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บทคดัย่อ 

แลคเคสเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือราหลายชนิด  และเพ่ือเขา้ใจถึงบทบาท

ของแลคเคสในเช้ือ Penicillium  marnef]fei มากข้ึน  จึงไดน้าํ conidia ของสายพนัธ์ุท่ีมีการขาดหายไปของยีนท่ี

กาํหนดการสร้างแลคแคสกบัเช้ือปกติไปเพาะเล้ียงร่วมกบัเซลล ์THP-1 ซ่ึงเป็น monocyte ของคน ในระยะเวลาท่ี

แตกต่างกัน  ผลการทดลองพบว่าเช้ือท่ีมีการขาดหายไปของยีนท่ีกาํหนดการสร้างแลคเคสทั้ งส่ียีนมีเปอร์เซนต ์

phagocytosis สูงกวา่เช้ือปกติอยา่งมีนยัสาํคญัท่ีเวลา 60 และ 120 นาที และมีค่า phagocytic index สูงกวา่เช้ือปกติอยา่งมี

นยัสาํคญัท่ีเวลา 15, 30, 60 และ 120 นาที  นอกจากน้ีเปอร์เซ็นตก์ารถูกทาํลายของเช้ือ P. marneffei ท่ีมีการขาดหายไป

ของยีนท่ีกาํหนดการสร้างแลคเคสทั้งส่ียีนภายในมาโครฟาจ โดยการนบัโคโลนีของเช้ือรา พบว่ามีจาํนวนสูงกว่าเช้ือ

ปกติอยา่งมีนยัสาํคญัท่ีเวลา 2 และ 4 ชัว่โมง  และในการศึกษาบทบาทของแลคเคสท่ีมีผลต่อการสร้างไซโตไคน์ของ 

THP-1 พบวา่เช้ือท่ีมีการขาดหายไปของยนีท่ีกาํหนดการสร้างแลคเคสทั้งส่ียนีมีการสร้าง TNF-α สูงกวา่เช้ือปกติอยา่ง

มีนยัสาํคญัท่ีเวลา 2, 8 และ 24 ชัว่โมง   

 

ABSTRACT 

Laccase enzyme has been found to associate with virulence in several pathogenic fungi. To obtain a better 

understanding of the role of laccase in P. marneffei, conidia of laccase mutant strains and wild type were co-cultured 

with THP-1, human monocyte leukemia cell line in different incubation time. The percentage of phagocytosis of 

quadruple lac gene deletion strain at 60 and 120 minutes of infection were significantly higher than wild type and 

phagocytic index at 15, 30, 60 and 120 minutes were significantly higher when compared with wild type. In addition, 

the significantly higher percentage of intracellular killing of the quadruple lac gene deletion strain at 2 and 4 hours 

detected by viable colony plate counting was observed when compared with wild type. To study the effect of laccase 

on cytokine production, TNF-α secreted from THP-1 infected with the quadruple lac gene deletion strain was 

significantly increased in comparing with wild type after incubated for 2, 8 and 24 hours. 
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บทนํา 

เช้ือ Penicillium marneffei เป็นราสองรูป

(dimorphic fungi) คือ มีรูปเป็นราสาย (mycelial form) 

ในธรรมชาติและมีรูปเป็นยีสต ์ (yeast form) ขณะก่อ

โรค (Segretain, 1959) เป็นเช้ือราก่อโรคแบบฉวย

โอกาสท่ีสาํคญัในผูป่้วยติดเช้ือเอชไอวี (Supparatpinyo 

et al., 1994) พบผูติ้ดเช้ือมากในประเทศทางเอเชีย

ตะวนัออกเฉียงใต ้ไดแ้ก่ ไทยและเวียดนาม และยงัพบ

ในประเทศอ่ืนในทวีปเอเชีย ไดแ้ก่ ประเทศจีน อินเดีย 

ฮ่องกง และไตห้วนั (Deng et al., 1988; Tsang et al., 

1991; Suppharatpinyo et al., 1994; Duong et al., 1996; 

Wong, 1998)  การติดเช้ือคาดว่าน่าจะเกิดจากการท่ี

ผู ้ป่วยหายใจเอาสปอร์หรือ ช้ินส่วนของเ ช้ือรา ท่ี

ปนเป้ือนอยู่ในส่ิงแวดลอ้มเขา้ไป (Cooper and 

McGinnis, 1997)  หลงัจากนั้น phagocytic cells  ซ่ึง

ไดแ้ก่  มาโครฟาจ และนิวโทรฟิล  จะเป็นด่านแรกท่ีมี

บทบาทสําคัญในการกําจัดเช้ือ  โดยผ่านขบวนการ 

phagocytosis (Viviani et al., 1993)   

จากการศึกษาการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุม้กนัของ host ต่อการติดเช้ือ  P. marneffei  พบวา่  

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ของคนท่ี

ถูกกระตุน้ดว้ยเช้ือ P. marneffei  ท่ีอยูใ่นรูปยีสตมี์การ

หลัง่ proinflammatory cytokine ชนิด  tumor necrosis 

factor-α (TNF-α)  ปริมาณสูงข้ึนอยา่งมีนยัสําคญัเม่ือ

เทียบกับ PBMC ท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วยเ ช้ือ 

(Rongrungruang and Levitz, 1999)   นอกจากน้ียงั

พบวา่ macrophage ท่ีอยูใ่นเน้ือเยือ่ของมา้มและตบัของ

หนูท่ีติดเช้ือ มีการสร้าง proinflammatory cytokines 

หลายชนิดในปริมาณสูง ไดแ้ก่ TNF-α, Interleukin-12 

(IL-12) และ Interferon gamma (IFN-γ)  (Sisto et al., 

2003)  รวมทั้งยงัพบว่า เช้ือท่ีอยูใ่นรูปราสายสามารถ

กระตุน้ให้โมโนไซตข์องคนสร้าง TNF-α และ IL-1β  

(Srinoulprasert et al., 2009)   

แลคเคสเป็นเอนไซม์ท่ีสําคัญในเช้ือรา  มี

บทบาทในการเจริญ การเปล่ียนแปลงรูปร่างของเช้ือ

กระบวนการกาํจัดสารพิษและการก่อโรคของเช้ือรา 

(Thurston, 1994)  รวมทั้งเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ

สังเคราะห์เมลานินของเช้ือ P. marneffei  (Youngchim 

et al., 2005)  โดยพบวา่มี 4 ยีนท่ีกาํหนดการสร้าง     

แลคเคส ไดแ้ก่ lac1, lac2, lac3 และ arb2  โดยยนี lac1 

และ lac3 มีการแสดงออกในระดบัตํ่าๆ ในสภาวะการ

เจริญปกติ  ขณะท่ียีน lac1 และ lac2 มีการแสดงออก

เพิ่มข้ึนในสภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระของออกซิเจน 

(reactive oxygen species)  และ arb2 มีการแสดงออก

ในช่วงท่ีมีการสร้างเซลล์สืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ 

(conidia) และมีบทบาทในการสร้างสีของโคโลนี   จาก

การศึกษา พบวา่ เม่ือมีการขาดหายไปของทั้ง 4 ยนี  จะ

ทาํใหสี้ของ conidia เปล่ียนไปจากสีเขียวแกมเทาเป็นสี

นํ้าตาล  ทาํใหเ้ช้ือมีความไวเพิ่มข้ึนต่อสภาวะเครียดจาก

อนุมูลอิสระของออกซิเจน สภาวะเครียดท่ีผนังเซลล ์

รวมทั้งยาตา้นเช้ือรา (Sapmak, 2012)  มีการศึกษา

บทบาทของเมลานินกับการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุม้กนัของ host ในเช้ือ Cryptococcus neoformans  

พบวา่  เซลลป์อดของหนูท่ีติดเช้ือ  C. neoformans wild-

type ท่ีมีเอนไซม์แลคเคส ซ่ึงสามารถสร้างเมลานินได ้ 

จะมีการสร้าง monocyte chemotactic protein-1 (MCP-

1) และ IL-4 ในระดบัท่ีสูงอยา่งมีนยัสาํคญั เม่ือเทียบกบั

หนูท่ีติดเช้ือ C. neoformans laccase mutant ท่ีไม่มี

เอนไซม์แลคเคส และไม่สามารถสร้างเมลานินได ้

(Mednick et al., 2005)  ส่วนในเช้ือ Aspergillus 

fumigatus พบวา่ conidia ท่ีไม่สามารถสร้างเมลานินได ้

(albino conidia)  จะไปเหน่ียวนาํให้ PBMC ของคนมี

การสร้าง proinflammatory cytokine ไดแ้ก่   TNF-α 

และ IL-6 สูงข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญัเม่ือเทียบกบั conidia 

ของเช้ือ wild-type ท่ีมีการสร้างเมลานินได ้(Chai et al., 

2010)   

ในปัจจุบนัน้ี  ยงัไม่มีการศึกษาบทบาทของ

เอนไซมแ์ลคเคสในเช้ือ    P. marneffei    ท่ีเก่ียวขอ้งต่อ

การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย  ดงันั้น

ในการศึกษาน้ี  จึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาถึงบทบาท

ของเอนไซมแ์ลคแคสในการปกป้องตวัเช้ือราต่อการถูก

ทาํลายดว้ยระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย  และการกระตุน้
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ให้มาโครฟาจสร้างไซโตไคน์ในการตอบสนองต่อการ

ติดเช้ือ P. marneffei  ซ่ึงจะเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานท่ีทาํให้

เขา้ใจเก่ียวกบัการก่อโรคของเช้ือเม่ือมีการติดเช้ือภายใน

ร่างกาย ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีจึงเป็นประโยชน์อยา่งยิ่ง

ในการศึกษากลไกการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั

ของร่างกายต่อเช้ือ P. marneffei 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพ่ือศึกษาถึงบทบาทของเอนไซมแ์ลคแคสใน

การปกป้องตวัเช้ือ P. marneffei ต่อการถูกทาํลายดว้ย            

มาโครฟาจ  และการกระตุ้นให้มาโครฟาจสร้าง          

ไซโตไคน์ในการตอบสนองต่อการติดเช้ือ  P. marneffei 

โดยเปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธ์ุท่ีมีการหายไปของยีน

ท่ีกาํหนดการสร้างแลคแคสกบัเช้ือปกติ 

 

วธีิการวจิัย 

การเพาะเลีย้งเช้ือและเซลล์มาโครฟาจ 

 ทาํการเล้ียงเช้ือรา P. marneffei Wild-type          

(∆ pkuA pyrG+), Quadruple lac gene deletion strain 

(∆lac1 ∆lac2 ∆lac3 ∆arb2)  และ Single lac gene 

deletion strains (∆lac1, ∆lac2, ∆lac3, ∆arb2)  บน

อาหาร Aspergillus nidulans synthetic medium (ANM)  

แลว้นาํไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 25oC  เป็นเวลา 14 วนั  

จากนั้นทาํการเก็บ conidia โดยใช ้swab ชุบ normal 

saline solution (NSS) ท่ีผสม 0.01% tween 80   เกบ็ 

conidia แลว้นาํไปกรองผา่น glass wool เพ่ือเอา hyphae 

ออก หลงัจากนั้นปรับปริมาณ conidia ให้ไดป้ระมาณ 

1-5 x 108 cells/ml 

เซลลม์าโครฟาจท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีคือ THP-1 

cell line (human monocyte leukemia cell line) โดยทาํ

การเล้ียงในอาหาร RPMI-1640 medium ท่ีมี                

2-mecaptoethanol 0.05 mM และ fetal bovine serum 

10% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศท่ีมี

คาร์บอนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 3-4 วนั หลงัจากนั้น

นาํเซลล์มาโครฟาจมากระตุน้ดว้ย Phorbol myristate 

acetate (PMA) 100 ng/ml เล้ียงใน 24 well plate เป็น

เวลา 72 ชัว่โมงก่อนนาํมาเติม conidia 

 

การตรวจวัดเปอร์เซนต์ phagocytosis และ phagocytic 

index ของมาโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ 

wild-type และ laccase mutant strains 

 นาํเซลลม์าโครฟาจท่ีเล้ียงใน 24 well plate มา

เติม conidia ในอตัราส่วนระหว่างเซลล์ต่อ conidia 

เท่ากบั 1:2 จากนั้น incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-

เซลเซียส ในบรรยากาศท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

เป็นระยะเวลาต่างๆ ไดแ้ก่ 15, 30, 60 และ 120 นาที  

หลงัจากนั้นดูด supernatant ท้ิง  แลว้ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 

3 คร้ัง เพ่ือกาํจดั conidia ท่ีไม่ถูก phagocytosis ออกไป  

แลว้ทาํการ trypsinize เซลลด์ว้ย 0.25% trypsin-EDTA 

500 µl  เป็นเวลา 5 นาที  เพื่อใหเ้ซลล ์macrophage หลุด

ออกจาก plate กลายเป็นเซลลเ์ด่ียวๆ  หลงัจากนั้นเติม 

RPMI-1640 medium ท่ีมี fetal bovine serum 10% ลง

ไป 500 µl  แลว้นาํไปป่ันลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง จากนั้น 

fix ดว้ย 0.5% paraformaldehyde แลว้นาํไปตรวจวดัหา

เปอร์เซนต ์ phagocytosis โดยนบัจาก macrophage 100 

เซลล ์วา่มีก่ีเซลลท่ี์สามารถ phagocytosis conidia  ส่วน

ค่า phagocytic index คือ ค่าเฉล่ียของจาํนวน conidia  ท่ี

อยูใ่น macrophage 1 เซลล ์คาํนวณจาก 

จาํนวน conidia ทั้งหมดภายในเซลล ์

         จาํนวนเซลลม์าโครฟาจ 

ซ่ึงการทดลอง มีการทาํซํ้ าอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง 

 

การตรวจวดัเปอร์เซนต์การทาํลายเช้ือภายในมาโครฟาจ 

โดยวธีิ dilution plate count 

นาํเซลลม์าโครฟาจท่ีเล้ียงใน 24 well plate มา

เติม conidia ในอตัราส่วนระหว่างเซลล์ต่อ conidia 

เท่ากบั 1:2 จากนั้น incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-

เซลเซียส ในบรรยากาศท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นดูด supernatant ท้ิงแลว้

ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 3 คร้ัง เพ่ือกาํจดั conidia ท่ีไม่ถูก 

phagocytosis ออกไป  แลว้เติม RPMI-1640 medium ท่ี
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มี 2-mecaptoethanol 0.05 mM และ fetal bovine serum 

10%  เขา้ไปใหม่  หลงัจากนั้น incubate ต่อไปเป็น

ระยะเวลา 2, 4 และ 8 ชัว่โมง  เพ่ือใหม้าโครฟาจทาํลาย 

conidia ท่ีอยู่ภายในเซลล์ แล้วทาํการแตกเซลล ์          

มาโครฟาจดว้ย  1% Triton X-100   ท่ีอุณหภูมิห้อง  

เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นนาํไปเพาะเล้ียงลงบน potato 

dextrose agar (PDA)  เพ่ือนบัจาํนวน conidia ท่ีอยู่

ภายในเซลลม์าโครฟาจ  โดยเปอร์เซนตก์ารทาํลายเช้ือ

ภายในมาโครฟาจ จะคาํนวณจาก  
        1 –  CFU* ของเช้ือท่ีทาํการทดสอบ           x 100

            CFU control  

ซ่ึงการทดลอง มีการทาํซํ้ าอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง 

* CFU= Colony forming unit 

 

การตรวจวัดการสร้างไซโตไคน์ของมาโครฟาจที่ถูก

กระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ Wild-type และ laccase 

mutant strains โดยวธีิ ELISA 

 นาํ culture supernatant มาตรวจวดัระดบัของ  

proinflammatory cytokines ไดแ้ก่ TNF-α, IL-1β, IL-6 

และ IL-12 โดยใชชุ้ด ELISA kits (ELISA MAX TM 

BioLegend, CA)  ซ่ึงพ้ืนหลุมของ 96 well plate จะถูก

เคลือบดว้ย monoclonal antibody (MAb) ท่ีจาํเพาะต่อ 

cytokine แต่ละชนิด  จากนั้ นทาํการเติม culture 

supernatant  ปริมาตร 100 µl  นาํไป incubate ท่ี

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  แลว้ลา้งดว้ย PBS-

0.05% Tween 20 จาํนวน 4 คร้ัง  จากนั้นเติม Ab ท่ี

จาํเพาะต่อ cytokine  แต่ละชนิดท่ีติดฉลากดว้ย biotin  

ปริมาตร 100 µl  นาํไป incubate ท่ีอุณหภูมิ  37 oC เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง  แลว้ลา้งดว้ย PBS-0.05% Tween 20 

จาํนวน 4 คร้ัง  จากนั้นเติม avidin ท่ีติดฉลากดว้ย

เอนไซม์ horseradish peroxidase  ปริมาตร 100 µl 

นาํไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 30 นาที  แลว้

ลา้งดว้ย PBS-0.05% Tween 20 จาํนวน 5 คร้ัง จากนั้น

เติม substrate solution ปริมาตร 100 µl  นาํไป incubate 

ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 15 นาที  แลว้เติม stop 

solution ปริมาตร 100 µl  เพ่ือหยดุปฏิกิริยา  แลว้นาํไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm และ 570 nm 

 

การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

 นาํการวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว  

(One-Way ANOVA) มาใชใ้นการวิเคราะห์ผลการ

ทดลอง 

 

ผลการวจิัย 

การตรวจวัดเปอร์เซนต์ phagocytosis และ phagocytic 

index  

ผลการตรวจวดัเปอร์เซนต ์ phagocytosis ของ

เซลล์มาโครฟาจท่ีถูกกระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ 

Wild-type และ laccase mutant strains พบวา่มาโครฟาจ

ท่ีถูกกระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ Wild-type, 

Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, ∆lac2, 

∆lac3 และ ∆arb2  มีเปอร์เซนต ์ phagocytosis ดงั

แสดงในตารางท่ี 1 และรูปท่ี 1 ซ่ึงจะพบว่า เซลล ์       

มาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Wild type, 

Quadruple lac gene deletion strain,  ∆lac1, ∆lac2, 

∆lac3 และ ∆arb2 เป็นระยะเวลา 15 และ 30 นาที มี

เปอร์เซนต ์ phagocytosis ใกลเ้คียงกนัส่วนท่ีระยะเวลา 

60 และ 120 นาที  เซลลม์าโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย 

conidia ของเช้ือ Quadruple lac gene deletion strain มี

เปอร์เซนต ์ phagocytosis สูงกวา่เซลลม์าโครฟาจท่ีถูก

กระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Wild-type และ Single lac 

gene deletion strain โดยมาโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ยเช้ือ 

Quadruple lac gene deletion strain มีเปอร์เซนต ์

phagocytosis สูงกว่าเช้ือ Wild-type อย่างมีนัยสําคญั

ทางสถิติ (p<0.05) 

ผลการคาํนวณค่า phagocytic index พบว่า         

เซลล์มาโครฟาจท่ีถูกกระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ 

Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, 

∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 มี phagocytic index ดงั

แสดงในตารางท่ี 2 และรูปท่ี 2  ซ่ึงจะพบว่า เซลล ์      

มาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Quadruple 
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lac gene deletion strain เป็นระยะเวลา 15, 30, 60 และ 

120 นาที มี phagocytic index สูงกวา่เซลลม์าโครฟาจท่ี

ถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Wild- type และ Single 

lac gene deletion strain โดยมาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย

เช้ือ Quadruple lac gene deletion strain มี phagocytic 

index สูงกวา่เช้ือ Wild-type อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 

(p<0.05) 

 

 

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบเปอร์เซนต ์phagocytosis ของเซลลม์าโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ P. marneffei ทั้ง  

Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, ∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 ท่ีระยะเวลาต่างๆ

   
 

Time of 

incubation 

(minute) 

 

Strains of P. marneffei 

 

Wild-type 
Quadruple lac 

gene deletion  

 

∆lac1 

 

∆lac2 

 

∆lac3 

 

∆arb2 

15 6.50 6.00 4.50 4.50 7.00 4.00 

30 14.00 12.00 8.00 13.00 16.00 8.00 

60 15.00 25.50 14.00 12.00 17.50 12.00 

120 25.50 31.00 21.50 22.00 20.50 19.50 

 

ตารางที ่2 เปรียบเทียบค่า phagocytic index ของมาโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ P. marneffei ทั้ง  

 Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, ∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 ท่ีระยะเวลาต่างๆ 

 
 

Time of 

incubation 

(minute) 

 

Strains of P. marneffei 

 

Wild-type 
Quadruple lac 

gene deletion  

 

∆lac1 

 

∆lac2 

 

∆lac3 

 

∆arb2 

15 1.00 2.07 1.12 1.35 1.35 1.25 

30 1.25 1.98 1.14 1.31 1.31 1.69 

60 1.25 2.09 1.04 1.38 1.31 1.12 

120 1.11 2.34 1.02 1.18 1.46 1.03 

 

  

การตรวจวดัเปอร์เซนต์การทาํลายเช้ือภายในมาโครฟาจ 

ผลการตรวจวัดเปอร์เซนต์การทําลายเช้ือ

ภายในมาโครฟาจโดยวิธี dilution plate count พบวา่เช้ือ 

Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, 

∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 ถกูทาํลายภายในมาโครฟาจ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 3  และรูปท่ี 3  โดยพบว่าเช้ือ 

Quadruple lac gene deletion strain ถูกทาํลายภายใน  

มาโครฟาจในระยะเวลา 2, 4 และ 8 ชัว่โมง สูงกวา่เช้ือ 

Wild-type และ Single lac gene deletion strain โดยเช้ือ 

Quadruple lac gene deletion strain ถูกทาํลายภายใน  

มาโครฟาจในระยะเวลา 2 และ 4 ชัว่โมง สูงกว่าเช้ือ 

Wild-type อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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การตรวจวดัการสร้างไซโตไคน์ของมาโครฟาจ 

 ผลการตรวจวดัการสร้างไซโตไคน์ของ 

มาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Wild-type 

และ laccase mutant strains โดยวิธี ELISA พบวา่ เช้ือ 

Wild-type และ Quadruple lac gene deletion strain มี

การกระตุน้ให้มาโครฟาจหลัง่ TNF-α ซ่ึงจะพบว่าเช้ือ 

Quadruple lac gene deletion strain สามารถกระตุน้ให้

มาโครฟาจหลัง่ TNF-α สูงกว่าเช้ือ Wild-type อย่างมี

นยัสาํคญัในระยะเวลา 2, 8 และ 24 ชัว่โมง (p<0.05) ดงั

แสดงในรูปท่ี 4 

 

 

 

 
 

รูปที่ 1   เปรียบเทียบเปอร์เซนต ์phagocytosis ของเซลลม์าโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ P. marneffei ทั้ง  

ชนิด Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, ∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2  (ค่าท่ีแสดงเป็นค่า 

mean ± SD)   *p<0.05 
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รูปที่ 2 เปรียบเทียบค่า phagocytic index ของเซลลม์าโครฟาจท่ีถกูกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ P. marneffei ทั้งชนิด            

Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, ∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2  (ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean ± 

SD)   *p<0.05 

 

ตารางที ่3  เปอร์เซนตก์ารทาํลายเช้ือ P. marneffei ทั้งชนิด Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1,    

∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 ภายในเซลลม์าโครฟาจท่ีระยะเวลาต่างๆ 

 
 

Time of 

incubation 

(hours) 

 

Strains of P. marneffei 

 

Wild-type 
Quadruple lac 

gene deletion  

 

∆lac1 

 

∆lac2 

 

∆lac3 

 

∆arb2 

2 17.24 29.54 19.59 17.52 16.36 15.38 

4 26.44 39.39 29.90 24.74 24.54 20.19 

8 58.62 66.67 53.61 47.42 54.54 51.92 
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รูปที ่3 เปอร์เซนตก์ารทาํลายเช้ือ P. marneffei ทั้งชนิด Wild-type, Quadruple lac gene deletion strain, ∆lac1, 

 ∆lac2, ∆lac3 และ ∆arb2 ภายในมาโครฟาจ โดยวธีิ dilution plate count   *p<0.05 

 

 

 
 

รูปที ่4 เปรียบเทียบปริมาณ TNF-α ท่ีหลัง่จากเซลลม์าโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ P. marneffei ชนิด

 Wild-type และ Quadruple lac gene deletion strain ท่ีตรวจวดัโดยวธีิ ELISA   *p<0.05 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

การศึกษาน้ี เป็นการศึกษาแรกท่ีศึกษาถึง

บทบาทของเอนไซมแ์ลคแคสของเช้ือ P. marneffei ต่อ

การตอบสนองของเซลลม์าโครฟาจ (THP-1 cell line)  

โ ด ย ไ ด้ต ร ว จ วัด เ ป อ ร์ เ ซ น ต์   phagocytosis แ ล ะ 

phagocytic index  ของมาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย 

conidia ของเช้ือ Wild-type เปรียบเทียบกบัเช้ือ laccase 

mutant strains จากกลอ้งจุลทรรศน์  และวดัเปอร์เซนต์

การถูกทาํลายของเช้ือภายในมาโครฟาจโดยวิธี dilution 

plate count  และการกระตุ้นให้มาโครฟาจสร้าง         

ไซโตไคน์ ตรวจวดัโดยวิธี ELISA โดยพบว่า             

มาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของเช้ือ Quadruple 

lac gene deletion strain เป็นระยะเวลา 60 และ 120 

นาที  มีเปอร์เซนต ์phagocytosis สูงกวา่มาโครฟาจท่ีถูก

กระตุ้นด้วย conidia ของเช้ือ Wild-type อย่างมี

นัยสําคญัทางสถิติ และมาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย 

conidia ของเช้ือ Quadruple lac gene deletion strain 

เป็นระยะเวลา 15, 30, 60 และ 120 นาที มี phagocytic 

index สูงกวา่มาโครฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ย conidia ของ

เช้ือ Wild-type อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  และพบวา่เช้ือ 

Quadruple lac gene deletion strain ถูกทาํลายภายใน

เซลลม์าโครฟาจในระยะเวลา 2 และ 4 ชัว่โมง สูงกว่า

เช้ือ Wild-type อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  ซ่ึงผลจาก

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าแลคเคสมีบทบาทในการ

ปกป้องเช้ือราจากการถูก phagocytosis และการทาํลาย

ของมาโครฟาจ  และตอ้งอาศยัการทาํงานร่วมกนัของ

แลคเคสทั้งส่ียนี 

นอกจากน้ียงัพบวา่  เช้ือ Quadruple lac gene 

deletion strain มีการกระตุน้ให้เซลล์มาโครฟาจหลัง่ 

TNF-α สูงกว่า เ ช้ือ  Wild-type อย่าง มีนัยสําคัญใน

ระยะเวลา 2, 8 และ 24 ชัว่โมง  ซ่ึงผลจากการศึกษาน้ี

สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  Chai และคณะ (2010)  ท่ี

ไ ด้ทํา ก า ร ศึ ก ษ า บ ท บ า ท ข อ ง เ ม ล า นิ น ข อ ง เ ช้ื อ                

A. fumigatus  ต่อการสร้าง proinflammatory cytokines 

ของ PBMC โดยพบว่า conidia ท่ีไม่สามารถสร้าง       

เมลานินได ้(albino conidia)  จะไปเหน่ียวนาํให ้PBMC 

ของคนมีการสร้าง proinflammatory cytokine ไดแ้ก่   

TNF-α และ IL-6 สูงข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญัเม่ือเทียบกบั 

conidia ของเช้ือ Wild-type ท่ีมีการสร้างเมลานินได ้

ผลการศึกษาน้ีจึงสามารถสรุปไดว้า่  เอนไซม์

แลคเคสสามารถป้องกันเช้ือราจากการถูกทาํลายจาก

เซลลม์าโครฟาจ  และตอ้งอาศยัการทาํงานร่วมกนัของ

แลคเคสทั้งส่ียีน  ซ่ึงแลคเคสน่าจะเป็นเป้าหมายในการ

พฒันายาตา้นเช้ือราต่อไป 
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