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บทคัดยอ 
 

เบอรโคเดอเรีย สูโดมาลิอาย เปนเชื้อแบคทีเรียกรัมลบที่ทําใหเกิดโรคเมลิออยโดสิส โดย
สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนไดทั้งในเซลลประเภทกลืนกินและไมกลืนกิน และมีความสามารถ
ในการหลบหลีกจากระบบภูมิคุมกันของรางกายได งานวิจัยน้ีไดศึกษาการทํางานและบทบาทของ 
NADPH oxidase (NOX2) ในเซลลแมคโครฟาจของหนู (RAW 264.7) ตอความอยูรอดของเชื้อเบอร
โคเดอเรีย สูโดมาลิอาย สายพันธุด้ังเดิม และเชื้อที่บกพรองตอการสราง LPS ของมัน โดยพบวาเชื้อ
ทั้งสองสามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของ NADPH oxidase ไดในชวงแรกของการไดรับเชื้อ แต

การทํางานของ NADPH oxidase ไมมีผลตอปริมาณเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล นอกจากนี้ ยังพบการ
สะสมของโปรตีน LC3-II ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อภายใน 15 นาที ซ่ึงเปนตัวบงบอกถึงการ
เกิด autophagy ในระยะแรกๆของการไดรับเชื้อ จากการศึกษาในเซลลแมคโครฟาจที่มีความ
บกพรองของ p40phox (subunit หน่ึงของ NOX2) ที่ไดรับเชื้อที่บกพรองตอการสราง LPS พบวา 
NADPH oxidase มีความเกี่ยวของตอกระบวนการ autophagy ในแมคโครฟาจ ซ่ึงเปนไปไดที่เชื้อน้ี

จะมีสัญญาณที่แตกตางจากเชื้อสายพันธุปกติในการที่จะไปกระตุน autophagy จากผลที่ไดรับยัง

แสดงใหเห็นวาแมการทํางานของ NADPH oxidase และการเกิด autophagy ในเซลลหลังการไดรับ

เชื้อน้ันเปนกลไกที่จําเปนและสําคัญ ก็อาจไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อแบคทีเรียในเซลลแมคโคร
ฟาจ การตอบสนองของเซลลตอเชื้อเบอรโคเดอเรีย สูโดมาลิอาย อาจจะขึ้นอยูกับชนิดของเซลล 
ดังน้ันการศึกษาการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลชนิดอ่ืนๆนาจะทําใหไดรับขอมูลเพ่ิมเติม
เกี่ยวกับกลไกการตอบสนองของเซลลตอเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ และการศึกษาโดยใชแบคทีเรียที่มี
ความบกพรองตอปจจัยที่กอใหเกิดโรคจะชวยใหเขาใจกลไกการกอใหเกิดโรคของเชื้อชนิดนี้ไดดี
ยิ่งขึ้น  

 

คําสําคัญ: เบอรโคเดอเรีย สูโดมาลิอาย, แมคโครฟาจของหนู, autophagy, LPS, NADPH oxidase 
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Abstract 
 

Burkholderia pseudomallei is gram-negative bacterium causing melioidosis. This 
bacterium can survive and replicate in both pahgocytic and non-phagocytic cells and has the 
ability to escape the host defense. This research focused on function and the role of NADPH 
oxidase (NOX2) in mouse macrophage (RAW264.7) on intracellular survival of B. 
pseudomallei and its LPS mutant. Both bacteria could induce the activity of NADPH oxidase 
in the early phase of infection. However, NOX2 activation did not alter the number of 
intracellular bacteria. Furthermore, the accumulation of LC3-II protein in macrophages was 
detected within 15 min after infection indicating the activation of autophagy in the early phase 
of infection. The study in p40phox knockdown cells reveals the contribution of NADPH oxidase 
to regulating autophagy only in the macrophages infected with LPS mutant suggesting that 
LPS mutant uses different signals from the wild type to activate autophagy. Although the 
induction of NADPH oxidase and autophagy are necessary in host defense against bacteria, 
these may not be sufficient to kill the bacteria in macrophages. The responses of host cells 
against B. pseudomallei are cell-type dependent; therefore, study of NOX2 function in other 
cell types may help to gain more information of cellular mechanisms in response to this 
bacterium. Furthermore, use of bacterial mutants to study virulence factors may help to 
understand the pathogenesis of B. pseudomallei.  
 

Keywords: autophagy, Burkholderia pseudomallei, mouse macrophage, LPS, NADPH  
                oxidase 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 4 

บทสรุปสําหรับผูบริหาร 
Executive Summary 

 
Burkholderia pseudomallei  (B. pseudomallei) เปนแบคทีเรียทรงแทง ชนิดกรัมลบ ที่ทําให

เกิดโรคเมลิออยโดสิส (Melioidosis) เชื้อน้ีสามารถมีชีวติและเพ่ิมปริมาณในเซลลกลืนกิน เชน แมค
โครฟาจ และที่ไมใชเซลลกลืนกิน เชน เซลลเยื่อบผุิว ได (Pruksachartvuthi et al., 1990; Jones et 
al., 1996) จากรายงานการวิจัย เชื้อชนิดนี้สามารถหลบหลีกระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity 
ได โดยจากการกระตุนเซลลแมคโครฟาจดวยไลโปโพลีแซกคาไรดของเชื้อ B. pseudomallei พบวา
เซลลแมคโครฟาจมีอัตราการผลิตไนทรกิออกไซต (nitric oxide) และการแสดงออกของ inducible 
nitric oxide (iNOS) ที่ต่ํา ทาํใหแมคโครฟาจไมสามารถทําลายเชื้อได  (Utaisincharoen et al., 2001) 
นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลหลังจากไดรับเชื้อ B. pseudomallei  ซ่ึงแบคทีเรีย
สามารถหลบเลี่ยงการถูกทาํลายโดยแมคโครฟาจและสามารถทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลเปน
หลายนิวเคลยีส เหลานี้อาจเปนกลไกหนึ่งของเชื้อที่ทําใหตวัเชื้อเองสามารถอยูรอดและเพิ่มจํานวนได
ภายในเซลลเจาบาน ในขณะที่เซลลเองก็มีการปองกันตัวเองโดยมีการตอบสนองผานสัญญาณตางๆ
ภายในเซลล เชน การเกิด apoptosis (Lengwehasatit et al, 2008) การเกิด autophagy (Cullinane 

et al, 2008) และ การทํางานของเอนไซม NADPH oxidase ซ่ึงมีบทบาทตอการติดเชื้อแบคทีเรยี 

(Breitbach et al, 2006) งานวิจัยน้ีมุงไปที่กลไกการตอบสนองของเซลลตอเชื้อ B. pseudomallei โดย
ศึกษาความเกี่ยวของของการทํางานของ NADPH oxidase และกระบวนการเกิด autophagy เพ่ือ
นําไปสูความเขาใจในการกอใหเกิดโรคของเชื้อน้ีได 

โครงการวิจัยน้ีไดศึกษาการทํางานของ phagocytic NADPH oxidase (NOX2) ที่เกิดขึ้นใน
เซลลแมคโครฟาจของหนู (RAW264.7 cell) หลังไดรับเชื้อ B. pseudomallei โดยจะทําการวัด
ปริมาณ reactive oxygen species (ROS) และตรวจสอบการแสดงออกของ NOX2 subunit ตางๆใน
ระดับ mRNA และโปรตนี ที่เกิดขึ้น และศึกษาบทบาทของ NOX2 ตอความอยูรอดของแบคทีเรีย
ภายในเซลล จากการศึกษาพบวา NOX2 ทํางานไดในเซลลแมคโครฟาจ แต ROS ที่ผลิตขึ้นในเซลล
แมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ B. pseudomallei มีปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกับโมโนไซตของมนุษย การ
แสดงออกของ NOX2 subunit ในระดับ mRNA และ โปรตีน เกิดขึ้นในชวงแรกๆ (15 นาที) ของการ
ไดรับเชื้อ อยางไรก็ตามการทํางานของ NOX2 น้ีไมไดสงผลใหปริมาณเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล
ลดลง เปนทีท่ราบกันวาเชือ้ B.pseudomallei สามารถหลบหนีออกมาจาก phagocytic vesicle ได 

และอีกหนึ่งใน innate immunity ที่มีความสําคัญในการทําลายเชื้อแบคทีเรียที่หลบหนีออกมา คือ 

autophagy เชื้อแบคทีเรียบางชนดิสามารถลดหรือเพ่ิมจํานวนไดภายในเซลลทีเ่กิดกระบวนการ 

autophagy และการผลติ ROS ของเซลลก็มีสวนสําคัญในการเกิด autophagy ดวยเชนกัน ROS จาก

การทํางานของ NOX2 อาจเปนสญัญาณไปยัง phagophore-LC3 เพ่ือจะจับเชื้อ B.pseudomallei ที่

หนีรอดมาไดเขาไปใน autophagosome งานวิจัยน้ีจึงไดศึกษาตอถึงความสัมพันธระหวางการทาํงาน

ของ NOX2 และกระบวนการเกิด autophagy อีกทั้งบทบาทของ autophagy ตอความอยูรอดของเชื้อ 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 5 

B.pseudomallei รวมทั้งยงัไดศึกษาเพิม่เติมในสวนที่ LPS mutant ของเชื้อชนิดนี้ดวย เพ่ือศึกษา

เปรียบเทียบกนักับเชื้อ wild type การศึกษาพบวา แมเชื้อ B.pseudomallei wild type จะกระตุนให
เซลลแมคโครฟาจเกิด autophagy ไดในระยะแรกของการติดเชื้อ (วัดจากการสะสมของโปรตีน LC3) 
แตการแสดงออกของโปรตีน LC3 ไมไดลดลงในเซลลที่มีความบกพรองในหนาที่ของ NADPH 

oxidase (p40phox knockdown เซลล) ในขณะที่ LPS mutant ซ่ึงกระตุนใหเซลลเกิด autophagy ได

นอยกวา และพบการแสดงออกของโปรตีน LC3 ลดลงใน p40phox knockdown เซลล แสดงวา NOX2 

มีความเกี่ยวของในการควบคุมการเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ LPS mutant 

และดูเหมือนวาทั้งเชื้อ B.pseudomallei wild type และ LPS mutant สามารถกระตุนใหเกดิกลไก 

autophagy ไดในสัญญาณที่แตกตางกัน  อยางไรก็ตามกระบวนการเกิด autophagy ในเซลลแมคโคร

ฟาจนี้ไมไดเกี่ยวของกับการควบคุมความอยูรอดภายในเซลลของเชื้อทั้งสองชนิด 
จากผลที่ไดรับทําใหสรุปไดวา เชื้อ B.pseudomallei สามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของ 

NADPH oxidase ไดในชวงแรกของการไดรับเชื้อ โดยจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิดของเซลล 

อยางไรก็ตาม NADPH oxidase ไมมีบทบาทสําคัญในการควบคุมปริมาณเชื้อแบคทีเรียในเซลลแมค

โครฟาจ การศึกษาใน p40phox knockdown เซลลที่ไดรับเชื้อ LPS mutant พบวา NADPH oxidase มี

ความเกี่ยวของตอกระบวนการ autophagy ในแมคโครฟาจ แตกระบวนการ autophagy น้ีไมมีสวน

เกี่ยวของกับการควบคุมความอยูรอดของเชื้อทั้งสองชนิด การทํางานของ NADPH oxidase ในเซลล

หลังการไดรับเชื้อน้ันอาจไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อแบคทีเรียในเซลลแมคโครฟาจ  แตก็มี
ความสําคัญ โดยอาจสงสัญญาณตางๆภายในเซลลใหเกิดการตอบสนองตอเชื้อ B.pseudomallei  
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เน้ือหางานวจิัย 

 
1. บทนํา 
 

Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียชนิดกรมัลบที่ทําใหเกิดโรค melioidosis ซ่ึง

ระบาดในประเทศเขตรอน ไดแก ประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ทางเหนือของประเทศ
ออสเตรเลีย และประเทศในเขตเสนศนูยสูตร รวมทั้งประเทศไทยดวย (Howe et al, 1971; 

Chaowagul et al, 1989; Leelarasamee and Bovornkitti, 1989; Yabuuchi and Arakawa, 1993) 

โดยคนและสตัวสามารถตดิเชื้อไดจากการสัมผัสกับแหลงดินและน้าํหรือการหายใจเอาฝุนละอองที่มี
การปนเปอนของเชื้อเขาไป จากรายงานการวิจัยทีผ่านมานั้นพบวาสวนใหญเชือ้จะผานเขาสูรางกาย
คนทางบาดแผลและเขาสูกระแสเลือด และทําใหผูปวยเกิดอาการไขสูง ซ่ึงตรงนีอ้าจเกิดจากสารพิษที่
ตัวเชื้อปลอยออกมา รวมทั้งเกิดจากการที่รางกายพยายามสรางกลไกการปองกันตัวขึ้นในกระแส
เลือดโดยการปลอยสารเกี่ยวของกับระบบภูมิตานทานออกมา แตเน่ืองจากเชื้อชนิดนี้จะมีการกระตุน
กลไกนี้อยางรุนแรงทําใหรางกายหลั่งสารนี้ออกมามากเกินไป จึงทําใหผูปวยเกิดอาการช็อค และ
เสียชีวติกอนการวินิจฉัยโรค (Mays and Ricketts, 1975) ซ่ึงอาการเหลานี้ หากผูรักษาไมทราบ

หรือไมสังเกตวานาจะเปนอาการของโรค Melioidosis และผูปวยไดรับเชื้อเขาสูรางกายในปริมาณ

มากๆ แลวอาจทําใหผูปวยเสียชีวติในเวลาเพียง 2-3 วัน ทั้งๆ ที่หากไดรับการรักษาอยางถูกตองและ
ทันทวงที ผูปวยจะสามารถหายเปนปกตโิดยงาย 

B. pseudomallei  สามารถมีชีวติและเพิ่มปริมาณในเซลลทั้ง phagocytic cells เชน แมคโคร

ฟาจ และ non-phagocytic cells เชน epithelial cells ได (Jones et al, 1996; Pruksachartvuthi et 

al, 1990) จากรายงานการวิจัย เชื้อชนิดนี้สามารถหลบระบบภูมิคุมกันของ innate immunity โดยเชื้อ

สามารถยบัยัง้การทํางานของ inducible nitric oxide (iNOS) และ กระตุน suppressor ของ cytokine 

signaling 3 (SOC3) ในเซลลแมคโครฟาจได  (Utaisincharoen et al, 2001; Ekchariyawat et al, 

2005) นอกจากนี้ยังมีการพบการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลหลังการไดรับเชื้อชนิดนี้ เชน การเกิด 

actin-asociated membrane protrusion ทําใหเกิดการรวมตวักันของเซลลหลายเซลลกลายเปนเซลล

ขนาดใหญที่มีหลายนิวเคลยีส (Multinucleated giant cells) เชื้อ B. pseudomallei  ยังกระตุนให

เซลลเกิดความเปนพิษ โดยพบการหลัง่ของเอนไซม lactate dehydrogenase ออกมาจากเซลล 

สงผลใหเซลลเกิดการตายในที่สุดทั้งแบบ apoptosis และ necrosis (Kespichayawattana et al, 

2000; Lengwehasatit et al, 2008) ปจจัยที่ทําใหเชื้อชนิดนี้สามารถกอใหเกิดโรคนั้นมีหลายปจจัย 

ไดแก lipopolysaccharide (LPS), capsule, flagella, type three secretion system, type IV pilli 

และ quorum sensing เปนตน โดย LPS, pili และ capsule ของเชื้อเปนปจจัยสําคัญในการกอโรค

ในฟาโกไซตแตไมไดจําเปนตอการกระตุนใหเกิด MNGCs และความอยูรอดของเชื้อ                 
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B. pseudomallei  ใน epithelial cells (Essex-Lopresti et al, 2005; Wikraiphat et al, 2009) สวน 

type three secretion system น้ันทําใหเชื้องายตอการบุกรุกและหลบหนีจาก phagocytic vesicle 

(Stevens et al, 2002; Stevens et al, 2003) 

การตอบสนองของเซลลที่ไดรับเชื้อ B. pseudomallei  น้ันจะมีหลายกลไก เชน ระบบ

ภูมิคุมกันแบบไมเฉพาะเจาะจงและแบบเฉพาะ (adaptive immunity และ innate immunity) โดย 

innate immune จะมีบทบาทตอการติดเชื้อของ B. pseudomallei โดยทันที สวน adaptive immune 

จะควบคุมการติดเชื้อโดยการทํางานของลิมโฟไซตซ่ึงผลิตไซโตคายนหรือแสดงตนเปน antigen-

presenting เซลล หน่ึงในกลไกการปองกันตนเองของเซลลที่งานวิจัยน้ีจะศึกษา คอื การทํางานของ 

NADPH oxidase ซ่ึงจัดเปน innate immunity โดยปกติเม่ือแบคทีเรียเขาสูเซลลโดยขบวนการ 

phagocytosis จะทําใหเกดิการกอตัวขึน้ของ NADPH oxidase membrane complex ภายใน 
phagosome ของฟาโกซิติกเซลล NADPH oxidase จะยายอิเล็กตรอนเดีย่วจาก intracellular 
NADPH ใหกับ extracellular oxygen ทําใหเกิด superoxide ซ่ึงเปนตัวตั้งตนของ reactive oxygen 
species (ROS) หลายตัวทีจ่ะไปทําหนาที่กําจัดเชื้อที่เขามา นอกจากนี้ superoxide ที่เกิดขึ้นจากการ
ทํางานของเอนไซม NADPH oxidase ยังทําใหเกดิการตายของเซลลแบบ apoptosis ไดอีกดวย 
เอนไซม NADPH oxidase ของฟาโกไซต (หรือ NOX2 ซ่ึงเปนรูปแบบหนึ่งของ nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase ที่ปรากฎในเซลลฟาโกไซต) ประกอบไปดวย 
สวนประกอบที่อยูในเยื่อหุมเซลล คือ gp91phox และ p22phox (cytochrome b 558) และ สวนประกอบ
ที่อยูในสวนของไซโตพลาสซึม คือ p40phox, p47phox, p67phox และ RacGTPase หากเกิดความ
ผิดปกติของยนีที่ควบคุม subunit หน่ึงของเอนไซม NADPH oxidase จะทําใหผูปวยทีต่ิดเชื้อ
แบคทีเรียมีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อไดนอยมาก โดยเฉพาะแบคทีเรียทีส่ามารถผลติ 
catalase เพ่ือปองกันตนเองจากการถูกทําลายโดย hydrogen peroxide ซ่ึงผลิตจากแมคโครฟาจและ
นิวโตรฟล จากการศึกษาการติดเชื้อ B. pseudomallei ในหนูพบวา หนูที่ขาดการทํางานของ NADPH 
oxidase จะไวตอการติดเชือ้ (Breitbach et al, 2006)  

โครงการวิจัยน้ีจะศึกษาการทํางานของ phagocytic NADPH oxidase (NOX2) ที่เกิดขึ้นใน
เซลลแมคโครฟาจของหนู (RAW264.7 cell) หลังไดรับเชื้อ B. pseudomallei โดยจะทําการวัด
ปริมาณ ROS และตรวจสอบการแสดงออกของ NOX2 subunit ตางๆในระดับ mRNA และโปรตีน ที่
เกิดขึ้น และศึกษาบทบาทของ NOX2 ตอความอยูรอดของแบคทีเรียภายในเซลล นอกจากนี้เปนที่
ทราบกันวาเชือ้ B.pseudomallei สามารถหลบหนีออกมาจาก phagocytic vesicle ได และอีกหนึ่งใน 

innate immunity ที่มีความสําคัญในการทําลายเชื้อแบคทีเรียที่หลบหนีออกมา คือ autophagy เชื้อ

แบคทีเรียบางชนิดสามารถลดหรือเพ่ิมจํานวนไดภายในเซลลที่เกิดกระบวนการ autophagy และการ

ผลิต ROS ของเซลลก็มีสวนสําคัญในการเกิด autophagy ดวยเชนกัน ROS จากการทํางานของ 

NOX2 อาจเปนสัญญาณไปยัง phagophore-LC3 เพ่ือจะจับเชื้อ B.pseudomallei ที่หนีรอดมาไดเขา

ไปใน autophagosome งานวิจัยน้ีจึงไดศึกษาตอถึงความสัมพันธระหวางการทํางานของ NOX2 และ

กระบวนการเกิด autophagy อีกทั้งบทบาทของ autophagy ตอความอยูรอดของเชื้อ 
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B.pseudomallei รวมทั้งยงัไดศึกษาเพิม่เติมในสวนที่ LPS mutant ของเชื้อชนิดนี้ดวย เพ่ือศึกษา
เปรียบเทียบกนักับเชื้อ wild type การศึกษานี้ทั้งหมดนี้จะชวยใหเขาใจถึงกลไกการตอบสนองของ
เซลลตอเชื้อ B. pseudomallei  มากยิ่งขึ้น เพ่ือนําไปสูความเขาใจในการกอใหเกิดโรคของเชื้อน้ีได 
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2. วิธีการทดลอง 
 
2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล 

เซลลที่ใชในการทดลองคือ 
1. เซลลแมคโครฟาจของหนู (RAW264.7, ATCC#TIB-71 ไดมาจาก the American Type 

Culture Collection (ATTC, Manassas,VA)) จะเลีย้งดวยอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM ผสม 10% 
ซีร่ัม บมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37oC ภายใตสภาวะแวดลอม 95% บรรยากาศ และ 5% CO2 
เซลลที่นําไปทําการทดลอง จะถูก plate ใน  6-well plates โดยมีจํานวนเซลลตั้งตน1x106 เซลล (หรือ
ตามตองการในการทดลองนั้นๆ) 

2. เซลลฟาโกไซตของมนุษย ซ่ึงไดรับมาจากหองปฏิบัติการ Tissue culture ของ รศ.ผศ.
พงศศักดิ์ อุทัยสินธุเจริญ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือใชในการเปรียบเทียบในงานวิจัย
น้ี เน่ืองจากเซลลหลักที่ใชซ่ึงคือ RAW264.7 น้ัน ใหผลการทดลองในสวนของ ROS production ที่ไม
ชัดเจน จึงตองใชเซลลฟาโกไซตของมนุษยซ่ึงผลติ ROS ที่สามารถวดัปริมาณได โดยเซลลฟาโกไซต
น้ีไดทําการแยกจากอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีโดยวิธี Ficoll-Hypaque density gradient separation 
และ Dextran sedimentation และทําการแยกเซลลแตละชนิดใหบรสิุทธิต์อไปจนได Peripheral blood 
mononuclear (PBMCs), monocytic cells และ polymorphonuclear cells (PMNs)  
 
2.2 การ treat เซลล 

เซลลที่เลี้ยงไวขามคืนจะไดรับการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหม การ treat เซลลดวย NADPH 
oxidase inhibitor น้ันจะเติม NADPH oxidase inhibitor (diphenyliodonium chloride; DPI) ตาม
เวลาที่จะศึกษา และทําการ infect เซลลดวยเชื้อแบคทีเรีย สําหรับการ treat ดวย phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) จะใชความเขมขน 200 ng/ml สําหรับการกระตุนใหเซลลเกิด autophagy หรือ
ยับยั้งการเกิด autophagy จะทําการ treat เซลลดวย 4 μM rapamycin หรือ 100 nM worthmannin 
ตามลําดับ เปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนการไดรับเชื้อ  
 
2.3 การ infect เซลล 

Berkholderia  pseudomallei strain 1026b (wild type) และ SRM117 (LPS mutant) ได
รับมาจาก Prof. D.E. Woods (University of Calgary, Canada) โดยทําการเลีย้งใน Luria-Bertani 
(LB) และบมที่อุณหภูมิ 37oC สําหรับ LPS mutant น้ันจะเติม 50 μg/ml Tetracyclin ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวย 

ในวันทีท่ําการ infect น้ันใหเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมและเติมเชือ้แบคทีเรียลงไปในแตละ
หลุมของจานเพาะเซลลตาม multiplicity of infection (MOI) ที่กําหนด เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
เซลลจะถูกลางโดย phosphate-buffered saline (PBS) จํานวน 3 รอบ เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ผสม
ดวย kanamycin 250 μg/ml และเลี้ยงเซลลตอไปอีก 2 ชั่วโมง เพ่ือกําจัดแบคทีเรียที่อาจจะเกาะอยู
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ภายนอกเซลล จากนั้นเปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงมี kanamycin 20 μg/ml และทําการเลี้ยงเซลลตอ
ตามเวลาที่กําหนด  
 
2.4 การวิเคราะหการอยูรอดของเซลล 

ทําการเก็บเซลลตามเวลาทีก่ําหนด โดยลางเซลลดวย PBS เติมอาหารเลี้ยงเซลล 1 ml และ

ทําการขูดเซลล ทําการนับจํานวนเซลลตายและเซลลที่รอดชีวิตดวย trypan blue dye exclusion และ

นับเซลลโดยใช haemocytometer และ light microscopy 

 
2.5 การวัดปริมาณ ROS  

ROS ที่เกิดขึ้นภายในเซลลที่ไดรับเชื้อแบคทีเรีย จะวเิคราะหโดยใช 2’7’-dichlorofluorescin 
diacetate (DCFH-DA) เพ่ือจะตรวจหา intracellular oxidation ที่เกิดจากการทํางานของ ROS 
ระหวางที่เซลลไดรับการกระตุน DCFH-DA จะแพรผานเยื่อหุมเซลล เปนผลใหเกิดการกอตัวของ 
DCFH ซ่ึงเปนสารประกอบที่เปน nonfluorescent โดยตอมาจะถูกออกซิไดสเปน 2’7’-
dichlorofluorescin (DCF) ซ่ึงสามารถตรวจจับไดดวย flow cytometer หรือ spectrophotometer  

การนับจํานวนเชื้อแบคทีเรียภายในเซลลหลังการไดรับเชื้อ โดยการทําใหเซลลแตกดวย 
0.1% Triton X-100 จากนั้นทําการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียที่ออกมาโดยการ plate ในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
Trypticasein soy agar และบมที่ 37oC เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นทําการนับจํานวนเชื้อแบคทีเรีย  
 
2.6 การ silence ยีน  

ทําการ transfect ยีนที่สนใจ พรอมกับ siRNA ไปในเซลลที่ทําการ plate ไวขามคืนซึ่งมี
จํานวนเซลลตัง้ตน 2x105 เซลล (ตาม protocol ของ Dharmacon RNA Technologies) และทําการ 
infect เซลลดวยเชื้อ B. pseudomallei และทําการวิเคราะหเซลล 
 
2.7 ตรวจสอบการแสดงออกของอารเอ็นเอและโปรตีน 
 ทําการสกัด total RNA จากเซลลที่ไดรับการ infect ดวยเชื้อ B. pseudomallei และสราง 
cDNA ของยีนที่จะวิเคราะหจาก RNA โดยวิธี RT-PCR และทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย PCR 
โดยใช primer ดังตารางที่ 1 จากนั้นจึงตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี DNA gel 
electroporation สําหรับการวิเคราะหโปรตีนนั้นจะใชวธิี immunoblotting  
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Table1. The specific primer of each subunit and the expected size of PCR product 

Gene primer Sequence 5’ 3’ Size (bp) 

CYBB 

(gp91) 

Forward 

Reverse 

GTT GAG TGG TGT GTG AAT GCC AG 

TGG CGA TCT CAG CAA AAG GTG GT 
522 

CYBA 

(p22) 

Forward 

Reverse 

CCC TCC ACT  TCC TGT TGT C 

CTG CCT CCT CTT CAC CCT 
249 

p47 
Forward 

Reverse 

ACC TGA AAC TGC CCA CTG AC  

TTA TCT CCT CCC CAG CCT TC 
492 

p67 
Forward 

Reverse 
CAA ATG AGA GGC AGG TGG C 

TCT GCT TAC TGG CGT CTG AG 
795 

p40 
Forward 

Reverse 

AGA GAG CGA CTT  TGA GCA GC 

GTT GGT GGT GTC CTC GTC CT 
688 

β-actin 
Forward 

Reverse 

CCA GAG CAA GAG AGG TAT CC 

CTG TGG TGG TGA AGC TGT AG 
445 

 

 
2.8 คาทางสถิติ  

คาตางๆทีค่ํานวณจากการทดลองที่ทําซ้าํจะอยูในรูปของ means ± standard error of the 
mean (SEM) หรือ standard deviation (SD) ตามระบ ุ
 

SD    = √  [{ Σ(x-m)2}/ (n-1) ] 

SEM   = SD/ √ n 
 
Where  n  =  number of independent observations 

n-1  =  number of degrees of freedom 
x   =  an observed value 

  m   =  arithmetical mean of n observations 
 
Significance testing ทําโดยใช Student t-test ซ่ึงตัวเลขที่พิจารณาวามีความสําคญัคือที่ P < 0.05 
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3. ผลการทดลอง 
 

3.1 เชื้อ B. pseudomallei มีผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลแมคโครฟาจ 

ตามที่ไดเคยมีการศึกษากอนหนานี้วาเชื้อ B. pseudomallei มีความสามารถในการอยูรอด
ภายในเซลลแมคโครฟาจและทําใหเซลลมีการรวมตัวเปนหลายนิวเคลียสนั้น การทดลองนี้ไดยืนยัน
คุณสมบัติของ B. pseudomallei ที่มีผลตอโฮสตเซลล โดยทําการศึกษาความอยูรอดของเซลลแมค

โครฟาจ (RAW264.7) หลังจากไดรับเชื้อ B. pseudomallei และความอยูรอดของเชื้อหลังจากเขาสู

เซลลแมคโครฟาจ ซ่ึงเม่ือทําการเพาะเลี้ยงเซลลจํานวน 1 ลานเซลลใน 6-well plate และใหไดรับเชื้อ 

B. pseudomallei ที่ MOI 2:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเพ่ือนําเชื้อ

ออก และเลี้ยงเซลลตอเปนเวลา 2 และ 8 ชั่วโมง พบวาเซลลทีไ่ดรับเชื้อมีเปอรเซ็นตความอยูรอด 

(โดยวิธี trypan blue dye exclusion) ที่ 86.7% และ 84.2% ตามลําดับ โดยลดลงจากเซลลปกตทิี่

ไมไดรับเชื้อเพียง 4.2% และ 3.8% ตามลําดับ อยางไรก็ตามหลังจากเซลลไดรับเชื้อมากกวา 8 ชั่วโมง 

จะพบการเกิดการรวมตวัของเซลลและเซลลตายมากขึน้ ดังน้ันระยะเวลาที่จะใชทําการทดลองกับ
เซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชือ้น้ีจะใชเวลาไมเกิน 8 ชั่วโมง ซ่ึงเซลลทีไ่ดรับเชื้อยังคงมีความอยูรอดสูง

ตลอดระยะเวลาที่ใชทําการทดสอบขั้นตอไป  
ในทางเพิ่มเตมิสําหรับการศึกษาการตอบสนองของเซลลเจาบานตอเชื้อ B. pseudomallei 

ปจจัยหนึ่งที่กอใหเกิดความรุนแรงของโรคจากเชื้อแบคทีเรียกรัมลบ คือ Lipopolysaccharide หรือ 

LPS จากการศึกษาผลของ LPS ตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชือ้พบวา

เม่ือใหเซลลแมคโครฟาจไดรับเชื้อ B. pseudomallei  ที่มีความบกพรองของ LPS (LPS mutant) ที่ 

MOI 2:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเพ่ือนําเชื้อออก และเลี้ยงเซลลตอ

เปนเวลา 2 และ 8 ชั่วโมง พบวาที่ 8 ชั่วโมง เซลลที่ไดรับเชื้อ LPS mutant น้ันเกิด membrane 

protrusion และการรวมตัวของเซลลไดเชนกนั แตนอยกวาเซลลที่ไดรับเชื้อ B. pseudomallei wild 

type (รูปที่ 1) น่ันแสดงวา LPS ของเชื้อไมไดจําเปนตอการเกิดการรวมตวัของเซลล  

การศึกษาความอยูรอดของเชื้อ B. pseudomallei หลังจากเขาสูเซลลแมคโครฟาจ พบวาเชื้อ

มีความสามารถในการอยูรอดและเพิ่มจํานวนไดในเซลลแมคโครฟาจ (รูปที่ 2) โดยที่ 2, 4, 6 และ 8 

ชั่วโมงของการไดรับเชื้อของเซลล เชื้อ  B. pseudomallei  ภายในเซลลมีปริมาณเทากับ 5.22±0.13, 

5.71±0.18, 6.33±0.36 และ 6.77±0.12 log CFU/ml ตามลําดับ สําหรับจํานวนของเชื้อ LPS mutant 

ภายในเซลลน้ันมีปริมาณเทากับ 5.61±0.18, 5.57±0.06, 5.55±0.13 และ 6.38±0.04 log CFU/ml 

ตามลําดับ โดยจากผลการทดลองจะเห็นไดวาจํานวนเชื้อที่เปน LPS mutant ภายในเซลลน้ันจะลดลง

ในชวงแรกและเพิ่มขึ้นหลังเวลา 6 ชั่วโมง ทั้งน้ีเน่ืองจากเชื้ออาจจะสามารถปรับตวัใหอยูในสภาวะที่ไม

เหมาะสมภายในเซลลไดในภายหลัง 
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Figure 1. The morphological changes in B.pseudomallei-infected macrophages. The mouse 
macrophage cells (RAW 264.7) were plated on 6-well plate the day before infection at initial seeding of 
1×106 cells. Mouse macrophages were infected with wild type B.pseudomallei (C, D) or LPS mutant (E, F) 
at the MOI of 2:1. After 1 h of infection, the infected mouse macrophages were washed twice with PBS 
before cultured in medium containing kanamycin. The cells were visualized under the inverted microscope 
(20X) at 2 and 8 h of incuabtion (left (A, C, E) and right (B, D, F) columns, respectively). White arrow 
showed the membrane protrusion and black arrow showed cell fusion. A and B were control (uninfected) 
cells at 2 and 8 h of incubation. 
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Figure 2. The intracellular survival of B.pseudomallei wild type and LPS mutant in mouse 
macrophages. The mouse monocytes (1×106) were infected with B.pseudomallei or LPS mutant at the 
MOI of 2:1. After 1 h of incubation, the cells were washed twice with PBS and then the media containing 
250 μg/ml of kanamycin was replaced to kill the extracellular bacteria. At 3 h of incubation, the cells were 
washed twice with PBS again and then the media containing 20 μg/ml of kanamycin was replaced to kill 
the remaining extracellular bacteria. At the desired time, the cells were lyzed with 0.1% Triton X-100 at 

37°C for 48 h. The released bacteria were plated on 20 ml of TSA. The number of intracellular bacteria, 

expressed as log CFU, was determined by bacterial colony counting after incubated at 37°C for 48 h. 
Data presented are mean ± SEM for three separate experiments.  
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3.2 การทดสอบการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลแมคโครฟาจ 
การทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลแมคโครฟาจสามารถทําไดโดยการวัดปริมาณ 

reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงผลิตมาจากการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลแมคโคร

ฟาจที่ไดรับการกระตุน  ในการทดลองนี้ไดกระตุนเซลลแมคโครฟาจในปรมิาณที่เหมาะสมดวย 
phorbol myristate acetate (PMA) ซ่ึงเปน positive control เพ่ือวัดปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นทกุๆ 5 

นาที ดวยวธิ ี chemiluminescence ใน 96-well plate จากผลการทดลองพบวา เซลลแมคโครฟาจ

สามารถผลิต ROS หลังจากที่ไดรับการกระตุนดวย PMA แตก็อยูในปริมาณที่ต่ํามาก เชน ที่เวลา 10 

นาที พบวาปริมาณ ROS ในเซลลที่ไดรับการกระตุนมีมากกวาในเซลลปกติที่ไมไดรับการกระตุนเพียง 

1.6 เทา ซ่ึงปริมาณเซลลที่เหมาะสมในการทดลองนี้อยูที่ 1 ลานเซลลใน 96-well plate จากผลที่ไดทํา

ใหทราบวา NADPH oxidase ในเซลลแมคโครฟาจนั้นทํางานได แมจะไมมากก็ตาม   

นอกจากนี้ ROS ที่ผลติออกมานั้นยังสามารถถูกยับยัง้ไดโดยการ treat เซลลดวย NADPH 

oxidase inhibitor (diphenyleneiodonium; DPI) กอนการกระตุนเซลล ซ่ึงไดทําการหาปริมาณของ 

DPI ที่เหมาะสมตอการทดสอบในเซลลแมคโครฟาจ โดยทําการ pre-treat เซลลแมคโครฟาจจํานวน 

1 ลานเซลลใน 6-well plate ดวย DPI เปนเวลา 30 นาที ที่ความเขมขนตางๆ (1, 10 และ 20 μM) 

กอนที่จะทําการเพาะเลี้ยงเซลลตอไปในอาหารที่ไมมี DPI พบวาความเขมขนของ DPI ที่ 1 และ 10 

μM เปนปริมาณสารที่เหมาะสมที่จะใช เน่ืองจากเซลลยังคงมีความอยูรอดมากกวา 90% (รูปที ่ 3A) 

อยางไรก็ตามความเขมขนของ DPI ที่ 1 μM อาจจะนอยเกินไปที่จะยับยั้งการทํางานของ NADPH 

oxidase ดังน้ันความเขมขนที่ 10 μM จะมีความเหมาะสมมากกวา และที่ความเขมขนน้ีไมไดยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อ B. pseudomallei อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 3B) ดังน้ันในการทดลองตอไปที่จะ

ใช DPI น้ันจะใชในปริมาณ 10 μM 

การทดลองตอไปจะทดสอบการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับ

เชื้อ B. pseudomallei  
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Figure 3. Effect of DPI on viability of macrophages and bacterial survival. The mouse macrophage 
cells (RAW 264.7) were plated on 6-well plate the day before infection at initial seeding of 1×106 cells. 
Mouse macrophages were treated with DPI at different concentration for 30 min before being infected with 
B.pseudomallei at the MOI of 2:1. After 1 h of infection, the infected mouse macrophages were washed 
twice with PBS before cultured in medium containing kanamycin. Cell viability of RAW264.7 was 
determined at indicated time by trypan blue exclusion and expressed as percentage (A). At the desired 

time, the cells were lyzed with 0.1% Triton X-100 at 37°C for 48 h. The released bacteria were plated on 
20 ml of TSA. The number of intracellular bacteria, expressed as log CFU, was determined by bacterial 

colony counting after incubated at 37°C for 48 h. Data presented are mean ± SEM for three separate 
experiments (B).  
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3.3 B. pseudomallei สามารถกระตุนใหเกิด ROS ไดนอยในเซลลแมคโครฟาจ 
ปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในเซลลแมคโครฟาจหนึ่งลานเซลลที่ไดรับหรือไมไดรับการ pre-treat 

ดวย DPI กอนการกระตุนดวย PMA, B. pseudomallei  และ S. typhi (ใชเปนเชื้อกอโรคเพื่อ

เปรียบเทียบ) ไดมีการวัดทุกๆ 5 นาที เปนเวลา 70 นาที พบวาเซลลแมคโครฟาจมีการผลิต ROS ใน

ปริมาณที่ต่ํามากๆจนแทบไมเห็นความแตกตางระหวางแตละตัวอยาง เม่ือลองทดสอบการวัดปริมาณ 
ROS ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดอ่ืน ไดแก human neutrophil, human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) และ human monocytes ที่ไดรับการกระตุนดวย 200 ng/ml PMA 

พบวาสามารถตรวจวัดปรมิาณ ROS ไดมาก โดยปริมาณ ROS ทีว่ัดไดสูงสุดจะอยูที่ 10 นาที (รูปที่ 

4) และสามารถเรียงลําดับชนิดของเซลลที่สามารถถูกกระตุนไดดีดวย PMA ดังน้ี neutrophil, PBMC, 

monocyte และ RAW264.7 เม่ือทําการตรวจสอบการผลิต ROS ใน  neutrophil ที่ไดรับเชื้อ 

B.pseudomallei และ S.typhi พบวาเชือ้สามารถกระตุนใหเซลลผลิต ROS ได โดยการตอบสนองใน

เซลลที่ไดรับเชื้อ S.typhi จะเร็วกวาในเซลลที่ไดรับเชือ้ B.pseudomallei  และการ pre-treat เซลล

กอนการไดรับเชื้อ ดวย DPI สามารถยับยั้งการสราง ROS ได  (รูปที่ 5) 

เน่ืองจากสามารถวัดปริมาณของ ROS ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ B.pseudomallei  ได

ในปริมาณที่นอยมาก จึงไดทําการตรวจวัดปริมาณเชื้อภายในเซลลแมคโครฟาจหลังจากที่ไดรับเชื้อ
เปนเวลา 1 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวา เชื้อภายในเซลลมีปริมาณ 5.1 log CFU/ml ซ่ึงมีคาใกลเคียง

กับปริมาณเชื้อที่พบในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับการ treat ดวย DPI โดยอาจสรุปไดวา เชื้อ 

B.pseudomallei อาจมีกลไกในการยับยั้งการผลิต ROS ในเซลลแมคโครฟาจ หรือเซลลอาจจะผลิต 

ROS ในปริมาณที่เพียงพอตอการกระตุนยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันอ่ืนๆ แตไมเพียงพอตอการ

ฆาเชื้อแบคทีเรีย   
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Figure 4. The reactive oxygen species (ROS) production in phagocytes.  Phagocytic cells were mixed 
with 200 μM of luminal and plated on 96-well plate before treated with 200 ng/ml of PMA. ROS which 
released from the cells was measured every 5 min by automated microplate reader (Wallac1420 ARVOsx).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. The ROS production in human monocytes. Monocytic (0.6×106) cells were mixed with luminal 
prior to infection. In case of inhibition NOX2 activity, cells were treated with 1 μM of DPI for 30 min before 
infection. The cells were treated with PMA or infected with B.pseudomallei or LPS mutant at the MOI of 
10:1. The chemiluminescence changes which represent ROS released from the cells were measured every 
5 min interval during the next 2 h by automated microplate reader (Wallac Victor2 luminometer). 
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3.4 การตรวจวัดการแสดงออกของ NADPH oxidase subunits ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชือ้ 
B. pseudomallei  

เน่ืองจาก ROS เปนผลผลิตหน่ึงจากการทํางานของ NADPH oxidase เม่ือตรวจสอบการ

แสดงออกของ NADPH oxidase subunit ตางๆ ในระดับ mRNA และ โปรตีน พบวาการแสดงออก

ของ NADPH oxidase subunits ที่ระดับ mRNA ของ gp91phox และ p22phox ในเซลลแมคโครฟาจที่

ไดรับเชื้อ B.pseudomallei ที่ MOI 2:1 เปนเวลา 15, 30, 60 และ 120 นาที ไมมีการแสดงออกที่

เพ่ิมขึ้นตามเวลาที่ไดรับเชื้อ สวน NADPH oxidase subunit อ่ืนๆ ไดแก p40phox, p47phox และ p67phox  

พบการเพิ่มขึน้ของ mRNA ตามเวลาที่ไดรับเชื้อ (รูปที่ 6) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบการ

แสดงออกของโปรตีน p40phox ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับการกระตุนดวยเชือ้ B.psuedomallei 

ภายใน 15 นาทีหลังการไดรับเชื้อ (รูปที ่ 7) และมีการแสดงออกมากขึ้นตามเวลา โปรตีนชนิดนี้เปน

โปรตีนที่ไดรับการเติมหมูฟอสเฟตหรือเกิดฟอสฟอริเลชั่น สวนการแสดงออกของโปรตีน  p47phox ใน

สวนของเยื่อหุมเซลลของเซลลที่ไดรับเชื้อ (รูปที่ 8) พบวามีการแสดงออกสูงสุดที่เวลา 30 นาที และ

จะลดลงเมื่อเวลามากขึ้น การแสดงออกของโปรตีน p67phox ในสวนของไซโตพลาสซึม (รูปที่ 7) พบวา

มีการลดลงในชวง 30-60 นาทีของการไดรับเชื้อ และเพิ่มขึ้นที่เวลา 120 นาที แสดงวาโปรตีนชนิดนี้มี

การยายจากไซโตพลาสซึมไปที่เยื่อหุมเซลล นอกจากนี้เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย PMA ก็ทําใหเกิด

การแสดงออกของโปรตีนที่เปน cytosolic subunits ของ NADPH oxidase ไดเชนกัน สําหรับการ

ทดสอบการแสดงออกของ NADPH oxidase subunits ที่ระดับ mRNA และโปรตนี ในเซลลแมคโคร

ฟาจที่ไดรับเชือ้ LPS mutant น้ัน (รูปที่ 6-8) พบวาไมมีความแตกตางไปจากเซลลที่ไดรับเชือ้ 

B.pseudomallei ผลการทดลองนี้บงบอกวา NADPH oxidase สามารถทํางานไดในระดับโมเลกุลเม่ือ

เซลลแมคโครฟาจไดรับการกระตุนดวยเชือ้ B. pseudomallei  และ LPS ของเชื้อไมไดมีบทบาท

สําคัญตอการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลแมคโครฟาจ 
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Figure 6. The mRNA expression of NOX2 subunits in mouse macrophages. The mouse macrophage 
(1×106) cells were plated on 6-well plate on the day before infection.  Mouse macrophages were infected 
with wild type B.pseudomallei or LPS mutant at the MOI of 2:1 for 15, 30, 60 and 120 min. For positive 
control, mouse macrophages were treated with 200 ng/ml of PMA for 15 min. To determine the mRNA 
expression of all NOX2 subunit, the cells were harvested and lysed with lysis buffer to perform RT-PCR 
assay. The mRNA of B- actin was used as internal control. 
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Figure 7. The protein expression of p40phox and p67phox in mouse macrophages. The mouse 
macrophage (1×106) cells were plated on 6-well plate the day before infection.  Mouse macrophages were 
infected with wild type B.pseudomallei or LPS mutant at the MOI of 2:1 for 15, 30, 60 and 120 min. For 
positive control, mouse macrophages were treated with 200 ng/ml of PMA for 15 min. In order to study the 
phosphorylation of p40phox and p67phox expression, whole cell extraction of infected cells was used to 
perform immunoblotting using antibody against phosphorylation of p40phox and antibody against cytosolic 
p67phox and actin protein was used as internal control. 
 

 
 
Figure 8. The protein expression of p47phox in mouse macrophages. The mouse macrophage (1×106) 
cells were plated on 6-well plate the day before infection.  Mouse macrophages were infected with wild 
type B.pseudomallei or LPS mutant at the MOI of 2:1 for 15, 30, 60 and 120 min. For positive control, 
mouse macrophages were treated with 200 ng/ml of PMA for 15 min. In order to evaluate the 
phosphorylation of p47phox, the membrane fractions of infected cells were extracted and performed the 
immunoblotting using antibody against p47phox. The expression of p47 phox protein was calculated by 
subtraction the intensity of p47phox protein and actin protein and plotted as fold increase to those without 
infection or treatment (control cells).  
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3.5 เชื้อ B.pseudomallei กระตุนใหเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจ 
เน่ืองจากเชื้อ B.pseudomallei สามารถหลบหนีจาก phagosome ของเซลลแมคโครฟาจได 

ดังน้ันเซลลนาจะมีกลไกอื่นๆที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ เชน การเกิด autophagy เปนตน โดยการ

ทดลองนี้จะศกึษาการเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ B.pseudomallei การเกิด 

autophagy เปนกลไกหนึ่งของเซลลที่ตอบสนองตอการบุกรุกของเชื้อ ซ่ึงเปนระบบภูมิคุมกันแบบ 

innate immunity โดย autophagy น้ันจะทําลายเชื้อแบคทีเรียที่บุกรุกเขามาโดย  phagophore ซ่ึงมี 

LC3-I อยู จะฟอรมตัวเปน double-membrane และกลายเปน autophagosome จากนั้นจะรวมตัวเขา

กับ lysosome เปน autolysosome ซ่ึงเชื้อสามารถถูกทําลายได ระหวางที่เกิด autophagy น้ัน LC3-I 

จะเปลี่ยนรูปเปน LC3-II ซ่ึงจะใชเปน marker ของการเกิด autophagy และสามารถตรวจวัดการ

แสดงออกของ LC3 ได โดยที่ LC3-II จะสามารถตรวจวัดไดเร็วกวา LC3-I และหลังจากเกิด 

autolysosome แลว LC3-II จะหลุดออกมา 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาหลังจากที่เชื้อ B.pseudomallei เขามาในเซลลแมคโครฟาจจะ

พบการเพิ่มขึน้ของ LC3-II ที่ 15 นาที และลดลงภายใน 30 นาที (รูปที่ 9) ผลการทดลองนี้จะ

เหมือนกับ LC3-II ที่เกิดจากการกระตุนดวยเชื้อ LPS mutant เพียงแต LC3-II โปรตีนจะแสดงออก

นอยกวา  น่ันแสดงใหเห็นวาเชื้อสามารถกระตุนใหเซลลเกิด autophagy ไดในชวงแรกๆของการ

ไดรับเชื้อ ตัวเชื้อและโปรตนีอ่ืนๆใน autolysosome รวมถึง LC3-II จะถูกทําลายอยางรวดเร็วหลังจาก 

30 นาทีที่ไดรับเชื้อ และโปรตีนนี้อาจจะถูกนํากลบัไปที่ phagophore นอกจากนี้อาจจะมี virulent 

factor อ่ืนๆนอกจาก LPS ของเชื้อที่ตองการสําหรับการกระตุนใหเกดิ autophagy 

 รายงานกอนหนานี้พบความสัมพันธของ NADPH oxidase กับการเกิด autophagy ในเซลล 

RAW264.7 และ Henle-407 human epithelial cells (Huang et al, 2009) ดังน้ันการทดลองตอไปจะ

หาความเกี่ยวของของ NADPH oxidase และการเกดิ autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชือ้ 

B.pseudomallei 
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Figure 9. The protein expression of LC3-II in mouse macrophages. The mouse macrophage (1×106) 
cells were plated on 6-well plate the day before infection. Mouse macrophages were infected with wild 
type or LPS mutant at the MOI of 2:1 for 15, 30, 60 and 120 min. The whole cell extraction of cells were 
used to analyzed by performing immunoblotting using antibody against LC3-II. Actin protein was used as 
internal control. 
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3.6 บทบาทของ autophagy กับความอยูรอดของเชื้อ B.pseudomallei ในเซลลแมคโครฟาจ 
เน่ืองจากเชื้อ B.pseudomallei เปนเชื้อกอโรคที่สามารถหลบหนีจาก endosome ออกมาสู 

cytoplasm ของเซลลเจาบานได ซ่ึงเปนบริเวณที่เชื้อแบงตัว และติดตอไปยงัเซลลขางเคยีง การ

ทดลองนี้จึงไดทําการทดสอบบทบาทของ autophagy กับความอยูรอดของเชื้อ B.pseudomallei ใน

เซลลแมคโครฟาจ เม่ือทําการกระตุนใหเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจโดยการ treat เซลลดวย 

rapamycin กอนทําการ infect เซลลดวย B.pseudomallei ที่ MOI 10:1 เปนเวลาตางๆกัน พบวา 

เม่ือเวลาผานไป (ตั้งแต 2-6 ชั่วโมง) จํานวนแบคทีเรยีในเซลลก็เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 10A) และที่เวลานั้นๆ

จํานวนแบคทเีรียในเซลลที่ treat ดวย rapamycin น้ันไมไดลดลงแตอยางใดเมื่อเทียบกับเซลลที่ไมได 

treat ณ เวลาเดียวกัน นอกจากนี้เม่ือทําการยับยั้ง autophagy ดวย wortmanin ก็ไดผลเชนเดียวกัน

กับเซลลที่ treat ดวย rapamycin การทีย่ับยั้ง autophagy ดวย wortmanin แลวไมไดสงผลใหจํานวน

เชื้อแบคทีเรียน้ันเพ่ิมขึ้นก็อาจจะเนื่องมากจากการกระตุนใหเกิด autophagy โดย rapamycin หรือ

เชื้อแบคทีเรียน้ันไมไดกระตุนใหเกิด autophagy มากไปกวาระดับที่มีอยูในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับ

เชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้ LPS mutant ก็ใหผลการทดลองเชนเดียวกับ wild type (รูปที่ 10B) จึงอาจ

สรุปไดวาการเกิด autophagy ของเซลลแมคโครฟาจในระบบของเราไมไดมีความเกี่ยวของกบั

ปริมาณของเชื้อทั้งสองชนิด 
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A 

 
B 

 
 
Figure 10. The intracellular survival of B. pseudomallei in cells pretreated with rapamycin or 
wortmannin. The mouse macrophage (1×106) cells were plated on 6-well plate the day before infection.  
Mouse macrophages were treated with 4 μM of rapamycin or 100 nM of wortmannin for 1 h before 
infection with wild type B.pseudomallei (A) or LPS mutant (B) at the MOI of 10:1. After 1 h of infection, the 
infected mouse macrophages were washed twice with PBS before cultured in medium containing 250 
μg/ml kanamycin. At the next 2 h, the infected mouse macrophages were washed twice with PBS before 
cultured in medium containing 20 μg/ml kanamycin. In the indicated time, the cells were lyzed with 0.1% 
Triton X-100. The released bacteria were plated on 20 ml of TSA. The colonies of bacteria were counted 

after incubation at 37°C for 48 h. Data presented are mean ± SEM for three separate experiments.  
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3.7 ความสัมพันธของ NADPH oxidase และการเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับ
เชื้อ B.pseudomallei  

เน่ืองจากมีรายงานพบวาเชื้อแบคทีเรียบางชนิดสามารถเพิ่มจํานวนไดภายในเซลลที่เกิด
กระบวนการ autophagy และการผลิต ROS มีสวนสําคัญในการเกิด autophagy ดวยเชนกัน การ

ทดลองนี้จึงไดทําการหาความสัมพันธของ NADPH oxidase และการเกิด autophagy ในเซลลแมค

โครฟาจที่ไดรับเชื้อ B.pseudomallei  โดยไดทําการ silence p40phox (ซ่ึงเปน subunit หน่ึงของ 

NADPH oxidase) ในเซลลแมคโครฟาจกอนที่จะไดรับเชื้อ B.pseudomallei  และตรวจสอบการ

แสดงออกของ LC3-II โปรตีน หลังจาก 15 และ 60 นาทีของการไดรับเชื้อ หาก NADPH oxidase มี

ความสัมพันธกับการเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ B.pseudomallei  เซลลที่มี

ความผิดปกติของ NADPH oxidase (p40phox knockdown เซลล) นาจะสงผลใหการเกิด autophagy 

ลดลงหรือการแสดงออกของ LC3-II ลดลงอยางชัดเจนหรืออยูในระดับต่ําปกติ  

ในการทดลองนี้จะใชโปรตีน small interfering RNA (siRNA) ตอ p40phox โปรตีนของหนู 

mouse เพ่ือยับยั้งการทํางานของ NADPH oxidase โดยมี sense โปรตีนคือ 5'-AUU UGG AGC 

UAA GUU UCA ATT-'3 และ antisense คือ       5'- UUG AAA CUU AGC UCC AAU UTG-'3 ผล

การทดลองพบวาสามารถยับยั้งการแสดงออกของ p40phox โปรตีนไดทั้งในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับ

และไมไดรับเชื้อ B.pseudomallei  (ดังรูปที่ 11A) แมจะไมสามารถยับยั้งไดโดยสมบูรณก็ตาม และ

จากการนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียภายในเซลลหลังการรับเชื้อของเซลลเปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวาใน

เซลลที่มีการยับยั้งการแสดงออกของ p40phox โปรตีน ไมไดมีเชื้อเพ่ิมมากขึ้นเม่ือเทียบกับเซลลปกติ 

โดยมีปริมาณเชื้อเทากันคือประมาณ 5.3 log CFU/ml น่ันคือ อาจเปนไปไดที่ปริมาณ ROS ที่เปนผล

จากการทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลหลังการไดรับเชื้อน้ัน อาจไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อ

แบคทีเรีย หรือการไดรับการกระตุนของ NADPH oxidase subunits น้ันอาจจะเพียงพอตอการสราง 

ROS ที่จะสงสัญญาณไปยังยีนอ่ืนๆในระบบภูมิคุมกันที่ตอบสนองตอเชื้อ B.pseudomallei  

นอกจากนี้ เซลลปกติที่ไมไดรับเชื้อ B.pseudomallei จะมีโปรตีน LC3-II แสดงออกใน

ระดับต่ํา การ silence p40phox ในเซลลทีไ่มไดรับเชื้อไมไดทําใหโปรตีน LC3-II แสดงออกมากขึ้นหรือ

ลดลง แตใน p40phox knockdown เซลลที่ไดรับเชื้อที่ 15 และ 60 นาที พบวาการแสดงออกของโปรตนี 

LC3-II ไมลดลง ซ่ึงอาจเปนไปไดวาการเกิด autophagy น้ันไมไดเปนผลจากการทํางานของ NADPH 

oxidase โดยตรง ในทางตรงกันขามกับ B.pseudomallei wild type การแสดงออกของ LC3-II น้ันจะ

ลดลงเมื่อเซลลที่มีความบกพรองในการทํางานของ NADPH oxidase ไดรับเชื้อ LPS mutant จึงบง

บอกไดวา LPS mutant อาจจะกระตุน autophagy โดยผานการทํางานของ NADPH oxidase   

นอกจากนี้หากทําการนับปริมาณเชื้อ B.pseudomallei ภายในเซลลแมคโครฟาจที่มีการ

ทํางานของ NADPH oxidase ผิดปกติไปก็ควรจะมีปริมาณเชื้อที่มากกวาในเซลลปกตทิี่ไดรับเชื้อ แต

จากการทดลอง เม่ือทําการนับปริมาณเชื้อภายในเซลลพบวาแมคโครฟาจพบวาในเซลลแมคโครฟาจ
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ที่ทําการ silence p40phox น้ันมีปริมาณเชื้อเทากับ 6.14±0.06 log CFU/ml ซ่ึงไมไดแตกตางอยางมี

นัยสําคัญเม่ือเทียบกบัปริมาณเชื้อในเซลลแมคโครฟาจปกติที่ไดรับเชื้อ (6.16±0.12 log CFU/ml) 

ดังน้ันอาจสรุปไดวา การอยูรอดของเชื้อ B.pseudomallei ในเซลลแมคโครฟาจนั้นไมไดขึ้นกับการ

ทํางานของ NADPH oxidase หรือการทํางานของ NADPH oxidase น้ันไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อ

แบคทีเรียในเซลลแมคโครฟาจ   
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A 

 
 
B 

 
Figure 11. The expression of LC3-II protein and phosphorylated p40phox protein in NOX2 - deficient 
mouse macrophages induced by B.pseudomallei or LPS mutant.  The mouse macrophage RAW 264.7 
cells were transfected with p40phoxsiRNA. Mouse macrophages were infected with B.pseudomallei wild type 
(A) or LPS mutant (B) at the MOI of 2:1 for 15 min and 60 min. In order to study the phosphorylated 
p40phox protein and LC3-II protein, whole cell extraction of infected cells was used to perform 
immunoblotting using antibody against phosphorylation of p40phox and antibody against LC3-II. Actin 
protein was used as internal control. – represents cells without transfection reagent. p40siRNA represents 
cells with siRNA against p40phox. neg control represent cell treated with scramble siRNA. 
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4. บทวิจารณ 
 

โดยทั่วไปแลวเชื้อแบคทีเรียแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคที่ถูกกลืนกินโดยแมคโครฟาจหรือโมโน
ไซตจะเขาสูฟาโกโซมและถูกทําลายโดย ROS และ RNS ที่ผลิตจากการทํางานของ NADPH oxidase 

(NOX2)  และ iNOS ตามลาํดับ จากนั้นฟาโกโซมจะหลอมรวมกับ endolysosome ซ่ึงจะมีเอนไซมที่

ผลิตขึ้นเพ่ือทาํลายเชื้อกอโรค เชื้อแบคทีเรียที่สามารถหลบหนีออกมาจากฟาโกโซมหรือถุงไลโซโซม
จะถูกกักและทําลายโดยกระบวนการ autophagy เชื้อ  B.pseudomallei มีความสามารถในการหลบ

หลีกจากฟาโกโซมมายังไซโตพลาสซึมโดยอาศัยโปรตีน bsa (type III secretion system) ทําใหเชื้อมี

ความสามารถในการอยูรอดและเจริญเติบโตไดในไซโตพลาสซึมของเซลลเจาบาน (Stevens et al., 

2002; Stevens et al., 2003)  

จากการศึกษาความเกี่ยวของของ NADPH oxidase ตอการทําลายเชื้อ B.pseudomallei ใน

เซลลแมคโครฟาจ พบวา การทํางานของ NOX2 สามารถตรวจพบไดในเซลลแมคโครฟาจโดยการ

ตรวจวัดระดับ ROS ที่ผลิตออกมาในเซลลหลังจากเซลลไดรับการกระตุน แตระดับ ROS ที่ผลิต

ออกมานี้อยูในระดับต่ํามากเมื่อเทียบกบัในเซลลโมโนไซต นอกจากนี้ยังตรวจพบกิจกรรมของโปรตีน
ที่เปน subunits ของ NOX2 ในชวงเวลาสัน้ๆ คือภายในสองชั่วโมงแรกของการไดรับเชื้อ 

B.pseudomallei  โดยมีการแสดงออกของโปรตีนในระดับสูงสุดที่ 15 นาทีแรก ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 

NOX2 น้ันทํางานไดในชวงแรกของการไดรับเชื้อ และเปนชวงทีเ่ซลลแมคโครฟาจยังมีชีวิตรอดอยูใน

ปริมาณที่สูง นอกจากนี้เม่ือทําการตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรียภายในเซลลแมคโครฟาจ ยังพบวา
ไมแตกตางไปจากปริมาณเชื้อภายในเซลลที่ไดรับการ treat โดย DPI (inhibitor ของ NOX2) กอนการ

รับเชื้อ ในขณะเดียวกันแมวาเซลลโมโนไซตที่สามารถผลติ ROS ไดในระดับที่สูงกวาเซลลแมคโคร

ฟาจที่ไดรับเชือ้ เชื้อสามารถมีชีวติและแบงตัวได  (unpublished data) ทําใหสรุปไดวา การทํางาน

ของ NOX2 ในเซลลแมคโครฟาจและโมโนไซตน้ันไมเพียงพอตอการทําลายเชือ้ B.pseudomallei  

สงผลใหเซลลตายในทีสุ่ด  เม่ือแบคทีเรยีเขาไปในเซลล เชื้อจะพบกับกลไกการปองกันตัวของเซลล
เจาบาน เชน superoxide anions (O2

−), hydrogen peroxide (H2O2) ซ่ึงมีฤทธิใ์นการฆาเชื้อ

แบคทีเรีย และ hydroxyl radicals (OH) ซ่ึงผลิตจาก respiratory burst  เชื้อจะมีการปองกันตัวเอง

จาก oxidative stress ตางๆ โดยมียีน OxyR ควบคมุการทํางานของยีนตางๆที่เกี่ยวของ และ ยีน fur 

ที่ควบคุมการนําธาตุเหล็กของแบคทีเรียและเกี่ยวของกบัการแสดงออกของยีนอ่ืนๆ โดยเฉพาะยีนที่
เกี่ยวกับความรุนแรงของโรค (Loprasert et al., 2000) เชื้อ B.pseudomallei  มีการผลิตเอนไซม 

catalase ในปริมาณมาก (Vellasamy et al., 2009) ซ่ึงอาจเปนสวนหนึ่งที่ทําให hydrogen peroxide  

ในเซลลเจาบานทํางานไมได และสามารถมีชีวติอยูรอดได (Degroote et al, 1997) 

การ treat เซลลโมโนไซตดวย DPI สงผลใหปริมาณเชื้อภายในเซลลเพ่ิมขึ้น (unpublished 

data) แสดงใหเห็นวา NOX2 น้ันมีบทบาทสําคัญในการทําลายเชื้อ B.pseudomallei  ในเซลลโมโน
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ไซตมากกวาเซลลแมคโครฟาจ ในขณะที่ iNOS มีบบาทสําคัญในการทําลายเชือ้ B.pseudomallei  

ในเซลลแมคโครฟาจ (Utaisincharoen et al., 2003) จากรายงานที่ผานมาในเซลลโมโนไซตน้ันทําให

ทราบอีกวา LPS mutant ไมสามารถแบงตัวไดในเซลลโมโนไซต และการยับยั้งการทํางานของ NOX2 

สงผลใหเชื้อ LPS mutant มีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น น่ันบงบอกวาอาจจะมีกลไกอื่นๆในโมโนไซตที่

ควบคุมความอยูรอดของ LPS mutant  (unpublished data) 

 กระบวนการ autophagy เปนกลไกหนึ่งที่มีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันแบบ innate 

immunity ในการทาํลายเชื้อจุลินทรียกอโรค อยางไรก็ตามจากผลการทดลองพบวาแมทั้งเชื้อ 

B.pseudomallei และ LPS mutant กระตุนใหเกิด autophagy ไดจากการเพิ่มขึ้นของ LC3 โปรตีนที่

วัดไดในเซลลแมคโครฟาจ ในชวงแรกๆของการไดรับเชื้อ  การยับยั้งหรือการกระตุนการเกิด 
autophagy ในเซลลกอนการไดรับเชื้อ ดวย wortmannin หรือ rapamycin ตามลําดับ ไมสงผลตอ

ปริมาณเชื้อภายในเซลลเม่ือเทียบกับเซลลที่ไมได treat รายงานกอนหนานี้พบวาการกระตุน

กระบวนการเกดิ autophagy ในเซลลแมคโครฟาจดวย rapamycin กอนการไดรับเชื้อ จะทําใหความ

อยูรอดของเชื้อ B.pseudomallei ลดลง (Cullinane et al, 2008) ซ่ึงก็อาจเปนไปไดวาเชื้อน้ันในที่สุด

จะถูกทําลายใน autolysosome แตการทดลองของ Cullinane et al. น้ันใชเซลล RAW264.7 ซ่ึงไดรับ

การ transfect ดวย GFP-LC3 ซ่ึงอาจเปนไปไดที่ LC3 ถูก overexpress อยูแลว จึงทําใหเม่ือกระตุน

การเกิด autophagy ดวย rapamycin น้ันสงผลใหเกดิประสิทธิภาพของ autophagy ในการทําลาย

แบคทีเรียไดมากขึ้น ซ่ึงแตกตางจากระบบของเราทีใ่ชเซลลแมคโครฟาจปกติที่ไมใช GFP-LC3 เซลล  

 เชื้อแบคทีเรียบางชนิดสามารถเพิ่มจํานวนไดภายในเซลลทีเ่กิดกระบวนการ autophagy และ

การผลิต ROS มีสวนสําคญัในการเกิด autophagy ดวยเชนกัน ROS จากการทํางานของ NOX2 อาจ

เปนสัญญาณไปยัง phagophore-LC3 เพ่ือจะจับเชื้อ B.pseudomallei ที่หนีรอดมาไดเขาไปใน 

autophagosome อยางไรก็ตามหลังจากที่ไดรับเชื้อ B.pseudomallei น้ัน การแสดงออกของโปรตีน 

LC3 ไมไดลดลงในเซลลทีมี่ความบกพรองในหนาที่ของ NADPH oxidase (p40phox knockdown 

เซลล) ในขณะที่ LPS mutant ทําใหมีการแสดงออกของโปรตีน LC3 ลดลง น่ันคือ NOX2 มีความ

เกี่ยวของในการควบคุมการเกิด autophagy ในเซลลแมคโครฟาจที่ไดรับเชื้อ LPS mutant และดู

เหมือนวาทั้งเชื้อ B.pseudomallei wild type และ LPS mutant สามารถกระตุนใหเกิดกลไก 

autophagy ไดในสัญญาณที่แตกตางกัน  อยางไรก็ตามกระบวนการเกิด autophagy ในเซลลแมคโคร

ฟาจนี้ไมไดเกี่ยวของกับการควบคุมความอยูรอดภายในเซลลของเชื้อทั้งสองชนิด 
โดยสรุปแลว เชื้อ B.pseudomallei สามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของ NADPH oxidase 

ไดในชวงแรกของการไดรับเชื้อ โดยจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิดของเซลล การยับยั้งการทํางานของ 
NADPH oxidase ทําใหปริมาณเชื้อ B.pseudomallei wild type และ LPS mutant ลดลงในเซลลโมโน

ไซตมากกวาแมคโครฟาจ ดังน้ัน NADPH oxidase ไมมีบทบาทสําคัญในการควบคุมปริมาณเชื้อ

แบคทีเรียในเซลลแมคโครฟาจ การศึกษาใน p40phox knockdown เซลลที่ไดรับเชื้อ LPS mutant 
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พบวา NADPH oxidase มีความเกี่ยวของตอกระบวนการ autophagy ในแมคโครฟาจ แต

กระบวนการ autophagy น้ีไมมีสวนเกี่ยวของกับการควบคุมความอยูรอดของเชื้อทั้งสองชนิด อยางไร

ก็ตาม การทํางานของ NADPH oxidase ในเซลลหลังการไดรับเชื้อน้ันสําคัญ แตอาจไมเพียงพอตอ

การทําลายเชื้อแบคทีเรียในเซลลแมคโครฟาจ   
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 32 

5. หนังสืออางอิง 
 
Breitbach K, Klocke S, Tschernig T, van Rooijen N, Baumann U, Steinmetz I. (2006) Role of 
inducible nitric oxide synthase and NADPH oxidase in early control of Burkholderia 
pseudomallei infection in mice. Infect. Immun. 74(11): 6300-6309. 
 
Chaowagul W, White NJ, Dance DA, Wattanagoon Y, Naigowit P, Davis TM, Looareesuwan 
S, Pitakwatchara N. (1989) Melioidosis: a major cause of community-acquired septicemia in 
northeastern Thailand. J Infect Dis. 159(5): 890-899. 
 
Cullinane M, Gong L, Li X, Lazer-Adler N, Tra T, Wolveetang E, et al. (2008) Stimulation of 
autophagy suppresses the intracellular survival of Burkholderia pseudomallei in mammalian 
cell lines. Autophagy 4(6): 744-753. 
 
DeGroote MA, Ochsner UA, Shiloh MA, Nathan C, McCord JM, Dinauer MC, et al. (1997) 
Periplasmic superoxide dismutase protects Salmonella from products of phagocyte NADPH-
oxidase and nitric oxide synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94: 13997–14001. 
 
Ekchariyawat P, Pudla S, Limposuwan K, Arjcharoen S, Sirisinha S, Utaisincharoen P (2005) 
Burkholderia pseudomallei-Induced Expression of Suppressor of Cytokine Signaling 3 and 
Cytokine-Inducible Src Homology 2-Containing Protein in Mouse Macrophages: a Possible 
Mechanism for Suppression of the Response to Gamma Interferon Stimulation. Infect. 
Immun. 73(11): 7332-7339.  
 
Essex-Lopresti AE, Boddey JA, Thomas R, Smith MP, Hartley MG, Atkins T, et al. (2005) A 
type IV Pilin Pil A, contributes to adherence of Burkholderia pseudomallei and virulence in 
vivo. Infect. Immun. 73(2): 1260-1264. 
 
Howe C, Sampath A, Spotnitz M. (1971) The pseudomallei group: a review. Infect Dis. 
124(6): 598-606. 
 
Huang J, Canadien V, Lam GY, Steinberg BE, Dinauer MC, Magalhaes MAO, et al. (2009) 
Activation of antibacterial autophagy by NADPH oxidase. PNAS. 106(15): 6226-6231. 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 33 

Jones AL, Beveridge TJ, Woods DE. (1996) Intracellular survival of Burkholderia 
pseudomallei. Infect Immun. 64(3):782-790.  
 
Kespichayawattana W, Rattanachetkul S, Wanun T, Utaisincharoen P, Sirisinha S. (2000) 
Burkholderia pseudomallei induces cell fusion and actin-associated membrane protrusion: a 
possible mechanism for cell-to-cell spreading. Infect Immun. 68(9):5377-5384.  
 
Leelarasamee A, Bovornkitti S. (1989) Melioidosis: review and update. Rev. Infect. Dis. 
11(3):413-425. 
 
Lengwehasatit I, Nuchtas A, Tungpradabkul S, Sirisinha S, Utaisincharoen P. (2008) 
Involvement of B. pseudomallei  RpoS in apoptotic cell death in mouse macrophages. 
Microb. Pathog. 44: 238-245. 
 
Loprasert S, Sallabhan R, Whagsuk W, Mongkolsuk S. (2000) Characterization and 
mutagenesis of fur gene from Burkholderia pseudomallei . Gene 254(1-2): 129-137. 
 
Mays EE, Ricketts EA. (1975) Melioidosis: recrudescence associated with bronchogenic 
carcinoma twenty-six years following initial geographic exposure. Chest. 68(2):261-263.  
 
Pruksachartvuthi S, Aswapokee N, Thankerngpol K. (1990) Survival of Pseudomonas 
pseudomallei in human phagocytes. J. Med. Microbiol. 31(2):109-114.  
 
Stevens MP, Friebel A, Taylor LA, Wood MW, Brown PJ, Hardt WD, et al. (2003) A 
Burkholderia pseudomallei type III secreted protein, BopE, facilitates bacterial invasion of 
epithelial cells and exhibits guanine nucleotide exchange factor activity. J. Bacteriol. 185(16): 
4992-4996. 
 
Stevens MP, Wood MW, Taylor LA, Monaghan P, Hawes P, Jones PW, et al. (2002) An 
Inv/Mxi-Spa-like type III protein secretion system in Burkholderia pseudomallei modulates 
intracellular behavior of the pathogen. Mol. Microbiol. 46(3): 649-659. 
 
Utaisincharoen P, Anuntagool N, Limposuwan K, Chaisuriya P, Sirisinha S. (2003). 
Involvement of beta interferon in enhancing inducible nitric oxide synthase production and 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 34 

antimicrobial activity of Burkholderia pseudomallei-infected macrophages. Infect. Immun. 
71(6): 3053-3057. 
  
Utaisincharoen P, Tangthawornchaikul N, Kespichayawattana W., Chaisuriya P, Sirisinha S. 
(2001) Burkholderia pseudomallei interferes with inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
production: a possible mechanism of evading macrophage killing. Microbiol. Immunol. 45(4): 
307-313. 
 
Yabuuchi E, Arakawa M. (1993) Burkholderia pseudomallei and melioidosis: be aware in 
temperate area. Microbiol. Immunol. 37(11): 823-836.  
 
Vellasamy KM, Vasu C, Puthucheary SD, Vadivelu J. (2009) Comparative analysis of 
extracellular enzymes and virulence exhibited by Burkholderia pseudomallei from different 
sources  Microbial. Pathog. 47(3): 111-117. 
 
Wikraiphat C, Charoensap J, Utaisincharoen P, Wongratanacheewin S, Taweechaisupapong 
S, Woods DE, et al. (2009) Comparative in vivo and in vitro analyzes of putative virulence 
factors of Burkholderia pseudomallei using lipopolysaccharide, capsule and flagellin mutants. 
FEMS. Immunol. Med. Microbiol. 56: 253-259. 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 35 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ
Role of NADPH oxidase function in mouse macrophages in response to B.pseudomallei 
infection. Micobial. Pathog. (Manuscript in preparation) 
 
2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
ไดมีการนําผลงานวิจัยไปใชในเชิงวชิาการ ดังน้ี คือ นําไปใชในการเรียนการสอนวิชา SCBT602 
Gene regulation ในสวนหนึ่งของหัวขอ Animal cell death in cell culture หรือ Apoptosis in 
animal cell ป ค.ศ. 2009, 2010 และ 2011 และมีการสรางนักวิจัยใหม คือ นักศึกษาระดับปรญิญาโท 
จํานวน 1 คน ไดแก นางสาว ทรายทอง มุณีแกว ซ่ึงกําลังจะไดงานทําเปนนักวิจัย  
 
3. การเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการ 
 
Muneekaew, S., Satitaya, S., Utaisincharoen, P. and Mungsantisuk, I. (2009) Functional 
NADPH oxidase in macrophages infected with Burkholderia pseudomallei. Proceedings of the 
21st Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology; 2009, p605-612, Sept 24-25; 
Bangkok, Thailand; 2009. (International Meeting) 
 
Mungsantisuk I, Muneekaew, S., Satitaya, S., Utaisincharoen, P. (2009) Involvement of 
NADPH oxidase in the cell death of macrophages infected with Burkholderia pseudomallei. 
Thailand Research Fund Meeting. January 15-17, 2009, Thailand (Poster-Abstract in English, 
RMU5180046). 
 

 
 
 
 

 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 36 

 
ภาคผนวก 

 
ภาคผนวก 1. ผลงานวิชาการที่เสนอในการประชุมนานาชาติเปน Proceeding เรื่อง Functional 
NADPH oxidase in macrophages infected with Burkholderia pseudomallei โดย Muneekaew, 
S., Satitaya, S., Utaisincharoen, P. and Mungsantisuk, I. Proceedings of the 21st Annual 
Meeting of the Thai Society for Biotechnology; 2009, p605-612, Sept 24-25; Bangkok, 
Thailand; 2009.  
 
ภาคผนวก 2. ผลงานวชิาการที่เสนอในที่ประชุมเปนบทคัดยอ เร่ือง Involvement of NADPH 
oxidase in the cell death of macrophages infected with Burkholderia pseudomallei. โดย 
Mungsantisuk I, Muneekaew, S., Satitaya, S., Utaisincharoen, P. Thailand Research Fund 
Meeting. January 15-17, 2009, Thailand (Poster-Abstract in English, RMU5180046). 
 

 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 37 

          ภาคผนวก 1 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 38 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 39 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 44 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรับอนุญาต 

RMU5180046 45 

ภาคผนวก 2 
 

Involvement of NADPH oxidase in the cell death of macrophages infected with 
Burkholderia pseudomallei 

  
Mungsantisuk, I.1, 2*, Muneekaew S.1, Sirisinha, S.3, Utaisincharoen, P.3,  

 
1Department of Biotechnology, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand  

2Mahidol University and Osaka University, Collaborative Research Center for Bioscience and Biotechnology 
(MU-OU:CRC), Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand 

3Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand 
 

Abstract  
Burkholderia pseudomallei is the causative agent of Melioidosis. Infection with this Gram-
negative bacterium affects various organs throughout the body leading to death if host 
defense mechanism relapses. The aim of our study was to investigate the function of 
NADPH oxidase in macrophages infected with B. pseudomallei and its involvement in the 
death of infected cells. After internalization, B. pseudomallei could survive and multiply 
inside phagocytic cells. Morphological changes of the infected cells including cell-cell 
fusion and the formation of multinucleated giant cells were observed. To study the 
functional NADPH oxidase (NOX2) in mouse macrophages (RAW264.7), reactive oxygen 
species (ROS) production was determined. The result showed that phorbol myristate 
acetate (PMA)-induced RAW264.7 produced ROS at low level compared with ROS 
production in other phagocytes (PBMC, neutrophil and monocyte). ROS production was 
inhibited by DPI (NADPH oxidase inhibitor). Furthermore, study in mRNA expression of 
NADPH oxidase subunits in B. pseudomallei-infected RAW264.7 cells demonstrated the 
up-regulation of p40phox and p22phox. The p40phox protein was increased with time of the 
infection. The ongoing research is to confirm the expression of mRNA and determine 
protein expression of all NADPH oxidase subunits. However, the results shown in this 
study implies that the function of NADPH oxidase may generate cellular signals to induce 
other genes to cope with B. pseudomallei.   
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