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โรคหนองในเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ท่ีเกิดจากการติดเชื้อไนซีเรีย โกโนเรีย (Neisseria gonorrhoeae) 

โดยมีอุบัติการณ์มากท่ีสุดในกลุ่มของโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ในประเทศไทยและท่ัวโลก  จากการรายงานขององค์การ
อนามัยโลก ผู้ป่วยจ านวนมากไม่แสดงอาการของโรคโดยเฉพาะในผู้ป่วยหญิง ผู้ป่วยท่ีไม่ได้รับการรักษาจะท าให้เกิดการ
ติดเชื้อของระบบสืบพันธุ์ส่วนบนและน าไปสู่การเป็นหมันและการตั้งครรภ์นอกมดลูก  พยาธิสภาพของโรคเกิดจากการ
เหน่ียวน าให้เกิดการรวมกลุ่มของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันและกระบวนการอักเสบโดยเซลล์แมคโครฟาจซ่ึงเป็นเซลล์ส าคัญ
ในระบบภูมิคุ้มกันแบบก าเนิด การตอบสนองของเซลล์ต่อการติดเชื้อภายในเซลล์สามารถติดตามได้จากเอ็กต์ตราเซลลูลาร์
เวสิเคิลท่ีผลิตออกจากเซลล์แมคโครฟาจ  เช่น การติดเชื้อวัณโรค ลิชมาเนีย และซัลโมเนลา ท่ีพบการเปลี่ยนแปลง
ส่วนประกอบโปรตีนของเซลล์แมคโครฟาจและของเชื้อภายในเซลล์ การปลดปล่อยเวสิเคิลน้ันจะมีผลต่อการกระตุ้นการ
ท างาน กระบวนการอักเสบ และปรับเปลี่ยนการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันได้  ในการศึกษาน้ีจึงมุ่งเน้นการ
แสดงออกและค้นหาโปรตีนในเอ็กต์ตราเซลลูลาร์เวสิเคิลจากเซลล์แมคโครฟาจท้ังชนิดติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ  N. 
gonorrhoeae โดยน าเซลล์เม็ดเลือดขาว THP-1 ท่ีถูกกระตุ้นให้เป็นเซลล์แมคโครฟาจเกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสเชื้อ 
N. gonorrhoeae เข้าไปภายในเซลล์ ติดตามการแสดงออกของโปรตีนภายในเวสิเคิล  และวิเคราะห์โปรตีนด้วย 
Tandem mass spectrometry ซ่ึงพบการเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบโปรตีนภายในเวสิเคิลท่ีครอบคลุมโปรตีนของเซลล์
แมคโครฟาจและของเชื้อ ท้ังยังพบว่ามีความแตกต่างกันท้ังชนิดและการแสดงออกจ าเพาะในช่วงเวลาของการติดเชื้อ เมื่อ
น าผลวิเคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลชีวสารสนเทศท้ัง Vesiclepedia, PANTHER และ Uniprot database ศึกษา
คุณสมบัติและหน้าท่ีของโปรตีนภายในเวสิเคิล โปรตีนของมนุษย์ และโปรตีนของเชื้อ N. gonorrhoeae ตามล าดับ ท าให้
บ่งชี้ถึงความสัมพันธ์และบทบาทต่อเซลล์แมคโครฟาจในช่วงเวลาท่ีทดสอบ  ผลการศึกษาน้ีสามารถน าไปเป็นข้อมูลเพื่อ
พัฒนาการตรวจติดตามเชื้อก่อโรคหนองในและองค์ความรู้ในความเข้าใจบทบาทของเอ็กต์ตราเซลลูลาร์เวสิเคิลต่อพยาธิ
สภาพและการด าเนินไปของโรคหนองใน 
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Gonorrhea is a sexually transmitted disease caused by Neisseria gonorrhoeae infection, with 

the highest incidence among the sexually transmitted diseases in Thailand and worldwide.  According 
to the World Health Organization report, many patients present no symptoms of diseases, especially 
females. Untreated patients cause infection of the upper reproductive system and lead to sterility and 
ectopic pregnancy. Pathology is caused by induced immune cell bundles and inflammatory processes. 
A macrophage is one of the essential cells in the innate immune system. The cellular response to 
intracellular infections can be traced from extracellular vesicles (EVs) produced by macrophages, such 
as Tuberculosis, Leishmania, and Salmonella infections which following the protein composition 
changing of macrophage and intracellular pathogens. The release of the vesicle affects the stimulate 
function, inflammatory, and modulate immune cells functions. This study focused on the expression 
protein and searched for proteins in extracellular vesicles from the macrophage, both infected and 
non-infected N. gonorrhoeae, by using the THP-1 lymphocytes. After stimulated THP-1 to macrophage 
cells, N. gonorrhoeae was phagocytosis into the cells. The expression of the protein from EVs was 
monitored and analyzed by tandem mass spectrometry. It was found the changing of the protein 
composition within the EVs that covers the proteins of macrophages and N. gonorrhoeae. Moreover, it 
was shown the differences in both types and specific expressions at the time of infection. The analysis 
results were compared with the bioinformatics database by Vesiclepedia, PANTHER, and Uniprot 
databases which study properties and functions of proteins within the vesicle, Human protein, and 
proteins of N. gonorrhoeae respectively. These would indicate the association and role in 
macrophages during the time course. The results of this study may contribute to the development of 
gonorrhea infection testing and understanding the role of EVs in pathogenesis and progression of the 
infection. 
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บทที่ 1 

บทน า 

       
1.1 ความส าคัญและความเป็นมาของปัญหา 

 โกโนเรีย หรือโรคหนองใน เป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ โดยมีเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
Neisseria gonorrhoeae เป็ น เชื้ อก่อ โรค อุบั ติ การณ์ โรคหนองในพบมากเป็ น อันดับต้นๆ                            
ของโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ โดยมีอุบัติการณ์เป็นอันดับสองรองจากโรคหนองในเทียม (1) องค์การ
อนามัยโลก หรือ World Health Organization (WHO) ได้รายงานพบผู้ติดเชื้อใหม่ประมาณ                               
78-106 ล้านคนต่อปีทั่วโลก ในประเทศสหรัฐอเมริกา หน่วยงานป้องกันโรคติดต่อ (Centers for 
Disease Control; CDC) พบอัตราการติดเชื้อเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ตั้ งแต่ปี  ค.ศ. 2008-2017 
โดยเฉพาะในกลุ่มช่วงอายุระหว่าง 17-24 ปี ซึ่งเป็นช่วงวัยเจริญพันธุ์ รวมถึงในประเทศไทย                             
จากรายงานของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข สถานการณ์โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์                      
ในระหว่างปี พ.ศ. 2551-2560 โรคหนองในเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ที่พบมากที่สุด และยังคงมี
อัตราการติดเชื้อเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ระหว่างปี  พ .ศ . 2557-2560 การติดเชื้อหนองในนั้น                               
ผู้ป่วยสามารถรับเชื้อแบคทีเรียผ่านทางระบบสืบพันธุ์ ปาก หรือทวารหนัก จากการมีเพศสัมพันธ์                    
ที่ไม่มีการป้องกัน หรือในกรณีของผู้ป่วยหญิงที่ก าลังตั้งครรภ์ ทารกสามารถรับเชื้อระหว่างการคลอด
ได้  หลังจากเชื้อเข้าไปในร่างกายจะเกิดการยึดเกาะกับเซลล์ เยื่อบุผิวและเกิดการยึดเกาะ 
(colonization) เป็นกลุ่มของเชื้อ ตามด้วยการบุกรุกเซลล์เยื่อบุผิวผ่านไปยังเนื้อเยื่อชั้นใน ซึ่งเป็น
บริเวณที่อยู่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว โดยเชื้อจะกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันผ่านการจับกับตัวรับของเซลล์
แมคโครฟาจ (macrophages) และเซลล์เดนไดรติก (dendritic cells) เกิดการหลั่งสารกระตุ้น
กระบวนการอักเสบ ได้แก่ ไซโตไคน์ (cytokine) และเคโมไคม์ (chemokine) ท าให้เกิดกระบวนการ
อักเสบและเหนี่ยวน าให้เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ (neutrophil) จ านวนมากเคลื่อนที่มายังบริเวณ
ที่มีการติดเชื้อ ส่งผลให้ผู้ป่วยมีพยาธิสภาพ พบอาการหนองไหล ปวดแสบ (2) ปัญหาส าคัญของการ
ติดเชื้อหนองในนั้น พบว่าผู้ป่วยจ านวนมากไม่แสดงอาการของโรค ในผู้ชายมีราว 40 เปอร์เซ็นต์ (3) 
และในผู้หญิงมีอัตราสูงถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (4) และพบว่าการติดเชื้อในกระแสโลหิตมักพบได้ในผู้ป่วยที่
ไม่แสดงอาการ หากผู้ป่วยไม่ได้รับการวินิจฉัยและการรักษาที่ถูกต้อง การติดเชื้อจะพัฒนาอาการ
รุนแรงขึ้น ท าให้ผู้ป่วยมีภาวะเป็นหมันในผู้ชาย (male sterility) และภาวะอุ้งเชิงกรานอักเสบใน
ผู้หญิง (pelvic inflammatory disease: PID) โดยภาวะดังกล่าวสามารถน าไปสู่การเป็นหมันถาวร 
อีกทั้งยังพบอัตราการติดเชื้อซ้ าสูง แม้ว่ามีการสร้างแอนติบอดีต่อเชื้อภายในร่างกายเกิดขึ้น (5, 6)   
ยังสามารถพบการติดเชื้อซ้ าอย่างมีนัยส าคัญและเป็นการติดเชื้อสายพันธุ์ (serovar) เดิม (7) 
นอกจากนี้ยังพบว่าระดับของแอนติบอดีชนิด IgG ในซีรัมของผู้ติดเชื้อซ้ ามีระดับไม่แตกต่างจากการ         
ติดเชื้อครั้งแรก แสดงถึงระบบภูมิคุ้มกันจดจ าไม่ได้รับการกระตุ้นจากการติดเชื้อ และไม่สามารถ
ป้องกันการติดเชื้อซ้ าได้ (8) ในปัจจุบันวัคซีนส าหรับป้องกันการติดเชื้อหนองในก าลังค้นคว้าวิจัยและ
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พัฒนา ถึงแม้ว่าสามารถวัดระดับของแอนติบอดีที่ถูกสร้างจากการกระตุ้นด้วยแอนติเจนในวัคซีน
ต้นแบบ (prototype) หลายรุ่น (9)  
 แม้ว่าการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ N. gonorrhoeae จะท างานตามปกติ 
แต่ยังพบว่าเชื้อมีการปรับตัวและหลบหลีกการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้รบกวนระดับของการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อเชื้อลดต่ าลง และท าให้เชื้อไม่ถูกก าจัด มีชีวิตต่อภายในร่างกายได้ 
กระบวนการปรับตัวของเชื้อนั้นเกิดขึ้นผ่านหลายกลไก ดังนี้ กลไกแรกเป็นการป้องกันการท างานของ
ระบบคอมพลีเมนต์ โดยสามารถป้องกันการท างานของระบบคอมพลีเมนต์ได้ทั้งในวิถีดั้งเดิม 
(classical pathway) และวิถีทางเลือก (alternative pathway) โดยการผลิตโปรตีนพอริน (porin 
protein) ที่จับกับโปรตีน C4 binding protein (C4BP) ในระบบคอมพลีเมนต์(10) และการผลิต
โปรตีนแฟกเตอร์เฮช (factor H binding protein) เข้าจับกับแฟกเตอร์เฮชในมนุษย์ (human 
factor H) (11) ท าให้ยับยั้งการท างานของระบบคอมพลีเมนต์ กลไกที่สองจะช่วยป้องกันการจับของ
แอนติบอดีโดยปรับเปลี่ยนโครงสร้างของแอนติเจนบนผิวเซลล์ของเชื้อ ได้แก่ O-Antigen บริเวณผนัง
เซลล์ของแบคที เรีย โปรตีนทึบแสง (opacity protein: Opa) รวมถึงโปรตีนพิ ไล (pili) (12)                   
ให้มีความหลากหลายในการแสดงออกสูงเพ่ือป้องกันการจับกับแอนติบอดี กลไกในการป้องกันของ
เชื้อจากระบบคอมพลีเมนต์และแอนติบอดีส่งผลให้เชื้อมีคุณสมบัติทนต่อซีรัม อีกทั้งจากข้อมูลทาง
คลินิกพบว่าระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยไม่สามารถป้องกันและตอบสนองต่อการติดเชื้อซ้ าได้ (7)                               
จากความสามารถในการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของแอนติเจนดังกล่าวนี้ จึงเป็นอุปสรรคส าคัญใน                       
การพัฒนาวัคซีนส าหรับการติดเชื้อหนองใน ร่วมกับกลไกท่ีสามที่สนับสนุนการต่อต้านการท าลายของ
เซลล์เม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุ้มกัน ในกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ (macrophages)                       
และนิวโทรฟิลล์ (neutrophil) โดยเซลล์แมคโครฟาจเป็นเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญในระบบภูมิคุ้มกัน                         
แต่ก าเนิด (innate immunity) โดยเป็นเซลล์แรกที่ท าหน้าที่ในการก าจัดเชื้อจุลชีพที่บุกรุกเข้ามา
ภายในร่างกาย และการน าเสนอแอนติเจนให้กับเซลล์ต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกัน อีกทั้งยังท าหน้าที่                      
ในการหลั่งไซโตไคม์ (cytokine) และเคโมไคม์ (chemokine) เพ่ือกระตุ้นการท างานของเซลล์                    
ในระบบภูมิคุ้มกัน โดยเฉพาะเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) กล่าวได้ว่า
แมคโครฟาจเป็นเซลล์ตัวกลางในการท าหน้าที่ประสานการท างานระหว่างระบบภูมิคุ้มกันแต่ก าเนิด 
กับระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (13) กระบวนการฟาโกไซโทซิสของแมคโครฟาจเกิดขึ้นเมื่อเซลล์
สัมผัสกับเชื้อจุลชีพ ผ่านตัวรับบนผิวเซลล์ และเกิดการท าลายเชื้อภายในฟาโกโซมผ่านกระบวนการ
ท างานของไลโซโซม แต่กลับพบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ติดเชื้อ N. gonorrhoeae นั้น กลับมีเชื้อ                             
N. gonorrhoeae มีชีวิตรอดและยังเพ่ิมปริมาณในแมคโครฟาจได้  โดยการปรับเปลี่ยนกลไกการ
ท างานของแมคโครฟาจ ผ่านการกระตุ้นให้เซลล์มีการแสดงออกทางฟีโนไทป์ที่ยับยั้งการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกัน เรียกว่า tolerogenic phenotype เช่น กระตุ้นให้เซลล์หลั่งไซโตไคม์ในกลุ่มของ 
regulatory cytokine ชนิด interleukin-10 (IL-10) และ transforming growth factor beta 1 
(TGFβ-1) ซึ่งท าหน้าที่ ในการควบคุมการเจริญ เพ่ิมจ านวน และวงจรชีวิตของเซลล์ ส่งผลให้
กระบวนการน าเสนอแอนติเจน และการกระตุ้นการท างานของ T-cell ลดลง รวมถึงยับยั้งการ
แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  lymphocyte function-associated antigen 3 ห รื อ  CD86 แ ล ะ  major 
histocompatibility complex (MHC) Class II ซึ่งเป็นโมเลกุลเสริม (co-stimulatory molecule) 
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ที่ส าคัญต่อการน าเสนอแอนติเจน (14) ทั้งนี้ยังยับยั้งการพัฒนาถุงฟาโกโซมโดยโปรตีนพอลินบี 
(porin B; PorB) ซึ่งเป็นโปรตีนของเชื้อที่สามารถเคลื่อนย้ายไปยังเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ ท าให้
ไม่เกิดการรวมตัวกันของถุงฟาโกโซมกับถุงไลโซโซม อีกทั้งยังลดการแพร่ของเอนไซม์คาเทฟซินดี 
(cathepsin D) ภายในถุงไลโซโซมกับถุงฟาโกโซม กลไกดังกล่าวท าให้กระบวนการท าลายเชื้อภายใน
แมคโครฟาจเสียไป (15) หากเกิดการเปลี่ยนแปลงกระบวนการต้านจุลชีพของเซลล์แมคโครฟาจ                          
ซึ่งปกติจะมีกลไกที่จ ากัดและลดปริมาณของธาตุเหล็กภายในเซลล์ ( iron-limiting innate immune 
defense) เนื่องด้วยธาตุเหล็กมีความส าคัญต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่ง N. gonorrhoeae                               
มีความสามารถเพ่ิมปริมาณของธาตุเหล็กภายในแมคโครฟาจได้ ด้วยการกระตุ้นและยับยั้งการ
แสดงออกของโปรตีนที่ เกี่ยวข้องในรักษาสภาวะสมดุลของเหล็ก ( iron homeostasis) (16)                                 
เชื้อ N. gonorrhoeae ยังสามารถยับยั้งการท างานของกลไกออกซิเดทีฟเบิสท์ (oxidative burst) 
ของแมคโครฟาจที่ท าให้เกิดอนุมูลอิสระเพ่ือท าลายเชื้อแปลกปลอม โดยโปรตีนพอลินที่สร้างจากเชื้อ
นี้สามารถยับยั้งการปล่อยเอนไซม์ไมอีโลเปอร์ออกซิเดส (myeloperoxidase: MPO) จากอะซูโรฟิลิก
แกรนูล (azurophilic granule) ของแมคโครฟาจ ท าให้ยับยั้งขั้นตอนการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (hydrogen peroxide: H2O2) ไปเป็นกรดไฮโปคลอรัส (hypochlorous acid: HOCl)                               
ซึ่งเป็นขั้นตอนส าคัญของกลไก oxidative burst (17) เซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อจะมีการปรับเปลี่ยน
กระบวนการกลืนกินตัวเองของเซลล์ (autophagy) ที่เกิดขึ้นในสภาวะปกติเมื่อเซลล์เกิดการติดเชื้อ 
โดยเชื้อจะยับยั้งขั้นตอนการรวมกันของออโตฟาโกโซม (autophagosome) กับถุงไลโซโซมท าให้
กระบวนการ autophagy ด าเนินไปอย่างไม่มีประสิทธิภาพท าให้เซลล์ที่ติดเชื้อยืดอายุออกไปไม่ถูก
ท าลายตามกลไกปกติ (18)    
 ในขณะเดียวกันการรักษาการติดเชื้อภายในเซลล์ด้วยยาปฏิชีวนะเป็นไปได้ยากและมีความ
ท้าทาย เนื่องจากยาปฏิชีวนะต้องผ่านเยื่อหุ้มหลายชั้น ได้แก่ เยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดขาว เยื่อหุ้ม                    
ถุงฟาโกโซมและผนังเซลล์ของเชื้อ เมื่อยาปฏิชีวนะเข้าถึงตัวเชื้อระดับของยาต้องเพียงพอต่อการ
ท าลายเชื้อภายในถุงฟาโกโซม (19) รวมถึงในขณะนี้สถานการณ์การดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อเป็นที่        
น่ากังวล พบว่าการพัฒนาของเชื้อสายพันธุ์ดื้อยาปฏิชีวนะเป็นไปอย่างต่อเนื่องและรวดเร็ว ตั้งแต่เริ่ม
ใช้และพบการดื้อต่อยา ยาปฏิชีวนะตัวแรกที่มีการใช้ได้แก่ ยาซัลโฟนาไมด์ (sulfonamides) ตามมา
ด้วยยาเพนนิซิลลิน (penicillin) เตตราไซคลีน (tetracycline) และควิโนโลน (quinolones) ทั้งนี้มี
รายงานการดื้อต่อยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดอย่างต่อเนื่องตามล าดับ (20) ปัจจุบันเหลือยาปฏิชีวนะเพียง
กลุ่มเดียวที่สามารถใช้ในการรักษาเชื้อสายพันธุ์ดื้อยา คือ ยากลุ่มเซฟาโลสปอริน รุ่นที่  3                                   
(3 rd generation cephalosporin) ได้ แก่  เซฟ ไตรอะโซน  (cetriaxone) ที่ แนะน าให้ ร่วมกับ                            
ยาอะซิโทรมัยซิน (azithromycin) ทั้งนี้พบการเพ่ิมขึ้นของปริมาณความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของ                           
ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (minimum of inhibitory concentrations; MICs)                    
อย่างต่อเนื่องในหลายประเทศ (21) ในประเทศอังกฤษ ปี ค.ศ. 2018 มีรายงานพบผู้ป่วยติดเชื้อ                      
สายพันธุ์ดื้อต่อยาเซฟไตรอะโซนและยาอะซิโทรมัยซินขนาดสูงที่ใช้รักษาร่วมกัน (22) ซึ่งจัดว่าเชื้อ                       
N. gonorrhoeae ได้พัฒนาไปสู่สายพันธุ์ดื้อต่อยาปฏิชีวนะทุกกลุ่มที่ใช้ในการรักษาหรือ superbug 
ท าให้สถานการณ์การรักษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อหนองในสายพันธุ์ดื้อยาทุกชนิดมาถึงจุดวิกฤติ  
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 เอ็กต์ตราเซลลูลาร์เวสิเคิล (extracellular vesicles: EVs) มีลักษณะเป็นถุงเวสิเคิลที่มีขนาด
ประมาณ 1 ไมโครเมตร โดยสามารถพบการหลั่ง EVs ได้ในเซลล์ยูคาริโอตทุกชนิด รวมถึงเซลล์ของ
เชื้อแบคทีเรีย EVs มีบทบาทส าคัญในการสื่อสารระหว่างเซลล์ ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ และการก่อ
พยาธิสภาพในการติดเชื้อจุลชีพ ทั้งนี้ EVs สามารถจ าแนกได้เป็น 5 ประเภท ได้แก่ 1. ไมโครพาติเคิล 
(microparticles) 2. รีโทรไวรัสไลค์พาติเคิล (retrovirus-like particles) 3. อะพอพโทติกบอดี้ 
(apoptotic bodies) 4. เอกโซโซม (exosomes) และ 5. แบคทีเรียลเอ็กตร้าเซลลูลาร์เวสสิเคิล 
(bacterial extracellular vesicles) โดยเวสิเคิลแต่ละชนิดมีกระบวนการสร้าง ส่วนประกอบและ
บทบาทแตกต่างกัน (23, 24) จากการศึกษาการผลิต EVs ของเชื้อ N. gonorrhoeae พบว่าเมื่อเซลล์
เยื่อบุผิวปากมดลูกชนิดเพาะเลี้ยงติดเชื้อ N. gonorrhoeae จะกระตุ้นการผลิตถุง exosome ที่บรรจุ
โป รตีน  ICAP-2 ซึ่ งส ามารถยับ ยั้ งการท างานของโป รตีนอะพอ พ โท ซิส  2 (apoptosis-2 )                                   
ในกระบวนการอะพอพโทซิส (apoptosis) ส่งผลให้การเกิด apoptosis ของเซลล์เยื่อบุผิวชะลอลง 
เชื้อที่อยู่ภายในเซลล์จึงสามารถมีชีวิตรอด เพ่ิมจ านวน และหลบหลีกการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน
ได้ (25) ปัจจุบันการศึกษาการผลิต EVs จากเซลล์ที่มีการติดเชื้อจุลชีพจึงเป็นที่สนใจมากขึ้น                          
โดยพบว่าถุง EVs ที่ผลิตออกมาจากเซลล์ที่มีการติดเชื้อมีบทบาทต่อการส่งสัญญาณหรือการ
ตอบสนองของเชื้อกับเซลล์เจ้าบ้าน (host cells) รวมถึงบทบาทต่อการเกิดพยาธิสภาพของโรคไม่ว่า
จ ะ เป็ น ก ารศึ ก ษ า ใน เชื้ อ  Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus 
anthracis และ Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (26-28) ภายในถุง EVs ที่ผลิตจากเซลล์        
ติดเชื้อจะบรรจุโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ (pathogen-associated molecular patterns: 
PAMP) และสารพิษจากเชื้อ (toxin) ที่ท าให้เกิดพยาธิสภาพ เนื่องจาก EVs สามารถทนต่อเอนไซม์
ต่างๆ ในกระแสโลหิตได้ เช่น เอนไซม์ไฮโดรเลส (hydrolase) รวมถึงระบบคอมพลีเมนต์ ท าให้                         
ถุง EVs สามารถอยู่ในกระแสโลหิตได้เป็นระยะเวลานาน จึงน าไปสู่การศึกษา EVs เพ่ือติดตามการติด
เชื้อและเป็นตัวแทนสารบ่งชี้ชีวภาพ (biomarker candidates) ในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อจุลชีพ 
เนื่องจากในระหว่างการติดเชื้อจุลชีพ ปริมาณและส่วนประกอบต่างๆ ของสารที่ถูกบรรจุภายใน                         
ถุง EVs มีการเปลี่ยนแปลงตามช่วงเวลาต่างๆ ตามระยะเวลาการติดเชื้อ (23) ถุง EVs จึงมีประโยชน์                     
ในการพัฒนาส าหรับการใช้วินิจฉัยการติดเชื้ออย่างมาก เพ่ือให้การวินิจฉัยมีประสิทธิภาพขึ้น                       
โดยการศึกษาในคณะวิจัยของ P. K. Giri ได้ท าการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ของถุง EVs ที่หลั่งจากเซลล์
เพาะเลี้ยงชนิด J774 ที่ท าให้มีการติดเชื้อ Mtb สามารถจ าแนกโปรตีนของเชื้อ Mtb ภายในถุง EVs 
ได้จ านวน 41 ชนิด (29) และในปี ค.ศ. 2014 ในการศึกษาในคณะวิจัยของ N. A. Kruh-Garcia ได้ท า
การวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ของถุง exosomes ในน้ าเหลืองของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ Mtb ในระยะ
ก าเริบ (active tuberculosis) และระยะแฝง (latent tuberculosis) ได้พบชุดของเปปไทด์ของเชื้อ 
Mtb ที่สามารถน ามาใช้เป็นสารบ่งชี้ชีวภาพในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อระยะก าเริบได้ (30) 
 ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงต้องการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของ EVs ที่หลั่งออกมาจากเซลล์แมคโครฟาจ
ที่มีการติดเชื้อ N. gonorrhoeae โดยการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนกับเซลล์แมคโครฟาจ
ที่ไม่มีการติดเชื้อ เพ่ือหาโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการพัฒนาเป็นสารบ่งชี้ชีวภาพ หรือ biomarkers
เพ่ือพัฒนาการวินิจฉัยโรคติดเชื้อหนองใน โดยเฉพาะในกลุ่มผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อแบบไม่แสดงอาการ 
รวมถึงการตรวจคัดกรองผู้ที่มีความเสี่ยงในการติดเชื้อ N. gonorrhoeae หรือ screening test              
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เพ่ือลดอัตราการแพร่กระจายของเชื้อ รวมถึงเชื้อสายพันธุ์ที่มีการดื้อยาปฏิชีวนะ การลดการพัฒนา
ไปสู่การเกิดอาการแทรกซ้อนที่รุนแรงต่อไป    

  
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนใน extracellular vesicles (EVs) ที่ผลิตจาก
เซลล์เพาะเลี้ยง THP-1 เมื่อถูกกระตุ้นพัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจ ทั้งชนิดติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ          
N. gonorrhoeae  
 2. เพ่ีอวิเคราะห์หาตัวแทนโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นสารบ่งชี้ชีวภาพใน extracellular 
vesicles (EVs) ทีผ่ลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง THP-1 เมื่อถูกกระตุ้นพัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจที่มีการ
ติดเชื้อ N. gonorrhoeae  

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 คณะผู้วิจัยท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน extracellular vesicles (EVs) ที่ผลิตจาก
เซลล์เพาะเลี้ยง THP-1 เมื่อถูกกระตุ้นและพัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจทั้งชนิดติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ 
N. gonorrhoeae โดยการศึกษาโปรตีโอมิกส์ และท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน
ระหว่างเซลล์ที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ N. gonorrhoeae เพ่ือค้นหาตัวแทนของโปรตีนที่แสดงออก
ต่างกัน และมีคุณสมบัติใช้เป็นสารบ่งชี้ชีวภาพ รวมถึงการศึกษาคุณสมบัติและโครงสร้างของโปรตีน
ดังกล่าวด้วยเทคนิคทางชีวสารสนเทศ 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ทราบถึงการแสดงออกของโปรตีนใน extracellular vesicles (EVs) ที่ผลิตจากเซลล์
เพาะเลี้ ยง THP-1 หลังถูกกระตุ้นและพัฒนาเป็นเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ                              
N. gonorrhoeae 
 2. ทราบถึงชนิดของโปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างเซลล์ที่มีการติดเชื้อและไม่มี
การติดเชื้อ N. gonorrhoeae  
 3. ค้นพบตัวแทนโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นสารบ่งชี้ชีวภาพ เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยการติด
เชื้อหนองในโดยเฉพาะในผู้ป่วยที่ไม่มีอาการแสดง 
 4. องค์ความรู้ใหม่ในการพัฒนาการวินิจฉัยการติดเชื้อ N. gonorrhoeae 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
 

บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 คุณลักษณะทั่วไปของเชื้อ Neisseria gonorrhoeae  

 Neisseria gonorrhoeae หรือโกโนค็อกไค (gonococci) เป็นเชื้อแบคทีเรียที่จัดอยู่ในวงศ์ 
(family) Neisseriaceae เป็นเชื้อแบคทีเรียที่เจริญยาก (fastidious bacteria) แกรมลบ รูปร่างกลม 
ที่มีการจัดเรียงตัวแบบคู่ หรือ diplococci สามารถบุกรุก และอาศัยอยู่ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ 
(intracellular bacteria) เมื่อท าการย้อมเชื้อด้วยสีย้อมสามารถมองเห็นรูปร่างคล้ายเมล็ดถั่วภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ ดังภาพที่ 1 โดยตัวเชื้อมีขนาดประมาณ 0.6 ถึง 1.5 ไมครอน ไม่สามารถสร้าง
แคปซูลหรือสปอร์ และไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ (31)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 1 รูปร่างของเชื้อ N. gonorrhoeae จาก urethral exudate ด้วยการย้อมสีแกรม (NG:                        
N. gonorrhoeae, PMNs: Polymorphonuclear cells (32) 

 
 2.1.1 ปัจจัยก่อโรค (virulence factor) ของเชื้อ N. gonorrhoeae  

  สารประกอบชีวโมเลกุลบนผิวเซลล์จัดเป็นปัจจัยการก่อโรคที่ส าคัญของเชื้อ                           
N. gonorrhoeae ด้วยคุณสมบัติของแอนติเจนบนผิวเซลล์ (surface antigen) ท าให้สามารถกระตุ้น
การท างานของระบบภูมิคุ้มกัน อีกทั้งแอนติเจนเหล่านี้ยังมีการแสดงออกได้หลากหลายรูปแบบ 
รวมทั้งความสามารถเลียนแบบโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ในร่างกายได้ ท าให้เชื้อแบคทีเรีย                             
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มีความสามารถหลบหลีกการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เชื้อจึงสามารถมีชีวิตรอดและเพ่ิมปริมาณ
ภายในเซลล์ได้ กลุ่มของแอนติเจนนี้ประกอบด้วยสารชีวโมเลกุลดังภาพที่ 2 ดังต่อไปนี้  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 2 ปัจจัยก่อโรคของเชื้อ N. gonorrhoeae (2) 

 
  พิไลหรือฟิมเบรีย (pili or fimbriae) เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการยึดเกาะของ
เชื้อกับเซลล์ภายในร่างกาย และช่วยป้องกันการเกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสของเม็ดเลือดขาวโดย
ประกอบไปด้วยโปรตีนพิลิน (pilin) เป็นโปรตีนหน่วยย่อย มีขนาดประมาณ 17-21 กิโลดัลตัน                      
กรดอะมิโนบริเวณปลายสุดของโปรตีนพิลินจะถูกอนุรักษ์  (conserved region) ด้วยกรดอะมิโนที่                  
ไม่มีขั้ว ส่วนด้านปลายที่เป็นหมู่คาร์บอกซิลิกของโปรตีนพิลินมีความหลากหลายสูง  (variable 
region) ซึ่งพบลักษณะนี้ทั้งในเชื้อสายพันธุ์เดียวกันและต่างสายพันธุ์ พิไลจึงเป็นปัจจัยที่ช่วยส่งเสริม
การหลบหลีกการท างานของระบบภูมิคุ้มกันจากการจับของแอนติบอดีได้ (12) 
  โปรตีน por เป็นโปรตีนที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ มีขนาดประมาณ 32-36 
กิโลดัลตัน ท าหน้าที่เป็นช่องผ่านของสารอาหารบางประเภทของเชื้อ โปรตีน por มีบทบาทส าคัญต่อ
การติดเชื้อในเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยป้องกันการรวมกันของฟาโกโซมกับไลโซโซม และความต้านทาน
ของเชื้อต่อซีรัม โดยจับกับคอมพลีเมนต์ชนิด C3b หรือ C4b เพ่ือป้องกันการถูกท าลายจากระบบ
คอมพลีเมนต์ในซีรัม รวมถึงยังมีบทบาทต่อการยืดระยะเวลาของการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส
ของเซลล์เม็ดเลือดขาว (12) 
  โปรตีน Opa มีขนาดประมาณ 20-28 กิโลดัลตัน เป็นโปรตีนที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์
ชั้นนอก ท าหน้าที่จับกับตัวรับบนเซลล์ในร่างกาย เช่น heparin-related proteoglycan (HSPG) 
ห รื อ  carcinoembryonic antigen-related cellular adhesion molecules ( CEACAMs)                      
การแสดงออกของโปรตีน Opa มีความหลากหลายในแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อเช่น เดียวกัน                            
ซ่ึงประกอบด้วยยีนจ านวน 11-12 ยีน (12)  
  Lipooligosaccharide (LOS) ประกอบด้วยส่วนของ lipid A และ O-antigen 
โด ย  O-antigen ป ร ะก อ บ ด้ ว ย โม เล กุ ล ข อ งน้ า ต าล ที่ มี ค ว าม ย าว ไม่ ม าก  จึ ง เรี ย ก ว่ า
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lipooligosaccharide โดยมีขนาดประมาณ 3-7 กิโลดัลตัน และมีการแสดงออกได้หลายรูปแบบ 
LOS ท าหน้าที่เป็นเอนโดท็อกซิน (endotoxin) โดยมีความจ าเพาะต่อเซลล์ในท่อน าไข่ของเพศหญิง  
ท าให้เกิดการสลายของซิเลีย (cilia) ภายในท่อน าไข่ ท าลายเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ พบว่าโครงสร้าง 
LOS ของเชื้อกับไกลโคสฟริงโกไลปิด (glycosphingolipids) บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์มนุษย์                   
มีโครงสร้างเหมือนกัน ท าให้จับกับแอนติบอดีชนิดเดียวกันได้ อีกทั้ง LOS สามารถเกิดปฏิกิริยาการ
เติมกรดเซียลิก (sialic acid) ด้วยเอนไซม์เซียลิลทราสเฟอเรส (sialyltransferase) ท าให้มีโครงสร้าง
ชั้นนอกเหมือนกับเซลล์ของมนุษย์ที่ด้านปลายของไกลโคสฟริงโกไลปิดเป็นกรดเซียลิก จึงเป็นอีกกลไก
หนึ่งที่ท าให้เชื้อสามารถหลบหนีการท างานของระบบภูมิคุ้มกันและป้องกันการจับกับแอนติบอดีและ
คอมพลีเมนต์ได ้(12) 

 
 2.1.2 การระบาดของโรคหนองใน 

  โรคหนองใน หรือโกโนเรีย (gonorrhea) เป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ที่พบมาก
เป็นอันดับสองรองจากโรคหนองในเทียม ซึ่งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญในหลายประเทศทั่วโลก
รวมทั้งประเทศไทย จากรายงานขององค์การอนามัยโลก (World Health Organization; WHO)             
ในปี ค.ศ. 1999 พบว่ามีผู้ป่วยโรคหนองในสูงถึง 62 ล้านคนทั่วโลก (33) โดยในเขตเอเชียใต้และ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้มีอุบัติการณ์ผู้ติดเชื้อรายใหม่เกิดขึ้นสูงถึง  27.2 ล้านคน และในการศึกษา
ความชุกของโรคหนองใน ปี ค.ศ. 2008 ในคนอายุ 15 - 49 ปี พบว่ามีผู้ป่วยหนองในรายใหม่เพ่ิมขึ้น
จากปี ค.ศ. 2005 ที่มีจานวน 87.7 ล้านคนทั่วโลก เป็น 106.1 ล้านคนทั่วโลก คิดเป็น 21 เปอร์เซ็นต์ 
(34) ซึ่งสอดคล้องกับสถานการณ์โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ในประเทศสหรัฐอเมริกา จากรายงานของ
หน่วยงานป้องกันโรคติดต่อในสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control; CDC) ในปี ค.ศ. 2009 
มีการรายงานอัตราผู้ป่วยโรคหนองในสูงสุดเป็นประวัติการณ์ 98.1 รายต่อประชากรหนึ่งแสนคน            
และมีอัตราการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องดังภาพที่ 3 อย่างไรก็ตามในช่วงปี ค.ศ. 2009-2012 มีอัตราการ
เป็นโรคเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในแต่ละปีเป็น 106.7 ราย ต่อประชากรหนึ่งแสนคน ในปี ค.ศ. 2013                       
อัตราการป่วยเป็นโรคลดลงเล็กน้อยมาอยู่ที่ 105.3 รายต่อประชากรหนึ่งแสนคน  และในปี ค.ศ. 
2014 มีผู้ป่วยรวมทั้งสิ้น 350,062 คน ที่ได้รับการรายงานและมีอัตราเพ่ิมขึ้นถึง 110.7 รายต่อ
ประชากรหนึ่งแสนคน โดยผู้ป่วยส่วนใหญ่มีอายุในช่วง 15-24 ปี โดยคิดเป็น 53 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วย
ทั้งหมด (35) 
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ภาพที่ 3 อัตราการป่วยโรคหนองในในสหรัฐอเมริกา ระหว่างปี ค.ศ.2008-2017 (36) 

 
  ในประเทศไทย พ.ศ. 2555 ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวง
สาธารณสุขรายงานจ านวนผู้ป่วยโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์จ านวน 2,972 ราย คิดเป็น 51.31 
เปอร์เซ็นต์ต่อประชากรแสนคน โดยพบว่ามีอัตราผู้ป่วยเป็นโรคหนองในมากที่สุด ดังภาพที่ 4                           
มีจ านวน 7,312 ราย คิดเป็นอัตราป่วย 11.38 เปอร์เซ็นต์ โดยพบผู้ป่วยเป็นโรคหนองในมากที่สุดใน
กลุ่มอายุ 15-24 ปี จ านวน 4,005 ราย คิดเป็นอัตราป่วย 41.52 เปอร์เซ็นต์ต่อประชากรแสนคน 
รองลงมาคือกลุ่มอายุ 25-34 ปี จ านวน 1,455 ราย คิดเป็นอัตราป่วย 14.34 เปอร์เซ็นต์ต่อประชากร
แสนคน (37) และอัตราการเป็นโรคหนองในมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง พบอัตราการเป็นโรค
หนองในแต่ละปี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2556 ถึง 2560 ต่อประชากรหนึ่งแสนคนเป็น 10.36, 10.50, 13.14, 
14.72 และ 15.84 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ โดยยังคงพบผู้ป่วยเป็นโรคหนองในมากที่สุดอยู่ ในช่วงอายุ 
15-24 ปี (38) 
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ภาพที่ 4 อัตราการป่วยโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์จ าแนกเป็น โรคซิฟิลิส (syphilis) โรคหนองใน 
(gonorrhoea) โรคหนองในเทียม (N.S.U. : non-specific urethritis) โรคแผลริมอ่อน (chancroid) 
และโรคฝีมะม่วง (L.G.V. : lymphogranuloma venereum) ในประเทศไทย ระหว่างปี ค.ศ.2008-
2017 (39) 

 
2.2 การเกิดโรคและการด าเนินของโรคหนองในในระดับโมเลกุล (Molecular pathogenesis) 

 การเกิดโรคและการด าเนินของโรคหนองในในเพศชาย เมื่อเกิดการเกาะกลุ่มกันของเชื้อ                   
ที่บริเวณเซลล์เยื่อบุท่อปัสสาวะ โดยกระบวนการเกิดโรคมีล าดับดังนี้ เริ่มต้นจากการเกิดปฏิสัมพันธ์
ระหว่างเซลล์เยื่อบุผิวกับเชื้อผ่านการจับกันของ asialoglycoprotein receptor (ASGP-R) ของเซลล์
เยื่อบุผิวกับ LOS ซึ่งเป็นส่วนส าคัญของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อโกโนเรีย ท าให้เกิดการก่อตัว
บริเวณผิวเซลล์เยื่อบุผิว มีลักษณะเหมือนแท่นรองรับตัวเชื้อ เรียกการก่อตัวของโครงสร้างนี้ว่า 
pedestal formation การก่อตัวดังกล่าวเป็นตัวบ่งชี้ถึงการบุกรุกของเชื้อ เนื่องจากเป็นการเริ่มต้น
ของกระบวนการเอนโดไซโท ซิส (endocytosis) เมื่อเกิดการรวมของโปรตีนแอคติน  (actin 
polymerization) จากนั้นเชื้อจะผ่านเข้าไปในแวคิวโอล (vacuole) และถูกปล่อยออกจากเซลล์                    
เยื่อบุผิวไปยังชั้นคอลลาเจน (collagen) (40) การติดเชื้อภายในเซลล์เยื่อบุผิวพบว่า ASGP-R จะถูก
น ากลับมาใช้ใหม่บนผิวเซลล์เยื่อบุผิว ส่งผลให้เกิดการเพ่ิมการเกาะติดของเชื้อกับเซลล์เยื่อบุผิว 
ความสามารถในการเกาะติดของเชื้อกับ ASGP-R ขึ้นกับการแสดงออกของน้ าตาลชนิด lacto-N-
neotetraose (LNnT) บริเวณปลาย LOS ของเชื้อ (41) โดย LNnT มีส่วนประกอบคล้ายกับ
แอนติเจนในร่างกาย อีกทั้งยังสามารถท าหน้าที่เป็นตัวรับกรดเซียลิก (sialic receptor) ได้ จึงเป็นอีก
หนึ่งกลไกที่ท าให้เชื้อสามารถหลบหนีระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายได้ (42) ท าให้เพ่ิมสัดส่วนของเชื้อที่
มีชีวิตรอดด้วยการเกิดกระบวนการเติมกรดเซียลิก (43) 
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 การติดเชื้อ N. gonorrhoeae ในเพศชายน าไปสู่การมีภาวะท่อปัสสาวะอักเสบเฉียบพลัน 
(acute urethritis) (44) โดยอาการจ าเพาะของการติดเชื้อ คือ พบหนองไหลออกมาจากอวัยวะเพศ 
จากการคั่งของเม็ดเลือดขาวและการหลุดลอกของเยื่อบุผิวผนังท่อปัสสาวะ (45) โดยพบว่าผู้ป่วย                     
ไม่แสดงอาการประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ (3) จากการศึกษาพบว่าการติดเชื้อมีช่วงเวลาการฟักตัวของ
เชื้อตั้งแต่ได้รับเชื้อจนถึงแสดงอาการ (45) โดย 40 ชั่วโมงแรกของการติดเชื้อหรือเริ่มกระบวนการ
เกิดหนอง จะไม่สามารถท าการเพาะเชื้อได้จากท่อปัสสาวะ เนื่องด้วยเชื้อมีกระบวนการป้องกันตนเอง
จากระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้เชื้อสามารถมีชีวิตรอด และเพ่ิมจ านวนได้ตรงบริเวณเนื้อเยื่อที่มีการติดเชื้อ
ในระยะแรกของโรค จากการศึกษาของอาสาสมัครเพศชายพบปริมาณของสาร interleukin-8 (IL-8), 
interleukin-6 (IL-6) และ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) สูงในท่อปัสสาวะขณะที่มีการ
ด าเนินไปของโรค (44) ผลการศึกษาปัจจุบันพบว่าโครงสร้างผนังเซลล์ของเชื้อในส่วน LOS สามารถ
กระตุ้นให้เกิดการหลั่งสาร IL-8, IL-6 และ TNF-α จากเซลล์เยื่อบุผิวท่อปัสสาวะ ท าให้เกิดการ
เริ่มต้นกระบวนการอักเสบและกระตุ้นให้เกิดการคั่งของเม็ดเลือดขาวในบริเวณที่มีการติดเชื้อ  (46)            
ซึ่งเป็นเหตุให้มีการแสดงอาการของโรคตามที่พบ คือ อาการหนองไหล พยาธิสภาพจะยังคงเกิดขึ้นซ้ า
ไปมาและขยายต่อไปยังระบบสืบพันธุ์ส่วนบนได้หากไม่ได้รับการใช้ยาปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพ                   
อีกทั้งร่างกายยังต้องการการตอบสนองและการป้องกันของระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ือชะลอการด าเนินไป
ของโรคและการติดเชื้อซ้ า โดยรายงานการศึกษาบ่งชี้ว่าการติดเชื้อยังคงอยู่เป็นเวลาหลายเดือน              
หากไม่ได้รับการรักษาอย่างมีประสิทธิภาพ (47) 
 การส่องกล้องจุลทรรศน์ในหนองของผู้ป่วยที่ถูกวินิจฉัยว่าติดเชื้อหนองใน จะพบเชื้อใน                   
เม็ดเลือดขาวชนิดหลายนิวเคลียส (polymorphonuclear cells: PMNs) และเซลล์เยื่อบุผิวที่เกิด
จากผลของกระบวนการฟาโกไซโทซิสและการติดเชื้อลักษณะนี้จะเพ่ิมความรุนแรงของอาการ 
Urethritis โดยปฏิสัมพันธ์ข้างต้นระหว่างเชื้อและเม็ดเลือดขาวชนิด PMNs ขึ้นกับการแสดงออกของ
โปรตีน Opa จากเชื้อโกโนเรีย (48, 49) เมื่อทดลองการติดเชื้อด้วยสายพันธุ์ที่มีโปรตีน Opa เป็นลบ 
(Opa-) ในเพศชาย พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของเชื้อกลายเป็นสายพันธุ์ที่มีโปรตีน Opa เป็นบวก 
(Opa+) (45) และเชื้อสายพันธุ์ Opa+ เป็นสายพันธุ์หลักที่พบในหนองของกลุ่มผู้ติดเชื้อ และเมื่อ
ทดลองการติดเชื้อจากสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ (mutant type) ของโปรตีน Opa พบว่าผลลัพธ์ไม่
แตกต่างจากสายพันธุ์ดั้งเดิม (wild type) ผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าโปรตีน Opa มีบทบาท
ต่อการแสดงอาการท่อปัสสาวะอักเสบเมื่อมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อและเม็ดเลือดขาวชนิด PMNs 
 สารประกอบ heparin-related proteoglycan (HSPG), carcinoembryonic antigen-
related cellular adhesion molecules (CEACAMs) และ Integrin ท าหน้าที่ เป็นตัวรับบนผิว        
เม็ดเลือดขาวชนิด PMNs ซึ่งมีบทบาทส าคัญต่อการเกาะติดและผ่านเข้าเซลล์ของเชื้อ มีการตั้ง
ข้อสังเกตว่าสารประกอบแต่ละชนิดบนผิวเซลล์ PMNs จะมีบทบาทต่อการเข้าจับกับเชื้อเมื่ออยู่ใน
สภาพแวดล้อมที่ต่างกัน เช่น ในท่อปัสสาวะ หรือระบบไหลเวียนโลหิต CEACAMs จะสามารถเกิด
ปฏิสัมพันธ์ร่วมกับโปรตีนอ่ืนได้ เช่น Integrin หลังจากที่โมเลกุลทั้งสองเข้าจับกันจะเกิดการส่ง
สัญญาณปฐมภูมิ (primary signal) เข้าไปในเซลล์ ท าให้เกิดการกระตุ้นตัวรับในการเกาะติดของเชื้อ
โกโนเรียโดยทีไ่ม่มีการปล่อยสารน้ าทีส่ามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบออกมา (50) 
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 การเกิดโรคและการด าเนินของโรคหนองในในระบบสืบพันธุ์ส่วนล่างของเพศหญิง การ
ตอบสนองต่อการติดเชื้อโดยกระบวนการอักเสบภายในระบบสืบพันธุ์ส่วนล่างของเพศหญิงมีลักษณะ
ตรงกันข้ามกับการติดเชื้อในท่อปัสสาวะของเพศชาย พบ 50-80 เปอร์เซ็นต์ ที่ไม่แสดงอาการ และ 
70-90 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วยสามารถแพร่เชื้อโดยไม่แสดงอาการเกี่ยวข้องกับระบบสืบพันธุ์  (51)                   
ผลการวิเคราะห์สารคัดหลั่งจากช่องคลอดของเพศหญิงติดเชื้อไม่พบการสร้างแอนติบอดีต่อการ                  
ติดเชื้อนี้ ซึ่งสอดคล้องกับคุณสมบัติเชื้อในการหลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกัน อีกทั้งในการศึกษาของ 
Hedges และคณะพบว่าในเพศหญิงที่มีการติดเชื้อบริเวณปากมดลูกไม่พบการผลิตสารน้ า IL-1, IL-6 
และ IL-8 (8) เช่นเดียวกับผลการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูก น้ าเลี้ยงเซลล์เยื่อ                    
บุผิวปากมดลูกทั้งด้านในและด้านนอก โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ (ตัวควบคุม) 
พบว่าให้ผลการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอไม่แตกต่างกัน ทั้งนี้ ในระบบสืบพันธุ์ส่วนล่างของเพศหญิงมีการ
ท างานของระบบคอมพลีเมนต์ผ่านวิถีทางเลือก (alternative pathway) เพียง 10 เปอร์เซ็นต์                
เมื่อเทียบกับการท างานของระบบคอมพลีเมนต์ในซีรัม เมื่อเกิดการติดเชื้อบริเวณเซลล์เยื่อบุผิว              
ปากมดลูก โปรตีน C3b จะเกาะติดกับ Lipid A บน LOS บริเวณผนังเซลล์ของเชื้อ (52) และจะถูก
เปลี่ยน iC3b ซึ่งเป็นรูปที่ไม่สามารถท างาน (inactive) ได้ (53) ปริมาณของ iC3b จะแปรผันตาม
จ านวน LOS ของเชื้อ ท าให้เชื้อไม่ถูกท าลายด้วยระบบคอมพลีเมนต์ ณ บริเวณปากมดลูก เนื่องจาก 
LOS ของเชื้อมีส่วนประกอบคล้ายพาราโกลโบไซด์ (paraglobosides) และไกลโคสฟิงโกไลปิด 
(glycosphingolipids) ซึ่งเปน็สารตั้งต้นในการสร้างมูกบริเวณปากมดลูก (54)  
 ผลการวิเคราะห์ทั้งตัวอย่างจากชิ้นเนื้อปากมดลูกที่ติดเชื้อและจากเซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูก 
บ่งชี้ไปในทิศทางเดียวกัน โดยพบว่าตัวรับคอมพลีเมนท์ 3 (complement receptor 3: CR3)                        
ท าหน้าที่เป็นตัวรับปฐมภูมิเมื่อมีการเกาะติดและบุกรุกบริเวณด้านนอกและด้านในปากมดลูก (53) 
การเกาะติดของโปรตีนพิไลกับต าแหน่งโดเมน I ของ CR3 ส่งผลให้เชื้อสามารถเอาชนะแรงทางไฟฟ้า 
(electrostatic force) ระหว่างผิวเซลล์ของเชื้อกับเซลล์ปากมดลูก ท าให้เชื้อแนบติดอยู่กับผิวเซลล์
ปากมดลูก ส่งผลให้มีการเข้าจับและท าลายด้วยการเกิดออบโซไนเซชั่น (opsonization) ของโปรตีน 
C3b บนผิวของเชื้อโดยโปรตีน C3b ถูกเปลี่ยนเป็น iC3b ทั้งโปรตีน iC3b และโปรตีน Porin จากเชื้อ
จะเกาะติดที่ต าแหน่งโดเมน I ของ CR3 จึงเป็นการท างานร่วมกันของโปรตีน iC3b โปรตีนพิไล                        
และ Porin ของเชื้อ (55) ภายหลังการเกาะติดของเชื้อกับ CR3 จะท าให้เพ่ิมโครงสร้างเชิงซ้อน
ระหว่างโปรตีนวินคิวลิน (vinculin) และโปรตีนเอสริน (ezrin) มีการเปลี่ยนแปลงบริเวณเยื่อบุผิว
มดลูกที่เรียกว่า รัฟเฟลฟอเมชั่น (ruffle formation) มีการพับย่นของเยื่อหุ้มเซลล์ (50) โดยเกิดจาก
การกระตุ้นของเอนไซม์ wortmannin-sensitive kinases ซึ่งประกอบด้วยเอนไซม์ phosphatidyl-
inositol 3-kinase หรือเอนไซม์  mitogen-activated protein kinases (56) และเอนไซม์  Rho 
GTPases (53) จากการท างานร่วมกันของกลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวข้องนี้ท าให้เชื้อโกโนเรียถูกน าเข้าเซลล์
เยื่อบุผิว จากนั้นเชื้อจะปล่อยสาร phospholipase D homolog (NgPLD) ที่มีฤทธิ์เพ่ิมการติดเชื้อ
ของเซลล์เยื่อบุผิวมดลูกผ่านหลายวิถี เช่น ท าให้มีการเคลื่อนที่ของ CR3 ไปยังผิวเซลล์เยื่อบุผิวมดลูก 
(57) หรือส่งสัญญาณน าไปสู่การเกิด ruffle formation อีกทั้งยังสามารถยับยั้งการท างานของ 
reactive oxygen species (ROS) และสารต้านจุลชีพ ท าให้เชื้อสามารถมีชีวิตรอดอยู่ภายในเซลล์ได้  
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 กลไกท่ีกล่าวข้างต้นท าให้การติดเชื้อในระบบสืบพันธุ์ส่วนล่างของเพศหญิงมีภาวะเสมือนการ
เป็นพาหะน าโรค โดยการติดเชื้อไปยังมดลูกและท่อน าไข่อาจเกิดขึ้นได้โดยการหลุดลอกของเยื่อบุผิว
จากการเปลี่ยนแปลงของฮอร์โมนหรือภาวะการมีประจ าเดือน ท าให้เพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะ
อุ้งเชิงกรานอักเสบ (pelvic inflammatory disease: PID) และการแพร่กระจายของเชื้อ (58)                       
โดยพบระดับของโปรตีน C3 เพ่ิมขึ้นสูงสุดในระหว่างการมีประจ าเดือน ซึ่งบ่งชี้ว่าการติดเชื้อใน
ระหว่างการมีประจ าเดือนมีโอกาสเพ่ิมการมีชีวิตรอดของเชื้อภายในร่างกาย (59) และพบ
ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกและไม่แสดงออกของโปรตีน Opa กับต าแหน่งที่พบเชื้อ โดยเชื้อ
ชนิด Opa- จะพบเป็นส่วนมากในบริเวณท่อน าไข่และปากมดลูกในระหว่างการมีประจ าเดือน                         
ตรงข้ามกับเชื้อชนิด Opa+  พบมากบริเวณปากมดลูกช่วงเวลาที่มีการตกไข่ ซึ่งบ่งชี้ว่าเชื้อมีบริเวณ
จ าเพาะในการเกาะติดและก่อโรค อีกทั้งความสามารถของเชื้อในการใช้ฮีม ฮีโมโกลบิน และ 
heptoglobin-hemoglobin ถูกสันนิ ฐานว่าเพ่ิมความเสี่ ยงต่อการพัฒนาเป็น PID และการ
แพร่กระจายในระหว่างการมีประจ าเดือน (60) โดยพบความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของตัวรับ
ฮีโมโกลบินกับรอบของการมีประจ าเดือน ซึ่งเชื้อต้องการใช้ฮีมในการด ารงชีวิต (61) 

 การเกิดโรคและการด าเนินของโรคหนองในในระบบสืบพันธุ์ส่วนบนของเพศหญิง  จาก
การติดเชื้อที่ปากมดลูกจะมีการพัฒนาสู่ภาวะ PID ประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปัจจัยร่วมระหว่าง
การแสดงออกของคอมพลีเมนต์จากการเปลี่ยนแปลงของฮอร์โมนในระหว่างการมีประจ า เดือน และ
โมเลกุลที่สามารถท าหน้าที่เป็นตัวรับที่สามารถจับกับเชื้อได้ (62) จากการวิเคราะห์ตัวอย่างชิ้นเนื้อ
บ่งชี้ว่ามีการแสดงออกของโปรตีน CR3 ลดลงจากบริเวณส่วนนอกของปากมดลูกถึงท่อน าไข่ (53) 
ตรงข้ามกับการแสดงออกของโปรตีน  lutropin receptor (LHr) หรือตัวรับฮอร์โมนลูทิไนซิง 
(luteinizing hormone: LH) ซึ่งพบทั้งในเพศชายและหญิง โดยท าหน้าที่กระตุ้นให้เกิดการตกไข่                           
จะพบสูงขึ้นจากบริเวณผนังมดลูกถึงท่อน าไข่ในระหว่างที่มีประจ าเดือน (62) สันนิษฐานว่า LHr                
ท าหน้าที่เป็นตัวรับและเพ่ิมความสามารถในการบุกรุกเซลล์ของเชื้อสู่ผนังมดลูกและเซลล์เยื่อ                      
บุท่อน าไข่ (63) นอกจากนี้ LHr ยังพบบนรกและเยื่อหุ้มตัวอ่อน (64) โดยปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อกับ 
LHr สามารถท าให้เกิดอาการแทรกซ้อนรุนแรง รวมถึงเพ่ิมความเสี่ยงต่อการแท้งที่เกิดจากการติดเชื้อ
ได้ การเกาะติดของเชื้อบริเวณท่อน าไข่ เกิดขึ้นที่บริเวณของเซลล์ผนังท่อน าไข่ที่ไม่มีซิเลีย (65)                         
โดย peptidoglycan (66) และ LOS (67) ของเชื้อจะกระตุ้นให้มีการสร้างสาร TNF-α  เพ่ิมขึ้น 
โดยสาร TNF-α  (68) มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่มีซิเลีย ท าให้เกิดการหลุดลอกออกของเซลล์ ส่งผลให้
เชื้อสามารถเข้าถึงเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ชั้นใน 

 
2.3 การวินิจฉัยตรวจสอบเชื้อ Neisseria gonorrhoeae (Diagnostics and Detection) 

 การวินิจฉัยเชื้อในปัจจุบันสามารถท าได้หลายเทคนิค ได้แก่ การส่องกล้องจุลทรรศน์                        
การเพาะเลี้ยงเชื้อ และการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเชื้อจากสิ่งส่งตรวจ ดังตารางที่ 1 การวินิจฉัย
เบื้องต้นท าได้โดยตรวจสอบจากสิ่งส่งตรวจที่สเมียร์ (smear) ลงบนสไลด์แล้วน าไปย้อมสีแกรม หรือสี
เมทิลลีนบลู (methylene blue) เมื่อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์จะเห็นเชื้อจับตัวเป็นคู่ (intracellular 
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diplococci) ในเซลล์เม็ดเลือดขาว (PMNs) พบลักษณะเชื้อมีรูปร่างคล้ายเมล็ดถั่วสองอันประกบกัน
ภายในเซลล์ วิธีนี้เป็นวิธีที่มีต้นทุนต่ า ให้ผลรวดเร็ว และมีความไวกับความจ าเพาะสูงในการวินิจฉัย
ผู้ป่วยชายที่มีอาการติดเชื้อหนองในบริเวณท่อทางเดินปัสสาวะ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ไม่แนะน าให้ใช้เป็น
วิธีเดียวส าหรับการวินิจฉัย โดยต้องมีการท าการทดสอบยืนยันอีกครั้ง ด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อหรือการ
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยเฉพาะสิ่งส่งตรวจจากปากมดลูก (cervical) คอหอย (pharyngeal) 
และทวารหนัก (rectal) หรือส าหรับผู้ป่วยที่ไม่มีอาการ เนื่องจากอาจเกิดผลลบปลอมได้ด้วยวิธีนี้มี
ความไวต่ า (69) 
 การวินิ จฉัยโดยการเพาะเลี้ ยงเชื้ อ เป็นวิธี  “Gold standard“ มีความจ า เพาะ  100 
เปอร์เซ็นต์ และสามารถท าการตรวจสอบการดื้อยา (antimicrobial resistance testing: AMR) ได้                                    
แต่การเพาะเลี้ยงเชื้อมีความไวต่ า ใช้เวลานาน และต้องใช้สภาวะค่อนข้างจ าเพาะในการเก็บสิ่ง           
ส่งตรวจ การขนส่งสิ่งส่งตรวจ การเก็บรักษาสิ่งส่งตรวจ หรือวิธีการในการเพาะเลี้ยงเชื้อใน
ห้องปฏิบัติการ เนื่องจากเป็นเชื้อที่มีความไวต่อสภาพแวดล้อม ไม่ทนต่อความแห้งแล้ง และไวต่อ
อุณหภูมิต่ า (31) การเก็บสิ่งส่งตรวจ จึงต้องมีความระมัดระวังเป็นพิเศษมากกว่าเชื้อชนิดอ่ืนๆ                       
เพ่ือรักษาสภาพของเชื้อให้สมบูรณ์ที่สุด การเก็บสิ่งส่งตรวจด้วยสว้อป (swab) ควรใช้เลือกใช้สว้อปที่
ปราศจากส่วนประกอบของแคลเซียมออจิเนตและกรดไขมันซึ่งเป็นพิษต่อเชื้อ  ควรใช้เป็นชนิด  
dacron หรือ rayon swab สิ่งส่งตรวจส าหรับการวินิจฉัยเชื้อ N. gonorrhoeae  ได้แก่ ตัวอย่าง 
swab จากท่อปัสสาวะ (urethral) ปากมดลูก  (cervical) มดลูก  (vaginal) ช่องปากคอหอย 
(oropharyngeal) ทวารหนัก (rectal) และเยื่อบุตา (conjunctiva) ตัวอย่างจากปัสสาวะ (urine) 
และตัวอย่างสารน้ าจากร่างกาย (body fluid) (69) ในการเพาะเลี้ยงเชื้อต้องใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
พิเศษที่ปราศจากกรดไขมัน ซึ่งพบได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป และอาหารเลี้ยงเชื้อต้องมีส่วนผสมของ
ยาปฏิชีวนะเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อปนเปื้อนชนิดอ่ืนๆ เช่น thayer-martin agar (MTM) หรือ 
martin-lewis agar (ML) ที่ผสมยาปฏิชีวนะต่างๆ เช่น แวนโคมัยซิน (vancomycin) เพ่ือยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก โคลิสติน (colistin) เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
รวมถึงเชื้อประจ าถิ่น (normal flora) และเชื้อ Neisseria ประจ าถิ่น (commensal Neisseria)                       
ไตรเมโทรพิม (trimethoprim) เพ่ือยับยั้งเคลื่อนที่ของเชื้อ Proteus spp. และไนสแตติน (nystatin) 
หรือแอมโฟรเทอราซินบี (amphotericin B) เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ทั้งนี้ต้องปรับให้เป็น
สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดไซด์ (CO2) เพ่ือสนับสนุนการเจริญเติบโต หลังจากบ่มเชื้อเป็นระยะเวลา 
48 ชั่วโมง จะพบโคโลนีของเชื้อมีลักษณะเรียบ ไม่มีสี มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 ถึง 4 
มิลลิเมตร ให้ผลทดสอบชีวเคมีทั้งการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase test) การสร้างเอนไซม์แค
ตาเลส (catalase test) การสร้างเอนไซม์ซูเปอร์รอกซอล (superoxol test) และการใช้น้ าตาล
กลูโคส (cysteine trypticase agar: CTA-glucose) ให้ผลบวก (69) 
 การวินิจฉัยด้วยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ (nucleic acid amplification: 
NAAT) เป็นวิธีที่มีความไวที่สุด โดยเฉพาะการวินิฉัยเชื้อในสิ่งส่งตรวจจากคอหอยและทวารหนัก และ
มีประโยชน์อย่างมากในการวินิจฉัยเชื้อหนองใน เนื่องจากสามารถตรวจพบเชื้อได้แม้เชื้อจะไม่มีชีวิต 
อีกท้ังต้องการปริมาณสิ่งส่งตรวจน้อยและสามารถใช้ตัวอย่างปัสสาวะในการตรวจได้ซึ่งเป็นการเก็บสิ่ง
ส่งตรวจที่สะดวกและปลอดภัยต่อผู้ป่วย อย่างไรก็ตามวิธี NAAT มีข้อเสียที่ส าคัญ คือ ไม่สามารถ
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ตรวจสอบการดื้อยาของเชื้อได้และพบว่าสิ่งส่งตรวจมักมีการปนเปื้อน commensal Neisseria ที่มี
สารพันธุกรรมบางส่วนเหมือนกับ N. gonorrhoeae ท าให้เกิดการข้ามปฏิกิริยา (cross reaction) 
ให้ผลทดสอบลวงหรือผลบวกปลอมได้ อีกทั้งการวินิจฉัยด้วยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมยังไม่ได้รับ
การรับรองเพ่ือใช้วินิจฉัยการติดเชื้อที่บริเวณอ่ืนนอกเหนือจากระบบสืบพันธุ์และการติดเชื้อในเด็ก 
(70-73) 
 
ตารางที่ 1 คุณลักษณะการทดสอบการวินิจฉัยการติดเชื้อ N. gonorrhoeae ในห้องปฏิบัติการ                                        
( NAHT: nucleic acid hybridization test, NAAT: nucleic acid amplification test, EIA: 
enzyme immunosorbent assay, RDT: rapid diagnostic test, ND: not determined) (74) 

Test Sensitivity Specificity Complexity Time Relative 
cost Expertise Equipment 

Bacterial 
culture  

60-70% 99-100% +++ +++ 48 hours ++ 

Microscopy Men: 84-95 % 
Women: 50% 

≥95& ++ + 1 hours + 

NAHT 85-90% 95-99% +++ +++ 4 hours +++ 
NAAT 90-95% 98-100% ++++ ++++ 4 hours 

(longer to 
confirm) 

++++ 

Antigen 
detection 

      

EIA 50-70% 95-99% ++ ++ 4 hours ++ 
RDT ND ND + None 30 

minutes 
ND 

                
2.4 การรักษาโรคหนองใน (Therapy of infection) 

 แนวทางการรักษาโรคหนองในโดยหน่วยงานป้องกันโรคติดต่อในสหรัฐอเมริกา (Centers for 
Disease Control; CDC) แนะน าให้ใช้ยาปฏิชีวนะในกลุ่มเซฟฟาโรสปอริน รุ่นที่  3 (3rd generation 
cephalosporin) ได้แก่ เซฟิซิม (cefixime) ส าหรับรับประทาน และเซฟไตรอะโซน (ceftriaxone) 
ส าหรับฉีด การรักษาโดยการใช้ยาแบ่งออกเป็นแบบใช้ยาชนิดเดียว คือ ยาเซฟไตรอะโซนฉีดให้กับ
ผู้ป่วยและการใช้ยาปฏิชีวนะร่วมกันสองชนิดโดยใช้ยาเซฟไตรอะโซนร่วมกับอะซิโทรมัยซิน 
(azithromycin) ฉีดให้กับผู้ป่วย (75) 
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 การติดเชื้อภายในเซลล์กับการรักษา ( Intracellular infection to therapy) เชื้อ                       
N. gonorrhoeae มีความสามารถในการบุกรุกและมีชีวิตอยู่ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ อีกทั้งยัง
สามารถเพ่ิมปริมาณและยืดระยะเวลาการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสของเซลล์ให้นานขึ้น ท าให้
การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะเพ่ือก าจัดเชื้อที่อยู่ภายในเซลล์เป็นเรื่องที่ท้าทาย โดยต้องรักษาระดับยาให้
คงที่และมีปริมาณมากพอในการก าจัดเชื้อ ในกระบวนการขนส่งยาไปยังเป้าหมายต้องผ่านชั้นเยื่อหุ้ม
เป็นล าดับถึง 3 ชั้น ได้แก่ เยื่อหุ้มเซลล์เจ้าบ้าน เยื่อหุ้มฟาโกโซม และผนังเซลล์ของเชื้อ โดยเยื่อหุ้ม
เซลล์ของเซลล์เจ้าบ้านมีโครงสร้างเป็นชั้นไขมันสองชั้น  (lipid bilayers) ท าให้ยาปฏิชีวนะต้องเป็น
ชนิดไม่มีขั้วจึงสามารถแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้  (19) เช่น กลุ่มเบต้า-แลคแทม (β -lactam)                         
แมคโครไลด์ (macrolide) และควิโนโลน (quinolones) แต่ด้วยข้อจ ากัดของยากลุ่มเบต้า-แลคแทม
ที่ไม่ออกฤทธิ์เมื่ออยู่ภายในเซลล์ยูคารีโอต (76) ทั้งกลุ่มแมคโครไลด์และกลุ่มควิโนโลนที่มีข้อจ ากัด
เรื่องการรักษาระดับยาภายในเซลล์ต่ า (19, 77) ท าให้ถูกขับออกจากเซลล์เจ้าบ้านได้ โดยผ่านทาง                    
P-glycoprotein efflux pumps อีกทั้งการคงอยู่ของยาภายในเอนโดโซม (endosome) จะลดลง
เมื่อถูกขนส่งออกนอกเซลล์โดยกระบวนการ exocytosis ได้ (78) ท าให้มีประสิทธิภาพในการรักษา
ต่ า ในขณะที่ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycosides) ที่สามารถขนส่งผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ด้วย
กระบวนการ endocytosis โดยอาศัยจับกับตัวรับมีกาลิน (megalin) ที่อยู่บริเวณท่อไต ท าให้เกิด
การสะสมของยาและเกิดภาวะเป็นพิษต่อไตของผู้ป่วยได้ (79) 

 
2.5 การดื้อต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotics Resistance) 

 สถานการณ์การดื้อยาปฏิชีวนะสามารถแสดงพัฒนาการการดื้อยาได้ดังภาพที่ 5 รายงานโดย
องค์การอนามัยโลก ปี ค.ศ. 2009 พบการดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่มควิโนโลน (quinolone) แถบแปซิฟิก
ตะวันตกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ สามารถแยกเชื้อจากผู้ป่วยจ านวน 9,744 สายพันธุ์ เชื้อที่พบมี
ความไวต่อยากลุ่มควิโนโลนลดลง จ านวน 360 สายพันธุ์ คิดเป็น 3.7 เปอร์เซ็นต์ และดื้อต่อยากลุ่ม            
ควิโนโลน จ านวน 5,404 สายพันธุ์ คิดเป็น 55.5 เปอร์เซ็นต์ เฉพาะประเทศไทยแยกเชื้อได้จากผู้ป่วย
จ านวน 540 สายพันธุ์ พบเชื้อมีความไวต่อยากลุ่มควิโนโลนลดลง จ านวน 111 สายพันธุ์ คิดเป็น 
20.6 เปอร์เซ็นต์ และดื้อต่อยากลุ่มควิโนโลน จ านวน 416 สายพันธุ์ คิดเป็น 77.0 เปอร์เซ็นต์ (80) 
และบางส่วนมีค่า MICs ของยาปฏิชีวนะในกลุ่มเซฟฟาโรสปอรินเพ่ิมขึ้น เช่นเดียวกับแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ที่มีค่าเพ่ิมขึ้นเหมือนกัน โดยเฉพาะประเทศอินเดียเพียงประเทศเดียวพบถึง 10.8 
เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างที่แยกได้จากผู้ป่วย (21) 
 ในปี ค.ศ. 2010 การดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มเพนิซิลิน ในแถบแปซิฟิกตะวันตกและเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้พบเชื้อจากผู้ป่วยจ านวน 9,702 สายพันธุ์ มีความไวต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มเพนิซิลิน     
ลดลง 2,229 สายพันธุ์ คิดเป็น 23.0 เปอร์เซ็นต์ และเชื้อดื้อยากลุ่มเพนิซิลิน จ านวน 1,300 สายพันธุ์ 
คิดเป็น 13.4 เปอร์เซ็นต์ และในประเทศไทยพบเชื้อจากผู้ป่วยจ านวน 611 สายพันธุ์ มีความไวต่อ
ยากลุ่มเพนิซิลินลดลงมากถึง 503 สายพันธุ์ คิดเป็น 82.3 เปอร์เซ็นต์ และดื้อต่อยากลุ่มเพนิซิลิน 
จ านวน 88 สายพันธุ์ คิดเป็น 14.4 เปอร์เซ็นต์ (80) ในขณะที่การดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มควิโนโลน 
บริเวณแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้จากผู้ป่วยจ านวน 828 สายพันธุ์ พบเชื้อดื้อยาสูงถึง 768                        



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17 
 

สายพันธุ์ คิดเป็น 92.75 เปอร์เซ็นต์ โดยเฉพาะประเทศไทยจากผู้ป่วยจ านวน 540 สายพันธุ์ พบเชื้อ
ดื้อยามากถึง 527 สายพันธุ์ คิดเป็น 97.6 เปอร์เซ็นต์ ยังพบค่า MICs ของยาปฏิชีวนะในกลุ่ม                   
เซฟฟาโรสปอรินเพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับหลายประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ที่พบค่า MICs 
สูงขึ้นจ านวน 149 สายพันธุ์ คิดเป็น 14.5 เปอร์เซ็นต์ จากจ านวน 1,027 สายพันธุ์ ในประเทศไทย
พบจ านวน 143 สายพันธุ์ คิดเป็น 19.9 เปอร์เซ็นต์ จากผู้ป่วยจ านวน 720 สายพันธุ์ (21) และในปี 
2012 จากการติดตามเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะในกลุ่มเซฟฟาโรสปอริน รุ่นที่ 3 ที่ใช้ในการรักษา บริเวณ
แถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ จากผู้ป่วยจ านวน 1,878 สายพันธุ์ พบเชื้อดื้อยา จ านวน 18 สายพันธุ์                      
คิดเป็น 1 เปอร์เซ็นต์ และยังไม่พบมีการดื้อยากลุ่มนี้ในประเทศไทย แต่มีข้อสังเกตถึงค่า MICs ที่
เพ่ิมข้ึนจ านวน 213 สายพันธุ์ (81)  
 ตั้งแต่ปี  ค.ศ. 1970-1979 ที่ เริ่มพบเชื้อ N. gonorrhoeae ดื้อต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม                          
เพนิซิลินและเตตระไซคลีน และพัฒนาการดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิดในช่วงทศวรรษที่ 1980 ต่อมา
ในช่วงต้นปี ค.ศ. 1990 ท าให้ทั่วโลกเฝ้าระวังและควบคุมการแพร่เชื้อดื้อยา แต่ยังพบการดื้อยากลุ่ม                   
ควิโนโลนในระดับสูง เมื่อเข้าสู่กลางปี ค.ศ. 2000 พบการแพร่กระจายไปในหลายประเทศจึงน าไปสู่
การปรับปรุงแนวทางการใช้ยากลุ่มเซฟฟาโรสปอรินรุ่นที่ 3 ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มสุดท้ายที่สามารถ
ใช้รักษาเชื้อสายพันธุ์ดื้อยาได้ อย่างไรก็ตามพบการเพ่ิมขึ้นของค่า MICs ของยากลุ่มดังกล่าวในหลาย
พ้ืนที่ทั่วโลก ดังภาพที่ 6  โดยในปี ค.ศ. 2007 ได้มีรายงานพบเชื้อดื้อต่อยาเซฟิซิม ในประเทศญี่ปุ่น 
และรายงานความล้มเหลวในการรักษาด้วยยาเซฟิซิมในหลายประเทศ เช่น ออสเตรเลีย แคนาดา 
ฝรั่งเศส นอร์เวย์ แอฟริกาใต้ และสหราชอาณาจักร ซึ่งเป็นกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้ว แต่อุบัติการณ์
โรคหนองในกลับพบมากในประเทศที่ขาดแคลนทรัพยากร เนื่องจากประเทศเหล่านั้นมีข้อจ ากัดของ
ทรัพยากรในการเฝ้าระวัง ติดตาม และการรักษาโรค (20, 81)  
 ในปี ค.ศ. 2018 ประเทศอังกฤษ ได้รายงานเป็นกรณีแรกที่พบผู้ป่วยติดเชื้อสายพันธุ์ที่ดื้อต่อ
ยาเซฟไตรอะโซนและอะซิโทรมัยซินขนาดสูงที่ให้ร่วมกันในการรักษา (22) เชื้อได้พัฒนาตัวเองไปสู่
เชื้อที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะทุกตัวที่สามารถใช้ในการรักษา (superbug) นั้นหมายความว่าการใช้ยา
ปฏิชีวนะในการรักษาโรคหนองในได้มาถึงจุดวิกฤติ 
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ภาพที่ 5 การพัฒนาการและกลไกการดื้อต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ N. gonorrhoeae โดยจ าแนกตาม
ชนิดยาปฏิชีวนะ ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1930-2020 (20) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19 
 

ภาพที่ 6 การเพ่ิมขึ้นของค่า MICs ของยาเซฟิซิมและเซฟไตรอะโซน ในปี ค.ศ. 2010 (21) 

 
2.6 ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อและระบบภูมิคุ้มกัน (Interaction of pathogen to Immune 
system) 

 ปฏิสัมพันธ์กับระบบคอมพลีเมนต์ในซีรัม ( Interaction to complement system) 
เชื้อโกโนเรียที่จับกับคอมพลีเมนต์ในซีรัมจะเกิดปฏิสัมพันธ์ผ่านวิถีดั้งเดิม (classical pathway)                        
เป็นส่วนใหญ่แตกต่างจากบริเวณเยื่อบุปากมดลูกที่มักเกิดปฏิสัมพันธ์ผ่านวิถีทางเลือก (alternative 
pathway) พบว่าเชื้อที่มีโปรตีนพอลิน (porin) ชนิด PI.A จะส่งเสริมให้เกิดการแพร่กระจาย (82)                           
เชื้อจะใช้โปรตีนชนิด PI.A ในการยับยั้งการท างานของระบบคอมพลีเมนต์ โดย  alternative 
pathway โปรตีน PI.A จะเข้าจับกับ Factor H ในระบบคอมพลีเมนต์ ท าให้เกิดการยับยั้งการท างาน
ของระบบคอมพลีเมนต์ ในขณะที่กระบวนการ classical pathway โปรตีน PI.A จะเข้าจับกับ                    
C4-binding protein (C4bp) ซึ่งจะส่งผลให้เชื้อทนต่อซีรัมมากขึ้น อีกกลไกการท างานที่ส าคัญของ
ระบบคอมพลีเมนต์คือการท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกออก ด้วยการประกอบเป็นโครงสร้าง 
membrane attack complex (MAC) บนผิวเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย โครงสร้าง MAC ยังเกี่ยวข้อง
กับการควบคุมการด าเนินของโรค การเกาะติด และเ พ่ิมจ านวน (colonization) รวมถึงการ
แพร่กระจายของเชื้อ จากการศึกษาของ Joiner และคณะพบความสัมพันธ์ระหว่างการทนต่อซีรัม
ของเชื้อและการประกอบโครงสร้าง MAC โดยในเชื้อที่ทนต่อซีรัมจะพบการประกอบโครงสร้าง MAC 
ที่ผิดปกติ (83, 84) อีกท้ังหากผู้ป่วยมีความบกพร่องของคอมพลีเมนต์ เช่น C5, C6, C7, C8 และ C9 
จะท าให้เพ่ิมความเสี่ยงต่อการเป็นโรคซ้ าและการติดเชื้อในระบบไหลเวียนโลหิต (51) 
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 ปฏิสัมพันธ์กับระบบภูมิคุ้มกันแต่ก าเนิด (Interaction to Innate Immune system)
เชื้อแบคที เรียจะถูกตรวจจับด้วยเซลล์ต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกันที่อยู่บริ เวณเยื่อบุผิว ได้แก่                               
แมคโครฟาจ (macrophage) เซลล์ทีเฮลเปอร์ (T-helper cells) และเซลล์เดนไดรติก (dendritic 
cells) รวมถึงการตรวจจับโดยเซลล์เยื่อบุผิวเอง โดยเซลล์เหล่านี้สามารถรับรู้การติดเชื้อผ่านตัวรับบน
เยื่อหุ้มเซลล์เมื่อจับกับ LOS หรือ peptidoglycan ของเชื้อ ได้แก่ Toll-like receptor (TLR) และ 
cytoplasmic NOD-like receptor (NLR) (85-87) การติดเชื้อจะกระตุ้นการหลั่งไซโตไคน์ชนิด pro-
inflammatory และคี โมไคน์  ได้แก่  IL-6 , IL-8, IL-1B, IL-17 และ Interferon-gamma (IFN-γ ) 
รวมถึงไซโตไคน์ที่ควบคุมการแสดงออกของ nuclear factor kappa B (NF-kB) ท าให้เกิดการกระตุ้น
และการรวมกลุ่มกันของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลล์ ก่อให้เกิดการอักเสบบริเวณเยื่อบุผิวที่มีการติดเชื้อ 
(11) และหากเกิดการติดเชื้อในเซลล์แมคโครฟาจ เชื้อจะปรับเปลี่ยนกระบวนการอะพอพโทซิสและ
การผลิตไซโตไคน์ของเซลล์ ท าให้เชื้อมีชีวิตรอดในเซลล์นานขึ้น (88) รวมทั้งยังเปลี่ยนแปลงการ
ท างานของแมคโครฟาจโดยการยับยั้งการแบ่งตัวของ T-cell ได้ (89) เมื่อเกิดการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกันแต่ก าเนิดต่อการกระตุ้นจากเชื้อ จะท าให้มีการรวมกลุ่มของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลล์
จ านวนที่เพียงพอต่อการแสดงอาการ จึงพบว่าผู้ป่วยจ านวนหนึ่งจะมีหนองไหลจากอวัยวะเพศ              
แต่ผู้ป่วยจ านวนมากที่ไม่แสดงอาการของโรค อาจเนื่องมาจากการรวมกลุ่มของเม็ดเลือดขาว                            
นิวโทรฟิลล์มีจ านวนไม่เพียงพอต่อการแสดงอาการหรืออาจไม่มีการกระตุ้นการรวมกลุ่มของ                              
เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลล์เกิดข้ึนในการติดเชื้อครั้งนั้น (2) 

 
2.7 ปฏิสัมพันธ์ของแมคโครฟาจกับเชื้อ N. gonorrhoeae (Interaction of Macrophage 
cell to N. gonorrhoeae)  

 หลังจากเชื้อโกโนเรียบุกรุกเข้ามาในร่างกาย เชื้อจะเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผิวและบุกรุก
เคลื่อนที่ผ่านมายังเนื้อเยื่อชั้นใน ระบบภูมิคุ้มกันแต่ก าเนิด ( Innate immune system) เป็นระบบ
ภูมิคุ้มกันด่านแรกที่ตอบสนอง โดยเซลล์ชนิดแรกที่ท าหน้าที่นั้น ได้แก่ เซลล์แมคโครฟาจ ที่พัฒนามา
จากเซลล์โมโนไซต์ซึ่งไหลเวียนในกระแสโลหิตแล้วเกิดการเคลื่อนที่มาอยู่บริเวณเนื้อเยื่อของร่างกาย 
เป็นเซลล์ที่มีความส าคัญในระบบ innate immune system ท าให้ร่างกายรู้ว่าเกิดการบุกรุกของเชื้อ
เข้ามาในร่างกายโดยตรวจจับสารชีวโมเลกุลของเชื้อจุลชีพที่ เรียกว่า pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs) ห รื อ  danger-associated molecular patterns (DAMPs) กั บ
ตัวรับบนผิวเซลล์แมคโครฟาจชนิด genome-encoded pattern recognition receptors (PRRs) 
(90) ยังท าหน้าที่ส าคัญในการส่งต่อสัญญาณกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกันแบบ adaptive 
immune system โดยการน าเสนอแอนติเจนให้กับเซลล์ที่ตอบสนองอย่างจ าเพาะ กระตุ้นให้มีการ
แบ่งตัว การสร้างแอนติบอดี และการหลั่งไซโตไคม์ต่างๆ สนับสนุนการท างานร่วมกันของระบบ
ภูมิคุ้มกันในการก าจัดเชื้อจุลชีพ เมื่อแมคโครฟาจเกิดการสัมผัสกับเชื้อจุลชีพผ่านตัวรับบนผิวเซลล์        
จะเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสผ่านทาง non-opsonization ซึ่งอาศัยการจับของ
โปรตีน Opa และ pili ที่อยู่บนผิวเซลล์ของเชื้อกับตัวรับบนผิวเซลล์แมคโครฟาจ (91) ด้วยการ
แสดงออกของโปรตีน Opa และ pili นั้นมีความหลากหลายสูง โดยโปรตีน Opa สามารถแสดงออกได้
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ถึง 11 ฟีโนไทป์ (Opa50 - Opa60) และแต่ละฟีโนไทป์แสดงออกเป็นอิสระต่อกัน จากการศึกษาของ 
B. Knepper และคณะ ถึงความหลากหลายในการแสดงออกของโปรตีน Opa และ pili ต่อการ
ตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ พบว่าการแสดงออกที่ต่างกันของโปรตีน Opa และ pili  มีผลต่อ
อัตราการเกิดฟาโกไซโทซิสของเชื้อ N. gonorrhoeae ต่างกัน และยังรวมถึงการท างานของ
กระบวนการ oxidative burst ที่ให้ผลแตกต่างกัน ดังนั้นชนิดของโปรตีน Opa และ pili จึงมีผลต่อ
การท างานของแมคโครฟาจทั้งในกระบวนการฟาโกไซโทซิส และ oxidative burst กระบวนการมี
ชีวิตรอดของเชื้อภายในเซลล์แมคโครฟาจเกิดข้ึนหลายกระบวนการ ดังภาพที่ 7   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  7 การปรับ เปลี่ ยนกลไกของระบบภูมิคุ้ มกันของเชื้ อ  N. gonorrhoeae ของเซลล์                              
แมคโครฟาจที่มีการติดเชื้อ N. gonorrhoeae ด้วยกระบวนการต่างๆ ได้แก่ การปรับเปลี่ยนการ
ตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน การยับยั้งกระบวนการ oxidative response การกระตุ้นการ
แสดงออกของฟีโนไทป์ของเซลล์แมคโครฟาจ การปรับเปลี่ยนกระบวนการใช้เหล็ก และการยับยั้ง
กระบวนการตายของเซลล์ (92)  

 
 2.7.1 กระบวนการมีชีวิตรอดของเชื้อ N. gonorrhoeae ในแมคโครฟาจ (Survival  
Process inside of Macrophage)  

  เมื่อแมคโครฟาจเกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสเชื้อ N. gonorrhoeae จะเกิด
ปฏิสัมพันธ์ผ่านกลไกต่างๆ ภายในเซลล์แมคโครฟาจ ทั้งต่อต้านหรือยับยั้งการท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกัน เพ่ือเชื้อสามารถมีชีวิตอยู่รอด และเพ่ิมปริมาณภายในเซลล์แมคโครฟาจได้ กลไกดังกล่าว
นั้น ได้แก่  
  1. การปรับเปลี่ยนการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน โดยผลการศึกษาเซลล์
เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจของหนูชนิด RAW 264.7 ร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae พบการกระตุ้นการ
สร้างฟีโนไทป์ชนิด tolerogenic ของแมคโครฟาจ ซึ่งฟีโนไทป์นี้ส่งผลให้เชื้อสามารถทนต่อการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้ ด้วยการกระตุ้นการสร้างไซโตไคม์ชนิดต่อต้านการอักเสบ  (anti-
inflammatory cytokine)  ไ ด้ แ ก่  IL-10 แ ล ะ transforming growth factor-β 1 (TGF-β1)                         
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เพ่ือยับยั้งการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ไซโตไคม์ทั้งสองเป็นกลุ่มของไซโตไคม์ควบคุม 
(regulatory cytokine) โดย IL-10 ท าหน้าที่ในการยับยั้งการสร้าง IL-12 ซึ่งเป็น inflammatory 
cytokine มีบทบาทต่อการพัฒนาของเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด Type 1 T-Helper cell (TH1) ซึ่งส าคัญ
ต่อการท าลายเชื้อที่อยู่ในเซลล์เม็ดเลือดขาวและกระตุ้นการท างานของ Cytotoxic T lymphocytes 
(CTL-mediated cytotoxicity) ของเซลล์  Natural killer (NK-cell) และ T-cell รวมถึง IL-10                      
ยังยับยั้งการสร้าง co-stimulators และ major histocompatibility complex (MHC) Class II        
ที่มีบทบาทส าคัญต่อการน าเสนอแอนติเจนต่อเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันและยังท าหน้าที่เป็นไซโตไคม์
ส าคัญในการพัฒนา Type 1 T regulatory cells (Tr1) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของ 
T-cell ชนิดอ่ืน (93) ในส่วนของไซโตไคม์ชนิด TGF-β1 มีผลต่อการท างานของเซลล์หลายชนิดใน
ระบบภูมิคุ้มกันทั้งชนิด T cell ที่ยับยั้งการแบ่งตัวและการท างาน ชนิด B cell จะยับยั้งการแบ่งตัว
และการสร้างแอนติบอดีชนิด IgA รวมทั้งยับยั้งการกระตุ้นแมคโครฟาจเมื่อถูกกระตุ้นจากกลุ่มของ
โมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการสร้างหลอดเลือด (angiogenic factors) (13) ในการศึกษานี้ไม่พบระดับ
ของไซโตไคม์ชนิด TNF-α เพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นไซโตไคม์ที่กระตุ้นการอักเสบ (pro-inflammatory 
cytokine) และพบว่าเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อจะไม่มีการกระตุ้นการท างานร่วมกันของโปรตีน 
CD86 และ MHC class II ซึ่งเป็นโปรตีนส าคัญต่อการเสนอแอนติเจนของเซลล์น าเสนอแอนติเจน 
(antigen-presenting cells) ส่งผลให้การท างานของเซลล์แมคโครฟาจในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน
แบบจ าเพาะ (adaptive immune system) ด้วยการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ลิมโฟไซต์ T-cell 
ชนิด CD4 ผ่านการน าเสนอแอนติเจนสูญเสียไป ซึ่งกระบวนการนี้เป็นกระบวนการส าคัญในการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในภาวะที่มีการติดเชื้อ (14) สอดคล้องกับการศึกษาในเซลล์              
แมคโครฟาจเมื่อถูกกระตุ้นและเปลี่ยนแปลงจากเซลล์โมโนไซต์ที่แยกจากมนุษย์ ผลศึกษา
กระบวนการโพลาไรเซชั่น (polarization) ของเซลล์แมคโครฟาจ ซึ่งเป็นกระบวนการที่เซลล์แมคโคร-
ฟาจรับสัญญาณจากสภาพแวดล้อมโดยรอบเซลล์ที่ส่งผลกระทบต่อเซลล์ (microenvironment) และ
ปรับเปลี่ยนหน้าที่เพ่ือตอบสนอง เช่น microenvironment ที่มี T-cell เซลล์มะเร็ง หรือเชื้อจุลชีพ 
ขบวนการโพลาไรเซชั่นของแมคโครฟาจ แบ่ งออกเป็น  2 ชนิด ได้แก่  classical-M1 และ 
alternative-M2 โดยเซลล์แมคโครฟาจ M1 จะกระตุ้นการท างานของเซลล์ Th1 ในกระบวนการ
ท าลายเชื้อจุลชีพและเซลล์มะเร็ง ส่วนเซลล์แมคโครฟาจ M2 กระตุ้นกระบวนการก าจัดเชื้อ การสร้าง
เนื้อเยื่อใหม่ การพัฒนาของเซลล์มะเร็ง และการควบคุมระบบภูมิคุ้มกัน กระบวนการโพลาไรเซชั่นนี้
อาจเป็นประโยชน์ต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน หรือเพ่ิมความรุนแรงของโรคได้ จากการศึกษา
พบว่าเมื่อติดเชื้อในเนื้อเยื่อเป็นเวลานาน ท าให้พัฒนาเป็นการติดเชื้อเรื้อรังซึ่งสัมพันธ์กับการพบเซลล์
แมคโคร-ฟาจ M2 เมื่อมีการติดเชื้อจากจุลชีพหลายชนิด เช่น Coxiella burnetiid, Yersinia 
enterocolitica และ Mycobacteria  (94-97) ยังพบการแสดงออกของโปรตีน CD206 ซึ่งเป็นตัว
บ่งชี้ (marker) ของกระบวนการโพลาไรเซชั่นของแมคโครฟาจ ชนิด Alternative-M2 (98) และเมื่อ
กระตุ้นจะพบการแสดงออกของ IL-10 ในระดับสูง อีกทั้งในการศึกษานี้ยังพบโปรตีนตัวรับชนิด Toll-
like receptor 4 (TLR-4) ซึ่งเป็นตัวรับในการกระตุ้นการท างานของ antigen presenting cell 
(APC) แสดงออกในระดับต่ า อาจส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการก าจัดเชื้อแบคทีเรียต่ าลงเมื่อเกิดการ
ติดเชื้อแบบเรื้อรัง ถึงแม้ว่าจะพบการกระตุ้นการสร้าง pro-inflammatory cytokine ชนิด IL-6 และ 
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TNF-α แต่กลับไม่พบความแตกต่างในการแสดงออกของ IL-1β และ IL-23 ระหว่างแมคโครฟาจที่
ถูกกระตุ้นและไม่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ N. gonorrhoeae ซึ่งทั้ง IL-6 IL-1β และ IL-23 เป็นไซโตโคม์
ส าหรับกระตุ้นการท างานของ T-cell ดังนั้นการกระตุ้นการสร้างไซโตไคม์เหล่านี้อาจยังไม่พอในการ
กระตุ้นการท างานของภูมิคุ้นกันชนิดจ าเพาะ (adaptive immunity) โดยผ่านทางโมเลกุลที่เกี่ยวข้อง 
(co-stimulatory molecule) จากผลการศึกษานี้สามารถสรุปความเป็นไปได้ว่า กลไกดังกล่าวจะ
ส่งผลให้เกิดการอักเสบเรื้อรังและยังไม่สามารถก าจัดเชื้อแบคทีเรียให้หมดไป นอกจากนี้ยังพบการ
แสดงออกอย่างมีนัยส าคัญของ programmed death ligand 1 (PD-1) (89) ที่มีคุณสมบัติกดการ
ท างานของระบบภูมิคุ้มกันในสภาวะจ าเพาะ เช่น ภาวะต่อต้านภูมิตนเอง (autoimmune disease) 
และการตั้งครรภ์ (99, 100) การทดลองนี้ยังพบว่าเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อไม่สามารถกระตุ้นการ
แบ่งตัวของ T-cell ชนิด CD4 ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในเซลล์ RAW 264.7 (89)  
  2. การปรับเปลี่ยนกระบวนการของฟาโกโซมภายในเซลล์แมคโครฟาจ เมื่อเชื้อ                    
จุลชีพเข้าไปภายในเซลล์ผ่านกระบวนการฟาโกไซโทซิส จะมีการสร้างถุงฟาโกโซมล้อมรอบตัวเชื้อ
เกิดขึ้นเป็นถุงฟาโกโซมระยะแรก (early phagosome) และจะพัฒนาเป็นถุงฟาโกโซมระยะท้าย 
(late phagosome) แล้วเกิดการรวมตัวกับถุงไลโซโซมที่บรรจุเอนไซม์ในการย่อยท าลายเชื้อ
แบคทีเรีย แต่ผลการศึกษาของ Ibrahim และคณะ พบว่าโปรตีน Porin B ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่บริเวณ
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ N. gonorrhoeae สามารถเคลื่อนย้ายไปยังเยื่อหุ้มถุงฟาโกโซมได้ และ
ท าให้การพัฒนาถุงฟาโกโซมใช้เวลานานขึ้น ทั้งนี้ยังพบการแสดงออกของโปรตีนแอนนีซิน (annexin 
II) ตัวรับโปรตีนทรานสเฟอริน (transferrin receptor) โปรตีน Rab5 ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ (marker) ของ
ถุง early phagosome ในระดับสูง ในขณะที่พบการลดลงของโปรตีน cathepsin D และโปรตีน 
Rab7 ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ของถุง late phagosome อีกทั้งยังพบว่าในถุงฟาโกโซมที่มีการรวมตัวกับถุง                        
ไลโซโซม (phago-lysosome) มีการขนส่งเอนไซม์ Cathepsin D ไปยังถุงฟาโกโซมลดลงแสดงถึง
การท างานของกลไก oxygen independent killing ลดลงเช่นเดียวกัน ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งที่แมคโคร-
ฟาจใช้ในการท าลายเชื้อแบคทีเรีย ร่วมกับที่พบหลักฐานว่าจ านวนของโปรตีน PorB และฟอร์มที่
พร้อมท างาน (active) บ่งชี้ถึงการเจริญและยังมีชีวิตของเชื้อภายในเซลล์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการพัฒนา
ของถุงฟาโกโซมที่ใช้ช้าลงกว่าปกติ (15) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของคณะ H. S. Seifert ที่พบ
จ านวนเชื้อ N. gonorrhoeae ในแมคโครฟาจเพ่ิมขึ้น เมื่อท าการเพาะเลี้ยงแมคโครฟาจชนิด THP-1 
และ U937 ร่ วมกับ เชื้ อ  แต่ ไม่พบ การเกาะกันของเชื้ อกับ โปรตีน  lysosomal-associated 
membrane protein 1 (LAMP-1) ของถุงไลโซโซม เมื่อตรวจสอบด้วยภาพถ่ายเพ่ิมเติม จึงพบการ
ห่อหุ้มเชื้อของถุงฟาโกโซมลดลง จึงมีข้อสรุปว่าเชื้อ N. gonorrhoeae สามารถหลบออกจาก                  
ถุงฟาโกโซมไปสู่ไซโตพลาสซึมของแมคโครฟาจและยังหลบออกสู่ภายนอกเซลล์แมคโครฟาจได้โดย 
ไม่มีการสลายของเยื่อหุ้มเซลล์ของแมคโครฟาจ (88)           
  3. การปรับตัวต่อสภาวะที่มีเหล็กต่ าภายในแมคโครฟาจ เมื่อร่างกายติดเชื้อจุลชีพ 
จะเกิดกระบวนการปรับเปลี่ยนสภาวะภายในเพ่ือต่อต้านการติดเชื้อ กลไกหนึ่งที่ร่างกายใช้ ได้แก่                   
การจ ากัดระดับของธาตุเหล็ก เนื่องจากธาตุเหล็กเป็นธาตุส าคัญที่เชื้อจ าเป็นต้องใช้ในการเจริญเติบโต 
โดยร่างกายจะเพ่ิมระดับการแสดงของโปรตีนเฮปซิดิน (hepcidin) ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่ควบคุมกลไก
หลักของธาตุเหล็ก (master iron-regulating) ท าหน้าที่ในการลดการดูดซึมธาตุเหล็กที่ล าไส้และ
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รักษาธาตุเหล็กไว้ในเซลล์แมคโครฟาจโดยลดการแสดงออกของโปรตีนเฟอโรพอติน (ferroportin)                    
ที่ท าหน้าที่ขนส่งธาตุเหล็กบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (101) รวมถึงการหลั่งโปรตีนที่ออกฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรีย (antibacterial protein) ชนิด NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin) 
เป็นโปรตีนขนส่งเหล็ก (iron carrier protein) ส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์และมีฤทธิ์ท าลายเชื้อ
จุลชีพ โดยการสลายซิเดอโรพอร์ (siderophore) ของเชื้อแบคทีเรีย ส่งผลให้ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียได้ (102) กลไกดังกล่าวทั้ งหมดของร่างกาย เรียกว่า iron-limiting innate 
immune defense (103) กลไกนี้มีผลต่อระดับของธาตุ เหล็กและการมีชีวิตของเชื้อในเซลล์                   
แมคโครฟาจเป็นเซลล์ที่มีอีกบทบาทส าคัญต่อการรักษาสมดุลของธาตุเหล็ก  (iron homeostasis) 
โดยท าหน้าที่ในการก าจัดเซลล์เม็ดเลือดแดงและรีไซเคิลธาตุเหล็ก อีกทั้งยังเป็นเซลล์ที่ส าคัญในระบบ 
innate immunity (104) จากการศึกษาของคณะ S. M. Zughaier  พบว่าเชื้อ N. gonorrhoeae 
สามารถปรับตัวให้มีชีวิตรอดในสภาวะที่ร่างกายเกิดกลไก iron-limiting innate immune defense 
โดยกระตุ้นการแสดงออกของกลุ่มโปรตีน hepcidin, NGAL และ NRAMP1 (natural resistance-
associated macrophage protein 1)  ซ่ึ ง  NRAMP1 เ ป็ น  intracellular iron transporter                             
ทีท่ าหน้าที่ในการขนส่ง รีไซเคิลธาตุเหล็กจากเอนโดโซมไปยังไซโตพลาสซึม และจัดเก็บในรูปเฟอริติน 
(ferritin) (105) และยังลดการแสดงออกของโปรตีน BDH2 (3-hydroxybutyrate dehydrogenase 
type 2) ที่ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ในการลดความเป็นพิษ (detoxify) ของธาตุเหล็กในไซโตพลาสซึม 
เมื่อเซลล์เกิดมีธาตุเหล็กสะสมภายในไซโตพลาสซึมจ านวนมาก (106) ด้วยกลไกทั้งหมดที่กล่าว
ข้างต้นส่งผลให้ระดับของธาตุเหล็กภายในแมคโครฟาจสูงขึ้น เชื้อจึงมีธาตุเหล็กใช้เพ่ือการมีชีวิต
ภายในแมคโครฟาจได้ อีกทั้งยังส่งเสริมการขนส่งเชื้อด้วยการเคลื่อนที่ของเซลล์แมคโครฟาจผ่าน
เซลล์เยื่อบุผิวท าให้เพิ่มโอกาสการแพร่กระจายของเชื้อภายในร่ายกายได้ (16) 
  4. การต่อต้านและยับยั้งการท างานของ reactive oxygen species (ROS) ภายใน
แมคโครฟาจ ภายหลังกระบวนการฟาโกไซโทซิส จะเกิดการกระตุ้นการท างานของ ROS ในการก าจัด
เชื้อแบคทีเรีย การท างานของ ROS ภายในเซลล์แมคโครฟาจจะท างานเป็นชุดของเอนไซม์ที่
ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิด โดยเอนไซม์ NADPH oxidase จะท าหน้าที่เปลี่ยนออกซิเจนให้อยู่ใน
รูปไอออนหรือซูเปอร์ออกไซด์ (superoxide: O2

-) และจะถูกเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) โดยเอนไซม์ซูเปอร์ออกไซด์ไดมิวเตส (superoxide dismutase) เมื่อเกิดกระบวนการ                          
ฟ า โก ไซ โท ซิ ส แล ะ เกิ ด ก ารส ร้ า งถุ งฟ า โก โซ ม  จ ะพ บ เอน ไซม์ ไม อี โล เป อ ร์ อ อก ซิ เด ส 
(myeloperoxidase: MPO) จากแกรนูลในไซโตพลาสึม จะถูกปล่อยเข้าสู่ถุงฟาโกโซม และเปลี่ยน 
H2O2  เป็นกรดไฮโดรคลอรัส (HOCl) ที่มีฤทธิ์ท าลายไขมัน โปรตีนและกรดนิวคลีอิกของเชื้อ
แบคทีเรีย แต่รายงานของ D. R. Lorenzen และคณะ พบว่าเซลล์แมคโครฟาจที่แยกได้จากมนุษย์ 
เมื่อทดสอบกับโปรตีน Porin ของเชื้อ N. gonorrhoeae และกระตุ้นกระบวนการฟาโกไซโทซิสด้วย
เม็ดบีท (latex bead) พบว่าโปรตีน Porin สามารถปรับเปลี่ยนกระบวนการ oxidative burst ของ 
ROS ได้ (17) โดยสามารถยับยั้งขั้นตอนการเปลี่ยน H2O2  เป็น HOCl โดยยับยั้งการปล่อยเอนไซม์ 
MPO จาก azurophilic granule (107) ซึ่งเป็นขั้นตอนส าคัญของกระบวนการ oxidative burst 
เพ่ือก าจัดเชื้อแบคทีเรีย (108)        
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 2.7.2 การปรับเปลี่ยนกระบวนการตายของแมคโครฟาจโดยเชื้อ N. gonorrhoeae 
(Modification of cell death process) 

  เซลล์ในร่างกายเมื่อมีการเสื่อมสภาพ หมดอายุขัย หรือมีการกลายพันธุ์กลายเป็น
เซลล์มะเร็ง รวมถึงการมีพยาธิสภาพและการติดเชื้อจุลชีพ เซลล์จะมีกระบวนการตายเพ่ือก าจัดเซลล์
เหล่านั้นเกิดขึ้น กระบวนการตายของเซลล์มีหลายรูปแบบ อาทิเช่น กระบวนการอะพอพโทซิสและ         
ออโตฟาจี (autophagy) แม้ว่าร่างกายจะพยายามใช้กระบวนการเหล่านี้ในการก าจัดเชื้อจุลชีพ                    
แต่เชื้อยังสามารถปรับเปลี่ยนและยับยั้งกระบวนการตายของเซลล์ได้ กระบวนการอะพอพโทซิส                 
เป็นกระบวนการตายของเซลล์รูปแบบหนึ่ง โดยการกระตุ้นผ่าน 2 วิถีกลไก ได้แก่ 1. กลไกที่เกิดจาก
กระตุ้นด้วยสิ่งเร้าภายนอกเซลล์ (extrinsic pathway) และรับส่งสัญญาณผ่านตัวรับบนผิวเซลล์                      
2. กลไกที่เกิดจากการกระตุ้นจากสิ่งเร้าภายในเซลล์ ( intrinsic pathway) โดยสิ่งเร้าภายนอกจะ
ส่งผลให้สภาวะภายในเซลล์ เกิดการรั่วไหลของเอนไซม์ไซโตรโครมซี (cytochrome c) จาก                           
ไมโทคอนเดรีย กลไกท้ัง 2 วิถีนี้ ท าให้เกิดการท างานของเอนไซม์แคสเปส (caspase) ซึ่งเป็นเอนไซม์
ส าคัญในกระบวนการอะพอพโทซิส โดยมีผลท าให้เกิดการสลายของสารพันธุกรรมและส่วนประกอบ
ต่างๆ ภายในเซลล์ (109)         
  กระบวนการออโตฟาจี หรือ self-eating เป็นหนึ่งในกระบวนการรักษาสมดุล
(homeostasis) พ้ืนฐานของเซลล์ มีบทบาทในการก าจัดองค์ประกอบภายในเซลล์และสารชีวโมเลกุล
ขนาดใหญ่ที่เสื่อมสภาพหรือไม่จ าเป็นให้กลายเป็นมอโนเมอร์ (monomer) เช่น กรดอะมิโน เพ่ือการ
น าไปใช้ใหม่หรือเก็บรักษาไว้ภายในเซลล์ กระบวนการออโตฟาจีอาศัยการท างานของถุงไลโซโซม
รวมตัวกับถุงฟาโกโซมซึ่งบรรจุสารชีวโมเลกุลที่เซลล์ต้องการก าจัดและเกิดจากเซลล์ด าเนินการเอง 
(autophagosome) (110) บทบาทหนึ่งที่ส าคัญของกระบวนการออโตฟาจีภายในร่างกาย คือ                       
การก าจัดเซลล์ที่ติดเชื้อจุลชีพ เพ่ือท าลายจุลชีพและยับยั้งการเกิดพยาธิสภาพของการติดเชื้อใน
ร่างกาย ผลการศึกษาของ Zughaier และคณะ พบว่ากระบวนการออโตฟาจีภายในแมคโครฟาจที่ติด
เชื้อ N. gonorrhoeae ในขั้นตอน autophagic flux หรือการรวมกันของ autophagosome กับ
ถุงไลโซโซมมีระดับลดลง (18) หากขั้นตอนนี้ถูกยับยั้ งจะท าให้กระบวนการออโตฟาจีไม่มี
ประสิทธิภาพหรือเกิดขึ้นไม่สมบูรณ์ (111) โดยพบว่ามีการเติมหมู่ phosphoethanolamine (PEA) 
บริเวณ lipid A ในส่วน LOS ของเชื้อ ท าให้มีบทบาทส าคัญต่อการปรับเปลี่ยนกระบวนการออโตฟาจี 
เชื้อจึงมีชีวิตรอดภายในแมคโครฟาจนานขึ้น เมื่อกระบวนการเกิดออโตฟาจีของเซลล์ลดลง ท าให้การ
สร้างถุง autophagosome ลดลงด้วย รวมทั้งลดอัตราการเกิดขั้นตอน autophagic flux ที่เป็น
ขั้นตอนส าคัญของกระบวนการออโตฟาจี (18) 
  นอกเหนือจากกระบวนการออโตฟาจีแล้ว เชื้อ N. gonorrhoeae ยังสามารถ
ปรับเปลี่ยนกระบวนอะพอพโทซิสเพ่ือให้เซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจมีชีวิตยาวนานขึ้นได้ ผลการ
ศึกษาวิจัยในเซลล์เม็ดเลือดขาวที่แยกได้จากมนุษย์ (human primary macrophage) พบว่าในเซลล์
แมคโครฟาจที่มีเชื้อ N. gonorrhoeae อยู่ภายใน จะไม่พบการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
caspase-3 อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่มีเชื้อ N. gonorrhoeae ซึ่งเอนไซม์ caspase-3 
เป็นเอนไซม์ส าคัญในกระบวนการฟาโกไซโทซิส หรือในกลุ่มที่มีการกระตุ้นการอะพอพโทซิสด้วย           
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ส าร  staurosporine (STS) พ บ ว่ า ก า รท า ง าน ข อ ง เอ น ไซ ม์  caspase-3 ใน เซ ล ล์ ที่ มี เชื้ อ                                         
N. gonorrhoeae ลดลงมากกว่าเซลล์ที่ไม่มีเชื้อเช่นเดียวกัน (88)   

 
2.8 Extracellular vesicles (EVs) 

 Extracellular microvesicles (EVs) ถูกค้นพบในปี 1960 เป็นถุงเวสิเคิลที่มีขนาดเล็กมาก
ประมาณ 1 ไมโครเมตร ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าเกล็ดเลือด (112) มีการค้นคว้าเกี่ยวกับถุงเวสิเคิลทั้งใน
หลอดทดลอง (in vitro) และในเซลล์ (in vivo) พบการสร้างและปล่อย EVs ในเซลล์ยูคาริโอตทุก
ชนิด โดยเวสิเคิลนี้มีบทบาทในการสื่อสารระหว่างเซลล์ และส่งเสริมการก่อพยาธิภาพของจุลชีพผ่าน
สารชีวโมเลกุลที่ถูกบรรจุอยู่ภายใน เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก หรือไขมัน (113) EVs สามารถจ าแนก
ออกเป็น 5 ชนิด ตามเกณฑ์ของเซลล์ที่ผลิตถุงเวสิเคิลออกมา ดังตารางที่ 2 ได้แก่ 1. ไมโครพาติเคิล 
(microparticle) เป็นถุงเวสิเคิลที่เกิดจากการเอกโตไซโตซิส (ectocytosis) หรือการหลุดลอกออก
ของเยื่อหุ้มเซลล์ (112) โดยมีขนาดประมาณ 50-2,000 นาโนเมตร (114) 2. รีโทรไวรัสไลค์พาติเคิล 
(retrovirus-like particles: RLPs) เป็นเวสิเคิลที่หลั่งจากเซลล์ที่มีการติดเชื้อและไม่มีการติดเชื้อไวรัส 
ภายหลังการติดเชื้อไวรัสในร่างกาย มีขนาดอยู่ที่ประมาณ 75-100 นาโนเมตร 3. อะพอพโทติกบอดี้ 
(apoptotic bodies) หลั่งโดยเซลล์ที่ก าลังเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส มีขนาดอยู่ที่ประมาณ 500-
4,000 นาโนเมตร (24) 4. เอกโซโซม (exosomes) เป็นถุงเวสิเคิลที่สร้างขึ้นในเอนโดโซมของเซลล์ 
และเซลล์จะมีการหลั่งออกมาภายนอก (115) โดยมีขนาดอยู่ที่ประมาณ 30-100 นาโนเมตร และ                   
5. แบคทีเรียลเอกซ์ตร้าเซลลูล่าร์เวสิเคิล (bacterial extracellular vesicles) เป็นถุงเวสิเคิลที่บรรจุ
ชิ้นส่วนของเชื้อแบคทีเรีย เช่น  ผนังเซลล์ชั้นนอก (outer membrane vesicle: OMVs) และ
ส่วนมากถูกผลิตจากเซลล์ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดที่เยื่อเมมเบรน (membrane stress) มี
ขนาดอยู่ที่ประมาณ 10-300 นาโนเมตร โดยเวสิเคิลชนิด exosomes เป็น EVs ที่ได้รับความสนใจ
มากที่สุดในการศึกษาค้นคว้าหาสารบ่งชี้ทางชีวภาพของโรค (biomarkers) และสารที่มีฤทธิ์ในการ
รักษา (therapeutic agents) 
 
ตารางที่ 2 ชนิดและขนาดของ extracellular vesicles แต่ละชนิด (24) 

 

 

Extracellular vesicles ขนาด (นาโนเมตร) 
Microparticles 50-2,000 

Retrovirus-like particles 75-100 
Apoptotic bodies 500-4,000 

Exosomes 30-100 
Bacterial cellular vesicles 10-300 
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 2.8.1 Microparticles (MPs) 

  ไมโครพาร์ติเคิล ถูกพบครั้งแรกโดย Wolf ในปี ค.ศ. 1967 จากการสังเกตเห็น 
โครงสร้างที่มีลักษณะคล้ายฝุ่นอยู่บริเวณรอบๆ เกล็ดเลือดที่อยู่ในสภาวะถูกกระตุ้นการท างาน (116) 
ในคนปกติสามารถพบไมโครพาร์ติเคิลในกระแสโลหิตได้  โดยพบเป็นไมโครพาร์ติเคิลจากเกล็ดเลือด
ประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์  รองลงมาเป็นไมโครพาร์ติ เคิลจากเม็ดเลือดแดง แต่ระดับของ                        
ไมโครพาร์ติเคิลสามารถเพ่ิมขึ้นได้ในสภาวะต่างๆ อาทิเช่น กลุ่มโรคแพ้ภูมิตัวเอง โรคหลอดเลือด-                 
แดงแข็ง มะเร็งและการติดเชื้อ (117) โดยไมโครพาร์ติเคิลมีขนาดประมาณ 100-1,000 นาโนเมตร 
ถูกหลั่งออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ผ่านกระบวนการ ectocytosis หรือการแตกหน่อของเยื่อหุ้มเซลล์
ออกมาเป็นเวสิเคิลที่มีฟอสโฟลิปิดห่อหุ้ม ดังนั้นบริเวณเยื่อหุ้มของไมโครพาร์ติเคิลจึงพบการ
แสดงออกของโปรตีนของเซลล์ที่เกิดการหลั่งไมโครพาร์ติเคิล โดยไมโครพาร์ติเคิลสามารถแยกออก
จากถุง exosomes ได้ด้วยขนาด เนื่องจากถุง exosomes มีขนาดน้อยกว่า 100 นาโนเมตร และ                   
ไมโครพาร์ติเคิลมีบทบาทเป็นตัวขนส่งข้อมูลชีวภาพและการสื่อสารระหว่างเซลล์ (118) 
  กระบวนการสร้างไมโครพาร์ติเคิล (microparticles formation process) เกิดจาก
กระบวนการทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น เซลล์ที่ได้รับการกระตุ้นจากสารกระตุ้น การเกิดการ
อักเสบ การแข็งตัวของเลือด  การอะพอพโทซิส ตลอดจนเซลล์ที่ ก าลังมีการเปลี่ยนแปลง 
(differentiation) โดยกระบวนการดังกล่าวท าให้เกิดการสะสมของแคลเซียมภายในเซลล์ ส่งผลให้มี
การเรียงตัวใหม่ของฟอสโฟลิปิด น าไปสู่สภาวะความไม่สมมาตรของฟอสโฟลิปิดท าให้เกิดการเผย
ฟอสโฟติดิลเซอรีน (phosphatidyl serine) ของเยื่อหุ้มเซลล์ กระบวนการนี้เกิดขึ้นโดยเอนไซม์                   
สแคลมเบส (scramblase) และเอนไซม์ฟลอปเพส (floppase) ถูกระตุ้นให้ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ฟลิปเพส (flippase) (119) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการขนส่งอะมิโนฟอสโฟลิปิด 
(aminophospholipid) เช่น  ฟอสโฟติดิล เซอรีน  (phosphatidyl serine) จากส่วนนอกของ                            
เยื่อหุ้มเซลล์สู่ด้านในของเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อเกิดความไม่สมดุลกันของฟอสโฟลิปิด และพบการสะสม
ของแคลเซียม รวมถึงแคลเซียมยังสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์คาลเพอิน (calpain) และ
เอนไซม์เจลโซลิน (gelsolin) ท าให้มีการย่อยโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของ                 
ไซโตสเกลีตัน เกิดการสลัดตัวของเยื่อหุ้มเซลล์ออกเป็นไมโครพาร์ติเคิล (120) 
  ส่ วนประกอบของไมโครพาร์ติ เคิ ล  (microparticles component) ผิ วของ                          
ไมโครพาร์ติเคิล ประกอบด้วยสารชีวโมเลกุลที่บ่งชี้ถึงเซลล์ที่สร้างไมโครพาร์ติเคิล ท าให้สามารถบอก
ได้ว่าไมโครพาร์ติเคิลนี้มีที่มาจากเซลล์ใด นอกจากนี้ยังประกอบไปด้วยตัวรับ และโมเลกุลที่ใช้ในการ
เกาะติดที่มีความจ าเพาะส าหรับการส่งสัญญาณกับเซลล์เป้าหมาย รวมถึงประกอบไปด้วยกลุ่มของ                      
ไซโตไคน์ เอนไซม ์เอ็มอาร์เอ็นเอ และดีเอ็นเอ สามารถส่งผ่านไปยังเซลล์เป้าหมายได้ โดยมีบทบาทใน
การเกิดกระบวนการอักเสบ และการแข็งตัวเองเลือดเมื่อเกิดภาวะเลือดเป็นพิษ (sepsis) (121)   
  ไมโครพาร์ติเคิลประกอบด้วย phosphatidyl serine เป็นส่วนใหญ่ ดังนั้นจึงมี
บทบาทส าคัญต่อสรีรวิทยาและพยาธิวิทยาต่อการติดเชื้อ บทบาทในกระบวนการแข็งตัวของเลือด 
โดยเป็นส่วนประกอบส าคัญของเอนไซม์ในกระบวนการแข็งตัวของเลือด โดยเฉพาะกลุ่มของปัจจัย
การแข็งตัวของเลือดที่ เกี่ยวข้องกับวิตามินเค (vitamin K-dependent coagulation factors) 
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บทบาทต่อการก าจัดเซลล์ที่เกดิกระบวนการอะพอพโทซิสและบทบาทต่อกระบวนการอักเสบ เมื่อเกิด
การติดเชื้อในกระแสโลหิต ภาวะเลือดเป็นพิษ (sepsis) จะกระตุ้นกลไกการห้ามเลือด (hemostasis)  
ได้ ท าให้เกิดการแข็งตัวของเลือดภายในเส้นเลือด เช่น การติดเชื้อในกระแสเลือดของเชื้อ Neisseria 
meningitidis พบว่าไมโครพาร์ติเคิลมีบทบาทหลัก ในการกระตุ้นการเกิดการแข็งตัวของเลือดใน
ร่างกาย โดยท าหน้าที่เป็นตัวขนส่งโปรตีน tissue factor (TF) ซึ่งเป็นโปรตีนที่กระตุ้นให้เกิดการ
แข็งตัวของเลือด (122) 

 
 2.8.2 Retrovirus-like particles (RLPs) 

  Retrovirus-like particles (RLPs) เป็นเวสิเคิลที่คล้ายกับเวสิเคิลของไวรัสชนิด 
Retrovirus แต่ไม่มีคุณสมบัติในการติดเชื้อ เนื่องจากไม่พบการบรรจุยีนที่ใช้ในการสร้างโปรตีนในการ
เข้าเซลล์ และการแพร่กระจายของไวรัส ขนาดของ RLPS ประมาณ 75-100 นาโนเมตร และภายใน
บรรจุชิ้นส่วนโปรตีนของ retrovirus (123) จุดเริ่มต้นของการสร้าง RLPs ยังคงอยู่ในขั้นตอน
การศึกษา แต่การสร้าง RLPs อาจเกิดจากการกระบวนการแปลรหัสของยีนบริเวณ human 
endogenous retrovirus sequences (HERV) ซึ่ งเป็ นล าดับ เบสที่ พบ ได้ ในจี โนมของมนุษย์ 
ประมาณ 8 เปอร์เซ็นต์ รหัส HERV ถูกจัดเป็นกลุ่ม โดยเรียงตามตัวอักษรภาษาอังกฤษ แต่พบว่ามี
เพี ยง HERV-K เท่ านั้ นที่ บ รรจุ ล าดับ เบสบริ เวณ  open reading frame (ORF) ของโปรตีน 
retrovirus ได้แก่ บริเวณล าดับเบส gag, env, rec และ pol (124) บริเวณล าดับเบสเหล่านี้สามารถ
แสดงออกได้ในขณะที่เซลล์มีความเครียด เช่น การได้รับรังสี สารเคมี การกระตุ้นด้วยฮอร์โมนหรือ                        
ไซโตไคน์ และการเกิดมะเร็ง (125, 126) RLPs ถูกหลั่งโดยการแตกหน่อของเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อเกิด
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน gag กับส่วนประกอบต่างๆ ในเยื่อหุ้มเซลล์รวมถึงโปรตีนในกลุ่ม                               
ไซโตสเกลีตัน (127-129) 

 
 2.8.3 Apoptotic bodies 

  Apoptotic bodies เป็นถุงเวสิเคิลขนาด 500-4,000 นาโนเมตร หลั่งออกมาจาก
เซลล์ที่ เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส โดยกระบวนการอะพอพโทซิสเริ่มจากการอัดแน่นของ
โครโมโซม ตามด้วยกระบวนการอ่ืนๆ ได้แก่ เยื่อหุ้มเซลล์หดแฟบ (membrane blebbing)                          
การสลายตัวของส่วนประกอบภายในเซลล์ซ่ึงจะถูกล้อมรอบด้วยเยื่อหุ้มเซลล์ และเกิดการหลุดออกมา
เป็นอะพอพโทติกบอดี้ (apoptotic bodies) (130) apoptotic bodies แตกต่างจาก extracellular 
microvesicles อ่ืนๆ โดยพบเฉพาะเซลล์ที่เกิดโปรแกรมการตายของเซลล์ (program cell death) 
เท่านั้น (131) เวสิเคิลชนิดนี้จะถูกก าจัดด้วยแมคโครฟาจ โดยตัวรับบนแมคโครฟาจจะจับกับ 
apoptotic bodies อย่างจ าเพาะ เนื่องจากการเกิดอะพอพโทซิสจะเกิดการย้ายโมเลกุลของ                    
ฟอสฟาติดิลเซอรีน (phosphatidyl serine) มายังบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการหลุด
ออกมาเป็น apoptotic bodies โมเลกุลของฟอสฟาติดิลเซอรีนนั้นจะจับกับโมเลกุลของแอนนีซินห้า 
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(annexin V) บนแมคโครฟาจ นอกจากนี้ยังเกิดร่วมกับการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชั่นของโมเลกุลบนผิว
ของ apoptotic bodies ตรงบริเวณโปรตีนทรอมโบสฟอนดิน (thrombospondin) ท าให้ C3b                       
บนแมคโครฟาจสามารถเข้าจับกับโปรตีนทั้งสองชนิด (132) ผลศึกษาของ A. Bergsmedh และคณะ 
ที่ทดสอบถ่ายโอนยีนมะเร็งแบบแนวราบ (horizontal transfer) ด้วยการรับ apoptotic bodies 
จาก เซลล์ ข องห นู  โด ยวิ ธี ท ราน ส เฟคชั่ น  ( transfection) ด้ วย  H-rasV 12  ห รือ  Human                         
c-myc พบว่าเซลล์ไฟโบรบลาส (fibroblasts) ของหนูสูญเสียคุณสมบัติหยุดการแบ่งตัวเมื่อเซลล์
เจริญมาชนกัน (contact inhibition) ซึ่งบ่งชี้สถานะเซลล์มะเร็ง จึงสรุปได้ว่า apoptotic bodies 
สามารถถ่ายโอนข้อมูลทางพันธุกรรมได้เช่นเดียวกับ exosomes และ microparticles (133)  

   
 2.8.4 Exosomes 

  กระบวนการสร้าง exosomes เกิดขึ้นตั้งแต่มีการสร้างถุงเอนโดโซมขึ้นจากการ
สะสมของอินทราลูมินอลเวสิเคิล (intraluminal vesicles: ILVs) ซึ่งเป็นถุงเวสิเคิลที่ประกอบด้วย             
เยื่อหุ้มเซลล์และสารชีวภาพที่ถูกน ามารีไซเคิล เช่น การน าเยื่อหุ้มเซลล์กลับมาใช้ใหม่ กระบวนการ
สร้าง ILVs เป็นกระบวนการปกติที่ เกิดขึ้นของถุงเอนโดโซม ภายใน exosomes จะบรรจุ                         
กรดนิวคลีอิก เช่น ดีเอ็นเอ (DNA) อาร์เอ็นเอ (RNA) รวมถึงไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA) รวมถึง
โปรตีน และไขมัน หน้าที่ของ exosomes จะเกี่ยวข้องกับการสื่อสารระหว่างเซลล์  ผ่านการ
แสดงออกของโปรตีนต่างๆ บนผิวของเยื่อหุ้ม ได้แก่ โปรตีนแอลฟ่าอินทีกริน (α-integrin) และเบ
ต้าอินทีกริน (β-integrin) อิมโมโนกลอปบูลิน (Immunoglobulin family) และเอนไซม์เซลล์เซอ
เฟสเปปติเดส (cell-surface peptidase) ซึ่งจะจับกับตัวรับบนผิวเซลล์เป้าหมายยังมีส่วนประกอบ
ด้วยโครงสร้างร่างแหไขมัน (lipid raft) เช่น โฟลติลลินหนึ่ง (flotillin-1) ที่ท าหน้าที่จับตัวรับเซลล์
เป้าหมายเช่นเดียวกัน (134) อัตราการบรรจุสารชีวโมเลกุลชนิดต่างๆ สามารถเพ่ิมขึ้นได้ด้วยการเพ่ิม
การแสด งออกของ โป รตี น ชนิ ด  endosomal sorting complexes required for transport 
(ESCRTs) เช่น โปรตีน ALIX และ TSG101 (135) เมื่อเกิดการสะสม ILVs จะเกิดกระบวนการสร้าง 
multivesicular bodies (MVBs) ของถุงเอนโดโซม ท าให้ถุงเอนโดโซมสามารถเชื่อมต่อรวมกับ                        
เยื่อหุ้มเซลล์ได้ ดังนั้นเมื่อถุงเอนโดโซมเข้าสู่ระยะสุดท้าย (late endosome) จะเกิดการเชื่อมต่อกับ
เยื่อหุ้มเซลล์และปล่อย ILVs ออกสู่ภายนอกเซลล์ ในระยะนี้จะเรียก ILVs เหล่านี้ว่า exosomes (23) 
บนผิวของ exosome ยังประกอบไปด้วยโปรตีนเตตร้าสแปนิน (tetraspanins) ซึ่งเป็นโปรตีนอนุรักษ์ 
คอยท าหน้าที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของโปรตีน (protein trafficking) ยังมีกลุ่มของโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
กับการส่งสัญญาณการเคลื่อนที่และการคงรูปโครงสร้างของถุง exosomes (136, 137) ได้แก่ โปรตีน 
CD9 CD63 และ CD81 โดยสามารถใช้โปรตีนเหล่านี้ เป็นตัวบ่งชี้ของถุง exosomes ได้ (134) 
exosomes ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ติดเชื้อจะบรรจุสารที่เกี่ยวข้องเชื้อก่อโรค (pathogen-derived 
factors) มีบทบาทส าคัญต่อปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อกับร่างกาย เช่น การจับกินเชื้อจุลชีพของเม็ดเลือด
ขาว การเพ่ิมจ านวนของเชื้อจุลชีพ และการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย (138, 139) 
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ภาพที่ 8 กระบวนการสังเคราะห์ โครงสร้าง ส่วนประกอบ และการท าหน้าที่ของ exosomes (140) 

 
  exosomes บรรจุสารชีวโมเลกุลของเชื้อจุลชีพ ทั้งกรดนิวคลีอิก โปรตีน หรือไขมัน 
รวมถึง pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) เมื่อ PAMPs เข้าจับกับตัวรับบนผิว
เซลล์เป้าหมายจะท าให้การแสดงออกของยีนต่างๆ ของเซลล์เป้าหมายเปลี่ยนแปลงไป ส่งผลโดยตรง
ต่อกระบวนการต่างๆ ของยีน ต้ังแต่การถอดรหัส แปลรหัส การปรับแต่งโปรตีนหลังการแปลรหัส                           
ตลอดถึงการก าหนดต าแหน่งของโปรตีน (134) บทบาทของถุง exosomes ต่อการก่อโรคและด าเนิน
ไปของโรค exosomes จะกระตุ้นกระบวนการอักเสบของเซลล์ เจ้าบ้าน ผลการศึกษาของ                               
S. Bhatnagar และคณะ พบการกระตุ้นกระบวนการอักเสบและการผลิต exosomes ออกมาจาก
เซลล์ แมค โครฟ าจที่ ติ ด เชื้ อ  Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG, 
Salmonella typhimurium และ Toxoplasma gondii พบว่ามีการขนส่งส่วนประกอบของเชื้อ
แบคทีเรียจากฟาโกโซมไปยังบริเวณต่างๆ ของเซลล์ที่มีการติดเชื้อ และถูกหลั่งออกมาสู่ภายนอกเซลล์ 
อีกบทบาทของ exosomes ต่อระบบภูมิคุ้มกัน โดยพบว่าสามารถกระตุ้นการกระบวนการอักเสบของ
เซ ล ล์ แ ม ค โค รฟ าจ ทั้ งที่ ไม่ มี ก า รติ ด เชื้ อ ผ่ าน ตั ว รั บ  Toll-like receptor แ ล ะ  myeloid 
differentiation factor 88-dependent manner คณะวิจัยจึ งได้แยก exosomes จากน้ าล้าง
หลอดลมของหนู ที่ ติ ด เชื้ อ  M. bovis BCG พบการบรรจุ โป รตีนลิ โพอาราบิ โนแมนแนน 
(lipoarabinomannan) ภายใน exosomes ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบในไมโครแบคทีเรียมและสามารถ
กระตุ้นให้เซลล์แมคโครฟาจที่ไม่มีการติดเชื้อผลิต TNF-α นอกจากนี้เมื่อน า exosomes ที่แยก
ออกมาจากเซลล์แมคโครฟาจติดเชื้อ M. tuberculosis และ M. bovis BCG แล้วฉีดให้หนูทดลอง
พบว่าสามารถการกระตุ้นการผลิต TNF-α และ IL-12 ในหนูทดลองได้เช่นกัน (26)  
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  นอกจากนี้ยังมีผลการศึกษา exosomes ที่ เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ Bacillus 
anthracis โดย L. Abrami และคณะ ได้ศึกษาถุง exosomes ที่บรรจุท็อกซิน (toxin) ของเชื้อชนิด 
anthrax lethal toxin ที่มีส่วนประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย ได้แก่ protective antigen (PA) และ 
lethal factor (LF) ถูกบรรจุและปล่อยออกมาในถุง exosomes ท าให้ท็อกซินคงทน ไม่ถูกท าลาย
ด้วยแอนติบอดีจากระบบภูมิคุ้มกันและส่งผ่านท็อกซินระหว่างเซลล์ได้ เพ่ิมการแพร่กระจายของ                            
ท็ อกซิน  (27 ) นอกจากนี้ เชื้ อ  Staphylococcus aureus ที่ มี ปั จจั ยก่ อ โรคที่ ส าคัญ  ได้ แก่                        
แอลฟ่าท็อกซิน (α-toxin) ซึ่งเป็น pore-forming toxin ซึ่งสามารถแทรกอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์เจ้าบ้าน
ได้ มีขนาดประมาณ 34 กิโลดัลตัน เป็นโครงสร้างโมโนเมอร์ สามารถประกอบกันเป็นโครงสร้างคล้าย
วงแหวนของเจ็ดหน่วยย่อย (heptameric ring-like) เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์ของ
เซลล์เจ้าบ้าน ท าให้ขณะสร้างฟาโกโซมระยะท้าย (late phagosome) หรือมัลติเวสิคูล่าร์บอดี้ 
(multivesicular bodies: MVB) ท าให้เกิดการหลั่ง α-toxin ออกมาในรูป exosomes ซึ่งมีบทบาท
ต่อกระบวนการน าเสนอแอนติเจน (antigen presenting) และการกระจายของเชื้อแบคทีเรีย (28)  
  ส าหรับเชื้อ N. gonorrhoeae ได้มีการศึกษาการหลั่งถุง exosomes จากเซลล์                  
เยื่อบุผิวปากมดลูกที่เพาะเลี้ยง โดย K. Nudel และคณะ พบว่าเชื้อสามารถด ารงชีวิตและปรับเปลี่ยน
กระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์เยื่อบุผิวได้ ด้วยการกระตุ้นให้เซลล์เยื่อบุผิวสร้างถุง exosomes 
บรรจุ โปรตีน cIAP2 ซึ่ งเป็นโปรตีนที่ สามารถยับยั้ งการท างานของโปรตีนอะพอ พโทซิส 2 
(apoptosis-2) ในกระบวนการอะพอพโทซิส คณะผู้วิจัยพบว่าระดับของโปรตีน cIAP2 ภายในเซลล์
เยื่อบุผิวสูงขึ้นหลังจากถูกกระตุ้นด้วยการติดเชื้อ N. gonorrhoeae หลังจากนั้นจะมีระดับลดลงเมื่อ
เวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง ในขณะเดียวกันระดับของถุง exosomes ที่บรรจุโปรตีน cIAP2 มีปริมาณ
เพ่ิมขึ้นบริเวณภายนอกเซลล์เยื่อบุผิว ส่งผลให้เกิดการยับยั้งกระบวนการอะพอพโทซิส ท าให้เชื้อ
สามารถด ารงชีวิตและเพ่ิมจ านวนภายในเซลล์เยื่อบุผิวได้ อีกทั้งยังส่งผลให้เชื้อสามารถหลบหลีกการ
ท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (25) และระหว่างที่มีการติดเชื้อจุลชีพพบว่าส่วนประกอบต่างๆ ของ 
exosomes มีความแตกต่างกันในแต่ละเซลล์รวมถึงระยะของการติดเชื้อ เนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรีย
สามารถควบคุมการสร้างถุง exosomes ในการกระตุ้น กระจาย และการก่อโรคได้ ในขณะเดียวกัน
ถุง exosomes สามารถผลิตได้จากเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน โดยมีบทบาทส าคัญต่อการตอบสนองต่อ
การติดเชื้อของร่างกาย ตัวอย่างเช่น class II major histocompatibility (MHC Class II)-antigen 
complexes ท าหน้ าที่ ก ระตุ้ นการท างานของเซลล์  CD4 lymphocyte โดยบรรจุล งในถุ ง 
exosomes ที่ สร้างจากเซลล์  B lymphocyte และ class I major histocompatibility (MHC 
Class I) antigen complexes ที่ ถู กบ รรจุ ใน ถุ ง  exosomes ที่ ส ร้ างจาก เซลล์ เดน ไดร์ทติ ก 
(Dendritic cells) โดยท าหน้าที่ในการกระตุ้นการท างานของเซลล์ CD8 lymphocyte อย่างไรก็ตาม
ถุง exosomes ที่ถูกหลั่งออกมาจากเซลล์ติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรีย ยังคงความสามารถในการยับยั้ง
การกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกันชนิดจ าเพาะ (adaptive immune) ได ้
  ด้วยคุณสมบัติและองค์ประกอบของ EVs จึงเป็นที่สนใจน ามาเป็นตัวบ่งชี้ทาง
ชีวภาพ (biomarkers) โดย exosomes ที่บรรจุสารชีวโมเลกุลของเชื้อจุลชีพมีความคงทนมากกว่า                   
สารชีวโมเลกุลของเชื้อจุลชีพที่ลอยอิสระในกระแสโลหิต ซึ่งสามารถถูกย่อยด้วยเอนไซม์ไฮโดรเลส 
(hydrolase) และยังป้องกันจากการถูกท าลายด้วยคอมพลีเมนต์ มีรายงานการพบ pathogen-
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associated molecular patterns (PAMPs) ในถุง exosomes ที่หลั่งจากเซลล์ติดเชื้อจุลชีพ เช่น 
เซ ล ล์ แ ม ค โค ร ฟ าจ ที่ ติ ด เชื้ อ  S. typhimurium ถุ ง  exosomes นี้ จ ะ บ ร ร จุ  Salmonella 
lipopolysaccharide อยู่ภายใน คอยกระตุ้นกระบวนการอักเสบทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยงและในหนู
ทดลอง (26) ส่วนเชื้อ B. anthracis พบ lethal toxin (LT) บรรจุในถุง exosomes ที่ถูกหลั่งจาก
เซลล์ติดเชื้อเพ่ือขนส่ง LT ไปยังเซลล์ที่อยู่รอบๆ (27) รวมถึงในการติดเชื้อ S. aureus ในถุง 
exosomes ที่ถูกหลั่งออกมาพบ bacterial pore forming α-toxin มีคุณสมบัติท าให้เซลล์ต่างๆ 
เกิ ด รู และถู กท าลาย  (28 ) การศึ กษ า exosomes ที่ ห ลั่ งจ าก เซลล์ แมค โครฟาจติ ด เชื้ อ                       
M. tuberculosis พบว่าถุง exosomes จะกระตุ้นการท างานของแมคโครฟาจทั้งที่มีและไม่มีการ                  
ติดเชื้อ โดยผ่านการหลั่งคีโมไคน์กระตุ้นให้เซลล์แมคโครฟาจบริเวณอ่ืนในร่างกายและนิวโทรฟิลล์ให้
เคลื่อนที่มายังปอดเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรงขึ้น (26, 141) อีกท้ังยังสามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ
อักเสบ โดยการกระตุ้นการหลั่ง pro-inflammatory และสามารถยับยั้งการแสดงออกของ MHC 
Class II และ CD64 immunoglobulin receptor ของแมคโครฟาจที่ ไม่มีการติดเชื้อได้ (142)                      
ในการเพ่ิมการมีชีวิตรอดของเชื้อโดยยับยั้งการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน  ถุง exosomes สามารถ
บรรจุ glycolipid lipoarabinomannan (LAM) ซึ่งยับยั้งการส่งสัญญาณของตัวรับสัญญาณและ
ยับยั้ งการกระตุ้นการท างานของ T-cell lymphocyte (143) การแสดงออกของ pathogen-
derived factors ในถุง exosomes มีการเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบและระดับของโมเลกุลต่างๆ 
จ าเพาะกับระยะเวลาในการด าเนินของโรค จึงมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการเป็นตัวแทนสารบ่งชี้
ชีวภาพได้ (23)  
  exosomes ถูกน ามาพัฒนาเป็นสารบ่งชี้ชีวภาพและชุดตรวจส าเร็จรูปครั้งแรก
เกิดขึ้นปี  ค.ศ. 2016 ส าหรับการวินิจฉัยโรคมะเร็งในเลือด  ประเทศสหรัฐอเมริกา (144)                               
จากการศึกษาถุง exosomes เพ่ือเป็นสารบ่งชี้ชีวภาพในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อนั้นยังเป็น                         
เรื่องใหม่แต่นับว่าเป็นสัญญาณที่ดี โดยเฉพาะโรคติดเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล์ (intracellular 
bacterial infection) เช่น การติดเชื้อ M. tuberculosis (Mtb) ซึ่ งการวินิจฉัยต้องท าโดยการ
เพาะเลี้ยงเชื้อที่ ใช้ระยะเวลานานและก าลังคนสูง หรือการวินิจฉัยด้วยเทคนิคระดับโมเลกุลที่
จ าเป็นต้องใช้สิ่งส่งตรวจที่ได้มาจากบริเวณที่มีการติดเชื้อและอาจมีผลลบปลอมได้อันเนื่องจากระดับ
สารพันธุกรรมของเชื้อต่ า โดยถุง exosomes ที่บรรจุ pathogen-derived factors จะถูกหลั่งจาก
เซลล์ส่วนใหญ่ที่อยู่ในกระแสโลหิต ผลการศึกษาในสภาวะที่มีการติดเชื้อจะพบอัตราการหลั่งของถุง 
exosomes เพ่ิมขึ้น (141) การวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ของถุง exosomes ที่หลั่งจากเซลล์เพาะเลี้ยง
ชนิด J774 ที่ติดเชื้อ Mtb จากการศึกษาของ P. K. Giri และคณะ ด้วยการใช้เทคนิค Liquid 
chromatography และ Mass spectrometry พบโปรตีนของ Mtb ในถุง exosomes จ านวน 41 
ชนิด ได้แก่ โปรตีน ESAT-6 (Rv3875), Ag85 complex (Rv3804c, Rv1886c, Rv0129c), MPT64 
(1980c) และ MPT63 (1926c) ร่วมกับการพบโปรตีนที่มีคุณสมบัติ เป็น แอนติ เจนสูง (29)                        
มีการศึกษาวิเคราะห์ถุง exosomes ด้วยเทคนิค multiplexed multiple reaction monitoring 
mass spectrometry  (MRM-MS) ที่พัฒนาการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ในซีรัมของผู้ป่วยที่ติดเชื้อ                        
M. tuberculosis ในระยะก าเริบ (active tuberculosis) และระยะแฝง (latent tuberculosis) 
ของ N. A. Kruh-Garcia และคณะ ในปี 2014 พบว่าถุง  exosomes ในซีรัมของผู้ป่วยติดเชื้อ                                
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M. tuberculosis ในระยะก าเริบ ประกอบด้วยโปรตีนของเชื้อ Mtb 20 ชนิด และเปปไทด์หลายชนิด 
ได้แก่ Antigen 85B, Antigen 85C, Apa, BfrB, GlcB, HspX, KatG, และ Mpt64 และสามารถ
พิจารณาน ามาใช้เป็นชุดของโปรตีนและเปปไทด์ในการวินิจฉัยผู้ป่วยติดเชื้อ Mtb ในระยะก าเริบได้ 
อีกทั้งความแตกต่างของสายพันธุ์เชื้อ Mycobacterium ระยะเวลาของการติดเชื้อ รวมถึงระยะของ
การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันท าให้การแสดงออกของโปรตีนของเชื้อ Mycobacterium ในถุง 
exosomes มีการเปลี่ยนแปลงท าให้ใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพเพ่ือติดตามระยะการด าเนินไปของโรคและ
อาจใช้ในการวิเคราะห์หาโอกาสการพัฒนาไปสู่การติดเชื้อระยะก าเริบของผู้ป่วยติดเชื้อในระยะแฝงได้ 
(30) 

 
 2.8.5 Bacterial Membrane vesicles 

  Bacterial membrane vesicles เป็นถุงเวสิเคิลที่มีการสร้างและหลั่งออกมาจาก
ส่วนเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อแบคทีเรีย เรียกว่า outer membrane vesicles (OMVs) โดยการ
หลั่ง bacterial membrane vesicles ท าให้เกิดการขนส่งและการแพร่กระจายส่วนประกอบของ
เชื้อแบคทีเรียสู่สิ่งแวดล้อมภายนอกเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งมีบทบาทต่อกระบวนการต่างๆ  ของเชื้อ
แบคทีเรียกับเซลล์เจ้าบ้าน (host cells) เช่น การสื่อสารของเชื้อแบคทีเรียสปีชีร์เดียวกันหรือต่าง            
สปีชีร์ การรักษาความคงอยู่ของโครงสร้างไบโอฟิล์ม การส่งสารพันธุกรรมและท็อกซินผ่านทาง 
horizontal gene transfer การเพ่ิมการมีชีวิตรอดในสิ่งแวดล้อมหรือภายในร่างกาย และการ
ปรับเปลี่ยนการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน (145, 146) การหลั่ง OMVs พบได้ในเชื้อแบคทีเรีย         
แกรมลบทั่วไป โดยเกิดจากการขอดของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและหลุดออกเป็นถุงเวสิเคิล โดยภายใน 
OMVs บรรจุโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์และกรดนิวคลีอิก โดยมีส่วนประกอบเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรีย เช่น lipopolysaccharide (LPS) หรือโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบในชั้น      
เพอริพลาสมิค (periplasmic) และฟอสโฟไลปิด (phospholipids) อีกท้ังการศึกษาในระดับโปรตีโอ-
มิกส์ยังพบโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในและไซโตพลาสซึม (147) มีการศึกษาวิจัย
ด้านโปรตีโอมิกส์ถึงคุณลักษณะและหน้าที่ของ OMVs ของเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด เช่น Klebsiella 
pneumoniae โดยคณะวิจัยของ J. C. Lee ได้พบโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเชื้อแบคทีเรียนี้ 
จ านวน 159 ชนิด ใน OMVs โปรตีนเหล่านี้ท าหน้าที่เพ่ิมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องในการสร้าง
ไซโตไคม์ที่มีบทบาทในการเกิดกระบวนการอักเสบ เช่น IL-1 และ IL-8 ในเซลล์เยื่อบุผิว เมื่อทดสอบ
ฉีด OMVs นี้ให้หนูทดลองที่มีจ านวนเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ระดับต่ า พบว่าหนูทดลองกลุ่มนี้
เกิดพยาธิสภาพรุนแรงที่ปอดเช่นเดียวกับหนูทดลองที่มีการติดเชื้อ K. pneumoniae (148) มีผล
การศึกษาของ OMVs จากเชื้อ Haemophilus influenza กับระบบภูมิคุ้มกันที่มีผลต่อเซลล์เยื่อบุผิว
โดยคณะวิจัยของ S. W. Sharpe พบว่า OMVs บรรจุโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเชื้อ รวมถึง
โปรตีนที่เป็นส่วนปัจจัยก่อโรค จ านวน 142 ชนิด เช่น outer membrane protein P5, outer 
membrane protein P1 precursor, probable D-methionine-binding lipoprotein MetQ 
และ IgA-specific serine endopeptidases โดยโปรตีนเหล่านี้ ท าหน้าที่ในการกระตุ้นการหลั่งไซโต
ไคน์  ชนิด immunomodulatory cytokine เช่น IL-8 และ IL-37 ซึ่ งเป็นไซโตไคน์ ในการเกิด
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กระบวนการอักเสบ อีกทั้งการเกาะติดของ OMVs ต่อเซลล์เยื่อบุผิวในคอหอยยังท าให้ เกิด
กระบวนการ endocytosis เกิดการน า OMVs เข้าไปในเซลล์เยื่อบุผิว (149) นอกจากนี้ยังพบว่าสาร
ชีวโมเลกุลอ่ืนๆ ภายใน OMVs ของเชื้อ ได้แก่ LOS และดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของ             
ไบโอฟิลม์ของเชื้อ ช่วยท าให้เกิดการรักษาความคงตัวของไบโอฟิลม์ (150) เมื่อเปรียบเทียบโปรตีโอ-
มิกส์ ระหว่าง OMVs และ outer membrane ของเชื้ อ  N. meningitides โดยคณะวิจัยของ             
M. Lappann พบโปรตีนใน OMVs เป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ เช่น โปรตีนในกลุ่มขนส่ง (autotransporter proteins) ที่มีบทบาทในการเกาะกลุ่ม         
การเกาะติดและโครงสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ รวมถึงโปรตีนในกลุ่มควบคุมระบบคอมพลีเม้นท์ 
(complement regulatory proteins) ได้แก่ fHbp, Opc, NspA, และ NhhA ซึ่งกระตุ้นการเพ่ิม
ปริมาณของโปรตีนไวโทรเนคติน (vitronectin) และโปรตีนที่จับกับเฮปพาริน (heparin binding 
protein) ที่เป็นโปรตีนที่มีบทบาทในการต่อต้านการแข็งตัวของเลือด เพ่ือการด ารงอยู่ในกระแสเลือด
ของเชื้อระหว่างการติดเชื้อในกระแสโลหิต (151) ในส่วนของเชื้อ N. gonorrhoeae มีการศึกษา
บทบาท หน้าที่ และผลของ OMVs ต่อเซลล์เจ้าบ้าน โดยการศึกษาของ Kaparakis และคณะ ในปี 
ค.ศ. 2010 พบว่าเชื้อ N. gonorrhoeae มีการขนส่งเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) เข้าไปใน       
ไซโตพลาสซึมของเซลล์เยื่อบุผิวด้วยการบรรจุใน OMVs ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของโมเลกุล 
Nod1 ซึ่งเป็นโมเลกุลที่มีบทบาทต่อการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน ในขณะเดียวกันเมื่อฉีด OMVs 
บริเวณกระเพาะของหนูทดลอง พบว่า OMVs สามารถกระตุ้นการท างานทั้งระบบภูมิคุ้มกันแบบ
ก าเนิด  (innate immune system) และแบบจ าเพาะ (adaptive immune system) ผ่านการ
ท างานของโมเลกุล NOD1 ได ้(87) ผลการศึกษากระบวนการอะพอพโทซิสโดยปล่อย OMVs ของเชื้อ
ที่บรรจุโปรตีน PorB มีเป้าหมายที่ไมโทคอนเดรีย เพ่ือกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิส โดย P. Deo 
และคณะ ในปี ค.ศ. 2018 ตรวจสอบโปรตีโอมิกส์ของ OMVs พบโปรตีนจ านวน 110 ชนิด โดยเป็น
โปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อมากที่สุด เช่น โปรตีน PorB, Opacity, 
NodT family efflux transporte, PilQ และ BamA รวมถึงโปรตีนในกลุ่ม adhesion ได้แก่ โปรตีน 
MafA โปรตีนในกลุ่มที่ใช้ในการแบ่งเซลล์ เช่น FtsN และ AmiC และโปรตีนอ่ืนๆ เป็นโปรตีนที่อยู่
บริเวณชั้น Periplasmic เช่น โปรตีน SurA, NlpD, NlpA และ metallopeptidase และโปรตีนใน
ไซโตพลาสซึม เช่น โปรตีน GroEL, 30S ribosomal protein S2 และ elongation factor Tu เป็น
ต้น จึงสรุปได้ว่า OMVs ที่บรรจุโปรตีน PorB ซึ่งพบปริมาณมากที่สุดในเชื้อ N. gonorrhoeae 
สามารถกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิสของเซลล์แมคโครฟาจ โดยการจับกับเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรีย
ท าให้เยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียเสียสมดุลและเกิดการรั่วไหลของ cytochrome c กระตุ้นให้เกิด
กระบวนการอะพอพโทซิส (152) 

 
2.9 การวิเคราะห์เปรียบเทียบโปรตีโอมิกส์ (Proteomics Analysis) 

 โปรตีโอมิกส์ ถูกใช้ครั้งแรกในปี ค.ศ. 1997 โดยโปรตีโอมิกส์เป็นการศึกษาโปรตีนของ
สิ่งมีชีวิตในระดับกว้างหรือกล่าวได้ว่าเป็นการศึกษาโปรตีนทั้งหมดของเซลล์ในสภาวะหนึ่ง ท าให้
สามารถประเมินความแตกต่างของเซลล์ในแต่ละสภาวะได้ ทั้งในด้านการจ าแนกชนิด การศึกษา
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โครงสร้าง หน้าที่ทางสรีรวิทยา รวมถึงการศึกษาสารบ่งชี้ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคต่างๆ (153) 
โดยเทคนิคที่สามารถใช้ในการศึกษาโปรตีโอมิกส์ที่มีโปรตีนหลายพันชนิดรวมกันได้ในครั้งเดียว ได้แก่ 
เทคนิค 2-Dimensional Gel Electrophoresis (2-DGE) และ Mass spectrometry (154)  
 การวิ เคราะห์ด้ วยเทคนิค Mass spectrometry (Mass spectrometry analysis: MS)                    
เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์มวลของสารหรือธาตุ ด้วยเครื่อง mass spectrometer ผ่านหลักการ
ท าให้สารหรือธาตุแตกตัวเป็นไอออน เทคนิค MS จัดเป็นเทคนิคที่มีความไวสูง เนื่องจากสามารถ
วิเคราะห์สารที่มีปริมาณเพียงเล็กน้อยในระดับเฟมโตโมล หรือตั้งแต่  10-15  ถึง 10-18  โมล (155) 
เครื่อง mass spectrometer ประกอบด้วยส่วนประกอบส าคัญ 3 ส่วน ได้แก่ 1. ส่วนที่ท าให้สารหรือ
ธาตุแตกตัวเป็นไอออน (ion source) 2. ส่วนวิเคราะห์มวล (mass analyzer) และ 3. ส่วนตรวจมวล 
(detector) ส่วน ion source เป็นส่วนที่ท าให้สารแตกตัวเป็นไอออน ซึ่งมีหลายเทคนิค แต่เทคนิคที่
นิยมใช้ในการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ (proteomics) ได้แก่ เทคนิค electrospray ionization (ESI) 
และเทคนิค matrix-assisted laser desorption and ionization (MALDI) เมื่อสารเกิดการแตกตัว
เป็นไอออน ไอออนจะเคลื่อนที่ไปยังส่วน mass analyzer ซึ่งเป็นส่วนที่ใช้ในการคัดแยกมวลไอออน
ตามค่า m/z การคัดแยกไอออนมีหลายเทคนิค ได้แก่ 1. Time of Flight (TOF) 2. Ion Trap (IT) 
และ 3. Fourier transforms ion cyclotron resonance (FTICR) โดยอาจจะพัฒนาใช้ เทคนิค                      
ส่วนที่ท าให้ไอออนแตกตัวจับคู่กับเทคนิคการวิเคราะห์มวลที่แตกต่างกัน ซึ่งขึ้นกับวัตถุประสงค์ของ
การศึกษาโปรตีนนั้น เช่น MALDI-TOF, ESI-IT และ  ESI-FTICR ส่วน Detector จะท าหน้าที่ตรวจ
มวล และแสดงออกมาเป็นกราฟระหว่างค่า m/z และ ion intensity หรือเรียกว่า mass spectrum 
(156) 
 ในการศึกษาโปรตีโอมิกส์ด้วยเทคนิค MS นั้น จ าเป็นต้องย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน 
(trypsin) ให้ โปรตีนเป็นชิ้นหลายๆ ขนาด ซึ่งเอนไซม์ทริปซินจะท าการตัดสายพอลิเปปไทด์ 
(polypeptides) ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนจ าเพาะ ได้แก่ อาร์จีนิน (arginine) และไลซีน (lysine)                      
เมื่อท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง mass spectrometer จะได้กราฟ mass spectrum ที่แสดงค่า m/z 
กับ ion intensity ซึ่งเป็นกราฟ peptide mass spectrum ที่แสดงค่า m/z ของพอลิเปปไทด์แต่ละ
ชิ้น ในปัจจุบันเทคนิคมาตรฐานของการจ าแนกชนิดของโปรตีนคือ เทคนิค Tandem Mass 
spectrometry (MS/MS) (157) โดยเป็นเทคนิคท่ีใช้ส่วนวิเคราะห์มวล (mass Analyzer) มากกว่า 1 
ตัว โดยเมื่อไอออนของชิ้นส่วนพอลิเปปไทด์ถูกวิเคราะห์ใน mass Analyzer ตัวแรก ไอออนจะถูกท า
ให้แตกตัวอีกครั้งและเคลื่อนที่ไปยัง mass analyzer ตัวที่สอง โดยจะได้กราฟ mass spectrum            
เป็นกราฟ amino acid mass spectrum การจ าแนกชนิดของโปรตีนจะอาศัยค่ามวลต่อประจุ 
(m/z)  ของกรดอะมิโนในกราฟ ในการเปรียบเทียบในฐานข้อมูล (172) 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
 

บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

 3.1.1 เครื่องมือ และอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

1. เ ค รื่ อ ง เ ข ย่ า ผ ส ม  ( Vortex mixer)  รุ่ น  G-560E; Scientific Industries, 
สหรัฐอเมริกา 

2. เครื่อง Refrigerated Centrifuge รุ่น Himac CR21GIII; Hitachi, ญี่ปุ่น                                                                                                  
3. เครื่อง Ultracentrifuge;  Beckman coulter, สหรัฐอเมริกา 
4. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer รุ่น Evolution 

300);  Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
5. ตู้บ่ม (CO2 Incubator); Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
6. ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส; Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
7. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส; SANYO Electric, ญี่ปุ่น  
8. ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส; Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา                      
9. ตู้ปฏิบัติการเชื้ออย่างปลอดภัย (Biological Safety Cabinets type A2); 

Labconco, สหรัฐอเมริกา 
10. เครื่องถ่ายภาพเจล รุ่น Typhoon FLA 9500; GE Healthcare, สหรัฐอเมริกา 
11. เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น CP2245;  SARTORRES, เยอรมน ี
12. เครื่องอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น ES-315; Tomy Tech, สหรัฐอเมริกา  
13. กล้อง Inverted Wide-field fluorescence, Deconvolution รุ่น Delta Vision 

Elite; GE Healthcare, สหรัฐอเมริกา   
14. ชุดอุปกรณ์รันเจลแบบ Vertical; Bio rad, สหรัฐอเมริกา 
15. Microcentrifuge tube ขนาด 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร; Axygen, สหรัฐอเมริกา 
16. Conical tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลตร; Axygen, สหรัฐอเมริกา 
17. Pipette filter tips ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร; Neptune Scientific, 

สหรัฐอเมริกา  
18. Autopipette ขนาด  0.2-2, 1-10, 20-100 และ 1,000 ไม โครลิตร ; Thermo 

Scientific,  สหรัฐอเมริกา 
19. Multi Channels Autopipette ขนาด  200 ไม โครลิ ต ร ; Thermo Scientific, 

สหรัฐอเมริกา 
20. Serological pipette ขนาด 10 มิลลิตร; Axygen, สหรัฐอเมริกา   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 
 

21. Pipette boy; Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
22. Disposable cuvette;  Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
23. Cell Culture Flask ขนาด T4, T75 และ T175; Nunc, สหรัฐอเมริกา 
24. 96-Wells Plate; Nunc, สหรัฐอเมริกา 

  
 3.1.2 สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Chocolate Agar; OXOID, อังกฤษ 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI); OXOID, อังกฤษ 
3. อ าห าร เลี้ ย ง เซ ล ล์  Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640); 

Gibco, สหรัฐอเมริกา 
4. ยาปฏิชีวนะ Gentamicin; Gibco, สหรัฐอเมริกา 
5. ยาปฎิชีวนะ Streptomycin; Gibco, สหรัฐอเมริกา 
6. Fetal Bovine Serum (FBS); Gibco, สหรัฐอเมริกา 
7. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
8. สีย้อม DAPI; Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
9. แ อ น ติ บ อ ดิ  Polyclonal Anti-N. gonorrhoeae Rabbit; Mybiosource,

สหรัฐอเมริกา    
10. แอนติบอดี Monoclonal Anti-α-tubulin Mouse Thermo Scientific, 

สหรัฐอเมริกา 
11. แ อ น ติ บ อ ดี  Goat Anti-Rabbit Ig G (H+L) conjugated Alexa Fluor 488; 

Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา 
12. แอนติบอดี Chicken Anti-Rabbit conjugated Alexa Fluor 647; Thermo 

Scientific, สหรัฐอเมริกา 
13. แอนติบอดี Goat Anti-Mouse conjugated Alexa Fluor 568; Thermo 

Scientific, สหรัฐอเมริกา 
14. Triton X-100; AMRESCO, สหรัฐอเมริกา 
15. Bovine serum albumin (BSA); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
16. PBS powder; Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
17. 30% Acrylamide/Bis-Acrylamide solution; Bio Rad, สหรัฐอเมริกา 
18. Ammonium persulfate (APS); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
19. Sodium Dodecyl Sulphate (SDS); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
20. Tetramethyl ethylenediamine (TEMED); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
21. สีย้อม Bromophenol blue; Himedia, อินเดีย 
22. สีย้อม Coomassie Brilliant Blue (CBB); Himedia, อินเดีย 
23. กรดแอซีติก (Acetic acid); Merck, สหรัฐอเมริกา 
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24. เอนไซม์ทริปซิน (Trypsin); Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
3.2 กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการวิจัย 

 3.2.1 เชื้อแบคทีเรีย Neisseria gonorrhoeae 

  เชื้อแบคที เรีย Neisseria gonorrhoeae สายพันธุ์  WHO F โดยเป็นสายพันธุ์
ดั้งเดิม (Wide type) และไวต่อยาปฏิชีวนะ ได้รับความอนุเคราะห์จาก Associate Professor Dr. 
Willa Huston, Faculty of Science, University of Technology Sydney, เครือรัฐออสเตรเลีย 
ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด chocolate agar โดยท าการบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์ ท าการถ่ายโคโลนีลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว ชนิด brain Heart Infusion (BHI) ที่ผสม fetal bovine serum (FBS) ความเข้มข้น 
5 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์                              
วัดความขุ่นของเชื้อที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.75 โดยค่าความขุ่นนี้เชื้อจะมี
ความเข้มข้นเท่ากับ 1x106 CFU/ml     

 
 3.2.2 เซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์เพาะเลี้ยง THP-1  

  เซลล์ เพาะเลี้ ยง THP-1 เป็น เซลล์ชนิดโมโนซัยต์ที่ ได้จากผู้ป่ วยโรค acute 
monocytic leukemia โดยมีรูปร่างและลักษณะของเซลล์ดังภาพที่ 9 ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
Associate Professor Dr. Willa Huston, Faculty of Science, University of Technology 
Sydney, เครือรัฐออสเตรเลีย เซลล์ ชนิดเพาะเลี้ ยง THP-1 สามารถเหนี่ ยวน าให้ เป็น เซลล์                               
แมคโครฟาจด้วยสารประกอบ Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) เพาะเลี้ยงใน Roswell 
park memorial institute medium 1640 (RPMI-1640) ที่ประกอบด้วย FBS ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ ยาปฏิชีวนะชนิดสเตรปโตมัยซิน (streptomycin) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และเจนตามัยซิน (gentamycin) ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มในตู้บ่ม
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 9 ลักษณะของเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์เพาะเลี้ยง THP-1 (ATCC number : TIB-202) 
จาก ATCC โดยรูปซ้ายแสดงภาพของเซลล์ในขณะที่เซลล์มีจ านวนความหนาแน่นของเซลล์ต่ า (low 
density) และรูปขวาแสดงภาพของเซลล์ในขณะที่เซลล์มีจ านวนความหนาแน่นของเซลล์สูง (high 
density) 

 
3.3 วิธีการวิจัย  

 3.3.1 การนับปริมาณเซลล์ 

  การนับปริมาณเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์จะท าการดูดเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ผสมกับสี trypan blue ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน โดยสัดส่วนการเจือจางเป็น 1 ต่อ 
2 แล้วท าการดูดเซลล์ที่ผสมกับสี trypan blue เติมลงใน hemocytometer ปริมาตรด้านละ 10 
ไมโครลิตร แล้วจึงน าไปดูใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้เลนส์ใกล้วัตถุ ก าลังขยาย 10 เท่า การนับเซลล์จะ
นับเซลล์ที่ไม่ติดสี trypan blue ทั้งหมด 4 ช่องใหญ่ และท าการค านวณเป็นความเข้มข้นเซลล์ด้วย
สูตรค านวณ เซลล์ต่อมิลลิลิตร (cells/ml) = (จ านวนเซลล์ ÷ 4 ) x dilution factor x 104 โดยมีข้อ
ควรระวัง คือ ไม่ควรใช้เวลาในการนับเกินเวลา 5 นาที เนื่องจากเมื่อเวลาผ่านไป สี trypan blue 
สามารถซึมผ่านเข้าเซลล์ที่ยังมีชีวิตได้ 
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 3.3.2 การตรวจสอบการติดเชื้อเซลล์แมคโครฟาจด้วยเทคนิค Fluorescence staining   

  การตรวจสอบการติดเชื้อของเซลล์แมคโครฟาจด้วยการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ถูกท า
ตามขั้นตอนในภาพที่ 10 โดยขั้นตอนแรก เซลล์ THP-1 ถูกเหนี่ยวน าให้เจริญเป็นเซลล์แมคโครฟาจ 
โดยเตรียมเซลล์ THP-1 ความเข้มข้น 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีการเติม                    
ยาปฏิชีวนะและเติมสารประกอบ PMA ให้มีความเข้มข้น 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นถ่าย
เซลล์ลงในจานชนิด 96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์นาน 24 ชั่วโมง                   
โดย PMA จะกระตุ้นให้เซลล์เจริญเป็นเซลล์แมคโครฟาจและเซลล์เกาะติด เมื่อครบเวลาท าการดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ออก เตรียมเชื้อ N. gonorrhoeae ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x106 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 1,000 × g เป็นเวลา 5 นาที เทอาหาร
เลี้ยงเชื้อทิ้ง แล้วท าการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีการเติมยาปฏิชีวนะ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

การเพาะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae ท าควบคู่กันระหว่าง
กลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม โดยกลุ่มทดสอบจะเติมเชื้อที่ความเข้มข้น 1x106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร          
ลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร และในกลุ่มควบคุมท าการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่
เติมยาปฏิชีวนะ ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร โดยทั้งสองกลุ่มการทดลองท าการบ่มในตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์เป็นเวลา 1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการดูดสารละลายในแต่ละหลุมออก 

ภาพที่ 10 ขั้นตอนในการตรวจสอบการติดเชื้อเซลล์แมคโครฟาจด้วยการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ 
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  3.3.2.1 การย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ 

  น า เซ ลล์ ม าล้ า งด้ ว ย ส ารล ะล าย  phosphate buffer saline (PBS) 
ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง แล้วท าเซลล์ยึดติดกับผิว (fixing) ด้วยเมทานอล 
ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาดูดสารละลาย
ออก แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง ท าการ
บล็อค (blocking) ด้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่ อุณภูมิห้อง เมื่อครบเวลาจึงดูดออก แล้วย้อมส่วน extracellular-                            
N. gonorrhoeae ด้วยแอนติบอดีปฐมภูมิ  (1º-antibody) ชนิด rabbit anti-N. gonorrhoeae 
polyclonal antibody ด้วยอัตราส่วน 1:500 ถ่ายลงในหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร และบ่ม
ต่ออีก 1 ชั่วโมง บนเครื่องหมุนชนิด rocker ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาให้ดูดออก และล้างด้วย
สารละลาย Tween 20 ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง 
แล้ วท าการย้อมด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ  (2º-Antibody) ที่ คอนจู เกตด้วยสีฟลูออเรสเซนต์                          
ช นิ ด  chicken anti-rabbit conjugated Alexa Fluor 647 antibody ด้ ว ย อั ต ร าส่ วน  1:600                        
ถ่ายลงในหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง บน rocker ที่อุณหภูมิห้อง              
เมื่อครบเวลาท าการดูดออก  

  น าเซลล์มา fix อีกครั้งด้วยเมทานอล ล้างด้วยสารละลาย Tween 20 
ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง ท า permeabilization 
ด้วยสารละลาย Triton X-100 ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร                      
บ่มเป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาท าการดูดออก ล้างด้วยสารละลาย Tween 20 
ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 1 ครั้ง แล้วท าการย้อมด้วย
แอนติบอดีปฐมภู มิ  (1º-antibody) และสี ย้ อมฟลู ออ เรส เซนต์  ที่ ต าแหน่ ง  Intracellular-                                 
N. gonorrhoea ด้ วยแอน ติ บ อดี  rabbit anti N. gonorrhoeae polyclonal antibody และ
โปรตีนทูบูลิน (tubulin) ชนิด mouse anti-α-Tubulin monoclonal antibody และสีย้อม DAPI 
เพ่ือย้อมนิวเคลียสของเซลล์ โดยเตรียมเป็นสารละลายหลอดเดียวกันด้วยอัตราส่วน 1:500, 1:500 
และ 1:40,000 ตามล าดับ เติมลงหลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง บน rocker                          
ที่อุณหภูมิห้องและดูดออกเมื่อครบเวลา จากนั้นล้างด้วยสารละลาย Tween 20 ความเข้มข้น 0.2 
เปอร์ เซ็นต์  หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน  3 ครั้ ง แล้ วจึ งย้อมด้วยแอนติบอดีทุติยภู มิ                        
(2º-Antibody) ที่ ค อน จู เกต ด้ วย สี ฟ ลู อ อ เรส เซน ต์  ทั้ งช นิ ด  goat anti-rabbit Ig G (H+L) 
conjugated Alexa Fluor 488 antibody แ ล ะ  goat anti-mouse conjugated Alexa Fluor 
568 antibody โดยเตรียมเป็นสารละลายหลอดเดียวกันในอัตราส่วนของแอนติบอดีแต่ละชนิด 
1:600 เติมลงหลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มนาน 45 นาที บน rocker ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาท า
การดูดออก ล้างด้วยสารละลาย Tween 20 ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
นาน 5 นาที บน Rocker ที่ อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาท าการดูดออก แล้วล้างด้วยสารละลาย 
Tween 20 ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 4 ครั้ง ดูดออกให้หมด 
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แล้วเติมสารละลาย PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด 
Deconvolution microscope รุ่น DV Elite  

 
  3.3.2.2 การวิเคราะห์การติดเชื้อของเซลล์แมคโครฟาจด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 

   น าภาพที่ถ่ายได้จากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Deconvolution microscope 
รุ่น DV Elite จากการถ่ายจ านวน 3 วงกล้องในแต่ละหลุม ท าการวิเคราะห์หาปริมาณการติดเชื้อ
ภายนอกและภายในเซลล์แมคโครฟาจที่ระยะเวลาต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Fiji image โดยใช้
การวิเคราะห์ colocalization threshold จากผลการวิเคราะห์ดังกล่าว ท าให้ได้ค่าความเข้มข้นของ
แสงและสีฟลูออเรสเซนต์  และค านวณ เป็นค่ าความเข้มข้นแสงฟลูออเรส เซนต์ของเชื้ อ                                      
N. gonorrhoeae ทั้งสองกลุ ่ม ท าการทดสอบทางสถิติเพ่ือทดสอบความแตกต่างของค่าความเข้มข้น
ของแสงฟลูออเรสเซนต์โดยใช้การทดสอบ Paired sample T-test และ One-Way ANOVA ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ SPSS เวอร์ชั่น 23  

 
 3.3.3 การวิเคราะห์โปรตีนโอมิกส์ของ EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจ   

  กระบวนการวิเคราะห์โปรตีนโอมิกส์ของ EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจถูกด าเนิน
ตามข้ันตอนในแผนภาพที่ 11  

ภาพที่ 11 ขั้นตอนและกระบวนการการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ของ EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจ 
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3.3.3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae เพื่อแยก 
EVs   
   เตรียมเชื้อ N. gonorrhoeae ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 1,000 × g เป็นเวลา 5 นาที เทอาหาร
เลี้ยงเชื้อทิ้ง แล้วท าการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มียาปฏิชีวนะปริมาตร 10 มิลลิลิตร   
   เตรียมเซลล์  THP-1 เพ่ือ เหนี่ ยวน าให้ เซลล์  THP-1 เจริญ เป็นเซลล์                            
แมคโครฟาจโดยปรับเซลล์ให้มีความเข้มข้น 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่เติม                     
ยาปฏิชีวนะ และท าการเติมสารประกอบ PMA ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ท าการถ่ายเซลล์ลงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด T75 ปริมาตรขวดละ 10 มิลลิลิตรและบ่มในตู้
เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดย PMA จะกระตุ้นให้เซลล์เจริญเป็นเซลล์แมคโครฟาจและ
เซลล์เกาะติด เมื่อครบเวลาท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก  

  น า เชื้ อ  N. gonorrhoeae ที่ เต รียม เพ าะเลี้ ย งร่ วมกับ เซลล์  THP-1                           
ที่เหนี่ยวน าให้เจริญเป็นเซลล์แมคโครฟาจ โดยในกลุ่มทดสอบจะเติมเชื้อที่มีความเข้มข้น 1x106 

โคโลนีต่อมิลลิลิตร ขวดละ 10 มิลลิลิตร ในขณะที่กลุ่มควบคุมท าการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่เติม             
ยาปฏิชีวนะ ขวดละ 10 มิลลิลิตร ทั้งสองกลุ่มบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 1, 6, 12 และ 24 
ชั่วโมง เมื่อครบแต่ละช่วงเวลาท าการถ่ายน้ าเลี้ยงเซลล์ลงในหลอดชนิดปลายแหลม (conical tube)                        
เก็บตัวอย่างในตู้แช่ -80 องศาเซลเซียส จนกระท่ังน ามาแยก EVs  

 
  3.3.3.2 การแยก EVs จากน้ าเลี้ยงเซลล์และ FBS 

   การแยก EVs จากน้ าเลี้ยงเซลล์และ FBS โดยท าการละลายน้ าเลี้ยงเซลล์ที่
ท าการเก็บไว้จากตู้แช่ -80 องศาเซลเซียสและ FBS ในส่วนของน้ าเลี้ยงเซลล์ เมื่อละลายแล้วท าการ
ผสมด้วย vortex ความเร็วสูงสุด 2-3 ครั้ง เทน้ าเลี้ยงเซลล์และ FBS ลงในหลอดชนิด conical tube 
แล้วปรับปริมาตรให้เท่ากับ 40 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที                         
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกส่วนของเซลล์ที่อาจปนเปื้อนในน้ าเลี้ยงเซลล์ 
แล้วท าการดูดส่วนใสถ่ายลงในหลอด ultracentrifuge tube แล้วน าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 
100,000 × g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 10 นาที เพ่ือแยกส่วนของ EVs แล้ว                    
เทสารละลายส่วนใสทิ้ง ท าการล้างตะกอน EVs โดยการเติมสารละลายเย็น PBS ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร และน าไปปั่น ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 100,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง และท าการล้างอีก 2 รอบ  
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 3.3.4 การสกัดและเตรียมตัวอย่างโปรตีนจาก EVs  

  3.3.4.1. การสกัดโปรตีนจาก EVs  

   การสกัดโปรตีนจาก EVs โดยเติมสารละลายบัพเฟอร์ตัวอย่าง (sample 
buffer) ที่ประกอบด้วยสารประกอบ sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเข้มข้น 2X ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร น าไปผสมด้วย vortex แล้วท าการดูดส่วนผสมลงในหลอดชนิด microcentrifuge 
tube บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (spin down) 
เป็นเวลา 5 นาที ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ความเข้มข้น 5, 2.50, 1.25, 0.625, 
0.3125 และ 0.15625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ด้วยเทคนิค serial dilution 
แล้วท าการเติมสารละลาย sample buffer ปริมาตรหลอดละ 5 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน                    
ท าการเตรียมแผ่นเจล Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เติมสารละลายมาตรฐานปริมาตร 10 ไมโครลิตรและสารละลาย
ตัวอย่าง 30 ไมโครลิตร ลงในแต่ละช่องเริ่ม ตั้งค่ากระแสไฟฟ้า โดยให้ความต่างศักย์คงที่  150 โวลต์ 
นานประมาณ 5 นาที จึงน าเจลไปท า fixing ในสารละลายที่ประกอบด้วยเมทานอลความเข้มข้น 40 
เปอร์เซ็นต์และกรดอะซีติกความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 นาที ย้อมเจลด้วยสี coomassie 
brilliant blue (CBB) ชนิด G โดยท าการผสมด้วยสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราส่วน 1:5 ท าการบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างสีส่วนเกิน (destaining) ด้วยน้ ากลั่น 
MilliQ ถ่ ายภาพเจลด้ วยเครื่อง Typhoon FLA-3500 laser scanner (GE Biosciences) เพ่ื อ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค Densitometry ด้วยโปรแกรมประมวลผล เทคนิคดังกล่าวจะท า
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยการเทียบภาพถ่ายเจลของตัวอย่างกับสารละลายมาตรฐาน BSA    

 
  3.3.4.2 การย่อยโปรตีนให้เป็นเปปไทด์ด้วยเทคนิค In-gel digestion 

   น าเจลบริเวณแถบของโปรตีนที่ ได้จาก SDS-PAGE มาตัดให้มีขนาด
ประมาณ 1x1 ตารางมิลลิเมตร น าชิ้นเจลตัวอย่างใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย acetonitrile (ACN) / NH4HCO3 (AMBIC) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 
โดยมีอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพ่ือท าการล้างสีย้อม CBB ออกจากตัวอย่างโปรตีน 
น าไปผสมด้วย vortex แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที ดูดสารละลายออก และท าซ้ าอีกครั้ง 
หลังจากดูดสารละลายออกจนหมด จึงเติม ACN ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพ่ือท าการดูดน้ าออกจาก
เจล (dehydration) น าไปผสมด้วย vortex แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลา
ดูด ACN ทิ้ง เมื่อเสร็จขั้นตอนนี้จะสังเกตเห็นว่าเจลมีลักษณะหดเล็กลงและมีสีขาว หลังจากนั้นท า
การเติมเอนไซม์ทริปซินความเข้มข้น 12.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยท า
การเจือจางเอนไซม์ในสารละลาย AMBIC ที่มีความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง
นาน 15 นาที เพ่ือคืนน้ ากลับเจล (rehydration) ชิ้นเจลจะดูดซับสารละลาย จากนั้นให้ท าการเติม
สารละลาย AMBIC ที่มีความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หรือให้มีปริมาตร           
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ท่วมเจล แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นน าเจลไปเขย่า (sonicate) เป็นเวลา 
10 นาที แล้วท าการถ่ายสารละลายใส่ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร และ
เติมสารละลาย ACN/Trifluoroacetic (TFA) ที่มีความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ น าไป sonicate อีกครั้งเป็นเวลา 10 นาที แล้วท าการดูดสารละลายไปรวมกับสารละลาย
ส่วนแรกในหลอด microcentrifuge tube น าไปปั่นด้วยเครื่อง Speed Vac เพ่ือลดปริมาตร                       
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยก 
microparticulate ออก หลังจากนั้นจึงปรับค่า pH ส่วนใสให้มีสภาวะเป็นกรด เพ่ือยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ทริปซิน โดยการเติมสารละลาย TFA ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร น าไปปั่นที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาท ี

 
  3.3.4.3 การท าให้เปปไทด์บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค STAGE-Tips  

   ท าการประกอบชิ้นส่วนของ STAGE-Tips ดังภาพที่ 12 โดยการใช้เข็ม
ปลายทู่ขนาดเบอร์ 18 เจาะลงบนแผ่นกระดาษ C18 (octadecyl) จนแผ่นกระดาษติดกับปลายเข็ม 
แล้วน าเข็มใส่เข้าไปใน tips ขนาด 200 ไมโครลิตร จึงดันให้ชิ้นกระดาษลงไปยังปลาย tips แล้วดันให้
ชิ้นกระดาษติดแน่นอยู่กับปลาย tips ดังภาพที่ 12A น า tips ที่มีชิ้นกระดาษ C18 ใส่ลงไปในหลอด 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่ท าการเจาะรูบนฝา ดังภาพที่ 12B และ 12C ท าการดูด
สารละลายจากข้อ 3.3.4.2 ทั้งหมดลงใน tips น าไปปั่นที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที หรือจนกว่าสารละลายจะไหลลงมายังก้นหลอด microcentrifuge หมด เปปไทด์จะเกาะติดกับ
ชิ้นกระดาษ C18 หลังจากนั้นดูดส่วนใสเก็บไว้แล้วล้าง 2 รอบ ด้วยสารละลาย isopropanol/TFA 
ความเข้นข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เพ่ือท าการล้างสารลดแรงตึงผิว (surfactant) 
ออกจากเปปไทด์ น าไปปั่นที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกว่าสารละลาย           
จะไหลลงมายังก้นหลอด microcentrifuge หมด แล้วดูดส่วนใสทิ้ง ท าการเติมสารละลาย TFA ความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เพ่ือท าการล้างเกลือที่จับกับเปปไทด์ออก น าไปปั่นที่
ความเร็ว 5,000 รอบต่อน่าที เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกว่าสารละลายจะไหลลงมายังก้นหลอด 
microcentrifuge หมด แล้วดูดส่วนใสทิ้ง  
   เตรียมหลอดส าหรับเก็บเปปไทด์ โดยท าการใส่ tips ลงในหลอด autovial 
แล้วน าไปใส่ในหลอด microcentrifuge เดิม ดังภาพที่ 12D ชะเปปไทด์ (elution) ด้วยการเติม
สารละลาย NH4OH ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ใน ACN ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน tips น าไป
ปั่นที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกว่าสารละลายจะไหลลงมายังหลอด 
autovial ทั้งหมด ท า elution อีกครั้งลงใน tips เดิม แล้วน าไปปั่นอีกครั้งจนสารละลายไหลลงมา            
จนหมด ท าการย้าย tips ออก แล้วน าไปปั่นให้แห้งในเครื่องปั่น Speed Vac เมื่อสารละลายแห้งแล้ว                              
ท าการย้ายหลอด autovial ไปใส่ลงในหลอด autovial insert แล้วท าการเติมส ารละลาย MS 
loading solvent ที่ประกอบด้วยสารละลาย ACN ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์/TFA ความเข้มข้น 0.1 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
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 3.3.5 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเครื่อง Tandem mass spectrometry (LC MS/MS) 

  ตัวอย่างโปรตีนได้วิเคราะห์โดยหน่วย Proteomic Core Facility, Faculty of 
Science, University of Technology Sydney เครือรัฐออสเตรเลีย  ด้วยเครื่อง QSTAR Elite 
Quadrupole-TOF mass spectrometry ( Applied Biosystems, Sciex)  ซึ่ ง ใ ช้  Ionization 
source เป็น Nana-spray โดยตัวอย่างจะถูกน าเข้าเครื่อง mass spectrometer ด้วยเครื่อง 
autosampler ชนิด Tempo nanoLC system (Eksigen) 

  

 3.3.6 การประมวลผลข้อมูลโปรตีโอมิกส์และการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (Proteomics 
data processing and quantification analysis) 

  การจ าแนกชนิดและวิเคราะห์เชิงปริมาณของโปรตีน ข้อมูลทั้งหมดที่ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC MS/MS จะถูกประมวลผลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ ในส่วนของ
การจ าแนกชนิดของโปรตีนนั้น ล าดับกรดอะมิโนของเปปไทด์จะถูกเปรียบเทียบด้วยห้องสมุดโปรตีน 
(Library) ที่บรรจุภายในโปรแกรมส าเร็จรูป โดยห้องสมุดโปรตีนนี้ประกอบด้วยฐานข้อมูลโปรตีนของ
มนุษย์ Name: UP000005640 (UniprotKB) จ านวน 74,449 ชนิด และฐานข้อมูลโปรตีนของเชื้อ           
N. gonorrhoeae สายพันธุ์ WHO F Name: UP000239837 (UniPrac) จ านวน 2,308 ชนิด โดย
ฐานข้อมูลทั้ งสองท าการสืบค้นวันที่  25 พฤศจิกายน พ .ศ . 2562 จากฐานข้อมูล  Uniprot 
(https://www.uniprot.org/) (158) ในส่วนของการจ าแนกโปรตีนที่สกัดได้จาก exosomes ของ 

ภาพที่ 12 ส่วนประกอบในการท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค STAGE-Tips แสดงขั้นตอนการ
บรรจุแผ่น C18 ที่ได้จากการเจาะด้วยเข็มขนาดเบอร์ 18 ลงไปยังปลาย tips (12A) แสดงการเจาะ
รูบ นฝา microcentrifuge tube ขนาด  2 มิ ลลิ ลิ ต ร  (12B) แสดงการประกอบ  tips กั บ 
microcentrifuge ส าหรับน าไปปั่นด้วย centrifuge (12C) แสดงการประกอบ tips กับ autovial 
ใน centrifuge ส าหรับการเก็บเปปไทด์ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน (12D) 

https://www.uniprot.org/
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FBS ล าดับกรดอะมิโนของเปปไทด์จะถูกเปรียบเทียบกับห้องสมุดยีนเดียวกัน การจ าแนกชนิดของ
โปรตีนจะถูกตั้งค่าการวิเคราะห์ต่างๆ ในโปรแกรมส าเร็จรูป ดังนี้ 1. ค่า Parent and Fragment 
Mass Error Tolerance ที่  10 ppm และ 0.05 ดั ลตั น  2. Modified variation ถู กตั้ ง ไว้ ด้ ว ย 
deamination, oxidation และ propionamide ด้ วยค่ าสู งสุ ด  3 ชนิ ดต่ อ  1 เปป ไทด์  และ                     
3. ค่า False discovery rate ที่น้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการจ าแนกชนิดโปรตีนทั้งหมดออก
มาแล้ว โปรตีนของมนุษย์ที่เหมือนกับโปรตีนที่สกัดได้จาก exosomes ของ FBS ที่ถูกจ าแนกเป็น
โปรตีนของมนุษย์จะถูกตัดออก เพื่อลดโปรตีนที่อาจปนเปื้อนมาจาก exosomes ในซีรัมของวัว (FBS) 
ในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์ จากนั้นโปรตีนจะถูกวิเคราะห์เชิงปริมาณเพ่ือเปรียบเทียบการ
แสดงออกของโปรตีนในช่วงเวลาที่แตกต่างกันด้วยการวิเคราะห์ฟังก์ชัน Label-free quantification 
จากโปรแกรมส าเร็จรูป โดยการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกนั้น จะท าการเปรียบเป็นคู่
ช่วงเวลา ได้แก่ 1. ชุดควบคุมกับช่วงเวลาที่ 1 ชั่วโมง (0 <-> 1) 2. ช่วงเวลาที่ 1 ชั่วโมงกับ 6 ชั่วโมง 
(1 <-> 6) 3. ช่วงเวลาที่ 6 ชั่วโมงกับ 12 ชั่วโมง (6 <-> 12) และ 4. ช่วงเวลาที่ 12 ชั่วโมงกับ            
24 ชั่วโมง (12 <-> 24) เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงจาก
ช่วงเวลาหนึ่งไปยังอีกช่วงเวลาหนึ่งจนสิ้นสุดการทดลองได้ เพ่ือที่จะใช้ในการวิเคราะห์เพ่ือหาตัวแทน
โปรตีนส าหรับการใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อที่ระยะการติดเชื้อต่างๆ โดยผลการวิเคราะห์จะได้ค่า
การแสดงออกของโปรตีนออกมาเป็นค่า Log2 ratio และค่านัยส าคัญ (significance) จากการ
วิเคราะห์ด้วยสถิติ  One-way ANOVA โดยโปรตีนจะถูกวิเคราะห์ อีกครั้งด้วยการสร้างกราฟ 
volcano plot ซึ่งเป็นการสร้างกราฟระหว่างค่า Log2 ratio และค่านัยส าคัญ (significance) 
โปรตีนที่มีค่า Log2 ratio มากกว่าหรือเท่ากับ 2 และค่า significance มากกว่า หรือเท่ากับ 20 จะ
ถูกจัดเป็นโปรตีนกลุ่มที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น (up-regulation) และโปรตีนที่มีค่า Log2 ratio น้อย
กว่า 2 และค่า Significance มากกว่าหรือเท่ากับ 20 จะถูกจัดเป็นโปรตีนกลุ่มที่มีการแสดงออกลดลง 
(down regulation) เมื่อได้ผลการวิเคราะห์เชิงปริมาณแล้วการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดจะถูก
แสดงด้วยแผนภาพ Heat map ซึ่งเป็นกราฟที่แสดงระดับการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดด้วยระดับ
ของสีตามค่า log2 ratio ท าให้สามารถเห็นภาพรวมการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมด และท าการ
ทดสอบความแตกต่างชนิดของโปรตีนที่จ าแนกได้ด้วยการทดสอบทางสถิติด้วยสถิติ Independent 
T-test และของโปรตีนจากการวิเคราะห์เชิงงปริมาณด้วยสถิติ One-Way ANOVA  

 
 3.3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยชีวสารสนเทศ (Bioinformatics analysis) 

  ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด้วยฐานข้อมูลชีวสารสนเทศ เพ่ือ
วิเคราะห์คุณสมบัติ หน้าที่และความสัมพันธ์ของโปรตีน ได้แก่ 1. การเปรียบเทียบจ านวนของโปรตีน
ที่มีการแสดงออกทั้งหมด การแสดงออกลดลง และการแสดงออกเพ่ิมข้ึนในช่วงเวลาที่แตกต่างกันเพ่ือ
ดูอัตราการแสดงออกของโปรตีนในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram                               
( http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/:Bioinformatics & Evolutionary 
Genomics) และท าการตรวจสอบโปรตีนจ าเพาะของ EVs (EVs marker) ในการวิจัยครั้งนี้ โดยการ
เปรียบเทียบกับโปรตีนจ านวน 100 ชนิดที่ถูกค้นพบมากที่สุดใน EVs จากฐานข้อมูล Vesiclepedia 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/:Bioinformatics
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database (http://www.vesiclepedia.org/) (159) ซึ่งเป็นฐานข้อมูลที่ท าการรวบรวมชนิดของ
โปรตีน เอ็มอาร์เอ็นเอ ไมโครอาร์เอ็นเอ และลิปิด ใน EVs ที่ถูกค้นพบจากการศึกษาวิจัยทั่วโลก              
2. การวิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าที่ของโปรตีน (Gene ontology) ในด้านต่างๆ 5 ด้าน ดังนี้ 
Cellular component, Biological process, Molecular function, Protein class แ ล ะ 
Pathway โ ด ย โ ป ร ตี น ข อ ง ม นุ ษ ย์ จ ะ ถู ก วิ เ ค ร า ะ ห์ ด้ ว ย ฐ า น ข้ อ มู ล  PANTHER 
(http://www.pantherdb.org/) (160) และโปรตีนของเชื้อ N. gonorrhea จะถูกวิเคราะห์ด้วย
ฟังก์ชัน gene ontology ในฐานข้อมูล Uniprot (https://www.uniprot.org/) (158) นอกจากนี้ใน
การวิเคราะห์หาโปรตีนบ่งชี้ของโปรตีนของเชื้อ เพ่ือให้ทราบหน้าที่ของโปรตีนแต่ละชนิด โปรตีนถูก
วิเคราะห์หน้าที่ด้วยการวิเคราะห์ cluster of orthologous (COGs) โดยเป็นการวิเคราะห์หาหน้าที่
ขอ งโป รตี น โดยอาศั ย  phylogenetics tree การวิ เค ราะห์ ใช้ ฐ านข้ อมู ล  WebMGA (161)                         
3. การวิ เคราะห์ด้านวิถี  (Pathway analysis) จะถูกท าการวิ เคราะห์ด้วยฐานข้อมูล DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/) (162, 163) เพ่ือวิเคราะห์วิถีที่เกี่ยวข้องเพ่ิมเติมจากการวิเคราะห์ด้วย 
gene ontology จากฐานข้อมูล PANTHER และ 4. การวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (Protein-
protein interaction: PPI) จะถูกวิเคราะห์ด้วยฐานข้อมูล STRING (https://string-db.org/) (164) 
ที่ระดับความเชื่อมั่นสูงเท่ากับ 0.7 (high confidence = 0.7) หลังจากนั้นแผนภาพปฏิสัมพันธ์
ร ะ ห ว่ า ง โ ป ร ตี น จ ะ ถู ก ท า ก า ร  visualization ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  Cytoscape v.3.7.2 
(https://cytoscape.org/) และ ClueGO v.2.5.7 (165, 166) 
 

http://www.vesiclepedia.org/
http://www.pantherdb.org/
https://www.uniprot.org/
https://david.ncifcrf.gov/
https://string-db.org/
https://cytoscape.org/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
 

บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการวิเคราะห์การติดเชื้อด้วยการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence staining 
analysis)  

 ผลตรวจสอบการเกิดฟาโกไซโทซิสของแมคโครฟาจหลังจากท าการเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ                        
N. gonorrhoeae ที่เวลา 1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง แมคโครฟาจที่ถูกติดตามด้วยการย้อมอิมมิวโน-
ฟลูออเรสเซนต์ และตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด Deconvolution (Delta Vison) จากผลการ
ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าแมคโครฟาจสามารถเกิดกระบวนการการฟาโกไซโท ซิสได้โดย                     
ไม่ต้องการกระบวนการ Opsonization ท าให้พบเชื้อ N. gonorrhoeae ภายในเซลล์แมคโครฟาจได้
ตั้งแต่ 1 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยงเซลล์ เมื่อประเมินปริมาณเชื้อ N. gonorrhoeae ทั้งภายนอก
และภายในแมคโครฟาจ เชื้อได้ถูกแยกจากการย้อมด้วยแอนติบอดีที่ติดฉากสีฟลูออเรสเซนต์ ดังแสดง
ในภาพที่ 13 ด้วยการใช้สีฟลูออเรสเซนต์ 2 ชนิด ได้แก่ สี Alexa-647 (พบติดสีแดงดังภาพที่ 13) 
และสี Alexa-488 (พบติดสีเขียวดังภาพที่ 13) โดยการติดสีแดงและสีเหลืองแสดงถึงเชื้อที่อยู่บริเวณ 
ส่วนนอกของเซลล์แมคโครฟาจ (extracellular microorganisms) และสีเขียวแสดงถึงเชื้อที่อยู่
บริเวณด้านในของเซลล์แมคโครฟาจ (intracellular microorganisms) นอกจากนั้นผู้วิจัยได้ท าการ
ย้อมสีฟลูออเรสเซนต์บริเวณของนิวเคลียสด้วยสี DAPI (พบติดสีน้ าเงินดังภาพที่ 13) และบริเวณของ
ไซโทพลาสซึมด้วยสี Alexa-568  (พบติดสีชมพูดังภาพที่ 13) เมื่อน าภาพที่ได้จากกล้องจุลทรรศน์                        
ท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Fiji image หาค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ เพ่ือหา
ปริมาณของเชื้อ N. gonorrhoeae ที่อยู่ภายนอกและภายในเซลล์แมคโครฟาจ โดยพบว่าค่าความ
เข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่ภายนอกเซลล์ ในช่วงเวลาตั้งแต่ 1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง                     
มีค่ าเท่ ากับ 24.74, 23.92, 25.64 และ 26.76 เปอร์ เซ็นต์  ตามล าดับ  ค่าความเข้มของแสง                
ฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่ภายในเซลล์ ตั้งแต่ 1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 4.11, 3.62, 
4.85 และ 5.63 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อท าการทดสอบทางสถิติพบว่าค่าความเข้มของแสงฟลูออ
เรสเซนต์ระหว่างเชื้อที่อยู่ภายนอกและภายในเซลล์ ในแต่ละช่วงเวลามีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (** p-value = 0.000) และค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่ภายนอก
เซลล์ในชั่วโมงที่ 6 และ 24 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (* p-value = 0.038)                          
โดยสามารถแสดงเป็นกราฟ Semi-logarithm (ภาพที่ 14) จากผลการทดลองข้างต้นสรุปได้ว่าเซลล์
แมคโครฟาจเกิดการฟาโกไซโทซิสเชื้อ N. gonorrhoeae เข้าไปภายในเซลล์ ปริมาณของสีฟลูออ-              
เรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องเมื่อบ่มผ่านไปเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งอาจบ่งชี้
ว่าเชื้อสามารถเพ่ิมปริมาณได้ภายในเซลล์แมคโครฟาจ แม้ว่าในการทดลองครั้งนี้จะไม่ได้ยับยั้ง
กระบวนการฟาโกไซโทซิสในช่วงระยะต้นของการบ่ม แต่พบว่าปริมาณสีฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่
ภายนอกเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในแต่ละช่วงเวลาของการทดลอง  
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ภาพที่ 13 ภาพจากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ Deconvolution microscope ของเซลล์แมคโคร-
ฟาจที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae ที่เวลา 1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ในตู้บ่มเพาะเลี้ยง
เซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยการย้อมด้วย
สีฟลูออเรสเซนต์ โดย 1) สีแดงและเหลือง แสดงถึงการติดสี Alexa-647 และ Alexa-488 ของเชื้อที่
อยู่บริเวณภายนอกเซลล์ (extracellular) 2) สีเขียวแสดงถึงการติดสี Alexa-488 ของเชื้อที่อยู่
บริเวณภายในเซลล์ (intracellular) 3) สีน้ าเงินแสดงถึงการติดสี DAPA ของนิวเคลียสของเซลล์                
แมคโครฟาจ และ 4. สีชมพู แสดงถึงการติดสี Alexa-568 ของไซโทพลาสซึมของเซลล์แมคโครฟาจ 
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4.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Protein quantification) 

 โปรตีนที่ได้จากการสกัด EVs ของเซลล์แมคโครฟาจเมื่อบ่มกับเชื้อที่เวลา 1, 6, 12 และ 24 
ชั่วโมง เทียบกับตัวควบคุมที่เป็นเซลล์แมคโครฟาจที่ไม่ได้ท าการบ่มกับเชื้อ และ FBS เมื่อน ามา
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค Densitometry โดยตรวจสอบด้วยวิธี SDS-PAGE จากเครื่อง 
Typhoon FLA-3500 laser scanner (GE Biosciences) พบว่าตัวอย่างโปรตีน  EVs ของเซลล์                
แมคโครฟาจเมื่อบ่มกับเชื้อนาน 6 และ 24 ชั่วโมง มีปริมาณโปรตีนจ านวน 3.3 และ 2.7 ไมโครกรัม 
ตามล าดับ ในขณะที่ตัวอย่างโปรตีนจาก EVs ของเซลล์แมคโครฟาจที่ท าการบ่มกับเชื้อที่เวลา 1 และ 
12 ชั่วโมง ของเซลล์แมคโครฟาจที่ไม่ได้ท าการบ่มกับเชื้อ (control) และของ FBS  ไม่สามารถหา
ปริมาณโปรตีนที่แน่นอนได้ เนื่องจากปริมาณโปรตีนมีมากกว่าช่วงของโปรตีนมาตรฐานในกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ดังแสดงในภาพที ่15  
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14 กราฟ Semi-logarithm แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์
ของเชื้อ N. gonorrhoeae บริเวณ Extra- และ Intra-cellular กับช่วงเวลาที่เปลี่ยนแปลงไปตั้งแต่ 
1, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง   
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4.3 ผลการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ด้วยเทคนิค Tandem Mass spectrometry (LC MS/MS) 
และการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล   

 โปรตีนที่ได้จากการสกัดจาก EVs ของเซลล์แมคโครฟาจที่ท าการบ่มกับเชื้อที่เวลา 1, 6, 12 
และ 24 ชั่วโมง และตัวควบคุมที่เป็นเซลล์แมคโครฟาจที่ไม่ได้ท าการบ่มกับเชื้อ และ FBS น ามา
ประเมินปริมาณโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และเทคนิค Densitometry จากนั้นน าไปท าให้บริสุทธิ์
ด้วยเทคนิค STAGE-Tips และวิเคราะห์ต่อด้วยเครื่อง QSTAR Elite Quadrupole-TOF mass 
spectrometry (Applied Biosystems, Sciex) ผลการวิเคราะห์เปปไทด์ที่ได้จากการย่อยโปรตีน
ของ EVs ด้วยเอนไซม์ทริปซิน และเครื่อง LC MS/MS เมื่อท าการจ าแนกชนิดโปรตีนด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป PEAKS X+ เทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของมนุษย์และโปรตีนของเชื้อ N. gonorrhoeae 
โดยคัดแยกโปรตีนที่คล้ายกับโปรตีนใน FBS ออก  

 
 4.3.1 ผลการวิเคราะห์โปรตีนจ าเพาะของ EVs (EVs markers)  

  โปรตีนมนุษย์ทั้ งหมดที่จ าแนกได้จากโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ น าไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนจ าเพาะของ EVs (EVs markers) จ านวน 100 ชนิด เป็นโปรตีนที่มี
จ านวนการรายงานพบใน EVs มากที่สุด 100 อันดับแรก โดยท าการดาวน์โหลดจากฐานข้อมูล 
Vesiclepedia (167) ซึ่งเป็นฐานข้อมูลด้าน EVs ที่ได้รับความนิยมสูง ผลการเปรียบเทียบดังกล่าว

ภาพที่ 15 กราฟการหาปริมาณโปรตีนด้วยการสร้างกราฟมาตรฐาน BSA ของโปรตีนที่ได้จากการสกัด
จาก EVs ของเซลล์แมคโครฟาจที่ท าการบ่มกับเชื้อเป็นเวลา 1 ชั่วโมง (NG 1 ชั่วโมง) 6 ชั่วโมง (NG  
6 ชั่วโมง) 12 ชั่วโมง (NG 12 ชั่วโมง) และ 24 ชั่วโมง (NG 24 ชั่วโมง) ของเซลล์แมคโครฟาจที่ไม่ได้
ท าการบ่มกับเชื้อ (กลุ่มคบคุม) และของ FBS (FBS) โดย วิธี SDS-PAGE จากเครื่อง Typhoon FLA-
3500 laser scanner (GE Biosciences) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

53 
 

พบว่าโปรตีนมนุษย์ที่จ าแนกได้ในการศึกษานี้เป็นโปรตีนจ าเพาะของ EVs ทั้งหมด 27 ชนิด ได้แก่ 
ACTN4, CCT4, ANXA6, ANXA1, TLN1, FASN, FLOT1, SDCBP, KRT10, CAP1, EIF4A1, TPI1, 
YWHAE, HSPA5, YWHAQ, PPIA, ACTN1, MYH9, TSG101, CCT3, SLC3A2, CLTC, ANXA11, 
FN1, BSG, YWHAZ และ PGK1 ดังภาพที่ 16 และตารางที่ 3 โดยในทั้งหมด 27 ชนิดนี้ มี 7 โปรตีน
(26%) ที่เป็นโปรตีนจ าเพาะของ EVs ที่มีการรายงานมากที่สุดใน 25 ล าดับแรก (Quartile 1) เมื่อท า
การจัดโปรตีนจ าเพาะออกเป็นกลุ่มตามบทความปริทัศน์ของ R. J. Simpson (168) ดังตารางที่ 3 
พบว่าเป็นกลุ่มของ Cell structure and motility มากที่สุด จ านวน 6 ชนิด (22.22%) รองลงมา
เป็นกลุ่มของ Trafficking and membrane fusion จ านวน 5 ชนิด (18.5%) กลุ่มของ Heat shock 
proteins and chaperones และ Signaling proteins กลุ่มละ 4 ชนิด (14.8%) และกลุ่ม อ่ืนๆ 
ตามล าดับ จากผลการเปรียบเทียบดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจทั้งที่ไม่มี
และที่มีการติดเชื้อ N. gonorrhoeae เกิดการหลั่งถุง EVs ออกมาภายนอกเซลล์ และ EVs ที่ได้
ประกอบไปด้วยโปรตีนจ าเพาะของ EVs ที่ท าหน้าที่ส าคัญในการเป็นโครงสร้างและการท าหน้าที่ใน
การสื่อสารระหว่างเซลล์ของ EVs   

 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 16 แผนภาพ Venn diagram ระหว่างโปรตีนที่ได้ในการศึกษากับโปรตีนจ าเพาะของ EVs 
จากฐานข้อมูล Vesiclepedia 

 
ตารางที่ 3 โปรตีนจ าเพาะของ EVs (EVs markers) ทั้งหมดจ านวน 27 ชนิด ที่แยกได้จาก EVs จาก
การศึกษาในครั้งนี้  

Gene 
symbol Protein name Category 
TLN1 Talin-1 Cell adhesion 
MYH9 Myosin-9 Cell structure and motility 
ACTN4 Alpha-actinin-4 Cell structure and motility 
FN1 Fibronectin Cell structure and motility 
ACTN1 Alpha-actinin-1 Cell structure and motility 

KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 10 Cell structure and motility 
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Gene 
symbol Protein name Category 
CAP1 Adenylyl cyclase-associated protein 1 Cell structure and motility 
BSG Basigin ECM remodeling 
PPIA* Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Heat shock proteins and chaperones 
CCT4 T-complex protein 1 subunit delta Heat shock proteins and chaperones 
CCT3 T-complex protein 1 subunit gamma Heat shock proteins and chaperones 
HSPA5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP Heat shock proteins and chaperones 
SLC3A2 4F2 cell-surface antigen heavy chain Membrane protein 
PGK1* Phosphoglycerate kinase 1 Metabolic enzymes 
TPI1* Triosephosphate isomerase Metabolic enzymes 
FASN Fatty acid synthase Metabolic enzymes 
TSG101 Tumor susceptibility gene 101 protein MVB biogenesis 
YWHAZ* 14-3-3 protein zeta/delta  Signaling proteins 
YWHAE* 14-3-3 protein epsilon Signaling proteins 
SDCBP* Syntenin-1 Signaling proteins 
YWHAQ 14-3-3 protein theta Signaling proteins 
CLTC* Clathrin heavy chain 1  Trafficking and membrane fusion 
ANXA6 Annexin A6 Trafficking and membrane fusion 
FLOT1 Flotillin-1 Trafficking and membrane fusion 
ANXA1 Annexin A1 Trafficking and membrane fusion 
ANXA11 Annexin A11 Trafficking and membrane fusion 
EIF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-I Transcription and protein synthesis 

Gene symbol* โปรตีนจ าเพาะของ EVs ที่มีการรายงานมากที่สุดใน 25 ล าดับแรก (Quartile 1)  

  
 4.3.2 ผลการวิเคราะห์โปรตีนของมนุษย์และเชื้อ N. gonorrhoeae 

  จ าแนกชนิดโปรตีนของมนุษย์และเชื้อ N. gonorrhoeae ในแต่ละช่วงเวลา โดย
เรียงล าดับช่วงเวลาที่จ าแนกชนิดของโปรตีนได้มากที่สุด คือ ชั่วโมงที่  1 <-> 6 จ านวน 113 ชนิด 
ล าดับถัดมา คือตัวอย่างที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 และ ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 
110 68 และ 66 ชนิด ตามล าดับ และโปรตีนของเชื้อ  N. gonorrhoeae สามารถจ าแนกตาม
ช่วงเวลาโดยเรียงล าดับช่วงเวลาที่จ าแนกชนิดของโปรตีนได้มากที่สุด คือ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และ 
ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เท่ากันที่ 124 ชนิด รองลงมา คือ ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 เท่ากับ 58 ชนิด โดย
ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ไม่พบโปรตีนที่สามารถจ าแนกชนิดได้ จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าจ านวน
ชนิดของโปรตีนของมนุษย์และของเชื้อไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แสดงผลการจ าแนกโปรตีนได้ 
ภาพที ่17 
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ภาพที่ 17 จ านวนโปรตีนของมนุษย์และของเชื้อ N. gonorrhoeae ที่มีการแสดงออกภายใน EVs ที่
ช่วงเวลาต่างๆ 

                                                                                                
4.4 ผลการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์เชิงปริมาณด้วยเทคนิค Label-free quantitative mass 
spectrometry  

 ผลของเปปไทด์เมื่อย่อยโปรตีนของ EVs ด้วยเอนไซม์ทริปซิน และตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
LC MS/MS เมื่อจ าแนกชนิดโปรตีนด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ โดยเทียบกับฐานข้อมูล
โปรตีนของมนุษย์และเชื้อ N. gonorrhoeae ทั้งนี้ได้แยกโปรตีนที่คล้ายกับโปรตีนใน FBS ออกและ
วิเคราะห์เชิงปริมาณต่อด้วยเทคนิค Label-free quantitative mass spectrometry ท าให้บ่งชี้ถึง
การแสดงออกของโปรตีนที่เพ่ิมขึ้น (up-regulation) และลดลง (down-regulation) ได้ ดังภาพที่ 
18 โดยพบว่าโปรตีนของมนุษย์ มีจ านวนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นมากที่สุดในตัวอย่างชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
จ านวน 113 ชนิด โดยมีโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้น 100 ชนิด (88.5%) และการแสดงออกที่ลดลง
เพียง 13 ชนิด (11.5%) ซึ่งจัดเป็นสัดส่วนของโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมข้ึนมากท่ีสุดและโปรตีนที่ลดการ
แสดงออกน้อยที่สุดจากตัวอย่างทดสอบทั้งสี่ช่วงเวลา ในทางกลับกันของช่วงเวลาทดสอบชั่วโมงที่ 6 
<-> 12 ที่พบโปรตีนทั้งหมดน้อยที่สุดจ านวน 66 ชนิด พบโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นเพียง 5 ชนิด 
(7.6%) ซึ่งเป็นสัดส่วนน้อยที่สุดของตัวอย่างทั้งหมด แต่กลับพบโปรตีนที่ลดการแสดงออกมากถึง 61 
ชนิด (92.4%) เป็นสัดส่วนมากที่สุดของทุกช่วงเวลาทดสอบ ส่วนในช่วงเวลาเริ่มต้น ชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 
และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 ให้ผลไปในทิศทางเดียวกัน คือ มีปริมาณโปรตีนที่แสดงออกลดลงมากกว่า
โปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้น ผลการวิเคราะห์เชิงปริมาณนี้สามารถให้รายละเอียดถึงการแสดงออกของ
โปรตีนที่มีความสัมพันธ์กันในแต่ละช่วงเวลาที่น่าสนใจในช่วงต้นของการติดเชื้อและมีกา ร
เปลี่ยนแปลงของเซลล์แมคโครฟาจที่พบการแสดงออกของโปรตีนสูงขึ้นและลดลงในช่วงเวลาต่อมา         
 

0-1h 1-6h 6-12h 12-24h
HUMAN 110 113 66 68
NG 0 124 58 124
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 หากพิจารณาผลการแสดงออกของโปรตีนจากเชื้อ N. gonorrhoeae ที่เพ่ิมขึ้นและลดลง
กลับให้ผลตรงกันข้ามกับโปรตีนจากเซลล์แมคโครฟาจ (มนุษย์) ในช่วงเริ่มต้นถึงช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 
พบโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นในช่วงแรกของการติดเชื้อที่ชั่วโมงที่ 1<-> 6 จ านวน 12 ชนิด (9.7%) 
จากทั้งหมด 124 ชนิด ซึ่งเป็นสัดส่วนน้อยที่สุดจากทุกตัวอย่าง และพบโปรตีนที่แสดงออกลดลงมาก
ถึง 112 ชนิด (90.3%) จัดเป็นสัดส่วนมากที่สุดเช่นกัน ในขณะที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 กลับพบจ านวน
โปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นมากท่ีสุดถึง 55 ชนิด (94.8%) จากจ านวนโปรตีนทั้งหมด 58 ชนิด และพบ
เพียง 3 ชนิด (5.2%) ที่แสดงออกลดลง อย่างไรก็ตามในชั่วโมงต่อมาที่ 12 <-> 24 นั้นพบว่าโปรตีน
ส่วนมากมีการแสดงออกลดลง 107 ชนิด (86.3%) และแสดงออกเพ่ิมขึ้นเพียงจ านวน 17 ชนิด 
(13.7%)  
 จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติระหว่างจ านวนชนิดของโปรตีนของมนุษย์และของเชื้อที่มีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึนและลดลงพบว่าจ านวนชนิดของโปรตีนไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 

ภาพที่ 18 จ านวนโปรตีนของมนุษย์และของเชื้อ N. gonorrhoeae ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น(up-
regulation) และลดลง (down-regulation) ภายใน EVs ที่ช่วงเวลาต่างๆ 

 
 จ าก ผ ล ก า ร วิ เค ร า ะห์ เชิ งป ริ ม าณ ด้ ว ย เท ค นิ ค  Label-free quantitative mass 
spectrometry เมื่อน าข้อมูล Log2 ratio ของการแสดงออกของโปรตีนทั้งโปรตีนที่มีการแสดงออก
ลดลงและเพ่ิมขึ้นในแต่ละเวลามาท าการสร้างกราฟ heat map จะได้กราฟออกมาดังภาพที่ 19 โดย
กราฟ heat map จะท าให้เห็นภาพรวมการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดทั้งโปรตีนที่มีการแสดงออก
เพ่ิมขึ้น (up-regulation) และลดลง (down-regulation โดยค่า Log2 ratio แทนด้วยระดับของสี 
จากค่าระดับการแสดงออกต่ าสุดสีเขียว (Log2 ratio = -4) จนถึงค่าระดับการแสดงออกสูงสุดสีแดง 

0-1h 1-6h 6-12h 12-24h
HUMAN  UP 30 100 5 22
HUMAN  DOWN 80 13 61 46
NG  UP 0 12 55 17
NG  DOWN 0 112 3 107
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(Log2 ratio = 4) โดยจะเห็นว่าระดับการแสดงของออกของโปรตีนมีความหลากหลายในแต่ละ
ช่วงเวลา ทั้งส่วนของโปรตีนที่มีการแสดงออกเหมือนกันและจ าเพาะกับแต่ละช่วงเวลา ซึ่งคณะผู้วิจัย
ไดท้ าการวิเคราะห์ถึงจ านวนและชนิดของโปรตีนดังกล่าวต่อไป 

ภาพที่ 19 แผนภาพ Heat map แสดงตัวอย่างการแสดงออกของโปรตีนของมนุษย์ที่ช่วงเวลาต่างๆ 
จ านวน 128 ชนิด โดยสีแสดงถึงระดับการแสดงออกของโปรตีน (Log2 ratio) จากค่าระดับการ
แสดงออกต่ าสุดสีเขียว (Log2 ratio = -4) จนถึงค่าระดับการแสดงออกสูงสุดสีแดง (Log2 ratio = 4) 
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4.5 การวิเคราะห์ข้อมูลโปรตีโอมิกส์ของโปรตีนมนุษย์ (Human protein)  

 ผลการวิเคราะห์เปปไทด์ที่ได้เพ่ือจ าแนกชนิดโปรตีนของมนุษย์และเชื้อ  N. gonorrhoeae 
ตามช่วงเวลาที่ก าหนด และท าการวิเคราะห์เชิงปริมาณต่อด้วยเทคนิค Label-free quantitative 
mass spectrometry สามารถวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนทั้งที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น                              
(up-regulation) และลดลง (down-regulation) ในโปรตีนของมนุษย์ ผลการวิเคราะห์น ามาสร้าง
แผนภาพ Venn diagram เพ่ือแสดงจ านวนของโปรตีนที่พบการแสดงออกในช่วงเวลาต่างๆ 

  

 4.5.1 ผลการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram  

  เมื่อท าการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนของมนุษย์ทั้งหมดด้วยการสร้าง
แผนภาพ Venn diagram (ภาพที่ 20) เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนแต่ละชนิด ในช่วง
เวลาทดสอบ โดยพบว่ามีโปรตีน 3 ชนิด ได้แก่ Fibronectin, 60S ribosomal protein L35 และ 
40S ribosomal protein S19 ที่พบการแสดงออกได้ทุกช่วงเวลาทดสอบ (A1-HM ถึง A3-HM) จาก
จ านวนโปรตีนทั้งหมดในช่วงเวลาชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 1 ที่พบมากถึง 110 ชนิด มีจ านวน 74 ชนิด 
(67.3%) ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้เท่านั้น จ านวน 23 ชนิด (21%) ที่พบได้สองช่วงเวลาร่วมกัน คือ
ร่วมกับชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 15 ชนิด ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 5 ชนิด และชั่วโมงที่ 12 <-> 
24 จ านวน 3 ชนิด พบโปรตีนที่แสดงออกร่วมกันสามช่วงเวลา 10 ชนิด (9%) โดยพบร่วมกับชั่วโมงที่ 
1 <-> 6 และชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 จ านวน 8 ชนิด (B1-HM ถึง B8-HM) พบร่วมกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 
และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 2 ชนิด (D1-HM และ D2-HM) และไม่พบโปรตีนร่วมกับชั่วโมงที่ 1 
<-> 6 และ ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24  
  ช่วงเวลาชั่วโมงที่1 <-> 6 พบโปรตีนจ านวนมากที่สุดถึง 113 ชนิด ซึ่งมีจ านวน 55 
ชนิด (48.7%) ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้เท่านั้น มีโปรตีนที่คาบเกี่ยวกับช่วงเวลาอ่ืนสองช่วงเวลา
จ านวน 45 ชนิด (40%) นอกเหนือจากที่พบร่วมกับชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 15 ชนิด ยังพบร่วมกับ
ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 18 ชนิด และร่วมกับชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 12 ชนิด ทั้งนี้ยังพบ
การแสดงออกร่วมกัน 3 ช่วงเวลา ดังผลที่แสดงไปในข้างต้น ส าหรับช่วงเวลานี้มีโปรตีนที่แสดงออก
ร่วมกับชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 2 ชนิด (C1-HM และ C2-HM)   

ช่วงเวลาชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบโปรตีนจ านวนน้อยที่สุด 66 ชนิด ซึ่งมีจ านวน 25 
ชนิด (37.9%) ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้เท่านั้น มีโปรตีนที่คาบเกี่ยวกับช่วงเวลาอ่ืนสองช่วงเวลา
จ านวน 26 ชนิด (39.4%) นอกเหนือจากที่พบร่วมกับชั่วโมงที่ 0  <-> 1 และชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
จ านวน 5 และ 18 ชนิดตามล าดับ ยังพบร่วมกับชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 3 ชนิด ทั้งนี้ยังพบการ
แสดงออกร่วมกัน 3 ช่วงเวลา จ านวน 12 ชนิด (18.2%) ดังผลที่แสดงไปในช่วงเวลาที่ 0 <-> 1                     
(B1-HM ถึง B8-HM D1-HM และ D2-HM) และ 1-6 (C1-HM และ C2-HM)   
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  ช่วงเวลาชั่วโมงที่ 12-24 พบโปรตีนจ านวนใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 
68 ชนิด ซึ่งมีจ านวนถึง 43 ชนิด (70.6%) ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้เท่านั้น มีโปรตีนที่คาบเกี่ยวกับ
ช่วงเวลาอ่ืนสองช่วงเวลาจ านวน 18 ชนิด (26.5%) และโปรตีนที่แสดงออกร่วมกันสามช่วงเวลา                    
(B1-HM ถึง B8-HM C1-HM และ C2-HM) มีจ านวนเพียง 4 ชนิด (5.9%) ตามรายละเอียดที่ได้แสดง
ข้างต้น  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  เมื่อน าโปรตีนของมนุษย์มาวิเคราะห์ เชิงปริมาณต่อด้วยเทคนิค Label-free 
quantitative mass spectrometry พบว่ากลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง (down regulation) 
ของแต่ละช่วงเวลาทดสอบมีสองรูปแบบ คือ พบเฉพาะในช่วงเวลานั้นกับพบได้ในสองช่วงเวลา
ทดสอบ ที่สัดส่วนมากกว่า 75% จะมีการแสดงออกลดลงในช่วงเวลาทดสอบอย่างจ าเพาะ ได้แก่ 
ชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 พบ 71 ชนิด (88.7%) จากโปรตีนที่แสดงออกลดลงในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 80 ชนิด 
ในชั่วโมงถัดมาที่ 1 <-> 6 พบ 10 ชนิด (76.9%) จากโปรตีนที่แสดงออกลดลงในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 
13 ชนิด ต่อมาชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบสูงถึง 55 ชนิด (90.2%) จากโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นใน
ช่วงเวลานั้นทั้งหมด 61 ชนิด และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบ 40 ชนิด (87%) จากโปรตีนที่แสดงออก
เพ่ิมขึ้นในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 46 ชนิด ในขณะที่มีโปรตีนบางชนิดที่แสดงออกลดลงมากกว่าช่วงเวลา
เดียว เช่น ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบโปรตีนร่วมกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 6 ชนิด และร่วมกับชั่วโมง
ที่ 12 <-> 24 จ านวน 3 ชนิด และ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 หรือในชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบร่วมกับชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 จ านวน 3 ชนิด (ภาพท่ี 21)  

A1-HM: Fibronectin, 
A2-HM: 6 0 S ribosomal protein 
L35  
A3-HM: 4 0 S ribosomal protein 
S19 

B1-HM: 60S ribosomal protein L18a  
B2-HM: 60S ribosomal protein L18a  
B3-HM: 60S ribosomal protein L27 
B4-HM: Histone H4        
B5-HM: 60S ribosomal protein L18a  
B6-HM: 60S ribosomal protein L7   
B7-HM: 60S ribosomal protein L4  
B8-HM: 60S ribosomal protein L18a  

C1-HM: 60S ribosomal 
protein L6 
C2-HM: Keratin, type I 
cytoskeletal 9 
 

D1-HM: Thrombospondin-1  
D2-HM: Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 5-like protein 

ภาพที่ 20 แผนภาพ Venn-diagram แสดงจ านวนของโปรตีนมนุษย์ใน EVs ทั้งหมดที่พบในช่วงเวลา
ต่างๆ และรายละเอียดของโปรตีนพบการแสดงออกร่วมกันในช่วงเวลาที่ 0 <-> 1, 1 <-> 6 และ 6 
<-> 12 ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6, 6 <-> 12 และ 12 <-> 24 ช่วงเวลาที่ 0 <-> 1, 6 <-> 12 และ 12 
<-> 24 และช่วงเวลาที่ 0 <-> 1, 1 <-> 6, 6 <-> 12 และ 12 <-> 24 
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  เช่นเดียวกันกลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น  (up regulation) ในแต่ละ
ช่วงเวลาทดสอบนั้น พบแสดงออกสองรูปแบบเช่นกัน ซึ่งมากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นโปรตีนที่
แสดงออก ณ ช่วงเวลานั้นโดยเฉพาะ ได้แก่ ชั่วโมงที่ 0  <-> 1 พบ 21 ชนิด (70%) จากโปรตีนที่
แสดงออกเพ่ิมขึ้นในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 30 ชนิด ในชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 79 ชนิด (79%) 
จากโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมข้ึนในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 100 ชนิด และชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 พบจ านวน 4 
ชนิด (80.9%) จากโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมข้ึนในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 5 ชนิด ยกเว้นในตัวอย่างชั่วโมง
ที่ 12 <-> 24 พบเพียง 9 ชนิด (40.9%) จากโปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นในช่วงเวลานั้นทั้งหมด 22 
ชนิด ทั้งนี้พบว่าโปรตีนบางชนิดยังคงแสดงออกเพ่ิมขึ้นต่อเนื่องในช่วงเวลาต่อมา โดยพบโปรตีนที่
แสดงออกเพ่ิมขึ้น 8 ชนิดที่พบทั้งในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 มีเพียงชนิดเดียวที่พบ
ทั้งในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และ ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 นอกจากนี้ยังพบอีก 13 ชนิดที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นทั้ง
ในชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 และ ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 ดังภาพที่ 22 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 21 แผนภาพ Venn-diagram เปรียบเทียบจ านวนของโปรตีนมนุษย์ที่มีการแสดงออกลดลง 
(down-regulation) ระหว่างช่วงเวลาต่างๆ 

ภาพที่ 22 แผนภาพ Venn-diagram เปรียบเทียบจ านวนของโปรตีนมนุษย์ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น 
(up-regulation) ระหว่างช่วงเวลาต่างๆ 
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 4.5.2 การวิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าที่ (Gene ontology : GO analysis)  

  ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าที่ของโปรตีนมนุษย์ทั้งหมดที่แยกได้จาก EVs 
หลังจากวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC MS/MS ท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล PANTHER (protein 
analysis through evolutionary relationships) ซึ่งเป็นฐานข้อมูลด้านชีวภาพขนาดใหญ่รวบรวม
ข้อมูลของยีน โปรตีน และหน้าที่สาคัญ ท าให้ได้ผลของ Gene ontology หรือ GO analysis โดย
จ าแนกยีนทั้งหมดที่พบในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ (protein-encode gene) ดังนี้ ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 
(HM 0_1) จ านวน 319 ยีน ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) จ านวน 434 ยีน ซึ่งเป็นช่วงที่พบยีนที่
แสดงออกมากที่สุด แต่เมื่อบ่มเซลล์ที่ติดเชื้อ N. gonorrhoeae ต่อเนื่องพบจ านวนยีนที่แสดงออก
ลดลงเกือบเท่าตัว ดังแสดงในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) จ านวน 205 ยีน และ ชั่วโมงที่ 12 <-> 
24 (HM 12_24) จ านวน 225 ยีน ทั้งนี้เมื่อเทียบสัดส่วนการแสดงออกของยีนตามคุณสมบัติ ทั้ง                          
5 ด้าน ได้แก่  องค์ประกอบของเซลล์  (Cellular component: CC) กระบวนการทางชีวภาพ 
(Biological process: BP) หน้าที่ของเซลล์ในระดับโมเลกุล (Molecular function: MF) กลุ่มของ
โปรตีน (Protein class: PC) และวิถีของเซลล์ (Pathway: PW) แม้ว่าสัดส่วนของแต่ละคุณสมบัติ                       
มีความใกล้เคียงกัน มีผลที่น่าสนใจว่ากลุ่มยีนที่พบมากที่สุดในทุกช่วงเวลาทดสอบจะเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการทางชีวภาพ (BP) ซึ่งมีจ านวนถึง 1 ใน 3 ของยีนที่พบในแต่ละช่วงเวลา ส่วนยีนที่เกี่ยวกับ
องค์ประกอบของเซลล์มีสัดส่วนที่ใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลา ยกเว้นชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ที่พบมากกว่า
ช่วงเวลาอ่ืน กลุ่มของโปรตีน (PC) พบลดลงแปรตามเวลาที่เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ยีนที่เกี่ยวข้องกับหน้าที่
ในระดับโมเลกุล (MF) และวิถี (PW) มีลักษณะการเพ่ิมขึ้นและลดลงตรงข้ามกันในแต่ละช่วงเวลา 
กล่าวคือ เมื่อเวลาด าเนิน จากชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ไปยังชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ยีนที่เกี่ยวข้องกับหน้าที่ใน
ระดับโมเลกุลมีเปอร์เซ็นต์ลดลงแต่ยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีมีเปอร์เซ็นเพ่ิมขึ้น จนสิ้นสุดการทดสอบ         
(ภาพท่ี 23) 
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ภาพที่ 23 สัดส่วนของยีนของมนุษย์ทั้งหมดที่พบในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0       
<-> 1 (HM 0_1) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) และชั่วโมงที่ 12 <-
> 24 (HM 12_24) โดยจ าแนกตามคุณสมบัติทั้ง 5 ประการ ได้แก่ CC (Cellular component),                         
BP (Biological process), MF (Molecular function), PC (Protein class) และ PW (Pathway) 

 
  เมื่อพิจารณาแยกส่วนในแต่ละคุณสมบัติทั้ง 5 ด้าน องค์ประกอบของเซลล์ (CC) มี
โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบ แบ่งตามโครงสร้างโดยรอบเซลล์และองค์ประกอบภายในเซลล์  ดังนี้ 
organelle, protein-containing complex, membrane, Membrane-enclosed lumen, 
extracellular region, synapse, cell junction และ  supramolecular complex ซึ่ งพบยีนที่
เกี่ยวข้องกับโครงสร้างเหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบ โดยพบสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1                      
<-> 6 ถึง 120 ยีน ล าดับถัดมาเป็นชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 จ านวน 82 ยีน และเมื่อติดตามตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 6 
หลังจากเซลล์ติดเชื้อแล้วพบว่า มีจ านวนยีนใกล้เคียงกัน คือ ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และ ชั่วโมงที่ 12                   
<-> 24 พบจ านวน 65 และ 67 ยีนตามล าดับ  
  เมื่อพิจารณาแต่ละองค์ประกอบพบว่าส่วนออร์แกเนลล์พบมากที่สุดในทุกช่วงเวลา
ทดสอบโดยเฉลี่ย 39 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบในช่วงเวลาทดสอบนั้น ที่ชั่วโมง
ที่ 0 <-> 1 พบถึง 35 ยีน (42.7%) จากยีนทั้งหมดที่พบ 82 ยีนในช่วงเวลาทดสอบนั้น ในขณะที่
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 มีสัดส่วนเท่ากันคือ 40 เปอร์เซ็นต์ แต่ในช่วงเวลาชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 พบเพียง 23 ยีน ซึ่งมีจ านวนยีนน้อยกว่าครึ่งของช่วงเวลาที่พบสูงสุด แต่เมื่อพิจารณาเป็น
สัดส่วนกับยีนทั้งหมดที่เกี่ยวข้อง ณ ช่วงเวลาเดียวกันพบว่าลดลงเล็กน้อย (34.3%) ยีนที่เกี่ยวข้องกับ
กลุ่มของโปรตีนที่จับกันเป็นคอมเพล็กซ์ (protein-containing complex) ถูกพบรองจากออร์แกแนล
โดยเฉลี่ย 31 เปอร์เซ็นต์ ในช่วงชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบในสัดส่วน 37.5 
เปอร์เซ็นต์  และ 38.5 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ซึ่ งใกล้ เคียงกับจ านวนของยีนที่ เกี่ยวข้องกับ                           
ออร์แกแนลล์ หากพิจารณาเฉพาะสองช่วงเวลานี้พบว่าสัดส่วนของโปรตีนสองกลุ่มนี้มียีนที่แสดงออก
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มากกว่า 3 ใน 4 ของยีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของเซลล์ ในขณะที่ชั่วโมงที่ 12 <->24 มียีนทั้ง               
ออร์แกแนลล์และ protein-containing complex ทั้งสองชุดลดลงเหลือประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์           
แต่กลับพบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบส่วนที่อยู่ในช่องว่างของเยื่อหุ้มออร์แกเนลหรือเยื่อ                      
หุ้มเซลล์ทั้ ง Membrane, Membrane-enclosed lumen และ Extracellular region มากกว่า
ช่วงเวลาอ่ืน คิดเป็น 35.8 เปอร์เซ็นต์ หรือ 1 ใน 3 ของยีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของเซลล์ มียีน
บางกลุ่มที่พบสัดส่วนเล็กน้อยในทุกช่วงเวลา ได้แก่ องค์ประกอบของโครงสร้างที่ท าหน้าที่เชื่อมต่อกัน
ระหว่างเซลล์ (Cell junction) กระบวนการไซเนป (Synapse) และ Supramolecular complex 
เช่น ไฟเบอร์ (ภาพท่ี 24)  

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

  ด้วยสัดส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับออร์แกเนลล์ได้ถูกพบมากที่สุด (ค่าเฉลี่ย 39.3%) 
ในกลุ่มยีน CC ท าให้มีการวิเคราะห์เพ่ิมเติมในส่วนของออร์แกเนลล์ ได้พบยีนที่ เกี่ยวข้องกับ 
ribosomal subunit ถูกพบมากท่ีสุดโดยเฉลี่ย (42.2%) พบสูงสุดในช่วงเวลาเดียวกัน คือ ชั่วโมงที่ 6 
<-> 12 ถึง 16 ยีน (55.2%) จาก 29 ยีนที่แสดงออกเกี่ยวกับออร์แกเนลล์ทั้งหมดที่พบในช่วงเวลานี้ 
มีสัดส่วนใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวนถึง 24 ยีน (52.2%) จากทั้งหมด 46 ยีนของ                 
ออร์แกเนลล์ เป็นที่น่าสังเกตว่ายีนที่เก่ียวข้องกับไมโทคอนเดรียพบจ านวนมากท่ีสุดในช่วงเวลาเริ่มต้น 
คือชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ถึง 6 ยีน และลดลงเหลือเพียงยีนเดียวในช่วงเวลาต่อมาที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
คล้ายกับที่พบยีนส่วนของ organelle envelop ที่พบ 4 ยีนในช่วงเริ่มต้น และลดลงเหลือเพียง 1 ยีน
ในเวลาต่อมา หลังจากนั้นไม่พบยีนที่เกี่ยวข้องนี้เลย ส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับนิวเคลียส (nuclear 
part) พบการแสดงออกอย่างสม่ า เสมอในทุกช่วงเวลา โดยมีสัดส่วนใกล้ เคียงกันประมาณ                     
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ภาพที่ 24 สัดส่วนและจ านวนของยีนของมนุษย์จ านวน 334 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านองค์ประกอบ
ของเซลล์ (CC) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 (HM 
0_1) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 (HM 
12_24)   
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18 เปอร์เซ็นต์ มีเพียงชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ซึ่งเป็นช่วงเริ่มต้นของการติดเชื้อที่เซลล์แมคโครฟาจแสดง       
ออกน้อยกว่าช่วงเวลาอ่ืน (12.5%) ซึ่งสอดคล้องกับส่วนที่เกี่ยวข้องกับโครโมโซมที่มีการแสดงออก
จ านวน 2 ยีนอย่างคงที่ในทุกช่วงเวลา และเพ่ิมเป็น 3 ยีนในช่วงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 ยังมียีนกลุ่มที่
เกี่ยวข้องกับส่วน cytoskeletal และ endoplasmic reticulum ที่มีการแสดงออกในทุกช่วงเวลา 
ส่วนยีนที่เกี่ยวกับส่วน cytoplasmic vesicle พบเพียง 2 ยีนในช่วงเวลาชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ต่อเนื่อง
ถึง 6 <-> 12    
  เมื่อพิจารณาเฉพาะส่วนโปรตีนที่จับกันเป็นคอมเพล็กซ์ (protein-containing 
complex) ซึ่ งพบรองลงมาจากยีนออร์แกเนลล์  พบส่วนที่ เกี่ยวข้องกับ ribonucleoprotein 
complex โดยเฉลี่ย 49.7 เปอร์เซ็นต์ พบสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ หรือ 18 ยีน
จากทั้งหมด 30 ยีน ในช่วงเวลานี้ และพบถึงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ตั้งแต่เริ่มต้นชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และ 
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 แต่พบว่าเมื่อชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนลดลงเกือบเท่าตัวเหลือ 32 เปอร์เซ็นต์ 
เช่นเดียวกับที่พบในส่วนออร์แกเนลล์ที่พบยีนเกี่ยวข้องกับส่วนไมโทรคอนเดรียเฉพาะในชั่วโมงแรกที่ 
0 <-> 1 เท่านั้น จ านวน 3 ยีน ยังพบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ catalytic complex, 
membrane protein complex และ Arp2/3 protein complex ที่พบได้ทุกช่วงเวลาในจ านวน                  
ไม่มาก ดังสัดส่วนค่าเฉลี่ยที่แสดงในกราฟแท่ง ภาพที่ 25  

 

ภาพที่ 25 สัดส่วนของยีนของมนุษย์ที่แสดงคุณสมบัติด้านองค์ประกอบของเซลล์ (CC) (กราฟวงกลม)  
และข้อมูลสัดส่วนที่พบมากของยีนที่เกี่ยวข้องกับส่วนประกอบของออร์แกเนลล์ (กราฟแท่งด้านขวา) 
กับข้อมูลสัดส่วนที่ส าคัญของยีนที่เกี่ยวข้องกับโปรตีนที่จับกันเป็นคอมเพล็กซ์ (protein-containing 
complex) (กราฟแท่งด้านซ้าย) โดยเฉลี่ยจากจ านวนยีนทั้ง 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1 
<-> 6 ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 
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  คุณสมบัติด้าน กระบวนการชีวภาพ (BP) มีโปรตีนเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
ชีวภาพต่างๆ หลายกระบวนการ อาทิเช่น cellular process, metabolic process, cellular 
component organization หรือ  biogenesis, localization, biological regulation, response 
to stimulus และ signaling โดยพบยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการชีวภาพต่างๆ เหล่านี้มากน้อย
แตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบ แต่มีล าดับเช่นเดียวกับการวิเคราะห์คุณสมบัติด้านองค์ประกอบของ
เซลล์ (CC) โดยพบสูงสุดชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 175 ยีน ล าดับถัดมาเป็นช่วงโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 
139 ยีน และเมื่อติดตามตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 หลังจากเซลล์ติดเชื้อแล้วพบว่ามีจ านวนยีนลดลงเกือบสอง
เท่า โดยชั่วโมงที่ 6 <-> 12 เหลือเพียงจ านวน 88 ยีน และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 96 ยีน 
ตามล าดับ  
  เมื่อพิจารณาแต่ละกระบวนการชีวภาพพบว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการใน
ระดับเซลล์  (cellular process) มากที่สุดในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 30.32 เปอร์เซ็นต์                
เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบในกระบวนการชีวภาพนั้น โดยพบจ านวนยีนมากที่สุดเมื่อชั่วโมงที่ 
1 <-> 6 จ านวนถึง 53 ยีน (30.29%) จากยีนทั้งหมด 175 ยีนที่พบในช่วงเวลานั้น ในขณะที่ชั่วโมงที่ 
0 <-> 1 พบจ านวน 43 ยีน แม้ว่าในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ถึงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จะมีจ านวนยีนน้อย
กว่าเกือบเท่าตัวของช่วงเวลาที่พบสูงสุด โดยพบยีนจ านวน 26 และ 29 ยีน ตามล าดับ แต่เมื่อ
พิจารณาเป็นสัดส่วนกับยีนทั้งหมดที่เก่ียวข้อง ณ ช่วงเวลาเดียวกันพบว่าสัดส่วนในแต่ละช่วงเวลามีค่า
แตกต่างกันน้อยมาก ในส่วนของกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism process) ได้ถูกพบ
รองลงมาจากกระบวนการในระดับเซลล์  พบเฉลี่ย 19.48 เปอร์เซ็นต์  โดยชั่วโมงที่  1 <-> 6                   
พบจ านวนยีนมากที่สุดจ านวน 35 ยีน (20.0%) ในขณะที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 24 ยีน แม้ว่า
ในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ถึงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จะมีจ านวนยีนน้อยกว่าเกือบเท่าตัวของช่วงเวลาที่พบ
สูงสุดเช่นเดียวกัน โดยพบยีนจ านวน 19 ยีนเท่ากัน แต่กลับพบสัดส่วนเมื่อเทียบกับยีนทั้งหมดที่
เกี่ยวข้อง ณ ช่วงเวลาเดียวกัน มีสัดส่วนในแต่ละช่วงเวลามีค่าแตกต่างกันน้อยมาก กระบวนการที่ถูก
พบล าดับต่อมาเป็นกระบวนการ cellular component organization หรือ biogenesis โดยมี
ค่าเฉลี่ย 14.66 เปอร์เซ็นต์ เมื่อชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวนยีนมากที่สุด 30 ยีน (17.14%) ในขณะที่
ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 19 ยีน แม้ว่าในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ถึงชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จะมีจ านวน
ยีนน้อยกว่าเกือบเท่าตัวของช่วงเวลาที่พบสูงสุด โดยพบยีนจ านวน 12 ยีนเท่ากัน แต่เมื่อพิจารณาเป็น
สัดส่วนกับยีนทั้งหมดที่เกี่ยวข้อง ณ ช่วงเวลาเดียวกันพบว่าสัดส่วนในแต่ละช่วงเวลามีค่าแตกต่างกัน
น้อยมาก เป็นที่น่าสังเกตว่ากระบวนการข้างต้นทั้งสามมีล าดับการเพ่ิมและลดของยีนตามช่วงเวลา
การทดสอบในลักษณะเดียวกัน โดยมีจ านวนยีนสูงสุดในช่วงโมงที่ 1 <-> 6 และมีจ านวนยีนน้อยกว่า
เกือบเท่าตัวในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และ 12 <-> 24 แต่เมื่อพิจารณาเป็นสัดส่วนกับยีนทั้งหมดที่
เกี่ยวข้อง ณ ช่วงเวลาเดียวกันพบว่าแตกต่างกันน้อยมาก กระบวนที่ถูกพบล าดับรองลงมา คือ 
กระบวนการ biological regulation โดยเฉลี่ย 10.24 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน
ยีนมากที่สุดจ านวน 17 ยีน (9.71%) ซึ่งใกล้เคียงกับจ านวนยีนที่พบในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ที่พบจ านวน 
14 ยีน ภายหลังชั่วโมงที่ 6 จ านวนยีนที่พบมีจ านวนลดลง โดยจ านวนยีนที่พบในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 
และชั่ ว โมงที่  12 <-> 24 ไม่แตกต่างกันมากนัก โดยพบจ านวน  11 และ 9 ยีนตามล าดับ 
กระบวนการที่พบรองถัดลงมาเป็นกระบวนการ localization และ response to stimulus โดย
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ค่าเฉลี่ยเท่ากันเท่ากับ 7.03 เปอร์เซ็นต์ แต่จ านวนยีนที่พบมากน้อยแตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา
ทดสอบ โดยกระบวนการ localization พบจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 15 ยีน และ
พบจ านวนยีนลดลงตามช่วงเวลาของการทดสอบที่ด าเนินไป โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ชั่วโมงที่ 6 <-> 
12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 9, 7 และ 4 ยีน ตามล าดับ กระบวนการ response to 
stimulus พบจ านวนยีนสูงสุดในช่วงโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 11 ยีน แต่จ านวนยีนที่พบมีจ านวน
ใกล้เคียงกับช่วงเริ่มต้นของการทดสอบ โดยที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และ 1 <-> 6 พบจ านวนยีนเท่ากับ 
10 และ 9 ตามล าดับ โดยมีเพียงเฉพาะช่วงโมงที่ 6 <-> 12 เท่านั้นที่มีจ านวนยีนลดลงกว่าครึ่งหนึ่ง 
โดยพบจ านวนยีนเท่ากับ 5 ยีน ล าดับรองลงมาเป็นกระบวนการ signaling, developmental 
process, locomotion และ multicellular organismal process โดยทั้ง 4 กระบวนการนี้มีการ
แสดงออกของยีนสม่ าเสมอทุกช่วงเวลา โดยมีจ านวนยีนที่แสดงออกไม่แตกต่างกันมากนัก นอกจากนี้
ยังมียีนบางกลุ่มที่พบจ านวนน้อยในแต่ละช่วงเวลา แต่พบว่ามีความน่าสนใจ ได้แก่ กระบวนการ 
immune system process โดยพบการแสดงออกที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมง
ที่ 12 <-> 24 จ านวน 1, 2 และ 1 ยีนตามล าดับ และกระบวนการ biological adhesion ที่พบการ
แสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 ช่วงเวลาละ 1 ยีน ดังภาพที่ 26 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 26 สัดส่วนและจ านวนของยีนของมนุษย์ จ านวน 498 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านกระบวนการ
ชีวภาพ (BP) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 (HM 
0_1) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 (HM 
12_24)   
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  ด้วยสัดส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการในระดับเซลล์  (cellular process) 
มากที่สุด (ด้วยค่าเฉลี่ย 30.32%) ในกลุ่มยีน BP ท าให้มีการวิเคราะห์เพิ่มเติมในส่วนของกระบวนการ
ในระดับเซลล์ พบยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมในระดับเซลล์มากที่สุด โดยเฉลี่ย 32.41 
เปอร์เซ็นต์ พบสูงที่สุดในช่วงเวลาเดียวกับคุณสมบัติด้านกระบวนการชีวภาพ คือ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
ถึง 34 ยีน (32.38%) จาก 105 ยีน ที่แสดงออกเกี่ยวกับกระบวนการในระดับเซลล์ทั้งหมดที่พบใน
ช่วงเวลานี้ ในขณะที่ช่วงเวลาอ่ืนยีนที่พบมีจ านวนใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 24 
ยีน (30.94%) จากทั้งหมด 80 ยีนที่แสดงออกเก่ียวกับกระบวนการในระดับเซลล์ทั้งหมดในช่วงเวลานี้ 
ชั่ ว โมงที่  6 <-> 12 พบจ านวน  18 ยีน  (42.86%) จากทั้ งหมด 42 ยีนที่ แสดงออกเกี่ ยวกับ
กระบวนการในระดับเซลล์ทั้งหมดในช่วงเวลานี้  และชั่วโมงที่  12 <-> 24 พบจ านวน 18 ยีน 
(28.57%) จากทั้งหมด 63 ยีน แสดงออกเกี่ยวกับกระบวนการในระดับเซลล์ทั้งหมดในช่วงเวลานี้            
แต่เมื่อพิจารณาสัดส่วนพบว่าชั่วโมงที่ 6 <-> 12 มีสัดส่วนสูงสุดและมีค่าแตกต่างจากช่วงเวลาอ่ืน
ค่อนข้างสูงในขณะที่ช่วงเวลาอ่ืนๆ มีสัดส่วนแตกต่างกันไม่มาก กระบวนการ cellular component 
organization ถูกพบรองลงมาโดยเฉลี่ย 21.03 เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่าช่วงแรกของการทดสอบ         
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 มีการแสดงออกสูงสุด จ านวน 25 ยีน (23.81%) และมีสัดส่วนใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 
0 <-> 1 พบจ านวน 17 ยีน (21.25%) แต่หลังเวลาการทดสอบชั่วโมงที่ 6 จ านวนยีนที่พบมีจ านวน
ลดลงและมีสัดส่วนใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวนยีน 8 ยีน (19.05%) และชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 พบจ านวน 11 ยีน (17.46%) กระบวนการ cellular response to stimulus ถูกพบ
รองลงมา โดยเฉลี่ย 10.34 เปอร์เซ็นต์ ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
มีจ านวนยีนที่แสดงออกใกล้เคียงกัน จ านวน 8, 9 และ 9 ยีน ตามล าดับ มีเพียงชั่วโมงที่ 6 <-> 12 
เท่านั้นที่มีจ านวนยีนที่แสดงออกต่ า จ านวน 4 ยีน รองลงมาเป็นกระบวนการ cell communication 
และ signal transduction โดยเฉลี่ยเท่ากัน 4.83 เปอร์เซ็นต์ น่าสังเกตว่าทั้งสองกระบวนการนี้มีการ
แสดงออกทุกช่วงเวลา มีจ านวนยีนและสัดส่วนที่พบในแต่ละช่วงเวลาเท่ากัน ได้แก่ ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 3 (3.75%), 6 (5.71%),            
2 (4.76%) และ 3 ยีน (4.76%) ตามล าดับ รองลงมาเป็นกลุ่มยีนที่พบในกระบวนการ actin 
filament-based process, movement of cell or subcellular component, cellular 
developmental process, export from cell, cell cycle และ cell cycle process โดยกลุ่มยีน
เหล่านี้พบว่ามีการแสดงออกในทุกช่วงเวลาและจ านวนยีนที่พบในแต่ละช่วงเวลามีจ านวนใกล้เคียงกัน 
นอกจากนี้ยังมีกระบวนการที่น่าสนใจ ได้แก่ กระบวนการ cell death โดยเฉลี่ย 1.72% โดยพบการ
แสดงออกของยีนเฉพาะช่วงเวลาเริ่มต้นของการทดสอบเท่านั้นในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และชั่วโมงที่ 1 
<-> 6 จ านวน 3 และ 2 ยีน แต่ไม่พบการแสดงออกหลังชั่วโมงท่ี 6 ของการทดสอบ 
  นอกจากกระบวนการในระดับเซลล์ที่มีสัดส่วนสูงที่สุดในกลุ่มยีน BP กระบวนการ        
เมตาบอลิซึมเป็นอีกกระบวนการหนึ่งที่พบรองลงโดยเฉลี่ย 19.48 เปอร์เซ็นต์ จึงได้วิเคราะห์เพ่ิมเติม
ในยีนกลุ่มนี้ พบว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมในระดับเซลล์มากท่ีสุด โดยเฉลี่ย 20.57 
เปอร์เซ็นต์ โดยพบสูงสุดเช่นเดียวกับคุณสมบัติด้านกระบวนการชีวภาพ คือ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 34 
ยีน (20.86%) จาก 163 ยีน ที่แสดงออกเกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิซึมทั้งหมดที่พบในช่วงเวลานี้ 
แต่พบว่าทุกช่วงเวลาทดสอบมีสัดส่วนใกล้เคียงกันแม้ว่าช่วงเวลาอื่นพบยีนจ านวนน้อยกว่า โดยชั่วโมง
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ที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 24 ยีน (19.20%) จากทั้งหมด 125 ยีนที่แสดงออกเกี่ยวกับกระบวนการ                 
เมตาบอลิซึมทั้งหมดในช่วงเวลานี้ ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 18 ยีน (21.18%) จากทั้งหมด 85 
ยีนที่แสดงออกเกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิซึมทั้งหมดในช่วงเวลานี้ และชั่วโมงที่ 12 <-> 24                   
พบจ านวน 18 ยีน (21.43%) จากทั้งหมด 84 ยีนที่แสดงออกเก่ียวกับกระบวนเมตาบอลิซึมท้ังหมดใน
ช่วงเวลานี้ กระบวนการที่พบรองลงมาสามล าดับพบว่ามีสัดส่วนใกล้เคียงกับยีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมตาบอลิซึมในระดับเซลล์ ได้แก่ กระบวนการ organic substance metabolic 
process, primary metabolic process และ nitrogen compound metabolic process โดยมี
สัดส่วน 20.35, 19.69 และ 19.04 เปอร์เซ็นต์ โดยพบจ านวนยีนที่มีการแสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 
<-> 6 และจ านวนยีนมีการลดลงหลังชั่วโมงที่  6 เช่นเดียวกัน แต่ในกระบวนการ nitrogen 
compound metabolic process สัดส่วนในแต่ละช่วงเวลาการทดสอบมีความแตกต่างกันมาก                  
โดยมีสัดส่วนต่ าที่สุดในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 เฉลี่ย 16.00 เปอร์เซ็นต์ สัดส่วนมีการเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา
และสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 เฉลี่ย 22.35 เปอร์เซ็นต์ และลดลงที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เฉลี่ย 
20.24 เปอร์เซ็นต์ กระบวนการรองลงมาเป็นกระบวนการ biosynthetic process โดยเฉลี่ย 10.07 
เปอร์เซ็นต์ พบการแสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (11.66%) จ านวน 19 ยีน แม้ว่าในช่วงเวลา
อ่ืน จะพบจ านวนยีนน้อยกว่าเท่าตัวของช่วงเวลาที่พบสูงสุด แต่พบว่ามีสัดส่วนในแต่ละช่วงเวลา
ใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนเท่ากับ 
8.80, 10.59 และ 8.33 เปอร์เซ็นต ์ดังภาพที่ 27 

ภาพที่ 27 สัดส่วนของยีนของมนุษย์ที่แสดงคุณสมบัติด้านกระบวนการชีวภาพ (BP) (กราฟวงกลม)  
และข้อมูลสัดส่วนที่พบมากของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการในระดับเซลล์ (cellular process) 
(กราฟแท่งด้านขวา) กับข้อมูลสัดส่วนที่ส าคัญของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึม 
(metabolic process) (กราฟแท่งด้านซ้าย) โดยเฉลี่ยจากจ านวนยีนทั้ง 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 
1 ชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 
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  คุณสมบัติด้าน หน้าที่ในระดับโมเลกุล (MF) มีโปรตีนเกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับ
โมเลกุลต่างๆ หลายหน้าที่ อาทิเช่น binding, catalytic activity, structural molecule activity, 
transporter activity, molecular function regulator, translation regulator activity แ ล ะ 
transcription regulator activity โดยพบยีนที่เกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับโมเลกุลต่างๆ เหล่านี้                     
มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบเช่นเดียวกัน แต่มีล าดับเช่นเดียวกับการวิเคราะห์คุณสมบัติ
ด้านองค์ประกอบของเซลล์และกระบวนการชีวภาพ โดยพบสูงสุดชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 ถึง 90 ยีน ล าดับ
ถัดมาเป็นช่วงโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 68 ยีน และเมื่อติดตามตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 หลังจากเซลล์ติดเชื้อ
แล้วพบว่า มีจ านวนยีนแตกต่างกันไม่มากนัก แต่พบว่าจ านวนยีนลดลงเกือบสองเท่า จากจ านวนที่พบ
สูงสุด โดยชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 เหลือเพียงจ านวน 48 ยีน และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 49 ยีน   

เมื่อพิจารณาแต่ละหน้าที่ ในระดับโมเลกุลพบว่าเกี่ยวข้องกับหน้าที่  binding                  
มากที่สุดในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 46.27 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบว่า
เกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับโมเลกุล โดยพบจ านวนยีนมากท่ีสุดที่ช่วงโมงที่ 1 <-> 6 จ านวนถึง 47 ยีน 
(52.22%) จากยีนทั้งหมด 90 ยีนที่พบในช่วงเวลานั้น ในขณะที่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 29 ยีน 
โดยเฉลี่ย 42.65 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้งสองช่วงเวลามีสัดส่วนแตกต่างกันถึง 9.58 เปอร์เซ็นต์ และ
พบว่าในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ถึงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จะมีจ านวนยีนน้อยกว่าเกือบเท่าตัวของช่วงเวลา
ที่พบสูงสุด โดยพบยีนจ านวน 23 ยีน (47.92%) และ 19 ยีน (38.78%) ตามล าดับ สัดส่วนของทั้ง
สองช่วงเวลานี้แตกต่างจากชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ค่อนข้างมากเช่นกัน หน้าที่ catalytic activity ถูกพบ
รองลงมาจากกระบวนการในระดับเซลล์โดยเฉลี่ย 21.18 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบ
จ านวนยีนมากที่สุดจ านวน 19 ยีน (27.94%) ในขณะที่ชั่วโมงที่  1 <-> 6 พบจ านวน 14 ยีน 
(15.56%) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 15 ยีน (30.61%) แม้ทั้งสองช่วงเวลาข้างต้นพบ
จ านวนยีนใกล้เคียงกันแต่พบว่ามีสัดส่วนแตกต่างกันอย่างมาก และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวนยีน
ต่ าสุด จ านวน 6 ยีน (12.50%) โดยตั้งข้อสังเกตว่าสัดส่วนของยีนที่พบมีสัดส่วนสูงในชั่วโมงแรก คือ 
ชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 และในช่วงสุดท้ายของการทดสอบ คือ ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 และมีสัดส่วนต่ าในช่วง
กลางของการทดสอบ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 หน้าที่ที่ถูกพบรองลงมาเป็นหน้าที่ 
structural molecule activity โดยมีค่าเฉลี่ย 20.39 เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับสัดส่วนของหน้าที่ 
catalytic activity โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวนยีนมากที่สุด 22 ยีน (24.44%) กลุ่มของยีนที่
เกี่ยวข้องกับหน้าที่นี้พบว่ามีจ านวนและสัดส่วนของยีนที่มีการแสดงออกตรงข้ามกับยีนของหน้าที่ 
catalytic activity โดยพบการแสดงออกสูงในช่วงกลางของการทดสอบ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 
22 ยีน (24.44%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 14 ยีน (29.17%) และมีการแสดงออกต่ าในช่วง
ต้นและช่วงท้ายของการทดสอบ โดยชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 จ านวน 9 ยีน (13.24%) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 
24 จ านวน 7 ยีน (14.29%) เป็นที่น่าสังเกตว่าในกระบวนการข้างต้นทั้งหมดอันดับที่พบยีนสูงสุดมี
สัดส่วนของยีนที่พบแตกต่างกันค่อนข้างมากกับช่วงเวลาที่พบยีนแสดงออกจ านวนน้อย หน้าที่ 
molecular function ถูกพบรองลงมาเฉลี่ย 5.10% โดยมีจ านวนและสัดส่วนของยีนที่มีการ
แสดงออกใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลา หน้าที่ล าดับรองลงมาเป็นหน้าที่ transporter activity โดย
เฉลี่ย 4.71 เปอร์เซ็นต์ ในหน้าที่นี้พบว่ากลุ่มยีนมีการแสดงออกสูงสุดในชั่วโมงแรกของการทดสอบ 
ชั่วโมงที่  0 <-> 1 จ านวน 7 ยีน (10.29%) และลดลงหลั่ งชั่วโมงที่  1 จนสิ้นสุดการทดสอบ 
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นอกจากนี้จ านวนยีนที่พบค่าใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 1 ยีน (1.11%)  ชั่วโมงที่ 6 
<-> 12 จ านวน 1 ยีน (2.08%) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 3 ยีน (6.12%) ดังภาพที่ 28 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 28 สัดส่วนและจ านวนของยีนของมนุษย์ จ านวน 255 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านหน้าที่ใน
ระดับโมเลกุล (MF) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 
(HM 0_1) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
(HM 12_24)   

 
  ด้วยสัดส่วนของยีนที่ เกี่ยวข้องกับหน้าที่  catalytic activity มีค่าสูง (ค่าเฉลี่ย 
21.18%) และคณะผู้วิจัยต้องการวิเคราะห์บทบาทของโปรตีนในการท าหน้าที่เป็นเอนไซม์  ท าให้มี
การวิเคราะห์เพ่ิมเติมในส่วนของหน้าที่ catalytic activity ได้พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการท าหน้าที่เป็น 
hydrolase activity มากที่สุด โดยเฉลี่ย 25.33 เปอร์เซ็นต์ พบสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 8 
ยีน (32.00%) จาก 25 ยีน ที่แสดงออกเกี่ยวกับหน้าที่ catalytic activity ทั้งหมดที่พบในช่วงเวลานี้ 
และมีสัดส่วนใกล้เคียงกับช่วงท้ายของการทดสอบที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 6 ยีน (27.27%) 
จากทั้งหมด 22 ยีนที่แสดงออกเกี่ยวกับหน้าที่ catalytic activity ทั้งหมดที่พบในช่วงเวลานี้ ขณะที่
พบว่าช่วงกลางของการทดสอบในชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และ 6 <-> 12 พบจ านวนยีนน้อยลงกว่าเท่าตัว
โดยพบจ านวน 3 (15.79%) และ 2 ยีน (22.22%) ตามล าดับ การท าหน้าที่เป็น catalytic activity, 
acting on a protein ถูกพบรองลงมาโดยเฉลี่ย 24.00 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการแสดงออกสูงสุดที่
ช่วงเวลาสุดท้ายของการทดสอบที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 7 ยีน (31.82%) ในขณะที่ช่วงโมง
ก่อนหน้าตั้งแต่เริ่มการทดสอบจ านวนยีนที่แสดงออกใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1          
<-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบยีนจ านวน 4, 5 และ 4 ตามล าดับ แต่พบว่าสัดส่วนของยีนในแต่
ละช่วงเวลามีความแตกต่างกัน ในช่วงแรกของการทดสอบ ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 และชั่วโมงที่ 1 <-> 6              
มีสัดส่วนใกล้เคียงกันเท่ากับ 16.00 และ 21.05 เปอร์เซ็นต์ และในช่วงท้ายของการทดสอบชั่วโมงที่ 
6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนใกล้เคียงกันเช่นเดียวกันเท่ากับ 33.33 และ 31.82 
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เปอร์เซ็นต์ รองลงมาเป็นการท าหน้าที่ เป็น transferase activity โดยเฉลี่ย 21.33 เปอร์เซ็นต์ 
จ านวนยีนที่พบมีค่าใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลาการทดสอบ โดยชั่วโมงที่ ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 4 
ยีน (16.00%) ชั่ วโมงที่  1 <-> 6 จ านวน 5 ยีน (26.32%) ชั่ วโมงที่  6 <-> 12 จ านวน 4 ยีน 
(44.44%) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 3 ยีน (13.61%) แต่เมื่อสังเกตสัดส่วนของการแสดงออก
ของยีนจะเห็นว่ามีความแตกต่างกันมาก โดยชั่วโมงที่ 6 <-> 12 มีสัดส่วนสูงสุด รองลงมาเป็นชั่วโมง
ที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 0 <-> 1 กับ ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนใกล้เคียงกัน การท าหน้าที่เป็น 
oxidoreductase activity ถูกพบรองลงมา โดยเฉลี่ย 16.00 เปอร์เซ็นต์ พบการแสดงออกสูงสุดที่
ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 6 ยีน (24.00%) รองลงมาเป็นชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 4 ยีน (21.05%) 
โดยไม่พบการแสดงออกที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และพบการแสดงออกของยีนอีกครั้งที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 
24 จ านวน 2 ยีน (9.09%) ดังภาพที่ 29 

ภาพที่ 29 สัดส่วนของยีนของมนุษย์ที่แสดงคุณสมบัติด้านหน้าที่ในระดับโมเลกุล (MF) (กราฟวงกลม)  
และข้อมูลสัดส่วนที่พบมากของยีนที่เกี่ยวข้องกับหน้าที่ catalytic activity (กราฟแท่งด้านขวา) โดย
เฉลี่ยจากจ านวนยีนทั้ง 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และ
ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 

 
  คุณสมบัติด้าน กลุ่มโปรตีน (PC) มีโปรตีนที่มีคุณสมบัติเหมือนกันถูกจัดกลุ่มเป็น
กลุ่มโปรตีนหลายกลุ่ม อาทิเช่น metabolite interconversion enzyme, translational protein, 
cytoskeletal protein, protein modifying enzyme, transporter, calcium-binding protein, 
nucleic acid binding protein, membrane traffic protein แ ล ะ  transfer/carrier protein                       
โดยพบยีนของโปรตีนที่ถูกจัดเป็นกลุ่มโปรตีนต่างๆ เหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบ
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เช่นเดียวกัน แต่มีล าดับเช่นเดียวกับการวิเคราะห์คุณสมบัติด้านองค์ประกอบของเซลล์ กระบวนการ
ชีวภาพและหน้าที่ในระดับโมเลกุล โดยพบสูงสุดชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 65 ยีน ล าดับถัดมาเป็นชั่วโมง
ที่ 0 <-> 1 จ านวน 56 ยีน และเมื่อติดตามตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 หลังจากเซลล์ติดเชื้อแล้วพบว่ามีจ านวน
ยีนเท่ากันแต่พบว่าจ านวนยีนลดลงเกือบสองเท่า โดยชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
เหลือยีนช่วงเวลาละ 28 ยีน 
  เมื่อพิจารณาแต่ละกลุ่มโปรตีน พบว่ากลุ่มโปรตีน translation มีจ านวนยีนมากที่สุด
ในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 31.64 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบในการจัดกลุ่ม
โปรตีน โดยพบจ านวนยีนมากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวนถึง 25 ยีน (38.46%) จากยีนทั้งหมด 
65 ยีนที่พบในช่วงเวลานั้น ในขณะที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 15 ยีน (53.57%) จากยีนทั้งหมด 
28 ยีนที่พบในช่วงเวลานั้น ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 10 ยีน (17.86%) จากยีนทั้งหมด 56 ยีนที่
พบในช่วงเวลานั้น และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 6 ยีน (21.43%) จากยีนทั้งหมด 28 ยีนที่พบ
ในช่วงเวลานั้น จากสัดส่วนของยีนที่มีการแสดงออก สังเกตสัดส่วนตั้งแต่เริ่มต้นการทดสอบ ชั่วโมงที่ 
0 <-> 1 มีการเพ่ิมขึ้นจนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และลดลงที่ช่วงท้ายการทดสอบที่ชั่วโมงที่  12   
<-> 24 กลุ่มโปรตีน metabolite interconversion enzyme ถูกพบรองลงมาจากกลุ่มโปรตีน 
translation โดยเฉลี่ย 12.99 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวนยีนมากที่สุดจ านวน 13 
ยีน (23.21%) ในขณะที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวนยีนลดลงเหลือ 7 ยีน (10.77%) และช่วงโมงท่ี 6 
<-> 12 ไม่พบการแสดงออกของยีน โดยการแสดงออกยีนกลับมาอีกครั้งในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
จ านวน 3 ยีน (10.71%) จากสัดส่วนการแสดงออกของยีน สังเกตได้ว่าชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมง
ที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนใกล้เคียงกันมาก รองลงมาเป็นกลุ่มโปรตีน nucleic acid binding โดยเฉลี่ย 
9.60 เปอร์เซ็นต์ โดยจ านวนและสัดส่วนของยีนที่พบมีลักษณะคล้ายกับการแสดงออกของยีนของกลุ่ม
โปรตีน translational protein โดยสัดส่วนการแสดงออกของยีนเริ่มต้นที่ชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 โดยเฉลี่ย 
5.36 เปอร์เซ็นต์ มีการเพิ่มข้ึนในช่วงโมงท่ี 1 <-> 6 พบเฉลี่ย 9.23 เปอร์เซ็นต์ และสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 6 
<-> 12 พบเฉลี่ย 17.86 เปอร์เซ็นต์ และลงลดในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เหลือเฉลี่ย 10.71 เปอร์เซ็นต์ 
กลุ่มโปรตีน cytoskeletal ถูกพบรองลงมา โดยเฉลี่ย 6.78 เปอร์เซ็นต์ พบว่าจ านวนยีนที่มีการ
แสดงออกในแต่ละช่วงการทดสอบมีค่าใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 5 ยีน (8.93%) 
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 3 ยีน (4.62%) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 2 ยีน (7.14%) และ
ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 2 ยีน (7.14%) สังเกตได้ว่ามีเพียงชั่วโมงที่ 1 <-> 6 เท่านั้นที่พบ
สัดส่วนแตกต่างจากช่วงเวลาอ่ืนค่อนข้างมากและมีสัดส่วนต่ าที่สุด กลุ่มโปรตีน transporter และ 
membrane traffic protein มีการแสดงออกยีนในทุกช่วงเวลาและมีจ านวนใกล้เคียงกันในแต่ละ
ช่วงเวลาการทดสอบในแต่ละกลุ่มโปรตีน แต่เมื่อพิจารณาสัดส่วนของยีนพบว่ามีความแตกต่างกัน 
โดยกลุ่มโปรตีน transporter มีสัดส่วนสูงในช่วงแรกและท้ายการทดสอบ โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1         
พบสัดส่วนเฉลี่ย 7.14 เปอร์เซ็นต์ และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบสัดส่วนเฉลี่ย 10.71 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะช่วงกลางการทดสอบมีสัดส่วนต่ า โดยที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบสัดส่วนเฉลี่ย 3.08 เปอร์เซ็นต์ 
ใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ที่พบสัดส่วนเฉลี่ย 3.57 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มโปรตีน membrane 
traffic protein มีสัดส่วนสูงในช่วงกลางการทดสอบ โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 มีสัดส่วนเฉลี่ย 6.15 
เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ที่มีสัดส่วนเฉลี่ย 7.14 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ช่วงต้นและ
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ท้ายของการทดสอบ ชั่วโมงท่ี 0 <-> 1 พบสัดส่วนเฉลี่ย 3.57 เปอร์เซ็นต์ โดยเท่ากับชั่วโมงท่ี 12 <-> 
24 ที่มีสัดส่วนเฉลี่ย 3.57 เปอร์เซ็นต์ เช่นกัน นอกจากนี้ยังมีกลุ่มโปรตีนอ่ืนๆ เช่น chaperone และ 
protein-binding activity modulator ที่มีสัดส่วนเฉลี่ยเท่ากันเท่ากับ 5.08 เปอร์เซ็นต์ และมีการ
แสดงออกเหมือนกัน โดยมีจ านวนยีนที่มีการแสดงออกเท่ากันในแต่ละช่วงเวลาทดสอบและไม่พบการ
แสดงออกของยีนในชั่ วโมงที่  6 <-> 12 รวมถึงกลุ่มโปรตีน intercellular signal molecule             
พบจ านวนยีนที่มีการแสดงออกและสัดส่วนใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลาการทดสอบ ดังภาพที่ 30 

ภาพที่ 30 สัดส่วนและจ านวนของยีนของมนุษย์ จ านวน 177 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านกลุ่มโปรตีน 
(PC) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ  4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 (HM 0_1) 
ชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 (HM 1_6) ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 (HM 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 (HM 12_24) 

 
  คุณสมบัติด้าน วิถี (PW) พบว่ามีโปรตีนเกี่ยวข้องกับวิถีต่างๆ ของเซลล์หลายวิถี
และมีความหลากหลายในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ โดยพบยีนสูงสุดชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 58 ยีน ล าดับ
ถัดมาเป็นชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 30 ยีน ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 จ านวน 24 ยีน และชั่วโมงที่ 6 <-> 
12 จ านวน 12 ยีน   
  เมื่อพิจารณาแต่ละวิถีที่พบ จากการเปรียบเทียบร่วมกันในแต่ละช่วงเวลาทั้ง 4 
ช่ วงเวลา พบว่ามี  3 วิถี ที่ พบ ในทุ กช่ วงเวลาทดสอบ  ได้ แก่  integrin signaling pathway, 
inflammation mediated by chemokine and cytokine และ Huntington disease โดยวิถี 
integrin signaling pathway มีจ านวนยีนมากท่ีสุดในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 12.10 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่ อ เที ยบกับจ านวนยีนทั้ งหมดที่ พบ ในคุณ สมบั ติ ด้ านวิถี  โดยพบจ านวนยีนมากที่ สุ ด                          
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ที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 6 ยีน (10.34%) จากยีนทั้งหมด 58 ยีนที่พบในช่วงเวลานั้น ในขณะที่
ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 4 ยีน (13.33%) ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 24 ยีน (12.50%) 
และชั่วโมงที่  6 <-> 12 พบจ านวน 12 ยีน (16.67%) รองลงมาเป็นวิถี  Huntington disease                      
โดยเฉลี่ย 7.26 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวนยีนมากที่สุดจ านวน 5 ยีน (8.62%) 
ในขณะที่ช่วงเวลาทดสอบอ่ืนพบการแสดงออกยีนน้อยมาก โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 1 ยีน 
(4.17%) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 1 ยีน (8.33%) และช่วงโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 2 ยีน 
(6.67%) แต่เมื่อสังเกตสัดส่วนของยีนที่แสดงออกพบว่ามีเพียงชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ที่สัดส่วนแตกต่าง
จากช่วงเวลาอ่ืนมากและมีสัดส่วนน้อยที่สุด วิถี inflammation mediated by chemokine and 
cytokine ถูกพบรองลงมามีค่าเฉลี่ย 6.45 เปอร์เซ็นต์ พบว่าจ านวนยีนที่มีการแสดงออกมีค่าใกล้เคียง
กัน โดยชั่วโมงที่ 0 <-> 1 พบจ านวน 1 ยีน (4.17%) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 3 ยีน (5.17%) 
ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 1 ยีน (8.33%) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 3 ยีน (10.00%) 
สังเกตเห็นได้ว่าสัดส่วนของยีนมีการเพิ่มข้ึน โดยเริ่มต้นตั้งแต่ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ไปจนถึงสูงสุดที่ชั่วโมง
ที่ 12 <-> 24 ตามล าดับ   
  ล าดับต่อมาเป็นวิถีที่พบร่วมกัน 3 ช่วงเวลา โดย 1. วิถี EGF receptor signaling 
pathway และ FGF signaling pathway พบการแสดงออกในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 โดย FGF signaling pathway มีสัดส่วนเฉลี่ย 4.03 เปอร์เซ็นต์ และมีการ
แสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวน 3 ยีน (10.00%) ตามด้วยวิถี EGF receptor 
signaling pathway โดยเฉลี่ย 3.23 เปอร์เซ็นต์ มีการแสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เช่นกัน 
พบจ านวน 2 ยีน (6.67%) และ 2. วิถี p53 pathway พบการแสดงออกในชั่วโมงที่ 0 <-> 1 ชั่วโมง
ที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 โดยเฉลี่ย 2.42 เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่าทั้งสามช่วงเวลามีจ านวน
ยีนที่มีการแสดงออกเท่ากันช่วงเวลาละ 1 ยีน แต่เมื่อพิจารณาสัดส่วนยีนที่พบ พบว่าในชั่วโมงที่ 0         
<-> 1 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีสัดส่วนใกล้เคียงกันเท่ากับ 4.17 และ 3.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ               
แต่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 มีสัดส่วนถึง 8.33 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้มีวิถีที่พบร่วมกันใน 2 ช่วงเวลาที่
น่าสนใจ โดย 1. ชั่วโมงที่  0 <-> 1 และชั่วโมงที่  1 <-> 6 ได้แก่วิถี ATP synthesis, De novo 
purine biosynthesis และ TCA cycle 2. ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ได้แก่ วิถี FAS 
signaling pathway, VEGF pathway และ p38 MAPK pathway 3. ชั่ ว โมงที่  6 <-> 12 และ
ชั่ ว โม งที่  12 <-> 24 ได้ แก่  Alzheimer disease-amyloid secretase pathway และ Notch 
signaling pathway และ 4. ชั่ ว โม งที่  1 <-> 6 และชั่ ว โม งที่  12 <-> 24 ได้ แก่  วิ ถี  B cell 
activation, T cell activation และ  Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha 
and Gs alpha mediated pathway  
  รวมถึงมีบางวิถีที่พบเฉพาะในแต่ละช่วงเวลาที่น่าสนใจ โดย 1. ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 
พบวิถี  pyruvate metabolism, PI3 kinase pathway, blood coagulation, Glycolysis และ 
Toll receptor signaling pathway 2. ชั่วโมงที่  1 <-> 6 พบวิถี Cadherin signaling pathway 
และ Ras pathway 3. ชั่วโมงที่  6 <-> 12 พบวิถี  angiogenesis และ 4. ชั่วโมงที่  12 <-> 24                       
พ บ วิ ถี  JAK/STAT signaling pathway, apoptosis signaling pathway แ ละ  Angiotensin II-
stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin 
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 4.5.3 ผลการวิเคราะห์วิถี (Pathway analysis)  

  จากการน าโปรตีนของมนุษย์ที่ ได้จากการทดสอบนี้ทั้ งหมดเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล DAVID เพ่ือวิเคราะห์วิถีที่เกี่ยวข้องเพ่ิมเติม โดยฐานข้อมูลดังกล่าวได้รวบรวมวิถีต่างๆ 
ภายในร่างกายจากฐานข้อมูล KEGG pathway โดยผลลัพธ์จากการวิเคราะห์จะแสดงให้เห็นจ านวน
โปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับวิถีและค่านัยยะส าคัญทางสถิติ ซึ่งสามารถวิเคราะห์วิถีที่เกี่ยวข้อง ท าให้
บ่งชี้ได้ว่าวิถีใดมีความส าคัญและมีบทบาทต่อเซลล์ในระดับใด จากผลการวิเคราะห์พบวิถีที่เกี่ยวข้อง
ตามช่วงเวลาต่างๆ ดังภาพที ่31 
  ในช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 พบว่าวิถี Ribosome มีนัยยะส าคัญทางสถิติสูงที่สุด บ่งชี้ว่า
วิถีนี้มีความส าคัญในการตอบสนองของเซลล์ต่อการติดเชื้อ โดย Ribosome pathway มีความ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการแสดงออกของยีนและการสังเคราะห์โปรตีน ล าดับถัดไปเป็น Carbon 
metabolism pathway ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตต่อการสร้าง
พลังงานของเซลล์ โดยพบกระบวนการอ่ืนที่ เกี่ยวข้อง ได้แก่ Glyoxylate and dicarboxylate 
metabolism, Citrate cycle (TCA cycle) และ Pyruvate metabolism ซึ่งบ่งชี้ว่าเซลล์ได้เพ่ิมการ
สังเคราะห์พลังงานส าหรับใช้ในการตอบสนองต่อการติดเชื้อ  ล าดับถัดไปเป็นวิถี Parkinson’s 
disease และ Huntington’s disease เมื่อพิจารณาโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในวิถีดังกล่าว พบว่า
เป็นโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ ATP ผ่านกระบวนการ oxidative phosphorylation                        
ในไมโตคอนเดรีย ดังนั้นสองวิถีนี้จึงช่วยอธิบายถึงกระบวนการสังเคราะห์พลังงานให้เห็นภาพชัดเจน
ขึ้น ล าดับสุดท้ายวิถี Biosynthetic of antibiotics ที่บ่งชี้ให้เห็นว่าเซลล์มีกระบวนการในการต่อต้าน
การติดเชื้อ โดยการตอบสนองในบทบาทของระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ  
  ในช่วงเวลาที่  1 <-> 6 พบว่าวิถี  Ribosome มีนั ยยะส าคัญทางสถิติ สู งสุ ด
เช่นเดียวกันและมีค่าสูงสุดในช่วงเวลานี้ แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการตอบสนองต่อการติดเชื้อสูงสุดใน
ช่วงเวลานี้ ล าดับถัดไปเป็นวิถี Bacterial invasion of epithelial cells ซึ่งบ่งชี้ถึงการบุกรุกของเชื้อ
เข้าสู่ภายในเซลล์ ทั้งยังพบวิถีอ่ืนที่แสดงให้เห็นถึงการติดเชื้อภายในเซลล์ เช่น วิถี Endocytosis และ 
Pathogenic Escherichia coli infection แต่อย่างไรก็ตามทั้งสองวิถีดังกล่าวไม่แสดงว่ามีนัยยะ
ส าคัญทางสถิต ิ 
  ในช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 พบวิถีของ Ribosome เพียงวิถีเดียว บ่งชี้ว่าในช่วงเวลานี้
วิถีดงักล่าวยังคงมีความส าคัญต่อการสนองต่อการติดเชื้อ 
  ช่วงเวลาสุดท้ายในชั่วโมงที่  12 <-> 24 พบว่าวิถีของ Protein processing in 
endoplasmic reticulum มีนั ยยะส าคัญทางสถิติ สู งที่ สุ ด  บ่ งชี้ ว่ ามีการขนส่ งโปรตีน ไปยั ง                              
เอนโดพลาสมิกเรตูคูลัมและเกิดกระบวนการม้วนพับของโปรตีนขึ้นภายใน ล าดับถัดไปเป็นวิถี 
Ribosome บ่งชี้ว่าการสังเคราะห์โปรตีนยังคงมีความส าคัญในช่วงเวลานี้และบ่งชี้ถึงความสัมพันธ์
ของการสังเคราะห์โปรตีนกับการขนส่งโปรตีนไปยังเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม ล าดับถัดไปเป็นวิถีของ 
Malaria โดยโปรตีนที่พบเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเกาะติดของเซลล์ ที่อาจบ่งชี้ถึงบทบาทของ
การเข้าจับกันระหว่างเซลล์ที่มีความส าคัญในช่วงเวลานี้ ล าดับถัดไปเป็นวิถีของ PI3K-Akt signaling 
pathway โด ย วิ ถี ดั งก ล่ า ว เกี่ ย ว ข้ อ งกั บ ก ระบ วน ก ารข อ ง เซ ล ล์ ห ล าย รู ป แ บ บ  ได้ แ ก่                                 
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การสังเคราะห์โปรตีน อะพอพโทซิส เมตาบอลิซึม และวัฏจักรของเซลล์ (Cell cycle) นอกจากนี้ยัง
พบวิถีอ่ืนๆ ที่พบได้ เช่น Thyroid hormone synthesis, Tight junction และ Protein digestion 
and absorption    
  จากผลการวิเคราะห์วิถีที่เกี่ยวข้องทั้งหมดพบว่าวิถี Ribosome เป็นวิถีหลักในการ
ตอบสนองต่อการติดเชื้อและมีนัยยะส าคัญในแต่ละช่วงเวลาแตกต่างกัน บ่งชี้ถึงการสังเคราะห์โปรตีน
ที่แตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลาเพ่ือท าหน้าที่ตอบสนองต่อการติดเชื้อ โดยช่วงเวลา 0 <-> 1 แสดงถึง
วิถีที่เกี่ยวข้องกับสังเคราะห์พลังงานเป็นหลัก ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 พบวิถีที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ
ภายในเซลล์ ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 พบวิถีเกี่ยวกับการขนส่งโปรตีนและ signaling pathway ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการส าคัญต่างๆของเซลล์ เป็นที่น่าสังเกตว่าในช่วงเวลา 6 <-> 12 พบเพียงวิถี 
Ribosome เท่านั้น จากวิถีในแต่ละช่วงเวลาที่พบแตกต่างกันนี้บ่งชี้ถึงการด าเนินไปของการติดเชื้อ 
ทั้งนี้ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนและความสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ผ่านทาง EVs ที่เกี่ยวข้อง
กับ pathway จะถูกอธิบายในหัวข้อต่อไป  

ภาพที่ 31 วิถีที่เกี่ยวข้องของโปรตีนมนุษย์ในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 4 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 0 <-> 1 
(HM 0_1) (A), ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (HM 1_6) (B), ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (HM 6_12) (C) และชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 (HM 12_24) (D) 

 
 4.5.4 ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (Protein-protein interaction: PPI) 

  การวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนมนุษย์ได้พิจารณาจากฐานข้อมูล STRING 
v.11.0 ซึ่งก าหนดระดับ confidence เท่ากับ 0.7 ท าการวิเคราะห์แยกแต่ละช่วงเวลาทั้ง 4 ช่วงเวลา 
และน าเสนอผลการวิเคราะห์ด้วย visualization ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Cytoscape v.3.7.2 เพ่ือ
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แสดงภาพรวมของ PPI network ร่วมกับการแสดงออกของโปรตีนทั้งชนิด up regulation และ 
down regulation พร้อมกับแสดงปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนเมื่อท าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ร่วมกับ
หน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ biological process ด้วยโปรแกรม Clue GO v.2.5.7 ท าให้ทราบ
ถึงบทบาทและหน้าที่ของโปรตีนในกระบวนการ biological process โดยการแสดงออกของโปรตีน
ใน EVs สามารถบ่งชี้ถึงความเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อที่เกิดจากการตอบสนองและการท าหน้าที่ของ
เซลล์เจ้าบ้าน (host cells) ขั้นตอนการวิเคราะห์ข้างต้นถูกแสดงในภาพที ่32   

 

  จากแผนภาพปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (PPI network) ของช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 (ภาพ
ที่ 33) biological process ที่พบแสดงให้เห็นว่าเซลล์ได้เริ่มกระบวนการติดเชื้อและมีการตอบสนอง
ต่อการติดเชื้อ สามารถแบ่งกลุ่มของ biological process ได้ทั้งหมด 4 กลุ่ม ได้แก่ 1. กลุ่ม Protein 
processing (I) เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีน จะเห็นได้ว่าเซลล์มีการสังเคราะห์โปรตีนเพ่ิมขึ้น 
โดย เป็ นการสั ง เคราะห์ โปรตีน เพ่ื อขนส่ งออกไปยั งภ ายนอกเซ ลล์ จาก SRP-dependent 
cotranslational protein targeting to membrane ที่มีการท างานเพ่ิมขึ้น โดยพบว่า Ribosomal 
small subunit biogenesis มีการท างานลดลง 2. กลุ่ม Immune response (II) แสดงให้เห็นว่า
ระบบภูมิคุ้มกันมีการตอบสนองต่อการติดเชื้อ ประกอบด้วย Response to interleukin-7 ที่มีการ
ท างานเพ่ิมขึ้น โดยการตอบสนองต่อ IL-7 เกี่ยวข้องกับต่อต้านเชื้อจุลชีพ อย่างไรก็ตามกลับพบการ
ลดการท างานของ Interleukin-6 secretion และ Disulfide oxidoreductase activity ที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการ Reactive oxygen species 3. กลุ่ม Cell-migration และ motility (III) เกี่ยวข้อง                

ภาพที่ 32 ขั้นตอนการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนมนุษย ์(Protein-protein interaction) 
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กับการเคลื่อนที่ของเซลล์ แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีเคลื่อนที่และการรวมกลุ่มของเซลล์ จากการท างาน
เพ่ิ ม ขึ้ น ข อ ง  Aminoglycan metabolic process ที่ เกี่ ย ว ข้ อ งกั บ ก ารส ล าย ส ารป ระก อบ 
aminoglycan ซึ่ ง เป็ น ส่ ว น ป ระก อ บ ข อ ง  extracellular matrix (ECM) Response to IL-7 
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการรวมกลุ่มของเซลล์แมคโครฟาจ Peptide cross-linking ที่ประกอบด้วย
โปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะ ได้แก่ Fibronectin (FN1) Keratin, type1 cytoskeletal 10 
(KRT10) และ Thrombospondin 1 (THBS1) นอกจากนี้ยังพบการท างานลดลงของ Negative 
regulation of cell-substrate adhesion ซึ่งเป็นการลดการท างานของโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการ
เกาะติดของเซลล์ และ 4. กลุ่ม Energy production (IV) ที่แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีความต้องการใช้
พลังงาน โดยพบการท างานลดลงของ Gluconeogenesis ซึ่งเป็นกระบวนการที่ต้องใช้พลังงานใน
การสร้างน้ าตาลกลูโคส  
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  จากแผนภาพปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (PPI network) ของช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 (ภาพ
ที่ 34) biological process ที่พบแสดงให้เห็นว่าในช่วงเวลานี้เซลล์มีการท างานและตอบสนองต่อ            
การติดเชื้อสูงสุด โดยโปรตีนเกือบทั้งหมดที่พบเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น สามารถแบ่งกลุ่ม
ของ biological process ได้ทั้งหมด 6 กลุ่ม ได้แก่ 1. กลุ่ม Protein processing (I) พบว่าเซลล์                
มีการสังเคราะห์โปรตีนเพ่ิมข้ึนทั้งบริเวณไซโตพลาสซึมและเอนโดพลาสสมิกเรติคูมลัม จากการท างาน
เ พ่ิ ม ขึ้ น ข อ ง  Purine nucleoside triphosphate biosynthesis process ที่ เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ                              
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ Cytoplasmic translation initiation, SRP-dependent 
cotranslational protein targeting to membrane แ ล ะ  Ribosomal small subunit             
biogenesis และ Negative regulation of ubiquitin-dependent protein catabolic process 
เป็นการลดการท างานของโปรตีน ubiquitin ที่ท าหน้าที่ในกระบวนการสลายโปรตีน นอกจากนี้        
ยังประกอบด้วยการท างานเพ่ิมขึ้นของ Positive regulation of establishment of protein 
localization to telomere ที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งโปรตีนไปยังบริเวณ telomere ของโครโมโซม 
เพ่ือให้โครโมโซมีความเสถียรและป้องกันการถูกท าลาย 2. กลุ่ม Immune response (II) พบการ
ท างานเพ่ิมขึ้นของ Response to interleukin-12 โดย IL-12 เป็นไซโตไคน์ที่ผลิตได้จาก antigen 
presenting cells โดย เฉพ าะจาก เซลล์ แมค โครฟ าจและ dendritic cell โดยมี ฤท ธิ์ เป็ น                          

ภาพที่ 33 ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนมนุษย์ช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 จากฐานข้อมูล STRING 
v.11.0 ด้วยโปรแกรม Cytoscape v.3.7.2 และความสัมพันธ์กับขบวนการ Biological process ที่
ส าคัญ (A) บทบาทและหน้าที่ของโปรตีนในกระบวนการ Biological process เมื่อมีการติดเชื้อใน
เซลล์ (B) 
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pro-inflammatory molecule และมีบทบาทต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ
ภายในเซลล์ รวมถึงการส่งสัญญาณระหว่างภูมิคุ้มกันแบบก าเนิดกับแบบจ าเพาะอีกด้วย 3. กลุ่ม Cell 
migration และ motility (III) แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการเคลื่อนที่สูง ผ่านการท างานเพ่ิมขึ้นของ 
Arp2/3 complex mediated actin nucleation โด ย เป็ น ก า ร ต่ อ ส าย โป รตี น  actin ข อ ง
กระบวนการ actin polymerization และ Substrate-dependent cell migration ที่เกี่ยวข้องกับ
การเคลื่อนที่ ของเซลล์  4. กลุ่ม Energy production (IV) พบการท างานเพ่ิมขึ้นของ Purine 
nucleoside triphosphate biosynthesis process โดยเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ ATP ซึ่งเป็น
แหล่งพลังงานของเซลล์ 5. กลุ่ม DNA repair (V) แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการเพ่ิมการซ่อมแซมดีเอ็นเอ 
โดยพ บ ก ารท า งาน เพ่ิ ม ขึ้ น ขอ ง  Positive regulation DNA repair แล ะ  Arp2/3 complex 
mediated actin nucleation ซึ่งนอกจากจะเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์แล้วยังเกี่ยวข้องกับ
การซ่อมแซมดีเอ็นเออีกด้วย และ 6. กลุ่ม Membrane stability (VI) แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการเพ่ิม
ความเสถียรของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มออร์แกแนลต่างๆ โดยพบการท างานเพ่ิมขึ้นของ Negative 
regulation of lipase activity ในการลดการท างานของของเอนไซม์ไลเปส ดังภาพที่ 34 
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  จากแผนภาพปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (PPI network) ของช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 
(ภาพที่ 35) biological process ที่พบแสดงให้เห็นว่าในช่วงเวลานี้เซลล์ลดการท างานทั้งหมดของ
เซลล์ โดยโปรตีนเกือบทั้งหมดที่พบเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง สามารถแบ่งกลุ่ มของ 
biological process ได้ทั้งหมด 2 กลุ่ม ได้แก่ 1. Protein processing (I) จะเห็นได้ว่าเซลล์ลดการ
สังเคราะห์โปรตีน โดยพบการท างานลดลงของ Cytoplasmic translation และ Ribosomal large 
subunit process และ 2. Peptide cross-linking (II) โดยพบว่าเซลล์ยังคงมีการท างานที่เพ่ิมขึ้น
ของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเกาะติดของเซลล์ แสดงให้เห็นว่าเซลล์อาจยังมีการเคลื่อนที่ในช่วงเวลา
นี้อยู ่ดังภาพที่ 35 
 

 

ภาพที่ 34 ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนมนุษย์ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 จากฐานข้อมูล STRING 
v.11.0 ด้วยโปรแกรม Cytoscape v.3.7.2 และความสัมพันธ์กับขบวนการ Biological process ที่
ส าคัญ (A) บทบาทและหน้าที่ของโปรตีนในกระบวนการ Biological process เมื่อมีการติดเชื้อใน
เซลล์ (B) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

82 
 

 

ภาพที่ 35 ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนมนุษย์ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 จากฐานข้อมูล STRING 
v.11.0 ด้วยโปรแกรม Cytoscape v.3.7.2 และความสัมพันธ์กับขบวนการ Biological process                      
ที่ส าคัญ (A) บทบาทและหน้าที่ของโปรตีนในกระบวนการ Biological process เมื่อมีการติดเชื้อใน
เซลล์ (B) 
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  จากแผนภาพปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน (PPI network) ของช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 
(ภาพที่ 36) biological process ที่พบแสดงให้เห็นว่าในช่วงเวลานี้ เซลล์ได้เข้าสู่กระบวนการ                         
อะพอพโทซิสผ่าน extrinsic pathway โดยการกระตุ้นจากการติดเชื้อ  สามารถแบ่งกลุ่มของ 
biological process ได้ทั้งหมด 3 กลุ่ม ได้แก่ 1. Protein processing (I) พบการท างานเพ่ิมขึ้นของ 
Protein targeting to ER แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการเพ่ิมการขนส่งโปรตีนไปยังเอนโดพลาสมิก -                 
เรติคูลัม สามารถบ่งชี้ได้ว่าภายในเอนโดพลาสมิกเรตูคูลัมมีการบรรจุโปรตีนอยู่เป็นจ านวนมาก                    
พบการงานลดลงของกระบวนการ ประกอบด้วย Protein folding in Endoplasmic reticulum                    
ที่ เกี่ยวข้องกับการม้วนพับของโปรตีนให้เป็นโครงสร้างที่ถูกต้อง  บ่งชี้ว่าโปรตีนจ านวนมากใน                    
เอน โดพลาสมิ ก เรติ คู ลั ม ไม่ เกิ ดการม้ วน พั บ  Peptide disulfide oxidoreductase activity                         
ที่ประกอบด้วยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการท าหน้าที่เป็นโปรตีน chaperone ในการม้วนพับของโปรตีน 
บ่งชี้ ว่าเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมบรรจุโปรตีนที่ ไม่มีการม้วนพับจ านวนมาก IRE-1 mediated 
unfolded protein response เป็นกระบวนการตอบสนองของโปรตีน IRE-1 เพ่ือตอบสนองต่อ
สภาวะ ER stress ผ่านการกระตุ้นการลดกระบวนการถอดรหัส การลดลงของกระบวนการนี้แสดงให้
เห็นว่าเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมอาจเกิดสภาวะ ER stress และไม่ได้รับการแก้ไข Cellular response 
to calcium ion แคลเซียมเป็นองค์ประกอบของ Calcium signaling pathway ที่ตอบสนองต่อ
ภาวะ ER stress โดยการกระตุ้นการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส จากกระบวนการทั้งหมดข้างต้น
อาจบ่งชี้ว่าการกระบนการอะพอพโทซิสที่เกิดขึ้นนอกจากเกิดผ่านกลไก extrinsic pathway แล้ว
เป็ น ไป ได้ ว่ า อ า จ เกิ ด ผ่ า น ก ล ไก  intrinsic pathway จ า ก ส ภ า ว ะ  ER stress อี ก ด้ ว ย                                 
2. Cell migration แ ล ะ  motility (II) พ บ ก า ร ท า ง า น ล ด ล ง ข อ ง  Peptide cross-linking                           
ที่ประกอบด้วยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเกาะติด แสดงให้เห็นว่าเซลล์ในช่วงเวลานี้ไม่มีการเคลื่อนที่
แล้ว 3. Cell death (III) พบการท างานเพ่ิมขึ้นของ Positive regulation of extrinsic apoptotic 
signaling pathway นอกจากนี้ยังพบการท างานลดลงของ Response to gamma radiation                  
ซึ่งอาจบ่งชี้ถึงภาวะที่เซลล์ไม่ตอบสนองต่อการสลายของดีเอ็นเอที่เกิดจากกระบวนการอะพอพโทซิส 
Neural nucleus development ที่อาจบ่งชี้ว่าเซลล์ไม่มีการรักษาสภาพของดีเอ็นเอและนิวเคลียสที่
เกิดการสลายจากกระบวนการอะพอพโทซิส ดังภาพที่ 36  
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ภาพที่ 36 ผลการวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนมนุษย์ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 จากฐานข้อมูล 
STRING v.11.0 ด้วยโปรแกรม Cytoscape v.3.7.2 และความสัมพันธ์กับขบวนการ Biological 
process ที่ส าคัญ (A) บทบาทและหน้าที่ของโปรตีนในกระบวนการ Biological process เมื่อมีการ
ติดเชื้อในเซลล์ (B) 
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4.6 ผลการวิเคราะห์หาตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein marker candidate analysis) ของ
โปรตีนมนุษย์ 

 จากผลการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram การวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยวิธี 
Label-free quantification mass spectrometry และ PPI network สามารถจ าแนกโปรตีนที่มี
คุณสมบัติในการเป็นตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ตามแต่ละช่วงเวลาทดสอบซึ่งแบ่งตาม
กลุ่มของ biological process จากผลการวิเคราะห์  PPI ดังตารางที่  4-7 (โปรตีนมนุษย์บ่ งชี้ 
macrophage cells status) โดยในแต่ละกลุ่มของ biological process ประกอบด้วยโปรตีนทั้ง
โปรตีนที่มีการแสดงออกเฉพาะในช่วงเวลานั้นๆ (โปรตีนที่ขีดเส้นใต้) และโปรตีนที่มีการแสดงออก
ร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ การใช้โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะในแต่ละช่วงเวลาสามารถบ่งชี้ถึง
สถานะการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ (macrophages status) ด้วยการแสดงออกของโปรตีน 
ตามค่า Log2 ratio (ตัวเลขในวงเล็บ) ในขณะที่โปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ อาจใช้
ในท านายหรือการประเมินความก้ าวหน้ าสถานะการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ 
(macrophages status progression) 
 
ตารางที่ 4 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนมนุษย์ ในช่วงเวลาทดสอบชั่วโมงที่                     
0 <-> 1 ซึ่งแบ่งตามกลุ่มของ biological process ซึ่งแสดง symbol protein ของโปรตีนแต่ละ
ชนิด และค่า Log2 ratio ในวงเล็บด้านท้าย โดยโปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบเฉพาะในช่วงเวลา
นั้นๆ และโปรตีนที่ไม่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ 

NG 0 <-> 1 
Process Biological process Protein 

Protein 
processing 

SRP-dependent cotranslational 
protein targeting to membrane 

RPL13A (3.22), RPL18A (5.78), RPL19 (3.27), 
RPL27 (0.48), RPL35 (0.32), RPL4 (2.04), RPL7 
(2.56), RPS15 (0.47), RPS18 (0.21), RPS19 
(0.25), RPS4X (3.94) 

Ribosomal small subunit 
biogenesis 

NPM1 (0.32), RPS15 (0.47), RPS19 (0.25) 

Cell migration 
and motility 

Aminoglycan catabolic process ARSB (0.30), CHI3L1 (0.29), LUM (2.06) 
Response to interleukin-7 ATIC (3.05), HSPD1 (0.24), PDIA3 (0.46) 
Negative regulation of cell-
substrate adhesion 

ACTN4 (0.32), FBLN1 (0.32), THBS1 (0.38) 

Peptide cross-linking FN1 (16.92), KRT10 (3.08), THBS1 (0.38) 

Immune 
response 

Interleukin-6 secretion C1QTNF3 (0.46), HSPD1 (0.24), LCP1 (0.36) 
Disulfide oxidoreductase 
activity 

PDIA3 (0.46), PGK1 (0.39), TXNDC12 (0.49) 

Response to interleukin-7 ATIC (3.05), HSPD1 (0.24), PDIA3 (0.46) 
Energy 

production 
Gluconeogenesis 

C1QTNF3 (0.46), MDH1 (0.49), MDH2 (0.10), 
PGK1 (0.39), TPI1 (0.23) 
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ตารางที่ 5 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนมนุษย์ ในช่วงเวลาทดสอบชั่วโมงที่                     
1 <-> 6 ซึ่งแบ่งตามกลุ่มของ biological process ซึ่งแสดง symbol protein ของโปรตีนแต่ละ
ชนิด และค่า Log2 ratio ในวงเล็บด้านท้าย โดยโปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบเฉพาะในช่วงเวลา
นั้นๆ และโปรตีนที่ไม่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ 

NG 1 <-> 6 
Process Biological process Protein 

Protein 
processing 

SRP-dependent cotranslational 
protein targeting to membrane 

RPL10 (2.05), RPL10A (2.55), RPL11 (2.67), 
RPL12 (2.77), RPL13 (2.71), RPL13A (4.26), 
RPL15 (2.81), RPL18A (2.12), RPL22 (2.35), 
RPL23A (3.14), RPL24 (3.32), RPL27 (5.10), 
RPL31 (3.09), RPL35 (3.94), RPL4 (2.24), RPL5 
(4.85), RPL6 (2.74), RPL7 (2.43), RPL7A (2.62), 
RPLP0 (2.20), RPS11 (2.40), RPS19 (2.42), 
RPS23 (2.60), RPS3 (2.83), RPS3A (2.09) 

Cytoplasmic translation 
initiation 

EIF3F (2.17), EIF4A1 (3.02), RPL13A (4.26) 

Positive regulation of 
establishment of protein 
localization to telomere 

CCT3 (2.44), CCT4 (2.05), CCT7 (2.24) 

Ribosomal small subunit 
biogenesis 

NPM1 (7.17), RPS19 (2.42), XRCC5 (3.74) 

Negative regulation of 
ubiquitin-dependent protein 
catabolic process 

RPL11 (2.67), RPL5 (4.85), SDCBP (2.08) 

Purine nucleoside 
triphosphate biosynthesis 
process  

ATP5F1B (0.29), IMPDH2 (4.78), PARP1 (4.08) 

Cell migration 
and motility 

Arp2/3 complex mediated 
actin nucleation 

ACTR2 (2.04), ARF1 (2.57), ARPC2 (2.30), 
ARPC3 (3.25) 

Substrate-dependent cell 
migration 

ATP5F1B (0.29), FN1 (0.48), SDCBP (2.08) 

Immune 
response 

Response to interleukin-12 
ARF1 (2.57), PPIA (2.55), RPLP0 (2.20) 

Energy 
production 

Purine nucleoside 
triphosphate biosynthesis 
process  

ATP5F1B (0.29), IMPDH2 (4.78), PARP1 (4.08) 
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NG 1 <-> 6 
Process Biological process Protein 

DNA repair 

Positive regulation of DNA 
repair 

ACTR2 (2.04), PARP1 (4.08), RPS3 (2.83) 

Arp2/3 complex mediated 
actin nucleation 

ACTR2 (2.04), ARF1 (2.57), ARPC2 (2.30), 
ARPC3 (3.25) 

Membrane 
stability 

Negative regulation of lipase 
activity 

ANXA1 (2.49), APOA1 (3.21), APOC3 (3.43), 
VDAC2 (0.43) 

 
ตารางที่ 6 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนมนุษย์ ในช่วงเวลาทดสอบชั่วโมงที่                      
6 <-> 12 ซึ่งแบ่งตามกลุ่มของ biological process ซึ่งแสดง symbol protein ของโปรตีนแต่ละ
ชนิด และค่า Log2 ratio ในวงเล็บด้านท้าย โดยโปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบเฉพาะในช่วงเวลา
นั้นๆ และโปรตีนที่ไม่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ 

NG 6 <-> 12 
Process Biological process Protein 

Protein 
processing 

Cytoplasmic translation  
RPL15 (0.45), RPL18A (0.48), RPL19 (0.46), 
RPL22 (0.48), RPL29 (0.37), RPL36 (0.23), RPL6 
(0.32) 

Ribosomal large subunit 
biogenesis 

RPL10 (0.43), RPL15 (0.45), RPL35 (0.44), RPL6 
(0.32), RPL7 (0.38), RPL7A (0.39), RSL1D1 (0.41) 

Cell migration 
and motility 

Peptide cross-linking 
FN1 (2.06), KRT2 (5.94), THBS1 (2.32) 
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ตารางที่ 7 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนมนุษย์ ในช่วงเวลาทดสอบชั่วโมงที่            
12 <-> 24 ซึ่งแบ่งตามกลุ่มของ biological process ซึ่งแสดง symbol protein ของโปรตีนแต่ละ
ชนิด และค่า Log2 ratio ในวงเล็บด้านท้าย โดยโปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบเฉพาะในช่วงเวลา
นั้นๆ และโปรตีนที่ไม่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่พบร่วมกับช่วงเวลาอ่ืนๆ 

NG 12 <-> 24 
Process Biological process Protein 

Protein 
processing 

Protein targeting to ER 
HSPA5 (0.22), RPL23A (2.50), RPL24 (3.59), 
RPL35 (2.41), RPL5 (2.46), RPL6 (2.59), RPLP2 
(2.63), RPS19 (2.05) 

Protein folding in Endoplasmic 
reticulum 

HSP90B1 (0.14), HSPA5 (0.22), PDIA3 (0.17) 

IRE-1 mediated unfolded 
protein response (relate 
apoptosis) 

HSPA5 (0.22), PDIA6 (0.17), TLN1 (0.48) 

Cellular response to calcium 
ion 

CPNE1 (0.40), CPNE2 (0.13), HSPA5 (0.22), 
NCSTN (0.47) 

Peptide disulfide 
oxidoreductase activity 

P4HB (0.18), PDIA3 (0.17), PDIA6 (0.17) 

Cell migration 
and motility 

Peptide cross-linking 
FN1 (0.15), KRT10 (0.28), THBS1 (0.31) 

Cell death 

Positive regulation of extrinsic 
apoptotic signaling pathway 

PDIA3 (0.17), PPP2R1A (2.76), PTPRC (0.48), 
THBS1 (0.31) 

Response to gamma radiation HSPA5 (0.22), PTPRC (0.48), XRCC5 (0.25) 
Neural nucleus development HSPA5 (0.22), YWHAE (0.25), YWHAQ (0.19) 

Non-category  Platelet degranulation 
ACTN1 (0.43), FCER1G (0.49), FN1 (0.15), 
PECAM1 (0.31), THBS1 (0.31), TLN1 (0.48), 
TUBA4A (0.10) 

 
4.7 การวิเคราะห์ข้อมูลโปรตีโอมิกส์ของ N. gonorrhoeae protein 

 4.7.1 การวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram  

  โปรตีนของเชื้อ N. gonorrhoeae ที่ได้จากการจ าแนกด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
PEAK X+ และจากการวิ เคราะห์ เชิงปริมาณต่อด้วยเทคนิค Label-free quantitative mass 
spectrometry ในวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนทั้งที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น (up-regulation) 
และลดลง (down-regulation) ถูกท าการวิ เคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram                       
เพ่ือวิเคราะห์จ านวนของโปรตีนที่มีการแสดงออกในช่วงเวลาต่างๆ ได้ผลการวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ 
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 แผนภาพ Venn diagram โปรตีนของเชื้อ N. gonorrhoeae ทั้งหมด 

  เมื่อท าการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนของ N. gonorrhoeae ที่พบใน EVs ทั้งหมด
ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram ดังภาพที่ 37A พบโปรตีนใน EVs ของทั้ง 3 ช่วงเวลา ได้แก่ 
NG 1_6, NG 6_12 และ NG 12_24 ทั้งหมด 17 ชนิด จากจ านวนโปรตีนทั้งหมดที่พบในช่วงเวลา
ชั่วโมงที่ 1 ถึงชั่วโมงที่ 6 ที่พบมากถึง 124 ชนิด มีจ านวน 67 ชนิด (54%) ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้
เท่านั้น จ านวน 57 (46%) ที่พบได้สองช่วงเวลาร่วมกัน คือ ร่วมกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 35 
ชนิด และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 39 ชนิด  
  ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 พบโปรตีนจ านวน 58 ชนิด ซึ่งมีจ านวน 16 ชนิด (27.6%)                   
ที่พบเฉพาะในช่วงเวลานี้เท่านั้น และมีโปรตีนที่พบได้สองช่วงเวลาร่วมกัน จ านวน 42 ชนิด (72.4%) 
คือ ร่วมกับชั่วโมงที่ 1 <> 6 จ านวน 35 ชนิด ดังที่กล่าวไปข้างต้น และช่วงโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 
24 ชนิด  
  ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 พบโปรตีนมากถึง 124 ชนิด เท่ากับชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ซึ่งมี
จ านวน 78 ชนิดที่พบในช่วงเวลานี้ เท่านั้น (62.9%) และมีโปรตีนที่พบได้สองช่วงเวลาร่วมกัน         
จ านวน 46 ชนิด (37.1%) คือ ร่วมกับชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 39 ชนิด และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 
จ านวน 24 ชนิด ดังที่กล่าวไปข้างต้น     
  เมื่ อน าโปรตีนของเชื้ อมาวิ เคราะห์ เชิ งปริมาณต่อด้ วยเทคนิค Label-free 
quantitative mass spectrometry พบว่ากลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง (down-regulation) 
ของแต่ละช่วงเวลาทดสอบมีสองรูปแบบ คือ พบเฉพาะในช่วงเวลานั้นกับพบได้สองช่วงเวลาทดสอบ 
ดังภาพที่ 37B พบจ านวนโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง จ านวนทั้งหมด 186 ชนิด พบโปรตีนที่พบ
เฉพาะในช่วงเวลาทดสอบอย่างจ าเพาะ จ านวนถึง 150 ชนิด (80.6%) ในชั่วโมงที่  1 <-> 6                           
พบโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลงทั้งหมด 112 ชนิด โดยเป็นโปรตีนที่มีการแสดงจ าเพาะกับช่วงเวลา 
จ านวน 76 ชนิด (67.8%) และโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมสองเวลา โดยพบเฉพาะโปรตีนที่มีการ
แสดงออกร่วมกับชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เท่านั้น จ านวน 36 ชนิด (32.2%) ในชั่วโมงที่ 6 <-> 12                      
พบโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลงทั้งหมดเพียง 3 ชนิด โดยทั้ง 3 ชนิดเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออก
จ าเพาะกับช่วงเวลา และในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลงทั้งหมดจ านวน 
109 ชนิด โดยเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะกับช่วงเวลา จ านวน 71 ชนิด (65.1%) และ
โปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมสองเวลา โดยพบเฉพาะโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกับชั่วโมงที่ 1 <-> 
6 จ านวน 36 ชนิด (34.9%) ดังที่กล่าวไปข้างต้น    
  เช่นเดียวกันกลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น (up-regulation) ดังภาพที่ 37C 
ในแต่ละช่วงเวลาทดสอบนั้น พบการแสดงออกสองรูปแบบเช่นกัน โดยพบโปรตีนที่มีการแสดงออก
เพ่ิมขึ้นทั้งหมดจ านวน 81 ชนิด โดยเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะกับช่วงเวลาเป็นจ านวนถึง 
78 ชนิด (96.3%) และพบว่ามีรูปแบบการแสดงออกเช่นเดียวกับกลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง 
กล่าวคือ ในชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นเพียง 12 ชนิด โดยเป็นโปรตีนที่มี
การแสดงจ าเพาะกับช่วงเวลา จ านวน 9 ชนิด (75%) และโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมสองเวลา                     
โดยพบเฉพาะโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกับชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เท่านั้น จ านวน 3 ชนิด (25%)                   
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ในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นทั้งหมด 55 ชนิด โดยทั้ง 55 ชนิดเป็น
โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะกับช่วงเวลา และในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบโปรตีนที่มีการแสดงออก
เพ่ิมขึ้นทั้งหมดจ านวน 17 ชนิด โดยเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะกับช่วงเวลา จ านวน 14 
ชนิด (82.4%) และโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมสองเวลา โดยพบเฉพาะโปรตีนที่มีการแสดงออก
ร่วมกับชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จ านวน 3 ชนิด (19.6%) ดังที่กล่าวไปข้างต้น  
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 4.7.2 การวิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าที่ (Gene ontology : GO analysis)  

  ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติและหน้าที่ของโปรตีนของเชื้อ N. gonorrhoeae ทั้งหมด
ที่แยกได้จาก EVs หลังจากวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC MS/MS ท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
Uniprot ซึ่งเป็นฐานข้อมูลด้านชีวภาพขนาดใหญ่รวบรวมข้อมูลของโปรตีนและหน้าที่ส าคัญ ท าให้
ได้ผลของ Gene ontology หรือ GO analysis โดยจ าแนกยีนทั้งหมดที่พบในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 
ดังนี้ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 0_1) จ านวน 309 ยีน ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่พบยีนแสดงออกมากที่สุด                   
เมื่อบ่มเซลล์ที่ติดเชื้อ  N. gonorrhoeae ต่อเนื่องพบจ านวนยีนที่แสดงออกลดลงเกือบเท่าตัว                       
ดังแสดงในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (NG 6_12) จ านวน 144 ยีน แต่ในภายหลังการบ่มเชื้อที่ชั่วโมงที่ 12 
กลับพบว่าจ านวนยีนมีการแสดงออกกลับมาเพ่ิมขึ้นอีกครั้งเกือบเท่ากับชั่วโมงที่ 1 <-> 6 โดยพบ
จ านวนยีนในช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 จ านวน 305 ยีน ทั้งนี้เมื่อเทียบสัดส่วนการแสดงออกของยีนตาม
คุณสมบัติทั้ง 5 ด้าน ได้แก่ องค์ประกอบของเซลล์ (Cellular component: CC) กระบวนการทาง

ภาพที่ 37 แผนภาพ Venn-diagram เปรียบเทียบจ านวนของโปรตีนเชื้อ N. gonorrhoeae ทั้งหมด
ระหว่างช่วงเวลาต่างๆ (A) จ านวนของโปรตีนเชื้อ N. gonorrhoeae ที่มีการแสองออกลดลง (down-
regulation) ระหว่างช่ วงเวลาต่ างๆ  (B) จ านวนของโปรตีน เชื้ อ  N. gonorrhoeae ที่ มี การ         
แสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulation) ระหว่างช่วงเวลาต่างๆ (C) 
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ชีวภาพ (Biological process: BP) หน้าที่ของเซลล์ในระดับโมเลกุล (Molecular function: MF) 
กลุ่มของเอนไซม์ (Enzyme class: EC) และ วิถีของเซลล์ (Pathway: PW) เมื่อพิจาณาสัดส่วนของ
แต่ละคุณสมบัติพบว่ามีความใกล้เคียงกัน มีผลที่น่าสนใจว่ากลุ่มยีนที่พบมากที่สุดในทุกช่วงเวลา
ทดสอบจะเกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับโมเลกุล (MF) ซึ่งมีจ านวนถึง 1 ใน 3 ของยีนที่พบในแต่ละ
ช่วงเวลา ส่วนยีนที่เกี่ยวกับองค์ประกอบของเซลล์และกลุ่มของเอนไซม์มีสัดส่วนที่ใกล้เคียงกันใน             
ทุกช่วงเวลา ในการพิจารณลักษณะการเปลี่ยนแปลงของค่าสัดส่วนตลอดช่วงการทดสอบ พบว่ายีนที่
เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบของเซลล์ หน้าที่ในระดับเซลล์และกลุ่มเอนไซม์ มีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง
และสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และภายหลังการทดสอบที่ชั่วโมงที่ 12 พบว่ายีนมีจ านวนลดลง                
ในยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการชีวภาพ พบว่ายีนลดลงที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และการแสดงออกของ
ยีนกลับมาเพ่ิมขึ้นอีกครั้งที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 โดยเป็นช่วงเวลาที่ยีนมีการแสดงออกสูงสุด ส าหรับ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีพบว่ายีนมีการลดลงตั้งแต่ภายหลังชั่วโมงที่ 6 อย่างต่อเนื่องจนสุดสิ้นการทดสอบ
ในชั่วโมงท่ี 12 <-> 24  (ภาพท่ี 38) 

 

16.50% 18.06% 17.70%

28.48% 25.00% 32.79%

36.89% 39.58%
34.75%

14.24% 14.58% 13.44%
3.88% 2.78% 1.31%

NG 1_6 NG 6_12 NG 12_24

CC BP MF EC PW

ภาพที่ 38 สัดส่วนของยีนของเชื้อทั้งหมดที่พบในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 
6 (NG 1_6) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 (NG 12_24)  โดยจ าแนกตาม
คุณ สมบั ติทั้ ง 5  ประการ ได้ แก่  CC (Cellular component), BP (Biological process), MF 
(Molecular function), EC (Enzyme class) และ PW (Pathway) 
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  เมื่อพิจารณาแยกส่วนในแต่ละคุณสมบัติทั้ง 5 ด้าน องค์ประกอบของเซลล์ (CC) มี
โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบ แบ่งตามโครงสร้างโดยรอบเซลล์ และองค์ประกอบภายในเซลล์  ดังนี้ 
cytoplasm, intrinsic component of membrane, membrane, organelle, protein-
containing complex, nucleoid และ periplasmic space ซึ่งพบยีนที่ เกี่ยวข้องกับโครงสร้าง
เหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบ โดยพบสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 ถึง 54 ยีน 
ล าดับถัดมาเป็นชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 51 ยีน และพบน้อยสุดที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 26       
ยีน  
  เมื่อพิจารณาแต่ละองค์ประกอบพบว่าส่วน cytoplasm พบมากที่สุด โดยเฉลี่ย 
32.06 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบในองค์ประกอบของเซลล์ โดยพบยีนแสดงออก
มากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบถึง 20 ยีน (39.22%) จากยีนทั้งหมดที่พบ 51 ยีนในช่วงเวลาทดสอบ
นั้น ในขณะที่หลังชั่วโมงที่ 6 จนสิ้นสุดการทดสอบพบยีนแสดงออกจ านวนเท่ากันทั้งในชั่วโมงที่ 6        
<-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 เท่ากันช่วงเวลาละ 11 ยีน โดยมีสัดส่วนเท่ากับ 42.31 และ 20.37 
เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ เมื่อพิจารณาถึงสัดส่วน แม้ว่าจะพบจ านวนยีนเท่ากัน 11 ยีนซึ่งลดลงมาเกือบ
เท่าตัวจากชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 แต่ในสัดส่วนของชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 กลับมีสัดส่วนใกล้คียงกับชั่วโมงท่ี 1 
<-> 6 องค์ประกอบ intrinsic component of membrane ถูกพบรองลงมาโดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
23.66 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนแสดงออกมากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 15 ยีน (27.78%) 
ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 10 ยีน (19.61%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 6 ยีน (23.08%) 
สัดส่วนที่พบมีการเพ่ิมขึ้นจากชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จนถึงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 องค์ประกอบที่ถูกพบ
รองลงมา คือ membrane โดยเฉลี่ยเท่ากับ 16.79 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงท่ี 12 <-> 
24 จ านวน 12 ยีน (22.22%) รองลงมาเป็นชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 6 ยีน (11.76%) และชั่วโมงที่ 
6 <-> 12 จ านวน 4 ยีน (15.38%) จากสัดส่วนที่พบจะเห็นว่าสัดส่วนมีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง
เช่นเดียวกับองค์ประกอบ intrinsic component of membrane ล าดับถัดมาเป็นองค์ประกอบ 
organelle ที่ถูกพบรองลงมาเฉลี่ย 11.45 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
จ านวน 9 ยีน (16.67%) ชั่วโมงที่ 1 <->  6 จ านวน 4 ยีน (7.84%) และชั่วโมงที่ 6 <->12 จ านวน           
2 ยีน (7.69%) เมื่อสังเกตค่าสัดส่วนพบว่าค่าสัดส่วนสัมพันธ์กับจ านวนยีนที่พบในแต่ละช่วงเวลา                      
โดยเพ่ิมขึ้นและลดลงตามจ านวนยีนที่ถูกพบ รองลงมาเป็นองค์ประกอบ protein-containing 
complex พบเฉลี่ย 7.63 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่  12 <-> 24 จ านวน 5 ยีน 
(9.26%) ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 4 ยีน (7.84%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 1 ยีน (3.85%) 
สัดส่วนที่พบมีลักษณะคล้ายกับสัดส่วนที่พบขององค์ประกอบ organelle จากองค์ประกอบทั้งสี่
องค์ประกอบข้างต้นจะเห็นว่าปริมาณยีนที่พบเป็นไปในลักษณะเดียวกัน คือ มีจ านวนลดลงจากชั่วโมง
ที่ 1 <-> 6 และพบขึ้นอีกครั้งที่ช่วงท้ายของการทดสอบในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 แต่เมื่อพิจารณา
สัดส่วนจะเห็นว่าองค์ประกอบ intrinsic component of membrane และ membrane มีสัดส่วน
ลักษณะเหมือนกัน คือมีการเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจากชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จนถึงช่วงท้ายของการทดสอบ
ในชั่ ว โม งที่  12 <-> 24 และองค์ ป ระกอบ  organelle และ protein-containing complex                  
มีสัดส่วนในลักษณะที่คล้ายกัน คือ มีการเพ่ิมขึ้นและลดลงตามจ านวนยีนที่พบในแต่ละช่วงเวลาโดยมี
การลดลงจากชั่วโมงที่1 <->6 และเพ่ิมขึ้นอีกครั้งในชั่วโมงที่ 12 <-> 24 องค์ประกอบถัดไป ได้แก่ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

93 
 

องค์ประกอบ cell division site โดยเฉลี่ย 3.05 เปอร์เซ็นต์ พบการแสดงออกในทุกช่วงเวลาและ                      
มีปริมาณยีนที่พบใกล้เคียงกัน แต่พบว่าสัดส่วนมีความแตกต่างกัน โดยชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 
6 <-> 12 พบยีนจ านวน 2 และ 1 ยีน ตามล าดับ และมีสัดส่วนใกล้เคียงกันเท่ากับ 3.92 และ 3.85 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบยีนเท่ากับ 1 ยีน แต่มีสัดส่วนลดลงเหลือ 
1.85 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสัดส่วนลดลงกว่าครึ่งหนึ่งของสัดส่วนใน 2 ช่วงเวลาก่อน ดังภาพที่ 39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  คุณสมบัติด้าน กระบวนการชีวภาพ (BP) มียีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการชีวภาพ
ต่างๆ หลายกระบวนการ ทั้ งกระบวนการ cellular process, metabolic process, cellular 
component organization or biogenesis, localization biological regulation, FtsZ-
dependent cytokinesis, response to stimulus และ removal of superoxide radicals ซึ่ ง
พบปริมาณยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการชีวภาพต่างๆ เหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลา
ทดสอบเช่นเดียวกันองค์ประกอบของเซลล์ โดยพบสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 ถึง 100 ยีน ล าดับถัด
มาเป็นชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จ านวน 88 ยีน และพบน้อยสุดที่ ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 จ านวน 36 ยีน  
  เมื่อพิจารณาแต่ละกระบวนการชีวภาพพบว่ายีนเกี่ยวข้องกับกระบวนการในระดับ
เซลล์ (cellular process) มากที่สุด โดยเฉลี่ย 40.63 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบ
ในกระบวนการชีวภาพ โดยพบจ านวนยีนมากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบถึง 42 ยีน (42.00%) 
จากจ านวนยีนทั้งหมดที่พบ 100 โปรตีนในช่วงเวลาทดสอบนั้น รองลงมาเป็นชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
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ภาพที่ 39 สัดส่วนและจ านวนของยีนของเชื้อ จ านวน 131 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านองค์ประกอบ
ของเซลล์ (CC) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 
1_6) ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <->24 (NG 12_24) 
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จ านวน 36 ยีน (40.91%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 13 ยีน (36,11%) เมื่อพิจารณาถึงสัดส่วน
พบว่าสัดส่วนในช่วงโมงท่ี 6 <-> 12 มีสัดส่วนแตกต่างจากอีกสองช่วงเวลา แต่มีค่าแตกต่างไม่มากนัก 
ทั้ งๆ ที่จ านวนยีนที่พบลดลงกว่าสามเท่าของจ านวนยีนที่พบสูงสุงของชั่วโมงที่  12 <-> 24 
กระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolic process) ถูกพบรองลงมาโดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 37.50 
เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนมากที่สุดที่ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 37 ยีน (37.00%) ชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 
พบจ านวน 33 ยีน (37.50%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวน 14 ยีน (38.89%) สัดส่วนมีความ
ใกล้เคียงกันเช่นเดียวกัน แม้ว่าในชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จะพบจ านวนยีนน้อยกว่าช่วงเวลาอ่ืนมาก         
จากสองกระบวนการข้างต้นจะเห็นว่าการเพ่ิมขึ้นและลดลงของจ านวนยีนรวมถึงสัดส่วนเหมือนกัน 
กระบวนการ localization ถูกพบรองลงมาโดยเฉลี่ย 7.14 เปอร์เซ็นต์ โดยพบการแสดงออกสูงสุดที่
ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 9 ยีน (9.00%) รองลงมาชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 4 ยีน (4.55%) ซึ่ง
ใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบยีนจ านวน 3 ยีน (8.33%) สังเกตว่าสัดส่วนในสองช่วงเวลาหลัง 
ชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 24 มีสัดส่วนใกล้เคียงกัน ในขณะที่ชั่วโมงที่ 1 <->6 มีสัดส่วนน้อยสุดแต่มีค่า
แตกต่างจากสองช่วงเวลาหลัง กระบวนการรองลงมาเป็นกระบวนการ biological regulation โดย
เฉลี่ย 5.36 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 6 ยีน ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
จ านวน 4 ยีน และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 2 ยีน สัดส่วนของยีนที่พบในช่วงเวลานี้มีค่าใกล้เคียง
กัน จากสองกระบวนการข้างต้นจะเห็นว่ามีการเพ่ิมขึ้นและลดลงของยีนในลักษณะเดียวกัน รวมถึง
สัดส่วนที่พบก็มีลักษณะเหมือนกัน คือ มีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องตั้งแต่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึงชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 รองลงมาเป็ นกระบวนการ cellular component organization or biogenesis                      
โดยเฉลี่ย 4.91 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 6 ยีน (6.82%) รองลงมา
ได้แก่ ชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 3 ยีน (3.00%) ซึ่งใกล้เคียงกับชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 2 ยีน 
(5.56%) โดยสัดส่วนที่พบจะเห็นว่ามีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องจากชั่วโมงที่  1 ถึงชั่วโมงที่  24 
กระบวนการถัดมา กระบวนการ FtsZ-dependent cytokinesis โดยเฉลี่ย 1.79 เปอร์เซ็นต์ โดยมี
การแสดงออกในทุกช่วงเวลาและมีจ านวนยีนที่พบใกล้เคียงกัน โดยชั่วโมงท่ี 1 <-> 6, ชั่วโมงท่ี 6 <-> 
12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 พบจ านวนยีน 2 (2.27%), 1 (2.78%) และ 1 (1.00%) ยีน ตามล าดับ 
นอกจากนี้ยังประกอบไปด้วยกระบวนการที่น่าสนใจ ได้แก่ กระบวนการ response to stimulus 
เฉลี่ย 1.79 เปอร์เซ็นต์ โดยพบการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จ านวน 2 ยีน (2.27%) และชั่วโมงที่ 
12 <-> 24 จ านวน 2 ยีนเท่ากัน (2.00%) และกระบวนการ removal of superoxide radicals 
เฉลี่ย 0.89 เปอร์เซ็นต์ โดยพบยีนที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 ช่วงเวลาละ 1 ยีน
เท่ากัน โดยมีสัดส่วนเท่ากับ 1.14 และ 2.78 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ดังภาพที่ 40 
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  คุณสมบัติด้าน หน้าที่ในระดับโมเลกุล (MF) มียีนเกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับ
โมเลกุลต่างๆ หลายหน้าที่  อาทิเช่น catalytic activity, binding, DNA-binding transcription 
factor activity, structural constituent of ribosome, transporter activity antioxidant และ 
transmembrane transporter activity โดยพบยีนที่ เกี่ยวข้องกับหน้าที่ ในระดับโมเลกุลต่างๆ 
เหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลาทดสอบเช่นเดียวกัน โดยพบสูงสุดชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 114 
ยีน ล าดับถัดมาเป็นช่วงโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 106 ยีน และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 เหลือเพียงจ านวน 
57 ยีน  
  เมื่อพิจารณาแต่ละหน้าที่ในระดับโมเลกุล พบว่าเกี่ยวข้องกับหน้าที่ catalytic 
activity มากที่สุดในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 46.57 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่
พบว่าเกี่ยวข้องกับหน้าที่ในระดับโมเลกุล โดยพบจ านวนยีนมากที่สุดที่ช่วงโมงที่ 1 <-> 6 จ านวนถึง 
55 ยีน (48.25%) จากยีนทั้งหมด 114 โปรตีนที่พบในช่วงเวลานั้น ในขณะที่ชั่วโมงที่ 12 <-> 24               
พบรองถัดมาจ านวน 47 ยีน (44.34%) และชั่วโมงที่  6 <-> 12 พบจ านวน 27 ยีน (47.37%)                   
เมื่อพิจารณาพบว่าจ านวนยีนที่ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จะลดลงมากกว่าครึ่งของชั่วโมงที่ 1 <-> 6                 
แต่สัดส่วนมีความแตกต่างกันน้อยมาก และพบว่าสัดส่วนมีการลดลงอย่างต่อเนื่อง ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 1 
<-> 6 จนถึงชั่วโมงที่ 12 <-> 24 หน้าที่ binding ถูกพบรองลงมาเฉลี่ย 38.63 เปอร์เซ็นต์ โดยมี
จ านวนยีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 45 ยีน (39.47%) ถัดมาเป็นชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
จ านวน 47 ยีน (39.62%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 20 ยีน (35.08%) เห็นได้ว่าลักษณะการ
เพ่ิมและลดลงของยีนมีลักษณะคล้ายกับหน้าที่ catalytic activity เมื่อพิจารณาถึงสัดส่วนพบว่ามี
ความแตกต่างกัน โดยพบว่าสัดส่วนชั่วโมงที่ 1 <-> 6 กับชั่วโมงที่ 12 <-> 24 ใกล้เคียงกันและชั่วโมง
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ภาพที่ 40 สัดส่วนและจ านวนของยีนของเชื้อ จ านวน 224 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านกระบวนการ
ชีวภาพ (BP) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 
1_6) ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 (NG 12_24) 
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ที่ 6 <-> 12 มีสัดส่วนต่ าที่สุด หน้าที่ถัดมาได้แก่ หน้าที่ structural constituent of ribosome โดย
เฉลี่ย 4.69 เปอร์เซ็นต์ โดยมีจ านวนยีนสูงสุดในช่วงท้ายการทดสอบ ชั่วโมงที่ 12 <-.> 24 พบจ านวน 
8 ยีน (7.55%) โดยในชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 พบจ านวนยีนใกล้เคียงกัน เท่ากับ            
3 ยีน (2.63%) และ 2 ยีน (3.51%) ตามล าดับ ในส่วนของสัดส่วนที่พบนั้นมีสัดส่วนสัมพันธ์กับการ
เพ่ิมขึ้นและลดลงของยีน นอกจากนี้ยังพบหน้าที่อ่ืนๆ เช่น หน้าที่ transporter activity พบเฉลี่ย 
3.25 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการแสดงออกเพียง 2 ช่วงเวลา ในช่วงท้ายการทดสอบ ชั่วโมงที่ 12 <-.> 24 
จ านวน 6 ยีน (5.66%) และช่วงต้นของการทดสอบ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 พบจ านวน 3 ยีน (2.63%) 
หน้าที่ translation factor activity, RNA binding พบเฉลี่ย 2.17 เปอร์เซ็นต์ พบจ านวนยีนเพียง
สองเวลาเช่นกัน โดยพบที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 และชั่วโมงที่ 6 <-.> 12 จ านวนยีนเท่ากัน ช่วงเวลาละ        
3 ยีน โดยมีสัดส่วนเท่ากับ 2.63 และ 5.26 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และหน้าที่ transmembrane 
transporter activity ที่พบเฉลี่ย 1.44 เปอร์เซ็นต์ โดยพบการแสดงออกช่วงเวลาเดียว คือ ชั่วโมงที่ 
6 <-> 12 จ านวน 4 ยีน (7.02%) ดังภาพที่ 41 
 

    
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
  คุณสมบัติด้าน กลุ่มเอนไซม์ (EC) มียีนที่มีคุณสมบัติเหมือนกันถูกจัดกลุ่มเป็นกลุ่ม
เอนไซม์หลายกลุ่ม อาทิเช่น transferase, oxidoreductase, lyases, ligases, hydrolase และ 
translocases โดยพบโปรตีนที่ถูกจัดเป็นกลุ่มเอนไซม์ต่างๆ เหล่านี้มากน้อยแตกต่างกันตามช่วงเวลา
ทดสอบเช่นเดียวกัน โดยพบสูงสุดชั่วโมงที่ 1 <-> 6 ถึง 44 ยีน ล าดับถัดมาเป็นช่วงโมงที่ 12 <-> 24 
จ านวน 41 ยีน และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 21 ยีน 
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ภาพที่ 41 สัดส่วนและจ านวนของยีนของเชื้อ จ านวน 277 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านหน้าที่ในระดับ
โมเลกุล (MF) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 
1_6) ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 (NG 12_24) 
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  เมื่อพิจารณาแต่ละกลุ่มเอนไซม์ พบว่ากลุ่มเอนไซม์ transferases มีจ านวนยีนมาก
ที่สุดในทุกช่วงการทดสอบโดยเฉลี่ย 33.96 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับจ านวนยีนทั้งหมดที่พบในการจัด
กลุ่มเอนไซม์ โดยพบจ านวนยีนมากที่สุดที่ช่วงโมงที่ 12 <-> 24 จ านวน 16 ยีน (39.02%) ถัดมาเป็น
ชั่วโมงที่  1 <-> 6 จ านวน 13 ยีน (29.55%) และชั่วโมงที่  6 <-> 12 จ านวน 7 ยีน (33.33%)                   
เมื่อพิจารณาจากค่าสัดส่วน พบว่าแม้ว่าชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จะมีจ านวนยีนน้อยกว่าเกือบเท่าตัวของ
อีกสองช่วงเวลา แต่พบว่าค่าสัดส่วนไม่แตกต่างกันมากนัก และค่าสัดส่วนมีค่าเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง  
ตั้งแต่ชั่วโมงที่  1 ถึงชั่วโมงที่  24 กลุ่มเอนไซม์ oxidoreductase ถูกพบรองลงมาเฉลี่ย 22.64 
เปอร์เซ็นต์ พบการแสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 10 ยีน (22.73%) ชั่วโมงที่ 12 <-> 
24 จ านวน 8 ยีน (19.51%) และชั่วโมงที่ 6 <-> 12 จ านวน 6 ยีน (28.57%) แม้ว่าจ านวนยีนที่พบ       
มีค่าไม่แตกต่างกันมากนัก แต่พบว่าค่าสัดส่วนของชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 สูงที่สุดแต่ค่อนข้างแตกต่างจาก
อีกสองช่วงเวลามาก กลุ่มเอนไซม์ถัดมาได้แก่ กลุ่ม ligases และ hydrolase โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากัน
เท่ากับ 12.26 เปอร์เซ็นต์ ในกลุ่มเอนไซม์ ligases พบจ านวนยีนสูงสุดที่ช่วงโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน      
7 ยีน (15.91%) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีจ านวนยีนเท่ากันเท่ากับ 3 ยีน และ      
มีสัดส่วนเท่ากับ 14.29 และ 7.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แม้ว่าจะมีจ านวนยีนเท่ากันแต่ค่าสัดส่วน          
มีความแตกต่างกันกว่าเท่าตัว และค่าสัดส่วนมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องจากชั่วโมงที่ 1 ถึงชั่วโมงที่ 24 
กลุ่มเอนไซม์ hydrolase มียีนสูงสุดในช่วงโมงที่ 1<->6 จ านวน 5 ยีน (11.36%) ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 
และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 มีจ านวนยีนเท่ากันเท่ากับ 4 ยีน และมีสัดส่วนเท่ากับ 19.05 และ 9.76 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าจ านวนยีนที่มีการเพ่ิมและลดลงมีลักษณะเหมือนกับกลุ่มเอนไซม์ 
ligases แต่เมื่อพิจารณาสัดส่วนพบว่าในกลุ่มเอนไซม์ hydrolases แต่ละช่วงเวลามีสัดส่วนแตกต่าง
กันมาก นอกจากนี้ยังพบกลุ่มเอนไซม์อ่ืนๆ เช่น กลุ่มเอนไซม์ lyases พบเฉลี่ย 10.38 เปอร์เซ็นต์             
โดยพบยีนเพียง 2 ช่วงเวลา ได้แก่ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 7 ยีน (15.91%) และชั่วโมงที่ 12 <-> 
24 จ านวน 4 ยีน (9.76%) กลุ่มเอนไซม์ translocases พบเฉลี่ย 4.72 เปอร์เซ็นต์ พบยีนเพียง                     
2 ช่วงเวลาเช่นกัน โดยพบที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน 2 ยีน (4.55%) และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 
จ านวน 3 ยีน (7.32%) และกลุ่มเอนไซม์ isomerases พบเฉลี่ย 2.83 เปอร์เซ็นต์ พบการแสดงออก
เพียงช่วงเวลาเดียวที่ชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 จ านวน 3 ยีน (7.32%)  ดังภาพที่ 42  
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  คุณสมบัติด้าน วิถี (PW) พบว่ามียีนเกี่ยวข้องกับวิถีต่างๆ ของเซลล์หลายวิถีและ                    
มีความหลากหลายในแต่ละช่วงเวลาทดสอบเช่นเดียวกัน จ านวน 4 วิถี  ได้แก่ amino-acid 
synthesis, carbohydrate metabolism, carbohydrate degradation แ ล ะ  pyrimidine 
metabolism โดยพบยีนสูงสุดชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จ านวน 12 ยีน ชั่วโมงที่ 6 <-> 12 และชั่วโมงที่ 12 
<-> 24 พบจ านวนยีนเท่ากัน ช่วงเวลาละ 4 ยีน 
  เมื่อพิจารณาแต่ละวิถีที่พบ จากการเปรียบเทียบร่วมกันในแต่ละช่วงเวลาทั้ง 3 
ช่วงเวลา พบว่าวิถี amino-acid synthesis และ carbohydrate metabolism พบยีนสูงสุดเท่ากัน
เฉลี่ยวิถีละ 35 เปอร์เซ็นต์ ในวิถี amino-acid synthesis พบยีนในสองช่วงเวลา ในชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 
พบยีนจ านวน 5 ยีน (41.67%) และชั่วโมงที่  12 <-> 24 พบจ านวน 2 ยีน (50%) และในวิถี 
carbohydrate metabolism พบยีนสองช่วงเวลาเช่นเดียวกัน โดยพบที่ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 จ านวน              
3 ยีน (25.00%) และชั่วโมงที่  6 <-> 12 จ านวน 4 ยีน (100%) รองถัดมาเป็นวิถี pyrimidine 
metabolism พบเฉลี่ย 20 เปอร์เซ็นต์ โดยพบการแสดงออกสองช่วงเวลา ได้แก่ ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 
และชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จ านวนยีนที่พบเท่ากันช่วงเวลาละ 2 ยีน และมีสัดส่วนเท่ากับ 16.67 และ 
50.00 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ และวิถีสุดท้าย วิถี  carbohydrate degradation พบเฉลี่ย 10 
เปอร์เซ็นต ์โดยพบยีนพียงช่วงเวลาเดียว ในชั่วโมงท่ี 1 <-> 6 จ านวน 2 ยีน (16.67%) ดังภาพที่ 43 
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ภาพที่ 42 สัดส่วนและจ านวนของยีนของเชื้อ จ านวน 106 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านกลุ่มเอนไซม์ 
(EC) ที่จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ  3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 1_6) 
ชั่วโมงท่ี 6 <-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 (NG 12_24) 
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4.8 การวิเคราะห์หาตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein marker candidate analysis) ของโปรตีน                            
N. gonorrhoeae 

 จากการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram ของโปรตีนของเชื้อทั้งหมดที่พบใน
แต่ละช่วงเวลา จะเห็นได้ว่าสามารถแบ่งโปรตีนออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่มโปรตีนที่มีการ
แสดงออกร่วมกันทั้ง 3 ช่วงเวลา เป็นโปรตีนที่พบการแสดงออกใน EVs ทั้ง 3 ช่วงเวลา โดยอาจใช้
โปรตีนดังกล่าวเป็นโปรตีนบ่งชี้ในการตรวจสอบการติดเชื้อภายในเซลล์แมคโครฟาจได้  และ                          
กลุ่มโปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะในแต่ละช่วงเวลา เป็นโปรตีนที่พบการแสดงออกใน EVs เฉพาะ
ในช่วงเวลานั้นๆ โดยอาจใช้โปรตีนนี้เป็นโปรตีนบ่งชี้ถึงความสามารถของเชื้อในการด าเนินไปของโรค  

 
 4.8.1 โปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกัน (All-time course protein candidate) 

  จากการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram พบโปรตีนที่มีการ
แสดงออกร่วมกันทั้ง 3 ช่วงเวลา ทั้งชั่วโมงที่ 1 <-> ชั่วโมงที่ 6 ชั่วโมงที่ 6 <-> ชั่วโมงที่ 12 และ 
ชั่วโมงที่ 12 <-> ชั่วโมงที่ 24 จ านวน 17 ชนิด ดังตารางที่ 8 ซึ่งอาจใช้เป็นโปรตีนบ่งชี้ตรวจการติด
เชื้อภายในเซลล์แมคโครฟาจได้ ดังตารางที่ 8 เมื่อพิจารณาถึงการท าหน้าที่ของโปรตีนที่พบนั้น               
จะเห็นว่าโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกันเป็นกลุ่มที่ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์โปรตีนมากที่สุด 
(Translation, ribosomal structure and biogenesis) รองลงมาเป็นกลุ่มที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องการ
ขนส่งกรดอะมิโน (Amino acid transport and metabolism) การต่อสู้กับกลไกต่อต้านเชื้อของ
เซลล์เจ้าบ้าน (Defense mechanism) และการสังเคราะห์พลังงาน (Energy production and 
conversion) การพบกลุ่มโปรตีนดังกล่าวทั้ง 3 ช่วงเวลา บ่งชี้ว่าเชื้อมีการเพ่ิมการสังเคราะห์โปรตีน

5
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2

4

22

Amino-acid synthesis

Carbohydrate
metabolism
Carbohydrate
degradation
Pyrimidine metabolism

NG 12_24 
NG 6_12 
NG 1_6 

ภาพที่ 43 สัดส่วนและจ านวนของยีนของเชื้อ จ านวน 20 ยีน ที่แสดงคุณสมบัติด้านวิถี (PW) ที่
จ าแนกตามโครงสร้างในแต่ละช่วงเวลาทดสอบ 3 ช่วงเวลา ชั่วโมงที่ 1 <-> 6 (NG 1_6) ชั่วโมงที่ 6 
<-> 12 (NG 6_12) และชั่วโมงท่ี 12 <-> 24 (NG 12_24) 
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เมื่ออยู่ภายในเซลล์แมคโครฟาจเพ่ือต่อต้านการท าลายจากกลไกต่อต้านเชื้อของเซลล์ โดยมีการ
แสดงออกของโปรตีนสูงที่สุดในช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 นอกจากนี้ยังพบว่าในช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 นั้น 
โป ร ตี น  type IV pilus secretion PilQ ซึ่ ง เป็ น โป ร ตี น ปั จ จั ย ก่ อ โ ร ค ที่ ส า คั ญ ข อ ง เชื้ อ                              
N. gonorrhoeae โดยเป็นโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับเกาะติดและการป้องกันการท าลายจากระบบ
ภูมิคุ้มกัน โดยเชื้อสามารถปรับเปลี่ยนการแสดงออกของโปรตีนให้มีหลายรูปแบบ เพ่ือป้องกันการจับ
จากแอนติบอดีของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน  
 
ตารางที่ 8 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ของโปรตีนเชื้อที่แสดงออกที่เวลาร่วมกันทั้งสามช่วงเวลา โดยแสดง
รายละเอียดของโปรตีนและค่า log2 ratio ทั้งสามช่วงเวลา  

UniParc 
accession 

Gene 
symbol 

Protein name COG Categories 
ช่วงเวลา 
1 <-> 6 

ช่วงเวลา 
6 <-> 12 

ช่วงเวลา 
12 <-> 24 

UPI00064C77EC pilQ 
type IV pilus 
secretin PilQ  

Intracellular 
trafficking, 
secretion, and 
vesicular transport 

0.36 7.19 0.28 

UPI00065A0D35 alaS 
alanyl-tRNA 
synthetase  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.35 4.61 0.17 

UPI0001AF61E1 carB 

Carbamoyl-
phosphate 
synthase large 
subunit  

Amino acid 
transport and 
metabolism 

0.33 4.24 0.18 

UPI0005E52096 mtrD 
multidrug efflux 
RND transporter 
permease subunit  Defense 

mechanisms 

0.26 3.37 0.11 

UPI0001AF7E7E pntA 
NAD(P) 
transhydrogenase 
subunit alpha  Energy production 

and conversion 

0.3 3.18 0.27 

UPI00064C54D3 metE 

5-methyl-
tetrahydropteroyl 
tri-glutamate--
homocysteine S-
methyltransferase  

Amino acid 
transport and 
metabolism 

0.37 2.79 0.17 

UPI00004CE839 tufA_2 
Elongation factor 
Tu  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.3 2.65 0.3 
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UniParc 
accession 

Gene 
symbol 

Protein name COG Categories 
ช่วงเวลา
1 <-> 6 

ช่วงเวลา
6 <-> 12 

ช่วงเวลา
12 <-> 24 

UPI00019A893B aspS 
Aspartate--
tRNA(Asp/Asn) 
Ligase  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.3 2.58 0.29 

UPI00000C45E7 Efp 
Elongation factor 
P  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.32 2.52 0.31 

UPI00017952C9 erpA 
Putative iron-
sulfur cluster 
insertion protein  

Posttranslational 
modification, 
protein turnover, 
chaperones 

0.39 2.48 0.26 

UPI000179533E ftsZ 
Cell division 
protein 

Cell cycle control, 
cell division, 
chromosome 
partitioning 

0.23 2.48 0.37 

UPI00004CE565 sdhA 

Succinate 
dehydrogenase 
flavoprotein 
subunit 

Energy production 
and conversion 

0.33 2.46 0.45 

UPI0001AF5BA7 F0T11_12840 
Glycine--tRNA 
ligase subunit 
beta  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.27 2.37 0.16 

UPI00004CE45B F0T10_03385 
30S ribosomal 
protein S1  

Translation, 
ribosomal 
structure and 
biogenesis 

0.31 2.36 0.27 

UPI00004CE5B6 tktA Transketolase 
Carbohydrate 
transport and 
metabolism 

0.46 2.24 0.34 

UPI000012DBD6 Adk Adenylate kinase  
Nucleotide 
transport and 
metabolism 

0.37 2.09 0.21 

UPI000179565A emrA 
Multidrug export 
protein EmrA  

Defense 
mechanisms 

0.35 2.03 0.34 

*ระดับสีของค่า log2 ratio โดยสีแดงแสดงถึงค่า log2 ratio สูง โดยความเข้มของสีแดงแสดงถึงค่า 
log2 ratio ที่สูงขึ้น และสีเขียวแสดงถึงค่า log2 ratio ต่ า โดยความเข้มของสีเขียวแสดงถึงค่า log2 
ratio ที่ต่ าลง 
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 4.8.2 โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะกับช่วงเวลา (Specific-time course protein 
candidate) 

  จากการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพ Venn diagram พบโปรตีนที่มีการ
แสดงออกจ าเพาะในแต่ละช่วงเวลา ได้แก่ ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 และช่วงเวลา             
ที่ 12 <-> 24 โดยโปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น (up-regulation) ซ่ึงอาจใช้
เป็นโปรตีนบ่งชี้ถึงการด าเนินไปของโรคในการติดตามการติดเชื้อภายในเซลล์แมคโครฟาจได้                 
เมื่อพิจารณาถึงการท าหน้าที่ของโปรตีนที่พบนั้น ตามตารางที่ 9-11  จะเห็นว่าในช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 
กลุ่มของโปรตีนที่พบมากที่สุดเป็นโปรตีนที่ท าหน้าในการสังเคราะห์โปรตีนเช่นเดียวกับกลุ่มของ
โปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกันและพบโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น บ่งชี้ให้เห็นว่าเชื้อเริ่ม
กระบวนการเพ่ิมการสังเคราะห์โปรตีนตั้งแต่ช่วงเวลาหลังการติดเชื้อเพียง 1 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม
โปรตีนที่ท าหน้าที่อ่ืนๆ ยังคงเป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง ในช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 โปรตีนที่พบ
และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเมตาบอลิซึมและการสังเคราะห์ผนังของ
เซลล์ บ่งชี้ว่าในช่วงเวลานี้เชื้อมีการเพ่ิมปริมาณ ซึ่งสัมพันธ์กับผลการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ที่พบการ
เพ่ิมขึ้นของความค่าฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อที่อยู่ภายในเซลล์หลังชั่วโมงที่ 6 และช่วงเวลาที่ 12 <-> 
24 ยังพบโปรตีนในการสังเคราะห์โปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น แต่พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างของโปรตีน ปัจจัยก่อโรค การเคลื่อนที่ของเซลล์ การสังเคราะห์พลังงานและ             
เมตาบอลิซึม บ่งชี้ว่าภายหลังการเพ่ิมปริมาณในช่วงเวลาก่อนหน้า เชื้อได้เพ่ิมการสังเคราะห์ปัจจัย             
ก่อโรคและการเคลื่อนที่ของเซลล์ ซึ่งอาจบ่งบอกถึงความต้องการของเชื้อในการแพร่กระจายไปยัง
เซลล์อ่ืนๆ ในร่างกาย      
 
ตารางที่ 9 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนเชื้อ ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 จัดกลุ่มตาม
หน้าที่ที่เกี่ยวข้อง โปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulation) 

NG 1 <-> 6 
Category Function Protein 

Cellular 
process and 

signaling 

Posttranslational 
modification, protein 
turnover, chaperones 

- Lon protease (0.36),  
- Glutathione amide-dependent peroxidase (0.34),  
- Glutathione S-transferase, N-terminal domain protein (0.45) 

Cell wall/membrane/ 
envelope biogenesis 

- UTP--glucose-1-phosphate uridylyl transferase (0.41),  
- Efflux transporter, RND family, MFP subunit (0.40),  
- UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase (0.40),  
- Bifunctional protein GlmU (0.41), Carboxypeptidase (0.49) 

Cell cycle control,  
cell division, chromosome 
partitioning - Cell division protein FtsA (0.33), GTPase Obg (0.35) 

Cell motility 
- Twitching mobility protein (0.29),  
- Chromosome partitioning protein ParA (0.26) 
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NG 1 <-> 6 
Category Function Protein 

Information 
storage and 
processing 

Translation, ribosomal 
structure and biogenesis 

- Ribosome-binding ATPase YchF (0.33),  
- 50S ribosomal protein L18 (0.48),  
- 50S ribosomal protein L20 (2.27),  
- 30S ribosomal protein S8 (0.49),  
- Transcriptional regulator MraZ (2.56),  
- 50S ribosomal protein L25 (0.46),  
- Cysteine--tRNA ligase (0.45),  
- Glutamate--tRNA ligase (0.23),  
- Methyltransferase (0.43),  
- Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H (0.37),  
- Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit (0.48),  
- 23S rRNA (Pseudouridine(1915)-N(3))-methyltransferase RlmH 
(0.49) 

Information 
storage and 
processing 

Replication, 
recombination and repair - DNA-binding protein HU-beta (2.43), Protein RecA (0.30) 

Transcription 

- HTH-type transcriptional regulator DmlR (0.23),  
- Phage associated protein (0.41),  
- Hydrogen peroxide-inducible genes activator (0.31),  
- Transcription termination factor Rho (0.30) 

Metabolism 

Energy production and 
conversion 

- 3-isopropylmalate dehydrogenase (0.28),  
- D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase, NAD binding 
domain protein (0.39),  
- Cytochrome c oxidase accessory protein CcoG (0.34),  
- Cytochrome (0.42), NAD(P)H nitroreductase (0.31),  
- Ferredoxin--NADP reductase (0.33),  
- Electron transfer flavoprotein subunit beta (0.40) 

Amino acid transport and 
metabolism 

- Indole-3-glycerol phosphate synthase (0.31),  
- 3-isopropylmalate dehydratase small subunit (0.30) 

Carbohydrate transport 
and metabolism 

- Glucose-6-phosphate isomerase (0.45),  
- 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating (0.35) 

Coenzyme transport and 
metabolism 

- Lipoyl synthase (0.28),  
- S-adenosylmethionine synthase(0.37) 

Lipid transport and 
metabolism - 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase (0.42) 

Poorly 
characterized 

General function 
prediction only - Energy-dependent translational throttle protein EttA (0.31) 
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ตารางที่ 10 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนเชื้อ ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 จัดกลุ่ม
ตามหน้าที่ที่เกี่ยวข้อง โปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulation) 

NG 6 <-> 12 
Category Function Protein 

Cellular process 
and signaling 

Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 

- D-alanine--D-alanine ligase (5.02),  
- D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacC (2.82) 

Information 
storage and 
processing Transcription - Helix-turn-helix transcriptional regulator (0.29) 

Metabolism 

Energy production and 
conversion 

- Cytochrome c1 (3.10),  
- Citrate synthase (2.41) 

Amino acid transport and 
metabolism - Sodium/proline symporter (2.28) 
Inorganic ion transport and 
metabolism - Nitric oxide reductase (3.24) 

Poorly 
characterized General function prediction only - ABC transporter ATP-binding protein uup (2.37) 

 
ตารางที่ 11 ตัวแทนโปรตีนบ่งชี้ (protein markers) ของโปรตีนเชื้อ ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 จัดกลุ่ม
ตามหน้าที่ที่เกี่ยวข้อง โปรตีนที่ขีดเส้นใต้คือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulation) 

NG 12 <-> 24 
Category Function Protein 

Cellular 
process and 

signaling 

Posttranslational 
modification, protein 
turnover, chaperones 

- Cell-binding factor (4.44),  
- 10 kDa chaperonin(0.42),  
- Putative protease SohB (0.39),  
- Cytochrome c551 peroxidase (0.44) 

Cell wall/membrane/ 
envelope biogenesis 

- Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 
(0.24),  
- Mechanosensitive ion channel family protein (0.44), - Outer-
membrane lipoprotein LolB (2.21),  
- dTDP-4-dehydrorhamnose reductase (0.29),  
- ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-epimerase (0.37), - DD-
transpeptidase (0.42),  
- Membrane protein insertase YidC (0.34) 

Cell motility 

- Formate-dependent nitrite reductase complex subunit NrfG 
(3.45),  
- PilG(0.40),  
- Twitching mobility protein (0.36),  
- PilT (0.45) 

Intracellular trafficking, 
secretion, and vesicular 
transport 

- Biopolymer transport ExbD/TolR family protein (2.05),  
- Signal peptidase I (0.44) 
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NG 12 <-> 24 
Category Function Protein 
Cellular 

process and 
signaling 

Signal transduction 
mechanisms 

- Carbon starvation protein A (0.34),  
- Crp-like helix-turn-helix domain protein (0.49) 

Information 
storage and 
processing 

Translation, ribosomal 
structure and biogenesis 

- 30S ribosomal protein S7 (3.70),  
- 50S ribosomal protein L9 (0.47),  
- Lysine--tRNA ligase (0.23),  
- 50S ribosomal protein L5 (0.48),  
- 30S ribosomal protein S10 (0.48),  
- Elongation factor Ts (0.45),  
- 30S ribosomal protein S16 (2.27),  
- 50S ribosomal protein L6 (0.49),  
- 50S ribosomal protein L17 (2.03) 

Replication, 
recombination and 
repair 

- Single-stranded DNA-binding protein (2.29),  
- DNA gyrase subunit A (0.29) 

Transcription 

- DNA-binding response regulator (0.30),  
- Transcription antitermination protein NusB (0.07),  
- DNA-directed RNA polymerase subunit beta (0.40),  
- Transcription termination/antitermination protein NusG (0.39) 

Metabolism 
Metabolism 

Energy production and 
conversion 

- Lactate utilization protein C (0.35),  
- Dihydrolipoyl dehydrogenase (2.03),  
- ATP synthase subunit a (0.33),  
- ATP synthase subunit beta (0.36),  
- Acetate kinase (0,33),  
- Inorganic pyrophosphatase (0.48), 
- Azurin (0.33) 

Amino acid transport 
and metabolism 

- Amino acid carrier family protein (0.21),  
- Branched-chain-amino-acid transaminase (0.44), -  
- 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-succinyl 
transferase (0.30) 

Carbohydrate transport 
and metabolism 

- Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (0.32), -  
- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (0.40) 

Coenzyme transport 
and metabolism 

- ABC transporter periplasmic binding, thiB subfamily protein 
(4.17) 

Inorganic ion transport 
and metabolism 

- ABC transporter periplasmic binding protein (6.38), -  
- ABC transporter ATP-binding protein (0.43) 

Lipid transport and 
metabolism 

- 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 2 (0.15), -  
- Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] (0.48) 

Poorly 
characterized 

General function 
prediction only - Class II glutamine amido-transferase (0.42) 

Function unknown 
- DUF502 domain-containing protein (0.33),  
- Secreted protein (0.45) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
 

บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 อภิปรายผลการวิจัย  

 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่ถูกบรรจุภายใน EVs ในการใช้เป็นโปรตีนบ่งชี้                            
มีการศึกษาจ านวนมากในโรคมะเร็ง (169, 170) และโรคไต (171, 172) โดยพบว่าการแสดงออกของ
โปรตีนบางชนิดสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้การเป็นมะเร็งและภาวะที่ผิดปกติของไตได้  ในการศึกษาของ
โรคติดเชื้อนั้นยังคงมีจ านวนการศึกษาน้อย แม้ว่าจะมีการศึกษาพบการบรรจุโปรตีนของเชื้อจุลชีพ
ภายในถุง EVs ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ที่มีการติดเชื้อ ซึ่งสามารถใช้โปรตีนเหล่านั้นเป็นโปรตีนบ่งชี้ใน
การตรวจการติดเชื้อได้ (23) แต่ในการศึกษาของโรคติดเชื้อแบคทีเรีย พบเฉพาะการศึกษาวินิจฉัย                   
การติดเชื้อวัณโรค (29, 30) เท่านั้น ทั้งนี้การศึกษาของเชื้อ N. gonorrhoeae มีเฉพาะการศึกษาใน
ด้านบทบาทของ EVs ต่อเซลล์ โดยเป็นการศึกษาการปรับเปลี่ยนกระบวนการอะพอพโทซิสในการติด
เซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกเท่านั้น (25) การศึกษาวิจัยนี้จึงเป็นการศึกษาแรกที่ศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนภายในถุง EVs ทั้งในส่วนของโปรตีนของมนุษย์และของเชื้อ ในการใช้เป็นโปรตีนบ่งชี้ของ                    
การวินิจฉัยการติดเชื้อหนองใน รวมถึงได้ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนที่
ระยะเวลาของการติดเชื้อที่แตกต่างกัน ตามสมมุติฐานจากการศึกษาที่พบว่าการแสดงออกของโปรตีน
ภายในถุง EVs มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก เมื่อระยะเวลาของการติดเชื้อด าเนินไป (23) เพ่ือ
เพ่ิมความสามารถในการใช้วินิจฉัยตรวจสอบระยะต่างๆ เมื่อเกิดการติดเชื้อ 
 จากการศึกษาก่อนหน้านี้มีการรายงานว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครจฟาจสามารถเกิด
กระบวนการฟาโกไซโทซิสเชื้อ N. gonorrhoeae ได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการ opsonization              
โดยสามารถสังเกตเห็นเชื้อภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจได้ตั้งแต่ 30 นาทีแรกของ                        
การทดสอบ จนถึงเวลาที่ 21 ชั่วโมง 30 นาที นอกจากนี้การศึกษาดังกล่าวยังพบการเพ่ิมขึ้นของเชื้อ
ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจเมื่อระยะเวลาการติดเชื้อด าเนินไป ซึ่งบ่งชี้ว่าเชื้อสามารถมีชีวิต
รอดอยู่ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจได้ (88) คณะผู้วิจัยจึงได้ท าการทดสอบการติดเชื้อ                          
N. gonorrhoeae ของเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจที่ท าการบ่มร่วมกันที่ช่วงเวลา 1, 6, 12 และ 
24 ชั่วโมง ด้วยการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ โดยท าการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์แยกกลุ่มของเชื้อที่พบ
ภายนอกและภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจเช่นเดียวกับการศึกษาข้างต้น แต่ได้ท าการ
ทดสอบการติดเชื้อจนถึงเวลา 24 ชั่วโมง จากผลการทดสอบสามารถสังเกตเห็นเชื้อภายในเซลล์ได้
ตั้งแต่ชั่วโมงแรกของการทดสอบจนสิ้นสุดการทดสอบที่ 24 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าเม็ดเลือดขาว                    
แมคโครฟาจสามารถเกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิส และเกิดการติดเชื้อ N. gonorrhoeae ภายใน
เซลล์ได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาข้างต้น นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังได้ท าการหาค่าความเข้มของ                 
สีฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อ N. gonorrhoeae ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ เพ่ือประเมินการ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อภายในเซลล์  โดยพบการเพ่ิมขึ้นของค่าความเข้มข้นของแสง                   
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ฟลูออเรสเซนต์หลังชั่วโมงที่ 6 จนถึงชั่วโมงที่ 24 อย่างไรก็ตามจากผลข้างต้นไม่สามารถสรุปได้ว่าใน
การทดสอบครั้งนี้เชื้อที่อยู่ภายในเซลล์ เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจมีการเพ่ิมปริมาณภายในเซลล์ 
เนื่องจากไม่มีการยับยั้งกระบวนการฟาโกไซโทซิสภายหลังเกิดการฟาโกไซโทซิสหรือท าการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมยาปฏิชีวนะเพ่ือท าลายเชื้อที่อยู่ภายนอกเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ และ                     
การตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเชื้อภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ แม้ว่าการศึกษานี้จะไม่
สามารถสรุปได้ว่าเชื้อมีการเพ่ิมปริมาณภายในเซลล์ แต่ มีการศึกษาอ่ืนๆ ที่รายงานพบว่าเชื้อ                    
N. gonorrhoeae สามารถมีชีวิตรอดและเพ่ิมปริมาณภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจภายหลัง
เกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสได ้(18, 88, 173)  
 คณะผู้วิจัยได้ท าการปั่นแยกถุง EVs จากน้ าเลี้ยงเซลล์ ด้วยการใช้เทคนิค ultracentrifuge 
ซึ่งเป็นเทคนิคที่นิยมใช้มากที่สุดในการปั่นแยกถุง EVs เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคอ่ืนๆ เช่น density 
gradient, filtration, size exclusion chromatography แล ะ  precipitation (174) เนื่ อ งจ าก
เทคนิค ultracentrifuge จัดเป็นเทคนิคมาตรฐาน (gold standard) (175) และเหมาะส าหรับ
ตัวอย่างที่มีปริมาณมากรวมถึงเป็นเทคนิคที่ไม่มีการเติมสารเคมีอ่ืนๆ เพ่ิมเติมในระหว่างกระบวนการ 
(176) ในขณะเดียวกันการศึกษาวิจัยถุง EVs จ าเป็นต้องค านึงถึงการปนเปื้อนของถุง EVs จาก FBS 
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เนื่องจากภายในถุง EVs ของ FBS มีการบรรจุโปรตีนของวัวเช่นเดียวกัน                         
ซึ่งสามารถส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ได้ โดยทั่วไปเทคนิคที่นิยมใช้ในการป้องกันการ
ปนเปื้อนโปรตีนดังกล่าวนิยมใช้ด้วยกัน 2 เทคนิค ได้แก่ 1. การปั่นแยก EVs ออกจาก FBS ก่อนน าไป
ผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิค ultracentrifuge แต่พบว่าวิธีนี้มีความยุ่งยาก ใช้ระยะเวลานาน
และไม่สามารถก าจัด EVs ของ FBS ออกทั้งหมดได้ โดยยังคงพบการปนเปื้อนภายในอาหารเลี้ยง
เซลล์ อีกท้ังยังพบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยการใช้ FBS ที่ท าการแยก EVs ออก ส่งผลท าให้การเจริญ
และการมีชีวิตรอดของเซลล์ลดลง (177, 178) 2. การเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีการ
เติม FBS (FBS-free media) วิธีนี้พบว่ามีข้อเสียทีส่่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ สามารถกระตุ้นให้
เซลล์เกิดความเครียดและส่งผลให้ส่วนประกอบที่บรรจุภายในถุง EVs มีการเปลี่ยนแปลงไป (179) 
ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้คณะผู้วิจัยได้ท าการลดผลกระทบของโปรตีนที่อาจปนเปื้อนมาจาก                  
ถุง EVs ของ FBS ในอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วยการท าการแยก EVs จาก FBS ที่ใช้ผสมในอาหารเลี้ยง
เซลล์ และท าการจ าแนกโปรตีนภายในถุง EVs ด้วยห้องสมุดโปรตีนมนุษย์ โดยหากโปรตีนที่ได้จาก
การศึกษาถูกจ าแนกเป็นโปรตีนชนิดเดียวกับที่ได้จาก FBS โปรตีนนั้นจะถูกตัดออกจากการศึกษา                    
วิธีนี้จะช่วยลดผลกระทบของการปนเปื้อนของโปรตีนภายในถุง EVs ของ FBS โดยไม่มีผลต่อเซลล์ใน
ระหว่างการทดสอบ ทั้งยังเป็นวิธีที่ไม่ยุ่งยาก และใช้ระยะเวลาน้อย วิธีการนี้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ในการลดผลกระทบของการปนเปื้อนของโปรตีนจากถุง EVs ของ FBS ในการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์  
 แม้ว่าการศึกษาก่อนหน้าได้ท าการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของเซลล์ที่มีการติดเชื้อจุลชีพ แต่ยังคง
เป็นเพียงการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของโปรตีนของเชื้อจุลชีพเท่านั้น การศึกษาในส่วนของโปรตีนของ
มนุษย์มีรายงานน้อยมาก โดยพบการศึกษาในเชื้อ Leishmania ส าหรับการศึกษาในเซลล์ที่ติดเชื้อ
แบคทีเรียได้มีการศึกษาในเซลล์แมคโครฟาจที่มีการติดเชื้อ M. tuberculosis เป็นการศึกษาแรก 
(180) ซึ่งพบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนของมนุษย์ภายใน EVs ของเซลล์ที่ติดเชื้อเปรียบเทียบกับ
เซลล์ที่ไม่มีการติดเชื้อ โดยได้สรุปว่าการติดเชื้อ M. tuberculosis มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
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โปรตีนภายใน EVs เช่นเดียวกับในการศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยพบความหลากหลายของชนิดโปรตีน
ของมนุษย์ภายใน EVs จากเซลล์ที่มีการติดเชื้อ N. gonorrhoeae เช่นเดียวกับเชื้อ M. tuberculosis 
และได้ท าการศึกษาเพ่ิมเติมจากการศึกษาก่อนหน้า โดยได้ท าการศึกษาใน 4 ช่วงเวลาของการบ่ม
เซลล์ร่วมกับเชื้อและท าการศึกษาเชิงปริมาณด้วยเทคนิค Label-free quantification ซึ่งพบว่าชนิด
ของโปรตีนที่พบภายใน EVs มีความหลากหลายในแต่ละช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยพบว่าจ านวนของ
โปรตีนในช่วงแรกของการทดสอบมีจ านวนมากกว่าช่วงหลังของการทดสอบ รวมถึงโปรตีนยังมีระดับ
การแสดงออกที่แตกต่างกัน จ านวนของโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นมีจ านวนในช่วงแรกมากกว่า
ช่วงหลังการทดสอบเช่นเดียวกัน  และเมื่อท าการสร้างแผนภาพ Venn-diagram เพ่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณโปรตีนที่พบในแต่ละช่วงเวลา พบโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกันทั้ง 4 ช่วงเวลาเพียง 3 ชนิด 
เท่ านั้ น  ได้ แก่  fibronectin, 60S ribosomal protein L35 และ 40S ribosomal protein S19 
ในขณะที่โปรตีนส่วนใหญ่มีความจ าเพาะกับช่วงเวลาของการบ่มเซลล์ร่วมกับเชื้อ ผลการทดสอบนี้จึง
บ่งชี้ว่าช่วงเวลาของการบ่มร่วมกับเชื้อที่ช่วงเวลาแตกต่างกันส่งผลให้มีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน
ภายใน EVs โดยการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจเกิดจากปฏิสัมพันธ์ของเชื้อ  อันเนื่องมาจากการ                   
ก่อพยาธิสภาพที่แตกต่างกันในแต่ละช่วงของการติดเชื้อ (infection period) (181, 182)     
 EVs นับว่ามีบทบาทและหน้าที่ในกระบวนการชีวภาพที่หลากหลาย โดยมีบทบาทส าคัญใน
การสื่อสารระหว่างเซลล์  (cell-cell communication) ผ่านโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์และสาร                           
ชีวโมเลกุลที่ถูกบรรจุอยู่ภายใน EVs ทั้งในส่วนของโปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตและกรดนิวคลีอิก 
เนื่องจาก EVs มีการหลั่งจากเซลล์หลายชนิด โดยองค์ประกอบที่พบใน EVs นั้นขึ้นอยู่กับชนิดของ
เซลล์ที่หลั่ง EVs ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ (134, 183) และสิ่งเร้าที่มากระตุ้น เช่น การติดเชื้อจุลชีพ 
(26) เนื่องจากยังไม่มีการศึกษาในเชื้อ N. gonorrhoeae คณะผู้วิจัยจึงอาศัยการเทียบเคียงกับ                 
ผลการศึกษาก่อนหน้าในเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ H37Rv เดียวกัน จ านวน 3 การศึกษาที่ท า
การวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์ภายในเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อ M. tuberculosis ที่เวลา 4, 12 และ 24 
ชั่วโมง พบจ านวนโปรตีนรวมจ านวน 4,868 ชนิด 5,370 ชนิด และ 2,032 ชนิด ตามล าดับ และ                
พบโปรตีนที่มีการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญจ านวน 845, 194 และ 61 ชนิด ตามล าดับ (184-186) 
และเทียบเคียงผลการศึกษาข้างต้นกับการศึกษาโปรตีโอมิกส์ภายใน EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจ
ทีบ่่มร่วมกับเชื้อ M. tuberculosis ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบจ านวนโปรตีนรวม 355 โปรตีน และโปรตีน
ที่มีการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญจ านวน 41 โปรตีน (180) จากผลการศึกษาดังกล่าวจะเห็นได้ว่า
จ านวนโปรตีนภายในเซลล์มีความแตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา โดยโปรตีนที่มีการแสดงออกอย่างมี
นัยส าคัญอาจบ่งชี้ได้ว่ามีจ านวนลดลงแปรผันตามระยะเวลาที่เพ่ิมข้ึนและส่งผลให้จ านวนของโปรตีนที่
ถูกบรรจุภายใน EVs อาจแปรผันตามระยะเวลาเช่นเดียวกับโปรตีนภายในเซลล์ โดยผลการทดสอบ
ของผู้วิจัยพบการเพ่ิมขึ้นและลดลงของโปรตีนที่ถูกบรรจุภายใน EVs ลักษณะเดียวกัน กล่าวคือ                          
พบจ านวนโปรตีนภายในถุง EVs สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 6 และมีจ านวนลดลงภายหลังชั่วโมงที่ 6 จนสิ้นสุด
การทดสอบ อาจเป็นไปได้ว่าเมื่อระยะเวลาของการติดเชื้อด าเนินไป ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์                                
เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจกับเชื้อลดลง ส่งผลให้การแสดงออกของโปรตีนและการบรรจุโปรตีนภายใน
ถุง EVs ลดลงกว่าช่วงแรกของการติดเชื้อ ในขณะเดียวกันหากพิจารณาปริมาณโปรตีนที่มีการ
แสดงออกเพ่ิมขึ้นพบว่ามีจ านวนเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลาของการติดเชื้อที่เพ่ิมขึ้น จึงอาจสรุปได้ว่า                          
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ในช่วงแรกของการติดเชื้อนั้น เซลล์เม็ดเมือดเลือดขาวแมคโครฟาจได้รับการกระตุ้นการท างานให้
ท าลายเชื้อภายในเซลล์  ปริมาณของโปรตีนของมนุษย์จึงมีปริมาณสูง แต่ เมื่อเวลาผ่านไป                      
เชื้อ N. gonorrhoeae พยายามที่จะอาศัยอยู่ภายในเซลล์แมคโครฟาจ โดยการปรับเปลี่ยนกลไกการ
ท างานของเซลล์แมคโครฟาจเพ่ือต่อต้านหรือยับยั้งการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้มีชีวิตรอด
และเพ่ิมปริมาณภายในเซลล์แมคโครฟาจได ้(92)   
 เนื่องจาก EVs ท าหน้าที่สื่อสารระหว่างเซลล์ ผ่านการจับของโปรตีนบนเยื่อหุ้ม EVs และ
โปรตีนที่บรรจุอยู่ภายใน EVs กับตัวรับของเซลล์ผู้รับ คณะผู้วิจัยจึงได้ท าการวิเคราะห์คุณสมบัติและ
หน้าที่ของโปรตีนที่ถูกขนส่งบน EVs ด้วยการวิเคราะห์ Gene ontology ทั้ง 5 ด้าน ได้แก่ cellular 
component, biological process, molecular function, protein class และ pathway โดยเมื่อ
เปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้าของเชื้อ M. tuberculosis ข้างต้นและการศึกษาวิจัยครั้งนี้ พบว่า
มีความแตกต่างในด้าน cellular component เพียงเล็กน้อย โดยการศึกษาข้างต้นพบโปรตีนส่วน 
extracellular region มากที่สุด รองลงมาเป็นส่วนออร์แกเนล เยื่อหุ้มเซลล์ นิวเคลียส ไซโตสเกลีตัน 
ตามล าดับ เป็นต้น และการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบโปรตีนส่วนออร์แกเนลมากที่สุด รองลงมาเป็น
กลุ่มของโปรตีนที่จับกันเป็นคอมเพล็กซ์ (protein-containing complex) เยื่อหุ้มเซลล์ ส่วนที่อยู่                 
ในช่องว่างของเยื่ อหุ้ มออร์แกเนลหรือ เยื่ อหุ้ ม เซลล์  (membrane-enclosed lumen) และ 
extracellular region เมื่อวิเคราะห์ด้าน biological process และ molecular function พบว่ามี
ความคล้ายคลึงกัน โดยพบการท าหน้าที่ binding, biological regulation, metabolic process, 
response to stimulus, multicellular organismal process, developmental process, 
catalytic activity และ localization เป็นส่วนใหญ่  โดยกระบวนการต่างๆ เหล่านี้ล้วนเกี่ยวข้องกับ
บทบาทของ exosomes (187, 188) นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของโปรตีนภายใน
เซลล์ที่บ่มร่วมกับเชื้อ M. tuberculosis เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีความสอดคล้องเช่นเดียวกัน 
และยังสอดคล้องกับผลการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของ exosomes ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจที่ถูก
กระตุ้นด้วย LPS (189) จึงอาจสามารถสรุปได้ว่า 1. องค์ประกอบของโปรตีนภายใน EVs จากเซลล์
แมคโครฟาจที่ติดเชื้อแบคทีเรีย มักเป็นโปรตีนส่วนของออร์แกแนล เยื่อหุ้มเซลล์ และ Extracellular 
region โดยเกี่ยวข้องกับกระบวนการและหน้าที่ในระดับโมเลกุลข้างต้น 2. คุณสมบัติและหน้าที่ของ
โปรตีนที่พบใน EVs อาจสะท้อนถึงกระบวนการชีวภาพที่ก าลังเกิดขึ้นภายในเซลล์แมคโครฟาจที่เกิด
การติดเชื้อภายในเซลล์  
 เป็นที่น่าสังเกตว่าโปรตีนกลุ่ม ribosomal protein ถูกพบมากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้ โดย 
ribosomal protein นั้นจัดเป็นกลุ่ม translational regulator ที่ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการ
ขนส่งอาร์เอ็นเอ ภายใน exosomes ไปยังเซลล์ผู้รับ โดยการจับกับอาร์เอ็นเอและประกอบเป็น
โครงสร้าง RNA-ribonucleoprotein ในการขนส่งอาร์เอ็นเอ เข้าไปใน exosomes และช่วยรักษา
สภาพอาร์เอ็นเอ ขณะอยู่ภายใน exosomes (190) จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าอารืเอ็นเอมีผลต่อ
การแสดงออกของยีนภายในเซลล์ทั้งในส่วนของการแสดงออกและการท าหน้าที่ของยีน โดยเฉพาะ
อาร์เอ็นเอ กลุ่ม miRNA ซึ่งสามารถปรับเปลี่ยนกระบวนการของเซลล์ได้หลายกระบวนการ (191) 
นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเกิดการขนส่งไปยังเซลล์ผู้รับ กลุ่มของ ribosomal protein ยังสามารถท า
หน้าที่กระตุ้นการผลิตโปรตีนภายในเซลล์ผู้รับได้อีกด้วย จะเห็นได้ว่า ribosomal protein มีบทบาท
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ส าคัญต่อการสื่อสารระหว่างเซลล์ผ่านอาร์เอ็นเอ ทั้งในส่วนของการกระตุ้นหรือส่งสัญญาณไปยังวิถี
ของเซลล์ผู้รับด้วยการท างานของอาร์เอ็นเอเองรวมถึงวิถีที่เกี่ยวข้องกับ translational regulator 
โดยตรง (192)     
 น อ ก จ า ก นี้ โ ป ร ตี น  Cytochrome b-2 4 5 , Lysozyme C, Ras-related protein, 
Tetraspanin-14, Annexin I และ Sodium/potassium-transporting ATPase alpha-1  chain                     
ที่พบในการศึกษานี้เป็นโปรตีนที่พบใน pro-coagulant microvesicles ซึ่งพบว่ามีบทบาทในการ
แข็งตัวของเลือดผ่านวิถี extrinsic และ intrinsic รวมถึงบทบาทต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน
ชนิด innate immunity ในการป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อจุลชีพ (193) และยังพบกลุ่มของ
โปรตีนฮีสโทน ได้แก่ Histone 1.5 (H15), Histone H2A.V (H2AV) และ Histone H4 (H4) ร่วมกับ
โป ร ตี น ที่ เป็ น ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ งก ร า นู ล  ได้ แ ก่  Collagen alpha-1 ( I) (COL1A)  แ ล ะ 
Thrombospondin-1 (TSP1) ที่บ่ งชี้ถึ งการสร้างโครงสร้าง macrophage extracellular trap 
(MET) (194) ซึ่งเป็นโครงสร้างที่เซลล์แมคโครฟาจปล่อยออกไปสู่ภายนอกเซลล์เพ่ือดักจับและท าลาย
เชื้อแบคทีเรีย รวมทั้งพบการปรากฏของโปรตีนฮีสโทน ซึ่งสามารถกระตุ้นวิถี inflammasome 
pathway ได้ผ่านทาง Toll-like receptors (TLRs) (195) อีกด้วย  
 ในการศึกษาก่อนหน้า ในเชื้อ M. tuberculosis ได้พบโปรตีนของเชื้อภายใน exosomes 
จากเซลล์แมคโครฟาจที่มีการติดเชื้อดังกล่าว รวมถึงการศึกษาในซีรัมจากผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อวัณโรค 
ซึ่งพบโปรตีนของเชื้อภายในถุง exosomes เช่นกัน การศึกษาข้างต้นได้พบโปรตีนที่มีคุณสมบัติ
ส าหรับใช้ในการตรวจตามติดเชื้อแบบ active tuberculosis (182, 196) ประกอบกับการศึกษาถึง
กลไกของเชื้อ N. gonorrhoeae ในการปรับเปลี่ยนการท างานของเซลล์แมคโครฟาจเพื่อให้สามารถมี
ชีวิตรอดอยู่ได้ภายในเซลล์ คณะผู้วิจัยจึงได้ตั้งสมมุติฐานว่าภายใน EVs จากเซลล์แมคโครฟาจที่                          
ติดเชื้อ N. gonorrhoeae น่าจะมีการบรรจุโปรตีนของเชื้อเป็นส่วนประกอบอยู่เช่นกัน โดยจาก
การศึกษาได้พบโปรตีนของเชื้อจ านวนหลายชนิดและเป็นองค์ประกอบหลายส่วนของเชื้อ ทั้งส่วนของ
ไซโตพลาสซึม เยื่อหุ้ มเซลล์  ออร์แกแนล และ protein-containing complex โดยส่วนของ                           
ไซโทพลาสซึมพบสัดส่วนมากที่สุด เป็นที่น่าสนใจว่าผลการศึกษาดังกล่าวแตกต่างจากการศึกษาก่อน
หน้าในเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อ M. tuberculosis โดยพบว่าโปรตีนที่พบส่วนใหญ่ภายใน EVs เป็น
โปรตีนที่มีการหลั่งออกมาจากเซลล์ของเชื้อ ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบภายในส่วนของเยื่อ                 
หุ้มเซลล์ (29) ความแตกต่างขององค์ประกอบภายใน EVs ที่แตกต่างกันนั้นอาจเนื่องมาจากกลไกใน
การบรรจุโปรตีนและการสร้างถุง EVs มีกลไกทีแ่ตกต่างกัน  
 การศึกษาครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นว่า EVs จากเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อ N. gonorrhoeae 
บรรจุโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของเชื้อ ซึ่งสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการตรวจการติดเชื้อได้ รวมถึง
โปรตีนเหล่านี้อาจมีคุณสมับติในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันทั้งในส่วนของภูมิคุ้มกันแต่ก านิดและ
ภูมิ คุ้ มกันแบบจ าเพาะ  ผลการศึ กษาพบทั้ ง โป รตีนที่ เป็ น  housekeeping gene ของเชื้ อ                             
N. gonorrhoeae ได้แก่ โปรตีน adenylate kinase (adk) (197) โปรตีนที่เป็น virulence factor 
โดยพบโปรตีนส่วนของ type IV pili ประกอบด้วยโปรตีน PilG (198) โดยเป็นโปรตีน pili ที่ถูกสร้าง
จากยีนที่ เป็น  highly conserve pilus-assembly gene (199) และโปรตีน PilT (200) รวมถึง                             
โปรตีน RegF ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็น negative regulator ของการสร้างโปรตีน PilE (201) 
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โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ โปรตีน penicillin- binding protein 1 (ponA) 
(202) และ DNA gyrase subunit A (gyrA) (203) โดยการกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวจะส่งผลให้เชื้อ
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ เป็นไปได้ว่าโปรตีนที่ถูกสร้างจากยีนที่กลายพันธุ์นี้อาจสามารถพัฒนาใช้ในการ
ตรวจการดื้อยาปฏิชีวนะร่วมด้วยได้ ซึ่งยังต้องการการศึกษาต่อไปในอนาคต โปรตีนที่เชื้อสร้างเพ่ือใช้
ในการป้องกันจากการท าลายของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน เช่น reactive oxygen species (ROS) 
ได้แก่  recombinase A (RecA) (204) มีหน้ าที่ ในการซ่อมแซม DNA ที่ ถูกท าลายจาก ROS 
น อก จ าก นี้  RecA ยั งค ง เป็ น  housekeeping gene อี ก ด้ ว ย  (1 9 7 ) แ ล ะ  Cytochrome c 
peroxidase (205) ที่ใช้ในการท าลายฤทธิ์ของ ROS และสารต้านจุลชีพ (antimicrobial agent) 
รวมถึงโปรตีน efflux pump membrane transporter D (mtrD) (206) โดยเชื้อใช้ในการขับสาร
ต้านจุลชีพออกจากเซลล์  นอกจากนี้ ยั งพบ โปรตีน อ่ืนๆ เช่น  โปรตีน  Ton-B dependent 
transporter ได้แก่ โปรตีน TbpA และ lipoprotein โดยโปรตีนทั้งสองท างานร่วมกันส าหรับการท า
หน้าที่ในการขนส่งเหล็กจากเซลล์เจ้าบ้านเพ่ือใช้เป็นสารอาหารในการเจริญของเชื้อ โปรตีนดังกล่าว
จึงจัดได้ว่าเป็นปัจจัยที่ส าคัญ (critical factor) ส าหรับการมีชีวิตรอดของเชื้อ (207) อีกทั้งโปรตีน 
TbpA ยังถูกใช้ในการศึกษาเป็นวัคซีนอีกด้วย (208) โปรตีน chaperonin 10 (groES) โดยเป็น
โปรตีนที่เชื้อใช้ในการ colonization ส าหรับเกาะติดเซลล์เยื่อบุผิว (209) ซึ่งเป็นขั้นตอนแรกของ
กระบวนการติดเชื้อ โดยโปรตีนนี้ได้ถูกศึกษาและพบว่าเป็น novel immunogenic ของเชื้อ N. 
gonorrhoeae ส าหรับการหา therapeutic agent หรือการพัฒนาวัคซีน (210) 
 ผลจากการสร้างแผนภาพ protein-protein interaction แสดงให้เห็นถึงความเชื่อมโยง
ระหว่างโปรตีนและกระบวนการที่เกี่ยวข้อง ในช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 มีโปรตีนบางส่วนสัมพันธ์กับ
กระบวนการยึดเกาะ (adhesion) ซึ่งเป็นกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มอย่างหนึ่งใน
ระหว่างที่มีการติดเชื้อ รวมถึงโปรตีนบางส่วนสัมพันธ์กับกระบวนการ aminoglycan catabolism 
โดยเป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการสลายสารประกอบ aminoglycan ซึ่งเป็นส่วนกระกอบของ 
extracellular matric มีการศึกษาพบว่าในเซลล์แมคโครฟาจที่มีการติดเชื้อวัณโรคพบการเกาะติด
ของเซลล์แมคโครฟาจเพ่ิมขึ้น และการสร้างเอนไซม์ metalloproteinase เพ่ิมขึ้น ในการสลาย
โครงสร้าง extracellular matrix ท าให้เกิดการรวมตัวของเซลล์แมคโครฟาจและการอักเสบที่ จะ
ท าลายเนื้อเยื่อ (211) นอกจากนี้ยังพบกระบวนการที่ เกี่ยวข้องกับการหลั่ ง IL-6 และ IL-7 
ความสัมพันธ์ของการหลั่ ง IL-6 นั้น จากการศึกษาในผู้ป่วยหญิงที่ติดเชื้อหนองใน พบว่ามี
ความจ าเพาะกับการติดเชื้อหนองใน โดยไม่พบการหลั่ง IL-6 ในการติดเชื้อหนองในร่วมกับ 
Trichomonas vaginalis และ Chlamydia trachomatis (212) นอกจากนี้ยังพบว่าในการติดเชื้อ
ในผู้ป่วยชายสามารถตรวจพบ IL-6 ในปัสสาวะก่อนมีอาการของโรคแสดง (213) อีกทั้งยังพบว่าการ
หลั่ง IL-6 ในเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อวัณโรคมีความจ าเพาะส าหรับการเป็น biomarker ของการ
ติดเชื้อได้ (214) ส าหรับบทบาทของ IL-7 ที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อหนองในยังคงไม่แน่ชัด แต่พบว่าใน
การติดเชื้อวัณโรค IL-7 สามารถเพ่ิมการมีชีวิตรอดของเชื้อวัณโรคในหนูที่มีติดการติดเชื้อได้ (215) 
รวมถึงการพบโปรตีนบางส่วนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ gluconeogenesis การศึกษาในเซลล์   
แมคโครฟาจที่ติดเชื้อวัณโรค พบกระบวนการ carbon flow ของ lactate ในวิถี TCA cycle ซึ่ง
น า ไป สู่ ก ร ะ บ ว น ก า ร  gluconeogenesis แ ล ะ จ ะ ถู ก เป ลี่ ย น ต่ อ ไป เป็ น ส า ร ป ร ะ ก อ บ 
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phosphoenolpyruvate โดยพบว่ามีความส าคัญต่อการมีชีวิตรอดของเชื้อวัณโรคในเซลล์แมคโคร-
ฟาจ (216) ส าหรับความสัมพันธ์ของโปรตีนในช่วงเวลา 1 <-> 6 พบว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการ 
arp2/3 complex mediated actin nucleation โดยโปรตีน  arp2/3 complex เป็น โปรตีนที่
สามารถกระตุ้นให้มีการต่อสายของ actin ได้อย่างรวดเร็ว โดยพบว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการ cell 
mobility, phagocytosis และ membrane trafficking นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีนดังกล่าวยังมี
บทบาทส าคัญต่อการติดเชื้อ ดั งเช่น เชื้อ Listeria monocytogenes พบว่าโปรตีน arp2/3 
complex กระตุ้นการต่อสายของ actin ส าหรับใช้ในการเคลื่อนที่ออกจาก phagosome ไปยัง          
ไซโทพลาสซึมของเซลล์ (217) หรือในเชื้อกลุ่ม Salmonella พบว่าโปรตีน arp2/3 complex                 
มีบทบาทต่อการบุกรุกเซลล์แมคโครฟาจของเชื้อ โดยผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่มีการ         
กลายพันธุ์ของโปรตีน arp2/3 complex มีความทนทานต่อการบุกรุกของเชื้อมากกว่า รวมถึงในเชื้อ 
Shigella flexneri และ Escherichia coli โปรตีน  arp2/3 complex มีบทบาทต่อการกระตุ้น        
การยึดเกาะ (attachment) การติดเชื้อภายในเซลล์ (internalization) และการแพร่เชื้อระหว่าง
เซลล์ (cell-cell spread) (218) นอกจากนี้พบความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ negative regulation 
of lipase activity โดยในการศึกษาก่อนหน้าพบการเพ่ิมขึ้นของเอนไซม์ lipase activity ในเซลล์       
แมคโครฟาจที่ติดเชื้อวัณโรค ซึ่งการเพ่ิมขึ้นดังกล่าวส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการตายของเซลล์แบบ 
atypical cell death โดยเป็นการตายของเซลล์ที่เชื้อภายในเซลล์ยังคงมีชีวิตและสามารถออกมา
จากเซลล์แมคโครฟาจแล้วเกิดการแพร่กระจายได้ (219) แต่ในการศึกษาครั้งนี้พบกระบวนการท างาน
ของเอนไซม์ lipase activity ลดลง เนื่องด้วยเชื้อ N. gonorrhoeae ที่พบภายในเซลล์แมคโคร-        
ฟาจมีกระบวนการยับยั้งการท างานของกระบวนการอะพอพโทซิส จึงกล่าวได้ว่ากระบวนการ
แพร่กระจายหรือการติดเชื้อภายในเซลล์ของเชื้อทั้งสองนั้นอาจมีความแตกต่างกันบางประการ 
นอกจากนี้ยังพบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ positive regulation of establishment of 
protein localization to telomere ได้แก่ โปรตีน CCT3 CCT4 และ CCT4 โดยโปรตีนดังกล่าว
เป็นส่วนประกอบของกลุ่มโปรตีน chaperonin-containing T-complex (TRiC) โดยมีบทบาทใน
การควบคุมกระบวนการขนส่งเอนไซม์ telomerase แม้ว่ากลไกดังกล่าวยังไม่ชัดเจนในบทบาทของ
ก ารติ ด เชื้ อ แ บ ค ที เรี ย  แ ต่ มี ก ารศึ ก ษ าพ บ ว่ า ใน เซ ล ล์ แ ม ค โค รฟ าจที่ ติ ด เชื้ อ  Human 
immunodeficiency virus (HIV) มีการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์  telomerase เพ่ิมขึ้น           
เพ่ือป้องกันการท างานของ ROS ท าให้เชื้อไวรัสสามารถอาศัยอยู่ภายในเซลล์แมคโครฟาจได้นาน
ยิ่งขึ้น (220) อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ยังพบความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ positive 
regulation of DNA repair จึงเป็นไปได้ว่ากลไกดั งกล่าวอาจเป็น อีกกลไกหนึ่ งที่ เชื้ออาจใช้
ปรับเปลี่ยนกระบวนการของเซลล์แมคโครฟาจที่เกี่ยวข้องกับ telomere และการซ่อมแซม DNA เพ่ือ
ป้องกันการท าลายจาก ROS และยืดระยะเวลาการตายของเซลล์แมคโคจฟาจออกไป ในช่วงสุดท้าย
ของการทดสอบชั่วโมงที่ 12 <-> 24 จากปฏิสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ protein targeting 
to endoplasmic reticulum (ER) และ Protein folding in endoplasmic reticulum ประกอบ
กับกระบวนการ IRE-1-mediated unfold protein response ซึ่งเป็นกระบวนการตอบสนองต่อ
ภาวะ ER stress นั้น พบข้อสังเกตว่าจ านวนโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นทั้งในส่วนของโปรตีน
มนุษย์และของเชื้อมีผลรวมสูงที่สุดในช่วงเวลานี้ จึงบ่งชี้ได้ว่าเซลล์อาจอยู่ในภาวะ ER stress โดยการ
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ติดเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดพบว่าสามารถกระตุ้น  ER stress ได้ เช่น Shigella dysenteriae,            
L. monocytogenes และ M. tuberculosis (221) ผ่านกลไกของปัจจัยก่อโรคที่กระตุ้นให้ เกิด 
unfolded protein response (222) โด ย  ER stress ส า ม า ร ถ เกิ ด ก า ร เห นี่ ย ว น า ให้ เกิ ด
กระบวนการอะพอพโทซิสผ่านกลไกของ IRE1 และ calcium ion ตามมา (223) จากการศึกษาใน
เชื้อวัณโรคพบว่ากระบวนการข้างต้นสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ การค้นพบดังกล่าวนั้น
จึงอาจน าไปสู่การพัฒนาการรักษาวัณโรคที่มีการดื้อยาได้ (222) จะเห็นได้ว่าในการศึกษานี้นอกจาก
พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการข้างต้นแล้ว ยังพบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ cellular 
response to calcium ion, IRE-1mediated unfold protein response แ ล ะ  positive 
regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway ที่มีส่วนช่วยสนับสนุนสมมติฐานข้างต้น
ของกระบวนการติดเชื้อ N. gonorrhoeae ซ่ึงต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต        

 
5.2 สรุปผลการวิจัย  

 จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปได้ว่าเซลล์เม็ดเลือดขาว THP-1 ที่ถูกกระตุ้นให้เป็นเซลล์                  
แมคโครฟาจสามารถเกิดกระบวนการฟาโกไซโทซิสเชื้อ N. gonorrhoeae เข้าไปภายในเซลล์ 
ภายหลังการฟาโกไซโทซิสพบว่าเชื้อสามารถอาศัยอยู่ภายในเซลล์แมคโครฟาจและอาจเพ่ิมจ านวนได้
ตามการเพ่ิมขึ้นของค่าความเข้มข้นของแสงฟลูออเรสเซนต์ ในขณะเดียวกันจากการท าการแยก EVs                    
ด้วยเทคนิค ultracentrifuge พบการหลั่ง EVs จากเซลล์แมคโครฟาจ ด้วยผลการพบโปรตีน EVs 
markers จ านวน 27 ชนิด ด้วยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Vesiclepedia เมื่อท าการวิเคราะห์
โปรตีโอมิกส์ของโปรตีนทั้ง 4 ช่วงเวลา พบว่าการแสดงออกของโปรตีนมีการเปลี่ยนแปลงตาม
ช่วงเวลาของการบ่มเซลล์แมคโครฟาจกับเชื้อ โดยพบว่าโปรตีนของมนุษย์มีการแสดงออกสูงใน
ช่วงแรกของการติดเชื้อ ในช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 และ 1 <-> 6 โดยมีการแสดงออกสูงที่สุดในช่วงเวลา
ที่ 1 <-> 6 และมีการแสดงออกต่ าในช่วงหลัง ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 และ 12 <-> 24 ในขณะที่
โปรตีนของเชื้อมีการแสดงออกต่ าในช่วงแรกของการติดเชื้อและมีการแสดงออกสูงในช่วงหลัง โดยมี
การแสดงออกสูงที่สุดในช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 สามารถวิเคราะห์หาโปรตีนตัวแทนบ่งชี้ชีวภาพของ
โปรตีนของมนุษย์และเชื้อได้จากทั้งส่วนโปรตีนที่มีการแสดงออกร่วมกันและจ าเพาะกับช่วงเวลา                 
ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อและติดตามระยะการติดเชื้อได้ อีกท้ังการ
วิเคราะห์ด้านคุณสมบัติ หน้าที่ของโปรตีนและปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนด้วยการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
ฐานข้อมูลชีวสารสนเทศ ท าให้ทราบถึงบทบาทและปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนที่เกิ ดขึ้น โดยพบว่า
ช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะ ได้แก่ โปรตีน RPS15, RPS18 และ RPS4X                 
มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ protein processing ในการสังเคราะห์โปรตีนเพ่ือขนส่ง
ออกไปยังภายนอกเซลล์  โปรตีน  ARSB, CHI3L1, LUM, ATIC, HSPD1, ACTN4 และ  FBLN1                          
มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ cell migration and motility ในการเคลื่อนที่และการ
รวมกลุ่ มของเซลล์  โปรตีน C1QTNF3, HSPD1, LCP1, PGK1, TXNDC12, ATIC และ HSPD1                         
มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ immune response ในการหลั่ง IL-6 และการตอบสนองต่อ 
IL-7 และโป รตี น  C1QTNF3, MDH1, MDH2, PGK1 และ TPI1 มี ป ฏิ สั ม พั น ธ์ เกี่ ย วข้ อ งกั บ
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กระบวนการ energy production ในการลดการท างานของกระบวนการ gluconeogenesis 
ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะ ได้แก่ โปรตีน RPL10A, RPL11, RPL12, 
RPL13, RPL31, RPL4, RPLP0, RPS11, RPS23, RPS3, RPS3A, EIF3F, EIF4A1, CCT3, CCT4, 
CCT7, RPL11, SDCBP, ATP5F1B, IMPDH2, และ PARP1 มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ 
protein processing ในการสังเคราะห์โปรตีนเพ่ือส่งไปยังภายนอกเซลล์และการใช้ภายในเซลล์ 
โป รตีน  ACTR2, ARF1, ARPC2, ARPC3, ATP5F1B และ SDCBP มีปฏิ สั ม พั นธ์ เกี่ ย วข้ อ งกั บ
กระบวนการ cell migration and motility ในการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยกระบวนการ actin 
nucleation ผ่านการท างานของโปรตีน arp2/3  โปรตีน ARF1, PPIA และ RPLP0 มีปฏิสัมพันธ์
เกี่ยวข้องกับกระบวนการ immune response ในการตอบสนองต่อ IL-12 โปรตีน ATP5F1B, 
IMPDH2 และ PARP1 มีปฏิ สัม พันธ์ เกี่ ยวข้องกับกระบวนการ energy production ในการ
สังเคราะห์ NTP ส าหรับใช้เป็นแหล่งพลังงานของเซลล์ โปรตีน ACTR2, PARP1, RPS3, ACTR2, 
ARF1, ARPC2 และ ARPC3 มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ DNA repair ในการซ่อมแซม       
ส่วนของดีเอ็นเอ และโปรตีน ANXA1, APOA1, APOC3 และ VDAC2 มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการ membrane stability ในการรักษาสภาพของเยื่อหุ้มเซลล์ระหว่างที่มีการตอบสนองต่อ
การติดเชื้อ ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะ ได้แก่ โปรตีน RPL29, RPL36 
และ RSL1D1 มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ protein processing ในการสังเคราะห์โปรตีน
ภายในเซลล์และโปรตีน KRT2 มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ cell migration and motility 
ในการเคลื่อนที่ของเซลล์และช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 โปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะ ได้แก่ โปรตีน 
HSPA5, RPLP2, HSP90B1, HSPA5, PDIA6, TLN1, CPNE1, CPNE2, NCSTN แ ล ะ  P4HB               
มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ protein processing ในการขนส่งโปรตีนไปยังเอนโด -      
พลาสมิกเรติคูมลัมและการเกิดกระบวนการ ER stress และโปรตีน PPP2R1A, PTPRC, HSPA5, 
YWHAE และ YWHAQ มีปฏิสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับกระบวนการ cell death ในการท างานของ
กระบวนการตายของเซลล์ผ่านกระบวนการอะพอบโทซิส ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการศึกษาต่อไปถึง
กลไกและผลของการขนส่งโปรตีนเหล่านี้ภายใน EVs ต่อพยาธิสภาพและการตอบสนองของเซลล์ต่อ
การติดเชื้อ N. gonorrhoeae       

 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

 1. เพ่ือให้เข้าใจถึงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์เม็ดเลือดขาว
แมคโครฟาจและโปรตีนที่ถูกบรรจุภายในถุง EVs ควรท าการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของโปรตีนที่มีการ
แสดงออกภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจเพ่ิมเติม  
 2. เพ่ือเป็นการยืนยันว่าถุง EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจที่ติดเชื้อ N. gonorrhoeae                      
มีบทบาทต่อการกระตุ้นการท างานของเซลล์เม็ดเลือดขาว CD4+ และ CD8+ T-cell รวมถึงการหลั่ง 
cytokine และ chemokine ควรท าการศึกษาในส่วนนี้เพิ่มเติม  
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 3. เพ่ือให้ทราบถึงปริมาณและอัตราการหลั่งถุง EVs ควรท าการวัดปริมาณของจ านวนถุง 
EVs ที่หลั่งจากเซลล์แมคโครฟาจเพ่ิมเติม ด้วยเทคนิค อาทิเช่น Nano tracking particle หรือ Flow 
cytometry  
 4. เพ่ือเป็นการยืนยันการแสดงออกของโปรตีนภายในถุง EVs ควรท าการคัดเลือกโปรตีนที่
เหมาะสมและท าการทดสอบยืนยันการแสดงออกของโปรตีนด้วยเทคนิค Western blot  
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ภาคผนวก ก 
 
1. ภาพจากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ Deconvolution microscope ของเซลล์แมคโครฟาจกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่มีการบ่มร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae ที่เวลา 1 6 12 และ 24 ชั่วโมง 
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2. ภาพจากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ Deconvolution microscope ของเซลล์แมคโครฟาจกลุ่ม
ทดสอบที่บ่มร่วมกับเชื้อ N. gonorrhoeae ที่เวลา 1 6 12 และ 24 ชั่วโมง 
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3. กราฟ volcano plot ของการวิ เคราะห์ โปรตี โอมิกส์ เชิงปริมาณ ด้วยเทคนิค Label-free 
quantitation จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ โดยเป็นการสร้างกราฟระหว่าง
ค่านัยส าคัญ (significance) และค่า Log2 ratio โดยสีเขียวคือโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลงและ                    
สีแดงคือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น 

 

 

 

ช่วงเวลาที่ 0 <-> 1 ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6 

ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12 ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24 
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R 
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h 
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34
.36

 
1 

0.4
6 
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71

 
P3
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3 
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ein
 d
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e-
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m
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e 
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32
.21
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0.4
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56

78
2 

72
 

P0
55

46
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He
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 c
of
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33
.47

 
1 

0.4
7 

57
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1 
73

 
K7
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40

S 
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al 
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ein
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.52
 

1 
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S 
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at
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Lo
g2

 
ra

tio
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e 
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9 
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e 
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p2
4 
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m
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 p
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te
in 

9 
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.79

 
1 

0.4
8 
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53
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S 
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al 
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ein
 L

27
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.45

 
1 

0.4
8 
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dr

og
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e 

 c
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m
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2 
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9 
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2 
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in 
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ta
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A0
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.92
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W
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4 
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4 
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tic
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.32
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S 
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al 
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3 

2.0
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M
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m
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.22
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B 
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m
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a 
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T3

B 
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l-d
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ro
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1 

2.2
7 
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89
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2 
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2 
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.45

 
2 

2.4
3 
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4 
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n 
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.45

 
2 

2.4
3 
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6 
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6 
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3 

2.5
1 
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in 
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al 
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1 

5.6
9 
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A 
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S 
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al 
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ein
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5.7
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4 
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S 

rib
os

om
al 
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18
a 
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5.7
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5 
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al 
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a 
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m
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.26

 
1 

5.7
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1 

6.3
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8 
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.09

 
2 

6.7
3 
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8 
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4 
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ro
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al 
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al 
en
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8 
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0.4
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24
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1A
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ry
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oA

 re
du

ct
as

e 
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W
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W
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S 
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m
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in 
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2 
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1 
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1 
 

30
.8 

1 
2.0

8 
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m
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in 
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S 
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8. ผลการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์เชิงประมาณด้วยเทคนิค Label-free quantitation จากการ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ และฐานข้อมูล Uniprot ของโปรตีนของเชื้อ N. 
gonorrhoeae ช่วงเวลาที่ 1 <-> 6  

No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average  mass(Da) 
1 UPI00004CE457 28.1 2 0.21 43769 
2 UPI00004CE7CA 29.2 1 0.23 33687 
3 UPI0001AF33AD 27.91 2 0.23 52271 
4 UPI000179533E 23.93 7 0.23 41485 
5 UPI0005E6C3E9 30.25 1 0.25 65775 
6 UPI00019A8777 24.32 3 0.26 79931 
7 UPI0005E52096 21.63 2 0.26 113961 
8 UPI0001795688 20.31 2 0.26 27034 
9 UPI0001AF5BA7 34.65 3 0.27 74484 

10 UPI00017952F7 31.15 2 0.28 51216 
11 UPI0001AF4B9A 27.14 4 0.28 39025 
12 UPI00004CE503 25.87 1 0.28 37047 
13 UPI00019A8932 24.15 2 0.28 62952 
14 UPI00004CE86A 45.12 4 0.29 45698 
15 UPI00004CE63E 47.81 2 0.3 36389 
16 UPI0000133507 42.4 2 0.3 37643 
17 UPI00004CE839 34.08 6 0.3 42938 
18 UPI00019A893B 32.31 6 0.3 67944 
19 UPI00019A887A 31.89 3 0.3 28508 
20 UPI0001AF7E7E 26.81 1 0.3 53677 
21 UPI00064C6E0B 25.46 1 0.3 67238 
22 UPI00004CE2FC 24.22 2 0.3 47319 
23 UPI00064CD95B 23.92 2 0.3 56135 
24 UPI000865F4F6 20.97 1 0.3 53538 
25 UPI0001795690 38.5 2 0.31 28592 
26 UPI00004CE45B 33.12 5 0.31 61191 
27 UPI0001BD8827 30.42 5 0.31 61949 
28 UPI0001AF340F 28.58 3 0.31 62152 
29 UPI0001AF52EE 24.38 2 0.31 24835 
30 UPI00000BC0C5 22.31 2 0.31 34104 
31 UPI000160BE30 22.3 3 0.31 55794 
32 UPI00000C45E7 42.27 1 0.32 20880 
33 UPI00004CE4AC 24.49 1 0.32 51478 
34 UPI00004CE3AD 22.26 1 0.32 26506 
35 UPI00017955FF 20.77 1 0.32 42995 
36 UPI00017952BD 35.04 6 0.33 29377 
37 UPI0001AF61E1 32.55 5 0.33 117415 
38 UPI00004CE565 31.83 4 0.33 64449 
39 UPI00004CE744 29.33 4 0.33 44055 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average  mass(Da) 
40 UPI00004CE28C 22.9 1 0.33 39300 
41 UPI00004CE56A 63.8 6 0.34 26880 
42 UPI00064CC29A 25.42 4 0.34 33142 
43 UPI00004CE8A1 23.65 3 0.34 54158 
44 UPI00000C4CC4 22.51 2 0.34 26016 
45 UPI00004CE5B4 21.68 3 0.34 55517 
46 UPI00064C9D1C 43.77 2 0.35 38900 
47 UPI00004CE8AA 33.54 1 0.35 41998 
48 UPI000179516A 27.16 1 0.35 45366 
49 UPI000179565A 25.08 4 0.35 41470 
50 UPI000000392B 23.66 1 0.35 52711 
51 UPI00004CE37F 22.8 2 0.35 22878 
52 UPI00065A0D35 21.67 4 0.35 97249 
53 UPI00019A88D6 20.72 1 0.35 85139 
54 UPI00064C77EC 38.54 8 0.36 78008 
55 UPI00064CD536 33.01 1 0.36 42235 
56 UPI00004CE83A 25.9 5 0.36 77173 
57 UPI0001795174 22.14 4 0.36 90753 
58 UPI00004CE2D5 21.51 4 0.36 50873 
59 UPI00064C54D3 35.85 9 0.37 85081 
60 UPI000012DBD6 34.33 3 0.37 23124 
61 UPI0001795094 27.21 1 0.37 41952 
62 UPI00019A8796 20.82 2 0.37 34843 
63 UPI00019A8887 46.5 8 0.39 32806 
64 UPI000058F71F 40.48 1 0.39 44509 
65 UPI00004CE696 35.72 3 0.39 60481 
66 UPI00017952C9 34.33 1 0.39 17001 
67 UPI0001795227 30.36 4 0.39 103237 
68 UPI00004CE44A 28.36 2 0.39 33654 
69 UPI00004CE6A4 22.19 2 0.39 36634 
70 UPI00019A87A0 37.37 3 0.4 26959 
71 UPI0001AF3B98 36.86 8 0.4 42744 
72 UPI00064CC735 31.37 1 0.4 38000 
73 UPI00004CE39B 29.47 3 0.4 72116 
74 UPI000160BE2E 24.68 2 0.4 50326 
75 UPI00017954BD 22.61 4 0.4 45175 
76 UPI00017952ED 41.45 2 0.41 30563 
77 UPI000058F62E 27.04 1 0.41 18095 
78 UPI0001795251 26.99 2 0.41 53473 
79 UPI00000C47A0 23.4 1 0.41 16228 
80 UPI00004CE310 23.3 2 0.41 31997 
81 UPI0001AF7CD3 23.11 2 0.41 48841 
82 UPI0005E506BD 34.52 3 0.42 54812 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average  mass(Da) 
83 UPI00064C901E 30.7 1 0.42 40576 
84 UPI00004CE938 28.39 2 0.42 26035 
85 UPI00019A846A 25.82 3 0.42 59505 
86 UPI00000C477C 24.22 8 0.42 28755 
87 UPI00004CE654 23.25 2 0.42 92732 
88 UPI00004CE498 29.52 1 0.43 46467 
89 UPI0001AF37ED 26.29 1 0.43 76284 
90 UPI00064CBF27 40.9 1 0.44 86019 
91 UPI00064C5402 35.56 1 0.45 56693 
92 UPI00000B0594 29.58 2 0.45 23165 
93 UPI00004CE4C3 22.68 2 0.45 62117 
94 UPI0001AF433B 21.09 1 0.45 52832 
95 UPI0002EA181D 21.09 1 0.45 53078 
96 UPI00004CE3CE 39.82 7 0.46 20954 
97 UPI00004CE5B6 31.06 4 0.46 71575 
98 UPI00064CCDD8 23.88 4 0.46 32622 
99 UPI00000347DB 21.66 4 0.46 34477 

100 UPI00064C61B4 41.71 2 0.47 41256 
101 UPI0001795313 36.25 4 0.47 48355 
102 UPI00064C9E72 28.81 5 0.47 52175 
103 UPI0001AF3F1A 20.34 2 0.47 25253 
104 UPI00064C8550 30.03 11 0.48 45505 
105 UPI00004CE2AA 27.13 5 0.48 41311 
106 UPI00000C4E79 22.43 2 0.48 12798 
107 UPI00006E2311 20.48 2 0.48 37221 
108 UPI00017956E2 35.48 1 0.49 17476 
109 UPI00017955B9 30.52 4 0.49 37459 
110 UPI0000135172 25 2 0.49 14124 
111 UPI00004CE52B 23.38 1 0.49 41986 
112 UPI0000030EB1 30.83 5 0.5 47003 
113 UPI000865994E 35.34 3 2 54918 
114 UPI000658B778 32.01 3 2.13 10476 
115 UPI0000133D1C 31.01 1 2.27 13680 
116 UPI0008652E88 27.58 6 2.27 15465 
117 UPI00064CA7EA 20.58 2 2.41 11961 
118 UPI00004CE4F6 40.08 1 2.43 9377 
119 UPI00004CE5D1 21 1 2.51 13484 
120 UPI00004CE752 22.23 1 2.56 17186 
121 UPI00004CE354 27.67 2 2.59 11392 
122 UPI0000126E08 22.52 2 3.63 28085 
123 UPI00064CBBB5 47.41 5 5.19 101955 
124 UPI00064C8541 40.6 2 6.97 77240 
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9. ผลการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์เชิงประมาณด้วยเทคนิค Label-free quantitation จากการ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ และฐานข้อมูล Uniprot ของโปรตีนของเชื้อ N. 
gonorrhoeae ช่วงเวลาที่ 6 <-> 12  

No. Uniparc Accession  Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
1 UPI0000134E7F 27.31 2 0.26 8355 
2 UPI000179552B 36.25 1 0.29 11390 
3 UPI000865ED7A 28.63 2 0.47 19974 
4 UPI00004CE55D 21.56 1 2.01 41308 
5 UPI000179565A 26.07 3 2.03 41470 
6 UPI00004CE8C9 31.06 7 2.08 16238 
7 UPI000012DBD6 39.91 2 2.09 23124 
8 UPI0001795227 26.82 4 2.09 103237 
9 UPI0001795251 21.15 2 2.1 53473 

10 UPI00019A8932 31.48 4 2.11 62952 
11 UPI00000C47A0 20.72 1 2.11 16228 
12 UPI00004CE83A 20.24 6 2.11 77173 
13 UPI00004CE44A 22.43 3 2.14 33654 
14 UPI00064C6E0B 21.94 1 2.21 67238 
15 UPI00004CE39B 31.58 4 2.23 72116 
16 UPI00004CE5B6 34.46 6 2.24 71575 
17 UPI00004CE82A 38.51 6 2.25 36001 
18 UPI00004CE322 37.95 3 2.28 45995 
19 UPI0000590023 35.13 1 2.28 54315 
20 UPI0001AF37ED 30.83 1 2.29 76284 
21 UPI00004CE30B 21.91 2 2.29 52098 
22 UPI00004CE696 28.37 2 2.3 60481 
23 UPI000865237B 30.04 5 2.32 113773 
24 UPI00004CE45B 34.52 6 2.36 61191 
25 UPI00004CE4EA 37.77 5 2.37 60807 
26 UPI0001AF5BA7 32.55 6 2.37 74484 
27 UPI0001BC928D 25.85 1 2.38 72710 
28 UPI00004CE562 28.1 2 2.41 48121 
29 UPI00004CE2D5 29.92 3 2.43 50873 
30 UPI00019A8777 27.97 3 2.45 79931 
31 UPI00004CE565 46.98 3 2.46 64449 
32 UPI00017952C9 38.06 1 2.48 17001 
33 UPI000179533E 29.4 7 2.48 41485 
34 UPI00004CE8A1 23.64 3 2.51 54158 
35 UPI00000C45E7 38.9 1 2.52 20880 
36 UPI00064C7D5B 29.68 3 2.55 67911 
37 UPI00019A893B 35.42 5 2.58 67944 
38 UPI00019A846A 20.15 2 2.62 59505 
39 UPI00004CE839 25.26 7 2.65 42938 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
40 UPI000179516A 24.77 1 2.7 45366 
41 UPI00017955FF 21.6 1 2.73 42995 
42 UPI00064C54D3 44.22 11 2.79 85081 
43 UPI0002EEB426 29.37 2 2.82 54887 
44 UPI00064CBB61 36.91 1 2.95 104197 
45 UPI00019A8735 44.58 3 3.1 29883 
46 UPI00004CE654 24.67 3 3.11 92732 
47 UPI0001AF7E7E 25.96 1 3.18 53677 
48 UPI0001AF344F 20.63 2 3.24 84344 
49 UPI00064CBF27 43.28 3 3.32 86019 
50 UPI0005E52096 28.07 4 3.37 113961 
51 UPI00064C5961 20.71 1 4.15 57556 
52 UPI0001AF61E1 49.94 7 4.24 117415 
53 UPI0001BC9283 34.44 1 4.33 52186 
54 UPI00064C97B6 20.29 1 4.46 76892 
55 UPI0001AF7E9D 24.93 1 4.59 106361 
56 UPI00065A0D35 20.49 4 4.61 97249 
57 UPI00004CE746 20.01 1 5.02 32678 
58 UPI00064C77EC 27.23 10 7.19 78008 

 

10. ผลการวิเคราะห์โปรตีโอมิกส์เชิงประมาณด้วยเทคนิค Label-free quantitation จากการ
วิเคราะห์ด้ วยโปรแกรมส าเร็จรูป PEAKS X+ และฐานข้อมูล Uniprot ของโปรตีนของเชื้อ                        
N. gonorrhoeae ช่วงเวลาที่ 12 <-> 24  

No. Uniparc Accession  Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
1 UPI00004CE32E 24.33 1 0.07 15997 
2 UPI0005E52096 25.58 2 0.11 113961 
3 UPI00064C9E72 40.64 1 0.15 52175 
4 UPI00064C7697 37.15 4 0.15 95112 
5 UPI00004CE7FE 21.16 1 0.15 43042 
6 UPI0001AF5BA7 50.44 3 0.16 74484 
7 UPI0001AF7E9D 30.28 1 0.16 106361 
8 UPI0001BD8827 25.22 2 0.16 61949 
9 UPI00064C54D3 41.14 9 0.17 85081 

10 UPI00065A0D35 28.57 2 0.17 97249 
11 UPI0001AF61E1 30.26 4 0.18 117415 
12 UPI00019A8887 41.44 6 0.2 32806 
13 UPI000012DBD6 53.46 2 0.21 23124 
14 UPI00004CE2AA 31.05 4 0.21 41311 
15 UPI0005E6C3E9 27.53 1 0.21 65775 
16 UPI00004CE812 20.91 3 0.21 51741 
17 UPI0001795305 30.48 1 0.23 57322 
18 UPI00064C8DE6 30.28 2 0.23 49587 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
19 UPI00004CE3AD 24.05 2 0.23 26506 
20 UPI000058E2F0 23.14 2 0.23 101122 
21 UPI0001AF3EAB 25.89 1 0.24 66423 
22 UPI00004CE8C9 30.88 7 0.25 16238 
23 UPI00064CCB75 23.53 1 0.25 41798 
24 UPI00017955B9 20.54 2 0.25 37459 
25 UPI00017952ED 25.71 2 0.26 30563 
26 UPI00017952C9 25.1 1 0.26 17001 
27 UPI0001AF439E 53.08 2 0.27 18465 
28 UPI00004CE45B 43.83 3 0.27 61191 
29 UPI00004CE30B 23.25 4 0.27 52098 
30 UPI0001AF7E7E 22.94 2 0.27 53677 
31 UPI00064C77EC 23.14 10 0.28 78008 
32 UPI00064CBB61 32.59 1 0.29 104197 
33 UPI00019A893B 32.33 4 0.29 67944 
34 UPI00019A88C0 31.33 1 0.29 101403 
35 UPI0001BD80DB 29.31 3 0.29 67665 
36 UPI00017954BD 23.79 5 0.29 45175 
37 UPI00019A8870 23.14 3 0.29 31234 
38 UPI0001AF3450 20.37 2 0.29 40965 
39 UPI00064CC5DB 48.19 4 0.3 66269 
40 UPI00000C4DBA 43.18 2 0.3 24780 
41 UPI00004CE839 39.57 5 0.3 42938 
42 UPI00004CE7AF 27.49 3 0.3 29305 
43 UPI00004CE457 22.24 1 0.3 43769 
44 UPI00000C45E7 47.71 1 0.31 20880 
45 UPI00000347DB 35.46 2 0.31 34477 
46 UPI0001795247 39.43 1 0.32 53919 
47 UPI00004CE322 27.71 3 0.32 45995 
48 UPI00064CA485 24.96 1 0.32 81280 
49 UPI0001CF4AFF 41.47 1 0.33 75875 
50 UPI0000030F19 33.03 1 0.33 25113 
51 UPI000179556C 32.38 2 0.33 31375 
52 UPI000012C021 30.72 4 0.33 18532 
53 UPI000058FD9A 22.93 3 0.33 42405 
54 UPI00064C61B4 53.56 4 0.34 41256 
55 UPI000179565A 52.26 3 0.34 41470 
56 UPI00017955A9 36.52 5 0.34 60522 
57 UPI0001795159 27.81 4 0.34 74432 
58 UPI00004CE5B6 20.75 6 0.34 71575 
59 UPI0001AF3B11 40.52 3 0.35 64942 
60 UPI00004CE55A 31.49 1 0.35 25794 
61 UPI0001AF3F1A 24.92 1 0.35 25253 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
62 UPI0005E42D6D 22.9 6 0.35 48007 
63 UPI00017952E3 51.46 3 0.36 42215 
64 UPI00004CE92E 31.18 8 0.36 50424 
65 UPI000179533E 58.94 8 0.37 41485 
66 UPI00004CE3AF 32.48 1 0.37 38373 
67 UPI00004CE82A 37.09 6 0.38 36001 
68 UPI0001CA7F4F 35.01 2 0.39 41427 
69 UPI00064C7B09 31.63 2 0.39 43924 
70 UPI0000130A82 29.61 4 0.39 20550 
71 UPI00064C7E59 23.35 5 0.39 129949 
72 UPI0001795313 22.55 3 0.39 48355 
73 UPI00004CE87B 30.83 6 0.4 35761 
74 UPI0001795636 30.36 18 0.4 155718 
75 UPI00000BC53A 23.31 4 0.4 45332 
76 UPI00064C5DC6 38.76 2 0.42 50503 
77 UPI0008666885 37.02 9 0.42 114283 
78 UPI0000127636 31.75 3 0.42 10287 
79 UPI00004CE2A3 24.91 1 0.42 31478 
80 UPI0006599E22 22.07 1 0.42 26962 
81 UPI000016FC04 21.29 4 0.42 88495 
82 UPI00004CE63E 20.49 2 0.42 36389 
83 UPI00064C871F 29.95 8 0.43 28919 
84 UPI00017950F4 21.06 2 0.43 28059 
85 UPI0001AF3B22 20.81 6 0.43 50416 
86 UPI00004CE26F 20.55 1 0.43 15444 
87 UPI00004CE8E6 44.89 2 0.44 30708 
88 UPI00019A8889 25.7 2 0.44 37545 
89 UPI00004CE801 21.42 3 0.44 41954 
90 UPI00004CE7AE 21.28 2 0.44 36129 
91 UPI00004CE565 43.8 3 0.45 64449 
92 UPI00000BAA07 37.67 4 0.45 37940 
93 UPI00004CE89C 30.45 3 0.45 30359 
94 UPI0005E506BD 27.28 1 0.45 54812 
95 UPI00004CE43B 25.06 11 0.45 57091 
96 UPI0001AF346C 20.07 11 0.46 28732 
97 UPI00004CE44C 25.33 1 0.47 15703 
98 UPI00017953E4 23.19 7 0.47 33912 
99 UPI0000134BBA 37.25 2 0.48 11807 

100 UPI00004CE37F 28.34 3 0.48 22878 
101 UPI00004CE313 27.78 1 0.48 19767 
102 UPI00004CE82F 24.1 4 0.48 20379 
103 UPI00000C446D 22.01 1 0.48 27691 
104 UPI00004CE76A 33.22 1 0.49 27410 
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No. Uniparc Accession Significance Peptides matched Log2 ratio Average mass(Da) 
105 UPI00004CE4AC 25.55 1 0.49 51478 
106 UPI00019A897A 25.24 4 0.49 18922 
107 UPI00017952F7 37.87 2 0.5 51216 
108 UPI00004CE829 57.6 2 2.03 13775 
109 UPI00004CE55F 29.88 5 2.03 50079 
110 UPI000012A349 42.46 1 2.05 15514 
111 UPI00004CE3CB 24.15 1 2.21 21188 
112 UPI00004CE2EA 32.94 1 2.27 9320 
113 UPI00004CE5B8 20.03 6 2.29 19449 
114 UPI000865994E 49.63 5 2.85 54918 
115 UPI000179570D 30.58 3 2.93 59361 
116 UPI00004CE454 23.27 3 3.45 28451 
117 UPI00004CE83B 32.76 3 3.7 17645 
118 UPI0000126E08 29.88 3 3.84 28085 
119 UPI00004CE354 31.19 3 4.02 11392 
120 UPI00004CE8E5 23.2 1 4.17 36324 
121 UPI00004CE7A7 37.03 7 4.44 31528 
122 UPI0000134E7F 31.91 2 5.49 8355 
123 UPI00038FACCC 23.44 1 5.66 9253 
124 UPI00000B6F1A 40.23 5 6.38 35840 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

159 
 

 

ภาคผนวก ข  

การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงและสารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ 

 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 

 ผสมอาหารเลี้ ยงเซลล์  RPMI-1640 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เข้ากับ FBS ที่ผ่ านการ 
inactivated ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ปริมาตร 50 มิลลิตรปฏิชีวนะ 1X 
สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และ 1X เจนตามัยซิน ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและท าการเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 
2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth  

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI ปริมาณ 18.5 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 500 มิลลิตร ท าการ
ละลายให้เข้ากัน น าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส             
เป็นเวลา 15 นาที พักให้อาหารเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิลดลงและท าการเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3. การเตรียมสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 

 ชั่งผง PBS ปริมารณ 9.6 กรัม ละลายด้วยน้ า MilliQ ปริมาตร 1 ลิตร ท าการละลายให้เข้า
กัน น าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที พักให้อาหารเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิลดลงและท าการเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
4. การเตรียมแผ่นเจล SDS-PAGE ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 

 ท าการผสมน้ า MilliQ ปริมาตร 3.8 มิลลิลิตร สารละลาย Acrylamide/Bis-acrylamide 
ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 3.4 มิลลิลิตร สารละลาย Tris ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ ที่มีค่า 
pH เท่ากับ 8.8 ปริมาตร 2.6 สารละลาย Sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร สารละลาย ammonium persulfate (APS) ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 และสารละลาย Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ปริมาตร 
0.01 มิลลิลิตร ท าการผสมให้เข้ากัน และเทใส่ gel cassette โดยเลือกแผ่นกระจกที่มีความลึก 1.5 
มิลลิลิตรในการประกอบ gel cassette  
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ชื่อ-สกุล นายสหรัฐ นันทวงค ์
วัน เดือน ปี เกิด 11 กรกฎาคม 2537 
สถานที่เกิด จังหวัดตรัง 
วุฒิการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) 

เกียรตินิยมอันดับ 1 จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปี
การศึกษา 2559 และได้เข้าศึกษาต่อในระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชา
วิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทางการแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกัน 
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