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บทที ่4 

อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์เจา้บา้นขณะติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริม
ชนิดที่ 2 ดว้ยวิธีทางโปรติโอมิกส์ซ่ึงเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ระดบัการแสดงออกของโปรตีนที่เกิดข้ึนภายในเซลล์เจา้บา้น เพื่ออธิบายถึงกลไกการตอบสนอง
ของเซลล์เจา้บา้นที่ติดเช้ือไวรัส และเพื่อเขา้ใจและไดอ้งคค์วามรู้ใหม่เกี่ยวกบัชนิดของโปรตีนท่ี
ตอบสนองต่อภาวะการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะเร่ิมแรก  

การตรวจสอบการติดเช้ือของไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 (HSV-2G) บนเซลล์เจา้บ้าน Vero cell 
เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของอนุภาคไวรัสในการก่อโรคจากการเปล่ียนแปลงลกัษณะสัณฐานวิทยา
ของ Vero cell (CPE) ภายหลังการติดเช้ือไวรัสเป็นเวลาตั้ งแต่ 0 ถึง 24 ชั่วโมง โดยให้ระดับความ
รุนแรงของการเปล่ียนแปลงลกัษณะ CPE จากไม่มีการเปล่ียนแปลง (CPE 0+) ไปถึงมีการเปล่ียนแปลง
มากกว่าร้อยละ 90 ของ Vero cell ทั้งหมดในขวดเพาะเล้ียง (CPE 4+) พบว่าหลงัจากเซลล์เจา้บา้นติด
เช้ือไวรัสเป็นเวลา 12 ชั่วโมง จะพบการเปล่ียนแปลงลักษณะ CPE บน Vero cell แสดงระดับความ
รุนแรงท่ี CPE 1+ และเกิดการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาอย่างรวดเร็ว ภายใน 24 ชัว่โมง อนุภาคไวรัส
ก่อโรคเริมจะเขา้ท าลาย Vero cell ทั้งหมด ซ่ึงแสดงระดบัความรุนแรงท่ี CPE 4+ จากการศึกษาดงักล่าว
พบว่าไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ท่ีเลือกมาทดลองมีประสิทธิภาพในการก่อโรคบนเซลล์เจา้บา้น Vero 
cell โดยมีปริมาณไวรัสเท่ากบั 41×10-7 PFU/ml หลงัตรวจวดัดว้ยวธีิ plaque titration assay 

ในขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างโปรตีนถือเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัในการศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนดว้ยวิธีโปรติโอมิกส์ เพื่อให้ไดโ้ปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์เจา้บา้น Vero cell ท่ีตอ้งการศึกษา 
จึงเลือกวธีิการสกดัโปรตีนโดยตรงดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (lysis buffer) เน่ืองจากมีขั้นตอนการสกดั
โปรตีนไม่ยุง่ยาก ไม่มีรุนแรง และมีความเหมาะสมต่อตวัอยา่งเซลล์เพาะเล้ียง (Görg, 2004) อยา่งไรก็
ตามสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีใช้สกัดโปรตีนจากตัวอย่างเซลล์เพาะเล้ียงมีหลากหลายชนิด และมี
องค์ประกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกนั ในงานวิจยัน้ีจึงเลือกเปรียบเทียบการสกดัโปรตีนจาก Vero cell ท่ี
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ติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ทั้งหมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ สารละลายบฟัเฟอร์ 
CHAPS-Urea-Thiourea  สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40  และสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea 
ซ่ึงมีความแตกต่างขององค์ประกอบของสารดีเทอร์เจน (CHAPS และ NP-40) และสารแปลงสภาพ 
(urea และ thiourea) เป็นหลกั เม่ือน าสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิดไปใช้ในการสกดัโปรตีน พบว่า
สารละลายบฟัเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea ให้ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีสกดัไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 2.85 
µg/µl เม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายบฟัเฟอร์อ่ืนๆ เพื่อวิเคราะห์ความแตกต่างของรูปแบบโปรตีนท่ี
สกดัไดจ้ากสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิด จึงน าโปรตีนไปแยกตามน ้ าหนกัโมเลกุลบนโซเดียมโดเด
ซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส พบวา่โปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 
ชนิด แสดงแถบโปรตีนท่ีมีรูปแบบคลา้ยคลึงกนัในช่วงน ้ าหนกัโมเลกุลระหวา่ง 10-170 kDa (รูปท่ี 3.3) 
เม่ือน าโปรตีนมาวิเคราะห์ต่อดว้ยวิธีการแยกโปรตีนแบบสองมิติ ท าให้เห็นความแตกต่างของรูปแบบ
โปรตีนท่ีชัดเจนยิ่งข้ึน (รูปท่ี 3.4) พบว่าโปรตีนท่ีสกดัด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 แสดงจ านวนจุด
โปรตีนบนภาพเจลนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 159 จุด เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 
CHAPS-Urea-Thiourea ท่ีมีจ  านวน 682 จุด และ NP-40-Urea-Thiourea ท่ีมีจ  านวน 600 จุด และเพื่อ
วเิคราะห์ความแม่นย  าของผลการทดลองซ ้ า จึงน าค่า %Vol ของจุดโปรตีนบนภาพเจลท่ีไดจ้ากการสกดั
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละชนิดมาเขียนกราฟการกระจาย ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง %Vol ของ
กลุ่มจุดโปรตีนจากการทดลอง 2 ซ ้ า (รูปท่ี 3.6) จากกราฟพบวา่โปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์
ทั้ง 3 ชนิด แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เขา้ใกล ้1 โดยโปรตีนท่ีสกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ NP-40 
แสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ต ่าท่ีสุด (Corr = 0.864) เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีสกดัจากสารละลาย
บัฟเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea (Corr = 0.909) และ NP-40-Urea-Thiourea (Corr = 0.990) ตามล าดับ 
ท าให้ทราบว่าโปรตีนท่ีสกัดได้จากสารละลายบฟัเฟอร์ทั้งสามชนิดมีความแม่นย  าของการให้ผลการ
ทดลองซ ้ า และความน่าเช่ือถือสูง  

จากผลการทดลองขา้งตน้จึงเลือกใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea เป็นสารละลาย
บฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับการสกดัโปรตีน เพื่อใชว้ิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายใน
เซลล์เจา้บ้าน ภายหลังจากการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เน่ืองจากมีคุณสมบติัละลายโปรตีน
ภายในเซลล์ไดสู้ง โดยสามารถแสดงจ านวนจุดโปรตีนบนเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ สูงท่ีสุด ทั้งน้ีใน
การวเิคราะห์โปรตีนดว้ยวิธีโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมดเ์จล อิเล็กโทรโฟรีซีส และการแยก
โปรตีนแบบแบบสองมิติจะท าภายใตส้ภาวะเสียสภาพของโปรตีน ดงันั้นการใส่สารแปลงสภาพจ าพวก 
chaotropic agent เช่น urea และ thiourea ท่ีมีความเขม้ขน้เหมาะสมในสารละลายบฟัเฟอร์จึงช่วยเพิ่ม
ความสามารถในการละลายโปรตีนได้ดียิ่งข้ึน เน่ืองจาก urea และ thiourea จะเข้าท าลายพันธะ
ไฮโดรเจนภายในสายพอลิเพปไทด์ของโปรตีนเหล่านั้นให้อยู่ในรูปโครงสร้างล าดบัท่ีหน่ึง และช่วย
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ละลายส่วนของโปรตีนท่ีไม่ชอบน ้ าให้ละลายไดใ้นสารละลาย (Musante et al.,1998; Rabilloud, 1998) 
นอกจากนั้นการเติมสารดีเทอร์เจนชนิดท่ีมีทั้งประจุบวกและประจุลบ (zwitterionic detergent) หรือดี
เทอร์เจนชนิดไร้ประจุ (nonionic detergent) ภายในสารละลายบฟัเฟอร์มีส่วนช่วยเพิ่มความสามารถใน
การละลายโปรตีน เน่ืองจากมีคุณสมบติัแอมฟิฟาติก (amphiphatic) สามารถเขา้ไปแทรกตวัเพื่อลดแรง
พนัธะไฮโดรฟอบิก ท่ีจบักนัระหว่างโมเลกุลโปรตีนกบัเยื่อหุ้มเซลล์ เพื่อละลายโมเลกุลของโปรตีน
และช่วยป้องกนัการจบักนัระหวา่งโปรตีนเน่ืองจากสภาพความมีขัว่ต ่า โดยทัว่ไปดีเทอร์เจนท่ีนิยมใช้
ในการสกดัโปรตีนจะเป็นดีเทอร์เจนชนิดไร้ประจุเช่น NP-40 และ Triton X-100 (O'Farrell, 1975) แต่
ต่อมาพบว่าดีเทอร์เจนชนิดท่ีมีทั้งประจุบวกและประจุลบเช่น CHAPS ท่ีความเขม้ขน้ระหว่าง 2-4% 
(w/v) สามารถละลายโปรตีนไดห้ลากหลายและมีประสิทธิภาพในการละลายโปรตีนมากกวา่ดีเทอร์เจน
ชนิดไร้ประจุ (Perdew et al., 1983) ดงันั้นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีองค์ประกอบของ urea thiourea และ 
CHAPS จึงมีประสิทธิภาพในการสกดัโปรตีนจากตวัอยา่งเซลล์ และช่วยให้โปรตีนท่ีไดแ้สดงรูปแบบ
โปรตีนท่ีชดัเจน และมีความละเอียดสูงบนเจลแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ 

ปัจจยัส าคญัในการเพาะเล้ียงเซลล์ในห้องปฏิบัติการคือ อาหารเพาะเล้ียงเซลล์ โดยต้องมี
คุณสมบติัในการรักษาระดบั pH และ ออสโมลาริตี (osmolarity) ท่ีจ  าเป็นต่อการมีชีวิตรอดของเซลล ์
รวมถึงสารอาหารและพลงังานท่ีจ าเป็นต่อเซลล์ เช่น น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว วิตามิน กรดอะมิโนจ าเป็น 
กรดไขมนั เปปไทด์ และโปรตีน อาหารท่ีใช้เพาะเล้ียงเซลล์มกัมีการเติมซีรัม (serum) ท่ีไดจ้ากการ
แข็งตวัของเลือดสัตวล์งไปเพิ่มเติม เน่ืองจากซีรัมมีองค์ประกอบของสารชีวโมเลกุลท่ีมีคุณสมบติั
ส่งเสริมการเจริญเติบโตและแบ่งตัวของเซลล์ เช่น ฮอร์โมน โกรทแฟคเตอร์ (growth factor) และ
โปรตีน นอกจากนั้นยงัเป็นสารให้ความหนืดป้องกันอนัตรายกับเซลล์ สารยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์โปรติเอส และบฟัเฟอร์ ท่ีช่วยรักษาสภาพแวดลอ้มให้เหมาะสมกบัการเจริญเติบโต (Davis, 
1994) เพื่อหาชนิดซีรัมท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเซลล์เจา้บา้น Vero cell และเช้ือไวรัสก่อโรคเริม
ชนิดท่ี 2 ในงานวจิยัน้ีจึงเลือกเปรียบเทียบซีรัมทั้งหมด 3 ชนิด ส าหรับใชเ้ตรียมอาหารเพาะเล้ียงเซลล ์
ประกอบด้วย Iron supplemented calf serum  Bovine calf serum และ Fetal bovine serum โดย Fetal 
bovine serum เป็นซีรัมท่ีน ามาจากตวัอ่อนในทอ้งแม่ววั ซ่ึงนิยมใช้กนัอย่างแพร่หลาย ส่วน Bovine 
calf serum และ Iron supplemented calf serum เป็นซีรีมท่ีไดจ้ากลูกววัอายุตั้งแต่ 2 สัปดาห์ ถึง 12 เดือน 
โดย Iron supplemented calf serum จะมีการเติมธาตุเหล็กและโปรตีนทรานสเฟอริน (transferrin) 
เพิ่มเติมเพื่อช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์ (กลัยาณี และ นวลอนงค์, 2550; Oberly et al., 1990) เม่ือ
น าอาหารท่ีเตรียมจากซีรัมทั้ง 3 ชนิด มาเพาะเล้ียง Vero cell เปรียบเทียบกนั พบว่าภายหลงัการเล้ียง
เซลล์เป็นเวลา 29 ชั่วโมง Vero cell ท่ี เล้ียงด้วย Fetal Bovine Serum จะเพิ่มจ านวนเซลล์จนเต็มผิว
ภาชนะทั้งหมด ขณะท่ี Vero cell ท่ีเล้ียงใน Iron Supplemented Calf Serum และ Bovine Calf Serum ซ่ึง
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ต้องใช้เวลาในการเพาะเล้ียงเซลล์นานถึง 36 ชั่วโมง จึงจะเต็มผิวภาชนะ โดย Vero cell ในอาหาร
เพาะเล้ียงจากซีรัมทั้ง 3 ชนิด แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาคลา้ยคลึงกนั เซลล์มีลกัษณะเป็นรูปกระสวย 
ท่ียึดติดกนัเป็นกลุ่มและเรียงตวัเป็นระนาบบนพื้นภาชนะ (รูปท่ี 3.7) ซ่ึงแสดงถึงการเจริญเติบโตปกติ
และมีสุขภาพดีของ Vero cell จากนั้นเพื่อศึกษาผลของชนิดของซีรัมท่ีใช้เพาะเล้ียง Vero cell ต่อการ
เพิ่มจ านวนอนุภาคไวรัสก่อโรคเร่ิมชนิดท่ี 2 จึงท า plaque titration assay โดยเติมไวรัสลงบน Vero cell 
ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเพาะเล้ียงจากซีรัมทั้ง 3 ชนิด พบวา่สามารถสังเกตลกัษณะของพลาคเป็นวงกลมขนาด
ใหญ่ได้ด้วยตาเปล่าใน Vero cell ท่ี เล้ียงด้วย Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum ซ่ึงเป็น
ลกัษณะจ าเพาะของการก่อโรคของไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 แต่พลาคท่ีปรากฏบน Vero cell ท่ีเล้ียงดว้ย 
Iron Supplemented Calf Serum มีลกัษณะเป็นวงกลมขนาดเล็ก ขอบเขตไม่ชดัเจน คลา้ยคลึงกบัพลาคท่ี
เกิดจากการก่อโรคดว้ยไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 ซ่ึงมีระดบัความรุนแรงท่ีต ่ากวา่ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 
2 (รูปท่ี 3.8) จากผลการทดลองจึงสรุปได้ว่า Iron Supplemented Calf Serum ไม่เหมาะสมส าหรับใช้
เพาะเล้ียงไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ทั้งน้ีอาจเป็นผลจากธาตุเหล็กท่ีมีปริมาณสูงเป็นองค์ประกอบใน
ซีรัม มีส่วนช่วยในการยบัย ั้งการก่อโรคของไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 โดยมีรายงานวา่ผูท่ี้ติดเช้ือไวรัส
ก่อโรคเริมทั้งชนิดท่ี 1 และ 2 สามารถกลบัมาแสดงอาการของโรคซ ้ าไดแ้ตกต่างกนั ตั้งแต่รุนแรงจนถึง
ไม่แสดงอาการของโรค โดยผูติ้ดเช้ือท่ีมีแผลของโรคเริมปรากฏจะแสดงระดบัของโปรตีนเฟอร์ริติน 
(ferritin) ต ่ากว่าผูติ้ดเช้ือท่ีไม่แสดงอาการของโรค ซ่ึงโปรตีนเฟอร์ริตินเป็นแหล่งเก็บสะสมของธาตุ
เหล็กประมาณร้อยละ 27-30 ของร่างกาย ดงันั้นกลไกการยบัย ั้งการก่อโรคของไวรัสก่อโรคเริมจึงมี
ความสัมพนัธ์กบัระดบัของธาตุเหล็กในร่างกาย (Lamey and Biagioni, 1995) โดยพบว่าไวรัสก่อโรค
เริมใช้เอนไซม์ไรโบนิวคลีโอไทด์รีดกัเทส (ribonucleotide reductase) ส าหรับใช้ในการสังเคราะห์นิ
วคลีโอไทด์ โดยใช้ไอออนธาตุเหล็กเป็นโคแฟคเตอร์ (cofactor) ในการเร่งปฏิกริยาของเอมไซม ์
ในขณะท่ีระบบภูมิคุม้กนัภายในเซลล์ (ที-ลิมโฟไซท์ และ บี-ลิมโฟไซท์) ก็สามารถเขา้จบักบัไอออน
ของธาตุเหล็ก เพื่อเขา้ต่อสู่กบัเช้ือไวรัสไดเ้ช่นกนั (Gennero et al., 2010) ดงันั้นหากมีปริมาณของธาตุ
เหล็กเพียงพอ ก็จะช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัภายในเซลลใ์หส้ามารถยบัย ั้งเช้ือไวรัสก่อโรคเริมได ้ 

จากผลการทดลองขา้งตน้ยงัไม่อาจให้ข้อสรุปได้ว่าซีรัมชนิดใดระหว่าง Bovine Calf 
Serum และFetal Bovine Serum เป็นซีรัมท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเซลล์เจา้บา้น Vero cell และเช้ือ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เพื่อศึกษาผลของซีรัมท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลล์ต่อการแสดงออกรูปแบบโปรตีน
ทั้งหมดในเซลล์เจา้บา้น และพิจารณาเลือกชนิดของซีรัมท่ีเหมาะสมส าหรับใช้เพาะเล้ียงเซลล์ จึงน า
ตัวอย่างเซลล์ท่ี เพาะเล้ียงด้วย Bovine Calf Serum และ Fetal Bovine Serum มาสกัดโปรตีนและ
วเิคราะห์รูปแบบโปรตีนดว้ยวิธีการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ พบวา่โปรตีนจากตวัอยา่งเซลลท่ี์เพาะเล้ียง
ดว้ย Fetal Bovine Serum แสดงจ านวนจุดโปรตีนบนภาพเจลเท่ากบั 682 จุด (รูปท่ี 3.9) ซ่ึงมากกว่า
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จ านวนจุดโปรตีนจากเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงใน Bovine Calf Serum (406 จุด) จากผลการทดลองขา้งตน้จึง
สรุปไดว้า่อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเตรียมจาก Fetal Bovine Serum เหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชเ้พาะเล้ียงเซลล์
เจา้บ้าน Vero cell และเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เน่ืองจาก Vero cell ท่ีเพาะเล้ียงแสดงลักษณะ
สัณฐานวทิยาท่ีมีการเจริญปกติ อตัราการเจริญเติบโตเหมาะสม โดยไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 สามารถ
เจริญภายในเซลล์และเกิดเป็นลกัษณะของพลาคได้ชดัเจน เม่ือน าตวัอย่างเซลล์ไปสกดัโปรตีนและ
วเิคราะห์ดว้ยวธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ สามารถแสดงจ านวนจุดโปรตีนสูง และมีรูปแบบโปรตีน
ท่ีชดัเจน ดงันั้นในการทดลองวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเ์จา้บา้น ภายหลงั
จากการติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 จึงเลือกใช ้Fetal Bovine Serum ในการเตรียมอาหารเพาะเล้ียง 

เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์เจา้บ้าน ท่ีตอบสนองต่อการติดเช้ือ
ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในระยะแรกเร่ิม จึงท าการวิเคราะห์โปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อ
โรคเริมชนิดท่ี 2 เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบั Vero cell ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือไวรัส ดว้ยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซลัเฟต-โพลิอะคริลาไมดเ์จล อิเล็กโทรโฟรีซีส (รูปท่ี 3.10) และวธีิการแยกโปรตีนแบบ 2 มิติ (รูปท่ี 
3.11) พบวา่โปรตีนจาก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 และ Vero cell ท่ีไม่ไดรั้บเช้ือส่วน
ใหญ่มีการแสดงออกของโปรตีนอยู่ในช่วง pI 4 ถึง 8 และช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 14.4 ถึง 97.0 kDa 
โดยไม่พบความแตกต่างของรูปแบบโปรตีน เม่ือวิเคราะห์จุดโปรตีนท่ีมีระดับการแสดงออกของ
โปรตีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัด้วยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum software version 5.0 
พบวา่มีโปรตีนทั้งหมด 39 จุด ภายในเซลล์เจา้บา้นท่ีมีการแสดงออกเพื่อตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัส
ก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 โดยแบ่งออกเป็นจุดโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกเพิ่มข้ึนจ านวน 14 จุด และ
ระดบัการแสดงออกลดลงจ านวน 25 จุด ซ่ึงมีค่า pI อยูใ่นช่วงระหวา่ง 4.44-7.24 และน ้ าหนกัโมเลกุลอยู่
ในช่วงระหว่าง 15.3-98.5 (ตารางท่ี 3.3) จากนั้นได้เลือกจุดโปรตีนทั้งหมด 26 จุด ไปวิเคราะห์ดว้ยวิธี
แมสสเปกโตรเมทรีเพื่อระบุชนิดและหนา้ท่ีของโปรตีน เม่ือน าค่า peptide mass fingerprint (PMF) ท่ีได้
ไปสืบค้นในฐานข้อมูลของ NCBI และ Swissprot ด้วยโปรแกรม MASCOT แล้วพิจารณาเลือกจุด
โปรตีนจากค่า MASCOT score  ค่าร้อยละของล าดบักรดอะมิโนท่ีตรงกบักรดอะมิโนในฐานข้อมูล 
และความใกลเ้คียงของค่า pI และน ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูลและการทดลอง พบวา่
สามารถระบุชนิดโปรตีนไดท้ั้งหมด 8 จุด จากทั้งหมด 26 จุด (ตารางท่ี 3.5) โดยเป็นจุดโปรตีนท่ีมีการ
แสดงเพิ่มข้ึนจ านวน 4 จุด ไดแ้ก่ แอลฟาอีโนเลส (alpha enolase)  ไวเมนติน (vimentin)  มาเลตดีไฮโดรจีเนส 
(malate dehydrogenase) และ ยบิูควิติน ไทโอเอสเทอเรส แอล 1 (Ubiquitin thioesterase L1) และเป็นจุด
โปรตีนท่ีมีการแสดงลดลงจ านวน4 จุด ได้แก่ เรติคูโลคอลบิน-1 (reticulocalbin-1)  แอนเนอซิน เอ4 
(annexin A4)  14-3-3 เบต้า/แอลฟาโปรตีน (14-3-3 protein beta/alpha) และ ฟอสโฟกลูโคโนแลคโทเนส 
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(6-phosphogluconolactonase) ซ่ึงเป็นโปรตีนของเซลล์เจา้บา้นท่ีมีการแสดงออกทั้งหมด โดยมีรายละเอียด
ดงัต่อไปน้ี 

1) แอลฟาอีโนเลส (alpha enolase) เป็นโปรตีนท่ีมีระดับการแสดงออกเพิ่มข้ึน ซ่ึงมีค่า pI 
เท่ากบั 6.69 และน ้ าหนกัโมเลกุล 47.43 kDa เป็นโปรตีนท่ีพบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิด Callithrix 
jacchus โดยโปรตีนท่ีวิเคราะห์ได้ดงักล่าวเป็นหน่วยย่อยของอีนอลเลส (enolase) หรือเรียกอีกช่ือว่า
ฟอสโฟไพรูเวตไฮเดรเตส (phosphopyruvate hydratase) ซ่ึงจัดอยู่ในประเภทเมแทลโลเอนไซม ์
(metalloenzyme) ท่ีตอ้งอาศยัการจบัของแมกนีเซียมไอออนเพื่อใช้เร่งปฎิกิริยาทางชีวภาพ โดยแอลฟา
อีโนเลสจะเร่งปฎิกิริยาดึงน ้ าออกจากโมเลกุลของ 2-ฟอสโฟกลีเซอเรต (2-phosphoglycerate) เพื่อ
เปล่ียนไปเป็นฟอสโฟอีนอลไพรูเวต (phosphoenolpyruvate) ในวิถีไกลโคลิซีส (glycolysis pathway) 
ซ่ึงเป็นหน่ึงในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ ท่ีมีความส าคญั ในขณะเดียวกันแอลฟาอีโนเลสยงั
สามารถเร่งปฎิกิริยายอ้นกลบัเพื่อรักษาระบบน ้ าตาลกลูโคส หรือเก็บสะสมไกลโคเจนไวเ้ป็นแหล่ง
พลงังานภายในเซลล์ โดยพบวา่อีนอลเลสมีการแสดงออกอยูใ่นทุกส่วนของเน้ือเยื่อท่ีเกิดกระบวนการ
หายใจ หากขาดแอลฟาอีนอลเลสจะส่งผลโดยตรงต่อการเจริญเติบโต และการทนต่อสภาวะขาด
ออกซิเจนของเซลล์ (Kang et al., 2008; Sugahara et al.,1992) ซ่ึงนอกจากน้ีแอลฟาอีนอลเลสท าหน้าท่ี
คลา้ยรีเซปเตอร์ และตวักระตุน้บนผิวของเซลล์หลายชนิด ไดแ้ก่ เซลล์เม็ดเลือดขาว (leukocyte) เซลล์
เยื่อบุผิว และเซลล์บุผนังหลอดเลือด (endothelial cell) โดยพบว่าแอลฟาอีนอลเลสท่ีผิวของเซลล์
สามารถเหน่ียวน าการเขา้จบัของแอนติบอดี หรือแมแ้ต่พลาสมิโนเจน (plasminogen) ซ่ึงเป็นกลไกท่ีใช้
ตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมของร่างกาย ในกรณีเม่ือเน้ือเยือ่ไดรั้บการบาดเจบ็ (Seweryn et al., 2007) 

2) ไวเมนติน (vimentin) เป็นโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกเพิ่มข้ึน มีค่า pI เท่ากบั 5.06 และ
น ้ าหนกัโมเลกุล 53.68 kDa พบในมนุษย ์(Homo sapiens) โดยโปรตีนดงักล่าวเป็นโปรตีนเส้นใยขนาด
กลาง (intermediate filament protein) ระหว่างไมโครทูบูลและไมโครฟิลาเมนท์ ท าหน้าท่ีเป็นโครงร่าง
ของเซลล์ (cytoskeleton) เพื่อเพิ่มความแข็งแรงให้กบัเยื่อหุ้มเซลล์ รวมทั้งยึดเหน่ียวออร์กาเนลล์ชนิด
ต่างๆ ไดแ้ก่ นิวเคลียส เอ็นโดพลาสมิกเรติคิวลมั และไมโทคอนเดรีย ให้อยูใ่นต าแหน่งท่ีเหมาะสม ท า
ให้เซลล์คงรูปร่างอยูไ่ด ้นอกจากนั้นมีความส าคญัมากในเซลล์สัตวท่ี์ไม่มีผนงัเซลล์ และยงัมีบทบาท
เป็นโปรตีนส่ือสารระหวา่งเซลล ์(Challa and Stefanovic, 2011) 

3) มาเลตดีไฮโดรจีเนส (malate dehydrogenase) เป็นโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกเพิ่มข้ึน มี
ค่า pI เท่ากบั 8.03 และน ้าหนกัโมเลกุล 40.38 kDa พบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิด Macaca mulatta โดย
ท าหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ให้อิเล็กตรอนแก่ NAD+ เพื่อเปล่ียนเป็น NADH ในวฏัจกัรเครปส์ ซ่ึงวฏัจกัรน้ี
ประกอบดว้ยปฏิกิริยาหลายขั้นตอนดว้ยกนั แต่ละขั้นตอนอาศยัการเร่งของเอนไซมท่ี์จ าเพาะส าหรับแต่

http://en.wikipedia.org/wiki/2-phosphoglycerate
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoenolpyruvate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seweryn%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18033204
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9544
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ละปฏิกิริยา แอซิติลโคเอ (Acetyl-CoA) ท่ีเขา้สู่วฏัจกัรเครปส์จะรวมกบัออกซาโลแอซิเตตเกิดเป็นซิเตรต
และท าปฏิกิริยาต่อไปอีก 8 ขั้นตอน จนได้ออกซาโลแอซิเตตกลบัคืนมา สารท่ีเขา้ท าปฏิกิริยาทุกตวั
รวมทั้งผลิตผลของปฏิกิริยาทุกตวัในวฏัจกัรเครปส์ล้วนเป็นกรดด้วยกันทั้งนั้ น ปฏิกิริยาส่วนใหญ่
ของวฏัจกัรเครปส์เป็นปฏิกิริยารีดอกซ์ท าให้ไดส้ารพลงังานสูง NADH และ FADH2ออกมา ซ่ึงจะถูก
น าไปใช้ในการสร้าง ATP โดยวิธีออกซิเดทีฟฟอสโฟริเลชันต่อไป วฏัจกัรเครปส์เองสามารถสร้าง 
ATP โดยวธีิฟอสโฟริเลชนัระดบัซบัสเตรตไดเ้ช่นเดียวกบัวถีิไกลโคลิซีส (Minárik et al.,2002) 

4) ยูบิควิติน ไทโอเอสเทอเรส (Ubiquitin thioesterase) เป็นโปรตีนท่ีมีระดับการแสดงออก
เพิ่มข้ึน มีค่า pI เท่ากบั 5.32 และน ้ าหนกัโมเลกุล 25.08 kDa พบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิด (Macaca 
fascicularis)โดยท าหน้าท่ี เป็นเอนไซม์ไฮโดรเลส (hydrolase)ในการเข้าตัดโมเลกุลยูบิควิติน 
(ubiquitin) ท่ีต าแหน่งปลาย C (C terminal) เพื่อแยกโปรตีนออกจากยูบิควิติน ดงันั้นจึงมีหน้าท่ีส าคญั
ในการควบคุมระดบัของโปรตีน โดยการป้องกนัการยอ่ยสลายโปรตีน ผ่านวิถีโปรติโอโซมยูบิควิติน 
ubiquitin proteosome pathway (Mevissen et al., 2013) 

5) เรติคูโลคอลบิน-1 (reticulocalbin-1) เป็นโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกลดลง มีค่า pI เท่ากบั 
4.86 และน ้ าหนักโมเลกุล 38.87 kDa พบในมนุษย ์(Homo sapiens) โดยโปรตีนดงักล่าวเป็นโปรตีนท่ี
จบักบัแคลเซียมไอออน (calcium binding proteins) เพื่อท าหนา้ท่ีควบคุมระดบัแคลเซียมไอออนภายใน
รูเมนของเอน็โดพลาสมิกเรติคิวลมั (Ozawa, 1995) 

6) แอนเนอซิน เอ4 (annexin A4) จุดโปรตีนจุดท่ี 17 (spot ID 2183) เป็นโปรตีนท่ีมีระดบัการ
แสดงออกลดลง มีค่า pI เท่ากบั 5.84 และน ้ าหนกัโมเลกุล 36.26 kDa พบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิด 
Pan troglodytes และเป็นโปรตีนประเภทฟอสโฟลิพิดท่ีเช่ือมต่อกับโปรตีน (phospholipid binding 
proteins) ซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งกบัการขนส่งสารผ่านเอกโซไซโทซิส (exocytosis) และวิถีเอนโดไซโทซิส 
(endocytosis pathways) โดยการช่วยหลอมรวมชั้นเยื่อหุม้เซลล ์(Satoh et al., 1997) 

7) 14-3-3 เบตา้/แอลฟาโปรตีน (14-3-3 protein beta/alpha) เป็นโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออก
ลดลง มีค่า pI เท่ากบั 4.76 และน ้าหนกัโมเลกุล 28.18 kDa พบในมนุษย ์(Homo sapiens) โดยโปรตีนท า
หน้าท่ีในการส่งสัญญาณ (signaling protein) และจะมีการแสดงออกของโปรตีนน้ีในเซลล์ยูคาริโอต 
โดยสามารถเข้าจับกับโมเลกุลส่งสัญญาณอ่ืนๆ ได้หลายชนิด ได้แก่ kinases phosphatases และ 
transmembrane receptors (Jang et al., 2009) 

8) 6-ฟอสโฟกลูโคโนแลคโทเนส (6-phosphogluconolactonase) เป็นโปรตีนท่ีมีระดับการ
แสดงออกลดลง มีค่า pI เท่ากบั 5.32 และน ้ าหนกัโมเลกุล 25.08 kDa พบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิด 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9606
http://en.wikipedia.org/wiki/Kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatase
http://en.wikipedia.org/wiki/Transmembrane_receptor
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Macaca mulatta เป็นเอนไซมใ์นวิถีเพนโตสฟอสเฟต pentose phosphate pathway ท าหนา้ที่เปล่ียน 
6-ฟอสโฟกลูโคโนแลคโทน (6-phosphogluconolactone) ไปเป็น 6-ฟอสโฟกลูโคโนเนท (6-phospho 
gluconate) (Collard et al., 1999) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=9544
http://en.wikipedia.org/wiki/Pentose_phosphate_pathway
http://en.wikipedia.org/wiki/6-phosphogluconolactone
http://en.wikipedia.org/wiki/6-phosphogluconolactone
http://en.wikipedia.org/wiki/6-phosphogluconolactone

