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เชื้อ Helicobacter pylori เป็นแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ที่มีความส าคัญทางคลินิก  การติด

เชื้อ H. pylori มีความสัมพันธ์กับการเกิดเป็นโรคมะเร็งกระเพาอาหาร เนื่องจากเชื้อมีปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคหลายชนิด 
อาทิ ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ยูรีเอสปริมาณมาก การสร้างสารพิษประเภท CagA และ VacA การใช้แฟลเจลลาในการ
เคลื่อนที่แบบควงสว่านเข้าสู่ชั้นเยื่อเมือกของกระเพาะอาหาร การยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร รวมทั้งการกระตุ้นให้เซลล์
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสที่น ามาสู่การพัฒนากลายเป็นโรคมะเร็งกระเพาะอาหารได้ แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori มีส่วนช่วย
ในการเคลื่อนที่และเป็นสารที่ใช้ในการยึดเกาะที่ส าคัญของเชื้อ อีกทั้งยังถูกสันนิษฐานว่าอาจมีส่วนกระตุ้นในการท าให้เซลล์เยื่อบุผิว
เกิดการตาย การควบคุมการสร้างและการท างานของแฟลเจลลาเกิดขึ้นจากการท างานร่วมกันของยีนหลายชนิด โดยมียีน flaA ท า
หน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีนแฟลเจลลินหลักของแฟลเจลลา และยีน fliD ท าหน้าที่ควบคุมการสร้าง capping protein หุ้มส่วน
ปลายของแฟลเจลลา การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลกระทบของยีน flaA และยีน fliD ของเชื้อ H. pylori ต่อการเคลื่อนที่
ของเช้ือ การยึดเกาะและการกระตุ้นให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์เยื่อบุผิว Human gastric adenocarcinoma (AGS) 
โดยท าการศึกษาลักษณะของสายแฟลเจลลาวิธีย้อมด้วยสี leifson-tannic acid fuchsin และด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน เปรียบเทียบกันระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์
ของยีน flaA และ ยีน fliD เช้ือดังกล่าวทั้งหมดยังถูกน ามาทดสอบการเคลื่อนที่ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ 
AGS เพื่อทดสอบการยึดเกาะกับเซลล์ด้วยวิธี adhesion assay และการกระตุ้นให้เซลล์ที่ติดเชื้อตายด้วยการย้อมสี Annexin/ PI 
และวัดสัญญาณด้วย flow cytometry พบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ทั้งสองสายพันธุ์ไม่สามารถสร้างสายแฟลเจลลาที่มี
รูปร่างสมบูรณ์ได้ ทั้งนี้เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีความสามารถในการเคลื่อนที่และการยึดเกาะกับเซลล์ AGS 
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD สามารถยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 จากการเพาะเลี้ยงเช้ือร่วมกับเซลล์ AGS ที ่24 ชั่วโมง ไม่พบความแตกต่างของ
การตายของเซลล์ AGS อย่างไรก็ตามที่ 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA สามารถกระตุ้นให้เซลล์ 
AGS ตายได้ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ โดยไม่พบความแตกต่างในเช้ือ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD จากการศึกษา
แสดงให้เห็นว่ายีน flaA อาจมีผลกระทบต่อการตายของเซลล์ AGS และมีผลต่อความสมบูรณ์ของรูปร่างของแฟลเจลลา การ
เคลื่อนที่และการยึดเกาะต่อเซลล์ ซ่ึงล้วนเป็นกระบวนการที่ส าคัญที่น าไปสู่การเกิดพยาธิสภาพของเซลล์เยื่อบุผิวได้  ในขณะที่ยีน 
fliD มีผลต่อความสมบูรณ์ของรูปร่างของแฟลเจลลา และพบว่าเมื่อถูกรบกวนการแสดงออกของยีน กลับส่งผลให้เชื้อ H. pylori ยึด
เกาะกับเซลล์ได้มากขึ้น ทั้งนี้ควรมีศึกษาด้วยเชื้อสายพันธุ์ที่มีการทดแทนด้วยยีนดังกล่าวทั้งสอง รวมไปถึงการทดสอบกลไกระดับ
โมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการตายเพิ่มเติมในอนาคต เพื่อระบุผลกระทบของยีนทั้งสองอย่างชัดเจนต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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Helicobacter pylori is one of the significant enteric pathogens in human. 

Infection with H.pylori associates with gastric cancer due to the bacterium exhibits several virulent factors. These 
include massive urease production, CagA and VacA cytotoxin production, cock-screw liked motility through gastric 
mucosa using flagella, adherence on gastric epithelial cells, and apoptosis induction that leading to gastric cancer. 
Flagella of H. pylori facilitates bacterial movement and serves as an essential bacterial adhesin, and is also 
assumed to trigger epithelial cells apoptosis. The interplay of several genes has regulated flagellar control and 
synthesis. While flaA controls major flagellin production, fliD controls capping protein at the flagella terminal 
production. This study aimed to examine the effect of flaA and fliD genes of H. pylori on bacterial motility, 
epithelial cells adherence and human gastric adenocarcinoma (AGS) cells apoptosis induction. The bacterial 
flagella were investigated by leifson-tannic acid fuchsin and transmission electron microscope (TEM) comparing 
between H. pylori ATCC 43504 and H. pylori flaA and fliD mutants. All the bacterial strains were tested for 
motility using semisolid agar, and co-cultured with AGS cells for adhesion assay and cell death assay using 
Annexin/ PI staining and flow cytometry. Both flaA and fliD mutants failed to produce mature flagella. Compared 
to the wild-type, the bacterial motility and adhesion of flaA mutant have been decreased significantly, whereas, 
fliD mutant showed more significant adhesion percentage. After 24-hour co-cultivation, no significant difference 
in the levels of cell death has been observed. However, after 48-hour co-cultivation, flaA mutant had a 
significantly lower potential to induce cells death rather than the wild-type. While fliD mutant showed no 
significant difference in the levels of cell death. In conclusion, flaA probably affected AGS cells death, as well 
as flagellar maturation, motility and adhesion of H. pylori, which are essential factors predisposing to epithelial 
cells pathogenesis. While fliD gene exhibited an effect on flagellar maturation, and a fliD gene interruption likely 
promoted bacterial adhesion. Studies with flaA and fliD complementary strains as well as a molecular 
mechanism involving cell death should be further established in future in order to clarify the effect of these 
genes in-depth.  
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บทที่ 1  
 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

 เชื้อแบคทีเรีย Helicobacter pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเกลียว สามารถ

เจริญได้ดีในสภาวะที่มีก๊าซออกซิเจนเจือจาง (1) ในสภาวะปัจจุบันมีประชากรกว่าครึ่งหนึ่งของ

ประชากรโลกที่ติดเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวนี้ (2)  โดยพบอัตราความชุกของโรคในประเทศไทยสูงถึง   

57 % (3)  การติดเชื้อ H. pylori น ามาซึ่งพยาธิสภาพในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และก่อให้เกิด

โรคต่าง ๆ เช่น แผลในกระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารอักเสบ และ B-cell lymphoma of 

mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) เป็นต้น (1) การศึกษาจ านวนมากเกี่ยวกับเชื้อ     

H. pylori บ่งชี้ว่าการติดเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าว มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะ

อาหาร ส่ งผลให้องค์การอนามัยโลกจัดกลุ่ มให้ เชื้ อ  H. pylori เป็นสารก่อมะเร็ งกลุ่มที่  1             

(Class I carcinogen) การศึกษาพบว่าปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการก่อโรคมะเร็งกระเพาะอาหารที่มี

ความสัมพันธ์ต่อการติดเชื้อ H. pylori คือ การที่เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารที่มีการติดเชื้อเกิดการ

ตอบสนองโดยเกิดการอักเสบแบบเรื้อรัง ท าให้เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารบริเวณดังกล่าว เกิดการ

เปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลล์มะเร็ง (4, 5)  จากการส ารวจประชากรทั่วโลกที่ป่วยด้วยโรคมะเร็ง พบว่า

มะเร็งกระเพาะอาหารเป็นโรคมะเร็งประเภทที่มีอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยมากเป็นอันดับที่  2 รอง

จากมะเร็งปอด  ส าหรับในประเทศไทยพบว่ามะเร็งกระเพาะอาหารเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตด้วย

โรคมะเร็งเป็นอันดับที่ 6 ในผู้ป่วยเพศชาย และ เป็นอันดับที่ 9 ในผู้ป่วยเพศหญิง ยิ่งไปกว่านั้นพบว่า

ผู้ป่วยมีอัตราการรอดชีวิตในช่วง 5 ป ีประมาณ 5 ถึง 15 % ซึ่งถือเป็นอัตราการรอดชีวิตที่ค่อนข้างต่ า 

อย่างไรก็ตามข้อมูลที่เกี่ยวกับกลไกระดับโมเลกุลที่อธิบายถึงการเกิดพยาธิสภาพของมะเร็งกระเพาะ

อาหารยังมีอยู่อย่างจ ากัด โดยในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า ภายหลังการติดเชื้อ H. pylori จะท าให้

เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารถูกท าลาย เนื่องจากเชื้อกระตุ้นให้เซลล์เกิด oxidative stress เซลล์เยื่อ

บุผิวกระเพาะอาหารที่ตายไม่สามารถซ่อมแซมตนเองและเพ่ิมจ านวนทดแทนได้  ส่งผลให้เกิดการ

สูญเสียสมดุลระหว่างการตายแบบอะพอพโทซิสและการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เป็นต้น (6-8) 
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 หนึ่งในกลไกที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพในระดับเซลล์จากการติดเชื้อ  H. pylori คือ

การที่เซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส โดยทั่วไปการตายแบบอะพอพโทซิส เป็น

กระบวนการตายของเซลล์อย่างมีแบบแผนที่เกิดขึ้นได้ตามปกติและสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลาย

เซลล์ (9) การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสมีลักษณะจ าเพาะที่มีความแตกต่างจากการตายของ

เซลล์แบบเนโครซิส   ซึ่ งเป็นการตายของเซลล์ที่ ไม่ ใช่รูปแบบการตายตามธรรมชาติ  (10)                  

ในกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส มีการกระตุ้นด้วยสัญญาณทั้งจากภายในเซลล์  เช่น การ

ตอบสนองต่อภาวะเครียดของเซลล์ และจากภายนอกเซลล์ เช่น การได้รับฮอร์โมนหรือซัยโตไคน์บาง

ประเภท (11) และน าไปสู่ กลไกควบคุมหลักคือการกระตุ้น การหลั่ ง  cytochrome c จาก                 

ไมโทคอนเดรีย ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นต่อไปยังเอนไซม์กลุ่ม pro-caspase ให้เกิดการเปลี่ยนแปลง

เป็น active-caspase หากเซลล์ถูกกระตุ้นจากสัญญาณภายนอกเซลล์จะมี caspase 8 ท าหน้าที่เป็น

โปรตีนเริ่มต้น ในขณะที่หากเป็นการกระตุ้นการตายแบบอะพอพโทซิสเกิดขึ้นจากสัญญาณภายใน

เซลล์จะน าไปสู่การกระตุ้น caspase 9  เป็นโปรตีนเริ่มต้น และเกิดกระตุ้นสัญญาณต่อเนื่องโดยมี 

caspase 3 เป็น effector caspase ซึ่งเป็นจุดร่วมของการรับสัญญาณจากทั้งภายในและภายนอก

เซลล์ เมื่อเกิดการกระตุ้นครบสมบูรณ์เซลล์จะเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (12)  จากการศึกษา

ชีววิทยาของเซลล์ในระดับโมเลกุล พบว่าภายในเซลล์มียีนมากมายที่ควบคุมการเกิดการตายแบบ    

อะพอพโทซิส โดยจัดแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ยับยั้งการตายแบบอะพอพโทซิส เช่น         

ยีน bcl-2 และกลุ่มที่กระตุ้นการตายแบบอะพอพโทซิส เช่น bax โดยกลไกการควบคุมการแสดงออก

ของยีนต่าง ๆ เหล่านี้ได้รับอิทธิพลมาจากการรับและส่งสัญญาณต่าง ๆ ในระดับเซลล์ (10) 

 การศึกษาถึงปัจจัยที่ท าให้เซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารที่ติดเชื้อ  H. pylori เกิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส พบว่าโมเลกุล lipopolysaccharide บนผิวเซลล์และโปรตีน CagA ซึ่งเป็นสารพิษ

ที่หลั่งจากเชื้อ H. pylori มีความเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส (4) การที่

เซลล์ติดเชื้อมีการหลั่งซัยโตไคน์ เช่น interferon และ tumor necrosis factor สามารถกระตุ้นการ

ตายแบบอะพอพโทซิสได้เช่นกัน (11) อีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญ คือการยึดเกาะระหว่างเชื้อ H. pylori 

และเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร (5) แฟลเจลลาเป็นปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ที่เป็น

หนึ่งในปัจจัยก่อโรคที่ส าคัญและมีส่วนช่วยในการยึดเกาะระหว่างเชื้อกับเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร 

(1)  แฟลเจลลาท าหน้าที่เกี่ยวกับการเคลื่อนที่และมีความสัมพันธ์กับการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผิว

น ามาซึ่งการเกิด colonization ในกระเพาะอาหารและล าไส้  มีการศึกษาความสัมพันธ์ของ          
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แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori กับการเกิดอะพอพโทซิส พบว่า โปรตีนของแฟลเจลลาบางชนิด

เกี่ยวข้องกับการลดระดับการเกิดอะพอพโทซิสของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล์ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับ

การกระตุ้นให้เกิดการอักเสบอย่างต่อเนื่องตามมา (13) 

 จากปัจจัยต่าง ๆ ข้างต้นที่กล่าวมานี้ ท าให้ผู้วิจัยมีความสนใจในการศึกษายีนที่ควบคุมการ

สร้างแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ถึงผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นและเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของ

เซลล์เยื่อบุผิวมะเร็งกระเพาะอาหารของมนุษย์ (Human gastric adenocarcinoma หรือ AGS) โดย

ในการศกึษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษายีน flaA มีหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีน FlaA ซึ่งเป็นโปรตีน

ทีท่ าหน้าที่เป็นแฟลเจลลินหลัก และยีน fliD มีหน้าที่ควบคุมการสร้าง capping protein ซึ่งเก่ียวข้อง

กับการเกิดโพลีเมอไรเซชันของโปรตีนหน่วยย่อย flagellin (1) ยีนดังกล่าวทั้งสองอาจมีความ

เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสของเซลล์ เยื่อบุกระเพาะอาหาร โดยท าการศึกษา

เปรียบเทียบ คุณสมบัติการเคลื่อนที่ การยึดเกาะและการกระตุ้นการตายของเซลล์ AGS ในหลอด

ทดลอง ระหว่างเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์บริเวณยีน flaA และ fliD กับเชื้อ H. pylori                   

สายพันธุ์มาตรฐาน  ATCC 43504 

 
1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

 1.2.1 เพ่ือศึกษาผลกระทบของยีน flaA และ fliD ของเชื้อ Helicobacter pylori ต่อการ

กระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ Human gastric adenocarcinoma (AGS) 

 1.2.2 เพ่ือศึกษาผลกระทบของยีน  flaA และ fliD ของเชื้อ Helicobacter pylori ต่อ

ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ และการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ในหลอดทดลอง 

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

 ท าการศึกษา เชื้อ H. pylori ทั้งสิ้น 3 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504    

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ทดสอบ

เปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตด้วยวิธีการนับจ านวนโคโลนี เปรียบเทียบการมีชีวิตรอดของเชื้อ

ด้วยเทคนิค MTT เปรียบเทียบลักษณะของแฟลเจลลาด้วยการย้อมสี Leifson tannic acid fuchsin 

และ การถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน เปรียบเทียบความสามารถในการ

เคลื่อนที่ของเชื้อด้วย motility assay ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ในหลอดทดลอง
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ด้วย Adhesion assay ในเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง นอกจากนี้เชื้อทั้งหมดถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์

เยื่อบุกระเพาะอาหาร AGS เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการกระตุ้นการตายของเซลล์   

ด้วยเทคนิคการย้อมด้วยสี Annexin V/FITC และ PI และตรวจสอบด้วย flow cytometry  

 
1.4 ค าถามงานวิจัย 

 ยีน flaA และ ยีน fliD ของเชื้อ H. pylori สามารถสร้างผลกระทบต่อรูปร่างแฟลเจลลา 

ความสามารถในการเคลื่อนที่ ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS และ ความสามารถในการ

กระตุ้นให้เซลล์ AGS ตาย หรือไม ่

 

1.5 สมมติฐาน 

 จากการศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสายแฟลเจลลา พบว่า นอกจากแฟลเจลลาจะมี

หน้าที่ในการควบคุมการเคลื่อนที่ของจุลชีพแล้วนั้น ยังพบว่า ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลา 

เช่น ยีน flaA มีผลลดความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์เป้าหมาย โดยพบผลการทดลองรูปแบบ

เดียวกันในยีน fliD ดังนั้น ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลา คือ flaA และ fliD อาจมีผลกระทบ

ต่อความสามารถในการเคลื่อนที่ การยึดเกาะกับเซลล์เป้าหมาย และ กระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็ง

เยื่อบุกระเพาะอาหาร 

 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.4.1 ทราบผลกระทบของยีน flaA และ fliD ของเชื้อ H. pylori ที่มีต่อความสามารถในการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS และ ความสามารถในการกระตุ้นการ

ตายของเซลล์ AGS 

 1.4.2 ได้เพ่ิมเติมองค์ความรู้เกี่ยวกับโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลาของ

เชื้อ H. pylori ต่อการเกิดพยาธิสภาพในระดับเซลล์  
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บทที่ 2  
 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 การค้นพบ H. pylori  

 ในปี ค.ศ. 1886 Jaworski W นักวิจัยสัญชาติโปแลนด์ ได้ท าการศึกษาเชื้อจุลชีพที่พบในเยื่อ

เมือกบริเวณกระเพาะอาหารของผู้ป่วยเพศชายรายหนึ่ง  โดยได้สังเกตลักษณะพบว่า เป็นเชื้อ

แบคทีเรีย ที่มีรูปร่างเป็นเกลียว และตั้งสมมติฐานเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าวว่า เป็นเชื้อ

แบคทีเรียที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพในกระเพาะอาหาร และให้ชื่อเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้

ว่า Vibrio rugula จากการมีลักษณะรูปร่างเป็นเกลียว ต่อมาเขาได้ท าการศึกษาและท าการบันทึก

ข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวอย่างต่อเนื่อง และมีการเผยแพร่ข้อมูลความรู้เกี่ยวกับเชื้อ

แบคทีเรียดังกล่าวลงในหนังสือชื่อ Handbook of Gastric Disease (14) ต่อมาในปี ค.ศ. 1970 

Warren JR นักพยาธิวิทยาชาวออสเตรเลียได้ศึกษาเยื่อเมือกกระเพาะอาหารของผู้ป่วยที่มีการอักเสบ 

และพบเชื้อแบคทีเรียที่มีรูปร่างลักษณะเป็นเกลียวเช่นกัน (15)  จากนั้นในปี ค.ศ. 1975 Steer HW 

ได้ท าการทดลองน าแบคทีเรียที่พบในเยื่อเมือกกระเพาะอาหารไปท าการเพาะเลี้ยง แต่พบเพียงเชื้อ

แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ที่เจริญเท่านั้น จึงมีนักวิทยาศาสตร์ และนักพยาธิวิทยา

พยายามศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าวนี้จนกระทั่ง  (16) ปี ค.ศ. 1982 มีการ

รายงานการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าวส าเร็จเป็นครั้งแรกจากชิ้นเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร 

โดย Warren JR และ Marshall BJ โดยระยะแรกของการค้นพบ เชื้อแบคทีเรียดังกล่าวถูกจัดอยู่ใน     

จีนัส Campylobacter และถูกแยกออกมาเป็นจีนัส Helicobacter ในภายหลังเนื่องจากความ

แตกต่างในลักษณะทางพันธุกรรมที่จ าเพาะ และให้ชื่อวิทยาศาสตร์ของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ว่า 

Helicobacter pylori (17) จากการศึกษาที่กล่าวไปข้างต้นนับเป็นจุดเริ่มต้นของการศึกษาเกี่ยวกับ

กลไกการก่อโรค และพยาธิสภาพที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าวนี้ 
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2.2 ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ H. pylori  

 H. pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียติดสีแกรมลบ มีรูปร่างเป็นเกลียว อาจพบรูปร่างลักษณะอ่ืนได้ 

ขึ้นกับสภาพแวดล้อมที่เชื้อเจริญอยู่ เช่น การพบเชื้อมีรูปร่างโค้งงอ เมื่อท าการเพาะเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ หากท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานอาจพบเชื้อมีลักษณะเป็นรูปร่างแท่งได้  เป็นต้น โคโลนีมี

ลักษณะแข็งมีสีเหลืองจนถึงเทาขุ่น ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.5-2  มิลลิเมตร (18) ไม่พบ

การสร้างสปอร์ สามารถเคลื่อนที่ได้ด้วยโครงสร้างแฟลเจลลาที่มีปลอกหุ้ม  (sheathed flagella)      

ที่มีจ านวน 4-7 เส้น อยู่บริเวณปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งแต่ละเส้นมีความยาว

ประมาณ 3 ไมโครเมตร (1) เชื้อ H. pylori สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนเจือจาง โดยสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ประกอบด้วย 

ออกซิเจน  5 % คาร์บอนไดออกไซด์ 10 % และไนโตรเจน 85 % เชื้อ H. pylori มีความสามารถใน

การสร้างเอนไซม์คาตาเลส เอนไซม์ออกซิเดส และ เอนไซม์ ยูรีเอส ซึ่งถือเป็นหนึ่งปัจจัยความรุนแรง

ของเชื้อชนิดนี้ เชื้อ H. pylori มีความสามารถในการอยู่รอดได้ในน้ าทะเลและน้ าจืดนานหลายสัปดาห์ 

(18) 

ซึ่งสามารถมองเห็นรูปร่างที่โค้งงอของเชื้อ และแสดงแฟลเจลลาของเชื้อที่ปลายด้านใดด้านหนึ่งของ

เซลล์ (19) 

 

รูปที ่1 แสดงรูปร่างของ H. pylori ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 72  ชั่วโมง 
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2.3 พยาธิสภาพจากการติดเชื้อ H. pylori  

 เชื้อ H. pylori สามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพได้ในคนสุขภาพดี  (1) โดยจะพบลักษณะ       

การติดเชื้อแบบเฉียบพลัน จากคุณสมบัติของเชื้อที่สามารถสร้างเอนไซม์ยูรีเอสได้ ท าให้เชื้อสามารถ

น าเอา   ยูเรีย ซึ่งเป็นองค์ประกอบในน้ าย่อยของมนุษย์ มาท าการย่อยให้เกิดเป็นแอมโมเนีย และ               

ไบคาร์บอเนต ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์เป็นด่าง ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความเป็นกรดด่างของ

กระเพาะอาหารท าให้มีความเป็นกรดลดลง ซึ่งช่วยให้เชื้อสามารถเจริญอยู่ได้สภาวะที่เป็นกรดของ

กระเพาะอาหาร (5, 20) ภายหลังการเปลี่ยนแปลงของความเป็นกรดด่างของกระเพาะอาหาร 

ร่างกายจะถูกกระตุ้นให้เกิดการหลั่งน้ าย่อยออกมาปริมาณมาก ซึ่งน าไปสู่การเกิด epigastric 

discomfort และจะมีอาการอาเจียนตามมา หากมีอาการต่อเนื่องจะส่ งผลต่อการเกิดภาวะ 

achlorhydria หรือ ภาวะไร้กรดเกลือในกระเพาะอาหาร โดยภาวะดังกล่าวนี้ยังเป็นภาวะที่ไม่ทราบ

พยาธิก าเนิดโดยละเอียด (21) ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับปัจจัยความรุนแรงต่าง ๆ จากตัวเชื้อ เช่น การสร้าง

สารชีวพิษที่กระตุ้นให้เซลล์หลั่งซัยโตไคน์กระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับเซลล์  และ การเพ่ิม

ปริมาณของแอมมโมเนีย ท าให้สมดุลกรดเบสในกระเพาะอาหารถูกรบกวน จากการย่อยยูเรียโดย

เอนไซม์ยูรีเอส เป็นต้น (18) หากผู้ป่วยไม่ได้เข้ารับการรักษาในระยะการติดเชื้อเฉียบพลันนี้ จะน าไปสู่

โรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรัง โดยจะยังไม่พบอาการแสดงในระยะแรก และในผู้ป่วยบางรายจะมี

การแสดงอาการรุนแรงของโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรังตามมา (14, 22) ซึ่งพยาธิสภาพที่

ส ามารถพบได้ ของ โรคกระ เพาะอาหาร อัก เสบ เรื้ อ รั ง จากการติ ด เชื้ อ  H. pylori ได้ แก่                           

การเปลี่ยนแปลงจ านวนของเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร เนื่องมาจากการสูญเสียสมดุลระหว่างการ

เพ่ิมจ านวน และ การตายของเซลล์โดยพบว่าเป็นการตายแบบอะพอพโทซิส (23) และมีการศึกษา

รายงานถึงระดับการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มีความสัมพันธ์กับปริมาณเชื้อ  โดยพบว่าหากมี

อัตราส่วนระหว่างแบคทีเรียต่อเซลล์มากกว่า  100 ขึ้นไป จะส่งผลให้เซลล์มีระดับการตาย        

แบบอะพอพโทซิสสูงขึ้น นอกจากการสูญเสียสมดุลของจ านวนเซลล์ แล้วนั้น ยังมีการศึกษาที่พบว่า

การติดเชื้อ H. pylori  ยังส่งผลต่อกระบวนการแบ่งเซลล์ โดยมีผลท าให้เซลล์ถูกหยุดการแบ่งเซลล์ไว้

ที่ระยะ G1 (24) นอกจากพยาธิสภาพในกระเพาะอาหารแล้วนั้น การติดเชื้อ H. pylori  ยังสามารถ

ท าให้เกิดพยาธิสภาพในระบบทางเดินอาหารส่วนบน เช่น autoimmune gastritis และ ยังเกี่ยวข้อง

กับการพัฒนาของโรคไปเป็นมะเร็ง เช่น gastric adenocarcinoma และ มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด 

B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue  (MALT)  เป็นต้น (22, 25, 26) 
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2.4 การติดต่อ 

 เชื้อ H. pylori สามารถติดต่อจากคนสู่คนได้โดยตรง โดยสามารถแบ่งเป็นรูปแบบได้             

3 รูปแบบ ได้แก่ oral-oral fecal-oral และ gastro-oral โดยมีการติดต่อผ่าน fecal-oral เป็นหลัก 

(27) มีการศึกษาการเพาะแยกเชื้อ H. pylori  จากสิ่งตัวอย่างของผู้ป่วยที่พบการติดเชื้อ H. pylori  

โดยใช้สิ่งตัวอย่างเป็น น้ าลาย น้ าย่อยจากกระเพาะอาหาร และอุจจาระ มาท าการเพาะแยกเชื้อ และ

วิเคราะห์จีโนไทป์ของเชื้อ H. pylori  ที่เพาะแยกได้จากผู้ป่วยแต่ละราย พบว่า ผู้ป่วยหนึ่งรายสามารถ

พบเชื้อ H. pylori ได้มากกว่า 1 จีโนไทป์ โดยแหล่งกักเก็บเชื้อภายในร่างกายของผู้ป่วยที่ส าคัญ ได้แก่ 

อวัยวะในระบบทางเดินอาหารเช่น กระเพาะอาหาร ล าไส้ และช่องปาก (28) และมีรายงานว่า ต่อม

ทอนซิลสามารถเป็นแหล่งกักเก็บเชื้อ H. pylori  ได้เช่นกัน (27) 

 มนุษย์สามารถติดเชื้อ H. pylori  ได้จากการบริโภคผลิตภัณฑ์อาหารที่มีการปนเปื้อน

อุจจาระที่มีเชื้อ H. pylori ระหว่างกระบวนการผลิต นอกจากนี้ แหล่งน้ าธรรมชาติยังพบว่า ยังเป็น

อีกหนึ่งแหล่งกักเก็บเชื้อตามธรรมชาติที่ก่อให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อมายังมนุษย์ได้  (29) ซึ่งมี

รายงานถึงความเสี่ยงต่อการติดเชื้อ H. pylori  ของประชากรที่ดื่มน้ าจากแม่น้ า หรือบ่อน้ า ที่ไม่ใช่

น้ าประปา ว่ามีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อสูง ดังนั้น การติดเชื้อจึงมักพบในประเทศก าลังพัฒนา หรือ 

บริเวณชุมชนที่มีสุขอนามัยไม่ดี หรือประเทศท่ีมีระบบการจัดการแหล่งน้ าดื่มไม่ถูกสุขลักษณะ (30) 

 
2.5 ปัจจัยในการก่อโรค  

 เชื้อ H. pylori  มีปัจจัยการก่อโรคมากมายโดย ปัจจัยการก่อโรคที่ส าคัญท่ีเอ้ือให้เชื้อสามารถ

ก่อให้เกิดพยาธิสภาพในระบบทางเดินอาหารได้คือ การที่เชื้อมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ยูรี

เอสในปริมาณมาก (20) ซึ่งเอนไซม์ยูรีเอสมีคุณสมบัติในการย่อยสลายยูเรียที่พบได้ในน้ าย่อยของ

กระเพาะอาหารของมนุษย์ ให้กลายเป็นแอมโมเนีย และ ไบคาร์บอเนต ซึ่งมีฤทธิ์เป็นด่าง ท าให้เมื่อ

เ ชื้ อ เ ข้ า สู่ ก ร ะ เพา ะอาห ารที่ มี ค ว าม เป็ นก รดสู ง  คว าม เป็ นกรดรอบตั ว เ ชื้ อ จ ะลดล ง                              

จากแอมโมเนียและไบคาร์บอเนตที่ได้จากการย่อยสลายยูเรียที่กล่าวข้างต้น ส่งผลให้เชื้อสามารถอยู่

รอดในสภาวะที่เป็นกรดของกระเพาะอาหารได้ (1, 5) 
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 นอกจากการสร้างเอนไซม์ยูรีเอสแล้วนั้น แฟลเจลลาของเชื้อยังถือเป็นอีกหนึ่งปัจจัยความ

รุนแรงของเชื้อ โดยแฟลเจลลาของ H. pylori จะมีลักษณะเป็นแฟลเจลลาแบบมีปลอกหุ้ม อยู่บริเวณ

ด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์ โดยพบได้ 4-7 เส้นต่อหนึ่งเซลล์ ซึ่งแฟลเจลลาที่มีความแข็งแรงนี้ท าให้เชื้อ

สามารถเคลื่อนที่ได้รวดเร็วในลักษณะควงสว่าน (31) ซึ่งการเคลื่อนที่ลักษณะดังกล่าวนี้ท าให้เชื้อ

สามารถเคลื่อนที่ผ่านชั้นเยื่อเมือกของเยื่อบุผิวกระเพาะอาหารซึ่งเป็นชั้นเยื่อเมือกที่มีความหนา และ

เหนียวสูง การเคลื่อนที่ทะลุผ่านชั้นเยื่อเมือกท าให้เชื้ออาศัย และเพ่ิมจ านวนภายใต้เยื่อบุผิวกระเพาะ

อาหารได้ ซึ่งเป็นบริเวณที่มีความเป็นกรดน้อยกว่า (32) มีการศึกษาในหลอดทดลองเกี่ยวกับการ

เคลื่อนที่ของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าเมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดสูงขึ้น เชื้อจะเคลื่อนที่มาก

ขึ้น และในสภาวะที่มีความเป็นกรดสูงจะรบกวนความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ  (33) 

ความสามารถดังกล่าวท าให้เชื้อมีโอกาสสัมผัสกับเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารมากขึ้น แต่ในร่างกาย

จะไม่พบการเกาะของเชื้อที่เยื่อเมือกของล าไส้ (18) แฟลเจลลายังมีส่วนช่วยในการอยู่อาศัยของเชื้อ 

โดยพบว่า หากเชื้อมีลักษณะของแฟลเจลลาที่มีความผิดปกติท าให้เชื้อไม่สามารถอาศัยในกระเพาะ

อาหารของหนูได้ (34, 35) ซึ่งเชื้อที่มีแฟลเจลลาสมบูรณ์ และเคลื่อนที่ได้สามารถอยู่อาศัยในกระเพาะ

อาหารได้ปริมาณมากและเป็นเวลานาน (36) 

 ปัจจัยความรุนแรงต่อมาคือ เชื้อ H. pylori  มีความหลากหลายของโปรตีนช่วยยึดเกาะ โดย

โป รตี น ช่ ว ย ยึ ด เ ก า ะที่ พบบ่ อ ย เ ช่ น  กลุ่ ม  outer membrane protein  (OMPs)  (37) และ 

neuraminyl-lactose-binding hemagglutinins  (NLBH)  เป็นต้น (38) โดยเชื้อใช้โปรตีนต่าง ๆ

เหล่านี้ ในการยึดเกาะกับตัวรับที่มีความจ า เพาะบนผิว เซลล์  เช่น Lewis B และ antigen 

phosphatidylethanolamine เป็นต้น นอกจากโปรตีนช่วยยึดเกาะบนผิวเซลล์แล้วนั้น  เชื้อยัง

สามารถสร้างโปรตีนบางประเภทที่มีลักษณะความเป็นแอนติเจนคล้ายกับแอนติเจนบางประเภทใน

ร่างกายโฮสต์ ส่งผลให้เชื้อสามารถหลบหนีการท างานจากระบบภูมิคุ้มกันของโฮสท์ได้ เช่น Lewis X 

antigen (18, 25) 

 การติดเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์ที่มีการสร้างปัจจัยความรุนแรง CagA สามารถก่อให้เกิด

พยาธิสภาพที่รุนแรง เนื่องจาก CagA เป็นโปรตีน ที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ถูกควบคุมโดยยีน 

cytotoxin-associated gene A ที่อยู่บน cagA pathogenicity island  (cag-PAI)  โดยการติดเชื้อ 

H. pylori  สายพันธุ์ที่สร้าง CagA นั้น จะมีการส่งผ่าน CagA เข้าสู่เซลล์ผ่านโครงสร้าง type IV 

secretory system  (T4SS)  เข้าสู่เซลล์ (39) และส่งผลกระทบต่อกิจกรรมภายในเซลล์ พร้อมทั้ง
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กระตุ้นให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงในรูปแบบต่าง ๆ เช่น เกิดความผิดปกติในการเรียงตัวของ 

Cytoskeleton ภายในเซลล์ เกิดการเปลี่ยนแปลงในการเพ่ิมจ านวนและการตายของเซลล์ มีรายงาน

ว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์ที่มีการสร้างโปรตีน CagA นั้น จะตรวจพบการถูกท าลายของ

เยื่อเมือกกระเพาะอาหาร และเกิดการอักเสบมากกว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ  H. pylori  สายพันธุ์ที่ไม่มี      

การสร้างโปรตีน CagA (5, 40) นอกจาก CagA นั้น อีกหนึ่งปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori คือ 

การที่เชื้อสามารถสร้างโปรตีน VacA ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์อีกประเภทหนึ่ง ซึ่งมี

ความสามารถในการกระตุ้นให้เซลล์เกิดช่องว่างภายในเซลล์  (41) รวมทั้งกระตุ้นการเกิดรูที่เยื่อหุ้ม

เซลล์ รบกวนการท างานของออร์แกเนลล์หลายประเภทภายในเซลล์เช่น ไลโซโซม น ามาสู่การตาย

ของเซลล์ (1, 18) และ โปรตีนดังกล่าวนี้ยังก่อให้เกิดความผิดปกติในระบบภูมิคุ้มกันอีกด้วย (40)     

ซึ่งถือเป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของพยาธิสภาพในกระเพาะอาหาร และกระตุ้นให้

เกิดการตอบสนองต่อการอักเสบของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้โรคกระเพาะอักเสบมีความรุนแรง

เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งปัจจัยความรุนแรงของ H. pylori  ยังมีอีกมาก ซึ่งล้วนเป็นส่วนหนึ่งที่ท าให้เกิด     

พยาธิสภาพในระบบทางเดินอาหาร เช่น phospholipase A ที่มีฤทธิ์ท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น (8) 

 
2.6 ระบาดวิทยา 

จากการศึกษาความชุกของการพบเชื้อ H. pylori อยู่ในกลุ่มประชากรโลก พบว่า มากกว่า 

50% ของประชากรโลกสามารถถูกตรวจพบเชื้อ H. pylori ในร่างกายได้ (5) เมื่อพิจารณาถึงภูมิภาค

ที่สามารถพบการระบาดมาก จะพบว่า พ้ืนที่ในทวีปเอเชีย พบอัตราการติดเชื้อ H. pylori ที่สูงกว่า

ทวีปอ่ืน ๆ โดยพบการติดเชื้อได้มากในประเทศญี่ปุ่น และประเทศไต้หวัน (42) ในประเทศไทย พบ

อัตราการติดเชื้อ H. pylori เท่ากับ 57 % หากแบ่งตามวัยที่มีการติดเชื้อ H. pylori จะพบว่าวัยเด็กมี

อุบัติการณ์การพบเชื้อ H. pylori ที่สูงกว่าช่วงวัยอ่ืน (3)  ซึ่งมีสาเหตุมาจากการรับเชื้อ ผ่านทางการ

รับประทานอาหารที่ผ่านกระบวนการให้ความร้อนไม่เหมาะสม หรือมีสุขอนามัยไม่ดีเพียงพอ (43) 

ทั้ งนี้ จ านวนแสดงความชุกของการติด เชื้ อ  H. pylori ที่สู ง  ไม่ ได้สะท้อนถึ งจ านวนผู้ป่ วย                    

โรคกระเพาะอาหารที่สูงขึ้น เนื่องจากพบว่า ผู้ที่มีเชื้อ H. pylori อยู่ในร่างกาย มักเป็นผู้ไม่แสดง

อาการป่วย ส่งผลให้ผู้ที่มีเชื้อ H. pylori ในร่างกาย สามารถตรวจพบการติดเชื้อ H. pylori ได้เป็น

เวลานาน โดยเชื้อไม่ได้ถูกก าจัดด้วยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย หรือ ได้รับการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ

ที่เหมาะสม (44) 
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เชื้อ H. pylori ได้ถูกจัดให้อยู่ในสารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 คือ เป็นสารหรือสารผสมที่ก่อให้เกิด

มะเร็งในมนุษย์ได้ (45, 46) โดย H. pylori มีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับมะเร็งกระเพาะอาหาร (47) 

ซึ่งมะเร็งกระเพาะอาหาร จัดเป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับที่ 4 ในอุบัติการณ์ของโรคมะเร็ง

ชนิดต่าง ๆ ของประชากรโลก สามารถพบผู้ป่วยใหม่ด้วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหารประมาณ            

1 ล้านรายต่อปีของประชากรโลก (48) นอกจากนี้มะเร็งกระเพาะอาหารยังจัดเป็นโรคมะเร็งที่มี

พยากรณ์โรคไม่ดี เนื่องจาก มะเร็งกระเพาะอาหารเป็นสาเหตุที่น าไปสู่การเสียชีวิตของผู้ป่วยด้วย

โรคมะเร็งมากเป็นอันดับที่ 2 (49) ในสถานการณ์โรคมะเร็งของประเทศไทย หากแบ่งประเภทตาม

เพศ จะพบว่าในเพศชาย มีผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหารมากเป็นอันดับที่  6 จากจ านวนผู้ป่วย

โรคมะเร็งทั้งหมด และในเพศหญิง มีผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร เป็นอันดับที่ 9 (50) จากข้อมูล

ข้างต้นจะเห็นได้ว่า เพศชายมีอัตราผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหารสูงกว่าเพศหญิง ซึ่งนอกจาก

การติดเชื้อ H. pylori แล้ว ปัจจัยเสี่ยงอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร ทั้ง

พันธุกรรม พฤติกรรมการสูบบุหรี่ และ สุขอนามัยในการรับประทานอาหารร่วมด้วย (21, 49, 51) 

 
2.7 การรักษา  

 สืบเนื่องจากอุบัติการณ์การติดเชื้อ H. pylori ที่สูงจากที่กล่าวไปข้างต้น และพบว่า ผู้ติดเชื้อ 

H. pylori มักไม่แสดงอาการป่วยท าให้ขาดการได้รับการรักษาที่เหมาะสม แต่ในรายที่มีพยาธิสภาพใน

กระเพาะอาหารเกิดขึ้น การรักษาการติดเชื้อ H. pylori จึงมีความส าคัญเป็นอย่างมากในการรักษา

ผู้ป่วยที่เกิดแผลในกระเพาะอาหาร ซึ่งแนวโน้มจะเกิดการอักเสบเรื้อรังและพัฒนาไปเป็นมะเร็ง

กระเพาะอาหารในที่สุด (52, 53) ในปี ค.ศ. 2005 การรักษาการติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีการใช้ยา

ปฏิชีวนะสามขนาน (triple therapy) ได้ถูกเสนอเป็นทางเลือกแรกของการรักษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อ      

H. pylori โดย European Helicobacter Study Group (EHSG) (54)  ซึ่งเป็นการรักษาโดยใช้ยา

ปฏิชีวนะ amoxicillin หรือ metronidazole ร่วมกับ ยา clarithromycin และยาที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการหลั่งกรด หรือ proton pump inhibitor (PPI) โดยพบว่า หากรักษาด้วยแผนการรักษา

ดังกล่าวยังให้ผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพต่ า American College of Gastroenterology ได้เป็น

คณะผู้เสนอการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะแบบสี่ขนาน (quadruple therapy) (55) โดยใช้ยาปฏิชีวนะ

ได้แก่ ยา metronidazole และยา tetracycline ร่วมกับการให้ยายับยั้งการหลั่งกรด และยา 

bismuth (56) จากแนวทางการรักษาที่กล่าวข้างต้น ส่งผลให้ในปัจจุบัน พบอุบัติการณ์ของเชื้อ        
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H. pylori ที่มีการดื้อต่อยา clarithromycin และ ยา metronidazole เพ่ิมขึ้น โดยพบความชุกของ

เชื้อที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวสูงขึ้นทั่วโลก จากสถานการณ์ข้างต้นท าให้การรักษาการติดเชื้อ         

H. pylori ได้มีการเพ่ิมการใช้ยาปฏิชีวนะอีก 1 ชนิด คือ nitroimidazole โดยจะใช้ร่วมกับการรักษา

ที่เป็นการใช้ยาแบบสามขนาน ซึ่งให้ผลการรักษาที่มีโอกาสประสบความส าเร็จสูงขึ้น (57) นอกจากนี้

ยังมีผู้ศึกษาพบว่า ยาปฏิชีวนะอีก 1 ชนิดที่มีความเหมาะสมในการน ามาใช้แทนยา clarithromycin 

คือ ยา levofloxacin เพ่ือหลีกเลี่ยงปัญหาของการพบเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา clarithromycin 

(58) 
 

ตารางท่ี 1 ปัจจัยความรุนแรงท่ีเกี่ยวข้องกับการก่อโรคของเชื้อ H. pylori (59) 

ประเภทของปัจจัยความรุนแรง หน้าที ่หรือ โรคที่เกี่ยวข้อง 

1. กลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการ colonization 
- ยูรีเอส 
- แฟลเจลลา 
- โปรตีนช่วยในการยึดเกาะ เช่น BabA และ 
SabA 

 
เจือจางความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร 
การเคลื่อนที่ผ่านชั้นเยื่อเมือกลงสู่เซลล์เยื่อบุ 
ยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร 

2. กลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการหลีกหนีระบบ
ภูมิคุ้มกัน 
- LPS และ แฟลเจลลา 
- CagA และ T4SS 
 
- VacA 
-Catalase Superoxide dismutase 

 
กระตุ้นการอักเสบของเซลล์ติดเชื้อ 
ยับยั้งการเกิดฟาโกซัยโตซิส และการส่งสัญญาณ
ของ effector T cell 
ยับยั้งการเกิดฟาโกซัยโตซิส และการส่งสัญญาณ
ของ effector T cell 
ยับยั้ง ROS และ NO 

3. กลุ่มที่เหนี่ยวน าให้เกิดพยาธิสภาพ 
- CagA และ T4ss 
 
- VacA 
- BabA 

 
Gastric adenocarcinoma, MALT B-cell 
lymphoma และ Peptic ulcer disease 
(PUD) 
Gastric adenocarcinoma และ PUD 
Gastric adenocarcinoma และ PUD 
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2.8 แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori  

 เชื้อ H. pylori มีความสามารถในการสร้างแฟลเจลลา 4-7 เส้น โดยอยู่บริเวณปลายด้านใด

ด้านหนึ่งของเซลล์ (60, 61) แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ถูกใช้ในการเคลื่อนที่ ซึ่งเป็น 1 ในปัจจัย

ความรุนแรงของเชื้อ H. pylori โดยเชื้อ H. pylori จะใช้แฟลเจลลาในการเคลื่อนที่แบบควงสว่านเข้า

สู่ basal layer ของเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร ที่มี pH ใกล้เคียง 7.0 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะกับการ

เจริญเติบโต (32) แฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ประกอบไปด้วย 3 องค์ประกอบ ได้แก่ ส่วนที่อยู่

ภายในผนังเซลล์ คือ basal body ส่วนต่อมา คือ flagellar hook ที่ท าหน้าที่เป็น ข้อต่อเชื่อม

ระหว่าง basal body และ flagellar filament และส่วนสุดท้ายที่ท าหน้าที่เป็นใบพัด คือ flagellar 

filament (61) 

 
รูปที ่2 ลักษณะและโครงสร้างของแฟลเจลลา รูป A แสดงแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori  

บันทึกภาพโดยใช้ Transmission electron microscope (34) รูป B แสดงโครงสร้างและโปรตีนที่
เป็นองค์ประกอบส าคัญของการสร้างแฟลเจลลาในเชื้อ H. pylori  (62) 
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แฟลเจลลาเป็นองค์ประกอบของเซลล์แบคทีเรียที่มีความซับซ้อนสูง การสร้างสายแฟลเจลลา

ที่สมบูรณ์ของเชื้อ H. pylori ประกอบไปด้วยโปรตีนส าคัญกว่า 30 ชนิด โดยมีโครงสร้างที่เรียกว่า 

มอเตอร์ ควบคุมทิศทางการหมุนของแฟลเจลลา (63) การเคลื่อนที่ของแบคทีเรียอาศัย โปรตีน 

methyl-accepting chemotaxis proteins (MCP) ซึ่งแทรกตัวอยู่ระหว่างชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ โดยยื่น

ส่วนหนึ่งของโปรตีนเข้าด้านใน ไซโทพลาสซึม เรียกส่วนดังกล่าวว่า cytoplasmic domain เป็น

บริเวณที่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีน CheA (histidine kinase) และ CheW (adaptor protein) (60) 

โดยการหมุนของมอเตอร์ของแฟลเจลลา เกิดจากการถูกเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีน CheA ด้วย 

โปรตีน MCP เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟต โปรตีน CheA จะส่งต่อหมู่ฟอสเฟตไปยัง

โปรตีน CheY ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวกระตุ้นมอเตอร์ของแฟลเจลลา ให้ควบคุมการเคลื่อนที่ไปในทิศทาง

ตามเข็มนาฬิกา (61) ใบพัดและสเตเตอร์เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของ มอเตอร์ (60) ส่วนของใบพัด

ประกอบด้วยโปรตีนส าคัญ 4 ชนิด ได้แก่ โปรตีน FliF ท าหน้าที่เป็นวงแหวน MS อยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ 

(64, 65) โปรตีน FliG FliM และ FliN ประสานกันเป็นวงแหวน C เกาะกับวงแหวน MS ในฝั่ง         

ไซโทพลาสซึม (66, 67) ซึ่งมีความส าคัญในการเปลี่ยนทิศทางของใบพัด และควบคุมการหมุนทั้งแบบ

ทวนเข็มนาฬิกา และตามเข็มนาฬิกา (68) โปรตีน MotA และ MotB ท าหน้าที่เป็นสเตเตอร์ คือ 

โครงสร้างที่มีคุณสมบัติเป็น proton channel (69-71) เพ่ือให้โปรตอนสามารถไหลผ่านและกระตุ้น

ปฏิกิริยาระหว่างโปรตีน MotA และ FliG (72) เกิดเป็น force generating element (torque) (70) 

ซึ่งเป็นแรงที่ท าให้เกิดการหมุนของแฟลเจลลา (73) 

องค์ประกอบล าดับต่อมาในโครงสร้างแฟลเจลลา คือ export apparatus ซึ่งท าหน้าที่ เป็น

จุดขนส่งโปรตีนแฟลเจลลาในกระบวนการโพลีเมอไรเซชันต่อไป  (60) โครงสร้างของ export 

apparatus ที่สมบูรณ์ถูกควบคุมโดยยีนที่ส าคัญ 8 ชนิดได้แก่ ยีน fliH fliI fliQ fliL flip fliR flhA 

และ flhB (74) มีการศึกษาถึงความส าคัญของยีนที่ เกี่ยวข้องกับ  export apparatus ที่มีต่อ

ความสามารถในการเคลื่อนที่ โดยเมื่อ ยีน fliI และ flhA เกิดการกลายพันธุ์ไป เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ดังกล่าวจะสูญเสียความสามารถในการสร้างแฟลเจลลา และการเคลื่อนที่ (75) โดยพบผล

การศึกษาเช่นเดียวกันกับเชื้อ  H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ ของยีน fliQ และ flhB             

โดยทั้ง 2 ยีนดังกล่าวยังส่งผลกระทบต่อความสามารถในการยึดเกาะและอาศัยในกระเพาะอาหารของ

หนู โดยยีน fliQ ยังส่งผลกระทบต่อความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์มะเร็งเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

(AGS) ท าให้มีประสิทธิภาพลดลง (76) 
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  โปรตีน FlgE เป็นส่วนประกอบของ flagellar filament ที่เชื่อมต่อกับ basal body โดยเป็น

โปรตีนที่สานกันเป็นท่อสั้น มีรูปร่างโค้ง เรียกโครงสร้างที่เชื่อมกันนี้ว่า  basal body-hook complex 

(60) โดยมีโปรตีน FliK ควบคุมปริมาณการสร้างของโปรตีน FlgE นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่า 

โปรตีน FliK มีคุณสมบัติในการหยุดการท างานของ σ54 ที่ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีนประเภท

ต่าง ๆ  ระหว่างกระบวนการสร้างแฟลเจลลา (77) เมื่อโปรตีน FlgE ประสานเป็นโครงสร้างที่สมบูรณ์

แล้ว โปรตีน FlgD จะเป็นโปรตีนที่มาเติมส่วนปลายของโปรตีน FlgE เพ่ือเป็นโครงสร้าง hook ที่

สมบูรณ์ รอรับการเติมด้วยโปรตีน FlgK และ FlgL เกิดเป็นโครงสร้างที่ท าหน้าที่เป็นข้อต่อระหว่าง 

hook และ filament (hook-filament junction) (78) โปรตีน FlgR เป็นอีกหนึ่งโปรตีนที่ควบคุม

การสร้างโปรตีน FlgE และยังมีความเกี่ยวข้องกับการควบคุมยีนที่เป็นองค์ประกอบการท างานของ

แฟลเจลลาภายใต้ การท างานของ σ54 (60) 

 โปรตีน FlgK (HAP1) โปรตีน FliD (HAP2) ซึ่งถูกควบคุมการแสดงออกโดยยีน fliD  และ 

โปรตีน FlgL (HAP3) ท าหน้าที่ประสานกันเป็นโครงสร้าง hook-associated proteins (HAPs) ซึ่ง

ท าหน้าที่เชื่อม flagellar hook กับ flagellar filament นอกจากนี้ยังท าหน้าที่เป็นโปรตีนที่หุ้มส่วน

ปลายของเส้นแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ โดยการท างานจะเริ่มจากโปรตีน FlgK และ FlgL ท าให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างเป็นข้อต่อระหว่าง hook และ filament โปรตีน FliD จะถูกเติมไปยังข้อต่อ

ดังกล่าวแล้วกระตุ้นกระบวนการโพลีเมอไรเซชัน ของ flagellin monomer ท าให้เกิดการประกอบ

กันสร้างเป็นสาย filament ที่สมบูรณ์ (34, 78) องค์ประกอบของ flagellar filaments สร้างขึ้นจาก 

flagellin monomer ที่มีโปรตีน 2 ชนิดเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ โปรตีน FlaA ที่ท าหน้าที่เป็น     

แฟลเจลลินหลัก และ โปรตีน FlaB ที่ท าหน้าที่เป็น แฟลเจลลินรอง ทั้ง 2 โปรตีนถูกควบคุมการสร้าง

โดยยีน flaA และ flaB ตามล าดับ (79) มีการศึกษาถึงผลกระทบของยีน flaA และ flaB ที่มีต่อเชื้อ 

H. pylori พบว่า เมื่อยีน flaA ถูกท าให้กลายพันธุ์ พบว่าส่งผลให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ดังกล่าวไม่

สามารถสร้างสายแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ได้ และส่งผลกระทบต่อความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ 

H. pylori ท าให้สามารถเคลื่อนที่ได้น้อยลง (80) และเมื่อท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีน flaB ส่งผล

ให้ เชื้อ H. pylori สูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่เช่นกัน แต่ไม่พบผลกระทบต่อรูปร่างของ   

แฟลเจลลา (79) แต่เมื่อศึกษาเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ทั้งยีน flaA และ flaB ท าให้สูญเสีย

ความสามารถในการสร้างแฟลเจลลาโดยสมบูรณ์ และไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ รวมไปถึงมีผลต่อการ 

colonize ในสัตว์ทดลองที่ลดลง (81) 
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 การสร้างแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ถูกควบคุมโดย RNA polymerase sigma factor 

ซึ่งสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท ประกอบด้วย class 1 คือ กลุ่มยีนที่ถูกควบคุมภายใต้  

housekeeping sigma factor σ80 (60) ท าหน้าที่ควบคุมการท างานหลักของแฟลเจลลา ได้แก่     

ยีน HP0244 ควบคุมการสร้าง histidine kinase (FlgS) โปรตีน FlgR ที่ถูกควบคุมโดยยีน flgR      

ท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมยีนในกลุ่ม alternative sigma factors σ54 ที่จัดอยู่ในกลุ่ม class 2 โดยยีน

ต่าง ๆ ที่ถูกควบคุมภายใต้โปรตีน FlgR เกี่ยวข้องกับการสร้าง basal body และ hook ของแฟล

เจลลา และยังสามารถยับยั้งการถอดรหัสเพ่ือสร้างโปรตีน FlaA ได้ (82) กลุ่มต่อมาคือ class 2 หรือ 

alternative sigma factors σ54 โดยเรียกอีกชื่อหนึ่งคือ RpoN regulon (83) ที่ท าหน้าที่ควบคุม

การสร้างโปรตีนส่วนแกนกลางของแฟลเจลลา ประกอบด้วย hook ได้แก่ โปรตีน FlgK และ FlgE 

โปรตีนแฟลเจลลินรอง FlaB และส่วนปลอกหุ้มส่วนท้ายของแฟลเจลลา โปรตีน FlgS และ FlgR เป็น

กลุ่มโปรตีนที่สามารถควบคุมการท างานของ σ54 ได้ (60) เมื่อโปรตีน FlgR ถูกรบกวนการแสดงออก

ไป จะส่งผลกระทบต่อการถอดรหัสโปรตีนของยีนใน class 2 ได ้(82, 84) และ class 3 คือ flagellar 

sigma factor σ28 (85) ซึ่งประกอบด้วย ยีนที่ควบคุมการสร้างโปรตีนแฟลเจลลินหลัก FlaA และ 

กลุ่ม intermediate class ได้แก่ โปรตีน polag flagellin FlgG โปรตีน chaperone ที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการโพลีเมอไรเซชัน ของสายแฟลเจลลาโดยยีน fliS  โปรตีน chaperone regulator โดยยนี 

fliT โปรตีน capping protein โดยยีน fliD (86) ยีน flgB และ flgC ควบคุมการสร้าง rod และ ยีน 

flgD ควบคุมการสร้าง hook นอกจากยีนที่กล่าวมาข้างต้น ยังมียีนที่ถูกค้นพบใหม่อีกมากได้แก่ ยีน 

HP0366 HP0165 HP0488 และ HP1440 เป็นต้น ซึ่งโปรตีนของแฟลเจลลานอกจากจะเป็นที่สนใจ

ในการศึกษาถึงผลกระทบต่อการเคลื่อนที่ ยังเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาถึงผลกระทบด้านอ่ืน ๆ เช่น 

การท าให้เกิดพยาธิสภาพในเซลล์ที่ติดเชื้อ และควรมีการน าไปศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป นอกจากนี้โปรตีน

ที่เก่ียวข้องกับการสร้างแฟลเจลลา ได้แก่ โปรตีน FlaA และ FliD สามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี

ต่อโปรตีนดังกล่าวได้ (87-89) 
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2.9 การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 

 เซลล์เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในร่างกายของมนุษย์ ซึ่งเซลล์แต่ละประเภทจะมีการเจริญไป

ท าหน้าที่เฉพาะแตกต่างไปตามคุณสมบัติของเซลล์ ซึ่งเซลล์บางประเภทจะมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน

อยู่ตลอดเวลา เช่น เซลล์ผิวหนัง ซึ่งการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์นี้ท าให้ร่างกายต้องมีการควบคุม

สมดุลปริมาณของเซลล์แต่ละประเภทให้มีระดับพอเหมาะ เพ่ือให้การท างานของร่างกายเป็นไปได้

อย่างมีระบบ (10) จึงมีการค้นพบโปรแกรมการตายของเซลล์ ซึ่งเป็นกระบวนการก าจัด และท าลาย

เซลล์ที่ไม่จ าเป็นกับร่างกายออกไป โดยทั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์และโปรแกรมการตายของเซลล์มี

ความจ าเป็นอย่างยิ่งในพัฒนาการทางร่างกายของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์  และการรักษาสมดุลของ

ปริมาณเซลล์ โปรแกรมการตายของเซลล์ หรือ การตายแบบอะพอพโทซิส (12) เป็นการกระตุ้น      

การตายของเซลล์โดยการชักน าให้เกิดการตายภายในเซลล์ผ่านการรับสัญญาณกระตุ้นทั้งจากภายใน

เซลล์และภายนอกเซลล์ เช่น การกลายพันธุ์ โรคมะเร็ง การติดเชื้อไวรัส โรคทางระบบภูมิคุ้มกัน และ

โรคทางระบบประสาท (90) ดังนั้นการเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ในร่างกาย จึงเป็นหนึ่ง

ในสาเหตุของการเกิดโรคต่าง ๆ ในมนุษย์เช่นกัน (91) โดยรูปแบบของเซลล์ที่เกิดการตายแบบ           

อะพอพโทซิสนั้นจะต้องใช้พลังงานจากแหล่งพลังงานภายในเซลล์  (92) จะมีการเปลี่ยนแปลงของ

เซลล์ ได้แก่ เยื่อหุ้มเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงท าให้เกิดการหดของเซลล์ มีการขดตัวแน่นของสายใยโคร

มาติน เกิดกระบวนการ DNA fragmentation และเซลล์จะค่อยๆถูกแยกสลายออกมาเป็น 

apoptotic bodies ซึ่งจะถูกก าจัดโดยเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันเช่น Macrophage หรือถูกกินโดย

เซลล์ข้างเคียง (10) ในร่างกายมนุษย์ปกติมีอัตราการตายของเซลล์ เฉลี่ย 109 เซลล์ ต่อวัน (92) โดย

กระบวนการหลักท าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสอย่างสมบูรณ์ ได้แก่ การเชื่อมโยงสัญญาณ

ภายในเซลล์  (cascade of cell signaling)  และ การกระตุ้นโดยใช้เอนไซม์ caspase เป็นตัวกลาง  

(caspase mediated events)  ภายใต้การควบคุมของโปรตีนที่ท าหน้าที่เหนี่ยวน าให้เกิดการตาย  

(proapoptotic protein)  เช่น Bid และ Bax และ โปรตีนที่ยับยั้งการเกิดการตาย  (antiapoptotic 

protein)  เช่น Bcl-2 (93) โดยโปรตีนทั้งสองประเภทนี้  ถูกเหนี่ยวน าโดยวิธีหลัก 2 วิธี ได้แก่วิธี

ภายนอกเซลล์ที่เหนี่ยวน าโดย death receptor (94) ซึ่งประกอบด้วยลิแกนด์ เช่น tumor necrosis 

factor-α  (TNF-α) , Fas ligand และ TNF related apoptosis-inducing ligand  (TRAIL)  และ

ตัวรับลิแกนด์ที่จ าเพาะกับลิแกนด์แต่ละตัว โดย death receptor จะมีส่วนประกอบของ death 

domain อยู่บริเวณด้านในไซโทพลาสซึม ซึ่ง death domain จะท าหน้าที่ส่งผ่านสัญญาณจาก        
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ผิวเซลล์ เข้ามายังภายในเซลล์ ด้วยการช่วยเหลือของ adaptor protein ภายในเซลล์ (95) ซึ่งเมื่อ

เกิดการจับกันระหว่างลิแกนด์ death receptor และ death domain แล้วนั้น จะเกิดการกระตุ้น 

caspase-8 ให้อยู่ในสถานะ active และมาที ่death receptor เกิดเป็น death-inducing signaling 

complex  (DISC)  และเกิดการกระตุ้นการท างานของ caspase-3 (92) โดยในเซลล์บางประเภท

พบว่าการที่ caspase-8 จะกระตุ้นการท างานของ caspase-3 ได้นั้น จะต้องอาศัยการท างานของ 

mitocondrial amplification loop กระตุ้ น กา รท า ง านของ  proapoptotic protein ภาย ใน          

ไมโทคอนเดรีย เพ่ือกระตุ้นการปล่อย apoptogenic protein จากไมโทคอนเดรียในการกระตุ้นให้

เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (96) โดยเซลล์ที่มีการแสดงออกของ antiapoptotic protein 

ในระดับสูง จะพบว่ามีการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสลดลง (9, 10, 97) 

 การตายแบบอะพอพโทซิสอีกวิธีหนึ่งคือ วิธีภายในเซลล์ที่มีไมโทคอนเดรียและอะพอพโทโซม

เป็นตัวกลาง ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีการที่เซลล์ใช้ตอบสนองต่อความเครียด การถูกกระตุ้น หรือการเกิดความ

ผิดปกติในเมตาบอลิสมของเซลล์ (10) จากการถูกเหนี่ยวน าสัญญาณให้เซลล์ตาย ยา สารพิษ ความ

ร้อน รังสี และการขาดออกซิเจนเป็นต้น (9) ซึ่งตัวกระตุ้นต่าง ๆ ดังกล่าวข้างต้นนี้ มีผลเหนี่ยวน าให้

เยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียสูญเสียความสามารถในการควบคุมการผ่ านเข้า-ออกของสารท าให้มี  

proapoptotic protein หลุดออกมา ประกอบด้วย cytochrome c (96) ท าหน้าที่กระตุ้นการ

ท างานของ caspase-9 และเข้าจับกับadaptor protein คือ Apaf-1 และ procaspase-9 เกิดเป็น 

apoptosome โดยการท างานของ caspase-9 สามารถถูกยับยั้งได้ โดย inhibitors of apoptosis 

proteins  (IAPs) (92, 98)  ซึ่ง IAPs จะถูกยับยั้งความสามารถเมื่อมีการหลั่ง Smac/DIABLO และ 

HtrA2/Omi จากไมโทคอนเดรียพร้อม cytochrome c โดยการท างานของ caspase-9 จะกระตุ้น 

caspase ประเภทอ่ืนๆอย่างเป็นล าดับขั้นต่อเนื่องจนถึงการกระตุ้น caspase-3 และเซลล์ตายแบบอะ

พอพโทซิส (96) นอกจาก cytochrome c แล้วนั้น ไมโทคอนเดรียยังหลั่ง proapoptotic protein 

อ่ืนๆเช่น AIF, endonuclease G และ caspase-activated DNAse  (CAD)  การกระตุ้นสัญญาณ

สามารถถกูยับยั้งได้โดยการแสดงออกของ antiapoptotic protein เช่นกลุ่มโปรตีน Bcl-2 (93) 
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2.10 บทบาทของ Caspases และ Bcl-2 familyต่อการเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ 

 Caspases เป็นโปรตีนในกลุ่ม cystein protease ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความสามารถในการตัด

สายพอลิเปปไทด์ของโปรตีนที่จ าเพาะ โดยจะตัดที่ต าแหน่งหลังกรดอะมิโน aspartic acid (99) ซึ่ง

โปรตีนในกลุ่ม caspases สามารถจ าแนกได้เป็นกลุ่ม initiator caspases เช่น caspase-8 และ 

caspase-9 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความสามารถในการกระตุ้นการท างานของโปรตีนตัวท างานตัวต่อไปใน

การเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์  และ effector caspases เช่น caspase-3 และ 

caspase-7 ซึ่งจะถูกกระตุ้นการท างานจากการถูกตัดโปรตีนบางส่วนโดย initiator caspase และท า

ให้ effector caspase อยู่ในสภาวะถูกกระตุ้น และจะท างานโดยการกระตุ้นโปรตีนตัวอ่ืนต่อไป (90)              

จากการศึกษาการท าลายการแสดงออกของ caspases ในหนูพบว่า เซลล์ของหนูดังกล่าวมีอัตราการ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสของเซลล์ลดลง (100) แสดงให้เห็นว่า caspases ถือเป็นกลุ่มโปรตีน

ท างานที่ส าคัญที่มีความเกี่ยวข้องกับการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์  โดยบทบาทส าคัญของการ

ท างานของ caspases คือ จะกระตุ้นให้เซลล์เกิดการปล่อย cytochrome c ภายในเซลล์และเกิดการ

สร้าง เป็น apoptosome ร่วมกับ caspase-9 และเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส(10) 

 Bcl-2 family เป็นกลุ่มโปรตีนภายในเซลล์ที่ช่วยควบคุมการท างานของ procaspase โดย

โปรตีนในกลุ่มนี้ เช่น Bcl-2 (10) มีความสามารถในการยับยั้งกระบวนการเกิดอะพอพโทซิสภายใน

เซลล์ โดยการขัดขวางการปล่อย cytochrome c จากไมโทคอนเดรียของเซลล์ ท าให้ไม่เกิดการ

กระตุ้นการท างานของโปรตีนในกลุ่ม caspase ตามมา ในขณะที่โปรตีนบางชนิดใน Bcl-2 family 

กลับมีหน้าที่ตรงข้าม เช่น Bax และ Bak ที่กระตุ้นการเกิดอะพอพโทซิส โดยการกระตุ้นการปล่อย 

cytochrome c จากไมโทคอนเดรีย โดยผ่านการกระตุ้นของ Bid และโปรตีนอีกประเภท คือ Bad ที่

มีความสามารถในการจับกับตัวยับยั้งการเกิดอะพอพโทซิสภายในเซลล์ ดังนั้นกระบวนการเกิดการ

ตายแบบอะพอพโทซิสจ าเป็นต้องอาศัยการท างานร่วมกันของโปรตีนในหลายกลุ่ม  จึงเป็นที่มาของ

การตรวจวัดการตายแบบอะพอพโทซิส ในหลอดทดลอง ซึ่งจะใช้การตรวจติดตามปริมาณของโปรตีน 

หรือ สัญญาณต่าง ๆ ดังที่กล่าวข้างต้น เพ่ือเป็นการแสดงถึงการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ใน

หลอดทดลอง (101) 
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2.11 ความสัมพันธ์ของการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์กับการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร 

 ในการศึกษาพยาธิก าเนิดของโรคมะเร็งในปัจจุบัน ท าให้เกิดความรู้พ้ืนฐานมากมายเกี่ยวกับ

กลไกในการเกิดโรคมะเร็งโดยเฉพาะกลไกการเกิดมะเร็งระดับเซลล์  และ การเกิดการเปลี่ยนแปลง

ภายในสารพันธุกรรมของเซลล์ที่จะพัฒนาเป็นเซลล์มะเร็ง หนึ่งในปัจจัยส าคัญที่มีผู้ศึกษาเป็นจ านวน

มาก คือ ความสัมพันธ์ระหว่างการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์  กับการเกิดโรคมะเร็ง โดย

การศึกษาพบว่ายีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการตายแบบอะพอพโทซิส มีอิทธิพลกับการเกิดมะเร็งเป็น

อย่างมาก (102, 103) โดยมีหลักฐานว่า การเกิดการกลายพันธุ์บริเวณยีนที่เกี่ยวข้องกับการตาย

แบบอะพอพโทซิสภายในเซลล์ น าไปสู่การเกิดการพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง เนื่องจากเซลล์มะเร็งนั้น

จะเป็นเซลล์ที่มีความต้านทานต่อการเกิดอะพอพโทซิสส่งผลให้เซลล์ไม่เกิดการตายตามโปรแกรมของ

เซลล์ และมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนมากขึ้น จนเกิดเป็นเนื้อเยื่อของมะเร็ง และแพร่กระจายไปยังเซลล์

บริเวณอ่ืนทั่วร่างกาย (104) ดังนั้นจึงเกิดเป็นแนวคิดในการพัฒนาแนวทางการก าจัดเซลล์มะเร็งโดย

การกระตุ้นให้เซลล์ที่เป็นมะเร็งนั้นเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (100) ซึ่งสามารถกล่าวได้ว่า การ

สูญเสียความสามารถในการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ น าไปสู่การพัฒนาเป็นมะเร็งของเซลล์     

ซึ่งการศึกษาต่อมาที่มีผู้สนใจคือ ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมของเซลล์ 

ซึ่งมีผู้ศึกษาสารเคมี หรือ รังสีหลายประเภทที่มีคุณสมบัติกระตุ้นการกลายพันธุ์ของเซลล์  หรือ        

มิวตาเจน เช่น รังสีอัลตราไวโอเลท ที่กระตุ้นการกลายพันธุ์ของยีนทั้งในเซลล์แบคทีเรีย และเซลล์

เพาะเลี้ยง การรับรังสี หรือสารเคมีที่มีคุณสมบัติเป็นมิวตาเจนเป็นเวลานาน สามารถท าให้เกิดความ

เสี่ยงที่น าไปสู่การกลายพันธุ์ของเซลล์ และพัฒนาเป็นมะเร็งในอนาคต ซึ่งมีผู้ศึกษาถึงความสัมพันธ์

ของสารไมโตเจน กับการเกิดเป็นมะเร็งหลายประเภท โดยสารที่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นให้เซลล์เกิด

เป็นมะเร็ง จะเรียกว่า สารก่อมะเร็ง หรือ carcinogen  ซึ่งในมะเร็งกระเพาะอาหารนั้น มีสารหลาย

ประเภทที่มีคุณสมบัติเป็นสารก่อมะเร็ง รวมทั้งจุลชีพอย่าง H. pylori ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ก่อให้เกิด

ผลกระทบต่อเซลล์ในหลายรูปแบบ ทั้งกระตุ้นให้เกิดการอักเสบ ซึ่งท าให้เซลล์ปลดปล่อยสารประเภท 

Reactive oxygen species ซึ่งท าให้เกิดความเสียหายกับเซลล์และน ามาซึ่งการเกิดการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมของเซลล์ที่มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนทดแทน ส่งผลให้เกิดเป็นมะเร็งกระเพาะอาหาร     

(4, 105) โดยพบว่ามากกว่า 90% ของผู้ติดเชื้อ H. pylori จะเป็นมะเร็งของเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะ

อาหาร นอกจากการกระตุ้นการอักเสบแล้วนั้น  การติดเชื้อ H. pylori ยังสามารถท าให้เกิด          

พยาธิสภาพในอีกรูปแบบหนึ่งคือ การกระตุ้นให้เซลล์เป้าหมายเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (5) ซึ่ง
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การตายแบบอะพอพโทซิสที่ไม่ใช่การตายตามโปรแกรมการตายปกติของเซลล์ จะมีการตายของเซลล์

ในปริมาณมาก ท าให้เกิดความเปลี่ยนแปลงในการรักษาสมดุลปริมาณเซลล์ (105) เนื่องจากร่างกาย

จะมีระบบการรักษาสมดุลปริมาณการเกิดและการตายของเซลล์ให้มีจ านวนคงที่ ดังนั้นเมื่อถูกกระตุ้น

ให้เซลล์เกิดการตายเป็นปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่เกิดความ

เสียหายขึ้นมาทดแทน ซึ่งการกระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ปริมาณมาก ประกอบกับการเกิดการ

อักเสบของเซลล์และได้รับสารประเภทซัยโตไคน์ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ที่ติดเชื้อส่งผลให้เซลล์ที่ถูก

กระตุ้นเกิดการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนขึ้นใหม่นั้น เกิดความเปลี่ยนแปลงในสารพันธุกรรม ซึ่งมักพบว่า เกิด

การเปลี่ยนแปลงที่ p53 gene (102) ซึ่งเป็น tumor suppressor gene โดยความเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมที่เกิดขึ้น ท าให้ p53 มีการแสดงออกน้อยลง ซึ่งในสภาวะปกติ p53 จะกระตุ้นให้เซลล์เกิด

การตายแบบอะพอพโทซิส เมื่อสูญเสียยีนที่กระตุ้นให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสไป เซลล์ที่แบ่งตัว

เพ่ิมจ านวนขึ้นมาใหม่ มีแนวโน้มที่จะเป็นเซลล์ที่ไม่เกิดการตายตามธรรมชาติ และพัฒนาต่อไปเป็น

เซลล์มะเร็ง (106) โดยนอกจากการเปลี่ยนแปลงที่  p53 แล้วนั้น ยังพบว่าการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารยังมีอีกหลายส่วน เช่น การแสดงออกมากขึ้น

ของ cyclin E และ CDK ซึ่งควบคุมวัฎจักรของเซลล์ให้เกิดความผิดปกติ และน าไปสู่การเกิดมะเร็งได้

เช่นกัน (49, 51) ดังนั้น ในมะเร็งของเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารนั้น การเกิดการกระตุ้นการตาย

แบบอะพอพโทซิส ถือเป็นหนึ่งในปัจจัยที่มีส่วนเกี่ยวข้องในการพัฒนาของโรคทางกระเพาะอาหาร ไป

เป็นมะเร็งในระบบทางเดินอาหาร (107) 
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2.12 แฟลเจลลากับการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ 

 แฟลเจลลาของแบคทีเรียถือเป็นหนึ่งในปัจจัยความรุนแรงของเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด 

นอกจากจะมีหน้าที่หลักในการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย ยังมีการศึกษาถึงผลกระทบของยีนที่

เกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลาต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของโฮสท์ที่ติดเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งพบว่า

ในโฮสท์ที่เป็นกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมสามารถตอบสนองต่อแฟลเจลลาของแบคทีเรียผ่าน ระบบ

ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด โดยโฮสท์จะม ีToll-like receptors 5  (TLR5)  ที่จดจ า pathogen-associated 

molecular patterns  (PAMPs)  ได้แม้ไม่เคยมีการติดเชื้อแบคทีเรียประเภทนี้มาก่อน  (108) 

ความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน น ามาซึ่งการกระตุ้นซัยโตไคน์ เช่น interleukin-6 และ

เกิ ดกา รหลั่ ง ส า รตอบสนองต่ อการ อัก เ สบของ เซลล์ เ ช่ น  nuclear factor kappaB และ                

tumor necrosis factor alpha เป็นต้น (109) ในการศึกษาผลกระทบของยีน flhD และ fliR ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับการสร้างแฟลเจลลาของเชื้อ Serratia marcescens ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดแมโคร

ฟาจของหนู พบว่ายีนทั้งสองนี้มีความสามารถในการกระตุ้นการเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลล์แมโครฟาจ และมีผลลดการตอบสนองผ่านระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดของ TLR5 (110) ใน

ขณะเดียวกันผลการศึกษาผลกระทบของโปรตีนแฟลเจลลาชนิด  FliC ของเชื้อ Salmonella 

typhimurium ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวขนิดนิวโทรฟิลล์ พบว่า แฟลเจลลามีความสามารถในการ

กระตุ้น Mcl-1 ซึ่งเป็น antiapoptotic protein ผ่าน TLRs-5 และลดการแสดงออกของ caspase-3 

ส่งผลให้นิวโทรฟิลล์มีการเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสลดลง (13) และในการศึกษาผลของ fliC ของ

เชื้อ S. typhimurium ต่อเซลล์ เยื่อบุผิวล าไส้ของหนู จากการศึกษาในสัตว์ทดลอง ควบคู่กับ

การศึกษาในหลอดทดลองโดยใช้เซลล์เยื่อบุผิวล าไส้ของหนูชนิด IEC-6 พบว่า เชื้อ S. typhimurium 

ที่ขาดการแสดงออกของยีน fliC ส่งผลให้หนูทดลองมีพยากรณ์ของโรคแย่กว่าหนูที่ติดเชื้อแบคทีเรีย

สายพันธุ์มาตรฐาน เนื่องจากเชื้อ S. typhimurium ที่ขาดการแสดงออกของยีน fliC สามารถกระตุ้น

ให้หน฿ที่ติดเชื้อเกิดพยาธิสภาพได้มากขึ้น (108) และพบว่าในการทดสอบผลกระทบต่อเซลล์ IEC-6 

ร่วมกับแบคทีเรียที่ไม่มีการแสดงออกของยีน fliC เปรียบเทียบกับกลุ่มที่มีการแสดงออกของ fliC 

พบว่าเชื้อแบคทีเรียที่ขาดการแสดงออกของ fliC ท าให้เซลล์ IEC-6 เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสมา

กกว่ากลุ่มเปรียบเทียบ ซึ่งเมื่อท าการทดสอบในยีน fljB และ fliD ก็ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกัน 

ดังนั้นแฟลเจลลาของเชื้อ S. typhymurium มีผลในการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันโดย

ก าเนิด และมีฤทธิ์ต้านการเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์เยื่อบุผิว (111) และจากการศึกษา
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ผลกระทบของแฟลเจลลาในแง่ของการตอบสนองระดับเซลล์ และพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับการเกิด

การตายแบบอะพอพโทซิส จึงมีผู้ท าการศึกษาโปรตีนแฟลเจลลาชนิด FlaA จากเชื้อ Legionella 

pneumophila ถึงผลกระทบที่มีต่อเซลล์มะเร็งเต้านมของหนูชนิด 4T1 ร่วมกับการใช้รังสีบ าบัด

เซลล์มะเร็ง พบว่า โปรตีน FlaA มีความสามารถในการกระตุ้นการแสดงออกของ NF-kB ท าให้เซลล์มี

ความไวต่อการใช้รังสีบ าบัดเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนี้พบว่าการให้ FlaA กับเซลล์  4T1 ก่อนรับรังสี

บ าบัด มีผลให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสมากขึ้น และมีการแสดงออกของ Bax และ Bid ที่

เป็น proapoptotic protein มากขึ้น และลดการแสดงออกของ Bcl-2 ที่ เป็น antiapoptotic 

protein ลง (112) จะเห็นได้ว่า การศึกษาผลกระทบของแฟลเจลลากับการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลล์นั้น จะพบว่า แฟลเจลลาของเชื้อแบคทีเรียมีผลทั้งกระตุ้นและยับยั้งการเกิดการตาย    

แบบอะพอพโทซิส ซึ่งยังขาดการศึกษาในเชื้อ H. pylori ที่ก่อให้เกิดพยาธิสภาพของเซลล์โดยการตาย

แบบอะพอพโทซิสเช่นเดียวกัน 

 

2.13 การเหนี่ยวน าการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์เม่ือติดเชื้อ H. pylori  

 ในการศึกษาชิ้นเนื้อที่ได้จากการเก็บตัวอย่างของผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารเรื้อรัง  ได้

ท าการศึกษารูปร่างของเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารด้วยกล้องจุลทรรศน์  พบว่า เซลล์เยื่อบุผิว

กระเพาะอาหารมีรูปร่างเปลี่ยนแปลงไป โดยมีลักษณะของเซลล์คล้ายคลึงกับเซลล์ที่ เกิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส จึงน าเอาชิ้นเนื้อดังกล่าวมาท าการย้อมด้วยสี histochemical ที่จับกับ 3’ end 

ของสาย DNA และค้นพบลักษณะการสลายตัวของ DNA ของเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร และ

เซลล์ในบริเวณ lamina propria ซึ่งพบลักษณะดังกล่าวมากถึงหนึ่งในสามส่วนของชิ้นเนื้อทั้งหมด 

(113) โดยการศึกษานี้ยังพบอีกว่า เชื้อ H. pylori คนละสายพันธุ์มีความสามารถในการเหนี่ยวน าให้

เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิสต่างกัน โดยมีการศึกษาพบว่าในสายพันธุ์ที่ไม่สามารถสร้าง Cag A ได้นั้น 

มีการเหนี่ยวน าให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิสที่สูงกว่าสายพันธุ์ที่สามารถสร้าง Cag A (114) แต่เมื่อ

เปรียบเทียบในอัตราส่วนระหว่างการตายแบบอะพอพโทซิส ต่อการแบ่งตัวของเซลล์จะพบว่าไม่มี

ความแตกต่างกันในสายพันธุ์ที่สร้าง และไม่สร้าง Cag A (115) และเม่ือน าเอาเชื้อ H. pylori ไปศึกษา

การเหนี่ยวน าการตายแบบอะพอพโทซิสในหลอดทดลอง พบว่า เชื้อ H. pylori  สามารถเหนี่ยวน าให้

เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ภายใน 1-2 ชั่วโมงเท่านั้น และหากท าการแยกเชื้อออกจาก

เซลล์ทดลอง พบว่าเซลล์ไม่ถูกเหนี่ยวน าให้ตายแบบอะพอพโทซิสน ามาสู่สมมติฐานในการศึกษาที่ว่า
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กระบวนการ adherence หรือการเกาะติดเป็นกระบวนการส าคัญในการเหนี่ยวน าให้เซลล์ที่ติดเชื้อ 

H. pylori ตายแบบอะพอพโทซิส (116) ซึ่งผลจากการศึกษาผลกระทบของ H. pylori ต่อการตาย

แบบอะพอพโทซิสของเซลล์ในหลอดทดลองนั้น ยังมีความแปรปรวนอยู่มากทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจาก

สภาวะในการเพาะเลี้ยง การศึกษาต่อมามีการศึกษาถึงกลไกระดับเซลล์ที่เชื้อ H. pylori  ใช้ในการ

เหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส โดยพบว่า H. pylori สามารถกระตุ้นการแสดงออก

ของ TNF-α และ Fas ligand ซึ่งเป็นหนึ่งในลิแกนด์ของ death receptor ได้ (95) และยังพบการ

แสดงออกของโปรตีนในกลุ่ม proapoptotic protein เช่น Bak มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นในเซลล์ที่ติด

เ ชื้ อ  H. pylori แต่ ก า ร ศึ กษ าทั้ ง ห มดนั้ น ยั ง ไ ม่ ส า ม า ร ถศึ กษ าถึ ง ยี น ทั้ ง ร ะบ บ ข อ ง เ ชื้ อ                                        

H. pylori ที่เกี่ยวข้องกับการเหนี่ยวน าเซลล์ให้ตายแบบอะพอพโทซิส  ท าให้เกิดความสนใจใน

การศึกษาถึงผลของปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ต่อการการเหนี่ยวน าให้เซลล์ตาย (113) 
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1. สารเคมี น้ ายา และ วัสดุทางวิทยาศาสตร์   

 สารเคมี น้ ายา และ วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ มีรายละเอียดดังนี้ 

 สารเคมี น้ ายา และ วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ประกอบด้วย 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Brain heart infusion (BHI) broth วุ้น Agar base เบอร์ 2 ซื้อจากบริษัท Oxoid 

จ ากัด สหราชอาณาจักร ยา kanamycin ซื้อจาก บริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา    

เลือดแกะซื้อจากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประเทศไทย จานอาหารเลี้ยงเชื้อ

พลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร AnaeroPack® ซื้อจาก Mitsubishi Gas Chemical 

จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

 สารเคมี น้ ายา และ วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในการท าการท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่

มีการกลายพันธุ์ ได้ รับยีน  flaA และ fliD ทดแทน  ประกอบด้วย  Tris-base ซื้ อจากบริษัท          

BioRad จ ากัด สหรัฐอเมริกา EDTA disodium salt ซื้อจากบริษัท Merck จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

MyFiTM DNA polymerase ซื้อจากบริษัท Meridian Bioscience สหรัฐอเมริกา อะกาโรสเจล 

Ethidium Bromide ซื้ อจากบริษัท  Thermo Scientific จ ากัด  สหรั ฐอเมริ กา  FavorPrepTM 

Gel/PCR Purification Kit ซื้อจากบริษัท Favorgen จ ากัด ประเทศไต้หวัน pGEM® T-Easy vector 

T4 DNA ligase ซื้อจากบริษัท Promega สหรัฐอเมริกา เอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI ซื้อจากบริษัท New 

England Biolabs จ ากัด สหราชอาณาจักร อาหารเลื้ยงเชื้อชนิด Luria-bertani Broth อาหารเลี้ยง

เชื้อ SOC medium สาร isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside สาร 5-bromo-4- chloro-

3- indolyl-beta-D-galacto-pyranoside Taq DNA polymerase ซื้อจากบริษัท New England 

Biolabs จ ากัด สหราชอาณาจักร ยา ampicillin ซื้อจาก บริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

QIAprep Spin Miniprep Kit ซื้อจากบริษัท Qiagen สหรัฐอเมริกา   

 สารเคมี น้ ายา และ วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร 

AGS ประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 Fetal bovine serum เอนไซม์ trypsin และ 

Phosphate buffer saline (PBS) ซื้อจากบริษัท HyClone จ ากัด สหรัฐอเมริกา ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์
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พลาสติกขนาด 25 mL (T25) 6-well plate 12-well plate Centrifuge tube ขนาด 15 mL และ 

serological pipette พลาสติกขนาด 5 mL และ 10 mL ซื้อจากบริษัท Thermo Scientific จ ากัด 

สหรัฐอเมริกา Trypan Blue Solution 0.4 % ซื้อจากบริษัท Gibco จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

 สารเคมี น้ ายา และวัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในการทดสอบความสามารถในการเจริญ      

การทดสอบการเคลื่อนที่ และการย้อมสีแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Brucella broth ซื้ อจากบริษัท  Beckton Dickinson จ ากัด  สหรั ฐอเมริ กา , Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide ซื้อจากบริษัท BioChemica จ ากัด สหรัฐอเมริกา , Sodium Dodecyl 

Sulfate (SDS) ซื้อจากบริษัท BioRad จ ากัด สหรัฐอเมริกา, Tannic acid ได้รับความอนุเคราะห์จาก 

อ.ดร. จิรารัช กิตนะ อาจารย์ประจ าภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ประเทศไทย Basic fuchsin Sodium Chloride ซื้อจากบริษัท Sigma Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

sodium chloride, 95% เอธิลแอลกอฮอลล์ ซื้อจากบริษัท AlCoH-A จ ากัด ประเทศไทย ขวด

พลาสติกชนิดมีฝาปิดขนาด 25 mL ซื้อจากบริษัท Beckton Dickinson จ ากัด สหรัฐอเมริกา           

96 well microtiter plate ซื้อจากบริษัท Thermo Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

 สารเคมี น้ ายา และวัสดุทางวิทยาศาสตร์  ที่ใช้ในการทดสอบการตายของเซลล์  AGS 

ประกอบด้วย ชุดทดสอบการตายแบบอะพอพโทซิส ApoAlert® ซื้อจากบริษัท Takara Bio จ ากัด 

ประเทศญี่ปุ่น  

 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 43504 และเซลล์ AGS ซื้อจาก American Type Culture 

Collection สหรัฐอเมริกา เชื้อ E. coli DH5-α competent cells ซื้อจากบริษัท New England 

Biolabs จ ากัด สหราชอาณาจักร 

 
3.2 เครื่องมือ  

 เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) จากบริษัท Genie2 จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องปั่นตกตะกอน

ความเร็วสูง จากบริษัท Vision จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (NanodropTM 

1000 spectrophotometer) จากบริษัท Thermo scientisic จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่อง Thermal 

cycler จากบริษัท Biometra จ ากัด ประเทศเยอรมนี เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

จากบริษัท SynGene จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องท า electrophoresis จากบริษัท Myrun จ ากัด 

ประเทศญี่ปุ่น เครื่องบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เครื่อง FACScan flow cytometry  จาก
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บริษัท Beckton Dickinson จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องวัดปฏิกิริยาจากเพลท SynergyTM H1 จาก

บริษัท Biotek จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

 
3.3. การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori  

 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 43504 ถูกเพาะเลี้ยงบน brain heart infusion (BHI) agar 

ที่มีส่วนผสมของเลือดแกะ 7% (v/v) ขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

และ fliD ถูกเพาะเลี้ ยงบน BHI agar ที่มีส่วนผสมของเลือดแกะ 7% (v/v)  และมีการเติม                

ยา kanamycin 20 µg/mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะ

ออกซิเจนเจือจางโดยใช้ AnaeroPack®   

 
3.2 การท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC43504 กลายพันธุ์ที่ยีน flaA และ fliD 

ด้วยเทคนิค inverse PCR mutagenesis (IPCRM)  

 เชื้อ H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC43504 กลายพันธุ์ที่ยีน flaA และ fliD ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก นางสาววรฤทัย ทองเกิด คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (117)  ซึ่งมี

ขั้นตอนการสร้างเชื้อสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ ดังนี้ สกัดสารพันธุกรรมจากเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC43504 ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง มาท าการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลองโดย

ใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีน flaA และ fliD ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction  (PCR)  

จากนั้นน าผลผลิตที่ได้โคลนเข้าสู่ DNA พาหะ และ transform เข้าสู่เชื้อ Escherichia coli DH5-α 

competent cells ท าการสกัดพลาสมิด และน ามาท า inverse polymerase chain reaction 

mutagenesis (IPCRM) ด้วย primer ที่ออกแบบให้ผลผลิตของการท าปฏิกิริยามีล าดับเบสขาด

หายไปจากต้นแบบประมาณ 10 คู่เบส และน า kanamycin cassette มาเชื่อมต่อกับผลผลิตข้างต้น 

น าพลาสมิดที่ได ้transform เข้าสู่เชื้อ H. pylori  ATCC43504 ท าให้ได้เชื้อท่ีมีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA และ fliD วิเคราะห์ล าดับเบสเพ่ือยืนยันการกลายพันธุ์ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค Sanger 

DNA sequencing (117) 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  28 

ตารางท่ี 2 รายละเอียดของ primer ที่ใช้ในงานวิจัย 

ชื่อ Primer Primer sequence (5’->3’) Product size (bp) เทคนิคที่น าไปใช ้

flaA WF ATGGCTTTCAGGTCAATAC 
1,533 การท าให้เชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ที่มีการกลาย
พันธุ์ได้รับยีน flaA และ 
fliD ทดแทน 

flaA WR CTAGTTAAAAGCCTTAAGATATTT 

fliD WF ATGGCAATAGGTTCATTAAGC 
2,054 

fliD WR TTAATTCTTTTTAGCCGC 

SP6 
promotor 

ATTTAGGTGACACTATAGAA 
175 Colony PCR 

T7 promotor AATACGACTCACTATAGGG 

 
 
3.3 การท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ได้รับยีน flaA และ fliD ทดแทน 

 เพ่ือท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ได้รับยีน flaA และ fliD กลับเข้ามาในตัว

เชื้อ โดยใช้วิธีการท าให้ เชื้อรับยีน flaA และ fliD ที่มีล าดับเบสสมบูรณ์กลับเข้าไปด้วยวิธี           

Natural Transformation เนื่องจากเป็นเทคนิคการน าสารพันธุกรรมเข้าสู่เซลล์ที่ให้ประสิทธิภาพดี

กับเชื้อ H. pylori และเป็นที่นิยมในหลายงานวิจัยที่ศึกษากับเชื้อดังกล่าว (118-121) โดยมีขั้นตอน

ดังนี้  

3.3.1 การออกแบบ primer ส าหรับสร้างพลาสมิดตัวน าของยีน flaA และ fliD ที่มี
ล าดับเบสสมบูรณ์ 

ล าดับเบสของยีน flaA ของเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 

(Genbank accession number AY319298 ) ถูกน ามาใช้เป็นต้นแบบในการออกแบบไพร

เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อทั้งชิ้นยีน flaA โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ 19 ล าดับแรกของยีน flaA 

ส าหรั บ  foward primer และใช้ ล าดั บนิ วคลี โ อ ไทด์คู่ สมจากล าดั บนิ วคลี โ อไทด์                         

24 ล าดับสุดท้ายของยีน flaA ส าหรับ reverse primer ล าดับเบสของยีน fliD ของเชื้อ           

H.  pylori  ส า ย พั น ธุ์ ม า ต ร ฐ า น  ATCC 43504 ( Genbank accession number 
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NZ_AIHX01000054 ) ถูกน ามาใช้เป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ

ทั้งชิ้นยีน fliD โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ 21 ล าดับแรกของยีน fliD ส าหรับ foward primer 

และใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์คู่สมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ 19 ล าดับสุดท้ายของยีน fliD ส าหรับ 

reverse primer ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 2 ตรวจสอบคุณสมบัติ

และความจ า เพาะของ  primer ด้วยโปรแกรม  Basic local alignment search tool 

(BLAST; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  

 
3.3.2 การสกัดสารพันธุกรรม  

ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ถูกใช้เป็นต้นแบบ

ส าหรับกระบวนการสร้างพลาสมิดที่มียีน flaA และ fliD ของเชื้อ H. pylori โดยมีขั้นตอน

สกัดสารพันธุกรรมดังนี้ ขูดโคโลนีของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่

เจริญครบเวลา 72 ชั่วโมงแล้ว ปริมาณ 1 ลูป ละลายตะกอนเชื้อใน Tris-EDTA buffer 

ปริมาตร 200 µL ผสมให้เข้ากันดี น าไปต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ในอ่างน้ าควบคุม

อุณหภูมิ เป็นเวลา 10 นาท ีเมื่อครบเวลา น าไปปั่นตกตะกอนที่ 7,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 

10 นาที ดูดแยกเอาเฉพาะส่วนน้ าใส วัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดโดย

เครื่อง NanodropTM 1000 spectrophotometer และเก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส  

 
3.3.3 การเพิ่มปริมาณยีน flaA และ fliD ด้วยเทคนิค PCR 

ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่สกัดได้จากข้อ 3.3.1 

ถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบเพ่ือใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีน flaA และ fliD ด้วยเทคนิค PCR โดย

ใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้น 400 นาโนกรัมในปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 100 µLประกอบด้วย 

flaA WF primer หรื อ  fliD WF primerและ  flaA WR primer หรื อ  fliD WR primer 

ปริมาณอย่างละ 50 pmol สารละลาย MyFi mix ความเข้มข้น 2 เท่าซึ่งประกอบด้วย

เอนไซม์ MyFi DNA polymerase, deoxynucleotide triphosphates dNTPs และ MgCl2 

ปริมาตร 50 µL ปรับให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 µL ด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ท าปฏิกิริยา

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาดังแสดงในตารางที่ 3 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวอย่าง

ควบคุมลบ น าผลผลิต PCR ปริมาตร 20 µLมาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบน
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เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 %โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส

ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพ่ิมปริมาณยีน flaA ควรมีขนาดเท่ากับ 1,533 คู่เบสและยีน fliD 

ควรมีขนาดเท่ากับ 2,058 คู่เบส 

 
ตารางท่ี 3 ปฏิกิริยาและอุณหภูมิท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน flaA และ fliD ด้วย
เทคนิค PCR และการท าปฏิกิริยา colony PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) และเวลา 
PCR (flaA) PCR (fliD) Colony PCR จ านวนรอบ 

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

Denature 93 ˚C, 1 นาที 93 ˚C, 1 นาที 93 ˚C, 1 นาที  
x35 Annealing 54 ˚C, 1 นาที 52 ˚C, 1 นาที 50 ˚C, 1 นาที 

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

Final 
extension 

72 ˚C, 10 นาที 72 ˚C, 10 นาที 72 ˚C, 10 นาที 1 

Hold temp 4 - 
 
 

3.3.4 การแยกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรส  
น าผลผลิตจากปฏิกิริยา  PCR ของยีน flaA และ fliD ปริมาตร 3 µL ผสมกับ 

loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่าปริมาตร 5 µL และน าไปเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าด้วย

เทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 % ที่มีส่วนผสมของ Ethidium 

bromide ความเข้มข้น 1 µg/µL ภายใต้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์เป็นเวลา 40 ถึง 50 นาที

โดยใช้ชุด  อิเล็กโตรฟอเรซิส i-MyRun electrophoresis system สังเกตแถบดีเอ็นเอ

ภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

ขนาด 10 กิโลเบส บันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได ้
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3.3.5 การท าให้ผลผลิตจาก PCR บริสุทธิ์  

ผลผลิตดีเอ็นเอส่วนที่เหลือจากข้อ 3.3.3 ปริมาตร 80 µL ถูกน ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วย

ชุด FavorPrepTM Gel/PCR Purification Kit ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิตเพ่ือเป็นการ

เตรียมดีเอ็นเอส าหรับใช้ในกระบวนการต่อไปน า ผลผลิตดีเอ็นเอมาผสมกับบัฟเฟอร์ FADF 

ปริมาตร 500 mL ปิเปตสิ่ งตัวอย่างทั้ งหมดลงใน  FADF column จากนั้นน าไปปั่นที่     

13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 วินาที และทิ้งส่วนใสที่อยู่ที่ก้นหลอดเติมบัฟเฟอร์ wash 

buffer ปริมาตร 750 µLลงใน FADF column แล้วน าไปปั่น 30 วินาที ทิ้งส่วนใสที่อยู่ที่ก้น

หลอดปั่ น ต่ อ อี ก  3 นาที  เ พ่ื อท า ใ ห้  column แห้ ง น า  FADF column มา ว า ง บ น 

microcentrifuge tube หลอดใหม่ ขนาด  1.5 mLและ เติ มบัฟ เฟอร์  elution buffer 

ปริมาตร 40 µL ลงที่กลางเมมเบรนของ FADF column ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น

น าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที วัดปริมาณและความบริสุทธิ์

ของดีเอ็นเอโดยเครื่อง  NanodropTM 1000 spectrophotometer และเก็บที่ อุณหภูมิ         

-20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.6 การโคลนยีน flaA และ fliD เข้าสู่ pGEM® T-Easy vector  

น าผลผลิต  PCR ของยีน  flaA และ fliD ปริมาณ  10 µg โคลนใส่ เข้ า ไปใน      

pGEM® T-Easy vector ปริมาณ 50 ng เติมบัฟเฟอร์ ligation buffer ความเข้มข้น 2 เท่า

ปริมาตร 5 µL และเอนไซม์ T4 DNA ligase ความเข้มข้น 3 unit ปริมาตร 1 µL เติมน้ า

กลั่นบริสุทธิ์ เ พ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ เท่ากับ  10 µL จากนั้นท าการบ่มเพ่ือให้

เกิดปฏิกิริยา ligation ที ่4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ที่มียีน 

flaA และ fliD บรรจุอยู่ในพลาสมิดถูกน าเข้าสู่ E. coli DH5-α competent cells ด้วยวิธี 

heat-shock transformation ซึ่ งมีขั้นตอนต่าง  ๆ ดั งนี้  ละลายเชื้ อ  E.  coli DH5-α 

competent cells ปริมาตร 50 µL โดยวางหลอดใส่เชื้อบนน้ าแข็งจนกว่าสารละลายใน

หลอดจะละลายทั้งหมด เติมผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ปริมาตร 5 µL ลงในหลอด ผสม

สารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันด้วยการเขย่าเบา ๆ จากนั้นตั้งหลอดดังกล่าวทิ้งไว้บนน้ าแข็งเป็น

เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปให้ความร้อนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  ที่ อุณหภูมิ           
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42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที น าหลอดเชื้อที่ผ่านความร้อนแล้ว มาตั้งทิ้งไว้           

บนน้ าแข็งโดยทันทีเป็นเวลา 5 นาที เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ SOC medium ปริมาตร 950 µL 

ลงในหลอดดังกล่าวและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปิเปต

สารละลายในหลอดปริมาตร 100 µL มาท าการเกลี่ยลงบน luria-bertani agar ที่มียา 

ampicillin ความเข้มข้น 100 µg/mL สาร isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 

32 µg/mL และสาร 5-bromo-4- chloro-3- indolyl-beta-D-galacto-pyranoside 40 

µg/mL เพ่ือท าการคัดเลือก competent cells ที่มีพลาสมิดบรรจุอยู่ด้วยวิธี blue/white 

colony screening assay โดยบ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชั่วโมง โคโลนีของ 

competent cells ที่มีพลาสมิดบรรจุอยู่จะมีโคโลนีสีขาว เลือกโคโลนีของเชื้อที่มีลักษณะ

ดังกล่าวไป streak ลงบน luria-bertani agar ที่มียา ampicillin 100 µg/mL บ่มเชื้อที่    

37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ยืนยันความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลนเข้าไปด้วยวิธี  

colony PCR amplification และวิธี restriction enzyme analysis  

 

3.3.7 การท า colony PCR amplification  
ส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลนเริ่มจากเขี่ยเชื้อจากโคโลนีของ 

competent cells ที่ให้โคโลนีสีขาวมาละลายในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร  100 µL 

ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารและน าไปให้ความร้อนโดยใช้อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบ

ต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาท ีเก็บส่วนน้ าใสน ามาเพ่ิมจ านวนยีน flaA และ fliD โดยใช้ primer ที่

จ า เพาะต่อ  SP6 และ  T7 Promoter ดั งแสดงในตารางที่  2  ปฏิกิ ริ ยา  colony PCR 

amplification มีปริมาตรรวมทั้งสิ้น 25 µL ประกอบไปด้วยดีเอ็นเอปริมาตร 1 µL primer 

ที่จ าเพาะกับ  SP6 และ T7 promoter ปริมาณอย่างละ  50 pmol deoxynucleotide 

triphosphates ความเข้มข้น 200 µmol/L PCR buffer ความเข้มข้น 1 เท่า MgCl2 ความ

เข้มข้น 25  µmol/L และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 unit โดยน้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อถูกน ามาใช้เพ่ือเป็นตัวอย่างควบคุมลบ ปฏิกิริยาเกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิและ

ระยะเวลาตามที่แสดงในตารางที่ 3 น าผลผลิตจากปฏิกิริยา colony PCR amplification 

มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 % โดยเทียบขนาด
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กับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพ่ิมปริมาณยีน flaA และ 

fliD ควรมีขนาดเท่ากับ 1,708 และ 2,233 คู่เบส ตามล าดับ 

 

3.3.8 การสกัดพลาสมิด    
เขี่ยโคโลนีของ competent cells ที่ตรวจพบยีน flaA และ fliD โดยวิธี colony 

PCR มาเพาะเลี้ยงใน luria-bertani broth ปริมาตร 10 mLที่ม ีampicillin 100 µg/mLบ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เมื่อครบเวลา

แยกเอาส่วนน้ าใสทิ้ง และ น าส่วนตะกอนไปสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด  QIAprep Spin 

Miniprep Kit ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิตน าส่วนตะกอนมาละลายในบัฟเฟอร์ P1 ปริมาตร 

250 µLและ ปิเปตสารละลายดังกล่าวลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่จากนั้นเติม

บัฟเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 µLและบัฟเฟอร์ N3 ปริมาตร 350 µLและผสมโดยกลับหลอดขึ้น

ลง 4 ถึง 6 ครั้งทันทีน าไปปั่นที่ความเร็ว  13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที และ          

ปิเปตเฉพาะส่วนสารละลายใสลงใน QIAprep Spin column ปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบ

ต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนสารละสายใสและน า column ไปปั่นต่ออีกครั้งเพ่ือทิ้ง

บัฟเฟอร์ที่ค้างอยู่จากนั้นน า column ไปวางบนหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ท าการ

ชะพลาสมิดดีเอ็นเอโดยเติมบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 50 µL ซึ่งมีส่วนประกอบของ Tris-HCl 

ความเข้มข้น 10  mmol/L pH 8.5 ลงตรงกลาง column และน าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อ

นาทีเป็นเวลา 1 นาที ท าการวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 

NanodropTM 1000 spectrophotometer ยืนยันความถูกต้องของชิ้นส่วนยีน flaA และ 

fliD ที่โคลนเข้าไปด้วยวิธี restriction enzyme analysis  
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3.3.9 การท า restriction enzyme analysis  
น าพลาสมิดที่บรรจุยีน flaA และ fliD ซึ่งถูกสกัดในขั้นตอน 3.3.8 มาตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI พลาสมิดที่บรรจุยีน flaA และ fliD ปริมาตร 1 µL บ่มร่วมกับ

เอนไซม์ที่มีความเข้มข้น 1 เท่าและบัฟเฟอร์ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

ตรวจสอบผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจลอะกาโรส  

ความเข้มข้น 1 % โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส ขนาดของชิ้นส่วน

ของยีน flaA และ fliD ที่ได้ควรมีขนาดเท่ากับ 1,568 และ 2,093 คู่เบสตามล าดับ และ

ขนาดของพลาสมิดที่ถูกตัดออกมาควรมีขนาดเท่ากับ 2,980 คู่เบส 

 
3.3.10 การน าพลาสมิดที่มียีน flaA และ fliD เข้าสู่เซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค 
natural transformation  

เกลี่ยเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA และ fliD ปริมาณ 1 ลูป (ประมาณ  108 ถึง 109 เซลล์ )  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ                   

brain heart infusion agar ที่ เย็นซึ่งมีส่วนประกอบของเลือดแกะ และ fetal bovine 

serum ที่กล่าวไว้ในขั้นตอน 3.2.1 ให้มีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ่มที่ 37 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 ชั่วโมงภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง ปิเปตพลาสมิดที่มียีน flaA 

และ fliD จากขั้นตอน 3.3.8  ปริมาณ 2 µg ลงบนเชื้อและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา             

24 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจางจากนั้นขูดเอาเชื้อทั้งหมดที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

มาละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion broth ปริมาตร 500 µL และ ปิเปตเชื้อ

ปริมาตร 100 µL ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion agar ซึ่งมีส่วนประกอบของ

เลือดแกะ fetal bovine serum บ่มเชื้อที ่37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3-5 วันภายใต้สภาวะ

ออกซิเจนเจือจางโดยใช้ AnaeroPack®    
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ทดสอบยืนยันความส า เร็จ ในการท า  natural transformation ด้ วยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากโคโลนีที่ขึ้นมาทั้งหมดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  brain heart 

infusion agar ซึ่งมีส่วนประกอบของ 7% (v/v) เลือดแกะและ 10% (v/v) fetal bovine 

serum โดยไม่ใส่ยาปฏิชีวนะควบคู่กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียา  kanamycin ความเข้มข้น               

20 µg/mL บ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3-5 วัน ภายใต้สภาวะออกซิเจนเจือจาง 

โดยเชื้อที่ได้รับยีน flaA และ fliD ทดแทนจะสามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ใส่ยา

ปฏิชีวนะเท่านั้น 

 
3.4 การทดสอบการมีชีวิตและการเจริญของเชื้อ H. pylori  

 เพ่ือเป็นการทดสอบว่าการท าให้เชื้อกลายพันธุ์  มีผลต่อการมีชีวิตและการเจริญของเชื้อ

หรือไม่ จึงน าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD มาทดสอบด้วยวิธี 

MTT assay และการนับจ านวนโคโลนี และท าการเปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC43504 

 

 3.4.1 เทคนิค MTT assay 
น าโคโลนีของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  และ เชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน  flaA และ fliD ที่มีอายุ  72 ชั่วโมง มาเจือจางใน            

1x  phosphate buffer saline (PBS) โดยใช้ปริมาณเชื้อ 5 x 108 เซลล์ ปิเปตเชื้อใส่ลงใน 

96 well-microtiter plate ปริมาตรหลุมละ 90 µL เติมสารละลาย  Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide ที่ละลายใน PBS ความเข้มข้น 5 µg/µL ปริมาตร 10 µL ลงในหลุม

ปฏิกิริยาที่มีเชื้อแต่ละหลุม ท าการบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         

4 ชั่วโมง เติม 20% w/v SDS ปริมาตร 100 µL และบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องอีก 30 นาที 

เมื่อครบเวลาน าไปอ่านผลด้วย spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร และ

น าค่าการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 

และ เชื้อ H. pylori  สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD ท าการทดสอบซ้ า     

3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย 
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 3.4.2 การนับจ านวนโคโลนี 
น าโคโลนีของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ เชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง มาเจือจางในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ BHI broth ปรับความเข้มข้นสุดท้ายให้มีปริมาณเชื้อเท่ากับ 1x108 CFU/mL 

จากนั้นท าการเจือจางให้ความเข้มข้นลดลงทีละ 10 เท่า โดยปิเปตสารละลายเชื้อ 100 µL 

ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth ที่ปราศจากเชื้อ 900 µL เจือจางเชื้อจนมีความเข้มข้น

สุดท้ายเท่ากับ 1 x102 – 1 x103 CFU/mL ปิเปตเชื้อความเข้มข้นดังกล่าว 100 µL ลงบน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ที่ผสม 7% (v/v) เลือดแกะ และใช้ spreader ปราศจากเชื้อ

เกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยท า 2 ซ้ าในแต่ละความเข้มข้นเชื้อ              

น าจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกลี่ยเชื้อเรียบร้อยแล้ว ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

สภาวะมีออกซิเจนเจือจางเป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา น ามานับโคโลนีที่เจริญบน

ผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ และค านวณปริมาณโคโลนีเฉลี่ยเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและ

น ามาหาค่าเฉลี่ย 

 

3.5 การทดสอบผลกระทบของยีน flaA และ fliD ต่อลักษณะของแฟลเจลลา และความสามารถ

ในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori 

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน flaA และ fliD ถูกน ามาเพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยง BHI agar ที่มีส่วนผสมของ          

7% (v/v) เลือดแกะในหลอดทดลอง ซึ่งที่มีผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเอียง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนเจือจางเป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ปิเปตน้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อที่ไม่มีประจุให้ท่วมผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี(122) 
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3.5.1 การศึกษาลักษณะของแฟลเจลลาโดยการย้อมสี Leifson tannic acid-fuchsin 
staining (123) 

ดูดส่วนน้ าใสจากข้อ 3.5 หยดลงบนสไลด์ที่ผ่านการท าความสะอาดด้วยการแช่ใน 
95% เอธิลแอลกอฮอลล์ที่มีส่วนผสมของ 3% กรดไฮโดรคลอริก เพ่ือขจัดคราบไขมัน เป็น
เวลา 2 วัน และน ามาผ่านเปลวไฟก่อนใช้งาน รอให้เชื้อที่หยดลงบนสไลด์แห้งสนิท น าไป
ย้อมด้วยสีที่มีส่วนประกอบของ 0.2% (w/v) basic fuchsin 1% (w/v) tannic acid และ 
0.5% (w/v)  sodium chloride โดยปิเปตสีย้อม 1 mL ใส่ลงบนผิวหน้าให้ท่วมสไลด์ เป็น
เวลา 12 นาที ล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ าสะอาด ซับผิวหน้าสไลด์ให้แห้ง น าไปดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 1000 เท่า เปรียบเทียบลักษณะแฟลเจลลาระหว่าง
แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ท าซ้ า 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 

 
3.5.2 การศึกษาลักษณะโครงสร้างของแฟลเจลลาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน 

ดูดส่วนน้ าใสจากข้อ 3.5 หยดลงบน Transmission electron microscope (TEM) 
grid ซั บของ เหลวส่ วน เกิ นออก โดย ใช้ ก ระดาษกรองสะอาด  หยด  1% (w/v) 
phosphotungstic acid ลงบน TEM grid ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ีซับของเหลว
ส่วนเกินออกโดยใช้กระดาษกรองสะอาดอีกครั้ง  น าตัวอย่างไปดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน รุ่น JEM-2100 ที่ก าลังขยาย 8,000 – 25,000 เท่า และบันทึกภาพ
แฟลเจลลาของเชื้อแต่ละสายพันธุ์  

 
3.5.3 การศึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ด้วย motility assay 

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC43504 และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

และ fliD ถูกน ามาเจือจางใน BHI broth โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 ที่การ

ดูดกลืนแสงภายใต้ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  (OD600nm)  ปิเปตเชื้อลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่มีความเข้มข้นของ 0.3% (w/v) วุ้นอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีส่วนผสมของ 

Brucella broth  และ 10% (v/v) fetal bovine serum บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนเจือจางเป็นเวลา 72 ชั่วโมง สังเกตการเคลื่อนที่ของเชื้อโดยดูจาก

ความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นวงกลมรอบจุดที่ปิเปตลงไป วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
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ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหา

ค่าเฉลี่ย  

 
3.6 การเตรียมเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร AGS 

3.6.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์   
เลี้ยงเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร AGS ใน T25 tissue culture flask ที่มีอาหาร

เลี้ ย ง เซลล์  RPMI 1640  ที่ มี ส่ วนผสมของ  10% (v/v)  Fecal Bovine Serum และ                      

1% (v/v) ยาปฏิชีวนะชนิด Penicillium/Streptomycin ปริมาตร 4 mL บ่มที่อุณหภูมิ         

37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ติดตามการเจริญของเซลล์

ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ Phase Contrast ที่ก าลังขยาย 200 เท่า เมื่อเซลล์มีความหนาแน่น 

80-90% ถ่ายเซลล์ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ดังขั้นตอนต่อไปนี้ เทอาหารเลี้ยงเซลล์เก่า

ออกทั้งหมด ล้างเซลล์ด้วย 1x phosphate buffered-saline (PBS) ที่ปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง 

จากนั้นเติม 1% (v/v)  Trypsin/EDTA ปริมาตร 1 mL ใน T25 tissue culture flask บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา น ามาเติม RPMI 1640  ที่มี

ส่วนผสมของ 10% (v/v)  Fecal Bovine Serum และ 1 % (v/v)  ยาปฏิชีวนะชนิด 

Penicillium/Streptomycin ปริมาตร 2 เท่าของ 1%  (v/v) Trypsin/EDTA เ พ่ือหยุด

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ trypsin   น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 1,800 rpm ภายใต้สภาวะ

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เมื่อครบเวลา เทส่วนน้ าใสทิ้ง เติม RPMI 1640  

ปริมาตร 10 mL ลงไปในตะกอนเซลล์ที่เหลืออยู่ในหลอด ผสมให้เข้ากันโดยดูดขึ้นลง ท าการ

นับจ านวนของเซลล์เพ่ือให้มีจ านวนที่เหมาะสมในการน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่  

ตามข้ันตอนต่อไป 

 
3.6.2 การนับเซลล์ 

เพ่ือให้ได้ปริมาณของเซลล์ที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงและการทดลองขั้นต่อไป 

จึงท าการนับเซลล์โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ ดูดตะกอนเซลล์ภายหลังกระบวนการย่อย

เซลล์ด้วยเอนไซม์ trypsin ที่ละลายอยู่ใน RPMI 1640  ที่มีส่วนผสมของ 10% (v/v) Fecal 

Bovine Serum และ 1% (v/v) ยาปฏิชีวนะชนิด Penicillium/Streptomycin ปริมาตร   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  39 

20 µL ละลายใน Trypan blue ปริมาตร 80 µL ผสมให้เข้ากันดี และตั้งทิ้งไว้ 3 ถึง 5 นาที 

จากนั้นดูดตะกอนเซลล์ดังกล่าวถ่ายลงใน hemocytometer-counting chamber ปิดแผ่น 

coverslip ทับ นับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 เท่า โดยนับเฉพาะเซลล์ที่

ไม่ติดสี trypan blue ซึ่งเป็นเซลล์ที่ยังมีชีวิต โดยนับเซลล์ที่อยู่ในช่องกลางและช่องมุมทั้ง    

4 ช่องของ hemocytometer-counting chamber ค านวณปริมาณเซลล์ทั้งหมดโดยใช้สูตร

ดังที่แสดงต่อไปนี้ 

 
ปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิตใน 1 mL (เซลล์ต่อ mL)   = จ านวนเซลล์ที่ไม่ติดสีย้อม x104 x df*

         5 
*df หมายถึง dilution factor  

 
ค านวนปริมาณเซลล์ที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงต่อไป โดยการเพาะเลี้ยงใน 

T25 tissue culture flask ใช้เซลล์ตั้งต้นจ านวน 5x105 เซลล์  
 
3.7 การทดสอบความสามารถของเชื้อ  H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์  AGS ด้วยเทคนิค 

adhesion assay  

3.7.1 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS ด้วยวิธีการวัด
ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ 

ดูดตะกอนเซลล์ภายหลังกระบวนการย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ trypsin เพาะเลี้ยง     

ลงใน 12-well plate ที่มี RPMI 1640 ปริมาตร 1 mL โดยให้แต่ละหลุมมีปริมาณเซลล์

เ ท่ า กั บ  5x104 เ ซ ล ล์  บ่ ม ที่ อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  ภ า ย ใ ต้ ส ภ า ว ะ ที่ มี                              

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลังครบเวลา 24 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS  จากนั้น

เจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 43504 และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธ์ของยีน flaA 

และ fliD ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง ลงใน PBS ปริมาตร 1 mL เติม 1%  (w/v) สีฟลูออเรสเซนต์ 

fluorescein isothiocyanate (FITC) ที่ ล ะ ล า ย ใ น  dimethyl sulfoxide (DMSO)      

ปริมาตร 10 µL ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร้แสงเป็น

เวลา 40 นาที เมื่อครบเวลา น าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วน    

น้ าใสทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อด้วย PBS ปริมาตร 1 mL น าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 rpm    
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เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนน้ าใสทิ้งและท าซ้ าอีก 1 รอบ ละลายตะกอนเชื้อที่ปั่นล้างเรียบร้อย

แล้วด้วย PBS ปริมาตร 1 mL ดูดเชื้อปริมาณ 5x106 เซลล์ ใส่ในแต่ละหลุมที่มีเซลล์ AGS 

ปรับปริมาตรแต่ละหลุมให้ได้เท่ากับ 1 mL ด้วย RPMI 1640 โดยหลุมควบคุมลบเป็นเซลล์ 

AGS ที่ถูกเติมด้วย RPMI 1640 และปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 1 mL น าเซลล์ AGS ทุกกลุ่ม

ไปท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็น

เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ เมื่อครบเวลา ดูด RPMI 1640 ในแต่ละหลุมทิ้ง และล้าง

เซลล์ในแต่ละหลุมด้วย PBS ปริมาตร 2 mL ท าซ้ า 2 รอบ เพ่ือล้างเอาแบคทีเรียที่ไม่ได้เกาะ

กับเซลล์ออก และเติม PBS ปริมาตร 1 mL ลงในแต่ละหลุมก่อนน าไปวัดอัตราการเปล่งแสง

ฟลูออเรสเซนต์ของ FITC ด้วยเครื่องวัดปฏิกิริยาจากเพลท รุ่น SynergyTM H1 ในการวัด

ปฏิกิริยาความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ ด้วยโปรแกรม Area Scanning ซึ่งมีหน่วยวัด

เป็น Relative Fluorescent Unit (RFU) และใช้ความยาวคลื่นในการกระตุ้นสัญญาณ 

( adsorption wavelength)  ที่  4 8 7  nm แ ล ะ วั ด สั ญ ญ า ณ ถู ก ก ร ะตุ้ น  ( emission 

wavelength) ที่ความยาวคลื่น 528 nm ท าการทดสอบซ้ า 4 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 

โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย น าค่าความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากการ

ทดสอบของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ลบออกด้วยค่าความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากหลุม

ควบคุมลบ และน ามาหาค่าเฉลี่ย จากนั้นน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ    

H. pylori ต่อเซลล์ AGS เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 

โดยให้เชื้อ H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเท่ากับ 100% โดยใช้สูตรการ

ค านวณดังแสดงด้านล่าง 

 
เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะ    = ค่าเฉลี่ยของความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ x100                                                                     

ค่าเฉลี่ยของความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ของเชื้อ         
  H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  
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3.7.2 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS โดยการ
ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ 

ดูดตะกอนเซลล์ภายหลังกระบวนการย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ trypsin เพาะเลี้ยงลง

ใน 12-well plate ที่มี RPMI 1640 ปริมาตร 1 mL และกระจกปิดสไลด์ชนิดแผ่นกลม

ปราศจากเชื้อที่ก้นหลุม โดยให้แต่ละหลุมมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 5x104 เซลล์ บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลังครบเวลา 24 ชั่วโมง 

ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS  จากนั้นเจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 43504 และสาย

พันธุ์ที่มีการกลายพันธ์ของยีน flaA และ fliD ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง ลงใน PBS ปริมาตร 1 mL 

เติม  1%  (w/v)  สีฟลูออเรสเซนต์  fluorescein isothiocyanate (FITC) ที่ละลายใน 

dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 10 µL ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในสภาวะไร้แสงเป็นเวลา 40 นาที เมื่อครบเวลา น าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 rpm 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนน้ าใสทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อด้วย PBS ปริมาตร 1 mL น าไปปั่นที่

ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนน้ าใสทิ้งและท าซ้ าอีก 1 รอบ ละลายตะกอน

เชื้อที่ปั่นล้างเรียบร้อยแล้วด้วย PBS ปริมาตร 1 mL ดูดเชื้อปริมาณ 5x106 เซลล์ ใส่ในแต่ละ

หลุมที่มีเซลล์ AGS ปรับปริมาตรแต่ละหลุมให้ได้เท่ากับ 1 mL ด้วย RPMI 1640 โดยหลุม

ควบคุมลบเป็นเซลล์ AGS ที่ถูกเติมด้วย RPMI 1640 และปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 1 mL 

น าเซลล์ AGS ทุกกลุ่มไปท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงตามล าดับ เมื่อครบเวลา ดูด RPMI 

1640 ในแต่ละหลุมทิ้ง และล้างเซลล์ในแต่ละหลุมด้วย PBS ปริมาตร 2 mL ท าซ้ า 2 รอบ 

เพ่ือล้างเอาแบคทีเรียที่ไม่ได้เกาะกับเซลล์ออก ใช้ปากคีบปราศจากเชื้อ คีบเอากระจกปิด

สไลด์ที่ก้นหลุมปิดทับลงบนสไลด์แก้วที่หยด Permount ไว้แล้ว 3-4 หยด รอให้ Permount 

แห้ง น าไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ Olympus BX50 ที่

ก าลังขยาย 1,000 เท่า  
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3.7.3 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS ด้วยวิธีการนับ
โคโลน ี

ดูดตะกอนเซลล์ภายหลังกระบวนการย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ trypsin เพาะเลี้ยงลง

ใน 12-well plate ที่มี RPMI 1640 ปริมาตร 1 mL โดยให้แต่ละหลุมมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 

5x104 เซลล์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

หลังครบเวลา 24 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS  จากนั้นเจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ 

ATCC 43504 และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธ์ของยีน flaA และ fliD ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง ลง

ใน PBS ปริมาตร 1 mL ดูดเชื้อปริมาณ 5x106 เซลล์ ใส่ในแต่ละหลุมที่มีเซลล์ AGS ปรับ

ปริมาตรแต่ละหลุมให้ได้เท่ากับ 1 mL ด้วย RPMI 1640 โดยหลุมควบคุมลบเป็นเซลล์ AGS 

ที่ถูกเติมด้วย RPMI 1640 และปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 1 mL น าเซลล์ AGS ทุกกลุ่มไปท า

การบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 

24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ เมื่อครบเวลา ดูด RPMI 1640 ในแต่ละหลุมทิ้ง และล้างเซลล์

ในแต่ละหลุมด้วย PBS ปริมาตร 2 mL ท าซ้ า 2 รอบ เพ่ือล้างเอาแบคทีเรียที่ไม่ได้เกาะกับ

เซลล์ออก เติมน้ าปราศจากไอออนที่ถูกท าให้ปราศจากเชื้อปริมาตร 1 mL ลงในแต่ละหลุม 

เพ่ือท าลายเซลล์ AGS เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา ดูดเอาสารละลายในแต่ละหลุม

ออกไปปั่นล้างด้วย PBS ที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง ละลาย

ตะกอนเชื้อด้วย PBS ปริมาตร 1 mL จากนั้นท าการเจือจางให้ความเข้มข้นลดลงทีละ        

10 เท่า โดยปิเปตสารละลายเชื้อ 100 µL ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth ที่ปราศจาก

เชื้อ 900 µL เจือจางเชื้อจนมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 x102 – 1 x103 CFU/mL ปิเปต

เชื้อความเข้มข้นดังกล่าว 100 µL ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ที่ผสม 7% (v/v) 

เลือดแกะ และใช้ spreader ปราศจากเชื้อเกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท า 

2 ซ้ าในแต่ละความเข้มข้นเชื้อ น าจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกลี่ยเชื้อเรียบร้อยแล้ว ไปบ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะมีออกซิเจนเจือจางเป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา 

น ามานับโคโลนีที่ เจริญบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ และค านวณปริมาณโคโลนีเฉลี่ ย

เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ท าการทดสอบซ้ า 2 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 

โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย 
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3.8 การศึกษาผลของเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ต่อการตายของเซลล์ AGS  

3.8.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ร่วมกับเซลล์ AGS  
เพาะเลี้ยงเซลล์ AGS ลงใน 6-well plate ที่มี RPMI 1640 ปริมาตร 2 mL โดยให้

แต่ละหลุมมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 5x105 เซลล์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้

สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลังบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการล้างเซลล์ด้วย    

1x PBS เจือจางเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD ที่มีอายุ 72 ชั่วโมง ใน 1x PBS เติมเชื้อแต่ละสายพันธุ์

ปริมาณ 5x107 เซลล์ ลงในแต่ละหลุมที่มีเซลล์ AGS โดยมีค่า Multiplicity of infection 

(MOI) เท่ากับ 100 ปรับปริมาตรแต่ละหลุมให้ได้เท่ากับ 2 mL ด้วย RPMI 1640 โดยหลุม

ควบคุมบวกเป็นเซลล์ AGS ที่ถูกเติมด้วย H2O2 ความเข้มข้น 200 µMol ปริมาตร 100 µL 

เป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อนการวิเคราะห์ เพ่ือท าการกระตุ้นเซลล์ AGS ให้เกิดการตาย (124) 

และหลุมควบคุมลบเป็นเซลล์ AGS ที่ถูกเติมด้วย RPMI 1640 ปรับปริมาตรหลุมควบคุมบวก

และลบแต่ละหลุมให้ไดเ้ท่ากับ 2 mL ด้วย RPMI 1640 น าเซลล์ AGS ทุกกลุ่มไปท าการบ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  5% เป็นเวลา         

24 และ 48 ชั่วโมง ซึ่งอ้างอิงจากการศึกษาที่ผ่านมาก่อนหน้า (125) จากนั้นล้างเซลล์ด้วย       

1x PBS สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เบื้องต้นภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Phase 

Contrast โดยสังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์  คือมีการหดตัวของเยื่อหุ้ม

เซลล์ ส่งผลให้รูปร่างของเซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่มีลักษณะกลม หรือ ยืดยาวออก ซ่ึง

แสดงถึงการที่เซลล์เกิดพยาธิสภาพ เลือกใช้ระยะเวลาการบ่มเชื้อร่วมกับเซลล์  AGS           

ที่สามารถสังเกตเห็นเซลล์ AGS ที่เปลี่ยนแปลงไปมากกว่า 60% ของปริมาณเซลล์ทั้งหมด     

มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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3.8.2 การวัดปริมาณเซลล์ AGS ทีต่ายด้วยการย้อมสี annexin-V และ PI และ
ตรวจสอบด้วย flow cytometry 

น าเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ข้างต้น เป็นเวลา 24 

และ 48 ชั่วโมง มาดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและล้างด้วย 1x PBS 2 ครั้ง เติม 1% (v/v) 

Trypsin/EDTA ปริมาตร 200 µL ลงในแต่ละหลุม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 7 นาที เมื่อครบเวลาเติม RPMI1640 ที่มีส่วนผสมของ 10% (v/v) fetal bovine 

serum ปริมาตร 1 mL ดูดเก็บเซลล์และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วนน้ าใสทิ้ง และน าไปปั่นล้างเซลล์ด้วย    

1x DPBS ที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ท าซ้ า   

2  ค รั้ ง  แ ล ะ น า ต ะ ก อ น ที่ ไ ด้ ไ ป ย้ อ ม ด้ ว ย  Annexin V- fluorescein 

isothiocyanate/propidium Iodide (Annexin V-FITC/PI)  ด้วยชุดทดสอบ  ApoAlert 

(Takara bio, USA) โดยมีขั้นตอนดังนี้  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 1X binding buffer               

500 µL จากนั้นดูดเซลล์ปริมาณ 5x105 เซลล์ ปรับปริมาตรด้วย 1X binding buffer ให้

ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 200 µL เติม Annexin V-FITC ปริมาตร 5  µL ผสมให้เข้ากันและ

บ่มที่ อุณหภูมิห้องโดยหลีกเลี่ ยงการโดนแสง  เป็น เวลา 10 นาที  เมื่ อครบเวลา                            

เติม Propidium Iodide (PI) 5 µL ผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิห้องภายใต้ที่มืด เป็น

เวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาน ามาปรับปริมาตรด้วย 1X binding buffer ให้มีปริมาตรสุดท้าย

เท่ากับ 1 mL และน าเซลล์ที่ย้อมเรียบร้อย ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง FACScan flow 

cytometry  (Beckton Dickinson, USA) นับจ านวนเซลล์ที่ตาย ซึ่งอยู่ในจตุภาค (Q) ที่ 1 

2 และ 4 ของกราฟแสดงการกระจายตัวของกลุ่มประชากรเซลล์  (Scattergram) (รูปที่ 3)  

ค านวนจ านวนเซลล์ที่ตายโดยเทียบเป็นสัดส่วนเปอร์เซ็นต์กับประชากรเซลล์ทั้งหมดที่อยู่ใน

หลุม ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหา

ค่าเฉลี่ย  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  45 

 
 

รูปที ่3 การแบ่งจตุภาคของผล Scattergram ที่ได้จาก flow cytometry 
- โดยประชากรในจตุภาค Q1 เป็นประชากรเซลล์ที่ไม่ติดสี  Annexin V/FITC แต่ติดสี PI 

แสดงประชากรกลุ่มเซลล์ที่ตายแบบเนโครซิส  และอะพอพโทซิสระยะปลาย  (late 
apoptosis) 

- ประชากรในจตุภาค Q2  เป็นประชากรเซลล์ที่ติดสี  Annexin V/FITC และสี PI แสดง
ประชากรกลุ่มเซลล์ที่ตายแบบอะพอพโทซิสในระยะปลาย 

- ประชากรในจตุภาค Q3 เป็นประชากรเซลล์ที่ไม่ติดสี Annexin V/FITC และสี PI แสดง
ประชากรกลุ่มเซลล์ที่เป็นเซลล์มีชีวิต 

- ประชากรในจตุภาค Q4 เป็นประชากรเซลล์ที่ติดสี Annexin V/FITC แต่ไม่ติดสี PI แสดง
ประชากรกลุ่มเซลล์ที่ตายแบบอะพอพโทซิสในระยะเริ่มต้น (early apoptosis) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD และสายพันธุ์ที่ได้รับยีน 

flaA และ fliD ทดแทน 

 การสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA และ fliD ทดแทน โดยมีผลการสร้างเชื้อ

สายพันธุ์ดังกล่าว ตามรายละเอียดด้านล่าง 

 

4.1.1 การเพิ่มปริมาณยีน flaA และ fliD ด้วยเทคนิค PCR  
เพ่ิมปริมาณยีน flaA และ fliD โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 43504 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน flaA 

ได้แก่ flaA WF และ flaA WR และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน fliD ได้แก่ fliD WF และ fliD 

WR ท าปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.3 ตรวจสอบผลผลิต PCR บนเจลอะกาโรส 

ความเข้มข้น 1 % โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบแถบดีเอ็นเอ

ข อ ง ผ ล ผ ลิ ต  PCR ข อ ง ยี น  flaA มี ข น า ด เ ท่ า กั บ  1 ,5 3 3  คู่ เ บ ส  แ ล ะ ยี น  fliD                                 

มีขนาด 2,058 คู่เบส ดังแสดงในรูปที ่4 

 

4.1.2 การโคลนยีน flaA และ fliD เข้าสู่ pGEM®T-Easy vector  
ผลผลิต PCR ของยีน flaA และ fliD ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

43504 ถูกโคลนเข้าสู่ pGEM®T-Easy vector ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 3,015 คู่เบส ตามขั้นตอน

ในข้อ 3.3.6 ผลผลิตจากปฏิกิริยา ligation ถูกน าเข้าสู่เชื้อ E. coli DH5-⍺ competent 

cells และคัดเลือกโคโลนีที่ มีพลาสมิดที่มียีน  flaA และ fliD บรรจุอยู่ด้วยเทคนิค 

blue/white colony screening assay โดยเลือกโคโลนีมีสีขาวภายหลังการบ่มเชื้อที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบความถูกต้องของยีนที่ถูกโคลน

ด้วยวิธี colony PCR amplification และวิธี restriction enzyme analysis 
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รูปที่ 4 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน flaA และ fliD ของเชื้อ H. pylori    
สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบผลผลิตด้วยอิเล็กโตรฟอเรซิสบนเจล     
อะกาโรสความเข้มข้น 1 % L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ 1 คือผลผลิต PCR ของยีน 
flaA ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แถวที่ 2 คือ ผลผลิต PCR ของ ยีน fliD 
ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แถวที ่3 คือ ตัวควบคุมลบของปฏิกิริยาการเพ่ิม
จ านวนยีน flaA และ แถวที ่4 คือตัวควบคุมลบของปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนยีน fliD 
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4.1.3 ผลการตรวจสอบยีนที่ถูกโคลนด้วยวิธี colony PCR amplification 
โคโลนีสีขาวถูกเลือกมาจ านวน 3 โคโลนีในแต่ละยีน และก าหนดให้โคโลนีสีขาวจาก

การโคลนยีน flaA มีรหัส A1 ถึง A3 และ โคโลนีสีขาวจากการโคลนยีน fliD มีรหัส D1 ถึง 

D3 น ามายืนยันความถูกต้องด้วยวิธี colony PCR amplification โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ

ต่อ SP6 และ T7 promoter และท าปฏิกิริยา colony PCR ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.7  

ตรวจสอบผลผลิต colony PCR บนเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1 % โดยเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พลาสมิด D1 และ D2 ที่มียีน fliD บรรจุอยู่ พบแถบดีเอ็นเอ

ของผลผลิต colony PCR ของยีน fliD ขนาด 2,233 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วย ยีน fliD ขนาด   

2,058 คู่เบส และล าดับเบสที่เกิดจาก SP6-T7 promoter มีขนาดเท่ากับ 175 คู่เบส และ 

พลาสมิด A1 และ A3 ที่มียีน flaA บรรจุอยู่ พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต colony PCR ของ

ยีน fliD ขนาด 1,708 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วย ยีน flaA ขนาด 1,533 คู่เบส และล าดับเบสที่

เกิดจาก SP6-T7 promoter มีขนาดเท่ากับ 175 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 5 

 
4.1.4 ผลการตรวจสอบยีนที่ถูกโคลนด้วยวิธี restriction enzyme analysis 

โคโลนีสีขาวของพลาสมิด D1 D2 A1 และ A3 ที่ได้รับการยืนยันความถูกต้องของ

การโคลนยีน fliD และ flaA เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี colony PCR amplification ถูกน ามา

สกัดพลาสมิดเพ่ือน าไปตรวจสอบความถูกต้องด้วยวิธี restriction enzyme analysis ตาม

ขั้นตอนในข้อ 3.3.8 และ 3.3.9 พลาสมิดของยีน fliD ที่ได้มีขนาด 5,073 คู่เบส ประกอบไป

ด้วย ยีน fliD ขนาด 2,058 คู่เบสและพลาสมิดมีขนาด 3,015 คู่เบส ตามล าดับ และ พลาส

มิดของยีน flaA ที่ได้มีขนาด 4,548 คู่เบส ประกอบไปด้วย ยีน flaA ขนาด 1,533 คู่เบส

และพลาสมิดมีขนาด 3,015 คู่เบส ตามล าดับ ภายหลังการบ่มพลาสมิดร่วมกับเอนไซม์ NotI 

ตรวจสอบผลผลิ ต  restriction enzyme analysis บน เจลอะกา โ รสความ เข้ มข้ น                    

1 % โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10 กิโลเบส พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ

จากพลาสมิด D1 และ D2 ได้แก่ แถบของยีน fliD มีขนาดเท่ากับ 2,093 คู่ เบส ซึ่ง

ประกอบด้วยยีน fliD ขนาด 2,058 คู่เบส และล าดับเบสบางส่วนของพลาสมิดที่ถูกตัดด้วย

เอนไซม์ NotI ขนาด 35 คู่เบส และแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดมีขนาด 2,980 คู่เบส และ      

พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบจากพลาสมิด A1 และ A3 ได้แก่ แถบของยีน flaA มีขนาดเท่ากับ 
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1,568 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีน flaA ขนาด 1,533 คู่เบส และล าดับเบสบางส่วนของพ

ลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ NotI ขนาด 35 คู่เบส และแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดมีขนาด 

2,980 คู่เบส ดังแสดงในรูปที ่6  

 

 
 

รูปที่ 5 ผลผลิต colony PCR จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลนยีน flaA และ fliD 
เข้าสู่พลาสมิดด้วยวิธี  colony PCR amplification โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ SP6 และ        
T7 promotor ตรวจสอบผลผลิต colony PCR ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซิสบนเจลอะกาโรสความ
เข้มข้น 1 % L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที่ D1 ถึง D3 คือผลผลิต colony PCR ของ  
พลาสมิดที่มียีน fliD และ แถวที ่A1 ถึง A3 คือผลผลิต colony PCR  ของพลาสมิดที่มียีน flaA 
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รูปที ่6 ผลผลิต restriction enzyme analysis จากการตรวจสอบความถูกต้องของการโคลนยีน 
fliD และ flaA เข้าสู่  พลาสมิดภายหลังการตัดด้วยเอนไซม์ NotI ตรวจสอบผลผลิต restriction 
enzyme analysis ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรฟอเรซิส บนเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1 % L คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 10 กิโลเบส แถวที ่1 ถึง 6 คือ พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ NotI แถวที่ D1 ถึง A3 คือ
ผลผลิต restriction enzyme analysis ของพลาสมิดที่มียีน fliD และ flaA ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ NotI  
 

4.1.5 การน าพลาสมิดที่มียีน flaA และ fliD เข้าสู่เซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค 
natural transformation 

 
เลือกพลาสมิด D1 และ D2 ที่มียีน fliD บรรจุอยู่น ามาโคลนเข้าสู่เซลล์ของเชื้อ      

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD และเลือกพลาสมิด A1 และ A3 ที่มียีน 

flaA บรรจุอยู่น ามาโคลนเข้าสู่เซลล์ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.10 ของบทวัสดุและวิธีการด าเนินงานวิจัย โดยผลการท าการ

ทดลอง ยีน fliD ได้โคโลนีขึ้นมาบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มากกว่า 300 โคโลนี ท าการสุ่มเลือก
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โคโลนีจากทั้ง 300 โคโลนีมา 105 โคโลนี ท าการเพาะเลี้ยงเพ่ือทดสอบคุณสมบัติความไวต่อ

ย า  kanamycin เ มื่ อ สู ญ เ สี ย  kanamycin resistant cassette จ ากกา ร เ กิ ด  allelic 

exchange พบว่าเชื้อ H. pylori ทั้ง 105 โคโลนี สามารถขึ้นได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

ส่วนผสมของยา kanamycin และ ยีน flaA ให้โคโลนีขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 24 โคโลนี 

น าทั้ง 24 โคโลนีมาทดสอบคุณสมบัติความไวต่อยา kanamycin เมื่อสูญเสีย kanamycin 

resistant cassette จากการเกิด allelic exchange พบว่าเชื้อ H. pylori ทั้ง 24 โคโลนี 

สามารถขึ้นได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีส่วนผสมของ ส่งผลให้การท า natural transformation 

ยังไม่ประสบความส าเร็จในงานวิจัยนี้ 

 
4.2  ผลการทดสอบการมีชีวิตและการเจริญของเชื้อ H. pylori 

 

4.2.1 ผลทดสอบการมีชีวิตด้วยเทคนิค MTT assay  
จากการทดสอบการเจริญของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ด้วยเทคนิค MTT      

วัดค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ค่าเฉลี่ยของค่าการ

ดูดกลืนแสงแปรผันตรงกับปริมาณของเชื้อ H. pylori ที่ยังมีชีวิต พบว่า เชื้อ H. pylori         

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถให้ค่าการดูดกลืนแสงตั้งแต่ 0.985 – 1.012 

(ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.996) เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีค่าเฉลี่ย

การดูดกลืนแสงตั้งแต่ 0.982 – 0.999 (ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.988) เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงตั้งแต่ 0.981  – 1.017 (ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 

0.995) เมื่อน าค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ มาท าการวิเคราะห์

ทางสถิต ิด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่า เชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สาย

พันธุ์มีอัตราการมีชีวิตที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.354) ดังแสดงใน      

รูปที่ 7 
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รูปที ่7 แผนภูมิเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตรที่วัดได้จากปฏิกิริยา 
MTT ของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ กราฟแท่ง (A) (B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ยของการดูดกลืน
แสงที่วัดได้จากปฏิกิริยา MTT ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มี   
การกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ ค่าเฉลี่ยของ          
การดูดกลืนแสงที่วัดได้แปรผันตรงกับปริมาณเชื้อที่มีชีวิต การทดลองดังกล่าวท าท้ังหมด 3 ครั้งในช่วง
เวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar หมายถึง     
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย (p-value = 0.354)  
 

4.2.2 ผลการทดสอบการเจริญด้วยการนับจ านวนโคโลนี 
ผลการทดสอบเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ ด้วยวิธีการ

นับจ านวนโคโลนีภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อผ่านไป 72 ชั่วโมง ซ่ึงค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนีที่นับ

ได้แปรผันตรงกับความสามารถในการเจริญของเชื้อ H. pylori บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง 

พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถนับจ านวนโคโลนีเฉลี่ยได้

เท่ากับ 2.017 x 108 CFU/mL เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

สามารถนับจ านวนโคโลนีเฉลี่ยได้เท่ากับ 1.933 x 108 CFU/mL และ เชื้อ H. pylori       

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน  fliD สามารถนับจ านวนโคโลนี เฉลี่ ยได้ เท่ากับ           

2.083 x 108 CFU/mL น าค่าเฉลี่ยของปริมาณเชื้อที่ได้จากการทดสอบทั้งหมด 3 สายพันธุ์ 

มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่า      
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เชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งได้ไม่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.696)  ดังแสดงในรูปที่ 8 

 

 
 
รูปที่ 8 แผนภูมิเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณเชื้อที่ได้จากการทดสอบการเจริญด้วยวิธีการนับ
โคโลนีของ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ กราฟแท่ง (A) (B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ยของปริมาณเชื้อที่ได้
จากการทดสอบการเจริญด้วยวิธีการนับโคโลนี ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ตามล าดับ 
ค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีที่นับได้แปรผันตรงกับความสามารถในการเจริญของเชื้อ H. pylori บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้ง       
ท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย       
(p-value = 0.696)  
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4.3 ผลกระทบของยีน flaA และ fliD ต่อลักษณะของแฟลเจลลา และความสามารถในการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori 

 

4.3.1 ลักษณะของแฟลเจลลาเม่ือย้อมสีด้วย Leifson tannic acid-fuchsin staining  
เมื่อน าเชื้อ H. pylori ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่มีผิวหน้าเอียง มาท าการ

ย้อมแฟลเจลลาด้วยวิธี Leifson tannic acid-fuchsin staining พบว่า เซลล์ของ H. pylori 

และแฟลเจลลาติดสีชมพูแดงของสี basic fuchsin รูปที่ 9 แสดงเซลล์และแฟลเจลลาของ

เชื้อสายพันธุ์ต่าง ๆ  เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถสังเกตเห็น

สายแฟลเจลลายื่นออกจากส่วนท้ายของเซลล์เป็นจ านวน 20 % ของเชื้อทั้งหมด ในขณะที่

เชื้อ H. pylori ทั้งสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน  flaA และ ยีน fliD ไม่สามารถ

สังเกตเห็นลักษณะเส้นแฟลเจลลาที่ยื่นออกจากส่วนของเซลล์เชื้อ   

  

 
 
รูปที ่9 ลักษณะแฟลเจลลาของ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์เมื่อย้อมด้วยวิธี Leifson tannic acid-
fuchsin staining และส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า (A) H. pylori สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถสังเกตเห็นแฟลเจลลายื่นออกมากจากเซลล์ของแบคทีเรีย บริเวณ
ลูกศรชี้ (B) H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ (C) H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ
กลายพันธุ์ของยีน fliD ไม่พบแฟลเจลลาที่ยื่นออกจากจากเซลล์แบคทีเรีย 
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4.3.2 โครงสร้างของแฟลเจลลาเม่ือศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
เมื่อน าตัวอย่างของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มาย้อมแบบ Negative stain ด้วย 

1% (w/v) phosphotungstic acid และถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องผ่าน สามารถสังเกตเห็นลักษณะโมเลกุลสีที่จับตัวรอบเชื้อ หรือแฟลเจลลา โดยบริเวณท่ี

โมเลกุลสีมีความเข้มข้นสูงจะสังเกตุเห็นเป็นสีเข้ม และบริเวณที่มีความเข้มของสีเข้าไปจับ

น้อย จะสังเกตเห็นเป็นสีขาว ดังที่แสดงในรูปที่ 10 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC43504 สามารถสังเกตเห็นเซลล์แบคทีเรียที่มีแฟลเจลลายื่นออกมาจากส่วนท้ายของ

เซลล์ ส่วนปลายของแฟลเจลลามีลักษณะพองออกเป็น terminal bulb และแฟลเจลลามี

ขนาดยาวเมื่อเทียบกับขนาดของเซลล์เชื้อ ในขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน flaA และ fliD  สามารถสังเกตเห็นเซลล์แบคทีเรียที่มีแฟลเจลลายืนออกมาจาก

ส่วนท้ายของเซลล์ มีขนาดสั้นเมื่อเทียบกับขนาดของเซลล์ โดยทั้ง 2 สายพันธุ์ ไม่พบลักษณะ

ของ terminal bulbs เช่นเดียวกับท่ีพบใน H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  

 

4.4 ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori ด้วย motility assay 

 เมื่อทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ ในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนที่เชื้อเคลื่อนที่ออกจากจุดกึ่งกลางที่ท าการ

เพาะเชื้อ ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางแปรผันตรงกับความสามารถในการเคลื่อนที่ ของเชื้อ          

H. pylori พบว่า เชื้อแบคทีเรีย H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถเคลื่อนออกจาก

จุดกึ่งกลางที่ท าการเพาะเชื้อ เป็นระยะทางของเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 5 – 9 มิลลิเมตร (ค่าเฉลี่ย

เท่ากับ 7.4 มิลลิเมตร) เชื้อแบคทีเรีย H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA  สามารถ

เคลื่อนออกจากจุดกึ่งกลางที่ท าการเพาะเชื้อ เป็นระยะทางของเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 2 – 4 

มิลลิเมตร (ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2.8 มิลลิเมตร) และเชื้อแบคทีเรีย H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์

ของยีน fliD  สามารถเคลื่อนออกจากจุดกึ่งกลางที่ท าการเพาะเชื้อ เป็นระยะทางของเส้นผ่าน

ศูนย์กลางเท่ากับ 2 – 9 มิลลิเมตร (ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 4.6 มิลลิเมตร) เมื่อน าค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลาง

การเคลื่อนที่ มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่า   

มีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori อย่างน้อย 2 สายพันธุ์ที่มีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.017) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบต่อเนื่องด้วยวิธี

B A 
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จับคู่แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 เคลื่อนที่

ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางการ

เคลื่อนที่มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0002) ทั้งนี้ไม่พบความแตกต่างในการเปรียบเทียบ

ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่ระหว่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์อ่ืน ๆ  (รูปที ่11) 
 

 
 

รูปที่ 10  ลักษณะแฟลเจลลาของ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์เม่ือศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ภายใต้ก าลังขยาย 8,000-25,000 เท่า (A) และ (B) ภาพก าลังขยายที่ 

8,000 และ 25,000 เท่า ตามล าดับ ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถ

สังเกตเห็นลักษณะของเส้นแฟลเจลลาที่  มีขนาดยาว และมี terminal bulbs อยู่ส่วนท้ายของ     

แฟลเจลลา (ลูกศรชี้) (C) และ (D) ภาพก าลังขยายที่ 25,000 แสดงลักษณะของเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD ตามล าดับ โดยพบลักษณะแฟลเจลลาที่มีขนาดสั้นและ

ไม่มี terminal bulbs (ลูกศรชี้) 
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รูปที ่11 แผนภูมิเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่ จากการทดสอบการเคลื่อนที่

ของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว กราฟแท่ง (A) (B) และ 

(C) แสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC43504 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ตามล าดับ 

ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่แปรผันตรงกับความสามารถในการเคลื่อนที่  การทดลอง

ดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย 

เครื่องหมาย error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึงเชื้อ H. pylori สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 43504 เคลื่อนที่ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0002)  
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4.5 ความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS 

4.5.1 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS ด้วยวิธีการวัด
ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ 

ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ร่วมกับเซลล์  AGS เป็นเวลา       

24 ชั่วโมง เมื่อน าไปวัดปริมาณแบคทีเรียที่ยึดเกาะเซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีการวัด

ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์  ด้วยโปรแกรม Area Scanning ซึ่งมีหน่วยวัดเป็น RFU 

ค่าเฉลี่ยความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์แปรผันตรงกับความสามารถในการยึดเกาะเซลล์  

AGS ของเชื้อ  H. pylori ผลการทดสอบเป็นดังนี้ ค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ของ

หลุมควบคุมลบซึ่งมีเฉพาะเซลล์ AGS มีค่าเท่ากับ 360.5 RFU เมื่อน าไปลบกับค่าเฉลี่ยความ

เข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของหลุมทดสอบที่มีเชื้อแต่ละสายพันธุ์  พบว่า เชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่ า เฉลี่ ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ เท่ากับ       

4,775.50 RFU เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีค่าเฉลี่ยความเข้ม

ของฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 4,014.75 RFU และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์

ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 5,264.625 RFU เมื่อน าค่าเฉลี่ย

ของความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากการทดสอบของเชื้อทั้งหมด 3 สายพันธุ์ มาค านวณ

เป็น เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ต่อเซลล์ AGS เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ผลการค านวณเป็นดังนี้ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เฉลี่ย เท่ากับ 84.21 % เชื้อ 

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS 

เฉลี่ยเท่ากับ 110.32 % เมื่อน าเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มา

ท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ย

ของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ของ H. pylori อย่างน้อย 2 สายพันธุ์ที่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบ

ต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC43504  ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- 

value =  0 . 0 0 0 1 )  เ ชื้ อ  H.  pylori ส า ย พั น ธุ์ ที่ มี ก า ร ก ล า ย พั น ธุ์ ข อ ง ยี น  fliD                                
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ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มาตรฐาน ATCC 43504  โดยมี

ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0001) 

และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่า

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะ

กับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0001) (รูปที่ 12)  

 

ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ร่วมกับเซลล์  AGS เป็นเวลา       

48 ชั่วโมง เมื่อน าไปวัดปริมาณแบคทีเรียที่ยึดเกาะเซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีการวัด

ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์  ด้วยโปรแกรม Area Scanning ซึ่งมีหน่วยวัดเป็น RFU 

ค่าเฉลี่ยความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์แปรผันตรงกับความสามารถในการยึดเกาะเซลล์  

AGS ของเชื้อ  H. pylori ผลการทดสอบเป็นดังนี้ ค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ของ

หลุมควบคุมลบซึ่งมีเฉพาะเซลล์ AGS มีค่าเท่ากับ 345.25 RFU เมื่อน าไปลบกับค่าเฉลี่ย

ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของหลุมทดสอบที่มี เชื้อแต่ละสายพันธุ์  พบว่า               

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์

เท่ากับ 5,678.63 RFU เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีค่าเฉลี่ย

ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 4,500.38 RFU และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 6,298.38 RFU เมื่อน า

ค่าเฉลี่ยของความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากการทดสอบของเชื้อทั้งหมด 3 สายพันธุ์ มา

ค านวณเป็น เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ต่อเซลล์ AGS เปรียบเทียบกับ        

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ผลการค านวณเป็นดังนี้  เชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เฉลี่ยเท่ากับ 

79.27 % ของเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เฉลี่ยเท่ากับ 

110.99 % ของเชื้อ H. pylori  สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 น าเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะ

ของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความ

แปรปรวนแบบทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS ของ       

H. pylori อย่างน้อย 2 สายพันธุ์ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001) 
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ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe 

พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ         

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะ

กับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0001) เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ของยีน fliD  ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่

มาตรฐาน ATCC 43504  โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมี

นัยส าคัญ (p- value = 0.0001) และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  

ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมี

ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0001)         

(รูปที่ 13) 
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รูปที่ 12 แผนภูมิเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก

การทดสอบความสามารถของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ในการยึดเกาะเซลล์ AGS เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง ด้วยวิธี Adhesion assay โดยการวัดความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ กราฟแท่ง (A) 

(B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ได้จากการ

ทดสอบของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS           

แปรผันตรงกับความสามารถในการยึดเกาะเซลล์  AGS ของเชื้อ H. pylori การทดลองดังกล่าวท า

ทั้งหมด 4 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย 

error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 43504 ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001)  **หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

fliD ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 อย่างมีนัยส าคัญ     

(p-value = 0.0001) และ )  *** หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD   

ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี

นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) 
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รูปที่ 13 แผนภูมิเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก
การทดสอบความสามารถของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ในการยึดเกาะเซลล์ AGS เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ด้วยวิธี Adhesion assay โดยการวัดความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์  กราฟแท่ง 
(A) (B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ได้จากการ
ทดสอบของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 
และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS          
แปรผันตรงกับความสามารถในการยึดเกาะเซลล์  AGS ของเชื้อ H. pylori การทดลองดังกล่าวท า
ทั้งหมด 4 ครั้ง ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย 
error bar หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC 43504 ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 
อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001)  **หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 
fliD ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 อย่างมีนัยส าคัญ     
(p-value = 0.0001) และ )  *** หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD    
ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) 
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4.5.2 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS โดยการ
ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ 

ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ร่วมกับเซลล์  AGS เป็นเวลา                 

24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อน าไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ที่

ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่า เชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มีความสามารถในการยึดเกาะ

กับเซลล์ AGS ได้ในช่วงเวลาเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง โดยสามารถมองเห็น

เซลล์ของ H. pylori เปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของ FITC เกาะอยู่รอบนอกของเซลล์ AGS ที่

ไม่เปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ และพบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 

สามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS น้อยกว่า H. pylori สายพันธุ์อ่ืน ๆ โดยพบปริมาณเชื้อ 

H. pylori ที่เปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์เกาะอยู่บนเซลล์ AGS ได้น้อยกว่า H. pylori สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 43504 และ สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ซึ่งสามารถพบลักษณะ

ดังกล่าวทั้งในการเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 14 และ 15 

ตามล าดับ 

4.5.3 การวัดความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะเซลล์ AGS ด้วยวิธีการนับ

โคโลนี 

ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ร่วมกับเซลล์  AGS เป็นเวลา            

24 ชั่วโมง เมื่อน าไปวัดปริมาณแบคทีเรียที่ยึดเกาะเซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีการ      

นับโคโลนี ผลการทดสอบเป็นดังนี้ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มี

ค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีที่เกาะกับเซลล์ AGS 5.90 x 105 CFU/mL เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่

มี ก า ร กล าย พัน ธุ์ ข อ ง ยี น  flaA มี ค่ า เ ฉ ลี่ ย จ า น วน โ ค โ ลนี ที่ เ ก า ะ กั บ เ ซลล์  AGS                        

4.45 x 105 CFU/mL และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ย

จ านวนโคโลนีที่เกาะกับเซลล์ AGS 6.60 x 105 CFU/mL RFU เมื่อน าค่าเฉลี่ยของจ านวน

โคโลนีที่ได้จากการทดสอบของเชื้อทั้งหมด 3 สายพันธุ์ มาค านวณเป็น เปอร์เซ็นต์การยึด

เกาะของเชื้อ H. pylori ต่อเซลล์ AGS เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 43504 ผลการค านวณเป็นดังนี้ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เฉลี่ย 75.74 % เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ ของยีน  fliD มี เปอร์ เซ็นต์การยึด เกาะกับ เซลล์  AGS เฉลี่ ย  112.09 %                 
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เมื่อน าเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ 

ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยึด

เกาะกับเซลล์ AGS ของ H. pylori อย่างน้อย 2 สายพันธุ์ที่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญ (p-value = 0.001) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่

แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ยึด

เกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมี

ค่ า เ ฉ ลี่ ย ขอ ง เ ป อร์ เ ซ็ น ต์ ก า ร ยึ ด เ ก า ะกั บ เ ซล ล์  AGS สู ง ก ว่ า อย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ                                           

(p- value = 0.017) และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ยึดเกาะ

เซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ย

เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.001) (รูปที่ 16) 

 

ภายหลังเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ร่วมกับเซลล์  AGS เป็นเวลา                

48 ชั่วโมง เมื่อน าไปวัดปริมาณแบคทีเรียที่ยึดเกาะเซลล์ของเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีการนับ

โคโลนี ผลการทดสอบเป็นดังนี้ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีค่าเฉลี่ย

จ านวนโคโลนีที่เกาะกับเซลล์ AGS 6.20 x 105 CFU/mL เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA มีค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีที่เกาะกับเซลล์ AGS 4.70 x 105 CFU/mL 

และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีที่เกาะ

กับเซลล์ AGS 6.85 x 105 CFU/mL RFU เมื่อน าค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนีที่ได้จากการ

ทดสอบของเชื้อทั้ งหมด 3 สายพันธุ์  มาค านวณเป็น  เปอร์ เซ็นต์การยึดเกาะของ                               

เ ชื้ อ  H. pylori ต่ อ เซลล์  AGS เปรี ยบ เที ยบกับ เชื้ อ  H. pylori สาย พันธุ์ ม าตรฐาน                            

ATCC 43504 ผลการค านวณเป็นดังนี้ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เฉลี่ย 76.45 % เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน fliD มีเปอร์ เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS เฉลี่ย 110.75 % น า

เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วย

วิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับ

เซลล์ AGS ของ H. pylori อย่างน้อย 2 สายพันธุ์ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ        

(p-value = 0.001) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่แบบ
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พหุคูณด้วยสถิติ Scheffe พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ยึดเกาะ

เซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ย

ของเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.004) และ 

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ    

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับ

เซลล์ AGS สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p- value = 0.0001) (รูปที่ 17) 
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รูปที ่14 ลักษณะของเชื้อ H. pylori ทีย่ึดเกาะบนเซลล ์AGS ที่เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อถ่ายภาพด้วย
กล้องฟลูออเรสเซนต์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า ภาพ (A) และ (B) แสดงการยึดเกาะกับเซลล์ AGS 
ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภาพ (C) และ (D) แสดงแสดงการยึดเกาะกับ
เซลล์ AGS เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และภาพ (E) และ (F) แสดงการ
ยึดเกาะกับเซลล์ AGS เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  โดยภาพ (A) (C) และ 
(E) แสดงภาพที่ถูกถ่ายเมื่อมีเฉพาะสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เปล่งจากเชื้อ H. pylori ที่ถูกย้อมด้วย 
FITC (ลูกศรชี้) และภาพ (B) (D) และ (F) แสดงภาพที่ถูกถ่ายเมื่อมีสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ร่วมกับ
ภาพจากการใช้แสงปกติ ซึ่งเห็นลักษณะขอบเขตของเซลล์ AGS ร่วมกับเชื้อ H. pylori ที่ยึดเกาะบน
เซลล์ 
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รูปที ่15 ลักษณะของเชื้อ H. pylori ทีย่ึดเกาะบนเซลล ์AGS ที่เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อถ่ายภาพด้วย
กล้องฟลูออเรสเซนต์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า ภาพ (A) และ (B) แสดงการยึดเกาะกับเซลล์ AGS 
ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ภาพ (C) และ (D) แสดงแสดงการยึดเกาะกับ
เซลล์ AGS เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ ภาพ (E) และ (F) แสดงแสดง
การยึดเกาะกับเซลล์ AGS เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD  โดยภาพ (A) (C) 
และ (E) แสดงภาพที่ถูกถ่ายเมื่อมีเฉพาะสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เปล่งจากเชื้อ H. pylori ที่ถูกย้อม
ด้วย FITC (ลูกศรชี้) และภาพ (B) (D) และ (F) แสดงภาพที่ถูกถ่ายเมื่อมีสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
ร่วมกับภาพจากการใช้แสงปกติ ซึ่งเห็นลักษณะขอบเขตของเซลล์ AGS ร่วมกับเชื้อ H. pylori ที่ยึด
เกาะบนเซลล์ 
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รูปที่ 16 แผนภูมิเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก
การทดสอบความสามารถของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ในการยึดเกาะเซลล์ AGS เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ด้วยวิธี Adhesion assay โดยการนับโคโลนี  กราฟแท่ง (A) (B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ย
เปอร์ เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS เป็นเวลา 24 ชั่ ว โมง  ที่ ได้จากการทดสอบของเชื้อ                   
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่
มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS แปรผันตรงกับ
ความสามารถในการยึดเกาะเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 2 ครั้ง
ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar 
หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.017)  ** หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.001) 
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รูปที่ 17 แผนภูมิเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก
การทดสอบความสามารถของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ในการยึดเกาะเซลล์ AGS เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ด้วยวิธี Adhesion assay โดยการนับโคโลนี  กราฟแท่ง (A) (B) และ (C) แสดงค่าเฉลี่ย
เปอร์ เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS เป็นเวลา 48 ชั่ ว โมง  ที่ ได้จากการทดสอบของเชื้อ                   
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่
มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะกับเซลล์  AGS แปรผันตรงกับ
ความสามารถในการยึดเกาะเซลล์ AGS ของเชื้อ H. pylori การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 2 ครั้ง
ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar 
หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย *หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
43504 ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.004)  ** หมายถึง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
ยึดเกาะเซลล์ AGS ได้มากกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) 
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4.6 การศึกษาผลของเชื้อ H. pylori แต่ละสายพันธุ์ต่อการตายของเซลล์ AGS 

 

4.6.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ร่วมกับเซลล์ AGS ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  

ภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ ร่วมกับเซลล์ AGS ที่ระยะเวลา 

24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า เซลล์ AGS เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลล์ที่สังเกตเห็นได้ 

จากรูปร่างปกติที่เซลล์มีลักษณะคล้ายกระสวย และแผ่เกาะอยู่บนพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง เมื่อ

ท าการเพาะเลี้ยงร่วมที่ 24 ชั่วโมง พบว่าเซลล์จ านวนมากมีการยืดออกยาวขึ้นอย่างชัดเจน 

ในขณะที่บางส่วนเซลล์มีลักษณะกลม เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามากกว่า 

70% ของเซลล์ทั้งหมดมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และพบเซลล์ที่หลุดออกจากจานเพาะเลี้ยง 

(รูปที่ 18)  

 

4.6.2 การวัดปริมาณเซลล์ AGS ทีต่ายด้วยการย้อมสี annexin-V / FITC และ PI และ

ตรวจสอบด้วย flow cytometry 

เมื่อน าเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่ระยะเวลา 

24 และ 48 ชั่วโมง มาทดสอบการตายของเซลล์ด้วยการย้อมด้วยสี Annexin V/FITC และ 

PI และตรวจวัดสัญญาณด้วย Flow cytometry ได้กราฟแสดงการกระจายตัวของกลุ่ม

ประชากรเซลล์ (Scattergram) ดังนี้  

 

- กลุ่มเซลล์ AGS ที่ติดสีของ PI แต่ไม่ติดสีของ Annexin V หมายถึง เซลล์ที่มีการตายแบบเน

โครซิส และอะพอพโทซิสระยะปลาย(Late apoptosis) มีการกระจายตัวอยู่ในจตุภาคที่ 1 

(Q1 ด้านซ้าย บน ของกราฟ)  

- กลุ่มเซลล์ AGS ที่ติดสีของ Annexin V และ PI หมายถึง เซลล์ที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส

ในระยะปลาย มีการกระจายตัวอยู่ในจตุภาคท่ี 2 (Q2 ด้านขวา บน ของกราฟ)  

- กลุ่มเซลล์ AGS ที่ไม่ติดสีของ Annexin V และ PI หมายถึง เซลล์ AGS ที่เป็นเซลล์มีชีวิต     

มีการกระจายตัวอยู่ในจตุภาคท่ี 3 (Q3 ด้านซ้าย ล่าง ของกราฟ)  
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- กลุ่มเซลล์ AGS ที่ติดสีของ Annexin V แต่ไม่ติดสี PI หมายถึง เซลล์ AGS ที่มีการตาย

แบบอะพอพโทซิสในระยะเริ่มต้น (Early apoptosis) มีการกระจายตัวอยู่ในจตุภาคท่ี 4 (Q4 

ด้านขวา ล่าง ของกราฟ)  

ดังนั้นเซลล์ที่แสดงลักษณะการตายของเซลล์ ที่ถูกน ามาค านวณในการศึกษาครั้งนี้ 

ได้แก่ เซลล์ที่ ติดสีของ PI อย่างเดียว (จตุภาคท่ี 1) เซลล์ที่ติดสีของ Annexin V ร่วมกับติดสี 

PI (จตุภาคท่ี 2) และเซลล์ที่ติดสีของ Annexin V อย่างเดียว (จตุภาคท่ี 4)  

 

 
รูปที่  18 ลักษณะของเซลล์  AGS ภายหลังถูกเลี้ยงร่วมกับเชื้อ  H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์               
ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด Phase Contrast ที่ก าลังขยาย 
400 เท่า ภาพ (A) และ (E) แสดงลักษณะของเซลล์ AGS ที่ไม่ได้ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ที ่
24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ภาพ (B) และ (F) แสดงลักษณะของเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับ
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ  ภาพ (C) 
และ (G) แสดงลักษณะของเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลาย
พันธุ์ของยีน flaA ที่ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ  ตามล าดับ ภาพ (D) และ (H) แสดง
ลักษณะของเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD 
ที่ เ ว ล า  24 แ ล ะ  48 ชั่ ว โ ม ง  ต า ม ล า ดั บ   เ ซ ล ล์  AGS ที่ ถู ก เ พ า ะ เ ลี้ ย ง ร่ ว ม กั บ เ ชื้ อ                                                  
H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ เริ่มพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่เวลา 12 ชั่วโมง โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนมากขึ้นที่เวลา 24 ชั่วโมง และเริ่มพบการหลุดของเซลล์ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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ที่ เวลา 24 ชั่วโมง หลุมควบคุมบวกที่มี เซลล์  AGS และ H2O2 ความเข้มข้น           

200 µMol มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ 38.16 % ของประชากรเซลล์ หลุมควบคุมลบที่มี

เพียงเซลล์ AGS มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ  4.58 % ของประชากรเซลล์ หลุมทดสอบที่มี

เซลล์ AGS เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ  H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 430504 มีจ านวน

เซลล์ที่ตายเท่ากับ 10.46 % ของประชากรเซลล์ เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ          

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ 9.90 % ของ

ประชากรเซลล์ เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน fliD มีจ านวนเซลล์ที่เกิดอะพอพโทซิสเท่ากับ 11.20 % ของประชากรเซลล์ (รูปที ่19) 

เมื่อน าค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่ตายที่ได้จากการทดสอบของเชื้อทั้งหมด 3 สายพันธุ์

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ

ทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ยของจ านวนเซลล์ที่ตายของเซลล์ AGS อย่างน้อย 2 กลุ่มที่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value=0.0001) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบ

ต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe พบว่า หลุมควบคุมลบที่มีเพียงเซลล์ AGS 

มีปริมาณเซลล์ที่ตายน้อยกว่าหลุมทดสอบที่มีเซลล์ AGS เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA  

และ เชื้ อ  H.  pylori ส าย พันธุ์ ที่ มี ก า รกลาย พันธุ์ ข อ งยี น  fliD อย่ า งมี นั ย ส า คั ญ                          

(p-value = 0.0001) ในขณะที่เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 43504 มีจ านวนเซลล์ที่ตาย ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับเซลล์ AGS ที่

เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และเชื้อ H. pylori 

สาย พันธุ์ ที่ มี ก า รกลาย พันธุ์ ข อ งยี น  fliD (p-value= 0.871 และ  p-value = 0.723 

ตามล าดับ) และเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน flaA  มีจ านวนเซลล์ที่ตายไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD (p-value = 0.293) (รูปที่ 20) 
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รูปที่ 19 Scattergram ของเซลล์ AGS เม่ือเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์    
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายหลังการย้อมด้วยสี  Annexin V/PI และวัดสัญญาณด้วย flow 
cytometer ภาพ (A) แสดง Scattergram ของเซลล์ AGS ควบคุมบวก ภาพ (B) แสดง Scattergram 
ของเซลล์ AGS ควบคุมลบ ภาพ (C) (D) และ (E) แสดง Scattergram ของเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยง
ร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ
สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ ตัวเลขบนกราฟแสดง ค่าเฉลี่ยร้อยละของผลรวม
ประชากร ใน Q1 Q2 และ Q4 ของแต่ละ Scattergram การทดลองดังกล่าวท าทั้งหมด 3 ครั้งในช่วง
เวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย 
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รูปที ่20 แผนภูมิเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่ตายของเซลล์ AGS เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ 
H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายหลังการย้อมด้วยสี Annexin V/PI และวัด
สัญญาณด้วย flow cytometer กราฟแท่ง (A) (B) (C) (D) และ (E) แสดงค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่
ตายเมื่อเทียบกับประชากรเซลล์ทั้งหมดของเซลล์ AGS จากหลุมควบคุมบวก หลุมควบคุมลบ หลุมที่
เพาะเลี้ยงร่วมกับ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ
ยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ การทดลองดังกล่าวท าท้ังหมด 3 ครั้ง
ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar 
หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย * หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่
ตายน้อยกว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) ** หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อยกว่า
เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) *** หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อย
กว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อยกว่า
เซลล์ AGS ทีเ่พาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD อย่างมีนัยส าคัญ 
(p-value = 0.0001) 
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ที่ เวลา 48 ชั่วโมง หลุมควบคุมบวกที่มี เซลล์  AGS และ H2O2 ความเข้มข้น         

200 µMol มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ 40.15 % ของประชากรเซลล์ หลุมควบคุมลบที่มี

เพียงเซลล์ AGS มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ  5.02 % ของประชากรเซลล์ หลุมทดสอบที่มี

เซลล์ AGS เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ  H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 430504 มีจ านวน

เซลล์ที่ตายเท่ากับ 34.01 % ของประชากรเซลล์ เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ                           

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ 20.73 % 

ของประชากรเซลล์ เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์

ของยีน fliD มีจ านวนเซลล์ที่ตายเท่ากับ 35.61% ของประชากรเซลล์ (รูปที่ 21) 

เมื่อน าค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่ตายที่ได้จากการทดสอบของเชื้อทั้งหมด 3 สายพันธุ์

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง มาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ

ทางเดียว พบว่ามีค่าเฉลี่ยของจ านวนเซลล์ที่ตายของเซลล์ AGS อย่างน้อย 2 กลุ่มที่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value=0.0001) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อท าการทดสอบ

ต่อเนื่องด้วยวิธีจับคู่แบบพหุคูณด้วยสถิติ Scheffe หลุมควบคุมลบที่มีเพียงเซลล์ AGS มี

ปริมาณเซลล์ที่ตายน้อยกว่าหลุมทดสอบที่มีเซลล์ AGS เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ทั้ง 

3 สายพันธุ์  อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001) เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ        

H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีจ านวนเซลล์ที่ตายมากกว่าเซลล์ AGS ที่

เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA  อย่างมีนัยส าคัญ 

(p-value= 0.0001) แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ AGS ที่

เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD (p-value = 0.758) 

และเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

flaA จ านวนเซลล์ที่ตายน้อยกว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ของยีน fliD อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001) (รูปที่ 22) 
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รูปที ่21 Scattergram ของเซลล์ AGS เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง ภายหลังการย้อมด้วยสี Annexin V/PI และวัดสัญญาณด้วย flow cytometer 
ภาพ (A) แสดง Scattergram ของเซลล์ AGS ควบคุมบวก ภาพ (B) แสดง Scattergram ของเซลล์ 
AGS ควบคุมลบ ภาพ (C) (D) และ (E) แสดง Scattergram ของเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ 
H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และสายพันธุ์ที่มี
การกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ ตัวเลขบนกราฟแสดง ค่าเฉลี่ยร้อยละของผลรวมประชากร ใน 
Q1 Q2 และ Q4 ของแต่ละ Scattergram การทดลองดังกล่าวท าท้ังหมด 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย 
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รูปที ่22 แผนภูมิเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่ตายของเซลล์ AGS เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ 
H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ภายหลังการย้อมด้วยสี Annexin V/PI และวัด
สัญญาณด้วย flow cytometer กราฟแท่ง (A) (B) (C) (D) และ (E) แสดงค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ที่
ตายเมื่อเทียบกับประชากรเซลล์ทั้งหมดของเซลล์ AGS จากหลุมควบคุมบวก หลุมควบคุมลบ หลุมที่
เพาะเลี้ยงร่วมกับ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ
ยีน flaA และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ตามล าดับ การทดลองดังกล่าวท าท้ังหมด 3 ครั้ง
ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน โดยแต่ละครั้งท า 2 ซ้ าและน ามาหาค่าเฉลี่ย เครื่องหมาย error bar 
หมายถึงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากค่าเฉลี่ย * หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ตาย
น้อยกว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC43504 อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) ** หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อยกว่า
เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) *** หมายถึง เซลล์ AGS หลุมควบคุมลบมีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อย
กว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD อย่างมี
นัยส าคัญ (p-value = 0.0001) **** หมายถึง เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 มีจ านวนเซลล์ที่ตายมากกว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ          
H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน  flaA อย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0001 )            
***** หมายถึง เซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA 
มีจ านวนเซลล์ที่ตายน้อยกว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์
ของยีน fliD อย่างมีนัยส าคัญ  (p-value = 0.0001) 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการทดลอง 

เชื้อ H. pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารที่มีความส าคัญทางคลินิก  

เนื่องจากพบว่าประชากรโลกมากกว่า  50 % สามารถถูกตรวจพบเชื้อ  H. pylori ในระบบ       

ทางเดินอาหาร ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็นกลุ่มประชากรที่ไม่แสดงอาการ และกลุ่มผู้ป่วยที่แสดงอาการ

ของโรค เช่น แผลในกระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารอักเสบแบบฉับพลันและเรื้อรัง จนถึงการพัฒนา

ของโรคกลายเป็นโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร  (126) ในการศึกษาของ Tomohisa และ คณะ            

ในปี  ค.ศ. 2015 ซึ่ งศึกษาตัวอย่างผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารจากหลายพ้ืนที่ประเทศไทย                       

จ านวน 1,546 ราย พบว่ามีผู้ป่วยจ านวน 710 ราย หรือคิดเป็น 45.9 % ที่สามารถตรวจพบเชื้อ              

H. pylori และพบว่าผู้ป่วยจ านวน 662 จาก 710 ราย หรือคิดเป็น 93.2% สามารถตรวจพบการ

แสดงออกของปัจจัยความรุนแรงประเภท CagA (127) จากข้อมูลดังกล่าวเห็นได้ว่าเชื้อ H. pylori 

เป็นหนึ่งในปัจจัยที่เก่ียวข้องกับพยาธิสภาพในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ 

 โรคมะเร็งกระเพาอาหาร เป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับที่ 4 ในประชากรโลก โดยพบ

อุบัติการณ์กว่า 1 ล้านรายในแต่ละปี โดยพบว่ามะเร็งกระเพาะอาหารเป็นมะเร็งชนิดที่น าไปสู่การ

เสียชีวิตได้มากเป็นอันดับที่  2 ของจ านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งในแต่ละปี  และเมื่อศึกษาพ้ืนที่ที่พบ

อุบัติการณ์ของโรคมะเร็งกระเพาะอาหารที่สูง พบว่าในทวีปเอเชีย มีอุบัติการณ์ของโรคมะเร็ง

กระเพาะอาหารสูงเป็นอันดับที่ 1 ของจ านวนโรคมะเร็งทั้งหมด (47, 50) การศึกษาของ Mahachai 

และคณะ ในปี ค.ศ. 2011 พบว่าอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งกระเพาะอาหารในประเทศไทย สูงเป็น

อันดับที่ 6 ในเพศชาย และอันดับที่ 9 ในเพศหญิง เมื่อเปรียบเทียบกับอุบัติการณ์ของมะเร็งประเภท

อ่ืน (50) การติดเชื้อ H. pylori เป็นหนึ่งในปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร 

เนื่องด้วยปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ทั้งการสร้างสารพิษประเภท CagA ที่สามารถถูกฉีด

เข้าสู่เซลล์เป้าหมาย และเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนภายในเซลล์ ท าให้เกิดการกระตุ้นการส่งสัญญาณ    

ที่ ผิ ดปกติภาย ใน เซลล์  เ ช่ น  Ras/mitogen-activated protein kinase (MEK)/ extracellular 

signal-regulated kinase (ERK) pathway(128, 129), nuclear factor-κB (NF-κB) pathway 

(130) และ β-catenin pathway (131, 132) ซึ่งกระตุ้นการ proliferation ของเซลล์เป้าหมาย         



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  79 

(133, 134) สารพิษ VacA ซึ่งกระตุ้นให้เกิดการสร้าง vacuole ภายในเซลล์ (41, 135, 136) 

นอกจากนี้ยังเป็นสารพิษที่สามารถเข้าสู่ไมโทคอนเดรีย และกระตุ้นการหลั่ง cytochrome c (137, 

138) และกระตุ้น pro-apoptotic factor เช่น Bcl-2 ร่วมกับโปรตีน X (Bax) (139, 140) ซึ่งส่งผลให้

เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส การติดเชื้อ H. pylori ยังก่อให้เกิดการกระตุ้นการอักเสบเรื้อรัง

ใน gastric mucosa นอกจากนี้ยังพบว่า H. pylori ยังกระตุ้นให้เกิด inflammatory response ของ

เ ซ ล ล์ ใ น ร ะ บ บ ภู มิ คุ้ ม กั น บ ริ เ ว ณ ที่ เ กิ ด ก า ร ติ ด เ ชื้ อ  ( 1 4 1 )  โ ด ย พ บ ก า ร ห ลั่ ง                                            

pro-inflammatory cytokines หลายชนิด  เช่น interleukin(IL)-1, IL-6, IL-8 และ TNF-α สูงขึ้น 

ท าให้เซลล์เกิดการอักเสบอย่างต่อเนื่องเป็นเวลานาน (142) ตลอดจนความผิดปกติของการตาย และ

การรักษาสมดุลของเซลล์ ท าให้เกิดการพัฒนากลายเป็นมะเร็งกระเพาะอาหาร (5, 49, 51, 134) 

 แฟลเจลลาเป็นหนึ่งในปัจจัยความรุนแรงที่ส าคัญของเชื้อ H. pylori โดยมีหน้าที่หลักในการ

ควบคุมการเคลื่อนที่และท าให้เชื้อ H. pylori เคลื่อนที่ผ่านเยื่อบุผิวกระเพาะอาหารได้ การศึกษานี้

เลือกศึกษาผลกระทบของยีน flaA และยีน fliD ของเชื้อ H. pylori เนื่องมาจากยีน flaA ท าหน้าที่

เป็นยีนควบคุมการสร้างโปรตีน FlaA ซึ่งเป็นแฟลเจลลินหลักของสายแฟลเจลลาในเชื้อ H. pylori 

(32) จากการศึกษาของ Wenjing และ คณะ ในปี ค.ศ. 2013 พบว่า ผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร

ที่ตรวจพบการติดเชื้อ H. pylori  มีการตรวจพบแอนติบอดีต่อโปรตีน FlaA มากถึง 74.1% (88) 

นอกจากนี้ การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน FlaA จาก Mansoor และคณะ ในปี ค.ศ. 2017 พบว่า 

FlaA เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็น Antigenic และ Immunogenic โดยสามารถกระตุ้นให้เกิดการ

ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันทั้งการกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีชนิด IgG1, IgG2a และ IgA นอกจากนี้ยัง

สามารถกระตุ้นให้เซลล์หลั่ง  cytokines ทั้ง IFN- γ  และ IL-5 (143) และจากการศึกษาของ 

Christine และคณะในปี ค.ศ. 1995 พบว่า เมื่อเชื้อ Helicobacter mustelae ถูกรบกวนการ

แสดงออกของยีน flaA ท าให้เชื้อ H. mustelae เกิดความบกพร่องในการเคลื่อนที่ และมีแฟลเจลลา

ที่มีรูปร่างสั้นลง มีปลายตัด และไม่พบ Terminal bulbs ที่ส่วนปลาย (80) โดยพบว่าโปรตีน FlaA 

ของ H. mustelae มีความคล้ายกับ โปรตีน FlaA ของ H. pylori ถึง 73% (79) ต่อมาการศึกษาของ 

Eaton และคณะในปี ค.ศ. 1996 พบว่า เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีประสิทธิภาพ

การ Colonize ใน Gnotobiotic piglets ลดลง โดยสามารถ Colonize ได้เพียง 2-4 วัน ซึ่งแตกต่าง

จากสายพันธุ์ปกติ N6 ที่สามารถ Colonize ได้นานถึง 10 วัน (81) ในขณะที่ยีน fliD ที่ท าหน้าที่

ควบคุมการสร้างโปรตีน FliD ซึ่งเป็น Capping protein ของสายแฟลเจลลา เป็นโปรตีนส่วนส าคัญ
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ในกระบวนการ Assembly ของสายแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ (32, 60) การศึกษาของ Jang และคณะ ใน

ปี  ค.ศ.  1999 พบว่าเมื่อท าให้ เชื้อ  H. pylori เกิดการกลายพันธุ์ของยีน  fliD ด้วยวิธี  PCR 

mutagenesis พบว่า แฟลเจลลาของเชื้อสายพันธุ์ดังกล่าว ไม่ปรากฏลักษณะของ terminal bulbs 

ที่ส่วนปลายของแฟลเจลลา และมีลักษณะแฟลเจลลาเป็นท่อนปลายตัด (34) นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อ

การแสดงออกของ fliD ถูกรบกวน ยังมีการส่งผลกระทบ ต่อการแสดงออกของยีน flaA โดยพบว่ายีน 

flaA แสดงออกได้ลดลง 7% ยีน fliD ยังเกี่ยวข้องกับความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori 

พบว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ไม่พบการเคลื่อนที่ออกจากจุดศูนย์กลาง

ในการทดสอบการเคลื่อนที่ในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งกึ่งเหลว และ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน fliD ยังสูญเสียความสามารถในการ colonize ในหนูทดลอง หลังจากผ่านไปเป็น

เวลา 10 วัน (34) 

 การศึกษานี้เลือกใช้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 เป็นสายพันธุ์ควบคุม 

เนื่องจากเป็นสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกของปัจจัยความรุนแรงทั้ง CagA และ VacA ซึ่งคล้ายกับ     

H. pylori สายพันธุ์ส่วนใหญ่ที่พบการระบาดในประเทศไทย (127)  อย่างไรก็ตามเพ่ือเป็นการศึกษา

ผลกระทบของยีน flaA และยีน fliD ของเชื้อ H. pylori จึงได้มีการเลือกใช้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่

มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD ด้วยเทคนิค PCR mutagenesis จากการศึกษาก่อนหน้า 

(117)  น ามาร่วมในการศึกษาครั้งนี้ นอกจากนี้ยังได้ท าการสร้างสายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA และยีน fliD 

ทดแทนโดยใช้จากพลาสมิดที่สร้างจาก pGem T-easy® เชื่อมกับยีน flaA และยีน fliD และคัดเลือก

สาย พันธุ์ ที่ รั บยี นผ่ าน  Natural transformation เนื่ อ งจาก เชื้ อ  H. pylori มีคุณสมบั ติ เป็น        

Natural competent cells จากการศึกษาของ Wang และคณะในปี ค.ศ. 1993 ซึ่งพบว่า เชื้อ       

H. pylori มีความสามารถในการรับพลาสมิดตามธรรมชาติ และสามารถแสดงออกคุณสมบัติของยีน

ใน พลาสมิด เช่น ยีนที่ท าให้ดื้อต่อยา rifampicin เป็นต้น (119) นอกจากนี้การศึกษาจาก Haas และ

คณะ ในปี ค.ศ. 1993 สามารถสร้าง H. pylori สายพันธุ์ที่ไม่มีการแสดงออกของแฟลเจลลาได้ส าเร็จ 

ด้วยการใช้ natural transformation ของพลาสมิดที่มีองค์ประกอบของยีน flaA ที่กลายพันธุ์ (144) 

อย่างไรก็ตามกระบวนการรับยีนผ่าน Natural transformation ในการศึกษาครั้งนี้ มีอัตรา

การส าเร็จค่อนข้างต่ า จึงส่งผลให้ไม่สามารถสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA และยีน 

fliD ทดแทนได้ส าเร็จ จากการทบทวนวรรณกรรมของการศึกษาก่อนหน้าที่ผ่านมา พบว่ามีงานวิจัย

เพียงไม่กี่งานที่ประสบความส าเร็จในการท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ได้รับยีน
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ทดแทนได้ส าเร็จ แม้มีการศึกษาพบว่า สายพันธุ์ตามธรรมชาติของ H. pylori สามารถรับพลาสมิดได้

โดยอาศัยการท างานของโปรตีนที่ถูกควบคุมโดยยีนในโลคัส comB ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับ Type IV 

secretory systems (T4SS) (120, 145, 146) จากการศึกษาของ Nedenskov และคณะในปี ค.ศ. 

1990 พบว่าเชื้อ  H. pylori มี transformation frequencies ส าหรับการรับพลาสมิดเท่ากับ           

5 x 10-4 CFU/µg (147) และในการศึกษาของ Wang และคณะ ในปี ค.ศ. 1993 พบว่าเมื่อเชื้อ        

H. pylori รับพลาสมิดจากแบคทีเรียต่างสายพันธุ์  จะส่งผลกระทบต่อค่า  Transformation 

frequencies โดยพบว่า Transformation frequencies เหลือเพียงน้อยกว่า 1 x 10 -7 CFU/µg  

(119) จากการศึกษาดังกล่าวข้างต้น เห็นได้ว่าปัจจัยส าคัญหนึ่งที่มีผลต่อความส าเร็จในการเกิด 

natural transformation คือ ชนิดของพลาสมิดที่น ามาใช้เป็นตัวพาในการน าส่งยีนที่ต้องการศึกษา 

ซึ่งในงานการศึกษาครั้งนี้ใช้พลาสมิดที่ไม่ได้มาจากเชื้อ  H. pylori จึงอาจส่งผลให้โอกาสประสบ

ความส าเร็จในการพบสายพันธุ์ที่รับพลาสมิดมีน้อยลง ประกอบกับพลาสมิดที่สร้างขึ้นไม่มียีนที่ท า

หน้าที่เป็น Marker ในการคัดเลือกสายพันธุ์ที่รับพลาสมิด เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา

ปฏิชีวนะ ส่งผลให้การคัดเลือกโคโลนีของเชื้อ H. pylori ภายหลังการท า Natural transformation 

ต้องเลือกใช้โคโลนีน ามาทดสอบเป็นปริมาณมาก โดยอาจต้องท าการทดสอบมากถึง 1 x 107 โคโลนี 

จึงจะมีโอกาสพบเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการรับยีนทดแทน ด้วยปัจจัยที่กล่าวมาทั้งหมดจึงอาจ

เป็นสาเหตุที่ท าให้การศึกษานี้ยังไม่ประสบความส าเร็จในการสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน

ทดแทน การศึกษาบางส่วนที่ผ่านมาอาศัยพลาสมิดตัวพาซึ่งมีคุณสมบัติเป็น Shuttle vector ซึ่ง

เป็นพลาสมิดที่มีคุณสมบัติในการแสดงออกของโปรตีนในแบคทีเรียต่างสายพันธุ์  เช่น pHel3 ซึ่งเป็น  

พลาสมิดที่แสดงออกได้ทั้งในเชื้อ E. coli และเชื้อ H. pylori และมีการออกแบบให้มีความเสถียรใน

การผลิตโปรตีนออกมาทดแทน กล่าวคือ ไม่อาศัยการเกิด Natural transformation หลังจากเกิด

การรับพลาสมิด แต่อาศัยการแสดงออกของโปรตีนผ่านพลาสมิดที่น าใส่เข้าไปแทน ท าให้ได้เชื้อสาย

พันธุ์ที่กลายพันธุ์และได้รับการแสดงออกของยีนทดแทนกลับมา (118)   ซึ่งวิธีดังกล่าวมีโอกาสส าเร็จ

สูงกว่าการใช้วิธีการรับยีนโดยอาศัย Natural transformation แต่มีขั้นตอนการสร้างพลาสมิดที่มี

ความซับซ้อน ซึ่งไม่เหมาะสมกับระยะเวลาของการศึกษาในครั้งนี้  แม้กระนั้นในการศึกษาเกี่ยวกับ

กลไกหรือผลกระทบของยีนต่าง ๆ ในเชื้อ H. pylori จากงานวิจัยส่วนใหญ่ ได้อาศัยเพียงเชื้อสายพันธุ์

ที่มีการกลายพันธุ์ของยีนที่สนใจศึกษา เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ (79, 81, 117) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  82 

 การทดสอบความสามารถในการเจริญของเชื้อ  H. pylori ทั้งสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

43504  และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ fliD ถูกทดสอบ เนื่องจากเชื้อที่ถูกท าให้

กลายพันธุ์ด้วยเทคนิค PCR mutagenesis อาจส่งผลกระทบต่อความสามารถในการแบ่งตัว หรือ

กระบวนการเมทาบอลิซึมต่าง ๆ ภายในเซลล์ได้ ซึ่งอาจส่งผลต่อเนื่องต่อการทดสอบคุณสมบัติหรือ

การแสดงออกด้านอ่ืน ท าให้ผลการทดสอบไม่สามารถสะท้อนถึงผลกระทบที่แท้จริงจากการขาดการ

แสดงออกของยีน flaA และ fliD  ได้ การทดสอบความสามารถในการเจริญของเชื้อถูกทดสอบด้วย   

2 เทคนิค ได้แก่ การทดสอบการเจริญด้วยวิธีการนับโคโลนี ซึ่งเป็นการทดสอบความสามารถของเชื้อ

ในการเจริญ และการแบ่งตัว และการทดสอบการเจริญด้วยเทคนิค MTT ซึ่งเป็นการทดสอบ

กระบวนการเมทาบอลิซึมของเชื้อที่สามารถในการรีดิวซ์ Tetrazolium salt ให้กลายเป็น Formazan 

ที่ไม่ละลายน้ า แสดงถึงประสิทธิภาพของเซลล์แบคทีเรียในการตอบสนองกับสิ่งแวดล้อมภายนอก 

(148) แต่เดิมเทคนิค MTT เป็นที่นิยมในการวัดระดับการมีชีวิตของเซลล์ยูคาริโอต แต่ในปัจจุบันมี

การประยุกต์ใช้เทคนิค MTT ส าหรับศึกษากับเชื้อ แบคทีเรีย จากการศึกษาของ Mshana และคณะ

ในปี ค.ศ. 1998 ได้มีการประยุกต์เอาเทคนิค MTT มาใช้ในการวัดอัตราการมีชีวิตของเชื้อ 

Mycobacterium tuberculosis ที่ ดื้ อต่ อยา  rifampicin ซึ่ ง ให้ ผลทดสอบการมีชี วิตของเชื้ อ           

M. tuberculosis เ พ่ื อแปลผลความไวต่ อยา  rifampicin ได้ ร วด เ ร็ ว ขึ้ น  (149) นอกจากนี้                    

ในปี ค.ศ. 2007 Li และ Song ได้น าเอาเทคนิค MTT มาประยุกต์ใช้กับการทดสอบหาอัตราการมีชีวิต

ของ cyanobacteria  ซึ่ ง ได้ผลการทดสอบที่สะท้อนอัตราการมีชีวิตได้ ไม่แตกต่างจากวิธี  

Fluorescent diacetate, Evan’s blue และ autofluorescence ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่นิยมส าหรับ 

cyanobacteria (150) จากผลการทดสอบในการศึกษาครั้งนี้  พบว่าการเจริญของเชื้อ H. pylori      

ทั้ง 3 สายพันธุ์ ไม่แตกต่างกัน ในการทดสอบทั้ง 2 วิธี กล่าวคือ เชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ 

สามารถเจริญ และแบ่งตัวได้ไม่แตกต่างกัน รวมทั้งมีกระบวนการเมทาบอลิซึมที่ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น

หากน าเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ไปท าการทดสอบคุณสมบัติหรือการแสดงออกด้านอ่ืนที่ และพบ

ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์มาตรฐาน และสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA หรือ fliD จึง

อาจเป็นไปได้ว่าความแตกต่างที่เกิดขึ้น น่าจะเป็นผลกระทบที่มาจากยีน flaA และ fliD ที่ถูกท าให้    

กลายพันธุ์  
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 เนื่องจากยีน flaA ควบคุมการสร้างโปรตีนแฟลเจลลินหลัก ในขณะที่ยีน fliD ควบคุม       

การสร้าง Capping protein ในส่วนปลายของสายแฟลเจลลาโดยตรง และเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่

กระตุ้นปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซชันของการสร้างสาย Filament ที่สมบูรณ์จากส่วนปลายของแฟลเจลลา 

นอกจากนี้ยังเป็นโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของ Terminal bulbs ในสายแฟลเจลลาของ H. pylori 

ซึ่งท าหน้าที่หุ้มส่วนปลายสายของแฟลเจลลาท าให้มีความคงทนในสภาพแวดล้อมมากขึ้น (32, 60, 

79, 80) ดังนั้นหากเชื้อมีการกลายพันธุ์ของยีนใดยีนหนึ่ง อาจส่งผลให้การสร้างหรือลักษณะรูปร่าง

ของสายแฟลเจลลาไม่สมบูรณ์ เมื่อทดสอบย้อมแฟลเจลลาด้วยเทคนิค Leifson-tannic fuchsin 

stain (123) เพ่ือศึกษาแฟลเจลลาเบื้องต้นภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าเชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 สามารถมองเห็นเส้นของแฟลเจลลายื่นออกมาจากปลายด้านหนึ่ง

ของเซลล์ โดยไม่พบลักษณะดังกล่าวในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และ 

fliD อย่างไรก็ตามภาพที่ได้จากเทคนิค Leifson-tannic fuchsin stain ไม่สามารถแสดงรายละเอียด

ของรูปร่างแฟลเจลลาได้อย่างชัดเจน จึงได้มีการบันทึกภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน

เพ่ิมเติม เพ่ือให้สามารถแสดงรายละเอียดของแฟลเจลลาที่ชัดเจนมากขึ้น  โดยพบลักษณะของ      

แฟลเจลลาที่มี terminal bulbs พองออกเล็กน้อย บริเวณส่วนปลายของแฟลเจลลาของเชื้อ          

H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ซึ่งท าหน้าที่เป็นส่วนหุ้มบริเวณปลายสุดของสาย       

แฟลเจลลาที่พัฒนาโดยสมบูรณ์ ช่วยให้สายแฟลเจลลามีความคงทนในสิ่งแวดล้อมมากขึ้น (32, 60) 

แต่ไม่สามารถพบลักษณะของ terminal bulbs ดังกล่าวได้ในเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน flaA และ fliD ทั้งนี้ เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA ยังสามารถมองเห็นเส้น      

แฟลเจลลาได้ แสดงให้เห็นว่าแม้ยีน flaA ที่มีหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีนแฟลเจลลินหลักจะ         

ถูกท าให้กลายพันธุ์ แตเ่ชื้อ H. pylori ยังคงความสามารถในสร้างแฟลเจลลาได้ตามปกติ แต่มีลักษณะ

ของแฟลเจลลาที่ไม่สมบูรณ์ในส่วนของบริเวณ terminal bulbs ลักษณะที่พบดังกล่าวสามารถพบได้

ในเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่ควบคุมการแสดงออกของ Capping protein ที่

เป็นองค์ประกอบส าคัญของ Terminal bulbs การเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของแฟลเจลลาที่

เกิดข้ึนในเชื้อ  H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD แสดงให้เห็นว่าทั้งยีน flaA และ

ยีน fliD มีความส าคัญในการสร้างสายแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ โดยผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษา

ก่ อ น ห น้ า  ข อ ง  Christine แ ล ะ ค ณ ะ ใ น ปี  ค . ศ .  1 9 9 5  ที่ พ บ ลั ก ษ ณ ะ เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ                                 

แฟลเจลลาของเชื้อ H. mustelae ที่มียีน flaA บกพร่อง และ (80) การศึกษาของ Jang และคณะ ใน
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ปี ค.ศ. 1999 ที่พบแฟลเจลลาลักษณะปลายตัด ไม่มี Terminal bulbs เช่นกันในเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่ยีน fliD ถูกรบกวนการแสดงออก (34) ผลของการรบกวนการแสดงออกของยีน flaA ที่ท าให้

เชื้อไม่สามารถสร้างโปรตีน FlaA ที่สมบูรณ์ได้ ส่งผลให้สายแฟลเจลลาที่ถูกสร้างขาดแฟลเจลลิน   

หลัก โดย Christine และคณะ ได้รายงานลักษณะแฟลเจลลาที่พบเพียง Flagellar sheath โดยไม่มี

แฟลเจลลาสมบูรณ์ด้านใน (80) และจากการศึกษาก่อนหน้าที่เกี่ยวกับการรบกวนการแสดงออกของ

ยีน fliD ซึ่งส่งผลต่อการลดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสายแฟลเจลลา

โดยเฉพาะยีน flaA ไปด้วย (34) ดังนั้นจึงอาจพบลักษณะแฟลเจลลาที่ไม่มี  Terminal bulbs 

คล้ายกันในเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD ซึ่งเป็นผลกระทบจากการขาด

แฟลเจลลาที่สมบูรณ์ด้านใน Flagellar sheath ท าให้ลักษณะของ Terminal bulbs ไม่สามารถ

มองเห็นได ้แต่ไม่พบลักษณะดังกล่าวในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ในการศึกษา

ครั้งนี ้

 หน้าที่หลักที่ส าคัญของแฟลเจลลา คือ ช่วยในการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย (32, 60)       

การเคลื่อนที่แบบควงสว่านของแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ส่งผลให้เชื้อสามารถเคลื่อนที่ผ่านชั้น 

Gastric mucosa ที่มีสภาวะแวดล้อมที่มีความเป็นกรดสูง ไปยังส่วน Basal layer ที่มีความเป็นด่าง

มากกว่า หรือมี pH ใกล้เคียงกับ 7.0 (31, 151) การศึกษาของ Kao  และคณะพบว่า ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ 

H. pylori สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการเคลื่อนที่สูง มีแนวโน้มที่พบความหนาแน่นของแบคทีเรีย

มากกว่าและเกิดการอักเสบมากกว่าในบริเวณเนื้อเยื่อที่มีการติดเชื้อ (152) ภายหลังการทดสอบการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน  fliD ภายใต้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว พบว่าเชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  แสดงให้เห็นถึงผลกระทบของยีน 

flaA ที่ส่งผลทั้งรูปร่างของแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ และความสามารถในการท างานของแฟลเจลลาใน

การเคลื่อนที่ลดลง ในขณะที่เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ซึ่งมีลักษณะของ

แฟลเจลลาที่ไม่สมบูรณ์ในส่วนของบริเวณ terminal bulbs มีความสามารถในการเคลื่อนที่ที่ลดลง

เพียงเล็กน้อยและไม่มีความแตกต่างอย่างนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ  H. pylori สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA การขาด      

แฟลเจลลินหลักส่งผลต่อการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori ซึ่งผลของการศึกษาในยีน flaA สอดคล้อง
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กับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ขาดการแสดงออกของยีน flaA มีความสามารถในการ

เคลื่อนที่ลดลงเช่นกัน (79) เนื่องจากการขาดโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นแฟลเจลลินหลักไป แต่ยังมีการ

ท างานของโปรตีน FlaB ที่ท าหน้าที่เป็นแฟลเจลลินรองอยู่ท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลง 

แต่ไม่ถึงระดับที่เชื้อสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่ ดังจะเห็นได้จากการที่เชื้อ H. mustelae ถูก

รบกวนการแสดงออกของยีน flaA และ flaB ท าให้สูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่ไปโดย

สมบูรณ์ แต่เชื้อ H. mustelae ที่ถูกรบกวนการแสดงออกของ ยีน flaA หรือ flaB เพียงยีนใดยีนหนึ่ง

ส่งผลกระทบให้เชื้อมีความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลง แต่ไม่ถึงกับสูญเสียความสามารถในการ

เคลื่อนที่ไป (80) อย่างไรก็ตามผลการศึกษาของยีน fliD ในครั้งนี้ให้ผลขัดแย้งกับการศึกษาก่อนหน้า 

โดย Jang และคณะ ในปี ค.ศ. 1999 ซึ่งพบว่าเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD จะสูญเสีย

ความสามารถในการเคลื่อนที่โดยสมบูรณ์ เนื่องมาจากการขาดยีน fliD ได้ส่งผลรบกวนการแสดงออก

ของโปรตีน FlaA และ FlaB ด้วย ท าให้เส้นแฟลเจลลา ไม่มีแฟลเจลลาสมบูรณ์ภายใน Flagellar 

sheath ท าให้ให้สูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่  (34) แต่จากงานวิจัยดังกล่าว วัดผลของ 

Motility assay โดยแปลผลจากลักษณะการเคลื่อนที่กระจายของเชื้อภายในอาหารเลี้ยงเชื้อเท่านั้น 

โดยไม่ได้ใช้การวัดเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่เช่นเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ จึงอาจส่งผลให้การแปล

ผลของผลการทดสอบมีความแตกต่างกันในทางค่าสถิติ  นอกจากนี้การทดสอบ Motility assay ใน

เชื้อ H. pylori ไม่ได้มีเพียงการทดสอบรูปแบบเดียวเท่านั้น  แต่สามารถทดสอบคุณสมบัติ ได้                      

3 คุณสมบัติ ได้แก่ 1. Swimming motility ซึ่งเป็นการทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย โดย

การค านวณความเร็วของการเคลื่อนที่ผ่ านชั้น  Gastric mucosa ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด                     

Phase Contrast (153) 2. การทดสอบ Spreading motility ซึ่งท าโดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางการ

เคลื่อนที่ภายในอาหารชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว และเป็นวิธีการทดสอบที่ถูกเลือกใช้ในการศึกษานี้  (31, 

154, 155) และ 3. การทดสอบ Swarming motility โดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางการเคลื่อนที่ บน

ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว  โดยเป็นการทดสอบรูปแบบ Quantitative 

inoculation (156, 157) การศึกษาในเชื้อ P. aeruginosa  ของ Shiwani และคณะในปี ค.ศ. 2000 

พบว่า ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของโปรตีน FliD สามารถให้การแสดงออกโปรตีน FliD ได้             

2 ประเภท ได้แก่ ประเภท A (PAK) และ B (PAO1) โดยเชื้อ 1 สายพันธุ์จะมีการแสดงออกแค่             

1 ประเภทเท่านั้น พบว่า FliD ทั้ง 2 ประเภทเมื่อถูกรบกวนการแสดงออก จะแสดงคุณสมบัติในการ

เคลื่อนที่ได้ลดลง แต่ในประเภท B ยังคงพบการเคลื่อนที่มากกว่าประเภท A (158) ดังนั้นจึงมีความ
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เป็นไปได้ที่เชื้อ H. pylori อาจมีความหลากหลายของโปรตีน FliD ในแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งส่งผลต่อ

ความสามารถในการเคลื่อนที่หลังมีการสูญเสียยีนดังกล่าวไปในระดับที่แตกต่างกัน  

 นอกเหนือจากการทดสอบรูปร่างและคุณสมบัติหลักในการเคลื่อนที่ของแฟลเจลลา          

การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์เป้าหมาย เป็นอีกหนึ่งคุณสมบัติที่ถูกเลือกน ามา

ทดสอบในการศึกษาครั้งนี้ เนื่องจากการยึดเกาะกับเซลล์เป้าหมาย เป็นจุดเริ่มต้นในการเกิดพยาธิ

สภาพต่อเซลล์ที่เกิดการติดเชื้อ H. pylori (5) การทดสอบ Adhesion สามารถท าการทดสอบได้

หลายวิธี การศึกษาจาก Sheu และคณะ ในปี ค.ศ. 2014 เลือกใช้วิธีการท า Colony count ซึ่งอาศัย

หลักการท าให้เซลล์ AGS ที่มี H. pylori ยึดเกาะอยู่ แตกออกโดยไม่กระทบกับเชื้อ H. pylori และ

น าเอาเชื้อ H. pylori ที่ได้ไปเจือจางเป็นล าดับ ก่อนน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง และ

นับโคโลนีของเชื้อที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (159) ซึ่งวิธีดังกล่าวเป็นวิธีใช้เวลานาน และผลกระทบจาก

การที่เชื้อ H. pylori มีโอกาสสัมผัสออกซิเจนเป็นเวลานานขณะปฏิบัติการทดสอบ อาจส่งผลให้เชื้อ

เจริญได้ไม่ดีและท าให้ผลของการทดสอบมีความแปรปรวนสูง  โดยสามารถพบค่า CV ได้ตั้งแต่          

6 % -20 % (160) นอกจากนี้ยังมีการใช้เทคนิค Flow cytometry ในการทดสอบความสามารถใน

การยึดเกาะของเชื้อ H. pylori กับเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร AGS โดยวัดสัญญาณของ 

FITC ที่เปล่งออกออกมาจากเชื้อ H. pylori ที่ถูกย้อมก่อนน ามาท าการทดสอบ (161) การทดสอบ

ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ในการศึกษาครั้งนี้ท าการทดสอบโดยน าเชื้อไปย้อมด้วยสี

ฟลูออเรสเซนต์ FITC ก่อนน าไปเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ AGS เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง และวัด

สัญญาณของฟลูออเรสเซนส์ที่ เปล่งจากเชื้อที่ยึดเกาะกับเซลล์  AGS โดยการวัด Fluorescent 

intensity ด้วยเครื่อง Spectrophotometer และถ่ายภาพยืนยันการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ด้วย

กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่า เชื้อ H. pylori ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA ยึดเกาะกับเซลล์ AGS ได้น้อยกว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์อ่ืน ๆ อย่างมี

นัยส าคัญ ในขณะที่การยึดเกาะของ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ต่อเซลล์ AGS 

มีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS สูงกว่า เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 

อย่างมีนัยส าคัญ โดยให้ผลสอดคล้องกันทั้งในการทดสอบในเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อทดสอบผล

การยึดเกาะกับเซลล์ AGS ด้วยวิธีการนับโคโลนี พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน flaA ยึดเกาะเซลล์ AGS น้อยลงอย่างมีนัยส าคัญและให้ผลสอดคล้องกับการวัดด้วยวิธีการใช้

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์  ในขณะที่ เชื้อ  H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน  fliD                            
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มีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ไม่แตกต่างกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

43504 อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งให้ผลแตกต่างจากการทดสอบด้วยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ ความ

แปรปรวนของผลทดสอบอาจเกิดจากการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ด้วย Spectrophotometer 

จ าเป็นต้องใช้ Plate ชนิดพิเศษที่มีสีด า เพ่ือลดสัญญาณรบกวนรอบข้างจากการกระตุ้นสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนต์ แต่ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการทดสอบกับ Plate ปกติ จึงอาจพบผลกระทบจาก

สัญญาณรบกวนที่สูง อย่างไรก็ตามผู้วิจัยได้ใช้วิธีการตัดสัญญาณรบกวน ด้วยการหักลบค่าสัญญาณ

รบกวนพ้ืนฐานจากหลุมการทดสอบที่มีเพียงเซลล์ปกติเท่านั้น และใช้การวัดสัญญาณในโหมด Area 

scanning ซึ่งเป็นการวัดสัญญาณจาก Metrix จ าลองขนาด 5 x 5 ช่อง ภายในหลุมปฏิกิริยา 1 หลุม 

ท าให้ได้ค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ทั้งหมด 25 จุด และน ามาหาค่าเฉลี่ยของความเข้มฟลูออเรสเซนต์

ที่วัดได้ ในขณะที่การทดสอบด้วยวิธีการนับโคโลนี อาจพบความแปรปรวนได้หลากหลายรูปแบบ

ตามท่ีกล่าวไปข้างต้น จากผลการทดลองทั้ง 2 วิธี แสดงให้เห็นว่ายีน flaA มีผลกระทบต่อการยึดเกาะ

กับเซลล์ในหลอดทดลอง ซึ่งอาจเป็นจุดเริ่มต้นในการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori 

(31) การศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่าโปรตีนแฟลเจลลินหลักเป็นโปรตีนที่มีส่วนช่วยในการยึดเกาะ

กับเซลล์ โดยพบว่าเชื้อที่มีการแสดงออกของโปรตีนแฟลเจลลิน มีการ Colonize ในสัตว์ทดลองลดลง 

(81) แม้ว่าผลการทดสอบของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ในการศึกษานี้ 

ให้ผลไม่สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า ที่มีการศึกษากับเชื้อ H. pylori และพบว่าเมื่อยีน fliD ถูก

รบกวนการแสดงออก จะส่งผลให้ไม่สามารถ colonize ในสัตว์ทดลองได้ (34) ความแตกต่างของผล

การทดสอบอาจเนื่องมาจากการทดสอบกับตัวอย่างที่แตกต่างกัน จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึง

ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการทดสอบ แต่มีการศึกษาอีกจ านวนมากที่แสดงให้ถึงการสูญเสียการ

แสดงออกของยีน fliD และส่งผลต่อความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียที่เพ่ิมมากขึ้น ในปี 

ค.ศ. 2001 Eric และ คณะ พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่สูญเสียการแสดงออกของยีน fliD มี

ความสามารถในการยึดเกาะเซลล์รังไข่ของ Chinese hamster ชนิดมี Mucin (CHO-Muc1 cells) 

ได้ เท่ ากับ เชื้ อ  P. aeruginosa สายพันธุ์ ควบคุม  PAK (162) ในขณะที่  Shiwani และ คณะ                         

ในปี ค.ศ. 1998 กลับพบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่สูญเสียการแสดงออกของยีน fliD จะสูญเสีย

ความสามารถในการยึดเกาะกับ  Human tracheobronchial mucins ไป (163) นอกจากนี้

การศึกษาของ Dingle และ คณะ ในปี ค.ศ. 2011  พบว่าเชื้อ C. difficile ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

fliD และ fliC เพียงยีนใดยีนหนึ่ง ท าให้เชื้อ C. difficile  ยึดเกาะกับเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2-cells 
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ได้มากกว่าเชื้อ C. difficile  ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ แม้เชื้อสายพันธุ์ดังกล่าวจะสูญเสียความสามารถใน

การสร้างสายแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ (164) จากการศึกษาก่อนหน้าที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่า ผลกระทบ

ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสายแฟลเจลลา อาจมีผลกระทบต่อความสามารถในการยึดเกาะกับ

เซลล์ทั้งในด้านการลดคุณสมบัติการยึดเกาะและส่งเสริมการยึดเกาะ ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากการ

ทดสอบการยึดเกาะในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน และทดสอบกับเซลล์ที่ต่างชนิดกัน ส่งผลให้เชื้อ 

H. pylori มีผลการทดสอบการยึดเกาะแตกต่างกับผลการศึกษาก่อนหน้า  

นอกจากนี้ปัจจัยที่อาจมีผลต่อการทดสอบอีกอย่างหนึ่ง คือผลกระทบที่เกิดขึ้นกับยีนอ่ืน

ภายหลังรบกวนการแสดงออกของยีน fliD การศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการ

สร้างสายแฟลเจลลา เช่น ยีน flaA ได้รับผลกระทบลดการแสดงออกไปด้วย ภายยีน fliD ถูกรบกวน 

ท าให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ดังกล่าวสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่ไปจากการขาดโปรตีนที่ท า

หน้ากระตุ้นโพลีเมอไรเซชั่นของการสร้างสายแฟลเจลลา (34) ทั้งนี้ในการศึกษาครั้งนี้ ไม่ได้ศึกษา

ผลกระทบของยีน fliD ที่มีต่อการแสดงออกของยีนอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสายแฟลเจลลา จึง

เป็นที่น่าสนใจในการท าการศึกษาเพ่ิมเติมในระดับการแสดงออกของยีนต่อไป จากหลักฐานการศึกษา

ในเชื้อ S. typhimurium ที่พบการแสดงออกของยีน fliD ที่ท าหน้าที่เช่นเดียวกับที่พบในเชื้อ          

H. pylori โดย Yokoseki และ คณะ ได้ท าการศึกษาผลกระทบของยีน fliD ในเชื้อ S. typhimurium  

และพบว่าเมื่อขาดการแสดงออกของยีน fliD ไป กลับท าให้เกิดการแสดงออกเพ่ิมขึ้นของ Sigma 

factor ประเภท FlgM (165) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนแฟลเจลลาใน

กลุ่ม class 3 ส่งผลให้มีการแสดงออกของโปรตีนแฟลเจลลินหลักโดยเฉพาะ FliC เพ่ิมข้ึน (166)  

การศึกษาผลกระทบของเชื้อ H. pylori ต่อการตายของเซลล์เป็นคุณสมบัติที่เลือกน ามา

ทดสอบเป็นตัวแทนการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ AGS ที่ถูกท าให้ติดเชื้อ H. pylori ในหลอดทดลอง 

การศึกษาของ Lin และคณะ ในปี ค.ศ. 2013 ได้ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ ATCC 

43504  ร่วมกับเซลล์ AGS เป็นเวลา 18, 24  และ 48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาผลกระทบการตายของเซลล์ 

AGS แบบอะพอพโทซิส ที่เกิดจาก H. pylori ภายใต้สภาวะที่มีสาร Di(2-ethylhexyl) phthalate 

โดยเซลล์มีอัตราการมีชีวิตรอดลดลงอย่างชัดเจนในชั่วโมงที่  48 ของการเพาะเลี้ยงร่วม และสามารถ

ตรวจวัดการถูกกระตุ้นของ caspase -3 ได้ตั้งแต่ 18 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงร่วม (125) ใน

การศึกษาครั้งนี้ได้ท าการเปรียบเทียบการตายของเซลล์ AGS ที่เกิดขึ้นภายใต ้2 ช่วงเวลา คือเวลาการ

เพาะเลี้ยงร่วมเป็น 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาการเพาะเลี้ยงร่วม เซลล์ถูกน าไป
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ตรวจสอบพยาธิสภาพเบื้องต้นที่เกิด ก่อนน าไปวัดอัตราการตายของเซลล์ โดยตรวจสอบรูปร่างของ

เซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไปผ่านกล้องจุลทรรศน์ชนิด Phase contrast พบลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ

รูปร่างเซลล์เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์เกิดชัดเจน

มากขึ้น และเริ่มมีเซลล์หลุดออกจากจานเพาะเลี้ยงเมื่อเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ลักษณะ

เซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงอาจเกิดจากการหดตัวของเยื่อหุ้มเซลล์  ท าให้เซลล์มีรูปร่างค่อนข้างกลม 

และอีกหนึ่งลักษณะที่พบคือเซลล์มีการยืดยาวออก ซึ่งมีการศึกษาก่อนหน้าถึงการพบการยืดยาวออก

ของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ว่าเป็นผลกระทบจากจากแสดงออกของยีน CagA ที่จับกับ      

Src-homology protein tyrosine phosphatase (SHP) 2 และกระตุ้นการส่งสัญญาณภายในเซลล์

รบกวน cell polarity ผ่านการยับยั้ง focal adhesion kinase (FAK) ส่งผลให้เซลล์มีรูปร่างยืดยาว

ออก โดยเรียกปรากฏการณ์ดังกล่าวว่า Hummingbird phenotype (167) การพบการเปลี่ยนแปลง

รูปร่างของเซลล์ AGS เป็นจ านวนมากกว่า 60% ของประชากรเซลล์ทั้งหมดที่เวลาการเพาะเลี้ยงร่วม 

24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง เป็นหนึ่งในปัจจัยสนับสนุนให้เลือกท าการทดสอบวัดอัตราการตายใน

ช่วงเวลาการเพาะเลี้ยงร่วมดังกล่าว  

การทดสอบการตายของเซลล์ AGS ถูกทดสอบโดยใช้การย้อมด้วย Annexin V-FITC และ PI 

และวัดสัญญาณด้วยการใช้เทคนิค Flow cytometry โดยเป็นเทคนิคท่ีวัดปริมาณเซลล์ที่เกิดการตาย

จากการใช้ความสามารถของ Annexin V ที่จับอย่างจ าเพาะกับ Phosphatidylserine (PS) ซึ่งใน

เซลล์ปกติ PS จะพบอยู่บริ เวณ Lipid bilayer ด้านในของเซลล์  ในเซลล์ที่ เกิดการตายแบบ            

อะพอพโทซิส PS จะเกิดการพลิกออกมาอยู่บริเวณ Lipid bilayer ด้านนอกของเซลล์แทน ท าให้

สามารถจับกับ Annexin V ได ้(168) ในขณะที ่PI มีคุณสมบัติแทรกซึมเข้าสู่ไซโทพลาสซึมของเซลล์ที่

มีการสูญเสียความแข็งแกร่งของเยื่อหุ้มเซลล์มักพบได้ในการตายแบบเนโครซิส และเข้าจับกับ DNA 

ภายในเซลล์ (169) ดังนั้นจึงใช้ PI ในการแยกเซลล์ที่ตายแบบเนโครซิสออกจากเซลล์ที่ตายแบบ      

อะพอพโทซิส เมื่อวัดสัญญาณโดยใช้เทคนิค Flow cytometry สามารถจ าแนกกลุ่มเซลล์ออกเป็น

กลุ่มเซลล์มีชีวิต กลุ่มเซลล์ที่เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส และกลุ่มเซลล์ที่เกิดการตายแบบเนโครซิส 

ผลการทดสอบพบว่า ในช่วงเวลาการเพาะเลี้ยงร่วมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่พบความแตกต่างของ

อัตราการตายเซลล์ AGS ที่ถูกเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ แต่เมื่อเพาะเลี้ยงร่วม

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์

ของยีน flaA มีอัตราการตายของเซลล์ต่ ากว่าเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์
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อ่ืน ๆ อย่างไรก็ตามในเซลล์ AGS ที่มีการเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

fliD ไม่พบว่ามีอัตราการตายของเซลล์ที่แตกต่างจากเซลล์ AGS ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ H. pylori 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504  ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่ายีน flaA อาจมีผลกระทบต่อการตาย

ของเซลล์ ในขณะที่ยีน fliD อาจไม่มีผลกระทบดังกล่าว ทั้งนี้ควรศึกษาวัดกลไกการตายที่เจาะจง

เฉพาะแบบอะพอพโทซิส และเนโครซิสเพ่ิมเติม โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลไกการตายแบบอะพอพโทซิส 

เนื่องจากมีหลักฐานการศึกษาว่า เซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori สามารถถูกกระตุ้นให้เกิดการตายแบบ      

อะพอพโทซิสได้ (5, 115) รวมไปถึงเพ่ิมกลุ่มตัวอย่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA และ 

fliD ทดแทนเพื่อสนับสนุนผลกระทบดังกล่าวของยีนทั้งสองชนิด จากผลการทดสอบดังกล่าวจะเห็นได้

ว่า แม้ทั้ง 2 ยีน จะเป็นยีนที่ควบคุมการสร้างสายแฟลเจลลาเหมือนกัน แต่ให้ผลการทดสอบการตาย

ของเซลล์ AGS ที่มีความแตกต่างกัน การขาดการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการแสดงออกเกี่ยวกับ

การสร้างแฟลเจลลา สามารถก่อให้เกิดผลกระทบได้หลากหลายทางต่อเซลล์ที่ติดเชื้อ H. pylori  จาก

การทบทวนวรรณพบว่าการศึกษาความสัมพันธ์ของแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori กับการกระตุ้นให้

เกิดการตายของเซลล์เพาะเลี้ยง ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ถือเป็น

ข้อมูลเบื้องต้นท่ีอธิบายถึงความเป็นไปได้ของแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori ที่อาจเป็นหนึ่งในปัจจัยก่อ

โรคมะเร็งกระเพาะอาหาร ผ่านการที่กระตุ้นเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารให้เกิดการตายได้ ทั้งนี้พบ

การศึกษาถึงความสัมพันธ์ของแฟลเจลลากับการตายของเซลล์ในเชื้อแบคทีเรียประเภทอ่ืนๆ  โดย 

Kenichi และคณะได้ท าการกระตุ้นให้ยีน flhD และ fliR ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างสาย

แฟลเจลลาของเชื้อ Serratia marcescens กลายพันธุ์และน าไปทดสอบผลกระทบต่อการตาย

แบบอะพอพโทซิสของเซลล์แมโครฟาจของหนู พบว่าเชื้อ S. marcescens ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน

ดังกล่าว ท าให้เซลล์แมโครฟาจของหนู ตายแบบอะพอพโทซิสได้ลดลง (110) นอกจากนี้ยังมีการ

ทดสอบโดยใช้โปรตีนแฟลเจลลิน (FliC) ของเชื้อ S. typhimurium สายพันธุ์ SL3201 กระตุ้นเซลล์

เยื่อบุล าไส้ของหนู ผลการทดสอบพบว่า โปรตีนแฟลเจลลินสามารถกระตุ้นการตายแบบอะพอพโทซิส

ใน extrinsic pathway ด้วยกลไก TLR5-dependant (108) 
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การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีผล

ต่อรูปร่างของแฟลเจลลาที่ไม่สมบูรณ์ ความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลง ความสามารถในการยึด

เกาะกับเซลล์ AGS ที่ลดลง และความสามารถในการท าให้เซลล์ AGS ตายลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับ

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 ดังนั้นอาจกล่าวได้ว่ายีน flaA ของเชื้อ H. pylori 

อาจมีผลกระทบต่อการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ที่ติดเชื้อ โดยเฉพาะการยึดเกาะกับเซลล์ ซึ่งเป็น

กระบวนการเริ่มต้นในการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ (5, 32) ในขณะเดียวกันเชื้อ H. pylori สายพันธุ์

ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ส่งผลกระทบต่อรูปร่างของแฟลเจลลา แต่ไม่มีผลกระทบอย่างชัดเจน

ต่อความสามารถในการเคลื่อนที่ และแม้จะพบความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS ที่สูงขึ้นเมื่อ

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 แต่ไม่พบความแตกต่างในการท าให้

เซลล์ AGS ที่ติดเชื้อตาย เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 อย่างไร

ก็ตามควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตเพ่ือยืนยันการตายว่าเป็นการตายด้วยกลไกใด โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งการตายแบบอะพอพโทซิส เช่น การวัดปริมาณ caspase-3 ที่ถูกกระตุ้น การทดสอบกลไก

ระดับโมเลกุลที่เกี่ยวข้อง การแสดงออกของยีนและโปรตีน bcl-2 และ bax ที่เปลี่ยนแปลงไป 

เนื่องมาจากมีการศึกษาพบว่า โปรตีนทั้ง Bax จะถูกกระตุ้นให้เพ่ิมปริมาณข้ึน และ Bcl-2 จะถูกยับยั้ง

การแสดงออก เมื่อเซลล์ AGS เกิดการติดเชื้อ H. pylori ที่มคีวามสามารถในการสร้างสารพิษประเภท 

VacA (140) 
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาผลกระทบของยีน flaA และยีน fliD ที่มีต่อแฟลเจลลาและหน้าที่    

ที่เกี่ยวข้องกับแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori  ได้แก่ ผลกระทบต่อรูปร่างแฟลเจลลา ความสามารถใน

การเคลื่อนที่ ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ AGS และความสามารถในการกระตุ้นให้เซลล์ 

AGS ตาย การถูกท าให้กลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD ด้วยวิธี PCR mutagenesis ไม่สร้าง

ผลกระทบต่อความสามารถในการเจริญของเชื้อ H. pylori ส่งผลให้เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD สามารถเจริญได้ตามปกติเทียบเท่ากับกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC43504 ยีน flaA ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีน  FlaA ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ เป็น         

แฟลเจลลินหลักในองค์ประกอบสายแฟลเจลลาของเชื้อ H. pylori  ในขณะที่ยีน fliD ท าหน้าที่

ควบคุมการสร้างโปรตีน FliD ที่ท าหน้าที่เป็น capping protein ในส่วนปลายของสายแฟลเจลลาของ

เชื้อและเป็นโปรตีนกระตุ้นการเกิดโพลิเมอไรเซชันของสายแฟลเจลลาที่สมบูรณ์ แม้ว่าเชื้อ H. pylori 

ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA และยีน fliD เชื้อ H. pylori ยังสามารถสร้างสายแฟลเจลลาได้ แต่มี

องค์ประกอบที่ไม่สมบูรณ์ เนื่องจากไม่พบโครงสร้างในส่วนของ Terminal bulbs บริเวณปลายสาย

แฟลเจลลา เมื่อทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ภายใต้อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งก่ึงเหลว พบว่า เชื้อ 

H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA มีความสามารถในการเคลื่อนที่ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญ ในขณะที่ เชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD มีความสามารถในการเคลื่อนที่

ลดลงเพียงเล็กน้อย เมื่อพิจารณาถึงความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์  AGS ที่เป็นเซลล์             

เ ยื่ อบุ กระ เพาะอาหาร เปรี ยบ เที ยบกับ เชื้ อ  H. pylori สาย พันธุ์ ม าตรฐาน  ATCC43504                     

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน flaA สามารถยึดเกาะกับเซลล์ AGS ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญ ตรงกันข้ามกับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน fliD ที่สามารถยึดเกาะกับ

เซลล์ AGS สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ทั้งในการทดสอบที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ผลการศึกษา

ผลกระทบต่อการตายของเซลล์ภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ต่าง ๆ ร่วมกับเซลล์ 

AGS ที่เวลา 24 ชั่วโมง ไม่พบความแตกต่างของการท าให้เซลล์ตายระหว่างเชื้อแต่ละสายพันธุ์  

อย่างไรก็ตามเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อร่วมกับเซลล์ที่เวลา 48 ชั่วโมง เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลาย
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พันธุ์ของยีน flaA ท าให้เซลล์ตายได้ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์มาตรฐาน ATCC ซึ่งอาจบ่งชี้ได้ว่ายีน flaA มีส่วนส าคัญต่อการท าให้เซลล์เกิดพยาธิสภาพ

ดังกล่าว 

ข้อมูลจากการศึกษาทั้งหมดแสดงให้เห็นว่ายีน flaA มีอาจมีผลกระทบต่อความสมบูรณ์ของ

รูปร่างของแฟลเจลลา รวมไปถึงการมีส่วนในการสนับสนุนปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ทั้ง

การเคลื่อนที่ การยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผิว และการท าให้เซลล์เยื่อบุผิวตาย ในขณะที่ยีน fliD มี

ผลกระทบต่อความสมบูรณ์ของรูปร่างของแฟลเจลลา และพบว่าเมื่อถูกรบกวนการแสดงออกของยีน 

กลับส่งผลให้ปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ H. pylori ในการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผิวมีเพ่ิมมากขึ้น 

อย่างไรก็ตามเพ่ือความสมบูรณ์ครบถ้วนของข้อมูลที่จะอธิบายผลกระทบของยีน  flaA และยีน fliD 

ต่อการตายของเซลล์ AGS จึงควรมีการทดสอบเพ่ิมเติมด้วยเชื้อสายพันธุ์ที่มีการทดแทนด้วยยีน

ดังกล่าวทั้งสอง รวมไปถึงการทดสอบเพ่ิมเติมเกี่ยวกับผลกระทบต่อยีนหรือวิถีที่เกี่ยวข้องกับกลไกการ

ตายของเซลล์ และการศึกษาในสัตว์ทดลองซึ่งมีความซับซ้อนและใกล้เคียงกับกลไกที่เกิดขึ้นจริงใน

ธรรมชาติ 
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บทที่ 7  
ภาคผนวก 

7.1 แผนที่ยีนของพลาสมิดที่ใช้ในการสร้าง H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA และ fliD 

ทดแทน 

 
 

รูปที ่23 แสดงโครงสร้างของ complementary พลาสมิด pGEM®T-Easy vector ที่มีชิ้นส่วน
ของยีน flaA ที่ใช้ในการสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน flaA ทดแทน 
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รูปที ่24 แสดงโครงสร้างของ complementary พลาสมิด pGEM®T-Easy vector ที่มีชิ้นส่วน
ของยีน fliD ที่ใช้ในการสร้างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ได้รับยีน fliD ทดแทน 
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7.2 ข้อมูลการเจริญของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 

1640 ที่มีส่วนผสมของ 10 % FBS 

 

ตารางท่ี 4 แสดงจ านวนเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 
RPMI 1640 ที่มีส่วนผสมของ 10 % FBS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

จ านวนเชื้อท่ีเจริญใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 43504 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน flaA 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน fliD 

การทดสอบ

ครั้งที ่1 

หลุมที ่1 5.4 x 106 CFU 5.8 x 106 CFU 5.6 x 106 CFU 

หลุมที ่2  5.6 x 106 CFU 5.1 x 106 CFU 5.2 x 106 CFU 

การทดสอบ

ครั้งที ่2 

หลุมที ่1 5.8 x 106 CFU 5.6 x 106 CFU 5.5 x 106 CFU 

หลุมที ่2  6.2 x 106 CFU 5.9x 106 CFU 6.1 x 106 CFU 
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ตารางท่ี 5 แสดงจ านวนเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 

RPMI 1640 ที่มีส่วนผสมของ 10 % FBS เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 

จ านวนเชื้อท่ีเจริญใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 43504 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน flaA 

เชื้อ H. pylori สาย

พันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน fliD 

การทดสอบ

ครั้งที ่1 

หลุมที ่1 6.1 x 106 CFU 5.8 x 106 CFU 6.2 x 106 CFU 

หลุมที ่2  6.4 x 106 CFU 6.5 x 106 CFU 5.9 x 106 CFU 

การทดสอบ

ครั้งที ่2 

หลุมที ่1 6.6 x 106 CFU 6.7 x 106 CFU 6.8 x 106 CFU 

หลุมที ่2  5.8 x 106 CFU 6.1 x 106 CFU 6.3 x 106 CFU 
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7.3 ผลการทดสอบ Adhesion assay ด้วยวิธีการวัดความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ และ การนับ

จ านวนโคโลนี ของเชื้อ  H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ 

 

ตารางท่ี 6 แสดงค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้จากการทดสอบ Adhesion ที่เวลา 

24 ชั่วโมง 

 

การทดสอบ เซลล์ AGS (RFU) 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 

(RFU) 

AGS + flaA 

mutated H. 

pylori (RFU) 

AGS + fliD 

mutated H. 

pylori (RFU) 

ครั้งที ่1 
347 5,261 4,255 5,842 

369 5,294 4,279 5,703 

ครั้งที ่2 
358 4,903 4,149 5,322 

346 4,460 3,911 5,222 

ครั้งที ่3 
325 4,424 4,076 4,862 

347 4,671 4,089 4,890 

ครั้งที ่4 
358 4,479 3,591 5,120 

312 4,612 3,668 5,056 
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ตารางท่ี 7 แสดงค่าเฉลี่ยความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้จากการทดสอบ Adhesion ที่เวลา 

48 ชั่วโมง 

 

การทดสอบ เซลล์ AGS (RFU) 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 

(RFU) 

AGS + flaA 

mutated H. 

pylori (RFU) 

AGS + fliD 

mutated H. 

pylori (RFU) 

ครั้งที ่1 
375 5,753 4,564 6,100 

361 5,355 4,246 6,279 

ครั้งที ่2 
324 5,789 4,364 6,364 

378 5,729 4,643 6,454 

ครั้งที ่3 
359 5,751 4,752 6,376 

324 5,762 4,549 6,290 

ครั้งที ่4 
374 5,754 4,315 6,171 

389 5,536 4,570 6,353 
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ตารางที่ 8 แสดงจ านวนโคโลนีของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ที่นับได้จากการทดสอบ 

Adhesion ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 

การทดสอบ 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 (x 105 

CFU) 

AGS + flaA 

mutated H. pylori 

(x 105 CFU) 

AGS + fliD mutated 

H. pylori (x 105 

CFU) 

ครั้งที ่1 
5.5 4.1 6.2 

5.3 4.4 5.9 

ครั้งที ่2 
6.7 4.8 6.9 

6.1 4.5 7.4 

 

ตารางท่ี 9 แสดงจ านวนโคโลนีของเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ที่นับได้จากการทดสอบ 

Adhesion ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

 

การทดสอบ 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 (x 105 

CFU) 

AGS + flaA 

mutated H. pylori 

(x 105 CFU) 

AGS + fliD mutated 

H. pylori (x 105 

CFU) 

ครั้งที ่1 
5.8 4.7 6.8 

5.6 4.9 6.2 

ครั้งที ่2 
6.5 4.4 7.1 

6.9 4.8 7.3 
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7.4 ผลการทดสอบการตายของเซลล์ AGS ที่ติดเชื้อ H. pylori ทั้ง 3 สายพันธุ์ ด้วยการย้อมสี 

AnnexinV/PI และวัดสัญญาณด้วย flow cytometry 

 
ตารางท่ี 10 แสดงร้อยละของประชากรเซลล์แยกตามจตุภาคจากการทดสอบการตายของเซลล์ 
AGS ด้วย flow cytometry ที่เวลาเพาะเลี้ยงร่วม 24 ชั่วโมง 
 

ตัวอย่างทดสอบ จตุภาค 1 

(UL,Q1) 

จตุภาค 2 

(UR,Q2) 

จตุภาค 3 

(LL,Q3) 

จตุภาค 4 

(LR,Q4) 

เซลล์ AGS 

2.76 1.43 95.27 0.54 

2.95 1.48 95.00 0.57 

2.31 1.52 95.53 0.64 

2.45 1.32 95.69 0.54 

2.54 1.44 95.38 0.64 

2.34 1.56 95.68 0.42 

AGS + 200 

µMol H2O2 

11.41 8.20 55.96 24.43 

11.61 8.11 53.06 27.22 

10.48 7.04 65.28 17.20 

10.64 6.88 65.96 16.52 

10.11 6.31 64.62 18.96 

10.02 6.71 66.08 17.19 
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ตัวอย่างทดสอบ จตุภาค 1 

(UL,Q1) 

จตุภาค 2 

(UR,Q2) 

จตุภาค 3 (LL,Q3) จตุภาค 4 (LR,Q4) 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 

8.42 1.39 88.22 1.97 

8.21 1.43 88.48 1.88 

7.54 1.24 89.95 1.27 

7.71 1.23 89.67 1.39 

6.87 1.14 90.51 1.48 

7.02 1.11 90.43 1.44 

AGS + flaA 

mutated H. 

pylori 

8.04 1.37 88.60 1.99 

9.14 1.41 87.52 1.93 

6.47 0.54 91.70 1.29 

6.98 0.58 91.13 1.31 

6.55 0.88 91.15 1.42 

7.29 0.72 90.53 1.46 

AGS + fliD 

mutated H. 

pylori 

9.11 1.64 87.37 1.88 

9.03 1.56 87.36 2.05 

8.11 1.47 89.00 1.42 

8.22 1.62 88.58 1.58 

7.51 1.11 90.23 1.15 

7.66 1.19 90.08 1.07 
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ตารางท่ี 11 แสดงร้อยละของประชากรเซลล์แยกตามจตุภาคจากการทดสอบการตายของเซลล์ 
AGS ด้วย flow cytometry ที่เวลาเพาะเลี้ยงร่วม 48 ชั่วโมง 
 

ตัวอย่างทดสอบ จตุภาค 1 

(UL,Q1) 

จตุภาค 2 

(UR,Q2) 

จตุภาค 3 

(LL,Q3) 

จตุภาค 4 

(LR,Q4) 

เซลล์ AGS 

3.62 1.97 93.74 0.67 

3.34 1.82 94.09 0.75 

2.87 1.11 95.77 0.25 

2.74 1.38 95.57 0.31 

3.11 1.68 94.92 0.29 

2.97 1.32 95.44 0.27 

AGS + 200 

µMol H2O2 

13.72 6.59 53.15 26.54 

13.64 5.78 56.40 24.18 

11.14 5.27 61.28 22.31 

12.65 5.42 61.98 19.95 

11.28 6.87 61.98 19.87 

10.24 5.49 64.26 20.01 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 

 

27.98 5.01 65.25 1.76 

29.41 5.37 63.54 1.68 

28.54 6.47 63.82 1.17 
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ตัวอย่างทดสอบ จตุภาค 1 

(UL,Q1) 

จตุภาค 2 

(UR,Q2) 

จตุภาค 3 

(LL,Q3) 

จตุภาค 4 

(LR,Q4) 

AGS + H. pylori 

ATCC 43504 

25.65 6.19 66.89 1.27 

22.39 5.41 70.87 1.33 

27.78 5.22 65.59 1.41 

AGS + flaA 

mutated H. 

pylori 

15.47 3.08 79.31 2.14 

16.51 3.27 77.70 2.52 

19.64 2.47 76.13 1.76 

18.29 2.22 77.54 1.95 

13.07 2.01 83.20 1.72 

14.41 2.19 81.75 1.65 

AGS + fliD 

mutated H. 

pylori 

28.14 6.84 63.68 1.31 

32.55 6.94 58.84 1.67 

24.84 5.88 57.81 1.47 

28.34 5.72 64.33 1.61 

25.67 5.44 67.58 1.31 

29.31 5.38 64.12 1.19 
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