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Abstract
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella Typhimurium) typically causes 

food-borne gastroenteritis which has a major impact on global public health. The pathological 

hallmark of S. Typhimurium-induced enterocolitis in humans is associated with a massive 

neutrophil influx into the intestine. Uncontrolled activation and infiltration of neutrophils lead 

to dysregulation of inflammatory responses and tissue damage. Studies about transcriptomes 

have been conducted, leading to a growing database and resources for transcriptomics analyses. 

The aim of this study was to identify key RNA targets from human neutrophils associated with 

Salmonella infection by using data in public transcriptome databases. The obtained neutrophil 

gene data were subsequently processed with simple arrangement. The results demonstrated that 

diacylglycerol O-acyltransferase 2 (DGAT2) gene was chosen among 137 significant neutrophil 

genes relevant to Salmonella infection when compared to healthy controls. Moreover, this target 

was considered as a novel target in relation to Salmonella or neutrophils. Thus, this chosen target 

gene was suitable to be applied for further study. To investigate a role of neutrophil DGAT2 in 

bacterial killing in vitro study, human neutrophils isolated from healthy subjects were infected 

with S. Typhimurium in the presence or absence of DGAT2 inhibitor and intracellular survival 

of bacteria was assessed. The results indicated that the numbers of intracellular bacteria were 

significantly higher in the presence of DGAT2 inhibitor (177.17 ± 46.52 CFU/ml) than in the 

absence of DGAT2 inhibitor (77.33 ± 23.72 CFU/ml) at 60 minutes of incubation, suggesting that 

targeted DGAT2 plays an important role in improving efficiency of neutrophil-mediated killing. 

This research utilized and extracted transcriptome data derived from databases for further in vitro 

studies to create valuable new knowledge related to the pathogenesis of infectious diseases.
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บทคััดย่่อ
เชื้้�อแบคทีีเรียี Salmonella enterica serovar Typhimurium หรืือ Salmonella Typhimurium 

ก่่อให้้เกิิดโรคทางเดิินอาหารอัักเสบที่่�ยัังคงเป็็นปััญหาสุุขภาพทั่่�วโลก ลัักษณะทางพยาธิิวิิทยาที่่�เด่่นชััด 

เกิิดจากการตอบสนองของเม็็ดเลืือดขาวชนิิดนิิวโทรฟิิลจำำ�นวนมากที่่�เคลื่่�อนที่่�ไปบริิเวณลำำ�ไส้้ที่่�มีีการ 

ติิดเชื้้�อเพื่่�อกำำ�จััดเชื้้�อโรค ส่่งผลให้้เนื้้�อเยื่่�อเกิิดการอักเสบและถููกทำำ�ลาย ในปััจจุุบัันมีีงานวิิจััยเกี่่�ยวกัับ

ทรานสคริปิโตมจำำ�นวนมาก ทำำ�ให้้เกิดิผลผลิติและข้้อมููลมากมายที่่�ถููกเก็บ็ไว้้ในฐานข้้อมููล ดังันั้้�นคณะผู้้�วิจิัยั

จึึงมีีแนวคิิดในการค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายสำำ�คััญจากนิิวโทรฟิิลที่่�สััมพัันธ์์กัับการติิดเชื้้�อ Salmonella 

ผ่่านกระบวนการสืืบค้้นข้้อมููลการแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอในผู้้�ป่่วยติิดเชื้้�อ Salmonella จากฐานข้้อมููล

สาธารณะ และนำำ�ข้้อมููลยีนของนิิวโทรฟิลที่่�ได้้มาวิิเคราะห์์และจัดัเรียีงอย่า่งง่า่ย ผลการค้้นหาอาร์์เอ็น็เอ 

เป้า้หมายพบว่่ายีนี diacylglycerol O-acyltransferase 2 (DGAT2) เป็น็ยีีนที่่�ถููกคััดเลืือกจากทั้้�งหมด 137 ยีนี 

ของนิิวโทรฟิิลที่่�มีีการแสดงออกอย่่างมีีนััยสำำ�คััญในผู้้�ป่่วยติิดเชื้้�อ Salmonella เทีียบกัับผู้้�ที่่�มีีสุุขภาพดีี 

และเป็็นยีีนที่่�ไม่่เคยมีีการศึึกษาเกี่่�ยวข้้องกัับเชื้้�อ Salmonella หรืือนิิวโทรฟิิลมาก่่อน การค้้นพบนี้้� 

บ่่งชี้้�ความใหม่จะนำำ�ไปใช้้ศึึกษาต่่อยอด เมื่่�อนำำ�ยีีน DGAT2 ไปศึึกษาต่่อเกี่่�ยวกัับบทบาทในการกำำ�จััด

เชื้้�อ Salmonella โดยนิิวโทรฟิลในหลอดทดลอง โดยนำำ�นิิวโทรฟิลที่่�แยกได้้จากอาสาสมัครสุขภาพดี

มาเพาะเลี้้�ยงร่่วมกัับเชื้้�อ S. Typhimurium ในสภาวะที่่�มีีหรืือไม่่มีี DGAT2 inhibitor และนัับจำำ�นวน

โคโลนีีของแบคทีีเรีียที่่�เหลืืออยู่่�ภายในเซลล์์ ผลการทดลองพบว่่ามีีปริิมาณเชื้้�อแบคทีีเรีียในสภาวะที่่�มีี 

DGAT2 inhibitor (177.17 ± 46.52 CFU/ml) มากกว่่าในสภาวะที่่�ไม่่มีี DGAT2 inhibitor (77.33 ± 

23.72 CFU/ml) อย่่างมีีนััยสำำ�คัญัที่่�เวลา 60 นาทีี ผลการทดลองนี้้�แสดงให้้เห็็นว่า่การยับยั้้�งการทำำ�งานของ 

ยีนีเป้า้หมาย DGAT2 ส่ง่ผลทำำ�ให้้ประสิทิธิิภาพในการกำำ�จัดัเชื้้�อของนิวิโทรฟิลิลดลง ดังันั้้�นการศึึกษาครั้้�งนี้้� 

จึึงเป็็นการใช้้ประโยชน์์จากการสกััดข้้อมููลทรานสคริิปโตมที่่�หลากหลายในฐานข้้อมููลสำำ�หรัับการศึึกษา

ต่่อยอดในการทดลองจริิงในหลอดทดลอง เพื่่�อทำำ�ให้้เกิิดองค์์ความรู้้�ใหม่่ที่่�มีีคุุณค่่าที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการ

เกิิดพยาธิิสภาพของโรคติิดเชื้้�อ

คำำ�สำำ�คััญ: นิิวโทรฟิิล, Salmonella, diacylglycerol O-acyltransferase 2, DGAT2 



การค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายสำำ�คััญจากเม็็ดเลืือดขาวชนิิดนิิวโทรฟิิลที่่�สััมพัันธ์์กัับการติิดเชื้้�อ Salmonella 9665

บทนำำ�
เม็็ดเลืือดขาวชนิิดนิิวโทรฟิิลหรืือโพลีีมอร์์

โฟนิิวเคลีียร์์นิิวโทรฟิิล (polymorphonuclear 

neutrophils) เป็็นเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวในระบบ

ภููมิิคุ้้�มกัันที่่�พบมากที่่�สุุดในเลืือด และทำำ�หน้้าที่่�กำำ�จััด

เชื้้�อจุุลชีีพผ่่านกลไกแบบไม่่จำำ�เพาะ โดยกระบวนการ

ฟาโกไซโทซิิส (phagocytosis) เมื่่�อเชื้้�อจุุลชีีพเข้้ามา

ในร่่างกาย นิิวโทรฟิิลจะเคลื่่�อนที่่�ไปจัับกิินเชื้้�อจุุลชีีพ

เข้้ามาอยู่่� ในถุุงฟาโกโซม และเมื่่�อรวมกัับเอนไซม์์

หรืือโปรตีีนที่่�อยู่่� ในถุุงไลโซโซมจะเกิิดการกำำ�จััดเช้ื้�อ

จุุลชีีพขึ้้�น(1-2) นอกจากนี้้�เชื้้�อจุุลชีีพสามารถกระตุ้้�น

การทำำ�งานของเอนไซม์น์ิิโคติินาไมด์์อะดิินีนีไดนิิวคลีี- 

โอไทด์์ฟอสเฟต ออกซิิเดส หรืือ NADPH oxidase 

ที่่�อยู่่�บริิเวณผิิวของฟาโกโซม ทำำ�ให้้เกิิดการสร้้างสาร

อนุมุููลอิิสระหรืืออนุพันัธุ์์�ออกซิเิจน (reactive oxygen 

species หรืือ ROS) รวมถึึงการปล่่อยเอนไซม์์

และโปรตีีน (degranulation) ของนิิวโทรฟิิล ซึ่่�งมีี

คุุณสมบััติิต้้านเชื้้�อจุุลชีีพได้้เช่่นกััน(3)

เชื้้�อแบคทีีเรีีย Salmonella spp. เป็็น

แบคทีีเรีียแกรมลบที่่�ก่่อให้้เกิิดโรคอาหารเป็็นพิิษ  

ซึ่่�งเป็็นปััญหาสำำ�คััญของสาธารณสุุขทั่่�วโลก โดยพบว่่า 

เชื้้�อแบคทีีเรีีย Salmonella enterica serovar 

Typhimurium หรืือ Salmonella Typhimurium 

เป็็นหนึ่่�งในเช้ื้�อแบคทีีเรีียที่่�ก่่อให้้เกิิดโรคลำำ�ไส้้อัักเสบ 

(gastroenteritis)(4-5) เมื่่�อร่างกายได้้รับัเช้ื้�อ Salmonella 

จะปรากฏลัักษณะทางพยาธิิสภาพสำำ�คััญที่่�เกิิดจาก

กลไกการเคลื่่�อนที่่�ของนิิวโทรฟิิลจำำ�นวนมากไป

บริเิวณช่อ่งภายในลำำ�ไส้เ้ล็ก็เพื่่�อทำำ�หน้า้ที่่�กำำ�จัดัเชื้้�อโรค 

ผ่่านกระบวนการฟาโกไซโทซิิส การศึึกษาก่่อนหน้้านี้้� 

พบว่่านิิวโทรฟิิลสามารถลดการยึึดเกาะของเชื้้�อ 

Salmonella Typhimurium บริิเวณผนัังลำำ�ไส้้ 

(colonization) และทำำ�ให้ป้ริมาณเชื้้�อในลำำ�ไส้ล้ดลง(6-7) 

ในหนููทดลองที่่�อยู่่�ในสภาวะนิวิโทรฟิลต่ำำ��หรืือ neutropenia 

จะเกิิดการติิดเชื้้�อทั่่�วร่่างกาย (systemic infection) 

ส่ง่ผลให้้หนููตายภายในเวลาอัันสั้้�น(7) อย่า่งไรก็ตามผล

จากการตอบสนองของนิิวโทรฟิลระหว่่างการติดเช้ื้�อ 

Salmonella จะเกิิดการหลั่่�งสารอนุุมููลอิิสระ ROS 

และสารก่อการอัักเสบไซโตไคน์์ ส่่งผลให้้เน้ื้�อเยื่่�อ

บริิเวณลำำ�ไส้้อัักเสบและถููกทำำ�ลาย สููญเสีียโครงสร้้าง

และการเรีียงตััวของเนื้้�อเยื่่�อ (epithelial barrier) 

ทำำ�ให้้การดููดซึึมของเหลวจากลำำ�ไส้้เข้้าสู่่�ร่า่งกายน้้อยลง 

จึึงก่่อให้เ้กิดิอาการท้องเสีีย อีกีทั้้�งผู้้�ป่วยที่่�มีกีารติดิเชื้้�อ

อาจเกิิดอาการอื่่�น ๆ ร่่วมด้้วย เช่่น ปวดบิิดในท้้อง 

คลื่่�นไส้้ อาเจีียน และมีีอาการไข้้(8-9) ผู้้�ป่ว่ยที่่�มีสีุขุภาพดีี 

จะสามารถฟื้้�นตัวัจากอาการต่า่ง ๆ  ได้เ้องภายใน 4-7 วันั 

โดยไม่่ต้้องรัับการรัักษา อย่่างไรก็็ตามในผู้้�ป่่วยที่่�

มีีระบบภููมิิคุ้้�มกัันผิิดปกติิหรืือภููมิิคุ้้�มกัันบกพร่่อง 

(immunocompromised host) พบว่่าการติดเช้ื้�อ

แบคทีีเรีียในกลุ่่�ม non-typhoidal Salmonella  

จะทำำ�ให้ก้ารติดิเชื้้�อรุนแรงขึ้้�นและเช้ื้�อแพร่ก่ระจายผ่่าน

ทางระบบน้ำำ��เหลืือง เข้้าสู่่�ม้้าม ตัับ และกระแสเลืือด 

(sepsis) ส่่งผลให้้ผู้้�ป่่วยเสีียชีีวิิตได้้(10-12)  

ในปััจจุบันัมีีการศึึกษาการแสดงออกของยีนี

หรืือโปรตีีนที่่�สำำ�คััญในนิิวโทรฟิลต่่อการตอบสนองต่่อ

เชื้้�อ Salmonella จำำ�นวนมาก เช่น่ การศึึกษาบทบาท

ของเอนไซม์์ myeloperoxidase(13-14) เอนไซม์์ 

neutrophil elastase(15) และโปรตีนี S100(16) เป็็นต้้น 

อย่า่งไรก็ตามยัังขาดข้้อมููลการศึึกษาการแสดงออกของ

ยีีนที่่�ยัังเป็็น underlying mechanism หรืือที่่�ไม่่เคย

มีกีารศึึกษาในบริบิทของการตอบสนองของนิวิโทรฟิลิ

ระหว่่างการติิดเชื้้�อ Salmonella มาก่่อน จึึงนำำ�ไป

สู่่�วััตถุุประสงค์์ของงานวิิจััยในครั้้�งนี้้� โดยคณะผู้้�วิิจััย

มีีแนวคิิดในการค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายสำำ�คััญจาก

เซลล์เม็็ดเลืือดขาวนิิวโทรฟิิลที่่�สััมพัันธ์์กัับการติิดเช้ื้�อ 

Salmonella ผ่่านกระบวนการสืืบค้้นจากฐานข้้อมููล

ทรานสคริิปโตมในฐานข้้อมููลสาธารณะ(17, 18) จากนั้้�น
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นำำ�ข้้อมููลที่่�ได้้มาทำำ�การวิิเคราะห์์และจััดเรีียงข้้อมููล

อย่่างง่่าย เพื่่�อคัดเลืือกยีีนที่่�มีีการแสดงออกอย่่างมีี

นัยัสำำ�คัญัในผู้้�ที่่�ติดิเช้ื้�อ Salmonella และยีีนดัังกล่่าว

ต้้องไม่่เคยมีีการศึึกษาทางด้้านเชื้้�อ Salmonella 

หรืือนิิวโทรฟิิลมาก่่อน ซึ่่�งจะบ่่งชี้้�ได้้ถึึงความใหม่่ของ

ยีีนที่่�จะนำำ�ไปใช้้ในการศึึกษาต่่อยอดในหลอดทดลอง  

(in vitro) ดัังนั้้�นโครงการวิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์

เพื่่�อสกััดองค์์ความรู้้�จากฐานข้้อมููลทรานสคริิปโตมที่่� 

ถููกเก็็บไว้้มาทำำ�ให้้เกิิดข้้อมููลที่่�มีีคุุณค่าและประโยชน์์สููงสุุด 

และสามารถนำำ�ไปใช้้ในการศึึกษาต่่อยอดได้้จริิงใน

หลอดทดลอง เพื่่�อให้ท้ราบถึึงกลไกและบทบาทสำำ�คัญั

ของยีนีดังักล่า่วในระหว่่างที่่�มีกีารตอบสนองของระบบ

ภููมิิคุ้้�มกัันและพยาธิิสภาพในการติิดเชื้้�อ 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. การค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมาย

ค้้นหาฐานข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการติิดเชื้้�อ 

Salmonella จากฐานข้้อมููลทรานสคริิปโตมสาธารณะ

ของสถาบััน SIDRA Medicine ประเทศกาตาร์์ 

ซึ่่�งมีีการเก็็บรวบรวมข้้อมููลทั้้�งหมด 74 ฐานข้้อมููล

ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอจาก

การศึึกษาทรานสคริิปโตมในโรคติิดเชื้้�อในกระแส

เลืือด (sepsis) ด้้วยวิิธีีการ microarray ดัังปรากฏ

ในเว็็บไซต์์ http://sepsis.gxbsidra.org/dm3/

geneBrowser/list แล้ว้ทำำ�การคัดัเลืือกเฉพาะยีนีของ

นิวิโทรฟิล (neutrophil-rich genes) ทั้้�งหมด 374 ยีนี 

ที่่�อ้้างอิิงมาจากเว็็บไซต์ Human Protein Atlas 

(https://www.proteinatlas.org) ในฐานข้้อมููล 

ทรานสคริปิโตมที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการติดิเชื้้�อ Salmonella 

ที่่�ได้้จากการค้นหา หลัังจากนั้้�น คััดเลืือกเฉพาะยีีน

ของนิิวโทรฟิลที่่�มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ระหว่่างกลุ่่�มผู้้�ที่่�ติิดเชื้้�อ Salmonella เทีียบกัับ 

กลุ่่�มสุุขภาพดีี จากการใช้้สถิิติิ unpaired t-test  

โดยการวิเคราะห์์ค่่าความแตกต่่างอย่างมีนัีัยสำำ�คัญทางสถิิติิ 

(p < 0.05) และนำำ�ยีีนที่่�ได้้จากการคััดเลืือก ไปค้้นหา

จำำ�นวนบทความในฐานข้้อมููล PubMed ผ่่านเว็็บไซต์์ 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ ซ่ึ่�งคำำ�ค้นหา 

ประกอบด้้วยชื่่�อยีีน สััญลัักษณ์์หรืือคำำ�ย่่อของยีีน  

ปีีที่่�ตีีพิิมพ์์อยู่่�ในช่่วงระหว่่างปีี ค.ศ. 1990 ถึึง 2024 

และค้้นหาเพิ่่�มเติิมว่่ายีีนดัังกล่่าวเคยมีีการศึึกษา 

ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับเชื้้�อ Salmonella หรืือนิิวโทรฟิิล 

มาก่่อนหรืือไม่่ ดัังแสดงในตััวอย่่าง

- “gene name” OR gene symbol AND 

1990:2024 [dp] [ti]

- “gene name” OR gene symbol AND 

Salmonella AND 1990:2024 [dp] [ti]

- “gene name” OR gene symbol AND 

Salmonella AND Neutrophil AND 1990:2024 

[dp] [ti]

หลังัจากนั้้�น บันัทึึกจำำ�นวนบทความที่่�ปรากฏบน 

PubMed ของยีนีทั้้�งหมดที่่�แสดงออกอย่า่งมีนีัยัสำำ�คัญั 

ระหว่่างกลุ่่�มผู้้�ที่่�ติิดเช้ื้�อ Salmonella เทีียบกัับ

กลุ่่�มสุุขภาพดีีจากการคััดเลืือกและจััดลำำ�ดัับยีีนโดย

พิิจารณาจากจำำ�นวนบทความ โดยเรีียงจากจำำ�นวน

บทความที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับเชื้้�อ Salmonella หรืือ 

นิวิโทรฟิลิน้อ้ยไปถึึงมาก ซ่ึ่�งจำำ�นวนบทความน้อ้ยหรืือ 

ไม่่มีีจะจััดเป็็น high priority แสดงถึึงความใหม่่ 

(novelty) ที่่�จะทำำ�การศึึกษาต่่อไป

2. ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

เจาะเก็็บเลืือดจากอาสาสมััครสุขภาพดีี 

จำำ�นวน 3 ราย ในช่่วงเดืือนมิิถุุนายน พ.ศ. 2567  

ถึึงเดืือนพฤศจิิกายน พ.ศ. 2567 สำำ�หรัับเกณฑ์์การ 

คััดเลืือกอาสาสมััครสุุขภาพดีี มีีช่่วงอายุุ 18-35 ปีี  

ไม่่มีีประวััติิโรคประจำำ�ตััว ไม่่มีีภาวะการอัักเสบหรืือ

เป็น็ไข้้ และไม่่ได้ร้ับัยาปฏิชีิีวนะ สำำ�หรับัเกณฑ์์การคัด

ออกของอาสาสมััคร เป็็นผู้้�ที่่�รัับประทานยารัักษาโรค 

เช่น่ ยารักัษาเบาหวาน ยาต้้านเชื้้�อไวรัสั ยากดภููมิคุ้้�มกััน 
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3. การแยกเม็็ดเลืือดขาวนิิวโทรฟิลโดยวิิธีีปั่่�น

เหวี่่�ยงที่่�ความถ่่วงจำำ�เพาะ 1.077

แยกเม็็ดเลืือดขาวชนิิดนิิวโทรฟิลด้วย 

หลัักการ density gradient centrifugation(17) โดย

เจาะหลอดเลืือดดำำ�เพื่่�อเก็็บเลืือด และใช้้เฮพาริินเป็็น

สารกัันเลืือดแข็็ง นำำ�เลืือดมาผสมกัับสารละลาย 3% 

Dextran (Pharmacosmos, Denmark) เพื่่�อทำำ�ให้้

เม็็ดเลืือดแดงตก จากนั้้�นเก็็บส่่วนใสด้้านบนซ่ึ่�งจะ

ประกอบไปด้้วยเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวทั้้�งหมด เรีียกว่่า 

leukocyte-rich plasma เพื่่�อมาทำำ�การแยกชั้้�นของ  

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

และนิิวโทรฟิิล โดยใช้้น้ำำ��ยา Ficoll-Paque (Sigma-

Aldrich, USA) ที่่�มีีความถ่่วงจำำ�เพาะ 1.077 และ 

นำำ�ไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 3,000 รอบต่่อนาทีี  

นาน 30 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 25 องศาเซลเซีียส  

เก็็บชั้้�นของนิิวโทรฟิลที่่�อยู่�ติิดกัับชั้้�นเม็็ดเลืือดแดง

บริิเวณส่วนปลายของหลอดทดลอง และกำำ�จััด

เม็็ดเลืือดแดงที่่�ปนเปื้้�อนด้้วยน้ำำ��โดยใช้้หลัักการ 

hypotonic lysis นำำ�เซลล์ท์ี่่�ได้ม้าปั่่�นล้า้งด้ว้ย Hank’s 

balanced salt solution (Gibco, USA) ที่่�ความเร็็ว 

1,800 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี นิิวโทรฟิิลที่่�แยกได้้

จะนำำ�มาเพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ RPMI-1640 

(Gibco, USA) ที่่�มีี 10% fetal bovine serum 

(Invitrogen, USA) ในการทดลองต้้องใช้้นิิวโทรฟิิล

ที่่�เตรีียมใหม่่ทุุกครั้้�งและทำำ�การทดสอบการมีชีีวิิตของ

เซลล์์ (viability) ด้้วยวิิธีี trypan blue exclusion 

และความบริิสุุทธิ์์� (purity) ด้ว้ยวิิธี ีWright’s stain ผล

การทดสอบการมีชีีวีิติและความบริสิุทุธิ์์�ของนิวิโทรฟิลิ 

ให้้ผลมากกว่่า 99 เปอร์์เซ็็นต์์ และ 95 เปอร์์เซ็็นต์์ 

ตามลำำ�ดัับ หลัังจากนั้้�นปรัับปริิมาตรนิวโทรฟิิลให้้

มีีจำำ�นวน 3×106 เซลล์์ต่่อมิิลลิิลิิตร เพื่่�อใช้้ในการ

ทดสอบต่่อไป

4. การเตรีียมเชื้้�อแบคทีีเรีีย

เพาะเลี้้�ยงเชื้้�อแบคทีีเรีีย Salmonella 

Typhimurium ใน LB broth (TM Media, India) 

เป็็นเวลา 16-18 ชั่่�วโมง ที่่� 37 องศาเซลเซีียส  

เมื่่�อครบเวลาปั่่�นล้้างเชื้้�อด้้วย phosphate buffer 

saline (PBS) จำำ�นวน 3 ครั้้�ง ตะกอนเชื้้�อจะถููกผสมกับั 

PBS ปริมิาตร 1 มิลิลิลิิิตรเพื่่�อนำำ�ไปวัดัค่่าการดููดกลืืนแสง 

ที่่�ความยาวคลื่่�น 600 นาโนเมตร ด้้วยเครื่่�อง 

spectrophotometer และปรัับความเข้้มข้้นเชื้้�อเป็็น 

108 CFU/ml จากนั้้�นใช้อ้าหารเลี้้�ยงเซลล์ ์RPMI-1640 

ที่่�มี ี10% fetal bovine serum ปรับัความเข้้มข้น้ของ

เชื้้�อให้้เป็็น multiplicity of infection (MOI) หรืือ

สัดัส่ว่นของจำำ�นวนเช้ื้�อแบคทีเีรียีต่อ่จำำ�นวนนิิวโทรฟิลิ 

ที่่� 1 และ 3

5. การทดสอบความเป็น็พิิษของ DGAT2 inhibitor  

ต่่อนิิวโทรฟิิล ด้้วยวิิธีี MTS assay 

DGAT2 inhibitor (PF-06424439, Cayman, 

USA) ที่่�ความเข้้มข้้น 10 มิิลลิิโมลาร์์ จะถููกทำำ�ละลาย 

ด้ว้ยน้ำำ�� และนำำ�ไปเจืือจางด้ว้ย RPMI media ที่่�ความ 

เข้ม้ข้น้ต่า่ง ๆ  สำำ�หรับัการทดสอบ ได้แ้ก่ ่1, 5, 10, 50 

และ 100 ไมโครโมลาร์์ นำำ�นิิวโทรฟิลที่่�แยกโดยวิิธีี 

ปั่่�นเหวี่่�ยง มาทำำ�การเพาะเลี้้�ยงในสภาวะมีแีละไม่่มี ีDGAT2 

inhibitor ที่่�ความเข้ม้ข้น้ต่า่ง ๆ  ข้า้งต้น้ เป็น็เวลา 2 ชั่่�วโมง 

ที่่� 37 องศาเซลเซียีส และ 5% CO
2
 เติิมน้ำำ��ยา MTS 

(MTS, Promega, USA) ปริิมาตร 20 ไมโครลิิตร 

และทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง จากนั้้�นวััดค่่าการ 

ดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 490 นาโนเมตร 

ด้้วยเครื่่�อง microplate reader (Multiskan 

SkyHigh, Thermo Scientific, USA)
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6. การทดสอบการกำำ�จัดัเชื้้�อของนิวิโทรฟิลิด้้วยวิธิีี 

bacterial colony count assay

เพาะเลี้้�ยงนิิวโทรฟิิลในสภาวะไม่่มีีและมีี 

DGAT2 inhibitor ที่่�ความเข้้มข้้น 50 ไมโครโมลาร์์ 

เป็น็เวลา 2 ชั่่�วโมง เติิมเช้ื้�อ Salmonella Typhimurium 

ที่่� MOI  1 และ 3 เพาะเลี้้�ยงนาน  30 นาที ีที่่�  37 องศาเซลเซีียส 

5% CO
2
 เติิมยาปฏิิชีวีนะ Gentamycin (HiMedia, 

USA) ที่่�ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััมต่่อมิลลิลิิตร 

และเพาะเลี้้�ยง 30 นาทีีต่่อ เพื่่�อกำำ�จััดเชื้้�อแบคทีีเรีีย

ภายนอกเซลล์์ เมื่่�อครบเวลาปั่่�นล้้างเซลล์์ด้้วย PBS 

2 ครั้้�ง และทำำ�การแตกเซลล์์ (cell lysis) โดยเติิม 

0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) 

เพาะเลี้้�ยงเป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่� 37 องศาเซลเซีียส 

จากนั้้�นทำำ� colony count โดยนำำ�ตััวอย่างในแต่่ละ

สภาวะไปกระจายลงใน LB agar plate บ่่มในตู้้�เพาะ

เลี้้�ยงเชื้้�อ ที่่� 37 องศาเซลเซีียส นาน 24 ชั่่�วโมง(19)  

ซึ่่�งการทดลองชุุดนี้้�จะเรีียกเป็็นเวลาเริ่่�มต้้น หรืือ T0 

สำำ�หรับัการทดลองอีกีชุดุนิวิโทรฟิลจะถููกเพาะเลี้้�ยงต่อ่

นาน 60 นาทีีในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีี Gentamycin 

ความเข้้มข้้น 10 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่�งเรีียกเป็็น

เวลา 60 นาทีี หรืือ T60 จากนั้้�นนัับจำำ�นวนโคโลนีี 

เชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�เหลืืออยู่่� ในเซลล์์โดยเปรีียบเทีียบ

สภาวะที่่�มีีและไม่่มีี DGAT2 inhibitor ในแต่่ละ

ช่่วงเวลา

7. การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ

งานวิิจััยนี้้�ได้้ออกแบบการทดลองเป็็นการ

ทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�งที่่�อิิสระต่่อกัน ใช้้สถิิติิวิิเคราะห์์ 

unpaired t-test เปรีียบเทีียบผลการทดลองใน

สภาวะที่่�ต่่างกััน โดยใช้้ซอฟต์์แวร์์คอมพิิวเตอร์ คืือ 

GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, 

USA) และกำำ�หนดค่่าความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ทางสถิิติิ p-value น้้อยกว่่า 0.05

ผลการวิิจััย
1. การค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมาย

ผลการค้นหาฐานข้้อมููลทรานสคริิปโตม 

ของสถาบััน SIDRA Medicine ที่่�อยู่�ในสาธารณะ  

พบฐานข้้ อมููลที่่ � เ กี่่� ย วข้้ อ ง กัับผู้้�ป่ ่ ว ยที่่� ติิ ด เชื้้� อ 

Salmonella จำำ�นวน 1 ฐานข้้อมููล หรืือ 1 dataset 

จากฐานข้้อมููลทั้้�งหมด 74 datasets คืือ “A 

Blood Transcriptional Diagnostic Assay for 

Septicemic Melioidosis” รหััส GSE69528(20)  

ซึ่่�งได้้จากการศึึกษาเปรีียบเทีียบการแสดงออก 

ของอาร์์เอ็็นเอในเลืือดผู้้�ป่่วยที่่�มีีภาวะติิดเชื้้�อใน 

กระแสเลืือด (sepsis) จำำ�นวน 83 ราย ด้้วยวิิธีี 

microarray จากฐานข้้อมููลดังกล่่าวพบข้้อมููลผู้้�ป่วย

ที่่�ติิดเชื้้�อ Salmonella จำำ�นวน 3 ราย ซึ่่�งจะถููกนำำ�

ข้้อมููลการแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอมาเปรีียบเทีียบ 

กัับอาสาสมััครสุขภาพดีีที่่� ไม่่มีีการติดเช้ื้�อที่่�มาจาก 

dataset เดีียวกััน จำำ�นวน 28 ราย โดยจะเลืือก 

เปรีียบเทีียบข้้อมููลเฉพาะยีีนของนิิวโทรฟิิลที่่�อยู่่� ใน 

ฐานข้้อมููล Human Protein Atlas จำำ�นวน 374 ยีีน 

ผลการทดสอบทางสถิิติิพบว่่ามีียีีนของนิิวโทรฟิิล

ทั้้�งหมด 137 ยีีนจากทั้้�งหมด 374 ยีีน ที่่�มีีความ 

แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ (p น้้อยกว่่า 0.05) 

ระหว่่างกลุ่่�มผู้้�ป่วยที่่�ติิดเชื้้�อ Salmonella และ 

กลุ่่�มผู้้�มีีสุุขภาพดีี (Fig. 1) 
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Fig. 1	 Heat map representing the relative mRNA expression levels in Salmonella-infected and healthy  

	 subjects. Analysis of 137 significantly upregulated or downregulated neutrophil genes in patients  

	 with sepsis caused by Salmonella (n = 3) was compared to those in healthy individuals (n = 28).  

	 The color bar depicts the color contrast levels of the heat map. Red and blue indicate high and  

	 low expression levels, respectively. 



ธนกร ทองสิิมา และคณะ9670

จากนั้้�นนำำ�ยีีนนิิวโทรฟิลทั้้�งหมด 137 ยีีน  

ไปสืืบค้้นหาจำำ�นวนบทความในฐานข้้อมููล PubMed 

เพื่่�อค้้นหาว่่ายีีนดัังกล่่าวเคยมีีการศึึกษาที่่�เกี่่�ยวข้้อง

กัับเชื้้�อ Salmonella หรืือนิิวโทรฟิิลมาก่่อนหรืือไม่่ 

จากตารางด้้านล่่างแสดงการจััดเรีียงยีีนในกลุ่่�ม High 

priority จำำ�นวน 10 ยีีน จากยีีนทั้้�งหมด 137 ยีีน  

โดยพิิจารณาเรีียงความสำำ�คััญจาก (Table 1)

(1) เลืือกจำำ�นวนบทความที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ 

เชื้้�อ Salmonella หรืือนิิวโทรฟิิลน้้อยไปถึึงมาก ซึ่่�ง

จำำ�นวนบทความน้้อยหรืือไม่่มีจีะจัดัเป็น็ high priority 

แสดงถึึงความใหม่่ (novelty) ดัังแสดงในตารางแถว

สีีฟ้้า

(2) จากนั้้�นเรีียงลำำ�ดัับตามจำำ�นวนบทความ

ทั้้�งหมดที่่�ศึึกษาเฉพาะยีีนนั้้�นจากมากไปน้อย แสดงถึึง 

ในปััจจุุบัันยีีนดัังกล่่าวยัังคงมีีความสำำ�คััญและมีี 

การศึึกษาอยู่�ในบริิบทอื่่�น ๆ ดัังแสดงในตารางแถว

สีีเหลืือง

(3) ทำำ�การยืืนยัันและจััดเรีียงยีีนใหม่่ใน

กลุ่่�ม High priority จำำ�นวน 10 ยีีน ซึ่่�งยีีนดัังกล่่าว

ต้อ้งมีกีารแสดงออกเฉพาะในเซลล์เ์ม็ด็เลืือดขาวชนิดิ 

นิิวโทรฟิิลอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ โดยสืืบค้้นข้้อมููล

ใน transcriptomic dataset รหััส GSE60424 ที่่�ได้้

มีีการศึึกษาเปรีียบเทีียบการแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอ 

ในกลุ่่�มเม็็ดเลืือดขาวแต่่ละชนิิด โดยทำำ�การทดสอบ

ทางสถิิติิของการแสดงออกของยีีนจำำ�นวน 10 ยีีน 

ดัังกล่่าว ระหว่่างเม็็ดเลืือดขาวนิิวโทรฟิิลเปรีียบเทีียบ

กัับเม็็ดเลืือดขาวอื่่�น ๆ ผ่่านเว็็บไซต์์ http://sepsis.

gxbsidra.org/dm3/geneBrowser/show/4000098 

ดัังแสดงในตารางแถวสีีแดง

สุุดท้้ายการค้้นหาอาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายได้้ผล 

พบว่่า diacylglycerol O-acyltransferase 

(DGAT2) เป็็นยีีนที่่�พบได้้เฉพาะในนิิวโทรฟิลที่่�

แสดงถึึงความใหม่่ ไม่่เคยศึึกษาในเชื้้�อ Salmonella 

หรืือนิวิโทรฟิลิมาก่่อน จากนั้้�นจะทำำ�การศึึกษาบทบาท

และหน้า้ที่่�ของยีนีดังักล่า่วในหลอดทดลอง (in vitro) 

โดยการยับัยั้้�งการแสดงออกของยีนี DGAT2 ภายใน 

นิิวโทรฟิลจากการใช้้ DGAT2 inhibitor หรืือ  

PF-06424439 และทดสอบว่่าการยัับยั้้�งยีีนดัังกล่่าว

ส่่งผลต่่อหน้้าที่่�ของนิิวโทรฟิิลในการกำำ�จััดเชื้้�อหรืือไม่่

Table 1	Top 10 highest priority RNA ranked from the 137 significant neutrophil-rich genes.

Rank
Gene

symbol
Query P value*

Expression in 

leukocyte 

subsets

No. of total 

articles in 

PubMed

No. of 

articles in 

PubMed with

Salmonella

No. of 

articles in 

PubMed with 

neutrophils

1 DGAT2

DGAT2 OR “diacylglycerol 

O-acyltransferase 2” AND 

1990:2024 [dp] [ti]

0.0093 Only neutrophils 814 0 0

2 BCL2A1

BCL2A1 OR “BCL2 related 

protein A1” AND 1990:2024 

[dp] [ti]

0.0051 Only neutrophils 675 0 0
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Rank
Gene

symbol
Query P value*

Expression in 

leukocyte 

subsets

No. of total 

articles in 

PubMed

No. of 

articles in 

PubMed with

Salmonella

No. of 

articles in 

PubMed with 

neutrophils

3
ALOX-

5AP

ALOX5AP OR “arachi-

donate 5-lipoxygenase 

activating protein” AND 

1990:2024 [dp] [ti]

0.0004 Only neutrophils 539 0 0

4 C9orf72

C9orf72 OR “C9orf72-

SMCR8 complex subunit” 

AND 1990:2024 [dp] [ti]

0.0187
Neutrophils and 

monocytes
2,796 0 0

5 HDAC4

HDAC4 OR “histone 

deacetylase 4” AND 

1990:2024 [dp] [ti]

0.0018
Neutrophils and 

monocytes
1,605 0 0

6 SLC2A3

SLC2A3 OR “solute carrier 

family 2 member 3” AND 

1990:2024 [dp] [ti]

0.0004
Neutrophils and 

monocytes
819 0 0

7 PADI4

PADI4 OR “peptidyl 

arginine deiminase 4” 

AND 1990:2024 [dp] [ti]

0.0009
Neutrophils and 

monocytes
716 0 0

8 HHEX

HHEX OR “hematopoieti-

cally expressed homeobox” 

AND 1990:2024 [dp] [ti]

0.0004

Neutrophils, 

Monocytes and 

B cells

527 0 0

9 LTB4R

LTB4R OR “leukotriene B4 

receptor” AND 1990:2024 

[dp] [ti]

0.0018
Neutrophils and 

monocytes
482 0 0

10 MAP2K6

MAP2K6 OR 

“mitogen-activated protein 

kinase kinase 6” AND 

1990:2024 [dp] [ti]

0.0065
Neutrophils and 

monocytes
463 0 0

* P value of Salmonella infection group compared with healthy control group.

Table 1	Top 10 highest priority RNA ranked from the 137 significant neutrophil-rich genes. (Cont.)
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2. การทดสอบความเป็น็พิษิของ DGAT2 inhibitor 

ต่่อนิิวโทรฟิิลด้้วยวิิธีี MTS assay 

ก่อ่นทำำ�การทดสอบบทบาทของยีีนเป้้าหมาย 

DGAT2 ในนิิวโทรฟิลระหว่่างที่่� มีีการติดเชื้้�อ 

Salmonella จะต้้องทำำ�การทดสอบว่่า DGAT2 

inhibitor มีีพิิษต่่อเซลล์์หรืือไม่่ โดยการเพาะเลี้้�ยง 

นิวิโทรฟิลิที่่�แยกจากเลืือดอาสาสมัคัรสุขุภาพดีทีั้้�งหมด  

3 ราย ในสภาวะไม่่มีีและมีี DGAT2 inhibitor  

ที่่�ความเข้้มข้้น 1, 5, 10, 50 และ 100 ไมโครโมลาร์์ 

เป็น็เวลา 2 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาเติิมน้ำำ��ยา MTS และ

ทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง เมื่่�อทำำ�การวััดการมีีชีีวิิตอยู่่�

ของเซลล์์และนำำ�มาคำำ�นวณเปอร์์เซ็็นต์์การมีีชีีวิิตรอด  

(cell viability) พบว่่าการมีชีีวีิติรอดของเซลล์นิวิโทรฟิล 

ที่่�เพาะเลี้้�ยงกัับ DGAT2 inhibitor ทุุกความเข้้มข้้น

ไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ เมื่่�อเปรียบเทีียบ

กับันิิวโทรฟิลิที่่�อยู่�ในสภาวะที่่�ไม่ม่ี ีDGAT2 inhibitor 

(Fig. 2A) เมื่่�อคำำ�นวณค่่าความเข้้มข้้นของ DGAT2 

inhibitor ที่่�ทำำ�ให้เ้กิดิความเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ ร้อ้ยละ 50 

(50% cytotoxic concentration: CC
50
) พบว่่า 

ค่่า CC
50 

มากกว่่า 100 ไมโครโมลาร์์ (Fig. 2B)  

แสดงให้้เห็็นว่่าความเข้้มข้้นของ DGAT2 inhibitor 

ที่่�นำำ�มาใช้้ตั้้�งแต่่ 1-100 ไมโครโมลาร์์ ไม่่มีีความเป็็น

พิิษต่่อนิิวโทรฟิิล

 

Fig. 2	 Cytotoxicity of DGAT2 inhibitor treatment on human neutrophils. (A) Viability of treated neutrophils  

	 with different concentrations of DGAT2 inhibitor (1, 5, 10, 50 and 100 μM) for 2 h was assessed  

	 by the MTS assay. The percentage of treated-cell viability compared to the untreated-cell control 

 	 was presented. Results are expressed as mean ± SEM of three independent experiments  

	 (n = 3) using unpaired t-test. (B) The CC
50
 value of DGAT2 inhibitor was calculated using  

	 GraphPad Prism by interpolation.

A						               B
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3. การทดสอบการกำำ�จัดัเชื้้�อของนิวิโทรฟิลิด้้วยวิธิีี 

bacterial colony count assay

นิวิโทรฟิลจะถููกเพาะเลี้้�ยงในสภาวะไม่่มีแีละ 

มี ีDGAT2 inhibitor ที่่�ความเข้้มข้้น 50 ไมโครโมลาร์์ 

จากนั้้�นนำำ�มาเพาะเลี้้�ยงร่่วมกัับเช้ื้�อ Salmonella 

Typhimurium ที่่� MOI 1 และ 3 ผลการทดลอง 

พบว่่าเมื่่�อเพาะเลี้้�ยงนิิวโทรฟิิลในสภาวะปกติิที่่�ไม่่มีี 

DGAT2 inhibitor กัับเชื้้� อ Salmonella 

Typhimurium ที่่� MOI 1 และ 3 พบว่่าปริิมาณ

เชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�อยู่�ภายในนิิวโทรฟิิลมีแนวโน้้มลดลง 

เมื่่�อเวลาผ่่านไป 60 นาทีี (T60) เทีียบกัับที่่�เวลาเริ่่�มต้น้ 

(T0) แสดงถึึงความสามารถของนิวิโทรฟิลิในการกำำ�จัด 

เชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�อาศััยอยู่่�ภายในเซลล์์ อย่่างไรก็็ตาม

เมื่่�อเพาะเลี้้�ยงนิวิโทรฟิลด้ว้ยเช้ื้�อแบคทีีเรียี ที่่� MOI 1 

และ 3 เป็็นเวลา 60 นาทีี (T60) ในสภาวะที่่�มีี 

DGAT2 inhibitor พบปริิมาณเชื้้�อแบคทีีเรีีย 

(177.17 ± 46.52 CFU/mL) มากกว่า่ในสภาวะที่่�ไม่่มีี 

DGAT2 inhibitor (77.33 ± 23.72 CFU/mL) 

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ (Fig. 3A และ 3B) แสดงให้้เห็็นว่่า 

การยับยั้้�งการทำำ�งานของยีนีเป้า้หมาย DGAT2 ส่ง่ผล 

ทำำ�ให้้ประสิทิธิภิาพในการกำำ�จัดัเชื้้�อของนิวิโทรฟิลลดลง 

จึึงพบปริิมาณเชื้้�อที่่�ยัังเหลืืออยู่่� ในเซลล์์นิิวโทรฟิิล 

มากกว่่า ดัังนั้้�นยีีน DGAT2 ในนิิวโทรฟิิลจึึงมีี

บทบาทสำำ�คัญัในการกำำ�จัดัเชื้้�อแบคทีเีรียี Salmonella 

Typhimurium

Fig. 3	 Effect of DGAT2 inhibition on intracellular survival of Salmonella Typhimurium. Human neutrophils  

	 were infected with Salmonella Typhimurium at MOI of 1 (A) and 3 (B) in the absence or presence  

	 of 50 μM DGAT2 inhibitor. Extracellular organisms were killed by incubation with 100 μg/mL  

	 gentamycin for another 30 min before the cells were lysed for bacterial counting (time zero: T0). 

 	 Intracellular bacteria were also quantified by colony plating after 60 min incubation (T60).  

	 Error bar indicates SEM of three independent experiments (n = 3). The single asterisk (*)  

	 shows a statistically significant difference (p < 0.05) between untreated and treated  

	 neutrophils at indicated time points using Two-way ANOVA. ns = non-significant.

 A						               B
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วิิจารณ์์
ในปััจจุุบัันมีีการศึึกษางานวิิจััยเกี่่�ยวกัับ 

ศาสตร์การแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอหรืือทรานสคริิปโตม 

หลากหลายประเภท ทำำ�ให้้เกิิดผลผลิิตทางวิิจััย

มากมายที่่�ถููกเก็็บไว้้ในฐานข้้อมููลสาธารณะ ผู้้�วิิจััย

เล็็งเห็็นความสำำ�คััญของการนำำ�ข้อมููลที่่�มีีอยู่่�มาใช้้

ให้้เกิิดประโยชน์์ โดยใช้้กระบวนการวิิเคราะห์์และ 

จัดัเรียีงอย่า่งง่า่ย ซึ่่�งเป็น็การใช้เ้ครื่่�องมืือในการจัดัการ

และสกััดข้้อมููลที่่�มีีอยู่่�มาช่่วยในการค้้นหาอาร์์เอ็็นเอ 

เป้า้หมายสำำ�คัญั(18, 21) โดยกระบวนการนี้้�จะทำำ�การค้น้หา 

อาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายจากฐานข้้อมููลสาธารณะของ

สถาบััน SIDRA Medicine ประเทศกาตาร์์  

ซึ่่�งมีีการรวบรวมข้้อมููลการแสดงออกของอาร์์เอ็็นเอ 

จากการตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�องมืือวิิทยาศาสตร์์ 

microarray ไว้้อย่่างหลากหลาย เนื่่�องด้้วยในงาน

วิิจััยนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อค้นหาการแสดงออกของ 

อาร์์เอ็น็เอเป้้าหมายสำำ�คัญในผู้้�ป่วยที่่�ติดิเช้ื้�อ Salmonella 

ดังันั้้�นผู้้�วิจัิัยจึึงได้้คัดัเลืือกเฉพาะฐานข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้อ้ง

กัับผู้้�ป่่วยที่่�ติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด (sepsis) จากการ

สืืบค้้นฐานข้้อมููลทรานสคริิปโตมที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับผู้้�ป่วย

ที่่�ติิดเชื้้�อในกระแสเลืือดที่่�มีีทั้้�งหมด 74 ชุุดข้้อมููล  

พบหนึ่่�งชุุดข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการแสดงออกของ 

อาร์์เอ็น็เอในผู้้�ป่่วยที่่�ติิดเชื้้�อ Salmonella(20) อย่่างไร

ก็็ตามการเพิ่่�มการค้นหาชุุดข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ 

ผู้้�ป่่วยที่่�มีีการติดเช้ื้�อ Salmonella จากฐานข้้อมููล

ทรานสคริิปโตมแหล่่งอื่่�น ๆ เพื่่�อนำำ�มาเปรีียบเทีียบ

อาร์์เอ็็นเอเป้้าหมายที่่�ได้้มาจากแต่่ละแหล่่งฐานข้้อมููล  

จะทำำ�ให้้การคัดัเลืือกอาร์์เอ็น็เอเป้้าหมายมีคีวามถููกต้้อง 

แม่่นยำำ� และมีีความน่่าเชื่่�อถืือมากขึ้้�น 

เมื่่�อทำำ�การค้นหาและเรีียงลำำ�ดัับอาร์์เอ็็นเอ

เป้้าหมายสำำ�คััญที่่�มีีการแสดงออกเฉพาะในเม็็ดเลืือด

ขาวชนิดินิวิโทรฟิลิที่่�มีกีารติดิเชื้้�อ Salmonella พบว่า่ 

ยีีน diacylglycerol O-acyltransferase หรืือ 

DGAT2 เป็็นยีีนที่่�ไม่่เคยมีีการศึึกษาในขอบเขตของ

การติดเช้ื้�อ Salmonella และการตอบสนองของ

ระบบภููมิคิุ้้�มกันัในเม็ด็เลืือดขาวนิวิโทรฟิลิมาก่อ่น จาก

การเพิ่่�มคำำ�ค้น้หา “Salmonella” และ “neutrophil” 

ใน PubMed ซึ่่�งแสดงให้เ้ห็น็ว่า่ยีนีดังักล่า่วมีคีวามใหม่่ 

และเหมาะสมที่่�จะนำำ�ไปศึึกษาต่่อยอดได้้จริิงในหลอด

ทดลอง 

จากนั้้�นผู้้�วิจััยจึึงได้้ศึึกษาบทบาทของยีีน 

DGAT2 ในการตอบสนองของนิิวโทรฟิิลต่่อการ

ติิดเชื้้�อ Salmonella ผ่่านการยัับยั้้�งยีีน DGAT2  

ที่่�แสดงออกในนิวิโทรฟิลิ โดยนำำ�นิวิโทรฟิลิที่่�แยกได้้จาก

ผู้้�มีสีุขุภาพดีีมาเพาะเลี้้�ยงกัับ DGAT2 inhibitor หรืือ 

PF-06424439(22, 23) ผลการทดลองพบว่่านิิวโทรฟิิล 

ที่่�ถููกเพาะเลี้้�ยงในสภาวะที่่�มีี DGAT2 inhibitor พบ

จำำ�นวนแบคทีเีรียีที่่�เหลืืออยู่่�ในเซลล์น์ิวิโทรฟิลิมากกว่า่

สภาวะที่่�ไม่่มีี DGAT2 inhibitor อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ 

แสดงให้้เห็็นว่่ายีีน DGAT2 มีีบทบาทสำำ�คััญในการ

กำำ�จัดเชื้้�อของนิิวโทรฟิลิที่่�อยู่่�บริเิวณ site of infection 

ในระหว่่างที่่�มีีการติิดเชื้้�อ Salmonella

ในปีี ค.ศ. 2014 Youzhi Jin และคณะ 

รายงานว่่าเอนไซม์์ DGAT2 อยู่่�บริิเวณชั้้�นผิิว

ของ endoplasmic reticulum ในเน้ื้�อเยื่่�อและ

เซลล์ต่่าง ๆ ในร่่างกาย มีีบทบาทสำำ�คััญในการ

สัังเคราะห์์ triacylglycerol และเป็็นโครงสร้้างหลััก

ของการสังัเคราะห์์โมเลกุลุที่่�เรียีกว่า่ lipid droplets(24)  

เมื่่�อเซลล์์มีีการถููกกระตุ้้�นด้้วยเชื้้�อจุุลชีีพ จะส่่งผลให้้ 

มีีการสร้้างโมเลกุล lipid droplets และสะสมไว้้ 

ภายในเซลล์์ ซึ่่�ง lipid droplets สามารถกระตุ้้�นการ

ทำำ�งานของ innate immunity ผ่่านทาง Toll-like 

receptor (TLR) 7 และ TLR9 ส่่งผลให้้เพิ่่�มการ

แสดงออกของ type I และ type III interferon(25)   

ในปีี ค.ศ. 2020 Ebony Monson และคณะ พบว่่า 

การติดเช้ื้�อไวรััสซิิก้้าและไวรััสเฮอร์์ปีีส์์ ซิิมเพล็็กซ์์ 

ชนิิดที่่� 1 ทำำ�ให้้เกิิดการสะสมโมเลกุุล lipid droplets 

ส่่งผลให้้การเพิ่่�มจำำ�นวนของไวรััสลดลงในเซลล์์ชนิิด
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แอสโทรไซต์ที่่�พบได้้ในระบบประสาทส่่วนกลาง(26) 

ในปีี ค.ศ. 2020 Angela Castoldi และคณะ พบว่่า 

การกระตุ้้�นแมคโครฟาจผ่าน TLR2 TLR3 และ 

TLR4 จะเพิ่่�มการสัังเคราะห์์ triacylglycerol และ

สะสมเป็็นโมเลกุล lipid droplets ภายในเซลล์

แมคโครฟาจ ส่่งผลทำำ�ให้้มีีการหลั่่�งสารก่่อการอัับเสบ 

IL-1β, IL-6 และ prostaglandin E2 (PGE2) 

ไปกระตุ้้�นแมคโครฟาจ (inflammatory หรืือ 

activated macrophage) ทำำ�ให้้ตอบสนองระหว่่างที่่�

เกิดิกระบวนการอักเสบ และมีี phagocytic capacity 

เพิ่่�มขึ้้�น ซ่ึ่�งส่่งผลดีต่่อโฮสต์์ในการป้้องกัันเช้ื้�อโรค 

อย่่างไรก็ตามเมื่่�อยัับยั้้�งการทำำ�งานของยีีน DGAT 

ในแมคโครฟาจ พบว่่าจะทำำ�ให้้แมคโครฟาจเข้้าสู่่�

สภาวะปกติิ (resting macrophage) ส่่งผลต่่อการ

ตอบสนองในกระบวนการอัักเสบได้้น้้อยลง(27, 28) ใน 

ปี ีค.ศ. 2020 Isabelle Reichert และคณะ พบว่า่การ

กระตุ้้�นการทำำ�งานของเอนไซม์ ์DGAT2 จะทำำ�ให้เ้กิดิ

การสะสมของ lipid droplets ที่่�บริิเวณ membrane 

vesicles ของ endoplasmic reticulum ส่่งผลให้้

เกิดิการยับัยั้้�งการเพิ่่�มจำำ�นวนของไวรัสัตัับอับัเสบซีี(29) 

นอกจากนี้้�ในปีี ค.ศ. 2020 Marta Bosch และคณะ 

พบว่่าโมเลกุล lipid droplet มีีการแสดงออกเพิ่่�ม

ขึ้้�นระหว่่างถููกกระตุ้้�นด้้วย lipopolysaccharide 

(LPS) ของเช้ื้�อแบคทีีเรีียแกรมลบหรืือในภาวะ 

ติดิเช้ื้�อในกระแสเลืือด โดย lipid droplet จะไปกระตุ้้�น

การสะสมของ cathelicidin ซึ่่�งเป็็น antimicrobial 

peptide ที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการกำำ�จัดัเชื้้�อจุลุชีพีของระบบ 

ภููมิิคุ้้�มกัันแบบไม่่จำำ�เพาะ (innate immunity)(30) 

และเมื่่�อโมเลกุลุ lipid droplet รวมกับัโปรตีนี histone 

จะช่่วยในการกำำ�จััดเชื้้�อ intracellular bacteria  

ได้ด้ีขีึ้้�น(31) ซึ่่�งสอดคล้้องกับัผลการทดลองของงานวิิจัยันี้้� 

เกี่่�ยวกัับบทบาทของยีีน DGAT2 ที่่�มีผีลต่อการกำำ�จัดั

เชื้้�อ Salmonella ของนิิวโทรฟิิล อย่่างไรก็็ตามผล

จากการยับยั้้�ง DGAT2 ที่่�ส่่งผลต่อการกำำ�จััดเช้ื้�อ 

Salmonella อาจเกิิดจากกลไกการกำำ�จััดเชื้้�อภายใน 

เซลล์์นิิวโทรฟิลอื่่�นที่่�ประกอบไปด้วยหลายกลไก

ร่่วมกััน อาทิิ การยัับยั้้�ง DGAT2 อาจส่งผลต่อ 

การยัับยั้้�งการสร้้างสารอนุมููลอิิสระ ROS ซ่ึ่�งเป็็น

กลไกหลัักของนิิวโทรฟิิลในการกำำ�จัดเชื้้�อ การยัับยั้้�ง 

การทำำ�งานของเอนไซม์์ myeloperoxidase ที่่�ส่่งผล

ต่่อการสร้้างสารอนุมููลอิิสระไฮโปคลอรััส การยับยั้้�ง 

การรวมตััวกัันของฟาโกโซมและไลโซโซม เป็็นต้้น 

ดัังนั้้�นจึึงควรมีีการศึึกษาทดลองเพิ่่�มเติิมต่่อไปเพื่่�อ

ให้้ทราบถึึงกลไกแท้้จริิง นอกจากนี้้�เพื่่�อให้้ทราบถึึง 

บทบาทของยีีน DGAT2 ในนิิวโทรฟิิลมากขึ้้�น ควรมีี 

การศึึกษาในบทบาทด้้านอื่่�นของยีีน DGAT2 อาทิิ 

บทบาทของยีีน DGAT2 ในระหว่่างการกำำ�จััดเชื้้�อ

ภายนอกเซลล์์ของนิิวโทรฟิิล หรืือ neutrophil 

extracellular traps (NETs) การสร้้างสารอักเสบ

หรืือไซโตไคน์์ เป็็นต้้น

อย่่างไรก็็ตามการศึึกษาถึึงบทบาทของยีีน

เป้้าหมายใหม่่ที่่�ไม่่เคยมีีการศึึกษาในหลอดทดลอง 

มาก่่อน อาจจะมีีข้้อจำำ�กัดในการใช้้ระยะเวลาในการ

ค้้นหาหรืือสัังเคราะห์์ inhibitor ขึ้้�นมาใหม่่ หรืือ 

ในกรณีีที่่�ไม่่สามารถสัังเคราะห์์ inhibitor ขึ้้�นมา

ใหม่่ ได้้ การใช้้เทคโนโลยีีปรัับแต่่งจีี โนม gene 

depletion หรืือ gene knockdown(32) จึึงเป็็น 

อีีกทางเลืือกหนึ่่�งสำำ�หรัับการยับยั้้�งการแสดงออกของ

ยีีนที่่�สนใจได้้

	
สรุุป

การค้นหายีนีใหม่่สำำ�หรับังานวิจิัยัมุ่่�งเป้้าที่่�สนใจ 

ผ่า่นการจัดัการและสกัดัองค์์ความรู้้�ที่่�มีอียู่�มาทำำ�ให้เ้กิิด

คุณุค่า่ทางวิชิาการมากข้ึ้�น นอกจากนี้้�การนำำ�ข้อ้มููลหรืือ

ความรู้้�ที่่�ได้้มาไปต่่อยอดในการทดลองจริิงในหลอด

ทดลอง ทำำ�ให้้เกิิดการศึึกษาบทบาทและหน้้าที่่�ของ

ยีีนใหม่่ที่่�ไม่่เคยมีีการศึึกษามาก่่อนภายใต้้ขอบเขต

ของงานวิิจััยที่่�สนใจ ซ่ึ่�งในงานวิิจััยนี้้�จะเห็็นได้้ว่่ายีีน 



ธนกร ทองสิิมา และคณะ9676

DGAT2 เป็็นยีีนที่่�แสดงออกอย่่างมีีนััยสำำ�คััญเฉพาะ

ในกลุ่่�มนิวิโทรฟิลิ โดยผ่า่นการวิเิคราะห์แ์ละคัดัเลืือกว่า่

ไม่เ่คยมีีการศึึกษาในเชื้้�อ Salmonella หรืือนิวโทรฟิล 

มาก่่อน และเมื่่�อนำำ�ยีีนนี้้�ไปศึึกษาต่่อยอดในหลอด

ทดลอง พบว่า่ยีนี DGAT2 ที่่�แสดงออกในนิวิโทรฟิล 

มีีบทบาทสำำ�คััญในการกำำ�จััดเช้ื้�อ Salmonella  

จากผลการทดลองดัังกล่่าวสามารถนำำ�ยีีนนี้้�ไปศึึกษา 

ต่อ่ยอดเกี่่�ยวกับักลไกการกำำ�จัดัเชื้้�อและพยาธิสิภาพใน 

การติิดเชื้้�อในอนาคตได้้

กิิตติิกรรมประกาศ 
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