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Original Articleบทความวิจัย

การศึกษาในห้องปฏิบัติการเพื่อแสดงศักยภาพของควอลัมเซนซิงโมเลกุลจากเชื้อรา
ชนิดทริปโตปอล (Trytophol) ในการต้านการเจริญของเชื้อรากลุ่มดื้อยาต้านเชื้อรา
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บทคัดย่อ
	 เชือ้รากลุม่ Candida spp. และ Aspergillus spp. มอีตัราการดือ้ยาหรอืการตอบสนองต่อยาต้านเช้ือรา 
ชนิด Azole เพิ่มมากขึ้น จากการศึกษา tryptophol เป็น fungal quorum sensing molecules ที่มีบทบาท
ต่อการเจริญของเชื้อรา จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยจึงเห็นความส�ำคัญของสาร tryptophol ท่ีมีบทบาท 
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา โดยการศึกษาวิจัยนี้จะเป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการเพื่อพิจารณาศักยภาพ
ของสาร tryptophol ในการควบคุมการเจริญของเช้ือรา C. albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนอง 
และชนิดดื้อยากลุ่ม azole และศึกษาความเป็นพิษของ tryptophol ในความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา C. albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม azole ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
จากการทดลองผลของการยับยั้งเชื้อรา C. albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม 
Azole พบว่าค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) ได้ อยู่ที่ 2 และ 8 mM ตามล�ำดับ เมื่อน�ำ
ความเข้มข้นของ tryptophol มาทดสอบความเป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยอาศัย
เทคนิค MTT Assay พบว่าที่ความเข้มข้น 2 และ 4 mM ไม่เป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
มร้ีอยละของการมชีวีติอยู่ที ่113.86± 9.34 และ 105.08±13.66 ตามล�ำดบั และเริม่เป็นพิษต่อเซลล์ท่ีความเข้มข้น 
8 mM จากการทดสอบการตายของเซลล์แบบ Apoptosis ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ด้วยวธิ ีEthidium bromide-
Acridine orange staining assay พบว่าที่ 2 และ 4 mM มีการเกิด apoptosis อยู่ท่ี 46 และ 40.2%  
ตามล�ำดับ ส่วนที่ความเข้มข้น 8-64 mM มีการเกิด apoptosis อยู่ที่ 100% และค่า Relative ratio ของ 
tryptophol ที่น�ำมากระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ พบว่าการแสดงออกของยีน caspase-8 และ CARD-9 ลดลงที่
ความเข้มข้นของ tryptophol ที่ 2 และ 4 mM และเพิ่มข้ึนท่ีความเข้มข้นของ tryptophol ท่ี 8-64 mM  
จากผลที่ได้ พบว่าความเข้มข้นของ tryptophol ที่ 8 mM เป็นความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ทั้งเชื้อรา  
C. albicans และ A. fumigatus ชนิดที่ตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม Azole แต่ยังมีข้อจ�ำกัดของ Tryptophol 
ที่มีผลต่อการเกิด apoptosis ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์
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Abstract
	 Human pathogenic fungi such as Candida spp. and Aspergillus spp. have been shown 
to increase the frequency of antifungal resistance, especially in the Azole group. The previous 
study found that tryptophol, which is classified as fungal quorum sensing molecules (QSMs), 
plays a role in fungal growth inhibition. Therefore, in the present study aimed to investigate the 
potential of tryptophol to control the growth of both drug susceptibility and Azole resistant 
strains of C. albicans and A. fumigatus in vitro, as well as to evaluate the inhibitory concentration 
of tryptophol on the cytotoxicity of fibroblast cells. This study results showed that tryptophol 
at the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 2 mM and 8 mM was able to inhibit the growth 
of C.albicans and A. fumigatus, respectively. In addition, tryptophol at concentrations of 2 mM 
and 4 mM did not cause damage to mitochondria and cytotoxicity after treatment with fibroblast 
cells by MTT Assay. The percentage of cell viability was 113.86±9.34% and 105.08±13.66%, 
respectively. However, tryptophol at a concentration of 8 mM can produce a cytotoxic effect. 
When examining the apoptosis of fibroblast cells using Ethidium Bromide-Acridine Orange Staining 
Assay, we found that tryptophol at concentrations of 2 mM and 4 mM was able to induce 
fibroblast apoptosis by 46% and 40.2%, respectively. Tryptophol at concentrations of 8 to 64 
mM and was able to induce 100% of fibroblast cell apoptosis. Moreover, tryptophol at 
concentrations of 2 mM and 4 mM was able to down-regulate the expression of Caspase-8  
and CARD-9 genes and to up-regulate the Caspase-8 and CARD-9 genes when treated at 
concentrations of 8 to 64 mM. From the results, this study showed that the tryptophol at a 
concentration of 8 mM was capable of inhibiting growth both drug susceptibility and Azole 
resistant strains of C. albicans and A. fumigatus. However, the utilization of tryptophol is limited 
to fibroblast cells in the induction of cell apoptosis.
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บทน�ำ 
	 เชือ้ราจดัเป็นกลุม่จลุชพีทีส่ามารถก่อโรคได้ทัง้ 
มนุษย์ สัตว์ และพืช เมื่อมีการติดเชื้อราเกิดขึ้น
นอกจากจะส่งผลต่อระบบต่างๆ ที่ติดเช้ือ ยังส่งผล 
ต่อรูปลักษณ์ (cosmetic concerned) ได้แก่ เกิด 
รอยด่างของผิว ตุ่มหนอง ตุ่มนูนแข็ง ผมร่วง เล็บร่น 
เป็นต้น รวมถึงผลกระทบทางเศรษฐกิจ (economic 
concerned) ได้ เพราะการรักษาผู้ติดเชื้อราต้องใช้ 
ยาที่มีราคาค่อนข้างแพงและใช้ระยะเวลานานในการ
รักษา1-2 
	 โรคตดิเชือ้รา (fungal infection) อาจเกดิจาก
การติดเชื้อในชุมชน (community-acquired) หรือ
การตดิเชือ้ในโรงพยาบาลได้ ส่วนใหญ่มกัเกิดในผูป่้วย
ที่มีภูมิคุ้มกันผิดปกติ เช่น ผู้ป่วยที่ได้รับยาเคมีบ�ำบัด
ในการรักษาโรคมะเร็ง ผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน  
ผูป่้วยทีไ่ด้รบัยาปลกูถ่ายอวยัวะหรือปลกูถ่ายไขกระดูก 
ผู้ป่วยเบาหวาน หรือผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัส HIV ซึ่ง 
จะติดเชื้อราฉวยโอกาส (opportunistic fungal 
pathogens) เช่น Aspergillus spp., Cryptococcus 
neoformans เชื้อราบางชนิดอาจก่อโรคในผู้ป่วยที่มี
ภูมิคุ้มกันปกติได้ (primary pathogenic fungi) เช่น 
Cryptococcus gattii หรือเชื้อราก่อโรคประจ�ำถิ่น 
(endemic fungal pathogens) เช่น Candida spp., 
Talaromyces (Penci l l ium) marneffe i , 
Histoplasma capsulatum เป็นต้น3-5 ในปัจจุบัน 
ยังพบว่าผลกระทบจากการใช้ยาต้านจุลชีพแบบ 
ไร้การควบคมุส่งผลให้มจีลุชพีด้ือยาเพิม่มากขึน้เรือ่ยๆ 
โดยเฉพาะในกลุ่มเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา ซ่ึงกลุ่ม 
เชื้อราที่พบว่ามีการดื้อยาเพิ่มมากขึ้นอย่างชัดเจน  
จนส่งผลกระทบให้ผู้ที่ติดเชื้อต้องเสียชีวิตเพิ่มมากขึ้น
คือเชื้อราในกลุ่ม Candida spp. และ Aspergillus 
spp.4-5 และพบว่าในประเทศไทยมีการรายงาน 
การติดเชื้อ Aspergillus spp. และ Candida spp. 
ในกลุ่มผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ ้มกันผิดปกติ ตลอดจน 
ผู้ป่วยที่มีประวัติการนอนติดเตียงเป็นระยะเวลานาน 
นอกจากนี ้ยงัพบว่ามรีายงานการติดเชือ้ราทัง้สองชนิด

ดังกล่าว มีอัตราการดื้อยาหรือการตอบสนองต่อ 
ยาต้านเชื้อราชนิด azole เพิ่มมากขึ้น
	 เชือ้ราชนดิแคนดดิา (Candida spp.) จดัเป็น
เช้ือราในกลุม่ยสีต์ หรอืส่ารา ซ่ึงพบว่าเป็นกลุม่เช้ือราท่ี 
ก่อให้เกดิโรคทัง้ชนดิทีไ่ม่รนุแรงคอื การตดิเชือ้ทีบ่ริเวณ
ผิวหนังหรือเยื่อบุ (mucocutaneous infection) 
จนถึงกลุ่มที่รุนแรงส่งผลให้ผู้ติดเช้ือเสียชีวิตได้ ซึ่ง 
จัดเป็นหนึ่งในจุลชีพก่อให้เกิดการติดเช้ือฉวยโอกาส 
(opportunistic fungal infection) นั่นเอง6 ปัจจุบัน
พบว่าเชื้อแคนดิดานั้นมีการดื้อยาเพิ่มมากข้ึน โดย
กลไกของการดื้อยามีหลายกลไก เช่น reduced drug 
intracellular accumulation, decreased target 
affinity/processivity for the drug หรือ 
counteraction of the drug effect เป็นต้น โดย 
พบว่าเช้ือแคนดิดาส่วนมากท่ีมีรายงานการดื้อยาคือ
กลุ่มยาชนิด azole ซึ่งเป็นยามาตรฐานที่ใช้ส�ำหรับ 
การรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดานั่นเอง ยิ่งในกลุ่มผู้ป่วย
เอดส์ พบว่ามีการดื้อยาหรือการไม่ตอบสนองต่อยา
ชนดิ azole เพิม่มากข้ึน จนท�ำให้ต้องมกีารปรบัเปล่ียน
การใช้ยาเป็นกลุม่ echinocandin ซึง่มรีาคาแพง และ
ยังพบว่าเริ่มมีรายงานการดื้อยากลุ่ม echinocandin 
บ้างในบางประเทศ7 รายงานการด้ือยากลุ่ม azole  
ที่พบบ่อยในกลุ่มเชื้อแคนดิดา คือ C. albicans และ
กลุ่ม non-albicans Candida species ได้แก่  
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei และ  
C. glabrata8-9

	 ส�ำหรับเชื้อ Aspergillus spp. จัดเป็นกลุ่ม
เช้ือราชนิดราสาย ที่มีรายงานผู้ติดเชื้อเพิ่มมากขึ้น 
โดยเฉพาะในกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
และในประเทศก�ำลังพัฒนา10 ซ่ึงสาเหตุการตายจาก
การติดเช้ือรากลุ่ม Aspergillus พบว่าเสียชีวิตจาก 
โรคปอดที่มีการวินิจฉัยว่าเป็น Aspergillosis11  
เช้ือ Aspergillus spp. เป็นเช้ือราท่ีพบปะปน 
ในสิ่งแวดล้อม และมีบทบาทส�ำคัญในการปรับสมดุล
ของคาร์บอนและไนโตรเจนให้กับพืชและดิน จึงท�ำให้
พบเช้ือราชนิดนี้บ่อยในพืชท่ีมีเปลือกและในดิน ด้วย
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คุณสมบัติของเชื้อ Aspergillus spp. ที่เป็นราสาย 
ที่มีความเปราะบาง และฟูค่อนข้างมาก ท�ำให้เชื้อรา
สามารถกระจายสปอร์ของราและโคนิเดียไปตาม
อากาศได้ดี โดยพบว่าขนาดของโคนิเดียของเชื้อรา 
Aspergillus spp. นี้ มีขนาดประมาณ 2-3 ไมครอน 
ซ่ึงสามารถเข้าถึงถุงลมปอดได้เป็นอย่างดี นั่นจึงเป็น
สาเหตุหน่ึงที่เชื้อ Aspergillus spp. มักก่อโรค 
ที่บริเวณปอดได้ค่อนข้างมาก และถูกจัดเป็นหน่ึงใน
จุลชีพชนิด air borne pathogens12 ในปัจจุบัน 
พบว่าเช้ือ Aspergillus spp. หลายชนิดเร่ิมมกีารด้ือยา
เพิ่มมากขึ้น ทั้งยากลุ่ม azole, amphotericin B 
ตลอดจนยากลุ่ม echinocandin13-15 ท�ำให้การรักษา
ผูติ้ดเชือ้ท�ำได้ยากมากยิง่ขึน้ และยงัต้องใช้งบประมาณ
ในการรักษาค่อนข้างสูง ส�ำหรบัประเทศไทย พบรายงาน
การด้ือยาและมผีูเ้สยีชวีติจากการตดิเชือ้ Aspergillus 
spp. เพิ่มมากขึ้นทุกปี16-17 

	 สารในกลุ ่ม fungal quorum sensing 
molecules เริ่มต้นพบครั้งแรกในกลุ่มของแบคทีเรีย 
โดยพบว่ามีบทบาทส�ำคัญในการเพิ่มความหนาแน่น
ของจุลชีพ และจัดเป็นสารสื่อท่ีส�ำคัญระหว่างเซลล์ 
(density-dependent cell-cell signaling)18 โดย 
สารในกลุม่ quorum sensing molecules มบีทบาท
ที่ส่งผลให้เชื้อมีความรุนแรงเพ่ิมมากขึ้นและลดอัตรา
การถูกท�ำลายจากเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน19-20 อีกทั้ง
ยงัมผีลท�ำให้เชือ้จลุชีพปรบัเปลีย่นศักยภาพของตัวเอง 
(autoinducers) ให้คงทนต่อสิง่แวดล้อมทีเ่ปลีย่นแปลง
และเป็นอันตรายชนิดต่างๆ ได้เป็นอย่างดี18-21

	 ส�ำหรบั fungal quorum sensing molecules 
นั้นเร่ิมพบครั้งแรกในปี 1960 โดยพบว่ามีคุณสมบัติ
ใกล้เคยีงกับทีพ่บในแบคทเีรยี20-22 แต่ทีม่คีวามแตกต่าง
ที่ชัดเจนคือ fungal quorum sensing molecules 
นั้นสามารถกระตุ้นการสร้าง biofilm เพื่อปกป้อง 
เช้ือราต่อส่ิงรบกวนภายนอก อีกทั้งยังมีผลต่อการ 
ปรับเปลี่ยนสัณฐานของเชื้อ (fungal dimorphism) 
ที่พบความสัมพันธ์ได้บ่อยคือ การเปลี่ยนลักษณะของ
ยีสต์เป็นราสาย (yeast-mycelium dimorphism)  

ส่งผลให้สามารถทนและหลกีหนเีซลล์ในระบบภมูคิุม้กนั 
(Immune evasion) ตลอดจนยาต้านเชื้อราบางชนิด
ได้เป็นอย่างดี23-24 นอกจากนี ้ยงัพบว่า fungal quorum 
sensing molecules ยังเพิ่มศักยภาพของเชื้อราให้
ทนต่อสภาวะเครยีดต่างๆ เช่น อณุหภมูทิีเ่ปลีย่นแปลง 
pH ปริมาณ glucose ท่ีสูงหรือต�่ำเกินไป ปริมาณ
ไนโตรเจนทีเ่ปลีย่นแปลง ปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ 
ตลอดจนโลหะหนักบางชนิดหรือ chelating agents 
ที่มีความสัมพันธ์กับการเจริญเติบโตของเชื้อรา ส่งผล
ให้เชือ้ราสามารถเจรญิเตบิโตได้ดใีนสภาวะเครยีด และ
มีศักยภาพในการติดเชื้อ (infectivity) ได้ดีแม้ใน 
สิง่แวดล้อมทีไ่ม่เหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตนัน่เอง21-24

 	 ในปัจจุบันพบว่า fungal quorum sensing 
molecules นั้นมีมากมายหลายชนิด แต่เมื่อจัดเป็น
กลุ่มๆ พบว่าแบ่งแยกออกได้เป็น farnesoic acid, 
α-(1,3)-glucan, pheromones, farnesol, tyrosol, 
phenylethanol และ tryptophol20,25 โดยการศกึษา
คณุสมบัตขิอง fungal quorum sensing molecules 
ทั้ง 7 ชนิดนั้น มีการศึกษาในเชื้อราหลายชนิด แต ่
การศึกษาความสัมพันธ์ในการควบคุมการเจริญของ
เชื้อราในกลุ่มดื้อยา azole กับสาร fungal quorum 
sensing molecules ชนิด tryptophol นั้นยังไม่มี
ข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ชัดเจน 
	 Tryptophol เป็น fungal quorum sensing 
molecules ที่ได้จากการสลายกรดอะมิโนชนิด 
L-tryptophan (Trp) และเติมกลุ่มแอลกอฮอล์ใน
โมเลกุลของ tryptophan26-27 ส�ำหรับคุณสมบัติของ 
Tryptophol (TrpOH) ท่ีมีบทบาทต่อการเจริญของ 
เช้ือรานัน้มกีารศกึษาในเช้ือราหลายชนดิท้ังท่ีเป็นกลุม่
ที่ก่อโรคในคนและไม่ก่อโรคในคน 
	 จากข้อมลูดงักล่าวข้างต้น ผูว้จิยัจงึเหน็ความ
ส�ำคญัของสาร fungal quorum sensing molecules 
ชนิด tryptophol ที่มีบทบาทในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือราท้ังชนดิราสายและยสีต์ โดยการศึกษาวจิยัน้ี
จะเป็นการศกึษาในห้องปฏบัิตกิารราวทิยาเพือ่พจิารณา
ศักยภาพของสาร tryptophol ในการควบคุมการ
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เจริญของเชื้อราชนิดยีสต์คือ C. albicans และชนิด
ราสาย คือ A. fumigatus ทั้งชนิดที่ตอบสนองต่อ 
ยาต้านเชื้อราชนิด azole และชนิดที่ดื้อยาต้านเชื้อรา 
ชนิด azole ผูวิ้จยัหวงัเป็นอย่างยิง่ว่าผลการศึกษาวจัิย
ในครัง้น้ีจะใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้นเพือ่น�ำไปสูก่ารศกึษา
ในสัตว์ทดลองและการน�ำไปพัฒนาเพื่อร่วมหรือใช้ใน
การรักษาเชือ้ราชนดิ C. albicans และ A. fumigatus 
ที่มีประสิทธิภาพต่อไป

วัตถุประสงค์
	 1. เพ่ือศกึษาประสทิธิภาพของสาร quorum 
sensing molecules ชนดิ tryptophol ต่อการยบัยัง้
การเจรญิของเชือ้รา C. albicans และ A. fumigatus 
ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม azole
	 2. เพ่ือศกึษาความเป็นพษิของสาร quorum 
sensing molecules ชนิด tryptophol ในความ 
เข้มข้นทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา C. albicans 
และ A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยา
กลุ่ม azole ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์

วิธีการศึกษา
	 1. ศึกษาประสิทธิภาพของสาร quorum 
sensing molecules ชนดิ tryptophol ต่อการยบัยัง้
การเจรญิของเช้ือรา C. albicans และ A. fumigatus 
ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม azole
	 1.1 การเตรียมเชื้อรา C. albicans และ A. 
fumigatus ชนิดตอบสนองและชนดิด้ือยากลุม่ azole 
ในห้องปฏิบัติการเพาะเชื้อ C. albicans และ A. 
fumigatus ชนิดตอบสนองและชนดิด้ือยากลุม่ azole 
ในอาหารเลีย้งเชือ้ sabouraud dextrose agar (SDA) 
บ่มในตูเ้พาะเล้ียงเชือ้ราที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา
อย่างน้อย 2 วัน ส�ำหรับเชื้อ C. albicans และบ่มที่ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 7 วัน ส�ำหรับ
เชื้อ A. fumigatus เมื่อครบระยะเวลาในการ 
เพาะเลี้ยงเชื้อรา ด�ำเนินการตรวจพิสูจน์ชนิดของเชื้อ
ด้วยวิธี morphology identification โดยการด ู

ลกัษณะของโคโลนแีละลกัษณะของโคนเิดยี โครงสร้าง
ของสายราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (macroscopic 
and microscopic identification)37

	 1.2 การทดสอบการตอบสนองต่อยาต้าน 
เชื้อรากลุ่ม azole ในหลอดทดลองของเชื้อรา C. 
albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนอง 
และชนิดดื้อยากลุ่ม azole
	 การทดสอบความไวของเชือ้ C. albicans และ 
A. fumigatus ต่อยาต้านเชื้อราชนิด voiconazole 
ด้วยวิธี micro broth dilution technique ใน  
96 well plate ด้วยวิธีมาตรฐานของ CLSI M38-A2 
document33-34  โดยท�ำการอ ่านผลหลังจาก 
บ่มเพาะเชื้อที่ 37 ºC เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ส�ำหรับ 
เชื้อ A. fumigatus และ 48 ช่ัวโมง ส�ำหรับเชื้อ  
C. albicans เป็นค่า minimum inhibitory 
concentrations (MICs) ต่อยา 
	 1.3 ศึกษา antifungal susceptibility 
testing ของ tryptophol ในการยับยั้งการเจริญของ
เช้ือรา C. albicans และ A. fumigatus ชนิด 
ตอบสนองและชนิดดื้อยากลุ่ม azole 	
	  การทดสอบความไวของเชื้อ C. albicans 
และ A. fumigatus ต่อ tryptophol ด้วยวิธี micro 
broth dilution technique ใน 96 well plate ด้วย
วธิมีาตรฐานของ CLSI M38-A233-34 documents โดย
ท�ำการอ่านผลหลงัจากบม่เพาะเชื้อที่ 37 ºC เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง ส�ำหรับเชื้อ A. fumigatus และ 48 ชั่วโมง 
ส�ำหรับเช้ือ C. albicans เป็นค่า minimum 
inhibitory concentrations (MICs) ต่อยา 

	 2.  เพื่อ ศึกษาความเป ็นพิษของสาร 
quorum sensing molecules ชนดิ tryptophol 
ในความเข้มข้นทีส่ามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา 
C. albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนอง
และชนิดดื้อยากลุ่ม azole ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์
	 2.1 การศึกษาผลกระทบของ tryptophol 
ทีค่วามเข้มข้น minimum inhibitory concentrations 
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(MICs) ในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา C. albicans 
และ A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดดื้อยา
กลุ่ม azole กับความเป็นพิษต่อ mitochondria  
ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ศึกษาผล cytotoxicity  
ของ tryptophol ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่มีต่อเซลล์ 
ไฟโบรบลาสต์ โดยประยกุต์จากการศึกษาของ Baygar 
T. และคณะ35 โดยอาศัยเทคนิค MTT Assay
	 2.2 การศึกษาผลกระทบของ tryptophol 
ทีค่วามเข้มข้น minimum inhibitory concentration 
(MIC) ในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา C. albicans และ 
A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดด้ือยากลุ่ม 
azole กับการเกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ตรวจสอบคุณสมบัติของ 
tryptophol ที่ความเข้มข้นที่ 2-64 mM ต่อการ 
เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ของเซลล์ 
ไฟโบรบลาสต์ โดยประยกุต์จากการศกึษาของ Sibiya 

MA. และคณะ36 ด้วยวิธี ethidium bromide-
acridine orange staining assay และยืนยัน 
การเปลี่ยนแปลงด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลโดย
การตรวจสอบการแสดงออกของ caspase-8 และ 
CARD-9 gene ด้วยวธิ ีConventional RT-PCR assay

ผลการศึกษา 

	 1. ผลจากการทดสอบความไวต่อยาต้านเชือ้รา
	 จากการทดสอบความไวของเช้ือราและยีสต์ 
C. albicans และ A. fumigatus ต่อยาต้านเชื้อรา 
ด้วยวิธี micro broth dilution technique ใน 96 
well plate ด้วยวิธีมาตรฐานของ CLSI M38-A2 
document โดยผลของสาร tryptophol และยา 
voriconazole แต่ละช่วงของความเข้มข้น จากการ
อ่านผลการทดลองท�ำให้ได้ค่า MIC ดังตารางที่ 1

	 2. ผลจากการศึกษาผลของ tryptophol  
ที่ความเข้มข้นที่ 0-64 mM ที่ใช้ในการทดสอบ 
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. albicans และ  
A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดด้ือยากลุ่ม 

azole กับความเป็นพิษต่อ mitochondria ของ 
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยประยุกต์จากการศึกษาของ 
Baygar T และคณะ35 โดยอาศัยเทคนิค MTT Assay 
ได้ผลดังแสดงในภาพและแผนภูมิดังนี้ 

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบความไวต่อสาร tryptophol และยาต้านเชื้อรา C. albicans และ A. fumigatus 

Fungal Minimum inhibitory concentration (MIC)

Tryptophol (mM) Voriconazole (µg/ml)

A. fumigatus 293 8 2 

A. fumigatus K07-cl 262 8 1

A. fumigatus BUU AF : env-001 8 1

A. fumigatus k02-env004 8 8

C. albicans 90028 2 1

C. albicans 5314 2 32

C. albicans 96901 2 4
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ตารางที่ 2 ร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดสอบ MTT 

Tryptophol (mM) %Viability ± SD

0 100.00 ± 7.52

2 113.86 ± 9.34

4 105.08 ± 13.66

8 13.52 ± 2.43

16 8.12 ± 0.05

32 8.26 ± 0.39

64 9.26 ± 0.21

แผนภูมิที่ 1 ร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (%Viability)

	 3. ผลจากการศึกษาผลกระทบของ 
tryptophol ที่ 0-64 mM ที่ใช้ในการทดสอบ 
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. albicans และ  
A. fumigatus ชนิดตอบสนองและชนิดด้ือยากลุ่ม 

azole กับการเกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ด้วยวธิ ีethidium bromide-
acridine orange staining assay ได้ผลดังนี้

ตารางที่ 3 ร้อยละของการเกิด Apoptotic ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์

 Condition % live cells % apoptotic cells

 (Negative Control) 68 32

 Tryptophol 2 mM 54 46

 Tryptophol 4 mM 59.8 40.2

 Tryptophol 8 mM - 100

 Tryptophol 16 mM - 100

 Tryptophol 32 mM - 100

 Tryptophol 64 mM - 100

 3.2% Ethanol 71 28

 (Positive control) - 100
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	 4. ผลการยนืยนัการเปลีย่นแปลงด้วยเทคนคิ
ทางอณชูวีโมเลกลุ โดยการตรวจสอบการแสดงออกของ 
caspase-8 และ CARD-9 gene ด้วยวธิ ีquantitative 
reverse transcription PCR (RT-qPCR)

	 ค�ำนวณเพื่อหาค่า relative ratio โดยน�ำมา
เข้าสูตร 2 -ρρCt ในแต่ละยีน ซึ่งจะได้ค่า relative 
ratio เป็นจ�ำนวนเท่าของการแสดงออกที่ control  
ดังแสดงตามตารางข้างล่างนี้

แผนภูมิที่ 2 การแสดงออกของยีน Caspase-8 ในชั่วโมงที่ 24 เมื่อกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ด้วย tryptophol  
ที่ความเข้มข้น 2-64 mM

	 การแสดงออกของยีน caspase-8 เมื่อ 
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ถูกกระตุ้นด้วย tryptophol ที่  
24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของ tryptophol ที่ 2  
และ 4 mM พบว่าการแสดงออกของยีน caspase-8  
ลดลงที่ 0.4058 ± 0.46 และ 0.3682 ± 0.35 เท่า 

ตามล�ำดับ และที่ความเข้มข้นของ tryptophol ที่  
8, 16, 32 และ 64 mM พบว่าการแสดงออกของยนี 
เพิ่มขึ้นที่  2.4207 ± 1.06, 6.3426 ± 0.09,  
6.6230 ± 1.22 และ 8.3044 ± 3.28 เท่า ตามล�ำดับ

ตารางที่ 4 ค่า relative ratio ของแต่ละยีนในแต่ละความเข้มข้นของ tryptophol

Concentration of Tryptophol (mM) 

Caspase-8 CARD 9

Control 1.00 ± 0 1.00 ± 0

2 0.4058 ± 0.46 0.4513 ± 0.42

4 0.3682 ± 0.35 0.4274 ± 0.39

8 2.4207 ± 1.06 3.6363 ± 2.58

16 6.3426 ± 0.09 9.3677 ± 2.28

32 6.6230 ± 1.22 10.7561 ± 2.26

64 8.3044 ± 3.28 16.6601 ± 8.37

2-∆ΔCq
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แผนภูมิที่ 3 การแสดงออกของยีน CARD-9 ในชั่วโมงที่ 24 เมื่อกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ด้วย tryptophol  
ที่ความเข้มข้น 2-64 mM

	 การแสดงออกของยีน CARD-9 เมื่อเซลล ์
ไฟโบรบลาสต์ถูกกระตุ ้นด ้วย tryptophol ที่  
24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของ tryptophol ที่ 2  
และ 4 mM พบว่าการแสดงออกของยีน CARD 9  
ลดลงที่ 0.4513 ± 0.42 และ 0.4274 ± 0.39 เท่า 
ตามล�ำดับ และที่ความเข้มข้นของ tryptophol ที่  
8, 16, 32 และ 64 mM พบว่าการแสดงออกของยีน
เพิ่มขึ้นที่  3.6363 ± 2.58, 9.3677 ± 2.28,  
10.7561 ± 2.26 และ 16.6601 ± 8.37 เท่า ตามล�ำดับ

อภิปรายผล
	 จากการทดลองพบว่าค่าความเข้มข้นที ่
น้อยที่สุด (MIC) ของ tryptophol ที่สามารถยับยั้ง 
เชื้อรา A. fumigatus ทั้ง 4 สายพันธุ์ได้ มีค่าอยู่ท่ี  
8 mM ส�ำหรับ C. albicans มีค่า MIC อยู่ที่ 2 mM 
	 เมื่อน�ำความเข้มข้นของ tryptophol ท่ี 
ความเข้มข้น 2-64 mM มาทดสอบความเป็นพิษต่อ 
mitochondria ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยอาศัย
เทคนิค MTT Assay พบว่า ที่ความเข้มข้น 2 และ  
4 mM ไม่เป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล ์
ไฟโบรบลาสต์ มีร้อยละของการมีชีวิตอยู่ที่ 113.86 ± 
9.34 และ 105.08 ± 13.66 ตามล�ำดับ ซ่ึงที่ความ 
เข้มข้นที่ 2 mM เป็นค่า MIC ของเชื้อ Candida 
albicans 90028, 5314, 96901 การที่ค่าร้อยละ 
ของการมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์มีค่ามากกว่า  
100 อาจมีสาเหตุมาจากการถูกกระตุ้นด้วยสาร 

tryptophol ในความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  
ไปเพิ่มกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ท�ำให้ได้ค่า
ร้อยละสงูกว่า 100 ส่วนท่ีความเข้มข้นของ tryptophol 
ที่ 8-64 mM เป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล ์
ไฟโบรบลาสต์ ซึ่งที่ความเข้มข้นของ tryptophol ที่ 
8 mM เป็นค่า MIC ของเชื้อ Aspergillus fumigatus 
293, A. fumigatus K07-cl 262, A. fumigatus BUU 
AF : env-001, A. fumigatus k02-env004 น�ำความ
เข้มข้นของ tryptophol ท่ีความเข้มข้น 2-64 mM  
มาทดสอบการตายของเซลล์แบบ apoptosis ของ
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ ด้วยวิธี ethidium bromide-
acridine orange staining assay พบว่า ที่ 2 และ  
4 mM มีการเกิด apoptosis อยู่ที่ 46 และ 40.2% 
ตามล�ำดับ ส่วนที่ความเข้มข้น 8-64 mM มีการเกิด 
apoptosis อยู่ที่ 100%
	 จากการศึกษาของ Wongsuk T และคณะ 
(2019)38 ได้ท�ำการทดลองหาร้อยละของการมชีวีติของ
เซลล์ A549 จากการน�ำ tryptophol มาทดสอบกับ
เซลล์ A549 ที่ความเข้มข้น 0.25-16 mM โดยท�ำการ
บ่มที่ 12 ถึง 48 ชั่วโมง พบว่า ร้อยละการมีชีวิตของ
เซลล์ A549 ต�ำ่กว่า 80 ท่ีความเข้มข้นของ tryptophol 
4-16 mM (12 ชั่วโมง) 2-16 mM (24 ชั่วโมง) และ 
0.5-16 mM (48 ชั่วโมง) 
	 จากการศกึษาของ Liu K และคณะ (2015)39 
ได้ศึกษาการเกิด apoptosis ของเซลล์ human 
osteosarcoma line (OS-732 cell) กับ kappa-
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selenocarrageenan ที่ความเข้มข้น 30, 60 และ 
120 µg/ml และน�ำไปย้อมด้วย fluorescent staining 
solution ที่ประกอบไปด้วย 100 µg/ml AO and 
100 µg/ml EB และดูลักษณะเซลล์ภายใต้กล้อง 
fluorescent microscope พบว่า normal cells จะ
เห็นนิวเคลียสเป็นทรงกลมกระจายอยู่ตรงกลางเซลล์ 
early-stage apoptotic cells เซลล์จะมีรูปร่าง 
crescent-shaped หรือ granular จะมีนิวเคลียส  
สีเหลือง-เขียว ของสีย้อม AO staining เมื่อเพิ่ม 
ความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาในการบ่มนานขึน้
จ�ำนวนการเกิด early-stage apoptotic cells  
จะเพิ่มขึ้น นอกจากนี้ ยังตรวจพบเซลล์ late-stage 
apoptotic cells ที่มีการย้อมติดสี EB staining 
นิวเคลียสจะมีสีส้มที่เข้มและไม่สมมาตร ส่วนการเกิด 
Necrotic cells มีปริมาณเซลล์ที่จะสลายเพิ่มขึ้น 
และมีการเรืองแสงสีแดงส้มที่ไม่สม�่ำเสมอที่รอบนอก 
แสดงให้เห็นถึงเซลล์อยู่ในกระบวนการสลายตัว 
	 จากการศกึษางานวจัิยของ Wongsuk T และ
คณะ (2019)38 พบว่าความเข้มข้นของ tryptophol 
ต่อร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ไม่เท่ากัน อาจ
เนือ่งจากศกึษาในเซลล์ทีแ่ตกต่างกัน เซลล์ A549 เป็น
เซลล์ epithelial จากปอด ส่วน Human fibroblast 
เป็นเซลล์ผิวหนัง และจากการศึกษาของ Liu K และ
คณะ (2015)39 จะช่วยเป็นเกณฑ์ที่ใช้ในการดูเซลล์ 
apoptosis 
	 ผลของการทดลองความสมัพนัธ์ของแต่ละยนี
ในแต่ละความเข้มข้นของ tryptophol (relative ratio) 
ท่ีน�ำมากระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ที่ความเข้มข้น 
2-64 mM พบว่า ที่ความเข้มข้นของ tryptophol  
ที่ 2 และ 4 mM มีการแสดงออกของยีน caspase-8 
และ CARD-9 ลดลง และทีค่วามเข้มข้นของ tryptophol 
ที่ 8, 16, 32 และ 64 mM มีการแสดงออกของยีน 
caspase-8 และ CARD-9 เพิ่มขึ้น 
	 จากการศึกษาการกระตุ้นของ tryptophol 
ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ 24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น
ตั้งแต่ 8 mM เซลล์เกิดกระบวนการ apoptosis 

สรุปผล 
	 จากการศึกษาผลของการยับยั้งเชื้อรา C. 
albicans และ A. fumigatus ชนิดตอบสนอง 
และชนิดดื้อยากลุ่ม Azole พบว่าค่าความเข้มข้นท่ี
น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) ได้ อยู่ที่ 2 และ 
8 mM ตามล�ำดับ และเมื่อน�ำความเข้มข้นดังกล่าวมา
ทดสอบความเป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล์ 
ไฟโบรบลาสต์ โดยการท�ำ MTT พบว่าความเข้มข้น
ของ tryptophol ที่ 2 และ 4 mM ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 
และเริ่มเป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น 8 mM และ
จากการทดสอบการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ด้วยวธิ ีethidium bromide-
acridine orange staining assay พบว่าความเข้มข้น
ของ tryptophol ที่ 8-64 mM มีการเกิด apoptosis 
อยู่ที่ 100% และท�ำการตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน caspase-8 และ CARD-9 ด้วยวิธี quantitative 
reverse transcription PCR (RT-qPCR) พบว่ามกีาร
แสดงออกของทุกยีนเพิ่มมากข้ึนท่ีความเข้มข้นต้ังแต่ 
8 mM ซึง่การแสดงออกของยนีทีเ่ก่ียวข้องกบัการตาย
ของเซลล์ด้วยกระบวนการ apoptosis โดยศกึษาทีย่นี 
caspase-8 และ CARD-9 

จากผลทีไ่ด้ พบว่าความเข้มข้นของ tryptophol 
ท่ี 8 mM เป็นความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งเช้ือ 
ได้ทั้งเชื้อรา C. albicans และ A. fumigatus ชนิดที่
ตอบสนองและชนดิดือ้ยากลุม่ azole แต่ยงัมข้ีอจ�ำกดั
ของ tryptophol ที่มีผลต่อการเกิด apoptosis ของ
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ ท�ำให้ต้องมีการพัฒนาและศึกษา
ต่อยอดเพือ่ให้ได้ซึง่ผลติภณัฑ์ต้นแบบ โดยจะต้องน�ำมา
ศึกษาต่อในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (invertebrate) 
ชนดิ C. elegans และสตัว์มกีระดกูสนัหลงั (vertebrate) 
โดยใช้หนูทดลอง
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