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โรคสิวพบไดบอยในวัยรุน กลไกการเกิดโรคสิวยังไมทราบแนชัด สาเหตุหน่ึงที่เชื่อวากอใหเกิดโรคสิวคือเชื้อ 
Propionibacterium  acnes (P. acnes) มีรายงานวาในรอยโรคสิวระยะแรกพบเมด็เลอืดขาว CD4 และ 
macrophage โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคที่จะศึกษา การกระตุน keratinocytes ดวย P. acnes โดยตั้ง
สมมุติฐานวากระบวนการกระตุนจะผาน Toll-like receptor (TLR) 2 และหลั่ง chemokines ที่จําเพาะตอ 
CD4 และ macrophage ผลการศึกษายืนยันการแสดงออกของ TLR 2 บน keratinocyte และยนืยันการ
กระตุนเซลลของ P. acnes ผาน TLR2 ผลการทดลองเบื้องตนสามารถวิเคราะหการกระตุนของ 
keratinocyte ดวยวธิี microporation และ reporter plasmid ที่เหมาะสม การศึกษาขั้นตอไปคือการหา 
สภาวะการกระตุน keratinocyte ดวย P. acnes เพ่ือใชตรวจสอบการหลั่ง chemokine ของ keratinocyte  
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Abstract 

 
Project Code : MRG5080146 
 
Project Title : Study on the chemokine response of keratinocytes through toll-like receptor 2 
upon recognizing Propionibacterium  acnes 
 
Investigator : Prateep Warnnissorn, Faculty of Medicine, Naresuan University 
 
E-mail Address : prateepw@nu.ac.th 
 
Project Period : 2 years 
 
Abstract:  
 
Acne is a common problem in adolescent. The pathogenesis is not fully understood. 
Propionibacterium acnes (P.acnes) is believed to be one of the factors that cause acne. In early 
acne lesions CD4 and macrophages are the first group of cells found in these areas. The goal of 
this study is to investigate P.acnes stimulates keratinocyte probably through Toll-like receptor (TLR) 
2 and trigger specific chemokine for CD4 and macrophage. The results verified the expression of 
TLR2 on keratinocytes and P.acnes stimulated cells through TLR2. The preliminary result showed 
analysis of keratinocyte stimulation by microporation using appropriate reporter plasmids. Further 
study will be searching for suitable condition of keratinocyte stimulation with P.acnes to examine 
the secreted chemokines 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords :  Propionibacterium acnes, Toll-like receptor 2, chemokine 
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บทสรุปยอสาํหรับผูบริหาร (Executive summary) 
 
 

ชื่อโครงการ: การศึกษาการตอบสนองของ Toll-like receptor 2 บนเซลล keratinocyte กับเชื้อ 
Propionibacterium  acnes 

 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัยน้ีมีจะศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคสิว จากการศึกษากอนหนารอยโรคสิวที่
ขึ้นใหมพบกลุมเม็ดเลือดขาวกลุมแรกประกอบดวย monocyte และ CD4 จึงมีสมมุติฐานวาเชื้อ 
Propionibacterium  acnes (P. acnes) ทีเ่ชื่อวาเปนสาเหตุของสิวกระตุน Toll-like receptor บน 
keratinocyte เกิดการหลั่ง chemokine ที่ดึงดูด monocyte และ CD4 เขาสูบรเิวณที่เกิดสิวอักเสบ 

 
ผลการศึกษาน้ียืนยนัวา keratinocyte มีการแสดงออก TLR2 แตไมมีแสดงออกของ TLR4 และยืนยันวา
เชื้อ P. acnes กระตุนเซลลผาน TLR2 แตไมกระตุนผาน TLR4  วิธ ีtransfect plasmid เขา 

keratinocyte ที่ไดผลดีคือ microporation ผลการทดลองเบื้องตนสามารถใช reporter plasmid pNFκB 

DD tdTomato และ pSV2-Thy1.1 ตรวจสอบการกระตุน NFκB signalingใน keratinocyte 
 

การศึกษาขั้นตอไปคือการหาสภาวะที่เหมะสมในการกระตุน keratinocyte ดวย P. acnes ศึกษา MAPK 
signaling pathway รวมถึงการหลั่ง chemokine ของ keratinocyte 
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บทนํา 
 
เร่ืองที่มีผูทําวิจัยมากอน 
สิวเปนโรคท่ีพบไดบอย ชวงอายุ 12 -24 ป มีความชกุของโรคถึง 85% 1 และชวงอายุ 25-44 ป
พบวา ผูหญิง 12 % และผูชาย 3% ยังมีอาการของโรคสิว2 สาเหตุของโรคสิวยังไมทราบแนชัด 
เช่ือวาเกดิจาก (1) follicular epidermal hyperproliferation, (2) excess sebum production, 
(3) Propionibacterium acnes (P. acnes)  และ (4) inflammation 3 

 

Follicular epidermal hyperproliferation กอใหเกิด microcomedo ซ่ึงเปนลักษณะเริ่มตนของ
โรคสิว เม่ือมีการหนาข้ึนของสวนบนของ epithelium of upper hair follicle (follicular 
infundibulum) จะเกิดการอุดตัน มีการสะสมของ keratin, sebum และ bacteria จนกระท่ังมีการ
ขยายข้ึนของ follicular infundibulum จนเกิดเปน microcomedone กลไกการหนาข้ึนของ 
follicular infundibulum น้ันยังไมทราบแนชัด โดยอาจเกิดจาก androgen stimulation, การ

ลดลงของ linoleic acid และ การทํางานเพิ่มข้ึนของ interleukin (IL)-1α3  
 
Androgen stimulation อาจกระตุน follicular epidermal hyperproliferation เน่ืองจาก 
dihydrotestosterone (DHT) เปน potent androgen ท่ีมีบทบาทสําคัญในการเกิดโรคสิว 
เนื่องจาก follicular keratinocyte มีการทํางานของ 17β-hydroxysteroid dehydrogenase และ 

5α-reductase  มากกวา epidermal keratinocyte ทําใหสราง DHT ไดมากกวา4 ประกอบกับ
ผูปวยท่ีมีลักษณะ complete androgen insensitivity จะไมเกิดโรคสวิ5 ชวยยืนยันความสําคัญ
ของ androgen stimulation ตอการเกิดโรคสิว  Linoleic acid เปน essential fatty acid ท่ีลดลง
ในผูปวยโรคสิว ระดับของ linoleic acid จะเปนปกติหลังรักษา ไดผลดีกับยา isotretinoin6 IL-

1α กระตุนใหเกิด hyperproliferation ของ follicular keratinocyte และ microcomedone การ

ใช IL-1 receptor antagonist ยับย้ังการเกิด microcomedone สนับสนุนสวนสําคัญของ IL-1α 
ตอโรคสิว7,8. 

 

สาเหตุท่ีสองของการเกิดสิวคือการสรางไขผิวหนัง (sebum) จากตอมไขมันมากเกินไป ผูปวย
โรคสิวสรางไขผิวหนัง มากกวาผูท่ีไมเปนสิว โดยท่ีไมมีความแตกตางในสวนประกอบของ ไข
ผิวหนัง ในท้ังสองกลุม9 Triglycerides ถูกสลายโดย P. acnes ไปเปน free fatty acid โดย free 
fatty acid น้ีจะกระตุนให P. acnes จับกันเปนกลุมๆ และอาจกระตุนใหเกิดการอักเสบ10 

 

P. acnes เปนเช้ือ Gram-positive bacilli, anaerobic, and microaerobic bacterium ท่ีพบใน 
sebaceous follicle ถึงแมจะพบวาเช้ือ P. acnes เพ่ิมข้ึนในผูปวยโรคสิว แตจํานวนของเชื้อไม
สัมพันธกับอาการทางคลินิก11  เชื้อ P. acnes สามารถกระตุน Toll-like receptor 2 (TLR2) บน 
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macrophage ใหหล่ัง proinflammatory cytokines IL-1 α, IL-8 และ tumor necrosis factor 

(TNF)- α)12 แต P. acnes ไมสามารถกระตุนใหเซลล keratinocyte หล่ัง proinflammatory 
cytokines ได13 จากศึกษาโดยการยอมทาง immunohistochemistry ในสวิอักเสบนอยกวา 6 
ชั่วโมง เปรียบเทียบกับบริเวณท่ีดูปกติของผูปวยโรคสิว และผิวของอาสาสมัครปกติ พบเซลล
เม็ดเลือดขาว CD4+ cell จําพวก CD45RO+(memory/effector T cells), CLA+(skin homing T 
cells) และ macrophage มากในสิวอักเสบนอยกวา 6 ชั่วโมง14 จากขอมูลขางตน จึงมี
สมมุติฐานวาเมื่อ keratinocyte ถูกกระตุนโดย P. acnes เม็ดเลือดขาวนาจะถูกชักนําเขาสู
บริเวณท่ีเกิดโรคอยางจําเพาะโดย chemokine   Chemokines เปนโปรตีนขนาดเล็กท่ีมีขนาด
ประมาณ 8-10 kilodalton ท่ีผลิตโดยเซลลเพื่อ recruit เม็ดเลือดขาวไปบริเวณท่ีมี inflammation 
และมีสวนเก่ียวของกับ angiogenesis, cancer metastasis15 

 
ความสําคัญและที่มาของปญหา  
  สิวเปนโรคท่ีพบไดบอยในวัยรุน ถึงแมวาสิวจะไมเปนโรคท่ีเปนอันตรายถึงชีวติ แตมี
คาใชจายในการรักษาสูง ประเทศสหรัฐอเมริกามีผูปวยโรคสิวประมาณปละ 40-50 ลานคน จาก
ประชากรท้ังหมดประมาณ 300 ลานคน และคาดวามีคาใชจายในการรักษาไมต่ํากวา 2.5 
พันลานเหรียญสหรัฐ1 ท่ีอัตราแลกเปล่ียน 1 เหรียญสหรัฐเทากับ 35 บาทจะคิดเปนเงินบาทได
ประมาณ 8.7 หม่ืนลานบาทตอป หรือประมาณรายละ 50 เหรียญสหรฐัตอป คดิเปนเงินบาท
เทากับ 1,750 บาท ตอผูปวย 1 คนตอป  ในประเทศไทยขอมูลจากสถาบันโรคผิวหนัง กรมการ
แพทย ในปพ.ศ. 2551 จากจํานวนผูปวยนอก 50,967 ราย มีผูท่ีไดรับการรักษาดวยโรคสิว 
12,666 ราย คิดเปนรอยละ 24.8 หรือ 1 ใน 4  ของผูปวยโรคผิวหนังท่ีมาพบแพทยท่ีสถาบัน
โรคผิวหนัง16 ชวงอายุท่ีพบโรคสิวไดมากท่ีสุดคือ 12-24 ป  โดยคาดวาอาจสูงถึงรอยละ 85  
รอยละ 12 ของผูหญิง และรอยละ 3 ของผูชายจะมีอาการโรคสิวไดถึงอายุ 44 ป1  ถึงแมวาใน
ประเทศไทยยังไมมีรายงานการประเมินคาใชจายของโรคสิว แตคาดวานาจะมีมูลคาสูง 
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วัตถุประสงค 
 

โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคส่ีขอคือ หน่ึงยืนยันการแสดงออกของ TLR2 บน keratinocyte 
ดวย flow cytometry สองทดสอบการทํางานของ TLR2 และ TLR4 บน stable transfectant 
cells ดวย specific ligand ตอ TLR2,TLR4 และ heat-killed P.acnes วาสงสัญญาณผาน NF-

κB signaling pathway โดย luciferase assay สามทดสอบการทํางานของ TLR2 บน 

keratinocytes วาสงสัญญาณผาน NF-κB signaling pathway โดย luciferase assay ดวย 
specific ligand ตอ TLR2 และ heat-killed P.acnes และขอสุดทายคือการศึกษาการตอบสนอง
ของ keratinocytes ท่ีนาจะหล่ังchemokine ligands เม่ือกระตุนดวย heat-killed P.acnes โดย 
real-time PCR และ ELISA 
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วิธีทดลอง 
 
1.  เตรียม stable transfectant cells เพื่อใชเปน positive control 

หลังจากเกิดขอขัดของกับ stable transfectant cells ท่ีขอจาก Professor Golenbock, 
University of Massachusetts Medical School, MA, ประเทศสหรัฐอเมริกา คือเสยีเซลล TLR2 
ท่ีเก็บในถังไนโตรเจนเหลวเนื่องจากไนโตรเจนแหง และเซลล TLR4 ท่ีไดรับเริ่มสูญเสียการ
แสดงออกของ TLR4 จึงตองเตรียม stable transfectant cells ใหมจาก plasmid ของ 
Professor Golenbock 
 
เตรียม plasmid pcDNA/hTLR2/YFP, pcDNA/hTLR4/YFP และ pcDNA/YFP จาก Professor 
Golenbock โดย transform ในแบคทีเรีย JM109 และสกัด plasmid ดวยวธิ ีMaxiprep 
(Quiagen, Valencia, CA) 
 
นํา plasmid มา transfect เซลล Human embryonic kidney cell line (HEK ) จาก American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassa, VA) ท่ีเล้ียงใน รอยละ 10 ของ Fetal bovine 
serum (FBS) ใน Dulbecco’s Medified Eagle Medium (DMEM) จากThermo Scientific, 
Waltham, MA โดยวธิี calcium phosphate co-transfection และ ใช neomycin resistance 
selection G418 (Invitrogen, Carlsbad, CA) เลือกเซลล stable transfect cells  
 
คัดเลือก clone ท่ีรอดจาก stable transfection ดวยวธิี limiting dilution ให clone ท่ีเพิ่มจํานวน
จากเซลลเดี่ยวมาทดสอบสารเรืองแสง yellow fluorescent protein (YFP) ดวย flow cytometer 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) ตอมาใช antibody ตอ TLR2 และ TLR4 ท่ีติดสาร
เรืองแสง phycoerythrin (PE) คือ anti-TLR2-PE, anti-TLR4-PE และ isotype control 
(Ebioscience, San Diego, CA)  ยอมดวย antibodies ท่ีกลาวมาขางตนไมต่ํากวาคร่ึงชั่วโมง 
ลางดวย phosphate-buffered saline (PBS) และวิเคราะหดวย flow cytometer เพ่ือทดสอบ
การแสดงออกของ TLR กับ clone ท่ีไดและใหช่ือเปน HEK-TLR2, HEK-TLR4 และ HEK  
 

2. ยืนยันการแสดงออกของ TLR2 บน keratinocyte 
หลังไดรับอนุญาติจากคณะกรรมการวิจัยในมนุษยใหนําหนังหุมปลายอวัยวะเพศเด็กชายมา
เพาะเลี้ยง keratinocyte เพื่อการวิจัย ไดนําหนังหุมปลายฯมาตัดแตงและแชใน 2.5 mg/ml 

dispase II ( Roche Applied Science, Mannhiem, Germany ) ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ตอมาแยกชั้นหนังกําพรา แชใน trypsin-EDTA (0.05% trypsin, EDTA, Invitrogen) 
และ  neutralize ดวย 10% DMEM  นําเซลลท่ีแยกไดเล้ียงใน cell culture dishes (Corning, 

Ac-ton, MA) ดวย Keratinocyte Serum-Free Medium (Ker SFM) (Invitrogen) ท่ีมี 25 μg/ml 
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bovine pituitary extract, 0.2 ng/ml epidermal growth factor และ 0.4 mM CaCl2  เมื่อเล้ียง
ได 30-40% confluence จึง detach เซลลดวย trypsin/EDTA  เซลล keratinocytes ท่ีใชในการ
ทดลองจะใชเพียง subculture ท่ี 3 ถึง 5   
 
เนื่องจาก cytokeratin เปน marker ของ keratinocyte จึงนํามาวิเคราะหเซลลท่ีเล้ียงดวยวิธ ี
flow cytometry พบวา มากกวารอยละ 95 ของเซลล keratinocytes ท่ีเล้ียงยอมติด monoclonal 
Anti-Pan Cytokeratin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) (ขอมูลไมไดแสดง) 
 
นํา keratinocyte มายอมดวย anti-TLR2-PE, anti-TLR4-PE และ isotype control ไมต่ํากวา
ครึ่งช่ัวโมง ลางดวย PBS และวิเคราะหดวย flow cytometer  
 
ยอม anti-TLR4-PE ภายใน keratinocyte หลัง fix keratinocyte ดวย 2% paraformaldehyde 
10 นาที permeabilized ดวย 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) ไมต่าํกวา 1 ชั่วโมง ลางดวย 
PBS และวิเคราะหดวย flow cytometer 
 

3. ทดสอบการทํางานของ TLR ของ HEK-TLR2, HEK-TLR4 และ HEK วาสงสัญญาณ

ผาน NF-κB signaling pathway โดย luciferase assay 
นําเซลล HEK-TLR2, HEK-TLR4 และ HEK 2x104 เล้ียงในจานหลุม 96 หลุมประมาณ 24 

ชั่วโมง transfect plasmid pNFκB-luc (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) และ 
pGL4.70[hRluc] (Promega, Madison, WI) ในอัตราสวน 10:1 ดวย TurboFect (Fermentas, 
Glen Burnie, MD) ตามคําแนะนําของผูผลิต  16-20 ช่ัวโมงตอมากระตุนดวย tumor necrosis 
factor (TNF)-α (Invivogen, San Diego, CA), Pam3CysSK4 (Merck KGaA, Darmstadt, 
Germany), Ultrapure lipopolysaccharide from E.coli K12 (ut.LPS) (Invivogen) และ heat-
killed P.acnes (The Van Kampen Group, Hoover, AL) ประมาณ 6 ชัว่โมง ลางเซลลดวย 
PBS กอนท่ีจะนําไปวเิคราะหดวย Dual-Luciferase Reporter Assay และ GloMax 20/20 
Luminometer (Promega) ตามคําแนะนาํของผูผลิต 
 

4.  การ transfect reporter plasmid กับ keratinocyte ไดผลดีท่ีสุดกับวิธี electroporation  
หลังจากผล transfection efficiency กับ keratinocyte ท่ีต่ํากับสาร transfection ท่ีขายโดย
บริษัทตางๆไดแก GeneJuice และ NanoJuice ของบริษัท Novagen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
GenCarrier1 และ GenCarrier2 ของ Epoch Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา TransIT-
Keratinocyte Transfection Reagent ของ Mirus ประเทศสหรัฐอเมริกา TurboFect ของ 
Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา และ DOTAP Liposomal Transfection Reagent ของ 
Roche ประเทศเยอรมัน จึงใชวธิ ีelectroporation ท่ีเรียกวา microporation ดวย Neon 
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Transfection System (Invitrogen) โดยใช reporter plasmid pEGFP-N1 (ไดจาก NanoEntek, 
Korea) transfect ตามคําแนะนําของผูผลิต miroporator เพื่อหาคา pulse voltage, pulse width 
และ pulse number ท่ีเหมาะสมกับ keratinocyte  หลัง microporation 24 ชั่วโมง นํา 
keratinocyte วิเคราะห transfection efficiency ของดวย flow cytometer และวัดอัตรารอดของ
เซลลดวย MTT assay  
 
การวัดอัตรารอดของเซลลดวยวิธ ีMTT หลัง microporation นํา keratinocyte เล้ียงในจานหลุม 
96 หลุมประมาณ 24 ช่ัวโมง ใส MTT (Sigma-Aldrich)  5 μg/ml ในสารละลายเล้ียงเซลล 100 
μl เล้ียงเซลลตออีก 3 ช่ัวโมงเพื่อใหเซลลท่ีมีชีวิตเปล่ียน MTT เปนสารสีมวง formazan ละลาย 
formazan ดวย dimethyl sulfoxide (Merck) และนําไปอานผลดวย microplate reader 
เปรียบเทียบอัตรารอดของเซลลท่ีทํา microporator เปนรอยละกับกลุมควบคุมท่ีมีอัตรารอดเปน
รอยละรอย 
 

5. ทดสอบการทํางานของ NF-κB signaling ใน keratinocytes 

Microporation keratinocyte ดวย pNFκB -luc และ pGL4.70[hRluc] ดวยคา pulse voltage, 
pulse width และ pulse number ท่ีเหมาะสมประมาณ 24 ช่ัวโมง กระตุนดวย TNF-α, 
Pam3CysSK4, ut.LPS และ P.acnes นําไปวิเคราะหดวย Dual-Luciferase Reporter Assay  
 

ทดสอบการทํางานของ NF-κB signaling  ดวย reporter ท่ีเปนสารเรืองแสง  
จากการรายงานของ  Ducrest และคณะฯ ถึงการใชเทคนิค flow cytometry วดั reporter 
expression โดยใช GFP reporter plasmid และ pSV2 Thy1.117 ในการศึกษานื ้GFP reporter 
plasmid ท่ีใชคือ pNFkB-hrGFP (Agilent Technologies) และ pSV2 Thy1.1เปน transfection 
control  คณะผูวิจัยขอ pSV2 Thy1.1 จาก Joachim Lingner , Swiss Institute for 
Experimental Cancer Research, Lausanne, Switzerland หลัง transfection pSV2 Thy1.1 
จะแสดงออก Thy1.1 ซ่ึงเปนโปรตีนหน ูmouse ไดใช allophycocyanin (APC)-labeled anti-
Thy-1.1 antibody (Ebioscience) เพ่ือตรวจสอบ transfection efficiency ดวย flow cytometer 
หลัง microporation และกระตุนดวย ligand คลายกับใน luciferase assay 
 
กอนการทดลองใช NFκB reporter ท่ีเปนสารเรืองแสงกับ keratinocyte ไดทดสอบเบ้ืองตนกับ 
เซลล HEK กอน โดยใช GeneJuice (Merck) transfect reporter plasmid ตามคาํแนะนําของ
ผูผลิต กระตุนดวย TNF-α 24 ชั่วโมงจึงนําเซลลไปวิเคราะหดวย flow cytometer  
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นอกจาก pNFκB-hrGFP ผูวิจัยไดใช pNF-κB -DD-tdTomato (Clonetech) และกระตุนดวย 

TNF-α แลวนําไปวิเคราะหการเรืองแสงท่ีเปนผลจากการกระตุนผาน NF-κB ดวย flow 
cytometer 
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ผลการทดลอง 
 
1. สราง stable transfectant TLR2, TLR4 และ HEK  

เซลลท่ี stable transfect ดวย TLR plasmid มีการแสดงออกของ YFP ท่ี FL1 (รูปท่ี 1 ก-ค) 
 

  

 

 
รูปท่ี 1 HEK ท่ี stable transfect ดวย (ก)pcDNA/YFP (ข) pcDNA/hTLR2/YFP  และ 
(ค) pcDNA/hTLR4/YFP มีการเรืองแสงท่ี parameter FL1 
 

2.  เซลลท่ีคัดเลือกดวยวธิี limiting dilution มีการแสดงออกของ TLR ท่ีจําเพาะ 
Clone ท่ีเลือกจาก stable tranfect เซลลคือ HEK-TLR2, HEK-TLR4 และ HEK มีการ
แสดงออกของ TLR ท่ีจําเพาะเม่ือยอมดวย antibody ท่ีติดสารเรอืงแสง PE วิเคราะหโดย flow 
cytometer (รูปท่ี 2) 
 
 
 
 
 

ก 
 
 
 
 
ข 
 
 
 
 
 
 
ค 
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HEK-TLR2         

ก  ข  
 
HEK-TLR4 

ค ง  
HEK 

จ ฉ  

 
รูปท่ี 2 Stable clone ท่ีเลือกมีการแสดงออกของ TLR อยางจําเพาะ 
Clone HEK-TLR2 มีการแสดงออกของ TLR2 (2ก) แตไมมีการแสดงออกของ TLR4 (2ข) 
HEK-TLR4 ไมมีการแสดงออกของ TLR2 (2ค) มีการแสดงออกของ TLR4 และ HEK ไมมีการ
แสดงออกของท้ัง TLR2 และ TLR4 (2จ-ฉ) (รูปท่ีแสดงเปนหนึ่งในผลการทดสอบ 3 ซํ้าท่ีไดผล
คลายกัน) 

 
 
 
 

Anti-TLR2 

Isotype control 

Anti-TLR4 

Anti-TLR4 

Isotype control 
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3.  Keratinocyte มีการแสดงออกของ TLR2 แตไมมีการแสดงออกของ TLR4 
Keratinocyte ยอมไดดวย anti-TLR2 แตไมมีการแสดงออกของ TLR4 แมจะยอมดวย anti-
TLR4 ภายในเซลลหลัง permeabilized (รูปท่ี 3) 

 
Keratinocyte 

ก ข  
                                             Keratinocyte intracellular staining 

                          ค  

รูปท่ี 3  Keratinocyte มีการแสดงออกของ TLR2 แตไมมีการแสดงออกของ TLR4 
Keratinocyte ยอมติด anti-TLR2-PE เม่ือเทียบกับ isotype control (รูปท่ี 3ก) ไมมี
ความแตกตางของ anti-TLR4-PE กับ isotype control ท้ังบนผิวของเซลล (รูปท่ี 3ข) 
และ intracellular (รูปท่ี 3ค) 

 
4.  HEK-TLR2 และ HEK-TLR4 ตอบสนองอยางจําเพาะตอ ligand ของ TLR 

เซลลทุก clone ตอบสนองตอ TNF-α ท่ีใชเปน positive control สําหรับทดสอบการทํางานของ 

NF-κB signaling HEK-TLR2 ตอบสนองตอ TLR2 ligand คือ Pam3CysSK4 แตไมตอบสนอง
ตอ TLR4 ligand คือ ut.LPS สวน HEK-TLR4 ตอบสนองตอ TLR4 ligand แตไมตอบสนองตอ 
TLR2 ligand และ HEK ไมตอบสนองตอท้ัง TLR2 ligand และ TLR4 ligand (รูปท่ี 4) 
 
 

Anti-TLR2 

Isotype 

Anti-TLR4 

Anti-TLR4 
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รูปท่ี 4  HEK-TLR2 และ HEK-TLR4 มีความจําเพาะตอการกระตุนดวย ligand 
24 ชั่วโมงหลัง transient transfect NFkB-luciferase reporter plasmid กระตุนเซลลดวย TNF-

α 0.2 ng/ml, 100 ng/ml ของ Pam3CYSK4 และ ultrapure LPS เปนเวลา 6 ช่ัวโมง คาการ

กระตุน NF-κB เปน relative luciferase unit (RLU) เปรียบเทียบอัตราสวน NFκB firefly 
luciferase กับ internal control renilla luciferase ของกลุมทดสอบและกลุมควบคุม 
 

5.  HEK-TLR2 ตอบสนองตอการกระตุนดวยเชื้อ P. acnes 
HEK-TLR2 ตอบสนองตอการกระตุนดวยเชื้อ P. acnes เม่ือนํา HEK และ HEK-TLR2 มา
กระตุนดวย heat-killed P. acnes ท่ีความเขมขนตางๆพบวาเร่ิมมีการกระตุนเซลล HEK-TLR2 
ตั้งแตความเขมขน 100 μg/ml และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ P. acnes จะมีการกระตุนมากข้ึน
ตามลําดับ สวน HEK และ HEK-TLR4 ไมมีการตอบสนอง (รูปท่ี 5) แสดงวาเช้ือ P. acnes มี
ความจําเพาะตอ TLR2 
 

 
รูปท่ี 5 HEK-TLR2 ตอบสนองตอการกระตุนดวยเช้ือ P. acnes  
หลัง transient transfection ตามวิธใีนรูปท่ี 4 ไดกระตุน HEK, HEK-TLR2 และ HEK-TLR4 
ดวย heat-killed P. acnes ท่ีความเขมขนตั้งแต 1μg/ml ถึง 5000 μg/ml 



12 

 

 
6. วิธ ีelectroporation ดวย MicroPorator ใหผล transfection efficiency ดีกับ 

keratinocyte 
จากการหาคา pulse voltage, pulse width และ pulse number ท่ีเหมาะสมกับ keratinocyte 
ตามคําแนะนาํของผูผลิต MicroPorator พบวาเม่ือมี tranfection efficientcy สูงข้ึน (รูปท่ี 7) 
อัตรารอดของ keratinocyte จะลดลง (รูปท่ี 8) 

 
   ก       ข 

รูปท่ี 6 Electroporation pEGFP-N1 เขาเซลล keratinocyte ดวย MicroPorator  
โดยใช pulse voltage 1500 volts , pulse width 20 milisecond และ pulse number 2 ใหผล
การแสดงออกของ green fluorescence protein (GFP) หลัง 24 ช่ัวโมง วดัการเรืองแสงโดย 
flow cytometry เปรียบเทียบเซลลท่ีไมไดใช microporation (ก) กับเซลลท่ีใช microporation 
(ข) 

 
รูปท่ี 7  ผล Transfection efficiency ของ keratinocyte โดย microporator ดวย pulse 

voltage 1500 volts , pulse width 20 milisecond และ pulse number 2 ใหผลเฉล่ีย 
transfection efficiency สูงสุด โดยการวดัการเรืองแสงของเซลลท่ี transfect ดวย pEGFP-N1 
เทียบกับเซลลควบคุมท่ีไมไดใช Microporator โดยเครื่อง flow cytometry (ขอมูลท่ีแสดงเปน
การทดสอบ 3 ซํ้า) 
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รูปท่ี 8 อัตรารอดของ keratinocyte ท่ี 24 ช่ัวโมงหลัง transfection ดวย microporation  
ท่ี pulse voltage 1500 volts , pulse width 20 milisecond และ pulse number 2 มีอัตรา

รอดเฉล่ียรอยละ 67 (ขอมูลท่ีแสดงเปนการทดสอบ 3 ซํ้า ยกเวน 1600/20/2 ท่ีทดสอบเพียง 1 
ครั้ง) 

 
7.   Luciferase assay ของ keratinocyte โดย microporation ดวย reporter plasmids ท่ี

ประกอบดวย pNF-κB-Luc และ  pGL4.70 [hRLuc] (Renilla reporter) ไดผลไมคงท่ี 
ทําซํ้าไมได 

หลัง microporation keratinocyte 24 ช่ัวโมงดวย pNF-κB-Luc และ  pGL4.70 [hRLuc] 
(Renilla reporter)  ไดกระตุนดวย ligand ตางๆ หลายความเขมขน หลายระยะเวลา ปรับ
อัตราสวน reporter plasmid และ ลด voltage แตผลการทดลองท่ีไดไมคงท่ี ไดทดลองใช ligand 
ดังนี้ TNFα 2-50 ng/ml, Pam3CYSK4 100-1000 ng/ml ปรับเวลา incubation ตั้งแต 3 ชัว่โมง

ถึง 24 ชั่วโมง ปรับอัตราสวนของ reporter plasmid pNF-κB-Luc และ  pGL4.70 [hRLuc] 
จาก 10:1 ไปจนถึง 1:1 ปรับลด voltage เหลือ 1400 เน่ืองจากตอบสนองดีกวา voltage 1500 
เล็กนอย และมีเซลลตายนอยกวา 
 
แมจะกระตุน keratinocyte ดวย ligand ท่ีความเขมขนสูงแตไดคา relative luciferase ต่ํา คา
ของ Renilla ท่ีใชเปน internal control ของ transfection efficiency พบวาไดคาต่าํมากในระดับ
หลักรอยถึงหลักหม่ืนหนวย ในขณะท่ี luciferase assay ของเซลล HEK กอนหนาน้ีจะไดคาของ 
Renilla แสนหนวยข้ึนไป และหากอานเพียง blank จะไดประมาณ 50 หนวย   (ไมไดแสดง
ขอมูล) บางคร้ังคา relative luciferase activity ของ ligand ไดต่ํากวา medium ท่ีใชเปนกลุม
ควบคุม เชน relative luciferase activity ของ Pam3CYSK4 มีตั้งแต 0.66 – 9.6   (รูปท่ี 9) 
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รูปท่ี 9 ผลการกระตุน keratinocyte ท่ีใช microporator transfect reporter plasmids ท่ี

ประกอบดวย pNF-κB-Luc และ  pGL4.70 [hRLuc] (Renilla reporter) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
และกระตุนดวย TNF-α, Pam3CYSK4 และ P.acnes  อีก 24 ชั่วโมง แสดงผลท่ีมีความ
เบ่ียงเบนสูงเนื่องจากผลการทดลองแตละคร้ังแตกตางกันมาก 

 
จากผลขางตนคณะผูวิจัยคาดวา Renilla reporter ไมสามารถแสดงออกใน keratinocyte ไดดี

เหมือนกับเซลล HEK จึงไดพยายามใช reporter อ่ืนเพ่ือศึกษา NFκB signaling ใน 
keratinocyte 
 

8.  Reporter plasmid pNFκB-hrGFP แสดงการกระตุน NFκB กับ HEK แตไมสามารถ

แสดงการกระตุน NFκB กบั keratinocyte 

Reporter pNFκB-hrGFP เม่ือนําไป transfect HEK และกระตุนดวย TNF-α พบวามีการ
แสดงออกของ GFP ไดด ี(รูปท่ี 10) 
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                   ก  

                      
                   ข 

รูปท่ี 10 pNFκB-hrGFP เปน reporter ท่ีแสดงการกระตุน NFκB ไดดีกับเซลล HEK  

หลังเล้ียงเซลล HEK เปนเวลา 24 ช่ัวโมง transfect pNFκB-hrGFP ดวย transfection reagent  
GeneJuice วนัตอมากระตุนดวย TNF-α 1ng/ml เปนเวลา 24 ชัว่โมงจึงนําเซลลไปวิเคราะห
ดวย flow cytometer (ก) เซลลควบคุมมีเพียงรอยละ 1.35 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP (ข)เซลล
ท่ีกระตุนดวย TNF-α รอยละ 27.77 มีการแสดงออกของ GFP  
 

เม่ือนํา pNFκB-hrGFP มาใชกับ keratinocyte แลวไมสามารถแสดงถงึการกระตุน NFκB ของ 
keratinocyte  (รูปท่ี 11) การแสดงออกของ GFP ใน keratinocyte ท่ีกระตุนดวย TNF-α ไม
ตางจากเซลลท่ีไมไดกระตุน ตอมาพบวา GFP ของ plasmid น้ีเปนการนํา renilla มาปรับปรุง 
จึงมีความเปนไปไดวา keratinocyte ไมสามารถแสดงออกยีนของ renilla หรือ sea pansy ซ่ึง
เปนปะการังออนชนิดหน่ึง 
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                                  ก                                               ข 
 

 
รูปท่ี 11 Reporter pNFκB-hrGFP ไมสามารถแสดงการกระตุน NFκB ใน keratinocyte 

Transfect pSV2-Thy1.1 คูกับ pNκkB-hrGFP เขาไปในเซลล keratinocyte ดวย 
microporation 24 ช่ัวโมงตอมา กระตุนดวย TNF-α 1 และ 5 ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงนํา
เซลลไปยอม anti-mouse Thy1.1-APC และวิเคราะหดวย flow cytometer (ก) keratinocyte ท่ี

 
 
ค 
 
 
 
      
 
ง 
 
 
 
 
 
 
 
จ 
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ยอมดวย isotype control (ข) keratinocyte ท่ียอมดวย anti-Thy1.1-APC (ค-จ) ตอมาเลือก
เซลลท่ีมีการแสดงออก Thy1.1 ท่ีอยูใน region 1 (R1) ของ (ข) มาวิเคราะหการแสดงออก GFP 
ท่ี parameter FL1 จากการเปรียบเทียบ GFP ท่ีอยูใน R3 ของ keratinocyte ท่ี (ค)ไมไดกระตุน
พบรอยละ 10 (ง) กระตุนดวย TNF-α 1 ng/ml พบรอยละ 10  และ (จ) กระตุนดวย TNF-α 5 
ng/ml มีรอยละ 9 
 

9.  Reporter plasmid pNFκB DD tdTomato ใชแสดงการกระตุน NF-κB กับ HEK และ

แสดงการกระตุน NF-κB กับ keratinocyte ไดบาง 

pNFκB DD tdTomato เม่ือนําไป transfect เซลล HEK และกระตุนดวย TNF-α พบวามีการ
แสดงออกของสารเรืองแสงมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมไดกระตุน (รูปท่ี 12) 

                  
รูปท่ี 12 pNFκB DD tdTomato เปน reporter ท่ีแสดงการกระตุน NF-κB ของเซลล HEK 

pNFκB DD tdTomato transfect และกระตุน HEK ดวยวิธีเดียวกับรปูท่ี 10 (ก) เซลลท่ีไมมี
การกระตุนพบการเรืองแสงใน R1 รอยละ 3.14  (ข) เซลลท่ีกระตุนดวย TNF-α 1ng/ml 24 
ชั่วโมงมีการเรืองแสงใน R1 รอยละ 16.91 
 

เม่ือนํา pNFκB DD tdTomato ไปทดสอบ NF-κB เบ้ืองตนกับ keratinocyte พบวาเซลลท่ีถูก
กระตุนดวย TNF-α 10 ng/ml 24 ช่ัวโมง มีการแสดงออกของสารเรืองแสงมากกวาเซลลท่ีไมได

ก 
 
 
 
 
 
 
 
ข 
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กระตุน (รูปท่ี 13) ผลการทดสอบน้ีเปนการทดสอบเบ้ืองตนท่ีตองทําซํ้าและกระตุนดวย 
Pam3CYSK4 และ P.acnes  ตอไป 

                     
รูปท่ี 13 Reporter pNFκB DD tdTomato แสดงการกระตุน NF-κB ใน keratinocyte  

Transfect pSV2-Thy1.1 คูกับ pNFκB DD tdTomato เขา keratinocyte ดวย microporation 
24 ชั่วโมงตอมากระตุนดวย TNF-α 10ng/ml อีก 24 ชั่วโมงจึงนําเซลลมายอมดวย anti-
Thy1.1-APC และวิเคราะหดวย flow cytometer  (ก) เซลลท่ียอมดวย isotype control (ข) 
เซลลท่ียอมดวย anti-Thy1.1  เลือกเซลลท่ีไดรับ transfect โดยมีการแสดงออก Thy1.1ใน R1 
และนํามาวิเคราะห reporter plasmid tdTomato ท่ี parameter FL2 (ค และ ง) (ค) เซลลท่ีไมได
กระตุนพบรอยละ 10.57 (ง) เซลลท่ีกระตุนดวย TNF-α พบรอยละ 19.80  

ก 
 
 
 
 
 
ข 
 
 
 
 
 
 
ค 
 
 
 
 
 
ง 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสาํหรับงานวิจัยในอนาคต 
 
1. สรุป  

-ยืนยันวา keratinocyte มีการแสดงออกของ TLR2 แตไมมีการแสดงออกของ TLR4  
-ยืนยันวา เช้ือ P.acnes สามารถกระตุน TLR2 โดยไมสามารถกระตุน TLR4 
-วิธ ีtransfect plasmid เขาเซลล keratinocyte ท่ีไดผลดีคือ microporation 

-การทดสอบเบ้ืองตนพบวาวิธ ีmicroporation ดวย reporter plasmid pNFκB DD tdTomato 

และ pSV2-Thy1.1 สามารถใชตรวจสอบการกระตุน NF-κB signaling ใน keratinocyte 
 
2.  วิจารณผลการทดลอง 

-Renilla reporter อาจจะไมเหมาะกับเซลล keratinocyte 

Luciferase assay ของ keratinocyte ท่ีใช pNF-κB-Luc และ  pGL4.70 [hRLuc] เปน reporter 
plasmid (รูปท่ี 9) ใหผลการทดลองท่ีแตกตางกันในแตละครั้งท่ีทําซํ้า อาจเปนเพราะมีการ
แสดงออกท่ีต่ํามากของ internal control สําหรับ tranfection efficiency ซ่ึงเปน Renilla 

reporter ใน pGL 4.70 ประกอบกับ pNFκB-hrGFP ซ่ึงเปนยีนของสารเรืองแสงท่ีพัฒนามาจาก 
Renilla ไมมีการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนใน keratinocyte เม่ือเทียบกับเซลลท่ีไมไดกระตุน (รูปท่ี 11) 
ยีนเรืองแสงของ Renilla ซ่ึงมาจาก sea pansy คือปะการังออนชนิดหน่ึง อาจจะไมสามารถ
แสดงออกใน keratinocyte 

 
-การตอบสนองของ primary human cells อาจตางกับ transformed cells ท่ีนิยมใชในการวิจัย 
Primary human cell ในท่ีน้ีคือ keratinocyte อาจจะมีความแตกตางกับ HEK ท่ีเปน 
transformed cell line ท่ีนิยมใชในการวิจัย เน่ืองจาก HEK transfect plasmidไดงาย สามารถ
ศึกษาการตอบสนองทํางานของยีนท่ีสนใจไดเปนอยางดี  แตใน keratinocyte การ transfect ทํา
ไดยาก และการตอบสนองของเซลลมองเห็นผลไมเห็นชัดเจนเหมือนกับ HEK อาจเปนเพราะใน 
primary cell มีโครงขายส่ือสัญญานภายในเซลลหลายสวนทํางานเชือ่มโยงกัน อาจจะมีการ
ยับย้ังการกระตุนท่ีเกินความจําเปน หรือ keratinocyte อาจใชสื่อสัญญานภายในเซลลอ่ืนเปน
หลักตางจากท่ีพบใน HEK 
 

3.  ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
-ในการศึกษาการตอบสนองของ TLR ใน primary human keratinocyte ควรศึกษาสื่อสัญญา

นภายในเซลลอ่ืนนอกจาก NFκB เชน MAPK signaling pathway 
 
ภาคผนวก - 
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ผลผลติ (output) จากโครงการวิจัยท่ีไดรับทุนจาก สกว. 
 

เสนอผลงานในท่ีประชุมวิชาการ 3rd Asia Pacific Dermatology Symposium, 4-5  March 
2009, Pullman King Power Hotel, Bangkok, Thailand 
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