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 โรคพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mekongi เป็นโรคพยาธิในคนที่มีความส าคัญใน
ทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบการระบาดในเขตพื้นที่ที่ติดกับแม่น้ าโขงของประเทศลาวและกัมพูชา 
โดยพยาธิชนิดนี้สามารถก่อโรคในสุนัขและสุกรด้วย การตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพและเช่ือถือได้มี
ความส าคัญอย่างมากในการควบคุมโรค การศึกษาในครั้งนี้ต้องการหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อ
การวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ด้วยเทคนิค Western blot และระบุ
ชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS-
MS) จากผลการศึกษาพบว่า มีแถบโปรตีน 2 แถบที่ท าปฏิกิริยากับซีรัมหนูที่ติดเช้ือพยาธิ โดยน้ าหนัก
อยู่ที่ 22 และ 31 กิโลดาลตัน (kDa) ซึ่งแถบโปรตีนน้ าหนักที่ 31 กิโลดาลตัน มีการตอบสนองต่อ
ภูมิคุ้มกันของหนูที่ติดเช้ือพยาธิดีที่สุด เมื่อน ามาศึกษาพบว่าแถบโปรตีนดังกล่าวมีความคล้ายกับ
โปรตีน Cathepsin B จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของโปรตีน Cathepsin B ของพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ได้ขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 1,123 base pair (bp) และขนาดล าดับ
กรดอะมิโน 342 กรดอะมิโน และน้ าหนักโมเลกุล 38.30 กิโลดาลตัน ซึ่งโปรตีน recombinant 
SmekCatB (rSmekCatB) ที่ติดด้วย hexahistidine ถูกผลิตภายใต้สภาวะระบบ Escherichia coli 
และท าให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA agarose โดยโปรตีน rSmekCatB สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมหนูที่
ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi และไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับแอนติเจนของพยาธิตัวอื่น จากการ
ทดสอบด้วยเทคนิค Indirect Enzyme-linked immunosorbent assay (Indirect ELISA) พบว่า 
โปรตีน rSmekCatB ให้ค่าความไวและความจ าเพาะ เท่ากับ 91.67% และ 100% ตามล าดับ จากผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่า โปรตีน rSmekCatB มีประสิทธิภาพสูงในการวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด     
S. mekongi 
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 Schistosoma mekongi is one of the most important human parasitic diseases 
in South-east Asia. The endemic area is especially reported along the Mekong River sub-
region from Laos to Cambodia. This parasite is also infects in dogs and pigs as its 
alternative host species. Up to present, in the lack of reliable rapid diagnostic 
techniques makes this disease become difficult to control. In this study, we employed 
the screening of serological antigens of parasite using Western immunoblotting and 
identified our interested proteins using LC-MS/MS to obtain potential candidate protein 
for diagnostic tool development. This serological proteome assay yielded 2 
immunoreactivity bands at molecular mass 31 and 22 kDa, respectively. The 31 kDa 
protein considered as the most interested protein from the screening assay was 
identified as cathepsin B and was further cloned for a full cDNA sequence. Full cDNA 
sequence of SmekCatB was consisted of 1,123 bp and its longest reading frame 
encoded for 342 amino acids with some putative post translation modifications. Full 
sequence of SmekCatB with hexahistidine at C-terminus was recombinantly expressed in 
Escherichia coli and purified by Ni-NTA agarose resin under denaturing conditions. 
rSmekCatB showed its positive reactivity with sera of infected mice whereas no cross 
reactivity with other parasite antigens. Indirect ELISA was developed using rSmekCatB as 
antigens. The ELISA results revealed sensitivities of 91.67 % for schistosomiasis mekongi 
with rSmekCatB, whereas the assays showed a specificity of 100% with rSmekCatB. Our 
data suggested that SmekCatB was identified as one of serological parasitic antigens and 
had a high efficacy for the diagnosis of S. mekongi infection. 
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บทท่ี 1 
 

บทน า 
 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 โรคพยาธิใบไม้เลือด (Schistosomiasis) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากพยาธิใบไม้เลือด 
Schistosoma spp. ซึ่งสามารถก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์ องค์การอนามัยโลกจัดล าดับให้โรคพยาธิ
ใบไม้เลือดในคนเป็นโรคที่มีความรุนแรงเป็นอันดับ 2 รองจากโรคมาลาเรีย (WHO, 2002; Moraes 
et al., 2011) โดยพบการระบาดของโรคพยาธิใบไม้เลือดในทวีปแอฟริกา อเมริกาใต้ และเอเชีย 
(Moraes et al., 2011) จากสถิติพบว่ามีประชากรมากกว่า 207 ล้านคนทั่วโลกที่ติดโรคพยาธิใบไม้
เลือด และมีประชากรที่ความเสี่ยงต่อการติดโรคนี้อีก 779 ล้านคน (Steinmann et al., 2006) ใน
ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้มีอุบัติการณ์ของโรคพยาธิใบไม้เลือดที่เกิดจากพยาธิใบไม้เลือด  
Schistosoma mekongi ซึ่งถือว่าเป็นโรคที่มีความส าคัญในประเทศบริเวณภูมิภาคนี้ (Ohmae et 
al., 2004; Urbani et al., 2002; Sinuon et al., 2007) พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi สามารถก่อ
โรคได้ทั้งในคน สุนัข และสุกร (Ohmae et al., 2004; Urbani et al., 2002; Strandgaard et al., 
2001) โดยพบการระบาดในเขตประเทศลาว และประเทศกัมพูชา (Fukuhara et al., 2011; Hirose 
et al., 2007; Hisakane et al., 2008; Kirinoki et al., 2011; Matsumoto et al., 2002; Urbani 
et al., 2002; Zhou et al., 2002) โดยมีหอย Neotricula aperta เป็นพาหะกึ่งกลางของโรค 
(Conlan et al., 2011; Shimada et al., 2007) ซึ่งหอย N. aperta มี 3 สายพันธ์ุ คือ สายพันธ์ุ  
แกรมมา (gamma) สายพันธ์ุแอลฟา (alpha) ทั้งสองสายพันธ์ุนี้จะพบในแม่น้ าโขง และสายพันธ์ุ
เบต้า (beta) จะพบในแม่น้ ามูล (Sornmani, 1976) จากรายงานของ Attwood et al. (2008) 
พบว่าจ านวนหอยที่เป็นพาหะกึ่งกลางของโรคในเขตพื้นที่ที่มีการระบาดในประเทศลาวและกัมพูชามี
จ านวนเพิ่มข้ึน ซึ่งมีโอกาสท าให้ประชากรที่มีความเสี่ยงต่อการติดโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
เพิ่มข้ึนถึง 1.5 ล้านคน จากการประมาณในปี พ.ศ. 2545 ว่ามีประชากรที่มีความเสี่ยงต่อการติดโรค
จ านวน 140,000 คน (Urbani et al., 2002)  
 ปัจจุบันมีปัจจัยเสี่ยงสามประการที่อาจท าให้เกิดการระบาดของโรคพยาธิใบไม้เลือด          
S. mekongi ในเขตประเทศไทยได้ในอนาคต ปัจจัยที่หนึ่ง คือ ประเทศไทยมีหอย N. aperta ที่เป็น
พาหะกึ่งกลางของโรคพยาธิชนิดนี้ ซึ่งพบหอย N. aperta สายพันธ์ุเบต้า ในแม่น้ ามูล จังหวัด
อุบลราชธานี โดยหอยที่พบดังกล่าวนี้ยังไม่เคยมีรายงานการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด  S. mekongi
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(Attwood et al., 2008) และพบหอย N. aperta สายพันธ์ุแอลฟาและแกรมมาในลุ่มแม่น้ าโขงทาง
ฝั่งของประเทศไทย ซึ่งยังไม่พบรายงานการติดเช้ือของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi เช่นเดียวกัน 
(Attwood et al., 2008) นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าหอย Tricula bollingi ที่พบในพื้นที่ทาง
ภาคเหนือของประเทศไทย เป็นหอยอีกชนิดที่มีศักยภาพในการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
ด้วย (Yuan et al., 1984) ปัจจัยที่สอง คือ การเปิดประเทศภายใต้ข้อตกลงของประชาคมเศรษฐกิจ
อาเซียน (ASEAN Economic Community) ในปี พ.ศ. 2558 ซึ่งจะส่งผลต่อแรงขับเคลื่อนทางด้าน
เศรษฐกิจ ท าให้มีการเคลื่อนย้ายของประชากรมากขึ้น ทั้งในด้านการท่องเที่ยว และตลาดแรงงาน ซึ่ง
จากสถิตินักท่องเที่ยวชาวลาวและกัมพูชาที่มาท่องเที่ยวในประเทศไทย พ.ศ. 2554 มีจ านวน 
891,950 และ 265,903 คน ตามล าดับ (Ministry of Tourism and Sports, Department of 
Tourism, 2012) ขณะที่นักท่องเที่ยวชาวไทยที่เดินทางไปยังประเทศลาวและกัมพูชา พ.ศ. 2553 มี
จ านวน 1,517,064 และ 96,277 คน ตามล าดับ (องค์การการท่องเที่ยวแห่งชาติ สปป.ลาว, แผนก
ท่องเที่ยวแขวงสะหวันนะเขต จ าปาสัก และค าม่วน, 2555; Statistics and Tourism Information 
Department, 2010) Leshem et al. (2009) รายงานกรณีตัวอย่างของนักท่องเที่ยวที่เข้าไปในพื้นที่
ประเทศลาวและได้รับการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลอืด S. mekongi โดยพบว่านักท่องเที่ยวชาวอิสราเอลที่
เดินทางมาเที่ยวในประเทศลาวระหว่างปี ค.ศ. 2002-2008 มีนักท่องเที่ยวจ านวน 12 คนที่ติดเช้ือโรค
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยนักท่องเที่ยวในจ านวนนี้ 7 คนที่ติดเช้ือแสดงอาการของโรคแบบ
เฉียบพลัน มีประวัติการเดินทางไปทางตอนใต้ของประเทศลาวซึ่งเป็นเขตระบาดของโรคนี้ และ
ในขณะที่นักท่องเที่ยวอีก 4 คน แสดงอาการของโรคแบบเรื้อรัง ซึ่งจากการสอบประวัติมีความเป็นไป
ได้ที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือดมาจากการเดินทางไปทางตอนเหนือของประเทศลาว ซึ่งเป็นแหล่งที่มี
การระบาดของโรค และปัจจัยที่สาม ได้แก่ ภาวะน้ าท่วมที่เกิดในหลายพื้นที่ของประเทศไทย ดังเช่นที่
เกิดในปี พ.ศ. 2554 ซึ่งภาวะเสี่ยงดังกล่าวอาจส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของหอยที่เป็นพาหะ
กึ่งกลางของโรคได้ ซึ่งกรณีตัวอย่างจากผลของภาวะน้ าท่วมที่บริเวณแม่น้ า Yangtze ของประเทศจีน
ท าให้หอย Oncomelania hupensis ที่เป็นพาหะกึ่งกลางของโรคพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma 
japonicum มีจ านวนและอัตราการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum ของหอย O. hupensis 
เพิ่มข้ึนหลังจากเกิดน้ าท่วมแลว้ 3 ปี (Wu et al., 2008) นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงระบบนิเวศในลุ่ม
น้ า เช่น การสร้างเข่ือนกั้นน้ าอาจส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจ านวนประชากรของหอยที่เป็น
พาหะกึ่งกลางและมีผลต่อการแพร่ระบาดของโรค ซึ่งเห็นได้จากกรณีตัวอย่างการสร้างเข่ือนกั้นน้ า 
Aswan ในลุ่มแม่น้ าไนล์ในประเทศอียิปต์ พบว่าท าให้มีการแพร่ระบาดของโรคพยาธิ ใบไม้เลือด 
Schistosoma mansoni อย่างรวดเร็ว (องุ่น เกียรติวุฒิ และคณะ 2545) ดังนั้นตัวแปรจากทั้งสาม
ปัจจัย ประเทศไทยจึงอยู่บนความเสี่ยง ในอนาคตหากมีผู้ป่วยจากประเทศเพื่อนบ้านหรือคนไทยที่ติด
เช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi แล้วมีการขับถ่ายอุจจาระลงในแหล่งน้ าในประเทศไทยที่มีหอย   
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N. aperta อาศัยอยูก่็อาจมีความเป็นไปได้ที่จะท าให้เกิดการระบาดของโรคไปได้อย่างรวดเร็ว ดังนั้น
การเฝ้าระวังด้วยการตรวจหาผู้ป่วยที่เป็นโรคนี้จึงเป็นมาตรการหนึ่งที่ส าคัญ โดยเฉพาะผู้ป่วยที่ผ่าน
ข้ามชายแดนมาจากประเทศที่มีการระบาดของโรค ซึ่งคือประเทศลาวและกัมพูชา ดังนั้นทาง
คณะผู้วิจัยเห็นความส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาต่อการติดเช้ือโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อทางสาธารณสุขทั้งต่อประเทศไทยและประเทศเพื่อน
บ้าน 
 การตรวจวินิจฉัยที่มีประสทิธิภาพและเช่ือถือได้มีความส าคัญอย่างมากในการควบคุมโรค 
(Hamilton et al., 1998; Doenhoff et al., 2004) ปัจจุบันวิธีการที่ใช้เป็นมาตรฐานในการตรวจ
วินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด คือ การตรวจหาไข่ของพยาธิในอุจจาระ เรียกเทคนิคนี้ว่า Kato-Katz 
(Feldmeier and Poggensee, 1993) แตอ่ย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ไม่เหมาะสมที่จะใช้ในการตรวจใน
พื้นที่ที่มีการระบาดของโรคต่ า เนื่องจากเทคนิคนี้มีความไวในการตรวจวินิจฉัยโรคต่ า โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งในถ้าผู้ป่วยมีติดพยาธิใบไม้เลือดในจ านวนที่น้อย (Utzinger et al., 2001; Yu et al., 1998; Zhu, 
2005) การตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาจึงเข้ามามีบทบาทส าคัญและยังเป็นเครื่องมือหนึ่งในการ
ควบคุมโรคพยาธิใบไม้เลือด (Noya et al., 2006; Alarcón et al., 2007) ในปัจจุบันเทคนิค 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นเทคนิคที่การตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา
นิยมใช้กันมากที่สุด (Doenhoff et al., 2004; Ohmae et al., 2004) โดยที่เทคนิค ELISA เข้ามามี
บทบาทส าคัญในการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลอืดในช่วง 10-20 ปีที่ผ่านมา (Xiang et al., 2003; 
Zhu et al., 2002, Zhu, 2005; Sorgho et al., 2005) การพัฒนาในช่วงแรกการตรวจวินิจฉัยทาง
ซีรัมวิทยาจะใช้แอนติเจนที่เตรียมมาจากไข่และตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้เลือด  (Wu, 2002; Zhu, 
2005) แต่มักพบปัญหาการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอื่นด้วย (Jin et al., 2010) จึงได้มีการ
พัฒนาการใช้แอนติเจนบริสุทธ์ิและแอนติเจนที่ได้มาจากเทคนิค recombinant มาใช้ในการใช้ตรวจ
วินิจฉัย ซึ่งให้ผลที่มีประสิทธิภาพดีกว่าแอนติเจนที่ เตรียมมาจากไข่และตัวเต็มวัยของพยาธิ 
(Doenhoff et al., 2004) ด้วยเหตุน้ีการหาแอนติเจนที่มีศักยภาพในการตรวจวินิจฉัยที่สามารถเพิ่ม
ความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) หรือสามารถแยกการติดเช้ือในผู้ป่วยปัจจุบัน
กับผู้ป่วยที่เคยติดเช้ือได้ ยังเป็นสิ่งที่ต้องการ (Jin et al., 2010) จากการรวบรวมเอกสารเกี่ยวกับ
ความก้าวหน้าในการศึกษาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด พบว่า มีการศึกษาและ
พัฒนาการใช้แอนติเจนที่มีจ าเพาะจากพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum เช่น rSj26GST, rSj23HD, 
rSj32, rSj31-b, SjFBPA และ Sj14-3-3 (Zhu, 2005; Cheng et al., 2007; Luo et al., 2009) ซึ่ง
โปรตีนเหล่านี้ให้ความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาของโรคพยาธิใบไม้
เลือด ขณะที่ในปัจจุบันยังไม่มีรายงานการใช้แอนติเจนที่จ าเพาะจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ใน
การตรวจวินิจฉัย (Kirinoki et al., 2011; Nickel et al., 2015) ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษาชนิดและ
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คุณลักษณะของแอนติเจนที่จ าเพาะจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ต่อการวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา
ของโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi เพื่อหาแอนติเจนที่ดีที่สุด เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการ
พัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาของโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ให้ประสิทธิภาพ ถูกต้อง
และแม่นย าต่อไป 
 
2. วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 2.1 เพื่อศึกษาโปรตีนแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi เพื่อ
ใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีของเจ้าบ้าน (Host) ที่มีการติดเช้ือพยาธิ 
 2.2 เพื่อพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา โดยวิธี Indirect ELISA  
 
3. สมมติฐานของการศึกษา 
 การติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จะท าให้ร่างกายของเจ้าบ้านมีการสร้าง
แอนติบอดีต่อแอนติเจนของพยาธิ ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้มุ่งหาแอนติเจนของพยาธิใบไม้เลือด          
S. mekongi ที่สามารถน ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยหาแอนติบอดีของเจ้าบ้านด้วยวิธี indirect ELISA 
เพื่อบ่งบอกการติดเช้ือของเจ้าบ้านต่อพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
 
4. ขอบเขตของการศึกษา 
 การศึกษาในครั้งนี้เป็นการทดลองในห้องปฏิบัติการ เพื่อจ าแนกชนิดและคุณลักษณะ
ของแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อการวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ท า
การวิจัยโดยน าพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ระยะตัวเต็มวัยจากหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้
เลือด S. mekongi น ามาบดทั้งตัวเพื่อเตรียมโปรตีนแอนติเจน แล้วน าโปรตีนแอนติเจนนั้นมาศึกษา
แยกชนิดโดยใช้เทคนิค Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) จากนั้นหา
แถบโปรตีนแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยใช้เทคนิค Western 
blot โดยใช้ซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จากนั้นเมื่อได้โปรตีน
แอนติเจนที่มีความจ าเพาะแล้ว ท าการตัดแถบโปรตีนแอนติเจนดังกล่าวจากแผ่น SDS-PAGE gel ที่
ย้อมด้วยสี coomassie brillaiant blue R-250 เพื่อน าไปท า protein sequencing ด้วยเทคนิค 
LC/MS-MS หลังจากทราบชนิดของโปรตีนแอนติเจนที่มีความจ าเพาะแล้ว ท าการโคลนยีนโดย
ออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนเป้าหมายนั้นเพื่อศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด และ
ท าการศึกษาคุณลักษณะของยีนเป้าหมายโดยใช้การวิเคราะหแ์ละเปรยีบเทียบกับฐานข้อมลูชีวสารสน
เทศ (โปรแกรม basic local alignment search tool, Clustal W, ExPASy Tool และ I-TASSER) 
จากนั้นท าการผลิตโปรตีน recombinant ที่ติดด้วย hexahistidine โดยผลิตภายใต้สภาวะระบบ   
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E. coli และท าให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA agarose เพื่อน ามาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยวิธี indirect ELISA แล้วประเมินการ
วินิจฉัยโรค โดยหาค่าความถูกต้อง ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ และ
วิเคราะห์ข้อมูล 
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บทท่ี 2 
 

ตรวจเอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

1. โรคพยาธิใบไม้เลือด (Schistosomiasis) 
 โรคพยาธิใบไม้ในเลือด หรือ Schistosomiasis มีช่ือเรียกอีกอย่างว่า Biharziasis เป็น
โรคที่เกิดจากพยาธิในกลุ่ม Schistosoma spp. ซึ่งจัดอยู่ใน Superfamily Schistosomatoidea 
และ Family Schistosomatidae เป็นปรสิตของสัตว์ปีก สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และสัตว์เลื้อยคลาน 
 พยาธิใบไม้เลือดที่อยู่ใน Genus Schistosoma เป็นปรสิตของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม อาจ
แบ่งออกเป็น 4 กลุ่มใหญ่ตามลักษณะรูปร่างของไข่และหนามบนเปลือกไข่ ความจ าเพาะต่อชนิดของ
พาหะกึ่งกลางและต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือ haematobium group ไข่ของพยาธิ
ใบไม้เลือดกลุ่มนี้จะมีหนามหนึ่งอันอยู่ที่ปลายข้างหนึ่ง (terminal spine) โฮสต์ตัวกลางมักเป็นหอย
ใน Genus Bulinus พบในทวีปแอฟริกา เมดิเตอร์เรเนียน และตะวันออกกลาง  กลุ่มที่ 2 คือ 
mansoni group ไข่จะมีหนามหนึ่งอันอยู่ด้านข้าง (lateral spjne) พาหะกึ่งกลางคือ หอยใน 
Genus Biomphalaria พบในทวีปแอฟริกา อเมริกาใต้ แคริบเบียน กลุ่มที่ 3 คือ japonicum 
group ไข่จะมีปุ่มเล็ก ๆ อยู่ด้วยข้าง (lateral knob) พาหะกึ่งกลางได้แก่ หอยใน Genus 
Oncomelania และ Tricula พบในทวีปเอเชีย และกลุ่มที่ 4 คือ indicum group โฮสต์ตัวกลาง
ของพยาธิใบไม้เลือดกลุ่มนี้ ได้แก่ หอยใน Genus Indoplanorbis และ Lymnea พบในทวีปเอเชีย  

 1.1 รูปร่างลักษณะและถ่ินที่พบ  
 1.1.1 Schistosoma japonicum ถ่ินที่พบ คือ ประเทศญี่ปุ่น จีน ไต้หวัน และบาง
ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ฟิลิปปินส์ และ อินโดนีเซีย รูปร่างลักษณะตัวเต็มวัย เพศผู้
มีขนาด 12-20 × 0.5-0.55 มิลลิเมตร ผิวเรียบ (non-tuberculated cuticle) มีอัณฑะ 6-8 อันเรียง
ตัวกันเป็นแถวเดียว intestinal reunion อยู่ส่วนหลังของล าตัว เพศเมียมีขนาด 12-28 × 0.3 
มิลลิเมตร รังไข่อยู่กึ่งกลางล าตัว vitelline กระจายอยู่บริเวณด้านข้างในส่วนสุดท้ายหนึ่งในสี่ของ
ล าตัว มดลูกยาวมีรังไข่บรรจุอยู่ประมาณ 50-100 ฟอง ไข่สีโปร่งใสถึงเหลืองอ่อน ขนาด 65-103 × 
50-72 ไมโครเมตร รูปรี ไม่มีฝาปิด มีปุ่มเล็ก ๆ อยู่ด้านข้างและมีตัวอ่อนที่เรียกว่า ไมราซีเดียม 
(miracidium) อยู่ภายใน เซอร์คาเรีย (cercariae) รูปร่างรียาว ล าตัวมีขนาด 100-160 × 40-66 
ไมโครเมตร ส่วนหางมีขนาด 140-160 × 20-35 ไมโครเมตร ปลายหางแยกออกเปน็สองแฉกยาว 50-
75 ไมโครเมตร 
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 1.1.2 Schistosoma mansoni พบในแถบประเทศในคาบสมุทรคาราเบียน เช่น 
อียิปต์ ลิเบีย ซูดาน ประเทศต่าง ๆ  ในทวีปแอฟริกา บราซิล เกาะบางแห่งในทะเลแครบิเบียน สุรินาม 
เวเนซุเอลา รวมทั้งจิบูตี มอริเตเนีย เซเนกัล และโซมาเลีย รูปร่างลักษณะ ตัวเต็มวัย เพศผู้มีขนาด 6-
13 × 1 มิลลิเมตร ผิวมีลักษณะเป็นตุ่มหยาบ (grossly tuberculated) มี intestinal reunion อยู่
ส่วนหน้าของล าตัว มีอัณฑะ 4-13 อัน (ส่วนมาก 6-9 อัน) อยู่กันเป็นกลุ่ม เพศเมียมีขนาด 7-17 × 
0.25 มิลลิเมตร รังไข่อยู่ส่วนหน้าของล าตัว มดลูกสั้นมีไข่บรรจุอยู่ 1-2 ฟอง vitelline กระจายอยู่
บริเวณข้างในส่วนครึ่งท้ายของล าตัว ไข่สีน้ าตาลอมเหลือง มีขนาด 115-175 × 45-70 ไมโครเมตร 
รูปร่างยาวรีมีหนามหนึ่งอันอยู่ด้านข้าง มีไมราซิเดียมที่เจริญเต็มที่อยู่ภายใน เซอร์คาเรียคล้ายกับ
เซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum ล าตัวมีขนาด 185-230 × 75-110 ไมโครเมตร ส่วน
หางมีขนาด 185-300 × 65-75 ไมโครเมตรปลายหางสองแฉกยาว 90-130 ไมโครเมตร 
 1.1.3 Schistosoma haematobium พบในทวีปแอฟริกา ตะวันออกกลาง รวมทั้ง
เกาะมาดากัสการ์ และมอริเชียส รูปร่างลักษณะ ตัวเต็มวัย เพศผู้มีขนาด 10-15 × 0.75-1 มิลลิเมตร 
ผิวมีลักษณะเป็นตุ่มละเอียด (finely tuberculated) มี intestinal reunion อยู่บริเวณกลางล าตัว มี
อัณฑะ 4-5 อันอยู่เป็นกลุ่ม เพศเมียมีขนาด 20-26 × 0.25 มิลลิเมตร รังไข่อยู่ส่วนล่างของล าตัว 
มดลูกยาว มีไข่บรรจุอยู่ 10-50 ฟอง เปลือกไข่สีน้ าตาลอ่อนใสอมเหลือง มีขนาด 83-187 × 40-70 
ไมโครเมตร รูปร่างยาวรีมีหนามหนึ่งอัน อยู่ที่ปลายข้างหนึ่ง มีไมราซิเดียมที่เจริญเต็ มที่อยู่ภายใน 
เซอร์คาเรียรูปร่างรี ยาวเรียว ล าตัวมีขนาด 140-240 × 57-100 ไมโครเมตร บรรจุด้วย 
penetration (lytic) glands ห้าคู่ ส่วนหางมีขนาด 175-250 × 35-50 ไมโครเมตร ปลายหางสอง
แฉกยาว 60-100 ไมโครเมตร 
 1.1.4 Schistosoma intercalatum พบในประเทศของทวีปแอฟรกิา เช่น ประเทศ
กาบอง คองโก (ซาอีร์) และ แคเมอรูน รูปร่างลักษณะ ตัวเต็มวัย เพศผู้มีขนาด 11-14 × 0.3-0.4 
มิลลิเมตร ผิวมีลักษณะเป็นตุ่มละเอียด (finely tuberculated) มี intestinal reunion อยู่ส่วนล่าง
ของล าตัว มีอัณฑะ 2-7 อัน (ส่วนมาก 4-6 อัน) อยูเ่ป็นกลุ่ม เพศเมียมีขนาด 13-24 × 0.2 มิลลิเมตร 
รังไข่อยู่ส่วนล่างของล าตัว มดลูกยาว มีไข่บรรจุอยู่ 5-50 ฟอง ไข่ คล้ายกับไข่ของพยาธิใบไม้เลือด   
S. haematobium แต่โตกว่าเล็กน้อย มีขนาด 104-203 × 50-85 ไมโครเมตร รูปร่างยาวรี หนาม
หนึ่งอันอยู่ที่ปลายข้างหนึ่ง มีไมราซิเดียมที่เจริญเต็มที่อยู่ภายใน เซอร์คาเรียคล้ายกับเซอร์คาเรียของ
พยาธิใบไม้เลือด S. haematobium 
 1.1.5 Schistosoma mekongi พบในประเทศลาวและกัมพูชา รูปร่างลักษณะตัว
เต็มวัย เพศผู้มีขนาด 10-18 × 0.5-0.55 มิลลิเมตร ผิวเรียบ มี intestinal reunion อยู่ส่วนล่างของ
ล าตัว มีอัณฑะ 6-7 อันเรียงเป็นแถวเดียว เพศเมียมีขนาด 14-20 × 0.3 มิลลิเมตร รังไข่อยู่กึ่งกลาง
ล าตัว มดลูกยาว มีไข่บรรจุอยู่ 120-130 ฟอง ไข่ คล้ายกับไข่ของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum แต่
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ค่อนข้างกลมและเล็กกว่า มีขนาด 67-97 × 50-76 ไมโครเมตร มีปุ่มเล็ก ๆ อยู่ด้านข้าง มีไมราซิเดียม
ที่เจริญเต็มที่อยู่ภายใน เซอร์คาเรียคล้ายกับเซอร์คาเรยีของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum 

 1.2 การแยกชนิดของพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. (ตารางที่ 1)  
 1.2.1 เพศผู้ แยกได้จากลักษณะ tubercle ที่ผิว จ านวนและ arrangement ของ
อัณฑะ และต าแหน่ง reunion ของล าไส้ 
 1.2.2 เพศเมีย แยกได้จากต าแหน่งของรังไข่ ความยาวของมดลูก จ านวนไข่ และ
ลักษณะของไข่ในมดลูก 
 1.2.3 ไข่ไม่มีฝา (non-operculated egg) แยกไดจ้ากลักษณะของไข่ และต าแหน่ง
ของหนาม 
 1.2.4 ขนาดของไข่ ซึ่งไข่พยาธิใบไม้เลือด S. mansoni มีขนาด 90 × 65 ไมครอน 
ไข่พยาธิใบไม้เลือด S. japonicum มีขนาด 45 × 40 ไมครอน ไข่พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi มี
ขนาด 150 × 60 ไมครอน และไข่พยาธิใบไม้เลือด S. haematobium มีขนาด 150 × 60 ไมครอน 
 1.3 ต าแหน่งของตัวเต็มวัยอยู่ในหลอดเลือด (venule) ต่างกัน ซึ่งพยาธิใบไม้เลือด      
S. mansoni ส่วนมากอยู่ใน inferior mesenteric veins พยาธิใบไม้เลือด S. japonicum ส่วนมาก
อยูใ่น superior mesenteric vein (venules ของล าไส้เล็ก) พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ส่วนมาก
อยู่ใน superior mesenteric veins (portal veins) และพยาธิใบไม้เลือด S. haematobium 
ส่วนมากอยู่ใน venule ของ pelvic region ได้แก่ vesical & hemorhoidal veins (เช่น Urinary 
bladder และ rectum) 
 1.4 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. 
  ตัวแก่ของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum, S. mansoni และ S. mekongi ทั้ง
เพศผู้และเพศเมียอาศัยอยู่ในเส้นเลือดรอบ ๆ ล าไส้ (mesentevic plexus) ส่วนพยาธิใบไม้เลือด          
S. haematobium จะอาศัยอยู่ที่เส้นเลือดรอบ ๆ กระเพาะปัสสาวะ ตัวแก่ของพยาธิทั้งเพศผู้และ
เพศเมียจะผสมพันธ์ุแล้วออกไข่ ไข่จ านวนหนึ่งจะถูกกระแสเลือดพัดกลับไปติดอยู่ที่ตับ อีกจ านวน
หนึ่งถูกแรงขับของล าไส้ (peristalsis movement) ผ่านมาในล าไส้ ออกมากับอุจจาระ นอกจากนี้ไข่
ที่ผ่านในล าไส้จ านวนหนึ่งจะฝังอยู่ที่ผนังล าไส้ ไข่ที่ออกมากับอุจจาระเป็นไข่ที่เจริญเต็มที่แล้ว มีไมรา
ซิเดียมอยู่ภายใน เมื่อสัมผัสกับน้ า ฟักตัวออกไข่ได้ภายในเวลา 2-3 นาที เข้าสู่หอยซึ่งเป็นพาหะน า
โรคนี้โดยเฉพาะแล้วเจริญต่อไป ไมราซิเดียมเมื่อไชเข้าหอย จะเข้าไปเจริญอยู่ในอวัยวะย่อยอาหาร
ของหอยเป็นสปอโรซิสต์ (sporocyst) สปอโรซิสต์ลูก (daughter sporocyst) และริเดีย ในที่สุด
เจริญเป็นเซอร์คาเรียซึ่งจะหลุดออกจากหอยเป็นระยะติดต่อ (infective stage) ที่คอยไชเข้าคนหรือ
สัตว์ต่อไป การเจริญเติบโตในหอยนี้ใช้เวลาประมาณ 4-6 สัปดาห์ และไมราซิเดียมจะเจริญได้เฉพาะ
ในหอยที่เป็นพาหะกึ่งกลางของมันเท่านั้น 
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ตารางที่ 1 ข้อแตกต่างของพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma แต่ละชนิด 
 

Character S. mansoni S. japonicum S. mekongi S. haematobium 
Male adult 
size (mm) 
Female adult 
size (mm) 

6.4-12 × 1 
 
7.2-17 × 0.25 

12–20 × 0.5 
 
26 × 0.3 

15 × 0.41 
 
12 × 0.23 

10-17 × 0.8-1 
 
20 × 0.25 

Cuticle Grossly 
tuberculated 

Non-tuberculated 
except minute on 
anterior sucker & 
gyneocophoric canal 

Minute spine 
anterior to 
gynecophoric 
canal 

Fine tuberculated 
 

Testes 6–9 small 7 ovoid slightly 
lobate compressed 
in single column 

7 round in series 4–5 in group 

Ova  Oval shape 
lateral spine 
150×60 µm  

Rounded lateral 
spine (knob-like) 100 
× 65 µm 

Rounded lateral 
spine (knob-like) 
100 × 45 µm 

Oval shape 
terminal spine  
150 × 60 µm 

Intestine Anterior half Posterior half Unite late near 
posterior end of 
body 

Middle of body 

Uterus Short 1 – 4 ova Long 50 – 300 ova Long winding Long voluminous 
Intestine Anterior half Posterior half Unite late near 

posterior end of 
body 

Middle of body 

Uterus Short 1 – 4 ova Long 50 – 300 ova Long winding Long voluminous 
Intermediate 
host 

Biomphalaria 
glabrata, 
Biomphalaria 
alexandrina,  
Aaustralorbis, 
Biomphalaria 
pfeifferi 

Onchomelania 
hupensis 
 

Tricula aperta 
(Lithoglyphosis 
aperta) 

Bolinus 
Planorbaris 
Bulinus trunctus 
Bulinus globosus 

Form of the 
disease 

Intestinal 
bilharziasis 

Intestinal bilharziasis Intestinal 
bilharziasis 

Urogenital 
bilharziasis 
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ตารางที่ 1 ข้อแตกต่างของพยาธิใบไมเ้ลือด Schistosoma แต่ละชนิด (ต่อ) 
 

Character S. mansoni S. japonicum S. mekongi S. haematobium 
Main 
distribution 

Africa, Eastern 
Mediterranean, 
Caribbean, 
South America 

Philippines, 
Indonesia, China 

Laos, Cambodia Africa, Eastern 
Mediterranean 

Natural 
definitive host 
species 

(waterbuck), 
procyonids 
(raccoon) 

rodents, 
perissodactylids 
(horses) 

dog, pig  

Health 
importance 

High High Moderate High 

 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Manal A. Hamed, “Strategic Control of Schistosome Intermediate 
Host.” Asian Journal of Epidemiology 3, 3 (2010): 123-140. 
  
 เซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายน้ า และมีชีวิตอยู่ได้ประมาณ 48 ช่ัวโมง ถ้าไม่มี
โอกาสไชเข้าคนหรือสัตว์ จะตายไปเอง การติดโรคของคนหรือสัตว์โดยลงไปในน้ าที่มีเซอร์คาเรียอยู่ 
เซอร์คาเรียของ schistosome มีลักษณะส าคัญ คือ มีหางแฉกขนาดประมาณ 275 × 51 ไมคอน 
อาจมองเห็นด้วยตาเปล่า เมื่อเซอร์คาเรียไชเข้าสู่ผิวหนังของคนหรือสัตว์ จะทิ้งส่วนหางเหลือแต่ส่วน
หัวไชเข้าเส้นน้ าเหลืองหรือเส้นเลือดฝอย เข้าสู่ทางเดินของเลือดไปสู่หัวใจ สูบฉีดผ่านไปปอดแล้ว
เจริญอยู่ที่เส้นเลือดพอร์ทัล (portal vein) ในระยะนี้พยาธิใบไม้เลือดเจริญเป็นตัวแก่ แล้วเพศผู้จะ
ห่อหุ้มเพศเมียในไกนิโคริกแคนัล (gynaecophoric canal) และผสมพันธ์ุเรียกว่า โคพูเลชัน 
(copulation) ต่อมาเพศผู้จะค่อยคืบคลานทวนกระแสเลือดไปเกาะอยู่ที่ในเส้นเลือดรอบ ๆ ล าไส้ 
(inferior mesenteric plexus) โดยพาเพศเมียไปด้วย และวางไข่ออกมาในล าไส้อีก ระยะเวลาที่
เซอร์คาเรียไชเข้าผิวหนังเติบโต จนออกไข่เป็นเวลาประมาณ 6-8 สัปดาห์ (ภาพที่ 1) 
 1.5 พยาธิสภาพและลักษณะทางคลนิิก 
 1.5.1 ระยะที่เกิดจากตัวอ่อนพยาธิไชเข้าสู่ผิวหนังคน 
  ท าให้ผิวหนังเกิดเป็นตุ่มแดง เป็นลมพิษ เกิดอาการคัน หรือบางทีเกิดเป็นตุ่ม
แดงเป็นทางยาว ถ้าผู้ป่วยเกาอาจท าให้มีการติดเช้ือเกิดการอักเสบ หลังจากนั้น 24-36 ช่ัวโมง ตัว
อ่อนจะไชเข้าสู่กระแสเลือดเข้าหัวใจและปอด พยาธิสภาพที่ปอดจะพบว่า มีจุดเลือดออกเล็ก ๆ มี
เซลล์ eosinophil, lymphocyte, epithelioid และ giant อยูร่อบ ๆ พยาธิ ตัวอ่อนจะไชเข้าสู่หัวใจ
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ภาพที่ 1 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้ Schistosoma spp. 
ที่มา : Centers for Disease Control & Prevention Schistosomiasis, Parasites and 
Health. accessed August 15, 2010, available from http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HT 
ML/Schistosomiasis.htm  
 
อีกครั้ง แล้วเข้าสู่กระแสเลือดไปเจริญเป็นตัวเต็มวัยที่หลอดเลือดด าในตับ โดยอาศัยอยู่บริเวณ 
mesenteric ผู้ป่วยจะมีอาการต่าง ๆ และมีปฏิกิริยาภูมิไวต่อพยาธิและไข่พยาธิร่วมด้วย ซึ่งจะเกิด
อาการหลังจากได้รับตัวอ่อนเข้าไปประมาณ 15-73 วัน หรือโดยเฉลี่ย 40 วัน พบอาการส่วนใหญ่
ได้แก่ เป็นไข้ จุกแน่นหน้าอก ลมพิษ อาจมีอาการหน้าบวม คลื่นไส้ อาเจียน ท้องเดินบ้างเล็กน้อย มี
อาการทางปอดแบบหลอดลมอักเสบ และลักษณะทางกายภาพรังสีของปอดพบแผลเป็น (Scattered 
soft mottling) กระจายอยู่ทั่วไป ตับและม้ามโต เจ็บบริเวณตับ การตรวจเลือดพบ eosinophil สูง 
ซึ่งเป็นอาการไข้ ที่เรียกว่า คาทายามา (Katamaya fever) โดยจะมีไข้สูงถึง 41 องศาเซลเซียส จะ
เป็นในตอนเย็นและจะกลับเป็นปกติในตอนเช้า อาจเป็น 1-2 วัน หรือหลายเดือน และอาจถึงตายใน
รายที่เป็นหนัก นอกจากนี้ยังมีอาการทางประสาท เช่น ซึม อัมพาต หมดสติ โดยอาการจะดีข้ึนอย่าง
รวดเร็วภายหลังการรักษา 

http://www.cdc.gov/
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 1.5.2 ระยะที่มีสาเหตุจากไข่พยาธิ 
 เนื่องจาก lytic gland ของตัวอ่อนที่อยู่ในไข่พยาธิจะผลิตสารและหลั่งออก
ภายนอกผ่านทางผนังเปลือกไข่ เพื่อไปท าลายเซลล์หลอดเลือดด าหรือผนังล าไส้ให้สามารถไชทะลุ
ออกไปได้ ท าให้เกิดการอักเสบบริเวณนั้นจะเป็นโพรงหนองเล็ก ๆ ล้อมรอบด้วยเม็ดเลือดขาว PMN 
และ eosinophil โพรงหนองและแผลเหล่าน้ีจะเกิดข้ึนจ านวนมากที่ผนังล าไส้ ผู้ป่วยจะมีอาการถ่าย
เป็นมูกเลือด ไข่ของพยาธิที่อยู่ในหลอดเลือด หากถูกพัดพาตามกระแสเลือดไปยังตับ ปอด หรือ
อวัยวะอื่น ๆ จะท าให้เกิดพยาธิสภาพและอาการในต าแหน่งเหล่าน้ัน ถ้าไข่จ านวนมากไปยังตับก็จะมี
การอุดตันของระบบหลอดเลือดของตับท าให้ตับโตและมีผลให้ม้ามโตด้วย ร่างกายจะมีปฏิกิริยาภูมิไว
เกินต่อพยาธิเช่นกัน ท าให้ผู้ป่วยมีไข้และเป็นลมพิษ จ านวน eosinophil สูงถึงร้อยละ 60-80 ในราย
ที่เป็นรุนแรงมี serum globulin ข้ึนสูงมาก ปฏิกิริยาเหล่าน้ีอาจจะมีอยู่นาน 15-73 วัน แล้วอุณหภูมิ
ร่างกายจะค่อย ๆ ลดลงสู่ระดับปกติ  แต่อาจจะมีอาการกลับเป็นซ้ าอีก 
 1.5.3 ระยะที่มีการซ่อมแซมของร่างกาย  
 เมื่อเกิดแผลเนื่องจากสารจากไข่หรือตัวอ่อนของพยาธิที่ไปท าลายเนื้อเยื่อให้
เป็นโพรงหนอง ร่างกายก็จะสร้างเนื้อเยื่อซ่อมแซมส่วนต่างๆ มีเม็ดเลือดขาว PMN แทนที่ด้วยเซลล์ 
epithelioid ท าให้เกิดเป็น pseudotubercle ข้ึน เซลล์ giant จะปรากฎในส่วนกลางของกลุ่มเซลล์
และล้อมรอบไข่ที่ตายแล้ว สุดท้ายไข่ที่ตายแล้วจะมีหินปูนมาจับหรอือาจหายไปเลย ผนังล าไส้หนาข้ึน
เกิดมีพังผืดยึดกับเยื่อบุช่องท้อง หลอดเลือดด าของตับอุดตันท าให้ตับแข็ง และมีภาวะขาดอาหารร่วม
ด้วย เนื่องจากผู้ป่วยเบือ่อาหาร ผู้ป่วยจะมีอาการและแสดงอาการของภาวะตับแข็ง เช่น บวม มีน้ าใน
ช่องท้อง ท้องมาน อาเจียนเป็นเลือด หรืออุจจาระด า โลหิตจาง ม้ามโต ปอดเต็มไปด้วยแผลเป็นเกิด
การอุดตันของหลอดเลือดฝอยเป็นผลท าให้เกิด corpulmonale 
 
2. พยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mekongi  
 พยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mekongi สามารถจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธานได้ ดังนี้ 
Kingdom: Animalia 
 Phylum: Platyhelminthes  
  Class: Trematoda  
   Subclass: Digenea 
    Order: Strigeidida  
                 Genus: Schistosoma  
                 Species: Schistosoma mekongi 
 
  

http://en.wikipedia.org/wiki/Animal
http://en.wikipedia.org/wiki/Platyhelminthes
http://en.wikipedia.org/wiki/Trematoda
http://en.wikipedia.org/wiki/Digenea
http://en.wikipedia.org/wiki/Strigeidida
http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma


13 

 

 2.1 ประวัตแิละถ่ินที่พบ 
 จากการรายงานของ Chaiyaporn et al. (1959) ระบุว่า พบผู้ป่วยรายแรกของ
ประเทศไทยที่ป่วยเป็นโรคพยาธิใบไม้เลือดชนิดคล้ายกับพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum            
(S. japonicum-like) ถูกรายงานไว้ในปี ค.ศ . 1950 จากการชันสูตรผู้ป่วยจากจังหวัด
นครศรีธรรมราชที่เข้ามารักษาตัวในโรงพยาบาลศิริราช และในปีเดียวกัน Vic-Dupont et al. (1957, 
อ้างถึงใน Hirose et al., 2007) รายงานว่าพบผู้ป่วยรายแรกจากประเทศลาวที่ติดเช้ือพยาธิใบไม้
เลือดชนิด S. japonicum-like โดยพบไข่ใน biopsy ของตับจากนักศึกษาลูกครึ่งลาวอายุ 18 ปี ซึ่ง
มาอาศัยอยู่ที่กรุงปารีส จากนั้นในปี ค.ศ. 1968 มีรายงานผู้ป่วยรายแรกจากประเทศกัมพูชาที่เมือง 
Kratie (Kracheh) โดยพบไข่แบบเดียวกันนี้ในเด็กหญิงเช้ือชาติเวียดนาม อายุ 12 ปี ต่อมาพบว่า
แหล่งระบาดที่แท้จริงของโรคนี้อยู่ที่เกาะโขง ซึ่งอยู่ในแม่น้ าโขงบริเวณตอนใต้ของประเทศลาว และใน
บางพื้นที่ทางภาคเหนือและภาคกลางของประเทศกัมพูชา โดยมีหอย Lithoglyphopsis aperta เป็น
พาหะกึ่งกลางซึ่งปัจจุบันเรียกหอยชนิดนี้ว่า Neotricula aperta หลังจากนั้นมีการศึกษาอย่าง
ต่อเนื่องถึงพื้นที่ของการระบาดและพาหะกึ่งกลางVoge et al. (1978, อ้างถึงใน Shimada et al., 
2007 และ Hirose et al., 2007) ได้จ าแนกพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum-like นี้เป็นพยาธิใบไม้
เลือดชนิดใหม่ โดยให้ช่ือว่าพยาธิ S. mekongi ซึ่งเป็นพยาธิใบไม้เลือดที่ก่อโรคในแถบประเทศที่มี
พื้นที่ติดกับแม่น้ าโขง ได้แก่ ประเทศลาว กัมพูชา และไทย และ Litiprasert et al. (1999) ได้
รายงานว่าถ่ินของระบาดพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi คือ ลุ่มแม่น้ าโขงโดยเฉพาะบริเวณเกาะโขง
หรือทางตอนใต้ของประเทศลาว ปัจจุบันพบการระบาดของพยาธิใบไม้เลอืด S. mekongi ในประเทศ
ลาวและกัมพูชา  
 2.2 ลักษณะทั่วไปของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 2.2.1 ตัวเต็มวัย (Adult) 
 ตัวเต็มวัย เพศผู้มีขนาด 12-20 × 0.5-0.55 มิลลิเมตร ผิวเรียบ (non-
tuberculated cuticle) มีอัณฑะ 6-8 อันเรียงตัวกันเป็นแถวเดียว intestinal reunion อยู่ส่วนหลัง
ของล าตัว เพศเมียมีขนาด 12-28 × 0.3 มิลลิเมตร รังไข่อยู่กึ่งกลางล าตัว vitellaria กระจายอยู่
บริเวณด้านข้างในส่วนท้ายสุดหนึ่งในสี่ของล าตัว มดลูกยาวมีไข่บรรจุอยู่ประมาณ 50-100 ฟอง ดัง
แสดงในภาพที่ 2 
 2.2.2 ไข่ (Egg)  
  ไข่คล้ายกับไข่ของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum แต่ค่อนข้างกลม และเล็ก
กว่า มีขนาด 62-97×50-76 ไมโครเมตร มีปุ่มเล็กเล็ก ๆ อยู่ด้านข้าง มีไมราซีเดียมที่เจริญเต็มที่อยู่
ภายใน ดังแสดงในภาพที่ 3 
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2.2.3 เซอร์คาเรีย (Cercariae) 
 เซอร์คาเรีย รูปร่างรี ยาว ล าตัวมีขนาด 100-160 × 40-66 ไมโครเมตร หาง
มีขนาด 140-160×20-35 ไมโครเมตร และหางแยกออกเป็นสองแฉกยาว 50-70 ไมโครเมตร  
 

 
 
ภาพที่ 2 ลักษณะตัวเต็มวัยเพศผู้และตัวเต็มวัยเพศเมียของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
ที่มา : ประยงค์ ระดมยศ และคณะ, Atlas of medical parasitology (กรุงเทพฯ: เมดิคัลมีเดีย, 
2545). 
 

 
 
ภาพที่ 3 ลักษณะของไข่พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
ที่มา : ประยงค์ ระดมยศ และคณะ, Atlas of medical parasitology (กรุงเทพฯ: เมดิคัลมีเดีย, 
2545). 
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 2.3 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 วงจรชีวิตจะคล้ายกับพยาธิใบไม้เลือดชนิดอื่น ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งพยาธิใบไม้เลือด    
S. japonicum ซึ่งตัวเต็มวัยของพยาธิจะอาศัยอยู่ที่ superior mesenteric vein และ portal vein 
โดยมีหอย N. aperta เป็นพาหะกึ่งกลางซึ่งมีอยู่ 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ สายพันธ์ุแกรมมา แอลฟา 
และเบต้า โดยระยะ prepatent ในหอยเท่ากับ 42-53 วัน และมีสัตว์ที่เป็นโฮสต์กักตุน ได้แก่ สุนัข 
และสุกร โดยมีระยะ prepatent เท่ากับ 43-49 วัน 
 

 
 
ภาพที่ 4 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
ที่มา : ชูเกียรติ ศิริวิชยกลุ และคณะ, ต าราปรสิตวิทยาทางการแพทย์ (กรุงเทพฯ: เมดิมัลมีเดีย, 
2549). 

 
 จากภาพที่ 4 พยาธิตัวแก่ในคนหรือสัตว์จะปล่อยไข่ออกมาในกระแสเลือด และจะถูกขับ
ออกมาทางอุจจาระ ไข่ที่ออกมาจะมีไมราซีเดียมเจริญเต็มที่อยู่ภายใน เมื่อไข่ลงไปในน้ าจะฟักตัว
ออกมาว่ายอยู่ในน้ าเป็นไมราซีเดียมแล้ว จะไชไปฝังตัวในหอยที่เป็นพาหะกึ่งกลางเจริญเติบโต
เปลี่ยนเป็น sporocyst 2 ครั้ง จะได ้fork-tailed cercaria ซึ่งเป็นระยะติดต่อจะว่ายออกจากหอยไป
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อาศัยอยู่ในน้ า เมื่อคนหรือสัตว์ลงไปเล่นน้ าอาบน้ าที่มีระยะติดต่อเซอรค์าเรียอยู ่เซอร์คาเรียจะไชผ่าน
ผิวหนังเข้าสู่หลอดเลือดด าเล็ก เข้าสู่กระแสเลือดไปยังหัวใจซีกขวาสู่ปอด กลับมายังหัวใจซีกซ้ายแล้ว
กระจายไปทั่วร่างกายเข้าสู่เส้นเลือด portal vein พยาธิจะเจริญเติบโตต่อที่ตับเป็นตัวเต็มวัยจะเริ่ม
จับคู่ระหว่างเพศผู้และเพศเมียแล้วพากันออกจากตับไปอาศัยอยู่ในหลอดเลือดด าตามต าแหน่งต่าง ๆ 
แล้วแต่ชนิดของพยาธิ หลังจากผสมพันธ์ุแล้วไข่จะถูกวางในเส้นเลือดเล็ก ๆ ซึ่งพยาธิใบไม้เลือด       
S. japonicum และพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni จะวางไข่ใน mesenteric vessel แล้วไข่ผ่านไป
ตามอวัยวะต่าง ๆ คือ ล าไส้ หลังจากนั้นไข่จะถูกปล่อยออกมากับอุจจาระ 
 2.4 หอย Neotricula aperta 
 หอย N. aperta เป็นหอยขนาดเล็ก ขนาด 0.13–0.3 x 0.2–0.5 เซนติเมตร มีฝา
ปิด ฐานกว้างใหญ่ ปลายยอดสั้น เปลือกเรียบสีน้ าตาลปนเหลือง ซึ่งเป็นพาหะกึ่งกลางของโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ซึ่งมี 3 สายพันธ์ุ คือ สายพันธ์ุแกรมมา แอลฟา และเบต้า (ภาพที่ 5) 
Ohmae et al. (2004) กล่าวว่า หอยที่เป็นโฮสต์ตัวกลางสายพันธ์ุแกรมมาและแอลฟา จะสามารถ
พบได้ปกติตลอดสายแม่น้ าโขงไปจนถึงจังหวัด Kratie ประเทศกัมพูชา แตส่ายพันธ์ุเบต้าจะพบเฉพาะ
ในแม่น้ ามูล จังหวัดอุบลราชธานี ซึ่งพบได้ในประเทศไทยเท่านั้น แม้ว่าหอยที่เป็นโฮสต์ตัวกลางทั้ง 3 
สายพันธ์ุจะมีการระบาดในพื้นที่ที่ต่างกัน จะพบว่ามีเพียงสายพันธ์ุแกรมมาที่สามารถติดเช้ือพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ได้ตามธรรมชาติ ในขณะเดียวกันจากการศึกษาความไวต่อการติดเช้ือพยาธิ
ของหอย N. aperta พบว่า สายพันธ์ุแกรมมามีความไวต่อการติดเช้ือพยาธิได้มากกว่าสายพันธ์ุเบต้า 
ในปี ค.ศ. 1973 พบว่าหอย N. aperta สายพันธ์ุแกรมมา ที่แม่น้ า Xe Kong หมู่บ้าน Sadao 
ประเทศกัมพูชามีการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ในธรรมชาติ (0.3%) และในปี ค.ศ. 2003 
พบหอย N. aperta สายพันธ์ุแกรมมาติดเช้ือในธรรมชาติ 0.14% (3/2,200) ที่จังหวัด Stung Treng 
โดยการแพร่ระบาดของโรคจะเกิดข้ึนในช่วงเดือนเมษายนถึงเดือนมิถุนายน เนื่องจากเป็นช่วงระเวลา
ที่น้ าในแม่น้ าโขงลดระดับลง 
 2.5 วิทยาการระบาดของโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 

 ปัจจุบันพบว่านอกจากคนแล้วยังมีสัตว์อีกสองชนิด คือ สุนัขและสุกร ที่เป็นโฮสต์
สุดท้ายของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ซึ่งการระบาดของโรคนีจ้ะอยู่ในช่วงน้ าน้อย Urbani et al. 
(2002) ได้รายงานว่าช่วงเวลาในการระบาดของโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ส่วนใหญ่ใน
ประเทศกัมพูชาจะอยู่ในช่วงเดือนกมุภาพันธ์ถึงเดือนเมษายน ส่วนประเทศลาวและประเทศไทยจะอยู่
ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนมิถุนายน โดยแสดงพื้นที่การระบาดของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ใน
ภาพที่ 6 

 ในประเทศลาว ถ่ินระบาดที่ส าคัญของโรคพยาธิใบไม้เลือดอยู่ที่เกาะโขง ซึ่งอยู่ทาง
ตอนใต้ของประเทศลาวใกล้กับประเทศกัมพูชา ความชุกของโรคระหว่างปี ค.ศ. 1971-1976 เท่ากับ 
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14.4-62.5% ส าหรับความชุกของโรคตลอดแนวแม่น้ าโขงใกล้เขตประเทศกัมพูชาได้มีการส ารวจในปี 
ค.ศ. 1987 พบว่า เท่ากับ 15.3-92.3% (ค่าเฉลี่ย 42%) โดยมีประชากรที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด
ประมาณ 11,000 คน และประมาณ 60,000 คน ที่มีความเสี่ยงต่อการติดโรค ภายหลังการควบคุม
โรคอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 9 ปี อัตราความชุกของโรคที่เกาะโขงในโฮสต์กักตุนลดลงเหลือ 2.1% 
ขณะที่อัตราความชุกของโรคในสุนัขที่เกาะโขงในปี ค.ศ. 1971 เท่ากับ 11.0% ผลบวกของอุจจาระ
สุกรที่เมืองโขงในปี ค.ศ. 2001 เท่ากับ 12.2% 
  

 ในประเทศกัมพูชา ถ่ินระบาดส าคัญอยู่ที่เมือง Kratie และ Stung Treng ความชุก
ของโรคพยาธิใบไม้เลือดระหว่างปี ค.ศ. 1966-1970 เท่ากับ 3.6-47.0% ปี ค.ศ. 1982 และ 1983 มี
การตรวจพบไข่ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ในอุจจาระของชาวกัมพูชาอพยพที่จังหวัด
ปราจีนบุรี ด้วยอัตราความชุกเท่ากับ 0.34 (74/21,496) และ 0.26% (62/24,169) ตามล าดับ ปี 
ค.ศ. 1994-1995 พบว่าที่เมือง Kratie มีผู้ป่วยที่ติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยมีอัตรา
ความชุกเท่ากับ 26.3-72.9% และภายหลังการควบคุมโรคอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 7 ปี ท าให้อัตรา
ความชุกเฉลี่ยของโรคลดลงเหลือต่ ากว่า 10% ใน ค.ศ. 2001 ปัจจุบันประชากรประมาณ 80,000 คน 
ยังมีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือในโฮสต์กักตุน พบผลบวกของอุจจาระสนุัขที่เมือง Kratie ระหว่างปี ค.ศ. 
2000-2001 เท่ากับ 0.32-3.6% 

 ในประเทศไทยมีรายงานการพบผู้ป่วยติดเช้ือพยาธิ S. japonicum-like ระหว่างปี 
ค.ศ. 1959-1984 พบไข่ของพยาธิ S. japonicum-like ใน biopsy (ส่วนใหญ่เป็น rectal biopsy) 
ของผู้ป่วยและจาก autopsy ประมาณ 60 ราย จากจังหวัดต่าง ๆ ดังนี้ นครศรีธรรมราช (51 ราย),  

 
 
ภาพที่ 5 หอย N. aperta พาหะกึ่งกลางของโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
ที่มา : องุ่น เกียรติวุฒิ และคณะ, หนอนพยาธิใบไม้ พยาธิตืด ปรสิตอ่ืนๆ และแมลงท่ีส าคัญทาง
การแพทย์, (กรุงเทพฯ: โรงพิมพ์แห่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2545). 
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สุราษฎร์ธานี (2 ราย), พิษณุโลก (3 ราย), พิจิตร (1 ราย), เชียงราย (1 ราย), พะเยา (1 ราย) และ
อุบลราชธานี (1 ราย) ปี ค.ศ. 1986 พบไข่จากก้อนเนื้อบริเวณรอยต่อของล าไส้เล็ก และล าไส้ใหญ่ 
และจาก rectal biopsy ของผู้ป่วย 2 รายจากจังหวัดพิจิตร ระหว่างปี ค.ศ. 1982-1984 และป ี
1985-1988 จากการศึกษาโรคพยาธิใบไม้เลือดในโครงการเข่ือนรัชชประภา (เดิมช่ือเข่ือนเช่ียวหลาน) 
จังหวัดสุราษฎร์ธานี มีการตรวจพบไข่ของพยาธิในกลุ่ม S. japonicum complex ในอุจจาระของ
เด็กชายอายุ 11 ปี 1 ราย (1/1,007 คน) และในสุนัข 3 ราย (3/21 ตัว) แต่ไม่พบหอยที่เป็นโฮสต์
ตัวกลางที่ติดเช้ือตามธรรมชาติ หรือหอยชนิดอื่น ๆ ซึ่งเป็นโฮสต์ตัวกลางของพยาธิใบไม้เลือดในคน 
เมื่อน าไมราซีเดียมจากไข่ในอุจจาระเหล่าน้ีไปท าการทดสอบความไวกับหอยชนิดต่าง ๆ พบว่าหอย 
N. aperta สายพันธ์ุเบต้า และหอย Tricula bollingi เท่านั้นที่ติดเช้ือได้ แต่ในปี ค.ศ. 2007 มีการ
รายงานว่าหอย N. aperta สายพันธ์ุแกรมมาเป็นชนิดแรกที่มีการติดเช้ือ Schistosomes บริเวณ
แม่น้ าโขง (Shimada et al., 2007) นอกจากนี้ยังพบว่ามีเฉพาะสายพันธ์ุแกรมมาเท่านั้นที่มีการติด
เช้ือ S. mekongi ในธรรมชาติ ส่วนสายพันธ์ุเบต้าไม่พบการติดเช้ือ หลังจากนั้นก็ไม่พบอุบัติการณ์
ของโรคในคนอีกเลย โอกาสที่จะได้ศึกษาพยาธิตัวเต็มวัยจึงไม่มี อย่างไรก็ตามเนื่องจากไม่พบหอย 
Oncomelania spp. ในประเทศไทย แต่พบหอย N. aperta ที่ลุ่มแม่น้ ามูลและแม่น้ าโขง และการที่
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi สามารถใช้หอย N. aperta เป็นโฮสต์ตัวกลางได้ดี จึงอนุมานว่าพยาธิที่
เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้เลือดในประเทศไทย คือ พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 

 
 
ภาพที่ 6 พื้นที่การระบาดของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
ที่มา : Shimada, M. et al., “High susceptibility of Neotricula aperta gamma-strain from 
Krakor and Sdau in Cambodia to Schistosoma mekongi from Khong Island in Laos,” 
Parasitology International 56 (2007): 158. 
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 2.6 พยาธิสภาพและลักษณะทางคลินิก 
 โดยลักษณะทางคลินิกของการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จะคล้ายกับ
พยาธิใบไม้เลือด S. japonicum แต่ความรุนแรงของโรคจะน้อยกว่า โดยอาจพบอาการท้องเดิน
เล็กน้อย และที่พบบ่อย คือ ตับโต ม้ามโต บางรายอาจเกิดความดันโลหิตในตับสูง ซึ่งมักพบอาการ
ท้องมานในเด็กนักเรียนช้ันประถม อัตราความชุกของโรคจะมีความสัมพันธ์อย่างสูงกับระดับความ
รุนแรงของการติดเช้ือ ซึ่งระดับความรุนแรงของการติดเช้ือจะมีความสัมพันธ์กับอัตราของอาการตับ
โตและการมีเลือดออกในอุจจาระ ต่อมาพบว่าอาการม้ามโตที่เกิดจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
จะมีความรุนแรงมากกว่าที่เกิดจากพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum นอกจากนี้ยังพบผู้ป่วยที่มีอาการ
ทางสมอง เช่น อาการชา ที่แขน ขา พูดล าบาก และมะเร็งกล้ามเนื้อเรียบในล าไส้เล็ก 
 
3. ยาท่ีใช้รักษาโรคพยาธิใบไม้เลือด 
 

 3.1 สารอินทรีย์สังเคราะห์ 
 3.1.1 Praziquantel เป็นสารประกอบสีขาว มีรสขม ไม่มีกลิ่น ในสภาวะปกติเป็น
ผลึกคงรูป  แต่หลอมเหลวที่อุณหภูมิ  136-139   C เป็นสารดูดความช้ืนได้ดี  ละลายได้ดีใน 
chloroform และ dimethyl sulfoxide (อภิรมย์ เจริญไชย, 2543) praziquantel เป็นยาที่เลือกใช้
เป็นอันดับแรกในการก าจัดพยาธิใบไม้เกือบทุกชนิดและพยาธิตัวตืด โดยเฉพาะพยาธิตืดหมู โดยมีผล
ให้พยาธิหดตัวอย่างรุนแรง และเป็นอัมพาตแบบหดเกร็ง พยาธิจึงเกาะติดเนื้อเยื่อไม่ได้ และถูกขับ
ออกมา กลไกการออกฤทธ์ิ ถูกดูดซึมเข้าสู่ภายในตัวพยาธิอย่างรวดเร็ว เบื้องต้นพบว่าท าให้เกิด 
vacuolization ที่ช้ันผิวตัวของพยาธิ การออกฤทธ์ิที่ส าคัญคือ ท าให้เกิด Ca2+ ไหลเข้าสู่ cell 
membrane ของพยาธิส่งผลให้เกิดการหดเกรง็ของกล้ามเนื้อจนเกิดอัมพาต พยาธิไม่สามารถยึดเกาะ
ผนังหลอดเลือดได้จึงถูกขับออกจากโฮสต์ กล้ามเนื้อของพยาธิจะหดตัวทันที เกิดตุ่มพองจะขยายใหญ่
และแตกออกในที่สุด การดูดซึมจะได้ผลดีและรวดเร็วเมื่อได้รับยาโดยการกิน ยาจะกระจายไปสู่
อวัยวะต่าง ๆ ทั่วร่างกาย ยาจะถูกเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วในบริเวณตับ ขับออกทางน้ าปัสสาวะใน
รูปที่ไม่มีฤทธ์ิ  
 3.1.2 Oxamniquine เป็นสารประกอบ tetrahydroquinolone เป็นยาที่ใช้
ส าหรับรักษาโรคพยาธิใบไม้เลือดที่มีสาเหตุจาก S. mansoni (Callahan, 2007) แต่ก็ยังไม่มีรายงาน
กลไกออกฤทธ์ิที่แน่นอน อัตราการรักษาหายส าหรับการติดเช้ือในแคริบเบียนและอเมริกาใต้ อยู่ที่ 
60-90% (Esmat and El Raziky, 2009) และจะมีผลกับพยาธิเพศผู้มากกว่าเพศเมีย ฤทธ์ิกับพยาธิ
เพศเมียจะท าให้ไม่สามารถออกไข่ ได้รับการใช้อย่างกว้างขวางในประเทศบราซิล และประเทศอื่นที่มี
โรคพยาธิใบไม้เลือด แตไ่ม่เป็นที่นิยมใช้ในแอฟริกา อย่างไรก็ตามในส่วนของการศึกษาประสิทธิภาพ 
Praziquantel มีผลมากกว่า oxamniquine ในรักษาโรคพยาธิใบไม้เลือดที่ล าไส้ 
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 3.2 สารอินทรีย์จากธรรมชาติ 
 3.2.1 Artemisinins หรือ qinghoazu เป็นสารส าคัญที่สกัดได้จากพืช Artemisia 

annua เป็นพืชที่พบได้ทั่วไปในประเทศจีนและใช้ลดไข้มานานกว่าพันปี Artemisinin ถูกค้นพบครั้ง
แรกในปี1971 มีโครงสร้างทางเคมีเป็น sesquiterpene lactone โดยมีพันธะเอนโดเปอร์ออกไซด์ (-
O-O-) เป็นส่วนที่ส าคัญในการออกฤทธ์ิต้านเช้ือมาลาเรีย (Woodrow et al., 2005) จึงมีการใช้อย่าง
แพร่หลายในถ่ินที่มีการระบาดของโรคมาลาเรยี พบว่ามีผลข้างเคียงต่ าและไม่มรีายงานพิษต่อผู้ใช้มาก
นัก (Ribeiro and Olliaro, 1998) ท าให้ยากลุ่ม Artemisinin เป็นที่สนใจในการศึกษาอย่าง
กว้างขวางในด้านต่างๆ รวมทั้งการทดสอบฤทธ์ิการต้านโรคพยาธิใบไม้เลือด เนื่องจาก artemisinin 
มีคุณสมบัติที่ละลายได้ไม่ดีทั้งในน ้าและน ้ามัน ท าให้มีการสังเคราะห์อนุพันธ์ข้ึนมาเพื่อให้ได้สารที่มี
คุณสมบัติละลายน ้าได้ดี เช่น artesunate และ dihydroartemisinin และสารที่มีคุณสมบัติละลาย
ในไขมันได้ดี เช่น artemether และ arteether เป็นต้น ซึ่ง artemether และ artesunate ถูก
รายงานครั้งแรกในปี 1982 และ 1983 ตามล าดับ เกี่ยวกับคุณสมบัติในการต้านพยาธิใบไม้เลือด     
S. japonicum (Le et al.., 1982; Le et al., 1983 อ้างโดย Xiao, 2005) หลังจากนั้นมีการศึกษา
ฤทธ์ิของยากลุ่ม artemisinin กับการต่อต้านพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. โดยจาก
การศึกษาภายในตัวสัตว์ พบว่า artemether และ artesunate มีผลอย่างมากกับระยะตัวอ่อนของ
พยาธิ Schistosoma spp. (Xiao, 2005) 
 3.2.2 Mirazid เป็นยาสมุนไพรที่ได้จากยางไม้ของล าต้น Commiphora molmol 
มีคุณสมบัติในการต่อต้านพยาธิใบไม้เลือด โดยท าให้พยาธิเพศผู้กับเพศเมียไม่จับคู่กัน (Esmat and 
El Raziky, 2009) มีฤทธ์ิท าลายกล้ามเนื้อของพยาธิ และจากการทดลองทางคลินิกในประเทศอียิปต์
ไม่พบผลข้างเคียงที่รนุแรง บริษัทยาในประเทศอียิปต์ได้น าสารสกัดจาก Commiphora มาผลิตในรูป
ยาเม็ดที่มีสารบริสุทธ์ิ Mirazid ปริมาณ 300 มิลลิกรัมต่อแคปซูล 

 
4. การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด 
 การวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด สามารถท าได้ทั้งวิธีทางปรสิตวิทยาและวิธีทางวิทยา
ภูมิคุ้มกัน วิธีทางปรสิตวิทยาท าได้โดยการตรวจหาไข่พยาธิที่ออกมากับอุจจาระหรือปัสสาวะ วิธีที่จัด
ได้ว่าให้ผลดีที่สุด ได้แก่ การตรวจบนแผ่นฟิล์มหนาของอุจจาระตามวิธีของ  Kato (Kato thick 
smear technique) เนื่องจากสามารถท าได้ทั้งการตรวจหาไข่ และนับจ านวนไข่ในอุจจาระ แม้ว่าจะ
เป็นวิธีที่แม่นย าที่สุด แต่ก็มีปัญหาด้านความไวในการตรวจวิเคราะห์ นอกจากนี้จะตรวจพบไข่ใน
อุจจาระเมื่อผู้ป่วยอยู่ในช่วงท้ายของการติดเช้ือ ซึ่งมีการด าเนินของโรคจนท าให้เกิดการเจ็บป่วยแล้ว 
เนื่องจากในระยะแรกของการติดเช้ือนั้นพยาธิยังเจริญไม่เต็มที่จึงไม่มีไข่ปนออกมากับอุจจาระหรือ
ปัสสาวะ ท าให้ไม่สามารถตรวจวินิจฉัยโดยการตรวจหาไข่พยาธิได้ นอกจากนี้ถ้ามีการติดเช้ือจ านวน
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น้อยไข่พยาธิก็จะมีในอุจจาระน้อยเช่นกัน จึงอาจต้องตรวจซ้ าหลาย ๆ ครั้งเพื่อให้ได้ผลที่ถูกต้อง อาจ
ตรวจไม่พบไข่ในอุจจาระ อีกทั้งไข่ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ยังมีลักษณะคล้ายคลึงกับไข่
พยาธิใบไม้เลือด S. japonicum การใช้เครื่องมือสอดเข้าทวารหนักเพื่อช่วยขลิบเอาเนื้อเยื่อจาก
บริเวณผนังล าไส้ใหญ่ตอนปลายมาตรวจ (rectal biopsy หรือ rectal spin) โดยน าเนื้อเยื่อที่ขลิบ
ออกมานี้ตรวจบนกระจกสไลด์ด้วยกล้องจุลทรรศน์จะช่วยให้โอกาสการตรวจพบมีมากข้ึน (วิฑูรย์ 
ไวยนันท์ และพีรพรรณ ตันอารีย์, 2546)  
 วิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกันเป็นอีกวิธีหนึ่งในการตรวจหาการติดเช้ือ วิธีแรกเป็นการตรวจหา
แอนติบอดีในซีรัมต่อพยาธิ การตรวจหาแอนติบอดี คือ ไม่สามารถบอกได้ว่าผู้ป่วยก าลังติดเช้ืออยู่
หรือไม่ ไม่สามารถบอกระดับความรุนแรงของการติดเช้ือ และยังตรวจพบแอนติบอดีในระดับที่สูงอีก
นานหลายปีหลังการรักษาให้หายด้วยยา อีกวิธีเป็นการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิในซีรัมและใน
อุจจาระ ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถตรวจวินิจฉัยโรคในระยะต้นของการติดเช้ือ โดยการตรวจหาแอนติเจนที่
พยาธิสร้างขึ้นและขับออกมาจากทางเดินอาหาร (excretory-secretory materials, ES) ซึ่งสามารถ
ตรวจพบได้ทั้งในซีรัมและในอุจจาระของผู้ป่วย หรือแอนติเจนที่เป็นส่วนของช้ันผิว (tegument) จาก
การรวบรวมงานที่ศึกษาการใช้โปรตีน recombinant ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อโรคพยาธิใบไม้
เลือดด้วยเทคนิค indirect ELISA (ตารางที่ 2) จะเห็นได้ว่ามีโปรตีน recombinant หลายตัวที่ให้ค่า
ความไว (80-100%) และความจ าเพาะ (>89%) สูงในการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด          
S. japonicum เช่น rSj26GST, rSj23HD, rSj32, rSj31-b, SjFBPA และ Sj14-3-3 (Zhu, 2005; 
Cheng et al., 2007; Luo et al., 2009)  
 ทั้งนี้ยังมีการใช้ Monoclonal antibody กับวิธี sandwich ELISA (mAb–based 
ELISA) ช่วยให้สามารถตรวจหาแอนติเจนของพยาธิ schistosome โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับแอนติเจน 
circulating anodic antigen (CAA) และ circulating cathodic antigen (CCA) ในกระแสโลหิต
และในน้ าปัสสาวะได้ วิธีนี้จะมีความไวและความจ าเพาะสูงมาก การตรวจพบแอนติเจนนี้ นอกจาก
ช่วยในการวินิจฉัยแล้วยังสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการประเมินประสิทธิภาพของการรักษาโรค
ด้วย เนื่องจากพบว่าระดับของแอนติเจน CCA ลดลงอย่างรวดเร็วหลังรับการรักษาหายด้วยยา โดย
ระดับของ CCA ในซีรัมและปัสสาวะจะลดลงมากใน 1 สัปดาห์หลังการรักษา และหลังการรักษา 3–6 
สัปดาห์ จะตรวจไม่พบในซีรัม แต่ยังคงตรวจพบในระดับต่ า ๆ ในน้ าปัสสาวะ  
 



 

 

ตารางที่ 2 โปรตีนที่ใช้ในการวินิจฉัยทางซรีัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด 
No Recombinant 

Protein 
kDa Expression Stage Localization Function Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
Cross reaction References 

1 SjLAP  Egg, Cercariae, 
Schistosomula, 
Adult 

eggs, gut, 
tegument 

absorption of nutrients and 
immunoregulation 

87.8-98.1 96.7 C. sinensis, 
P. westermani, 
Hookworms 

Zhong et al., 2010; 
Gardiner et al., 2006; 
Auriault et al., 1982 

2 SjFBPA    central glycolytic enzyme in 
carbohydrate metabolism 

84.7-100 96.7 C. sinensis, 
P. westermani, 
Hookworms 

Zhong et al., 2010; 
Marques et al., 2008 

   Cercariae, 
Schistosomula, 
Adult 

  100 100  Peng et al., 2008 

3 SjGcp-Sj23-Sj28 43.4 Schistosomula, male 
adult. 
All stage. 
All stage. 

  89.9 93.4  Jin et al., 2010;  
Bostic and Strand., 1996 
Davern et al., 1991; 
Trottein et al., 1992 

4 SjGcp-SJ23 39.1 Schistosomula, male 
adult. 
All stage 

  91.0 97.8  Jin et al., 2010 
Bostic and Strand., 1996 
Davern et al., 1991 

5 Sj23-LHD 23 All stage membrane 
protein 

 89.9 91.2  Jin et al., 2010 
Davern et al., 1991 

6 SjTPX1 71 Schistosomula, male 
adult 

  84.0 89.0  Jin et al., 2010; Kumagai 
et al., 2006 

7 SjEF1 140 Schistosomula, male 
adult 

  83.5 89.0  Jin et al., 2010 
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ตารางที่ 2 โปรตีนที่ใช้ในการวินิจฉัยทางซรีัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด (ต่อ) 
No Recombinant 

Protein 
kDa Expression Stage Localization Function Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
Cross reaction References 

8 Sj14-3-3& 
Sj26GST 

    80.7-94.4 94.7 C. sinensis, 
Hookworms 

Luo et al., 2009 

 Sj14-3-3 30 development stages  acidic protein    Liu and Shen, 2003; Li et 
al., 2004;  
Zheng et al.,2007 

 Sj26GST 26 Egg, Schistosomula, 
Adult 

Surface and 
Gut 

intracellular binding proteins    Mannervik and Danielson, 
1988; Precious and 
Barrett, 1989; Cheng et 
al., 2007 
Trottein et al., 1990; Liu 
et al., 1993 

9 Sj13 13 Egg, Cercariae, Adult Tegument  92.50 92.11 No report Zhou et al.,2009 

10 Sjmyophilin-like 
protein 

25 Egg, Cercariae, 
Schistosomula, Adult 

Muscle important role in the 
developmental biology of the 
worm 

57.4 93.94 No report Peng et al., 2008;  
Liu et al., 2006 

11 Sjp40 40 Egg, Cercariae, 
Schistosomula, Adult 

  These findings indicated 
that Sjp40 and its 
antibodies are detectable 
from the host at a 
relatively early phase 
(21day post infection)  

No report Zhou et al., 2010 
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5. เทคนิค Western blot 
 เทคนิค Western blot หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า Immunoblot เป็นเทคนิคที่ใช้ติดตาม
โปรตีนที่สนใจในสารตัวอย่าง เช่น homogenate tissue หรือโปรตีนที่สกัดมา เป็นวีธีการคล้ายการ
ท า southern blot hybridization แต่เปลี่ยนจากการหา DNA ที่มีความจ าเพาะในตัวอย่างมาเป็น
โปรตีนแทน ขบวนการในการท า Western blot ประกอบด้วย 6 ข้ันตอนหลัก ๆ ดังนี้  
 ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมเนื่อเยื้อหรือโปรตีนตัวอย่างที่ต้องการ ( tissue/protein 
preparation) ตัวอย่างที่จะน ามาใช้ในการท า Western blot อาจได้มาจากเนื้อเยื่อของเซลล ์หรือท า
การสกัดโปรตีนออกมาจากเนื้อเยื่อออกมาทั้งหมด ซึ่งการข้ันตอนนี้การสกัดโปรตีนนั้นจะต้องมีการ
เติมสาร protease inhibitor ด้วยเป็นการป้องกันโปรตีนถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ protease ที่มีอยู่
ในเซลล์  
 ข้ันตอนที่ 2 การท า gel electrophoresis เป็นการแยกโปรตีนตัวอย่างโดยอาจจะแยก
ตามค่า isoelectic point (pI) หรือแยกตามขนาดโปรตีน (molecular weight) ซึ่งเป็นวิธีที่ค่อนข้าง
นิยมท ากันมาก เพราะง่าย เจลที่ใช้ส าหรับการแยกโปรตีนส่วนใหญ่ใช้ gel acrylamide ซึ่งในการ
แยกโปรตีนท าได้ทั้งแบบ native gel หรือ denature gel หรือที่เรียกว่า sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) SDS เป็นสาร ionic detergent ที่จะเข้าไป
จับกับโปรตีนท าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพและกลายเป็นประจุลบ จึงท าให้การแยกโปรตีนด้วย 
SDS-PAGE จะเป็นการแยกตามขนาดโมเลกุล  
 ข้ันตอนที่ 3 การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (protein transfer) เป็นการย้าย
โปรตีนผ่านการแยกด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซีสแล้วย้ายสู่เมมเบรนที่มีประจุบวกเช่น nitrocellulose 
หรือ polyvinylidene fluoride (PVDF) ในปัจจุบันวิธีการย้ายโปรตีนสามารถท าได้ 3 แบบ คือ wet 
tank transfer เป็นการย้ายโดยอาศัย buffer tank ซึ่งวิธีค่อนข้างต้องใช้บัฟเฟอร์ปริมาณมากและใช้
เวลานานพอสมควรในการย้ายโปรตีน วิธีที่สอง semi-dry transfer เป็นวิธีนิยมใช้กันมากในปัจจุบัน
เนื่องจากไม่ต้องใช้บัฟเฟอร์ปริมาณมากและสามารถท าการย้ายโปรตีนได้หลายแผ่นในเวลาเดียวกัน 
และสามารถย้ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนได้เกือบ 100% วิธีสุดท้ายเป็นการย้ายแบบ dry 
bufferless transfer คือท าการย้ายโปรตีนโดยไม่ต้องใช้บัฟเฟอร์และใช้เวลาน้อยประมาณ 7 นาที 
ท าให้ลดกระบวนการเตรียมสารต่าง ๆ รวมถึงให้ประสิทธิภาพในการย้ายดีมาก 
 ข้ันตอนที่ 4 Blocking เป็นวิธีการป้องกันการเกิด non-specific โปรตีนอื่น ๆ เข้ามาจับ
กับแผ่นเมมเบรน หลังจากย้ายโปรตีนจากเจลสูแ่ผ่นเมมเบรนแล้ว โปรตีนจะจับอยู่กับเมมเบรน แต่ยัง
มีพื้นที่ของแผ่นเมมเบรนอยู่ที่โปรตีนไม่ได้เข้าจับ ดังนั้นเพื่อป้องกันการจับของโปรตีนตัวอื่นหรือ
แอนติบอดีกับแผ่นเมมเบรน จึงต้องท าการ blocking ด้วย bovine serum albumin (BSA) หรือ 
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non-fat dry milk  ซึ่งโปรตีนเหล่าน้ีจะจับบนที่ว่างของแผ่นเมมเบรนยกเว้นบริเวณที่มีโปรตีนจับอยู่
แล้ว ดังนั้นการท า blocking จึงมีความส าคัญ โดยจะช่วยลดการเกิด false positives ด้วย 
 ข้ันตอนที่ 5 การติดตามผล (detection) ในข้ันตอนการติดตามผลนั้นจะมีการ probe 
เมมเบรนเพื่อหาโปรตีนที่สนใจด้วยแอนติบอดีซึ่งอาจมีการเช่ือมต่อด้วยเอนไซม์ หรือสารเรืองแสงอื่น 
และเมื่อท าปริกิรยิากับสารตั้งต้นจะท าให้มีสีเกิดข้ึนหรือมีการเปล่งแสงออกมา ซึ่งแบ่งเป็น two step 
detection และ one-step detection  
  1. Two-step detection เป็นการใช้แอนติบอดีเข้าไปจับโปรตีนที่มี
ความจ าเพาะ เช่นใช้ primary antibody (1o Ab) จับโปรตีนที่สนใจ บ่มเอาไว้เพื่อให้เกิดการจับกัน
อย่างสมบูรณ์ หลังจากนั้นท าการล้างเพื่อชะ non-specific binding ออกไป แล้วจึงใช้ secondary 
antibody (2o Ab) ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ สารรังสี หรือสารอื่น ๆ ที่สามารถติดตามการเกิดสีหรือ
เรืองแสงได้ ซึ่ง 2o Ab จะเข้ากับกับ 1o Ab อย่างจ าเพาะ  
  2. One-step detection เป็นการใช้แอนติบอดีที่มีการติดฉลากด้วย
เอนไซม์เรียบร้อยแลว้ ให้เข้าจับกับโปรตีนเปา้หมายได้และสามารถท าให้เกิดสไีด้ทันทีหลงัจากเติมสาร
ตั้งต้น โดยไม่ต้องผ่านการใช้ 2o Ab เข้าจับอีกที 
 ข้ันตอนที่ 6 การวิเคราห์ผล (analysis) หลังจากท าการบ่มแผ่นเมมเบรนด้วยแอนติบอดี
ที่มีความจ าเพาะแล้ว จากนั้นจะเป็นวิธีการติดตามว่าแอนติบอดีไปเกาะกับโปรตีนเป้าหมายที่ต าแหนง่
ใด ซึ่งการติดต่อวิเคราะห์ผลก็ขึ้นอยู่กับว่าแอนติบอดีที่ใช้ ติดฉลากด้วยสารอะไร แบ่งได้เป็น 
  1. Colorimetric detection เป็นการติดตามผลโดยดูการเกิดสี ที่เกิดจาก
เอนไซม์ย่อยสารตั้งต้นแล้วเกิดข้ึนบนแผ่นเมมเบรน  
  2. Chemiluminescent detection เป็นการติดตามผลโดยการเรืองแสง 
ซึ่ง substrate ที่ใช้เมื่อถูกย่อยด้วยเอนไซม์แล้วท าให้เกิดการเรืองแสงข้ึนมา อาจต้องติดตามด้วย 
photographic filter หรือกล้อง Charge Coupled Device (CCD) เพื่อจับภาพของเมมเบรน  
  3. Radioactive detection การติดตามเป็นวิธีนี้ไม่ต้องใช้ substrate 
เพราะแอนติบอดี ถูกติดฉลากด้วยสารรังสีซึ่งจะเกิดการเปล่งแสงออกมา ต้องติดตามผลด้วยการ
ประกบกับฟิล์มเอกซเรย์ 
  4. Fluorescent detection การวิเคราะห์และติดตามผลแบบนี้แอนติบอดี
จะถูกติดฉลากมาด้วยสารเรืองแสง (fluorescent) ซึ่งจะต้องมีการกระตุ้น (excitation) ในช่วงความ
ยาวคลื่นที่เหมาะสมและมีการปล่อยแสง (emission) ในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสมเช่นเดียวกัน 
ดังนั้นจะต้องดูผลโดยการใช้กล้อง photosensor เช่น กล้อง CCD ที่มี filter ในช่วงความยาวคลื่น
ตรงกันกับสารเรืองแสงเหล่าน้ันในการจับภาพ 
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 การประยุกต์ใช้เทคนิค Western blot นั้นข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ในการท างานแต่ทั้งนี้
โดยหลักการพื้นฐานแล้วคือต้องการดูความจ าเพาะของโปรตีนเป้าหมายในตัวอย่างกับแอนติบอดีที่ติด
ฉลาก การน าหลักการนี้ไปประยุกต์ใช้ เช่น งานทางด้าน immunohistochemitry, ELISA หรือการ
ท าตรวจยืนยัน HIV test, RNAi และงานอื่น ๆ ที่ต้องการดูการแสดงออกของโปรตีน 
 
6. เทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
 เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์กับการ
ท างานวิจัยในปัจจุบัน ซึ่งในงานวิจัยต่าง ๆ นั้น ต้องการผลการทดลองจากการท า PCR ที่เช่ือถือได้ 
ดังนัน้ในการท าการทดลองจึงต้องมีการปรับหาสภาวะที่เหมาะสมในการท างานที่เช่ือถือได้ เพื่อให้ผล
การทดลองที่ได้มีความถูกต้อง แม่นย า ให้ผลิตภัณฑ์ PCR มาก และมีความไวสูง รวมทั้งลดเวลาใน
การท างานที่ยืดยาวได้ องค์ประกอบหนึ่งที่ส าคัญในการท าการทดลองทางด้าน PCR ให้ประสบ
ความส าเร็จ คือ เอนไซม์ โดยจะตอ้งเปน็เอนไซม์ทีม่ีประสิทธิภาพ และเหมาะกับการใช้งานนั้น ๆ เช่น 
การใช้ hot start enzyme ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะสูงในการสังเคราะห์ DNA และยังเพิ่ม
ความไวและผลผลิตที่ได ้นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์ที่เหมาะส าหรับงาน PCR ทั่วไป และงานด้าน gene 
expression and analysis เป็นต้น ส าหรับการท างานด้าน RT-PCR ก็เช่นเดียวกัน เอนไซม์ที่ใช้ใน
การท างานกลุ่ม reverse transcriptase (RT) ก็ตอ้งมีคุณสมบัติที่ดีและมีประสิทธิภาพ ในปัจจุบันมี
การใช้เอนไซม์ RT ที่ถูกก าจัดเอา activity ของ RNase H ที่สามารถย่อย RNA ต้นแบบได้ออกไป จึง
ท าให้ได้สาย full length cDNA ที่สมบูรณ์มากขึ้น นอกจากนี้เอนไซม์ในกลุ่มนี้ยังมีคุณสมบัติทีม่ีความ
เสถียรที่อุณหภูมิสูงประมาณ 55 องศาเซสเซียส ซึ่งจะท าให้เพิ่มความจ าเพาะและเพิ่มปริมาณของ 
DNA เมื่อน าไปท า PCR ต่อไปได้มากขึ้น และยังมีประโยชน์กับงานวิจัยบางงานที่ต้นแบบมี GC เป็น
องค์ประกอบมาก ซึ่งก่อให้เกิด secondary structure ซึ่งจะขวางกั้นไม่ให้เอนไซม์ RT ท างานหรือ 
primer มาจับกับ ต้นแบบได้ การท า RT-PCR ที่อุณหภูมิสูง ๆ จะช่วยแก้ปญัหาเหล่านี้ได้ นอกจากนี้
ถ้าต้องการศึกษาหาปริมาณของยีนจากตัวอย่างเพียงแค่ 1 ตัวอยา่ง อาจท า RT-PCR แบบ Two-step 
แตถ้่าต้องการความรวดเร็ว และตอ้งการน าตัวอย่างไปท า quantitative PCR ต่อไป อาจใช้วิธี one-
step RT-PCR (ภาพที่ 7) ซึ่งจะสามารถสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR จากสาย RNA เริ่มต้นได้เลย โดย
ท าในหลอดทดลองเพยีงหลอดเดียว เพื่อลดข้ันตอนในการท างาน และสามารถลดโอกาสที่จะปนเปื้อน
ได้อีกด้วย เทคนิค RT-PCR เป็นเทคนิคการเพิ่มขยายปริมาณ RNA ที่ประกอบด้วย 2 ปฎิกิริยา คือ 
ปฎิกิริยา reverse transcription เป็นการสร้างสาย DNA คู่สม (complementary DNA, cDNA) 
จากแม่พิมพ์ RNA โดยอาศัยเอนไซม์ RT และปฎิกิริยา PCR โดยใช้ cDNA ที่สร้างขึ้นเป็นแม่พิมพ์ 
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ภาพที่ 7 เทคนิค RT-PCR 

ที่มา : Brown T. A, Essential Molecular Biology, (New York: Oxford University Press, 
2001). 
 

 ส าหรับ RT ส่วนใหญ่ได้มาจาก retrovirus ซึ่งมีคุณสมบัติ โดยทั่ว ๆ ไป ดังนี้ คือ เป็น 
RNA-dependent DNA polymerase และ DNA-dependent DNA polymerase โดยต้องใช้ 
primer ร่วมในการสร้างสาย cDNA ไม่มี proof reading หรือ 3’-5’ exonuclease activity และ มี 
Rnase H activity ในปัจจุบันมี RT หลายชนิดที่น ามาใช้ในการสร้างสาย cDNA ไดแ้ก่  
 1. Maloney murine leckemia virus (MMLV) reverse transcriptase  
 2. Avian myeoblastosis virus (AMV) reverse transcriptase  
 3. Taq DNA Polymerase เป็น thermostable DNA polymerase จาก Thermus 
thermophilus ที่มี reverse transcriptase activity ในภาวะที่มี Mn2+ อยู่ แต่ไม่มี RNase H 
activity 
 เนือ่งจาก RT แต่ละชนิดมีคุณสมบัติที่ต่างกัน ดังนั้นเพื่อให้การสร้าง cDNA จาก RNA มี
ประสิทธิภาพและเหมาะสมกับงาน จึงมีข้อพิจารณาในการเลือก RT ดังนี ้ 
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 1. อุณหภูมิ การใช้อุณหภูมิสูง (50-70ºC) ในปฎิกิริยา reverse transcription จะช่วย
ขจัดปญัหาการเกิดโครงสร้างทุติยภูมิของแม่พิมพ์ RNA และช่วยเพิ่มความจ าเพาะของ primer ใน
การจับกับแม่พิมพ์ อยา่งไรก็ตามการใช้อุณหภูมิสูงจะใช้ได้ในกรณี gene specific primers เท่านั้น 
ไม่สามารถใช้ไดก้ับ primer ประเภท oligo (dT) หรือ random hexamers  
 2. RNase H activity ใน AMV และ MMLVRT เป็นเอนไซม์ที่มี RNase H activity ซึ่ง
สามารถย่อยสลาย RNA ในสาย RNA : DNA hybrid ในขณะที่มีการสร้างสาย cDNA ดังนัน้ในการท า 
RT-PCR จ าเป็นต้องค านึงถึงขนาดของ cDNA ที่ต้องการว่ามีขนาดยาวมากน้อยเพียงใด ถ้าต้องการ 
cDNA ที่มีความยาวสมบูรณ์ ควรจะเลือกใช้ RT ที่ปราศจาก Rnase H activity  
 3. ความตอ้งการ divalent ion เอนไซม์ส่วนใหญ่ต้องการ divalent ion ในการท างาน 
เอนไซม์ที่ใช้ Mg2+ สามารถสร้างสาย cDNA ได้ถูกตอ้งแม่นย ากว่าเอนไซม์ที่ใช้ Mn2+ เนือ่งจาก Mn2+ 
มีผลตอ่ความถูกต้องแม่นย าในการสร้างสาย cDNA  
 การเลือกชนิดของ primer มีผลตอ่ขนาดและความจ าเพาะของสาย cDNA ที่สร้างขึน้ใน 
ข้ันตอน reverse transcription primer ที่ใช้ในการสร้างสาย cDNA ม ี3 แบบ คือ 
 1. Random hexamers เป็นไพรเมอร์ที่มักใช้ในกรณีที่แม่พิมพ์ RNA มีโครงสร้าง   
ทุตยิภูมิ ซึ่งท าให้การสร้างสาย cDNA ท าได้ล าบาก การใช้ primer แบบนี้ RNA ทั้งหมดสามารถท า
หนา้ที่เปน็แม่พิมพ์ส าหรับสรา้งสาย cDNA ได้ ประมาณ 90% ของ cDNA ทั้งหมดได้จาก ribosomal 
RNA ส่วนขนาดของ cDNA ที่สร้างข้ึน จะข้ึนกับอัตราส่วนระหว่าง primer กับแม่พิมพ์ RNA ใน
ปฎิกิริยา ซึ่งจะต้องปรับหาอัตราสว่นที่เหมาะสมเพื่อให้ได้ cDNA ในขนาดที่ต้องการ 
 2. Oligo (dT) primer เป็น primer ที่จ าเพาะต่อสาย RNA ที่มี poly (A) ซึ่งมีปริมาณ 
1-4% ของ eukaryotic RNA ทั้งหมด ปริมาณของ cDNA ที่ได้จากการใช้ primer แบบนี้จะน้อยกว่า
การใช้ random hexamers แต่ cDNA ที่ได้สว่นใหญ่มีความยาวที่สมบูรณ์ (full length cDNA)  
 3. Gene specific primers การใช้ primer ชนิดนี้จ าเป็นต้องรู้ข้อมูลล าดับเบสของ
แม่พิมพ์ RNA ที่สนใจอยู่ เพื่อใช้ในการออกแบบ primer ให้มีความจ าเพาะต่อแม่พิมพ์ RNA ที่สนใจ
เท่านั้น cDNA ที่สร้างข้ึนจึงเป็น cDNA ที่ต้องการเท่านั้น ซึ่งช่วยให้ความจ าเพาะในการท า PCR มี
มากขึ้น 
 ในการศึกษาการแสดงออกของยีนในพวกยูคาริโอตโดยใช้ RT-PCR มีขอ้พึงระวังการเกิด
ผลบวกเท็จจากการเตรียมตัวอย่าง RNA ที่ไม่บริสุทธ์ิ ท าให้มี DNA ปนเปื้อนอยู่ในตัวอย่าง วิธีการใน
การป้องกันปัญหาน้ีมี 2 แบบ คือ 
 1. การใช้ DNase เพื่อขจัด DNA ในตัวอย่าง 
 2. การออกแบบ primer ซึ่งสามารถแยกได้ว่า PCR products ที่สร้างข้ึนมาจาก
แม่พิมพ์ RNA หรือ DNA ซึ่งการออกแบบ primer มี ได ้2 วิธี คือ 
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  2.1 ออกแบบ primer ให้มีต าแหน่งอยู่ใน exon ที่ต่างกัน เช่น primer 
เส้นแรกมีต าแหน่งใน exon 1 และ primer อีกเสนมีต าแหน่งอยู่ใน exon 2 การออกแบบ primer 
ในลักษณะนี้ จะท าให้สามารถแยกได้ว่า PCR product มาจากแม่พิมพ์ DNA หรือ RNA โดย PCR 
product จากแม่พิมพ์ DNA จะมีขนาดใหญ่กว่า PCR product ที่สร้างจากแม่พิมพ์ RNA 
  2.2 ออกแบบ primer ให้มีต าแหนง่คร่อมสอง exons ซึ่งจะท าให้ primer 
ลกัษณะนีไ้ม่สามารถเพิ่มขยายแม่พิมพ์ที่เป็น DNA ได ้
 รูปแบบการท า RT-PCR มี 2 รูปแบบ คือ 
 1. แบบข้ันตอนเดียว (One-step RT-PCR) RT-PCR แบบนี้ ทั้งปฎิกิริยา reverse 
transcription และ PCR จะเกิดต่อเนื่องภายในหลอดเดียวกัน primer ที่ใช้ในปฎิกิริยา reverse 
transcription จะตอ้งใช้ gene specific primers เท่าน้ัน จะใช้ primer ชนิดอื่นไม่ได้ ข้อดีของการ
ท า RT-PCR แบบข้ันตอนเดียว คือ ลดระยะเวลาที่ใช้ในการท าเนื่องจากปฎิกิริยาเกิดในหลอดเดียว 
การดูดถ่ายสารละลายต่าง ๆ จึงน้อยกว่า และยังช่วยลดความผิดพลาดในการดูดถ่ายด้วย ลดความ
เสี่ยงจากการปนเปื้อน เนื่องจากไม่ต้องมีการดูดถ่ายสารละลายจากหลอดปฎิกิริยาแรกไปท าปฏิกิริยา
ต่อในหลอดที่สอง เพิ่มความไวและความจ าเพาะของการสร้างสาย cDNA เนือ่งจากข้ันตอนการสร้าง
สาย cDNA สามารถใช้อุณหภูมิสูงได้ (เนื่องจากเอนไซมส์ามารถท างานไดท้ี่อณุหภูมิสูง) ท าให้สามารถ
ลดปัญหาแม่พิมพ์เกิดโครงสร้างทุตยิภูมิ cDNA ที่เกิดข้ึนทั้งหมดในหลอดจะถูกใช้เป็นแม่พิมพ์ในการ
ท า PCR 
 2. แบบสองข้ันตอน (Two-step RT-PCR) ในข้ันตอนแรกเป็นข้ันตอนการท า reverse 
transcription เพื่อสร้างสาย cDNA โดยใช้แบบใดก็ได ้ในข้ันตอนที่สอง cDNA ที่ได้จากหลอดแรกจะ
ถูกน ามาใช้ในการท า PCR ต่อในหลอดที่สอง ข้อดีของการท า RT-PCR แบบสองข้ันตอน คือ สามารถ
ปรับสภาวะให้เหมาะสมส าหรับปฎิกิริยา reverse transcription และ PCR เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพ
สูงสุดทั้งสองปฎิกริยา สามารถน า cDNA ที่ได้ในปฎิกิริยา reverse transcription ไปใช้ประยุกต์ใน
การท า PCR ที่จ าเพาะต่อยีนต่าง ๆ และใช้ในงานวิเคราะห์ต่าง ๆ  ได้มากมาย เมื่อใช้เอนไซม์ reverse 
transcriptase ร่วมกับ  thermostable DNA polymerase ที่เหมาะสม สามารถใช้เพิ่มขยาย RNA 
ที่มีขนาดยาวถึง 14 กิโลเบสได้  
 
7. เทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) เป็นวิธีการที่ใช้เพิ่มปริมาณ DNA จาก 
mRNA สว่นหนึ่ง จากบริเวณภายในโมเลกุลที่ทราบล าดับเบสถึงปลาย 3’ หรือปลาย 5’ ของ mRNA 
ข้างใดข้างหนึ่ง (ภาพที่ 8) วิธีที่กล่าวมานีเ้คยมีผู้อธิบายไว้ เรียกว่า one-sided PCR หรือ anchored 
PCR 3’ และ 5’ ซึ่ง RACE เป็นวิธีที่เหมาะสมส าหรับใช้กับยีนที่ทราบล าดับเบสช่วงสั้น ๆ ที่อยู่ใน
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สว่นกลางของโมเลกุลของ mRNA ชนิดหนึ่ง กระบวนการดังกล่าวนี้ช่วยให้สามารถเพิ่มปริมาณส่วน
ของ cDNA ที่ยังไม่ทราบล าดับเบสตั้งแต่ช่วงกลางที่มี primer ที่จ าเพาะ (gene specific primer; 
GSP) ส าหรับยีนนั้นถึงปลาย 5’ หรือปลาย 3’ โดยตอ้งทราบล าดับเบสในช่วงกลางของยีนน้ันเป็นช่วง
สั้น ๆ เพื่อใช้ในการสังเคราะห์ primer ที่จ าเพาะ (GSP) ดังกล่าว ทั้ง 2 วิธีเริ่มจากสังเคราะห์ cDNA 
สายแรกจาก mRNA โดยใช้เอนไซม์ RT แล้วจึงเพิ่มปริมาณ cDNA สายนี้โดยวิธี PCR ซึ่งวิธี RACE นี้
ใช้ส าหรับเพิ่มปริมาณและโคลน mRNA ที่มีปริมาณน้อย ๆ ผลผลิตที่ได้สามารถน าไปหาล าดับเบส
โดยตรง ใช้เป็นโพรบหรือน ามารวมกันเพื่อท าให้เกิด cDNA ที่สมบูรณ์ก็ได ้
 

 
 

ภาพที่ 8 เทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)  

ที่มา: White A. B, PCR Cloning Protocols from Molecular Cloning to Genetic 
Engineering. (New Jersey: Humana Press, 1997). 
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 3’ RACE เริ่มจากการสังเคราะห์ cDNA สายแรกโดยใช้เอนไซม์ RT มีเบส T สายสั้น ๆ 
ต่ออยู่กับ anchor base เป็น primer (anchor base คือ oligonucletides ที่สังเคราะห์ข้ึน โดยมี
ล าดับเบสที่เป็นบริเวณจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2-3 ชนิด เพื่อใช้ในการต่อช้ิน DNA ที่ไดกับ
เวคเตอร์ในภายหลัง อาจจะเรียกว่า anchor primer ก็ได้) เมื่อได้ cDNA สายแรกแล้วจึงย่อย RNA 
ต้นแบบออกไป โดยใช้เอนไซม์ RNase H แล้วเพิ่มปริมาณ cDNA สายเดี่ยวที่ได้โดยวิธี PCR ใช้ 
primer 2 ชนิด คือ anchor primer กับ primer ที่จ าเพาะส าหรับบริเวณส่วนกลางของยีน 
(internal sense primer) ผลผลิตที่ได้คือ บริเวณปลาย 3’ ของยีนที่ต้องการ 
 5’ RACE เริ่มโดยสังเคราะห์ cDNA สายแรกด้วยเอนไซม์ RT โดยใช้ primer ที่จ าเพาะ 
(internal antisense primer) เติมเบส A เข้าที่ปลาย 3’ โดยใช้เอนไซม์ terminal transferase 
(TdT) ย่อย RNA โดยใช้เอนไซม์ RNaseH แล้วเพิ่มปริมาณ cDNA ที่ได้นี้ โดยเทคนิค PCR ใช้ 
primer ที่จ าเพาะร่วมกับ anchor primer (primer ที่มีส่วนของบริเวณจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
2-3 ชนิดต่ออยู่กับเบส T สายสั้น ๆ) จะได้ช้ิน DNA จากบริเวณปลาย 5’ ของยีนถึงส่วนของ primer 
ที่ใช้ 
 
8. การแสดงออกของโปรตีน (Expression Protein) 
 การท า protein expression เป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่เป็นทางเลือกให้กับนักพันธุวิศวกรรม
ที่ต้องการจะผลิตโปรตีนที่ต้องการศึกษาในเวคเตอร์ที่ต้องการ โดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
โดยปกติแล้วในสิ่งมีชีวิตทั่วไปมีการผลิตโปรตีนในเซลล์อยู่แล้ว ซึ่งโปรตีนบางตัวถูกผลิตมากบ้าง น้อย
บ้าง ดังนั้นหากจะท าการสกัดโปรตีนเหล่านั้นออกมาเพื่อศึกษาอาจจะเป็นการยากหรือต้องใช้
เวลานาน ดังนั้นจึงมีเทคนิคที่เรียกว่าการตัดต่อยีนเข้าเวคเตอร์และท าการย้ ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน
(ตารางที่ 3) ที่มีให้เลือกทั้งโปรคารีโอต เช่น E.coli หรือ ยูคารีโอต เช่น yeast, insect cell, 
mammalian cell เรียกโปรตีนที่ได้ว่าโปรตีนเช่ือมต่อหรือโปรตีนลูกผสม (recombinant protein)  
 การแสดงออกของยีน เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับ protein expression เพราะยีน
เป็นแม่พิมพ์หรือต้นแบบให้มีการสร้าง RNA และโปรตีนออกมา ดังนั้นการแสดงออกของยีนจึงมี
ผลผลิตเป็นโปรตีน ดังนั้นการควบคุมการแสดงออกของยีน ประกอบด้วย 2 ข้ันตอนคือ ข้ันตอนการ
ถอดรหัสจาก DNA เป็น RNA ส่งข่าว (mRNA) และข้ันตอนการแปลรหัสจากล าดับเบสของ mRNA 
เป็นล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน ส่วนใหญ่ในแบคทีเรียจะเกิดการควบคุมการแสดงออกของยีนใน
ข้ันตอนการแปลรหัส ส่วนในยูคารีโอตมีการควบคุมที่ซับซ้อนกว่าเนื่องจากโปรตีนมีความซับซ้อน  
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ตารางที่ 3 ข้อดีและข้อเสียของการใช้เซลล์เจ้าบ้านต่าง ๆ 
 

เซลล์เจา้บ้าน ข้อด ี ข้อเสีย 
1. E. coli - ใช้ได้กับ DNA ทั่วไป 

- ควบคุมการแสดงออกของยีนได้ง่าย 
- ผลผลิตของโปรตีนสายผสมสูงถึง
50%ของโปรตีนทั้งหมดในเซลล ์
- เจริญเติบโตง่าย 
-โปรตีนลกูผสมอยู่ในรูปของโปรตีน
เช่ือมต่อ 
- ออกแบบให้มกีารสร้างโปรตีนสาย
ผสมออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
(extracellular)  

-โปรตีนสายผสมไม่มี post-
translational modification 
- คุณสมบัตทิางชีวภาพของโปรตีนต่าง
จากโปรตีนในธรรมชาติ 
- แบคทีเรียแกรมลบมี endotoxin สูง 
- ถ้ามีการแสดงออกมากเกินไป (over 
expression) จะเกิดการรวมตัวของ
โปรตีนในรูป inclusion bodies ท าให้
แยกโปรตีนให้บริสทุธ์ิยาก 

2. Yeast  
(S. cerevisiae) 

- ไม่มี endotoxins 
- ไม่ท าให้เกิดโรคในคน 
- มีกระบวนการ glycosylation  
- น าไปใช้ในระบบ large scale ได ้

- ควบคุมการแสดงออกของยีนได้ยาก 
- การใช้ดีเอ็นเอพาหะส าหรบัยีสต์ยัง
ยุ่งยากและไมส่ะดวก 
- กระบวนการ glycosylation ไม่เหมือน
ในสัตว์ 

3. เซลล์แมลง 
(cultured in 
sect cells) 

- baculovirus vector  
- มีกลไกในการสร้างโปรตีนได้หลาย
ชนิดเหมาะส าหรับโปรตีนของยูคารี
โอตช้ันสูง  
- ปลอดภัย เนื่องจากโปรตีนทีผ่ลิต
จาก baculovirus ผ่าน FDA 
approved 

- ขาดข้อมูลของกระบวนการ 
glycosylation  
-โปรตีนสายผสมมีคุณสมบัตไิม่ถึง 100% 

4.mammalian 
cell 

-คุณสมบัติทางชีวภาพของโปรตีน
เหมอืนกับโปรตีนในธรรมชาติ 
-การเพาะเลี้ยงสามารถท าได้ใน
ปริมาณมากๆ 

- มีความยุ่งยากในการเพาะเลี้ยงเซลล์
และราคาแพง  
- การเจรญิเตบิโตของเซลล์ช้า 
- พันธุกรรมของเซลล์ไมเ่สถียรภาพ 
-ปริมาณโปรตีนสายผสมที่ได้มปีรมิาณต่ า
เมื่อเทียบกับจุลินทรีย ์
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 ในแบคทีเรียการแสดงออกของโปรตีนจะมีการแสดงออกที่มีผลควบคุมมาจากยีนที่เป็น 
ลักษณะเป็นกลุ่มเรยีกว่า โอเพอรอน (operon) ซึ่งประกอบด้วยยีนโครงสร้าง (structural gene) ยีน
ควบคุม (regulatory gene) และบริเวณบังคับการ (control site) ซึ่งแบ่งเป็นสองส่วนย่อยคือ ยีน
ส่งเสริม (promoter gene, p) และยีนด าเนินการ (operator gene, o) ยีนควบคุมและยีนโครงสร้าง
จะมีข้อมูลพันธุกรรมที่จะถูกถอดรหัสเป็น mRNA แล้วแปลเป็นล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนต่อไป ใน
กระบวนการแสดงออก (expression) ของยีนโครงสร้างหรือการสร้างโปรตีนจากยีนโครงสร้าง 
เอนไซม์ RNA polymerase จะเข้าจับที่ promoter แล้วเคลื่อนไปยังยีนโครงสร้างเพื่อสังเคราะห์ 
mRNA แต่ถ้ามีตัวกดดันมาจับที่ operator gene จะท าให้ RNA polymerase เข้าจับที่ promoter 
ไม่ได้ การสร้างโปรตีนก็จะถูกยับยั้งซึ่งเป็นที่มาของทฤษฎีโอเพอรอน ดังนั้นนักวิทยาศาสตร์จึงใช้
หลักการนี้ในการสร้างโปรตีนลูกผสมที่ต้องการในเซลล์แบคทีเรียได้ โดยใช้ inducer ชักน าให้มีการ
ผลิตโปรตีนให้มาก ๆ 
 

9. เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) คือ ปฏิกิริยาการใช้
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ หลักการของวิธีนี้คือ แอนติเจนหรือแอนติบอดีเกาะ
อยู่บน solid phase เช่น cellulose, polyacrylamind, nylon, polystyrene, polyvinyl หรือ 
polypropylene solid phase เหล่านี้อาจอยู่ในรูปของ tube bead หรือ microplate และ
ปฏิกิริยาในแต่ละข้ันตอนจะต้องมีการแยกเอาสารส่วนเกินที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยาออกไป จึงเป็นวิธีที่มี
ความไวและความจ าเพาะสูง เอนไซม์ที่นิยมใช้ในวิธีการ ELISA คือ Horseradish peroxidase 
(substrate ที่นิยม คือ O-phenylene diamine ให้สีน้ าตาล), alkaline phosphatase (substrate 
ที่นิยมคือ p-nitrophenyl phosphate ให้สีเหลือง) เป็นต้น ส าหรับวิธีการ ELISA แบ่งได้หลายวิธี 
คือ  
 9.1 Indirect method เป็นวิธีการวิธีส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่าง ๆ มีหลักการ คือ 
แอนติบอดีจะท าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ติดอยู่กับพื้นผิวของ solid phase และใช้ anti-human 
immunoglobulin ซึ่งติดฉลาก (conjugate) ด้วยเอนไซม์ (enzyme-labelled detector 
antibody) หรืออาจใช้ anti-human immunoglobulin ที่ไม่ได้ติดฉลากเป็น detector antibody 
แล้วตามด้วย enzyme-labeled anti-detector antibody เข้าท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่ต้องการ
ตรวจหาน้ันการย่อย substrate จะมากน้อยเพียงใดข้ึนอยู่กับประมาณของ antibody ในสิ่งส่งตรวจ 
 9.2 Double antibody sandwich method เป็นวิธีการตรวจหาแอนติเจน โดยการ
เคลือบพื้นผิว solid phase ด้วยแอนติบอดี แอนติเจนในสิ่งส่งตรวจท าปฏิกิริยากับแอนติบอดี 
หลังจากนั้นจะเติมแอนติบอดีซึ่งติดฉลากด้วยเอนไซม์ (enzyme-labelled detector antibody) 
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แล้วตามด้วย enzyme-labelled anti-detector ลงไปให้ท าปฏิกิริยาอีกข้ันหนึ่ง วิธีนี้แอนติเจนจะ
อยู่ตรงกลางมี antibody ประกบด้านล่างและด้านบน 
 9.3 Competitive method วิธีการนี้ตรวจหาได้ทั้งแอนติเจนหรือแอนติบอดี ถ้า
ต้องการหาแอนติบอดีท าได้ 2 วิธี คือ  
 9.3.1 เคลือบ solid phase ด้วยแอนติเจน หลังจากนั้นจะเติมแอนติบอดีที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์ปริมาณแน่นอนลงไปพร้อมกับสิ่งส่งตรวจซึ่งคาดว่าจะมีแอนติบอดีอยู่ลงไป ให้แย่งกันจับ
แอนติเจนท่อยู่ที่ solid phase 
 9.3.2 เคลือบ solid phase ด้วยแอนติบอดี หลังจากนั้นจะเติมแอนติเจนที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์ลงไป พร้อมกับสิ่งส่งตรวจซึ่งคาดว่าจะมีแอนติบอดีอยู่ลงไปให้แอนติบอดีทั้งสองแย่งกัน
จับกับแอนติเจนที่ติดฉลาก และมีปริมาณจ ากัดที่เติมลงไปนั้น ถ้าต้องการหาแอนติเจนก็ท าได้ 2 วิธี
เช่นกัน คือ 
 9.3.2.1 เคลือบ solid phase ด้วยแอนติบอดี หลังจากนั้นจะเติมแอนติเจนที่
ติดฉลากด้วยเอนไซม์ปริมาณแน่นอนลงไปพร้อมกับสิ่งส่งตรวจซึ่งคาดว่าจะมีแอนติเจนอยู่ลงไป ให้
แย่งกันจับกับแอนติบอดีที่อยู่ที่ solid phase  
 9.3.2.2 เคลือบ solid phase ด้วยแอนติเจน หลังจากนั้นจะเติมแอนติบอดีที่
ติดฉลากด้วยเอนไซม์ไปพร้อมกับสิ่งส่งตรวจซึ่งคาดว่าจะมีแอนติเจนอยู่ลงไป โดยให้แอนติเจนทั้งสอง
แย่งกันจับกับแอนติบอดีที่ติดฉลากและมีปริมาณจ ากัดที่เติมลงไปนั้น 
 ปริมาณ substrate ที่ถูกย่อยจะเป็นสัดส่วนกับปรมิาณแอนติเจนหรอืแอนติบอดีในสิ่งสง่
ตรวจนั้นนอกจากนี้ ยังมีการดัดแปลงวิธีการ ELISA ออกไปอีก เช่น การใช้วิธี anti-IgM method 
เพื่อการตรวจหา specific IgM หรือ inhibition method ในการตรวจหาแอนติเจนต่าง ๆ เป็นต้น 
 เนื่องจากมีความไวและความจ าเพาะสงูมากทั้งยังไม่มีอันตรายจากสารทีไ่ด้ จึงเป็นวิธีการ
ที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในการหาแอนติเจนและแอนติบอดีชนิดต่าง ๆ ได้แก่ แอนติบอดีต่อเช้ือจุล
ชีพต่าง ๆ เช่น แอนติบอดีต่อ Rubella ไวรัสตับอักเสบบี หรือ โรคติดต่อเช้ือปรสิตต่าง ๆ เป็นต้น 
autoantibodies ชนิดต่าง ๆ เช่น anti DNA, antithyroglobin, rheumatiod fector เป็นต้น 
oncofetal antigen เช่น alpha-fetoprotein, carcinoembryonic antigen เป็นต้น แอนติเจนต่อ
จุลชีพ เช่น HBs Ag, Rotavirus เป็นต้น และฮอร์โมนและยาต่าง ๆ 
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บทท่ี 3 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 

1. สัตว์ทดลอง 
 สัตว์ทดลองที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ หนูถีบจักรสายพันธ์ุ Institute of Center 
Research (ICR) เพศเมีย อายุประมาณ 7 สัปดาห์ จ านวน 50 ตัว จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล เพื่อใช้ในการติดเช้ือระยะติดต่อเซอร์คาเรีย (cercariae) ของพยาธิใบไม้เลือด 
Schistosoma mekongi และเก็บตัวอย่างซีรัมจากหนูถีบจักรที่ติดเช้ือดังกล่าว เพื่อใช้ในการทดสอบ
กับแอนติเจนที่จ าเพาะของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยน ามาเลี้ยงที่ห้องควบคุมแสง วงจรความ
สว่าง-ความมืด (light-dark cycle) เท่ากับ 12:12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส และ
ควบคุมไฟให้เปิดในช่วงเวลา 6.00-18.00 น. หนูทดลองได้รับอาหารและน้ าอย่างเพียงพอตลอดการ
ทดลอง ข้ันตอนการใช้สัตว์ทดลองจะด าเนินการตามข้อก าหนดจรรยาบรรณการใช้สัตว์เพื่องานทาง
วิทยาศาสตร์ (สภาวิจัยแห่งชาติ ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ) โดยงานวิจัยนี้ได้ขออนุมัติ
จรรยาบรรณการท าวิจัยในสัตว์จากคณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดลแล้ว (FTM-ACUC 
006/2005) 
 
2. อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 2.1 เช้ือแบคทีเรีย 
 2.1.1 เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ DH5α เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่ใช้ใน
การโคลนดีเอ็นเอสายผสมในการโคลนยีน (gene cloning) 
 2.1.2 เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ BL21 เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่ใช้ใน
การโคลนดีเอ็นเอสายผสมในการแสดงออกของยีน (gene expression) 
 2.2 อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 2.2.1 Luria-Bertani (LB) Broth medium  
 2.2.2. Luria-Bertani (LB) Broth agar 
 2.3 เอนไซม์ 
 2.3.1 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI  
 2.3.2 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI  
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 2.3.3 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XhoI  
 2.3.4 เอนไซม์ T4 DNA ligase  
 2.3.5 เอนไซม์ Taq DNA Polymerase 
 2.4 เครื่องมือ  
 2.4.1 กล้องจุลทรรศน์ แบบสเตอริโอ (Stereo microscope) 
 2.4.2 เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง และ เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง (The balance of quality) 
 2.4.3 เครื่องแยก Protein (Polyacrylamide gel electrophoresis) 
 2.4.4 เครื่องแยก DNA (Agarose gel electrophoresis) 
 2.4.5 เครื่องเคลื่อนย้ายโมเลกุลของโปรตีน ชนิดกึ่งแห้ง (Semi-Dry Transfer) 
 2.4.6 ตู้เข่ียเช้ือ (Air laminar flow) 
 2.4.7 ตูบ้ม่เช้ือ (Incubator) 
 2.4.8 เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) 
 2.4.9 ไมโครปเิปต (Micropipette) 
 2.4.10 หม้อนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอน้ า (Autoclave) 
 2.4.11 เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation) 
 2.4.12 เครื่องให้ความร้อนแบบแห้ง (Heat block) 
 2.4.13 เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) 
 2.4.14 เครื่องมือที่ใช้วัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 2.4.15 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
 2.4.16 เครื่องวัดการดูดกลืนแสงของสารละลายในไมโครเพลท (ELISA Reader) 
 2.4.17 เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 
 2.4.18 เครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycle) 
 
3. วิธีการทดลอง 
 3.1 การเก็บตัวอย่างพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
 น าไข่ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่ได้มีการรักษาตามวงจรชีวิตในหนูทดลอง
ที่คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล มาเพาะเลี้ยงในถาดที่มีน้ ากรองปราศจากคลอรีน ส่อง
ไฟเพื่อกระตุ้นให้ตัวอ่อนระยะไมราซิเดียม (miracidium) ออกมา เพื่อน าตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมใส่
ในถาดที่เลี้ยงหอย N. aperta อยู่ หลังจากนั้นเพาะเลี้ยงหอยที่มีตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมประมาณ 
6-7 สัปดาห์ น าหอยดังกล่าวมาส่องไฟทิ้งไว้ 2-3 ช่ัวโมง แล้วดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งจะเห็นพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ระยะติดต่อเซอร์คาเรีย (cercariae) ว่ายน้ าอยู่ จากนั้นน าพยาธิระยะติดต่อ
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เซอร์คาเรียท าให้เกิดการมาติดเช้ือในหนูถีบจักรสายพันธ์ุ ICR ด้วยวิธีการท าให้หนูสลบด้วยยาสลบ 
Pentobarbital (Nembutal®) ขนาด 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยการฉีดยาสลบเข้าทางช่องท้องหนู 
เมื่อประเมินว่าหนูสลบแล้วจึงโกนขนที่หน้าท้องของหนู เพื่อน าพยาธิระยะติดต่อเซอร์คาเรียไชผ่าน
ผิวหนังหน้าท้องของหนู ซึ่งหนูแต่ละตัวจะได้รับการติดเช้ือพยาธิระยะติดต่อเซอร์คาเรีย จ านวน 30 
ตัว หลังจากนั้นเลี้ยงหนูโดยให้น้ าและอาหารตามปกติ จากนั้นจะเก็บตัวอย่างพยาธิใบไม้เลือด        
S. mekongi ระยะตัวเต็มวัย จากหนูตามระยะเวลาภายหลังการติดเช้ือ 8 สัปดาห์ โดยท าให้หนูสลบ
ด้วยก๊าชคาร์บอนไดออกไซด์ (Carbon dioxide; CO2) และเก็บตัวอย่างพยาธิใบไม้เลือด              
S. mekongi โดยใช้วิธีการ perfusion ด้วยน้ าเกลือ (Normal saline solution) ความเข้มข้น 
0.85% เพื่อให้พยาธิออกจากเส้นเลือด mesentery ในล าไส้หนูออก แล้วล้างพยาธิที่ได้ล้างด้วย
น้ าเกลือ ความเข้มข้น 0.85% หลาย ๆ ครั้ง เพื่อให้ตัวพยาธิสะอาด เพื่อน ามาใช้ในข้ันตอนการเตรียม
แอนติเจนจากตัวพยาธิโดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในข้ันตอนต่อไป 
 3.2 การเก็บตัวอย่างพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica  
 ตัวอย่างพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica ถูกเก็บรวบรวมจากท่อน้ าดีในตับของโคที่ติด
เช้ือพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica จากโรงฆ่าสัตว์หุบกะพง อ.ชะอ า จ.เพชรบุรี โดยใช้มีดกรีดตาม
ทางเดินน้ าดีในตับ ถ้ามีการติดเช้ือพยาธิจะพบตัวพยาธิอยู่ในท่อน้ าดี ระวังไม่ให้มีดกรีดโดนตัวพยาธิ 
แล้วเก็บเอาตัวพยาธิใส่ในขวดที่มีน้ าเกลือความเข้มข้น 0.85% ที่ปลอดเช้ือโรค จากนั้นคัดเลือกเอา
เฉพาะพยาธิที่ยังมีชีวิตอยู่ และไม่มีการฉีกขาดของตัวพยาธิ ตลอดจนมีการเคลื่อนไหวที่ดี มาล้างด้วย 
น้ าเกลือความเข้มข้น 0.85% หลาย ๆ ครั้ง เพื่อให้ตัวพยาธิสะอาด ตัวอย่างพยาธิน ามาใช้ในการ
ทดสอบการท าปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอื่นในข้ันตอนต่อไป โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ 
 3.3 การเก็บตัวอย่างพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 
 ตัวอย่างพยาธิใบ ไม้ตับ  O. viverrini ได้รับความอนุ เคราะห์ จากคณะ
เวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ตัวอย่างพยาธิน ามาใช้ในการทดสอบการท าปฏิกิริยาข้ามกับ
พยาธิชนิดอื่นในข้ันตอนต่อไป โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในข้ันตอนต่อไป 
 3.4 การเก็บตัวอย่างซีรัม 
 ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้เก็บตัวอย่างซีรัมของหนูถีบจักรสายพันธ์ุ ICR ก่อนที่จะ
ได้รับการติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi และหลังจากหนูได้รับการติดเช้ือพยาธิแล้ว จะเก็บ
ตัวอย่างซีรัมทุก ๆ สัปดาห์ จนถึงสัปดาห์ที่ 8 หลังจากการติดเช้ือ โดยใช้วิธีเก็บเลือดจากทางหางของ
หน ูซึ่งหนู 1 ตัวจะถูกเก็บตัวอย่างเลือดประมาณ 100-200 ไมโครลิตร หลังจากนั้นจะปล่อยให้เลือด
แข็งตัวที่อุณหภูมิห้องนาน 2 ช่ัวโมง แล้วจึงน าตัวอย่างเลือดไปปั่นที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกเก็บส่วนซีรัม แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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เก็บไว้ที่อุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้งานในข้ันตอนการตรวจหาแอนติเจนที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อแอนติบอดี  
 3.5 การเตรียมแอนติเจนชนิดสารสกัดจากพยาธิ 
 น าพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi อายุ 8 สัปดาห์ ทั้งเพศผู้และเพศเมียที่ได้ในข้อ 
3.3.1 มาบดในสารละลาย lysis buffer (10 mM Tris–HCl, pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton 
X-100, 1 mM EDTA) ที่มี protease inhibitors (1 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride 
(PMSF), 0.01 nM pepstain A) บดตัวพยาธิจนละเอียดท าในอ่างน้ าแข็งตลอดเวลา จากนั้นน า
ส่วนผสมที่ได้ไปท าให้เซลล์แตกดีมากยิ่งข้ึน โดยใช้คลื่นเสียงความถ่ีสูง  ultrasonic disintegrator 
(vibra cell amplitude) ซึ่งใช้ความถ่ีสูงครั้งละ 1 นาที แล้วพัก 2 นาที จ านวนทั้งสิ้น 10 ครั้ง ด้วย
การท าในอ่างน้ าแข็งตลอดเวลาเช่นกัน หลังจากนั้นน าส่วนผสมที่ได้ไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วจึงเก็บสารสะลายใสส่วนบน ซึ่งเป็น
แอนติเจนชนิดสารสกัดจากตัวพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi น าตัวอย่างโปรตีนที่ได้ไปหาความเข้มข้น
ของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay แล้วจึงเก็บตัวอย่างโปรตีน ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน าไปใช้ในข้ันตอนการหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
 ตัวอย่างพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica ที่ได้ในข้อ 3.2 และพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 
ที่ได้ในข้อ 3.3 ด าเนินการเตรียมตัวอย่างโปรตีนแอนติเจนในข้ันตอนเดียวกันนี้เพื่อใช้ในการทดสอบว่า
มีปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอื่น 
 3.6 การแยกแอนติเจนชนิดสารสกัดของพยาธิ ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  
 น าแอนติเจนของพยาธิใบไม้ เลือด S. mekongi มาแยกวิเคราะห์จ าแนก
องค์ประกอบโดยใช้วิธี SDS-PAGE ซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีการของ Laemmil (1970) เป็นวิธีการแยก
สารชีวโมเลกุลออกจากกันในสนามไฟฟ้า โดยอาศัยคุณสมบัติของความแตกต่างกันของชนิดและ
ปริมาณประจุ ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช้ polyacrylamide gel แบบ discontinuous โดยเตรียม 
polyacrylamide gel ที่ความเข้มข้น 12.5% SDS-PAGE separating gel และ 4% SDS-PAGE 
stacking gel ส าหรับวิธีการทดลองจะอธิบายพอสงัเขปดังนี้ การเตรียมสารละลายผสม 12.5% SDS-
PAGE separating gel ที่มีความหนาของแผ่นเจล 0.75 มิลลิเมตร ค่อย ๆ เติมสารละลายผสม 
12.5% SDS-PAGE separating gel ลงระหว่างแผ่นกระจก (ปริมาตร 3.6 มิลลิลิตรต่อ SDS-PAGE 
gel 1 แผ่น) จากนั้นปิดด้านหน้าของเจลด้วยน้ ากลั่นปริมาณ 50-100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เพื่อให้
แข็งตัว (complete polymerization) ประมาณ 45-60 นาที แล้วเติมสารละลาย 4% SDS-PAGE 
stacking gel ลงไปด้านบนของ SDS-PAGE separating gel จึงใส่ comb ลงไปพยายามอย่าให้เกิด
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ฟองอากาศ จากนั้นปล่อยให้แข็งตัวอย่างสมบูรณ์ประมาณ 45-60 นาที จากนั้นน าไปท าการแยก
แอนติเจนต่อไป 
 การเตรียมแอนติเจนที่จะน ามาแยกส่วน polypeptides ท าได้โดยท าการผสม
แอนติเจนชนิดสารสกัดของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi กับสารละลาย loading buffer 2X 
(bromphenol blue) ในอัตราส่วน 1:1 ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปต้มใน 
heat block ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้น าสารละลายตัวอย่างแอนติเจนไปปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ปล่อยให้เย็นก่อนน าไปหยอดลงในช่องเจลของ 
12.5% SDS-PAGE gel ที่ผ่านการเตรียมมาเรียบร้อยแล้ว โดยให้ความเข้มข้นอยู่ที่ 30 ไมโครกรัมต่อ
ช่องเจล ท าการแยกองค์ประกอบโดยใช้ชุด mini vertical electrophoresis system (Hoefer) และ 
power supply (Hoefer) ภายใต้แรงเคลื่อนไฟฟ้าคงที่ 120 volts, 400 mA เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง โดย
ใช้ Tris-glycine ที่มี SDS อยู่ด้วยเป็น running buffer และมี standard molecular weight 
marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) ท าการแยกควบคู่
ไปด้วยมีปริมาณ 10 ไมโครกรัมต่อช่องเจล หลังจากแยกแอนติเจนเรียบร้อยแล้ว น าแผ่นของ SDS-
PAGE gel ไปย้อมสี coomassie brillaiant blue R-250 เพื่อดูแถบโปรตีนแอนติเจนที่แยกได้แต่ละ
แถบและหาน้ าหนักโมเลกุล หรือน าไปท าการย้ายแถบของโปรตีนจากแผ่น SDS-PAGE gel ลงสู่แผ่น 
polyvenyldifluoride (PVDF) membrane เพื่อน าไปท า western blot เพื่อหาแอนติเจนที่มี
ความจ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ต่อไป  
 ตัวอย่างพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica และพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ได้ถูกน ามา
วิเคราะห์จ าแนกแอนติเจนด้วยวิธีเดียวกันกับข้ันตอนในข้างต้น เพื่อใช้ในการทดสอบว่ามีปฏิกิรยิาข้าม
กับพยาธิชนิดอื่น 
 3.7 การย้อมสี SDS-PAGE gel ที่แยกแอนติเจนชนิดสารสกัดของพยาธิ 
 น าแถบโปรตีนของแอนติเจนชนิดสารสกัดพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ใน SDS-
PAGE gel ที่ถูกแยกด้วยกระแสไฟฟ้าแล้ว จะถูกน ามาย้อมสีด้วยสารละลาย 0.1% coomassie 
brillaiant blue R-250 ไม่น้อยกว่า 4 ช่ัวโมง จากนั้นน าไป destaining ด้วยสารละลาย destaining 
solution จนกระทั่งเจลบริเวณที่ไม่มีโปรตีนใส โดยการค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลจะเทียบกับ 
standard molecular weight marker ที่ท าควบคู่กันไป  
 3.8 การย้ายแถบของโปรตีนแอนติเจนจากแผ่น SDS-PAGE gel ลงสู่แผ่น PVDF  
 ท าการย้ายแถบของโปรตีนจากแผ่น SDS-PAGE gel ลงสู่แผ่น PVDF membrane 
โดยวิธี electrotransblot ซึ่งการย้ายแถบโปรตีนแอนติเจนนี้ใช้เครื่อง Semi Dry transfer unit 
(Hoefer) และเครื่อง power supply (Hoefer) มีวิธีการดังนี้ คือ น าเอาแผ่น PVDF membrane ที่
มีขนาด 7 x 8 เซนติเมตร และแผ่นกระดาษ Whatman ที่มีขนาดเดียวกัน มาแช่ในสารละลาย  
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ภาพที่ 9 แผนภูมิการเตรียมแอนติเจนชนิดสารสกัดจากตัวพยาธิ 

พยาธิใบไม้เลอืด S. mekongi หรือ 
พยาธิใบไม้ตับ F. gigantica หรือ 

พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 
 

บดในสารละลาย lysis buffer  
(10 mM Tris–HCl, pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 1 mM EDTA)  

ที่มี protease inhibitors (1 mM PMSF และ 0.01 nM pepstain A)  

ที่อุณหภูมิ 4 C 

 

Ultrasonic disintegrator 

ที่อุณหภูมิ 4 C 

ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  

นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 C 

หาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี 

Bradford assay 

เก็บตัวอย่างโปรตีน ที่อุณหภูมิ -20 C 

จนกว่าจะน าไปใช้ 
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transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% v/v methanol pH 8.3) นาน 30 นาที 
และเมื่อการแยกแถบโปรตีนแอนติเจนโดยวิธี SDS-PAGE เมื่อครบเวลาแล้ว น าเอา SDS-PAGE gel 
ออกมาจากเครื่อง Mini vertical electrophoresis system (Hofer) แล้ว จากนั้นน ามาประกอบเข้า
ด้วยกัน โดยให้อยู่ระหว่างกระดาษกรองที่ชุ่มด้วย transfer buffer การวางซ้อนทับกันระวังอย่าให้มี
ฟองอากาศและขอบของแผ่นที่ซ้อนทับกันต้องเท่ากัน ท าการย้ายแถบโปรตีนแอนติเจนจากแผ่น 
SDS-PAGE gel ลงแผ่น PVDF membrane ด้วยเครื่อง Semi Dry transfer unit (Hoefer) โดยการ
เรียงล าดับจากด้านบนลงสู่ด้านล่างดังนี้ 

 ข้ันลบ-กระดาษกรอง- SDS-PAGE gel- PVDF membrane-กระดาษกรอง-ข้ัวบวก 

 จากนั้นต่อข้ัวไฟฟ้าเข้ากับเครื่อง power supply (Hoefer) โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงที่ 
1-1.5 mA/cm2 และความต่างศักย์กระแสไฟฟ้า 300 volt เป็นเวลานาน 2 ช่ัวโมง ภายหลังที่ย้าย
แถบโปรตีนแอนติเจนแล้ว น าแผ่น PVDF membrane มาตัดแยกเป็นแผ่น strip ขนาดกว้าง
ประมาณ 1 ช่องของเจล เพื่อสะดวกในการใช้งานต่อไป 
 3.9 การหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ด้วยเทคนิค 
Western blot 
 วิธีการ Western blot เป็นวิธีการตรวจทางซีรัมวิทยาที่ถูกน ามาใช้ในการหา
แอนติเจนที่มีความจ าเพาะของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยน าแผ่น PVDF membrane strip 
ที่ผ่านการย้ายโปรตีนแอนติเจนของพยาธิ ในข้อ 3.3.8 แล้ว มาท าการปิดส่วน non-specific 
binding site โดยน ามาแช่ในสารละลาย blocking solution (5% skim milk, 2% Bovine Serum 
Albumin (BSA) in PBS containing 0.05% Tween-20 (PBS-T)) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้ง
ไว้ข้ามคืน จากนั้นน าแผ่น PVDF membrane แต่ละแผ่น strip จะถูกบ่มด้วยซีรัมของหนูทดลองที่ไม่
มีการติดเช้ือ และซีรัมหนูทดลองที่มีการติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยใช้ซีรัมของหนูที่
ติดเช้ือ 1 สัปดาห์ไปจนถึง 8 สัปดาห์หลังการติดเช้ือ (สัดส่วนที่เจือจาง คือ 1:1000 ในสารละลาย 
blocking solution) น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่า (Thermo Electron Corporation) ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นแล้วล้างออกด้วยสารละลาย washing buffer (PBS-T) 4 รอบ รอบ
ละ 5 นาที แล้วน าไปท าปฏิกิริยาต่อกับ goat anti-mouse IgG labeled horseradish peroxidase 
conjugate สัดส่วนเจือจาง คือ 1:5000 ในสารละลาย blocking solution ที่อุณหภูมิห้องและเขย่า
ตลอดเวลา เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาล้างเอา conjugate ส่วนเกินออกด้วยสารละลาย 
washing buffer อีก 4 รอบ รอบละ 5 นาที หลังจากนั้นดูการเกิดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย 
substrate solution (enhanced chemiluminescent, ECL) แล้วน าแผ่นฟิล์มมาประกบกับ PVDF 
membrane ที่เติมสารละลาย substrate solution แล้ว ล้างฟิล์มในห้องมืดด้วยสารละลาย 
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developer และสารละลาย fixer จากนั้นล้างฟิล์มด้วยน้ าหลาย ๆ ครั้ง อ่านผลที่เกิดข้ึน แล้วน าไป
วิเคราะห์ข้อมูล โดยการหาน้ าหนักโมเลกุลของแถบปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีที่
เกิดข้ึน โดยค านวณจากค่า Rf เทียบกับ standard molecular weight marker ที่อยู่บนแผ่นเจลที่
ท าการแยกโปรตีนคราวเดียวกัน  
 3.10 การหาชนิดของโปรตีนแอนติเจนที่จ าเพาะของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ด้วย
วิธี Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS-MS) 
 จากผลการท า Western blot พบว่า มีแถบโปรตีนแอนติเจนที่มีความจ าเพาะของ
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่น่าสนใจ 2 แถบ ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 31 และ 22 กิโลดาลตัน 
ท าการตัด gel ที่ต าแหน่งโปรตีนทั้งสองขนาด แล้วส่งวิเคราะห์ที่ proteomics sevice center ของ 
Bioservice Unit, Biotech Thailand, National and Technology Development Agency, 
Thailand  
 การวิเคราะห์ข้อมูล ion spectra ของช้ิน peptide ที่ เกิดจาก mass 
spectrometer จะน าไประบุชนิดของโปรตีนด้วยโปรแกรม MASCOT (Matrix Science Ltd., 
London, UK) โดยใช้ฐานข้อมูล NCBI 20121026 (21171493 sequences) ก าหนดค่า 
Taxonomy: schistosome, Fixed Modification Carbamidomethyl (C), Variable 
modification: Oxidation (M), peptide charge: 1+, 2+ and 3+ หลังจากที่ทราบชนิดของ
โปรตีนแล้ว ท าการวิเคราะห์ข้อมูลต่อโดยเลือกใช้ฐานข้อมูล Invertebrates EST 20121211 
(95072190 sequences) ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนที่ตรงกับ
โปรตีนดังกล่าว 
 3.11 การออกแบบ primer ส าหรับโคลนยีน Cathepsin B 
 จากการท านายล าดับของกรดอะมิโนในข้ันตอน LC-MS/MS และเทียบกับ
ฐานข้อมูลชีวสารสนเทศศาสตร์ต่าง ๆ แล้ว ท าให้ทราบว่าโปรตีนแอนติเจนที่สนใจนั้นคือ โปรตีน 
Cathepsin B ซึ่งในข้ันตอนนี้ต้องการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน Cathepsin B จึงท าการโคลนยีน 
Cathepsin B ซึ่งในการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อยีนที่สร้างโปรตีน Cathepsin B ได้
ดังนี้ เริ่มจากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ฐานข้อมูล Invertebrates EST ในข้อ 3.3.10 ท าให้ทราบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถแปลรหัสเป็นล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Cathepsin B คือ 
SJS_006_19.T7 SJS Schistosoma japonicum cDNA, mRNA sequence (GenBank 
accession no. CV693366.1) จากนั้นน าไปเทียบกับข้อมูลสารสนเทศศาสตร์จากฐานข้อมูล NCBI 
โดยใช้โปรแกรม basic local alignment search tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi) และโปรแกรม Clustal W (http://www.ch.embnet.org/software/ 
ClustalW.html)  เพื่อหายีนที่มีความเหมือนกับยีน SJS_006_19.T7 SJS Schistosoma 
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japonicum มากที่สุด เพื่อใช้เป็นแบบในการออกแบบ primer หลังจากเปรียบเทียบข้อมูลดังกล่าว
แล้ว จึงเลือกใช้ยีน Schistosoma japonicum cathepsin B cDNA sequence clone 
SJCHGC00054 (GenBank accession no. AY814659.1) เป็นแบบในการออกแบบ primer ดังนี้  

         Cathepsin B forward primer (CatBFw): 5’-ATGTTGAAAATCGCAGTTTGTATTG-3’ 
         Cathepsin B reverse primer (CatBRw): 5’-TTAGGTTTTTATAAGTCCAGCCACA-3’ 
 
 3.12 การสกัด RNA จากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ระยะตัวเต็มวัย 
 ตัวอย่างพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ระยะตัวเต็มวัย ถูกน ามาบดในหลอดที่มี
สารละลาย TRIzol Reagent (Molecular  research center,  INC) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที ผสมกับสารละลาย Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าหลอด 15 
วินาที จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 3 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นดูดส่วนบนของสารละลายใส่หลอดใหม่โดยไม่ให้ติดตะกอน
ระหว่างช้ันที่เกิดข้ึน ผสมกับสารละลาย isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
นาน 10 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 75% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอ่นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนั้นล้าง
ตะกอนอีกครั้งด้วย 100% ethanol ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อ
นาที  อุณห ภูมิ  4  องศา เซล เซี ยส นาน 10 นาที  ท า ให้ แห้ ง  แล้ วละลายด้ วยน้ า  0.1% 
Diethylpyrocarbonate (DEPC) และวิเคราะห์ปริมาณและคุณภาพของ RNA ด้วยเทคนิค 
spectrophotometry เก็บตัวอย่าง RNA ไว้ที่ –80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้  
 3.13 การสังเคราะห์ cDNA ด้วยเทคนิค Reverse Transcription (RT) 
 ผสม 50 มิลลิโมลาร์ oligo (dT)6 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร กับ RNA ของพยาธิใบไม้
เลือด S. mekongi ที่สกัดได้จากข้อ 3.3.12 จ านวน 1-2 ไมโครกรัม, 10 มิลลิโมลาร์ dNTP 
(ประกอบด้วย dATP, dGTP, dCTP และ dTTP) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน้ า 0.1% DEPC 
ปริมาตร 13 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 5 นาที แล้วแช่ในน้ าแข็งทันที ต่อมาใส่
ส่วนผสมต่าง ๆ ดังนี้ 5X first-strand buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, 0.1 โมลาร์ dithiothreitol 
(DTT) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT (200 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ในการท า Polymerase chain reaction (PCR)  
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 3.14 การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  
 น า cDNA ที่ได้จากข้อ 3.3.13 มาเพิ่มปริมาณยีน Cathepsin B ด้วยวิธี PCR โดย
ออกแบบ primer ให้มีความจ าเพาะต่อยีน Cathepsin B ซึ่งใช้ฐานข้อมูลสารสนเทศจาก NCBI ได ้
primer ดังนี้ Forward primer (CatBFw): 5’-ATGTTGAAAATCGCAGTTTGTATTG-3’ และ 
Reverse primer (CatBRw): 5’-TTAGGTTTTTATAAGTCCAGCCACA-3’ ในปฏิกิริยาจะมีการ
เตรียม PCR reaction mixture ที่ประกอบด้วย 10X PCR buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 50 มิลลิ
โมลาร์ MgCl2 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ dNTP ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, เอมไซม์ Taq 
DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ Forward 
primer และ 10 มิลลิโมลาร์ Reverse primer ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร และใส่ cDNA 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วปรับให้ได้ปริมาตรสุทธิเท่ากับ 50 ไมโครลิตร โดยใช้น้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้ว 
หลังจากนั้นใส่หลอด PCR ลงในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ และตั้งอุณหภูมิเครื่องควบคุมอุณหภูมิ โดยเริม่
จาก Denature สายดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยวที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จากนั้นจึงเข้าสู่วงรอบของ
การเพิ่มสายดีเอ็นเอเป้าหมาย ทั้งหมด 35 รอบ โดยเริ่มที่การ Denature ที่ 94 องศาเซลเซียส 45 
วินาที ตามด้วยข้ันตอน Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที และข้ันตอน Extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส 90 วินาที เมื่อท าการสังเคราะห์ครบ 35 รอบ จะท าการสังเคราะห์ต่อไปที่ 72 องศา
เซลเซียสอีก 10 นาที น า PCR product ที่ได้มาตรวจสอบโดยวิธี gel electrophoresis บน 1.5% 
(w/v) agarose gel และย้อม DNA ด้วย Ethidium bromide เปรียบเทียบขนาดของ DNA ที่ได้กับ 
100 bp DNA ladder ตรวจสอบการเรืองแสงของ DNA โดย UV transilluminator 
 3.15 การโคลนยีน Cathepsin B  
 3.15.1 การเช่ือมตอ่ช้ินยีน Cathepsin B กับพลาสมิด pGEM®-T easy 
 คัดเลือกแถบ DNA และตัดแถบ DNA ของยีน Cathepsin B ที่ได้จากการ
ท า PCR ออกจาก agarose gel แยกช้ินDNA จากเจล โดยใช้ PCR clean-up Gel extraction 
(NucleoSpin, Germany) โดยท าตามวิธีการของผู้ผลิต ช่ังเจลและบันทึกน้ าหนักเจลไว้ เติมบัฟเฟอร์ 
NTI ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อน้ าหนักเจล 100 มิลลิกรัม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 5-10 นาที เพื่อให้เจลละลาย ดูดสารละลายใส่ลงในคอลัมน์ แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 11,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ NT3 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วเท่าเดิม เทสารละลายส่วนใสทิ้ง โดยท าซ้ า 2 ครั้ง จากนั้นปั่นคอลัมน์อีกครัง้
เพื่อให้คอลัมน์แห้ง โดยไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วเท่าเดิม นาน 3 นาที หลังจากนั้นน าคอลัมน์ย้ายลงใน
หลอดใหม่ เติมน้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หมุนเหว่ียงที่ความเร็วเท่าเดิม นาน 2 
นาที จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสกัด DNA ออกจากเจลมาเช่ือมต่อกับพลาสมิดพาหะ pGEM®-
T easy vector ซึ่งเป็น Cloning vector (Promega, USA) โดยท าตามวิธีการของผู้ผลิต โดยใช้ 
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insert DNA (ยีนโปรตีน Cathepsin B) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร, 2X ligation buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ T4 DNA Ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
น าไปบม่ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง 
 3.15.2 การน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสูเซลลแบคทีเรียโดยกระบวนการ 
Transformation  
  น าพลาสมิด DNA สายผสมเข้าสู่เซลล์ E. coli โดยวิธี heat shock 
transformation ดังนี้ น า DNA สายผสมที่ได้จากการเช่ือมต่อกับพลาสมิดพาหะปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอด microtube ที่มี competent cells ของเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ 

DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แช่น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน้ าอุนที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วน ากลับมาแช่น้ าแข็งทันที นาน 5 นาที เติมอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที 
จากนั้นแบ่งเช้ือแบคทีเรียในหลอดปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา spread บนอาหารแข็ง LB ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ Amplicilin ความเข้มข้น 100  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเติม 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-β-D-galactoside (X-gal) ความเข้มขน 50 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

กับ Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranoside (IPTG) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร (Blue/white Screening) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
 3.15.3 การคัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียที่คาดว่าได้รับพ
ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
  คัดเลือกโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียที่คาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสม โดย
คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่สามารถเจริญบนอาหาร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ Amplicilin, X–gal และ IPTG 
(Blue/White  Screening) ซึ่งใช้เป็น selective medium ใช้ไม้จิ้มฟันที่อบฆ่าเช้ือแล้วแตะโคโลนีสี
ขาวมาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ Amplicilin ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
 3.15.4 การสกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทีเรียด้วยชุด GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit 
 การสกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทีเรียด้วยชุด GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit ตามวิธีการของผู้ผลิต (Thermo Fisher Scientific, USA) โดยน าเช้ือแบคทีเรียจาก
โคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 16 ช่ัวโมง แล้วน ามาปั่นเหว่ียงที่ 4,400 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วเทส่วนบนทิ้ง 
ละลายตะกอนแบคทีเรียด้วย Resuspension solution ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
จากนั้นดูดเซลล์ใส่ในหลอด microtube แล้วเติม Lysis solution ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กลับ
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หลอดไปมาเบา ๆ 4–6 ครั้ง จากนั้นเติม Neutralization solution ปริมาตร 350 ไมโครลิตร กลับ
หลอดไปมาเบา ๆ 4–6 ครั้ง จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่  12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที น า
สารละลายส่วนใสใส่ลงใน column GeneJET spin และปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 
นาที ล้างโปรตีนที่เหลืออยู่ด้วย Wash solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว
เท่าเดิม เทสารละลายใสทิ้ง โดยท าซ้ า 2 ครั้ง และปั่นเหว่ียงอีกครั้งด้วยความเร็วเท่าเดิม เพื่อเอา 
Wash solution ออกให้หมด ย้ายคอลัมน์ไปใสใ่นหลอดใหม่ ลา้งดีเอ็นเอออกจากคอลัมน์ด้วยน้ ากลั่น
ฆ่าเช้ือแล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที เก็บไว้ที่ 4 
องศาเซลเซียส ส าหรับน าไปใช้ในข้ันตอนต่อไป 
 3.15.5 การตัดพลาสมิดพาหะสายผสม pGEM®-T easy cloning vector ด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme)  
  ท าการตัด DNA พาหะสายผสมด้วยเอนไซม์ EcoRI โดยใช้พลาสมิดที่สกัด
ได้จากข้อ 3.3.15.4 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10x EcoRI Buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, BSA ความ
เข้มข้นที่ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร, น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ 10.5 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ตรวจสอบขนาดของช้ิน DNA โดยเทคนิค Electrophoresis น า
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัด พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ มาท าการตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน 
DNA โดยใช้ 1.5% agarose gel ย้อมด้วย ethidium bromide ตรวจดู ภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต 
น าพลาสมิดที่สกัดได้ส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้  
 3.16 การวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 
 หลังจากได้ล าดับนิวคลีโอไทด์แล้ว ศึกษาลักษณะสมบัติของยีน Cathepsin B จาก
ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ โดยน าข้อมูลที่ได้น าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่มี
รายงานในธนาคารยีน (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
และเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับกรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม Clustal W วิเคราะห์โครงสร้าง 
ขนาด และลักษณะทางกายภาพของยีน Cathepsin B ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป ExPASy Tool 
(http://www.expasy.ch/tools) และ I-TASSER program (Yang Zhang, 2008) 
 3.17 การออกแบบ primer ส าหรับผลิตโปรตีน Recombinant Cathepsin B 
 ออกแบบ primer ส าหรับการผลิตโปรตีน Recombinant Cathepsin B เพื่อใช้
การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ดังนี้  

 Forward primer: 5ʹCATATGTTAAAATCGCAGTTTGTATTGT3ʹ 
 Reverse primer: 5ʹCTCGAGTTAATGATGATGATGATGATGGGTTTTTATAAGTCCAGCCACAACA3ʹ 
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 3.18 การผลิตโปรตีน Recombinant S. mekongi Cathepsin B (rSmekCatB) 
 ท าการผลิตโปรตีน rSmekCatB โดยใช้ forward primerและ reverse primer ที่
ได้จากข้อ 3.317 ในปฏิกิริยาจะมีการเตรียม PCR reaction mixture ที่ประกอบด้วย 10X PCR 
buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 50 มิลลิโมลาร์ MgCl2 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ 
dNTP ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, เอมไซม์ Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ Forward primer และ 10 มิลลิโมลาร์ Reverse primer ปริมาตรอย่าง
ละ 1 ไมโครลิตร และใส่ cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วปรับให้ได้ปริมาตรสุทธิเท่ากับ 50 
ไมโครลิตร โดยใช้น้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้ว หลังจากนั้นใส่หลอด PCR ลงในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ และตั้ง
อุณหภูมิเครื่องควบคุมอุณหภูมิ โดยเริ่มจาก Denature สายดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยวที่ 94 องศา
เซลเซียส 5 นาที จากนั้นจึงเข้าสู่วงรอบของการเพิ่มสายดีเอ็นเอเป้าหมาย ทั้งหมด 35 รอบ โดยเริ่มที่
การ Denature ที่ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที ตามด้วยข้ันตอน Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส 
30 วินาที และข้ันตอน Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที เมื่อท าการสังเคราะห์ครบ 35 
รอบ จะท าการสังเคราะห์ต่อไปที ่72 องศาเซลเซียสอีก 10 นาที น า PCR product ที่ได้มาตรวจสอบ
โดยวิธี gel electrophoresis บน 1.5% (w/v) agarose gel และย้อม DNA ด้วย Ethidium 
bromide เปรียบเทียบขนาดของ DNA ที่ได้กับ 100 bp DNA ladder ตรวจสอบการเรืองแสงของ 
DNA โดย UV transilluminator จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสกัด DNA ออกจากเจลมา
เช่ือมต่อกับพลาสมิดพาหะ PET17b ซึ่งเป็น Expression vector โดยท าตามวิธีการของผู้ผลิต โดยใช้ 
insert DNA (ยีนโปรตีน Cathepsin B) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร, PET17b ปริมาตร 8 ไมโครลิตร, 
10X ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ T4 DNA Ligase ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น าไปบ่ม
ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง หลังจากน าพลาสมิด DNA สายผสมเข้าสู่เซลล์ E. coli โดยวิธี 
heat shock transformation ดังนี้ น า DNA สายผสมที่ได้จากการเช่ือมต่อกับพลาสมิดพาหะ
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด microtube ที่มี competent cells ของเช้ือแบคทีเรีย E. coli 
สายพันธ์ุ BL21 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แช่น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปแชในน้ าอุนที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วน ากลับมาแช่น้ าแข็งทันที นาน 5 นาที เติมอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 250 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 
นาที จากนั้นแบ่งเช้ือแบคทีเรียในหลอดปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา spread บนอาหารแข็ง LB ที่
เติมสารปฏิชีวนะ Amplicilin ความเข้มข้น 100  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นน าเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ BL21 ที่มีพลาสมิด 
PET17b มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย LB-Ampicillin ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ท าการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ LB-Ampicillin ปริมาตร 900 มิลลิลิตร
แล้วเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียต่อที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกระตุ้นให้เซลล์แบคทีเรีย
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สร้างโปรตีนด้วย IPTG (1 มิลลิโมลาร์) เลี้ยงเซลล์แบคทีเรียต่อที่ 30 องศาเซลเซียสนาน 6 ช่ัวโมง 
แล้วจึงหยุดการเจริญเติบโตของเซลล์แบคทีเรียที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส น าเซลล์แบคทีเรียที่ได้มา
ปั่นในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรด้วยความเร็ว 4000 รอบต่อนาทีนาน 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์
ตกตะกอน รวบรวมเซลล์ที่ได้แล้วเติมสารละลาย PBS ในสัดส่วน 50 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ท าให้
เซลล์แตกโดยใช้ sonicator เติม 10% triton X-100 จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 1% ผสมให้เข้ากัน
แล้วปั่นด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาทีที่ 4 องศาเซลเซียสน าส่วน supernatant ที่
ได ้ผ่านคอลัมม์ของ Ni-NTA Agarose resin (QIAGEN) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วแยกโปรตีน
บริสุทธ์ิ ด้วย 250 mM imidazole buffer โปรตีนที่ได้ถูกน ามาแยกด้วย 12.5% SDS-PAGE เพื่อ
ตรวจสอบขนาดโปรตีน และ ศึกษาการท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีด้วยวิธี Western blot และน า
ตัวอย่างโปรตีนที่ได้ไปหาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay แล้วจึงเก็บตัวอย่างโปรตีน 
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 3.19 การตรวจหาแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ในซีรัมด้วย
เทคนิค indirect ELISA 
 ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งก่อนท าการทดสอบจะต้องทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการเกิดปฏิกิริยาของแต่ละความเข้มข้นของน้ ายาที่ใช้ ตลอดทั้งความเจือจางของซีรัมที่เหมาะสมใน
การท าปฏิกิริยา และระยะเวลาของการท าปฏิกิริยาที่จะท าให้ผลการทดสอบได้ผลดีที่สุดโดยการท า 
chequer-board titration เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้ว ก็ท าการทดสอบกับซีรัมต่าง ๆ ของกลุ่ม
ตัวอย่าง โดยน าโปรตีน Recombinant Cathepsin B เจือจางในสารละลาย coating buffer (50 
mM carbonate buffer, pH 9.6) ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาเคลือบผิวของ 
polystyrene microtiter plate ปริมาตร 100 ไมโครกรัมต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นล้างด้วย washing solution (PBS-T, pH 7.4) 3 ครั้ง แล้ว block 
non-specific binding ของแอนติบอดีด้วย blocking solution (1% BSA in PBS, pH 7.4) ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างด้วย washing solution 3 ครั้ง จากนั้นท าปฏิกิริยากับซีรัมของ
หนทูดลองที่ไม่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi หรือซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างด้วย washing 
solution 3 ครั้ง หลังจากนั้นท าปฏิกิริยากับ HRP-goat anti-mouse IgG ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย washing solution 3 ครั้ง และเติม 3, 3´5, 5´-
tetramethyl benzidinedihydrochloride (TMB) substrate แล้วปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาในที่มืดที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม HCl น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย 
microtiter plate reader (VERSAmax, Molecular Devices, USA) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร 
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    37 °C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
                ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.05% PBS-T 
 
 
    37 °C เป็นเวลา 30 นาที 
                ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.05% PBS-T 
 
 
 
    37 °C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
                ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.05% PBS-T 
 
 
    37 °C เป็นเวลา 10 นาที 
                ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.05% PBS-T 
 
 
 
    37 °C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
                ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.05% PBS-T 
 
 
    อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10 แผนภูมิการตรวจหาแอนติบอดีทีจ่ าเพาะในซรีัมดว้ยเทคนิค indirect ELISA 

โปรตีน rSmekCatB 100 µl/well เคลือบผิวของ polystyrene microtiter plate 

ใส่ 150 ไมโครลิตร ของสารละลาย 1% BSA in PBS 

ใส่ 100 ไมโครลิตร ของสารละลาย HRP-goat anti-mouse IgG 
ที่ความเจือจาง 1:5000 

ใส่ 100 ไมโครลิตร ของสารละลาย TMB substrate 

ใส่ 100 ไมโครลิตร ของสารละลาย 1N HCl 

อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 495 นาโนเมตร 

ใส่ 100 ไมโครลิตร ของสารละลายซีรมัตัวอย่างใน PBS 
ที่ความเจือจาง 1:200 

ใส่ 150 ไมโครลิตร ของสารละลาย 1% BSA in PBS 
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 3.20 การวิเคราะหท์างสถิติ 
 การอ่านผลการทดสอบการตรวจหาแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด         
S. mekongi ในซีรัมด้วยเทคนิค indirect ELISA จะใช้ค่า cut-off optical density (OD) ที่ค านวณ
จากค่าเฉลี่ยของ ELISA OD สูงสุด บวก 3 เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) 
ของซีรัมหนูทดลองที่ไม่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi โดยซีรัมของหนูทดลองตัวใดให้ค่า 
ELISA OD เท่ากับหรือสูงกว่าค่า cut-off OD ดังกล่าว จะถือว่าให้ผลบวกกับวิธีทดสอบ และการ
ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ความไว (sensitivity) เปอร์เซ็นต์ความจ าเพาะ (specificity) เปอร์เซ็นต์
ความถูกต้อง (accuracy) ค่าท านายผลบวก (positive predictive value) และค่าท านายผลลบ 
(negative predictive value) ใช้การค านวณตามวิธีของ Galen (1980) ดังนี ้

     เปอร์เซ็นต์ความไว        = [จ านวนผลบวกจริง / (จ านวนผลบวกจริง + จ านวนผลลบปลอม)× 100] 
     เปอร์เซ็นต์ความจ าเพาะ = [จ านวนผลลบจริง / (จ านวนผลลบจริง + จ านวนผลบวกปลอม)× 100] 
     เปอร์เซ็นต์ความถูกต้อง  = [จ านวนผลบวกจริง + จ านวนผลลบจริง / (จ านวนผลบวกจริง + จ านวน
   ผลลบปลอม+จ านวนผลบวกปลอม+จ านวนผลลบจริง)× 100] 
     ค่าท านายผลบวก      = [จ านวนผลบวกจริง / (จ านวนผลบวกจริง + จ านวนผลบวกปลอม)× 100]  
     ค่าท านายผลลบ = [จ านวนผลลบจริง / (จ านวนผลลบจริง + จ านวนผลลบปลอม)× 100]  
โดยที่ 
     ผลบวกจริง        = จ านวนซีรัมของหนูที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่ให้ผลบวก 
     ผลลบจริง         = จ านวนซีรัมของหนูที่ไม่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่ให้ผลลบ 
     ผลลบปลอม      = จ านวนซรีัมของหนูที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่ให้ผลลบ 
     ผลบวกปลอม     = จ านวนซีรัมของหนูที่ไม่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่ให้ผลบวก 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
1. ผลการแยกชนิดของแอนติเจนชนิดสารสกัดจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 จากการท า SDS-PAGE และย้อมสี Coomassie brilliant blue ของแอนติเจนชนิดสาร
สกัดจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ระยะตัวเต็มวัย พบว่ามีอย่างน้อย 9 แถบของช้ิน 
polypeptides ที่น้ าหนักระหว่าง 10 kDa ถึง 190 kDa (ภาพที่ 11) และจากการท า Western blot 
กับซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi พบว่าสามารถตรวจพบ 2 แถบ
แอนติเจน ที่มีน้ าหนักอยู่ที่ 22 kDa ถึง 31 kDa (ภาพที่ 12) ในขณะที่ทั้ง 2 แถบแอนติเจนดังกล่าวไม่
พบว่ามีปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ไม่ได้ติดเช้ือโรคพยาธิ (กลุ่มควบคุม) โดยมีแถบแอนติเจนที่
น่าสนใจ คือ แถบโปรตีนขนาด 31 kDa ที่สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi ตั้งแต่ 28 วันหลังการติดเช้ือ (ภาพที่ 13)  
 

 
 
ภาพที่ 11 ภาพย้อมสี Coomassie brilliant blue ของแอนติเจนจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 แถว M: น้ าหนักโมเลกุลมาตรฐาน; แถวที่ 1: แอนติเจนชนิดสารสกัดจากพยาธิใบไม้เลือด 
 S. mekongi (30 ไมโครกรัม) 
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ภาพที่ 12 ภาพแบบแผนของการวิเคราะห์โดยวิธี Western blot ของแอนติเจนจากพยาธิใบไม้เลือด 
 S. mekongi ท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ไม่ติดเช้ือโรคพยาธิเป็นรายตัวและแบบ
 รวม (แถวที่ 1 และ 2 ตามล าดับ) และกับซีรัมของหนูทดลอง 7 ตัว ที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้
 เลือด S. mekongi (แถวที่ 3 ถึง 9)  
 

 
 
ภาพที่ 13 ภาพแบบแผนของการวิเคราะห์โดยวิธี Western blot ของแอนติเจนจากพยาธิใบไม้เลือด 
 S. mekongi ท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 เป็นระยะเวลา 28, 35, 42, และ 49 วันหลังการติดเช้ือ (แถวที่ 1 ถึง 4 ตามล าดับ) 
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2. ผลการศึกษาชนิดของโปรตีน ด้วยเทคนิค LC/MS–MS 
 แถบโปรตีนแอนติเจนที่สนใจทั้ง 2 แถบแอนติเจน ที่มีน้ าหนักอยู่ที่ 31 กิโลดาลตัน ถึง 
22 กิโลดาลตัน ถูกน ามาตัดและย่อยด้วยเอนไซม์ trypsin และน าวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค LC/MS–
MS โดยที่ผลการวิเคราะห์ระบุลักษณะว่าแถบโปรตีนแอนติเจนดังกล่าวมีความคล้ายกับ cathepsin 
B-like และ thioredoxin peroxidase-1 ตามล าดับ ดังที่แสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 การระบุ Immunoreactive proteins ด้วยเทคนิค LC/MS-MS  
 
Band 
(kDa) 

Putative 
protein 

Species Unique 
peptides 

Coverage 
(%) 

Mr (kDa) 
(Exp/Obs)a 

Protein 
score 

GI 
number 

31 Cathepsin B-
like  

S. japonicum 46 13 36.43/39.57 124 gi|1169189 

22 thioredoxin 
peroxidase-1 

S. japonicum 16 10 21.76/20.99 107 gi|38259184 

a Expected and observed molecular mass (Mr) 
 
3. ผลการศึกษายีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
 การออกแบบไพร์เมอร์ยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum (GenBank accession no. 
AY14659.1) ซึ่งพยาธิที่มีความอนุรักษ์ (conserved) มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับยีน Cathepsin B 
ของพยาธิอื่น ๆ ฐานข้อมูลใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) เมื่อน าไพร์เมอร์ดังกล่าวมาใช้ใน
การท า PCR โดยใช้ cDNA ที่เตรียมจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ระยะตัวเต็มวัย พบว่าได้แถบ
ของ PCR product จ านวน 1 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,029 bp หลังจากส่ง PCR product 
ดังกล่าวไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cathepsin B ซึ่งอ่านล าดับนิวคลี
โอไทด์ได้ 1,029 bp และเมื่อน าไปเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์นี้กับฐานข้อมูลใน GenBank โดย
ใช้โปรแกรม Blastn (http;//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่าช้ินยีนที่ได้คล้ายคลึงกับยีน 
Cathepsin B ในพยาธิใบไม้เลือด ได้แก่ S. japonicum และ S. mansoni ในขณะที่ไม่มีความ
คล้ายคลึงกับยีนอื่น ๆ ในพยาธิ 
 ดังนั้นกล่าวได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายที่ก าลังศึกษาดังกล่าวเป็นล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จากนั้นจึงใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 
1,029 bp นี้เพื่อออกแบบ specific primers ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi เพื่อใช้ในการหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด (full-length) ของยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi 
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 จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ  Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด           
S. mekongi ด้วยวิธีการ Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) โดยการสร้างสาย first-
strand cDNA โดยการใช้ reverse transcriptase และใช้ 5’ RACE system for rapid 
amplification of cDNA ends, Version 2.0 (Invitrogen), และ 3’ -Full RACE core set 
(Tagara) ตามข้ันตอนของบริษัท โดยผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ  Cathepsin B ของ
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ได้ขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 1,123 bp และเมื่อถอดรหัสล าดับ
กรดอะมิโนของโปรตีน Cathepsin B มีขนาดล าดับกรดอะมิโน 342 กรดอะมิโน และสามารถท านาย
น้ าหนักโมเลกุลได้ 38.30 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 14) 
 ล าดับกรดอะมิโน SmekCatB (GenBank: KP317840) ถูกน ามาท า alignment เพื่อ
เปรียบเทียบความแตกต่างกบัโปรตีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้ต่างๆ ประกอบไปด้วย พยาธิใบไม้
เลือด S. mansoni cathepsin B1 (GenBank: CAD44624.1), พยาธิใบไม้เลือด S. mansoni 
cathepsin B2 (GenBank: CAC85211.2), พยาธิใบไม้เลือด S. japonicum cathepsin B 
(GenBank: CAA50305.1), พยาธิใบไม้ตับ F. gigantica Cathepsin B (GenBank: AAO73002.1), 
พยาธิใบไม้ตับ F. hepatica cathepsin B (GenBank: ABU62925.1) และพยาธิใบไม้ตับ           
O. viverrini cathepsin B2 (GenBank: ACT99885.1) โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 และโปรแกรม 
MEGA6 (Tamura et al., 2013) ในการวิเคราะห์ ดังแสดงในภาพที่ 15 ผลการวิเคราะห์พบว่า 
ล าดับกรดอะมิโน SmekCatB คล้ายคลึงกับ S. mansoni cathepsin B1, S. mansoni cathepsin 
B2, S. japonicum cathepsin B, F. gigantica cathepsin B, F. hepatica cathepsin B และ       
O. viverrini cathepsin B2 อยู่ที่ 76.18, 51.78, 87.13, 48.80, 50.00 และ 49.70% ตามล าดับ 
โดยมี 3 thiol consensus patterns ดังนี้ (Gln-X(3)-[Gly]-X-Cys-Trp-X(2)-[Ser, Gly]-[Ser Thr 
Ala]); ([Gly]-X-His-[Gly Ala]-[Ile Val]-X-[Leu Ile Val](2)-Gly-X-[Gly]); ([Tyr]-[Trp]-[Leu]-x-
[Ala]-Ans-[Ser]-Trp-x(3)-[Trp]-Gly-x(2)-Gly-[Leu Tyr]-[ Phe]-x-[Ile Met]) โดยที่ X แทนกรดอะ
มิโนตัวหนึ่งตัวใดก็ได้ และมีต าแหน่ง active site คือ Cys, His, Asn ซึ่งทั้งสาม thiol consensus มี
ความคล้ายคลึงกับยีน Cathepsin B ของพยาธิในกลุ่ม Schistosome มากที่สุด (ภาพที่ 15) ซึ่งมี
ต าแหน่ง occluding loop (residues 175–194, S. mansoni cathepsin B numbering) และมี  
cysteine residues 12 ต าแหน่งที่จะสร้างพันธะ disulfide ซี่งเหมือนกับยีน Cathepsin B ของ
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi และต าแหน่งที่ 180/181 ของ His residues ที่ติดกัน ส่งผลต่อ
ปฏิกิริยาของ exopeptidase ที่พบในพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni (Jilkova et al., 2011) ผลการ
ท า neighbor-joining method พบว่า ยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi กับยีน 
cathepsin B ของพยาธิอื่น ๆ โดยที่พบว่า ยีน Cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi มี
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ความใกล้ชิดกับยีน cathepsin B ของพยาธิใบไม้เลือด S. japonicum และยีน cathepsin B ของ
พยาธิใบไม้เลือด S. mansoni ตามล าดับ (ภาพที่ 16) 
 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน SmekCatB ที่ ถูกท านายด้วยโปรแกรม I-TASSER  

(Zhang, 2008) แสดงในรูปที่ 17 ซึ่งประกอบไปด้วย 9 β-stands (แถบสีเหลือง), 9 α-helix (แถบ
สีเหลือง) และสีน้ าเงินแสดง turns ของ peptide backbone (TM-score = 0.73±0.11, RMSD = 
6.2±3.8Å). 
 

 
 
ภาพที่ 14 ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดและล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน cathepsin B ของพยาธิใบไม้
 เลือด S. mekongi (GenBank: KP317840) ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้แสดงรหัสเริ่มต้น (ATG) 
 และรหัสหยุด (TAA) ส่วนตัวอักษรตัวหนาที่เอียงมีขีดเส้นใต้แสดงรหัสการเติมโพลีเอ 
 (AATAAA) และการท านายต าแหน่ง signal peptide, pro-peptide และ mature ของ
 โปรตีน Cathepsin B พบว่าเป็นต าแหน่งที่ 1-18 (กล่อง) ต าแหน่งที่ 30-71 (ขีดเส้นใต้) 
 และต าแหน่งที่ 91-338 (แถบสีเทา) ตามล าดับ 
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ภาพที่ 15 แผนภาพแสดงผลการท า sequences alignment ของยีน SmekCatB กับยีน 
 cathepsin B ของพยาธิใบไม้ชนิดอื่นๆ แถบสีด าแสดงบริเวณที่มีความอนุรักษ์ 100% 
 โดยที่ Smek: Schistosoma mekongi; Sj: Schistosoma japonicum; Sm: 
 Schistosoma mansoni; Fg: Fasciola gigantica; Fh: Fasciola hepatica; Ov: 
 Opisthorchis viverrini. KP317840 (unpublished); CAA50305.1 (Merckelbach 
 et al., 1994); CAD44624.1 (Sajid et al., 2003); CAC85211.2 (Caffrey et al., 
 2002); AAO73002.1 (Meemon et al., 2004); ABU62925.1 (unpublished) และ 
 ACT99885.1 (Sripa et al., 2010) ทั้งหมดคือ accession numbers ของยีน 
 cathepsin B จาก GenBankTM 
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ภาพที่ 16  แผนภาพแสดงผลการท า neighbor-joining method โดยโปรแกรม MEGA6  

 

 
 
ภาพที่ 17 โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน SmekCatB ที่ถูกท านายด้วยโปรแกรม I-TASSER ประกอบไป 

 ด้วย 9 β-stands (แถบสีเหลือง), 9 α-helix (แถบสีเหลือง) และสีน้ าเงินแสดง turns 
 ของ peptide backbone 
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4. ผลของการผลิตและทดสอบความจ าเพาะของโปรตีน rSmekCatB  
 โปรตีน rSmekCatB ถูกผลิตและท าให้บริสุทธ์ิภายใต้สภาวะระบบ E.coli หลังจากนั้น
น ามาแยกโดย SDS-PAGE พบว่า มีแถบโปรตีน 3 ขนาด คือ 38, 36 และ 31 กิโลดาลตัน แสดงดัง
ภาพที่ 18 โปรตีน rSmekCatB ถูกน ามาท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ติดโรคพยาธิใบไม้เลือด 
S. mekongi ด้วยเทคนิค Western blot โดยพบว่าซีรัมของหนูที่ติดเช้ือท าปฏิกิรยิากับโปรตีนทัง้สาม
แถบ ในขณะที่โปรตีนทั้งสามแถบไม่ท าปฏิกิริยากับชีรั่มของหนูที่ไม่ติดเช้ือ และไม่ปรากฏในปฏิกิริยา
ระหว่างซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิ S. mekongi กับแอนติเจนชนิดสารสกัดของพยาธิใบไม้
ตับ O.viverrini และ F. gigantiga (ภาพที่ 19) ซึ่งจากการตรวจสอบ พบว่า โปรตีน rSmekCatB 
ขนาด 31 กิโลดาลตัน เป็นต าแหน่งเดียวกันกับแถบโปรตีนของแอนติเจนชนิดสารสกัดของพยาธิใบไม้
เลือด S. mekongi ที่ท าปฏิกิริยากับซีรัมหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
 

 
 
ภาพที่ 18 ภาพย้อมสี Coomassie brilliant blue ของโปรตีน rSmekCatB แถว M คือ น้ าหนัก
 โมเลกุลมาตรฐาน แถวที่ 1 คือ สารที่สกัดจาก pET-17b ใน E. coli BL21 strain แถวที่ 2 
 คือ สารที่สกัดจาก pET-17b-SmekCatB ใน E. coli BL21 strain แถวที่ 3 คือ ผลผลิต
 โปรตีน rSmekCatB 
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ภาพที่ 19 แบบแผนของการวิเคราะห์โดยวิธี Western blot ของโปรตีน rSmekCatB และแอนติเจน
 ชนิดสารสกัดจากพยาธิต่าง ๆ แถว M คือ น้ าหนักโมเลกุลมาตรฐาน โดยแถวที่ 1 คือ แสดง
 ซีรัมของหนูทดลองที่ไม่ติดเช้ือไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีน rSmekCatB แถวที่ 2 คือ ซีรัมของ
 หนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ท าปฏิกิริยากับโปรตีน rSmekCatB 
 แถวที่ 3-5 คือ ซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ท าปฏิกิริยา
 กับแอนติเจนชนิดสารสกัดจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi, พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 
 และ F. gigantica ตามล าดับ 
 
5. ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือดของโปรตีน rSmekCatB 
ด้วยเทคนิค indirect ELISA 
 ในการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือดด้วยเทคนิค indirect ELISA โดยใช้โปรตีน 
rSmekCatB เป็นแอนติเจน กับซีรัมของหนูทดลองที่ได้รับการติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด             
S. mekongi หรือหนูทดลองที่ไม่ได้รับการติดเช้ือ เพื่อหาแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน 
rSmekCatB โดยมีค่าจุดตัดหรือ cut-off ที่ 0.279 (mean±3SD; mean = 0.156, SD = 0.041) 
(ภาพที่ 20) ซีรัมใดที่ให้ค่าดูดกลืนแสงมากกว่า 0.279 จัดว่าให้ผลบวก 
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ภาพที่ 20 กราฟแสดงผลการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ด้วยเทคนิค indirect 
  ELISA ต่อโปรตีน rSmekCatB  
  แกน X แสดงค่าดูดกลืนแสงของซีรัมหนูทดลอง 
  แกน Y แสดงกลุ่มตัวอย่างซีรัมหนูทดลองที่ติดเช้ือและไม่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด      
  S. mekongi 
 
 การทดสอบซีรัมหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จ านวน 48 ตัว 
และหนูทดลองที่ไม่ติดเช้ือ จ านวน 30 ตัว กับโปรตีน rSmekCatB ด้วยเทคนิค indirect ELISA 
อาศัยจุด cut-off ที่ เลือกไว้คือ 0.279 พบว่า ซีรัมหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด             
S. mekongi ให้ผลบวก 44 ตัว คิดเป็นความไวร้อยละ 91.67 และซีรัมหนูทดลองที่ไม่ติดเช้ือ ให้ผล
ลบ 30 ตัว คิดเป็นความจ าเพาะเท่ากับร้อยละ 100 จากการทดสอบด้วยวิธีนี้ให้ค่าความไว และ
ความจ าเพาะ เท่ากับ  91.67% และ 100%, ตามล าดับ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ 
เท่ากับ 100% และ 88.23% ตามล าดับ และค่าความถูกต้อง เท่ากับ 94.87% ดังที่แสดงในตารางที่ 
5 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า โปรตีน rSmekCatB มีประสิทธิภาพสูงในการวินิจฉัยโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด 
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ตารางที่ 5 ค านวณค่าการตรวจวินิจฉัยของโปรตีน rSmekCatB กับซีรัมของหนูที่ไม่ติดเช้ือและหนูที่
  ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ด้วยเทคนิค indirect ELISA  

Indirect ELISA results Disease status Total 
Present Absent 

Positive 44 0 44c 
Negative 4 30 34d 

Total 48a 30b 78e 
a Sensitivity = [44/(44 + 4)]x100 = 91.67% 
b Specificity = [30/(30 + 0)]x100 = 100% 
c Positive predictive value = [44/(44 + 0)]x100 = 100% 
d Negative predictive value = [30/(30 + 4)]x100 = 88.23% 
e Accuracy = [(44 + 30)/78]x100 = 94.87% 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือดสามารถท าได้โดยการตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระ 
ปัสสาวะ และเนื้อเยื่อ หรือจะเป็นการตรวจหาแอนติบอดีหรือแอนติเจนของพยาธิ อย่างไรก็ตาม
เทคนิคที่ใช้ในการตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระ Kato–Katz ต้องใช้บุคคลที่มีความช านาญ และยังให้ค่า
ความไวในการตรวจวินิจฉัยต่ า โดยเฉพาะในพื้นที่มีการระบาดน้อย (Pontes et al., 2003; Yu et 
al., 2007; Zhu, 2005) เทคนิคการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาเป็นอีกเทคนิคที่สามารถพัฒนาเพื่อ
การตรวจวินิจฉัยโรค โดยหลังจากที่ cercariae ไชผ่านผิวหนัง และเคลื่อนที่ไปยังตับ จะท าให้ถูก
ระบบภูมิ คุ้มกันตอบสนอง เพื่อสร้างแอนติบอดีมาต่อต้านแอนติเจนที่ ถูกสร้างมาจากพยาธิ 
schistosome จึงท าให้แอนติบอดีที่ตอบสนองต่อการติดพยาธิถูกน ามาใช้ในการบ่งบอกการติดโรค
พยาธิใบไม้เลือด 
 จากผลการทดลองในการหาแอนติเจนเป้าหมายส าหรับการวินิจฉัยโรค โดยการใช้
เทคนิค SDS-PAGE และ Western blot พบว่า มีแถบโปรตีน 2 ขนาด คือ 31 และ 22 กิโลดาลตัน 
ที่มีสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ดี และหลังจากที่น าแถบโปรตีนดังกล่าวไปศึกษาด้วยเทคนิค LC/MS–
MS พบว่า โปรตีนเป้าหมายคล้ายกับ cathepsin B-like cysteine proteinase และ thioredoxin 
peroxidase-1 ตามล าดับ  
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 Cathepsin B (EC3.4.22.1) เป็นโปรตีนที่จัดอยู่ในกลุ่ม cysteine proteases และใน
พยาธิเป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการย่อยฮีโมโกลบิน (Caffrey et al., 1997; Brindley et al., 
1997) รายงานก่อนหน้านี้ พบว่า ช้ินเพปไทด์ขนาด 31 กิโลดาลตัน จากพยาธิใบไม้เลือด              
S. mansoni ถูกตรวจสอบและระบุว่าคือโปรตีน cathepsin B cysteine proteinase และยังพบว่า
มีความสามารถตอบสนองกับระบบภูมิคุ้มกันได้ดีมากทั้งในคนและหนู  (Chappell and Dresden, 
1988; Chappell et al., 1989; Grogan et al., 1997; Klinkert et al., 1989; Klinkert et al., 
1991; Noya et al., 1995; Ruppel et al., 1985a; Ruppel et al., 1985b; Ruppel et al., 
1987a) ต่อมายังมีอีกหลายรายงานที่พบว่าโปรตีน Cathepsin B มศัีกยภาพในการเป็นแอนติเจนที่ใช้
ในการวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ S. mansoni, S. japonicum และ S. haematobium (Idris and 
Ruppel, 1988; Idris and Ruppel, 1991; Klinkert et al., 1987; Noya et al., 1995; Ruppel 
et al., 1985b; Ruppel et al., 1987b) ซึ่งจากผล western blot พบว่า โปรตีนขนาด 31 กิโลดาล
ตัน ท าปฏิกิริยากับซีรัมทั้งหมดของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi และ
นอกจากนั้นสามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองได้หลังการติดเช้ือ 28 วัน (ภาพที่ 13) 
สอดคล้องกับรายงานของ Ruppel et al (1985a, 1985b) ที่พบว่า โปรตีนขนาด 31 กิโลดาลตัน 
ของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้
เลือด S. mansoni หลังการติดเช้ือ 28 วัน 
 Thioredoxin peroxidase เป็นหนึ่งในสมาชิกในกลุ่ม antioxidants ซึ่งพบเมื่อไม่นาน
มานี ้มีท าหน้าที่ในการก าจัดพิษไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และในปัจจุบันพบว่าเป็นหนึ่งในสารคัดหลั่ง
จากไข่พยาธิ (McGonigle et al., 1998; Williams et al., 2001) ซึ่งผลการศึกษา พบว่า แถบ
โปรตีนของโปรตีน thioredoxin peroxidase จะท าปฏิกิริยากับซีรัมของหนูทดลองที่ติดเช้ือโรค
พยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ได้ดีในระยะตัวเต็มวัยหรือระยะที่มีการปล่อยไข่แล้วหรือประมาณ 49 
วันหลังการติดเช้ือ จากผลการศึกษาด้วยเทคนิค Western blot พบว่า จากซีรัมของหนูทดลอง 7 ตัว
ที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi มีซีรัมจากหนูเพียง 2 ตัว ที่สามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีน 
thioredoxin peroxidase ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 28.57 จะเห็นได้ว่าจากผลการศึกษาครั้งนี้ โปรตีน
cathepsin B-like cysteine proteinase มีศักยภาพมากกว่าโปรตีน thioredoxin peroxidase-1 
ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน และถูกตรวจพบได้ตั้งแต่ 4 สัปดาห์หลังจากการติดเช้ือ ทั้งโปรตีนตัวนี้จึงมี
ศักยภาพในการใช้ตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi  
 Cathepsin B1 ของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni (SmCB1) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาท
ส าคัญในกระบวนการรับสารอาหารของพยาธิ โดยเฉพาะเกี่ยวกับการย่อยฮีโมโกลบนิในพยาธิระยะตวั
อ่อน (schistosomula) และระยะตัวเต็มวัย (for review, see Caffrey et al., 2004) จากรายงาน
ของ Wasilewski et al. (1996) พบว่า ถ้ายับยั้งการท างานของ papain-like cysteine protease 
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จะท าให้พยาธิไม่สามารถย่อยฮีโมโกลบินได้ ซึ่งผลการทดลอง พบว่า มีผลท าให้จ านวนของพยาธิลดลง 
และ SmCB1 ยังมีบทบาทส าคัญในการเจริญเติบโตของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni ซึ่งสนับสนุน
รายงานของ Correnti et al. (2005) พบว่า การควบคุมระดับโปรตีน cathepsin B ด้วยเทคนิค 
RNA interference จะส่งผลต่อการเติบโตของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni ให้เติบโตช้าลง 
นอกจากนี้ยังพบว่า SmCB1 มีการแสดงออกมากที่ส่วนต้นของล าไส้ใหญ่ (caecum) และท่อ 
protonephridia ของ cercariae (El Ridi et al., 2014; Skelly and Shoemaker, 2001) ในขณะ
ที่ cathepsin B2 ของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni (SmCB2) พบการแสดงออกที่เนื้อเยื่อ 
parenchymal ของทั้งเพศผู้ละเพศเมียในพยาธิระยะตัวเต็มวัย และช้ีให้ว่าโปรตีน SmCB2 อาจมี
ส่วนเกี่ยวข้องกับการหมุนเวียน (turnover) ของโปรตีน tegument และย่อยโปรตีนล าเลียงสาร
(endocytosed proteins) นอกจากนี้ยังช่วยปกป้องตัวมันจากระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้าน (host) 
(Caffrey et al., 2002) ซึ่งการศึกษาของเรา ได้ท าการโคลนยีน cathepsin B จากพยาธิใบไม้เลือด 
S. mekongi พบสิ่งที่น่าสนใจ คือ เมื่อเราน า SmekCatB เปรียบเทียบความคล้ายคลึง ด้วยโปรแกรม 
Clustal W2 พบว่ามีความคล้ายคลึงกับพยาธิ S. japonicum cathepsin B และ S. mansoni 
cathepsin B1 มากที่สุด ที่ 87.13% และ 76.18% ตามล าดับ  
 ยีน Cathepsin B ถูกสังเคราะห์ในรูปแบบของ precursor peptide คือ ประกอบไป
ด้วย signal peptide, propeptide และ mature protein โดยที่การศึกษาในครั้งนี้ท าการผลิต
โปรตีน recombinant SmekCatB ภายใต้สภาวะของระบบ E. coli และหลังจากน ามาวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค SDS-PAGE พบว่า โปรตีน rSmekCatB แสดงแถบโปรตีนที่ขนาด 31, 36 และ 38 กิโลดาล
ตัน ซึ่งผลการท าปฏิกิริยากับ anti-His antibodies ยืนยันไดว่้าโปรตีนทั้ง 3 ขนาด เป็นส่วนหนึ่งของ
โปรตีน recombinant cathepsin B ที่ผลิตข้ึน 
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีน rSmekCatB ด้วยเทคนิค ELISA พบว่า โปรตีน 

rSmekCatB มีศักยภาพในการตอบสนองต่อระบภูมิคุ้มกันได้ดีมาก โดยค่าความไว ค่าความจ าเพาะ 
และค่าความถูกต้องของโปรตีน rSmekCatB ที่ใช้ในการตรวจหาแอนติบอดี ด้วยเทคนิค ELISA อยู่ที่
91.67%, 100% และ 94.87% ตามล าดับ ซึ่งจากผลทดลองดังกล่าวบ่งบอกว่าโปรตีน rSmekCatB 
สามารถเป็นแอนติเจนที่ดีในการวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ทั้งนี้จากรายงานไม่พบ
ปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอื่น เช่น O. viverini, F. gigantica, F. hepatica, Cysticercus of 
Taenia solium, และ Wuchereria bancrofti ซึ่งสอดคล้องกับงานของ El-Sayed et al. (1998) 
พบว่า 70% ของซีรัมผู้ป่วยที่ติดโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni 134 ราย ท าปฏิกิริยากับโปรตีน 
recombinant cathepsin B และมันจะเพิ่มข้ึนถึง 84.5% เมื่อใช้โปรตีนนี้เมื่อแยกมาจากพยาธิ
โดยตรง และมีรายงานที่ใช้ de-glycosylated recombinant cathepsin B ที่ผลิตจาก Pichia 
pastoris แสดงความไว 87.5% ในการตรวจวินิจฉัยจากซีรัมผู้ป่วยชาวเคนย่า (Stack et al., 2005) 
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 จากผลของการศึกษาน้ี แสดงให้เห็นว่า โปรตีน recombinant SmekCatB มีศักยภาพที่
จะใช้เป็นเครื่องมือหนึ่งที่มีประโยชน์ในการวินิจฉัยเพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อการติดเช้ือโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด S. mekongi 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 การหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะต่อการวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาต่อโรคพยาธิใบไม้เลือด  
S. mekongi ด้วยเทคนิค western blot พบ แถบโปรตีนที่ขนาดน้ าหนัก 31 กิโลดาลตัน เฉพาะใน
หนูที่ติดเช้ือพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi จากการระบุชนิดของโปรตีนนี้ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
พบว่า แถบโปรตีนดังกล่าวมีความคล้ายกับโปรตีน cathepsin B จากศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั้งหมดของโปรตีน S. mekongi cathepsin B มีขนาดล าดับนิวคลีโอไทด์ 1,123 bp และขนาด
ล าดับกรดอะมิโน 342 กรดอะมิโน และน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 38.30 กิโลดาลตัน จากนั้นเมื่อน ามา
ผลิตโปรตีน recombinant SmekCatB (rSmekCatB) และทดสอบด้วยเทคนิค western blot และ 
indirect ELISA พบว่า โปรตีน rSmekCatB สามารถท าปฏิกิริยากับซีรัมหนูที่ติดเช้ือโรคพยาธิใบไม้
เลือด S. mekongi โดยโปรตีน rSmekCatB ให้ค่าความไว และความจ าเพาะ เท่ากับ 91.67% และ 
100% ตามล าดับ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า โปรตีน rSmekCatB สามารถใช้ในการช่วย
วินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi ที่มีประสิทธิภาพสูงได้ 
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อาหารเลีย้งเชื้อท่ีใช้ในการทดลอง 

1. LB (Luria-Bertani) medium  

 ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tryptone   10 กรัม 

 Yeast extract  5 กรัม 

 Sodium chloride  5 กรัม 

 น้ ากลั่น   1 ลิตร 

 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่นให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือ

ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. LB (Luria-Bertani) agar 

 ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tryptone   10 กรัม 

 Yeast extract  5 กรัม 

 Sodium chloride  5 กรัม 

 Agar   15 กรัม 

 น้ ากลั่น   1 ลิตร 

 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ในน้ ากลั่นให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร ให้เสร็จก่อน

แล้วจึงเติม agar น าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน าไปเทใส่จานเลี้ยงเช้ือ 

 ส าหรับอาหาร LB agar ที่มีการเติม ampicillin เตรียมโดยผสมสารละลาย ampicillin 

ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วซึ่งตั้งทิ้งไว้ให้อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เติม

สารละลาย ampicillin มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3. การเตรียม ampicillin stock solution 

 ช่ัง ampicillin 0.1 กรัม ละลายในน้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้ว 1 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษ

กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในวิธี SDS-PAGE 
 1.1 การเตรียมสารละลาย 10% SDS 
 การเตรียม : ช่ังสาร SDS น้ าหนัก 10 กรัม เติมน้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
ละลายให้เข้ากัน น าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 1.2 การเตรียมสารละลาย 10% APS 
 การเตรียม : ช่ังสาร APS น้ าหนัก 1 กรัม เติมน้ ากลั่นให้ครบ 10 มิลลิลิตร ละลายให้
เข้ากัน แล้วแบ่งเก็บในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 1.3 การเตรียมสารละลาย 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 
 การเตรียม : ช่ังสาร Tris base น้ าหนัก 184.5 กรัม แล้วละลายในน้ ากลั่น 800 
มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วย HCl ให้ได ้pH 8.8 แล้วจึงปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
ฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 
 1.4 การเตรียมสารละลาย 1 M Tris-HCl (pH 6.8) 
 การเตรียม : ช่ังสาร Tris base น้ าหนัก 60.6 กรัม แล้วละลายในน้ ากลั่น 800 
มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วย HCl ให้ได้ pH 6.8 แล้วจึงปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
ฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 
 1.5 การเตรียม polyacrylamide gel ที่ความเข้มข้น 12.5% (separating gel) 
 ปริมาณที่ใช้ส าหรับเตรียมเจล ปริมาตร 12 มิลลิลิตร มีส่วนผสมดังนี้ 
 30% acrylamide gel  4 มิลลิลิตร 
 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8  3 มิลลิลิตร 
 10% SDS   120 ไมโครลิตร 
 10% APS   120 ไมโครลิตร  
 น้ ากลั่น    4.8  มิลลิลิตร 
 TEMED    12 ไมโครลิตร 
 การเตรียม : ผสม 30% acrylamide, 1.5 M Tris-HCl, 10% SDS และน้ ากลั่นใน
บกีเกอร์ จากนั้นเติม 10% APS และ TEMED เขยา่ให้ผสมเปน็เนือ้เดยีวกันอย่างรวดเร็ว ระวังอย่าให้
เกิดฟองอากาศ เทเจลใส่ลงในช่องว่างระหว่างกระจก  
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 1.6 การเตรียม polyacrylamide gel ที่ความเข้มข้น 4% (stacking gel) 
 มีส่วนผสมดังนี้ 
 30% acrylamide gel  800 ไมโครลิตร 
 1.0 M Tris-HCl, pH 6.8  750 ไมโครลิตร 
 10% SDS   60 ไมโครลิตร 
 10% APS   60 ไมโครลิตร  
 น้ ากลั่น    4.3 มิลลิลิตร 
 TEMED    6 ไมโครลิตร 
 การเตรียม : ผสม 30% acrylamide, 1.0 M Tris-HCl, 10% SDS และน้ ากลั่นใน
บีกเกอร์ จากนั้นเติม 10% APS และ TEMED เขย่าให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกันอย่างรวดเร็ว ระวังอย่าให้
เกิดฟองอากาศ เทเจลใส่ลงในช่องว่างระหว่างกระจกจนเต็ม แล้วใส่หวีลงไปดานบน ปล่อยให้เจลแข็ง
ตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง 
 1.7 การเตรียมสารละลาย loading dye 2X (bromphenol blue) 
 ปริมาตร 12 มิลลิลิตร มีส่วนผสมดังนี้ 
 1.0 M Tris-HCl, pH 6.8  4.5 มิลลิลิตร 
 Glycerol    10  มิลลิลิตร 
 10% SDS   10 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น    20.5 มิลลิลิตร 
 DTT    1.55 กรัม 
 Bromophenol blue  0.01 กรัม 
 การเตรียม : ผสม Glycerol, 1.0 M Tris-HCl, 10% SDS และน้ ากลั่นในบีกเกอร์ 
จากนั้นช่ังสาร DTT และสาร Bromophenol blue ผสมให้เข้ากัน แล้วแบ่งเก็บในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 1.8 การเตรียมสารละลาย 10X Running buffer 
 ส่วนประกอบต่อลิตร 
 Tris base   30.2 กรัม 
 Glycine    144 กรัม 
 SDS    10 กรัม 
 น้ ากลั่น    1 ลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ในน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร 
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2. การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการย้อม SDS-PAGE ด้วยวิธี Coomassie Brilliant Blue R-250 
 2.1 การเตรียมสารละลาย 0.1% coomassie brillaiant blue R-250 
 ส่วนประกอบต่อลิตร 
 Coomassie brillaiant blue R-250 1 กรัม 
 Methanol   400 มิลลิลิตร 
 Acetic acid   100 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น    500 มิลลิลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่นให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร กรองผ่าน
กระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 2.2 การเตรียมสารละลาย Destain solution 
 ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Destain solution I Destain solution II 
Methanol 
Acetic acid 
น้ ากลั่น 

300 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
600 มิลลิลิตร 

50 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
850 มิลลิลิตร 

 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ในน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร 
 
3. การเตรียมสารละลาย 10X Phosphate buffer solution (PBS) pH 7.4 
 ส่วนประกอบต่อลิตร 
 NaCl    80 กรัม 
 KCl    2 กรัม 
 Na2HPO4    14.4 กรัม 
 KH2PO4    2.4 กรัม 
 น้ ากลั่น    1 ลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ แล้วละลายในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 
ด้วย HCl ให้ได้ pH 7.4 แล้วจึงปรับปริมาตรให้ได ้1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆา่
เช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 สัดส่วนเจือจางให้เป็น 1X PBS, pH 7.4 เตรียมโดยผสม 10X PBS ปริมาตร 100 
มิลลิลิตรในน้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันก่อนน าไปใช้  
 ส่วนการเตรียม PBS ที่มี 0.05% Tween-20 (PBS-T) เตรียมโดยผสม Tween-20 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรใน 1X PBS ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันก่อนน าไปใช้ 
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4. การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในวิธี Western blot 
 4.1 การเตรียมสารละลาย Transfer buffer 
 ส่วนประกอบต่อลิตร 
 1X Running buffer   800 มิลลิลิตร 
 Methanol   200 มิลลิลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ให้ได้ 1 ลิตร 
 4.2 การเตรียมสารละลาย Blocking solution 
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีส่วนผสมดังนี้ 
 Skim milk   5 กรัม 
 Bovine Serum Albumin (BSA)  2 กรัม 
 PBS-T    100 มิลลิลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ใน PBS-T ให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
 
5. การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในวิธี Indirect ELISA 
 5.1 การเตรียมสารละลาย Coating buffer, pH 9.6 
 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร มีสว่นผสมดังนี้ 
 Na2CO3    0.318 กรัม 
 NaHCO3   0.586 กรัม 
 น้ ากลั่น    200 มิลลิลิตร 
 การเตรียม : ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ แล้วละลายในน้ ากลั่น 160 มิลลิลิตร ปรับ pH 
ด้วย HCl ให้ได้ pH 9.6 แล้วจึงปรับปริมาตรให้ได ้200 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่า
เช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 5.2 การเตรียมสารละลาย Blocking solution 
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีส่วนผสมดังนี้ 
 Bovine Serum Albumin (BSA)  1 กรัม 
 PBS    100 มิลลิลิตร 
 การเตรียม : ช่ังสาร BSA น้ าหนัก 1 กรัม ละลายใน PBS ให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
 5.3 การเตรียมสารละลาย 1 N HCl 
 เตรียมโดยน ากรด HCl ปริมาตร 41.46 มิลลิลิตร ใส่ลงในน้ ากลั่น แล้วจึงปรับ

ปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 

ขั้นตอนและวิธีการวิเคราะห์ตา่ง ๆ  
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ขั้นตอนและวิธีการวิเคราะห์ตา่ง ๆ 

1. การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการ Bradford assay 

 1.1 ท ากราฟการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 

ที่ความเข้มเข้นที่ 2-10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

 1.2 น าตัวอย่างโปรตีนที่เตรียมได้มาเจือจางในสารละลาย Bradford reagent ผสมให้

เข้ากัน โดยสังเกตให้สีของสารละลายตัวอย่างให้อยู่ในช่วงสีของสารละลายมาตรฐาน BSA แล้วจึง

น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณปริมาณโปรตีนจาก

กราฟของสารละลายมาตรฐาน Bovine serum albumin 

 

 

 

ภาพที่ 21 กราฟมาตรฐานระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน Bovine serum 

  albumin ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโน

  เมตร 
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2. การค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนหลังจากแยกด้วยวิธี SDS-PAGE 

 การค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลของแถบโปรตีน หลังจากแยกด้วยวิธี SDS-PAGE สามารถ
ทราบได้โดยน าค่าสัมประสิทธ์ิของการเคลื่อนที่ (relative electrophoretic mobility, Rf) ของแถบ
โปรตีนที่สนใจ มาเปรียบเทียบกับค่าระยะทางสัมพัทธ์ (Rf) ของ standard molecular weight 
marker ที่ควบคู่บน slab gel แผ่นเดียวกันที่ย้อมสี coomassie brillaiant blue R-250 จากกราฟ
เส้นตรงที่ได้จากการ plot ระหว่างค่าระยะทางสัมพัทธ์ (Rf) อยู่บนแกน X กับค่า log ฐาน 10 ของ
น้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนแต่ละชนิดที่อยู่ใน standard molecular weight marker อยู่บนแกน Y 
โดยค่า Rf ของสารที่ทราบน้ าหนักโมเลกุลที่อยู่ในสารละลายของ standard molecular weight 
marker ที่ใช้ หรือของโปรตีนแอนติเจนที่เราสนใจ จะค านวณได้จาก 
 
           Rf      =           ระยะทางจากจุดเริ่มต้นจนถึงระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่ไป             
          ระยะทางจากจุดเริ่มต้นจนถึงระยะทางที่ bromphenol blue เคลื่อนที่ไป 
 

 
 

ภาพที่ 22 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าระยะทางสัมพัทธ์ (Rf) กับค่า log ฐาน 10 ของน้ าหนัก

 โมเลกุลของ standard marker ใน 12.5% SDS-PAGE gel 
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3. การค านวณหาปริมาณและคุณภาพของ RNA 

 1. การค านวณหาปริมาณ RNA มีหลักการคือ การดูดกลืนแสง UV ของกรดนิวคลีอิกจะ

อยูใ่นช่วงความยาวคลื่นสูงสุดที่ 260 นาโนเมตร โดยมีสารละลาย RNA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (absorbance, A260) เท่ากับ 25 

หนว่ย absorbance (A260)  

 กรดนิวคลีอิก  หนว่ยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/ml)   = A260 x 1/25  

 กรดนิวคลีอิก  หน่วยไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml)  = (A260 x 1/25) x 1000  

        = A260 x 40  

 หากใช้สารละลาย RNA ที่เจือจางในการตรวจ 100 เท่า (RNA 10 ไมโครกรัมต่อน้ ากลั่น 

1 มิลลิลิตร) สามารถค านวณปริมาณกรดนิวคลีอิก  

 กรดนิวคลีอิก หนว่ยไมโครกรัมต่อไมโครลิตร (µg/µl) = (A260 x 40 x 100) / 1000  

 2. การหาคุณภาพของ RNA ค่าอัตราส่วนความยาวคลื่นที่ 260 กับ 280 นาโนเมตร 

(A260/A280) ใช้บอกคุณภาพ RNA ว่ามีการปนเปื้อนหรือไม่ RNA ที่สกัดได้ควรมีสูงกว่า 2.00 ถ้าได้ค่า

ต่ ากว่าน้ี แสดงว่ามีการปนเปื้อนของโปรตีน และฟีนอล (phenol) อยู่ในปริมาณมาก 

 3. การหาคุณภาพของ RNA ค่าอัตราส่วนความยาวคลื่น 260 กับ 230 นาโนเมตร 

(A260/A230) ใช้บอกคุณภาพ RNA ว่ามีการปนเปื้อนโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharides) หรือไม่ RNA 

ที่สกัดได้ควรมีค่ามากกว่า 2.25 ถ้าต่ ากว่านี้ แสดงว่ามีการปนเปื้อนของโพลีแซคคาไรด์ มีผลท าให้

สารละลาย RNA ที่ได้มีความหนืดและละลายน้ าได้ไม่ดี 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง 

ล าดับเบสของยีนต่าง ๆ จากฐานข้อมูล GenBank 



91 

 

ล าดับเบสของยีนต่าง ๆ จากฐานข้อมูล GenBankว 

1. Schistosoma mekongi cathepsin B mRNA, complete cds 
GenBank: KP317840.1 

>gi|910268585|gb|KP317840.1| Schistosoma mekongimkjkjj cathepsin B 

mRNA, complete cds 

CGTCTACACAACATTGTACCATGTTGAAAATCGCAGTTTGTATTGTTTCATTGTTTACTCCTCTCAAAG

CACATGTCACAACGAGAAACAATGAACATATTGAACCATTGTCAGATGAGATGATTTCATTCATCAATC

AACATCCAAATGCTGGATGGAAAGCGGACAAGAGTGATCGATTCCATTCACTGGATGATGCACGAATTC

TCATGGGTGCGAGAAGGGAGGATCCAGACGTGAAACGGAAGCAGCGACCAACTGTAGATCATCATGATG

TGGATGTCGGAATACCATCATACTTTGATTCACGAAAGAAATGGCCTCGTTGTAAGAGTATCTCAGAAA

TTCGTGATCAATCTCGATGTGGATCGTGTTGGGCATTTGGCGCTGTCGAAGCTATGACTGATCGAATTT

GTATCCAATCGGGTGCAAAACAATCAGTGGATTTGAGTGCTGTGGATTTAATCAGCTGTTGTAAAGATT

GCGGTGATGGTTGTAATGGTGGTTTTCTTGGTCAGGCATGGGACTATTGGGTAACAAATGGGATTGTCA

CTGGAGGTTCAAAAGAAAATCATACTGGTTGTCAACCGTATCCATTTCCGAAATGTGAACATCATACGA

AAGGAAAGTATCCTGCGTGTGGACCGAAAATTTACAAAACACCTCAATGTAAGCAGAAATGTCAGAAGG

GATACAAAACGCCTTATGAACAAGACAAGCATTATGGTGGTATGTCTTACAATGTTCCCAATAATGCGA

AAGCTATTCAGAAAGAAATTATGATGAATGGACCAGTGGAAGCTGCTATCGATGTTTATGAAGACTTCC

TCAATTACAAGTCAGGAATCTACAGACATGTGACTGGTTCAATAGTTGGTGGACATGCTATACGCATAA

TTGGATGGGGTGTTGAGAAGAAAACGCCTTACTGGTTGGTTGCCAATTCATGGAATGAAGATTGGGGTG

AGAAGGGATTATTTCGAATAGTACGTGGAAGCGATGAATGTTCAATTGAATCTGATGTTGTGGCTGGAC

TTATAAAAACCTAATGAAGACTTGTAAATTGTGAGTAAATAAATAAATAGTTGAACTAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

 

2. SJS_006_19.T7 SJS Schistosoma japonicum cDNA, mRNA sequence 
GenBank: CV693366.1 

>gi|60258976|gb|CV693366.1|CV693366 SJS_006_19.T7 SJS Schistosoma 

japonicum cDNA, mRNA sequence 

AATTAAGGGATTTGTTTATTTACTCACAATATACATGTATTCATTATGGGAACAATTTAGTTTGAATTA

GGTTTTTATAAGTCCAGCCACAACATTAGATTCAATTGAACATTCATCGCGTCCACGTACTATTCGAAA

TAGTCCCTTCTCACCCCAATCTTCATTCCATGAATTGGCAATCAACCAGTAAGGCGTTCTCTTCTCAAC

ACCCCATCCAATTATGCGTATGGCATGTCCACCAACTATTGAACCAGTCACATGTCTGTAGATTCCTGA

CTTGTAATTCAGGAAGTCTTCATAAACATCGAAAGCTGCTTCCACTGGTCCATACATCATTATATCTCT

CTGAATAACTTTCTCATTATTTTGAACATTGGAACTCTCATCACCATAATGCTTGTCTTGTTCATAAGG

GGTTTTGTATCCCTTCTGACATGTTTGCTTACATTGAGGGGTTTTGTAAATTTTCGTACCACACGCAGG

ATACTTTCCTTTCGTATGATGCTCACATTTTGGAAATGGATACGGGTGACAACCAGTATGATTTTCTTT

CGAACCTCCAGGGACTATCCCTCGTTTAACCCAATAGTCCCATGCTACACCAGGAAATCCACCTTGACA

ACCATCACCACAATCTTCACAACAGCTTATTAAATCTAATGCACTCAATTCTGCTGATTGTCCACCACC

TGATTGGATACAAATTCGATCAGTCATAGCTTCGACAGCTCCGAAAGCCCAACACGATCCACATCGAGA

ATGATCACGAATTTGTGCGATGCTNCTNACATGAGGGCCATTCTTTCGTGAGTCAAATGGTGAGG 
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3. Schistosoma japonicum clone SJCHGC00054 unknown mRNA 

GenBank: AY814659.1 

>gi|56756435|gb|AY814659.1| Schistosoma japonicum clone SJCHGC00054 

unknown mRNA 

CATGTTGAAAATCGCAGTTTGTATTGTTTCATTCTTTGCTCTTCTCAAAGCACATGTTACAACGAGAAA

CAATGAACGTATTGAACCATTGTCAGATGAGATGATTTCATTCATTAATGAACATCCGGATGCTGGATG

GAAAGCTGACAAGAGTGATCGATTCCACTCATTGGATGATGCACGAATTCTCATGGGTGCGAGAAAAGA

GGATGCAGAAATGAAACGGAAGCGGCGTCCAACTGTCGATCATCATGATTTGAATGTTGAAATACCATC

ACAATTTGACTCACGAAAGAAATGGCCACATTGTAAGAGCATCTCACAAATTCGTGATCAATCTCGATG

TGGATCGTGTTGGGCTTTCGGAGCTGTCGAAGCTATGACTGATCGAATTTGTATCCAATCAGGTGGTCA

ACAATCAGCAGAATTGAGTGCATTAGATTTAATAAGCTGTTGTGAAGATTGTGGTGATGGTTGTAAAGG

TGGATTTCCTGGTCAAGCATGGGACTATTGGGTTAAACGAGGGATAGTCACTGGAGGTTCAGAAGAAAA

TCATACTGGTTGTCAACCGTATCCATTTCCAAAATGTGAGCATCTAACAAAAGGAAAGTATCCTGCATG

TGGTACGAAAATTTACAAAACACCTCAATGTAAGCAAACGTGTCAGAAGGGATACAAAACACCTTATGA

ACAAGACAAGCATTATGGTGATCAGCGTTACAATGTAATTAGTAATGAGAAAGCTATTCAAAGAGAAAT

AATGATGTATGGACCAGTGGAAGCAGCTTTCGATGTTTATGAAGACTTCCTGAATTACAAGTCAGGAAT

CTACAGACATGTGACTGGTTCAATAGTTGGTGGACATGCCATACGCATAATTGGATGGGGTGTTGAGAA

GGGAAAGCCTTACTGGTTGATTGCGAATTCATGGAATGAAGATTGGGGTGAGAAGGGACTATTTCGAAT

GGTACGTGGACGCGATGAATGTTCAATTGAATCTCATGTTGTGGCTGGACTTATAAAAACCTAATTCAA

ACTAAATTGTTCACATAATGAATACATGTATATTGTGAGTAAATAAACAAATACCTTAATT 
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ภาพที่ 23 ผลงานทางวิชาการที่เป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ

  Schistosoma mekongi cathepsin B and its use in the development of an 

  immunodiagnosis 
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