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บทคัดย่อ 

การอักเสบเป็นส่ิงส าคัญในการซ่อมแซมเนื้อเย่ือและเป็นส่วนส าคัญในการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีน การศึกษาข้อมูลการแสดงออกของยีนหลายหมื่นยีนพร้อมกันภายใต้สภาวะท่ีสนใจโดยใช้เทคโนโลยีไมโคร
อาร์เรย์ เป็นส่ิงส าคัญส าหรับการท าความเข้าใจกลไกทางชีวเคมีของการอักเสบ ในปัจจุบันฐานข้อมูลและ
เครื่องมือต่าง ๆ ในด้านชีวสารสนเทศนั้นมีมากมายส าหรับการน าไปใช้เพื่ออธิบายกลไกการตอบสนองต่อการ
อักเสบ ในงานวิจัยนี้ท าการศึกษาข้อมูลไมโครอาร์เรย์ของการตอบสนองการอักเสบในเซลล์แมโครฟาจ RAW 
264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยอาศัยการวิเคราะห์ด้วยเครือข่ายท่ีแตกต่างกันสามเครือข่าย ได้แก่ เครือข่าย
การควบคุมการแสดงออกของยีน เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน และเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน
โดยท าการตรวจสอบท่ี 4 ช่วงระยะเวลาของการตอบสนองการอักเสบซึ่งจะท าการคัดเลือกเครือข่ายย่อยและ
แปลผลทางชีวภาพ โดยกระบวนการของวิถีพาธเวย์ NF-B มีการแสดงออกในช่วงเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมง เมื่อ
เวลา 8 และ 18 ช่ัวโมงวิถีการตอบสนองการอักเสบหลากหลายวิถีเกิดข้ึน จากกระบวนการวิเคราะห์เครือข่าย
ข้างต้น จะท าการคัดเลือกเครือข่ายย่อยเพื่อน ามาใช้เป็นต้นแบบเพื่อช่วยในการตัดสินใจและอธิบายกลไกการ
ต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรส าหรับการตรวจสอบผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการต่อไป 
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Abstract 

Inflammation is important in tissue repair and is an important part in stimulating gene 
expression. Study of gene expression data for tens of thousands of genes simultaneously 
under favorable conditions using microarray technology is important for better systematic 
understanding biochemical mechanism of inflammation. At present, databases and tools in 
bioinformatics approach are abundant for applying to explain the mechanism of 
inflammatory response. In this study, inflammatory response from microarray data in LPS-
stimulated RAW264.7 macrophage was analyzed with three difference networks such as gene 
regulatory network, co-expression network and protein-protein interaction network. 
Inflammatory modules of 4 time points of LPS-stimulated macrophage microarray data were 
selected and interpreted their biological function. The process of the NF-KB pathway was 
differentially expressed at 3 and 6 hours. At 8 and 18 hours, all of the major pathways of 
inflammatory response were occurred. From the above process, the selected subnetwork 
can be used as a prototype model to help make decisions and explain the anti-
inflammatory mechanisms of the active ingredient from medicinal plants that are important 
in the future for further examination of laboratory results. 
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BIND   Biomolecular interaction network database 

cAMP   Cyclic adenosine monophosphate 

CD3E   T-cell surface glycoprotein CD3 epsilon chain 

CD79A   B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha chain 

COX-2   Cyclooxygenase-2 

DDBJ   The dna data bank of japan database 

DIP   Database of interacting proteins 

EMBL   The european molecular biology laboratory database  

eNOS   Endothelial nitric oxide synthase 

ERG   Erythroblast transformation-specific-related gene 

FAG-EC Fast agglomerate algorithm for mining functional modules based on 
the edge clustering coefficients 

GeneMANIA  The GeneMANIA prediction server 

GSK-3β  Glycogen synthase kinase 3 beta 

HC gp-39  Human cartilage glycoprotein 39  

I2D   Interologous interaction database 

IFN   Interferon 

IFNβ   Interferon Beta 

IFNγ   Interferon gamma 

IKKα   Inhibitor of κB kinase alpha 

IKKβ   Inhibitor of κB kinase beta 

IKKγ    Inhibitor of κB kinase gamma (NEMO) 

IL-1   Interleukin-1 

IL-2 family  Interleukin-2 family 
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IRF3   Interferon (IFN)-regulatory factor 3 

I𝜅B kinase  Inhibitor of nuclear factor κB kinase 

JAK2   Janus kinase2 

KEGG pathway = Kyoto encyclopedia of genes and genomes pathaway database 

MAL Myeloid differentiation primary-response gene 88 (MyD88)-adaptor-like 
protein 

MAP3K7  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 

MatrixDB  The extracellular matrix interaction database 

MCP-1   Monocyte chemoattractant protein-1 

MEK1/2  MAP kinase kinase 

MINT   Molecular interaction database 

MKK3/6  MAP kinase kinase 

MKK4/7   MAP kinase kinase 

MPIDB   The microbial protein interaction database 

MyD88   Myeloid differentiation primary response 88 

OMIM   Online mendelian inheritance in man database 

p50   Nuclear factor-kappa B p50 subunits 

p65   Nuclear factor-kappa B p65subunits 

p70S6K   P70 S6 kinase 

Pfam    Protein families database 

PI3K   Phosphoinositide 3-kinases 

PINA   Protein Interaction Network Analysis database 

PRKCQ   Protein kinase C theta 

SMAD3   Mothers against decapentaplegic homolog 3 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวิจัย 
เซลล์แมคโครฟาจเป็นเซลล์หน้าด่านในระบบภูมิคุ้มกันเพื่อการป้องกันการบุกรุกของส่ิงแปลกปลอม

หรือเช้ือจุลินทรีย์จากภายนอก โดยจะประกอบไปด้วยกลไกการจดจ าส่ิงแปลกปลอมผ่านตัวรับสัญญาณท่ี
จดจ ารูปแบบ (pattern recognition receptors, PRRs) ท่ีจะเข้าจับอย่างจ าเพาะกับส่วนประกอบของ
จุลินทรีย์หรือส่ิงแปลกปลอม ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide, LPS) เป็นส่วนประกอบของ
แบคทีเรียแกรมลบซึ่งเป็นส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกจดจ าโดยโปรตีนกลุ่มโทลล์ (toll-like receptor, TLR) ชนิด 
TLR4 ท่ีจะส่งผ่านสัญญาณเพื่อกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของแมคโครฟาจโดยการปลดปล่อยสารประกอบ
ไซโตไคน์ (cytokines) และเคโมไคน์ (chemokines) ท่ีจะส่งผลเหนี่ยวน าให้เซลล์อื่นท่ีเกี่ยวข้องในระบบ
ภูมิ คุ้มกันเกิดการแสดงออกร่วมกันในการจ ากัดการแพร่กระจายการติดเช้ือแบคทีเรีย (Foster และ 
Medzhitov, 2009) โดยการแสดงออกดังกล่าวส่วนหนึ่งจะก่อให้เกิดการอักเสบแก่เนื้อเยื่อข้างเคียงอัน
เนื่องมาจากเสียสมดุลของภาวะธ ารงดุล (homeostatic imbalance) เนื่องจากมีการผลิตสารส่ือกลางบาง
ชนิด เช่น แบรดีไคนิน (bradykinin), เซโรโทนิน (serotonin), ฮิสตามีน (histamine), พรอสตาแกรนดินส์ 
(prostaglandins, ตัวอย่างเช่น PGE2), ลิวโคเตรียน (leukotrienes) และไนตริกออกไซด์ (nitric oxide, NO) 
(Mequanint, 2011) ซึ่งการอักเสบท่ีเกิดขึ้นนั้นสามารถก่อให้เกิดโรคอักเสบเรื้อรังท่ีเกี่ยวข้องได้อย่าง
หลากหลายชนิดจากการศึกษาในโมเดลของหนู ซึ่งประกอบไปด้วย โรคล าไส้อักเสบโครห์น (Crohn’s 
disease), โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis), โรคหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis), โรคเบาหวาน (diabetes), 
และ มะเร็งตับ (liver cancer) (Karin,  2006) การบรรเทาอาการหรือผลจากการอักเสบท่ีเกิดขึ้นสามารถท า
ได้โดยการใช้สารท่ีมีฤทธิ์ต้านทานการอักเสบ โดยการศึกษาท่ีเกี่ยวข้องกับการต้านทานการอักเสบท่ีเกิดขึ้น 
นิยมใช้เซลล์ไลน์แมคโครฟาจ RAW 264.7 (mouse leukaemic monocyte macrophage cell line) ซึ่ง
เป็นเซลล์ไลน์ท่ีนิยมใช้เป็นโมเดลเพื่อศึกษาฤทธิ์การต้านทานการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากธรรมชาติ      
(de Mejia และ Dia, 2009; Uto, 2012; Srisook, 2012; และ Buapool, 2013) เนื่องจากเป็นเซลล์ท่ีผ่าน
การเพาะเล้ียง มีการพัฒนา และด ารงสายพันธุ์มาอย่างต่อเนื่องเพื่อใช้ในการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการ
เซลล์ต้ังแต่ปี ค.ศ. 1978 โดย Raschke และคณะ (Raschke, 1978) 

 การท าความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อ 
LPS และกลไกท่ีเกิดขึ้นจากการออกฤทธิ์ต้านทานการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากธรรมชาติ สามารถ
ตรวจสอบได้ในภาพรวมโดยอาศัยวิธีการทางชีววิทยาระบบเชิงบูรณาการ (integrative systems biology) ซึ่ง
เป็นการศึกษาในแบบสหวิทยาการเพื่อพิจารณาปฏิสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุลภายในระบบทางชีวภาพ โดยอาศัย
การติดตามและตรวจวัดชีวโมเลกุลท้ังระบบท่ีมีการแสดงออกภายใต้สภาวะท่ีศึกษา โดยใช้กระบวนการและ
เครื่องมือทางชีวภาพสารเทศท่ีเกี่ยวข้อง ซึ่งการตรวจวัดดังกล่าวจะท าให้ได้ข้อมูลการแสดงออกของชีวโมเลกุล
เป็นจ านวนมากในการตรวจวัดพร้อมกันเพียงครั้งเดียว (Kitano, 2002) ปัจจุบันได้มีการพัฒนาฐานข้อมูล
ฐานข้อมูลสาธารณะท่ีรวบรวมข้อมูลการแสดงออกของยีน (Edgar, 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
geo/) ท่ีสามารถตรวจพบและดาวน์โหลดข้อมูลการตรวจวัดการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาการ
ตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อ LPS ท่ีมีการศึกษาตามช่วงเวลาการ
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ตอบสนองการอักเสบท่ีแตกต่างกัน (Comer, 2006; Shell, 2005; Hammer, 2010 และ Schott, 2014) ซึ่ง
สามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับการตรวจสอบการตอบสนองท่ีเกิดขึ้นด้วยวิธีการทางชีววิทยาเชิง
ระบบท่ีเกี่ยวข้องได้ โดยสามารถน ามาคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญต่อการตอบสนองในแต่ละช่วงเวลาโดย
อาศัยเครื่อ งมื อการท าเหมื อ งข้ อมู ลออน ไลน์  ArrayMining (http://www.arraymining.net/R-php-
1/ASAP/microarrayinfobiotic.php) (Glaab, 2009) การสืบค้นกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการ
อัก เสบด้วยโปรแกรมการท า เหมื อ งข้อมู ลแบบเทกซ์  (text-mining) PolySearch (http://wishart. 
biology.ualberta.ca/polysearch/) (Cheng, 2008) หรือการตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนภายใต้
ฐานข้อมูลยีนออนโทโลยี ท่ีถูกบรรจุอยู่ในฐานข้อมูลออนไลน์ DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/ 
home.jsp) (Huang, 2009) การสร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนจากข้อมูลทรานสคริป
ชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ (Nilsson, 2006; Ravasi, 2007 และ Weintz 2010) 
และข้อมูลของยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบ (Rutledge, 2012 และ Mages, 2008) รวมท้ังข้อมูลทรานสคริป
ชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ีสามารถดาวน์โหลดได้จากฐานข้อมูลสาธารณะ Integrated Transcription 
Factor Platform, ITFP (Zheng, 2008; http://itfp.biosino. org/itfp/) การสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์
การแสดงออกของยีนเพื่อค้นหากลุ่มยีนท่ีมีการแสดงออกสอดคล้องกับลักษณะท่ีสนใจคือการตอบสนองการ
อักเสบ โดยอาศัยการประมวลผลด้วยโปรแกรมเฉพาะด้านท่ีเกี่ยวข้อง (Ng, 2006 และ Skinner, 2011) และ
การเปรียบเทียบกับข้อมูลปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (protein-protein interaction, PPI) จากฐานข้อมูล
สาธารณะ BioGrid (Chatr-Aryamontri, 2012) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นก็สามารถน ามาสร้างเป็นต้นแบบ
ของเครือข่ายการส่งผ่านสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบ เพื่อน ามาใช้เป็นแนวทางในการ
ออกแบบการทดลองท่ีเหมาะสมต่อการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อให้เข้าใจการ
ท างานหรือกลไกของสารเหล่านี้ได้ดีมากยิ่งขึ้น 

 การวิจัยครั้งนี้จะด าเนินการเพื่อคัดเลือกขั้นตอนท่ีเหมาะสมของการท างานโดยอาศัยวิธีการ เครื่องมือ 
และฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง ส าหรับน ามาใช้ในการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการอักเสบ
ในเซลล์แมคโครฟาจของหนู โดยใช้เซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS เป็นโมเดลของการ
อักเสบท่ีเกิดขึ้น โดยจะเริ่มต้นด าเนินการวิจัยด้วยการรวบรวมและเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีมีต่อ LPS ตามช่วงเวลา (Shell, 
2005 ; Comer, 2006 ; Hammer, 2010 และ Schott, 2014) ก่อนจะน ามาท าการคัดเลือกยีนหลักท่ี
แสดงออกอย่างเด่นชัดในแต่ละช่วงเวลาโดยอาศัยโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูลออนไลน์ เช่น ArrayMining 
(Glaab, 2009) ก่อนน าผลท่ีได้มาตรวจสอบและเปรียบเทียบกับข้อมูลยีนท่ีได้จากการสืบค้นโดยโปรแกรมการ
ท าเหมืองข้อมูลแบบเทกซ์ เช่น PolySearch (Cheng, 2008) และการตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนตาม
ฐานข้อมูลยีนออนโทโลยี เช่น DAVID (Huang, 2009) ก็จะท าให้ได้รายช่ือของกลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญต่อการ
ตอบสนองการอักเสบในแต่ละช่วงเวลา ส าหรับข้อมูลแบบแผนการแสดงออกของยีนตามช่วงเวลาจะถูก
น ามาใช้ในการค้นหาทรานสคริปชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยอาศัย
โปรแกรม ตัวอย่างเช่น Dynamic Regulatory Events Miner (DREM) (Schulz, 2012) และการค้นหา
ความสัมพันธ์ของแบบแผนการแสดงออกระหว่างยีนโดยโปรแกรม ตัวอย่างเช่น Cladist (Fukuchi, 2009) ท่ี
จะท าให้ได้เครือข่ายการควบคุมการแสดงของยีน (gene regulatory network) และเครือข่ายการแสดงออก
ร่วม (co-expression network) ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ ตามล าดับ ต่อจากนั้นจะน า
เครือข่ายท่ีได้มาวิเคราะห์ร่วมกันกับเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (Chatr-Aryamontri, 2012) กับ
ข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบตามช่วงเวลา (Comer, 2006; Shell, 
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2009; Hammer, 2010 และ Schott, 2014) โดยใช้โปรแกรมการวิเคราะห์ แสดงผล และแปรผลเครือข่าย 
ตัวอย่างเช่น Cytoscape (Cline, 2007) ซึ่งประกอบไปด้วยโปรแกรมปล๊ักอินท่ีนิยมใช้กันเป็นจ านวนมากซึ่ง
เหมาะสมกับลักษณะงานท่ีหลากหลายรูปแบบ (Saito, 2012) จากเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการอักเสบในเซลล์
แมคโครฟาจหนูท่ีได้สามารถน าไปใช้ในการตัดสินเพื่อการออกแบบการทดลองเพื่อทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
การอักเสบของสารสกัด เช่น สารออกฤทธิ์จากใบขลู่ท่ีได้ผ่านการตรวจสอบในห้องปฏิบัติการและได้มีการ
รายงานฤทธิ์การต้านทานการอักเสบมาแล้ว (Srisook, 2012; และ Buapool, 2013) เพื่อพัฒนาเป็นต้นแบบ
ส าหรับการศึกษาในล าดับถัดไป และขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีได้ก็สามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการค้นหา
เครือข่ายท่ีตอบสนองต่อสภาวะอื่นท่ีสนใจต่อไป  

 

1.2  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1. เพื่อตรวจสอบขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการ

อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS โดยอาศัยวิธีการ เครื่องมือ และ
ฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง 

2. เพื่อพัฒนาเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบท่ีได้น ามาใช้เป็นโมเดลต้นแบบเพื่อช่วยตัดสินใจใน
การศึกษาและอธิบายกลไกการต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรไทยท่ีส าคัญใน
อนาคตได้ 

 

1.3  ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
1. สืบค้นข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโคร

ฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา จากฐานข้อมูลสาธารณะ แล้วน าข้อมูลท่ี
ปรับแต่งและเตรียมความพร้อม เพื่อท าการค้นหากลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบใน
แต่ละช่วงเวลา แล้วน ารายช่ือของกลุ่มยีนท่ีได้มาตรวจสอบกลไกการตอบสนองการอักเสบผ่าน
เครือข่ายการส่งผ่านสัญญาณระดับโมเลกุลท่ีเกิดจากการบูรณาการข้อมูลของ เครือข่ายการควบคุม
การแสดงออก เครือข่ายการแสดงออกร่วม เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน และข้อมูลการ
แสดงออกของยีนท่ีตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS 
ตามช่วงเวลา  

2. น าเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS ท่ีได้ 
มาตรวจสอบกับข้อมูลการทดสอบสารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบหลากหลายชนิด เพื่อพัฒนาเครือข่าย
ท่ีได้ส าหรับการน าไปใช้ในการเป็นโมเดลต้นแบบเพื่อช่วยตัดสินใจในการศึกษาและอธิบายกลไกการ
ต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์บางชนิด  
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1.4  ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ  
1. ได้ขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองการอักเสบในเซลล์

แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS ได้ 
2. ได้เครือข่ายท่ีตอบสนองการอักเสบเพื่อน ามาใช้อธิบายกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ

ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS ได้ 
3. เผยแพร่องค์ความรู้ และบทความวิจัย ในรูปแบบส่ิงตีพิมพ์และงานประชุมวิชาการในระดับชาติและ/

หรือนานาชาติ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎี และงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  ทฤษฎี สมมุติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  
การอักเสบอันเนื่องมาจากการติดเช้ือเป็นอีกสาเหตุหลักท่ีส่งผลต่อการเกิดโรคเรื้อรังท่ีหลากหลายใน

มนุษย์ ซึ่งประกอบไปด้วย โรคล าไส้อักเสบโครห์น (Crohn’s disease), โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis), โรคหลอด
เลือดแข็งตัว (atherosclerosis), โรคเบาหวาน (diabetes), และ มะเร็งตับ (liver cancer) (Karin,  2006) 
การศึกษาท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบส่วนใหญ่มักเริ่มการศึกษาโดยการใช้เซลล์แมคโครฟาจท่ีเป็นเซลล์แรกใน
ระบบภูมิคุ้มกันท่ีมีมาแต่ก าเนิดท่ีจะเริ่มต้นกลไกเพื่อการป้องกันการบุกรุกของส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือจุลินทรีย์
จากภายนอก โดยเซลล์ต้นแบบท่ีนิยมใช้ในการศึกษาการอักเสบก็คือเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 
(Raschke, 1978) ซึ่งศึกษาในระบบการตอบสนองต่อ ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide, LPS) ท่ี
เป็นส่วนประกอบของแบคทีเรียแกรมลบซึ่งเป็นส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกจดจ าโดยโปรตีนกลุ่มโทลล์ ( toll-like 
receptor, TLR) ชนิด TLR4 ท่ีจะส่งผ่านสัญญาณเพื่อกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของแมคโครฟาจโดยการ
ปลดปล่อยสารประกอบไซโตไคน์ (cytokines) และเคโมไคน์ (chemokines) ท่ีจะส่งผลเหนี่ยวน าให้เซลล์อื่นท่ี
เกี่ยวข้องในระบบภูมิคุ้มกันเกิดการแสดงออกร่วมกันในการจ ากัดการแพร่กระจายการติดเช้ือแบคทีเรีย 
(Foster และ Medzhitov, 2009) เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เป็นเซลล์ไลน์ของหนูท่ีนิยมใช้เป็นโมเดล
ต้นแบบ ส าหรับใช้ในการศึกษาฤทธิ์การต้านทานการอักเสบของสารสกัดจากธรรมชาติ (de Mejia และ Dia, 
2009; Uto, 2012; Srisook, 2012; และ Buapool, 2013) ดังนั้นการศึกษาและเรียนรู้กลไกในระดับโมเลกุล
อย่างเป็นระบบในการตอบสนองต่อการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อส่ิงแปลกปลอมท่ีใช้
ในการทดสอบก็คือ LPS ก็เป็นอีกส่วนหนึ่งท่ีจะท าให้สามารถท าความเข้าใจภาพรวมของการตอบสนองท่ี
เกิดขึ้นได้ เพื่อน าไปอธิบายกลไกท่ีควรจะเกี่ยวข้องเมื่อมีการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากธรรมชาติ
ชนิดต่างๆ ว่าการต้านทานหรือการยับยั้งท่ีเกิดขึ้นนั้นเกิดขึ้นได้ท่ีบริเวณใด เวลาใด และอย่างไร ซึ่งจะท าให้
สามารถน าไปสู่การพัฒนาตัวยาหรือสารออกฤทธิ์ที่ส่งผลต่อการต้านการอักเสบท่ีมีประสิทธิภาพได้ในอนาคต
ต่อไป 

 ชีววิทยาเชิงระบบโดยกระบวนการทางชีวสารสนเทศ เป็นการศึกษาส่ิงมีชีวิตโดยอาศัยข้อมูลระดับ
จีโนมในการออกแบบการตรวจวัดชนิดและปริมาณของชีวโมเลกุลท่ีมีการแสดงออกในระดับต่างๆ เช่น การ
ตรวจวัดชนิดและปริมาณการแสดงออกของยีนโดยการตรวจวัดระดับอาร์เอ็นเอ และโปรตีน หรือการตรวจวัด
ชนิดและปริมาณการแสดงออกของเมตาบอไลต์  เพื่อน ามาศึกษาผลของการเปล่ียนแปลงหรือการตอบสนอง
ของสภาวะท่ีศึกษา ซึ่งจะท าให้ได้ข้อมูลการแสดงออกของชีวโมเลกุลในแต่ละชนิดอย่างเป็นระบบ ท าให้เรา
สามารถท าความเข้าใจและอธิบายกลไก รวมถึงวิถีการส่งผ่านสัญญาณระดับโมเลกุลได้ครบถ้วนสมบูรณ์ดีขึ้น
กว่าการศึกษาชีวโมเลกุลในแบบด้ังเดิมท่ีเป็นการศึกษาผลการเปล่ียนแปลงหรือการตอบสนองของชีวโมเลกุล
เพียงชนิดเดียวหรือกลุ่มเดียว (Kitano, 2002) ซึ่งการตรวจวัดการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ นั้น 
เทคโนโลยีไมโครอาร์เรย์เป็นเทคโนโลยีท่ีได้รับความนิยมเนื่องจากสามารถศึกษาการแสดงออกของยีนจ านวน
เป็นหลักหมื่นยีนในช่วงเวลาเดียวกัน โดยการตรวจวัดชนิดและปริมาณของอาร์เอ็นเอ ของยีนท้ังหมดภายใต้
สภาวะท่ีสนใจ (Miller and Tang, 2009) ซึ่งการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีมีอย่างรวดเร็วและเป็นท่ีนิยมในการใช้
งาน จึงท าให้มีการสร้างข้อมูลจากการใช้งานไมโครอาร์เรย์ภายใต้สภาวะต่างๆ อยู่เป็นจ านวนมาก และมีการ
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เก็บรวบรวมข้อมูลการแสดงออกของยีนด้วยไมโครอาร์เรย์เหล่านี้ในฐานข้อมูลสาธารณะซึ่งเป็นฐานข้อมูลเปิด
ท่ีนักวิจัยโดยท่ัวไปสามารถเข้าไปดาวน์โหลดเพื่อน าไปใช้ในการศึกษาวิจัยได้ ตัวอย่างเช่น ฐานข้อมูลสาธารณะ 
Gene Expression Omnibus, GEO (Edgar, 2002 , http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) โดยสามารถ
ตรวจสอบพบข้อมูลไมโครอาร์เรย์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการศึกษาการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW 264.7 ท่ีมีต่อ LPS และทดสอบการออกฤทธิ์ของ Bacillus anthracis edma toxin (GSE4712 ; 
Comer, 2006) การทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช Hypericum perforatum (GSE21841 ; 
Hammer, 2010) และการตรวจสอบบทบาทของยีน CstF-64 ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ 
(GSE2002; Shell, 2005) ท่ีสามารถคัดเลือกข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในตัวอย่างท่ีเกี่ยวข้องซึ่งมีการศึกษาการ
ตอบสนองการอักเสบตามช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง มาใช้ในการสร้างเครือข่ายท่ีเกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองการอักเสบได้ นอกจากนี้ล่าสุดได้มีการตีพิมพ์และเผยแพร่ข้อมูลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน
โดยอาศัยเทคโนโลยีการหาล าดับเบสยุคใหม่ (next generation sequencing, NGS) (Schendure and Ji, 
2008) โดยอาศัยเทคนิค RNA-seq ในการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
การอักเสบในเซลล์ RAW264.7 ท่ีมีต่อการกระตุ้นด้วย LPS ในช่วงเวลาสองช่ัวโมงแรก โดยแบ่งเวลาการ
ตรวจวัดท่ี 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, และ 120 นาที (Schott, 2014) ซึ่งข้อมูลชุดนี้ก็ถูกบรรจุอยู่ใน
ฐานข้อมูลสาธารณะ GEO (Edgar, 2002) ด้วยเช่นกัน โดยเราสามารถน าข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีได้มา
คัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญต่อการตอบสนองในแต่ละช่วงเวลาโดยอาศัยเครื่องมือการท าเหมืองข้อมูล
ออนไลน์ ArrayMining (Glaab, 2009) แล้วน ามาตรวจสอบกับรายช่ือของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการ
อักเสบท่ีผ่านการสืบค้นด้วยโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูลแบบเทกซ์ (text-mining) PolySearch (Cheng, 
2008) หรือการตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนภายใต้ฐานข้อมูลยีนออนโทโลยี (Gene Ontology, GO) ท่ี
ถูกบรรจุอยู่ในฐานข้อมูลออนไลน์ DAVID (Huang, 2009) เพื่อจะท าให้ได้กลุ่มยีนท่ีมีบทบาทต่อการตอบสนอง
การอักเสบในแต่ละช่วงเวลาอย่างแท้จริง 

 ส่วนข้อมูลเชิงระบบของทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการ
อักเสบก็สามารถค้นหาได้จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง  (Nilsson, 2006; และ Ravasi,2007) โดย Weintz และ
คณะ (2010) ได้รายงานถึงการควบคุมในระดับการถอดรหัสโดยกลุ่มของทรานสคริปชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้อง
กับการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจระหว่ างท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS (รูปท่ี 1) ซึ่งเป็น
การศึกษาฟอสโฟโปรตีโอมของแมคโครฟาจท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ท าให้สามารถตรวจพบการตอบสนอง
โดยรวมของฟอสโฟโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการส่วนผ่านสัญญาณของโปรตีนในการตอบสนองของเซลล์แมคโคร
ฟาจท่ีมีต่อ LPS (Weintz, 2010) 
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ภำพท่ี 2-1  กลไกการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการถูกกระตุ้นของ LPS ท่ีมีต่อ

เซลล์แมคโครฟาจจากการตรวจวัดโปรตีนทั้งหมดท่ีมีการเติมหมู่ฟอสเฟตหรือฟอสโฟโปรตีโอม 
(Weintz, 2010) 

 

ใน ส่วนข้อมูลของยีน ท่ีตอบสนองต่อการอักเสบนอกจากการสืบค้นจากโปรแกรมออนไลน์ 
PolySearch (Cheng, 2008) แล้ว ก็สามารถตรวจสอบได้จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง ตัวอย่างเช่นข้อมูลของ 
Rutledge และคณะ (2012) ท่ีกล่าวถึงผลการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจท่ีมีต่อ LPS ท่ีได้จากการเตรียม
ด้วยวิธีการท่ีแตกต่างกันโดยการใช้ไมโครอาร์เรย์เป็นวิธีการตรวจวัดการแสดงออกของยีนก่อนท่ีจะยืนยันผล
ของยีนบางกลุ่มด้วย quantitative real-time RT-PCR (Rutledge, 2012) ซึ่ งจะพบว่ายีน ท่ีแสดงออก
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบระหว่างการมีกับไม่มี LPS ส่วนหนึ่งจะอยู่ในพาธเวย์ท่ีเกี่ยวข้องกับ 
IL-6 signaling, Interforn signaling, NF-kB signaling, p38MAPK signaling, และ Apoptosis signaling 
ซึ่งเป็นพาธเวย์ท่ีมีการรายงานกันมาอย่างต่อเนื่องว่าเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบเมื่อมีการทดสอบ
กับเซลล์แมคโครฟาจด้วย LPS (Mages, 2008) ต่อจากนั้นข้อมูลของทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบท่ีได้จะน ามาจัดกลุ่มเพื่อสร้างเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบโดย
อาศัยข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ีสามารถดาวน์โหลดได้จากฐานข้อมูลสาธารณะ 
Integrated Transcription Factor Platform, ITFP (Zheng, 2008; http://itfp.biosino.org/itfp/) ซึ่ งจะ
ท าให้ได้เครือข่ายของทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบ 
ก่อนท่ีจะน าไปบูรณาการร่วมกันกับเครือข่ายท่ีได้จากข้อมูลไมโครอาร์เรย์เพื่อเพิ่มความถูกต้องของการส่งผ่าน
สัญญาณในข้อมูลระดับยีนและโปรตีนเพิ่มมากขึ้น แล้วน าเครือข่ายท่ีได้น าไปตรวจสอบและเปรียบเทียบเชิง
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ชีวภาพกับข้อมูลท่ีได้จากแหล่งอ้างอิงท่ีเป็นบทความวิชาการท่ีน่าเช่ือถือ (Medzhitov และ Horng, 2009; 
และ Foster และ Medzhitov, 2009) ดังแสดงในรูปท่ี 2 ท่ีแสดงถึงส่วนหนึ่งของวิถีการส่งผ่าน TLR 4 ท่ี
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์แมคโครฟาจท่ีจะส่งผ่านโมเลกุลอะแดปเตอร์ท่ีส าคัญสองชนิดคือ 
MyD88 และ TRIF 

 ส าหรับข้อมูลแบบแผนการแสดงออกของยีนตามช่วงเวลาจะถูกน ามาใช้ในการค้นหาทรานสคริป
ชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยอาศัยโปรแกรม Dynamic Regulatory 
Events Miner หรือ DREM (Schulz, 2012) ท่ีจะท าให้ได้เครือข่ายการควบคุมการแสดงของยีน (gene 
regulatory network) และการตรวจสอบความสัมพันธ์ของแบบแผนการแสดงออกของยีนโดย Pearson 
Correlation Coefficient (PCC) ภายใต้โปรแกรม Cladist (Fukuchi, 2009) ก็จะท าให้ได้เครือข่ายการ
แสดงออกร่วม (co-expression network) ซึ่งจะน าเครือข่ายท้ังสองข้างต้นมาวิเคราะห์ร่วมกันกับเครือข่าย
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (Chatr-Aryamontri, 2012) กับข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองการอักเสบตามช่วงเวลาท่ีได้จากฐานข้อมูลสาธารณะ (Comer, 2006; Shell, 2009; Hammer, 
2010 และ Schott, 2014) โดยใช้โปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) ในการวิเคราะห์ข้อมูลเครือข่ายและ
การแปลผลท่ีเกี่ยวข้องโดยอาศัยโปรแกรมปล๊ักอินท่ีบรรจุภายใน (Saito, 2012) เมื่อสามารถค้นพบและจัด
กลุ่มยีนท่ีอยู่ภายใต้เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกท่ีมีการแสดงออกร่วมกันในแต่ละช่วงเวลาแล้ว ก็จะน า
ยีนท่ีมีความส าคัญของแต่ละช่วงเวลามาตรวจสอบในระดับห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันผลการแสดงออกในระดับ
อาร์เอ็นเอ พร้อมคัดเลือกยีนท่ีมีลักษณะการแสดงออกท่ีเด่นชัดมาตรวจสอบเพิ่มเติมในช่วงเวลาท่ีละเอียดขึ้น
พร้อมยืนยันผลเพิ่มเติมในระดับโปรตีน ท่ีจะท าให้ได้แบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการ
ตอบสนองการอักเสบในแต่ละช่วงเวลา 

 จากตัวอย่างการศึกษาโดย Chen และคณะ (2008) ท่ีได้สร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของ
ยีน  (gene regulatory network) ท่ี เกี่ยวข้องกับระบบการตอบสนองต่อการอักเสบ ( inflammatory 
response system) โดยได้ใช้กระบวนการทางเหมืองข้อมูล (data mining) และการวิเคราะห์เครือข่ายแบบ
ไดนามิก (dynamic network analysis) มาใช้ในการสร้างเครือข่ายท่ีแสดงดังรูปท่ี 3 ซึ่งเป็นเครือข่ายของยีน
ท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบในขณะท่ีมี LPS อยู่ในระบบ และในรูปท่ี 4 ซึ่งเป็นเครือข่ายของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ
อักเสบท่ีส าคัญซึ่งเหนี่ยวน าหรือกระตุ้นผ่านวิถีสัญญาณของ NF-B ในระบบภูมิคุ้มกันในขณะท่ีมี LPS อยู่ใน
ระบบ ท่ีท าให้สามารถพิจารณาการส่งผ่านของข้อมูลหรือสัญญาณท่ีเกิดข้ึนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการ
อักเสบจากการศึกษาได้อย่างครอบคลุมมากยิ่งขึ้น 
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ภำพท่ี 2-2  วิถีการส่งผ่านสัญญาณ TLR4 ภายหลังการเข้าจับของ LPS จะมีการส่งผ่านสัญญาณผ่าน

โมเลกุลอะแดปเตอร์ MyD88 และ TRIF  (Foster และ Medzhitov, 2008) 

 

 
 

ภำพท่ี 2-3  เครือข่ายการควบคุมกระบวนการทรานสคริปชันท่ีเกี่ยวกับการตอบสนองการอักเสบในระบบ
ภูมิคุ้มกันขณะท่ีมี LPS ในระบบ (Chen, 2008) 
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ภำพท่ี 2-4  เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบท่ีส าคัญซึ่งเหนี่ยวน าหรือ

กระตุ้นผ่านวิถีสัญญาณของ NF-B ในระบบภูมิคุ้มกันในขณะท่ีมี LPS อยู่ในระบบ (Chen, 
2008) 

 

2.2  กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวข้อง  
 เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เป็นเซลล์ไลน์ของหนูท่ีนิยมใช้เป็นโมเดลต้นแบบท่ีได้รับการพัฒนา
และด ารงสายพันธุ์มาอย่างต่อเนื่องเพื่อใช้ในการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการเซลล์ต้ังแต่ปี ค.ศ. 1978 โดย 
Raschke และคณะ (Raschke, 1978) เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 นี้นิยมใช้ในการศึกษาฤทธิ์การ
ต้านทานการอักเสบท่ีเกิดขึ้นจากการเหนี่ยวน าโดย LPS ของสารสกัดจากธรรมชาติ ตัวอย่างเช่นการใช้สาร
สกัดกลุ่มลูนาซิน (lunasin) และกลุ่มเปปไทด์ท่ีคล้ายลูนาซิน (lunasin-like peptides) ท่ีได้จากถั่วเหลือง (de 
Mejia และ Dia, 2009) การศึกษาสารสกัดจากพืช Euphorbia fischeriana (Uto, 2012) และการศึกษาเพื่อ
ทดสอบฤทธิ์การต้านทานการอักเสบของสารสกัดจากใบขลู่ Pluchea indica Less. (Srisook, 2012; และ 
Buapool, 2013) ดังนั้นการศึกษาและเรียนรู้กลไกในระดับโมเลกุลอย่างเป็นระบบในการตอบสนองต่อการ
อักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อส่ิงแปลกปลอมท่ีใช้ในการทดสอบก็คือ LPS ก็เป็นอีกส่วน
หนึ่งท่ีจะท าให้สามารถท าความเข้าใจภาพรวมของการตอบสนองท่ีเกิดขึ้นได้ เพื่อน าไปอธิบายกลไกท่ีควรจะ
เกี่ยวข้องเมื่อมีการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากธรรมชาติชนิดต่างๆ ว่าการต้านทานหรือการยับยั้งท่ี
เกิดขึ้นนั้นเกิดขึ้นได้ท่ีบริเวณใด เวลาใด และอย่างไร 

 การศึกษาชีววิทยาเชิงระบบโดยกระบวนการทางชีวสารสนเทศของการตอบสนองการอักเสบสามารถ
ท าได้โดยอาศัยข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีบรรจุอยู่ในฐานข้อมูลสาธารณะ ซึ่งเป็นฐานข้อมูลเปิดท่ีนักวิจัย
โดยท่ัวไปสามารถเข้าไปดาวน์โหลดเพื่อน าไปใช้ในการศึกษาวิจัยได้ ซึ่งฐานข้อมูลท่ีได้รับความนิยมก็คือ GEO 
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(Edgar, 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ท่ีสามารถตรวจสอบพบข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการศึกษาการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อ LPS โดยท าการ
ทดสอบการออกฤทธิ์ของ Bacillus anthracis edma toxin ท่ีถูกเก็บไว้ในฐานข้อมูลภายใต้รหัส GSE4712 
(Comer, 2006) การทดสอบการต้านทานการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีมีต่อ LPS โดยใช้
สารสกัดท่ีได้จากพืช Hypericum perforatum ท่ีถูกเก็บไว้ภายใต้รหัส GSE21841 (Hammer, 2010) การ
ตรวจสอบบทบาทของยีน CstF-64 ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 
ท่ีมีต่อ LPS ซึ่งถูกเก็บไว้ภายใต้รหัส GSE2002 (Shell, 2005) และล่าสุดกับชุดข้อมูล GSE52320 (Schott, 
2014) ท่ีอาศัยเทคนิค RNA-seq ในการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการ
อักเสบในเซลล์ RAW264.7 ท่ีมีต่อการกระตุ้นด้วย LPS ในช่วงเวลาสองช่ัวโมงแรก โดยแบ่งเวลาการตรวจวัด
เป็น 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, และ 120 นาที (Schott, 2014) ซึ่งชุดข้อมูลการแสดงออกของยีนข้างต้น
เป็นเพียงส่วนหนึ่งท่ีพบในฐานข้อมูล GEO ท่ีมีการบรรจุข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษา
การตอบสนองการอักเสบโดยใช้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS มาตรวจสอบกลไก
การอักเสบ หรือทดสอบการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดหรือสารสังเคราะห์ ซึ่งเราสามารถคัดเลือก
ข้อมูลการแสดงออกของยีนในตัวอย่างเฉพาะท่ีต้องการมาใช้ในการสร้างเครือข่ายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
การอักเสบได้ โดยการเริ่มต้นด้วยการน าข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีได้มาคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญต่อ
การตอบสนองในแต่ละช่วงเวลาโดยอาศัยเครื่องมือการท าเหมืองข้อมูลออนไลน์ ArrayMining (Glaab, 2009) 
ในการคัดเลือกด้วยวิธีการท่ีหลากหลายเพื่อให้ได้กลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญและเกี่ยวข้องอย่างแท้จริง ก่อนท่ีจะ
น ามาตรวจสอบกับรายช่ือของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบท่ีผ่านการสืบค้นด้วยโปรแกรมการท า
เหมืองข้อมูลแบบเทกซ์ (text-mining) PolySearch (Cheng, 2008)  เพื่อยืนยันผลเพิ่มเติมถึงความเกี่ยวข้อง 
และน ารายช่ือยีนท่ีได้มาผ่านการตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนโดยอาศัยฐานข้อมูลยีนออนโทโลยีภายใต้
โปรแกรมออนไลน์ DAVID (Huang, 2009) เพื่อจะได้ตรวจสอบหน้าท่ีและการท างานของยีนเหล่านั้นตามการ
แปลผลยีนออนโทโลยี 3 ลักษณะ คือ Biological Process (BP), Cell Component (CC), และ Molecular 
Function (MF) ท่ีจะท าให้ทราบได้ว่ากลุ่มยีนท่ีแสดงออกในแต่ละช่วงเวลาเกี่ยวข้องกับการท างานในการ
ตอบสนองต่อการอักเสบอย่างไร และเกิดขึ้นท่ีบริเวณใดของเซลล์ เพื่อน ามาใช้ในการอธิบายกลไกท่ีเกิดขึ้นของ
การตอบสนองการอักเสบตามช่วงเวลา  

 ส่วนข้อมูลเชิงระบบของทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการ
อักเสบก็สามารถค้นหาได้จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องเช่นการศึกษาชีววิทยาเชิงระบบของการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในแมคโครฟาจ (Ravasi, 2007) ซึ่งเป็นบทความวิชาการท่ีได้สรุปวิถีสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับ
กลไกของเครือข่ายการควบคุมการแสดงในระดับทรานสคริปชันในระหว่างท่ีมีการตอบสนองต่อ LPS ของเซลล์
แมคโครฟาจ โดยท าการเรียบเรียงเนื้อหาและกลไกท่ีส าคัญมาจากบทความวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง (Nilsson, 2006) 
นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงการตรวจวัดฟอสโฟโปรตีนท้ังหมดท่ีมีการแสดงออกในระหว่างท่ีมีการเหนี่ยวน า
ด้ ว ย  LPS ข อ ง เซ ล ล์ แ ม ค โค รฟ าจ  โด ย อ า ศั ย วิ ธี ก า ร ศึ ก ษ า ท่ี เรี ย ก ว่ า  ฟ อ ส โฟ โป ร ตี โอ มิ ก ส์ 
(phosphoproteomics) เนื่องจากเป็นการตรวจวัดโปรตีนในระหว่างท่ีมีการส่งผ่านข้อมูลหรือสัญญาณท่ี
มักจะถูกเหนี่ยวน าให้อยู่ในรูปท่ีมีหมู่ฟอสเฟตผ่านปฏิกิริยาฟอสโฟริเรชัน (phosphorylation) ท าให้ได้ทราบ
กลไกท่ีเกิดขึ้นในขณะท่ีการตรวจสอบด้วยวิธีโปรตีโอมิกส์ (proteomics) อาจตรวจสอบไม่พบ (Weintz, 
2010) ส าหรับข้อมูลของยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบก็สามารถตรวจสอบได้จ ากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
ตัวอย่างเช่นข้อมูลของ Rutledge และคณะ (2012) ท่ีกล่าวถึงผลการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจท่ีมีต่อ 
LPS ท่ีได้จากการเตรียมด้วยวิธีการท่ีแตกต่างกัน โดยการใช้ไมโครอาร์เรย์เป็นวิธีการตรวจวัดการแสดงออก
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ของยีนก่อน ท่ีจะยืนยันผลของยีนบางก ลุ่มด้วย  quantitative real-time RT-PCR (Rutledge, 2012) 
ต่อจากนั้นข้อมูลของทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบท่ีได้จะน ามาจัด
กลุ่มเพื่อสร้างเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบโดยอาศัยข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ี
สามารถดาวน์ โหลดได้จากฐานข้อมู ลสาธารณะ Integrated Transcription Factor Platform, ITFP 
(Zheng, 2008) ส าหรับข้อมูลแบบแผนการแสดงออกของยีนตามช่วงเวลาจะถูกน ามาใช้ในการค้นหาทราน
สคริปชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยอาศัยโปรแกรม Dynamic Regulatory 
Events Miner หรือ DREM (Schulz, 2012) ท่ีจะท าให้ได้เครือข่ายการควบคุมการแสดงของยีน (gene 
regulatory network) ซึ่งเป็นเครือข่ายของ ทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองต่อการอักเสบ 

 การสร้างเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบจากข้อมูลการแสดงออกของยีนสามารถสร้างได้จากการ
จัดกลุ่มความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกสอดคล้องกัน แล้วสร้างเป็นคู่ของยีนท่ีมี
การแสดงออกสอดคล้องกันในระดับค่าน้ าหนักความสัมพันธ์ที่แตกต่างกันท่ีจะท าให้ได้เครือข่ายของยีนท่ีมีการ
แสดงออกร่วมกัน (co-expression network) ท่ีสามารถน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับการท านายหน้าท่ีของยีน
และการค้นหาเครื่อยหมายทางชีวภาพจากชุดข้อมูลการแสดงออกของยีนได้ (Zhang, 2012) ในปัจจุบันมีการ
สร้างโปรแกรมส าเร็จรูปท่ีเป็นโปรแกรมซึ่งสามารถดาวน์โหลดและใช้งานได้ฟรีท่ีสามารถน ามาใช้ในการสร้าง
เครือข่ายความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออก ตัวอย่างเช่น โปรแกรม DAPfinder และ DAPview (Skinner, 
2011) ท่ีสามารถสร้างและเปรียบเทียบเครือข่ายของยีนท่ีมีความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกซึ่งท้ังสอง
โปรแกรมเป็นโปรแกรมปล๊ักอินของ BRB-ArrayTools (Simon, 2007) ท่ีสามารถช่วยในการจ าแนกคู่ของยีนท่ี
มีการแสดงออกสอดคล้องกับลักษณะฟีโนไทป์ท่ีสนใจได้ และยังมีโปรแกรม Cladist ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ี
สามารถน าข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีมีมาสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ระดับการแสดงออกของยีนได้ โดยจะมีการ
เช่ือมโยงข้อมูลท่ีวิเคราะห์ได้กับ pSTIING ซึ่งเป็นโปรแกรมออนไลน์ (Ng, 2006) ซึ่งสามารถน าข้อมูลท่ีผ่าน
การสร้างเครือข่ายความสัมพันธ์ของโปรแกรมข้างต้นไปแสดงผลภายใต้โปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) 
ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ีได้รับความนิยมในเรื่องของการศึกษาเครือข่ายทางชีวภาพ และล่าสุดก็ได้มีการออกบทความ
วิชาการเพื่อแนะน าปล๊ักอินท่ีส าคัญเพื่อการใช้งาน Cytoscape ได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ ท่ีประกอบไปด้วย
ปล๊ักอินจ านวน 152 ปล๊ักอินท่ีได้รับการตีพิมพ์ส าหรับการใช้งาน Cytoscape เวอร์ช่ัน 2.5–2.8 (Saito, 
2012) ท่ีจะท าให้การน าเสนอและการแปลผลทางชีวภาพท่ีเกี่ยวข้องกับกลไกการตอบสนองการอักเสบหรือ
การออกฤทธิ์ของสารสกัดมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น (Merico, 2009) 
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บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีกำรทดลอง 

 

3.1  วัสดุ และอุปกรณ์ 
3.1.1 เคร่ืองมือและโปรแกรมทำงชีวสำรสนเทศ 

1. เครื่องคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล (Personal Computer)          
a. Processor: Intel® Core™ i3-2365 CPU @1.40 GHz   

Installed memory: (RAM) 4.00 GB                                                   
System type: 64-bit Operating System           

b. Processor: Intel® Core™ i3-2350 CPU @2.30 GHz NVIDIA GeForce GT650M  
Installed memory: (RAM) 8.00 GB DDR3                                                   
System type: 64-bit Operating System           

c. Processor: Intel® Core™ i5-2450M CPU @2.40 GHz NVIDIA GeForce GT650M  
Installed memory: (RAM) 8.00 GB DDR3                                                   
System type: 64-bit Operating System           

2. ระบบปฏิบัติการไมโครซอฟวินโดว์สิบ (Windows 10)            
3. โปรแกรมไมโครซอฟท์เอกซ์เซล (Microsoft Excel 2010, 2013)  
4. โปรแกรม DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, 

version 6.7; Huang, Sherman and Lempicki, 2009) 
5. โปรแกรม Cytoscape version 2.6.3 (http://www.cytoscape.org; Cline et al., 2007) 
6. โ ป ร แ ก ร ม  Arraymining (http://www.arraymining.net/R-php-1 / ASAP/microarrayin 

fobiotic.php; Glaab et al., 2009) 
7. โปรแกรม STRING (http://string-db.org/; Szklarczyk et al., 2017) 
8. โปรแกรม Cladist (Fukuchi et al., 2009) 
9. โป ร แ ก ร ม  DREM 2.0 (Dynamic Regulatory Events Miner version 2.0; Schulz et al., 

2012) 
10. โปรแกรม JactiveModules (Ideker et al., 2002) 
11. โปรแกรม BiNGO version 3.2.0 (Maere, Heymans and Kuiper, 2005) 
12. ฐานข้อมูล GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; Barrett and Edgar, 2006) 
13. ฐานข้อมูล KEGG (http://www.genome.jp/kegg/; Kanehisa, 2010) 
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3.2  วิธีกำรทดลอง  
การตรวจสอบขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการ

อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS โดยอาศัยวิธีการ เครื่องมือ และฐานข้อมูล
ทางชีวสารสนเทศ  มีขั้นตอนในการด าเนินงานวิจัยดังแผนงานรูปท่ี 3-1 ท่ีจะเริ่มต้นจากการรวบรวมและการ
เตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาผลตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ี
มีต่อการกระตุ้นด้วย LPS จากฐานข้อมูลสาธารณะ ก่อนจะท าการคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการ
ตอบสนองการอักเสบในแต่ละช่วงเวลา โดยการตรวจสอบด้วยโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูล โปรแกรมการ
สืบค้นข้อมูลเท็กซ์ และโปรแกรมการแปลผลทางชีวภาพท่ีเหมาะสม ก่อนน าข้อมูลรายช่ือยีนท่ีได้มาบูรณาการ
ร่วมกับ เครือข่ายการตอบสนองการอักเสบท่ีสร้างขึ้นจาก ข้อมูลแบบแผนการแสดงออกของยีน ข้อมูลทราน
สคริปชันแฟคเตอร์พร้อมด้วยยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ โดยอาศัยการสร้าง
เครือข่ายการควบคุมการแสดงออก (gene-regulatory network) เครือข่ายการแสดงออกร่วม (co-
expression network) และเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (protein-protein interaction network) 
เพื่อจะท าให้ได้ขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการอักเสบ และ
น าผลของเครือข่ายท่ีได้มาสร้างรูปแบบของกลไกการตอบสนองท่ีควรจะเป็นเพื่อการใช้งานส าหรับการ
ออกแบบการทดลองเพื่อทดสอบกลไกการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์ต่อไป ลูกศรแสดงการ
ท างานจากขั้นตอนหนึ่งไปสู่อีกขั้นตอนต่อไป 
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ภำพที่ 3-1   ผังงานของโครงการขั้นตอนทางชีวสารสนเทศส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการ
อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจหนู 
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รายละเอียดของการด าเนินการวิจัยในแต่ละขั้นตอนมีดังต่อไปนี้ 
3.2.1 กำรตรวจสอบขั้นตอนทำงชีวสำรสนเทศที่เหมำะสม 

1. การรวบรวมและการเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีน 
 ในการวิจัยนี้จะเริ่มต้นโดยการรวบรวมและจัดเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีน  โดยท าการดาวน์
โหลดชุดข้อมูลการแสดงออกของยีนจากฐานข้อมูลสาธารณะ GEO (Edgar et al., 2002, Gene Expression 
Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ซึ่งเป็นชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีตรวจสอบค่าการแสดงออก
ของยีนท่ีอยู่ในรูปแบบไฟล์ series expression matrix ในเบื้องต้นท าการคัดเลือกข้อมูลเพื่อน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์จ านวนท้ังส้ิน 3 ชุดข้อมูล ท่ีอยู่ภายใต้แพลตฟอร์ม Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 array 
(GPL1261) ได้แก่ ชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ GSE4712 และ GSE21841 และแพลตฟอร์ม  Affymetrix Mouse 
Expression 430A Array (GPL339) ได้แก่ชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ GSE2002 โดยชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีได้
น ามาวิเคราะห์นั้น จะคัดเลือกตัวอย่างมาจาก 2 กลุ่มการทดลองคือ กลุ่มตัวอย่างของเซลล์ไลน์ของแมคโคร
ฟาจหนู สายพันธุ์ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และกลุ่มตัวอย่างท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ตามช่วงเวลา 
ท่ี 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง รายละเอียดของแต่ละชุดข้อมูลแสดงใน ตารางท่ี 3-1   
  เนื่องจากชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท้ังสามชุดข้อมูลท่ีใช้ในงานวิจัยนี้มาจากแหล่งท่ีมาแตกต่างกัน จึงต้อง
มีการน าข้อมูลไมโครอาร์เรย์ไปผ่านกระบวนจัดเตรียมข้อมูล และผ่านกระบวนการนอร์มอไลซ์เซชัน 
(Normalization) โดยการใช้ Z-score เพื่อปรับมาตรฐานค่าของตัวเลขให้อยู่ในมาตรฐานเดียวกัน แล้วท าการ
คัดเลือกโพรบ (probe) ท่ีมีค่าการแสดงออกสูงสุดเป็นตัวแทนการแสดงออกของยีน (gene) (one gene one 
probe) จากในชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ GSE4712 และ GSE21841 จากแพลตฟอร์ม GPL1261 มีจ านวนโพ
รบ 45,101 โพรบ จ านวนยีน 21,495 ยีน และชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ GSE2002 จากแพลตฟอร์ม GPL339 มี
จ านวนโพรบ 22,690 โพรบ จ านวนยีน 13,480 ยีน ซึ่งจะท าการคัดเลือกจ านวนยีนตามชุดข้อมูลท่ีมีน้อยท่ีสุด 
ท าให้ได้ข้อมูลของยีนท่ีถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์ เท่ากับ 13,480 ยีน (ตารางท่ี 3-2)   
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ตำรำงที่ 3-1  แสดงรายละเอียดชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

GSE ID หัวข้อ เอกสำรอำ้งอิง แพลตฟอร์ม ตัวอย่ำง แหล่งของ LPS 

GSE4712 
Edema Toxin-treated 
Macrophage Study. 

Comer et al., 
2006 

Affymetrix Mouse 
Genome 430 2.0 
Array (GPL1261) 

9 ตัวอย่าง    untreated=3             
3hr. LPS=3     6hr. 
LPS=3 

LPS 
(0.01ng/ml;    
Sigma Aldrich) 

GSE21841 

Expression data from 
LPS-stimulated RAW 
264.7 mouse 
macrophages treated 
with Hypericum 
perforatum fraction 
and bioactive 
constituents 

Hammer et 
al., 2010 

Affymetrix Mouse 
Genome 430 2.0 
Array (GPL1261) 
 

6 ตัวอย่าง untreated=3             
8hr. LPS=3 

LPS            
(1ug/ml;             
Sigma Aldrich) 

GSE2002 
CstF-64 Influenced 
Gene Expression 

Shell et al., 
2005 

Affymetrix Mouse 
Expression 430A 
Array (GPL339) 

6 samples 
Untreated = 3 
18 hr_LPS = 3 

LPS (100 
ng/ml; Sigma 
Aldrich) 

GSE9632 Gene expression 
profiles of RAW264.7 
macrophage cells 
treated with Paeony 
root-derived 
compounds 

Huang et al., 
2006 

ABI Mouse 
Genome Survey 
Microarray 
(GPL2995) 

33 ตวัอย่าง 
-untreated = 3 
-6 Hrs. LPS = 3 
-6 Hrs. LPS & albiflorin  
(1, 10 and 100 ug/ml) = 
9 
-6 Hrs. LPS & 
paeoniflorin  
(1, 10 and 100 ug/ml) = 
9 
- 6 Hrs. LPS & paeonol  
(1, 10 and 100 ug/ml) = 
9 

GSE9632 

GSE21320 TLR 4 Signaling 
Inhibitory Pathway 
Induced by Green Tea 
Polyphenol 
Epigallocatechin-3-
Gallate through 67-
kDa Laminin Receptor 

Hong et al., 
2010 

ARIM-GX 
(GPL10321) 

12 ตัวอย่าง-untreated = 
3                               -
6 Hrs. EGCE = 3                           
-6 Hrs. LPS = 3                               
-6 Hrs. EGCG & LPS = 3 

LPS (50 
ng/ml; Sigma 
Aldrich) 
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ตำรำงที่ 3-2 ข้อมูลจ านวนโพรบและจ านวนยีนจากชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

ชุดข้อมูล ช่วงเวลา 
(ช่ัวโมง) 

แพลตฟอร์ม จ านวนโพรบ 
(โพรบ) 

จ านวนยีน 
(ยีน) 

จ านวนยีนท่ีถูก
น ามาใช้ในการ

ทดลอง 
(ยีน) 

GSE4712 3 GPL1261 45,101 21,495 13,480 
6 

GSE21841 8 
GSE2002 18 GPL339 22,690 13,480 
GSE9632 6 GPL2995 33013 33013 33,013 

GSE21320 6 GPL10321 211 211 211 

 
2. การคัดเลือกยีนท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการตอบสนองการอักเสบ 

น าข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีได้มาคัดเลือกกลุ่มยีนบทบาทอย่างเด่นชัดต่อการตอบสนองการ
อักเสบในแต่ละช่วงเวลา ในท่ีนี้จะเลือก 3 วิธี ในการคัดเลือกยีน ได้แก่ SAM (Tusher, 2001), eBayes 
(Smyth, 2004), และ PLS-CV (Hall, 2000) ซึ่งถูกบรรจุอยู่ภายในโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูลออนไลน์ 
ArrayMining (Glaab, 2009) และจะท าการคัดเลือกเฉพาะยีนท่ีถูกคัดเลือกโดย 2 วิธีการ จากท้ังหมด 3 
วิธีการ เพื่อให้ได้กลุ่มยีนท่ีมีความส าคัญเชิงสถิติอย่างแท้จริง ก่อนท่ีจะน ามาตรวจสอบกับรายช่ือของยี นท่ี
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบท่ีผ่านการสืบค้นด้วยโปรแกรมการท าเหมืองข้อมูลแบบเทกซ์ (text-
mining) PolySearch (Cheng, 2008)  เพื่อยืนยันผลเพิ่มเติมถึงความเกี่ยวข้อง และน ารายช่ือยีนท่ีได้มาผ่าน
การตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนโดยอาศัยฐานข้อมูลยีนออนโทโลยีภายใต้โปรแกรมออนไลน์ DAVID 
(Huang, 2009) เพื่อจะได้ตรวจสอบหน้าท่ีและการท างานของยีนเหล่านั้นตามการแปลผลยีนออนโทโลยี 3 
ลักษณะ คือ Biological Process (BP), Cell Component (CC), และ Molecular Function (MF) ท่ีจะท า
ให้ทราบได้ว่ากลุ่มยีนท่ีแสดงออกในแต่ละช่วงเวลาเกี่ยวข้องกับการท างานในการตอบสนองต่อการอักเสบ
อย่างไร และเกิดขึ้นท่ีบริเวณใดของเซลล์ เพื่อน ามาใช้ในการอธิบายกลไกท่ีเกิดขึ้นของการตอบสนองการ
อักเสบตามช่วงเวลา และน ามาเป็นเกณฑ์การตัดสินการคัดเลือกยีนท่ีจะใช้ในขั้นตอนต่อไป 

3. การรวบรวมและการเตรียมข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมาย 
ข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจะถูกรวบรวมข้อมูลโดยอาศัย

การสืบค้นจากเอกสารการวิ จัยท่ี เกี่ยวข้อง (Nilsson, 2006; Ravasi, 2007; และ  Weintz 2010) และ
ฐานข้อมูลสาธารณะ (Kanamori 2004, http://genome.gsc.riken.jp/TFdb/) ส าหรับข้อมูลของยีน ท่ี
ตอบสนองต่อการอักเสบก็รวบรวมโดยการสืบค้นจากเอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง (Rutledge, 2012 และ 
Mages, 2008) และท าการรวบรวมข้อมูลของทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมาย เพื่อน ามาเป็นแม่แบบ
ส าหรับการสืบค้นเพื่อให้ได้เครือข่ายของทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
ต่อการอักเสบ โดยสามารถดาวน์โหลดข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับยีนเป้าหมายได้จากฐานข้อมูล
สาธารณะ Integrated Transcription Factor Platform, ITFP (Zheng, 2008; http://itfp.biosino.org/ 
itfp/)  
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4. การสร้างเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน (Gene regulatory network) 
จากข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ และ

ข้อมูลการควบคุมยีนเป้าหมายของทรานคริปสชันแฟคเตอร์แต่ละชนิดจะถูกรวบรวมเพื่อน ามาสร้ างเป็น
เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน ร่วมกับข้อมูลแบบแผนการแสดงออกของยีนตามช่วงเวลา โดยจะ
น าข้อมูลท้ังหมดมาเป็นข้อมูลเริ่มต้นส าหรับการวิเคราะห์ภายใต้โปรแกรม Dynamic Regulatory Events 
Miner หรือ DREM (Schulz, 2012) ท่ีจะท าการคัดเลือกทรานสคริปชันแฟคเตอร์ท่ีมีบทบาทในการควบคุม
การแสดงออกของกลุ่มยีนซึ่งมีแบบแผนการแสดงออกในแบบเดียวกัน ก่อนท่ีจะน าผลจากการคัดเลือกทราน
สคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมายท่ีได้มาแสดงผลเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกโดยอาศัยการแสดงผล
ภายใต้โปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) เพื่อจัดเตรียมข้อมูลเครือข่ายส าหรับการวิเคราะห์ในขั้นตอน
ต่อไป 

5. การสร้างเครือข่ายการแสดงออกร่วม (Co-expression network) 
น าข้อแบบแผนการแสดงออกของยีนมาตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทเกี่ยวข้อง

กับการตอบสนองการอักเสบท่ีคัดเลือกมาก่อนหน้านี้ โดยน ามาตรวจวัด Pearson Correlation Coefficient 
(PCC) ภายใต้โปรแกรม Cladist (Fukuchi, 2009) ท่ีจะท าให้ได้ผลของกลุ่มยีนท่ีมีแนวโน้มการแสดงออกหรือ
ความสัมพันธ์ของแบบแผนการแสดงออกร่วมกัน ซึ่งก าหนดให้ค่า cut-off อยู่ท่ีระดับ ±0.9 ก็จะท าให้ได้กลุ่ม
ยีนท่ีมีการแสดงออกร่วมกันอย่างแท้จริง ก่อนท่ีจะน าข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างยีนเหล่านี้มาสร้างเป็น
เครือข่ายการแสดงออกร่วมภายใต้การแสดงผลบนโปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) เพื่อตรวจสอบและ
เตรียมข้อมูลส าหรับการใช้ในการวิเคราะห์ข้ันต่อไป  

6. การบูรณาการเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบ 
จากข้อมูลเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน และเครือข่ายการแสดงออกร่วม จะถูกน ามา

บูรณาการกับเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน (Protein-protein interaction network) เพื่อท าให้ได้
เครือข่ายการตอบสนองการอักเสบ โดยอาศัยเครื่องมือ ท่ีเกี่ยวกับการจัดการเครือข่ายท่ีมีอยู่ในโปรแกรม 
Cytoscape (Saito, 2012, Cline, 2007) รวมถึงป ล๊ักอิน  jActivieModules (Ideker, 2002) ท่ี ใช้ ในการ
คัดเลือกโมดูลหรือเครือข่ายย่อยท่ีมีบทบาทส าคัญท่ีอาศัยการวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลการแสดงออกของยีนใน
แต่ละช่วงเวลา ก่อนท าการแปลผลของกลุ่มยีนเป้าหมายท่ีคัดเลือกได้ด้วย BiNGO (Maere, 2005) เพื่อ
ตรวจสอบหน้าท่ีและการท างานเชิงชีวภาพท่ีเกี่ยวข้อง เพื่อน าไปใช้ในการอธิบายกลไกการตอบสนองการ
อักเสบตามช่วงเวลาในเชิงชีวภาพ และเตรียมพร้อมส าหรับการคัดเลือกยีนเพื่อใช้ตรวจสอบและยืนยันผล
ระดับการแสดงออกของยีนและโปรตีนทางห้องปฏิบัติการต่อไป 

 
3.2.2  กำรพัฒนำเครือข่ำยที่ตอบสนองกำรอักเสบ 

1. การรวบรวมข้อมูลการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือสารสังเคราะห์ท่ีเกี่ยวข้อง 
จะท าการรวบรวมข้อมูลระดับโปรตีนจากผลการศึกษาโปรตีโอมิกส์ของทีมวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการ

ตอบสนองการอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และข้อมูลการออกฤทธิ์ของ
สารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือสารสังเคราะห์ท่ีเกี่ยวข้องจากฐานข้อมูลสาธารณะ รวมถึงข้อมูลการศึกษาการ
ออกฤทธิ์ของสารสกัดท่ีมีการศึกษาโดยกลุ่มวิจัยในการศึกษาผลการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากใบขลู่ (Srisook, 
2012; และ Buapool, 2013) เพื่อเพิ่มเติมข้อมูลและความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการตอบสนองการอักเสบท่ี
เกิดขึ้นภายใต้กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือสารสังเคราะห์ท่ีเกี่ยวขอ้ง 
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2. การพัฒนาและปรับปรุงเครือข่ายกับข้อมูลระดับโปรตีนและข้อมูลการออกฤทธิ์ของสารสกัด 

จากข้อมูลระดับโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีมี
ต่อ LPS และข้อมูลการออกฤทธิ์ของสารสกัดข้างต้น จะถูกน ามาพัฒนาและปรับปรุงเครือข่ายการตอบสนอง
การอักเสบท่ีได้จากการสร้างด้วยข้อมูลการแสดงออกของยีนและข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีน
เป้าหมาย เพื่อให้เครือข่ายดังกล่าวมีความถูกต้องและน่าเช่ือถือมากยิ่งขึ้นส าหรับการน าไปใช้ในการทดสอบ
และอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดท่ีเกี่ยวข้องกับการต้านทานการอักเสบท่ีเกิดขึ้น เพื่อท าให้การบูรณา
การข้อมูลซึ่งเป็นข้อมูลการแสดงออกคนละระดับกัน จึงควรจะต้องใช้ความรู้พื้นฐานท่ีมีอยู่มาใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิงเพื่อช่วยในการบูรณาการ เช่น การใช้ข้อมูลของวิถีเมตาบอลิซึม (metabolic pathway) ท่ีสามารถหา
ไ ด้ จ าก ฐ าน ข้ อ มู ล ส าธ าร ณ ะ เช่ น  KEGG (Kanehisa, 2010; Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes; http://www.genome.jp/kegg/) หรือการน าเอาการหาสหสัมพันธ์ (correlation) ระหว่าง
ข้อมูลมาใช้ในการสร้างเครือข่ายระหว่างยีน โปรตีน หรือข้อมูลการควบคุมการแสดงออกท้ังในระดับอาร์เอ็นเอ
และโปรตีนมาช่วยในการพิจารณาโดยอาศัยโปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) ท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างและ
การแสดงผลเครือข่ายมาช่วยในการตรวจสอบและวิเคราะห์ผลทางชีวภาพท่ีเกี่ยวข้องของเครือข่ายการ
ตอบสนองการอักเสบท่ีได้ (Merico, 2009)  ซึ่งเครือข่ายการตอบสนองการอักเสบท่ีสร้างขึ้นนี้ก็จะเป็นต้นแบบ
เพื่อน าไปใช้ส าหรับการตรวจสอบกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการออกฤทธิ์ของสารสกัดท่ีต้องการตรวจสอบชนิดอื่นๆ 
ในอนาคตต่อไปได้ เพื่อตรวจสอบว่ามียีนหรือโปรตีนใดบ้างท่ีควรจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการอักเสบท่ี
เกิดขึ้นได้บ้าง ท าให้สามารถท าความเข้าใจกลไกการออกฤทธิ์ของสารเหล่านี้ได้ดียิ่งขึ้น 
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บทท่ี 4 

ผลกำรทดลอง 

 

4.1  กำรตรวจสอบข้ันตอนทำงชีวสำรสนเทศท่ีเหมำะสม 
 จากข้อมูลการแสดงออกของยีนในชุดไมโครอาร์เรย์ท่ีได้ น ามาคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทอย่างเด่นชัด
ต่อการตอบสนองการอักเสบในแต่ละช่วงเวลา ในท่ีนี้จะท าการคัดเลือกด้วยสามวิธีการ ได้แก่ SAM (Tusher, 
2001), eBayes (Smyth, 2004), และ PLS-CV (Hall, 2000) ซึ่งท้ังสามวิธีการนี้ถูกบรรจุอยู่ภายในโปรแกรม
การท าเหมืองข้อมูลออนไลน์ ArrayMining (Glaab, 2009) และจะท าการคัดเลือกเฉพาะยีนท่ีถูกคัดเลือก
อย่างน้อยสองวิธีการ มาใช้เป็นกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการตอบสนองการอักเสบ เพื่อให้ได้กลุ่มยีนท่ีมี
ความส าคัญอย่างแท้จริง จากภาพท่ี 4-1 แสดงเวนน์ไดอะแกรมของการคัดเลือกกลุ่มยีนจากท้ังสามวิธีการ ใน
แต่ละช่วงเวลาของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ ซึ่งจะท าให้ได้กลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ ในช่วงเวลา 3 
ช่ัวโมง เป็นจ านวน 83 ยีน ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง เป็นจ านวน 72 ยีน ช่วงเวลา 8 ช่ัวโมง เป็นจ านวน 92 ยีน และ
ท่ีช่วงเวลา 18 ช่ัวโมง เป็นจ านวน 97 ยีน โดยรายช่ือยีนท้ังหมด แสดงในตารางท่ี 4-1 

จากรายช่ือยีนท่ีถูกคัดเลือกจากชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในแต่ละช่วงเวลาก่อนหน้านี้ จะถูกน าน ามาผ่าน
การตรวจสอบหน้าท่ีการท างานของยีนโดยอาศัยฐานข้อมูลยีนออนโทโลยีภายใต้โปรแกรมออนไลน์ DAVID 
(Huang, 2009) เพื่อจะได้ตรวจสอบหน้าท่ีและการท างานของยีนเหล่านั้นตามการแปลผลยีนออนโทโลยี 3 
ลักษณะ คือ Biological Process (BP), Cell Component (CC), และ Molecular Function (MF) ท่ีจะท า
ให้ทราบได้ว่ากลุ่มยีนท่ีแสดงออกในแต่ละช่วงเวลาเกี่ยวข้องกับการท างานในการตอบสนองต่อการอักเสบ
อย่างไร และเกิดขึ้นท่ีบริเวณใดของเซลล์ เพื่อน ามาใช้ในการอธิบายกลไกท่ีเกิดขึ้นของการตอบสนองการ
อักเสบตามช่วงเวลา และน ามาเป็นเกณฑ์การตัดสินการคัดเลือกยีนท่ีจะใช้ในขั้นตอนต่อไป โดยข้อมูลท่ีได้จาก
การตรวจสอบแสดงดังตารางท่ี 4 ซึ่งจะได้น าไปใช้ในการอธิบายและแปลผลต่อไป 

  
 

 
ภำพที่ 4-1  จ านวนยีนท่ีผ่านการคัดเลือกยีนด้วยวิธีการ SAM (Tusher, 2001), eBayes (Smyth, 2004), 

และ PLS-CV (Hall, 2000) ของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง 
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ตำรำงที่ 4-1  ตารางแสดงรายช่ือยีนท่ีถูกคัดเลือกอย่างน้อยสองวิธีการ จากท้ังหมดสามวิธีการ คือ SAM 
(Tusher, 2001), eBayes (Smyth, 2004), และ PLS-CV (Hall, 2000) ของชุดข้อมูลไมโคร
อาร์เรย์ ในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง 

 
 

ตำรำงที่ 4-2  ตารางแสดงการแปลผลทางชีวภาพของกลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกในแต่ละช่วงเวลา โดยการใช้
โปรแกรมออนไลน์ DAVID (Huang, 2009) ตามลักษณะของยีนออนโทโลยี 3 ลักษณะ คือ (A) 
Biological Process (B) Cell Component และ (C) Molecular Function 

 
 

Mocos Gap43 Lao1 Rnf208 Nebl Sfxn4 C78513 Hs6st1 Cldn11 Nrm Slfn1 Cp
Dcbld1 S100b Yes1 Larp6 Agt Tmem150b Il1b 3930401B19Rik Fas Cenpa D17H6S56E-5 Ccnb2
Aoah Cyp24a1 Cntn1 1700011H14Rik Vmn1r44 Tagln St3gal1 Arhgef3 Hoxb13 Bst2 Gbp2 Irf7

1700011H14Rik Rtkn2 Hes2 Aspn Moxd1 Rell2 Cd83 Nfic Appl2 Traf1 Pdpn Ube2c
Car14 Zfp759 Saa4 2310057J18Rik Steap3 Serpinb5 Ifnb1 Zfp36l2 Vegfc Haus4 Blvrb Ube2t
Scg2 Fcamr Tulp2 Klra1 Armcx4 Dqx1 Socs3 Lyl1 Rcan3 Ptpn23 Serpinb2 Cenpf

Rnf208 Vmn1r46 Hoxc4 Dcbld1 Cntn1 Heph Gadd45b Mtss1 Ripk2 Tspo Cdc25c Lgals9
Kif9 Zfp825 Hes5 Defb1 2310030G06Rik Twist1 Asic5 Aldh1a2 LOC624295 C78513 Ptgs2 Ptges

Enthd2 Rdh16 AY074887 Lama1 Efnb3 Itpka Ccl5 Sipa1 Gp49a Kif11 Procr Gbp2b
Slc22a7 Dqx1 Pla2r1 Klra16 Bhlhe22 Bnipl Lif Haus4 Il1rn Dlgap5 Hdc Magee1
Gabrq Naa11 Crygn Tspan1 Mansc1 Fam65b BC057675 Tsc22d1 Zbtb8a Rgl1 Casp4 Pdcd4
Cald1 Dpf3 Iyd AA517023 Rapsn Tsga8 Tnc Cflar Saa3 Ncapd2 Ccnb1 Gata3
Mcpt2 Tmed6 Fgf20 Ropn1l Gm6277 Cldn7 Sdc4 H1f0 St8sia4 C920025E04Rik Il1b Cd300lf
Auts2 Hoxb2 Nat3 Exd2 Serpina1a Serpina1a Ccrl2 1200003I10Rik Tnfrsf1b Cebpb 1200015M12Rik Ccl6

Ppp1r42 Atp1b4 Aanat Pdyn Magea6 Magea6 Lrrc8c Pde4b Il6 Birc5 Mki67 Saa3
Trpc4 Vmn1r11 Myf5 Tal2 Ly75 Ly75 Csf3 Mum1 Hnf1b Plk3 Cdca3 Nusap1
Cubn Sntg2 Bicd1 Adra2b Cyp2c39 Cyp2c39 Tnfaip3 C80360 Tslp Glrx Dgkg Lcn2
Dsc3 Cdh1 Gbp8 Tbx4 Slco1c1 Slco1c1 Mtmr7 Cxcl2 Edn1 Mad2l1 Hist2h2aa2 Cd274
Rhod Ap1m2 Gm20362 Crhr2 Krtap16-3 Krtap16-3 Il15ra Pim1 Gbp2b Ccna2 Iqgap3 Ms4a4c
Itpka Rnf17 Rgs8 Havcr1 Atp1b4 Atp1b4 Col5a3 Impa2 Lix1 Pbk Cenpn Maff
Scml4 Ccr8 Vangl2 Ttc39c Vipr2 Vipr2 Csf2 Gbp7 D7Ertd187e Rad51ap1 Anln Cep55

Sult1b1 Adipoq Ccdc64 Gpr31b Il7 Il7 Il4i1 Tnfrsf22 Ngef Zc3h12a Zbp1 Tnfrsf1b
Moxd1 Kcnj14 Efhd1 Gm11559 Spint2 Gas1 Gm8615 Bmyc Ceacam14 Plk1 Pole Car13
Eppk1 Prl8a9 Agr2 Pdzd9 Spink4 C530030P08Rik Il15 F8a Fpr1 3930401B19Rik Kif2c Clec4n
Fstl3 Hspa1a Gsx1 Ppp1r42 Gpc6 Armcx4 Tnfaip2 Dhcr7 Dusp2 Slc7a2 Ect2 Vegfc
Ano1 Ace2 Sost Gipc3 B930003M22Rik Cntn1 Cd274 Ung Nlrp3 Melk Sod2 1200003I10Rik
Cend1 Dnase2b Myh11 Uchl4 S100b 2310030G06Rik Rps6ka2 Phlda1 Chaf1b Rps6ka2 Il13ra2 Depdc1a
Avpr2 Srd5a2 Ephb3 Slc38a4 Efnb3 Il1a Tmem206 Fbxo21 Gstt2 Ccl2 Wdr62

Gm6277 Grtp1 Bhlhe22 Olfr1508 Frmd4b Rasa3 Plagl2 Hmmr Il1rn
Spint2 Gas1 Mansc1 Ccl22 Timp1 Maf Kif20a Oasl2 Cfb
Spink4 C530030P08Rik Rapsn Marcks Wdhd1 Brca1 Nuf2 Nos2
Gpc6 Nebl Slc38a4 Ercc6l Slc15a3 Ms4a6d

B930003M22Rik Agt Grtp1 Socs3
S100b Vmn1r44 Moxd1
Steap3

3 hr 6 hr 8 hr 18 hr

A. Biological Process
3 hr 6 hr 8 hr 18 hr

neuron projection development positive regulation of blood pressure immune response immune system process

N-terminal protein amino acid acetylation cell surface receptor signaling pathway inflammatory response mitotic nuclear division

astrocyte differentiation iron ion homeostasis cellular response to lipopolysaccharide cellular response to interleukin-1

steroid metabolic process axon guidance positive regulation of gene expression innate immune response

ossification palate development positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade cytokinesis

hypothalamus development central nervous system projection neuron axonogenesis positive regulation of T cell proliferation inflammatory response

establishment of epithelial cell polarity positive regulation of organ growth cytokine-mediated signaling pathway negative regulation of apoptotic process

multicellular organism development extracellular matrix organization positive regulation of prostaglandin secretion negative regulation of interferon-gamma production

positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation positive regulation of cell motility wound healing negative regulation of T cell proliferation

nervous system development morphogenesis of an epithelium cellular response to tumor necrosis factor fever generation

digestive tract morphogenesis odontogenesis positive regulation of stress-activated MAPK cascade hepatocyte proliferation

anterior/posterior pattern specification regulation of long-term neuronal synaptic plasticity positive regulation of JNK cascade cytokine-mediated signaling pathway

positive regulation of cell-cell adhesion negative regulation of extrinsic apoptotic signaling  positive regulation of NF-kappaB transcription factor activity positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling

inner ear receptor stereocilium organization pathway in absence of ligand chemokine-mediated signaling pathway nitric oxide biosynthetic process

nervous system development JAK-STAT cascade

B. Cell Component
3h 6h 8h 18h

extracellular region plasma membrane extracellular space chromosome, centromeric region

cell periphery integral component of plasma membrane cytoplasm kinetochore

basolateral plasma membrane extracellular region CD95 death-inducing signaling complex cytoplasm

cell-cell junction membrane symbiont-containing vacuole membrane spindle

anchored component of membrane external side of plasma membrane cytoskeleton

proteinaceous extracellular matrix basal part of cell spindle microtubule

integral component of membrane spindle centriole

extracellular space membrane raft neuronal cell body

C. Molecular Function
3h 6h 8h 18h

protein dimerization activity serine-type endopeptidase inhibitor activity cytokine activity microtubule binding

arylamine N-acetyltransferase activity carbohydrate binding interleukin-1 receptor binding ATP binding

dynactin binding RNA polymerase II transcription factor activity protease binding RNA polymerase II core promoter sequence-specific DNA binding

receptor activity sequence-specific DNA binding chemokine activity ubiquitin protein ligase binding

glycoprotein binding core promoter proximal region DNA binding microtubule motor activity

dynein binding receptor binding interleukin-1 receptor binding

receptor binding tumor necrosis factor-activated receptor activity cytokine activity

chemoattractant activity protein binding
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ข้อมูลทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (TF) ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบจะถูกรวบรวมข้อมูลโดย
อาศัยการสืบค้นจากเอกสารการวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง (Nilsson, 2006; Ravasi, 2007; Medzhitov, 2009; และ 
Weintz 2010) ก่อนท าการตรวจสอบข้อมูลเพิ่มเติมกับฐานข้อมูลทางชีวภาพ เช่น Genecard และ Uniprot 
ท าให้ได้ข้อมูลเบ้ืองต้นของ TF ท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ เป็นจ านวนท้ังส้ิน 46 ยีน ดังแสดงรายช่ือ ในตารางท่ี 
4-3 และการใช้ข้อมูลของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบท่ีตรวจสอบได้จากฐานข้อมูลสาธารณะของยีนท่ี
เกี่ ยวข้อ งกับโรค ได้แก่ ฐานข้อมู ล DisGeNET (Piñero et al., 2015) OMIM (McKusick, 2007) และ 
UniProt (Apweiler et al., 2004) ท าให้ได้จ านวนยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบจ านวนท้ังส้ิน 392 ยีน โดย
แสดงในภาพท่ี 4-2 ซึ่งแสดงเวนน์ไดอะแกรมของยีนท่ีถูกตรวจสอบพบได้จากฐานข้อมูลท้ังสามข้างต้น โดยยีน
ท้ัง 392 ยีน นี้จะถูกน ามาตรวจสอบอีกครั้ง เพื่อพิจารณาว่า ยีนใดจะมีบทบาทเป็น TF และ ยีนใดจะมีบทบาท
เป็น TG ก่อนท าการจัดจ าแนกกลุ่มยีนการอักเสบท้ังหมดนี้ จากข้อมูลของ TF และ TG ซึ่งจะน ามาใช้เป็น
ข้อมูลในการวิเคราะห์เครือข่ายควบคุมการตอบสนองการอักเสบต่อไป 
 
ตำรำงที่ 4-3   ตารางแสดงรายช่ือและแหล่งอ้างอิงข้อมูลทรานส์คริปชันแฟคเตอร์ (TF) ท่ีจะน ามาใช้ในการ

วิเคราะห์ผลเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน  

 
 

TF แหลง่อา้งองิ บทความวจัิยทีเ่กีย่วขอ้ง
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Icsbp http://www.uniprot.org/uniprot/?query=Icsbp&sort=score
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ภำพที่ 4-2   เวนน์ไดอะแกรมแสดงจ านวนยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบซึ่งตรวจสอบได้จาก 3 ฐานข้อมูล 

ได้แก่ Uniprot, Disgenet, และ OMIM โดยยีนท่ีตรวจสอบพบจาก 2 ใน 3 ฐานข้อมูล จะ
น ามาใช้เป็นยีนการอักเสบเพื่อการวิเคราะห์ต่อไป 

 
  จากข้อมูลการแสดงออกของชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ตามช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง จะถูก
น ามาจัดเตรียมเพื่อน ามาเป็นข้อมูลเริ่มต้นส าหรับการวิเคราะห์ภายใต้โปรแกรม Dynamic Regulatory 
Events Miner หรือ DREM (Schulz, 2012) ท่ีจะท าการคัดเลือกทรานสคริปชันแฟคเตอร์ท่ีมีบทบาทในการ
ควบคุมการแสดงออกของกลุ่มยีนซึ่งมีแบบแผนการแสดงออกในแบบเดียวกัน ก่อนท่ีจะน าผลจากการ
คัดเลือกทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนเป้าหมายท่ีได้มาแสดงผลเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกโดย
อาศัยการแสดงผลภายใต้โปรแกรม Cytoscape (Cline, 2007) เพื่อจัดเตรียมข้อมูลเครือข่ายส าหรับการ
วิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป จากภาพท่ี 4-3 ซึ่งแสดงแบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีเกิดจากการจัดกลุ่มการ
แสดงออกของยีนในชุดข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นผลจากโปรแกรม 
DREM ท่ีแสดงให้เห็นถึงแบบแผนการแสดงออกของยีนท้ังหมดจากชุดข้อมูล (4-3A) และ แบบแผนของ
ค่าเฉล่ียในแต่ละกลุ่มแบบแผนการแสดงออก (4-3B) ท้ังสองภาพแสดงพร้อมรายช่ือทรานส์คริปชันแฟคเตอร์ 
(TF) ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุม 
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ภำพที่ 4-3  ภาพแสดงแบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีเกิดจากการจัดกลุ่มการแสดงออกของยีนในชุดข้อมูล           

ไมโครอาร์เรย์ ในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง โดยโปรแกรม DREM (A) แสดงแบบ
แผนการแสดงออกของยีนท้ังหมดจากชุดข้อมูล และ (B) แสดงแบบแผนของค่าเฉล่ียในแต่ละ
กลุ่มแบบแผน พร้อมแสดงรายช่ือทรานส์คริปชันแฟคเตอร์ (TF) ท่ีเกี่ยวข้อง 

 

จากการวิเคราะห์แบบแผนการแสดงออกด้วยโปรแกรม DREM จะท าให้ได้ตารางเมทริกซ์ ท่ีแสดงถึง
การควบคุมการแสดงออกโดยทรานส์คริปชันแฟคเตอร์ (transcription faction, TF) ท่ีมีต่อยีนเป้าหมาย 
(target gene, TG) จะต้องถูกน ามาแปลงข้อมูลเพื่อให้ได้เป็นข้อมูลปฏิสัมพันธ์ท่ีแสดงถึงคู่ของยีน/โปรตีน ท่ีมี
ปฏิสัมพันธ์ต่อกันในแต่ละแถว (ภาพท่ี 4-4A) ก่อนจะน าข้อมูลปฏิสัมพันธ์ท่ีได้นั้นไปแสดงผลเครือข่ายการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวกับการตอบสนองการอักเสบ ด้วยโปรแกรม Cytoscape (ภาพท่ี 4-4B)  
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ภำพที่ 4-4  ภาพแสดงผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอาร์เรย์ในช่วงเวลา 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง ด้วย

โปรแกรม DREM ก่อนท่ีจะท าการแปลงข้อมูลให้อยู่ในรูปท่ีสามารถแสดงผลเครือข่ายได้ภายใน
โปรแกรม Cytoscape (A) และ (B) ตัวอย่างการแสดงผลในโปรแกรม Cytoscape เพื่ อ
เตรียมพร้อมส าหรับการวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 
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จากผลท่ีได้จะท าให้ได้เครือข่ายท่ีประกอบไปด้วยจ านวนยีนท้ังหมด 10,364 ยีน และจ านวน
ปฏิสัมพันธ์ท้ังหมด 325,358 ปฏิสัมพันธ์ (ภาพท่ี 4-5A) เครือข่ายย่อย (sub-networks) ท่ีถูกคัดเลือกด้วยยีน
ของ ทรานส์คริปชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ ( inflammatory TF) จ านวน 311 ยีน ท าให้ได้
เครือข่ายย่อยท่ีมีขนาด 7,308 ยีน และ 32,986 ปฏิสัมพันธ์ (ภาพท่ี 4-5B) เครือข่ายย่อยของเครือข่ายย่อย 
(sub-sub-networks) ท่ีถูกคัดเลือกด้วยยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบ (inflammatory responsive genes) 
ในแต่ละช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง โดยท่ี 3 ช่ัวโมงได้เครือข่ายท่ีมีขนาด 125 ยีน 192 ปฏิสัมพันธ์ ท่ี 6 
ช่ัวโมง ได้เครือข่ายขนาด 62 ยีน 91 ปฏิสัมพันธ์ ท่ี 8 ช่ัวโมง ได้เครือข่ายขนาด 948 ยีน 1,449 ปฏิสัมพันธ์ 
และ 417 ยีน 888 ปฏิสัมพันธ์ แสดงดังภาพท่ี 4-5C และโมดูลการอักเสบ (inflammatory modules) ซึ่งถูก
คัดเลือกด้วย JActiveModules โดยการใช้ระดับการแสดงออกของยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบในแต่
ช่วงเวลา 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง และข้อมูลทางชีวภาพ (ภาพท่ี 4-5D)  

 

 
ภำพที่ 4-5   (A) เครือข่ายขนาดใหญ่จาก DREM, (B) เครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือกด้วยยีนของ ทรานส์คริป

ชันแฟคเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ, (C) เครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือกด้วยยีนท่ีตอบสนองต่อ
การอักเสบในแต่ละช่วงเวลา (D) โมดูลการอักเสบท่ีถูกคัดเลือกด้วย JActiveModules และ
ข้อมูลทางชีวภาพ 
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 ในช่วงเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง จ านวนของยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบ และปฏิสัมพันธ์ท่ีสูง อัน
อาจจะเนื่องมาจากเป็นช่วงเวลาท่ีเศษมีการสะสมของยีนท่ีมีการตอบสนองต่อการอักเสบเพิ่มมากยิ่งขึ้น ซึ่งยีน
ท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบเหล่านี้ถูกกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกด้วยสัญญาณระดับโมเลกุลท้ังจากปัจจัยภายใน
เซลล์และภายนอกเซลล์ (internal and external cellular factors) เพื่อเป็นการตอบสนองในเบื้องต้น
ส าหรับการลดอันตรายอันอาจเกิดจากส่ิงแปลกปลอมเหล่านี้ได้ (Sherwood, 2004; Sorci and Faivre, 
2009)  

 

ภำพที่ 4-6   โมดูล A และ โมดูล B ของเครือข่ายย่อยท่ีเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 4-5D) ตามล าดับโหนด
ส่ีเหล่ียมคือทรานส์คริปช่ันแฟคเตอร์ โหนดวงกลมคือยีนเป้าหมาย และลูกศรแสดงการทิศ
ทางการควบคุม จากภาพ *โหนด (node) คือ ยีน (gene) และ **เอดจ์ (edge) คือ ปฏิสัมพันธ์ 

 

 

ภำพที่ 4-7   โมดูล A และ โมดูล B ของเครือข่ายย่อยท่ีเวลา 8 และ 18 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 4-5D) ตามล าดับ
โหนดส่ีเหล่ียมคือทรานส์คริปช่ันแฟคเตอร์ โหนดวงกลมคือยีนเป้าหมาย และลูกศรแสดงการทิศ
ทางการควบคุม จากภาพ *โหนด (node) คือ ยีน (gene) และ **เอดจ์ (edge) คือ ปฏิสัมพันธ์ 
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4.2   กำรพัฒนำเครือข่ำยท่ีตอบสนองกำรอักเสบ 
 เนื่องด้วยเกิดข้อจ ากัดเรื่องของข้อมูลการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรหรือสารสังเคราะห์ท่ี
เกี่ยวข้อง เพราะจ านวนข้อมูลท่ีได้มีข้อมูลของยีนหรือโปรตีนท่ีศึกษาน้อยและไม่ตรงกับกลุ่มยีนท่ีถูกคัดเลือกได้
ข้างต้นจึงได้ท าการตรวจสอบข้อมูลอื่นเพื่อน ามาพัฒนาการใช้ประโยชน์ของเครือข่ายดังต่อไปนี้ 

4.2.1   เครือข่ำยปฏิสัมพันธ์กำรควบคุมกำรแสดงของยีน (Gene regulatory network, GRN) 

 ตารางท่ี 4-4 แสดงผลจากการวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การควบคุมการแสดงออกการอักเสบโดย
การน าการแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกการตอบสนองต่อไลโพโพลีแซคคาไลน์ของเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW 264.7 มาท าการคัดกรองด้วยกลุ่มทรานส์สคิปชันแฟคเตอร์การอักเสบท้ังหมด 310 ตัว ท่ีได้จาก
ฐานข้อมูล OMIM (McKusick, 2007) และ GeneCard (Safran et al., 2010) มาสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์
การควบคุมการแสดงออกของยีนโดยใช้โปรแกรม DREM 2.0 และแสดงผลผ่านโปรแกรม Cytoscape ท าให้
ได้เครือข่ายท่ีมีขนาด 603 โหนด 10,700 ปฏิสัมพันธ์ แสดงดังภาพท่ี 4-8A เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ท่ีได้นั้นจะถูก
น ามาค้นหาเครือข่ายย่อยท่ีเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนท่ีตอบสนอนต่อการอักเสบอย่างเด่นชัดในแต่ละ
ช่วงเวลา (differentially expression) ซึ่งได้จากการคัดเลือกยีนท่ี (feature selection) เพื่อน ามาเป็น
ตัวแทนเครือข่ายย่อยของแต่ละช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง แสดงดังภาพท่ี 4-8B ถึง 4-8E 
ตามล าดับ  

เมื่อการค้นหาเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การควบคุมการแสดงออกของยีนภายใต้สภาวะของการทดลองใน
ส่วนของแต่ละช่วงเวลา เครือข่ายย่อยท่ีได้ยังคงมีขนาดใหญ่ยากต่อการวิเคราะห์จึงมีการน าโปรแกรม 
JactiveModule มาใช้ในการวิเคราะห์เพื่อค้นหาโมดูลย่อยท่ีมีการเปล่ียนแปลงของการแสดงออกอย่างมี
นัยส าคัญภายใต้การตอบสนองการอักเสบภายใต้ช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง แสดงดังภาพท่ี 4-9 
A ถึง D ตามล าดับ 

เมื่อเราได้เครือข่ายต้นแบบส าหรับการอธิบายการตอบสนองของยีนการอักเสบแล้วนั้นจึงน ามาท าการ
ประยุกต์ใช้กับสารออกฤทธิ์ ในเครือข่ายการแสดงออกการอักเสบนี้นั้นจะเห็นว่าสีนั้นแตกต่างกันมันบ่งบอกถึง
การแสดงออกการอักเสบเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS และมีการลดการแสดงออกเมื่อมีสารออกฤทธิ์มายับยั้งการ
แสดงออกสีเขียวแสดงถึงการ ในหัวข้อนี้ยังคงอยู่ท่ีเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกการตอบสนองการ
อักเสบ ในภาพท่ี 4-10 เป็นผลการแสดงออกของชุดข้อมูล GSE210841 ในช่วงเวลา 8 ช่ัวโมง ท่ีถูกทดสอบกับ
สารออกฤทธิ์ท่ีได้จากสมุนไพร Hypericum perforatum ท่ีเรียกว่า 4CS (4-component-system) ท่ีมีการ
ท างานร่วมกันในการต้านการอักเสบ) โดยภาพรวมของการแสดงออกนั้นเมื่อมีการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีนการอักเสบด้วยไลโพโพลีแซคคาไรด์นั้นมีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน และเมื่อมีการทดสอบสารออกฤทธิ์ 4CS 
การแสดงออกของยีนและทรานส์สคิปช่ันแฟคเตอร์นั้นลดลงตัวอย่างเช่น JUN  และด้วยเครือข่ายต้นแบบการ
ควบคุมการแสดงออกท่ีเวลา 6 ช่ัวโมงนั้นไม่พบโหนดท่ีตรงกันกับชุดข้อมูล GSE21320 และ GSE9632 จึงท า
ให้ไม่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลการยับยั้งการแสดงออกของสารออกฤทธิ์ได้ 
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ตำรำงที่ 4-4  การค้นหายีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงตามช่วงเวลาจากเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีน 

 
ภำพที่ 4-8   (A) เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การควบคุมการแสดงออกของยีน และเครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือก

ออกมาด้วยยีนท่ีถูกคัดเลือกจากขั้นตอนการคัดเลือกยีนในแต่ละช่วงเวลา (B) 3 hr (C) 6 hr (D) 
8 hr และ (E) 18 hr (หมายเหตุ: ในเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนนั้น โหนดสีฟ้า
และเหล่ียมหมายถึงทรายส์สคิปช่ันแฟคเตอร์ โหนดสีน้ าเงินหมายถึงยีนเป้าหมาย และขนาดของ
โหนดจะขึ้นอยู่กับปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีน เอดจ์ท่ีมีลูกศรหมายถึงทิศทางของการควบคุมการ
แสดงออก เอดจ์ท่ีมีลูกศรหมายถึงทิศทางของการควบคุมการแสดงออก) 

 

เครอืขา่ยการควบคมุการ
แสดงออกของยนี 

สภาวะ 
กลุ่มยนีทีถู่กคดัเลอืกเมื่อ
ท าการคน้หาเครอืขา่ย
ย่อยของแต่ละสภาวะ 

Frist Neighbors 
of Selected 

Nodes 
(Undirected) 

Edge 

ชัว่โมง 
จ านวนยนี
ทีค่น้หา 

จ านวนยนี
ทีพ่บ 

จ านวนยนีทีพ่บ จ านวน 

โหนด 603 
3 83 3 89 901 
6 103 2 24 45 

เอดจ ์ 10,700 
8 92 17 356 6,029 
18 97 17 386 8,077 
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ภำพที่ 4-9   โมดูลท่ี (A) 3-3, (B) 6-3, (C) 8-4 และ (D) 18-2 เป็นตัวแทนของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การ

ควบคุมการแสดงออกของยีนในช่วงเวลาท่ี 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ในเครือข่ายการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนนั้น โหนดสีฟ้าและเหล่ียมหมายถึงทรายส์สคิปช่ันแฟคเตอร์ โหนดสี
น้ าเงินหมายถึงยีนเป้าหมาย สีชมพูหมายถึง ขนาดของโหนดจะขึ้นอยู่กับปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีน 
เอดจ์ท่ีมีลูกศรหมายถึงทิศทางของการควบคุมการแสดงออก) 

 
ภำพที่ 4-10  เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกการอักเสบของยีนเมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS และผลจากการ

ทดสอบกับสารออกฤทธิ์ 4CS ท่ีเวลา 8 ช่ัวโมงในสภาวะ (A) ไม่มี LPS, (B) มี LPS และ (C) เมื่อ
มี LPS และมีสาร 4CS (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือ
การแสดงออกที่เพิ่มขึ้นสี เขียวคือการแสดงออกที่ลดลง และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์
ระหว่างโหนด) 
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4.2.2   เครือข่ำยปฏิสัมพันธ์กำรแสดงออกร่วมระหว่ำงยีน (Gene co-expression network, GCN) 

 ตารางท่ี 4-5 แสดงผลจากการวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วมระหว่างยีน โดยการน า
การแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกการตอบสนองต่อไลโพโพลีแซคคาไลน์ของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 
264.7 มาสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วมระหว่างยีนซึ่งจะเป็นปฏิสัมพันธ์ท่ีไม่มีทิศทางท่ีท าให้ได้
เครือข่ายท่ีมีขนาด 322 โหนด 6,244 ปฏิสัมพันธ์ (ภาพท่ี 4-11A) เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ท่ีได้นั้นจะถูกน ามา
ค้นหาเครือข่ายย่อยท่ีเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนท่ีตอบสนอนต่อการอักเสบอย่างเด่นชัดในแต่ละ
ช่วงเวลา (differentially expression) ซึ่งได้จากการคัดเลือกยีนท่ี (feature selection) เพื่อน ามาเป็น
ตัวแทนเครือข่ายย่อยของแต่ละช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง แสดงดังภาพท่ี 4-11B ถึง 4-11E 
ตามล าดับ 

เมื่อการค้นหาเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วมระหว่างยีน ภายใต้สภาวะของการทดลองในส่วน
ของแต่ละช่วงเวลา เครือข่ายย่อยท่ีได้ยังคงมีขนาดใหญ่ยากต่อการวิเคราะห์ จึงมีการน าโปรแกรม 
JactiveModule มาใช้ในการวิเคราะห์เพื่อค้นหาโมดูลย่อยท่ีมีการเปล่ียนแปลงของการแสดงออกอย่างมี
นัยส าคัญภายใต้การตอบสนองการอักเสบภายใต้ช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง แสดงดังภาพท่ี 4-12 
A ถึง D ตามล าดับ 

เราได้เลือกโมดูลบางโมดูลของแต่ละสภาวะคือช่วงเวลาท่ีเลือกมาวิเคราะห์และยีนบางตัวท่ีมีการ
รายงานมาอย่างต่อเนื่องมาเพื่อวิเคราะห์และอธิบายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วมของยีน ในช่วงเวลาท่ี 3 
ช่ัวโมง จ านวนโหนดมีเพียง 2 โหนดหลังจากท่ีท าการค้นหาเครือข่ายย่อยจากขั้นตอนการคัดเลือกเครือข่าย
อย่างมีนัยส าคัญท าให้เพียง 2 โหนด 1 ปฏิสัมพันธ์เท่านั้นจึงไม่น าวิเคราะห์ต่อ (ภาพท่ี 4-12A) ในช่วงเวลาท่ี 6 
ช่ัวโมง เราเลือกโมดูลท่ี 6-5 (ภาพท่ี 4-12B) จะมีตัวยีนหลักๆท่ีมีการเปล่ียนแปลงอย่างเด่นชัดนั่นคือ Tlr4, 
Cd14 และ Mapk14 ซึ่งยีนเหล่านี้มีการแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปในช่วงเวลานี้และมีส่งผลต่อการแสดงออก
ต่อโหนดอื่นๆ เช่นกัน ในช่วงเวลาท่ี 8 ช่ัวโมง เราเลือกโมดูล 8-3 (ภาพท่ี 4-12C) มาวิเคราะห์ผลในช่วงเวลานี้
จะมียีน Cd14 และ Stat3 ท่ีมีการแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเวลาผ่านไป 8 ช่ัวโมง และ
ยังมีผลต่อการแสดงออกต่อยีนอื่นๆ และท่ีสภาวะ 18 ช่ัวโมงหลังจากท่ีมีการกระตุ้นการแสดงออกด้วย LPS ได้
ท าการการเลือกโมดูลท่ี 18-2 (ภาพท่ี 4-12D) ซึ่งในโมดูลนี้พบ Tnf, Ptger2 และ Ptgs2 มีการแสดงออกท่ี
เด่นชัด 

เมื่อน าชุดข้อมูล GSE21841 ท่ีท าการทดสอบการต้านการแสดงออกของสารออกฤทธิ์มาท าการ
วิเคราะห์กับเครือข่ายการแสดงออกร่วมระหว่านยีนต้นแบบพบว่าในช่วงเวลาท่ี 8 ช่ัวโมงนั้นการแสดงออกของ
ยีนการอักเสบเมื่อมีการกระตุ้นการแสดงออกด้วย LPS พบว่ามีการแสดงออกของยีนการอักเสบท่ีเพิ่มขึ้นเมื่อ
สังเกตุจากสีท่ีเปล่ียนแปลงไปและเมื่อท าการทดสอบกับสารออกฤทธิ์ 4CS พบว่าสารออกฤทธิ์นี้สามารถไปลด
การแสดงออกของยีนการอักเสบเมื่อเทียบกันท้ังหมด 3 เครือข่ายภายใต้สภาท่ีแตกต่างกัน การเทียบการลด
การแสดงออกของยีน Stat3 และ Cd14 เมื่อท าการทดสอบกับสารออกฤทธิ์ในการต้านการแสดงออกของสาร
ออกฤทธิ์นั้นยังไม่ค่อยชัดเจนเมื่อสังเกตุจากสีท่ีเปล่ียนแปลงหลังจากท่ีท าการทดสอบ (ภาพท่ี 4-13) 

 

 

 



33 
 

ชุดข้อมูล GSE9632 ได้ท าการการแสดงออกของยีนการอักเสบและท าการทดสอบสารออกฤทธิ์การ
ต้านการอักเสบจากสารสกัด 3 ชนิด ได้แก่ albiflorin, paeoniflorin และ paeonol จากรากของต้นโบต๋ัน 
(paeony) ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml ตามล าดับ ในภาพท่ี 4-14A เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการ
อักเสบเมื่อท าการทดสอบกับสารออกฤทธิ์ albiflorin ในขนาดปริมาณ 1 ug/ml หลังจากท่ีมีการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีนการอักเสบด้วย LPS พบว่าภาพรวมของเครือข่ายนั้นยังไม่สามารถลดปริมาณการอักเสบได้
เมื่อเทียบกันระหว่างเครือข่ายท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และเครือข่ายท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS เมื่อเพิ่มปริมาณ
สาร albiflorin 10 และ 100 ug/ml ตามล าดับ จะเห็นว่าสารออกฤทธิ์ albiflorin นั้นสามารถลดการ
แสดงออกของยีนการอักเสบเมื่อสังเกตจากสีท่ีเปล่ียนแปลงไป (ภาพท่ี 4-14B และ 4-14C ตามล าดับ)  

ในการทดสอบการแสดงออกร่วมของยีนการอักเสบและการต้านการอักเสบในสารออกฤทธิ์ 
paeoniflorin จากรากของต้นโบต๋ัน (ภาพท่ี 4-15) ในปริมาณ 1 ug/ml พบว่าเมื่อเทียบกันท้ัง 3 เครือข่าย 
(ภาพท่ี 4-15A) สารออกฤทธิ์  paeoniflorin นั้นลดการแสดงออกยีนการอักเสบได้เมื่อสังเกตุจากสีท่ี
เปล่ียนแปลงไป และสามารถลดการอักเสบได้ดีในปริมาณท่ี 10 ug/ml (ภาพท่ี 4-15B) แต่เมื่อเพิ่มปริมาณ
ของสารออกฤทธิ์ paeoniflorin เป็น 100 ug/ml แล้วนั้นความสามารถในการการลดลงของการแสดงออกยีน
การอักเสบนั้นน้อยลงเมื่อเทียบกับ 10 ug/ml (ภาพท่ี 4-15C)  

และผลจากการทดสอบการต้านการแสดงออกของสารออกฤทธิ์ paeonol ในปริมาณ 1 ug/ml นั้น
สามารถลดการแสดงออกของยีนการอักเสบได้เมื่อเทียบกับเครือข่ายการแสดงออกของยีนการอักเสบท่ีถูก
กระตุ้นด้วย LPS และเครือข่ายการการแสดงออกยีนการอักเสบท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย LPS (ภาพท่ี 4-16A) และ
เมื่อเทียบขนาดปริมาณด้วยกันสารออกฤทธิ์ที่ 1 ug/ml จะสามารถลดได้ดีกว่า 10 และ 100 ug/ml แต่ในยีน
บางตัวยังคงลดได้น้อยเมื่อเทียบกับปริมา 10 และ 100 ug/ml (ภาพท่ี 4-16) สารออกฤทธิ์ paeonol ใน
ปริมาณ 10 และ 100 ug/ml สามารถลดการแสดงออกของยีนการอักเสบได้เมือเทียบกับเครือข่ายท่ีไม่มีการ
กระตุ้นด้วย LPS  

และ ท่ีถูกกระตุ้น ด้วย LPS ใน ชุดข้อมูล GSE21320 ได้ท าการทดสอบสารออกฤทธิ์  EGCG 
(Epigallocatechin-3-gallate) ท่ีได้จากชาเขียวกับฤทธิ์การต้านการอักเสบท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 4-17) 
เมื่อเราน าเครือข่ายต้นแบบการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบมาวิเคราะห์ร่วมด้วยพบว่ามียีนการอักเสบจ านวน 
4 ตัวท่ีตรงกันกับชุดข้อมูลคือ C3, Mapk14, Spp1 และ Tnfrsf1a เมื่อท าการวิเคราะห์ระหว่างเครือข่ายท่ีไม่
ถูกกระตุ้นด้วย LPS และเครือข่ายท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS นั้น สารออกฤทธิ์ EGCG มีผลต่อการแสดงออกของ
ยีนท้ัง 4 ตัว สามารถไปลดการแสดงออกของยีนการอักเสบเมื่อสังเกตุจากสีท่ีเปล่ียนแปลงไป 
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ตำรำงที่ 4-5  การค้นหายีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงตามช่วงเวลาจากเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วม
ระหว่างยีน 

 

 
ภำพที่ 4-11  (A) เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกร่วมระหว่างยีน และเครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือกออกมา

ด้วยยีนท่ีถูกคัดเลือกจากขั้นตอนการคัดเลือกยีนในแต่ละช่วงเวลา (B) 3 hr (C) 6 hr (D) 8 hr 
และ (E) 18 hr 

 

 

เครอืขา่ยปฏสิมัพนัธก์าร
แสดงออกร่วมระหวา่งยนี 

สภาวะ 
กลุ่มยนีทีถู่กคดัเลอืกเมื่อ
ท าการคน้หาเครอืขา่ย
ย่อยของแต่ละสภาวะ 

Frist Neighbors 
of Selected 

Nodes 
(Undirected) 

Edge 

ชัว่โมง 
จ านวนยนี
ทีค่น้หา 

จ านวนยนี
ทีพ่บ 

จ านวนยนีทีพ่บ จ านวน 

โหนด 322 
3hr 83 1 2 1 
6hr 103 2 72 1,452 

เอดจ ์ 6,244 
8hr 92 27 67 355 
18hr 97 29 32 120 
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ภำพที่ 4-12  โมดูลท่ี (A) 3-1, (B) 6-5, (C) 8-3 และ (D) 18-2 เป็นตัวแทนของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การ

แสดงออกร่วมระหว่างยีนท่ีถูกคัดเลือกเพื่อเป็นตัวแทนในการวิเคราะห์และแปลผลการแสดงออก
ของยีนการอักเสบ ในช่วงเวลาท่ี 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ในเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การ
แสดงออกร่วมระหว่างยีน โหนดสีชมพูคือยีนท่ัวไป และโหนดสีเหลืองคือยีนการอักเสบ) 

 
ภำพท่ี 4-13  เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบท่ีถูกทดสอบกับสารออกฤทธิ์ 4 -component-

system (4CS) ท่ีช่วงเวลา 8 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออก
ของยีน สีแดงคือการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่า
แสดงออกในเครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-14  เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ 

Albiflorin ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 
ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการแสดงออกท่ี
เพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกในเครือข่ายต้นแบบ 
และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 

 

 

 



37 
 

 
ภำพที่ 4-15  เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ 

Paeoniflorin ในปริมาณ 1 , 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการ
แสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกใน
เครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-16  เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ 

Paeonol ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 
ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการแสดงออกท่ี
เพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกในเครือข่ายต้นแบบ 
และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-17  เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ 

EGCG จากชุดข้อมูล GSE21320 ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของ
โหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ี
ลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกในเครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับ     
ปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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4.2.3   เครือข่ำยปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน (Protein-protein interaction networks (PPI)) 

 ตารางท่ี 4-6 แสดงผลจากการวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน โดยได้ท าการสร้าง
เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนโดยการสืบค้นข้อมูลโปรตีนการอักเสบจากฐานข้อมูล STRING แล้วมา
แสดงผลด้วยโปรแกรม Cytoscape ท าให้ได้เครือข่ายท่ีมีขนาด 1,480 โหนด 7,776 ปฏิสัมพันธ์ (ภาพท่ี 4-
18A) เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ท่ีได้นั้นจะถูกน ามาค้นหาเครือข่ายย่อยท่ีเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนท่ี
ตอบสนองต่อการอักเสบอย่างเด่นชัดในแต่ละช่วงเวลา (differentially expression) ซึ่งได้จากการคัดเลือกยีน
ท่ี (feature selection) เพื่อน ามาเป็นตัวแทนเครือข่ายย่อยของแต่ละช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง 
แสดงดังภาพท่ี 4-18B ถึง 4-18E ตามล าดับ 

เมื่อการค้นหาเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน ภายใต้สภาวะของการทดลองในส่วนของแต่ละ
ช่วงเวลา เครือข่ายย่อยท่ีได้ยังคงมีขนาดใหญ่ยากต่อการวิเคราะห์จึงมีการน าโปรแกรม JactiveModule มาใช้
ในการวิเคราะห์เพื่อค้นหาโมดูลย่อยท่ีมีการเปล่ียนแปลงของการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญภายใต้การ
ตอบสนองการอักเสบภายใต้ช่วงเวลา ได้แก่ 3, 6, 8, และ 18 ช่ัวโมง แสดงดังภาพท่ี 4-19 A ถึง D ตามล าดับ 

เราได้เลือกโมดูลบางโมดูลของแต่ละสภาวะคือช่วงเวลาท่ีเลือกมาวิเคราะห์และยีนบางตัวท่ีมีการ
รายงานมาอย่างต่อเนื่องมาเพื่อวิเคราะห์และอธิบายเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน ในช่วงเวลาท่ี 3 
ช่ัวโมงเราได้ท าการคัดเลือกโมดูลท่ี 3-1 (ภาพท่ี 4-19A) พบ RELA, NFKB1 และ IL6 ในเครือข่ายและมี
ปฏิสัมพันธ์กัน และขนาดของโหนดในเครือข่ายนั้นจะแปลผันตรงตามปฏิสัมพันธ์ ท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง โหนดของ 
IL6 มีขนาดท่ีใหญ่ปฏิสัมพันธ์ค่อนข้างท่ีเช่ือมโปรตีนอื่นอีกหลายตัว ในเวลาท่ี 6 ช่ัวโมงเราเลือกโมดูล 6-5 
(ภาพท่ี 4-19B) ขนาดของโหนดภายในเครือข่ายและการแสดงออก่รวมกันเราพบโปรตีน Agtr2, Ace และ 
Ren1 เมื่อท าการค้นหาข้อมูลพบว่า โปรตีนเหล่านี้ท าหน้าท่ีเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด โมดูลท่ี 8-2 ถูกเลือก
มาเป็นต้นแบบของการอธิบายการตอบสนองการอักเสบในช่วงเวลาท่ี 8 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 4-19C) พบว่าโหนด 
IL6 ค่อนข้างท่ีจะมีขนาดใหญ่ เช่นดียวกับท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง และยังพบอีกว่าโปตีน IL6 มีปฏิสัมพันธ์โดยตรงกับ 
TLR4, MAPK3, IFNG ซึ่งโปรจีนเหล่านี้เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบ และในช่วงเวลาท่ี 18 ช่ัวโมง 
คัดเลือกโมดูลท่ี 18-3 มาอธิบาย (ภาพท่ี 4-19D) พบว่าในโมดูลมีโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ ได้แก่ 
Ikbkb, Rela, Mapk14, Tlr4, Stat3, Mapk3, Il1a และ Myd88 ซึ่งมีปฏิสัมพันธ์กัน 

เมื่อน าโมดูลท่ี 8-2 มาวิเคราะห์ต่อจะเห็นว่าเมื่อเราน าชุดข้อมูลการแสดงออกของยีนชุด GSE21841 
มาท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนพบว่า สารออกฤทธิ์นั้นมีผลต่อการแสดงออกของยีนการอักเสบ
โดยเฉพาะ IL6 มี่เวลา 8 ช่ัวโมง เมื่อท าการเทียบกับเครือข่ายท่ีไม่ได้ถูกทดสอบด้วย LPS และ มี LPS ดังนั้น 
ผลชองสารออกฤทธิ์สามารถไปยับยั้งการท างานของ IL6 (ภาพท่ี 4-20) 

ในภาพท่ี 4-21 เป็นผลจากเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกระหว่างโปรตีนการอักเสบท่ีถูกกระตุ้น
ด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ albiflorin ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุด
ข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง พบว่าในภาพรวมของเครือข่าย albiflorin ในปริมาณ 1 
ug/ml สามรถลดการแสดงออกของยีนการอักเสบได้ค่อนข้างน้อย และเมื่อเพิ่มปริมาณ 10 และ 100 ug/ml 
ตามล าดับ สีท่ีเห็นคือเปล่ียนไปทางเขียวการลดการอักเสบนั้นค่อนข้างดีขึ้นตามล าดับของการเพิ่มปริมาณสาร
ออกฤทธิ์ albiflorin  
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ภาพท่ี 4-22 คือเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกระหว่างโปรตีนการอักเสบท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS 
และการต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ paeoniflorin ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล 
GSE9632 ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 ช่ัวโมงพบว่าเมื่อมีการทดสอบการสารออกฤทธิ์ท่ี 1 ug/ml ไม่สารมารถลด
การแสดงออกของโปรตีนการอักเสบได้หรืออาจจะได้น้อย และเมื่อเพิ่มปริมาณของสารออกฤทธิ์พบว่ามี
แนวโน้มการลดการแสดงออกของโปรตีนนั้นเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับท้ัง 3 ปริมาณท่ีท าการทดสอบ  

ภาพท่ี 4-23 เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกระหว่างโปรตีนการอักเสบท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และ
การต้านการอักเสบด้วยสารออกฤทธิ์ paeonol ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 
ถูกทดสอบท่ีช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง พบว่า สารออกฤทธิ์ paeonol สามารถลการการแสดงออกของโปรตีนการ
อักเสบ ต้ังแต่ปริมาณสารท่ี 1 ug/ml แล้ว และเมื่อเพิ่มปริมาณอีกมีแนวโน้มท่ีลดลงอีกเมื่อเทียบกันท้ัง 6 
เครือข่ายท้ังท่ีถูกทดสอบด้วย LPS และ ไม่ถูกทดสอบด้วย LPS และในสารออกฤทธิ์จาดชุดข้อมูล GSE21320 
(211genes) ไม่สามารถตรวจพบโปรตีนท่ีตรงกันดังนั้นจึงไม่สารถมารถนามาวิเคราะห์ต่อได้ในโมดูลต้นแบบท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง 
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ตำรำงที่ 4-6  ตารางการแสดงจ านวนยีนท่ีถูกพบของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนภายใต้สภาวะท่ี
เปล่ียนแปลงไป 

 

 
ภำพที่ 4-18  (A) เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน และเครือข่ายย่อยท่ีถูกคัดเลือกออกมาด้วยยีนท่ีถูก

คัดเลือกจากขั้นตอนการคัดเลือกยีนในแต่ละช่วงเวลา (B) 3 hr (C) 6 hr (D) 8 hr และ (E) 18 
hr 

 

 

เครอืขา่ยปฏสิมัพนัธร์ะหวา่ง
โปรตนี 

สภาวะ 
กลุ่มยนีทีถู่กคดัเลอืกเมื่อ
ท าการคน้หาเครอืขา่ย
ย่อยของแต่ละสภาวะ 

Frist Neighbors 
of Selected 

Nodes 
(Undirected) 

Edge 

ชัว่โมง 
จ านวนยนี
ทีค่น้หา 

จ านวนยนี
ทีพ่บ 

จ านวนยนีทีพ่บ จ านวน 

โหนด 1,480 
3hr 83 10 123 548 
6hr 103 10 113 609 

เอดจ ์ 7,776 
8hr 92 27 344 2,415 
18hr 97 29 278 1,585 
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ภำพที่ 4-19  โมดูลท่ี (A) 3-1, (B) 6-5, (C) 8-2 และ (D) 18-3 เป็นตัวแทนของเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่าง

โปรตีนท่ีถูกคัดเลือกเพื่อเป็นตัวแทนในการวิเคราะห์และแปลผลการแสดงออกของยีนการอักเสบ 
ในช่วงเวลาท่ี 3, 6, 8 และ 18 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ในเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน โหนดสี
เขียวคือยีนท่ัวไป และโหนดสีเหลืองคือยีนการอักเสบ) 

 
ภำพที่ 4-20  เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกระหว่างโปรตีนการอักเสบท่ีถูกทดสอบกับสารออกฤทธิ์ 4-

component-system (4CS) ท่ีช่วงเวลา 8 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการ
แสดงออกของยีน สีแดงคือการแสดงออกที่เพิ่มข้ึนสีเขียวคือการแสดงออกที่ลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ี
ไม่พบค่าแสดงออกในเครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-21  เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออก

ฤทธิ์ Albiflorin ในปริมาณ 1 , 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการ
แสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกใน
เครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-22  เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออก

ฤทธิ์ Paeoniflorin ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการ
แสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกใน
เครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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ภำพที่ 4-23  เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนท่ีถูกกระตุ้นด้วย LPS และการต้านการอักเสบด้วยสารออก

ฤทธิ์ Paeonol ในปริมาณ 1 , 10 และ 100 ug/ml จากชุดข้อมูล GSE9632 ถูกทดสอบท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง (หมายเหตุ: ความเข้มสีของโหนดหมายถึงการแสดงออกของยีน สีแดงคือการ
แสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นสีเขียวคือการแสดงออกท่ีลดลง สีฟ้าคือโหนดท่ีไม่พบค่าแสดงออกใน
เครือข่ายต้นแบบ และขนาดของโหนดขึ้นอยู่กับปฎิสัมพันธ์ระหว่างโหนด) 
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บทท่ี 5 

อภิปรำย สรุปผลกำรทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 

5.1   อภิปรำยผลกำรทดลอง  
 ผลจากการน าเครือข่ายท้ังสามเครือมาท าการวิเคราะห์พบว่าการแสดงออกยีนในช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมง
นั้นมีการแสดงออกเกิดขึ้นทั้งสามเครือข่ายแต่ยังไม่ค่อยชัดเจนอาจเป็นเพราะว่าเป็นช่วงแรกของการตอบสนอง
ของกลไกการอักเสบ และการแสดงออกของยีนท่ีไม่ใช่ยีนหลักนั้นอาจมีการแสดงท่ีค่อนข้างเด่นชัดจึงท าให้ยีน
ท่ีพบในโมดูลย่อยนั้นอาจะไม่สอดคล้องกับสามเครือข่าย จากเครือข่ายควบคุมการแสดงออกยีนการอักเสบนั้น 
CEBPA และ CEBPB มีการแสดงออกพร้อมกันในช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมง ท่ีเห็น CEBPB มีผลต่อการแสดงออก
ของ IL6 เนื่องจาก LPS ไปจับกับ TLR4 ท าให้เกิดการการส่งสัญญาณของ MYD88 ผ่านวิถีของ  NF-kappa B 
signaling pathway ท าให้ เกิดการสังเคราะห์ TNF ซึ่ งเป็น positive feedback กลับไปกระตุ้นการส่ง
สัญญาณของวิถี TNF signaling pathway ไปกระตุ้นให้ CEBPB สร้าง IL6 ซึ่งเป็น inflammatory cytokine 
และเช่ือมโยงอีกหลายวิถีอีกท้ังยังเกี่ยวข้องกับโรคท่ีเกี่ยวกับการอักเสบอีกมากมาย และ CEBPA ซึ่งหน้าท่ีไป
ควบคุมการสังเคราะห์ IL6 ท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีกลไกของมะเร็ง เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนการอักเสบท่ี
ช่วงเวลา 3 ช่ัวโมงนั้นจะเห็นว่ามี IL6 เช่นกันซึ่งมันก็สอดคล้องกันกับเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน
การอักเสบ ท่ีมีการแสดงออกท่ีเด่นชัดขึ้นมา ในโมดูลนี้ก็จะมีกลไกการตอบสนองของวิถี NF-kappa B 
signaling pathway เนื่องจากมีการพบ Rela และ Nfkb1 ท่ีมีการแสดงออกที่เด่นชัดขึ้นมาอาจเป็นเพราะการ
ท างานร่วมกัน ในวิถี NF-kappa B signaling pathway เนื่องจาก NF-kappa-B จะประกอบด้วย NFKB1 
หรือ NFKB2 รวมกับ REL, RELA หรือ RELB ท าให้เกิดมีการแสดงออกพร้อมกัน (Askari et al., 2010) และ
เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบมีจ านวนยีนการอักเสบจ านวนน้อยอาจเป็นเพราะขั้นตอนของการน า
รายช่ือยีนท่ีมีการแสดงออกอย่างเด่นชัดในช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมงซึ่งในช่วงเวลานั้นอาจมีหลากหลายยีนท่ีมีการ
ตอบสนองอย่างเด่นชัดแต่อาจจะไม่ใช่ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบโดยตรงจึงท าให้การน ารายช่ือเหล่านี้มาท า
การค้นหาเครือข่ายย่อยของช่วงเวลาและการคัดเลือกโมดูลย่อยนั้นมีผลต่อจ านวนยีนภายในเครือข่าย  

เมื่อเวลาท่ี 6 ช่ัวโมงเช่นเดียวกับท่ีช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมงมีการแสดงออกของยีนการอักเสบแต่อาจจะ
ไม่ใช่ยีนหลักท่ีท าการศึกษาและการรายงานกันอย่างต่อเนื่องเป็นไปได้ว่าการท่ีโมดูลย่อยท่ีถูกคัดเลือกมานั้น
กลุ่มยีนการอักเสบในวิถีกลไกลองนั้นมีการแสดงออกอย่างเด่นชัดเช่นกันจึงท าให้ภายในเครือข่ายแต่ละ
เครือข่ายพบยีนการอักเสบหลักๆ ค่อนข้างน้อย เนื่องจากโปรแกรม Jactive นั้นคัดเลือกโมดูลย่อยจากการ
เปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนและความสัมพันธ์ระหว่างโหนดอย่างมีนัยส าคัญเป็นไปได้ว่ายีนอื่นอาจมีการ
แสดงออกอย่างเด่นชัดมากกว่าจึงท าให้ถูกคัดเลือกขึ้นมา แต่ในเครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบนั้น
พบว่ามีการแสดงออกเด่นชัดของ Mapk14, Tlr4 และ Cd14 ซึ่งยีนเหล่านี้มีความส าคัญต่อการตอบสนองต่อ
การอักเสบและการแสดงออกของยีนเหล่านนี้นั้นมีการแสดงออกท่ีชัดเจนในช่วงเวลาท่ี 6 ช่ัวโมงหลังจากการ
การกระตุ้นการแสดงออกการอับเสบด้วย LPS ถ้าท าการเปรียบเทียบกับช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมง จะเห็นว่าท่ีเวลา 
6 ช่ัวโมงหลังจากการกระตุ้นการแสดงออกของยีนการอักเสบด้วย LPS นั้นการแสดงออกของ Cd14 และ Tlr4 
เป็นช่วงแรกๆ ของการตอบสนองต่อการอักเสบเนื่องจาก Cd14 ท างานร่วมกันกับ TLR4 ท าหน้าท่ีเป็นตัวรับท่ี
จ าเพาะต่อ LPS ในกลไกการตอบสนองการอักเสบ (Zanoni et al., 2011) ซึ่งสอดคล้องกับการแสดงออกของ 
Mapk14 หรือ p38 ท่ีเด่นชัด หากย้อนกลับไปท่ีช่วงเวลา 3 ช่ัวโมง เริ่มมีการตอบสนองของ TNF signaling 
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pathway และ MAPK signaling pathway ซึ่งส่งผลต่อการกระตุ้นต่อการแสดงออกของ p38 (Xu and 
Derynck, 2010) และก็สอดคล้องกับช่วงเวลาท่ี 3 ช่ัวโมง หลังจากท่ีมีการกระตุ้นการส่งสัญญาณของ ดังนั้น
จากการแสดงออกของยีนและโปรตีนการอักเสบช้ีให้เห็นว่าในช่วงเวลาท่ี 3 และ 6 ช่ัวโมงเป็นช่วงแรกของการ
ตอบสนองการอักเสบจะสังเกตุเห็นว่ายีนหรือโปรตีนนั้นท่ีมีการแสดงอกอย่างเด่นชัดจะไปอยู่ท่ีโปรตีนกลุ่ม
แรกๆของการส่งสัญญาณ แต่ว่าโปรตีนกลุ่มอื่นก็ยังคงมีการแสดงออกแต่ยังไม่ชัดเท่าไร่  

เมือ่เวลาท่ี 8 ช่ัวโมงจากภาพจะเห็นได้ว่าเครือข่ายนั้นค่อนข้างใหญ่ขึ้นเมื่อเทียบกับช่วงเวลาท่ี 3 และ 
6 ช่ัวโมงอาจจะเป็นไปได้ว่าท่ีช่วงเวลาต้ังแต่ 8 ช่ัวโมงนั้นกลไกการตอบสนองต่อการอักเสบนั้นมีค่อนข้างมาก
ในช่วงเวลานี้เพื่อท่ีจะก าจัดส่ิงแปลกปลอมเหล่านั้นออกไป เมื่อเรามาวิเคราะห์ท่ีตัวเครือข่ายโดยการเทียบกัน
ระหว่างเครือข่ายนั้นจะเห็นว่าเครือข่ายท้ังสามเครือข่ายมีการแสดงออกที่สอดคล้องกัน เนื่องจากว่าเราพบ IL6 
ในเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนการอักเสบและเครือข่ายปฏิสัมพันธ์นะหว่างโปรตีน บ่งบอกถึง
การแสดงออกของ IL6 นั้นการแสดงออกค่อนข้างเด่นชัด นอกจากนี้ยังพบ Cd14 ในเครือข่ายการแสดงออก
ร่วมยีนซึ่งมีสอดคล้องกับการพบการแสดงออกท่ีเด่นชัดของ TLR4 ในเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน ใน
เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนนั้นจะเห็นว่าโหนดของ TNF นั้นมีขนาดค่อนข้างใหญ่พร้อมกับการ
แสดงออกของ IL6, Rela และ Nos3 ซึ่งส่วนใหญ่อยู่ในวิถีกลไกของ TNF และ MAPK signaling pathway 
ซึ่งถ้าย้อนไปท่ีช่วงเวลา 3 และ 6 ช่ัวโมงจะเห็นว่ามีการสังเคราะห์โปรตีน TNF ในวิถีของ NF-kB pathway 
เกิดขึ้นท าให้เกิดปฏิกิริยาย้อนกลับไปกระตุ้นการส่งสัญญาณต่อใน TNF และ MAPK signaling pathway ท่ี
ช่วงเวลา 8 ช่ัวโมงหลังจากมีการกระตุ้นด้วย LPS แต่การส่งสัญญาณของ NF-kB signaling pathway ก็ยังคง
เกิดต่อเนื่องถ้าสังเกตจากเครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบและเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน 
และเมื่อมาวิเคราะห์เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนนั้นจะเห็นว่า Tlr4, Mapk3, Il6 และ Ifng มีการ
แสดงออกเกิดขึ้นพร้อมกันบ่งบอกถึงการมีปฏิสัมพันธ์กันซึ่งสอดคล้องกับกลไกการส่งสัญญาณการตอบสนอง
ของ Toll-like receptor signaling pathway หลังจาก LPS มากระตุ้นการตอบสนองการอักเสบของเซลล์
แมคโครฟาจท่ีเวลา 8 ช่ัวโมง โดยการท่ี TLR4 เป็นรีเซ็ปเตอร์ท่ีตอบสนองจ าเพาะต่อ LPS ซึ่งการจะตอบสนอง
ต่อ LPS ซึ่ง TLR4 receptor นั้นต้องการ co-receptors มาท างานร่วมกันนั่นคือ CD14 และ MD2 เพื่อท่ีจะ
จับกับ LPS (Ifng et al., 2016) แล้วส่งสัญญาณการตอบสนองภายในเซลล์ท้ังกลไกของ NF-kB pathway 
และ MAPK signaling pathway เกิดการส่งสัญญาณของ ERK1 หรือ MAPK3 (Zarubin and Han, 2005) 
ไปกระตุ้นการสังเคราะห์พวก Inflammatory cytokine เช่น TNF, IL6 และ IFNG (Achek et al., 2016) 
แล้ว cytokine ก็จะไปจับกับ cytokine-cytokine receptor ท าให้เกิดการส่งสัญญาณของ stat3 (Numata 
et al., 2005) ในวิถีกลไก Jack-Stat signaling pathway (Harrison, 2012) ซึ่งก่อให้เกิดกระบวนการหลาย
อย่างเช่น ก่อให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์ กระบวนการแบ่งเซลล์ และการแสดงออกของโปรตีนภายใน
เครือข่ายยังไปเกี่ยวข้องกับวิถีกลไกการตอบสนองของมะเร็งอีกด้วย ซึ่งช้ีให้เห็นว่าท้ังสามเครือข่ายนี้มีการ
แสดงออกที่เด่นชัดของโปรตีนภายในเครือข่ายและระหว่างเครือข่ายมีความสอดคล้องและเช่ือมโยงกัน  

ช่วงเวลาท่ี 18 ช่ัวโมงหลังจากการกระตุ้นการตอบสนองการแสดงออกของเซลล์แมคโครฟาจด้วย LPS 
เช่นเดียวกับเวลาท่ี 8 ช่ัวโมงมีการแสดงออกของกลุ่มยีนการอักเสบท่ีสอดคล้องกันท้ังสามเครือข่ายพบยีนและ
โปรตีนในกลุ่มเดียวกันยังคงพบการแสดงออกของกลุ่มยีนและโปรตีนในวิถีกลไกหลักๆ ท้ังการส่งสัญญาณใน
กลไก NF-kB, Jack-Stat และ MAPK signaling ในเครือข่าย GRN จะเห็นว่าในเครือข่าย IRF9 ซึ่งมีผลต่อการ
ควบคุมการแสดงออกยีนเป้าหมายหลายตัวเช่น Il6 โดยการแสดงออกของ Il6 นั้นถูกกระตุ้นโดย ISGF3 
(Tyrosine-phosphorylated STAT1/2 heterodimers bind to IRF9, forming IFN-stimulated gene 
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factor 3) ซึ่งจะไปจับกับ ISREs (IFN-stimulated response elements) ในโปรโมเตอร์ของ IFN-induced 
genes เพื่ อให้ เกิดการถอดรหัสและส่งผลต่อการแสดงออกของ STAT3 เช่นกัน  (Nan et al., 2018) 
นอกเหนือจากนี้ IRF9 ยังมีผลต่อการแสดงออกของ PIK3CG ซึ่งเช่ืองโยงไปท่ีกระบวนการกระตุ้นการสร้าง
เกร็ดเลือดและเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดน าไปสู่การฟื้นฟูบาดแผล (Huang et al., 2016) ดังนั้นจากผลการ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีนและโปนตีนท่ีมีลักษณะเด่นชัดนั้นในช่วงท่ี 8 ช่ัวโมง และ 8 ช่ัวโมงจะเป็นช่วง
ของการตอบสนองการอักเสบและก าจัดส่ิงแปลกปลอมรวมถึงการกระตุ้นการสร้างเกร็ดเลือดกระตุ้นการเกาะ
กลุ่มของเกร็ดเลือดเพื่อให้บาดแผลนั้นปิด 

เมื่อน าสารออกฤทธิ์มาวิเคราะห์ร่วมกับเครือข่ายต้นแบบในช่วงเวลาท่ี 8 ช่ัวโมง เนื่องจากสารออก
ฤทธิ์ 4CS (4-component-system จากสมุนไพร Hypericum perforatum) ถูกทดสอบการต้านการอักเสบ
ท่ีช่วงเวลาท่ี 8 ช่ัวโมง (ชุดข้อมูล GSE21841) พบว่าในเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนการอักเสบ
นั้น สารออกฤทธิ์ 4CS มีผลต่อการแสดงออกของยีนเป้าหมายและทรานส์สคิปช่ันแฟคเตอร์เนื่องจาก 4CS ไป
ลดการแสดงออกของ JUN TNF และ IL6 นั้นลดลงหลังจากกลุ่มยีนเหล่านี้นั้นมีแนวโนมการแสดงออกท่ี
เพิ่มขึ้นหลังจากท่ีถูกกระตุ้นการแสดงออกของยีนการอักเสบด้วย LPS ในเครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการ
อักเสบนั้นพบว่าการแสดงออกของยีน Stat3 และ Cd14 นั้นมีการแสดงออกท่ีลดลงแต่การท่ีออกท่ีลดลงนั้น
อาจจะยังไม่เห็นชัดเมื่อเทียบจากความเข้มสีท่ีเปล่ียนแปลงไป ดังนั้น 4CS มีผลต่อการแสดงออกของยีน Stat3 
และ Cd14 และเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนเช่นเดียวกันกับเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกยีนการ
อักเสบคือมีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน IL6 และโปรตีนอื่นๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการอักเสบ 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าสารออกฤทธิ์ 4-component-system จากสมุนไพร Hypericum perforatum สามารถ
ต้านการอักเสบได้  

ชุดข้อมูล GSE9632 ได้ท าการการแสดงออกของยีนการอักเสบและท าการทดสอบสารออกฤทธิ์การ
ต้านการอักเสบจากสารสกัด 3 ชนิด ได้แก่ albiflorin, paeoniflorin และ paeonol จากรากของต้นโบต๋ัน 
(paeony) ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml ตามล าดับ พบว่าเมื่อทดสอบกับเครือข่ายต้นแบบนั้นเครือข่าย
แรกคือเครือข่ายการควบคุมการแสดงออกยีนการอักเสบนั้นรายช่ือในชุดข้อมูล GSE9632 ไม่ตรงกับเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกต้นแบบซึ่งในช่วงเวลาท่ี 6 ช่ัวโมงของเครือข่าการควบคุมการแสดงออกการอักเสบนั้น
ค่อนข้างท่ีจะมีขนาดเล็กและในการคัดเลือกโดยโปรแกรม jactive module คัดเลือกเครือข่ายท่ีมีการ
แสดงออกท่ีเด่นชัดณช่วงเวลานั้นๆ จึงเป็นไปได้ว่ายีนไม่พบในเครือข่าย เครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการ
อักเสบกับสารออกฤทธิ์ albiflorin ในปริมาณ 1, 10 และ 100 ug/ml ตามล าดับ จะเห็นว่าจากผลการ
วิเคราะห์นั้นสารออกฤทธิ์ albiflorin ในปริมาณท่ี 10 และ 100 ug/ml สามารถต้านการอักเสบได้ดีกว่าท่ี 1 
ug/ml ช้ีให้เห็นว่าสารออกฤทธิ์ albiflorin สามารถท่ีจะยับยั้งการอักเสบได้อย่างมีประสิทธิภาพจะอยู่ใน
ปริมาณท่ี 10 และ 100 ug/ml สารออกฤทธิ์ paeoniflorin เมื่อทดสอบกับเครือข่ายต้นแบบพบว่าในปริมาณ 
1 ug/ml นั้นลดการแสดงออกของยีนอักเสบได้ และลดการแสดงออกของยีนอักเสบได้ดีใน 10 ug/ml แต่
สามารถลดได้น้อยลงในปริมาณท่ี 100 ug/ml ช้ีให้เห็นว่า paeoniflorin มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบและ
สามารถต้านการออกฤทธิ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพในช่วง 10 ug/ml สารออกฤทธิ์ paeonol สามารถลดการ
แสดงออกการอักเสบได้ดีใน 1 ug/ml เมื่อเทียบกับปริมาณ 10 และ 100 ug/ml ช้ีให้เห็นว่าประสิทธิภาพใน
การต้านการออกฤทธิ์ของสาร paeonol นั้นจะอยู่ ท่ี 1 ug/ml และเมื่อเพิ่มปริมาณสารออกฤทธิ์อาจจะ
ก่อให้เกิดการอักเสบท่ีเพิ่มข้ึน ในเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกระหว่างโปรตีนเมื่อถูกทดสอบการต้านการ
ออกฤทธิ์ของสาร albiflorin paeoniflorin และ paeonol โดยภาพรวมเช่นเดียวกันกับเครือข่ายการ
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แสดงออกยีนการอักเสบในเรื่องของการต้านการอักเสบท่ีปริมาณเท่าไหร่ ดังนั้นสรุปคือ ในการต้านการอักเสบ
ของสารออกฤทธิ์ albiflorin ท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุดคือ 10 และ 100 ug/ml ในสารออกฤทธิ์ paeoniflorin 
สามารถต้านการอักเสบได้ดีในปริมาณท่ี 10 ug/ml และสารออกฤทธิ์ paeonol สามารถต้านการออกฤทธิ์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพจะอยู่ท่ี 1 ug/ml ดังนั้นจะเห็นว่าการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธิ์นั้นไม่ได้สามรถต้านการ
อักเสบได้ดีเสมอไป แต่ว่าการท่ีสารออกฤทธิ์ท่ีมีมากเกินไปนั้นอาจจะก่อให้เกิดการอักเสบท่ีเพิ่มขึ้นได้ในสาร
ออกฤทธิ์ ผลการต้านการอักเสบนั้นจะขึ้นอยู่กับชนิดของสารออกฤทธิ์และปริมาณของสารออกฤทธิ์ถึงแม้ว่าจะ
มาจากพืชชนิดเดียวกับผลการยับยั้งการอักเสบก็แตกต่างกัน 

ในชุดข้อมูล GSE21320 นั้นสามารถวิเคราะห์ได้แค่เพียงเครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนการอักเสบ
เท่านั้นเนื่องจากด้วยขนดของข้อมูลชุดนี้นั้นมีขนาดเล็กประมาณ 211 ยีนท าให้การค้นหาในเครือข่ายการ
ควบคุมการแสดงและเครือข่ายปฏิสัมพันธ์การแสดงออกะหว่างโปรตีนนั้นไม่พบด้วยท่ีตัวเครือข่ายต้นแบบมท่ี
ช่วงเวลา 6 ช่ัวโมงนั้นค่อนข้างท่ีจะเล็กและการคัดเลือกโมดูลต้นถูกเลือกมาจากการแสดงออกร่วมกันระหว่าง
โปรตีนยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีโดเด่นในช่วงเวลาท่ี 6 ช่ัวโมงท าให้ไม่พบ ในเครือข่ายการแสดงออกร่วมยีนพบ
เพียง 4 ตัวท่ีตรงกันกับชุดข้อมูล ซึ่งผลจากการรวิเคราะห์จะเห็นว่าสารออกฤทธิ์ EGCG (Epigallocatechin-
3-gallate) ท่ีได้จากชาเขียวท่ีเวลา 6 ช่ัวโมงสามารถท่ีจะไปลดการแสดงออกของยีน C3, Mapk14, Spp1 
และ Tnfrsf1a ได้ ซึ่งยีนเหล่านี้เกี่ยวข้องกับการตอบสนองการอักเสบเมื่อมีการกระตุ้นด้วย LPS ช้ีให้เห็นว่า 
EGCG มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ  การน ากระบวนการทางชีวสารสนเทศโดยใช้เครือข่ายท้ัง 3 เครือข่ายมา
ช่วยค้นหากระบวนการวิเคราะห์กลไกการตอบสนองการอักเสบพบว่าท้ัง 3 เครือข่ายสามารถน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์หรืออธิบายกลไกการเกิดการตอบสนองการอักเสบได้ แต่พบว่าในเครือข่ายการแสดงออกร่วมและ
เครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนจะช่วยในการอธิบายได้ดีกว่า 

 

5.2   สรุปผลกำรทดลอง  
1. จากการตรวจสอบขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อ

การอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS โดยอาศัยวิธีการ เครื่องมือ และ
ฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง ท าให้ได้กระบวนการทางชีวสารสนเทศท่ีประกอบไปด้วย การ
จัดเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีน การคัดเลือกกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทส าคัญ การสร้างเครือข่าย
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างยีน ท่ีประกอบไปด้วย เครือข่ายปฏิสัมพันธ์การควบคุมการแสดงออกของยีน 
เครือข่ายการแสดงออกร่วมของยีน และเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน การคัดเลือกเครือข่าย
ย่อย และการบูรณาการเครือข่ายกับข้อมูลทางชีวภาพ แสดงดังภาพท่ี 5-1 

2. จากกระบวนการข้างต้นท าให้ได้เครือข่ายย่อยซึ่งมีกลุ่มยีนท่ีมีบทบาทและความส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองต่อการอักเสบท่ีสามารถน ามาใช้เป็นโมเดลต้นแบบเพื่อช่วยตัดสินใจในการศึกษาและ
อธิบายกลไกการต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรไทยท่ีส าคัญในอนาคต และเป็น
ตัวเลือกส าหรับการตรวจสอบผลในระดับห้องปฏิบัติการต่อไปได้ 
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ภำพที่ 5-1   ภาพแสดงขั้นตอนทางชีวสารสนเทศท่ีเหมาะสมส าหรับการค้นหาเครือข่ายท่ีตอบสนองต่อการ
อักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย LPS โดยอาศัยวิธีการ เครื่องมือ 
และฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง 

 

5.3   ข้อเสนอแนะ  
1. เนื่องจากเป็นโครงการวิจัยท่ีต้องใช้เวลากับการทดสอบและท าความเข้าใจหลักการพื้นฐานของ

เครื่องมือและกระบวนการทางชีวสารสนเทศซึ่งไม่มีสอนในรายวิชาปกติของนิสิตระดับปริญญาตรี ท า
ให้เป็นข้อจ ากัดของพื้นฐานความรู้ของนิสิตท่ีเข้าร่วมการท าวิจัยท่ีส่วนใหญ่เป็นนิสิตระดับปริญญาตรี 
ท าให้มีปัญหาในการท าความเข้าใจและการใช้งานเครื่องมือทางชีวสารสนเทศ ดังนั้นโครงการวิจัย
แบบนี้จึงเหมาะสมกับนิสิตหรือนักศึกษาในระดับปริญญาโทและปริญญาเอกมากกว่า เพราะต้องการ
ทักษะและความเช่ียวชาญท่ีสูงกว่าระดับปริญญาตรี แต่ถึงแม้จะมีนิสิตระดับปริญญาโทมาร่วมท าวิจัย
ก็พบข้อจ ากัดเรื่องของความใส่ใจและเวลา รวมถึงการสืบค้นองค์ความรู้ท่ีเกี่ยวข้องของนิสิตท่ีมีให้กับ
การท างานวิจัย 

2. เนื่องจากข้อจ ากัดของข้อมูลการแสดงออกของยีนท่ีสืบค้นได้จากฐานข้อมูลมีเป็นจ านวนน้อย ไม่มาก
พอท่ีจะสามารถสร้างเครือข่ายปฏิสัมพันธ์ท่ีมีความน่าเช่ือถือ และครอบคลุมการตอบสนองในแต่ละ
ช่วงเวลาได้มากกว่าท่ีเคยท ามา ท าให้โครงการวิจัยยังคงมีปัญหาในเรื่องของการสร้างเครือข่ายปฏิบัติ
สัมพันธ์ระหว่างยีนท่ีสร้างจากข้อมูลจ านวน เพียง 3 ชุดข้อมูล และ 4 ช่วงเวลา และยังขาด
กระบวนการคัดเลือกเครื่องมือการสร้างเครือข่ายท าให้ไม่ทรายแน่ชัดว่าเครือข่ายท่ีสร้างได้มีความ
เหมาะสมเพียงพอหรือไม่ รวมถึงปัญหาของการบูรณาการเครือข่ายและการแปลผลเครือข่ายย่อยกับ
ข้อมูลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรอันเนื่องมาจากข้อจ ากัดของ
จ านวนข้อมูลการแสดงออกที่สืบค้นได้จากข้างต้น 
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5.4   ผลผลิต (Output) 
การน าเสนอเป็นโปสเตอร์ บทคัดย่อ รายงานสืบเนื่องการประชุม ผ่านการประชุมวิชาการระดับชาติ

และนานาชาติ ดังนี้ 

1. Nuchsila, T., Srisook, K. and Soonanan, P. (2018). Gene regulatory network analysis of 
inflammation from microarray data in LPS-stimulated macrophages. The 30th Annual 
Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International Conference 
(TSB2018). November 22-23, 2018 Ambassador Hotel, Bangkok, Thailand. MBB-P-05: 
page 1 – 11. (ภาคผนวก ก) 

2. รัชตา คงพรศิริ และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2561). เครื่องมือทางชีวสารสนเทศส าหรับการวิเคราะห์
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รัชตา คงพรศิริ และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2561). เครื่องมือทางชีวสารสนเทศส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลไมโคร

อาร์เรย์ของยีนท่ีตอบสนองต่อการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นด้วยไลโปโพลิแซค
คาไรด์. การประชุมวิชาการวิศวกรรมชีวการแพทย์ ครั้งท่ี 10, วันท่ี 1 มิถุนายน 2561. มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าพระนครเหนือ, กรุงเทพฯ. หน้า 8 – 12. 

รุ่งทิวา สุดถิ่น และพิทักษ์ สูตรอนันต์. (2561). เวิร์กโฟลว์ของการท าเหมืองข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ทาง    
ชีวสารสนเทศของการตอบสนองการอักเสบในข้อมูลไมโครอาร์เรย์. การประชุมวิชาการวิศวกรรมชีว
การแพทย์ ครั้งท่ี 10, วันท่ี 1 มิถุนายน 2561. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าพระนครเหนือ , 
กรุงเทพฯ. หน้า 13 – 17. 
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