคโลนีของไบโอฟิล์มที่พบมีลักษณะเซลล์ที่ เปลี่ยนแปลงจากรูปร่างแท่งเป็นรูปร่างกลม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งไบโอฟิล์มที่มีอายุมากขึ้นจะพบเซลล์ที่มีรูปร่างกลมจ านวนมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
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กับแบคทีเรียในไบโอฟิล์มที่มีอายุน้อย การเปลี่ยนแปลงลักษณะดังกล่าวอาจสัมพันธ์กับการที่
แบคทีเรียปรับเข้าสู่สภาวะหยุดเจริญเติบโตชั่วคราว (170) ซึ่งเป็นสภาวะของเชื้อแบคทีเรียที่ยังมีชีวิต
แต่ไม่สามารถน าไปเพาะเลี้ยงได้เนื่องจากเชื้อหยุดปฏิกิริยาเมทาบอลิซึมต่างๆ ท าให้หยุดก าร
เจริญเติบโต ทั้งนี้สภาวะดังกล่าวมีผลต่อการยึดเกาะของเชื้อที่เพ่ิมมากข้ึน (171) เชื้อแบคทีเรียก่อโรค
หลายสายพันธุ์สามารถด ารงอยู่ในสภาวะหยุดเจริญเติบโตชั่วคราว (170) ซึ่งเป็นการตอบสนองต่อยา
ปฏิชีวนะ การขาดสารอาหารและสภาวะแวดล้อมที่เป็นพิษ (172) เชื้อแบคทีเรียก่อโรคดังกล่าว ได้แก่ 
เ ชื้ อ  Campylobacter spp. เ ชื้ อ  E. coli  เ ชื้ อ  Francisella tularensis เ ชื้ อ  H. pylori เ ชื้ อ 
Legionella pneumophila เชื้อ L. monocytogenes เชื้อ Mycobacterium tuberculosis เชื้อ 
P. aeruginosa เ ชื้ อ  Salmonella spp. เ ชื้ อ  Shigella spp. เ ชื้ อ  V. cholera เ ชื้ อ 
V. parahaemolyticus และเชื้อ Vibrio vulnificus (172) โดยมีการสันนิษฐานว่าเชื้อที่ด ารงอยู่ใน
สภาวะหยุดเจริญเติบโตชั่วคราวอาจเป็นสาเหตุหนึ่งของการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ (172)  

ในขณะที่กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงให้เห็นโครงสร้างสามมิติของ 
ไบโอฟิล์มที่สมบูรณ์ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ตามที่ได้อธิบายข้างต้น 
ในทางตรงกันข้ามการกลายพันธุ์ของยีน fliD ส่งผลต่อโครงสร้างสามมิติของไบโอฟิล์มของเชื้อ H. 
pylori ในระดับเซลล์ กล่าวคือเซลล์ของเชื้อมีการเกาะกลุ่มกันแบบหลวมๆ ถูกปกคลุมด้วย 
extracellular matrix ที่ไม่หนาแน่น และเชื่อมต่อกันด้วยเส้นใยละเอียดจ านวนน้อยกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับโครงสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีการศึกษาพบว่า
โปรตีน EspE ที่ควบคุมการสร้าง extracellular polymeric substance ของเชื้อ Bacillus subtilis 
มีหน้าที่ในการควบคุมการเคลื่อนที่ของเชื้อเช่นกัน โดยเมื่อเชื้อดังกล่าวมีการสร้าง extracellular 
polymeric substance เพ่ือใช้ในการสร้างไบโอฟิล์ม เชื้อจะหยุดการเคลื่อนที่เนื่องจาก rotor ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบของแฟลเจลลาถูกยึดไว้จึงท าให้ไม่เกิดการหมุน (92) ดังนั้นโครงสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ 
H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD จากการศึกษาที่ได้ในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่ายีน fliD ซึ่ง
ควบคุมการท างานของแฟลเจลลาอาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมการสร้าง extracellular 
polymeric substance ส าหรับใช้ในการสร้างไบโอฟิล์มเพ่ือปกคลุมตัวเชื้อ อย่างไรก็ตามในปัจจุบัน
ยังไม่มีข้อมูลที่ยืนยันว่ายีนดังกล่าวมีความเกี่ยวข้องกับการสร้าง extracellular polymeric 
substance ของเชื้อ H. pylori รวมไปถึงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ ดังนั้นอาจต้องมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเพ่ือหาข้อมูลน ามาใช้อธิบายถึงความสัมพันธ์ดังกล่าว นอกจากนี้แม้ว่าเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ยังคงสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ แต่พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD มีผลต่อการพัฒนาโครงสร้างที่สมบูรณ์ของไบโอฟิล์มซึ่งอาจเกิดขึ้นเนื่องมาจากเซลล์ของเชื้อ
สูญเสียความสามารถในการยึดเกาะระหว่างกันภายในไบโอฟิล์ม (82)  
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บทที่ 6  

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงบทบาทของยีน fliD ต่อการเคลื่อนที่ การยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อ
บุผิวและการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori ยีน fliD มีหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีน FliD ซึ่งมี
ความส าคัญในการสร้างแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ของเชื้อแบคทีเรีย การกลายพันธุ์ของยีน fliD มีผลต่อ
การเคลื่อนที่ที่ลดลงของเชื้อ H. pylori แต่ไม่พบว่ามีผลต่อการยึดเกาะต่อเซลล์เยื่อบุกล่อง HEp-2 
อย่างไรก็ตามแม้ว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายของยีน fliD สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ใน
ปริมาณที่ไม่แตกต่างจากเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แต่พบว่าการกลายพันธุ์
ของยีน fliD มีผลต่อการชะลอการสร้างไบโอฟิล์มและการพัฒนาโครงสร้างที่สมบูรณ์ของไบโอฟิล์ม 
ทั้งนี้โปรตีน FliD มีแน้วโน้มที่สามารถถูกน ามาใช้เป็นเป้าหมายใหม่ส าหรับการพัฒนายาหรือวัคซีน
เพ่ือใช้รักษาหรือป้องกันการติดเชื้อ H. pylori ที่มีสาเหตุมาจากการสร้างไบโอฟิล์มได้ อย่างไรก็ตาม
ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ยังไม่เพียงพอที่จะอธิบายกลไกในการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อ H. pylori ได้อย่างครบถ้วน และยังต้องการการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคต
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