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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

 ธาตเุหลก็มีความส าคญัตอ่พฒันาการและการท างานของระบบประสาท เน่ืองจากธาตเุหลก็
ท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์หลายชนิด เช่น fatty acid desaturase [1]  ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ใน
การสงัเคราะห์ไขมนัและโคเลสเตอรอลท่ีเป็นองค์ประกอบของไมอีลนิ ( myelin sheath) หรือ 
tryptophan hydroxylase และ tyrosine hydroxylase ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์สารสือ่
ประสาท serotonin และ dopamine ตามล าดบั รวมถึงเอนไซม์  ribonucleotide reductase  ท่ีใช้ใน
การสงัเคราะห์ DNA และเอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการถ่ายทอดอิเลก็ตรอนของไมโทคอนเดรีย เช่น 
cytochrome oxidase, NADH dehydrogenase และ succinic dehydrogenase [2, 3]  นอกจากนีย้งัมี
รายงานวา่การขาดธาตเุหลก็ จะท าให้เกิดความผิดปกติตอ่พฒันาการทางสมองและการท างานของ
ระบบประสาท ในเด็กแรกเกิดและวยัรุ่น [4-6] เป็นต้น 

ในระยะแรกของพฒันาการทางระบบประสาท พบวา่ธาตเุหลก็จะ สะสมอยูใ่น ไมโครเกลยี
(microglia) ก่อนท่ีโอลโิกเดนโดรไซต์ (oligodendrocyte) จะมีการเจริญและพฒันาไปเป็นเซลล์ท่ีสร้าง
ไมอีลนิ   จากการศกึษาพบวา่การหายไปของธาตเุหลก็ใน microglia จะมีความสมัพนัธ์กบัพฒันาการ
ของ oligodendrocyte และการสร้าง ไมอีลนิในระบบประสาท  [7-10]   และยงัพบวา่เม่ือ มีการตายของ
เซลล์ในระบบประสาท ท าให้สมดลุของธาตเุหลก็เสยีไปจนเกิดการสะสมของธาตเุหลก็อยา่งผิดปกติใน
เนือ้สมอ ง โดยท่ี ธาตเุหลก็เหลา่นีจ้ะพบอยูใ่น  microglia ในสภาวะ ท่ีถกูกระตุ้น และยงัสมัพนัธ์กบั
กระบวนการเกิดพยาธิสภาพของ โรคทางระบบประสาทหลายชนิด เช่น   Alzheimer’s disease, 
Parkinson’s disease, Hungtington’s disease, Hallervorden-spatz syndrome, Friedreich’s 
ataxia, multiple sclerosis และ ischemia-reperfusion [11, 12]  

microglia มีประมาณ 12% ของเซลล์ในระบบประสาทสว่นกลางทัง้หมด [13] ท าหน้าที่คล้าย
กบัแมคโครฟาจ ( macrophage) ในระบบภมิูคุ้มกนัของร่างกาย โดยจะตรวจจบัและเก็บกิน 
(phagocytosis) สิง่แปลกปลอมท่ีเข้าสูร่ะบบประสาท  เม่ือเกิดพยาธิสภาพ  microglia จะตอบสนอง
ตอ่สิง่มากระตุ้นโดยเปลีย่นแปลงรูปร่างไปอยูใ่นสภาวะท่ีถกูกระตุ้น และจะมีการผลติ pro-
inflammatory cytokines (interleukins (IL) เช่น  IL -1, -6, -12, -17, -18), tumor necrosis factor 
(TNF) -α, interferons (IFN)), anti- inflammatory cytokines (IL-2, -3, -4, -10 และ -15), reactive 
oxygen species (ROS) , chemokines (monocyte chemoattractant protein-1(MCP-1)) และ



growth factor (transforming growth factor (TGF) -β, colony-stimulating factors (CSF), nerve 
growth factor (NGF), neurotrophins (NT) -3, -4, brain-derived neurotrophic factor (BDNF)) 
เป็นต้น [14 , 15] ซึง่การหลัง่โมเลกลุเหลา่นีจ้าก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นอาจจะช่วยให้มีการฟืน้ตวัของ
เซลล์ในระบบประสาทหรืออาจท าให้เกิด chronic inflammation ท่ีเกิดความเสยีหายตอ่ระบบประสาท
มากขึน้กวา่เดิมก็ได้ ในปัจจุบนัโมเลกลุท่ีควบคมุการท างานของ microglia ในสภาวะท่ีถกูกระตุ้นยงัไม่
เป็นท่ีทราบแนช่ดั แตจ่ากความสมัพนัธ์ระหวา่งธาตเุหลก็กบัภาวการณ์ ท่ีถกูกระตุ้นของ  microglia 
ดงัท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น  จึงเป็นไปได้วา่ธาตเุหลก็อาจเป็นปัจจยัหนึง่ท่ีควบคมุการท างานของ  
microglia ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาผลของธาตเุหลก็ ท่ีมีตอ่การหลัง่โปรตีน
ของ microglia ท่ีถกูกระตุ้นโดยใช้เทคนิคทางโปรตีโอมิกส์ 
 
ค าถามของการวิจัย (Research Question) 
 

ธาตเุหลก็ มีผลตอ่การ เปลีย่นแปลงรูปแบบการ หลัง่โปรตีนของ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย 
LPS หรือไม่ 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 
 

1. เพื่อศกึษาผลของธาตเุหลก็ท่ีมีตอ่การเปลีย่นแปลงรูปแบบโปรตีนท่ีหลัง่มาจาก  microglia ท่ี
ถกูกระตุ้นด้วย LPS  

2. เพื่อหาชนิดของโปรตีนท่ีมีการเปลีย่นแปลงไป อนัเน่ืองมาจากผลของธาตเุหลก็ตอ่การหลัง่
โปรตีนของ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS โดยใช้เทคนิคทางโปรตีโอมิกส์  

 
สมมติฐาน (Hypothesis) 
 
 ธาตเุหลก็จะเปลีย่นแปลงรูปแบบของโปรตีนท่ีสร้างโดย microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 
 
ค าส าคัญ (Key words)  
 
 Activated microglia 

Iron 
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Iron inducible proteins 
Proteomics 

 
รูปแบบการวิจัย (Research design) 
 
 การทดลอง (Experimental study) 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

 BV2 cell คือ microgial cell line ได้มาจากสมองของ primary mouse microglia cell มี
คณุสมบติัในการแบง่ตวัได้ไม่จ ากดัหรือเป็น immortalized cell [16] 

 LPS (Lipopolysaccharide) คือ ผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย แกรมลบท่ีมีศกัยภาพในการใช้เป็น
ตวักระตุ้น microglia เน่ืองจาก  microglia มี toll like receptor (TLR)-4 ซึง่เป็นโปรตีนตวัรับบนผิว
เซลล์ของ microglia ท่ีจ าเพาะกบั LPS [17] 

2D PAGE (Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis) เป็นการแยกโปรตีน
โดยใช้กระแสไฟฟ้า โดยแยกโปรตีนตามประจุ isoelectric point (pI) ด้วยเคร่ือง isoelectric focusing 
(IEF) จากนัน้น าโปรตีนมาแยกตอ่ตามมวลโมเลกลุ molecular weight (MW) บน SDS-PAGE  

LC-MS/MS (Liquid chromatography mass spectrometry/ tandem mass 
spectrometry) คือ การวิเคราะห์โปรตีนจากมวลโมเลกลุ  ซึง่มีคณุสมบติัเป็น  high-performance 2-
dimensional ion trap mass spectrometer ซึง่มี sensitivity สงู จดัเป็นเทคนิคขัน้สงูในการวิเคราะห์
หากรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบของโปรตีน  

Ion score เป็นผลท่ีได้จาก MS/MS ท่ีค านวณจาก probability ระหวา่งการ match ของ 
experimental data และ database sequence อยา่ง random โดยสตูรการค านวณ คือ -10 log (P) 
อ้างอิงจาก http://www.matrixscience.com 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

What roles of iron plays 
in microglial activation? 

Microglia 

Microglial secretory protein 

In vivo (Neurodegenerative 
disease) 

In vitro 

Microglia (BV2 cell) Microglia (BV2 cell) 

Activated microglia 
(iron-loaded) 

 

Activated microglia/ Untreated 
(no iron-loaded) 

 

Microglial secretory protein Microglial secretory protein 

Differential expression of microglial secretory 
protein 

Iron regulated microglial secretory protein 

LPS + Fe +/- LPS 

Activated microglia 
(iron-loaded) 

 ? 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
1. ท าให้ทราบผลของธาตเุหลก็ตอ่การเปลีย่นแปลงรูปแบบโปรตีนท่ีหลัง่มาจาก  microglia ท่ีถกู

กระตุ้นด้วย LPS 
2. โปรตีนท่ีหาได้อาจน าไปใช้เป็นเคร่ืองมือบง่ชีห้รือช่วยวินิจฉยัการ ด าเนินไปของ โรคทางระบบ

ประสาทหลายชนิดในกลุม่  neurodegenerative diseases ท่ีมี microglia ท่ีถกูกระตุ้น ใน
สภาวะท่ีมีธาตเุหลก็สะสมอยูใ่นเนือ้สมอง 
 

อุปสรรคที่อาจเกิดขึน้ระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข 
 

1. การปนเปือ้นของเซลล์เพาะเลีย้งซึง่สามารถป้องกนัและแก้ไขโดยการใช้ aseptic technique 
การรักษาความสะอาดของตู้  CO2 incubator และอุปกรณ์ตา่งๆในการเพาะเลีย้งเซลล์ 

2. ปัญหาที่เกิดจากการท าซ า้ (unreproducibility) ไม่สามารถท าซ า้ให้เหมือนเดิมได้แก้ไขโดยมี
การท าด้วยความระมดัระวงั  เช่น การเตรียมสาร , เทคนิคในการดดู ( pipette) สารปริมาณ
น้อยๆและมีความคงท่ีในการท าทกุครัง้ การละลายของตะกอนโปรตีนซึง่สามารถแก้ไขได้โดย
การใช้ lysis buffer ท่ีได้ปรับแตง่ให้มีความสามารถในการละลายตะกอนโปรตีนได้ดีขึน้ 

3. spot โปรตีนท่ีได้อาจแยกไม่ชดัเจนเน่ืองจากการมีเกลอืปนเปือ้นในตวัอยา่งที่น ามาใช้ แก้ไข
โดยการท า clean up ตวัอยา่งเพื่อก าจดัหรือลดเกลอืท่ีปนเปือ้นก่อนท าการแยกโปรตีน
ตวัอยา่ง 
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บทที่ 2 
งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
ชีววิทยาของธาตเุหลก็ 

  ธาตเุหลก็มีความส าคญัตอ่การด ารงชีวิต โดยเป็นสว่นประกอบของ ฮีมโมโกลบิน ในเม็ดเลอืด
แดง และเป็นสว่นประกอบของไมโอโกลบินในกล้ามเนือ้กบัเอนไซม์ตา่งๆ ในร่างกายคนปกติมีธาตุ
เหลก็ประมาณ 2-4 กรัม ซึง่ความต้องการธาตเุหลก็ขึน้อยูก่บัเพศ (ดงัตารางท่ี  2.1) ในแตล่ะช่วงวยัมี
ความต้องการธาตเุหลก็แตกตา่งกนัไป โดยเฉพาะวยัท่ีมีการเจริญเติบโตสงู เช่น ในเด็กทารกต้องการ
ธาตเุหลก็ มากท่ีสดุ ช่วง  8-15 เดือนแรก วยัรุ่น ต้องการธาตเุหลก็เพิ่มขึน้เร่ือยๆในการพฒันาระบบ
ประสาท  [3] เป็นต้น ในภาวะปกติร่างกาย ดดูซมึธาตเุหลก็ ได้วนัละ1 -2 มิลลกิรัม  [18] ร่างกายสญูเสยี
ธาตเุหลก็ทาง ผิวหนงั เลบ็ การหลดุลอกของเซลล์ ท่ีเคลอืบผิวทางเดินอาหาร และ จากบาดแผล เป็น
ต้น [19]  

 
ตารางท่ี 2.1 แสดงปริมาณของธาตเุหลก็ท่ีมีอยูใ่นร่างกาย (Harmening และคณะ, 1997) 

 
เมทาบอลซิมึของธาตเุหลก็ 

ธาตเุหลก็ท่ีได้ จากอาหารท่ียอ่ยแล้วภายในล าไส้เลก็จะถกู ดดูซมึ ท่ีผิวเซลล์เยื่อบุล าไส้เลก็
บริเวณดโูอดีนมั [20] เพื่อสง่เข้าสูก่ระแสโลหิต  แตเ่น่ืองจากธาตเุหลก็ มีความสามารถในการถ่ายโอน
อิเลก็ตรอนได้ ตามปฏิกิริยา  fenton reaction ท าให้เกิด hydroxyl radical (OH•) (รูปท่ี 2.1) [21]  ซึง่จะ
ไปท าลายสารชีวโมเลกลุขนาดใหญ่ในเซลล์ เช่น ไขมนั โปรตีน และสารพนัธุกรรม [22-24] ธาตเุหลก็ 
 

ธาตุเหล็กในรูปต่างๆ เพศชาย (g)(%) เพศหญิง (g)(%) 
Hemoglobin  2.4         (60%) 1.7        (85%) 
Myoglobin 0.14       (3.5%) 0.12      (6%) 

Heme Enzymes 0.01       (0.25%) 0.01      (0.5%) 
Intercellular Transport (Tf) 0.003     (0.075%) 0.003    (0.15%) 
Intracellular Storage (Ft) 0.7-1.5   (17.5-37.5%) 0.7-1.5  (35-75%) 
Total iron 4            (100%) 2            (100%) 



จึงไม่สามารถอยู่ ในกระแสเลอืดได้อยา่งอิสระแตจ่ะพบอยูก่บัโปรตีน อยา่ง เช่น  transferrin (Tf) 
lactoferrin (Lf) และ ferritin (Ft) เป็นต้น [25]   

 

Fe2+ + H2O2 ----> Fe3+ + OH• + OH- 

Fe3+ + H2O2 ----> Fe2+ + OOH• + H+
 

 

รูปท่ี 2.1 แสดงปฏิกิริยาของ fenton reaction ซึง่ท าให้เกิด OH• สบืค้นจาก : 
www.lenntech.com (4-04-11) 

 
  ธาตเุหลก็ในกระแสเลอืดจะเข้าสูส่มอง ได้ 2 วิธีคือ ผา่นทาง blood- brain barrier (BBB) (รูป
ท่ี 2.2) ร้อยละ 80 เป็น transferrin bound iron (TBI) อาศยัโปรตีน  Tf โดยธาตเุหลก็สองอะตอม ใน
กระแสเลอืดจบักบั Tf และ Tf สองโมเลกลุจะจบักบั transferrin receptor (TfR) ในสดัสว่นสองตอ่หนึง่ 
ท่ีเยื่อบุผนงัหลอดเลอืดสมอง Tf-Fe เข้าสูเ่ซลล์โดยกระบวนการ  endocytosis ซึง่ภายใน endosomes 
มีคา่ pH เป็นกรด คือประมาณ 5.5 ท าให้ธาตเุหลก็หลดุออกจาก  Tf และถกูสง่ออกจาก  endosomes 
ไปท่ีไซโทพลาสซมึ ส าหรับ Tf-TfR complex จะถกูน ากลบัไปท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ด้าน luminal surface ซึง่มี
คา่ pH สงูกวา่ใน endosomes คือประมาณ 7.2 ท าให้ Tf หลดุออกจาก  TfR และถกูน าไปใช้ในการ
ขนสง่ธาตุเหลก็ในครัง้ตอ่ไป  [26 , 27]   ธาตเุหลก็จะถกูสง่ออกจากเซลล์ผนงัหลอดเลอืดเข้าสูส่มองโดย
โปรตีน ferroportin1 และ hephaestin [28]  ธาตเุหลก็ ท่ีผา่นเข้ามาในสมองจะถกูน าไปใช้ใน
กระบวนการตา่งๆ  ของเซลล์ ท่ีเหลอืจะเก็บไว้ใน เซลล์ในรูปของ  Ft [26 , 29]  นอกจากนัน้การขนสง่ธาตุ
เหลก็เข้าสูส่มองยงัสามารถผา่นทางโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไม่ใช่ Tf ได้ เช่น Ft, Lf, albumin, ascorbate, 
citrate, melanotransferrin (MTf)/ p 97, DMT1และ trivalent cation-specific transporter (TCT) [30-

33]   เรียกการขนสง่แบนีว้า่ non- transferrin bound iron (NTBI) [34 , 35] ธาตเุหลก็ในกระแสเลอืด
สามารถจะเข้าสูส่มองโดยผา่นทาง blood- cerebrospinal fluid barrier (B-CSF)  โดยพบทัง้แบบ 
TBI และ NTBI โดยจะน าธาตเุหลก็ผา่นมา ทาง epithelial ของ choroid plexus พบวา่การขนสง่ธาตุ
เหลก็เข้าสูส่มองสว่นใหญ่จะผา่นทาง BBB มากกวา่ทาง B-CSF [36]  
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รูปท่ี 2.2 แสดงแบบจ าลองของการขนสง่ธาตเุหลก็ท่ีผา่นทาง BBB โดยท่ีแสดงทัง้แบบอาศยั

โปรตีน Tf (TBI) และ แบบท่ีไม่อาศยัโปรตีน Tf (NTBI) โดยผา่น DMT1 ซึง่ธาตเุหลก็จะเคลือ่นท่ีจาก
ด้าน luminal membrane มาทางด้าน abluminal membrane และเข้ามาใน interstitial fluid (IF) (Ke 
และคณะ, 2007) 

 
หลงัจากธาตเุหลก็ผา่นเข้ามาในสมองแล้วธาตเุหลก็ท่ีอยูใ่นสมองจะถกูขนสง่ด้วยกลไก TBI 

และ NTBI ดงัท่ีได้กลา่วไว้ข้างต้น [26, 37]  ซึง่ธาตเุหลก็จะไป ยงัเซลล์ท่ีมีความต้องการใช้ธาตเุหลก็ เช่น 
เซลล์ประสาท และเซลล์อ่ืน ดงัสรุปไว้ในตารางท่ี 2.2 
 
ความสมัพนัธ์ระหวา่งธาตเุหลก็กบัการท างานของเซลล์ในระบบประสาท 

จากรายงานท่ีพบวา่เอนไซม์ในระบบประสาทหลายตวัใช้ธาตเุหลก็เป็น โคแฟกเตอร์ ( co-
factor) สามารถจ าแนกเอนไซม์เหลา่นีอ้อกเป็นกลุม่ตามหน้าที่การท างาน ดงันี ้กลุม่ท่ี  1 ได้แก่
เอนไซม์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ไขมนัและโคเลสเตอรอลซึง่เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์และไมอีลนิ  
เช่น fatty acid desaturase, glucose-6-phosphate dehydrogenase [1, 38]  เป็นต้น กลุม่ท่ี 2 ได้แก่
เอนไซม์ท่ี ใช้ในการสงัเคราะห์สารสือ่ประสาท เช่น เอนไซม์ glutamate dehydrogenase (gamma-
aminobutyric acid หรือ GABA), tryptophan hydroxylase (serotonin) และ tyrosine hydroxylase 
(dopamine) (รูปท่ี 2.3 A ) [39] เป็นต้น กลุม่ท่ี  3  ได้แก่ เอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการขนสง่อิเลก็ตรอน
ในไมโทคอนเดรีย เพื่อสร้าง ATP เช่น, NADH dehydrogenase succinic dehydrogenase และ 
cytochrome oxidase (รูปท่ี 2.3 B) [40] เป็นต้น และ กลุม่ท่ี 4  ได้แก่เอนไซม์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์  
DNA เช่น ribonucleotide reductase [3] เป็นต้น 
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              A.  
    

                 
              
 
              B. 

.                                         
 

รูปท่ี 2.3 แสดงเอนไซม์ท่ีใช้ธาตเุหลก็เป็น co-factor  A. แสดงล าดบัขัน้ของการสงัเคราะห์สาร
สือ่ประสาท serotonin และ dopamine โดยเอนไซม์ tryptophan hydroxylase และ tyrosine 
hydroxylase ตามล าดบัซึง่ต้องอาศยัธาตเุหลก็เป็น  co-factor (Chase และคณะ , 2007) B. แสดง
complex IV คือ cytochrome oxidase complex หรือ cytochrome a a3 ในเยื่อหุ้มเซลล์ของไมโท
คอนเดรียอยูใ่นการ หายใจระดบัเซลล์ เพื่อสร้างพลงังาน ซึง่ต้องใช้ธาตเุหลก็เป็น  co-factor ของการ
สงัเคราะห์ cytochrome oxidase สบืค้นจาก: www.bs.ac.th (3-04-11) 
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ตารางท่ี 2.2 ตารางสรุปการกระจายตวัของธาตเุหลก็และโปรตีนท่ีเก่ียวกบัเมทาบอลซิมึของธาตเุหลก็
ท่ีเข้าไปเซลล์ในสมอง (Domingo และคณะ, 2000) 
 

 
จากท่ีกลา่วมาข้างต้นจะเห็นได้วา่ธาตเุหลก็มีความส าคญัตอ่ การท างานใน ระบบประสาท   

การขาดธาตเุหลก็จะสง่ผลให้เกิดความผิดปกติตอ่พฒันาการทางสมองและการท างานของระบบ
ประสาท มีรายงานวา่ในเด็กก่อนคลอดและทารกหลงัคลอด สง่ผลให้การสร้างเยื่อหุ้มไมอีลนิลดลงเกิด
การน ากระแสประสาทช้าลงจึงสง่ผลตอ่พฒันาการลดลง อยา่งเช่น การรับรู้ เรียนรู้ ใช้ภาษา  และการ
พฒันาทกัษะตา่งๆนอกจากนีมี้ผลตอ่ความบกพร่องในการจ า และทางสมาธิ   ในวยัหนุม่สาว  มีผลตอ่
การเรียนรู้และการแก้ปัญหาในชีวิตประจ าวนั [41]  ท าให้เกิดภาวะหดหู ่( depression) และวิตกกงัวล 
(anxiety) [5 , 6, 42 , 43]   ในสตัว์ทดลองถ้าขาดธาตเุหลก็ท าให้มีการ สร้างสารสือ่ประสาทลดลง  เช่น 
dopamine [44] 

 

ไมโครเกลยี (microglia) 
 microglia เป็นเซลล์ท่ีอยูใ่นระบบประสาทสว่นกลางท าหน้าที่ตรวจจบั เก็บกินสิง่แปลกปลอม  
เช่น เชือ้โรค และตอบสนองทางภมิูคุ้มกนั  microglia มีต้นก าเนิดท่ีแตกตา่งจากเซลล์อ่ืนๆในระบบ
ประสาทเน่ืองจาก  microglia มีต้นก าเนิดมาจาก เซลล์ท่ีอยูใ่นเนือ้เยื่อชัน้ มีโซเดริม์  และเข้ามาตาม
กระแสเลอืดมาเจริญเติบโตในชัน้ เอคโตเดริม์ ช่วง 3 เดือนแรกของการตัง้ครรภ์ [45]  แตเ่ม่ือมีพยาธิ
สภาพเกิดขึน้กบัระบบประสาท หรือมีการติดเชือ้ทางระบบประสาท  microglia จะ เคลือ่นท่ี ไปยงั

ธาตเุหล็กและโปรตีนทีเ่ก่ียวขอ้งกบัธาตเุหล็ก เซลล์ทีพ่บ 
ธาตเุหลก็                                 (Fe) oligodendrocyte,neuron, astrocyte, microglia  
Transferrin                              (Tf) oligodendrocyte,blood vessel, choroid plexus, 

ependymal cell 
Transferrin receptors             (TfR) neuron ,  blood vessel 
H ferritin                                 (H-Ftr) oligodendrocyte ,  neuron 
L ferritin                                 (L-Ftr) 
Ferritin receptors                   (FrtR) 

oligodendrocyte ,  microglia 
oligodendrocyte 

Divalent metal transporter 1 (DMT 1) neuron, astrocyte , ependymal cell ,blood vessel , 
purkinje cells 

Metal transporter protein 1   (MTP 1) oligodendrocyte ,  neuron 
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บริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพจะมีการเพิ่มจ านวนและจะหลัง่สารที่ตอบสนองทางระบบภมิูคุ้มกนัซึง่อาจ
ปกป้องระบบประสาทหรืออาจท าให้ระบบประสาทเสยีหายไปมากกวา่เดิมก็ได้  โดยจะหลัง่ 
proinflammatory cytokines, chemokines, nitric oxide, ROS และ growth factor หลายชนิด  เป็น
ต้น [14, 46]  ลกัษณะดงักลา่วอาจเป็นผลดีในการป้องกนัและฟืน้ตวัของระบบประสาทหรืออาจท าให้เกิด
ความเสยีหายตอ่ระบบประสาทมากไปกวา่เดิมก็เป็นได้  

ในระยะเร่ิมแรกของพฒันาการทางระบบประสาท ธาตเุหลก็จะพบสะสมอยูม่ากใน  microglia 
ใน white matter บริเวณท่ี  oligodendrocytes มีการเจริญ  ปริมาณธาตเุหลก็ใน  microglia จะคอ่ยๆ 
ลดลงเป็นล าดบัจนไม่สามารถตรวจวดัได้  ในขณะท่ี oligodendrocytes เร่ิมมีการสะสมธาตเุหลก็ใน
เซลล์มากขึน้และสร้าง myelin sheath [7-9] จากลกัษณะความสมัพนัธ์ดงักลา่วท าให้เกิดสมมติุฐานวา่ 
microglia อาจท าหน้าที่เก็บสะสมธาตเุหลก็ให้ oligodendrocyte ใช้ในการสร้าง myelin sheath และ
จากการศกึษาพบวา่  microglia สามารถปลอ่ยธาตเุหลก็ให้  oligodendrocyte น าไปใช้ได้   [10]   ใน
ปัจจุบนัโมเลกลุท่ีควบคมุการท างานของ  microglia ในสภาวะท่ีถกูกระตุ้นยงัไม่เป็นท่ีทราบแนช่ดั แต่
จากความสมัพนัธ์ระหวา่งธาตเุหลก็กบัภาวการณ์ถกูกระตุ้นของ  microglia จึงเป็นไปได้วา่ธาตเุหลก็
อาจเป็นปัจจยัหนึง่ท่ีควบคมุการท างานของ  microglia  จากการศกึษา ในช่วงอายท่ีุแตกตา่งกนัจะมี
การสะสมของธาตเุหลก็ในบริเวณของสมองและเซลล์ท่ีแตกตา่งกนั ดงัตอ่ไปนี ้เร่ิมตัง้แต่ ช่วงอาย ุ30-
35 ปี พบธาตเุหลก็สะสมมากในบริเวณ cerebrum, midbrain, cerebellum  [43, 47]  ช่วงอาย ุ60-90 ปี 
พบธาตเุหลก็สะสมบริเวณ cerebrum, cerebellum, hippocampus, basal ganglia, substantia 
nigra, globus pallidus และamygdala [48, 49] อาย ุ80 ปีขึน้ไป มีธาตเุหลก็สะสมเพิ่มมากขึน้ในบริเวณ 
substantia nigra ในระดบัเซลล์พบธาตเุหลก็ใน oligodendrocyte และ microglia มากท่ีสดุ จะเห็น
ได้วา่ มีการเพิ่มขึน้ของธาตเุหลก็ในช่วงที่สมองมีการเจริญเติบโต   รวมถึงช่วงที่มีการสร้าง myelin 
sheath และด าเนินตอ่ไปตลอดชีวิต  อยา่งไรก็ตามในภาวะท่ีท าให้มีการสะสมของธาตเุหลก็มากเกิน
พบวา่มีสว่นเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคทางระบบประสาทได้   ตวัอยา่งของโรคทางระบบประสาทท่ีพบวา่
มีการสะสมของธาตเุหลก็มากในบริเวณท่ีมีการตายของเซลล์ประสาทเช่น Parkinson’s disease, 
Alzheimer’s disease, multiple sclerosis, friedreich’s ataxia [9, 50] ซึง่จากรายงานท่ีพบธาตเุหลก็
สะสมอยา่งผิดปกติ เช่น  Parkinson’s disease พบธาตุเหลก็สะสม ท่ี microglia บริเวณสมองสว่น  
substantia nigra และ  Alzheimer’s disease พบวา่ในเซลล์ประสาท มีธาตเุหลก็ สะสมเพิ่มขึน้ใน
บริเวณ รอบๆ plaque ซึง่มีประมาณ 52.4 µg/g หรือ 200 µg/ml [51] และพบในสมองสว่น cerebrum 
และ hippocampus [49]  จาก รายงานท่ีพบการสะสมของธาตเุหลก็และโปรตีนท่ีเก็บธาตเุหลก็ใน
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บริเวณสว่นตา่งๆของสมองมีความสอดคล้องกบัพยาธิสภาพท่ีเกิดขึน้กบัโรคทาง  neurodegenerative 
disease [12] ดงัตารางท่ี 2.3 
 
ตารางท่ี 2.3 แสดง neurodegenerative disease และบริเวณท่ีพบการสะสมธาตเุหลก็ท่ีแตกตา่งกนั
ของสมอง (Burdo และ Cornor, 2003) 

 
อยา่งไรก็ตามความสมัพนัธ์ของธาตเุหลก็กบัการท างานของ microglia ในสภาวะท่ีถกูกระตุ้น

ยงัไม่เป็นท่ีชดัเจนแตจ่ากพยาธิสภาพท่ีพบวา่ธาตเุหลก็สะสมอยูใ่น microglia ท่ีถกูกระตุ้น  จึงอาจ
เป็นไปได้วา่ธาตเุหลก็เป็นปัจจยัหนึง่ในการควบคมุการท างานของ microglia ได้  ในปัจจุบนัยงัไม่มี
ทางรักษาโรค neurodegenerative disease ให้หายขาดได้ แตจ่ากงานวิจยันีท้ าให้เรา ทราบโปรตีนท่ี
หลัง่ออกมาจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นในสภาวะท่ีมีธาตเุหลก็ซึง่สอดคล้องกบัภาวการณ์ท่ีเกิดขึน้จริง
ในสมองของคนท่ีเป็นโรค neurodegenerative disease ซึง่อาจจะน าไปใช้เป็นเคร่ืองหมายในการบง่ชี ้
โรค (biomarker) ท่ีส าคญัตอ่การวินิจฉยัและในอนาคตอาจป้องกนัโรคท่ีเกิดขึน้ได้ตัง้แต่ระยะแรก  

Neurodegenerative disease บริเวณที่พบธาตุเหล็ก 
Hereditary hemochromatosis  ธาตเุหลก็เพิม่ขึน้ในบริเวณ choroid plexus, pituitary และ basal ganglia 

และเป็นการมวิเทชนัท่ีท าให้เกิดโรค Alzheimer   
Aceruloplasminemia   ธาตเุหลก็เพิม่ขึน้ในบริเวณ  basal ganglia และ CSF  
Restless legs syndrome - Ft ลดลงใน plasma และ CSF แต ่Tf เพิม่ขึน้ใน CSF 

- ธาตเุหลก็ลดลงในบริเวณ  substantia nigra and putamen 
Huntington’s disease   ธาตเุหลก็เพิม่ขึน้ในบริเวณ  striatum 
Freidreich’s ataxia - ธาตเุหลก็เพิม่ขึน้ในไมโทคอนเดรียของ  striatum และ cerebellum 

- เกิดจากการมวิเทชนัของยีน  frataxin 
Hallervorden-Spatz   ธาตเุหลก็สะสมในบริเวณ  globus pallidus, substantia nigra 
Multiple sclerosis - FtR หายไปใน  periplaque บริเวณ  white matter 

- Ft พบมากขึน้ใน CSF 
- ธาตเุหลก็พบมากใน oligodendrocyte  

Parkinson’s disease - ธาตเุหลก็สะสมในบริเวณ  substantia nigra, striatum 
- ระดบัของ Ft ลดลงในบริเวณ substantia nigra, caudate, putamen 

Alzheimer’s disease - การสะสมของธาตเุหลก็ในสมอง 
- ระดบัของ Ft ลดลง, ธาตเุหลก็เพิม่ขึน้ใน amyloid plaques 
- IRP และ TfR ลดลงใน  hippocampus 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 เซลล์เพาะเลีย้ง 

    microglia ( BV2) microglial cell line ได้มาจาก Professor James R. Conner., The 
Pennstate university เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(Hyclone, USA) ท่ีมี 5% Fetal Bovine Serum (Gibco, USA) ในตู้ เพาะเลีย้งท่ีควบคมุอุณหภมิู 
incubator 37°C  5% CO2 การทดลองครัง้นี ้ แบง่เป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 1 เป็นกลุม่ควบคมุ 
(untreated) กลุม่ท่ี 2 เป็นกลุม่ ท่ีกระตุ้นเซลล์ด้วย  1µg/ml Lipopolysaccharide (LPS) กลุม่ท่ี 3 เป็น
กลุม่เป็นกลุม่ ท่ีกระตุ้นเซลล์ด้วย  1µg/ml LPS และมี 200 µg/ml ferric ammonium citrate (Fac)  
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้เก็บอาหารเลีย้งเซลล์ (media) มาท าการตกตะกอนโปรตีน 

 
3.2 การตกตะกอนโปรตีน 
หลงัจากเก็บ media ท าการตกตะกอนโปรตีนจากอาหารเลีย้งเซลล์  ทัง้ 3 กลุม่ น ามาป่ันด้วย

ความเร็วสงู12000 x g  2 นาที 4C เพื่อท าการแยกเซลล์ออก จากนัน้น าสว่นใส (supernatant) มาใส ่

TCA-Acetone แล้วน าไปป่ันด้วยความเร็วสงู 15000x g 10 นาที 25C จากนัน้ละลายตะกอนโปรตีน
ด้วย Lysis buffer 10-30 µl (7 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 2% (v/v) IPG buffer 3-
10,  2% (w/v) DTT)  

 
3.3 วดัความเข้มข้นโปรตีน 
โปรตีนท่ีได้ จากการตกตะกอน น าไป วดัความเข้มข้นโปรตีน ด้วย Bradford assay ใช้

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ผสมกบัสารละลาย 
lysis buffer ตามปริมาณท่ีแสดงในตารางด้านลา่ง และน าโปรตีนตวัอยา่งมาเติม สารละลาย 
Bradford (Bio Rad, USA) บม่ท่ีอุณหภมิูห้องในท่ีมืดนาน 10 นาที จึงน าไปวดัคา่การดดูกลนืแสงท่ี 
595 นาโนเมตร  โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer จากนัน้น าคา่ที่ได้มาหาปริมาณความเข้มข้นของ
โปรตีนโดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA ท่ีทราบความเข้มข้น 

 
 



 
ตารางท่ี 3.1 ปริมาณความเข้มข้นท่ีใช้ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน สารละลาย lysis 

buffer และ Bradford reagent 
 
3.4 การแยกโปรตีน two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) 
ปิเปตสารละลายโปรตีน 150 µg ผสมกบัสารละลาย rehydration buffer (8 M Urea, 2% 

(w/v) CHAPS, 0.24 % (w/v) DTT, 0.5% (w/v) IPG buffer pH 3-10 NL และ0.002 % (w/v) 
bromophenol Blue) จนมีปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 125 µl เติม ผสมให้เข้ากนั จากนัน้น าสารละลายท่ี
ได้ load ลงใน strip holder ตามด้วย IPG strip pH 3-10 NL และ cover oil ปริมาตร 2 ml ตามล าดบั 

และน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง IPGphor IEF system 20 C เป็นเวลา 20 ชัว่โมง ใช้กระแสไฟฟ้า 55 
µA และความตา่งศกัย์  6,500 v จากนัน้น า IPG strip ไปปรับสมดลุในสารละลาย 1%(w/v) DTT ใน 
equilibrium buffer [100 mg ใน 10 ml ของ 50 mM Tris-Cl pH 6.8, 6M Urea, 30% (w/v) 
Glycerol, 1% (w/v) SDS ] โดยการเขยา่เบาๆนาน 15 นาที จากนัน้เทสารละลายทิง้ เติมสารละลาย 
2.5%(w/v) IAA ใน equilibrium buffer [250 mg ใน 10 ml ของ 50 mM Tris-Cl pH 6.8, 6M Urea, 
30% (w/v) Glycerol, 2% (w/v) SDS ] น าไปเขยา่เบาๆนาน 15 นาที ก่อนวาง IPG strip ลงบน 
12.5% SDS-PAGE และ แยกโปรตีนโดยใช้ กระแสไฟฟ้า 10 mA/เจล 15 นาที และ 20 mA/เจล 1.30 
ชัว่โมงโดยใช้ความตา่งศกัย์ 1000 โวลต์ และกระแสไฟฟ้าคงท่ี จนกวา่สย้ีอม bromophenol blue จะ
ถึงขอบลา่งของกระจก 

 
 
 

ความเขม้ขน้ (µg/µl) สารละลายโปรตีน
มาตรฐาน (µl) 

สารละลาย lysis 
buffer (µl) 

Bradford reagent 

Blank 0 1 499 
1 1 0 499 
2 2 0 498 
4 3 0 497 
8 4 0 496 
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3.5 การย้อมเจลเพื่อตรวจสอบโปรตีนหลงัจากการท า 2D-PAGE 
น าเจลท่ีได้มาท าการย้อมโดยใช้ 0.5% comassie brilliant blue R-250 (40% (v/v) 

methanol, 10% (v/v) acetic acid) และเอาสย้ีอมออก (destain) โดยใช้ 40% (v/v) methanol, 10% 
(v/v) acetic acid 2 ชัว่โมง และ 10% (v/v) methanol, 5% (v/v) acetic acid 1 ชัว่โมง จากนัน้ท าการ
สแกนแผน่เจลโดยโปรแกรม 2D platinum software version7.0 และท าการวิเคราะห์จุดโปรตีนท่ีมี
ความแตกตา่ง 

 
3.6 การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมลู 

  จุดโปรตีนท่ีปรากฏบน  2D-PAGE จะถกูน าไปวิเคราะห์ ด้วยโปรแกรม Image master TM 2D 
platinum Version 7.0 (GE Healthcare) ตามขัน้ตอน คือ ท าการจบัคู ่( match) เพื่อวิเคราะห์หาจุด
โปรตีนท่ีมีความแตกตา่ง ตามเกณฑ์ท่ีก าหนดคือ จุดโปรตีนท่ีสนใจต้องพบอยา่งน้อย 2 ใน 3 เจลของ
แตล่ะกลุม่ จุดโปรตีนท่ีเลอืกต้องมีความแตกตา่งของ % volume อยา่งน้อย  2 เทา่เม่ือเปรียบเทียบ
ระหวา่งกลุม่ จะถือวา่ความแตกตา่งนัน้มีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p <0.05 สถิติท่ีโปรแกรมใช้เปรียบเทียบ
เป็น unpair t-test และ analysis of variance (ANOVA) โดยใช้ bonferoni ทดสอบ จากนัน้จุดโปรตีน
ท่ีคดัเลอืกจะถกูสง่ไปวิเคราะห์ ด้วยเคร่ือง  LC-MS/MS ท่ีศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหง่ชาติ (BIOTEC)  ข้อมลูท่ีได้กลบัมาจะถกูน าไปวิเคราะห์เพื่อหาชนิดของโปรตีนท่ีอยูใ่นจุดโปรตีนท่ี
คดัเลอืก โดยวิเคราะห์โปรตีนจาก Mw, pI และ ion score โดยถือวา่ ion score ท่ีมากกวา่ 40 จะมี
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

  
microglia ท่ีถกูกระตุ้น อาจเป็นสญัญาณท่ีบอกถึงสภาวะการณ์ท่ีระบบประสาทถกูรบกวน 

microglia ในสภาวะท่ีถกูกระตุ้นและมีการสะสมของธาตเุหลก็เป็นสภาวะท่ีพบได้ในโรคทางระบบ
ประสาท  แตเ่ราไม่ทราบวา่ธาตเุหลก็ท่ีมาสะสมแล้วไปเปลีย่นแปลงโปรตีนท่ีหลัง่มาจาก  microglia 
อยา่งไร เราจึงสนใจที่จะศกึษาโปรตีนท่ีหลัง่จาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นและมีธาตเุหลก็โดยใช้โมเดล
เป็นเซลล์เพาะเลีย้ง  microglia (BV-2) โดยน าโปรตีนมาจาก media ท่ีเลีย้งเป็นเวลา  6 ชัว่โมง  มาท า
การวิเคราะห์ แยกโปรตีนโดย ใช้เทคนิค 2D-PAGE เพื่อแยกโปรตีนตามประจุ ( pI) และมวลโมเลกลุ 
(MW) ดงัแสดงในรูป 4.1 แล้วน าผลท่ีได้ไป วิเคราะห์ เอกลกัษณ์ของโปรตีนด้วย  LC-MS/MS จากผล
การทดลองได้ผลดงันี ้
 
4.1 ธาตุเหล็กเปล่ียนแปลงรูปแบบการหล่ังโปรตีนใน microglia ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS  

4.1.1 จากการแยกโปรตีนท่ีหลัง่มาจาก  microglia ด้วย 2D-PAGE พบวา่  microglia ท่ีถกู
กระตุ้นด้วย LPS ท่ีความเข้มข้น 1ug/ml เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  และใช้โปรแกรม Image master ในการ
ค านวณจุดโปรตีนในแตล่ะเจล จะมีจ านวนจุดโปรตีนท่ีนบัจ านวนได้จากการท าการทดลอง 3 ครัง้ ดงันี ้
406 (ครัง้ท่ี 1)  427 (ครัง้ท่ี 2)  และ 435 (ครัง้ท่ี 3) ได้  คา่เฉลีย่ประมาณ 422 + 14.97 จุดโปรตีน เม่ือ
มีธาตเุหลก็ท่ีความเข้มข้น  200 ug/ml ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS พบวา่มีจ านวนจุด
โปรตีนเปลีย่นแปลงไป ดงันี ้ 306 (ครัง้ท่ี 1) 385 (ครัง้ท่ี 2)  และ 397 (ครัง้ท่ี 3) ได้คา่เฉลีย่ประมาณ 
362 + 49.44 จุดโปรตีน ส าหรับใน  microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นจะตรวจพบจ านวนจุดโปรตีนดงันี ้ 255 
(ครัง้ท่ี 1)  257 (ครัง้ท่ี 2) และ 280 (ครัง้ท่ี 3) ได้คา่เฉลีย่ของจ านวนจุดโปรตีนทัง้หมดอยูท่ี่ 264 + 
13.89 จุดโปรตีน  (รูปท่ี 4.1) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS (B.) 
มีการหลัง่โปรตีนเพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบั  microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (A.) เม่ือมี
ธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS (C.) พบวา่หลัง่โปรตีนลดลงอยา่งไม่มีนยัส าคญั
ทางสถิติ แตก็่ยงัถือวา่เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 
 
 



      

 
 
รูปท่ี 4.1 แสดง ภาพตวัแทน 2D-PAGE ของโปรตีนท่ีหลัง่จาก  A. microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  B. 
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS (1ug/ml) และ C. microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS (1ug/ml) ในขณะ
ท่ีมีธาตเุหล็ ก (200 ug/ml) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง D. กราฟแสดง จ านวนจุด โปรตีนของ  microglia ท่ีถกู
กระตุ้นด้วย LPS เปรียบเทียบกบัจุดโปรตีนท่ีได้จากเซลล์ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS เม่ือมีธาตเุหลก็และ
จากเซลล์ท่ีไม่ถกูกระตุ้น (* คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05) 
 
 
 
 
 
 

A. 

 D. 

C. 

 B. 
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จากการเปรียบเทียบจุดโปรตีนบนทกุเจลในแตล่ะกลุม่ ( n=3) จุดโปรตีนท่ีพบได้อยา่งน้อย 2 
ใน 3 เจล ของแตล่ะกลุม่เป็นดงันี ้จ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 
จะมี 309 จุดโปรตีน จากจุดโปรตีนทัง้หมด 422 จุด เม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้น
ด้วย LPS จะมี 226 จุดโปรตีน จากจุดโปรตีนทัง้หมด 362 จุด ส าหรับใน  microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นจะ
มี 166 จุดโปรตีน จากจุดโปรตีนทัง้หมด 264 จุด (ตารางท่ี 4.1) 
 
ตารางท่ี 4.1 แสดงจ านวนจุดโปรตีน ท่ีพบได้อยา่งน้อย 2 ใน 3 เจล ของแตล่ะกลุม่  เปรียบเทียบกบั
จ านวนจุดท่ีได้ทัง้หมดในแตล่ะกลุม่ 

 
เม่ือท าการเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนและ วิเคราะห์ความแตกตา่งของจุดโปรตีนด้วย

โปรแกรม  Image master ™ 2D platinum Version 7.0 เพื่อหาจุดโปรตีนท่ีสนใจ  หลกัเกณฑ์ในการ
คดัเลอืกจุดโปรตีนท่ีพบร่วมกนั นอกจากพบจุดโปรตีนอยา่งน้อย 2 ใน 3 เจล แล้วยงัต้องมี  % volume 
ท่ีแตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่ และแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบเป็น
คูร่ะหวา่ง คูท่ี่ 1 จ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS และ microglia 
ท่ีไม่ถกูกระตุ้น คูท่ี่ 2 จ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้น
ด้วย LPS และ microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  คูท่ี่ 3 จ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ใน
ขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS และ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ท่ีไม่มีธาตเุหลก็ ดงันี ้
 

เม่ือเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS และ 
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นพบวา่มีจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 
309 จุด และจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก  microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 166 จุด ซึง่พบร่วมกนัทัง้
สองกลุม่ 158 จุดโปรตีน และมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 10 จุดโปรตีน ได้แก่ จุดโปรตีน 

กลุม่ (สภาวะ)   จ านวนจดุ โปรตีนทัง้หมดท่ีพบ
ในแตล่ะกลุม่  

จ านวนจดุ โปรตีน  ท่ีพบ 2 ใน 
3 เจล ของแตล่ะกลุม่ 

กลุม่ท่ี 1  microglia ท่ีไมถ่กูกระตุ้น 264 166 
กลุม่ท่ี 2  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 422 309 
กลุม่ท่ี 3  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 
ในขณะท่ีมีธาตเุหลก็ 

362 226 
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ID 4, 6, 55, 56, 134, 140, 151, 172, 248 และ 367 (รูปท่ี 4.2) ส าหรับจุดโปรตีนท่ีพบใน  microglia 
ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 151 จุด และจุดโปรตีนท่ีพบใน microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 8 จุด 
 

 

            
                                                                                                                                                                       
                                                                 

               
 
รูปท่ี 4.2 การเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกจาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS (1ug/ml) 
และ microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  เป็นเวลา 6 ชัว่โมง A. แผนภาพเวน ที่แสดงจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่
ออกมาจาก  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS และ microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น B. กราฟวงกลมท่ีแสดง
จ านวนจุดโปรตีนท่ีพบร่วมกนั 158 จุดโปรตีน ซึง่แบง่เป็นเพิ่มขึน้โดย LPS 15 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 6 จุดโปรตีน ลดลงโดย LPS 16 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่แตกตา่งอยา่งมี
นยัส าคญั 4 จุดโปรตีน และไม่เกิดการเปลีย่นแปลง 127 จุดโปรตีน ซึง่ไม่พบจุดโปรตีนท่ีแตกตา่งอยา่ง

A. 

B. 
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มีนยัส าคญั หมายเหต ุ* คือ จุดโปรตีนท่ีมี % volume แตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่และแตกตา่งอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 
 

เม่ือเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้น
ด้วย LPS และ microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น โดยพบวา่มีจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ใน
ขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS 226 จุด และจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก  microglia ท่ี
ไม่ถกูกระตุ้น 166 จุด ซึง่พบร่วมกนัทัง้สองกลุม่ 144 จุดโปรตีน และมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ 9 จุดโปรตีน ได้แก่ จุดโปรตีน ID 6, 55, 56, 88, 105, 109, 127, 232 และ 248 (รูปท่ี 4.3) 
ส าหรับจุดโปรตีนท่ีพบเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS 82 จุด และจุดโปรตีนท่ี
พบใน microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 22 จุด 

 
 
 

 
             

                                                                  

                       

A. 

B. 
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รูปท่ี 4.3 การเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ ( 200 ug/ml) ในขณะท่ี  
microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS (1ug/ml) และ  microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ( A) 
แผนภาพเวน ที่แสดงจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้น
ด้วย LPS และ microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น ( B) กราฟวงกลมท่ีแสดงจ านวนจุดโปรตีนท่ีพบร่วมกนั 144 
จุดโปรตีน ซึง่แบง่เป็นเพิ่มขึน้โดย LPS/Fe 12 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 7 จุด
โปรตีน ลดลงโดย LPS/Fe 18 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 2 จุดโปรตีน และไม่เกิด
การเปลีย่นแปลง 114 จุดโปรตีน ซึง่ไม่พบจุดโปรตีนท่ีแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั หมายเหต ุ * คือ จุด
โปรตีนท่ีมี % volume แตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่และแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 
เม่ือเปรียบเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น 
 
การเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้นด้วย 
LPS และ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ท่ีไม่มีธาตเุหลก็โดยพบวา่มีจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมา
เม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS 226 จุด และจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมา
จาก microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS 309 จุด ซึง่พบร่วมกนัทัง้สองกลุม่ 203 จุดโปรตีน และมีความ
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 9 จุดโปรตีน ได้แก่ จุดโปรตีน ID 4, 58, 62, 122, 127, 133, 140, 
232 และ 248  (รูปท่ี 4.4) ส าหรับจุดโปรตีนท่ีพบเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  microglia ถกูกระตุ้นด้วย 
LPS 23 จุด และจุดโปรตีนท่ีพบใน microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 106 จุด 
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รูปท่ี 4.4 การเปรียบเทียบจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ ( 200 ug/ml) ในขณะท่ี  
microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS (1ug/ml) และ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ท่ีไม่มีธาตเุหลก็  เป็น
เวลา 6 ชัว่โมง A. แผนภาพเวน ที่แสดงจ านวนจุดโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาเม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี  
microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS และ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS B. กราฟวงกลมท่ีแสดงจ านวน
จุดโปรตีนท่ีพบร่วมกนั 203 จุดโปรตีน ซึง่แบง่เป็นเพิ่มขึน้โดย LPS/Fe 14 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่แตกตา่ง
อยา่งมีนยัส าคญั 3 จุดโปรตีน ลดลงโดย LPS/Fe 28 จุดโปรตีน ซึง่พบวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 6 
จุดโปรตีน และไม่เกิดการเปลีย่นแปลง 161 จุดโปรตีน  ซึง่ไม่พบจุดโปรตีนท่ีแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 
หมายเหต ุ* คือ จุดโปรตีนท่ีมี % volume แตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่และแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS 
 

A. 

B. 
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4.2 ธาตุเหล็กเปล่ียนแปลงการหล่ังโปรตีนของ microglia ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 
 

ผลการวิเคราะห์จุดโปรตีนจาก 2D-PAGE 9 จุดโปรตีน และมวลโมเลกลุ (MW) ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.2 

 
ตารางท่ี 4.2 แสดงจุดโปรตีนท่ีสง่ไปวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนซึง่ระบุต าแหนง่ของช่วง MW ท่ีพบใน
เจลดงันี ้ID 6, 55, 56, 58, 105, 109, 127, 232, 371    

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

2D -PAGE 
Spot ID MW (KDa) 

6 10-17 
55 17-26 
56 17-26 
58 17-26 

105 26-34 
109 34-43 
127 34-43 
232 34-43 
371 34-43 
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รูปท่ี 4.5 แสดงภาพตวัแทนเจลจากการท า 2D-PAGE ท่ีได้จากการหลัง่ของ  microglia ในสภาวะท่ีถกู
กระตุ้นด้วย LPS ระบุจุดโปรตีนในต าแหนง่ท่ีมีลกูศรชีแ้ละตดัจุดโปรตีนนัน้สง่ไปวิเคราะห์หา
เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC MS/MS  
  
 จากการสง่จุดโปรตีนท่ีคดัเลอืกเพื่อไปวิเคราะห์หาเอกลกัษณ์โปรตีนซึง่จะน าเสนอต าแหนง่ของจุด
โปรตีนและชนิดของโปรตีนท่ีได้พร้อมกนั ดงันี ้
 

จุดโปรตีนท่ี 1 ID 6 ซึง่พบบนเจล ในต าแหนง่ MW = 10-17 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.6 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน hemoglobin ซึง่มี MW = 15.94 kDa, pI = 7.12 จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไป
เปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน hemoglobin ลดลงจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ แตก็่ยงัพบวา่ธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่
โปรตีน hemoglobin เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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(P<0.05) ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS หลัง่โปรตีน hemoglobin เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั 
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (รูป 4.6 C) 
 

                                                                                                                                                                       
 
 

              
 
                                  

รูปท่ี 4.6 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 6 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  microglia ท่ี
ไม่ถกูกระตุ้น (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี (LPS) และมีธาตเุหลก็ (LPS/Fe)  
A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D-PAGE  B. ภาพ 3D ท่ีแสดงตวัแทนจุด
โปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการน าเจลเข้า
โปรแกรม image analysis  C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่ของ % 
volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และ LPS/Fe เพิ่มขึน้
จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต ่ LPS/Fe ลดลงจาก LPS อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ  
หมายเหต ุ* คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกบักลุม่ Untreated 

  
 

จุดโปรตีนท่ี 2 ID 55 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 17-26 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.7 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน stathmin1 ซึง่มี MW = 17.26 kDa, pI = 5.76 จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไป
เปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน stathmin1 เพิ่มขึน้จาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งไม่มี

B. 

LPS LPS/Fe Untreated 

LPS LPS/Fe Untreated 

pI 6 8 
kDa 17 

A. C. 
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นยัส าคญัทางสถิติ แตธ่าตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้ microglia หลัง่
โปรตีน stathmin1  เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS หลัง่โปรตีน stathmin1 เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่
ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (รูป 4.7 C) 

 
 

  
 

 
 

          
 
                                     
รูปท่ี 4.7 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 55 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  microglia 
ท่ีไม่ถกูกระตุ้น (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี (LPS) และมีธาตเุหลก็  (LPS/Fe)  A. 
ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B. ภาพ 3D ท่ีแสดงตวัแทนจุด
โปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการน าเจลเข้า
โปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่ของ % 
volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และ LPS/Fe เพิ่มขึน้
จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต ่LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก LPS อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ   
หมายเหต ุ* คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ Untreated 
 

B. 

Untreated 
 

LPS/Fe 
 

LPS 
 

A. C. 
 

pI 5 7 

Untreated 
 

LPS/Fe
e 
 

LPS 
 

kDa 17 
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จุดโปรตีนท่ี 3 ID 56 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 17-26 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.8 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน cofilin-1 ซึง่มี MW = 18.77 kDa, pI = 8.22  และ actin binding protein encoded by gene 
cofilin-1[clf1] ซึง่มี MW =  25.29 kDa, pI = 8.63 จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไม่ท าให้โปรตีน 
cofilin-1 เปลีย่นแปลงจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS แตธ่าตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  microglia ท่ี
ถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่โปรตีน cofilin-1 จากท่ีไม่พบใน microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  ส าหรับ  
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS หลัง่โปรตีน cofilin-1 จากท่ีไม่พบใน microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นเช่นกนั  
(รูป 4.8 C) 
 

         
       

 

           
 
                               
รูปท่ี 4.8 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 56 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  microglia 
ท่ีไม่ถกูกระตุ้น (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  (LPS/Fe) A. 
ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE B. ภาพ 3D ท่ีแสดงตวัแทนจุด
โปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการน าเจลเข้า
โปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่ของ % 
volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เกิดขึน้ใหม่จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และ LPS/Fe 

A. 

B. 

Untreated 
 

LPS/Fe 
 

LPS 
 

C. 

Untreated 
 

LPS/Fe 
 

LPS 
 

pI 6 9 

kDa 17 
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เกิดขึน้ใหม่จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต ่ LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก LPS อยา่งไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ   

จุดโปรตีนท่ี 4 ID 58 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 17-26 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.9 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน dUTPase ซึง่มี MW = 17.57 kDa, pI = 5.74  จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไป
เปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน dUTPase ลดลงจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) และธาตเุหลก็ไม่ท าให้  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่โปรตีน dUTPase 
เปลีย่นแปลงเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS หลัง่
โปรตีน dUTPase เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (รูป 4.9 
C) 

 

       
 
   
 

        
         
 
รูปท่ี 4.9 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 58 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  microglia 
ท่ีไม่ถกูกระตุ้น (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี (LPS) และมีธาตเุหลก็  (LPS/Fe)  A.  
ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B.  ภาพ 3D ท่ีแสดงตวัแทนจุด

A. 

LPS/Fe Untreated LPS 

C. 

LPS/Fe Untreated LPS 

pI 5 7 

kDa 17 

B. 
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โปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการน าเจลเข้า
โปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่ของ % 
volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ LPS/Fe ไม่
แตกตา่งจาก Untreated แต ่LPS/Fe ลดลงจาก LPS อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   หมายเหต ุ # คือ 
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ LPS treated 
 

จุดโปรตีนท่ี 5 ID 105 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 26-34 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.10 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน germ cell specific gene 3 protein ซึง่มี MW = 33.51 kDa, pI = 6.46  จากผลการทดลอง
พบวา่ธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน germ cell specific gene 3 protein ลดลงจาก 
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่โปรตีน germ cell specific gene 3 protein เพิ่มขึน้เม่ือเทียบ
กบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย 
LPS หลัง่โปรตีน germ cell specific gene 3 protein เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น
อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ  (รูป 4.10 C) 
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รูปท่ี 4.10 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 105 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  
(LPS/Fe)  A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B. ภาพ 3D ท่ี
แสดงตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการ
น าเจลเข้าโปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่
ของ % volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ 
LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต ่ LPS/Fe ลดลงจาก LPS อยา่งไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ   หมายเหต ุ * คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ 
Untreated  
 

จุดโปรตีนท่ี 6 ID 109 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 34-43 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.11 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน F-actin capping protein beta subunit ซึง่มี MW = 30.95 kDa, pI = 5.69 จากผลการ
ทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน F-actin capping protein beta subunit ลดลง
จาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ  ธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่โปรตีน F-actin capping protein beta subunit เพิ่มขึน้เม่ือ
เทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (P<0.05) ส าหรับ  microglia ท่ีถกู
กระตุ้นด้วย LPS หลัง่โปรตีน F-actin capping protein beta subunit เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia 
ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (รูป 4.11 C) 
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รูปท่ี 4.11 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 109 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  
(LPS/Fe)  A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B. ภาพ 3D ท่ี
แสดงตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการ
น าเจลเข้าโปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่
ของ % volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ 
LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต ่ LPS/Fe ลดลงจาก LPS อยา่งไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ   หมายเหต ุ * คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ 
Untreated  
 

จุดโปรตีนท่ี 7 ID 127 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 34-43 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.12 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน transaldolase1 ซึง่มี MW = 37.53 kDa, pI = 6.57 จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไป
เปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน transaldolase 1 เพิ่มขึน้จาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่
โปรตีน transaldolase1 เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
(P<0.05) ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ไม่ท าให้การหลัง่โปรตีน transaldolase1 
เปลีย่นแปลงเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น (รูป 4.12 C) 

 
 
 
 
 

B. 

LPS/Fe Untreated LPS 
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รูปท่ี 4.12 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 127 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  
(LPS/Fe)  A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B. ภาพ 3D ท่ี
แสดงตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการ
น าเจลเข้าโปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่
ของ % volume แสดงให้เห็นวา่ LPS ไม่มีความแตกตา่งกบั Untreated และ LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก 
Untreated, LPS อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ หมายเหต ุ * คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ Untreated, # คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบั
กลุม่ LPS treated 

 
จุดโปรตีนท่ี 8 ID 232 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 34-43 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  

microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.13 A 
และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน  actin-related protein ซึง่มี MW = 42.04 kDa, pI = 5 จากผลการทดลองพบวา่ธาตเุหลก็ไป
เปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน actin-related protein ลดลงจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่
โปรตีน actin-related protein ลดลงเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

A. 
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(P<0.05) ส าหรับ  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS หลัง่โปรตีน actin-related protein เพิ่มขึน้เม่ือ
เทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (รูป 4.13 C) 
 
                                                                                                                

 
 
 

              
 
 
รูปท่ี 4.13 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 232 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  
(LPS/Fe)  A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D -PAGE  B. ภาพ 3D ท่ี
แสดงตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการ
น าเจลเข้าโปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่
ของ % volume แสดงให้เห็นวา่ LPS เพิ่มขึน้จาก Untreated อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ 
LPS/Fe เพิ่มขึน้จาก Untreated, LPS อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ หมายเหต ุ * คือ แตกตา่งอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ Untreated, # คือ แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
P<0.05 เม่ือเทียบกบักลุม่ LPS treated 
 
อยา่งไรก็ตามมีจุดโปรตีนท่ีไม่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติแตมี่ความแตกตา่งด้วยตา 

จุดโปรตีนท่ี 9 ID 371 ซึง่พบในต าแหนง่ MW = 34-43 kDa บนเจลท่ีแสดงจุดโปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น microglia ถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มีและมีธาตเุหลก็ ตามล าดบั (รูป 4.14 A 
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และ B) ซึง่ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS ท่ีมีความเป็นไปได้สงูสดุ คือ 
โปรตีน  apolipoprotein E (apo E) ซึง่มี MW = 33.20 kDa, pI = 5.82 จากผลการทดลองพบวา่ธาตุ
เหลก็ไปเปลีย่นแปลงการหลัง่โปรตีน apoE ลดลงจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS อยา่งไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ และธาตเุหลก็ไปเปลีย่นแปลง  microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS ให้หลัง่โปรตีน 
apoE ลดลงเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้นอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ  ส าหรับ  microglia ท่ี
ถกูกระตุ้นด้วย LPS ไม่ท าให้การหลัง่โปรตีน apoE เปลีย่นแปลงเม่ือเทียบกบั microglia ท่ีไม่ถกู
กระตุ้น (รูป 4.14 C) 
                                                                                                           

          
 
 

                     
 

 
รูปท่ี 4.14 ภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีน  ID 371 ซึง่ได้มาจากการหลัง่โปรตีนของ  
microglia ท่ีไม่ถกูกระตุ้น  (Untreated) microglia ท่ีถกูกระตุ้นในขณะท่ีไม่มี  (LPS) และมีธาตเุหลก็  
(LPS/Fe)  A. ภาพตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ได้จากการท า 2D –PAGE B. ภาพ 3D ท่ี
แสดงตวัแทนจุดโปรตีนจากแตล่ะ condition ซึง่พืน้ท่ีท่ีเป็นสเีขียวล้อมรอบคือจุดโปรตีน ได้มาจากการ
น าเจลเข้าโปรแกรม image analysis C. กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงของจุดโปรตีนท่ีคิดจากคา่เฉลีย่
ของ % volume แสดงให้เห็นวา่ LPS ไม่แตกตา่งจาก Untreated และ LPS/Fe ลดลงจาก Untreated, 
LPS  
 
 

C. 

B. 

 Untreated 
 

LPS/Fe 
 

LPS 
 

A. 

LPS LPS/Fe Untreated 

pI 4 7 
kDa 43 
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ผลที่ได้จากการวิเคราะห์เอกลักษณ์โปรตีนด้วย LC-MS/MS 
 

 แสดงผลท่ีได้จากการสง่ไปวิเคราะห์เอกลกัษณ์โปรตีนในแตล่ะจุดโปรตีน  โดยโปรตีนท่ีเป็นไป
ได้ในแตล่ะจุดโปรตีนแสดงไว้ในภาคผนวก ก 
ตารางท่ี 4.3 แสดงจุดโปรตีนท่ีได้จากการวิเคระห์โดย LC-MS/MS เทียบกบัฐานข้อมลู NCBInr 

 

a  เลขประจ าตวั (id) ของจุดโปรตีนท่ีตดัสง่ LC-MS/MS   d มวลโมเลกลุ  

 b  sequence ท่ี match กบัฐานข้อมลู mascot    e  ประจุสทุธิ   
c  ล าดบัท่ีของฐานข้อมลู NCBInr ซึง่เป็นข้อมลูทาง bioinformatics f  ion score   ของโปรตีนได้จาก LC-
MS/MS   
 

 
 
 
 
 

Ida Sequenceb Accession 
numberc 

Protein name MWd 
(KDa) 

pIe  Scoref  

6 R.LLVVYPWTQR.Y gi|122513 Hemoglobin 15.94 7.12 37 
55 K.DLSLEEIQK.K 

R.ASGQAFELILSPR.S 
gi|9789995 Stathmin1 17.26 5.76 99 

56 K.HELQANCYEEVK.D  
K.EILVGDVGQTVDDPYTTFVK.M 

gi|6680924 Cofilin- 1, non-muscle 18.77 8.22 175 

58 R.RDLPVTR.T gi|8347092 dUTPase  17.57 5.74 113 

105 R.RDLPVTR.T gi|7448800 Germ cell specific gene 3 protein 33.51 6.46 15 
109 K.TKDIVNGLR.S gi|4826659 F-actin capping protein  30.95 5.69 46 
127 K.ALAGCDFLTISPK.L 

K.AAQTSDSEKIHLDEK.A 
gi|33859640 Transaldolase1 37.53 6.57 110 

   
232 K.AGLSGEIGPR.H gi|13386316 Actin-related protein 42.04 5 22 
371 R.TANLGAGAAQPLR.D  

R.NEVHTMLGQSTEEIR.A 
K.IQASVATNPIITPVAQENQ 

gi|192005 Apolipoprotein E 33.2 5.82 182 
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บทที่ 5 

อภปิรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 
 
อภปิรายผลการวิจัย      
 

เน่ืองจาก microglia เป็นเซลล์ท่ีท าหน้าที่ควบคมุและตอบสนองทางระบบภมิูคุ้มกนัในระบบ
ประสาทและมีบทบาทส าคญัในกระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคทางระบบประสาทในกลุม่  
neurodegenerative disorders หลายชนิด เช่น Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease และ 
Hungtington’s disease ในระดบัเซลล์พบวา่มีธาตเุหลก็สะสมใน  microglia ท่ีถกูกระตุ้น ดงันัน้ใน
การศกึษาครัง้นีไ้ด้จ าลองสภาวะการถกูกระตุ้นของ microglia เม่ือมีธาตเุหลก็โดยใช้ระบบเซลล์
เพาะเลีย้ง การถกูกระตุ้นของ microglia เกิดขึน้โดยใช้ LPS ซึง่เป็นตวักระตุ้นเซลล์ในระบบภมิูคุ้มกนัท่ี
รู้จกัดี LPS จะไปกระตุ้น toll like receptor (TLR) – 4 ซึง่เป็น  receptor ท่ีอยูบ่นผิวเซลล์ของ 
microglia ผลของธาตเุหลก็ท่ีมีตอ่การกระตุ้นของ microglia ด้วย LPS สามารถตรวจวดัได้จาก
รูปแบบและชนิดของโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาจาก microglia ท่ีถกูกระตุ้นเม่ือมีเหลก็เปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ี
ถกูกระตุ้นแตไ่ม่มีเหลก็ โปรตีนท่ีเซลล์หลัง่ออกมาจะถกูแยกตามประจุและมวลโมเลกลุโดยใช้เทคนิค 
2D-PAGE โปรตีนท่ีปรากฏบนเจลท่ีมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติได้ถกูน าไปวิเคราะห์
ด้วยเคร่ือง LC-MS/MS ข้อมลูท่ีได้จากการวิเคราะห์หลงัจากท่ีน าไปสบืค้นในฐานข้อมลูของ NCBI  

ผลการศกึษาท่ีได้แสดงให้เห็นวา่ การใช้ LPS กระตุ้น microglia ท าให้ microglia หลัง่โปรตีน
ออกมามากกวา่เม่ือไม่ถกูกระตุ้น ( LPS vs untreated control) ในจ านวนนีโ้ปรตีนท่ีมีการหลัง่เพิ่มขึน้
อยา่งน้อย 2 เทา่ เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ได้ถกูกระตุ้น มี 7 ชนิด สามารถแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 
1 เป็นโปรตีนท่ีมีการหลัง่เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติมี 3 ชนิด ได้แก่ stathmin 1, cofilin-1 และ 
hemoglobin และกลุม่ท่ี 2 เป็นโปรตีนท่ีมีแนวโน้มวา่เพิ่มขึน้แตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติมี 4 ชนิด ได้แก่ 
F-actin capping protein, actin-related protein, dUTPase และ germ cell specific gene 3 
protein ในจ านวน candidate proteins นี ้ไม่พบโปรตีนในกลุม่ cytokines และ chemokines ตามท่ีมี
รายงานไว้ใน literature ซึง่อาจจะเป็นเพราะระยะเวลาในการกระตุ้นสัน้ หรือจุดโปรตีนอาจไม่ได้มี
ความแตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่แบบมีนยัส าคญัทางสถิติ จึงไม่ได้ถกูเลอืกเพื่อท่ีจะน ามาศกึษา
เอกลกัษณ์ของจุดโปรตีนนัน้ๆ จากจ านวน candidate proteins ท่ีสบืค้นได้ F-actin capping protein 
เป็นโปรตีนท่ีมีรายงานก่อนหน้านีว้า่สามารถหลัง่ออกมาได้จาก  macrophages [52]  ซึง่เป็นเซลล์ใน 
lineage เดียวกบั microglia เทา่ที่ทราบในปัจจุบนั F-actin capping protein ท าหน้าที่ ช่วยในการ  



polymerized ของ actin ท าให้เซลล์ท่ีถกูกระตุ้นเคลือ่นท่ีได้มากขึน้แตห่น้าที่ภายนอกเซลล์ของโปรตีน
ตวันีย้งัไม่เป็นท่ีทราบแนช่ดั ถึงแม้วา่ stathmin1 และ cofilin-1 ยงัไม่มีรายงานวา่สามารถหลัง่ออกมา
จาก microglia ได้ แตมี่รายงานก่อนหน้านีว้า่ cofilin-1 ซึง่เป็น actin binding protein สามารถหลัง่
ออกมานอกเซลล์ได้โดยผา่นทาง  ER/Golgi independent pathway [53, 54]  จึงเป็นไปได้วา่ stathmin1 
ซึง่เป็น tubulin binding protein อาจจะถกูหลัง่ออกมานอกเซลล์ได้โดยวิธีเดียวกนั มีรายงานวา่  
cofilin-1 สามารถ จบักบัโปรตีนได้หลายตวั รวมถึง  Na+-K+ ATPase channel ซึง่แสดงให้เห็นวา่ 
microglia ท่ีถกูกระตุ้นอาจมีบทบาทใน การรักษาสมดลุ ไอออนในระบบประสาท  [55]  การท่ีพบวา่  
microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS สามารถหลัง่ hemoglobin มีความเป็นไปได้น้อยมากเน่ืองจาก  
hemoglobin ไม่เคยมีรายงานวา่ถกูสร้างได้จากเซลล์ในระบบประสาท ยิ่งไปกวา่นัน้คา่ ion score ท่ีได้
จากการสบืค้น amino acid sequences จากจุดโปรตีนกบัฐานข้อมลูมีคา่ต ่า แม้วา่ hemoglobin จะมี
คา่ประจุและมวลโมเลกลุใกล้เคียงกบัต าแหนง่ของจุดโปรตีนท่ีตดัไปวิเคราะห์  

 
เม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS โปรตีนท่ีมีการเปลีย่นแปลงอยา่งน้อย 

2 เทา่ เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีถกูกระตุ้นแตไ่ม่มีธาตเุหลก็ (LPS/Fe vs LPS) มี 8 ชนิด สามารถแบง่ออกได้
เป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 1 เป็นโปรตีนท่ีเพิ่มขึน้เม่ือมีธาตเุหลก็ ได้แก่ transaldolase1 ซึง่เพิ่มอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ และ stathmin1 ท่ีเพิ่มขึน้แตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติ ในกลุม่ท่ี 2 เป็นโปรตีนท่ีลดลง
เม่ือมีธาตเุหลก็ มีอยู ่6 ชนิด คือ dUTPase และ actin-related protein ซึง่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ ท่ีเหลอือีก 4 ชนิด คือ hemoglobin, F-actin capping protein, apoE และ germ cell specific 
gene 3 protein พบวา่ลดลงแตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติ  จากจ านวน candidate proteins ท่ีสบืค้นได้  
transaldolase1 เป็นโปรตีนท่ีมีรายงานก่อนหน้านีว้า่หลัง่ออกมาจากเซลล์ได้ โดยผา่นทาง ER/Golgi 
independent pathway เช่นเดียวกบั cofilin-1 [54]   กลไกที่ธาตเุหลก็ไปท าให้  microglia ท่ีถกูกระตุ้น 
หลัง่ transaldolase1 เพิ่มมากขึน้ยงัไม่เป็นท่ีทราบแนช่ดั ท่ีนา่สนใจ คือ การท่ีเหลก็ไปลดการหลัง่  
apoE จากเซลล์ microglia สอดคล้องกบัผลการศกึษาก่อนหน้านีข้อง Courtois และคณะในปี 2000 
ท่ีรายงานไว้วา่เหลก็ไปเปลีย่นแปลง lipoprotein metabolism ใน epithelial colorectal carcinoma 
cells [56]  และมีหลกัฐานท่ีพบวา่ microglia สามารถหลัง่ apoE ได้ ซึง่เป็นการสนบัสนนุการทดลองนี ้  
[57]  และโปรตีน stathmin1 ท่ีมีการเปลีย่นแปลงแบบเพิ่มขึน้เม่ือมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกู
กระตุ้น ซึง่จากรายงานท่ีพบวา่ระดบัของ stathmin1 ลดลงในสมองสว่น cortex ของคนท่ีเป็นโรค   
Alzheimer’s disease [58]  แตใ่นการทดลองนีเ้ป็นการศกึษาในระยะ 6 ชัว่โมงแรกซึง่อาจจะเป็นไปได้วา่
ในตอนแรกเพิ่มขึน้แตพ่อเป็นโรค Alzheimer’s disease แล้ว stathmin1 อาจลดลงแตต้่องมีการ
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ทดสอบเพิ่มเติม อยา่งไรก็ตามจากรายช่ือโปรตีนท่ีเสนอมาพบวา่ยงัขาดหลกัฐานท่ีสนบัสนนุวา่มีการ
แสดงออกของ microglia ได้แก่ dUTPase, actin-related protein และgerm cell specific gene 3 
protein 

 
 

สรุปผลการวิจัย 
 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่  

1. microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS มีการหลัง่โปรตีนเพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั  microglia ท่ีไม่ถกู
กระตุ้น ซึง่โปรตีนท่ีมีการหลัง่เพิ่มขึน้อยา่งน้อย 2 เทา่ มี 7 ชนิด ซึง่แบง่เป็น 2 กลุม่ โดยกลุม่ท่ี 1 เป็น
โปรตีนท่ีมีการหลัง่เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 3 ชนิด ได้แก่ stathmin 1, cofilin-1 และ 
hemoglobin และกลุม่ท่ี 2 เป็นโปรตีนท่ีมีแนวโน้มวา่เพิ่มขึน้แตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติ 4 ชนิด ได้แก่ 
F-actin capping protein, actin-related protein, dUTPase และ germ cell specific gene 3 
protein  

2. microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS และมีธาตเุหลก็ เทียบกบั  microglia ถกูกระตุ้นด้วย LPS 
ท่ีไม่มีธาตเุหลก็ หลัง่โปรตีนเปลีย่นแปลงไปท่ีมีความแตกตา่งกนัอยา่งน้อย 2 เทา่ มี 8 ชนิด สามารถ
แบง่โปรตีนเหลา่นีอ้อกเป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 1 โปรตีนท่ีเพิ่มขึน้เม่ือมีธาตเุหลก็มี 2 ชนิด ซึง่ชนิดท่ี 1 
คือ transaldolase1 เพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   และชนิดท่ี 2 คือ stathmin1 มีแนวโน้มวา่
เพิ่มขึน้แตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติ และ กลุม่ท่ี 2 โปรตีนท่ีลดลงเม่ือมีธาตเุหลก็มี 6 ชนิด ซึง่แบง่เป็น 2 
กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 1 เป็นโปรตีนท่ีมีการหลัง่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 2 ชนิด ได้แก่ dUTPase และ 
actin-related protein และ กลุม่ท่ี 2 เป็นโปรตีนท่ีมีแนวโน้มวา่ลดลงแตไ่ม่มีนยัส าคญัทางสถิติ 4 ชนิด 
ได้แก่ hemoglobin, F-actin capping protein, apoE และ germ cell specific gene 3 protein  
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ข้อเสนอแนะ 
 
 จากงานวิจยัท่ีได้นีเ้ป็นข้อมลูเบือ้งต้นของการศกึษาทางโปรตีโอมิกส์ เพื่อหารูปแบบโปรตีนท่ี
เปลีย่นแปลงไปเม่ือถกู modify ด้วยธาตเุหลก็ จากการหลัง่ของ microglia ท่ีถกูกระตุ้นด้วย LPS และ
เซลล์ท่ีไม่ถกูกระตุ้น ควรมีการทดสอบเพื่อยืนยนัการแสดงออกของโปรตีนแตล่ะชนิดท่ีได้ด้วย  real 
time RT-PCR  หรือ Western Blot  ซึง่โปรตีนท่ีเปลีย่นแปลงไปสามารถอธิบายสภาวะท่ีมีธาตเุหลก็ใน
ขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้นใน 6 ชัว่โมงแรกได้ และอาจน าไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ได้ตอ่ไป ซึง่อาจใช้
เป็น marker ในการติดตามโรคท่ีมีพยาธิสภาพท่ีมีธาตเุหลก็ในขณะท่ี microglia ถกูกระตุ้น เพื่อ
วินิจฉยัและหาแนวทางป้องกนัได้ในอนาคตโดยใช้เป็นยา หรือ วคัซีนป้องกนัโรคท่ียงัป้องกนัไม่ได้หรือ
ได้ผลไม่ดีพอซึง่ทัง้หมดดงักลา่วจะน ามาสูก่ารวินิจฉยัโรคท่ีรวดเร็วแม่นย ามากขึน้  และการป้องกนัโรค
ท่ีมีประสทิธิภาพมากขึน้ เป็นต้น  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

39 



รายการอ้างอิง 
 

[1]. Bourre, J.M., et al., Alterations in the fatty acid composition of rat brain cells 
(neurons, astrocytes, and oligodendrocytes) and of subcellular fractions (myelin 
and synaptosomes) induced by a diet devoid of n-3 fatty acids. J Neurochem, 
1984. 43(2): p. 342-8. 

[2]. Wigglesworth JM, B.H., Iron dependent enzymes in the brain. In Brain Iron. 
Neurochemical and Behavioural Aspects, ed. MBH Youdim, 1988: p. 25-66. 

[3]. Beard, J.L. and J.R. Connor, Iron status and neural functioning. Annu Rev Nutr, 
2003. 23: p. 41-58. 

[4]. Dallman, P.R., M.A. Siimes, and E.C. Manies, Brain iron: persistent deficiency 
following short-term iron deprivation in the young rat. Br J Haematol, 1975. 31(2): p. 
209-15. 

[5]. B., L., Behavioural aspects of iron deficiency in infancy. Am. J. Clin. Nutr., 1989. 50: 
p. 641-55. 

[6]. LJ., F., Dietary iron: Birth to two years. Raven Press, 1989. 
[7]. Connor, J.R., et al., A histochemical study of iron-positive cells in the developing 

rat brain. J Comp Neurol, 1995. 355(1): p. 111-23. 
[8]. Cheepsunthorn, P., C. Palmer, and J.R. Connor, Cellular distribution of ferritin 

subunits in postnatal rat brain. J Comp Neurol, 1998. 400(1): p. 73-86. 
[9]. Cheepsunthorn, P., et al., Hypoxic/ischemic insult alters ferritin expression and 

myelination in neonatal rat brains. J Comp Neurol, 2001. 431(4): p. 382-96. 
[10]. Zhang, X., et al., Cellular iron status influences the functional relationship between 

microglia and oligodendrocytes. Glia, 2006. 54(8): p. 795-804. 
[11]. Liu, B. and J.S. Hong, Role of microglia in inflammation-mediated 

neurodegenerative diseases: mechanisms and strategies for therapeutic 
intervention. J Pharmacol Exp Ther, 2003. 304(1): p. 1-7. 

[12]. Burdo, J.R. and J.R. Connor, Brain iron uptake and homeostatic mechanisms: an 
overview. Biometals, 2003. 16(1): p. 63-75. 



[13]. Gonzalez-Scarano, F. and G. Baltuch, Microglia as mediators of inflammatory and 
degenerative diseases. Annu Rev Neurosci, 1999. 22: p. 219-40. 

[14]. Kim, S.U. and J. de Vellis, Microglia in health and disease. J Neurosci Res, 2005. 
81(3): p. 302-13. 

[15]. Hanisch, U.K., Microglia as a source and target of cytokines. Glia, 2002. 40(2): p. 
140-55. 

[16]. Kaomongkolgit, R., et al., Iron increases MMP-9 expression through activation of 
AP-1 via ERK/Akt pathway in human head and neck squamous carcinoma cells. 
Oral Oncol, 2008. 44(6): p. 587-94. 

[17]. Buchanan, M.M., et al., Toll-like receptor 4 in CNS pathologies. J Neurochem, 2010. 
114(1): p. 13-27. 

[18]. Wessling-Resnick, M., Iron homeostasis and the inflammatory response. Annu Rev 
Nutr. 30: p. 105-22. 

[19]. Pantopoulos, K., Iron metabolism and the IRE/IRP regulatory system: an update. 
Ann N Y Acad Sci, 2004. 1012: p. 1-13. 

[20]. De Domenico, I., D. McVey Ward, and J. Kaplan, Regulation of iron acquisition and 
storage: consequences for iron-linked disorders. Nat Rev Mol Cell Biol, 2008. 9(1): 
p. 72-81. 

[21]. Shinobu, L.A. and M.F. Beal, The role of oxidative processes and metal ions in 
aging and Alzheimer disease . In: Metala and oxidative damage in neurological 
disorders. Ed: Connor J R, Plenum Press, NY, 1997. 

[22]. Siah, C.W., et al., Normal iron metabolism and the pathophysiology of iron overload 
disorders. Clin Biochem Rev, 2006. 27(1): p. 5-16. 

[23]. Zaleska, M.M. and R.A. Floyd, Regional lipid peroxidation in rat brain in vitro: 
possible role of endogenous iron. Neurochem Res, 1985. 10(3): p. 397-410. 

[24]. Schipper, H.M., Brain iron deposition and the free radical-mitochondrial theory of 
ageing. Ageing Res Rev, 2004. 3(3): p. 265-301. 

[25]. Munoz, M., I. Villar, and J.A. Garcia-Erce, An update on iron physiology. World J 
Gastroenterol, 2009. 15(37): p. 4617-26. 

41 



[26]. Ke, Y. and Z.M. Qian, Brain iron metabolism: neurobiology and neurochemistry. 
Prog Neurobiol, 2007. 83(3): p. 149-73. 

[27]. Connor, J.R. and S.L. Menzies, Cellular management of iron in the brain. J Neurol 
Sci, 1995. 134 Suppl: p. 33-44. 

[28]. Donovan, A., et al., Positional cloning of zebrafish ferroportin1 identifies a 
conserved vertebrate iron exporter. Nature, 2000. 403(6771): p. 776-81. 

[29]. Levenson, C.W. and N.M. Tassabehji, Iron and ageing: an introduction to iron 
regulatory mechanisms. Ageing Res Rev, 2004. 3(3): p. 251-63. 

[30]. Qian, Z.M., et al., Cerebellar granule cells acquire transferrin-free iron by a carrier-
mediated process. Neuroscience, 1999. 92(2): p. 577-82. 

[31]. Erikson, K.M. and M. Aschner, Increased manganese uptake by primary astrocyte 
cultures with altered iron status is mediated primarily by divalent metal transporter. 
Neurotoxicology, 2006. 27(1): p. 125-30. 

[32]. Malecki, E.A., et al., Existing and emerging mechanisms for transport of iron and 
manganese to the brain. J Neurosci Res, 1999. 56(2): p. 113-22. 

[33]. Qian, Z.M. and X. Shen, Brain iron transport and neurodegeneration. Trends Mol 
Med, 2001. 7(3): p. 103-8. 

[34]. Bradbury, M.W., Transport of iron in the blood-brain-cerebrospinal fluid system. J 
Neurochem, 1997. 69(2): p. 443-54. 

[35]. Moos, T. and E.H. Morgan, Evidence for low molecular weight, non-transferrin-
bound iron in rat brain and cerebrospinal fluid. J Neurosci Res, 1998. 54(4): p. 486-
94. 

[36]. Moos, T. and E.H. Morgan, A morphological study of the developmentally regulated 
transport of iron into the brain. Dev Neurosci, 2002. 24(2-3): p. 99-105. 

[37]. Moos, T., et al., Iron trafficking inside the brain. J Neurochem, 2007. 103(5): p. 
1730-40. 

[38]. Cammer, W., Carbonic anhydrase in oligodendrocytes and myelin in the central 
nervous system. Ann N Y Acad Sci, 1984. 429: p. 494-7. 

42 



[39]. Beard, J.L., Iron deficiency and neural development: an update. Arch Latinoam 
Nutr, 1999. 49(3 Suppl 2): p. 34S-39S. 

[40]. Beal, M.F., Mitochondrial dysfunction in neurodegenerative diseases. Biochim 
Biophys Acta, 1998. 1366(1-2): p. 211-23. 

[41]. Bruner, A.B., et al., Randomised study of cognitive effects of iron supplementation 
in non-anaemic iron-deficient adolescent girls. Lancet, 1996. 348(9033): p. 992-6. 

[42]. Beard, J.L., Neuroendocrine alterations in iron deficiency. Prog Food Nutr Sci, 
1990. 14(1): p. 45-82. 

[43]. Beard, J.L., J.D. Connor, and B.C. Jones, Brain iron: location and function. Prog 
Food Nutr Sci, 1993. 17(3): p. 183-221. 

[44]. Erikson, K.M., B.C. Jones, and J.L. Beard, Iron deficiency alters dopamine 
transporter functioning in rat striatum. J Nutr, 2000. 130(11): p. 2831-7. 

[45]. Chan, W.Y., S. Kohsaka, and P. Rezaie, The origin and cell lineage of microglia: 
new concepts. Brain Res Rev, 2007. 53(2): p. 344-54. 

[46]. Suzumura, A., et al., Roles of glia-derived cytokines on neuronal degeneration and 
regeneration. Ann N Y Acad Sci, 2006. 1088: p. 219-29. 

[47]. Hallgren, B. and P. Sourander, The effect of age on the non-haemin iron in the 
human brain. J Neurochem, 1958. 3(1): p. 41-51. 

[48]. Connor, J.R., et al., A quantitative analysis of isoferritins in select regions of aged, 
parkinsonian, and Alzheimer's diseased brains. J Neurochem, 1995. 65(2): p. 717-
24. 

[49]. Zecca, L., et al., Iron, neuromelanin and ferritin content in the substantia nigra of 
normal subjects at different ages: consequences for iron storage and 
neurodegenerative processes. J Neurochem, 2001. 76(6): p. 1766-73. 

[50]. Epstein, D.K. and J.R. Connor, The Role of Iron In Neurodegenerative Disease. . 
Chemicals and Neurodegenerative Disease., 1999: p. 28-50. 

[51]. Lovell, M.A., et al., Copper, iron and zinc in Alzheimer's disease senile plaques. J 
Neurol Sci, 1998. 158(1): p. 47-52. 

43 



[52]. Dupont, A., et al., Two-dimensional maps and databases of the human 
macrophage proteome and secretome. Proteomics, 2004. 4(6): p. 1761-78. 

[53]. Wang, P., et al., Profiling of the secreted proteins during 3T3-L1 adipocyte 
differentiation leads to the identification of novel adipokines. Cell Mol Life Sci, 2004. 
61(18): p. 2405-17. 

[54]. Yamashita, R., et al., Extracellular proteome of human hepatoma cell, HepG2 
analyzed using two-dimensional liquid chromatography coupled with tandem mass 
spectrometry. Mol Cell Biochem, 2007. 298(1-2): p. 83-92. 

[55]. Lee, K., et al., Interaction of the alpha subunit of Na,K-ATPase with cofilin. Biochem 
J, 2001. 353(Pt 2): p. 377-85. 

[56]. Courtois, F., et al., Iron-ascorbate alters the efficiency of Caco-2 cells to assemble 
and secrete lipoproteins. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 2000. 279(1): p. 
G12-9. 

[57]. Mori, K., et al., L-serine-mediated release of apolipoprotein E and lipids from 
microglial cells. Exp Neurol, 2004. 185(2): p. 220-31. 

[58]. Finehout, E.J., et al., Proteomic analysis of cerebrospinal fluid changes related to 
postmortem interval. Clin Chem, 2006. 52(10): p. 1906-13. 

[59]. Meyer, G. and E.L. Feldman, Signaling mechanisms that regulate actin-based 
motility processes in the nervous system. J Neurochem, 2002. 83(3): p. 490-503. 

[60]. Morii, H., Y. Shiraishi-Yamaguchi, and N. Mori, SCG10, a microtubule destabilizing 
factor, stimulates the neurite outgrowth by modulating microtubule dynamics in rat 
hippocampal primary cultured neurons. J Neurobiol, 2006. 66(10): p. 1101-14. 

[61]. Nolen, B.J., R.S. Littlefield, and T.D. Pollard, Crystal structures of actin-related 
protein 2/3 complex with bound ATP or ADP. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004. 
101(44): p. 15627-32. 

[62]. Czyzewski, K., A. Pfeffer, and M. Barcikowska, [Apolipoprotein E function in the 
nervous system]. Neurol Neurochir Pol, 1998. 32(1): p. 125-32. 

[63]. Bilger, A. and A. Nehlig, Quantitative histochemical changes in enzymes involved in 
energy metabolism in the rat brain during postnatal development. II. Glucose-6-

44 



phosphate dehydrogenase and beta-hydroxybutyrate dehydrogenase. Int J Dev 
Neurosci, 1992. 10(2): p. 143-52. 

[64]. Lu, B. and C.E. Bishop, Mouse GGN1 and GGN3, two germ cell-specific proteins 
from the single gene Ggn, interact with mouse POG and play a role in 
spermatogenesis. J Biol Chem, 2003. 278(18): p. 16289-96. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

45 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ก 
 

โปรตีนท่ีได้จาก LC-MS/MS เรียงตามล าดบัคะแนน (score) จากสงูสดุไปต ่าสดุ ซึง่ค านวณ
มาจากล าดบัของกรดอะมิโนท่ีได้มาจากฐานข้อมลู NCBInr คะแนนท่ีสงูสดุแปลผลวา่มีความเป็นไป
ได้ท่ีจะเป็นโปรตีนชนิดนัน้มากท่ีสดุเน่ืองจากมีล าดบักรดอะมิโนท่ีตรงกบัฐานข้อมลูสงูสดุ และดจูาก
คา่ประจุสทุธิ (pI), มวลโมเลกลุ (MW) 
 
 
 
จุดโปรตีนท่ี 1 (ID 6) Mw = 10-17 kDa  
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

R.LLVVYPWTQR.Y gi|122513 Hemoglobin subunit beta-1 15.944 7.12 37 
K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product 284.043 12.09 31 
R.LSRSGSSPEMK.D (Q8BTI8) 

(Serine/arginine repetitive matrix  protein 2)     
R.KVPESLAR.S gi|31044436 Hypothetical proteinLOC52829 23.942 4.96 29 
R.RDISHTK.L gi|56238091 Novel protein 33.537 10.43 24 
K.LLSNTVGPR.F gi|21730675 Chain A, Alpha-Catenin Fragment, 

Residues 385-651 
29.927 4.45 24 

     

R.LFNLTATFSR.H gi|12851655 Unnamed protein product 56.324 5.96 23 
 (Q8BHC9) (Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 11)    
K.LLAESLPR.R gi|122889948 Vacuolar protein sorting 13D  493.809 6.1 22 
R.LGEHNINVLEGNEQFIDAAK.I gi|16716569 Protease, serine, 1 26.802 4.75 21 

R.RGDVGLLAR.E gi|150378650 TPA: TPA_exp: G protein-coupled receptor 
39-1b 

35.605 9.28 21 
     
K.MDPHAVEISR.E gi|479113 Net 44.675 8.71 20 
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จุดโปรตีนท่ี 2 (ID 55) Mw = 17-26 kDa  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.DLSLEEIQK.K 
R.ASGQAFELILSPR.S 

gi|9789995 Stathmin 1 17.264 5.76 99 
     

K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product 284.043 12.09 26 
 (Q8BTI8) (Serine/arginine repetitive matrix protein 2)    

K.EPQPVK.K gi|2501986 TAFII250 transcription factor 51.156 8.49 25 
R.VESIGQWQK.V gi|37590590 Ano8 protein 71.679 5.25 24 
K.NLSLNSQAVK.E gi|37360328 mKIAA1333 protein 85.237 7.96 23 

K.EADENGALKK.E gi|81877259 EF-hand calcium-binding domain-containing 
protein 8 

23.526 6.9 22 
     

K.ELDAEELQK.E gi|26006147 mKIAA0336 protein 190.042 5.04 21 
K.ILKPVK.K gi|1094400 Protein kinase CK2:SUBUNIT=alpha 45.185 6.98 20 
R.TWQEHVKSR.A gi|51874043 Predicted gene, EG382106 54.333 8.05 19 
R.LFNLTATFSR.H gi|12851655 Unnamed protein product 

(Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 11) 
56.324 5.96 19 

(Q8BHC9)    
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จุดโปรตีนท่ี 3 (ID 56) Mw = 17-26 kDa  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.HELQANCYEEVK.D 
K.EILVGDVGQTVDDPYTTFVK.M 

gi|6680924  Cofilin 1, non-muscle  18.776 8.22 175 
     

K.HELQANCYEKVK.D 
K.EILVGDVGQTVDDPYTTFVK.M 

gi|12861068 Unnamed protein product 25.293 8.63 111 
(Q9CX22) (Actin binding protein encoded by gene cofilin-

1[clf1]) 

   

    
K.TVISPR.G  
K.VKTVISPR.G 
K.VKTVISPR.G 

gi|26354955 Unnamed protein product 284.043 12.09 41 

(Q8BTI8) (Serine/arginine repetitive matrix protein 2)    
     

K.TLNGAEMAPIK.I gi|22095027  Sex comb on midleg 1 isoform 1  74.598 9.42 29 

R.LQLPAPPAPIK.A gi|74147754  Unnamed protein product  55.746 6.54 29 

R.SGIVVKDVSIK.V gi|26334641  Unnamed protein product  121.18 5.42 28 
R.GEMSGRLGPLK.L gi|50510447  mKIAA0302 protein 223.807 5.51 27 
R.GAAEEAPRR.I gi|22122845  Solute carrier family 1 (glutamate transporter), 

member 7 
60.694 5.7 26 

     
R.RGDVGLLAR.E gi|150378650 G protein-coupled receptor 39-1b  35.605 9.28 26 
R.KVTPAWVR.Q gi|26330127 Unnamed protein product 24.941 11.63 15 
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จุดโปรตีนท่ี 4 (ID 58) Mw = 17-26 kDa  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.TDIQIAVPSGCYGR.V 
R.AAGYDLFSAYDYTISPMEK.A 

gi|8347092 dUTPase 17.575 5.74 113 
     

R.LGEHNINVLEGNEQFIDAAK.I gi|16716569 Protease, serine, 1 26.802 4.75 32 
K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product 284.043 12.09 31 
R.TENLGLEELAHVLR.A gi|23272995 Rpusd3 protein 36.876 9.44 22 

K.LLAESLPR.R gi|122889948 Vacuolar protein sorting 13D 493.809 6.1 17 
R.LGRTSLPR.G gi|74181730 Unnamed protein product 99.466 5.58 17 
R.KVPESLAR.S gi|31044436 Hypothetical protein LOC52829 23.942 4.96 20 

R.LNVTIALR.V gi|46430530 MAS-related GPR, member B3 36.341 8.72 16 
K.NLVQRNR.Q gi|420232 Transcription factor DRTF1 chain 1  47.847 9.4 15 
R.QVRPEDR.G gi|26330127 Unnamed protein product 24.941 11.63 15 
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จุดโปรตีนท่ี 5 (ID 105) Mw = 26-34 kDa  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.VKTVISPR.G gi|26354955 
(Q8BTI8) 

Unnamed protein product  284.043 12.09 24 
(Serine/arginine repetitive matrix protein 2)    

R.KVPESLAR.S gi|31044436 Hypothetical protein LOC52829  23.942 4.96 22 
R.LGRTSLPR.G gi|74181730 Unnamed protein product  99.466 5.58 17 
R.LNVTIALR.V gi|46430530 MAS-related GPR, member B3  36.341 8.72 16 
R.LGAETLPR.A gi|9910314 Cardiotrophin-like cytokine factor 1   precursor  25.473 8.7 16 
      
R.RDLPVTR.T gi|7448800 Germ cell specific gene 3 protein  33.516 6.46 15 
R.ALQGALMIYFYR.E gi|793931 Tryptophan-2,3-dioxygenase  47.924 6.66 15 
K.AQRHELGANMYR.G gi|24657693 Choline dehydrogenase  67.031 8.83 15 

R.VEVAAALAR.A gi|26337463 
(Q60952) 

Unnamed protein product  80.694 5.02 15 
(Centrosome-associated protein)    

R.DQIFR.Y gi|10181216 F-box only protein 3 isoform 2 48.221 6.28 14 
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จุดโปรตีนท่ี 6 (ID 109) Mw = 34-43 kDa 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.TKDIVNGLR.S gi|4826659   F-actin capping protein beta subunit 30.952 5.69 46 
R.LFNLTATFSR.H gi|12851655 Unnamed protein product 

(Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 11) 
56.324 5.81 33 

(Q8BHC9)    
R.RLNTVPNLSR.V gi|18204153 BC021381 protein  48.291 9.49 30 
K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product 

(Serine/arginine repetitive matrix protein 2) 
284.043 12.09 24 

(Q8BTI8)    
K.VLEPKNLNSR.W gi|148682875 Exosome component 10, isoform CRA_a  104.535 7.16 22 
R.LGRTSLPR.G gi|74181730 Unnamed protein product  99.466 5.58 22 

K.DLPMVRGVK.S gi|148681214 mCG6218  192.468 6.21 22 
R.LFPPLLDSLR.Q gi|124486907 Coiled-coil domain containing 142  80.964 8.04 21 
R.SPTPTTPR.A gi|7259242 Unnamed protein product  

(Pancreatitis-induced protein 49) 
49.016 8.49 20 

(Q99ML4)    
R.LNVTIALR.V gi|46430530 MAS-related GPR, member B3  36.341 8.72 18 
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จุดโปรตีนท่ี 7 (ID 127) Mw = 34-43 kDa  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins  name Mw 
(kDa) 

pI scores 

K.ALAGCDFLTISPK.L 
K.AAQTSDSEKIHLDEK.A 

gi|33859640 Transaldolase 1 37.534 6.57 110 
     

R.LGEHNINVLEGNEQFIDAAK.I gi|16716569 Protease, serine, 1  26.802 4.75 30 
K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product  

(Serine/arginine repetitive matrix protein 2) 

284.043 12.09 27 

(Q8BTI8)    
R.KVPESLAR.S gi|31044436 Hypothetical protein LOC52829  23.942 4.96 20 
R.SWGITDLFDPLK.A gi|82954336 Hypothetical protein LOC319433  44.336 8.73 18 
R.LIHYSYGDGNEQIGDVPDGYK.A gi|4204509 T cell receptor beta V-D-J region  13.119 6.3 17 
R.WGGSSLYFDYWGQGTTLQTG.- gi|6625046 Immunoglobulin heavy chain variable  region 

(CDR3)  

12.435 6.75 16 

     

K.LLAESLPR.R gi|122889948  Vacuolar protein sorting 13D  493.809 6.1 16 
R.QVRPEDR.G gi|26330127 Unnamed protein product  24.941 11.63 16 
K.KVEVEPAK.V gi|27817830 Connectin/titin N2A-PEVK  130.647 5.57 15 
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จุดโปรตีนท่ี 8 (ID 232) Mw = 34-43 kDa 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins  name Mw 
(kDa) 

pI scores 

R.RGDVGLLAR.E gi|150378650 G protein-coupled receptor 39-1b 35.605 9.28 25 
K.VKTVISPR.G gi|26354955 Unnamed protein product 

(Serine/arginine repetitive matrix protein 2) 
284.043 12.09 26 

(Q8BTI8)    
K.KAQGSGRPR.C gi|60223081 Heparan sulfate (glucosamine) 3-O-

sulfotransferase 6 
37.677 10.55 24 

     

R.KVPESLAR.S gi|31044436 Hypothetical protein LOC52829 23.942 4.96 23 
K.AGLSGEIGPR.H gi|13386316 Actin-related protein T2 42.045 5 22 
R.LGRTSLPR.G gi|74181730 Unnamed protein product 99.466 5.58 20 

K.LLSNTVGPR.F gi|21730675 Chain A, Alpha-Catenin Fragment 29.927 4.45 19 
K.QWLDQSGVVK.F gi|26324774 Unnamed protein product 

(Transcription initiation factor subunit 2) 
70.714 7.86 18 

(Q8C176)    

K.LPKGMLPR.I gi|94406004 PREDICTED: similar to RIKEN cDNA  164.686 5.57 18 
R.KVTPAWVR.Q gi|26338143 Unnamed protein product 59.268 6.1 16 
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จุดโปรตีนท่ี 9 (ID 371) Mw = 34-43 kDa  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sequences Accessions Proteins  name Mw 
(kDa) 

pI scores 

R.TANLGAGAAQPLR.D 
R.NEVHTMLGQSTEEIR.A 
K.IQASVATNPIITPVAQENQ.- 

gi|192005  Apolipoprotein E  33.206 5.82 182 
     
     

R.RLNTVPNLSR.V gi|18204153  BC021381 protein  48.291 9.49 34 
R.LFNLTATFSR.H gi|12851655  Unnamed protein product 

(Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 11) 

56.324 5.81 33 

(Q8BHC9)    
R.ASKDGPLNSR.A gi|17266280  Interleukin 17E precursor  18.072 7.7 30 
K.VKTVISPR.G gi|26354955  Unnamed protein product  

(Serine/arginine repetitive matrix protein 2) 284.043 12.09 26 (Q8BTI8) 

K.VLEPKNLNSR.W gi|148682875  Exosome component 10, isoform CRA_a  104.535 7.16 23 
R.GFWDYIR.L gi|7949125  RUN domain containing 3A  50.443 5.38 22 

R.KVIVVVSR.H gi|4092077  Toll-like receptor 4 mutant  96.638 6.14 20 
R.QVRPEDR.G gi|148686106  EPS8-like 2, isoform CRA_b  21.673 5.51 19 
R.QVRPEDR.G gi|26330127  Unnamed protein product  24.728 11.63 19 
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ภาคผนวก ข 
 
 

อุปกรณ์ 
 

1. เคร่ือง  miniVE ส าหรับ SDS-PAGE    (GE Healthcare) 
2. เคร่ือง EttanTM IPGphor II TM     (GE Healthcare) 
3. กล้องจุลทรรศน์      (OLYMPUS) 
4. เคร่ือง CO 2- Incubator      (REVCOULTIMA) 
5. เคร่ือง Autoclave      (HICLAVE) 
6. เคร่ือง Freezer – 20 ºC      (SANYO) 
7. เคร่ือง Freezer – 80 ºC      (SANYO)  
8. ตู้ เย็น 4 ºC       (SANYO)  
9. สไลด์นบัเซลล์ (Hemocytometer)    (BOECO) 
10. เคร่ือง Hot Plate Stirrer      (HL Instrument) 
11. เคร่ือง Spectrophotometer     (BIO-RAD) 
12. เคร่ือง Vortex       (LABNET) 
13. เคร่ือง Incubator      (HERAEUS) 
14.  เคร่ือง pH meter      ( ECOMET)  
15. เคร่ืองป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วต ่า ( Low- speed centrifuge) (BECKMAN)  
16. เคร่ืองนบัเซลล์ (Differential counter) 
17.  เคร่ืองนบัเวลา (Timer) 
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วัสด ุ
 

1. บีกเกอร์ขนาด 20 , 50 , 500 , 1,000 ml    (Pyrex) 
2. ขวดเตรียมสารขนาด 250, 500 , 1000 ml   (DURAN®)  
3. ท่ีคนสาร (Cylinders)      (PYREX®)  
4. ปิเปตแก้วขนาด 5, 10 ml     (WITEG)  
5. ทิปขนาด 10, 200, 1000 µl     (OXYGEN)  
6. ฟรอยด์ Aluminum       (3M FOIL®) 
7. เทป Autoclave       (3M) 
8. ถงุมือยาง (Disposable gloves)     (LATEX) 
9. พาราฟิลม์ (Parafilm)      (American National Can) 
10. ปิเปต (Pipette boy)      (FALCON ®)  
11. กลอ่งเก็บ cover slips      (APOPTAG ®)  
12. สไลด์ (Slide)       (SOILLBRAND)  
13. กลอ่งเก็บสไลด์ (Slide box)  
14. แผน่ Microscope glass cover slips    (CHANCE)  
15. หลอด Cryotube      (SORENSON)  
16. กระกาษกรอง (Sterile millipore 0.22 µM)   (MILLEX ®-GP) 
17. T 25 Tissue Culture flasks     (Corning®)  
18. T 75 Tissue Culture flasks     (Corning®)  
19. หลอด Eppendorf  
20. ท่ีวางหลอดทดลอง (Tube rack) 
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สารเคมี 

 

1. Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) 

2. DMSO (Dimethyl sulfoxide)    (SIGMA) 

3. Fetal Bovine Serum (FBS)    (GIBCO) 

4. Penicillin-Streptomycin solution   (HyClone) 

5. HEPES, Free acid     (HyClone) 

6. Sodium Pyruvate powder    (SIGMA) 

7. Acrylamide      (BIORAD) 

8. SeaKem LE Agarose      (CamBrex) 

9. COOMASIE BRILLIANT BLUE R 250   (BIO BASIC Inc.) 

10.  Urea Ultrapure     (GE Healthcare) 

11.  Thiourea      (SIGMA) 

12.  CHAPS      (USB Corporation) 

13. Iodoacetamide (IAA)        (GE Healthcare) 

14. SERVALYT 40% w/v (ampholine)    (SERVA) 

15.  Dithiothreitol (DTT)      (USB Corporation) 

16. Trichloroacetic acid (TCA)     (MERCK) 

17. Sodium Dodecyl Sulfate-Lauryl (SDS)    (SIGMA) 

18. Phosphate Buffered Saline (PBS)    (SIGMA) 

19. Trypan Blue dye      (SIGMA) 

20. IPG Buffer pH 3-10 NL      (GE Healthcare) 

21. Immobiline DryStrip pH 3-10 NL, 7 cm    (GE Healthcare) 

22. EttanTM IPGphorTM II IEF Unit     (GE Healthcare) 

23. Prestain Protein marker     (FERMENTAS) 
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24. Acetone       (MERCK) 

25. Methanol       (MERCK) 

26. Ethanol        (MERCK) 

27. Glacial acetic acid      (MERCK) 

28. Bradford       (BIORAD) 
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ภาคผนวก ค 
 
DMEM 

- DMEM (Dulbeaco´s Modified Eagle´s Medium)     1 L  
- L-Glutamine        22 ml 
- Sodium pyruvate       110 mg 
- HEPES buffer        11 ml 
- Penicillin        11 ml 

 
2% Na Deoxycholate (DOC) 

- DOC         0.2 g 
- dH2O        to 10 ml 

 
100% Trichloroacetic acid (TCA) 

- TCA         10 g 
- dH2O        to 10 ml 

 
Lysis solution 

- 7 M Urea        4.2 g 
- 2M Thiourea        1.5 g 
- 4% w/v CHAPS        0.4 g 
- dH2O        to 10 ml 

 
Rehydration buffer 

- 8 M Urea        2.4 g 
- 4% w/v CHAPS        0.2 g 
- 0.002% w/v Bromophenol blue   10µl (of 1% Bromophenol blue stock 

solution) 
- dH2O        to 5 ml 
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SDS equilibration buffer 
- 5% Tris-HCl pH 8.8       10 ml 
- 36.035% w/v Urea       72 g 
- 34.5% Glycerol        69 ml 
- 2% w/v SDS          4 g 
- 0.002% w/v Bromophenol blue 400µl (of 1% Bromophenol blue stock solution) 
- dH2O        to 200 ml 

 
SDS equilibration buffer 1 

- SDS equilibration buffer      5 ml/gel 
- Dithiothreitol (DTT)       50 mg/ml 

 
SDS equilibration buffer 2 

- SDS equilibration buffer      5 ml/gel 
- Iodoacetamide (IAA)       125 mg/ml 

     
1.5 Tris-HCl pH 8.8 

-     Tris-base        18.17 g  
-     dH2O                     adjust to pH 8.8 
-     HCl         75 ml 
-    dH2O        to 100 ml 

    
12.5% SDS-PAGE gel 
     - Acrylamide Bis       4.17 ml 
     -  1.5M Tris-HCl pH 8.8      2.5 ml 
     -  10% SDS       0.1 ml 
     -  10% APS       50 µl  
     -  TEMED(Tetramethylethylenediamine)    3.3 µl 
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     -  dH2O        3.18 ml 
 
SDS electrophoresis buffer (1x running buffer) 

- 0.303% w/v Tris-base      9.09 g 

- 1.44% w/v Glycine      43.2 g 

- 0.1% w/v SDS            3 g 

- dH2O        to  3 L 

 
Colloidal coomasie (1 gel) 

- 34% w/v Ammonium sulfate     34 g 

- 0.1% w/v Coomasie brillion blue G-250   0.1 g 

- 3% Phosphoric acid         3 ml 

- 34% Methanol       34 ml 

- dH2O              to 100 ml 

 
Fixative solution 

- 50% Methanol       50 ml 

- 10% Acetic acid      10 ml 

- dH2O               to 100 ml 

 

Destain solution 
- 10% Acetic acid      10 ml 

- dH2O              to 100 ml 
 
 
 
 
 



ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
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วนัเกิด   29 ธันวาคม 2527 
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63 


	ปกภาษาไทย 
	ปกภาษาอังกฤษ 
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1 บทนำ
	ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	คำถามของการวิจัย
	วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	สมมติฐาน
	คำสำคัญ
	รูปแบบการวิจัย
	คำจำกัดความที่ใช้ในการวิจัย
	กรอบแนวความคิดในการวิจัย
	ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
	อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข

	บทที่ 2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	ชีววิทยาของธาตุเหล็ก
	เมทาบอลิซึมของธาตุเหล็ก
	ความสัมพันธ์ระหว่างธาตุเหล็กกับการทำงานของเซลล์ในระบบประสาท
	ไมโครเกลีย

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 เซลล์เพาะเลี้ยง
	3.2 การตกตะกอนโปรตีน
	3.3 วัดความเข้มข้นโปรตีน
	3.4 การแยกโปรตีน 2D-PAGE
	3.5 การย้อมเจลเพื่อตรวจสอบโปรตีนหลังจากการทำ 2D-PAGE
	3.6 การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล

	บทที่ 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล
	4.1 ธาตุเหล็กเปลี่ยนแปลงรูปแบบการหลั่งโปรตีนใน microglia ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS
	4.2 ธาตุเหล็กเปลี่ยนแปลงการหลั่งโปรตีนของ microglia ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS

	บทที่ 5 อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ
	อภิปรายผลการวิจัย
	สรุปผลการวิจัย
	ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

	Button1: 


