
 

 

รายงานวิจัยฉบบัสมบูรณ์ 
การพัฒนาวัคซีนและชุดตรวจในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลาย

โปรตีนส าหรับโรคพยาธิใบไม้ตบั opisthorchiasis 
viverrini ในหนทูดลอง 

Developments of the vaccines and diagnosis 
using protease enzymes for opisthorchiasis 

viverrini in mice model 
 
 

ผศ.ดร.พรอนันต์  เกื้อไข ่
 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้ 
(เงินอดุหนุนจากรัฐบาล)  

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๖๒ 
มหาวิทยาลัยบรูพา 



 

รหัสโครงการ ๒๓๔๗๒ 
สัญญาเลขที่ ๑๗/๒๕๖๒ 

 
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

 
การพัฒนาวัคซีนและชุดตรวจในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลาย

โปรตีนส าหรับโรคพยาธิใบไม้ตบั opisthorchiasis 
viverrini ในหนทูดลอง 

Developments of the vaccines and diagnosis 
using protease enzymes for opisthorchiasis 

viverrini in mice model 

 
ผศ.ดร.พรอนันต์  เกื้อไข่ 

สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
 

ธันวาคม พ.ศ. ๒๕๖๒ 



 

กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล)  ประจ าปี

งบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ เลขทีส่ัญญา 17/2562 
 
  

Acknowledgment 
This work was financially supported by the Research Grant of Burapha University 

through National Research Council of Thailand (Grant no. 17/2562). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



 

บทคัดย่อ 
พยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica และ Opisthorchis viverrini  มีการระบาดมากในภูมิภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยพยาธิใบไม้ตับทั้ง 2 ชนิดนี้ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินน้ าดีและ
ตับ สามารถพบได้ทั้งในสัตว์และมนุษย์ เช่น ถุงน้ าดีอักเสบ นอกจากนี้ยังมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งท่อ
น้ าดีอีกด้วย  ซึ่งในปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนที่ใช้ในการป้องกันโรคติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาปฏิกิริยาข้ามของซีรั่มกระต่ายที่ติดเชื้อ F. gigantica กับ O. viverrini ด้วยวิธี ELISA 
พบว่ามีค่า OD = 0.805 วิธี Western blotting พบการแสดงออกของโปรตีนขนาด 72-95 kDa และ 
Immunohistochemistry staining พบว่า antibody ของกระต่ายที่ติดเชื้อ F. gigantica มีการย้อมติด
บริเวณเยื่อบุทางเดินอาหาร ไข่ และอัณฑะของ O. viverrini ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ามีการเกิด cross reaction 
ระหว่าง antibody ของกระต่ายที่ติดเชื้อ F. gigantica ต่อพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini นอกจากนี้พบว่า
แอนติบอดีต่อ FgES สามารถท าปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันกับเนื้อเยื่อของ O. viverrini อย่างจ าเพาะที่บริเวณ 
gut, eggs, ovum และ uterus ของพยาธิซึ่งสามารถสรุปใน เบื้องต้นได้ว่า โปรตีน excretory secretory 
จาก F. Gigantica นอกจากนี้ได้ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SOD ในพยาธิ  O. viverrini  ระยะตัวเต็มวัย
ด้วยแอนติบอดีต่อ Fasciola  gigantica  cytosolic SOD (FgSOD) โดยวิธี  Enzym e -linked 
immunosorbent assay (ELISA), Western blotting และ Immunohistochemistry พบว่า มีค่า O.D. 
เท่ากับ 0.733 และแอนติบอดีมีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 17.5 กิโลดาลตัน ซึ่ง
สอดคล้องกับขนาดของโปรตีน SOD นอกจากนี้มีการแสดงออกในเนื้อเยื้อพยาธิที่บริเวณออวุล และอัณฑะ จึง
สรุปได้ว่าแอนติบอดีต่อ FgSOD สามารถเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน SOD ในพยาธิ O. viverrini  จากการศึกษานี้
พบว่ามีโอกาสพัฒนาเป็นวัคซีนหรือชุดตรวจโรคเพ่ือใช้ในการวินิจฉัยได้ในอนาคต และจากการสังเคราะห์และ
ศึกษาคุณลักษณะของ OvCatF และ OvLAP ด้วยวิธี PCR พบว่ายีน OvCatF และ OvLAP มีความใกล้เคียง
กับพยาธิใบได้ตับ Clonorchis sinensis หลังจากนั้นได้ท าการสังเคราะห์โปรตีนในแบคทีเรีย (Escherichia 
coli) BL21 (DE3) พบว่าจากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE รีคอมบิแนนท์โปรตีน OvCatF และ OvLAP มี
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 35 และ 61 กิโลดาลตัล ตามล าดับ และได้น าโปรตีนที่ได้ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-
NTA affinity และในงานวิจัยนี้จะน าไปศึกษาคุณลักษณะและพัฒนาเป็นวัคซีนและการวินิจฉัยการติดเชื้อ
พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ต่อไป 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 
Abstract 

Liver fluke Fasciola gigantica and Opisthorchis viverrini are one of the most 
commom parasitic infections in the northeast region of Thailand. Both types of liver fluke 
cause diseases in the biliary tract and liver in both animals and humans. There are also 
relationship with bile duct cancer (colangiocarcinoma). There are currently no vaccine used 
to prevent liver fluke infections. Therefore, the objective of this research is to study the 
cross reaction of serum rabbits infected with F. gigantica and O. viverrini by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) method; OD = 0.805. Western blotting method showed 72-95 
kDa protein expression. Immunohistochemistry staining found that the antibodies of rabbits 
infected with F. gigantica were stained on the lining of the digestive tract, eggs and testes of 
O. viverrini. Therefore, it was concluded that this result showed a cross reaction between 
the antibodies of rabbits infected F. gigantica and O. viverrini. In addition, it was found that 
antibodies against FgES were able to interact with the specific tissues of O. viverrini at the 
gut, eggs, ovum and uterus of the parasite. The expression of SOD protein in adult O. 
viverrini with antibodies against F. gigantica cytosolic SOD (FgSOD) by ELISA, western blotting 
and immunohistochemistry were found to have an OD value of 0.733 and the antibodies 
were specific to proteins with a molecular weight of approximately 17.5 kDa which 
corresponds to the size of the SOD protein. Therefore, it can be concluded that antibodies 
against rFgSOD can interact with the SOD protein in O. viverrini. From this study, it is possible 
to develop a vaccine or diagnostic kit for opisthorchiasis and fasciolosis diagnosis. On the 
other hand, OvCatF and OvLAP were cloned and characterized by using PCR, the OvCatF and 
OvLAP genes are similar to the liver fluke Clonorchis sinensis. After that, the protein (rOvCatF 
and rOvLAP) were expressed in bacteria (Escherichia coli) BL21 (DE3), found that after 
analysis by using SDS-PAGE, recombinant proteins OvCatF and OvLAP have molecular weight 
of 35 and 61 kDa, respectively. rOvLAP and rOvCatF were purified by Ni-NTA affinity, the 
results showed purified rOvCatF and rOvLAP at 35 and 61 kDa, respectively. In this research, 
rOvCatF and rOVLAP will be characterized for vaccines and diagnosis development for O. 
viverrini infection. 
 
Keywords : Opisthorchis viverrini, cathepsinF, Fasciola gigantica, leucine aminopeptidase, 
cross reaction 
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บทน ำ (Introduction) 
เนื้อหำของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท ำกำรวิจัยมำก่อน 

พยาธิใบไม้ตับ (Opisthorchis viverrini) มีรูปร่างแบนคล้ายใบไม้ ในประเทศไทยพบมากท้ังทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ โรคพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini มีสาเหตุเกิดจากการรับประทานอาหาร
ประเภทปลาน้ าจืดประเภทปรุงดิบ หรือสุกๆ ดิบ ๆ ที่มีตัวอ่อนระยะติดต่อ (เมตตาเซอคาร์เรีย) ของพยาธิ
ปนเปือ้น เช่น ปลาร้า ก้อยปลา ปลาส้ม ฯลฯ เมื่อคน แมว หรือสุนัข ซึ่งเป็นแหล่งรังโรคถ่ายอุจจาระปนเปื้อน
แหล่งน้ า จะท าให้เกิดการแพร่ระบาด โดยมีหอย (intermediate host ชนิดที ่ 1) และปลาน้ าจืด 
(intermediate host ชนิดที่ 2) เป็นตัวช่วยให้พยาธินี้เจริญต่อไป พยาธิสภาพส่วนใหญ่เกิดจากการที่พยาธิตัว
แก่ใช้ sucker ดูดเกาะผนังของท่อน้ าดี การกินเลือด พยาธิสภาพของการติดเชื้อ O. viverrini มักจะท าให้เกิด
การระคายเคืองต่อผนังของท่อน้ าดีมากข้ึน เยื่อบุผิวของท่อน้ าดีจะหนาขึ้นกว่าปกติ ท าให้ท่อน้ าดีตีบลง 
บางครั้งท่อน้ าดีอาจเกิดการอุดตัน เนื่องจากพยาธิที่เบียดเสียดกันจ านวนมากๆ ในท่อน้ าดี โดยเฉพาะปลายท่อ 
เกิดการโป่งพอง (การอุดตันท าให้ น้ าดีคั่ง (Evans et al., 1971; Sripa and Kaewkew, 2002; Sripa et al., 
2003) เมื่อมีพยาธิตัวแก่จ านวนมาก และติดเชื้อเป็นเวลานาน พยาธิสภาพจะมากขึ้น ความเสียหายของท่อ
น้ าดีนอกจากเกิดจากตัวปรสิต ยังเป็นผลจากปฏิกิริยาของภูมิต้านของร่างกาย การอักเสบอย่างเรื้อรัง รวมกับ
จ านวนปรสิตที่มาก หรือเบียดเสียดกัน ย่อมท าให้ท่อน้ าดีถูกอุดตันมากข้ึน โดยเฉพาะบริเวณข้ัวตับ (portal 
area) ท าให้ท่อน้ าดีคั่งค้างอยู่ภายในตับ ท่อน้ าดีบริเวณเหนือจุดอุดตันขึ้นไป จะโป่งพองเป็นถุงน้ าเล็กๆ อยู่
ทั่วไป นอกจากนี้ยังพบมีการอักเสบรอบๆ ท่อน้ าดีมากขึ้น การอักเสบลุกลามไปยังเซลล์ของตับ พบเซลล์พวก 
eosinophil และ mononuclear cell เมื่อเป็นนานๆ จะมี fibrous tissue เพ่ิมมากขึ้น เป็นสาเหตุท าให้เกิด
ตับแข็ง (cirrhosis) ได้พยาธิสภาพจะรุนแรงมากข้ึนเมื่อมีปัจจัยเสริม หรือ โรคแทรกซ้อน เช่น ดื่มสุราเรื้อรัง 
โรคตับอักเสบจากเชื้อไวรัส และ การรับสารก่อมะเร็งในชีวิตประจ าวัน ในที่สุดเกิดตับแข็ง และ เกิดมะเร็งของ
ท่อทางเดินน้ าดี (Cholangiocarcinoma) ร่วมด้วย (Watanapa and Watanapa, 2002; Bunyaratavej, 
1981;  Koompirochana, 1978) 

จากการส ารวจอตัราความชุกโรคพยาธิใบไม้ตับของประเทศไทยตั้งแต่ปี 2500 2524 2534 2539 
2544 2552 และ 2557  พบว่าอัตราความชุกมีแนวโน้มลดลงจากร้อยละ 62.9, 54.7, 41.7, 35.0, 22.5, 
18.1, 8.9 ตามล าดับ แต่ก็ยังเกินเป้าหมายที่ก าหนด (ฐิติมา และคณะ, 2011) จากการส ารวจความชุกโรค
พยาธิใบไม้ตับในประเทศไทย ปี 2557 พบว่า มีจังหวัดที่มีความชุกสูงกว่าร้อยละ 10 จ านวน 12 จังหวัด ใน
ภาคเหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ ตะวันออก ได้แก่ นครพนม (ร้อยละ 23.2) บุรีรัมย์ (ร้อยละ 17.6) ร้อยเอ็ด 
(ร้อยละ 15.5) น่าน (ร้อยละ 14.9) ศรีสะเกษ (ร้อยละ 14.3) สุรินทร์ (ร้อยละ 14.3) มหาสารคาม (ร้อยละ 
13.1) สระแก้ว (ร้อยละ 12.7) มุกดาหาร (ร้อยละ 11.9) กาฬสินธุ์ (ร้อยละ 11.5) เชียงใหม่ (ร้อยละ 10.8) 
ล าปาง (ร้อยละ 10.5) ตามล าดับ (Thaewnongiew et al., 2014)   

เมื่อมนุษย์หรือสัตว์กินตัวอ่อนระยะติดต่อคือระยะเมตาเซอร์คาเรียเข้าไป ผนังหุ้มตัวอ่อนระยะนี้จะถูก
ท าลายโดยน้ าย่อยท าให้ตัวอ่อนระยะ newly excysted juvenile (NEJ) ออกจากซีสต์บริเวณล าไส้เล็กของ
โฮสท์ NEJ จะไชผ่านผนังล าไส้เล็กเข้าไปในช่องท้องภายในล าตัวของโฮสท์ และเคลื่อนไปสู่ตับแล้วเจริญเป็น



 

พยาธิตัวอ่อนซึ่งจะเคลื่อนที่ผ่านเนื้อเยื่อของตับ ท าให้เนื้อเยื่อตับถูกท าลายเกิด haemorrhage และ fibrosis 
ในเนื้อตับ เมื่อพยาธิเจริญเป็นตัวเต็มวัยก็จะเดินทางไปอาศัยในท่อน้ าดีโดยใช้อวัยวะยึดเกาะ (oral และ 
ventral suckers) เกาะผนังของท่อน้ าดี เนื่องจากมีความต้องการอาหารในปริมาณสูง พยาธิจะท าลายเนื้อเยื่อ
และเซลล์ของโฮสท์บริเวณที่พยาธิอาศัยอยู่ จากการเคลื่อนที่ไปมา พยาธิใช้ oral sucker กัดหรือฉีกเนื้อเยื่อ
และเม็ดเลือดเพ่ือดูดกิน ในขณะที่หนามบริเวณผนังล าตัวจะครูดและท าลายเนื้อเยื่อของโฮสท์ในขณะที่พยาธิ
เคลื่อนที่ไปมา เอ็นไซม์และสารที่พยาธิหลั่งออกมาโดยเฉพาะกลุ่ม proteases และ lytic proteins จะช่วย
ท าลายและย่อยสลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์มากยิ่งขึ้น เอ็นไซม์กลุ่ม endoproteases ในกลุ่ม 
cathepsin L (CatL) ,cathepsin B (CatB) และกลุ่ม exopeptidases ในสกุล leucine aminopeptidase 
(LAP) เป็นเอนไซม์หลักที่พยาธิหลั่งออกมาในสารคัดหลั่ง (excretion-secretion (ES) material) และพบว่ามี
อยู่ในพยาธิตั้งแต่ระยะ NEJ จนกระท่ังระยะตัวเต็มวัย โดยอาจมี isotype ที่ปรับเปลี่ยนไปเช่น CathB3 ถูก
สร้างและปล่อยโดย NEJ ในช่วงที่ไชเข้าเนื้อเยื่อของโฮสท์ ส่วน CatB2 พบในขั้นตัวอ่อน และ CatB1 เป็น
เอนไซม์หลักในตัวเต็มวัย เอ็นไซม์ทั้งสองกลุ่มมีการกระจายตัวที่ tegumental cells และ caecal epithelial 
cell ในตัวพยาธิ นอกจากนั้นพยาธิจะขับ lytic protein ที่ช่วยท าให้เซลล์เม็ดเลือดแตก ได้แก่ สารพวก 
saposin-like protein (SAP) ซึ่งจะจับกับไขมันบนผนังเซลล์ท าให้เกิดรูและท าให้เซลล์ของโฮสท์แตกออกเพ่ือ
เป็นอาหารพยาธิต่อไป  

 
รูปที่ 1 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini 
 



 

 ได้มีการศึกษาคุณสมบัติบางประการของยีน cathepsin F, cathepsin B (Sripa et al., 2010, 
2011) ซึ่งโปรตีนของพยาธิในกลุ่มพยาธิใบไม้ตับมีความใกล้เคียงกัน โปรตีนทั้งสองตัวนี้มีน้ าหนักโมเลกุลและ
โครงสร้างคล้ายกับโปรตีน cathepsin F, cathepsin B ในพยาธิใบไม้ชนิดอ่ืน ๆ เช่น F. gigantiga, F. 
hepatica, Opisthorchis felineus (Chantree et al., 2013; Sathadawit et al., 2009) แต่อย่างไรก็ตาม
โปรตีนในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลายโปรตีนชนิดอื่น เช่น leucine aminopeptidase, saposin-like protein, 
cathepsin L ยังไม่มีการศึกษาคุณลักษณะ และยังไม่มีโปรตีนเป้าหมายที่จะใช้ในการพัฒนาไปเป็นวัคซีน และ
การวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ซึ่งเป็นวัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้ 
 
ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 

พยาธิใบไม้ตับ (Opisthorchis viverrini) มีรูปร่างแบนคล้ายใบไม้ ในประเทศไทยพบมากท้ังทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ โรคพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini มีสาเหตุเกิดจากการ
รับประทานอาหารประเภทน้ าจืดปรุงดิบ หรือสุกๆ ที่มีตัวอ่อนของพยาธิปนเปื้อน เช่น ปลาร้า ก้อยปลา ปลา
หมกไฟ ฯลฯ เมื่อคนแมว หรือสุนัข ซึ่งเป็นแหล่งรังโรคถ่ายอุจจาระปนเปื้อนแหล่งน้ า จะท าให้เกิดการแพร่
ระบาด โดยมีหอยและปลาน้ าจืด เป็นตัวช่วยให้พยาธินี้เจริญต่อไป พยาธิสภาพส่วนใหญ่เกิดจากการที่พยาธิตัว
แก่ใช้ sucker ดูดเกาะผนังของท่อน้ าดี และการเคลื่อนที่ในระยะแรกๆ ท าให้เกิดระคายเคือง ปฏิกิริยาการ
อักเสบที่เกิดข้ึนในท่อทางเดินน้ าดี ท าให้มีความรุนแรงมากข้ึน อย่างไรก็ตามความรุนแรงของพยาธิสภาพ 
ขึ้นอยู่กับจ านวนตัวหรือปริมาณการติดเชื้อ และยังขึ้นกับระยะเวลาที่มีเชื้อในตับ ถ้ามีพยาธิอยู่เป็นเวลานาน 
เช่นเกินกว่า 1 ปีขึ้นไปก็มักมีพยาธิสภาพมาก การมีโรคอ่ืนแทรกซ้อนอยู่ด้วย เช่น ทุโภชนาการเนื่องจากขาด
อาหารโปรตีน ตับอักเสบจากเชื้อไวรัส โรคเนื้องอกในตับ รวมทั้งการที่ร่างกายได้รับสารก่อมะเร็ง มักท าให้
พยาธิสภาพเกิดรุนแรงมากข้ึน (Bunyaratavej, 1981) โดยธรรมชาติผู้ติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับมักติดเชื้อแบบ
เรื้อรัง นอกจากนี้ชาวบ้านยังมีการติดเชื้อซ้ า ท าให้จ านวนเชื้อสะสมเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ จึงก่อให้เกิดการอักเสบ
ของเซลล์บุผนังท่อน้ าดี เกิด hyperplasia (Koompirochana, 1978)  

พยาธิสภาพของการติดเชื้อ Opisthorchis viverrini มักจะท าให้เกิดการระคายเคืองต่อผนังของท่อ
น้ าดีมากขึ้น เยื่อบุผิวของท่อน้ าดีจะหนาขึ้นกว่าปกติ ท าให้ท่อน้ าดีตีบลง บางครั้งท่อน้ าดีอาจเกิดการอุดตัน 
เนื่องจากพยาธิที่เบียดเสียดกันจ านวนมากๆ ในท่อน้ าดี โดยเฉพาะปลายท่อ เกิดการโป่งพอง (การอุดตันท าให้ 
น้ าดีคั่ง (Evans et al., 1971 ; Sripa and Kaewkew, 2002 ; Sripa et al., 2003)เมื่อมีพยาธิตัวแก่จ านวน
มาก และติดเชื้อเป็นเวลานานพยาธิสภาพจะมากขึ้น ความเสียหายของท่อน้ าดีนอกจากเกิดจากตัวปรสิต ยัง
เป็นผลจากปฏิกิริยาของภูมิต้านของร่างกาย การอักเสบอย่างเรื้อรัง รวมกับจ านวนปรสิตที่มาก ย่อมท าให้ท่อ
น้ าดีถูกอุดตันมากข้ึน โดยเฉพาะบริเวณข้ัวตับ (portal area) ท าให้ท่อน้ าดีคั่งค้างอยู่ภายในตับ ท่อน้ าดีบริเวณ
เหนือจุดอุดตันขึ้นไป จะโป่งพองเป็นถุงน้ าเล็กๆอยู่ทั่วไป นอกจากนี้ยังพบมีการอักเสบรอบๆ ท่อน้ าดีมากขึ้น 
การอักเสบลุกลามไปยังเซลล์ของตับ พบเซลล์พวกeosinophil และ mononuclear cell เมื่อเป็นนานๆ จะมี 
fibrous tissue เพ่ิมมากขึ้น เป็นสาเหตุท าให้เกิดตับแข็ง(cirrhosis) ได้พยาธิสภาพจะรุนแรงมากขึ้นเมื่อมี
ปัจจัยเสริม หรือ โรคแทรกซ้อน เช่น ดื่มสุราเรื้อรัง โรคตับอักเสบจากเชื้อไวรัส และ การรับสารก่อมะเร็งใน



 

ชีวิตประจ าวัน ในที่สุดเกิดตับแข็ง และ เกิดมะเร็งของท่อทางเดินน้ าดี(Cholangiocarcinoma) ร่วมด้วย 
(Watanapa and Watanapa, 2002) อุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งที่พบบ่อยในประเทศไทย พบว่าในเพศชาย
มีอัตารการเกิดโรคมะเร็งตับและท่อน้ าดีมากเป็นอันดับหนึ่ง (40.3 ต่อประชากรแสนคน) ส่วนเพศหญิพบว่ามี
อัตราการเกิดโรคมะเร็งตับและท่อน้ าดีเป็นอันดับสาม (16.6 ต่อประชากรแสนคน) (สถาบันมะเร็งแห่งชาติ
กรมการแพทย,์ 2014)  
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่พยาธิใน
อุจจาระของสัตว์ที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย าต่ า อีกทั้งไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะ
เริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัวเต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 
สัปดาห์ จึงมีนักวิจัยหลายกลุ่มพยายามพัฒนาวิธีตรวจการติดโรคพยาธิโดยใช้เทคนิค immunoassay เพ่ือให้
สามารถตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิได้อย่างรวดเร็วและแม่นย า อย่างไรก็ตามจนถึงบัดนี้ก็ยังไม่สามารถใช้วิธ ี
immunoassay ทดแทนวิธีตรวจไข่ในอุจจาระได้ เนื่องจากแอนติเจนที่ใช้ไม่ค่อยมีความจ าเพาะและวิธีตรวจ
ยังมคีวามไว (Sensitivity) ไม่สูงพอ อีกท้ังยังไม่สะดวกต่อการน าไปใช้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องเสาะหา
แอนติเจนที่มีความจ าเพาะสูงและหลั่งออกจากพยาธิในปริมาณมากพอ ส าหรับโรคพยาธิชนิดนี้เพื่อน ามา    
ผลิตโมโนโคลนิลแอนติบอดีแล้วน าไปพัฒนาชุดตรวจสอบการติดเชื้อที่มีประสิทธิภาพมีความจ าเพาะและความ
ไวสูง ตลอดจนมีราคาพอ สมควร และน าไปใช้ได้สะดวก ในปัจจุบันยังมีการศึกษาการสร้างและพัฒนาวัคซีน
และชุดตรวจต่อโรคพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini น้อย แต่โรคพยาธิใบไม้ตับชนิดนี้ยังไม่การระบาด
ในประเทศไทยและยังคงเป็นปัญหาของประเทศไทยอย่างต่อเนื่อง คณะวิจัยจึงเห็นว่าควรมีการสร้างวัคซีนและ
ชุดตรวจ เพ่ือสามารถป้องกันและลดการน าไปสู่โรคมะเร็งท่อน้ าดี 
 
วัตถุประสงค์และขอบเขตกำรวิจัย 

1. ศึกษาคุณลักษณะ และการแสดงออกของยีน cathepsin B/L/F/D, saposin (SAP) และ leucine 
aminopeptidase (LAP) 

2. พัฒนาวัคซนีที่สามารถป้องกันการติดเชื้อพยาธิ โดยใช้ recombinant protein vaccines จาก 
cathepsin B/L/F/D, saposin (SAP) และ leucine aminopeptidase (LAP)  

3. พัฒนาวิธีตรวจสอบการติดเชื้อพยาธิ โดยใช้วิธี sandwich ELISA และ immuno-chromatography 
โดยใช้แอนติเจนจากเอ็นไซม์ย่อยสลายโปรตีน เช่น cathepsin, saposin (SAP) และ leucine 
aminopeptidase (LAP) กับโมโนโคลนัลแอนติบอดี (MoAb) ต่อแอนติเจนเหล่านี้ 
 

 
 
 
 
 



 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
กำรเผยแพร่ในวำร 
 คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์บทความวิชาการในวารสารนานาชาติที่มี impact factor ค่อนข้างดี (Q1 
หรือ Q2) ได้ไม่น้อยกว่า 1 บทความ 
 
หน่วยงำนที่สำมำรถน ำผลงำนวิจัยไปใช้ประโยชน์  
1. สถาบันผลิตสัตว์และสุขภาพสัตว์  
2. สถานีบ ารุงพันธุ์และวิเคราะห์โรคสัตว์ กรมปศุสัตว์  
3. ฟาร์มปศุสัตว์  
4. เกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์รายย่อย  
 

เนื้อเรื่อง (Main body) 
รำยละเอียดเกี่ยวกับวิธีด ำเนินกำรวิจัย (Materials & Method) 
กำรสกัดโปรตีนจำกพยำธิ O. viverrini 
  น าพยาธิ O. viverrini ระยะ adult มาใส่ lysis buffer และบดให้ละเอียดเพ่ือท าให้เซลล์แตก 
จากนั้นน าปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 8000 g ที่อุณหภูมิ 4 °C 30 นาที จะเห็นการแยกชั้น
ของ cell debris และ cell supernatant แล้วน าส่วนที่เป็น cell supernatant ที่มีโปรตีนของพยาธิเก็บที่
อุณหภูม ิ-20 °C 
 
ศึกษำปริมำณกำรแสดงออกของโปรตีนที่จ ำเพำะต่อ O. viverrini ด้วยวิธี ELISA 

น าโปรตีนจากพยาธิ O.viverrini ในระยะ adult ที่ละลายใน coating buffer ที่ความเข้มข้น 
(1:2000) ใส่ลงใน 96-well plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มข้ามคืนทิ้งไว้ที่ 4 องศา จากนัน้ล้าง
ด้วย washing solution 3 ครั้ง แล้ว block non-specific binding ด้วย 4% skim milk เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นหยด primary antibody protein ทั้งหมด 12 ตัว ได้แก่ Cathepsin L1H, Leucine 
aminopeptidase (LAP), Saposin-like protein-2 (SAP-2), Cathepsin B3, Fatty acid binding 
proteins (FABP), Excretory-secretory (ES), IRS, Superoxide dismutase (SOD), Thioredoxin 
peroxidase (Trp), TGX, Thioredoxin (Trx) และ Peroxiredoxins (Prx)  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
washing solution 3 ครั้ง และเติม TMB substrate แล้วปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาในที่มืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1N HCL (N คือ Normal ) น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย microplate 
reader (ELISA reader) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  
 
 



 

ศึกษำปริมำณกำรเกิดปฏิกริยำข้ำมของ แอนติบอดีต่อ FgES FgSOD และ rabbit infected serum กับ 
O. viverrini ด้วยวิธี western blot 

น าโปรตีนที่สกัดได้จากพยาธิ มาเจือจางโดยผสมกับ loading dye และ PBS ให้มีความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร จากนั้น ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มเป็นเวลา 5 นาที และน ามา ใส่ลงในแผ่นเจล SDS-
PAGE โดยใส่ Running buffer ให้ท่วมเจล เริ่มรันเจลโดยโหลดโปรตีนหลุมละ 5 ไมโครลิตร ใช้ไฟ 20 มิ
ลิแอมป์ต่อแผ่น จากนั้นจะ Transfer Protein จากเจลไปยัง Nitrocellulose membrane (0.45 µm) และ
น า membrane มาย้อมด้วยสี Ponceau S ก่อนตากให้แห้ง น าแผ่น membrane ที่มี Protein น ามาตัดให้
ขนาดพอเหมาะ น ามาล้างด้วย 0.1% PBST 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นแช่ skim milk เป็นเวลา 60 นาที 
ต่อมาน าไปบ่มใน rabbit anti-Excretory secretory rabbit anti-FgSOD และ rabbit infected serum  
(1:2000) เป็นเวลา 60 นาที และน ามาล้างด้วย 0.1% PBST 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที หยด Secondary 
antibody goat Anti-rabbit (1:2000) เป็นเวลา 60 นาที ล้างด้วย 0.1% PBST 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
จากนั้นจะบ่มใน AP buffer เป็นเวลา 5 นาที และหยด substrate NBT/BCIP ที่เจือจางใน AP buffer ลงบน 
membrane บ่มในที่มืดเป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้ล้างด้วย RO 
 
ศึกษำปริมำณกำรเกิดปฏิกริยำข้ำมของ แอนติบอดีต่อ FgES FgSOD และ rabbit infected serum กับ 
O. viverrini ด้วยวิธี Immunohistochemistry 

หลังจากได้รับเนื้อเยื่อพยาธิ O. viverrini ใน paraffin block น ามาตัดด้วยเครื่อง microtome  ให้
ได้แผ่นเนื้อเยื่อที่มีความหนา 5 ไมครอน แล้วน าแผ่นเนื้อเยื่อลอยใน water bath โดยน าแผ่นสไลด์ช้อน
เนื้อเยื่อขึ้น และตากบน Slides Warmer จากนั้นละลาย paraffin ออกจากเนื้อเยื่อ (Deparaffinization) 
ด้วย xylene และท าการน าน้ ากลับเข้าสู่เนื้อเยื่อ (Rehydration) ด้วย absolute, 95%, 90%, 80%, 70% 
ethanol และน้ ากลั่น ตามล าดับ หลังจาก De-paraffin และ Rehydration แล้ว น าเนื้อเยื่อแช่ RO 2 ครั้ง 
ครั้งละ 5 นาที แช่เนื้อเยื่อลงใน Citrate buffer, pH 6.0 3 ครั้ง พร้อมกับน าไปให้ความร้อนด้วยเครื่อง 
microwave ให้เดือด น าออกมาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่ อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าเนื้อเยื่อมาแช่ในสาร 3% H2O2 ใน 
methanol เป็นเวลา 30 นาทีโดย บ่มในที่มืด แล้วน าไปผ่านน้ าประปาไหลผ่าน 5 นาที ล้างเนื้อเยื่อด้วย PBS 
3 นาที ต่อมาวงกลมรอบเนื้อเยื่อด้วยปากกา PAP pen และหยด 10% BSA ใน PBS ลงบนเนื้อเยื่อเป็นเวลา 
60 นาที ล้างด้วย PBS นาน 3 นาที  หยด rabbit anti-Excretory secretory rabbit anti-FgSOD และ 
rabbit infected serum  (1:2000) บนเนื้อเยื่อ บ่มในที่มืดทิ้งไว้ข้ามคืน จากนั้นล้างด้วย 0.1% PBST 3 ครั้ง 
ครั้งละ 10 นาที หยด Secondary antibody goat Anti-rabbit (1:2000) นาน 60 นาที ล้างด้วย 0.1% 
PBST 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นล้างด้วย RO นาน 5 นาที หยด DAB Substrate kit ลงบนเนื้อเยื่อ บ่ม
ในที่มืดเป็นเวลา 4 นาที ล้างด้วย RO จากนั้นเข้าสู่กระบวนการ dehydration ด้วย 70%, 80%, 90%, 95%, 
absolute ethanol และ xylene ตามล าดับ mounting ด้วย 90% glycerol และน าไปถ่ายรูปด้วยกล้อง 
Olympus ที่ก าลังขยาย 40, 400 และ 1000 เท่า 

 



 

กำรสังเครำะห์ recombinant F. gigantica 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 
 
กำรศึกษำหำโครงสร้ำงสำมมิติของโปรตีนด้วยเทคนิค X-ray crystallography 

ในการศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีนที่สนใจด้วยเทคนิค Protein Crystallography จ าเป็นต้อง
เตรียมตัวอย่างผลึกโปรตีน (Protein Crystal) และน าไปยิงด้วยรังสีเอ็กซ์เพ่ือน าข้อมูลมาวิ เคราะห์หา
โครงสร้างสามมิติของโปรตีนซึ่งมีขั้นตอนต่าง ๆ ดังนี้ 

 
1. กำรตกผลึกโปรตีน (Protein Crystallization) 
 โปรตีนที่สนใจจะน ามาตกผลึกต้องผ่านการท าให้บริสุทธิ์ (purified) โดยเทคนิคสุดท้ายเป็น size 
exclusion chromatography เพ่ือตรวจสอบความ homogenous ของโปรตีน และโปรตีนถูกวิเคราะห์ด้วย 
SDS-gel electrophoresis โดยโปรตีนที่จะน ามาตกผลึกควรมีความบริสุทธิ์มากว่า 90% และมีความเข้มข้น
ของโปรตีนอย่างน้อย 5 mg/ml ก่อนที่จะท าการ crystallization โปรตีนจะถูกปั่นที่ความเร็ว 13,000g 10 
นาที เพื่อก าจัดโปรตีนที่ตกตะกอนออกไป เทคนิคทีใ่ช้ในการท า crystallization screening คือ sitting drop 
vapour diffusion method โดยใช้ reservoir จากชุด kit ของ Hampton โปรตีนหนึ่งตัวจะถูก screen หา
สภาวะที่เหมาะสมที่ท าให้ตกผลึกอย่างน้อย 200 สภาวะ เมื่อได้ microcrystal จะถูปน ามาปรับสภาวะ
เพ่ิมเติม (Crystallization optimization) เพ่ือให้ได้ผลึกที่มีขนาดใหญ่ มีคุณภาพและเหมาะสมต่อการน าไป
กระเจิงแสง X-ray (X-ray diffraction)  
 สารที่จะน ามาเตรียมเพ่ือใช้ในการหาสภาวะที่เหมาะสมจะถูกเตรียมและกรองผ่าน membrane 0.22 
µm หรือ 0.45 µm เทคนิคที่ ใช้ ในการท า crystallization optimization คือ  Hanging drop vapour 
diffusion โปรตีน 1 µl จะถูกผสมกับ reservoir บนแผ่น cover slip ที่ เคลือบด้วยสาร Haptane กับ 
Xylene, reservoir ประกอบไปด้วยบัฟเฟอร์ และ precipitant ที่ได้จากการหาสภาวะโดยการ screening  
  
2. X-ray data collection and processing 
 เมื่อได้ protein crystal ที่มีขนาดใหญ่พอจะถูกน ามายิงด้วยรังสีเอ็กซ์ (X-ray) ที่ความยาวคลื่น 1 Å 
โดยในขั้นตอนนี้ต้องใช้แสง synchrotron ที่สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน beamline 7.2 เพ่ือลดความ
เสี ยหายของผลึ ก โปรตีนจากถู กรั งสี เอ็กซ์ภ ายใต้ สภ าวะเย็นจัดจา ก liquid nitrogen จะต้ องใช้ 
Cryomounting method โดยผลึกโปรตีนจะถูกแช่ใน cryoprotectant ผสมกับ reservoir ชนิดเดียวกับที่ใช้
ตกผลึก ต้องทดสอบหา cryoprotectant เหมาะสมโดยไม่ท าให้เกิดผลึกน้ าแข็งในผลึกโปรตีนและเป็นสภาวะ



 

ที่ผลึกโปรตีนกระเจิงแสงได้มากที่สุด cryoprotectant ที่นิยมใช้ ได้แก่ 20-30% glycerol, 10-30% MPD 
หรือ 20-40% PEG400 เป็นต้น 
 ข้อมูล X-ray diffraction pattern จะถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม iMOSFLM เพ่ือหา space group 
ของผลึกโปรตีนจากนั้นน า data set มา scale และ marge โดยโปรแกรม SCALA  ใน CCP4 program 
suite จ านวน  molecules ที่ ป รากฎ ใน  unit cell จะถู กประมาณ โดย  Brian Matthews’ method 
ค านวณหา Matthews coefficient or Vm 
 
3. กำรวิเครำะห์หำโครงสร้ำง (Structure analysis) 
  เมื่อได้ข้อมูลจาก X-ray diffraction pattern จะน าวิเคราะห์ electron density map โดยโปรตีนที่
ล าดับกรดอะมิโนคล้ายกับโปรตีนอ่ืน ๆ มากจะถูกวิเคราะห์  phase ด้วย molecular replacement 
method โดยโปรแกรม Molrep ใน CCP4 program suite  ส่วนโปรตีนตัวที่ไม่คล้ายกับโปรตีนตัวอ่ืน ๆ เลย
จะเลือกใช้เทคนิค single-wavelength anomalous dispersion (SAD)  โมเดลของโปรตีนจะถูกสร้างขึ้น
ตามแบบของ electron density map และ refinement โดยโปรแกรม Refmac5 ทุกรอบของการ 
refinement จะตรวจสอบแบบ manual โดยใช้โปรแกรม COOT และ final model จะเติมน้ า และ
ตรวจสอบความถูกต้องโดยค่า residual (R) และ bias free (Rfree) factors  
 รูปภาพโมเดลต่าง ๆ จะถูกสร้างโดยโปรแกรม Pymol และน าไปวิเคราะห์หาหน้าที่ตามแบบ
โครงสร้างต่อไป  
 
4. Structure validation and PDB deposition 
 คุณภาพของโครงสร้างโปรตีนจะถูกวิเคราะห์โดย PROCHECK and Whatcheck ถ้า residue ใด Phi 

(ϕ), Psi (ψ) ไม่อยู่ในบริเวณที่เหมาะสมจะถูกแก้ไขให้ถูกต้องตาม geometric และ stereochemical ของ
โปรตีน จากนั้นค านวณ Atomic coordinate และ structure factor amplitudes โดยใช้ ADIT Validation 
Server ที ่http://deposit.pdb.org/validate ก่อนที่จะ deposit ใน Protein Data Bank (PDB)  
 
กำรทดสอบคุณสมบัติของวัคซีนรีคอมบแินนท์โปรตีน recombinant protein vaccine 

กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยทั้งในรูปของโปรตีนเดี่ยว (single vaccine) โปรตีนผสม (cocktail vaccine) 
และโปรตีนลูกผสม (hybrid protein vaccine)โดยผสมกับสาร adjuvants เช่น alum ในการศึกษาส่วนนี้
ผู้ท าการวิจัยจะท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุม้กันในหนูทดลองต่อ recombinant proteins เป้าหมาย (CatB, CatL, 
CatF, CatD SAP, LAP) โดยเลือกใช้ Alum เป็น adjuvant โดยท าการฉีดกระตุ้น 2 วิธีเพ่ือเปรียบเทียบผล 
คือ ใต้ผิวหนัง โดยแบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มทดลอง กลุ่มทดลองละ 10 ตัว ได้แก่  
 กลุ่มท่ี 1  ไม่มีการฉีดกระตุ้นใช้เป็นกลุ่มควบคุมที่ 1 
 กลุ่มท่ี 2  ท าการฉีดกระตุ้นด้วยบัฟเฟอร์ที่ไม่มีโปรตีนผสมเป็นกลุ่มควบคุมที่ 2 



 

 กลุ่มท่ี 3  ท าการฉีดกระตุ้นเข้าใต้ผิวหนังด้วย recombinant protein 50 ไมโครกรัม ปนกับ 
adjuvant ต่อครั้ง 
 น าโปรตีนจ านวน 50 ไมโครกรัม ซึ่งละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ (Phosphate Buffer Saline) ผสมกับ 
Alum Adjuvant ในปริมาณเท่า ๆ กัน และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันจนกระทั่งเหนียวข้นไม่แตกตัวกระจาย 
และจับตัวเป็นกลุ่มเมื่อหยดทดสอบลงในน้ า จากนัน้ฉีดเข้าช่องท้องหนูหรือใต้ผิวหนังโดยฉีดทั้งหมด 3 ครั้ง แต่
ละครั้งห่างกนั 3 สัปดาห์ โดยผสมโปรตีนกับ Alum Adjuvant ส าหรับการฉีดกระตุ้นในทุกครั้ง เมื่อครบ 2 
สัปดาห์หลังจากฉีดครั้งที่ 3 จะเก็บเลือกจากหางหนูเพื่อทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในหนู และจากนั้นจะท า
การทดสองการป้องกันการติดเชื้อพยาธิ 
 

ท าการสังเคราะห์โปรตีน 
 

ฉีดโปรตีนวัคซีนกระตุ้นภูมิคุ้มกนัในสัตว์ทดลอง 
 

ทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในเลือดสัตว์ทดลอง 
 

ท าการติดเชื้อ  NEJ ในสัตว์ทดลองที่ได้รับวัคซีน 
 

ศึกษาอัตราการติดเชื้อพยาธิในสัตว์ทดลอง 
 

ประเมินผลประสิทธิภาพของวัคซีนในสัตว์ทดลอง 
 
แผนภูมิ  แสดงแผนงานวิจัยด้านการพัฒนาโปรตีนวัคซีน เพ่ือกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันการติดเชื้อพยาธิ 
 
กำรพัฒนำและทดสอบวิธีวินิจฉัยกำรติดเชื้อพยำธิ  
 การผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี (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
ควบคุมปริมาณ 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 าเร็จรปู Immunopure Monoclonal Antibody Isotyping kit (HRP/ABTS) (PIERCE) 
ซึ่งใช้หลักการ sandwich ELISA 
 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 าพยาธิตัวเต็มวัยที่เก็บได้จากตับหนูที่ติดเชื้อมาสกัดโปรตีนจากชั้นผิว (TA) ใน extracting buffer 
ซึ่ งประกอบด้วย PBS 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 จากนัน้เก็บ 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 ที่เก็บมาจากตับหนูใน 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 ทีอุ่ณหภูมิ 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 าแผ่น PVDF membrane ที่ได้มา block ด้วย 3% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Tween-20 ใน PBS 
pH 7.4 ที่ อุณหภูมิห้อง 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 PBS-
Tween นานครั้งละ 10 นาที ท าการตรวจปฏิกิริยาการจับระหว่าง antigen และ antibody ที่เกิดขึ้นโดยใส่ 
horseradish peroxidase – conjugated secondary antibody บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชม. ล้าง 3 ครั้ง
ด้วย PBS-Tween เติม peroxidase substrate solution ที่มี 1.3 mM diaminobenzidine (DAB), 0.02% 
(v/v) H2O2 ใน PBS pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ท าการหยุดปฏิกิริยาโดยน า
แผ่น 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  
 การพฒันาวิธีตรวจแบบ sandwich ELISA  
 เป็นวิธีที่มี sensitivity สูงใช้ส าหรับตรวจหาแอนติเจนจากพยาธิใบไม้ตับ O.viverrini ขั้นตอน ในการ
ตรวจหาแอนติเจนดังกล่าวแสดงโดยย่อ 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 
แผนภูมิ 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 าเพาะต่อแอนติเจนจากชั้นผิวพยาธิที่น้ าหนักมวลโมเลกุล 28.5 กิโลดาลตัน (หรือ
แอนติเจนเป้าหมายอื่น) 

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

4. Wicking (absorbent) pad เป็นส่วนที่ใช้ในการควบคุมการเคลื่อนตัวของแอนติเจน ในตัวอย่าง
ที่ท าปฏิกิริยากับแอนติบอดี  

 
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 แอนติบอดีที่บริเวณควบคุม 
(control line) แต่ในกรณีที่ตัวอย่างไม่มีแอนติเจนปนอยู่ จะเกิดแถบสีขึ้นเพียงแถบเดียวจากโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่ เคลือบด้วย gold particles จับตัวกับแอนติบอดีต่อโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่บริเวณควบคุม 
(control line) จากข้อมูลที่ได้จะน าคู่ MoAb และ PoAb และแอนติเจนที่แสดงผลดีที่สุดไป พัฒนาเป็นวิธี
ตรวจสอบ ที่จะน าไปใช้ในภาคสนามต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ผลกำรวิจัย (Results) 
กำรโคลนยีน Cathepsin F (OvCatF) 

ท าการเชื่อมยีน OvCatF ของพยาธิใบไม้ตับ Orpisthorchis viverini 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 CatF ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน าไปรันเจล 
agarose 1% ได้ผลดังนี้ 

 
 
 
 
 

 
                                                                                                                                                                                                                              
                                                  
        
 
 
 
 
                                                                      
                                                                                                                                                             
รูปที่ 4 ผลกำรท ำ colony PCR clone ที่ 1-10 

จากผลการท า Colony PCR ข้างต้น พบว่าโคลนที่ 2, 5, 8 และ 9 เกิด band ขนาดประมาณ 1,000 bp 
เมื่อเทียบกับ DNA ladder จึงคาดว่าโคลนที่ 2, 5, 8 และ 9 น่าจะมียีน OvCat F อยู่ จึงน าดังกล่าวไปสกัด 
พลาสมิดและท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับเบสต่อไป 
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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 
924 nucleotides Translation in forward direction 
 
DNA:  agaactaccccattcgagcctgatgatgcccgggcactatacgaggagttcaagctgaag 

 aa:  R  T  T  P  F  E  P  D  D  A  R  A  L  Y  E  E  F  K  L  K  

 

DNA:  tacaagaagacctattcaaatgatgatgatgagcttcgatttagaattttcaaagacaac 

 aa:  Y  K  K  T  Y  S  N  D  D  D  E  L  R  F  R  I  F  K  D  N  

 

DNA:  ttggagcgcgccaagagactgcaggcaatggaacaagggacagcggagtatggtgtaacg 

 aa:  L  E  R  A  K  R  L  Q  A  M  E  Q  G  T  A  E  Y  G  V  T  

 

DNA:  caattttccgacctgaccagtgaggagttcaagacgcggtatttgaggatgcgatttgat 

 aa:  Q  F  S  D  L  T  S  E  E  F  K  T  R  Y  L  R  M  R  F  D  

 

DNA:  gagccgattgtcaatgaggatcccaccccacaagaagatgtgacgatggataacagcaat 

 aa:  E  P  I  V  N  E  D  P  T  P  Q  E  D  V  T  M  D  N  S  N  

 

DNA:  tttgattggcgagatcatggtgcagtcggaccagtattggaccaaggagattgtggttcg 

 aa:  F  D  W  R  D  H  G  A  V  G  P  V  L  D  Q  G  D  C  G  S  

 

DNA:  tgctgggcattttctgtgattgggaatgtcgagggtcagtggttccgtaagactggggat 

 aa:  C  W  A  F  S  V  I  G  N  V  E  G  Q  W  F  R  K  T  G  D  

 

DNA:  ctactaggtctcagtgaacagcaacttattgattgcgaccattccgatcagggatgtgat 

 aa:  L  L  G  L  S  E  Q  Q  L  I  D  C  D  H  S  D  Q  G  C  D  

 

DNA:  ggcggttatcccccacagacttacagtgcaattgaagagatgggcgggttggagctccga 

 aa:  G  G  Y  P  P  Q  T  Y  S  A  I  E  E  M  G  G  L  E  L  R 

 

DNA:  tcggattacccgtacacaggaaaggacggaatatgttatatggaccaatcgaagttcgta 

 aa:  S  D  Y  P  Y  T  G  K  D  G  I  C  Y  M  D  Q  S  K  F  V  

 

DNA:  gcctatgtgaacggttcaactcgcttgccatggtgcgaaaagacacaggcgaaatcattg 

 aa:  A  Y  V  N  G  S  T  R  L  P  W  C  E  K  T  Q  A  K  S  L  

 

DNA:  aaggaaatcggtccactttcttctggtttgaatgccgtattgctccaactgtacaaacga 

 aa:  K  E  I  G  P  L  S  S  G  L  N  A  V  L  L  Q  L  Y  K  R  

 

DNA:  ggaatcatgcgtcccagatggtgcaatccagctgaactgaaccacgctgttctcacagtc 

 aa:  G  I  M  R  P  R  W  C     N  P  A  E  L  N  H  A  V  L  T  V  
 

DNA:  ggctacggcatggagcatagaatgccttactggatagtgaaaaacagttggggcaaacgt 

 aa:  G  Y  G  M  E  H  R  M  P  Y  W  I  V  K  N  S  W  G  K  R  

 

DNA:  tttggagaaaagggctatttccgtatctaccgaggagatggaacttgcggaatcaaccgc 

 aa:  F  G  E  K  G  Y  F  R  I  Y  R  G  D  G  T  C  G  I  N  R 

 

DNA:  gcagttactacagccgttgtcaaa 

 aa:  A  V  T  T  A  V  V  K  

 



 

กำรเปรียบล ำดับกรดอะมิโน 
ล าดับต่อมาท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูลเพ่ือตรวจสอบดูความเหมือนกัน

ระห ว่ า ง โป น ตี น  OvCatF สั ง เค ราะห์ ขึ้ น ม ากั บ โป รตี น  CatF (GenBank: AAV69023.1) ใน พ ย าธิ 
Opisthorchis viverrini ได้ผลดังนี้ 
Clone ที่ 2 (P1) 
P1_T7          RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

CATF           RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

P1_SP6         RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

                

P1_T7          QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

CATF           QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

P1_SP6         QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

 

P1_T7          CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

CATF           CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

P1_SP6         CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

 

P1_T7          SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

CATF           SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

P1_SP6         SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKDTGEIIEGNRSTFFWFECRIAPTVQT 

 

P1_T7          G-IMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEK-GYFRIYRGDGTCGI 

CATF           G-IMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEK-GYFRIYRGDGTCGI 

P1_SP6         RNHASQKGAIQLN-TPPVSPVGYGLEQKMPYGESEKNLGANFLEKKGLFSLFPGKRELCE 

 

P1_T7          NRAVTTAVVKNRIPAAAMAAGACDSS---------- 

CATF           NRAVTTAVVK-------------------------- 

P1_SP6         NTPPF-PLFQKKISPPPPGGGGKVNIGPHFPQRGAP 

 
Clone ที ่5 (P2) 
 
P2_T7          RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

P2_SP6         RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

CATF           RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

 

P2_T7          QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

P2_SP6         QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

CATF           QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

 

P2_T7          CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

P2_SP6         CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

CATF           CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

 

P2_T7          SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQVKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

P2_SP6         SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQVKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

CATF           SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

 

P2_T7          GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

P2_SP6         GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

CATF           GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

 

P2_T7          AVTTAVVKNH 

P2_SP6         AVTTAVVKNH 

CATF           AVTTAVVK— 

 

1000 bp 



 

Clone ที่ 8 (P3) 
P3_SP6         RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

CATF           RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

P3_T7          RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

 

P3_SP6         QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

CATF           QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

P3_T7          QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

 

 

P3_SP6         CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

CATF           CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

P3_T7          CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

 

P3_SP6         SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

CATF           SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

P3_T7          SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

 

P3_SP6         GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

CATF           GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

P3_T7          GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

          

P3_SP6    AVTTAVVKNH--IRGRLQVDHMGELPTRDAC------------------- 

CATF      AVTTAVVK------------------------------------------ 

P3_T7     AVTTAVVKNH--IRGRLQVDHMGELPTRWMHSLSIL-CPPNSLA-SRSK 

 
Clone ที่ 9 (P4) 
 
P4_SP6         RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

CATF           RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

P4_T7          RTTPFEPDDARALYEEFKLKYKKTYSNDDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVT 

 

P4_SP6         QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

CATF           QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

P4_T7          QFSDLTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGS 

 

P4_SP6         CWAFSVIGNVECQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

CATF           CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

P4_T7          CWAFSVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELR 

 

P4_SP6         SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

CATF           SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

P4_T7          SDYPYTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKR 

 

P4_SP6         GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

CATF           GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

P4_T7          GIMRPRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHGMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINR 

 

P4_SP6         AVTTAVVKNH 

CATF           AVTTAVVK-- 

P4_T7          AVTTAVVKNH 

 
 
 
 



 

จากผลการเปรียบเทียบทั้ง 4 โคลน พบว่าโคลนที่ 8 (P3) มีล าดับอะมิโนตรงกับโปรตีน CatF 
(GenBank: AAV69023.1) ท าให้โคลนที่ 8 มีความเหมาะสมส าหรับน าไปสังเคราะห์โปรตีนในขั้นตอนถัดต่อไป  
 

กำรตรวจสอบ Signal peptide 

 
ท าการตรวจสอบ Signal peptide ผ่านเว็บไซต์ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ จาก

การท านาย Signal peptide ในโปรตีนสังเคราะห์  OvCatF พบว่าไม่มีส่วนใดของโปรตีนที่ เป็น Signal 
peptide จึงเหมาะกับการสังเคราะห์โปรตีน OvCatF ในแบคทีเรีย 

 
กำรเปรียบเทียบล ำดับอะมิโนของ Cathepsin F ของ Opisthorchis viverrini กับ species อ่ืน 
O.viverini     ------------------------------------------------------------ 

C.sinensis     ------------------------------------------------------------ 

H.sapiens      MAPWLQLLSLLGLLP--GAVAAPAQPRAASFQAWGPPSPELLAPTRFALEMFNRGRAAGT 

B.taurus       MAPWLQLLLLLGLLP--AAAPASSKPPAAGAQAWELASPELREPARFALEMYNRGRAAGT 

M.musculus     MALLLQLLWLLTLLSTVALSPVPAKPWADDEQAWNLSSQELLAPARFALDMYNYGRAAGT                                                                             

 

O.viverini     ------------------------------------------------------------ 

C.sinensis     ------------------------------------------------------------ 

H.sapiens      RAVLGLVRGRVRRAGQGSLYSLEATLEEPPCNDPMVCRLPVSKKTLLCSFQVLDELGRHV 

B.taurus       RAALGAVRGRVRRAGRGSLYSLKATLVEPPCNDPTVCQLPVSKKTLLCSFEVLDELGKHM 

M.musculus     RAVLGAVRGRVRRAGQGSLFSLEATLEEPPCNDPLVCPLPETKKTVLCSFEVLEELKEHL 

                                                              

O.viverini     -------------------------------------------------------RTTPF 

C.sinensis     --------------------------------------MRFELCFLVALGFFGVLGSNIP 

H.sapiens      LLRKDCGPVDTKVPGAGEPKSAFTQGSAMISSLSQNHPDNRNETFSSVISLLNEDPLSQD 

B.taurus       LLRRDCGPVDTKTT------------------------DDRNETFSSFLPLLNKDPLPQD 

M.musculus     LLRRDCSPVNAKVT------------------------EFRNATFSSFLPLLDKDPLPQD 

                                                                                                              

                                                                                                              E   R F  N   A   Q 
O.viverini     EPDDARALYEEFKLKYKKTYSN-DDDELRFRIFKDNLERAKRLQAMEQGTAEYGVTQFSD 

C.sinensis     ESENARQLYEEFKLKYKKSYSN-DDDEYRFRVFKDNLLRIKQFQNMERGTAKYGVTQFSD 

H.sapiens      LPVKMASIFKNFVITYNRTYESKEEARWRLSVFVNNMVRAQKIQALDRGTAQYGVTKFSD 

B.taurus       FSVKMASIFKDFVTTYNRTYDSQEEASWRMSVFANNMVRAQKIQALDRGTARYGVTKFSD 

M.musculus     FSVKMAPLFKDFMTTYNRTYESREEAQWRLTVFARNMIRAQKIQALDRGTAQYGITKFSD 

 



 

O.viverini     LTSEEFKTRYLRMRFDEPIVNEDPTPQEDVTMDNSNFDWRDHGAVGPVLDQGDCGSCWAF 

C.sinensis     LTAQEFKVRYLRSKFGGVPVDREPVPFIRMDVDDDNFDWRNHGAVGPVLDQGDCGSCWAF 

H.sapiens      LTEEEFRTIYLNTLLRKEPGNKMKQAKSVGDLAPPEWDWRSKGAVTKVKDQGMCGSCWAF 

B.taurus       LTEEEFRTIYLNPLLKDAPGRNMRPAQPVTDVPPPQWDWRNKGAVTNVKDQGMCGSCWAF 

M.musculus     LTEEEFHTIYLNPLLQKESGRKMSPAKSINDLAPPEWDWRKKGAVTEVKNQGMCGSCWAF                 

 

 

O.viverini     SVIGNVEGQWFRKTGDLLGLSEQQLIDCDHSDQGCDGGYPPQTYSAIEEMGGLELRSDYP 

C.sinensis     SAVGNIEGQWFRKTDNLLQLSEQQLLDCDEVDEGCNGGTPQQAFKQILGMGGLQLDSDYP 

H.sapiens      SVTGNVEGQWFLNQGTLLSLSEQELLDCDKMDKACMGGLPSNAYSAIKNLGGLETEDDYS 

B.taurus       SVTGNVEGQWFLKRGTLLSLSEQELLDCDKTDKACLGGLPSNAYSAIRTLGGLETEDDYS 

M.musculus     SVTGNVEGQWFLNRGTLLSLSEQELLDCDKVDKACLGGLPSNAYAAIKNLGGLETEDDYG 

                 

 

O.viverini     YTGKDGICYMDQSKFVAYVNGSTRLPWCEKTQAKSLKEIGPLSSGLNAVLLQLYKRGIMR 

C.sinensis     YEGREGQCRMVPSKVKVYINGSKILPEDEQIQAQMLKETGPLSSALNALFLQFYTEGILH 

H.sapiens      YQGHMQSCNFSAEKAKVYINDSVELSQNEQKLAAWLAKRGPISVAINAFGMQFYRHGISR 

B.taurus       YRGRLQTCSFSAEKAKVYINDSVELSKNEQKLAAWLAKNGPVSIAINAFGMQFYRHGISH 

M.musculus     YQGHVQTCNFSAQMAKVYINDSVELSRNENKIAAWLAQKGPISVAINAFGMQFYRHGIAH 

                 

 

O.viverini     --PRWCNPAELNHAVLTVGYGMEHRMPYWIVKNSWGKRFGEKGYFRIYRGDGTCGINRAV 

C.sinensis     PLPALCDAQSLNHAVLTVGYGKEGRLPYWTVKNSWSTMFGENGYFRIYRGDGTCGINTLV 

H.sapiens      PLRPLCSPWLIDHAVLLVGYGNRSDVPFWAIKNSWGTDWGEKGYYYLHRGSGACGVNTMA 

B.taurus       PLRPLCSPWLIDHAVLLVGYGNRSAIPFWAIKNSWGTDWGEEGYYYLHRGSGACGVNIMA 

M.musculus     PFRPLCSPWFIDHAVLLVGYGNRSNIPYWAIKNSWGSDWGEEGYYYLYRGSGACGVNTMA                     

 

O.viverini     TTAVVKNH 

C.sinensis     STSIIL-- 

H.sapiens      SSAVVD-- 

B.taurus       SSAVIN-- 

M.musculus     SSAVVN-- 

 
                

 : Cysteine residues    : Active sites        : Enzyme domain 
 ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน OvCatF กับสิ่งมีชีวิตสปีชีส์ชนิดอ่ืนอ่ืน โดย
เปรียบเทียบกับ C.sinensis (GAA47433.1) ซึ่งพยาธิในกลุ่มเดียวกันกับพยาธิ O.viverrini และเปรียบกับ
โฮสท์ในธรรมชาติได้แก่ คน (NP_003784.2) หนู (CAB42884.1) และวัว (AAI20004.1) โดยต าแหน่งของ
กรดอะมิโนที่เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ ได้แก่ ต าแหน่งของ Active sites คือบริเวณ Cysteine 
Histidine และ Asparagine (สัญลักษณ์ดาว) พบส่วนของ Cysteine residues (สัญลักษณ์ลูกศรสีด า) ซึ่งเป็น
ลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ในกลุ่ม cysteine proteinase นอกจากนี้พบ Domain enzyme ของโปรตีน 
OvCatF และพบบริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิโนคือ ERFNAQ   
 
 
 
 
 
 



 

กำรท ำ Phylogenetic tree เพื่อดูควำมใกล้ชิดของโปรตีน Cathepsin F ในสิ่งมีชีวิต species ต่ำงๆ  
 

 
 
 
 
 
 
  จากแผนภาพ Phylogenetic tree พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน OvCatF ที่
สังเคราะห์ข้ึนมามีความใกล้ชิดกับกลุ่มพยาธิ S.mansoni กับ C.sinensis  
 
รูปที่ 5 ความสัมพันธ์ของ OvCatF พยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini กับ CatF ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 
 

จากแผนภาพ Phylogenetic tree พบว่า ล าดบักรดอะมโินของโปรตีน OvCatF ที่สังเคราะห์
ขึน้มามคีวามใกลช้ดิกบักลุ่มพยาธ ิS.mansoni กบั C.sinensis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กำรแสดงออกของโปรตีน rOvCatF  
 Time Course  

หลังจากใส่ IPTG เพ่ือ induce ให้เกิดการ express ของโปรตีน แล้วเก็บเซลล์ทุกชั่วโมงเพ่ือน ามา
วิเคราะห์ SDS-PAGE พบว่า ในชั่วโมงที่ 0 ยังไม่เกิดการ expression ของโปรตีน โดยจากรูปจะเห็นว่าโปรตีน
ที่ต้องการจะเริ่ม expression ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 1 เป็นต้นไป เพ่ิมขึ้นตามลาดับในชั่วโมงที่ 2 และ 3 ซึ่งมีการ 
expression ของโปรตีนมากที่สุด เมื่อเวลาผ่านไปในชั่วโมงที่ 4 และ 5 จะเห็นว่า โปรตีนมีการ expression 
คงท่ี (ภาพท่ี 6) 

 
 
รูปที่  6 SDS-PAGE วิ เคราะห์ การถูก induce ของโปรตีน  rOvCatF ที่ เวลาต่ างๆ กัน  โดยใช้สี ย้อม 
Coomassie blue  

Lane M : Protein Maker  
Lane NI : Non-induce 
Lane H0 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 0  
Lane H1 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 1  
Lane H2 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 2  
Lane H3 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 3  
Lane H4 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 4  
Lane H5 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 5 



 

Determination of target protein solubility  
เมื่อทาการเหนี่ยวน าการสังเคราะห์รีคอมบริแนนท์โปรตีนแล้ว น าเซลล์ที่ถูก expression มาสกัด

โปรตีนด้วย PBS แล้วนาไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกสารละลายและตะกอนเซลล์ จึงนามาวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE 
พบว่ารีคอมบริแนนท์โปรตีนที่สังเคราะได้อยู่ใน pellet (ภาพที่ 7) 

 
 

ภำพที่ 7 SDS-PAGE วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน โดยใช้สีย้อม Coomassie blue  
Lane M : Protein Maker  
Lane pellet : การแสดงของของโปรตีน rOvCatF ใน pellet  
Lane supernate : การแสดงของของโปรตีน rOvCatF ใน supernate  
 
 
 

 
 
 



 

Purification  
ในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของรีคอมบริแนนท์โปรตีนนั้น ท าโดยการล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการออกด้วย

การใช้ Wash Buffer  
Elution หลังจากล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการออกจาก column แล้ว จึงใช้ Elution Buffer ล้างโปรตีนที่

ต้องการ ออกมา โปรตีนจะเริ่มออกมาตั้งแต่ E1 ออกมามากที่สุดที่ E3 แล้วเริ่มน้องลงที่ E4, E5, E6, E7, E8, 
E9 และ E10 ตามลาดับ (ภาพที่ 8 และ 9) เมื่อได้โปรตีนออกมาแล้วน ามาวิเคราะห์ต่อด้วย SDS-PAGE พบว่า
โปรตีนที่ได้เป็นโปรตีน rOvCatF เพียงชนิดเดียว ปราศจากโปรตีนอื่นๆ เจือปน (ภาพที่ 10) 

 
 
ภำพที่ 8 SDS-PAGE วิเคราะห์ purification ของ rOvCatF จากการ express ใน E. coli ภายใต้ Denature 
condition โดยใช้สี Coomassie blue ย้อม  

Lane M : Protein Maker  
Lane E1 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 1  
Lane E2 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 2  
Lane E3 : ล้าง Elution Buffer ครัง้ที่ 3  
Lane E4 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 4  
Lane E5 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 5  
Lane E6 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 6  



 

 
 
ภำพที่ 9 SDS-PAGE วิเคราะห์ purification ของ rOvCatF จากการ express ใน E. coli ภายใต้ Denature 
condition โดยใช้สี Coomassie blue ย้อม  

Lane M : Protein Maker  
Lane E7 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 7  
Lane E8 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 8  
Lane E9 : ล้าง Elution Buffer ครัง้ที่ 9 
Lane E10 : ล้าง Elution Buffer ครั้งที่ 10 
Lane FT : Flow-through  

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
ภำพที่ 10 SDS-PAGE วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของโปรตีน rOvCatF หลังจากใช้ Elution Buffer ล้างออกมา
จาก column โดยใช้สี Coomassie blue ย้อม  

Lane M : Protein Maker  
Lane NI : non induce with IPTG 
Lane I : induce with IPTG  
Lane rOvCatF : โปรตีน rOvCatF 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
กำรโคลนยีน Leucine aminopeptidase (OvLAP) 

ท าการเชื่อมยีน OvLAP ของพยาธิใบไม้ตับ Orpisthorchis viverini เข้ากับพลาสมิด pGEM-T easy 

vector (DNA ligation) แ ล้ ว น า พ ล า ส มิ ด เข้ า สู่ เ ซ ล ล์ ข อ ง  E.coli DH5α  ด้ ว ย วิ 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 LAP ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน าไปรันเจล 
agarose 1% ได้ผลดังนี้ 

 

ภำพที่ 11 

รูปที ่11 ผลกำรท ำ colony PCR clone ที่ 1-10 
จากผลการท า Colony PCR ข้างต้น พบว่าโคลนที่ 3, 4, 7, 8, 9 และ 10 เกิด band ขนาดประมาณ 

1,500 bp เมื่อเทียบกับ DNA ladder จึงคาดว่าโคลนที่ 3, 4, 7, 8, 9 และ 10 น่าจะมียีน OvLAP อยู่ จึงน า
โคลนดังกล่าวไปสกัดพลาสมิดและท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับเบสต่อไป 

 

 

 



 

 

กำรสกัดพลำสมิดและกำรหำล ำดับเบสของ clone ที่ 3, 4, 7, 8, 9 และ 10 
น าโคลนที่ 3, 4, 7, 8, 9 และ 10 มาเลี้ยงใน LB broth ที่มียา ampicillin ผสมอยู่ บ่มที่ 37 °C เขย่า

ตลอด เวลา เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดพลาสมิดแล้วส่งท า DNA sequencing เพ่ือหาล าดับ

เบสนิวคลีโอไทด์ ถัดมาได้น าผลการท า DNA sequencing มาแปลรหัสจากล าดับเบสนิวคลีโอไทด์เป็นกรดอะ

มิโน ได้ผลดังนี้ 

DNA:  ATGTCTGTGAGCCGTAGCGTCACTGGAGATTCGGGGGTGAACGCGCAAGAACAGGGCATT 

aa :  M  S  V  S  R  S  V  T  G  D  S  G  V  N  A  Q  E  Q  G  I 

 

DNA:  TGTGCCATAACAGTACCCATCAATGTGTGTAATCAGTTGAACTCCAGCGATCACGACTGT 

aa :  C  A  I  T  V  P  I  N  V  C  N  Q  L  N  S  S  D  H  D  C 

 

DNA:  CTTGTCCTGGTTACCGATGACGTATCCATCTTACCGGCCGAATTCGAACTGATTTCGCAG 

aa :  L  V  L  V  T  D  D  V  S  I  L  P  A  E  F  E  L  I  S  Q 

 

DNA:  TGCCTATCGGCGCAAAATAGTATTGTGCCCGAGTTTCATTCTGGGGTTCATTTAATCTAC 

aa :  C  L  S  A  Q  N  S  I  V  P  E  F  H  S  G  V  H  L  I  Y 

 

DNA:  TGCGAGTCCTTACCTTCCAAAAGAATAGTTCTCTCGTTTACAGGTTCGCTTGATCGTGAT 

aa :  C  E  S  L  P  S  K  R  I  V  L  S  F  T  G  S  L  D  R  D 

 

DNA:  TATGATGACATTCGGCGCGTTTCTGAGGCTGCCCGCGATGGGATTTCACATGCCTTGAAA 

aa :  Y  D  D  I  R  R  V  S  E  A  A  R  D  G  I  S  H  A  L  K 

 

DNA:  ATCGGATCCATAAGGCCTTTATTGGCTTTGACACCTTTGAAAGCTCTGGAGAAAATACGG 

aa :  I  G  S  I  R  P  L  L  A  L  T  P  L  K  A  L  E  K  I  R 

 

DNA:  GTCCTTCCCAGCTGGGCGAAGCCCGAGGCCTTGTGCCTATCCACTTTACTTGGTGCATTG 

aa :  V  L  P  S  W  A  K  P  E  A  L  C  L  S  T  L  L  G  A  L 

 

DNA:  CATGCACTCTATGTTCCGCTGGAGGTGCGAGAATTCGCATTGAGGCCAGTCAAGTCTGAC 

aa :  H  A  L  Y  V  P  L  E  V  R  E  F  A  L  R  P  V  K  S  D 

 

DNA:  TTACACAAGTCTGTCAAGCCATCCAAAGTGACTTCTCTCGGTTGGTTTCCTGGCACGTAT 

aa :  L  H  K  S  V  K  P  S  K  V  T  S  L  G  W  F  P  G  T  Y 

 

DNA:  ACAGTTGACCACACTCACCTGGTGCACATTGCCTGGTGTCTCGAGGAGGGCCGTCGCGTT 

aa :  T  V  D  H  T  H  L  V  H  I  A  W  C  L  E  E  G  R  R  V 

 

DNA:  TGCCGTGACATAGGTGGATCTGATCCTGAACGCATGTGTGCTAGCCGCATTGTTGATTAC 

aa :  C  R  D  I  G  G  S  D  P  E  R  M  C  A  S  R  I  V  D  Y 

 

DNA:  ATCAAGGCAGAGCTGAGTGATACTGGCGTTGTGGTTAAAACGGGTCCGGTGGATGCGACA 

aa :  I  K  A  E  L  S  D  T  G  V  V  V  K  T  G  P  V  D  A  T 

 

DNA:  CTCTATCCTCTGGCTGCTGCTGTAGATCGAGGCAGCAATGAACGTCACCGAGGAGCCATA 

aa :  L  Y  P  L  A  A  A  V  D  R  G  S  N  E  R  H  R  G  A  I 

 

DNA:  GTCCATCTGGAATATTCGGGACCATTAGCCGATGACCCAAATGGCTCAGAAGTTACCAAC 



 

aa :  V  H  L  E  Y  S  G  P  L  A  D  D  P  N  G  S  E  V  T  N 

 

 

DNA:  TTATTCCTGATCGGCAAGGGGATTGTTTATGATACAGGTGGTTCTGATTTGAAAGTCGGA 

aa :  L  F  L  I  G  K  G  I  V  Y  D  T  G  G  S  D  L  K  V  G 

 

DNA:  GGGATTATGGCCACAATGCACCGGGACAAGTGTGGAGCGGCTGCTGTTGTAGGATTTTTC 

aa :  G  I  M  A  T  M  H  R  D  K  C  G  A  A  A  V  V  G  F  F 

 

DNA:  AAAACAGCCGCGTTGTTGAAGCCTGAGAAACTAAGGCTTCACGGCAGCCTGGCAATTGTC 

aa :  K  T  A  A  L  L  K  P  E  K  L  R  L  H  G  S  L  A  I  V 

 

DNA:  CGGAACAGTATCGGTTCGAATGCTTACGTCAGCGATGAAATTATAACTTCGCGCGCTGGA 

aa :  R  N  S  I  G  S  N  A  Y  V  S  D  E  I  I  T  S  R  A  G 

 

DNA:  CTACGCGTACGCGTGAATAATACTGATGCTGAAGGTCGGATGGTCATGACGGATCTTCTA 

aa :  L  R  V  R  V  N  N  T  D  A  E  G  R  M  V  M  T  D  L  L 

 

DNA:  TGTGAAGCAAAGGAACAGGCACTTCAGGTGGTCAACCCGCATCTCATGACATTTGCAACT 

aa :  C  E  A  K  E  Q  A  L  Q  V  V  N  P  H  L  M  T  F  A  T 

 

DNA:  TTGACTGGGCATGTTGTATTGTCATACGGACCAAACTACACGGGAATAGTAGCTAACGGC 

aa :  L  T  G  H  V  V  L  S  Y  G  P  N  Y  T  G  I  V  A  N  G 

 

DNA:  CCTTCGCGCGTCATGGGAGCTGATCAGACCTTCCAAAGTTATGGCGAGCTGCTAGGCGAA 

aa :  P  S  R  V  M  G  A  D  Q  T  F  Q  S  Y  G  E  L  L  G  E 

 

DNA:  ATGCACGAGATATCAACACTTCGTCGTGAAGACTTTGACGCCCATAAAGCCCAAGAGGAG 

aa :  M  H  E  I  S  T  L  R  R  E  D  F  D  A  H  K  A  Q  E  E 

 

DNA:  TATGCAGACCTCATCAACGCGGCTCGTCCAGTTGGAGGAAAACGTGTTCGGGGACATCAA 

aa :  Y  A  D  L  I  N  A  A  R  P  V  G  G  K  R  V  R  G  H  Q 

 

DNA:  TCACCTGCTGCTTTTATGATAGTTGCATCTGGGTTAGATTCGCACATGACAAACGCGGAG 

aa :  S  P  A  A  F  M  I  V  A  S  G  L  D  S  H  M  T  N  A  E 

 

DNA:  AAACCGTTACCATACACGCACTTCGACATTGCTGGAAGTCAGGGTCCTTGTCCCGGTATA 

aa :  K  P  L  P  Y  T  H  F  D  I  A  G  S  Q  G  P  C  P  G  I 

 

DNA:  CCCACCGCTGTGCCGTTGTTGACGTTAGCGTCACGATACCTGCTTCAGGGCTTCTGGGAG 

aa :  P  T  A  V  P  L  L  T  L  A  S  R  Y  L  L  Q  G  F  W  E 

 

DNA:  GTGGTTTCCAAACTG 

aa :  V  V  S  K  L 

 

 

 

 



 

กำรเปรียบล ำดับกรดอะมิโน 
ล าดับต่อมาท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูลเพ่ือตรวจสอบดูความเหมือนกัน

ระหว่างโปนตีน OvLAP สังเคราะห์ขึ้นมากับโปรตีน LAP (GenBank: KX187340.1) ในพยาธิ Opisthorchis 

viverrini ได้ผลดังนี้ 

OvLAP           MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPINVCNQLNSSDHDCLVLVTDDVSILPAEFELISQ 

N5              MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPINVCNQLNSSDHDCLVLVTDDVSILPAEFELISQ 

N4              MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPINVCNQLNSSDHDCLVLITDDVSILPAEFELISQ 

N6              MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPINVCNQLNSSDHDCLVLVTDDVSILPAEFELISQ 

N2              MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPIDVCNQLNSSDHDCLVLVTDDVSILPAEFELISQ 

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

 

OvLAP           CLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPSKRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALK 

N5              CLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPSKRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALK 

N4              CLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPSKRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALK 

N6              CLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPSKRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALK 

N2              CLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPSKRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALK 

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

 

OvLAP           IGSIRPLLALTPLKALEKIRVLPSWAKPEALCLSTLLGALHALYVPLEVREFALRPVKSD 

N5              IGSIRPLLALTPLKALEKIRVLPSWAKPEALCLSTLLGALHALYVPLEVREFALRPVKSD 

N4              IGSIRPLLALTPLKALEKIRVLPSWAKPEALCLSTLLGALHALYVPLEVRELALRPVKSD 

N6              IGSLRPLLALTPLKALEKIRVLPSWAKPEALCLSTLLGALHALYVPLEVRELALRPVKSD 

N2              IGSLRPLLALTPLKALEKIRVLPSWAKPEALCLSTLLGALHALYVPLEVRELALRPVKSD 

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

 

OvLAP           LHKSVKPSKVTSLGWFPGTYTVDHTHLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDY 

N5              LHKSVKPSKVTSLGWFPGTYTVDHTHLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDY 

N4              LHKSVKPSKVTSLGWFPGTYTVDHTHLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDY 

N6              LHKSVKPSKVTSLGWFPGTYTVDHTHLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDY 

N2              LHKSVKPSKVTSLGWFPGTYTVDHTHLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPGRMCASRIVDY 

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

 

OvLAP           IKAELSDTGVVVKTGPVEATLYPLAAAVDRGSNERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTN 

N5              IKAELSDTGVVVKTGPVDATLYPLAAAVDRGSNERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTN 

N4              IKAELSDTGVVVKTGPVDATLYPLAAAVDRGSNERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTN 

N6              IKAELSDTGVVVKTGPVDATLYPLAAAVDRGSNERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTN 

N2              IKAELSDTGVVVKTGPVDATLYPLAAAVDRGSNERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTN 

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

 

OvLAP           LFLIGKGIVYDTGGSDLKVGGIMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPEKLRLHGSLAIV 

N5              LFLIGKGIVYDTGGSDLKVGGIMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPEKLRLHGSLAIV 

N4              LFLIGKGIVYDTGGSDSKVGGIMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPEKLRLHGSLTIV 

N6              LFLIGKGIVYDTGGSDLKVGGIMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPGKLRLHGSLAIV 

N2              LFLIGKGIVYDTGGSDLKVGGIMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLRPEKLRLHGSLAIV 

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

 

OvLAP           RNSIGSNAYVSDEIITSRAGLRVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFAT 

N5              RNSIGSNAYVSDEIITSRAGLRVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFAT 

N4              RNSIGSNAYVSDEIITSRAGLRVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFAT 

N6              RNSIGSNAYVSDEIITSRAGLRVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFAT 

N2              RNSIGSNAYVSDEIITSRAGLRVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFAT 

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

 

OvLAP           LTGHVVLSYGPNYTGIVANGPSRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDAHKAQEE 

N5              LTGHVVLSYGPNYTGIVANGPSRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDAHKAQEE 

N4              LTGHVVLSYGPNYTGIVANGPSRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDAHKAQEE 

N6              LTGHVVLSYGPNYTGIVANGPSRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDALKAQEE 

N2              LTGHVVLSYGPNYTGIVANGPSRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFGAHKAQEE 

                ****************************************************.* ***** 

 

 

 



 

OvLAP           YADLINAARPVGGKRVRGHQSPAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGI 

N5              YADLINAARPVGGKRVRGHQSPAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGI 

N4              YADLINAARPVGGKRVRGHQSPAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGI 

N6              YADLINAARPVGGKRVRGHQSPAASMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTYFDIAGSQGPCPGI 

N2              YADLINAARPVGGKRVRGHQSPAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGI 

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

 

OvLAP           PTAVPLLTLASRYLLQGFWEVVSKL 

N5              PTAVPLLTLASRYLLQGFWEVVSKL 

N4              PTAVPLLTLASRYLLQGFWEVVSKL 

N6              PTAVPLLTLASRYLLQGFWEVVSKL 

N2              PTAVPLLTLASRYLLQGFWEVVSKL 

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

 

จากผลการเปรียบเทียบทั้ง 4 โคลน พบว่าโคลนที่  5 (N5) มีล าดับอะมิโนตรงกับโปรตีน LAP 

(GenBank: KX187340.1) ท าให้โคลนที่ 5 มีความเหมาะสมส าหรับน าไปสังเคราะหโ์ปรตีนในขั้นตอนถัดต่อไป 

กำรตรวจสอบ Signal peptide 
 

 
 

ท าการตรวจสอบ Signal peptide ผ่านเว็บไซต์ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ จาก

การท านาย Signal peptide ในโปรตีนสังเคราะห์  OvLAP พบว่าไม่มีส่วนใดของโปรตีนที่ เป็น Signal 

peptide จึงเหมาะกับการสังเคราะห์โปรตีน OvLAP ในแบคทีเรีย 

 

 



 

กำรเปรียบเทียบล ำดับอะมิโนของ Leucine aminopeptidase ของ  Opisthorchis viverrini กับ 

species อ่ืน                                                                                       

OvLAP                     --------------------------------MSVSRSVTGDSGVNAQEQGICAITVPIN 

CsLAP_RJW68263            TPFFACALRANGSRRTARTKPARETWAKASIFCFKPRSVTGDLGMNAQDQGICAKTVPIS 

PwLAP_ABL96626.2          --------------------------------------------------MEHLPTTAVT 

FgLAP_ACS94976.1          ------------------------------------------------------MAALAV 

FhLAP_AAV59016            ------------------------------------------------------MAALAV 

SmLAP_XP_002574445.1      --------------------------------------------------MSTSVVTPVF 

SjLAP_AFN58250            ----------------------------------------------------MSLVTPAF 

HsLAP_AAD17527            --------------------------------------MFLLPLPAAGRVVVRRLAVVRS 

MmLAP_AAK13495            --------------------------------------MYLLPLPAAARVALRRLGVRGL 

BtLAP_AAB28170            -----------------------------------------MPPPGSPWPSERQPAPRTL 

                                                                                       

OvLAP                     VCNQLNSSDHDCLVLVTDDVSILPAEFELISQCLSAQNSIVPEFHSGVHLIYCESLPS-- 

CsLAP_RJW68263            VCSQLNSSDHDCLVLVADDVSILPTEFELISQCLSAQNSIVSEFHSGIHVIYCESLPS-- 

PwLAP_ABL96626.2          LSSDLSTAECDSVVLVLEDVNVLSENFSPISSTLNCWNKSFSKLNSGVHVIYCEELPS-- 

FgLAP_ACS94976.1          GVSDLSDKRFDVVIFINDDADEGCAKDAAVYEALKSFSKINPHLGSELSIVPFPAHPS-- 

FhLAP_AAV59016            GVSDLSDKRFDVVIFINDDADEGCAKDAAVYEALKSFSKINPNLGSELSIVPFPAHPS-- 

SmLAP_XP_002574445.1      PVSCLTDPSYDAVLLLNDDIEHLPRDLQLAYKPLKEFSEVNPKFSDEVSVIPFPEHPS-- 

SjLAP_AFN58250            PVFNLVDSAYDAVLLLDDDVEHLPNALQLALNALKEFSEVNPKFSDEVSIIPFPQHPS-- 

HsLAP_AAD17527            GSRSLSTADMTKGLVLGIYSKEKEDDVPQFTSAGENFDKLLAGKLRETLNISGPPLKAGK 

MmLAP_AAK13495            WDRGLSTADMTKGLVLGIYAKDKDDDLPQFTSAGESFNKLVSGKLREMLNISGPPLKAGK 

BtLAP_AAB28170            AG---GCSDMTKGLVLGIYSKEKEEDEPQFTSAGENFNKLVSGKLREILNISGPSLKAGK 

                                       :.:    .          .  .  ..  .        :      :   

OvLAP                     KRIVLSFTGSLDRDYDDIRRVSEAARDGISHALKIGSIRPLLALTPLKALEKIRVLPSWA 

CsLAP_RJW68263            KRIVLSFTGSLDRDYDDTRRVSEAARDGISHAFKIGSIRPLLALAPLKALEKIRILPSWA 

PwLAP_ABL96626.2          HTLVVSFTGALDRDFDDIRRITDASKDGIAQALKAGSTKPMLALAPFKTASKLRCS--WT 

FgLAP_ACS94976.1          GRLIYSPTGALNTDTADIRNVYDAACAGVKRALSMGCHAPLLYLG---SLRSASFGFEWM 

FhLAP_AAV59016            GRLIYSPTGALNTDTADIRNVYDAACAGVKRALSMGCHAPLLYLG---SLRSASFGFEWM 

SmLAP_XP_002574445.1      KRLIFSPTGRLNTDEADIRNVYDAAVNGMLKLLKIGCKSPLLCCG---SFISAPKDFQWC 

SjLAP_AFN58250            KRLIFSPTGQLNTDEADIRNVYDAAVNGMLKLLKIGCKSPLLCCG---SFVSAPKDAQWS 

HsLAP_AAD17527            TRTFYGLHQDFPSVVLVGLGKKAAGIDEQENWHEGKENIRAAVAAGCRQIQDLELSSVEV 

MmLAP_AAK13495            TRTFYGLHQDFPSVVVVGLGKRSAGVDDQENWHEGKENIRAAVAAGCRQVQDLELPSVEV 

BtLAP_AAB28170            TRTFYGLHEDFPSVVVVGLGKKTAGIDEQENWHEGKENIRAAVAAGCRQIQDLEIPSVEV 

                             . .    :            *.     .  .                 .         

OvLAP                     KPEALCLSTLLGALHALYVPLEVREFALRPVKSDLHKSVKPSKVTSLGWFPG-TYTVDHT 

CsLAP_RJW68263            KPEALCLSTLLGALHALYVPLEVREFTLRPVKSDLHKSVKPSKVTSLGWFPG-TYTVDHA 

PwLAP_ABL96626.2          DPKSLCLAALLSALHELYEPLEVREFSMLPRTAELTKSIKASKVDSLFWFSGSHYAVDHS 

FgLAP_ACS94976.1          QRKHLLLNALLGAYHALYLPLEVREMRPTTGLKAQHLGVKEDTKGSD------------E 

FhLAP_AAV59016            QRKHLLLNALLGAYHALYLPLEVREMRPTTGLKAQHLGVKEDTKGSD------------E 

SmLAP_XP_002574445.1      ERNCLLLNAILGAYHVLYTPLEVREMLPNKFPKAIRFGVMEADNS--------------- 

SjLAP_AFN58250            ERNCLLLNAVLGAYHALYTPLEVREMLPEKFPKAIRFGVMEANDS--------------- 

HsLAP_AAD17527            DPCGDAQAAAEGAVLGLYEYDDLKQKKKMAVSAKLYGSGDQ------------------- 

MmLAP_AAK13495            DPCGDAQAAAEGAVLGLYEYDDLKQKKKVAVSAKLHGSGDL------------------- 

BtLAP_AAB28170            DPCGDAQAAAEGAVLGLYEYDDLKQKRKVVVSAKLHGSEDQ------------------- 

                          .       :  .*   **   ::::            .                       

OvLAP                     HLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDYIKAELS-DTGVVVKTGPVDATLYPL 

CsLAP_RJW68263            HLVHIAWCLEEGRRVCRDIGGSDPERMCASRIVDYIKAELS-DTGVVVETGPVDAILYPL 

PwLAP_ABL96626.2          KLIHVAWCLEEGRRVARDIGGSDPERMRASHIVDYLKAEFA-DSGVTFRSGPVDAKLYPL 

FgLAP_ACS94976.1          LVLRLAMALEEGRWLARDIGGSDPERMAAPRIVDYLKTSLSGLKGITMSVEKVDIQKYPL 

FhLAP_AAV59016            LVLRLAMALEEGRWLARDIGGSDPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPL 

SmLAP_XP_002574445.1      -LLNIANAIEEGRTLARDIGGSDPERMAAPKIAEYLQNALNGLKGVTVTVDKVDAKKYPL 

SjLAP_AFN58250            -LLNIAKAIEEGRTLARDIGGSDPERMAAPKIAEYLKNALDGLTGVTITINKVDAKKYPL 

HsLAP_AAD17527            EAWQKGVLFASGQNLARQLMETPANEMTPTRFAEIIEKNLKSASSKTEVHIRPKSWIEEQ 

MmLAP_AAK13495            EAWEKGVLFASGQNLARHLMESPANEMTPTRFAEIIEKNLKSASSKTKVHIRPKSWIEEQ 

BtLAP_AAB28170            EAWQRGVLFASGQNLARRLMETPANEMTPTKFAEIVEENLKSASIKTDVFIRPKSWIEEQ 

                             . .  : .*: :.* :  : .:.* ..::.: ::  :   .  .      .       

 

OvLAP                     AAAVDRGS--NERHRGAIVHLEYSGPLADDPNGSEVTNLFLIGKGIVYDTGGSDLKVGRG 

CsLAP_RJW68263            AAVVDRGS--NERHRGAIVHLEYSGPLAGDPNDSEVTNLFLIGKGIVYDTGGSDLKVG-G 

PwLAP_ABL96626.2          AAVVDRGS--NDSRRESIVHLEYRGSVDKNMKDTDVTDLFLIGKGIIYDTGGSDLKVG-G 

FgLAP_ACS94976.1          MAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYEPPNPTE----VDTTLYLIGKGITYDTGGADIKAN-G 

FhLAP_AAV59016            MAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYEPPNPTE----VDTTLYLIGKGITYDTGGADIKAN-G 

SmLAP_XP_002574445.1      MAAVNRAASVVPRHDGRVVHVDYKPSNSKE----IDTSLFLVGKGITFDTGGADVKAG-G 

SjLAP_AFN58250            MAAVNRAASVVPRHDGRVVHIDYKPSSSKE----IDTSLFLVGKGITFDTGGADVKAG-G 

HsLAP_AAD17527            AMGSFLSVAKGSDEPPVFLEIHYKGSPNAN-----EPPLVFVGKGITFDSGGISIKAS-A 

MmLAP_AAK13495            EMGSFLSVAKGSEEPPVFLEIHYMGSPNAT-----EAPLVFVGKGITFDSGGISIKAS-A 

BtLAP_AAB28170            EMGSFLSVAKGSEEPPVFLEIHYKGSPNAS-----EPPLVFVGKGITFDSGGISIKAA-A 

                                .      .   .:.:.*  .          . * ::**** :*:** .:*.  . 

OvLAP                     IMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPEKLRLHGSLAIVRNSIGSNAYVSDEIITSRAGL 

CsLAP_RJW68263            IMATMHRDKCGAAAVVGFFKTAALLKPEKLKLHGGLAIVRNSIGSNAYVSDEIITSRAGL 

PwLAP_ABL96626.2          IMATMHRDKCGAAAVAGFFKSTSLLKPKNLNLHGSLALVRNSIGSSAYVSDEIITSRAGI 



 

FgLAP_ACS94976.1          VMAGMHRDKCGAAAIAGLFKTLGQLQPPGLSVSAALAFVRNSVGADSYVADEILVARSGQ 

FhLAP_AAV59016            VMAGMHRDKCGAAAIAGLFKTLGELQPPGLSVSAALAFVRNSVGADSYVADEILVARSGQ 

SmLAP_XP_002574445.1      IMAGMHRDKCGAAAIAGLMKTIGLLQPDGISVSAGLAFVRNSIGSESYVADEIIIARSGQ 

SjLAP_AFN58250            IMAGMHRDKCGAAAIAGLMKTIGLLQPTGLSVSAALAFVRNSVGEESYVADEIIIARSGQ 

HsLAP_AAD17527            NMDLMRADMGGAATICSAIVSAAKLNLP-INIIGLAPLCENMPSGKANKPGDVVRAKNGK 

MmLAP_AAK13495            NMDLMRADMGGAATICSAIVSAAKLNLP-INIIGLAPLCENMPSGKANKPGDVVRARNGK 

BtLAP_AAB28170            NMDLMRADMGGAATICSAIVSAAKLDLP-INIVGLAPLCENMPSGKANKPGDVVRARNGK 

                           *  *: *  ***:: . : : . *.   : : .  .: .*  . .:  ..::: :: *  

OvLAP                     RVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFATLTGHVVLSYGPNYTGIVANGP 

CsLAP_RJW68263            RVRVNNTDAEGRMVMTDLLCEAKEQALQVVNPHLMTFATLTGHVVLSYGPNYTGIVANGP 

PwLAP_ABL96626.2          RVRVNNTDAEGRMVMTYLLCEAKEQASRLPKAFLMTFATLTGHVVLSYGPNYTGLVCNGP 

FgLAP_ACS94976.1          RIRVGNTDAEGRMVMTDLLCEAKEKAINATNPFLFTIATLTGHVVRAY-KHYTAVMDNGP 

FhLAP_AAV59016            RIRVGNTDAEGRMVMTDLLCEAKEKAINATNPFLFTIATLTGHVVRAY-KHYTAVMDNGP 

SmLAP_XP_002574445.1      RVRIGNTDAEGRMVMADLLCEAKEKALTTKNPFIFTIATLTGHAIRAY-KHFTAVMDNGP 

SjLAP_AFN58250            RVRIGNTDAEGGTVMADLLCEAKEKALTAKNPFLFTVATLTGHVIRAY-KNYTSGYG--- 

HsLAP_AAD17527            TIQVDNTDAEGRLILADALCYAHTFNP----KVILNAATLTGAMDVALGSGATGVFTNSS 

MmLAP_AAK13495            TIQVDNTDAEGRLILADALCYAHTFNP----KVIINAATLTGAMDVALGSGATGVFTNSS 

BtLAP_AAB28170            TIQVDNTDAEGRLILADALCYAHTFNP----KVIINAATLTGAMDIALGSGATGVFTNSS 

                           :::.******  :::  ** *:          ::. *****    :     *.       

OvLAP                     SRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDAHKAQEEYADLINAARPVGGKRVRGHQS 

CsLAP_RJW68263            SRVMGADQTFQSYGELLGEMHEISTLRREDFDAHKAQEEYADLINSARPVGGKRVRGHQS 

PwLAP_ABL96626.2          ARLLKMDHIFQQSGELLGEMSEISTLRREDYEAHKAHEPYADLLNSARPVGGKRVRGHQS 

FgLAP_ACS94976.1          ARIHRVSQSLQEAGDRISDMAEISTVRKEDYEFNRGKTEYEDILQCNNLPSSATPRGHQI 

FhLAP_AAV59016            PRIHRVSQSLQEAGDRISDMAEISTVRKEDYEFNRGKTEYEDTLQCNNLPSSATPRGHQI 

SmLAP_XP_002574445.1      ARVKKVSYELQNSGDLISDIAEISTIRKEDYAMNKAKSEYEDLLQCNNLASSATPRGHQM 

SjLAP_AFN58250            ------------------------------------------------------------ 

HsLAP_AAD17527            WLWNKLFEASIETGDRVWRMPLFEHYTR-----QVVDCQLADVNNIGKYRSAGACTAAAF 

MmLAP_AAK13495            WLWNKLFEASVETGDRVWRMPLFEHYTR-----QVIDCQLADVNNLGKYRSAGACTAAAF 

BtLAP_AAB28170            WLWNKLFEASIETGDRVWRMPLFEHYTR-----QVIDCQLADVNNIGKYRSAGACTAAAF 

                                                                                       

OvLAP                     PAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGIPTAVPLLTLASRYLLQGFWEV 

CsLAP_RJW68263            PAAFMIVASGLDSHMTNAEKPLPYTHFDIAGSQGPCPGIPTAVPLLTLASRYLLQGFWEE 

PwLAP_ABL96626.2          PAAFMIVASGLDSHMCNSEKPLPYTHFDIAGSQGTCPGIPTAAPLLTLASQYLLGDYWQE 

FgLAP_ACS94976.1          PAAFMALASGLDKHGLGSAKPIPYTHVDVAGSAAEIHVLPTAAPLLMFASRYVLPRLGFK 

FhLAP_AAV59016            PAAFMALASGLDKHGLGSAKPIPYTHVDVAGSATEIHVLPTAAPLLMFASRYVLPRLGFK 

SmLAP_XP_002574445.1      PAAFLVVASGLDKHGLDAKVRIPYTHVDVAGSAGDINVTPTAAPLLMFARKYILPRLSFK 

SjLAP_AFN58250            ------------------------------------------------------------ 

HsLAP_AAD17527            LKEFVTHP--------------KWAHLDIAGVMTNKDEVPYLRKGMTGRPTRTLIEFLLR 

MmLAP_AAK13495            LREFVTHT--------------KWAHLDIAGVMTNKDEIPYLRKGMSGRPTRTLIEFLLR 

BtLAP_AAB28170            LKEFVTHP--------------KWAHLDIAGVMTNKDEVPYLRKGMAGRPTRTLIEFLFR 

                                                                                       

OvLAP                     VSKLNH 

CsLAP_RJW68263            VSKL-- 

PwLAP_ABL96626.2          LLKVRL 

FgLAP_ACS94976.1          ------ 

FhLAP_AAV59016            ------ 

SmLAP_XP_002574445.1      ------ 

SjLAP_AFN58250            ------ 

HsLAP_AAD17527            FSQDNA 

MmLAP_AAK13495            FSKDSS 

BtLAP_AAB28170            FSQDSA 

   : catalytic site             : metal binding site 

ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของโปรตีน OvLAP กบัสิง่มชีวีิตสปีชสี์ชนิดอื่นอื่น โดย

เป รี ย บ เที ย บ กั บ  C. sinensis (CsLAP; RJW68263), P. westermani (PwLAP; ABL96626.2), F. 

gigantica (FgLAP; ACS94976.1), F. hepatica (FhLAP; AAV59016), S. mansoni (SmLAP; 

XP_002574445.1), S. japonicum (SjLAP; AFN58250), H. sapiens (HsLAP; AAD17527), M. 

musculus (MmLAP; AAK13495) และ B. taurus (BtLAP; AAB28170) โดยต าแหน่งของกรดอะมิโนที่

เป็นลักษณะส าคัญของโปรตีนชนิดนี้ ได้แก่ ต าแหน่งของ catalytic site คือบริเวณ NTDAEGRL 

นอกจากนี้พบ metal binding site ของโปรตีน OvLAP คือบรเิวณต าแหน่งอนุรกัษ์ของกรดอะมิโน 

VGKG 



 

 O. viverrini C. sinensis P. westermani S. japonicum F. gigantica F. hepatica S. mansoni M. musculus B. Taurus H. sapiens 

O. viverrini 1          

C. sinensis 0.937 1         

P. westermani 0.659 0.672 1        

S. japonicum 0.417 0.412 0.659 1       

F. gigantica 0.415 0.413 0.363 0.633 1      

F. hepatica 0.413 0.411 0.361 0.631 0.987 1     

S. mansoni 0.411 0.413 0.419 0.869 0.660 0.656 1    

M. musculus 0.146 0.152 0.145 0.171 0.156 0.156 0.158 1   

B. Taurus 0.144 0.154 0.150 0.171 0.154 0.154 0.160 0.869 1  

H. sapiens 0.139 0.156 0.150 0.173 0.154 0.156 0.156 0.902 0.881 1 

 

รูปที่ 12 ตารางแสดงความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน LAP



 

กำรศึกษำควำมใกล้ชิดของโปรตีน LAP จำกพยำธิใบไม้ตับ O. viverrini กับสิ่งมีชีวิตชนิดต่ำงๆ ด้วย

แผนภำพต้นไม้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13. แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) แสดงความสัมพันธ์ของโปรตีน LAP ระหว่าง O. viverrini, R. 
norvegicus (AAH79381.1), M. musculus (AAK13495), H. sapiens (AAD17527), B. taurus 
(AAB28170), B. taurus (NP776523), X. tropicalis (NP_001011124), R. prowazekii (AAA26388), A. 
thaliane (CAA45040), S. lycopersicum (AAC49456), P. falciparum (AAN37052.1), P. ovale 
(SBT43730), P. vivax (XP_001615930.1), P. malariae (SBS88844.1), L. major (AAL16097.1), L. 
amazonensis (AAL16095.1), D. melanogaster (NP_650318), A. gambiae (XP_311764), C. 
sinensis (RJW68263), P. westermani (ABL96626.2), S. mansoni (XP_002574445.1), S. 
japonicum (AFN58250), F. gigantica (ACS94976.1) และ  F. hepatica (AAV59016) พบว่า โป รตีน 
LAP จากพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini มีความใกล้ชิดกับพยาธิใบไม้ตับชนิด C. sinensis 
 



 

จากแผนภาพ Phylogenetic tree พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน OvLAP ที่สังเคราะห์
ขึน้มามคีวามใกลช้ดิกบักลุ่มพยาธ ิC.sinensis กบั P.westermani 
 
กำรแสดงออกของโปรตีน rOvLAP 
Time Course  

หลังจากใส่ IPTG เพ่ือ induce ให้เกิดการ express ของโปรตีน แล้วเก็บเซลล์ทุกชั่วโมงเพ่ือน ามา

วิเคราะห์ SDS-PAGE พบว่า ในชั่วโมงที่ 0 ยังไม่เกิดการ expression ของโปรตีน โดยจากรูปจะเห็นว่าโปรตีน

ที่ต้องการจะเริ่ม expression ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 1 เป็นต้นไป เพ่ิมขึ้นตามลาดับในชั่วโมงที่ 2 และ 3 ซึ่งมีการ 

expression ของโปรตีนมากที่สุด เมื่อเวลาผ่านไปในชั่วโมงที่ 2 และ 3 จะเห็นว่า โปรตีนมีการ expression 

คงท่ี (ภาพท่ี 14) 

 
 
รูปที่  14 SDS-PAGE วิ เคราะห์การถูก induce ของโปรตีน  rOvLAP ที่ เวลาต่ างๆ กัน  โดยใช้สี ย้อม 
Coomassie blue  

Lane M : Protein Maker  
Lane NI : Non-induce 
Lane H0 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 0  
Lane H1 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 1  
Lane H2 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 2  
Lane H3 : หลังจากใส่ IPTG .ในชั่วโมงท่ี 3  



 

Purification  
ในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของรีคอมบริแนนท์โปรตีนนั้น ท าโดยการล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการออกด้วย

การใช้ Wash Buffer  
Elution หลังจากล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการออกจาก column แล้ว จึงใช้ Elution Buffer ล้างโปรตีนที่

ต้องการ ออกมา โปรตีนจะเริ่มออกมาตั้งแต่ E1 ออกมามากที่สุดที่ E3 แล้วเริ่มน้องลงที่ E4, E5, E6, E7, E8, 
E9 และ E10 ตามลาดับ เมื่อได้โปรตีนออกมาแล้วน ามาวิเคราะห์ต่อด้วย SDS-PAGE พบว่าโปรตีนที่ได้เป็น
โปรตีน rOvCatF เพียงชนิดเดียว ปราศจากโปรตีนอื่นๆ เจือปน (ภาพที่ 15) 
 

 
 
ภำพที่ 15 SDS-PAGE วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของโปรตีน rOvLAP หลังจากใช้ Elution Buffer ล้างออกมา
จาก column โดยใช้สี Coomassie blue ย้อม  

Lane M : Protein Maker 
Lane NI : non induce with IPTG 
Lane I : induce with IPTG  
Lane rOvLAP : โปรตีน rOvLAP 



 

ปฏิกริยำข้ำม (cross reaction)  
3.2 ผลกำรศึกษำคุณลักษณะของโปรตีนโดยวิธี Immunoblot  

น าโปรตีน SOD ที่สกัดได้จากพยาธิตัวเต็มวัยมาวิเคราะห์โดยวิธี SDS-PAGE และ ทดสอบการท า
ปฏิกิริยากับ anti-FgSOD โดยวิธี immunoblotting พบว่า anti-FgSOD แสดงผลบวก (positive band) ที่
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 17.5 กิโลดาลตัน ดังรูป  

 

 
รูปที่  16 แสดงผล  cross-reaction ของ anti- FgSOD กับ  โป รตี น  SOD ที่ สกั ด จากพยาธิ 

O.viverrini ระยะตัวเต็มวัย โดยวิธี immunoblot พบว่า lane1 และ lane 2 ปรากฏ positive band ที่
น้ าหนักโมเลกุล 17.5 กิโลดาลตัน โดยมี marker band อยู่ทางดา้ยซ้ายมือ 
 
ผลกำรศึกษำกำรแสดงออกของโปรตีน SOD โดยวิธี Immunohistochemistry  

กระตุ้นการสร้างแอนติบอดีต่อ FgSOD ในกระต่าย และน าไปทดลองการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดี
และแอนติเจนในเนื้อเยื่อพยาธิ O. viverrini ระยะ adult ด้วยวิธี immunohistochemistry พบว่าโปรตีน 
SOD มีการแสดงออกท่ีบริเวณไข่และอัณฑะ แต่ไม่มีการแสดงออกท่ีต าแหน่งอ่ืนของพยาธิ ดังรูป 



 

 
รูปที่  17 แสดงการแสดงออกของโป รตี น  SOD  ในพยาธิ ระยะตั ว เต็ ม วั ย  ย้ อมด้ วย วิ ธี 

immunohistochemistry (A) พยาธิระยะตัวเต็มวัยแสดงผล positive ที่บริเวณไข่ (Eg) และอัณฑะ (Ti) (B-
C) ภาพก าลังขยายสูงของพยาธิแสดงผล positive บริเวณไข่ (Eg) และอัณฑะ (Ti)  (D-F) ภาพก าลังขยายสูง
ของพยาธิแสดงผล negative บริเวณทางเดินอาหาร (Gu) , vittelline gland (Vi) และ tegument (Te) 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

กำรแสดงออกของโปรตีนที่จ ำเพำะต่อ O. viverrini ด้วยวิธี ELISA  
 การศึกษาปริมาณการแสดงออกของโปรตีนที่จ าเพาะต่อ O. viverrini ด้วยวิธี ELISA พบว่า มี
ความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อโปรตีนของพยาธิ O. viverrini ในระยะ adult ที่แตกต่างกัน โดยพบว่า rabbit 
Anti-Excretory secretory มีความจ าเพาะต่อโปรตีนจากพยาธิ O. viverrini สูงที่สุด และ LIH, SOD, SAP-2 
ตามล าดับ  

 
รูปที ่18 กราฟแสดงการแสดงออกของโปรตีน O. viverrini ด้วยวิธี ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กำรแสดงออกของโปรตีน Excretory secretory ทีจ่ ำเพำะต่อ antibody ของโปรตีน Excretory 
secretory จำก F. gigantica ด้วยวิธี western blot 
 การศึกษาความจ าเพาะของแอนติบอดีทีจ่ าเพาะต่อโปรตีน Excretory secretory ของ F. gigantica 
ต่อโปรตีน Excretory secretory จาก O. viverrini ทีด่้วยวิธี western analysis พบว่า มีการแสดงออกของ
โปรตีน Excretory secretory โดยจับกับโปรตีน ที่ขนาดประมาณ 25-250 kDa  

รูปที่ 19 แสดง marker protein (A) เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน Excretory secretory โดยวิธี western 
blot (B) 
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กำรแสดงออกของโปรตีน Excretory secretory ที่จ ำเพำะต่อ antibody ของโปรตีน Excretory 
secretory จำก F. gigantica ในบริเวณ Bladder, Gut, Eggs, Ovum และ Uterus ในวิธี 
Immunohistochemistry 
 การศึกษาโปรตีน Excretory secretory จากพยาธิ O. viverrini ที่จ าเพาะต่อ F. gigantica ด้วยวิธี 
Immunohistochemistry พบว่า มีการแสดงออกของโปรตีน Excretory secretory ที่จ าเพาะในบริเวณ 
Bladder, Gut, Eggs, Ovum และ Uterus 

 
 

A B 

รูปที่ 20 แสดงแสดงออกของโปรตีน ES ในเนื้อเยื่อพยาธิ O. viverrini ที่บริเวณ B = Bladder ด้วยการย้อม 
Immunohistochemistry ทีก่ าลังขยาย 400 เท่า (A) ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า (B) 

A B 

รูปที ่ 21 แสดงแสดงออกของโปรตีน ES ในเนื้อเยือ่พยาธิ O. viverrini ที่บริเวณ G = Gut ด้วยการย้อม 
Immunohistochemistry ทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า (A) ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า (B) 

G 
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รูปที่ 22  แสดงแสดงออกของโปรตีน ES ในเนื้อเยื่อพยาธิ O. viverrini ที่บริเวณ E = Eggs,      O = Ovum 
และ U = Uterus ด้วยการย้อม Immunohistochemistry ที่ก าลังขยาย 400 เท่า (A) ที่ก าลังขยาย 1000 
เท่า (B) 
 
 
ศึกษำกำรแสดงออกโปรตีน Rabbit infected resum (IRS) ใน O. viverrini 

จากการศึกษาพบว่ามีการแสดงออกของ Rabbit infected resum (IRS) มีค่า OD = 0.805 (ภาพที่ 
22) และจากการท า western blotting พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน IRS ต่อ O. viverrini โดยแสดงผล 
positive band ที่ MW 72 - 95 kDa (ภาพท่ี 23) 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 23 การแสดงออกของ Rabbit infected resum (IRS) ด้วยวิธี ELISA มีค่า OD = 0.805 
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รูปที ่24 แสดงการวิเคราะห์ western blotting ของโปรตีน IRS ที่ท าปฏิกิริยากับ O. viverrini พบว่าเกิด 
positive band ที่ MW 72-95 kDa เมื่อเทียบกับ MW marker ทางด้านซ้ายมือ 
 
 
กำรศึกษำ Cross reaction ของโปรตีน IRS ที่ระยะตัวเต็มวัยของพยำธิใบไม้ตับ O. Viverrini ในเนื้อเยื่อ
ตับ ด้วยวิธี Immunohistochemistry staining 

จากการศึกษาต าแหน่งของโปรตีน IRS โดยใช้สไลด์ O. Viverrini ระยะตัวเต็มวัย ที่ลงโปรตีน IRS, 
Goat anti-rabbit antibody conjugated with HRP และ DAB แสดงให้เห็นต าแหน่งของโปรตีน IRS ซึ่งมี
การแสดงออกบริเวณทางเดินอาหาร (Ca) อัณฑะ (Ti) และไข่ (Eg) ส่วนบริเวณ vitelline gland (Vi) ไมมี่การ
แสดงออกของโปรตีน IRS จึงก าหนดเป็น negative control (รูปที่ 25) 

 



 

  

  

  
 
รูปที่ 25 แสดงบริเวณการเกิด cross reaction ของ IRS ในตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ด้วยวิธี 
Immunohistochemistry staining 
ภาพ A แสดง Vitelline gland (Vi) ที่ใช้เป็น Negative ก าลังขยาย 40X 
ภาพ B แสดง cross section ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ ที่ก าลังขยาย 40X 
ภาพ C แสดง cross section ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ ทีก่ าลังขยาย 40X 
ภาพ D แสดง cross section ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ ที่ก าลังขยาย 100X 
ภาพ E แสดง cross section ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ ที่ก าลังขยาย 100X                                                                                                         
ภาพ F แสดง cross section ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ ที่ก าลังขยาย 40X 

 



 

สรุปผลกำรวิจัย 
การศึกษาในครั้งนี้ ได้ท าการสังเคราะห์ยีนและรีคอมบิแนนท์โปรตีน cathepsinF (rOvCatF) และ 

leucine aminopeptidase (rOvLAP) ของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ซ่ึงสังเคราะห์ด้วยวิธีโคลน
นิ่งด้วยพีซีอาร์ (PCR) จาก cDNA ของพยาธิใบไม้ตับระยะตัวเต็มวัย พบว่ายีน OvCatF และ OvLAP มีความ
ใกล้เคียงกบัพยาธิใบไม้ตับ Clonorchis sinensis มากที่สุด หลังจากนั้นได้ท าการสังเคราะห์โปรตีนใน
แบคทีเรีย (Escherichia coli) BL21 (DE3) พบว่าจากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
OvCatF และ OvLAP มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 35 และ 61 กิโลดาลตัล ตามล าดับ  

จากการแสดงออกของโปรตีน SOD ในพยาธิ  O. viverrini  ระยะตัวเต็มวัยด้วยแอนติบอดีต่อ 
Fasciola gigantica cytosolic SOD (FgSOD) โดยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
พบว่าให้ผล positive ต่อโปรตีน whole body ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในระยะตัวเต็มวัย โดยมีค่า 
OD เท่ากับ 0.733 จากนั้นท า western blotting analysis พบว่าแอนติบอดีมีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 17.5 กิโลดาลตัน ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของโปรตีน SOD และเมื่อน ามาย้อมด้วยวิธี 
immunohistochemistry พบว่ามีการแสดงออกที่บริเวณไข่และอัณฑะ การศึกษานี้ได้ท าการศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีนในกลุ่ม excretory secretory antigens ในพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ซึ่งโปรตีนใน
กลุม่ Excretory secretory เป็นโปรตีนที่พยาธิสร้างและคัดหลั่งเข้าสู่ร่างกายของโฮสต์ จากการศึกษาแสดงให้
เห็นว่า แอนติบอดีของกระต่ายต่อ excretory secretory ของ F. gigantica และ rabbit infected resum 
(IRS) สามารถจับกับโปรตีน excretory secretory ของ O. viverrini ได้อย่างจ าเพาะ จากการศึกษาด้วยวิธี 
western blotting analysis และจากการศึกษาด้วยวิธี  immunohistochemistry ชี้ ให้ เห็นว่า มีการ
แสดงออกของโปรตีน excretory secretory ของ O. viverrini ที่จ าเพาะต่อแอนติบอดีของ F. gigantica ใน
บริเวณเยื่อบุทางเดินอาหาร ไข่ และอัณฑะ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

อภิปรำย/วิจำรณ์ (Discussion) 
การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน IRS ซึ่งเป็นโปรตีนในกระต่ายที่ติดเชื้อ F. gigantica ผลจากการ

ท ด ล อ งด้ ว ย วิ ธี  Western blotting พ บ  Positive band ที่  MW 72 - 95 kDa แ ส ด ง ให้ เห็ น ถึ ง ก า ร
เกิดปฏิกิริยา Antigen – Antibody complex ระหว่าง O. viverrini และโปนตีน IRS จากการศึกษาการ
เกิด Cross reaction ของโปรตีน IRS ที่ระยะตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในเนื้อเยื่อตับ พบว่า
แอนติบอดีของกระต่ายที่ติดเชื้อ F. gigantica มีการย้อมติดบริเวณเยื่อบุทางเดินอาหาร ไข่ และอัณฑะของ
พ ย าธิ ใบ ไม้ ตั บ  O. viverrini ที่ ร ะ ย ะตั ว เต็ ม วั ย  แส ด ง ให้ เห็ น ว่ า แ อน ติ บ อ ดี ข อ งก ระต่ าย ที่ ติ ด
เชื้อ F. gigantica สามารถจับกับแอนติเจนของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ได้ ซึ่งโดยปกติแล้วปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจนจะต้องจ าเพาะต่อกัน  จากผลการทดลองพบว่าแอนติเจนของพยาธิ
ใบไม้ตับ O. viverrini มี epitopes ที่คล้ายคลึงกันกับ epitopes ที่อยู่บนแอนติเจนของ F. gigantica  จึงท า
ให้เกิด Cross reaction ระหว่างแอนติบอดีของ F. gigantica ต่อแอนติเจน O. viverrini ได ้จากการย้อมด้วย
วิธี Immunohistochemistry staining พบว่าบริเวณที่ย้อมติดสีคือบริเวณที่เกิด Cross reaction ระหว่าง
แอนติบอดีของกระต่ายท่ีติดเชื้อ F. gigantica ต่อแอนติเจนของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini  

โรคพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchiasis เกิดจากการติดเชื้อพยาธิ O. viverrini เป็นการรับประทานปลาน้ า
จืดดิบที่มีการติดเชื้อในระยะติดต่อ metacercariae และโรคพยาธิใบไม้ตับ Fasciolosis เกิดจากการติดเชื้อ
พยาธิ F. gigantica เป็นการรับประทานพืชน้ าที่ปนเปื้อนในระยะติดต่อ metacercariae เมื่อพยาธิเข้าสู่
ร่างกายของโฮสต์จะมีการผลิตสารและคัดหลั่งเข้าสู่ร่ างกายของโฮสต์ เรียกว่า Excretory-secretory (ES 
material) ซึ่งในปัจจุบันได้มีการศึกษาและพัฒนาวัคซีนที่เกี่ยวข้องกับโปรตีนส าหรับโรคพยาธิใบไม้ในตับจาก
การศึกษาการผลิตและลักษณะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อสารคัดหลั่งจากพยาธิใบไม้ตับอ่อน Eurytrema 
pancreaticum  โดยการน า excretory secretory product ของพยาธิ E. pancreaticum ตัวเต็มวัยมา
แยกแถบโปรตีนตามมวลโมเลกุลด้วย 12.5% SDS-PAGE จากนั้นน าไปจ านวนและค านวณหาน้ าหนักโมเลกุล
ของแถบโปรตีนเทียบกับ Standard marker จากการตรวจสอบของแอนติบอดีที่ได้โดยวิธี Western blotting 
จากการใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ ES-products ของพยาธิ E. pancreaticum ตัวเต็มวัย
ตรวจหาต าแหน่งที่พบ ES products ในเนื้อเยื่อพยาธิตัวเต็มวัยพบว่า เซลล์หรืออวัยวะที่ให้ตะกอนสีซึ่งเป็น
ผลบวกของปฏิกิริยาเข้มที่สุดคือ เซลล์ค้ าจุน (parenchymal cell) ท่อระบบขับถ่าย (excretory bladder) 
อวัยวะสืบพันธุ์ (reproductive organs) เพศผู้ ได้แก่ อัณฑะ (testis) และ seminal vesicle และเพศเมีย 
ได้แก่ vitelline gland รังไข่ (ovary) มดลูก (uterus) Mehlis’ gland และ seminal receptacle ในขณะที่
ท่อทางเดินอาหาร (digestive tract) และเนื้อเยื่อปกคลุมร่างกาย (tegument) พบตะกอนสีปานกลาง และไม่
พบตะกอนสีที่เนื้อเยื่อกล้ามเนื้อ (อาดุลย์ มีพูล และคณะ, 2550) จากผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 
rOvESP มีศักยภาพที่ จะน าใช้ ในเป็นแอนติ เจนเพ่ือการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิ ใบไม้ตับ 
(opisthorchiasis) ด้วยวิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกัน (วิฑูรย์ ไวยนันท์ และคณะ, 2549) ในส่วนของที่ไม่สอดคล้อง
กับงานวิจัยอ่ืน ๆ คือ เป็นการศึกษาจับกันอย่างจ าเพาะของแอนติบอดีจาก F. gigantica กับโปรตีน 
Excretory secretory จาก O. viverrini ซ่ึงต่างจากงานวิจัยดังทีก่ล่าวมาข้างต้น 



 

จากการศึกษาด้วยวิธี ELISA พบว่าแอนติบอดีจากกระต่ายที่ถูกกระตุ้นด้วย FgSOD มีความจ าเพาะต่อ
โปรตีนในพยาธิ O.viverrini ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าแอนติบอดีสามารถจับกับ Epitope ของโปรตีนในพยาธิได้ 
พบว่าในการทดสอบโดย western blot ได้โปรตีนที่มีขนาด 17.5 กิโลดาลตัน ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของโปรตีน 
SOD (วิภาพร และคณะ, 2558)  การแสดงออกของโปรตีน SOD ในพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในระยะตัว
เต็มวัย ในการทดสอบกับ rabbit anti-FgSOD  โดยวิธี immunohistochemistry พบการแสดงออกของ
โปรตีน SOD ในบริเวณออวุล และ อัณฑะตามล าดับ แต่ไม่มีการแสดงออกในต าแหน่งอ่ืน ซึ่งอวัยวะที่มีการ
แสดงออกดังกล่าวมีกระบวนการแบ่งตัวและเมตาบอลิซึมสูงซึ่งกระบวนการเหล่านี้เป็นสาเหตุส าคัญให้มีการ
สร้างสารอนุมูลอิสระจึงอาจเป็นสาเหตุให้มีการสร้าง Antioxidant enzyme สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาที่
พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่ม Antioxidant enzyme ในพยาธิ เช่น พบการแสดงออกของ 
glutathione peroxidase (GPx) ที่ vitelline gland และอัณฑะ ใน F.gigantica (Changklungmoa N, et 
al. 2018) และพบการแสดงออกของ thioredoxin ที่ไข่ของพยาธิ O.viverrini (Suttiprapa S, et al.2012) 
โดยเฉพาะ Superoxide dismutase enzyme ที่ เป็นเอนไซม์ล าดับแรกในท าลายอนุมูลอิสระประเภท 
superoxide ที่มักเกิดในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า วิภาพร และคณะ 
(วิภาพร และคณะ, 2559) ได้ศึกษาคุณลักษณะและประสิทธิภาพการเป็นวัคซีนของโปรตีน SOD ใน 
F.giantica และเมื่อท าการย้อมทาง immunohistochemistry มีการแสดงออกของโปรตีน SOD ทุกระยะ
การเจริญเติบโตของ F.giantica โดยมีการแสดงออกของ SOD ที่ต าแหน่ง อัณฑะ, ออวุล, vitelline gland 
และรังไข่ และภายหลังผู้วิจัยได้ทดสอบการเป็นวัคซีนในหนูที่ท าให้ติดเชื้อพยาธิ พบว่าสามารถลดการติดเชื้อ
พยาธิ F. gigantica ได้มากถึงร้อยละ 45 อีกท้ัง anti- rFgSOD ยังสามารถเกิด cross-reaction กับพยาธิชนิด
อ่ืน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าโปรตีน SOD ในพยาธิเหล่านี้มีล าดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่
โปรตีน SOD นี้จะสามารถพัฒนาไปเป็นวัคซีนส าหรับ F. gigantica และ O. viverrini 

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 17/2562 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 
ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. ๒๕๖๒ 

มหำวิทยำลัยบูรพำ 
ชื่อโครงกำร การพัฒนาวัคซีนและชุดตรวจในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลายโปรตีนส าหรับโรคพยาธิใบไม้ตับ 
opisthorchiasis viverrini ในหนูทดลอง 
ชื่อหัวหน้ำโครงกำรวิจัยผูร้ับทุน 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%)   469,400 บาท  เมื่อวัน 30 เดือน ตุลาคม ปี 2561 
งวดที่ 2 (40%)   375,520 บาท  เมื่อวัน 23 เดือน กันยายน ปี 2562 
งวดที่ 3 (10%)     บาท  เมื่อวัน -  เดือน -  ปี - 
 
รวม    844,920 
 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณท่ีตั้งไว้ งบประมาณท่ีใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 60,000 60,000 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 732,330 732,330 - 
4. ค่าใช้สอย 462,000 462,000 - 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าธรรมเนียมอุดหนุน
สถาบัน 

93,880 93,880 - 

รวม 938,800 938,800 - 
 
          
                 (.............................................................) 
        ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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