
Executive Summary 
 

1. หลกัการและเหตุผล 

สถานส่งเสรมิการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล เป็นหน่วยงานสนับสนุนและ

ส่งเสรมิการวจิยั และดาํเนินการวจิยัเองเพื่อใหส้ถานส่งเสรมิการวจิยัเป็นหน่วยงานวจิยัดา้นวทิยาศาสตรก์ารแพทยช์ัน้

เลศิเทยีบเท่าระดบัสากล โดยมพีนัธกจิในการพฒันาบุคลากรของคณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาลใหม้คีวามรูแ้ละ

ทกัษะการทาํวจิยั โดยใหก้ารสนับสนุนและส่งเสรมิการวจิยัของบคุลากรทัง้ภายในและภายนอกคณะฯ ตลอดจนการนํา

ผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ ในปัจจุบนัสถานส่งเสรมิการวจิยัมโีครงการวจิยัทีด่าํเนินการอยู่เป็นจาํนวนมาก แต่ยงัมี

อุปสรรคในเรื่องงบประมาณสนับสนุนการดาํเนินการวจิยัทางดา้นบคุลากร วสัดุสารเคม ีและค่าใชส้อยอื่นๆ ซึง่มงีบ

ค่อนขา้งจาํกดัไม่สอดคลอ้งกบัจาํนวนโครงการวจิยัทีกํ่าลงัดาํเนินการอยู่ ทาํใหป้รมิาณและคุณภาพของผลงานวจิยัยงั

ไม่มปีระสทิธภิาพสงูสุด รวมทัง้ยงัเป็นปัจจยัหลกัทีเ่ป็นอุปสรรคทีส่าํคญัตอ่การกา้วไปสู่การเป็น Center of Excellence 

ไดใ้นอนาคต ดงันัน้เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัการพฒันาศกัยภาพการวจิยัเชงิวชิาการดา้นวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยขีอง

ประเทศ สถานส่งเสรมิการวจิยัจงึขอสมคัรรบัทุนพฒันาศกัยภาพการวจิยัเชงิสถาบนัดา้นวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี

ของสาํนักงานกองทุนสนับสนุนการวจิยั (สกว.) โดยทีค่ณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาลจะร่วมสนับสนุนดว้ย

งบประมาณเท่ากบังบประมาณสนับสนุนจาก สกว. เพื่อพฒันางานวจิยัของสถานส่งเสรมิการวจิยั ภายใตค้ณะ

แพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล ใหม้ปีระสทิธภิาพสงูสุด 

 

2. วตัถปุระสงค ์

เพื่อเพิม่ศกัยภาพการทาํวจิยัของสถานส่งเสรมิการวจิยั ภายใตค้ณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล

มหาวทิยาลยัมหดิล ทัง้ในเชงิปรมิาณ (โดยดจูากจาํนวนผลงานตพีมิพท์ัง้หมดต่อปีทีเ่พิม่ขึน้) และเชงิคุณภาพ (โดยดู

จากการม ีImpact Factor รวมตอ่ปี, Impact Factor เฉลีย่ต่อเรื่อง, รอ้ยละของผลงานทีอ่ยูใ่น Q1/Q2 และ citations per 

publication ทีเ่พิม่ขึน้) เพื่อก่อใหเ้กดิการพฒันารวมถงึการยกระดบังานวจิยัพรอ้มทัง้มกีารผลกัดนัเพื่อจดัตัง้ให้

หน่วยงานภายใตส้ถานส่งเสรมิการวจิยัเป็น Center of Excellence ภายในคณะฯ ไดใ้นอนาคต 

 

3. ระเบียบวิธีวิจยั 

3.1 Molecular Medicine Research 

3.1.1 ศกึษาปัจจยัทางพนัธุกรรมและยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเกดิโรคไตในครอบครวัคนไทย ดว้ยเทคนิค 

exome sequencing และศกึษาบทบาทการทาํหน้าทีข่องยนีดงักล่าวต่อกลไกการเกดิโรคน่ิวไต ดว้ย

เทคนิคทางดา้นเซลลแ์ละอณูชวีวทิยา 

3.1.2 ศกึษาพนัธุกรรมและยนีทีเ่กีย่วขอ้งในผูป่้วยทีเ่ป็น Maturity Onset Diabetes of the Young 

(MODY) ดว้ยเทคนิค exome sequencing พรอ้มทัง้ศกึษาบทบาทการทาํหน้าทีข่องยนีดงักล่าวต่อ

กลไกการเกดิโรคเบาหวานชนิดที ่2 

3.1.3 พฒันาเทคนิควธิกีารสรา้งเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด ท ีลมิโฟซยัต ์(T lymphocyte) ซึง่มตีวัรบัแบบ

ลูกผสม (Chimeric Antigen Receptor T cells; CAR-T cells) ใหม้คีวามสามารถในการจดจาํและ

ทาํลายเซลลม์ะเรง็ไดอ้ย่างจาํเพาะ โดยจะใชเ้ซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวและมะเรง็ท่อน้ําดเีป็นตน้แบบ

ในการพฒันา และจะขยายเทคนิคดงักล่าวในโรคมะเรง็ชนิดอื่นๆดว้ย เช่น มะเรง็ตบั มะเรง็เตา้นม 

มะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนัก เป็นตน้ 

3.2  Medical Proteomics Research 

3.2.1 ศกึษาภาพรวมของโปรตนีทีม่กีารเปลีย่นแปลงในสภาวะต่างๆของโรค เช่น โรคน่ิวไต โรคผงัผดืใน

ไต และโรคอื่นๆ โดยการใชเ้ทคนิคทางดา้นโปรตโีอมกิส ์เพื่อนําไปสู่การคน้พบตวับง่ชีโ้รค  

(biomarkers) ทีด่ไีด ้



3.2.2 ศกึษาการทาํงานของโปรตนีทีม่กีารเปลีย่นแปลงในสภาวะต่างๆ ของโรค ซึง่จะนําไปสู่การคน้พบ 

กลไกและปัจจยัสาํคญัทีเ่ป็นสาเหตุทาํใหเ้กดิโรค ทัง้น้ียงัสามารถนําความรูค้วามเขา้ใจทีไ่ดจ้าก

งานวจิยัไปพฒันาแนวทางการรกัษาและป้องกนัโรคทีม่ปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึน้ในอนาคต 

 

3.3  Dengue Hemorrhagic Fever Research 

3.3.1 การคน้หาบรเิวณของโปรตนี capsid ทีส่าํคญัทีสุ่ดต่อการสรา้งอนุภาคของเชือ้ไวรสัเดง็กีช่นิดทีต่ดิ 

 เชือ้ได ้

3.3.2 ศกึษาคุณสมบตัแิละการตอบสนองของเซลลต์บัทีพ่ฒันามาจากการกระตุน้สเตม็เซลลใ์หเ้กดิ  

Differentiation เป็นเซลลต์บัมนุษย ์(hepatocyte-like cells, HLC) ต่อการตดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่เพือ่ใช ้

เป็นโมเดลสาํหรบัการศกึษากลไกการก่อโรคของไวรสัเดง็กีใ่นหลอดทดลอง 

3.3.3 ศกึษาหาโปรตนีของมนุษยท์ีส่ามารถเกดิปฏสิมัพนัธร์ะหว่างไวรสัเดง็กี ่และทาํใหไ้วรสัเดง็กีส่ามารถ 

เพิม่จาํนวนในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ได ้เพื่อเป็นแนวทางในการหายาตา้นไวรสั พรอ้มทัง้ทดสอบฤทธิข์องยา 

ตา้นไวรสัทีม่กีารใชอ้ยู่แลว้ในคนไขโ้รคอื่นๆ 

 

3.4  Malarial Research 

3.4.1 ศกึษาผลของพลาสม่าหรอืซรีัม่ของผูป่้วยทีม่ตี่อการตดิเชือ้มาลาเรยีของเมด็เลอืดแดง และศกึษาผล

ของสารน้ํา (supernatant และ microparticles) และสารประกอบโปรตนีชนิดต่างๆ ในพลาสม่าหรอื

ซรีัม่ของผูป่้วย ทีม่อีทิธพิลต่อการตดิเชือ้มาลาเรยีในหลอดทดลอง  

 

3.5  Stem Cell Research 

3.5.1 สรา้ง induced pluripotent stem cells (iPSCs) จากเซลลผ์วิหนังของคนปกต ิและพฒันาให้

กลายเป็น T lymphocytes สาํหรบัศกึษาความเป็นไปไดข้องการสรา้ง iPSCs จากเซลลผ์วิหนังของ

ผูป่้วยโรคตดิเชือ้ หรอืโรคมะเรง็ 

  

3.6  Bioinformatics and Data Management for Research 

3.6.1 สรา้งการทาํงานแบบสายท่อ (pipeline) ทีเ่หมาะสมสาํหรบัการวเิคราะหข์อ้มลูลําดบัเบสจาํนวนมาก

ทีไ่ดจ้ากเทคโนโลย ีการหาลําดบัเบสแบบใหม่ (next-generation sequencing) โดยในแผนงานทีว่าง

เอาไวม้ทีัง้หมดสาม pipelines สาํหรบัการวเิคราะหข์อ้มลูลําดบัเบสระดบั exome genome และ 

mitochondrial genome 

3.6.2 เพิม่ขดีความสามารถในการประมวลผลและปฏบิตังิานของระบบชวีสารสนเทศ และนํามาใชร่้วมกบั 

pipeline ทีส่รา้งขึน้เพื่อประโยชน์ในการวเิคราะหข์อ้มลู โดยเฉพาะขอ้มลูจากโครงการต่างๆ  

ในองคก์ร ทีไ่ดม้กีารหาลําดบัเบสไวแ้ลว้แต่ยงัขาดผูว้เิคราะหข์อ้มลู 

3.6.3 เผยแพร่ความรูแ้ละ pipeline ทีไ่ดสู้่กลุ่มวจิยัต่างๆ ทีม่ขีอ้มลูลําดบัเบสจาํนวนมากอยู่แลว้หรอื

วางแผนทีจ่ะทาํการหาลําดบัเบสในอนาคต ทัง้ภายในและภายนอกองคก์ร  

4. ผลการดาํเนินงาน 

- แต่ละโครงการย่อยสามารถทาํตามแผนงานเป้าหมายไดส้าํเรจ็ 

5. ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะได้รบั 

5.1  สามารถเพิม่ศกัยภาพการทาํวจิยัของสถานส่งเสรมิการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล 

มหาวทิยาลยัมหดิล ใหส้งูขึน้ทัง้ในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพของงานวจิยั ใหม้รีะดบัทดัเทยีมกบันานาชาต ิ

ดงัรายละเอยีดทีช่ีแ้จงในเป้าหมาย (ขอ้ 6) 

5.2  ก่อใหเ้กดิความร่วมมอืในการทาํวจิยัของหน่วยงานต่างๆ ทัง้ปรคีลนิิกและคลนิิก ภายในคณะฯ ทีย่ ัง่ยนืต่อไป 



5.3  สามารถพฒันานักวจิยัและบุคลากรใหม้ศีกัยภาพเพิม่มากขึน้ เพื่อส่งเสรมิใหเ้กดิ Center of Excellence 

ภายในคณะฯ 

5.4  ผลทีไ่ดจ้ะเป็นกลไกหน่ึงทีส่นับสนุนให ้Ranking ในระดบันานาชาตขิองสถานส่งเสรมิการวจิยั คณะ

แพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล และมหาวทิยาลยัมหดิล ดขีึน้ 

 

6. ผลงานตีพิมพเ์ป็นบทความในวารสารวิชาการนานาชาติท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล Web of Sciences (ISI)  

 

6.1 เชิงปริมาณ 

6.1.1  มจีาํนวนผลงานตพีมิพท์ัง้หมดตอ่ปีเพิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558 (เฉลีย่ 47.33 เรื่อง/ปี) 

  ปี 2559  เพิม่เป็น   86  เรื่อง/ปี  

ปี 2560  เพิม่เป็น   75  เรื่อง/ปี 

ปี 2561  เพิม่เป็น   70  เรื่อง/ปี 

รวม 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 231  เรื่อง/สามปี 

(หรอื) 6.1.2  มจีาํนวนผลงานตพีมิพต์่อจาํนวนอาจารยเ์พิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558 (เฉลีย่ 2.06 เรื่อง/คน/ปี) 

  ปี 2559  เพิม่เป็น   3.58  เรื่อง/คน/ปี 

ปี 2560  เพิม่เป็น   2.88  เรื่อง/คน/ปี 

ปี 2561  เพิม่เป็น   2.69  เรื่อง/คน/ปี 

เฉลีย่ 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 3.05  เรื่อง/คน/ปี 

(หรอื) 6.1.3  มจีาํนวนผลงานตพีมิพต์่อจาํนวนอาจารยแ์ละนักวจิยัเพิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558  

(เฉลีย่ 1.48 เรื่อง/คน/ปี) 

  ปี 2559  เพิม่เป็น   2.39  เรื่อง/คน/ปี  

ปี 2560  เพิม่เป็น   2.03  เรื่อง/คน/ปี 

ปี 2561  เพิม่เป็น   1.80  เรื่อง/คน/ปี 

เฉลีย่ 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 2.07 เรื่อง/คน/ปี  

 (และ) 6.2 เชิงคณุภาพ 

6.2.1  ม ีImpact Factor รวมต่อปีเพิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558 (เฉลีย่ 162.58 ต่อปี) 

ปี 2559  เพิม่เป็น   378.17 ต่อปี 

ปี 2560  เพิม่เป็น   358.55   ต่อปี 

ปี 2561  เพิม่เป็น   274.64   ต่อปี  

รวม 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 1,011.36  ต่อสามปี 

(หรอื) 6.2.2 ม ีImpact Factor เฉลีย่ต่อเรื่องเพิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558 (เฉลีย่ 3.43 ต่อเรื่อง)  

ปี 2559  เพิม่เป็น   4.39  ต่อเรื่อง  

ปี 2560  เพิม่เป็น   4.78  ต่อเรื่อง 

ปี 2561  เพิม่เป็น   3.92  ต่อเรื่อง 

เฉลีย่ 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 4.36 ต่อเรื่อง 

(หรอื) 6.2.3 มผีลงานทีอ่ยูใ่น Q1/Q2 เพิม่ขึน้จากปี 2556 – 2558 (เฉลีย่ 78% ของผลงานในแต่ละปี)   

ปี 2559  เพิม่เป็น   86.0 % ของผลงานในแต่ละปี 

ปี 2560  เพิม่เป็น   66.7 % ของผลงานในแต่ละปี 

ปี 2561  เพิม่เป็น   74.3 % ของผลงานในแต่ละปี  

เฉลีย่ 3 ปี (2559 – 2561) เพิม่เป็น 76.2 % ของผลงานทัง้สามปี 



7.  สรปุจาํนวนบุคลากร (อาจารยแ์ละนักวิจยั) และจาํนวนผลงานตีพิมพเ์ป็นบทความในวารสารวิชาการ

นานาชาติท่ีอยูใ่นฐานข้อมลู Web of Sciences (ISI) ท่ีทาํได้จริงเปรียบเทียบกบัท่ีคาดการณ์ไว้ ดงัตาราง

ด้านล่าง 

  

2559 2560 2561 ค่าเฉลีย่

ก่อน

ไดร้บั

ทุน 

ค่าเฉลีย่

หลงั

ไดร้บั

ทุน 
คาดการณ์ 

ทาํได้

จรงิ 
คาดการณ์ 

ทาํได้

จรงิ 
คาดการณ์ 

ทาํได้

จรงิ 

จาํนวนผลงานตพีมิพ ์ 52 86 56 75 58 70 47 77 

จาํนวนอาจารยแ์ละ

นักวจิยั 
34 36 34 37 34 39 31.67 37.33 

จาํนวนผลงานใน 

Q1+Q2 
41 74 46 50 49 52 37 58.67 

จาํนวนผลงานใน Q1-

4 
52 86 56 75 58 70 47.33 77 

(จาํนวนผลงานใน 

Q1+Q2)/จาํนวน

บุคลากร 

1.21 2.06 1.35 1.35 1.44 1.33 1.17 1.58 

(จาํนวนผลงานใน 

Q1+Q2)/ 
0.79 0.86 0.82 0.67 0.84 0.74 0.78 0.76 

(จาํนวนผลงานใน Q1-

4) 

ทัง้ขอ้มลูจาํนวนผลงาน และสดัส่วนผลงานทีค่าดควรเพิม่ขึน้อยา่งน้อย 10% เทยีบกบัก่อนรบัทนุ 

8. ภาควิชา/สาขาวิชาท่ีเสนอให้มีการทาํ Benchmarking 

- สามารถผลติผลงานวจิยัไดด้กีวา่เมื่อเปรยีบเทยีบกบั Department of Microbiology and Immunology, 

National Cheng Kung University, Taiwan ทัง้ทางดา้นปรมิาณและคุณภาพ 

  



สรปุผลการดาํเนินการ 

Molecular Medicine Research 

1. โครงการวิจยัภมิูคุ้มกนับาํบดัโรคมะเรง็ 

1.1. การใช้เอม็-อารเ์อน็เพื่อกระตุ้นเซลลภ์มิูคุ้มกนัในการกาํจดัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อใช้เอ็ม-อาร์เอ็นทีส่กดัจากเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดเีพาะเลี้ยงกระตุ้นเซลล์เดนไดตรกิ และทดสอบการ

พฒันาสู่ภาวะเตบิโตเตม็วยัของเซลลเ์ดนไดตรกิ 

2. เพื่อใช้เซลล์เดนไดตรกิที่ได้กระตุ้นเซลล์ลมิโฟไซต์ให้จดจําแอนติเจนของเซลล์มะเร็ง และทดสอบ

ความสามารถในการกําจดัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดขีองเซลลล์มิโฟไซต ์

วิธีดาํเนินการ 

คณะผูว้จิยัไดนํ้าเอน็-อารเ์อน็เอทีส่กดัจากเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดเีพาะเลีย้ง จาํนวน 3 ชนิด คอื KKU-100, 

KKU-M055 และ KKU-M213 มาใส่ในเซลล์เดนไดตรกิ โดยใช้เอ็ม-อาร์เอ็นเอจากเซลล์เพาะเลี้ยงหน่ึงชนิด 

หรอืรวมกันสองชนิดหรอืสามชนิด และทดสอบการพัฒนาสู่ภาวะเติบโตเต็มวยัของเซลล์เดนไดตรกิด้วย

เทคนิคโฟซยัโตเมตร ีและนําเซลลเ์ดน็ไดตรกิดงักล่าวไปกระตุน้ใหเ้ซลลล์มิโฟไซต ์เพื่อใหจ้ดจาํแอนตเิจนของ

เซลล์มะเรง็ และทดสอบความสามารถในการกําจดัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดขีองเซลลล์มิโฟไซต์ทีถู่กกระตุ้นดว้ยวธิี

ตรวจการตายแบบอะโพพโตซิส ผลการศึกษาพบว่าการใช้เอ็ม-อาร์เอ็นเอจากเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงที่

หลากหลายน้ี ไม่ส่งผลกระทบต่อการเจรญิสู่ภาวะเติบโตเต็มวยัของเซลล์เดนไดตรกิ และยงัสามารถเพิ่ม

ประสทิธภิาพของเซลล์ลมิโฟไซต์ให้กําจดัเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-M213 ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพมาก

ขึ้นถึงประมาณสองเท่า เมื่อเทียบกับการใช้เอ็ม-อาร์เอ็นเอจากเซลล์เพาะเลี้ยงเพียงชนิดเดียวเพื่อเป็น

แอนตเิจน การศกึษาน้ีสรุปไดว้่าการเพิม่ความหลากหลายของแอนตเิจนสามารถกระตุน้เซลลภ์ูมคุิม้กนัในการ

จดจาํและกําจดัเซลลม์ะเรง็ไดม้ปีระสทิธภิาพมากขึน้  

ผลการดาํเนินงาน 

1. สามารถกระตุน้และทดสอบการพฒันาสู่ภาวะเตบิโตเตม็วยัของเซลลเ์ดนไดตรกิ 

2. สามารถทดสอบความสามารถในการกําจดัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดขีองเซลลล์มิโฟไซต ์

1.2. การเพ่ิมความสามารถของเซลล์ภูมิคุ้มกนัในการกําจดัเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี โดยการยบัยัง้ตัวรบั

สญัญาณของอินเตอรลิ์วคิน-เทน และทีจีเอฟ-เบต้า 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่ อ คัด เลือก โป รตีน เป้ าห มาย เพื่ อ นํ าม าสร้าง  สร้าง  tricistronic lentivrus vector คือ  LV-

Smart/(Tumor associated antigen) 

2. เพื่อผลติเซลลภ์ูมคิุม้กนัอจัฉรยิะ (Smart DCs) 

3. เพื่อทดสอบคุณสมบตัขิองเซลลภ์ูมคุิม้กนัอจัฉรยิะ 

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วจิยัได้ทําการปรบัปรุงการทํางานของเซลล์เดนดรติิกให้มีประสทิธภิาพดขีึ้น โดยการยบัยัง้

ตวัรบัทีจ่าํเพาะของอนิเตอร์ลวิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบต้า บนผวิเซลล์เดนดรติกิ และทดสอบประสทิธภิาพการ

ทาํงานของเซลล์ลมิโฟไซต ์ชนิดไซโตทอ็กซกิท-ีเซลล ์ในการฆา่เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดหีลงัจากกระตุน้ดว้ยเซลล์

เดนดรติกิทีถู่กยบัยัง้ตวัรบัดงักล่าวบนผวิเซลล์ ผู้วจิยัศกึษาผลของการยบัยัง้การทํางานของอินเตอร์ลวิคนิ-

เทน และทจีเีอฟ-เบตา้ ดว้ยแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะ โดยทดสอบกบัเซลลเ์ดนดรติกิทีผ่ลติในหอ้งปฏบิตักิาร โดย

การใชร้คีอมบเินนทไ์ซโตไคน์ (จเีอม็-ซเีอสเอฟ และอนิเตอรล์วิคนิ-โฟร)์ เพื่อกระตุ้นเซลลโ์มโนไซตข์องมนุษย์

ให้เจรญิเป็นเซลล์เดนดรติกิ จากผลการศกึษาพบว่า เซลล์เดนดรติกิของมนุษย์ มกีารแสดงออกของตวัรบัที่

จาํเพาะต่ออนิเตอร์ลวิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบตา้ ทัง้ในระดบัเอม็-อารเ์อน็เอและโปรตนีบนผวิเซลล ์นอกจากน้ี 



ยังสามารถตรวจพบโปรตีนอินเตอร์ลิวคิน-เทน และทีจีเอฟ-เบต้า ในน้ําเลี้ยงของเซลล์เดนดริติกและ

เซลล์มะเรง็ท่อน้ําดี ตามลําดบั เมื่อยบัยัง้ตวัรบัที่จําเพาะของอินเตอร์ลิวคนิ-เทน และทีจเีอฟ-เบต้า บนผิว

เซลล์เดนดรติิก พบว่าสามารถเพิ่มระดบัไซโตไคน์ อินเตอร์เฟอรอน-แกมม่า จากเซลล์ที-ลมิโฟไซต์ และ

กระตุ้นความสามารถของเซลล์ลมิโฟไซต์ชนิดไซโตทอ็กซกิท-ีเซลล์ ในการฆ่าเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดไีดเ้พิม่ขึ้น

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า การยับยัง้ตัวรับจําเพาะต่อไซโตไคน์เหล่าน้ี สามารถเพิ่ม

ประสทิธภิาพการตอบสนองของระบบภูมคุิม้กนัในการฆ่าเซลล์มะเรง็ได้ นอกจากน้ีผู้วจิยัยงัผลติเซลล์เดนด

รติกิจากเซลล์โมโนไซต์ ดว้ยวธิกีารทําทรานดกัชนัดว้ยเลนตไิวรสัทีม่ยีนีจเีอม็-ซเีอสเอฟ และอนิเตอรล์วิคนิ-

โฟร์ ซึ่งจําเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์เดนดริติก เพื่อลดภาระค่าใช้จ่ายในการผลิตเซลล์เดนดริติก 

หลงัจากนัน้ จงึยบัยัง้การส่งสญัญาณผ่านตวัรบัจําเพาะต่อไซโตไคน์อินเตอร์ลวิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบต้า 

ดว้ยการทําทรานดกัชนัดว้ยเลนตไิวรสัทีม่เีอสแอช-อาร์เอนเอ ซึง่จะทาํลายเอม็-อารเ์อน็เอของตวัรบัทีจ่าํเพาะ

ต่อไซโตไคน์ทัง้สองดงักล่าว ผลการศกึษาพบว่าเซลล์เดนดรติิกที่ผลติด้วยเลนตไิวรสั มกีารแสดงออกของ

โมเลกุลทีจ่าํเป็นต่อการกระตุน้เซลลล์มิโฟไซต ์เช่นเดยีวกบัเซลลเ์ดนดรติกิทีเ่จรญิมาจากการใชร้คีอมบแินนท์

ไซโตไคน์ นอกจากน้ียงัพบว่า การยบัยัง้ตวัรบัที่จําเพาะต่อไซโตไคน์อินเตอร์ลวิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบต้า 

ดว้ยเอสแอช-อารเ์อนเอทีจ่าํเพาะในเซลลเ์ดนดรติกิทีเ่ตรยีมดว้ยวธิน้ีี สามารถกระตุน้เซลลท์-ีลมิโฟไซตใ์หห้ลัง่

ไซโตไคน์อนิเตอรเ์ฟอรอน-แกมม่าไดเ้พิม่ขึน้ และเพิม่ประสทิธภิาพของเซลล์ลมิโฟไซต์ชนิดไซโตทอ็กซกิท-ี

เซลล์ ในการฆ่าเซลล์มะเร็งท่อน้ําดีได้ดีขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ ดังนัน้การยับยัง้ตัวรบัจําเพาะต่อไซโตไคน์

อนิเตอรล์วิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบตา้ ในเซลล์เดนดรติกิ จะช่วยเพิม่การทํางานของเซลลเ์ดนดรติกิ จงึแนะนํา

เพื่อใหใ้ชใ้นการเตรยีมเซลลท์-ีลมิโฟไซต ์สาํหรบัการรกัษาดว้ยวธิภีูมคุิม้กนับําบดัดว้ยการใหท้-ีเซลล ์

ผลการดาํเนินงาน 

1. สามารถคดัเลอืกโปรตนีเป้าหมายคอืโปรตีน อินเตอร์ลวิคนิ-เทน และทจีเีอฟ-เบต้า  และนํามาสรา้ง 

tricistronic lentivrus vector  

2. สามารถเพิม่ประสทิธภิาพเซลล์ภูมคุิม้กนัอจัฉรยิะได ้โดยการยบัยัง้ตวัรบัสญัญาณของอนิเตอร์ลวิคนิ-

เทน และทจีเีอฟ-เบตา้ 

1.3. การผลิตเซลลภ์มิูคุ้มกนัเดน็ไดรติคท่ีสามารถโปรแกรมตวัเอง (เซลลเ์ดน็ไดรติคอจัฉริยะ) เพื่อต้าน

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

วตัถปุระสงค ์

1. คัดเลือกโปรตีนเป้าหมายเพื่ อนํามาสร้าง tricistronic lentivrus vector คือ LV-Smart/(Tumor 

associated antigen) 

2. ผลติเซลลภ์ูมคิุม้กนัอจัฉรยิะ (Smart DCs) 

3. ทดสอบคุณสมบตัขิองเซลลภ์ูมคุิม้กนัอจัฉรยิะ 

4. เพื่อทดสอบประสทิธภิาพของ effector T cell ที่กระตุ้นจากเซลล์ภูมิคุ้มกันอจัฉริยะในการทําลาย

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ีเมื่อมกีารนํามาใชร่้วมกบัเคมยีาบําบดั gemcitabine 

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วจิยัได้พฒันาวธิกีารรกัษาแบบทางเลือกเพื่อเพิ่มประสทิธภิาพทางการรกัษานอกเหนือจากการ

รกัษาด้วยวิธีมาตรฐาน โดยได้เลือกโปรตีน Protein kinase A regulatory subunit 1 alpha (PRKAR1A) ซึ่งเป็น

โปรตนีทีม่บีทบาทสําคญัในการควบคุมการเกดิและการเจรญิของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําด ีและมกีารแสดงออกในระดบัที่

สูงในเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดมีาใชเ้ป็นโปรตนีเป้าหมาย (target antigen) สําหรบัเซลล์ภูมคุิม้กนับําบดัชนิดเดน็ไดรติค 

การศกึษาน้ีมจีงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อผลติเซลล์เดน็ไดรตคิจากเซลลโ์มโนไซต์ (monocyte-derived dendritic cell) โดย

มีโปรตีน PRKAR1A1 เป็นโปรตีนเป้าหมาย การผลิตเซลล์เด็นไดรติคนัน้ใช้วิธีการส่งถ่ายยีนที่ควบคุมการ

แสดงออกของโปรตีนที่สําคญั ได้แก่ granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), interleukin-

4 (IL-4) ทาํหน้าทีค่วบคุมการพฒันาการจากเซลลโ์มโนไซต์ใหเ้ป็นเดน็ไดรตคิ และ PRKAR1A ทําหน้าทีเ่ป็นแหล่ง



โปรตีนเป้าหมายเพื่อให้เซลล์เด็นไดรติคใช้ในการนําเสนอ (antigen presenting) เพื่อนํามาใช้ในการกระตุ้นระบบ

ภูมกิันให้มกีารจดจําและทําลายเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดีอย่างจําเพาะ โดยเรยีกเซลล์ที่ผลติน้ีว่า Smart-PR-DCs การ

จากศกึษาลกัษณะทางภูมิคุ้มกนัวทิยา (immunophenotype) ของ Smart-PR-DCs มปีระสทิธภิาพดีเทยีบเท่ากับ

เซลล์ที่ผลิตด้วยวิธีมาตรฐาน (conventional DCs) เมื่อนํา Smart-PR-DCs ไปกระตุ้น effector cells และทดสอบ

ประสทิธใินการจดจําและทําลายเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี พบว่า effector cells ที่กระตุ้นแล้วมีประสทิธภิาพที่ดใีนการ

ทําลายเซลล์มะเรง็ท่อน้ําด ีKKU-213 ไดด้กีว่าเซลล์ทีถู่กกระตุ้นดว้ย conventional DCs อย่างมนัียสําคญัทางสถิต ิ

และพบว่าประสิทธิภาพน้ีมีความสัมพันธ์โดยตรงกับระดับปริมาณ PRKAR1A ในเซลล์ จึงสามารถสรุปได้ว่า 

Smart-PR-DCs ที่มีการนําเสนอ PRKAR1A antigen มีสกัยภาพในการกระตุ้น effector cells ในจดจําและทําลาย

เซลล์มะเร็งท่อน้ําดีอย่างจําเพาะ ซึ่งความรู้ที่ได้จากการศึกษาน้ีสามารถนําไปต่อยอดเพื่อพัฒนาการรักษา

โรคมะเรง็ท่อน้ําดแีบบทางเลอืกได ้

การศกึษาในหลอดทดลองโดยใช้ gemcitabine ร่วมกบั CTLs ในเซลล์ CCA (KKU-213) ที่ทนต่อ 

gemcitabine พบว่าเซลล์ KKU-213 พบว่า ที่  pretreated กับ 2 µM gemcitabine ถูกฆ่าโดย CTLs ได้

เพิม่ขึน้อย่างมนัียสาํคญัเมื่อเทยีบกบั CTLs เดีย่วๆ  

ผลการดาํเนินงาน 

1. สามารถคัดเลือกโปรตีนเป้าหมายคือโปรตีน PRKAR1A และนํามาสร้าง tricistronic lentivrus 

vector คอื LV-Smart/PR 

2. สามารถทดสอบความสามารถของ LV-Smart/(Tumor associated antigen) ในการสร้างโปรตีนที่

สาํคญัคอื GM-CSF, IL4 และโปรตนีเป้าหมาย ในเซลล์เพาะเลีย้ง (In vitro) ก่อนทีจ่ะนําไปสรา้งเป็น

ไวรสัเพื่อการใชง้านในการสรา้ง Smart-DC (Ex Vivo) 

3. สามารถนํา LV Smart/(Tumor associated antigen) มาเหน่ียวนําการสร้างเด็นไดรติคเซลล์จาก

เซลลโ์มโนไซตโ์ดยสามารถตรวจวดัโปรตนีผวิเพื่อบ่งชีพ้ฒันาการของเซลลภ์ูมกินัอจัฉรยิะ 

4. สามารถผลติและตรวจสอบความสามารถของเซลล์ภูมิกันอจัฉรยิะในการกระตุ้นและเพิ่มจํานวน 

cytotoxic T cell 

5. effector T cell มปีระสทิธภิาพดขีึน้ เมื่อมกีารใชร่้วมกบั gemcitabine 

2. โครงการวิจยัไวรสัไข้เลือดออก 

2.1. โครงการวิจยัการค้นหากลไกการทาํงานท่ีเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ยือ่บุหลอดเลือดจากปฏิกิริยาของ 

TNF-α และการติดเชื้อไวรสัเดงก่ี 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคน้หาชนิดของโปรตีนที่มกีารเปลี่ยนแปลงในเซลล์เยื่อบุหลอดเลอืดโดยเฉพาะผนังเซลล์ในขณะที่มี

การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ร่วมกับ TNF-α โดยใช้เทคนิค 1D polyacrylamide gel electrophoresis (1D-

PAGE) และ mass spectrometry  

2. เพื่อทดสอบเพื่อยนืยนัโปรตนีทีส่นใจ ทีม่กีารเปลยีนแปลงดว้ยเทคนิค Western blot 

3. เพื่อทดสอบ Localization ของโปรตนีทีส่นใจดว้ยเทคนิค Immunofluorescence assay 

4. เพื่อศกึษาผลของการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนของเซลล์เยื่อบุหลอดเลอืด ทีเ่กดิจากการตดิเชื้อไวรสัเดงกี่

และการเหน่ียวนําดว้ย TNF-α เกีย่วขอ้งกบักลไกการรัว่ไหลของหลอดเลอืด 

วิธีดาํเนินการ 

ไดท้ําการศกึษาโปรตนีทีเ่กดิการเปลีย่นแปลงโดยเฉพาะบรเิวณผนังเซลล์เยื่อบุหลอดเลอืดในขณะที่

มีการติดเชื้อไวรสัเดงกี่ร่วมกับ TNF-α โดยอาศัยเทคนิค 1D polyacrylamide gel electrophoresis (1D-

PAGE) และ mass spectrometry ทําการวเิคราะห์โปรตนีทีเ่ปลี่ยนแปลงโดยใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร์ เลอืก

โปรตนีทีส่นใจทีน่่าจะส่งผลต่อการเกดิพยาธสิภาพของเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืด (การรัว่ของสารน้ํา) โดยผลทีไ่ด้

จากเทคโนโลยดีงักล่าวนํามายนืยนัผลดว้ยเทคนิค Western blot พบว่าผลการทดลองสอดคลอ้งกนั วเิคราะห์



ตําแหน่งทีอ่ยู่ของโปรตนีทีส่นใจและตรวจหาการเปลีย่นแปลงทัง้ปรมิาณและคุณภาพของโปรตนีในเซลล ์และ

พบการเปลี่ยนแปลงของโปรตนีทีส่อดคล้องกบัการรัว่ไหลของสารน้ําในเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืดทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง

กีแ่ละกระตุน้ดว้ย TNF- α 

นอกจากน้ี ผลของการวเิคราะหเ์ซลลเ์ยื่อบุผนังหลอดเลอืดทีไ่ดร้บั TNF-α และมกีารตดิเชือ้ไวรสัเดง

กีร่่วมดว้ยโดยวธิ ีMass Spectrometry (MS) มโีปรตนีทีเ่ปลีย่นแปลง 451 ชนิด หน่ึงในนัน้คอืโปรตนี plectin 

ที่ ลดลง การแสดงออกถูกยืนยัน โดยการวิเคราะห์ แบบ  Western blot ในขณ ะที่ ก ารใช้ เทค นิค 

Immunofluorescence staining (IFA) เพื่อแสดง actin stress fiber rearrangement และมีการลดลงของ

โปรตีน VE-cadherin ในเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืดได้รบั TNF-α และมกีารติดเชื้อไวรสัเดงกี่ร่วมดว้ย การ

ทดสอบการซึมผ่านในหลอดทดลองคือการใช้เพื่อหาความต้านทานทางไฟฟ้าของเซลล์ transepithelial 

(TEER) ค่าTEER ที่ตํ่า มคีวามสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของ plectin และ VE-cadherin ที่ลดลง และ actin 

stress fiber rearrangement ในเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดที่ได้รบั DENV2 และ TNF-α สงัเกตผลลพัธ์ที่

คลา้ยกนัเมื่อใช ้siRNA knockdown plectin ในเซลลเ์ยื่อบุผนังหลอดเลอืด 

ผลการดาํเนินงาน 

1. ไดต้วัอย่างเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืดทีม่กีารตดิเชือ้ไวรสัเดงกี่ร่วมกบั TNF-α โดยไดต้รวจสอบปรมิาณเซลล์

เยื่อบุหลอดเลอืดที่มีการติดเชื้อไวรสัเดงกี่และการตรวจสอบการตายของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดโดยใช้

เทคนิค Flow Cytometry 

2. ไดท้ําการแยกผนังเซลล์ (membrane-associtated protein) จากตวัอย่างเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืดทีม่กีารตดิ

เชือ้ไวรสัเดงกีร่่วมกบั TNF-α 

3. ได้ทําชนิดของโปรตีน ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดโดยเฉพาะผนังเซลล์ในขณะที่มีการติดเชื้อไวรสัเดงกี่

ร่ วมกับ  TNF-α โดยใช้ เทคนิ ค 1D polyacrylamide gel electrophoresis (1D-PAGE) และ mass 

spectrometry  

4. ทําการวิเคราะห์และคัดเลือกโปรตีนที่มีการเปลียนแปลงด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ เพื่อพิจารณา

คดัเลอืกโปรตีนทีเ่มื่อเกดิการเปลี่ยนแปลงแล้ว น่าจะส่งผลต่อการเกดิพยาธสิภาพของเซลล์เยื่อบุหลอด

เลอืด (การรัว่ของสารน้ํา) 

5. ไดท้ําการทดสอบเพื่อยนืยนัโปรตนีทีส่นใจ ทีม่กีารเปลยีนแปลงดว้ยเทคนิค Western blotting โดยผลการ

ทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับผลจาก 1D polyacrylamide gel electrophoresis (1D-PAGE) และ 

mass spectrometry  

6. ไดท้าํการทดสอบ Localization ของโปรตนีทีส่นใจดว้ยเทคนิค Immunofluorescence assay 

7. ตรวจหาการรัว่ไหลของสารน้ําในเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืดทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกีแ่ละกระตุ้นดว้ย TNF-α 

8. ทราบถงึบทบาทของโปรตนี plectin ซึ่งเป็นหน่ึงในโปรตนีตวัเชื่อมโยงโครงร่างหลกั (major cytoskeleton 

linker protein) ที่สําคัญในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมีหน้าที่ในการรักษาโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ ช่วย

เสรมิสรา้งความสมบูรณ์ของหลอดเลอืด (vascular integrity) 

2.2. โครงการวิจยัการค้นหาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งต่อการสร้างไวรสัเดง็ก่ี 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคน้หาโปรตนีในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กทีีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งไวรสัเดง็กี ่

2. เพื่อคน้หาโปรตนีในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ีเ่กีย่วขอ้งกบัการเคลื่อนยา้ยโปรตนีของไวรสัเดง็กี ่

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วิจ ัยจึงได้ทําการลดการแสดงออกของยีนที่สร้าง Coat proteins (COPI และ COPII) และ 

SNAREs (STX 5 และ NSF) ดว้ยวธิ ีknocked down ดว้ย RNA interference ในเซลล์เพาะเลี้ยง Huh7 ทีต่ดิเชื้อ

ไวรสัเด็งกี่ พบว่า เซลล์ที่ลดการแสดงออกของยีนของ COPI และCOPII สามารถยับยัง้เพิ่มจํานวนของเชื้อ



ไวรสัเด็งกี่ได้ ในขณะที่เซลล์ที่ลดการแสดงออกของยีนของ STX 5 และ NSF ไม่มีผลต่อการยับยัง้การเพิ่ม

จํานวนของเชื้อไวรสัเด็งกี่เมื่อทําการศกึษาปรมิาณโปรตีนของเชื้อไวรสัเดง็กี่ ทัง้โปรตีน DENV C, prM, E และ 

NS1 พบว่าโปรตนีของไวรสัมกีารสรา้งลดลงอย่างมนัียสําคญัในเซลลท์ีล่ดการแสดงออกของยนี COPI นอกจากน้ี

ยงัพบว่า COPI ยงัมส่ีวนช่วยในการเพิม่จํานวนเชื้อไวรสัเดง็กีท่ ัง้ 4 serotype ในเซลล์เพาะเลี้ยง endothelial ซึ่ง

จากการศกึษาน้ี บ่งชี้ถึงความสําคญัของโปรตีน Coat proteins ที่มีส่วนช่วยในการเกิดการติดเชื้อเด็งกี่ภายใน

เซลล ์

ผลการดาํเนินงาน 

1. คน้พบโปรตนีทีจ่าํเป็นต่อการเคลื่อนยา้ยโปรตนีของไวรสัเดง็กี ่

2. คน้พบโปรตนีในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ีเ่กีย่วขอ้งกบัการเคลื่อนยา้ยโปรตนีของไวรสัเดง็กี ่

2.3. โครงการวิจยัพฒันาระบบค้นหายาต้านไวรสัเดงก่ีจากไลบราร่ีของยาท่ีผ่านการรบัรองแล้วจาก USFDA 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อพฒันาระบบการค้นหายาต้านไวรสัเดงกี่จากไลบรารี่ของยาทีผ่่านการรบัรองแล้วจาก US FDA และ

ทาํการทดสอบประสทิธภิาพของยาดงักล่าวทีม่ขีอ้บ่งชี้ในการใชใ้หม่ในการลดการสรา้งไวรสัเดงกีใ่นระบบ 

cell culture 

2. เพื่อพฒันาระบบการคน้หาและทดสอบประสทิธภิาพของยาต้านไวรสัจากไลบรารีข่องยาที่ผ่านการบัรอง

แลว้จาก US FDA ในหนูทดลองทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วจิยัสามารถพฒันาระบบการคน้หายาต้านไวรสัเดงกี่และทดสอบประสทิธภิาพของยาทีผ่่าน

การรบัรองแลว้ ซึ่งยามผีลในการลดการสรา้งไวรสัเดงกีท่ ัง้ในระบบ cell culture และสตัวท์ดลองทีต่ดิเชือ้ไวรสั

เดงกี่ทีนํ่ามาใชท้ดลองในห้องปฏิบตัิการ ซึ่งระยะต่อไปจะนํายาที่ได้คดัเลอืกไวเ้ขา้สู่ระบบที่ไดถู้กพฒันาขึ้น 

และจากการทดลองพบว่า N-acetyl cysteine (NAC) ช่วยลดการติดเชื้อไวรสัเด็งกีในเซลล์ HepG2 และ ลด

การบาดเจบ็ของตบัและการตายของเซลลต์บัในหนูทีต่ดิเชือ้ 

ผลการดาํเนินงาน 

1. สามารถพฒันาระบบการคน้หายาต้านไวรสัเดงกี่จากไลบรารีข่องยาที่ผ่านการรบัรองแล้วจาก US FDA 

และทําการทดสอบประสทิธภิาพของยาดงักล่าวทีม่ขีอ้บ่งชี้ในการใชใ้หม่ในการลดการสรา้งไวรสัเดงกี่ใน

ระบบ cell culture 

2. ได้พฒันาระบบการค้นหาและทดสอบประสทิธภิาพของยาต้านไวรสัจากไลบรารีข่องยาที่ผ่านการบัรอง

แลว้จาก US FDA ในหนูทดลองทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

3. ศกึษาบทบาทและกลไกของ N-acetyl cysteine (NAC) ในเซลล ์HepG2 ทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่

2.4. โครงการวิจยัการใช้เทคโนโลยีเอสไออารเ์อ็นเอในการยบัยัง้และศึกษากลไกกระบวนการตายโดยอะ

พอพโทซิสของเซลลต์บัท่ีติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ี 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคน้หายนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตายโดยอะพอพโทซสิโดยใชเ้ทคนิค apoptosis siRNA library screening 

2. เพื่อศกึษากลไกกระบวนการตายโดยอะพอพโทซสิในเซลลต์บัทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

วิธีดาํเนินการ 

คณะผูว้จิยัพบว่า การทาํงานของ caspase 3 ลดลงในเซลลท์ีต่ดิเชื้อไวรสั และขาดการแสดงออกของยนี 

sphingosine kinase 2 (SPHK2) บทบาทจําเพาะของ SPHK2 ในกระบวนการอะพอพโทซิสถูกยืนยนัด้วยการ

ทดลองแยกเส้น siRNA, หาประสิทธิภาพของการ knockdown และ การหาปริมาณไวรสั การทดลองด้วยวิธ ี

immunofluorescent assay แสดงให้เห็นถึงการแสดงออกที่มากขึ้น รวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงตําแหน่งของ

โปรตีน SPHK2 ในเซลล์ที่ติดเชื้อไวรสั สาร ABC294640 ซึ่งเป็นสารยบัยัง้ SPHK2 ถูกนํามาทดลองและพบว่า 

kinase activity ของ SPHK2 จําเป็นต่อการตายโดยอะพอพโทซิสของเซลล์ที่ติดเชื้อไวรสั นอกจากนัน้แล้วการ



ทดลองยังพบว่า SPHK2 มีบทบาทต่อกระบวนการตายโดยอะพอพโทซิสของเซลล์ที่ติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ทัง้สี ่

serotype  แต่บทบาทน้ีถูกจํากดัอยู่ในเฉพาะเซลลต์บัทีเ่ชื้อเท่านัน้ ผลการทดลองทัง้หมดบ่งบอกถงึบทบาทของ 

SPHK2 ต่อการตายโดยอะพอพโทซสิผา่น intrinsic pathway ของเซลลต์บัทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่

ผลการดาํเนินงาน 

1. พบว่าการทํางานของ caspase 3 ลดลงในเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัส และขาดการแสดงออกของยีน 

sphingosine kinase 2 (SPHK2) ซึง่มบีทบาทในกระบวนการอะพอพโทซสิ 

2. ไดท้าํการ knockdown ยนี SPHK2 ในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่และตดิตามผลกระทบทีม่ตี่อไวรสัเดงกี ่

2.5. โครงการวิจยั “การศึกษาปฏิสัมพันธ์ของโปรตีน NS1 ของไวรสัเดงก่ี กับโปรตีน chaperones ER-

resident’’ 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อทดสอบปฏสิมัพนัธข์อง Dengue virus (DENV) NS1 โปรตนีกบั chaperones ER-resident โปรตนี

ทีส่าํคญั 3 โปรตนี ไดแ้ก่ GRP78, Calnexin และ calreticulin ในเซลล ์Huh7 ทีต่ดิเชือ้ 

วิธีดาํเนินการ 

การทดสอบปฏสิมัพนัธข์องโปรตนีทีไ่ม่เป็นโครงสรา้ง 1 (NS1) ของเดง็กี่กบั host ER chaperones 

protein ทีส่ําคญั 3 ชนิด คอื GRP78, Calnexin และ Calreticulin ในเซลล์ตบัชนิด Huh7 ทีต่ดิเชือ้เดง็กี่ไวรสั 

โดยทดสอบความสมัพนัธด์ว้ยเทคนิค Immunofluorescence assay ดตูําแหน่งของโปรตนีทีอ่ยู่ดว้ยกนัภายใน

เซลล์ และเทคนิค Co-Immunoprecipitation เพื่อทดสอบการจบักนัของโปรตนีดว้ยแอนตบิอดจีาํเพาะ พบว่า 

GRP78 มคีวามสมัพนัธท์ีโ่ดดเด่นในการจบักบั Dengue NS1 protein จงึทําการศกึษาเพิม่เตมิเพื่อดูบทบาท

ของ GRP78 ทีม่ผีลต่อไวรสั โดยใช ้siRNA mediated transfection และระบบ DENV replicon transfection 

เพื่อไปยบัยัง้การแสดงออกของโปรตนี GRP78 พบว่าการลดลงของโปรตนี และยนีของ GRP78 ส่งผลทําให้

การสรา้ง NS1 production ภายในเซลล์และ NS1 secretion ที่ปล่อยออกนอกเซลล์ลดลงและสรา้งชา้ลง แต่

ไม่มผีลต่อการสรา้ง viral RNA replication คณะผู้วจิยัได้ทําการศกึษาตําแหน่งของ GRP78 ที่จบักับ NS1 

โดยแบ่งบรเิวณตาม domain ทีส่ําคญัของ GRP78 แล้วทดสอบดว้ยเทคนิค Co-Immunoprecipitation พบว่า

บรเิวณ full-length และ substrate binding domain (SBD) เท่านัน้ที่จบักบัส่วนของ NS1 ของ DENV ส่วน 

GRP78 บรเิวณ ATPase domain ไม่พบการจบักบั NS1 ทาํการศกึษาการจําลองระบบโดยวธิพีลศาสตร์ของ

โมเลกุล  (Molecular dynamics simulations) เพื่อยืนยันการจบักันของตําแหน่งของทัง้สองโปรตีน โดย

บริเวณที่  GRP78 binding site เกิดขึ้นบน β-roll domain and connector subdomains ของ NS1 จาก

การศกึษาความสมัพนัธ์ของโปรตนีทัง้สองตวัดงักล่าวน่าจะนําไปสู่การพฒันายาตา้นไวรสั โดยมเีป้าหมายใน

การยบัยัง้การทาํงานร่วมกนัของ GRP78 และ DENV NS1 ไดใ้นอนาคต 

ผลการดาํเนินงาน 

1. คน้พบการปฏสิมัพนัธ์กนัของโปรตนี NS1 ของ DENV กบัโปรตนี GRP78 ภายในเซลล์ทีม่กีารตดิเชื้อ

ไวรสั ซึ่งความสมัพนัธ์ของทัง้สองโปรตีนส่งผลต่อการสร้าง NS1 production ภายในเซลล์และ NS1 

secretion ทีป่ล่อยออกนอกเซลล์ลดลงและสรา้งไดช้า้ลง แต่ไม่มผีลในการสรา้ง viral RNA replication  

2. การจําลองระบบโดยวธิพีลศาสตรข์องโมเลกุลในการจบักนัของสองโปรตนีเพื่อทดสอบหาบรเิวณทีม่จีบั

กันอย่างจําเพาะ พบบริเวณที่มีการจับกันอย่างจําเพาะที่บริเวณ substrate binding domain ของ 

GRP78 และบรเิวณ β-roll domain และ connector subdomains ของ NS1 

2.6. โครงการวิจยั “การค้นหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสามารถยบัยัง้การติดเชื้อไวรสัเดงก่ี” 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคน้หาสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีส่ามารถยบัยัง้การตดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

2. เพื่อทดสอบประสทิธภิาพของสารออกฤทธิท์างชวีภาพในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

วิธีดาํเนินการ 



คณะผู้วิจยัได้เลอืกสารออกฤทธิท์างชีวภาพ α-mangostin (α -MG) ซึ่งเป็นสารที่สกดัเปลือกผล

มงัคุด (Garcinia mangostana Linn) และถูกนํามาใชใ้นการแพทย์ เพื่อมาทดสอบประสทิธภิาพในเซลล์ทีต่ดิ

เชื้อไวรสัเดงกี่ ผลการทดลองพบว่า α –MG สามารถยบัยัง้ทัง้การผลติเชื้อไวรสัเดงกี่ และการแสดงออกของ 

cytokine/ chemokine เมื่อทดสอบในมะเร็งเซลล์ตับ (HepG2) ซึ่ง α-MG สามารถยับยัง้ไวรัสได้ทัง้ 4 

serotypes อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ียังช่วยลด cytokine (IL-6 และ TNF-α) และ chemokine 

(RANTES, MIP-1βและ IP-10) อีกด้วย และจากการทดลองกับสารสกดัจากสีเสยีด พบว่าสามารถลดการ

เพิม่จาํนวนของไวรสัไดใ้นเซลล ์vero 

ผลการดาํเนินงาน 

1. คน้พบสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีส่กดัจากผลมงัคุด α-mangostin (α -MG) สามารถยบัยัง้การผลติเชื้อ

ไวรสัเดงกีใ่นเซลลต์บั HepG2  

2. สามารถทดสอบประสทิธภิาพของ α –MG ในเซลล์ HepG2 ซึ่งใหผ้ลช่วยลด cytokine ไดใ้นเซลล์ทีต่ดิ

เชือ้ไวรสัเดงกี ่

2.7. โครงการวิจยัการพฒันาสารยบัยัง้การติดเชื้อไวรสัเดงก่ีโดยมุ่งเป้าท่ีอารเ์อน็เอ 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคน้หายาตา้นไวรสัเดงกีโ่ดยมุ่งเป้าทีอ่ารเ์อน็เอของไวรสัเดงกี ่

2. เพื่อทดสอบประสทิธภิาพของสารตา้นไวรสัต่อเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี ่

วิธีดาํเนินการ 

คณะผูว้จิยัพบว่า vivo-MO-1 สามารถจบักบัอาร์เอน็เอของไวรสัเดงกีไ่ด ้และมปีระสทิธภิาพในการ

ยบัยัง้การเพิม่จาํนวนของ viral RNA, viral protein, viral infection และ viral production ใน Vero cells ทีต่ดิ

เชื้อไวรสัเดงกีซโีรไทป์ 2 อกีทัง้ยงัมปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเพิม่จํานวนของ DENV-1, DENV-3 และ 

DENV-4 อีกดว้ย อย่างไรก็ตาม vivo-MO-1 สามารถยบัยัง้ DENV-4 ไดม้ปีระสทิธภิาพตํ่า ซึ่งน่าจะเกิดจาก

การมเีบสทีไ่ม่สามารถจบักนัได ้5 ตําแหน่ง จงึจําเป็นต้องมกีารออกแบบและสงัเคระห์ vivo-MO-2 ให้จบัได้

อย่างสมบูรณ์กบั DENV-4 ซึง่พบว่ามปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้ DENV-4 ไดด้กีว่า vivo-MO-1 นอกจากน้ียงั

พบว่า vivo-MOs มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การติดเชื้อและการสร้างไวรัสเดงกี่ใน A549 cells และมี

ประสทิธภิาพในการยบัยัง้การเพิม่ ปรมิาณและจาํนวนของ viral RNA, viral protein, viral infection และ viral 

production ใน immature monocyte-derived dendritic cells (MDDCs) ผลการศกึษาน้ีสรุปไดว้่า vivo-MOs 

ในปรมิาณความเขม้ขน้ระดบั submicromolar ทีนํ่ามาทําการศกึษา ไม่เป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเลีย้งและสามารถ

ยบัยัง้ การติดเชื้อไวรสัเดงกไีดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพในเซลล์ชนิด Vero, A549, และ MDDCs การศกึษาน้ีจงึ

สนับสนุนการพฒันา vivo-MOs ต่อไป เพื่อเป็นยาตา้นไวรสัเดงกโีดยมุ่งทีอ่ารเ์อน็เอของไวรสั 

ผลการดาํเนินงาน 

1. พบว่า vivo-morpholinos (vivo-MOs) สามารถจบักบัส่วนอารเ์อน็เอของไวรสัเดงกี ่

2. ทดสอบประสทิธภิาพของสารต้านไวรสัต่อเซลล์ที่ตดิเชื้อไวรสัเดงกี่ Vivo-MO-1 สามารถยบัยัง้การ

เพิม่จาํนวนของ RNA, protein ของไวรสัเดงกี ่และยบัยัง้การตดิเชือ้และการเพิม่จาํนวนของไวรสัอกี

ดว้ย 

3. โครงการวิจยัโรคไต 

3.1. การทําอณู วินิจฉัย (molecular diagnosis) ของการกลายพันธุ์ในยีน Solute Carrier Family 4 

Member 1 (SLC4A1) ท่ีเก่ียวข้องกับโรคไตผิดปกติในการขับกรดซ่ึงมีการถ่ายทอดโรคแบบ 

autosomal recessive 

วตัถปุระสงค ์

1. พฒันาวธิกีารตรวจวนิิจฉยัยนี SLC4A1 ใหม้ปีระสทิธภิาพ สะดวก และรวดเรว็ 



วิธีดาํเนินการ 

การกลายพนัธุ์ชนิด Southeast Asian ovalocytosis (SAO) และ band 3 Bangkok 1 (G701D) ใน

ยนี solute carrier family 4 member 1 (SLC4A1)  ถือเป็นการกลายพนัธุ์ที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยไทยซึ่งเป็น

โรคไตผดิปกติในการขบักรดที่มีการถ่ายทอดโรคแบบ autosomal recessive งานวจิยัน้ีได้ตรวจสอบการ

กลายพันธุ์ชนิด SAO และ G701D ในผู้ป่วยใหม่จํานวน  10 คนที่ยงัไม่ทราบสาเหตุของโรคและสมาชิก

ครอบครวัโดยใชว้ธิ ีhigh-resolution melting (HRM) จากนัน้จงึยนืยนัผลการตรวจสอบการกลายพนัธุข์องวธิ ี

HRM ด้วยวิธี polymerase chain reaction–restriction fragment-length polymorphism (PCR-RFLP) และ

เทคนิค DNA sequencing ผลทีไ่ดพ้บว่าผูป่้วยทัง้หมดไม่มกีารกลายพนัธุช์นิด SAO แต่มกีารกลายพนัธุช์นิด 

G701D โดยมีจีโนไทป์แบบ homozygous G701D ส่วนสมาชิกครอบครัวของผู้ป่วยมีจีโนไทป์แบบ 

homozygous wild-type หรอื heterozygous G701D ผลที่ได้ชี้ให้เหน็ว่า Homozygous G701D เป็นสาเหตุ

ของโรคไตผดิปกตใินการขบักรดทีพ่บไดบ้อ่ยในประชากรเดก็ไทย และวธิ ีHRM กเ็ป็นวธิทีีส่ะดวกและรวดเรว็

ในการตรวจคดักรองการกลายพนัธุ์ของยนี SLC4A1 ทีเ่ป็นสาเหตุของโรคไตผดิปกตใินการขบักรดซึ่งมกีาร

ถ่ายทอดโรคแบบ autosomal recessive ในประชากรเอเชยีตะวนัออกเฉียงใตแ้ละประชากรอื่น ๆ 

ผลการดาํเนินงาน 

1. ไดว้ธิกีารตรวจทีม่ปีระสทิธภิาพ สะดวกและรวดเรว็ในการตรวจการกลายพนัธุข์องยนี  SLC4A1 ซึ่ง

เป็นสาเหตุของการเกดิโรคไตผดิปกตใินการขบักรด 

2. ใช้ในการตรวจคดักรองผู้ป็นพาหะที่มีการกลายพนัธุ์ของยีน SLC4A1 และการตรวจวนิิจฉัยก่อน

คลอด ซึง่จะเป็นประโยชน์แก่แพทยใ์นการใหค้าํปรกึษาทางพนัธุศาสตรใ์นครอบครวัทีม่ผีูป่้วย  ช่วย

ในการวางแผนทีจ่ะดแูลรกัษาผูป่้วยใหม้ปีระสทิธภิาพดยีิง่ขึน้ต่อไป 

3.2. กลไกการติดค้างของโปรตีนแอนไอออน เอก็เชง็เจอรว์นั ท่ีผิดปกติในกอลจิแอพพาราตสัของเซลล์

ไตของมนุษย ์

วตัถปุระสงค ์

1. การศกึษาเพื่อยนืยนัตําแหน่งทีอ่ยู่ของโปรตนีแอนไอออน เอก็เชง็เจอรว์นั ทีผ่ดิปกต ิชนิดทีพ่บในไต  

(kAE1 G701D) 

2. ศกึษาการปฏสิมัพนัธก์นัระหว่าง kAE1 G701D กบั โปรตนีอแดป็เตอร ์(adaptor proteins) 

3. ค้นหากลไกการติดค้างของโปรตีน kAE1 G701D ที่ติดค้างอยู่ในกอลจิแอพพาราตัส (Golgi 

apparatus) 

4. ศกึษาความสมัพนัธก์นัระหว่าง kAE1 G701D กบัขบวนการ autophagy 

วิธีดาํเนินการ 

ผูว้จิยัไดท้าํการทดสอบเพื่อชีใ้หเ้หน็ถงึโปรตนี kAE1 G701D ไม่มปีฏสิมัพนัธก์บั โปรตนีอแดป็เตอร์

ทีช่่วยในการขนโปรตนีออกจากกอลจแิอพพาราตสั แต่โปรตีน kAE1 G701D สามารถจบักบัโปรตีน COPI 

ภายในเซลล์และทําให้โปรตีน kAE1 G701D ติดค้างอยู่ในกอลจิแอพพาราตัส และเมื่อทําการลดการ

แสดงออกของโปรตีน COPI  พบว่าโปรตีน kAE1 G701D กลบัไปแสดงออกยงัผวิเยื่อหุ้มเซลล์ได้  ดงันัน้

โปรตีน COPI จงึเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในการดกัจบัโปรตีน kAE1 G701D ให้ค้างอยู่ในกอลจแิอพาราตัส 

นอกจากน้ี การใชส้าร cystamine ช่วยใหโ้ปรตนี kAE1 G701D ไปแสดงออกทีผ่วิเซลล์ไดโ้ดยอาศยัหลกัการ

การกระตุน้ขบวนการ autophagy  

ผลการดาํเนินงาน 

1. พบว่าตําแหน่งทีอ่ยู่ของโปรตนี kAE1 ทีผ่ดิปกตชินิด G701D (kAE1 G701D) คา้งอยู่ภายในกอลจิ

แอพพาราตสั เมื่อเปรยีบเทยีบกบัโปรตีน kAE1 ที่ปกติ ซึ่งมกีารแสดงออกที่ผวิเซลล์ โดยผลการ

ทดลองยนืยนักบัการศกึษาทีผ่่านมา 



2. คน้พบว่าโปรตนี Coat protein complex I (COPI) มปีฏสิมัพนัธก์บั kAE1 G701D ซึง่โปรตนี COPI 

เป็นโปรตนีในกอลจแิอพพาราตสั และทาํหน้าทีใ่นการดกัจบัโปรตนีทีผ่ดิปกตใินกอลจแิอพพาราตสั 

3. สามารถลดการติดค้างของ kAE1 G701D ในกอลจแิอพพาราตสั ให้ไปแสดงออกยงัผวิเซลล์ โดย

อาศยัสาร cystamine ซึง่มรีายงานว่ามส่ีวนช่วยใหโ้ปรตนีบางตวัทีผ่ดิปกตใิหไ้ปแสดงออกทีผ่วิเซลล์

ไดโ้ดยอาศยัหลกัการการกระตุน้ขบวนการ autophagy 

3.3. โครงการศึกษาปัจจยัทางพนัธุกรรมและยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคไตในครอบครวัคนไทย ด้วย

เทคนิค exome sequencing และศึกษาบทบาทการทาํหน้าท่ีของยีนดงักล่าวต่อกลไกการเกิดโรคน่ิว

ไตด้วยเทคนิคทางด้านเซลลแ์ละอณูชีววิทยา 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อค้นหายีนก่อโรคน่ิวไตและโรคไตผิดปกติในการขบักรด ในคนไทยภาคอิสาน โดยใช้เทคนิค 

Exome sequencing 

2. เพื่อศกึษาบทบาทการทาํหน้าทีข่องยนีดงักล่าวต่อกลไกการเกดิโรคน่ิวไตดว้ยเทคนิคทางดา้นเซลล์

และอณูชวีวทิยา 

วิธีดาํเนินการ 

คณะผูว้จิยัไดท้ําการศกึษาหาความสมัพนัธ์กนัระหว่างความผนัแปรของยนี F2 ทีต่ําแหน่ง rs5896 

(NM_000506.4:c.494C>T; NP_000497.1:p.Thr165Met) กบัปรมิาณโปรตีน prothrombin (UPTF1) ใน

ปัสสาวะ ซึ่งโปรตีน UPTF1 เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการยบัยัง้การเกิดน่ิว จากการศึกษาพบว่าคนที่

ความผันแปรแบบจีโนทัยป์ที่เป็นอลัลีล C จะมีปริมาณ UPTF1 ในปัสสาวะมากกว่าคนที่มี จีโนทัยป์

เป็นอลัลลี T ซึ่งอาจทําให้อธบิายไดว้่า คนทีม่จีโีนทยัป์ทีเ่ป็นอลัลลี C จะมโีอกาสเสีย่งต่อการเกดิน่ิวน้อย

ว่าคนทีม่จีโีนทยัป์ทีเ่ป็นอลัลลี T 

นอกจากน้ี คณะผูว้จิยัทําการตรวจหาความผดิปกติของยนีที่อาจเป็นสาเหตุของการเกดิโรคน่ิว

ไต โดยทํา Genome-wide linkage study ร่วมกบัการทํา exome sequencing ในครอบครวัผูป่้วยโรคน่ิว

ไต พบว่ายีน SCN10A ที่ควบคุมการสร้างโปรตีน voltage-gated sodium channel type X, alpha 

subunit (NaV1.8) ใหค้่า LOD score สูงทีสุ่ด และพบการกลายพนัธุ์ 2 ตําแหน่งทีอ่ยู่บนแขนขา้งเดยีวกนั

ของโครโมโซม (N909K and K1809R) ที่มีการถ่ายทอดจากผู้ป่วยรุ่นหน่ึงไปสู่อีกรุ่นหน่ึง และไม่พบใน

ประชากรไทยอสิานทีม่สุีขภาพด ีซึ่งเป็นกลุ่มเปรยีบเทยีบ จํานวน 180 คน และยงัพบมวิเตชนัของยนีน้ีใน

ครอบครวัอื่นเพิม่เติม (V1149M) อกีหน่ึงครอบครวัดว้ย จากผลการวเิคราะห์เหล่าน้ี สามารถบ่งชี้ว่า ยนีน้ี

น่าจะเป็นยีนก่อโรคยีนใหม่ในครอบครัวผู้ป่วยโรคน่ิวไตในประชากรไทยอิสาน เมื่อทําการศึกษาการ

แสดงออกของ mRNA และโปรตนี NaV1.8 ในไตของมนุษย์และศกึษาผลของความผดิปกตทิางพนัธุกรรม

ของยีน SCN10A ในเซลล์เพาะเลี้ยง HEK293 พบว่าโปรตีนไม่เสถียรและนําพาโซเดียมเข้าสู่เซลล์ได้

น้อยลง ซึง่สนับสนุนวา่ยนี SCN10A เป็นสาเหตุของโรคน่ิวไตจรงิ 

ในครอบครัวที่มีผู้ป่วยโรคน่ิวไตหลายคน อีกจํานวน 2 ค้นพบยีน 2 ยีน คือ TMEM120B 

ตําแหน่ง c.874C&gt;T ทีน่่าจะเป็นยนีทีส่่งผลต่อการเกดิโรคน่ิวไตของครอบครวั KKRS015 และยนี PBK 

ตําแหน่ง c.127G>A ที่น่าจะส่งผลต่อการเกิดโรคน่ิวไตของครอบครัว UBRS033 เน่ืองจากพบการ

ถ่ายทอดไปคนทีเ่ป็นโรคน่ิวไตในครอบครวั แต่ยงัไม่พบความผดิปกติของยนีดงักล่าวจากการทดสอบจี

โนทยัป์ และการ screen หา mutation ภายในยนีจากผูป่้วยรายอื่นทีอ่ยู่ต่างครอบครวักนั อย่างไรกต็าม

คณะผู้วจิยัจะทําการศกึษาการแสดงออกและหน้าทีข่องโปรตนีทีป่กติและผดิปกตติ่อไปเพื่อสนับสนุนว่า

ความผดิปกตขิองยนีดงักล่าวเป็นสาเหตุของโรคน่ิวไต 

ผลการดาํเนินงาน 

1. พบยนีทีม่คีวามสมัพนัธก์บัการเกดิโรคน่ิวไตและโรคไตผดิปกตใินการขบักรด ในคนไทยภาคอสีาน 

โดยใชเ้ทคนิค exome sequencing   



2. ได้ศกึษาบทบาทการทําหน้าที่ของยนีดงักล่าวต่อกลไกการเกิดโรคน่ิวไตดว้ยเทคนิคทางดา้นเซลล์

และอณูชวีวทิยา เพิม่เตมิ 

4. โครงการวิจยัโรคเบาหวาน 

4.1. โครงการวิจยั “การศึกษาอณูพนัธศุาสตรข์องโรคเบาหวาน” 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อวิเคราะห์ผลและคัดเลือกยีนที่น่าจะเป็นยีนก่อโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และโรคเบาหวานที่มี

ลกัษณะการถ่ายทอดแบบยนีที่ พรอ้มทัง้ทดสอบระดบัการแสดงออกของยนีที่คดัเลอืกมาแล้ว ใน

ระดบัอารเ์อน็เอและโปรตนี ดว้ยวธิ ีRT-PCR และ Western blot  

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วิจยัได้ศึกษาความแปรผนัทางพันธุกรรมในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 โดยใช้เทคนิค 

exome sequencing ซึง่ผลการวเิคระหพ์บความแปรผนัของยนีทีน่่าสนใจ จาํนวน 122 ตําแหน่ง ซึง่ความแปร

ตนัยนี DNAJC3 ตําแหน่ง p.H238N พบว่ามคีวามสมัพนัธ์ในครอบครวัผู้ป่วยเบาหวาน และไม่พบในกลุ่ม

ควบคุมทีม่สุีขภาพด ี

นอกจากน้ี คณะผูว้จิยัไดศ้กึษาความแปรผนัทางพนัธุกรรมทีพ่บบ่อยในยนีทีม่รีายงานมาก่อนหน้าน้ี

ว่าความสมัพนัธก์บัการเกดิโรคเบาหวานชนิดที ่2 จาํนวน 8 ยนี ไดแ้ก่ ยนี KCNQ1, CDKN2A/2B, CDKAL1, 

HHEX, MTNR1B, SLC30A8, TCF7L2 และUBE2E2 ในผูป่้วยโรคเบาหวานชนิดที ่2 ชาวไทย จํานวน 500 

คน และกลุ่มควบคุมทีม่สุีขภาพดจีํานวน 500 คน โดยใช้เทคนิค high resolution melting analysis (HRM) 

หรือ แทคนิค polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ทัง้น้ี 

พบว่าความแปรผันทางพันธุกรรมในยีน  KCNQ1, CDKN2A/2B, HHEX, SLC30A8 และ TCF7L2 มี

ความสมัพนัธก์บัการเกดิโรคเบาหวานชนิดที ่2 ในประชากรไทยอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิโดยมค่ีา odds ratio 

(OR) ในช่วง 1.19 to 1.79 (P = 4.7 x 10-2 to 2x10-3) นอกจากน้ี ยงัพบว่าความแปรผนัทางพนัธุกรรมในยนี 

KCNQ1 มีความสมัพันธ์กับระดับน้ําตาลกลูโคสในพลาสม่าและระดบัคลอเลสเตอรอล และความสมัพันธ์

ระหว่างความแปรผนัทางพนัธุกรรมในยนี CDKN2A/2B และยนี TCF7L2 มคีวามสมัพนัธก์บักบัระดบัน้ําตาล

กลูโคสในพลาสม่าและดชันีมวลกายอีกดว้ย ซึ่งการศกึษาน้ีแสดงให้เห็นถึงเกี่ยวขอ้งของความแปรผนัทาง

พนัธุกรรมในยนี KCNQ1, CDKN2A/2B และ TCF7L2 กบัการเกดิโรคเบาหวานชนิดที ่2 รวมทัง้ระดบัน้ําตาล

กลูโคสในพลาสม่าและเมตาบอลสิมของไขมนั ในประชากรไทย ทัง้น้ีการศกึษาเพิม่เติมในกลุ่มประชากรที่มี

ขนาดใหญ่ขึน้จะช่วยยนืยนับทบาทของความแปรผนัทางพนัธุกรรมในยนีดงักล่าวในประชากรไทย 

ในครอบครัวของผู้ป่วยเบาหวานชนิด autosomal dominant พบว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน 

SLC19A2 (c.A1063C: p.Lys355Gln) และเมื่อศกึษาดา้นบทบาทหน้าทีแ่สดงให้เห็นว่าการขาด SLC19A2 

ทาํใหเ้กดิการหลัง่อนิซูลนิทีบ่กพร่องร่วมกบัความผดิปกตขิองไมโตคอนเดรยี, สูญเสยีการป้องกนัการต่อตา้น

อนุมลูอสิระและวฏัจกัรของเซลล์ การคน้พบน้ีแสดงใหเ้หน็ว่าบทบาทของ SLC19A2 เกี่ยวขอ้งกบัการทํางาน

ของเบตา้เซลลแ์ละการอยู่รอดของเซลล ์

ผลการดาํเนินงาน 

1. ได้คัดเลือกยีนที่น่าจะเป็นยีนก่อโรคเบาหวาน จากแต่ละครอบครัวแล้ว มาทดสอบระดับการ

แสดงออกของยนีทีค่ดัเลอืก ในระดบัอารเ์อน็เอและโปรตนี ดว้ยวธิ ีRT-PCR และ Western blot ผล

พบว่ายนีทีค่ดัเลอืกมามกีารแสดงออกอย่างมากในเซลล์เบต้าจากตบัอ่อนของหนูและของมนุษย์ ทัง้

ในระดบัอารเ์อน็เอและโปรตนี  

2. ได้ทําการลดการแสดงออกของยนีที่ต้องการด้วย siRNA แล้วพบว่ายนีที่ได้น่าจะมผีลต่อการเพิ่ม

จํานวนเซลล์เบต้าจากตบัอ่อนของมนุษย์ ซึ่งผู้วจิยัจะต้องทําการทดลองเพิม่เตมิเพื่อยนืยนัผลที่ได้

ต่อไป 



4.2. โครงการวิจยั “การทดสอบหน้าท่ีผิดปกติของยีนกลายพนัธุ์ ท่ีพบในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดโมดีชาว

ไทย” 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อทดสอบหน้าทีข่องการกลายพนัธุข์องยนี HNF-1α ต่อการแสดงออกของโปรตนี 

2. เพื่อทดสอบความผดิปกตขิองยนีทีม่กีารกลายพนัธุ์ HNF-1α ในการกระตุน้การแสดงออกของยนีที่

ช่วยป้องกนัการตายของเซลล ์ดว้ยวธิ ีluciferase reporter assay และทดสอบคุณสมบตักิารจบัของ

โปรตนี HNF-1α บนดเีอน็เอของยนีเป้าหมาย ดว้ยวธิ ีEMSA  

วิธีดาํเนินการ 

คณะผู้วิจยัได้ทําการสร้างพลาสมิดที่มีการกลายพันธุ์ของยีน HNF-1α ด้วยการใช้พลาสมิดที่มียีน 

HNF-1α ปกติเป็นต้นแบบ จากนัน้พลาสมิดที่มียีน HNF-1α ที่ปกติและ HNF-1α กลายพนัธุ์ จะถูกนําเข้าสู่

เซลล์เพาะเลี้ยง HeLa ด้วยวิธี transfection หลังจากนั ้นจะทําการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน การ

เคลื่อนยา้ยเขา้สูนิ่วเคลยีส ตลอดจนการกระตุ้นแสดงออกของยนีบนยนีเป้าหมาย ดว้ยวธิ ีwestern blot analysis, 

immunofluorescence staining และ dual-luciferase reporter assay ผลจากการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน

และการเคลื่อนยา้ยเขา้สู่นิวเคลยีส พบว่าการกลายพนัธุข์องยนี HNF-1α D80V, P475L, และ G554fsX556 ไม่มี

ผลกระทบต่อการแสดงออกของโปรตนีและการเคลื่อนย้ายเขา้สู่นิวเคลยีส ในขณะทีก่ลายพนัธุ์ของยนี HNF-1α 

R203C มผีลต่อการเคลื่อนเขา้สู่นิวเคลยีส โดยพบว่าโปรตีนส่วนใหญ่จะคัง่ค้างอยู่ในส่วนของไซโตพลาสม ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการกระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมาย ที่พบว่าโปรตีนกลายพันธุ์ HNF1A R203C ด้อย

ประสิทธิภาพอย่างมากในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมาย ในขณะที่การกลายพันธุ์อื่น พบมี

ความสามารถในการกระตุ้นการแสดงออกของยนีเป้าหมาย ได้ลดลงเมื่อเปรยีบเทียบกบัโปรตีน HNF1A ปกต ิ

อย่างไรกต็าม  ผูว้จิยัมแีผนทีท่ําการทดสอบความผดิปกตขิองโปรตนีในการจบักบัดเีอน็เอบนโปรโมเตอรข์องยนี

เป้าหมายด้วยวิธี Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ซึ่งอยู่ในระหว่างทําการทดลอง เพื่อทดสอบ

กลไกความผดิปกตขิองโปรตนี น่าจะมผีลทาํใหก้ารทาํงานของเซลล์เบตา้หรอืจํานวนเซลล์ลดลง ซึง่เป็นสาเหตุให้

เกดิโรคเบาหวาน  

ผลการดาํเนินงาน 

1. ไดท้ดสอบความผดิปกติของยนีทีม่กีารกลายพนัธุ์ HNF-1α ในการกระตุ้นการแสดงออกของยนีที่

ช่วยป้องกนัการตายของเซลล ์ดว้ยวธิ ีluciferase reporter assay ไดท้ําการทดลองนําร่องแลว้ และ

พบความแตกต่างในระดบัการกระตุ้นการแสดงออกของยนีดงักล่าว ระหว่างเซลล์เบต้าที่มโีปรตีน

ปกต ิHNF-1α และโปรตนีมกีารกลายพนัธุ ์ 

2. การทดสอบคุณสมบตักิารจบัของโปรตนี HNF-1α บนดเีอน็เอของยนีเป้าหมาย ดว้ยวธิ ีEMSA นัน้ 

ไดท้ดลองหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการทดลองแลว้ ซึ่งกพ็บว่าโปรตนีปกต ิHNF-1α สามารถจบั

กบัดเีอน็เอไดอ้ย่างจาํเพาะ 

4.3. การศึกษากลไกในระดบัโมเลกลุของโปรตีน Pax4 ในการควบคุมการตายของเซลลเ์บต้าจากตบัอ่อน

ของหนู 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อศกึษาหน้าทีข่องโปรตนี Pax4 ในการควบคุมจาํนวนเซลลเ์บตา้จากตบัอ่อน ดว้ยเทคนิค siRNA 

2. เพื่อประเมินจํานวนเซลล์เบต้าหรือการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นด้วยวิธ ีMTT และ BrdU-

incorporation assay  

วิธีดาํเนินการ 

โรคเบาหวานชนิดทีส่องเป็นโรคเบาหวานชนิดทีพ่บมากที่สุด เกดิจากพหุปัจจยั จากความผดิปกติ

ของพันธุกรรม ทําให้เสี่ยงต่อการเกิดโรค และปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม ส่วนโรคเบาหวานชนิดโมดี เป็น



โรคเบาหวานทีม่กีารถ่ายทอดแบบยนีเดีย่ว มลีกัษณะจําเพาะ คอื การถ่ายทอดความผดิปกตทิางพนัธุกรรม

แบบลกัษณะเด่น ผู้ป่วยเกิดโรคตัง้แต่อายุน้อย และเกิดจากความผดิปกติในการทํางานของเซลล์เบต้า ใน

ปัจจุบนั มรีายงานการกลายพนัธุ์ของยนีอย่างน้อย 13 ยนี ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกดิโรคเบาหวานชนิดโมด ี

จากการศกึษาก่อนหน้า โดยกลุ่มวจิยัโรคเบาหวาน โรงพยาบาลศริริาช พบว่า ความผนัแปรของยนี Paired 

box 4 (PAX4) สัมพันธ์กับการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และการกลายพันธุ์ของยีนน้ี ยังทําให้เกิด

โรคเบาหวานชนิดโมดีอีกด้วย เน่ืองจากบทบาทของ PAX4 ในกระบวนการตายแบบอะพ็อพโตซีส 

(apoptosis) ของเซลล์เบต้า ยงัไม่เป็นที่ทราบแน่ชดั การศกึษาน้ียงัมวีตัถุประสงค์ เพื่อทดสอบความสําคญั

ของ PAX4 ในการอยู่รอดของเซลล์เบต้า โดยลดการแสดงออกของ Pax4 ด้วย siRNA ผลการศกึษาพบว่า 

เซลลท์ีม่ ีPax4 ลดลง จะมอีตัราการตายเพิม่ขึน้ 2.5 เท่า ในขณะทีไ่ม่มผีลต่อการเพิม่จาํนวนเซลล ์และเมื่อทาํ

การทดสอบการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการตายหรอืการส่งทอดสญัญาณของเซลล์ ดว้ยวธิ ีreal-time 

PCR array พบยีน Wnt3a, Bcl2l1 (Bcl-xL), และ Bcl2l2 (Bcl-w) มีการแสดงออกลดลง ในเซลล์ที่มี Pax4 

น้อยลง ซึ่งได้มีการทดสอบยืนยนัการลดลงของยนีเหล่าน้ี ในระดบั mRNA และโปรตีน ด้วยวธิี real-time 

PCR และ Western blot โดยลําดบั การศกึษาน้ียงัไดร้ายงานการค้นพบยนี Wnt3a และ Bcl2l2 (Bcl-w) ซึ่ง

เป็นยนีเป้าหมายใหมท่ีถู่กควบคุมโดย Pax4 ดงันัน้ Pax4 จงึเป็นโปรตนี transcription factor สาํคญัทีค่วบคุม

การอยู่รอดของเซลลเ์บตา้ ดว้ยการกระตุน้การแสดงออกของยนีทีช่่วยตา้นการตายของเซลล ์ยนี Wnt3a และ 

Bcl2l2 เป็นยีนที่มีการรายงานใหม่ ว่าถูกควบคุมโดย Pax4  ความเข้าใจถึงการทํางานของ Pax4 ทัง้ใน

กระบวนการพฒันาการของเซลล์เบต้า การดํารงอยู่รอดและการตายของเซลล์ จะนําไปสู่การคน้หาวธิใีหม่ใน

การรกัษาโรคเบาหวาน 

ผลการดาํเนินงาน 

1. ไดท้าํการศกึษาหน้าทีข่องโปรตนี Pax4 ในการควบคุมจาํนวนเซลลเ์บตา้จากตบัอ่อน ผลการทดลอง

พบว่า เซลล์เบต้าทีถู่กลดการแสดงออกของยนี Pax4 ดว้ย siRNA ทีจ่ําเพาะต่อยนี ไม่มผีลต่อการ

เพิ่มจํานวนเซลล์เบต้าจากตับอ่อนของหนู เมื่อเทียบกับเซลล์เบต้าที่ได้รบั siRNA control กลุ่ม

ควบคุมเชงิลบ 

2. คน้พบยนีเป้าหมายใหม่ของ Pax4 ทีม่บีทบาทสําคญัในการช่วยเพิม่จํานวนเซลล์ และช่วยป้องกนั

การตายของเซลล์เบตา้จากตบัอ่อน ผูว้จิยัจงึไดท้ําการทดลองเพื่อหากลไกในระดบัโมเลกุลที ่Pax4 

น่าจะไปควบคุมการแสดงออกของยนีเหล่าน้ี ดว้ยวธิ ีluciferase reporter assay  

4.4. การศึกษาผลของสารสกดัจากพืช Costus pictus ต่อการหลัง่อินสุลินของเซลลเ์บต้าจากตบัอ่อนของ

มนุษย ์

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อเตรยีมสารสกดัจากพชื Costus pictus แลว้วเิคราะหค์ุณสมบตัดิว้ยวธิ ีHPLC  

2. เพื่อทดสอบหาความเขม้ขน้ของสารสกดัทีม่ผีลต่อการตายของเซลลเ์บตา้จากตบัอ่อน 

วิธีดาํเนินการ 

คณะผูว้จิยัได้ตรวจสอบผลกระทบของสารสกดัจากต้นอนิซุลนิต่อความเป็นพษิและการแบ่งตวัของ

เซลล์บีต้าเพาะเลี้ยง (INS-1) ซึ่งมตี้นกําเนิดจากหนู พบว่าสารกดัอย่างหยาบของต้นอินซุลินสามารถเพิ่ม

อตัราการแบ่งตวัของเซลล์บตีา้เพาะเลี้ยงไดอ้ย่างมนัียสาํคญั โดยไม่เป็นพษิต่อเซลลด์งักล่าว การศกึษากลไก

การออกฤทธิต์า้นเบาหวานของตน้อนิซุลนิจะเป็นประโชน์ต่อการพฒัยายารกัษาโรคเบาหวานต่อไปในอนาคต 

ผลการดาํเนินงาน 

1. ไดว้ธิกีารเตรยีมสารสกดัจากพชื Costus pictus อย่างเหมาะสม 

2. ทดสอบหาความเข้มข้นของสารสกดัที่มีผลต่อการตายของเซลล์เบต้าจากตับอ่อน 50% และเมื่อ

คดัเลอืกความเขม้ชน้ของสารสกดัไปบ่มร่วมกบัเซลล์เพาะเลี้ยงเบตา้จากตบัอ่อนของหนู พบว่า ชุด

ของสารสกดับางชนิดมผีลในการเพิม่จาํนวนของเซลลเ์บตา้จากตบัอ่อนของหนู 
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Medical Proteomics Research 

วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อศกึษาผลของโปรตนีกระบวนการเกดิน่ิวในไตของผลกึชนิดต่างๆ ทีพ่บในปัสสาวะ 

2. เพื่อศกึษาบทบาทสาํคญัของปัจจยัต่างๆ ต่อผลกึแคลเซีย่มอ๊อกซาเลตทีม่ผีลในกลไกการเกดิน่ิว 

3. สร้างแบบจําลองสําหรบัการทดลองโรคไตเรื้อรงัและการเกิดพงัผดืในไต โดยการเลี้ยงเซลล์ท่อไต 

เซลล์ไฟโบรพลาสต์ และเซลล์เบื่อบุผนังหลอดเลอืด และเหน่ียวนําดว้ยปัจจยัทีต่้องการศกึษา เช่น 

การใชส้ารเคม ียา หรอืภาวะอื่นๆ 

วิธีการดาํเนินการ 

- เลี้ยงเซลล์ท่อไตทัง้ส่วนต้น (proximal) คอื HK-2 โดยใชอ้าหาร DMEM medium (Gibco) ร่วมกบั 10% 

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL of penicillin G แ ล ะ  100 µg/mL of 

streptomycin (Sigma) ภายใต้สภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูม ิ37°C เพื่อเตรยีมพรอ้มสําหรบัการทดลอง

ต่อไป 

- เลี้ยงเซลล์ท่อไตทัง้ส่วนปลาย (distal and collecting duct) คือ MDCKโดยใช้อาหาร MEM medium 

(Gibco) ร่ ว ม กั บ  10% heat-inactivated FBS, 100 U/mL of penicillin G แ ล ะ  100 µg/mL of 

streptomycin (Sigma) ภายใต้สภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูม ิ37°C เพื่อเตรยีมพรอ้มสําหรบัการทดลอง

ต่อไป 

- สรา้งแบบจําลองสําหรบัการทดลองโรคน่ิวในท่อไต โดยการเลี้ยงเซลล์ท่อไตส่วนต้นและส่วนปลายใน

ภาชนะพเิศษ คอื Transwell insert  (polycarbonate membrane)  

- สงัเคราะหผ์ลกึแคลเซีย่มอ๊อกซาเลต, แคลเซีย่มฟอสเฟส, แคลเซีย่มคารบ์อเนต และยรูคิ 

- เกบ็ตวัอย่างโปรตนีทัง้ในเซลลแ์ละน้ําเลีย้งเซลล์อย่างเพยีงพอ พรอ้มทัง้ตรวจวดัความเขม้ขน้ของโปรตนี

ในตวัอย่างโดยวธิ ีBradford’s protein assay (Biorad) เพื่อนํามาวเิคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค Western blot 

analysis 

- เก็บตัวอย่างเซลล์ท่อไตอย่างเพียงพอ พร้อมทัง้นับจํานวนเซลล์ด้วยการย้อมสี Trypan blue จากนัน้

นําไปนับจาํนวนโดยใช ้Hemocytometer รวมทัง้มกีารศกึษาการตาย และการเพิม่จาํนวนของเซลลท์่อไต

หลงัจากทีถู่กเกาะจบัดว้ยผลกึชนิดต่างๆโดยใชเ้ทคนิค Flow cytometry analysis  

- ทาํการวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนีดว้ยวธิ ี LC-MS/MS analysis และตรวจสอบและยนืยนัผลดว้ย

วธิกีาร Western blot analysis และ Immunofluorescent 



- วิเคราะห์ผลการแสดงออกของโปรตีนโดยภาพรวม ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศเช่น UniProtKB 

(http://www.expasy.org/sprot/), Protein Analysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) 

bioinformatic tool (http://www.pantherdb.org/), Search Tool for the Retrieval of Interacting 

Genes/Proteins (STRING) software (version 10) (http://string-db.org/ 

- ทาํการทดสอบผลของโปรตนีทีพ่บการเปลีย่นแปลงต่อกระบวนการเกดิน่ิวในไตของผลกึชนิดตา่งๆ ทีพ่บ

ในปัสสาวะ  

- ทําการทดลองบทบาทสําคญัของปัจจยัต่างๆ ต่อกระบวนการเกดิ การขยายขนาด การจบักลุ่ม และการ

ยดึเกาะทีผ่วิหน้าของเซลลท์่อไต ของผลกึแคลเซีย่มอ๊อกซาเลต 

- สรา้งแบบจําลองสําหรบัการทดลองโรคไตเรื้อรงัและการเกดิพงัผดืในไต โดยการเลี้ยงเซลล์ท่อไต เซลล์

ไฟโบรบลาสต ์และเซลลเ์บื่อบุผนังหลอดเลอืด และเหน่ียวนําดว้ยปัจจยัทีต่อ้งการศกึษา โดยใชก้ารTGF-

β1, oxalate และภาวะ hypoxia 

- วเิคราะหแ์ละเรยีบเรยีงขอ้มลูทีไ่ดเ้พื่อเตรยีมตน้ฉบบัสาํหรบัตพีมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิ

ผลการดาํเนินงาน 

- สามารถสงัเคราะหผ์ลกึแคลเซีย่มอ๊อกซาเลต, แคลเซีย่มฟอสเฟส, แคลเซีย่มคารบ์อเนต และยรูคิ ทีก่่อ

โรคน่ิวในไตไดส้าํเรจ็ 

- สามารถสรา้งแบบจาํลองสาํหรบัการทดลองโรคน่ิวในท่อไต โดยการเลีย้งเซลลท์่อไตส่วนตน้และส่วน

ปลายในภาชนะพเิศษ คอื Transwell insert  (polycarbonate membrane) ซึง่เป็นรปูแบบการเลีย้งเซลล์

ท่อไตทีใ่กลเ้คยีงกบัสภาวะจรงิทีพ่บในร่างกายมนุษยไ์ดส้าํเรจ็ 

- ไดท้าํการทดสอบผลของโปรตนีทีพ่บการเปลีย่นแปลงต่อกระบวนการเกดิน่ิวในไตของผลกึชนิดต่างๆ ที่

พบในปัสสาวะ  

- ไดท้ําการทดลองบทบาทสําคญัของปัจจยัต่างๆ ต่อกระบวนการเกิด การขยายขนาด การจบักลุ่ม และ

การยดึเกาะทีผ่วิหน้าของเซลลท์่อไต ของผลกึแคลเซีย่มอ๊อกซาเลต 

- พบว่าโปรตนีในน้ําเลีย้งมผีลยบัยัง้การขยายขนาดของผลกึชนิดแคลเซีย่มอ๊อกซาเลทโมโนไฮเดรต แต่ไม่

มผีลต่อกระบวนการเกดิผลกึ และการเกาะกลุ่มของผลกึ นอกจากน้ียงัพบการเพิม่ขึน้ของโปรตนีตวัรบั

บางตวัทีผ่วิเซลลซ์ึง่คาดว่าน่าจะสมัพนัธก์บัการเพิม่ขึน้ของการยดึเกาะของผลกึบนผวิเซลล ์

- พบว่ามกีารแสดงออกของโปรตนีมากขึน้และมคีวามสมัพนัธก์บัการเพิม่ขึน้ของการจบัของผลกึทีผ่วิเซลล ์

และเมื่อทาํการ neutralize ผลการแสดงออกของโปรตนีน้ีทีผ่วิเซลลด์ว้ย anti-α-enolase พบวา่การจบั

ของผลกึทีผ่วิเซลลล์ดลง และเมือ่ศกึษาตําแหน่งการจบัของ α-enolase กบัผลกึพบว่าโปรตนีจบักบัผลกึ

ทีต่ําแหน่ง {121} > {100} > {010} และการจบัระหว่าง α-enolase บนผลกึและผวิเซลลต์อ้งอาศยั 

divalent cation ไดแ้ก่ Mg2+ 

- พบว่าโปรตนี plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA) 2 เกีย่วขอ้งการกระบวนการเกดิน่ิวไต โดย

สามารถยดึจบัโดยตรงกบัผลกึชนิดแคลเซีย่มอ๊อกซาเลทโมโนไฮเดรต และทาํหน้าทีเ่ป้บตวัรบับนผวิ

เซลลซ์ึง่มผีลต่อการนําผลกึเขา้สู่เซลลท์่อไตส่วนปลายได ้

- สามารถระบุถงึวธิกีารวเิคราะหแ์ละดชันีทีด่แีละเหมาะสมในการศกึษาการเกาะกลุ่มของผลกึ จาํนวน 5 

ดชันีทีส่ามารถใชว้เิคราะหเ์ปรยีบเทยีบกนัไดอ้ย่างเป็นระบบ คอื number of aggregates, aggregated 

mass index, optical density, aggregation coefficient and span 

- พบว่าปัจจยัต่างๆ เช่น สารคาเฟอนี สภาวะกรด-เบส และภาวะเครยีดอ๊อกซเิดชัน่ มบีทบาทสําคญัของ 

ต่อกระบวนการเกดิ การขยายขนาด การจบักลุ่ม และการยดึเกาะทีผ่วิหน้าของเซลลท์่อไต ของผลกึแคล

เซีย่มอ๊อกซาเลต 

http://string-db.org/


- สามารถแบบจาํลองสาํหรบัการทดลองโรคไตเรือ้รงัและการเกดิพงัผดืในไต โดยการเหน่ียวนําเซลลท์่อไต 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ และเซลล์เบื่อบุผนังหลอดเลอืดด้วย โดยใช้ TGF-β1, oxalate และภาวะ hypoxia 

ได้สามารถยืนยนัลกัษณะของการเหน่ียวนําให้เซลล์ท่อไตเปลี่ยนแปลงแบบ epithelial mesenchymal 

transition (EMT) โดยใช้ TGF-β1, oxalate และภาวะ hypoxia ซึ่งนําไปสู่การเกิดผังผืดในไตได้ ทัง้

ลักษณะรูป ร่างของเซลล์ (from cobblestone-like to fibroblast-like) การลดลงของโปรตีนที่ เป็น 

epithelial marker (ZO-1) และการเพิม่ขึน้ของ mesenchymal marker (vimentin) ดว้ยเทคนิค Western 

blot analysis, indirect immunofluorescence และ confocal microscopy 

- ไดต้วัอย่างทัง้ในเซลลแ์ละน้ําเลีย้งจาก แบบจาํลองสําหรบัการทดลองโรคไตเรือ้รงัและการเกดิพงัผดืในไต 

โดยการเหน่ียวนําเซลล์ท่อไต เพื่อนําการวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีนแบบดว้ยเทคนิค Western 

blot analysis, indirect immunofluorescence, confocal microscopy, LC-MS/MS analysis  

- วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปแบบองค์รวมจากการเกิดพังผืดในไต โดยการ

เหน่ียวนําเซลล์ท่อไต เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์และเซลล์เบื่อบุผนังหลอดเลอืดดว้ย โดยใช ้TGF-β1, oxalate 

และภาวะ hypoxia ดว้ยเทคนิคทางชวีสารสนเทศและศกึษากลไลในระดบัโมเลกุลดว้ยเทคนิคทางอณูชวีวิ

ทยาระดบัโมเลกุล 

- วเิคราะห์การแสดงออกในระดบัเปปไทด์ของแบบองค์รวม จากการเกิดพงัผืดในไตโดยการเหน่ียวนํา

เซลล์ท่อไตโดยใช ้TGF- β1 ดว้ยเทคนิค Quantitative peptidomics using stable isotope labeling ซึ่ง

พบว่ามกีารเปลี่ยนแปลงของ 70 unique endogenous peptides จากการเปลีย่นแปลงใหเ้กดิ EMT โดย

พบว่าเปปไทดส่์วนใหญ่น้ีถูกสรา้งดว้ยกระบวนการตดัดว้ย proteasome โดยไดท้าํการทดสอบสมมุตฐิาน

น้ี ด้วยการใชส้ารยบัยัง้การทํางานของ proteasome คอื MG132 (a proteasome inhibitor) ซึ่งสามารถ

ยนืยนัผลการทดลองตามสมมุตฐิานได ้โดยพบการลดลงของเปปไทดท์ีถู่กตดัดว้ย proteasome. 
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Dengue Hemorrhagic Fever Research 

หลกัการและเหตุผล 

โรคไข้เลือดออกเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สําคัญของโลก รวมทัง้ประเทศไทย สถานการณ์โรค

ไขเ้ลอืดออก ในปัจจุบนันัน้พบว่ามกีารแพร่กระจายและเพิม่ขึน้ของจํานวนผูป่้วยและจาํนวนผูท้ีเ่สยีชวีติอย่าง

ต่อเน่ืองในช่วงตลอดระยะเวลาสบิกว่าปีทีผ่่านมาน้ี ในปีหน่ึงๆ จะมผีูต้ดิเชือ้สงูถงึประมาณ 390 ลา้นคน และมี

ผูต้ดิเชือ้ทีม่อีาการป่วยประมาณ 96 ลา้นคน ในส่วนของประเทศไทยในปีหน่ึงๆ มผีูป่้วยโดยเฉพาะในกลุ่มวยั

เด็กล้มป่วยเป็นจํานวนมากและมีจํานวนไม่น้อยที่มีอาการรุนแรงจนเสียชีวิต ซึ่งเป็นปัญหาทางด้าน

สาธารณสุข สงัคม เศรษฐกิจ เป็นอย่างมาก โรคไขเ้ลอืดออกเกดิจากการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ (dengue virus) 

ซึ่งมทีัง้หมด 4 ชนิด (serotype) คอื ซีโรทยัป์ 1, 2, 3 และ 4 ลกัษณะอาการของการตดิเชื้อไวรสัเด็งกี่จะมี

ความหลากหลาย ส่วนใหญ่จะเป็นแบบไม่มกีารแสดงอาการของโรคภายหลงัการติดเชื้อ (asymptomatic) 

ประมาณ 10% จะแสดงอาการไขท้ีไ่ม่รุนแรงหายเองไดใ้นเวลาไม่กีว่นั (dengue fever, DF) และมกีลุ่มทีแ่สดง



กลุ่มอาการทีม่กีารรัว่ของพลาสมาออกนอกหลอดเลอืด หรอืโรคไขเ้ลอืดออก (dengue hemorrhagic fever / 

dengue shock syndrome, DHF/DSS) ซึง่ในกลุ่มทีอ่าการรัว่ของพลาสมาออกนอกหลอดเลอืดนัน้อาจรุนแรง

จนถงึแก่ชวีติได ้สาเหตุสําคญัทีท่ําให้เกดิพยาธสิภาพในโรคน้ีคอื ภาวะทีม่กีารรัว่ของสารน้ําออกนอกหลอด

เลอืด (vascular leakage), มกีารลดลงอย่างมากของจํานวนเกล็ดเลอืด (thrombocytopenia) รวมทัง้การมี

ภาวะเลอืดออกผดิปกติ (bleeding diathesis) ในอวยัวะต่างๆ เช่น ระบบทางเดนิอาหาร ผวิหนัง เยื่อบุตา 

เป็นตน้ นอกจากนัน้ยงัพบความผดิปกตใินการทาํงานของตบั การทาํงานของระบบภูมคุิม้กนั เช่น ระบบคอม

พลเีมนท ์(complement system) รวมถงึมกีารหลัง่ cytokines และ chemokines ทีท่ําใหเ้กดิภาวะการอกัเสบ

อย่างรุนแรง (cytokine storm) สาเหตุหรอืพยาธกํิาเนิด (pathogenesis) ทีท่ําใหเ้กดิภาวะความผดิปกตทิีพ่บ

ในกลุ่มผูป่้วยทีม่อีาการรุนแรงยงัไม่เป็นทีท่ราบแน่ชดั ซึ่งในปัจจุบนัยงัไม่มยีารกัษาโรคทีจ่าํเพาะสําหรบัการ

ติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ และในส่วนของวคัซีนป้องกันโรคนัน้ มีวคัซีนของบริษัท Sanofi Pasteur ซึ่งผ่านการ

ทดสอบทางคลนิิกในระยะที ่3 แล้วในกลุ่มประชากรทีม่อีายุระหว่าง 2 ถงึ 16 ปี พบว่ามปีระสทิธภิาพในการ

ป้องกันการติดเชื้อได้ประมาณ 56.5% ในกลุ่มตวัอย่างประชากรทวีปเอเชีย และ 60.8% ในกลุ่มตัวอย่าง

ประชากรทวปีอเมรกิาเท่านัน้ ผลการวเิคราะห์ล่าสุดพบว่าวคัซีนมคีวามสามารถป้องกนัการติดเชื้อได้ดใีน

ผูป่้วยทีม่อีายุมากกว่า 9 ปี แต่มปีระสทิธภิาพตํ่าในเดก็ทีม่อีายุน้อยกว่า 9 ปี และโดยเฉพาะในกลุ่มเดก็ทีไ่ม่มี

ภูมคิุม้กนัต่อเชื้อไวรสัเดง็กี่มาก่อน (seronegative) นอกจากนัน้ยงัพบว่าผูท้ีไ่ดร้บัวคัซนีทีม่อีายุน้อยกว่า 9 ปี 

มโีอกาสเกดิโรคทีรุ่นแรงและตอ้งรบัการรกัษาในโรงพยาบาลมากกว่าซึง่สาเหตุยงัไม่เป็นทีแ่น่ชดั 

ปัจจุบนักลไกการเกดิความรุนแรงของโรคไขเ้ลอืดออกยงัไม่เป็นที่ทราบแน่ชดั และไม่สามารถบ่งชี้

ไดว้่าผู้ที่ตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่รายใดจะเกิดอาการโรคไขเ้ลอืดออกที่รุนแรง ดงันัน้แพทย์จะต้องดูแลผู้ป่วยที่พบ

การตดิเชื้ออย่างใกล้ชดิเพื่อลดอตัราการเสยีชวีติของผูป่้วย ทีส่ําคญัในช่วงระยะแรกของการติดเชื้อทีม่เีพยีง

อาการไขส้งู ลกัษณะอาการทางคลนิิกและผลตรวจเลอืดทางหอ้งปฏบิตักิารพืน้ฐานไม่สามารถบ่งชีไ้ดว้่าผูป่้วย

จะมกีารพฒันาไปสู่อาการรุนแรงหรอืไม่ แพทยต์้องดแูลผูป่้วยอย่างใกลช้ดิเพราะหากไม่ไดร้บัการดแูลรกัษาที่

เหมาะสมและทนัท่วงท ีผูป่้วยอาจเสยีชวีติได ้ดงันัน้ความรูค้วามเขา้ใจในพยาธกํิาเนิดของโรค รวมถงึการมี

วธิกีารหรอืชุดตรวจที่บ่งชี้ภาวะการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่และสามารถพยากรณ์การเกิดความรุนแรงของโรคได้

ตัง้แต่ช่วงระยะแรกที่มีอาการไขนั้น้ จะช่วยให้แพทย์หรอืบุคลากรทางการแพทย์และสาธารณสุขสามารถ

ตดิตามผูป่้วยไดอ้ย่างใกลช้ดิ รวมถงึใหก้ารรกัษาไดอ้ย่างเหมาะสมและทนัท่วงท ีซึง่เป็นการช่วยลดอตัราการ

ป่วยตายได้และยงัช่วยลดค่าใช้จ่ายที่ต้องเสยีไปกับการดูแลรกัษาผู้ป่วยที่มอีาการไม่รุนแรงซึ่งไม่มีความ

จาํเป็นทีต่อ้งไดร้บัการรกัษาในโรงพยาบาลได ้ 

สาเหตุของการเกิดพยาธิกําเนิดของการเกิดความรุนแรงของโรคไข้เลือดออกยังไม่เป็นที่ทราบ

ชดัเจน แต่อาการความผดิปกตทิีพ่บในคนไขท้ีต่ดิเชือ้ทีม่อีาการรุนแรงทีส่าํคญั คอืความผดิปกตใินการทาํงาน

ของตบั มรีะดบัเอนไซม์ Aspartate aminotransferase (AST) และ Alanine transferase (ALT) ทีเ่พิม่สูงขึน้, 

มอีาการปวดทอ้ง, มภีาวะตบัโต (Hepatomegaly) ซึง่บง่บอกถงึทคีวามผดิปกตเิกดิขึน้กบัตบั ทีส่าํคญัอย่างยิง่

จากผลงานวจิยัที่มมีาในอดตี และจากคณะผู้วจิยับ่งชี้ถึงการเกิดพยาธสิภาพในตบั โดยพบว่าตบัของคนที่

เสียชีวิตด้วยโรคไข้เลือดออกจะตรวจพบการตาย (Apoptosis และ Necrosis), ตรวจพบ complement 

fragment proteins ที่เซลล์ตับ ซึ่งเป็นสิ่งบ่งชี้ถึงการมีพยาธิสภาพที่ตับ นอกจากนัน้ยงัสามารถตรวจพบ

โปรตนีของไวรสัเดง็กี่ พบโปรตนีทีบ่่งชีว้่าไวรสัเดง็กี่สามารถเพิม่จาํนวนได ้คอืโปรตนี Nonstructural protein 

3 (NS3)  และ DENV viral RNA ไดจ้ากชิน้เน้ือตบั จากผลดงักล่าวบ่งชีว้่าตบัเป็นอวยัวะสาํคญัหน่ึงทีไ่วรสัเดง็

กีส่ามารถเพิม่จํานวนได ้ความรูค้วามเขา้ใจกระบวนการเกดิการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ รวมถงึการตอบสนองของ

เซลล์เมื่อมกีารติดเชื้อ อาจนําไปสู่ความเขา้ใจการเกิดพยาธสิภาพที่พบในคนไขท้ีม่อีาการรุนแรง อย่างไรก็

ตามการศึกษาเพื่อให้เกิดความเข้าใจกลไกการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่และการตอบสนองของเซลล์ตับโดยใช ้

primary hepatocyte จะเป็นสิง่ทีด่ทีีสุ่ด แต่ primary hepatocyte มรีาคาค่อนขา้งสงู และอาจม ีvariation ของ

การตอบสนองที่แตกต่างกนั ดงันัน้การใช้เซลล์ที่มีความคล้ายคลงึกับ primary hepatocyte จะทําให้ได้ผล



การศึกษาที่น่าเชื่อถือ สบืเน่ืองจากทีมงานวจิยัของ ศ.นพ.สุรเดช หงษ์อิง ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะ

แพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธบิดี ได้สร้างเซลล์ตบั Immortalized hepatocyte like-cells (imHC) และได้

ทําการศึกษาบ่งชี้ว่าเซลล์ดังกล่าวมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับ primary hepatocyte  นอกจากนัน้แล้วยังมี

การศึกษาแล้วว่าเป็นเซลล์ target ที่ดีสําหรบัเชื้อไวรสัตับอกัเสบซี ดงันัน้คณะผู้วิจยัจึงนําเซลล์ชนิดน้ีมา

ทดสอบกบัเชื้อไวรสัเดง็กี่ ผูว้จิยัเริม่ต้นดว้ยการศกึษาเปรยีบเทยีบการตอบสนองต่อการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ของ

เซลล์ imHLC กบั hepatocyte cell lines ชนิดอื่นๆ (HepG2 และ Huh-7) ที่ใช้ในห้องปฏิบตัิการเพื่อศกึษา

การตอบสนองต่อไวรัสเด็งกี่ในปัจจุบัน ซึ่งเซลล์ HepG2 และ Huh-7 เป็นเซลล์ที่มีต้นกําเนิดมาจาก

เซลล์มะเรง็ การมเีซลลต์บัทีใ่กล้เคยีงกบั primary hepatocyte จะนําไปความรูค้วามเขา้ใจถงึกลไกการตดิเชื้อ

ไวรสัเดง็กี่ รวมถึงการตอบสนองของเซลล์ตบัเมื่อมกีารตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ และยงัสามารถนําเซลล์ชนิดน้ีเพื่อ

ทาํการศกึษาการตอบสนองต่อยาต้านไวรสัในระดบัหอ้งปฏบิตักิารไดเ้ช่นกนั องค์ความรูท้ีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ี

อาจจะนําไปสู่ความรู้เขา้ใจถึงการเกิดพยาธสิภาพของตับและนําไปสู่ความเข้าใจในพยาธิกําเนิดของโรค

ไขเ้ลอืดออก การทราบถงึปัจจยัหรอืกลไกทีส่มัพนัธ์กบัความรุนแรงของการเกดิโรคซึ่งอาจนําไปสู่การพฒันา

ยาชนิดใหม่เพื่อการดแูลรกัษาผูป่้วยทีม่ปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึน้ 

วตัถปุระสงคห์ลกั 

ศึกษาการการตอบสนองของเซลล์ตับต่อการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่โดยใช้เซลล์ตับที่สร้างจากการ

กระตุ้นสเตม็เซลล์เพื่อให้ไดเ้ซลล์ทีม่คุีณสมบตัิเหมอืนกบัเซลล์ตบัของมนุษย์ และเป็นเซลล์ทีเ่ลี้ยงใหเ้ติบโต

และเพิม่จํานวนไดอ้ย่างต่อเน่ือง (Immortalized Hepatocyte-like cells; imHC) และใชเ้ซลลน้ี์เป็น target cell 

model ของการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ ซึ่งเซลลต์บั imHC น้ีเป็นเซลล์ทีส่รา้งมาโดยกลุ่มงานวจิยัของ ศ.นพ.สุรเดช 

หงษ์องิ ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธบิด ีและผ่านการทดลองแล้วว่ามกีาร

แสดงออกของยนีและโปรตนีทีบ่่งบอกถงึคุณสมบตัจิาํเพาะของเซลลต์บั  

วตัถปุระสงคย์่อย 

1. ศกึษาเปรียบเทียบการตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ของเซลล์ imHC กับ hepatocyte cell 

lines สองชนิด คอื HepG2 และ Huh-7 ที่ใช้กนัอยู่ในห้องปฏิบตัิการในปัจจุบนั ซึ่งมตี้นกําเนิดมา

จากเซลล์มะเร็ง โดยจะเปรยีบเทยีบในแง่ของคุณสมบตัิในการจบักบัไวรสัเดง็กี่และการแสดงออก

ของโปรตนีทีผ่วิเซลลต์บัซึง่มคุีณสมบตัใินการจบักบัไวรสัเดง็กี ่(DENV receptors) 

2. ศกึษาการตอบสนองต่อไวรสัของเซลลต์บั imHC ต่อการตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ ัง้สีซ่โีรไทป์ (DENV 1-4) 

โดยใชส้ายพนัธุท์ีพ่ฒันาขึน้มาใชใ้นระดบัหอ้งปฏบิตักิาร (laboratory strains) และสายพนัธุท์ีแ่ยกมา

จากตวัอย่างเน้ือเยื่อหรอืเลอืดของผูป่้วยโรคไขเ้ลอืดออก (Clinical isolates) 

3. วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางชีวโมเลกุลของเซลล์ตับ (imHC และเซลล์ตับชนิดอื่นๆ) และ

ทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของ lipid droplets และปริมาณของไขมันชนิด 

triacylglycerols ซึ่งเป็นองค์ประกอบสาํคญัของ lipid droplets ภายในเซลล์ตบั เมื่อมกีารตอบสนอง

ต่อไวรสัเดง็กีโ่ดยวธิ ีMass Spectrometry 

วิธีการดาํเนินการ และผลการดาํเนินงาน 

1. พัฒนาระบบที่ใช้เลี้ยงเซลล์ตับที่สร้างจากการกระตุ้นสเต็มเซลล์เพื่อให้ได้เซลล์ที่มีคุณสมบัติ

เหมือนกับเซลล์ตับของมนุษย์ (Immortalized hepatocyte like-cells; imHC) และใช้เซลล์น้ีเป็น 

target cell model ของการติดเชื้อไวรสัเดง็กี ่เซลล์ตบั imHC เป็นเซลล์ที่สรา้งมาโดยกลุ่มงานวจิยั

ของ ศ.นพ.สุรเดช หงษ์องิ ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีและ

ผ่านการทดลองแล้วว่าเป็นเซลล์ target ที่ดีสําหรับเชื้อไวรัสตับอักเสบซี ทางหน่วยวิจัยโรค

ไขเ้ลอืดออกจงึนําเซลลช์นิดน้ีมาทดสอบกบัเชื้อไวรสัเดง็กี ่ผูว้จิยัเริม่ต้นดว้ยการศกึษาเปรยีบเทยีบ

การตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ของเซลล์ imHC กับ hepatocyte cell lines ชนิดอื่นๆ 



(HepG2 และ Huh-7) ที่ใช้ในห้องปฏิบตัิการเพื่อศกึษาการตอบสนองต่อไวรสัเดง็กี่ในปัจจุบนั ซึ่ง

เซลล ์HepG2 และ Huh-7 เป็นเซลลท์ีม่ตีน้กําเนิดมาจากเซลลม์ะเรง็ 

1.1 ศกึษาอตัราการเพิม่จาํนวนของเซลล ์imHC 

ในระยะเริ่มต้นทําการเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตของ imHC กับเซลล์ตับที่เป็น cell 

lines คอื HepG2 และ Huh-7 โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ดงักล่าวใน 6-well plate ที่ปรมิาณ

เซลล์จํานวนเท่ากนัคอื 0.8 x 105 เซลลต์่อ well หลงัจากนัน้ทีเ่วลาต่างๆ จงึทําการนับปรมิาณ

เซลล์ในแต่ละ well โดยใช ้Hematocytometer จากผลการทดลองน้ีพบว่า เซลล์ imHC มอีตัรา

การเจรญิเตบิโตใกล้เคยีงกบั Huh-7 มากกว่า HepG2 แต่โดยรวมแล้วไม่แตกต่างกนัดงัแสดง

ใน รปูท่ี 1 

 

 
รปูท่ี 1 อตัราการเพ่ิมจาํนวนของเซลล์ตบัสามชนิดคือ imHC HepG2 และHuh-7 (ข้อมูลท่ีแสดงใน

รปูมาจากการทดลองซํา้สองครัง้) 

1.2 ศกึษาเปรยีบเทยีบการจบักบัเชือ้ไวรสัและการแสดงออกของโปรตนีทีผ่วิเซลลต์บัซึง่มคุีณสมบตัิ

ในการจบักบัไวรสัเดง็กี ่(DENV receptors) ของ imHC และเซลลต์บัอกีสองชนิด 

คุณสมบตัิที่สําคญัของ hepatocyte cell model สําหรบัการศึกษาการตอบสนองของเชื้อ

ไวรสัเด็งกี่คือความสามารถในการจับกับไวรสัผ่านทาง DENV receptors ที่อยู่บนผิวเซลล ์

ก่อนทีไ่วรสัจะเขา้สู่เซลลต์บั ดงันัน้ผูว้จิยัจงึทาํการทดลองเปรยีบเทยีบเพื่อศกึษาว่า imHC และ

เซลลต์บัอกีสองชนิดมคีวามสามารถในการจบักบัไวรสัเดง็กี่ไดเ้ท่าเทยีมกนัหรอืไม่ โดยทําการ

ทดลองโดยใช้ไวรสัเด็งกี่ทีป่รมิาณต่างๆกนั คอืปรมิาณเชื้อไวรสัเด็งกี่ต่อเซลล์ (Multiplicity of 

infection /MOI) ที ่0, 1, 5 และ 10 มาบ่มกบัเซลลต์บัทัง้สามชนิดเป็นเวลา 1 ชัว่โมงที ่4 องศา

เซลเซียส และล้างไวรสัที่ไม่จบักบัเซลล์ออก จากนัน้ตรวจวดัปรมิาณไวรสับนผวิเซลล์โดยวธิ ี

immunofluorescence โดยใช้แอนติบอดี้จําเพาะต่อโปรตีนโครงสร้าง (Envelope protein, E) 

ของไวรสั  และวเิคราะหผ์ลดว้ย flow cytometry ผลการทดลองของเราแสดงใหเ้หน็ว่า เซลลต์บั

ทัง้สามชนิดมคีวามสามารถในการจบักบัไวรสัเดง็กี่ไดใ้กล้เคยีงกนั แต่ในปรมิาณไวรสัที่สูงคอื 

MOI of 10 จะพบว่าเซลล์ imHC นัน้จะจับกับไวรัสได้ดีกว่า HepG2 และ Huh-7 อย่างมี

นัยสาํคญัดงัแสดงในรปูที ่2A  

เน่ืองจากเคยมรีายงานก่อนหน้าน้ีว่าโปรตนีที่ม ีheparan sulfate ทําหน้าทีห่ลกัในการจบั

กบัไวรสัเดง็กี่ในเซลล ์Huh-7 (7, 8) เราจงึทาํการเปรยีบเทยีบบทบาท heparan sulfate ในการ

จบักับไวรสัเด็งกี่ของเซลล์ตับทัง้สามชนิดน้ี โดยใช้ heparin ซึ่งเป็น analog ของ heparan 

sulfate มายบัยัง้การจบัของไวรสักบั heparan sulfate บนผวิเซลล ์โดยใชป้รมิาณของ heparin 

ในความเขม้ขน้ทีแ่ตกต่างกนั (0, 0.1, 1, 5, 10, 20 µg/ml) มาบ่มกบัเซลล์ตบัทัง้สามชนิดและ



ไวรสัที ่MOI of 5 เป็นเวลา 1 ชัว่โมงที ่4 องศาเซลเซยีส จากนัน้ลา้งไวรสัทีไ่ม่จบักบัเซลลอ์อก

และตรวจวดัปรมิาณไวรสับนผวิเซลลต์ามวธิทีีก่ล่าวมาแลว้ขา้งต้น ผลการทดลองของเราแสดง

ใหเ้หน็ว่า heparin สามารถยบัยัง้การจบัของไวรสับนผวิเซลลไ์ดแ้บบแปรผนัตามความเขม้ขน้ที่

ใช ้(dose-dependent inhibition) และทีค่วามเขม้ขน้ 20 µg/ml สามารถยบัยัง้การจบัของไวรสั

บนผวิเซลลท์ัง้สามชนิดได้ 100% ทัง้น้ีที่ความเขม้ขน้เดยีวกนัของ heparin จะสามารถยบัยัง้

การจบัของไวรสับนผวิเซลล์ HepG2 ไดด้กีว่าเซลลต์บัอกีสองชนิด ดงัแสดงในรปูที ่2B ผลการ

ทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าการจับของไวรัสบนผิวเซลล์ HepG2 ขึ้นอยู่กับ heparan sulfate 

มากกว่าเซลลอ์กีสองชนิด หรอืเป็นไปไดว้่า เซลลอ์กีสองชนิดมกีารแสดงออกของโปรตนีอื่นทีม่ี

คุณสมบตัใินการจบักบัไวรสัเดง็กี ่เราจงึทาํการทดลองต่อโดยใชแ้อนตบิอดี้ทีจ่าํเพาะกบั DENV 

receptors อื่ นๆที่ เคยมีรายงานมาว่ามีบทบาท ในการจับกับ ไวรัส เด็ งกี่  เช่ น  T-cell 

immunoglobulin and mucin domain 1 (TIM-1) and 4 (TIM-4), Axl and Tyro3 (Dtk) ซึ่งอยู่

ในตระกูลของ TAM (Tyro3-Axl-Mer) receptor family (9) มาตรวจสอบปริมาณของโปรตีน

เหล่าน้ีบนผิวเซลล์ตับโดยวิธ ีimmunofluorescence and flow cytometry และผลการทดลอง

ของเราแสดงให้เห็นว่า เซลล์ imHC และ Huh-7 มีการแสดงออกของ TIM-1 อย่างชัดเจน 

ในขณะทีเ่ซลล์ HepG2 ไม่มกีารแสดงออกของโปรตนีชนิดน้ี นอกจากน้ี imHC ยงัม ีTIM-4 ใน

ระดบัตํ่าๆ แต่ไม่พบในเซลลอ์กีสองชนิด และไม่พบว่าม ีAxl and Tyro3 ในเซลลต์บัทัง้สามชนิด 

ดงัแสดงในรปูที ่2C  

 
รปูท่ี 2 ศึกษาเปรียบเทียบการจบักับเชื้อไวรสัและการแสดงออกของโปรตีนท่ีผิวเซลล์ตับซ่ึงมี

คุณสมบติัในการจบักบัไวรสัเด็งก่ี (DENV receptors) ของ imHC, HepG2 และ Huh-7 cells 

(รูปท่ีแสดงใน A และ B คือค่าเฉล่ียและค่าการเบี่ยงเบนมาตรฐานท่ีคํานวณมาจากการ

ทดลองซํา้สามครัง้) 



2. ศกึษาการตอบสนองต่อไวรสัของเซลลต์บั imHC ตอ่การตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ ัง้สีซ่โีรไทป์ (DENV 1-4) 

โดยใชส้ายพนัธุท์ีพ่ฒันาขึน้มาใชใ้นระดบัหอ้งปฏบิตักิาร (laboratory strains) และสายพนัธุท์ีแ่ยกมา

จากตวัอย่างเน้ือเยื่อหรอืเลอืดของผูป่้วยโรคไขเ้ลอืดออก (Clinical isolates)  

2.1 ทําการศกึษาเปรยีบเทียบอตัราการติดเชื้อของไวรสัเด็งกี่สายพนัธุ์ที่สอง (DENV-2) ในเซลล์ตับ 

imHC กบัเซลลต์บัทีเ่ป็น cell lines คอื HepG2 และ Huh-7  

เซลล์ตับทัง้สามชนิดถูกทําให้ติดเชื้อ DENV-2 โดยใช้ปริมาณเชื้อที่แตกต่างกัน คือ 

Multiplicity of infection (MOI) ที่ 0.1, 1 และ 5 หลังจากการติดเชื้อเป็นเวลา 0, 6, 12, 24 

และ 48 ชัว่โมง ทําการตรวจวดัการตดิเชื้อไวรสัเดง็กีโ่ดยตรวจหาโปรตนีของไวรสัในเซลลด์ว้ย

เทคนิค cytoplasmic staining โดยใช้ Antibody ที่จําเพาะกับโปรตีนเปลือกหุ้ม (Envelope 

protein; E) และเทคนิค surface staining โดยใช ้Antibody ทีจ่าํเพาะกบัโปรตนีซึง่ไม่ใชโ่ปรตนี

โครงสร้างของไวรัส, Non-structural protein 1 (NS1) แล้วตรวจวิเคราะห์ผลโดยใช้ Flow 

cytometry นอกจากนัน้ตรวจวดัปริมาณไวรสัที่ปล่อยออกมาในน้ําเลี้ยงเซลล์ด้วยวธิี focus 

forming unit จากผลการทดลองเบื้องต้นพบว่า อตัราการติดเชื้อ DENV-2 ในเซลล์ตบัทัง้สาม

ชนิดไม่แตกต่างกนัอย่างมนัียสําคญั ทัง้การแสดงออกของโปรตนี E ในเซลลท์ีต่ดิเชื้อ และการ

แสดงออกของโปรตนี NS1 บนผวิเซลลท์ี่ตดิเชื้อดงัแสดงใน รปูท่ี 3 ในส่วนของน้ําเลี้ยงพบว่า

ปรมิาณไวรสัทีป่ล่อยออกมาในน้ําเลีย้งเซลลท์ัง้สามชนิดนัน้ไม่มคีวามแตกต่างเช่นกนั ดงัแสดง

ใน รปูท่ี 4  

 

 
 

 

รปูท่ี 3  การแสดงออกของโปรตีน E ในเซลลท่ี์ติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ี (A-C) และการแสดงออกของโปรตีน 

NS1 (D-F) บนผิวเซลล์ท่ีติดเชื้อ DENV-2 ในเซลล์ตับสามชนิด HepG2, Huh-7 และ imHC 

(ข้อมูลท่ีแสดงในรปูมาจากการทดลองซํา้สามครัง้) 

 



 
รปูท่ี 4  แสดงปริมาณไวรสัท่ีปล่อยออกมาในน้ําเลี้ยงเซลลท่ี์ถกูทําให้ติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ีสายพนัธุ์ท่ี

สองในเซลลต์บัสามชนิด HepG2, Huh-7 และ imHC (ข้อมูลท่ีแสดงในรปูมาจากการทดลอง

ซํา้สามครัง้) 

 

2.2 ศกึษาเปรยีบเทยีบอตัราการตายของเซลล์ หลงัจากเกดิการตดิเชื้อของไวรสัเด็งกี่สายพนัธุ์ที่สอง 

(DENV-2) ในเซลลต์บั imHC กบัเซลลต์บัทีเ่ป็น cell lines คอื HepG2 และ Huh-7  

ผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาเปรยีบเทยีบอตัราการตายของเซลลต์บัทัง้สามชนิด (HepG2, Huh-7 

และ imHC) ที่ถูกทําให้ตดิเชื้อ DENV-2 ที่ MOI 0.1, 1 และ 5 และที่ช่วงเวลาต่างๆ คอื 0, 6, 12, 

24 และ 48 ชัว่โมง หลงัการตดิเชื้อตามเวลาดงักล่าว ทําการตรวจวดัการตายของเซลล์ โดยยอ้ม

ดว้ย Propridium iodine (PI) ซึง่จะสามารถเขา้ไปจบักบัสาย DNA ของเซลลต์าย แลว้ทาํการตรวจ

วเิคราะห์โดยใช ้Flow cytometry พบว่าอตัราการตายของเซลล์ทีต่ดิเชื้อไวรสัเดง็กีใ่นเซลล์ทัง้สาม

ชนิดแตกต่างกนั โดยพบว่าในเซลล์ HepG2 จะพบมกีารตายทีเ่พิม่สูงขึน้มากกว่าในเซลล์ Huh-7 

และ imHLC ดงัแสดงในรปูท่ี 5 นอกจากน้ีลกัษณะและรปูร่างของเซลล ์HepG2 ทีต่ดิเชื้อไวรสัเดง็

กี่มาแล้ว 48 ชัว่โมงนัน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ไดถู้กทําให้ตดิเชือ้จะเหน็ว่ามคีวามแตกต่าง

กนัอย่างเห็นได้ชดั ในขณะที่เซลล์ตบัอีกสองชนิดคอื imHC และ Huh-7 ไม่ไดแ้สดงลกัษณะหรอื

รปูร่างทีแ่ตกต่างกนัมากในช่วงก่อนและหลงัตดิเชือ้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ดงัแสดงในรปูท่ี 6 

 

 
 

รปูท่ี 5  แสดงอัตราการตายของเซลล์ท่ีติดเชื้อไวรสัเด็งก่ีสายพันธุ์ท่ีสองในเซลล์ตับสามชนิด 

HepG2, Huh-7 และ imHC (ข้อมูลท่ีแสดงในรปูมาจากการทดลองซํา้สามครัง้) 

            



 
รปูท่ี 6  ลกัษณะของเซลลท่ี์ตบัท่ีถกูทําให้ติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ีท่ี MOI 5 มาแล้ว 48 ชัว่โมงเปรียบเทียบ

กบัเซลลท่ี์ไม่ได้ถกูทาํให้ติดเชื้อในเซลลต์บัทัง้สามชนิด คือ HepG2 Huh-7 และ imHC (ภาพท่ี

แสดงในรปู เป็นตวัแทนของภาพจากการทดลองซํา้สามครัง้) 

2.3 ศกึษาเปรียบเทียบอตัราการตายแบบ Apoptosis ของเซลล์ที่ติดเชื้อไวรสัเด็งกี่สายพันธุ์ที่สอง 

(DENV-2) ในเซลลต์บั imHC กบัเซลลต์บัทีเ่ป็น cell lines สองชนิดคอื HepG2 และ Huh7  

จากผลการทดลองข้างต้นพบว่า DENV-2 สามารถเพิ่มจํานวนในเซลล์ imHC ไดด้แีละ

อตัราการเพิม่ปรมิาณของ DENV-2 ในเซลลต์บั imHC นัน้ ไม่แตกต่างไปจากเซลล ์hepatocyte cell 

lines อกีสองชนิด (Huh7 และ HepG2) โดยตรวจวดัการแสดงออกของโปรตนี E ในเซลล์ทีต่ดิเชื้อ

ไวรสัเดง็กี่และการแสดงออกของโปรตนี NS1 บนผวิเซลลท์ีต่ดิเชือ้ รวมถงึการปล่อยไวรสัออกมาใน

ส่วนน้ําเลี้ยงเซลล์ จากรายงานการศกึษาในอดตีพบว่า hepatocyte cell lines (Huh7 และ HepG2) 

เมื่อมกีารติดเชื้อไวรสัเดง็กี่ เซลล์จะถูกกระตุ้นและตรวจพบการการตายของเซลล์ คอืเมื่อมกีารติด

เชื้อไวรัสเด็งกี่จะพบการตายแบบ Apoptosis (10- 13) ดังนั ้นผู้วิจ ัยจึงได้ทําการศึกษาเพื่ อ

เปรยีบเทยีบอตัราการตายแบบ Apoptosis ของเซลลท์ีต่ดิเชือ้ DENV-2 ในเซลลต์บัทัง้สามชนิด โดย

เซลลต์บัทัง้สามชนิดถูกทาํใหต้ดิเชือ้ DENV-2 โดยใชป้รมิาณเชือ้ทีแ่ตกต่างกนัไป คอื Multiplicity of 

infection (MOI) ที่ 0.1, 1 และ 5 หลงัจากทําให้ติดเชื้อเป็นเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง ทํา

การตรวจวดัการตายแบบ Apoptosis ในเซลล์ทีต่ดิเชื้อโดยตรวจวดั Caspase-3/7 activity โดยยอ้ม

ด้วย CellEvent TM Caspase-3/7 Green Detection Reagent แล้วทําการตรวจวิเคราะห์โดยใช ้

Flow cytometry และไดท้ําการตรวจวดัควบคู่กบัการยอ้มดว้ย PI แล้วทําการตรวจวเิคราะห์โดยใช ้

Flow cytometry พบว่าอตัราการตายแบบ Apoptosis จากการตรวจวดั Caspase-3/7 activity และ

การยอ้มดว้ย PI มคีวามสอดคลอ้งกนั โดยในเซลล ์HepG2 ทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กี่จะพบว่ามกีารตายที่

imHC 



เพิม่สูงขึน้มากกว่าในเซลล ์Huh7 และ imHC ในทุกปรมิาณเชื้อไวรสัเดง็กี่ทีแ่ตกต่างกนั (MOI 0.1, 

1 และ 5) และในเซลล์ HepG2 ที่ถูกทําให้ติดเชื้อที่ MOI 1 และ MOI 5 จะพบการตายแบบ 

Apoptosis ทีเ่พิม่สูงขึ้นมากกว่า  Huh7 และ imHC อย่างมนัียสําคญัที่ 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการ

ตดิเชือ้ ดงัแสดงในรปูท่ี 7A  

นอกจากนัน้แล้วทําการยืนยันผลที่ได้จากการวิเคราะห์โดย Flow cytometry ด้วยวิธ ี

Immunofluorescence โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ตบัทัง้สามชนิดแบบ Adherent โดยเพาะเลี้ยงใน 

8-well chambered slides จากนัน้ทาํใหต้ดิเชือ้ DENV-2 โดยใชป้รมิาณเชือ้ที ่MOI 5 หลงัจากทาํให้

ติดเชื้อเป็นเวลา 48 ชัว่โมง แล้วทําการตรวจวดัการตายแบบ Apoptosis ในเซลล์ที่ติดเชื้อโดย

ต รวจวัด  Caspase-3/7 activity โดยย้ อม ด้ วย  CellEvent TM Caspase-3/7 Green Detection 

Reagent แลว้ทาํการตรวจวเิคราะหโ์ดยใชก้ลอ้ง Inverted fluorescence microscope พบว่าผลทีไ่ด้

มีความสอดคล้องกันกับผลการวิเคราะห์โดยใช้ Flow cytometry คือเซลล์ที่มีการตายแบบ 

Apoptosis (เซลลท์ี่มกีารเรอืงแสงสเีขยีว) ในเซลล์ HepG2 มจีํานวนมากกว่า Huh7 และ imHC ดงั

แสดงในรปูท่ี 7B  

 

 

  



 
รปูท่ี 7  แสดงอัตราการตายของเซลล์ท่ีติดเชื้อไวรสัเด็งก่ีสายพันธุ์ท่ีสองในเซลล์ตับสามชนิด 

HepG2, Huh7 และ imHC    

ผลของการวเิคราะห์อตัราการตายของเซลล์ทัง้สามชนิดหลงัจากที่ทําให้ตดิเชื้อ DENV-2 

(MOI 0.1, 1, 5) ในระยะเวลาต่างๆกนั โดยตรวจวดั Caspase-3/7 activity โดยยอ้มดว้ย CellEvent 

TM Caspase-3/7 Green Detection Reagent และยอ้มดว้ย PI แลว้ทาํการวเิคราะหป์รมิาณเซลล์ที่

ตดิสยีอ้มโดยใช้ Flow cytometry (ขอ้มูลทีแ่สดงในรูป 7A มาจากการทดลองซ้ําสามครัง้) และ ทํา

การยนืยนัผลอตัราการตายแบบ Apoptosis ของเซลล์ โดยทําการบนัทกึภาพของเซลล์ที่ยอ้มดว้ย 

CellEvent TM Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Positive Caspase-3/7 staining) ด้วย

กลอ้ง fluorescence microscope (ตวัแทนภาพของการวเิคราะห ์ดงัแสดงในรปู 7B) 

2.4 ศกึษาเปรยีบเทยีบการสรา้ง cytokines ทีส่นใจในระดบั RNA ในการตอบสนองของเซลล์เมื่อมกีารตดิ

เชือ้ไวรสัเดง็กีส่ายพนัธุท์ีส่อง (DENV-2) ในเซลลต์บัทัง้สามชนิด คอื HepG2, Huh7 และ imHC  



เซลล์ตับทัง้สามชนิด คือ HepG2, Huh7 และ imHC ถูกทําให้ติดเชื้อ DENV-2 ที่ MOI 

0.1, 1 และ 5 หลงัถูกทําให้ตดิเชื้อเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทําการเกบ็เซลล์ทีต่ดิเชื้อจากนัน้ทําการปัน่

ล้างเซลล์ดว้ย DMEM-F-12 medium แล้วนับจํานวนเซลล์ จากนัน้นําเซลล์ในปรมิาณทีเ่ท่ากนัจาก

เซลล์ทัง้สามชนิด (จํานวน 0.5-1.0 x 106 เซลล์) มาทําการสกัด RNA โดยใช้เทคนิค Trizol 

extraction และตรวจวดัปรมิาณ RNA ที่สกดัได้โดยวธิ ีNanodrop และนําปรมิาณ RNA ที่เท่ากัน

จากเซลลท์ัง้สามชนิดมาทาํการตรวจหาการแสดงออกของยนี cytokines ทีส่นใจ โดยใชเ้ทคนิค RT-

PCR ซึง่ cytokines ทีเ่ราสนใจม ี10 ชนิด ดงัน้ี MCP-1, TRAIL, IL-1,  IL-6, IL-8, RANTES , IFN- 

α, IFN- β, MIP-1 α และ MIP-1 β โดยใช ้gene 18S เป็นตวัควบคุมในเชงิปรมิาณ สาเหตุทีเ่รา

เลือก cytokines ชุดน้ีมาทําการศึกษา เพราะมีรายงานก่อนหน้าน้ีที่บอกถึงการแสดงออกของ 

cytokines เหล่าน้ีในเซลล ์primary hepatocyte (14) และจากผลการศกึษาของเราพบว่าเซลล์ตบัทัง้

สามชนิดมกีารตอบสนองและมรีะดบัการแสดงออกของ cytokine แต่ละชนิดแตกต่างกนัออกไป ดงั

แสดงในรูปที่8 โดยเซลล์ตับทัง้สามชนิดจะมีการแสดงออกของระดับ RNA ของ IL-8, IL-6, 

RANTES, MIP-1 β, IFN- β และ IFN- α ทีเ่พิม่สงูขึน้เมื่อเซลลม์กีารตดิเชือ้ไวรสัเดง็กี่และเพิม่ขึน้

ตามปรมิาณไวรสัทีต่ดิเชือ้ ทีน่่าสนใจคอืในเซลล ์imHC เมื่อตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีแ่ล้วจะมกีารแสดงออก

ระดบั RNA ของ MCP-1 ที่เพิม่สูงขึ้น ซึ่งตรงกบัรายงานก่อนหน้าน้ีในเซลล์ Primary hepatocyte 

แต่ใน hepatocyte cell lines อีกสองชนิด คือ Huh7 และ HepG2 ไม่พบว่ามีการแสดงออกของ 

MCP-1 นอกจากนัน้แลว้ในเซลล ์imHC และ Huh7 จะมกีารสรา้ง IL-1 β แต่ไม่พบในเซลล ์HepG2 

เลย ผลจากการทดลองในส่วนน้ีแสดงให้เห็นว่าเซลล์ imHC นั ้นมีความใกล้เคียงกับ Primary 

hepatocyte ในแงข่องการสรา้ง cytokines มากกว่าเซลลอ์กีสองชนิด   

 
รปูท่ี 8 การแสดงออกของ cytokines ในการตอบสนองของเซลลเ์มื่อมีการติดเชื้อ DENV-2 ในเซลล์

ตบัทัง้สามชนิด คือ HepG2, Huh7 และ imHC (รปูตวัแทนจากการทดลองซ้ําสามครัง้) 

 



2.5 ศกึษาการตอบสนองของเซลล์ตบั imHC ต่อการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ทัง้สี่ซีโรไทป์ (DENV 1-4) โดยใช้

สายพนัธุท์ีพ่ฒันาขึน้มาใชใ้นระดบัหอ้งปฎบิตักิาร (laboratory strains) 

จากผลการทดลองทีแ่สดงมาขา้งตน้พบว่าเซลล ์imHC มปีระสทิธภิาพในการสรา้งไวรสัเดง็

กี่ซโีรไทป์ที ่2 สายพนัธุ์ทีใ่ชใ้นหอ้งปฎิบตักิาร (DENV-2, laboratoty strain 16681) ไดด้ไีม่น้อยไป

กว่าเซลล์ตบัชนิด HepG2 และ Huh-7 ทีใ่ช้กนัอยู่ในปัจจุบนั และยงัมกีารตอบสนองในแง่ของการ

สรา้ง cytokines ไดใ้กล้เคยีงกบัเซลลต์บัปฐมภูม ิ(Primary hepatocytes) ดงันัน้มคีวามเป็นไปไดสู้ง

มากที่จะนําเซลล์ชนิดน้ีมาใช้เป็นตัวแทนที่ดขีองเซลล์ตับสําหรบัการศึกษากลไกของการติดเชื้อ

ไวรสัเดง็กีแ่ละการตอบสนองต่อยาตา้นไวรสัในระดบัหอ้งปฏบิตักิารต่อไป 

ผูว้จิยัไดใ้ชเ้ฉพาะไวรสัเดง็กีซ่โีรไทป์ที ่2 (DENV-2, 16681) เพื่อทาํการทดสอบก่อนหน้าน้ี

ทัง้หมด และพบว่า imHC มปีระสทิธภิาพในการสรา้งไวรสัเดง็กีซ่โีรไทป์ที ่2 ไดด้ ีแต่เป็นทีท่ราบกนั

ดีว่าเชื้อไวรัสเด็งกี่ที่ก่อโรคได้นัน้มีทัง้หมดสี่ซีโรไทป์ (DENV-1, 2, 3, 4) เราจึงทําการทดลอง

เพิม่เตมิเพื่อศกึษาว่าเซลล์ตบั imHC มกีารตอบสนองกบัไวรสัเดง็กี่ทุกซโีรไทป์อย่างไร โดยใชไ้วรสั

สายพนัธุ์ทีใ่ชก้นัทัว่ไปในระดบัหอ้งปฎบิตักิาร คอื DENV-1 (Hawaii), DENV-2 (16681),  DENV-3 

(H87) และ DENV-4 (H241)  และมวีธิกีารทดลองดงัน้ีคอื เซลลต์บั imHC ถกูทาํใหต้ดิเชื้อไวรสัเดง็

กี่ทัง้สี่ซีโรไทป์ด้วยปรมิาณเชื้อไวรสัเด็งกี่ต่อเซลล์ MOI ที่ 0.5 หลงัจากทําให้ติดเชื้อเป็นเวลา 48 

ชัว่โมงแล้ว ทําการตรวจวดัการตดิเชือ้ของเซลล์โดยตรวจวดัการปล่อยไวรสัออกมาในน้ําเลีย้งเซลล์

ดว้ยวธิ ีfocus forming assay และการแสดงออกของโปรตนี non-strucutral protein 1 (NS1) และ

โปรตนีโครงสรา้ง (Envelope protein, E) ในเซลลท์ีต่ดิเชื้อไวรสัเดง็กีด่ว้ยวธิ ีimmunofluorescence 

and flow cytometry จากผลการทดลองพบว่า ไวรสัเด็งกี่ทัง้สี่ซีโรไทป์ตามสายพนัธุ์ที่ใช้ในระดบั

หอ้งปฎบิตักิารนัน้สามารถเพิม่จาํนวนในเซลล ์imHC ได ้โดยปรมิาณไวรสัทีป่ล่อยออกมาในน้ําเลีย้ง

เซลล ์และเปอรเ์ซน็ตข์องเซลล์ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี NS1 และ E ทีต่รวจวดัไดนั้น้ มปีรมิาณ

ทีใ่กล้เคยีงกนัในทัง้สีซ่โีรไทป์ ดงัแสดงในรปูที ่9A, 9B, และ 9C ตามลําดบั เซลล์ imHC ทีไ่ม่ไดถู้ก

ทาํใหต้ดิเชือ้ (MOCK) เป็นเซลลท์ีใ่ชเ้ป็นกลุ่มควบคุมในการทดลอง (negative control) 

 
รปูท่ี 9 การตอบสนองของเซลล์ตับ imHC ต่อการติดเชื้อไวรสัเด็งก่ีทัง้ส่ีซีโรไทป์ (DENV 1-4) สาย

พนัธุ์ท่ีใช้ในห้องปฎิบติัการ (รูปทีแ่สดงคอืค่าเฉลีย่และค่าการเบีย่งเบนมาตรฐานทีค่ํานวณมาจาก

การทดลองซ้ําสามครัง้) 

 

2.6 ศึกษาการตอบสนองของเซลล์ตับ imHC ต่อการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ทัง้สี่ซีโรไทป์ (four serotypes; 

DENV 1-4) โดยใช้สายพันธุ์ที่แยกมาจากตัวอย่างเน้ือเยื่อหรือเลือดของผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก 

(Clinical isolates)  

เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมซึ่งเกดิไดต้ามธรรมชาติของเชื้อไวรสัทําให้สาย

พนัธุข์องเชื้อไวรสัเดง็กี่ทีพ่ฒันาขึน้มาเพื่อใชก้นัทัว่ไปในระดบัหอ้งปฏบิตักิารนัน้อาจจะมคุีณสมบตัิ

ในการก่อโรคทีแ่ตกต่างไปจากไวรสัเดง็กี่สายพนัธุท์ีอ่ยู่ในตวัอย่างของผูป่้วยโรคไขเ้ลอืดออก ดงันัน้

เพื่อยนืยนัว่าเซลล์ตบั imHC นัน้สามารถตอบสนองและทําการสรา้งไวรสัเดง็กี่ได ้แมว้่าจะเป็นสาย

พนัธุ์ทีแ่ตกต่างกนั เราจงึทาํการศกึษาเพิม่เตมิเพื่อยนืยนัผลการเพิม่จาํนวนของไวรสั เดง็กี่ของทัง้สี่



ซโีรไทป์ในเซลลต์บั imHC โดยใชไ้วรสัสายพนัธุท์ีแ่ยกมาจากตวัอย่างของผูป่้วยโรคไขเ้ลอืดออก ซึ่ง

ไวรสัที่แยกได้จากเลือดผู้ป่วยนัน้จะนํามาทําการยืนยนัผลการติดเชื้อไวรสัแต่ละซีโรไทป์โดยใช้

เทคนิค nested - PCR และไวรสัที่ทางคณะวิจยัของเรานํามาใช้ในการทดลอง มีดังต่อไปน้ีคือ  

DENV-1 แยกจากตับของคนไขท้ี่เสยีชวีติจากโรคไข้เลอืดออก, DENV-2 แยกจาก plasma ของ

คนไขท้ีต่ิดเชื้อที่เกบ็จาก Clinical cohort ที่โรงพยาบาลขอนแก่น, DENV-3 (DENV-3 Loc1) และ 

DENV-4 (DENV-4 Loc1) ไดร้บัการอนุเคราะหจ์าก Armed Forces Research Institue of Medical 

Science (AFRIMS)  วธิกีารทดลองจะคล้ายกบัรายละเอยีดที่กล่าวมาขา้งต้น โดยเซลล์ตบั imHC 

ถูกทําใหต้ดิเชื้อไวรสัเดง็กีท่ ัง้สีซ่โีรไทป์ในแต่ละสายพนัธุด์ว้ยปรมิาณเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ี ่MOI 0.1 และ

หลงัจากทําให้ติดเชื้อเป็นเวลา 48 ชัว่โมงแล้ว ก็ทําการตรวจวดัการปล่อยไวรสัออกมาในน้ําเลี้ยง

เซลล์ และจํานวนของเซลล์ที่มีการแสดงออกของโปรตีน NS1 และ E จากผลการทดลองพบว่า 

เซลล์ตับ imHC ตอบสนองต่อไวรสัเด็งกี่สี่ซีโรไทป์สายพนัธุ์ที่แยกมาจากตัวอย่างของผู้ป่วยโรค

ไขเ้ลอืดออกได ้โดยสามารถสรา้งอนุภาคไวรสัและปล่อยออกมาน้ําเลีย้งเซลล ์รวมทัง้สรา้งโปรตนี E 

และ NS1 ที่จําเพาะต่อไวรสัได้ ดงัแสดงในรูปที่ 10A, 10B, และ 10C ตามลําดบั เซลล์ imHC ที่

ไม่ไดถู้กทาํใหต้ดิเชือ้ (MOCK) เป็นเซลลท์ีใ่ชเ้ป็นกลุ่มควบคุมในการทดลอง (negative control) 

 

 
 

รปูท่ี 10 การตอบสนองของเซลลต์บั imHC ต่อการติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ีทัง้ส่ีซีโรไทป์ (DENV 1-4) โดยใช้

สายพนัธุ์ท่ีแยกมาจากตวัอย่างของผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก (รูปที่แสดงคอืค่าเฉลี่ยและค่าการ

เบีย่งเบนมาตรฐานทีค่าํนวณมาจากการทดลองซ้ําสามครัง้) 

2.7 เพื่อเป็นแนวทางไปสู่การหายาต้านไวรัสเด็งกี่ที่นําไปใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกได ้

คณะผู้วจิยัได้เลือกที่จะทดสอบฤทธิข์องยาไอเวอร์เมกตินโดยใชเ้ซลล์ตับ imHC และเซลล์ HepG2 

และ Huh-7 เป็นเซลลโ์มเดล ซึ่งสาเหตุทีเ่ลอืกยาไอเวอรเ์มกตนิมาทดสอบนัน้เพราะว่ายาชนิดน้ีมฤีทธิ ์

ในการต้านไวรสัเด็งกี่และไวรัสใกล้เคียงชนิดอื่นๆ และเป็นยาที่ผ่านการรับรองมาตรฐานความ

ปลอดภยัจาก FDA แล้วและมกีารใชอ้ยู่แล้วในคนไขโ้รคอื่นๆ (เช่น เทา้ชา้ง และ river blindness เป็น

ตน้)  

จากผลการทดลองเบื้องต้นในเซลล์ตับทัง้สามชนิด (imHC, Huh-7, HepG2) พบว่า ค่า

ความเขน้ขน้ของยาไอเวอร์เมกตนิที่ 5 μM เป็นความเขม้ขน้ที่ไม่เป็นพษิต่อเซลล์ตบัทัง้สามชนิด

และมีความสามารถในการยบัยัง้การสร้างไวรสัได้ประมาณ 50% เราจึงใช้ยาที่ความเข้มข้นน้ีใน

การศกึษาเปรยีบเทยีบการตอบสนองต่อยาไอเวอรเ์มกตนิของเซลลต์บัทัง้สามชนิด โดยทาํการเลีย้ง

เซลล์ทัง้สามชนิดใน 24-well plate เป็นเวลาหน่ึงคืน จากนัน้ทําการบ่มเซลล์กับเชื้อไวรสัเด็งกี่ที ่

multiplicity of infection (MOI) of 0.1 เป็นเวลาสองชัว่โมง ลา้งเซลลด์ว้ยน้ําเลี้ยงเซลลเ์พื่อขจดัไวรสั

ส่วนเกินที่อยู่ภายนอกเซลล์ออก จากนัน้จงึทําการเลี้ยงเซลล์ต่ออีก 48 ชัว่โมง ในสภาวะที่มยีาไอ

เวอร์เมกตนิทีค่วามเขม้ขน้ 5 μM ละลายอยู่ในน้ําเลี้ยงเซลล์ ทัง้น้ีเน่ืองจากยาไอเวอร์เมกตนินัน้จะ

ละลายไดเ้มื่ออยู่ในสภาวะทีม่ ี0.5% (v/v) DMSO อยู่ เราจงึใชน้ํ้าเลีย้งเซลลท์ีม่ ีDMSO ในปรมิาณที่



เท่ากนัน้ีเป็นหน่ึงในกลุ่มควบคุมในการใหย้า และน้ําเลี้ยงเซลล์ทีไ่ม่มยีาหรอื DMSO อยู่เลยเป็นอกี

หน่ึงกลุ่มควบคุม และเมื่อเวลาผ่านไป 48 ชัว่โมง เราจงึเกบ็เซลลต์บัทัง้สามชนิดทัง้ทีใ่หย้าและไม่ให้

ยาและน้ําเลี้ยงเซลล์ในแต่ละกลุ่มมาทําการวเิคราะห์เพื่อตรวจสอบปรมิาณของไวรสัด้วยวธิตี่างๆ 

ไดแ้ก่ (A) ตรวจสอบปรมิาณของไวรสัทีป่ล่อยออกมาในน้ําเลีย้งเซลล์ดว้ยวธิ ีfocus forming assay, 

(B) ตรวจสอบปรมิาณของสารพนัธุกรรมของไวรสัในน้ําเลี้ยงเซลล์ดว้ยวธิ ีRT-PCR, (C) ตรวจสอบ

การแสดงออกของโปรตีน non-structural protein 3 (NS3) ในเซลล์ด้วยวิธี immunofluorescent 

staining with anti-NS3 antibody and flow cytometry, (D) ตรวจสอบปริมาณการปล่อยโปรตีน 

non-structural protein 1 (NS1) ออกมาในน้ําเลี้ยงเซลล์ด้วยวธิ ีELISA จากนัน้นําผลที่ได้จากการ

ทดลองซ้ําสามครัง้มาหาค่าเฉลี่ยและค่าการเบี่ยงเบนมาตรฐาน ดงัแผนภูมทิี่แสดงตามรูปดา้นล่าง 

ผลการทดลองของเราแสดงให้เห็นว่าเซลล์ตบัชนิด imHC และ Huh-7 นัน้มกีารตอบสนองต่อการ

ออกฤทธิใ์นการยบัยัง้การสรา้งไวรสัของยาไอเวอรเ์มกตนิไดด้กีว่าเซลลช์นิด HepG2 ดงัจะเหน็ไดว้่า

ปรมิาณของไวรสัเดง็กีท่ีว่ดัไดใ้นน้ําเลี้ยงเซลล ์(panel A ของรปูที ่11) และปรมิาณของโปรตนี NS3 

ที่แสดงออกในเซลล์ที่ติดเชื้อ (panel C ของรูปที่  11) นั ้นมีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญเมื่ อ

เปรยีบเทยีบในสภาวะทีม่ยีาไอเวอร์เมกตินที่ความเขม้ขน้ 5 µM อยู่ในน้ําเลี้ยงเซลล์ (Ivermectin, 

black bars) กับสภาวะควบคุมที่ไม่มียาแต่มี DMSO (DMSO, white bars) หรอืสภาวะที่มีแต่น้ํา

เลี้ยงเซลล์ (Medium, gray bars) และเมื่อศกึษาจากผลการทดลองในแง่ของการยงัยัง้การสรา้งและ

ปล่อยโปรตนี NS1 เพื่อออกสู่ภายนอกเซลลพ์บว่า ยาไอเวอรเ์มกตนิออกฤทธิใ์นการยบัยัง้การปล่อย

โปรตีน NS1 ในเซลล์ตบัชนิด imHC ได้ดกีว่าในเซลล์ตบัอีกสองชนิด เพราะเป็นเซลล์ชนิดเดยีวที่

แสดงใหเ้หน็การลดลงของปรมิาณ NS1 ในสภาวะทีม่ยีาไดอ้ย่างมนัียสาํคญั (panel D ของรปูที ่11)  

นอกจากนัน้เพื่อยนืยนัว่ายาไอเวอรเ์มกตนิมผีลในการยบัยัง้การสรา้งไวรสัเดง็กีใ่นเซลลต์บั

ชนิดปฐมภูมิ (Primary human hepatocytes) ซึ่งมีคุณสมบตัิใกล้เคยีงกับเซลล์ตบัในสภาวะปกติ

ของมนุษย์มากที่สุด เราได้นําเซลล์ตับชนิดปฐมภูมิมาเลี้ยงใน 24-well plate และทําให้ติดเชื้อ

ไวรสัเดง็กี่และทดสอบกบัยาไอเวอร์เมกตนิทีค่วามเขม้ขน้ 5 µM เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยใชว้ธิกีาร

เดยีวกนักบัเซลล์ตบัแบบ cell lines ทัง้สามชนิดที่แสดงผลขา้งต้น และตรวจสอบปรมิาณของสาร

พนัธุกรรมของไวรสัในน้ําเลี้ยงเซลล์ด้วยวธิ ีRT-PCR (panel A ของรูปที่ 12) และวดัปรมิาณของ

ไวรสัที่ปล่อยออกมาในน้ําเลี้ยงเซลล์ดว้ยวธิ ีfocus forming assay (panel B ของรูปที ่12 ) ผลการ

ทดลองจากการทําซ้ําสามครัง้พบว่า เซลล์ตบัทีต่ดิเชือ้ทีเ่ลี้ยงในสภาวะทีม่ยีาไอเวอรเ์มกตนิอยู่ในน้ํา

เลี้ยงเซลล์นัน้ (Ivermectin, black bars) มีการสร้างไวรสัในปริมาณที่ลดลงอย่างมีนัยสําคัญเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัเซลล์ในสภาวะควบคุมที่ไม่มยีาแต่ม ีDMSO (DMSO, white bars) หรอืสภาวะที่มี

แต่น้ําเลีย้งเซลล ์(Medium, gray bars)  

  



 

 
รปูท่ี 11 ประสิทธิภาพของยาไอเวอรเ์มกตินในการยบัยัง้การสร้างไวรสัเดง็ก่ีในเซลลต์บัสามชนิดคือ 

imHC, HepG2, และHuh-7 cell lines และค่าท่ีแสดงในแผนภมิูน้ีคือ mean ± S.D. จากการ

ทดลองสามครัง้ 

 

รปูท่ี 12 ประสิทธิภาพของยาไอเวอรเ์มกตินในการยบัยัง้การสร้างไวรสัเดง็ก่ีในเซลลต์บัชนิดปฐมภมิู 

ค่าท่ีแสดงในแผนภมิูน้ีคือ mean ± S.D. จากการทดลองสามครัง้ 
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3. วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางชีวโมเลกุลของเซลล์ตับ (imHC และเซลล์ตับชนิดอื่นๆ) และ

ทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของ lipid droplets และปริมาณของไขมันชนิด 

triacylglycerols ซึ่งเป็นองค์ประกอบสาํคญัของ lipid droplets ภายในเซลล์ตบั เมื่อมกีารตอบสนอง

ต่อไวรสัเดง็กีโ่ดยวธิ ีMass Spectrometry 

3.1 เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ lipid droplets ในเซลล์ตับทัง้สามชนิดนัน้ สืบเน่ืองมี

การศึกษาในอดีตที่บ่งชี้ถึงบทบาทของ Lipid metabolism กับการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ ผู้วิจ ัยจึง

ทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของ lipid droplets และปริมาณของไขมันชนิด 

triacylglycerols ซึ่งเป็นองค์ประกอบสาํคญัของ lipid droplets ภายในเซลล์ตบั เมื่อมกีารตอบสนอง

ต่อไวรัสเด็งกี่  โดยเริ่มต้นด้วยการใช้วิธีการย้อมเซลล์ด้วย BODIPY 409/503 ซึ่งเป็น cell-

permeable fluoresecent dye ที่มีความจําเพาะต่อ lipid droplets และบันทึกภาพของ lipid 

droplets ที่ย้อมได้ในเซลล์ตับทัง้ก่อนและหลงัติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ (MOI of 0.1, 48 ชัว่โมง) ด้วยวธิ ี

confocal microscopy และนําภาพที่ได้ไปวิเคราะห์ขนาดและปริมาณของ lipid droplets โดยใช ้

image J software เมื่อเปรยีบเทยีบผลการทดลองที่ไดจ้ากเซลล์ตบัทัง้สามชนิดพบว่า เซลล์ตบัทัง้

สามชนิดมขีนาดของ lipid droplets ทีแ่ตกต่างกนั คอื เซลล์ตบัชนิด imHC และ Huh-7 จะมขีนาด

ของ lipid droplets ทีใ่หญ่กว่า เมื่อเทยีบกบั HepG2 (รูปที ่13A และ 13B) นอกจากน้ีหลงัจากเซลล์

ไดร้บัการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่แล้วพบว่า ขนาดของ lipid droplets ในเซลล์ตบัชนิด imHC และ Huh-7 

จะลดลงอย่างมนัียสําคญัเมื่อเทยีบกบัขนาดของ lipid droplets ในเซลล์ชนิดเดยีว กนัก่อนที่จะติด

เชือ้ไวรสัเดง็กี ่แตก่ารเปลี่ยนแปลงในเรื่องขนาดของ lipid droplets ตอ่การตอบสนองต่อการตดิเชื้อ

ไวรสั ในเซลล ์HepG2 จะไม่ชดัเจนเท่ากบัเซลลอ์กีสองชนิด (รปูที ่13C) 

 



 
รปูท่ี 13 ผลของการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของ lipid droplets ในเซลล์ตบัทัง้สามชนิดเมื่อได้รบั

การติดเชื้อ ไวรสัเดง็ก่ี (A)  

ภาพจาก confocal microscopy หลังจากทํ าการย้อม  lipid droplets ด้วย BODIPY 

409/503 ในเซลล์ตับทัง้ก่อนและหลังติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ (MOI of 0.1, 48 ชัว่โมง) ภาพที่ได้จาก 

confocal microscopy ไดนํ้ามาทําการวเิคราะห์ความแตกต่างของขนาดของ lipid droplets โดยใช ้

image J software โดยเปรยีบเทยีบ ระหว่างเซลล์ต่างชนิดกนั (B) หรอืเปรยีบเทยีบในเซลล์ชนิด

เดียวกันในช่วงก่อนและหลังการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ (C) ผลที่แสดงในรูป B&C คือค่าเฉลี่ย + ค่า

เบีย่งเบนมาตรฐานของขนาด lipid droplets ทีค่าํนวณไดจ้ากเซลลท์ัง้สาม ชนิดจาํนวนทัง้หมด 300-

400 เซลล ์เครื่องหมาย * แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.05) เมื่อนําผลมา

วเิคราะหท์างสถติดิว้ย Student‘s t-test analysis 

 

  



3.2 เพื่อศกึษาปรมิาณของไขมนัชนิด triacylglycerols ซึง่เป็นองคป์ระกอบหลกัของ lipid droplets ภายใน

เซลล์ตบั ทัง้สามชนิดเราได้ทําการสกัดไขมนัจากเซลล์ตบัทัง้สามชนิด (HepG2, Huh-7 and imHC 

cells) ที่ผ่านการทําให้ติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ (MOI of 0.1) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ด้วยใช้วธิกีารสกดัแบบ 

Bligh and Dyer (Bligh and Dyer, 1959) จากนัน้นําไขมนัที่สกัดได้จากเซลล์ทัง้สามชนิดมาทําการ

วเิคราะห์เปรยีบเทยีบปรมิาณของไขมนัชนิด triacylglycerols โดยวธิ ีliquid chromatography/mass 

spectrometry-based lipidomic analysis โดยใช้โหมด neutral loss scanning ที่จําเพาะต่อการแตก

ตวัของโครงสรา้งกรดไขมนัชนิดหลกัทัง้สีช่นิดของ triacylglycerols คอื palmitic (C16:0), palmitoleic 

(C16:1), oleic (C18:1), and stearic (C18:0) acids โดยเปรยีบเทยีบกบัปรมิาณของไขมนัชนิดฟอส

โฟลิปิด ที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ คือ dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC, 

C16:0) ทีว่ดัไดด้ว้ยวธิ ีprecursor ion scanning of 184 (phosphocholine group) โดย DPPC  นัน้ทาํ

หน้าที่เสมือน internal standard ที่ใช้เพื่อ normalize ค่าของ triacylglycerols ในเซลล์ชนิดเดียวกัน 

ก่อนที่จะนําผลที่ได้มาเปรยีบเทยีบกันระหว่างเซลล์ แต่ละชนิด และผลจากการวเิคราะห์ (รูปท่ี 13) 

แสดงใหเ้หน็ว่า เมื่อไดร้บัการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ปรมิาณของ triacylglycerols ในเซลลต์บัชนิด imHC มี

การลดลง อย่างมีนัยสําคญั โดยเฉพาะ triacylglycerols ที่มี palmitic (C16:0) เป็นองค์ประกอบจะ

ลดลงถงึ 75% ของปรมิาณ ไขมนัในเซลล์ทีไ่ม่ไดร้บัการตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่ (mock-infected cells) ส่วน

ในเซลล์ Huh-7 นัน้จะเห็นว่ามแีนวโน้ม ในการลดปรมิาณของ triacylglycerols หลงัจากที่เซลล์ไดร้บั

ตดิเชื้อแต่การ เปลีย่นแปลงนัน้ไม่มนัียสําคญัทางสถติ ิและในเซลลช์นิด HepG2 นัน้จะต่างกบัเซลลอ์กี

สองชนิด คอืจะเหน็การ เปลี่ยนแปลงของ triacylglycerols หลงัการตดิเชื้อน้อยมากหรอืแทบไม่มกีาร

เปลีย่นแปลงเลย (รปูท่ี 14) 

 
รปูท่ี 14 ผลของการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของไขมนัชนิด triacylglycerols ซ่ึงเป็นองค์ประกอบ

หลกัของ lipid droplets ภายในเซลลต์บัทัง้สามชนิดเมื่อได้รบัการติดเชื้อไวรสัเดง็ก่ี  

ไขมนัที่สกดัได้จากเซลล์ตบัสามชนิด ทัง้ก่อนและหลงัตดิเชือ้ไวรสัเดง็กี่ (MOI of 0.1, 48 

ชัว่โมง) ถูกใชใ้นการวเิคราะห์เปรยีบเทียบปรมิาณของไขมนัชนิด triacylglycerols โดยวิธ ีliquid 

chromatograpy/mass spectrometry-based lipidomic analysis โ ด ย ใ ช้ โ ห ม ด  neutral loss 

scanning ทีจ่ําเพาะต่อการแตกตวัของโครงสรา้งกรดไขมนัชนิดหลกัทัง้สีช่นิดของ triacylglycerols 

คือ palmitic (C16:0), palmitoleic (C16:1), oleic (C18:1), and stearic (C18:0) acids ผลที่แสดง

คอืค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบน มาตรฐานของปรมิาณ triacylglycerols ในแต่ละเซลล์หลงัจากนําค่าที่

ไดม้า normalized ดว้ยปรมิาณไขมนัชนิด DPPCในเซลล์ชนิดนัน้ๆ และเป็นผลจากการทดลองซ้ํา

สามครัง้ และเครื่องหมาย * แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนัียสําคญัทางสถติ ิ(P < 0.05) เมื่อนําผล

มาวเิคราะหท์างสถติดิว้ย Student‘s t-test analysis 

สรปุผลการทดลอง 



1. อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ imHC ที่ได้จากการกระตุ้นสเต็มเซลล์นัน้ใกล้เคยีงกับอตัราการ

เจรญิเตบิโตของเซลล์ตบั Huh-7 ที่เป็น cell lines ที่ใชก้นัอยู่ในหอ้งปฏบิตัิการในปัจจุบนั ซึ่งมตี้น

กําเนิดมาจากเซลลม์ะเรง็ 

2. เซลล์ imHC มคุีณสมบตัใินการจบักบัไวรสัเด็งกี่และมกีารแสดงออกของโปรตีนที่ผวิเซลล์ตบัซึ่งมี

คุณสมบัติในการจบักับไวรสัเด็งกี่ (DENV receptors) ได้ใกล้เคียงกับเซลล์ Huh-7 และได้ดีกว่า

เซลล ์HepG2 

3. ไวรสัเด็งกี่สายพันธุ์ที่สอง (DENV-2) สามารถเพิ่มจํานวนในเซลล์ imHC ได้ และอตัราการเพิ่ม

ปรมิาณของ DENV-2 ในเซลล์ตบั imHC นัน้ ไม่แตกต่างจาก เซลล์ hepatocyte cell lines อกีสอง

ชนิด คอื Huh-7 และ HepG2 ทัง้น้ีไดท้าํการทดสอบโดยการวดัการแสดงออกของโปรตนี E ในเซลล์

ทีต่ดิเชื้อไวรสัเดง็กี่และการแสดงออกของโปรตนี NS1 บนผวิเซลลท์ี่ตดิเชื้อ รวมถงึการปล่อยไวรสั

ออกมาในส่วนน้ําเลี้ยงเซลล์ แสดงใหเ้หน็ว่าเซลล ์imHC นัน้สามารถนํามาใชเ้ป็น target cell model 

ของการตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีไ่ด ้

4. อตัราการตายของเซลล์ที่ติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ของเซลล์ทัง้สามชนิดมคีวามแตกต่างกนั โดยพบว่าใน

เซลล ์HepG2 จะมกีารตายทีเ่พิม่สงูขึน้มากกว่าในเซลล ์Huh-7 และ imHC เมื่อมกีารตดิเชือ้ไปแล้ว

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

5. เซลล์ HepG2 ที่ตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่จะมกีารตายแบบ Apoptosis ทีเ่พิม่สงูขึน้มากกว่าในเซลล์ Huh7 

และ imHC เมือ่มกีารตดิเชือ้ไปแลว้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

6. เซลลต์บัทัง้สามชนิดมกีารตอบสนองและมรีะดบัการแสดงออกของ cytokine แต่ละชนิดแตกต่างกนั

ออกเมื่อมกีารติดเชื้อไวรสัเดง็กี่สายพนัธุ์ที่สอง (DENV-2) โดยพบว่าเซลล์ตบัทัง้สามชนิดจะมกีาร

แสดงออกของระดบั RNA ทีเ่พิม่สงูขึน้เมื่อเซลลม์กีารตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีแ่ละเพิม่ขึน้ตามปรมิาณไวรสั

ทีต่ดิเชื้อประกอบดว้ย cytokine ดงัน้ี IL-8, IL-6, RANTES, MIP-1β, IFN-β และ IFN-α และเซลล ์

imHC เมื่อตดิเชื้อไวรสัเดง็กี่แล้วจะพบมกีารแสดงออกระดบั RNA ของ MCP-1 ทีเ่พิม่สูงขึน้โดยจะ

ไม่พบใน hepatocyte cell lines อีกสองชนิด คือ Huh7 และ HepG2 เลย ซึ่งการแสดงออกของ 

MCP-1 ใน imHC นัน้ ตรงกบัผลของรายงานก่อนหน้าน้ีในเซลล ์Primary hepatocyte  

7. เซลล์ imHC มีการตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ได้ดีทัง้สี่ซีโรไทป์และทัง้สายพันธุ์ที่ถูก

พฒันาขึน้เพื่อใชใ้นหอ้งปฎิบตักิาร (laboratory strains) และสายพนัธุ์ทีแ่ยกมาจากตวัอย่างเน้ือเยื่อ

หรอืเลอืดของผูป่้วยโรคไขเ้ลอืดออก (Clinical isolates)  

8. เซลล์ตบัทัง้สามชนิดมขีนาดของ lipid droplets ทีแ่ตกต่างกนั คอื เซลล์ตบัชนิด imHC และ Huh-7 

จะมขีนาดของ lipid droplets ทีใ่หญ่กว่า เมื่อเทยีบกบั HepG2 และหลงัจากเซลล์ไดร้บัการติดเชื้อ

ไวรสัเด็งกี่แล้วพบว่า ขนาดของ lipid droplets ในเซลล์ตบัชนิด imHC และ Huh-7 จะลดลงอย่างมี

นัยสาํคญัเมื่อเทยีบกบัขนาดของ lipid droplets ในเซลลช์นิดเดยีวกนัก่อนทีจ่ะตดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่ 

9. ปรมิาณของไขมนัชนิด triacylglycerols ซึง่เป็นองคป์ระกอบหลกัของ lipid droplets ภายในเซลลต์บั 

เมื่อได้รบัการติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ปริมาณของ triacylglycerols ในเซลล์ตับชนิด imHC มีการลดลง 

อย่างมนัียสําคญั โดยเฉพาะ triacylglycerols ทีม่ ีpalmitic (C16:0) ส่วนในเซลล์ Huh-7 นัน้จะเห็น

ว่ามีแนวโน้ม ในการลดปริมาณของ triacylglycerols หลังจากที่ เซลล์ได้รับติดเชื้อแต่การ

เปลีย่นแปลงนัน้ไม่มนัียสาํคญัทางสถติ ิและในเซลลช์นิด HepG2 นัน้จะต่างกบัเซลล์อกีสองชนิด คอื

จะเหน็การเปลีย่นแปลงของ triacylglycerols หลงัการตดิเชือ้น้อยมากหรอืแทบไม่มกีารเปลีย่นแปลง

เลย 

10. จากผลการทดลองทัง้หมดน้ี เราสามารถสรุปได้ว่าเซลล์ตบัชนิด imHC ที่มตี้นกําเนิดมาจากสเต็ม

เซลล์จะมีการ เปลี่ยนแปลงของไขมนัในเซลล์เมื่อมกีารติดเชื้อไวรสัเด็งกี่ (DENV2, MOI 0.1, 48 

hours) ได้ชัดเจนกว่าเซลล์ตับที่มีต้น กําเนิดมาจากเซลล์มะเร็งอย่าง Huh-7 และ HepG2 ทัง้น้ี



อาจจะเป็นเพราะความแตกต่างในแง่ของการแสดงออกของยนีหรอื เผาผลาญไขมนัในเซลลเ์หล่าน้ี 

เน่ืองจากความไวในแง่ของ lipid metabolism ในแงข่องการตอบสนองของเซลล์ตบัชนิด imHC ต่อ

ไวรสัเด็งกี่ ชี้ให้เหน็ว่า เซลล์ชนิดน้ีเหมาะสําหรบันํามาใชเ้ป็นเซลล์เป้าหมายใหเ้กดิความเขา้ใจถึง

กลไกของไวรสั ที่ใช้ประโยชน์จากไขมนัในเซลล์เป้าหมายเป็นแหล่งพลงังานในการสร้างอนุภาค

ไวรสั และความเขา้ใจน้ีจะนําไปสู่การคน้หา ตวัยาทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้ไวรสัไดใ้นอนาคต 

ประโยชน์ท่ีได้รบั 

เชงิสาธารณะ (มเีครอืขา่ยความร่วมมอื/สรา้งกระแสความสนใจในวงกวา้ง) 

เน่ืองจากทางคณะผู้วิจยัได้ขยายงานเพิ่มเติมในส่วนของการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางชีว

โมเลกุลของเซลล์ตับ (imHC) เมื่อมีการตอบสนองต่อไวรัสเด็งกี่โดยวิธ ีMass Spectrometry ซึ่งมีความ

ร่ ว ม มื อ กั บ  Dr. Kym Francis Faull, Director of Pasarow Mass Spectrometry Laboboratory, David 

Geffen School, University of California at Los Angeles (UCLA) ซึ่งเป็นผู้ชี่ยวชาญทางด้านน้ีมาเป็นที่

ปรกึษาของโครงการและช่วยในการพฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะห์ไขมนัในเชงิปรมิาณและคุณภาพโดย Mass 

spectrometry  

เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนักวจิยัใหม่) 

ผลงานทีไ่ดจ้ากงานวจิยัน้ีทําใหไ้ดอ้งคค์วามรูใ้หม่และคน้พบว่าเซลลต์บัชนิด imHC ทีพ่ฒันามาจาก

การกระตุ้นสเต็มเซลล์ของมนุษย์ มคุีณลกัษณะทีเ่หมาะสมและใกล้เคยีงกบัเซลล์ตบัชนิดปฐมภูม ิ(Primary 

hepatocyte) มากกว่าเซลล์ตับที่มีต้นกําเนิดมาจากเซลล์มะเร็ง (Huh-7 และ HepG2) ซึ่งเหมาะสําหรับ

นํามาใชเ้ป็นเซลล์เป้าหมายทางเลอืกใหม่ใหเ้กดิความเขา้ใจถงึกลไกของไวรสัในการก่อโรคในเซลลเ์ป้าหมาย 

และความเขา้ใจน้ีจะนําไปสู่การคน้หาตวัยาทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้ไวรสัไดใ้นอนาคต  

Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
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Malarial Research 

หลกัการและเหตุผล 

โรคมาลาเรยี เป็นหน่ึงในโรคเขตรอ้นทีส่ําคญั เกดิจากการตดิเชื้อโปรโตซวัชนิด Plasmodium spp. 

ซึ่งในประเทศไทยและประเทศเพื่อนบ้าน ยงัพบว่ามีจํานวนผู้ป่วยด้วยโรคน้ีอยู่มาก ในปัจจุบัน มีข้อมูล

หลกัฐาน ทัง้ในการทดลองดว้ยการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องทดลอง การทดลองในสตัว์ทดลองและในผู้ป่วยที่มี

การตดิเชือ้มาลาเรยี ทีส่นับสนุนว่า EVs ทีม่ตีน้กําเนิดจากเซลลข์องโฮสต์ ทัง้ชนิดทีม่ขีนาดใหญ่ ทีเ่รยีกว่าไม

โครพาร์ติเคิล (microparticles:MPs) หรือ ชนิดที่มีขนาดเล็ก ที่เรียกว่าเอกซ์โซโซม (exosomes) นั ้น 

โดยเฉพาะ EVs ที่มีต้นกําเนิดจากเซลล์เกร็ดเลือด เซลล์เม็ดเลือดแดง และเซลล์ชนิดเอ็นโดทีเรียม 

(endothelial cells) มคีวามสําคญัต่อการก่อให้เกิดพยาธสิภาพที่รุนแรง เช่น การเกิด cerebral malaria ได ้

นอกจากน้ี EVs เหล่าน้ียงัสามารถทําหน้าที่เป็นตัวสื่อสารระหว่างเชื้อโปรโตซวั ซึ่งในการทดลองด้วยการ

เพาะเชือ้ในหอ้งทดลองนัน้ พบว่ามกีารส่งผ่านยนีดื้อยาโดย EVs ทําใหเ้กดิการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาใน

กลุ่มประชากรของเชื้อไดอ้กีดว้ย(3-4) รวมทัง้ EVs น้ี ยงัสามารถทาํหน้าทีเ่ป็นตวัสื่อสารระหว่างเชือ้โปรโตซวั

หรอืเซลล์ทีม่กีารตดิเชื้อกบัเซลล์ในระบบภูมคุิม้กนัไดอ้กีดว้ย เน่ืองจากเซลล์โมโนไซต์ (monocytes) ซึ่งเป็น

เซลล์ในระบบภูมคิุม้กนัทีม่คีวามสาํคญัของการกําจดัเซลล์เมด็เลอืดแดงทีม่กีารตดิเชือ้ Plasmodium spp. ใน

ระหว่างที่เชื้อโปรโตซวัมกีารเจรญิเตบิโตใน erythrocytic cycle ดงันัน้ หลายงานวจิยัจงึให้ความสําคญัของ

การศกึษาผลของ EVs น้ี ต่อการทํางานของเซลล์ monocytes โดยมีผลงานวจิยัรายงานว่า MPs สามารถ

กระตุ้นการทํางานของเซลล์ monocytes โดยเพิ่มการสร้างไซโตไคน์ (cytokines) ในกลุ่มของ pro-

inflammatory cytokines จากเซลล์ monocytes ซึ่ง cytokines ในกลุ่มน้ี มีความสําคญัทัง้ในการก่อให้เกิด

พยาธสิภาพในผูป่้วยและกระตุ้นการทํางานของเซลล์ในระบบภูมคุิม้กนัอื่นๆได(้5-7) อย่างไรก็ด ีEVs น้ีกย็งั

สามารถกระตุน้การสรา้ง cytokines ทีม่ผีลยบัยัง้การกระตุน้เซลลใ์นระบบภูมคุิม้กนัชนิดอื่น ๆ ดว้ยเช่นกนั ซึง่

ความสมดุลระหว่างการทาํงานในสองแบบน้ี ยงัไม่เป็นทีแ่น่ชดั 

วตัถปุระสงค ์

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาผลของ extracellular vesicles ทีม่ตี้นกําเนิดจากเซลล์ของโฮสต์

ต่อการทํางานของเซลล์ monocytes ในการติดเชื้อมาลาเรยีชนิดพลาสโมเดียมฟาสซิพารมั (Plasmodium 

falciparum) 

วิธีการดาํเนินการ 

1. การขออนุมตักิารทาํวจิยัในคน 

โครงการวจิยัน้ีผ่านการอนุมตักิารทําวจิยัในคนจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในคน 

คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล (COA no. Si 199/2017) 

2. การเลีย้งเชือ้มาลาเรยีชนิด P. falciparum 

เชื้อ P. falciparum ที่ใช้ในการศึกษาน้ี ประกอบด้วย 4 สายพันธุ์ด้วยกัน คือ สายพันธุ ์

3D7 และ NF54 ซึ่งเป็น lab strain และสายพนัธุ์ NAC130 และ AA1505 ซึ่งเป็น isolated strain 

ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วยที่มคีวามรุนแรงของโรคต่างกนั (โดยได้รบัความอนุเคราะห์จาก ศ.ดร.เกศินี 

โชตวิานิช ภาควชิาอายุรศาสตรเ์ขตรอ้น คณะเวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวทิยาลยัมหดิล) เพื่อใชใ้นการ

เปรยีบเทยีบวเิคราะห์ของคุณลกัษณะของ EVs ที่สรา้งขึ้นจากการเชื้อ P. falciparum ทีก่่อให้เกิด

ความรุนแรงของโรคทีแ่ตกต่างกนั  

ผู้วจิยัทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ P. falciparum สายพนัธุ์เหล่าน้ีในขวดทดลอง โดยให้มีการ

เจรญิเตบิโตต่อเน่ืองอย่างสมํ่าเสมอ ในอาหารเลีย้งเชือ้ RPMI 1640 medium (Gibco) ร่วมกบั 0.5% 

Albumax II (Gibco), 2 mM L-glutamine, 25 mM D-glucose, 100 µM Hypoxanthine, 25 mM 

Hepes buffer และ Gentamicin ภายใต้สภาวะ 5% hematocrit, 37°C, 5% CO2 ทัง้น้ี ในการทํา



การ synchronize เชื้อ เพื่อให้ไดเ้ชื้อ P. falciparum ที่มรีะยะ ring-stage เหมอืนกนัทัง้หมดเพื่อใช้

ในการทาํการทดลองขัน้ต่อ ๆ ไป ใหใ้ชน้ํ้ายา 5% D-Sorbitol (Sigma) หลงัจากทาํการ synchronize 

และปรบัสภาวะการเลีย้งเชือ้ใหอ้ยู่ที ่5% parasitemia ใน 3% Hematocrit แลว้ จงึทาํการเกบ็อาหาร

เลีย้งเชือ้ทีเ่วลา 24-48 ชัว่โมง เพื่อนําไปปัน่แยก EVs ต่อไป(late-stage EVs)  

3. การปัน่แยก EVs จากอาหารเลีย้งเชือ้ P. falciparum (culture supernatant) 

ก า ร ปั ่ น แ ย ก  EVs จ าก อ าห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ  P. falciparum นั ้น  ใช้ วิ ธี  multi-steps 

centrifugation ตามขัน้ตอนดงัน้ี คอื ทําการปัน่ตก culture supernatant ที่ความเร็ว 1,500×g เป็น

เวลา 15 นาท ีเพือ่แยกส่วนของเซลลท์ีป่นอยู่ออกก่อน จากนัน้ นําส่วน supernatant ดา้นบน มาปัน่

ตกต่อทีค่วามเรว็ 13,000×g เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วจงึนําส่วนของ supernatant ดา้นบน กรองผ่าน

ตวักรองที่มขีนาด 1.2 µm จากนัน้ นํา supernatant ทีผ่่านการกรองแล้ว มาปัน่แยกต่อด้วยเครื่อง 

refrigerated super speed centrifuge ทีค่วามเรว็ 20,000×g เป็นเวลา 70 นาท ีจากนัน้ ทําการปัน่

ลา้งส่วนทีเ่ป็น pellet ซึ่งคาดว่าจะเป็น MPs โดยใช ้phosphate buffered saline buffer (PBS), pH 

7.4 และปัน่ที่ความเรว็ 20,000×g เป็นเวลา 70 นาท ีอีกครัง้ แล้วจงึเกบ็ MPs น้ี ใน PBS ปรมิาณ 

50 µL ที่ ที่ -80°C สําหรบัส่วนของ supernatant ด้านบน หลงัจาการปัน่ตก MPs แล้วนัน้ ให้ทํา

การกรองผ่านตวักรองทีม่ขีนาด 0.2 µm แลว้จงึนํา supernatant ทีผ่่านการกรองมาปัน่แยกต่อดว้ย

เครื่อง ultracentrifuge ที่ความเรว็ 110,000×g เป็นเวลา 90 นาท ีทําการปัน่ล้างส่วนของ pellet ที่

ได ้ซึง่คาดว่าจะเป็น exosomes น้ี ทีค่วามเรว็ 110,000×g เป็นเวลา 90 นาทอีกีครัง้ แล้วเกบ็รกัษา

ใน PBS ปรมิาณ 50 µL ที ่-80°C เพื่อทดสอบคุณลกัษณะและใชใ้นการทดลองขัน้ต่อไป 

ในส่วนของ EVs ควบคุมที่สร้างจาก non-infected red blood cells นัน้ ได้ใช้ EVs ที่ปัน่

แยกจากสารน้ําจากการกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดแดงปกตใิหม้กีารสรา้ง EVs โดยใชต้วักระตุน้ A23187 

(A23187 EV) 

4. การวเิคราะหคุ์ณลกัษณะของ EVs ทีแ่ยกไดจ้ากอาหารเลีย้งเชือ้ P. falciparum 

การวเิคราะห์คุณลกัษณะของ EVs จากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum กระทําด้วยหลาย

วิธีการ คือ การวิเคราะห์โปรตีน EV markers โดยวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis, 

การวิเคราะห์ขนาดและจํานวนโดยวิธี nanoparticle tracking analysis (NTA) โดยใช้เครื่อง 

NanoSight NS300 และการวิเคราะห์รูปร่างลกัษณะของ EVs โดยใช้วิธี Transmission electron 

microscopy (TEM) 

5. การทดสอบผลของ EVs ที่แยกได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum ต่อคุณลกัษณะของเซลล ์

human primary monocytes 

ผู้วิจ ัยได้ใช้เซลล์ human primary monocytes ที่ได้จากการปั ่นแยก peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) จาก  heparinized blood ด้วยวิธี  Ficoll-Hypaque centrifugation 

จากนัน้ทําการแยก human monocytes ออกจาก PBMCs โดยใช้วิธี Negative bead magnetic 

separation โดยใช้ชุด MojoSort™ Human Pan Monocyte Isolation Kit (Biolegend) จากนัน้ ทํา

การวิเคราะห์ความบริสุทธิข์องเซลล์ monocytes ที่แยกได้ โดยการตรวจวัดการแสดงออกของ 

CD14 และ CD16 บนผวิเซลลด์ว้ยวธิ ีflow cytometry โดยพบว่าดว้ยกระบวนการแยกเซลลน้ี์ ทาํได้

ไดค้วามบรสุิทธิข์อง human primary monocytes สงู และสามารถแบ่งเซลลโ์มโนไซตอ์อกเป็น กลุ่ม 

classical monocytes (CD14+ CD16-), intermediated monocytes (CD14+ CD16+) และ non-

classical monocytes (CD14dim CD16+) ได้ มคีวามเหมาะสมกบัการทําการทดลองในขัน้ต่อ ๆ 

ไป  

จากนัน้ ทําการเพาะเลี้ยงร่วมกนั (coculture) ระหว่างเซลล์ human primary monocytes 

ทีแ่ยกไดน้ี้ กบั EVs ทีแ่ยกไดจ้ากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum และ EVs ทีแ่ยกไดจ้ากสารน้ําจาก



การกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดแดงปกตใิหม้กีารสรา้ง EVs โดยใชต้วักระตุน้ A23187 (A23187 EV) เป็น

เวลา 60 ชัว่โมง โดยในการกระตุ้นเซลล ์human primary monocytes น้ี ไดม้กีารใช ้50 ng/ml LPS 

ร่วมกับ 10 ng/ml IFN-γ เป็นตัวกระตุ้นควบคุมของการเจริญไปเป็น M1-liked monocytes และ 

100 ng/ml IL-4 ร่วมกับ 100 ng/ml IL-13 เป็นตัวกระตุ้นควบคุมของการเจริญไปเป็น M2-liked 

monocytes 

เมื่อครบเวลา ทําการปั ่นเหวี่ยงเก็บเซลล์ ย้อมเซลล์ ด้วย Zombie Aqua™ Fixable 

Viability dye (Biolegend) ต่อจากนัน้ บ่มเซลล์ดว้ย Human Trustain FcX™ และทําการยอ้มเซลล์

ด้วย fluorochrome-labeled specific antibodies ที่มีความจําเพาะกับโปรตีนบนผิวเซลล์ ได้แก่ 

allophycocyanin (APC) conjugated-CD1 4 , fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated-

CD16 , PE conjugated-CD80  (Biolegend; clone 2D10 ), PE/Dazzle594  conjugated-CD86 

(Biolegend; clone IT2.2), BV421 conjugated-CD163 (Biolegend; clone GHI/63) และ Alexa 

Fluor®700 (Alexa700) conjugated-CD206 (Biolegend; clone 15-2) และวดัการแสดงออกของ

โปรตนีบนผวิเซลล์ ไดแ้ก่ CD14, CD16, CD80, CD86, CD163 และ CD206 ดว้ยวธิทีางโฟลไซโต

มเิตอร ์(LSRII, BD Bioscience) 

ผลการดาํเนินงาน 

1. ผลการทดสอบคุณลกัษณะของ EVs ทีแ่ยกไดจ้ากอาหารเลีย้งเชือ้ P. falciparum 

จากกระบวนการปัน่แยก EVs ด้วยวิธี multi-step centrifugation น้ี ทําให้ได้ MPs และ 

exosome ซึ่งเมื่อทําการวเิคราะห์คุณลกัษณะการแสดงออกของโปรตีน flottinlin-1 ซึ่งใชเ้ป็น EVs 

marker โดยวธิ ีSDS-PAGE และ western blot analysis พบว่า ทัง้ MPs และ exosome ที่ได้จาก

กระบวนการปัน่แยกน้ี มกีารแสดงออกของโปรตนี flottinlin-1 น้ี (รปูที ่1A) และเมื่อนํา EVs ทีแ่ยก

ไดจ้ากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum แต่ละ strain ทัง้ส่วนที่เป็น MPs (NAC130 MP, NF54 MP, 

AA1505 MP และ 3D7 MP) และ Exosome (NAC130 Exo, NF54 Exo, AA1505 Exo และ 3D7 

Exo) และ A23187 EVs (A23187 MP และ A23187 Exo) ไปวเิคราะห์ขนาดและจํานวนโดยวิธ ี

NTA พบว่า ขนาดของ EVs ที่แยกไดจ้ากการเลี้ยงเชื้อ P. falciparum มขีนาดเฉลี่ยอยู่ที ่175-241 

nm สําหรบั MP และ 121-143 nm สําหรบั exosome และ ขนาดของ EVs ทีจ่ากสารน้ําไดจ้ากการ

กระตุน้เซลล์เมด็เลอืดแดงปกตดิว้ยสาร A23187 มขีนาดเฉลีย่อยู่ที ่164.9±2 nm สาํหรบั MPs และ 

80.4±1 nm สําหรบั exosome (รูปที่ 1B) ซึ่งเมื่อ EVs วิเคราะห์รูปร่างลักษณของ EVs ด้วยวิธ ี

TEM นัน้ พบว่ามีลักษณะของ membrane-enclosed vesicle ที่มีขนาดเข้ากันได้กับผลของการ

วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีNTA (รปูที ่1C) 

 

 
  

 



รปูท่ี 1 (A) แสดงผลการแสดงออกของโปรตีน Flottinlin-1 ท่ีอยู่ใน MPs และ exosome โดยวิธี SDS-

PAGE และ western blot analysis (B) แสดงผลของขนาดและจาํนวนของ MPs และ exosome ท่ีแยก

ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum ทัง้ 4 strains โดยวิธี NTA (C) แสดงรปูร่างลกัษณะ exosome ท่ี

แยกได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum โดยวิธี TEM  

 

2. การศกึษาผลของ EVs ต่อคุณลกัษณะและการทาํงานของเซลล ์human primary monocytes 

การศึกษาการกระตุ้นเซลล์ human primary monocytes ด้วย LPS/IFN-gamma ซึ่งเป็น

ตวักระตุน้ควบคุมของการเจรญิไปเป็น M1-liked monocytes พบว่าเซลลม์กีารแสดงออกของ CD80 

บนผวิเซลล์ในระดบัสงู และมกีารแสดงออกของ CD206 บนผวิเซลลใ์นระดบัตํ่า ในขณะทีเ่มื่อเซลล์

ถูกกระตุ้นด้วย IL-4 ร่วมกับ IL-13 ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นควบคุมของการเจริญไปเป็น M2-liked 

monocytes นัน้ มีการแสดงออกของ CD206 บนผิวเซลล์ในระดับสูง (รูปที่ 2 บน) เมื่อทําการ

เพาะเลี้ยงเซลล์น้ีร่วมกบั A23187 EV (A23187 MP และ A23187 Exo) ไม่พบความแตกต่างของ

การแสดงออกของ CD80 และ CD206 บนผิวเซลล์ human primary monocytes (รูปที่ 2 แถว

กลาง) แต่เมื่อทําการเพาะเลี้ยงเซลล์น้ีร่วมกบั EVs ที่แยกจากอาหารเลี้ยงเชื้อของ P. falciparum 

สายพันธุ์ที่ ก่อโรครุนแรง (NAC130 MP และ NAC130 Exo) พบว่า เซลล์ human primary 

monocytes ที่ได้รบัการกระตุ้นด้วย NAC130 Exo มีแนวโน้มของการถูกกระตุ้นให้มีการสร้าง 

CD206 เพิม่สูงขึ้นเมื่อเทยีบกับเซลล์ human primary monocytes ที่ไม่ได้รบัการกระตุ้น (รูปที่ 2 

แถวล่าง)  

เมื่อทําการวเิคราะห์เปรยีบเทยีบผลรอ้ยละของเซลล์ทีม่กีารแสดงออกของ M1-liked และ 

M2-liked monocytes พบว่า EVs ที่แยกได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ P. falciparum สายพนัธุ์ NAC130 

ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดอาการรุนแรงในคนไข้ สามารถกระตุ้นให้มีร้อยละของ M2-liked 

monocytes ในเซลล ์primary monocytes กลุ่ม CD14+CD16+ สงูกว่าสายพนัธุอ์ื่น (รปูที ่3) 

 

 
รูปที่ 2 รูปตัวอย่างการวิเคราะห์การแสดงออกของ CD80 และ CD206 บนผิวเซลล์ human primary 

monocytes ในกลุ่มของ CD14+ CD16+ monocytes และ CD14+ CD16+ monocytes เมื่อไดร้บัการกระตุ้น

ดว้ย LPS/IFN-IL-4/IL-13, A23187 EVs หรอื parasitized EVs เป็นเวลา 60 ชัว่โมง 

 



 
 

รปูที ่3 แสดง mean ± SEM ของค่ารอ้ยละของเซลล ์primary monocytes ทีม่กีารแสดงออกของ M2-liked monocytes 

เมื่อไดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS/IFN-, IL-4/IL-13, A23187 EVs หรอื parasitized EVs เป็นเวลา 60 ชัว่โมง (n=3) 

 

Output ท่ีได้จากโครงการ 

 อยู่ในระหว่างวเิคราะหข์อ้มลูและเตรยีม manuscript 

Stem Cell Research 

หลกัการและเหตุผล 

เซลล์ตน้กําเนิดอนิดวิซ์พลูรโิพเทนท ์(induced pluripotent stem cells, iPSCs) เป็นเซลล์ตน้กําเนิด

ทีส่ามารถแบ่งตวัไดอ้ย่างไม่จํากดัและเจรญิพฒันาไปเป็นเซลล์ร่างกายไดทุ้กชนิดภายใต้สภาวะทีเ่หมาะสม 

สามารถสร้างได้จากเซลล์ร่างกายหลายชนิด เช่น เซลล์ผิวหนัง เซลล์เม็ดเลือด เซลล์จากเลือดสายสะดือ 

เซลล์รากผม เซลลต์บั เซลล์จากกระเพาะอาหาร และเซลลป์ระสาท โดยเซลลต์้นกําเนิด iPSCs ทีส่รา้งขึน้จะ

มสีารพนัธุกรรมเหมอืนกบัเซลลร่์างกายของผูบ้รจิาคหรอืผูป่้วย เซลลต์น้กําเนิด iPSCs จงึเป็นเครื่องมอืวจิยัที่

มปีระสทิธภิาพอย่างยิง่ในงานวจิยัเพื่อศึกษาชวีวทิยาการเจรญิและพยาธกํิาเนิดของโรค ซึ่งจะนําไปสู่การ

พฒันายาและเป็นความหวงัใหม่ทีนํ่าไปสู่การรกัษาผูป่้วยในเชงิเวชศาสตร์ฟ้ืนฟูเพื่อรกัษาโรคทีเ่กดิจากความ

เสื่อม เน่ืองจากการใชเ้ซลล์หรอือวยัวะทีพ่ฒันาขึน้จากเซลล์ของผูป่้วยเองนัน้จะสามารถลดปัญหาการเขา้กนั

ไม่ไดข้องภูมคุิม้กนัของผูป่้วยกบัผูบ้รจิาค นอกจากน้ีเมื่อพฒันาเทคโนโลยเีซลลต์น้กําเนิด iPSCs จากผูป่้วย

ด้วยโรคพนัธุกรรมร่วมกบัเทคโนโลยกีารปรบัแต่งพนัธุกรรมเพื่อแก้ยนีที่กลายพนัธุ์ให้เป็นปกติและใช้เป็น

แหล่งของเซลลต์น้กําเนิดสาํหรบัพฒันาไปเป็นเซลลร่์างกายทีจ่าํเพาะเพื่อใชร้กัษาผูป่้วยเองไดอ้กีดว้ย  

ทเีซลล์เป็นเซลล์เมด็เลอืดขาวลมิโฟไซต์ที่มีบทบาทสําคญัต่อระบบภูมคุิ้มกนัของร่างกาย โดยจะ

กระตุน้และชีนํ้าการทาํงานของเซลลร์ะบบภูมคุิม้กนัอื่นๆ เพื่อไปทาํลายเชือ้โรคและเซลลม์ะเรง็ต่างๆ การนําที

เซลล์จากเลือดมากระตุ้นและเพิม่จํานวนในห้องปฏิบตัิการเพื่อใช้รกัษาผู้ป่วยมะเร็งและโรคติดเชื้อต่างๆ 

(adoptive T-cell therapy) จงึได้รบัความสนใจเป็นอย่างมากเพื่อใช้ในการพฒันาการรกัษาแบบเซลล์บําบดั 

อย่างไรก็ตามการนําไปใช้นัน้ยงัมขีอ้จํากดัคอืต้องใชเ้วลาในการสรา้งและเตรยีมทเีซลล์ทีม่คีวามจําเพาะต่อ

โรคของผู้ป่วย (antigen-specific) ให้มีปรมิาณที่เพียงพอต่อการรกัษา ดงันัน้ถ้าสามารถเตรยีมทีเซลล์ที่มี

ความจําเพาะต่อโรคไดอ้ย่างรวดเรว็และเพยีงพอต่อการใชง้าน จะทําใหก้ารรกัษามปีระสทิธภิาพมากขึน้ ใน

ปัจจุบนัมรีายงานการสรา้งทเีซลลจ์ากเซลล์ต้นกําเนิด iPSCs ซึ่งเป็นแหล่งเซลล์ต้นกําเนิดทีข่ยายปรมิาณได้

อย่างไม่จํากดั ทําให้นักวทิยาศาสตร์มคีวามหวงัว่าจะสรา้งทเีซลล์สํารองในปรมิาณมากไวใ้ชใ้นการวจิยัและ

การรกัษา เช่น ออกแบบทเีซลลท์ีม่ปีระสทิธภิาพทาํลายเซลลม์ะเรง็หรอืเชือ้โรคตา่งๆ ไดอ้กีดว้ย นอกจากน้ียงั

มรีายงานการสรา้งเซลล์ตน้กําเนิด iPSCs จากผูป่้วยทีม่คีวามผดิปกตทิางระบบภูมคิุม้กนั เช่น โรคภูมคิุม้กนั

บกพร่องชนิด severe combined immunodeficiency (SCID-X1) และใช้เทคโนโลยีการปรับแต่งสาร

พนัธุกรรม (genome editing) เพื่อแก้ไขความผดิปกตขิองยนี IL-2R และพฒันาเซลล์ต้นกําเนิด iPSCs ทีแ่ก้



ยนีสําเร็จให้เป็น lymphocytes ทัง้ทเีซลล์ บีเซลล์ และเอ็นเคเซลล์ ได้ ดงันัน้การสร้างทีเซลล์จากเซลล์ต้น

กําเนิด iPSCs จากผูป่้วย จงึมคีวามสาํคญัต่อการศกึษากลไกการเกดิโรคทัง้โรคมะเรง็ โรคตดิเชือ้ และโรคทีม่ี

ความผดิปกตขิองระบบภูมคิุม้กนั อนัจะนําไปสู่การพฒันาวธิรีกัษาโรคต่างๆ แบบเซลล์บําบดัเฉพาะบุคคลได้

ในอนาคต 

วตัถปุระสงค ์

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาวธิมีาตรฐานในการสรา้งทเีซลล์จากเซลลต์้นกําเนิด iPSCs เพื่อ

เป็นตน้แบบในการศกึษาปฏสิมัพนัธข์องมนุษยแ์ละเชือ้โรค โดยมวีตัถุประสงคย์่อยดงัน้ี 

1. เพื่อสรา้งเซลลต์้นกําเนิด iPSCs จากเซลล์เมด็เลอืดขาวชนิด T lymphocytes โดยใช ้Sendai virus 

เป็นตวันําพายนี  

2. เพื่อตรวจสอบคุณสมบตัคิวามเป็น pluripotency ของเซลลต์น้กําเนิด iPSCs ทีส่รา้งได ้ 

3. เพื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัเพาะเลีย้งเซลลต์น้กําเนิด iPSCs ใหพ้ฒันาไปเป็น T lymphocytes 

4. เพื่อตรวจสอบคุณสมบตัขิอง T lymphocytes ทีส่รา้งได ้

วิธีการดาํเนินการ 

 โครงการน้ีประกอบไปดว้ยแผนการวจิยัย่อย 2 ส่วนคอื 

1. การสรา้งเซลลต์น้กําเนิด iPSCs จากเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด T lymphocytes และทดสอบคุณสมบตัิ

ของเซลล์ต้นกําเนิด iPSCs ที่สร้างได้ โดยจะทดสอบความเป็นพลูริโพเทนท์ (pluripotency) 

ความสามารถที่จะเจรญิไปเป็นเน้ือเยื่อทัง้สามชัน้ในจานทดลอง (in vitro differentiation) และ 

ตรวจสอบจาํนวนโครโมโซม (karyotyping analysis)  

2. การสรา้ง T lymphocytes จากเซลลต์้นกําเนิด iPSCs โดยจะหาสภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ดและทดสอบ

คุณสมบตัขิองเซลลท์ีส่รา้งได ้เช่น การแสดงออกของโปรตนีบนผวิเซลล ์ 

ผลการดาํเนินงาน 

1. การสรา้งเซลลต์น้กําเนิด iPSCs จากเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด T lymphocytes และทดสอบคุณสมบตัิ

ของเซลลต์น้กําเนิด STiPSCs ทีส่รา้งได ้

ผูท้ําการทดลองทาํการกระตุน้เซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด T lymphocytes จากผูบ้รจิาคทีเ่ป็น 

HLA-A2+ ดว้ย T Cell TransAct™ (Miltenyi Biotec) จากนัน้ reprogram เซลล์ใหเ้ป็น iPSCs ดว้ย 

Cytotune 2.0 Sendai virus (ThermoScientific) ซึ่งผู้ทําการวิจัยพบว่ามีโคโลนี iPSCs เกิดขึ้น

หลายโคโลนี และได้ทําการเลือก STiPSC01 (รูปที่ 1a) ซึ่งมีคุณสมบตัิเหมาะสมที่สุด คือ มีการ

แสดงออกของโปรตีน pluripotency markers ทุกชนิด ได้แก่ TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4, 

OCT4 และ NANOG (รูปที่ 1b), มคีวามสามารถในการเจรญิพฒันาไปเป็นเน้ือเยื่อเอ็มบรโิอทัง้ 3 

ชัน้ไดแ้ก่  ectoderm (nestin และ Tuj1), mesoderm (SMA) และendoderm (AFP) (รปูที ่1c), ไม่มี

การปนเป้ือนของ mycoplasma (รูปที่ 1d) และหลงัจากเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ STiPSC01 จนถึง 

passage ที ่15 ผูว้จิยัไดส้กดั RNA จากเซลล์ไลน์ดงักล่าวเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ Sendai 

viral vector ภายในเซลล์ ด้วยวิธี Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

พบว่าเซลล์ไลน์ดงักล่าวไม่ม ีSendai viral genome หลงเหลอือยู่ภายในเซลล(์รปูที ่1e) ผลจากการ

วเิคราะห์โครโมโซมของเซลล์ไลน์ STiPSC01 ด้วยเทคนิค Karyotyping แสดงให้เห็นว่าเซลล์ไลน์ 

STiPSC01 ที่สร้างขึ้นมีจํานวนและรูปร่างของโครโมโซมเป็นปกติ(รูปที่ 1f) และผู้วิจยัได้ตรวจ

วิเคราะห์ short tandem repeat (STR analysis) ในจีโนมของเซลล์ไลน์ STiPSC01 ทัง้หมด 16 

ตําแหน่ง เปรยีบเทยีบกบัจโีนมของผูบ้รจิาค พบว่าจํานวน short tandem repeat ทัง้ 16 ตําแหน่ง

ในเซลล์ไลน์ STiPSC01 ตรงกบัจโีนมของผู้บรจิาค จงึสามารถสรุปได้ว่าเซลล์ต้นกําเนิด iPSCs ที่

สรา้งขึน้มสีารพนัธุกรรมเหมอืนกบัผูบ้รจิาค (รปูที ่1g)  



จากผลการทดสอบคุณสมบัติความเป็น iPSCs ดังที่กล่าวมาข้างต้นจึงสรุปได้ว่า 

STiPSC01 มคุีณสมบตัเิหมาะสมทีจ่ะนําไปทดลองในการศกึษาขัน้ตอ่ไป  

2. การสรา้งเซลลต์น้กําเนิดเมด็เลอืด (Hematopietic stem cells) จากเซลลต์น้กําเนิด iPSCs   

หลังจากผู้วิจ ัยสามารถสร้างเซลล์ต้นกําเนิด iPSCs จากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T 

lymphocyte ได้เป็นผลสําเร็จ ผู้วจิยัจงึเริม่หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเหน่ียวนําเซลล์ต้นกําเนิด 

STiPSC01 ใหเ้จรญิพฒันาไปเป็นเซลลต์น้กําเนิดเมด็เลอืด หรอื hematopoietic stem cells (HSCs)  

โดยอ้างอิงจากวิธีของ Duan และคณะ[18] ซึ่งเป็นการเหน่ียวนําการเจริญของ iPSCs ไปเป็น 

mesoderm (ME) และ hemogenic endothelial (HE) ด้วย glycogen synthase kinase 3 (GSK3) 

inhibitor (CHIR99021) จากนั ้นจึงเติม cytokines และ growth factors ชนิดต่างๆ ในวันเวลาที่

จาํเพาะเพื่อเหน่ียวนําการเจรญิของ HE ไปเป็น เซลลต์น้กําเนิดเมด็เลอืด (HSCs) ต่อไปดงัรปูที ่2 

ผูว้จิยัทําการเลี้ยง STiPSC01 ใน Essential 8 medium เพื่อใหเ้ซลล์มจีํานวนเพยีงพอต่อ

การเหน่ียวนําขัน้ต่อไป ซึง่STiPSC01สามารถเจรญิเตบิโตไดด้เีหน็ไดจ้ากโคโลนีทีใ่หญ่ขึน้จาก Day-

1 ถึง Day 0 จากนั ้นเมื่อเปลี่ยนอาหารมาเป็น Differentiation medium ที่มี CHIR99021 เป็น

ระยะเวลา 2 วัน และเปลี่ยนอาหารเป็น Differentiation medium ที่ไม่มี CHIR99021 แต่ผสม 

VEGF, FGF2 และSB431524 ทีว่นัเวลาทีเ่หมาะสมดงัรูปที ่2 พบว่า เซลลม์รีูปร่างเปลี่ยนแปลงไป

จนมลีกัษณะคลา้ยกบั cobblestone ที ่Day 5 จากนัน้ เริม่มเีซลลแ์ขวนลอย (floating cells) ทีผุ่ดขึน้

จากเซลล์ยึดเกาะ (adherent cells) เกิดขึ้นดงัลูกศรชี้ใน Day 8 (รูปที่ 3 ) และพบว่าปรมิาณของ

เซลลแ์ขวนลอยมจีาํนวนเพิม่มากขึน้ใน Day 12 (รปูที ่3)  

ผู้วิจ ัยเก็บเซลล์ในวันที่ 3, 5, 8 และ 12 มาวิเคราะห์การแสดงออกของ mesoderm, 

endothelial และ HSC markers ดว้ยเทคนิค flow cytometry analysis พบว่าเซลล์ในวนัที ่5 มกีาร

แสดงออกของ mesoderm (CD34+KDR+) 69.6 % และ มกีารแสดงออกของ endothelial 63.2 % 

ส่วนเซลล์แขวนลอยทีเ่กดิขึน้ใน Day 8 และ 12 พบว่ามกีารแสดงออกของเซลล์ตน้กําเนิดเมด็เลอืด 

(HSCs) (CD34+ CD43+) มากถงึ 56.6% และ 45.8% ตามลําดบั นอกจากน้ียงัพบว่าเซลลบ์างส่วน

มกีารเจรญิพฒันาไปจนถงึระยะ mature HSCs (CD34+ CD45+) เมื่อเลีย้งเซลลไ์ปถงึ Day 12 (รูป

ที ่4) 

จากการทดสอบน้ีแสดงให้เห็นว่าเซลล์ STiPSC01 สามารถเจรญิพฒันาไปเป็นเซลล์ต้น

กําเนิดเมด็เลอืดในระยะ HSCs ได้โดยใช้เวลาเพยีง 8 วนัเท่านัน้ ซึ่งผู้วจิยัให้ชื่อเรยีก HSCs ที่ได้

จากการเหน่ียวนําพฒันามาจาก STiPSC01 ว่า STiHSCs 

3. การสรา้ง T lymphocytes จากเซลลต์น้กําเนิด STiHSCs 

หลงัจากผูว้จิยัสามารถสรา้งเซลล์ต้นกําเนิดเมด็เลอืด (STiHSCs) จากการเหน่ียวนําเซลล์

ตน้กําเนิด STiPSC01 ไดส้ําเรจ็แลว้ ขัน้ต่อไปผูว้จิยัไดนํ้าเซลล์ทีส่รา้งขึน้ได ้มาเหน่ียวนําใหเ้กดิการ

เจรญิพฒันาต่อไปเป็นเซลล์เมด็เลอืดขาวชนิด T lymphocytes โดยอ้างอิงตามวธิกีารของ Maeda 

และคณะ [20] 

ผู้วิจ ัยเริ่มจากเลือกเซลล์ในวันที่ 5 ของการเจริญพัฒนาซึ่งอยู่ ในระยะ hemogenic 

endothelium progenitors (HE) และเซลล์แขวนลอยในวนัที ่8 ซึ่งอยู่ในระยะ hematopoietic stem 

cells (HSCs) มาเลี้ยงบนเซลล์พี่เลี้ยง OP9-DL1 ใน 6-well plate ด้วยอาหารที่ผสม IL-7, Flt-3L 

และ SCF เป็นระยะเวลา 35 วนั โดยเซลล์ลอยจะถูก subpassage ไปยงัเซลล์พี่เลี้ยงในหลุมใหม่ 

ทุก ๆ 7 วนั (รปูที ่4)  

ในวันที่ 14, 21, 28, และ 35 เซลล์ลอยจะถูกเก็บและแบ่งบางส่วนมาตรวจสอบการ

แสดงออกของโปรตนีบนผวิเซลลด์ว้ยเทคนิค Flow cytometry analysis ผลการทดลองพบว่า เซลล์

ลอยในวนัที ่8 ไม่สามารถอยู่รอดเมื่อนํามาเลี้ยงกบัเซลล์พี่เลี้ยงได้ มเีพยีงแค่เซลล์ในระยะ HE ใน



วนัที ่5 ทีส่ามารถเจรญิพฒันาไปเป็นเซลล์เมด็เลอืดขาวชนิด T lymphocyte ไดด้งัรูปที ่5 โดยช่วง 

14 วนัแรกของการเจรญิพฒันา เซลล์มกีารแสดงออกของ marker CD45, CD7, และ CD5 ซึ่งเป็น 

marker ของการเจรญิพฒันาไปเป็น T lymphocytes ในระยะต้น ประกอบกบัมกีารแสดงออกของ 

CD34 ที่ลดลง ซึ่งเป็นผลมาจากเซลล์เริม่ออกจากระยะเซลล์ต้นกําเนิดเมด็เลอืด ส่วนในวนัที่ 14, 

21, 28 และ 35 ผลการวเิคราะหแ์สดงใหเ้หน็ว่าการเจรญิพฒันาของเซลลเ์ป็นไปตามพฒันาการของ 

T lymphocytes ในร่างกาย โดยเริม่จากมแีสดงออกของ CD3 และ T cell receptor (TCR) เพิม่ขึ้น

เรื่อย ๆ ขณะเดยีวกนัการเปลี่ยนแปลงของ CD4 และ CD8 แสดงให้เห็นว่าเซลล์เริม่ต้นจากระยะ 

double negative (DN) คอืไม่มกีารแสดงออกของ CD4 และ CD8 หลงัจากนัน้เซลลเ์ริม่เจรญิพฒันา

เข้าสู่ระยะ double positive (DP) ที่มีการแสดงออกของ CD4 และ CD8 ซึ่งผลการทดลองน้ี

สอดคลอ้งกบังานของ Maeda และ คณะ 

จากการทดลองในขัน้ น้ีจะเห็นได้ว่า ผู้วิจ ัยสามารถเหน่ียวนําการเจริญพัฒนาของ 

STiHSCs ไปเป็น T lymphocytes ไดถ้งึระยะ double positive ซึ่งการเหน่ียวนําอกีเพยีง 1 ขัน้ตอน

เท่านัน้จงึจะได ้T lymphocytes ทีส่มบูรณ์ในทีสุ่ด ซึ่งผูว้จิยัตอ้งทาํการทดลอง และหาวธิเีพิม่จาํนวน

เซลลใ์นระยะ double positive เพื่อเหน่ียวนําใหเ้กดิ T lymphocytes ทีส่มบูรณ์ต่อไป  

 

 
 

รูปท่ี 1.การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็น iPSCs ของเซลล์ต้นกําเนิด STiPSC01 a) แสดงลักษณะของ 

STiPSC01 โคโลนี b) การแสดงออกของโปรตีน pluripotency markers c) ความสามารถในการเจรญิพฒันาไปเป็น 

ectoderm (nestin และ Tuj1), mesoderm (SMA) และendoderm (AFP) d) ผลการตรวจ mycroplasma e) การ

แสดงออกของ Sendai viral vector ภายในเซลล์ f) Karyotyping แสดงจํานวนและรูปร่างของโครโมโซมของเซลล์ g) 

short tandem repeat (STR analysis) ในจโีนมของ STiPSC01 เปรยีบเทยีบกบัจโีนมของผูบ้รจิาค 

 

 



 
 

รปูท่ี 2.แสดงวิธีการเหน่ียวนํา iPSCs ไปเป็นเซลลต้์นกาํเนิดเมด็เลือด (HSCs) iPSCsจะถูกเลี้ยงใน plate ทีถู่ก

เคลอืบดว้ย Matrigel ตลอดกระบวนการเหน่ียวนํา โดยจะใส่สารเหน่ียวนํา, cytokines และ growth factors ชนิดต่าง ๆ

ในเวลาที่จําเพาะเหมาะสม จากนัน้เซลล์เกาะและเซลล์ลอยจะถูกเก็บในวนัที่ 3, 5. 8 และ 12 เพื่อไปดูการแสดงออก

ของโปรตนีบนผวิแซลลแ์ละวเิคราะหก์ารเจรญิพฒันาของเซลลท์ีเ่ปลีย่นแปลงไป 

 

 
รูปท่ี 3.แสดงลักษณะของ STiPSC01 ท่ีมีการเจริญเปล่ียนแปลงไปเป็น  Mesoderm (Day3), Hemogenic 

endothelial (Day 5) และเซลลต้์นกาํเนิดเมด็เลือดท่ีมีลกัษณะเป็นเซลลล์อย (HSCs) (Day 8 และ12) หลงัจาก

เลี้ยงเซลล์ในอาหารท่ีมีการใส่สารเหน่ียวนํา ลูกศรสีแดงแสดงการเกิดขึ้นของ HSCs ที่ผุดขึ้นจาก Hemogenic 

endothelials. 

 

 
รปูท่ี 4.แสดงวิธีการเหน่ียวนํา STiHSC ไปเป็น T lymphocytes    



 
 

รปูท่ี 5. Flow cytometry analysis แสดงลกัษณะการแสดงออกโปรตีนบนผิวของ Day 5 HE ท่ีมีการเจริญ

เปล่ียนแปลงไปเป็น T lympgocytes ท่ีระยะเวลา 14, 21, 28 และ 35 วนั ของการเพาะเลีย้งเซลลร่์วมกบัเซลลพ่ี์

เลีย้ง 
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Bioinformatics and Data Management for Research 

หลกัการและเหตุผล 

ปัจจุบันการพัฒนาของเทคโนโลยีการหาลําดับเบสแบบใหม่ (Next-Generation Sequencing) 

สามารถใหผ้ลการหาลําดบัเบสทีม่จีาํนวนมากและมคีวามซบัซ้อนมากขึน้ ดงันัน้ระบบคอมพวิเตอรพ์ืน้ฐานที่

ใช้สําหรบัจดัการและวเิคราะห์ขอ้มูลจําเป็นต้องพฒันามากขึ้นเพื่อรองรบัการวเิคราะห์ขอ้มูลได้ถูกต้องและ

รวดเรว็ การจดัการข้อมูลลําดบัเบสทัง้ระดบั Whole genome Exome หรอื Transcriptome จําเป็นต้องใช้

พืน้ทีใ่นการจดัเกบ็ขนาดใหญ่ และระบบการคํานวณทีม่กํีาลงัการประมวลผลสงู การวเิคราะหข์อ้มลูลําดบัเบส

ขนาดใหญ่โดยใชร้ะบบพืน้ฐานสําหรบัการวเิคราะหข์อ้มลูทีต่ดิตัง้ในองค์กร (Local Computer Infrastructure) 

ทีม่ปีระสทิธภิาพ ไม่เพยีงพอในการวเิคราะห์ขอ้มูล ทําใหเ้กดิการใชท้รพัยากรของระบบการประมวลจํานวน

มาก และมกัจะใชเ้วลานานในการวเิคราะห์ขอ้มูล กรณีเช่นน้ีมกัจะทําใหเ้กดิขอ้ขดัแยง้กบัโครงการทีม่ขีนาด

เลก็กว่า ทีไ่ม่จําเป็นตอ้งใชท้รพัยากรในการประมวลผลจํานวนมาก และจาํเป็นต้องรบีวเิคราะห์ขอ้มูล แต่ตอ้ง

รอให้การวเิคราะห์ขอ้มูลขนาดใหญ่ ที่ใชเ้วลานานประมวลผลเสรจ็ก่อน การแก้ปัญหาโดยเพิม่ประสทิธภิาพ 

Local Computer Infrastructure สามารถทําได้ แต่ต้องใช้งบประมาณจํานวนมาก เน่ืองจากระบบมรีาคาสูง 

อกีทัง้การยงัตอ้งเสยีงบประมาณในการบํารุงรกัษาและพฒันาระบบต่อไป เพื่อใหร้ะบบสามารถทาํงานไดอ้ย่าง

มีประสิทธิภาพ ซึ่งในการดูแลระบบประมวลผลขนาดใหญ่น้ี จําเป็นต้องใช้เจ้าหน้าที่ทางด้านเทคโนโลยี

สารสนเทศในการทาํงาน อย่างไรกต็ามการใชง้าน Local Computer Infrastructure กอ็าจเสีย่งต่อสถานการณ์

ทีม่ชี่วงเวลาทีใ่นองคก์รไม่มคีวามตอ้งการทีจ่ะวเิคราะห์ขอ้มลู ทําใหร้ะบบถูกตัง้ทิ้งไวไ้ม่ไดใ้ชง้านเลย ในทาง

กลบักนัระบบอาจจะมปีระสทิธภิาพไม่เพยีงพอ ในการตอบสนองความตอ้งการของผูใ้ชท้ัง้องคก์รหากตอ้งการ

วเิคราะหข์อ้มลูพรอ้มกนัในช่วงเวลาเดยีวกนั สถานการณ์เหล่าน้ีเกดิมาจากความผนัผวนของความตอ้งการใน



การใชง้านในแต่ละช่วง ซึ่งในการวจิยัทีข่อ้มูลทีต่้องวเิคราะห์มกัจะมาเป็นจํานวนมากเฉพาะในช่วงทีเ่ริม่ต้น

โครงการใหม ่

วธิกีารแก้ปัญหาทีท่า้ทายเหล่าน้ีทางหน่ึงคอืการเช่าระบบคอมพวิเตอร์ตามปรมิาณทีเ่ราตอ้งการใช ้

เช่น เช่าระบบการประมวลผลแบบกลุ่มเมฆ (Cloud computing) โดยตวั hardware ของระบบจะตัง้อยู่ในทีใ่ด

ทีห่น่ึงขึน้อยู่กบัผู้ให้บรกิารทีเ่ราเลอืกใช ้และเราสามารถเขา้ใชง้านระบบประมวลผลจากที่ไหนก็ไดโ้ดยการ

ลงทะเบียน (log in) ผ่านระบบอินเตอร์เน็ทเพื่อส่งข้อมูลที่จะวเิคราะห์เขา้ไปในระบบและทําการวิเคราะห์

ขอ้มูล ในกรณีเช่นน้ีผู้ใช้งานจะชําระเงนิค่าเช่าระบบตามขนาดของระบบประมวลผล และระยะเวลาใช้งาน

เท่าทีต่้องการเท่านัน้ รวมถงึไม่ต้องกงัวลในเรื่องของการดูแลรกัษาและพฒันาส่วน Hardware ของตวัระบบ

ประมวลผลเลย เพราะจะเป็นหน้าทีข่องผูใ้หบ้รกิารระบบเอง ประโยชน์อกีหน่ึงอย่างของกรณีน้ี คอืระบบการ

ประมวลผลแบบกลุ่มเมฆของผู้ให้บรกิารบางแห่ง จะเตรยีมขอ้มูลอ้างอิง (Reference data) จากฐานขอ้มูล

สาธารณะต่างๆ ทีจ่ําเป็นต้องใชใ้นการวเิคราะห์ขอ้มลูจโีนมมาไวใ้นตวัระบบประมวลผลแล้ว ทําใหส้ะดวกใน

การเรยีกใชแ้ละเขา้ถงึขอ้มูลทีจ่ําเป็นเหล่าน้ีไดง้่าย และทนัท่วงทโีดยทีเ่ราไม่ต้องดาวน์โหลดขอ้มูลเหล่าน้ีมา

เก็บไว้เอง ซึ่งทําให้ประหยดัพื้นที่ในการจดัเก็บเน่ืองมาจากขอ้มูลอ้างอิงเหลาน้ีมขีนาดใหญ่มาก และมกีาร

อพัเดทขอ้มลูบ่อยครัง้ 

นอกจากน้ี ในการวเิคราะห์ขอ้มูลทางด้านชวีสารสนเทศต้องใชบุ้คคลากรที่มคีวามสามารถในการ

เลอืกและใชโ้ปรแกรมทางชวีสารสนเทศในการวเิคราะห์ขอ้มลูไดอ้ย่างเหมาะสม โดยปัจจุบนัจาํนวนของขอ้มูล

ลําดบัเบสในระดบัจโีนมถูกนํามาใชใ้นงานวจิยัเพิม่ขึน้อย่างมาก อย่างไรกต็ามการวเิคราะห์ขอ้มูลเหล่าน้ีจน

ได้ผลข้อมูลในระดับที่ต้องการนัน้ยังไม่พบว่าทําได้โดยง่ายในหลายๆ โครงการวิจัย ปัญหาน้ีทําให้ลด

ความก้าวหน้าของงานวจิยัในโครงการที่ต้องใช้ขอ้มูลประเภทน้ี แต่ขาดคนวเิคราะห์ขอ้มูล หรอืวธิวีเิคราะห์

ขอ้มูลทางชีวสารสนเทศที่เหมาะสม ดงันัน้การสร้าง pipelines และ workflows อตัโนมตัิ ที่ผ่านการตัง้ค่า

โปรแกรมทีเ่หมาะสมเพื่อรองรบัการวเิคราะห์ขอ้มูลในรูปแบบพื้นฐานทัว่ไป หรอืสามารถยดืหยุ่นให้ปรบัค่า

โปรแกรมเพื่อรองขอ้มูลในรูปแบบเฉพาะสําหรบังานวจิยับางประเภทได ้เพื่อใหก้ารวเิคราะห์ขอ้มูลในระดบั

จโีนมเกิดขึ้นได้อย่างมีประสิทธภิาพนัน้มีประโยชน์อย่างมาก โดยปัจจยัที่มีผลต่อการวเิคราะห์ข้อมูลให้มี

ประสทิธภิาพอกีประการคอืระบบพืน้ฐานในการประมวลผลทีเ่หมาะสม ซึง่จะช่วยทําใหก้ารวเิคราะห์ขอ้มลูนัน้

สาํเรจ็อย่างถกูตอ้งและรวดเรว็ไดอ้กีดว้ย 

อนัเน่ืองมาจากการขยายตวัของการใหบ้รกิารทีเ่ริม่มาจากงานวจิยัมคีวามเป็นไปไดส้งูขึน้ รวมทัง้ใน

งานโครงการน้ีเราจะสรา้ง pipeline ในการวเิคราะหข์อ้มลูจโีนมทีม่ปีระสทิธภิาพนัน้ และดว้ยปัจจุบนัยงัมคีน

จาํนวนไม่มากนักทีป่ฏบิตังิานตามสถาบนัดา้นสุขภาพหรอืโครงการวจิยัทีใ่ชข้อ้มลูจโีนม และสามารถใช้

เครื่องมอืทางชวีสารสนเทศเพื่อจดัการและวเิคราะหข์อ้มลูจโีนมไดจ้นเป็นงานประจาํ ดว้ยเหตุน้ีทมีวจิยัจงึเหน็

ว่าประโยชน์อกีอย่างหน่ึงทีจ่ะไดจ้ากโครงการน้ีคอืการเผยแพร่ความรูโ้ดยการเปิดอบรมวธิกีารทาํงานดา้นชี

วสารสนเทศกบัขอ้มลูจโีนมและการประยุกตใ์ชง้านกบัขอ้มลูรปูแบบต่างๆ โดยใช ้pipeline ทีโ่ครงการสรา้งขึน้ 

ใหก้บันักวจิยัและเจา้หน้าทีท่ีส่นใจทัง้ในและนอกสถาบนั 

วตัถปุระสงค ์

1. สรา้งการทํางานแบบสายท่อ (pipeline) ทีเ่หมาะสมสําหรบัการวเิคราะห์ขอ้มูลลําดบัเบสจํานวนมาก

ทีไ่ดจ้ากเทคโนโลย ีการหาลําดบัเบสแบบใหม่ (next – generation sequencing) โดยในแผนงานที่

วางเอาไวม้ทีัง้หมดสาม pipelines สําหรบัการวเิคราะห์ขอ้มลูลําดบัเบสระดบั exome genome และ 

mitochondrial genome 

2. เพิม่ขดีความสามารถในการประมวลผลและปฏบิตังิานของระบบชวีสารสนเทศ และนํามาใชร่้วมกบั 

pipeline ที่สร้างขึ้นเพื่อประโยนช์ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยเฉพาะข้อมูลจากโครงการต่างๆ ใน

องคก์ร ทีไ่ดม้กีารหาลําดบัเบสไวแ้ลว้แต่ยงัขาดผูว้เิคราะหข์อ้มลู 



3. เผยแพร่ความรู้และ Pipeline ที่ได้สู่กลุ่มวิจยัต่าง ๆ ที่มีข้อมูลลําดบัเบสจํานวนมากอยู่แล้วหรือ

วางแผนทีจ่ะทาํการหาลําดบัเบสในอนาคต ทัง้ภายในและภายนอกองคก์ร 

วิธีดาํเนินการ 

สร้าง pipeline สาํหรบัวิเคราะห์ข้อมูลลาํดบัเบส Exome และ Whole Genome 

Pipeline สาํหรบัการวเิคราะหข์อ้มลูน้ีพฒันาจาก workflow ของ Genome Analysis Toolkit 

(GATK) Best Practice ของ Broad Institute ในส่วนของ Pre-processing และ Variant discovery จากนัน้จงึ

นํา Variants ทีไ่ดจ้าก GATK workflow มาด ูfunction ทีส่มัพนัธก์บัการเกดิโรคในขัน้ตอน Variant 

annotation และ Interpretation (รปูท ี1) รายละเอยีดแต่ละขัน้ตอนดงัน้ี 

1. Pre-processing: 

คอืขัน้ตอนทีใ่ชจ้ดัการกบัขอ้มลูลําดบัเบสเพื่อคดักรองขอ้มลูทีม่คุีณภาพไวใ้ชใ้นขัน้ตอนการคน้หา 

variation (Variant discovery) โดยก่อนทีจ่ะ map ขอ้มลูลําดบัเบสกบั reference sequence ในขัน้ตอนแรก

ของ pre-processing ใน figure 1 นัน้ ขอ้มลูลําดบัเบสจะถูกตรวจสอบคุณภาพดว้ยโปรแกรม FastQC โดย

โปรแกรมจะสรา้งกราฟแสดงภาพรวมของ “bases quality score” “ค่า GC content” “จาํนวนเบส N” “ความ

ยาวของ reads” และ “จาํนวนของ duplicate sequence” ทาํใหเ้หน็คุณภาพโดยรวมของขอ้มลู และทราบวา่

จาํเป็นตอ้งตดัลําดบัเบสทีด่า้นปลายของ reads ตามค่า base quality score หรอืไมใ่นกรณีที ่base quality 

score ค่อนขา้งตํ่าทีด่า้นปลายของ reads ก่อนเขา้สู่ข ัน้ตอนต่าง ๆ ใน pre-processing ตาม workflow ต่อไป  

2. Map to reference 

ผลการหาลําดบัเบสจะถูกเปรยีบเทยีบ (alignment) กบั reference sequence เพื่อ map แต่ละ read 

กลบัสู่ตําแหน่งตัง้ตน้บนจโีนมโดยใชโ้ปรแกรม BWA mem (Available at: http://bio-bwa.sourceforge.net/) 

ซึง่ไม่ไดเ้ป็นโปรแกรมของ GATK  

3. Mark duplicates 

ในขัน้ตอนการหาลําดบัเบสดว้ยเครื่อง Next-Generation Sequencing (NGS) ดเีอน็เอตน้แบบเสน้

เดยีวอาจถูกอ่านลําดบัเบสซ้ํา ๆ หลายครัง้ทาํใหไ้ดผ้ลการหาลําดบัเบสทีเ่หมอืนกนัซ้ํา ๆ หลายเสน้ทีเ่รยีกวา่ 

duplicate reads ซึง่ไม่ใช่ผลจรงิ และไม่ควรใชใ้นการหา Variation ดงันัน้ขัน้ตอนการระบุลําดบัเบสทีซ้ํ่า 

(Mark duplicates) จะทาํก่อนหา Variation โดยโปรแกรมทีใ่ชค้อื Picard (Available at: 

https://broadinstitute.github.io/picard/command-line-overview.html) ซึง่ไม่ไดเ้ป็นโปรแกรมของ GATK 

โปรแกรมน้ีจะระบตุําแหน่ง read ทีซ้ํ่าลงในไฟลผ์ล alignment (SAM/BAM format) ใหเ้หลอืเฉพาะตวัแทน 

read นัน้อย่างละหน่ึงเสน้โดยไมต่อ้งเอา reads นัน้ ๆ ออก แต่โปรแกรมอื่น ๆ ของ GATK ทีจ่ะใชว้เิคราะห์

ในขัน้ตอนต่อ ๆ ไปจะสามารถรูต้ําแหน่ง reads ซ้ําทีถู่กระบุไวแ้ละไม่นํามาใชใ้นการวเิคราะหข์อ้มลู ขัน้ตอน

การ Mark duplicate น้ีไม่ควรใชใ้นกรณีทีข่อ้มลูลําดบัเบสไดม้าจากดเีอน็เอตน้แบบทีต่ัง้ใจ amplify จาก

บรเิวณจาํเพาะทีเ่ดยีว เช่น Amplicon sequencing 

4. Base recalibration 

ในขัน้ตอนการระบุ Variation นัน้ algorithm ที ่GATK ใชจ้ะขึน้อยู่กบั quality score ของผลการหา

ลําดบัเบสอย่างมาก แต่ quality score ทีไ่ดม้าจากเครื่อง NGS อาจไมถู่กตอ้งแม่นยาํเพยีงพอในการบอก

คุณภาพของเบส ดงันัน้ใน GATK workflow จงึมขี ัน้ตอน Base quality score recalibration (BQSR) โดยใช้

โปรแกรม BaseRecalibrator ของ GATK ซึง่ใช ้Machine learning Algorithm ในการคาํนวณค่า base 

quality score ใหมท่ีถู่กตอ้งมากขึน้ก่อนทาํการระบุ variations 

5. Variant Discovery: 

คอืการระบุตําแหน่ง Variations จากขอ้มลู NGS หลงัจากทีข่อ้มลูไดผ้่านการ cleaning และ map 

กบั reference sequence แลว้ ในส่วนน้ีประกอบดว้ยสามขัน้ตอน ดงัน้ี 

6. Variant Calling (SNPs/Indels) 



ในขัน้ตอนน้ีเป็นการระบตุําแหน่ง Variations โดยใชโ้ปรแกรม HaplotypeCaller ของ GATK 

โปรแกรมสามารถระบไุดท้ัง้ Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) และ Insertions and Deletions 

(Indels) โดยโปรแกรมจะระบุ variation และใหผ้ล variation ในรปูแบบ Variant Calling Format (VCF) โดย

ใน GVCF mode โปรแกรมจะสรา้งไฟล ์GVCF ซึง่เป็น Intermediate variant file จากขอ้มลูแตล่ะตวัอย่างซึง่

จะสามารถนําไปรวมกบั GVCF file จากตวัอย่างอื่นไดใ้นขัน้ตอนถดัไป ในกรณีทีม่ตีวัอย่างในการวเิคราะห์

มากกว่าหน่ึงตวัอย่าง 

7. Joint Genotype 

ในกรณีทีท่าํการวเิคราะหข์อ้มลูจาํนวกมากจากหลายตวัอย่าง ขอ้มลู Variations จากแต่ละตวัอย่าง

ในไฟล ์GVCF จะสามารถรวมกนัโดยใชโ้ปรแกรม GenotypeGVCFs ของ GATK มาเป็นไฟล ์VCF ซึง่ข ัน้

ตอนน้ีสามารถชว่ยเพิม่ sensitivity ในการระบุ variation ไดด้ว้ย 

8. Filter Variants 

โปรแกรมสาํหรบัระบุ Variations ของ GATK ม ีsensitivity สงู ทาํใหเ้พิม่โอกาสในการระบุ real 

variations ไดม้าก แต่กห็มายความว่าจะพบ false positive ไดม้ากเช่นกนั ดงันัน้ขัน้ตอนการคดักรอง 

variations จงึจาํเป็น ใน GATK จะใชก้ารคาํนวณ variant quality score อกีครัง้ทีเ่รยีกว่า Variant Quality 

Score Recalibration (VQSR) ซึง่ใช ้Machine learning Algorithm ในการคาํนวณ ขัน้ตอนน้ีใชโ้ปรแกรม

ทัง้หมดสามโปรแกรมของ GATK ไดแ้ก่ VariantFiltration, VariantRecalibrator และ ApplyRecalibration 

อย่างไรกต็ามขัน้ตอนน้ีจาํเป็นตอ้งใช ้set ของ known variants และขอ้มลูจาํนวนมากเพื่อใหโ้ปรแกรมได้

เรยีนรูร้ปูแบบของ variations ทีถู่กและผดิ ดงันัน้ในกรณีทีท่าํการวเิคราะหข์อ้มลูลําดบัเบสของตวัอย่าง

จาํนวนน้อย หรอืตวัอย่างทีย่งัไม่ม ีmodel organism จะไม่สามารถทาํ VQSR ได ้หลงัจากผ่านขัน้ตอนน้ีจะได ้

Variations ทีพ่รอ้มนําไปหา function ทีส่มัพนัธก์บัการเกดิโรคตอ่ไป 

9. Variant Annotation 

หลงัจากไดก้ลุ่มของ Variations ทีผ่่านการคดัเลอืกจากขัน้ตอนก่อนหน้ามาเรยีบรอ้ยแลว้ Variations 

แต่ละอนัจะนําไปเทยีบหาในฐานขอ้มลูทีร่วบรวมขอ้มลูความสมัพนัธข์อง variants กบัการเกดิโรคทีไ่ดม้ี

การศกึษาและรายงานไวแ้ลว้ในการทดลองต่าง ๆ โดยใชโ้ปรแกรม SnpEff และ SnpSift เทยีบกบัขอ้มลูจาก

ฐานขอ้มลู dbSNP, dbNSFP, gwasCat, PhastCons และ ClinVar 

Interpretation  

ตพีมิพแ์ลว้เกีย่วกบัความสมัพนัธข์อง variant นัน้ต่อการเกดิโรค จะถูกนํามาพจิารณาตามเกณฑท์ี่

วางไวโ้ดย American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) Standards and Guidelines 

เพื่อจดักลุ่ม variation ผล Variation และขอ้มลู annotation ของ variant แต่ละอนั ร่วมดว้ยการคน้ขอ้มลูที่

รายงานอยู่ในงานวจิยัอื่นๆ ทีต่ามระดบัความรุนแรงต่อการเกดิโรค ไดแ้ก่ 

- Variant with Benign 

- Variant with Likely benign 

- Variant with Likely pathogenic 

- Variant with Pathogenic 

- Variant with Uncertain Significant (VUS) 

ขัน้ตอนน้ีเป็นขัน้ตอนเดยีวทีย่งัไม่สามารถดาํเนินการโดยอตัโนมตัไิด ้ผูว้เิคราะหต์อ้งสบืคน้หาขอ้มลู

และพจิารณาขอ้มลูของแต่ละ variation และเลอืก variation ทีน่่าสนใจมารายงาน ส่วนขัน้ตอน Pre-

processing จนถงึ Variant annotation ถูกสรา้งใหส้ามารถรนัไดอ้ตัโนมตับินโปรแกรม Docker ซึง่จะจาํลอง

ระบบการทาํงาน ทีส่ามารถยกทัง้ระบบทีจ่าํลองไวไ้ปรนัทีใ่ดกไ็ดท้ีต่ดิตัง้โปรแกรม Docker อยู ่

 



 
รปูที ่1. Flowchart แสดงขัน้ตอนการวเิคราะหข์อ้มลู Whole Exome และ Whole genome 

ติดตัง้ระบบ Cloud computing 

บริษัทที่ ให้บริการระบบ Cloud computing ที่ถู กเลือกใช้ในโครงการน้ีคือบริษัท  DigitalOcean 

(https://www.digitalocean.com/) โดยเหตุผลทีเ่ลอืกใชร้ะบบ Cloud computing ของ DigitalOcean เพราะมรีะบบ

การติดตัง้ที่ใช้งานได้ง่าย มรีะบบปฏิบตัิการ (Operating System) ที่หลากหลายทัง้ระบบ Windows และ Linux 

พร้อมทัง้ระบบความปลอดภัยในการ log in เข้าระบบ (Authentication) ที่ผู้ใช้งานสามารถเลือกได้ตามความ

เหมาะสมของการใชง้าน  ระบบ Cloud ทีท่าํการตดิตัง้และเปิดใชแ้ต่ละอนัใน DigitalOcean จะถูกเรยีกว่า Droplet   

Pipeline ทีส่รา้งขึน้จะรนัในระบบปฏบิตักิาร Linux Ubuntu ภายใตโ้ปรแกรม Docker โดยทาํการตดิตัง้

แค่โปรแกรม Docker (https://www.docker.com/) และโปรแกรมพืน้ฐานหลกัๆ สาํหรบัดาวน์โหลด pipeline ลงใน 

Droplet แตไ่มต่อ้งตดิตัง้โปรแกรมอื่นๆ ทีจ่ะถูกเรยีกใชใ้น pipeline ลงในระบบเลย โดยก่อนทาํการตดิตัง้ Droplet 

ในระบบของ DigitalOcean ผูใ้ชต้อ้งทาํการสมคัรสมาชกิและ Login เขา้สู่ระบบของ DigitalOcean ผ่านหน้า 

Homepage (https://www.digitalocean.com/) ของระบบก่อน จากนัน้สามารถดาํเนินการตดิตัง้ระบบ Droplet 

ตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายไวใ้น Link วธิกีารตดิตัง้ Droplet ที ่https://www.digitalocean.com/docs/droplets/how-

to/create/ ขัน้ตอนการตดิตัง้เฉพาะทีจ่าํเป็นไดส้รุปไวด้งัต่อไปน้ี 

1. หลงัจากที ่Log in เขา้สู่ระบบ DigitalOcean แล้ว เลอืกทีปุ่่ ม “Create” ดา้นขวาบนของหน้าเวบ็ไซต์ จากนัน้

เลอืก “Droplets” จาก Drop-down menu เพื่อเปิดหน้าเพจสาํหรบัสรา้ง Droplet 

2. เลอืก Image ของระบบปฏบิตักิารทีจ่ะตดิตัง้ โดยในแถบ “Distributions” เลอืก “Ubuntu 18.04.2x64” 

3. เลือกประสิทธิภาพของระบบประมวลผลที่เหมาะสมกับการปฏิบตัิงาน โดยประสิทธภิาพขัน้ตํ่าของระบบ

ประมวลผลที่เพยีงพอต่อการวเิคราะห์ขอ้มูล Whole Exome คอื RAM 8 Gb, 4 CPU ความจุ 160 Gb จาก

แถบ “Standards” เลอืกตดิตัง้ Droplet ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูกว่าหรอืเท่ากบัขัน้ตํ่าน้ีในการใชง้าน Pipeline 

4.  เลือก “Datacenter region” คือเลือก Sever ที่จะสร้าง Droplet ไว้ โดยในโครงการน้ีจะเลือก “Singapore” 

เพราะเป็น Server ทีอ่ยู่ใกลป้ระเทศไทยทีสุ่ด ทาํใหเ้มื่อทาํการ Download/Upload ขอ้มลูจากเครื่องทีป่ระเทศ

ไทยไปรนั pipeline บน Droplet จะใชเ้วลาน้อยทีสุ่ด 

5. เลอืกวธิใีนการ Log in เขา้ใชง้าน Droplet (Authentication) โดยมสีองวธิใีหเ้ลอืกคอื 



a. SSH keys วธิน้ีีผูใ้ชง้านต้องสรา้ง SSH Keys และโดยระบุ Password ทีจ่ะใช ้Log in Droplet จาก

เครื่องทีจ่ะใชง้าน Droplet ก่อน แล้วจงึนํา SSH Keys ทีส่รา้งไวม้าใส่ในขัน้ตอน Authentication น้ี

ตอนสรา้ง Droplet โดยวธิน้ีีจะเป็นวธิทีี่ปลอดภยัที่สุดแต่อาจจะไม่สะดวกนักหากผู้ใช้งานต้องการ 

Log in เขา้ Droplet จากเครื่องต่าง ๆ เพราะวธิน้ีีผู้ใช้งานจะสามารถ Log in เขา้ Droplet ได้ผ่าน 

secure shell จากเครื่องทีร่ะบุไวไ้ดเ้พยีงเครื่องเดยีวเท่านัน้  

b. One-time password วิธีน้ี ระบบ DigitalOcean จะส่ง password แรกเขา้ของ Droplet ที่ผู้ใช้งาน

สรา้งเสรจ็เขา้สู่ Email ทีผู่ใ้ชง้านระบุไว ้เมื่อผูใ้ชง้านเปิดเขา้ใช ้Droplet ผ่าน Secure shell ครัง้แรก

โดยใช้ password ที่ส่งเข้าไปใน Email ระบบจะบังคับให้ผู้ใช้งานเปลี่ยน password ใหม่ทันท ี

จากนัน้การใชง้าน Droplet ในครัง้ต่อๆ ไป ผูใ้ชง้านสามารถ Log in เขา้ Droplet ผ่าน Secure shell 

จากเครื่องใดกไ็ดโ้ดยใช ้password ทีต่ัง้ใหม่น้ี 

ติดตัง้ Pipeline ในการวิเคราะห์ข้อมูล Whole Exome บน Cloud computing 

Pipeline สําหรับวิเคราะห์ข้อมูล Whole Exome พร้อมวิธีการติดและวิธีใช้งานได้เผยแพร่ไว้ที ่

GitHub (https://github.com/si-medbif/exomeseq) เมื่อเขา้ไปตาม URL น้ีจะพบรายชื่อของโปรแกรมหลกัที่

จําเป็นต้องติดตัง้ก่อนจะทําการตดิตัง้ pipeline พรอ้มคําสัง่ทีใ่ชใ้นการติดตัง้ และขัน้ตอนในการตดิตัง้และใช้

งาน pipeline โดยละเอยีดพรอ้มคาํสัง่ทีต่อ้งใช ้โดยเริม่ตน้ผูใ้ชเ้พยีงแค่ Log in เขา้สู่ Droplet ทีส่รา้งไวข้า้งตน้ 

จากนัน้สามารถทาํตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายไวใ้น Link GitHub ทีแ่สดงไวข้า้งตน้ไดเ้ลย  

Pipeline ที่เผยแพร่ไวบ้น Github น้ีสามารถปรบัใช้ในการวเิคราะห์ขอ้มูลลําดบัเบสของมนุษย์จาก

เครื่อง Next-Generation Sequencing ได้ทัง้แบบ Whole Exome, Whole Genome และ Targeted Gene 

Sequencing โดยการปรับเปลี่ยนข้อมูลในไฟล์ “target_regions.bed” ที่ใช้ในการกําหนดตําแหน่งบน 

Genome ให ้pipeline ทาํการวเิคราะหข์อ้มลู 

สร้างขัน้ตอนสาํหรบัวิเคราะห์ข้อมูลจาก De novo Whole Genome Sequencing  

นอกจาก pipeline ที่ใช้ในการวเิคราะห์ขอ้มูล Whole Exome และ Genome sequence แล้ว ทาง

คณะผู้จ ัดทํายังได้พัฒนาขัน้ตอนการวิเคราะห์ข้อมูลจาก De novo Whole Genome Sequencing ด้วย  

เน่ืองมาจากโครงการที่ร่วมมอืกบัอาจารย์จากคณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในการหา

ลําดับเบส Whole Genome ของสุนัขพันธุ์ชิวาวา (Chihuahua) ซึ่งยังไม่เคยมีจีโนมต้นแบบ (Reference 

genome) อยู่ใน Public database มาก่อน ขอ้มูล Reference genome สุนัขที่มอียู่ในฐานขอ้มูล NCBI เป็น

ของสุนัขพนัธุ์บอกเซอร์  โดยขัน้ตอนการวเิคราะห์ขอ้มูลจาก De novo Whole Genome Sequencing จะมี

ข ัน้ตอนที่แตกต่างกับการวเิคราะห์ข้อมูล Whole Genome Re-Sequencing เน่ืองจากกรณีของ De novo 

sequencing เป็นการหาลําดบัเบสของ Genome ที่ยงัไม่มีข้อมูล Reference genome ของสิ่งมีชีวิตนัน้ ๆ 

หรอืของสายพนัธุ์ทีต่รงกนั submit อยู่ในฐานขอ้มูล ดงันัน้จงึไม่ม ีreference genome ที่ตรงกนัในการ map 

reads กลบัสู่ตําแหน่งเดมิบน genome ดงันัน้การวเิคราะหข์อ้มลูจะใชว้ธิ ีGenome assembly ในการประกอบ

ชิ้นลําดบัเบส (Reads) แต่ละชิ้นเข้าด้วยกันเพื่อให้เป็นชิ้นลําดบัเบสขนาดใหญ่ (Contigs) หรือได้จีโนมที่

สมบูรณ์ (Complete genome) จากนัน้จงึใชช้ิ้นลําดบัเบสที่ประกอบไดม้าเป็น Reference sequence ในการ

ระบุตําแหน่ง Variations ต่อไป ลําดบัขัน้ตอนในการวเิคราะหข์อ้มลู De novo Whole Genome Sequencing 

แสดงอยู่ในรปูท่ี 2 



 
รปูที ่2. Flowchart แสดงขัน้ตอนการวเิคราะหข์อ้มลู De novo Whole genome sequencing 

อย่างไรก็ตามขัน้ตอนในการวิเคราะห์ข้อมูลจาก De novo Whole Genome Sequencing น้ียังไม่ได้พัฒนาเป็น 

Automated pipeline ดงัเช่น pipeline สาํหรบัวเิคราะห ์Exome และ Genome sequence  

ผลการดาํเนินงาน 

1. ได้ Automated pipeline สําหรับวิเคราะห์ข้อมูลลําดับเบสจาก Whole exome, Whole genome 

sequencing และ Targeted gene sequencing ที่ สามารถติดตั ้งและใช้งานบนระบบ Cloud 

computing ได ้

2. ไดข้ ัน้ตอนในการวเิคราะหข์อ้มลู De novo Whole genome sequencing 

3. ได้เผยแพร่ความรูใ้นการวเิคราะห์ขอ้มูล Whole Exome Sequencing บนระบบ Cloud computing 

โดยใช้ Automated pipeline ที่สร้างขึ้นผ่านงานประชุมเชิงปฏิบัติการเรื่อง “Cloud computing 

pipeline for Exome sequencing” ทีจ่ดัขึน้ในวนัที ่10 – 11 กนัยายน 2561 

ประโยชน์ท่ีได้รบั 

1. วเิคราะหข์อ้มลู Exome ทีไ่ดม้กีารหาลําดบัเบสไวแ้ลว้ดว้ย pipeline ทีส่รา้งขึน้ 

a. Pipeline สําหรับการวิเคราะห์ข้อมูล Exome ที่สร้างขึ้นน้ีได้ถูกนํามาปรับใช้ในการ

วิเคราะห์ข้อมูล Targeted Gene Sequencing โดยข้อมูล Targeted Gene Sequencing 

จะต่างจากขอ้มูล Exome ตรงที่จะหาลําดบัเบสเฉพาะบรเิวณที่ครอบคลุม Gene ที่สนใจ

เท่านั ้น แต่ข้อมูล Exome จะครอบคลุมลําดับเบสในส่วน Exon ของทุก Gene บน 

Genome ดงันัน้ใน Pipeline สําหรบัขอ้มูล Exome จงึต้องมกีารปรบัเพื่อให้เหมาะสมกบั

ข้อมูล Targeted Gene Sequencing มากขึ้นก่อนนําไปใช้วิเคราะห์ข้อมูล โดยได้ใช ้

Pipeline น้ีในการวเิคราะห์ขอ้มูลทีไ่ดห้าลําดบัเบสไวแ้ลว้ของตวัอย่างจํานวน 16 ตวัอย่าง

จาก ”โครงการพฒันาการตรวจวนิิจฉยักลุ่มโรคพนัธุกรรมทีส่าํคญัดว้ยเทคนิคการอ่านรหสั

ดเีอน็เอของกลุ่มยนีก่อโรคจาํนวนมากในปฏกิริยิาเดยีวกนั” หวัหน้าโครงการวจิยัคอื อ.นพ.

ชนินทรล์ิม่วงศ ์เพื่อหาลําดบัเบสของ Genes ทีส่นใจจาํนวน 32 genes  

2. สรา้งความร่วมมอืกบัสถาบนัอื่น 

a. จาก Pipeline ในการวิเคราะห์ข้อมูลลําดับ เบสที่สร้างขึ้น โดยการสนับสนุนจาก

โครงการวจิยัน้ี ทาํใหส้ามารถสรา้งความร่วมมอืกบัสถาบนัอื่นไดเ้พิม่ขึน้ ขณะน้ีมโีครงการ

ทีร่่วมมอืกบัสถาบนัอื่นจาํนวนสองโครงการ ดงัน้ี 

b. วเิคราะหจ์โีนมขา้ววชัพชื (Weedy Rice)  

เป็นโครงการที่ร่วมมอืกบัอาจารย์จากคณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ ใน

การวเิคราะห์ขอ้มูล Whole Genome ของขา้ววชัพชืจํานวน 18 ตวัอย่าง ที่ผ่านการสกดั 

Genomic DNA และหาลําดับเบสด้วย Next-Generation Sequencing Technology และ

ทาํการเปรยีบเทยีบเพื่อหาความแตกต่างของขา้ววชัพชืทีม่าจากปีเพาะปลูกทีต่่างกนั และ

พื้นที่เพาะปลูกที่ต่างกนั ขอ้มูลบางส่วนที่ไดจ้ากการวเิคราะห์น้ีได้ไปนําเสนองานวจิยัใน

รปูแบบ poster ในงานประชุมระดบันานาชาตทิีป่ระเทศสเปนแลว้ในเดอืนตุลาคมปี 2560 



c. วเิคราะหจ์โีนมสุนัขพนัธุช์วิาวา (Chihuahua) 

เป็นโครงการวิจัยที่ร่วมมือกับอาจารย์จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั ในการวเิคราะห์ขอ้มูล Whole Genome ของสุนัขพนัธุ์ชวิาวา (Chihuahua) 

จํานวน 2 ตัวอย่าง เพื่อสร้าง Complete genome และเปรียบเทียบข้อมูลที่ได้กับจีโนม

อ้างอิงจากฐานข้อมูล Dog Genome, NCBI ซึ่งเป็นข้อมูลของสุนัขสายพันธุ์บอกเซอร ์ 

และกําลงัอยู่ในขัน้ตอนการปรบัแก้ Manuscript เพื่อส่งตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับ

นานาชาต ิScientific Data ต่อไป 

3. เผยแพร่ความรูแ้ละ pipeline ทีส่รา้งขึน้สู่กลุ่มวจิยัต่าง ๆ ผ่านการประชุมเชงิปฏบิตักิาร 

4. จดังานประชุมเชงิปฏิบตัิการเรื่อง “Cloud computing pipeline for Exome sequencing” จดัขึ้นใน

วนัที่ 10 – 11 กนัยายน 2561 เพื่อเผยแพร่ความรูแ้ละเพิม่ขดีความสามารถในการวเิคราะห์ขอ้มูล 

Whole Exome Sequencing บนระบบ Cloud computing โดยใช ้Automated pipeline ทีส่รา้งขึน้ 

5. มแีผนการทีจ่ะจดัการประชุมเชงิปฏิบตัิการเรื่อง “Genomics on Cloud” ในเดอืนเมษายน ปี 2563 

เพื่อเผยแพร่ความรู้และเพิ่มขีดความสามารถในการวิเคราะห์ข้อมูล Genome และการสร้าง 

Phylogenetic tree บนระบบ Cloud computing 

Output ท่ีได้จากโครงการ 

 Publication 

Quartile 1 

1. Liu X, Lu D, Saw WY, Shaw PJ, Wangkumhang P, Ngamphiw C, Fucharoen S, Lert-Itthiporn W, 

Chin-Inmanu K, Chau TN, Anders K, Kasturiratne A, de Silva HJ, Katsuya T, Kimura R, Nabika 

T, Ohkubo T, Tabara Y, Takeuchi F, Yamamoto K, Yokota M, Mamatyusupu D, Yang W, Chung 

YJ, Jin L, Hoh BP, Wickremasinghe AR, Ong RH, Khor CC, Dunstan SJ, Simmons C, Tongsima 

S, Suriyaphol P, Kato N, Xu S, Teo YY. 2017. Characterising private and shared signatures of 

positive selection in 37 Asian populations. Eur J Hum Genet doi:10.1038/ejhg.2016.181. 
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1. Lert-Itthiporn W, Suktitipat B, Grove H, Sakuntabhai A, Malasit P, Tangthawornchaikul N, 
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BMC Med Genet 19:23. 
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1. Jarupathirun P, Huang A, Chin-inmanu K, Grove H, Chinawirotpisan P, Phonpakobsin T, Yoon I, 

Fernandez S, Macareo L, Rutvisuttinunt W, Suriyaphol P. 2018. Simplified Host Dna Removal 

Procedure for Viral Detection in Clinical Blood Samples. Southeast Asian J Trop Med Public 

Health 49. 

2. Chin-Inmanu K, Suttitheptumrong A, Sangsrakru D, Mairiang D, Tangphatsornruang S, Malasit 

P, Suriyaphol P. 2019. Complete Genome Sequences of Four Serotypes of Dengue Virus 
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 Poster presentation 

1. Rerkasem B, Grove H, Chin-inmanu K, Olsen K, L. Li, Suriyapol P, Jamjod S, Pusadee T, 

“Evolutionary dynamics of Thai weedy rice (Oryza sativa f. spontanea) genomic”, Plant Genome 

Evolution: Current Opinion Conference 2017, 1-3 October 2017, Sitges, Spain 



2. Chin-inmanu K, Punyadee N, Mairiang D, Tangthawornchaikul N, Malasit P, Panisadee A, 

Suriyaphol P. “Phenotypic Changes of Dengue Virus Infected Cells during Serial Passaging of 

C6/36 and Vero Cell Lines”, TRF-OHEC Annual Congress 2018 (TOAC 2018), 10-12 January 

2018, Petchaburi, Thailand 

 Manuscript in preparation 

1. Grove H, Chin-inmanu K, Suriyaphol P, Khongchatee A, Suktitipat B, Surachetpong SD, 

Wangdee C. “Genome sequence of a Chihuahua (Canis familiaris) from Thailand”.  

Manuscript in preparation for submitting to “Scientific Data” 

  



ภาคผนวก 
กิจกรรมอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวข้อง 

 - การนําเสนอผลงาน และไดร้บัเชญิเป็นวทิยากรจาํนวนทัง้สิน้ 60 ครัง้ 

- การเชื่อมโยงทางวชิาการกบันักวชิาการอื่นๆทัง้ในและต่างประเทศ 

1. การเชื่อมโยงทางวชิาการกบันักวชิาการในประเทศ 

1.1 ภายในมหาวทิยาลยัมหดิล 

- คณะวศิวกรรมศาสตร ์

- คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ี

- คณะวทิยาศาสตร ์

1.2 ภายนอกมหาวทิยาลยัมหดิล 

- จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

- มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ 

- มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

- มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์

- มหาวทิยาลยันเรศวร 

- มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนาร ี

- ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิ

- บรษิทั X-Zell Biotec จาํกดั (ภาคเอกชน) 

2. การเชื่อมโยงทางวชิาการกบันักวชิาการต่างประเทศ 

- University of Salford, Manchester 

- Northwestern University Feinberg School of Medicine 

- King's College London 

- University of Florida College of Medicine 

- Center for AIDS Research, Kumamoto University 

- Barts Cancer Institute, Queen Mary University of London 

- University of Manchester 

- Joslin Diabetes Center, Harvard Medical School 

- Università del Piemonte Orientale, Vercelli, Italy 

- Saw Swee Hock School of Public Health, National University of Singapore 

- London School of Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM), UK 

- Graduate School of Medicine, Kyoto University 

- Asia eHealth Information Network 

- Faculty of Medicine, Faculty of Medicine Centre, Imperial College London 

  



- การจดัประชุมวชิาการ/สมัมนา 

1. การประชุม เรื่อง “Recent Advances in Genomics and Genetics 2016” ในระหว่างวนัที ่21-22 

กนัยายน 2559 ณ หอ้ง conference room B hall 101&102 ศูนยนิ์ทรรศการและการประชุมไบเทค 

(Bangkok International Trade & Exhibition Centre: BITEC)) 

2. การร่วมมือกับคณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น จดัการประชุมวิชาการประจําปีเพื่อ

เผ ย แ พ ร่ ผ ล ง า น วิ จั ย  ใ น หั ว ข้ อ  “A Special Symposium on Recent Advances in viral 

Immunology” ในวนัพฤหสับดีที่ 3 พฤศจิกายน 2559 ณ ห้องประชุม 5102 อาคารเวชวชิชาคาร 

คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

3. การบรรยายพเิศษเรื่อง“A Day in the Life of a Mass Spec Core Facility” Specific Examples 

of How to Apply Metabolomics in Medical Research โดย Kym Francis Faull, Ph.D. ในวันที ่

27 ธนัวาคม  2559  ณ ห้องประชุม 304 อาคารเฉลมิพระเกียรติ ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ 

(SiMR) ชัน้ 3 คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล กรุงเทพฯ 

4. การประชุมเชิงปฏิบัติการนานาชาติเรื่อง “Advanced R Programming Language for Data 

Analysis and Statistical Applications (R2017)” ในระหว่างวันที่ 17 – 19 มกราคม พ.ศ. 2560 

เวลา 08.00 – 17.00 น. ณ หอ้งประชุม 101 อาคารเฉลมิพระเกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ 

(SiMR) ชัน้ 1 คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล กรุงเทพฯ 

5. การประชุม เรื่อง “International Conference on Cancer Immunotherapy 2017” ในระหว่าง

วนัที ่20-21 กุมภาพนัธ์ 2560 ณ หอ้งประชุม 101 อาคารเฉลมิพระเกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม 

๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 1 คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล 

6. การประชุมวิชาการประจําปีของสมาคมไวรสัวิทยา เมื่อวนัที่ 23-24 พฤศจิกายน พ.ศ. 2560 

ภายใต้ชื่อการบรรยายเรื่อง “Stem Cell-Derived Hepatocytes: An Alternative Host Model For 

Studying Dengue Pathogenesis and Therapy” 

 

 - การจดัตัง้หลกัสตูรการเรยีน การสอน 

1. ปรชัญาดุษฎบีณัฑติ สาขาวชิาชวีเวชศาสตร ์(หลกัสตูรนานาชาต)ิ 

2. วทิยาศาสตรมหาบณัฑติ สาขาวชิาชวีสารสนเทศทางการแพทย ์(หลกัสตูรนานาชาต)ิ 

 - การจดัตัง้ศนูยค์วามเป็นเลศิดา้นการวจิยั 

  1. ศูนยค์วามเป็นเลศิดา้นวจิยัภูมคิุม้กนับําบดัโรคมะเรง็ 

  2. ศูนยค์วามเป็นเลศิดา้นการวจิยัฝุ่ นเซลลแ์ละเอก็โซโซมในโรคต่างๆ 

  3. ศูนยว์จิยัเป็นเลศิดา้นโรคไขเ้ลอืดออก 

  



- รางวลัทีไ่ดร้บั 

1. ศ. ดร.โกวทิ พฒันาปัญญาสตัย ์ - ได้รบัรางวัลศาสตราจารย์วิจ ัยดีเด่น ประจําปี 2559 จาก

สํานักงาน กองทุนสนับสนุนการวิจยั ทุนสนับสนุนการวิจยั 

โครงการฟีโนทยัป์ และการทํางานของเซลล์ระบบภูมคุิ้มกัน

ของร่างกายทีล่้มเหลวในการต่อสูเ้ชื้อโรคชนิดต่างๆ ปี 2559 

– 2562 

- ได้รับรางวัลนักวิจัยดีเด่นแห่งชาติ สาขาวิทยาศาสตร์

การแพทย์ ประจําปี 2559 จากสํานักงานคณะกรรมการวจิยั

แห่งชาต ิในวนัที ่2 กุมภาพนัธ์ 2560 ณ ศูนยนิ์ทรรศการและ

การประชุมไบเทคบางนา กรุงเทพ ฯ 

- ได้รบัรางวลัศิริราชเชิดชูเกียรติ ประจําปี 2559 จากคณะ

แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ในวันที่ 19 มิถุนายน 2560 

กลุ่มผู้ได้รบัรางวลัดีเด่นระดบัมหาวิทยาลยั ระดบัชาติ หรือ

นานาชาต ิหรอืเทยีบเท่า 

2. ศ. ดร.เพทาย เยน็จติโสมนัส - ได้รบัรางวลัศิริราชเชิดชูเกียรติ ประจําปี 2559 จากคณะ

แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ในวันที่ 19 มิถุนายน 2560 

กลุ่มผูด้าํรงตําแหน่งทางวชิาการเป็นศาสตราจารย ์

3. คุณชชูยั เนตรธุวกุล - ไดร้บัรางวลัการนําเสนอโปสเตอร์อนัดบัที่ 1 ในงานประชุม

วชิาการพนัธุศาสตรแ์ห่งชาต ิครัง้ที ่20 วนัที ่15-17 มถิุนายน 

2560 ณ โรงแรมโนโวเทล สุขมุวทิ 

4. Shilu Malakar  - ได้รับรางวัลการนําเสนอแบบบรรยาย อันดับ 2 ในงาน

ประชุม  Graduate Research Forum 2017 วันที่  26 & 29 

พฤษภาคม 2560 ณ คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล  

5. คุณจุฑามาศ เทพมาล ี - ได้รับรางวัลการนําเสนอแบบบรรยาย อันดับ 4 ในงาน

ประชุม  Graduate Research Forum 2017 วันที่  26 & 29 

พฤษภาคม 2560 ณ คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล  

6. อ.ดร.ประภาพร จงึตระกูล - ได้ รับ รางวัล  Presidents’ Select Abstract Recognition 

Awarded, Young Investigator Travel Grant Recipient 

Awarded and Top Scoring Abstract Award จาก American 

Diabetes Association: 78th Scientific Sessions, Orlando, 

FL, June 22-26, 2018. 

7. อ.ดร.รตัตยิาภรณ์ กลัยา - ได้รับรางวัลผลงานวิจัยดีเด่น ด้านปรีคลินิก หรือชีว

การแพทย์จากคณะแพทยศาสตร์ศิรริาชพยาบาล ประจําปี 

2561 เมื่อวันที่ 1 สิงหาคม 2561 ณ ห้องประชุม อวยเกตุ 

สิงห์ อาคารศรีสวรินทิรา ชัน้ 3 คณะแพทยศาสตร์ศิริราช

พยาบาล  

8. คุณชชูยั เนตรธุวกุล - ไดร้บัรางวลัการนําเสนอผลงานแบบโปสเตอรด์เียีย่ม ในงาน

ป ร ะ ชุ ม  Recent Advances in Genomics and Genetics 

Conference 2018 ( RAGG2018)  “Innovative Genomics 

and Genetics” โรงแรมแอมบาสเดอร์ กรุงเทพฯ วนัที่ 25-26 

มถิุนายน 2561 



9. ศ.ดร.เพทาย เยน็จติโสมนัส - ได้รับรางวัลผลงานวิจัยดีเด่น ด้านปรีคลินิก หรือชีว

การแพทย์ จากคณะแพทยศาสตร์ศริริาชพยาบาล ประจําปี 

2562 วันที่ 26 กันยายน 2562 ณ ห้องประชุม 101 อาคาร

เฉลมิพระเกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 

1  

10. ดร.นิลุบล สงิหโ์ต - ได้รับรางวัลผลงานวิจัยดีเด่น ด้านปรีคลินิก หรือชีว

การแพทย์ จากคณะแพทยศาสตร์ศริริาชพยาบาล ประจําปี 

2562 วันที่ 26 กันยายน 2562 ณ ห้องประชุม 101 อาคาร

เฉลมิพระเกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 

1  

11. ผศ.ดร.เมธจิติ วฒันพานิช - ได้รบัรางวลัผลงานวิจยัดีเด่นของอาจารย์/นักวิจยัรุ่นใหม่ 

จากคณะแพทยศาสตร์ศริริาชพยาบาล ประจําปี 2562 วนัที ่

26 กันยายน 2562 ณ ห้องประชุม 101 อาคารเฉลิมพระ

เกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 1 

12. อ.นพ.ปฐมพงษ์ อึง๊ประเสรฐิ - ได้รบัรางวลัผลงานวิจยัดีเด่นของอาจารย์/นักวิจยัรุ่นใหม่ 

จากคณะแพทยศาสตร์ศริริาชพยาบาล ประจําปี 2562 วนัที ่

26 กันยายน 2562 ณ ห้องประชุม 101 อาคารเฉลิมพระ

เกยีรต ิ๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 1 

13. อ.นพ.กรภทัร มยุระสาคร - ได้รับรางวัลผลงานวิจัยดีเด่นด้านนวัตกรรม จากคณะ

แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ประจําปี  2562 วันที่  26 

กนัยายน 2562 ณ ห้องประชุม 101 อาคารเฉลมิพระเกียรต ิ

๘๐ พรรษา ๕ ธนัวาคม ๒๕๕๐ (SiMR) ชัน้ 1 

 


