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บทคดัย่อ 

Helicobacter pylori ในสภาวะปกติมรีูปร่างแบบเกลียว (spiral) แต่ในสภาวะที่ได้รบัความเครยีดจะ
ปรบัตวัให้อยู่ในรูปร่างทรงกลม (coccoid) เพื่อให้สามารถด ารงชวีติอยู่ได้ แต่จะไม่เจรญิเติบโต (viable but 
non-culturable, VBNC) การศกึษาก่อนหน้านี้รายงานว่าแบคทีเรยีระยะ VBNC ยงัมกีารสร้าง mRNA ของ 
virulence factors บางชนิดอยู่  จากการที่เอนไซม์ -glutamyl transpeptidase (GGT) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
เกีย่วขอ้งกบัการ colonization ของ H. pylori ยงัไม่เคยมกีารศกึษาเมื่อแบคทเีรยีอยู่ในรปูร่าง coccoid มาก่อน 
การศกึษานี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี ggt ของ H. pylori ในสภาพ coccoid โดยการ
ท าให้ H. pylori ที่มรีูปร่างเป็น spiral ซึ่งต้องการออกซเิจนเพยีงเลก็น้อยเปลี่ยนไปเป็นรูปร่าง coccoid โดย
การเลีย้งในสภาวะทีม่อีอกซเิจนบรรยากาศในช่วงระยะเวลาหนึ่ง และศกึษาเปรยีบเทยีบการถอดรหสัของยนี 
ggt ระหว่างแบคทเีรียรูปร่าง coccoid และรูปร่าง spiral จากการทดลองพบว่าหลงัจากแบคทเีรียได้สมัผสั
ออกซเิจนบรรยากาศนาน 9 ชัว่โมง แบคทเีรยีจะเปลีย่นไปเป็นรูปร่าง coccoid อย่างสมบูรณ์ และยงัคงมกีาร
สร้าง mRNA ของยีน ggt อย่างต่อเนื่อง แสดงว่าแม้ H. pylori จะอยู่ในระยะ VBNC ก็ยังสามารถสร้าง 
virulence factor ที่เกี่ยวขอ้งกบัการ colonization ได้ เหตุการณ์ดงักล่าวสามารถเกดิขึน้ได้ในชวีติประจ าวนั 
เมื่อ H. pylori เกดิการปนเป้ือนในสิง่แวดลอ้มโดยไม่ไดต้ัง้ใจ และน าไปสูก่ารตดิเชือ้ทีไ่ม่สามารถควบคุมได ้
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Abstract 

Helicobacter pylori usually presents in a spiral- shape, but in a stress condition, it adapts to a 
coccoid form which is viable but non- culturable (VBNC) .  Previous studies reported that the VBNC 
coccoids still produce mRNAs of some virulence factors.  -Glutamyl transpeptidase (GGT)  is an 
enzyme involving in the bacterial colonization and has not been studied in the coccoid form of the 
bacteria. This study aims to investigate the expression of ggt gene of the coccoids. The spiral H. pylori 
required low level of oxygen was transformed into the coccoid form by an exposure to the ambient 
oxygen for a period of time and the transcriptional level of the coccoid ggt gene was compared to that 
of the spiral bacteria.  After 9 hours of the oxygen exposure, it was observed that the spiral- shape 
bacteria changed into the full coccoids and continuously expressed ggt mRNA.  It revealed that even 
in the VBNC coccoid form, the H. pylori still produce its virulence factor that is important for the bacterial 
colonization.  This situation can occur when the bacteria are accidentally contaminated to the 
environment and, therefore, the bacterial infection would be critically uncontrollable.  
 

Keywords: Helicobacter pylori; -glutamyl transpeptidase; coccoid  
 
1. ค าน า 

เฮลิโคแบคเตอร์ ไพโลไร (Helicobacter 
pylori) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเกลียว 
(spiral) สามารถเจรญิไดด้ใีนสภาวะทีม่อีอกซเิจนต ่า 
(microaerophilic) จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า
แบคทีเรียชนิดนี้เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรค
แผลในกระเพาะอาหาร (peptic ulcer) และกระเพาะ
อาหารอักเสบ (gastritis) ผู้ที่ติด  H. pylori ยังมี
แนวโน้มทีจ่ะเป็นมะเรง็กระเพาะอาหารมากกว่าคน
ปกติอีกด้วย (Cover, 2016) จากผลการส ารวจ
พบว่ามากกว่าร้อยละ 50 ของประชากรโลกมกีาร
ติดแบคที เ รียดังก ล่ าว  (Romano et al., 2006) 
นอกจากนี้ H. pylori มีการปรับตัวได้ในกระเพาะ
อาหาร โดยในสภาวะที่เหมาะสมจะพบแบคทีเรยี
ชนิดนี้รูปร่าง spiral แต่เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะที่ไม่
เหมาะสม เช่น ไดร้บัยาปฏชิวีนะ ความเป็นกรดด่าง
ที่มากหรือ น้อยเกินไป หรือภายใต้ภาวะที่มี

ออกซเิจนที่ไม่เหมาะสม แบคทเีรยีชนิดนี้สามารถ
ปรบัตวัให้มชีวีติอยู่ได้โดยเปลี่ยนรูปร่าง spiral ไป
เป็นรูป coccoid โดยในระยะนี้จะไม่สามารถเลี้ยง
แบคทีเรียดังกล่าวให้เจริญได้ในห้องปฏิบัติการ  
โดยเรียกระยะนี้ของ H. pylori ว่า viable but non-
culturable (VBNC) อย่างไรก็ตามมีหลายงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ได้ศกึษาพบว่า ในระยะนี้ H. pylori ยงัมี
การสรา้ง mRNA และโปรตนี เช่น virulence factor 
บางชนิด (Monstein and Jonasson, 2001; Nilsson 
et al., 2002; Poursina et al., 2013; Zeng et al., 
2008) นอกจากนี้ยังมีผู้วิจ ัยบางกลุ่มพบว่าหนู
ทดลองตดิเชือ้ H. pylori ทีอ่ยู่ในสภาวะ VBNC นี้ได ้
(Cellini et al., 1994; She et al., 2003) 

-glutamyl transpeptidase (GGT) เ ป็ น
เอนไซมท์ีพ่บไดใ้น H. pylori ทุกสายพนัธุ ์อกีทัง้ยงั
เป็นหนึ่งใน virulence factor ที่ส าคญั โดยเอมไซม ์
GGT ท าหน้าที่เร่งปฏกิริยิาการย้ายหมู่ -glutamyl 
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จากสารตัง้ตน้ตวัให ้(donor substrate) ใหแ้ก่สารตัง้
ตน้ตวัรบั (acceptor substrate) โดยถา้สารตัง้ตน้ตวั
ให ้คอื glutamine ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็น glutamate และ 
ammonia ถ้าสารตัง้ตน้ตวัให ้คอื glutathione จะได้
ผลิตภัณฑ์เป็น glutamate และ cysteinyl glycine 
โดย H. pylori ไม่สามารถสงัเคราะห ์glutamate ได้
เอง จงึจ าเป็นตอ้งน า glutamate จากภายนอกเซลล์
เ ข้ า ม า ใ ช้ ใ น เซลล์  ส่ ง ผ ล ให้  glutamine แ ละ 
glutathione ของ host ลดลง ท าให้เซลล์กระเพาะ
อาหารมคีวามไวต่อสารพษิต่าง ๆ  และสญูเสยีสมดุล 
redox ซึ่งน าไปสู่การตายของเซลล์ (cell death) 
(Leduc et al., 2010; Shibayama et al., 2003; 
Stark et al., 1997) ก่อนหน้านี้ Chevalier และคณะ 
(1999) รายงานว่า GGT นัน้มีความเกี่ยวข้องกับ
การ colonization ของ H. pylori และ gastric cell 
apoptosis 

H. pylori เ ป็นแบคทีเ รียที่มีความไว ต่อ
ออกซิเจนในสิ่งแวดล้อม โดยเมื่ออยู่ภายนอก
ร่างกายของ host และไดร้บัออกซเิจนความเขม้ขน้
สงูจะเปลีย่นจากรูปร่างแบบ spiral ไปเป็น coccoid 
แ ล ะ เ ข้ า สู่ ร ะ ย ะ  VBNC (Donelli et al., 1998, 
Tominaga et al., 1999) อย่างไรก็ตาม จากการ
ทบทวนวรรณกรรมพบว่ายงัไม่มรีายงานการศกึษา
การแสดงออกของยีน ggt ของ H. pylori ในสภาพ 
coccoid มาก่อน ดงันัน้หากผูป่้วยไดร้บั H. pylori ที่
อยู่ในสภาวะ VBNC ซึง่ปนเป้ือนในสิง่แวดลอ้มและ
ยังสามารถผลิตโปรตีนที่เป็น virulence factor ที่
เกีย่วขอ้งกบัการ colonization ได ้กส็ามารถน าไปสู่
การเกิดโรคของกระเพาะอาหารได้ การศึกษานี้มี
วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน ggt 
ของ H. pylori ในสภาพ coccoid หลังจากได้รับ
ออกซเิจนบรรยากาศ (atmospheric condition) ดว้ย
เ ท ค นิ ค  real-time PCR เ พื่ อ ใ ห้ ต ร ะ หนั ก ถึ ง
ความส าคัญและอันตรายจากการปนเป้ือนของ
แบคทเีรยีชนิดนี้ในสิง่แวดลอ้ม 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย H. pylori 

การศึกษานี้ใช้แบคทีเรีย H. pylori สาย
พันธุ์ ATCC 43504 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
brain heart infusion (BHI; Difco, USA) ทีม่เีลอืด 7 
เปอรเ์ซน็ต ์จากนัน้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
ในภาชนะควบคุมปริมาณออกซิเจน (anaerobic 
chamber) ให้แบคทเีรยีนี้เจรญิอยู่ใน microaerobic 
condition (ออกซเิจน 5 %, คารบ์อนไดออกไซด ์10 
% และไนโตรเจน 85 %) เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้น า
จานอาหารเลี้ยง เชื้อก ลุ่มทดสอบออกมาจาก 
chamber และบ่มต่อในอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 6 และ 9 ชัว่โมง ในขณะทีก่ลุ่มควบคุมถูก
เลี้ยงต่อใน microaerobic condition อุณหภูมิ 37 
อ งศ า เซล เซีย ส เ ป็ น เ ว ล า  6 และ  9 ชั ว่ โ ม ง 
เช่นเดยีวกนั เมื่อครบแต่ละช่วงเวลา จงึเกบ็เซลลท์ัง้
จากกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ และน ามาย้อมสี
แกรม (Gram stain) เพื่อดูรูปร่างของเซลล์ (cell 
morphology) จากนั ้นละลายเซลล์ส่วนหนึ่ ง ใน
อาหารเหลว BHI วดัความขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ที ่550 นาโนเมตร โดยปรบัให้
แต่ละหลอดมคีวามเขม้ขน้ของเซลล ์1 x 109 cells/ml 
จากนัน้หมุนเหวี่ยงตกเซลล์ทีค่วามเรว็ 6,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บตะกอนเซลล์ (cell 
pellet) ที่ -80 องศาเซลเซียส ส าหรับสกัด RNA 
ต่อไป ส าหรบัเซลลท์ีเ่หลอืนัน้ปรบัใหม้คีวามเขม้ขน้
เซลล ์1 x 107 cells/ml เพื่อการประเมนิ cell viability 

2.2 การประเมิน cell viability  
การตรวจสอบการมชีวีติของเซลล์ หรอื 

cell viability ด้ ว ย  alamarBlue™ cell viability 
assay reagent (Thermo scientific, USA) ซึ่ ง
ดัดแปลงจากวิธีของ Obonyo et al., (2012) โดย
ผสมน ้ายา alamarBlue™ ปริมาตร 10 ไมโครลติร 
ให้เข้ากันดีกับเซลล์ที่เก็บได้ในแต่ละช่วงเวลา 
(ความเขม้ขน้ 1 x 107 cells/ml) ปรมิาตร 100 µl บ่ม
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ที่อุณหภูมิ  37 องศา เซลเซียส  ใน  anaerobic 
chamber เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนัน้น าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 570 และ 600 นาโนเมตร แล้ว
ค านวณค่า cell viability จากค่า % reduction of 
alamarBlue™ reagent ตามวธิใีนคู่มอื 

2.3 การสกัด  RNA และการสังเคราะห์
สาย cDNA 

น าตะกอนเซลล์ของ H. pylori ที่ได้มา
สกดั RNA ดว้ยน ้ายา TRIzol® reagent (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) ตามวิธีที่ ดัดแปลงจากวิธีของ 
Chomczynski แ ล ะ  Sacchi (1987)  วัด ค่ า ก า ร
ดูดกลนืแสงของสารละลาย RNA ที่ความยาวคลื่น 
260 และ 280 นาโนเมตร โดยสารละลาย RNA ที่ 
บริสุทธิจะมีค่าอตัราส่วน A260/A280 ประมาณ 1.8-
2.1 และตรวจสอบคุณภาพของ  RNA ด้วยวิธี
อิเล็กโทร-โฟรีซิสในเจลอะกาโรส (agarose gel 
electro-phoresis) จากนัน้น าสารละลาย RNA มา
ก าจัด  DNA ที่ปนเ ป้ือนด้วยเอนไซม์  DNase I 
(Thermo scientific, USA) ป ริม าณ  5 Units ต่ อ
สารละลาย RNA 1 µg แล้วตรวจสอบเพื่อยนืยนัว่า
สารละลาย RNA ที่ได้ไม่ม ีDNA ปนเป้ือนอยู่ โดย
น า RNA ที่ได้ไปเพิ่มจ านวนชิ้นส่วนของยีน ggt 
ดว้ยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอรเ์รส และตรวจสอบโดย
วิธีอิเล็ก-โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส หากมี DNA 
ปนเป้ือนจะพบแถบของ amplified DNA ปรากฏอยู่ 
น าสารละลาย RNA ทีก่ าจดั DNA แลว้มาสงัเคราะห์
สาย cDNA ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase 
ด้ ว ย ชุ ด น ้ า ย า  SuperScript III Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, USA) โดยใช้ random 
hexamer ตามวธิใีนคู่มอื 

2.5 การประเมินการแสดงออกของยีน
ด้วย real-time PCR 

ประเมินการแสดงออกของยีน ggt ซึ่ง
เป็นยีนเป้าหมาย (target gene) ด้วยวิธี relative 

quantitation โดยใช้ยีน 16S rRNA เป็นยีนอ้างอิง 
(reference gene) ในปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 
100 ng cDNA, 400 nM forward and reverse 
primers [ggt primers: 5-CAGCCAGATACGGTT 
ACGC-3 และ  5-CCACCTGTCCGCTACAGAA 
T-3 (Leduc et al., 2010), 16S rRNA primers: 5-
GCTCTTTACGCCCAGTGATTC-3 และ 5-GCG 
TGGAGGATGAAGGTTTT-3 (Shao et al., 2013)], 
2x QPCR Green Master Mix HRox (biotechrabbit, 
Germany) ปริมาตร 10 µl และเติม nuclease-free 
water จนปริมาตรครบ 20 µl น าไปท าปฏิกิรยิาใน
เ ค รื่ อ ง  StepOnePlus™ Real-time PCR system 
(Applied Biosystems, California) โ ดยมีขั ้นตอน
ดังนี้  initial activation ที่ 95 oC นาน 2 นาที, ตาม
ด้วย  denaturation ที่ 95 oC นาน  15 วินาที และ 
annealing/extension ที่  60 oC นาน  30 วิน าที  
(ท าซ ้า denaturation และ annealing/extension 40 
รอบ) โดยปริมาณ amplified DNA ที่เพิ่มขึ้นในแต่
ละรอบนัน้จะแสดงผลออกมาในรูปของค่า cycle 
threshold (Ct) การค านวณการแสดงออกสมัพัทธ์
ของยีน ggt (fold change) ของกลุ่มควบคุมและ
กลุ่มทดสอบในช่วงเวลาต่าง ๆ หาไดจ้ากวธิ ี2-∆∆Ct 
(Pfaff, 2001)  

การตรวจสอบประสิทธิภาพของแต่ละ
ไพรเมอร์ที่ ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส 
(amplification efficiency, E) ท า ไ ด้ โ ดย เ จือ จ า ง 
cDNA template 10 เท่า (100, 10, 1, 0.1, 0.01 ng 
cDNA) และน าไปท าปฏกิริยิา PCR ในเครื่อง real-
time PCR ดงัทีก่ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ จากนัน้น าค่าที่
ได้มาสร้างกราฟระหว่างค่า Ct (แกน Y) และ Log 
ของ cDNA template (แกน X) ค านวณค่า PCR 
efficiency จากสตูร % E = (10(-1/slope) - 1) × 100  

2.6 การค านวณและวิเคราะห์ข้อมูลทาง
สถิติ 
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รูปท่ี 1  รูปร่างของ H. pylori ที่เปลี่ยนแปลงไปจากรูปร่างเกลยีวที่เวลาเริม่ต้น (A) ไปเป็นรูปร่างกลม เมื่อ
ไดร้บัออกซเิจนบรรยากาศนาน 9 ชัว่โมง (B) 

 
การศึกษาความแตกต่างระหว่าง cell 

viability และการแสดงออกสมัพทัธข์องยนี ggt ของ 
H. pylori ก ลุ่มควบคุม  (microaerobic condition) 
และกลุ่มทดสอบที่ได้รับออกซิเจนบรรยากาศ 
(atmospheric condition) ในแต่ละช่วงเวลา ใช้การ
วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยการทดสอบ
แบบ t-test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 % (p < 0.05) 
ดว้ยโปรแกรม SPSS 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
การดูลักษณะรูปร่างของแบคทีเรียภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ พบว่าแบคทีเรียติดสีแดงของ 
safanin O รูปร่างของแบคทีเรียในกลุ่มควบคุม 
(microaerophilic condition) ทัง้ในช่วงเวลาเริ่มต้น 
6 ชัว่โมงและ 9 ชัว่โมง แบคทเีรยีมรีปูร่าง spiral แต่
ในกลุ่มทดสอบทีเ่ลีย้งต่อใน atmospheric condition 
พบว่าที่ 6 ชัว่โมง แบคทีเรียเริ่มมีรูปร่างงอ (U 
shape) (ข้อมูลไม่ได้แสดงในที่นี้) และเปลี่ยนเป็น
สภาพ coccoid อย่างสมบรูณ์ที ่9 ชัว่โมง (รปูที ่1) 

การตรวจสอบ cell viability ของแบคทีเรีย
ในแต่ละช่วงเวลา คือ 0 (เวลาเริ่มต้น), 6 และ 9 
ชัว่โมง ทัง้ใน microaerophilic และ atmospheric 

condition พบว่าเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่จะสามารถ
ออกซิไดซ์สาร resazurin ในน ้ายา alamarBlue™ 
reagent ที่มีสีฟ้าไปเป็น resorufin ที่มีสีชมพูหรือ
แดง และสามารถวดัการดูดกลนืแสงได้ที ่570 และ 
600 นาโนเมตร เมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไป
ค า น วณ  % reduction of alamarBlue™ reagent 
พบ ว่ า ใ น ก ลุ่ ม ค ว บ คุ ม ที่ เ ลี้ ย ง  H. pylori ใ น 
microaerophilic condition ที่ 0, 6 และ 9 ชัว่โมง มี
ค่าเท่ากบั 107, 104 และ 95 % ตามล าดบั ซึ่งไม่มี
ความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั (p = 0.1845) (รูปที่ 
2) กล่าวได้ว่าเมื่อเลี้ยง H. pylori เป็นเวลานานขึ้น 
แม้ว่าอาจมีแบคทเีรยีตายไปบา้ง แต่ส่วนใหญ่ยงัมี
ชีวิตอยู่ ไม่แตกต่างกบัช่วงเวลาเริ่มต้น อย่างไรก็
ต าม  ในก ลุ่มทดสอบที่ เ ลี้ ย ง ใน  atmospheric 
condition พบว่ า ที่  6 และ  9 ชั ว่ โ ม ง  มีค่ า  % 
reduction of alamarBlue reagent เท่ ากับ  45.05 
และ 41.65 % ตามล าดบั ซึ่งลดลงจากเวลาเริม่ต้น
อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) จากผลการทดลอง
ขา้งต้นแสดงใหเ้หน็ว่า H. pylori ซึง่เป็นแบคทเีรยีที่
เ จ ริ ญ ไ ด้ ดี ใ น ส ภ า ว ะ ที่ มี อ อ ก ซิ เ จ น น้ อ ย 
(microaerophilic bacteria) นัน้ เมื่อไดร้บัออกซเิจน
ระยะเวลาหนึ่ง เซลลจ์ะมกีารตายลงอย่างเหน็ไดช้ัด 

A
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อย่างไรก็ตาม พบว่าที่เวลา 9 ชัว่โมง เซลล์ซึ่งได้
เปลี่ยนรูปร่างเป็น coccoid อย่างสมบูรณ์ยงัมชีวีิต
อยู่ ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาก่อนหน้านี้ที ่H. pylori 
จะเปลีย่นรูปร่างเป็น coccoid เมื่อเจรญิบนอาหารที่
มสีารปฏชิวีนะ โดยแบคทเีรยีจะไม่เจรญิเตบิโตแลว้ 
แต่ยังมีชีวิตอยู่  (Sisto  et al., 2000; Poursina et 
al., 2013) 
 

 
รูปท่ี 2  การประเมินการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ (cell 

viability) ของแบคทีเรียที่ เลี้ยงในกลุ่ม
ค ว บ คุ ม  (microaerophilic) แ ล ะ ก ลุ่ ม
ทดสอบ (atmospheric) ช่วงเวลาต่าง ๆ 
ดว้ย alarmarBlue™ cell viability assay 

 
ส าหรบัการศกึษาการแสดงออกของยนี ggt 

ด้วย real-time PCR โดยวิธี 2-∆∆Ct และใช้ SYBR 
green นัน้ จ าเป็นจะตอ้งค านวณหา PCR efficiency 
ก่ อน  โ ดยค่ า  PCR amplification efficiency (E) 
สามารถค านวณได้จากสมการ E = (10(-1/slope) - 1) 
จากกราฟระหว่างค่า Ct และ Log ของความเขม้ขน้
ของ cDNA ตัง้แต่ 0.01, 0.1, 1, 10 และ  100 ng 
ส าหรบัไพรเมอร ์16S rRNA พบว่าค่าความชนัมคี่า
เท่ากบั -3.368 น าค่าความชนัทีไ่ดไ้ปค านวณหาค่า 
E จากสมการข้างต้น ได้ค่า E เท่ากับ 0.9811 
(98.11 %) ส าหรบัไพรเมอร ์ggt พบว่าค่าความชนั
มีค่ า เท่ ากับ -3.358 และค านวณค่า E เท่ ากับ 
0.9852 (98.52 %) หากค่า E มีค่าใกล้เคียง 1 นัน่
คือ เมื่อจ านวนรอบของ PCR ที่เพิ่มขึ้น สามารถ
เพิม่ปรมิาณ cDNA ไดเ้ป็น 2 เท่าในทุก ๆ รอบ โดย

ค่าที่ยอมรับได้ของ PCR efficiency จะอยู่ในช่วง
ระหว่าง 90-110 % (-3.6 > slope > -3.3) (Roger-
broadway and Karteris, 2015) จากการทดลองนี้
พบว่า PCR efficiency ของไพรเมอร์ทัง้สองอยู่
ในช่วงทีย่อมรบัได ้ 

การศกึษาการแสดงออกสมัพทัธข์องยนี ggt 
ด้วยวิธี relative quantification real-time PCR ซึ่ง
เป็นการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีเป้าหมาย 
(ยีน ggt) กับยีนอ้างอิง (ยีน 16S rRNA) ในกลุ่ม
ค วบคุ ม  (microaerophilic condition) แ ล ะ ก ลุ่ ม
ทดสอบ (atmospheric condition) ในช่วงเวลาต่าง ๆ  
จากการทดลองพบว่าในแบคทเีรยีกลุ่มควบคุมเมื่อ
เลี้ยงเป็นเวลานานขึ้นเป็น 6 และ 9 ชัว่โมง ให้ผล
การแสดงออกของยนี ggt มากขึน้อย่างมนีัยส าคญั
เมื่อเทยีบกบัทีเ่วลาเริม่ต้น คอื 2.34 และ 3.22 เท่า 
ตามล าดับ (p < 0.05) ส่วนในกลุ่มทดสอบพบว่าที่
เวลา 6 ชัว่โมง มกีารแสดงออกของยนี ggt มากขึน้
อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับที่เวลาเริ่มต้น 2.03 
เท่า (p < 0.05) สอดคลอ้งกบัรูปร่างของแบคทเีรยีที่
เวลา 6 ชัว่โมง ซึง่ยงัไม่เป็น coccoid ขณะทีเ่วลา 9 
ชัว่โมง การแสดงออกของยนี ggt ลดลงแต่ยงัมคี่า
มากกว่าทีเ่วลาเริม่ต้น (รูปที ่3) เป็นไปไดว้่าทีเ่วลา 
9 ชัว่โมง H. pylori เขา้สู่ระยะ VBNC อย่างสมบูรณ์
จึงลดกิจกรรมต่าง  ๆ ในเซลล์ลง รวมทัง้การ 
transcription ของยนี ggt ดว้ย    
   

4. สรปุ 
งานวจิยันี้ไดศ้กึษาการแสดงออกของยนี ggt 

ซึ่งมีรายงานว่าเป็น virulence factor ที่ส าคญัชนิด
หนึ่ งของ H. pylori ในสภาวะที่แบคทีเรียได้รับ
ออกซเิจนบรรยากาศนาน 9 ชัว่โมง จากการศกึษา
พบว่า  H. pylori จ านวนหนึ่ งตายไปเนื่ องจาก
ปรมิาณของก๊าซต่าง ๆ ในบรรยากาศไม่เหมาะสม
ต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรีย  อย่างไรก็ตาม 
แบคทเีรยีบางส่วนไดเ้ปลีย่นแปลงรูปร่างจาก spiral 
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ไปเป็น coccoid เพื่อการอยู่รอดในสภาวะที่ไม่
เหมาะสม โดยยงัมชีวีติอยู่ แต่ไม่เจรญิเติบโต และ
ยังคงมีการแสดงออกของยีน ggt ซึ่งมีบทบาท
ส าคญัในการ colonization ในกระเพาะอาหาร จาก
ขอ้มลูดงักล่าว เราจงึควรตระหนกัถงึเหตุการณ์ทีเ่รา
สามารถพบเจอไดใ้นชวีติประจ าวนัทีแ่บคทเีรยีอาจ
มกีารปนเป้ือนในสิง่แวดล้อม โดยแบคทเีรยีเหล่านี้
จะเปลีย่นรปูร่างไปเป็น VBNC หากเมื่อเราไดร้บั H. 
pylori ในระยะนี้เขา้สู่ร่างกาย แบคทเีรยีจะมชีวีติอยู่
ได้ในกระเพาะอาหารและมีการสร้าง  virulence 
factor ส่งผลให้มีการติดเชื้อ รวมทัง้เกิดแผลใน
กระเพาะอาหารได ้ 

 

 
 

รูปท่ี 3  การแสดงออกสมัพทัธ์ของยนี ggt ของ H. 
pylori ช่วงระยะเวลา 6 และ 9 ชัว่โมง 
เทียบกับเวลาเริ่มต้นของแบคทีเรียกลุ่ม
ควบคุม ซึง่เลีย้งในสภาวะ microaerophilic 
(A) และแบคทีเรียกลุ่มทดสอบที่เลี้ยงใน
สภาว ะ  atmostpheric (B) โ ดย ใ ช้  16S 
rRNA เป็นยนีอา้งองิ 
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