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immunoreactivity study) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.จินตนา จิรถาวร {, หน้า. 

โรคเลปโตสไปโรซิสเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในจีนัสเลปโตสไปรา  อาการของ
ผู้ป่วยแสดงออกได้หลากหลาย บางรายอาจมีอาการรุนแรงเกี่ยวข้องกับอวัยวะหลายระบบและ
เสียชีวิตได้  กลไกการก่อโรคเลปโตสไปโรซิสยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด   Ren และคณะ รายงาน
การศึกษาจีโนมของเช้ือเลปโตสไปราก่อโรคในปี ค.ศ. 2003 พบว่าเลปโตสไปรามีล าดับนิวคลีโอไทด์ 
LA0872 (colA gene) ท่ีน่าจะเป็นยีนส าหรับคอลลาจีเนส  มีรายงานว่าคอลลาจีเนสเป็นเอ็นไซม์ท่ี
พบว่ามีความส าคัญส าหรับเ ช้ือ  Clostridium histolyticum และ Pseudomonas 
aeruginosa   ในการก่อพยาธิสภาพ และพบการแสดงออกของยีน  colA  ในสัตว์ทดลองท่ีได้รับเช้ือ
เลปโตสไปรา ผู้วิจัยจึงสนใจการโคลนยีนและเตรียมโปรตีน ColA และพบว่าเลปโตสไปราก่อโรคท่ี
น ามาศึกษาทุก ซีโรวาร์มียีน colA จึงเลือกใช้ดีเอ็นเอของ Leptospira interrogans serovar 
Pyrogenes เป็นต้นแบบในการโคลนยีนและสร้างโปรตีน   ColA  โดยสามารถสร้างพลาสมิด 
pColA    ท่ีน ามาใช้ในการผลิตโปรตีน  ColA ได้  โปรตีน ColA  ท่ีผลิตได้สามารถท าปฏิกิริยากับ
ซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปราและซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส  แต่ไม่ท าปฏิกิริยากับซีรัมจาก
ผู้ป่วยสครับไทฟัส ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต จากผลการทดสอบท่ีได้สรุปได้
ว่าโปรตีน ColA มีความไวและความจ าเพาะส าหรับใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเลปโตสไปรา 
100%  และเมื่อทดสอบความเป็นเอ็นไซม์โดยทดสอบการย่อยคอลลาเจน  พบว่าโปรตีน ColA ย่อย
คอลลาเจนได้ และความสามารถในการย่อยคอลลาเจนถูกยับยั้งได้ด้วยสารยับยั้งคอลลาจีเนส 

การศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่าสามารถโคลนยีนและสร้างพลาสมิด pColA ท่ีน ามาใช้ผลิต
โปรตีน ColA ได้ ผลการทดสอบโปรตีน ColA ท่ีได้พบว่ามีคุณสมบัติเป็นคอลลาจีเนสและท าปฏิกิริยา
กับซีรัมเลปโตสไปโรซิสได้ ซึ่งสนับสนุนว่าโปรตีนนี้น่าสนใจท่ีจะน าไปใช้ศึกษากลไกการก่อพยาธิสภาพ
และพัฒนาการทดสอบเพื่อช่วยวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส 
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WEENA JANWITTHAYANAN: Leptospira collagenase gene cloning and protein 
production for enzymatic activity      and immunoreactivity study. ADVISOR: 
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Leptospirosis is caused by bacteria in genus Leptospira. Leptospirosis 
patients present with a wide range of clinical manifestations. Some patients develop 
severe symptoms involving multiple organs which can be fatal. Mechanisms 
underlying leptospirosis are not clearly understood. Leptospira whole genome 
reported by Ren et al in 2003 suggested that LA0872 (colA gene) contains the 
nucleotide sequence coding for a collagenase. Collagenases of other bacteria such as 
Clostridium histolyticum and Pseudomonas aeruginosae are involved in tissue 
damages. Leptospira colA gene was expressed in tissues of hamsters infected with 
Leptospira. In this study, colA gene and its gene product were investigated. All 
pathogenic Leptospira serovars tested in this study have colA gene. DNA from 
Leptospira interrogans serovar Pyrogenes was chosen for colA gene cloning. A 
plasmid containing colA gene (pColA) was constructed and ColA protein was 
produced. ColA protein could react with sera from Leptospira-infected hamsters and 
leptospirosis patients. However, sera from blood donors, patients with scrub typhus 
and dengue virus infection did not react with ColA protein. Data suggested that 
sensitivity and specificity of ColA protein for Leptospira antibody detection were 
100%. ColA protein could hydrolyze collagen and its enzymatic activity was inhibited 
by a collagenase inhibitor. 

In conclusion, cloning and protein production of colA gene were done. ColA 
protein has enzymatic activity and immunogenicity. These suggest that ColA protein 
is an interesting Leptospira protein for further study of its role in pathogenesis and 
laboratory diagnosis.  
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

bp     =  คู่เบส (Base pair) 

dATP    =  Deoxyadenosine triphosphate 

dCTP    =  Deoxycytidine triphosphate 

dGTP    =  Deoxyguanosine triphosphate 

DNA     =  Deoxyribonucleic acid 

dNTPs    =    Deoxynucleotides triphospates 

dTTP     =  Deoxythymidine triphosphate 

ECL     =  Enhanced chemiluminescence 

Ex/Em    =  Excitation/ Emission 

HRP     = Horseradish peroxidase 

IgG     = Immunoglobulin G 

IgM      =  Immunoglobulin M 

IPTG     =  Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 

Kb       =    กิโลเบส (Kilobase) 

kDa      =  กิโลดาลตัน (Kilodalton) 

LB       =  Luria bertani 

LEW       =  Lysis-equilibration-wash buffer  

Ni2+         = นิกเกิลไอออน 

RT-PCR    = Reverse transcription polymerase chain reaction 

SDS-PAGE    = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS      = Tris-buffered saline 



 
 

 

บทท่ี 1  

บทน า 

        โรคเลปโตสไปโรซิส (Leptospirosis)  เป็นโรคติดต่อจากสัตว์สู่คน (zoonosis) ท่ีพบได้ท่ัวโลก 

เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในจีนัสเลปโตสไปรา (Leptospira)  สามารถพบเช้ือนี้ได้ในสัตว์

หลายชนิดท้ังสัตว์ฟันแทะ สัตว์ป่า และสัตว์เล้ียง  เช้ือเลปโตสไปราจะถูกปล่อยออกมากับปัสสาวะ

ของสัตว์ที่ติดเช้ือและปนเป้ือนอยู่ตามน้ า ดินทรายท่ีเปียกช้ืน หรือพืชผัก    เช้ือสามารถเข้าสู่ร่างกาย

คนหรือสัตว์โดยการไชเข้าสู่ร่างกายทางผิวหนังตามรอยแผลหรือรอยขีดข่วน เยื่อบุของปาก ตา จมูก 

หรือผิวหนังท่ีเปียกชุ่มเนื่องจากแช่น้ าอยู่นาน  ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือเลปโตสไปราอาจจะไม่มีอาการหรือ     

มีอาการท่ีไม่รุนแรง ต้ังแต่มีไข้ ปวดศีรษะ ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ จนถึงมี อาการท่ีรุนแรงซึ่งมี            

ความเกี่ยวข้องกับอวัยวะต่างๆ เช่น เกิดภาวะตับและไตล้มเหลว หรือมีอาการเลือดออกในปอด      

ซึ่งในรายท่ีมีอาการรุนแรงมากอาจท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ นอกจากนี้อาการเริ่มแรกของโรคโดยท่ัวไป

จะคล้ายกับอาการของผู้ป่วยโรคติดเช้ืออื่นๆ  ดังนั้นการตรวจทางห้องปฏิบัติการจึงมีความจ าเป็นมาก

ในการช่วยวินิจฉัยแยกโรคเลปโตสไปโรซิส  เนื่องจากการเพาะเช้ือเลปโตสไปราจากส่ิงส่งตรวจใช้เวลา

อย่างน้อย 1-2 สัปดาห์จึงจะสามารถตรวจพบเช้ือได้ การตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อช่วยวินิจฉัยโรค

จึงนิยมตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ (1-4) ซึ่งในปัจจุบันงานวิจัยเพื่อการพัฒนาวิธีการตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการเน้นการเลือกโปรตีนเพื่อน ามาใช้เป็นแอนติเจนท่ีมีความไว เพื่อช่วยวินิจฉัยโรคได้ต้ังแต่

ระยะแรกๆของการติดเช้ือ และมีความจ าเพาะในการวินิจฉัยแยกโรคท่ีมีอาการคล้ายคลึงกับ        

โรคเลปโตสไปโรซิส    

       ส าหรับวัคซีนท่ีใช้ป้องกันโรคท่ีมีในปัจจุบันใช้ตัวเช้ือท้ังตัวท่ีท าให้ตาย  แต่ภูมิคุ้มกันจากวัคซีน

เหล่านี้อยู่ได้ไม่นานและไม่สามารถป้องกันข้ามกลุ่มได้ (5) ถึงแม้จะมีรายงานการศึกษาส่วนประกอบ

ของเช้ือท่ีน่าจะเป็นปัจจัยก่อโรค (virulence factors) มากมาย เช่น   hemolysin (6-8), 

lipopolysaccharide (9), glycolipoprotein (10), peptidoglycan (11), heat shock 

proteins(12) , flagella (13, 14), lipoproteins (15, 16), the mammalian cell entry (Mce) 

protein (17) และ catalase KatE (18) แต่ในปัจจุบันยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดว่าเช้ือเลปโตสไปรา   

ก่อโรคได้อย่างไร เหตุใดผู้ป่วยบางรายจึงไม่มีอาการรุนแรง ในขณะท่ีบางรายมีอาการเกี่ยวข้องกับ      
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อวัยวะต่างๆและถึงแก่ชีวิตได้ และส่วนประกอบส่วนใดของเช้ือท่ีเหมาะสมในการใช้เป็นวัคซีนและ

สามารถสร้างภูมิคุ้มกันข้ามกลุ่มได้  ส่วนประกอบของเลปโตสไปราท่ีถูกเลือกมาศึกษามักจะเป็น

ส่วนประกอบท่ีอยู่บริเวณผนังเซลล์ช้ันนอกของเช้ือ เช่น LipL32, Loa22, LipL41, LipL46, LipL21, 

LigA, LigB, OmpL1 และ FlaB เป็นต้น (19-26)  

 LipL32 เป็น lipoprotein ท่ีพบบนผนังเซลล์ช้ันนอกท่ีมีรายงานการศึกษามากท้ังในแง่การ

เป็นปัจจัยก่อโรค การพัฒนาเป็นวัคซีน การเป็นแอนติเจนส าหรับการตรวจหาแอนติบอดีเพื่อช่วย

วินิจฉัยโรค  เนื่องจากเป็นส่วนประกอบท่ีพบในปริมาณมากมีการแสดงออกท้ังในหลอดทดลองและ  

ในคนและสัตว์ท่ีได้รับเช้ือ   สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยและสัตว์ทดลองท่ีได้รับเช้ือ (27-33)     

เมื่อน า LipL32 จากเช้ือเลปโตสไปรามาใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบพบว่า LipL32 ให้ผลบวก

ปลอมเมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ และผู้ป่วยเมลิออยโดสิส 

(34) อย่างไรก็ดี  การใช้ LipL32 เป็นแอนติเจนในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือในช่วงสัปดาห์แรก

หลังการติดเช้ือนั้นยังมีความไวในการตรวจค่อนข้างต่ า  (30) นอกจากนี้จากรายงานการศึกษา        

การก่อพยาธิสภาพโดยใช้เช้ือเลปโตสไปราท่ีมีการกลายพันธุ์ของยีน  lipL32  พบว่าเช้ือท่ีไม่สามารถ

สร้าง LipL32 ยังสามารถท าให้แฮมสเตอร์เกิดโรคได้ (35)    

        จากรายงานการศึกษาจีโนมของเช้ือเลปโตสไปรา พบว่าเลปโตสไปราสายพันธุ์ก่อโรค            

มียีน colA (LA0872) ท่ีมีล าดับนิวคลีโอไทด์สนับสนุนว่าน่าจะเป็นยีนท่ีสร้างคอลลาจีเนส (36)      

ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ ท่ีย่อยสลายพันธะเปปไทด์ของคอลลาเจนซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้างหลักของ        

เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน   การท่ีเช้ือสร้างคอลลาจีเนสออกมา นอกจากจะช่วยย่อยเนื้อเยื่อเพื่อเป็นแหล่ง

อาหารส าหรับการเจริญของเช้ือแล้ว เอ็นไซม์นี้ยังอาจเกี่ยวข้องกับการท าลายเนื้อ เยื่อและ           

การแพร่กระจายของเช้ือด้วย มีรายงานการศึกษาเอ็นไซม์คอลลาจีเนสท่ีพบในแบคทีเรียชนิดอื่นๆ  

เช่น คอลลาจีเนสจาก Clostridium histolyticum พบว่าเมื่อน ากระดาษกรองซึ่งมีคอลลาจีเนส    

ติดอยู่มาวางบนผิวของปอดสุนัข สามารถกระตุ้นให้บริเวณนั้นเกิดภาวะเ ลือดออกเกิดขึ้น (37)             

และคอลลาจีเนสจาก Pseudomonas aeruginosa พบว่าเมื่อท าการฉีดคอลลาจีเนสจากเช้ือ

ดังกล่าวให้กับหนู สามารถกระตุ้นให้เกิดเลือดออกในปอดและในช่องท้องของหนูได้ (38)  นอกจากนี้

ยังมีรายงานการศึกษาบทบาทของคอลลาจีเนสในการเป็นวัคซีนเพื่อใช้ในโรคเท้าช้าง ( lymphatic 

filariasis) โดยฉีดคอลลาจีเนสจาก Setaria cervi ให้กับสัตว์ทดลอง เมื่อน าซีรัมจากสัตว์ทดลอง     
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มาตรวจสอบ พบว่าสัตว์ทดลองมีการสร้างแอนติบอดีต่อคอลลาจีเนสจาก Setaria cervi และผลจาก

วัคซีนสามารถลด parasite burden ได้ (39)    

       เนื่องจากเลปโตสไปราสามารถก่อพยาธิสภาพท่ีอวัยวะต่างๆ  เช่น ไต ตับและท าให้เกิด     

ภาวะเลือดออกในปอดได้ ยีน colA จึงเป็นยีนท่ีน่าสนใจว่าจะเป็นยีนท่ีสร้างคอลลาจีเนสท่ีมีบทบาท

เกี่ยวกับการเกิดพยาธิสภาพของเลปโตสไปโรซิสหรือไม่ นอกจากนี้โปรตีนท่ีสร้างจากยีน colA  

สามารถน ามาศึกษาต่อยอดเพื่อการพัฒนาวัคซีนและการพัฒนาการตรวจทางห้องปฏิบัติการ        

หากโปรตีนท่ีสร้างจากยีน colA สามารถกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของคนหรือสัตว์ทดลอง 

ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา    

 ในการศึกษาวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาคอลลาจีเนสของเช้ือเลปโตสไปราโดยการโคลนยีน  colA   

ผลิตโปรตีน ColA จากยีนท่ีโคลนได้ และน ามาศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน ColA โดยทดสอบ

ความสามารถในการเป็นเอ็นไซม์ย่อยคอลลาเจน และทดสอบความสามารถในการท าปฏิกิริยากับ   

ซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสและซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา    

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

        เพื่อเตรียมคอลลาจีเนสของเช้ือเลปโตสไปราโดยการโคลนและการกระตุ้นการแสดงออกของ

ยีน colA และศึกษาความสามารถของโปรตีน ColA ในการย่อยเจลาตินและการท าปฏิกิริยากับซีรัม

ผู้ป่วยและแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย  

        สามารถน าความรู้ ท่ีได้จากการศึกษาในครั้งนี้ไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาการตรวจวินิจฉัย    

โรคเลปโตสไปโรซิส โดยน าโปรตีน ColA ท่ีได้จากเลปโตสไปรานี้ใช้เป็นแอนติเจนในการตรวจ

วินิจฉัยโรคในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือเลปโตสไปราได้ และน าโปรตีนท่ีเตรียมได้ไปศึกษาต่อยอดในแง่ของ

บทบาทการก่อพยาธิสภาพ 



 
 

 

บทท่ี 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคเลปโตสไปโรซิส 

           โรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคติดเช้ือจากสัตว์สู่คน เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรค          

เลปโตสไปรา (Leptospira) เช้ือเลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียชนิดสไปโรขีต (spirochete) มีลักษณะ

เป็นเส้นเกลียวบาง มีความกว้าง 0.1 ไมโครเมตร และยาว 6-20 ไมโครเมตร เคล่ือนท่ีโดยการหมุน 

(spinning) หรือโค้งงอ (bending) โดยท่ีปลายท้ัง 2 ด้านหรือด้านใดด้านหนึ่งจะโค้งงอเป็นตะขอ 

(hook) แต่อาจพบเช้ือท่ีเป็นเส้นตรงได้ เช้ือเลปโตสไปราเป็นเช้ือท่ีต้องการออกซิเจนเจริญได้           

ท่ีอุณหภูมิ 28 - 30 องศาเซลเซียส เนื่องจากมีขนาดท่ีบางมากจึงไม่สามารถดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

ธรรมดาได้ต้องอาศัยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด (dark field microscope) (1, 40-42) 

           เลปโตสไปโรซิสเป็นโรคท่ีมีความส าคัญเนื่องจากพบว่ามีการระบาดของโรคนี้ ได้ท่ัวไป      

และมีแนวโน้มการเกิดโรคเพิ่มข้ึนท้ังในประเทศท่ีก าลังพัฒนาและพัฒนาแล้ว มักจะเกิดในพื้นท่ีท่ีมีเขต

ภูมิอากาศแบบร้อนช้ืนโดยเฉพาะในเขตชนบท ประชากรท่ีมีความจ าเป็นต้องสัมผัสกับดิน  น้ า          

ในการด ารงชีวิตจัดเป็นกลุ่มท่ีเส่ียงต่อการติดเช้ือเลปโตสไปรา (3, 43) ซึ่งท้ังสัตว์ป่าและสัตว์เล้ียงลูก

ด้วยนมหลายชนิดสามารถเป็นแหล่งรังโรค (reservoir) และน าเช้ือมาสู่คนได้ เช่น โค กระบือ ม้า 

แพะ แกะ สุนัข สุกรและหนู โดยเฉพาะหนูเป็นสัตว์รังโรคท่ีส าคัญ ซึ่งสัตว์ท่ีเป็นรังโรคอาจไม่แสดง

อาการ แต่มีการติดเช้ือท่ีท่อไตและสามารถปล่อยเช้ือออกมากับปัสสาวะได้เป็นเวลานานหลายสัปดาห์

หลายเดือนหรืออาจนานตลอดชีวิตก็ได้ พบว่าเช้ือท่ีถูกปล่อยออกมากับปัสสาวะสามารถมีชีวิตอยู่ได้

ในดินท่ีช้ืนและในน้ าได้นานเป็นอาทิตย์หรือเป็นเดือน โดยจะพบเช้ืออยู่ในลักษณะรวมเป็นกลุ่ม               

(cell aggregation) (44) หรือมีลักษณะเป็น Biofilm (45) ซึ่งท าให้เช้ือสามารถอยู่รอดได้ใน

ส่ิงแวดล้อม            

           การติดต่อของโรคพบว่าเช้ือท่ีถูกปล่อยออกมากับปัสสาวะของสัตว์ท่ีติดเช้ือจะปนเปื้อนอยู่

ตามดิน น้ า หรือพืชผัก โดยเช้ือสามารถไชเข้าสู่ร่างกายทางผิวหนังผ่านทางบาดแผลและรอยขีดข่วน    

เยื่อบุช่องปาก ตา จมูก และยังสามารถไชเข้าทางผิวหนังท่ีเปียกชุ่ม เนื่องจากแช่น้ าอยู่นาน          
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โดยมนุษย์มักจะติดเช้ือโดยทางอ้อมขณะท่ีย่ าดินโคลน แช่ในน้ าท่วมหรือว่ายน้ า หรืออาจติดโรค

โดยตรงจากการสัมผัสกับปัสสาวะสัตว์ท่ีปนเปื้อนเช้ือ โดยคนท่ีเส่ียงต่อการติดโรคสูงได้แก่ เกษตรกร 

ผู้เล้ียงสัตว์ ชาวนา ชาวไร่ คนงานโรงงานฆ่าสัตว์ กรรมกรขุดลอกคูคลอง สัตวแพทย์ เป็นต้น  ซึ่งเป็น

กลุ่มท่ีมีโอกาสสัมผัสสัตว์หรือปัสสาวะสัตว์อยู่เสมอ (รูปท่ี 1) (1-3, 42)  

 

 

 

รูปที่ 1: แสดงการติดต่อของโรคเลปโตสไปโรซิส 

               การติดเช้ือเลปโตสไปราในคนอาจติดเช้ือโดยตรงจากการสัมผัสกับปัสสาวะท่ีมีเช้ือของ

สัตว์น าโรคหรือติดต่อทางอ้อมโดยเช้ือไชเข้าทางผิวหนังหรือเยื่อบุท่ีมีรอยแผล เมื่อมนุษย์ไป

สัมผัสกับน้ าหรือดินท่ีปนเปื้อนเช้ือจากปัสสาวะของสัตว์ เช้ือเลปโตสไปราสามารถแพร่ไปท่ี

เนื้อเยือ่หรืออวัยวะต่างๆได้ เช่น ปอด ตับ ไต เป็นต้น แล้วส่งผลให้เกิดความผิดปกติท่ีอวัยวะ

เหล่านั้น  
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2.2 ประวัติของโรคเลปโตสไปโรซิส 

           โรคเลปโตสไปโรซิสถูกค้นพบและรายงานเป็นครั้งแรกในปี ค .ศ. 1886 โดยนายแพทย์        

ชาวเยอรมันมีช่ือว่า Adolf Weil โดยพบว่าผู้ป่วยโรคนี้มักจะมีอาการม้ามโต ตัวเหลืองและอาการไต

อักเสบ ก่อนหน้าการรายงานของ Adolf Weil เคยมีรายงานผู้ป่วยอาการคล้ายๆกันในคนท่ีท างาน

เกี่ยวกับท่อระบายน้ าท้ิง ต่อมาในปี ค .ศ. 1907 Stimson เป็นคนแรกท่ีได้รายงานพบเช้ือ            

เลปโตสไปราเป็นครั้งแรก จากเนื้อเยื่อไตของผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตด้วยโรคไข้เหลือง  (yellow fever)      

พบกลุ่มของเช้ือหลายตัวซึ่งมีขนาดยาวขดม้วนในหลอดไต จึงต้ังช่ือเช้ือดังกล่าวว่า  Spirochaeta 

interrogans เนื่องจากเช้ือมีรูปร่างเป็นเส้นเกลียว ปลายขดงอเหมือนเครื่องหมายค าถาม แต่ยังไม่

สามารถเพาะแยกเช้ือออกมาได้ ในปี ค .ศ.1915 Inada และคณะ สามารถแยกเช้ือนี้ได้ส าเร็จท่ี

ประเทศญี่ปุ่นและพบแอนติบอดีต่อเช้ือนี้ในเลือดของคนงานเหมืองแร่ท่ีแสดงอาการภาวะดีซ่าน   

และเรียกเช้ือนี้ว่า Spirochaeta icterohaemorrhagiae และมีรายงานการศึกษาออกมาต่อเนื่อง

โดยได้รายงานถึง วิธีการติดต่อของโรค ลักษณะของเช้ือ อาการของโรคและพยาธิสภาพของโรค 

รวมถึงการรักษา การค้นพบของ Inada และคณะยังไม่เป็นท่ีแพร่หลายไปทางยุโรป ส่งผลให้ในช่วง

สงครามโลกครั้งท่ี 1 พบผู้ป่วย Weil’s disease เป็นจ านวนมาก (46) และในเวลาใกล้เคียงกับการ

รายงานการค้นพบของ Inada และคณะ พบว่า Uhlenhuth & Fromme และ Hubener & Reiter 

ซึ่งเป็นชาวเยอรมัน 2 กลุ่ม ค้นพบแบคทีเรียนี้เช่นเดียวกันจากเลือดของหนูตะเภาท่ีฉีดด้วยเลือดของ

ทหารท่ีป่วยเป็นโรค French disease หลังจากนั้นต่อมาในปี ค.ศ.1990 มีการจัดอนุกรมวิธาน 

(taxonomy) ของเช้ือเลปโตสไปรา โดยให้ Ictero No.1 เป็นสายพันธุ์แรกท่ีพบใน Leptospira 

interrogans (1, 46) 

           ในประเทศไทยพบผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสเป็นครั้งแรก คือ นายแพทย์ใช้ ยูนิพันธ์          

เมื่อ ปี ค.ศ. 1942 ซึ่งเกิดภาวะน้ าท่วมครั้งใหญ่ในกรุงเทพมหานคร โดยรายงานว่ามีผู้ป่วย  4 ราย    

มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลศิริราชและเสียชีวิต 2 ราย หลังจากนั้นก็มีการรายงานผู้ป่วย            

เลปโตสไปโรซิสจากท่ัวทุกภาคของประเทศไทย (47) โดยพบว่าการเกิดโรคพบมากท่ีสุดใน         

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งอาจเกิดจากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบจ านวนหนูท่ีติดเช้ือมากกว่า

ในภาคอื่นๆ (48, 49) ซึ่งการเกิดโรคเลปโตสไปโรซิสจะขึ้นตามฤดูกาลโดยพบสูงสุดในช่วงฤดูฝน
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รวมถึงหลังจากเกิดอุทกภัย  การเกิดน้ าท่วมหรือฝนตกหนักท าให้หนูอพยพหนีน้ าท่วมเข้ามาในนาข้าว

หรือในแหล่งน้ าท่ีชาวบ้านจับปลาหรือเข้ามาในเมือง ท าให้คนมีโอกาสติดเช้ือจากการสัมผัสน้ าท่ีมีการ

ปนเป้ือนของเช้ือเลปโตสไปราท่ีมาจากหนูในช่วงฤดูฝนได้มากขึ้น (50) 

 

2.3 การจัดแบ่งกลุ่มของเช้ือเลปโตสไปรา 

           เช้ือเลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียท่ีจัดอยู่ในช้ัน (Class): Schizomycetes ตระกูล (Order): 

Spirochaetales วงศ์ (Family): Spirochaetaceae  สกุล (Genus): Leptospira 

 
2.3.1 การจัดกลุ่มโดยใช้หลักการทางซีรัมวิทยา (Serological classification) 

                   ในช่วงก่อนปี ค.ศ.1989 มีการจัดแบ่งกลุ่มเช้ือเลปโตสไปราออกเป็น 2 สปีชีส์ 

(species) คือ Leptospira biflexa เป็นเช้ือท่ีไม่ก่อโรคและด ารงชีวิตอย่างอิสระในสภาวะแวดล้อม 

(free-living saprophyte) และ Leptospira interrogans เป็นเช้ือท่ีท าให้เกิดโรค (pathogenic 

strains) โดยใช้การทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือในการแบ่งกลุ่ม     

พบว่ า เ ช้ือ  L. biflexa สามารถเจริญ ไ ด้ ในอาหารเ ล้ียง เ ช้ือ ท่ี เ ติม  8-azaguanine                       

(225 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบว่าเช้ือ L. biflexa           

ไม่สามารถเกิด spherical cells ในโซเดียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 1 โมลาร์ (1) 

                   โดยท้ังเช้ือ L. interrogans และ L. biflexa จะถูกแบ่งออกเป็นซีโรวาร์ต่างๆ      

อาศัยหลักการของปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination) โดยน าเช้ือเลปโตสไปรามาท าปฏิกิริยา 

การเกาะกลุ่มกับแอนติบอดีมาตรฐาน (rabbit hyperimmune sera) แล้วเก็บส่วนน้ าใส (absorbed 

serum) มาทดสอบปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม อีกครั้งกับ homologous และ heterologous antigen 

โดยการจัดแบ่งกลุ่มทางซีรัมวิทยาขึ้นกับ Lipopolysaccharide (LPS) ท่ีอยู่บนผนังเซลล์ช้ันนอกของ

ตัวเช้ือ การเรียงตัวของโมเลกุลน ้าตาลใน LPS จะมีการจัดเรียงตัวท่ีแตกต่างกัน ท าให้สามารถแบ่ง 

เช้ือนี้ออกได้เป็นหลายซีโรวาร์ โดยซีโรวาร์ท่ีมีลักษณะแอนติเจนใกล้เคียงกันยังจัดเป็นซีโรกรุ๊ป

(serogroups) เดียวกัน ในปัจจุบันมีรายงานพบ L. bifelxa มากกว่า 60 ซีโรวาร์ และ                 

L. interrogans กว่า 250 ซีโรวาร์ (ตารางท่ี 1) (1, 41, 51) 
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2.3.2 การจัดกลุ่มโดยใช้หลักการทางจีโนไทป์ (Genotypic classification) 

                   เป็นการจัดกลุ่มเช้ือตามลักษณะทางพันธุกรรมหรือจีโนไทป์ จะถูกแบ่ง เป็น 

genomospecies โดยใช้เทคนิค DNA hybridization ท าให้การจัดกลุ่มโดยวิธีนี้จะแตกต่างจาก   

การจัดกลุ่มทางซีรัมวิทยา จึงท าให้เช้ือเลปโตสไปราในซีโรวาร์ท่ีก่อโรคและไม่ก่อโรคจัดอยู่ใน 

genomospecies เดียวกัน (ตารางท่ี 2)  และการจัดกลุ่มด้วยวิธีนี้ไม่สอดคล้องกับซีโรกรุ๊ปซึ่งใช้ใน

ด้านระบาดวิทยา พบว่าสามารถจ าแนกได้ 22 สปีชีส์ เป็นกลุ่มเช้ือท่ีก่อโรค 10 สปีชีส์ กลุ่มเช้ือท่ี    

ไม่ก่อโรค 7 สปีชีส์ ซึ่งนอกจากแบ่งเช้ือออกเป็นกลุ่มเช้ือท่ีก่อโรคและเช้ือท่ีไม่ก่อโรคแล้วยังพบว่า      

มีเช้ือบางสปีชีส์ท่ียังไม่สามารถจ าแนกได้อย่างชัดเจนจึงจัดอยู่ในกลุ่ม intermediate สามารถจ าแนก

ได้ 5 สปีชีส์ (ตารางท่ี 3) (52) 

                   จากการประชุมระดับนานาชาติ (International Committee on Systematics of 

Prokaryotes: Subcommittee on the Taxonomy of Leptospiraceae) ในปี ค.ศ. 2007       

ท่ีเมืองกีโต (Quito) ประเทศเอกวาดอร์ ได้พิจารณาการระบุช่ือของ genomospecies 1, 3, 4 และ 

5 เป็น Leptospira alstonii, Leptospira vanthielii, Leptospira terpstrae และ Leptospira 

yanagawae ตามล าดับ (53, 54) ในปี ค.ศ. 2013 ท่ีเมืองฟุกุโอะกะ (Fukuoka) ประเทศญี่ปุ่น      

ได้ระบุให้ Leptospira idonii เป็นสปีชีส์ใหม่ในกลุ่มไม่ก่อโรค ค้นพบโดย Saito และคณะ            

ซึ่งแยกเช้ือได้จากแหล่งน้ าในมหาวิทยาลัยคีวชู (Kyushu University) (55, 56) และล่าสุด           

ในปี ค.ศ. 2015 ท่ีเมืองเซอมารัง (Semarang) ประเทศอินโดนิเซีย ได้ระบุให้ Leptospira 

mayottensis เป็นสปีชีส์ใหม่ในกลุ่มก่อโรค ค้นพบโดย Bourhy และคณะ โดยแยกเช้ือได้จากผู้ป่วย

เลปโตสไปโรซิสในมายอต (Mayotte) ซึ่งต้ังอยู่ทางเหนือของช่องแคบโมซัมบิกในมหาสมุทรอินเดีย

ภายใต้เขตอ านาจของประเทศฝรั่งเศส (ตารางท่ี 3) (57, 58) 
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ตารางที่ 1: แสดงการจัดกลุ่มซีโรกรุ๊ปและซีโรวาร์ของเช้ือ  L. interrogans โดยใช้หลักการ            
ทางซีรัมวิทยา (1) 

Serogroup Serovar (s) 

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe 

Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos 

Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe 

Pyrogenes Pyrogenes 

Bataviae Bataviae 

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura 

Canicola Canicola 

Australis Australis, Bratislava, Lora 

Pomona Pomona 

Javanica Javanica 

Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo 

Panama Panama, Mangus 

Cynopteri Cynopteri 

Djasiman Djasiman 

Sarmin Sarmin 

Mini Mini, Georgia 

Tarassovi Tarassovi 

Ballum Ballum, Aroborea 

Celledoni Celledoni 

Louisiana Louisiana, Lanka 

Ranarum Ranarum 

Manhao Manhao 

Shermani Shermani 
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ตารางที่ 2:  แสดงการจัดกลุ่มตามลักษณะทางพันธุกรรมและทางซีรัมวิทยา (1) 

Species Serogroups 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, 

Autumnalis, Pyrogenes, Grippotyphosa, Djasiman, 

Hebdomadis, Sejroe, Bataviae, Ranarum, Louisiana, 

Mini, Sarmin 

L. noguchii Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, 

Tarassovi, Australis, Shermani, Djasiman, Pomona 

L. santarosai Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, 

Autumnalis, Bataviae, Mini, Grippotyphosa, Sejroe, 

Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopte 

L. meyeri Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica 

L. wolbachii Codice 

L. biflexa Semaranga, Andamana 

L. fainei Hurstbridge 

L. borgpetersenii Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, 

Celledoni, Pyrogenes, Bataviae, Australis, Autumnalis 

L. kirschneri Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, 

Australis, Pomona, Djasiman, Canicola, 

Icterohaemorrhagiae, Bataviae 

L. weilii Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, 

Mini, Tarassovi, Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, 

Sejroe 

L. inadai Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, 

Manhao, Canicola, Panama, Javanica 

L. parva Turneria 
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ตารางที่ 3: แสดงสปีชีส์ของเช้ือเลปโตสไปราท่ีพบในปัจจุบัน (52) 

Species Groups 

L. alexanderi 

Pathogenics 

L. weilii 

L. borgpetersenii 

L. santarosai 

L. kmetyi 

L. alstonii       (genomospecies 1) 

L. interrogans 

L. kirschneri 

L. noguchii 

L. mayottensis 

L. licerasiae 

Intermediate 

L. wolffii 

L. fainei 

L. inadai 

L. broomii 

L. idonii 

Non-pathogenics 

L. vanthielii   (genomospecies 3) 

L. biflexa 

L. wolbachii 

L. terpstrae    (genomospecies 4) 

L. meyeri 

L. yanagawae (genomospecies 5) 
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2.4 อาการทางคลินิก 

           ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือเลปโตสไปราจะมีอาการท่ีแสดงออกแตกต่างกันออกไป โดยพบว่าผู้ป่วยท่ีมี

การแสดงอาการไม่รุนแรงจะมีอาการคล้ายเป็นหวัด ( flu-like illness) เช่น มีไข้เฉียบพลัน               

ปวดศีรษะ ปวดกล้ามเนื้อ เป็นต้น โดยพบว่าอาการทางคลินิกในช่วงแรกมีความหลากหลายคล้ายกับ

โรคติดเช้ืออื่นๆ เช่น ไวรัสตับอักเสบ ไข้หวัดใหญ่ (influenza) โรคไข้เลือดออกเดงกี่ โรคสครับไทฟัส 

(59) เป็นต้น ในผู้ป่วยท่ีแสดงอาการรุนแรง (Weli’s disease) มีภาวะดีซ่าน เกิดภาวะแทรกซ้อน     

ท่ีมีความเกี่ยวข้องกับอวัยวะต่างๆ เช่น เกิดภาวะตับและไตล้มเหลว มีอาการเลือดออกในปอด อาจท า

ให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ (1, 2, 41, 60-62) ซึ่งผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสร้อยละ 90 มักจะแสดงอาการ    

ไม่รุนแรง (63) 

           ระยะฟักตัวของโรค ( incubation phase) อยู่ระหว่าง 2-30 วันหลังสัมผัสเช้ือ                         

โดยส่วนใหญ่เฉล่ียใช้เวลาประมาณ 7-14 วัน ในช่วงแรกเป็นช่วงท่ีเช้ือจะแพร่เข้าสู่กระแสเลือด 

(leptospiremia phase) มีระยะเวลาประมาณ 4-7 วัน ในระยะนี้สามารถตรวจพบเช้ือได้จากเลือด

และน้ าไขสันหลัง (cerebrospinal fluid) ได้ หลังจากนั้นผู้ป่วยจะมีการสร้างภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ       

เลปโตสไปรา (immune phase) ในระยะนี้เช้ือเลปโตสไปราจะแพร่เข้าไปอยู่ในเนื้อเยื่อตามอวัยวะ

ต่างๆท่ีเกี่ยวข้อง ท าให้พบเช้ือในกระแสเลือดลดลง โดยระยะนี้จะเริ่มต้นในช่วงสัปดาห์ท่ี 2 และ

ในช่วงนี้สามารถตรวจพบแอนติบอดีท่ีสร้างขึ้นรวมถึงสามารถพบเช้ือออกมาในปัสสาวะของผู้ป่วยได้ 

(1, 4, 51) 

           อาการทางคลินิกของผู้ท่ีติดเช้ือเลปโตสไปรา สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มอาการ ได้แก่ 
 

2.4.1 Anicteric leptospirosis 

     เป็นกลุ่มผู้ป่วยท่ีพบได้บ่อย ผู้ป่วยมีอาการไม่รุนแรงหรือไม่มีอาการตัวเหลือง        

จะมีอาการทางคลินิกมีลักษณะเป็น biphasic คือผู้ป่วยมีไข้ติดต่อกันหลายวันสลับกับระยะไข้ลด       

โดยเริ่มจาก leptospiremia phase อาการเริ่มต้นของผู้ป่วยจะแสดงอาการคล้ายเป็นหวัด          

คือ มีไข้สูงเฉียบพลัน (38-40 องศาเซลเซียส)  หนาวส่ัน ปวดศีรษะ ท้องเสีย เบื่ออาหาร คล่ืนไส้ 

อาเจียน ปวดกล้ามเนื้อ โดยเฉพาะโคนขา กล้ามเนื้อน่อง กล้ามเนื้อหลังและท้องซึ่งเป็นลักษณะส าคัญ
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ของโรคนี้  (1, 4, 63) ผู้ป่วยอาจมีผ่ืนขึ้นตามผิวหนัง ซึ่งถ้ามีผ่ืนขึ้นจะเป็นเพียงช่ัวคราว (1, 64) 

นอกจากนี้ผู้ป่วยอาจมีอาการเยื่อบุตาแดงหรือมีเลือดออกใต้เยื่อบุตา หลังจากนั้นผู้ป่วยจะมีไข้ลดลง

ประมาณ  2-3 วันซึ่งเริ่มเข้าสู่ immune phase จะมีอาการคล้ายกับใน leptospiremia phase แต่

ผู้ป่วยจะมีอาการรุนแรงน้อยกว่า โดยผู้ป่วยอาจจะมีไข้กลับมา อาการท่ีพบได้ในช่วงนี้ คือ มีภาวะเยื่อ

หุ้มสมองอักเสบแบบไร้เช้ือ (aseptic meningitis) อาจพบผู้ป่วยมีอาการนี้ ≤25% ซึ่งส่วนใหญ่มักพบ

ในเด็ก ผู้ป่วยในกลุ่มนี้สามารถหายจากโรคได้และไม่ค่อยพบการเสียชีวิตของผู้ป่วยในกลุ่มนี้ (1, 63, 

64) 

 

2.4.2 Icteric leptospirosis (Weil's Syndrome) 

                   เป็นกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีอาการรุนแรงหรือมีอาการตัวเหลือง พบได้ประมาณ  5-10% ของ

ผู้ป่วยโรคนี้ อาการเริ่มแรกจะคล้ายกับผู้ป่วยในกลุ่ม anicteric leptospirosis แต่ระยะ biphasic   

ในผู้ป่วยกลุ่ม icteric leptospirosis  จะแบ่งออกเป็นสองระยะได้ไม่ชัดเจน โดยเมื่อส้ินสุด       

ระยะ leptospiremia phase จะเข้าระยะ immune phase โดยจะมีไข้ต่อเนื่องและมีอาการเหลือง

เพิ่มขึ้น ซึ่ งจะพบเช้ือเลปโตสไปราแพร่กระจายเข้า สู่อวัยวะต่างๆของร่างกาย ท าให้ เกิด

ภาวะแทรกซ้อนท่ีมีความเกี่ยวข้องกับอวัยวะต่างๆซึ่งแตกต่างกันแล้วแต่บุคคล เช่น เกิดไตว าย

เฉียบพลัน (acute renal failure) (65, 66) ตับวายเฉียบพลัน (acute liver injury) (67) เกิดภาวะ

เลือดออกที่ตา หัวใจ ปอด (68) และผู้ป่วยในกลุ่มนี้อาจเสียชีวิตได้  

 

2.5 การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส 

           เนื่องจากผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสมีอาการหลากหลายและคล้ายโรคติดเช้ืออื่นๆ              

การวินิจฉัยโรคท่ีถูกต้องจึงจ าเป็นต้องอาศัยการตรวจทางห้องปฏิบัติการท่ีมีความจ าเพาะท่ีสามารถ

ช่วยวินิจฉัยแยกโรคได้  การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสทางห้องปฏิบัติการท าได้โดยการตรวจหา

ตัวเช้ือเลปโตสไปรา เช่น การตรวจหาเช้ือด้วยกล้องจุลทรรศน์ การเพาะเช้ือ การตรวจหาสาร

พันธุกรรมหรือส่วนประกอบของเช้ือเลปโตสไปราจากตัวอย่างส่ิงส่งตรวจ  หรือการตรวจหา

แอนติบอดีท่ีจ าเพาะกับเช้ือเลปโตสไปราซึ่งสามารถตรวจได้หลายวิธี (3) โดยขั้นตอนการเก็บตัวอย่าง
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จากผู้ป่วยเพื่อน ามาตรวจวินิจฉัยโรคและการเลือกใช้วิธีตรวจโรคทางห้องปฏิบัติการท่ีเหมาะสมตาม

ระยะเวลาของการป่วยเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญ (รูปท่ี 2) 

 

2.5.1 การเพาะเชื้อเลปโตสไปรา 

                   สามารถตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราในกระแสเลือด (leptospiremia phase) ได้ต้ังแต่

ระยะแรกก่อนท่ีผู้ป่วยจะแสดงอาการไปจนถึงประมาณช่วงปลายสัปดาห์แรกหลังจากท่ีแสดงอาการ 

การตรวจหาเช้ือท าโดยการน าเลือดของผู้ป่วยประมาณ 1-2 หยดมาหยดลงในอาหารเล้ียงเช้ือเลปโตส

ไปราชนิดเหลว (liquid medium) หรืออาหารเล้ียงเช้ือชนิดกึ่งแข็ง (semisolid medium)            

ท่ีเติม 5-fluorouracil ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอื่น (69, 70) ตรวจดู

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นมืดทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 2-3 เดือน  

                   ส่วนการเพาะเช้ือจากปัสสาวะ สามารถเก็บปัสสาวะจากผู้ป่วยในช่วงสัปดาห์ท่ี 2 

หลังจากท่ีมีอาการ ระยะเวลาท่ีสามารถพบเช้ือในปัสสาวะนั้นแตกต่างกันออกไปแต่ก็อาจพบเช้ือ      

ในปัสสาวะของผู้ป่วยได้นานหลายสัปดาห์ (71) เช้ือเลปโตสไปราท่ีอยู่ในปัสสาวะนั้นจะมีชีวิตอยู่ได้      

ไม่นาน ดังนั้นปัสสาวะท่ีเก็บมาจากผู้ป่วยควรรีบน ามาปั่นล้างตะกอนด้วย Phosphate Buffer 

Saline (PBS) (70) แล้วน าไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม 5-fluorouracil น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ                 

28-30 องศาเซลเซียส ตรวจดูการเจริญของเช้ือทุกสัปดาห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นมืด และหาก

เกิดการปนเปื้อนให้น าอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมากรองโดยใช้แผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร            

หรือ 0.45 ไมโครเมตร ก่อนการเปล่ียนอาหารใหม่ (72) 

                   มีการศึกษาก่อนหน้านี้โดยน าส่ิงส่งตรวจจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสมาเพาะแยกเช้ือ

จากเนื้อเยื่อของผู้ป่วย พบว่าวิธีนี้มีความไวเพียง 3% (73) และการเพาะเช้ือจากตัวอย่างเลือดผู้ป่วย

พบว่ามีความไว  48% (74)  วิธีการเพาะเช้ือเลปโตสไปราจากตัวอย่างผู้ป่วยท าให้ได้เช้ือท่ีสามารถ

น าไปทดสอบซีโรวาร์ของเช้ือท่ีได้ แต่เช้ือเลปโตสไปราเจริญเติบโตช้า จึงต้องใช้เวลานานในการ

เพาะเล้ียงเช้ือซึ่งเป็นข้อเสียของวิธีนี้ 
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2.5.2 การตรวจทางซีรัมวิทยา 

                   การตรวจทางซีรัมวิทยาเป็นการตรวจหาแอนติบอดีในซีรัมจากผู้ป่วย โดยแอนติบอดี

ชนิด IgM สามารถพบได้ในเลือดประมาณ 5-7 วันหลังจากท่ีมีอาการ  

 

 Microscopic Agglutination Test (MAT) 

                          เป็นวิธีการตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อซีโรกรุ๊ป /ซีโรวาร์  ของเ ช้ือ          

เลปโตสไปรา ซึ่งเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการอ้างอิง เพื่อใช้ในการยืนยันผลการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส 

โดยใช้ตัวเช้ือเลปโตสไปราเป็นแอนติเจนท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีในซีรัมผู้ป่วย ตรวจดูการท า

ปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นมืด โดยผลบวก  

จะเกิดการจับกลุ่มของเช้ือเลปโตสไปรามีลักษณะเป็น lysis balls (75) โดยจะน าตัวอย่างซีรัมท่ี

เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มต้ังแต่ 50% ขึ้นไปโดยจะเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเช้ือเลปโตสไปรา            

ท่ีเกาะกลุ่มกับเช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็นอิสระ ไปหาค่าไตเตอร์ต่อเช้ือซีโรวาร์นั้น (MAT titer) อ่านผล        

การเกาะกลุ่มด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นมืดเช่นเดียวกัน โดยซีรัมท่ีเจือจางสูงสุดท่ีให้ปฏิกิริยา      

การเกาะกลุ่มถือเป็นค่า end point ซึ่งโดยท่ัวไปถ้าพบค่าไตเตอร์ ≥400 จากตัวอย่างเลือด            

ท่ีเก็บครั้งแรก หรือพบค่าไตเตอร์เพิ่มข้ึน ≥4 เท่า จากการเก็บตัวอย่างเลือดในครั้งท่ี 2 (paired sera) 

โดยจะท าการเจาะเลือดห่างกันประมาณ 1-2 สัปดาห์ สนับสนุนว่าผู้ป่วยก าลังมีการติดเช้ือ          

เลปโตสไปรา   

                          การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสโดยใช้วิธี  MAT มีข้อจ ากัดหลายประการ       

เช่น เนื่องจากค่าไตเตอร์ของซีรัมท่ีได้จะมีค่าสูงขึ้นก็ต่อเมื่อผู้ป่วยได้รับเช้ือมากกว่า  2 สัปดาห์         

ซึ่งท าให้ผู้ป่วยในระยะเฉียบพลันอาจตรวจไม่พบด้วยวิธีนี้ (76, 77) ในผู้ป่วยท่ีมีอาการของโรครุนแรง         

วิธี MAT จะไม่สามารถใช้ในการวินิจฉัยได้ เนื่องจากเมื่อผู้ป่วยมีค่าไตเตอร์สูงขึ้น ก็อาจท าให้การ

ตัดสินใจให้การรักษาเกิดความล่าช้า และยังพบว่าเช้ือบางตัวสามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มได้ (cross 

reactions) (1, 78, 79) นอกจากนี้ยังเกิด paradoxical reactions คือ ซีโรวาร์ของเช้ือเลปโตสไปรา

ท่ีพบให้ค่าไตเตอร์สูง แต่ซีโรวาร์ท่ีพบนั้นไม่สัมพันธ์กับซีโรวาร์ของเช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็นสาเหตุให้เกิด

โรคในปัจจุบัน (1, 4) รวมถึงการทดสอบต้องใช้เช้ือท่ียังมีชีวิตท าให้ต้องมีการเล้ียงเช้ือและการเปล่ียน
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อาหารเล้ียงเช้ือใหม่เพื่อน ามาใช้ในการทดสอบ การอ่านผลและแปลผลซึ่งมีความซับซ้อนต้องการ     

ผู้ท่ีมีประสบการณ์และมีความช านาญในการอ่านและแปลผล 

 

2.5.2.1 การตรวจทางซีรัมวิทยาด้วยวิธีอื่นๆ          

                                    เนื่องจากการตรวจทางซีรัมด้วยวิธี MAT มีขั้นตอนท่ีซับซ้อนรวมถึง   

ความไวในการตรวจพบแอนติบอดีต่อเช้ือในช่วงแรกของการติดเช้ือยังมีความไวไม่มาก จึงมีการ

พัฒนาเทคนิคอื่นๆเพื่อน ามาใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปรา เช่น 

 
- Indirect Hemagglutination Assay (IHA) 

                                            การตรวจหาแอนติบอดีด้วยวิธี IHA  โดยการน าเช้ือเลปโตสไปรา  

มาเคลือบไว้บนเม็ดเลือดแดงและน าซีรัมผู้ป่วยท่ีต้องการทดสอบมาท าปฏิกิริยา ถ้าในซีรัมมีแอนติบอดี

ท่ีจ าเพาะก็จะเกิดตะกอนขึ้นจากปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม ซึ่งเห็นได้ด้วยตาเปล่า จากการศึกษา        

ก่อนหน้านี้โดยศึกษาในพื้นท่ีท่ีพบการเกิดโรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคประจ าถิ่น ซึ่งใช้วิธี IHA เพื่อดู

ความไวในการท าปฏิกิริยาของแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราในซีรัมผู้ป่วย พบว่าผลการศึกษาท่ีได้นั้น

หลากหลาย โดยในปี ค.ศ.1998  Levett และคณะ ใช้วิธี IHA ตรวจหาแอนติบอดีในซีรัมท่ีเก็บครั้ง

แรก (acute serum) ซึ่งพบว่ามีความไวและความจ าเพาะ 100 และ 94% ตามล าดับ (80)       

ในขณะท่ี Effler และคณะ ได้ท าการศึกษาในปี ค.ศ.2000 โดยใช้วิธี IHA ตรวจหาแอนติบอดีในซีรัม

ผู้ป่วยเช่นเดียวกัน แต่พบว่าความไวในการตรวจท่ีได้ต่ ากว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ โดยซีรัมท่ีท าการเก็บ

ในช่วง 0-6 วันหลังจากผู้ป่วยแสดงอาการ ตรวจพบได้น้อยกว่า 20%   ซีรัมท่ีท าการเก็บในช่วง        

7-13 วันหลังจากผู้ป่วยแสดงอาการ ตรวจพบได้น้อยกว่า 40% แต่เมื่อท าการเก็บซีรัมในช่วง        

14-20 วันหลังจากผู้ป่วยแสดงอาการ สามารถตรวจพบได้ 80% (81) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาอื่นๆ  

ท่ีใช้วิธี IHA ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปรา แต่ยังพบว่ามีความไวต่ ากว่าเมื่อเทียบกับ

วิธีอื่นๆท่ีมีการพัฒนาใช้ในการตรวจ (82, 83) 
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- Immunofluorescence Assay 

                                         เป็นวิ ธี ท่ีพัฒนาขึ้ นมา เพื่ อ ใ ช้ ตรวจหาแอน ติบอ ดี  โดยน า            

เช้ือเลปโตสไปราเคลือบไว้บนสไลด์แล้วน าซีรัมผู้ป่วยท่ีเจือจางแล้วมาหยดลงบนสไลด์ ติดตามผลโดย

การน าไปย้อมด้วยคอนจูเกตซึ่งเป็นแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของคนท่ีติดฉลากด้วย   

สารเรืองแสง เมื่อน าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence microscope)         

จะพบการเรืองแสงเป็นสีเขียวบนตัวเช้ือ (84) สามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราจาก

ซีรัมผู้ป่วยได้ในช่วงปลายสัปดาห์แรกหลังจากแสดงอาการ โดยพบว่าวิธีนี้มีความไว 48%  และ

ความจ าเพาะ 97% (85) การตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราด้วยวิธี Immunofluorescence 

นี้ยังมีข้อจ ากัด เนื่องจากการอ่านผลต้องดูปฏิกิริยาฟลูออเรสเซนต์ จึงต้องมีกล้องจุลทรรศน์ท่ีใช้ใน

การอ่านผลโดยเฉพาะและต้องใช้ผู้เช่ียวชาญในการอ่านผลและแปลผลท่ีได้ และความไวในการตรวจ

ของช่วงสัปดาห์แรกหลังจากแสดงอาการยังมีความไวไม่มาก 

 

- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

                                          การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM โดยใช้วิธี ELISA ถูกน ามาใช้    

ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราในซีรัมผู้ป่วยท่ีท าการเก็บตัวอย่างในช่วงสัปดาห์แรกท่ี

แสดงอาการ พบว่าการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือด้วยวิธี IgM-ELISA มีความไวในการตรวจมากกว่า

วิธี MAT (4, 86) จากการศึกษาในปี ค.ศ.1999 Cumberland P และคณะ ได้ท าการศึกษาโดยเก็บ

ตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 3 ครั้ง โดยในครั้งแรกเก็บตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาท่ี

โรงพยาบาล ประมาณ 5 วันหลังจากแสดงอาการ ครั้งท่ี 2 เก็บตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยห่างจากครั้งแรก

ประมาณ 4-5 วัน โดยการเก็บตัวอย่างซีรัมท้ัง 2 ครั้งนี้เป็นระยะ acute phase และในครั้งสุดท้าย  

ท าการเก็บตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยประมาณ 28 วันหลังแสดงอาการ ซึ่งเป็นระยะ convalescent phase 

น าไปท าปฏิกิริยากับเช้ือเลปโตสไปราซึ่งเป็นแอนติเจน พบว่าวิธี IgM-ELISA มีความไวท่ี 52, 89 และ 

93% ตามล าดับ และมีความจ าเพาะ ≥94% ในขณะท่ีวิธี MAT มีความไว 30, 63 และ 76% 

ตามล าดับ และมีความจ าเพาะ ≥97% (76) 
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                   มีการพัฒนาเทคนิคนี้เป็นชุดตรวจส าเร็จรูป เมื่อใช้วิธี IgM-ELISA   ท่ีเป็นชุดตรวจ

ส าเร็จรูปในการตรวจหาแอนติบอดีจากซีรัมผู้ป่วยพบว่าชุดทดสอบนี้มีความไว 48.7% ส าหรับการ

ตรวจซีรัมผู้ป่วยท่ีเป็น acute phase และ 75% ส าหรับการตรวจซีรัมผู้ป่วยท่ีเป็น convalescent 

phase มีความจ าเพาะ 97% (87) 

                       จะเห็นได้ว่าในช่วงสัปดาห์แรกท่ีแสดงอาการนั้นความไวในการตรวจหาแอนติบอดี

ต่อเช้ือนั้นยังมีความไวไม่มาก และความไวในการตรวจจะเพิ่มขึ้นหลังจากผ่านสัปดาห์แรก             

ท่ีแสดงอาการ วิธีการตรวจหาแอนติบอดีท่ีกล่าวมาข้างต้นใช้ตัวเช้ือท้ังตัว หรือสารสกัดจากเช้ือเป็น

แอนติเจนในการทดสอบ   ในปัจจุบันมีรายงานการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ           

เลปโตสไปราโดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน (recombinant proteins) ซึ่งส่วนประกอบของเช้ือ       

เลปโตสไปราท่ีนิยมใช้มาเตรียมเป็นแอนติเจนมักเป็นโปรตีนส่วนนอกของเช้ือ เช่น โปรตีน LipL32  

มาใช้ในการตรวจ พบว่าเมื่อใช้โปรตีน LipL32 มาเป็นแอนติเจนส าหรับการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ

เลปโตสไปราโดยใช้วิธี ELISA พบว่ามีความไวในการตรวจ 0, 43 และ 86% โดยตัวอย่างซีรัมผู้ป่วย   

ท่ีน ามาทดสอบได้ท าการเก็บในระหว่างวันท่ี 2-4, 5-7 และ 8-23 วันหลังจากแสดงอาการ (30) 

ถึงแม้ว่าใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนมาเป็นแอนติเจนเพื่อช่วยเพิ่มความไวในการตรวจหาแอนติบอดี     

ต่อเช้ือแต่ก็ยังพบว่าความไวในการตรวจในช่วงสัปดาห์แรกหลังจากมีการติดเช้ือยังมีความไวไม่มาก 

โดยปกติการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM จากซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสจะสามารถตรวจได้ภายใน 

5-7 วันหลังจากมีการติดเช้ือ และยังสามารถตรวจพบแอนติบอดีได้หลังจากมีการติดเช้ือ 20 วัน (88, 

89) 

 

2.5.3 การตรวจหาสารพันธุกรรม 

                   เนื่องจากการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปรามีข้อเสียในเรื่องของความไวท่ีต่ า

ในการตรวจพบต้ังแต่ช่วงแรกของการติดเช้ือดังนั้นจึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมจาก

เช้ือเลปโตสไปราในช่วงท่ีพบเช้ือเลปโตสไปราได้ในกระแสเลือด ( leptospiremia phase)           

เพื่อใช้ในการวินิจฉัยโรคต้ังแต่ช่วงแรก ซึ่งสามารถตรวจหาได้ในตัวอย่างจากเลือด ปัสสาวะ                

น้ าไขสันหลัง ซีรัม (90) สามารถท าได้หลายวิธี เช่น  Polymerase chain reaction (PCR) (71, 91, 

92) , quantitative PCR assays (93-98) โดยพบว่าเมื่อน าปัสสาวะจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสมาท า 
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PCR ซึ่งได้เก็บปัสสาวะก่อนผู้ป่วยมีการแสดงอาการ 8 วัน พบว่าสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมจาก

เช้ือเลปโตสไปราได้ 26 ราย จาก 29 ราย (90%)  (71) มีการพัฒนาเทคนิคในการท าปฏิกิริยา PCR 

หรือ real-time PCR เพื่อใช้ในการตรวจหายีนจากเช้ือเลปโตสไปรา เช่น การเพิ่มจ านวนท่ีจ าเพาะต่อ

ยีน 16S rRNA, lipl32 และ flab (99, 100) 

                   ถึงแม้ว่าการตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือเลปโตสไปราโดยวิธี PCR จะมีความไวใน

การตรวจสูง แต่ก็พบว่าหากผู้ป่วยมีการติดเช้ือนานกว่า 1 สัปดาห์ พบว่าการใช้เทคนิค PCR ในการ

ตรวจจะมีความไวลดลงเมื่อเทียบกับการตรวจทางซีรัมวิทยา (101) 

 
 

รูปที่ 2: แสดงการเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสท่ีระยะเวลาต่างๆ 

               การเก็บตัวอย่างของผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสเพื่อน ามาตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ 
ส าหรับการตรวจทางซีรัมวิทยา ตัวอย่างท่ี 1 และ 2 เป็นการเก็บตัวอย่างในระยะ acute 
phase ตัวอย่าง ท่ี 3 เป็นระยะ convalescent phase ตัวอย่างท่ี 4 และ 5 เป็นช่วงการ
ติดตามผู้ป่วยเพื่อน ามาใช้เป็นข้อมูลทางระบาดวิทยา เช่น ข้อมูลทางซีโรกรุ๊ปของเช้ือท่ีท าให้
เกิดการระบาด (1) 
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2.6 ส่วนประกอบของเช้ือเลปโตสไปรา 

           ถึงแม้จะมีการ ค้นพบเช้ือ ท่ีเป็นสาเหตุของเลปโตสไปโรซิสมาต้ังแต่ปี  ค.ศ. 1989             

และมีรายงานการค้นพบและการศึกษาส่วนประกอบต่างๆของเช้ือเลปโตสไปราจ านวนมาก           

แต่ในปัจจุบันยังไม่ทราบกลไกการก่อโรคท่ีแน่ชัดว่าเช้ือเลปโตสไปราก่อโรคได้อย่างไรเหตุใดผู้ป่วย   

บางรายจึงไม่มีอาการหรือมีอาการไม่รุนแรง ในขณะท่ีผู้ป่วยบางรายมีอาการรุนแรงหรือมี อาการ

เกี่ยวข้องกับอวัยวะต่างๆและถึงแก่ชีวิตได้ 

           การศึกษาส่วนประกอบต่างๆท่ีพบเฉพาะในเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรค นอกจาก          

มีประโยชน์ในการศึกษากลไกการก่อพยาธิสภาพแล้ว ยังมีความส าคัญในการน ามาใช้พัฒนาเป็นวัคซีน

เพื่อป้องกันโรคและพัฒนาการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อช่วยวินิจฉัยโรคด้วย  

 

2.6.1 โปรตีนบริเวณผนังเซลล์ชั้นนอก (Outer Membrane Proteins; OMPs) 

         ส่วนประกอบของจุลชีพท่ีอยู่บริเวณผิวหรืออยู่ด้านนอกมักเป็นส่วนท่ีนิยมน ามา

ศึกษามากเนื่องจากอาจมีบทบาทในการเกาะยึดกับเซลล์ของโฮสต์  ซึ่งเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญในการท า

ให้เกิดการติดเช้ือและก่อพยาธิสภาพ และเป็นส่วนท่ีถูกรับรู้โดยระบบภูมิคุ้มกันได้ดี  ซึ่งเป็นคุณสมบัติ

ท่ีเหมาะสมในการน ามาพัฒนาเป็นวัคซีนหรือใช้เป็นแอนติเจนในการตรวจหาแอนติบอดี (รูปท่ี 3) 

 

- Leptospira lipoprotein 32 kDa (LipL32) 

                            เป็นโปรตีนท่ีมีขนาด 32 kDa มีการแสดงออกมากท่ีสุด (19) พบ LipL32 

เฉพาะในเช้ือชนิดท่ีก่อโรคเท่านั้น (60, 102-105) พบว่ามีความอนุรักษ์สูง เมื่อเปรียบเทียบล าดับ  

กรดอะมิโนของเช้ือเลปโตสไปราหลายสายพันธุ์ พบว่ามีความเหมือนกัน 97.8 % เมื่อค้นหาจาก

ฐานข้อมูล GenBank ก็ไม่พบว่ามีโปรตีนชนิดอื่นท่ีคล้ายกับ LipL32 แสดงให้เห็นว่า LipL32 เป็น

โปรตีนท่ีจ าเพาะในเช้ือเลปโตสไปราเท่านั้น (29) จากการศึกษาก่อนหน้านี้ได้ท าการสกัดผนังเซลล์

ช้ันนอกของตัวเช้ือด้วย Triton X-114 (19) เพื่อศึกษาบริเวณท่ีอยู่ของโปรตีน และศึกษาคุณสมบัติ

ของโปรตีนท่ีบริเวณผนังเซลล์ช้ันนอกของเช้ือ ท าการสกัดแยกผนังเซลล์ด้วยวิธี sucrose density 

gradient ultracentrifugation (106, 107) จากผลการศึกษาท่ีได้ท าให้ทราบว่า LipL32           
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เป็น lipoprotein ท่ีพบบริเวณผนังเซลล์ช้ันนอกของเช้ือเลปโตสไปราและพบในปริมาณมาก         

จึงท าให้ LipL32 เป็นโปรตีนของเช้ือเลปโตสไปราท่ีนิยมน ามาใช้ในการศึกษา แต่จากการศึกษาของ 

Pinne และ Haake  ในปี ค.ศ.2013 ท าให้ทราบว่า LipL32 ไม่ได้อยู่ท่ีบริเวณผนังเซลล์ช้ันนอก     

ของเช้ือ แต่ LipL32 เป็นโปรตีนพบได้ท่ีบริเวณใต้ผนังเซลล์ช้ันนอก (subsurface membrane 

lipoprotein) (108) 

                          โปรตีน LipL32 มีการแสดงออกท้ังในหลอดทดลองและระหว่างท่ีมีการติดเช้ือ

ท้ังในคนและในสัตว์ทดลอง สามารถตรวจพบการแสดงออกของโปรตีน LipL32 ในไตของแฮมสเตอร์

ท่ีฉีดด้วยเช้ือเลปโตสไปรา (19, 109) พบว่าผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสมีการสร้างแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ

โปรตีน LipL32  (19, 102, 110) และยังมีรายงานว่าโปรตีน LipL32 สามารถจับกับเมทริกซ์       

นอกเซลล์ (extracellular matrix; ECM) ของโฮสต์ เช่น ลามินินและคอลลาเจนได้ (111, 112) 

นอกจากนี้ มีรายงานการศึกษาการตรวจหาแอนติบอดีจากสัตว์ทดลองท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา     

โดยใช้โปรตีน LipL32 ท่ีถูกท าให้มีขนาดเล็กลง (truncated LipL32; tLipL32) โดยมีการแสดงออก

ของโปรตีนใน Pichia pastoris เปรียบเทียบกับ tLipL32 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนใน 

Escherichia coli พบว่า tLipL32 ท่ีแสดงออกใน Pichia pastoris เกิดปฏิกิริยาท่ีไม่จ าเพาะได้   

น้อยกว่า tLipL32 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนใน Escherichia coli เมื่อท าปฏิกิริยากับซีรัมจาก

สัตว์ทดลองท่ีได้รับเช้ือ (113) 

                          การใช้โปรตีน LipL32 เป็นแอนติเจนในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ         

เลปโตสไปราพบว่าความไวในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือในช่วงสัปดาห์แรกหลังการติดเช้ือนั้นมี

ความไวในการตรวจต่ า (30) จากการศึกษาโดยสังเคราะห์เปปไทด์จาก Hap1/LipL32 เพื่อน ามาใช้

เพิ่มความไวในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราโดยใช้วิธี ELISA เปรียบเทียบกับวิธี MAT 

พบว่าการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM จากท้ังสองวิธียังมีความไวในการตรวจต่ า แต่ความไวในการ

ตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG มีความไวในการตรวจเพิ่มขึ้น (114) และยังพบว่าโปรตีน LipL32      

เกิดผลบวกปลอมจากการใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบ เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วย     

สครับไทฟัส ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และผู้ป่วยเมลิออยโดสิส (34) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการท า 

mutation ของยีน lipL32 แล้วน ามาฉีดให้กับแฮมสเตอร์โดยน ามาเปรียบเทียบกับแฮมสเตอร์         

ท่ีฉีดด้วยเช้ือ L. interrogans ท่ีเป็น wide type ท าการศึกษาท้ังการติดเช้ือในระยะเฉียบพลัน 
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(acute infection) และการติดเช้ือแบบเรื้อรัง (chronic infection) พบว่าแฮมสเตอร์ยังสามารถเกิด

โรคและแสดงอาการของโรคได้ท้ังระยะ acute infection และ chronic infection แสดงให้เห็นว่า 

LipL32 ไม่มีบทบาทในการเกิดพยาธิสภาพ (35) 

 

- Leptospiral immunoglobulin-like proteins (Lig proteins) 

                           โปรตีน Lig เป็น lipoproteins พบท่ีผนังเซลล์ช้ันนอกของเช้ือเลปโตสไปรา

ด้วยวิธี immunoelectron microscopy (24) ในปี ค.ศ. 2002 Palaniappan และคณะ ได้ค้นพบ

โปรตีนและยีนท่ีควบคุมการสร้าง LigA เป็นครั้งแรก จากซีรัมม้าท่ีแท้งจากการติดเช้ือเลปโตสไปรา

และพบว่า LigA  มีการแสดงออกในไตจากแฮมสเตอร์ขณะท่ีมีการติดเช้ือเลปโตสไปราแต่เมื่อน าเช้ือ

เลปโตสไปราท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลองมาทดสอบกับ LigA-specific polyclonal rabbit serum 

พบว่าไม่มีการแสดงออกของ LigA ในหลอดทดลอง (115) ต่อมาใน ปี ค.ศ.2003 Matsunaga       

และคณะได้ศึกษาเพิ่มเติมโดยน า genomic DNA libraries จาก  L. interrogans และ               

L. kirschneri  มาคัดเลือกโคลนท่ีสามารถผลิตโปรตีนท่ีมีความเป็นแอนติเจนท่ีจ าเพาะกับเช้ือ       

โดยใช้ซีรัม ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสมาคัดเลือก  พบว่ามียีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน Lig 

ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ LigA, LigB และ LigC โดย LigC จะไม่มีการแสดงออกของยีนหลัง

กระบวนการ transcription โดยท้ัง Lig A และ Lig B ใช้กรดอะมิโนทางด้ายปลาย N (N-terminal) 

ในการยึดกับผนังเซลล์ตามด้วยบริเวณท่ีเป็น Big repeat domains ส่วนทางด้านปลาย carboxy   

(C-terminal) เฉพาะใน LigB พบ domains ขนาดใหญ่อยู่ต่อจากบริเวณ Big repeat domains   

โดยต าแหน่งของ ยีน ligB จะอยู่ทางด้าน downstream ของยีน ligA มีทิศทาง transcribed ไปทาง

เดียวกัน และพบเฉพาะในเช้ือเลปโตสไปราท่ีก่อโรคเท่านั้น และเมื่อท าการเปล่ียนถ่ายอาหารเล้ียง  

เช้ือเลปโตสไปราหลายครั้ง พบว่าไม่มีการแสดงออกท้ัง LigA และ LigB (24) 

                           มีการศึกษาในหนูไมซ์ (mice) พบว่าท้ัง LigA และ LigB สามารถกระตุ้นให้

ร่างกายมีการสร้างภูมิคุ้มกันออกมาเพื่อป้องกันโรคเมื่อได้รับเช้ือซ้ าอีก (protective immunity)      

จากการฉีด LigA และ LigB ให้หนูไมซ์ แล้ว challenge ด้วยเช้ือเลปโตสไปรา (116) และเมื่อศึกษา

ในแฮมสเตอร์พบว่า LigA สามารถกระตุ้นให้เกิด protective immunity ในแฮมสเตอร์ได้
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เช่นเดียวกัน (117) และพบว่าผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสมีการสร้างแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อท้ัง LigA และ 

LigB (24, 118, 119) 

                          มีรายงานการศึกษาพบว่าบริ เวณ Big repeat domains ใน LigA            

ล าดับท่ี 7–13 ของ Big domains และใน LigB ล าดับท่ี 7–12 ของ Big domains เป็นบริเวณท่ีมี

ความแตกต่างกันและมีความหลากหลาย (120) ซึ่งอาจมีความเกี่ยวข้องกับการจับกับ ECM เพื่อช่วย

ในการแพร่กระจายของเช้ือได้ โดยพบว่า LigA และ LigB สามารถจับกับ ECM ของโฮสต์ได้         

เช่น ไฟโบรเนกทิน ลามินินและคอลลาเจน (121) นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อน ายีน ligA เข้าสู่เซลล์ของ            

L. biflexa ซึ่งเป็นเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีไม่ก่อโรค พบว่า L. biflexa มีการแสดงออกของ LigA     

ท าให้เช้ือสามารถจับกับเซลล์ Madin Darby canine kidney (MDCK) ซึ่งเป็นเซลล์ไตได้มากขึ้น 

(122) 

                          มีการศึกษาบทบาทของยีน ligB โดยเมื่อท า mutation ของยีน ligB          

แล้วฉีดให้แฮมสเตอร์เพื่อศึกษาการติดเช้ือในระยะ acute infection และในหนูขาว (Wistar rats)         

เพื่อศึกษาการติดเช้ือในระยะ chronic infection พบว่าพยาธิสภาพท่ีไตและตับของสัตว์ทดลองท่ี   

ฉีดด้วย mutation ของยีน ligB ไม่แตกต่างจากสัตว์ทดลองท่ีฉีดด้วยเช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็น       

wide type และเช้ือเลปโตสไปราท่ีมี mutation ของยีน ligB ยังสามารถจับกับเซลล์ MDCK ได้ไม่

แตกต่างกับเช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็น wide type เช่นกัน (123) 

 

- Loa22 

                          เป็น lipoprotein ถูกค้นพบครั้งแรกในเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรค       

พบว่ามีส่วนของ OmpA (Outer membrane protein A) domain อยู่ทางด้านปลาย carboxy     

มีขนาด 22 kDa จึงให้ช่ือว่า Loa22 (Leptospira lipoprotein with OmpA domain 22 kDa) 

โดย Loa22 สามารถจับกับ peptidoglycan ได้โดยใช้ส่วนของ OmpA domain ช่วยยึดระหว่าง

ส่วนผนังเซลล์ด้านนอกกับ peptidoglycan ไว้  (20) พบว่าเมื่อท า mutation ของยีน loa22 

(loa22¯) แล้วน ามาฉีดให้หนูตะเภา เมื่อน าช้ินเนื้อส่วนตับ ไต ปอดและม้าม มาตรวจสอบพบว่า     

ในช้ินเนื้อส่วนต่างๆท่ีได้จากหนูตะเภาท่ีฉีดด้วยเช้ือเลปโตสไปรานี้มีพยาธิสภาพของโรคลดลง       
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เมื่อเทียบกับช้ินเนื้อท่ีได้จากหนูตะเภาท่ีฉีดด้วยเช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็น wide type และเมื่อฉีดด้วย

เช้ือเลปโตสไปราท่ีเป็น complemented strain (mutant loa22¯complemented with wide 

type loa22 ) ก็พบว่าในช้ินเนื้อจากหนูตะเภาท่ีได้รับเช้ือนี้ก็เกิดพยาธิสภาพของโรคมากขึ้น        

และจากการท า surface immunofluorescence assay ก็พบว่า Loa22 เป็นโปรตีนท่ีพบอยู่ท่ี    

ผิวเซลล์ของเช้ือ (15) และยังพบว่ามีการสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีนนี้ในซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 

(124) นอกจากนี้มีการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนจากเช้ือเลปโตสไปราในหลอดทดลองและใน

สัตว์ทดลอง พบว่ามีการแสดงออกของ Loa22 ในหนูตะเภาท่ีติดเช้ือเลปโตสไปรามากกว่าในหลอด

ทดลอง (31) 

                           จากการศึกษาความสามารถของโปรตีนจากเช้ือเลปโตสไปราในการจับกับ 

ECM  ได้แก่ ลามินิน คอลลาเจนและไฟโบรเนกติน พบว่า Loa22 สามารถจับกับ ECM ได้ไม่ดี (125)          

มีการศึกษาจีโนม ใน L. biflexa ซึ่งเป็นเช้ือท่ีไม่ก่อโรคเปรียบเทียบกับจีโนมของเช้ือเลปโตสไปรา    

ท่ีก่อโรค พบว่าใน L. biflexa ก็พบยีน loa22 เช่นเดียวกัน (orthologous gene) ซึ่งมีความเหมือน 

73% การท่ีพบ Loa22 ในเช้ือชนิดท่ีไม่ก่อโรคแสดงให้เห็นว่า Loa22 มีความเกี่ยวข้องทาง

วิวัฒนาการเพื่อให้เช้ืออยู่รอดมากกว่าท่ีจะเป็นปัจจัยโดยตรงท่ีท าให้เกิดความรุนแรงของโรค (126) 

 

- Leptospira lipoprotein 41 kDa (LipL41) 

                           เป็น lipoprotein ท่ีพบอยู่ผนังเชลล์ของเช้ือเลปโตสไปรามีรายงานการศึกษา

ในปี ค.ศ. 1991 โดย Haake และคณะ ได้ท าการศึกษาโดยท า surface immunoprecipitation 

technique ถูกน ามาใช้ในการตรวจสอบหาแอนติเจนท่ีอยู่บนผิวเซลล์ของเช้ือ L. interrogans 

serovar Grippotyphosa ท าให้พบโปรตีนหลายขนาดรวมถึงโปรตีนท่ีมีขนาด 41 kDa (127)          

ซึ่งในเวลาต่อมา พบว่าโปรตีนท่ีมีขนาด 41 kDa เป็น lipoprotein ท่ีพบในเฉพาะเช้ือเลปโตสไปรา   

ท่ีก่อโรคและให้ช่ือว่า LipL41 (21) 

                          การศึกษาการแสดงออกของ Lipl41 ในสัตว์ทดลอง เพื่อดูการแสดงออกของ

โปรตีนในระหว่ าง ท่ีมีการติดเ ช้ือ โดยน า เ ช้ือ เลปโตสไปราฉีดให้แฮมสเ ตอร์  จากการท า 

immunohistochemistry พบว่าช้ินเนื้อส่วนไตท่ีได้จากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรามีการ
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แสดงออกของ LPS, OmpL1 และ LipL41 แต่ไม่พบการแสดงออกของ LipL36 (128) พบว่าเมื่อ    

ฉีดโปรตีน LipL41 และ OmpL1 ให้แฮมสเตอร์ แล้ว challenge ด้วยเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรค

ให้กับแฮมสเตอร์ พบว่าแฮมสเตอร์มีเปอร์เซ็นต์อยู่รอด (71%) มากกว่าแฮมสเตอร์ท่ีฉีดด้วย LipL41 

(23%) หรือ OmpL1 (42%) แสดงให้เห็นว่า LipL41 และ OmpL1 มีการท างานร่วมกันเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรค (129) 

 

- OmpL1 

                           เป็น transmembrane protein ชนิดแรกที่ถูกค้นพบในเช้ือเลปโตสไปรา (25) 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้ โดยใช้ เทคนิค surface immunoprecipitation ของเ ช้ือ                     

L. interrogans serovar Grippotyphosa ท าให้พบโปรตีนหลายขนาดบนผิวเซลล์ (127)        

ต่อมามีการศึกษาโปรตีนท่ีมีขนาด 33 kDa ซึ่งได้จากการท า surface immunoprecipitation     

โดยล าดับกรดอะมิโนทางด้านปลาย N ถูกน ามาออกแบบเป็น oligonucleotide probes เพื่อใช้   

ในการตรวจสอบหายีนส าหรับโปรตีนนี้ ซึ่งพบว่าก็คือยีน  ompL1 (25) และพบว่า OmpL1           

มีคุณสมบัติเป็น porin protein (25, 130) นอกจากนี้ยังพบว่ามีคุณสมบัติอื่นๆอีก เช่น heat 

modifiable จากการท า electrophoretic mobility, cross-linkable trimers และสามารถ form 

เป็น channel ในฟอสโฟลิพิดท่ีเรียงตัวเป็น 2  ช้ัน (lipid bilayers) (130) 

                           มีการศึกษาในสัตว์ทดลอง เพื่อดูการแสดงออกของโปรตีนนี้ในระหว่างท่ีมีการ

ติดเช้ือในสัตว์ จากการท า immunohistochemistry พบว่าช้ินเนื้อส่วนไตท่ีได้จากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับ

เช้ือเลปโตสไปรามีการแสดงออกของ OmpL1 (128) และพบว่า OmpL1 มีการท างานร่วมกับ 

LipL41 ในการท าหน้าท่ีเป็น Immunoprotective (129) นอกจากนี้ยังพบว่า OmpL1 สามารถจับ

กับลามินินและไฟโบรเนกตินของโฮสต์ได้ (131) 

                          มีการค้นพบ transmembrane OMPs ชนิดอื่นๆอีก ไ ด้แก่  OmpL36, 

OmpL37, OmpL47 และ OmpL54 (132) ได้ศึกษาบทบาทหน้าท่ีของ OmpL36, OmpL37 และ 

OmpL47 พบว่า OmpL37 สามารถจับกับไฟบริโนเจน อีลาสตินและ fibrinogen fragment D ได้ดี 

แต่พบว่าจับกับลามินินและไฟโบรเนกทินได้น้อย ส่วนใน OmpL47 สามารถจับกับลามินิน           
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ไฟโบรเนกทิน ไฟบริโนเจน คอลลาเจนและอีลาสตินได้เช่นเดียวกัน ในขณะท่ี OmpL36 ไม่สามารถ

จับกับ ECM ได้เลย นอกจากนี้ยังพบว่ามีการแสดงออกของ OmpL37 ในซีรัมผู้ป่วยและแฮมสเตอร์  

ท่ีติดเช้ือเลปโตสไปรา (133) 

 

- Leptospira lipoprotein ชนิดอื่นๆ  

                          จากการศึกษาทางโปรตี โอมิก ส์  (Proteomics)  ของ เ ช้ือ เลปโตสไปรา          

ชนิดท่ีก่อโรค โดยใช้เทคนิค matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) พบว่า LipL32, Loa22 และ LipL41 เป็นโปรตีนท่ีพบมากท่ีสุด

ในเช้ือเลปโตสไปรา โดย LipL32 เป็นโปรตีนท่ีพบปริมาณมากท่ีสุด โปรตีนท่ีพบมากเป็นล าดับท่ี 2 

และ 3 คือ Loa22 และ LipL41 ตามล าดับ และโปรตีนท่ีพบในล าดับต่อมา คือ LipL36, LipL21 

และ LipL46 (105, 134) โดยพบว่า LipL36 ไม่ใช่โปรตีนท่ีพบได้ท่ีด้านนอกของผนังเซลล์           

เช้ือเลปโตสไปราแต่พบได้ท่ีด้านในของผนังเซลล์ (21, 135) และในระหว่างท่ีมีการติดเช้ือใน

สัตว์ทดลองพบว่าการแสดงออกของ LipL36 มีการแสดงออกลดลง (135) เมื่อน าช้ินเนื้อจาก      

แฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรามาท า immunohistochemistry พบว่าช้ินเนื้อส่วนไตไม่พบการ

แสดงออกของ LipL36 (128) แต่พบการแสดงออกของ LipL21 (23) และ LipL46 (22)  ในระหว่าง

ท่ีมีการติดเช้ือ และเป็นโปรตีนพบท่ีผนังเซลล์ของเช้ือเลปโตสไปราเช่นเดียวกัน ซึ่งสอดคล้องกับ

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนต่างๆท่ีพบในเช้ือเลปโตสไปรา ผลการศึกษาท่ีได้พบว่า LipL21    

มีการแสดงออกในหนูตะเภาท่ีติดเช้ือเลปโตสไปราโดยใช้วิธี immunoblot analysis (31) และจาก

การท า immunohistochemistry โดยน าช้ินเนื้อส่วนตับของแฮมสเตอร์ท่ีติดเช้ือเลปโตสไปรา      

มาตรวจสอบก็พบการแสดงออกของ LipL21 ได้เช่นกัน (136)  ส่วนใน LipL46 ยังพบการแสดงออก

ได้ในช้ินเนื้อส่วนปอด ตับ ม้ามและไตจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา (22) 

                          จากการศึกษาพบว่าเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรคสามารถจับกับ factor H 

และ factor H-related protein-1 ซึ่งเป็นองค์ประกอบในระบบคอมพลีเมนท์ได้ ส่งผลให้เกิดการ

ยับยั้งการท างานของระบบคอมพลีเมนท์ โดยเช้ือจะสร้างโปรตีนท่ีสามารถจับกับ factor H (factor 

H-binding proteins) ได้ 2 ชนิด ซึ่งมีขนาด 25 และ 50 kDa โดย factor H-binding proteins ท่ีมี

ขนาด 25 kDa เป็นโปรตีนชนิดแรกท่ีพบและให้ช่ือว่า LfhA (leptospiral factor H-binding 
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protein) เมื่อน าไปท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสและซีรัมจากม้าท่ีเป็นโรคเลปโตสไปโรซิส

พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนนี้ท้ังในซีรัมจากผู้ป่วยและจากม้าท่ีป่วยเป็นโรคเลปโตสไปโรซิส 

(137) ในเวลาต่อมาพบว่ามีโปรตีนท่ีสามารถจับกับลามินินของโฮสต์ได้ ซึ่งมีขนาด 24 kDa และได้ให้

ช่ือว่า Lsa24 (leptospiral surface adhesin 24-kDa) (125) ในปี ค.ศ. 2007 Stevenson       

และคณะ พบว่าใน LfhA/Lsa24 มีโครงสร้างท่ีคล้ายกับ endostatin จึงจัดให้อยู่ในกลุ่ม leptospiral 

endostatin-like protein (Len) family และให้ช่ือว่า LenA (138) นอกจากนี้ยังพบว่า LenA 

สามารถจับกับพลาสมิโนเจนของโฮสต์ได้ ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นพลาสมิโนเจนให้เป็นพลาสมิน ท าให้

เกิดการย่อยไฟรบิโนเจน ซึ่งอาจช่วยให้เช้ือแพร่กระจายไปยังเนื้อเยื่ออื่นๆได้ (139) และยังพบโปรตีน

อื่นๆท่ีอยู่ในกลุ่มนี้ (LenB, C, D, E และ F) โดยทุกชนิดสามารถจับกับลามินินได้ พบว่า LenB 

สามารถจับกับ factor H ของคน ซึ่งเป็นองค์ประกอบในระบบคอมพลีเมนท์ ท าให้เกิดการยับยั้ง   

การท างานของระบบคอมพลีเมนท์ได้ (138) มีการศึกษาโดยท า mutation ของยีน lenB และ lenE     

แต่ยังพบลักษณะอาการของโรคท่ีรุนแรงในแฮมสเตอร์ได้ (140) 

 

รูปที่ 3: แสดงบริเวณผนังเซลล์ชั้นนอกของเชื้อเลปโตสไปรา 

        บริเวณผนังเซลล์ช้ันนอกของเช้ือเลปโตสไปรา ประกอบด้วย Lipopolysaccharide 

(LPS) , Lipoproteins  เช่น LipL32, LigA, LigB, LipL41, Loa22, LipL21, LipL46 และ LipL36     

เป็นต้น  และ transmembrane proteins เช่น OmpL1, OmpL37, OmpL47 และ OmpL54 

เป็นต้น โดย OM= Outer membrane proteins; PG= Peptidoglycan; IM= Inner membrane 
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2.6.2 Sphingomyelinase 

                   Sphingomyelinase เป็นเอ็นไซม์ท่ีสามารถย่อย sphingomyelin เป็น ceramide 

และ phosphorylcholine โดย sphingomyelinase เป็นท่ีสนใจน ามาศึกษา เนื่องจากอาจมีความ

เกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพ รวมถึงการแพร่กระจายของเช้ือไปยังเนื้อเยื่อต่างๆ   พบว่าในเช้ือ

เลปโตสไปราหลายสายพันธุ์สามารถสร้างและปล่อย hemolysins และ sphingomyelinases 

ออกมาได้ในหลอดทดลอง โดย hemolysins บางชนิดก็เป็น sphingomyelinases ซึ่งมีเป้าหมาย 

คือ sphingomyelin ท่ีพบบนเย้ือหุ้มเซลล์ของโฮสต์ (1, 2) 

                   จากการศึกษาจีโนมของเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรค โดยใช้สายพันธุ์  Lai, 

Copenhageni, Manilae และ Pomona พบ 5 ยีนท่ีสามารถแสดงออกเป็น sphingomyelinases 

ได้ คือ sph1, sph2, sph3, sph4 และ sphH (3-5) และมีเฉพาะใน Sph2 ท่ีทราบล าดับกรดอะมิโน

บริเวณเร่ง (active site) ของเอ็นไซม์ โดยพบยีน sph เฉพาะเช้ือเลปโตสไปราท่ีก่อโรคเท่านั้น 

ในขณะท่ีใช้ L. borgpetersenii สองสายพันธุ์มาเปรียบเทียบ พบเพียง 3 ยีนท่ีสามารถแสดงออกเป็น

โปรตีนนี้ได้ คือ sphA, sphB และ sph4 (141)  

 

- Sphingomyelinase C 

                          จากการศึกษาของ Berheimer และ Bey ในปี ค.ศ. 1986 ได้ท าการทดสอบ 

sphingomyelinase C activity จาก L. interrogans serovar Pomona ก็พบว่าสามารถท าให้เกิด

การสลายของเม็ดเลือดแดงจากแกะได้ (142) ในปี ค.ศ. 1989 Del Real G และคณะได้ท าการโคลน

ยีน sphingomyelinase C (sphA) จาก L. interrogans serovar Hardjo พบว่า 

sphingomyelinase C จาก L. interrogans serovar Hardjo สามารถท าให้เซลล์เม็ดเลือดแตกได้

เช่นกัน (8) จากการศึกษาของ Segers และคณะ ในปี ค.ศ. 1992 ได้ศึกษาการแสดงออกของยีนใน

เช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรคในหลายสายพันธุ์ โดยใช้ sphA จาก L. borgpetersenii เป็น probe 

พบว่ามีการแสดงออกของยีนต่ าในหลายสายพันธุ์ของเช้ือเลปโตสไปรา (143) 
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- SphH 

                          ในปี ค.ศ. 2000 Lee และคณะได้ท าการศึกษาคุณลักษณะของ hemolysin 

อีกชนิด คือ SphH จาก L. interrogans serovar Lai พบว่า hemolysin SphH                       

มี homology กับ sphingomyelinase C จาก L. borgpetersenii serovar Hardjo ท่ีได้มี

การศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์มาก่อนหน้านี้ จากการศึกษาโดยการโคลนยีน sphH แล้ว transform 

เข้าสู่ E. coli พบว่าเมื่อน ามาทดสอบ hemolytic activity ก็พบว่าสามารถท าให้เกิดการสลายของ

เม็ดเลือดแดงจากแกะได้ แต่พบว่า hemolysin SphH นี้ไม่สามารถย่อย sphingomyelin และยัง

พบว่า hemolysin SphH มีแนวโน้มในการท าหน้าท่ีในการท าให้เกิดรูบนผนังเซลล์ (pore-forming 

protein) (6) 

                          ในปี ค.ศ. 2002 Lee และคณะ ได้ท าการศึกษาต่อเนื่องมาจากการศึกษา         

ใน ปี ค.ศ. 2000 โดยท าการศึกษา hemolytic และ cytotoxic activities ของ hemolysin SphH

จาก L. interrogans serovar Lai โดยท าการโคลนยีน sphH หลังจากนั้นน า hemolysin SphH   

มาท าให้บริสุทธิ์ แล้วน ามาทดสอบกับเม็ดเลือดแดงของแกะเมื่อน าไปดูด้วยกล้อง  transmission 

electron microscopy ก็พบว่า SphH สามารถท าให้เกิดรูบนผนังเซลล์ (pore-forming protein) 

จึงท าให้เม็ดเลือดแดงจากแกะถูกท าลายอย่างต่อเนื่อง จนท าให้เกิดเซลล์บวมจากการท่ีมีน้ าเข้าไป   

ในเซลล์ ซึ่งเป็นการยืนยันผลจากการศึกษาก่อนหน้านี้ถึงหน้าท่ีของ hemolysin SphH ในการท าให้

เกิด รูบนผนังเซลล์ นอกจากนี้ยังท าการทดสอบ cytotoxicity ของ hemolysin SphH กับ 

mammalian cell lines ซึ่งผลการทดสอบท่ีได้ก็พบว่า hemolysin SphH สามารถท าให้ 

mammalian cell  เกิดความเสียหายได้เช่นเดียวกัน และจากการทดสอบ neutralization ของ 

hemolysin SphH โดยน า SphH มาผสมกับ rabbit anti-His-SphH serum หลังจากนั้นก็น ามา

ผสมกับเม็ดเลือดแดงของแกะและ Vero cells พบว่าท้ัง hemolytic และ cytotoxic activities ของ 

hemolysin SphHสามารถถูก neutralized ได้โดย rabbit anti-His-SphH serum ได้ (7) 
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- Sph2 

                          จากการศึกษาของ Artiushin และคณะ ในปี ค.ศ. 2004  พบการแสดงออก

ของ Sph2 จากซีรัมม้าท่ีฉีดด้วยเช้ือเลปโตสไปรา L. interrogans serovar Pomona (144) และ

พบว่าซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสมีการแสดงออกของ Sph2 ในขณะท่ี Sph1, Sph4 และ SphH      

ไม่พบการแสดงออกในซีรัมผู้ป่วย นอกจากนี้ยังพบการแสดงของ Sph2 ในแฮมสเตอร์ ท่ี               

ติดเช้ือเลปโตสไปรา (145) 

                          จากการศึกษาของ Zhang และคณะในปี ค.ศ. 2005 ได้ท าการศึกษา

เปรียบเทียบความสามารถในการท าลายเม็ดเลือดแดงของโปรตีนท่ีสร้างจากยีน hemolysin ต่างๆ

พบว่าโปรตีนท่ีสร้างจากยีนกลุ่มนี้สามารถย่อยเม็ดเลือดแดงใน blood agar plate ได้ hemolytic 

zone แตกต่างกันและเมื่อน ามาทดสอบ sphingomyelinase activity พบว่าโปรตีนท่ีสร้างจาก     

ยีน LA1027, LA1029, LA4004 และ LA3050 สามารถย่อย sphingomyelin ได้โดยพบว่าโปรตีน 

LA1029 ย่อย sphingomyelin ได้ดีท่ีสุดจากการศึกษานี้ก็ท าให้มีการแบ่งประเภทของ hemolysin

ออกเป็น 2 กลุ่มคือ sphingomyelinase และ non-sphingomyelinase hemolysin โดยแบ่งตาม

ความสามารถในการย่อย sphingomyelin ซึ่งเป็นสารต้ังต้น ของ sphingomyelinase (146)         

ในปี ค.ศ. 2008 Zhang และคณะได้ท าการศึกษาต่อเนื่องมาจากการศึกษาก่อนหน้านี้                 

ในปี ค.ศ. 2005 ท่ีได้ท าการจ าแนกแบ่งเป็น  2 กลุ่มคือ sphingomyelinase และ                     

non-sphingomyelinase hemolysin จากการศึกษาในครั้งนั้นพบว่า Sph2/LA1029 สามารถย่อย

สารต้ังต้นได้มากท่ีสุด (146) จึงได้เลือก Sph2/LA1029 มาศึกษาต่อในการศึกษานี้ซึ่งก็พบว่า

hemolysin Sph2 สามารถท าให้เกิด cytotoxic activity ใน lymphocytes ของหนู mouse, 

macrophages และเซลล์ตับของมนุษย์ได้ นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อน าเซลล์ตับของมนุษย์ไปบ่มร่วมกับ 

Sph2 พบว่า Sph2 ท าให้เซลล์ตับเกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis (147) 

                          จากการศึกษาของ Narayanavari และคณะ ในปี ค.ศ. 2015 พบว่ายีน sph2 

มีการแสดงออกน้อย เมื่อน ามาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ EMJH แต่จะมีการแสดงเพิ่มมากขึ้นเมื่อเติม 

โซเดียมคลอไรด์ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ EMJH นอกจากนี้ยังพบว่าท้ัง hemolytic และ 

sphingomyelinase activities ลดลงเมื่อท า mutation ของยีน sph2 (141) 
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                           มีรายงานการศึกษาจีโนมของเช้ือเลปโตสไปราพบว่ายีน LA0872 มีล าดับ          

นิวคลีโอไทด์ท่ีสนับสนุนว่าน่าจะเป็นยีนส าหรับการสร้างคอลลาจีเนสซึ่งเป็นเอ็นไซม์ ท่ีย่อยสลาย   

พันธะเปปไทด์ของคอลลาเจนซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้างหลักของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันได้ โดยมีรายงาน    

พบคอลลาจีเนสในแบคทีเรียชนิดอื่น ซึ่งมีบทบาทในการท าให้เกิดภาวะเลือดออ กในปอด                       

ในปี ค.ศ. 1973 Diener และคณะได้ศึกษาการท างานของคอลลาจีเนสจาก  Pseudomonas 

aeruginosa ในสัตว์ทดลอง ท าการฉีดคอลลาจีเนสให้กับหนู พบว่าสามารถกระตุ้นให้เกิดเลือดออก

ในปอดและในช่องท้องของหนูได้ (38)  

                          ในปี ค.ศ. 1976 Vargaftig และคณะ ได้ศึกษาคอลลาจีเนส จาก Clostridium 

histolyticum ซึ่งพบว่าคอลลาจีเนสสามารถกระตุ้นให้เกิดภาวะเลือดออกท่ีบริเวณปอดของสุนัขได้

เมื่อทดสอบโดยการน ากระดาษกรองซึ่งมีคอลลาจีเนสติดอยู่มาวางบนท่ีผิวของปอดสุนัข พบว่า

สามารถกระตุ้นให้บริเวณนั้นมีเลือดออกเกิดขึ้น ซึ่งผลการทดสอบในหนูก็ได้ผลเช่นเดียวกันเมื่อ ฉีด

คอลลาจีเนสทาง intrathoracically ให้กับหนู (37) ต่อมาในปี ค.ศ. 1996 Hara-Kudo และคณะได้

ท าการแยก Clostridium sporogenes มาจากกระต่ายท่ีเป็นโรคอุจจาระร่วงท่ีเกิดจากยาปฏิชีวนะ 

(antibiotic-associated hemorrhagic diarrhea) หลังจากนั้นน ามา purified hemorrhagic toxin 

จากส่วน supernatant แล้วน ามาทดสอบ พบว่าคอลลาจีเนสจาก Clostridium sporogenes 

สามารถย่อยคอลลาเจนชนิดท่ี 3 และ 4 ซึ่งเป็นองค์ประกอบในช้ัน tunica intima และ tunica 

media ของหลอดเลือดได้ (148) 

                           ในปี ค.ศ. 2006 Pokharel และคณะได้ท าการศึกษาบทบาทของคอลลาจีเนส

ในการเป็นวัคซีนเพื่อใช้ในโรคเท้าช้างโดยน าคอลลาจีเนสจาก Setaria cervi มาฉีดให้กับสัตว์ทดลอง   

เมื่อน าซีรัมจากสัตว์ทดลองมาตรวจสอบการตอบสนองการสร้างแอนติบอดีก็พบว่าสัตว์ทดลองมีการ

สร้างแอนติบอดีต่อคอลลาจีเนสและวัคซีนสามารถลด parasite burden ได้ (39) 

                           ซึ่งในขณะท่ีท าการศึกษานี้ ยังไม่มีรายงานการศึกษาของคอลลาจีเนสจาก   

เช้ือเลปโตสไปรา ผู้วิจัยจึงมีความสนใจการโคลนยีนและการเตรียมโปรตีน เพื่อน ามาศึกษาคุณสมบัติ

ของ เอ็นไซม์และการท าปฏิกิ ริ ยากับซีรัม ผู้ป่วยและแฮมสเตอร์ ท่ี ไ ด้รับเ ช้ือ เลปโตสไปรา 



 
 

 

บทท่ี 3  

ระเบียบวิธีวิจัย 

3.1 เช้ือเลปโตสไปราและตัวอย่างซีรมั 

           เช้ือเลปโตสไปรา 24 ซีโรวาร์ ท่ีน ามาใช้ในการศึกษาได้รับความอนุ เคราะห์จาก              

สัตวแพทย์หญิงดวงใจ สุวรรณ์เจริญ สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ รายช่ือของเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์แสดงในตารางท่ี 4 โดยเช้ือเลปโตสไปรา

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ  Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris, Modified by 

Johnson and Harris (EMJH) ชนิดเหลวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

           ตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยท่ีน ามาใช้ในการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ได้แก่  

ซีรัมจากผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสจ านวน 30 ราย แต่ละรายจะท าการเก็บซีรัม 2 ครั้งโดยตัวอย่าง 

ซีรัมจากผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสได้รับการตรวจยืนยันว่ามีการติดเช้ือเลปโตสไปราด้วยวิธี  indirect 

immunofluorescent assay (IFA) ซีรัมจากผู้ป่วยสครับไทฟัส จ านวน 20 ราย ได้รับการตรวจ

ยืนยันว่าติดเช้ือโดยใช้วิธี IFA ซีรัมจากผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ จ านวน 20 ราย ได้รับการตรวจยืนยัน

ว่ามีการติดเช้ือโดยใช้วิธี IgM ELISA และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิตท่ีสภากาชาดไทย จ านวน 20  ราย    

โดยตัวอย่างซีรัม ผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสและ ซีรัม ผู้ป่วยสครับไทฟัสได้รับความอนุ เคราะห์              

จากศาสตราจารย์แพทย์หญิงยุพิน ศุพุทธมงคล ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ศิริราช

พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล และซีรัมผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ ไ ด้รับความอนุเคราะห์จาก                   

ศาสตราจารย์นายแพทย์ยง ภู่วรวรรณ ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

           ตั ว อย่ า ง ซี รั ม จากแฮมส เตอร์ ท่ี ไ ด้ รั บ เ ช้ื อ เ ลป โตส ไปร า เป็น ซี รั ม ท่ีมี อ ยู่ แ ล้ว ใน        

ห้องปฏิบัติการซึ่งได้มาจากการฉีดเช้ือ Leptospira interrogans serovar Pyrogenes ปริมาณ                  

1x108 เซลล์/มิลลิลิตรเข้าไปใน Golden Syrian Hamsters (Mesocrietu sauratus) อายุ 4–6 

สัปดาห์ จ านวน 12 ตัว (109) โดยแบ่งแฮมสเตอร์เป็น 3 กลุ่มๆละ 4 ตัวเพื่อเก็บซีรัมในวันท่ี 3, 5 

และ 7 วัน หลังจากแฮมสเตอร์ได้รับเช้ือ โดยเช้ือเลปโตสไปราท่ีน ามาฉีดให้กับแฮมสเตอร์ได้รับ    
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ความอนุเคราะห์จากรองศาสตราจารย์ ดร.ปัทมา เอกโพธิ์ ภาควิชาวิทยาภูมิคุ้มกัน คณะแพทยศาสตร์       

ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 

ตารางที่ 4: รายช่ือเช้ือเลปโตสไปรา 24 ซีโรวาร์ 

No. Species Serogroup Serovar 

1 L. interrogans Australis Bratislava 

2 L. interrogans Autumnalis Autumnalis 

3 L.borgpetersenii Ballum Ballum 

4 L. interrogans Bataviae Battaviae 

5 L. interrogans Canicola Canicola 

6 L. weilii Cellidoni Cellodoni 

7 L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 

8 L. interrogans Djasiman Djasiman 

9 L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa 

10 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis 
11 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagia 
12 L. borgpetersenii Javanica Javanica 
13 L. noguchii Louisiana Louisiana 
14 L. alexanderi Manhao Manhao 
15 L. borgpetersenii Mini Mini 
16 L. noguchii Panama Panama 
17 L. interrogans Pomona Pomona 
18 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes 
19 L. meyeri Ranarum Ranarum 
20 L. weilli Sarmin Sarmin 
21 L. borgpetersenii Sejore Sejroe 
22 L. santarosai Shermani Shermani 
23 L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi 
24* L. biflexa Semaranga Patoc 

 * สายพันธุ์ที่ไม่ก่อโรค (Non-pathogenic strain) 
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3.2 การสกัดดีเอ็นเอ 

           การสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราท าโดยน าเช้ือเลปโตสไปราท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ

EMJH  1 มิลลิลิตร มาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ตะกอนของเช้ือ

จะตกอยู่ท่ีด้านล่างของหลอด ดูดส่วนใสด้านบนท้ิง หลังจากนั้นเติม DNAzol reagent (Invitrogen, 

USA) 500 ไมโครลิตร ส าหรับสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย แล้วใช้ปิเปตดูดเซลล์ขึ้นลงจนเป็น

สารละลายเนื้อเดียวกัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เติมเอทานอลความเข้มข้น 70% 

หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูด             

สารละลายส่วนใสด้านบนท้ิง ล้างตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 90% น าไป         

ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดสารละลายด้านบนท้ิง ต้ังท้ิงไว้ให้

ตะกอนดีเอ็นเอแห้งเป็นเวลา5 นาที แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้ ากล่ันน าไป  heat  ท่ีอุณหภูมิ             

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าดีเอ็นเอท่ีได้ไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Nano drop      

รุ่น ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) เก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ท่ีอุณหภูมิ    

-80 องศาเซลเซียส 

 

3.3 การตรวจหายีน 16S rRNA และ colA (LA0872) ด้วยวิธี PCR (Polymerase   
Chain Reaction)   

           ดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์ ท่ีสกัดได้จะน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบโดยใช้

ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน16S rRNA (149) และ colA (LA0872) ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์

แสดงในตารางท่ี 5 

           การท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ 16S rRNA ปริมาตรรวมท้ังหมด 25 ไมโครลิตร         

ซึ่งประกอบด้วย 1X PCR buffer (Minus MgCl2), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP)       

ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์, MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์แต่ละเส้นความเข้มข้น

0.5 ไมโครโมลาร์ และ Taq DNA polymerase 1ยูนิต/ไมโครลิตร ใช้ดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปรา    

ท่ีสกัดได้ปริมาณ 50 นาโนกรัม น าส่วนประกอบท้ังหมดไปท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ

โดยใช้เครื่อง Thermocycler รุ่น T-Gradient Thermoblock (Biometra, Germany) รายละเอียด
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ของอุณหภูมิต่างๆท่ีใช้ในแต่ละรอบมีดังนี้ pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส       

เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นก าหนด denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส                

เป็นเวลา 1 นาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, extension ท่ีอุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เป็นจ านวน 30 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ           

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อช่วยให้การสร้างสายของผลผลิต PCR (PCR product) 

เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis ย้อม 

agarose gel ด้วย ethidium bromide น า agarose gel ไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอและถ่ายรูปเจลด้วย

เครื่อง Gel Documentation system รุ่น QUANTUM ST4 (Vilber Lourmat, France) 

           การท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน colA (LA0872) ปริมาตรรวมท้ังหมด             

25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 1X PCR buffer (Minus MgCl2), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP 

และ dGTP)   ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์, MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์แต่ละเส้น

ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ และ Taq DNA polymerase 1 ยูนิต/ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติม    

ดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราท่ีสกัดได้ปริมาณ 50 นาโนกรัม น าส่วนประกอบท้ังหมดไปท าปฏิกิริยา 

PCR เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง Thermocycler รายละเอียดของอุณหภูมิต่างๆท่ีใช้ใน    

แต่ละรอบมีดังนี้ pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ 

จากนั้นก าหนด denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, annealing           

ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1 นาที เป็นจ านวน 30 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis ย้อม agarose gel ด้วย 

ethidium bromide น า agarose gel ไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอและถ่ายรูปเจลด้วย                  

เครื่อง Gel Documentation system 
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3.4 การโคลนยีน colA       
 

3.4.1 การเตรียมชิ้นส่วนยีน colA 

                   น าดีเอ็นเอจากเช้ือ Leptospira interrogans serovar Pyrogenes ท่ีสกัดได้มาเพิ่ม

ช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยวิธี  PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ท่ีจ าเพาะต่อยีน  colA ท้ังยีน                

ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงในตารางท่ี 5 

                   ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย   

1X PCR buffer (Minus MgCl2), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP) ความเข้มข้น          

0.2 มิลลิโมลาร์, MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์แต่ละเส้นมีความเข้มข้น              

0.5 ไมโครโมลาร์ และ Pfu DNA polymerase 1 ยูนิต/ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมดีเอ็นเอของ     

เช้ือ Leptospira interrogans serovar Pyrogenes ท่ีสกัดได้ปริมาณ 50 นาโนกรัม                  

น าส่วนประกอบท้ังหมดไปท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง Thermocycler 

รายละเอียดของอุณหภูมิ ต่างๆ ท่ีใ ช้ ในแต่ละรอบมี ดั งนี้  pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ                  

94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นก าหนด denaturation ท่ีอุณหภูมิ       

94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา          

30 วินาที, extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เป็นจ านวน 35 รอบ         

และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบ

ผลด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ย้อม agarose gel ด้วย ethidium bromide           

น า agarose gel ไปตรวจดูขนาดแถบดีเอ็นเอและตัดช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการเพื่อน าไปท าการสกัด   

ดีเอ็นเอออกจากเจลต่อไป 
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3.4.2  การสกัด colA ดีเอ็นเอออกจากเจล 

                   น า PCR product ท่ีตรวจดูขนาดแถบดีเอ็นเอด้วย 0.8% agarose gel 

electrophoresis มาตัดแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการ โดยน าเจลมาดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง 

Ultraviolet transilluminator รุ่น TFX 20M (Vilber Lourmat, France) แล้วใช้ใบมีดท่ีสะอาด

ปราศจากเช้ือตัดลงบนเจลตรงบริเวณท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการออกมา โดยพยายามตัดให้มีเจล

ส่วนเกินน้อยท่ีสุด หลังจากนั้นน าเจล   ท่ีตัดออกมาใส่หลอดเซนตริฟิวจ์ แล้วน ามาสกัดดีเอ็นเอออก

จากเจลเพื่อแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการออกมาด้วยชุดสกัด FavorPrepTMGel/PCR Purification 

mini kit (Favorgen, Taiwan) โดยท าตามวิธีการของผู้ผลิตดังนี้ ท าการช่ังน้ าหนักเจลและบันทึก

น้ าหนักเจลไว้โดยน้ าหนักเจลไม่ควรเกิน  300 มิลลิกรัม  เติม FADF buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร

ลงไป แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ                   

55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้เจลละลาย เมื่อเจลละลายหมดแล้วให้น ามาต้ังไว้          

ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อให้อุณหภูมิลดลง หลังจากนั้นดูดสารละลายลงในคอลัมน์ น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 11,000 g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ท้ิง เติม Wash 

buffer ท่ีผสมเอทานอลลงไปแล้ว ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 g 

เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ท้ิง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งท่ี

ความเร็วเท่าเดิม เป็นเวลา 3 นาที เพื่อให้ column matrix แห้ง หลังจากนั้นย้ายคอลัมน์ลง      

หลอดเซนตริฟิวจ ์เติม Elution buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 g 

เป็นเวลา 1 นาที จะได้ดีเอ็นเอท่ีเป็น PCR product ท่ีต้องการ น าไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง 

Nano drop โดย PCR product ท่ีได้นี้จะน าไปใช้เช่ือมกับพลาสมิดในขั้นตอนต่อไป 
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3.4.3  การเชื่อมชิ้นส่วนยีน colA กับพลาสมิด 

                   น า PCR product ท่ีเตรียมได้ในข้อ 3.4.2 มาเช่ือมกับพลาสมิด pET100/D-TOPO 

(Invitrogen, USA) (แสดงแผนท่ีพลาสมิดในภาคผนวก) โดยท าตามวิธีการของผู้ผลิต อัตราส่วนของ 

ช้ินส่วนดีเอ็นเอ: พลาสมิด ท่ีใช้ คือ 10:1 ซึ่งปริมาณของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีใช้ในการเช่ือมกับพลาสมิด

นั้นสามารถค านวณได้จากสูตร 

 

เมื่อแทนค่าจะได้ 

 

                         ดังนั้น ปริมาณของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีใช้ คือ 67.66 นาโนกรัม 

                   การเช่ือมช้ินส่วนดีเอ็นเอ (ยีน colA จากเช้ือ Leptospira interrogans serovar 

Pyrogenes) กับพลาสมิด ซึ่งประกอบด้วย ช้ินส่วนดีเอ็นเอ ปริมาตร 4.4 ไมโครลิตร, Salt Solution 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และพลาสมิด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร หลังจากนั้นผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มไว้

ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิห้อง  
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3.4.4  การน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  

 
- การเตรียม competent  cell โดยใช้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 

                          เตรียม competent cell โดยเขี่ยเช้ือ Escherichia coli สายพันธุ์ C43 (DE3)      

จาก stock ลงบนอาหารแข็ง LB agar (Luria Bertani Agar) บ่มเป็นเวลา  16 ช่ัวโมง หลังจากนั้น

เขี่ยเช้ือ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง แล้วถ่ายเช้ือลงอาหารเหลว LB        

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว                 

200 รอบต่อนาที จนเช้ือเจริญเติบโตในระยะ log phase โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี                

600 นาโนเมตร (OD600) ได้ค่าอยู่ในช่วง 0.2-0.4 จากนั้นน าขวดเล้ียงเช้ือไปแช่ในน้ าแข็ง            

เป็นเวลา 10 นาที เทเช้ือท่ีเตรียมไว้ลงในหลอดใหม่ขนาด 50 มิลลิลิตรที่ฆ่าเช้ือแล้ว น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 

4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสท้ิง         

เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ท่ีเย็นปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้วผสมให้

เป็นเนื้อเดียวกัน น าไปแช่ในน้ าแข็งต่ออีก 30 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบต่อนาที      

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา10 นาที เทสารละลายส่วนใสท้ิง แล้วละลายตะกอนด้วย

สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ท่ีมีกลีเซอรอลอยู่ 15% ผสมให้เข้ากัน จะได้ 

competent cell ท่ีพร้อมจะรับดีเอ็นเอจากภายนอก หลังจากนั้นแบ่ง competent cell ใส่    

หลอดเซนตริฟิวจ์ แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

- กา รน า รี ค อมบิ แ น น ท์ พ ลา ส มิ ด เ ข้ า เ ซลล์  Escherichia coli 
(Transformation) 

                          น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าเซลล์  E. coli โดยใช้วิธี  heat shock 

transformation โดยน า competent cell และรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีเตรียมไว้แช่บนน้ าแข็ง    

และน า pipette tips ไปแช่เย็น ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ท าการเคล่ือนย้าย                          

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าเซลล์ E. coli โดยใช้พลาสมิด ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ competent 

cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นให้  
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ความร้อน (heat shock) ท่ีอุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที แล้วแช่ในน้ าแข็งต่อทันที

เป็นเวลา 2 นาที เติม SOC medium ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ    

37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วน ามา spread ลงบน

อาหารแข็ง LB agar ท่ีเติมแอมพิซิลลินความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ี

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 

 

3.4.5  การคัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

                   การทดสอบว่าโคโลนีของเซลล์ E. coli ท่ีสามารถเจริญได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ           

ท่ีมีแอมพิซิลลิน มีช้ินส่วนของยีน colA ท่ีโคลนเข้าพลาสมิดหรือไม่ โดยใช้วิธี PCR และไพรเมอร์ท่ีใช้

คือ T7 ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงในตารางท่ี 5 

                   ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร  ซึ่งประกอบด้วย 

1X PCR buffer (Minus MgCl2), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP) ความเข้มข้น         

0.2 มิลลิโมลาร์ , MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ , ไพรเมอร์แต่ละเส้นความเข้มข้น               

0.5 ไมโครโมลาร์และ Taq DNA polymerase 1 ยูนิต/ไมโครลิตร หลังจากนั้นเลือกโคโลนีของ    

เซลล์แบคทีเรียท่ีเป็นโคโลนีเด่ียวลงไปในหลอดส าหรับท า PCR น าส่วนประกอบท้ังหมดไปท าปฏิกิริยา 

PCR โดยใช้เครื่อง Thermocycler รายละเอียดของอุณหภูมิต่างๆท่ีใช้ในแต่ละรอบมีดังนี้          

pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นก าหนด 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ               

55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที     

เป็นจ านวน 40 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

หลังจากนั้นน า PCR product ท่ีได้ไปตรวจสอบผลด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis    

ย้อม agarose gel ด้วย ethidium bromide น า agarose gel ไปตรวจดูขนาดแถบดีเอ็นเอและ

ถ่ายรูปเจลด้วยเครื่อง Gel Documentation system 
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3.4.6  การสกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทีเรีย 

                   สกัดพลาสมิดออกจากเซลล์แบคทีเรียด้วยชุดสกัด Nucleospin plasmid 

(Macherey Nagel, Germany) ท าตามวิธีการของผู้ผลิต โดยเขี่ยเช้ือแบคทีเรีย E. coli จากโคโลนี   

ท่ีตรวจสอบว่าพบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการ แล้วน ามาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีเติมแอมพิซิลลิน  

ความเข้มข้น  200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ                   

37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ถ่ายเช้ือแบคทีเรียใส่

หลอดเซนตริฟิวจ์ หลอดละ 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 หลอด น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลานาน 

1 นาที จากนั้น เทส่วนใสท้ิง เติม Buffer A1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตรลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ท่ี 1 

แล้วใช้ปิเปตดูดเซลล์ขึ้นลง เพื่อให้เซลล์แยกออกจากกันเป็นเซลล์เด่ียวๆ หลังจากนั้นดูดเซลล์จาก     

หลอดเซนตริฟิวจ์ท่ี 1 ใส่ลงในหลอดท่ี 2 แล้วท าซ้ าด้วยวิธีการเดิมจนครบ 5 หลอด จากนั้นท าให้

เซลล์แบคทีเรียแตกโดยเติม Buffer A2 โดยก่อนน า Buffer A2 มาใช้ให้ตรวจสอบดูว่ามีตะกอนสีขาว

ปรากฏหรือไม่ หากมีตะกอนสีขาวเกิดขึ้นให้น า Buffer A2 ไปต้มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส     

เพื่อละลายตะกอนให้หมด แล้วน ามาต้ังไว้ ท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อให้คลายความร้อนก่อนน ามาใช้        

เติม Buffer A2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังหลอดเซนตริฟิวจ์ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง      

เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม Buffer A3 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปปั่นเหวี่ยง

ท่ี 11,000 g    เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสลงใน Nucleospin column ปริมาตร     

250 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายใน collection 

tube ท าขั้นตอนนี้ซ้ าอีกครั้งหากยังเหลือ lysate อยู่ หลังจากนั้นเติม Wash Buffer A4 ท่ีเติมเอทา

นอลลงไปแล้ว ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลาย

ใน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลา 2 นาทีอีกครั้งแล้วย้าย Nucleospin 

column ลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ เติม Elution Buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว้ท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที  แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลา 1 นาที จะได้พลาสมิดจาก 

E. coli  แล้วน าไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Nano drop ท าการวิเคราะห์พลาสมิดท่ีสกัดได้ต่อไป 
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3.4.7  การยืนยันผลการคัดเลือกโคโลนีด้วยปฏิกิริยา PCR 

                   น าพลาสมิดท่ีสกัดออกจากเซลล์ E. coli มาท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์           

ท่ีจ าเพาะต่อยีน colA ท้ังยีน เพื่อยืนยันว่าโคโลนีของเซลล์ E. coli ท่ีคัดเลือกมามีช้ินส่วนของ        

ยีน colA อยู่ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงในตารางท่ี 5  

                  ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 

1X PCR buffer (Minus MgCl2), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP) ความเข้มข้น          

0.2 มิลลิโมลาร์, MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์, ไพรเมอร์แต่ละเส้นมีความเข้มข้น             

0.5 ไมโครโมลาร์ และ Taq DNA polymerase 1 ยูนิต/ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้น

เติมพลาสมิดท่ีสกัดได้ ปริมาณ 50 นาโนกรัม น าส่วนประกอบท้ังหมดไปท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่ม

จ านวนดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง Thermocycler รายละเอียดของอุณหภูมิต่างๆท่ีใช้ในแต่ละรอบมีดังนี้ 

pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นก าหนด 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ            

55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 

เป็นจ านวน 35 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   

หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบผลด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ย้อม agarose gel ด้วย

ethidium bromide น า agarose gel ไปตรวจดูขนาดแถบดีเอ็นเอและถ่ายรูปเจลด้วย          

เครื่อง Gel Documentation system 

 

- การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) และการวิเคราะห์ข้อมูล 

                          การวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากโคลนท่ี   

ผ่านการตรวจสอบแล้วว่ามีช้ินส่วนของยีน colA อยู่ โดยใช้พลาสมิดท่ีสกัดออกมาจากเซลล์ E. coli      

เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการหาล า ดับนิวคลีโอไทด์ซึ่ งล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ท่ีใ ช้            

แสดงในตาราง ท่ี  5 โดยส่งวิ เคราะห์หาล า ดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีบริษัทแปซิฟิคไซเอ็นซ์                  

จังหวัดกรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
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                          เมื่อได้ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์แล้วน ามาตัดบริเวณของพลาสมิดออกโดยใช้

โปรแกรม BioEdit version 7.2 หลังจากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปท าการเปรียบเทียบกับ   

ล า ดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีอยู่ ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)           

โดยใช้โปรแกรม Blastn 

 

ตารางที่ 5: ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษา 

Primer name Primer sequences (5’         3’) 

1) 16S rRNA-F 
    16S rRNA-R 

5’-CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA-3’  
5’-CTTAACCTGCTGCCTCCCGTA-3’ 

2) Col F 
    Col R 

5’-TCGACAACAGTAAGCGTTAGC-3’ 
5’-CGTGCAACGTAACTTCCATTAC-3’ 

3) Full-colA F  
    Full-colA R 

5’-CACCATGATAACGAATATAAAGTATAAGC-3’  
5’-GAAATTACAACTTGAATTCGCAG-3’  

4) T7 forward  
    T7 reverse 

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’  
5’-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3’  

5) ColA_F1 
ColA_R1 

5’-GGAATTACGATCAGTATTCGG-3’ 
5’-CGTGCAACGTAACTTCCATTAC-3’ 

6) ColA_F2 
    ColA_R2 

5’-CAAGTCTCAACACAGATTCTC-3’ 
5’-CGTGGATAAATCGTATGCCC-3’ 

7) ColA_F3 
    ColA_R3 

5’-ACATATCAACGTACTCCTGC-3’ 
5’-TATGTATTTGACAAAACCGCC-3’ 

8) ColA_F4 
ColA_R4 

5’-GACCCGAAAGTCATTCGATCT-3’ 
5’-GAAATCTCCATAACGAGCCG-3’ 

       * ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ใช้ไพรเมอร์หมายเลข 4-8 
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3.5 การเตรียมโปรตีน ColA  
 

3.5.1 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการกระตุ้นการสร้างโปรตีน ColA  

(Kinetic of protein expression) 

                   หลังจากท าการ โคลนยีน  colA  เข้ าพลาสมิด  pET100/D-TOPO และ                  

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่  E. coli ได้แล้ว การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน ColA ท าโดย     

เขี่ยเช้ือแบคทีเรีย E. coli จากโคลนท่ีพบช้ินส่วนของยีน colA มาเล้ียงในอาหารเหลว LB             

ท่ีเติมแอมพิซิลลินความเขม้ข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเตรียม

อาหารเหลว LB ใหม่ท่ีเติมแอมพิซิลลินความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

จ านวน 2 ขวด ติดป้ายช่ือท่ีขวดให้เรียบร้อย โดยก าหนดให้ขวดท่ี 1 ไม่เติม IPTG และขวดท่ี 2      

เติม IPTG  แล้วเติมอาหารเหลว LB ท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือมาแล้วเป็นเวลา16 ช่ัวโมง ลงไปใน      

อาหารเหลว LB ขวดใหม่ท่ีเตรียมไว้ โดยปริมาตรท่ีใส่ขวดละ 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ                   

37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี       

600 นาโนเมตร ได้ค่าอยู่ในช่วง 0.2-0.4 จึงเติม IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ลงไปเฉพาะขวด    

ท่ี 2 แล้วท าการเก็บอาหารเหลว LB ออกมาขวดละ 1 มิลลิลิตร (ท่ี 0 ช่ัวโมง) น าอาหารเหลว LB            

ท้ัง 2 ขวดไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิเดิมจนครบเวลา 5 ช่ัวโมง โดยเก็บอาหารเหลว LB ท่ีเวลา 1, 2, 3, 4 

และ 5 ช่ัวโมงตามล าดับ หลังจากนั้นน าอาหารเหลว LB ไปปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที           

ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสท้ิง เก็บ pellet ไว้ น า pellet ท่ีได้        

มา resuspend ด้วยน้ ากล่ันแล้วน าไปผสมกับ SDS-PAGE sample buffer หลังจากนั้นน าไป heat 

ท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลโดย 8% SDS-PAGE 

 

 

 

 

 



 
 

 

44 

3.5.2  การเตรียมโปรตีน  ColA  

                   ท าการเขี่ยเช้ือแบคทีเรีย E. coli จากโคลนท่ีพบช้ินส่วนของยีน colA มาเล้ียงใน

อาหารเหลว LB ท่ีเติมแอมพิซิลลินความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง

เมื่อครบเวลาแล้วถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว LB ขวดใหม่ท่ี เติมแอมพิซิลลินความเข้มข้น                           

200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  จ านวน 2 ขวด โดยเติมอาหารเหลว LB             

ท่ีบ่มครบระยะเวลาดังกล่าวลงไปขวดละ 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส      

เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร                

ได้ค่าอยู่ในช่วง 0.2 -0.4 จึงเติม IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ลงไปท้ัง 2 ขวด แล้วน าไปบ่มต่อ 

โดยเลือกใช้ระยะเวลาในการกระตุ้นโปรตีนตามการศึกษาในข้อ  3.5.1 หลังจากครบระยะเวลาแล้ว

น ามาปั่นเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น         

เทส่วนสารละลายท้ิงจะเหลือแต่ pellet ของเซลล์แบคทีเรีย ให้น ามา resuspend ด้วย 1X LEW

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกด้วยคล่ืนเสียงความถี่สูงโดยเติม lysozyme       

ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ลงไปปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

แล้วจึงน าไปท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกด้วยเครื่อง Ultrasonic sonicator (Sonics & Materials, 

USA) โดยใช้ amplitude 40%, pulse on เป็นเวลา 10 วินาที สลับกับ pulse off เป็นเวลา         

5 วินาที  นาน 3 นาที หรือจนกระท่ังสารละลายใสขึ้น น ามาปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 g ท่ีอุณหภูมิ         

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อแยกส่วนเศษเซลล์แบคทีเรียออก แล้วดูดส่วนใสเก็บไว้       

จะได้  E. coli lysate น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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3.5.3  การท าโปรตีน ColA ให้บริสุทธิ์ 

                   เนื่องจากในพลาสมิด  pET100/D-TOPO มี ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

polyhistidine tag (6xHis tag) ดังนั้นโปรตีน ColA ท่ีถูกกระตุ้นออกมาจะมีส่วนของ 6xHis tag    

ติดมาด้วย โดย 6xHis tag สามารถจับกับ Ni2+ ท่ีติดกับ resin ได้ท าให้สามารถแยกโปรตีน ColA   

ออกมาได้ 

                   น า E. coli lysate มาแยกเอาเฉพาะ โปรตีน ColA  โดยใช้ nickel-charged resin 

affinity column (Macherey Nagel, Germany) โดยผสมระหว่าง lysate ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   

กับ resin ให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง             

ท่ี 500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสออก แล้วน ามาปั่นล้าง

โดยเติม 1X LEW ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอด น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ         

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสท้ิง แล้วเติม 1X LEW ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอด

อีกครั้งท าซ้ าขั้นตอนนี้อีก 2 ครั้งหลังจากนั้นเติม 1X LEW ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วย้าย resin        

ลงหลอดเซนตริฟิวจ์ น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 11,000 g เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสท้ิง แล้วเติม          

elution buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง    

ท่ี 11,000 g เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสเก็บไว้ แล้วเติม elution buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ท าซ้ าขั้นตอนนี้อีก 2 ครั้ง จะได้โปรตีน ColA ท้ังหมด 3 fractions แล้วน าโปรตีนท่ีได้ไปตรวจสอบผล

โดย 8% SDS-PAGE และย้อมสีเจลด้วย Coomassie blue  

 
3.5.4  การก าจัดเกลือออกจากโปรตีนโดยวิธี Dialysis 

                   น าโปรตีน ColA ท่ีได้มาก าจัดเกลือออกโดยน าถุงส าหรับท า dialysis มาแช่ใน       

1X LEW หลังจากนั้นหนีบปลายถุงด้านล่างไว้ ตรวจสอบว่ามีการรั่วไหลของสารละลายท่ีใส่ในถุง

หรือไม่  โดยการดูด 1X LEW ลงในถุง เมื่อตรวจสอบเรียบร้อยให้ดูดเอา 1X LEW ออก แล้วดูด

โปรตีน ColA ใส่ลงในถุงส าหรับท า dialysis หนีบปลายถุงด้านบนไว้ น าถุงส าหรับท า dialysis       

ท่ีภายในบรรจุโปรตีน ColA ไว้แช่ลงใน 1X LEW ท่ีมีแท่งแม่เหล็กกวนสาร (magnetic stirrer bar) 

อยู่ ในบีกเกอร์  น าไป dialyze บนเครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) ท่ีอุณหภูมิ                

4 องศาเซลเซียส  โดย dialyze ไว้ข้ามคืน น าโปรตีน ColA ท่ีท า dialysis แล้วมาท าให้โปรตีนเข้มข้น
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ขึ้นโดยใช้ Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit (Merck Millipore, Germany) หลังจากนั้น

น าโปรตีนเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียส 

 

3.5.5  การหาความเข้มข้นของโปรตีน 

                   วัดความเข้มข้นของ โปรตีน ColA โดยใช้ Pierce®BCA protein assay kit 

(Thermo Scientific, USA) ด าเนินตามวิธีการของผู้ผลิตโดยใช้สารละลาย  bovine serum 

albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน ท าโดยเตรียมสารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นต่างๆได้แก่ 0, 5, 

25, 50, 125, และ 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นเตรียม working reagent โดยเตรียมจาก 

reagent A และ reagent B โดยใช้อัตราส่วน reagent A: reagent B = 50: 1 น า working 

reagent ผสมกับสารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นต่างๆรวมถึง โปรตีน ColA แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแล้วน ามาต้ังให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน าไปวัด

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  562  นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer               

รุ่น SmartSpec 3000 (Bio-Rad, USA) 

 

3.6 การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากแฮมสเตอร์ ท่ีได้รับ                         
เช้ือเลปโตสไปรา 

           น าโปรตีน ColA มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา   

โดยใช้วิธี Western Blot เพื่อดูความสามารถของโปรตีน ColA ในการท าปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะกับ

ภูมิคุ้มกันท่ีถูกกระตุ้น เปรียบเทียบกับโปรตีน LipL32  

           โดยน าโปรตีน ColA และ LipL32 ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า

ด้วยวิธี SDS-PAGE (8% และ10% gel ตามล าดับ) จากนั้นย้ายแถบโปรตีนลงบน nitrocellulose 

membrane ด้วยเครื่องเคล่ือนย้ายโมเลกุลของโปรตีนชนิดกึ่งแห้ง รุ่น Trans-Blot® SD Semi-Dry 

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, USA) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 25 โวลต์ เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง

หลังจากนั้นน า blot ท่ีได้มา block ด้วย 10% non-fat milk เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้าง blot ด้วย 

TBST buffer (0.05% Tween20 ใน TBS) จ านวน 3 ครั้ง น ามา probe ด้วยซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ี
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ได้รับเช้ือเลปโตสไปราจ านวน 12 ตัวโดยท าการเก็บซีรัมในวันท่ี 3, 5 และ 7 หลังจากท่ีได้รับเช้ือ          

โดยใช้ซีรัมเจือจาง 1:200 น าไปบ่มไว้ข้ามคืนตามด้วย peroxidase labeled goat anti hamster 

IgG ใช้ซีรัมเจือจาง 1:500 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน า blot ไปล้างด้วย 

TBST จ านวน 3 ครั้ง แล้วน า blot ไปตรวจสอบขนาดโปรตีนท่ีได้โดยใช้ Amersham ECL Prime 

Western blotting detection reagent (GE Healthcare Life Sciences, USA) กับฟิล์มเอ็กซเรย์ 

(AGFA, China) 

 

3.7 การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 
 

3.7.1  การศึกษาหาปริมาณโปรตีนและความเข้มข้นของซีรัมที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

                   น าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วย              

เลปโตสไปโรซิสและผู้ป่วยสครับไทฟัสด้วยวิธี Slot Blot โดยน า nitrocellulose membrane แช่ใน 

1X TBS เป็นเวลา 5 นาที แล้วน า membrane มาวางบนเครื่อง Slot blot รุ่น Bio-Dot SF 

Microfiltration Apparatus (Bio-Rad, USA) หลังจากนั้นน าโปรตีน ColA และ LipL32 ปริมาณ 

10, 20 และ 50 นาโนกรัม ใส่ลงในแต่ละหลุม แล้วเปิด vacuum เพื่อให้โปรตีนค่อยๆไหลผ่านลงมาท่ี 

nitrocellulose membrane หลังจากนั้นน า blot มา block ด้วย 10% non-fat milk เป็นเวลา    

1 ช่ัวโมง  น า blot ล้างด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง แล้วน ามา probe ด้วยซีรัมจากผู้ป่วย      

เลปโตสไปโรซิสและผู้ป่วยสครับไทฟัส ใช้ซีรัมเจือจาง  1:200, 1:400 และ 1:800 น าไปบ่ม            

ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง  น า blot มาล้างด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นน า 

blot ไป probe ด้วย anti human IgM-HRP ใช้ซีรัมเจือจาง 1:2000 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง      

เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วน า blot ไปล้างด้วย TBST จ านวน 3 ครั้ง ตรวจสอบขนาดโปรตีนท่ีได้โดยใช้

Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent  กับฟิล์มเอ็กซเรย์ 
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3.7.2  การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 

                   น าโปรตีน ColA มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสท่ีเป็น    

acute sera และ convalescent sera จ านวนละ 30 ราย โดยเปรียบเทียบกับโปรตีน LipL32             

ด้วยวิธี Slot Blot โดยน า nitrocellulose membrane แช่ใน 1X TBS เป็นเวลา 5 นาที แล้วน า 

membrane มาวางบนเครื่อง Slot blot หลังจากนั้นน าโปรตีน ColA และ LipL32 โดยใช้       

ปริมาณโปรตีนจากผลการศึกษาในข้อ 3.7.1 ใส่ลงในแต่ละหลุมแล้วเปิด vacuum เพื่อให้โปรตีน

ค่อยๆไหลผ่านลงมาท่ี nitrocellulose membrane น า blot มา block ด้วย 10% non-fat milk       

เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน า blot ท่ีได้มาล้างด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง แล้วน ามา 

probe ด้วยซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสท่ีเป็น acute sera และ convalescent sera โดยใช้    

ซีรัมเจือจางจากผลการศึกษาในข้อ 3.7.1 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ตามด้วย     

anti human IgM-HRP ใช้ซีรัมเจือจางท่ี 1:2000 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง     

หลังจากนั้นน า blot ไปล้างด้วย TBST จ านวน 3 ครั้ง ตรวจสอบขนาดโปรตีนท่ีได้โดยใช้ 

Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent กับฟิล์มเอ็กซเรย์ 

 
3.7.3  การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส  ผู้ป่วยติดเชื้อ    
ไวรัสเดงก่ีและซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต 

                   น าโปรตีน ColA มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัมจากผู้ป่วยสครับไทฟัส        

ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต โดยใช้จ านวนซีรัมกลุ่มละ 20 ราย เปรียบเทียบ

การท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับ LipL32 ด้วยวิธี Slot Blot โดยน า nitrocellulose 

membrane แช่ใน 1X TBS เป็นเวลา 5 นาที แล้วน า membrane มาวางบนเครื่อง Slot blot 

หลังจากนั้นน าโปรตีน ColA และ LipL32 โดยใช้ปริมาณโปรตีนจากผลการศึกษาในข้อ 3.7.1 ใส่ลงใน    

แต่ละหลุมแล้วเปิด vacuum เพื่อให้โปรตีนค่อยๆไหลผ่านลงมาท่ี nitrocellulose membrane   

แล้วน า blot มา block ด้วย 10% non-fat milk เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง น า blot ท่ีได้มาล้างด้วย TBST 

buffer จ านวน 3 ครั้ง แล้วน ามา probe ด้วยซีรัมจากผู้ป่วยสครับไทฟัส  ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และ

ซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต  โดยใช้ซีรัมเจือจางจากผลการศึกษาในข้อ 3.7.1 หลังจากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ตามด้วย anti human IgM-HRP ใช้ซีรัมเจือจางท่ี 1:2000 น าไปบ่ม  
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ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วน า blot ไปล้างด้วย TBST จ านวน3 ครั้ง ตรวจสอบขนาด

โปรตีนท่ีได้โดยใช้ Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent                   

กับฟิล์มเอ็กซเรย์ 

 

3.8 การศึกษาความสามารถของโปรตีน ColA ในการย่อยเจลาตินในหลอดทดลอง 

 
3.8.1  การศึกษาความสามารถของ  โปรตีน ColA ในการย่อยคอลลาเจน      
(collagenase activity) 

                   ในการศึกษาความสามารถในการย่อยเจลาตินในหลอดทดลองใช้ชุดทดสอบ

EnzChek® Gelatinase/Collagenase Assay Kit (Thermo Scientific, USA) โดยใส่ 1X Reaction 

buffer ปริมาตร  80 ไมโครลิตร ลงในหลุมหลังจากนั้น เ ติมเจลาตินความเข้มข้น                        

100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท่ีติดด้วยสารเรืองแสงปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซึ่งใช้เป็นสารต้ังต้น        

ผสมกับโปรตีน ColA ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยใช้           

คอลลาจีเนสจาก Clostridium histolyticum เป็นตัวควบคุมบวก น าไปบ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยเมื่อครบเวลาท่ี 8, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง น าไปวัดการย่อยเจลาติน      

ด้วยเครื่อง fluorescence microplate reader รุ่น Varioskan Flash (Thermo Scientific, USA)     

ท่ีความยาวคล่ืน Ex/Em 482/528 นาโนเมตร 

 

3.8.2  การใช้สารยับยั้งคอลลาจีเนสยับยั้งความเป็นเอ็นไซม์ของโปรตีน ColA  

                   ความสามารถในการย่อยคอลลาเจนของโปรตีน ColA ยืนยันโดยการศึกษาการยับยั้ง

การท างานของโปรตีน ColA โดยมี 1,10-Phenanthroline monohydrate  เป็นตัวยับยั้งเอ็นไซม์ 

( Inhibitor) ท่ีความเข้มข้น 20,  40 และ 80 มิลลิโมลาร์  เติมเจลาตินความเข้มข้น                     

100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท่ีติดด้วยสารเรืองแสงปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซึ่งใช้เป็นสารต้ังต้น        

และใช้โปรตีน ColA ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีคอลลาจีเนสจาก       

Clostridium histolyticum เ ป็ น ตั วควบ คุมบวก  น า ไ ปบ่ ม ใ น ท่ีมื ด  ท่ี อุณห ภู มิ ห้ อ ง                    
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เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยเมื่อครบเวลาท่ี 8, 24 และ 48 ช่ัวโมง น าไปวัดการย่อยเจลาตินด้วย     

เครื่อง fluorescence microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน Ex/Em 482/528 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทท่ี 4  

ผลการศึกษา 

4.1 การตรวจสอบยีน 16S rRNA และ colA ของเช้ือเลปโตสไปรา 

           จากการสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของเช้ือเลปโตสไปรารวมท้ังส้ิน 24 ซีโรวาร์ (แสดงในตารางท่ี 

4) และน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาใช้เป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา PCR  เพื่อตรวจหายีน 16S rRNA  

และ colA ผลแสดงในรูปท่ี 4 และ 5  ตามล าดับ พบว่าเมื่อใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีน 16s rRNA 

ของเช้ือเลปโตสไปราตรวจพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 290 bp (รูปท่ี 4) โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอเมื่อ

ทดสอบกับดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์  

           เมื่อน าดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์ มาท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์       

ท่ีจ าเพาะกับยีน colA พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 209 bp โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอเฉพาะเมื่อทดสอบ

กับดีเอ็นเอจากเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรค 23 ซีโรวาร์ (รูปท่ี 5; Lane 1-23) ส่วนใน               

L. biflexa serovar Patoc ซึ่งเป็นเลปโตสไปราชนิดท่ีไม่ก่อโรค (รูปท่ี 5; Lane 24) ไม่ปรากฏ     

แถบดีเอ็นเอ แสดงให้เห็นว่าพบยีน colA เฉพาะในเช้ือเลปโตสไปราชนิดท่ีก่อโรคเท่านั้น 
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รูปที่ 4: แสดงผลการตรวจหา 16S rRNA ของเชื้อเลปโตสไปราโดยวิธี PCR  

               ดีเอ็นเอสกัดจากเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์น ามาท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ        

ต่อบริเวณ 16S rRNA ตรวจสอบผลด้วยการท า 1.5% agarose gel electrophoresis 

         1: Bratislava,           2: Autumnalis,        3: Ballum,                  4: Battaviae,       

         5: Canicola,            6: Cellodoni,          7: Cynopteri,               8: Djasiman,     

         9: Grippotyphosa,   10: Hebdomadis,     11: Icterohaemorrhagia, 12: Javanica, 

       13: Louisiana,          14: Manhao,          15: Mini,                     16: Panama,    

       17: Pomona,           18: Pyrogenes,       19: Ranarum,               20: Sarmin, 

       21: Sejroe,              22: Shermani,        23: Tarassovi,               24: Patoc 

เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาด PCR product ท่ีได้ซึ่งมีขนาด 290 bp; M=100 bp DNA Ladder 
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รูปที่ 5: แสดงผลการตรวจหายีน colA ของเชื้อเลปโตสไปราโดยวิธี PCR  

           ดีเอ็นเอสกัดจากเช้ือเลปโตสไปราท้ัง 24 ซีโรวาร์ น ามาท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ

ต่อยีน colA ตรวจสอบผลด้วยการท า 1.5% agarose gel electrophoresis 

       1: Bratislava,           2: Autumnalis,        3: Ballum,                  4: Battaviae,       

       5: Canicola,            6: Cellodoni,           7: Cynopteri,              8: Djasiman,     

       9: Grippotyphosa,   10: Hebdomadis,     11: Icterohaemorrhagia, 12: Javanica, 

     13: Louisiana,          14: Manhao,           15: Mini,                    16: Panama,    

     17: Pomona,           18: Pyrogenes,        19: Ranarum,              20: Sarmin, 

     21: Sejroe,             22: Shermani,          23: Tarassovi,              24: Patoc 

เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาด PCR product ท่ีได้ซึ่งมีขนาด 209 bp; M=100 bp DNA Ladder 
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4.2 การโคลนยีน colA 

           การเพิ่มจ านวนยีน colA ท าโดยน าดีเอ็นเอของเช้ือ L. interrogans serovar Pyrogenes 

มาท า PCR ใช้ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มจ านวนยีน colA ท้ังยีน  เมื่อน า PCR product ท่ีได้ไปตรวจสอบผล

ด้วย agarose gel electrophoresis เมื่อเทียบขนาด PCR product ท่ีได้กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน       

1 Kb DNA Ladder พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 2.6 Kb (รูปท่ี 6) ซึ่งเป็นขนาดท่ีคาดของยีน colA 

    จากการสกัด PCR product ออกจากเจล  น าไปท าให้บริสุทธิ์แล้วน าไปเช่ือมกับพลาสมิด

pET100/D-TOPO คาดว่าจะได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีน colA (ในท่ีนี้เรียก pColA) อยู่         

ซึ่งทดสอบโดยน าเข้าเซลล์ E. coli สายพันธุ์ C43 (DE3) พบโคโลนีจ านวน 27 โคโลนี สุ่มเลือกโคโลนี

เด่ียวมาทดสอบว่ามีพลาสมิดท่ีมียีน colA หรือไม่ จ านวน 15 โคโลนี ด้วยวิธี Colony PCR โดยใช้ 

ไพรเมอร์ T7 เมื่อน า PCR product ท่ีได้ไปตรวจสอบผลด้วย agarose gel electrophoresis      

เมื่อเทียบขนาด PCR product ท่ีได้กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder พบแถบดีเอ็นเอ

ซึ่งมีขนาดประมาณ 2.876 Kb  ซึ่งเป็นขนาดท่ีคาดคือเป็นขนาดของยีน colA 2.6 Kb  รวมกับขนาด

ของไพรเมอร์ T7 276 bp (รูปท่ี 7) โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอจาก 5 โคโลนี (Lane 4, 6, 9, 14 และ 

15) เลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอ มาท าการสกัดพลาสมิดออกจากเซลล์ E. coli การยืนยันผลว่า 

pColA ท่ีเตรียมได้มียีน colA โดยการน า pColA มาเป็นต้นแบบในการท า PCR  ด้วยไพรเมอร์        

ท่ีจ าเพาะกับยีน colA และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ pColA ผลของการน า pColA ไปท า PCR โดย

ใช้ไพรเมอรท่ีจ าเพาะต่อยีน colA ท้ังยีน พบ PCR product ขนาด 2.6 Kb (รูปท่ี 8)  ซึ่งแสดง       

ให้เห็นว่าพลาสมิดท่ีสกัดจากเซลล์ E. coli ท่ีคัดเลือกมานั้นมีช้ินส่วนของยีน colA อยู่ภายในพลาสมิด 

           จากผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ pColA  (แสดงในภาคผนวก) เมื่อน ามา

ตรวจสอบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank 

(ตารางท่ี 6) พบว่ามีความเหมือนกับ L. interrogans serovar Hardjo-prajitno strain 

Hardjoprajitno (Accession number CP013147.1), L. interrogans serovar Hardjo strain 

Norma (Accession number CP012603.1), L. interrogans serovar Bratislava strain 

PigK151(Accession number CP011410.1), L. interrogans serovar Linhai strain 56609 

(Accession number CP006723.1), L. interrogans serovar Lai strain IPAV (Accession 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952237817?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FJZD05DZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/927984995?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/822486507?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/764083380?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FNJCU2AP014
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number CP001221.1), L. interrogans serovar Lai strain 56601 (Accession number 

AE010300.2), L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130 (Accession 

number AE016823.1) มีความเหมือน 99% L. interrogans serovar Manilae strain UP-MMC-

NIID HP (Accession number CP011934.1), L. interrogans serovar Manilae strain UP-

MMC-NIID LP HP (Accession number CP011931.1) มีความเหมือน 97% L. borgpetersenii 

serovar Hardjo-bovis strain L550 (Accession number CP000348.1) มีความเหมือน 88%    

L. borgpetersenii serovar Hardjo-bovis strain JB197 (Accession number CP000350.1),   

L. borgpetersenii serovar Ballum strain 56604 (Accession number CP012029.1)           

มีความเหมือน 87% และ L. borgpetersenii serovar Tarassovi strain Perepelicyn 

(Accession number JN630476.1) มีความเหมือน 86% เป็นการยืนยันได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์    

ท่ีวิเคราะห์ได้จากรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากโคลนของ E. coli ท่ีคัดเลือกมามีช้ินส่วนของยีน colA 

ท่ีมาจากเช้ือเลปโตสไปรา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/353456277?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/45602555?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/873249298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/873245505?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116119596?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116123488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952988167?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=FNJCU2AP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347597159?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=FNJCU2AP014
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รูปที่ 6: แสดงผลการตรวจหายีน colA ของเชื้อ Leptospira interrogans serovar 
Pyrogenes 

           น าดีเอ็นเอของเช้ือ L. interrogans serovar Pyrogenes มาท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์   

ท่ีจ าเพาะต่อยีน colA ท้ังยีน ตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วย 0.8% agarose gel 

electrophoresis เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาด PCR product ซึ่งมีขนาด 2.6 Kb;             

M= 1Kb DNA Ladder 
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รูปที่ 7: แสดงผลการตรวจหารีคอมบิแนนท์พลาสมิดในโคโลนี E. coli 

           น าโคโลนีเด่ียวท่ีได้จากการน าพลาสมิดเข้าสู่ E .coli จ านวน 15 โคโลนี มาทดสอบโดย   

วิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ T7 ตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วย 0.8 % agarose gel 

electrophoresis; Lane 1-15 = จากโคโลนีเด่ียวท่ีขึ้นบนอาหารแข็ง LB agar ท่ีมีแอมพิซิลลิน  

เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาด PCR product ซึ่ งมีขนาดประมาณ 2.8 Kb;                        

M= 1Kb DNA Ladder 
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รูปที่ 8: แสดงผลการตรวจหายีน colA ในพลาสมิด pColA 

           น าพลาสมิด pColA ท่ีเตรียมได้มาท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อ       

ยีน colA ท้ังยีน ตรวจสอบขนาดของ PCR product ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis  

พบ PCR product ขนาดประมาณ 2.6 Kb  เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาด PCR product        

ซึ่งมีขนาด 2.6 Kb; M=1Kb DNA Ladder  
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ตารางที่ 6: ค่าความเหมือนจากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  colA ใน pColA กับ   
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank 

Description 
Identities 

(%) 
1. Leptospira interrogans serovar Hardjo-prajitno strain 

Hardjoprajitno chromosome 1 sequence 
99 

2. Leptospira interrogans serovar Hardjo strain Norma    
chromosome 1, complete sequence 

99 

3. Leptospira interrogans serovar Bratislava strain PigK151 
chromosome 1, complete sequence 

99 

4. Leptospira interrogans serovar Linhaistrain  56609     
chromosome 1, complete sequence 

99 

5. Leptospira interrogans serovar Lai strain  IPAV chromosome 1, 
complete sequence 

99 

6. Leptospira interrogans serovar Lai strain  56601 chromosome 1, 
complete sequence 

99 

7. Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain  Fiocruz L1-
130, chromosome 1, complete sequence 

99 

8.  Leptospira interrogans serovar Manilae strain UP-MMC-NIID HP  
chromosome 1, complete sequence 

97 

9. Leptospira interrogans serovar Manilae strain UP-MMC-NIID LP  
chromosome 1, complete sequence 

97 

10. Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis strain L550 
chromosome 1, complete sequence 

88 

11. Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis strain JB197 
chromosome 1, complete sequence 

87 

12. Leptospira borgpetersenii serovar Ballum strain 56604  
      chromosome 1, complete sequence 

87 

13. Leptospira borgpetersenii serovar Tarassovi strain Perepelicyn 
microbial collagenase (colA) gene, partial cds 

86 
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4.3 การแสดงออกของโปรตีน ColA  

           เมื่อเตรียมและทดสอบแล้วว่าพลาสมิด pColA มีช้ินส่วนของยีน colA ล าดับต่อไป         

คือการกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน ColA จากพลาสมิด pColA ท่ีได้ โดยกระตุ้นด้วย IPTG             

ขั้นตอนแรกเป็นการหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการกระตุ้นการสร้างโปรตีน โดยน าเช้ือแบคทีเรีย 

E. coli ท่ีมีพลาสมิด pColA (ในท่ีนี้จะเรียก pColA  E.coli) มากระตุ้นการสร้างโปรตีน  โดยใช้ IPTG 

ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ เป็นตัวกระตุ้น เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมง แล้วน าเช้ือท่ีได้มา

ตรวจสอบผลโดย 8% SDS-PAGE (รูปท่ี 9) พบแถบโปรตีนท่ีคาดว่าจะเป็นโปรตีน ColA ซึ่งปรากฏ

ขึ้นเมื่อมีการเติม IPTG ลงไปกระตุ้น (รูปท่ี 9B; Lane 2-6) ในขณะท่ีเมื่อไม่มีการเติม IPTG ลงไป

กระตุ้นจะไม่พบแถบโปรตีนปรากฏขึ้น (รูปท่ี 9A)  เมื่อเทียบขนาดของแถบโปรตีนท่ีได้กับแถบโปรตีน

มาตรฐานพบว่าแถบโปรตีนมีขนาดประมาณ 97 kDa  ซึ่งเป็นขนาดใกล้เคียงกับขนาดท่ีได้จาก     

การท านายล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโน จะเห็นได้ว่าเมื่อท าการกระตุ้นการสร้างโปรตีน        

ท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมง แถบโปรตีนท่ีได้จะมีขนาดหนากว่าท่ีระเวลาอื่นๆ (รูปท่ี 9B; Lane 5) และเมื่อ

กระตุ้นโปรตีนเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง แถบโปรตีนท่ีได้จะมีขนาดบางลง (รูปท่ี 9B; Lane 6) จึงเลือก

ระยะเวลาท่ีใช้ในการกระตุ้นการสร้างโปรตีนท่ี 4 ช่ัวโมง ในการกระตุ้นการสร้างโปรตีน ColA  

       เมื่อทราบระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการกระตุ้นการสร้างโปรตีน ColA แล้ว หลังจากนั้น

เตรียมการกระตุ้นโปรตีนในปริมาณมาก (large scale) โดยน า pColA E.coli มากระตุ้นการสร้าง

โปรตีนโดยใช้ IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ เป็นตัวกระตุ้น ท าโปรตีนท่ีได้ให้บริ สุทธิ์               

โดยใช้ nickel-charged resin affinity column ตรวจสอบผลโปรตีนท่ีเตรียมได้ด้วย               

8% SDS-PAGE ในรูป ท่ี  10 แสดงผลการทดสอบโปรตีน ท่ี ไ ด้จากการ elute คอลัมน์               

จ านวน 3 fractions พบแถบของ โปรตีน ColA ปรากฏขึ้นท้ัง 3 fractions เมื่อเทียบขนาดของ    

แถบโปรตีนท่ีได้กับแถบโปรตีนมาตรฐาน พบว่าแถบโปรตีนท่ีได้มีขนาดประมาณ  97 kDa            

(การหาขนาดโปรตีนจาก SDS-PAGE แสดงในภาคผนวก) น าโปรตีนท่ีได้ไปตรวจหาปริมาณโปรตีน   

ได้โปรตีนความเข้มข้น 148 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร     
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รูปที่ 9: แสดงผลการหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการกระตุ้นการสร้างโปรตีน ColA  

               น า pColA E.coli มาเล้ียงในภาวะท่ีไม่มี (A) และมี IPTG (B)  เก็บเช้ือท่ี 0 และ         

ทุก 1 ช่ัวโมง จนครบ  5 ช่ัวโมง แล้วน าเช้ือมาทดสอบด้วย 8% SDS-PAGE ย้อมสีเจลด้วย 

Coomassie blue จะเห็นได้ว่าเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี IPTG (B) จะมีการสร้างโปรตีน

ขนาดประมาณ 97 kDa ซึ่งไม่พบเมื่อเล้ียงเช้ือโดยไม่มี IPTG (A) Lane 1= 0 ช่ัวโมง,               

Lane 2= 1 ช่ัวโมง, Lane 3 =2 ช่ัวโมง, Lane 4= 3 ช่ัวโมง, Lane 5= 4 ช่ัวโมง และ           

Lane 6=5 ช่ัวโมง เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาดของโปรตีน ColA ซึ่งมีขนาดประมาณ 97 kDa;              

M= Protein molecular weight markers 
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รูปที่ 10: แสดงผลการทดสอบโปรตีน ColA หลังจากท าให้บริสุทธิ์ด้วย nickel-charged resin   
affinity column 

               น าโปรตีนท่ีได้หลังจากการผ่าน nickel-charged resin affinity column              

จ านวน 3 fractions มาตรวจสอบด้วย 8% SDS-PAGE แล้วย้อมสีเจลด้วย Coomassie blue                

พบแถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 97 kDa Lane 1-3 = โปรตีนท่ีถูก eluted ออกมาในรอบท่ี 1, 2 

และ 3 ตามล าดับ เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาดของโปรตีน ColA ซึ่งมีขนาดประมาณ             

97 kDa; M= Protein molecular weight markers 
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4.4 ปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเชื้อเลปโตสไปรา 

           ขั้นตอนต่อไปเป็นการทดสอบว่าโปรตีน ColA ท่ีเตรียมได้สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัม        

ของแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือหรือไม่  ซีรัมแฮมสเตอร์ได้จากงานวิจัยของ Lowanitchapat A และคณะ

(109) โดยน าโปรตีน ColA ท่ีเตรียมได้มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือ

ด้วยวิธี Western blot 

 รูปท่ี 11A แสดงผลการทดสอบโปรตีน ColA กับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีไม่ได้รับเช้ือเลปโตสไปรา 

แฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปราและซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส  พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ  

97 kDa  ซึ่งเป็นต าแหน่งเดียวกับโปรตีน ColA ท่ีเตรียมได้ เมื่อท าปฏิกิริยากับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีได้รับ

เช้ือและซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส แต่ไม่พบแถบโปรตีนดังกล่าวเมื่อทดสอบกับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีไม่ได้

รับเช้ือ เมื่อน าโปรตีน ColA  มาทดสอบกับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปราเป็นเวลา 3, 5 

และ 7 วัน  (รูปท่ี 11B) พบว่าโปรตีน ColA สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ีได้รับ     

เช้ือเลปโตสไปราต้ังแต่ในวันท่ี 3 หลังจากท่ีได้รับเช้ือ (รูปท่ี 11B; Lane 1-4) ความเข้มและความหนา

ของแถบโปรตีนมากขึ้นเมื่อทดสอบกับซีรัมท่ีเก็บ 5 และ 7 วันหลังได้รับเช้ือ  (รูปท่ี 11B; Lane 5-12) 

 เนื่องจาก LipL32  เป็นโปรตีนของเช้ือเลปโตสไปราท่ีมีการศึกษามาก (27) จึงเลือก         

มาทดสอบในการศึกษานี้ด้วย จากการทดสอบโปรตีน LipL32 ปริมาณท่ีเท่ากันคือ 100 นาโนกรัม 

เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์ ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปราพบว่าแถบโปรตีนท่ีได้             

มีขนาดประมาณ 32 kDa ซึ่งเป็นขนาดของโปรตีน LipL32 เมื่อทดสอบกับซีรัมแฮมสเตอร์            

ท่ีได้รับเช้ือ 5  และ 7 วัน (รูปท่ี 12; Lane 5-12) แต่ไม่พบแถบโปรตีนของ LipL32 เมื่อทดสอบด้วย

ซีรัมจากแฮมเตอร์ท่ีได้รับเช้ือ 3  วัน (รูปท่ี 12; Lane 1-4) 
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รูปที่ 11: แสดงผลจากการท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากแฮมสเตอร์ที่ได้รับ            
เชื้อเลปโตสไปรา  

               (A)  Western blot จากการน าโปรตีน ColA มาทดสอบกับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีไม่ได้รับ
เช้ือ (Lane 1) ได้รับเช้ือเลปโตสไปรา (Lane 2) และซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส (Lane 3)   

               (B)  Western blot จากการน าโปรตีน ColA มาท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์ท่ี
เก็บ 3 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา Lane 1-4; 5 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา           
Lane 5-8; และ 7 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา Lane 9-12 

               เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาดของโปรตีน ColA ซึ่งมีขนาดประมาณ 97 kDa;                  
M= Protein molecular weight markers 



 
 

 

65 

 
 

รูปที่ 12: แสดงผลจากการท าปฏิกิริยาของโปรตีน LipL32 กับซีรัมจากแฮมสเตอร์ที่ได้รับ         
เชื้อเลปโตสไปรา  

               Western blot จากการน าโปรตีน LipL32 มาท าปฏิกิริยากับซีรัมจากแฮมสเตอร์         

ท่ีเก็บ 3 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา Lane 1-4; 5 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา Lane 5-8; 

และ 7 วันหลังจากรับเช้ือเลปโตสไปรา Lane 9-12 

               เครื่องหมายลูกศรแสดงขนาดของโปรตีน LipL32 ซึ่งมีขนาดประมาณ 32 kDa;                     

M= Protein molecular weight markers 
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4.5 การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 

            ขั้นตอนต่อไปเป็นการทดสอบปฏิกิริยาของโปรตีน  ColA ท่ีเตรียมได้กับซีรัมผู้ป่วย          

เลปโตสไปโรซิส 

 

4.5.1 การศึกษาหาปริมาณโปรตีนและความเข้มข้นของซีรัมที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

        จากการหาปริมาณโปรตีนและความเข้มข้นของซีรัมท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา 

โดยน าโปรตีน ColA และ LipL32 ปริมาณ 10, 20 และ 50 นาโนกรัม มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับ

ซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสและผู้ป่วยสครับไทฟัส ท่ีเจือจาง  1:200, 1:400 และ 1:800 โดยใช้        

วิธี Slot Blot พบว่าโปรตีน ColA ท่ีความเข้มข้น 10, 20 และ 50 นาโนกรัม พบแถบโปรตีนปรากฏ

ขึ้นเมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส ท่ีเจือจาง 1:200, 1:400 และ 1:800 ในขณะท่ี

โปรตีน LipL32 พบแถบโปรตีนปรากฏเมื่อใช้โปรตีน 20 และ 50 นาโนกรัม เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับ

ซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสท่ีเจือจาง 1:200 และ 1:400 ส่วนเมื่อใช้ซีรัมท่ีเจือจาง 1:800 พบแถบ

โปรตีนเฉพาะเมื่อทดสอบกับโปรตีน 50 นาโนกรัมเท่านั้น ในขณะท่ี 10 นาโนกรัม ไม่พบแถบโปรตีน

ปรากฏขึ้นเลยไม่ว่าจะใช้ซีรัมท่ีเจือจาง 1:200, 1:400 และ 1:800 (รูปท่ี 13) 

        เมื่อน าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบกับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส                

โดยใช้โปรตีนปริมาณ 10, 20 และ 50 นาโนกรัม และซีรัมเจือจาง  1:200, 1:400 และ 1:800   

พบว่าโปรตีน ColA  10, 20 และ 50 นาโนกรัม ท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัสท่ีเจือจาง 

1:200 เท่านั้น ในขณะท่ีโปรตีน LipL32  10, 20 และ 50 นาโนกรัมท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วย    

สครับไทฟัสท่ีเจือจาง 1:200 เช่นเดียวกัน แต่ซีรัมท่ีเจือจาง 1:400 ก็เกิดปฏิกิริยากับ LipL32        

20 และ 50 นาโนกรัมเช่นกัน โดยโปรตีน 50 นาโนกรัมให้แถบโปรตีนเข้มกว่าเมื่อใช้โปรตีน              

20 นาโนกรัม  (รูปท่ี 13) 

                  จากผลการศึกษาท่ีได้จึงเลือกใช้โปรตีน ColA และ LipL32 ปริมาณ 20 นาโนกรัม   

และซีรัมเจือจาง 1:400 มาใช้ในการศึกษาต่อไป 
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รูปที่  13: การหาปริมาณโปรตีนและการเจือจางซีรัมที่ เหมาะสมในการท าปฏิ กิ ริยากับ        
โปรตีน ColA และ LipL32  

                น าโปรตีน ColA และ  LipL32  มาทดสอบปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัสและ      

ผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส ด้วยวิธี Slot blot แถวท่ี 1-3 = โปรตีน ColA 50, 20, 10 นาโนกรัม 

ตามล าดับ แถวท่ี 4-6 = โปรตีน LipL32 50, 20, 10  นาโนกรัมตามล าดับ ใช้ซีรัมจาก       

ผู้ป่วยสครับไทฟัสและซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสท่ีเจือจาง  1: 200, 1: 400 และ 1: 800    

โดยใช้เวลาในการประกบฟิล์ม 10 วินาที จากผลการศึกษานี้ได้เลือกปริมาณของโปรตีน            

ท่ี 20 นาโนกรัม และซีรัมเจือจางท่ี 1: 400 
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4.5.2 การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส  

                   เมื่อได้ปริมาณของโปรตีน คือ 20 นาโนกรัม และการเจือจางซีรัมท่ีเหมาะสม          

คือ 1:400 แล้ว ขั้นตอนต่อไปจะน าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบการท าปฏิกิริยากับซีรัม            

ผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสโดยในการศึกษานี้ใช้ acute sera และ convalescent sera จากผู้ป่วย    

จ านวนละ 30 ราย น ามาทดสอบด้วยวิธี Slot Blot   ผลแสดงในรูปท่ี 14 พบว่าท้ังโปรตีน ColA และ 

LipL32 สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสได้ โดยพบแถบโปรตีนเมื่อทดสอบกับ    

acute sera และ convalescent sera  จากผู้ป่วยท้ัง 30 ราย acute sera จากผู้ป่วย 1 ราย 

(เครื่องหมายลูกศร) เมื่อทดสอบกับโปรตีน LipL32 พบแถบโปรตีนมีความเข้มน้อยกว่าแถบโปรตีน

จากโปรตีน ColA อย่างเห็นได้ชัด  
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รูปที่ 14: การท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA และ LipL32 กับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส 

           น าโปรตีน ColA และ LipL32  20 นาโนกรัม  มาทดสอบกับ acute sera และ 

convalescent sera จากผู้ป่วยเลปโตสโรซิส จ านวนละ 30 ราย ท่ีซีรัมเจือจาง 1:400  โดยใช้       

วิธี Slot blot ใช้เวลาในการประกบฟิล์ม 10 วินาที เครื่องหมายลูกศรช้ีผลจากการทดสอบกับ   

acute serum ของผู้ป่วย 1 ราย ท่ีเมื่อท าปฏิกิริยากับโปรตีน LipL32  แถบโปรตีนท่ีได้จะมี    

ความเข้มน้อยกว่าเมื่อเทียบกับแถบโปรตีนท่ีได้จากโปรตีน ColA  
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4.5.3 การศึกษาปฏิกิริยาของโปรตีน ColA กับซีรัมจากผู้ป่วยสครับไทฟัส  ผู้ป่วยติดเชื้อ   
ไวรัสเดงก่ีและซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต 

                   ขั้นตอนต่อไปเป็นการทดสอบความจ าเพาะของโปรตีน ColA และ LipL32         

โดยน ามาทดสอบกับซีรัมจากผู้ป่วยสครับไทฟัส  ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต

โดยใช้จ านวนซีรัมกลุ่มละ 20 ราย ทดสอบด้วยวิธี Slot Blot ใช้โปรตีน ColA 20 นาโนกรัม       

ซีรัมเจือจาง 1:400 พบว่าเมื่อใช้โปรตีน ColA ไม่พบแถบโปรตีนปรากฏขึ้นเมื่อทดสอบกับซีรัมจาก

ผู้ป่วยสครับไทฟัส  ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต (รูปท่ี 15, 16, และ 17

ตามล าดับ) 

                   เมื่อน าโปรตีน LipL32 ปริมาณเท่ากันคือ 20 นาโนกรัม มาทดสอบกับซีรัมท้ัง 3 กลุ่ม

ท่ีเจือจาง  1:400 พบแถบโปรตีนปรากฏขึ้น เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส      

จ านวน 7 ราย (รูปท่ี 15) และเมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ จ านวน  2 ราย   

(รูปท่ี 16) และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต จ านวน 2 ราย (รูปท่ี 17) จากผลการศึกษาท่ีได้แสดงให้เห็นว่า

โปรตีน ColA มีความจ าเพาะในการท าปฏิกิริยามากกว่าโปรตีน LipL32  
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รูปที่ 15: การท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA และ LipL32 กับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส 

           น าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบกับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัสจ านวน 20 ราย     

โดยใช้วิธี Slot blot แถวที่ 1-4 = โปรตีน ColA และแถวท่ี 5-8= โปรตีน LipL32 ปริมาณโปรตีน

ท่ีใช้ คือ 20 นาโนกรัม และซีรัมเจือจางท่ี 1:400 พบแถบโปรตีนเมื่อใช้โปรตีน LipL32            

ท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยสครับไทฟัส 7 ราย 
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รูปที่ 16: การท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA และ LipL32 กับซีรัมผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสเดงก่ี 

           น าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบกับซีรัม ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่             

จ านวน 20 ราย โดยใช้วิธี Slot blot แถวท่ี 1-4 = โปรตีน ColA และแถวท่ี 5-8= โปรตีน 

LipL32 ปริมาณโปรตีนท่ีใช้ คือ 20 นาโนกรัม  และซีรัมเจือจางท่ี 1:400 พบแถบโปรตีนเมื่อใช้

โปรตีน LipL32 ท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ 2 ราย 
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รูปที่ 17: การท าปฏิกิริยาของโปรตีน ColA และ LipL32 กับซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต 

               น าโปรตีน ColA และ LipL32 มาทดสอบกับซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต จ านวน 20 ราย  

โดยใช้วิธี Slot blot แถวที่ 1-4 = โปรตีน ColA และแถวท่ี 5-8= โปรตีน LipL32 ปริมาณโปรตีน

ท่ีใช้ คือ 20 นาโนกรัม และซีรัมเจือจางท่ี 1:400 พบแถบโปรตีนเมื่อใช้โปรตีน LipL32            

ท าปฏิกิริยากับซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต 3 ราย 
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4.6 การศึกษาความสามารถของ โปรตีน ColA ในการย่อยเจลาตินในหลอดทดลอง  

           ผลการทดสอบกับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสแสดงว่าโปรตีน ColA สามารถท าปฏิกิริยากับ

ซีรัมผู้ป่วยได้และสนับสนุนว่าน่าจะสามารถกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้   เนื่องจากรายงาน

การพบยีน colA สันนิษฐานว่าเป็นยีนส าหรับเอ็นไซม์คอลลาจีเนส   ขั้นตอนต่อไปจึงทดลองความ

เป็นเอ็นไซม์ของโปรตีน ColA ท่ีเตรียมได้โดยทดสอบความสามารถในการย่อยเจลาติน    จากการน า 

โปรตีน ColA ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับเจลาตินท่ีติดด้วย

สารเรืองแสง 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อน าไปวัดการย่อยเจลาตินโดยการวัดความเข้ม            

การเรืองแสงด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader พบว่าโปรตีน ColA ท่ีเตรียมได้มี

ความสามารถในการย่อยเจลาตินได้ (รูปท่ี 18) โดยพบว่าโปรตีน ColA ท่ีความเข้มข้น                   

1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถย่อยเจลาตินได้และสามารถย่อยได้เพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้น          

ของโปรตีน ColA เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อมีการบ่มนานขึ้นค่าท่ีวัดได้ก็เพิ่มขึ้นด้วยเช่นกัน     

แต่เมื่อบ่มครบท่ี 72 ช่ัวโมง  พบว่าค่าท่ีวัดได้มีค่าแตกต่างเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับบ่ม              

ครบท่ี 48 ช่ัวโมง ในการทดลองนี้ ใช้คอลลาจีเนสจาก Clostridium histolyticum                      

0.2  ยูนิต/มิลลิลิตร เป็นตัวควบคุมบวก ซึ่งก็พบว่าเมื่อมีการบ่มนานขึ้นก็มีความสามารถใน         

การย่อยเจลาตินเพิ่มข้ึนเช่นกัน 

           การทดสอบยืนยันความสามารถในการเป็นเอ็นไซม์คอลลาจีเนสของโปรตีน ColA ท าโดยใช้     

1,10-Phenanthroline monohydrate ซึ่งเป็นตัวยับยั้งคอลลาจีเนสเมื่อ ใช้โปรตีน ColA           

ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและความเข้มข้นของตัวยับยั้งเอ็นไซม์ ท่ี 20, 40 และ            

80 มิลลิโมลาร์  เมื่อน าไปวัดค่าความเข้มการเรืองแสง  พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ได้ 

(รูปท่ี 19) โดยเมื่อปริมาณของตัวยับยั้งเอ็นไซม์เพิ่มขึ้นก็สามารถยับยั้งการท างานของโปรตีน ColA 

ได้เพิ่มมากขึ้น และเมื่อใช้เวลาในการบ่มนานขึ้นก็สามารถยับยั้งการย่อยเจลาตินได้มากขึ้นเช่นกัน     

โดยเมื่อเทียบกับการยับยั้งการท างานของคอลลาจีเนสจาก  Clostridium histolyticum พบว่า      

ตัวยับยั้งเอ็นไซม์ท่ีความเข้มข้น 80 มิลลิโมลาร์ เกิดการยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์เช่นเดียวกัน      

และสามารถยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ได้เพิ่มมากขึ้นเมื่อมีการบ่มนานขึ้น 
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รูปที่ 18: การศึกษาความสามารถของ โปรตีน ColA ในการย่อยเจลาติน 

           น าโปรตีน ColA ความเข้มข้น 1, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มาบ่มกับ 

100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจลาตินท่ีติดด้วยสารเรืองแสง ท าการวัดค่าความเข้มการเรืองแสง    

เมื่อบ่มครบเวลาท่ี 8, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยใช้คอลลาจีเนสจาก Clostridium 

histolyticum เป็นตัวควบคุมบวก 
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ระยะเวลาบ่ม 

Negative Control Positive Coltrol

ColA protein ความเข้มข้น 1 µg/ml ColA protein ความเข้มข้น 5 µg/ml 

ColA protein ความเข้มข้น 10 µg/ml ColA protein ความเข้มข้น 20 µg/ml 

ColA protein ความเข้มข้น 50 µg/ml 
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รูปที่ 19: การศึกษาการยับยั้งความสามารถของ โปรตีน ColA ในการย่อยเจลาตินโดยตัวยับยั้ง
คอลลาจีเนส 

            น าโปรตีน ColA 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  มาบ่มกับเจลาตินท่ีติดฉลากด้วย           

สารเรืองแสง 100 ไมโครกรัม/มิลิลิตร  ในภาวะท่ีมีตัวยับยั้งคอลลาจีเนส 1, 10-Phenanthroline 

monohydrate ท่ีความเข้มข้น 20, 40 และ 80 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ท าการ         

วัดค่าความเข้มการเรืองแสงเมื่อบ่มครบเวลาท่ี 8, 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยใช้คอลลาจีเนสจาก 

Clostridium histolyticum เป็นตัวควบคุมบวก 
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ระยะเวลาบ่ม 

Negative Control ที่เติม 80 mM Inhibitor  Positive  Coltrol ที่เติม 80 mM Inhibitor  

ColA  protein ที่เติม 20 mM Inhibitor  ColA  protein ที่เติม 40 mM Inhibitor  

ColA  protein ที่เติม 80 mM Inhibitor  



 
 

 

บทท่ี 5  

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

        โรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคัญ พบการเกิดโรคเพิ่มขึ้นท้ังใน

ประเทศท่ีพัฒนาแล้วและประเทศท่ีก าลังพัฒนา (43) เนื่องจากอาการท่ีแสดงออกของโรคคล้ายคลึง

กับโรคติดเช้ือชนิดอื่น  ในผู้ป่วยบางรายอาจมีอาการรุนแรงเกี่ยวข้องกับอวัยวะต่างๆ และอาจถึง     

แก่ชีวิตได้ หากไม่ได้รับการวินิจฉัยและรักษาท่ีถูกต้องรวดเร็ว  (150) งานวิจัยเลปโตสไปโรซิส        

ในปัจจุบันจึงเน้นในแง่การศึกษากลไกการก่อพยาธิสภาพ  การพัฒนาวัคซีนท่ีสามารถป้องกัน        

การติดเช้ือแบบข้ามกลุ่มและการพัฒนาการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อช่วยวินิจฉัยได้ ถูกต้อง      

และรวดเร็ว   

       จุลชีพอาศัยส่วนประกอบของ จุลชีพในการท าให้ โฮสต์ติดเ ช้ือและเกิดพยาธิสภาพ              

เช่น ใช้ในการเกาะยึด  การบุกรุก การท าลายเนื้อเยื่อของโฮสต์  ข้อมูลการศึกษาส่วนประกอบของ       

เลปโตสไปราท้ังวิธีทางชีวเคมีและชีวโมเลกุล จึงมีประโยชน์มากในการน ามาศึกษาต่อยอดท้ังในด้าน

การก่อพยาธิสภาพ การพัฒนาวัคซีนและการตรวจทางห้องปฏิบัติการ จากรายงานจีโนมของ                

เช้ือเลปโตสไปรา  พบว่ามียีนท่ีมีล าดับนิวคลิโอไทด์ท่ีน่าจะเกี่ยวข้องกับการสร้างปัจจัยก่อโรค 

(virulence factors)  ส่วนประกอบของเลปโตสไปราท่ีได้รับการสนใจศึกษา  มักเป็นส่วนท่ีอยู่ส่วน

นอกของเช้ือ หรือหล่ังออกมาจากเช้ือ และมีการแสดงออกเมื่อเช้ืออยู่ในโฮสต์ เพราะนอกจากอาจจะ

เป็นส่วนท่ีเกี่ยวข้องกับการเกาะยึดกับเซลล์ของโฮสต์ หรือเป็นสารพิษท่ีท าลายเซลล์หรือเนื้อเยื่อของ

โฮสต์แล้วยังเป็นส่วนท่ีรับรู้ได้โดยระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ได้ง่าย  เหมาะในการเป็นเป้าหมายใน     

การพัฒนาวัคซีนและการตรวจทางห้อปฏิบัติการ 

        ในการศึกษานี้ผู้วิจัยสนใจศึกษายีน LA0872 ท่ีรายงานโดย Ren และคณะ (36) ว่าน่าจะเป็น

ยีนส าหรับการสร้างคอลลาจีเนส  เนื่องจากเลปโตสไปราก่อโรคสามารถท าให้เกิดพยาธิสภาพของท้ัง

คนและสัตว์ทดลอง ท่ีไ ด้รับเ ช้ือ และยั งมี รายงานว่ าคอลลาจีเนสของแบคทีเรียชนิดอื่น                 

เช่น Clostridium histolyticum และ Pseudomonas aeruginosa  มีบทบาทส าคัญใน               

การก่อพยาธิสภาพ (37, 38) จากผลการศึกษาพบว่าเลปโตสไปราก่อโรคมีการแสดงออกของยีน colA 
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ในปอดของแฮมเสตอร์ท่ีได้รับเช้ือ  โดยสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน colA ได้ต้ังแต่        

ในวันท่ี 3 หลังจากท่ีติดเช้ือพบปริมาณการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นในวันท่ี 5 และมีปริมาณ           

การแสดงออกของยีนลดลงในวัน ท่ี 7 หลังจากท่ีติดเ ช้ือ เมื่อน ามาตรวจพยาธิสภาพท่ีปอด             

พบมีเลือดออกท่ีปอดขั้นรุนแรงในวันท่ี 5 หลังจากท่ีติดเช้ือ นอกจากนี้การตรวจหายีน colA         

โดยวิธี PCR  พบว่าสามารถตรวจพบยีน colA ในเช้ือเลปโตสไปราก่อโรคท้ัง  23 ซีโรวาร์ แต่ไม่พบ  

ในเช้ือ Leptospira biflexa serovar Patoc ซึ่งเป็นเช้ือไม่ก่อโรค       

       ผู้วิจัยสามารถโคลนยีน colA  และสามารถสร้างพลาสมิด pColA  ท่ีน ามาใช้ในการผลิตโปรตีน 

ColA ได้ โดยโปรตีน ColA ท่ีได้มีคุณสมบัติเป็นเอ็นไซม์ท่ีสามารถย่อยคอลลาเจน  Kassegne      

และคณะ (151) ซึ่งศึกษายีน colA เช่นเดียวกัน  โดยน าเช้ือเลปโตสไปรามาบ่มกับเซลล์ HUVEC 

และ HEK293 พบว่าเช้ือมีการแสดงออกของ colA mRNA และโปรตีน  ColA   มากขึ้น แสดงว่าเมื่อ

เช้ือเข้าไปอยู่ในเซลล์โฮสต์จะมีการสร้าง  ColA  มากขึ้น   และเมื่อน าน้ าเล้ียงเซลล์มาทดสอบก็พบว่า

มีการหล่ังโปรตีน ColA ออกมาในน้ าเล้ียงเซลล์มากขึ้น  แสดงให้เห็นว่าในเช้ือเลปโตสไปรามีการ

แสดงออกยีน colA ออกมาในระหว่างติดเช้ือ และเมื่อเช้ือเกิด interaction กับเซลล์ก็พบว่ามีการ

กระตุ้นให้เกิดการหล่ังของคอลลาจีเนสออกมา นอกจากนี้ยังพบว่าคอลลาจีเนสจากเช้ือเลปโตสไปรา 

มีบทบาทในการช่วยให้เช้ือสามารถแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆได้ โดยจากการท าการกลายพันธุ์ 

ยีน colA (colA mutant) แล้วน ามาฉีดให้กับแฮมสเตอร์พบว่า colA mutant  มีความสามารถ

ในการผ่านช้ันของเซลล์ HEK293 และ HUVEC  ลดลง  เมื่อน าเช้ือกลายพันธุ์ไปฉีดให้แฮมสเตอร์  

พบว่าตรวจพบเช้ือในเลือด ปัสสาวะและอวัยวะของแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือน้อยกว่าแฮมสเตอร์ท่ีได้รับ

เช้ือท่ีไม่มีการกลายพันธุ์  และแฮมสเตอร์ท่ีได้รับ colA mutant  เกิดพยาธิสภาพน้อยกว่ากลุ่ม    

ท่ีรับเช้ือท่ีไม่มีการกลายพันธุ์  ข้อมูลเหล่านี้สนับสนุนว่ายีน colA เป็นยีนท่ีสร้างปัจจัยก่อโรค          

ท่ีน่าสนใจในการศึกษากลไกก่อโรคและการป้องกันโรคเลปโตสไปโรซิส 

       นอกจากคุณสมบัติในการก่อพยาธิสภาพแล้วส่วนประกอบของเลปโตสไปราท่ีพบเฉพาะในเช้ือ

ชนิดก่อโรคและมีการแสดงออกในสัตว์หรือคนท่ีติดเช้ือยังเป็นเป้าหมายท่ีส าคัญในการน ามาใช้พัฒนา

ชุดทดสอบเพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ วิธี Microscopic agglutination test (MAT) เป็นวิธีท่ีใช้

ในการอ้างอิงการตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือเลปโตสไปรา อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังมีข้อจ ากัด   

คือ มีความไวในการตรวจต่ าและมีความยุ่งยาก  เนื่องจากต้องใช้เช้ือซีโรวาร์ต่างๆท่ียังเป็นเช้ือเป็น 
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รวมถึงการอ่านผลต้องมีความช านาญ ในปัจจุบันมีการพัฒนาวิธี PCR  เพื่อใช้ในการตรวจหาดีเอ็นเอ

ของเช้ือเลปโตสไปรา  (91, 101) ถึงแม้ PCR เป็นวิธีท่ีมีความไวและความจ าเพาะในการตรวจสูง     

แต่มีรายงานว่า PCR มีความไวในการตรวจเฉพาะในช่วงแรกท่ีพบเช้ือในกระแสเลือด ความไวในการ

ตรวจด้วยวิธี PCR จะลดลงในสัปดาห์ท่ี 2-3  ในขณะท่ีการตรวจหาแอนติบอดีมีความไวเพิ่มขึ้น (101) 

ดังนั้นการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปรายังคงมีความจ าเป็นในการตรวจวินิจฉัย              

โรคเลปโตสไปโรซิส 

       ในปัจจุบันมีการพัฒนาการตรวจหาแอนติบอดีโดยใช้หลักการทดสอบอื่นๆ เช่น indirect 

immunofluorescence test (152) , enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (30, 

33),  macroscopic agglutination test (77) และ immunochromatography test (153)       

ชุดทดสอบท่ีมีในปัจจุบันเป็นชุดทดสอบท่ีใช้ตัวเช้ือท้ัง ตัวหรือสารสกัดจากตัวเช้ือเป็นแอนติเจน    

รายงานการศึกษายีนและส่วนประกอบท่ีพบเฉพาะในเช้ือเลปโตสไปราก่อโรคจึงเป็นข้อมูลส าคัญ     

ในการน ามาใช้คัดเลือกแอนติเจนเพื่อพัฒนาชุดทดสอบท่ีมีความไวและความจ าเพาะมากขึ้น   

ส่วนประกอบของเลปโตสไปราก่อโรคท่ีมีรายงานการน ามาใช้เป็นแอนติเจนในการตรวจหาแอนติบอดี 

ได้แก่  LipL32, LigA, LigB, OmpL1, LipL41, LipL21 และ Loa22 ซึ่งพบว่ามีความไวและ           

มีความจ าเพาะ 96.4 และ 90.4%, 69.5 และ 98%,  75.65 และ 91.27%, 91.1 และ 86.5%,  

89.3 และ 89.2%,  99.5 และ 84.3% , 89.7 และ 81.4% ตามล าดับ (33, 154-157) 

       จากการศึกษาพบว่าโปรตีน  ColA  ท่ีเตรียมได้สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมของผู้ป่วย         

เลปโตสไปโรซิสและซีรัมของแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปรา  เป็นข้อมูลสนับสนุนว่าโปรตีนชนิดนี้

มีการแสดงออกในโฮสต์และกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีได้ การทดลองเปรียบเทียบกับโปรตีน LipL32    

ท่ีมีรายงานการศึกษาจ านวนมาก   พบว่าโปรตีน ColA มีความไว 100% เท่ากับโปรตีน LipL32     

ในการตรวจหาแอนติบอดี คือสามารถตรวจพบแอนติบอดีในตัวอย่างผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิสทุกราย      

ท่ีน ามาศึกษาในการวิจัยนี้ และท้ังโปรตีน  ColA  และ  LipL32   ให้ผลบวกกับตัวอย่างท่ี          

เจาะครั้งแรกและครั้งท่ี 2 (acute และ  convalescent sera) พบซีรัมผู้ป่วยเพียงรายเดียวท่ี       

เห็นความแตกต่างกันใน acute sera  ซึ่งเมื่อใช้ LipL32 มาทดสอบพบว่าแถบโปรตีนท่ีได้                   

มีความเข้มน้อยกว่าแถบโปรตีนจาก ColA อย่างเห็นได้ชัด (รูปท่ี 14) อย่างไรก็ดี  จากการทดสอบกับ

ซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเลปโตสไปราเป็นเวลา 3, 5  และ  7  วัน พบว่าโปรตีน ColA มีความไว
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มากกว่า คือสามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมแฮมสเตอร์ท่ีได้รับเช้ือเพียง  3  วัน แต่โปรตีน LipL32       

ท าปฏิกิริยากับซีรัมท่ีเก็บจากแฮมสเตอร์ 5  และ 7  วันหลังจากได้รับเช้ือ (รูปท่ี 11B และ 12)       

ซึ่งการศึกษาความไวในการช่วยวินิจฉัยโรคควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยน าโปรตีน ColA และ LipL32  

มาทดสอบกับซีรัมผู้ป่วยท่ีเก็บในช่วงวันแรกๆหลังติดเช้ือ   

        ในการทดสอบความจ าเพาะของโปรตีน  ColA   ในการศึกษานี้เลือกทดสอบกับซีรัมคนปกติ

โดยใช้ซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต  และซีรัมจาก ผู้ป่วยสครับไทฟัสและผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่              

ซึ่งเป็นโรคติดเช้ือท่ีพบมากในประเทศไทยและประเทศเขตร้อน และเป็นโรคติดเช้ือท่ีการตรวจ      

ทางห้องปฏิบัติการมีความจ าเป็นในการช่วยวินิจฉัยแยกโรคจากโรคเลปโตสไปโรซิส  ผลการทดสอบ

พบว่า ColA ไม่ท าปฏิกิริยากับซีรัมจากท้ัง 3  กลุ่มตัวอย่าง ในขณะท่ี LipL32 ท าปฏิกิริยากับซีรัม

ผู้ป่วยสครับไทฟัส 7 ราย ซีรัมผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี่ไวรัส  2 ราย และซีรัมจากผู้บริจาคโลหิต 3 ราย 

(รูปท่ี 15, 16, และ17 ตามล าดับ) แสดงให้เห็นว่าการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปราโดยใช้

โปรตีน ColA และ LipL32 มีความจ าเพาะ 100% และ 80% ตามล าดับ  

       ผลการวิจัยนี้สรุปได้ว่า   LA0872   เป็นยีนของเลปโตสไปราท่ีสร้างโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติ      

เป็นคอลลาจีเนสและพลาสมิด pColA ท่ีสร้างในการวิจัยนี้ สามารถน ามาใช้ในการเตรียมคอลลาจีเนส       

ของเลปโตสไปรา ซึ่งสามารถน ามาใช้พัฒนาการทดสอบเพื่อช่วยวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสได้  

เนื่องจากสามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วยเลปโตสไปโรซิส   ผลการศึกษาสนับสนุนว่าโปรตีน  ColA 

มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจหาแอนติบอดีสูงกว่าโปรตีน LipL32  นอกจากนี้โปรตีน ColA  

ท่ีเตรียมได้ยังมีคุณสมบัติเป็นเอ็นไซม์คอลลาจีเนส ซึ่งมีความน่าสนใจในการน ามาใช้ศึกษากลไก      

การก่อพยาธิสภาพและการพัฒนาเป็นวัคซีนต่อไป 
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ภาคผนวก



 
 

 

ภาคผนวก ก 

1. สารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

2-Mercaptoethanol (Bio Basic, Canada)                 

6X DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific, USA) 

Acrylamide (Bio Basic, Canada) 

Agarose gel (Sigma, USA) 

Ammonium persulphate; APS (Bio Basic, Canada) 

Ampicillin (Bio Basic, Canada) 

Anti-human IgM conjugate with horseradish peroxidase (Dako, Denmark) 

Bis-Acrylamide (Bio Basic, Canada) 

Bovine serum albumin (Sigma, USA) 

Calcium chloride (Merck, Germany) 

Disodium ethylenediaminetetraacetate dehydrate; Na2EDTA·2H2O (Bio Basic, Canada) 

DNA ladder (100 bp และ 1kb) (Thermo Scientific, USA) 

Glacial acetic acid (Merck, Germany) 

Glycine (Sigma, USA) 

Imidazole (Bio Basic, Canada) 

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside; IPTG (Bio Basic, Canada) 

LB broth (Difco, USA) 

Leptospira medium base EMJH (Difco, USA) 

Lysozyme (Bio Basic, Canada) 

Magnesium chloride; MgCl2 (Merck, Germany)                   

Magnesium sulphate; MgSO4 (Merck, Germany)                 

Methanol (Merck, Germany) 

PCR reagent (Invitrogen, USA) 
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Peroxidase labeled goat anti hamster IgG (Kirkegaard & Perry Laboratories, USA) 

Pfu DNA polymerase (Invitrogen, USA) 

Potassium chloride; KCl (Bio Basic, Canada) 

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA) 

Sodium chloride; NaCl (Merck, Germany)                    

Sodium Dihydrogen Phosphate; NaH2PO4 (Merck, Germany)          

Sodium dodecyl sulfate; SDS (Bio Basic, Canada) 

Sodium hydroxide; NaOH (Merck, Germany)  

Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) 

Tetramethylethylenediamine; TEMED (Sigma, USA) 

Tris base (Sigma, USA) 

Tween 20 (Merck, Germany) 

น้ ายาล้างฟิล์มดีเวลลอปเปอร์ (Developer) (Carestream Health, China) 

น้ ายาล้างฟิล์มฟิกเซอร์ (Fixer) (Carestream Health, China) 
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2. อุปกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในงานวิจัย 

บีกเกอร์ 

กระบอกตวง 

กระบอกฉีดน้ ากล่ัน 

หลอดแก้วพร้อมฝาเกลียว 

ขวดแก้วพร้อมฝาเกลียว 

ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer Flask) 

จานเพาะเช้ือ (Petri Dish) 

แท่งแก้วเกล่ียเช้ือ (Spreader Glass) 

ปิเปตต์แบบใช้ตวง (Measuring Pipette) 

ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 

ตู้บ่มเพาะเช้ือ (Incubator)  

เครื่องเขย่าสารและควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง แบบต้ังโต๊ะ 

เครื่องช่ังดิจิตอล 

เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) 

เครื่องปั่นเหวี่ยง 

อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นมืด 

เครื่อง Ultrasonic sonicator รุ่น VCX 500-VCX 750 (Sonics & Materials, USA) 

ชุดอุปกรณ์ส าหรับ Agarose gel electrophoresis  

 รุ่น MJ-105-S Mini Horizontal (Major Science, USA) 

 

 

 

http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/balances/volumetric_equipment/pipette.htm#micro
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ชุดอุปกรณ์ส าหรับท า SDS-PAGE  

รุ่น SE 250 Mini-Vertical Unit  (GE Healthcare Life Sciences, USA) 

Power Supply ส าหรับชุดอุปกรณ์ท า SDS-PAGE  

รุ่น PS500XT  (Hoefer Scientific Instruments, USA) 

ชุดอุปกรณ์ส าหรับท า Slot blot  รุ่น Bio-Dot SF Microfiltration Apparatus (Bio-Rad, USA) 

เครื่องเคล่ือนย้ายโมเลกุลของโปรตีนชนิดกึ่งแห้ง  

รุ่น Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell  (Bio-Rad, USA) 

Power Supply ส าหรับเครื่องเคล่ือนย้ายโมเลกุลของโปรตีนชนิดกึ่งแห้ง  

รุ่น PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA) 
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ภาคผนวก ข 

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือเลปโตสไปรา EMJH medium 

       EMJH medium ประกอบด้วย Albumin fatty acid supplement และ Basal medium 

1.1 การเตรียม Stock solution ส าหรับ EMJH medium 

Reagent ปริมาณของสาร (กรัม) ต่อน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

CaCl2·2H2O + MgCl2·6H2O 1.0 

ZnSO4·7H2O 0.4 

CuSO4·5H2O 0.3 

Vitamin B12  0.02 

FeSO4·7H2O 0.5 

Sodium pyruvate                              10.0 

Tween 80                              10.0 
 

ส่วน A: การเตรียม Albumin fatty acid supplement  

           ละลาย Bovine serum albumin 10 กรัม ใน น้ ากล่ัน 50 มิลลิลิตร แล้วเติม   
Stock solution ท่ีเตรียมไว้ดังนี้ 

CaCl2·2H2O + MgCl2·6H2O        1.5 มิลลิลิตร 

ZnSO4·7H2O              1.0 มิลลิลิตร 

CuSO4·5H2O              0.1 มิลลิลิตร 

FeSO4·7H2O                          10.0 มิลลิลิตร  

Vitamin B12               1.0 มิลลิลิตร 

Tween 80              12.5 มิลลิลิตร 
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            ปรับ pH เป็น 7..4 ด้วย NaOH ความเข้มข้น 1 นอร์มอล เติมน้ ากล่ันจนครบ                  

100 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง  

 

ส่วน B: การเตรียม Basal medium 

            ละลาย Leptospira medium base EMJH 2.3 กรัม ในน้ ากล่ัน 900 มิลลิลิตร               

เติม Stock solution ท่ีเตรียมไว้ดังนี้ 

Sodium pyruvate          1 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล             1 มิลลิลิตร 

           ปรับ pH เป็น  7.4 ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการนึ่ งฆ่ าเ ช้ือ ท่ีอุณหภูมิ                    

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

1.2 EMJH medium 

           ผสมส่วน A ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และส่วน B ปริมาตร 900 มิลลิลิตร แล้วผสมให้

สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

 

2. การเตรียม SOC medium  (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) 

Tryptone                   0.20  กรัม 

Yeast Extract                0.05  กรัม 

NaCl     ความเข้มข้น 5 โมลาร์             0.02  มิลลิลิตร 

KCl     ความเข้มข้น 1 โมลาร์            0.025 มิลลิลิตร 

MgCl2    ความเข้มข้น 1 โมลาร์              0.10  มิลลิลิตร 

MgSO4   ความเข้มข้น 1 โมลาร์              0.10  มิลลิลิตร 

กลูโคส    ความเข้มข้น 1 โมลาร์             0.20  มิลลิลิตร 

         ผสมส่วนต่างๆยกเว้นกลูโคส โดยหลังจากท าให้ปราศจากเช้ือโดยการนึ่งฆ่าเช้ือและ  

ท้ิงให้เย็นลง จึงเติมกลูโคสท่ีปราศจากเช้ือโดยการกรองลงไป   
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3. การเตรียมสารส าหรับ competent cell 

3.1 CaCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

      ละลาย CaCl2 11.1 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง  

3.2 CaCl2 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

      ผสมสารละลาย  CaCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ ากล่ัน    

90 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง  

3.3 CaCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ที่มีกลีเซอรอลอยู ่15% 

       ผสมสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และ          

ก ลี เ ซอรอล  คว าม เข้ มข้ น  100% ท่ี ท า ให้ ป ร าศจาก เ ช้ื อแ ล้ ว โ ดยการนึ่ ง ฆ่ า เ ช้ื อ             

ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ในน้ ากล่ัน 75 มิลลิลิตร 

 

4. การเตรียมสารส าหรับการศึกษาแสดงออกของ ColA protein 

4.1 8X Lysis-Equilibration-Wash Buffer (LEW)  

NaH2PO4·H2O                 27.6 กรัม 

NaCl                          70.1 กรัม 

            ปรับ pH เป็น 8.0 โดยใช้ NaOH ความเข้มข้น 10 นอร์มอล  เ ติมน้ าก ล่ัน ให้ครบ 

500 มิลลิลิตร 

4.2 Elution buffer  

8X LEW                         10 มิลลิลิตร 

Imidazole ความเข้มข้น 1 โมลาร์          20 มิลลิลิตร 

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 80 มิลลิลิตร 
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5. การเตรียมสารส าหรับท าการแยกสารด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้ Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

5.1 การเตรียม Acrylamide ความเข้มข้น 40% (29:1) 

Acrylamide                38.67 กรัม 

Bisacrylamide                                 1.33 กรัม 

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

5.2 การเตรียม Separating gel ความเข้มข้น 8% 

น้ ากล่ัน                                    5.3 มิลลิลิตร 

Acrylamide ความเข้มข้น 40%           2.0 มิลลิลิตร 

Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ (pH 8.8)      2.5 มิลลิลิตร 

SDS ความเข้มข้น 10%                    0.1 มิลลิลิตร 

APS ความเข้มข้น 10%                    0.1 มิลลิลิตร 

TEMED                 0.006 มิลลิลิตร   

5.3 การเตรียม  Separating gel ความเข้มข้น 10% 

น้ ากล่ัน                                4.8 มิลลิลิตร 

Acrylamide ความเข้มข้น 40%                 2.5 มิลลิลิตร 

Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ (pH 8.8)      2.5 มิลลิลิตร 

SDS ความเข้มข้น 10%                    0.1 มิลลิลิตร 

APS ความเข้มข้น 10%                    0.1 มิลลิลิตร 

TEMED                 0.004 มิลลิลิตร   
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5.4 การเตรียม Stacking gel ความเข้มข้น 5%   

น ำ้กลัน่                            2.87 มิลลิลิตร 

Acrylamide ความเข้มข้น 40%                 0.50 มิลลิลิตร 

Tris-HCl ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ (pH 6.8)       0.50 มิลลิลิตร 

SDS ความเข้มข้น 10%                    0.04 มิลลิลิตร 

APS ความเข้มข้น 10%                    0.04 มิลลิลิตร 

TEMED                   0.004 มิลลิลิตร   

5.5 การเตรียม 5X SDS-PAGE Sample buffer  

        Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 6.8)                  1.25 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล                     1.50 มิลลิลิตร 

2-mercaptoethanol                       250 ไมโครลิตร 

SDS                      0.50 กรัม 

Bromophenol blue ความเข้มข้น 1%            100 ไมโครลิตร 

น้ ากล่ัน                                                        1.90 มิลลิลิตร 

5.6 การเตรียม 10X Running buffer pH 8.3 

Tris base                  30.3 กรัม 

Glycine                  144.0 กรัม 

SDS                   10.0 กรัม 

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 1000 มิลลิลิตร  

5.7 การเตรียม Coomassie brilliant blue ส าหรับย้อมสีเจล  

Coomassie Brilliant Blue R-250          0.2 กรัม 

Destaining I                 100 มิลลิลิตร 
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5.8 การเตรียม Destaining I  

Methanol                 400 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid              70 มิลลิลิตร 

น้ ากล่ัน                          530 มิลลิลิตร 

5.9 การเตรียม Destaining II  

Methanol                  50 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid              70 มิลลิลิตร 

น้ ากล่ัน                          880 มิลลิลิตร 

 

6. การเตรียมสารส าหรับท า Western Blot และ Slot Blot 

6.1 10X Transfer buffer pH 8.3  

Tris base                 30.3 กรัม 

Glycine                   144.0 กรัม                    

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 

6.2 1X Transfer buffer ที่ผสม 20% Methanol 

           ผสม 10X Transfer buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ Methanol 100 มิลลิลิตร  

ในน้ ากล่ัน 350 มิลลิลิตร 

6.3 10X TBS 

Tris base                   15 กรัม 

NaCl                    40 กรัม 

KCl                                                             1 กรัม 

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 
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6.4  1X TBST (0.05% Tween20 ใน TBS; Washing buffer) 

10X TBS                 100 มิลลิลิตร 

Tween20 ความเข้มข้น 10%                          5 มิลลิลิตร 

เติมน้ ากล่ันให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 

 

7. การเตรียม  Stock reagent  

7.1 NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ 

ละลาย NaCl 29.2 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.2 KCL ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

                   ละลาย KCL  7.46 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.3  MgCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ละลาย MgCl2·6H2O 20.3 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.4  MgSO4 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ละลาย MgSO4·7H2O 24.6 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.5  กลูโคส ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

           ละลายกลูโคส 18 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง 

7.6 แอมพิซิลลินความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

           ละลายแอมพิซิลลิน 2 กรัม ในน้ ากล่ัน 10 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง 

7.7 IPTG ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ละลาย IPTG  1.19 กรัม ในน้ ากล่ัน 5 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรอง 

7.8 Lysozyme ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

                    ละลาย  Lysozyme 200 มิลลิกรัม ใน TEN buffer 20 มิลลิลิตร 
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7.9 Tris-EDTA-NaCl (TEN) buffer 

Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 7.5)          1.00  มิลลิลิตร         

EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์            40.00  ไมโครลิตร            

NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์                               600.00  ไมโครลิตร 

น้ ากล่ัน                                                      18.36  มิลลิลิตร 

7.10 Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ (pH 6.8, 8.8) 

            ละลาย  Tris base 54.49 กรัม ในน้ ากล่ัน 150 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้           

ค่าท่ีต้องการด้วย HCl แล้วเติมน้ ากล่ันให้ครบ 300 มิลลิลิตร 

7.11 Tris-HCl ความเข้มข้น 1.0 โมลาร ์ (pH 6.8) 

           ละลาย  Tris base 36.33 กรัม ในน้ ากล่ัน 150 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 6.8 ด้วย 

HCl แล้วเติมน้ ากล่ันให้ครบ 300 มิลลิลิตร 

7.12 Sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเข้มข้น 10% 

            ละลาย SDS 10 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร โดยละลายสารใน                    

อ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส  

7.13 Ammonium persulphate (APS) ความเข้มข้น 10% 

ละลาย Ammonium persulphate 10 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.14 NaOH ความเข้มข้น 10 นอร์มอล 

ละลาย NaOH 40 กรัม ในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 

7.15 NaOH ความเข้มข้น 1 นอร์มอล 

           ผสม NaOH ความเข้มข้น 10 นอร์มอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ ากล่ัน             

90 มิลลิลิตร 
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7.16 EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (pH 8.0) 

           ละลาย Na2EDTA·2H2O 18.61กรัม ในน้ ากล่ัน 80 มิลลิลิตร ปรับ pH               

เป็น 8.0 ด้วย NaOH ความเข้มข้น 10 นอร์มอล แล้วเติมน้ าให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

7.17 Ethidium bromide ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ละลาย Ethidium bromide 0.2 กรัม ในน้ ากล่ัน 20 มิลลิลิตร 

7.18 50X TAE buffer 

Tris base              242.0 กรัม 

Glacial acetic acid           57.1 กรัม 

EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (pH 8.0)       100.0 มิลลิลิตร 

เติมน้ าให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 
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8. แผนท่ีพลาสมิด pET100/D-TOPO 

 
 

รูปที่ 20: แสดงแผนท่ีพลาสมิด pET100/D-TOPO 
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9. ผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

        ผลการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ โดยใช้พลาสมิดท่ีสกัดออกมาจาก

เซลล์ E. coli เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ 

        1 ATGATAACGA ATATAAAAAG TATA-A-GC- TA-G-CAA-T AA-C-GTTAA -GT-GTTC-T 

       61 TGT-AA-CC- TTTTCGTTA- GGATGTAA-- -TAGCCAAAA TAATGGCTCT -AAAAATGAT 

      121 CTT-AGTTTG TTTGCAACAA TGTTTGCTCA GGCTACACAA CAAACTACAA TGAGATCGAC 

      181 AACAGTAAGC GTTAGCTCGT TAAACGAACT GATAGGTTTT AAACCTATTC AAGTAGAAAA 

      241 CGAGCAAGAC TTTGACAGAA TCGCAGATGG AAAAAAAAGA ATTCTTGTTC CGTCGGTTAT 

      301 GACTTTCGGA CCAAGTAATT CTTATTCGAA TGGAACTGCA CAAAATATAA CTTCAAATAA 

      361 TTGTAATGGA AGTTACGTTG CACGTTTAAA ACCGAAAGAA TTCGTCAGAT TCTTGGAAAC 

      421 ACATGATATA AATTGTGTGG ATAAATTTGT TTGGAATTAC GATCAGTATT CGGAC-TATA 

      481 TTTATTCACA AGAGAACATG CTTG-AAGTA GTCAATCGAC TAAACGATCT TGCTCCTTTT 

      541 TACAACGGTA ACAACGATTT GAACTTTATA CAATTGTTCA GAA---TG-- TTTT-GGG-C 

      601 C-GGA-TA-T T----AT--G -TAAAAC--A TTCTC-ACCC TT--CCC-TC CCA-TTT-GA 

      661 -TAC-AAACC -AAATCTCTC -AGG-CT-TT -A--GTT-AC TCCAATGCAG AA------TT 

      721 TTT-GCAA-G TAGTGCACAC -TT-CTTAGA TGGAACCAA- CGATGCCGG- AAAA-GTTTT 

      781 -AGAGTT-C- -TTCT---TT -ACAG-TAGC -GGATAGTAC AAAAA-TTGG -ACATACGA- 

      841 TTTATCC-AC GTATCCTTTC TTTT-CTTGA AGCTACTATA AACGATCCAC AAA-GATTAA 

      901 GAAA-CAATC TTTTCTCAGG CCATCGCTTT -GAATGCTGT TTTTAGA-TT GTTTCAAC-G 

      961 TCATA-TCCA TTCAAACAGC AACGAATTCC TTACAATGAT CGATTATAGA TTGATTAGTA 

     1021 AACTGAGAAG ACTTGCTCTT GATACAAGTC TCAACACAGA TTCTCAAGTC TGGATCATCA 

     1081 ACAATGC--G --A--TATTT GGTTTGGATA GGATTTATGA ATATCTTCCT AGCTTTCAAC 

     1141 CAGTGATTGC TTCAGTTATG ACTGATGTTT TAGAAACGTA TCCATACATT TCTGAACCGT 

     1201 ATCTTCTAGG AATCAAAGCG TT-AACTCGA CATT-CGGAC T-GTGCGAAT TTACGGATCG 

     1261 GACGAATTTG TTTGAGCGAT ATCAAAGAAA C--TGTGAAA AAGGCGGTTT TGTCAAATAC 

     1321 ATATTATTTT GACGATAAAA CACAAATCG- TACACACAGC TCTATCAATC GATGAAATTC 

     1381 AACCT-CTAT ATCACGCTCT TAAACAGGTA GAATCTCAAT TTTTCCGTTT GATAGGAATT 

     1441 CATGCTCCCG TGTCTGGAGA TACGACGGAT TCAATTACCA TGTATGTGTA TAAATCTAGA 

     1501 AA-GGATTAC GAAACTTTTC ATCCTTTT-C TATTCGATCT TTCTACAGAT AATGGTGGG- 

     1561 ATCTACATAG AA-CGAGACA AAA-CGCTCT ATACATAT-C AACGTAC-TC CTGCAGAAA- 

     1621 GTAT-ATATA C---TCTCGA -AGAA-TTAC T-ACGCCAC- GAA-TATAGT CATTATCTTG 

     1681 TAGG-CAGA- TTT-ATAA-T T-CCAGG-TT TATGGTC-TC -AAACTT-CT G--CTCACGA 

     1741 TAATGAAAGA CTCACTTGGT TTGAAGAA-- GGAA-TT-GC A-GAA--TTT CT--AACCGG 

     1801 -TAGTTCTT- CA-A-GAGAA A-TTCAT-CC GCG-TAAAA- G-TTTGATTT -C-TGAAATT 

     1861 AAAA-GAGA- TGGTTCTTC- ---T-AGAA- TGGACGTTT- CAAAAATCCT AACGGCT-CG 

     1921 TTATGGAGAT TT-CAAATTT T-ATAGATAC TCGGGTAATT TCTTCAATTA TCTTT-ACAC 

     1981 CTATAAAAAA GATACCCTGA AAGATTTAAT TAGCGCATTA CGTGATTCTA ATATTCAAAC 

     2041 ATTTGATTTT TTAATTGATC AAACGTCTCA CGACACAGGG CTTAATACTT CGTTTCAGGC 

     2101 ATATTTAGAT TACCTAGTTA GCAACGTAGA CAATCTTACA GATCCATCTA CGCCTGCTCC 

     2161 AGATTTAACA AATTTGTCTA CCAATGATCC GAAAGTCATT CGATCTTTTT TTAGAAA-GA 

     2221 C-CGAAACAG GACTTAAGGC AAAATGTA-C AACCG-CCGC ATTCGG-A-C TCAACAGT-C 

     2281 GTTTT--TC- -TTG-TA-GA -GGTTTGA-T -ATTT-GG-A AAC-GC-TA- CC--TATAGT 

     2341 ----CC-AGA -CTGGAA-C- T--CTGCGTG GTCTGATTTC AATTCAAGGA TCAACGATCT 

     2401 TATGTCTACC TTGGAAAGCA GCGGTGTGAA TAACTTTCAG AGTATGAATT GTAGAATAGG 

     2461 AGAGATTCGT TTTGATAAAC A-TT--TGAA TCTAGTTCGA CCTTTTACAA TTTGATTCTT 

     2521 GTGAAGGACC AAATCTCTCA GGGCGATACC GTTACTCGAA TGCAGAATTT CCCTTCTTAT 

     2581 AGACATCCAC AACGGGG-TC AAACTGATTT TCGAAACACA AGAATAGGTA TACATTCTAC 

     2641 TTGTTTTGCA ACTCCATCTA ATGG-ATCAA GCACAACTTG TAACACTCCA ATAGTTACGA 

     2701 ATG-TATTTT CGAA-TACAG CTAC-TTATG AAGAAA-TGT ATCAAAAA-C TAAA-C-GGA 

     2761 GAATTGAATG AA-TTGAAGT CGGAAGTCTA TACAATGAGA CCTTCATTTT ATAAAAAACT 

     2821 CGATTGCAAT TTCGATTCTA TTGATACAAT CCATTTACCA GACGGTAGAA AGTATTTAGC 

     2881 TGCGAAGGCG AAGTTGTAAT TTC 
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10. การค านวณหาขนาดโมเลกุล (Molecular Weight) ของโปรตีนจากการท า    
SDS-PAGE 

           น าโปรตีนมาแยกตามขนาดของโมเลกุลด้วยวิธี SDS-PAGE และ standard protein        

(เป็นโปรตีนท่ีทราบขนาดโมเลกุลอยู่แล้ว) ในเจลเดียวกัน  เมื่อแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE เสร็จ     

ท าการย้อมด้วย coomassie blue จนเห็นแถบโปรตีน ค านวณค่า Rf ของแต่ละแถบโปรตีน       

แล้วน ามาสร้างกราฟระหว่าง ขนาดโมเลกุล (MW) กับค่า relative migration distance (Rf)           

โดยค านวณจากสูตรดังนี้ 

                 Rf = ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีน / ระยะการเคล่ือนท่ีของ loading dye 

           โดยระยะทางท่ีวัดเริ่มต้ังแต่ด้านบนสุดของ separating gel แล้วน ามาสร้างกราฟระหว่าง     

ค่า log MW และ Rf  โดยท าเป็น MW standard curve จากความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างค่า        

log MW และค่า Rf  จะได้สมการ y = mx + b โดย y = log MW, m= slope ของกราฟ, x = Rf,    

b = จุดตัดแกน y ความถูกต้องของการค านวณ MW ขึ้นอยู่กับ ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (linearity 

of the relationship) ระหว่างค่า  log MW และ Rf โดยดูจากค่า R2 ต้องมีค่าใกล้เคียง 1.0  

 
 

รูปที่ 21: แสดงระยะการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีนและระยะการเคล่ือนท่ีของ loading dye 
 

(ซม.) 

(ซม.) 
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y = -1.0476x + 2.4127
R² = 0.9717

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Lo
g 

(M
ol

ec
ul

ar
 W

ei
gh

t)

Relative migration distance (Rf)

Standard band

Unknown band

 

รูปที่ 22: กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างค่า log MW และค่า Rf 

 

ค านวณหาขนาดโมเลกุลของโปรตีนจากสมการเส้นตรง y = mx + b 

ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีน = 2.8 ซ.ม. 

ระยะการเคล่ือนท่ีของ loading dye = 6.9 ซ.ม. 

ดังนั้น      Rf = 0.405797101 

จากกราฟ y = -1.0476x + 2.4127  

             x = Rf = 0.405797101 

             y = log MW 

จะได้   ขนาดโมเลกุล = 10y = 10-1.0476(0.405797101) + 2.4127 = 101.987636421 = 97.1 kDa 
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