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บทคัดย่อ
โรคตดิเชือ้ราเป็นปัญหาสาธารณสขุทีส่�ำคัญทัว่โลก ซ่ึงส่งผลกระทบอย่างมากต่อมนษุย์ เนือ่งจากมคีวามถี่

ในการตดิเชือ้รามากขึน้โดยเฉพาะผูท้ีม่ภีมูคุ้ิมกนับกพร่อง การตดิเช้ือราแบบรกุรานสามารถรกัษาได้ยาก เนือ่งจาก
เป็นอันตรายถึงชีวิต วินิจฉัยยาก มีแนวทางการรักษาท่ีจ�ำกัด เนื่องจากเช้ือราถูกจัดอยู่ในกลุ่มยูคาริโอต ซ่ึงมี
ลักษณะคล้ายเซลล์คน จึงอาจมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยค่อนข้างสูง เช่น ยากลุ่มโพลิอีน ยากลุ่มเอโซล และยากลุ่ม
เอไคโนแคนดิน สารควอรัมเซนซิงเชิงโมเลกุล ชนิดทริปโตฟอล เป็นสารแมทาบอไลต์ทุติยภูมิที่ผลิตได้จากยีตส์ 
โดยมีการค้นพบว่ามีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรค งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ 
ทริปโตฟอลต่อการเจริญของเชื้อราที่ก่อโรคแบบรุกราน (systemic mycosis) โดยศึกษาการยับยั้งของเช้ือรา 
Histoplasma capsulatum, Talaromyces marneffei, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus 
neoformans, Candida parapsilosis และ Lodderomyces elongisporus พบว่ามีค่าความเข้มข้น 
ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อรา (MIC) ได้อยู่ที่ 6.25, 3.12, 25, 3.12, 12.5 และ 12.5 mM และมีค่า 
ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถฆ่าเชื้อรา (MFC) ได้อยู่ที่ 50, 3.12, 50, 6.25, 25 และ 25 mM ตามล�ำดับ  
น�ำความเข้มข้นของทริปโตฟอลที่ 3.12 และ 31.2 mM (10 เท่าของค่า MIC) มาทดสอบความเป็นพิษต่อ 
เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 โดยการย้อม Trypan blue พบว่าเซลล์ A549 มีร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์
อยู่ที่ 98.94 และ 1.09 ตามล�ำดับ ท�ำการทดสอบความเป็นพิษต่อ mitochondria ของเซลล์ A549 โดยอาศัย
เทคนิค MTT assay พบว่า มีร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์อยู่ท่ีร้อยละ 66.31±2.91 และ 6.30±0.28  
ตามล�ำดับ จากการทดสอบผลของสารทริปโตฟอลต่อการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสโดยการย้อมเซลล์ด้วย 
acridine orange-ethidium bromide (AO/EB) ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนส์ พบว่า 
มีร้อยละการตายแบบอะพอพโทซิสเท่ากับ 11 และ 93 ตามล�ำดับ
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Abstract
	 Tryptophol, a quorum-sensing molecule (QSM), is a secondary metabolite secreted from 
yeast. Recent studies have suggested anti-fungal activity against pathogenic fungi. This study 
aims to determine the activity of tryptophol against the growth of invasive pathogenic fungi, 
including Histoplasma capsulatum, Talaromyces marneffei, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus 
neoformans, Candida parapsilosis, and Lodderomyces elongisporus and to study the cytotoxicity 
on A549 lung cancer cells. The lowest MIC and MFC values of H. capsulatum, T. marneffei,  
A. fumigatus, C. neoformans, C. parapsilosis, and L. elogisporus were MIC 6.25, 3.12, 25, 3.12, 
12.5, and 12.5 mM and MFC 50, 3.12, 50, 6.25, 25, and 25 mM, respectively. The cytotoxic effect 
of tryptophol on A549 cells at the concentration of 3.12 and 31.2 mM for 24 h were determined. 
Cell viability was 98.94% and decreased to 1.09% after treated with a higher concentration of 
tryptophol, as determined by using trypan blue staining. Percentage of cell cytotoxicity was 
66.31±2.91 and 6.30±0.28% in 3.21 mM and 31.2 mM (10 folds of MIC) of Tryptophol, respectively, 
which determined using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
assay. The induction of cell apoptosis by tryptophol, was determined using acridine orange-ethidium 
bromide (AO/EB) staining and examined under fluorescence microscope. The results showed 
that tryptophol exhibited anti-fungal properties, although it induced A549 cell cytotoxicity and 
apoptosis by 11% and 93%, respectively.
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บทน�ำ
โรคติดเชื้อราเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส�ำคัญ

ทั่วโลก ซึ่งส่งผลกระทบอย่างมากต่อมนุษย์ เนื่องจาก
มีความถ่ีในการติดเชื้อรามากข้ึนโดยเฉพาะผู ้ที่มี
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง1,2 แม้ว่าจะมีการติดเชื้อราบริเวณ
ผิวหนังชั้นนอกถึง 25% ของประชากรทั้งหมด3 แต่ 
การตดิเช้ือราแบบรกุรานนัน้สามารถรกัษาได้ยากกว่า
เนื่องจากเป็นอันตรายถึงชีวิต วินิจฉัยยาก มีแนวทาง
การรักษาท่ีจ�ำกัด4,5 ยารักษาส่วนมากมีราคาแพง 
และอาจท�ำให้เกิดผลข้างเคียงที่รุนแรงได้ โดยพบว่า 
มผีูเ้สยีชวิีตจากการติดเช้ือราแบบรกุรานประมาณ 1.5 
ล้านคนต่อปี4 ปัจจุบันการพัฒนารักษาโรคที่เกิดจาก
เชือ้รายงัมไีม่มากพอเมือ่เทยีบกบัยาปฏชิวีนะชนดิอืน่ 
เน่ืองจากราถูกจัดอยู่ในกลุ่มยูคาริโอต (eukaryote) 
ซ่ึงมีลักษณะคล้ายเซลล์คน จึงอาจมีผลข้างเคียงต่อ 
ผู้ป่วยค่อนข้างสูง โดยยารักษาที่นิยมใช้แบ่งออกเป็น 
2 กลุ่ม คือ ยาต้านเชื้อราที่ใช้ภายนอก (topical 
antifungal drugs) เป็นยาทาภายนอกหรือเหน็บ 
ส�ำหรับรักษาโรคติดเชื้อราที่ผิวหนังชั้นต้ืนๆ หรือ
ผิวหนังชั้นนอก เช่น การรักษาโรคกลาก เกลื้อน และ
ยาต้านเชือ้ราทีม่ผีลท่ัวร่างกาย (systemic antifungal 
drug) เป็นยาใช้ภายในด้วยการรับประทานหรือฉดี ซึง่
ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อราที่อวัยวะภายในและ
กระแสเลือด เช่น ยากลุ่มโพลิอีน (Polyenes) และ
ยากลุ่มเอโซล (Azoles)  และยากลุ่มเอไคโนแคนดิน 
(Echinocandins) ซึ่งมีกลไกที่เกี่ยวข้องกับผนังเซลล์
และ ergosterol ที่บริเวณเยื่อหุ้มเมมเบรนของเชื้อรา 
ท�ำให้เกดิรรูัว่ และเกิดการรัว่ไหลของสารภายในเซลล์

Systemic mycoses เป็นโรคติดเชือ้ราทีเ่กดิ
กบัระบบอวัยวะภายในร่างกาย ก่อให้เกดิโรคได้ในผูป่้วย
ทีม่คีวามผดิปกติของระบบภมูคุ้ิมกนัหรือเป็นโรคเร้ือรัง 
เชื้อราก่อโรคส่วนใหญ่มักเกิดจากเชื้อราสองรูป 
(dimorphic fungi) เป็นราก่อโรคได้แม้ในคนที่มี
ร่างกายแขง็แรง จงึเรยีกรากลุม่นีว่้า true pathogens 
ที่พบบ่อย ได้แก่ Histoplasmosis, Blastomycosis, 
Coccidioidomycosis, Paracoccidioidomycosis, 

Penicillosis marneffei เป็นต้น นอกจากนี้ ยังพบว่า
มีเชื้อฉวยโอกาสบางชนิด (opportunistic fungi) ที่
สามารถก่อให้เกิดความผิดปกติเหมือนกับ systemic 
(deep) mycoses ได ้ เช ่น Cryptococcus 
neoformans, Candida spp., Aspergillus spp., 
Zygomycetes โดยการก่อโรคของเช้ือราในกลุ่มนี้ 
มักจะมีความสัมพันธ์กับระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ท่ี 
ลดน้อยลงจากสาเหตตุ่างๆ ได้แก่ ปลกูถ่ายอวยัวะ รบัยา
กดภมูคิุม้กัน รบัยากลุม่สเตยีรอยด์ ชนดิกินเป็นเวลานาน 
ผู้ป่วยเบาหวาน รวมถึงผู้ติดเชื้อเอชไอวี เป็นต้น6

	 Candida spp. เป็นเชื้อประจ�ำถิ่น เช่น 
Candida albicans พบบริเวณช่องปาก ผิวหนัง  
ทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ์ 
เป็นต้น แต่สามารถเป็นเชื้อฉวยโอกาส ก่อให้เกิดโรค
เมื่อภูมิคุ้มกันร่างกายต�่ำกว่าปกติ ซึ่งเป็นการติดเชื้อ
บรเิวณเยือ่บุตามร่างกาย เช่น เพดานปาก ลิน้ ช่องคลอด 
และรอบทวารหนัก นอกจากนั้นยังพบการติดเช้ือท่ี
ผิวหนัง เล็บ และสามารถลุกลามไปยังอวัยวะภายใน
และระบบหมุนเวียนเลือด ก่อให้เกิดเยื่อบุหัวใจและ
เยื้อบุสมองอักเสบ ปัจจุบันมีรายงานการติดเชื้อกลุ่ม 
non-albicans Candida spp. มากขึน้ เช่น Candida 
parapsilosis ก่อให้เกิดการติดเช้ือได้ท้ังบริเวณ
ผิวหนังชั้นตื้น (superficial infection) และแบบแพร่
กระจาย (systemic infection) ซึ่งเป็นสาเหตุถึง 
8-15% ของการติดเชื้อในกระแสเลือด7,8

	 Talaromyces marneffei จดัเป็นราสองรปู
ท่ีสามารถเจรญิในรปูราสายท่ีสภาวะอณุหภมูห้ิอง และ
สามารถเป็นรปูร่างเป็นยสีต์โดยแบ่งเซลล์แบบ fission 
ท่ีสภาวะอุณหภูมิร่างกายมนุษย์ และเป็นเช้ือก่อโรค
ฉวยโอกาสในผูท้ีม่ภีมูคิุม้กนับกพร่อง เช่น ผูป่้วยเอดส์ 
โดยเฉพาะในเขตเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ฮ่องกง จีน 
และตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย ผู้ป่วยได้รับเชื้อ
ผ่านทางการหายใจ โดยเชื้ออาจปนเปื้อนในดินชื้น9 

การติดเชื้อสามารถแสดงอาการได้ 2 แบบ คือ แบบ
ติดเช้ือเฉพาะท่ี เช่น ผิวหนัง ต่อมน�้ำเหลือง กระดูก
และข้อ และการติดเชื้อแบบแพร่กระจาย โดยเชื้อจะ
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เข้าสูไ่ขกระดกู10 การแสดงอาการของโรคในผูป่้วย HIV 
และ immunodefiency จะเป็นแบบ disseminated 
infection เร่ิมจากมีอาการ subacute illness คือมไีข้ 
น�ำ้หนกัลด ตบัม้ามโต ต่อมน�ำ้เหลอืงโต ระบบทางเดนิ
หายใจและระบบทางเดินอาหารผิดปกติ รอยโรคที ่
พบบ่อยบรเิวณผิวหนงัเป็นแบบตุม่แขง็ (papules) และ
ต่อมาจะมเียือ่ตายตรงกลาง และอกีลกัษณะทีพ่บบ่อย
คือฝีหนองท่ีอยู่ลึกลงไปชั้น subcutaneous tissue 
และอาจพบท่ีกระดูกหรือข้อ ท�ำให้เกดิการอกัเสบ บวม 
แดง ร้อนที่ผิวหนังบริเวณกระดูกหรือข้อได้ 
	 โรค histoplasmosis หรอื Darling’s disease 
มีสาเหตุจากราสองรูป Histoplasma capsulatum 
var. capsulatum เป็นเชือ้ราติดเช้ือในปอดทีพ่บบ่อย
ที่สุด ต่อมาจะกระจายไปยังอวัยวะต่างๆ เชื้อราพบได้
ในดนิ ซากพชื ในมลูค้างคาวและนกบางชนิด เจรญิได้ดี
ที่มีความชื้น และอุณหภูมิ 20°C ถึง 30°C โดยเชื้อ
สามารถเข้าสูร่่างกาย ผ่านทางเดนิหายใจในรปูของสปอร์
หรือโคนีเดีย และสามารถน�ำไปสู่โรคปอดบวมรุนแรง
เฉยีบพลันหรือเร้ือรังคล้ายกับวณัโรค การแพร่กระจาย
ของเชือ้มกัไปยงัอวยัวะภายใน เช่น ตบัอ่อน ตบั ม้าม ล�ำไส้ 
และเยื่อหุ้มสมอง โดยอาการเริ่มแรกเป็นแผลริมแข็ง 
(chancre) ทีม่หีลอดน�ำ้เหลอืงอกัเสบ (lymphangitis) 
และต่อมน�้ำเหลืองอักเสบ (lymphadenitis) ต่อมา 
มีแผลเหงือกเป็นก้อนกลม (nodular gummatous 
lesions) เซลลูไลติส (cellulitis) แผลเปื่อย หรือ 
แผลพุพอง (ulcers) ในผู้ป่วย HIV/AIDS มักเกิด 
รอยโรคที่ศรีษะและคอ รวมถึงผิวหนังทั้งหมด ฝ่ามือ 
ฝ่าเท้า ช่องปาก และทวารหนัก11

	 Cryptococcosis เป็นโรคเรือ้รงั กึง่เฉยีบพลนั
ถึงเฉียบพลันในปอด หรือเยื้อหุ้มสมองอักเสบ ติดต่อ
สู่มนุษย์ได้โดยการสัมผัสมูลนกหรือสูดดมสปอร์ของ
เชือ้เข้าไปสะสมในร่างกาย การติดเช้ือในปอดระยะแรก
จะยังไม่พบอาการ แต่แสดงอาการในผู้ที่ภูมิคุ้มกัน
บกพร่อง โดยมอีาการ 5 ลกัษณะ คอื ท่ีปอด (Pulmonary 
cryptococcosis) อาจมีอาการไอ มีไข้ต�่ำ และเยื่อหุ้ม
ปอดอักเสบ (pleuritic) ที่ระบบประสาท (CNS 

c ryptococcos i s )  คื อ เยื่ อหุ ้ มสมองอัก เสบ 
(Cryptococcal meningitis) และเกิดก้อนเชื้อรา 
ในสมอง (Cryptococcoma) ที่ผิวหนัง (Cutaneous 
cryptococcosis ) เป็นตุ่มหนองบนผิว ต่อมาจะ 
กลายเป็นฝีและแตกออกเป็นแผลหลุมที่กระดูก 
(Osseous cryptococcosis) เช่น ในกะโหลกศรีษะ 
และกระดูกสันหลัง รวมถึงอาการข้ออักเสบ และแบบ
แพร่กระจายทัว่ร่างกาย ซึง่จะเข้าสูก่ระแสเลอืด ท�ำให้
เกิดการอักเสบ เป็นฝีที่อวัยวะภายในทั่วร่างกาย มักมี
สาเหตุจาก Cryptococcus neoformans และ 
Cryptococcus gattii และอาจพบได้จาก Naganishia 
albida และ Patiliotrema laurentii12

	 การใช้ยาต้านเชือ้ราเป็นยารกัษาและป้องกนั
อาการต่างๆ ที่เกิดจากเชื้อรา โดยสามารถออกฤทธิ์
ยับยั้งการแบ่งตัวของเชื้อรา (fungistatic) หรือมีฤทธิ์
ฆ่าเชื้อรา (fungicidal) ปัจจุบันการพัฒนารักษาโรคที่
เกดิจากเชือ้รายงัมไีม่มากพอเมือ่เทยีบกบัยาปฏิชวีนะ
ชนิดอื่น เนื่องจากราถูกจัดอยู ่ในกลุ ่มยูคาริโอต 
(eukaryote) ซึ่งมีลักษณะคล้ายเซลล์คน จึงอาจมีผล
ข้างเคียงต่อผู้ป่วยค่อนข้างสูง โดยยารักษาท่ีนิยมใช้
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ ยาต้านเชื้อราที่ใช้ภายนอก 
(topical antifungal drugs) เป็นยาทาภายนอกหรือ
เหนบ็ ส�ำหรบัรกัษาโรคตดิเช้ือราท่ีผวิหนงัช้ันตืน้ๆ หรอื
ผิวหนังชั้นนอก และยาต้านเชื้อราที่มีผลทั่วร่างกาย 
(systemic antifungal drug) เป็นยาใช้ภายในด้วย
การรับประทานหรอืฉดี ซึง่จะใช้ในขนาดท่ีไประงบัการ
แบ่งตัวของเชื้อ (fungistatic) เท่านั้น เพราะอาจมีพิษ
ต่อร่างกายคนเนือ่งจากมโีครงสร้างของเซลล์คล้ายกับ
ของเชื้อรา13-18

	 สารควอรัมเซนซิงเชิงโมเลกุล (Quorum 
sensing molecule) ในเชื้อราหลายชนิด มีบทบาท
ในการสือ่สารระหว่างเซลล์ (cell-cell communication) 
และการเปลี่ยนรูปร่างระหว่างยีสต์กับราสายในกลุ่ม 
ราสองรปู โดยเป็นสารทีผ่ลติออกสูภ่ายนอกเซลล์ และ
จะมีมากข้ึนตามความหนาแน่นของประชากร โดย
สามารถพบได้ในยีสต์ เช่น Candida albicans, 
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Debaryomyces hansenii, Cryptococcus 
neoformans และ Saccharomyces cerevisiae 
โดยได้มีงานวิจัยก่อนหน้า ได้ศึกษาสารควอรัมเซนซิง
เชิงโมเลกุลที่ผลิตได้จากยีสต์ Candida albicans  
พบว่ามีการหลั่งสารกลุ ่มอะโรมาติกแอลกอฮอล์ 
ประกอบด้วย ไทโรซอล, ฟาร์นีซอล, ทริปโตฟอล และ
ฟีนิลเอธานอล19 โดยมีการค้นพบว่า farnesol และ 
tryptophol ที่สร้างได้จาก Candida albicans 
สามารถควบคมุการเกดิเส้นใยราของเชือ้ราก่อโรคแบบ
ฉวยโอกาส ลดการเปลีย่นไปมาของรปูยสีต์และราสาย 
และสามารถลดการยึดเกาะกับผิว polystyrene ใน
การสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้ Debaryomyces  hansenii 
และสารชนดิทรปิโตฟิลสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ 
Aspergillus fumigatus ได้ดีกว่าสารควอรัมเซนซิง
ชนดิอ่ืน20 นอกจากน้ันยงัสามารถลดการเจริญและการ 
สร้างไบโอฟิล์มของ Scedosporium apiospermum 
เมื่อน�ำไปเคลือบบนพื้นผิวของ catheter21

	 งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจที่จะศึกษาสาร
ควอรัมเซนซิงเชิงโมเลกุล ชนิดทริปโตฟอล ต่อการ
ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราทีก่่อโรคแบบรกุราน 6 ชนดิ
ประกอบด้วย Histoplasma capsulatum , 
Talaromyces marneffei, Aspergillus fumigatus, 
Cryptococcus neoformans, Candida parapsilosis 
และ Lodderomyces elongisporus ด้วยการหา 
ค่าความเข้มข้นทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถยบัยัง้และฆ่าเชือ้รา 
(MIC และ MFC) และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
มะเร็งปอดชนิด A549 เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนา
แนวทางการรกัษาโรคตดิเชือ้ราก่อโรคแบบรกุรานทีม่ี
ประสิทธิภาพขึ้นต่อไป

วัตถุประสงค์
1. เพื่อศึกษาบทบาทของสารควอรัมเซนซิง

เชิงโมเลกุล ชนิดทริปโตฟอล ต่อการเจริญของเชื้อรา
ก่อโรคแบบรุกราน

2. เพ่ือทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของสาร
ทริปโตฟอล ต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 

วิธีการศึกษา
	 1. การศึกษาผลของทริปโตฟอลต่อการ
เจริญของเชื้อราก่อโรคแบบรุกราน
	 1.1 การเตรียมเชื้อรา
	 เพาะเลี้ยงเชื้อทดสอบทั้ง 6 ชนิดบนอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) ส�ำหรับเชื้อราจะน�ำ
ไปบ่มที่ 25ºC 3-7 วัน และส�ำหรับยีสต์น�ำไปบ่มที่ 
37ºC 2-3 วัน จากนั้นจึงพิสูจน์ชนิดของเชื้อด้วยการดู
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการดูลักษณะของ 
โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะของสายราและ 
สปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์
	 1.2 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (minimal 
inhibitory concentration: MIC) และความ 
เข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถฆ่าเชื้อรา (minimum 
fungicidal concentration: MFC)
	 ทดสอบความไวต่อยาต้านเชื้อราและสาร
ทรปิโตฟอล โดยวธิ ีmicro broth dilution technique 
ใน 96 well plate ด้วยวิธีมาตรฐานของ CLSI 
M38-A2 document22,23 เพื่อหาค่า minimum 
inhibitory concentrations (MICs) โดยใช้สาร
ทดสอบ 2 ชนดิ คอืสารทรปิโตฟอล ความเข้มข้น 0.20-
100 mM และ voriconazole 0.2-100 µg/ml โดย
การเจือจางสารด้วยอาหาร RPMI 1640 และใช้เชื้อ
ทดสอบที่ความเข้มข้น 0.5-5x104 เซลล์/หลุม น�ำไป
บ่มที่ 37ºC 2-3 วัน ท�ำการอ่านผล MICs โดยเทียบ
กับหลุมอาหาร RPMI 1640 และน�ำสารจากหลุมที่ใส
มาหยดลงบนอาหาร PDA แล้วน�ำไปบ่ม ส�ำหรบัเช้ือรา
จะน�ำไปบ่มที่ 25ºC 3-7 วัน และส�ำหรับยีสต์น�ำไปบ่ม
ที ่37ºC 2-3 วนั เม่ือเชือ้เจรญิจงึน�ำมาอ่านผลค่า MFC 
โดยให้หลุมที่ไม่มีการเจริญของโคโลนี เป็นหลุมที่มีค่า
ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถฆ่าเชื้อราได้
	 2. การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของสาร
ทริปโตฟอล ต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 
	 สารทดสอบทีใ่ช้ คอื ทรปิโตฟอลทีค่วามเข้มข้น
ทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา (MIC) 
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ที่น�ำมาทดสอบ โดยใช้ความเข้มข้นที่ 3.12 และ  
31.2 mM (10 เท่าของค่า MIC), voriconazole  
100 µg/ml โดยน�ำมาทดสอบการเป็นเซลล์มะเรง็ปอด
ชนิด A549 โดยน�ำมาทดสอบดังต่อไปนี้
	 2.1 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลล์โดย
การย้อมเซลล์เป็น เซลล์ตายด้วย Trypan blue
	 บ่มสารทริปโตฟอล และ Voriconazole 
ทดสอบร่วมกบัเซลล์ A549 2x106 cell/flask ที ่37ºC, 
5%CO

2
 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน�ำไปถ่ายรูป

ลักษณะของเซลล์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนดิหวักลบั
แบบใช้แสง (invert light microscope) จากนั้นน�ำ
เซลล์มา trypsinization เพือ่ย้อมดูเซลล์เป็น เซลล์ตาย 
โดยการย้อมด้วย trypan blue และนับเซลล์บน 
hemacytometer
	 2.2 ศกึษาการมชีวีติจากการทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 
	 ศึกษาความเป็นพิษต่อ mitochondria ของ
เซลล์มะเร็งปอด ชนิด A549 โดยประยุกต์จากการ
ศึกษาของ Baygar T. และคณะ24 โดยอาศัยเทคนิค 
MTT assay ท�ำการบ่มสารทรปิโตฟอลและ Voriconazole 
ทดสอบร่วมกับเซลล์ A549 5x104 cells/well  
(96-well plate) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปิเปต
สารละลาย MTT ทีค่วามเข้มข้น 5 mg/ml 10 µl/well 
แล้วน�ำไปบ่มที่ 37ºC, 5%CO

2
 2 ชั่วโมง หลังจากนั้น 

ปิเปตสารละลายในหลมุทิง้แล้วเตมิ DMSO 150 µl/well 
น�ำไปเขย่า 15 นาทีบน plate shaker และดูดสาร 
ในหลุม 100 µl/well ย้ายไปใส่ใน 96-well plate  
อันใหม่ และน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิต
ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ด้วย 
microplate reader แล้วน�ำไปวเิคราะห์ข้อมลูร้อยละ
ของการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability)
	 2.3 ศกึษาการมชีวีติจากการทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์ โดยการย้อมไมโตคอนเดรียด้วยวิธี 
Cyto painter mitogreen indicator reagent 
staining assay

	 บ่มสารทริปโตฟอลและ Voriconazole 
ทดสอบร่วมกับเซลล์ A549 5x105 cells/well เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง (24-well plate) ที่ก้นหลุมมีการใส่
แผ่น coverslip sterile ขนาด 10 มม. จากนั้นดูด
อาหารเก่าออก ให้เหลือ 100 µl และเติมสาร 
Mitogreen indicator reagent 100 µl น�ำไปบ่มที่ 
37ºC, 5%CO

2
 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลายออก 

และล้างด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ คีบแผ่น coverslip  
ลงบนแผ่นสไลด์ แล้วน�ำไปส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent microscope)
	 2 .4  ศึกษาการตายของ เซลล ์ แบบ 
apoptosis ด้วยวธิ ีEthidium bromide- Acridine 
orange staining assay25

	 บ่มสารทริปโตฟอลและ Voriconazole 
ทดสอบร่วมกับเซลล์ A549 2x106 cell/flask เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน�ำไป trypsinize cell แล้ว
น�ำตะกอนเซลล์ 20 µl ผสมกับสีย้อม AO/EB 2 µl 
ย้ายลงแผ่นสไลด์และปิดด้วย coverslip และน�ำไปส่อง
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent 
microscope)

ผลการศึกษา
1. จากการศึกษาผลของทรปิโตฟอลต่อการ

เจริญของเชื้อราก่อโรคแบบรุกราน
จากการทดสอบความไวของเชื้อราของสาร

ทรปิโตฟอลและ Voriconazole โดยวธิ ีmicro broth 
dilution technique ใน 96 well plate ด้วยวิธี
มาตรฐานของ CLSI M38-A2 document เพื่อหาค่า 
minimum inhibitory concentrations (MICs) จาก
การอ่านผลการทดลองท�ำให้ได้ค่า MIC ดังตารางที่ 1 
(Table 1)
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Table 1 Anti-fungal susceptibility tests of Tryptophol and Voriconazole against common invasive 
fungal pathogens in Thailand.

Common invasive fungal pathogen
Tryptophol (mM) Voriconazole (µg/ml)

MIC MFC MIC MFC

Aspergillus fumigatus 25 50 <0.195 <0.195

Lodderomyces elongisporus 12.5 25 <0.195 <0.195

Cryptococcus neoformans 3.12 6.25 0.391 0.391

Histoplasma capsulatum 6.25 50 0.781 0.781

Candida parapsilosis 12.5 25 <0.195 12.5

Taralomyces marneffei 3.12 3.12 6.25 6.25

2. การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของสาร
ทริปโตฟอล ต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 

2.1 ผลจากการศึกษาลักษณะของเซลล์
มะเรง็ปอดชนดิ A549 ใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

ก�ำลงัขยาย 20X และผลการรอดชวีติของเซลล์ โดย
การย้อมเซลล์เป็น เซลล์ตายด้วย Trypan blue  
ทีบ่่มร่วมกับสารทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดงัแสดง
ในรูปที่ 1 (Figure 1) และตารางที่ 2 (Table 2)

Table 2 Percentage of A549 cell viability and dead cells after incubation with tryptophol or 
voriconazole for 24 hours

Tryptophol (mM) %Viable cells %Dead cells

3.12 98.94 1.06

31.2 1.09 98.91

Voriconazole 100 µg/ml 96.74 3.26

Figure 1 Cell morphology of A549 cells after incubation with Tryptophol or Voriconazole for  
24 hours under a light microscope at 20x magnification.
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2.2 ผลจากการศึกษาการมีชีวิตจากการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 

จากการศึกษาผลของสารทริปโตฟอลและ 
Voriconazole ที่ความเข้มข้น 3.12 และ 31.2 mM, 
Voriconazole 100 µg/ml ท่ีใช้ในการทดสอบ 

การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา กับความเป็นพิษต่อ 
mitochondria ของเซลล์มะเร็งปอด ชนิด A549 โดย
อาศัยเทคนิค MTT assay ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 2 
(Figure 2) 

Figure 2 Percentage of A549 cell viability (%MTT) after incubation with Tryptophol or Voriconazole 
at various concentrations for 24 hours.

	 2.3 ผลการศกึษาลกัษณะของเซลล์มะเรง็ปอด 
ชนิด A549 โดยการย้อมไมโตคอนเดรียด้วยวิธี  
Cyto painter mitogreen indicator reagent 
staining assay

จากการศึกษาผลของสารทริปโตฟอลและ 
Voriconazole ที่ความเข้มข้น 3.12 และ 31.2 mM, 
Voriconazole 100 µg/ml ที่ใช้ในการทดสอบการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา กับความเป็นพิษต่อ 
mitochondria ของเซลล์มะเรง็ปอด ชนดิ A549 ย้อม
ไมโตคอนเดรียด้วยวิธี Cyto painter mitogreen 
indicator reagent staining assay โดยไมโตคอนเดรยี
จะติดสีเขียวเรืองแสง เมื่อดูภายใต้กล้องจุลทรรศน ์
ฟลูออเรสเซนต ์ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 3 (Figure 3)
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	 2.4 ผลกระทบจากการศกึษาสารทรปิโตฟอล
และ Voriconazole ท่ีความเข้มข้น 3.12 และ  
31.2 mM, Voriconazole 100 µg/ml ที่ใช้ในการ
ทดสอบการยับยัง้การเจรญิของเชือ้รา กบัการตายของ

เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 แบบ apoptosis ด้วยวิธี 
Ethidium bromide-acridine orange staining 
assay ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3 (Table 3)

Figure 3 Cell morphology of A549 cells after incubation with Tryptophol or Voriconazole for  
24 hours and stained with mitogreen.

Table 3 Percentage of A549 cell viability and apoptotic cells after incubation with Tryptophol 
or Voriconazole for 24 hours

Tryptophol (mM) %Apoptotic cells

TOH 3.12 mM 11

TOH 31.2 mM 93

Voriconazole 100 µg/ml 16

อภิปรายผล
	 ผลการทดสอบการหาความเข้มข้นที่น้อย
ที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC) และ
ค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถฆ่าเชื้อได้ 
(MFC)
	 การศึกษาบทบาทของสารควอรัมเซนซิงเชิง
โมเลกุล ชนิดทริปโตฟอล ต่อการเจริญของเชื้อราและ
ยสีต์ก่อโรคแบบรกุราน จากการทดสอบค่าความเข้มข้น
ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) พบว่า การใช้

สารทริปโตฟอลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ ต้องใช้
ที่ความเข้มข้นอย่างน้อย 3.12 - 12.5 mM และใช้
ความเข้มข้น 3.25 - 50 mM จึงสามารถฆ่าเช้ือราก่อโรค
แบบรกุรานท้ังหมดทีน่�ำมาทดสอบ และเมือ่เปรยีบเทียบ
กับ Voriconazole ความเข้มข้นเริ่มต้น 100 µg/ml 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นท่ีใช้ในยาต้านเชื้อราในปัจจุบัน  
พบว่า ใช้ความเข้มข้นเพียง 6.25 µg/ml ในการยับยั้ง
การเจริญ และที่ใช้ความเข้มข้น 12.5 µg/ml ในการ
ฆ่าเชื้อราก่อโรคแบบรุกรานทั้งหมด สามารถสรุปได้
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เบ้ืองต้นว่าทริปโตฟอลสามารถใช้ยับยั้งเชื้อราได้ แต่
ยังคงมีประสิทธิภาพน้อยกว่า Voriconazole ซึ่งเป็น
ยารักษาที่ใช้ทั่วไป จากผลการทดลองจึงเลือกความ
เข้มข้นของทริปโตฟอลที่ 3.12 mM ซึ่งเป็นค่าต�่ำที่สุด
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ และสบิเท่าของค่าน้อยทีส่ดุ
คอื 31.2 mM ในการน�ำไปทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์

การศึกษาความเป็นพิษของทริปโตฟอลต่อเซลล์
มะเร็งปอดชนิด A549
	 ศึกษาลักษณะของเซลล์จากการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 โดย
การน�ำไปถ่ายภาพใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงพบว่า
เซลล์ท่ีบ่มด้วยทริปโตฟอลมีบางส่วนเซลล์เริ่มตาย 
และพบมากขึ้นเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสาร ในการ
ทดสอบอืน่ให้ผลไปในทศิทางเดยีวกนั คอื เมือ่ย้อมเซลล์
ด้วย Trypan blue แล้วน�ำไปนบัจ�ำนวนเซลล์เป็นและ
เซลล์ตาย พบว่า เมื่อบ่มเซลล์ร่วมกับทริปโตฟอล มี
จ�ำนวนเซลล์ท่ีรอดน้อยลง เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
กลุ่มควบคุม และมีจ�ำนวนเซลล์ตายมากขึ้นเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของสาร และเมื่อน�ำไปทดสอบด้วยวิธี 
MTT assay พบว่าเซลล์ทีบ่่มร่วมกบัทรปิโตฟอลความ
เข้มข้น 3.12 mM มี %MTT เท่ากับ 66.01% และ 
ที่ความเข้มข้น 31.2 mM %MTT ลดลงถึง 6.30%  
ซึ่งใกล้เคียงกับ negative control (6.22%) และเมื่อ
น�ำเซลล์ไปศึกษาการตายแบบ apoptosis พบว่า 
ทริปโตฟอลความเข้มข้น 3.12% และ 31.2% ท�ำให้
เกดิการตายของเซลล์ถึง 11% และ 93% และการย้อม
ด้วย Mitogreen พบว่าเมือ่ใช้ทรปิโตฟอลความเข้มข้น
สูงขึ้น ท�ำให้ความหนาแน่นของเซลล์ลดลง และการ
เรืองแสงของไมโตคอนเดรียไม่กระจายทั่วเซลล์ท�ำให้
เห็นรูปร่างเซลล์ไม่ชัดเจน 

สรุปผล
	 จากผลการทดสอบจึงสรุปได้ว่าสารควอรัม
เซนซิงเชิงโมเลกุล ชนิดทริปโตฟอล สามารถใช้ในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคแบบรุกรานได้ โดย 

มีค่า MIC อยู่ในช่วง 3.12 ถึง 12.5 mM และค่า MFC 
อยู ่ในช่วง 3.12 ถึง 50 mM เมื่อน�ำไปทดสอบ 
ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ชนิด A549 พบว่า สามารถ
ใช้ที่ความเข้มข้นอย่างน้อย 3.12 mM แต่ไม่ควร 
ใช้มากถึง 31.2 mM เนื่องจากจะก่อให้เกิดความเป็น
พิษต่อเซลล์ได้ จากงานวิจัยเป็นการทดสอบสาร 
ทริปโตฟอลในช่วงท่ีกว้าง ดังนั้น เพื่อพัฒนางานวิจัย 
ควรศึกษาความเข้มข้นของทริปโตฟอลที่มากที่สุด 
ท่ีไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ชนิด A549 
หรอืการศกึษากลุม่เช้ือก่อโรคท่ีมคีวามจ�ำเพาะมากข้ึน 
ต่อการยบัยัง้การเจรญิและการฆ่าเชือ้โดยทรปิโตฟอล
ที่ความเข้มข้นต่างๆ
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