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วิทยานิพนธนีส้ําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของ ศาสตราจารยนายแพทย

ดร. สมชาย จงวุฒิเวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ที่ไดกรุณาใหความรู ขอแนะนําในการแกไขปญหาตางๆ ในการศึกษาวิจัยและดูแล

เอาใจใสตอขาพเจาเปนอยางดียิ่ง ตลอดจนแกไขขอบกพรองวทิยานพินธฉบับนี้ใหสมบูรณมาก

ยิ่งขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้  

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.จตุรงค พทุธพรทิพย ที่ไดกรุณาใหความรู 

เสนอแนะเทคนิคและความคิดเห็นตางๆ ในการศึกษาวจิัย ตลอดจนแกไขขอบกพรองวทิยานพินธ

มาดวยดยีิ่ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้   

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชมุ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และอาจารย ดร. ธนาภรณ รุงเรือง ที่ไดกรุณาให

คําแนะนําและแกไขวิทยานพินธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คณุทวีศักดิ์ แซเตีย คุณธงชัย หงสศรีเมือง ภาค 

วิชาปรสิตวทิยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ไดใหกําลังใจ คําแนะนาํ  

ความชวยเหลอืดวยดีเสมอมา 

 ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที ่ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทกุทานที่ไดเอื้อเฟอสถานที่ และเครื่องมือตางๆ ตลอดจนความ

ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย       

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พีน่อง และเพื่อนๆ ทุกคนที่ให

กําลังใจ คําปรกึษาและใหการสนับสนนุขาพเจาในการทาํวทิยานพินธคร้ังนี้มาโดยตลอด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

      
ช 

สารบัญ 

 หนา 

บทคัดยอภาษาไทย………………………………………………………………………… ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ................................................................................................ จ 

กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................... ฉ 

สารบัญ...................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง............................................................................................................ ญ 

สารบัญภาพ............................................................................................................... ฎ 

สารบัญแผนภูมิ…………………………………………………………………………….. ฏ 

สารบัญกราฟ.............................................................................................................. ฐ 

บทที ่
 

1. บทนํา.................................................................................................................... 1 

2. เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วของ................................................................................ 6 

         ประวัตขิองโรคมาลาเรีย...................................................................................... 6 

         อนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรีย.............................................................................   7 

         การกระจายทางภูมิศาสตร................................................................................. 8 

         วงชวีิตของเชื้อมาลาเรยี...................................................................................... 8 

         อาการแสดงของโรคมาลาเรีย.............................................................................. 17 

         การปองกันโรคมาลาเรีย..................................................................................... 18 

         ชวีวทิยาของสปอรโรซอยต.................................................................................. 19 

         สปอรโรซอยตในยงุพาหะ.................................................................................... 21 

         สปอรโรซอยตในสัตวมีกระดูกสันหลัง.................................................................. 21 

         รูปแบบการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต................................................................. 22 

         การลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยต (Hepatocyte invasion)……………… 24 

         ระบบภูมิคุมกันตอ Pre-erythrocytic stage………………………………………... 26 

         วัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย.................................................................................. 28 

         แนวทางในการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย.................................................. 36 

         อุปสรรคของการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรยี................................................ 39 



 

      
ซ 

บทที ่ หนา 

3. วิธีดาํเนนิการวิจัย................................................................................................... 43 

         รูปแบบการวิจยั................................................................................................. 43 

         คาํจํากดัความที่ใชในการวิจยั............................................................................. 43 

         ระเบยีบวิธีวิจยั………………………………………………………………………. 44 

         ขนาดของตัวอยาง (sample size)…………………………………………………... 44 

         เครื่องมอืและสารเคมีที่ใชในการวิจยั................................................................... 45 

         การเก็บตัวอยางเลือดและซีร่ัม............................................................................. 49 

         การนับจํานวนเชื้อมาลาเรีย................................................................................ 49 

         การสกดัดีเอ็นเอ................................................................................................. 51 

         การออกแบบ oligonucleotides สําหรับใชเปน PCR primers............................... 52 

         การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอรเรส................. 52 

         การตรวจผลผลิต PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis............................................. 53 

         การทาํผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ.์.......................................................................... 53 

         การตกตะกอนดีเอ็นเอ (ethanol precipitation)....................................................   54 

         การเชื่อมผลผลิต PCR กับ pQE-30xa................................................................. 54 

         การทาํทรานสฟอรเมชั่น (transformation)........................................................... 57 

         การวิเคราะหลําดับเบสของ DNA........................................................................ 58 

         การเตรียมเชื้อ E. coli และเหนี่ยวนาํใหผลิตโปรตนี  

         (growth of expression culture)........................................................................ 

 

58 

         การสกดัโปรตีนและทาํใหบริสุทธิ์ (protein extraction and purification)............... 60 

         การวัดปริมาณโปรตีน......................................................................................... 61 

         การแยกโปรตีนโดยวธิีเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส (sodium dodecyl        

         sulfate polyacrylamide gel electrophoresis : SDS-PAGE)............................. 

 

62 

         การทาํ western blot.......................................................................................... 64 

         การยอมสีโปรตีนดวย coomassie brilliant blue solution..................................... 64 

         การวิเคราะหขอมูล............................................................................................. 65 

4. ผลการวิเคราะหขอมูล............................................................................................. 66 

         ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP...................... 70 

         ผลการผลิตโปรตีนจากบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP……………………... 71 



 

      
ฌ 

บทที ่ หนา 

         ผลการทดสอบ 6x His-tag fusion protein กับตัวอยางซีร่ัม.................................. 73 

         ความสมัพันธระหวางความหนาแนนของเชื้อมาลาเรีย (parasitemia)                       

         กับ anti-STARP 3’ non repeat antibody........................................................... 

 

75 

5. สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ........................................................... 77 

รายการอางองิ............................................................................................................ 82 

ภาคผนวก.................................................................................................................. 96 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ............................................................................................ 109 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

      
ญ 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หนา 

1. แสดงการประมาณคาประชากรที่มีความเสี่ยงตอการติดเชื้อมาลาเรียในพืน้ที ่

ที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย..................................................................... 

 

11 

2. แสดงจํานวนตัวอยางซีร่ัมสําหรับการศึกษาจํานวน 111 ตัวอยาง จากการเก็บ

รวบรวมในป พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552....................................................... 

 

67 

3. แสดงความสามารถในการเปนแอนติเจนของ 6x His-tag fusion protein              

กับตัวอยางซีร่ัมทั้ง 4 กลุม............................................................................... 

 

73 

4. ตารางขนาด 2x2 แสดงความสัมพันธระหวางคา parasitemia กับ 

จํานวนตวัอยางที่พบหรือไมพบ anti-STRAP 3’non-repeat antibody  

เพื่อทดสอบไคสแควร...................................................................................... 

 

 

75 

5. แสดงขอมูลทัว่ไปของกลุมตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรยีชนิด                

P. falciparum และตัวอยางทีท่ดสอบพบ anti-STARP 3’non-repeat 

antbody........................................................................................................ 

 

 

97 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 

 



 

      
ฎ 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 

1. แสดงการกระจายตัวของเชือ้มาลาเรีย........................................................... 9 

2. แสดงจังหวัดทีม่ีอัตราการติดเชื้อมาลาเรีย โดยเรียงลาํดับจากมากไปนอย 

ในประเทศไทยป พ.ศ. 2550......................................................................... 

 

10 

3. แสดงวงชวีิตของเชื้อมาลาเรยีในยงุกนปลองและในคน.................................... 16 

4. แสดงโครงสรางของสปอรโรซอยตและโปรตีนที่เกีย่วของ................................. 20 

5. แสดงโครงสรางของยนี STARP ใน P. falciparum.......................................... 33 

6. แสดงการเชื่อมระหวางดีเอน็เอ STARP 3’ non-repeat จากผลผลิต PCR 

และ pQE-30Xa โดยอาศัยปลายที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ BamHI และ 

HindIII......................................................................................................... 

 

 

59 

7. แสดงการถายโปรตีนลงบน PVDF member โดยวิธ ีsemi-dry transfer............. 63 

8. แสดงผลการวเิคราะหผลผลิต PCR ดวยวธิี agarose gel electrophoresis.......  70 

9. แสดงโปรตีนของ STARP 3’non-repeat มีขนาด 17 kDa................................. 72 

10. แสดง 6X his-tag fusion protein ทําปฏิกริิยากับซีร่ัมของกลุมตัวอยาง............. 74 

11. A) แสดงแผนที่ยนีของดีเอ็นเอพาหะ pQE-30Xa ขนาด 3.5 kb และ B) แสดง

บริเวณของ RGS-His epitope และตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ................. 

 

100 

12. แสดงแผนที่ของดีเอ็นเอมาตรฐาน.................................................................. 101 

13. แสดงแผนที่ยนีของ pREP-4 ขนาด 3,740 bp................................................. 102 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   



 

      
ฏ 

สารบัญแผนภูม ิ
 

 

แผนภูมิที่  หนา 

1. แสดงขอมูลทัว่ไปของเพศชายและเพศหญิงในกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด 

P. falciparum…………………………………………………………………… 

 

68 

2. แสดงขอมูลทัว่ไปของกลุมอายุของผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด            

P. falciparum…………………………………………………………………… 

 

68 

3. แสดงขอมูลทัว่ไปของความหนาแนนของเชื้อ P. falciparum (parasitemia : 

parasites/μl) ของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum…………… 

 

69 

   

   
   

   

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

      
ฐ 

 สารบัญกราฟ  

 

กราฟที ่  หนา 

1. กราฟเสนตรงแสดงคาความขุนที่ 595 นาโนเมตร ของ bovine serum  

albumin...................................................................................................... 

 

61 

   

   

 

 

 



 

      
1 

บทที่  1 

บทนํา 

ความสาํคัญและที่มาของปญหา 

ความเจ็บปวยและการตายของประชากรโลกที่มีสาเหตมุาจากโรคมาลาเรียยงัคงเปน

ปญหาสาํคัญ โดยเฉพาะประชากรที่อาศัยอยูในพืน้ที่กอโรค ซึ่งเปนแหลงระบาดของเชื้อมาลาเรีย

อยางหนาแนนและอีกหลายประเทศในเขตรอนทั่วโลก แมวาองคการอนามัยโลกจะพยายาม

ควบคุมสถานการณของโรคมาลาเรีย แตในทกุ ๆ ปยังคงมีรายงานผูปวยดวยโรคมาลาเรียมากกวา 

350 ถึง 500 ลานคน และพบอัตราการเสยีชีวิตโดยรวมมากกวา 2 ลานคนตอป ซึง่ผูปวยทีเ่สียชวีิต

ประมาณ 8 แสนรายเปนเดก็ที่มีอายุต่ํากวา 5 ป (WHO, 2007) สําหรบัประเทศไทย   โรคมาลาเรีย

ยังเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขที่ตองเฝาระวัง ซึ่งในแตละปพบผูปวยดวยโรคมาลาเรีย

มากกวารอยละ 70 อาศัยอยูในจังหวัดพื้นที่ชายแดนไทยกับพมา เชน ตาก แมฮองสอน 

กาญจนบุรี พืน้ที่ชายแดนไทยกับกัมพูชา เชน ตราด จนัทบุรี ปราจนีบุรี รวมถงึพืน้ที่ทางภาคใต 

เชน ยะลา นราธิวาส และปตตานี เปนตน (Thimasan et al., 1995) เนื่องจากผูติดเชื้อมาลาเรยี

สวนใหญอยูในวัยทาํงาน โดยเฉพาะผูที่ใชแรงงาน จงึนบัวาเปนการสูญเสียทรัพยากรแรงงานอัน

สงผลกระทบตอเศรษฐกิจและการพฒันาประเทศ 

 มาลาเรียหรือไขจับส่ันเปนโรคติดตอที่เกิดจากเชื้อโปรโตซัวชนิดหนึง่ใน phylum 

Apicomplexa, class Sporozoa, genus Plasmodium โดยมียงุกนปลองเพศเมยี (Anopheles 

spp.) เปนพาหะนาํโรค ในธรรมชาติพบเชือ้มาลาเรียมากกวา 120 สปชีสในโฮสตที่แตกตางกนั 

แตเชื้อมาลาเรยีที่กอโรคในคนมี 4 สปชีส ไดแก Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae และ Plasmodium ovale วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียตองอาศัยโฮสต 2 ชนิด

คือยุงและคน โดยการเจริญสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual reproduction) เกิดขึ้นในยุงกนปลอง 

เรียกกระบวนการนีว้า sporogony และการเจริญสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (asexual 

reproduction) เกิดขึ้นในคน เรียกกระบวนการนีว้า schizogony (Garcia, 2007)  ซึง่เชื้อมาลาเรีย

ทั้ง 4 สปชีสทีส่ามารถติดเชือ้ในคนนัน้ พบวา P. falciparum กอใหเกดิความรุนแรงและพบไดมาก

ที่สุด อีกทั้งยังทําใหผูติดเชื้อถึงแกชวีิตได นอกจากนีก้ารดื้อยาหลายชนิดของเชื้อมาลาเรียสาย

พันธุ P. falciparum ในเขตพื้นที่ปรากฎโรคและความตานทานตอยาฆาแมลงที่มากขึ้นของ

ยุงกนปลองเปนปจจัยสาํคัญที่เปนอุปสรรคและสงผลกระทบตอการปองกันและควบคุมโรค

มาลาเรีย ดังนัน้แนวทางหนึง่ที่สามารถลดความรุนแรงและมีประโยชนในการควบคุมการ 
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แพรระบาดของโรคมาลาเรียคือ การพฒันาประสิทธิภาพของวัคซนีปองกันโรคมาลาเรีย 

(Wernsdorfer, 1991) 

 ในแตละระยะของการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียจะมรูีปรางลักษณะตลอดจนโปรตีนที่

เปนองคประกอบแตกตางกนัตามระยะทีเ่ปลี่ยนแปลงไป ทาํใหระบบภูมิคุมกันของรางกายมกีาร

ตอบสนองตอแอนติเจนที่ผิวของเชื้อมาลาเรียมีความจําเพาะตอระยะของเชื้อ ดงันัน้หลักการของ

การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่ดีคือ ความตองการโปรตีนหลายชนิดมาเปนองคประกอบรวม

ของวัคซีน ซึ่งควรไดมาจากหลายระยะในวงชวีิตของเชือ้มาลาเรียและตองมีความสามารถในการ

กระตุนระบบภูมิคุมกันของมนุษยได (Miller et al., 1986) ซึ่งในปจจุบนัวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย

ไดถูกพัฒนาขึน้มาหลายชนดิ โดยแบงตามเปาหมายในการยับยัง้หรือทําลายเชื้อมาลาเรียตาม

ระยะในวงชวีติของเชื้อมาลาเรีย ไดแก  

• วัคซีนปองกนัโรคมาลาเรียในระยะกอนที่เชื้อจะเขาสูเมด็เลือดแดง (pre-erythrocytic 

stage vaccines) เชน RTS,S recombinant vaccine, CS102 vaccine หรือ ME-TRAP 

vaccine เปนตน (Bojang, 2006; Roggero et al., 1995; Gillbert et al., 1997)  

• วัคซีนปองกนัมาลาเรียระยะที่เจริญในเมด็เลือดแดง (asexual erythrocytic stage 

vaccines) เชน SPf66 vaccine หรือ MSP-1/AMA-1 combination vaccine เปนตน 

(Graves et al., 2006; Zhang et al., 2005)  

• วัคซีนปองกนัการแพรกระจายเชื้อมาลาเรยีระยะที่มีการสืบพันธุโดยอาศัยเพศ (sexual 

stage vaccine) เชน Pfs25 vaccine เปนตน (Akarawa et al., 2005) 

 

Pre-erythrocytic vaccine มีเปาหมายสําคัญในการยับยั้งการลุกลามของสปอโรซอยต

เขาสูเซลลตับหรือทําลายสปอโรซอยตในระบบไหลเวียนเลือดและในเซลลตับ ซึ่งระยะสปอโรซอยต

เปนระยะหนึ่งที่มีความสําคญัอยางยิ่งในวงชีวิตของเชื้อมาลาเรีย เนื่องจากสปอโรซอยตเปนระยะ

ติดตอและอยูเปนอิสระในกระแสเลือดเปนชวงเวลาสัน้ ๆ กอนที่จะลกุลามเขาสูเซลลตับ ดังนัน้จงึมี

โอกาสที่สปอโรซอยตจะถูกทําลายไดโดยแอนติบอดี ระยะดังกลาวจงึนาจะเปนเปาหมายสําคัญใน

การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียได หากวัคซีนจากระยะนี้ประสบผลสําเร็จ ผูที่ไดรับวัคซีนจะไม

เกิดการติดเชือ้ในเม็ดเลือดแดง ทาํใหไมมีอาการของโรคมาลาเรียเลย นกัวิจยัและนักวทิยาศาสตร

ทั่วโลกจึงเชื่อวาวัคซนีจากระยะนีม้ีประสิทธิภาพในการปองกันและควบคุมโรคมาลาเรียไดดีที่สุด 

(Druihe, 2007) ซึ่งมหีลักฐานที่แสดงถงึบทบาทของ pre-erythrocytic vaccine โดยเริ่มตนจาก

การทดลองใชสปอโรซอยตของ P. gallinaceum ที่ผานการฉายรังสีอุลตราไวโอเลตฉีดเขาไปใน

สัตวปก พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรยีได (Mulligan et al., 1941) 
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ตอมาภายหลงัมีการทดลองใชสปอโรซอยตของ P. berghei ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซ (X-irradiated 

sporozoites) ฉีดเขาไปในหลอดเลือดดําของหนู พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัของหนูให

ปองกันการตดิเชื้อซํ้าได และยังใหผลเชนเดียวกนัเมื่อทําการทดลองในอาสาสมัคร (Nussenzweig  

et al., 1969)  

 โปรตีนหลักที่ใชเปนองคประกอบของ pre-erythrocytic vaccine คือ Plasmodim 

falciparum circumsporozoite surface protein (PfCSP) ที่มนี้ําหนกัประมาณ 54 กิโลดาลตนั 

ซึ่งบริเวณสวนกลางของ CSP มีกรดอะมิโน 4 ตัวเรียงซ้าํกันเปนชุด (central tetrapeptide repeat 

region) ไดแก asparagine, alanine, asparagine, proline (NANP) และ asparagine, valine, 

glutamic acid, proline (NVDP) โดยบริเวณ repeat นีป้ระกอบดวย B-cell epitope ซึ่ง

แอนติบอดีตอบริเวณดังกลาวสามารถยับยัง้การลุกลามของสปอโรซอยตเขาสูเซลลตับได 

(Hughes, 1991) จากการศกึษาบริเวณ C-terminus ใน CSP ของ P. falciparum พบวา

ประกอบดวย T-cell epitope อยางนอย 2 ตําแหนงคือ Th2R และ Th3R ซึ่งเปนปริเวณที่มีความ

หลากหลายของลําดับเบสสงู (Good et al., 1987) โดยบริเวณดังกลาวนี้มีรูปแบบการแทนที่ของ

เบสใน codon ของ epitope แตกตางกันตามสายพนัธุของเชื้อ และการแทนที่ของเบสใน Th2R 

และ Th3R ทาํใหกรดอะมิโนของ codon นัน้เปลี่ยนชนิดเสมอ (Lockyer et al., 1989; 

Jongwutiwes et al., 1994) การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนี้ทาํใหการตอบสนองของ T cell ตอ

บริเวณดังกลาวลดลงหรือไมตอบสนองเลย ดังนัน้ความหลากหลายในลําดับเบสที่เกดิขึ้นจึง

สามารถอธิบายการหลบหลกีของเชื้อมาลาเรียตอระบบภูมิคุมกันของโฮสตได (Plebanski et al., 

1999) ดวยเหตุนี้จึงมีประเด็นทีน่าสงัเกตวาประสิทธิภาพในการปองกนัโรคมาลาเรียของ CSP-

derived vaccine ใหประสิทธิภาพที่ดอยกวา irradiated sporozoite vaccine ซึ่งแสดงใหเห็นถึง

การแสดงออกของโปรตีนชนดิอื่น ๆ ของระยะสปอโรซอยตสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุมกันได จงึเริม่มีการหาโปรตีนชนิดใหม เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพใหกับ  

pre-erythrocytic vaccine โดยการทดลองใช CSP รวมกับ Thrombospondin-related adhesive 

protein (TRAP) ของ P. yoelii  ซึ่งเปนเชือ้มาลาเรียของหนู พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกัน

ของหนูใหมีภูมิตานทานตอการเปลี่ยนระยะของเชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณและใหประสิทธิภาพ

ที่สมบูรณกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่เทานัน้ จงึแสดงใหเหน็วาภูมิตานทานที่ให

ประสิทธิภาพสมบูรณสําหรบัวัคซีนปองกนัโรคมาเรียในระยะกอนที่เชือ้จะลุกลามเขาสูเซลลตับ 

(pre-erythrocytic stage) ควรเปนผลรวมจากการกระตุนดวยโปรตีนบนผิวของสปอโรซอยต

มากกวา 1 ชนดิ (Khusmith et al., 1991) 
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 นอกจาก CSP และ TRAP ทีจ่ัดวาเปนโปรตีนที่สาํคัญตอการพัฒนา pre-erythtocytic 

vaccine แลว ยังมีการศึกษาโปรตีนอีกชนดิหนึง่ที่แสดงออกในระยะสปอโรซอยตและระยะที่เชื้อ

มาลาเรียเริ่มเจริญในเซลลตับ ซึ่งเปนโปรตนีที่มีขนาด 78 กิโลดาลตนั เรียกโปรตีนชนดินี้วา 

Sporozoite threonine and asparagine-rich protein (STARP) (Fidock et al., 1994a) จาก

การศึกษาโครงสรางของยีน STARP พบวามีความยาวประมาณ 2.7 กิโลเบส มีองคประกอบของ 

threonine และ asparagine 604 ตัว และประกอบดวยบริเวณ intron คั่นกลางระหวาง 

5’miniexon และ 3’large exon โดยโครงสรางทางดานปลาย 5’ และ 3’ เปนสวน non-repetitive 

region ในสวนกลางเปน repetitive region ซึ่งแบงออกเปน 3 สวน ไดแก Mosaic (M), Rp45 

region เปนบริเวณที่มีกรดอะมิโนซ้าํกนั 2 ชุด ชุดละ 45 ตัว และ Rp10 region เปนบริเวณที่มี

กรดอะมิโนซ้าํกัน 26 ชุด ชุดละ 10 ตัว และยังพบวากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในบริเวณ

สวนกลางของ STARP สวนใหญเปนกรดอะมิโนชนิดชอบน้ํา (hydrophilic) (Fidock et al., 

1994b) จากการวิเคราะหตัวอยางจากประเทศบราซิล เคนยา ไทย และแอฟริกาฝงตะวันตก ดวย

วิธ ีRestriction fragment length polymorphism (RFLP) แสดงใหเห็นถึง STARP มีความ

หลากหลายของยีนต่าํมาก จึงเหมาะสมทีจ่ะนํา STARP มาพัฒนาเปนองคประกอบของ  

pre-erythrocytic vaccine (Fidock et al., 1994b; Jongwutiwes et al., 2008) 

 ส่ิงสําคัญจากการศึกษาโปรตีน STARP คือสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันไดทัง้แบบ 

natural infection หรือ immunization จากการใช synthetic peptides ในบริเวณสวนกลางและ

ปลายดาน 3’ ของยีน STARP พบวาซีร่ัมของผูปวยชาวแอฟริกันมีแอนติบอดีตอ synthetic 

peptides นี้ โดยเฉพาะสวนของ Rp10 (specific Rp10 antibodies) สามารถยับยัง้การลุกลาม

ของสปอโซอยตเขาสูเซลลตับอยางมีประสิทธิภาพถึงรอยละ 90 ซึ่งมคีาสูงกวาผลของแอนติบอดี

ตอ CSP และยังพบวาความสามารถในการยับยัง้การลกุลามดังกลาวของแอนติบอดีตอ STARP มี

ความแปรผันโดยตรงกับปริมาณของแอนติบอดี (Pasquetto et al., 1997) ตอมาภายหลงัมกีาร

ทดลองใช synthetic peptides จาก P. falciparum pre-erythrocytic antigen 4 ชนดิ ไดแก  

Liver stage specific antigen 1, 3 (LSA 1,3), Sporozoite and liver stage antigen (SALSA) 

และ STARP พบวา synthetic peptide จากบริเวณ Rp10 ของ STARP สามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของโฮสตใหตอบสนองไดดีใน B cell (Lalvani et al., 1998) ทั้งในกรณีที่ศกึษาโดยใชลิง 

Aotus lemurinus (Perlaza et al., 1998) และลิง chimpanzee (BenMohamed et al., 2004) 
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นอกจากนีย้ังมีการศึกษาถงึศักยภาพของ STARP โดยการทดลองใช synthetic peptides 

จากสวนตาง ๆ ของโปรตีน STARP เพื่อทาํการเกาะติดกับเซลลตับในหลอดทดลอง พบวามี 

synthetic peptides อยางนอย 12 ชนิด ทั้งในสวนของ N-terminus บริเวณสวนกลางที่มีการซ้ํา

กันและทางดาน C-terminus สามารถเกาะติดกับเซลลตับในหลอดทดลองไดดีมาก (Lopez  

et al., 2003) ถึงแมวาหนาที่ของ STARP ใน P. falciparum ตอระยะสปอโรซอยตยังไมทราบ

ชัดเจน แตองคความรูที่ไดกลาวไปขางตนนั้นเปนการสนบัสนุนวา STARP มีสวนสําคญัในการ

เกาะติดของสปอโซอยตกับเซลลตับในข้ันตอนการลุกลามเขาสูเซลลตับ และพบหลาย ๆ epitopes 

บนโปรตีน STARP เปนสวนสําคัญที่จะสามารถพฒันาเปนองคประกอบของ pre-erythrocytic 

vaccine เพื่อปองกันและควบคุมโรคมาลาเรียตอไป 

 อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับ STARP ในปจจุบนัยังมีอยูอยางจํากดั อีกทัง้นกัวิจยัและ

นักวทิยาศาสตรทั่วโลกตางพยายามศกึษาคนควาหา pre-erythrocytic vaccine เพื่อนาํมา

ปองกันโรคมาลาเรีย ไมวาจะเปน RTS,S vaccine, CS102 vaccine หรือ ME-TRAP vaccine 

เปนตน ซึ่งวัคซีนทีถู่กพัฒนาขึ้นมาเหลานี ้ยังไมมีหลกัฐานที่ชัดเจนวาสามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของมนุษยใหปองกันโรคมาลาเรยีไดอยางสมบรูณ ดวยเหตนุีจ้ึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตอง

หาแอนติเจนทีส่ามารถทําใหระบบภูมิคุมกนัของมนุษยเกิดการตอบสนองไดอยางสมบูรณ ดังนัน้

องคความรูที่ไดจากการศึกษาความสามารถของ STARP ในการเปนแอนติเจนจะสามารถใชเปน

ขอมูลเบ้ืองตนที่สําคัญตอการพัฒนาวัคซนีในอนาคตสาํหรับประเทศไทยและเขตปรากฏโรคอื่น ๆ 

หากวัคซีนปองกันโรคมาลาเรียประสบผลสําเร็จ กน็ับไดวาเปนความสาํเร็จตอมวลมนุษยชาติใน

การปองกนัโรคติดเชื้อที่เปนสาเหตุของความเจ็บปวยและการตายปละหลายรอยลานคนอีกดวย 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
ประวัติของโรคมาลาเรีย 

 โรคมาลาเรียมมีาแตโบราณกาล โดยมีคําจารึกในอนิเดยี จนี อียิปตและญี่ปุน ซึง่ความ

เชื่อของชาวจนีโบราณและชนชาติอ่ืน ๆ ตางเพงไปยงัภูติผีปศาจหรือเหตุการณเหนือธรรมชาติ   

ในสมัยเมื่อ 1,500 ปกอน แพทยชาวกรีกชื่อ Hippocrates เชื่อกันวาเปนนกัมาลาเรยีวิทยาคนแรก 

เพราะเขาไมเชื่อในส่ิงดังกลาวและเขาเปนคนแรกที่ไดบรรยายถงึอาการไขไดอยางสมบูรณ โดย

แยกเปนไขทกุวัน (quotidian), ไขวันเวนวนั (tertian) และไขวันเวนสองวนั (quartan) นอกจากนี้

เขายังไดวิจารณถึงลักษณะพิเศษหลายประการของอาการไข ไดแก ปวดหัว หนาวสั่น และมีไข

กลับ กอนหนาที่จะมีการคนพบสาเหตทุีแ่ทจริง ก็มีความเชื่อวาแบคทีเรียเปนสาเหตุ ในป ค.ศ. 

1849 Virchow สังเกตเหน็เม็ดสีในเซลลเม็ดเลือดของผูปวยเรียกภาวะนี้วา melanemia (เลอืดมีสี

ดํา) ซึ่งศาสตาจารย  Achillies Kelsch ที่โรงพยาบาล Val-de-Grace ในปารีสก็ศึกษาอยูแตหา

ผูปวยไมคอยได ตอมานายแพทย Charles Louis Alphones Laveran จากประเทศเยอรมนี  

ซึ่งไดรับการฝกฝนทางดานจุลทรรศนศาสตรมาเปนอยางดี ไดรับมอบหมายไปทาํงานที ่Val-de-

Grace เปนเวลา 5 ป โดยศกึษา melanemia กับ Kelsch ตอมาไดรับมอบหมายใหไปประจําที่

ประเทศแอลจีเรีย เพื่อศึกษาเพิ่มเติมในเรื่องดังกลาว โดยเขาตรวจเลือดสด ๆ จากคนไขและ

สังเกตเห็น “pigment bodies” โดยเหน็เปนเสนเรยีวเลก็สะบัดอยูรอบนอกของกอนดังกลาว (คือ 

exflagellation ของ P. falciparum) Laveran ไดศึกษาตอและรวบรวมผลการศึกษาของผูปวย 

432 ราย ตีพิมพในป ค.ศ. 1884 ซึ่งตอมาผลการคนควาของเขาก็ไดรับการเชื่อถือและยอมรับและ

ไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1907 

 ความเชื่อที่วายุงเปนพาหะของโรคมาลาเรียมีมานานแลวและทฤษฎีทีว่ายงุเปนตัวแพร

เชื้อโรคมาลาเรียนี้ไดรับการผลักดันมากทีสุ่ดจาก Patrick Manson ผูคนพบไมโครฟลาเรยีเจริญ

เปนระยะติดตอในยุงได ในป ค.ศ. 1897 Ronald Ross แพทยชาวองักฤษ ทาํการทดลองใน

ยุงกนปลองกพ็บซิสตฝงอยูที่กระเพาะอาหารของยงุ ในปเดียวกนั William George MacCallum ที่ 

Johns Hopkins พบการผสมระหวาง gamete โดย Ross ไดศึกษามาลาเรียของนกจนครบวงชีวติ

ในยุงและไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1902 ซึ่งวงชวีิตของมาลาเรียในยุงกนปลองไดรับการคนพบ

อยางสมบูรณจากการศึกษาของ Amigo Bignami และ Giovanni Grassi ในป ค.ศ. 1898  
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 การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียในตับ พบโดย Shortt และ Garnham ในป ค.ศ. 1948 

และเปนพืน้ฐานสําคัญในการตั้งทฤษฎ ี“sequential schizont hypothesis” หรือ “secondary 

exoerythrocytic schizogony” เพื่ออธิบายไขกลับในมาลาเรีย (Russel, 1955; Smith et al., 

1985) 
 
อนุกรมวธิานของเชื้อมาลาเรีย 

 เชื้อมาลาเรียเปนสิ่งมชีีวิตเซลลเดียวทีจ่ัดอยูในกลุมยูคารโิอต (eukaryote) ซึ่งมีองค 

ประกอบของเยื่อหุมนิวเคลยีส (nuclear membrane) แยกนวิเคลียสออกจากไซโตพลาสซึมอยาง

ชัดเจน สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรียไดดังนี ้

  Kingdom   Protista 

    Subkingdom   Protozoa 

       Phylum   Apicomplexa 

         Class    Sporozoa 

            Subclass   Coccodia 

               Order   Eucoccidiida  

                  Suborder   Haemosporina 

                     Family   Plasmodiidae 

                       Genus   Plasmodium 

 

เชื้อมาลาเรียใน genus Plasmodium ประกอบดวย species ประมาณ 120 ชนิด ซึ่งมทีั้ง

ที่พบในสัตวปก สัตวฟนแทะหรือในลิง แตเชื้อมาลาเรยีชนิดทีพ่บและทาํใหเกิดโรคในคนมี 4 ชนิด 

ไดแก Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae และ 

Plasmodium ovale ซึ่งในจาํนวนเชื้อมาลาเรียทัง้หมดนี ้Plasmodium falciparum มีความสาํคัญ

ทางการแพทยมากที่สุดเพราะเปนชนิดทีก่อความรุนแรงในคนมากที่สดุ รองลงมาคอื 

Plasmodium vivax นอกจากนี้ยงัพบวา Plasmodium ทีพ่บในลงิ primate หลายชนดิสามารถ

ติดตอสูคนเชน Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi และ Plasmodium simium 

เปนตน (Knowles and Das Gupta, 1932; Coatney et al., 1961; Deane et al.,1966) 
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การกระจายทางภูมศิาสตร 

 การแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียขึ้นอยูกบัปจจัยหลายประการทัง้ทางเศรษฐกิจ สังคม 

และลักษณะทางภูมิศาสตร การแพรกระจายของเชื้อพบไดทั่วโลกระหวางเสนรุงที ่64 องศาเหนือ

ถึง 32 องศาใต โดยเฉพาะประเทศที่อยูในบริเวณเขตรอนและเขตอบอุน ประมาณ 90 ประเทศจะ

มีการกระจายของโรคมากกวาบริเวณอืน่ไดแกประเทศในทวีปเอเชีย อเมริกาตอนกลางและตอนใต 

ยุโรปและแอฟริกา ดังแสดงในภาพที่ 1 ในแตละปจะพบประชากรทัว่โลกติดเชื้อมาลาเรียกวา 300 

ถึง 500 ลานคน และมีอัตราการเสียชวีิตประมาณ 1 ถึง 2 ลานคนตอป โดยรอยละ 60 ของผูปวย

และรอยละ 80 ของการตายจากโรคมาลาเรียทัง้หมดเกิดขึ้นในทวีปแอฟริกา (WHO, 2005) ซึ่งการ

ประมาณคาประชากรทีม่ีความเสี่ยงตอการติดเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกาที่มีการระบาดของโรค

มาลาเรียสงูแสดงในตารางที่ 1  

 สถานการณของโรคมาลาเรียในประเทศไทย พบผูปวยจากการติดเชื้อมาลาเรียชุกชุมใน

บางบริเวณของประเทศโดยเฉพาะจงัหวัดที่ติดกับชายแดนของประเทศพมา มาเลเซยีและกัมพูชา

ไดแก พื้นที่ในจังหวัด ตาก แมฮองสอน กาญจนบุรี จนัทบุรี นครศรีธรรมราช ยะลา ชมุพร ระนอง 

นราธวิาส และประจวบคีรีขันธ ซึง่จงัหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียในป พ.ศ. 2550 ในประเทศ

ไทย 10 อันดับแสดงดังภาพที ่2 ในปจจบุันการติดเชื้อมาลาเรียมีแนวโนมลดลงมากจากที่เคยพบ

ผูปวยชาวไทยจํานวน 168,370 คน ในป พ.ศ. 2535 เหลอืเพียง 30,612 คน ในป พ.ศ. 2547 คิด

เปนอัตราปวยหรือมีอุบัติการณของโรคมาลาเรีย 0.51 ตอประชากร 1,000 คนและมผีูปวยตาย

จากโรคมาลาเรีย 230 คน แมวาจาํนวนผูปวยจะลดลงอยางมากโดยลําดับแตโรคมาลาเรียยังถือ

เปนโรคประจาํทองถิน่ที่ตองเฝาระวังของประเทศไทย ซึง่การระบาดของโรคมาลาเรียในประเทศ

ไทยปรากฏมากใน 2 ชวงของป ไดแก ในชวงฤดูฝน คือเดือนมิถนุายนถึงสิงหาคม และฤดูหนาว 

คือเดือนพฤศจิกายนถงึธนัวาคม โดยมาตรการควบคุมและปองกนัโรคมาลาเรียดาํเนนิงานโดย

กองมาลาเรีย กรมควบคุมโรคติดตอ กระทรวงสาธารณสขุ (Thimasarn, et al. 1995) 

 
วงชวีิตของเชื้อมาลาเรีย 

 วงชวีิตของเชือ้มาลาเรียเปนแบบเชิงซอน โดยสลับระหวางโฮสต 2 ชนิด ไดแกคนและ

ยุงกนปลอง ซึง่การเจริญเตบิโตในยุงเปนแบบอาศัยเพศ เรียกวา sporogony สวนการเจริญเติบโต

ในคนเปนแบบไมอาศัยเพศ เรียกวา schizogony ประกอบดวยการเจริญในเซลลตับและการเจรญิ

ในเม็ดเลือดแดงตามลําดับ 
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ภาพที ่1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อมาลาเรีย (www.med.cmu.ac.th) 
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ภาพที ่2 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรีย โดยเรียงลาํดับจากมากไปนอยใน

ประเทศไทยป พ.ศ. 2551 ไดแก 1) ตาก 2) ยะลา 3) นราธิวาส 4) แมฮองสอน 5) ระนอง  

6) กาญจนบุรี 7) ชุมพร 8) สงขลา 9) จันทบุรี และ 10) ประจวบคีรีขันธ (สํานักโรคตดิตอนําโดย

แมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข) 
 

Myanmar 

Laos  

Cambodia 

Malaysia 33  

11  
44  

22  

77  

66  
99  

1010  

55  

88  
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ตารางที ่1 แสดงการประมาณคาประชากรที่มีความเสีย่งตอการติดเชื้อมาลาเรยีในพืน้ทีท่ี่มกีาร

ระบาดของโรคมาลาเรีย (ดัดแปลงจาก Worrall et al., 2004) 

 

Estimated population at risk of malaria epidemics 
      Estimated 

  Estimated  number of 

  percentage of people at risk 

  population at for malaria 

Country total population risk for epidemics epidemics 

Angola 13,527,000 35 4,734,450 

Botswana 1,553,000 40 621,200 

Burundi 6,501,000 50 3,250,500 

Cape Verde 436,000 50 218,000 

Chad 8,134,000 15 1,220,100 

DR* Congo 52,521,000 10 5,252,100 

Eritrea 3,815,000 60 2,289,000 

Ethiopia 64,458,000 50 32,229,000 

Kenya 31,292,000 25 7,823,000 

Madagascar 16,436,000 50 8,218,000 

Mali 11,676,000 20 2,335,200 

Mauritania 2,746,000 40 1,098,400 

Mauritius 1,170,000 40 468,000 

Mozambique 18,644,000 20 3,728,800 

Namibia 1,787,000 40 714,800 

Niger 11,226,000 20 2,245,200 

Rwanda 7,948,000 50 3,974,000 

Senegal 9,661,000 10 966,100 

Somalia 9,156,000 50 4,578,000 

South Africa 43,791,000 5 2,189,550 

Sudan 31,809,000 50 15,904,500 

Swaziland 937,000 40 374,800 

Tanzania 35,964,000 25 8,991,000 

Uganda 24,022,000 10 2,402,200 

Zambia 10,648,000 50 5,324,000 

Zimbabwe 12,851,000 28 3,598,280 

       Total 432,709,000   124,748,180 

* DR = Democratic Republic   
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วงชวีิตการเจริญเติบโตในยุง (sporogony) 

 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีดูดเลือดคนที่มีเชือ้มาลาเรียระยะแกมมีโตไซตที่เจริญเต็มที ่

(mature gametocyte) ทั้งเพศผู (male gametocyte หรือ microgametocyte) และเพศเมีย 

(female gametocyte หรือ macrogametocyte) เขาไปอยูในกระเพาะอาหารของยงุ หลังจากนั้น

ประมาณ 10 นาที แกมมีโตไซตเพศเมียจะเจริญเปนเซลลสืบพันธุเพศเมีย (female gamete หรือ 

macrogamete) สวนแกมมีโตไซตเพศผูจะมีการแบงนิวเคลียส 3 คร้ัง พรอมการเปลีย่นแปลง

รูปรางทาํใหเกดิเซลลสืบพนัธุเพศผู (male gamete หรือ microgamete) จํานวน 8 ตัวที่ม ี     

แฟลกเจลลา กระบวนการทีเ่กิดขึ้นนี้เรียกวา exflagellation โดยเซลลสบืพันธุเพศผูมีลักษณะยาวรี

คลายเสนดาย นวิเคลียสมีลกัษณะอัดแนนอยูตรงกลางเซลล ซึ่งการเจริญดังกลาวใชเวลา

ประมาณ 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นเมื่อเซลลสบืพันธุเพศผูปฏิสนธิกับเซลลสืบพันธุเพศเมียจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงเจริญเปนไซโกต (zygote) ที่มีขนาดประมาณ 6 ไมโครเมตร รูปรางกลม ซึ่งจะยงัคง

อยูในชองวางของกระเพาะอาหารของยุง หลังจากนั้นประมาณ 20 นาท ีไซโกตจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงรูปราง โดยมีสวนที่คลายเทาเทียม (pseudopod) ยืดยาวออกแลวเคลือ่นที่ผาน

กระเพาะอาหารของยุงและเจริญเปนโอโอไคนีต (ookinete) ซึ่งเกิดขึ้นหลังจากยงุดูดเลือดคน

ประมาณ 18 ถึง 24 ชั่วโมง ทั้งนี้ที่ปลายขางหนึง่ของโอโอไคนีตจะมี apical organelle ทําหนาที่

เกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ผานเซลลเยื่อบุผนังกระเพาะอาหารของยุงกนปลอง แลวจงึเคลื่อนที่ไช

ผานผนังกระเพาะอาหารไปยัง basal membrane ของเซลลเยื่อบุผนงัดานนอกของกระเพาะ

อาหาร เรียกระยะนีว้า โอโอซีสต (oocyst) จากนัน้โอโอซสีตจะมีการเพิม่ขนาดของไซโตพลาสซึม 

อยางรวดเร็ว รวมทัง้นวิเคลยีสจะมีการเพิม่จํานวนอยางมาก ทาํใหภายในโอโอซีสตมีหลาย

นิวเคลียส (polyploid) ในระยะนี ้apical organelle จะสลายตัวไป โดยทั่วไปเสนผานศูนยกลาง

ของโอโอซีสตมีขนาดประมาณ 40 ถึง 55 ไมโครเมตร และเรียกระยะที่เชื้อมาลาเรยีอยูในโอโอซสีต

นี้วา สปอรโรบลาส (sporoblast) จากนัน้จะเกิดลักษณะคลายกับการแตกหนอออกจากแกนของ 

สปอรโรบลาสเกิดเปนสปอรโรซอยต (sporozoite) จํานวนประมาณ 1 ถึง 2 พันตัวตอ 1 โอโอซีสต 

(Rosenberg and Rungsiwongse, 1991) แตละสปอรโรซอยตจะมีนวิเคลียส ไมโตรคอนเดรีย

และ apicoplast อยางละอนั เมื่อสปอรโรซอยตเจริญเต็มที่ แกนของสปอรโรบลาสจะมีขนาดเลก็

ลงและสลายไปในที่สุด แลวผนังของโอโอซีสตก็จะแตกออก ทาํใหสปอรโรซอยตกระจายไปทั่ว

ลําตัวของยงุ รวมทัง้ชองวางในทรวงอกและตอมน้ําลาย ระยะสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรียมี

รูปรางคลายหนอนขนาดเล็ก มีความยาวประมาณ 10 ถึง 15 ไมโครเมตรและกวาง 1 ไมโครเมตร 

ที่ปลายดานหนึ่งม ีapical organelle เพื่อใชในการลุกลามเขาสูเซลลตับ เมื่อยงุไปกัดคนหรือสัตว

มีกระดูกสันหลัง เชื้อมาลาเรียจะเขาสูรางกายและเจริญตอไป สําหรับระยะเวลาตั้งแตการเจริญ
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จากระยะแกมมีโตไซตจนถงึสปอรโรซอยตจะใชเวลาแตกตางกนัขึ้นกบัอุณหภูมิและชนิดของเชื้อ

มาลาเรีย 

  
วงชวีิตการเจริญเติบโตในคน (schizogony) 

• ระยะการเจรญิเติบโตที่อยูในตับ (liver stage)  
 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีทีม่ีเชื้อมาลาเรยีกดัคน จะปลอยเชื้อระยะสปอรโรซอยตเขาสู

กระแสเลือด ภายในเวลา 30 นาที สปอรโรซอยตจะเขาสูเซลลตับแลวจะเจริญเติบโตเพิ่มจํานวน

มากขึ้นแบบไมอาศัยเพศ เรียกระยะตาง ๆ ที่อยูในเซลลตบันี้วา exo-erythrocytic stage หรือ 

hepatic stage หรือ pre-erythrocytic stage ระยะนีจ้ะมีการแบงนวิเคลียสหลายครั้งกอนที ่

ไซโตพลาสซึมจะแบงตัว เรียกระยะนี้วาระยะไชซอนต (schizont) เมื่อระยะไชซอนตเจริญเต็มที่  

ไซโตพลาสซึมจะถูกแยกไปอยูกับแตละนวิเคลียส ทาํใหแตละเซลลมีนวิเคลียสเดียว เรียกวา  

เมอรโรซอยต (merozoite) ซึ่งมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร จํานวนเมอรโรซอยตทีเ่กิดขึ้นใน

เซลลตับจากสปอรโรซอยตตัวเดียว จะมจีํานวนที่แตกตางกันขึน้อยูกบัชนิดเชื้อมาลาเรีย โดย  

P. falciparum มีจํานวนเมอรโรซอยตสูงสุดประมาณ 30,000 ถึง 40,000 ตัว ในขณะที่ P. vivax,   

P. malariae และ P. ovale  มีเมอรโรซอยตประมาณ 10,000 ถึง 15,000 ตัว สําหรับระยะเวลาใน

การเจริญของสปอรโรซอยตจนถงึเปนระยะเมอรโรซอยตใชเวลาแตกตางกนัขึ้นอยูกบัชนิดของเชื้อ

มาลาเรียเชนกันกลาวคือ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 5.5 ถึง 7 วัน สวน P. vivax ใชเวลา

ประมาณ 8 วนั สาํหรับ P. ovale ใชเวลาประมาณ 9 วนั และ P. malariae ใชเวลาประมาณ 14 

ถึง 15  วัน (Spencer, 1986) สวนสปอรโรซอยตของ  P. vivax และ P. ovale เมื่อเขาสูเซลลตับ 

นอกจากจะมกีารเจริญ เติบโตดังกลาวแลว จะมีบางสวนที่เขาสูเซลลตับแลวจะมีการหยุดพักการ

เจริญชั่วขณะและสามารถกลับมาเจริญตอไปเปนระยะตาง ๆ ดังกลาวไดอีก ซึ่งจะใชเวลาแตกตาง

กันขึ้นอยูกับสายพนัธุของเชือ้มาลาเรีย โดยอาจใชเวลายาวนานเพยีงไมกี่เดือนหรืออาจจะนาน

เปนป ซึง่ระยะดังกลาวเปนสาเหตทุําใหผูปวยเกิดไขกลับ (relapse) เรียกระยะที่เชื้อมาลาเรียหยุด

การเจริญเติบโตในเซลลตับนี้วา ระยะ hypnozoite (Krotoski et al., 1980; Krotoski et al., 1982)  

 

• ระยะการเจรญิเติบโตที่อยูในเม็ดเลือดแดง (erythrocytic stage)  
 ระยะการเจรญิเติบโตและเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงของคน เรียกวา 

asexual erythrocytic stage หลังจากที่เมอรโรซอยตแตกออกจากเซลลตับจะออกมาอยูภายนอก

เซลลในกระแสเลือดในระยะเวลาเพียงชัว่ขณะแลวจะบกุรุกเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดง โดยอยูในชอง 

วางภายในเมด็เลือดแดงที่เรียกวา parasitophorous vacuole และจะเจริญเติบโตเปนระยะตาง ๆ 
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ตามลําดับดังนี้ เมอรโรซอยตในเม็ดเลือดแดงจะมีการเปลี่ยนแปลงลกัษณะรูปรางคลายวงแหวน 

ซึ่งมีไซโตพลาสซึมเปนเรือนแหวนและนวิเคลียสเปนหัวแหวนเรียกระยะนีว้า ระยะวงแหวน (ring 

form หรือ early trophozoite) เมื่อเชื้อมาลาเรียเจริญเตบิโตตอไป ไซโตพลาสซึมจะมีการขยายตัว

ออกแตยังไมมกีารแบงตัว ทาํใหมีรูปรางลกัษณะไมแนนอน อาจพบลกัษณะเทาเทยีมและสวนของ 

vacuole มีขนาดเล็กลง เรียกวาระยะโทรโฟซอยตทีก่ําลงัเจริญเติบโต (growing trophozoite)  

โดย P. vivax จะมีลักษณะคลายอะมีบา (amoeboid form) และ P. malariae จะมีรูปรางคลาย

แถบคาด (band form) ในระยะนีเ้ชื้อทีก่ําลังเจริญเติบโตจะอาศัยสารตาง ๆ ในเม็ดเลือดแดงเปน

หลัก โดยสวนใหญอาศัยฮีโมโกลบนิที่อยูในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลอืดแดงเปนอาหาร ฮโีมโกลบนิ

จะถูกยอยสลายเปนฮีม (heme) และโกลบิน (globin) แตเชื้อมาลาเรยีไมสามารถยอยฮีมได

สมบูรณ โดยสิ้นสุดการยอยสลายฮมีใหเปน ferriprotoporphyrin IX ซึ่งเปนสารทีม่พีิษตอเชื้อ

มาลาเรีย ดังนัน้เชื้อมาลาเรยีจึงมกีระบวนการกําจัดสารดังกลาวในรูปของกากอาหาร ซึ่งมี

ลักษณะเปนเม็ดสีน้ําตาลหรือสีดํากระจายอยูในไซโตพลาสซึมของเชือ้ เรียกวา hemozoin  

หรือ malarial pigment ซึ่งเปนโพลเีมอรของฮีมและไมมพีิษ ในระยะโทรโฟซอยตนีม้าลาเรียจะ

ปลดปลอยโปรตีนหลายชนดิสูเม็ดเลือดแดง อาจจะอยูในรูปของ caveola-vesicle complex  

ซึ่งสามารถพบไดในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดแดง โดยอยูติดกับดานในของเมมเบรน (Aikawa 

et al., 1975) เมื่อยอมดวยสยีิมซาและดูดวยกลองจุลทรรศนจะเหน็เปนจุดสีชมพู มลีักษณะรูปราง

แตกตางกนัไปตามชนิดของเชื้อมาลาเรยี โดยที่ P. falciparum จะพบ Maurer’s dots มีลักษณะ

รูปรางเปนจุดใหญหรือแทงสั้นๆ สวน P. vivax และ P. ovale จะพบ Schuffner’s dots มีรูปราง

เปนจุดเล็ก ๆ ขนาดเทากนักระจายทั่วไป และ P. malariae จะพบ Ziemann’s dots เห็นเปนจุด

ละเอียดกระจายทัว่ไป เมื่อระยะโทรโฟซอยตเจริญเติบโตเต็มที่ นิวเคลียสจะเกิดการแบงตัวหลาย

คร้ังภายในไซโตพลาสซึมเดยีวกนั ทําใหมหีลายนวิเคลียสเรียกระยะนีว้า ไชซอนตระยะแรก (early 

schizont) และเมื่อไชซอนตเจริญเต็มที่จะมีการแบงไซโตพลาสซึม ทาํใหแตละเซลลมีนิวเคลยีส

เดียว การแบงตัวนี้เรียกวาไชซอนตระยะหลัง (late schizont) ภายในประกอบดวยเมอรโรซอยต 

(merozoite) ในชวงนี ้malarial pigment จะถูกกาํจัดออกนอกเซลลของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งจะ

กระจายไปตามกระแสโลหิตและถูกจับกนิโดย phagocyte เชน Kupffer’s cell ในตับ เปนตน 

จํานวนเมอรโรซอยตที่เกิดขึน้ภายในเม็ดเลือดแดงจะมจีํานวนแตกตางกนัไปขึ้นกบัชนิดของ

มาลาเรีย โดย P. falciparum มีจํานวนเมอรโรซอยตประมาณ 8 ถึง 30 เมอรโรซอยต สวน P. 

vivax มีประมาณ 12 ถึง 24 เมอรโรซอยต สําหรับ P. malariae และ P. ovale มีประมาณ 6 ถึง 

12 เมอรโรซอยต เมื่อเม็ดเลอืดแดงแตก (hemolysis) เมอรโรซอยตในไชซอนตระยะหลังจะออกมา

อยูในกระแสเลือดและเขาสูเม็ดเลือดแดงใหม แลวเจริญเติบโตตอไปเปนวงจรลักษณะนี้ซ้าํ ๆ กนั 
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สําหรับเมอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดมักจะเขาสูเม็ดเลือดแดงที่มีอายุตางกัน โดยที่

เมอรโรซอยตของ P. vivax และ P. ovale มักจะเขาสูเมด็เลือดแดงที่มอีายุนอย (reticulocyte) 

สวนเมอรโรซอยตของ P. malariae มักจะเขาเม็ดเลือดแดงที่มีอายุมาก สําหรับเมอรโรซอยตของ 

P. falciparum สามารถเขาสูเม็ดเลือดแดงทั้งที่มีอายมุากหรือนอยได ระยะเวลาทีใ่ชในการ

เจริญเติบโตและเพิ่มจาํนวนแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงตั้งแตระยะวงแหวนจนถึงระยะ 

เมอรโรซอยตจะแตกตางกนักลาวคือ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 36 ถึง 48 ชั่วโมง P. vivax 

และ P. ovale ใชเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง สวน P. malariae ใชเวลาประมาณ 72 ชั่วโมง 

ชวงเวลาที่เมอรโรซอยตแตกออกจากเม็ดเลือดแดงจะมคีวามสัมพันธกับการเกิดอาการแสดงของ

โรคในผูปวยมาลาเรีย โดยทาํใหเกิดอาการไขหนาวสัน่  

 เมื่อเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลอืดแดงและเจริญเติบโตตอไปหลาย ๆ รอบ จะมีเมอรโรซอยต

บางตัวไมเขาสูวงจรการเจริญเติบโตแบงตัว แตจะเจรญิเปนระยะแกมมีโตไซต ซึง่ประกอบดวย

แกมมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย รูปรางลักษณะของแกมมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดจะมี

ความแตกตางกันไป กลาวคอืแกมมีโตไซตของ P. falciparum มีรูปรางคลายพระจนัทรเสี้ยว 

(crescent form) แกมมีโตไซตเพศผูมีลักษณะอวนและสั้นกวาแกมมีโตไซตเพศเมีย ในขณะที ่

แกมมีโตไซตของ  P. vivax, P. malariae และ P. ovale จะมีรูปรางกลมรี (oval shape) เมื่อยอม

ดวยสียิมซาพบวาแกมมีโตไซตเพศเมียจะมีขนาดใหญตดิสีเขม สวนแกมมีโตไซตเพศผูมีขนาดเล็ก

และติดสีออนกวาเพราะจํานวนไรโบโซมของแกมมีโตไซตเพศเมียมมีากกวา สําหรับระยะเวลาที ่

แกมมีโตไซตเร่ิมปรากฎในกระแสเลือดนั้น มีความแตกตางกนัขึ้นอยูกบัชนิดของเชื้อมาลาเรีย

เชนกนักลาวคอื  P. falciparum เร่ิมพบไดวันที่ 8 ถึง 15 สวน  P. vivax และ  P. ovale พบ

ประมาณวนัที ่ 5 ถึง 10 และ P. malariae เร่ิมพบไดประมาณวนัที่ 5 ถึง 23 หลังจากที่ยงุกนปลอง

เพศเมียดูดเลอืดคนที่มีเชื้อระยะแกมมีโตไซตเขาไป เชื้อมาลาเรียจะเจริญเติบโตในกระเพาะ

อาหารของยุงตอไป ดังแสดงในภาพที ่3
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ภาพที ่3 แสดงวงชีวิตของเชือ้มาลาเรียในยุงกนปลองและในคน (www.dpd.cdc.gov)
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อาการแสดงของโรคมาลาเรีย 

 ชวงเวลาระยะระหวางยงุกัดจนถงึพบเชื้อในเม็ดเลือดแดง เรียกวา prepatent period 

(ระยะกอนเชื้อปรากฎ) ซึ่งจะนานกวาระยะเวลา pre-erythrocytic schizogony ประมาณ 2-3 วัน 

และจะสั้นกวาชวงเวลาตัง้แตยุงกัดจนถึงมีอาการไข (incubation period หรือระยะฟกตัว) 

ประมาณ 2 วนั โดยเฉลี่ยแลวระยะกอนเชื้อปรากฎของ P. falciparum, P. ovale และ P. vivax 

ประมาณ 1.5 ถึง 2 สัปดาห ขึ้นอยูกับจาํนวนสปอรโรซอยต สายพนัธุของเชื้อ ชาติพนัธุของคนและ

ภาวะภูมิคุมกนัของคน เชน ระยะกอนเชื้อปรากฎของ P. falciparum กินเวลานานกวา  2 สัปดาห 

ถาไดรับสปอรโรซอยตในจํานวนนอย 

อาการของโรคมาลาเรียที่สาํคัญคืออาการไขเปนชวงระยะอยางสม่ําเสมอ และมักจะเริ่ม

ในตอนบาย ซึง่ในแตละชวงแบงเปน 3 ระยะ ไดแก 

1. ระยะหนาวสั่น (cold stage) ผูปวยมีอุณหภูมิรางกายลดลง มีอาการหนาวสั่น       

กินเวลา 30 นาท ีถึง 1 ชั่วโมง อาการหนาวสั่นไมรุนแรงใน P. falciparum แตรุนแรง

มากใน P. vivax 

2. ระยะไขตัวรอน (hot stage) ผูปวยมีไขสูง 40 – 41 oC เปนเวลาประมาณ 1-4 ชั่วโมง 

3.   ระยะเหงือ่ออก (sweating stage) กินเวลาประมาณ 1 – 2 ชั่วโมง ซึง่เปนชวงทีไ่มมี    

      อาการไข ผูปวยมกัจะออนเพลยีและมักจะนอนพักในระยะนี ้

 

การเกิดอาการเหลานี้จะเกดิขึ้นซ้ํา ๆ กันไป โดยเวนชวงเวลาที่ใกลเคียงกัน เรียกวา 

paroxysm ซึ่งอาการที่เกิดขึน้จะสัมพันธกนักับระยะที่เมอรโรซอยตแตกตัวออกจากเม็ดเลือดแดง 

ดังนัน้เมื่อครบวงจรการเจริญเติบโตแบบไมอาศยัเพศในเม็ดเลือดแดงแลวจะทําใหมีอาการไข

หนาวสัน่เกิดขึน้ โดยที่เชื้อชนิด P. falciparum จะทาํใหเกิดอาการไขทกุ ๆ 36 ถึง 48 ชั่วโมง  

P. vivax และ P. ovale ทําใหเกิดอาการไขทุก ๆ 48 ชั่วโมง สวน P. malariae จะทาํใหเกิดอาการ

ไขทุก ๆ  72 ชั่วโมง หรือมีไขวันเวนสองวนั เชื่อวาอาการที่เกิดขึ้นมีสาเหตุจากการปลดปลอย

สารพิษของเชือ้มาลาเรียกระตุนให macrophage หลั่ง tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ 

interleukin (Warrell et al., 1990) ถึงแมวาเชื้อมาลาเรียทั้ง 4 ชนิด ทาํใหเกิดอาการไขหนาวสัน่

คลายกนัแตเชื้อมาลาเรียชนดิ  P. falciparum  ทําใหเกิดพยาธิสภาพและภาวะแทรกซอนที่รุนแรง

มากที่สุดและเปนสาเหตุของการเสียชวีิตได สําหรับอาการแทรกซอนทีพ่บ ไดแก ภาวะมาลาเรียขึน้

สมอง (cerebal malaria) ภาวะไตวายเฉียบพลัน (acute renal failure) ภาวะดีซาน (jaundice)  

ภาวะน้ําตาลในกระแสเลือดต่ํากวาปกติ (hypoglycemia) ภาวะน้ําทวมปอดที่ไมไดเกิดจากหัวใจ

วาย (noncardiac pulmonary edema) ภาวะการหายใจลมเหลวเฉยีบพลนั (acute respiratory 



 

      
18 

insufficiency) ภาวะความดันโลหิตต่ําจนเกิดอาการชอ็ค (algid malaria) ภาวะที่เลือดเปนกรดสูง

กวาปกติ (acidosis) เปนตน (Marsh et al., 1996; Imbert et al., 1997; Crawley et al., 1998)   

 อยางไรก็ตามหลังจากที่อาการไขมาลาเรยีหายไปแลว แตถายังมีเชื้อมาลาเรียอยูในราง 

กาย โดยอาจมีระดับที่ต่ําเกนิกวาจะตรวจพบไดหรือมีเชือ้หลบซอนอยูในเซลลตับจะทําใหมีโอกาส

ที่จะกลับมาเปนไขไดอีก ถงึแมไมไดรับเชื้อใหมก็ตาม การเกิดอาการไขกลับแท (true relapse) 

เกิดจากเชื้อมาลาเรียมีระยะพักตัวในตับหรือระยะ hypnozoite และเชื้อสามารถที่จะออกสูกระแส

เลือดไดอีกครั้ง ไขกลับชนิดนี้สามารถพบไดใน P. vivax  และ P. ovale ปจจุบันพบวาสาเหตุ

สําคัญที่ทาํใหเกิดโรคมาลาเรียชนิดรุนแรงและมาลาเรียขึ้นสมองคือ sequestration หรือการทีเ่ม็ด

เลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรียระยะทีเ่จริญมากกวาระยะวงแหวนหลบซอนอยูในหลอดเลือดที่หลอ

เลี้ยงอวยัวะภายใน เนื่องจากเม็ดเลือดแดงดังกลาวมีคณุสมบัติการเกาะติดเปนกลุมกอนและ

เกาะติดผนงัหลอดเลือด ทําใหเกิดการอดุตันภายในหลอดเลือด (microvascular obstruction) 

ดังนัน้สารอาหารและออกซิเจนจึงไปเลีย้งอวัยวะตาง ๆ ไดไมเพียงพอ อยางไรก็ตามหลังจากที่

อาการไขมาลาเรียหายไปแลว แตถายังมเีชื้อมาลาเรยีเหลืออยูในราง กาย ซึง่อาจจะลดลงจากการ

ไดรับยารักษาโรคมาลาเรียจนตรวจไมพบไดดวยวิธกีารตรวจฟลมเลือด แตหลังจากนัน้เชื้อ

มาลาเรียที่ดื้อยาหรือหลงเหลืออยูในรางกาย เพิ่มจํานวนมากขึ้นจนตรวจพบไดอีกครั้งพรอมกับ

อาการไขกลับ เรียกกระบวนการนีว้า recrudescence (Miller et al., 1994; Etting et al., 1989) 
 
การปองกันโรคมาลาเรีย 

  1. เมื่อตองเดินทางเขาไปในเขตปาเขาควรปองกนัไมใหยุงกนปลองกัด โดยการนอนกาง

มุงและใชยากนัยุง 

2. ยาที่ใชปองกันตามที่เคยแนะนาํในอดตีนั้น พบวาไมไดผลมากนกั ยาสวนใหญทีใ่ชเชน 

2.1 คลอโรควีน ผูใหญให 1 เม็ด ทกุสัปดาห ปองกนัชนิดเชื้อ P. falciparum ไม

ไดผลและแมจะปองกนัเชื้อมาลาเรยี P. vivax ได ก็เปนการกดอาการไวชั่วคราว เมื่อหยุดกนิยานี้

แลวผูปวยกย็งัมีอาการกาํเริบได ภายใน 2-6 เดือน เนื่องจากเชื้อที่หลบซอนอยูในตับจะออกมาสู

กระแสเลือด 

2.2 ซัลฟาดอกซีน-ไพริเมทามีน เชน "แฟนซีดาร" ผูใหญให 1 เม็ดทกุสัปดาห หรือ 

2 เม็ดทุก 2 สัปดาหไดผลนอย เพราะทั้ง P. falciparum  และ P. vivax ดื้อตอยาชนิดนี ้

2.3 ดอกซีไซคลีน ผูใหญใหวนัละ 100 มก.ทุกวนั ปองกนัมาลาเรียชนิด P. vivax

ไมได สวนประสิทธิผลในการปองกันมาลาเรียชนิด P. falciparum  นัน้ยังบอกไมไดชดัวาสูง

เพียงใด  
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2.4 เมโฟรควนี ผูใหญให 1 เม็ด ทกุสัปดาห แมจะไดผลตอทั้งชนิด P. vivax และ 

P. falciparum  แตก็พบวามีบางรายที่ดื้อยาจึงปองกนัไมได 100% ดังนัน้ในปจจุบนัจึงไมแนะนาํ

ใหกินยาปองกนัลวงหนา แตแนะนาํวาถาออกจากปาแลวมีอาการไขหรือมีอาการสงสัยเปน

มาลาเรีย ใหรีบทําการตรวจรักษา หรือในกรณีที่ตองเขาไปอยูในปาที่เปนถิน่ทีม่ีเชื้อมาลาเรีย ดื้อ

ตอยาหลายชนิด เปนเวลานานเกิน 2 สัปดาห (ระยะฟกตัวของโรค) กค็วรพกยารักษามาลาเรีย 

(ไดแก ควินิน เมโฟลควนี หรือ อารทีซูเนต) ไวสํารองใชในยามฉุกเฉนิ เมื่อไมสามารถตรวจเลือดได 

โดยใชในขนาดที่ใชรักษามาลาเรีย 
 
ชีววทิยาของสปอโรซอยต 

 เชื้อมาลาเรีย (Plasmodium spp.) จัดอยูใน phylum Apicomplexa ซึ่งมีเชื้อกอโรคหลาย

ชนิดที่สามารถติดเชื้อภายในเซลล (intracellular pathogens) เชน Toxoplasma, 

Cryptosporidium, Eimesia และ Theileria โดยเชื้อทัง้หมดใน phylum นี้ มกีารเจรญิเติบโตและ

จําลองตัวภายใน nonphagosomal parasitophorous vacuole เมื่อมีการเจริญเตบิโตจะมีการ

สรางอวยัวะตาง ๆ เชน rhopties, microneme, apical polar ring และ conoid (ภาพที ่4)  

โดย rhopties และ microneme เปนอวัยวะที่ใชหลั่งและบรรจุสารที่เกีย่วของกับการเคลื่อนที ่ 

การเกาะติด การลุกลามเขาสูโฮสตเซลลและการสราง parasitophorous vacuole (Ngo et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัมีการสรางโครงสรางทีเ่ฉพาะเรียกวา apicoplast (คลายกับ chloroplast)  

ซึ่งเปนอวัยวะที่มีความจาํเปนในการดํารงชีวิตของเชื้อปรสิต ผิวชั้นนอกของสปอรโรซอยตจะถูก 

ปกคลุมดวยเยื่อหุมบาง ๆ ซึ่งเปนโครงสรางที่มีการจําลองตัวโดย plasma membrane และ 

internal membrane complex (IMC) โครงสรางนี้มีความสัมพนัธกับสารใน cytoskeleton หลาย

ชนิด เชน actin, myosin, microtubules และ filament-like protein เปนตน อีกทัง้ยงัมีสวน

เกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ของสปอโรซอยตอีกดวย (Morrissettes and Sibley, 2002) 

 การแพรพนัธุของ Apicomplexan จะเกิดขึ้นระหวางการลุกลามเขาสูเซลลของโฮสต 

จากนั้นจะมีการเจริญเติบโตและแบงตัวของเชื้อจนกระทั่งเซลลแตก เชื้อปรสิตจะออกมาภายนอก

เซลลเปนอิสระแตไมมีการเจริญเติบโตภายนอกเซลล จนกวาจะลกุลามเขาสูเซลลใหมได 

Apicomplexn มีโครโมโซมชุดเดียว (haploid) เปนสวนใหญในวงชีวิต เมื่อมีการลุกลามเขาสู

เนื้อเยื่อและเซลลของโฮสตจะเกิดกระบวนการแบงตัว (differentiation) และเพิ่มจํานวน 

(proliferation) มีการขยายพันธุโดยการสรางเซลลสืบพนัธุเพศผูและเพศเมีย เมื่อเกดิการปฏิสนธิ

จะไดเปน diploid zygote แลวจึงเกิดการแบงตัวแบบ meiosis ไดเซลลที่เปน haploid อีกครั้ง 

กลายเปนระยะติดตอเขาสูโฮสตอ่ืน ๆ ตอไป (Bannister and Mitchell, 2003)  
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 ระยะสปอโรซอยตของเชื้อมาลาเรียมีรูปรางคลายหนอนขนาดเล็ก มีความยาวประมาณ 

10 ถึง 15 ไมโครเมตรและกวางประมาณ 1 ไมโครเมตร ที่ปลายดานหนึ่งม ีapical organelle เพื่อ

ใชในการลุกลามเขาสูเซลลตับ สวนกลางของสปอโรซอยตประกอบดวยนวิเคลียส ไมโตรคอนเดรีย

และ apicoplast สวนปลายอีกดานหนึง่มไีรโบโซมและ endoplasmic reticulum อยูเปนจาํนวน

มาก บนผวิของระยะสปอโรซอยตประกอบดวยโปรตีนที่สําคัญ เชน circumsporozoite protein 

(CSP) และ thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) เปนตน (ภาพที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4 แสดงโครงสรางของสปอรโรซอยตและโปรตีนทีเ่กี่ยวของ 

(ดัดแปลงจาก Kappe et al., 2004) 
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สปอโรซอยตในยุงพาหะ 

 ในระหวางการดูดเลือดของยุงกนปลองเพศเมียจะมีแกมโีตไซต (gametocytes) ทัง้เพศผู

และเพศเมียเขาสูกระเพาะของยุง เมื่อมปีจจัยหรือสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม เซลลสืบพันธุ

เพศเมีย (macrogametocyte) จะกลายเปนแมคโครแกมมีต (macrogamete) ซึ่งลักษณะทัว่ไปไม

แตกตางไปจากเดิม ในทางตรงขามเซลลสืบพันธุเพศผู (microgametocyte) จะมีการจําลองตวั

เกิดการสรางแฟลกเจลลา (flagella) จํานวน 8 เสน งอกออกมาจากไซโตพลาสซึม (Kappe et al., 

2004; Sinnis et al., 1994) โดยแตละเสนคือไมโครแกมมีต (microgamete) เรียกกระบวนการนี้

วา exflagellation จากนัน้ไมโครแกมมีตจะเกิดการสะบดัหลุดออกจากเซลลไปรวมตัวกับ 

แมกโครแกมมตีกลายเปนไซโกต (zygote) ลักษณะลําตวัยาวคลายหนอน เรียกวา โอโอไคนีต 

(ookinete) ซึ่งจะไชผานสูผวิเซลลเยื่อบุกระเพาะของยงุทะลุเขาไปอยูในชองวางระหวางฐานเซลล 

(basal lamina) กับ basement membrane และหลั่งสารมาหุมตัวกลายเปนโอโอซีส (oocyst) 

แลวนิวเคลยีสภายในโอโอซสีแบงตัวเพิม่จํานวนสรางสปอโรซอยตจํานวนมากมาย เมื่อโอโอซีส

แตก สปอโรซอยตจะเขาสูเซลลตอมน้ําลาย ซึ่งกลไกในการเจาะผาน basal lamina ยังไมทราบ

ชัดเจน แตมีการตรวจพบ circumsporozoite protein (CSP) ในระหวางที่สปอโรซอยตเคลื่อนที่

ผานทะลุไปยงั basal lamina (Pimmenta et al., 1994; Ghosh et al., 2001) สปอโรซอยตสวน

ใหญเมื่อเขาสูเซลลตอมน้ําลายจะไปอาศยัอยูใน secretory cavity ซึ่งมีคุณลักษณะคือ  1) เปน

ระยะติดตอ 2) สามารถกระตุนใหระบบภมูิคุมกันของสตัวเลี้ยงลกูดวยนมเกิดการตอบสนองได  

3) แสดงรูปแบบการเคลื่อนที่และความเรว็ที่แตกตางกนัในหลอดทดลอง (Frischknecht et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัพบวามีโปรตีนบนผิวของสปอโรซอยตอยางนอย 3 ชนิดที่เกี่ยวของกับการ

ลุกลามของสปอโรซอยตเขาสูตอมน้าํลายยุง คือ CSP, TRAP และ membrane apical 

erythrocyte binding-like surface protein (MAEBL) แตเมื่อทําการศึกษา TRAP จากสปอโร

ซอยตของ P. berghei  โดยทําใหกลายพนัธุดวยวิธ ีhomologous recombination พบวาสปอโร

ซอยตไมมีความสามารถในการลุกลามเขาสูตอมน้ําลายยุง อีกทัง้ไมพบการแสดงออกของ 

MAEBL จึงเปนการบงชี้วาโปรตีนทั้งสองชนิด อาจจะไมมีความจาํเปนสําหรับสปอโรซอยตในการ

ลุกลามเขาสูตอมน้ําลายของยุง (Myung et al., 2004) 
 
สปอโรซอยตในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

 การติดเชื้อมาลาเรียในสัตวมกีระดูกสันหลัง เร่ิมตนจากยุงกนปลองเพศเมียไปกัดคน จะม ี

สปอโรซอยตประมาณ 20 ถึง 200 ตัว เขาสูรางกายผานทางผิวหนงัแลวเคลื่อนที่เขาสูกระแสเลือด
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โดยใชชวงเวลาสั้น ๆ (Kappe et al., 2003) หลาย ๆ งานวิจัยไดเสนอวาจํานวนของสปอโรซอยต

กับการติดเชื้อมาลาเรียไมไดขึ้นอยูกับจาํนวนของสปอโรซอยตที่อาศัยอยูในตอมน้าํลายของ

ยุงกนปลอง แตจะขึ้นอยูกับความสามารถของ salivary channel มากกวา (Frischknecht et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัมีรายงานวาสปอโรซอยตจะมีความสามารถเปนระยะติดตอจากการกัดของยงุ

มากกวาการรดีหรือสกัดเอาสปอโรซอยตจากตอมน้าํลายยุง (Kappe et al., 2004) เมื่อยุงกน 

ปลองกัดคนจะมีการปลอยสารหลายชนดิในระหวางการกัด เชน antihistamines, vasolidators 

(tachykinin), anticoagulants (thrombin), platelet aggregation inhibitors และ 

immunomodulator สารเหลานี้ชวยใหงายตอการกัดและดูดเลือด อีกทั้งชวยใหการกระจายและ

การรอดชีวิตของสปอรโรซอยตมีมากข้ึนอกีดวย (Baldacci and Menard, 2004; Sidjanski et al., 

1997) 

 
รูปแบบการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต 

 การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตแบงออกเปน 3 ประเภท มีจุดมุงหมายเพื่อลุกลามเขาสู

เซลลตับ 
 1) Sporozoite mobility due to gliding 

 การเคลื่อนที่แบบลื่นไถลของสปอรโรซอยต คือการเคลือ่นที่ของสปอรโรซอยตเปนวงกลม

บนพืน้ผิวที่เปนกระจกเมื่ออยูในซีร่ัม การเคลื่อนที่ลักษณะนี้จะอาศัย extracellular locomotion-

like migration ที่อยูบนผิวเซลลของสปอรโรซอยต ทาํใหสามารถเคลื่อนที่ผาน subcutaneous 

tissue และหลอดเลือด (blood vessels) ในขณะทียุ่งมากัดผูปวย (Yuda and Ishino, 2004) ซึ่ง

การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในรูปแบบนี้จะไมมกีารเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลลหรือไมข้ึนกบั

แฟลกเจลลา (flagella) หรือซิเลีย (cilia) (Morrissette and Sibley, 2002) นอกจากนี้ 

micronemes ยังมีสวนเกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ในระหวางการเกาะตดิของโปรตีนทีห่ลั่งมาจาก 

apical pole โดยโปรตีนนีก้จ็ะแพรกระจายปกคลุมไปทัว่ ๆ ผวิของสปอรโรซอยต ซึ่งการเคลื่อนที่

เปล่ียนตําแหนงของสปอรโรซอยตจะเกิดขึ้นเมื่อการเกาะติดมีปฏิสัมพนัธกับสารเคมจีากภายนอก

ที่เปนตวัดึงดูดใหสปอรโรซอยตเคลื่อนที่เขาไปหา จึงเปนที่นาสังเกตวาเพราะเหตุใดการเคลื่อนที่

ของสปอรโรซอยตจึงขึ้นอยูกับ substrates จากภายนอก (Heintzelman, 2003; Sibley et al., 

1998) ซึ่งรูปแบบการเคลื่อนที่ในลักษณะนีม้ีความจาํเปนสําหรับสปอรโรซอยตในการลุกลามเขาสู

เซลลตับ จากการศึกษาการยับยั้งการเคลือ่นที่แบบลืน่ไถล โดยใช actin-depolymerizing 

substrance (cytocalasin) พบวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสู
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เซลลตับได แตอยางไรก็ตามยังไมทราบผลกระทบของ cytocalasin ในระหวางการยับยั้งการ

เคลื่อนที่และไมทราบผลขางเคียงทีจ่ะเกิดขึ้นกับโฮสตเซลล (Mota and Rodriguez, 2002a;  

Mota et al., 2001)  

 การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในแบบลื่นไถลของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จะมี

ความสัมพันธกับโปรตีนที่อยูบนผิวของสปอรโรซอยต จากการศึกษา CSP ดวยวิธี 

immunostaining ที่หลั่งมาจากสวนของ apical extreme และเคลือบอยูรอบ ๆ ผิวของสปอรโร

ซอยตโดยกระบวนการ actin-dependent จะสะสมไวทีส่วนปลายของสปอรโรซอยต พบวาการ

เคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในสิ่งแวดลอมจะมีการเหนี่ยวนาํใหโปรตีนบนผิวของสปอรโรซอยตจับ

กับ substrate ทาํใหเกิดลักษณะการเคลือ่นที่เปนเกลยีว (Silvie et al., 2004) ซึ่งการเคลื่อนที่เปน

เกลียวจะถูกยบัยั้งเมื่อสปอรโรซอยตถูกบมกับ monoclonal antibodies ตอ CSP ซึ่งการยับยัง้นี้

จะไมมีการทําลายการหลัง่ของโปรตีนแตการหลั่งโปรตีนจะถูกยบัยั้งดวย calcium chelators หรือ 

secretion inhibitors จึงจะทาํใหสปอรโรซอยตไมสามารถเคลื่อนที่ได (Mota and Rodriguez 

2002a)  Thrombospondin related adhesive protein (TRAP) เปนโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่มกีาร

หลั่งในระหวางการเคลื่อนทีข่องสปอรโรซอยต ซึ่งเมื่อทาํใหเชื้อมาลาเรีย Plasmodium กลายพนัธุ

ในสวนของโปรตีน TRAP พบวาไมมกีารแสดงออกของ TRAP ในระหวางการเคลื่อนที่และไม

สามารถลกุลามเขาสูเซลลตบั จึงมกีารเสนอวาการเคลือ่นที่แบบลืน่ไถลนี้มีปจจัยทีส่ัมพันธกับการ

ลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยต (Kappe et al., 1999; Sultan et al., 1997) จากการ 

ศึกษาทางดานพนัธุกรรมบงชี้วาการลกุลามเขาสูเซลลตับและการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต  

มีความตองการสารประกอบจากภายนอกที่แตกตางกนั ซึง่อาจจะมกีารเปลี่ยนบรเิวณการเกาะติด 

แตไมมีผลกระทบตอการเคลือ่นที ่นอกจากนี้ยังมีการเสนอวา TRAP ทําหนาที่เสมือนเปนสะพาน

เชื่อมระหวางผิวโครงสรางของเชื้อมาลาเรยีกับตัวรับ (receptors) ที่อยูบนเซลลเปาหมายหรือ

สารประกอบภายนอกเซลล (Buscaglia et al., 2003)     

 การลุกลามของเชื้อใน Phylum Apicomplexa โดยทัว่ไปจะมีการเคลื่อนที่ไปรอบ ๆ โดย

อาศัย microtubules และเยื่อหุมเซลล 3 ชั้นคือ external, central และ internal membranes การ

เคลื่อนที่แบบลื่นไถลของสปอรโรซอยตจะปรากฎเมื่อ actin-myosin motor อยูในชองวางระหวาง 

plasma membrane และ inner membrane complex (IMC) ซึ่ง myosin สามารถจบักับ IMC ได

โดยโปรตีนทีเ่รียกวา myosin A tail domain-interacting protein (MTIP) (Bergman et al., 

2003) นอกจากนี้ TRAP intracytoplasmatic domain สามารถจบักับ F-actin complex โดย 

glycolytic enzyme aldolase ในขณะที่ intracellular motor ยาย TRAP ยอนกลบัหลัง ทาํให

สปอรโรซอยตมีการเคลื่อนทีไ่ปขางหนาได 



 

      
24 

2) Mobility for traversing cells  

 เปนรูปแบบการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตขามเซลลทีก่ดีขวางอยูขางหนา โดยการทําลาย

เยื่อหุมเซลลของเซลลกีดขวางนั้นใหแตก (Yuda and Ishino, 2004) เรียกกระบวนการนี้วา active 

transcytosis ซึ่ง Mota และคณะ (Mota et al., 2001) พบวาสปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ขาม 

HepG2 cells จากการทาํให cellular membrane แตกแลวจึงมกีารซอมแซมในภายหลัง โดย

สปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ขามเซลลกดีขวางที่ตางชนิดกัน เปนการเตรียมการใหสปอรโร

ซอยตสามารถลุกลามเขาสูเซลลอ่ืน ๆ ได 

 
 3) Mobility for invasion 

 เปนการเคลื่อนที่เพื่อลุกลามเขาสูเซลลตบั การเคลื่อนที่รูปแบบนี้ตองอาศัยการสราง 

parasitophorous vacuole และอาศัยการเคลื่อนที่แบบลื่นไถล (gliding mobility) ซึ่งตรงขามกับ

การเคลื่อนที่แบบ traversing cells คือไมมีการทาํใหเยือ่หุมเซลลของโฮสตเซลลแตก เพยีงแคเกิด

การสัมผัสของโฮสตเซลลกับ parasitophorous vacuole’s membrane เทานัน้ ซึ่งการสัมผัสนี้ทาํ

ใหเกิดการลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงและมีการเจริญเตบิโตภายในเมด็เลือดแดง (Yuda and 

Ishino, 2004)   
 
การลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยต (Hepatocyte invasion) 

 สปอรโรซอยตจะเคลื่อนที่ผานหลาย ๆ เซลลตับ กอนที่จะบุกรุกเขาสูเซลลและพัฒนาไป

เปนระยะ schizont และ merozoite ซึ่งกระบวนการลุกลามเขาสูเซลลตับจะตองเกดิการจดจําที่

จําเพาะระหวางตัวรับ (receptor) บนผวิของโฮสตเซลลกับสปอรโรซอยต แตอยางไรก็ตามยังคงมี

ปจจัยอื่น ๆ ของโฮสตเซลลที่มีความจาํเปนตอการลุกลามเขาสูเซลลของเชื้อมาลาเรีย จากการ 

ศึกษาของ Mota และคณะบงชี้วาสปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ผาน Hep 1-6 cells ไดอยาง

รวดเร็ว โดยอาศัยกระบวนการซอมแซมเยื่อหุมเซลลเรียกวา sporozoite transcytosis ซึ่งการ

เคลื่อนทีท่ะลผุานเซลลลกัษณะนี ้ทาํใหงายตอการบุกรุกเขาสูเซลลตับของเชื้อมาลาเรีย (Mota 

and Rodriguez, 2002a) จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาทัง้สปอรโรซอยต

อิสระที่อยูในสวนของของเหลวในไซโตพลาสซึม (cytosol) และสปอรโรซอยตที่อยูรอบ ๆ 

parasitophorous vacuole สามารถเคลื่อนที่ขามผานเซลลตับได แมจะมีการโตเถียงวาสามารถ

พบสปอรโรซอยตอิสระอาศัยอยูใน cytosol ไดจริงหรือไม แตก็ไมสามารถปฏิเสธไดถึง
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ความสามารถของสปอรโรซอยตในการเคลื่อนที่ขามผานเซลลตับกอนที่จะบุกรุกเขาสูเซลลตับ 

(Mota et al., 2002b)   

 นอกจากนีม้ีการพิจารณาวาการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในการติดเชื้อ จะมีความ 

สามารถไปกระตุนใหเกิดการหลั่งสารตาง ๆ ภายใน parasitophorous vacuole จึงมกีารนาํเสนอ

ขอคิดเห็นวาสปอรโรซอยตจะกลายเปนตวักระตุนใหมีการปรากฎของโปรตีนชนิดตาง ๆ ใน 

ไซโตพลาสซึม ซึ่งการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตผานเซลลตับ ทําใหเซลลตับหลั่งสาร hepatocyte 

growth factor แลวทําการกระตุน hepatocyte growth factor receptors สงผลใหเชื้อมาลาเรยี 

ไวตอการติดเชื้อมากขึน้ (Carrolo et al., 2003) นอกจากนี้ยงัมีการแสดงความคิดเหน็วาการ

เคลื่อนที่ผาน Kuffer cells ของสปอรโรซอยต ไมมีสวนเกี่ยวของตอการติดเชื้อในเซลลตับ ซึ่งสปอร

โรซอยตของ P. berghei ที่บกพรองในสวน SPECT1 และ SPECT2 เมือ่ฉีดเขาหลอดเลือดดําของ

หนพูบวาอัตราการติดเชื้อในเซลลตับจะลดลงอยางมาก แตอยางไรก็ดสีปอรโรซอยตก็ยังคง

สามารถติดเชือ้ในเซลลตับในหลอดทดลองได  (Kappe et al., 2004)  

 สําหรับการสราง parasitophorous vacuole ตองอาศัยการสนับสนุนจากอวยัวะตาง ๆ 

ของสปอรโรซอยต ไดแก apical organelle, rhopties และ micronemes จากการศึกษาในหลอด

ทดลองโดยการบมสปอรโรซอยตกับเซลลตับ พบวามกีารเหนี่ยวนําใหเซลลตับเกิดการอักเสบ เรียก

กระบวนการนีว้า excytosis โดยสวน apical organelle จะประกอบไปดวย CSP, TRAP และ 

erythrocyte binding antigen (EBA175) protein และยังอาศัยความรวมมือจาก Ca2+ 

ionophores ที่ชวยใหเกิดการหลั่งสารตาง ๆ บนผิวของสปอรโรซอยต ทาํใหสปอรโรซอยตเคลื่อนที่

แบบลื่นไถลได (gliding mobility) (Mota et al., 2002a) หลังจาก micronemes ปลดปลอยสาร

ตาง ๆ ไปยัง apical organelle (รวมทัง้ TRAP ในปริมาณมาก) บริเวณของ extracellular 

domains จะไปจับกับ ligand บนผิวของเซลลตับ ทาํใหเกิดการเชื่อมตอกัน จงึเปนการชวย

สนับสนนุใหเกิดการบุกรุกเขาสูเซลลตับได เมื่อเชื้อมาลาเรียเจริญเต็มที่ภายในเซลลตับและมี

ขนาดใหญกวานวิเคลียสของโฮสตเซลลกจ็ะปรากฎ CSP บนผิวรอบนอกของเชื้อมาลาเรีย 

(Kappe et al., 2004)    

 เมื่อสปอรโรซอยตของ P. berghei บุกรุกเขาสู HepG2 cells จากการบมเปนเวลา 24 

ชั่วโมง ทั้ง irradiated และ non-irradiated sporozoites สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปน 

rounded trophozoites แลว 48 ชั่วโมงตอมา irradiated sporozoites สวนใหญไมสามารถเพิ่ม

ขนาด ในขณะที่ non-irradiated sporozoites จะเกิดการเพิ่มขนาดไดมากที่สุดถึง 4 คร้ัง และ 

irradiated sporozoites เพียง 5% เทานัน้ที่มกีารพัฒนาไปสูระยะ schizont หลังจากนัน้อีก 72 

ชั่วโมงจะปรากฎระยะ merozoite จาก non-irradiated sporozoites เทานั้น ซึง่จากขอมูลนี้แสดง
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ใหเหน็วา irradiated sporozoites สามารถลุกลามเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองและพัฒนาเขาสู

ระยะ schizont ได แตไมสามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได ดังนัน้ irradiated sporozoites นาจะ

สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันไดดีกวา dead sporozoites หรือช้ินสวน

ของสปอรโรซอยต (Sigler et al., 1984) 

 
ระบบภูมิคุมกันตอ Pre-erythrocytic stage 

 ระบบภูมิคุมกนัตอระยะ pre-erythrocytic ของเชื้อมาลาเรียมีผลโดยตรงจาก 

สปอรโรซอยตที่ติดเชื้อผานทางผิวหนงัเขาสูเซลลตับ แมวาประชากรที่อาศัยอยูในพื้นที่กอโรคจะมี

การแสดงออกตอระยะสปอรโรซอยตเปนปกติ แตกลไกของระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติ 

(naturally acquired immunity) ก็ยังคงไมชัดเจนมากนัก อยางไรก็ตาม T-cell epitopes ตอ CSP 

ก็แสดงใหเห็นถึงรูปแบบความหลากหลายของโปรตีนของเชื้อมาลาเรยี ซึ่งมีหลกัฐานแสดงใหเหน็

วา T-cell epitopes ที่ถูกคัดเลือกจากโฮสตเซลลมีความแตกตางกนั นอกจากนี้ยงัมกีารศึกษา

อัตราการเพิ่มของการเกิดโรคมาลาเรียซ้าํ หลังจากรักษาหายแลว (re-infection) ในผูใหญและเด็ก 

(Owusu-Agyei et al., 2001; Sokhna et al., 2000) โดยมีการนําเสนอวาการวเิคราะหขอมูลจาก

ขนาดน้าํหนักตัวและความแตกตางของความไวในการถกูยุงกัดบงชี้ใหเห็นถึงความมนีัยสําคัญของ 

naturally acquired immunity ตอระยะ pre-erythrocytic แตการพัฒนาในวงชีวิตจะชากวาการ

ตอบสนองในระยะ blood stage อยางไรกต็ามในการศึกษานี ้สิ่งที่เดนชัดคือการเกิด re-infection 

ในระยะเวลาอนัสั้นและชี้ใหเห็นถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันใหผลที่ไมจาํเพาะ แตเมื่อทํา 

การศึกษาในระยะ blood stage พบวาระบบภูมิคุมกันในผูใหญยงัคงมีภูมิตานทาน แมจะผาน

ระยะ pre-erythrocytic ไปแลวก็ตาม ในทางตรงกนัขามเมื่อทําการฉีดสปอรโรซอยตที่ทาํให 

ออนแรง (attenuated sporozoites) ในคนและในสัตวทดลอง พบวาเกิดการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันอยางสมบูรณ สามารถปองกันการติดเชื้อในภายหลงัได (Nardin et al., 1999)  

ซึ่งรูปแบบการทดลองที่เกิดขึน้นี้เปนพื้นฐานที่สาํคัญในการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียใน

ระยะ pre-erythrocytic และในปจจุบนัยังไมทราบเหตุผลที่ชัดเจนวาทําไมวัคซีนจาก attenuated 

sporozoites สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่สมบูรณเมื่อเปรียบเทียบ

กับการติดเชื้อตามธรรมชาต ิ(natural infection) อยางไรก็ตามการทดลองนี้จาํเปนตองใช 

สปอรโรซอยตจํานวนมาก (100 ถึง 1,000 ตัว เมื่อเปรียบเทียบกับการกัดของยุง 1 ถึง 100 คร้ัง

ของการติดเชือ้ตามธรรมชาติ) (Beier et al., 1991) เพือ่สามารถทําใหเกิดการตอตาน 

สปอรโรซอยตในเซลลตับและชวยเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการ apoptosis (Scheller and Azad, 

1995) จึงจะทาํใหระบบภูมคิุมกันเกิดการตอบสนองตอ sporozoite antigens ได 
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 แอนติบอดีตอสปอรโรซอยตมีประสิทธิภาพในการกระตุนใหเกิดกระบวนการ 

opsonization กอนที่สปอรโรซอยตจะลุกลามเขาสูเซลลตับหรือสามารถไปรบกวนกระบวนการ

ทํางานของสปอรโรซอยตในการลุกลามเขาสูเซลลตับ มกีารนาํเสนอวาแอนติบอดีทีต่อบสนองตอ

สปอรโรซอยตจะมีเปาหมายไปที่ circumsporozoite protein (CSP) ที่เคลือบอยูบนผิวของสปอร

โรซอยต โดยเฉพาะบริเวณ immunodominant region ที่แสดงรูปแบบความหลากหลายของ 

tetra-peptide repeat (NANP) (Esposito et al., 1988) แตอยางไรกต็ามการติดเชือ้ตาม

ธรรมชาติของมนุษยมีคาเฉลี่ยที่กวางตอความจาํเพาะตอ CSP และยังมีโปรตนีชนดิอื่น ๆ บนผิว

ของสปอรโรซอยต เชน LSA-1 และ TRAP และแอนติเจนที่อาจพบไดในระยะ blood stage แตมี

การหลัง่ของโปรตีนชาและอาจจะพบในระยะ sexual stage เชน STARP และ AMA-1  

ซึ่งแอนติบอดตีอโปรตีนทั้งหมดนี้มีการทดลองที่แสดงใหเห็นวาสามารถยับยัง้การลกุลามของ

สปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองได (Pasquetto et al., 1997) ในปจจุบนัยังไมมี

หลักฐานที่เดนชัดถึงระดับแอนติบอดีตอสปอรโรซอยตวามีความสมัพันธกับการปองกันการติดเชื้อ

หรือการเกิดโรคหรือไม โดยมีเพียงการอภิปรายถงึผลของแอนติบอดีตอ AMA-1 และโดยสวนใหญ

จะใชในการตอตานระยะเมอรโรซอยต (merozoite) แตในความเปนจริงเปาหมายอยูที่ระยะ 

สปอรโรซอยต (Polley et al., 2004) โดยทัว่ ๆ ไปในการศึกษาประสทิธิภาพของวัคซนี 

ความสัมพันธระหวางระดับของแอนติบอดีตอสปอรโรซอยตกับการปองกันการติดเชื้อมักจะไม

ชัดเจน แตก็มกีารรายงานวาการกระตุนใหเกิดกระบวนการ opsonoendocytic activity ตอระยะ

สปอรโรซอยตมีแอนติบอดีในซีร่ัมปริมาณมากจากการใช RTS,S vaccine (Schwenk et al., 

2003) 

 นอกจากนี ้Doolan และ Hoffman ทําการศึกษาเปาหมายของ pre-erythrocytic 

immunity โดยการเปลี่ยนแปลงกลไกการทํางานของ cell-mediated อยางนอย 5 กลไก เพื่อ

ปองกันการตดิเชื้อมาลาเรียสายพนัธุจากหน ูซึ่งจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูสามารถพบ 

CD4+ cells และ NK cells อยางใดอยางหนึง่หรือทั้งสองอยางซึง่ในความเปนจริงแลวในระบบ

ภูมิคุมกันควรจะพบ CD8+ cells (Doolan and Hoffman, 2000) 
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วัคซีนปองกนัโรคมาลาเรยี 

 ในปจจุบนัโรคติดเชื้อมากกวา 20 ชนิด สามารถปองกันไดโดยการใชวคัวัคซีน ซึง่วัคซีน

เหลานี้ใชปองกันโรคติดเชื้อที่เกิดจากแบคทีเรียและไวรัสเทานั้น แตวัคซีนที่ใชสําหรับปองกันโรค

ติดเชื้อจากปรสิตยังไมไดรับการพัฒนาจนสามารถนําไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตาม

การประสบปญหาในการควบคุมโรคมาลาเรียจากการดื้อยาฆาแมลงของยงุพาหะนําโรคหรือเกดิ

ภาวะของการที่เชื้อมาลาเรยีดื้อตอยาที่ใชในการรักษาหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อมาลาเรยี

ชนิด P. falciparum ตลอดจนปจจัยอืน่ ๆ ที่ทาํใหโรคมาลาเรียมีอุบัติการณสูงมากขึ้นในหลาย 

ภูมิภาคของโลก ดังนั้นการพฒันาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรียที่มปีระสิทธิภาพ จึงถือไดวาเปน

มาตรการทีม่บีทบาทมากทีสุ่ดประการหนึง่สําหรับควบคุมโรคมาลาเรีย (Breman et al. 2004; 

Tongren et al. 2004) 

 การศึกษาชีววทิยาของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งมีวงชีวิตที่ซับซอนและในแตละระยะประกอบดวย

แอนติเจนที่มคีวามหลากหลาย ดงันัน้บทบาทของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียในวงชวีิตมาลาเรีย

ระยะใดระยะหนึง่ตองเกิดประสิทธิภาพอยางสมบูรณ เพื่อปองกนัเจรญิเติบโตของเชื้อเจริญเปน

ระยะอื่นตอ ๆ ไป ซึ่งแอนติเจนที่ปรากฎในระยะอื่นก็จะมลีักษณะที่แตกตางกนัไป อาจทาํใหวัคซีน

ไมเกิดผลเชน การศึกษาการใชวัคซีนปองกนัโรคมาลาเรียในระยะสปอรโรซอยต สามารถปองกนั

การติดเชื้อในระยะสปอรโรซอยตได แตไมสามารถลดการติดเชื้อในระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงของ

คนได ดังนัน้แนวทางในการพัฒนาวัคซนีปองกันโรคมาลาเรียจึงตองคํานึงถึงลกัษณะดังกลาวดวย 

ในกลุมประชากรที่อาศัยอยูในพืน้ทีท่ี่มกีารระบาดของโรคมาลาเรีย (endemic area) โดยเฉพาะ

พื้นที่ทีม่ีอัตราการแพรเชื้อทีสู่ง (hyperendemic area) พบวามีภูมิคุมกันตอบสนองตอการติดเชื้อ

ที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ แตภูมิคุมกันที่เกิดขึน้ไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ

สมบูรณ เชน ประเทศอัฟริกาพบอัตราการเสียชีวิตเนื่องจากสาเหตุการเจ็บปวยดวยโรคมาลาเรีย

ในเด็กทีม่ีอายตุ่ํากวา  5 ปมากกวาในผูใหญ เนื่องจากผูใหญมีภูมิตานทานเกิดขึ้นจากการติดเชื้อ

ในธรรมชาติ โดยภูมิตานทานนี้มปีระสิทธภิาพในการปองกันการติดเชื้อมาลาเรยีไดบางสวน 

(partial protection) และอยูไดในระยะเวลาสั้น ๆ ดังนั้นในกลุมประชากรดังกลาวจึงจําเปนที่

จะตองไดรับเชื้อตอเนื่องกนัหลาย ๆ คร้ัง จึงจะสามารถมีภูมิตานทานมาลาเรียได เพราะฉะนัน้การ

พัฒนาคนควาวัคซีนที่มีประสิทธิภาพจึงมุงหวังที่จะทําใหเกิดภูมิคุมกนัไดดีกวาการติดเชื้อใน

ธรรมชาติ รวมทั้งระยะเวลาที่ภูมิคุมกนัคงอยูไดในระยะเวลาที่ยาวนานและสามารถปองกันการติด

เชื้อไดอยางสมบูรณ (complete protection) 
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แมวาในปจจุบันวัคซนีปองกันโรคมาลาเรยีจะยงัไมประสบผลสําเร็จจนสามารถนํามาใช

ไดกับประชากรทั่วไป แตความพยายามดงักลาวไดสงผลใหเกิดความเขาใจและนําไปสูการ

แสวงหาแนวทางใหม ๆ ในการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น ซึ่งใน

ปจจุบันมกีารแสวงหาแอนตเิจนทีน่าจะมีคณุสมบัติในการนํามาเปนองคประกอบของวัคซนี

ปองกันโรคมาลาเรีย สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม ไดแก  

 
 1. Pre-erythrocytic Antigens 

1.1 circumsporozoite protein 
circumsporozoite protein (CSP) เปนโปรตีนที่พบมากที่สุดบนผวิของสปอรโรซอยต 

ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่เกดิจากการกระตุนดวยสปอรโรซอยตที่ผานการฉายรงัสี

เอ็กซ ปฏิกิริยาดังกลาวทําให CSP หลุดลอกออกจากผวิของสปอรโรซอยต ทาํใหสปอรโรซอยต

ตายไปในที่สุด (Nussenaweig et al. 1969) ซึ่งบริเวณ repeats ใน CSP ของ P. falciparum 

ประกอบดวย B cell epitope ที่แอนติบอดีตอบริเวณดังกลาวสามารถยับยัง้การลกุลามของสปอร

โรซอยตเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองได (Hollingdale et al., 1984) และยับยั้งความสามารถใน

การเปนระยะติดตอของสปอรโรซอยตของ P. falciparum และ P. vivax (Nardin et al., 1982) 

นอกจากนี ้monoclonal antibodies ตอบริเวณ repeats ของ CSP ของ P. berghei เมื่อฉีดเขาหนู

ทดลองพบวาสามารถปองกนัการติดเชื้อมาลาเรียชนิดเดียวกนัได (Potocnjak et al., 1980) จาก

การศึกษา T-cell epitope ใน CSP ของ P. falciparum พบ epitopes ที่สําคัญในบรเิวณ  

C-terminus ประกอบดวย T-cell epitope อยางนอย 2 ตําแหนง ที่สามารถกระตุนการตอบสนอง

ของ CD4+ lymphocyte (Good et al., 1987) 

       แมวาแอนติบอดีตอบริเวณ tetrapeptide repeats ใน CSP ของ P. falciparum 

สามารถยับยัง้การลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับและสามารถเกิดภาวะการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรียจากการทดลองในอาสาสมัคร แตในธรรมชาตกิลับพบวาผูที่

อยูในพืน้ที่ที่มกีารระบาดของโรคมาลาเรียสวนใหญมีแอนติบอดีตอบริเวณ repeats นี้ยังคงติดเชื้อ

มาลาเรียไดเชนเดียวกับผูที่ไมมีแอนติบอดี แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีดังกลาวไมเพยีงพอตอการ

ปองกันโรคมาลาเรียไดตามธรรมชาติ (Hoffman et al. 1987)  

 
1.2 Thrombospondin-related adhesive protein 
Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) หรือ sporozoite surface 

protein 2 (SSP2) จากการศกึษาดวยวธิี immunofluorescence พบวาทัง้ CSP และ TRAP ถูก
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เก็บไวใน microneme แตการกระจายตัวของ TRAP บนผิวของสปอรโรซอยตมีลักษณะเปน  

หยอม ๆ ในขณะที่ CSP มกีารกระจายตวัที่สม่าํเสมอ (Charoenvit et al. 1991) ซึ่งบทบาทของ 

CSP และ TRAP นั้นมีหลกัฐานสนับสนุนวาทําหนาที่เกีย่วของกับการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต 

จากการทดลองใช CSP รวมกับ TRAP ใน P. yoelli ซึ่งเปนเชื้อมาลาเรยีของหนู พบวาสามารถ

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหมีภูมิตานทานตอการเปลี่ยนระยะของเชื้อมาลาเรยีไดอยาง

สมบูรณ ซึ่งใหประสิทธิภาพที่สมบูรณกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่เทานัน้ จงึแสดง

ใหเหน็วาภูมิตานทานที่ใหประสิทธิภาพสมบูรณสําหรับวัคซีนปองกนัโรคมาเรียในระยะกอนที่เชื้อ

จะลุกลามเขาสูเซลลตับ (pre-erythrocytic stage) ควรเปนผลรวมจากการกระตุนดวยโปรตีนบน

ผิวของสปอโรซอยตมากกวา 1 ชนิด (Khusmith et al. 1991)    

นอกจาก CSP และ TRAP ทีจ่ัดวาเปนโปรตีนที่สาํคัญตอการพัฒนาวคัซีนตอระยะ 

pre-erythrocytic stage แลวยังมีโปรตีนชนิดอื่น ๆ ทีพ่บในระยะดังกลาวและนาจะมบีทบาทใน

การเปนองคประกอบของวัคซีนได เชน sporozoite threonine and asparagines-rich protein 

(STARP) (Fidock et al. 1994a), sporozoite and liver stage antigen (SALSA) (Bottius et al. 

1996) และ liver-stage-specific antigens 1, 2 และ 3 (LSA 1, 2, 3) (Guerin-Marchand et al. 

1987)  

 
       1.3 Liver stage-specific antigen 1 
      Liver stage-specific antigen 1 (LSA-1) เปนโปรตีนตัวแรกที่แสดงออกบนผวิของ

สปอรโรซอยตเมื่อเกิดการลกุลามเขาสูเซลลตับ ซึ่งมีขนาดประมาณ 230 kDa จากการศึกษาการ

ใช LSA-1 กระตุนระบบภูมคิุมกันของชาวแอฟริกันตะวนัตก พบวาสามารถกระตุน  

HLA-restricted cytotoxic T cells โดยเกี่ยวของกับ HLA Bw53 ซึ่งการปรากฎของ HLA Bw53 มี

ความสมัพันธกับการปองกนัโรคมาลาเรียภาวะรุนแรง (severe malaria) (Hill et al., 1991;  

Hill et al., 1992)  

 
      1.4 Sporozoite threonine asparagine rich protein  
       Sporozoite threonine asparagines rich protein (STARP) เปนโมเลกุลที่แสดงออก

บนผิวของสปอรโรซอยต ถูกจําแนกและทาํการโคลนครั้งแรกในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใน 

field isolates (Fidock et al., 1994a) จากพื้นที่ทีม่ีการระบาดของโรคมาลาเรีย (โปรตีนชนิดนี้ยัง

ปรากฎใน Plasmodium สปชีสอ่ืน ๆ ดวยและเปน highly conserved structure) (Fidock et al., 

1994b) จากการศึกษาดวยวธิี immumofluorescence และ immunoelectron microscopy โดย
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ใชซีร่ัมตอตานบริเวณสวนกลางของโปรตีนและบริเวณ C-terminus แสดงใหเห็นถึง STARP ถูก

แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยตในระหวาง intrahepatic stage และ early ring stage 

(Bozdech et al., 2003) จากการทดลองดวยวธิี reverse PCR และ Northern blot hybridization 

พบวา STARP มีขนาดความยาวของยีนประมาณ 2.7 กิโลเบส สามารถแปลรหัสได 604 residues 

และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 78 กิโลดาลตัน โดยมีโครงสรางประกอบดวยบริเวณ exon และมี

บริเวณ intron คั่นกลางขนาด 175 bp ทางดานปลาย 5' และ 3' เปนสวน non-repetitive region 

และในสวนกลางเปนสวน repetitive region ซึ่งแบงออกเปน 3 บริเวณ คือ mosaic (M) region, 

Rp45 region เปนบริเวณกรดอะมิโนซ้าํกนัชุดละ 45 ตัว จํานวน 2 ชุด และ Rp10 region เปน

บริเวณที่มกีรดอะมิโนเรียงซ้ํากนั 10 ตัว ประมาณ 26 ชุด (Fidock et al., 1994a) ดังแสดงในภาพ

ที่ 5  โดยในบริเวณสวนกลางจะมีความหลากหลายของยีนต่ํา สําหรับลําดับเบสของยีน STARP 

ประกอบดวยกรดอะมิโนชนดิ asparagine รอยละ 25.2 และ threonine รอยละ 19.3 ซึ่งเปน

กรดอะมิโนทีพ่บมากที่สุดในการแปลรหสัของยีน STARP เนื่องจากสวนประกอบที่เปนกรดอะมโิน

ดังกลาวทาํใหโปรตีนนี้มีจาํนวนของ N-linked glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) site ปริมาณสูง

มากถงึ 38 พนัธะจากทั้งหมด นอกจากนีลํ้าดับของกรดอะมิโนจากปลาย N-terminus จะมีสวนไร

ประจุและไมชอบน้ํา (hydrophobic) และยังมีสวนที่ไมชอบน้ําอีกสวนหนึง่อยูที่ปลาย C-terminus 

อีกดวย  

ในสวนกลางบริเวณ Rp45 region และ Rp10 region จะมีสวนเหลื่อมล้ํากันอยู ซึง่

บริเวณ Rp45 region นั้นสวนที่ซ้าํกนัทัง้สองชุดจะถกูรักษาสภาพไวไดอยางสมบูรณในระดับ

กรดอะมิโนและนิวคลีโอไทด ในทางตรงกนัขามสวนซ้ําของบริเวณ Rp10 region จะมคีวามยาว

แตกตางกนัและมีการแทนที่และขาดหายของลําดับกรดอะมิโน ทาํใหมี 24 ถึง 26 สวนซ้าํ ทั้ง ๆ ที่มี

การแทนที่และขาดหายไปของกรดอะมิโน แตสวนใหญบริเวณ Rp10 นั้นก็ยังคงโครงสราง β-turn 

structure ซึ่งเปนตัวบงบอกถึงขอจํากัดทางโครงสรางมากกวาที่เปนโครงสรางขั้นปฐมภูมิ ที่อาจจะ

เกิดกระบวนการตาง ๆ ไดบนบริเวณนี้ เชนเดียวกับ CSP ซึ่งม ีrepeat variant  ที่เหมาะกับการคง

โครงสราง β-turn structure ซึ่งมีอยูเปนปกติใน NANP repeats จากการศึกษาโดยใชแอนติบอดี

ของหนูและมนุษยมาตรวจสอบ STARP พบวามีการกระจายตวัของโปรตีนที่ผิวผิดปกติไป ซึ่งตาง

จากการกระจายตัวของ CSP และ sporozoite antigen อ่ืน ๆ ทีม่ักจะอยูแยกจากกนับนพื้นผวิ

อยางชัดเจน อยางไรก็ตาม STARP ก็ยังแตกตางจาก TRAP ตรงที่ใหผลบวกจากวธิ ีIFA โดยใช  

anti-STARP antibodies (Roger et al., 1992) ดังนั้นการแสดงออกของ STARP อยางคงที่อาจจะ

ใหเปาหมายทีม่ีประสิทธิภาพสําหรับ sporozoite-specific antibodies  
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สําหรับหนาทีข่องโปรตีน STARP ตอระยะสปอรโรซอยตนั้นยงัไมทราบชัดเจน แตมกีาร

รายงานวาเกดิความชุกสงูของ anti-STARP antibodies โดยเฉพาะบริเวณ Rp10 จากการใช 

เปปไทด STNNNTKTISTDNNNTKTI พบวาสามารถยบัยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสู

เซลลตับได แมจะใชที่ความเขมขนต่ํา ๆ กต็าม (Pasquetto et al., 1997) ในบริเวณของ Rp10 

เชื่อวาจะมีบริเวณที่สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได จากการศึกษาการใชซีร่ัมที่ม ีIgG antibody 

titer ในปริมาณสูงตอ STARP ซึ่งไดมาจากผูปวยในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรคมาลาเรียสงูและต่ํา 

พบวาซีร่ัมจากผูปวยชาวแอฟริกัน (ผูปวยติดเชื้อ P. falciparum) ทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity 

chromatography ผลิต synthetic peptide จากบริเวณ Rp10 สามารถยับยัง้การลกุลามของ

สปอรโรซอยตไดถึง 48 – 90% ซึ่งก็ขึ้นอยูกับซีร่ัมและ STARP peptide นอกจากนี้มกีารศึกษาดาน

ภูมิคุมกันวทิยาจากแอนติเจนจํานวน 4 ชนิดของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จากระยะ  

pre-erythrocytic (STARP เปน 1 ใน 4 แอนติเจนที่ทาํการศึกษา) ทาํการทดลองโดยการกระตุนให

เกิดการตอบสนองของ B และ T cells โดยการใชลิง Aotus lemurinus ทาํการ immunized ดวย 

synthetic peptides จากสวนตาง ๆ ของ native protein พบวาไมเกดิการตอบสนองของ 

cytotoxic T-lymphocyte (CTL) ตอบริเวณ Rp10 ซึ่งกใ็หผลการทดลองตรงกนัเมื่อทําการทดลอง

ในลิง chimpanzee (BenMohamed et al., 2004)   

 จากการศึกษาการจําแนก Hep G2 cells HABPs ใน STARP โดยใชวิธี receptor-ligand 

binding assay แสดงใหเหน็ถึงมีเปปไทดอยางนอย 12 ชนิด ทีเ่กิดปฏิกริิยาที่จาํเพาะตอเซลล

เปาหมาย (Lopez et al., 2003) โดย HABPs 20546 (41VIKIINRFLSEYQSNFLGGGY60), 20547 

(61SAALKLVNSKKSGTNVNTKY80) และ 20548 (81NSENTNTNNNIPESSSTYTN100) จะอยู

บริเวณ N-terminal non-repeat region และ HABPs 20557, 20559, 20560, 20563, 20564 

และ 20565 จะครอบคลุมบริเวณสวนกลาง รวมทัง้บริเวณ Rp10 ซึ่งเปนบริเวณที่มคีวามสาํคัญ

ที่วาแอนติบอดีตอบริเวณ Rp10 นี้สามารถยับยัง้การลกุลามของสปอรโรซอยตของเชือ้มาลาเรีย             

P. falciparum เขาสูเซลลตับได (Pasquetto et al., 1997) นอกจากนี้ยังมี HABPs 20569 

(501TSDDELNKDSCDYSEEKENI520) และ 20570 (521KSMINAYLDKLDLETVRKIH540) จะอยู

บริเวณ C-terminal non-repeat region จากการศึกษาดวยวิธ ีcross-linking assay พบวาม ี

เปปไทดอยางนอย 2 ชนิดทีม่ีปฏิกิริยาตอโปรตีนขนาด 38 kDa และ 44 kDa บนผิวของเซลลตับ 

(Lopez R., et al. 2003) นอกจากนี้ HABPs 20570 (521KSMINAYLDKLDLETVRKIH540) จาก

บริเวณ  C-terminal non-repeat region ซึ่งบริเวณที่ขีดเสนใตเปนบริเวณที่ม ีepitope ที่สามารถ

กระตุน cytotoxic T-lymphocyte ใหเกิดการตอบสนองของภูมิคุมกนั และ HABPs 20546 และ 

20570 ยังสามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการผลิตแอนติบอดีในปริมาณสูง เพื่อตอตานสปอรโรซอยต 
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โดยซีร่ัมจากลงิ Aotus ที่ immunized ดวย HABPs 20546 และ 20570 มีแอนติบอดีที่จดจําตอ

โปรตีนบนเซลลผิวของสปอรโรซอยตดวยวธิี immunofluorescence (Lopez et al., 2003)  

 หนาที่ของ STARP ของเชื้อมาลาเรีย  P. falciparum ในมนุษยยังไมทราบชัดเจน แต

อยางไรก็ตามจากการทดลองและหลกัฐานตาง ๆ ที่กลาวไปขางตน ไดสนับสนนุความคิดที่วา

โปรตีนชนิดนีน้าจะมีบทบาทสําคัญในกลไกการลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยตและ 

หลาย ๆ epitopes ของ STARP อาจจะสามารถใชเปนองคประกอบของวัคซนีในการปองกันโรค

มาลาเรียได 

 
 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5 แสดงของโครงสรางของยนี STARP ใน P. falciparum (Fidock et al., 1994a)
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 2. Merozoite and Erythrocytic Antigens          
              2.1  Erythrocyte binding antigen 175 
     Erythrocyte binding antigen 175 (EBA-175) เปนโปรตีนที่แสดงออกบนผวิของ

เมอรโรซอยต มีขนาด 175 kDa ซึ่งบริเวณ ligand ของโปรตีนนี้สามารถเกาะติดกับตัวรับที่จําเพาะ

บนผิวของเมอรโรซอยตและเม็ดเลือดแดงได (Camus and Hadley, 1985) จากการศกึษาลาํดับ

เบสของยีน พบวาในบางสวนเมื่อสังเคราะหไดเปนโปรตนีมีบริเวณที่จาํเพาะกับ B-cell epitopes 

และเมื่อทําการทดลองกับกระตายกพ็บการสรางแอนติบอดีในปริมาณสูง จากการใชซีร่ัมความเจือ

จาง 1:5 พบวาสามารถลดการลุกลามของเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลือดแดงในหองปฏิบัติการไดถึง 

80% และยังสามารถยับยัง้การเกาะของโปรตีน EBA-175 กับผิวของเม็ดเลือดแดงไดอีกดวย (Sim 

et al., 1990) 

 
     2.2  Merozoite surface protein 1 
      Merozoite surface protein 1 (MSP-1) หรือเรียกอีกชื่อหนึง่วา MSA-1 เปนโปรตีนที่

ถูกสรางขึน้ในระหวางการพฒันาของเชื้อมาลาเรียเขาสูระยะ schizont มีขนาด 195 kDa ซีร่ัมของ

ผูปวยมาลาเรยีมีแอนติบอดีตอโปรตีนชนดินี้ MSP-1 เปนโปรตีนที่มีความซับซอนเมือ่แสดงออกบน

ผิวของเมอรโรซอยต แมวาจะมีบางสวนของโปรตีนที่ถูกกําจัดออกไปดวยกระบวนการ proteolysis 

(Holder et al., 1982) แตมีชิ้นสวนของโปรตีนขนาด 19 kDa (MSP-119) ที่ยงัคงรูปแบบไวไดใน

ระหวางการลกุลามเขาสูเมด็เลือดแดงของเมอรโรซอยตและยังปรากฎอยูภายในเซลลเม็ดเลือด

แดงใหมที่ติดเชื้ออีกดวย นอกจากนี้ Monoclonal antibodies ตอ P. falciparum และ P. yoelii 

MSP-119 ก็สามารถลดประสทิธิภาพในการลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงของเมอรโรซอยต 

(Blackman et al., 1990; Burns et al., 1989) เชนเดยีวกันกับการศึกษาใน P. vivax (del Portillo 

et al., 1991) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันดวย P. falciparum MSP-1 พบวาสามารถ

ปองกันลิง Saimiri (Etlinger et al., 1991; Perrin et al., 1984) และ Aotus (Siddiqui et al., 

1987) จากการติดเชื้อได นอกจากนี้ยงัคนพบโปรตีนขนาด 15 kDa ของ P. yoelii  MSP-1 ที่

สามารถปองกนัการติดเชื้อและอัตราการตายในหนูได (Daly and Long, 1993) 

 
     2.3 Merozoite surface protein 2 
     Merozoite surface protein 2 (MSP-2) เปนโปรตนีทีเ่กาะติดอยูในเยื่อหุมเซลลของ

เมอรโรซอยต มีขนาด 45 kDa (Ramasamy, 1987; Smythe et al., 1988) ในโมเลกุลจะมีบริเวณ 

central repeat เมื่อทําการวิเคราะหตวัอยางจากเชื้อ P. falciparum บงชี้วาความหลากหลายของ
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กรดอะมิโนพบถึงประมาณ 50% แตทางดาน N- และ C-terminal คงรูปแบบของกรดอะมิโนไวได 

(Smythe et al., 1990) การกระตุนระบบภูมิคุมในลิง Saimiri โดยใช recombinant vaccine virus 

ที่ประกอบดวยสวนของยนี MSP-2 ในระยะแรกพบปรมิาณของแอนติบอดีในปริมาณต่ําและจะ

เพิ่มข้ึนเมื่อสัตวทดลองติดเชือ้เขาสูระยะเมอรโรซอยต แตสัตวทดลองกย็ังคงติดเชื้อและหาคา 

parasitemia ได (Pye et al., 1991) 

 
      2.4 Ring-infected erythrocyte surface antigen 
      Ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA) หรือเรียกอกีชื่อหนึ่งวา Pf155 

มีขนาด 155 kDa เปนโปรตนีที่สรางขึ้นโดยเชื้อ P. falciparum ในระหวางระยะ late schizont 

และแสดงออกบนผิวของเมด็เลือดแดงที่มกีารติดเชื้อในระยะวงแหวน (ring stage) (Coppel et 

al., 1984; Perlmann et al., 1984) โปรตีนนี้จะถูกเก็บไวในเยื่อหุมเซลลของเม็ดเลอืดแดงเมื่อเกดิ

การลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดง RESA ประกอบดวยลาํดับของกรดอะมิโนเรียงซ้ํา ๆ กันและในซีร่ัม

ของผูปวยมาลาเรียพบแอนติบอดีซึ่งสามารถยับยัง้การลุกลามของเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลือดแดง

ในหองปฏิบัติการได (Wahlin et al., 1984) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกนัในลงิ Aotus 

ดวยโปรตีน 2 บริเวณที่เรียงซ้ํา ๆ กนัพบวาลิงไมมีภูมิตานทานตอการติดเชื้อ (Collins et al., 

1986) 

 
     2.5 Serine repeat antigen 
     Serine repeat antigen (SERA) หรือเรียกอีกชื่อหนึง่วา serine protein I และ p126 

เปนโปรตีนที่ปรากฎอยูใน parasitophorous vacuole ในเชื้อ P. falciparum มีขนาด 111 ถึง 113 

kDa และประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด serine ประมาณ 11% (Bzik et al., 1992; Knapp et al., 

1989) จากการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Saimiri ดวย SERA พบวาลิงสามารถปองกันการติด

เชื้อมาลาเรียในภายหลังได และเมื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus โดยใชโปรตีนลูกผสม 2 

ชนิด คอื SERA เชื่อกับ histidine-rich protein II และ SERA เชื่อมกับ MSP-1 พบวาลิงสามารถ

ปองกันการตดิเชื้อมาลาเรียไดในภายหลงัเชนเดียวกนั (Knapp et al., 1992) 
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 3. Transmission-Blocking and Pathogenicity Antigens 
      3.1 Pfs25 
       Pfs25 เปนแอนติเจนทีส่ําคัญที่ถูกนาํมาใชเปนองคประกอบของวคัซีนปองกนัโรค

มาลาเรีย มีขนาด 25 kDa พบบนผวิของ zygotes และ ookinete ของเชื้อ P. falciparum ซึ่ง 

monoclonal antibodies ของแอนติเจนนีส้ามารถหยุดการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย โดยไป

รบกวนการพฒันาเปนระยะสืบพันธุ (sexual stage) ของเชื้อมาลาเรยีภายในยุงกนปลอง 

(Vermeulen et al., 1985) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันในหนู โดยใช infected 

vaccine virus พบวา polyclonal antibody ที่ผลิตขึ้นสามารถยับยัง้การพัฒนาเปนระยะสืบพนัธุ

ของเชื้อมาลาเรียได (Kaslow et al., 1991) และจากการใช yeast-expressed recombinant 

Pfs25 พบวา polyclonal antibody สามารถหยุดการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียไดทั้งในหนู

และลิง (Barr et al., 1991) 

 
แนวทางในการพัฒนาการผลิตวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย 

 การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย สามารถจําแนกออกเปน 3 กลุม ตามระยะการเจริญ 

เติบโตของเชื้อมาลาเรียและเปาหมายในการยับยัง้หรือทาํลายเชื้อมาลาเรีย ไดแก 

  
1. วัคซีนปองกันมาลาเรียระยะกอนการเจริญในเมด็เลือดแดง  
    (pre-erythrocytic stage vaccines)  

 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีทีม่ีเชื้อมาลาเรยีกดัคน ระยะสปอรโรซอยตจากตอมน้ําลายยุงจะ

เขาสูกระแสเลอืด หลังจากนัน้ระยะสปอรโรซอยตจะลุกลามเขาสูเซลลตับและเจริญเปนระยะ

โทรโฟซอยต ระยะไชซอนตและระยะเมอรโรซอยตตามลาํดับ ตั้งแตสปอรโรซอยตเจริญในเซลลตับ

จนเกิดระยะเมอรโรซอยตนัน้ เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใชเวลาประมาณ 1 สัปดาห ซึ่งระยะ

สปอรโรซอยตจํานวน 1 ตัวสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนจนเปนเมอรโรซอยตไดประมาณ 30,000 

ถึง 40,000 ตัว ซึง่เมอรโรซอยตจากเซลลตับจะเขาสูระบบไหลเวียนพรอมที่จะเขาสูเม็ดเลือดแดง

ตอไป 

วัตถุประสงคของ pre-erythrocytic vaccines คอืปองกนัการลกุลามของสปอรโรซอยต

เขาสูตับและยบัยั้งหรือทําลายการเจริญเตบิโตของเชื้อมาลาเรียในเซลลตับ (liver stage)  

ถาการพัฒนาวัคซีนในระยะนี้ประสบผลสาํเร็จ ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมเกดิการติดเชื้อมาลาเรียใน 

เม็ดเลือดแดง ทําใหไมมีอาการของโรคมาลาเรียเลย จากการทดลองประสิทธิภาพของวัคซีน 

เร่ิมตนจากการใชสปอรโรซอยตของ P. gallinaceum ที่ผานการฉายรงัสีอุลตราไวโอเลตแลวฉีด
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เขาไปในสัตวปก พบวาสามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกนัเกิดการตอบสนองตอการติดเชื้อ

มาลาเรียได (Mulligan et al., 1941; Russell et al., 1942) ซึ่งในเวลาตอมา Nussenzweig และ 

Vanderberg ประสบผลสําเร็จในการทดลองการกระตุนระบบภูมิคุมกนัของหน ูโดยการฉีด 

สปอรโรซอยตของเชื้อ P. berghei ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซ (X-irradiated sporozoite) เขาสูหลอด

เลือดดําของหนู หลังจากนั้นไดทําการฉีดสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรยีที่สามารถกอโรครุนแรงใน

หนูอีกครัง้หนึง่ พบวาภูมิตานทานของหนทูี่เกดิขึ้นสามารถปองกนัการติดเชื้อดังกลาวไดอยาง

สมบูรณ (complete protection) (Nussenaweig et al., 1969; Vanderberg et al., 1969) ตอมา 

Clyde และคณะไดทําการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันของอาสาสมัคร โดยการใชยุงจาํนวน

มากที่มีระยะสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซแลวกัด

อาสาสมัครหลาย ๆ คร้ัง พบวาภูมิคุมกนัของอาสาสมัครสามารถตอบสนองตอการติดเชื้อ 

P. falciparum จากการถูกยุงทีม่ีสปอรโรซอยตที่ไมไดผานการฉายรงัสีกัดในภายหลังได 

อยางไรก็ตามภูมิตานทานดังกลาวไมสามารถปองกนัการติดเชื้อ P. vivax และไมสามารถปองกัน

การติดเชื้อจากการฉีด asexual blood stage ของ P. falciparum จึงสรุปวาภูมิตานทานตอการ

ติดเชื้อมาลาเรียมีความจําเพาะตอระยะ (stage-specific) และจําเพาะตอชนิด (species-

specific) ของเชื้อมาลาเรีย (Clyde et al., 1973; Clyde, 1975)   

 แมวาระยะสปอรโรซอยตที่ผานการฉายรงัสีเอ็กซจะใหประสิทธิภาพทีป่องกันโรคมาลาเรีย

ไดดี แตในทางปฏิบัติแลวไมสามารถผลติสปอรโรซอยตจํานวนมากเพื่อนาํมาใชเปนวัคซนี อีกทัง้

ประสิทธิภาพของวัคซีนยังขึน้อยูกับสายพนัธุของเชื้อมาลาเรีย จงึไมสามารถปองกนัการติดเชื้อ

มาลาเรียสายพันธุอ่ืน ๆ ในธรรมชาติ ดังนั้นการใชวธิีทางอณูชีววทิยาและพนัธุวิศวกรรมจึงมี

ประโยชนตอการพัฒนาวัคซนี  

 
2. วัคซีนปองกันมาลาเรียที่เจริญแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดง 
     (asexual blood-stage vaccines) 

 วัตถุประสงคเพื่อยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรีย และปองกนัการบุกรุกของเชื้อ

มาลาเรียเขาสูเม็ดเลือดแดง นอกจากนี้อาจมีบทบาทชวยในการยับยัง้การสรางสารพิษของเชื้อได 

ในระยะนี้จะมกีารสรางโปรตีนหลายชนิดเชน MSP1 เปนโปรตีนที่มีความสําคัญและจากการทด 

สอบประสิทธภิาพของวัคซนีทัง้ในหลอดทดลองและสตัวทดลอง พบวาวัคซนีนี้สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อมาลาเรีย และสามารถกระตุนการสรางภูมคิุมกันไดสูงอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ 

นอกจากนี ้AMA-1 เปนโปรตีนอีกชนิดหนึง่ที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนที่ดีตอการกระตุนใหสราง

แอนติบอดี จากการศึกษาในสัตวทดลองโดยการฉีดเปปไทดสังเคราะหเขาเสนเลือดของสัตวและ
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กระตุนดวยสายพันธุเดียวกนั พบวาทาํใหสัตวทดลองเกดิภูมิคุมกันตอการติดเชื้อได โดยระดับการ

ปองกันจะสัมพันธกันกับระดับแอนดิบอดีที่เพิม่สูงขึ้น และถาฉีด AMA-1 สายพันธุที่ใชเปนวัคซีน

ตางกับ AMA-1 สายพันธุที่กระตุน ทําใหสตัวทดลองไมมีภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรีย และ

นอกจากนีย้ังมีโปรตีนอีกหลายชนิดที่อาจมีสวนสําคัญสําหรับการเปนองคประกอบวัคซีน เชน 

MSP2, MSP4. rhoptry protein, SERA และ EBA-175 (Narum et al.,1994) 

 นอกจากนีว้ัคซีนทีม่ีองคประกอบหลายระยะ (combine vaccine) ซึง่เปนการทดสอบ

วัคซีน โดยใชพื้นฐานการรวมระหวางแอนติเจนของระยะกอนเขาสูเมด็เลือดแดงและระยะการ

เจริญที่ไมอาศยัเพศในเม็ดเลือดแดง หรือที่เรียกวา SPf66 โดยใชเปปไทดสังเคราะหจากบางสวน

ของ PfMSP1 เชื่อมกับ CSP ในสวนที่กรดอะมิโน 4 ตัวเรียงซ้ํากัน (tetrapeptide repeats) คือ 

Asparagine-Alanine-Asparagine-Proline (NANP) และเชื้อกับโปรตีนอีก 2 ชนิดของเชื้อ

มาลาเรีย และไดมีผูศึกษาโปรตีนดังกลาวในอาสาสมัครหลายพืน้ทีท่ี่ตางกนัไป พบวาอาสาสมัคร

ทั้งเด็กและผูใหญในประเทศโคลัมเบียและทานซาเนยี มีระดับแอนติบอดีตอบสนองตอการติดเชือ้

มาลาเรียในระดับที่สูงอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ แตในทางตรงกนัขามการศึกษาวัคซนีชนิดเดียว 

กันนี้ในประเทศไทยและแกมเบีย กลับพบวาการตอบสนองของแอนตบิอดีตอการติดเชื้อมาลาเรีย

ในอาสาสมัครมีประสิทธิภาพในระดับที่ต่ํา ดังนัน้แสดงใหเหน็วาประสิทธิภาพของวัคซีนนอกจาก

จะขึ้นอยูกับคุณสมบัติของแอนติเจนที่นาํมาใชเปนวัคซนียังมีความสมัพันธกับเชื้อชาติ อายุและมี

ความแตกตางกันในแตละกลุมประชากร 

 
3. วัคซีนปองกันการแพรกระจายเชื้อมาลาเรียระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
     (sexual stage vaccine หรือ transmission blocking vaccine) 

 วัตถุประสงคเพื่อสรางภูมิตานทานยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลสืบพันธุของเชื้อ 

มาลา เรียในยงุพาหะกลาวคอื ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมมีภูมติานทานตอการติดเชื้อมาลาเรียแต

สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียที่อยูในยุงพาหะ โดยผูที่ไดรับวัคซีนรางกายจะมี

การสรางแอนติบอดีตอบสนองตอเชื้อมาลาเรียในระยะทีม่ีการสรางเซลลสืบพันธุ ดังนั้นยุงที่กัด 

ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมสามารถกระจายเชื้อไปสูผูอ่ืนได 

 อยางไรก็ตาม วัคซีนปองกนัมาลาเรียที่มีประสิทธิภาพจึงควรครอบคลุมเชื้อในหลาย ๆ 

ระยะหรอมกัน เพื่อปองกนัหลุดรอดจากการทําลายของภมูิคุมกันของรางกาย เมื่อเชือ้มีการ

เปล่ียนแปลงระยะการเจริญเติบโต (Duffy et al.,1997) 
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อุปสรรคของการพัฒนาวคัซีนปองกันโรคมาลาเรีย 

1. ความหลากหลายในรูปแบบแอนติเจนของเชื้อมาลาเรีย 
 เนื่องจากในวงชีวิตของเชื้อมาลาเรียมชีวงชีวิตที่มกีารสบืพันธุแบบอาศัยเพศในยงุ 

กนปลอง ในขณะที่เกิดการปฏิสนธิจะมกีารแลกเปลี่ยนพันธกุรรมระหวาง gamete เพศผูและ 

เพศเมีย ทาํใหเชื้อมาลาเรียรุนถัดไปอาจมอีงคประกอบทางพนัธุกรรมแตกตางกนั ทาํใหเกิดความ

หลากหลายในรูปแบบของโปรตีน รวมทั้งแอนติเจน กระบวนการดังกลาวเรียกวา intragenic 

recombination (Tanabe et al., 1987) นอกจากการแลกเปลี่ยนทางพนัธุกรรมของเชื้อมาลาเรยี

จะเกิดขึ้นในขณะสืบพันธุแบบอาศัยเพศแลว สวนของยีนที่มีลําดับเบสเรียงซ้ํากันเปนชุดนัน้

สามารถเพิ่มหรือลดจํานวนชดุไดในระหวางที่เชื้อแบงตัวแบบไมอาศัยเพศ แมจะเกิดไมบอยในแต

ละชวงชีวิตทีเ่ชื้อมาลาเรยีเจริญในเม็ดเลือดแดง ทัง้นี้กลไกทางพนัธุกรรมดังกลาวเกดิจาก

กระบวนการแลกเปลี่ยนทางพันธกุรรมแบบ unequal crossing-over หรือกลไก slipped-stand 

mispairing ระหวางสวนของยีนที่มีลาํดับเบสซ้ํากันเปนชุด (Hughes, 2004; Ferreira et al., 

2003) 

 นอกจากนีเ้ชื้อมาลาเรียยังประกอบดวยแอนติเจนที่มีความผันแปร (antigenic variation) 

โดยไมเกี่ยวของโดยตรงกับการเกิด recombination เชนในกรณีของ erythrocyte membrane 

protein 1 ของ P.  falciparum หรือ PfEMP1 ซึ่งเปนโปรตีนของเชื้อมาลาเรียทีพ่บบนผิวของเม็ด

เลือดแดงที่มีเชื้อเจริญตั้งแตระยะ growing trophozoite เปนตนไป ทัง้นี้บทบาทของ PfEMP1 ที่

เกี่ยวของกับการเกาะติดของเม็ดเลือดแดงที่มเีชื้อมาลาเรียกับเซลลเยือ่บุผนังหลอดเลือด ทําใหเชือ้

มาลาเรียที่เจรญิอยูภายในเม็ดเลือดแดงทีม่ีผิวเปนตุมขนาดเล็ก (knob) สามารถเกาะติดกับผนงั

หลอดเลือด ดงันัน้จึงเกิดการหลบซอนตัวของเชื้อระยะดังกลาวอยูในหลอดเลือดทีห่ลอเลี้ยงอวัยวะ

ภายใน กระบวนการนี้เรียกวา sequestration การเปลี่ยนแปลงที่ผิวเมด็เลือดแดงนี้ทาํใหงายตอ

การที่เชื้อมาลาเรียจะถกูทาํลายโดยมาม กลไกดังกลาวจึงชวยให P. falciparum อยูรอดใน

รางกายไดดีขึ้น สําหรับตัวรับบนผนงัหลอดเลือดมีหลายชนิด โดยบทบาทของตวัรับตางชนิดกันจะ

มีความสาํคัญตางกนัตามอวัยวะ (Smith et al., 1995) 

 สําหรับผลกระทบของความหลากหลายในรูปแบบของแอนติเจนตอการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุมกนัของโฮสตนั้นเกิดขึ้นไดทั้งกบัปฏิกิริยาตอแอนติบอดีและการตอบสนองของ  

T lymphocyte เชน การที่ CSP ของ Plasmodium vivax มี repeat ที่ตางกัน 2 กลุม ไดแก  

repeat ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน glycine, aspartic acid, arginine, alanine, alanine หรือ 

aspartic acid, glycine, glutamine, praline และ alanine [GDRA(A/D)GQPA] สวน repeat 

แบบที่ 2 ประกอบดวยกรดอะมิโน alanine, asparagines, alanine, glycine, asparagines, 
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glutamine, praline และ glycine (ANGAGNQPG) ทัง้นี้แอนติบอดีตอ repeat แบบหนึง่จะไมทํา

ปฏิกิริยาขามกลุมกับอีกแบบหนึง่ เปนตน (Rosenberg et al., 1989) 

 สําหรับการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในบางตําแหนงของ T cell epitope อาจทาํให 

epitope ที่เปลี่ยนแปลงไปไมสามารถกระตุน T cell ไดหรืออาจจับกบับางสวนของ T cell 

receptor ในลักษณะที่ไมสามารถใหเกิดการตอบสนองของ T cell แลวยังไปบดบังโอกาสที ่

receptor ดังกลาวจะไปจับกบั T cell epitope อ่ืนที่สามารถกระตุน T cell เรียกกลไกดังกลาววา 

altered peptide ligand antagonism ซึ่งพบไดในกรณขีอง T cell epitope ใน CSP (Plebanski 

et al., 1999) นอกจากนี้ความหลากหลายในรูปแบบแอนติเจนใน AMA1 ยังมีผลตอการตอบสนอง

ของแอนติบอดีและ T cell เชนกนั แมวาจะมีการเสนอแนวทางการพฒันาวัคซีน เพือ่ใหปราศจาก

อุปสรรคจากความจาํเพาะของการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันตอ epitope หนึ่ง ๆ โดยการรวม 

epitope ที่ตางไปจากโปรตีนเดียวกันเขามาเปนองคประกอบของวัคซนี แตการปรากฎของ 

epitope เดียวกันที่มีหลายรปูแบบหรือหลายอัลลีล จะกระตุนภูมิคุมกนัไดดีหรือไมนัน้ตองมี

การศึกษาตอไป ในทางตรงกันขามการพฒันาวัคซีนอาจเลือกใช epitope ที่มีความคงที่ของลาํดับ

กรดอะมิโนหรอืมีความหลากหลายต่ําเพื่อเลี่ยงปญหาดงักลาว แต epitope ที่มีลักษณะนี้มักจะ

เปนสวนของโปรตีนที่ไมถูกนําเสนอตอระบบภูมิคุมกันของโฮสต หรืออีกนัยหนึง่อาจเปน epitope 

ที่อยูดานในของโครง สรางสามมิติของโปรตีน จึงไมอยูภายใตแรงกดดันจากการทําลายของระบบ

ภูมิคุมกัน ทาํใหบริเวณดังกลาวไมมกีารแทนที่ของกรดอะมิโนมากเหมือนกับบริเวณอื่น (Amante 

et al., 1997) 

 ความหลากหลายในรูปแบบของแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียโดยเฉพาะแอนติเจนทีท่ําให

เกิดการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอแตละรูปแบบของแอนติเจน จึงเปนอุปสรรค

สําคัญประการหนึ่งของการพัฒนาวัคซนีปองกันมาลาเรีย เนื่องจากการติดเชื้อมาลาเรียทีม่ีรูปแบบ

ของแอนติเจนตางจากทีม่ีในวัคซีนยอมทาํใหผลของวัคซนีตอการปองกันโรคดอยประสิทธิภาพ 
 
2. การประเมินผลของวคัซีนในหองปฏิบัติการ 

 ในกระบวนการผลิตวัคซีนนัน้ถามีระบบทดสอบทางหองปฏิบัตกิารที่ใหผลสอดคลองหรือ

สามารถใชบงชี้ถึงผลสัมฤทธิ์ของวัคซนียอมชวยลดระยะเวลาตลอดจนความสิน้เปลืองของการ

ทดสอบประสทิธิภาพของวคัซีนอยางมาก นอกจากนีก้ารขาดความเขาใจเกี่ยวกับปฏิกิริยาการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการทําลายเชื้อมาลาเรียอยางถูกตองและมีลักษณะเปนองครวม 

ทําใหการพัฒนาวัคซีนหนึง่ ๆ มักมุงหวังเฉพาะการตอบสนองที่คาดคะเนจากผลการศึกษาในอดตี 

ซึ่งอาจจะยงัขาดปจจัยอืน่ ๆ ที่ยงัไมทราบ เปนตน การทดสอบทางหองปฏิบัติการบางชนิดอาจมี
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ความสัมพันธกับระบบภูมิคุมกันที่สามารถทําลายเชื้อมาลาเรียได เชน ปฏิกิริยาการเกาะกลุมของ

เม็ดเลือดแดง (red blood cell agglutination) (Marsh and Howard, 1986) และ antibody-

dependent cellular inhibition (Bouharoun-Tayoun et al., 1990) เปนตน ในทางตรงกันขาม

การศึกษาผลการยับยัง้ merozoite ไมใหลุกลามเขาเมด็เลือดแดง (merozoite invasion 

inhibition) (Phillips et al., 1972) นั้นอาจไมมีความสมัพันธกับผลของวัคซนี เชน การศึกษาผล

ของ PfMsp1 สวน 19 กิโลดาลตัน ซึ่งอยูทางดาน C-terminus ของโปรตีน หรือ PfMsp1 สวน 42 

กิโลดาลตันซึง่ครอบคลุมสวน 19 กิโลดาลตัน โดยทดสอบในลิง พบวาวัคซีนดังกลาวสามารถ

กระตุนใหเกิดภูมิตานทานตอโรคมาลาเรียได แตเมื่อนําน้ําเหลืองของลิงมาทดสอบโดยปฏิกิริยา 

merozoite invasion inhibition พบวาใหผลที่ไมสอดคลองกัน (Chang et al., 1996) 
 
3. การผลิตโปรตีนที่บริสทุธิ์จํานวนมาก 

 เนื่องจากวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียมีความซับซอนและอาจไมประสบผลกําไรจากการ

ลงทนุ ดงันัน้จงึไมไดรับความสนใจจากการลงทุนในเชงิธุรกิจ นอกจากนี้การผลิต recombinant 

peptide เพื่อใหมีความเหมาะสมตอการกระตุนระบบภูมคิุมกันเหมือนโปรตีนในสภาพธรรมชาติ

ตองเลือกใชวธิีการทีเ่หมาะสม เชน ถาโปรตีนที่ตองการผลิตมีขนาดสัน้และไมมีโครงสรางสามมิติ

ที่ซับซอน อาจเลือกวิธกีารผลิตโดยอาศัยแบคทีเรีย สวนในกรณีที่โปรตนีมีขนาดใหญและมีการ

สรางพนัธะ disulfide ตลอดจนโปรตีนที่ตองการ posttranslational modification อาจตองใชเซลล

ยูคาริโอต เปนตน แตในกรณโีปรตีนที่สรางจาก apical organelles เชน rhoptries และ 

micronemes ซึ่งเปน organelles ที่ไมพบในเซลลทัว่ไป (Narum and Thomas, 1994) อาจ

ประสบปญหาการผลิตโปรตีนเหลานี ้ที่อาจมีการเปลีย่นแปลงหลงัการสรางโปรตีนใหเหมาะสม

ตอไป 

 
4. Adjuvant  

 การเสริมสรางใหวัคซนีมีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกันตองอาศัย adjuvant 

หรือ immunopotentiator เนื่องจากการพฒันาวัคซีนสาํหรับปองกนัโรคมาลาเรียนั้นไมสามารถ

ผลิตตัวเชื้อระยะ sporozoite จํานวนมากพอที่จะใชสําหรับประชากรหลายลานคนในเขตปรากฎ

โรคได เปนทีน่าสังเกตวา tetanus toxiod หรือ aluminum hydroxide ที่ใชเปน adjuvant ในการ

ประเมินประสทิธิภาพของ tetrapeptide repeats จาก CSP ของ Plasmodium falciparum มีผล

กระตุนระบบภูมิคุมกันของคนไดไมดี ดังนั้นผลของวัคซีน RTS,S/ASO2 นั้นสวนหนึ่งเกิดจากการ

รวมสวน C-terminus ของ CSP ซึ่ง T cell epitope อยางนอย 3 epitope รวมกับการใช hepatitis 
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B surface antigen และ adjuvant ซึ่งเปน monophosphoryl lipid A รวมกับ QS21 และ oil in 

water emulsion ทั้งนี้ adjuvant ที่ตางกันจะใหผลการกระตุนระบบภูมิคุมกันใหมีประสิทธิภาพใน

การสรางแอนติบอดีและการปองกันโรคมาลาเรียไดตางกัน (Ballou et al., 1987) 

 แมวาวัคซนีปองกันโรคติดเชื้อไดถูกพัฒนาข้ึนไดอยางมปีระสิทธิภาพหลายชนิดแตองค

ความรูเกีย่วกบัหลักการพัฒนาวัคซีนที่สําคัญยังไมทราบชัดเจน เชน กลไกที่วัคซนีกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันอยางแทจริง วธิีการใหวัคซีนที่เหมาะสมสาํหรบัวัคซีนแตละชนิด ตลอดจนการหา 

adjuvant ที่มีประสิทธิภาพทัดเทียมกับ Freud’s complete adjuvant และสามารถใชไดกับคน 

 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนในอาสาสมัคร 

 อาสาสมัครแตละรายยอมมีพื้นฐานทางพันธกุรรมที่แตกตางกนั ดงันั้นการตอบสนองของ

วัคซีนมกัมีความแตกตางกนั ปญหาสาํคัญประการหนึง่คือการกาํหนดเปาหมายของวัคซนี ซึง่มี

ความแตกตางตามชนิดของวัคซีน เชน pre-erythrocytic vaccines มีวัตถุประสงคเพื่อทาํลายและ

ยับยั้งเชื้อมาลาเรียระยะสปอโรซอยต และระยะที่เจริญในเซลลตับกอนการลกุลามเขาสูเม็ดเลือด

แดง ซึ่งสามารถติดตามโดยการตรวจหาเชื้อในเม็ดเลือดแดง ถาวัคซนีสามารถยับยั้งหรือทําลาย

เชื้อในชวงกอนที่จะลุกลามเขาสูเซลลตับหรือภายหลังเขาสูเซลลตับแลวจะไมพบการติดเชื้อในเม็ด

เลือดแดง แตกรณีของ asexual blood stage vaccine การติดตามประสิทธิภาพของวัคซนีอาจ

ตองคํานงึถงึความสามารถในการลดความรุนแรงของโรคมาลาเรียหรอืลดอัตราการตาย ซึง่การ

ติดตามเชนนีย้อมกระทําไดยาก และตองเสียคาใชจายสงู เปนตน 

 นอกจากนีย้ังมีอุปสรรคอื่น ๆ เชนความคุมทุนของการผลิต เนื่องจากการคาดผลของ

วัคซีนแตละชนิดยังไมสามารถสรางแรงจงูใจในการลงทนุจากบริษัทผลิตยาและเวชภัณฑ

โดยทั่วไป การจําหนายวัคซนีในกลุมประเทศที่เปนเขตปรากฎโรคอาจไมคุมทนุ เนื่องจากปญหา

ของสภาวะทางเศรษฐกิจของกลุมประเทศดังกลาว (Greenwood, 2005) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

การศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  
1.  เพื่อผลิตโปรตีนลูกผสมจากยีน STARP ของเชื้อ Plasmodium falciparum  

                  ในแบคทีเรีย  

2.  เพื่อศึกษาความสามารถในการเปนแอนติเจนของโปรตนีลูกผสม เพื่อใชในงาน  

                  ระบาดวทิยา 

 
คํากําจัดความที่ใชในการวิจัย 

ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ผูปวยมาลาเรียทีม่ีอาการไขมารับการตรวจ

รักษา ณ หนวยควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลง อ.ทาสองยาง และอ.อุมผาง จ.ตาก  

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ กลุมตัวอยางเลือดและซร่ัีม (serum) ทีเ่ก็บ

มาจากประชากรเปาหมาย  

 ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) หมายถงึ วธิีการเพิม่ปริมาณ  

ดีเอ็นเอเฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจาํเพาะเปนตัวเรงการเกิด 

ปฏิกิริยาภายใตสภาวะที่เหมาะสม 

 การตรวจฟลมเลือดหนา (thick blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน

กระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะไมเหน็เม็ดเลือดแดง ทําใหพบเชือ้มาลาเรียไดงายกวาแต

บางครั้งไมสามารถบอกไดวาเปนเชื้อมาลาเรียชนิดใด จาํเปนที่จะตองเปรียบเทียบกบัวิธีการตรวจ

ฟลมเลือดบาง 

การตรวจฟลมเลือดบาง (thin blood film) คือ การตรวจวนิิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน

กระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะมกีารตรึงดวย absolute methanol กอนที่จะนาํไปยอมสี 

เพื่อที่จะใหเหน็เม็ดเลือดแดง ดังนัน้จึงสามารถวนิิจฉัยโดยใชลักษณะของเม็ดเลือดแดงและตัวเชือ้

มาลาเรียเปรียบเทียบกันได 
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ระเบียบวิธวีจิัย (Research methodology) 
ตัวอยางเลือดและซีร่ัมจากผูปวยมาลาเรียชนิด P. falciparum  และชนดิอื่น ๆ รวมทัง้ 

คนปกติที่ไมไดอาศัยอยูในพื้นที่กอโรค  
Inclusion criteria  
คือกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum และชนิดอื่น ๆ รวมทั้งคนปกตทิีไ่มได

อาศัยอยูในพืน้ทีก่อโรค 
Exclusion criteria   
คือกลุมผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง  

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 

การคํานวณตวัอยางอาศัยขอมูลดานระบาดวิทยาจากรายงานประจําป พ.ศ. 2549 ของ 

สํานักงานโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบวามีอัตราการติดเชื้อ

มาลาเรียในประเทศไทยรอยละ 1.33 ดังนั้นจงึกาํหนดให 

ผูปวยมีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย 1.33% (P = 0.0133) 

และกําหนดใหมีคาความคลาดเคลื่อนไดไมเกิน 5% (d = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อมั่นในการสรุปขอมูล 95% 

Zα/2 =  Z0.05/2 = 1.96 (two tail) 

P = อัตราการเกิดโรค = 0.0133 

Q = 1-0.0133 = 0.9867 

d = acceptable error = 0.05 

n = ขนาดตัวอยาง 

 

 สูตร  n = Z2
α/2

 PQ/d  2 

  n = (1.96)2(0.0133)(0.9867)/(0.05)2 

   n =  21 คน 

 

ทั้งนี้เพื่อใหการวิเคราะหขอมูลที่ไดมีความถูกตองมากขึ้น จึงทาํการศึกษาตัวอยาง  

ประชากรไมต่าํกวา 50 ตัวอยาง 
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เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 
 
เครื่องมือ : ชนิดเครื่องมือและบริษัทผูผลิต 
ชนิดเครื่องมอื      บริษัทผูผลิต 
เครื่องใหความรอน (heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 

เครื่องปนตกสาร (spin down)    Prouge 6K, KOREA 

ไมโครปเปต ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 

(PCR cycle รุน TP650) 

เครื่องปนความเร็วสูง (centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 

เครื่องชั่งน้าํหนักทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 

ตูปลอดเชื้อ (lamina flow)    ENGLAND 

เครื่องแยกแถบดีเอนเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 

ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา    TAITEC, JAPAN 

รุน Bio-shaker BR-300L 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 

(high pressure stream sterilizer รุน ES-315) 

เครื่อง Molecular Image Gel Doc XR &   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

ChemiDoc XRS system 

เครื่องจายกระแสไฟฟา     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

(powerPac HC Power Supply) 

ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส     BRANDT, ENGLAND 

ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 

ตูอลเครื่องแกว (hot air oven)    MEMMERT, GERMANY 

เครื่อง Trans-Blot SD semi-dry transfer cell  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

เครื่องใหคลื่นเสีนงความถี่สูง (sonicator)   SONIC, U.S.A. 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 

กลองจุลทรรศน 

เครื่องไมโครเวฟและแหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 
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วัสดุและอุปกรณ          
บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร      

ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร      

กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนติเมตร 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

หลอดทดลองพลาสติก (ficoll tube) ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

จานเลีย้งเชื้อพลาสติก 

แทงแกวรูปตัววี สําหรับ spread plate     

กระบอกฉีดน้าํ     

กลองโฟมใสน้าํแข็ง          

กระดาษติดฉลาก         

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บตัวอยาง        

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ที่คีบ (forceps)          

ถุงมือยางไมมแีปง          

ถุงพลาสติก           

แทงแกวสาํหรับคนสาร          

พาราฟลม           

ไมจิ้มฟน          

แผนพสาสตกิอยางบาง 

ใบมีดสําหรับตัดเจล          

สําลีและหนังยาง 

ปากกาเขียนเครื่องแกว         

ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 

หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แมเหล็ก (magnetic) สําหรบัผสมสาร 

loop สําหรับเขี่ยเชื้อ 

needle สําหรับเข่ียเชื้อ 
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เคมีภัณฑ : รายชื่อสารเคมีและแหลงที่มา 
ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
30% Acrylamide/Bis solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Agar powder      ACCUMIX, BELGIUM 

Agarose powder     1st BASE, SINGAPORE 

Ammonium persulfate (APS)    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ampicillin      M&H MANUFACTURING  

                                                                                       CO.,LTD THAILAND 

Anti-His HRP conjugate    QIAGEN, GERMANY 

Anti-human IgG antibody HRP conjugate  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

BamHI enzyme      FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

U.S.A. 

100 bp DNA ladder (Maker VI)    FERMENTAS LIFE SCIENCE,                              

                                                                                      U.S.A. 

Boric acid (molecular biology grade)   SIGMA, GERMANY 

Bromophenol blue dye     PHARMACIA BIOTECH,  

                                                                                      SEWEDEN 

Calcium chloride (molecular biology grade)  SIGMA, U.S.A. 

Coomassie brilliant blue R-350    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Dithiothreitol (DTT)     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

E. coli M15      QIAGEN, GERMANY 

Ethanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

Ethidium bromide solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  PROMEGA, U.S.A. 

Giemsa stain      MERCK, GERMANY 

Glacial acetic acid     MERCK, GERMANY 

Glycine       BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

HindIII enzyme      FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

                                                                                      U.S.A. 
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ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 

λHind III marker     FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

                                                                                      U.S.A. 

Hydrochloric acid concentration   MERCK, GERMANY 

Immun-Star WesternC Chemiluminescent kit  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Kanamycin      M&H MANUFACTURING  

                                                                                      CO.,LTD THAILAND 

Luria-Bertani powder     DIFCO, U.S.A. 

Low melting Agarose powder    PROMEGA, U.S.A. 

Methanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylene-diamine (TEMED) BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ni-NTA spin column     QIAGEN, GERMANY 

Non-fat dry milk (NFDM)    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

pQE-30xa vector     QIAGEN, GERMANY 

Proteinase K enzyme     QIAGEN, GERMANY 

Precision Plus Protein WesternC Standard  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

QIA DNA mini kit     QIAGEN, GERMANY 

QIAquick gel extraction kit    QIAGEN, GERMANY 

QIAquick PCR purification kit    QIAGEN, GERMANY 

Quick Start Bradford Protein Assay   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Sodium acetate solution    SIGMA, GERMANY 

Sodium Chloride     SIGMA, GERMANY 

Sodium dodecyl sulfate (electrophoresis grade) BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Taq DNA polymerase     TAKARA, JAPAN 

Tris Base (molecular biology grade)   PROMEGA, U.S.A. 

Trisma-HCl      SIGMA, GERMANY 

Tris-EDTA buffer solution    FLUKA, SWITZERLAND 

Triton-X 100      SIGMA, GERMANY 
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ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
T4 DNA ligase      FERMENTAS LIFE SCIENCE,   

                                                                                      U.S.A. 

Tween-20      SIGMA, GERMANY 

Ultra pure glycerol     BIO BASIC INC., CANADA 

Whatman 3M paper     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Xylene cyanol FF     FLUKA, U.S.A. 
 
 
การเก็บตัวอยางเลือดและซีรั่ม 

ตัวอยางเลือดไดจากผูปวยมาลาเรียที่มารับการตรวจรักษาที่ศนูยมาลาเรีย อําเภอทาสอง

ยางและอาํเภออุมผาง จังหวัดตาก จํานวน 50 ตัวอยาง ซึ่งทําการเก็บตัวอยางเลือดโดยใชวิธีเจาะ

จากหลอดเลือดดําที่แขนของผูปวยปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บในหลอดที่มีสารกนัเลือดแข็งตวัคือ 

ethylene diamine tetracetic acid (EDTA) นําแตละตวัอยางมาทาํการตรวจวินจิฉัยโดยการยอม

ฟลมเลือดชนดิหนาและบางดวยสยีิมซา เพื่อตรวจหาเชือ้ดวยกลองจลุทรรศน จากนั้นนําตวัอยาง

เลือดไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีนาน 3 นาที ดูดสวนที่เปนซีร่ัมแยกใสหลอด

ใหม นําตวัอยางเลือดและซร่ัีมดังกลาวเกบ็ไวในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะ

นํามาใชงาน ทําการเก็บรวบรวมขอมูลพืน้ฐานทางคลนิิค ไดแก เพศ อาย ุเชื้อชาติ ภูมิลําเนา 

อุณหภูมิรางกาย และอาการของผูปวย 

 
การนับจํานวนเชื้อมาลาเรีย  

วิธีการทาํแผนฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) 
หยดเลือดลงบนกระจกสไลดที่แหงและสะอาดประมาณ 1-2 ไมโครลิตร โดยหยดเลือดอยู

บริเวณปลายดานหนึง่ของสไลด ทําการไถเลือดที่หยดไวดวยปลายสไลดอีกแผนหนึง่ที่มีขอบเรียบ

โดยแตะปลายดังกลาวกับหยดเลือดทํามมุเอียงกับแผนสไลดประมาณ 30-45 องศา เลื่อนขอบ

กระจกสไลดทีท่ํามมุอยูออกไปทางดานปลายอีกขางหนึ่งของแผนสไลดดวยความเร็วสม่ําเสมอ 

เลือดจะแผเปนฟลมบางบนแผนกระจก รอใหฟลมเลือดแหงสนิท จากนั้นนําไป fix ดวย absolute 

methanol เปนเวลา 1 นาท ีทิง้ไวใหแหงสนิท แลวจงึนาํไปยอมสีในอัตราสวนสียมิซา 1 สวนตอ

บัฟเฟอร 20 สวน โดยหยดสใีหทวมบริเวณฟลมเลือด ทิ้งไวนาน 30 นาที จงึลางสีออกดวย

น้ําประปา ผ่ึงไวใหแหง แลวจึงนาํไปวนิิจฉัยและนับจาํนวนเชื้อดวยกลองจุลทรรศนตอไป 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อจากฟลมเลือดชนิดบาง     
 ปรับกลองจุลทรรศนตรง objective lens ดวยกาํลังขยาย 40x เลื่อนหาบริเวณที่เมด็เลือด

แดงมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอและเรียงตัวกนัเปนชั้นเดียว โดยปกติแลวจะพบในบริเวณสวน

ปลายของฟลมเลือดบาง จากนัน้เปลีย่น objective lens เปนกาํลังขยาย 100x นับจาํนวนเม็ด

เลือดแดงทั้งหมดที่พบใน 1 วงกลอง (ใหถอืเปนคาเฉลีย่เม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง) จากนัน้นับ

จํานวนเม็ดเลอืดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียใหไดประมาณ 100 วงกลอง ทาํการคํานวณจํานวนเชื้อเทียบ

เปนเปอรเซน็ต (%) คาที่ไดจากการนับจาํนวนเชื้อแบบฟลมเลือดบางจะเปน % parasitemia 

ยกตัวอยางเชน นับจํานวนเม็ดเลือดแดงเฉลี่ยใน 1 วงกลองได 250 เซลล ตองนับจํานวนเชื้อ

ทั้งหมด 100 วงกลอง คิดเปนเม็ดเลือดแดงทัง้หมด 250 x 100 เทากับ 25,000 เซลล และสมมุติวา

นับจํานวนเมด็เลือดแดงที่มเีชื้อมาลาเรยีจาํนวน 100 วงกลองได 50 เซลล ดังนั้นคิดเปน % 

parasitemia ไดเทากับ 50 x 100/25,000 เทากับ 0.2  

  

 

 

 

 

 
 
วิธีการทาํแผนฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film)    

 การยอมฟลมเลือดชนิดหนาคลายกับวิธีการยอมฟลมเลอืดชนิดบาง ยกเวนขั้นตอนการ

ตรึงดวย absolute methanol ซึ่งไมตองใชสําหรับการยอมฟลมเลือดชนิดหนา เพราะฟลมเลือด

ชนิดหนาตองการใหเม็ดเลือดแดงแตกในระหวางขัน้ตอนการยอม ซึง่มีขั้นตอนดังนี้ หยดเลือด

ประมาณ 3-5 ไมโครลิตร ลงบนที่จุดศนูยกลางของสไลดที่แหงและสะอาด ทาํการเกลี่ยเลือดให

เปนวงโดยใชมุมของสไลดอีกแผนหนึ่ง เกลี่ยเลือดใหมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร 

เมื่อเลือดแหงสนิทแลวจึงนาํไปยอมดวยสียิมซาในอัตราสวนเชนเดียวกับวธิีการยอมสีชนิดบาง ซึง่

ตองระวังไมใหฟลมเลือดนัน้หนามากจนเกินไปเพราะจะทําใหการติดสีไมดีอาจหลดุลอกออกจาก

สไลดในขั้นตอนการยอมสี ในทางตรงขามถาฟลมเลือดบางเกินไปจะทําใหเสียเวลาในการตรวจหา

เชื้อมาลาเรียภายใตกลองจลุทรรศน    

 

 

    % parasitemia      =        จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรีย x 100 

                                      คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง x จํานวนวงกลอง 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อจากฟลมเลือดชนิดหนา     
 ปรับกลองจุลทรรศน objective lens ดวยกําลังขยาย 40x เลื่อนหาเมด็เลือดขาวใน

บริเวณที่มกีารกระจายตวัสม่าํเสมอ แลวเปลี่ยน objective lens เปนกําลังขยาย 100x นับจํานวน

เชื้อมาลาเรียตอเม็ดเลือดขาว 200 ตัว แลวคํานวณหาเชื้อตอเลือด 1 ไมโครลิตร โดยคาเฉลี่ยเม็ด

เลือดขาวเทากับ 8,000 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร คาที่ไดจากการนับเชื้อแผนฟลมเลือดชนิดหนา

คือ จํานวนเชือ้มาลาเรียตอไมโครลิตร (parasite/μl) ยกตัวอยางเชน นับจํานวนเชื้อมาลาเรียได 50 

ตัวตอเม็ดเลือดขาว 200 ตัว ถาประมาณวาเลือด 1 ไมโครลิตร มีเม็ดเลือดขาวเฉลี่ยประมาณ 

8,000 ตัว ดังนั้นความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียในเลือด มีจํานวนประมาณ 2,000 parasite/μl 

 
 
 
 
 
 
 
 
การสกัดดีเอน็เอ 
 วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยใช QIA DNA mini kit ทําตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  

ดังตอไปนี้ 

1. นําเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเติม AL บัฟเฟอรปริมตร 200 ไมโครลิตร แลว     

       ผสมใหเขากัน 

 2.    เติม proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ    

                    70 องศาเซลเซียส โดยผสมทุก ๆ 5 นาท ีเปนเวลา 20 นาท ีหรือจนกวาเม็ดเลือดจะ 

                     แตกตัว 

 3.    เติมเอทานอล (95-100%) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

 4.    ใชไมโครปเปตดูดสารละลายทั้งหมดจากขอ 3 ใสลงใน QIAamp Spin Column 

 5.    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้จงึนาํ    

                    QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

 6.    เติม AW1 บัฟเฟอร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8000  

                    รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

 

 

   ความหนาแนนของเชื้อ   =   จํานวนเชือ้มาลาเรีย x คาเฉลี่ยเม็ดเลอืดขาวในเลือด 1 μl 

        (parasite/μl)   จํานวนเม็ดเลอืดขาวทีน่ับ 
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7. นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เติม AW2      

บัฟเฟอร ปริมาตร  500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วที่  14000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 3 นาท ี

8.    นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม แลวนาํไปปน  

       เหวี่ยงความเร็ว 14000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

9.    นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม เติม AE บัฟเฟอร  

       ปริมตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวจึงนําไปปนเหวีย่ง 

       เพื่อตกตะกอนเอาดีเอ็มเอดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที   

10.  ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได  

       เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนแมแบบ สําหรับทํา PCR ตอไป    

 
การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR primers 
 การออกแบบ Primer โดยการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่สมบูรณของยีน 

sporozoite threonine asparagines rich protein หรือ STARP เปนตนแบบ ซึ่งใชขอมูลอางองิ

จาก www.ncbi.nlm.nih.gov หมายเลข Z 26314 ของ P. falciparum (clone T9/96) ทาํการ

ออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมบริเวณ STARP 3’ non-repeat หรือที่ตาํแหนง 1468 ถึง 1815  

ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ใช PCR primers คือ STARP-CTF และ STARP-CTR โดย STARP-CTF 

ประกอบดวย oligonucleotides 28 mers มีลําดับเบสดังนี้ 5’-GGG ATC CAC AAA CCA ATA 

TGT CTT TGC T-3’ ตรงกับตําแหนงที ่1462 ถึง 1482 เบสที่ขีดเสนใตเปนการทํา mismatch 

เพื่อใหเกิด artificial restriction site สําหรบั BamHI สวน STARP-CTR ประกอบดวย 

oligonucleotides 31 mers มีลําดับเบสดงันี ้5’-GAA GCT TTT AAT TAA TTA ACA TAT ATA 

AAG C-3’ ตรงกับตําแหนงที่ 1792 ถึง 1815 เบสที่ขีดเสนใตเปนการทํา mismatch เพื่อใหเกิด 

artificial restriction site สําหรับ HindIII        

 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส 

นําดีเอน็เอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบทีจ่ําเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ30 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

ดีเอ็นเอแมแบบ                                                 2.00    ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.26     ไมโครลิตร  

10X PCR Buffer                                               3.00     ไมโครลิตร  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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MgCl2                                                              3.00     ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                       4.80     ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                     0.30     ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                           16.34      ไมโครลิตร  

 นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที การทาํให primer จับกับสายดีเอ็น

เอแมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.4 นาที และ

การสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ี

โดยทําปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนาํไปตรวจหาผลผลติ PCR  

 
การตรวจผลผลิต PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

ทําการเตรียมเจลอะกาโรสทีม่ีความเขมขนรอยละ 2 โดยชั่งผงอะกาโรส 2 กรัม ละลายใน 

1X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปตมจนเดือดแลวเขยาใหอะกาโรสเปนเนื้อเดียวกัน ตัง้

ทิ้งไวใหเยน็ลงประมาณ 50 ถึง 60 oC จากนั้นนําอะกาโรสไปเทลงใน gel chamber ที่เตรียมไว ใส 

comb แลวทิ้งไวจนอะกาโรสแข็งตัว คอย ๆ ดึง comb ออก โดยดึงปลายทัง้สองขางออกพรอมกนั 

ระวังอยาใหเจลแตกหรือฉีกขาด ทาํการเตมิ 1X TBE บัฟเฟอร ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ใน 

electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่ไดผสมกับ loading dye ปริมาตรประมาณ 1 

ไมโครลิตร แลวหยอดลงในหลุมเจล และใช marker VI เปนดีเอ็นเอบอกขนาด เพื่อใชเปรียบ เทียบ

ขนาดกับผลผลิต PCR ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 ถึง 40 นาที หลังจากนัน้นํา

เจลอะกาโรสไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 ถึง 15 นาที นําไปตรวจดูการเรืองแสง

ของแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและถายภาพไวเพื่อวัดขนาดของแถบดีเอ็นเอ โดย

เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอบอกขนาด 

 
การทาํผลผลติ PCR ใหบริสุทธิ ์ 
 การทาํผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ โดยใช QIAquick PCR purification kit ทาํตามวิธกีารที่

ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้   

1. เติม 5 เทาของ PB บัฟเฟอร ตอปริมาตร 1 เทาของผลผลิต PCR แลวผสมใหเขากนั  

2. ดูดสารละลายทั้งหมดใสใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

13000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
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3. ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสกลับที่เดมิ 

4. เติม PE บัฟเฟอรปริมาตร 730 ไมโครลิตรใน spin column นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาท ี

5. ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสหลอดกลับที่เดิม ปนแหง spin 

column ดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

6. จากนั้นทิ้งหลอดที่อยูดานลาง column ไป นาํหลอด 1.5 มิลลิลิตรมาใสแทน 

7. เติม EB บัฟเฟอร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตรงกลาง membrane ของ spin column      

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ี

8. นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 นาท ี

9. เก็บผลผลิต PCR ที่ทาํใหบริสุทธิ์แลวที่ -20 องศาเซลเซยีส 

 
การตกตะกอนดีเอ็นเอ (ethanol precipitation)   
 เติมสารละลาย 3M sodium acetate pH 5.2 และ absolute ethanol ลงในสารละลายที่

มีดีเอ็นเอที่ตองการตกตะกอนในปริมาตร 1 ใน 10 เทา และ 2 เทาของสารละลายทีม่ีดีเอ็นเอ

ตามลําดับ ผสมใหเขากนัเบา ๆ แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -80oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 20 นาท ีดูดสารละลายทิง้ จะเหน็ตะกอนสีขาว

สะอาด ซึง่มีดเีอ็นเออยูบริเวณกนหลอด ทาํการลางเกลอืที่ปะปนอยูกบัตะกอนดีเอน็เอดวย 

ethanol รอยละ 70 ที่แชเย็นไว ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาํไปปนเหวีย่งอีกครั้งดวยความเร็วเทา

เดิมเปนเวลา 5 นาที ดูดสวนที่เปนสารละลายทิง้ จะไดตะกอนของดีเอ็นเอเกาะแนนทีก่นหลอด

ทดลอง ทิง้ไวที่อุณหภูมหิองจนแหงหรือในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4oC  

 
การเชื่อมผลผลิต PCR กับ pQE-30xa 

1.  การตัดดีเอ็นเอและพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
     เพื่อทําใหเกิดปลายเหนียว 
      นาํผลผลิต PCR ทัง้หมด นํามาตกตะกอนดวยวิธ ีEthanol precipitation เมื่อดีเอ็นเอ

แหงใหทํา reaction mixture โดยเติมสวนประกอบตอไปนี้ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่วางบน

น้ําแข็ง สําหรับการยอยดงันี ้
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ดีเอ็นเอละลายน้ําบริสุทธิ ์    16 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร        2 ไมโครลิตร 

 เอนไซม BamHI / HindIII      2 ไมโครลิตร 

  รวมปริมาตร                20 ไมโครลิตร  

  

 ยอยปลาย 5’ ของผลผลิต PCR ดวย BamHI ซึ่งบัฟเฟอรประกอบดวย 10 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 1mM 2-mercaptoethanol, 0.02% Triton-X 100 และ         

0.1 mg/ml BSA ที่อุณหภูม ิ37 oC เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนดีเอ็นเอ แลวทําการยอยปลาย

ดาน 3’ ดวย HindIII ซึ่งบัฟเฟอรประกอบดวย 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 

mM KCl และ 0.1 mg/ml BSA ผสมใหเขากันโดยใชปลายนิว้เคาะทีก่นหลอดเบา ๆ นําไปปนตก 

(spin down) เพื่อใหสารทั้งหมดตกมาอยูที่กนหลอด แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนดีเอ็นเอและทําใหแหงอกีครั้ง 

 ในสวนของ pQE-30Xa ทําการยอยสวน multiple cloning site ดวย BamHI และ HindIII 

เชนเดียวกับการยอยดีเอ็นเอตามวิธทีี่กลาวขางตน 

 
 2.  การแยกสวนของดีเอน็เอที่ตองการและทําใหบริสุทธิ ์
      นําผลผลิต PCR และ pQE-30Xa ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลว นํามาละลายดวย 

TE buffer ปริมาตร 20 μl เติม loading dye 5 μl ผสมใหเขากนั นําไปแยกแถบดีเอ็นเอโดยวธิี

เจลอิเล็คโตรโฟลิซีส (gel electrophoresis) ดวย low melting agarose รอยละ 1 หลังจากยอม

ดวย ethidium bromide นําไปสองดวยเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transilluminator) 

ทําการตัดแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการดวยใบมีด โดยใหมีปริมาตรของเจลนอยที่สุด ใสลงใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 ทําการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล ซึ่งวิธกีารสกัดโดยใช QIAquick gel extraction kit ไดทํา

ตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังตอไปนี ้

1. ตัดชิ้นสวนของดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการออกจากเจลดวยมีดที่สะอาด 

2. ชั่งน้าํหนักของเจลที่ตัดไดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม QC บัฟเฟอร ตอ

น้ําหนกัเจลในอัตราสวน 3 : 1 โดยน้าํหนักเจล 100 มิลลิกรัมมีคาประมาณ 100 

ไมโครลิตร 

3. นําไปบมใน heat box ที่อุณหภูมิ 50OC เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลาย

จนหมด และเพื่อชวยใหการละลายของเจลดีขึ้นควรเขยาหลอดทกุ ๆ 2 นาท ี
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4. เมื่อเจลละลายหมดแลวสงัเกตสีของสารละลายวายงัเปนสีเหลืองของ QC บัฟเฟอร 

กอนทีจ่ะละลายเจลหรือไม ถาสีของสารละลายเปลีย่นเปนสีสมหรือมวง ใหเติม 3 M 

sodium acetate (pH 5.0) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และผสมใหเขากนัจนสารละลาย

กลับเปนสีเหลอืง 

5. วาง QIAquick spin column บน collection tube ขนาด 2 มิลลิลตร ดูดสารละลาย

จากขอ 4 ใสลงใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที เพือ่จับดีเอ็นเอไวบน column 

6. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลวเติม QC บัฟเฟอร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ลงใน QIAquick spin column นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 1 นาท ีเพื่อลางเอาเจลอะกาโรสออก 

7. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลวเติม PE บัฟเฟอร ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 

ลงใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 1 นาท ีเพื่อลางเอาเกลือออก 

8. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลววาง QIAquick spin column กลับไปบน 

collection tube เดิม นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาที เพื่อดึงเอา 

ethanol ที่เหลอืตกคางจากสารละลาย PE ออก 

9. นํา QIAquick spin column ไปวางบนหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 

10. เติม EB บัฟเฟอร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ QIAquick membrane ตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

11.  เก็บรักษาดีเอ็นดีที่สกดัไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.  การเชื่อมผลผลิต PCR เขาสู pQE-30Xa 
นําผลผลิต PCR กับ pQE-30Xa ที่ไดจากการตัดเจล มาเตรียม ligation buffer โดยเติม

สวน ประกอบตอไปนี้ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่วางบนน้าํแข็ง ตามลําดับ 

 Nuclease-free water              12 ไมโครลิตร 

 10X ligation buffer   2 ไมโครลิตร 

 (ประกอบดวย 400 mM Tris-HCl pH 7.8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT  

             และ 5 mM dATP) 

 pQE-30xa vector   2 ไมโครลิตร 
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 ดีเอ็นเอ     3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase    1 ไมโครลิตร 

        รวมปริมาตร              20 ไมโครลิตร 

 

 เมื่อผสมใหเขากันโดยใชปลายนิว้เคาะทีก่นหลอดเบา ๆ นําไปปนตก (spin down) เพื่อให

สารทั้งหมดตกมาอยูที่กนหลอด แลวนาํไปบมที่อุณหภมูิ 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

 แผนภาพแสดงการเชื่อมระหวางดีเอน็เอ STARP 3’ non-repeat จากผลผลิต PCR และ 

pQE-30Xa โดยอาศัยปลายที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดังแสดงในภาพที ่6 

 
การทําทรานสฟอรเมชั่น (transformation) 
 แบงออกเปน 2 ขั้นตอน ไดแก 
 1. การเตรียม competent cell ของเชื้อ E. coli  strain M15   
              โดยใชแคลเซยีมคลอไรด  
       ทาํการ subculture เชื้อ E. coli  สายพนัธ M15 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB pH 

6.8 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนาํไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใส overnight culture ลงในขวดรูปชมพูทีม่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว LB ปริมาตร 200 มิลลิลิตรอยู นําไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2-3 ชั่วโมงหรือจนวัดคาที่ OD660 ไดคาประมาณ 0.3-0.4 จากนัน้นําเชื้อ

มาปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 6000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาท ีเทน้าํเลี้ยงเชื้อทิ้งแลวเติมแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่แช

เย็นไวแลวปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงไป ผสมเซลลและสารละลายใหเขากัน แลวแชไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาท ีจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 6000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายสวนทิ้งแลวเติมแคลเซยีมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมเซลลและสารละลายใหเขากนั ดูด competent cell ที่ไดใสในหลอด

ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวแชไวในน้าํแข็ง นําไปใชในการทําทรานสฟอรเมชัน่ตอไป 
 2. การนําดีเอ็นเอเขาสู  E. coli  (transformation) 

    ดูด competent cell ใสลงใน eppendrof tube ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม 

recombinant DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน แชทิง้ไวในน้ําแข็งเปนเวลา 40 นาที 

ทํา heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาท ีนําออกมาแชทิง้ไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไป
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เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง นําเซลลที่

ไดมาแบง spread ปริมาณ 200 และ 300 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียา

ปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 100 ug/ml และยาปกิชีวนะคานามัยซินความเขมขน 25 ug/ml 

ผสมอยู บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เกบ็โคโลนทีี่ได

ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะตามขางตน เพื่อคัดเลือก transformant ที่มี 

recombinant DNA ดวยการทําโคโลนี PCR 
 
การวิเคราะหลําดับเบสของ DNA        

เปนการวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมตัิ (automated DNA 

sequencing) เปนวิธีการหาลําดับเบสของ DNA โดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain 

termination แตกตางกนัตรงที่การติดฉลาก DNA จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye 

terminator แทนการใชสารกัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั 4 

ชนิด สาํหรับเบส 4 ตัว คือ A C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมื่อถูกกระตุนดวยแสงเลเซอร 

จะเรืองแสงในชวงความยาวคลื่นแตกตางกัน และแสงทีป่รากฏจะแตกตางกนั โดยจะเหน็เปนสี

เขียว สีดํา สีน้าํเงนิ และสีแดง ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer  
 
การเตรยีมเชือ้ E. coli และเหนี่ยวนําใหผลิตโปรตีน (Growth of expression culture) 

นําโคลนที่ไดทาํการคัดเลือกแลววามยีีนที่เชื่อมกับพลาสมิดและวิเคราะหลําดับดีเอนเอ

แลววาถูกตอง ทาํการ subculture โคลนนัน้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 100 μg/ml และคานามัยซนิความเขมขน 25 μg/ml  

ผสมอยู บมอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาสารดวยความเร็วรอบ 200 

รอบ/นาที เปนเวลา 18 ถึง24 ชั่วโมง วัดคา OD600 ไดประมาณ 1-2 จากนั้นนํา overnight culture 

มาลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ใหมปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความ

เขมขน 100 μg/ml และคานามัยซนิความเขมขน 25 μg/ml ผสมอยู ดวยอัตราสวน 1:50  บม

อาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาสารดวยความเรว็รอบ 200 รอบ/นาที 

จนกระทั่งวัดคา OD600 ไดประมาณ 0.4 ถึง 0.6 แลวจึงนาํอาหารเลี้ยงมาเติม Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mM เพื่อเปนการเหนี่ยวนาํใหเชื้อ

ผลิตโปรตีนบมอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ18 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาสารดวยความเร็วรอบ 

200 รอบ/นาท ีเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวจงึทําการเก็บเกีย่วเซลลโดยการปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 

4.000 g เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษา pellet ที่ -70 องศาเซลเซียส   
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            G . . . 
GATCC . . . 
(BamHI digest) 

. . . A 

. . . TTCGA 
(HindIII digest) 

GATCC . . . 
           G . . . 
(BamHI digest) 

. . . TTCGA 

. . . A 
(HindIII digest) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่6 แสดงการเชื่อมระหวางดีเอน็เอ STARP 3’ non-repeat จากผลผลิต PCR 

และ pQE-30Xa โดยอาศัยปลายที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ BamHI และ HindIII 

pQE-30Xa Multiple cloning site 

Digest with BamHI and HindIII 

pQE-30Xa 

Ligate with STARP 3’non-repeat PCR fragment 

STARP 3’non-repeat PCR fragment 

pQE-30Xa 
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การสกัดโปรตีนและทําใหบริสุทธิ์ (protein extraction and purification) 
1.  การสกัดโปรตีน (protein extraction) 

  ทําการละลาย pellet โดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 15 นาท ีแลว 

resuspend ดวย lysis buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0) 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใช micropipette ผสมใหเขากนัเบา ๆ ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ จากนั้น

เติม lysozyme ความเขมขน 10 mg/ml และเติมสารยบัยั้งการทาํลายโปรตีน (protease inhibitor) 

ดวยอัตราสวน 1:100 แลวจึงแชเซลล E. coli  ในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาท ีจากนัน้ทาํใหเซลลแตก

ดวยคลื่นเสยีงความถี่สูง (sonication) ทําการ sonicate โดยตองแชในน้ําแข็งทั้งหมด 6 รอบ ๆ ละ 

10 วินาที ในแตละรอบหยุดพัก 5 วนิาที และตองระวงัอยาใหเกิดฟองอากาศ จากนัน้นาํไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บแยกสวนของ 

supernatant และ pellet ที่ -70 องศาเซลเซียส 

 
2.  การทําใหโปรตีนบรสิทุธิ์ (protein purification)  
การทาํใหโปรตีนบริสุทธิ์โดยใช Ni-NTA spin kit (QIAGEN) ทําตามวิธีการที่ระบุโดย

บริษัทผูผลิต ดังตอไปนี้ 

1. เติม lysis buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน Ni-NTA spin column แลวนําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาท ีทิง้สวนของสารละลายทีไ่หลผาน 

column 

2. เติมสวนของ supernatant ที่ไดจากการสกดัโปรตีน ลงใน Ni-NTA spin column แลว

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 700 g เปนเวลา 2 นาท ีเกบ็รักษาสวนของสารละลายที่

ไหลผาน column 

3. ลาง Ni-NTA spin column จํานวน 2 รอบ ดวย wash buffer (50 mM Na2HPO4, 

300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0)  ปริมาตรรอบละ 600 ไมโครลิตร นําไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาท ีเก็บรักษาสวนของสารละลายที่ลาง

ผาน column 

4. ทําการชะลางโปรตีนออกจาก Ni-Nta spin column จํานวน 2 รอบ ดวย elution 

buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0) ปริมาตร

รอบละ 200 ไมโครลิตร   นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาที เกบ็

รักษาโปรตีนที ่  -70 องศาเซลเซียส 
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เนื่องจากในแตละขั้นตอน ทาํการปนเหวี่ยงดวยความเรว็ต่ํา จงึตองเปดฝา Ni-NTA spin 

column ทุกครั้งในขณะปนเหวี่ยง เพื่อใหบัฟเฟอรทั้งหมดไหลผาน column ไดอยางสมบูรณ  
 
การวัดปริมาณโปรตีน 

การวัดปริมาณโปรตีน โดยใช Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-rad) ทําตาม

วิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังตอไปนี ้

1. นํา 1X dye reagent จากที่เก็บรักษาไวในตูเย็น 4 oC มาตั้งไวที่อุณหภูมิหอง กอนที่

จะนําไปใช 

2. ดูดตัวอยางปรมิาตร 20 ไมโครลิตร และ 1X dye reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

3. ผสมใหเขากนัโดยใช vortex หรือการ invert 

4. บมตัวอยางไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลาอยางนอย 5 นาท ีหามทิง้ตัวอยางไวที่

อุณหภูมิหองเกินกวา 1 ชั่วโมง 

5. วัดตัวอยางดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ 595 นาโนเมตร ซ้าํ 3 รอบ 

6. หาคาปริมาณโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟ BSA protein standard (กราฟที ่1) 

 
 

BSA protein standard
y = 0.5865x + 0.1168

R2 = 0.9542
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 กราฟที่ 1 กราฟเสนตรงแสดงคาความขุนที่ 595 นาโนเมตร ของ bovine serum albumin 

ที่ความเขมขน 2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25 และ 0.125 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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การแยกโปรตีนโดยวธิีเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis : SDS-PAGE) 
การเตรยีมเจล 

1. ทําการประกอบชุดแผนแกวเขาดวยกนัคั่นดวย spacer ล็อคใหแนบติดกันดวย 

clamp แลววางลงใน casting stand 

2. เตรียม resolving gel ความเขมขน 15% ปริมาตร 5 มิลลิลิตรโดยผสมสารตอไปนี้

ตามลําดับ เขยาวนเบา ๆ ใหเขากนั แตยงัไมคองเติม TEMED กับ ammonium 

persulfate 

น้ําปราศจากไอออน   1.1 มิลลิลิตร 

1.5 M Tris-Cl    2.5 มิลลิลิตร 

30% bis/acrylamide solution  1.3 มิลลิลิตร 

10% SDS    50 ไมโครลิตร 

10% APS    50 ไมโครลิตร 

TEMED         2 ไมโครลิตร 

3. เติม TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขยาวนเบา ๆ ระวังไมใหเกิด

ฟองอากาศ 

4. ใชไมโครปเปตดูดสารละลายเจลใสลงทีมุ่มแผนแกว จากนั้นคอย ๆ หยดน้ํากลัน่ให

คลุมผิวเจล ทิง้ไวใหเจลแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 45-60 นาท ี

5. เตรียม stacking gel ความเขมขน 5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร โดยผสมสารตอไปนี้

ตามลําดับ 

น้ําปราศจากไอออน   2.7 มิลลิลิตร 

1 M Tris-Cl    0.5 มิลลิลิตร 

30% bis/acrylamide solution  0.67 มิลลิลิตร 

10% SDS    40 ไมโครลิตร 

10% APS    40 ไมโครลิตร 

TEMED         4 ไมโครลิตร 

6. เทน้าํทีป่ดหนาเจลออก แลวซับใหแหง จากนัน้ดูดสารละลาย stacking gel ใสลง

ระหวางแผนแกว เสยีบ comb เพื่อใหเกดิชอง (well) 

7. ทิ้งไวจนกวาเจลจะแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 45-60 นาท ีแลวเอา comb ออกระวัง

อยาใหเจลขาด 
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การเตรยีมตวัอยางและทาํอิเลคโตรโฟรีซิส 
1. ผสมโปรตีนตวัอยางกับ loading dye แลวนาํไปตมในนาํเดือดเปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  

2. เติม running buffer ลงใน chamber แลวหยอดสารตัวอยางลงในแตละชอง 

3. ตอชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทัง้หมดเขาดวยกนั และเสียบปลัก๊ตอกับเครื่องจายกระแสไฟฟา 

4. ตั้งกระแสไฟฟาไวที ่60 โวลต ใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง แลวเปลี่ยนกระแสไฟฟาเปน 

110 โวลต ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง แลวปดเครื่องจายกระแสไฟฟา เมื่อ tracking 

dye ลงมาถึงขอบเจลดานลางสุด 

5. นําแผนแกวออกจาก chamber แลวใช spatula งัดแผนแกวเบา ๆ เจลจะติดอยูกบั

แผนแกวขางใดขางหนึ่ง คอย ๆ เทเจลใสถาด 

 
การถายโปรตีนลงบน PVDF member โดยวิธ ีsemi-dry transfer 

1. ตัด PVDF member และกระดาษ whatman 3M ใหไดขนาดเทากบัแผนเจล 

2. จุม PVDF membrane ใน methanol ประมาณ 10 วินาท ีแลวแชตอในน้าํกลัน่เปน

เวลา 5 นาท ีจากนัน้จงึนาํมาแชใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาท ี

3. pre-wet  กระดาษ whatman 3M ดวย transfer buffer แลวประกอบแผนเจลเรียง

ลําดับ เพื่อเตรียมการถายโปรตีน (ภาพที่ 7) 

4. ใชปเปตไลฟองอากาศออกแตละระหวางชัน้ออกใหหมด 

5. ตั้งกระแสไฟฟาไวที ่10 โวลต ใชเวลาประมาณ 20 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที ่7 แสดงการถายโปรตีนลงบน PVDF member โดยวิธ ีsemi-dry transfer จากภาพ

โปรตีนเคลื่อนที่จากประจุลบไปหาประจบุวก 
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การทาํ Western blot 
 เมื่อทําการถายโปรตีนลงบน PVDF membrane เรียบรอยแลว ใหทาํตามขั้นตอน

ดังตอไปนี้ 

1. นํา membrane มาลางดวย TBS buffer จํานวน 1 รอบ เปนเวลา 10 นาท ีที่

อุณหภูมิหอง 

2. บม membrane ดวย blocking buffer (5% non-fat dry milk ใน TBS-Tween) เปน

เวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  

3. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 3 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

4.  บม membrane ดวย primary antibody (serum ของผูปวยมาลาเรีย) ดวย

อัตราสวน 1:200 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  

5. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 3 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

6. บม membrane ดวย secondary antibody (Anti-human IgG antibody HRP-

conjugate) ดวยอัตราสวน 1:5,000 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง 

7. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 4 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

8. บม membrane ดวยสาร chemiluminescence เปนเวลา 5 นาที แลวจึงตรวจสอบ

ผลการเกิดปฏกิิริยาระหวางโปรตีนและแอนติบอดี 

 
การยอมสีโปรตีนดวย coomassie brilliant blue solution 
 Protein staining solution คือ สารละลายที่ใชยอมโปรตนีใน polyacrylamide gel 

โดยสารทีท่ําหนาที่ยอมติดสีโปรตีนคือสารสีน้ําเงินของ coomassie brilliant blue R ซึ่งประจุของ 

coomassie brilliant blue R ที่อยูในสารละลายที่มีความเปนกรดจะอยูในรูปของประจุลบ โดย

ประจุลบนี้จะไปจับกับหมูอะมิโนของโปรตีน (-NH3
+) ทําใหไดสารประกอบเชิงซอน ซึ่ง coomassie 

brilliant blue R มีความไวสงู สามารถยอมติดโปรตีนในเจลที่มีปริมาณนอยถงึ 0.5 μg/cm2 

 การยอมสีโปรตีนทําไดโดยการแชเจลขามคืนใน coomassie brilliant blue R-250 

solution ดวยอัตราสวน 0.25% coomassie brilliant blue R-250, 45% methanol และ  

10% gacial acetic acid จากนัน้ทาํการลางสีสวนเกนิออกจากเจล โดยใช 18% methanol และ 

7% gacial acetic acid เปล่ียนสารละลาย 3 ถึง 4 คร้ัง หรือจนกวาจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
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การวิเคราะหขอมูล 

1. วิเคราะหขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่ปนขอมูลเชิงคณุภาพไดแก เพศ เชื้อชาติ แหลงที่

อยู ประวัติการเจ็บปวยและอาการแสดงทีส่ําคัญของโรคมาลาเรีย สําหรับขอมูลที่เปน

ขอมูลเชิงปริมาณ ไดแกอาย ุอุณหภูมิรางกาย วิเคราะหขอมูลในรุปของความถี่ รอยละ คา

ต่ําสุด คาสูงสดุและคาเฉลี่ย 

2. คํานวณหาหาคาความสมัพนัธระหวางความหนาแนนของเชื้อ P. falciparum กับปริมาณ

แอนติบอดีจากการทดสอบที่ใหผลบวก โดยใชการทดสอบไคสแควร 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 ตัวอยางซีร่ัมสําหรับการศึกษาในครั้งนี้มีจาํนวนทั้งหมด 111 ตัวอยาง แบงออกเปน         

4 กลุมตัวอยาง ไดแก กลุมที ่1 เปนตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

จํานวน 54 ตัวอยาง ทาํการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549 ที่ อ.ทาสองยาง จ.ตาก จํานวน 23 

ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง TSY1681, TSY1689, TSY1690, TSY1699, TSY1706, TSY1707, 

TSY1720, TSY1734, TSY1741, TSY1742, TSY1745, TSY1746, TSY1748, TSY1749, 

TSY1750, TSY1753, TSY1757, TSY1775, TSY1788, TSY1789, TSY1794, TSY1811 และ 

TSY1813 และทําการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2552 ที่ อ.อุมผาง จ.ตาก จาํนวน 31 ตัวอยาง ไดแก 

ตัวอยาง AP380, AP383, AP385, AP386, AP387, AP389, AP397, AP399, AP400, AP401, 

AP414, AP415, AP418, AP419, AP426, AP430, AP432, AP433, AP441, AP445, AP821, 

AP822, AP823, AP836, AP856, AP858, AP868, AP876, AP878, AP881 และ AP882 ซึ่ง

ขอมูลทั่วไปของผูปวยแสดงในตารางที ่5 จากกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

ทั้งหมดจํานวน 54 ตัวอยาง พบวาเปนเพศชายรอยละ 59.3  เพศหญิงรอยละ 40.7 อายุเฉล่ีย    

25 ป โดยผูปวยมีอายุสูงสุด 60 ป และอายตุ่ําสุดคือ 4 ป ซึ่งชวงอายุต่ํากวา 15 ปเปนชวงที่พบ

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 31.5 ชวงอาย ุ16 – 25 ป คิดเปนรอยละ 24.1 ชวงอาย ุ26 – 35 ป คิด

เปนรอยละ 20.4 สวนชวงอายุ 36 – 45 ป เปนชวงทีพ่บนอยที่สุด คิดเปนรอยละ 11.1  และชวง

อายุที ่มากกวา 45 ป คิดเปนรอยละ 12.9 โดยมีอุณหภูมิรางกายเฉลีย่ 37.5 องศาเซลเซียส 

 กลุมที ่2 เปนตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรยีชนิด P. vivax จํานวน 20 ตัวอยาง 

ทําการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549 จํานวน 15 ตัวอยาง และเก็บรวบรวมในป พ.ศ.2552 จํานวน 5 

ตัวอยาง สาํหรับกลุมที ่3 เปนตัวอยางซีร่ัมของกลุมเสี่ยง กลาวคือเปนผูที่อาศัยอยูรวมกับผูปวย

มาลาเรยีหรือผูที่อาศัยในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรคมาลาเรียและไมมีอาการไข ซึง่ทําการเก็บ

รวบรวมในป พ.ศ. 2552 จํานวน 27 ตัวอยาง สวนกลุมที่ 4 เปนตัวอยางซีร่ัมของผูทีไ่มไดอาศัย

หรือมีภูมิลําเนาอยูในพื้นทีท่ีร่ะบาดของโรคมาลาเรีย ทาํการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2552 จาก

อาสาสมัครในเขตพื้นที ่จ.กรุงเทพมหานคร จํานวน 10 ตัวอยาง 
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ตารางที ่2 แสดงจํานวนตัวอยางซีร่ัมสาํหรับการศึกษาจาํนวน 111 ตัวอยาง จากการเก็บรวบรวม

ในป พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552 

 

 

ปที่เก็บตัวอยาง 
กลุม ตัวอยางซีรั่ม 

(พ.ศ.) 
แหลงที่มา รหัส จํานวน 

      

ผูปวยมาลาเรยี 2549 อ.ทาสองยาง จ.ตาก TSY 23 
1 

ชนิด P. falciparum 2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 31 

      

ผูปวยมาลาเรยี 
2 

ชนิด P. vivax 
2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 20 

      

3 กลุมเสี่ยง 2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 27 

      

4 คนปกต ิ 2552 กรุงเทพมหานคร N 10 
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แผนภูมิที่ 1 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมเพศชายและเพศหญิงของกลุมผูปวยที่ติดเชือ้

มาลาเรียชนิด P. falciparum  
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 แผนภูมิที่ 2 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมอายุของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด           

P. falciparum 
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แผนภูมิที่ 3 แสดงขอมูลทั่วไปของความหนาแนนของเชือ้ P. falciparum (parasitemia : 

parasites/μl) ของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP                         
โดยอาศัยปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน STARP 3’non-repeat อาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส

จากการใช primer STARP-CTF และ STARP-CTR จากการวเิคราะหผลิตผลดวยวิธี agarose gel 

electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 และเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานบอกขนาดคือ 100 bp DNA ladder plus พบวาผลิตผลทีน่ํามาวิเคราะหมีขนาด

ประมาณ 354 bp ซึ่งเปนขนาดที่อยูในชวงที่ตองการศึกษา 

 

 

 
 

 

ภาพที ่8 แสดงผลการวิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis    

เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3 และ 4 คือ ตัวอยาง T9/94, K1, TM9 และ negative control 

ตามลําดับ และตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด 
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ผลการผลิตโปรตีนจากบริเวณ 3’non-repeat ของยนี STARP 

 ผลผลิต PCR จากบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP สามารถเชื่อมเขาสู pQE-30Xa 

vector ดวยตาํแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII แลวยืนยันการเขาสู frame ที่

ถูกตองโดยการวิเคราะหลําดับเบสตั้งแต start codon ถึง stop codon  

ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCTGGCTCTGGATCTGGTATCGAG
GGAAGGCCTTATAATGGAACTGGATCCACAAACCAATATGTCTTTGCTAACAATTAT
AATGAAACAACTTCTGATGATGAACTAAATAAAGATTCCTGTGATTATTCAGAAGAA
AAAGAAAATATAAAATCAATGATTAACGCTTATTTAGACAAGTTAGATTTAGAAACT
GTTCGTAAAATACATTCAGATATAAGTACATGTATTGAAAAAAAAAATAATCCTAGG
AATCAAATAACACATTTAAACAATTTAAAAAATATGTATAATATAATTAAATTTATA
GTGGTTATATATATTGCTTTTAATTGGAGTGAAGTAATATATAAATATGTAGGAAAA
TTAATTTTAGCTTTTGCTTTATATATGTTAATTAATTAA 

                                                                                                                                           

เมื่อแปลรหัสเปนโปรตีนจะไดกรดอะมิโนทัง้หมด 146 ตัว มีนาํหนักโมเลกุล 17 kDa 

MRGSHHHHHHGSGSGSGIEGRPYNGTGSTNQYVFANNYNETTSDDELNKDSCDYSEE
KENIKSMINAYLDKLDLETVRKIHSDISTCIEKKNNPRNQITHLNNLKNMYNIIKFI
VVIYIAFNWSEVIYKYVGKLILAFALYMLIN* 

 

จากนั้น 6x His-tag fusion protein จะถูกผลิตใน E. coli สายพนัธุ M15 โดยมี IPTG เปนตวั

เหนีย่วนํา ทาํใหโปรตีนบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA spin column kit ซึ่งโปรตีนที่ไดมีขนาดประมาณ 17 

kDa ดังแสดงในภาพที่ 9  
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ภาพที ่9 แสดงโปรตีนของ STARP 3’non-repeat มีขนาด 17 kDa ซึ่งจากภาพ M คือ 

protein standard marker, 1 คือ cell lysate, 2 คือ pellet, 3 คือ flow-through, 4 คือ first wash, 

5 คือ second wash, 6 คือ eluate และ 7 คือ E. coli M15 ที่ไมมีพลาสมิด โดยที่ A คือการยอมสี

โปรตีนดวย coomassie brillian blue R-250 และ B คือการทาํ western blot ติดตามดวย RGS-

His HRP conjugate antibody  

M 1 32 54 6 7

10 

15 

20 

25 

37 
50 
75 

17 kDa

kDa 

M 1 32 54 6 7

10 

15 

20 
25 

37 
50 
75 

kDa 

17 kDa

A. 

B. 
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ผลการทดสอบ 6x His-tag fusion protein กับตัวอยางซีรั่ม 

 6x His-tag fusion protein มีขนาดประมาณ 17 kDa เมื่อทดสอบความสามารถในการ

เปนแอนติเจนกับซีร่ัมทัง้ 4 กลุมตัวอยาง พบวาในซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียชนิด P. falciparum 

ตรวจพบ anti-STARP 3’non-repeat antibodies จํานวน 23 ตัวอยางจากตัวอยางทัง้หมด 54 

ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 42.6 (ตารางที่ 3) สวนซีร่ัมในกลุมตัวอยางอืน่ ๆ ทั้ง P. vivax  กลุมเสี่ยง

และคนปกติ ไมพบ anti-STARP 3’non-repeat antibody 

 

 

ตารางที ่3 แสดงความสามารถในการเปนแอนติเจนของ 6x His-tag fusion protein                      

กับตัวอยางซีร่ัมทั้ง 4 กลุม 

 

Serum samples  anti-STARP 3' non-repeat antibody 

P. falciparum 23 / 54 (42.6) 

P. vivax                              0 / 20 

กลุมเสี่ยง                              0 / 27 

คนปกต ิ                              0 / 10 
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ภาพที ่10 แสดง 6X his-tag fusion protein ทําปฏิกิริยากับซีร่ัมของกลุมตัวอยาง         

โดยตัวอยางทีใ่หผลบวกแสดงขนาดของโปรตีน 17 กิโลดาลตัน ซึง่ M คือ M protein standard 

marker, 1 คือ TSY 1681, 2 คือ TSY1690, 3 คือ TSY 1699, 4 คือ TSY 1706, 5 คือ AP 882,    

6 คือ AP 380, 7 คือ AP 840 (ตัวอยาง P. vivax) และ 8 คือ N1 (ตัวอยางคนปกติ) 

 

 

 

 

 

 

 

17 kDa 
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ความสมัพันธระหวางความหนาแนนของเชื้อมาลาเรีย (parasitemia)                        
กับ anti-STARP 3’ non repeat antibody                                  

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางคา parasitemia กับ anti-STARP 3’non-repeat 

antibody พบวาตัวอยางที่มคีา parasitemia มากกวาหรือเทากับ 5,000 parasites/ul ทําการ

ทดสอบพบ (positive) และไมพบ (negative) anti-STARP 3’non-repeat antibody จํานวน 15 

ตัวอยางเทากนั สวนตัวอยางที่มีคา parasitemia นอยกวา 5,000 parasites/ul ทดสอบพบ      

anti-STARP 3’non-repeat antibody จํานวน 8 ตัวอยาง และไมพบจํานวน 16 ตัวอยาง ทาํการ

ทดสอบไคสแควรหาความสมัพันธโดยใชตารางขนาด 2x2 ดังแสดงในตารางที่ 5 

ตารางที ่4 ตารางขนาด 2x2 แสดงความสัมพันธระหวางคา parasitemia กับจํานวนตัวอยางที่

พบหรือไมพบ anti-STRAP 3’non-repeat antibody เพื่อทดสอบไคสแควร 

 

parasitemia 
Result 

≥ 5,000 P/ul < 5,000 P/ul 
total 

Positive 15 (a) 8 (b) 23 (e) 

Negative 15 (c) 16 (d) 31 (f) 

total 30 (g) 24 (h) 54 (n) 

  

สมมติฐาน: H0 : parasitemia ไมมีความสัมพนัธกับปริมาณแอนติบอดีจากการทดสอบที่ให  

                                ผลบวก 

H1 : parasitemia มีความสมัพันธกับปริมาณแอนติบอดีจากการทดสอบที่ให 

      ผลบวก 

 

  สูตร χ2 = ( ad – bc) 2 n 

                e.f.g.h 

   χ2 = [(15)(16) – (8)(15)] 2 (54) 

                       (23)(31)(30)(24) 

   χ2 = 1.515 
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 กําหนดระดับนัยสําคัญของการทดสอบ (α) = 0.05 

 คา d.f = จํานวนกลุม – 1 = 2-1 = 1 ดังนัน้คา χ2 จากตารางมีคาเทากับ 3.841 

 

สรุป คา χ2 จากการคํานวณไดเทากับ 1.515 มีคานอยกวาคา χ2 จากตารางคือ 3.841 จึงตอง

ยอมรับสมมติฐาน H0 แสดงวาคา parasitemia ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของแอนติบอดีจาก

การทดสอบทีใ่หผลบวกอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

แมวาในปจจุบันจะมมีาตรการการปองกนัและควบคุมโรคมาลาเรียอยางมีประสิทธภิาพ

ในหลายภูมิภาคของโลก แตในทุก ๆ ป องคการอนามยัโลกยังคงมีรายงานถงึอัตราการเจ็บปวย

และเสียชีวิตจากโรคมาลาเรยีของประชากรโลกมากกวาลานคนตอป ซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการ

ดื้อยาหลายชนิดของเชื้อมาลาเรีย ความสามารถทนทานตอยาฆาแมลงที่มากข้ึนหรือพฤติกรรม

การหากนิที่เปลี่ยนแปลงจากเดิมของยงุกนปลอง การเปลี่ยนแปลงสภาวะของโลกที่เอื้อตอการ

แพรกระจายของโรคมาลาเรีย ตลอดจนการขาดเสถียรภาพและความไมสงบทางการเมืองในหลาย

ทองที่โดยเฉพาะในแอฟรกิา ดังนัน้มาตรการที่สําคัญสําหรับควบคุมโรคมาลาเรียที่ไดรับความ

สนใจในหลายทศวรรษคือการผลิตวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย แตในปจจุบันวัคซนีทีป่องกันโรค

มาลาเรียที่มีประสิทธิภาพดีและเหมาะสมกับการใชในประชากรในเขตปรากฎโรคยังไมประสบ

ผลสําเร็จ นักวทิยาศาสตรจึงพยายามคนหาแอนติเจนที่สามารถทําใหระบบภูมิคุมกันของมนุษย

เกิดการตอบสนองไดอยางสมบูรณ เพื่อนํามาเปนองคประกอบรวมของวัคซีนปองกนัโรคมาลาเรีย 

นําไปสูการลดความรุนแรงและเปนประโยชนตอการควบคุมการแพรระบาดของโรคมาลาเรีย 

เนื่องจากจาํนวนของสปอรโรซอยตในการติดเชื้อแตละคร้ังในสัตวเลีย้งลูกดวยนมมี

จํานวนนอยและสปอรโรซอยตก็อยูเปนอสิระในระบบไหลเวยีนเลือดเปนเวลาสั้น ๆ เทานั้น  

ซึ่งโดยทั่วไปเชือ่กันวาสปอรโรซอยตจะไมสงผลตอระบบภูมิคุมกันและไมสามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันใหเกิดการตอบสนองตอการติดเชื้อได แตแนวคิดนี้ก็ไดถูกลบลางไป เมื่อมีการแสดงถงึ

ผลของระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรียในหน ูลิง และคนอยางประสบผลสําเร็จ โดยการใช

สปอรโรซอยตที่ผานการฉายรังสี (irradiated sporozoite) สงผลใหในซร่ัีมของผูปวยที่อาศัยอยูใน

พื้นที่ทีม่ีการระบาดของโรคมาลาเรียมีแอนติบอดีตอสปอรโรซอยต ซึ่งแอนติบอดีดังกลาวสามารถ

ยับยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับหรือทําลายเชื้อมาลาเรียในเซลลตบัได เมื่อ

พิจารณาถึงขอมูลและหลักฐานตาง ๆ ที่ไดจากการศึกษาในสัตวทดลองและในคน รวมทั้งการ 

ศึกษาในหองปฏิบัติการและจากภาคสนามก็บงชี้ใหเหน็วาการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย

สามารถเปนไปได  

เมื่อมนษุยเกิดการติดเชื้อมาลาเรีย ระบบภมูิคุมกันของรางกายจะถูกกระตุนและ

เกิดปฏิกิริยาการตอบสนองทั้งแบบพึ่งพาแอนติบอดี (humoral immunity) และแบบพึ่งพาเซลล 

(cell-mediated immunity) กระบวนการดงักลาวนีจ้ะเกดิขึ้นอยางชา ๆ และสามารถลดความ

รุนแรงของโรคมาลาเรีย สงผลใหผูปวยมีโอกาสเกิดภาวะแทรกซอนหรือความเสีย่งตอการเสียชวีิต
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ลดลง เมื่อยุงกนปลองเพศเมียกัดคนแลวปลอยสปอรโรซอยตเขาสูรางกาย ปราการณดานแรกเมือ่

รางกายเกิดการรับรูจะเกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมคิุมกันโดยอาศัย B lymphocyte    ซึง่

แอนติเจนไมจาํเปนตองถูกนาํเสนอโดยเซลลอ่ืน (antigen presenting cells) โปรตีนหรือ

แอนติเจนที่แสดงออกบนผวิของสปอรโรซอยตจะเปนตวัเลือกจับกบั surface Immunoglobulin 

(sIg) ของ B lymphocyte ซึง่เปนตวัรับ (receptors) ที่จาํเพาะกับมัน ทําใหเกิดสัญญาณกระตุน

ให B lymphocyte แบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้นและตอมาเกิดการเปลีย่นแปลงไปเปน plasma cell 

สามารถสรางและหลั่งแอนติบอดีจํานวนมากที่จําเพาะกับแอนติเจนออกมาในเลือดและสิ่งคัดหลั่ง 

แอนติบอดีที่หลั่งออกมาจะทําหนาทีเ่ปนตัวออกฤทธิ์โดยอาศัยกลไก Neutralization และ 

Opsonization เพื่อตอสูและทําลายสปอรโรซอยต ซึ่งแตกตางจาก T lymphocyte ที่ T cell 

receptors บนผิวสามารถรบัรูและตอบสนองตอแอนติเจนก็ตอเมื่อแอนติเจนนัน้ถูกนําเสนอดวย

เซลลอ่ืนกอน 

 ระบบภูมิคุมกนัจะถกูกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองตอ pre-erythrocytic stage 

เมื่อสปอรโรซอยตปรากฏอยูในระบบไหลเวียนเลือด โปรตีนที่แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยตได

ถูกนาํมาพิจารณาเปนองคประกอบรวมของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย ซึ่งนอกเหนือจาก CSP และ 

TRAP ที่เปนโปรตีนสําคัญทีม่ีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนแลว STARP ยังเปน

โปรตีนอีกชนดิหนึง่ที่แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยต ซึ่ง synthetic peptide จากสวนของ

โปรตีน STARP สามารถกระตุนใหเกิด STARP-specific antibody สงผลใหเกิดการยับยั้งการ

ลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับ แมจะใชที่ความเขมขนต่ํา ๆ ก็ตาม (Pasquetto et al., 

1997) ถึงแมวาจากหลาย ๆ การศึกษาจะคาดวาบริเวณ Rp10 ของยนี STARP เปนบริเวณที่

สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันไดดี แตจากการศึกษาโดยใช synthetic peptide จากบริเวณ 

Rp10 ทําการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus และ chimpanzee พบวาเกิดการตอบสนองของ 

B lymphocyte เทานัน้ แตไมเกิดการตอบสนองของ cytotoxic T-lymphocyte (CTL) 

(BenMohamad et al., 2004) นอกจากนีก้ารศึกษาความหลากหลายของยีน STARP จาก

ตัวอยางในประเทศไทยยังพบการเปลี่ยนแปลงในลาํดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ Rp45 และ Rp10 

แบบ point mutation จํานวน 4 ตาํแหนง แตบริเวณอื่น ๆ ของยีนไมมกีารเปลี่ยนแปลง การ

เปล่ียนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดที่เกิดขึน้ทาํใหการสังเคราะหโปรตีนของบริเวณ Rp45 และ Rp10 

เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนทั้งแบบเพิ่มข้ึน (insertion) และขาดหายไป (deletion) 

(Jongwutiwes et al., 2008) ซึ่งโดยทั่วไปแลวโปรตีนสวนที่มกีรดอะมโินซ้ํา ๆ กนัเปนชุด สามารถ

กระตุน B lymphocyte ไดโดยไมจําเปนตองอาศัย T lymphocyte (T independent B cell 

response) คลายกับบริเวณ tetrapeptide repeats ของ CSP แตประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่

สรางขึ้นอาจมปีระสิทธิภาพต่ําเพราะแอนติบอดีที่ถูกสรางขึ้นจะจับกบัแอนติเจนไดไมดีพอ (low 
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affinity) และมักจะไมจดจาํแอนติเจนในภายหลงั (poor memory formation) ทําใหการทําลายเชื้อ

มาลาเรียไมมศีักยภาพอยางเต็มที ่(Shofield L., 1991) อาจสงผลตอการกระตุนการตอบสนองตอ

ภูมิคุมกันใหสรางแอนติบอดเีพื่อทาํลายและยับยัง้เชื้อมาลาเรียที่ไมมีประสิทธิภาพเพยีงพอ ซึง่อาจ

เปนกลไกอยางหนึ่งทีท่ําใหเชื้อมาลาเรยีหลบหลีกการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสต 

ดวยเหตนุี้ในบริเวณ Rp45 และ Rp10 ที่มกีรดอะมิโนเรยีงซ้ํากันของยีน STARP นาจะเกิดกลไก

เชนเดียวกับบริเวณที่กลาวไปในยีน CSP ดงันัน้การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาครัง้แรก  

เพื่อประเมนิประสิทธิภาพในการเปนแอนติเจนโดยใชซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียจากการติดเชื้อโดย

ธรรมชาติจากตัวอยางในประเทศไทย จงึเลือกศึกษาโปรตีนในบริเวณ 3’ non-repeat ของยีน 

STARP เพราะเปนบริเวณทีไ่มเกิดการซ้ํากันของกรดอะมิโน มีลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกันในทกุ 

isolates จากการศึกษาตัวอยางในประเทศไทยและมกีารคงรูปแบบของยีน (Jongwutiwes et al., 

2008) อีกทั้ง synthetic peptide จากบริเวณ 3’ non-repeat ของยีน STARP (HABP 20570-

KSMINAYLDKLDLETVRKIH) เมื่อทําการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus แลวศึกษาดวยวิธ ี

IFA พบแอนตบิอดีในปริมาณสูงที่สามารถตอตานสปอรโรซอยตและบริเวณ  MINAYLDKL ยังเปน 

epitope ที่สามารถกระตุน cytotoxic T-lymphocyte ใหเกิดการตอบสนองทางภูมคิุมกันได 

 การศึกษาในครั้งนี้ประสบความสําเร็จในการผลิตโปรตีนลูกผสม โดยโปรตีนที่ไดประกอบ 

ดวยกรดอะมิโน 146 ตัว ละลายออกมาอยูในรูปของสารละลาย ประกอบดวยกรดอะมิโนที่เปน

กลาง กรดและเบส คิดเปนรอยละ 61.9, 23.3 และ 15.8 ตามลาํดับและเมื่อนาํ 6x His-tag fusion 

protein มาทดสอบความสามารถในการเปนแอนติเจนกับตัวอยางซีร่ัมทั้ง 4 กลุม รวมทัง้หมด 111 

ตัวอยาง พบวาซีร่ัมของผูปวยมาลาเรีย P. falciparum ม ีanti-STARP 3'non-repeat antibody 

จํานวน 23 ตัวอยางจากทั้งหมด 54 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 42.6 โดยเพศชายใหผลบวกมากกวา

เพศหญงิ คิดเปนรอยละ 52.2 และ 47.8 ตามลําดับ สวนใหญมีอายุต่าํกวา 15 ปถึง 25 ป ซึ่งแสดง

ใหเหน็วาโปรตีนจากบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP มีบริเวณหรือ epitope ที่สามารถ

กระตุน B lymphocyte ใหผลิตแอนติบอดีออกมาตอตานสปอรโรซอยตจากการติดเชื้อตาม

ธรรมชาติได แตเมื่อทดสอบกับซีร่ัมของผูปวยมาลาเรีย P. vivax ไมพบ anti-STARP 3' non-

repeat antibody หรือไมเกดิปฏิกิริยาขามกลุมเชนเดียวกับการทดสอบในกลุมเสีย่งและกลุมคน

ปกติ แสดงวา anti-STARP 3’non-repeat antibody จะถูกผลิตขึ้นเมือ่มีการปรากฎของเชื้อ

มาลาเรีย P. falciparum ในรางกายเทานัน้ ดวยขอจํากดัดังกลาวนี ้การพัฒนาวัคซนีปองกนัโรค

มาลาเรียอาจเหมาะสมที่จะนํามาปองกันการติดเชื้อมาลาเรีย P. falciparum เทานัน้ อาจจะไม

สามารถปองกนัการติดเชื้อมาลาเรียสายพนัธุอ่ืน ๆ ในธรรมชาติ ซึง่จําเปนตองใชเปนองคประกอบ

รวมกับแอนติเจนจากสายพนัธุอ่ืนและหลายระยะจากวงชีวิตของเชื้อมาลาเรีย  
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สําหรับปริมาณการติดเชื้อมาลาเรียไดทาํการประเมินเม็ดเลือดแดงทีต่ิดเชื้อมาลาเรีย 

(parasitemia) จากแผนฟลมเลือดหนา จาํนวนเชื้อมาลาเรียที่ตรวจพบไดคือต้ังแต 40 ตัวตอเลือด 

1 ไมโครลิตร ถึง 98,840 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร หรือเฉลี่ย 17,316 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร 

ระยะการเจรญิที่ตรวจพบประกอบดวยระยะวงแหวนเปนสวนใหญและระยะแกมีโตไซต  

จากการศึกษาในครั้งนี้ไดพิจารณาคา parasitemia กับความสัมพันธของปริมาณแอนติบอดีจาก

การกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวยในการติดเชื้อมาลาเรีย ไมวาคา parasitemia จะมีคา  

≥ 5,000 P/ul หรือ < 5,000 P/ul ทั้ง 2 กรณีก็สามารถตรวจพบ anti-STARP 3’non-repeat 

antibody แสดงใหเห็นวาคา parasitemia จะมากหรือนอยก็ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของ

แอนติบอดีจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวยในการติดเชื้อมาลาเรีย อยางมีนยัสําคัญทาง

สถิติ (p > 0.05) คาดวาปริมาณของแอนตบิอดีจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวย  

อาจขึ้นอยูกับการตอบสนองทางระบบภูมคิุมกันของแตละบุคคล หรือข้ึนกับสายพนัธของเชื้อ

มาลาเรียและชาติพนัธุของคน 

 สําหรับองคประกอบของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่มีศักยภาพที่ดี ควรสามารถทําลาย

เชื้อไดหลายระยะและสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายไดทัง้ B และ T lymphocyte  

อีกทั้งแอนติเจนที่เปนองคประกอบไมควรมคีวามหลากหลายสูง จงึจะสามารถทําลายและยับยัง้

เชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณ นอกจากนี้เมื่อผูที่ไดรับวคัซีนติดเชื้อมาลาเรียตามธรรมชาติ การติด

เชื้อดังกลาวตองสามารถกระตุนระบบภูมคิุมกันใหตอบสนองไดอยางมีประสิทธิภาพและคงอยูได

เปนระยะเวลานาน ยีน STARP มีการคงรปูแบบของยีนสูงและมีบริเวณที่เกี่ยวของกับการเกาะตดิ

กับเซลลตับ อีกทั้งมีการศึกษาการใช CSP และ TRAP รวมกันสามารถกระตุนใหเกดิการตอบ 

สนองของระบบภูมิคุมกันดีกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่ (Khusmith et al., 1991) 

ดวยขอสนับสนุนนี้จงึไมนาจะเปนอุปสรรคของการนาํโปรตีน STARP 3’non-repeat มาเปน

องคประกอบของวัคซีนปองกันโรคมาลาเรยี ดังนั้นการศกึษาความสามารถในการเปนแอนติเจน

ของโปรตีน STARP 3’non-repeat ตอการตดิเชื้อตามธรรมชาติจึงเปนขอมูลพืน้ฐานที่สาํคัญใน

การพัฒนาองคประกอบของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียจาก STARP ตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาโดยใชจํานวนตวัอยางซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียมากขึ้นหรือจากหลาย ๆ พืน้ที ่  

จะทําใหเห็นภาพรวมของการติดเชื้อประชากร 

2. การศึกษาโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตวทดลองโดยใชโปรตีนจากสวนของ 
STARP เพื่อผลิต monoclonal antibody จะทําใหเขาใจกลไกการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันและทราบความสามารถในการเปนแอนติเจนของ STARP มากขึ้น 

3. การใชโปรตีนสังเคราะหที่ประกอบดวยบรเิวณตาง ๆ ของโปรตีน STARP รวมกับโปรตีน

ชนิดอื่น ๆ จะเปนประโยชนในการเพิ่มศักยภาพในการพฒันาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย

ตอไป 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 
 
ตารางที ่5 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชือ้มาลาเรียชนดิ                    

P. falciparum และตัวอยางทีท่ดสอบพบ anti-STARP 3’non-repeat antbody 

 

Parasitemia anti-STARP 
ตัวอยาง เพศ อาย ุ อุณหภูมิ

รางกาย Parasites/µl 3'non-repeat antibody 

TSY1681 ญ 32 36.8 760 - 

TSY1689 ช 36 37.6 800 - 

TSY1690 ญ 6 38.3 7,120 + 

TSY1699 ช 45 36.9 120 - 

TSY1706 ญ 49 36.7 760 + 

TSY1707 ญ 4 37.2 12,240 + 

TSY1720 ญ 25 36.4 1,240 - 

TSY1734 ช 39 36.7 160 - 

TSY1741 ญ 19 36.7 2,400 + 

TSY1742 ญ 20 37.3 4,640 - 

TSY1745 ญ 10 37 2,320 - 

TSY1746 ญ 4 37.2 120 + 

TSY1748 ช 7 39 640 + 

TSY1749 ช 10 37.3 400 - 

TSY1750 ญ 60 36.8 640 - 

TSY1753 ญ 4 38.5 56,480 + 

TSY1757 ช 40 36.5 160 - 

TSY1775 ญ 48 37 400 + 

TSY1788 ช 48 36.5 40 - 

TSY1789 ญ 48 36.5 2,240 + 

TSY1794 ญ 36 36.6 40 - 

TSY1811 ช 8 40 34,560 + 

TSY1813 ช 33 36.6 880 - 
           

หมายเหต:ุ ช (ชาย), ญ (หญิง), + (positive), - (negative) 
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ตารางที ่5 (ตอ) แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ตดิเชื้อมาลาเรียชนิด           

P. falciparum และตัวอยางทีท่ดสอบพบ anti-STARP 3’non-repeat antbody 
 

Parasitemia  anti-STARP 
ตัวอยาง เพศ อาย ุ อุณหภูมิ

รางกาย parasites/µl 3'non-repeat antibody 

AP 380 ช 24 36.8 15,840 + 
AP 383 ช 27 37.6 5,920 - 
AP 385 ช 36 38.1 8,640 - 
AP 386 ญ 31 38.4 19,840 - 
AP 387 ช 16 36.5 64,000 - 
AP 389 ช 26 39.5 2,880 + 
AP 397 ช 31 38.1 69,440 + 
AP 399 ช 25 37.3 1,280 - 
AP 400 ช 26 40.4 34,020 + 
AP 401 ญ 12 36.9 3,520 - 
AP 414 ช 18 36.3 2,720 - 
AP 415 ช 20 36.3 41,280 + 
AP 418 ญ 5 38.5 26,240 + 
AP 419 ญ 18 36.1 12,800 + 
AP 426 ช 33 37.4 77,440 - 
AP 430 ช 47 35.8 33,520 + 
AP 432 ช 7 38 98,840 + 
AP 433 ญ 8 38 16,960 - 
AP 441 ญ 15 37.2 5,760 - 
AP 445 ช 16 39.5 32,960 + 
AP821 ช 14 38.2 53,440 - 
AP822 ช 34 37.6 5,440 - 
AP823 ช 27 37.8 8,000 - 
AP836 ช 20 36.5 76,160 - 
AP856 ช 12 36.7 24,320 - 
AP858 ญ 56 40 11,200 - 
AP868 ช 31 37.8 22,720 - 
AP876 ช 22 38.3 12,160 + 
AP878 ช 15 36.9 7,040 + 
AP881 ญ 6 36.5 2,240 - 
AP882 ช 21 38.6 9,280 + 

           

หมายเหต:ุ ช (ชาย), ญ (หญิง), + (positive), - (negative) 
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ภาคผนวก ข 

 

ดีเอ็นเอพาหะและดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 
1. ดีเอ็นเอพาหะ pQE-30 Xa 
 ดีเอ็นเอพาหะ pQE-30 Xa เปนดีเอ็นเอพาหะสังเคราะห ที่ใชระบบของ T5 promoter 

transcription-translation system ซึ่งดีเอ็นเอพาหะ pQE เปนพลาสมดิที่อยูใน pDS family 

(Bujard et al., 1987) ที่ไดรับการปรับปรุงจากพลาสมิด pDS56/RBSII และ pDS781/RBSII-

DHFRS (Stuber et al., 1990) โดย pQE-30 Xa มีขนาด 3,500 bp และประกอบดวย 

 1.1  Start of numbering at XhoI (CTCGAG)   1-6 

 1.2  T5 promoter/lac operator element   7-87 

 1.3  T5 transcription start     61 

 1.4  6xHis tag coding sequence    127-144 

 1.5  Factor Xa Protease recognition site   166-177 

 1.6  Multiple cloning site (MCS)   175-240 

 1.7  Lambda t0 transcriptional termination region  256-350 

 1.8  rrnB T1 transcriptional termination region  1112-1210 

 1.9  ColE1 origin of replication     1686 

 1.10 β-lactamase coding sequence    3304-2444 

 1.11 Ampicillin resistance  
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ภาพที ่11 A) แสดงแผนที่ยนีของดีเอ็นเอพาหะ pQE-30Xa ขนาด 3.5 kb และ B) แสดง

บริเวณของ RGS-His epitope และตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ (QIAGEN) 

 

 
 

A. 

B. 
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2.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
 

         A) ดีเอ็นเอมาตรฐาน λHindIII                       B) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder plus 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่12 แสดงแผนที่ของดีเอ็นเอมาตรฐาน A) ดีเอ็นเอของ λ-DNA ถูกตัดสมบูรณดวย

เอนไซม HindIII ไดชิ้นดีเอ็นเอ 8 ชิ้น มีขนาด 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 0.564 

และ 0.125 kb ตามลําดับ โดยมี reference band ที่ 4.361 และ 23.130 kb  B) ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 bp ladder plus ประกอบดวยชิ้นดีเอ็นเอ 15 ช้ิน มีขนาด 1500, 1400, 1300, 

1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 และ 100 bp ตามลําดับ โดยมี 

reference band ที ่500, 1000 และ 1500 bp (Fermentas Life Science) 
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ภาคผนวก ค 
 

เชื้อ Escherichia coli สายพันธุ M15 (pREP4) 

 
1. เชื้อ Escherichia coli สายพันธุ M15 (pREP4) 
 1.1  Escherichia coli สายพันธุ M15 จะมี repressor plasmid (pREP4) อยูภายใน

เซลล ซึ่งจะชวยใหการแสดงออกของโปรตีนใหมีปริมาณสูง 

 1.2  Escherichia coli สายพันธุ M15 ไดรับการดัดแปลงจากเชื้อ Escherichia coli  

สายพนัธุ K12  

 1.3 Escherichia coli สายพันธุ M15 สามารถแสดงลักษณะทางฟโนไทปดังนี ้ Nals, Strs, 

Rifs, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, F-, RecA+, Uvr+ และ Lon+ 

 1.4 Escherichia coli สายพันธุ M15 ดื้อตอยา kanamycin 

 
2. pREP4 plasmid 
 
 
 

 
 

ภาพที ่13 แสดงแผนทีย่ีนของ pREP-4 ขนาด 3,740 bp ซึ่งเปนพลาสมิดที่อยูภายในเชื้อ 

E. coli สายพนัธุ M15  
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ภาคผนวก ง 
 

แสดงรหัสพนัธุกรรม (genetics code) 

 

Second Position  

 U C A G  

 

U 

UUU 

UUC         Phe 

UUA       Leu    

UUG 

UCU                

UCC          Ser     

UCA                 

UCG 

UAU        Tyr       

UAC                   

UAA*       Stop    

UAG*        Stop  

UGU      Cys       

UGC             

UGA*    Stop       

UGG           Trp 

U    

C     

A    

G 

 

C 

CUU         

CUC       Leu 

CUA         

CUG 

CCU             

CCC        Pro       

CCA          

CCG 

CAU            

CAC          His     

CAA          Gln 

CAG          

CGU 

CGC           Arg 

CGA 

CGG 

U    

C     

A    

G 

 

A 

AUU         

AUC        Ile 

AUA               

AUG+ 

ACU           

ACC         Thr      

ACA                

ACG 

AAU                 

AAC          Asn    

AAA          Lys     

AAG 

AGU 

AGC            Ser 

AGA            Arg 

AGG 

U    

C     

A    

G 

 

G 

GUU               

GUC       Val     

GUA             

GUG 

GCU               

GCC          Ala     

GCA               

GCG 

GAU               

GAC           Asp   

GAA         Glu 

GAG 

GGU 

GGC           Gly 

GGA 

GGG 

U    

C     

A    

G 

 

* chain termination, or “nonsense,” codon                                             
+ the initiator codon   
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ภาคผนวก จ 
 

แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 

Amino acid Three-letter abbreviation One-letter symbol 

Alanine 

Arginine 

Asparagine 

Aspartic acid 

Cysteine 

Glutamine 

Glutamic acid 

Glycine 

Histidine 

Isoleucine 

Leucine 

Lysine 

Methionine 

Phenylalanine 

Proline 

Serine 

Threonine 

Tryptophan 

Tyrosine 

Valine 

 

Ala 

Arg 

Asn 

Asp 

Cys 

Gln 

Glu 

Gly 

His 

Ile 

Leu 

Lys 

Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

Trp 

Tyr 

val 

A 

R 

N 

D 

C 

Q 

E 

G 

H 

I 

L 

K 

M 

F 

P 

S 

T 

W 

Y 

V 
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ภาคผนวก ฉ 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 
การเตรยีม 1M Dithiothreitol (DTT) 
  DTT     3.09 g 

  0.01M sodium acetate (pH 5.2) 20 ml 

 sterile โดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 μm แลวเก็บรักษาที่ -20 oC 
 
การเตรยีม 0.5M EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g    

  d.H2O    800 ml 

นําสวนผสมทัง้ 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้าํกลัน่ จากนัน้นาํไปนึง่

ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้*  

 
การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 

  xylene cyanol FF   0.25 g 

  glycerol in water      30 g 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
 
การเตรยีมส ีGiemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 

    Absolute Methanol           1650 ml 

  Glycerine            1650 ml 

 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนัน้นาํไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 

องศาเซลเซยีส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากัน จากนัน้เติม absolute methanol ลง

ไปเขยาใหเขากัน และนาํเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน

นํามาใชจะทําใหการยอมสีดีกวาใชในขณะที่เตรียมเสร็จใหมๆ  
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การเตรยีม buffer ยอมส ี(stock buffer)  
buffer I  Na2H2PO4.H2O   9.2 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

Buffer II Na2HPO4   9.5 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 
 
การเตรยีม  0.8M IPTG stock solution (20%w/v) 
  IPTG  2 g 

  d.H2O  8 ml 

 ผสมใหเขากนัจนกวา IPTG จะละลายจนหมด แลวปรับปริมาตรใหเปน 10 ml จากนั้น 

sterile โดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 μm แลวเก็บรักษาที่ -20 oC 
 
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl 

  Gel loading buffer     80 μl 

  TE buffer               360 μl 

 
การเตรีม 10% SDS 
  SDS  100 g 

  d.H2O  900 ml 

 ผสมใหเขากนัโดยใหความรอนประมาณ 68 oC ทําการปรับ pH ที่ 7.2 โดยใช HCl เขมขน 

แลวจึงปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 

 
การเตรยีม 2x SDS gel loading dye 
  100mM Tris.HCl (pH 6.8) 

  200mM DTT 

  4% SDS 

  0.2% bromophenol blue 

  20% glycerol 
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การเตรยีม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g 

  Boric acid      55 g 

  EDTA       7.4 g 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอด

เชื้อเชนเดียวกนั*  

 
การเตรยีม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml 

  0.5 M EDTA    200 ml 

 ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช * 
 
การเตรยีม Tris-glycine electrophoresis buffer (running buffer) 
  25 mM Tris-base 

  250 mM glycine (pH 8.3) 

  0.1% SDS 

 
การเตรยีม Transfer buffer 
  39 mM glycine 

  48 mM Tris-base 

  0.037% SDS 

  20% methanol 

 
การเตรยีม TBS buffer 
  10 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  150 mM NaCl 

 
การเตรยีม TBS-Tween buffer 
  20 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  500 mM NaCl 

  0.05% (v/v) Tween 20 
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การเตรยีม TBS-Tween/Triton buffer 
  20 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  500 mM NaCl 

  0.05% (v/v) Tween 20 

  0.2% (v/v) Triton X-100 

 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g 

  น้ํากลัน่               800 ml 

นําสวนผสมทัง้ 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดียวดวย magnetic stirrer จากนัน้ปรับ pH ดวย 

HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้ํากลัน่ และนาํไปนึ่งดวย

หมอปลอดเชือ้กอนทีจ่ะนาํไปใช  ภายใตความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 

 ชื่อ – สกุล  นายจิตรกุล  สุวรรณเจริญ 

 วันเดือนปเกิด  วันที่  20  เดือนพฤศจกิายน พ.ศ. 2525 

 ภูมิลําเนา  จังหวัดสกลนคร 

 

 ประวัติการศึกษา 
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