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บทคัดย่อ 
 

ในปัจจุบันสำรเสริมฤทธิ์ที่ผ่ำนกำรรับรองและได้รับใบอนุญำตให้ใช้ได้ในคนนั้นยังคงมีปัญหำในกำรใช้
งำน คือ ไม่สำมำรถกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้ได้ในทิศทำงที่ต้องกำรได้อย่ำงเหมำะสม ไม่สำมำรถใช้ได้กับวัคซีนทุก
ชนิด และมีคุณสมบัติทำงเคมีที่ไม่สำมำรถเข้ำกันได้กับแอนติเจนบำงชนิด ดังนั้นกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์ชนิด
ใหมจ่ึงเป็นปัจจัยส ำคัญช่วยในกำรพัฒนำวัคซีนให้ประสบควำมส ำเร็จ จำกปัญหำดังกล่ำวข้ำงต้น แผนงำนวิจัยนี้
จึงมีเป้ำหมำยหลักในกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดใหม่ เพ่ือให้มีทำงเลือกมำกขึ้นในกำรน ำไปใช้ประโยชน์
ในกำรป้องกันและรักษำโรค ซึ่งคณะผู้วิจัยมีควำมสนใจในกำรศึกษำและพัฒนำสำรแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ 
เนื่องเป็นสำรคำร์โบไฮเดรตธรรชำติ สำมำรถถูกย่อยสลำยได้ในร่ำงกำยและไม่มีเมตำโบไลท์ที่เป็นพิษ และ
สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ จำกหลักฐำนกำรศึกษำที่ผ่ำนมำพบว่ำ
แมนแนนของเชื้อรำ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นเชื้อรำไม่ก่อโรค (non-pathogenic fungi) และ 
Candida spp. ซึ่งเป็นเชื้อรำที่พบได้ในร่ำงกำยมนุษย์ (commensal fungi)  มีคุณสมบัติในกำรกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ นอกจำกนี้ยังมีหลักฐำนแสดงว่ำแมนแนนที่มีโครงสร้ำงแตกต่ำงกันจะสำมำรถ
กระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้แตกต่ำงกันด้วย ผลผลิตหลักที่จะได้จำกแผนงำนวิจัยนี้ คือ ชนิดแมนแนน
ที่สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ทั้งนี้คณะผู้วิจัยมีควำมคำดหวังว่ำกำร
ร่วมมือกันระหว่ำงสหสำขำวิชำในแผนงำนวิจัยนี้ จะสำมำรถพัฒนำองค์ควำมรู้และนวัตกรรมเพ่ือก่อให้เกิด
ประโยชน์สูงสุดทำงกำรแพทย์ และเพ่ือสร้ำงสมดุลทำงเศรษฐกิจของประเทศไทยในอนำคต 
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บทน า 
 

โรคที่เก่ียวข้องกับกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันหลำยชนิด เช่น โรคติดเชื้อ โรคมะเร็ง และภำวะภูมิคุ้มกัน
บกพร่อง ยังคงเป็นปัญหำสำธำรณสุขระดับประเทศและระดับโลก ท ำให้เกิดกำรสูญเสียประชำกรและสมดุล
ทำงด้ำนเศรษฐกิจ กลยุทธ์ส ำคัญในกำรลดปัญหำดังกล่ำว ได้แก่ กำรให้วัคซีนกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน
เพ่ือกำรป้องกัน (prophylaxis vaccine) และรักษำโรค (therapeutic vaccine) กำรพัฒนำวัคซีนในปัจจุบัน
มุ่งเน้นไปที่กำรใช้แอนติเจนที่มีควำมจ ำเพำะต่อโรคมำใช้เป็นวัคซีน หรือที่เรียกว่ำ “subunit vaccine” ซึ่งวัคซีน
ชนิดนี้จะมีควำมจ ำเพำะและควำมปลอดภัยสูง อย่ำงไรก็ตำม subunit vaccine ไม่มีควำมสำมำรถเพียงพอใน
กำรกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ ดังนั้นเพื่อเป็นกำรเพ่ิมศักยภำพในกำรท ำงำนของ subunit vaccine จึงจ ำเป็นต้อง
ผสมสำรเสริมฤทธิ์ (adjuvant) เพ่ือช่วยให้ subunit vaccine สำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของระบบภูมิคุ้มกันได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพ (1, 2) สำรเสริมฤทธิ์มีประโยชน์ส ำคัญอ่ืน ๆ อีกหลำยประกำร ได้แก่ ช่วยก ำหนดทิศทำงกำร
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยลดปริมำณแอนติเจนท ำให้สำมำรถผลิตวัคซีนได้ปริมำณมำกข้ึน ช่วยลด
จ ำนวนครั้งในกำรให้วัคซีน สำมำรถใช้เป็นระบบน ำส่งวัคซีนไปยังเซลล์หรือบริเวณเป้ำหมำยได้ และช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภำพกำรท ำงำนของวัคซีนในประชำกรบำงกลุ่ม เช่น เด็ก คนชรำ และ ผู้ปว่ยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
(immunocompromised patieint) (3, 4)  

ในปัจจุบันสำรเสริมฤทธิ์ที่ผ่ำนกำรรับรองและได้รับใบอนุญำตให้ใช้ได้ในคนนั้น ยังคงมีปัญหำในกำรใช้
งำน คือ ไม่สำมำรถกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้ได้ในทิศทำงท่ีต้องกำรได้อย่ำงเหมำะสม ไม่สำมำรถใช้ได้กับวัคซีนทุกชนิด 
และมีคุณสมบัติทำงเคมีที่ไม่สำมำรถเข้ำกันได้กับแอนติเจนบำงชนิด (1, 5) ดังนั้นกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์ชนิด
ใหมจ่ึงเป็นปัจจัยส ำคัญช่วยในกำรพัฒนำวัคซีนให้ประสบควำมส ำเร็จ จำกปัญหำดังกล่ำวข้ำงต้น แผนงำนวิจัยนี้
จึงมีเป้ำหมำยหลักในกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดใหม่ เพ่ือให้มีทำงเลือกมำกข้ึนในกำรน ำไปใช้ประโยชน์
ในกำรป้องกันและรักษำโรค ซึ่งคณะผู้วิจัยมีควำมสนใจในกำรศึกษำและพัฒนำสำรแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ 
เนื่องเป็นสำรคำร์โบไฮเดรตธรรชำติ สำมำรถถูกย่อยสลำยได้ในร่ำงกำยและไม่มีเมตำโบไลท์ท่ีเป็นพิษ และ
สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ จำกหลักฐำนกำรศึกษำท่ีผ่ำนมำพบว่ำ
แมนแนนของเชื้อรำ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นเชื้อรำไม่ก่อโรค (non-pathogenic fungi) และ 
Candida spp. ซึ่งเป็นเชื้อรำที่พบได้ในร่ำงกำยมนุษย์ (commensal fungi)  มีคุณสมบัติในกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ นอกจำกนี้ยังมีหลักฐำนแสดงว่ำแมนแนนที่มีโครงสร้ำงแตกต่ำงกันจะสำมำรถกระตุ้นกำร
ตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้แตกต่ำงกันด้วย 

คณะผู้วิจัยได้ท ำกำรทดสอบเบื้องต้น โดยเริ่มจำกกำรสืบค้นในฐำนข้อมูล Saccharomyces genome 
database พบว่ำมี S. cerevisiae ที่มีกำรตัดยีนเดี่ยว (single gene deletion) แต่ละยีนที่ท ำหน้ำที่ควบคุมกำร
เติมแมนโนสในแต่ละขั้นตอน จำก yeast deletion library ซึ่งกำรตัดยีนดังกล่ำวจะส่งผลให้  S. cerevisiae 
mutant แต่ละสำยพันธุ์มีโครงสร้ำงของแมนแนนในผนังเซลล์ที่แตกต่ำงกัน เพ่ิมควำมหลำกหลำยของโครงสร้ำง
แมนแนนใน S. cerevisiae จำกนั้นผู้วิจัยได้ท ำกำรทดลองโดยผู้วิจัยน ำเชื้อรำไปท ำให้ตำยหรือหมดฤทธิ์ด้วย
ควำมร้อน เพ่ือให้ผนังเซลล์ได้ท ำปฏิกิริยำกับเดนไดรติกเซลล์โดยตรง และไม่มีสำรอื่นมำรบกวน และน ำเชื้อรำที่
ตำยด้วยควำมร้อนมำกระตุ้นกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ในห้องปฏิบัติกำร จำกผลกำรทดลองเบื้องต้น
พบว่ำเชื้อรำ S. cerevisiae ต่ำงสำยพันธุ์ ซึ่งคณะผู้วิจัยคำดว่ำน่ำจะมีโครงสร้ำงแมนแนนต่ำงกัน ให้ผลกำร
กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์แตกต่ำงกัน ต่อมำคณะผู้วิจัยได้ท ำกำรยืนยันกำรทดลองโดยใช้เชื้อรำแคนดิดำต่ำงชนิด
กัน ซึ่งผู้วิจัยคำดเช่นเดียวกันว่ำน่ำจะมีโครงสร้ำงของแมนแนนแตกต่ำงกัน และต่ำงจำกเชื้อรำ S. cerevisiae 
จำกผลกำรทดสอบพบว่ำเชื้อรำแคนดิดำต่ำงชนิดกันมีผลต่อกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์แตกต่ำงกัน 



13 
 

จำกผลกำรศึกษำเบื้องต้นดังกล่ำว คณะผู้วิจัยจึงมีควำมสนใจที่จะขยำยกำรศึกษำและพัฒนำงำนวิจัย
ทำงด้ำนสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนน โดยแผนงำนวิจัยนี้ประกอบด้วยโครงกำรย่อย 3 โครงกำรดังนี้ 

1) โครงกำรย่อยที่ 1 คุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนของแมนแนนจำกเชื้อรำในกำร
ตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน โครงกำรนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษำกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันต่อสำรแมนแนน 
ทั้งในระดับเซลล์ และในสัตว์ทดลอง เพ่ือคัดเลือกชนิดแมนแนนที่มีคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน
ที่มีประสิทธิภำพ 

2) โครงกำรย่อยที่ 2 กำรพิสูจน์สูตรโครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกัน
จำกเชื้อรำแซคคำโรไมซีสและแคนดิดำ โครงกำรนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนน ซึ่ง
ผ่ำนกำรทดสอบจำกโครงกำรย่อยท่ี 1 ว่ำมีฤทธิ์ในกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ โดยผู้วิจัยจะอำศัยกรรมวิธีทำงเคมี
และทำงเทคนิค NMR spectroscopy ในกำรพิสูจน์สูตรโครงสร้ำง โดยข้อมูลที่ได้จะช่วยให้ทรำบถึงลักษณะ
โครงสร้ำงที่จ ำเป็นในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน และเข้ำใจกลไกกำรตอบสนองได้ดียิ่งขึ้น ซึ่งมี
ควำมส ำคัญอย่ำงยิ่งในกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่มีประสิทธิภำพ 

3) โครงกำรย่อยที่ 3 กำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์-ซิลิกำ-แมนแนนเพ่ือใช้
เป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน  จำกหลักฐำนกำรศึกษำที่ผ่ำนมำพบว่ำออลิโกแซคคำไรด์ที่อยู่ในรูปอนุภำค 
(particulate form) จะมีประสิทธิภำพในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้ดีกว่ำในรูปของสำรละลำย 
(soluble form) (6, 7) ดังนั้นโครงกำรนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนำประสิทธิภำพของสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิด
แมนแนน และเพ่ือสร้ำงต้นแบบสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนนให้สำมำรถน ำไปพัฒนำต่อยอดในกำรใช้งำน
ทำงคลินิกได้ในอนำคต 

ผลผลิตหลักท่ีจะได้ร่วมกันจำกท้ัง 3 โครงกำร คือ ต้นแบบสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนนที่สำมำรถ
กระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ทั้งนี้คณะผู้วิจัยมีควำมคำดหวังว่ำกำรร่วมมือกัน
ระหว่ำงสหสำขำวิชำในแผนงำนวิจัยนี้ จะสำมำรถพัฒนำองค์ควำมรู้และนวัตกรรมเพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุด
ทำงกำรแพทย์ และเพ่ือสร้ำงสมดุลทำงเศรษฐกิจของประเทศไทยในอนำคต 
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วัตถุประสงค์แผนงานวิจัย 
 
1)  เพ่ือศึกษำคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ในกำรกระตุ้นกำรตอบสนอง
ทำงภูมิคุ้มกัน 
2)  เพ่ือพิสูจน์โครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน 
3)  เพ่ือพัฒนำประสิทธิภำพของสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์โดยกำรปรับเปลี่ยนให้อยู่ใน
รูปของอนุภำค 
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โครงการย่อยที่ 1 

 

คุณสมบัติความเป็นสารเสริมฤทธิ์วัคซีนของแมนแนนจากเชื้อราในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน 

Vaccine adjuvanticity of fungal-derived mannan in the immune responses 

 
 
 
 

หัวหน้ำโครงกำรย่อย 
 

ผู้ช่วยศำสตรำจำรย์ ทันตแพทย์หญิง ดร.พัชรี ฤทธิ์ประจักษ์ 
ภำควิชำจุลชีววิทยำ คณะทันตแพทยศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 
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บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

สำรเสริมฤทธิ์วัคซีน (vaccine adjuvant) คือสำรที่ท ำหน้ำที่เพ่ิมประสิทธิภำพในกำรกระตุ้นกำร
ตอบสนองและก ำหนดทิศทำงกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน สำรเสริมฤทธิ์วัคซีนยังมีประโยชน์อื่น ได้แก่ 
ช่วยลดปริมำณกำรใช้แอนติเจน ช่วยลดจ ำนวนครั้งในกำรให้วัคซีน สำมำรถใช้เป็นระบบน ำส่งวัคซีนไปยังเซลล์
หรือบริเวณเป้ำหมำยได้ และช่วยเพิ่มประสิทธิภำพกำรท ำงำนของวัคซีนในประชำกรบำงกลุ่ม เช่น เด็ก คนชรำ 
และ ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง (immunocompromised patieint) (3, 4) 

สำรเสริมฤทธิ์นิยมน ำมำผสมใน subunit vaccine ซึ่งเป็นวัคซีนที่มีควำมจ ำเพำะและปลอดภัยสูง แต่
ขำดควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นกำรท ำงำนของระบบภูมิคุ้มกัน กำรเติมสำรเสริมฤทธิ์ในวัคซีนชนิดนี้จึงเป็นกล
ยุทธ์ส ำคัญในกำรช่วยให้วัคซีนสำมำรถท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ สำรเสริมฤทธิ์มีหลำยกลุ่ม เช่น mineral 
salts, emulsion, microbial derivatives, cytokines, immune stimulating complexes (ISCOM), 
particulate compounds,  และ carbohydrate เป็นต้น (4, 8) ซึ่งสำรเสริมฤทธิ์แต่ละกลุ่มมีควำมสำมำรถใน
กำรกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันแตกต่ำงกัน ดังนั้นกำรเลือกสำรเสริมฤทธิ์ให้เหมำะกับชนิดของวัคซีนจึง
เป็นกลยุทธ์ส ำคัญในกำรพัฒนำวัคซีนให้ท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ปัจจุบันสำรเสริมฤทธิ์ที่ผ่ำนกำรรับรอง
และได้รับใบอนุญำตให้ใช้ได้ในคนนั้น มีเพียง 5 ชนิด (2, 9-12) ได้แก่ alum, MF59, AS03, AS04 และ 
virosomes อย่ำงไรก็ตำมสำรเสริมฤทธิ์ดังกล่ำวยังมีข้อจ ำกัดในกำรท ำงำน คือ ไม่สำมำรถกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้ได้
ในทิศทำงที่ต้องกำรได้อย่ำงเหมำะสม (1, 5) และมีคุณสมบัติทำงเคมีที่ไม่สำมำรถเข้ำกันได้กับแอนติเจนบำงชนิด
 ดังนั้นกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์จึงเป็นปัจจัยส ำคัญช่วยในกำรพัฒนำวัคซีนป้องกัน (prophylaxis 
vaccine) และรักษำโรค (therapeutic vaccine) ให้ประสบควำมส ำเร็จ 

สำรเสริมฤทธิ์กลุ่มคำร์โบไฮเดรตเป็นที่เริ่มศึกษำกันมำกข้ึน เนื่องจำกคำร์โบไฮเดรตเป็นสำรธรรมชำต ิ
สำมำรถถูกย่อยสลำยได้ในร่ำงกำยและไม่มีเมตำโบไลท์ที่เป็นพิษ และสำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ แมนแนนเป็นสำยออลิโกแซคคำไรด์ของน้ ำตำลแมนโนสที่พบได้ในธรรมชำติ
รวมทั้งในผนังเซลล์ของเชื้อรำ พบว่ำแมนแนนของเชื้อรำ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นเชื้อรำไม่ก่อโรค 
(non-pathogenic fungi) และ Candida ซึ่งเป็นเชื้อรำที่พบได้ในร่ำงกำยมนุษย์ (commensal fungi) สำมำรถ
กระตุ้นกำรตอบสนองของภูมิคุ้มกันแบบสำรน้ ำ (humoral immunity) และภูมิคุ้มกันแบบอำศัย T cell (T cell-
mediated immunity) ผ่ำนเดนไดรติกเซลล์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ (13) จำกคุณสมบัติดังกล่ำว ผู้วิจัยจึงมีควำม
สนใจในกำรศึกษำและพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนนจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ S. cerevisiae และ 
Candida (14) จำกกำรสืบค้นในฐำนข้อมูล Saccharomyces genome database พบว่ำมี S. cerevisiae ที่มี
กำรตัดยีนเดี่ยว (single gene deletion) แต่ละยีนที่ท ำหน้ำที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสในแต่ละข้ันตอน จำก 
yeast deletion library ซึ่งกำรตัดยีนดังกล่ำวจะส่งผลให้  S. cerevisiae mutant แต่ละสำยพันธ์ุมีโครงสร้ำง
ของแมนแนนในผนังเซลล์ที่แตกต่ำงกัน เพ่ิมควำมหลำกหลำยของโครงสร้ำงแมนแนนใน S. cerevisiae ส่วนใน
เชื้อรำแคนดิดำ ผู้วิจัยจะอำศัยควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงแมนแนนในธรรมชำติจำกเชื้อรำแคนดิดำแต่ละชนิด 
เพ่ือใช้ในกำรเลือกใช้เป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนอย่ำงเหมำะสม  

ผู้วิจัยได้ท ำกำรทดสอบเบื้องต้นเพื่อดูกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ต่อผนังเซลล์ของเชื้อรำ S. 
cerevisiae และ Candida spp. ที่ผู้วิจัยคำดว่ำจะมีโครงสร้ำงของแมนแนนแตกต่ำงกัน โดยกำรทดสอบเบื้องต้น
นี้ ผู้วิจัยน ำเชื้อรำไปท ำให้ตำยหรือหมดฤทธิ์ด้วยควำมร้อน เพ่ือให้ผนังเซลล์ได้ท ำปฏิกิริยำกับเดนไดรติกเซลล์
โดยตรง และไม่มีสำรอ่ืน ๆ มำรบกวน จำกผลกำรทดลองพบว่ำ เชื้อรำ S. cerevisiae ต่ำงสำยพนัธุ์ และ 



17 
 

Candida spp. ต่ำงชนิดกัน กระตุ้นกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์แตกต่ำงกัน ดังนั้นในโครงกำรย่อยนี้ 
ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ที่จะขยำยกำรศึกษำโดยกำรเพ่ิมจ ำนวนสำยพันธุ์ของ S. cerevisiae และชนิดของเชื้อรำ
แคนดิดำ และน ำแมนแนนจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำดังกล่ำวมำทดสอบในห้องปฏิบัติกำรเพ่ือดูกำรตอบสนองของ
เดนไดรติกเซลล์ซึ่งเป็นเซลล์เป้ำหมำยของสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน และศึกษำกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ
จ ำเพำะในสัตว์ทดลอง ซึ่งองค์ควำมรู้จำกงำนวิจัยนี้จะสำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์ในวัคซีน
ชนิดได้ในอนำคต 
 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

วัคซีนเป็นชีววัตถุ (biological substance) ที่สำมำรถชักน ำให้ร่ำงกำยสร้ำงภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรค หรือ
แอนติเจนแต่ละชนิดได้อย่ำงจ ำเพำะ เป้ำหมำยกำรท ำงำนของวัคซีน คือ กระตุ้นและเสริมสร้ำงระบบภูมิคุ้มกัน 
(immune system) ในร่ำงกำยเพื่อต่อต้ำนเชื้อโรคหรือแอนติเจน ดังนั้นวัคซีนจึงเป็นกลยุทธ์ส ำคัญในกำรป้องกัน 
(prophylaxis vaccine) และรักษำ (therapeutic vaccine) โรคติดเชื้อมำเป็นระยะเวลำยำวนำนจนถึงปัจจุบัน 
นอกจำกนี้วัคซีนยังถูกพัฒนำน ำมำใช้ในกำรรักษำโรคทำงระบบภูมิคุ้มกันอ่ืนๆ ด้วย ได้แก่ โรคมะเร็ง โรคภูมิแพ้ 
(allergy) และโรคภูมิคุ้มกันตอบสนองต่อเนื้อเยื่อตัวเอง (autoimmune disease) วัคซีนแบบดั้งเดิมท ำได้โดย
กำรน ำเชื้อจุลชีพก่อโรคมำท ำให้อ่อนฤทธิ์ลง (live-attenuated pathogen) ถึงแม้ว่ำวัคซีนชนิดนี้จะมี
ประสิทธิภำพในกำรป้องกันโรคติดเชื้อได้ดี อย่ำงไรก็ตำมยังมีข้อจ ำกัดส ำคัญ คือไม่สำมำรถประยุกต์ใช้ได้กับเชื้อ
โรคทุกชนิด และมีโอกำสก่อให้เกิดผลข้ำงเคียงที่เป็นอันตรำยได้ (adverse effect) จำกองค์ประกอบต่ำงๆ ของ
เชื้อ หรือสำรที่เชื้อผลิตขึ้น ปัจจุบันจึงมีกำรพัฒนำวัคซีนที่เรียกว่ำ “subunit vaccine” เตรียมโดยใช้เพียง
แอนติเจนที่มีควำมจ ำเพำะมำเป็นวัคซีน เช่น โปรตีน คำร์โบไฮเดรต และสำรพันธุกรรม เป็นต้น ท ำให้วัคซีนชนิด
นี้จะมีควำมจ ำเพำะ และควำมปลอดภัยสูง อย่ำงไรก็ตำม subunit vaccine ไม่มีควำมสำมำรถเพียงพอในกำร
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ ดังนั้นเพื่อเป็นกำรเพ่ิมศักยภำพในกำรท ำงำนของ subunit vaccine จึงจ ำเป็นต้อง
ผสมสำรเสริมฤทธิ์ (adjuvant) เพ่ือช่วยให้ subunit vaccine สำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของระบบภูมิคุ้มกันได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพ (1, 2) สำรเสริมฤทธิ์มีประโยชน์ส ำคัญอ่ืน ๆ อีกหลำยประกำร ได้แก่ ช่วยก ำหนดทิศทำงกำร
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยลดปริมำณแอนติเจนท ำให้สำมำรถผลิตวัคซีนได้ปริมำณมำกข้ึน ช่วยลด
จ ำนวนครั้งในกำรให้วัคซีน ช่วยเพิ่มประสิทธิภำพกำรท ำงำนของวัคซีนในคนชรำ และสำมำรถใช้เป็นระบบน ำส่ง
วัคซีนไปยังเซลล์หรือบริเวณเป้ำหมำยได้ (3, 4)  

สำรเสริมฤทธิ์มีหลำยกลุ่ม เช่น mineral salts, emulsion, microbial derivatives, cytokines, 
immune stimulating complexes (ISCOM), particulate compounds,  และ carbohydrate เป็นต้น (4, 
8) ซึ่งสำรเสริมฤทธิ์แต่ละกลุ่มมีควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันแตกต่ำงกัน ดังนั้นกำร
เลือกสำรเสริมฤทธิ์ให้เหมำะกับชนิดของวัคซีนจึงเป็นกลยุทธ์ส ำคัญในกำรพัฒนำวัคซีนให้ท ำงำนได้อย่ำงมี
ประสิทธิภำพ ปัจจุบันสำรเสริมฤทธิ์ที่ผ่ำนกำรรับรองและได้รับใบอนุญำตให้ใช้ได้ในคนนั้น มีเพียง 5 ชนิด (2, 9-
12) ได้แก่  

1) Alum อยู่ในกลุ่มของ mineral salts ประกอบด้วย aluminum phosphate หรือ aluminum 
hydroxide alum เป็นสำรเสริมฤทธิ์ชนิดแรกที่ถูกน ำมำใช้ในวัคซีนหลำยชนิด 

2) MF59  เป็นสำรเสริมฤทธิ์จ ำพวก oil-in water emulsion ประกอบด้วย squalene, polysorbate 
80 และ sorbitan trioleate   MF59 นิยมใช้ในวัคซีนไข้หวัดใหญ่ (influenza vaccine)  

3) AS03 เป็น oil-in water emulsion ประกอบด้วย squalene, tween 80 และ α-tocopherol
 AS03 มักถูกผสมในวัคซีนไข้หวัดใหญ่เช่นเดียวกับ MF59  
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4)  AS04 พัฒนำมำจำกกำรน ำ alum มำผสมกับ MPL (3(‘)-O-deacylated monophosporyl lipid 
A) ปัจจุบัน AS04 ใช้ถูกใช้ในวัคซีนไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus) 

5)  Virosomes เป็น liposomes ที่ประกอบด้วย lipids และ hemagglutinin ใช้ผสมในวัคซีนไข้หวัด
ใหญ่ และไวรัสตับอักเสบ A 

อย่ำงไรก็ตำมสำรเสริมฤทธิ์ดังกล่ำวยังมีข้อจ ำกัด คือ จะกระตุ้นกำรตอบสนองของ humoral 
immunity ซึ่งเป็นกำรตอบสนองโดยกำรสร้ำงแอนติบอดีได้ดีเท่ำนั้น แต่ไม่สำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของ cell-
mediated immunity ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ (1, 5) ซึ่งกลไกกำรต่อต้ำนโรคติดเชื้อหลำยชนิด เช่น วัณโรค HIV 
มำลำเรีย และ เชื้อรำ เป็นต้น และกลไกต่อต้ำนเซลล์มะเร็งจ ำเป็นต้องอำศัยภูมิคุ้มกันชนิด cell-mediated 
immunity เป็นหลัก ดังนั้นกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์จึงเป็นปัจจัยส ำคัญช่วยให้กำรพัฒนำวัคซีนประสบ
ควำมส ำเร็จ  กลไกกำรท ำงำนหลักของสำรเสริมฤทธิ์ คือ กระตุ้น PRRs (Pathogen Recognition Receptors) 
(1, 4, 8, 15) ซ่ึง PRRs จะเป็นตัวรับสัญญำณ (receptor) ที่มีควำมส ำคัญในกำรรับรู้ (recognition) และกระตุ้น
กำรตอบสนองของ innate immunity โดย PRRs จะจับกับ PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 
Patterns) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเชื้อจุลชีพ และส่งสัญญำณกระตุ้นให้ระบบภูมิคุ้มกันเกิดกำรตอบสนอง(16) 
กลไกกำรท ำงำนอื่น ๆ ของสำรเสริมฤทธิ์ที่ช่วยเสริมกำรท ำงำนของเซลล์ภูมิคุ้มกัน ได้แก่ เพ่ิมอัตรำกำรจับกิน 
ย่อยสลำยและน ำเสนอแอนติเจน และกระตุ้นกำรหลั่ง chemokines ช่วยให้ดึงดูดเซลล์ภูมิคุ้มกันเข้ำมำท ำงำนใน
บริเวณท่ีมีกำรน ำส่งวัคซีนมำกข้ึน(15)  นอกจำกนี้สำรเสริมฤทธิ์บำงชนิดยังสำมำรถส่งเสริมกลไก cross-
presentation ซึ่งจะช่วยให้กระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิด CTLs (cytotoxic lymphocytes) ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ 
(17)  

เดนไดรติกเซลล์ (Dendritic cell หรือ DC) เป็น innate immune cell ที่ท ำหน้ำที่เป็น APC (antigen 
presenting cell)  เดนไดรติกเซลล์มีบทบำทส ำคัญในกำรกำรกระตุ้นกำรตอบสนองของ adaptive immunity 
ซึ่งเดนไดรติกเซลล์จะมีกำรแสดงออกของ PRRs หลำกหลำยชนิด ท ำให้สำมำรถรับรู้และถูกกระตุ้นด้วย PAMPs 
ได้หลำกหลำย สัญญำณจำก PAMPs/PRRs ที่ต่ำงชนิดกันจะท ำให้มีกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์แตกต่ำง
กัน ส่งผลให้เกิดกำรตอบสนองของ adaptive immunity ต่ำงชนิดกัน ตัวอย่ำงเช่น สัญญำณจำก TLR-4, TLR-
5, TLR-3, TLR-7 และ TLR-9 จะกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์หลั่ง IL-12 ส่งผลให้ทีลิมโฟไซต์พัฒนำเป็น Th1 (T 
helper 1) ซึ่งจะต่อต้ำนเชื้อกลุ่ม intracellular pathogen ได้ดี  สัญญำณจำก TLR-2 จะกระตุ้นเดนไดติกเซลล์
ให้หลั่ง IL-4 และ IL-10 ท ำให้ทีลิมโฟไซต์พัฒนำเป็น Th2 (T helper 2) ซึ่งเป็นกลไกในกำรต่อต้ำนเชื้อ
หนอนพยำธิได้ และสัญญำณจำก Dectin-1 จะมีผลต่อกำรหลั่ง IL-6 และ IL-23 ของเดนไดรติกเซลล์ ท ำให้ทีลิม
โฟไซต์พัฒนำเป็น Th17 (T helper 17) ซึ่งจะท ำหน้ำที่ต่อต้ำนเชื้อกลุ่ม extracellular pathogen เป็นต้น (18) 
โดยสรุป กล่ำวคือกำรรับสัญญำณผ่ำน PRRs ในเดนไดรติกเซลล์มีควำมส ำคัญในกำรก ำหนดทิศทำงกำร
ตอบสนองของ adaptive immunity ท ำให้ร่ำงกำยสำมำรถต่อต้ำนเชื้อโรคได้อย่ำงเหมำะสมและมีประสิทธิภำพ 
(19) ดังนั้นเดนไดรติกเซลล์จึงเป็นเซลล์เป้ำหมำยหลักของกำรน ำส่งแอนติเจนในวัคซีนและกำรกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันของสำรเสริมฤทธิ์ (20, 21)    

สำรเสริมฤทธิ์กลุ่มคำร์โบไฮเดรตเป็นที่เริ่มศึกษำกันมำกข้ึน เนื่องจำกคำร์โบไฮเดรตเป็นสำรธรรมชำต ิ
สำมำรถถูกย่อยสลำยได้ในร่ำงกำยและไม่มีเมตำโบไลท์ที่เป็นพิษ (14)  คำร์โบไฮเดรตเป็น PAMPs ทีส่ำมำรถจับ
กับ PRRs กลุ่ม CLRs (C-type lectins) และ TLRs (Toll-like receptors) ซึ่งจะส่งสัญญำณไปกระตุ้นกำร
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ และยังสำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของ adaptive 
immunity ได้หลำยชนิด(22)  ปัจจุบันคำร์โบไฮเตรตหลำยชนิดถูกน ำมำพัฒนำเป็นสำรเสริมฤทธิ์ เช่น กลูแคน 
(glucan) ไคติน (chitin) ไคโตซำน (chitosan) และ กลุ่มคำร์โบไฮเดรตที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ 
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Mycobacterium เป็นต้น(14)  เบต้ำกลูแคน (β-glucan) เป็นสำรเสริมฤทธิ์ที่มีกำรศึกษำเป็นจ ำนวนมำก พบว่ำ
เบต้ำกลูแคนมีควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นคอมพลิเมนต์ (complement) และเหนี่ยวน ำท ำให้เกิดกำรสลำยของ
เซลล์ (cell lysis) ดังนั้นกลูแคนจึงถูกน ำมำพัฒนำเป็นสำรเสริมฤทธิ์ในวัคซีนส ำหรับรักษำโรคมะเร็ง เพ่ือหวังผล
ให้เซลล์มะเร็งถูกท ำลำยได้โดยกระบวนกำรคอมพลิเมนต์ (23-25) muramyldipeptide และ trehalose-6-6-
dimycolate เป็นคำร์โบไฮเดรตที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ Mycobacterium ที่ถูกน ำมำศึกษำเพ่ือใช้เป็นสำร
เสริมฤทธิ์ส ำหรับวัคซีนวัณโรคในสัตว์ทดลอง พบสำรทั้งสองชนิดนี้มีคุณสมบัติสำมำรถกระตุ้นกำรอักเสบและกำร
ตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้ดี (14) อย่ำงไรก็ตำมสำรทั้งสองชนิดยังมีควำมเป็นพิษสูง (26, 27) โดยเฉพำะ 
trehalose-6-6-dimycolate (TDM) สำมำรถเหนี่ยวน ำให้เกิดแกรนูโลม่ำ (granuloma) ทั้งในหนูเมำซ์ หนู
ตะเภำ และ กระต่ำย(27-29) 

ผนังเซลล์ของเชื้อรำมีองค์ประกอบหลักเป็นคำร์โบไฮเดรตโพลิเมอร์ 3 ชนิด ได้แก่  แมนแนน (mannan) 
กลูแคน (glucan) และไคติน (chitin) ซึ่งจะมีสัดส่วนและโครงสร้ำงแตกต่ำงกันไปตำมชนิดของเชื้อรำ (30) แมน
แนน เป็นคำร์โบไฮเดรตโพลิเมอร์ที่เรียงตัวอยู่ชั้นนอกสุดของผนังเซลล์ แมนแนนสำมำรถจับกับ PRRs ได้หลำย
ชนิด เช่น TLR-2, TLR-4, dectin, DC-SIGN, mannose recptor, mincle, FcR และ langerin เป็นต้น (13) 
ทั้งนีค้วำมจ ำเพำะต่อ PRRs แต่ละชนิดขึ้นอยู่กับโครงสร้ำงของแมนแนน ตัวอย่ำงเช่น  จำกกำรศึกษำในหนูที่ไม่มี
ยีนส์ dectin-2 พบว่ำหนูชนิดนี้จะมีควำมไวต่อกำรติดเชื้อ C. albicans มำกกว่ำ Cryptococcus neoformans 
(31)     และยังมีกำรศึกษำพบว่ำ mincle  เป็น PRRs ที่จ ำเพำะต่อเชื้อ  Malassezia spp. และ C. albicans 
(32) นอกจำกโครงสร้ำงแมนแนนจะมีผลต่อกำรจับกับ PRRs แล้ว โครงสร้ำงของแมนแนนที่แตกต่ำงกันยังมีผล
ต่อกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ด้วย เช่น เชื้อรำ Candida albicans ที่ไม่มีโครงสร้ำง -1,2 mannan มี
ผลท ำให้เดนไดรติกเซลล์มีกำรหลั่งไซโตไคน์ชนิด TNF-, IL-6 และ IL-12 เพ่ิมมำกขี้น (33)  และ โครงสร้ำง N-
linked mannan ในผนังเซลล์ของเชื้อรำ  C. albicans จะกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้หลั่ง IL-6 ได้ดีกว่ำ โครงสร้ำง 
O-linked mannan และ phosphomannan (34) เป็นต้น 
 Saccharomyces cerevisiae เป็นเชื้อรำชนิดที่ไม่ก่อโรค (non-pathogenic fungi) ที่ถูกน ำมำศึกษำ
ส ำหรับใช้น ำส่งแอนติเจนพร้อมทั้งท ำหน้ำที่เป็นสำรเสริมฤทธิ์ในวัคซีน ในปี 1984 Mc aleer และคณะประสบ
ควำมส ำเร็จในกำรน ำ whole recombinant S. cerevisiae มำใช้เป็นวัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบีในหนูเมำซ์ 
และลิง (35) ต่อมำในปี 2001 Stubbs และคณะได้น ำ recombinant S. cerevisiae มำใช้เป็นวัคซีนป้องกัน
มะเร็งในหนูเมำซ์ โดยกำรตัดต่อยีนส์โปรตีนแอนติเจนของเซลล์มะเร็งทีลิมโฟมำ (E.G7) เข้ำไปใน S. cerevisiae 
แล้วน ำมำกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ พบว่ำสำมำรถกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้เกิด maturation ได้ดี และเพ่ิมกำร
หลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-12 ในเดนไดรติกเซลล์ และเมื่อน ำ whole recombinant S. cerevisiae ที่มีกำรแสดงออก
ของโปรตีน E.G7 ฉีดเข้ำในหนู พบว่ำสำมำรถเพ่ิมจ ำนวนและกำรตอบสนองของ CTLs ได้ดี  และสำมำรถลด
ขนำดของมะเร็งได้ (36)  ซึ่งกำรศึกษำทั้งสองดังกล่ำวข้ำงต้น ใช้ S. cerevisiae ที่มีชีวิต (lived yeast) เพ่ือน ำส่ง
แอนติเจนและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ในระยะต่อมำกำรศึกษำของ Franzusoff และคณะ พบว่ำ whole 
recombinant S. cerevisiae ที่ตำยด้วยควำมร้อน (heat-killed yeast) มีประสิทธิภำพในกำรกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันได้ดีเทียบเท่ำกับ S. cerevisiae ที่มีชีวิต และสำมำรถใช้เป็นวัคซีนรักษำโรคมะเร็ง squamous cell 
carcinoma ได้ (37) นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำอ่ืนๆ ที่ใช้ whole recombinant S. cerevisiae ที่ตำยด้วยควำม
ร้อนมำใช้เป็นวัคซีน เช่น วัคซีนรักษำโรคมะเร็งล ำไส้ใหญ่ (Colon carcinoma) (38) และวัคซีนป้องกันไวรัสตับ
อักเสบซี (Hepatitis C virus) (39)  เป็นต้น ถึงแม้ว่ำกำรใช้ whole recombinant S. cerevisiae ที่ตำยด้วย
ควำมร้อนเป็นวัคซีนประสบควำมส ำเร็จในสัตว์ทดลอง แต่กำรน ำมำใช้จริงในคนยังมีข้อจ ำกัดอยู่บำงประกำรเช่น 
ควำมเสี่ยงในกำรเกิดผลข้ำงเคียง ควำมร้อนที่ใช้ในกำรท ำให้ยีสต์ตำยอำจท ำให้เกิดกำรเสียสภำพของโปรตีน
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แอนติเจนบำงชนิด เช่น กลุ่มโปรตีนที่ไวต่อควำมร้อน  และกำรตัดต่อยีนและควำมส ำเร็จในกำรแสดงออกของ
โปรตีนแอนติเจนบำงชนิดอำจใช้ระยะเวลำนำน หรืออำจไม่สำมำรถท ำได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ เป็นต้น 

กำรใช้ควำมร้อนสูง 60-120 องศำมีผลท ำให้เชื้อรำตำยหรือหมดฤทธิ์ (inactivation) เชื้อจะไม่สำมำรถ
เพ่ิมจ ำนวนและสร้ำงหรือผลิตสำรใดๆ แต่เชื้อยังคงสภำพเดิม (37) ดังนั้นผนังเซลล์จึงเป็นตัวส ำคัญในกำรกระตุ้น
กำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกัน ดังที่ได้กล่ำวมำข้ำงต้นแล้วว่ำ แมนแนนเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์ของเชื้อรำที่
อยู่ด้ำนนอกสุด แมนแนนจึงเป็นส่วนแรกที่จับกับ PRRs ที่อยู่บนเดนไดรติกเซลล์  และกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้
มีกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์และหลั่งไซโตไคน์ชนิดต่ำง ๆ ที่สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของ 
adaptive immunity จำกกำรศึกษำที่ผ่ำนมำมีกำรน ำแมนแนนที่สกัดจำก S. cerevisiae ไปปรับเปลี่ยนพันธะ
โดยท ำให้เกิดปฏิกิริยำ oxidization หรือ reduction เพ่ือให้ใช้ติดกับโปรตีนแอนติเจนและน ำส่งเป็นวัคซีน พบว่ำ
สำมำรถกระตุ้นกำรเกิด maturation ของเดนไดรติกเซลล์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ (40) โดย oxidized mannan 
จะสำมำรถเหนี่ยวน ำให้เกิดกำรตอบสนองแบบ Th1 (T helper 1) (41) และสำมำรถกระตุ้นกำรผลิต IgA ได้ดี 
(42) ส่วน reduced mannan จะเหนี่ยวน ำให้เกิดกำรตอบสนองแบบ Th2 (T helper 2) (43)  

ปัจจุบันกำรศึกษำเกี่ยวกับโครงสร้ำงแมนแนน และกำรน ำแมนแนนมำใช้ส ำหรับเป็นสำรเสริมฤทธิ์ยังมี
ไม่มำกนัก อำจเป็นเพรำะในธรรมชำติ แมนแนนไม่มีโครงสร้ำงที่หลำกหลำยเมื่อเทียบกับกลูแคน คณะผู้วิจัยได้
ท ำกำรค้นหำข้อมูลใน Saccharomyces genome database พบว่ำมีกลุ่มยีนที่ท ำหน้ำที่ควบคุมกำรสร้ำงแมน
แนนในผนังเซลล์ของ S. cerevisiae ซึ่งกระบวนกำรของกำรเติมแมนโนส (mannosylation) แต่ละข้ันตอนนั้น 
จะอำศัยกำรควบคุมของยีนแตกต่ำงชนิดกัน (44, 45) (รูปที่ 1)  โดย OCH1 เป็นยีนที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสตัว
แรกท่ีต ำแหน่ง -1,6  MNN9 และ VAN1 เป็นยีนล ำดับถัดมำที่ควบคุมกำรสร้ำงสำยน้ ำตำลที่เป็นแกนหลัก 
(mannose backbone) ซึ่งจะเติมแมนโนสที่ต ำแหน่ง -1,6 ต่อเนื่องเพ่ือเพ่ิมควำมยำวของสำย (elongation) 
จำกนั้นสำยน้ ำตำลแมนโนสจะถูกต่อเป็นกิ่งออกไป โดย MNN2 เป็นยีนที่ท ำหน้ำที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสแถว
แรกถัดจำกสำยแกนหลัก ที่ต ำแหน่ง -1,2  และ MNN5 จะเป็นยีนที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสแถวที่ 2 ที่
ต ำแหน่ง -1,2 จำกนั้น MNN1 จะท ำหน้ำที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสตัวสุดท้ำย (terminal mannose) ที่
ต ำแหน่ง -1,3 (44, 45)   
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รูปที่ 1 แสดงขั้นตอนกำรสร้ำง N-linked mannan ในผนังเซลล์ของเชื้อรำ S. cerevisiae ซึ่งกำรเติมแมนโนส
ในแต่ละข้ันตอน จะถูกควบคุมด้วยยีนต่ำงชนิดกัน (44, 45) 

 
 

โดยกำรอำศัยประโยชน์จำกฐำนข้อมูลดังกล่ำว ผู้วิจัยจึงมีควำมสนใจที่จะศึกษำกำรตอบสนองของเดน
ไดรติกเซลล์ และระบบภูมิคุ้มกันต่อ S. cerevisiae ที่มีกำรตัดยีนเดี่ยว (single gene deletion) แต่ละยีนที่ท ำ
หน้ำที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสในแต่ละขั้นตอน จำก yeast deletion library ซึ่งกำรตัดยีนดังกล่ำวจะส่งผลให้  
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S. cerevisiae mutant แต่ละสำยพันธ์ุมีโครงสร้ำงของแมนแนนในผนังเซลล์ที่แตกต่ำงกัน เพิ่มควำม
หลำกหลำยของโครงสร้ำงแมนแนน 

นอกจำกนี้คณะผู้วิจัยได้ขยำยขอบเขตกำรทดลอง โดยใช้แมนแนนของเชื้อรำ Candida มำทดสอบด้วย 
เนื่องจำกแมนแนนของ Candida มีควำมซับซ้อน และแตกต่ำงจำกแมนแนนของ  S. cerevisiae ผู้วิจัยจึง
คำดหวังแมนแนนของ Candida ว่ำน่ำจะสำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันได้ดี ซึ่งองค์ควำมรู้จำก
งำนวิจัยนี้จะสำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้เพ่ือพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์ในวัคซีนชนิดคำร์โบไฮเดรต 
 
วัตถุประสงค์โครงการ 
1) เพ่ือคัดเลือกสำยพันธุ์ของ S. cerevisiae และชนิดของเชื้อรำแคนดิดำ ที่สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของ
เดนไดรติกเซลล์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ 
2) เพ่ือศึกษำกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ต่อแมนแนน (mannan) ที่มีโครงสร้ำงแตกต่ำงกัน  
3) เพ่ือศึกษำประสิทธิภำพของแมนแนนชนิดต่ำง ๆ ในกำรกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะในสัตว์ทดลอง 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

พัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนนจำก S. cerevisiae ที่มีกำรลบยีนเดี่ยวที่เก่ียวข้องกับ
กระบวนกำรเติมน้ ำตำลแมนโนส ซึ่งมีผลท ำให้เกิดโครงสร้ำงแมนแนนที่แตกต่ำงกัน และจำกเชื้อรำแคนดิดำชนิด
ต่ำง ๆ โดยจะเริ่มจำกกำรคัดเลือกสำยพันธุ์ของ S. cerevisiae และ เชื้อรำแคนดิดำที่สำมำรถกระตุ้นกำร
ตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ในห้องปฏิบัติกำรได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ จำกนั้นจะท ำกำรสกัดแมนแนนจำกผนัง
เซลล์ของเชื้อรำที่คัดเลือก และน ำแมนแนนที่สกัดได้มำทดสอบคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน โดยกำร
วัดตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ในห้องปฏิบัติกำร และกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะใน
สัตว์ทดลอง  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1) สำรเสริมฤทธิ์วัคซีนชนิดแมนแนน  
2) กำรเผยแพร่องค์ควำมรู้ทำงวิชำกำรในวำรสำรระดับนำนำชำติ 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 

การทดสอบในห้องปฏิบัติการ (in vitro) 
การเตรียมเชื้อรา S. cerevisiae และ Candida spp. 

เชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ BY4741 wild type และ mutants ที่ไม่มียีนเดี่ยวชนิด och1∆, 
mnn1∆, mnn2∆, mnn4∆, mnn5∆, และ van1∆ เชื้อรำแคนดำชนิด C. albicans, C. dubliniensis, C. 
glabrata, C. krusei, C. tropicalis และ C. parapsilosis จะถูกน ำมำเพำะในอำหำรเลี้ยงเชื้อ YPD ชนิดเหลว 
บ่มที่ 30oc และเขย่ำด้วยควำมเร็ว 200 rpm เป็นเวลำ 15-17 ชั่วโมง จำกนั้นน ำเชื้อมำเจือจำงให้ได้ค่ำ O.D. ที่ 
600 nm = 0.1 และท ำกำรเลี้ยงในสภำวะข้ำงต้นจนได้ค่ำ O.D. ที่ อยู่ใน log phase น ำยีสต์ที่ได้มำล้ำงด้วย 
PBS ที่ปรำศจำกเชื้อ จ ำนวน 3 ครั้ง เตรียมเชื้อจ ำนวน 1x108 เซลล์ ใน PBS 1 มิลลิลิตร ต้มด้วยควำมร้อน 100 

oc เป็นเวลำ 10 นำที และน ำไปใช้ในกำรทดลองต่อไป 
การเตรียมเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูก (Bone marrow-derived dendritic 
cell)  

เตรียมเซลล์ไขกระดูกจำกกระดูกขำหน้ำและขำหลังของหนูเมำส์ น ำเซลล์ไขกระดูกท่ีได้มำเลี้ยงใน
อำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI ที่มี 10% Fetal bovine serum (FBS) ยำปฏิชีวนะ penicillin 10 units/ml 
และ streptomycin 10 g/ml และเติมไซโตไคน์ GM-CSF และ IL-4 อย่ำงละ 10 ng/ml เพ่ือเหนี่ยวน ำให้
เป็นเดนไดรติกเซลล์ เพำะเซลล์ไขกระดูกจ ำนวน 1x106 เซลล์ ในอำหำรเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร ในจำนเพำะเชื้อ
ขนำด 24-well และบ่มที่อุณหภูมิ 37oc ในภำวะที่มี CO2 ปริมำณ 5%  เป็นเวลำ 7 วัน โดยเปลี่ยนอำหำรเลี้ยง
เซลล์และไซโตไคน์ทุกๆ 2 วัน 

การแยกแมนแนนจากผนังเซลล์ของยีสต์ 
น ำยีสต์ 100 กรัมมำแขวนลอยในสำรละลำยซิเตรท (citrate buffer) ที่มีควำมเข้มข้น 0.1 M ปริมำณ 

50 มิลลิลิตร  autoclave ที่อุณหภูมิ 120 oc เป็นเวลำนำน 90 นำที รอให้เย็น แล้วปั่นตกตะกอนด้วยควำมเร็ว 
5000 rpm นำน 10 นำที น ำส่วนใส (supernatant) ที่ได้ผสมกับสำรละลำย Fehling’s ในสัดส่วน 1:1 กวนทิ้ง
ไว้ในอุณภูมิ 4 oc นำน 18-24 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนด้วยควำมเร็ว 5000 rpm นำน 10 นำที ละลำยตะกอนใน
กรดไฮโดรคลอริกท่ีมีควำมเข้ม 3N ปริมำณ 8 มิลลิลิตร น ำสำรละลำยที่ได้หยดลงในสำรละลำยเมทำนอลอะซิ
เตท (methanol : acetic acid = 8 : 1) ปริมำณ 100 มิลลิลิตร ปั่นแยกตะกอน น ำตะกอนที่ได้มำละลำยใน
กรดไฮโดรคลอลิก แล้วล้ำงด้วยสำรละลำยเมทำนอลอะซิเตทจนได้ตะกอนสีขำว ละลำยตะกอนในน้ ำที่ปรำศจำก
เชื้อ แล้วน ำไป dialyze ในน้ ำที่ปรำศจำกเชื้อเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง (46, 47) วัดควำมเข้มข้นของแมนโนสด้วยวิธี 
phenol-sulfuric acid (48) 

การกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ในห้องปฏิบัติการและการวัดผลการตอบสนอง 
 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเชิงปริมาณ 

(Quantitative PCR) 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกเซลล์ไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยด้วยยีสต์ที่ตำยด้วยควำมร้อนนำน 2, 4 

และ 6 ชั่วโมง หรือด้วยแมนแนนนำน 24 ชั่วโมง จำกนั้นน ำเซลล์มำสกัด RNA และน ำ RNA ที่ได้ไปท ำปฏิกิริยำ
ลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (reverse transcriptase-PCR) เพ่ือให้ได้สำย cDNA จำกนั้นน ำ cDNA มำ
วิเครำะห์กำรแสดงออกของยีนชนิด il1a (IL-1), il1b (IL-1b), il4 (IL-4), il6 (IL-6), il10 (IL-10), il12p35 
(IL-12p35), il12p40 (IL-12p40), il15 (IL-15), il23 (IL-23), ifng (IFN-), ifna (IFN-), ifnb (IFN-β), tnfa 
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(TNF-), tgfb (TGF-β) และ gapdh (GAPDH) ด้วยเทคนิค Real-time PCR และค ำนวณหำ relative mRNA 
expression โดยใช้ค่ำ ∆cp 

 การวิเคราะห์ maturation ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกเซลล์ไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยยีสต์ที่ตำยด้วยควำมร้อนนำน 24 ชั่วโมง 

หรือด้วยแมนแนนนำน 48 ชั่วโมง มำย้อมดูโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิด CD11c, CD80, CD86 และ MHC class II 
วิเครำะห์ปริมำณกำรแสดงออกของโปรตีนด้วย Flow cytometry 

 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณไซโตไคน์ 
น ำส่วนใส (supernatant) ที่ได้จำกกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ด้วยยีสต์ที่ตำยด้วยควำมร้อนนำน 24 

ชั่วโมง หรือด้วยแมนแนนนำน 48 ชั่วโมงมำวัดปริมำณไซโตไคน์ชนิด  IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN- 
ด้วยเทคนิค ELISA 

 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay โดยกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำมำจำกไข

กระดูกด้วยแมนแนนในควำมเข้มข้นต่ำง ๆ กัน เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง หลังจำกนั้นเติมสำร 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ซึ่งเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่จะมี 
Mitochondrial Reductase สำมำรถเปลี่ยนสำร  MTT (สีเหลือง) ไปเป็น Formazan (สีม่วง) 
 
การทดสอบในสัตว์ทดลอง 

สัตว์ทดลอง 
กำรเตรียมไขกระดูกใช้หนูเมำส์สำยพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อำยุ 5-6 สัปดำห์ ส่วนกำรทดสอบกำร

กระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลองใช้หนูเมำส์สำยพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อำยุ 7-8 สัปดำห์ กำรเลี้ยงและกำรใช้
สัตว์ทดลองเป็นไปตำมกำรก ำกับดูแลจำกคณะกรรมกำรก ำกับดูแลกำรเลี้ยงและกำรใช้สัตว์ทำงวิทยำศำสตร์ 
ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งจุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย ในส่วนกำรทดลองเบื้องต้นด ำเนินภำยใต้ protocol no. 
1573005 

การกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง และการวัดผลการฉีดกระตุ้นหนูเมาส์ 

น ำโปรตีน OVA ของไก่ (chicken ovalbumin) ปริมำณ 20 μg/ml ผสมกับแมนแนน 1 mg ใน PBS 
100 μl ฉีดเข้ำสัตว์ทดลองทำงใต้ผิวหนัง โดยท ำกำรฉีดในวันที่ 0 และวันที่ 7 และเก็บตัวอย่ำงเนื้อเยื่อในวันที่ 14 
โดยแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง ดังนี้ 
กลุ่มที่ 1 (กลุ่มควบคุมลบ)  ได้รับโปรตีน OVA (ovalbumin) 
กลุ่มท่ี 2    ได้รับโปรตีน OVA ร่วมกับแมนแนนชนิด wt 
กลุ่มท่ี 3     ได้รับโปรตีน OVA ร่วมกับแมนแนนชนิด mnn1∆  
กลุ่มท่ี 4     ได้รับโปรตีน OVA ร่วมกับแมนแนนชนิด mnn2∆ 
กลุ่มท่ี 5     ได้รับโปรตีน OVA ร่วมกับแมนแนนชนิด och1∆ 

 
เก็บต่อมน้ ำเหลืองจำกหนูที่ได้รับกำรฉีดกระตุ้นดังกล่ำวข้ำงต้น และน ำมำแยกเซลล์ต่อมน้ ำเหลือง 

จำกนั้นน ำเซลล์ไปย้อมด้วยแอนติบอดีติดสีฟลูออเรสเซนต์ที่จ ำเพำะต่อโมเลกุล B220, CD3, CD4, CD8, CD44, 
CD62L และท ำกำรวิเครำะห์ด้วย flow cytometry 
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กำรกระตุ้นกำรตอบสนองของ T cell ในหลอดทดลองท ำโดยน ำเซลล์ต่อมน้ ำเหลืองปริมำณ 2x106 

เซลล์/ปริมำณอำหำรเลี้ยงเซลล์ 500 µl กระตุ้นด้วย OVA ปริมำณ 200 µg/ml เป็นเวลำนำน 48 ชม. จำกนั้น
เก็บ supernatant และน ำไปทดสอบชนิดของไซโตไคน์ด้วยเทคนิค ELISA  
 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วิเครำะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติโดยใช้ One-way ANOVA และ post-hoc Tukey HSD test 
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ผลการวิจัย 

 
การคัดเลือกสายพันธุ์ของ S. cerevisiae ที่สามารถกระตุ้นการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
 เดนไดรติกเซลล์ (Dendritic cell หรือ DC) เป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันโดยก ำเนิด (innate immune 
system) ที่ท ำหน้ำที่เป็นแอนติเจนพรีเซนติงเซลล์ หรือ APC (antigen presenting cell) เดนไดรติกเซลล์จะจับ
กิน ย่อยสลำย และน ำเสนอแอนติเจนเพื่อกระตุ้นกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะ (adaptive 
immune system) นอกจำกนี้เดนไดรติกเซลล์ยังสำมำรถหลั่งสำรกระตุ้น และควบคุมทิศทำงกำรตอบสนองของ 
T cell ได้ด้วย  ดังนั้นเดนไดรติกเซลล์จึงเป็นเซลล์เป้ำหมำยหลักของของกำรน ำส่งแอนติเจนในวัคซีนและกำร
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสำรเสริมฤทธิ์  
 T cell แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ CD4 และ CD8 T cell ซึ่งท ำหน้ำที่ต่ำงกัน เมื่อ CD4 T cell ถูก
กระตุ้นจะเปลี่ยนสภำพเป็น effector เซลล์ที่เรียกว่ำ “T helper cell หรือ Th” ในขณะเดียวกันเมื่อ CD8 T 
cell ถูกกระตุ้น จะเปลี่ยนสภำพเป็น effector เซลล์ที่เรียกว่ำ “Cytotoxic T lymphocyte หรือ CTL”  กำร
แปรสภำพของ T cell ทั้งสองชนิดนี้ขึ้นอยู่กับสัญญำณกำรกระตุ้นและไซโตไคน์จำกแอนติเจนพรีเซนติงเซลล์ 
โดยไซโตไคน์ส ำคัญท่ีมีผลต่อกำรแปรสภำพของ CD4 T cell แสดงไว้ดังรูปที่ 2  ส่วนไซโตไคน์ที่ส ำคัญมีผลต่อกำร
แปรสภำพของ CD8 T cell ได้แก่ IFN- และ IL-15 
   

รูปที่ 2 ชนิดของไซโตไคน์มีผลต่อกำรเปลี่ยนสภำพของ naïve CD4 T lymphocyte 

  
แมนแนน คือ พอลิเมอร์ของน้ ำตำลแมนโนส ซึ่งเรียงตัวอยู่ชั้นนอกสุดของผนังเซลล์ของเชื้อรำ เดนได

รติกเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยแมนแนนจะมีควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองของ T cell   โดยแมนแนนที่
มีโครงสร้ำงต่ำงกัน จะสำมำรถกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้ตอบสนองแตกต่ำงกัน โครงกำรนี้ผู้วิจัยใช้ S. 
cerevisiae ที่มีกำรตัดยีนที่ท ำหน้ำที่ควบคุมกำรเติมแมนโนสในแต่ละข้ันตอน ซึ่งกำรตัดยีนดังกล่ำวจะส่งผลให้  
S. cerevisiae mutant แต่ละสำยพันธ์ุมีโครงสร้ำงของแมนแนนในผนังเซลล์ที่แตกต่ำงกัน (รูปที่ 3) เพ่ือหำสำร
เสริมฤทธิ์ชนิดคำร์โบไฮเดรตชนิดใหม่ 
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รูปที่ 3 แสดงโครงสร้ำงแมนแนนในผนังเซลล์ของ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wild type (wt), och1∆, van1∆, 
mnn2∆, mnn5∆, mnn4∆ และ mnn1∆  ซึ่งโครงสร้ำงนี้ผู้วิจัยคำดคะเนจำกกำรท ำงำนของยีนแต่ละชนิด 

 
ผู้วิจัยท ำกำรคัดเลือกสำยพันธุ์ของ S. cerevisiae โดย inactivate S. cerevisiae สำยพันธุ์ wild type 

(wt) (กลุ่มควบคุม), och1∆, mnn1∆, mnn2∆, mnn4∆, mnn5∆, และ van1∆ ด้วยควำมร้อน 100oc เป็น
เวลำ 10 นำที ซึ่งยีสต์จะไม่สำมำรถหลั่งสำรชนิดอื่นๆ มำกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์  นอกจำกนี้ผู้วิจัยคำดว่ำแมน
แนนที่เรียงตัวอยู่ชั้นนอกสุดในผนังเซลล์ของยีสต์ จะท ำหน้ำที่หลักในกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์  หลังจำก 
inactivate ยีสแล้ว ผู้วจิัยกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูกด้วยยีสดังกล่ำว เป็นเวลำ 3 และ 6 
ชั่วโมง จำกนั้นเก็บเซลล์ที่ถูกกระตุ้นและน ำมำวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน Il12a, Il12b, Ifng, Il6, Il23, Il4, 
Il10 และ Tgfb ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR (รูปที่ 4) 
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             Il12a           Il12b 
 
 
 
 
 
 

Ifng            Il6     
 
 
 
 
 
 
   Il23a            Il4 
 
 

 
 
 
 
 Il10                Tgfb 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 กำรแสดงออกของยีนในเดนไดรติกเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยแมนแนนจำก S. cerevisiae 
กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ด้วย S. cerevisiae สำยพันธุ์ wild type (wt), och1∆, mnn1∆, mnn2∆, mnn4∆, 
mnn5∆, และ van1∆  เป็นเวลำ 3 (กรำฟแท่งสีเทำ) และ 6 ชั่วโมง (กรำฟแท่งสีด ำ); N = 5; ใช้สถิติ student 
t-test, *P  0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม wt    
 
 จำกผลกำรทดลองในระดับยีนพบว่ำยีสต์สำยพันธุ์ och1∆, mnn1∆ และ mnn2∆ สำมำรถกระตุ้นเดน
ไดรติกเซลล์ได้ โดยพบกำรเพิ่มข้ึนของยีน Il23a, Il12b และ Ifng ตำมล ำดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม wt  โดย
ไซโตไคน์ IL-23 มีผลต่อกำรเปลี่ยนสภำพของ Th17 ซึ่งมีควำมส ำคัญในกำรต้ำนเชื้อก่อโรคกลุ่ม extracellular 
pathogen  ส่วน IL-12 และ IFN- มีผลต่อกำรเปลี่ยนสภำพของ Th1 ซึ่งมีควำมส ำคัญในกำรต้ำนเชื้อก่อโรค
กลุ่ม intracellular pathogen นอกจำกนี้ IFN- ยังมีผลต่อกำรกระตุ้นกำรเปลี่ยนสภำพและกำรท ำงำน CTLs 
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ซึ่งท ำหน้ำที่ก ำจัด intracellular pathogen โดยฉพำะไวรัส ดังนั้นผู้วิจัยจึงคัดเลือกสำยพันธุ์ดังกล่ำวมำเพ่ือสกัด
แมนนแนนและศึกษำต่อไป 
 
การศึกษาการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ต่อแมนแนน (mannan) ที่มีโครงสร้างแตกต่างกัน  

ผู้วิจัยสกัดแมนแนนจำกผนังเซลล์ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, och1∆, mnn1∆ และ mnn2∆  โดย
น ำยีสต์ 100 กรัมมำแขวนลอยในสำรละลำยซิเตรท (citrate buffer) ที่มีควำมเข้มข้น 0.1 M ปริมำณ 50 
มิลลิลิตร  autoclave ที่อุณหภูมิ 120 oc เป็นเวลำนำน 90 นำที รอให้เย็น แล้วปั่นตกตะกอนด้วยควำมเร็ว 5000 
rpm นำน 10 นำที น ำส่วนใส (supernatant) ที่ได้ผสมกับสำรละลำย Fehling’s ในสัดส่วน 1:1 กวนทิ้งไว้ในอุณ
ภูมิ 4 oc นำน 18-24 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนด้วยควำมเร็ว 5000 rpm นำน 10 นำที ละลำยตะกอนในกรดไฮโดร
คลอริกที่มีควำมเข้ม 3N ปริมำณ 8 มิลลิลิตร น ำสำรละลำยที่ได้หยดลงในสำรละลำยเมทำนอลอะซิเตท 
(methanol : acetic acid = 8 : 1) ปริมำณ 100 มิลลิลิตร ปั่นแยกตะกอน น ำตะกอนที่ได้มำละลำยในกรดไฮโดร
คลอลิก แล้วล้ำงด้วยสำรละลำยเมทำนอลอะซิเตทจนได้ตะกอนสีขำว ละลำยตะกอนในน้ ำที่ปรำศจำกเชื้อ แล้ว
น ำไป dialyze ในน้ ำที่ปรำศจำกเชื้อเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง (46, 47) วัดควำมเข้มข้นของแมนโนสด้วยวิธี phenol-
sulfuric acid (48) 

เมื่อได้แมนแนนในรูปสำรละลำย ผู้วิจัยกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำมำจำกไขกระดูกด้วยแมนแนนส
กัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, mnn2 และ∆ och1∆ ที่ควำมเข้มข้ม 10, 30 
และ 100 μg/ml เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั้นน ำมำตรวจวัดควำมมีชีวิตของเซลล์ (cell viability test) ด้วย 
MTT (รูปที่ 5) พบว่ำ ที่ควำมเข้มข้น 10 และ 30 μg/ml เดนไดรติกเซลล์ที่ได้รับกำรกระตุ้นจำกแมนแนนทุก
โครงสร้ำงมีชีวิตอยู่ในช่วง 80-90% โดยที่ควำมเข้มข้น 30 μg/ml เดนไดรติกเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยแมนแนน
ชนิด och1∆ จะมีชีวิตมำกกว่ำเซลล์ที่ถูกกระตุ้นแมนแนนชนิดอื่นๆ ส่วนที่ควำมเข้มข้น 100 μg/ml เดนไดรติก
เซลล์ที่ได้รับกำรกระตุ้นด้วยแมนแนนชนิด wt, mnn1∆, mnn2 มีชีวิตอยู่ในช่วง 68-75% ส่วนไดรติกเซลล์ที่ถูก
กระตุ้นด้วยแมนแนนชนิด och1∆ มีชีวิตอยู่ถึง 90%  

  

 
รูปที่ 5 กำรทดสอบควำมมีชีวิตของเดนไดรติกเซลล์  
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น ำเดนไดรติกเซล์มำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, 
mnn2∆ และ och1∆  โดยใช้ควำมเข้มข้นของแมนแนนที่ 10, 30 และ 100 μg/ml จำกนั้นตรวจวัดควำมมี
ชีวิตของเซลล์ MTT; N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA; *P  0.05 เมื่อเทียบกับทุกกลุ่ม  
 
 

ต่อมำผู้วิจัยท ำกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำมำจำกไขกระดูกด้วยแมนแนนสกัดจำกผนังเซลล์ของ
เชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, mnn2 และ∆ och1∆ และเก็บ supernatant ที่เวลำ 24 เพ่ือ
ตรวจวัดไซโตไคน์ชนิด IL-23 และกระตุ้นเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง เพ่ือตรวจวัดไซโตไคน์ชนิด IL-12, IL-6, IL-4 และ 
IL-10 (รูปที่ 6( จำกผลกำรทดลองพบว่ำแมนแนนที่สกัดจำก S. cerevisiae สำยพันธุ์ mnn1∆ มีควำมสำมำรถ
ในกำรกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้หลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-12 และ IL-23 เมื่อเปรียบเทียบกับยีสต์สำยพันธุ์อื่นๆ 
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                      IL-12                   IL-6                                       IL-23 
  
 
 
 
 
 
 
 

IL-4      IL-10  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 กำรหลั่งไซโตไคน์จำกเดนไดรติกเซลล์  
น ำเดนไดรติกเซล์มำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, 
mnn2∆ และ och1∆  โดยใช้ควำมเข้มข้นของแมนแนนที่ 10, 30 และ 100 μg/ml จำกนั้นวัดระดับไซโตไคน์
ใน supernatant ด้วยเทคนิค ELISA; N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA; *P  0.05 เมื่อเทียบกับทุกกลุ่ม  
 
 จำกผลกำรทดสอบควำมมีชีวิตของเซลล์แสดงให้เห็นว่ำ แมนแนนที่ควำมเข้มข้น 10 และ 30 μg/ml 
แสดงควำมเป็นพิษต่ ำ (รูปที่ 5) อย่ำงไรก็ตำมจำกผลกำรทดสอบกำรผลิตไซโตไคน์ของเดนไดรติกเซลล์พบว่ำ 
แมนแนนที่ควำมเข้มข้น 30 μg/ml สำมำรถกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้หลั่งไซโตไคน์ได้ดีกว่ำที่ควำมเข้มข้น 10 
μg/ml (รูปที่ 6) ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกแมนแนนที่ควำมเข้มข้น 30 μg/ml มำท ำกำรทดสอบ maturation ของ
เดนไดรติกเซลล์ โดยกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำมำจำกไขกระดูกด้วยแมนแนนเป็นเวลำ  48 ชัว่โมง และวัด
กำรแสดงออกของ maturation marker ชนิด CD80 , CD86, MHC class II และ CD40 (รูปที่ 7) โดยพบว่ำ
แมนแนนที่สกัดจำกยีสต์สำยพันธุ์ mnn1∆ สำมำรถกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับยีสต์สำยพันธุ์ 
mnn2∆ และ och1∆   
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                   CD80                      CD86                      MHC II                    CD40 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 กำรแสดงออกของ maturation marker ของเดนไดรติกเซลล์  
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่กระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, 
mnn2และ∆ och1∆  โดยใชค้วำมเข้มข้นของแมนแนนที่ 30 μg/ml  วัดกำรแสดงออกของ CD80, CD86, 
MHC class II และ CD40 ด้วย Flow Cytometry และวิเครำะห์ผล; N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA; *P  
0.05 เมื่อเทียบกับทุกกลุ่ม  
 
ศึกษาความเป็นสารเสริมฤทธิ์ของแมนแนนโครงสร้างต่างๆ ในสัตว์ทดลอง  

จำกผลกำรทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) ข้ำงต้นพบว่ำ แมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อ S. 
cerevisiae สำยพันธุ์ mnn1∆   มีประสิทธิภำพในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ได้ดีที่สุดเมื่อ
เทียบกับยีสต์สำยพันธุ์อ่ืนๆ  ผู้วิจัยจึงท ำกำรทดสอบคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ของแมนแนนใน
สัตว์ทดลอง (in vivo) โดยใช้แอนติเจน คือ โปรตีน OVA จำกไก่ (chicken oval albumin) ปริมำณ 20 μg/ml 
ผสมกับแมนแนนปริมำณ 1 mg ใน PBS 100 μl ฉีดเข้ำใต้ผิวหนังของหนูเมำส์ ในวันที่ 0 และ วันที่ 7 จำกนั้นใน
วันที่ 14 เก็บต่อมน้ ำเหลือง และแยกเซลล์มำวิเครำะห์สัดส่วนของ T cell (CD3+), B cell (B220+), CD4 T cell 
(CD3+CD4+)  และ CD8 (CD3+CD8+) ด้วยเทคนิค flow cytometry จำกผลกำรทดลองไม่พบควำมแตกต่ำงใน
สัดส่วนของ T cell และ B cell ระหว่ำงทุกกลุ่มกำรทดลอง (รูปที่ 8) 

M
FI 

* * 
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รูปที่ 8 แสดงสัดส่วนของ T cell และ B cell ในหนูที่ได้รับกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยสำรเสริมฤทธิ์แมนแนน  
หนูเมำส์ได้รับ OVA (20 μg/ml) ผสมกับแมนแนน (1 mg) ใน PBS 100 μl ผ่ำนทำงกำรฉีดใต้ผิวหนังสัปดำห์
ละ 1 ครั้ง จ ำนวน 2 สัปดำห์ ในวันที่ 7 หลังจำกกำรฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ำย ท ำกำรเก็บต่อมน้ ำเหลือง และแยก
เซลล์ น ำเซลล์มำย้อมด้วยแอนติบอดิติดสีฟลูออเรสเซนต์ที่จ ำเพำะต่อ CD3, CD4, CD8 และ B220 และ
วิเครำะห์ด้วย flow cytometry; กลุ่มกำรทดลองได้แก่ กลุ่มควบคุมลบ (ได้รับ OVA อย่ำงเดียว) และ กลุ่มกำร
ทดลองที่ได้รับ OVA ร่วมกับแมนแนนที่แยกจำก S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, mnn2 และ∆ och1∆; 
N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA 
 
 ในกำรทดลองเดียวกันได้ท ำกำรตรวจวิเครำะห์สัดส่วน naive T cell คือ T cell ที่ไม่เคยได้รับกำร
กระตุ้นด้วยแอนติเจนที่จ ำเพำะ และ memory T cell คือ T cell จดจ ำแอนติเจน สำมำรถตอบสนองได้เร็วขึ้น
เมื่อได้รับแอนติเจนตัวเดิมในครั้งถัดไป  และมีอำยุยืนยำว กำรแยก T cell ทัง้สองกลุ่มนี้สำมำรถท ำได้โดยกำรใช้ 
marker CD44 และ CD62L ในกำรแยก โดย  naïve T cell = CD44loCD62hi  และ memory T cell = 
CD44hiCD62lo (รูปที่ 9) จำกผลกำรทดลองพบว่ำ แมนแนนที่แยกจำก S. cerevisiae สำยพันธุ์ mnn1∆  
สำมำรถกระตุ้นกำรเพิ่มจ ำนวนของ memory CD4 T cell มำกกว่ำกลุ่มควบคุม และแมนแนชนิดอื่นๆ ได้อย่ำง
มีนัยส ำคัญ  
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รูปที่ 9 แสดงสัดส่วนของ T cell และ B cell ในหนูที่ได้รับกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยสำรเสริมฤทธิ์แมนแนน  
หนูเมำส์ได้รับ OVA (20 μg/ml) ผสมกับแมนแนน (1 mg) ใน PBS 100 μl ผ่ำนทำงกำรฉีดใต้ผิวหนังสัปดำห์
ละ 1 ครั้ง จ ำนวน 2 สัปดำห์ ในวันที่ 7 หลังจำกกำรฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ำย ท ำกำรเก็บต่อมน้ ำเหลือง และแยก
เซลล์ น ำเซลล์มำย้อมด้วยแอนติบอดิติดสีฟลูออเรสเซนต์ที่จ ำเพำะต่อ CD3, CD4, CD8 และ B220 และ
วิเครำะห์ด้วย flow cytometry; กลุ่มกำรทดลองได้แก่ กลุ่มควบคุมลบ (ได้รับ OVA อย่ำงเดียว) และ กลุ่มกำร
ทดลองที่ได้รับ OVA ร่วมกับแมนแนนที่แยกจำก S. cerevisiae สำยพันธุ์ wt, mnn1∆, mnn2 และ∆ och1∆; 
N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA; *P  0.05 เมื่อเทียบกับทุกกลุ่ม 
 
 นอกเหนือจำกกำรทดลองดังกล่ำวทั้งหมดข้ำงต้น คณะผู้วิจัยได้ท ำกำรผลิตแมนแนนทุกชนิดให้กับ
โครงกำรที่ 2 เพ่ือน ำไปตรวจวิเครำะห์โครงสร้ำงคำร์โบไฮเดรต และผลิตแมนแนนชนิด mnn1∆ ให้กับโครงกำร
ที่ 3 เพื่อน ำไปสังเครำะห์อนุภำคแมนแนน 
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การทดสอบการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ต่อแมนแนนของเชื้อรา C. albicans, C. parapsilosis และ 
C. dubliniensis 
 น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูก (bone marrow-derived DCs) มำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่
สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. parapsilosis และ C. dubliniensis ด้วยควำมเข้มข้น 12.5, 25 และ 50 
μg/mL เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง และน ำทดสอบควำมมีชีวิตของเซลล์ (ตำรำงที่ 1) พบว่ำแมนแนนมีผลต่อควำมมี
ชีวิตของเซลล์เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (เดนไดรติกเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น) ซึ่งโดยปกติแล้ว เมื่อเดนไดรติกเซลล์
ถูกกระตุ้น จะมีเซลล์บำงส่วนตำยหลังจำก 24 ชั่วโมง อย่ำงไรก็ตำม แมนแนนจำกเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไม่มีควำม
แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญต่อควำมชีวิตของเซลล์  
 
 
ตารางท่ี 1 กำรทดสอบควำมมีขีวิตของเดนไดรติกเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแมนแนนของเชื้อรำแคนดิดำ (mean 
 SD %) 

Candida species 
Mannan concentration (g/mL) 

     12.5       25        50  

C. albicans 78.16  3.57* 75.70  8.60* 68.61  10.80* 

C. palapsilosis 76.26  5.12* 79.35  3.09* 79.83  8.75* 

C. dubliniensis 71.42  7.24* 76.83  8.27* 73.39  7.87* 
    

 
 *p<0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ comparison with the negative control (100.00 ± 
10.47 %) 
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ต่อมำผู้วิจัยตรวจสอบผลของแมนแนนต่อสัดส่วนของเดนไดรติกเซลล์ โดยดูเปอร์เซ็นต์ เซลล์ที่มีกำร
แสดงออกของ CD11c ซึ่งเป็น marker ของเดนไดรติกเซลล์ พบว่ำแมนแนนจำกเชื้อรำทั้งสำมชนิดไม่มีผลต่อ
สัดส่วนของเดนไดรติกเซลล์ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (รูปที่ 10)  
 

 
รูปที่ 10 ผลของแมนแนนต่อเปอร์เซ็นต์ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่ พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. 
parapsilosis และ C. dubliniensis ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นน ำเซลล์มำย้อมด้วยแอนติ
บอดี้ต่อโมเลกุล CD11c และน ำมำวิเครำะห์ด้วย flow cytometry; N = 5 

 
 
เมื่อตรวจสอบกำรแสดงออกของ maturation marker ได้แก่ CD40, CD80, CD86 และ MHC class II 

(รูปที่ 11) พบว่ำแมนแนนที่สกัดจำก C. parapsilosis และ C. dubliniensis กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ได้ดีกว่ำ 
แมนแนนที่สกัดจำก C. albicans  
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รูปที่ 11 ผลของแมนแนนต่อ maturation ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่ พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. 
parapsilosis และ C. dubliniensis ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นน ำเซลล์มำย้อมด้วยแอนติ
บอดี้ต่อโมเลกุล CD40, CD80, CD86 และ MHC class II และน ำมำวิเครำะห์ด้วย flow cytometry; N = 5; P 
 0.05, p มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนที่สกัดจำก C. parapsilosis, d มีควำมแตกต่ำง
อย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนที่สกัดจำก C. parapsilosis 
 
  

เมื่อน ำ supernatant ของเดนไดรติกเซลล์มำตรวจวัดกำรผลิตไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับกำรอักเสบ และ
กำรต้ำนกำรอักเสบ (รูปที่ 12) พบว่ำแมนแนนของ C. parapsilosis สำมำรถกระตุ้นกำรผลิตไซโตไคน์ที่
เกี่ยวข้องกับกำรอักเสบชนิด IFN- และ IL-12 ซึ่งมีควำมส ำคัญในกำรตอบสนองของ T cell ชนิด T helper 1 
(Th1) โดย Th1 เป็นเซลล์ที่มีควำมส ำคัญในกำรต้ำนเชื้อกลุ่ม intracellular microbe เช่น เชื้อวัณโรค เป็นต้น 
นอกจำกนี้ IFN- ยังมีควำมส ำคัญต่อกำรกระตุ้นกำรท ำงำนของ natural killer cell (NK cell) และ cytotoxic 
T cell (CTL) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีควำมส ำคัญในกำรต้ำนเชื้อ intracellular microbe และเชื้อไวรัส  แมนแนนของ 
C. parapsilosis ยังสำมำรถกระตุ้นกำรผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-6 และ IL-23 ซึ่งมีควำมส ำคัญในกำรตอบสนอง
ของ T cell ชนิด Th17 โดย Th17 เป็นเซลล์ที่มีควำมส ำคัญในกำรต้ำนเชื้อกลุ่ม extracellular microbe เช่น 
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Cryptococcus และ Neisseria เป็นต้น ที่ส ำคัญแมนแนนของเชื้อ C. parapsilosis ไม่มีผลต่อกำรผลิตไซโต
ไคน์ต้ำนกำรอักเสบชนิด IL-4 และ IL-10  
 

รูปที่ 12 ผลของแมนแนนต่อกำรผลิตไซโตไคน์ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่ พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. 
parapsilosis และ C. dubliniensis ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นเก็บ supernatant มำ
ตรวจวัดชนิดและปริมำณของไซโตไคน์; N = 5; P  0.05, p มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมน
แนนที่สกัดจำก C. parapsilosis, d มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนที่สกัดจำก C. 
parapsilosis 
 
 จำกผลกำรทดลองพบว่ำแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อ C. parapsilosis มีประสิทธิภำพสูงในกำรกระตุ้นกำร
ตอบสนอง และกำรท ำงำนของเดนไดรติกเซลล์  
 
การทดสอบการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ต่อแมนแนน 
 เนื่องจำกกำรทดสอบต้องท ำหลำยควำมเข้มข้น และใช้แมนแนนหลำยชนิด และกำรสกัดแมนแนนต้อง
ใช้เวลำอย่ำงน้อย 2 สัปดำห์ ดังนั้นผู้วิจัยจึงต้องแยกทดสอบชนิดแมนแนนโดยใช้แมนแนนของ C. albicans เป็น
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กลุ่มควบคุมในกำรเปรียบเทียบ กำรทดลองนี้  เดนไดรติกเซลล์ได้รับกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ 
C. albicans, C. troplicalis, C. glabrata และ C. krusei ด้วยควำมเข้มข้น 12.5, 25 และ 50 μg/mL เป็น
เวลำ 24 ชัว่โมง และน ำทดสอบควำมมีชีวิตของเซลล์ พบว่ำแมนแนนของ C. krusei มีผลต่อควำมมีชีวิตของเซลล์
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ และแมนแนนอีก 3 ชนิด (รูปที่ 13A) เมื่อน ำเดนไดรติกเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยแมน
แนนที่ควำมเข้มข้น 25 μg/mL เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง มำตรวจวัดเปอร์เซ็นต์ของดนไดรติกเซลล์ (เซลล์ที่มีกำร
แสดงออกของ CD11c) พบว่ำแมนแนนของ  C. krusei มีผลท ำให้เปอร์เซ็นต์ของเดนไดรติกเซลล์ลดลง ซึ่ง
สอดคล้องกับผลทดสอบควำมมีชีวิตของเซลล์ (รูปที่ 13B) 
 

รูปที่ 13 ผลของแมนแนนต่อควำมมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ของเดนไดรติกเซลล์ 
A. น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. 
troplicalis, C. glabrata และ C. krusei ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นน ำเซลล์มำตรวจวัด
ควำมมีชีวิตด้วยเทคนิค MTT; N = 5; P  0.05, * มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ
,  มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนของเชื้อรำทุกกลุ่ม 
B. น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. 
troplicalis, C. glabrata และ C. krusei ด้วยควำมเข้มข้น 25 μg/mL เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นน ำเซลล์มำ

ย้อมด้วยแอนติบอดี้ต่อโมเลกุล CD11c และน ำมำวิเครำะห์ด้วย flow cytometry; N = 5; P  0.05, * มีควำม
แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ,  มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนข
องเชื้อรำทุกกลุ่ม 
 

ในกำรทดลองถัดมำ ผู้วิจัยท ำกำรตรวจสอบเซลล์ที่มีกำรแสดงออกของ CD40, CD80, CD86 และ 
MHC class II (รูปที่ 14) พบว่ำแมนแนนที่สกัดจำก C. krusei และ C. glabrata กระตุ้นกำรแสดงออกของ 
CD40 และ CD86 ได้ดีกว่ำแมนแนนที่สกัดจำก C. albicans และ C. troplicalis นอกจำกนี้แมนแนนที่สกัด
จำก C. glabrata กระตุ้นกำรแสดงออกของ CD80 และ MHC class II ได้ดีที่สุด 
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รูปที่ 14 ผลของแมนแนนต่อ maturation ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. troplicalis, 
C. glabrata และ C. krusei ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นน ำเซลล์มำย้อมด้วยแอนติบอดี้ต่อ
โมเลกุล โมเลกุล CD40, CD80, CD86 และ MHC class II และน ำมำวิเครำะห์ด้วย flow cytometry; N = 5; P 
 0.05, a มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนที่สกัดจำก C. albicans, t มีควำมแตกต่ำง
อย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนที่สกัดจำก C. tropicalis, k มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับ
แมนแนนที่สกัดจำก C. krusei 
 

เมื่อน ำ supernatant ของเดนไดรติกเซลล์มำตรวจวัดกำรผลิตไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับกำรอักเสบ และ
กำรต้ำนกำรอักเสบ (รูปท่ี 15) พบว่ำแมนแนนของ C. krusei ให้ผลคล้ำยคลึงกับแมนแนนของ C. parapsilosis  
สำมำรถกระตุ้นกำรผลิตไซโตไคน์ที่เก่ียวข้องกับกำรอักเสบชนิด IFN-, IL-12, IL-6 และ IL-23 ได้ดีที่สุด และไม่
มีผลต่อกำรผลิตไซโตไคน์ต้ำนกำรอักเสบชนิด IL-4 และ IL-10  
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รูปที่ 15 ผลของแมนแนนต่อกำรผลิตไซโตไคน์ของเดนไดรติกเซลล์ 
น ำเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนำจำกไขกระดูกมำกระตุ้นด้วยแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. troplicalis, 
C. glabrata และ C. krusei ด้วยควำมเข้มข้นต่ำงๆ เป็นเวลำ 24 ชม. จำกนั้นเก็บ supernatant มำตรวจวัด
ชนิดและปริมำณของไซโตไคน์; N = 5; P  0.05, * มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
ลบ,  มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญเมื่อเทียบกับแมนแนนของเชื้อรำทุกกลุ่ม 
 
การทดสอบความสามารถของแมนแนนในการกระตุ้นการตอบสนองของ T cell ในสตัว์ทดลอง 
 เพ่ือทดสอบคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ของแมนแนนในสัตว์ทดลอง ผู้วิจัยได้ท ำกำรฉีดสำรแมน
แนนร่วมกับโปรตีนแอนติเจนชนิด Ovalbumin หรือ OVA ในหนูเมำส์ผ่ำนทำงใต้ผิวหนัง จำกนั้นน ำต่อม
น้ ำเหลืองของหนูเมำส์มำบดแยกเซลล์ แล้วน ำเซลล์ที่ได้มำกระตุ้นซ้ ำด้วยโปรตีน OVA เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง และ
เก็บ supernatant ที่ได้จำกกำรเลี้ยงเซลล์มำตรวจวัดไซโตไคน์ IFN-, IL-17, IL-4 และ IL-10 เพ่ือใช้บ่งชี้ว่ำมี
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กำรตอบสนองของ T helper (Th) 1, Th17, Th2 และ regulatory T cell ตำมล ำดับ (รูปที่ 16) จำกผลกำร
ทดลองพบว่ำแมนแนนที่แยกจำกผนังเซลล์ของ C. albicans และ C. troplicalis สำมำรถกระตุ้น T cell หลั่งไซ
โตไคน์ชนิด IFN-, IL-4 และ IL-10 ได้ดี แมนแนนที่แยกจำกผนังเซลล์ของ C. krusei สำมำรถกระตุ้น T cell ให้
หลั่ง IL-17 ส่วนแมนแนนจำก C. glabrata ไม่มีฤทธิ์ในกำรกระตุ้นกำรตอบสนองของ T helper cell  
 

 
รูปที่ 16 กำรตอบสนองของ T cell ต่อแมนแนนของเชื้อรำแคนดิดำ 
หนูเมำส์ได้รับ OVA (20 μg/ml) ผสมกับแมนแนน (1 mg) ใน PBS 100 μl ผ่ำนทำงกำรฉีดใต้ผิวหนังสัปดำห์
ละ 1 ครั้ง จ ำนวน 2 สัปดำห์ ในวันที่ 7 หลังจำกกำรฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ำย ท ำกำรเก็บต่อมน้ ำเหลือง และแยก
เซลล์ น ำเซลล์มำกระตุ้นด้วย OVA (250 μg/ml); กลุ่มกำรทดลองได้แก่ กลุ่มควบคุมลบ (ได้รับ OVA อย่ำงเดียว) 
และ กลุ่มกำรทดลองที่ได้รับ OVA ร่วมกับแมนแนนที่สกัดจำกเชื้อรำ C. albicans, C. troplicalis, C. glabrata 
และ C. krusei จำก; N = 5; ใช้สถิติ One-way ANOVA 
 

อภิปราย / วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

องค์ประกอบหลักในวัคซีน ได้แก่ แอนติเจน (โปรตีน หรือเพปไทด์) และสำรเสริมฤทธิ์ (adjuvants) ซึ่ง
กำรให้แอนติเจนเพียงอย่ำงเดียวไม่สำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของระบบภูมิคุ้มกันได้ ดังนั้นกำรพัฒนำวัคซีนให้ได้
ประสิทธิผลดี จึงจ ำเป็นอย่ำงยิ่งที่จะต้องมีสำรเสริมฤทธิ์ที่ช่วยกระตุ้นกำรท ำงำนของระบบภูมิคุ้มกันให้ท ำงำน
อย่ำงมีประสิทธิภำพ (49) สำรเสริมฤทธิ์เป็นตัวส ำคัญในกำรส่งสัญญำณให้ภูมิคุ้มกันโดยก ำเนิด  (innate 
immunity) รับรู้ว่ำมีสิ่งแปลกปลอมเข้ำมำ นอกจำกนี้สำรเสริมฤทธิ์ยังเป็นตัวส ำคัญในกำรก ำหนดทิศทำงในกำร
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ตอบสนองของภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะ (adaptive immunity) ผ่ำนทำงกำรกระตุ้นกำรท ำงำนของภูมิคุ้มกันโดย
ก ำเนิด (49) 

เซลล์เป้ำหมำยหลักของของกำรน ำส่งวัคซีน และกำรกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสำรเสริมฤทธิ์  ได้แก่ 
เดนไดรติกเซลล์ ซึ่งเป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันโดยก ำเนิด เดนไดรติกเซลล์ท ำหน้ำที่หลักเป็น APC ซึ่งจะจับกิน 
ย่อยสลำย และน ำเสนอแอนติเจนให้แก่ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะ และเดนไดรติกเซลล์จะมีกำรแสดงออกของ 
PRRs หลำกหลำยชนิด ท ำให้สำมำรถรับรู้และถูกกระตุ้นด้วย PAMPs ได้หลำกหลำย ซึ่งสัญญำณจำก PRRs บน
เดนไดรติกเซลล์มีควำมส ำคัญในกำรท ำงำนของเดนไดรติกเซลล์ในกำรกระตุ้นและก ำหนดทิศทำงกำรตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะ (1, 22) นอกจำกนี้เดนไดรติกเซลล์ยังเป็นเซลล์ส ำคัญที่สำมำรถกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะให้สร้ำงระบบควำมจ ำ เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดกำรติดเชื้อซ้ ำได้ (50) 
 ในงำนวิจัยนี้คณะผู้วิจัยได้ทดสอบควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ของแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ 
S. cerevisiae สำยพันธุ์ต่ำงๆ ซึ่งผู้วิจัยคำดว่ำมีโครงสร้ำงของแมนแนนแตกต่ำงกัน จำกผลกำรทดลองพบว่ำแมน
แนนที่สกัดจำก S. cerevisiae สำยพันธุ์ mnn1∆ ให้ผลดีที่สุดในกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ให้หลั่งไซโตไคน์ที่
กระตุ้นกำรอักเสบ (pro-inflammatory cytokine) ชนิด IL-12 และ IL-23 ได้ดี ซ่ึง IL-12 มีควำมส ำคัญในกำร
กระตุ้น Th1 ซึ่งเป็น T cell ทีส่ ำคัญในกำรก ำจัดเชื้อ intracellular และ extracellular pathogens ส่วน IL-23 
มีควำมส ำคัญในกำรกระตุ้น Th17 ซึ่งเป็น T cell ที่ส ำคัญในกำรก ำจัดเชื้อ extracellular pathogens (51) เมื่อ
ผู้วิจัยท ำกำรฉีดกระตุ้นหนูเมำส์โดยใช้แมนแนนเป็นสำรเสริมฤทธิ์ ผู้วิจัยไม่พบควำมแตกต่ำงของสัดส่วนของ B 
cell และ T cell รวมถึง CD4 และ CD8 T cell ทั้งนี้เนื่องจำกผู้วิจัยตรวจวัดในระยะที่เป็น contraction phase   
ของระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งในระยะนี้ effector T cell จะเกิด   apoptosis โดยธรรมชำติ เนื่องจำกร่ำงกำยจะ
ควบคุมไม่ให้มีกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันมำกเกินไปจนเกิดอันตรำยต่อร่ำงกำย (51) ดังนั้นผู้วิจัยจึงยังต้องท ำ
กำรทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือตรวจวัดกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะใน effector phase จะได้เห็น
ควำมเปลี่ยนแปลงของชนิดของเซลล์ภูมิคุ้มกันแบบจ ำเพำะได้ชัดเจนยิ่งขึ้น 

อย่ำงไรก็ตำมใน contraction phase จะมีเซลล์ภูมิคุ้มกันบำงส่วนพัฒนำไปเป็น memory cell (51) 
ท ำให้ผู้วิจัยสำมำรถตรวจวัดควำมแตกต่ำงของ memory T cell ได้ ซึ่งพบว่ำ แมนแนนที่สกัดจำก S. cerevisiae 
สำยพันธุ์ mnn1∆ สำมำรถกระตุ้นให้   CD4 T cell พัฒนำไปเป็น memory T cell ได้มำกท่ีสุด ซึ่งกำรมี 
memory T cell ที่มำกข้ึนจะสำมำรถป้องกันกำรติดเชื้อได้ดี (2) ดังนั้น แมนแนนที่สกัดจำก S. cerevisiae สำย
พันธุ์ mnn1∆ จึงมีแนวโน้มที่มีคุณสมบัติของสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่ต้องกำร  
 ส่วนกำรทดสอบควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ของแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ Candida สปีชีส์
ต่ำงๆ ซึ่งผู้วิจัยคำดว่ำมีโครงสร้ำงของแมนแนนแตกต่ำงกันนั้น พบว่ำแมนแนนที่สกัดจำก C. parasilosis C. 
dubliniensis และ C. krusei สำมำรถกระตุ้น maturation ของเดนไดรติกเซลล์ดี และยังสำมำรถเหนี่ยวน ำให้
เดนไดรติกเซลล์หลั่งไซโตไคน์ที่กระตุ้นกำรอักเสบ (pro-inflammatory cytokine) ได้หลำยชนิดในปริมำณที่สูง
หลำย อย่ำงไรก็ตำมแมนแนน ที่สกัดจำก C. parasilosis C. dubliniensis ได้ปริมำณน้อย ผู้วิจัยจึงเลือกแมน
แนนที่สกัดจำก C. krusei มำทดสอบคุณสมบัติควำมเป็นสำรเสริมฤทธิ์ในสัตว์ทดลอง โดยพบว่ำ แมนแนนที่สกัด
จำก C. krusei เท่ำนั้นที่สำมำรถกระตุ้นกำรตอบสนองของ Th17 ซึ่งเป็น T cell ที่ส ำคัญในกำรก ำจัดเชื้อ 
extracellular pathogens ทั้งแบคทีเรีย และเชื้อรำ (51) ผูว้ิจัยจึงมีควำมสนใจน ำแมนแนนที่สกัดจำก C. krusei 
ไปพัฒนำเพ่ือใช้เป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนเพ่ือใช้ป้องกันรักษำโรคติดเชื้อ extracellular pathogens ที่มี
ควำมส ำคัญในประเทศไทย เช่น เชื้อ Leptospira ซึ่งท ำให้เกิดโรคฉี่หนู เป็นต้น 
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โครงการย่อยที่ 2 

 
การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ที่มีฤทธิ์กระตุ้นภมูคิุ้มกันจาก 

เช้ือราแซคคาโรไมซีสและแคนดิดา 
 

Characterization of immunogenic mannan oligosaccharides from 
Saccharomyces and Candida 

 
 
 
 
 

หัวหน้ำโครงกำรย่อย 
 

ผู้ช่วยศำสตรำจำรย์ ดร.ภำณวุัฒน์ ผดุงรส 
ภำควิชำเคมี คณะวิทยำศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 
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บทน า 
 
ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

กำรพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของสำรสกัดจำกผลิตภัณฑ์ธรรมชำติ (natural product) ที่สกัดได้จำกพืช 
สัตว์หรือจุลชีพเป็นงำนวิจัยที่มีควำมท้ำทำยเป็นอย่ำงมำก เนื่องจำกโดยทั่วไปแล้ว สำรจำกผลิตภัณฑ์ธรรมชำติมี
โครงสร้ำงทำงเคมีที่ซับซ้อนและสำรที่แยกได้จำกกำรท ำบริสุทธิ์นั้นมีปริมำณน้อย ซึ่งเทคนิคที่เป็นที่นิยมอย่ำง
แพร่หลำยของนักวิจั ยทำงผลิตภัณฑ์ธรรมชำติ  คือ  เทคนิค Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
spectroscopy เนื่องจำกเป็นเทคนิคที่ให้ข้อมูลได้อย่ำงลึกซึ้ง สำมำรถแสดงผลถึงกำรเชื่อมต่อกันของอะตอมถึง
ในระดับสำมมิติ ซึ่งนับว่ำเป็นข้อได้เปรียบเป็นอย่ำงมำกเมื่อเปรียบเทียบกับกำรวิเครำะห์ด้วยวิธีอ่ืน (1) ในกรณีที่
สำรที่สนใจศึกษำเป็นสำรประกอบคำร์โบไฮเดรตเช่น สำรประเภทโพลีแซคคำไรด์หรือออลิโกแซคคำไรด์ กำร
พิสูจน์สูตรโครงสร้ำงทำงเคมีก็ยิ่งเป็นกำรศึกษำที่มีควำมซับซ้อนมำกขึ้นไปอีก เนื่องจำกสำรประกอบ
คำร์โบไฮเดรตเหล่ำนั้นประกอบขึ้นมำจำกน้ ำตำลโมเลกุลเดี่ยวหลำยชนิดและยังมีโอกำสเกิดพันธะไกลโคไซด์ได้
หลำกหลำยรวมถึงสเตอริโอเคมีที่ต่ำงกันของพันธะเหล่ำนั้นด้วย แม้ว่ำกำรพิสูจน์โครงสร้ำงของสำรประกอบ
คำร์โบไฮเดรตจะเป็นงำนที่ซับซ้อน (2-5) แต่ก็เป็นที่สนใจของนักวิจัยจ ำนวนมำก เนื่องจำกมีสำรประกอบ
คำร์โบไฮเดรตหลำยชนิดมีฤทธิ์ทำงชีวภำพที่น่ำสนใจและได้รับกำรศึกษำโครงสร้ำงทำงเคมีด้วยเทคนิค NMR 
spectroscopy ยกตัวอย่ำงเช่น -(1,3) glucans เป็นออลิโกแซคคำไรด์ซึ่งประกอบไปด้วยน้ ำตำลกลูโคสในสำย
โซ่หลักยึดต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ชนิด  ที่ต ำแหน่ง 1 และ 3 สกัดได้จำกจุลินชีพและสำหร่ำยทะเล พบว่ำมี
ฤทธิ์ในกำรกระตุ้น natural killer (NK) cells, T-cells และ nuclear factor-B (NF-B) (6-8)  นอกจำกนั้น
ยังมี heparin และ heparan sulfate ซึ่งเป็นออลิโกแซคคำไรด์ประเภท glycosaminoglycan (GAG) โดยสำย
โซ่หลักประกอบไปด้วยพันธะชนิด -(1,4) ระหว่ำง uronic acid และ glucosamine ซึ่งออลิโกเมอร์ของ 
heparin และ heparan sulfate นี้มีควำมเป็นกรดสูงมำกและถูกน ำไปประยุกต์ใช้เป็นสำรป้องกันกำรแข็งตัว
ของเลือด (anticoagulant) (9-11)   

ในแผนงำนวิจัยนี้ คณะผู้วิจัยมีควำมสนใจในกำรพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน (vaccine adjuvant) ที่มำ
จำกแมนแนนออลิ โกแซคคำไรด์ซึ่ งสกัดได้จำกผนั งเซลล์ของเชื้ อรำแซคคำโรไมซีสและแคนดิดำ 
(Saccharomyces and Candida)  โดยแมนแนนที่ได้จำกผนังเซลล์ของเชื้อรำนี้ เป็นออลิโกแซคคำไรด์ที่
ประกอบไปด้วยโมเลกุลของน้ ำตำลแมนโนสยึดต่อกันด้วยพันธะ -(1,6) ในสำยโซ่หลัก (12) โครงกำรวิจัยย่อยที่ 
1 ได้ศึกษำกำรตัดยีนเดี่ยว (single gene deletion) แต่ละยีนของ S. cerevisiae ท ำให้ได้สำยพันธุ์ของ S. 
cerevisiae mutant ที่มีโครงสร้ำงของแมนแนนในผนังเซลล์ที่แตกต่ำงกันออกไป ส่งผลให้สำมำรถในกำรผลิต
แมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีโครงสร้ำงหลำกหลำย จำกผลกำรทดสอบเบื้องต้นต่อกำรตอบสนองของเดนได
รติกเซลล์ พบว่ำแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มำจำกเชื้อรำต่ำงชนิดกัน ส่งผลต่อกำรตอบสนองของเดนไดรติก
เซลล์ได้แตกต่ำงกัน แต่อย่ำงไรก็ตำม ในขณะนี้ยังขำดข้อมูลของโครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำ
ไรด์ที่ใช้ในกำรศึกษำ  

ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนน ซึ่งผ่ำนกำรทดสอบ
เบื้องต้นจำกห้องปฏิบัติกำรโดยโครงกำรย่อยที่ 1 ว่ำมีฤทธิ์ในกำรตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ โดยผู้วิจัยจะ
อำศยักรรมวิธีทำงเคมีและทำงเทคนิค NMR spectroscopy ในกำรพิสูจน์สูตรโครงสร้ำง โดยหวังเป็นอย่ำงยิ่งว่ำ 
ข้อมูลที่ได้จะช่วยให้เกิดควำมเข้ำใจต่อลักษณะโครงสร้ำงที่จ ำเป็นในกำรกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ และเข้ำใจกลไก
กำรตอบสนองได้ดียิ่งขึ้น ท้ำยที่สุดจึงส่งผลให้สำมำรถพัฒนำสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่มีประสิทธิภำพได้ 
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ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง  
การศึกษาโครงสร้างของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ที่ไดจ้าก Saccharomyces  

Hounsell และคณะ (13) รำยงำนกำรพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้จำก
กำรสกัดผนังเซลล์ของ Saccharomyces cerevisiae สำยพันธุ์ Sc500 ซึ่งมีฤทธิ์ต่อ antibody ของผู้ป่วยที่เป็น
โรค Crohn คณะผู้วิจัยเริ่มจำกกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงโดยใช้ NMR spectroscopy จำกนั้นจึงย่อยแมนแนนให้
เป็นน้ ำตำลโมเลกุลเดี่ยวด้วยสำรละลำยเบสอัลคำไลด์ ย่อยแมนแนนให้เป็นสำยสั้นๆด้วยสำรละลำยกรดและ 
acetolysis จำกนั้นผู้วิจัยจึงน ำแมนแนนสำยสั้นที่ได้จำกกำรย่อยไปทดสอบฤทธิ์กระตุ้น antigen ด้วยเทคนิค 
ELISA โดยพบว่ำแมนแนนที่มีล ำดับเป็น -Man(1,3)-Man(1,2) มีฤทธิ์สูงสุด 

Bock และคณะ (14) รำยงำนกำรพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้จำกกำร
สกัดผนังเซลล์ของ Saccharomyces cerevisiae ที่เป็นสำรสกัดหยำบไม่ผ่ำนกำรจ ำกัดโปรตีนออกก่อน โดยใช้
เทคนิค NMR spectroscopy ที่ควำมถ่ีสูงถึง 750 MHz (high filed NMR spectroscopy) จึงท ำให้คณะผู้วิจัย
ได้ข้อมูลที่มีคุณภำพสูงมำกโดยสำมำรถหำอัตรำส่วนของสำยโซ่ก่ิงเทียบกับสำยโซ่ตรงของแมนแนน โดยผู้วิจัยใช้
เทคนิค 1H, 13C, COSY, TOCSY, ROESY, 1H-13C HMQC, 1H-13C HMQC-TOCSY, 1H-13C HMBC ในกำร
วิเครำะห์ (รูปที่ 17) 

 

 
 

รูปที่ 17  แสดงโครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่สกัดได้จำกผนังเซลล์ของ S. cerevisiae 

 
Ballou และคณะ (15) ใช้กระบวนกำรทำงเคมีของปฏิกิริยำ acetolysis ในกำรย่อยแมนแนนออลิโก

แซคคำไรด์ของ Saccharomyces cerevisiae จ ำนวน 2 สำยพันธุ์ (238C และ brewer’s yeast strain) ให้
เป็นสำยที่สั้นลงและทดสอบฤทธิ์กำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยพบว่ำกำรย่อยในสภำวะกรดของแมนแนนที่ต่อกันด้วย
พันธะ -(1,6) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นแมนแนนสำยสั้นๆ ได้แก่ mannan-tetraose, mannan-triose, mannan-
biose และ mannose (รูปที่ 18) 
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รูปที่ 18 แสดง 1D 1H  NMR ของแมนแนนในตัวท ำละลำยชนิด D2O และ 2D 1H-1H TOCSY ส่วนในรูปเล็ก 
(inset) เป็น 13C anomeric HSQC ของแมนแนน 

 
Raschke และคณะ (16) ศึกษำองค์ประกอบและโครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่สกัดได้

จ ำกผนั ง เ ซลล์ ของ เ ชื้ อ ร ำ  Saccharomyces จ ำนวน  4 ส ำย พันธุ์ ไ ด้ แก่  Saccharomyces italicus, 
Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces chevalieri และ Saccharomyces carlsbergensis โดย
ใช้ปฏิกิริยำ acetolysis เพ่ือย่อยให้เป็นแมนแนนสำยโซ่ที่สั้นลง โดยได้ผลิตภัณฑ์เป็น mannan-tetraose, 
mannan-triose, mannan-biose และ mannose จำกนั้นจึงท ำกำรศึกษำถึงพันธะระหว่ำงแมนโนสด้วย
ปฏิกิริยำ methylation จำกนั้นจึงรีดิวซ์ให้เป็น  mannitol ต่อด้วยปฏิกิริยำ acetylation แล้วจึงวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค gas chromatography และ mass spectroscopy จำกรูปที่ 19 จะพบว่ำแมนโนสที่อยู่ด้ำนปลำยของ
สำย ทั้งด้ำน non-reducing และ reducing end จะสำมำรถเกิดปฏิกิริยำเอซิลเลชันได้เพียงครั้งเดียว ต่ำงจำก
แมนโนสที่อยู่กลำงสำยโซ่ จะเกิดเอซิลเลชันได้ 2 ครั้ง แต่หำกเป็นแมนโนสที่มีสำยโซ่กิ่ง ก็จะเกิดเอซิลเลชันได้
มำกกว่ำ 2 ครั้ง ขึ้นอยู่กับจ ำนวนโซ่ก่ิง ซึ่งผลิตภัณฑ์เอซิลเลชันที่ได้นี้จะให้ผล mass spectroscopy ที่มีน้ ำหนัก
โมเลกุลที่ต่ำงกัน คณะผู้วิจัยจึงสำมำรถวิเครำะห์อัตรำส่วนของโซ่กิ่งต่อสำยโซ่หลักได้    
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รูปที่ 19 แสดงกรรมวิธีทำงเคมีในกำรศึกษำชนิดของพันธะที่เชื่อมต่อกันระหว่ำงแมนโนสด้วยปฏิกิริยำ 
methylation และ acetylation ตำมล ำดับ 

 
การศึกษาโครงสร้างของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ที่ไดจ้าก Candida 

Suzuki และคณะ (17) รำยงำนกำรพิสูจน์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่สกัดได้
จำกเชื้อรำ Candida kefyr IFO 0586 โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือที่จะมีควำมเข้ำใจถึงโครงสร้ำงทำงเคมีของแมน
แนนที่มีผลต่อกลไกกำรตอบสนองระหว่ำง host และ parasite โดยคณะผู้วิจัยใช้ 1H, 13C NMR spectroscopy 
โดยเฉพำะเทคนิค 2D-HSQC, 2D-HOHAHA ในกำรพิสูจน์สูตรโครงสร้ำงของแมนแนนและพบว่ำแมนแนนมี
ลักษณะโครงสร้ำงเป็น comb-like structure โดยมีสำยโซ่ตรงเป็นแมนโนสที่มีพันธะแบบ -(1,6) ส่วนสำยโซ่
กิ่งเป็นแมนโนสที่ต่อกันด้วยพันธแบบ -(1,2) ดังรูปที ่20  

 

รูปที่ 20 แสดง 1H และ 13C chemical shift ของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่สกัดได้จำก Candida kefyr IFO 
0586 

Shibata และคณะ (18) รำยงำนถึงกำรศึกษำโครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้จำก 
Candida famata และ Candida saitoana ด้วยปฏิกิริยำ acetolysis และ 1D/2D NMR spectroscopy 
โดยเฉพำะเทคนิค 2D-HOHAHA ผลกำรศึกษำพบว่ำแมนแนนที่ได้จำก C. saitoana ประกอบไปด้วยแมนโนสที่
เชื่อมต่อกันดัวยพันธะ -(1,2) แต่ในขณะที่ไม่พบในแมนแนนที่ได้มำจำก C. famata   จำกนั้นจึงน ำผลิตภัณฑ์
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ที่ได้จำกกำร  acetolysis ไปศึกษำกำรยับยั้ง factor 9 serum ด้วยเทคนิค ELISA ซึ่งพบว่ำแมนแนนที่ได้จำก 
Candida saitoana มีฤทธิ์ในกำรยับยั้งสูงกว่ำแมนแนนจำก Candida famata ถึง 20 เท่ำ (รูปที่ 21) 

 
 

 
 
รูปที่ 21 แสดง 2D-HOHAHA spectra ในบริเวณสัญญำณของแอนนอมอริก โปรตอน (anomeric proton) 
ของแมนแนนที่ได้จำก C. famata และ C. saitoana  
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นอกจำกนั้น Shibata และคณะ (19) ยังได้ศึกษำถึงแมนแนนซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ของ C. 
glabrata  จ ำนวน 3 สำยพันธุ์ได้แก่ NBRC 0005, NBRC 0622, NBRC 103857  โดยที่ C. glabrata นั้นเป็น
เชื้อรำที่ก่อให้เกิดอำกำรติดเชื้อและยำกต่อกำรรักษำ มักท ำให้ผู้ป่วยเสียชีวิตโดยเฉพำะในกรณีผู้ป่วยอ่อนแอ 
ผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษำแมนแนนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ โดยพิจำรณำควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงโครงสร้ำงของแมนแนนต่อควำมสำมำรถในกำรดื้อยำ antifungal ชนิด azole จำกข้อมูล 1H NMR และ 
methylation ของผลิตภัณฑ์ที่ได้จำก acetolysis ของ C. glabrata ทั้ง 3 สำยพันธุ์แสดงให้เห็นถึงควำม
แตกต่ำงอย่ำงเด่นชัด โดยในกรณีของ NBRC 103857 พบแมนโนสเชื่อมกันแบบพันธะ -(1,2) บนสำยโซ่กิ่ง
ปริมำณมำกแต่ในทำงกลับกันส ำหรับสำยพันธุ์ NBRC 0005 และ NBRC 0622 พบแมนโนสเชื่อมกันแบบพันธะ 
-(1,2) บนสำยโซ่กิ่งเพียงเล็กน้อยเท่ำนั้น  (รูปที่ 22) ส่วนผลกำรทดสอบกำรดื้อยำนั้น พบว่ำสำยพันธุ์ NBRC 
103857 ซึ่งมีแมนโนสเชื่อมกันแบบพันธะ -(1,2) บนสำยโซ่กิ่งจ ำนวนมำก มีกำรตอบสนองต่อ antifungal 
drug มำกท่ีสุด งำนวิจัยนี้จึงเป็นตัวอย่ำงหนึ่งของกำรเข้ำใจและทรำบถึงโครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนซึ่งส่งผล
ต่อกำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ     

     

 
 
รูปที่ 22 แสดง DQF-COSY spectra ของแมนแนนที่เชื่อมต่อกันดัวยพันธะ -(1,6) ได้จำกปฏิกิริยำ 
acetolysis โดย 1H NMR spectra ทำงด้ำนขวำแสดงสัญญำณ cross-peaks  

 
วัตถุประสงค์โครงการ    

เพ่ือพิสูจน์สูตรโครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกันจำกเชื้อรำ
แซคคำโรไมซีสและแคนดิดำ 
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ขอบเขตการวิจัย  
โครงกำรวิจัยนี้จะพัฒนำกรรมวิธีทำงเคมีเช่น acylation และ acetolysis เพ่ือใช้ในกำรย่อยแมนแน

นออลิโกแซคคำไรด์ให้เป็นสำยที่สั้นลง จำกนั้นจึงผ่ำนกำรท ำให้บริสุทธิ์ แล้วจึงใช้เทคนิค Nuclear Magnetic 
Resonance spectroscopy  เพ่ือวิเครำะห์โครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนน    
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ทรำบโครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกันจำกเชื้อรำแซคคำโรไม
ซีสและแคนดิดำ ซึ่งสำมำรถน ำไปพัฒนำในกำรออกแบบสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 

Acetylation ของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ 
 แมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่มีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกันจำกเชื้อรำแซคคำโรไมซีสและแคนดิดำ ที่ได้จำก
โครงกำรย่อยที่ 1 น ำมำให้ควำมร้อนในตัวท ำละลำยพิริดีนและอะซิติกแอนไฮไดรด์โดยใช้อ่ำงน้ ำร้อนเป็นเวลำ 8 
ชั่วโมง ซึ่งระหว่ำงนี้จะสังเกตเห็นได้ว่ำแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่เกิดปฏิกิริยำอะเซติลเลชันจะเริ่มละลำยเป็น
เนื้อเดียวกันกับตัวท ำละลำยพิริดีนเนื่องจำกมีควำมเป็นขั่วของโมเลกุลลดลง จำกนั้นเมื่อครบเวลำที่ก ำหนดไว้ จึง
ระเหยตัวท ำละลำยพิริดีนออกโดยใช้เครื่องระเหยภำยใต้ควำมดันสุญญำกำศ ณ อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส ซึ่ง
จะได้ของผสมลักษณะข้นเหนียว  
 
Acetolysis ของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ 
 น ำของผสมที่ได้มำเติมอะซิติกแอนไฮไดรด์ กรดอะซิติกและกรดซัลฟิวริกเข้มข้นตำมล ำดับ จำกนั้นจึงให้
ควำมร้อนที่ 40 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 13 ชั่วโมงเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำอะเซตโตไลซีสที่สมบูรณ์ เมื่อครบเวลำที่
ก ำหนดจึงปรับควำมเป็นกรดด้วยพิริดีน จำกนั้นจึงระเหยตัวท ำละลำยออกโดยใช้เครื่องระเหยภำยใต้ควำมดัน
สุญญำกำศ ณ อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส จำกนั้นละลำยสำรเหลืออยู่หลังจำกระเหยแล้ว ด้วยคลอโรฟอร์มและ
น้ ำกลั่น สกัดโดยใช้กรวยแยกและสกัดซ้ ำด้วยคลอโรฟอร์มอีกครั้ง แล้วจึงน ำชั้นของตัวท ำละลำยคลอโรฟอร์ม
ทั้งหมดมำก ำจัดน้ ำที่หลงเหลืออยู่ด้วยโซเดียมซัลเฟต จึงน ำไประเหยแห้ง ท้ำยที่สุดก ำจัดควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่
ด้วยกำรท ำ azeotropic distillation กับโทลูอีน 
 
Decetylation ของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์สายส้ันที่ผ่านการ acetolysis 
 ใส่ตัวท ำละลำยเมทำนอลลงในแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์สำยสั้นที่ผ่ำนกำร acetolysis จำกขั้นที่ 1  
หำกละลำยได้ไม่สมบูรณ์ต้องอุ่นให้ควำมร้อนเล็กน้อยด้วยอ่ำงน้ ำร้อนจนของผสมละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน  
จำกนั้นจึงค่อยๆเติมสำรละลำยแบเรียมเมททอกไซด์ (Ba(OMe)2) ในเมททำนอล ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 
20 นำที ซึ่งจะสังเกตเห็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นแยกชั้นออกมำ จำกนั้นจึงเติมน้ ำแข็งแห้ง (solid CO2) เพ่ือท ำลำย
แบเรียมเมททอกไซด์ที่เหลืออยู่ จำกนั้นจึงระเหยตัวท ำละลำยทั้งหมดให้แห้ง   
 
การท าบริสุทธิ์สารแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ 

ท ำบริสุทธิ์สำรแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ด้วย column chromatrography โดยใช้ Sephadex หรือ 
Biogel P-2 เป็นวัฏภำคคงที่ โดยเติมน้ ำกลั่นลงไปละลำย แมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้จำกกำรระเหยแห้งใน
ขั้นที่ 2 ปริมำณเล็กน้อย จำกนั้นน ำไปเซนติฟิวส์เพื่อน ำเฉพำะสำรละลำยส่วนใสไปท ำบริสุทธิ์ โดยใช้ column 
chromatrography โดยใช ้sephadex G-25 หรือ Biogel P-2 เป็นวัฏภำคคงที่ และชะคอลัมน์ด้วยน้ ำกลั่นด้วย
อัตรำเร็วประมำณ 20 mL ต่อชั่วโมง และตรวจสอบปริมำณของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้ในแต่ละแฟรค
ชันด้วยเทคนิค phenol-sulfuric acid    

 
 พิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนออลิโกแซคคาไรด์ดว้ยเทคนิค NMR spectroscopy 
 น ำแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ผ่ำนกำรท ำบริสุทธิ์มำละลำยด้วยตัวท ำละลำย deuterated solvents 
โดยเตรียมควำมเข้มข้นดังนี้ ส ำหรับกำรทดลอง 1H NMR ใช้ตัวอย่ำงที่ควำมเข็มเข้น 3-10 mg/ 0.7 mL ส่วน
กำรทดลอง 13C NMR ใช้ตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น 15-25 mg/ 0.7 mL โดยใช้เครื่อง Bruker NMR spectrometer 
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ณ ภำควิชำเคมี คณะวิทยำศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย โดยใช้ควำมถี่        400 MHz ส ำหรับ 1H NMR 
spectroscopy และควำมถี่ 100 MHz ส ำหรับ 13C NMR spectroscopy โดยเริ่มจำกจำกเก็บข้อมูล  1D 
experiment จำกนั้นจึงเก็บข้อมูล 2D experiment ยกตัวอย่ำงเช่น COSY, HMBC, HSQC ซึ่งข้อมูลทั้งหมดที่
รวมรวมได้ จะน ำมำวิเครำะห์เพ่ือพิสูจน์โครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ในที่สุด  
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ผลการวิจัย 
 
การศึกษาโครงสร้างของน้ าตาลแมนโนสด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
 เนื่องจำกโครงสร้ำงของแมนแนนออลิโกแซคคำร์ไรด์มีโครงสร้ำงที่ซับซ้อนและกำรวิเครำะห์โครงสร้ำง
ด้วยเทคนิค NMR นั้นควรเริ่มจำกมอนอเมอร์น้ ำตำลแมนโนสซึ่งจะท ำให้ทรำบถึงสัญญำณ NMR โดยคร่ำวๆ แต่
อย่ำงไรก็ตำมสัญญำณของ 1H และ 13C NMR ของออลิโกแซคคำร์ไรด์ โดยเฉพำะสัญญำณโปรตอนมักจะมีค่ำ 
chemical shift ที่ใกล้เคียงกันมำก ซึ่งเทคนิคที่นิยมใช้ในกำรขยำยควำมแตกต่ำงของสัญญำณคือกำรปรับปรุง
หมู่แทนที่ไฮดรอกซิลของคำร์โบไฮเดรตด้วยหมู่อะเซลติล (acetylation) ซึ่งควำมสำมำรถในกำรดึงอิเล็กตรอน
ของหมู่อะเซตติลนี้จะท ำให้สัญญำณโปรตอนเลื่อนไปทำงต ำแหน่ง downfield เมื่อเทียบกับสัญญำณที่ไม่ผ่ำน
กำรปรับปรุงหมู่แทนที่ (รูปที่ 23) 
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รูปที่ 23 แสดงโครงสร้ำงเคมีของ D-mannoside และ pentaacetyl--D-mannoside 

 
จำกรูปที่ 24 เป็น 1H NMR spectrum ของ D-mannoside1 ซึ่งไม่ผ่ำนกำรปรับปรุงโครงสร้ำง จะ

พบว่ำสัญญำณของโปรตอนจะซ้อนทับกันอยู่ ในช่วง  3.00–4.00 ppm แม้ว่ำจะใช้ เครื่อง NMR ซึ่งมี
สนำมแม่เหล็กสูงถึง 600 MHz ก็ตำม ท ำให้ผู้วิจัยวำงแผนที่จะศึกษำโครงสร้ำงของมอนอเมอร์แมนโนสที่ผ่ำน
กำรปรับปรุงหมู่ไฮดรอกซิลเป็นหมู่อะเซตติลในเบื้องต้น 
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รูปที่ 24 1H NMR spectrum ของ D-mannoside ที่ไม่ผ่ำนกำรปรับปรุงหมู่ไฮดรอกซิล (600 MHz, D2O)1 

 
ท ำปฏิกิริยำ acylation ของสำรประกอบคำร์ โบไฮเดรตโดย  ในสภำวะที่ปรำศจำกควำมชื้น 

(anhydrous conditions) และใช้ acetic anhydride เป็น acylating agent โดยมี pyridine ท ำหน้ำที่เป็นทั้ง
เบสและเป็นตัวท ำละลำย (รูปที่ 25)   
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รูปที่ 25 แสดงปฏิกิริยำ acylation ของ D-mannoside โดยใช้ acetic anhydride 

  
ผู้วิจัยศึกษำ NMR spectroscopy ของ penta-O-acetyl--D-mannoside โดยใช้เทคนิค 1H NMR 

ใช้เครื่องมือที่ภำควิชำเคมี คณะวิทยำศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย โดยให้ผลกำรทดลองเป็นที่น่ำพอใจ 
กล่ำวคือสัญญำณโปรตอนทั้ง 7 โปรตอนบนวงไพรำโนสของน้ ำตำลแมนโนส แยกออกจำกกันอย่ำงชัดเจน (รูปที่ 
26) หลังจำกกำรใช้ข้อมูลอ่ืนจำกกำรทดลองด้วยเทคนิค 2D NMR spectroscopy  ท ำให้สำมำรถวิเครำะห์
สัญญำณเป็นไปตำมรูปภำพที่ 2 โดยพบว่ำสัญญำณซึ่ง downfield มำกที่สุดคือ ที่ 6.08 ppm เป็นสัญญำณ
ของ H1 ซึ่งเป็น anomeric proton และมีสัญญำณที่ซ้อนทับใกล้เคียงกันอยู่ เพียงคู่ เดียวคือ H3, H4 ที่
จ ำเป็นต้องศึกษำเพ่ิมเติม ส่วนสัญญำณท่ี 2.00–2.20 ppm เป็นของหมู่อะเซตติลทั้ง 5 หมู่ 

 

                                                           
1 Database resources of the National Center for Biotechnology Information 
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รูปที่ 26 แสดง 1H NMR spectrum ของ penta-O-acetyl--D-mannoside (400 MHz, CDCl3) 

  
จำกนั้นจึงท ำกำรทดลองด้วยกำรวัดสัญญำณ 13C NMR ซึ่งให้ผลเป็นที่น่ำพอใจเช่นเดียวกัน (รูปที่ 27) 

กล่ำวคือสำมำรถระบุสัญญำณทุกสัญญำณได้ ยกตัวอย่ำงเช่น สัญญำณที่ downfield ที่สุด ณ  90.64 ppm 
เป็นสัญญำณของคำร์บอนที่ต ำแหน่ง anomeric (C1) ส่วนสัญญำณที่  62.14 ppm ซึ่งเป็นสัญญำณที่  
upfield สูงที่สุดบนวงไพรำโนสเป็นสัญญำณของคำร์บอนต ำแหน่งที่  6 (C6) ซึ่งเป็นคำร์บอนที่ต่ออยู่กับไพรมำรี
แอลกอฮอล์ ส่วนสัญญำณที่  20.57–20.79 ppm และ  167.09–170.87 ppm เป็นของหมู่อะเซตติลทั้ง 5 
หมู่   
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รูปที่ 27 แสดง 13C NMR spectrum ของ penta-O-acetyl--D-mannoside (100 MHz, CDCl3) 

 
 ผู้วิจัยได้ศึกษำต่อโดยใช้เทคนิค 2D NMR spectroscopy เพ่ือเป็นกำรยืนยันในกำรระบุโครงสร้ำงด้วย
เทคนิค 1D NMR spectroscopy ของ 1H, 13C spectroscopy ก่อนหน้ำนี้ โดยเริ่มจำกเทคนิค COSY ซึ่งเป็น
เทคนิคที่แสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตอนที่อยู่ข้ำงเคียงกันในระยะไม่เกิน 3 พันธะ (3-bond coupling) โดย
จำกรูปที่ 28 จะพบว่ำข้อมูลที่ได้สอดคล้องและสนับสนุนกำรระบุสัญญำณของเทคนิค 1H NMR ยกตัวอย่ำงเช่น 
พบ cross-signal ( 5.26, 6.10 ppm) ระหว่ำง H1 และ H2 ซึ่งยืนยันว่ำโปรตอนทั้งคู่เป็น vicinal proton 
บนวงไพรำโนส หรือพบ cross-signal ( 4.10, 4.27 ppm)  ระหว่ำง H6a และ H6b ซึ่งยืนยันว่ำโปรตอนทั้งคู่
เป็น geminal proton อยู่บนคำร์บอนต ำแหน่งเดียวกัน (C6)        
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รูปที่ 28 แสดง COSY spectrum ของ penta-O-acetyl--D-mannoside (400 MHz, CDCl3) 

 
 รูปที่ 29 แสดงสเปคตรัมของ HSQC experiment  ซึ่งเป็นเทคนิค 2D NMR spectroscopy ที่แสดง
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตอนและคำร์บอนที่อยู่ติดกัน (1-bond coupling) โดยพบว่ำข้อมูลที่ได้สอดคล้องและ
สนับสนุนกำรระบุสัญญำณของเทคนิค 13C NMR เช่นกัน ตัวอย่ำงเช่น พบ cross-signal ( 6.08, 90.96 ppm) 
ระหว่ำง H1 และ C1 ซึ่งยืนยันถึงกำรระบุชนิดของคำร์บอนบน 13C NMR หรือพบ cross-signal ( 4.27, 
61.78 ppm และ 4.09, 61.78 ppm)  ระหว่ำง H6a และ H6b กับ C6 ซึ่งยืนยันว่ำโปรตอนทั้งคู่เป็น geminal 
proton อยู่บนคำร์บอนต ำแหน่งเดียวกัน (C6) นอกจำกนี้เทคนิค HSQC ซึ่งเป็นเทคนิคชนิด phase-sensitive 
experiment ยังให้ข้อมูลเ พ่ิมเติมจำกสีของสัญญำณ cross-signal กล่ำวคือ หำกเป็น positive-phase 
correlation จะแสดงสัญญำณ cross-signal เป็นสีส้ม (สีขึ้นอยู่กับกำร set up ของเครื่องมือ) ซึ่งจะเป็น
สัญญำณของหมู่ CH หรือ CH3 แต่หำกเป็น  negative-phase correlation จะแสดงสัญญำณ cross-signal 
เป็นสีฟ้ำและเป็นสัญญำณของหมู่ CH2          
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รูปที่ 29 แสดง HSQC spectrum ของ penta-O-acetyl--D-mannoside (400 MHz, CDCl3) 

 
รูปที่ 30 แสดงสเปคตรัมของ HMBC experiment  ซึ่งเป็นเทคนิค 2D NMR spectroscopy ที่แสดง

ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตอนและคำร์บอนที่อยู่ห่ำงกัน (long range coupling) โดยจำกรูปภำพพบว่ำข้อมูลที่
ได้สอดคล้องและสนับสนุนกำรระบุสัญญำณของเทคนิค 13C NMR ยกตัวอย่ำงเช่น พบ cross-signal ( 6.08, 
68.07 ppm) ระหว่ำง H1 และ C2 ซึ่งยืนยันถึงกำรระบุชนิดของคำร์บอนบน 13C NMR หรือพบ cross-signal 
( 4.27, 70.64 ppm)  ระหว่ำง H6a กับ C5 เป็นต้น 
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รูปที่ 30 แสดง HMBC spectrum ของ penta-O-acetyl--D-mannoside (400 MHz, CDCl3) 

 
การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา Saccharomyces 

ศึกษาปฏิกิริยา acylation เพื่อใช้ในการในการแยกแมนแนนจาก Saccharomyces 
 ผู้วิจัยได้รับออลิโก-แมนแนนของเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 จำกกลุ่มวิจัยของ ผศ.ดร.พัช
รี  ฤทธิ์ประจักษ์ ภำควิชำจุลชีววิทยำ คณะทันตแพทยศำสตร์ จำกข้อมูลงำนวิจัยก่อนหน้ำนี้ คำดว่ำมีโครงสร้ำง
หลักท่ีมีกำรเชื่อมต่อกันของแมนโนสด้วยพันธะแบบ(1,6) ผู้วิจัยจึงหำโครงสร้ำงเบื้องต้นด้วยเทคนิค 13C NMR 
ดังรูปที่ 31 ซึ่งจะเห็นได้ว่ำโครงสร้ำงมีควำมเป็นเนื้อเดียวกันสูง (homogeneous) จึงเหมำะส ำหรับน ำมำใช้
ศึกษำหำโครงสร้ำงด้วยเทคนิค NMR ต่อไป 
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รูปที่ 31 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2                
(400 MHz, D2O) 
 
 จำกนั้นผู้วิจัยจึงวำงแผนดัดแปลงโครงสร้ำงของหมู่ไฮดรอกซิลด้วยหมู่อะเซตติล แต่เนื่องจำกบริษัทขำย
สำรเคมีได้แจ้งให้ทรำบว่ำ acetic anhydride ซึ่งเป็นสำรที่จ ำเป็นต้องใช้นั้น ไม่สำมำรถน ำเข้ำมำขำยในประเทศ
ไทยได้ เนื่องจำกเป็นสำรตั้งต้นที่ใช้ในกำรผลิตยำเสพติด จ ำเป็นต้องขออนุญำตจำกองค์กำรอำหำรและยำก่อน
และจะใช้เวลำหลำยเดือน ทำงกลุ่มวิจัยจึงหันมำใช้ propionic anhydride ซึ่งเป็นสำรประเภท anhydride 
เหมือนกันแต่โครงสร้ำงมีสำยคำร์บอนเพ่ิมขึ้นมำหนึ่งอะตอม ซึ่งพบว่ำผลกำร acetylation ด้วย propionic 
anhydride นั้นให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นของผสมจ ำนวนมำกคำดว่ำเกิดจำกกำรเข้ำท ำปฏิกิริยำที่ไม่สมบูรณ์ของ 
propionic anhydride ที่มีขนำดโมเลกุลใหญ่กว่ำเมื่อเทียบกับ acetic anhydride (รูปที่ 32)   
 

 

 
รูปที่ 32 แสดงปฏิกิริยำ acylation ของออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 โดยใช้ 
propionic anhydride  

 ดังนั้นในขณะนี้คณะผู้วิจัยได้ท ำปฏิกิริยำ acylation ของออลิโก-แมนแนนใหม่อีกครั้ง โดยกลับมำใช้ 
acetic anhydride เป็น acylating agent แทน โดยน ำออลิโก-แมนแนนมำให้ควำมร้อนในตัวท ำละลำยพิริดีน
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และอะซิติกแอนไฮไดรด์โดยใช้อ่ำงน้ ำร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 12 ชั่วโมง ซึ่งระหว่ำงนี้จะ
สังเกตเห็นได้ว่ำออลิโก-แมนแนนที่เกิดปฏิกิริยำอะเซติลเลชันจะเริ่มละลำยเป็นเนื้อเดียวกันกับตัวท ำละลำยพิ
ริดีนเนื่องจำกมีควำมเป็นขั่วของโมเลกุลลดลง จำกนั้นเมื่อครบเวลำที่ก ำหนดไว้ จึงระเหยตัวท ำละลำยพิริดีนออก
โดยใช้เครื่องระเหยภำยใต้ควำมดันสุญญำกำศซ่ึงจะได้ของผสมลักษณะข้นเหนียว (รูปที่ 33)   
 

 
 
รูปที่ 33 แสดงปฏิกิริยำ acylation ของออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 โดยใช้ 
acetic anhydride  
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ศึกษาปฏิกิริยา acetolysis เพื่อใช้ในการในการแยกแมนแนนจาก Saccharomyces 
 น ำของผสมออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 ที่ผ่ำนปฏิกิริยำ acylation 
ข้ำงต้นมำท ำปฏิกิริยำไฮโดรไลซีสในสภำวะกรด ให้ควำมยำวของสำยโซ่สั้นลง โดยเติมของผสม อะซิติกแอนไฮ
ไดรด์/ กรดอะซิติก/กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (100:100:1, v/v/v) จำกนั้นจึงให้ควำมร้อนที่ 40 องศำเซลเซียสเป็น
เวลำ 36 ชั่วโมงเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำอะเซตโตไลซีสที่สมบูรณ์ เมื่อครบเวลำที่ก ำหนดจึงปรับ pH ให้เป็นกลำงด้วย
เบสพิริดีน ระเหยตัวท ำละลำยออกโดยใช้เครื่องระเหยภำยใต้ควำมดันสุญญำกำศ จำกนั้นสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม
และล้ำงด้วยน้ ำกลั่น 2 ครั้ง แล้วจึงน ำชั้นของตัวท ำละลำยคลอโรฟอร์มทั้งหมดมำก ำจัดน้ ำที่หลงเหลืออยู่ด้วย
โซเดียมซัลเฟต จึงน ำไประเหยแห้ง ท้ำยที่สุดก ำจัดควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่ด้วยกำรท ำ azeotropic distillation 
กับโทลูอีน ซึ่งในขั้นตอนนี้จะเป็นกำรท ำปฏิกิริยำไฮโดรไลซีสด้วยกรด ตัดสำยโซ่ออลิโก-แมนแนนชนิด (1,6) 
บนสำยโซ่หลักของออลิโก-แมนแนน (รูปที่ 34) 

จำกนั้นน ำของผสมที่ผ่ำนปฏิกิริยำ acetolysis มำละลำยด้วยเมทำนอลและอุ่นให้ควำมร้อนเล็กน้อย
ด้วยอ่ำงน้ ำร้อนจนของผสมละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน  จำกนั้นจึงค่อยๆเติมสำรละลำย โซเดียมเมททอกไซด์ 
(NaOMe) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 20 นำที แล้วจึงเติม 50% กรดอะเซติกเพ่ือท ำลำยโซเดียมเมททอกไซด์
ที่เหลืออยู่ จำกนั้นจึงระเหยตัวท ำละลำยทั้งหมดให้แห้ง ในขั้นตอนนี้จะได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นออลิโก-แมนแนนชนิด
สำยสั้นและหมู่ปกป้องอะเซทิลได้ถูกปลดออกหมดแล้ว   

 

 
 

รูปที่ 34 ปฏิกิริยำ acetolysis เพ่ือใช้ในกำรในกำรแยกแมนแนนออลิโกแซคคำร์ไรด์ 

 
ศึกษาเทคนิค chromatography ในการแยกแมนแนนจาก Saccharomyces 

เติมน้ ำกลั่นลงไปละลำย ออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 ที่ได้ผ่ำนกำร
ย่อยให้มีขนำดเล็กลงในขั้นที่ผ่ำนมำจำกนั้นน ำไปเซนติฟิวส์เพื่อน ำเฉพำะสำรละลำยส่วนใสไปท ำบริสุทธิ์ โดยใช้ 
column chromatography โดยใช้ Bio-Gel P-2 เป็นวัฏภำคคงที่ และชะคอลัมน์ด้วยน้ ำกลั่นด้วยอัตรำเร็ว
ประมำณ 10 mL ต่อชั่วโมง และตรวจสอบปริมำณของออลิโก-แมนแนนที่ได้ในแต่ละแฟรคชันด้วยเทคนิค 
phenol-sulfuric acid    
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วิเคราะห์โครงสร้างของแมนแนนจาก Saccharomyces ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
 จำกกำรทบทวนวรรณกรรม คณะผู้วิจัยมีสมมติฐำนถึงโครงสร้ำงของออลิโก-แมนแนนที่ใช้ในกำรศึกษำ
ครั้งนี้ตำมรูปที่ 35  
 

 
 

รูปที่ 35 แสดงโครงสร้ำงทำงเคมีที่คำดกำรณ์ของออลิโก-แมนแนนที่ใช้ในกำรศึกษำในงำนวิจัยนี้ 

 

ผู้วิจัยเริ่มจำกกำรศึกษำ NMR spectroscopy ของ ออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces 
ชนิด MNN2 ที่ผ่ำนกำรย่อยให้มีขนำดเล็กลง โดยใช้เทคนิค 1H NMR (รูปที่ 36) ซึ่งแสดงสัญญำณออกเป็น 2 
กลุ่มคือสัญญำณแอนโนเมอริกโปรตอน ที่  4.25–4.75 ppm และสัญญำณโปรตอนที่เหลือบนวงไพรำโนส
ของน้ ำตำลแมนโนสที่  3.50–3.85 ppm นอกจำกนั้นยังพบสัญญำณของน้ ำ (DOH, H2O;  4.75 ppm) 
ขนำดใหญ่ที่บริเวณต ำแหน่งแอนโนเมอริก 
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รูปที่ 36 แสดง 1H NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด MNN2 (400 MHz, D2O) 

 
จำกนั้นศึกษำออลิโก-แมนแนนจำกเชื้อรำ Saccharomyces ชนิด MNN2 ด้วยเทคนิค COSY (รูปที่ 

37) ซึ่งผลกำรทดลองสอดคล้องกับ 1H NMR spectrum เนื่องจำกพบสัญญำณ cross-signal ระหว่ำงโปรตอนที่
ต ำแหน่งแอนโนเมอริก ( 4.25–4.75 ppm) และโปรตอนบนวงแหวนไพรำโนสของน้ ำตำลแมนโนส ( 
3.50–3.85 ppm)  

 

 
รูปที่ 37 แสดง COSY spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด MNN2 (400 MHz, D2O) 
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 เนื่องจำกสัญญำณ 1H NMR spectroscopy ที่ได้ให้ข้อมูลทำงโครงสร้ำงอย่ำงจ ำกัด อันเนื่องมำจำกกำร
ซ้อนทับกันของสัญญำณโปรตอนบนวงแหวนไพรำโนสของแมนแนน ผู้ วิจัยจึ งใช้ เทคนิค 13C NMR 
spectroscopy ในกำรศึกษำทำงโครงสร้ำงและพบว่ำโครงสร้ำงมีควำมเป็นเนื้อเดียวกันสูง (homogeneous) 
โดยสังเกตได้จำกปรำกฏสัญญำณคำร์บอนทั้ง 6 ต ำแหน่งได้แก่ แอนโนเมอริก โปรตอนที่  99.40 ppm และ
โปรตอนอีก 5 ต่ ำแหน่งบนวงไพรำโนสได้แก่ 70.90, 70.77, 70.06, 66.69 และ 65.60 ppm ตำมล ำดับ (รูปที่ 
38) 

 
 

รูปที่ 38 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด MNN2 (100 MHz, D2O) 

 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้เทคนิค 13C NMR spectroscopy ในกำรศึกษำทำงโครงสร้ำงทำงเคมีเบื้องต้นของออลิ

โก-แมนแนนอีก 5 ชนิดที่เหลือได้แก่ WT, OCH1 VAN1 MNN1 และ MNN5(รูปที่39–43) 
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รูปที่ 39 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด WT (100 MHz, D2O) 

 

 
 รูปที่ 40 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด OCH1 (100 MHz, D2O) 
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รูปที่ 41 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด VAN1 (100 MHz, D2O) 

 

 
รูปที่ 42 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด MNN1 (100 MHz, D2O) 
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รูปที่ 43 แสดง 13C NMR spectrum ของออลิโก-แมนแนนชนิด MNN5 (100 MHz, D2O) 

 
เมื่อพิจำรณำเปรียบ 13C NMR spectrum ในช่วง  55-120 ppm เปรียบเทียบของออลิโก-แมนแนน

ทั้ง 6 ชนิดได้แก่ MNN5MNN1MNN2VAN1OCH1และ WT (รูปที่ 44) จะสังเกตพบว่ำ
สัญญำณคำร์บอนของออลิโก-แมนแนนชนิด VAN1OCH1และ WT มีลักษณะสัญญำณโดยรวมที่ใกล้เคียง
กันมำก ซึ่งแตกต่ำงจำกสัญญำณของ MNN5MNN1 และ MNN2 อย่ำงชัดเจน   

 
รูปที่ 44 แสดง 13C NMR spectrum ในช่วง  55-120 ppm เปรียบเทียบของออลิโก-แมนแนนทั้ง 6 ชนิด
ได้แก่ MNN5MNN1MNN2VAN1OCH1และ WT (100 MHz, D2O) 
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 จำกกำรพิจำรณำเปรียบเทียบกับงำนวิจัยที่มีมำก่อน จึงสำมำรถสรุปพันธะไกลโคไซด์ของออลิโก-แมน
แนนทั้ง 6 ชนิดได้แก่ MNN5MNN1MNN2VAN1OCH1และ WT (รูปที่ 45) ได้ดังนี้ 

ออลิโก-แมนแนนชนิด VAN1OCH1และ WT ประกอบไปด้วยพันธะ (1,3) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่, 
พันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่และพันธะ (1,6) ที่อยู่ภำยในสำยโซ่ 

ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN2 ประกอบไปด้วยพันธะ (1,6) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่ 
ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN1ประกอบไปด้วยพันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่, พันธะ (1,2) ที่อยู่

ในสำยโซ่และพันธะ (1,6) ที่อยู่ภำยในสำยโซ่ ไม่พบพันธะ (1,3)  
 ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN5ประกอบไปด้วยพันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่และพันธะ (1,6) ที่

อยู่ภำยในสำยโซ่และมีพันธะ (1,3) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่เพียงเล็กน้อย 
 

 
 
รูปที่ 45 แสดง 13C NMR spectrum ในช่วง  95-105 ppm เปรียบเทียบของออลิโก-แมนแนนทั้ง 6 ชนิด
ได้แก่ MNN5MNN1MNN2VAN1OCH1และ WT (100 MHz, D2O) 

  
 ซึ่งข้อมูลทำงโครงสร้ำงทำงเคมีของออลิโก-แมนแนนที่ได้นั้น สอดคล้องกับโครงสร้ำงทำงเคมีที่
คำดกำรณ์ไว้ก่อนหน้ำนี้ (รูปที่ 35) 
 

การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา Candida 
1) การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา C. krusei 

วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของแมนแนนจาก C. krusei  
ผู้วิจัยน ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ C. krusei มำวิเครำะห์หำน้ ำหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค 

gel permeation chromatography (GPC) โดยเครื่อง GPC ที่ใช้ในงำนวิจัยนี้เป็นเครื่องรุ่น Malvern Omnisec 
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ที่มีส่วนตรวจวัดเป็น light scattering เตรียมตัวอย่ำงโดยใช้ mannan ควำมเข็มข้น 4 mg/mL ปริมำตร 50 µL 
จำกนั้นจึงชะด้วย 10 mM PBS pH 7.4 ที่อัตรำไหล (flow rate) 1 mL/min โดย GPC column ที่ใช้ในงำน
วิเครำะห์นี้เป็นชนิด spherical high purity 5 µm silica SEPAX column โครมำโตแกรมจำกเทคนิค GPC 
แสดงดัง รูปที่ 46 

 

 
รูปที่ 46 แสดง GPC chromatogram ของ C. krusei mannan 

น้ ำหนักโมเลกุลของ C. krusei mannan ที่ได้จำกกำรตรวจวัดคือ 169,400 g/mol หรือประมำณ 169 
kDa ดังแสดงในรูปท่ี 47  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 47 แสดงน้ ำหนักโมเลกุลของ C. krusei mannan 

การปรับปรุงโครงสร้างทางเคมีของแมนแนนจาก C. krusei  
ปฏิกิริยำ acylation และ acetolysis เพ่ือใช้ในกำรในกำรแยกแมนแนน 
ขั้นตอนทั่วไปของกำรปรับปรุงโครงสร้ำงทำงเคมีและย่อยแมนแนนให้มีขนำดเล็กลงโดยเป็นกำรตัดที่

พันธะ -(1,6) โดยเริ่มจำกกำรท ำปฏิกิริยำ acylation เป็นกำรปกป้องหมู่ไฮดรอกซิลของแมนแนนจำกนั้นจึง
ท ำปฏิกิริยำ acetolysis ในสภำวะกรด ซึ่งเป็นปฏิกิริยำไฮโดรไลซีสในสภำวะไม่รุนแรง จำกนั้นจึงปรับ pH ให้
เป็นกลำงและปลดหมู่ปกป้อง acetyl ในสภำวะเบสดังรูปที่ 48 จำกนั้นจึงน ำไปท ำบริสุทธิ์เพ่ือศึกษำโครงสร้ำง
ทำงเคมีด้วยเทคนิค NMR ต่อไป  
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รูปที่ 48 แผนผังแสดงขั้นตอนกำรปรับปรุงโครงสร้ำงทำงเคมีของแมนแนน 

 
ปฏิกิริยำ acetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. ให้ควำมร้อน round bottom flask และ magnetic bar ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศ แล้วชั่ง C. krusei 
mannan 373 mg เติม anhydrous pyridine 5 mL และ Ac2O 5 mL แล้ว stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส 
ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน พบว่ำสำรละลำยมีสีขำวขุ่น คำดว่ำเกิดจำกกำรที่ C. krusei mannan ยังไม่ละลำยใน
ตัวท ำละลำย pyridine  

2. เมื่อตั้งปฏิกิริยำผ่ำนไป 21 ชั่วโมง พบว่ำสำรละลำยยังคงเป็นของผสม ขุ่นและมีสีน้ ำตำลอ่อน จึงใส่ 
anhydrous formamide 4 mL เพ่ือให้สำรตั้งต้น C. krusei mannan ละลำย พบว่ำของผสมละลำยรวมเป็น
เนื้อเดียวกัน เป็นสีเหลืองเข้มใส จึงตั้งปฏิกิริยำต่อไปอีก 30 ชั่วโมง ได้สำรละลำยมีสีน้ ำตำลเข็มขึ้น จึงหยุด
ปฏิกิริยำด้วยกำรระเหยภำยใต้สภำวะสุญญำกำศที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส โดยใส่ toluene เป็น co-solvent 
เพ่ือให้ pyridine ระเหยออกจนหมด ได้ crude เป็นของเหลว syrup สีน้ ำตำลเข้ม 
ปฏิกิริยำ acetolysis โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetylation ใส่ Ac2O 5 mL, AcOH 5 mL และ conc. H2SO4 0.5 mL 
ตำมล ำดับ แล้วท ำกำร stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน 

2. เมื่อผ่ำนไป 17 ชั่วโมง จงึท ำกำรหยุดปฏิกิริยำและ work up โดยท ำกำรหยดลงของผสมลงใน DI 
water ที่เย็น แล้วสกัดด้วย chloroform (x4) แล้วน ำชั้น chloroform ที่ได้มำสกัดด้วย DI water (x1), sat. 
NaHCO3 (x3), DI water (x2), sat. NaCl (x2) ตำมล ำดับ จำกนั้นใส่ Na2SO4 ดูดควำมชื้น แล้วน ำสำรละลำยที่
ได้ไประเหยแห้งได้ crude เป็นของเหลวสีน้ ำตำลเข้มหนัก 1.0303 g 
ปฏิกิริยำ deacetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetolysis มำ azeotrope ด้วย CH3CN และ toluene (x3) เพ่ือก ำจัด
ควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่กับสำร  จำกนั้นปิด septum เสียบลูกโป่งอำร์กอน  แล้วเติม anhydrous CH3OH ได้
สำรละลำยใสสีเหลืองเข้มและพบว่ำมีของแข็งบำงส่วนไม่ละลำยแม้ว่ำจะใส่ anhydrous CH3OH เพ่ิมขึ้นถึง 30 
mL แล้วก็ตำม 

2. เติม 0.5 M NaOCH3 3 mL (drop wise) แล้ว stir ที่อุณหภูมิห้อง overnight 



73 
 

3. หยุดปฏิกิริยำด้วยกำรเติม Dowex resin โดยปรับ pH ให้อยู่ในช่วงประมำณ 5-6 แลว้กรอง Dowex 
resin ออก ล้ำงด้วย CH3OH แล้วน ำของเหลวที่กรองได้ไประเหยแห้ง จะได้ crude เป็นของแข็งสีน้ ำตำลหนัก 
171 mg 

กำรแยกแมนแนนจำก Candida krusei ที่ผ่ำนกำรย่อยให้บริสุทธิ์ 
1. ละลำย crude ด้วย DI water จำกนั้นกรองตะกอนส่วนที่ไม่ละลำยออก แล้ว load crude บน Biogel 

P2 column ชะคอลัมน์ด้วยน้ ำบริสุทธิ์ โดยเก็บ fraction ละ 6 mL รวมทั้งหมด 95 fractions 
2. ตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแต่ละ fraction โดยปิเปตสำรละลำย 100 µL ใส่ Eppendorf 

แล้วระเหยด้วยเครื่อง centrifugal evaporator เพ่ือเพ่ิมควำมเข็มข้น จำกนั้นใส่ DI water 5 µL แล้ว spot scan 
1 µL (x1) ลงบนแผ่น TLC ดังรูปที่ 49  

 

 
 
รูปที่ 49 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของ C. krusei mannan 

 
3. เลือก fraction ที่พบแมนแนนมำทดสอบ TLC โดยเลือกช่วง fraction 21-63 แล้วท ำกำร develop 

TLC ด้วย ระบบ CH3CN : EtOAc : n-propanol : H2O = 85 : 20 : 50 : 60 ดังรูปที่ 50, 51 

 
รูปที่ 50 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. krusei mannan fraction 21-41 

 



74 
 

 
รูปที่ 51 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. krusei mannan fraction 43-63 

 
จำกผล TLC พบว่ำ fraction ที่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบนั้นแบ่งเป็นสองช่วงคือ Fr.1 (รวมกันจำก

fr.23,25,27,29) และ Fr.2 (fr.55)  น ำของผสมทั้งสองไป lyophilized ให้แห้งเพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์น้ ำหนัก
โมเลกุลและศึกษำโครงสร้ำงด้วยเทคนิค NMR (1H, 13C) ต่อไป 
 

วิเครำะห์โครงสร้ำงของแมนแนนจำก C. krusei ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
น ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์เชื้อรำ C. krusei มำวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วย NMR ได้ผล ดังรูปที่ 52 

สัญญำณ 13C NMR ที ่ 
103.31 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ terminal non-reducing 
101.76 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ 2-substituted mannose 
99.28 ppm:  แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ 2,6-disubstituted mannose 

 
รูปที่ 52 แสดง 13C NMR spectrum (100 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. krusei 
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ส่วนกำรวิเครำะห์ด้วย 1H NMR นั้น สัญญำณซับซ้อนเกินไป (รูปที่ 53) ไม่สำมำรถน ำข้อมูลที่ได้มำ
วิเครำะห์ได้ และเมื่อพยำยำมศึกษำโดยใช้เทคนิค 2D NMR ก็ได้สัญญำณที่มีควำมเข้มต่ ำคำดว่ำเนื่องจำก
ขีดจ ำกัดของเครื่อง NMR ที่ภำควิชำเคมี ซึ่งเป็นเครื่องที่มีควำมถ่ี 400 MHz ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงต้องน ำแมนแนน
ไปย่อยให้มีขนำดเล็กลงก่อน จำกนั้นจึงศึกษำโครงสร้ำงต่อไป  

 

 
 

รูปที่ 53 แสดง 1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. krusei 

เมื่อน ำแมนแนนมำย่อยให้มีขนำดเล็กลง โดยผ่ำนปฏิกิริยำเคมีและผ่ำนกำรท ำให้บริสุทธิ์ จำกนั้นจึง
น ำมำวิเครำะห์โครงสร้ำงทำงเคมี (รูปที่ 54) โดยพบสัญญำณท่ี  

5.36 ppm: แอนนอมอริก โปรตอน (H1) ของ non-reducing end 
5.27 ppm: แอนนอมอริก โปรตอน (H1) ของ -1,2-linked, and reducing end 
5.01 ppm:  แอนนอมอริก โปรตอน (H1) ของ reducing end 
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รูปที่ 54  1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนขนำดเล็ก (mannan-oligosaccharide) ที่ผ่ำน
ผ่ำนปฏิกิริยำเคมีและผ่ำนกำรท ำให้บริสุทธิ์ 

 

2) การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา C. glabrata 
วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของแมนแนนจาก C. glabrata  

โครมำโตแกรมจำกเทคนิค GPC แสดงดังรูปที่ 55 

 
รูปที่ 55 แสดง GPC chromatogram ของ C. glabrata mannan 

น้ ำหนักโมเลกุลของ C. glabrata mannan ที่ได้จำกกำรตรวจวัดคือ 157,700 g/mol หรือประมำณ 
158 kDa ดังแสดงในรูปที่ 56 
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รูปที่ 56 แสดงน้ ำหนักโมเลกุลของ C. glabrata mannan 

 
การปรับปรุงโครงสร้างทางเคมีของแมนแนนจาก Candida glabrata 

ปฏิกิริยำ acetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
1. ให้ควำมร้อน round bottom flask และ magnetic bar ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศ แล้วชั่ง C. 

glabrata mannan 555 mg เติม anhydrous formamide 5 mL (จำกกำรทดลองก่อนหน้ำพบว่ำพิริดีนเป็น
ตัวท ำละลำยที่ไม่เหมำะ) จนละลำยเป็นเนื้อเดียวกันและเติม anhydrous pyridine 5 mL, Ac2O 5 mL แล้ว stir 
ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน  

2. เมื่อตั้งปฏิกิริยำผ่ำนไป 24 ชั่วโมง ได้สำรละลำยมีสีน้ ำตำลเข็มข้ึน จึงหยุดปฏิกิริยำด้วยกำรระเหย
ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส โดยใส่ toluene เป็น co-solvent เพ่ือให้ pyridine 
ระเหยออกจนหมด ได้ crude เป็นของเหลว syrup สีน้ ำตำลเข้ม 
ปฏิกิริยำ acetolysis โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetylation ใส่ Ac2O 5 mL, AcOH 5 mL และ conc. H2SO4 0.5 mL 
ตำมล ำดับ แล้วท ำกำร stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน 

2. เมื่อผ่ำนไป 15 ชั่วโมง จงึท ำกำรหยุดปฏิกิริยำและ work up โดยท ำกำรหยดลงของผสมลงใน DI 
water ที่เย็น แล้วสกัดด้วย chloroform (x4) แล้วน ำชั้น chloroform ที่ได้มำสกัดด้วย DI water (x1), sat. 
NaHCO3 (x3), DI water (x2), sat. NaCl (x2) ตำมล ำดับ จำกนั้นใส่ Na2SO4 ดูดควำมชื้น แล้วน ำสำรละลำยที่
ได้ไประเหยแห้งได้ crude เป็นของเหลวสีน้ ำตำลเข้มหนัก 986 mg 
ปฏิกิริยำ deacetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetolysis มำ azeotrope ด้วย CH3CN และ toluene (x3) เพ่ือก ำจัด
ควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่กับสำร  จำกนั้นปิด septum เสียบลูกโป่งอำร์กอน  แล้วเติม anhydrous CH3OH 15 
mLได้สำรละลำยขุ่นสีน้ ำตำลอ่อน 

2. เติม 0.5 M NaOCH3 1 mL (drop wise) ได้สำรละลำยใสขึ้น แล้ว stir ที่อุณหภูมิห้อง overnight 
3. หยุดปฏิกิริยำด้วยกำรเติม Dowex resin โดยปรับ pH ให้อยู่ในช่วงประมำณ 5-6 แลว้กรอง Dowex 

resin ออก ล้ำงด้วย CH3OH แล้วน ำของเหลวที่กรองได้ไประเหยแห้ง จะได้ crude เป็นของแข็งสีน้ ำตำลหนัก 
988 mg 

 
การแยกแมนแนนจาก Candida glabrata ที่ผ่านการย่อยให้บริสุทธิ์ 
1. ละลำย crude ด้วย DI water จำกนั้นกรองตะกอนส่วนที่ไม่ละลำยออก แล้ว load crude บน Biogel 

P2 column ชะคอลัมน์ด้วยน้ ำบริสุทธิ์ โดยเก็บ fraction ละ 6 mL รวมทั้งหมด 95 fractions 
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2. ตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแต่ละ fraction โดยปิเปตสำรละลำย 100 µL ใส่ Eppendorf 
แล้วระเหยด้วยเครื่อง centrifugal evaporator เพ่ือเพ่ิมควำมเข็มข้น จำกนั้นใส่ DI water 5 µL แล้ว spot scan 
1 µL (x4) เนื่องจำกสำรละลำยที่ได้มีควำมเข็มข้นต่ ำมำก จึงต้องสปอตลงบนแผ่น TLC ถึง 4 ครั้ง ดังรูปที่ 57  
 

 
 

รูปที่ 57 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของ C. glabrata mannan 

 
3. เลือก fraction ที่พบแมนแนนมำทดสอบ TLC โดยเลือกช่วง fraction 23-30 (fr.24 เป็นตัวแทน), 

51-64 แล้ว develop TLC ด้วย ระบบ CH3CN : EtOAc : n-propanol : H2O = 85 : 20 : 50 : 60 โดยใช้ของ
ผสม malto-oligosaccharide (เลนขวำมือสุด) เป็น marker เปรียบเทียบ ดังรูปที่ 58 
 

 
 

รูปที่ 58 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. glabrata mannan fraction 24, 53-63 

 
จำกผล TLC พบว่ำ fraction ที่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบ คือ Fr.1 (fr.20-30) น ำของผสมไป 

lyophilized ให้แห้งเพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์น้ ำหนักโมเลกุลและศึกษำโครงสร้ำงด้วยเทคนิค NMR (1H, 13C) ต่อไป 
 

วิเคราะห์โครงสร้างของแมนแนนจาก C. glabrata ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
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น ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ C. glabrata มำวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วย NMR (รูปที่ 59) 
ได้ผลดังนี้ 

 

 
รูปที่ 59 แสดง 13C NMR spectrum (100 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. glabrata 

น ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ C. glabrata มำวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วย NMR (รูปที ่ 60) 
ได้ผลดังนี้ สัญญำณ 1H NMR ที ่ 

5.57, 5.55, 5.30, 5.15, 5.10 และ 5.06 ppm: แอนนอมอริก โปรตอน (H1) ของ -linked 
mannose 

4.85 ppm: แอนนอมอริก โปรตอน (H1) ของ -linked mannose 
 

 
รูปที่ 60 แสดง 1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. glabrata 
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3( การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา C. tropicalis 
วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของแมนแนนจาก C. tropicalis 

โครมำโตแกรมจำกเทคนิค GPC แสดงดังรูปที่ 61 

 

 
รูปที่ 61 แสดง GPC chromatogram ของ C. tropicalis mannan 

น้ ำหนักโมเลกุลของ C. tropicalis mannan ที่ได้จำกกำรตรวจวัดคือ 387,300 g/mol หรือประมำณ 
387 kDa ดังแสดงในรูปที่ 62  
 

 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 62 แสดงน้ ำหนักโมเลกุลของ C. tropicalis mannan 

 
การปรับปรุงโครงสร้างทางเคมีของแมนแนนจาก C. tropicalis 

ปฏิกิริยำ acetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
1. ให้ควำมร้อน round bottom flask และ magnetic bar ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศ แล้วชั่ง C. 

tropicalis mannan 396 mg เติม anhydrous formamide 4 mL จนละลำยเป็นเนื้อเดียวกันและเติม 
anhydrous pyridine 5 mL และ Ac2O 5 mL แล้ว stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน  
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2. เมื่อตั้งปฏิกิริยำผ่ำนไป 18 ชั่วโมง ได้สำรละลำยมีสีน้ ำตำลเข็มข้ึน จึงหยุดปฏิกิริยำด้วยกำรระเหย
ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส โดยใส่ toluene เป็น co-solvent เพ่ือให้ pyridine 
ระเหยออกจนหมด ได้ crude เป็นของเหลว syrup สีน้ ำตำลเข้ม 
ปฏิกิริยำ acetolysis โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetylation ใส่ Ac2O 5 mL, AcOH 5 mL และ conc. H2SO4 0.5 mL 
ตำมล ำดับ แล้วท ำกำร stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน 

2. เมื่อผ่ำนไป 20 ชั่วโมง จงึท ำกำรหยุดปฏิกิริยำและ work up โดยท ำกำรหยดลงของผสมลงใน DI 
water ที่เย็น แล้วสกัดด้วย chloroform (x4) แล้วน ำชั้น chloroform ที่ได้มำสกัดด้วย DI water (x1), sat. 
NaHCO3 (x3), DI water (x2), sat. NaCl (x2) ตำมล ำดับ จำกนั้นใส่ Na2SO4 ดูดควำมชื้น แล้วน ำสำรละลำยที่
ได้ไประเหยแห้งได้ crude เป็นของเหลวสีน้ ำตำลเข้มหนัก 903 mg 
ปฏิกิริยำ deacetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetolysis มำ azeotrope ด้วย CH3CN และ toluene (x3) เพ่ือก ำจัด
ควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่กับสำร  จำกนั้นปิด septum เสียบลูกโป่งอำร์กอน  แล้วเติม anhydrous CH3OH 15 
mLได้สำรละลำยขุ่นสีน้ ำตำลอ่อน 

2. เติม 0.5 M NaOCH3 1 mL (drop wise) ได้สำรละลำยใสขึ้น แล้ว stir ที่อุณหภูมิห้อง overnight 
3. หยุดปฏิกิริยำด้วยกำรเติม Dowex resin โดยปรับ pH ให้อยู่ในช่วงประมำณ 5-6 แลว้กรอง Dowex 

resin ออก ล้ำงด้วย CH3OH แล้วน ำของเหลวที่กรองได้ไประเหยแห้ง จะได้ crude เป็นของแข็งสีน้ ำตำล ซึ่ง
สังเกตเห็นได้ด้วยตำเปล่ำว่ำมีปริมำณน้อย หนักเพียง 92 mg คำดว่ำเกิดจำกกำรเกิดปฏิกิริยำที่ไม่สมบูรณ์ของ
ขั้นตอนแรกในกำรเกิด acetylation 

การแยกแมนแนนจาก C. tropicalis ที่ผ่านการย่อยให้บริสุทธิ์ 
1. ละลำย crude ด้วย DI water จำกนั้นกรองตะกอนส่วนที่ไม่ละลำยออก แล้ว load crude บน Biogel 

P2 column ชะคอลัมน์ด้วยน้ ำบริสุทธิ์ โดยเก็บ fraction ละ 6 mL รวมทั้งหมด 95 fractions 
2. ตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแต่ละ fraction โดยปิเปตสำรละลำย 50 µL ใส่ Eppendorf แล้ว

ระเหยด้วยเครื่อง centrifugal evaporator เพ่ือเพ่ิมควำมเข็มข้น จำกนั้นใส่ DI water 5 µL แล้ว spot scan 1 
µL (x2) เนื่องจำกสำรละลำยที่ได้มีควำมเข็มข้นต่ ำมำก จึงต้องสปอตลงบนแผ่น TLC 2 ครั้ง ดังรูปที่ 63  
 

 
 

รูปที่ 63 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของ C. tropicalis mannan 
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3. เลือก fraction ที่พบแมนแนนมำทดสอบ TLC โดยเลือกช่วง fraction 21-49 และช่วง fraction 61-
65  แล้ว develop TLC ด้วย ระบบ CH3CN : EtOAc : n-propanol : H2O = 85 : 20 : 50 : 60 ดังรูปที่ 64-
65 
 

 
 

รูปที่ 64 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. tropicalis mannan fraction 21-35 

 

 
 

รูปที่ 65 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. tropicalis mannan fraction 37-49, 61-65 

 
 จำกผล TLC พบว่ำ fraction ที่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบ คือ Fr.1 (fr.23,25,27,29) น ำของผสมไป 

lyophilized ให้แห้งเพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์น้ ำหนักโมเลกุลและศึกษำโครงสร้ำงด้วยเทคนิค NMR (1H, 13C) ต่อไป 
 
วิเคราะห์โครงสร้างของแมนแนนจาก C. tropicalis ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
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น ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ C. tropicalis มำวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วย NMR (รูปที่ 66-
67) ได้ผลดังนี้; สัญญำณ 13C NMR ที่  

100.90 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,3-linked mannose  
100.54 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,2-linked mannose 
99.22 ppm:  แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,6-linked mannose 
 

 
รูปที่ 66 แสดง 13C NMR spectrum (100 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. tropicalis 
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รูปที่ 67 แสดง 1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. tropicalis 
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4) การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของแมนแนนจากเชื้อรา C. albicans 
วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของแมนแนนจาก C. albicans 

โครมำโตแกรมจำกเทคนิค GPC แสดงดังรูปที่ 68 

 

 
รูปที่ 68 แสดง GPC chromatogram ของ C. tropicalis mannan 

 
น้ ำหนักโมเลกุลของ C. albicans mannan ที่ได้จำกกำรตรวจวัดคือ 925,400 g/mol หรือประมำณ 

925 kDa ดังแสดงในรูปที่ 69  
 
 

            
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 69 แสดงน้ ำหนักโมเลกุลของ C. tropicalis mannan 
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การปรับปรุงโครงสร้างทางเคมีของแมนแนนจาก C. albicans 
ปฏิกิริยำ acetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. ให้ควำมร้อน round bottom flask และ magnetic bar ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศ แล้วชั่ง C. 
albicans mannan 210 mg เติม anhydrous formamide 4 mL จนละลำยเป็นเนื้อเดียวกันและเติม 
anhydrous pyridine 5 mL และ Ac2O 5 mL แล้ว stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน  

2. เมื่อตั้งปฏิกิริยำผ่ำนไป 20 ชั่วโมง ได้สำรละลำยมีสีน้ ำตำลเข็มข้ึน จึงหยุดปฏิกิริยำด้วยกำรระเหย
ภำยใต้สภำวะสุญญำกำศที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส โดยใส่ toluene เป็น co-solvent เพ่ือให้ pyridine 
ระเหยออกจนหมด ได้ crude เป็นของเหลว syrup สีน้ ำตำลเข้ม 
ปฏิกิริยำ acetolysis โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetylation ใส่ Ac2O 5 mL, AcOH 5 mL และ conc. H2SO4 0.5 mL 
ตำมล ำดับ แล้วท ำกำร stir ที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ภำยใต้บรรยำกำศอำร์กอน 

2. เมื่อผ่ำนไป 17 ชั่วโมง จงึท ำกำรหยุดปฏิกิริยำและ work up โดยท ำกำรหยดลงของผสมลงใน DI 
water ที่เย็น แล้วสกัดด้วย chloroform (x4) แล้วน ำชั้น chloroform ที่ได้มำสกัดด้วย DI water (x1), sat. 
NaHCO3 (x3), DI water (x2), sat. NaCl (x2) ตำมล ำดับ จำกนั้นใส่ Na2SO4 ดูดควำมชื้น แล้วน ำสำรละลำยที่
ได้ไประเหยแห้งได้ crude เป็นของเหลวสีน้ ำตำลเข้มหนัก 358 mg 
ปฏิกิริยำ deacetylation โดยมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

1. น ำ crude ที่ได้จำกข้ัน acetolysis มำ azeotrope ด้วย CH3CN และ toluene (x3) เพ่ือก ำจัด
ควำมชื้นที่หลงเหลืออยู่กับสำร  จำกนั้นปิด septum เสียบลูกโป่งอำร์กอน  แล้วเติม anhydrous CH3OH 10 
mLได้สำรละลำยขุ่นสีน้ ำตำลอ่อน 

2. เติม 0.5 M NaOCH3 1 mL (drop wise) ได้สำรละลำยใสขึ้น แล้ว stir ที่อุณหภูมิห้อง overnight 
3. หยุดปฏิกิริยำด้วยกำรเติม Dowex resin โดยปรับ pH ให้อยู่ในช่วงประมำณ 5-6 แลว้กรอง Dowex 

resin ออก ล้ำงด้วย CH3OH แล้วน ำของเหลวที่กรองได้ไประเหยแห้ง จะได้ crude เป็นของแข็งสีน้ ำตำล ซึ่ง
สังเกตเห็นได้ด้วยตำเปล่ำว่ำมีปริมำณน้อย หนักเพียง 72 mg คำดว่ำเกิดจำกกำรเกิดปฏิกิริยำที่ไม่สมบูรณ์ของ
ขั้นตอนแรกในกำรเกิด acetylation 

 
การแยกแมนแนนจาก C. albicans ที่ผ่านการย่อยให้บริสุทธิ์ 
1. ละลำย crude ด้วย DI water จำกนั้นกรองตะกอนส่วนที่ไม่ละลำยออก แล้ว load crude บน Biogel 

P2 column ชะคอลัมน์ด้วยน้ ำบริสุทธิ์ โดยเก็บ fraction ละ 6 mL รวมทั้งหมด 95 fractions 
2. ตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแต่ละ fraction โดยปิเปตสำรละลำย 100 µL ใส่ Eppendorf 

แล้วระเหยด้วยเครื่อง centrifugal evaporator เพ่ือเพ่ิมควำมเข็มข้น จำกนั้นใส่ DI water 5 µL แล้ว spot scan 
1 µL (x2) เนื่องจำกสำรละลำยที่ได้มีควำมเข็มข้นต่ ำมำก จึงต้องสปอตลงบนแผ่น TLC 2 ครั้ง ดังรูปที่ 70 
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รูปที่ 70 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของ C. albicans mannan 
 
3. เลือก fraction ที่พบแมนแนนมำทดสอบ TLC โดยเลือกช่วง fraction 21-27 และช่วง fraction 33-

67 แล้ว develop TLC ด้วย ระบบ CH3CN : EtOAc : n-propanol : H2O = 85 : 20 : 50 : 60 ดังรูปที่ 71-
72 

รูปที่ 71 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. albicans mannan fr. 21-27, 33-49 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 72 แสดงกำรตรวจสอบองค์ประกอบของ C. albicans mannan fr. 51-67 

จำกผล TLC พบว่ำ fraction ที่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบ คือ Fr.1 (fr.23,25,27) น ำของผสมไป 
lyophilized ให้แห้งเพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์น้ ำหนักโมเลกุลและศึกษำโครงสร้ำงด้วยเทคนิค NMR (1H, 13C) ต่อไป 

 
วิเคราะห์โครงสร้างของแมนแนนจาก C. albicans ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
น ำแมนแนนที่สกัดจำกผนังเซลล์ของเชื้อรำ C. albicans มำวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วย NMR (รูปที่ 73, 

74) ได้ผลดังนี้; สัญญำณ 13C NMR ที่  
103.31 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,3-linked mannose  
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101.91 ppm: แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,2-linked mannose 
99.25 ppm:  แอนนอมอริก คำร์บอน (C1) ของ -1,6-linked mannose 

 

 
 

รูปที่ 73 แสดง 13C NMR spectrum (100 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. albicans 

 
 

 
 



89 
 

รูปที่ 74 แสดง 1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนจำก C. albicans 

 
 หำกพิจำรณำสัญญำณของ 1H NMR เปรียบเทียบกันระหว่ำงแมนแนนทั้ง 4 ชนิดนั้น (รูปที่ 75) 
สอดคล้องกับโครงสร้ำงที่รำยงำนมำก่อนหน้ำนี้  
1. สัญญำณบริเวณ 5.60–4.90 ppm เป็นสัญญำณของแอนนอเมอริกโปรตอน -linked mannose  มีควำม 

down filed สูงของแมนแนนทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ C. albicans (5.48 ppm), C. tropicalis (5.48 และ 5.46 
ppm) และ C. glabrata (5.57 และ 5.58 ppm) นั้นบ่งชี้ถึงหมู่ phosphodiester 1,2-linked mannose 
ที่มีอยู่ในโครงสร้ำง 

2. กำรที่ไม่พบสัญญำณ down filed จำก 1H NMR จำกแมนแนนของ C. krusei นี้ สอดคล้องกับโครงสร้ำงที่
เสนอแนะ  

3. ตรวจพบสัญญำณ 1H NMR ของแมนแนนที่มีพันธะ -1,2-linkage บริเวณ down filed เช่น C. albicans 
(5.32 ppm), C. tropicalis (5.20 ppm), C. glabrata (5.30 ppm) และ C. krusei (5.21, 5.16, 5.14 
ppm)          

 
 
รูปที่ 75 แสดง 1H NMR spectrum (400 MHz, D2O) ของแมนแนนทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ C. albicans, C. 
tropicalis, C. glabrata, และ C. krusei ระหว่ำงช่วง 5.70–4.90 ppm 
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อภิปราย / วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

ในกำรทดลองที่ผ่ำนมำนั้น ผู้วิจัยได้ศึกษำโครงสร้ำงทำงเคมีของออลิโก-แมนแนนที่ได้จำกเชื้อรำแซคคำ
โรไมซีสทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ MNN5MNN1MNN2VAN1OCH1และ WT โดยเริ่มจำกกำรท ำ
ปฏิกิริยำ acylation และ acetolysis เพ่ือย่อยให้ออลิโก-แมนแนนมีขนำดเล็กลง จำกนั้นท ำบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค 
Gel Chromatography ได้ออลิโก-แมนแนนที่มีควำมบริสุทธิ์มำกเพียงพอที่จะศึกษำทำงโครงสร้ำงด้วยเทคนิค 
NMR spectroscopy และได้ข้อมูลเบื้องต้นมำว่ำ จำกออลิโก-แมนแนนที่ได้จำกเชื้อรำแซคคำโรไมซีสทั้ง 6 ชนิด
นั้น สำมำรถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มท่ีมีโครงสร้ำงทำงเคมีแตกต่ำงกันโดยใช้พันธะไกลโคไซด์ในกำรพิจำรณำ ได้แก่ 

1. ออลิโก-แมนแนนชนิด VAN1OCH1และ WT ประกอบไปด้วยพันธะ (1,3) ที่อยู่ปลำยสำย
โซ่, พันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่และพันธะ (1,6) ที่อยู่ภำยในสำยโซ่ 

2. ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN2 ประกอบไปด้วยพันธะ (1,6) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่ 
3. ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN1ประกอบไปด้วยพันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่, พันธะ (1,2) 

ที่อยู่ในสำยโซ่และพันธะ (1,6) ที่อยู่ภำยในสำยโซ่ ไม่พบพันธะ (1,3)  
4. ออลิโก-แมนแนนชนิด MNN5ประกอบไปด้วยพันธะ (1,2) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่และพันธะ 

(1,6) ที่อยู่ภำยในสำยโซ่และมีพันธะ (1,3) ที่อยู่ปลำยสำยโซ่เพียงเล็กน้อย 
 

เชื้อรำแคนดิดำที่ศึกษำมีจ ำนวน 4 ชนิดได้แก่ Candida krusei, Candida glabrata, Candida 
tropicalis และ Candida albicans โดยผ่ำนกระบวนกำรย่อยและวิเครำะห์โครงสร้ำงทำงเคมีพบว่ำ  

1. ขนำดควำมยำวของสำยโซ่เรียงตำมล ำดับคือ C. albicans ( 925 kDa), C. tropicalis (387 kDa),  
C. glabrata (158 kDa) และ C. krusei (169 kDa) 

2. C. albicans, C. tropicalis และ C. glabrata มีหมู่ phosphodiester ต่อเชื่อมกับแมนโนสแบบ
พันธะ -(1,2) 

3. แมนแนนจำกเชื้อทั้ง  4 ชนิด เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ -(1,2), -(1,6) เป็นหลัก     
จำกกำรทบทวนวรรณกรรมและผลกำรวิเครำะห์ คณะผู้วิจัยเสนอโครงสร้ำงของแมนแนนที่แยกได้จำก

ผนังเซลล์เชื้อรำ Candida ดังนี้ (A) C. albicans36 (B) C. tropicalis37 (C) C. glabrata48,49 และ (D) C. 
krusei50 ดังรูปที่ 76 
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รูปที่ 76 โครงสร้ำงของแมนแนน (A) C. albicans, (B) C. tropicalis, (C) C. glabrata, (D) C. krusei 
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โครงการย่อยที่ 3 

 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์-ซิลิกา-แมนแนน 

เพ่ือใช้เป็นสารเสริมฤทธิ์วัคซีน 
 

Synthesis of nanocomposites of iron oxide-silica-mannan for vaccine 
 
 
 
 

หัวหน้ำโครงกำรย่อย 
 

ผู้ช่วยศำสตรำจำรย์ ดร.น ำพล อินสิน 
ภำควิชำเคมี คณะวิทยำศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 
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บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

แมนแนนออลิโกแซกคำไรด์หรือโมเลกุลสำยสั้นของน้ ำตำลแมนโนสที่ได้จำกกำรสกัดจำกผนังเซลล์ของ
เชื้อรำบำงชนิด แสดงคุณสมบัติที่ดีในกำรเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน (Vaccine adjuvants) แต่ในกำรน ำไปใช้
กระตุ้นกำรตอบสนองของเซลล์ พบว่ำแมนแนนที่เป็นโมเลกุลอิสระแสดงสมบัติในกำรกระตุ้นเซลล์ที่ต่ ำกว่ำแมน
แนนที่อยู่ในรูปอนุภำค โดยเฉพำะอนุภำคที่มีขนำดระดับนำโนเมตร เนื่องจำกปัจจัยหลำยประกำร อำทิ กำรเพ่ิม
ควำมเข้มข้นของแมนแนนจ ำเพำะบริเวณรอบเซลล์ (local concentration) เปลี่ยนแปลงกระบวนน ำแมนแนน
เข้ำสู่เซลล์ เป็นต้น ด้วยเหตุนี้ จึงมีผู้สนใจกำรน ำแมนแนนมำประกอบเป็นอนุภำคนำโนขนำดต่ำงๆ  

อนุภำคนำโนอนินทรีย์สองชนิดที่มีกำรน ำมำใช้กับระบบทำงชีวภำพอย่ำงกว้ำงขวำง ได้แก่ อนุภำคซิลิกำ 
และอนุภำคนำโนของเหล็กออกไซด์  เนื่องจำกอนุภำคเหล่ำนี้มีควำมเป็นพิษต่ ำต่อเซลล์เมื่อเทียบกับวัสดุอนินท
รีย์ชนิดอ่ืน ๆ โดยอนุภำคนำโนของเหล็กออกไซด์ชนิดแมกนีไทต์ เป็นอนุภำคนำโนที่มีสมบัติแม่เหล็กแบบซูเปอร์
พำรำแมกเนติก (superparamagnetic) หรือสมบัติกำรถูกดูดเข้ำหำสนำมแม่เหล็กอย่ำงรุนแรงเมื่อมี
สนำมแม่เหล็ก แต่จะไม่แสดงสมบัติแม่เหล็กภำยนอกสนำมแม่เหล็ก ด้วยสมบัตินี้ ท ำให้อนุภำคนำโนของเหล็ก
ออกไซด์ได้ถูกน ำมำใช้กับระบบทำงชีวภำพและทำงกำรแพทย์อย่ำงหลำกหลำย อำทิเช่น กำรน ำส่งยำด้วยแรง
แม่เหล็ก กำรใช้อนุภำคแม่เหล็กในกำรจับและแยกสำรชีวโมเลกุลที่สนใจ และกำรใช้ เป็น contrast agent ใน
กำรถ่ำยภำพด้วยเทคนิค MRI ซึ่งใช้เหล็กออกไซด์ที่เคลือบด้วยออลิโกแซคคำไรด์ชนิด dextran ที่สำมำรถใช้ใน
ระดับคลินิก ส ำหรับซิลิกำ เป็นวัสดุที่มีควำมเสถียรในสภำวะแวดล้อมทำงชีวภำพ สำมำรถปรับขนำดของอนุภำค
ได้หลำยช่วง และสำมำรถดัดแปรพ้ืนผิวได้หลำกหลำยด้วยปฏิกิริยำทำงเคมีกลุ่ม silane coupling แบบต่ำง ๆ 
นำโนคอมพอสิตของอนุภำคสองชนิดนี้จึงมีคุณสมบัติที่น่ำสนใจกับกำรประยุกต์ใช้งำนในระบบชีวภำพ รวมทั้งใน
กำรกระตุ้นกำรตอบสนองต่อภูมิคุ้มกัน 

กำรน ำอนุภำคนำโนเหล็กออกไซด์และซิลิกำมำสร้ำงนำโนคอมพอสิตกับแมนแนนจึ งมีควำมน่ำสนใจ 
เนื่องจำกมีแนวโมที่จะท ำให้แมนแนนแสดงสมบัติเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่ดีขึ้นแล้ว กำรมีซิลิกำท่ีพ้ืนผิวจะท ำให้
สำมำรถปรับลักษณะทำงเคมีบนพ้ืนผิวได้อย่ำงหลำกหลำย อำทิเช่น กำรเพ่ิมหมู่ฟังก์ชั่นชนิดต่ำง ๆ ในกำรยึด
เกำะโปรตีนเพ่ือเพ่ิมควำมจ ำเพำะต่อเซลล์เป้ำหมำย พอลิเมอร์ที่ช่วยเพ่ิมควำมเสถียร หรือสีย้อมเพ่ือใช้ในกำร
ติดตำมอนุภำค ส ำหรับเหล็กออกไซด์ สำมำรถช่วยในกำรตรวจวัดด้วยสัญญำณแม่เหล็ก และกำรย้อมติดสีบำง
ชนิดอย่ำงจ ำเพำะแล้ว เหล็กออกไซด์ยังมีศักยภำพในกำรเพ่ิมประสิทธิภำพในกำรน ำส่งอนุภำคไปยังบริเวณ
เป้ำหมำยโดยใช้แรงจำกสนำมแม่เหล็กภำยนอกด้วย นอกจำกนี้ อนุภำคนำโนของเหล็กออกไซด์และซิลิกำยัง
สำมำรถปรับเปลี่ยนขนำดได้ในช่วงกว้ำง ซึ่งขนำดที่แตกต่ำงกันจะมีผลต่อกำรตอบสนองต่อกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
และกำรเข้ำสู่เซลล์ที่แตกต่ำงกัน และเป็นปัจจัยส ำคัญที่ต้องพิจำรณำในกำรเลือกใช้สำรเพ่ิมฤทธิ์วัคซีนแต่ละชนิด 

อย่ำงไรก็ตำม กำรน ำอนุภำคนำโนเหล็กออกไซด์และซิลิกำมำสร้ำงคอมพอสิตกับแมนแนนยังไม่มี
กำรศึกษำมำก่อน และพบว่ำที่ผ่ำนมำกำรสร้ำงคอมพอสิตของแมนแนนกับอนุภำคนำโนเหล็กออกไซด์ และคอม
พอสิตของโอลิโกแซคคำไรด์กับอนุภำคซิลิกำ อำศัยแรงระหว่ำงโมเลกุลที่ค่อนข้ำงอ่อนแอ อำทิเช่น กำรผสมทำง
กำยภำพ  กำรใช้แรงระหว่ำงประจุ และกำรใช้อันตรกิริยำของโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ ำ (hydrophobic attraction) 
เป็นต้น ท ำให้คอมพอสิตที่เกิดขึ้นมีควำมเสถียรต่ ำ และอำจเป็นสำเหตุให้ประสิทธิภำพในกำรกระตุ้นเซลล์ของ
แมนแนนต่ ำกว่ำที่ควรจะเป็นไปได้  นอกจำกนี้ คอมพอสิตที่เกิดขึ้น ยังไม่สำมำรถสังเครำะห์ให้มีขนำดอนุภำค
สม่ ำเสมอและมีขนำดช่วง 400 นำโนเมตร ซึ่งมีกำรรำยงำนว่ำเป็นช่วงที่จ ำเพำะต่อ dendritic cell  ใน
โครงกำรวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงเสนอแนวทำงในกำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์-ซิลิกำ-แมน
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แนน โดยใช้แรงยึดเหนี่ยวระหว่ำงส่วนประกอบทั้งสำมชนิดให้มีควำมแข็งแรงระดับพันธะเคมี ท ำให้ได้คอมพอ
สิตที่มีควำมเสถียรต่อกำรเปลี่ยนแปลงควำมเข้มข้น และ pH ได้ดีขึ้น และในวิธีกำรนี้สำมำรถปรับขนำดของ
อนุภำคนำโนคอมพอสิตได้ โดยเฉพำะสำมำรถปรับให้มีขนำดในช่วง 100-200 นำโนเมตร และจะท ำกำรศึกษำ
ควำมสำมำรถในกำรเสริมฤทธิ์วัคซีนของอนุภำคท่ีสังเครำะห์ขึ้นต่อไป เพ่ือให้ได้อนุภำคที่มีประสิทธิภำพสูงสุดใน
กำรเสริมฤทธิ์วัคซีน 

 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

แมนแนนออลิโกแซคคำไรด์ที่ได้จำกกำรสกัดจำกเชื้อรำบำงชนิด แสดงควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นกำร
ตอบสนองของภูมิคุ้มกันผ่ำนเดนไดรติกเซลล์ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ (52) นอกจำกนี้ กำรจัดเรียงตัวของแมนแนน
ในรูปของอนุภำคหรือกำรน ำแมนแนนมำติดที่ผิวของอนุภำค ท ำให้กำรตอบสนองของภูมิคุ้มกันมีประสิทธิภำพ
มำกขึ้น เช่น กำรใช้อนุภำคนำโนของ poly(ε-caprolactone)-poly(ethylene glycol)-poly(ε-
caprolactone) ขนำด 136.9 นำโนเมตรที่เคลือบด้วย mannan สำมำรถเพ่ิมกำรตอบสนองของ humoral 
immunity ได้ เนื่องมำจำกกำรที่อนุภำคนี้มีควำมจ ำเพำะต่อเดนไดรติกเซลล์ (53) ซึ่งปรำกฏกำรณ์นี้ คล้ำยคลึง
กับท่ีพบในพอลิแซคคำไรด์อื่น ๆ เช่น β-glucan ที่อยู่ในรูปอนุภำคระดับไมครอนมีควำมสำมำรถในกำรเสริม
ภูมิคุ้มกันได้ดีกว่ำ β-glucan ที่เกิดจำกกำรตกตะกอนอย่ำงอิสระ เนื่องจำกสำมำรถกระจำยตัวได้อย่ำงเสถียร
กว่ำและเกิดกำร phagocytosis โดย macrophage ได้มำกกว่ำ (54) ด้วยศักยภำพเหล่ำนี้ ท ำให้มีกำรศึกษำถึง
กำรสังเครำะห์และจัดเรียงโมเลกุลแมนแนนและพอลิแคคำไรด์ในรูปของอนุภำคนำโนและอนุภำคระดับไมครอน
อย่ำงกว้ำงขวำง 

กำรสร้ำงอนุภำคนำโนของแมนแนน มีแนวทำงในกำรเตรียมได้หลำยรูปแบบ อำทิเช่น กำรดัดแปรสำย
แมนแนนด้วยหมู่ metacrylate ก่อนที่จะท ำกำรต่อด้วยโมเลกุล 1-hexadecanethiolที่มีลักษณะเป็นสำยยำว
ไม่มีขั้ว ท ำให้เกิดโมเลกุลที่มีลักษณะผสมของส่วนมีขั้วและไม่มีขั้วซึ่งสำมำรถจัดเรียงตัวเป็น nanogel หรือ 
micelle ที่มีขนำดอนุภำค 100-500 nm (55-57) กำรดัดแปรโมเลกุลแมนแนนดังแสดงในรูปที่ 77 และมีกำร
รำยงำนต่อมำถึงควำมปลอดภัยและควำมเข้ำกันได้ของอนุภำคชนิดนี้เมื่อกระจำยเข้ำสู่เลือด เนื่องจำกมีอัตร
กิริยำกับโปรตีนในเลือดเพียงเล็กน้อย และไม่มีกำรเปลี่ยนแปลงขนำดของอนุภำคเมื่อปล่อยทิ้งไว้ (56) อย่ำงไรก็
ตำม กำรที่อนุภำคถูกสร้ำงขึ้นด้วย hydrophobic interaction และมีลักษณะเป็น micelle เช่นนี้ อำจมีกำร
เปลี่ยนแปลงหรือสูญเสียลักษณะกำรเป็นอนุภำคนำโนได้เมื่อควำมเข้มข้นเปลี่ยนแปลง ดังเช่นในโมเลกุลนี้ ต้อง
ท ำกำรรักษำควำมเข้มข้นให้สูงกว่ำ 0.04-0.02 mg/mL (55) และยังไม่มีกำรศึกษำถึงควำมสำมำรถในกำรเสริม
ฤทธิ์วัคซีนเม่ือมีกำรเปลี่ยนแปลงทำงเคมีของแมนแนนเช่นนี้ 
 

 
 

รูปที่ 77 กำรเตรียมอนุภำคแมนแนนแบบ nanogel โดยกำรดัดแปรโครงสร้ำงของแมนแนน (55) 
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นอกจำกนี้ อนุภำคนำโนของแมนแนนอีกลักษณะหนึ่ง ได้แก่ กำรใช้แมนแนนไปติดอยู่ที่บนผิวของของ

อนุภำคนำโนชนิดต่ำง ๆ อำทิเช่น พอลิเมอร์ชนิด poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่
ย่อยสลำยได้ทำงชีวภำพ (58)  และพอลิเมอร์ชนิด poly(ε-caprolactone)-poly(ethylene glycol)-poly(ε-
caprolactone) (2) ซึ่ งมีควำมเข้ำกันได้ดีกับสิ่ งมีชีวิต ท ำให้ได้อนุภำคขนำด 100-200 นำโนเมตร ที่มี
ควำมจ ำเพำะต่อเซลล์เป้ำหมำยมำกขึ้น อย่ำงไรก็ตำม แรงยึดเกำะระหว่ำงอนุภำคประเภทนี้ ยังใช้แรงยึดเกำะ
แบบอ่อน และไม่มีพันธะระหว่ำงแมนแนนและอนุภำค ท ำให้แมนแนนหลุดจำกอนุภำคได้ง่ำย และขนำดของ
อนุภำคท่ีได้ยังไม่มีควำมสม่ ำเสมอโดยกระจำยตัวอยู่ในช่วงกว้ำง และไม่สำมำรถปรับเปลี่ยนขนำดได้ง่ำยนัก 

ส ำหรับอนุภำคนำโนอนินทรีย์ซึ่งมีโครงสร้ำงที่เสถียรและคงรูปได้สูงกว่ำอนุภำคพอลิเมอร์ ได้มีกำรน ำ
อนุภำคนำโนของเหล็กออกไซด์มำสร้ำงคอมพอสิตร่วมกับแมนแนน (59, 60) เนื่องจำกอนุภำคเหล็กออกไซด์มี
สมบัติซูเปอร์พำรำแมกเนติกที่ท ำให้สนำมแม่เหล็กของโมเลกุลน้ ำรอบอนุภำคมีกำรเปลี่ยนแปลง ท ำให้สำมำรถ
ตรวจปริมำณและติดตำมอนุภำคได้โดยใช้เทคนิค MRI เมื่ออนุภำคนำโนเหล็กออกไซด์ถูกเคลือบด้วย mannan 
จะมุ่งเป้ำไปที่ macrophage ซึ่งมี mannose receptor ในบริเวณของต่อมน้ ำเหลือง ท ำให้สำมำรถเห็นภำพ
ต่อมน้ ำเหลืองในรูปจำก MRI กระบวนกำรใช้งำนคอมพอสิตของอนุภำคเหล็กออกไซด์-แมนแนนนี้ ดังแสดงในรูป
ที่ 78 งำนวิจัยเหล่ำนี้ เป็นตัวอย่ำงของกำรใช้สมบัติที่ดีร่วมกันของส่วนประกอบทั้งสอง ท ำให้ได้แนวทำงกำรใช้
งำนที่หลำกหลำยขึ้น นอกจำกนี้ อนุภำคนำโนเหล็กออกไซด์ยังสำมำรถน ำไปใช้งำนด้ำนกำรเพ่ิมประสิทธิภำพ
กำรน ำส่งยำและชีวโมเลกุลไปยังอวัยวะเป้ำหมำยได้โดยใช้แรงจำกสนำมแม่เหล็กภำยนอกอีกด้วย รวมทั้งเหล็ก
ออกไซด์ยังมีควำมเป็นพิษต่ ำ ท ำให้ในโครงกำรวิจัยนี้ สนใจที่จะน ำเหล็กออกไซด์มำใช้เป็นส่วนประกอบของ
อนุภำคนำโนคอมพอสิตส ำหรับยึดเกำะแมนแนน 

อย่ำงไรก็ตำม อนุภำคนำโนของเหล็กออกไซด์มีข้อจ ำกัดในกำรปรับเปลี่ยนขนำด เนื่องจำกอนุภำคที่มี
ขนำดใหญ่เกินกว่ำ 50 นำโนเมตรจะสูญเสียควำมเป็นซูเปอร์พำรำแมกเนติก และจะง่ำยต่อกำรเกำะเป็นกลุ่ม
และตกตะกอนแยกออกจำกบัฟเฟอร์ ท ำให้กำรปรับเปลี่ยนขนำดเปนไปได้ยำก เนื่องจำกขนำดของอนุภำคนำโน
คอมพอสิตมีควำมส ำคัญ อำทิเช่น มีกำรรำยงำนว่ำอนุภำคของสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่มีขนำด 20-200 นำโนเมตร
จะจ ำเพำะต่อเดนไดรติกเซลล์ ในขณะที่อนุภำคที่มีขนำดใหญ่กว่ำ 500 นำโนเมตรจะจ ำเพำะต่อ macrophage 
(61) และอนุภำคขนำด 230 นำโนเมตรในกำรกระตุ้นที่แรง (61) เป็นต้น ท ำให้ควำมสำมำรถในกำรปรับเปลี่ยน
ขนำดของคอมพอสิตมีควำมส ำคัญ โครงกำรวิจัยนี้ จึงเสนอแนวทำงในกำรน ำซิลิกำซึ่งเป็นวัสดุนำโนอินทรีย์ที่มี
ควำมเป็นพิษต่ ำ ปรับเปลี่ยนขนำดได้ง่ำย และสำมำรถดัดแปรพ้ืนผิวได้ด้วยปฏิกิริยำ silane coupling ที่
หลำกหลำย ท ำให้สำมำรถพัฒนำและดัดแปรพื้นผิวของอนุภำคนำโนคอมพอสิตให้เหมำะสมได้ต่อไป 
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รูปที่ 78 กระบวนกำรถ่ำยภำพต่อมน้ ำเหลืองโดยใช้คอมพอสิตเหล็กออกไซด์-แมนแนนที่มีควำมจ ำเพำะต่อ 
macrophage (59) 

ในกำรออกแบบกำรสังเครำะห์นำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไชด์-ซิลิกำ-แมนแนนในโครงกำรวิจัยนี้ จะ
สร้ำงคอมพอสิตที่มีควำมเสถียรต่อกำรเปลี่ยนแปลงควำมเข้มข้น pH และชนิดของบัฟเฟอร์ที่มำกขึ้นกว่ำที่มีกำร
รำยงำนมำ โดยจะเปลี่ยนจำกกำรใช้แรงระหว่ำงโมเลกุลแบบอ่อน เช่น hydrophobic interaction และแรง
ระหว่ำงประจุ มำเป็นกำรสร้ำงพันธะเคมีระหว่ำงส่วนประกอบต่ำง ๆ ของนำโนคอมพอสิต ซึ่งน่ำจะท ำให้ได้
อนุภำคที่สำมำรถน ำแมนแนนเข้ำสู่เซลล์เป้ำหมำยได้ในปริมำณท่ีสูงกว่ำ และให้ควำมสำมำรถในเสริมฤทธิ์วัคซีน
ได้มำกกว่ำ ดังเช่นที่เคยมีกำรรำยงำนถึงปรำกฏกำรณ์นี้ในอนุภำค PLGA-mannan ซึ่งกำรสร้ำงคอมพอสิตด้วย
พันธะที่แข็งแรงส่งผลให้มีปริมำณแมนแนนที่พ้ืนผิวอนุภำคสูงและเข้ำสู่เซลล์เป้ำหมำยได้ดี (61)  ในกำรศึกษำ
เบื้องต้น ได้ท ำกำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์ -ซิลิกำโดยกระบวนกำร sol-gel ได้
อนุภำคท่ีมีขนำดสม่ ำเสมอดังแสดงในรูปที่ 79  
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รูปที่ 79 ภำพถ่ำยจำกกล้อง TEM ของอนุภำคนำโนคอมพอสิตเหล็กออกไซด์-ซิลิกำท่ีมีขนำด (A)  100 nm 
และ (B) 200 nm  

ส ำหรับกำรยึดเกำะแมนแนนลงบนอนุภำค วิธีหนึ่งที่โครงกำรวิจัยนี้จะท ำกำรศึกษำอำศัยกำรดัดแปรหมู่
ฟังก์ชันของแมนแนนบำงส่วน เพ่ือให้แมนแนนมีหมู่ฟังก์ชั่น carboxylic (60) ที่จะสำมำรถสร้ำงพันธะกับหมู่ 
amino บนพ้ืนผิวของนำโนคอมพอสิตเหล็กออกไซด์-ซิลิกำได้  กระบวนกำรเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชั่นของแมน
แนนดังแสดงในรูปที่ 80 
 

 
 

รูปที่ 80 กระบวนกำรเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชั่นของแมนแนน (60) 

 
จำกกำรออกแบบกำรสังเครำะห์ข้ำงต้น ผู้วิจัยคำดว่ำอนุภำคนำโนคอมพอสิตที่ได้จะมีคำมเสถียรสูง 

และบรรจุแมนแนนได้ในปริมำณที่สูง ท ำให้กำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันเกิดได้อย่ำงมีประสิทธิภำพสูง และอนุภำค
สำมำรถท ำกำรปรับเปลี่ยนขนำดและพ้ืนผิวได้ ท ำให้มีศักยภำพในกำรพัฒนำเป็นระบบสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนที่มี
ประสิทธิภำพในอนำคต 
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วัตถุประสงค์โครงการ 
1) สำมำรถสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตระหว่ำงอนุภำคนำโนแม่เหล็ก-ซิลิกำ-แมนแนนที่มีโครงสร้ำงที่
เสถียรต่อสภำวะแวดล้อมทำงชีวภำพ 
2) ศึกษำควำมเป็นพิษต่อเซลล์ของอนุภำคแมนแนนที่เตรียมข้ึน 
3) ศึกษำควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นเซลล์ของอนุภำคแมนแนนที่เตรียมขึ้น 
4) ศึกษำควำมสำมำรถในกำรเข้ำสู่เซลล์ภำยใต้กำรเหนี่ยวน ำแม่เหล็กของอนุภำคแมนแนนที่เตรียมขึ้น 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 ในโครงกำรวิจัยนี้ ผู้วิจัยจะศึกษำและพัฒนำวิธีกำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็ก
ออกไซด์-ซิลิกำ-แมนแนน โดยแต่ละองค์ประกอบยึดเหนียวกันด้วยพันธะเคมีเพ่ือเพ่ิมควำมเสถียรของอนุภำค 
โดยแมนแนนที่ใช้ในโครงกำรวิจัยนี้ จะใช้แมนแนนที่กำรผลิตขำยเชิงพำณิชย์ และน ำมำผ่ำนกระบวนกำรเพ่ิมหมู่
ฟังชั่นให้สำมำรถยึดเกำะกับอนุภำคนำโนคอมพอสิตได้อย่ำงแข็งแรง จำกนั้นท ำกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย
เครื่องมือต่ำง ๆ เพื่อพิสูจน์ว่ำได้อนุภำคคอมพอสิตที่มีสมบัติตำมต้องกำร จำกนั้นจะท ำกำรศึกษำเปรียบเทียบ
คุณสมบัติกำรเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนของอนุภำคนำโนคอมพอสิตที่สังเครำะห์ขึ้นกับแมนแนนในรูปโมเลกุล
อิสระ เพื่อแสดงว่ำอนุภำคนำโนคอมพอสิตเพ่ิมคุณสมบัติเสริมฤทธิ์วัคซีนให้กับแมนแนน 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1)  ด้ำนวิชำกำร ได้ทรำบถึงอันตรกิริยำระหว่ำงแมนแนน เหล็กออกไซด์ และซิลิกำในกำรเตรียมวัสดุนำโนคอม
พอสิตที่มีควำมเสถียรสูง ตลอดจนเพิ่มควำมเข้ำใจในกระบวนกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันของแมนแนนเมื่ออยู่ในรูปของ
อนุภำคนำโน และสำมำรถเผยแพร่ผลงำนทำงวิชำกำร 
2) ด้ำนเศรษฐกิจ/พำณิชย์และอุตสำหกรรม ได้ต้นแบบและวิธีกำรในกำรเตรียมนำโนคอมพอสิตของแมนแนนที่มี
ประสิทธิภำพในกำรเป็นเป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีน 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 
การสังเคราะห์อนุภาคซิลิกาโดยวิธี Sol gel  

อนุภำคซิลิกำสำมำรถสังเครำะห์โดยกำรผสมเอทำนอล (EtOH) ปริมำตร 45 มิลลิลิตร น้ ำปรำศจำก
ไอออน (DI water) ปริมำตร 5 มิลลิลิตร แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) ปริมำตร 3 มิลลิลิตร และ 
Tetraorthosilicate (TEOS) ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร คนทิ้งไว้เป็นเวลำ 18 ชั่วโมง หลังจำกนั้นน ำสำรที่ได้ไปล้ำง
ด้วยเอทำนอลโดยกำรปั่นเหวี่ยงจน pH เป็นกลำงแล้วน ำสำรที่ได้ไปอบแห้ง โดยขนำดของอนุภำคซิลิกำที่
สังเครำะห์ได้ขึ้นกับอัตรำส่วนโดยปริมำตรของเอทำนอลและน้ ำ DI 

 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์และซิลิกา (S-SPION( 
น ำอนุภำคซิลิกำที่สังเครำะห์ได้จำกวิธี sol gel จ ำนวน 100 มิลลิกรัม ผสมกับน้ ำ DI ปริมำตร 1 

มิลลิลิตร แล้วน ำสำรไป sonicate เป็นเวลำ 30 นำที จนผงซิลิกำกระจำยตัวได้ดี หลังจำกนั้นน ำ Fe(acac)3 
จ ำนวน 10, 20, 60, 180  มิลลิกรัม มำผสมกับสำรละลำยซิลิกำข้ำงต้น ในภำชนะขวดก้นกลมขนำด 100 
มิลลิลิตร จำกนั้นเติมตัวท ำละลำย Tetraethylene glycol จ ำนวน 10 กรัมลงไป จำกนั้นค่อย ๆ ให้ควำมร้อน
ตำมข้ันตอนที่แสดงในตำรำงที่ 1 หลังจำกนั้นน ำสำรที่ได้ไปล้ำงด้วยอะซิโตนจ ำนวน 3 ครั้ง แล้วน ำสำรไปอบแห้ง
ต่อไป 

 
ตารางท่ี 2 แสดงโปรแกรมอุณหภูมิส ำหรับกำรเตรียมอนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์และซิลิกำ 

 

อันดับ 
อุณหภูมิ  

(องศำเซลเซียส) 
ช่วงเวลำ  

(ชั่วโมง) 
สภำวะ 

1 110 0.10 สุญญำกำศ 

2 110 1.00 สุญญำกำศ 

3 210 0.25 แก๊สไนโตรเจน 

4 210 2.00 แก๊สไนโตรเจน 

5 300 0.20 บรรยำกำศ 

6 300 1.00 บรรยำกำศ 
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กำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนคอมพอสิตของเหล็กออกไซด์-ซิลิกำ-แมนแนน (S-SPION-MN) 

- กำรดัดแปรพ้ืนผิวอนุภำคให้เป็นหมู่เอมีน )S-SPION-NH2( 
น ำอนุภำคนำโนคอมพอสิตเหล็กออกไซด์และซิลิกำที่สังเครำะห์ได้จำกขั้นตอนข้ำงต้น จ ำนวน 200 

มิลลิกรัม มำผสมในสำรละลำยเฮกเซน ปริมำตร 10 มิลลิลิตร จำกนั้นผสมสำร APTES ปริมำตร 200 ไมโครลิตร 
ลงไป แล้วคนทิ้งไว้ เป็นเวลำ 2 ชั่ว โมง ที่ อุณหภูมิห้อง สำรละลำยที่ ได้ถูกน ำไปกรองและล้ำงด้วย 
เฮกเซน ปริมำตร 10 มิลลิลิตร จ ำนวน 2 ครั้ง และล้ำงด้วยเอทำนอล ปริมำตร 10 มิลลิลิตร จ ำนวน 1 ครั้ง และ

น ำสำรที่ได้ไปอบแห้ง 
- กำรติดโมเลกุลแมนแนนบนผิวอนุภำค S-SPION-NH2) S-SPION-MN( 

 น ำอนุภำคนำโนคอมพอสิตเหล็กออกไซด์และซิลิกำที่มีพ้ืนผิวเป็นหมู่เอมีน มำท ำปฏิกิริยำกับสำรแมน
แนนในอัตรำส่วน 1:1 โดยใชป้ฏิกิริยำ EDC/NHS coupling และมีน้ ำ DI เป็นตัวท ำละลำย หลังจำกนั้นท ำกำรคน
สำรละลำยที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 24 ชั่วโมง หลังจำกนั้นน ำสำรละลำยที่ได้ไปล้ำงด้วยน้ ำ DI 3 ครั้ง และน ำสำร
ที่ได้ไปอบจนแห้ง  

 
การทดสอบความเป็นพิษ การกระตุ้นของเซลล์โดยวิธี ELISA และการกระตุ้น cell maturation ของ
อนุภาคนาโนคอมพอสิตเหล็กออกไซด์-ซิลิกา-แมนแนน (S-SPION-MN(  

น ำสำรคอมพอสิตที่สังเครำะห์ไปทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์เดนไดติก โดยวิธี MTT assay ซึ่งเป็นกำร
ทดสอบอัตรำกำรเกิดปฏิกิริยำเมตำบอลิซึมของเซลล์ ซึ่งให้ผลโดยตรงถึงปริมำณของเซลล์ที่มีชีวิตอยู่รอด ในกำร
ทดลองนี้ได้เลี้ยงเซลล์เดนไดติกใน 96 หลุม มีปริมำณเซลล์จ ำนวน 200,000 เซลล์ต่อหลุม และมีปริมำณอำหำร
เลี้ยงเซลล์เท่ำกับ 200 ไมโครลิตรต่อหลุม โดยในอำหำรเลี้ยงเซลล์จะประกอบด้วย 10 เปอร์เซนต์ FBS 100 U 
ต่อมิลลิลิตร penicillin และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิคร streptomycin, 0.2 มิลลิโมลำร์ L-glutamax 10 นำ
โนกรัมต่อมิลลิลิตร recombinant murine GM-CSF และ 10 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร recombinant murine IL-
4 เซลล์ได้ถูกเพำะเลี้ยงเป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกำะกับถำดเลี้ยงเซลล์ หลังจำกนั้นใส่อนุภำคนำโนคอม
พอสิตที่สังเครำะห์ได้ลงหลุมละ 20 ไมโครลิตรแล้วทิ้งไว้เป็นเวลำ 24 และ 48 ชั่วโมง แล้วเติมสำร MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium bromide) ปริมำตร 20 ไมโครลิตรต่อหลุม แล้วทิ้งไว้ในที่
มืด 1 ชั่วโมง ก่อนน ำมำล้ำงด้วย 100 ไมโครลิตร PBS สองรอบแล้วเติม 150 ไมโครลิตร DMSO จำกนั้นน ำไปวัด
ค่ำดูดกลืนแสงที่ 570 นำโนเมตร ด้วย microplate reader 

ทดสอบกำรกระตุ้นของเซลล์โดยใช้เทคนิคของแซนวิช ELISA ซึ่งใช้หลักกำรจับแบบแม่กุญแจและลูก
กุญแจของแอนติบอดีกับแอนติเจน ซึ่งในงำนนี้ได้ทดสอบกับสำรหลั่ง cytokine ชนิด TNF-α, IL1-β, IL-6, IL-
23, IFN-γ โดยวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ 450 นำโนเมตร 

กำรศึกษำ cell maturation ของเซลล์นั้นใช้วิธี flow cytometry โดยเซลล์จะถูกกระตุ้นที่เวลำ 24 และ 
48 ชั่วโมง เซลล์จะถูกบ่มด้วย antibody CD80 CD86 และ MHCII ซึ่งเป็นตัวชี้วัดในกำร maturation ของเซลล์  
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การทดสอบการเข้าเซลล์ของอนุภาคนาโนคอมพอสิต S-SPION-MN  
เซลล์ได้ถูกเพำะเลี้ยงบนแผ่นซิลิกำ ใน 12 หลุม โดยในแต่ละหลุมมีเซลล์จ ำนวน 1,000,000 เซลล์ ใน

สำรเลี้ยงเชื้อ RPMI ปริมำตร 1 มิลลิลิตร เป็นเวลำ 7 วัน จำกนั้นได้ใส่สำรอนุภำคนำโนคอมพอสิตที่ที่ถูกย้อมด้วย
สี FITC ลงไปโดยมีควำมเข้มข้นสุดท้ำยเท่ำกับ 0.1 นำโนกรัมต่อเซลล์ แล้วศึกษำกำรเข้ำเซลล์ที่เวลำ 15 นำท ีและ 
3 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบระหว่ำงสำรที่ทดสอบภำยใต้สนำมแม่เหล็กภำยนอกกับสำรที่ไม่ได้ถูกเหนี่ยวน ำด้วย
แม่เหล็ก เมื่อครบเวลำก็น ำไปล้ำงเซลล์ด้วย 500 ไมโครลิตร PBS 3 ครั้ง แล้วท ำกำรย้อมสี 
เมมเบรนด้วย CellMask Deep red เป็นเวลำ 5 นำที ที่ 37 องศำเซลเซียส แล้วท ำกำร fix เซลล์ ด้วย 4 
เปอร์เซนต์ paraformaldehyde เป็นเวลำ 30 นำที ที่ 4 องศำเซลเซียส แล้วน ำมำล้ำงด้วย PBS แล้วย้อมสีของ
นิวเคลียสด้วย DAPI เป็นเวลำ 5นำที ที่ 37 องศำเซลเซียส จำกนั้นล้ำงด้วย PBS อีก 4 ครั้ง ก่อนเติม 500 
ไมโครลิตร PBS รอบสุดท้ำย แล้วน ำไปส่องด้วยกล้อง Confocal Fluorescence microscopy เพ่ือดูกำรเข้ำ
เซลล์ นอกจำกนี้ยังได้ท ำกำรศึกษำโดยใช้ flow cytometry เพ่ือน ำผลที่ได้มำประกอบกัน 

  



102 
 

ผลการวิจัย 
 

การวิเคราะห์เอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนคอมพอสิต S-SPION และ S-SPION-MN 
 อนุภำคS-SPION ที่สังเครำะห์ได้ถูกน ำไปพิสูจน์เอกลักษณ์เบื้องต้นด้วยเทคนิค Field Emission 
Scanning Electron Microscopy (FE-SEM) ดังแสดงในรูปที่ 81 พบว่ำลักษณะอนุภำคที่ได้มีลักษณะเป็นทรง
กลม พ้ืนผิวปกคลุมด้วยอนุภำคขนำดเล็กของอนุภำคแม่เหล็ก โดยเมื่อเพ่ิมปริมำณสำรตั้งต้น Fe(acac)3 จะ
พบว่ำปริมำณอนุภำคแม่เหล็กเพ่ิมมำกขึ้นด้วย จำกผล FESEM ผู้วิจัยได้เลือกในกำรใช้ปริมำณของ Fe(acac)3 
10 g เพรำะอนุภำคท่ีได้มีพ้ืนที่ผิวมำก ซึ่งจะท ำให้มีพ้ืนที่เหลือและสำมำรถน ำไปดัดแปรพ้ืนผิวได้ในขั้นตอนต่อไป  

 

                           
รูปที่ 81 ภำพ FESEM แสดงลักษณะอนุภำคนำโนคอมพอสิต S-SPION ที่สังเครำะห์ได้ ด้วยปริมำณสำร 
Fe(acac)3 ต่ำงกัน โดย a) 10 mg, b) 20 mg, c) 60, d) 180 mg. 

 

นอกจำกนี้อนุภำคที่สังเครำะห์ ได้ถูกน ำไปวิเครำะห์ด้วย XRD แต่ทั้งนี้เนื่องจำกอนุภำคแม่เหล็กมี
ปริมำณน้อยมำกเมื่อเปรียบเทียบกับอนุภำคซิลิกำ ท ำให้กรำฟ XRD ไม่สำมำรถบ่งบอกควำมแตกต่ำงได้ดังแสดง
ในรูปที่ 82  
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รูปที่ 82 แสดงกรำฟ a) XRD pattern และ b) magnetization curves 

 
หลังจำกกำรดัดแปรพ้ืนผิวด้วยสำรแมนแนนแล้ว อนุภำคนำโนคอมพอสิต S-SPION-MN ยังคงแสดง

คุณสมบัติของควำมเป็น superparamagnetic แต่ทั้งนี้ค่ำ magnetization ได้ลดลงจำกอนุภำค S-SPION ซึ่ง
เป็นผลมำจำกกำรบดบังของสำรแมนแนน ทั้งนี้กำรยืนยันกำรติดสำรแมนแนนที่ผิวอนุภำคนั้นสำมำรถยืนยันได้
ด้วยกำรเปลี่ยนแปลงของประจุดังแสดงในตำรำงที่ 2 พบว่ำประจุได้เพ่ิมควำมเป็นบวกมำกข้ึนเนื่องจำกแมนแนน
ได้มำบดบังประจุลบของอนุภำค S-SPION  

 

ตารางท่ี 3 Properties of synthesized nanocomposites 

Samples Size (nm)a PDIa 
Zeta potential 

(mV)a 
Amount of Fe 

(µg/mg particle)b 
Mannan concentration 

(µg/ mg particle)c 

S-SPION 693.23 ± 25.62 0.157 ± 0.085 -39.17 ± 2.33 19.27 N/A 

S-SPION-MN 930.70 ± 37.77 0.395 ± 0.077 -3.88 ± 0.13 N/A 98 

a Hydrodynamic size, PDI, and zeta potential were measured by Zetasizer 
b Content of iron was determined by ICP-OES analysis 
c Mannan content was measured by using sulfuric acid-phenol coloricmetric assay  
N/A not applicable 
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ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 อนุภำคนำโนคอมพอสิต S-SPION และ S-SPION-MN ได้ถูกน ำมำวิเครำะห์ควำมป็นพิษต่อเซลล์เดนได
ติก โดยกำรทดลองได้ศึกษำที่เวลำ 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 83 จำกผลกำรทดลองพบว่ำที่เวลำ 
6 ชั่วโมง ปริมำณกำรมีชีวิตรอดของเซลล์นั้นสูงเมื่อถูกกระตุ้นด้วยอนุภำคแมนแนนหรือ S-SPION-MNโดยเทียบ
กับอนุภำค S-SPION แต่จะสังเกตได้ว่ำที่เวลำ 12 ชั่วโมงนั้นปริมำณกำรรอดชีวิตเซลล์นั้นลดลงอย่ำงเห็นได้ชัด 
แต่ปริมำณกำรตำยนั้นคงที่ ที่เวลำ 24 ชั่วโมง หลังจำกนั้นที่เวลำ 48 ชั่วโมง กำรรอดของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
S-SPION-MN ลดลงไปประมำณ 50% เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม negative ทั้งนี้กำรที่เซลล์ลดจ ำนวนลงไป 
อำจจะเป็นเหตุจำกกำรที่เซลล์โดนกระตุ้นได้ดีจำกกำรที่มีแมนแนนท ำหน้ำที่เป็นตัวจับกับเซลล์  
 

 
 

รูปที่ 83 ปริมำณกำรรอดของเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยอนุภำคต่ำงๆ ที่ควำมเข้มข้นต่ำงกัน โดยกำรท ำปฏิกิริยำที่
เวลำ a) 6 ชั่วโมง  b) 12 ชั่วโมง c) 24 ชั่วโมง d) 48 ชั่วโมง 
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ศึกษาการกระตุ้นเซลล์ด้วยอนุภาคแมนแนน  
 กำรทดลองกำรกระตุ้นของเซลล์จะช่วยยืนยันว่ำ กำรที่เซลล์ตำยมำกขึ้นนั้นเกิดจำกกำรที่เซลล์ถูก
กระตุ้นมำก ดังนั้นกำรทดลองนี้แสดงให้เห็นว่ำ เซลล์ได้มีกำรหลั่งสำร cytokine ชนิดต่ำง ๆ ออกมำในปริมำณ
สูงเมื่อเทียบกับ negative control โดยเฉพำะเมื่อใช้ S-SPION-MN ในปริมำณเท่ำกับ 1 ng particle/cell ดัง
แสดงในรูปที่ 84-85 และสังเกตเห็นได้ว่ำที่ควำมเข้มข้นเดียวกันของอนุภำค S-SPION-MN สำมำรถกระตุ้นกำร
หลั่ง cytokine ได้มำกกว่ำอนุภำค S-SPION ซึ่งไม่มีแมนแนนปกคลุม ดังนั้นกำรที่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบ
สำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของเซลล์ได้ดียิ่งขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 84 ผล ELIZA โดยกำรกระตุ้นเซลล์ที่เวลำ 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 85 ผล ELIZA โดยกำรกระตุ้นเซลล์ที่เวลำ 48 ชั่วโมง 

 
 
นอกจำกกำรกระตุ้นกำรหลั่ง cytokine ของเซลล์ซึ่งมีผลต่อกำรท ำงำนในระบบภูมิคุ้มกันแล้ว 

กระบวนกำรเกิด maturation ของเซลล์ก็มีควำมจ ำเป็นอย่ำงยิ่งในกำรท ำหน้ำที่กระตุ้น T cell ต่อไป ดังนั้นผล 
mean fluorescent intensity (MFI) จำกเทคนิค flow cytometry (รูปที่ 86) จึงช่วยแสดงให้เห็นว่ำเซลล์นั้น
เกิดกำร maturation ได้ดีที่เวลำ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยกำรถูกกระตุ้นด้วยอนุภำคแมนแนน S-SPION-MN ที่
ควำมเข้มข้น 1 ng particle/cell  
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รูปที่ 86 กรำฟแสดง MFI เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยอนุภำคต่ำงๆ ที่เวลำ a) 24 ชั่วโมง b) 48 ชั่วโมง 

  
ศึกษาการน าเข้าสู่เซลล์ภายใต้การเหนี่ยวน าด้วยแม่เหล็กภายนอก 

นอกจำกนี้ผู้วิจัยได้ศึกษำผลของกำรมีอนุภำคแม่เหล็กเป็นองค์ประกอบ โดยศึกษำ cell uptake ภำยใต้
กำรใช้เทคนิค Flow Cytometry ซึ่งผลกำรทดลอง (รูปที่ 87) ได้ศึกษำที่เวลำ 15 นำที และเวลำ 3 ชั่วโมง ผล
กำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำอนุภำคแมนแนนภำยใต้กำรเหนี่ยวน ำด้วยแม่เหล็กภำยนอก สำมำรถช่วยกำร uptake 
ได้ดียิ่งขึ้น เมื่อเทียบกับกำร uptake ของเซลล์โดยไม่มีแม่เหล็กเหนี่ยวน ำ 

 

 
รูปที่ 87 แสดงปริมำณกำร uptake อนุภำคแมนแนน S-SPION-MN ของเซลล์ 

 นอกจำกนี้ผลจำกกล้อง confocal fluorescent microscopy ยังช่วยยืนยันกำร uptake ของเซลล์ 
โดยจำกรูปที่ 88 จะเห็นได้ชัดว่ำที่เวลำ 15 นำที อนุภำคแมนแนนถูกจับเข้ำไปในเซลล์ได้มำกภำยใต้กำร
เหนี่ยวน ำด้วยแม่เหล็กภำยนอก แต่ที่เวลำ 3 ชั่วโมง ผลของกำรมีอนุภำคแม่เหล็กเห็นได้ไม่ชัดเจน ทั้งนี้เนื่องมำก
จำกกำรมีแมนแนนเป็นองค์ประกอบซึ่งท ำหน้ำที่ในกำรจับกับเซลล์ 
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รูปที่ 88 ภำพแสดงกำร uptake อนุภำคแมนแนน S-SPION-MN ของเซลล์โดยกำรศึกษำภำยใต้กล้อง 
confocal fluorescent microscopy: DAPI และ CellMask Deep Red แสดงนิวเคลียสและเซลล์เมมเบรน 
FITC แสดงอนุภำคแมนแนน S-SPION-MN 

 

อภิปราย / วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 จำกผลกำรศึกษำพบว่ำอนุภำคแมนแนนมีควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นกำรท ำงำนของเซลล์ภูมิคุ้มกันได้ดี 
เมื่อเปรียบเทียบกับอนุภำคที่ไม่มีแมนแนนเป็นองค์ประกอบ ดังนั้นกำรทดลองนี้แสดงให้เห็นว่ำแมนแนนสำมำรถ
จับกับเซลล์เมมเบรนได้ดี และยังช่วยกระตุ้นกำรหลั่ง cytokine และ กำร maturation ของเซลล์ ซึ่งเป็นกำรท ำ
ให้เซลล์มีควำมพร้อมในกำรกระตุ้น T-cell ต่อไป นอกจำกนี้กำรที่อนุภำคแมนแนนมีอนุภำคแม่เหล็กเป็น
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องค์ประกอบ ยังท ำให้อนุแมนแนนไปยังเซลล์เป้ำหมำยได้เร็วขึ้นภำยใต้กำรเหนี่ยวน ำของแม่เหล็กภำยนอก 
ดังนั้นกำรที่อนุภำคท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพนั้นเนื่องมำจำกองค์ประกอบของแมนแนนและอนุภำคแม่เหล็ก
ที่มีคุณสมบัติควำมเป็น superparamagnetic  
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สรุปและเสนอแนะ 
 
 แผนงำนวิจั ยนี้ คณะผู้ วิ จั ย ได้ ใช้สหสำขำวิชำควำมรู้ เ พ่ือศึกษำแมนแนนที่ สกัดจำกเชื้ อรำ 
Saccharomyces และ Candida พบว่ำแมนแนนที่น ำมำใช้ทดสอบในแผนงำนนี้ มีโครงสร้ำงที่แตกต่ำงกัน ซึ่ง
ส่งผลต่อกำรกระตุ้นกำรท ำงำนของเซลล์ภูมิคุ้มกันชนิดเดนไดรติกเซลล์ และ T cell ที่แตกต่ำงกัน นอกจำกนี้
คณะผู้วิจัยยังท ำน ำแมนแนนจำก S. cerevisiae ชนิด MNN 1 ซึ่งมีฤทธิ์กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ดี มำพัฒนำ
เป็นอนุภำคแมนแนน คณะผู้วิจัยได้สังเครำะห์และพัฒนำอนุภำคแมนแนน ที่มีสมบัติควำมเป็นแม่เหล็ก เพ่ือใช้
เป็นสำรเสริมฤทธิ์วัคซีนได้ส ำเร็จ โดยเบื้องต้นผลกำรกระตุ้นเซลล์และ cell maturation แสดงให้เห็นว่ำอนุภำค
ที่สังเครำะห์ขึ้นนั้นสำมำรถกระตุ้นกำรท ำงำนของเซลล์ได้ดี และผู้วิจัยได้เล็งเห็นถึงควำมเป็นไปได้ของกำรน ำ
อนุภำคแมนแนนมำใช้ในกำรทดลองระดับคลินิก แต่ทั้งนี้เพ่ือยืนยันควำมสำมำรถในกำรกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกัน
ชนิด T cell ได้และกำรน ำไปใช้ได้จริงนั้น ยังคงต้องกำรกำรทดลองในระดับท่ีซับซ้อนมำกขึ้นต่อไป  
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ภาคผนวก 
 
ค าอธิบายสัญญาลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 
 

br broad signal 

 chemical shift 

d doublet 

dd doublet of doublet 
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DMF N,N-dimethylformamide 

dt doublet of triplet 

equiv equivalent 

ESI electrospray ionization 

J coupling constant 

m multiplet 

m/z mass-to-charge ratio 

MS mass spectrometry 

DTC diethyldithiocarbamate 

NMR   nuclear magnetic resonance 

o/n overnight 

p para 

ppm part per million 

rt room temperature 

s singlet 

TLC thin layer chromatography 
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