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บทคัดย่อ
 Polycephalomyces nipponicus เป็นเช้ือราก่อโรคในแมลงซ่ึงมสีรรพคณุด้านยาและมฤีทธิท์างชีวภาพ
ที่นิยมน�ามาใช้ในการบ�ารุงรักษาสุขภาพและใช้เป็นยาทางการแพทย์ รวมถึงมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อมาลาเรีย และ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค โดยจากการศึกษา พบว่าสารสกัดเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทั้งแบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด รวมทั้งเชื้อ  
S. aureus สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาเมทิซิลิน (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) แต่กลไก
ในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคยังไม่ทราบแน่ชัด เพื่อศึกษาถึงวิถีเมแทบอลิสมหรือโปรตีนของแบคทีเรีย 
MRSA ทีเ่ป็นเป้าหมายของเชือ้รา P. nipponicus แบคทเีรยี MRSA สายพนัธุ ์DMST 20651 และ DMST 20654 
ถกูเล้ียงในอาหารท่ีมสีารสกดัเส้นใยเชือ้รา P. nipponicus Cod-MK1201 ทีค่วามเข้มข้น 1.5 มลิลกิรัม/มลิลลิติร
หรือ 0.5 เท่าของค่าความเข้มข้นต�่าสุดของสารสกัดที่ยับยั้งการเจริญเป็นเวลา 18 ชั่วโมง โปรตีนจากเซลล์ของ
แบคทีเรียจะถูกน�าออกจากเซลล์โดยการ sonication จากนั้นน�ามาวิเคราะห์แยกบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้าแบบ
สองมิติ รูปแบบของโปรตีนที่ได้จากแบคทีเรียทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสารสกัด ถูกน�ามาเปรียบเทียบการ
แสดงออกโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ ImageMaster 2D platinum จากนั้นเลือกจุดโปรตีนที่มีการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกมาเพือ่วเิคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยวธิ ีLiquid chromatography-tandem mass spectrometry 
โดยพบว่า จดุโปรตนีจ�านวน 22 จดุทีม่กีารเปลีย่นแปลงการแสดงออกแตกต่างจากกลุม่ควบคมุ (เพิม่ขึน้หรอืลดลง 
มากกว่า 1.5 เท่า) ถูกน�ามาวิเคราะห์ชนิดของโปรตีน โดยในแบคทีเรีย MRSA ทั้งสองสายพันธุ์ พบการแสดงออก
ลดลงของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิสมของคาร์โบไฮเดรต กระบวนการการสร้างพลังงาน 
ภายในเซลล์ และการลดลงของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแปลรหัส ในขณะที่โปรตีนที่ท�าหน้าที่ในการ
ตอบสนองต่อสภาวะเครียด (stress protein) มีการแสดงออกของโปรตีนที่เพิ่มขึ้น การศึกษาครั้งนี้ตั้งสมมติฐาน
ได้ว่า สารสกัดเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย MRSA โดยการยับยั้ง
กระบวนการเมแทบอลิสม สร้างพลังงาน และการแปลรหัส
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Effects of Polycephalomyces nipponicus extract on protein profiles
of methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
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Abstract
	 The entomopathogenic fungus Polycephalomyces nipponicus has been reported to 
have both antibacterial and antimalarial activities. Previous studies have shown that the crude 
mycelial extract is active against several Gram-negative and Gram-positive bacteria, including 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). However, the mechanism underlying this 
antibacterial activity has yet to be elucidated. This study sought to determine which bacterial 
metabolic pathways or proteins P. nipponicus might be targeting by examining the in vitro effects 
of crude mycelial extract on MRSA using a gel-based proteomic approach. The MRSA strains 
DMST 20651 and DMST 20654 were treated with a sub-inhibitory concentration of P. nipponicus 
Cod-MK1201 mycelium extract (1.5 mg/ml or 0.5 MIC) for 18 hours. The protein extracts were 
then obtained from the MRSA cells by sonication, and the proteins were separated by 2D 
polyacrylamide gels. After this, the protein expression profiles of untreated control and  
extract-treated cells were analyzed by Image Master 2D platinum software for any significant 
differences. Protein spots of interest were extracted from the gels and identified by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). A total of 22 protein spots that were 
significantly changed in protein expression with a greater than 1.5-fold increase or decrease 
relative to the control cells were identified. The analysis of the protein profiles showed a general 
decrease in the expression of proteins related to carbohydrate metabolism and energy production 
in both strain DMST 20651 and strain DMST 20654. The proteins related to translation were also 
present at lower levels in both strains, while the expression of stress response proteins was 
increased. It was postulated that P. nipponicus mycelial extract exerted its antibacterial effects 
by disrupting energy metabolism and/or translation.
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บทน�า
การใช้ยาปฏิชวีนะอย่างแพร่หลายในปัจจุบนั 

น�าไปสู่การกระตุน้ให้เกิดการดือ้ยาและการแพร่กระจาย
ของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค ซ่ึงนับเป็นปัญหาท่ีส�าคัญ 
ในทางการแพทย์ Staphylococcus aureus จัดเป็น
เชื้อแบคทีเรียก่อโรคที่เป็นสาเหตุการติดเชื้อทาง
ผวิหนงัเนือ้เยือ่ เช่น ฝี (abscesses, boils, furuncles) 
โรคเนื้อเยื่ออักเสบ (cellulites) โรคผิวหนังและ 
รูขุมขนอักเสบ (folliculitis) โรคผิวหนังชนิดเป็นตุ่ม
พุพอง (impetigo) ฝีฝักบัว (carbuncles) และ 
โรค scalded skin syndrome อีกทั้งตัวเชื้อ 
ยังสามารถก่อให้เกิดการติดเช้ือที่รุนแรง เช่น การ 
ติดเชื้อในกระแสเลือด (bacteremia) โรคปอดบวม 
(pneumonia) เยื่อบุหัวใจอักเสบเฉียบพลัน (acute 
endocarditis) และเยือ่หุม้สมองอักเสบ (meningitis) 
ตลอดจนโรคแทรกซ้อนอื่นๆ โดยมักจะแทรกซ้อนใน 
ผู้ป่วยที่ติดเชื้อท�าให้มีอาการรุนแรงขึ้น1 โดยทั่วไป  
S. aureus มกัตรวจพบได้จากการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 
(nosocomial infections) แต่มีรายงานว่าสามารถ
ตรวจพบได้ในชุมชนทั่วไป และจากงานวิจัยต่างๆ 
ตลอดจนรายงานทางการแพทย์พบว่าเชื้อ S. aureus 
มกีารดือ้ยาเพิม่มากขึน้ และมกีารววิฒันาการสายพนัธุ์
ท�าให้มีคุณสมบัติในการต้านยาปฏิชีวนะได้หลายชนิด 
โดยชนิดที่ส�าคัญ ได้แก่ methicillin resistant  
S. aureus (MRSA) โดยมีการตรวจพบเชื้อ MRSA  
ในหลายประเทศรวมทั้งประเทศไทยด้วย ซึ่งเชื้อ  
MRSA นีท้�าให้เกดิอาการตดิเชือ้รนุแรง รกัษาหายได้ยาก
เนือ่งจากเชือ้เกดิการด้ือยาและท�าให้ผูป่้วยมอีตัราเสีย่ง
ต่อการเสยีชวิีตสงู ดงันัน้ ในการรกัษาอาจจะต้องใช้ยาทีม่ี 
ประสิทธิภาพสงู เช่น fosfomycin หรอื vancomycin 
ซึ่งอาจมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วย นอกจากน้ี ยังพบว่า 
การน�ายา vancomycin มาใช้ในการรกัษาการตดิเชือ้ 
MRSA กลับท�าให้เชื้อแบคทีเรียมีการกลายพันธุ์จาก 
MRSA เป ็นสายพันธุ ์ ใหม ่  คือ vancomycin 
intermediate S. aureus (VISA) และ vancomycin 
resistant S. aureus (VRSA) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ดื้อยา 

vancomycin และก่อให้เกิดปัญหาเชื้อด้ือต่อยา
ปฏิชีวนะเพิ่มขึ้น2,3 จากสาเหตุที่กล่าวมาข้างต้นท�าให้
กลุ่มนักวิจัยในหลายประเทศทั่วโลก เริ่มสนใจค้นคว้า
ยาใหม่ๆ เพื่อน�ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อจาก
แบคทเีรยีกลุม่นี ้โดยมุง่เน้นไปทีผ่ลติภณัฑ์จากธรรมชาติ
ทั้งสารสกัดจากพืชสมุนไพร เห็ด หรือแม้กระทั่งจาก
จุลินทรีย์ ทั้งในกลุ่มแบคทีเรีย และเชื้อรา 

C o r d y c e p s  เ ป ็ น เ ชื้ อ ร า ใ น ว ง ศ ์ 
Clavicitaceae ที่พบได้ทั่วโลกประมาณ 400  
สายพนัธุ ์เช้ือรานีก่้อให้เกดิโรคในแมลงหลายชนดิ เช่น 
ผึ้ง ต่อ แตน แมงมุม เพลี้ย สปอร์ของเชื้อ Cordyceps 
จะสร้างสารที่ท�าปฏิกิริยากับไขมันบนผิวล�าตัวของ
แมลงเจ้าบ้าน ซึ่งจะกระตุ้นให้เกิดการงอกของสปอร์ 
หลังจากนั้นเชื้อราจะเริ่มสร้างเส้นใย (mycelium) 
และผลติไคตเินสเพือ่สลายไคตนิท่ีผวิของแมลง เพือ่ให้
เส้นใยของเชือ้ราเจรญิผ่านกระจายท่ัวร่างของแมลงและ
ใช้แมลงนั้นเป็นแหล่งอาหารในการเจริญ ในระหว่าง
การเจริญด�ารงชีวิต เชื้อราจะผลิตท้ังสารปฐมภูมิ 
(primary metabolites) และสารทตุยิภมู ิ(secondary 
metabolites) โดยสารทุติยภูมิที่เชื้อรา Cordyceps 
spp. ผลติออกมาบางชนดิมีคณุสมบัตเิป็นสารออกฤทธิ์
ทางชวีภาพ (bioactive compound) เช่น cordycepin, 
ergosterol polysaccharides, mannitol และ 
adenosine4,5 และมีการรายงานถึงฤทธ์ิของสารจาก
เช้ือรา Cordyceps ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคเชื้อราสาเหตุโรคพืชบางชนิดได้6,7,8 
ข้อมูลดังกล่าวข้างต้นจะเห็นได้ว่าเช้ือราก่อโรคแมลง
กลุ่ม Cordyceps spp. เป็นจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่งที่มี
ศกัยภาพในการผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพหรอืสาร
ปฏิชีวนะในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได้หลายชนิด 

Polycephalomyces nipponicus หรือ 
Cordyceps nipponica (ชื่อเดิม) เป็นเชื้อราก่อโรค
แมลงอีกตัวหนึ่งซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรยีก่อโรค จากการศึกษาพบว่าเช้ือราก่อโรค
แมลง P. nipponicus สายพันธุ์ Cod-MK1201 ซึ่ง
แยกได้จากซากจักจั่นในจังหวัดมหาสารคาม มีฤทธิ์
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ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคท้ังแบคทีเรีย 
แกรมลบ และแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด รวมทั้ง
เช้ือ S. aureus ทัง้สายพันธ์ุทีไ่วและด้ือต่อยาเมทซิลินิ9 
แต่หากว่าข้อมูลในด้านของกลไกการออกฤทธิ์ หรือ 
ผลของสารสกัดจากเส้นใยเชื้อราที่มีต่อการเจริญของ
แบคทีเรียยังมีข้อมูลไม่มากนัก การศึกษาเพิ่มเติมถึง
โปรตีนเป้าหมายที่สารสกัดเส้นใยเชื้อราเข้าไปมีผล
โดยตรง และท�าให้เกดิการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี 
จะเป็นข้อมลูทีเ่ป็นประโยชน์ในการน�าสารสกดัเส้นใย
เชื้อราน้ีมาใช้ในด้านการรักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อ  
S. aureus ในอนาคต

วัตถุประสงค์ 
 1. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของรูปแบบ
โปรตีนในแบคทเีรียก่อโรค MRSA DMST 20651 และ 
DMST 20654 ตอบสนองต่อสารสกัดจากเส้นใย 
เช้ือรา P. nipponicus Cod-MK1201 ด้วยวิธีการ 
แยกโปรตีนบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้าสองมิติ
 2. เพื่อตรวจวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนของ
แบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออก
เมื่อได้รับสารสกัดจากเส้นใยเชื้อรา เพื่อให้ทราบถึง
โปรตีนเป้าหมายที่สารสกัดเส้นใยเชื้อราเข้าไปมีผล
โดยตรง

วิธีการศึกษา
การเตรยีมเส้นใย และการสกดัสารจากเส้นใยเชือ้รา 
 เชื้อรา P. nipponicus Cod-MK1201  
เลี้ยงในอาหาร induced medium บ่มท่ีอุณหภูมิ  
28 องศาเซลเซียส 20 วัน จากนั้นกรองและท�าให้แห้ง 
ก่อนน�าไปบดละเอียด น�าผงเส้นใยราที่ได้ผสมกับ
เอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 50% น�าไปท�าให้ 
เซลล์แตก ด้วยเคร่ือง high intensity ultrasonic 
processor เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้น�าไปป่ันทีค่วามเรว็ 
4,100 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
20 นาที น�าน�้าใสส่วนบนมากรองผ่านกระดาษกรอง

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บสาร 
ละลายเส้นใยทีก่รองแล้วไว้ท่ีอณุหภูม ิ4 องศาเซลเซียส

การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์
 น�าเชื้อแบคทีเรีย MRSA มาเพาะเลี้ยง 
ในอาหาร Mueller-Hinton agar (MHA) เป็นเวลา 
16-18 ช่ัวโมง จากนั้นใช้ลูปเข่ียเช้ือ 2-5 โคโลนี  
ใส่ลงในอาหารเหลว MHB แล้วบ่มทีอ่ณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง และปรับความเข้มข้น
ของกล้าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 หน่วย 
McFarland โดยการวัดด้วยเครื่องวัดความขุ่น

การประเมินความเข้มข้นต�่าสุดของสารสกัดที่ 
ยับย้ังการเจริญของเช้ือที่ใช้ทดสอบ (Minimal  
inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี Broth 
microdilution
 เจือจางสารสกัดเส้นใยเชื้อราใน 96-well 
microtiter plate แบบ serial 2-fold dilution ใน
ช่วงความเข้มข้น 3.125 - 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
จากนั้นเติมเชื้อทดสอบความเข้มข้นสุดท้ายประมาณ 
1x104 CFU/ml ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ลงไปในหลุม 
microtiter plate แล้วน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง อ่านค่า MIC จาก
หลมุทีม่สีารสกดัความเข้มข้นน้อยทีส่ดุทีส่งัเกตไม่เหน็
การเจริญ ด้วยการดูจากความขุ่นของอาหารเลี้ยง 
เช้ือเหลว โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวผสมเช้ือเป็น 
ตัวควบคุมลบ และอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวผสมยา 
เตตราไซคลิน (ความเข้มข้น 0.25-256 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) และเชื้อทดสอบเป็นตัวควบคุมบวก ท�าการ
ทดสอบซ�า้ 3 ครัง้ การหาค่า minimum bactericidal 
concentration (MBC) ท�าได้โดยน�าอาหารเลี้ยง 
เช้ือเหลวจากหลุมที่ดูแล้วว่าไม่มีการเจริญของเชื้อ
ทดสอบ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง ตรวจผล
ดูการเจริญเติบโตของเชื้อ ค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุด
ของสารสกัดซึ่งสามารถท�าลายเช้ือทดสอบให้ลดลง 
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ไม่น้อยกว่า 99.9% ถือว่าเป็นค่าความเข้มข้นต�่าสุด 
ในการท�าลายเชื้อทดสอบ (MBC)

การทดสอบผลของสารสกัดต่อรูปแบบโปรตีนของ
เชื้อแบคทีเรีย
 การสกัดและการเตรียมโปรตีนของเชื้อ
แบคทเีรยี เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 20 มลิลลิติร ในจาน
อาหาร โดยแบ่งเป็นสองกลุม่การทดลองคอื กลุม่อาหาร
เลีย้งเชือ้ทีไ่ม่เตมิสารสกดัเส้นใยเชือ้รา และกลุม่อาหาร
เล้ียงเชือ้ทีเ่ตมิสารสกดัเส้นใยเชือ้ราทีค่วามเข้มข้น 1.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นน�าเชื้อแบคทีเรียที่มีอายุ 
12 ช่ัวโมง ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ความเข้มข้น
ของเชื้อ 104 CFU/ml จากนั้นน�าจานอาหารทั้งหมด
ไปบ่มในตู้บ่ม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 
ชั่วโมง หลังจากนั้น ท�าการเก็บเซลล์ทั้งสองกลุ่มโดย 
การป่ันเหวีย่งที ่10,000xg ที ่4 องศาเซลเซยีส 20 นาที 
ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 0.85% NaCl และละลายตะกอน
เซลล์ใน PBS เซลล์แบคทีเรียจะถูกท�าให้แตกด้วย
เครื่อง Ultrasonic processor ที่ 30% amplitude 
15 นาที บนน�้าแข็ง จากนั้นเติม lysis solution ลงใน
แต่ละหลอด เซลล์ที่ผ่านการย่อยแล้วจะน�าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 10000xg ที่ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บ
สารละลายโปรตีนแบคทีเรียที่ได้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 การหาปริมาณโปรตนี ปรมิาณของโปรตีนที่
ได้จากเชื้อแบคทีเรียถูกวัดโดยใช้เครื่อง NanoDrop 
2000 spectrophotometer (Thermo Fisher 
Scientific) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
 วธีิการแยกโปรตนีบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้า
สองมติ ิ(two-dimensional gel electrophoresis: 
2DE) เตรียมโปรตีนตัวอย่าง 100 ไมโครกรัม เพื่อใช้
แยกตามค่า pI (isoelectric point) บน immobiline 
dry strip ที่ช่วง pH 4-7 ใน โดยตั้งค่าเครื่อง ettan 
IPGphor ให้ rehydration นาน 12 ชั่วโมง ที่ 20  
องศาเซลเซยีส จากนัน้แยกโดยใช้กระแสไฟฟ้าขัน้ที ่1 

ความต่างศักย์ 200 โวลต์ต่อช่ัวโมง นาน 1 นาที  
ข้ันท่ี 2 ความต่างศักย์ 200-3,500 โวลต์ต่อช่ัวโมง  
นาน 90 นาทีและข้ันท่ี 3 ความต่างศักย์ 3,500  
โวลต์ต่อชั่วโมง นาน 3 ชั่วโมง เมื่อครบขั้นตอน แช่ 
immobiline dry strip ใน dithiothreitol 
equilibration buffer และ iodoacetamide 
equilibration buffer ครั้งละ 30 นาที จากนั้น 
น�า immobiline dry strip ไปแยกโปรตนีตามน�า้หนกั
โม เล กุลบน Sod ium Dodecyl  Sul fa te-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
ใช้กระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์และความต่างศักย์ 
75 โวลต์ นาน 60 นาที และเปลี่ยนเป็นกระแสไฟฟ้า 
20 มิลลิแอมแปร์และความต่างศักย์ 150 โวลต์ นาน 
160 นาที น�าแผ่นเจลที่ได้ย้อมด้วย coomassie 
brilliant blue G-250 นาน 12 ชั่วโมง แล้วล้างเจล
จนเห็นจุดโปรตีนชัดเจน โดยตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม 
จะท�า 3 ครั้ง
 การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนในเจล 
บันทึกภาพเจลท่ีได้ด้วยเครื่องสแกนเจล และตรวจ
วเิคราะห์ความเข้มของจุดโปรตนีในแต่ละแผ่นเจลโดย
ใช้โปรแกรม imageMaster 2D platinum เพื่อหาจุด
โปรตนีทีม่กีารแสดงออกแตกต่างกนั ระหว่างแบคทเีรยี
กลุม่ควบคมุ และแบคทเีรยีกลุม่ทีไ่ด้รบัสารสกดัเส้นใย
เชื้อรา 
 ตรวจวเิคราะห์ชนดิของโปรตีน ตดัจดุโปรตนี
ที่สนใจเพื่อน�าไปวิเคราะห์หาล�าดับกรดอะมิโน 
โดยเทคนิค Liquid chromatography–mass 
spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) 
และเปรียบเทียบชนิดโปรตีนโดยใช้ฐานข้อมูลโปรตีน
แบคทีเรียใน NCBI ผ่าน MASCOT MS/MS Ion 
(www.matrixscience.com) โดยศูนย์เครื่องมือ  
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น
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ผลการศึกษา
การประเมินค่าความเข้มข้นต�่าสุดของสารสกัดท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญ (MIC) ของเชื้อแบคทีเรีย 
MRSA ด้วยวิธี Broth microdilution

จากการทดสอบความไวของเชื้อ MRSA  
สายพันธุ์ DMST 20651 และ DMST 20654 ต่อ 
สารสกัดจากเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus Cod-
MK1201 พบว่า สารสกัดจากเส้นใยเชื้อรา P. 
nipponicus มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
MRSA ทั้งสองสายพันธุ์ โดยค่า MIC เท่ากับ 3.125 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ ค่า MBC เท่ากับ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส่วน MIC และ MBC ต่อยา 
เตตราไซคลินของเชื้อแบคทีเรียนี้ มีค่าเท่ากับ 0.07 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 0.15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
ตามล�าดับ

การทดสอบผลของสารสกัดต่อรูปแบบโปรตีนของ
เชื้อแบคทีเรีย 

โปรตีนของแบคทีเรีย MRSA สายพันธุ ์ 
DMST 20651 และ DMST 20654 ถูกแยกบนเจล 
ด้วยกระแสไฟฟ้าสองมิติ ความแตกต่างของรูปแบบ
โปรตีนระหว่างแบคทีเรียทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มที ่
ได้รบัสารสกัดเส้นใยเชือ้ราถกูตรวจวเิคราะห์ความเข้ม
ของจุดโปรตีนในแต่ละแผ่นเจลโดยใช้โปรแกรม 
ImageMaster 2D platinum เพื่อหาจุดโปรตีนที่มี
การแสดงออกแตกต่างกัน พบว่าในแบคทีเรีย MRSA 
สายพันธุ์ DMST 20651 มีจุดโปรตีนที่มีความเข้ม 
แตกต่างกันระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ ่มที่ได้รับ 
สารสกัดเส้นใยเช้ือราจ�านวน 283 จุด โดยเป็นจุด
โปรตีนที่มีความเข้มเพิ่มขึ้นมากกว่า 1.5 เท่า จ�านวน 
61 จุด และเป็นจุดโปรตีนที่มีความเข้มลดลงมากกว่า 
1.5 เท่า จ�านวน 47 จุด เมื่อเปรียบเทียบกับจุดโปรตีน
ในกลุ่มควบคุม

แบคทีเรีย MRSA สายพันธุ์ DMST 20654 
มีจุดโปรตีนท่ีมีความเข้มแตกต่างกันระหว่างกลุ ่ม
ควบคุมและกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดเส้นใยเช้ือราจ�านวน 
304 จุด โดยเป็นจุดโปรตีนที่มีความเข้มเพิ่มขึ้น
มากกว่า 1.5 เท่า จ�านวน 46 จุด และเป็นจุดโปรตีน
ที่มีความเข้มลดลงมากกว่า 1.5 เท่า จ�านวน 57 จุด 
เมื่อเปรียบเทียบกับจุดโปรตีนในกลุ่มควบคุม 

จากนั้น 12 จุดโปรตีนจากแบคทีเรีย MRSA 
สายพนัธุ ์DMST 20651 และ 10 จุดโปรตนีจาก DMST 
20654 ที่มีการแสดงออกแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม
ควบคมุและกลุม่ทีไ่ด้รบัสารสกดัเส้นใยเชือ้รามากกว่า 
1.5 เท่า ได้ถูกคัดเลือกเพ่ือน�าไปวิเคราะห์ล�าดับกรด
อะมโินโดยเทคนคิ Liquid chromatography–mass 
spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) 
และเปรียบเทียบชนิดโปรตีนโดยใช้ฐานข้อมูลโปรตีน
ใน MASCOT โดยจาก 22 จุดโปรตีนท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงพบว่า มี 16 จุดโปรตีนท่ีมีการลดการ
แสดงออกลง และ 6 จุดโปรตีนที่มีการแสดงออก 
เพิ่มขึ้นเมื่อได้รับสารสกัดเส้นใยเชื้อรา โดยวัดจาก
ความเข้มของจุดโปรตีนเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ต�าแหน่งและหมายเลขของจุดโปรตีนดังแสดงใน 
รูปที่ 1

 โปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ชนิดโดยใช ้
ฐานข้อมูลโปรตีนใน MASCOT จ�านวน 22 จุด  
กลุ่มโปรตีนดังกล่าวเกี่ยวข้องกับการท�าหน้าที่ส�าคัญ
หลายอย่างในเซลล์แบคทีเรีย ดังแสดงในตารางที่ 1 
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รูปที่ 1 แบบแผนโปรตีนเปรียบเทียบที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย MRSA สายพันธุ์ DMST 20651 และ DMST 20654 
โดยใช้วิธี 2DE; (A) แบคทีเรียกลุ่มควบคุม (B) แบคทีเรียกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดเส้นใยเชื้อราความเข้มข้น 1.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร วงกลมระบุต�าแหน่งจุดโปรตีนที่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกแตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
โดยวงกลมเส้นปะคือจุดโปรตีนที่มีการแสดงออกลดลง วงกลมเส้นทึบคือจุดโปรตีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 
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ตารางที่ 1 ชนิดและคุณสมบัติของจุดโปรตีนจ�านวน 22 จุด ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS และ
สืบค้นในฐานข้อมูลโปรตีน MASCOT 

Spot 
No.

Protein identification Accession Mass
(Da)

MASCOT 
Score

Fold 
change

COGs Functional 
classification

1 IMP dehydrogenase WP_031808136. 52946 1017 1.66 ↓ Nucleotide 
metabolism and 
transport

2 Enolase PAJ00584.1 47173 457 2.33 ↓ Carbohydrate 
metabolism and 
transport

3 Aspartate 
aminotransferase

WP_052999368.1 43689 576 1.98 ↓ Amino Acid 
metabolism and 
transport

4 Citrate synthase WP_000829165.1 42666 734 1.63 ↓ Energy production 
and conversion

5 Elongation factor Ts WP_061740457.1 32646 738 2.48 ↓ Translation

6 30S Ribosomal protein S2 ABD30333.1 27772 477 3.12 ↓ Translation

7 Fructose-bisphosphate 
aldolase class 1 

EFG56585.1 33240 727 2.25 ↓ Carbohydrate 
metabolism and 
transport

8 (S)-acetoin forming 
diacetyl reductase

WP_000002746.1 27284 557 2.16 ↓ Energy production 
and conversion

9 Superoxide dismutase WP_000863555.1 22755 445 1.67 ↓ Inorganic ion 
transport and 
metabolism

10 Hypothetical protein 
SACOL1020 

WP_000600392.1 19314 365 2.08 ↓ Hypothetical protein 
SACOL1020

11 Protein deglycase HchA WP_000076396.1 32226 170 1.96 ↑ Post-translational 
modification, protein 
turnover, chaperone 
functions

12 Pyruvate kinase WP_031896168.1 63292 921 1.71 ↑ Carbohydrate 
metabolism and 
transport

13 Enolase PAJ00584.1 47173 457 5.32 ↓ Carbohydrate 
metabolism and 
transport

14 Citrate synthase WP_000829168.1 42679 350 1.68 ↓ Energy production 
and conversion

15 Elongation factor Ts WP_061740457.1 32646 738 1.60 ↓ Translation

16 Succinate--CoA ligase 
subunit alpha 

PNZ57977.1 31756 368 2.27 ↓ Energy production 
and conversion

17 30S Ribosomal protein S2 ABD30333.1 27772 477 1.90 ↓ Translation

18 Fructose-bisphosphate 
aldolase class 1 

EFG56585.1 33240 727 1.69 ↓ Carbohydrate 
metabolism and 
transport
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Spot 
No.

Protein identification Accession Mass
(Da)

MASCOT 
Score

Fold 
change

COGs Functional 
classification

19 Ornithine 
aminotransferase 

WP_064126199.1 43676 735 6.05 ↑ Amino Acid 
metabolism and 
transport 

20 Glyceraldehyde-3-
phosphate 
dehydrogenase 1 

EUV10690.1 35660 691 1.63 ↑ Carbohydrate 
metabolism and 
transport

21 Hypothetical protein WP_063652486.1 22344 452 1.62 ↑ Hypothetical protein 
SAV1854

22 Alkyl hydroperoxide 
reductase subunit C 

WP_000052781.1 21135 433 1.64 ↑ Defense mechanism

อภิปรายผล
P. nipponicus เป็นเชื้อราก่อโรคแมลง 

อีกตัวหนึ่งซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคได้ เพ่ือศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกของ 
สารสกัดเส้นใยเชื้อราในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย โปรตีนของแบคทีเรีย MRSA สายพันธุ์ 
DMST 20651 และ DMST 20654 ที่เจริญในภาวะที่
ได้รับสารสกัดเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus ที่ความ
เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร หรือ 0.5 เท่าของค่า
ความเข้มข้นต�่าสุดของสารสกัดที่ยับยั้งการเจริญของ
เชือ้ทีใ่ช้ทดสอบ ซ่ึงเป็นความเข้มข้นทีพ่จิารณาแล้วว่า
แบคทีเรียทดสอบจะยังมีชีวิตอยู่และสร้างโปรตีนใน
ปริมาณที่เพียงพอที่จะน�ามาวิเคราะห์เพื่อหารูปแบบ
ของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปโดยใช้วิธีการแยกโปรตีน
บนเจลด้วยกระแสไฟฟ้าแบบสองมิติ 

เมือ่เปรยีบเทยีบรปูแบบโปรตนีของแบคทเีรยี 
MRSA สายพันธุ์ DMST 20651 และ DMST 20654 
ระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่มที่ได้รับสารสกัดเส้นใย 
เชื้อราที่ความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่า 
สารสกัดเส้นใยเชื้อรา ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง 
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในแบคทีเรียทั้งสอง
สายพันธ์ุ เมือ่ตดัจดุโปรตีนดังกล่าวน�าไปวเิคราะห์ด้วย
เครื่อง LC-MS/MS และข้อมูล mass spectrometry 
spectrum ของโปรตีนที่ได้น�าไปเปรียบเทียบกับฐาน

ข้อมูลโปรตีนใน MASCOT พบว่า 22 จุดโปรตีนที่มี
การเปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกนั้น มีหน้าที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการส�าคัญต่างๆ ภายในเซลล์
แบคทีเรีย โดยผลจากการวิเคราะห์ชนิดโปรตีนพบว่า 
เป็นโปรตีนในกลุ ่มการสร้างพลังงานภายในเซลล์ 
(energy production and conversion) ได้แก่ 
citrate synthase, (S)-acetoin forming diacetyl 
reductase และ succinate CoA ligase subunit 
alpha โปรตีนในกลุ ่มกระบวนการแปลรหัส 
(translation) ได้แก่ elongation factor Ts และ 30S 
ribosomal protein S2 โปรตีนในกลุ่มการขนส่ง 
อิออนอนินทรีย์ (inorganic ion transport and 
metabolism) ได้แก่ superoxide dismutase โปรตนี
ในกลุ ่มกระบวนการเมแทบอลิสมและการขนส่ง
คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate metabolism and 
transport) ได้แก่ enolase, fructose-bisphosphate 
aldolase class 1, glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase โปรตนีในกลุม่กระบวนการและการ
ขนส่งกรดอะมิโน (amino acid metabolism and 
transport) ได้แก่ aspartate aminotransferase 
และ ornithine aminotransferase และโปรตีนท่ี 
ท�าหน้าท่ีในกระบวนการเมแทบอลิสมและการขนส่ง
ของนิวคลิโอไทด์ (nucleotide metabolism and 
transport) ได้แก่ IMP dehydrogenase โดยโปรตีน

ตารางที่ 1 (ต่อ)
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เหล่าน้ีมกีารแสดงออกของโปรตนีลดลงตอบสนองต่อ
การได้รับสารสกัดเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus  
โดยเฉพาะ citrate synthase, enolase, fructose-
bisphosphate aldolase class 1, elongation 
factor Ts และ 30S ribosomal protein S2 ซึ่ง 
ในการศึกษาคร้ังน้ีพบการแสดงออกของจุดโปรตีน 
ดังกล่าวลดลงในแบคทีเรีย MRSA ทั้งสองสายพันธุ์

ไกลโคไลซีส (glycolysis) เป็นกระบวน 
เมแทบอลิสมที่เกิดในเซลล์ของแบคทีเรีย มีการ 
ย่อยสลายกลูโคสที่เกิดขึ้นให้ได้เป็นพลังงานใช้ภายใน
เซลล์ enolase และ fructose-bisphosphate 
aldolase class 1 เป็นโปรตีนท่ีท�างานเกี่ยวข้อง 
ในกระบวนไกลโคไลซีส และกระบวนสร้างกลูโคส 
(gluconeogenesis) โดย enolase จะท�าหน้าที่เป็น
ตัวเร่งปฏกิริิยาในการเปลีย่นกลบั 2- phosphoglycerate 
เป็น phosphoenolpyruvate ซึ่งจ�าเป็นส�าหรับการ
สลายคาร์โบไฮเดรตผ่านกระบวนไกลโคไลซีส ส่วน 
fructose-bisphosphate aldolase class 1  
ท�าหน้าที่เป็นเอนไซม์ในการเปลี่ยนกลับ fructose-
1,6-bisphosphate เป็น dihydroxyacetone-
phosphate และ glyceraldehyde 3-phosphate 
การลดลงของโปรตีนกลุ่มดังกล่าวส่งผลกับการสร้าง
พลังงานภายในเซลล์ของแบคทีเรยี โดยจากการศกึษา
การลดลงของการผลติ enolase ส่งผลให้เกดิการยบัยัง้
การเจริญของเชื้อ S. aureus และท�าให้เชื้อมีความไว
ต่อยา phosphomycin เพิ่มมากขึ้น10 Sianglum  
และคณะ11 ได้ทดสอบฤทธิ์ของสารโรโดไมรโทน 
(rhodomyrtone) ในการต้านการเจริญของเชือ้ MRSA 
พบว่าสารโรโดไมรโทน ส่งผลยับยั้งการสังเคราะห์ 
enolase และ fructose-bisphosphate aldolase 
รวมถึงเอนไซม์หลายชนิดที่ท�างานในวิถีไกลโคไลซีส 

ท�าให้แบคทีเรียหยุดการเจริญ
การลดลงของเอนไซม ์ที่ เกี่ ยวข ้องกับ

กระบวนการสร้างพลงังานภายในเซลล์ เช่น fructose-
bisphosphate aldolase class 1 และ class 2, 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

และ enolase ซึง่ท�าหน้าท่ีในไกลโคไลซสี และ citrate 
synthase, succinyl-CoA ligase subunit alpha, 
sumarate reductase flavoprotein subunit, 
aconitate hydratase, isocitrate dehydrogenase 
ซึ่ ง เกี่ ยวข ้องในวัฎจักรกรดไตรคาร ์บอกซิลิก 
(tricarboxylic acid cycle) ได้ถูกรายงานในการศึกษา
ผลของยาปฏิชีวนะ chlortetracycline ต่อเชื้อ 
Escherichia coli และจากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า 
chlortetracycline มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการ
ท�างานของกระบวนการสร้างพลังงานภายในเซลล์12 

การวิจัยเพื่อศึกษาผลของ cisplatin ซึ่งเป็น
ยาต้านมะเร็งต่อเชื้อแบคทีเรีย E. coli โดยใช้เทคนิค
โปรตีโอมิกส์ พบว่า ยา cisplatin ส่งผลให้มีการ
เปล่ียนแปลงรูปแบบโปรตีนไม่เพยีงแค่ในกลุม่ cellular 
stress response แต่มีผลรบกวนถึงกระบวนการสร้าง
พลังงานภายในเซลล์ ท้ังไกลโคไลซีสและวัฎจักร 
กรดไตรคาร์บอกซิลิก โดยโปรตีนท่ีท�าหน้าท่ีหลัก 
ในกระบวนการนี้ เช่น fructose-bisphosphate 
aldolase class 2, phosphoglycerate kinase, 
2-oxoglutarate dehydrogenase E1component, 
citrate synthase, aconitate hydratase 1 และ 2 
มีการแสดงออกของโปรตีนลดลงอย่างมีนัยส�าคัญ ซึ่ง
มผีลยบัยัง้กระบวนการเมแทบอลสิมหลกัและขดัขวาง
การสร้างพลังงาน13 นอกจากนี้ การศึกษาใน Listeria 
monocytogenes พบว่าน�้ามันกานพลูมีกลไกในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือ โดยลดการท�างานของสาม
เอนไซม์หลักในวัฎจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก ได้แก่ 
isocitrate dehydrogenase, citrate synthase และ 
alpha-ketoglutarate dehydrogenase ส่งผลต่อ
การสร้างพลงังานในกระบวนการหายใจของแบคทเีรยี14 

จากข้อมูลข้างต้น การลดลงของโปรตีนดังกล่าวอาจ 
ส่งผลต่อการสร้างพลังงานภายในเซลล์ของแบคทีเรีย 
ท�าให้แบคทีเรียลดการเจริญได้

การแปลรหสัโปรตนี (protein translation) 
เป็นอีกหนึ่งกระบวนการท่ีมีความส�าคัญอย่างมากใน
การด�ารงชีวิตของแบคทีเรีย และเป็นกระบวนการที่มี
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การสงวนไว้ (highly conserved) ระหว่างแบคทีเรีย
ในสปีชี่ส์ต่างๆ15 ribosomal protein S2 เกี่ยวข้อง
กบัการแปลรหสัในขัน้ตอนการเริม่ต้น (initiation) โดย 
ribosomal protein S1 ต้องการ ribosomal protein 
S2 ในการจับกับ 30S subunit และการสร้าง 
translation initiation complex ซึ่งจะมีการจับกัน
ของ mRNA และองค์ประกอบอื่นๆ ของไรโบโซม16 
elongation factor Ts เป็นโปรตีนที่ท�างานร่วมกับ 
elongation factor Tu ในการเชื่อมต่อสาย nascent 
polypeptide ในขั้นตอนการต่อสาย (elongation) 
ของกระบวนการแปลรหสัในแบคทเีรีย17 การลดลงของ
โปรตีน ribosomal protein S2 และ elongation 
factor Ts อาจส่งผลถงึการลดการท�างานของกระบวนการ
แปลรหัสโปรตีนของเซลล์ S. aureus มีผลต่อการ 
อยู่รอด และการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งสอดคล้องกับ
การรายงานทดสอบฤทธ์ิของ junglone ซึ่งเป็นสาร
อินทรีย์จากพืชที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  
S. aureus พบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ
โปรตีนแบคทีเรียหลายกลุ่ม โดยพบการแสดงออกที่
ลดลงของ elongation factor EF-Tu ร่วมกับกลุ่ม
โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนตัวอื่นๆ18 
นอกจากน้ัน ในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพร 
Melastoma candidum ต่อการต้านการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียก่อโรค E. coli และ S. aureus ยังพบ
การลดลงของระดบัโปรตีน elongation factor EF-Tu 
ในกลุ่มแบคทีเรียที่ได้รับสารสกัดสมุนไพร ซึ่งอาจเกิด
เนื่องจาก M. candidum มีผลต้านการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียผ ่านทางการยับยั้งโปรตีนที่จ�าเป ็นใน
กระบวนการแปลรหัสโปรตีน19 

IMP dehydrogenase หรือ inositol-
monophosphate dehydrogenase เป็นโปรตีนที่
ท�าหน้าที่ในกระบวนการเมแทบอลิสมและการขนส่ง
ของนิวคลโิอไทด์ โดยเป็นตัวเร่งปฏกิริยิาในการเปลีย่น 
inosine 5’-phosphate (IMP) เป็น xanthosine 
5’-phosphate (XMP) ซึ่งเป ็นขั้นตอนในการ
สงัเคราะห์ guanine nucleotides จึงมบีทบาทส�าคญั

ในการควบคุมการเจริญของเซลล์20 การศึกษาในเช้ือ 
Salmonella enterica serovar Typhimurium 
แสดงให้เห็นว่า การขาดหรือไม่มีโปรตีน inosine 
5’-monophosphate dehydrogenase มีผล 
อย่างมากในการยับยั้งการเจริญและลดความสามารถ
ในการก ่อความรุนแรงของโรคของแบคทีเรีย21  
ในการศึกษาครั้งนี้ พบการลดลงของโปรตีน IMP 
dehydrogenase จากผลของสารสกัดเส้นใยเชื้อรา  
P. nipponicus ซึ่งอาจจะเป็นกลไกหนึ่งที่ช่วยในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย นอกจากนั้นการ
ศึกษาคุณลักษณะเช้ือรา Cordyceps พบว่าเช้ือรา 
มีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ในกลุ่ม nucleoside analogues ซ่ึงมีฤทธิ์ต้าน
จลุนิทรย์ี เช่น cordycepsin (3’-deoxyadenosine), 
adenine และ adenosine22 และ P. nipponicus ที่
ใช้ในการศึกษาครั้งนี้สามารถใช้ในการผลิตสารกลุ่ม 
nucleoside analogues คือ adenosine และ 
adenine ได้เช่นกัน23 ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นอีกสาเหตุ
หนึง่ทีม่ผีลต่อการสงัเคราะห์สายนวิคลโิอไทด์ของเชือ้
แบคทีเรีย

ในทางตรงกนัข้าม โปรตนีท่ีท�าหน้าทีใ่นกลุม่
การปรับแต่ง การเปลี่ยนแปลงและจัดการท�างานของ
โปรตนี (post-translational modification, protein 
turnover, chaperone functions) เช่น deglycase 
hchA โปรตนีทีเ่กีย่วข้องในกระบวนการเมแทบอลสิม
ของคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate metabolism 
and transport) เช่น glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase และ pyruvate kinase และ 
โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันเซลล์ (defense 
mechanism) เช่น alkyl hydroperoxide reductase 
subunit C ถกูพบว่ามกีารแสดงออกของโปรตนีเพิม่ขึน้
ในการตอบสนองต่อการได้รับสารสกัดเส้นใยเชื้อรา
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

ในสภาวะปกตภิายในเซลล์ของสิง่มชีวิีตจะมี
โปรตนีจ�าพวกหนึง่ทีเ่รยีกว่า แชเพอโรน (chaperones) 
ท�าหน้าท่ีช่วยให้โปรตีนอื่นๆ ท่ีเซลล์สร้างข้ึนมา 
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มีรูปแบบและการท�างานตามหน้าที่ของโปรตีนแต่ละ
ชนิดอย่างเหมาะสม ซึ่งแชเพอโรนเหล่านี้จะท�าหน้าที่
ควบคมุสมดลุภายในเซลล์เมือ่อยูใ่นสภาวะทีไ่ม่เหมาะสม
ต่อการด�ารงชีวิต เช่น ได้รับความร้อน (heat shock) 
โลหะหนัก แอลกอฮอล์หรอืกระทัง่การเกดิออกซเิดชนั
มากขึน้ภายในเซลล์ (oxidative stress) เป็นต้น เซลล์
จะมีการตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมเหล่าน้ัน
โดยการสร้างโปรตีนแชเพอโรนชนิดต่างๆ เพิ่มขึ้น 
เพื่อท�าให้เซลล์สามารถด�ารงชีวิตต่อไปได้ในสภาวะ
แวดล้อมนั้น24,25 

โปรตีนแชเพอโรน deglycase hchA  
ท�าหน้าที่ซ่อมแซม methylglyoxal- และ glyoxal-
glycated proteins มีบทบาทในกระบวนการ 
เชื่อมสายข้ามโมเลกุล (glycation) ป้องกันการเกิด 
schiff bases และ advanced glycat ion 
endproducts (AGE) รวมถึงมีบทบาทส�าคัญในการ
ป้องกันเซลล์และสารพันธุกรรมจากภาวะ carbonyl 
stress26 

g l y ce r a l dehyde - 3 -pho spha te 
dehydrogenase และ pyruvate kinase เป็น 
โปรตีนที่ท�างานในกระบวนการไกลโคไลซีส โดย 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
ท�าหน้าที่ในการ oxidative phosphorylation  
เปลี่ยน glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) เป็น 
1,3-bisphosphoglycerate (BPG) ในกระบวนการ
ไกลโคไลซีส ซึ่งเอนไซม์นี้พบว ่าจะอยู ่ ในสภาพ 
ไม่ท�าหน้าที่ (inactive form) ภายใต้สภาวะเครียด 
(stress) ซึ่งส่งผลให้เซลล์มีการสร้าง nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ซึ่ง
เป็นโคแฟคเตอร์เพ่ิมมากขึ้นเพื่อใช้ใน antioxidant 
systems27 การศึกษาโปรติโอมของแบคทีเรีย 
Lactobacillus brevis NCL912 ภายใต้สภาวะ acid 
stress ได้รายงานถึงการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก 
ของโปรตีน 25 ชนิด โดยพบว่า กลุ่มโปรตีนที่มีการ
แสดงออกเพ่ิมมากข้ึน ได้แก่ โปรตีนทีเ่กีย่วข้องกบัการ
ซ่อมแซมสายดีเอ็นเอ การสังเคราะห์โปรตีน และ  

ไกลโคไลซีส โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนตัวหลักคือ 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
ซ่ึงจากการศึกษาสรปุว่าในภาวะ acid stress ในข้ันต้น 
จะรบกวนการท�างานของกระบวนการไกลโคไลซีส 
ท�าให้มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น28

pyruvate kinase เป็นโปรตีนที่ท�างานใน
กระบวนการไกลโคไลซีส โดยเป็นตัวเร่งการเปลี่ยน 
phosphoenolpyruvate เป็น pyruvate และให้หมู่
ฟอสเฟต (phosphorylation) แก่ adenosine 
diphosphate (ADP) เพื่อเป ็น Adenosine 
triphosphate (ATP) อย่างไรก็ตาม การแสดงออก 
ท่ีเพิ่มข้ึนของ pyruvate kinase ของแบคทีเรีย 
แกรมบวก ได้ถูกรายงานร่วมกับการตอบสนองต่อ
ภาวะ stress ในหลายกลุ่มงานวิจัย29,30,31 

alkyl hydroperoxide reductase 
(peroxiredoxin) มบีทบาทส�าคญัในการป้องกนัเซลล์
จาก reactive oxygen species และสัมพันธ์กับ 
วฎัจกัรกรดไตรคาร์บอกซิลกิ และกระบวนการหายใจ 
โดยรีดิวซ์ peroxides ให้เป็นน�้าหรือแอลกอฮอล์ 
นอกจากนีแ้ล้วเอนไซม์นีย้งัช่วยให้เกดิภาวะสมดลุของ
ปฏิกริยิาออกซเิดชนัรีดกัชนั32,33 การเพิม่ข้ึนของ alkyl 
hydroperoxide reductase สอดคล้องกบัการศกึษา
กลไกของสารสกัด Andrographis paniculata  
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus โดยผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อได้รับสารสกัดจาก A. 
paniculata แบคทีเรียมีการแสดงออกของโปรตีน 
superoxide dismutase ลดลง ในขณะที่ catalase 
และ alkyl hydroperoxide reductase C มีการ
แสดงออกของโปรตีนและการท�างานเพิ่มขึ้น ซ่ึงอาจ
เกิดเนื่องจากการตอบสนองต่อ oxidative stress  
ที่เกิดขึ้นจากฤทธิ์ของสารสกัด โดยการลดการท�างาน
ของ superoxide dismutase อาจจะเป็นกลไกหนึ่ง
ท่ีสารสกัด A. paniculata ใช้ในการต้านการเจริญ 
ของเชื้อแบคทีเรีย34 ดังนั้น การเพิ่มขึ้นของโปรตีน 
d e g l y c a s e ,  p y r u v a t e  k i n a s e  แ ล ะ 
alkylhydroperoxide reductase C ท่ีพบในการ
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ศึกษาคร้ังนี้ อาจเกิดขึ้นเนื่องจากการเลี้ยงแบคทีเรีย
ในอาหารที่มีสารสกัดเส้นใยเชื้อรา ซึ่งไปกระตุ้นให้
แบคทีเรียอยู่ในสภาวะเครียด เป็นผลให้กลุ่มโปรตีน 
ท่ีตอบสนองต่อภาวะเครียด (stress response 
protein) มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเพื่อให้แบคทีเรีย
สามารถอยู่รอดได้

สรุปผล
จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า สารสกัดจาก

เส้นใยเชือ้รา P. nipponicus สายพนัธุ ์Cod-MK1201 
มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus สายพันธุ์ 
DMST 20651 และ 20654 โดยส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของรูปแบบโปรตีนที่ท�าหน้าที่ส�าคัญ
ภายในเซลล์หลายกลุ ่ม โดยเฉพาะกลุ ่มโปรตีนที่
เก่ียวข้องกับการสร้างพลังงานการท�างานและการ
สังเคราะห์โปรตีน โปรตีนที่ท�าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์นิวคลิโอไทด์ รวมถึงกลุ่มโปรตีนที่ท�าหน้าที่
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อ
การเจริญ โดยกลไกทีส่ารสกดัเส้นใยเชือ้รา P. nipponicus 
ใช้ในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี S. aureus 
น่าจะเก่ียวกับการทีส่ารสกดัมผีลยบัยัง้การท�างานของ
กระบวนการเมแทบอลิสมและสร้างพลังงานภายใน
เซลล์ รวมถึงการแปลรหัสของแบคทีเรีย 

ข้อเสนอแนะ
การศึกษาครั้งนี้เป็นการทดลองเบื้องต้น 

ในห้องปฏิบัติการ และยังต้องการการศึกษาเพิ่มเติม 
ในด้านคุณสมบัติทางพิษวิทยาของสารสกัดนี้ และ 
ฤทธิต้์านจลุชพีใน in vivo เพือ่ยนืยนัถงึความปลอดภัย
ในการน�าสารสกัดเส้นใยเชื้อรา P. nipponicus มาใช้
ในการรักษาในอนาคต
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