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นิพนธตนฉบับ

การวิเคราะหโปรตีโอมิกสในปสสาวะของผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรค

รจนา สุยะใหญ, วท.บ.,1 สิทธิรักษ รอยตระกูล, วท.ด.,2  พัชรี ขันติพงษ, พ.บ.,3  
ศุภเลิศ เนตรสุวรรณ, พ.บ.,3 พิชาพัทธ เปยมโรจนภัทร, วท.ด.,1 

1ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม, 2ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย จังหวัดปทุมธานี, 
3โรงพยาบาลเชียงรายประชานุเคราะห จังหวัดเชียงราย

วัตถุประสงค  เพื่อศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนจากปสสาวะของผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรค ดวย
เทคนิคโปรตีโอมิกส เพื่อคนหาตัวบงชี้ทางชีวภาพ  

วิธีการศึกษา   ศึกษาโดยแบงเก็บตัวอยางปสสาวะเปน 4 กลุม คือ (1) กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอด
ประเภทพบเชื้อ  (2) กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอดประเภทไมพบเชื้อ (3) กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อ
วัณโรคนอกปอด และ (4) คนปกติ  แยกโปรตีนในแตละตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE   ทําการยอมเจล ตัดแบง
เจล และยอยโปรตีนภายในเจลดวยเอนไซมทริปซิน   วิเคราะหชนิดและปริมาณของเปปไทดดวยเทคนิค LC-
MS/MS แลวระบุชนิดของโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีนในฐานขอมูล 

ผลการศึกษา   พบโปรตีนของเชื้อวัณโรคในปสสาวะที่แสดงออกแตกตางกันทั้งหมด 193 ชนิด เปรียบเทียบ
การแสดงออกของโปรตีนในปสสาวะผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคทุกประเภทกับคนปกติ ไมพบวามีโปรตีน 
30S ribosomal protein S15 rpsO, lipoprotein 39 kDa, PE family-related protein และ predicted 
protein (gi|289445817) ในปสสาวะของกลุมผูปวยเอชไอวทีี่ติดเช้ือวัณโรค แตเม่ือเปรียบเทียบการแสดงออก
ของโปรตีนในปสสาวะผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคแยกแตละประเภทกับคนปกติ ไมพบโปรตีน transcrip-
tional regulator protein EmbR ทั้งประเภทพบเช้ือและไมพบเช้ือ แตแสดงออกเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญใน
กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคนอกปอด

สรุปผลการศึกษา  โปรตีนของเชื้อวัณโรคที่นาจะเปนโปรตีนเปาหมายและอาจใชเปนตัวบงชี้สําหรับวินิจฉัย
วัณโรคในผูปวยเอชไอวีได คือ 30S ribosomal protein S15 rpsO และ lipoprotein 39 kDa   และอาจจะ
ใชโปรตีน transcriptional regulator protein EmbR วินิจฉัยแยกวัณโรคในปอดและนอกปอด เชียงใหม
เวชสาร  2557;53(1):23-34.
คําสําคัญ: วัณโรค  เอชไอวี  โปรตีโอมิกส ปสสาวะ
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บทนํา
วัณโรค (tuberculosis) เกิดจากการติดเชื้อ

แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ซ่ึงเปน
สาเหตุสําคัญประการหนึ่งของการเจ็บปวยและเสีย

ชีวิตในผูติดเช้ือเอชไอวี[1] ผูท่ีติดเช้ือเอชไอวีจะไวตอ 

การติดเชื้อวัณโรคมากกวาผูที่ไมติดเชื้อเอชไอวี เนื่อง 

จากเชื้อเอชไอวีทําใหระบบภูมิคุมกันของรางกาย

ออนแอลง จึงทําใหมีโอกาสปวยเปนวัณโรคมากกวา

ผูที่ไมติดเชื้อเอชไอวีสูงถึง 20-37 เทา[2] นอกจากน้ี

การวินิจฉัยวัณโรคในผูติดเชื้อเอชไอวียังมีความยุง

ยากและไมสามารถวินิจฉัยไดอยางแมนยํา[3] และดวย

เหตุผลที่วา เซลลภายในรางกายมนุษย เชน เซลล

แมคโครฟาจ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีเซลล และ

บีเซลลจะตอบสนองตอการติดเชื้อวัณโรคดวยการ

สรางโปรตีนบางชนิดภายในเซลลแลวขับออกมานอก 

เซลล[4,5] ทําใหโปรตีนเหลาน้ีสะสมอยูในสารคัดหล่ัง

ตาง ๆ ในรางกาย เชน ซีรัมและปสสาวะ โดยโปรตีน

ในสารคัดหล่ังของผูปวยท่ีติดเช้ือวัณโรคนาจะมีชนิด

และปริมาณแตกตางจากคนปกติ  ดังน้ันจึงมีการศึกษา

โปรตีนของเช้ือวัณโรคโดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสมาก

ขึ้น ทําใหเกิดองคความรูใหม ๆ เกี่ยวกับบทบาทและ

หนาที่ของโปรตีนเหลานี้ตอการติดเชื้อวัณโรคในสิ่งมี
ชีวิต 

ในชวงสองทศวรรษท่ีผานมามีการศึกษาโปรตีน
ของเชื้อมัยโคแบคทีเรียดวยเทคนิค 2D-PAGE[6-10] 
แตผลการวิเคราะหโปรตีนยังไมเพียงพอตอการ
ตอบ คําถามเกี่ยวกับเช้ือมัยโคแบคทีเรีย จึงมีการนํา
เทคนิค shotgun proteomics มาศึกษารูปแบบ
การแสดงออกของโปรตีนที่เยื่อหุมเซลล โปรตีนที่
ผนังเซลล  และโปรตีนในไซโตพลาสมของเช้ือมัยโค
แบคทีเรียที่ไมสามารถแยกไดจากการวิเคราะหดวย
เทคนิค 2D-PAGE[11-13]  นอกจากน้ียังมีการนําเทคนิค
โปรตีโอมิกสมาวิเคราะหหาชนิดของโปรตีนท่ีนาจะ

เกี่ยวของกับการเกิดโรคจากเนื้อเยื่อ เซลลเพาะเลี้ยง 
เลือดและสารคัดหล่ังตางๆ[14-22] อาทิเชน  Kashino 
และคณะ (2008) ศึกษาโปรตีโอมิกสในปสสาวะ
ของผูปวยวัณโรคปอด   พบกลุมโปรตีน MT_1721, 
MT_1694, MT_2462 และ MT_3444 ซึ่งสามารถ
จับไดอยางจําเพาะกับ immunoglobulin G anti-
bodies ของผูปวยวัณโรคปอดแตไมจับกับ immu-
noglobulin G antibodies ของคนปกติ[17] ตอมา
มีการศึกษาพบวาโปรตีน MT_1694 คือ ornithine 
carboamyltransferase[18] ซึ่งจากการศึกษาที่ผาน
มาสวนใหญศึกษาเฉพาะในกลุมผูปวยวัณโรคปอด
ที่ไมไดติดเชื้อเอชไอวีรวม[23] ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงคที่จะศึกษารูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนในปสสาวะของผูปวยวัณโรคปอดท่ีติดเช้ือเอช
ไอวีรวมโดยใชเทคนิค shotgun proteomics องค
ความรูที่เกิดจากงานวิจัยนี้จะทําใหเขาใจถึงบทบาท
ของกลุมโปรตีนในปสสาวะตอกลไกการเกิดพยาธิ-
สภาพของวัณโรคปอดไดดียิ่งขึ้น ซึ่งจะนําไปสูการ
คนพบตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ชนิดใหม   
เปนการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ
ใหสามารถวินิจฉัยและพยากรณความรุนแรงของโรค
ไดอยางถูกตอง แมนยํา และรวดเร็วยิ่งขึ้น  รวมทั้ง
อาจนําไปสูการพัฒนายาและวัคซีนท่ีมีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึ้น   

วิธีการศึกษา
ตัวอยางปสสาวะ
เก็บปสสาวะจากผูปวยวัณโรครายใหมที่ขึ้น

ทะเบียนในโรงพยาบาลเชียงรายประชานุเคราะห 
โดยความรวมมือของสํานักงานวิจัยวัณโรค จังหวัด
เชียงราย ตามการเห็นชอบอนุญาตใหดําเนินการ
วิจัยโดยคณะกรรมการพิจารณาดานจริยธรรมในการ
ศึกษาวิจัยทางชีวเวชศาสตร โรงพยาบาลเชียงราย



รจนา สุยะใหญ และคณะ โปรติโอสิกสในปสสาวะผูปวยวัณโรค 25

ประชานุเคราะห หนังสือเลขที่ ชร 0027.102/17055 
ลงวันที่ 17 มิถุนายน 2553 และเก็บปสสาวะจาก
อาสาสมัครที่มีสุขภาพดีเปนกลุมควบคุม ทั้งหมด 
12 ตัวอยาง แบงเปน 4 กลุม ๆ ละ 3 ตัวอยาง ราย
ละเอียดดังตารางที่ 1

การตกตะกอนโปรตีนจากปสสาวะ
นําปสสาวะตัวอยางละ 2 มล. มาตกตะกอน

โปรตีนดวย ice-cold acetone ปริมาตร 4 มล. แชไว
ท่ีอุณหภูมิ -20 oซ นาน 1 คืน จากน้ันนํามาปนเหว่ียงท่ี 
12,000 rpm นาน 15 นาที ละลายตะกอนโปรตีนดวย 
0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS) ปริมาตรไม
เกิน 50 μL (มีโปรตีน ~1-10 μg/μL) และนําโปรตีน
ตัวอยางมาวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry[24] 

การเตรียมโปรตีนตัวอยางและแยกโปรตีนโดย
วิธี SDS-PAGE

เตรียมโปรตีนแตละตัวอยางใหมีความเขมขน

เทากัน คือ 30 μg ผสมกับ 5X SDS loading buf-
fer  นําไปตมที่ 96 oซ  เปนเวลา 5 นาที กอนนําไป 
แยกใน 12.5% polyacrylamide gel ตามวิธีของ 
Laemmli[25] เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (LMW-SDS 
marker kit, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 
จากนั้นนําเจลมายอมโดยวิธี silver staining

การตัดเจลและการยอยโปรตีนภายในเจล (gel 
excision and in-gel digestion)

แบงเจลแตละตัวอยางออกเปน 18 ชวง แตละชวง
ตัดเจลใหเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก
มิลลิเมตร ใสลงใน 96-well plate หลุมละ 8-10 
ชิ้น เริ่มจากลางเจลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อและ 100% 
acetronitrile (ACN) จากนั้นทําลายพันธะไดซัลไฟด
ภายในโปรตีนดวยสารละลาย 10 mM dithiothrei-
tol (DTT) ใน 10 mM ammonium bicarbon-
ate และปองกันการเกิดพันธะไดซัลไฟดซําโดยการ
เติมหมูอัลคิลดวยสารละลาย 100 mM iodoacet-

ตารางที่ 1.  ขอมูลกลุมตัวอยางที่ใชศึกษาวิจัย

No. Patient groups
Urine 

samples
Collected 

date
AFB 

results
Culture 
results

Sex
Age 

(years)

1
Healthy controls 

(กลุมคนปกติ)

N001 26/10/2554 Negative No growth F 34

2 N002 26/10/2554 Negative No growth F 30

3 N003 26/10/2554 Negative No growth F 48

4
5
6

Pulmonary-TB/HIV with AFB 
positive (ผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อ
วัณโรคปอดประเภทพบเชื้อ)

UTB1011
UTB1012
UTB1014

21/4/2554
6/6/2554
7/4/255

Positive 
Positive 

Positive

Growth
Growth
Growth

M
M
M

28
45
55

7
8
9

Pulmonary-TB/HIV with AFB 
negative (ผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อ
วัณโรคปอดประเภทไมพบเชื้อ)

UTB2004
UTB2005
UTB2006

11/11/2553
15/12/2553
30/12/2553

Negative
Negative
Negative

No growth
No growth

Growth

F
M
M

25
40
44

10
11
12

Extra-pulmonary-TB/HIV co-
infected (ผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อ   
วัณโรคนอกปอด)

UTB3011
UTB3013
UTB3014

29/12/2553
23/3/2554
25/5/2554

Negative
Negative
Negative

No growth
No growth
No growth

F
M
M

24
30
26
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amide (IAA) ใน 10 mM ammonium bicarbon-
ate ลางเจลอีก 3 ครั้ง ดวย 100% ACN กอนยอย
โปรตีนภายในเจลดวย 10 ng trypsin (sequencing 
grade modifi ed trypsin, Promega, WI, USA) ที่
ละลายใน 10 mM ammonium bicarbonate และ 
50% ACN แลวเติม 30% ACN เพื่อสกัดเปปไทด บม
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 คืน จากนั้นดูดของเหลว
แตละตัวอยางซึ่งมีเปปไทดใสใน 96-well plate อัน
ใหม แลวสกัดเปปไทดที่เหลือในเจลดวย 50% ACN 
ใน 0.1% formic acid (ทําซํ้า 2 ครั้ง) และ 70% 
ACN ใน 0.1% formic acid ทําตัวอยางเปปไทดให
แหงดวย incubator ท่ีอุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 1 คืน 
นําตัวอยางที่ไดเก็บรักษาที่ -80 oซ รอนําไปวิเคราะห
ผลดวยเครื่อง LC-MS/MS ตอไป

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของเปปไทดโดย
เครื่อง LC-MS/MS 

ละลายตัวอยางเปปไทดที่ไดดวย 0.1% formic 

acid แลวฉีดเขาเครื่อง capillary HPLC (Ultimate 

3000 LC System, Dionex, USA) แยกเปปไทด

ดวยนาโนคอลัมน (PepSwift Monolithic Nano 

Column, 100 μm i.d. x 50 mm) ชะลางเปปไทด

ออกจากคอลัมนดวย ACN ที่มี 0.1% formic acid  

แลววิเคราะหชนิดและปริมาณสัมพัทธของเปปไทด

ในตัวอยางตางๆ ที่ถูกชะออกมาพรอมกัน ดวยเครื่อง 

tandem mass spectrometer ชนิด ESI-Ion Trap 

MS (HCTultra PTM Discovery System, Bruker 

Daltonics, Germany) นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะห

หาเปปไทดและเปรียบเทียบปริมาณเปปไทดที่แสดง 

ออกแตกตางกันในแตละตัวอยางดวยโปรแกรม DeCy-

der™ for Mass Spectrometry (DeCyder MS 2.0, 

GE healthcare) โดยกําหนดคา p <0.05[26]

การระบุชนิดโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีนในฐาน
ขอมูล 

นําขอมูลเปปไทดที่วิเคราะหไดจากโปรแกรม 
DeCyder ไปวิเคราะหตอดวยโปรแกรม Mascot 
(Matrix Science, London, UK)[27] โดยเปรียบเทียบ
กับโปรตีนตาง ๆ ของเช้ือวัณโรค (Taxonomy = M. 
tuberculosis complex) ท่ีมีในฐานขอมูลของ NCBI 
เพ่ือระบุชนิดของโปรตีน จากน้ันนําขอมูลไปวิเคราะห
ดวยโปรแกรม Multi Experiment Viewer (MeV, 
version 4.8.1) เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของ
โปรตีนระหวางกลุมผูปวยกับกลุมคนปกติ โดยใช 
Student’s t test และ ANOVA กําหนดคา p <0.05 
ทําใหทราบโปรตีนท่ีมีการแสดงออกเปลี่ยนแปลงไป
อยางมีนัยสําคัญ (signifi cant proteins) และระบุ
หนาที่ของโปรตีนโดยเทียบจากฐานขอมูลของวัณโรค 
(Tuberculist, Institut Pasteur)

วิธีการประเมินผลทางสถิติ
วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยเปรียบเทียบขอมูล

ของกลุมตัวอยางกับกลุมควบคุม โดยใช Student’s 
t test และ ANOVA พิจารณาความแตกตางของกลุม
ตัวอยางท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 (p <0.05)

ผลการศึกษา
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในปสสาวะ

โดยวิธี SDS-PAGE
เม่ือนําตัวอยางโปรตีนท่ีเตรียมไดจากปสสาวะ

แตละรายไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA แลวจึง
เตรียมโปรตีนในทุกตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีนเทากัน
คือ 30 μg สําหรับแยกโปรตีนตามนํ้าหนักโมเลกุลโดย
วิธี SDS-PAGE และยอมเจลดวยวิธี silver staining  
จากน้ันนําไปถายภาพเจลดวยโปรแกรม Quantity 
one-42.0 ไดผลการแสดงออกของโปรตีนดังรูปท่ี 1
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การวิเคราะหหาเปปไทดดวยโปรแกรม DeCy-
der และระบุชนิดของโปรตีนดวยโปรแกรม 
Mascot

เมื่อนําเจลไปตัดใหเปนชิ้นเล็ก ๆ แลวยอยโปรตีน
ภายในเจลใหกลายเปนเปปไทดสายสั้น ๆ (peptide 
fragments) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมทริป
ซินและละลายตัวอยางเปปไทดที่ไดดวยสารละลาย 
0.1% formic acid แลว นําไปฉีดเขาเครื่อง LC-MS/
MS นําขอมูลที่ไดจากเครื่อง LC-MS/MS มาวิเคราะห
หาเปปไทดและเปรียบเทียบปริมาณเปปไทดที่แสดง 
ออกแตกตางกันในแตละตัวอยาง ดวยโปรแกรม 
DeCyder  MS 2.0 ที่ p <0.05 และนําขอมูลเปป
ไทดที่วิเคราะหไดระบุชื่อของโปรตีนดวยโปรแกรม 
Mascot โดยเทียบกับโปรตีนของเช้ือวัณโรคท่ีมีใน
ฐานขอมูลของ NCBI  ไดผลการวิเคราะหพบโปรตีน
ของเชื้อวัณโรคที่แสดงออกแตกตางกัน (differential 
express proteins) ทั้งหมด 193 ชนิด 

การวิเคราะหชนิดของโปรตีนที่มีการ
เปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญในกลุมผูปวย

เม่ือทราบชนิดของโปรตีนแลว นําขอมูลท้ังหมด
ไปวิเคราะหดวยโปรแกรม MeV เพ่ือเปรียบเทียบการ
แสดงออกของโปรตีนในกลุมผูปวยทั้งหมด (โปรตีน
ที่พบในผูปวย 3 กลุม) กับกลุมคนปกติ โดยใช Stu-
dent’s t test ที่ p <0.05 พบโปรตีนของเชื้อวัณโรค
ท่ีมีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญท้ังหมด 10 ชนิด 
นําไปจัดกลุมตามหนาที่ของโปรตีนโดยอางอิงขอมูล
จากฐานขอมูลของวัณโรค Tuberculist ดังแสดง
ในตารางท่ี 2  พรอมทั้งรูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปดังรูปที่ 2  มีโปรตีน 4 ชนิด 
คือ 30S ribosomal protein S15 rpsO, lipopro-
tein, PE family-related protein และ predicted 
protein (gi|289445817) ไมพบในปสสาวะกลุม
ผูปวยเอชไอวีท่ีติดเช้ือวัณโรค ขณะท่ีโปรตีนอีก 6 ชนิด 
มีปริมาณลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคนปกติ 

รูปท่ี 1. รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในปสสาวะของ
กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอดประเภทพบเชื้อ 
(1011, 1012, 1014) กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรค
ปอดประเภทไมพบเช้ือ (2004, 2005, 2006) และกลุม
ผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคนอกปอด (3011, 3013, 
3014) เทียบกับกลุมคนปกติ (N001, N002, N003) โดย
เทคนิค SDS-PAGE
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เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนระหวาง 
กลุมผูปวยแยกแตละประเภทกับกลุมคนปกติ โดย
ใช ANOVA ที่ p <0.05 พบโปรตีนของเช้ือวัณโรค
ท่ีมีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญท้ังหมด 5 ชนิด 
นําไปจัดกลุมตามหนาท่ีของโปรตีนโดยอางอิงขอมูล 
จากฐานขอมูลของวัณโรค Tuberculist ดังแสดง 
ในตารางที่ 3 พรอมทั้งรูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปดังรูปท่ี 3 จะเห็นวาไมพบ
โปรตีน transcriptional regulator protein EmbR 
ในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคปอด
ทั้งประเภทพบเชื้อและไมพบเชื้อ แตมีปริมาณเพิ่ม
ขึ้นอยางมีนัยสําคัญในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่
ติดเชื้อวัณโรคนอกปอด ขณะท่ีโปรตีน hypotheti

cal protein Rv3300c ไมพบในปสสาวะกลุมผูปวย 
เอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอดประเภทพบเชื้อและ
วัณโรคนอกปอด และมีปริมาณลดลงอยางมีนัยสําคัญ 
ในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอด
ประเภทไมพบเชื้อ สวนโปรตีน alanine rich oxi-
doreductase และ aminotransferase ไมพบ
ในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอด
ประเภทพบเชื้อ และมีปริมาณลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคปอด
ประเภทไมพบเชื้อและวัณโรคนอกปอด โปรตีน 
hypothetical protein MtubH3_12095 มี
ปริมาณเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญในปสสาวะกลุม
ผูปวยทั้ง 3 ประเภทเม่ือเปรียบเทียบกับคนปกติ

รูปที่ 2. รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมคนปกติ (N001, 
N002, N003) กับกลุมผูปวยทั้งหมด (1011, 1012, 1014, 2004, 2005, 2006, 3011, 3013, 3014)
(สีเขียว = ไมมีการแสดงออก, สีดํา = มีการแสดงออกเล็กนอย, สีแดง = มีการแสดงออกมาก)

รูปที่ 3. แสดงรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมคนปกติ 
(N001, N002, N003) กับกลุมผูปวยแตละประเภทคือ กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคปอดประเภทพบเชื้อ (1011, 1012, 
1014) ไมพบเชื้อ (2004, 2005, 2006) และผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคนอกปอด (3011, 3013, 3014)
(สีเขียว = ไมมีการแสดงออก, สีดํา = มีการแสดงออกเล็กนอย, สีแดง = มีการแสดงออกมาก)
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รจนา สุยะใหญ และคณะ โปรติโอสิกสในปสสาวะผูปวยวัณโรค 31

อภิปรายผลการศึกษา
วัณโรคเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญท้ังใน

ประเทศไทยและประเทศอื่น ๆ ทั่วโลก ปจจุบันมี
ความพยายามที่จะพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยวัณโรค 
โดยอาศัยการตรวจพบแอนติบอดีตอโปรตีนของ
เชื้อวัณโรคจากเลือด แตทวายังมีความไวและความ
จําเพาะไมมากพอที่จะนํามาใชวินิจฉัยวัณโรคได   
นอกจากนั้นระบบภูมิคุมกันตอเชื้อวัณโรคยังมีความ
ซับซอนและความรูที่มีอยูก็ยังไมครอบคลุมมากพอ 
ทําใหการวินิจฉัย ปองกัน และรักษาวัณโรคยังไมมี
ประสิทธิภาพเพียงพอ จึงมีการนําเทคนิคโปรตีโอมิกส
มาศึกษาโปรตีโอมของเช้ือวัณโรคเพ่ือใชเปนขอมูล
สําคัญในการนําไปปรับใชสําหรับพัฒนาหาวิธีตรวจ
วินิจฉัยวัณโรค 

กลุมตัวอยางปกติที่ใชในการศึกษานี้ไดจากผู
บริจาคโลหิตซึ่งไมมีผลการทดสอบทูเบอรคูลินตอ
แอนติเจนของเช้ือวัณโรค จึงไมสามารถเลือกเอาเฉพาะ
ผูที่ไมมีเช้ืออยูในรางกายหรือผลลบตอการทดสอบ
ทูเบอรคูลินได ทําใหผลการวิเคราะหโปรตีนสามารถ
พบโปรตีนของเช้ือวัณโรคในคนปกติได นอกจากนี้
ยังคาดกันวา 1 ใน 3 ของคนไทยมีเชื้อวัณโรคอยูใน
รางกายแตไมแสดงอาการ

เมื่อวิเคราะหชนิดของโปรตีนที่มีการแสดงออก
เปล่ียนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญ โดยเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมผูปวยเอชไอวีท่ีติดเช้ือวัณโรคทุกประเภท
กับกลุมคนปกติ  ไมพบวามีโปรตีน 30S ribosom-
al protein S15 rpsO, lipoprotein 39 kDa, PE 
family-related protein และ predicted protein 
(gi|289445817) ในปสสาวะของกลุมผูปวย   โปรตีน  
30S ribosomal protein S15 rpsO ของเชื้อวัณโรค
ถูกจัดอยูในกลุมโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับ informa-
tion pathways ประกอบดวยกรดอะมิโน 89 ตัว ทํา
หนาที่จับกับ rRNA ทําใหเกิดการเชื่อมพันธะระหวาง  
16S rRNA  ของ 30S subunit กับ  23S rRNA 

ของ 50S subunit กลายเปนไรโบโซมขนาด 70S 
เกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนของเช้ือวัณโรค[28] 
โปรตีน lipoprotein ที่พบในการศึกษานี้มีขนาด
โมเลกุล 39 kDa เปนโปรตีนที่พบในสวน envelope 
ที่เปน lipid bilayer ของเชื้อวัณโรค มีอยู 4 หนวย
ยอย ประกอบดวยน้ําหนักโมเลกุลขนาด 19, 26, 27 
และ 39  kDa  โดยพบวาขนาด 19 และ 39 kDa 
เปนสวนท่ีทําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันของ
รางกายตอเชื้อวัณโรค ทําใหเกิดความรุนแรงในการ
กอโรค[29] นอกจากน้ียังมีหนาที่ขนสงสารอาหารผาน
ผนังเซลลของเชื้ออีกดวย[30] โดยเฉพาะ lipoprotein 
19 kDa พบวาสามารถกระตุนใหเกิดการตายแบบ 
apoptosis ของแมคโครฟาจได โดยผานทั้งทาง  ex-
trinsic และ intrinsic pathways[31] สวน PE fami-
ly-related protein ถูกจัดอยูในกลุม PE/PPE เปน
โปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนไกลซีนและอะลา
นีนเปนจํานวนมาก โดยมี Pro-Glu (PE) motifs อยู
ทางดาน N-terminal แตยังไมทราบหนาที่ชัดเจน[20] 
และ predicted protein (gi|289445817) เปน hy-
pothetical protein ที่ยังไมทราบโครงสรางและ
หนาท่ีการทํางาน   ดังน้ันโปรตีนท่ีนาจะใชเปนตัวบงช้ี
ในภาวะที่ผูปวยเอชไอวีมีการติดเชื้อวัณโรค คือ 30S 
ribosomal protein S15 rpsO และ lipoprotein 
39  kDa   โดยจะไมมีการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 
ชนิดนี้ในปสสาวะ  นอกจากน้ีการขาด lipoprotein 
ยังยับยั้งหรือลดการตายของเซลลแมคโครฟาจเจา
บาน (host cells) อีกดวย เพราะภาวะที่มีการติดเชื้อ
วัณโรค เชื้อจะกระตุนใหเกิดการสะสมไขมันภายใน
เซลลแมคโครฟาจเจาบาน  เพื่อใชเปนแหลงพลังงาน
และแหลงคารบอน[32]  ดังนั้นเมื่อเซลลแมคโครฟาจ
ของเจาบานไมถูกทําลาย เชื้อจึงอาจสามารถแบงตัว
เพิ่มจํานวนและทวีความรุนแรงไดมากยิ่งขึ้น

เมื่อวิเคราะหชนิดของโปรตีนที่มีการแสดงออก
เปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญ โดยเปรียบเทียบ
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ระหวางกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคแตละ
ประเภทกับกลุมคนปกติ พบวาโปรตีนของเช้ือวัณโรค 
alanine rich oxidoreductase และ aminotrans-
ferase มีปริมาณลดลงในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอ
วีที่ติดเช้ือวัณโรคปอดประเภทไมพบเช้ือและวัณโรค
นอกปอด แตไมพบในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่
ติดเชื้อวัณโรคปอดประเภทพบเช้ือ ซึ่งโปรตีน 2 ชนิด
นี้จัดอยูในกลุมที่ทําหนาท่ีเกี่ยวของกับเมแทบอลิสม
และกระบวนการหายใจภายในเซลลของเชื้อ ทําให
เชื้อวัณโรคเจริญอยูไดภายในเซลลเจาบาน จึงนา
จะใชเปนตัวบงชี้สําหรับวินิจฉัยผูปวยเอชไอวีที่ติด
เชื้อวัณโรคปอดประเภทพบเช้ือได  สวนโปรตีน hy-
pothetical protein Rv3300c ยังไมมีการศึกษา
ถึงโครงสรางและหนาที่การทํางาน จึงไมเหมาะที่
จะใชเปนตัวบงช้ี ขณะที่โปรตีน transcriptional 
regulator protein EmbR เปนโปรตีนควบคุมการ
สังเคราะห mRNA ของ embCAb operon ท่ี code 
สําหรับ arabinosyltransfereases ท่ีเก่ียวของกับการ
สรางโปรตีนและการเพ่ิมจํานวนของเช้ือ  นอกจากน้ี
ยังถูกควบคุมดวยกลุมของเอนไซม Serine/threo-
nine (Ser/Thr) protein kinases ซึ่งจะตองมีผาน
กระบวนการ phosphorylation ของ EmbR กอนถึง
ทํางานได โดยโปรตีนนี้มีปริมาณเพิ่มขึ้นในปสสาวะ
กลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคนอกปอด แตไมพบ
ในปสสาวะกลุมผูปวยเอชไอวีที่ติดเช้ือวัณโรคปอดท้ัง
ประเภทพบเชื้อและไมพบเชื้อ จึงนาจะใชเปนตัวบง
ชี้เพ่ือวินิจฉัยแยกระหวางการติดเช้ือวัณโรคในปอด
และนอกปอดได

สรุปผลการศึกษา
โปรตีนของเช้ือวัณโรคท่ีนาจะเหมาะสมสําหรับ

ใชเปนโปรตีนเปาหมายและอาจนํามาใชเปนตัวบง
ชี้สําหรับการวินิจฉัยวัณโรคในผูปวยเอชไอวีจาก
ตัวอยางปสสาวะ คือ 30S ribosomal protein 

S15 rpsO และ lipoprotein 39  kDa โดยจะไม
พบโปรตีนชนิดนี้ในผูปวยเอชไอวีที่ติดเชื้อวัณโรคทุก
ประเภท และอาจวินิจฉัยแยกวัณโรคในปอดและ
นอกปอดไดโดยใช transcriptional regulator pro-
tein EmbR เปนตัวบงชี้ 
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Proteomics analysis of urine from TB-HIV infected Patients 
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Technology Development Agency (NSTDA), Thailand Science Park, Pathumthani, 
3Chiangrai Prachanukroh Hospital, Chiang Rai

Objectives   To investigate protein profi le in urines of TB/HIV patients by proteomics approach 
that could be used for important data to discover potential diagnostic markers. 

Methods   Individual urine samples of 4 groups such as (1) pulmonary-TB/HIV co-infected (AFB 
positive), (2) pulmonary-TB/HIV co-infected (AFB negative), (3) extra-pulmonary-TB/HIV 
co-infected and (4) healthy control groups were analyzed using a  proteomic method based on 
SDS-PAGE separation. Then the gels were visualized with silver staining and excised to small 
pieces. The gel pieces were tryptic digested followed by the identifi cation of peptide mixtures 
using LC-MS/MS analysis and searched against NCBI database using the MASCOT search engine. 

Results   Overall, 193 differential express-bacterial proteins were identifi ed by this urinary pro-
teomic study. A comparison between all TB/HIV groups with controls showed that 30S ribosomal 
protein S15 rpsO, lipoprotein 39 kDa, PE family-related protein and predicted protein (gi|289445817) 
were not expressed in the patients’ urines. In addition, transcriptional regulator protein EmbR was 
up-regulated in extra-pulmonary-TB/HIV urines but not expressed in pulmonary-TB/HIV urines 
when comparing between each patient groups with controls.

Conclusions   These results suggest that 30S ribosomal protein S15 rpsO and lipoprotein 39 kDa 
may be useful as diagnostic biomarkers of TB/HIV co-infection while transcriptional regulator 
protein EmbR may be a candidate marker of extra-pulmonary TB/HIV co-infection. Chiang Mai 
Medical Journal 2014;53(1):23-34.
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