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บทคัดย่อภาษาไทย 
โรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคท่ีมีการแพร่กระจายในหลายพืน้ท่ีรวมทัง้ประเทศไทย มีสาเหตมุาจาก

เชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค ซึง่พยาธิก าเนิดของโรคยงัไมท่ราบชดัเจน โปรตีนบนผิวเซลล์เป็นสว่นแรก
ท่ีเชือ้สมัผสักบัเซลล์ของโฮสต์และสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั จงึเป็นเปา้หมายส าคญัในการพฒันา
วคัซีน การหาโปรตีนบนผิวเซลล์ทัง้หมดจะเป็นข้อมลูส าคญัส าหรับการศกึษาพยาธิก าเนิด และการค้นหา
วคัซีนตวัใหม ่ งานวิจยันีมี้จดุมุง่หมายเพ่ือจ าแนกโปรตีนบนผิวเซลล์ทัง้หมดของเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์
ก่อโรค Leptospira interrogans serovar Pomona ในการศกึษานีใ้ช้ 2 วิธี ในการคดัแยกโปรตีนบนผิวเซลล์
ออกจากโปรตีนอ่ืน ได้แก่ วิธีการยอ่ยโปรตีนบนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์โปรตเิอส (protease shaving) และ
วิธีการติดฉลากโปรตีนท่ีผิวเซลล์ด้วยไบโอตนิ (surface biotinylation) ตวัอยา่งท่ีใช้ในการศกึษาได้จาก เชือ้
เลปโตสไปราท่ีมีสภาพสมบรูณ์ไมแ่ตก (intact cells) ภายหลงัการถกูย่อยด้วยเอนไซม์โปรตเินสเค 
(proteinase K) และตดิฉลากด้วยไบโอติน ความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ถกูตรวจสอบโดยวิธีย้อมฟลอูอเรส
เซนต์ (Fluorescent staining) และ เวสเทิร์น บล็อททิง (Western blotting) ตรวจสอบโปรตีน FlaA1 ซึง่อยู่
ระหวา่งผนงัเซลล์ชัน้นอกกบัชัน้ในของเชือ้ และโปรตีน OmpL1 หรือ OmpL47 ซึง่เป็นโปรตีนท่ีทราบก่อน
หน้านีแ้ล้ววา่เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ แล้วจงึน าตวัอยา่งท่ีได้ไปจ าแนกชนิดโปรตีนด้วยวิธี liquid 
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) และวิเคราะห์ท านายต าแหนง่ของโปรตีนท่ี
ได้ด้วยเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) เทียบกบัฐานข้อมลูโปรตีน (protein database) ผล
การศกึษาพบวา่มีโปรตีนท่ีคาดวา่จะมีต าแหนง่อยูท่ี่ผนงัเซลล์ชัน้นอก 130 ชนิดจากวิธีย่อยโปรตีนด้วย
เอนไซม์ และ 212 ชนิดจากวิธีตดิฉลากด้วยไบโอตนิ เม่ือจดัล าดบัโปรตีนด้วยปริมาณการแสดงออกพบวา่ 
12 โปรตีนถกูพบในทกุครัง้ของทัง้ 2 วิธี และ 9 โปรตีนถกูพิสจูน์แล้ววา่เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ ได้แก่ LipL32 
LipL41 LipL71 LipL46 OmpL36 LipL21 OmpL1 Elongation factor Tu และ Loa22 ดงันัน้งานวิจยันีท้ า
ให้ได้ข้อมลูโปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค Leptospira interrogans serovar 
Pomona รวมทัง้ยงัมีโปรตีนอีกหลายชนิดท่ียงัไมเ่คยทราบวา่เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ และจะน าไปใช้ศกึษา
พฒันาวคัซีนตวัใหม่ตอ่ไปในอนาคต 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
Leptospirosis is a re-emerging zoonosis of global distribution including Thailand. It 

caused by pathogenic Leptospira. The pathogenesis of leptospirosis remains unclear. Surface-
exposed outer membrane proteins (OMPs) are the first components for interactions with host cells 
and immune system and should be potential targets for vaccine development. The study of 
surface proteomics will be important for better understanding of pathogenesis and identification 
of new vaccine candidates. This study aimed to identify surface proteome of pathogenic 
Leptospira by surface shaving using proteinase K and surface biotinylation. Intact leptospiral 
proteins were labeled with biotin (Sulfo-NHS-SS-Biotin). After proteinase K treatment and 
biotinylation, the membrane integrity of leptospires was determined by immunofluorescence 
staining and Western blotting using antibodies against periplasmic protein FlaA1 and known 
surface-exposed outer membrane protein OmpL1 or OmpL47. Proteins obtained from both 
methods were further identified by liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC-
MS/MS). We found 212 putative OMPs from surface biotinylation and 130 putative OMPs from 
surface shaving. Based on protein abundance by MaxQuant software, 12 OMPs were found in all 
replicate experiments of both methods. Nine proteins have already confirmed as surface exposed 
OMPs including Lipl32, LipL41, LipL71, LipL46, OmpL36, LipL21, OmpL1, Elongation factor Tu, 
and Loa22. Therefore, this study was able to obtain surface-exposed OMPs of Leptospira 
interrogans serovar Pomona. There were several hypothetical proteins that are putative surface-
exposed OMPs and should be evaluate as new vaccine candidates in the future. 
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บทน า (Introduction) 
โรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคติดตอ่จากสตัว์สู่คนท่ีพบมากท่ีสดุในโลกและถือเป็นโรคอบุตัใิหมท่ี่

ส าคญัโดยเฉพาะจากภาวะโลกร้อน โรคนีเ้กิดจากเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค (Leptospira 
interrogans) ซึง่เป็นเชือ้แบคทีเรียชนิด spirochete ท่ีมีลกัษณะเป็นเกลียวบาง ขนาดกว้างประมาณ 0.1 
ไมโครเมตร ยาว 6-20 ไมโครเมตร เคล่ือนไหวได้โดยอาศยั endoflagella สามารถก่อโรคทัง้ในคนและสตัว์ 
ปัจจบุนัเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรคมีรายงานมากกวา่ 250 serovars แตกตา่งกนัตามภมูิศาสตร์ 
ปัจจบุนัมีการใช้วิธีทางชีวโมเลกลุเพื่อดคูวามใกล้เคียงของล าดบัเบสของ DNA ในการใช้แยก species 
ออกเป็นอยา่งน้อย 20 species ซึง่ไมส่มัพนัธ์กบัวิธีทาง serology (1-6) 
 เชือ้เลปโตสไปราสามารถตดิตอ่ได้จากการสมัผสัสิ่งขบัถ่ายโดยเฉพาะปัสสาวะของสตัว์ท่ีติดเชือ้ซึง่
ปนเปือ้นอยูต่ามน า้ ดนิทรายเปียกชืน้ หรือ พืช ผกั ส าหรับประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบเชือ้ในหน ูสนุขั 
โค กระบือ สกุร และแมว สว่นใหญ่พบการระบาดของโรคในชว่งปลายฤดฝูนตอ่ฤดหูนาว (ตลุาคม-ธนัวาคม) 
เชือ้สามารถไชเข้าสูร่่างกายทางผิวหนงัตามรอยแผลและเย่ือบขุองปาก ตา จมกู หรือทางผิวหนงัปกตท่ีิ
เปียกชุม่เน่ืองจากแชน่ า้อยู่นาน เม่ือเชือ้เข้าสูร่่างกายแล้วจะเข้าสูก่ระแสเลือดแล้วกระจายไปตามอวยัวะ
ตา่งๆ เชน่ ตบั ไต ล าไส้ เย่ือหุ้มสมอง ปอด หวัใจ ท าให้เกิดการอกัเสบของอวยัวะเหลา่นัน้ ผู้ติดเชือ้อาจไม่
ปรากฏอาการ จนถึงมีอาการรุนแรงและอาจเสียชีวิตได้ อาการและอาการแสดงท่ีพบได้แก่ ไข้เฉียบพลนั 
ปวดศีรษะรุนแรง หนาวสัน่ ปวดกล้ามเนือ้อย่างรุนแรง ตาแดง ตาอกัเสบrecurrent uveitis เย่ือหุ้มสมอง
อกัเสบ เหลือง โลหิตจาง ตบัและไตวาย จดุเลือดออกตามผิวหนงัและเย่ือบ ุเลือดออกในปอด (3, 7, 8) 
 ระบบภมูิคุ้มกนัแบบ humoral หรือแอนตบิอดีมีความส าคญัตอ่ภมูิต้านทานตอ่โรคเลปโตสไปโรซิส 
เน่ืองจากภมูิต้านทานตอ่เชือ้เลปโตสไปราท่ีเกิดขึน้ตามธรรมชาตหิลงัการติดเชือ้และสามารถปอ้งกนัการ
ตดิเชือ้ซ า้เป็นภมูิคุ้มกนัแบบ humoral และการเกิด passive immunity อาศยัแอนติบอดีเป็นหลกั (9-11) 
สว่นระบบภมูิคุ้มกนัแบบเซลล์ (cell-mediated immunity) ยงัมีการศกึษาน้อยแตมี่รายงานท่ีบง่ชีว้า่มี
ความส าคญัในการปอ้งกนัโรค เชน่ การปอ้งกันการติดเชือ้ L. borgpetersenii serovar Hardjo โดยใช้ 
killed vaccine กระตุ้น Th1 immunity (12) และกระตุ้นให้เกิดการสร้าง WC1+ gamma delta T cell 
memory population (13) การกระตุ้นเม็ดเลือดขาวด้วยเชือ้เลปโตสไปรา in vitro พบวา่ท าให้มีการสร้าง 

TCR+ T cell ซึง่หลัง่ interferon (IFN)-  (14)  
 ปัจจบุนัวคัซีนปอ้งกนัโรคเลปโตสไปโรซิสท่ีมีจ าหน่ายในปัจจบุนัเป็นวคัซีนผลิตจากเชือ้ตาย 
(bacterins หรือ whole cell killed vaccine) มีท่ีใช้ส่วนใหญ่ในสตัว์และใช้อย่างจ ากดัในคน (15) เน่ืองจาก
มีข้อเสียหลายประการ คือ มีประสิทธิภาพในการปอ้งกนัจ าเพาะตอ่ serovar ท่ีใช้ผลิตวคัซีนแตไ่มป่อ้งกนั
ข้าม serovars อ่ืนๆ ภมูิคุ้มกนัชนิดแอนตบิอดีท่ีถกูกระตุ้นอยูไ่ด้ไมน่าน ท าให้ต้องฉีดกระตุ้นทกุ 1-2 ปี 
นอกจากนี ้ยงัท าให้เกิดอาการข้างเคียงสงู และอาจมีโอกาสกระตุ้นให้เกิด autoimmune ได้ (16) มีรายงาน
การพฒันา subunit vaccine โดยเลือกวคัซีนแอนตเิจนท่ีมีคณุสมบตัเิป็นโปรตีนท่ีอยูท่ี่ผนงัเซลล์ชัน้นอก 
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(outer membrane protein, OMP) ของเชือ้เลปโตสไปราและมีการแสดงออกอย่างอนรัุกษ์ในเชือ้เลปโตสไป
ราสายพนัธุ์ก่อโรค มีการแสดงออกขณะเชือ้ก่อโรคในสตัว์ทดลองและในคน และกระตุ้นภมูิคุ้มกนัได้ดี 
ตวัอยา่งเชน่ LipL32, LigA, LigB, OmpL1, LipL21 และ Loa22 (16-26) ดงันัน้ วคัซีนยงัต้องได้รับการ
พฒันาให้มีประสิทธิภาพมากขึน้  
 วคัซีนแอนตเิจนสว่นใหญ่ท่ีเลือกใช้เป็นสว่นประกอบของวคัซีนชนิดซบัยนูิต (subunit vaccine) 
เป็นโปรตีนท่ีผนงัเซลล์ชัน้นอกของเชือ้เลปโตสไปรา (16) เพ่ือให้สามารถจบักบัแอนตบิอดีได้ดี โดยเลือก
จากโปรตีนท่ีมีการศกึษาในรายงานก่อนหน้านีท่ี้แสดงวา่เป็นโปรตีนท่ีผนงัเซลล์ชัน้นอกของเชือ้เลปโตสไป
รา (27-30) อยา่งไรก็ตาม โปรตีนท่ีผนงัเซลล์ชัน้นอกไม่จ าเป็นต้องเป็นโปรตีนท่ีมีสว่นท่ีย่ืนออกมานอกผิว
เซลล์ (surface-exposed) ยกตวัอยา่งเชน่ โปรตีน LipL32 ซึง่เป็นโปรตีนท่ีผนงัเซลล์ชัน้นอกท่ีมีปริมาณมาก
ท่ีสดุของเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค (31) และเคยมีรายงานวา่อยู่ท่ีผิวเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปรา (19) 
แตต่อ่มาพบว่าโปรตีน LipL32 ไมถ่กูยอ่ยด้วยเอนไซม์ proteinase K จงึนา่ท่ีจะฝังอยูใ่นผนงัเซลล์เป็นสว่น
ใหญ่ (subsurface) (32) ดงันัน้ จงึยงัเป็นท่ีถกเถียงถึงความส าคญัของโปรตีนนีใ้นแง่ของการเป็นปัจจยัก่อ
โรคและการน ามาใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจน (33) ซึง่ให้ผลท่ีหลากหลายในการปอ้งกนัโรคในสัตว์ทดลอง (34-
36) 
 ในปัจจบุนัจงึมีการศกึษาโปรตีนท่ีมีสว่นท่ีย่ืนออกมานอกผิวเซลล์ (cell-surface หรือ surface-
exposed) ของเชือ้แบคทีเรียทัง้ชนิดแกรมบวกและแกรมลบ และพบวา่มีประโยชน์ในการน าไปใช้เป็นวคัซีน
แอนตเิจนเน่ืองจากมีส่วนท่ีสามารถจบักบัแอนตบิอดีได้จึงนา่จะมีประสิทธิภาพในการปอ้งกนัโรคได้ดี ได้แก่ 
การศกึษา cell-surface proteomics หรือ surfomics โดยการใช้เอนไซม์ protease ยอ่ย หรือโกน (shaving) 
โปรตีนสว่นท่ีย่ืนออกมานอกผิวเซลล์ (37-39) การใช้ surface biotinylation (40) เป็นต้น ส าหรับเชือ้เลปโตส
ไปรามีรายงานการศกึษาด้วยวิธีดงักลา่วเฉพาะโปรตีนบางตวัท่ีเลือกมาเทา่นัน้ ได้แก่ OmpL36, OmpL37, 
OmpL47 and OmpL54 (23) แตย่งัไมมี่การศกึษาท่ีเป็น high-throughput แล้วท าการคดัเลือกมาเป็น
วคัซีนแอนตเิจน 
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วิธีด าเนินการวิจัย (Materials and Methods) และผลการวิจัย (Results) 
1. การค้นหาโปรตีนที่บนผิวเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปรา (cell-surface proteomics) 

1.1. วิธี protease shaving  
เพ่ือให้ได้ surface-exposed OMP ผู้วิจยัเลือกใช้เอนไซม์ proteinase K ท่ีมีคณุสมบตัใินการยอ่ย

โปรตีนมาย่อยโปรตีนจากผนงัเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปราท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ ซึง่วิธีนีถ้กูใช้อยา่ง
แพร่หลายเพ่ือค้นหา surface-exposed OMP และวคัซีนแอนตเิจนตวัใหมใ่นเชือ้แบคทีเรียก่อโรค (1-3) 
โดยทดสอบหาความเข้มข้นของ proteinase K ท่ีเหมาะสมไมท่ าให้เซลล์แตก 

ขัน้ตอนการทดลอง 
เพาะเลีย้งเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค (Leptospira interrogans serovar Pomona) ให้ได้

ระยะ log-phase ท าการป่ันล้างเพื่อก าจดัโปรตีนสว่นเกินด้วยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 2,000 xg 
เป็นเวลา 7 นาที จ านวน 2 ครัง้ น าเชือ้ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ (intact cells) จ านวน 1x1010 เซลล์ มาบม่
กบั proteinase K buffer (เอนไซม์ proteinase K ใน 10 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl2 buffer pH 8.0) 
ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 0-5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (µg/ml) ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที จากนัน้หยดุปฏิกิริยาด้วย protease inhibitor ป่ันเก็บตวัอยา่งเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 9,000 xg เป็น
เวลา 5 นาที และป่ันล้างด้วย Phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS) จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้ตวัอยา่ง
ถกูแยกออกเป็น 2 สว่น คือ ส่วน cell pellet ซึง่ถกูน าไปตรวจหาตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์
โดยใช้แอนตบิอดีตอ่โปรตีนท่ีเป็นตวับง่ชีต้ าแหนง่ของโปรตีน (subcellular localization protein 
marker) ในเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี immunoblotting และสว่น supernatant ซึง่มีสว่นของโปรตีนท่ีเป็น 
surface-exposed จะถกูน าไปวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนและระบชุนิดด้วยวิธี liquid 
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) ในล าดบัตอ่ไป 

การตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ภายหลงัการบม่กบั proteinase K ใช้เซลล์จากสว่น 
cell pellet ตรวจสอบ 2 วิธี ได้แก่ 

1. การย้อมสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด SYTO9 และ propodium iodide (PI) กลุม่ทดลองควบคมุ ได้แก่ 
เชือ้ท่ีไมไ่ด้บม่กบั proteinase K buffer (intact cells เป็น negative control) และเชือ้ท่ีถกู
ท าลายผนงัเซลล์ด้วยเมทานอล (methanol-treated cells เป็น positive control) บม่ตวัอยา่ง
กบัสีฟลอูอเรสเซนต์ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ป่ันล้างสีส่วนเกินท่ี
ความเร็วรอบ 9,000 xg เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้สอ่งดภูายใต้กล้องฟลอูอเรส
เซนต์ ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 1 

2. วิธี immunoblotting โดยแยกโปรตีนด้วยวิธี sodium dodecyl sulphate agarose gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) และท า Western blot โดยใช้แอนตบิอดีตอ่โปรตีนท่ีเป็นตวั
บง่ชีต้ าแหนง่ของโปรตีน ตรวจหา subcellular localization protein marker ของเชือ้เลปโตส
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ไปรา ได้แก่ แอนติบอดีตอ่โปรตีนท่ีมีการศกึษายืนยยัมาก่อนแล้ววา่เป็น surface-exposed 
OMP ได้แก่ OmpL47 หรือ OmpL1 โดยใช้ rabbit anti-OmpL47 หรือ rabbit anti-OmpL1 
polyclonal antibody (1:5,000) และโปรตีนท่ีอยูใ่นชัน้เพอริพลาสซมึ ได้แก่ FlaA1 โดยใช้ 
rabbit anti-FlaA1 polyclonal antibody (1:5,000) เป็น primary antibody และใช้ HRP-
conjugated sheep anti-rabbit IgG polyclonal antibody (1:5,000) เป็น secondary 
antibody จากนัน้เตมิ chemiluminescence substrate และตรวจหาสญัญานพร้อมกบั
บนัทกึภาพด้วยเคร่ือง Chemidoc ผลทดลองแสดงในรูปท่ี 2 

ผลการทดลอง 

ผู้วิจยัได้ท าการทดลองเบือ้งต้น (ไมไ่ด้แสดงผล) โดยบม่เชือ้กบัเอนไซม์ความเข้มข้น 0-100 µg/ml 
และผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ ถึงแม้การใช้เอนไซม์ความเข้มข้นมากกวา่ 5 µg/ml จะสามารถท าให้
เซลล์แตกเป็นสว่นใหญ่ ท าให้เกิดการปนเปือ้นของโปรตีนจากโครงสร้างอ่ืนในปริมาณมาก ดงันัน้ใน
การทดลองนีจ้งึใช้เอนไซม์ความเข้มข้นต ่ากวา่ 5 µg/ml ในการเตรียมตวัอยา่งเพื่อให้เซลล์ยงัคงสภาพ
สมบรูณ์ (intact cells) ท าให้ได้ตวัอยา่งใน supernatant มี surface-exposed OMP มากท่ีสดุ และมี
การปนเปือ้นของโปรตีนจากโครงสร้างอ่ืนน้อยท่ีสดุ 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เม่ือบม่เชือ้กบั proteinase K ความเข้มข้น 0 ถึง 5 µg/ml การแตก
ของเซลล์แปรผนัตรงกบัความเข้มข้นของเอนไซม์ (รูปท่ี 1) เซลล์ท่ีย้อมตดิสี PI ซึง่ย้อมติดสีแดงเฉพาะ
เซลล์ท่ีแตกสลาย มีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้เม่ือใช้เอนไซม์ความเข้มข้นสงูขึน้ และเซลล์ท่ีไมแ่ตกซึง่ย้อมติด
สี SYTO9 ติดสีเขียวมีแนวโน้มลดลง โดยท่ีความเข้มข้น 1 µg/ml หรือน้อยกว่ามีเซลล์ท่ียงัสมบรูณ์
ประมาณร้อยละ 95 เม่ือตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ด้วยวิธี immunoblotting ของโปรตีน
ของเซลล์ภายหลงัการบม่เชือ้กบัเอนไซม์ proteinase K ความเข้มข้น 0-5 µg/ml ผลการทดลองแสดงให้
เห็นวา่ โปรตีน FlaA1 ซึง่เป็นโปรตีนท่ีอยู่ในชัน้เพอริพลาสซมึของเชือ้เลปโตสไปรายงัคงพบอยู่ในตวั
เซลล์ สงัเกตได้จากการพบโปรตีน FlaA1 ในตวัอยา่งสว่น cell pellet (รูปท่ี 2) แตอ่ยา่งไรก็ตามโปรตีน 
FlaA1 มีแนวโน้มถกูยอ่ยเม่ือใช้เอนไซม์ความเข้มข้น 5 µg/ml สงัเกตได้จากความเข้มลดลงเม่ือเทียบ
กบัการใช้เอนไซม์ความเข้มข้นอ่ืน บง่ชีว้า่ผนงัชัน้นอกของเซลล์แตก นอกจากนัน้ เม่ือตรวจหาโปรตีน 
OmpL47 ซึง่ถกูพิสจูน์ก่อนหน้านีแ้ล้ววา่เป็น surface-exposed OMP พบวา่โปรตีนดงักล่าวถกูย่อย
ออกจากตวัเซลล์เม่ือใช้เอนไซม์ความเข้มข้นตัง้แต ่ 1 µg/ml เป็นต้นไป สงัเกตได้จากความเข้มของ
โปรตีน OmpL47 ในตวัอยา่งสว่น cell pellet เร่ิมลดลงหลงัจากบม่เชือ้กบัเอนไซม์ความเข้มข้น 1 µg/ml 
(รูปท่ี 2) ดงันัน้ การใช้เอนไซม์ proteinase K ท่ีความเข้มข้น 1 µg/ml เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ี
สามารถตดั surface-exposed OMPs ให้ไปอยูใ่นตวัอย่างสว่น supernatant โดยท่ีเซลล์ไมแ่ตก  
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จากผลการทดลองข้างต้น ผู้วิจยัจงึน าตวัอย่างโปรตีนในสว่น supernatant ท่ีได้จากการบม่เชือ้กบั
เอนไซม์ความเข้มข้น 1 µg/ml ไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS ในล าดบัตอ่ไป
เน่ืองจากตวัอยา่งดงักล่าวมีความเป็นไปได้ท่ีจะมี surface-exposed OMPs โดยมีโปรตีนจากต าแหนง่
อ่ืนปนเปือ้นน้อย 
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รูปท่ี 1 ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ด้วยการย้อมสีฟลอูอเรสเซนต์ หลงัจากบม่เชือ้กบั 

proteinase K ท่ีความเข้มข้น 0-5 µg/ml ตวัอยา่งถกูย้อมด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด SYTO9 และ PI 
หลงัจากนัน้สอ่งดภูายใต้กล้องฟลอูอเรสเซนต์ เซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ (intact cells) ตดิสีเขียวของสี 
SYTO9 ขณะท่ีเซลล์ท่ีผนงัเซลล์ถกูท าลายและ methanol-treated cells ตดิสีแดงของสี PI  
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รูปท่ี 2 ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ด้วยวิธี immunoblotting หลงัจากบม่เชือ้กบั 
proteinase K ท่ีความเข้มข้น 0-5 µg/ml ตวัอยา่งสว่น cell pellet  ถกูน ามาตรวจหา subcellular 
localization protein marker โดยใช้ antibody ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีน OmpL47 (47 กิโลดาลตนั) และ 
FlaA1 (35 กิโลดาลตนั) ขนาดของโปรตีนมาตรฐานแสดงท่ีแถบด้านซ้ายมือ (MW) หนว่ยเป็นกิโลดาล
ตนั, intact cells (IC) ถกูใช้เป็นการทดลองควบคมุ 

 
1.2. วิธี surface biotinylation 

วิธี surface biotinylation เป็นอีกวิธีหนึง่ท่ีถกูใช้อยา่งแพร่หลายในการแยกโปรตีนบนผิวเซลล์ (4) 
โดยคณุสมบตัขิอง biotin ท่ีเป็น membrane impermeable agent กล่าวคือ มีคณุสมบตั ิhydrophilic 

ท่ีไมส่ามารถแทรกผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้ เชน่ Sulfo-NHS-SS-Biotin สามารถน ามาใช้ตดิฉลากโปรตีนท่ี
อยูบ่นผิวเซลล์ท่ีสมบรูณ์ ไมมี่การแตกสลาย เพ่ือลดการปนเปือ้นของโปรตีนจากต าแหนง่อ่ืนในเซลล์ 

ขัน้ตอนการทดลอง 

เพาะเลีย้งเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค (Leptospira interrogans serovar Pomona) ให้ได้
ระยะ log-phase ท าการป่ันล้างเพื่อก าจดัโปรตีนสว่นเกินด้วยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 2,000 xg 
เป็นเวลา 7 นาที จ านวน 2 ครัง้ หลงัจากนัน้แบง่เชือ้เป็น 3 สว่น ได้แก่ สว่นท่ี 1 (ICB) และสว่นท่ี 2 (IC) 
เป็นเซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ (intact cells) สว่นท่ี 3 (SCB) เป็นเซลล์ท่ีถกูท าลายผนงัเซลล์ให้แตก
ด้วยวิธี sonication (sonicated cells) แตล่ะสว่นมีเชือ้จ านวน 1x1010 เซลล์ 

น าเชือ้ตวัอยา่งจากสว่นท่ี 1 และ 3 มาตดิฉลากโปรตีนด้วยการบม่กบั Sulfo-NHS-SS-Biotin 
(Thermo scientific) (0.4 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรของ Biotin ใน PBS pH 8.0) เป็นเวลา 30 นาที หลงัจาก
นัน้หยดุปฏิกิริยาด้วย quenching buffer ก าจดั biotin สว่นเกินออกจากตวัอยา่งสว่นท่ี 1 ด้วยการป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 xg เป็นเวลา 7 นาที จ านวน 2 ครัง้ สว่นท่ี 2 เป็นกลุม่ควบคมุซึง่เป็น
โปรตีนท่ีไมถ่กูตดิฉลากด้วย biotin (negative control) และสว่นท่ี 3 เป็นกลุม่ควบคมุโปรตีนทัง้หมด (ไซ
โตพลาสซมึ ผนงัเซลล์ด้านใน เพอริพลาสซมึ และ ผนงัเซลล์ด้านนอก) ท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin 
(positive control) 
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ท าการยอ่ยโปรตีนจากตวัอย่างทัง้หมดอีกครัง้ด้วย lysis buffer และท าการคดัแยกโปรตีนท่ีถกูติด
ฉลากให้บริสทุธ์ิด้วย neutral avidin agarose column (Thermo scientific) ตามขัน้ตอนและวิธีการท่ีผู้
จดัจ าหนา่ยแนะน า จากนัน้ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์หลงัจากการติดฉลากด้วย biotin 
ด้วยการย้อมสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด SYTO9 และ PI เชน่เดียวกบัวิธีท่ีใช้ในการศกึษา cell-surface 
proteomics ด้วยวิธี proteinase K shaving  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 3 

ตรวจหาโปรตีนท่ีถกูตดิฉลากด้วย biotin ด้วยวิธี immunoblotting โดยแยกโปรตีนท่ีตดิฉลากด้วย
วิธี SDS-PAGE และหลงัจากนัน้ตรวจหา biotin ท่ีตดิกบัโปรตีนด้วยการใช้ HRP-conjugated 
streptavidin (BD Pharmingen) (1:5,000) เป็นตวัตรวจจบั หลงัจากนัน้เตมิ chemiluminescence 
substrate และตรวจหาสญัญานพร้อมกบับนัทึกภาพด้วยเคร่ือง Chemidoc ผลทดลองแสดงในรูปท่ี 4 

ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์หลงัจากการติดฉลากด้วย biotin ด้วยวิธี immunoblotting 
เชน่เดียวกบัวิธีท่ีใช้ในการศกึษา cell-surface proteomics ด้วยวิธี proteinase K shaving แตใ่ช้การ
ตรวจหาโปรตีน OmpL1 แทน OmpL47 ในการเป็น subcellular localization protein marker ของ 
surface-exposed OMP (แอนติบอดีมีอยูจ่ ากดัท าให้ต้องเปล่ียนเป็นแอนตบิอดีตอ่ OmpL1 ซึง่ก็เป็น
โปรตีนท่ียืนยนัแล้ววา่ surface-exposed เชน่เดียวกบั OmpL47) ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 5 

ผลการทดลอง  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การติดฉลากเซลล์ด้วย biotin ท าให้เกิดการแตกของเซลล์ในปริมาณ
น้อยมาก สงัเกตได้จากการพบเซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ซึง่ย้อมติดสี SYTO9 สีเขียวท่ีมีสดัส่วนอยา่ง
น้อยร้อยละ 80 ซึง่มากกว่าอยา่งเห็นได้ชดัเม่ือเทียบกบัเซลล์ตายย้อมตดิสี PI สีแดงซึง่มีจ านวนน้อย 
(รูปท่ี 3) หลงัจากนัน้ได้ใช้วิธี immunoblotting ในการตรวจหาโปรตีนท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า สามารถตรวจพบโปรตีนท่ีติดฉลากด้วย biotin ในตวัอยา่งเซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์
สมบรูณ์ (ICB) แตใ่นปริมาณน้อยกวา่โปรตีนจากเซลล์ท่ีท าให้ผนงัเซลล์แตก (SCB) ท่ีถกูติดฉลากด้วย 
biotin และตรวจไมพ่บโปรตีนท่ีติดฉลาก biotin ในตวัอย่างเซลล์ท่ีไมถ่กูตดิฉลาก (IC) (รูปท่ี 4)  

หลงัจากสกดัแยกโปรตีนด้วย avidin column และตรวจหา โปรตีน OmpL1 และ FlaA1 ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า สามารถตรวจพบโปรตีน OmpL1 ซึง่ถกูใช้เป็นตวัแทนของ surface-exposed 
OMP ในตวัอย่างโปรตีนท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin และผ่านการท าให้บริสทุธ์ิด้วย avidin column แล้ว 
(E) (รูปท่ี 5) นอกจากนัน้ยงัพบวา่ ตวัอย่างดงักลา่วไมมี่การปนเปือ้นของโปรตีน FlaA1 ซึง่ถกูใช้เป็น
ตวัแทนของโปรตีนในชัน้เพอริพลาสซมึ สงัเกตได้จากการตรวจไมพ่บโปรตีน FlaA1 ในตวัอยา่ง ดงันัน้
จงึมีความเป็นไปได้ท่ีตวัอยา่งท่ีสกดัได้ดงักลา่วจะมี surface-exposed OMP อยู่  
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จากผลการทดลองข้างต้น ผู้วิจยัจงึน าตวัอย่างโปรตีนท่ีติดฉลาก biotin ท่ีสกดัได้จากสว่นท่ี 2 (ICB) 
ไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS ในล าดบัตอ่ไป เน่ืองจากตวัอยา่งดงักลา่วมีความ
เป็นไปได้ท่ีจะมี surface-exposed OMP โดยมีโปรตีนจากต าแหนง่อ่ืนปนเปือ้นน้อย 

 

 
 

รูปท่ี 3 ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ด้วยการย้อมสีฟลอูอเรสเซนต์ หลงัจากเชือ้ถกูติด
ฉลากด้วย biotin (surface biotinylation) ตวัอยา่งถกูย้อมด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด SYTO9 และ PI 
หลงัจากนัน้สอ่งดภูายใต้กล้องฟลอูอเรสเซนต์ เซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ (intact cells) ตดิสีเขียวของสี 
SYTO9 ขณะท่ีเซลล์ท่ีผนงัเซลล์ถกูแตกและ methanol-treated cells ติดสีแดงของสี PI  
 

 
 

รูปท่ี 4 โปรตีนของเชือ้ Leptospira interrogans serovar Pomona ปริมาณ 1×1010 เซลล์ ท่ีถกูตดิ
ฉลากด้วย Sulfo-NHS-SS-Biotin ตรวจหาด้วยวิธี SDS-PAGE (A) และ immunoblotting (B) ขนาด
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ของโปรตีนมาตรฐานแสดงท่ีแถบด้านซ้ายมือ (MW) หนว่ยเป็นกิโลดาลตนั, โปรตีนของเชือ้ท่ีมีผนงั
เซลล์สมบรูณ์และไมถ่กูติดฉลากด้วย biotin (IC), โปรตีนของเชือ้ท่ีผนงัเซลล์ท่ีถกูท าให้แตกด้วยวิธี 
sonication และติดฉลากด้วย biotin (SCB) และโปรตีนของเชือ้ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์และถกูติดฉลาก
ด้วย biotin (ICB) 
 

 
 

รูปท่ี 5 ตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์ด้วยวิธี immunoblotting หลงัจากเชือ้ถกูตดิฉลาก
ด้วย Sulfo-NHS-SS-Biotin และท าให้สกดัแยกด้วย avidin column ตวัอยา่งโปรตีนถกูน ามาตรวจหา 
subcellular localization protein marker โดยใช้ antibody ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีน OmpL1 (31 กิโลดาล
ตนั) และ FlaA1 (35 กิโลดาลตนั) ขนาดของโปรตีนมาตรฐานแสดงท่ีแถบด้านซ้ายมือ (MW) หนว่ยเป็น
กิโลดาลตนั, intact cells (IC) และ sonicated cells (SC) ถกูใช้เป็นการทดลองควบคมุ, Flow-through 
(F), น า้ล้าง column ครัง้ท่ี 1 (W1), น า้ล้าง column ครัง้ท่ี 2 (W2), น า้ล้าง column ครัง้ท่ี 3 (W3), น า้
ล้าง column ครัง้ท่ี 4 (W4) และตวัอยา่งโปรตีนท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin (E) 

 
1.3. ตรวจหาและวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS 

โปรตีนท่ีคาดวา่เป็น surface-exposed ท่ีสกดัแยกจากทัง้ 2 วิธี ใช้วิธี LC-MS/MS ในการตรวจหา
ชนิดของโปรตีนเน่ืองจากมีความไวสงู สามารถตรวจหาชนิดของโปรตีนท่ีแม้จะมีปริมาณน้อย และให้
ข้อมลูกึ่งปริมาณท่ีสามารถน ามาเปรียบเทียบความมากน้อยของของโปรตีนแตล่ะชนิดได้ 
เตรียมตัวอย่างโปรตีนด้วย Trysin digestion และ peptide purification 
ขัน้ตอนการทดลอง 

คดัแยกโปรตีนท่ีได้จากวิธี protease shaving และ surface biotinylation ด้วยวิธี SDS-PAGE ตดั
เจลให้มีขนาด 0.5-1 มิลลิเมตร และ สกดัโปรตีนด้วยสาร Ambic (25 mM NH4HCO3 ท่ีมี acetonitrile 
(ACN) ผสมอยูใ่นอตัราสว่น 50%) ท าโปรตีนให้เข้มข้นขึน้ด้วยเคร่ือง speed vacuum จากนัน้ท าการ 
rehydrate โปรตีนด้วยสาร 10 mM DTT ท่ีอณุหภมูิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที และสาร 55 
mM Iodacetamide ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที ในท่ีมืด ท าการสกดัโปรตีนซ า้อีกครัง้ด้วยสาร 
ACN เข้มข้น 100% และท าโปรตีนให้เข้มข้นขึน้ด้วยเคร่ือง speed vacuum  
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ยอ่ยโปรตีนด้วย trypsin solution บนน า้แข็งเป็นเวลา 60 นาที และ 25 mM NH4HCO3 ท่ีอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้เตมิ 50% ACN/ 0.1% formic acid (FA) และเขยา่อย่าง
รุนแรงเป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่น supernantant เพ่ือวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS ใน
ล าดบัตอ่ไป 
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS 
ขัน้ตอนการทดลอง 

เพิ่มความเข้มข้นและลดปริมาตรของตวัอยา่งโปรตีนให้เหลือ 10 ไมโครลิตรด้วยเคร่ือง speed 
vacuum ก่อนน าตวัอยา่งโปรตีนวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Q-Exactive Orbitrap Plus mass spectrometer 
ร่วมกบั EASY-nLC1000 system และ nano-electrospray ion source (Thermo Scientific) ตวัอยา่ง

ถกูฉีดไปยงั EASY-Spray PepMap RSLC C18 Column (Thermo Fisher Scientific, 2 μm,100 Å, 

50 μm x 25 cm) และ C18 nanoAcquity UPLC trap column (Waters, 0.18 × 20 mm, 5 μm, 100 
Å) ท่ีอตัราการใหล 300 นาโนลิตรตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที และแยกโปรตีนด้วย BEH300C18 

nanoAcquity UPLC column (Waters, 0.075 × 250 mm, 1.7 μm, 300 Å) โดยใช้ linear gradient 
เทา่กบั 5–40% ของ solvent B เป็นเวลา 60 นาที จากนัน้ peptide ถกู elute ด้วยสาร 5-20% 
acetonitrile ท่ีมีส่วนผสมของ 0.1% FA เป็นเวลา 43 นาที ตามด้วย 20-40% acetonitrile ท่ีมีสว่นผสม
ของ 0.1% FA เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอตัราการใหล 300 นาโนลิตรตอ่นาที ตัง้คา่ความละเอียดในการวดั
แบบ full scan เท่ากบั 70,000 ตามด้วย 10 data-dependent MS2 scans เทา่กบั 17,500 และ MS 
scan เทา่กบั 400-1600 m/z  

คา่ Peak list generating software ถกูวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Thermo Xcalibur 3.0.63.3 โดยตัง้
คา่การวิเคราะห์ตามมาตรฐานของโปรแกรม จากนัน้ Mass spectra data ถกูวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม X! 
tandem software และ Global Proteome Machine (GPM) database โดยอ้างอิงกบัฐานข้อมลูของ
เชือ้ Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz L1130 โปรตีนท่ีพบทัง้หมดจากการ
ทดลอง 3 ครัง้ แสดงในรูปท่ี 6 และ 7 
ผลการทดลอง 

ผลการทดลองจากตวัอยา่งท่ีเตรียมด้วยวิธี protease shaving 3 ครัง้ท่ีแยกอิสระจากกนั 
(biological triplicate) แสดงให้เห็นวา่ โปรตีนทัง้หมดท่ีแยกได้จากการเตรียมตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 มีจ านวน 
709 ชนิด ครัง้ท่ี 2 มีจ านวน 372 ชนิด และ ครัง้ท่ี 3 มีจ านวน 206 ชนิด เม่ือน าโปรตีนท่ีได้จากการ
ทดลองทัง้หมดมาเปรียบเทียบกนัพบว่า มีโปรตีน 130 ชนิดท่ีพบในตวัอยา่งโปรตีนทัง้ 3 ตวัอยา่ง ซึง่คิด
เป็นร้อยละ 3.6 ของโปรตีนทัง้หมดในเชือ้ Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz 
L1130 (รูปท่ี 6) ในขณะท่ี ผลการทดลองจากตวัอยา่งท่ีเตรียมด้วยวิธี surface biotinylation 3 ครัง้ท่ี
แยกอิสระจากกนั แสดงให้เห็นวา่ โปรตีนทัง้หมดท่ีแยกได้จากการเตรียมตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 มีจ านวน 
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1,433 ชนิด ครัง้ท่ี 2 มีจ านวน 1,427 ชนิด และ ครัง้ท่ี 3 มีจ านวน 224 ชนิด เม่ือน าโปรตีนท่ีได้จากการ
ทดลองทัง้หมดมาเปรียบเทียบกนัพบว่า มีโปรตีน 212 ชนิดท่ีพบในตวัอยา่งโปรตีนทัง้ 3 ตวัอยา่ง ซึง่คิด
เป็นร้อยละ 5.8 ของโปรตีนทัง้หมดในเชือ้ Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz 
L1130 (รูปท่ี 7) 

จากข้อมลูข้างต้น ผู้วิจยัน า Mass spectra data ท่ีได้ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยโปรแกรม 
MaxQuant เพ่ือจดัล าดบัโปรตีนท่ีมีการแสดงออกสงูท่ีสดุ 100 ล าดบัแรก เพ่ือเพิ่มข้อมลูในการ
ตดัสินใจเลือกโปรตีนท่ีอาจจะเป็น surface-exposed OMP และเป็นวคัซีนท่ีดี 

 

 
 
รูปท่ี 6 จ านวนโปรตีนท่ีพบทัง้หมดจากการเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธี protease shaving และ

วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเคร่ือง LC-MS/MS ผลการทดลองแตล่ะครัง้ (Exp) แสดงในวงกลมแตล่ะ
สี โดยท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 
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รูปท่ี 7 จ านวนโปรตีนท่ีพบทัง้หมดจากการเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธี surface biotinylation และ

วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเคร่ือง LC-MS/MS ผลการทดลองแตล่ะครัง้ (Exp) แสดงในวงกลมแตล่ะ
สี โดยท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

 
1.4. วิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของโปรตีนด้วยโปรแกรม MaxQuant 

โปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้แบคทีเรียท่ีมีการแสดงออกปริมาณมากอาจถกูจบัด้วยแอนตบิอดีจาก
โฮสต์ได้ง่ายกวา่โปรตีนท่ีมีการแสดงออกน้อย ดงันัน้โปรตีนท่ีมีการแสดงออกมากจงึเป็นโปรตีนท่ี
นา่สนใจท่ีจะน าไปใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจน ผู้วิจยัท าการวิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของโปรตีนแต่
ละชนิดท่ีได้จากการศกึษาก่อนหน้า ด้วยโปรแกรม MaxQuant 
ชัน้ตอนการทดลอง 

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากตวัอยา่ง protease shaving และ surface biotinylation ด้วย
โปรรแกรม MaxQuant โดยตัง้คา่โปรแกรมดงันี ้Group specific parameters เป็น label free 
quantification (LFQ); LFQ min ratio count = 2; LFQ min. number of neighbors = 3; LFQ 
average number of neighbors = 6 ตัง้คา่ Configuration sequence databases เป็น Leptospira 
interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz L1-130; Source = Uniprot; Taxonomy = 
267671 ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MaxQuant จะแสดงให้เห็นล าดบัของโปรตีนท่ีมีการ
แสดงออกเรียงจากมากไปน้อยตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 8 และ 9 และ ตารางท่ี 1 
ผลการทดลอง 

จากการเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธี protease shaving และ surface biotinylation น าข้อมลู mass 
spectra data มาจดัล าดบัโปรตีนท่ีมีปริมาณการแสดงออกมากสดุเรียงล าดบัจาก 1 ถึง 100 และน า
โปรตีนท่ีได้มาเปรียบเทียบกนัพบวา่ มีโปรตีน 38 ชนิด ท่ีพบในทกุตวัอย่าง (3 ซ า้) ท่ีเตรียมด้วยวิธี 
protease shaving (รูปท่ี 8) และ มีโปรตีน 40 ชนิด ท่ีพบในทกุตวัอยา่งท่ีเตรียมด้วยวิธี surface 
biotinylation (รูปท่ี 9)  

เม่ือน าข้อมลูทัง้หมดจากทัง้ 2 วิธีมาเปรียบเทียบกนัพบว่า มีโปรตีน 12 ชนิดท่ีพบในทกุตวัอยา่ง (3 
ซ า้จาก surface shaving และ 3 ซ า้จาก Surface biotinylation) โดย 9 โปรตีนถกูพิสจูน์แล้ววา่เป็น 
surface exposed OMP ได้แก่ Lipl32 LipL41 LipL71 LipL46 OmpL36 LipL21 OmpL1 Elongation 
factor Tu และ Loa22 (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ี GroEL เป็น OMP แตไ่มมี่สว่นท่ีย่ืนออกมานอกผิวเซลล์ 
Flagellin protein พบในสว่น inner membrane และ Endonuclease เป็นโปรตีนท่ีถกู secrete ออก
นอกเซลล์  
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นอกจากนีย้งัมีโปรตีนอ่ืนๆท่ีนา่สนใจ ท่ีพบในตวัอยา่งตัง้แต ่4 ซ า้ขึน้ไป จ านวน 23 โปรตีน ซึง่ผู้วิจยั
จะน าเทคนิคทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) มาใช้ในการพยากรณ์คณุลกัษณะท่ีเก่ียวข้อง
กบั outer membrane protein ในล าดบัถดัไป 

 

 
 

รูปท่ี 8 จ านวนโปรตีนท่ีมีปริมาณการแสดงออกมากท่ีสดุ 100 อนัดบัแรก จากการเตรียมตวัอยา่ง
ด้วยวิธี protease shaving วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเคร่ือง LC-MS/MS และวิเคราะห์ปริมาณด้วย
โปรแกรม MaxQuant ผลการทดลองแตล่ะครัง้ (Exp) แสดงในวงกลมแตล่ะสี โดยท าการทดลองซ า้
ทัง้หมด 3 ครัง้ 

 

 
 
รูปท่ี 9 จ านวนโปรตีนท่ีมีปริมาณการแสดงออกมากท่ีสดุ 100 อนัดบัแรก จากการเตรียมตวัอยา่ง

ด้วยวิธี surface biotinylation วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเคร่ือง LC-MS/MS และวิเคราะห์ปริมาณ
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ด้วยโปรแกรม MaxQuant ผลการทดลองแตล่ะครัง้ (Exp) แสดงในวงกลมแตล่ะสี โดยท าการทดลอง
ซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

 
ตารางท่ี 1 โปรตีนทีมีปริมาณการแสดงออกสูงและพบในทุกตัวอย่างในการทดลอง 

 
รหสัโปรตีน ช่ือโปรตีน หน้าท่ี ต าแหนง่a 
LIC11335 GroEL Chaperonin OM 
LIC11352 LipL32 Surface lipoprotein OM+S 
LIC11890 LIC11890 Flagellin protein IM 
LIC12875 Tuf Elongation factor Tu OM+S 
LIC12966 LipL41 Hypothetical protein OM+S 
LIC11003 LipL71 Lipoprotein OM+S 
LIC11885 LipL46 Lipoprotein OM+S 
LIC13166 OmpL36 Coagulase OM+S 
LIC10191 Loa22 Hypothetical protein OM+S 
LIC10011 LipL21 Hypothetical protein OM+S 
LIC10973 OmpL1 Outer membrane protein OM+S 
LIC11687 LIC11687 Endonuclease EC 

 
a C = cytoplasmic protein, IM = inner membrane, P = periplasmic protein, OM = outer 

membrane, EC= extracellular protein และ UNK = unknown protein 
 

1.5. ท านายคุณลักษณะของโปรตีนด้วยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) 
โปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้แบคทีเรียจ าเป็นต้องมีต าแหน่งอยูบ่นผนงัเซลล์ชัน้นอก ซึง่ต้องอาศยั

การท างานของโครงสร้าง signal peptide ในการขนสง่และสร้างโปรตีนบนผนงัเซลล์ ในปัจจบุนัการใช้
โปรแกรมทางชีวสารสนเทศศาสตร์เพ่ือท านายคณุลกัษณะตา่งๆของโปรตีนมีความนา่เช่ือถือมากขึน้
และเป็นท่ียอมรับอยา่งแพร่หลาย เพ่ือเพิ่มโอกาสในการคดัเลือกให้ได้โปรตีนบนผิวเซลล์ชัน้นอก  
ขัน้ตอนการทดลอง 

ผู้วิจยัใช้หลายโปรแกรมทางชีวสารสนเทศศาสตร์ท านายต าแหนง่ subcellular localization และ 
signal peptide ของโปรตีนทกุชนิดท่ีได้จากการศกึษา surface proteome โดยโปรแกรมท่ีใช้ในการ
ท านาย subcellular localization ได้แก่ Psortb, Cello, SoSuiGramN และ GNeg-mPLoc ในขณะท่ี
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โปรแกรมท่ีใช้ในการท านาย signal peptide ได้แก่ Predisi, SignalP และ Signal-CF ข้อมลูล าดบั
กรดอะมิโนของเชือ้ Leptospira interrogans serovar Pomona ท่ีได้จากฐานข้อมลูของ Victorian 
Bioinformatics Consortium (VBC) ถกูน ามาเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูของเชือ้แบคทีเรียแกรม 
negative ทัง้หมด ด้วยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศศาสตร์แตล่ะชนิด นอกจากนัน้ ผู้วิจยัได้วิเคราะห์
ความอนรัุกษ์ในเชือ้สายพนัธุ์ก่อโรคของโปรตีนท่ีได้จากการศกึษา surface proteome ด้วยโปรแกรม 
Blast เทียบกบัฐานข้อมลู National Center for Biotechnology Information (NCBI), Victorian 
Bioinformatics Consortium (VBC) และ Universal Protein Resource (UniProt) ผลการทดลอง
บางสว่นแสดงในรูปท่ี 10 และสรุปในตารางท่ี 2 
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ผลการทดลอง 
ผลการพยากรณ์ทัง้หมดแสดงในตารางท่ี 2 นอกจากนัน้ ผลการวิเคราะห์ความอนรัุกษ์ในเชือ้สาย

พนัธุ์ก่อโรคแสดงให้เห็นวา่ โปรตีนทกุชนิดมีความอนรัุกษ์ในเชือ้ Leptospira interrogans มากกวา่
ร้อยละ 96 

 
 

 

 

 
 
รูปท่ี 10 การท านายต าแหน่ง subcellular localization และ signal peptide ของโปรตีน GroEL 

chaperonin (LIP1511) ด้วยโปรแกรม Psortb, SoSuiGramN, GNeg-mPLoc, Predisi, SignalP และ 
Signal-CF  
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ตารางท่ี 2 คุณลักษณะของโปรตีนท่ีถูกท านายด้วยเทคนิคทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 
รหสัโปรตีน หน้าที่ พยากรณ์ต าแหนง่ของโปรตีนa พยากรณ์ signal peptideb 

Psortb Cello GNeg-
mPLoc 

SoSui 
GramN 

predisi Signal
P 

Signal
-CF 

LIC10411 hypothetical protein UNK C, P EC P Y Y Y 
LIC12233 Fructose-bisphosphate 

aldolase 
UNK C, P C C N N N 

LIC11531 flagellin protein P C, IM EC C N N Y 
LIC11219 ahpC, peroxiredoxin C C C C N N N 
LIC10606 DNA-bindingstress 

protein 
C C C C N N N 

LIC11194 citrate lyase C C C C N N N 
LIC12812 Serine protease MucD P P, OM P UNK Y N Y 
LIC12017 Chaperone protein ClpB C C C C N N N 
LIC12544 DNA binding protein UNK OM IM IM N N N 
LIC10531 Lipid A 4'-kinase C C IM IM N N Y 
LIC12631 hemolysin EC EC, 

OM 
EC EC N N N 

LIC20249 AcnA, aconitate 
hydratase 

C P IM C N N N 

LIC10208 Cytochrome c oxidase 
subunit 2  

CM IM, P IM, P IM Y N Y 

LIC12407 Putative glutamine 
synthetase protein 

C P, C C C N N N 

LIC11793 sppA, signal peptide 
peptidase 

CM OM C OM N N Y 

LIC11115 Thiosulfate 
sulfurtransferase 

C C, P C C N N N 

LIC10788 flaA-1, flagellar filament 
sheath protein 

C P, OM, 
EC 

IM C Y N N 

LIC12082 cysK, cysteine synthase C C IM, C C N N N 
LIC11848 Uncharacterized protein UNK C, P IM P Y Y Y 
LIC11182 Uncharacterized protein P C, P P C N N N 
LIC11782 Uncharacterized protein C C P C N N Y 
LIC12829 Citrate synthase C C IM, C C N N N 
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a C = cytoplasmic protein, IM = inner membrane, P = periplasmic protein, OM = outer 

membrane, EC= extracellular protein และ UNK = unknown protein 
b Y = มี signal peptide และ N = ไมมี่ signal peptide 

 

2. คัดเลือกหาโปรตีนท่ีมีคุณสมบัตทิี่เหมาะสมในการเป็นวัคซีนแอนตเิจน 
ผู้วิจยัคดัเลือกโปรตีนท่ีจะน าไปใช้ทดสอบเป็นวคัซีนแอนตเิจนตวัใหมท่ี่ยงัไมเ่คยมีการศกึษามาก่อนใน

ขัน้ถดัไปจากผลการศกึษา surface proteome ทัง้ 2 วิธี ได้แก่ โปรตีนท่ีมีปริมาณการแสดงออกมากใน
ล าดบัต้นของโปรตีนทัง้หมด และโปรตีนต้องถกูท านายวา่เป็นโปรตีนบนผนงัเซลล์ชัน้นอก (outer 
membrane protein, OMP) มี signal peptide และ มีความอนรัุกษ์ในเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค 
นอกจากนัน้ ผู้วิจยัยงัได้ทบทวนวรรณกรรมเก่ียวกบัโปรตีนท่ีเก่ียวข้อง เชน่ การศกึษาเบือ้งต้นท่ีแสดงให้เห็น
วา่โปรตีนดงักลา่วได้รับการยืนยนัแล้วว่าเป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ชัน้นอก มีการแสดงออกในระหวา่งท่ีเชือ้ก่อ
โรค และมีความสามารถในการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั ซึง่จะน าไปสูก่ารคดัเลือกโปรตีนท่ีมีคณุสมบตัิ
เหมาะสมท่ีสดุ 10 ชนิด ท่ีจะใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจนตอ่ไป จากหลกัเกณฑ์ดงักล่าวข้างต้นผู้วิจยัได้เลือก
โปรตีน LIP3974, LIP2711, LIP1275, LIP2256, LIP0740, LIP0980, LIP1079, LIP1774, LIP3228 และ 
LIP3675 ซึง่เรียกช่ือโปรตีนตามการอ้างอิงจากฐานข้อมลู Victorian Bioinformatics Consortium ของเชือ้ 
Leptospira interrogans serovar Pomona  

ขัน้ถดัไปจะท าศกึษาเพิ่มเตมิเพ่ือคดัเลือกโปรตีนท่ีเหมาะสม โดยศกึษาการแสดงออกของยีนในขณะท่ี
เชือ้สมัผสักบัซีรัมของมนษุย์ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสซึง่เป็นสภาวะท่ีเลียนแบบ in vivo เม่ือเชือ้อยูใ่น
กระแสเลือด เปรียบเทียบกบัเชือ้ท่ีเลีย้งในหลอดทดลอง in vitro 
ขัน้ตอนการทดลอง 

เพ่ือยืนยนัการมีบทบาทของโปรตีนท่ีถกูคดัเลือกตอ่กระบวนการก่อโรคของเชือ้เลปโตสไปโรซิส ผู้วิจยั
ได้ท าการจ าลองสภาวะการตดิเชือ้ โดยบม่เชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรคกบัซีรัมของคนสขุภาพดี และ
ศกึษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real time RT-PCR ตามขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

บม่เชือ้ Leptospira interrogans serovar Pomona จ านวณ 1108 เซลล์ กบั ซีรัมมนษุย์ ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 60 และ 120 นาที หรือ บม่เชือ้กบัอาหารเลีย้งเชือ้ 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 60 และ 120 นาที สกดั RNA จากเชือ้ด้วย
สาร Trizol (Invitrogen) และ ก าจดั DNA ท่ีปนเปือ้นในตวัอยา่ง RNA ด้วยเอนไซม์ Dnase I (NEB) ตาม
ขัน้ตอนท่ีผู้จ าหน่ายระบ ุ จากนัน้สร้าง cDNA จากตวัอยา่ง RNA ท่ีสกดัได้ด้วยสาร iSCript First strand 
cDNA Synthesis (Biorad) และ ตรวจวดัการแสดงออกจากยีนท่ีถกูคดัเลือกด้วยเทคนิค SSoAdv Eva 
green real time PCR (Biorad) ตามขัน้ตอนท่ีผู้จ าหนา่ยระบ ุ ร่วมกบัไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ยีนท่ีสนใจ 



27 

 

วิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของยีนท่ีถกูคดัเลือกเทียบกบัปริมาณการแสดงออกของยีน flaA1 (house-
keeping gene) วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของยีนท่ีถกูคดัเลือก ในสภาวะจ าลองการติดเชือ้เทียบกบั
สภาวะปกติ ด้วยสมการ 2-∆∆ct  

ผลการทดลอง 
ผลการทดลองซ า้ 2 ครัง้ แสดงให้เห็นวา่ ในระหวา่งท่ีเชือ้สมัผสักบัซีรัมของมนษุย์เป็นเวลา 60 นาที ยีน 

LIP0740 มีการแสดงออกมากท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบกบัเชือ้ท่ีเพาะเลีย้งในห้องปฏิบตัิการ เม่ือเปรียบเทียบ
อตัราการเปล่ียนแปลงของยีนท่ีถกูเลือกกบัยีน LigA ซึ่งถกูใช้เป็นยีนควบคมุในการทดลองนีเ้น่ืองจากเป็น
ยีนท่ีได้รับการศกึษามาก่อนหน้านีแ้ล้ววา่มีการแสดงออกเพิ่มขึน้ in vivo และโปรตีน LigA เม่ือใช้เป็นวคัซีน
แอนตเิจนสามารถปอ้งกนัโรคในสตัว์ทดลองได้ 60-100% พบว่ามีเพียงยีน LIP0740 ท่ีมีการแสดงออกของ
ยีนสงูกวา่ยีน LigA ในขณะท่ียีน LIP3974 มีการแสดงออกไมแ่ตกตา่งกบัยีน LigA อยา่งไรก็ตาม เม่ือเพิ่ม
เวลาในการสมัผสักบัซีรัมเป็น 120 นาทีพบวา่ ยีน LIP1275 มีการแสดงออกมากท่ีสดุ และเม่ือเปรียบเทียบ
อตัราการเปล่ียนแปลงของยีนท่ีถกูเลือกกบัยีน LigA พบวา่ ยีน LIP1275, LIP0740 และ LIP0980 มีอตัรา
การเปล่ียนแปลงของยีนสงูกวา่ยีน LigA ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 11 จากผลการทดลองทัง้หมด ผู้วิจยั
ได้คดัเลือกยีน LIP3794, LIP1275, LIP0740 และ LIP0980 ในการน าไปใช้ศกึษาประสิทธิภาพในการเป็น
วคัซีนแอนตเิจนตวัใหมต่อ่ไปในอนาคต  

 

 
รูปท่ี 11 การแสดงออกของยีนท่ีถกูคดัเลือกในขณะท่ีเชือ้สมัผสักบัซีรัมของมนษุย์เปรียบเทียบกบัเชือ้ท่ี
เพาะเลีย้งในหลอดทดลอง in vitro ตรวจวดัการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real time RT-PCR และ
ค านวณการเปล่ียนแปลงของยีนด้วยสมการ 2-∆∆ct  
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อภปิรายและวิจารณ์ผลการทดลอง (Discussion) 
โปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้แบคทีเรียท่ีมีการแสดงออกปริมาณมากอาจถกูจบัด้วยแอนตบิอดีจากโฮสต์

ได้ง่ายกวา่โปรตีนท่ีมีการแสดงออกน้อย ดงันัน้โปรตีนท่ีมีการแสดงออกมากจงึเป็นโปรตีนท่ีนา่สนใจท่ีจะ
น าไปใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจน โครงการวิจยันีศ้กึษา surface proteome ของเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค 
(Leptospira interrogans serovar Pomona) จากตวัอยา่งโปรตีนท่ีเตรียมด้วยวิธี surface enzyme 
shaving และ surface biotinylation เพ่ือค้นหา surface-exposed OMP ทัง้หมดของเชือ้เลปโตสไปรา  

ผู้วิจยัได้ใช้เอนไซม์ proteinase K ท่ีมีคณุสมบตัใินการย่อยโปรตีน มาย่อยโปรตีนจากผนงัเซลล์ชัน้นอก
ท่ี surface-exposed ของเชือ้เลปโตสไปราท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ วิธีนีถ้กูใช้อยา่งแพร่หลายเพ่ือค้นหา 
surface-exposed OMP และวคัซีนแอนตเิจนตวัใหมใ่นเชือ้แบคทีเรียก่อโรค (1-3) หลงัจากบม่เชือ้กบั
เอนไซม์แล้ว ตวัอยา่งจะถกูป่ันแยกเป็นสองสว่น ได้แก่ สว่น supernatant ท่ีมี surface-exposed OMP และ
สว่น cell pellet ท่ีมีโปรตีนจากโครงสร้างอ่ืน เชน่ โปรตีนจากไซโตพลาสซึม ผนงัเซลล์ชัน้ใน และ เพอริพลา
สซมึ ผู้วิจยัได้ท าการทดลองเบือ้งต้นเพ่ือหาความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีเหมาะสมท่ีไมท่ าลายผนงัเซลล์สว่น
นอกและไมท่ าให้เกิดการแตกสลายของเซลล์ซึง่ถือวา่เป็นการเพิ่มการปนเปือ้นของโปรตีนจากโครงสร้างอ่ืน  
เม่ือบม่เชือ้กบั proteinase K buffer ความเข้มข้น 0 ถึง 5 µg/ml การแตกสลายของเซลล์แปรผนัตรงกบั
ความเข้มข้นของเอนไซม์ (รูปท่ี 1) เม่ือตรวจยืนยนัความสมบรูณ์ของผนงัเซลล์โดยการตรวจหา subcellular 
localization protein marker ด้วยวิธี immunoblotting ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ เม่ือบม่เชือ้กบัเอนไซม์
ความเข้มข้น 0-5 µg/ml โปรตีน FlaA1 ซึง่เป็นโปรตีนท่ีอยู่ในชัน้เพอริพลาสซมึของเชือ้เลปโตสไปรายงัคงพบ
อยูใ่นตวัเซลล์ (รูปท่ี 2) แตอ่ยา่งไรก็ตามโปรตีน FlaA1 มีแนวโน้มถกูตดัและหลดุออกจากตวัเซลล์เม่ือใช้
เอนไซม์ความเข้มข้น 5 µg/ml ดงันัน้จงึมีความเป็นไปได้ท่ีโปรตีนตวัอ่ืนในชัน้เพอริพลาสซมึหรือโปรตีนจาก
โครงสร้างอ่ืนจะปนเปือ้นในตวัอยา่งสว่น supernatant ด้วย นอกจากนัน้แล้ว เม่ือตรวจหาโปรตีน OmpL47 
ซึง่ถกูพิสจูน์แล้ววา่เป็น surface-exposed OMP พบวา่ โปรตีนดงักล่าวถกูตดัออกจากตวัเซลล์เม่ือใช้
เอนไซม์ความเข้มข้นตัง้แต ่ 1 µg/ml เป็นต้นไป ดงันัน้ ผู้วิจยัจงึน าตวัอยา่งโปรตีนท่ีได้จากการบม่เชือ้กบั
เอนไซม์ความเข้มข้น 1 µg/ml ไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC-MS/MS ในล าดบัตอ่ไป เน่ืองจาก
ตวัอยา่งดงักล่าวเซลล์สว่นใหญ่ยงัสมบรูณ์ไมแ่ตก (intact cells) มีความเป็นไปได้ในสว่น supernatant จะ
มี surface-exposed OMP ในปริมาณมาก และมีโปรตีนจากสว่นอ่ืนปนเปือ้นน้อย 

วิธี surface biotinylation เป็นอีกวิธีหนึง่ท่ีถกูใช้อยา่งแพร่หลายในการแยกโปรตีนบนผิวเซลล์ (4) ด้วย
คณุสมบตักิารใช้ biotin ชนิดท่ีเป็น membrane impermeable agent กลา่วคือ มีคณุสมบตัิ hydrophilic ท่ี
ไมส่ามารถแทรกผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ได้ เชน่ Sulfo‐NHS‐SS‐Biotin ดงันัน้จงึนิยมน ามาใช้ตดิฉลากโปรตีนท่ี
อยูบ่นผิวเซลล์ท่ีสมบรูณ์ ไม่มีการแตกสลายหรือมีการปนเปือ้นของโปรตีนจากโครงสร้างอ่ืนในเซลล์ เม่ือท า
การคดัแยกโปรตีนด้วยการใช้ avidin column ท่ีจบัจ าเพาะกบั biotin จะท าให้สามารถแยกโปรตีนบนผิว
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เซลล์ท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin ออกจากโปรตีนอ่ืนท่ีไมถ่กูติดฉลากได้ ดงันัน้การใช้เซลล์ทีไมมี่การแตกของ
ผนงัเซลล์ จงึเป็นสิ่งส าคญัในการคดัแยกให้ได้ surface-exposed OMP  

ผู้วิจยัได้ท าการตดิฉลากโปรตีนท่ีผิวเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปราด้วย Sulfo‐NHS‐SS‐Biotin (Thermo 
scientific) เพ่ือลดการติดฉลากของ biotin ไปยงัโปรตีนท่ีปนเปือ้นในตวัอยา่ง เชน่ โปรตีนจากอาหารเลีย้ง
เชือ้ โปรตีนจากภายในเซลล์หรือจากโครงสร้างอ่ืนของเชือ้เลปโตสไปรา ผู้วิจยัได้ท าการป่ันล้างตวัอยา่งเชือ้
ด้วยความเร็วรอบต ่าเพ่ือปอ้งกนัการแตกสลายของเซลล์ก่อนท่ีจะน ามาติดฉลาก และท าการทดลองใน
สภาวะท่ีมีอณุหภมูิต ่าเพ่ือลดการเกิด endocytosis ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ ขัน้ตอนและวิธีการท่ี
ผู้วิจยัใช้มีประสิทธิภาพเป็นท่ีนา่พอใจ ท าให้เกิดการแตกของเซลล์ในปริมาณน้อย (รูปท่ี 3) หลงัจากนัน้ได้
ใช้วิธี immunoblotting ในการตรวจหาโปรตีนท่ีถกูตดิฉลากด้วย biotin ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
สามารถตรวจพบโปรตีนท่ีติดฉลาก biotin ในตวัอยา่งเซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์สมบรูณ์ (ICB) ในปริมาณน้อยกวา่
โปรตีนทัง้หมดท่ีได้จากเซลล์ท่ีผนงัเซลล์แตก (SCB) และไมพ่บโปรตีนท่ีติดฉลาก biotin ในตวัอย่างเซลล์ท่ี
ไมถ่กูตดิฉลาก (IC) (รูปท่ี 4) ตามท่ีคาดไว้ ดงันัน้ ผู้วิจยัสามารถน าตวัอย่างโปรตีนจากเชือ้ท่ีมีผนงัเซลล์
สมบรูณ์ท่ีถกูติดฉลากด้วย biotin (ICB) ไปท าการคดัแยกโปรตีนให้บริสทุธ์ิด้วยวิธี avidin column ได้ 

หลงัจากคดัแยกโปรตีนด้วย avidin column ผู้วิจยัได้ตรวจหา subcellular localization protein 
marker โดยใช้ antibody ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีน OmpL1 และ FlaA1 ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ สามารถ
ตรวจพบโปรตีน OmpL1 ซึง่ถกูใช้เป็นตวัแทนของ surface-exposed OMP ในตวัอยา่งโปรตีนท่ีถกูติดฉลาก
ด้วย biotin และผา่นการท าให้บริสทุธ์ิด้วย avidin column แล้ว (E) (รูปท่ี 5) นอกจากนัน้ยงัพบวา่ ตวัอย่าง
ดงักลา่วไมมี่การปนเปือ้นของโปรตีน FlaA1 ซึง่ถกูใช้เป็นตวัแทนของโปรตีนในชัน้เพอริพลาสซมึ ดงันัน้จงึมี
ความเป็นไปได้ท่ีตวัอยา่งดงักลา่วจะมี surface-exposed OMP อยู่ จากผลการทดลองข้างต้น ผู้วิจยัจงึน า
ตวัอยา่งโปรตีนท่ีได้จากการตดิฉลากด้วย biotin และท าให้บริสทุธ์ิด้วย avidin column ไปวิเคราะห์หา
ล าดบักรดอะมิโนด้วยวิธี LC-MS/MS ในล าดบัตอ่ไป เน่ืองจากตวัอยา่งดงักลา่วมีความเป็นไปได้ท่ีจะมี 
surface-exposed OMP ในปริมาณมาก และมีโปรตีนจากสว่นอ่ืนปนเปือ้นน้อย 

ชนิดของโปรตีนทัง้หมดในตวัอยา่งท่ีได้จากทัง้ 2 วิธี ถกูวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS ซึง่มีความไว
สงู สามารถตรวจหาโปรตีนท่ีมีปริมาณน้อยได้ รวมไปถึงการให้ข้อมลูกึ่งปริมาณท่ีสามารถน ามา
เปรียบเทียบความมากน้อยของชนิดของโปรตีน นอกจากนัน้ยงัใช้โปรแกรม X-Tandem Global Proteome 
Machine (GPM) database และ MaxQuant เพ่ือวิเคราะห์คณุสมบตัขิองโปรตีน เพ่ือแสดงให้เห็นชนิดและ
ปริมาณของโปรตีนท่ีอาจเป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ชัน้นอก เม่ือน าข้อมลูทัง้หมดวิเคราะห์ร่วมกนัพบว่า โปรตีน 
12 ชนิดพบในทกุตวัอย่างท่ีท าการวิเคราะห์ โดย 9 โปรตีนถกูพิสจูน์แล้ววา่เป็น surface exposed OMP 
ได้แก่ Lipl32 LipL41 LipL71 LipL46 OmpL36 LipL21 OmpL1 Elongation factor Tu และ LIC10191 
(ตารางท่ี 1) ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ ขัน้ตอนและวิธีการท่ีใช้ในการทดลองมีความนา่เช่ือถือและ
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สามารถคดัแยกโปรตีนท่ีเป็น surface exposed OMP ได้ นอกจากนัน้ยงัมีโปรตีนอ่ืนๆท่ีนา่สนใจ ท่ีพบใน
ตวัอยา่งอยา่งน้อย 3 ซ า้ จ านวน 23 โปรตีน และยงัไมถ่กูทดสอบยืนยนัการเป็น surface exposed OMP  

ในปัจจบุนัการใช้โปรแกรมทางชีวสารสนเทศศาสตร์เพ่ือท านายคณุลกัษณะตา่งๆของโปรตีนมีความ
นา่เช่ือถือมากขึน้และเป็นท่ียอมรับอยา่งแพร่หลายในกลุ่มผู้วิจยัและพฒันาวคัซีน ผู้วิจยัจงึน าเทคนิคทางชี
วสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) มาใช้ในการพยากรณ์คณุลกัษณะของทัง้โปรตีนทัง้ 23 ชนิด โดยเน้น
ไปท่ีคณุสมบตัท่ีิเก่ียวข้องกบั outer membrane protein เชน่ subcellular localization และ signal peptide 
เน่ืองจากโปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้แบคทีเรียจ าเป็นต้องมีต าแหนง่อยูบ่นผนงัเซลล์ชัน้นอก ซึง่ต้องอาศยั
การท างานของโครงสร้าง signal peptide ในการขนสง่และสร้างโปรตีนบนผนงัเซลล์ โดยผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 2 

ผู้วิจยัคดัเลือกโปรตีนด้วยเง่ือนไขส าคญั 2 ประการ ได้แก่ โปรตีนท่ีถูกเลือกต้องมีปริมาณการแสดงออก
มากในตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษา surface proteome ทัง้ 2 วิธี ปริมาณการแสดงออกต้องมากกวา่หรือ
เทา่กบัการแสดงออกของโปรตีน LigA ท่ีถกูพิสจูน์แล้วว่าเป็น surface exposed OMP และมีคณุสมบตัใิน
การปอ้งกนัโรคเลปโตสไปโรซิสในสตัว์ทดลอง โปรตีนท่ีถกูเลือกต้องถกูท านายวา่เป็นโปรตีนผนงัเซลล์
ชัน้นอก มี signal peptide และ มีความอนรัุกษ์ในเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค นอกจากนัน้ผู้วิจยัยงัได้
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง เชน่ การศกึษาเบือ้งต้นท่ีแสดงให้เห็นวา่โปรตีนดงักลา่วเป็นโปรตีนบนผิว
เซลล์ชัน้นนอก มีการแสดงออกในระหวา่งท่ีเชือ้ก่อโรค มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั และ 
สามารถปอ้งกนัการเกิดโรคเลปโตสไปโรซิสในสตัว์ทดลองได้ ซึง่จะน าไปสูก่ารเลือกโปรตีนท่ีนา่สนใจท่ีสดุ 
10 ชนิด ได้แก่โปรตีน LIP3974, LIP2711, LIP1275, LIP2256, LIP0740, LIP0980, LIP1079, LIP1774, 
LIP3228 และ LIP3675 ท่ีจะน าไปใช้ทดสอบเป็นวคัซีนแอนตเิจนในอนาคต 

เพ่ือยืนยนับทบาทของโปรตีนท่ีถกูคดัเลือกตอ่กระบวนการก่อโรคของเชือ้เลปโตสไปโรซิส ผู้วิจยัท าการ
จ าลองสภาวะการตดิเชือ้ in vivo โดยบม่เชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรคกบัซีรัมของคนสขุภาพดี และ
ศกึษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real time RT-PCR ซึง่ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ ยีน LIP3794, 
LIP1275, LIP0740 และ LIP0980 เป็นยีนท่ีมีการแสดงออกสงูในระหว่างท่ีเชือ้สมัผสักบัซีรัมของมนษุย์ (รูป
ท่ี 11) อย่างไรก็ตาม การทดลองนีจ้ าเป็นต้องมีผลการทดลองโดยใช้วิธีอ่ืนควบคูไ่ปด้วย เชน่ การพิสจูน์
คณุสมบตักิารมี immunogenicity ของโปรตีนกบัซีรัมของผู้ ป่วย และการพิสจูน์ยืนยนัคณุสมบตัขิองการ
เป็น surface exposed OMP ซึง่อยูใ่นระหวา่งการด าเนนิการในขณะนี ้ เน่ืองจากต้องใช้ recombinant 
protein และแอนตบิอดีท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนแตล่ะชนิด 
สรุปผลการวิจัย 

งานวิจยันีมี้จดุมุง่หมายเพ่ือจ าแนกโปรตีนบนผิวเซลล์ทัง้หมดของเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุ์ก่อโรค 
Leptospira interrogans serovar Pomona ด้วยวิธีการยอ่ยโปรตีนบนผิวเซลล์ด้วยเอนไซม์โปรตเิอส และ 
วิธีการติดฉลากโปรตีนด้วยไบโอตนิ (Sulfo-NHS-SS-Biotin) และ ร่วมกบัแมสสเปกโตรเมทรี (LC-MS/MS) 
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เพ่ือจ าแนกชนิดของโปรตีน ตามด้วยการท านายต าแหนง่ของโปรตีนด้วยเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศ 
(bioinformatics) เทียบกบัฐานข้อมลูโปรตีน (protein database) 

เชือ้เลปโตสไปราท่ีมีสภาพสมบรูณ์ (intact cells) ถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรตเินสเค (proteinase K) 
ท่ีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม และโปรตีนผิวเซลล์ท่ีตดิฉลากด้วยไบโอตนิ ถกูจ าแนกชนิดโปรตีนด้วย LC-
MS/MS ท าให้ได้โปรตีนท่ีคาดวา่จะมีต าแหนง่อยูท่ี่ผนงัเซลล์ชัน้นอก 130 และ 212 ชนิดตามล าดบั เม่ือ
จดัล าดบัโปรตีนด้วยปริมาณการแสดงออกพบวา่ 12 โปรตีนถกูพบในทกุครัง้ของทัง้ 2 วิธี และ 9 โปรตีนถกู
พิสจูน์แล้ววา่เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ ได้แก่ Lipl32 LipL41 LipL71 LipL46 OmpL36 LipL21 OmpL1 
Elongation factor Tu และ Loa22 ดงันัน้งานวิจยันีท้ าให้ได้ข้อมลูโปรตีนบนผิวเซลล์ของเชือ้เลปโตสไปรา
สายพนัธุ์ก่อโรค Leptospira interrogans serovar Pomona รวมทัง้ยงัมีโปรตีนอีกหลายชนิดท่ียงัไมเ่คย
ทราบว่าเป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ ซึง่อาจน าไปใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจนตวัใหม่ตอ่ไปในอนาคต 
  



32 

 

ข้อเสนอแนะ  
1. ควรท าการพิสจูน์ยืนยนัคณุสมบตัขิองการเป็น surface exposed OMP ของโปรตีนท่ียงัไมเ่คย

พิสจูน์มาก่อน ซึง่อยู่ในระหวา่งการด าเนินการในขณะนี ้ เน่ืองจากต้องใช้ recombinant protein 
และแอนติบอดีท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนแตล่ะชนิด 

2. ควรตรวจสอบคณุสมบตัเิพิ่มเตมิของโปรตีนท่ีจะน าไปใช้เป็นวคัซีนแอนตเิจนเพิ่มเตมิ เชน่ การ
แสดงออกในโฮสท์ และ immunogenicity โดยใช้ซีรัมของผู้ ป่วย 
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