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บทคัดย่อ 
โรคพยาธิใบไม้เลือดนับว่าเป็นโรคติดต่อที่ส าคัญโรคหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาทางด้านสาธารณสุขและ

เศรษฐกิจของประชากรโลกมาแล้วหลายประเทศ องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้จัดให้โรคนี้เป็นโรคติดต่อใน
เขตร้อนที่มีความส าคัญเป็นที่สองรองมาจากโรคมาลาเรีย ปัจจุบันประชากรทั้งหมดในโลกคาดว่าเป็นโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด ประมาณ 200 ล้านคน พยาธิใบไม้เลือด (blood flukes) เป็นพยาธิใบไม้ที่ตัวเต็มวัยแยกเพศ คือมี
ตัวผู้ และตัว เมีย พยาธิใบไม้ เลือดที่ ก่อโรคในมนุษย์หลักๆ มี  4 ชนิด คือ Schistosoma mekongi, 
Schitosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobium ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้
ท  าการสกัด RNA ของเชือ้พยาธิแลว้น ามาสังเคราะหเ์ป็น cDNA โดยใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase 
จากนัน้น ามาเพิ่มปริมาณของ CatB2 และ CatL genes โดยการท า PCR ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์
และกรดอะมิโนของ CatB2 หรือ CatL gene ในพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. และศึกษาความ
คลา้ยกนัของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นพยาธิตวัอ่ืน พบว่าโปรตีน CatB2 และ CatL มี signal peptide ส่วนผล
การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน SmCatB2 กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนๆ โดย
เปรียบเทียบกับ S. japonicum, S. mekongi, C. sinensis, F. hepatica, M. musculus, B. taurus และ 
H. sapiens โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ Active 
sites คื อ บ ริ เวณ  Cysteine Histidine แ ล ะ  Asparagine พ บ ส่ ว น ข อ ง  Cysteine residues ซึ่ ง เป็ น
ลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase และได้ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ
โปรตีน SmCatL กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนอ่ืน โดยเปรียบเทียบกับพยาธิ S. haematobium และ S. 
japonicum ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่มเดียวกันกับพยาธิ S. mansoni และพยาธิ F. gigantica, F. hepatica, P. 
westermani และ C. sinensis ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่มใกล้เคียง และเปรียบเทียบกับโฮสท์ในธรรมชาติได้แก่ คน 
หนู และวัว โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ  Active 
sites คือบริ เวณ  Glutamine Glycine Cysteine Histidine และ Asparagine พบส่ วนของ Cysteine 
residues ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase นอกจากนี้พบส่วนของโปรตีน 
SmCatL ที่มีการเติม N-glycosylation ที่อะมิโน asparagine  และพบบริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิ
โนคอื ERFNIN และผูว้ิจยัจะท าการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน CatB2 และ CatL ของพยาธิใบไมเ้ลือด
ทั้ง 3 สปีชีส์ (S. mekongi, S.mansoni และ S. japonicum) และจะพัฒนาเป็นชุดตรวจส าหรับโรค 
schistosomiasis ตอ่ไปในอนาคต 
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บทน ำ (Introduction) 
เนื้อหำของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท ำกำรวิจัยมำก่อน 

โรคพยาธิใบไม้เลือดนับว่าเป็นโรคติดต่อที่ส าคัญโรคหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาทางด้านสาธารณสุขและ
เศรษฐกิจของประชากรโลกมาแล้วหลายประเทศ องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้จัดให้โรคนี้เป็นโรคติดต่อใน
เขตร้อนที่มีความส าคัญเป็นที่สองรองมาจากโรคมาลาเรีย ปัจจุบันประชากรทั้งหมดในโลกคาดว่าเป็นโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด ประมาณ 200 ล้านคน พยาธิใบไม้เลือด (blood flukes) เป็นพยาธิใบไม้ที่ตัวเต็มวัยแยกเพศ คือมี
ตัวผู้และตัวเมีย พยาธิใบไม้เลือดที่ก่อโรคในมนุษย์หลักๆ มี 4 ชนิด คือ Schistosoma mekongi, 
Schitosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobium ในประเทศลุ่มแม่น้ า
โขง เช่น ลาว กัมพูชา รวมถึงประเทศไทยมีการรายงานการระบาดการติดเชื้อพยาธิใบไม้เลือด 2 ชนิด คือ 
Schistosoma mekongi และ Schitosoma japonicum ในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือโดยเฉพาะตังหวัด
ที่ติดลุ่มน้ าโขง เช่น จังหวัดอุบลราชธานี  (Colley et al., 2014; Ohmae et al., 2004) โรคพยาธิใบไม้เลือด 
schistosomiasis มีสาเหตุเกิดจากการสัมผัสน้ าจากแหล่งน้ าจืดธรรมชาติที่มีตัวอ่อนระยะติดต่อ (cercariae) 
โดยมีหอยเป็นตัวช่วยให้พยาธินี้เจริญต่อไป พยาธิสภาพส่วนใหญ่เกิดจากการที่พยาธิตัวแก่ใช้ sucker ดูดเกาะ
ผนังหลอดเลือดด า ซึ่งท าให้เกิดระคายเคือง เกิดลักษณะเป็น granuloma ขึ้นมา ในรายที่เป็นมากๆ ท าให้เกิด
เป็นก้อนเนื้อในตับหรือล าไส้ ผู้ป่วยมีอาการตับและม้ามโต ถ่ายเป็นมูกเลือด เป็นต้น วงจรชีวิตของ 
Schistosoma mekongi และ Schistosoma japonicum เริ่มจากไข่พยาธิที่ปนมากับอุจจาระของคนที่ติด
เชื้อลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติ ไข่ก็จะฟักกลายเป็นตัวอ่อนระยะ miracidium แล้ว  miracidium ก็จะไชเข้าสู่
หอยที่เป็นตัวกลางของพยาธิชนิดนี้ หลังจากนั้น miracidium  ก็จะเจริญเป็นระยะต่างๆ ในหอย สุดท้ายตัว
อ่อนระยะ cercariae ออกมาจากหอยเมื่อคนมาสัมผัสแหล่งน้ าที่มี cercariae พยาธิก็จะไชผ่านผิวหนังของคน
ท าให้ด้รับเชื้อไป และเมื่อ cercariae เข้าร่างกายมันจะเคลื่อนที่เข้าหลอดเลือดและจะเจริญ พัฒนาเป็นตัวเต็ม
วัยที่ตับ แล้วตัวเต็มวัยเพศผู้และเพศเมียก็จะเข้าคู่กันและเคลื่อนที่ไปอยู่ที่หลอดเลือดด าที่ผนังล าไส้ต่อไป  



 

 

 
รูปที่ 1 แสดง วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. 

พยาธิสภาพของการติดเชื้อ Schistosoma mekongi และ Schistosoma japonicum แบ่งเป็น 2 
ระยะใหญ่ๆ คือ acute และ chronic schistosomiasis โดย acute schistosomiasis มักมีอาการที่ส าคัญ 
คือ ปวดท้อง ท้องขึ้น ท้องเฟ้อ ปวดเจ็บบริเวณตับ  มีไข้เป็นๆ หายๆ เบื่ออาหาร อ่อนเพลีย และผอมลง และ
เมื่อพยาธิเข้าสู่ตัวเต็มวัย มีการปล่อยไข่ออกมาและร่างกายของคนที่ติดเชื้อจะมีการตอบสนองต่อไข่ท าให้เกดิ 
immune complex ขึน้ ซึ่ง immune complex นี้จะถูกก าจัด เป็นผลท าให้ตับ และ ม้ามโตได้  และกรณีที่มี 
polymorphonuclear cell (PMN) ที่มาล้อมรอบไข่ที่ถูกปล่อยออกมาจากพยาธิท าให้เกิด granuloma ขึ้น
ในบริเวณท่ีมี granuloma ไข่ที่ฝังอยู่ใต้เยื่อบุผนังล าไส้มักจะท าลายเนื้อเยื่อข้างเคียงท าให้เกิดการอักเสบและมี 
fibrous พร้อมกับการมีแคลเซียมมาพอกรอบๆไข่เหล่านี้ (Richter et al., 2016; Keang et al., 2007; 
Dumurgier et al., 1990; Monchy et al., 1990) ส่วน chronic schistosomiasis พยาธิสภาพเกิดได้
หลายๆ ต าแหน่ง เช่น ตับ ล าไส้ ซึ่งมักจะเป็นการอักเสบและในล าไส้อาจพัฒนาไปเป็นมะเร็งล าไส้ได้ 
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mekongi และ Schitosoma 
japonicum ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระของคนที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย า
ต่ า อีกท้ังไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัว
เต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ จึงมีนักวิจัยหลายกลุ่มพยายามพัฒนาวิธีตรวจการติด
โรคพยาธิโดยใช้เทคนิค immunoassay เพ่ือให้สามารถตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิได้อย่างรวดเร็วและแม่นย า 
อย่างไรก็ตามจนถึงบัดนี้ก็ยังไม่สามารถใช้วิธี immunoassay ทดแทนวิธีตรวจไข่ในอุจจาระได้ และการวิจัย
และการพัฒนาการวินิจฉัยการติดเชื้อ Schistosoma mekongi และ Schitosoma japonicum ยังมีน้อย 
และแอนติเจนที่ใช้ไม่ค่อยมีความจ าเพาะและวิธีตรวจยังมีความไว (Sensitivity) ไม่สูงพอ (Sangfuang et al., 
2016) อีกท้ังยังไม่สะดวกต่อการน าไปใช้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องเสาะหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะสูง



 

 

และวิธีในการผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนของพยาธิ และในวิจัยพัฒนาชุดตรวจที่ผ่านมานั้นใช้
แอนตอบอดีที่เป็นโมโนโคนอลและโพลีโคนอลแอนติบอดี ซึ่งมีข้อเสียในการผลิตเชิงอุตสาหกรรมในด้าน
คุณภาพของชุดตรวจ เนื่องจากโพลีโคนอลแอนติบอดีที่ผลิตไม่สามรถควบคุมคุณภาพได้เพราะการตอบสนอง
ของสัตว์แต่ละตัวแต่ละรอบที่ผลิตไม่เหมือนกัน ส่วนโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้นเป็นแบบเซลล์ไฮบริโดมาจึงท า
ให้ไม่มีความสเถียรในการสร้างแอนติบอดีและเมื่อเลี้ยงไปนานๆจะท าให้การสร้างแอนติบอดีลดลง จึงเป็น
ปัญหาในการผลิตเชิงอุตสาหกรรม ดังนั้นคณะวิจัยซึ่งได้เห็นแนวโน้มที่จะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรค 
schistosomiasis ด้วยเทคโนโลยีรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีแทนเพ่ือให้การสร้างแอนติบอดีมีความคงตัว 
คณะวิจัยจึงเห็นว่าควรมีการสร้างและพัฒนาชุดตรวจ ให้เป็นนวัตกรรมที่สร้างขึ้นจากคนไทย ซึ่งจะสามารถแก้
ใขปัญหาโรคพยาธิใบไม้เลือดในประเทศได้  
 
ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 

โรคพยาธิใบไม้เลือดนับว่าเป็นโรคติดต่อที่ส าคัญโรคหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดปญัหาทางด้านสาธารณสุขและ
เศรษฐกิจของประชากรโลกมาแล้วหลายประเทศ องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้จัดให้โรคนี้เป็นโรคติดต่อใน
เขตร้อนที่มีความส าคัญเป็นที่สองรองมาจากโรคมาลาเรีย ปัจจุบันประชากรทั้งหมดในโลกคาดว่าเป็นโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด ประมาณ 200 ล้านคน พยาธิใบไม้เลือด (blood flukes) เป็นพยาธิใบไม้ที่ตัวเต็มวัยแยกเพศ คือมี
ตัวผู้และตัวเมีย พยาธิใบไม้เลือดที่ก่อโรคในมนุษย์หลักๆ มี 4 ชนิด คือ Schistosoma mekongi, 
Schitosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobium ในประเทศไทยมีการ
รายงานการระบาดการติดเชื้อพยาธิใบไม้เลือด 2 ชนิด คือ Schistosoma mekongi และ Schitosoma 
japonicum ในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือโดยเฉพาะตังหวัดที่ติดลุ่มน้ าโขง เช่น จังหวัดอุบลราชธานี  โรค
พยาธิใบไม้เลือด schistosomiasis มีสาเหตุเกิดจากการสัมผัสน้ าจากแหล่งน้ าจืดธรรมชาติที่มีตัวอ่อนระยะ
ติดต่อ (cercariae) โดยมีหอยเป็นตัวช่วยให้พยาธินี้เจริญต่อไป พยาธิสภาพส่วนใหญ่เกิดจากการที่พยาธิตัวแก่
ใช้ sucker ดูดเกาะผนังหลอดเลือดด า ซึ่งท าให้เกิดระคายเคือง เกิดลักษณะเป็น granuloma ขึ้นมา ในรายที่
เป็นมากๆ ท าให้เกิดเป็นก้อนเนื้อในตับหรือล าไส้ ผู้ป่วยมีอาการตับและม้ามโต ถ่ายเป็นมูกเลือด เป็นต้น วงจร
ชีวิตของ Schistosoma mekongi และ Schistosoma japonicum เริ่มจากไข่พยาธิที่ปนมากับอุจจาระของ
คนที่ติดเชื้อลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติ ไข่ก็จะฟักกลายเป็นตัวอ่อนระยะ miracidium แล้ว  miracidium ก็จะไช
เข้าสู่หอยที่เป็นตัวกลางของพยาธิชนิดนี้ หลังจากนั้น miracidium  ก็จะเจริญเป็นระยะต่างๆ ในหอย สุดท้าย
ตัวอ่อนระยะ cercariae ออกมาจากหอยเมื่อคนมาสัมผัสแหล่งน้ าที่มี cercariae พยาธิก็จะไชผ่านผิวหนังของ
คนท าให้ด้รับเชื้อไป และเม่ือ cercariae เข้าร่างกายมันจะเคลื่อนที่เข้าหลอดเลือดและจะเจริญ พัฒนาเป็นตัว
เต็มวัยที่ตับ แล้วตัวเต็มวัยเพศผู้และเพศเมียก็จะเข้าคู่กันและเคลื่อนที่ไปอยู่ที่หลอดเลือดด าที่ผนังล าไส้ต่อไป  

พยาธิสภาพของการติดเชื้อ Schistosoma mekongi และ Schistosoma japonicum แบ่งเป็น 2 
ระยะใหญ่ๆ คือ acute และ chronic schistosomiasis โดย acute schistosomiasis มักมีอาการที่ส าคัญ 
คือ ปวดท้อง ท้องขึ้น ท้องเฟ้อ ปวดเจ็บบริเวณตับ  มีไข้เป็นๆ หายๆ เบื่ออาหาร อ่อนเพลีย และผอมลง และ
เมื่อพยาธิเข้าสู่ตัวเต็มวัย มีการปล่อยไข่ออกมาและร่างกายของคนที่ติดเชื้อจะมีการตอบสนองต่อไข่ท าให้เกิด 



 

 

immune complex ขึ้น ซึ่ง immune complex นี้จะถูกก าจัด เป็นผลท าให้ตับ และ ม้ามโตได้  และกรณีที่มี 
polymorphonuclear cell (PMN) ที่มาล้อมรอบไข่ที่ถูกปล่อยออกมาจากพยาธิท าให้เกิด granuloma ขึ้น
ในบริเวณท่ีมี granuloma ไข่ที่ฝังอยู่ใต้เยื่อบุผนังล าไส้มักจะท าลายเนื้อเยื่อข้างเคียงท าให้เกิดการอักเสบและมี 
fibrous พร้อมกับการมีแคลเซียมมาพอกรอบๆไข่เหล่านี้ ส่วน chronic schistosomiasis พยาธิสภาพเกิดได้
หลายๆ ต าแหน่ง เช่น ตับ ล าไส้ ซึ่งมักจะเป็นการอักเสบและในล าไส้อาจพัฒนาไปเป็นมะเร็งล าไส้ได้ 
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mekongi และ Schitosoma 
japonicum ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระของคนที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย า
ต่ า อีกท้ังไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัว
เต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ จึงมีนักวิจัยหลายกลุ่มพยายามพัฒนาวิธีตรวจการติด
โรคพยาธิโดยใช้เทคนิค immunoassay เพ่ือให้สามารถตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิได้อย่างรวดเร็วและแม่นย า 
อย่างไรก็ตามจนถึงบัดนี้ก็ยังไม่สามารถใช้วิธี immunoassay ทดแทนวิธีตรวจไข่ในอุจจาระได้ และการวิจัย
และการพัฒนาการวินิจฉัยการติดเชื้อ Schistosoma mekongi และ Schitosoma japonicum ยังมีน้อย 
และแอนติเจนที่ใช้ไม่ค่อยมีความจ าเพาะและวิธีตรวจยังมีความไว (Sensitivity) ไม่สูงพอ อีกท้ังยังไม่สะดวก
ต่อการน าไปใช้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องเสาะหาแอนติเจนที่มีความจ าเพาะสูงและวิธีในการผลิต
แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนของพยาธิ และในวิจัยพัฒนาชุดตรวจที่ผ่านมานั้นใช้แอนตอบอดีที่เป็นโม
โนโคนอลและโพลีโคนอลแอนติบอดี ซึ่งมีข้อเสียในการผลิตเชิงอุตสาหกรรมในด้านคุณภาพของชุดตรวจ 
เนื่องจากโพลีโคนอลแอนติบอดีที่ผลิตไม่สามรถควบคุมคุณภาพได้เพราะการตอบสนองของสัตว์แต่ละตัวแต่ละ
รอบท่ีผลิตไม่เหมือนกัน ส่วนโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้นเป็นแบบเซลล์ไฮบริโดมาจึงท าให้ไม่มีความสเถียรใน
การสร้างแอนติบอดีและเมื่อเลี้ยงไปนานๆจะท าให้การสร้างแอนติบอดีลดลง จึงเป็นปัญหาในการผลิตเชิง
อุตสาหกรรม ดังนั้นคณะวิจัยซึ่งได้เห็นแนวโน้มที่จะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรค schistosomiasis ด้วย
เทคโนโลยีรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีแทนเพ่ือให้การสร้างแอนติบอดีมีความคงตัว คณะวิจัยจึงเห็นว่าควรมีการ
สร้างและพัฒนาชุดตรวจ ให้เป็นนวัตกรรมที่สร้างขึ้นจากคนไทย ซึ่งจะสามารถแก้ไขปัญหาโรคพยาธิใบไม้
เลือดในประเทศได้  
 
วัตถุประสงค์และขอบเขตกำรวิจัย 

การสร้างและผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อแอนติเจนของ Schistosoma mekongi และ 
Schitosoma japonicum เพ่ือพัฒนาศักยภาพของชุดตรวจให้สามารถตรวจการติดเชื้อพยาธิใบไม้เลือด 
Schistosoma mekongi และ Schitosoma japonicum ได้ทุกระยะของการติดเชื้อ เพ่ือการผลิตเชิง
อุสาหกรรม 
 
 
 
 



 

 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
กำรเผยแพร่ในวำร 
 คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์บทความวิชาการในวารสารนานาชาติที่มี impact factor ค่อนข้างดี (Q1 
หรือ Q2) ได้ไมน่้อยกว่า 1 บทความ 
 
หน่วยงำนที่สำมำรถน ำผลงำนวิจัยไปใช้ประโยชน์  

1. โรงพยาบาล และบุคลากรทางการแพทย์ 
2. กระทรวงสาธารณสุข 
3. ประชาชนทั่วไป 

 
เนื้อเรื่อง (Main body) 

รำยละเอียดเกี่ยวกับวิธีด ำเนินกำรวิจัย (Materials & Method) 
กำรโคลนยีนและผลิตรีคอมบริแนนท์โปรตีน ศึกษำคุณลกัษณะของจีน และโปรตีนเป้ำหมำย 

การสังเคราะห์ recombinant proteins  
 กระบวนการผลิต recombinant proteins ของจีนเป้าหมายจะกระท าโดยใช้ expression vector 
ของระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย (prokaryotic system) คือ pET-30b และ pET-21b หลังจากนั้นจึงน า 
vector เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ซึ่งคือเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นปล่อยให้เซลล์
แบคทีเรียเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของจีนและสุดท้ายท าให้เซลล์แบคทีเรียสลายและท า
ให้โปรตีนบริสุทธิ์ หลักจากนั้นน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้มาศึกษาคุณลักษณะโดยวิธี ต่างๆ เช่น PCR, real 
time PCR, western blot, ELISA, immunohistochemistry เป็นต้น 
 

การโคลนยีนที่สร้างแอนติบอดี 
 ท าการสกัด total RNA ของเซลล์ hybridoma โดยสารละลาย TRIzol (Invitrogen) วิธีการสกัดท า
ตามวิธีที่แนะน าในหนังสือคู่มือสารละลาย RNA ที่ได้ต้องมีคุณภาพดีและไม่มี DNA ปน เปื้อน โดยจะท าการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และเก็บ RNA ที่สกัดได้ที่ตู้แช่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน ามาใช้เพื่อสังเคราะห์ cDNA  
 การสังเคราะห์ cDNA ท าได้โดยใช้ RNA ที่สกัดได้เป็นสายต้นแบบ (template) โดยมี oligo dT เป็น 
primer ส าหรับให้เอนไซม์ RNA reverse transcriptase สามารถสร้างสาย cDNA complementary กับ 
RNA ต้นแบบได้ และท าการโคลนยีนที่สร้างแอนติบอดี ด้วยวิธี PCR จากนั้นน ายีนที่โคลนได้มาเชื่อมต่อกับ
เวกเตอร์ pGTM-T Easy เพ่ือท าการหาล าดับเบสว่าเป็นเป็นยันที่สร้างแอนติบอดี จากนั้นท าการคัดเลือกโคลน
เก็บไว้เพ่ือเป็นต้นแบบในการท า recombinant monoclonal antibody ต่อไป 
 
 



 

 

การสังเคราะห์ recombinant antigen และ recombinant monoclone antibody 
 กระบวนการผลิต recombinant antigen ของจีนเป้าหมาย และ recombinant monoclone 
antibody จะกระท าโดยใช้ expression vector ของระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย (prokaryotic 
system) คือ pET-30b และ pET-21b หลังจากนั้นจึงน า vector เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ซึ่งคือเซลล์
แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นปล่อยให้เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกดิการแสดงออก
ของจีนและสุดท้ายท าให้เซลล์แบคทีเรียสลายและท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ 
 
กำรพัฒนำและทดสอบวิธีวินิจฉัยกำรติดเชื้อพยำธิ  
  การผลิตโมโนโคลนัลแอนตบิอดี (MoAb)  
 น า recombinant proteins ฉีดเข้าช่องท้องของหนูทดลอง (intraperitoneal injection) เพ่ือ
กระตุ้นให้เซลล์ที่ท าหน้าที่สร้างแอนติบอดีต่อโปรตีนในหนูทดลองสร้างและแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนภายในม้าม โดย
การฉีดกระตุ้นจ านวน 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งจะฉีดห่างกัน 3 สัปดาห์ จากนั้นท าการฉีดเข้าเส้นเลือดบริเวณ หาง 
(tail vein) ก่อนท าการแยกเซลล์ม้าม 3 วัน เมื่อครบก าหนดท าการแยกเซลล์ม้ามที่ได้จากหนูที่มีการฉีด 
กระตุ้นเพ่ือใช้ส าหรับเชื่อมกับเซลล์ myeloma  
 น าเซลล์ myeloma และเซลล์ม้ามมาท าการเชื่อมต่อกันด้วย polyethyleneglycol (PEG) น าเซลล ์
hybridoma ที่ได้หยอดลงใน 96 well plate แล้วน าไปเลี้ยงในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และ
ควบคุมปรมิาณ CO2  ที่ร้อยละ 5 และท าการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี limiting dilution 
หลังจากนั้นจึงคัดเลือกโคลนด้วย enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และ enzyme linked 
immunoelectrotransfer blot (EITB) ท าการตรวจหา class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โดยใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูป Immunopure Monoclonal Antibody Isotyping kit (HRP/ABTS) (PIERCE) 
ซึ่งใช้หลักการ sandwich ELISA 

การผลิตรีคอมบิแนนท์โมโนโคนอลแอนติบอดี (rMoAb) 
การโคลนยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาวและสายสั้นเข้าสู่ pGEM-T vector น าเซลล์

ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับโปรตีน ES ของพยาธิ S. mekongi และ S. 
japonicum มาสกัด RNA ด้วยชุดสกัด Gencatch™ total RNA miniprep (Epoch life sciences) จากนั้น
น า RNA ที่ได้มาสังเคราะห์ cDNA ของโมเลกุลแอนติบอดีสายยาวด้วย MuIgCHgamma reverse primer 
(5′-CTGGACAGGG ATCCAGAGTTCCA-3′) และ cDNA ของโมเลกุลแอนติบอดีสายสั้นด้วย MuIgCLKappa 
reverse primer (5′-CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAC-3′)จากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนที่ใช้ในการ
สร้างแอนติบอดีสายยาวและสายสั้นด้วยเทคนิค RACE-PCR โดยน า cDNA ของโมเลกุลสายยาวและสายสั้นที่
สังเคราะห์ข้ึนมาเติม homopolymeric dG ที่บริเวณปลาย 5′ โดยใช้เอนไซม์ terminal deoxynucleotidyl 
transferase เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้RACE dCTP forward 
primer และ MuIgCHgammaNested reverse primer (5′-TARCCYTTGACMAGGCATCC-3′) ส าหรับยีนที่
ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาว ส่วนยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายสั้นนั้นจะใช้ RACE dCTP forward 



 

 

primer (5′CAAGGAATTCCCCCCCCCCCCCC-3′) และ MuIgCLKappa Nested reverse primer (5′-
CGTTCACT GCCATCAATC-3′) น าชิ้นยีนโมเลกุลสายยาวและสายสั้นที่ได้มาเติม singledA ที่บริเวณปลาย 3′ 
ด้วยเอนไซม์ Ex taq DNA polymerase จากนั้นน ามาเชื่อมต่อกับ pGEM-T vector แล้วน าเข้าสู่ E. coli 

สายพันธุ์ DH5α ด้วยเทคนิค heat shock transformation และท าการคัดเลือก transformant บนอาหารที่
จ าเพาะ โดยสุ่มเลือกโคโลนีเดี่ยวมาตรวจสอบ recombinant clone ด้วยเทคนิค colony PCR โดยใช้T7 
promoter forward primer (5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′) และ MuIgCHgammaNested reverse 
primer ส าหรับยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาว ส่วนยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายสั้นนั้นจะใช้ 
T7 promoter forward primer และ MuIgCLKappaNested reverse primer จากนั้นน า recombinant 
clone ที่มีชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาวและสายสั้นมาเพาะเลี้ยงและสกัด recombinant 
plasmid ด้วยชุดสกัด Gencatch™ plus plasmid DNA miniprep (Epoch life sciences) น า 
recombinant plasmid ที่ได้มาท าปฏิกิริยาPCR sequencing โดยใช้ T7 promoter forward primer 
จากนั้นน า PCR products ที่ได้มาอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง ABI 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) แล้วน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดี
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) เพ่ือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน variable region ของ
โมเลกุลสายยาวและโมเลกุลสายสั้นส าหรับน ามาใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์ที่ใช้ในการโคลนยีนส่วน variable 
region ต่อไป การโคลนยีนส่วน variable region เข้าสู่ mammalian expression vector น า 
recombinant plasmid ที่บรรจุชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีมาใช้เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีน
ส่วน variable region ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ HB3VH forwardprimer (5′-CTGCTTAAGGG 
CGTCCAATGCGAAGTGAAACTGGTGGAGTCT-3′) คู่กับ HB3VH reverse primer (5′-ACTAGGGCCCTT 
TGTGCTAGAGGAGACTGTGAGAGTGGT-3′) ส าหรับโมเลกุลสายยาวซึ่งออกแบบให้มี AflII restriction site 
ที่ปลาย 5′ ของ forward primer และ PspOMI restriction site ที่ปลาย 3′ ของ reverse primer ส่วน
โมเลกุล สายสั้นจะใช้ HB3VL forward primer (5′ACCACCGCCGACATTGTGATGACCCAGTCT-3′) คู่กับ 
HB3VL reverse primer (5′-TTCCAGCTTTGTCCCACCGCCGAA-3′) จากนั้นน ายีนส่วน variable region 

ของโมเลกุลสายยาวและเวกเตอร์ pcDNA3.4-CHγ ที่บรรจุยีนส่วน constant region ชนิด gammaของ
มนุษย์มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ AflII และ PspOMI แล้วจึงเชื่อมต่อชิ้นยีนเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับยีนส่วน 
variable region ของโมเลกุลสายสั้นนั้นจะน ามาเติมหมู่ฟอสเฟตท่ีบริเวณปลาย 5′ โดยใช้เอนไซม์ T4 

polynucleotide kinase แล้วจึงน ามาเชื่อมต่อกับเวกเตอร์ pcDNA3.4-CLκ ที่บรรจุชิ้นยีนส่วน constant 
region ชนิด kappa ของมนุษย์ที่น าหมู่ฟอสเฟตที่บริเวณปลาย 5′ ออก จากนั้นน าเวกเตอร์ที่เชื่อมต่อกับชิ้น

ยีนแล้วเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α ด้วยเทคนิค heat shock transformation และท าการคัดเลือก 
transformant บนอาหาร 2XYT-AG agar หลังจากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารมาตรวจสอบ 
recombinant clone ที่มีชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลในส่วน variable region ด้วยเทคนิค 
colony PCR โดยใช้ XbaIKozHuHleader forward primer (5′-



 

 

GACTCTAGAGGATCGAACCCTGCCGCCACCATGGAGTTCGGA-3′) คู่กับ pcDNA3.4 reverse primer (5′-
CAACATAGTTAAGAATACCAGTC-3′) ส าหรับตรวจสอบโมเลกุลสายยาว และ XbaIKozHuKleader 
forward primer (5′-GACTCTAGAGGATCGAACCCTGCCGCCACCATGGAGA CTCCA-3′) คู่กับ 
pcDNA3.4 reverse primer ส าหรับโมเลกุลสายสั้น จากนั้นน า recombinant clone ที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร 2XYT-A broth และสกัด recombinant plasmid มาท าปฏิกิริยา PCR sequencing โดยใช ้
CMVpSeq forward primer (5′-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3′) และน า PCR products ที่ได้มา
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน variable region ของโมเลกุลสายยาวและสายสั้น เพ่ือคัดเลือก 
recombinant plasmid ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ถูกต้องเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อไป 

การผลิตรีคอมบิแนนท์แอนตบิอดีและการท าแอนติบอดีให้มีความบริสุทธ์น า heavy chain 
recombinant plasmid และ light chain recombinant plasmid เข้าสู่เซลล์human embryonic 
kidney 293-F (invitrogen) โดยใช้ Gencarrier-1™ transfection reagent (Epoch life sciences) 
จากนั้นน า transfected เซลล์ไปเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 วันจึงเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์มาแยกรีคอมบิแนนท์
แอนติบอดีให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค affinity chromatography โดยใช้โปรตีน A sepharose™ (GE 
Healthcare) หลังจากนั้นน ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่ได้มาตรวจสอบคุณลักษณะเปรียบเทียบกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ ผลิตจากเซลล์ไฮบริโดมาด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ western blot ตามล าดับการ
วิเคราะห์ค่า antibody titer และ sensitivity ในการตรวจหาการติดเชื้อ Fasciolosis ดว้ยเทคนิค sandwich 
ELISA และ Dot-ELISA ดังกล่าวมาข้างต้น และน าค่าที่ได้มาค านวณหาค่าความไวและ ความจ าเพาะต่อ 
Fasciolosis โดยใช้สูตรค านวณของ Lalkhen และ McCluskey (2008) 
 การตรวจคุณลักษณะของ MoAb ด้วยวิธี immunoblotting  
 เมื่อได้ MoAb แล้วเราจะน า MoAb ไปตรวจการท าปฏิกิริยากับ recombinant proteins เป้าหมาย
และโปรตีนธรรมชาติชนิดเดียวกันที่มีอยู่ในส่วนต่าง ๆ ของพยาธิ เช่น ภายในตัว  (whole body proteins) 
โปรตีนจากชั้นผิว (tegument proteins-TA) และโปรตีนจากสารขับถ่ายและคัดหลั่งจากพยาธิ (excretory-
secretory protein-ES) 
 การสกัดโปรตีนแอนติเจนจากส่วนต่าง ๆ ของพยาธิเพื่อน ามาทดสอบกับ MoAb  
 น าพยาธิตัวเต็มวัยที่เก็บจากตับหนูที่เชื้อที่มาสกัดโปรตีนจากชั้นผิว (TA) ใน extracting buffer ซึ่ง
ประกอบด้วย 1XPBS pH 7.4 ที่ มี  1% (v/v) nonidet P-40, 1% (w/v) sodium deoxycholate, และ 
0.025% (w/v) phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) โดยแช่พยาธิเป็นเวลา 30 นาที น าชั้น TA ที่
หลุดออกมาไป sonicate โดยใช้ ultrasonic disintegrator ที่ amplitude 10-14 micron นาน 1 นาที ท า 
5 รอบ น า suspension  มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 xg ที่อุณหภูมิ 4o เซลเซียส นาน 15 นาที น า 
supernate ที่ได้มาวัดความเข้มข้นของโปรตีน จากนั้นเก็บ supernate ที่มี TA แอนติเจน ไว้ที่ -20o เซลเซียส 
เพ่ือน ามาท าการทดสอบต่อไป ส่วนล าตัวของพยาธิที่เหลือจะถูกสกัดต่อไป และ homogenized จนละเอียด
แล้วปั่นเอา supernatant ที่มี whole body (WB) แอนติเจนเก็บไว้ใช้ต่อไป ส่วน excretory-secretory 



 

 

(ES) แอนติเจน ได้จากการ incubate พยาธิตัวเต็มวัยเป็น ๆ ที่เก็บมาจากตับโคใน RPMI medium 2 ชั่วโมง
แล้วเก็บ medium เพ่ือน าไปปั่นตกตะกอน ส่วน supernatart คือ ES แอนติเจนที่จะเก็บไว้ใช้ต่อไป 
 การแยกโปรตีนโดยใช้ sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)  
 น า supernates ที่ได้ข้างต้น และ recombinant proteins มาท าการแยกโปรตีนโดยใช้ SDS-PAGE 

ด้ วยวิธีของ Laemmli, 1970 โดยน า  supernate ที่ มีป ริมาณ โปรตีน  25 g มาแยกในส่ วน  SDS-
polyacrylamide mini-slab gel ที่มี 10% acrylamide separating gel และ 3% acrylamide stacking 
gel ท าการ electrophoresis ใน running buffer ที่มี 25 mM Tris, 192 mM glycine และ 0.1% SDS, 
pH 8.3 โดยใช้ ที่ความต่างศักย์ 200 V ที่อุณหภูมิ 10-15o เซลเซียส 
 Western blotting  
 หลังจากท าการแยกโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE แล้ว ท าการย้ายโปรตีนจาก gel สู่  PVDF 
membrane ใ น  transferring buffer ที่ มี  40 mM Tris, pH 7.4, 20 mM sodium acetate, 2 mM 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), 20% (v/v) methanol, และ 0.05% SDS ท าก ารย้ าย
โปรตีนโดยใช้ constant voltage ที่ 10 v, อุณหภูมิ 10-15o เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน (over-night) ใช้ Mini 
Trans-BlotR transfertank  
 น าแผ่ น  PVDF membrane ที่ ได้ ม า  block ด้ วย  3% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Tween-20 ใน 
1XPBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชม. ล้าง 3 ครั้งด้วย PBST (ประกอบด้วย PBS pH 7.4 ที่มี 0.1% 
(v/v) Tween-20) น าแผ่น membrane ที่ถูก block แล้วมาท าการตรวจหาโปรตีนที่เป็นแอนติเจนเป้าหมาย 
โดยใช้ monoclonal antibodies ที่จ าเพาะต่อโปรตีนดังกล่าว บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชม. ล้าง 3 ครั้งด้วย 
1XPBS-Tween นานครั้งละ 10 นาที ท าการตรวจปฏิกิริยาการจับระหว่าง antigen และ antibody ที่เกิดขึ้น
โดยใส่ horseradish peroxidase – conjugated secondary antibody บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชม. ล้าง 
3 ค รั้ งด้ ว ย  1XPBS-Tween เติ ม  peroxidase substrate solution ที่ มี  1.3 mM diaminobenzidine 
(DAB), 0.02% (v/v) H2O2 ใน PBS pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ท าการหยุด
ปฏิกิริยาโดยน าแผ่น membrane แช่ในน้ ากลั่น ทิ้งให้แห้ง แล้วน ามาวิเคราะห์ผล ในการท า SDS-PAGE ใช้ 
pre-stained protein markers เป็น molecular weight control  
  การน า MoAb และ recombinant proteins ไปพัฒนาวิธีตรวจการติดเชื้อพยาธิ  
 การพัฒนาวิธีตรวจแบบ sandwich ELISA  
 เป็นวิธีที่มี sensitivity สูงใช้ส าหรับตรวจหาแอนติเจนจากพยาธิใบไม้เลือด S. mekongi และ S. 
japonicum ขั้นตอน ในการตรวจหาแอนติเจนดังกล่าวแสดงโดยย่อ โดยแผนผังและภาพประกอบ ดังนี้ 



 

 

 
 
รูปที่ 2 ภาพสรุปวิธี sandwich ELISA 
 

เคลือบ ELISA plate ด้วย แอนติบอดีต่อโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนเป้าหมาย 
 

ใส่โมโนโคลนัลแอนติบอดี (capture antibody) ลงในหลุมของ ELISA plate 
 

ใส่ skim milk เพ่ือ block non specific binding 
   

ใส่ซีรั่มสัตว์ที่ติดเชื้อลงในหลุมของ ELISA plate 
 

ใส่โพลีโคลนัลแอนติบอดี ต่อแอนติเจนเป้าหมายที่เชื่อมกับ biotin (detection antibody) 
 

ใส่ streptavidin-HRP ลงในหลุมของ ELISA plate  
 

ใส่ TMB substrate ลงในหลมุของ ELISA plate 
 

หยุดปฏิกิริยาด้วย 1N HCl แล้วอ่าน OD 
 
แผนภูมิที่ 1 ภาพสรุปวิธี sandwich ELISA 
 
 



 

 

 การพัฒนาวิธีตรวจสอบ immuno-chromatography (Immunochromatographic strip 
(ICS) test) 
 ICS test ใช้หลักการของ immunochromatography เป็นการตรวจสอบชนิด rapid qualitative 
หรือ semi-quantitative ใช้ส าหรับตรวจแอนติเจนเป้าหมาย ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจสอบ ได้แก่ เลือด และ 
ซีรั่ม เป็นต้น  
 

 
 
รูปที ่3 แสดงชุดตรวจแบบ ICS 
 

ICS ประกอบด้วย ส่วนส าคัญ 4 ส่วน ได้แก่ sample pad, conjugate release pad, analytical 
membrane และ wicking (absorbent) pad (ดูภาพประกอบ) 

1. Sample pad เป็นส่วนที่ใช้ใส่ตัวอย่างที่ต้องการตรวจ ตัวอย่างจะเคลื่อนที่โดย capillary action 
ไปยังส่วน conjugate release pad และ analytical membrane 

2. Conjugate release pad เป็นส่วนที่ประกอบด้วย โมโนโคลนัลแอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold 
particles ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนเป้าหมาย 

3. Analytical lines เป็นส่วนที่ประกอบด้วย โพลีโคลนัลแอนติบอดี ต่อแอนติเจนซึ่งเป็นบริเวณ
ทดสอบ (capture line) และ แอนติบอดีต่อโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particles 
ซึ่งเป็นบริเวณควบคุม (control line) 

4. Absorbent pad เป็นส่วนที่ใช้ในการควบคุมการเคลื่อนตัวของแอนติเจน ในตัวอย่างที่ท า
ปฏิกิริยากับแอนติบอดี  

การแปลผลการทดสอบของ ICS test 
เมื่อหยดตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ เช่น เลือด ในบริเวณ sample pad ตัวอย่างดังกล่าว จะเคลื่อน

ตัวโดย capillary action ในกรณีที่ตัวอย่างมีแอนติเจนปนอยู่จะเกิดแถบสีขึ้น 2 แถบซึ่งมาจากแอนติเจนที่จับ
ตัวกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particles เป็น antibody-antigen complex เคลื่อนตัวไป
จับกับ โพลีโคลนัลแอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดนี้ในบริเวณทดสอบ (capture line) และ มาจากโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particlesจับตัวกับแอนติบอดีต่อโมโนโคลนัล แอนติบอดีท่ีบริเวณควบคุม 
(control line) แต่ในกรณีที่ตัวอย่างไม่มีแอนติเจนปนอยู่ จะเกิดแถบสีขึ้นเพียงแถบเดียวจากโมโนโคลนัล



 

 

แอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particles จับตัวกับแอนติบอดีต่อโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่บริเวณควบคุม 
(control line) จากข้อมูลที่ได้จะน าคู ่ MoAb และ PoAb และแอนติเจนที่แสดงผลดีที่สุดไป พัฒนาเป็นวิธี
ตรวจสอบ ที่จะน าไปใช้ในภาคสนามต่อไป  
 

ผลกำรวิจัย (Results) 
กำรโคลนยีน Cathepsin B2 (SmCatB2) 

ท าการเชื่อมยีน SmCatB2 ของพยาธิใบไม้ตับ Schistosoma mansoni เข้ากับพลาสมิด pGEM-T 

easy vector (DNA ligation) แล้ วน าพลาสมิ ด เข้ าสู่ เซลล์ ของ E.coli DH5α  ด้ วยวิ ธี  heat shock 
transformation ต่อมาน าเชื้อไปเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ านวนและน าไป streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อบ่มที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การตรวจสอบการมีอยู่ของยีนในเชื้อ E.coli DH5α  โดยท าการเลือกเชื้อ
ที่ เพาะเลี้ยงมาโคโลนี 10 colonies เพ่ือน ามาตรวจสอบหายีน CatB2 ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

 
กำรสกัดพลำสมิดและกำรหำล ำดับเบสของโคลน SmCatB2 

น าโคลนเลี้ยงใน LB broth ที่มียา ampicillin ผสมอยู่ บ่มที่ 37 °C เขย่าตลอด เวลา เป็นเวลา 12-
18 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดพลาสมิดแล้วส่งท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับเบสนิวคลีโอไทด์ ถัดมาได้น า
ผลการท า DNA sequencing มาแปลรหัสจากล าดับเบสนิวคลีโอไทด์เป็นกรดอะมิโน  

 
กำรเปรียบล ำดับกรดอะมิโน 

ล าดับต่อมาท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูลเพ่ือตรวจสอบดูความเหมือนกัน
ระหว่างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน SmCatB2 กับโปรตีน CatB2 ในพยาธิ Schistosoma mansoni ได้ผลดังนี้ 
 
J1_T7       MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J2_T7       MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J3_T7       MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J5_T7       MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J1_SP6      MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J2_SP6      MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J5_SP6      MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J4_T7       MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J3_SP6      MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

J4_SP6      MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTTR 60 

            ************************************************************ 

 

J1_T7       FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J2_T7       FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J3_T7       FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J5_T7       FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J1_SP6      FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J2_SP6      FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J5_SP6      FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J4_T7       FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J3_SP6      FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 

J4_SP6      FRTVSDIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYISDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRDQSSCG 120 



 

 

            ************************************************************ 

 

 

 

 

 

J1_T7       SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J2_T7       SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J3_T7       SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J5_T7       SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J1_SP6      SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J2_SP6      SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J5_SP6      SCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J4_T7       SCWAFGAVEAMSDRICIRSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J3_SP6      SCWAFGAVEAMSDRICIRSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

J4_SP6      SCWAFGAVEAMSDRICIRSKGKHKPFLSAENLVSCCSSCGMGCNGGFPHSAWLYWKNQGI 180 

            *****************:****************************************** 

 

J1_T7       VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J2_T7       VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J3_T7       VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J5_T7       VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J1_SP6      VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J2_SP6      VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J5_SP6      VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J4_T7       VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J3_SP6      VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

J4_SP6      VTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNIPYEKDKWYGE 240 

            ************************************************************ 

 

J1_T7       KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J2_T7       KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J3_T7       KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J5_T7       KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J1_SP6      KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J2_SP6      KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J5_SP6      KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J4_T7       KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J3_SP6      KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

J4_SP6      KVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGE 300 

            ************************************************************ 

 

J1_T7       ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J2_T7       ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J3_T7       ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J5_T7       ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J1_SP6      ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J2_SP6      ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J5_SP6      ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J4_T7       ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J3_SP6      ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

J4_SP6      ENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN 347 

            *********************************************** 

 
จากผลการเปรียบเทียบทั้ ง 5 โคลน  พบว่าโคลนที่  1 มีล าดับอะมิโนตรงกับโปรตีน CatB2               

ท าให้โคลนที่ 1 มีความเหมาะสมส าหรับน าไปสังเคราะห์โปรตีนในขั้นตอนถัดต่อไป  
 
 
 

 



 

 

กำรตรวจสอบ Signal peptide 
 

รูปที่ 4 Signal peptide ในโปรตีนสังเคราะห์ SmCatB2 
จากการตรวจสอบ Signal peptide โดยใช้โปรแกรม SignalP โดยท านาย Signal peptide ใน

โปรตีนสังเคราะห์ SmCatB2 พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน SmCatB2 มีส่วนของ Signal peptide  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

กำรเปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนของ Cathepsin B2 ของ Schistosoma mansoni กับ species อ่ืน 
MmCatB        --MW---------WSL-ILLSCLLALTSAHDKPSFHPLSDDLINYINK-QNTTWQAGRNF 47 

HsCatB        --MW---------QLW-ASLCCLLVLANARSRPSFHPLSDELVNYVNK-RNTTWQAGHNF 47 

BtCatB        --MW---------RLL-ATLSCLLVLTSARSSLYFPPLSDELVNFVNK-QNTTWKAGHNF 47 

FhCatB2       -----------------------------------EPFSDELIRFVNEESGASWKAARST 25 

SmCatB2       -MNQYSCYLLQLYIIILLSYGTLNEIDARRHKRMYQPLSMELINFINYEANTTWKAAPTT 59 

SjCatB        -MYWYNYYLLLCYIII-LLICTLNENDARRHKRMHQPLSKELIHFINYEANTTWKAGPTR 58 

SmekCatB      MLKIAVC--------IVSLFTPLKAHVTTRNNEHIEPLSDEMISFINQHPNAGWKADKSD 52 

CsCatB2       MLPSFVLY-----GLLFFIYSFEVTHC-----EN--LGSVGVREHVHPTAGARWISVRYP 48 

OvCatB2       -MPW----------LILVFGTVLAAAG-----EV--TGSIGMREYVDSETGAKWIYAEPP 42 

 

 

MmCatB        YNVDISYLKKLCGTVLGGPKLPGRVA------FGEDIDLPETFDAREQWSNCPTIGQIRD 101 

HsCatB        YNVDMSYLKRLCGTFLGGPKPPQRVM------FTEDLKLPASFDAREQWPQCPTIKEIRD 101 

BtCatB        YNVDLSYVKKLCGAILGGPKLPQRDA------FAADVVLPESFDAREQWPNCPTIKEIRD 101 

FhCatB2       RFSNVDHFKLDLGALSETPEERNALRPTIKHD-ISKNDLPESFDARSQWPQCWTISEIRD 84 

SmCatB2       RFRTVSDIRRMLGA-LPDPNGEQLET-LCTGYI--SDELPKSFDARVEWPHCPSISEIRD 115 

SjCatB        RFKTVSDIRRMLGA-LPDPNGEQLET-LCTGYELTLNELPKSFDARKEWTHCPSISEIRD 116 

SmekCatB      RFHSLDDARILMGARREDPDVKRKQRPTVDHHDVD-VGIPSYFDSRKKWPRCKSISEIRD 111 

CsCatB2       KPFESDNKLHHFGA-IREPVEQRAQRSTVRHEDFDSKLIPKSFDARATWPHCPSISEIRD 107 

OvCatB2       ETFRQGNLQLMFRA-IREPEEQRSKRPTVSHESLGDENIPKTFDAREQWPHCPTIGQIRD 101 

 

    

MmCatB        QGSCGSCWAFGAVEAISDRTCIHTNGRVNVEVSAEDLLTCCGIQCGDGCNGGYPSGAWSF 161 

HsCatB        QGSCGSCWAFGAVEAISDRICIHTNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNF 161 

BtCatB        QGSCGSCWAFGAVEAISDRICIHSNGRVNVEVSAEDMLTCCGGECGDGCNGGFPSGAWNF 161 

FhCatB2       QASCGSCWATAAASAMSDRVCIHSNGQMRPRLAAADPLSCCT-YCGQGCRGGYPPKAWDY 143 

SmCatB2       QSSCGSCWAFGAVEAMSDRICIKSKGKHKPFLSAENLVSCCS-SCGMGCNGGFPHSAWLY 174 

SjCatB        QSSCGSCWAFGAVEAMSDRICIESKGKYKPFLSAENLVSCCS-SCGMGCNGGFPHSAWLY 175 

SmekCatB      QSRCGSCWAFGAVEAMTDRICIQSGAKQSVDLSAVDLISCCK-DCGDGCNGGFLGQAWDY 170 

CsCatB2       QSSCGSCWAFGAVEAMSDRLCIHSSGAFNKSLSAVDLLSCCK-DCGDGCDGGFPPMAWDF 166 

OvCatB2       QSSCGSCWAFGAVEAMSDRLCIHSNGTFTKSLSSIDLVSCCG-YCGFGCQGGYPPAAWDF 160    

 

MmCatB        WTKKGLVSGGVYNSHVGCLPYTIPPCEHHV-NGSRPPCTGEG-DTPRCNKSCEAGYSPSY 219 

HsCatB        WTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSIPPCEHHV-NGSRPPCTGEG-DTPKCSKICEPGYSPTY 219 

BtCatB        WTKKGLVSGGLYNSHVGCRPYSIPPCEHHV-NGSRPPCTGEG-DTPKCSKTCEPGYSPSY 219 

FhCatB2       WMREGIVTGGTWENRTGCQPWMFTKCDHVGDSRKYSRCPHYTYPKPPCARACQTGYNKTY 203 

SmCatB2       WKNQGIVTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHHV-IGPLPSCDGDV-ETPSCKTNCQPGYNIPY 232 

SjCatB        WKNQGIVTGDLYNTTNGCQPYEFPPCEHNT-LGPLPVCDGDV-ETPPCKRTCQAGYNVSY 233 

SmekCatB      WVTNGIVTGGSKENHTGCQPYPFPKCEHHT-KGKYPACGPKIYKTPQCKQKCQKGYKTPY 229 

CsCatB2       WKTHGIVTGGSKEEPTGCRPYPFPKCQHHS-QGHYPPCPRRIYPTPKCVKHCDTP-KIDY 224 

OvCatB2       WQAYGIVTGGSKEDPMGCRSYPFPKCSHHG-SKKYPPCPHRIYDTPKCVPKCDTP-NIDY 218          

 

MmCatB        KEDKHFGYTSYSVSNSVKEIMAEIYKNGPVEGAFTVFSDFLTYKSGVYKHEAGDMMGGHA 279 

HsCatB        KQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAEIYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVTGEMMGGHA 279 

BtCatB        KEDKHFGCSSYSVANNEKEIMAEIYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVSGEIMGGHA 279 

FhCatB2       EQDKFYGNSSYNVGEHESYIMQEIMKNGPVEVTFAIFQDFGVYRSGIYHHVAGKFIGRHA 263 

SmCatB2       EKDKWYGEKVYRIHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHA 292 

SjCatB        ENDKWYGKVVYRVKSNQEAIMKELMQHGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHA 293 

SmekCatB      EQDKHYGGMSYNVPNNAKAIQKEIMMNGPVEAAIDVYEDFLNYKSGIYRHVTGSIVGGHA 289 

CsCatB2       QKDKTRANTSYNVHQSEVAIMKEILLNGPVEATFEVHEDFPEYKSGIYFHAWGGSVGGHA 284 

OvCatB2       ETDKTRANITYNVQRSQMAIMKEIMINGPVEAAFEVYEDFFGYKQGVYFHSTGEFIGGHA 278        

 

MmCatB        IRILGWGVENGVPYWLAANSWNLDWGDNGFFKILRGENHCGIESEIVAGIPRTDQYWGRF 339 

HsCatB        IRILGWGVENGTPYWLVANSWNTDWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAGIPRTDQYWEKI 339 

BtCatB        IRILGWGVENGTPYWLVGNSWNTDWGDNGFFKILRGQDHCGIESEIVAGMPCTHQY---- 335 

FhCatB2       VRMIGWGVENGVNYW--------------------------------------------- 278 

SmCatB2       VRLLGWGEENNVPYWLIANSWNSDWGDKGYFKIVRGKNECGIESDVNAGIPKIKN----- 347 

SjCatB        VRLLGWGEENNVPYWLIANSWNTDWGDNGYFKIIRGKNECGIESDVNAGIPKIKK----- 348 

SmekCatB      IRIIGWGVEKKTPYWLVANSWNEDWGEKGLFRIVRGSDECSIESDVVAGLIKT------- 342 

CsCatB2       IRILGWGEENGVPYWLIANSWNEDWGEKGYLRFLRGHNECGIEEEATAGLPDLSTIPHF- 343 

OvCatB2       IRILGWGEENGTPYWLIANSWNEGWGEDGYFKMLRGKNECGIEDEVTAGLPELSIIPPK- 337 

 

 

 

             : Cysteine residues    : Active sites       QSSCGSCWAFG : Thiol consensus pattern  



 

 

 ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน SmCatB2 กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิด
อ่ืน ๆ  โดย เป รี ยบ เที ยบ กั บ  S. japonicum (CAX82740.1), S. mekongi (AKU37272.1), C. sinensis 
(ABM47071.1), F. hepatica (ABF85679.1), M. musculus (AAA37375.1), B. taurus (AAA03064.1) 
และ H. sapiens (AAC37547.1) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ 
ต าแหน่งของ Active sites คือบริเวณ Cysteine Histidine และ Asparagine (สัญลักษณ์ดาว) พบส่วนของ 
Cysteine residues (สัญลักษณ์ลูกศรสีด า) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase  
 
 
กำรท ำ Phylogenetic tree เพื่อดูควำมใกล้ชิดของโปรตีน Cathepsin B2  ในสิ่งมีชีวิต species ต่ำงๆ  
 

รูปที่ 5 Phylogenetic tree ของ CatB2 
 

จากแผนภาพ Phylogenetic tree พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน SmCatB2 ที่สังเคราะห์ขึ้นมา
มีความใกล้ชิดกับกลุ่มพยาธิ S. japonicum 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

กำรโคลนยีน Cathepsin L (SmCatL) 
ท าการเชื่อมยีน SmCatL ของพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mansoni เข้ากับพลาสมิด pGEM-T 

easy vector (DNA ligation) แล้ วน าพลาสมิ ด เข้ าสู่ เซลล์ ของ E.coli DH5α  ด้ วยวิ ธี  heat shock 
transformation ต่อมาน าเชื้อไปเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ านวนและน าไป streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อบ่มที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การตรวจสอบการมีอยู่ของยีนในเชื้อ E.coli DH5α  โดยท าการเลือกเชื้อ
ที่เพาะเลี้ยงมาโคโลนี 10 colonies เพ่ือน ามาตรวจสอบหายีน CatL ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน าไปรันเจล 
agarose 1% ได้ผลดังนี้ จากผลการท า Colony PCR ข้างต้น พบว่าโคลนที่ 2, 5, 8 และ 9 เกิด band ขนาด
ประมาณ 1,000 bp เมื่อเทียบกับ DNA ladder จึงคาดว่าโคลนที่ 2, 5, 8 และ 9 น่าจะมียีน SmCatL อยู่ จึง
น าดังกล่าวไปสกัด พลาสมิดและท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับเบสต่อไป 
 
กำรสกัดพลำสมิดและกำรหำล ำดับเบสของ clone ที่ 2, 5, 8 และ 9 

น าโคลนที่ 2, 5, 8 และ 9 มาเลี้ยงใน LB broth ที่มียา ampicillin ผสมอยู่ บ่มที่ 37 °C เขย่าตลอด 
เวลา เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดพลาสมิดแล้วส่งท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับเบสนิวคลี
โอไทด์ ถัดมาได้น าผลการท า DNA sequencing มาแปลรหัสจากล าดับเบสนิวคลีโอไทด์เป็นกรดอะมิโน ได้ผล
ดังนี้ 
 
DNA:  atgaagtgtttcctatgtttgactgctttttttgtagtcgttgttggtgattctggtttc 

+1fr: M  K  C  F  L  C  L  T  A  F  F  V  V  V  V  G  D  S  G  F 

 

DNA:  agaaagtggtcaaatctcgagccttcattatctctgggtagactttttgagcaacaggtt 

+1fr: R  K  W  S  N  L  E  P  S  L  S  L  G  R  L  F  E  Q  Q  V 

 

DNA:  aaagagggcgtgcctggctctgtaaatgttgagctgcttgacgacattattgcagcttgg 

+1fr: K  E  G  V  P  G  S  V  N  V  E  L  L  D  D  I  I  A  A  W 

 

DNA:  aaatttttcaaaattcaattcaagcgagcttataatggtattcatgaggaaacaaggcga 

+1fr: K  F  F  K  I  Q  F  K  R  A  Y  N  G  I  H  E  E  T  R  R 

 

DNA:  ttctttatattctcggctaatttcgtcaagatgatggagcacaaccatgcctttcaagaa 

+1fr: F  F  I  F  S  A  N  F  V  K  M  M  E  H  N  H  A  F  Q  E 

 

DNA:  ggcaaggtgacatacaaaatgggtgtcaatgaatttactgataaaactgactatgaactt 

+1fr: G  K  V  T  Y  K  M  G  V  N  E  F  T  D  K  T  D  Y  E  L 

 

DNA:  aaaaagttgcgtggatataaagtcactagtggtgctatcagacataaagggtcgacgttt 

+1fr: K  K  L  R  G  Y  K  V  T  S  G  A  I  R  H  K  G  S  T  F 

 

DNA:  attaggtcagaacatactaaactcccgagcaaggttgattggcgaagagaaggggcagta 

+1fr: I  R  S  E  H  T  K  L  P  S  K  V  D  W  R  R  E  G  A  V 

 

DNA:  accgatgtaaaaaatcaaggccaatgtggttcatgttgggcattctctacaacgggagct 

+1fr: T  D  V  K  N  Q  G  Q  C  G  S  C  W  A  F  S  T  T  G  A 

 

DNA:  atagaaggtcaacactatcgtaaaactaaccgtctagttaatttgtccgagcagcaattg 



 

 

+1fr: I  E  G  Q  H  Y  R  K  T  N  R  L  V  N  L  S  E  Q  Q  L 

 

DNA:  gttgattgtagcaagagttatggaaataatggttgttctggtggtctaatgaattcggcg 

+1fr: V  D  C  S  K  S  Y  G  N  N  G  C  S  G  G  L  M  N  S  A 

 

DNA:  tttgaatatgttcgcgacaatgaaggcattgattctgagatttcctatccatatgcatct 

+1fr: F  E  Y  V  R  D  N  E  G  I  D  S  E  I  S  Y  P  Y  A  S 

 

DNA:  ggtgatggaacggaaaataatagatgtttattcaatgcttcaaacattttagctcaggtt 

+1fr: G  D  G  T  E  N  N  R  C  L  F  N  A  S  N  I  L  A  Q  V 

 

DNA:  acaggctatgtaaacattcacgaaggtgacgagcgtgcattaatggatgctgtggcgaca 

+1fr: T  G  Y  V  N  I  H  E  G  D  E  R  A  L  M  D  A  V  A  T 

 

DNA:  aaaggtcctgtttcagttgccattaatgctggtcttcccagtttttctatgtacaaatca 

+1fr: K  G  P  V  S  V  A  I  N  A  G  L  P  S  F  S  M  Y  K  S 

 

DNA:  ggcatctattcagatactgattgtgagggcacgttagatgcccttgatcatggggttctg 

+1fr: G  I  Y  S  D  T  D  C  E  G  T  L  D  A  L  D  H  G  V  L 

 

DNA:  gtggtgggttatggagaagaaaatggtcggtcatattggcttataaagaatagttggggt 

+1fr: V  V  G  Y  G  E  E  N  G  R  S  Y  W  L  I  K  N  S  W  G 

 

DNA:  gaagagtggggtgaaaaagggtatattaaaatctcaaagggttctcataatatgtgtggt 

+1fr: E  E  W  G  E  K  G  Y  I  K  I  S  K  G  S  H  N  M  C  G 

 

DNA:  gttgccagtgcggcttcataccctctagtatga 

+1fr: V  A  S  A  A  S  Y  P  L  V  * 
 

 
กำรเปรียบล ำดับกรดอะมิโน 

ล าดับต่อมาท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูลเพ่ือตรวจสอบดูความเหมือนกัน
ระห ว่ างโป น ตี น  SmCatL สั ง เค ราะห์ ขึ้ น ม ากั บ โป รตี น  CatL (GenBank: ABV71063.1) ใน พ ยาธิ 
Schistosoma mansoni ได้ผลดังนี้ 
 

ABV71063.1      

MKCFLCLTAFFVVVVGDSGFRKWSNLEPSLSLGRLFEQQVKEGVPGSVNVELLDDIIAAW 

SmCatL          

MKCFLCLTAFFVVVVGDSGFRKWSNLEPSLSLGRLFEQQVKEGVPGSVNVELLDDIIAAW 

 

ABV71063.1      

KFFKIQFKRAYNGIHEETRRFFIFSANFVKMMEHNHAFQEGKVTYKMGVNEFTDKTDYEL 

SmCatL          

KFFKIQFKRAYNGIHEETRRFFIFSANFVKMMEHNHAFQEGKVTYKMGVNEFTDKTDYEL 

 

 

ABV71063.1      

KKLRGYKVTSGAIRHKGSTFIRSEHTKLPSKVDWRREGAVTDVKNQGQCGSCWAFSTTGA 

SmCatL          

KKLRGYKVTSGAIRHKGSTFIRSEHTKLPSKVDWRREGAVTDVKNQGQCGSCWAFSTTGA 

 

ABV71063.1      

IEGQHYRKTNRLVNLSEQQLVDCSKSYGNNGCSGGLMNSAFEYVRDNEGIDSEISYPYVS 



 

 

SmCatL          

IEGQHYRKTNRLVNLSEQQLVDCSKSYGNNGCSGGLMNSAFEYVRDNEGIDSEISYPYAS 

 

ABV71063.1      

GDGTENNRCLFNASNILAQVTGYVNIHEGDERALMDAVATKGPVSVAINAGLPSFSMYKS 

SmCatL          

GDGTENNRCLFNASNILAQVTGYVNIHEGDERALMDAVATKGPVSVAINAGLPSFSMYKS 

 

ABV71063.1      

GIYSDTDCEGTLDALDHGVLVVGYGEENGRSYWLIKNSWGEEWGEKGYIKISKGSHNMCG 

SmCatL          

GIYSDTDCEGTLDALDHGVLVVGYGEENGRSYWLIKNSWGEEWGEKGYIKISKGSHNMCG 

 

ABV71063.1      VASAASYPLV 

SmCatL          VASAASYPLV 

 

 จากผลการเปรียบเทียบล าดับอะมิโนของโปนตีน SmCatL สังเคราะห์ขึ้นมากับโปรตีน CatL 
(GenBank: ABV71063.1) พบว่ามีล าดับอะมิโนตรงกับโปรตีน CatL (GenBank: ABV71063.1) ท าให้โคลนที่
มียีน SmCatL มีความเหมาะสมส าหรับน าไปสังเคราะห์โปรตีนในขั้นตอนถัดต่อไป 
 
กำรตรวจสอบ Signal peptide 

 

รูปที่ 6 Signal peptide ในโปรตีนสังเคราะห์ SmCatL 
 

ท าการตรวจสอบ Signal peptide ผ่านเว็บไซต์ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ จาก
การท านาย Signal peptide ในโปรตีนสังเคราะห์ SmCatL พบว่ามีส่วนของโปรตีนที่เป็น Signal peptide 
คือระหว่างอะมิโน glycine กับ aspartic acid ต าแหน่งที่ 16-17 เป็นการบ่งบอกว่าโปรตีน CatL จะต้องมี
การหลั่งออกนอกเซลล์ก่อนที่จะเป็น mature โปรตีน ดังนั้นการที่จะสังเคราะห์โปรตีนจึงเหมาะกับการตัดส่วน
ของโปรตีนทีเ่ป็น signal peptide ออกก่อนแล้วจึงน าโปรตีน SmCatL ไปท าการสังเคราะห์โปรตีนต่อไป 
 



 

 

กำรเปรียบเทียบล ำดับอะมิโนของ Cathepsin L ของ Schistosoma mansoni กับ species อ่ืน 
 

FgCatL      ------------------------------------------------------------ 

MmCatL      -----------------------------------------------------MNLLLLL 

HsCatL      -----------------------------------------------------MNPTLIL 

BtCatL      -----------------------------------------------------MNPSFFL 

FhCatL      --------------MRISFLIIFSVQCFL------------VSCRLQFVPWAKLTQAEPL 

SjCatL      --------------MRFFVAFV--IAFIPV-----------ALSNSEYEKWSDLESSFSL 

SmCatL      --------------MKCFLCL---TAFFVV-----------VVGDSGFRKWSNLEPSLSL 

ShCatL      --------------MRCLLCL---SALFVI-----------VVGDPGYKKWSNLEPSLSL 

PwCatL      --------------MPFVGAFLVLFCSFS------------HIINSQDIEWKSLYPASKI 

CsCatL      ETRLVVLDLFPLEYRRLRGDLILTYALFEQDLVNRGFIVGPENTRQGHVQWRKLAPAQKT                                                             

 

FgCatL      ------------MRLFILAVLTVGVLGSNDDLWHQWKRMYNKEYNG-ADDEHRRNIWEEN 

MmCatL      AVL----------CLG-TALATPKFDQTFSAEWHQWKSTHRRLYG-TNEEEWRRAIWEKN 

HsCatL      AAF----------CLG-IASATLTFDHSLEAQWTKWKAMHNRLYG-MNEEGWRRAVWEKN 

BtCatL      TVL----------CLG-VASAAPKLDPNLDAHWHQWKATHRRLYG-MNEEEWRRAVWEKN 

FhCatL      SPQEPS-----------SCSSEKLFDKSVEAAWKLFNMAFNKGLS-EMESKFRFDIFKQN 

SjCatL      SQLFK----QKAVGDGIFNSENLELLSNIGAAWKFFKINFKRAYGNVMEETKRFLIFGTN 

SmCatL      GRLFE----QQVKE-GVPGSVNVELLDDIIAAWKFFKIQFKRAYNGIHEETRRFFIFSAN 

ShCatL      GRLLE----QQVIEGGVSSSVNVDLLADIISAWKFFKIHFKRVYDSIHEETRRFFIFGAN 

PwCatL      SPAG-VASMSKVDS-DFTVVSDASLNETLHKAWELFKYHFKRDFANPLEQLKRFTIFAKN 

CsCatL      SFWKGASPLTPLDSMHMQDVIGVDWNFTLSSIWKHFMTTYKRNYIDPSEHERRFKIFANN 

 

FgCatL      VKHIQEHNLRHDLGLVTYTLGLNQFTDMTF------------EEFKAKYLTEMPRASDIL 

MmCatL      MRMIQLHNGEYSNGQHGFSMEMNAFGDMTN------------EEFRQVVNGYRHQ---KH 

HsCatL      MKMIELHNQEYREGKHSFTMAMNAFGDMTS------------EEFRQVMNGFQNR---KP 

BtCatL      KKIIDLHNQEYSEGKHAFRMAMNAFGDMTN------------EEFRQVMNGFQNQ---KH 

FhCatL      YRMIMEHNVKYEQGLTSYRMDINAFSDKTN------------EELKSL-RGIRMPTGGLM 

SjCatL      FIKMMEHNRAYQEGKATYKMGVNNFTDKTE------------YELRKL-RGYRSACRIAK 

SmCatL      FVKMMEHNHAFQEGKVTYKMGVNEFTDKTD------------YELKKL-RGYKVTSGAIR 

ShCatL      FVKMVEHNHAYQEGKVTYKMGVNEFTDKTD------------YELKKL-RGYKVTGGAMK 

PwCatL      FLRMMKHNELYIKGRVLYKMGVNEFSDKTE------------KELQHL-RGLKIQPGATR 

CsCatL      FVRISKHNVRFIQGQVSYTMGINEFSDKVIGLIIHTICFQTDEELKRL-RCFRGSLNASR         

 

FgCatL      SHGIPYE-ANNRAVPDKIDWRESGYVTELKDQGNCGSCWAFSTTGTMEGQYMKNERTSIS 

MmCatL      KKGRLFQEPLMLKIPKSVDWREKGCVTPVKNQGQCGSCWAFSASGCLEGQMFLKTGKLIS 

HsCatL      RKGKVFQEPLFYEAPRSVDWREKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALEGQMFRKTGRLIS 

BtCatL      KKGKLFHEPLLVDVPKSVDWTKKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALEGQMFRKTGKLVS 

FhCatL      -RRFLYT-HSNGTPPDSIDWRDKGAVTDVKNQGNCGSCWAFATTGAIEGHQFNKYGKLYS 

SjCatL      PKGSTFISSEHAKLPDRVDWRRNGAVTPVKNQGQCGSCWAFSSTGAIEGQHYRKTNRLVN 

SmCatL      HKGSTFIRSEHTKLPSKVDWRREGAVTDVKNQGQCGSCWAFSTTGAIEGQHYRKTNRLVN 

ShCatL      HKGSTFIRSEHTKLPGSVDWRREGAVTDVKNQGQCGSCWAFSTTGAIEGQHYRKTNHLVN 

PwCatL      -NGSTYLLT-SAVPPKSIDWRDLGAVTEVKNQGNCGSCWAFSATGAIEGQHFRKTKKLTS 

CsCatL      -DGSKYIAI-AAPPPSEIDWRNKGAVTPVKNQGNCGSCWAFSATGAIEGQNFLATGNLVS 

 

FgCatL      FSEQQLVDCSGPWGNMGCSGGLMENAYEYLKQ-FGLETESSYPYTAVE-----GQCRYNR 

MmCatL      LSEQNLVDCSHAQGNQGCNGGLMDFAFQYIKENGGLDSEESYPYEAKD-----GSCKYRA 

HsCatL      LSEQNLVDCSGPQGNEGCNGGLMDYAFQYVQDNGGLDSEESYPYEATE-----ESCKYNP 

BtCatL      LSEQNLVDCSRAQGNQGCNGGLMDNAFQYIKDNGGLDSEESYPYLATDT----NSCNYKP 

FhCatL      LSEQQLVDCSAEDGNNACNGGLMDFAFKYIQEAGGIETESCYPYVSGRTGHEN-KCSLNR 

SjCatL      LSEQQLIDCSKSYGNNGCEGGLMDLAFQYVRDNEGIDSEISYPYISGD-GDENVRCLFNS 

SmCatL      LSEQQLVDCSKSYGNNGCSGGLMNSAFEYVRDNEGIDSEISYPYASGD-GTENNRCLFNA 

ShCatL      LSEQQLVDCSKSYRNNGCSGGLMNSAFEYVRDNEGIDSEISYPYISGN-GTENMICLFNA 

PwCatL      LSEQQLVDCSSGFGNNGCNGGLMDSAFQYVRKAGGIATEKSYPYVSGETSEANPECKFNV 

CsCatL      LSEQQLVDCSSEYGNNACNGGLMDNAFKYVKDSNGIDTEASYPYVSGETGDANPTCRFNL 

FgCatL      QLGVAKVTDYYTVHSGSEVELKNLVGAEGPAAVAVDVE-SDFMMYSGGIYQSRTCSSL-- 

MmCatL      EFAVANDTGFVDIPQ-QEKALMKAVATVGPISVAMDASHPSLQFYSSGIYYEPNCSSK-- 

HsCatL      KYSVANDTGFVDIPK-QEKALMKAVATVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYFEPDCSSE-- 

BtCatL      ECSAANDTGFVDIPQ-REKALMKAVATVGPISVAIDAGHTSFQFYKSGIYYDPDCSCK-- 



 

 

FhCatL      TCFVAHVKGYRDLPKADELALMSAVGLEGPVAIAINAGLPSFSFYASGVYEDVQCGGEED 

SjCatL      TNIMAQVTGYINIHEGDERALMNAVATIGPVSVAINAGLSSFSMYKSGIYSDPECASASE 

SmCatL      SNILAQVTGYVNIHEGDERALMDAVATKGPVSVAINAGLPSFSMYKSGIYSDTDCEGTLD 

ShCatL      SNIVAQVSGYVSIHEGDERALMDAVATKGPVSVAINAGLPSFSMYKSGVYSDIGCEGTLD 

PwCatL      TIAAATVTGYVDVPQFNEYALRQALAMHGPISIAINAGLPSFPSYKSGIYYDKDCSGDLE 

CsCatL      KEAVVRVTGYIDLPRGQVSELKQAVGHYGPISVAINAGLPSFMSYKSGVYSDDQCSSD-- 

 

FgCatL      RVNHAVLAVGYGTQ----GGTDYWIVKNSWGSSWGERGYIRMVRNRGNMCGIASLASLPM 

MmCatL      NLDHGVLLVGYGYEGTDSNKNKYWLVKNSWGSEWGMEGYIKIAKDRDNHCGLATAASYPV 

HsCatL      DMDHGVLVVGYGFESTESDNNKYWLVKNSWGEEWGMGGYVKMAKDRRNHCGIASAASYPT 

BtCatL      DLDHGVLVVGYGFEGTDSNNNKFWIVKNSWGPEWGWNGYVKMAKDQNNHCGIATAASYPT 

FhCatL      DLDHGVLVVGYGRE----NGIDYWLVKNSWGPHWGEKGYIKMRRNKHNMCGVATVASYPL 

SjCatL      DLDHGVLLVGYGIE----DGKPYWLIKNSWGEDWGDKGYVKILKDSKNMCGVASAASYPL 

SmCatL      ALDHGVLVVGYGEE----NGRSYWLIKNSWGEEWGEKGYIKISKGSHNMCGVASAASYPL 

ShCatL      ALDHGVLVVGYGKE----NGHSYWLIKNSWGEDWGENGYIKILKDSHNMCGVASAASYPL 

PwCatL      SLDHGVLLVGYGEE----NRVPYWIIKNSWGEGWGEQGYVRILRNSKNMCGVTSSASYPL 

CsCatL      DLDHGVLLVGYGEE----NGIPYWLIKNSWGPHWGENGYVKILRDHNNLCGVASMASYPL 

 

FgCatL      VARFP 

MmCatL      VN--- 

HsCatL      V---- 

BtCatL      V---- 

FhCatL      V---- 

SjCatL      V---- 

SmCatL      V---- 

ShCatL      V---- 

PwCatL      V---- 

CsCatL      M---- 

 

 : Cysteine residues    : Active sites        : ERFNIN-motif         : N-glycosylation 
 

ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน SmCatL กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนอ่ืน โดย
เปรียบเทียบกับพยาธิ S. haematobium (XP_012800831.1) และ S. japonicum (CAX72658.1) ซึ่งเป็น
พยาธิ ในกลุ่ ม เดี ยวกันกับพยาธิ  S. mansoni และพยาธิ  F. gigantica (AAD23996.1), F. hepatica 
(THD22568.1), P. westermani (KAA3679270.1) และ C. sinensis (RJW67986.1) ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่ม
ใกล้เคียง และเปรียบเทียบกับโฮสท์ในธรรมชาติได้แก่ คน (NP_666023.1) หนู (NP_034114.1) และวัว 
(CAA62870.1) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ Active 
sites คือบริเวณ Glutamine Glycine Cysteine Histidine และ Asparagine (สัญลักษณ์ดาว) พบส่วนของ 
Cysteine residues (สัญลักษณ์วงกลมทึบ) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase 
นอกจากนี้พบส่วนของโปรตีน SmCatL ที่มีการเติม N-glycosylation ที่อะมิโน asparagine (สัญลักษณ์
สามเหลี่ยมทึบ)  และพบบริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิโนคือ ERFNIN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

กำรท ำ Phylogenetic tree เพื่อดูควำมใกล้ชิดของโปรตีน Cathepsin L ในสิ่งมีชีวิต species ตำ่งๆ 

 
 
รูปที่ 7 ความสัมพันธ์ของ SmCatL กับ CatL ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 
 

จากแผนภาพ Phylogenetic tree พบว่า ล าดบักรดอะมโินของโปรตีน SmCatL ที่สงัเคราะห์
ขึน้มามคีวามใกลช้ดิกบักลุ่มพยาธ ิS. haematobium กบั S. japonicum 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

XP_012800831.1|ShCatL 

SmCatL 

CAX72658.1|SjCatL 

THD22568.1|FhCatL 

KAA3679270.1|PwCatL 

RJW67986.1|CsCatL 

AAD23996.1|FgCatL 

NP_666023.1|HsCatL 

CAA62870.1|BtCatL 

NP_034114.1|MmCatL 



 

 

 
สรุปผลกำรวิจัย 

จากการสกัด RNA ของเชื ้อพยาธิแล้วน ามาสังเคราะห์เป็น cDNA โดยใช้เอนไซม์ reverse 
transcriptase จากนัน้น ามาเพิ่มปริมาณของ CatB2 และ CatL genes โดยการท า PCR ตามดว้ยท าการ 
ligation เขา้สู่โคลนนิ่งเวคเตอรคื์อ pGEM-T Easy vector และท าการ transformation เขา้สู่โฮสตเ์ซลลคื์อ 

E. coli (DH5α) และท าการตรวจสอบการส่งผ่านยีนเขา้สู่เซลลโ์ฮสตด์ว้ยวิธี colony PCR พบว่าโคลนท่ีมี 
band ขึน้คือ มีการส่งผ่านเวกเตอรท่ี์มี CatB2 หรือ CatL gene ไดส้  าเร็จ ผลการหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละ
กรดอะมิ โนของ CatB2 หรือ CatL gene ในพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. และศึกษาความ
คลา้ยกนัของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นพยาธิตวัอ่ืน พบว่าโปรตีน CatB2 และ CatL มี signal peptide ส่วนผล
การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน SmCatB2 กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนๆ โดย
เปรียบเทียบกับ S. japonicum (CAX82740.1), S. mekongi (AKU37272.1), C. sinensis (ABM47071.1), 
F. hepatica (ABF85679.1), M. musculus (AAA37375.1), B. taurus (AAA03064.1) และ H. sapiens 
(AAC37547.1) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ Active 
sites คื อ บ ริ เวณ  Cysteine Histidine แ ล ะ  Asparagine พ บ ส่ ว น ข อ ง  Cysteine residues ซึ่ ง เป็ น
ลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase และผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ
โป รตี น  SmCatL กั บ สิ่ งมี ชี วิ ต สปี ชี ส์ ชนิ ด อ่ืน อ่ืน  โดย เป รี ยบ เที ยบ กั บ พ ยาธิ  S. haematobium 
(XP_012800831.1) และ S. japonicum (CAX72658.1) ซ่ึงเป็นพยาธิในกลุ่มเดียวกันกับพยาธิ S. mansoni 
และพยาธิ F. gigantica (AAD23996.1), F. hepatica (THD22568.1), P. westermani (KAA3679270.1) 
และ C. sinensis (RJW67986.1) ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่มใกล้เคียง และเปรียบเทียบกับโฮสท์ในธรรมชาติได้แก่ 
คน (NP_666023.1) หนู (NP_034114.1) และวัว (CAA62870.1) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะ
ส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ ได้แก่  ต าแหน่งของ  Active sites คือบริเวณ Glutamine Glycine Cysteine 
Histidine และ Asparagine พบส่วนของ Cysteine residues ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม 
cysteine proteinase นอกจากนี้พบส่วนของโปรตีน SmCatL ที่มีการเติม N-glycosylation ที่อะมิโน 
asparagine และพบบริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิโนคือ ERFNIN 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
อภิปรำย/วิจำรณ์ (Discussion) 

โรคพยาธิใบไม้เลือดนับว่าเป็นโรคติดต่อที่ส าคัญโรคหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาทางด้านสาธารณสุขและ
เศรษฐกิจของประชากรโลกมาแล้วหลายประเทศ องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้จัดให้โรคนี้เป็นโรคติดต่อใน
เขตร้อนที่มีความส าคัญเป็นที่สองรองมาจากโรคมาลาเรีย ปัจจุบันประชากรทั้งหมดในโลกคาดว่าเป็นโรคพยาธิ
ใบไม้เลือด ประมาณ 200 ล้านคน พยาธิใบไม้เลือด (blood flukes) เป็นพยาธิใบไม้ที่ตัวเต็มวัยแยกเพศ คือมี
ตัวผู้ และตัว เมีย พยาธิใบไม้ เลือดที่ ก่อโรคในมนุษย์หลักๆ มี  4 ชนิด คือ Schistosoma mekongi, 
Schitosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobium ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้
ท  าการสกัด RNA ของเชือ้พยาธิแลว้น ามาสังเคราะหเ์ป็น cDNA โดยใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase 
จากนัน้น ามาเพิ่มปริมาณของ CatB2 และ CatL genes โดยการท า PCR ตามดว้ยท าการ ligation เขา้สู่
โคลนนิ่ งเวคเตอรคื์อ pGEM-T Easy vector และท าการ transformation เข้าสู่ โฮสต์เซลล์คือ E. coli 

(DH5α) และท าการตรวจสอบการส่งผ่านยีนเขา้สู่เซลลโ์ฮสตด์ว้ยวิธี colony PCR พบว่าโคลนท่ีมี band 
ขึน้คือ มีการสง่ผา่นเวกเตอรท่ี์มี CatB2 หรือ CatL gene ไดส้  าเรจ็ ผลการหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะ
มิโนของ CatB2 หรือ CatL gene ในพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. และศึกษาความคลา้ยกันของ
ล าดับนิวคลีโอไทดใ์นพยาธิตัวอ่ืน พบว่าโปรตีน CatB2 และ CatL มี signal peptide บ่งบอกถึงโปรตีน
ชนิดนีมี้การท างานจ าเพาะท่ีต าแหน่งเป้าหมายและมีการหลั่งออกนอกเซลลเ์พ่ือไปท างานท่ีต าแหน่งอ่ืนๆ 
หากมีสัญญาณเกิดขึน้อาจหมายความว่าโปรตีนนั้นๆ  สามารถหลั่ งออกนอกเซลล์เพ่ือไปท างาน ณ 
ต าแหน่งอ่ืนๆ ได ้จึงเหมาะส าหรบัการน าไปพฒันาเป็นชดุตรวจเน่ืองจากมีการปล่อย หรือหลดุออกมาจาก
ตวัพยาธิเขา้สู่ระบบหมุนเวียนเลือดของโฮสต ์ซึ่งท าใหใ้ชเ้ป็นโปรตีนเป้าหมายในการวินิจฉัยได้  ผลการ
เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน SmCatB2 กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนๆ โดย
เปรียบเทียบกับ S. japonicum (CAX82740.1), S. mekongi (AKU37272.1), C. sinensis (ABM47071.1), 
F. hepatica (ABF85679.1), M. musculus (AAA37375.1), B. taurus (AAA03064.1) และ H. sapiens 
(AAC37547.1) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ Active 
sites คือบริเวณ Cysteine Histidine และ Asparagine (สัญลักษณ์ดาว) พบส่วนของ Cysteine residues 
(สัญลักษณ์ลูกศรสีด า) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase ผลการเปรียบเทียบ
ล าดับกรดอะมิ โนของโปรตีน SmCatL กับสิ่ งมีชีวิตสปีชีส์ชนิด อ่ืนอ่ืน โดยเปรียบเทียบกับพยาธิ S. 
haematobium (XP_012800831.1) และ S. japonicum (CAX72658.1) ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่มเดียวกันกับ
พยาธิ S. mansoni และพยาธิ F. gigantica (AAD23996.1), F. hepatica (THD22568.1), P. westermani 
(KAA3679270.1) และ C. sinensis (RJW67986.1) ซึ่งเป็นพยาธิในกลุ่มใกล้เคียง และเปรียบเทียบกับโฮสท์
ในธรรมชาติได้แก่ คน (NP_666023.1) หนู (NP_034114.1) และวัว (CAA62870.1) โดยต าแหน่งของกรดอะ
มิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้แก่ ต าแหน่งของ Active sites คือบริเวณ Glutamine Glycine 
Cysteine Histidine และ Asparagine (สัญลักษณ์ดาว) พบส่วนของ Cysteine residues (สัญลักษณ์วงกลม



 

 

ทึบ) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase นอกจากนี้พบส่วนของโปรตีน SmCatL 
ที่มีการเติม N-glycosylation ที่อะมิโน asparagine (สัญลักษณ์สามเหลี่ยมทึบ)  และพบบริเวณต าแหน่ง
อนุรักษ์ของกรดอะมิโนคือ ERFNIN และผูว้ิจยัจะท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CatB2 และ CatL 
ของพยาธิใบไม้เลือดทั้ง 3 สปีชีส ์(S. mekongi, S.mansoni และ S. japonicum) และจะพัฒนาเป็นชุด
ตรวจและวคัซีนส าหรบัโรค schistosomiasis ตอ่ไปในอนาค 

 
สรุปและเสนอแนะ 

 ไม่มี 
 

(5) ผลผลติ (Output) 
(5.1) ผลงำนตีพิมพ์ในวำรสำรวิชิกำรทั้งในและระดับชำติ และนำนำชำติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ช่ือเรื่อง ช่ือ
วำรสำร ปี เล่ม เลขท่ีและหน้ำ) 
 อยู่ระหว่างเตรียมต้นฉบับเพ่ือตีพิมพ์ 
(5.2) กำรจดสิทธิบัตร 

ไม่มี 
(5.3) ผลงำนเชิงพำณิชย์ (มรกำรน ำเสนอไปผลิต/ขำย/ก่อให้เกิดรำยได้ หรือมีกำรน ำไปประยุกต์ใช้โดย
ภำคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 

ไม่มี 
(5.4) ผลงำนเชิงสำธำรณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

ไม่มี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

รำยงำนกำรเงิน 
เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย (NRMS 13 หลกั) 3930100116xxx สัญญำเลขที่ 19/2562 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 
ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. ๒๕๖๒ 

มหำวิทยำลัยบูรพำ 
ชื่อโครงกำร การสร้างและผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับโปรตีนของพยาธิใบไม้เลือด 
Schistosoma mekongi และ Schistosoma japonicum ในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเพื่อพัฒนาชุดตรวจ 
ชือ่หัวหน้ำโครงกำรวิจัยผูร้ับทุน ผศ.ดร. พรอนันต์ เกื้อไข่ 
รำยงำนในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม 2561   ถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2562 
ระยะเวลาด าเนินการ......1.....ปี.......3......เดือน   ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2561 
รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)   404,150 บาท  เมื่อวัน 30 เดือน ตุลาคม ปี 2561 
งวดที่ 2 (40%)   323,320 บาท  เมื่อวัน 26 เดือน สิงหาคม ปี 2562 
งวดที่ 3 (10%)     บาท  เมื่อวัน -  เดือน -  ปี - 
 
รวม    727,470 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณท่ีตั้งไว้ งบประมาณท่ีใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 24,000 24,000 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 554,470 554,470 - 
4. ค่าใช้สอย 149,000 149,000 - 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าธรรมเนียมอุดหนุน
สถาบัน 

80,830 80,830 - 

รวม 808,300 808,300 - 
 
          
                 (.............................................................) 
        ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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