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บทคัดย่อ 
Fasciola gigantica Glutathione peroxidase (FgGPx) จัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระและ

น่าจะมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นโปรตีนเป้าหมายในการวินิจฉัยและวัคซีนโรค fasciolosis ในการศึกษาครั้งนี้
เรามุ่งมั่นท่ีจะโคลน ศึกษาคุณลักษณะ และศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีนตัวนี้ FgGPx ถูกโคลนด้วย
วิธีพีซีอาร์ (PCR) จาก สารพันธุกรรมของพยาธิตัวเต็มวัย (cDNA) ซึ่ง FgGPx DNA ประกอบด้วย 582 เบส 
และประกอบด้วยกรดอะมิโน 168 ตัวซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 19 กิโลดาลตัน โปรตีน recombinant 
FgGPx (rFgGPx) ถูกแสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli BL21 (DE3) และน าโปรตีน rFgGPx ไป
กระตุ้นให้หนูสร้างภูมิคุ้มกัน (แอนติบอดี) ต่อโปรตีน rFgGPx ชนิดโพลีโคลนอล (anti-rFgGPx) หลังจากนัน้น า
แอนติบอดีที่ได้ไปทดสอบด้วยวิธี immunobloting กับ rFgGPx โปรตีนที่สกัดจากตัวพยาธิ (WB) โปรตีนที่
สกัดจากผิว (TA) และโปรตีนที่พยาธิหลังออกมาจากทางเดินอาหาร (ES) พบว่ามีการให้ผลบวกกับโปรตีนที่
น้ าหนักโมเลกุล 19 กิโลดาลตันเฉพาะ rFgGPx WB และ TA เท่านั้น ไมพ่บการแสดงออกใน ES รวมถึงได้
ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน FgGPx ของพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica จะนวน 5 ระยะ คือ egg 
metacercariae, NEJ, 4 week-old juveniles และตัวเตม็วัยด้วยวิธี immunoblotting พบว่ายีน FgGPx มี
การแสดงออกทุกระยะและมีการแสดงออกสูงในระยะไข่และตัวเต็มวัย และได้ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 
GPx ในเนื้อเยื่อของพยาธิตัวเต็มวัยด้วยวิธี immunohistochemistry พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน 
FgGPx ระดับสูงใน ผิวของพยาธิ (tegument) vitelline และไข่ นอกจากนี้ยังพบว่า แอนติบอดี (anti-
rFgGPx) ไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับแอนติเจน (GPx) กับพยาธิใบไม้ชนิดอ่ืน ๆ ได้แก่ Eurytrema pancreaticum, 
Cotylophoron cotylophorum, Fischoederius cobboldi, gastrothylax crumenifer, 
Paramphistomum cervi และ Setaria labiato papillosa จึงไดพั้ฒนาการวินิจฉัยโรคนี้ให้ดีขึ้น โดยการ
ตรวจหาพยาธิ F.gigantica ด้วยวิธีการผลิต Monoclonal Antibody (MoAb) ต่อโปรตีน GPx ที่มี
ความจ าเพาะสูงในการวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับจากการติดเชื้อ F.gigantica โดยวิธี Hybridoma 
Technique จากการน าม้ามของหนูที่ผ่านการ immunization ด้วย FgGPx (Ag) มาท าการ Fusion กับ 
Myeloma แล้วน าเซลล์ไปเลี้ยง (Cell culture) ศึกษาปริมาณ MoAb ด้วยวิธี Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) แล้ววัดความเข้มข้นของ Ab ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จึงท าการ
เช็คชนิด (isotype) ของ MoAb (clone 7B8) ต่อ recombinant Fasciola gigantica GPx (rFgGPx) พบว่า

เป็นชนิด immunoglobulin (Ig) G1 with  light chain ศึกษาความจ าเพาะของโปรตีน FgGPx ต่อโปรตีน 
tegument antigen (TA), whole body (WB) และ excretory-secretory (ES) ด้วย indirect western 
blot พบว่าโปรตีน FgGPx  มีความจ าเพาะต่อโปรตีนทีผ่ิว (TA) และโปรตีนที่สกัดจากทั้งตัว(WB) ของพยาธิ 
F.gigantica ทั้งสองมีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ประมาณ 19 kDa ไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอื่นๆ ได้แก ่
Paramphistomum cervi, Gigantocotyle explanatum, Cotylophoron cotylophorum, 
Gastrothylax crumenifer, Setaria labiatopapillosa, Eurytrema pancreaticum และ 
Fischoederius cobboldi และศึกษาการแสดงออกของโปรตีน FgGPx ด้วยวิธี Immunohistochemistry 
ระยะ metacercariae ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน GPx แต่ในระยะ 3 สัปดาห์, 4 สัปดาห์ และตัวเต็มวัย



 

(Adult) พบว่ามีการแสดงออกของ GPx ทีผ่ิว (tegument) ของพยาธิ F.gigantica ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นการ
ผลิต MoAb ต่อ rFgGPx เพ่ือพัฒนาเป็นชุดตรวจในการวินิจฉัยเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F.gigantica ต่อไปใน
อนาคต รวมถึงได้ผลิตและศึกษาคุณลักษณะของ Monoclonal antibody (MoAb) ต่อโปรตีน thioredoxin-
related Protein 14 kDa (FgTRP14) ของพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica ด้วยเพื่อน า monoclonal antibody 
ที่ได้มาพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ F. gigantica ในการศึกษาครั้งนี้ได้น า Hybridoma cell มาเลี้ยง
เซลล์เพ่ือเพ่ิมจ านวน hybridoma cells และปริมาณแอนติบอดีในน้ าเลี้ยงเซลล์ จากนั้นน า culture fluid มา
ทดสอบหาปริมาณของ MoAb แล้วน า MoAb ที่ให้ค่าดูดกลืนแสงสูงมาท าการตรวจสอบชนิดของ MoAb ด้วย
วิธี indirect ELISA พบว่ามี heavy chain เป็นชนิด IgM และมี light chain เป็นชนิด Lambda ทั้งหมด 5 
clone ได้แก่ 1B2-2, 2D2, 4F3, 5G8 และ 5G8-2 จากนั้นน ามาทดสอบความสามารถของ MoAb ในการจับ 
TRP14 ด้วยวิธี western blot โดยใช ้ polyclonal antibody (PoAb) เป็น positive control และใช ้
myeloma cell เป็น negative control พบว่า MoAb 4 clone ได้แก่ 2D2, 5G8, 4F3 และ 1B2-2 มี
ความจ าเพาะต่อ TRP14 ที่ 14 kDa และท าการศึกษา MoAb clone 2D2 ต่อ Fasciola gigantica whole 
blood Fg (WB), excretory-secretory (ES) และ tegumental antigens (TA) พบว่ามีความจ าเพาะต่อ Fg 
(WB) และ ES ที่ 14 kDa แต่ไม่มีความจ าเพาะต่อ TA และท าการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกัน (cross reaction) 
กับโปรตีนของพยาธิชนิดต่างๆ Fasciola gigantica (Fg), Schistosoma mansoni (Sm), Opisthorchis 
viverrini (Ov), Cotylophoron cotylophorum (Cc), Seratia Iabiatopapillosa (Si), 
Paramphistonum cervi (Pc), Gastrothylax crumenifer (Gc), Eurytrema pancreaticum (Ep), 
Giganocytyle explanum (Ge) พบว่า MoAb ทั้ง 4 clone ไม่มีการเกิด cross reaction กับพยาธิชนิด
อ่ืนๆ โดยผลที่ได้สามารถน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิ F. gigantica ตั้งแตร่ะยะเริ่มแรก
ของการติดเชื้อได้ ดังนั้นมีความเป็นไปได้ที่จะใช้ rFgGPx และ rFgTRP14 เพ่ือเป็นโปรตีนเป้าหมายในการ
วินิจฉัยโรคและหรอืวัคซีนส าหรับโรค fasciolosis ในสัตว์เศรษฐกิจและมนุษย์ในอนาคต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Abstract 
Fasciola gigantica Glutathione peroxidase (FgGPx) belongs to a family of antioxidant 

enzymes, and it has diagnostic as well as vaccine potentials against fasciolosis. In this study, 
we aim first to clone, characterize and detected the expression of this gene and protein. 
FgGPx was cloned by polymerase chain reaction (PCR) from adult complementary DNA 
(cDNA), and its sequence was composed of 582 bp. Its putative peptide had no signal 
sequence and comprised of 168 amino acids, with a molecular weight of 19 kDa, and a 
conserved sequence of NVACKUG, FPCNQFGGQ and WNF. The expression of FgGPx mRNA 
was quantified using q-PCR in the all stages of F. gigantica (egg, metacercariae, NEJ, 4-week 
old juveniles, and adult) with high expression in egg ang adult. A recombinant FgGPx (rFgGPx) 
was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) and used for immunizing mouse to obtain 
polyclonal antibodies (anti-rFgGPx). This mouse anti-rFgGPx reacted with the native FgGPx at 
a molecular weight of 19 kDa in adult WB and TA by immunobloting. The FgGPx protein was 
expressed at high level in tegument, vitelline and egg of the parasite. Anti-rFgGPx exhibited 
no cross reactivity with the other parasites' antigens, including Eurytrema pancreaticum, 
Cotylophoron cotylophorum, Fischoederius cobboldi, Gastrothylax crumenifer, 
Paramphistomum cervi, and Setaria labiato papillosa.  

monoclonal antibody (MoAb) against recombinant F. gigantica glutathione peroxidase 
(rFgGPx) and recombinant thioredoxin-related Protein 14 kDa (rFgTRP14) were produced by 
hybridoma technique using spleen cells from BALB/c mice immunized with rFgGPx. MoAb 
against rFgGPx (named 7B8) and MoAb against rFgTRP14 are IgG1 with kappa light chains and 
IgM with lamda light chain, respectively. MoAb against rFgGPx reacted specifically with 
rFgGPx at a molecular weight (MW) 19 kDa as shown by immunoblotting, and reacted with 
the native FgGPx in the extracts of whole body (WB), metacercariae, newly excysted juvenile 
(NEJ), 4 week-old juveniles and adult F. gigantica. In the same way, MoAb against rFgTRP14 
reacted specifically with rFgTRP14 at a molecular weight (MW) 14 kDa as shown by 
immunoblotting, and reacted with the native FgTRP14 in the extracts of adult whole body 
(WB) a excretory-secretory antigen (ES) of adult F. gigantica. Both MoAb against rFgGPx and 
MoAb against rFgTRP14 did not cross react with antigens in WB fractions from other parasites, 
including Gigantocotyle explanatum, Paramphistomum cervi, Gastrothylax crumenifer, 
Eurytrema pancreaticum, Setaria labiato-papillosa and Fischoederius cobboldi. By 
immunolocalization, MoAb against rFgGPx reacted with the native protein in the tegument, 
vitelline cells, and eggs of adult F. gigantica. On the other hand, MoAb against rFgTRP14 



 

reacted with the native protein in the ceacal epithelial cells. This finding indicated that 
FgGPx and FgTRP14 are an abundantly expressed parasite protein that is released into the 
TA and ES, therefore, FgGPx and FgTRP14 and theirs MoAb may be used for 
immunodiagnosis of both early and late fasciolosis in ruminants and humans. 
 
 
Keywords : immunodiagnosis, liver fluke, Fasciola gigantica, glutathione peroxidase, 
thioredoxin-related protein 
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บทน ำ (Introduction) 
เนื้อหำของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท ำกำรวิจัยมำก่อน 
 Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แพะ และแกะที่เลี้ยงในประเทศไทย และ
ประเทศเขตร้อนอื่น ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งท าให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
โดยเฉพาะต่อเกษตรและอุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงเพ่ือให้ได้ผลผลิตเนื้อและนม จากการส ารวจพบว่าโค 
กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 11.8% และในบางพ้ืนที่อัตรการติดเชื้ออาจสูงถึงร้อยละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้
ตับจึงเป็นพยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรที่มีอาชีพเลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ มีการประมาณว่า
โรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหายให้แก่เกษตรกรปีละไม่น้อยกว่า 300 ล้านบาท (Sukhapesna et al., 
1990; Sirihakim and Pholpark, 1991) นอกจากนั้นยังมีรายงานว่ามีคนติดเชื้อพยาธิ ชนิดนี้ไม่น้อยกว่า 30 
ราย และมีแนวโน้มสูงขึ้นเรือ่ย ๆ เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ในประเทศเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว และ
มีการแพร่ กระจายของหอยพาหะอย่างกว้างขวางในระยะ 10 ปีที่ผ่านมา 
 เมื่อสัตว์เคี้ยวเอื้องหรือมนุษย์กินตัวอ่อนระยะติดต่อคือระยะเมตาเซอร์คาเรียเข้าไป ผนังหุ้มตัวอ่อน
ระยะนี้จะถูกท าลายโดยน้ าย่อยท าให้ตัวอ่อนระยะ newly excysted juvenile (NEJ) ออกจากซีสต์บริเวณ
ล าไส้เล็กของโฮสท์ NEJ จะไชผ่านผนังล าไส้เล็กเข้าไปในช่องท้องภายในล าตัวของโฮสท์ และเคลื่อนไปสู่ตับ
แล้วเจริญเป็นพยาธิตัวอ่อนซึ่งจะเคลื่อนที่ผ่านเนื้อเยื่อของตับ ท าให้เนื้อเยื่อตับถูกท าลายเกิด haemorrhage 
และ fibrosis ในเนื้อตับ เมื่อพยาธิเจริญเป็นตัวเต็มวัยก็จะเดินทางไปอาศัยในท่อน้ าดีโดยใช้อวัยวะยึดเกาะ 
(oral และ ventral suckers) เกาะผนังของท่อน้ าดี เนื่องจากมีความต้องการอาหารในปริมาณสูง พยาธิจะ
ท าลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์บริเวณที่พยาธิอาศัยอยู่ จากการเคลื่อนที่ไปมา พยาธิใช้ oral sucker กัด
หรือฉีกเนื้อเยื่อและเม็ดเลือดเพ่ือดูดกิน ในขณะที่หนามบริเวณผนังล าตัวจะครูดและท าลายเนื้อเยื่อของโฮสท์
ในขณะที่พยาธิเคลื่อนที่ไปมา เอ็นไซม์และสารที่พยาธิหลั่งออกมาโดยเฉพาะกลุ่ม proteases และ lytic 
proteins จะช่วยท าลายและย่อยสลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์มากยิ่งขึ้น เอ็นไซม์กลุ่ม endoproteases 
ในกลุ่ม cathepsin L (CatL) ,cathepsin B (CatB) และกลุ่ม exopeptidases ในสกุล leucine 
aminopeptidase (LAP) เป็นเอนไซม์หลักที่พยาธิหลั่งออกมาในสารคัดหลั่ง (excretion-secretion (ES) 
material) และพบว่ามีอยู่ในพยาธิตั้งแตร่ะยะ NEJ จนกระท่ังระยะตัวเต็มวัย โดยอาจมี isotype ที่ปรับ
เปลี่ยนไปเช่น CathB3 ถูกสร้างและปล่อยโดย NEJ ในช่วงที่ไชเข้าเนื้อเยื่อของโฮสท์ ส่วน CatB2 พบในขั้นตัว
อ่อน และ CatB1 เป็นเอนไซม์หลักในตัวเต็มวัย (Meemon et al., 2004) เอ็นไซม์ทั้งสองกลุ่มมีการกระจาย
ตัวที่ 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) ซึ่งจะจับกับไขมันบนผนังเซลล์ท าให้เกิดรูและท าให้เซลล์ของโฮสท์แตกออกเพ่ือเป็นอาหารพยาธิต่อไป 
 ได้มีการศึกษาคุณสมบัติบางประการของยีน saposin-like protein (SAP) สองชนิดในพยาธิใบไม้ตับ
ชนิด 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 อย่างสมบูรณ์ท่ีสุด 
นอกเหนือจากโปรตีน SAP แล้ว ยังพบโปรตีน NK-lysin และ granulysin ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ที่มี
คุณสมบัติคล้ายกันกับโปรตีน amoebopore โดยโปรตีนในกลุ่มนี้ของโปรโตซัวจะเข้าไปท าปฏิกิริยากับไขมัน
บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์แปลกปลอมท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์และท าให้เซลล์เป้าหมายแตก (Zhai and 
Saier, 2000; Bruhn, 2005) โปรตีนกลุ่มนี้จึงถูกใช้เป็นกลไกในการป้องกันตัว และย่อยอาหารของอะมีบา 
ส่วนในพยาธิ Fasciola SAP ถูกใช้ส าหรับการสลายสารอาหารโดยเฉพาะการสลายเซลล์เม็ดเลือดซ่ึงเป็น
อาหารหลัก (Espino and Hillyer, 2003) เซลล์เม็ดเลือดที่แตกออกจะถูกพยาธิน ามาใช้เป็นอาหาร โดยมีการ
หลั่งเอ็นไซม์พวก proteases ดังกล่าวแล้ว ออกมาย่อย อีกต่อหนึ่งจนกลายเป็นโมเลกุลเชิงเดี่ยวที่ถูกดูดซึม
ผ่านทางผนังล าไส้เข้าสู่ตัวพยาธิ ซึ่งแอนติเจนต่างๆที่กล่าวมาในขึ้นตน้เป็นแอนติเจนที่พยาธิสร้างขึ้นและปล่อย
ออกมา จึงท าให้แอนติเจนเหล่านี้หลุดลอยไปในกระแสเลือด จึงเป็นแอนติเจนเป้าหมายที่จะสามารถตรวจพบ
ได้ในเลือดผู้ติดเชื้อ 
 ในปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica ใช้วิธีตรวจหาไข่พยาธิในอุจจาระของ
สัตว์ที่ติดเชื้อโดยวิธีของ Kato ซ่ึงมีความไวและความถูกต้องแม่นย าต่ าและเป็นวิธีที่ไม่สะดวก และต้องให้ผู้
ช านาญสังเกตุผ่านกล้องจุลทรรศน์เป็นผู้บอกลักษณะของไข่พยาธิที่มีลักษณะจ าเพาะ อีกท้ังสามารถตรวจพบ
ไข่พยาธิได้เฉพาะหลังจากติดเชื้อแล้วประมาณ 10-16 สัปดาห์ เมื่อพยาธิได้เจริญเป็นตัวเต็มวัยแล้ว จึงมี
นักวิจัยหลายกลุ่มพยายามพัฒนาการตรวจโรคพยาธิโดยใช้วิธี immunoassasy ที่ตรวจระดับแอนติบอดีหรือ
แอนติเจนในเลือดของสัตว์ที่ติดเชื้อ อย่างไรก็ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นมายังไม่สามารถใช้ทดแทนวิธีตรวจไข่ใน
อุจจาระได้เนื่องจากมีความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ไม่ดีเพียงพอ คณะผู้วิจัยได้ศึกษา
วิเคราะห์แอนติเจนที่มีความจ าเพาะสูง เช่น TA 28.5 kD, CatB3, CatL และ SAP2 ซึ่งมีการหลั่งออกสู่เลือด
ในปริมาณสูงที่ตรวจวัดได้โดยการใช้โมโนโคลนัลแอนติบอดี (Chaitheerayanon et al., 2002, 
Anuracpreeda et al., 2009, Anuracpreeda et al., 2012, Anuracpreeda et al., 2016 และ 
Kueakhai et al., 2015 ) จงึน่าจะน าทั้งแอนติเจนและโมโนโคลนัลแอนติบอดีเหล่านี้ที่เหมาะสมไปพัฒนาชุด
ตรวจสอบแบบimmunoassays โดยเฉพาะแบบ sandwich ELISA และแบบ immunochromatography 
ต่อไปได้ 
 
ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 
 Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แกะ และคนในประเทศไทย และประเทศ
เขตร้อนอ่ืน ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งท าให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจด้านเกษตร
อุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงของประเทศในอัตราสูง จากการส ารวจพบว่าโค กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 
11.8% และในบางบริเวณของประเทศไทยอาจมีอัตราการติดเชื้อสูงถึงร้อยละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้ตับจึงเป็น
พยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม การเลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ เนื่องจากท า
ให้ผลผลิตเนื้อ นม และการใช้แรงงานลดลงอย่างมาก มีการประมาณว่าโรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหาย
ให้แก่เกษตรกรปีละประมาณ 300 ล้านบาท (Sukhapesna et al., 1990 : Sirihakim and Pholpark, 



 

1991) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในประเทศไทย มีคนติดเชื้อพยาธิ F. gigantica มีแนวโน้มจะมากข้ึน
เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ในประเทศ เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะ 10 ปีที่แล้วมา  
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica และ F. hepatica ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่
พยาธิในอุจจาระของสัตว์ที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย าต่ า ซึ่งการเก็บอุจาระสัตว์นั้นท าได้ยาก
และเสียเวลามากในการตรวจ อีกท้ังไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็
ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัวเต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ ท าให้ใข่ของพยาธินั้น
ปนเปื้อนสู่แหน่งน้ าธรรมชาติซึ่งท าให้วงจรการระบาดยังคงมีอยู่ 

ในประเทศไทยจะมีรายงายการติดพยาธิ F. gigantica ในคนน้อยนั้น ไม่สามารถแปรผลได้ว่าประไทย
ไม่มีการระบาดของของโรค Fasciolosis เป็นเพราะคนส่วนใหญ่ของประเทศไม่ได้รับการตรวจทางการแพทย์ 
เนื่องจากพฤติกรรมของคนไทยนั้นถ้าอาการของโรคไม่รุนแรงมากก็จะไม่ไปตรวจรักษา ซึ่งถ้าติดเชื้อ F. 
gigantica น้อยก็จะไม่แสดงอาการของโรคมากนัก ในทางตรงกันข้ามคนไทยนิยมบริโภคผักสด และผักบาง
ชนิดนั้นปลูกในน้ า เช่น ผักกะเฉด ผักบุ้งไทย เป็นต้น รวมถึงการน าน้ าธรรมชาติจากหนองบึงมาลดน้ าผักที่
ปลูก ดังนั้นคนไทยจึงตกอยู่ในภาวะเสี่ยงเป็นโรค Fasciolosis จากพฤติกรรมการบริโภคโดยไม่รู้ตัว และอีก
ประการที่สนับสนุนได้ว่า  F. gigantica มีการติดในคนได้มากเช่นกันดังมีรายงานการติดเชื้อ F. gigantica ใน
กลุ่มประเทศตะวันออกกลาง และแอฟริกาเหนือ ส่วนการติดเชื้อ F. hepatica มีรายงานการติดทั้งคนและ
สัตว์เช่นกัน ในช่วงระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาคณะผู้วิจัยได้ออกเก็บตัวอย่างพยาธิจากโรงฆ่าสัตว์ เช่น เชียงใหม่ 
ปทุมธานี เพรชบุรี นครราชสีมา แม่ฮองสอน ยังพบวัวและควายติดเชื้อ F. gigantica อยู่ หรือสัตว์บางตัวไม่มี
ตัวพยาธิให้เห็นแต่กลับมีรอยโรค fasciolosis ให้เห็นอยู่ แสดงให้เห็นว่าในปัจจุบันการแพร่ระบาดของโรค 
fasciolosis ในประเทศไทยนั้นไม่ได้ลดลงเลย น่าจะเพ่ิมขึ้นมากเสียอีก ภาวะโรคร้อนยิ่งเป็นตัวเร่งของวงจร
ชีวิตของ Fasciola spp. ให้เร็วและเพ่ิมขึ้นด้วย ในสถานะการปัจจุบันมีการน าวัวจากประเทศเพ่ือนบ้าน เช่น 
พม่า บังคลาเทศ เข้ามา ซึ่งวัวในแถบนั้นมีการติดเชื้อ Fasciola spp. อยู่มาก และในอนาคตมีโอกาศมากท่ี
เชื้อ F. hepatica จะมาแพร่ระบาดในประเทศไทยด้วย จึงยิ่งท าให้สถานการแพร่ระบาดไม่อาจหายไปได้เลย 
ดังมีรายงานหอยในแหล่งน้ าสาธารณะมีการติดเชื้อ F. gigantica  
 พันธุกรรมของ F. gigantica และ F. hepatica นั้นมีความคล้ายกัน 95-100 % จึงมีความ
เป็นไปได้สูงมากที่จะผลิตชุดตรวจวินิจฉัยโรคให้ครอบคลุมทั้งสองชนิด และปัญหาโรค fasciolosis ยังเป็น
ปัญหาทางด้านสาธารณะสุขและปศุสัตว์อยู่มาก จึงเป็นโอกาศทางการค้าท่ีประเทศไทยจะสามารถผลิตชุด
ตรวจวินิจฉัยโรค fasciolosis ไดเ้องและสร้างมูลค่ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่างดี และถ้างานวิจัยนี้สามารถ
เป็นสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรคที่ใช้งานได้จริง ซึ่งจะเป็นต้นแบบแนวคิดท่ีจะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรคส าหรับโรค
พยาธิอ่ืนๆ เช่น Opisthorchis viverrini ที่มีการแพร่ระบาดมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  
 ในการวิจัยพัฒนาชุดตรวจที่ผ่านมานั้นใช้แอนตอบอดีที่เป็นโมโนโคนอลและโพลีโคนอลแอนติบอดี ซึง
มีข้อเสียในการผลิตเชิงอุตสาหกรรมในด้านคุณภาพของชุดตรวจ เนื่องจากโพลีโคนอลแอนติบอดีที่ผลิตไม่สาม
รถควบคุมคุณภาพได้เพราะการตอบสนองของสัตว์แต่ละตัวแต่ละรอบท่ีผลิตไม่เหมือนกัน ส่วนโมโนโคนอล



 

แอนติบอดีนั้นเป็นแบบเซลล์ไฮบริโดมาจึงท าให้ไม่มีความสเถียรในการสร้างแอนติบอดีและเมื่อเลี้ยงไปนานๆ
จะท าให้การสร้างแอนติบอดีลดลง จึงเป็นปัญหาในการผลิตเชิงอุตสาหกรรม 

ดังนั้นคณะวิจัยซึ่งได้เห็นแนวโน้มที่จะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรค fasciolosis ด้วยเทคโนโลยีรีคอม
บิแนนท์แอนติบอดีแทนเพ่ือให้การสร้างแอนติบอดีมีความคงตัว จึงคิดที่จะต่อยอดงานวิจัยให้เป็นนวัตกรรมที่
สร้างข้ึนจากคนไทย ซึ่งจะสามารถแก้ใขปัญหาโรคพยาธิใบไม้ตับประเทศได้ 

 
วัตถุประสงค์และขอบเขตกำรวิจัย 

การสร้างและผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อแอนติเจนของ Fasciola spp. เพ่ือพัฒนาศักยภาพของ
ชุดตรวจให้สามารถตรวจการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica และ F. hepatica ได้ทุกระยะของการติด
เชื้อ 

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรือ แนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในกำรวิจัย 
 เป็นการวิจัยต่อยอดจากผลงานวิจัยที่ได้ท าวิจัยไปแล้วคือ การโคลนยีน การศึกษาคุณสมบัติของยีน 
การแสดงออกของยีน และการทดสอบศักยภาพการเป็นชุดตรวจของแต่ละแอนติบอดีคือ CatB, CatL และ 
SAP และ 28.5 kDa ซึ่งสามารถตรวจการติดเชื้อ F. gigantica ได้ ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงต้องการต่อยอดพัฒนา
ปรับปรุงชุดตรวจเพื่อเพ่ิมศักยภาพในการตรวจหาการติดเชื้อ F. gigantica และ F. hepatica ให้มีความ
แม่นย าและความจ าเพาะมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นการผลิตชุดตรวจโดยใช้เทคโนโลยีรีคอมบิแนนท์
แอนติบอดีเข้ามาร่วมด้วยในการการผลิต เพ่ือลดต้นทุนในการผลิตและเก็บไว้ได้นาน โดยคณะวิจัยได้แบ่งการ
ศึกษาวิจัยออกเป็น 4 ขึ้นตอนหลัก 

1) การสร้างและผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดีต่อเอนติเจนเป้าหมายและทดสอบศักยภาพการต่อ
แอนติเจนเป้าหมาย 

2) การโคลนยีนโมโนโคนอลแอนติบอดีที่มีศักยภาพในการสร้างชุดตรวจ 
3) กาสร้างและรผลิตรีคอมบิแนนท์โมโนโคนอลแอนตบิอดีและทดสอบศักยภาพการต่อแอนติเจน

เป้าหมาย 
4) การสร้างชุดตรวจแบบต่างๆจากรีคอมบิแนนท์โมโนโคนอลแอนติบอดีและทดสอบศักยภาพความไว

และความจ าเพาะต่อการเป็นชุดตรวจ 
 
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) 
กำรเพำะเลี้ยงวงชีวิตพยำธิในห้องปฏิบัติกำร 
 น าเอาตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจากไข่พยาธิไปติดเชื้อในหอย Lymnaea ollula ซึ่งน ามาจาก
ประเทศญี่ปุ่นเพื่อให้ได้ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียส าหรับการทดลองได้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากหอย 
L. ollula เป็นพันธุ์ที่มีความทนต่อการติดเชื้อพยาธิกว่าหอย Radix rubiginosa ซึ่งเป็นพาหะกลางของพยาธิ
ใบไม้ตับ โค กระบือ ตามธรรมชาติในประเทศไทย การเพาะเลี้ยงหอย L. ollula กระท าโดยน าหอยตัวเต็มวัย
ประมาณ 30 ตัว ใส่ในอ่างพลาสติกสีขาว ขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซ.ม. สูงประมาณ 9 ซ.ม. 
ภายในอ่าง ใส่ดินเหนียวและก้อนหิน ท าเป็นทางลาดเพ่ือให้หอยวางไข่ เติมน้ าให้ท่วมดินเหนียวและก้อนหิน
ประมาณ 2 ซ.ม. ให้ออกซิเจนโดยใช้เครื่องพ่นอากาศลงไปในอ่างน้ าตลอดเวลาและให้แสงสว่างโดยใช้ไฟนีออน
ขนาด 40W เป็นเวลา 8 ช.ม. ต่อวัน ให้อาหารคอืผักกาดหอม 
  
กำรติดเชื้อพยำธิใบไม้ในหอย L. ollula 
 (1) น าเอาไข่พยาธิที่ได้จากถุงน้ าดีของโคหรือกระบือที่ติดเชื้อพยาธิมาล้างน้ าดีออกด้วยน้ าที่ปราศ 
จากคลอรีน จากนั้นรวมเอาไข่ท่ีได้ใส่จานแก้ว (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 16 ซม.  เตมิน้ าให้ทว่มฝา
ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้อง ตรวจดูการพัฒนาของไข่พยาธิทุกวันภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (dissecting 
microscope) พยาธิใช้เวลาประมาณ 14-16 วัน จึงจะเจริญเป็นระยะไมราซิเดียม และฟักออกมาจากไข่ 
 (2)  น าหอยที่โตเต็มที่ขนาดประมาณ 4-5 มม. แยกออกมาใส่ถ้วยพลาสติกซ่ึงบรรจุน้ าปราศจาก
คลอรีน ดูดเอาตัวอ่อนพยาธิระยะไมราซิเดียม จ านวน 2 ตัว ใส่ลงไปในถ้วยที่ใส่หอยไว้แล้วใช้หลอดไฟขนาด 
40W ส่องห่าง ๆ เพ่ือช่วยกระตุ้นไมราซิเดียซึ่งไวต่อแสง ตั้งถ้วยทิ้งไว้ประมาณ 2 ชม. เพ่ือให้ไมราซิเดียวไชเข้า
ไปในหอย หลังจากนั้นแยกเอาหอยออกมาเลี้ยงตามปกติ 
 
กำรเก็บตวัอ่อนระยะเมตำเซอร์คำเรีย (metacercariae) จำกหอยที่ติดเชื้อพยำธิ 
 จากการศึกษาพบว่า ตัวอ่อนพยาธิใช้เวลาในการเจริญในหอยประมาณ 6 สัปดาห์ จึงจะได้ตัวอ่อน
ระยะเซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งจะออกจากหอยมาว่ายอยู่ในน้ า หลังการติดเชื้อได้สัปดาห์ที่ 5 จึงเริ่มตรวจดู
หอยทีต่ิดเชื้อไว้ และแยกหอยที่ติดเชื้อออกมาเลี้ยงรวมกันในที่ซึ่งพรางแสง เพ่ือป้องกันไม่ให้ตัวอ่อนระยะเซอร์
คาเรียออกมาจากหอย 



 

 ส าหรับการเก็บตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียด าเนินการดังต่อไปนี้ 
(1) น าหอยที่ได้ติดเชื้อไว้แล้วแยกใส่ถ้วยพลาสติกใสที่มีน้ าปราศจากคลอรีนท าเช่นนี้ทุกวันเว้นวัน 
(2) ใช้แผ่นพาลสติกบางใสขนาด 5x5 ซม. ใส่ลงในถ้วย 
(3) ใช้โคมไฟขนาด 40W ส่องกระตุ้นให้เซอร์คาเรียออกจากหอย 
(4) ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายอยู่ในน้ าระยะเวลาสั้น ๆ แล้วจึงเกาะกับแผ่น  

พลาสติก  สลัดหางทิ้ง สร้างซิสต์ระยะเมตาเซอร์คาเรียขึ้นมา 
(5) หลังจากนั้นประมาณ 2 ชม. แยกเอาหอยออกไปเลี้ยงตามเดิม น าเอาแผ่นพลาสติกออกมาส่องใต้

กล้องจุลทรรศน์ เก็บแผ่นพลาสติกที่มีเมตาเซอร์คาเรียไว้ในตู้เย็น ซึ่งเมตาเซอร์คาเรียจะมีชีวิตอยู่
ได้ประมาณ  1 สัปดาห์ 

กำรโคลนยีนและผลิตรีคอมบริแนนท์โปรตีน 
การโคลนยีนที่สรา้งแอนติบอดี 

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

การสังเคราะห์ recombinant antigen และ recombinant monoclone antibody 
 กระบวนการผลิต recombinant antigen ของจีนเป้าหมาย และ recombinant monoclone 
antibody จะกระท าโดยใช้ expression vector ของระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย (prokaryotic 
system) คือ pET-30b และ pET-21b หลังจากนั้นจึงน า vector เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ซึ่งคือเซลล์
แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นปล่อยให้เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออก
ของจีนและสุดท้ายท าให้เซลล์แบคทีเรียสลายและท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ 
 
กำรพัฒนำและทดสอบวิธีวินิจฉัยกำรติดเชื้อพยำธิ  
  การผลิตโมโนโคลนัลแอนตบิอดี (MoAb)  
 น า recombinant proteins ฉีดเข้าช่องท้องของหนูทดลอง (intraperitoneal injection) เพ่ือ
กระตุ้นให้เซลล์ที่ท าหน้าที่สร้างแอนติบอดีต่อโปรตีนในหนูทดลองสร้างและแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนภายในม้าม โดย
การฉดีกระตุ้นจ 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 
หลังจากนัน้จึงคัดเลือกโคลนด้วย enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และ enzyme linked 
immunoelectrotransfer blot (EITB) ท าการตรวจหา class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โดยใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูป Immunopure Monoclonal Antibody Isotyping kit (HRP/ABTS) (PIERCE) 
ซึ่งใช้หลักการ sandwich ELISA 

การผลิตรีคอมบิแนนท์โมโนโคนอลแอนติบอดี (rMoAb) 
การโคลนยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาวและสายสั้นเข้าสู่ pGEM-T vector น าเซลล์

ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับโปรตีน ES ของพยาธิ F. gigantica มาสกัด RNA 
ด้วยชดุสกัด Gencatch™ total RNA miniprep (Epoch life sciences) จากนั้นน า RNA ที่ได้มาสังเคราะห์ 
cDNA ของโมเลกุลแอนติบอดีสายยาวด้วย MuIgCHgamma reverse primer (5′-CTGGACAGGG 
ATCCAGAGTTCCA-3′) และ cDNA ของโมเลกุลแอนติบอดีสายสั้นด้วย MuIgCLKappa reverse primer (5′-
CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAC-3′)จากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีสายยาว
และสายสั้นด้วยเทคนิค RACE-PCR โดยน า cDNA ของโมเลกุลสายยาวและสายสั้นที่สังเคราะห์ขึ้นมาเติม 
homopolymeric dG ที่บริเวณปลาย 5′ โดยใช้เอนไซม ์terminal deoxynucleotidyl transferase เพ่ือใช้
เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้RACE dCTP forward primer และ 
MuIgCHgammaNested reverse primer (5′-TARCCYTTGACMAGGCATCC-3′) ส าหรับยีนที่ใช้สร้าง
แอนติบอดีโมเลกุลสายยาว ส่วนยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายสั้นนั้นจะใช้ RACE dCTP forward 
primer (5′CAAGGAATTCCCCCCCCCCCCCC-3′) และ MuIgCLKappa Nested reverse primer (5′-
CGTTCACT GCCATCAATC-3′) น าชิ้นยีนโมเลกุลสายยาวและสายสั้นที่ได้มาเติม singledA ที่บริเวณปลาย 3′ 
ด้วยเอนไซม์ Ex taq DNA polymerase จากนั้นน ามาเชื่อมต่อกับ pGEM-T vector แล้วน าเข้าสู่ E. coli 

สายพันธุ์ DH5α ด้วยเทคนิค heat shock transformation และท าการคัดเลือก transformant บนอาหารที่
จ าเพาะ โดยสุ่มเลือกโคโลนีเดี่ยวมาตรวจสอบ recombinant clone ด้วยเทคนิค colony PCR โดยใช้T7 
promoter forward primer (5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′) และ MuIgCHgammaNested reverse 
primer ส าหรับยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาว ส่วนยีนที่ใช้สร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายสั้นนั้นจะใช้ 
T7 promoter forward primer และ MuIgCLKappaNested reverse primer จากนัน้น า recombinant 
clone ทีมี่ชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลสายยาวและสายสั้นมาเพาะเลี้ยงและสกัด recombinant 
plasmid ด้วยชุดสกัด Gencatch™ plus plasmid DNA miniprep (Epoch life sciences) น า 
recombinant plasmid ที่ได้มาท าปฏิกิริยาPCR sequencing โดยใช้ T7 promoter forward primer 
จากนั้นน า PCR products ที่ได้มาอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง ABI 310 Genetic Analyzer (Applied 



 

Biosystems) แล้วน าผลล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลยีนที่ใช้ในการสร้ างแอนติบอดี
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) เพ่ือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน variable region ของ
โมเลกุลสายยาวและโมเลกุลสายสั้นส าหรับน ามาใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์ที่ใช้ในการโคลนยีนส่วน variable 
region ต่อไป การโคลนยีนส่วน variable region เข้าสู่ mammalian expression vector น า 
recombinant plasmid ที่บรรจุชิ้นยีนทีใ่ช้ในการสร้างแอนติบอดีมาใช้เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีน
ส่วน variable region ดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ HB3VH forwardprimer (5′-CTGCTTAAGGG 
CGTCCAATGCGAAGTGAAACTGGTGGAGTCT-3′) คู่กับ HB3VH reverse primer (5′-ACTAGGGCCCTT 
TGTGCTAGAGGAGACTGTGAGAGTGGT-3′) ส าหรับโมเลกุลสายยาวซึ่งออกแบบให้มี AflII restriction site 
ที่ปลาย 5′ ของ forward primer และ PspOMI restriction site ที่ปลาย 3′ ของ reverse primer ส่วน
โมเลกุล สายสั้นจะใช้ HB3VL forward primer (5′ACCACCGCCGACATTGTGATGACCCAGTCT-3′) คู่กับ 
HB3VL reverse primer (5′-TTCCAGCTTTGTCCCACCGCCGAA-3′) จากนั้นน ายีนส่วน variable region 

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

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

ยีนแล้วเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α ด้วยเทคนิค heat shock transformation และท าการคัดเลือก 
transformant บนอาหาร 2XYT-AG agar หลังจากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารมาตรวจสอบ 
recombinant clone ที่มีชิ้นยีนที่ใช้ในการสร้างแอนติบอดีโมเลกุลในส่วน variable region ด้วยเทคนิค 
colony PCR โดยใช้ XbaIKozHuHleader forward primer (5′-
GACTCTAGAGGATCGAACCCTGCCGCCACCATGGAGTTCGGA-3′) คู่กับ pcDNA3.4 reverse primer (5′-
CAACATAGTTAAGAATACCAGTC-3′) ส าหรับตรวจสอบโมเลกุลสายยาว และ XbaIKozHuKleader 
forward primer (5′-GACTCTAGAGGATCGAACCCTGCCGCCACCATGGAGA CTCCA-3′) คู่กับ 
pcDNA3.4 reverse primer ส าหรับโมเลกุลสายสั้น จากนั้นน า recombinant clone ที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร 2XYT-A broth และสกัด recombinant plasmid มาท าปฏิกิริยา PCR sequencing โดยใช ้
CMVpSeq forward primer (5′-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3′) และน า PCR products ที่ได้มา
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน variable region ของโมเลกุลสายยาวและสายสั้น เพ่ือคัดเลือก 
recombinant plasmid ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ถูกต้องเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อไป 

การผลิตรีคอมบิแนนท์แอนตบิอดีและการท าแอนติบอดีให้มีความบริสุทธ์น า heavy chain 
recombinant plasmid และ light chain recombinant plasmid เข้าสู่เซลล์human embryonic 
kidney 293-F (invitrogen) โดยใช้ Gencarrier-1™ transfection reagent (Epoch life sciences) 
จากนัน้น า transfected เซลล์ไปเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 วันจึงเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์มาแยกรีคอมบิแนนท์
แอนติบอดีให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค affinity chromatography โดยใช้โปรตีน A sepharose™ (GE 



 

Healthcare) หลังจากนั้นน ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่ได้มาตรวจสอบคุณลักษณะเปรียบเทียบกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ ผลิตจากเซลล์ไฮบริโดมาด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ western blot ตามล าดับการ
วิเคราะห์ค่า antibody titer และ sensitivity ในการตรวจหาการติดเชื้อ Fasciolosis ด้วยเทคนิค sandwich 
ELISA และ Dot-ELISA ดังกล่าวมาข้างต้น และน าค่าที่ได้มาค านวณหาค่าความไวและ ความจ าเพาะต่อ 
Fasciolosis โดยใช้สูตรค านวณของ Lalkhen และ McCluskey (2008) 
 
 การตรวจคุณลักษณะของ rMoAb ด้วยวิธี immunoblotting  
 เมื่ อได้  rMoAb แล้ว เราจะน า rMoAb ไปตรวจการท าปฏิกิ ริยากับ  recombinant proteins 
เป้าหมายและโปรตีนธรรมชาติชนิดเดียวกันที่มีอยู่ในส่วนต่าง ๆ ของพยาธิ เช่น ภายในตัว (whole body 
proteins) โปรตีนจากชั้นผิว (tegument proteins-TA) และโปรตีนจากสารขับถ่ายและคัดหลั่งจากพยาธิ 
(excretory-secretory protein-Es) 
 การสกัดโปรตีนแอนติเจนจากส่วนต่าง ๆ ของพยาธิเพื่อน ามาทดสอบกับ rMoAb  
 น าพยาธิตัวเต็มวัยที่เก็บได้จากตับของวัวที่เชื้อที่ได้จากโรงฆ่าสัตว์มาสกัดโปรตีนจากชั้นผิว  (TA) ใน 
extracting buffer ซึ่ งประกอบด้วย 1XPBS pH 7.4 ที่ มี  1% (v/v) nonidet P-40, 1% (w/v) sodium 
deoxycholate, และ 0.025% (w/v) phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) โดยแช่พยาธิเป็นเวลา 
30 นาที น าชั้น TA ที่หลุดออกมาไป sonicate โดยใช้ ultrasonic disintegrator ที่  amplitude 10-14 
micron นาน 1 นาที ท า 5 รอบ น า suspension  มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  13,000 xg ที่ อุณหภูมิ 4o 
เซลเซียส นาน 15 นาที น า supernate ที่ได้มาวัดความเข้มข้นของโปรตีน จากนั้นเก็บ supernate ที่มี TA 
แอนติเจน ไว้ที่ -20o เซลเซียส เพ่ือน ามาท าการทดสอบต่อไป ส่วนล าตัวของพยาธิที่เหลือจะถูกสกัดต่อไป 
และ homogenized จนละเอียดแล้วปั่นเอา supernatant ที่มี whole body (WB) แอนติเจนเก็บไว้ใช้ต่อไป 
ส่วน excretory-secretory (ES) แอนติเจน ได้จากการ incubate พยาธิตัวเต็มวัยเป็น ๆ ที่เก็บมาจากตับโค
ใน RPMI medium 2 ชั่ ว โมงแล้วเก็บ  medium เพ่ือน าไปปั่ นตกตะกอน ส่ วน 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 มี ป ริมาณ โปรตีน  25 g มาแยกในส่ วน  SDS-
polyacrylamide mini-slab gel ที่มี 10% acrylamide separating gel และ 3% acrylamide stacking 
gel ท าการ electrophoresis ใน running buffer ที่มี 25 mM Tris, 192 mM glycine และ 0.1% SDS, 
pH 8.3 โดยใช้ ที่ความต่างศักย์ 200 V ที่อุณหภูมิ 10-15o เซลเซียส 
 Western blotting  
 หลังจากท าการแยกโปรตีนด้วยเทคนิค  SDS-PAGE แล้ว ท าการย้ายโปรตีนจาก gel สู่  PVDF 
membrane ใ น  transferring buffer ที่ มี  40 mM Tris, pH 7.4, 20 mM sodium acetate, 2 mM 



 

ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), 20% (v/v) methanol, และ  0.05% SDS ท าก ารย้ าย
โปรตีนโดยใช้ constant voltage ที่ 10 v, อุณหภูมิ 10-15o เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน (over-night) ใช้ Mini 
Trans-BlotR transfertank  
 น าแผ่ น  PVDF membrane ที่ ได้ ม า  block ด้ วย  3% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Tween-20 ใน 
1XPBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชม. ล้าง 3 ครั้งด้วย PBST (ประกอบด้วย PBS pH 7.4 ที่มี 0.1% 
(v/v) Tween-20) น าแผ่น membrane ที่ถูก block แล้วมาท าการตรวจหาโปรตีนที่เป็นแอนติเจนเป้าหมาย 
โดยใช้ monoclonal antibodies ที่จ าเพาะต่อโปรตีนดังกล่าว บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชม. ล้าง 3 ครั้งด้วย 
1XPBS-Tween นานครั้งละ 10 นาที ท าการตรวจปฏิกิริยาการจับระหว่าง antigen และ antibody ทีเ่กิดขึ้น
โดยใส่ horseradish peroxidase – conjugated secondary antibody บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชม. ล้าง 
3 ค รั้ งด้ ว ย  1XPBS-Tween เติ ม  peroxidase substrate solution ที่ มี  1.3 mM diaminobenzidine 
(DAB), 0.02% (v/v) H2O2 ใน PBS pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ท าการหยุด
ปฏิกิริยาโดยน าแผ่น membrane แช่ในน้ ากลั่น ทิ้งให้แห้ง แล้วน ามาวิเคราะห์ผล ในการท า SDS-PAGE ใช้ 
pre-stained protein markers เป็น molecular weight control  
  การน า rMoAb และ recombinant proteins ไปพัฒนาวิธีตรวจการติดเชื้อพยาธิ  
 การพัฒนาวิธีตรวจแบบ sandwich ELISA  
 เป็นวิธีที่มี sensitivity สูงใช้ส าหรับตรวจหาแอนติเจนจากพยาธิใบไม้ตับ F.  gigantica ขั้นตอน ใน
การตรวจหาแอนติเจนดังกล่าวแสดงโดยย่อ โดยแผนผังและภาพประกอบ ดังนี้ 
 

 
 
แผนภำพที่ 1 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 
 

ใส่ rMoAb ต่อแอนติเจนเป้าหมายที่เชื่อมกับ biotin (detection antibody) 
 

ใส่ streptavidin-HRP ลงในหลุมของ ELISA plate  
 

ใส่ TMB substrate ลงในหลมุของ ELISA plate 
 

หยุดปฏิกิริยาด้วย 1N HCL แล้วอ่าน OD 
 
แผนภูมิที่ 1 ภาพสรุปวิธี sandwich ELISA 
 
 การพฒันาวิธีตรวจสอบ immuno-chromatography (Immunochromatographic strip 
(ICS) test) 
 ICS test ใช้หลักการของ immunochromatography เป็นการตรวจสอบชนิด rapid qualitative 
หรือ semi-quantitative ใช้ส าหรับตรวจแอนติเจนเป้าหมาย ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจสอบ ได้แก่ เลือด และ 
ซีรั่ม เป็นต้น  
 

 
 
แผนภำพที่ 2 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
แอนติเจนเป้าหมายอืน่) 

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 ในกรณีท่ีตัวอย่างมีแอนติเจนปนอยู่จะเกิดแถบสีขึ้น 2 แถบซึง่มาจากแอนติเจนที่จับ
ตัวกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particles เป็น antibody-antigen complex เคลื่อนตัวไป
จับกับ โพลีโคลนัลแอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดนี้ในบริเวณทดสอบ (capture line) และ มาจากโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particlesจับตัวกับแอนติบอดีต่อโมโนโคลนัล แอนติบอดีที่บริเวณควบคุม 
(control line) แต่ในกรณีท่ีตัวอย่างไม่มีแอนติเจนปนอยู่ จะเกิดแถบสีขึ้นเพียงแถบเดียวจากโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่เคลือบด้วย gold particles จับตัวกับแอนติบอดีต่อโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่บริเวณควบคุม 
(control line) จากข้อมลูที่ได้จะน าคู่ MoAb และ PoAb และแอนติเจนที่แสดงผลดีที่สุดไป พัฒนาเป็นวิธี
ตรวจสอบ ที่จะน าไปใช้ในภาคสนามต่อไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ผลกำรวิจัย (Results) 
กำร clone cDNA ของ FgGPx  
 ได้ท าการโคลนยีน FgGPx โดยใช้เทคนิค PCR ซึ่งใช้ cDNA libraries จาก F.gigantica เป็น 
template หลังจากนั้นได้ท าการผลิต recombinant DNA โดย ligate ยีนที่ได้เข้ากับเวกเตอร์ pGEM-T 
Easy แลว้ท าการวิเคราะห์หาล าดับ DNA โดย Macrogen Inc (South Korea) หลังจากนั้นวิเคราะห์หาล าดับ
กรดอะมิโนโดยโปรแกรม 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/) (รูปที่ 1) และท าการความสัมพันธ์กับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ โดยใช้
โปรแกรม Maga X (รปูที่ 2) 
 
HsGPx4      MSLGRLCRLLKPALLCGALAAPGLAGTMCASRDDWRCARSMHEFSAKDIDGHMVNLDKYR 60 

BtGPx4      MSFSRLYRLLKPALLCGALAAPGLASTMCASRDDWRCARSMHEFSAKDIDGRMVNLDKYR 60 

FhGPx4      -MFGLCRRSGGASILRYALA-LPFTGMAT----SGGTDGTIYGFSATTIDGEHVKLDKY- 53 

SjGPx4      -------------------MITGSSAMSS----SSRSGSSIYDFTAKDIDGVDVSLSKYR 37 

CsGPx4      -MRGLLVRA---ACLGYTFVGPRLSMMAA----SPTEPANIFHFSAKDIDGQEISLQKYE 52 

FgGPx       --------------------------MAT----SGGNDGTIYGFSARNIDGEHVKLDKYR 30 

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

 

HsGPx4      GFVCIVTNVASQXGKTEVNYTQLVDLHARYAECGLRILAFPCNQFGKQEPGSNEEIKEFA 120 

BtGPx4      GHVCIVTNVASQUGKTDVNYTQLVDLHARYAECGLRILAFPCNQFGRQEPGSNAEIKEFA 120 

FhGPx4      -----------------------------------RILAFPCNQFGGQEPWPEAEIKQYV 78 

SjGPx4      GYVCLIVNVACKUGATDKNYRQLQKMHTQLVGDGLRILAFPCNQFLGQEPWPEAEIKKFV 97 

CsGPx4      GYVTLIVNVACKUGLTDKNYRQLQDLHTRLSGKGLRILAFPCNQFGNQEPWPEAEIKRWV 112 

FgGPx       GRVCLIVNVACKUGLTDKNYRQLQELHTRLSGQGLSILAFPCNQFGGQEPWPEAEIKQYV 90 

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

 

HsGPx4      -AGYNVKFDMFSKICVNGDDAHPLWKWMKIQPKGKGILGNAIKWNFTKFLIDKNGCVVKR 179 

BtGPx4      -AGYNVKFDLFSKICVNGDDAHPLWKWMKVQPKGRGMLGNAIKWNFTKFLIDKNGCVVKR 179 

FhGPx4      TEKYNVQFDMFSKINVNGSDTHPLFSFLKSEL--KGTLINAIKWNFAKFLVDREGVPRKR 136 

SjGPx4      SETYGVQFDMFSKINVNGPNAHPLYEFLKSRL--GGALMSAIKWNFSKFLIDRKGQPVKR 155 

CsGPx4      SEKFGVTFDMFSKIDVNGNNAHPLFKYLKKEQ--HGFLIDAIKWNFGKFLVDRTGKPRKR 170 

FgGPx       TEKYNVQFDMFSKINVNGSDTHPLFSFLKSNL--KGTLINAIKWNFAKFLVDREGVPRKR 148 

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

 

HsGPx4      YGPMEEPLVIEKDLPHYF---------------------- 197 

BtGPx4      YGPMEEPLVIEKDLPCYL---------------------- 197 

FhGPx4      YSPQTEPLSHVIIMLWYLPPQQLHQSSEQKDMTNGMFGGN 176 

SjGPx4      YSPTTAPNEILDDIMELLKQK------------------- 176 

CsGPx4      YSPQTDPLDIEKDIVELLEE-------------------- 190 

FgGPx       YSPQTEPLDIEKDIIGLLKQ-------------------- 168 

 
รปที่ 1 การเปรียบเทียบล าดับอะมิโนของยีน GPx จาก F. gigantica กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 
 
 
 
 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/


 

 
 

รูปที ่2 ความสัมพันธ์ของยีน GPx จาก F. gigantica กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 

 
 



 

สังเครำะห์ recombinant protein 
   การสังเคราะห์ recombinant proteins (FgGPx) ท าโดยการ ligate cDNA ของจีนเป้าหมายกับ 
expression vector ของระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย (prokaryotic system) คือ pET-30b หลังจากนั้น
จึงน า vector เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ซึ่งคือเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นปล่อยให้เซลล์

แบคทีเรียเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของจีนโดยใช้ isopropyl-β-D- thiogalactoside 
(IPTG) และท าให้เซลล์แบคทีเรียสลายและท าให้โปรตีนบริสุทธิ์โดยใช้ Ni-NTA  หลังจากนั้นศึกษาขนาดของ
โปรตีนโดยใช้ SDS-PAGE แล้วย้อมด้วย Coomassie Blue โดยขนาด (molecular weight) ของ FgGPx ที่ 
19 kDa (รูปที่ 3) 

 
รูปที่ 3 SDS-PAGE วเิคราะห ์purification ของ FgGPx จากการ express ใน E. coli ภายใต ้Native 

condition โดยใชส้ ีCoomassie blue ยอ้ม 
Lane 1 : non induce with IPTG 
Lane 2 : induce with IPTG 
Lane 3 : purified rFgGPx 



 

ทดสอบกำรท ำงำนของ rFgGPx  
 กำรทดสอบกำรต้ำนอนุมูลอิสระของ rFgGPx ด้วยกำรทดสอบ DNA nicking assay 
 

 
รูปที่ 4 Agarose gel วิเคราะห์ function ของ rFgGPx (antioxidant activity) (NF=nicked form, 
LF=linear form, SF=supercoiled form) 

Lane 1 : positive control 
Lane 2: negative control 
Lane 3: rFgGPx 25 µgml 
Lane 4: rFgGPx 50 µgml 

 
 
 
 



 

 

 
 

รูปที่ 5 ผลท าการท า western blot โดยทดสอบการท าปฎิกิริยากับกับ F. gigantica ระยะต่างๆ ดังนี้ egg 
(lane 1), metacercariae (lane 2), NEJs (lane 3), 4 week-old juveniles (lane 4), adult (lane 
5)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
รูปที่ 6 ผลท าการท า western blot โดยทดสอบการแสดงออกของโปรตีน FgGPx ใน WB, ES, TA ของพยาธิ
ใบไม้ตบั F.gigantica  
 Lane 1: WB 
 Lane 2: ES 
 Lane 3: TA 
 
 



 

 
 
รูปที่ 7 การแสดงออกของโปรตีน FgGPx ในเนื้อเยื่อของพยาธิในไม้ตับ F.gigantica ระยะตัวเต็มวัย พบว่ามี

การแสดงออกของโปรตีนบริเวณผิว  (tegument; Tg), vitelline (Vi), egg (B-F) โดยไม่มีการ
แสดงออกบริเวณอ่ืนของพยาธิ 

 
 



 

 
7. กำรผลิตและศึกษำคุณลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน rFgGPx 
กำรวิเครำะห์ปริมำณ Polyclonal Antibody FgGPx ด้วยวิธี Indirect ELISA 
 หลังจากท่ีท าการ Immunization หนูทดลองด้วย FgGPx (Ag) เพ่ือศึกษาปริมาณ Polyclonal Antibody 
FgGPx ที่หนูผลิตออกมาต่อโปรตีน GPx ด้วยวิธี Indirect ELISA พบว่า titer ของ Ab ที่ความเข้มข้นต่างกัน       
(10 fold serial dilution) พบว่าปริมาณของ Ab ที่เริ่มสร้างขึ้นต่อโปรตีน GPx ที ่ titer ~10-6 ซึ่งมีค่าการดู
กลืนแสง (OD450) เท่ากับ 0.063 
 
ตำรำงที ่1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ FgGPx และค่าดูดกลืนแสง OD450 

 
 
 

 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของ 
Antibody   

(Titer) 

ค่าดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

Polyclonal antibody FgGPx Negative control 

10-11 0.051 0.06 

10-10 0.05 0.053 

10-9 0.054 0.054 

10-8 0.054 0.052 

10-7 0.051 0.061 

10-6 0.063 0.054 

10-5 0.134 0.051 

10-4 0.526 0.054 

10-3 1.256 0.057 

10-2 1.487 0.107 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ FgGPx และค่าดูดกลืนแสง OD450  พบว่าต าแหน่ง 

titer ~10-6 พบปริมาณของ Ab ที่สร้างขึ้นต่อโปรตีน GPx ต่ าสุดที่สามารถตรวจสอบได้ 
 
กำรผลิต Monoclonal antibody ต่อ FgGPx 
 จากผลการทดลอง ELISA ได้เลือก cluture fluid จาก Hybridoma clone ชื่อ 7B8 ท าการเช็คชนิด

(isotype) ของ MoAb พบว่า heavy chain เป็นชนิด IgG1 และ light chain เป็นชนิด  ดังนั้นจึงน า clone 
นี้มาใช้ในการทดลองต่อไป 
 
ศึกษำควำมเข้มข้นของโปรตีนที่สกัดมำจำกพยำธิ F.gigantica ด้วยวิธี Lawry method 
 ก่อนท าการ run โปรตีนในวิธี SDS-PAGE น าโปรตีนมาวัดความเข้มข้นด้วยวิธี Lawry method โดยเครื่อง 
spectrophotometry (Versamax Program) ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร พบว่าโปรตีน TA มีความ
เข้มขน้เฉลี่ย 3.624 µg/ µl และ  WB มีความเข้มข้นเฉลี่ย 2.742 µg/ µl 
  
 
 
 
 
 



 

 
วิเครำะห์ควำมจ ำเพำะของโปรตีน FgGPx ต่อโปรตีน TA,WB และ ES ด้วยวิธี indirect western blot 
 จากผลการท า indirect western blot แสดงถึง MoAb (clone 7B8) ทีม่ีความจ าเพาะท าให้เกิด Positive 
band ที่น้ าหนักโมเลกุล 18 kDa ที ่ adult TA และ adult WB ส่วน adult ES ไม่พบการแสดงออกของ
โปรตีน GPx  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 9 แสดงความจ าเพาะของโปรตีน FgGPx ต่อ โปรตีน TA,WB และES ด้วยวิธี indirect western 

blot ให้ผล positive กับ TA และ WB และให้ผล negative กับ ES 
     Lane 1  Protein Ladder Marker (M) 
     Lane 2  Protein Tegument (TA) ของ F. gigantica  แสดงน้ าหนักโมเลกุล 18 kDa 
     Lane 3  Protein Whole body (WB) ของ F. gigantica  แสดงน้ าหนักโมเลกุล 18 kDa 
     Lane 4: Protein Excretory and secretory (ES) ของ F. gigantica   
 
 



 

วิเครำะห์ควำมจ ำเพำะของโปรตีน FgGPx โดยกำรทดสอบ Cross reaction กับพยำธิชนิดอื่นๆด้วยวิธี 
Indirect western blot  

หลังจากท่ีท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS-PAGE โปรตีนของพยาธิชนิดอื่น 8 ชนิด ได้แก่ 
Paramphistomum cervi (Pc), Gigantocotyle explanatum (Ge), Cotylophoron cotylophorum 
(Cc), Setaria labiatopapillosa (Sl), Fischoederius cobboldi (Fc), Eurytrema pancreaticum (Ep), 
Gastrothylax crumenifer (Gc)และ Fasciola gigantiga (Fg) เพ่ือท าการแยกขนาดโมเลกุลของโปรตีน  
จากนั้นท าการ transfer มายัง แผ่น membrane และทดสอบ cross-reaction ด้วยวธิี Indirect western 
blot โดยใช้ mouse anti-GPx (7B8) เป็น primary antibody โดยการอ่านผล positive สังเกตจากลักษณะ 
แถบสีที่ปรากฏบนแผ่น membrane จากการทดสอบพบว่า MoAb ต่อ GPx ไม่มีการท าปฏิกริยาขา้มกับ
โปรตีนของพยาธิชนิด Paramphistomum cervi, Gigantocotyle explanatum , Cotylophoron 
cotylophorum,  Setaria labiatopapillosa , Fischoederius cobboldi, Eurytrema pancreaticum 
และ Gastrothylax crumenifer  มีแต่เพียงโปรตีนของ F. gigantica ที่ปรากฎลักษณะแถบสี (band) 
เนื่องจากมีความจ าเพาะต่อโปรตีน GPx มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 18 k Da ดังภาพที่ 16 

 
ภำพที่ 10 แสดงความจ าเพาะของโปรตีน FgGPx ด้วยวิธี Indirect western blot และในแถบสุดท้าย 

ปรากฏลักษณะของแถบสี (band) แสดงถึงความจ าเพาะของ FgGPx แต่เพียงแค่ โปรตีน adult 
whole body ของ F. gigantica 

 



 

กำรวิเครำะห์ต ำแหน่งของโปรตีน FgGPx ในพยำธิ F.gigantica ด้วยวิธี Immunohistochemistry 
  ท าการศึกษาการกระจายตัวของโปรตีน GPx ด้วยวิธี Immunohistochemistry โดยใช้ mouse 
anti-GPx (7B8) เป็น primary antibody และในส่วนของ negative control ใช้ myeloma  เป็น primary 
antibody ผลการย้อมเนื้อเยื่อพยาธิ F.gigantica ในระยะพยาธิตัวเต็มวัย (Adult) เป็น negative control 
(ภาพ A) และระยะ metacercaria, 3 สัปดาห์ และ 4 สัปดาห์ ที่ก าลังขยาย 40X (จากภาพ B-D)  ดังภาพที่ 
17 พบว่าในระยะ metacercaria ไมพ่บการแสดงออกของโปรตีน GPx แต่ในระยะ 3 สัปดาห์ และ 4 สัปดาห์ 
พบว่ามีการแสดงออกของ GPx ที่ผิว (tegument) ของพยาธิ F.gigantica และไม่มีการแสดงออกท่ีเปลือกหุ้ม
ด้านนอก(Cw1= outer cyst wall) ,เปลือกหุ้มด้านใน (Cw2= inner cyst 
wall),caecum(Ca),parenchymal cell (Pc) และ spine(Sp) 
  ผลการย้อมเนื้อเยื่อพยาธิ F.gigantica ในระยะพยาธิตัวเต็มวัย (Adult) เป็น negative control 
(ภาพ A) และระยะ adult (จากภาพ B-D) จากก าลังขยายต่ าไปก าลังขยายสูง ดังภาพที่ 18 พบว่าย้อมติดสี
บริเวณผิว(tegument) ของพยาธิ F.gigantica และไม่มีการแสดงออกท่ี caecum(Ca),parenchymal cell 
(Pc) และ spine(Sp) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
ภำพที่ 11 แสดงการตรวจหาต าแหน่งของโปรตีน GPx ในเนื้อเยื้อของ F. gigantica ในระยะ 

metacercaria , 3 สัปดาห์ และ 4 สัปดาห์ด้วยวิธี Immunohistochemistry ซึ่งใช้ 
culture fluid (7B8) เป็น primary antibody 

ภาพ A   ภาพก าลังขยายปานกลางของชั้นผิวในพยาธิตัวเต็มวัย (Adult) ซึ่งใช้ myeloma culture 
fluid  เป็น primary antibody (negative control) 

ภาพ B ภาพก าลังขยายสูงของพยาธิระยะ metacercariae แสดงถึง ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน 
GPx ใน เปลือกหุ้มด้านนอก(Cw1= outer cyst wall) และเปลือกหุ้มดา้นใน (Cw2= inner 
cyst wall) 

ภาพ C และ D   ภาพก าลังขยายสูงพยาธิระยะ 3 และ 4 สัปดาห์ ตามล าดับ แสดงถึงต าแหน่งที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน GPx (positive reaction) ในบริเวณผิว (Tg=tegument) ลักษณะ
เป็นสีม่วงๆที่ชั้นผิว แต่ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน GPx ใน 
caecum(Ca),parenchymal cell (Pc) และ spine(Sp) 

  



 

 
ภำพที่ 12  แสดงการตรวจหาต าแหน่งของโปรตีน GPx ในเนื้อเยื้อของ F. gigantica  ในระยะพยาธิตัว

เต็มวัย ด้วยวิธี Immunohistochemistry ซึ่งใช้ culture fluid (7B8) เป็น primary 
antibody 

ภาพ A   ภาพก าลังขยายปานกลางของชั้นผิวในพยาธิตัวเต็มวัย(Adult) ซึ่งใช้ myeloma culture 
fluid  เป็น primary antibody (negative control) 

ภาพ B-D  ภาพก าลังขยายต่ า(B),กลาง(C) และสูง(D) ในพยาธิระยะตัวเต็มวัย(Adult) แสดงถึงต าแหน่ง
ที่มีการแสดงออกของโปรตีน GPx (positive reaction) ในบริเวณผิว (Tg=tegument) 
ลักษณะเป็นสีม่วงๆที่ชั้นผิว แต่ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน GPx ใน caecum(Ca), 
parenchymal cell(Pc) และ spine(Sp) 

 
 
 
 



 

 กำรผลิตและศึกษำคุณลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน rFgTRP14 
กำรตรวจสอบชนิดของ monoclonal antibody โดยวิธี indirect ELISA 
 ผลการตรวจสอบ MoAb ที่ได้จาก hybridroma clone ที่มีค่าดูดกลืนแสงสูงสุด 12 clone ได้แก่ 
1E11, 1B7, 3C1, 5A10, 3F1, 1F3, 3D5, 1B2-2, 2D2, 4F3, 5G8, 5G8-2 มาท าการตรวจสอบชนิดของ 
MoAb ด้วยวิธี indirect ELISA กับ heavy chain 6 ชนดิ (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM และ IgA) และ 
light chain 2 ชนิด (kappa และ Lambda) พบว่า MoAb ที่ผลิตได้ทั้ง 5 clone (1B2-2, 2D2, 4F3, 5G8, 
5G8-2) เป็น IgM, Lambda light chain ผลตามตาราง ดังนี้ 
 
ตำรำงท่ี 2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของ MoAb ชนิดต่างๆด้วยวิธี ELISA 
 

ชนิด
ของ Ab 

OD 

1E11 1B7 3C1 5A10 3F1 1F3 3D5 1B2-2 2D2 4F3 5G8 5G8-2 

IgG1 0.133 0.130 0.128 0.126 0.130 0.130 0.123 0.119 0.102 0.108 0.103 0.121 

IgG2a 0.071 0.068 0.065 0.065 0.067 0.069 0.060 0.069 0.060 0.047 0.059 0.065 

IgG2b 0.066 0.065 0.065 0.062 0.061 0.061 0.059 0.057 0.063 0.058 0.058 0.062 

IgG3 0.050 0.050 0.050 0.050 0.049 0.049 0.048 0.046 0.047 0.048 0.049 0.049 

IgM 0.439 0.349 0.304 0.282 0.025 0.257 0.205 0.435 1.202 1.340 1.310 0.407 

IgA 0.241 0.223 0.214 0.205 0.234 0.223 0.187 0.179 0.135 0.186 0.145 0.168 

Kappa 0.132 0.130 0.119 0.106 0.120 0.112 0.105 0.079 0.061 0.061 0.069 0.077 

Lamb
da 

0.060 0.063 0.062 0.058 0.059 0.058 0.057 0.765 1.431 1.441 1.427 0.624 

 
โดยค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ใช้ antigen เป็นโปรตีน TRP14 ที่พบในพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica 



 

รูปที่ 13 กราฟแสดงชนิดออกของ isotype ของ MoAb เทียบกับค่าการดูดกลืนแสงของ MoAb ที่ความยาว
คลื่น 450 นาโนเมตร ที่พบในพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กำรศึกษำคุณลักษณะของ monoclonal antibody โดยวิธี western blot 
การศึกษาคุณลักษณะของ MoAb ต่อ recombinant  protein (rFgTRP14) ของพยาธิใบไม้ 

Fasciola gigantica เพ่ือยืนยันผลการทดสอบจากวิธี Indirect ELISA ว่า MoAb ที่ผลิตได้สามารถจับได้
อย่างจ าเพาะกับ recombinant (rFgTRP14) protein ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica พบว่า MoAb 
clone 2D2, 5G8, 4F3 และ 1B2-2 มีความจ าเพาะต่อ rFgTRP14 โดยแสดงผลการทดสอบ และท าการศึกษา 
MoAb clone 2D2 ต่อ Fg(WB), ES, TA พบว่าความจ าเพาะต่อ Fg(WB) และ ES ที่ 14 kDa แต่ไม่มี
ความจ าเพาะต่อ TA โดยแสดงผลการทดสอบ 

 
 
รูปที ่14 แสดงขนาดของแถบโปรตีน MoAb ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica ได้แก่ PoAb (lane1) เป็น 

positive control, 2D2(lane2) , 5G8(lane3) , 4F3(lane4) , 1B2-2(lane5) , 3D5(lane6) , 
1F3(lane7) และใช้  Myeloma cell (lane8) เป็น negative control เทียบต าแหน่งและขนาด
ของโปรตีนด้วย specific marker (ด้านซ้ายสุด) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี  indirect 
western blot analysis 

 



 

 
รูปที่ 15 แสดงขนาดของแถบโปรตีน MoAb 2D2 ต่อ Fg(WB), ES, TA ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica 

ได้แก่ Fg(WB)(lane1) , ES(lane2) , TA(lane3) เทียบต าแหน่งและขนาดของโปรตีนด้วย specific 
marker (ด้านซ้ายสุด) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี  indirect western blot analysis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตำรำงท่ี 3 แสดงค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของ MoAb ชนิด IgM กับ Fg (WB), ES และ 
TA ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica ด้วยวิธี indirect ELISA 

 

ชนิดของ antibody OD 

Fg Es TA 

PoAb 0.193 0.198 0.093 

2D2 0.179 0.186 0.048 

5G8 0.440 0.452 0.100 

4F3 0.240 0.296 0.069 

1B2-2 0.111 0.129 0.051 

3D5 0.044 0.046 0.044 

1F3 0.043 0.045 0.044 

Myeloma 0.049 0.050 0.047 

 
 
 
 



 

 
รูปที ่16  กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ MoAb ชนิด IgM กับ  Fg(WB), ES และ TA ของพยาธิใบไม้ 
Fasciola gigantica 
 
กำรเกิด cross reaction กับ antigen ของพยำธิแต่ละชนิด โดยวิธี indirect ELISA 

การศึกษาคุณลักษณะของ MoAb ที่ผลิตได้ พบว่าเป็นชนิด IgM ทีม่ีการแสดงออกของ light chain 
สมบูรณ์ MoAb ที่ผลิตได้มีคุณภาพการจับกับ antigen จึงท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกัน (cross 
reaction) โดยใช ้antigen (WB) ของพยาธิชนิดต่างๆ ได้แก่ rFgTRP14, Fg, Sm, Ov, Cc, Si, Pc, Gc, Ep, 
Ge ซึ่งพบว่าไมม่ีการเกดิปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิชนิดอ่ืนๆ โดยแสดงผลตามตาราง ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตำรำงท่ี 4 แสดงค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของ MoAb ชนิด IgM กับ antigen ของ
พยาธิชนิดต่างๆ ด้วยวิธี indirect ELISA  

ชนิด
ของ Ab 

OD 

rFgTRP14 Fg Sm Ov Cc Si Pc Gc Ep Ge 

PoAb 0.284 0.193 0.098 0.091 0.083 0.094 0.098 0.099 0.094 0.089 

2D2 0.246 0.179 0.049 0.054 0.054 0.051 0.052 0.052 0.050 0.048 

5G8 0.570 0.440 0.094 0.094 0.093 0.086 0.081 0.083 0.084 0.079 

4F3 0.295 0.240 0.069 0.080 0.075 0.062 0.067 0.064 0.063 0.059 

1B2-2 0.155 0.111 0.050 0.059 0.052 0.049 0.048 0.054 0.050 0.048 

3D5 0.045 0.044 0.043 0.043 0.042 0.043 0.043 0.043 0.045 0.043 

1F3 0.045 0.043 0.042 0.044 0.043 0.054 0.045 0.045 0.043 0.043 

Myelo
ma 

0.050 0.049 0.048 0.056 0.047 0.120 0.074 0.048 0.050 0.047 

รูปท ึ่ 17 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ MoAb ชนิด IgM กับ antigen ของพยาธิชนิดต่างๆ ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 



 

Immunohistochemistry 
  จากการศึกษาการแสดงออกของ TRP14 ในพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica เพ่ือดูความจ าเพาะ
ของ MoAb ต่อโปรตีนที่กระเพาะอาหารของพยาธิ โดยอาศัยหลักการ Immunohistochemistry พบว่า 
MoAb clone 4F3, 2D2 และ 5G8 มีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่กระเพาะอาหารต่อพยาธิโดยมีการแสดงออก
มากของ TRP14 บริเวณกระเพาะอาหาร และมีการแสดงออกของ TRP14 ในระดับต่ าที่ parenchyma   โดย
แสดงผลการทดสอบ 
 
4F3 Clone 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 18 การแสดงออกของ TRP14 ในกระเพาะอาหารและ parenchyma ของพยาธิ Fasciola gigantica 

ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 

 
 
รูปที่ 19 การแสดงออกของ TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ Fasciola gigantica ที่ก าลังขยาย 400 เท่า 

(ภาพซ้าย) MoAb Clone 4F3 และ(ภาพขวา)เป็น Negative control 
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2D2 Clone  

 
รูปที่ 20 การแสดงออกของ TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ Fasciola gigantica ทีก่ าลังขยาย 100 เท่า 
 

 
 
รูปที่ 21 การแสดงออกของ TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ Fasciola gigantica ที่ก าลังขยาย 400 เท่า 

(ภาพซ้าย) MoAb Clone 2D2 และ(ภาพขวา)เป็น Negative control 
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5G8 Clone  

 
รูปที่ 22 การแสดงออกของ TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ Fasciola gigantica ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 
 

 
 
รูปที่ 23 การแสดงออกของ TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ Fasciola gigantica ที่ก าลังขยาย 400 เท่า 

(ภาพซ้าย) MoAb Clone 5G8 และ (ภาพขวา) เป็น Negative control 
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อภิปรำย/วิจำรณ์ (Discussion) 
สังเครำะห์ โปรตีน rFgGPx 
 การศึกษาในครั้งนี้ ได้ท าการสังเคราะห์ยีนและรีคอมบิแนนท์โปรตีน glutathione peroxidase 
(rFgGPx) ของพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica ซ่ึงสังเคราะห์ด้วยวิธีโคลนนิ่งด้วยพีซีอาร์ (PCR) จาก cDNA 
ของพยาธิใบไม้ตับระยะตัวเต็มวัย พบว่ายีน FgGPx มีล าดับ conseve sequences 3 ต าแหน่ง คือ 
NVACKUG, FPCNQFGGQ และ WNF ซ่ึงตรงกบั conseve sequences ของ GPx เมื่อเทียบกับสิ่งมีชีวิต
อ่ืนๆ และจาก phylogenetic tree พบว่า FgGPx มีความใกล้ชิดกับ F. hepatica รีคอมบิแนนท์โปรตีน 
FgGPx ประกอบด้วยกรดอะมิโน 168 ตัว หลังจากนั้นได้ท าการสังเคราะห์โปรตีนในแบคทีเรีย (Escherichia 
coli) BL21 (DE3) พบว่าจากการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE รีคอมบิแนนท์โปรตีน FgGPx มีน้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 19 กิโลดาลตัล และได้ท าการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน rFgGPx ในหน ู(anti-
rFgGPx) หลังจากนั้นน าแอนติบอดีมาทดสอบความจ าเพาะโดยวิธี immunoblotting และ 
immunohistochemistry พบว่าจากการทดสอบด้วย immunoblotting  แอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์
โปรตีน FgGPx มีปฏิกิริยากับ rFg GPx ที่น้ าหนักโมเลกุล 19 กิโลดาลตัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอนติบอดีที่ผลิต
ได้มีความจะเพาะต่อโปรตีน FgGPx และแอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน FgGPx สามารถท าปฎิกิริยากับ 
whole body ของพยาธิ F.gigantica ระยะต่าง (egg, metacercariae, NEJs, 4-week-ole juveniles, 
adult) และท าปฏิกิริยากับ tegumental antigen (TA) ของพยาธิตัวเต็มวัย และไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับพยาธิ
ใบไม้ชนิดอ่ืน ๆ ดังนี้ G. crumenifer (Gc), P. cervi (Pc), G. explanatum (Ge), C. cotylophorum (Cc), 
S. labiato papillosa (Sl), F. cobboldi (Fc), E. pancreaticum (Ep) ซางแสดงให้เห็นว่าแอนติบอดีต่อ
โปรตีน rFgGPx มีความจ าเพาะกับโปรตีน FgGPx ของพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica 
 
กำรผลิตและศึกษำคุณลักษณะของ MoAb ต่อ rFgGPx 

ในการวิจัยครั้งนี้ได้ผลิต MoAb และท าการเช็ค isotype ของ MoAb (7B8) ต่อ recombinant 

Fasciola gigantica GPx (rFgGPx) ด้วยวิธี ELISA พบว่าเป็นชนิด immunoglobulin (Ig) G1 และ  light 
chain ที่มีความจ าเพาะต่อ native FgGPx ในพยาธิ ผลจากการท า indirect western immunoblot แสดง
ให้เห็นถึง MoAb(7B8)  ทีจ่ าเพาะต่อโปรตีนที่ผิว(tegument) ของพยาธิ F.gigantica และโปรตีนที่สกัดจาก
ทั้งตัว(whole body) ของพยาธิ F.gigantica ที่น้ าหนักโมเลกุล 18 kDa เนื่องจากว่าบริเวณท่ีมีการสัมผัสกับ 
free radicals เป็นส่วนแรกคือ ผิวของพยาธิ(tegument) จึงเป็นส่วนที่มีการผลิต GPx  ออกมา และถือได้ว่า
โปรตีนที่ผิว(tegument) ของพยาธิ F.gigantica นั้น ถือเป็นส่วนหนึ่งของโปรตีนที่สกัดจากทั้งตัว (whole 
body) ของพยาธิ F.gigantica จึงสามารถแสดงลักษณะทีจ่ าเพาะต่อ GPx ได ้ แต่ไม่พบใน excretory-
secretory (ES) เนื่องจากไม่มีการผลิตโปรตีน GPx ออกมาในบริเวณนั้น และท าการทดสอบ Cross reaction 
กับพยาธิชนิดอื่นๆ ได้แก่ พยาธิชนิด P. cervi, G. explanatum, C. cotylophorum, S. labiatopapillosa, 
F. cobboldi, E. pancreaticum และ G. crumenifer ไม่มีการท าปฏิกิริยาข้ามกับแอนติเจน (antigen) ของ
พยาธิที่กล่าวมา เพราะฉะนั้นจึงยืนยันได้ว่า MoAb (7B8) มีความจ าเพาะแต่เพียงพยาธิ F.gigantica เท่านั้น  



 

ผลจากการท า immunohistochemistry ย้อมเนื้อเยื่อพยาธิ F.gigantica ในระยะ metacercaria , 
3 สัปดาห์ , 4 สัปดาห์  และพยาธิตัวเต็มวัย (Adult) สามารถยืนยันการทดสอบของ  indirect western 
immunoblot พบว่าระยะ metacercaria ไม่มีการแสดงออกของ GPx เนื่องจากในระยะนี้มี cyst wall หุ้ม
ถึงสองชั้นและยังไม่ได้สัมผัสกับ free radicals แต่ในระยะ 3 สัปดาห์, 4 สัปดาห์ และพยาธิตัวเต็มวัย(Adult) 
ย้อมติดสีบริ เวณผิว  (tegument) ของพยาธิ  F.gigantica อย่างชัดเจน  จึงยืนยันได้ว่ าผิ วของพยาธิ 
F.gigantica มีการผลิตโปรตีน GPx ออกมาจริง เพราะเมื่อพยาธิ F.gigantica บุกรุกเข้าสู่ร่างกายของโฮสต์ 
จะต้องการป้องกันตนเองจากระบบภูมิคุ้ มกันของโฮสต์  และลดความเป็น พิษของ free radicals 
(neutralizaion) โดยหลั่งสารออกมาหลายชนิดเช่น hydrogen peroxidase , peroxidized lipid รวมถึง 
Glutathione peroxidase ด้วย (Mei et al.,1996) งานวิจัยก่อนหน้ากล่าวว่าแอนติเจนตัวเด่นๆที่พยาธิ 
F.gigantica ปล่อยออกมา ได้แก่ gluthathione-s-transferase, cysteine, paramyosin และ membrane 
protein (ศรีรัฐ ภักดีรณชิต,2553) GPx เป็นเอนไซม์มีคุณสมบัติเป็น Antioxidant เป็นตัวส าคัญต่อร่างกายใน
การต้านสารอนุมูลอิสระ และช่วยในการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์(H2O2) ให้กลายเป็นน้ า (H2O) และ
ออกซิเจน (O2) รวมถึงก าจัด  Organic Hydroperoxide ซึ่งบริเวณที่พบการหลั่งมากคือ บริเวณผิวหนังของ
พยาธิ F.gigantica เนื่องจากบริเวณนั้นถือได้ว่าเป็นบริเวณที่สัมผัสกับ  free radicals ในโฮสต์ได้โดยตรง 
ดังนั้นจึงสามารถน า MoAb (7B8) ที่ผลิตได้น ามาใช้ในการ immunodiagnosis ในมนุษย์และสัตว์เคี้ยงเอ้ืองที่
ติดเชื้อจากพยาธิ F.gigantica ที่ก่อให้เกิดโรค Fasciolosis เพราะวิธีนี้ถือได้ว่ามีความแม่นย า (sensitivity) 
สูงและมีความจ าเพาะ (specificity) สูงเช่นกัน น ามาพัฒนาต่อไปเป็นชุดตรวจ วัคซีน และช่วยน ารายได้เขา
ประเทศอย่างสูงอีกด้วย 
 
กำรผลิตและศึกษำคุณลักษณะของ MoAb ต่อ rFgTRP14 

จากการศึกษาก่อนหน้าที่มีการศึกษาโปรตีนที่หลั่งออกมาจากพยาธิเพ่ือตรวจหาการติดเชื้อตั้งแต่ใน
ระยะแรกพบว่าโปรตีน 28.5 kDa tegumental antigen (Anuracpreeda  et al., 2009), Cathepsin B3 
(Anuracpreeda et al., 2011), Saposin like protein2 (Kueakhai et al., 2013) ซึ่งพบว่าโปรตีนแต่ละ
ชนิดยังไม่สามารถตรวจหาการติดเชื้อพยาธิได้ทุกระยะ และโปรตีน Cathepsin L1 protease 27 kDa 
สามารถใช้ MoAb ตรวจวินิจฉัยตั้งแต่ 1-35 วัน หลังมีการติดเชื้อของพยาธิ     F. gigantica พบว่ามีความไว
ถึงร้อยละ 93 และความจ าเพาะร้อยละ 100 โดยวิธี ELISA (Anuracpreeda et al., 2016) แต่เนื่องจาก
โปรตีนยังมีขนาดใหญ่จึงท าให้การทดสอบต่างๆ เกิดปฏิกิริยาช้ากว่าโปรตีนที่มีขนาดเล็ก จึงน า TRP14 เป็น
โปรตีนที่หลั่งออกมาจากพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica เพ่ือป้องกันตัวเองจาก ROS ของโฮสต์เป็น
โปรตีนที่มีส่วนช่วยป้องกันการอักเสบ โดยพบว่า TRP14 มีการแสดงออกท่ี gut และผิวของ metacercariae 
จนถึงระยะตัวเต็มวัยของพยาธิและสามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งมีชีวิต (Changklungmoa, 2017 ) โดยโปรตีน 
TRP14 สามารถหลั่งออกมาใน   ซีรั่มได้และเป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็ก 14 kDa ท าให้เกิดปฏิกิริยาได้ดีและเร็ว
กว่าโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ โดยผู้วิจัยคาดหวังว่าโปรตีน TRP14 จะหลั่งออกมาในซีรั่มของโฮสต์มากกว่า Cat L1 
และมีความไวมากกว่าจึงน ามาใช้ในการวิจัยในครั้งนี้ 



 

ในงานวิจัยนี้ได้น า hybridoma cell (ได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ช่วยศาสตราจารย์พรอนันต์ เกื้อไข่)  
มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640  โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเพ่ิมจ านวน hybridoma cells และปรมิาณ
แอนติบอดีในน้ าเลี้ยงเซลล์ (culture fluid) เพ่ือน า MoAb ใน culture fluid มาทดสอบคุณสมบัติ ด้วยวิธี 
indirect ELISA, western blot และ Immunohistochemistry เพ่ือทดสอบหาคุณสมบัติของ MoAb ที่มี
ความจ าเพาะต่อ TRP14 และสามารถน าไปพัฒนาการตรวจจินิจฉัยต่อไปได้ 

การทดสอบหาปริมาณ MoAb โดยวิธี indirect ELISA พบว่า clone ที่มีการแสดงออกสูงได้แก่ 
1E11, 1B7, 3C1, 5A10, 3F1, 1F3, 3D5, 1B2-2, 2D2, 4F3, 5G8 และ 5G8-2 น าไปตรวจสอบชนิดของ
แอนติบอดี โดยใช้ MoAb ทั้ง 12 clone เป็น primary antibody และใช้ secondary antibody เป็น 
antibody ชนิดต่างๆ โดยใช้ทั้งส่วน heavy chain และ light chain ที่ติดฉลากด้วย HRP ได้แก่ IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM, IgA, kappa และ lambda เมื่อดูตามตาราง 4-1 พบว่า clone ที่มีการแสดงออก
สูงทั้งส่วนของ heavy chain และ light chain โดยดูจากค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร สามารถบ่ง
บอกได้ว่าเป็นแอนติบอดีที่สามารถท างานได้ดีเนื่องจากมีส่วนของ Fab regions (antigen binding site) ที่ใช้
จับแอนติเจนสมบูรณ์ ซึ่งผลการทดลองพบว่า MoAb clone 4F3, 5G8, 2D2, 1B2-2 และ 5G8-2  มีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงกว่าค่า cut off คือ 0.097 ในส่วนของ heavy chain ที่เป็นชนิด IgM และ light chain ที่เป็น
ส่วน Lambda จึงสามารถบอกได้ว่า MoAb สามารถท างานได้และมีความสมบูรณ์ จากงานวิจัยก่อนหน้า
พบว่า IgM มีความไวสูงในการจับกับแอนติเจนที่ coat ลงบนเพลต ELISA จึงสามารถใช้ในการทดลองได้แม้ใน
ซีรั่มของผู้ป่วยจะมปีริมาณน้อย ซึ่งจะช่วยลดปริมาณซีรั่มที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ได้ (Adungo  et al., 
2016) แต ่ IgM ยังมีข้อเสียคือไม่มีความเสถียร ดังนั้นการที่จะน าไปพัฒนาต่อในการผลิตชุดตรวจวินิจฉัยต้อง
เป็น MoAb ที่เป็นชนิด IgG โดยอาจจะต้องท าการเปลี่ยนวิธีการเก็บแอนติบอดีโดยรอให้เกิด class switching 
ของ IgM เป็นชนิด IgG ก่อน โดยหากเป็นแอนติบอดีที่เป็นชนิด IgM จะมีเพียงการกระตุ้น B-cell จาก
แอนติเจน B-cell สามารถสร้างแอนติบอดีที่เป็นชนิด IgM ออกมาได้เลย แต่หากมีสัญญาณจาก T-cell ร่วม
ด้วยก็จะเกิด class switching สร้างเป็น isotype ชนิด IgG (Li et al., 2004; Mix et al., 2006) 

จากการศึกษา western blot ของ MoAb ต่อ recombinant protein (TRP 14) เพ่ือน ามาใช้ใน
การยืนยันผลของวิธี indirect ELISA ซึ่งแสดงให้เห็นว่าผลจากทั้งสองวิธีมีความสอดคล้องกัน โดย MoAb ที่มี
ความจ าเพาะต่อ TRP14 ได้แก่ 4F3, 2D2, 5G8 และ 1B2-2 ที่ขนาด 14 kDa ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อน
หน้าที่พบการหลั่งโปรตีน TRP14 จาก metacercariae และ adult stage (Changklungmoa et al., 2017) 
จากการทดลองสามารถบ่งชี้ความจ าเพาะได้จากการแสดงออกท่ีแถบขนาด 14 kDa และเม่ือน า MoAb 
Clone 2D2 ไปทดสอบความจ าเพาะต่อ TRP14 ใน Fg(WB), ES และ TA พบว่ามีความจ าเพาะต่อ TRP14 ใน 
Fg (WB) และ ES สามารถบอกได้ว่า MoAb ที่ได้มีความจ าเพาะต่อตัวพยาธิ Fasciola gigantica และ
สามารถตรวจวินิจฉัย TRP14 ที่หลั่งออกมาในซีรั่มได้ แต่ไม่มีความจ าเพาะต่อ TA เนื่องจาก TRP14 ไม่มีการ
แสดงออกท่ีผิวของพยาธิที่แสดงในภาพที่ 4-3 จะเห็นได้ว่ามีแถบสีเข้มที่ ES มากกว่า Fg (WB) เนื่องจากใน
ส่วนของ Fg (WB) เป็นตัวพยาธิที่มีโปรตีนหลายชนิดมากกว่าส่วนของ ES ที่เป็นส่วนที่เฉพาะมากกว่า โดยหาก
ต้องการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนชนิดต่างๆที่พยาธิหลั่งออกมาสามารถท าได้โดยใช้หลักการ western blot 



 

โดยใช้ MoAb ที่จ าเพาะต่อโปรตีนแต่ละชนิดและเปรียบเทียบโดยดูความเข้มสีที่แสดงออกมาหากมีความเข้มสี
มากแสดงถึงโปรตีนชนิดนั้นมีปริมาณมาก หากจะน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัย Fasciola gigantica ด้วยวิธี 
immunodiagnosis ต้องท าการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาข้ามกัน (Cross reaction) เพ่ือดูความจ าเพาะของ 
MoAb ที่ผลิตได้ต่อ TRP14 ที่หลั่งจาก Fasciola gigantica 

นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้ได้มีการผลิตและศึกษาคุณลักษณะของ MoAb ต่อ FgTRP14 จาก
การศึกษาคุณลักษณะของ MoAb ที่ผลิตได้ทั้ง 12 clone พบว่าเป็นชนิด IgM ซึ่งมคีุณภาพในการจับกับ
แอนติเจน จึงท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกัน (cross reaction) ของ MoAb ต่อแอนติเจนของพยาธิ
แต่ละชนิด โดยใช้แอนติเจนเป็นโปรตีน TRP14 ที่พบในพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica (rFgTRP14) และใช้
โปรตีนจากพยาธิชนิดต่างๆ ได้แก่ Fg, Sm, Ov, Cc, Si, Pc, Gc, Ep, Ge มี myeloma cell ใน culture 
fluid เป็น negative control และมี polyclonal antibody เป็น positive control พบว่า MoAb ที่ให้ค่า
การดูดกลืนแสงสูงคือ 5G8, 4F3, 2D2 และ 1B2-2 โดยให้ค่าสูงกับ rFgTRP14 และ Fg  แสดงว่า MoAb ทั้ง 
4 clone มีความจ าเพาะต่อโปรตีน TRP14 ที่หลั่งออกมา กระเพาะอาหารของพยาธิใบไม้ Fasciola 
gigantica จึงไม่เกิดปฏิกิริยา cross reaction กับแอนติเจนที่เป็นโปรตีนจากพยาธิชนิดอ่ืน เนื่องจากการจับ
กันระหว่างแอนติบอดีและ epitope บนแอนติเจนอาศัยความแตกต่างระหว่างกรดอะมิโนของแอนติเจนดังนั้น
การที่ MoAb จะสามารถจับอย่างจ าเพาะกับ TRP14 ได้ต้องมีส่วน overlapping domains (Benjamin et 
al. 1984) คือมีต าแหน่ง Cys43และ Cys46 ทีต่รงกัน และไม่สามารถจับกับแอนติเจนของพยาธิชนิดอื่นได้
เนื่องจากไม่มี epitope ที่เหมือนกับ MoAb 

 จากการท าการทดสอบชิ้นเนื้อของพยาธิชนิด Fasciola gigantica ที่ตัด tissue section ด้วยวิธ ี
immunohistochemistry โดยใช้ 8 clone ได้แก่ 2D2, 5G8, 4F3, 1B2-2, 3D5, 1F3, PoAb และ 
myeloma พบว่า 2D2, 5G8 และ 4F3  มีการแสดงออกของโปรตีน TRP14 บริเวณเนื้อเยื่อ epithelial cell 
ที่กระเพาะอาหารและ parenchyma cell ของพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica โดย 4F3 มีการแสดงออก
ของโปรตีน TRP14 มากที่สุด ตามด้วย 5G8 และ 2D2 ตามล าดับ แสดงว่าแอนติบอดีมีความจ าเพาะกับ
แอนติเจนและ  Fab region  (antigen binding site) ของแอนติบอดีมีประสิทธิภาพในการจับกับแอนติเจน
บนผิว epithelial cell ที่กระเพาะอาหารของพยาธิ  แต่ 1B2-2 พบการแสดงออกบริเวณผิวเนื้อเยื่อ 
epithelial cell ที่กระเพาะอาหารของพยาธิน้อยมาก อาจเนื่องมาจากมีปริมาณแอนติบอดีน้อย หรือ
แอนติบอดีมีประสิทธิในการจับกับแอนติเจนน้อยจนไม่สามารถตรวจวัดได้หรือมีการแสดงออกของโปรตีน 
TRP14 น้อยมากจนสังเกตเห็นไม่ชัด และ MoAb clone 3D5 และ 1F3 ไม่พบการติดสีที่ epithelial cell ที่
กระเพาะอาหารของพยาธิเนื่องจาก MoAb ไม่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน TRP14  โดยเปรียบเทียบกับ PoAb 
และ myeloma ที่เป็น positive control และ negative control ตามล าดับ ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับ
ปริมาณแอนติบอดีที่ตรวจพบด้วยวิธี ELISA และ Western blot นอกจากการแสดง ออกสูงที่กระเพาะอาหาร
ของพยาธิ Fasciola gigantica ยังมีการแสดงออกต่ าบริเวณ perenchyma ของพยาธิอาจเนื่องมาจาก 
MoAb ที่ผลิตได้เป็นชนิด IgM ซึ่งมีส่วนของ antigen bingding site มากท าให้สามารถจับได้กับหลาย 
epitope ของแอนติเจน นอกจากนี้สาเหตุที่ท าให้เกิดผลบวกปลอมยังมีสาเหตุมากจากเกิดการรั่วของ antigen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2396/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2396/


 

ออกมาในเนื้อเยื่อภายนอกกระเพาะอาหารของพยาธิ (Lawrence,  2008) หรืออาจเกิดได้จากการความร้อน, 
protease และ proteolytic สามารถเหนี่ยวน าให้มีการเปลี่ยนแปลง epitope ท าให้ antibody ไม่สามารถ
จับอย่างจ าเพาะ สาเหตุที่ไม่มีการแสดงออกที่ TA เนื่องมาจากเป็นส่วนที่พยาธิใช้ในการรักษาสมดุลและ
ป้องกันภูมิคุ้มกันของโฮสต์มาท าลาย (Sobhon et al., 1998) จึงไม่มีการแสดงออกของโปรตีน TRP14 ที่ TA 

จากการศึกษาคุณลักษณะของ MoAb พบว่า clone 2D2 มีความจ าเพาะต่อโปรตีน TRP14 ที่หลั่ง
ออกมาจากพยาธิ Fasciola gigantica ที่สุดและไม่มีการเกิด cross reaction กับพยาธิชนิดอ่ืน รวมถึงยังมี
การแสดงออกของโปรตีน TRP14 ที่กระเพาะอาหารของพยาธิสูง ผู้วิจัยจึงคาดว่าหากจะน าไปพัฒนาควรเลือก 
MoAb clone 2D2 น าไปสร้างให้เป็นชนิด IgG เพ่ือที่จะน าไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจวินิจฉัยเช่นหลักการ 
lateral flow โดยใช้ MoAb ที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่พยาธิหลั่งออกมาในซีรั่มเพ่ือความสะดวกในการ
วินิจฉัยและสามารถรักษาได้ก่อนการเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรง 
 

สรุปและเสนอแนะ 
 จากวิธีการทดสอบและผลการทดลองในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน rFgGPx และ 
rFgTRP14 โดยเทคนิค hybridoma และศึกษาคุณลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน rFgGPx 
และ rFgTRP14 ซ่ึงการต่อยอดจากการศึกษานี้คือสามารถน า hybridoma clones ที่ได้ไปสร้างเป็นรีคอม
บิแนนท์แอนติบอดี เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี และสามารถน าไปพัฒนาและใช้
ประโยชน์โดยสร้างเป็น rapid diagnosis kit ส าหรับตรวจโรค fasciolosis ต่อไป 
 

(5) ผลผลิต (Output) 
(5.1) ผลงำนตีพิมพ์ในวำรสำรวิชิกำรทั้งในและระดับชำติ และนำนำชำติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ช่ือเรื่อง ช่ือ
วำรสำร ปี เล่ม เลขท่ีและหน้ำ) 

1. Changklungmoa, N., Chaithirayanon, K., Cheukamud, W., Chaiwichien, A., Osotprasit, 
S., Samrit, T., Sobhon, P. & Kueakhai, P. Expression and characterization of glutathione 
peroxidase of the liver fluke, Fasciola gigantica. Parasitol Res 2018; 117: 3487-3495. 
(ภาคผนวก) 

(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 หลัก) 3860100299xxx สัญญำเลขที่ 210/2561 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 
ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. ๒๕๖๑ 

มหำวิทยำลัยบูรพำ 
ชื่อโครงกำร การสร้างและผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับโปรตีนของ Fasciola gigantica 
ในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เพื่อพัฒนาชุดตรวจ 
ชื่อหัวหน้ำโครงกำรวิจัยผู้รับทุน ผศ.ดร.นรินทร์ ช่างกลึงเหมาะ 
รำยงำนในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม 2560    ถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2561 
ระยะเวลาด าเนินการ......1.....ปี.......6......เดือน   ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2560 

รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที ่1 (50%)   415,000 บาท  เมื่อวัน 20 เดือน ตุลาคม ปี 2560 
งวดที่ 2 (40%)   332,000 บาท  เมื่อวัน 27 เดือน มีนาคม ปี 2561 
งวดที่ 3 (10%)     บาท  เมื่อวัน -  เดือน -  ปี - 
รวม    747,000 
 

รายจ่าย 
รำยกำร งบประมำณที่ตั้งไว้ งบประมำณที่ใช้จริง จ ำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่ำตอบแทน 72,000 72,000 - 
2. ค่ำจ้ำง 120,000 120,000 - 
3. ค่ำวัสดุ 428,000 428,000 - 
4. ค่ำใช้สอย 127,000 127,000 - 
5. ค่ำครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่ำใช่จ่ำยอ่ืน ๆ 
(ค่ำสำธำรณูปโภค) 

83,000 83,000 - 

รวม 830,000 830,000 - 
      
 
 

                (.......................................) 
             ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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