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บทคัดย่อ 
Fasciola gigantica cathepsinL, B (CathL, CathB)  จัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลายโปรตีน

ที่มีความส าคัญ มีการแสดงออกมากในเซลล์เยื่อบุทางเดินอาหาร และปล่อยสู่สารที่พยาธิหลั่งออกมา (ES 
product) ชนิดของ CathL และ B ที่แตกต่างกันจะมีการแสดงออกทั้งในตัวอ่อนระยะแรก ๆ และตัวเต็ม
วัยของพยาธิส าหรับการเคลื่อนที่และย่อยอาหาร ดังนั้น โปรตีน CathL และ B น่าจะเป็นเป้าหมาย
ส าหรับการผลิตวัคซีนป้องกันการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica ในการศึกษาครั้งนี้ มีการผลิต 
Recombinant pro-F.gigantica CatL1 (rproFgCatL1), recombinant mature F.gigantica CatL1 
(rmatFgCatL1), CathL1H, CathL1G, CathB2  ในแบคทีเรียสายพันธ์ Escherichia coli BL21 ซึ่งมี
มวลโมเลกุล เท่ากับ 30, 25, 25, 25, 28 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ในการทดสอบวัคซีนของโปรตีน 
rproFgCathL1 และ  rmatFgCathL1 ใช้หนูสายพันธ์ Imprinting Control Region (ICR) กลุ่มละ 10 
ตัว โดยมีการฉีดโปรตีนครั้งละ 50 ไมโครลิตร เข้าใต้ผิวหนัง หลังจากการฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้าย 2 สัปดาห ์
ได้ท าให้หนูติดเชื้อโดยป้อนตัวอ่อนพยาธิระยะติดต่อ (metacercariae) ตัวละ 15 metacercariae ซึ่งผล
การทดสอบวัคซีนมีการแสดงระดับการป้องกันการติดเชื้อในกลุ่ม rproFgCatL1 และ rmatFgCatL1 
เท่ากับ ร้อยละ 39.1, 41.7 และ 44.9, 47.2 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม non vaccinated-infected และ 
adjuvant-infected controls ตามล าดับ แอนติบอดีในกลุ่มที่ฉีดกระตุ้นด้วยโปรตีนมีการท าปฏิกิริยากับ 
newly excysted juveniles (NEJ), 4-week-old juveniles and the ES products of 4 week-old 
juveniles หลังจากทดสอบโดยวิธี immunoblotting และพบว่าในกลุ่มท่ีฉีดกระตุ้นด้วยโปรตีนมีการ
ตอบสนองทั้ง Th1 และ Th2 ซึ่งสอดคล้องกับระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ที่เพ่ิมข้ึน ระดับของ
เอนไซม์ตับ aspartate aminotransferase (AST) และ alanine transaminase (ALT) ในกลุ่ม 
rmatFgCathL1 แสดงให้เห็นการลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่ม rproFgCathL1 ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าหนูกลุ่ม rmatFgCathL1 ลดความเสียหายของเนื้อเยื่อตับ รอยโรคที่เกิดกับตับในกลุ่มวัคซีนลดลง
อย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า โปรตีน rFgCathL1 มีศักยภาพ
ในการเป็นวัคซีนป้องกันพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica และอาจจะมีการทดสอบในสัตว์เคี้ยวเอื้องและ
มนุษย์ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Abstract 

 In Fasciola gigantica cathepsin L and B (CatL, CathB) are a family of predominant 
proteases that is expressed in caecal epithelial cells and secreted into the excretory-
secretory products (ES). CatL and CathB isotypes are expressed in both early and late 
stages of the life cycle and the parasites use them for migration and digestion. 
Therefore, CatL and B are a plausible target for vaccination against this parasite. 
Recombinant pro-F.gigantica CatL1 (rproFgCatL1), recombinant mature F.gigantica CatL1 
(rmatFgCatL1), recombinant mature F.gigantica CatL1G (rmatFgCatL1G), recombinant 
mature F.gigantica CatL1H (rmatFgCatL1H) and recombinant mature F.gigantica CatB2 
(rmatFgCatB2) were expressed in Escherichia coli BL21 at molecular weight 30, 25, 25, 
25, 28 kDa, respectively. The vaccination was performed in Imprinting Control Region 
(ICR) mice (n=10) by subcutaneous injection with 50 µg of rproFgCatL1 and rmatFgCatL1 
combined with Freund‖s adjuvant. Two weeks after the second boost, mice were 
infected with 15 metacercariae by the oral route. The level of protection of rproFgCatL1 
and rmatFgCatL1 vaccines was estimated to be 39.1, 41.7% and 44.9, 47.2% when 
compared with non vaccinated-infected and adjuvant-infected controls, respectively. 
Antibodies in the immune sera of vaccinated mice were shown by immuno-blotting to 
react with the native FgCatL1 in the extract of newly excysted juveniles (NEJ), 4-week-
old juveniles and the ES products of 4 week-old juveniles. By determining the levels of 
IgG1 and IgG2a in the immune sera, which are indicative of Th2 and Th1 immune 
response, respectively, it was found that both Th1 and Th2 responses were significantly 
increased in rproFgCatL1- and rmatFgCatL1-immunized groups compared with the 
control groups, with higher levels of Th2 (IgG1) than Th1 (IgG2a). The levels of serum 
aspartate aminotransferase (AST) and alanine transaminase (ALT) in rmatFgCatL1-
immunized group showed a significant decrease when compared to rproFgCatL1-
immunized group, indicating that rmatFgCatL1-vaccinated mice had reduced liver 
parenchyma damage. The pathological lesions of liver in vaccinated groups were 
significantly decreased when compared with control groups. This study indicates that 
rFgCatL1 has a potential as a vaccine candidate against F. gigantica in mice, and this 
potential will be tested in ruminants. 
 
Keywords : Vaccine, CathepsinL1, Fasciola gigantica, mice 
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บทน า (Introduction) 
เนื้อหาของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท าการวิจัยมาก่อน 

Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบท่ัวไปในโค กระบือ แพะ และแกะที่เลี้ยงในประเทศไทย 
และประเทศเขตร้อนอ่ืน ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งท าให้เกิดการสูญเสียทาง
เศรษฐกิจโดยเฉพาะต่อเกษตรและอุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงเพ่ือให้ได้ผลผลิตเนื้อและนม จากการส ารวจ
พบว่าโค กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 11.8% และในบางพ้ืนที่อัตราการติดเชื้ออาจสูงถึงร้อยละ 85 
ดังนั้นพยาธิใบไม้ตับจึงเป็นพยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรที่มีอาชีพเลี้ยงโค กระบือ แพะ และ
แกะ มีการประมาณว่าโรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหายให้แก่เกษตรกรปีละไม่น้อยกว่า 300 ล้านบาท 
(Sukhapesna et al., 1990; Sirihakim and Pholpark, 1991) นอกจากนั้นยังมีรายงานว่ามีคนติดเชื้อ
พยาธิ ชนิดนี้ไม่น้อยกว่า 30 ราย และมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์
ในประเทศเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว และมีการแพร่ กระจายของหอยพาหะอย่างกว้างขวางในระยะ 10 ปีที่
ผ่านมา 
 เมื่อสัตว์เคี้ยวเอื้องหรือมนุษย์กินตัวอ่อนระยะติดต่อคือระยะเมตาเซอร์คาเรียเข้าไป ผนังหุ้มตัว
อ่อนระยะนี้จะถูกท าลายโดยน้ าย่อยท าให้ตัวอ่อนระยะ newly excysted juvenile (NEJ) ออกจากซี
สต์บริเวณล าไส้เล็กของโฮสท์ NEJ จะไชผ่านผนังล าไส้เล็กเข้าไปในช่องท้องภายในล าตัวของโฮสท์ และ
เคลื่อนไปสู่ตับแล้วเจริญเป็นพยาธิตัวอ่อนซึ่งจะเคลื่อนที่ผ่านเนื้อเยื่อของตับ ท าให้เนื้อเยื่อตับถูกท าลาย
เกิด haemorrhage และ fibrosis ในเนื้อตับ เมื่อพยาธิเจริญเป็นตัวเต็มวัยก็จะเดินทางไปอาศัยในท่อ
น้ าดีโดยใช้อวัยวะยึดเกาะ (oral และ ventral suckers) เกาะผนังของท่อน้ าดี เนื่องจากมีความต้องการ
อาหารในปริมาณสูง พยาธิจะท าลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์บริเวณท่ีพยาธิอาศัยอยู่ จากการเคลื่อนที่
ไปมา พยาธิใช้ oral sucker กัดหรือฉีกเนื้อเยื่อและเม็ดเลือดเพ่ือดูดกิน ในขณะที่หนามบริเวณผนังล าตัว
จะครูดและท าลายเนื้อเยื่อของโฮสท์ในขณะที่พยาธิเคลื่อนที่ไปมา เอ็นไซม์และสารที่พยาธิหลั่งออกมา
โดยเฉพาะกลุ่ม proteases และ lytic proteins จะช่วยท าลายและย่อยสลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของ
โฮสท์มากยิ่งขึ้น เอ็นไซม์กลุ่ม endoproteases ในกลุ่ม cathepsin L (CatL) ,cathepsin B (CatB) 
และกลุ่ม exopeptidases ในสกุล leucine aminopeptidase (LAP) เป็นเอนไซม์หลักท่ีพยาธิหลั่ง
ออกมาในสารคัดหลั่ง (excretion-secretion (ES) material) และพบว่ามีอยู่ในพยาธิตั้งแตร่ะยะ NEJ 
จนกระท่ังระยะตัวเต็มวัย โดยอาจมี isotype ที่ปรับเปลี่ยนไปเช่น CathB3 ถูกสร้างและปล่อยโดย NEJ 
ในช่วงที่ไชเข้าเนื้อเยื่อของโฮสท์ ส่วน CatB2 พบในขั้นตัวอ่อน และ CatB1 เป็นเอนไซม์หลักในตัวเต็มวัย 
(Meemon et al., 2004) เอ็นไซม์ทั้งสองกลุ่มมีการกระจายตัวที่ tegumental cells และ caecal 
epithelial cell ในตัวพยาธิ (Carmona et al., 1993; Smith et al., 1993; Creaney et al., 1996; 
Wilson et al., 1998; Law et al., 2003; Meemon et al., 2004) นอกจากนั้นพยาธิจะขับ lytic 
protein ที่ช่วยท าให้เซลล์เม็ดเลือดแตก ได้แก่ สารพวก saposin-like protein (SAP) ซึ่งจะจับกับไขมัน
บนผนังเซลล์ท าให้เกิดรูและท าให้เซลล์ของโฮสท์แตกออกเพ่ือเป็นอาหารพยาธิต่อไป  
 ได้มีการศึกษาคุณสมบัติบางประการของยีน saposin-like protein (SAP) สองชนิดในพยาธิ
ใบไม้ตับชนิด F. hepatica (FhSAP-1 และ FhSAP-2) (Reed et al., 1998; Reed et al., 2000; 
Espino and Hillyer, 2003) โปรตีนทั้งสองตัวนี้มีน้ าหนักโมเลกุลและโครงสร้างคล้ายกับโปรตีน 
amoebopore ของ Entamoeba spp. ซึ่งเป็นปรสิตกลุ่มเดียวที่มีการศึกษาและวิเคราะห์คุณสมบัติของ 
SAP อย่างสมบูรณ์ที่สุด นอกเหนือจากโปรตีน SAP แล้ว ยังพบโปรตีน NK-lysin และ granulysin ใน
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ที่มีคุณสมบัติคล้ายกันกับโปรตีน amoebopore โดยโปรตีนในกลุ่มนี้ของโปรโตซัว
จะเข้าไปท าปฏิกิริยากับไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์แปลกปลอมท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์และท าให้
เซลล์เป้าหมายแตก (Zhai and Saier, 2000; Bruhn, 2005) โปรตีนกลุ่มนี้จึงถูกใช้เป็นกลไกในการ



ป้องกันตัว และย่อยอาหารของอะมีบา ส่วนในพยาธิ Fasciola SAP ถูกใช้ส าหรับการสลายสารอาหาร
โดยเฉพาะการสลายเซลล์เม็ดเลือดซึ่งเป็นอาหารหลัก (Espino and Hillyer, 2003) เซลล์เม็ดเลือดที่
แตกออกจะถูกพยาธิน ามาใช้เป็นอาหาร โดยมีการหลั่งเอ็นไซม์พวก proteases ดังกล่าวแล้ว ออกมา
ย่อย อีกต่อหนึ่งจนกลายเป็นโมเลกุลเชิงเดี่ยวที่ถูกดูดซึมผ่านทางผนังล าไส้เข้าสู่ตัวพยาธิ  
 การศึกษาเพ่ือทดลองหาวัคซีนป้องกันโรคพยาธิใบไม้ตับ Fasciola spp. เริ่มต้นเมื่อประมาณ 
20 ปีที่แล้วมา โดยเริ่มจากการทดลองใช้แอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิตัวเต็มวัยทั้งตัว และสารที่พยาธิตวั
เต็มวัยหลั่งออกมาโดยไม่มีการท าให้บริสุทธิ์ก่อนน ามาใช้ พบว่าให้ผลในการป้องกันการติดเชื้อได้แต่ไม่ดี
เท่าท่ีควร วัคซีนที่ให้ผลดีพอสมควรคือวัคซีนที่เตรียมจากพยาธิตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์ตาเรียที่ถูกฉาย
รังสี ซึ่งสามารถให้ผลในการป้องกันการติดเชื้อได้ถึง 69-80% (Nansen, 1975; Hall and Lang, 1978; 
Haroun and Hilyer, 1986) แต่มักจะท าให้เกิดสภาวะแทรกซ้อน เช่น การเป็นถุงน้ า (cysts) ที่อวัยวะ
ต่าง ๆ เช่น ปอด เนื่องจากมีการเคลื่อนที่ของ NEJ ที่ถูกฉายแสงแล้วไปอยู่ที่อวัยวะเหล่านั้นก่อนที่จะ
สลายไป ต่อมาได้มีการศึกษาทดลองโดยใช้วัคซีนที่สกัดจากพยาธิตัวเต็มวัย ซึ่งแยกให้บริสุทธิ์เสียก่อน
ด้วยวิธีต่าง ๆ พบว่าให้ผลดีพอสมควรในการป้องกันการติดเชื้อพยาธิ แต่ก็เตรียมและท าให้บริสุทธิ์ได้ยาก 
ปัจจุบันวัคซีนตัวเลือกท่ีได้ถูกน ามาใช้คือโปรตีนที่มีความส าคัญในการด ารงค์ชีพของพยาธิดังที่กล่าว
มาแล้ว โปรตีนตัวแรก ๆ ที่ถูกน ามาใช้คือโปรตีนในกลุ่ม FABPs (Hillyer et al., 1987; Tendler et al., 
1995; Aban et al., 1999)และโปรตีนในกลุ่ม antioxidant enzymes โดยเฉพาะ glutathione-S-
transferase (GST) (Sexton et al., 1990; Sexton et al., 1994; Morrison et al., 1996) ต่อมาได้มี
การน าโปรตีนในกลุ่ม proteases ได้แก่ Cath L และ LAP มาใช้ (Wijffels et al., 1994; Dalton et 
al., 1996; Estuningsih et al., 1997; Muro et al., 1997; Mulcahy et al., 1998; Piacenza et 
al., 1999) ซึ่งปรากฏว่าได้ผลดีพอสมควร โดยเฉพาะการใช้ Cath L กับ LAP และ heme โปรตีนท าให้
พยาธิตัวเต็มวัยไม่ออกไข่และตายในที่สุด นอกจากนั้นยังมีการศึกษาคุณสมบัติของการเป็นวัคซีนของ 
recombinant FhSAP-2  ต่อ F. hepatica ในกระต่าย และพบว่าโปรตีนนี้มีประสิทธิภาพในการเป็น
วัคซีนที่ดี โดยมีจ านวนพยาธิลดลงถึง 81.2% และจ านวนไข่พยาธิในอุจจาระและน้ าดีของสัตว์ ทดลอง
ลดลง 83.8% และ 73% ตามล าดับ (Espino and Hillyer, 2003) 
 
ตารางที่ 1 สรุปผลการทดสอบวัคซีนป้องกันโรค Fasciolosis ที่คณะผู้วิจัยได้ทดลอง 

Protein Expression 
system 

Animal %protection References  

rFgSAP-2 E. coli Mice 78.5 Kueakhai et al., 2013 
rFgLAP E. coli Mice 64.3 Changklung et al., 

2013 
rFgCatL1H Yeast Mice 66 Sansri et al., 2015 
rFgL1 E. coli Mice 73.3 ยังไม่ได้ตีพิมพ์ 
rFgCatB2 Yeast Mice 60 Chantree et al., 2013 
rFgCatB3 Yeast Mice 66 Chantree et al., 2013 
 
 
 
 



ตารางที่ 2 สรุปการทดลองวัคซีนป้องกันโรค Fasciolosis ที่ตีพิมพ์ 
Protein Type Species Animal %protection Reference 

Hb N F. hepatica Cattle 43.8 Dalton et al., 1996 
CP  F. gigantica Sheep 56.9 EL-Ahwany et al., 2012  
B R F. hepatica Rat 63.0 Jayaraj et al., 2009 
L1 N F. hepatica Cattle 42.5 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Sheep 34.0 Piacenza et al., 1999 
 R F. hepatica Cattle 48.2 Golden et al., 2010 
L1G R F. hepatica Cattle 43.0 Jayaraj et al., 2010  
L2 N F. hepatica Cattle 43.0 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Sheep 33.0 Piacenza et al., 1999 
L3 R F. hepatica Rat 52.0 Reszka et al., 2005 
L5 R F. hepatica Rat 59.0 Jayaraj et al., 2009 
LAP N F. hepatica Sheep 89.6 Piacenza et al., 1999 
 R F. hepatica Rabbit 78.0 Acota et al., 2008 
 R F. gigantica Buffalo 0.0-8.4 Raina et al., 2011 
 R F. hepatica Sheep 49.5-86.9 Maggioli et al., 2012 
L1+L2 N F. hepatica Cattle 54.0 Mulcahy et al., 1998 
 N F. hepatica Sheep 60.0 Piacenza et al., 1999 
L1+L2+LAP N F. hepatica Sheep 79.0 Piacenza et al., 1999 
LAP+Prx R F. gigantica Buffalo 0.0 Raina et al., 2011 
L1+Hb N F. hepatica Cattle 51.9 Dalton et al., 1996 
L2+Hb N F. hepatica Cattle 72.4 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Cattle 72.4 Mulcahy et al., 1998 
B+L5 R F. hepatica Rat 76.0 Jayaraj et al., 2009 
B+L1G R F. hepatica Rat 62.0 Jayaraj et al., 2009 
L5+L1G R F. hepatica Rat 52.0 Jayaraj et al., 2009 
B+L5+L1G R F. hepatica Rat 52.0 Jayaraj et al., 2009 
SAP2 R F. hepatica Mice 60.0 Espino et al., 2010 
หมายเหตุ N=โปรตีนจากพยาธิ, R=รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แกะ และคนในประเทศไทย และ

ประเทศเขตร้อนอื่น ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งท าให้เกิดการสูญเสียทาง
เศรษฐกจิด้านเกษตรอุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงของประเทศในอัตราสูง จากการส ารวจพบว่าโค กระบือมี
การติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ ร้อยละ 11.8 และในบางบริเวณของประเทศไทยอาจมีอัตราการติดเชื้อสูงถึงร้อย
ละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้ตับจึงเป็นพยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม การ
เลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ เนื่องจากท าให้ผลผลิตเนื้อ นม และการใช้แรงงานลดลงอย่างมาก มีการ
ประมาณว่าโรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหายให้แก่เกษตรกรปีละประมาณ 300 ล้านบาท 
(Sukhapesna et al., 1990 : Sirihakim and Pholpark, 1991) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในประเทศ
ไทย มีคนติดเชื้อพยาธิ F. gigantica มีแนวโน้มจะมากขึ้นเนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ใน
ประเทศ เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะ 10 ปีที่แล้วมา  
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica และ F. hepatica ในปัจจุบันใช้วิธี
ตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระของสัตว์ที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย าต่ า อีกท้ังไม่สามารถ
ตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัวเต็มวัยที่ปล่อยไข่
ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ 

รีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถช่วยลดการติดเชื้อ Fasciola spp. ได้จริงและมีโอกาศประสบ
ความส าเร็จอย่างมากที่จะท าให้ลดการติดเชื้อถึง 95-99% ซึงในประเทศไทยจะมีรายงายการติดพยาธิ F. 
gigantica ในคนน้อยนั้น ไม่สามารถแปรผลได้ว่าประไทยไม่มีการระบาดของของโรค Fasciolosis เป็น
เพราะคนส่วนใหญ่ของประเทศไม่ได้รับการตรวจทางการแพทย์ เนื่องจากพฤติกรรมของคนไทยนั้นถ้า
อาการของโรคไม่รุนแรงมากก็จะไม่ไปตรวจรักษา ซึ่งถ้าติดเชื้อ F. gigantica น้อยก็จะไม่แสดงอาการของ
โรคมากนัก ในทางตรงกันข้ามคนไทยนิยมบริโภคผักสด และผักบางชนิดนั้นปลูกในน้ า เช่น ผักกะเฉด 
ผักบุ้งไทย เป็นต้น ดังนั้นคนไทยจึงตกอยู่ในภาวะเสี่ยงเป็นโรค Fasciolosis จากพฤติกรรมการบริโภค
โดยไม่รู้ตัว และอีกประการที่สนับสนุนได้ว่า  F. gigantica มีการติดในคนได้มากเช่นกันดังมีรายงานการ
ติดเชื้อ F. gigantica ในกลุ่มประเทศตะวันออกกลาง และแอฟริกาเหนือ ส่วนการติดเชื้อ F. hepatica 
มีรายงานการติดทั้งคนและสัตว์เช่นกัน ในช่วงระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาคณะผู้วิจัยได้ออกเก็บตัวอย่าง
พยาธิจากโรงฆ่าสัตว์ เช่น เชียงใหม่ ปทุมธานี เพรชบุรี นครราชสีมา ยังพบวัวและควายติดเชื้อ F. 
gigantica อยู่ หรือสัตว์บางตัวไม่มีตัวพยาธิให้เห็นแต่กลับมีรอยโรค fasciolosis ให้เห็นอยู่ แสดงให้เห็น
ว่าในปัจจุบันการแพร่ระบาดของโรค fasciolosis ในประเทศไทยนั้นไม่ได้ลดลงเลย น่าจะเพ่ิมข้ึนมากเสีย
อีก ภาวะโรคร้อนยิ่งเป็นตัวเร่งของวงจรชีวิตของ Fasciola spp. ให้เร็วและเพ่ิมขึ้นด้วย ในสถานะการ
ปัจจุบันมีการน าวัวจากประเทศเพ่ือนบ้าน เช่น พม่า บังคลาเทศ เข้ามา ซึ่งวัวในแถบนั้นมีการติดเชื้อ 
Fasciola spp. อยู่มาก และในอนาคตมีโอกาศมากท่ีเชื้อ F. hepatica จะมาแพร่ระบาดในประเทศไทย
ด้วย จึงยิ่งท าให้สถานการแพร่ระบาดไม่อาจหายไปได้เลย ดังมีรายงานหอยในแหล่งน้ าสาธารณะมีการติด
เชื้อ F. gigantica  
 พันธุกรรมของ F. gigantica และ F. hepatica นั้นมีความคล้ายกันร้อยละ 95-100 จึงมี
ความเป็นไปได้สูงมากท่ีจะผลิตวัคซีนให้ได้ป้องกันครอบคลุมทั้งสองชนิด และปัญหาโรค fasciolosis ยัง
เป็นปัญหาทางด้านสาธารณะสุขและปศุสัตว์อยู่มาก จึงเป็นโอกาศทางการค้าที่ประเทศไทยจะสามารถ
ผลิตวัคซีนป้องกันโรค fasciolosis ได้เองและสร้างมูลค่ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่างดี และถ้างานวิจัย
นี้สามารถเป็นวัคซีนที่ใช้งานได้จริงซึ่งจะเป็นต้นแบบแนวคิดที่จะสร้างวัคซีนส าหรับโรคพยาธิอ่ืนๆ เช่น 
Opisthorchis viverrini ที่มีการแพร่ระบาดมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ดังนั้น



คณะวิจัยซึ่งได้เห็นแนวโน้มที่จะสร้างวัคซีนป้องกันโรค fasciolosis ได้ จึงคิดที่จะต่อยอดงานวิจัยให้เป็น
นวัตกรรมที่สร้างขึ้นจากคนไทย ซึ่งจะสร้างชื่อเสียงกับมหาวิทยาลัยและประเทศชาติ 
 
วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย 

การพัฒนาและปรับปรุงศักยภาพของวัคซีนที่สามารถป้องกันการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F. 
gigantica และ F. hepatica โดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน จากกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลายโปรตีน ได้แก่ 
cathepsin B (CatB), cathepsin L (CathL), leucine aminopeptidase (LAP) และ saposin (SAP) 
ในหนูทดลอง 

1. ศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนของรีคอมบิแนนท์แอนติเจนเดี่ยว (single 
recombinant protein vaccine) ที่ผลิตจาก E. coli 

2. ศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนของรีคอมบิแนนท์แอนติเจนรวม (combine 
recombinant protein vaccine) ที่ผลิตจาก E. coli 

3. การพัฒนารีคอมบิแนนท์แอนติเจนลูกผสมและศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนของรี
คอมบิแนนท์แอนติเจนลูกผสม (hybrid recombinant protein vaccine) ที่ผลิตจาก E. 
coli 

 
วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรือ แนวทางความคิดที่น ามาใช้ในการวิจัย 

โรคพยาธิส่วนใหญ่ซึ่งรวมทั้งโรคพยาธิใบไม้ตับไม่มีทางท่ีจะก าจัดให้หมดสิ้นไปได้ เนื่องจากพยาธิ
ชนิดนี้มีวงจรชีวิตที่แทรกซึมอยู่ในสภาพแวดล้อม โดยมีวงจรชีวิตส่วนหนึ่งที่พัฒนาเฉพาะในหอย 
lymneae ที่เป็นพาหะกลาง (intermediate host) ซึ่งมีกระจายอยู่ทั่วไปในแหล่งน้ าต่าง ๆ และไม่
อาจจะก าจัดให้หมดสิ้นไปได้ มาตรการที่จะช่วยให้สามารถควบคุมการติดเชื้อในประชากรของสัตว์ที่เป็น
พาหะเฉพาะ (definitive hosts) ได้แก่ วัว ควาย แพะ แกะ ตลอดจนมนุษย์ (ซึ่งเป็น accidental 
hosts) เพ่ือป้องกันการติดเชื้อซ้ าซ้อนจึงมีความจ าเป็นต้องพัฒนาวัคซีนที่สามารถลดอัตราการติดเชื้อของ
พยาธิตัวอ่อน (newly excysted juvenile-NEJ) และ/หรือวัคซีนที่สามารถท าลายพยาธิตัวเต็มวัยหรือ
ลดอัตราการออกไข่ของพยาธิ วัคซีนดังกล่าวคือ กลุ่มของแอนติเจนที่จ าเป็นต่อการด ารงชีพของพยาธิ
และไม่มีปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) กับโปรตีนกลุ่มเดียวกันในโฮสท์ โดยเฉพาะกลุ่มเอนไซม์โปรตี
เอส (proteases) ได้แก่ Cath B/L/D และ LAP ซึ่งพยาธิใช้ในการย่อยอาหาร กับกลุ่มสารที่ช่วยท าให้
ผนังเม็ดเลือดแดงที่พยาธิกินเป็นอาหารแตก เช่น SAP 
 
 

 

 

 

 

 



 

Clone cDNA ของ CatB2, CatB3, CatL1, CatL1H, CatL1G,  
CatL1D, SAP-1, SAP-2, LAP  

 

 
สงัเคราะห์ recombinant proteins CatB2, CatB3, CatL1, CatL1H,  

CatL1G, CatL1D, SAP-1, SAP-2, LAP ด้วย bacterial system 
 

 

ผลิตโพลีโคลนลัแอนตบิอดี (PoAb) ตอ่ CatB2, CatB3, CatL1, CatL1H,  
CatL1G, CatL1D, SAP-1, SAP-2, LAP 

 

 

                      ท าการทดสอบศกัยภาพในการเป็นวคัซีนของ recombinant proteins เด่ียว  
                      ของ CatB2, CatB3, CatL1, CatL1H, CatL1G, CatL1D, SAP-1,  
                      SAP-2, LAP ในสตัว์ทดลองคือ หน ูmouse และเม่ือเลือกตวัท่ีมีประสิทธิภาพดี 
                      ก็จะทดสอบการเป็นวคัซียของ recombinant proteins รวม ตอ่ไป 

 

 

เลือกกลุม่ท่ีให้ประสิทธิภาพสงูสดุ ไป ผลิต recombinant protein ลกูผสม 
แล้วทดสอบวคัซีนขัน้สดุท้ายในหนตูอ่ไป 

 

แผนผังแสดงวิธีการด าเนินการวิจัยโดยสรุป 
 
 
 
 
 
 
 



ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การเผยแพร่ในวาร 
 คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์บทความวิชาการในวารสารนานาชาติที่มี impact factor ค่อนข้างดี 
(Q1 หรือ Q2) ได้ไม่น้อยกว่า 1 บทความ 
 
หน่วยงานที่สามารถน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
1. สถาบันผลิตสัตว์และสุขภาพสัตว์  
2. สถานีบ ารุงพันธุ์และวิเคราะห์โรคสัตว์ กรมปศุสัตว์  
3. ฟาร์มปศุสัตว์  
4. เกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์รายย่อย  
 

เนื้อเรื่อง (Main body) 
รายละเอียดเกี่ยวกับวิธีด าเนินการวิจัย (Materials & Method) 
การเพาะเลี้ยงวงชีวิตพยาธิในห้องปฏิบัติการ 
 น าเอาตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจากไข่พยาธิไปติดเชื้อในหอย Lymnaea ollula ซึ่งน ามาจาก
ประเทศญี่ปุ่นเพื่อให้ได้ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียส าหรับการทดลองได้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจาก
หอย L. ollula เป็นพันธุ์ที่มีความทนต่อการติดเชื้อพยาธิกว่าหอย Radix rubiginosa ซึ่งเป็นพาหะกลาง
ของพยาธิใบไม้ตับ โค กระบือ ตามธรรมชาติในประเทศไทย การเพาะเลี้ยงหอย L. ollula กระท าโดยน า
หอยตัวเต็มวัยประมาณ 30 ตัว ใส่ในอ่างพลาสติกสีขาว ขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซ.ม. สูง
ประมาณ 9 ซ.ม. ภายในอ่าง ใส่ดินเหนียวและก้อนหิน ท าเป็นทางลาดเพ่ือให้หอยวางไข่ เติมน้ าให้ท่วม
ดินเหนียวและก้อนหินประมาณ 2 ซ.ม. ให้ออกซิเจนโดยใช้เครื่องพ่นอากาศลงไปในอ่างน้ าตลอดเวลา
และให้แสงสว่างโดยใช้ไฟนีออนขนาด 40W เป็นเวลา 8 ช.ม. ต่อวัน ให้อาหารคือผักกาดหอม 
  
การติดเชื้อพยาธิใบไม้ในหอย L. ollula 
 (1) น าเอาไข่พยาธิที่ได้จากถุงน้ าดีของโคหรือกระบือที่ติดเชื้อพยาธิมาล้างน้ าดีออกด้วยน้ าที่
ปราศ จากคลอรีน จากนั้นรวมเอาไข่ท่ีได้ใส่จานแก้ว (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 16 ซม.  เติม
น้ าให้ท่วมฝาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจดูการพัฒนาของไข่พยาธิทุกวันภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(dissecting microscope) พยาธิใช้เวลาประมาณ 14-16 วัน จึงจะเจริญเป็นระยะไมราซิเดียม และฟัก
ออกมาจากไข่ 
 (2)  น าหอยที่โตเต็มที่ขนาดประมาณ 4-5 มม. แยกออกมาใส่ถ้วยพลาสติกซ่ึงบรรจุน้ าปราศจาก
คลอรีน ดูดเอาตัวอ่อนพยาธิระยะไมราซิเดียม จ านวน 2 ตัว ใส่ลงไปในถ้วยที่ใส่หอยไว้แล้วใช้หลอดไฟ
ขนาด 40W ส่องห่าง ๆ เพ่ือช่วยกระตุ้นไมราซิเดียซึ่งไวต่อแสง ตั้งถ้วยทิ้งไว้ประมาณ 2 ชม. เพ่ือให้ไมรา
ซิเดียวไชเข้าไปในหอย หลังจากนั้นแยกเอาหอยออกมาเลี้ยงตามปกติ 
 
การเก็บตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย (metacercariae) จากหอยที่ติดเชื้อพยาธิ 
 จากการศึกษาพบว่า ตัวอ่อนพยาธิใช้เวลาในการเจริญในหอยประมาณ 6 สัปดาห์ จึงจะได้ตัว
อ่อนระยะเซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งจะออกจากหอยมาว่ายอยู่ในน้ า หลังการติดเชื้อได้สัปดาห์ที่ 5 จึงเริ่ม
ตรวจดูหอยที่ติดเชื้อไว้ และแยกหอยที่ติดเชื้อออกมาเลี้ยงรวมกันในที่ซึ่งพรางแสง เพ่ือป้องกันไม่ให้ตัว
อ่อนระยะเซอร์คาเรียออกมาจากหอย 
 ส าหรับการเก็บตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียด าเนินการดังต่อไปนี้ 



(1) น าหอยที่ได้ติดเชื้อไว้แล้วแยกใส่ถ้วยพลาสติกใสที่มีน้ าปราศจากคลอรีนท าเช่นนี้ทุกวันเว้น
วัน 

(2) ใช้แผ่นพาลสติกบางใสขนาด 5x5 ซม. ใส่ลงในถ้วย 
(3) ใช้โคมไฟขนาด 40W ส่องกระตุ้นให้เซอร์คาเรียออกจากหอย 
(4) ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายอยู่ในน้ าระยะเวลาสั้น ๆ แล้วจึงเกาะกับ

แผ่น   
พลาสติก  สลัดหางทิ้ง สร้างซิสต์ระยะเมตาเซอร์คาเรียขึ้นมา 

(5) หลังจากนั้นประมาณ 2 ชม. แยกเอาหอยออกไปเลี้ยงตามเดิม น าเอาแผ่นพลาสติกออกมา
ส่องใต้ 
กล้องจุลทรรศน์ เก็บแผ่นพลาสติกท่ีมีเมตาเซอร์คาเรียไว้ในตู้เย็น ซึ่งเมตาเซอร์คาเรียจะมี

ชีวิตอยู่ได้ประมาณ  1 สัปดาห์ 
 
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 
จากนั้นปล่อยให้เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของจีนและสุดท้ายท าให้
เซลล์แบคทีเรียสลายและท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ 
 
การทดสอบคุณสมบัติของวัคซีนรีคอมบิแนนท์โปรตีน recombinant protein vaccine 

กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยทั้งในรูปของโปรตีนเดี่ยว (single vaccine) โปรตีนผสม (cocktail 
vaccine) และโปรตีนลูกผสม (hybrid protein vaccine)โดยผสมกับสาร adjuvants เช่น Freund ใน
การศึกษาส่วนนี้ผู้ท าการวิจัยจะท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลองต่อ recombinant proteins 
เป้าหมาย (CatB, CatL, SAP, LAP) โดยเลือกใช้ Freund‖s เป็น adjuvant โดยท าการฉีดกระตุ้น 2 วิธี
เพ่ือเปรียบเทียบผล 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 
Freund‖ s Adjuvant ในปริมาณเท่า ๆ กัน และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันจนกระทั่งเหนียวข้นไม่แตกตัว
กระจาย และจับตัวเป็นกลุ่มเม่ือหยดทดสอบลงในน้ า จากนั้นฉีดเข้าช่องท้องหนูหรือใต้ผิวหนังโดยฉีด
ทั้งหมด 3 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกัน 2 สัปดาห์ โดยผสมโปรตีน Complete Freund‖s Adjuvant ส าหรับ
การฉีดครั้งแรก และจะผสมโปรตีนกับ Incomplete Freund‖s Adjuvant ส าหรับการฉีดครั้งต่อไป เมื่อ
ครบ 2 สัปดาห์หลังจากฉีดครั้งที่ 3 จะเก็บเลือกจากหางหนูเพื่อทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในหนู และ
จากนั้นจะท าการทดสอบการป้องกันการติดเชื้อพยาธิ โดยการป้อนเมตาเซอร์คาเรียจ านวน 30 เม็ด และ
หลังจากป้อนเมตาเซอร์คาเรีย 4 สัปดาห์ จะฆ่าหนูเพื่อค านวณหาค่าร้อยละของการป้องกันการติดเชื้อ 

 
 
 



ท าการสังเคราะห์โปรตีน 
 

ฉีดโปรตีนวัคซีนกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง 
 

ทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในเลือดสัตว์ทดลอง 
 

ท าการติดเชื้อ  NEJ ในสัตว์ทดลองที่ได้รับวัคซีน 
 

ศึกษาอัตราการติดเชื้อพยาธิในสัตว์ทดลอง 
 

ประเมินผลประสิทธิภาพของวัคซีนในสัตว์ทดลอง 
แผนภูมิ  แสดงแผนงานวิจัยด้านการพัฒนาโปรตีนวัคซีน เพ่ือกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันการติดเชื้อพยาธิ 
 
ทดสอบการตอบสนองของระบบภูมคุ้มกัน 
 ท าการวัดระดับของ immunoglobulin (Ig) โดยเฉพาะ IgG1 และ IgG2 เพ่ือดูการตอบสนองต่อ 
รีคอมบิแนนท์ FgCathL1 โดยวิธี indirect ELISA  

Coat plate with rFgCatL1 

 
Primary antibody (mice sera) 

 
Secondary antibody (HRP-goat anti-mouse IgG1 & IgG2) 

 
TMB 

 
Reaction measurement (plate reader at OD450) 

แผนภูมิที่ 2 แสดงการท า ELISA 
 
การนับจ านวนพยาธิ 
 หนูถูกท าให้ตายด้วย ether หลังจากการท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 4 สัปดาห์ แล้วน าตับหนูออกมา
ใส่ในน้ าเกลือ และฉีกตับหนูให้เป็นชิ้นเล็กๆ ปล่อยให้ตัวพยาธิออกมาจากตับ หลังจากนั้นนับจ านวนพยาธิ
จากตับของหนูแต่ละตัว เพื่อน าไปค านวณหาร้อยละของการป้องกันการติดเชื้อต่อไป 
 
ตรวจวัดระดับ liver enzymes ในเลือด 
  ตรวจวัดระดับ เอนไซม์ตับ (AST, ALT และGGT) เพ่ือตรวจวัดความผิดปกติของตับ ด้วยเครื่อง
อัตโนมัติ (automatic machine)  
 
 
 



วิธีการประเมินผล/ สังเคราะห์ข้อมูล 
1. ท าการค านวณหาค่า % protection ของกลุ่มที่ 4 และ 5 โดยเทียบกับกลุ่มที่ 2 และ 3 ดังสูตร

ด้านล่าง 
% Protection     = (A - B)/A X 100 

――A” ค่าเฉลี่ยของ worm recovery จากกลุ่มควบคุมท่ี 1 หรือ 2 
――B” ค่าเฉลี่ยของ worm recovery จากกลุ่มทดสอบที่ 3 หรือ 4 

2. เปรียบเทียบ ระดับของแอนติบอดี และ เอนไซม์ตับ ของกลุ่มทดสอบกับกลุ่มควบคุม โดยใช้ 
one-way ANOVA and Kruskal-Wallis Test และ ใช้โปรแกรม SPSS version 18.0 ในการ
ค านวณ และ ที่ p ≤  0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลการวิจัย (Results) 
1. การ clone cDNA ของ CatL1, CatL1H, CatL1G, CatL1D, CatB2, SAP2 และ LAP แล้ว ยีน 
 ได้ท าการโคลนยีน CatL1, CatL1H, CatL1G, CatL1D, CatB2, SAP2 และ LAP โดยใช้เทคนิค 
PCR ซึ่งใช้ cDNA libraries จาก F.gigantica เป็น template หลังจากนั้นได้ท าการผลิต recombinant 
DNA โดย ligate ยีนที่ได้เข้ากับเวกเตอร์ pGEM-T Easy แล้วท าการวิเคราะห์หาล าดับ DNA โดย 
Macrogen Inc (South Korea) หลังจากนั้นวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนโดยโปรแกรม BLAST (The 
National Center for Biotechnology Information, NCBI, http://ww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
และ SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  

 
2. สังเคราะห์ recombinant protein 

   การสังเคราะห์ recombinant proteins (CatL1, CatL1H, CatL1G, CatL1D, CatB2, SAP2 
และ LAP) ท าโดยการ ligate cDNA ของจีนเป้าหมายกับ expression vector ของระบบการแสดงออก
ในแบคทีเรีย (prokaryotic system) คือ pET-30b และ pET-21b หลังจากนั้นจึงน า vector เข้าสู่เซลล์
เจ้าบ้าน (host cell) ซึ่งคือเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นปล่อยให้เซลล์แบคทีเรีย
เจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของจีนโดยใช้ isopropyl-β-D- thiogalactoside 
(IPTG) และท าให้เซลล์แบคทีเรียสลายและท าให้โปรตีนบริสุทธิ์โดยใช้ Ni-NTA  หลังจากนั้นศึกษาขนาด
ของโปรตีนโดยใช้ SDS-PAGE แล้วย้อมด้วย Coomassie Blue โดยขนาด (molecular weight) ของ 
matureCatL1 (mCatL1), mCatL1H, mCatL1G, mCatL1D, mCatB2 ที่  30, 25, 25, 25, 28 kDa 
ตามล าดับ (รูปที่ 1) 

 



 
รูปท่ี 1 แสดงขนาดของ recombinant proteins (lane 1: proCatL1, lane 2: matCatL1, lane 3: matCatL1G, lane 
4: matCatL1H, lane 5: matCatB
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3. ทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนของ โปรตีน proCatL1 และ matCatL1 ในหนูทดลอง 
กลุ่มการทดลองแบ่งเป็น 5 กลุ่ม โดยหนู ICR เพศผู้ อายุ 8 สัปดาห์ กลุ่มละ 10 ตัว ดังนี้ 

กลุ่มท่ี 1 ไม่มีการฉีดกระตุ้น และไม่มีการท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 
กลุ่มท่ี 2  ไม่มีการฉีดกระตุ้น และมีการท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 
กลุ่มท่ี 3  ท าการฉีดกระตุ้นด้วยบัฟเฟอร์ที่ไม่มีโปรตีนผสม และมีการท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 
กลุ่มท่ี 4 ท าการฉีดกระตุ้นเข้าใต้ผิวหนังด้วย rproFgCatL1 50 ไมโครกรัม ปนกับ adjuvant ต่อครั้ง และมี
การท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 
กลุ่มท่ี 5  ท าการฉีดกระตุ้นเข้าใต้ผิวหนังด้วย rmatFgCatL1 50 ไมโครกรัม ปนกับ adjuvant ต่อครั้ง และมี
การท าให้หนูติดเชื้อพยาธิ 
 
โดยแต่ละกลุ่มท าการฉีดกระตุ้นหนู 3 ครั้งโดยแต่ละครั้งห่างกัน 2 สัปดาห์ และหลังจากฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้าย 
2 สัปดาห์ ท าให้หนูติดเชื้อตัวละ 15 metacercariae หลังจากนั้น 4 สัปดาห์หลังจากท าให้หนูติดเชื้อ ก็ท า
การฆ่าหนูโดยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เก็บตับและนับจ านวนพยาธิเพื่อค านวณหาร้อยละของการป้องกันการ
ติดเชื้อพยาธิ และผลการทดสอบวัคซีนมีการแสดงระดับการป้องกันการติดเชื้อในกลุ่ม rproFgCathL1 และ 
rmatFgCathL1 เท่ากับ ร้อยละ 39.1, 41.7 และ 44.9, 47.2 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม non vaccinated-
infected และ adjuvant-infected controls ตามล าดับ ดังตารางที่ 3 

 
ตารางท่ี 3.  
ตางรางแสดงร้อยละของการป้องกันการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica หลังจากฉีดกระตุ้นด้วย 
rproFgCathL1 และ rmatFgCathL1 
 
Groups   Mice Treatments                Reduction (%)  
1.Uninfected Control 10  Non-immunized and uninfected          _ 
2.Infected Control 10 Non-immunized and infected           _  
3.Adjuvant Control 10 Immunized with Adjuvant and infected         _ 
4.rproFgCathL1  10 50 µg of rproFgCathL1 and infected  41.7 a *, 39.1 b* 
5.rmatFgCathL1 10 50 µg of rmatFgCathL1 and infected  47.2 a *, 44.9 b* 
______________________________________________________________________________ 
* Significant in worm reduction compared with control groups (p < 0.05). 
a Percent reduction, compared with group 2, b Percent reduction, compared with group 3 
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4. ศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนของรีคอมบิแนนท์ proFgCathL1 และ matFgCathL1 ในหนู 
ICR และการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ต่อรีคอมบิแนนท์ pro FgCathL1 และ mature FgCathL1 

จากการท าให้หนูติดพยาธิโดยการป้อนตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ (F. gigantica) ในระยะ Metacercaria 
พบว่าโปรตีน proFgCathL1 และ rmatFgCathL1 สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ 
humoral ได้ โดยมีระดับของ Immunoglobulin (Ig) ชนิด IgG1และ IgG2a ในกระแสเลือดสูงขึ้น (รูปที่ 2)  

 

 
รูปที่ 2 แสดงการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (humoral) โดยเฉพาะ IgG1 และ IgG2a พบว่าทั้งในกลุ่มที่มีการ
กระตุ้นด้วย rproFgCathL1 และ rmatFgCathL1 สามารถกระตุ้นภูมคุ้มกันได้ทั้ง IgG1 และ IgG2a (2A & 
2B) แต่ระดับของ IgG1 จะสูงกว่า IgG2a ;1=Uninfected control, 2=Infected control, 3=Adjuvant 
control, 4=rproFgCathL1, 5=rmatFgCathL1 
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5. ผล immunoblotting 
 โปรตีน cathL1 ที่สกัดได้จากการตัวพยาธิตัวอ่อน (newly excysted juvenile) (1), ตัวอ่อน
ระยะ 4 สัปดาห์ (WB) (2) และ ES ของตัวอ่อนระยะ 4 สัปดาห์ (3) มาวิเคราะห์โดยวิธี SDS-PAGE และ
ทดสอบการท าปฎิกิริยากับแอนติบอดีจากหนูในกลุ่มวัคซีน โดยวิธี immunoblotting พบว่า ในกลุ่ม 
rproFgCathL1 และ rmatFgCathL1 ท าปฎิกิริยากับโปรตีน CathL1 ที่ 38-48 กิโลดาลตัน (รูปที่ 3 เลน 
1 และ 4) และท าปฎิกิริยากับ WB และ ES ของตัวอ่อนระยะ 4 สัปดาห์ ที่ 25-28 กิโลดาลตัน (รูปที่ 3 
เลน 2, 5 และ 3, 6) 
 

 
 
รูปที่ 3 แสดงผล immunoblotting 
*   แสดงต าแหน่งของ pro-protein 
** แสดงต าแหน่งของ mature protein 
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6. ความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดี (IgG1 และ IgG2a) กับ จ านวนพยาธิ  
 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ IgG1และ IgG2a และจ านวนพยาธิที่จุด ท าให้ติดเชื้อ (infection) 
และ termination (รูปที่. 4) พบว่าค่าท่ีได้ IgG1 มีค่าที่สูงกว่า IgG2a (IgG1 showed stronger correlations 
than IgG2a) ซึ่งมีค่าดังนี้: IgG1 at infection , r = -0.654 (p<0.05); IgG1 at termination ,r = -0.176 
(p=0.63); IgG2a at infection , r = -0.056 (p=0.88); IgG2a at termination , r = 0.148 (p=0.68). 
นอกจากนี้ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ IgG1และ IgG2a และจ านวนพยาธิในกลุ่ม rproFgCathL1-
vaccinated IgG1 ที่จุด ท าให้ติดเชื้อ (infection), r = 0.367 (p=0.30);IgG1 at termination , r = 0.349 
(p=0.32) ;IgG2a at infection , r = -0.104 (p=0.78);IgG2a at termination ,r = -0.232 (p=0.52) 
 
♦ =  คือระดับของ OD450 และจ านวนพยาธิในกลุ่ม rproFgCathL1 vaccinated group 
● = คือระดับของ OD450 และจ านวนพยาธิในกลุ่ม rmatFgCathL1 vaccinated group 
■ =  คือระดับของ OD450 และจ านวนพยาธิในกลุ่ม the adjuvant and infected control group 

▲= คือระดับของ OD450 และจ านวนพยาธิในกลุ่ม non immunized and infected control group 
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รูปที่ 4 ความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดี (IgG1 และ IgG2a) กับ จ านวนพยาธิ  
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7. ระดับเอนไซม์ตับ (AST และ ALT) 
 ระดับเอนไซม์ตับ (AST และ ALT) มีค่าสูงขึ้นทึ่จุด termination ทุกกลุ่ม ยกเว้นกลุ่ม non-
immunized and uninfected แต่เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม rproFgCathL1-immunized and 
infected และ rmatFgCathL1-immunized and infected พบว่าระดับเอนไซม์ของกลุ่ม rmatFgCathL1-
immunized and infected มีค่าต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญที่ p<0.05 (รูปที่ 5) 
* เท่ากับมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่ม rproFgCathL1-immunized and infected 
 
(1) non-immunized and uninfected  
(2) non-immunized and infected  
(3) Freund‖s adjuvant and infected  
(4) rproFgCathL1-immunized and infected  
(5) rmatFgCathL1-immunized and infected 
 
 
 
ตารางท่ี 4. The pathological lesions of the livers were analyzed by scoring the damage 
lesions. In rFgCatL1-vaccinated group. 

Group Mean liver damage score ± SD 

1. Uninfected Control - 

2. Infected Control 3.5 ± 1.3 

3. Adjuvant Control 3.1 ± 0.9 

4. rproFgCatL1 1.6 ± 0.8a*, b* 

5. rmatFgCatL1 1.4 ± 0.9 a*, b* 

*Significant in reduction of liver pathological lesion when compared with control group at p-
value less than 0.05. 
a Liver damage score, compared with group 2, b Liver damage score, compared with group 3 
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รูปที่ 5 แสดงระดับเอนไซม์ตับ (AST และ ALT) 
(1) non-immunized and uninfected   (2) non-immunized and infected  
(3) Freund‖s adjuvant and infected   (4) rproFgCathL1-immunized and infected  
(5) rmatFgCathL1-immunized and infected 
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สรุปผลการวิจัย 
ผู้วิจัยได้ท าการสังเคราะห์ยีน (cDNA) และโปรตีนของ pro CathL1, mature CathL1, CathL1G, 

CathL1H และ CathB2 ได้ส าเร็จ โดยการใช้วิธี screening cDNA libraries ของพยาธิ F. gigantica ด้วย 
primers ที่ออกแบบและสังเคราะห์จากยีนที่คล้ายกันจากพยาธิ F. hepatica ค้นได้จากฐานข้อมูล NCBI ซ่ึง
โปรตีน pro CathL1, mature CathL1, CathL1G, CathL1H และ CathB2 มีมวลโมเลกุล (MW) เท่ากับ 30, 
25, 25, 25, 28 ตามล าดับ จากนั้นน า recombinant proteins pro CathL1 และ mature CathL1 มา
ทดสอบศักยภาพในการเป็นวัคซีนในหนู โดยการ immunize หนูด้วย recombinant proteins ผสมกับ 
Freud‖s adjuvant เป็นเวลา 6 สัปดาห์ แล้วติดเชื้อพยาธิด้วยการป้อน metacercaria 15 อันต่อหนูหนึ่งตัว 
เพ่ือประเมิณค่า percent protection พบว่าระดับของการป้องกันการติดเชื้อในกลุ่ม rproFgCatL1 และ 
rmatFgCatL1 เท่ากับ ร้อยละ 39.1, 41.7 และ 44.9, 47.2 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม non vaccinated-
infected และ adjuvant-infected controls ตามล าดับ และแอนตอบอดีจากหนูในกลุ่มวัคซีนมีการท า
ปฎิกิริยากับโปรตีนที่สกัดได้จากตัวพยาธิระยะตัวอ่อนระยะแรก และตัวอ่อนระยะ 4 สัปดาห์ โดยโปรตีน 
proFgCathL1 และ rmatFgCathL1 สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ humoral ได้ 
โดยมีระดับของ Immunoglobulin (Ig) ชนิด IgG1และ IgG2a ในกระแสเลือดสูงขึ้น และระดับการเพ่ิมข้ึน
ของแอนติบอดียังมีความสัมพันธ์กับการลดลงของจ านวนพยาธิอีกด้วย โดยเฉพาะระดับของ IgG1 ส่วนระดับ
ของเอนไซม์ตับ (AST และ ALT) ที่บ่งบอกถึงความเสียหายของเนื้อเยื่อตับ พบว่าในกลุ่ม rmatFgCathL1 มีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่ม rproFgCathL1 อย่างมีนัยส าคัญที่ p<0.05  
 

อภิปราย/วิจารณ์ (Discussion) 
 โดยทั่วไปแล้วการวิจัยในโครงการนี้ให้บรรลุตามวัตถุประสงค์ส่วนใหญ่ที่ตั้งไว้ คือในปีแรกได้

มีการผลิต recombinant proteins ได้ส าเร็จ ทั้งสิ้น 5 โปรตีนคือ pro CathL1, mature CathL1, 
CathL1G, CathL1H และ CathB2 และได้มีการทดสอบวัคซีนแล้ว 2 โปรตีน พร้อมทั้งได้มีการวิเคราะห์ข้อมูล
และได้มีการเผยแพร่โดยการตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติเป็นที่เรียบร้อยแล้ว (Kueakhai P, Changklungmoa 
N, Chaichanasak P, Jaikua W, Sobhon P. Vaccine poteintial of recombinant cathepsinL1 
against fasciola gigantica in mice. Acta Trop 2015; Inpress.) ส่วนโปรตีนอื่น ๆ อยู่ระหว่างการ
ด าเนินการทดสอบวัคซีนเดี่ยว และจะท าการวิเคราะห์ข้อมูลและมีการตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติที่มีคุณภาพ
อยู่ในระดับดีต่อไปในปี 2559 ส่วนปัญหาก็ในการวิจัยคือ มีการผลิต metacercariae ไม่เพียงพอต่อการ
ทดสอบ อาจจะต้องใช้เวลาในการผลิตและทดสอบวัคซีน และอาจจะท าให้การทดสอบล่าช้าไปบ้าง 

 
  

สรุปและเสนอแนะ 
 ไม่มี 
 
 
 
 
 
 



 30 

(5) ผลผลิต (Output) 
(5.1) ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชิการทั้งในและระดับชาติ และนานาชาติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ช่ือเรื่อง ช่ือ
วารสาร ปี เล่ม เลขที่และหน้า) 

1. Kueakhai P, Changklungmoa N, Chaichanasak P, Jaikua W, Sobhon P. Vaccine 
poteintial of recombinant cathepsinL1 against fasciola gigantica in mice. 
Acta Trop 2015; Inpress. (ภาคผนวก) 

(5.2) การจดสิทธิบัตร 
ไม่มี 

(5.3) ผลงานเชิงพาณิชย์ (มรการน าเสนอไปผลิต/ขาย/ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการน าไปประยุกต์ใช้โดย
ภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 

ไม่มี 
(5.4) ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

ไม่มี 
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รายงานการเงิน 
เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย (NRMS 13 หลัก) 3930100116821 สัญญาเลขที่ 134/2558 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๘ 

มหาวิทยาลัยบูรพา 
ชื่อโครงการ การพฒันาวคัซีนจากแอนติเจนในกลุม่เอนไซม์ย่อยสลายโปรตีนส าหรับโรคพยาธิใบไม้ตบั 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ดร. พรอนันต์ เกื้อไข่ 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม 2557    ถึงวันที่ 1 กรกฎาคม 2558 
ระยะเวลาด าเนินการ......-.....ปี.......9......เดือน   ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2557 

รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)   495,000 บาท  เมื่อวัน 4 เดือน ธันวาคม ปี 2557 
งวดที่ 2 (40%)   396,000 บาท  เมื่อวัน 8 เดือน พฤษภาคม ปี 2558 
งวดที่ 3 (10%)     บาท  เมื่อวัน -  เดอืน -  ปี - 
 
รวม    881,000 
 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 180,000 180,000 - 
2. ค่าจ้าง 96,000 96,000 - 
3. ค่าวัสดุ 594,000 450,000 144,000 
4. ค่าใช้สอย 120,000 42,000 78,000 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช่จ่ายอ่ืน ๆ 
(โปรดระบุเป็นข้อย่อย) 

- - - 

รวม 990,000 768,000 222,000 
 
 
                 (.............................................................) 
        ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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