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บทน า อะควอพอรินเป็นโปรตีนที่แทรกอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ ท าหน้าที่ในการเป็นช่องทางผ่านของน้ า กลีเซอรอล ยู
เรีย และสารละลายอ่ืนๆ ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ของพืช สัตว์ และแบคทีเรีย ที่ส าคัญไปกว่านั้นการยับยั้งอะควอ
พอรินในพยาธิใบไม้เลือด Schistosoma mansoni เป็นสาเหตุที่ท าให้พยาธิดังกล่าวมีอัตราการตายที่สูงขึ้น 
จากการวิจัยพบว่าโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิใบไม้เลือดนี้เป็นช่องทางผ่านส าหรับของเสียชนิดแลคเตท ซึ่ง
เมื่อถูกยับยั้งท าจะให้เกิดสภาวะความกรดในร่างกายของพยาธิซึ่งเป็นสาเหตุการตายในที่สุด จากผลการวิจัย
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิใบไม้มีความเป็นไปได้ที่จะเป็น drug target ส าหรับการ
รักษาโรคติดเชื้อพยาธิ ในประเทศไทยพยาธิใบไม้ตับคน Opisthorchis viverrini เป็นพยาธิที่พบมากในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ ด้วยอัตราการติดเชื้อที่สูงในเขตชนบท การติดเชื้อระยะยาวมีความสัมพันธ์
กับการเกิดมะเร็งท่อน้ าดี โดยถูกกระตุ้นจากกระบวนการอักเสบของท่อน้ าดีอันเนื่องมาจากแอนติเจนที่ถูกปล่อย
มาจากตัวพยาธิ อีกปัจจัยที่กระตุ้นการเกิดมะเร็งท่อน้ าดีคือการใช้ยา Praziquentel ซึ่งเป็นยาที่ใช้รักษาการติด
เชื้อพยาธิใบไม้ตับคน ในงานปศุสัตว์พยาธิใบไม้ตับอีกชนิดหนึ่ง Fasciola gigantica เป็นสาเหตุของการสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจของเกษตรกร และพบว่าพยาธิชนิดนี้ยังดื้อต่อยาที่ใช้รักษา Triclabedazole อีกด้วย โปรตีนอะค
วอพอรินของพยาธิจึงน่ าสนใจที่จะท าการศึกษา เนื่องมาจากล าดับของกรดอะมิ โนมีความอนุรักษ์ 
(conservation) ค่อนข้างน้อยเมื่อเทียบกับโปรตีนอะควอพอรินของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ในโครงการวิจัยนี้
คณะผู้วิจัยมีจุดประสงค์ที่จะศึกษาโปรตีนอะควอพอรินทั้งหมดในพยาธิใบไม้ตับทั้งสองชนิดนี้ เพ่ือวิเคราะห์ถึง
คุณสมบัติขั้นพื้นฐานทางชีวเคมี และหน้าที่ทางชีววิทยาในการเป็นเป้าหมายของยาที่จะใช้รักษาโรคติดเชื้อพยาธิ
ใบไม ้



 

ระเบียบวิธีวิจัย ซีดีเอ็นเอของบริเวณท่ีถอดรหัสไปเป็นโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ Fasciola gigantica และ 
Opisthorchis viverrini ถูกเพ่ิมจ านวนและแยกออกมาด้วยวิธี RT-PCR จากอาร์เอ็นของพยาธิทั้งสองในระยะ
ตัวเต็มวัย แล้วถูกเชื่อมต่อกับเวคเตอร์เพ่ือน าไปตรวจสอบหาล าดับดีเอ็นเอที่ได้ เปปไทด์สังเ คราะห์บริเวณ C-
terminus ถูกเลือกเพ่ือน าไปเป็นแอนติเจนส าหรับผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอรินที่ได้
ในหนูทดลอง ซีรัมที่ได้ในหนูทดลองน ามาทดสอบกับโปรตีนสกัดของพยาธิและเนื้อเยื่อของพยาธิด้วยวิธี 
immunoblot และ immunohistochemistry ตามล าดับ การวิเคราะห์หน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินถูก
ทดสอบโดย (1) การบวมของไข่กบ Xenopus หลังการฉีดเอ็มอาร์เอ็นเอที่เป็นต้นแบบของการแปลรหัสไปเป็น
โปรตีนอะควอพอริน (2) การเปลี่ยนแปลงลักษณะภายนอกของยีสต์ด้วยพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอส าหรับถอดรหัสไป
เป็นโปรตีนอะควอพอริน นอกจากนี้ยังวิเคราะห์ยาที่มีผลต่อการท างานของโปรตีนอะควอพอริน  โดย
สารประกอบ AqB ที่มีผลยับยั้งต่อการท างานของโปรตีนอะควอพอรินของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมถูกน ามาทดสอบ
กับโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิทั้งสองในไข่กบ Xenopus  
ผลการทดลอง โปรตีนอะควอพอริน 2 ไอโซฟอร์มจากพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica (FgAQP-3 และ 
FgAQP-4) และ 3 ไอโซฟอร์มจากพยาธิ Opisthorchis viverrini (OvAQP-1, OvAQP-2, OvAQP-3) ถูกโคลน
ได้ส าเร็จ แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอรินทั้ง 5 ไอโซฟอร์ม ถูกผลิตและน ามาทดสอบกับโปรตีนอะค
วอพอรินที่อยู่ในเนื้อเยื่อของพยาธิโดยพบว่าโปรตีนอะควอพอรินถูกสร้างในเนื้อเยื่อของพยาธิอย่างจ าเพาะ  การ
ทดสอบการบวมของไข่กบ เพื่อทดสอบความสามารถในการเป็นช่องทางผ่านของน้ า ยูเรีย และกลีเซอรอล พบว่า
ให้ผลเป็นลบในโปรตีนอะควอพอริน FgAQP-3 และ FgAQP-4 แต่ให้ผลเป็นบวกใน OvAQP-1, OvAQP-2, 
OvAQP-3 การทดสอบลักษณะของยีสต์เพ่ือดูการเป็นช่องทางผ่านของแอมโมเนียและเมทิลลามีน พบว่าให้ผล
เป็นบวกใน FgAQP-3 และ OvAQP1-3 แต่ให้ผลเป็นลบใน FgAQP-4 และจากการทดสอบการยับยั้งโปรตีนอะค
วอพอริน OvAQP1-3 ด้วยสารประกอบ AqB จ านวน 13 ชนิด พบว่า สารประกอบ AqB 011 มีความเป็นไปได้
ที่จะยับยั้งการท างานของโปรตีนอะควอพอรินได้ โดย AqB จ านวน 12 ชนิดที่เหลือให้ผลการทดสอบเป็นลบ 
สรุป โปรตีนอะควอพอรินทั้งหมดที่ท าการศึกษามีความส าคัญในการควบคุมการผ่านเข้าออกของน้ าในเซลล์ของ
พยาธิ การก าจัดของเสียชนิดแลคเตทและอะซิเตทของพยาธิผ่านโปรตีนอะควอพอรินควรจะต้องศึกษาเพ่ิมเติม
ถึงคุณสมบัติดังกล่าว การขัดขวางช่องทางผ่านของโปรตีนอะควอพอรินประสบความส าเร็จไปได้ด้วยดีดังที่ได้
อธิบายไว้ก่อนหน้านี้ 
ข้อจ ากัด ด้วยการสร้างโปรตีนอะควอพอริน FgAQP-3 และ FgAQP-4 ในไข่กบ Xenopus อยู่ในระดับต่ าและ
ไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ผลการทดลอง ซึ่งข้อจ ากัดนี้เป็นที่ทราบกันดีเกี่ยวกับการสร้างโปรตีนที่เป็น 
heterologous อันเนื่องมาจากเซลล์เจ้าบ้านไม่สามารถผลิตสารตั้งต้นในการสร้างโปรตีนได้อย่างเพียงพอ อีกทั้ง
การทดลองนี้ต้องอาศัยทรัพยกรของนักวิจัยที่ร่วมมือชาวต่างชาติ ระยะเวลาที่สามารถด าเนินงานการทดสอบนี้
ค่อนข้างน้อย (ได้รับทุนสนับสนุนจาก DAAD เพ่ือท าวิจัยในเยอรมนี ระยะเวลา 3 เดือน, และทุนสนับสนุนจาก
คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เพ่ือท าวิจัยในออสเตรเลีย ระยะเวลา 1 เดือน) ท าให้ไม่สามารถท า
การทดสอบซ้ าได้ในระยะเวลาอันจ ากัดนี้ ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ไม่มีข้อมูลที่เพียงพอในการตีพิมพ์ผลงานวิจัยเพ่ิมเติม
ได ้
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Introduction: Aquaporins (AQPs) are pore-forming transmembrane proteins that conduct water, 
glycerol, urea and other solutes across cell membranes in plants animals and bacteria. 
Significantly, the inhibition of a single aquaglyceroporin in the blood fluke Schistosoma mansoni 
caused high parasite mortality. This Schistosoma protein was shown to passage the metabolite 
waste product lactate which, if not continuously excreted, would quickly lead to acidification 
and parasite death. As such trematode aquaporins have potential as drug targets for 
chemotherapy of trematodiases. In Thailand, the human liver fluke Opisthorchis viverrini is a 
major parasite endemic in the north and northeast with high infection rates found in the rural 
population. Long lasting infections have been connected with the development of 
cholangiocarcinoma induced by chronic inflammation of biliary tracts due to antigens released 
by the parasite. A self-inflicted agent promoting tumor formation is Praziquantel, the drug of 
choice to destroy the parasite which too has been demonstrated to stimulate inflammation. In 
livestock, the tropical liver fluke Fasciola gigantica causes severe economic damage to farmers 
and resistance to the drug Triclabendazole, which is used to clear the infection, has been 
reported. Parasite aquaporins are interesting targets as they show low sequence conservation to 
their mammalian homologs and in this research we attempted to investigate the complete set 
of AQPs in the afore-mentioned liver fluke species for their basic biochemical properties, 
possible biological roles and as target for drug intervention in their respective trematodiasis. 



 

Experimental Design: Fasciola and Opisthorchis AQP encoding cDNAs were isolated by RT-PCR 
from adult stage parasite RNA, cloned into standard vectors and had their molecular sequences 
determined. Synthetic peptides selected from the C-terminal intracellular regions of these AQPs 
were used to produce anti-AQP antisera in mice. Antisera were used for immunoblot and 
immunohistochemical detection of these AQPs in parasite antigen extracts and tissue sections, 
respectively. Functional AQP analyses were performed by using (1) Xenopus oocyte swelling 
assays with injected in vitro-synthesized AQP mRNA and (2) transformed mutant yeast cells 
carrying recombinant expression plasmids with the introduced AQP DNAs. Pharmaceutical 
intervention in the function of the trematode AQPs was tested with specific blocking 
compounds (AqBs) that had shown promising results with mammalian AQPs. The AqBs were 
tested in Xenopus oocyte swelling assays. 
Results: Two Fasciola (FgAQP-3, FgAQP-4) and three Opisthorchis AQPs (OvAQP-1, OvAQP-2, 
OvAQP-3) were successfully molecular cloned. Specific antisera could be produced against all 
five AQPs. The antisera confirmed the tegumental location of the AQPs and revealed their 
tissue-specific localization. Oocyte swelling assays for water, urea and glycerol were negative for 
FgAQP-3 and FgAQP-4 but positive for all OvAQPs. Yeast-based assays for ammonia and 
methylamine were positive for FgAQP-3 and all OvAQPs while FgAQP-4 was negative. Blocking 
assays for OvAQP-1, OvAQP-2, OvAQP-3 in the Xenopus oocyte system with 13 AqBs showed 
promising results for compound AqB 011 while the remaining twelve AqBs were negative. 
Conclusions: The investigated AQPs have important functions beyond regulation of water 
influx/efflux in parasite cells. Disposal of lactate/acetate waste through trematode AQPs will be 
an essential property that needs further investigation. Blocking of AQP channel is achievable as 
shown by limited blocking assays. 
Limitations: It was not possible to express FgAQP-3 and FgAQP-4 in sufficiently large amounts in 
Xenopus oocytes to obtain results. This is a known limitation of heterologous expression which 
is not always working because the host does not provide full support for proper expression in 
each and every case. The major downside of this study was the very limited timeframe to do 
essential functional assays in the collaborating foreign laboratories. Funds received from DAAD, 
Germany allowed a three-month research visit to Germany and funds received from 
Thammasat University, Faculty of Allied Health Sciences allowed a one-month research visit to 
Australia. Both visits would each have needed a six-month period to conduct and repeat 
experiments to obtain enough data for additional publications.  
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บทสรุปผู้บริหาร (Executive Summary) 

OBJECTIVES 
1) Production of antisera against the putative aquaglyceroporins FgAQP-3 and FgAQP-4 
of Fasciola gigantica. 
2) Application of these antisera for immunodetection of FgAQP-3 and FgAQP-4 in 
parasite protein extracts and tissue sections.  
3) Determination of temporal expression of FgAQP-3 and FgAQP-4 by reverse 
transcription PCR. 
4) Expression of AQP-3 and AQP-4 of Fasciola gigantica in Xenopus oocytes and 
swelling assays for water, urea, and glycerol. 
5) Expression of FgAQPs and OvAQPs in yeast and growth assays testing for ammonia, 
methylamine permeability. 
6) Oocyte swelling assay for measurement of acetate permeability of Opisthorchis 
viverrini AQPs 1–3.  
7) Western blot analyses of heterologous expression of FgAQPs and OvAQPs in 
Xenopus oocytes and yeast 
8) Preliminary analysis of potential aquaporin blockers (AqB) for their activity on 
OvAQP-1, OvAQP-2, OvAQP-3 by Xenopus swelling assays. 
 
EXPERIMENTAL DESIGN 
AQPs are transmembrane proteins and their short N- and C-terminal intracellular tails are the 
most promising targets for antibody production if later on the native protein must be detected. 
Therefore, antisera were raised against synthetic peptides comprising these terminal amino acid 
sequences. To stimulate a stronger immune response the peptides were conjugated to the 
carrier protein keyhole limpet hemocyanin (KLH). The obtained antisera were affinity purified to 
remove antibodies against KLH and the specificity of the purified antisera was tested by ELISA 
against the specific peptides. 
The Xenopus oocyte swelling assay is the standard technique to analyze the functional 
properties of heterologously expressed AQPs as it allows to investigate the function of a single 
AQP in isolation from any other AQPs. This is due to the absence of endogenous AQP activity in 
Xenopus oocytes and their inherent water impermeability. The results will therefore directly 
reveal properties of the investigated AQP. Trematodes use anaerobic energy metabolism 



 

pathways in their mammalian hosts and generate waste products, e.g. lactate, acetate. 
Accumulation of these waste products would be toxic to the parasite and it has been 
demonstrated in other organisms that a few AQPs can be used to facilitate removal of such 
molecules. Again, oocytes can be used to analyze the transport of these compounds in their 
charged and uncharged forms. Functional assays of heterologous expressed AQPs in yeast make 
use of mutant yeast strains lacking distinct transporters of ammonia which will inhibit the 
growth of the mutant yeast in the presence of ammonia. AQPs conducting ammonia will allow 
growth and proliferation of these strains. Western blot analyses of Xenopus oocyte protein and 
yeast microsomal extracts are required to confirm heterologous expression of the trematode 
AQPs.  
Aquaporins are essential for cellular water homeostasis and also have roles in excretion of 
small metabolic waste products like acetate. Thus they are interesting targets for 
pharmaceutical intervention and compounds that have shown potential in blocking of 
mammalian aquaporins (AqB) were tested in oocyte swelling assays against OvAQP1, OvAQP-2, 
OvAQP-3. Due to the absence of endogenous AQP activity in Xenopus oocytes and their 
inherent water impermeability they will only show swelling if the expressed OvAQPs allow 
water to pass. The swelling rate of the oocytes will be recorded before and after the addition 
of the selected AqB. Comparison of the swelling rates will show if any specific AqB prevents or 
slows oocyte swelling. 
RESULTS 
1) ELISA showed that the generated and purified antisera contained a sufficiently high 
amount of peptide-specific antibodies. 
2) Immunoblot analyses demonstrated that the antisera reacted with single antigens in 
transmembrane protein extracts of adult F. gigantica. Specificity of these signals was verified by 
controls in which the specific antibodies were depleted by immunoprecipitation against the 
specific peptides. 
3) RT-PCR demonstrated that FgAQP-3 is an adult-stage specific protein while FgAQP-4 
is present in metacercariae, newly excysted juveniles, 2, 4, 6 week-old juveniles and adults. 
4) Immunolocalization in the tissue of adult parasites showed that FgAQP-3 is present 
only in the male reproductive system, i.e., testis lobes and seminal vesicle while FgAQP-4 is 
ubiquitously distributed. 
5) Oocyte swelling assays of FgAQP-3, FgAQP-4 for water, urea, and glycerol showed 
negative results 



 

6) Yeast growth experiments demonstrated that FgAQP-3 can conduct ammonia and 
methylamine while FgAQP-4 was negative. OvAQP-1, OvAQP-2, OvAQP-3 can conduct ammonia 
and methylamine 
7) Oocyte swelling assays of Opisthorchis AQPs for acetate showed that OvAQP-1 
abundantly conducted uncharged acetate while OvAQP-2 and OvAQP-3 caused the flow of 
both charged and uncharged acetate but at low levels 
8) Western analyses of oocyte protein extracts showed that the Fasciola AQPs were 
present at very low levels only while the Opisthorchis AQPs were abundant. In the yeast 
microsomal fractions FgAQP-3 was clearly detected while FgAQP-4 was not detected. All 
Opisthorchis AQPs were detected in the yeast microsomal fractions. 
9) Thirteen different potential aquaporin blockers (AqB) were tested with OvAQP-1, 
OvAQP-2, OvAQP-3 in Xenopus oocyte swelling assays. AqB 011 showed promising results. It 
caused reduction of the swelling rate in oocytes expressing OvAQP-1 and OvAQP-2 but not for 
OvAQP-3. 
CONCLUSIONS 
Specific antisera against FgAQP-3 and FgAQP-4 terminal peptides were produced in mice and 
affinity-purified. RT-PCR, immunoblot detection and immunohistochemical localization of 
FgAQP-3 and FgAQP-4 RNA and protein yielded novel results which already allow us to 
speculate about the functions of these aquaglyceroporins: 
1) FgAQP-3 is an adult-stage specific protein functional in the male reproductive 
system which could possibly affect spermatogenesis and, thereby, fertility. 
2) FgAQP-4 acts as a 'house-keeping' protein, active at all times in all tissue-types. 
Pharmaceutical intervention should focus on FgAQP-4 as functional inhibition of FgAQP-3 might 
not kill the parasite but only cause temporary reduction in fecundity. 
3) Unexpectedly, the activity measurements of the Fasciola AQPs in oocytes were 
negative and the subsequent western analysis showed that they were only expressed at very 
low levels in the oocytes. Similarly, in the yeast only FgAQP-3 was found expressed and 
showed that it has an effect on ammonia and methylamine while FgAQP was again negative. All 
clones had been DNA-sequenced prior to their use in the experiments. In vitro transcription and 
production of capped RNA showed no differences in the product quality/quantity between 
Fasciola and Opisthorchis AQP transcripts and the experiments were repeated at different times 
with the same results. It is at present not known whether there are systemic problems at the 



 

translational/posttranslational level that affect the Fasciola AQPs in Xenopus oocytes or 
undetected technical shortcomings. 
4) The Opisthorchis AQPs were found to be expressed in both, Xenopus oocytes and 
in yeast and conducted ammonia and methylamine in the latter. Due to the negative results for 
the FgAQPs we did not test them for acetate in oocytes but used only the OvAQPs in these 
assays. Remarkably, OvAQP-1 was found to be highly active in conducting uncharged acetate. 
Even more remarkably in respect to acetate is the result for OvAQP-3 because it demonstrates 
the flux of charged acetate through this AQP which is a property rarely observed in these 
channels. Given the negative results for the Fasciola AQPs we have decided to focus our future 
work on the analysis of the Opisthorchis AQPs and to further analyze their possible biological 
role in the excretion of acetate which if left in the parasite would lead to cellular acidification 
and certain subsequent death. 
5) Preliminary analysis of AqBs showed that it is possible to find compounds that 
reduce the flow of water across OvAQPs. Due to limited time available for this analysis (one 
month) only 13 AqBs could be tested. These analyses were performed in the laboratory of Prof. 
A. Yool, Adelaide, Australia. Prof. Yool has a large collection of compounds with potential to 
block aquaporins. An extended research visit would be necessary to obtain sound data, ready 
for publication.  
6) Unexpected negative results for the expression of FgAQP-3, FgAQP-4 in Xenopus 
oocytes with limited time (three months research visit in the laboratory of Prof. E. Beitz, Kiel, 
Germany) to solve this problem and to conduct more experiments in mutant yeast as an 
alternative did not allow us to get publishable results for this part of the study.  
  



 

วัตถุประสงค์งานวิจัย 

1. ศึกษาการแสดงออกของอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ทั้งในระดับ RNA และโปรตีน จาก พยาธิ F. 
gigantica (To characterize the temporal and spatial expression profiles of two F. gigantica 
aquaporins) 
2. ศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ F. gigantica ในไข่กบ Xenopus laevis ในการเป็นช่อง
ทางผ่านส าหรับโมเลกุลของน้ า ยูเรีย และกลีเซอรอล (To functionally characterize F. gigantica 
aquaporins in Xenopus laevis oocytes for water, urea, glycerol permeability) 
3. ศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ F. gigantica และ O. viverrini ในยีสต์ ส าหรับการเป็นช่อง
ทางผ่านส าหรับแอมโมเนีย (To functionally characterize F. gigantica and O. viverrini aquaporins in 
yeast for ammonia permeability) 
4. ศึกษาความส าคัญของโปรตีนอะควอพอรินเพ่ือความอยู่รอดของพยาธิ F. gigantica และ O. viverrini ในระยะ 
newly excysted juvenile (To characterize the importance of F. gigantica and O. viverrini 
aquaporins for parasite survival in vivo in cultured newly excysted juveniles) 
5. ศึกษาความสามารถของโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ F. gigantica และ O. viverrini ในการขนส่งยาจ าพวก 
metalloid เป็นต้น (To investigate the use of F. gigantica and O. viverrini aquaporins for targeted 
drug delivery using metalloid drugs as examples) 
6. การศึกษาขั้นต้นในการยับยั้งโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ F. gigantica และ O. viverrini ด้วย ยาขับ
ปัสสาวะและยาชนิดอ่ืนๆ (PRELIMINARY: To investigate the inhibition of F. gigantica and O. viverrini 
aquaporins by diuretic and other pharmaceuticals) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ระเบียบวิธีวิจัย 

1. การด ารงวงชีวิตของพยาธิ F. gigantica ในหอยตัวกลาง Austropeplea viridis 
- การเพาะเลี้ยงหอยตัวกลางสายพันธุ์ A. viridis 

น าหอยสายพันธุ์ A. viridis ซึ่งเป็นโฮสต์ตัวกลางของพยาธิ F. gigantica จากแหล่งน้ าธรรมชาติ ที่มีขนาดโตเต็ม
วัย (ประมาณ 10-12 มิลลิเมตร) ใส่ในอ่างพลาสติก ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซม. สูงประมาณ 9 
เซนติเมตร ใส่ก้อนหินเพ่ือเป็นที่วางไข่ ใส่น้ าประมาณครึ่งอ่าง ให้ออกซิเจน โดย ใช้เครื่องพ่นอากาศลงในอ่างน้ า
ตลอดเวลา ให้แสงสว่าง โดยใช้ไฟนีออน 8-10 ชั่วโมงต่อวัน ให้อาหารหลักคือ ผักกาดหอม ส่วนไดอะตอมและ
สาหร่ายเกลียวทองให้เป็นอาหารเสริม อาทิตย์ละครั้ง หอยที่เจริญเต็มวัยจะวางไข่เป็นแพ เอ็มบริโอจะพัฒนา
ภายในไข่ ประมาณ 1 สัปดาห์ และจะฝักออกมา เป็นตัวอ่อน และใช้เวลาประมาณ 8-10 สัปดาห์ในการพัฒนา
และเติบโตเป็นตัวเต็มวัย 

- การติดเชื้อหอยตัวกลางในห้องปฏิบัติการ 
น าไข่ของพยาธิ F. gigantica ที่เก็บจากถุงน้ าดีของสัตว์ที่ติดเชื้อตามธรรมชาติ (โค กระบือ) มาล้างเอาน้ าดีออก 
น าไข่ของพยาธิที่ล้างแล้วใส่ในน้ าที่ปราศจากคลอรีนในถาดพลาสติก ตั้งไว้ในอุณหภูมิห้อง (ประมาณ 25-27 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลาประมาณ 1 สัปดาห์ ตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจะเจริญและออกมาจากไข่ ไมราซิเดียมจะมีชีวิต
อยู่ในน้ าได้ประมาณ 24 ชั่วโมง ถ้าไม่สามารถไชเข้าหอยที่เป็นโฮสต์ตัวกลางได้     ไมราซิเดียมจะตายในที่สุด 
น าหอยที่เป็นโฮสต์ตัวกลางจ านวน 1 ตัวใส่ในถาดหลุม (ถาดพลาสติกขนาด 24 หลุม) ดูดไมราซิเดียมจ านวน 1 ตัว
ต่อหอย 1 ตัว หลังจากนั้นประมาณ 6 ชั่วโมง น าเอาหอยที่ได้ท าการติดเชื้อแล้วไปใส่ในภาชนะท่ีใช้เลี้ยงหอย
ตามปกติ และท าการตรวจสอบอัตราการติดเชื้อ 6-8 สัปดาห์ต่อมา โดยการน าแผ่นพลาสติกขนาดประมาณ 5x5 
เซนติเมตร ลอยบนน้ าที่ใช้เลี้ยงหอยที่ติดเชื้อแล้ว หอยที่ติดเชื้อจะปล่อยเมตตาเซอร์คาเรีย (metacercariae, 
ระยะติดเชื้อของพยาธิ F. gigantica) ออกมา แล้วเกาะอยู่บนแผ่นพลาสติกที่ลอยอยู่เหนือน้ า 
2. การเตรียมพยาธิ F. gigantica ระยะต่างๆ ที่ใช้ในงานวิจัย  

- การเตรียมพยาธิ F. gigantica ระยะ newly excysted juveniles   
น าเมตตาเซอร์คาเรีย จ านวน 500-1,000 เม็ด ใส่ในสารละลาย solution I (1% Pepsin, 0.4% HCl) วางไว้ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปั่นเก็บเมตตาเซอร์คาเรีย แล้วล้างด้วยน้ ากลั่น เป็นเวลา 3 
ครั้ง ใส่สารละลาย solution II (0.02 M sodium dithionite, 0.2% taurocholic,  1% NaHCO3, 0.8% NaCl 
และ 0.6% HCl) วางที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปั่นเก็บเมตตาเซอร์คาเรีย แล้วล้าง
ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI-1640 จ านวน 3 ครั้ง เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI-1640 ที่มี 10 µg/ml gentamicin 
และ fetal bovine serum วางที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-4 ชั่วโมง แล้วเก็บ newly excysted 
juveniles ที่ได้ในตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

- การเตรียมพยาธิ F. gigantica ระยะ 2 สัปดาห์, 4 สัปดาห์ และ 6 สัปดาห์ 
ติดเชื้อหนูเมาส์สายพันธุ์ ICR ด้วยเมตตาเซอร์คาเรียของพยาธิ F. gigantica ด้วยการให้หนูเมาส์กินเมตตาเซอร์คา
เรีย จ านวน 20 เม็ดต่อหนูหนึ่งตัว จากนั้นท าการการุณฆาตรหนูที่ระยะ 2 สัปดาห์, 4 สัปดาห ์และ 6 สัปดาห์ 



 

หลังการติดเชื้อ เก็บตัวอ่อนของพยาธิระยะต่างๆ ที่บริเวณตับและถุงน้ าดีของหนู ล้างตัวอ่อนของพยาธิด้วย
สารละลาย PBS, pH 7.2 เก็บพยาธิตัวอ่อนระยะต่างๆ ไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการ
ทดลองต่อไป 

- การเตรียมพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 
เก็บพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัยในตับและท่อน้ าดีของสัตว์ที่ติดเชื้อโดยธรรมชาติ (โค กระบือ) ณ โรงฆ่า
สัตว์ ในจังหวัดปทุมธานี จากนั้นล้างพยาธิตัวเต็มวัยที่ได้ด้วยสารละลาย PBS, pH 7.2 เพ่ือล้างน้ าดีและเลือดออก
ให้หมด เก็บพยาธิไว้ใน liquid N2 เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
3. การเตรียมพยาธิ Opisthorchis viverrini ระยะ metacercaria และ newly excysted juveniles  
เก็บปลาน้ าจืดที่เป็นโฮสต์ตัวกลางของพยาธิ O. viverrini จากแหล่งน้ าที่มีการระบาด ในเขตภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แล้วน าปลาไปย่อยเพ่ือหา metacercaria ของพยาธิ O. viverrini ณ คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ขั้นตอนคือ น าปลามาสับและย่อยให้ละเอียดด้วยเอนไซม์ trypsin จากนั้น
น ามาผ่านตาแกรงถ่ี และเลือก metacercaria ของพยาธิ O. viverrini ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
ส าหรับการเตรียมตัวอ่อนพยาธิระยะ newly excysted juvenile น าตัวอ่อนพยาธิระยะ metacercaria มาย่อย
ด้วยเอนไซม์ trypsin 1% แล้วน าไปเขย่าช้าๆ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-30 นาที จากนั้นแยก
พยาธิระยะ newly excysted juveniles ออกมาล้างในสารละลาย PBS, pH 7.2 แล้วน าไปใช้ในการทดลอง
ต่อไป  
 
 



 

 
รูปที่ 1 ปลาน้ าจืด cyprinid โฮสต์ตัวกลางของพยาธิของพยาธิ O. viverrini ที่เก็บไดจ้ากแหล่งน้ าธรรมชาติ ใน
เขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 
4. การเตรียม total RNA จากพยาธิ F. gigantica ระยะต่างๆ 
การสกัด total RNA ของพยาธิ F. gigantica ระยะ newly excysted juvenile, 2 สัปดาห์, 4 สัปดาห์, 6 
สัปดาห์ และระยะตัวเต็มวัย โดยน าพยาธิมาบดให้ละเอียดด้วยเครื่อง homogenizer (Ultra-Turrax T25 tissue 
homogenizer, IKA, Germany) ในสารละลาย TRIzol (GIBco BRL Life-Technologies, USA) แล้วเติม
คลอโรฟอร์มลงไป จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายส่วนบนแล้วเติม 
isopropyl alcohol น าไปปั่นตกตะกอนอีกครั้ง น าตะกอน total RNA ที่ได้ มาล้างด้วย 70% เอทานอล จากนั้น
ตากตะกอน total RNA ที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 20-30 นาที แล้วละลายตะกอน total RNA ด้วย DEPC-
treated water วัดความเข้มข้นของ total RNA ที่ได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นา
โนเมตร น าสารละลาย total RNA เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
5. การเตรียมสารสกัดโปรตีนชนิด insoluble protein extracts (IPE), soluble protein extracts (SPE) และ 

transmembrane extracts (TME) จากพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 
น าพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย มาบดให้ละลายเอียดด้วยเครื่อง homogenizer ในสารละลาย 10 mM 
PBS, pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 1x proteinase inhibitor cocktails (M221, AMRESCO, 



 

USA) และ 1 mM EDTA จากนั้น น าไปปั่นที่ความเร็ว 1,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แยกตะกอน (pellet I) และส่วนใส (supernatant I) 
น าตะกอน (pellet I) ไปละลายด้วยสารละลาย 50 mM Tris−HCl, pH 6.8 และ 3% SDS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 1,000 xg เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลาย
ส่วนใส (insoluble protein extracts) ไปวัดความเข้มข้นโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
น าส่วนใส (supernatant I) มาปั่นด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง (Ultracentrifuge, TH-641 rotor, SORVALL 
Discovery 100SE) ที่ความเร็ว 200,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แยกตะกอน (pellet 
II) และส่วนใส (supernatant II) น าตะกอนที่ได้ (pellet II) มาละลายใน 50 mM Tris−HCl, pH 6.8 และ 3% 
SDS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามาปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 1,000 xg เป็นเวลา 
10 นาที น าสารละลายส่วนใส (transmembrane extracts) ไปวัดความเข้มข้นโปรตีนที่ได้ ด้วยวิธี Bradford 
แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
น าส่วนใส (supernatant II หรือ soluble protein extracts) ไปวัดความเข้มข้นโปรตีนที่ได้ ด้วยวิธี Bradford 
แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
6. การโคลน cDNA ที่เข้ารหัสส าหรับโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ของพยาธิใบไม้ตับ F. 

gigantica  
จากข้อมูลใน Expressed Sequence Tag (EST database) ของพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica  คณะผู้วิจัยจึงได้
สังเคราะห์ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ cDNA ของ aquaporin homologs (FgAQP3;      Fw: 
5’GGATCCATGGAGTCCCACTGGGT3’  Rv: 5’CTCGAGTCATTCCAAAGCCTCTCCT3’ และ FgAQP4;    Fw: 
5’GGATCCATGAGTTTAGTCTCCTAT3’  Rv: 5’CTCGAGTTATTGCCAACTGTTTC3’) แล้วท าการโคลน 
cDNAs ด้วยเทคนิค reverse transcriptase PCR (RT-PCR) โดยน า total RNA ของพยาธิ F. gigantica ระยะ
ตัวเต็มวัย มาท า reverse transcription ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase (RevertAid Reverse 
Transcriptase, ThermoScientific) โดยใช้ reverse gene specific primers แล้วเพ่ิมจ านวน cDNAs ที่ได้ด้วย
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ aquaporin homologs น า PCR products ที่ได้เชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pGEM-T Easy 
(Promega, USA) จากนั้นตรวจสอบล าดับดีเอ็นเอของโคลน cDNAs (FgAQP3 และ FgAQP4) ที่ได้โดย DNA 
sequencing 
7. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน FgAQP3 และ FgAQP4 ในระดับ RNA ของพยาธิ F. gigantica โดยวิธี 

reverse transcriptase PCR (RT-PCR) 
Reverse-Transcriptase PCR (RT-PCR) เป็นเทคนิคท่ีสามารถวิเคราะห์การแสดงออกของยีน ในระดับ RNA ได้ 
ข้อดีของเทคนิค RT-PCR คือต้องการปริมาณของ RNA ในจ านวนน้อยมาก (ระดับนาโนกรัม) ในการวิเคราะห์การ
แสดงออกของยีน ขั้นตอนคือน า total RNA ระยะ newly excysted juvenile, 2 สัปดาห์, 4 สัปดาห์, 6 สัปดาห์ 
และระยะตัวเต็มวัยที่เตรียมไว้ (ดังอธิบายในข้อหัวที่ 3) มาสร้าง first strand cDNA ด้วยเอนไซม์ reverse 
transcriptase (RevertAid Reverse Transcriptase, ThermoScientific) โดยใช้ reverse gene specific 



 

primers (Rv; 5'-TCGGAACCCAAAAGTGGTAG-3' ส าหรบั FgAQP3 และ Rv; 5'-
GAGTGAACGCTTGTTGTCCA-3' ส าหรับ FgAQP4 ) แล้วเพ่ิมจ านวน first stand cDNA ที่ได้ในแต่ละระยะ ด้วย
เทคนิค PCR โดยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่ออะควอพอรินทั้งสองไอโซฟอร์ม (Fw; 5'-GGTCGAGTACCGTGGATACG-
3'  Rv; 5'-TCGGAACCCAAAAGTGGTAG-3' ส าหรับ FgAQP3 และ Fw; 5'-GTTGATTAATCCGGCAATGG-3' 
Rv; 5'-GAGTGAACGCTTGTTGTCCA-3' ส าหรับ FgAQP4) โดยใช้ annealing temperature ที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส จากนั้นน า PCR products ที่ได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วย agarose gel 
electrophoresis ในการทดลองนี้คณะผู้วิจัยได้ใช้ยีน FgTubulin เป็นยีนควบคุมภายใน (internal control 
gene) เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนควบคุม รวมถึงปริมาณและคุณภาพของ total RNA ที่สกัดได้ในระยะ
ต่างๆ ของพยาธิ F. gigantica 
8. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนประเภท transmembrane proteins นั้นมีขีดจ ากัด 
โดยเฉพาะในขั้นตอนการเตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพ่ือใช้เป็นแอนติเจนในการกระตุ้นสัตว์ทดลอง เนื่องจากรี
คอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้ส่วนใหญ่ผลิตในเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้านที่ไม่สามารถผลิตโปรตีนประเภท 
transmembrane proteins ได้ทั้งโมเลกุล ดังนั้นการเตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพ่ือผลิตแอนติบอดีส าหรับ 
transmembrane proteins จะต้องเลือกเฉพาะส่วนที่เป็น intracellular หรือ extracellular parts ของ 
transmembrane proteins นั้นๆ  
การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มีขนาดเล็กนั้น ท าได้ยากและใช้เวลานาน โดยเฉพาะในการขั้นตอนการท าโปรตีน
ให้บริสุทธิ์ คณะผู้วิจัยจึงได้สั่งผลิต synthetic peptides (MIMOTOPES, Australia) เพ่ือลดขั้นตอนการผลิตรี
คอมบิแนนท์โปรตีน ส าหรับการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 
และ FgAQP4 นั้น คณะผู้วิจัยได้เลือกส่วนที่เป็น N-terminal intracellular part (H-KKVDKIRLTSKNLTKC-OH, 
19 อะมิโนแอซิด) ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ C-terminal intracellular part (H-
CDELGNSEKMRQFSDRNSWQ-OH, 19 อะมิโนแอซิด) ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 เป็นแอนติเจนส าหรับ
การกระตุ้นหนูทดลองเพ่ือผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี  
ขั้นตอนการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4  ท าได้
โดยน า synthetic peptides มาเชื่อมกับโปรตีน keyhole limpet hemocyanin (KLH) ซึ่งจะท าหน้าที่เป็น 
immunostimulator/adjuvant เพ่ือช่วยให้เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันสามารถตอบสนองและสร้างแอนติบอดีต่อ 
synthetic peptides ได้ดีขึ้น จากนั้นน า synthetic peptide-KLH ฉีดกระตุ้นในหนูเมาส์สายพันธุ์ ICR จ านวน 2 
กลุ่มทดลอง (กลุ่ม FgAQP3 และ FgAQP4) กลุ่มละ 3 ตัว ปริมาณ 50 ไมโครกรัมต่อหนูหนึ่งตัว ส าหรับการฉีด
กระตุ้นครั้งที่ 2 และ 3 ฉีดกระตุ้นด้วย synthetic peptide เพียงอย่างเดียว ปริมาณ 20 ไมโครกรัมต่อหนูหนึ่งตัว 
โดยการฉีดกระตุ้นแต่ละครั้งเว้นระยะห่าง 3 สัปดาห์ โดยท าการเจาะเลือดบริเวณหางหนูก่อนการกระตุ้นด้วย
แอนติเจนและในสัปดาห์ที่ 2 หลังการฉีดกระตุ้น โดยการฉีดกระตุ้นหนูครั้งแรกท าการผสมแอนติเจนด้วย 
Complete Freund’s Adjuvant ส าหรับการฉีดกระตุ้นครั้งที่ 2 และ 3 ผสมแอนติเจนด้วย Incomplete 
Freund’s Adjuvant (ดังแสดงในรูปที่ 1) จากนั้น pool ซีรั่มของหนูที่อยู่ในกลุ่มเดียวกัน (แบ่งออกเป็น 



 

preimmune serum และ immunized serum) แล้วน าไปทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีที่ได้ต่อ 
synthetic peptide ที่ใช้เป็นแอนติเจนในการกระตุ้นหนูทดลองด้วยวิธี ELISA หลังจากนั้นน าซีรั่มบางส่วนไปท า
ให้บริสุทธิ์ด้วยการก าจัดแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน KLH ด้วย KLH agarose column (USBiological, 
USA) แล้วเปรียบเทียบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อ synthetic peptide และโปรตีน KLH ทั้งก่อนและหลัง 
purification ด้วยวิธี ELISA ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 แสดงระยะเวลาของการกระตุ้นหนูทดลองเพ่ือผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ synthetic peptides ของ
โปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 
 
9. การทดสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ต่อ synthetic peptides ของโปรตีนอะควอ

พอริน FgAQP3 และ OvAQP4 โดยวิธี ELISA 
น า synthetic peptides (ที่ใช้เป็นแอนติเจนส าหรับกระตุ้นหนูทดลอง) ของโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 มา
เคลือบบนหลุมของ ELISA plate ปริมาณ 100 นาโนกรัมต่อหลุม วางที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาหนึ่ง
คืน จากนั้นล้างโปรตีนที่ไม่เกาะกับหลุมออกด้วยด้วยบัพเฟอร์ PBST (10 mM PBS, pH 7.2, 0.05% Tween 20) 
แล้ว block ด้วย 0.25% BSA ในบัฟเฟอร์ PBST เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ล้างหลุม ELISA ด้วย PBST 
จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นใส่ pooled-preimmune serum, pooled-immunized serum (ก่อนการท าบริสุทธิ์)  
หรือ pooled-immunized serum (ก่อนการท าบริสุทธิ์) ที่ dilution 1:1,000-1:2,048,000 แบบ 2-fold 
dilution เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ล้างหลุม ELISA ด้วย PBST จ านวน 3 ครั้ง เติม
แอนติบอดีตัวที่สอง (HRP-Goat anti mouse IgG (H+L), invitrogen) ที่ dilution 1:4000 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ล้างหลุม ELISA ด้วย PBST แล้วใส่ substrate (OPD, Sigma) เป็นเวลา 30 นาที 



 

ในห้องมืด จากนั้นหยุดการเกิดปฏิกิริยาด้วย 3N H2SO4 แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโน
เมตร 
การเปรียบเทียบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี ทั้ง 2 ชนิด (anti FgAQP3 antibody และ anti 
FgAQP4 antibody) ต่อ synthetic peptide และ KLH เพ่ือวิเคราะห์อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสง (OD492 
ต่อ synthetic peptide / OD492 ต่อ KLH) และเปรียบเทียบโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้งก่อนและหลังการท า
แอนติบอดีให้บริสุทธิ์ ด้วย KLH agarose column โดยการเคลือบโปรตีน KLH และ synthetic peptide บน
หลุม ELISA แล้วด าเนินการเช่นเดียวกับท่ีได้อธิบายไว้ด้านบน  จากนั้นค านวณอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่
วัดได้จากการเกิดปฏิกิริยากับ synthetic peptide และ KLH แล้วน ามา plot บนกราฟ 
10. การตรวจหาโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 จากสารสกัดโปรตีนที่เตรียมจากพยาธิ F. gigantica โดยวิธี 

Western blot analysis 
น าสารสกัดโปรตีนที่เตรียมจากพยาธิ F. gigantica  ชนิด soluble protein extracts (SPE), insoluble 
protein extracts (IPE) และ transmembrane extracts (TME) ปริมาณ 70 ไมโครกรัม มาแยกขนาดของ
โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE ใน 16% acrylamide gel และย้ายโปรตีนมายังแผ่น nitrocellulose membrane 
โดยวิธ ีsemi-dry blotting จากนั้นน า nitrocellulose membrane มา block nonspecific ด้วย 5% skim 
milk ในบัฟเฟอร์ TBS, pH 7.5 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เขย่าเบาๆ ที่อุณหภูมิห้อง ใส่ pooled-purified polyclonal 
antibody ต่อ synthetic peptide ของ FgAQP3 หรือ FgAQP4 หรือ pooled-preimmune serum ของหนู
ก่อนการกระตุ้นด้วยแอนติเจน ที่ dilution 1:500 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เขย่าเบาๆ ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นล้างด้วย 
washing buffer (TBS, 0.05% Tween 20) ใส่แอนติบอดีตัวที่สอง (AP-goat anti mouse IgG (whole  
molecule), Sigma) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เขย่าเบาๆ ที่อุณหภูมิห้อง ล้าง membrane ด้วย washing buffer ใส่ 
substrate (BCIP/NBT, Ameresco, USA) วางในที่มืด ห้ามเขย่า รอจนเกิดแถบสีม่วงหรือจนกว่าจะเห็น 
background จึงหยุดปฏิกิริยาด้วยการล้างน้ า 2-3 ครั้ง 
11. การหาต าแหน่งของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในเนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica โดย

วิธีอิมมูโนพยาธิวิทยา (Immunohistochemistry) 
- การเตรียม paraffin-embedded tissue ของพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 

น าพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย ที่เพ่ิงเก็บจากตับหรือท่อน้ าดีของสัตว์ที่ติดเชื้อ (โค กระบือ) มาล้างให้
สะอาดด้วยสารละลาย PBS, pH 7.2 จากนั้นน าพยาธิที่ตัดแบ่งออกไปเป็น 3 ส่วน (ส่วนหัว ส่วนกลาง และ
ส่วนท้าย) ไปแช่ในสารละลาย 4% paraformaldehyde (fixative buffer) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 ชั่วโมง เทสารละลาย fixative ทิ้ง แล้วล้างด้วยสารละลาย PBS, pH 7.2 จากนั้นก าจัดน้ าออกจากเนื้อเยื่อของ
พยาธิ (dehydration) โดยแช่ในสารละลายเอทานอล 50%, 70%, 80%, 95% และ 100% เป็นเวลาอย่างละ 20 
นาที เทสารละลายเอทานอลแล้วเติมสารละลาย xylene ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จ านวน 3 รอบ รอบละ 10 นาที 
จากนั้นน า xylene ผสมกับสารละลาย paraplast ในอัตราส่วน 1:1 น าชิ้นส่วนของพยาธิใส่ในสารละลายดังกล่าว 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 55-58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จ านวน 2 รอบ จากนั้นเทสารละลายทิ้ง แล้วเติม
สารละลาย paraplast บริสุทธิ์ ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 55-58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จ านวน 2 รอบ น า



 

ชิ้นส่วนของพยาธิวางลงในกล่องกระดาษขนาด ประมาณ 3x5 เซนติเมตร ใส่สารละลาย paraplast บริสุทธิ์ 
จากนั้นตั้งทิ้งไว้เพ่ือให้สารละลาย paraplast แข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง น าชิ้นส่วนของพยาธิที่ฝั่งอยู่ใน paraplast ไป
ตัดด้วยเครื่อง microtome (RM2235 Leica, Germany) ที่ความหนา 8 ไมโครเมตร แล้ววางบนสไลด์แก้วที่
เคลือบด้วย gelatin ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งเป็นเวลา 1 คืนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส น าสไลด์ไปเก็บไว้ในกล่องที่
ปราศจากความชื้น ฝุ่น และแสง เพ่ือน าไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

- การตรวจหาโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 บนเนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica 
ระยะตัวเต็ม ด้วยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) 

น าเนื้อเยื่อของพยาธิที่วางอยู่บนสไลด์ (ดังที่ได้อธิบายข้างต้น) มาแช่ใน xylene, absolute ethanol, 95%, 
90%, 80%, and 70% ethanol ตามล าดับ น าสไลด์ไปแช่ในสารละลาย 10 mM sodium citrate, pH 6.0 
และ 0.05% Tween 20 เพ่ือเป็นการดึงแอนติเจนที่อยู่บนเนื้อเยื่อของพยาธิออกมา จากนั้น block เนื้อเยื่อของ
พยาธิด้วยสาระลาย glycine และ 4% BSA ตามล าดับ แล้วตรวจจับโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 
ด้วยโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ที่ dilution 1:200 เป็น
เวลา 1 คืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น block เนื้อเยื่อของพยาธิด้วยสารละลาย 1 mM laevamisole 
แล้วใส่ 2nd antibody (goat anti-mouse antibody conjugated alkaline phosphatase, dilution 1:200) 
แล้วเติม substrate ของเอนไซม์ alkaline phosphatase ด้วย BCIP/NBT น าสไลด์ไปวางไว้ในที่มืด แล้วสังเกตสี
ม่วงที่เกิดขึ้นบนเนื้อเยื่อของพยาธิ หยุดปฏิกิริยาดังกล่าวด้วยการล้างในน้ าประมาณ 2-3 ครั้ง ปิดด้วย coverslip 
แล้วน าไปดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แล้วถ่ายรูปของสีม่วงที่เกิดขึ้นบนเนื้อเยื่อของพยาธิ (OLYMPUS รุ่น BX51)   
12. การโคลน cDNA บริเวณ coding sequences ของ FgAQP3 และ FgAQP4 เข้าสู่เวคเตอร์เพื่อทดสอบหน้าที่

ของโปรตีนอะควอพอรินในไข่กบ Xenopus laevis และยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
- การโคลน cDNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 เข้าสู่เวคเตอร์ pHA426MET25 เพ่ือทดสอบ

หน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินในยีสต์ S. cerevisiae  
ออกแบบ forward และ reverse ไพรเมอร์ ที่มี restriction sites ของ restriction enzymes ส าหรับการตัดต่อ
เข้าสู่เวคเตอร์ ดังแสดงในตารางด้านล่าง 
 

โคลน ล าดับดีเอ็นเอของไพรเมอร์ Restriction enzymes 

FgAQP3 Fw: 5’GAC GTC ATG GAG TCC CAC TGG GT3’ Aat II 
Rv: 5’CTC GAG TCA TTC CAA AGC CTC TCC T3’ Xho I 

FgAQP4 Fw: 5’GGA TCC ATG AGT TTA GTC TCC TAT3’ BamH I 
Rv: 5’CTC GAG TTA TTG CCA ACT GTT TC3’ Xho I 

 
เพ่ิมจ านวน cDNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนดังกล่าว (ดังแสดงในตารางด้านบน) 
จากนั้นเชื่อมต่อ PCR product ที่ได้กับเวคเตอร์ pGEM-T easy (Promega, USA) แล้วน าไปเพ่ิมจ านวนในเซลล์



 

แบคทีเรีย สายพันธุ์ XL1-Blue น าโคลนของ pGEM-T easy/FgAQP3 (including Aat II and Xho I sites) และ 
pGEM-T easy/FgAQP4 (including BamH I and Xho I sites) ตรวจสอบล าดับดีเอ็นเอที่ได้ (DNA 
sequencing) จากนั้นท าการตัดโคลนของ FgAQP3 และ FgAQP4 ที่ได้ ด้วยเอนไซม์ดังกล่าว (ดังตารางด้านบน) 
จากนั้นน าไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pHA426MET25 แล้วน าไปเพิ่มจ านวนในเซลล์แบคทีเรีย สายพันธุ์ XL1-Blue 
สกัดดีเอ็นเอของ pHA426MET25/FgAQP3 และ pHA426MET25/FgAQP4 ที่ได้ แล้วน าไปใช้ในการทดลองเพ่ือ
ศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในยีสต์ S. cerevisiae ต่อไป 

- การโคลน cDNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 เข้าสู่เวคเตอร์ pOG2 เพ่ือทดสอบหน้าที่ของ
โปรตีนอะควอพอรินในไข่กบ X. laevis  

น าโคลนของ pHA426MET25/FgAQP3 และ pHA426MET25/FgAQP4 มาเพ่ิมจ านวนและสกัดดีเอ็นเอ จากนั้น
ตัดดีพลาสมิดลูกผสมที่สกัดได้ด้วย restriction enzymes ชนิด Xba I และ Xho I (ประกอบไปด้วยล าดับดีเอ็นเอ
ของโปรตีนอะควอพอริน และโปรตีน hemagglutinin (HA tag) ซึ่งจะน าไปในการตรวจหาการสร้างโปรตีนด้วย 
anti-HA antibody ในล าดับต่อไป) แล้วน าไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pOG2 เพ่ือให้ได้โคลนของ pOG2/FgAQP3 
และ pOG2/FgAQP4 ส าหรับการทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในไข่กบ X. 
laevis ต่อไป 
13. การโคลน cDNA บริเวณ coding sequences ของ O. viverrini aquaporins (OvAQP1, 2 และ 3) เข้าสู่

เวคเตอร์เพ่ือทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
น าโคลนของ pGEMT-Easy/OvAQP1, pGEMT-Easy/OvAQP2 และ pGEMT-Easy/OvAQP3 ที่ผ่านการ
ตรวจสอบล าดับดีเอ็นเอแล้ว (จากโครงการวิจัยเรื่อง “การโคลนยีนและการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนที่เป็นช่อง
ทางผ่านของน้ า (อะควอพอริน, OvAQP1-3) จากพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini” สัญญาเลขท่ี 
MRG5580189) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bam HI และ Xho I เพ่ือย้าย DNA fragment ของ OvAQP1, 
OvAQP2 และ OvAQP3 ไปยังเวคเตอร์ pHA426MET25 จากนั้นตรวจสอบความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) อีกครั้ง เวคเตอร์ pHA425/MET25 มีล าดับดีเอ็นเอของโปรตีน hemagglutinin (HA tag) ซึ่งมี
ประโยชน์ในการตรวจหาโปรตีนโดยใช้แอนติบอดีต่อ HA tag  
14. การทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในไข่กบ Xenopus laevis 
การศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินในไข่กบ Xenopus laevis เป็นการทดสอบความสามารถในการเป็นช่อง
ทางผ่านส าหรับโมเลกุลของน้ า กลีเซอรอล และยูเรีย โดยอาศัยหลักการแพร่ผ่านเซลล์เมมเบรนของไข่กบหลังฉีด
ด้วย cRNA ของอะควอพอริน แล้ววัดขนาดของไข่กบท่ีเพ่ิมขึ้นหลังวางในสารละลายที่ต้องการทดสอบ ขั้นตอน
การทดลองคือ น าโคลนของ pOG2/FgAQP3 และ pOG2/FgAQP4 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I ได้เป็น 
linear DNA template จากนั้นจึงผลิต cRNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 โดยใช้ชุดผลิต mMESSAGE 
mMACHINE transcription kit (Ambion) จากนั้นน าไข่กบ Xenopus laevis (ซึ่งได้จากการผ่าช่องทองของกบ 
X. laevis เพศเมีย ตามหลักจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลองของ University of Kiel, Germany) มาล้างและย่อย
ด้วยเอนไซม์ collagenase A (Roche) เป็นเวลา 10-20 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วคัดเลือกไข่กบ
ระยะ V-VI และมีคุณภาพดี ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ จากนั้นฉีด cRNA ของ FgAQP3 หรือ FgAQP4 



 

จ านวน 5 นาโนกรัมในปริมาตร 50 นาโนลิตร ต่อไข่กบหนึ่งฟอง โดยใช้ไข่กบประมาณ 10-15 ฟองต่อหนึ่งกลุ่ม
ทดลอง หรือฉีดไข่กบ X. laevis ด้วย sterile water ส าหรับกลุ่มควบคุมผลลบ จากนั้นน าไข่กบท่ีฉีดแล้วมาใส่ใน
สารละลาย ND96 buffer (96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 
7.4) วางในตู้ที่มีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วน าไปทดสอบความสามารถในการเป็นช่อง
ทางผ่านของโปรตีนอะควอพอรินต่อไป 
การทดสอบความสามารถของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในการเป็นช่องทางผ่านของน้ า โดยน า
ไข่กบทั้ง 3 กลุ่ม มาใส่ในบัพเฟอร์ ND96 เจือจาง (1:3 ND96 buffer) แล้ววัดขนาดของไข่กบทุกๆ 15 วินาที เป็น
เวลา 1 นาท ีโดยกล้องวีดีโอ แล้วค านวณความสามารถในการเป็นทางผ่านของน้ า (osmotic water 
permeability, Pf) ด้วยสมการ Pf = V0 × d(V/V0)/dt / [S×Vw × (osmin - osmout)] โดย V0 = ปริมาตรเริ่มต้น
ของไข่กบ (9×10−4 cm3), V = ปริมาตรของไข่กบหลังผ่านไปทุกๆ 15 วินาที, Vw =  ปริมาตรของโมเลกุลน้ า (18 
cm3/mol), S =  พ้ืนที่ผิวของไข่กบ (0.045 cm2), osmin -  osmout = ความแตกต่างความเข้มข้นของสารละลาย 
(osmotic gradient, 140 mOsm) โดยมีไข่กบที่ฉีดด้วย cRNA ของ rat AQP1 เป็นกลุ่มควบคุมผลบวก 
การทดสอบความสามารถของโปรตีนอะควอพอรินในการเป็นช่องทางผ่านของยูเรีย หรือกลีเซอรอล โดยน าไข่กบ
ทั้ง 3 กลุ่ม มาใส่บัพเฟอร์ ND31+Urea (31 mM NaCl, 130 mM Urea, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM 
MgCl2, 5 mM HEPES, pH 7.4) หรือ ND31+Glycerol (31 mM NaCl, 130 mM Glycerol, 2 mM KCl, 1.8 
mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 7.4) แล้ววัดขนาดของไข่กบทุกๆ 15 วินาที เป็นเวลา 1 นาท ี
โดยกล้องวีดีโอ แล้วค านวณความสามารถในการเป็นทางผ่านของสารละลาย (solute permeability, Psol) ด้วย
สมการ Psol = Soltot × V0 × d(V/V0)/dt / [S × (Solout - Solin)] โดย Solout - Solin คือ ความแตกต่างความ
เข้มข้นของสารละลาย (130 mM) โดยมีไข่กบท่ีฉีดด้วย cRNA ของ Plasmodium falciparum AQP เป็นกลุ่ม
ควบคุมผลบวก 
15. การทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน OvAQP1-3 ในไข่กบ Xenopus laevis เพ่ือทดสอบการเป็นช่อง

ทางผ่านส าหรับกรดอะซิติกหรืออะซิเตท 
กรดอะซิติกหรืออะซิเตทเป็นของเสีย (waste products) ที่ส าคัญชนิดหนึ่งหลังกระบวนการเมตาบอลิสมของ
พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini การคั่งของเสียดังกล่าวอาจมีผลต่อการด ารงชีวิตของพยาธิที่เกิดจากค่า pH ภายใน
ล าตัวของพยาธิลดต่ าลง ผลจากการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีนอะควอพอรินในพยาธิ
ใบไม้เลือด Schistosoma mansoni ท าให้พยาธิดังกล่าวไม่สามารถขับกรดแลคติกซึ่งเป็นของเสียของพยาธิได้ 
(Skelly et. al., 2010) 
การทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน OvAQP1-3 ในการเป็นช่องทางผ่านของกรดอะซิติก สามารถท าได้ใน
ระบบของไข่กบดังที่ได้อธิบายแล้วในหัวข้อข้างต้น คือ น าโคลนของ pOG2/OvAQP1, pOG2/OvAQP2 และ 
pOG2/OvAQP3 (จากโครงการวิจัยเรื่อง “การโคลนยีนและการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนที่เป็นช่องทางผ่านของ
น้ า (อะควอพอริน, OvAQP1-3) จากพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini” สัญญาเลขท่ี MRG5580189) มา
ผลิต cRNA ของ OvAQP1, OvAQP2 และ OvAQP3 ตามล าดับ จากนั้นน า cRNA ฉีดเข้าไข่กบ X. laevis (ดัง
อธิบายในหัวข้อที่ 14) หลังบ่มในบัพเฟอร์ ND96 เป็นเวลา 3 วัน จากนั้น น าไข่กบทั้ง 4 กลุ่ม (กลุ่มควบคุมผลลบ 



 

คือกลุ่มที่ฉีดด้วย sterile water) มาบ่มในสารละลายบัพเฟอร์ ND 86 (86 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM 
CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM citric acid, pH 4.75) เป็นเวลา 10-20 นาที ก่อนน าไปวัดในสารละลายอะซิติก 
pH 4.75 (86 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM citric acid, pH 4.75) หรือใน
สารละลายอะซิติก pH 7.44 (86 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 
7.44)  ที่มีค่า osmolarity เท่ากัน จากนั้นวัดขนาดของไข่กบทุกๆ 60 วินาที เป็นเวลา 4 นาท ีโดยกล้องวีดีโอ 
แล้วค านวณความสามารถในการเป็นทางผ่านของกรดอะซิติก โดยค านวณอัตราการเปลี่ยนแปลงของไข่กบจาก
สมการ relative volume change = d(V/V0)/dt โดย V0 = ปริมาตรเริ่มต้นของไข่กบ (9×10−4 cm3), V = 
ปริมาตรของไข่กบหลังผ่านไปทุกๆ 60 วินาที 
16. การศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3, FgAQP4 และ OvAQP1-3 ในยีสต์ S. cerevisiae โดยวิธี 

phenotypic yeast assay 
การศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินในยีสต์โดยวิธี phenotypic yeast assay เป็นการทดสอบความสามารถ
ของโปรตีนอะควอพอรินในการเป็นช่องทางผ่านส าหรับแอมโมเนีย (ammonia) และเมททิลลามีน 
(methylamine) โดยอาศัยหลักการเจริญเติบโตของยีสต์ S. cerevisiae หลังกระบวนการ transformation 
ด้วยพลาสมิดลูกผสมของ pHA426MET25/FgAQP3, pHA426MET25/FgAQP4, pHA426MET25/OvAQP1, 
pHA426MET25/OvAQP2 หรือ pHA426MET25/OvAQP3 บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนีย หรือเมททิลลามีน 
เป็นส่วนประกอบ ดังแสดงในรูปที่ 2 และ 3 ตามล าดับ 
 

 
รูปที่ 3 แสดงหลักการของ Ammonia assay, ยีสต์สายพันธุ์ 31019b∆fps1 (MATa, ura3, mep1∆, 
mep2::LEU2, mep3::kanMX2, yll043w∆0) เป็นยีสต์ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม ส่งผลให้ไม่มี endogenous 
ammonia transporter อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของยีสต์ดังกล่าว เมื่อยีสต์สายพันธุ์ 31019b∆fps1 ถูก 



 

transformed ด้วยพลาสมิดลูกผสม pHA426MET/AQP และอะควอพอรินดังกล่าวสามารถเป็นช่องทางผ่านของ
แอมโมเนียได้ จะท าให้ยีสต์นั้นสามารถเจริญเติบโตได้ดีเมื่ออยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเพียงแอมโมเนียเป็น
ส่วนประกอบหลักของอาหาร ในขณะที่ยีสต์ที่ถูก transformed ด้วยพลาสมิดเพียงอย่างเดียว หรือพลาสมิดลูก
ผสมทีม่ี AQP และอะควอพอรินดังกล่าวไม่สามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับแอมโมเนีย จึงท าให้ยีสต์นั้นสามารถ
เจริญเติบโตได้เพียงเล็กน้อยน้อยหรือไม่สามารถเจริญเติบโตได้เลยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Amornrat Geadkaew, 
Ph.D. Thesis 2011) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงหลักการของ Methylamine efflux assay และการขนส่ง methylamine/methylammonium 
แบบ pH-dependent ในยีสต์สายพันธุ์ BY4742∆fps1 (MA∆his3-1, leu2∆0, lys2∆0, ura3∆0, 
yll043w::KanMX) ซ่ึงมีโปรตีน Mep1-3 อยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์และท าหน้าที่ในการขนส่ง methylammonium ที่อยู่
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่า pH เป็น 5.5 และ methylammonium จะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของ methylamine 
ในสภาวะที่เป็นกลางภายในเซลล์ยีสต์ ซึ่ง methylamine นี้เป็นสารที่มีพิษต่อเซลล์ ถ้าโปรตีนอะควอพอรินที่
สามารถเป็นช่องทางผ่านน า methylamine ออกสู่สิ่งแวดล้อมภายนอกได้จะท าให้เซลล์ยีสต์นั้นเจริญเติบโตต่อไป
ได้ แต่ถ้าหากว่าอะควอพอรินดังกล่าวไม่สามารถเป็นช่องทางผ่านของโมเลกุลดังกล่าวได้ ก็จะท าให้เซลล์ยีสต์นั้น
ตายบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี methylamine เป็นส่วนประกอบ (Wu et al., 2007).  
 
 
17. การศึกษาสารประกอบที่สามารถยับยั้งการท าหน้าหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน OvAQP1-3 ในไข่กบ 

Xenopus laevis (Preliminary blocking assays of OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3 (Laboratory Prof. 
A. Yool, Adelaide, SA, Australia, April 2015)  



 

Cell swelling assays were performed using the standard Xenopus oocyte system. Confidential 
aquaporin blockers (AqB) available in the laboratory of Prof. Yool were used. These 13 AqBs 
were coded as 001, 006, 007, 011, 026,028, 029, 044, 045, 047, 050, dimer, trimer. Experiments 
started by recording oocyte swelling first in the absence of AqB and then in the presence of 
AqB. Swelling rates in absence and presence of AqB were compared to conclude the effect of 
AqB on water permeability of OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3. 
 
ผลงานวิจัยที่ได้รับ 
 

1. การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนแอซิดของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ที่โคลนได้จาก
พยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 

จากผลการวิเคราะห์ล าดับ cDNAs ด้วยวิธี DNA sequencing พบว่า cDNAs ของ FgAQP3 และ FgAQP4 มี
ขนาดเท่ากับ 861 และ 933 bps ตามล าดับ ประกอบด้วยกรดอะมิโนแอซิด จ านวน 286 และ 310 อะมิโนแอซิด 
ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์ลักษณะของ transmembrane proteins ด้วยโปรแกรม TMHMM v. 2.0 พบว่า
โปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 แสดง transmembrane region จ านวน 6 บริเวณ ซึ่งประกอบไป
ด้วย intracellular และ extracellular regions โดยมีปลายทางด้าน N-terminus และ C-terminus อยู่ภายใน
ไซโตพลาสซึม (รูปที่ 5) ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติต่างๆ ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP1 (Geadkaew A. et 
al, 2011), FgAQP2 (Geadkaew A. et al, 2011), FgAQP3 และ FgAQP4 ด้วยโปรแกรม EMBOSS Pepstats 
และ ClustalW2 พบว่า โปรตีนอะควอพอรินทั้ง 4 ไอโซฟอร์ม ประกอบด้วย NPA motifs จ านวน 2 ต าแหน่ง
ด้วยกัน ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของโปรตีนอะควอพอริน บริเวณ NPA motifs ดังกล่าวนี้มีความส าคัญในการท า
หน้าที่เป็น filter ส าหรับการคัดเลือกโมเลกุลของสารที่ไม่มีข้ัวขณะผ่านเข้าออกทางช่องของโปรตีนอะควอพอริน 
จากตารางที่ 1 พบว่า โปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 มี NPA motifs เป็น asparagine (N), proline (P) และ 
alanine (A) ทั้ง 2 ต าแหน่ง ขณะที่ FgAQP1 และ FgAQP2 นั้น มี 1st NPA motif เป็น threonine (T), alanine 
(A) และ alanine (A) และมี 2nd NPA motif เป็น asparagine (N), proline (P) และ alanine (A)  ซึ่งจากการ
รายงานของ Geadkaew A. et al พบว่า FgAQP1 และ FgAQP2 นั้น มีค่า water permeability ค่อนข้างต่ า
เมื่อเทียบกับ rat AQP1 และไม่สามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับสารละลายไม่มีขั้วชนิดอื่น (เช่น ยูเรีย กลีเซอรอล) 
ได้ ซึ่งอาจจะเป็นผลมาจากล าดับของกรดอะมิโนแอซิดที่อยู่ในบริเวณ NPA motifs ดังกล่าว ดังนั้นจึงท าให้โปรตีน
อะควอพอรินแต่ละไอโซฟอร์มมีความสามารถในการท าหน้าที่ในการเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลของน้ า หรือ
สารละลายไม่มีขั้วชนิดอ่ืนๆ ได้แตกต่างกัน  
 
 
 



 

 
 

 
 
 
รูปที่ 5 ผลการวิเคราะห์ลักษณะของ transmembrane regions ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ 
FgAQP4 ของพยาธิใบไม้ F. gigantica ด้วยโปรแกรม TMHMM v. 2.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 1 แสดงคุณสมบัติของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP1, FgAQP2, FgAQP3 และ FgAQP4 ของพยาธิ F. 
gigantica (วิเคราะห์จากโปรแกรมคอมพิวเตอร์ EMBOSS Pepstats และ ClustalW2) 
 

Isoforms 
Residues 
(amino acids) 

Calculated MW 
(kDa) 

1st NPA motif 2nd NPA motif References 

FgAQP1 299 32.7 TAA NPA 
Geadkaew A. et al, 
2011 

FgAQP2 295 32.4 TAA NPA 
Geadkaew A. et al, 
2011 

FgAQP3 286 30.6 NPA NPA unpublished data 

FgAQP4 310 33.8 NPA NPA unpublished data 

 
 
ผลการวิเคราะห์วิวัฒนาการของล าดับกรดอะมิโนแอซิด (Phylogenetic tree) ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP1, 
FgAQP2, FgAQP3 และ FgAQP4 กับล าดับกรดอะมิโนแอซิดของ aquaporin homologs จากพยาธิชนิด 
Nematodes (Brugia malayi, Caenorhabditis elegans, Loa loa, Taenia crassiceps) และ 
Platyhelminthes (Clonorchis sinensis, Fasciola gigantica, Fasciola hepatica, Opisthorchis 
viverrini, Schistosoma japonicum, Schistosoma mansoni) และ human AQP12 (ดังแสดงในรูปที่ 6) 
พบว่าโปรตีนอะควอพอริน FgAQP1 และ FgAQP2 มีความใกล้เคียงกับโปรตีนอะควอพอรินในกลุ่ม classical 
aquaporins (เป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลของน้ าเพียงอย่างเดียว) ส่วน FgAQP3 และ FgAQP4 มีความ
ใกล้เคียงกับโปรตีนอะควอพอรินในกลุ่มของ aquaglyceroporin (เป็นทางผ่านของน้ าและโมเลกุลขนาดเล็กไม่มี
ขั้วอื่นๆ เช่น แอมโมเนีย และกลีเซอรอล) ค่า distance tree ระหว่าง parasite aquaporins และ human 
AQP12 นั้นไม่มีความใกล้เคียงกัน โดย human AQP12 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มอะควอพอรินที่มีความแตกต่างกันโดย
สิ้นเชิงของล าดับกรดอะมิโนแอซิด (out group) กับ parasite aquaporins    
 
 
 
 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma_japonicum
http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma_japonicum


 

 
รูปที่ 6 วิวัฒนาการของล าดับกรดอะมิโนแอซิด (Phylogenetic tree) ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP1, 
FgAQP2, FgAQP3 และ FgAQP4 กับโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิชนิด Nematodes (round worms) และ 
Platyhelminthes (flat worms) โดยโปรแกรม PhyML 
Bm; Brugia malayi, Ce; Caenorhabditis elegans, Cs; Clonorchis sinensis, Fg; Fasciola gigantica, Fh; 
Fasciola hepatica, Hs; Homo sapiens, Ll; Loa loa, Ov; Opisthorchis viverrini, Sj; Schistosoma 
japonicum, Sm; Schistosoma mansoni, Tc; Taenia crassiceps 
 
 
 
 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma_japonicum
http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma_japonicum
http://en.wikipedia.org/wiki/Schistosoma_japonicum


 

2. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ของพยาธิ F. gigantica 
ในระหว่างการเจริญเติบโตในโฮสต์สุดท้าย ด้วยเทคนิค reverse transcriptase PCR 

จากผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในพยาธิ F. gigantica ในระดับ 
RNA ของช่วงที่มีการเจริญเติบโตในโฮสต์สุดท้าย (final host) คือ ระยะ newly excysted juvenile (NEJ), 2 
สัปดาห์, 4 สัปดาห์, 6 สัปดาห์ และระยะตัวเต็มวัย โดยมียีน Tubulin ของพยาธิ F. gigantica (FgTubulin) เป็น
ยีนควบคุมภายใน (internal control) จากผลการทดลอง (รูปที่ 7) พบว่ายีน    อะควอพอริน FgAQP3 ถูก
แสดงออกในระดับ RNA ในพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัยเพียงระยะเดียว ส่วนยีนอะควอพอริน FgAQP4 
ถูกแสดงออกในระดับ RNA ในพยาธิ F. gigantica ทุกระยะของการเจริญเติบโต (ตั้งแต่ NEJ จนถึงระยะตัวเต็ม
วัย) โดยมีการแสดงออกของยีนในปริมาณมากท่ีสุดในระยะตัวเต็มวัย ส าหรับยีนควบคุมภายใน FgTubulin มีการ
แสดงออกของยีนที่เท่ากันในทุกระยะในพยาธิ F. gigantica (ตั้งแต่ระยะ NEJ จนถึงระยะตัวเต็มวัย) ทั้งนี้
คณะผู้วิจัยได้ท าการทดลองแบบ multiplex PCR ของยีนอะควอพอรินแต่ละไอโซฟอร์มและยีนควบคุมภาย 
FgTubulin ในหลอดทดลองเดียวกัน แต่ไม่ประสบความส าเร็จเนื่องจากไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองนั้นไม่สามารถ
จับกับดีเอ็นเอต้นแบบได้อย่างจ าเพาะ 



 

รูปที่ 7 Reverse transcriptase PCR เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควอพอริน FgAQP3, FgAQP4 และ 
FgTubulin ในพยาธิ F. gigantica ระยะต่างๆ ที่เจริญเติบโตในโฮสต์สุดท้าย (final host) คือ ระยะ newly 
excysted juvenile (NEJ), 2 สัปดาห์, 4 สัปดาห์, 6 สัปดาห์ และระยะตัวเต็มวัย ด้านซ้าย คือ 100 bp DNA 
Ladder (ThermoScientific, USA) 

3.  การทดสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ต่อ synthetic peptides ของโปรตีน
อะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 โดยวิธี ELISA 

หลังจากการฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วย synthetic peptides ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 
แล้ว จึงน าโพลีโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 2 ชนิด (โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 synthetic peptide และโพลี
โคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP4 synthetic peptide) มาทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีท่ีได้ต่อ synthetic 
peptide ที่ใช้เป็นแอนติเจนในการกระตุ้นหนูทดลอง โดยวธิี ELISA ซึ่งจากผลการทดลอง พบว่า ซีรั่มของหนูก่อน
การกระตุ้นด้วย synthetic peptides (preimmune serum) ไม่สามารถจับกับ synthetic peptide หรือจับได้
น้อยมาก (OD492 ประมาณ 0.08-0.15) เมื่อเทียบกับซีรั่มของหนูหลังการกระตุ้นด้วย synthetic peptides 
(immunized serum_before, OD492 ประมาณ 0.08-1.7) และเม่ือน าโพลีโคลแอนติบอดีที่ได้ไปก าจัด anti KLH 
antibody ออก ด้วย KLH agarose column พบว่าโพลีโคลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์ (immunized 
serum_after) ยังสามารถจับกับ synthetic peptide ที่ใช้เป็นแอนติเจนได้หรืออาจน้อยกว่าโพลีโคลนอล
แอนติบอดีก่อนการท าบริสุทธิ์ เล็กน้อย ดังแสดงในรูปที่ 8 และ 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
รูปที่ 8 การทดสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (anti FgAQP3 antibody) ต่อ FgAQP3 synthetic 
peptide โดยเปรียบเทียบกับซีรั่มของหนูก่อนการฉีดกระตุ้น (preimmune serum), ซีรั่มของหนูหลังฉีดกระตุ้น 
(immunized serum_before, ก่อนการท าให้บริสุทธิ์) และซีรั่มของหนูหลังฉีดกระตุ้น (immunized 
serum_after, หลังการท าให้บริสุทธิ์) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
รูปที่ 9 การทดสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (anti FgAQP4 antibody) ต่อ FgAQP4 synthetic 
peptide โดยเปรียบเทียบกับซีรั่มของหนูก่อนการฉีดกระตุ้น (preimmune serum), ซีรั่มของหนูหลังฉีดกระตุ้น 
(immunized serum_before, ก่อนการท าให้บริสุทธิ์) และซีรั่มของหนูหลังฉีดกระตุ้น (immunized 
serum_after, หลังการท าให้บริสุทธิ์) 
 
 

4. การเปรียบเทียบอัตราส่วนในการท าปฏิกิริยาต่อ synthetic peptide และโปรตีน KLH ที่ใช้เป็น
แอนติเจนในการกระตุ้นหนูทดลอง ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ (anti FgAQP3 antibody 
และ anti FgAQP4 antibody) โดยวิธี ELISA 

เนื่องจากในขั้นตอนการผลิตแอนติบอดีนั้น ได้มีการเชื่อม synthetic peptide กับโปรตีน KLH (ท าหน้าที่เป็น 
immunostimulator/adjuvant) เพ่ือเป็นแอนติเจนในการฉีดกระตุ้นหนูทดลอง ซึ่งอาจจะท าให้โพลีโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตได้นั้นมี anti KLH antibody รวมอยู่ด้วย ซึ่งถ้าหากมีแอนติบอดีดังกล่าวในอัตราส่วนที่สูงอาจจะ
มีผลต่อการทดสอบเมื่อน าโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้น าโพลี
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ ไปผ่าน KLH agarose column (USBiological, USA) เพ่ือก าจัด anti KLH 
antibody ผลการทดสอบโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด (anti FgAQP3 antibody และ FgAQP4 
antibody) ต่อ synthetic peptide และ KLH ที่ใช้เป็นแอนติเจน โดยน าอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงมา
เปรียบเทียบกัน (OD492 synthetic peptide/OD492 KLH) ทั้งก่อนและหลังการน าไปผ่าน KLH agarose 



 

column (immunized serum_after purification และ immunized serum_after purification) จากผลการ
ทดสอบดังกล่าว พบว่า ทั้งโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 และ โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP4 นั้น
สามารถจับกับ synthetic peptide ได้ในอัตราส่วนที่ใกล้เคียงกับโปรตีน KLH (ratio of OD492 synthetic 
peptide/OD492 KLH = 1.0-1.7) ส าหรับโพลีโคลนอลแอนติบอดีก่อนการท าให้บริสุทธิ์ (immunized 
serum_before purification) และเม่ือน าโพลีโคลนอลแอนติบอดีไปท าให้บริสุทธิ์ด้วย agarose KLH column 
แล้ว (immunized serum_after purification) พบว่าอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงนั้น มีค่าสูงขึ้น (ratio of 
OD492 synthetic peptide/OD492 KLH = 1.3-3.6 ส าหรับโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 และ ratio of 
OD492 synthetic peptide/OD492 KLH = 1.3-2.3 ส าหรับโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3) ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 และ 3 และรูปที่ 10 และ 11 
จากผลการทดลองดังกล่าว แสดงให้เห็นว่า คณะผู้วิจัยสามารถก าจัด anti KLH antibody ออกจากโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อ FgAQP3 และ FgAQP4 ได้บางส่วน และให้ผลเป็นที่น่าพอใจเมื่อเปรียบเทียบกับโพลีโคลนอล
แอนติบอดีก่อนการท าให้บริสุทธิ์ โดยคณะผู้วิจัยจะน าโพลีโคลนอลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์ไปใช้ส าหรับ
การทดลองต่อไป (ส าหรับเทคนิค Western blot detection และ Immunohistochemistry) 
 
ตารางที่ 2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของ anti FgAQP3 antibody ต่อแอนติเจน 
FgAQP3 synthetic peptide และโปรตีน KLH 
 

Dilution of anti 
FgAQP3 
antibody 

Anti FgAQP3 antibody 
(before purification) 

Anti FgAQP3 antibody 
(after purification) 

OD492 of 
FgAQP3 
synthetic 
peptide 
(average) 

OD492 of 
KLH 
(average) 

Ratio of OD 
synthetic 
peptide/OD 
KLH 

OD492 of FgAQP3 
synthetic 
peptide 
(average) 

OD492 of 
KLH 
(average) 

Ratio of OD 
synthetic 
peptide/OD 
KLH 

1:1000 1.674 1.229 1.362 1.884 1.143 1.648 
1:2000 1.042 0.633 1.647 1.039 0.427 2.433 
1:4000 0.740 0.396 1.869 0.799 0.274 2.914 
1:8000 0.454 0.274 1.657 0.632 0.172 3.664 
1:16000 0.295 0.178 1.657 0.454 0.125 3.614 
1:32000 0.240 0.136 1.771 0.315 0.104 3.010 
1:64000 0.173 0.113 1.538 0.202 0.084 2.385 
1:128000 0.135 0.085 1.588 0.142 0.077 1.832 



 

1:256000 0.104 0.081 1.286 0.110 0.073 1.497 
1:512000 0.084 0.074 1.128 0.092 0.070 1.298 
1:1024000 0.082 0.067 1.216 0.086 0.071 1.204 
1:2048000 0.083 0.078 1.065 0.086 0.069 1.230 

 

 
 
รูปที่ 10 แสดงค่าอัตราส่วนของการดูดกลืนแสง (Ratio of OD synthetic peptide/OD KLH) ที่ความยาวคลื่น 
492 นาโนเมตร ของ anti FgAQP3 antibody (ก่อนและหลังการท าให้บริสุทธิ์) ต่อแอนติเจน FgAQP3 
synthetic peptide และโปรตีน KLH 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของ anti FgAQP4 antibody ต่อแอนติเจน 
FgAQP4 synthetic peptide และโปรตีน KLH 
 

Dilution of anti 
FgAQP4 
antibody 

Anti FgAQP4 antibody 
 (before purification) 

Anti FgAQP4 antibody 
  (after purification) 

OD492 of FgAQP4 
synthetic 
peptide 
     (average) 

OD492 of 
KLH 
  (average) 

Ratio of OD 
synthetic  
peptide/OD 
KLH 

OD492 of FgAQP4 
synthetic 
peptide 
      (average) 

OD492 of 
KLH 
   (average) 

Ratio of OD 
synthetic 
peptide/OD 
KLH 

1:1000 2.442 2.286 1.068 1.982 1.524 1.301 
1:2000 1.744 1.420 1.228 1.195 0.675 1.770 
1:4000 1.351 0.971 1.391 0.868 0.379 2.289 
1:8000 0.890 0.728 1.222 0.590 0.263 2.248 
1:16000 0.686 0.455 1.509 0.397 0.166 2.399 
1:32000 0.449 0.281 1.601 0.255 0.125 2.040 
1:64000 0.312 0.177 1.765 0.179 0.092 1.946 
1:128000 0.193 0.128 1.508 0.126 0.079 1.589 
1:256000 0.134 0.100 1.340 0.101 0.074 1.358 
1:512000 0.108 0.087 1.243 0.083 0.069 1.203 
1:1024000 0.096 0.082 1.178 0.083 0.071 1.169 
1:2048000 0.090 0.089 1.017 0.082 0.077 1.058 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
รูปที่ 11 แสดงค่าอัตราส่วนของการดูดกลืนแสง (Ratio of OD synthetic peptide/OD KLH) ที่ความยาวคลื่น 
492 นาโนเมตร ของ anti FgAQP4 antibody (ก่อนและหลังการท าให้บริสุทธิ์) ต่อแอนติเจน FgAQP4 
synthetic peptide และโปรตีน KLH 
 
5. การตรวจหาโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 จากสารสกัดโปรตีนชนิด insoluble protein extracts (IPE), 
soluble protein extracts (SPE) และ transmembrane extracts (TME) ของพยาธิ F. gigantica ระยะตัว
เต็มวัย โดยวิธี Western blot analysis 
จากการทดสอบเพ่ือตรวจหาโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 ในสารสกัดโปรตีนชนิด IPE (insoluble protein 
extracts), SPE (soluble protein extracts) และ TME (transmembrane extracts) โดยใช้โพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อ FgAQP3 และ โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP4 ด้วยวิธี Western blot analysis จากผลการ
ทดสอบพบว่า โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 สามารถจับกับโปรตีนขนาดประมาณ 31 กิโลดาลตัล ในสาร
สกัดโปรตีนชนิด TME ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับขนาดของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ที่ค านวณได้จากล าดับ
กรดอะมิโนแอซิด (30.6 กิโลดาลตัล จากตารางท่ี 1) จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดี
ต่อ FgAQP3 สามารถจับกับโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ในสารสกัดโปรตีนชนิด TME (transmembrane 
extracts) ซ่ึงอยู่ในรูป native form ได้ โดยให้สัญญาณค่อนข้างต่ า ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณของโปรตีนอะควอพอ
ริน FgAQP3 ที่อยู่ในพยาธิใบไม้ F. gigantica มีปริมาณน้อยเมื่อเทียบกับสัดส่วนของโปรตีนทั้งหมด โดยโพลี
โคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 ทั้งก่อนและหลังการท าให้บริสุทธิ์ แสดงความเข้มของสัญญาณได้ไม่แตกต่างกัน 
และซีรั่มของหนูก่อนการถูกกระตุ้นด้วย FgAQP3 synthetic peptide ไม่แสดงความเข้มของสัญญาณใดๆ หรือ 
ไม่สามารถจับโปรตีนจากสารสกัดของพยาธิ F. gigantica ได้เลย ดังแสดงในรูปที่ 12 



 

ส าหรับโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP4 นั้น สามารถจับกับโปรตีนที่มีขนาด 35-40 กิโลดาลตัล (ให้สัญญาณที่
เข้มมาก) ในสารสกัดโปรตีนชนิด TME และยังพบโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่า ซึ่งมีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัล 
(ให้สัญญาณที่เข้มน้อยกว่า) ในสารสกัดโปรตีนชนิด SPE ซึ่งคาดว่าเกิดจากยังมีโปรตีนอะควอพอรินบางส่วนอยู่
สารสกัดโปรตีนชนิด SPE และขนาดที่พบมีขนาดใหญ่กว่าเนื่องจากสารละลายที่ใช้เตรียมโปรตีนชนิด SPE นั้นไม่
สามารถ denature โปรตีนอะควอพอรินได้อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้ขนาดของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ที่พบ
นั้นมีขนาดใหญ่กว่าที่พบใน TME ซึ่งเตรียมจากสารละลายที่มีส่วนประกอบของ detergent (3% SDS) ทีส่ามารถ 
denature โปรตีนอะควอพอรินได้อย่างสมบูรณ์ ทั้งนี้ยังพบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP4 ทั้งก่อนและ
หลังการท าให้บริสุทธิ์ แสดงความเข้มของสัญญาณได้ไม่แตกต่างกัน และซีรั่มของหนูก่อนการถูกกระตุ้นด้วย 
FgAQP4 synthetic peptide ไม่แสดงความเข้มของสัญญาณใดๆ หรือ ไม่สามารถจับโปรตีนจากสารสกัดของ
พยาธิ F. gigantica ได้เลย ดังแสดงในรูปที่ 13 
จากการวิเคราะห์ความเข้มของสัญญาณท่ีเกิดข้ึนของการตรวจหาโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 
โดยวิธี Western blot analysis นั้น คาดการณ์ได้ว่าปริมาณของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 ในพยาธิ F. 
gigantica นั้นน่าจะมีปริมาณมากกว่าโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ถึงแม้ว่าแอนติบอดีที่ใช้ในการทดลองนั้น
แตกต่างกัน แต่จากผลการทดสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด โดยวิธี ELISA นั้น พบว่า
แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด แสดงค่าความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่ใช้เป็นตัวกระตุ้นหนูทดลอง  (synthetic peptides) 
ได้ใกล้เคียงกัน (ดังแสดงในรูปที่ 8 และรูปที่ 9) 
 

รูปที่ 12  Western blot analysis เพ่ือตรวจหา native form ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ในสารสกัด
โปรตีนของพยาธิ F. gigantica ชนิด insoluble protein extracts (ช่องที่ 1), transmembrane extracts (ช่อง



 

ที่ 2) และ soluble protein extracts ด้วย preimmune serum, anti FgAQP3 antibody (before 
purification) และ anti FgAQP3 antibody (after purification) 

 
 
รูปที่ 13  Western blot analysis เพ่ือตรวจหา native form ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 ในสารสกัด
โปรตีนของพยาธิ F. gigantica ชนิด insoluble protein extracts (ช่องที่ 1), transmembrane extracts (ช่อง
ที่ 2) และ soluble protein extracts ด้วย preimmune serum, anti FgAQP4 antibody (before 
purification) และ anti FgAQP4 antibody (after purification) 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

6. การหาต าแหน่งการสร้างโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 ในเนื้อเยื่อของพยาธิ F. 
gigantica ระยะตัวเต็มวัย ด้วยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) 

จากผลการศึกษาต าแหน่งการกระจายตัวของโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 ในเนื้อเยื่อพยาธิ F. gigantica ด้วย
เทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ FgAQP3 และ FgAQP4 
พบว่า โปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 มีการกระจายตัวอยู่ในบริเวณเนื้อเยื่อของระบบสืบพันธุ์เพศผู้ เช่น testis 
และ seminal vesicle (ถุงบรรจุ mature sperm) โดยพบโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ในสเปิร์มที่เจริญเต็มที่
แล้ว จากบริเวณท่ีพบโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 อาจสรุปได้ว่าโปรตีนดังกล่าวมีความส าคัญต่อการสร้างสเปิร์ม 
(spermatogenesis) หรือการเจริญเติบโตของสเปิร์ม (maturation) ของพยาธิใบไม้ F. gigantica ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการทดลองของ RT-PCR (รูปที่ 7) เพ่ือดูการแสดงออกของยีน FgAQP3 ในระยะต่างๆ ของพยาธิ F. 
gigantica ทีพ่บการแสดงออกของยีน FgAQP3 ในระยะตัวเต็มวัยเพียงระยะเดียว ซึ่งเป็นระยะที่พยาธิมีระบบ
สืบพันธุ์เจริญเต็มที่แล้วนั่นเอง ในการทดลองนี้ได้เปรียบเทียบกับ preimmune serum ซึ่งไม่สามรถจับกับโปรตีน
ใดๆ ได้ในเนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica ดังแสดงในรูปที่ 14 
 ส าหรับโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 นั้น พบว่ามีการกระจายตัวของโปรตีนดังกล่าวอยู่โดยทั่วไปใน
เนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica เช่น เนื้อเยื่อ parenchyma และ tegument ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ 
RT-PCR (รูปที่ 7) ที่พบว่ายีนอะควอพอริน FgAQP4 นั้นมีการแสดงออกตั้งแต่ระยะ newly excysted juvenile 
จนถึงระยะตัวเต็มวัย โดยได้เปรียบเทียบกับการทดสอบ ด้วย preimmune serum ซึ่งไม่สามรถจับกับโปรตีนใดๆ 
ได้ในเนื้อเยื่อของพยาธิ ดังแสดงในรูปที่ 15 จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 
มีส่วนเกี่ยวข้องกับการขนส่งน้ าในระหว่างเนื้อเยื่อของ parenchyma และระหว่างล าตัวของพยาธิและสิ่งแวดล้อม
ภายนอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
รูปที่ 14 การกระจายตัวของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 ในเนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 
โดยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) โดยการตรวจจับด้วยโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
FgAQP3 (1:200) และ anti-mouse antibody conjugated alkaline phosphatase เปรียบเทียบกับซีรั่มของ
หนูก่อนการทดลอง preimmune serum (1:200) โดยพบโปรตีนดังกล่าว (บริเวณสีม่วง) ในถุงบรรจุ mature 
sperm (seminal vesicle) และ ถุงอัณฑะ (testis) 
Ca: caecum 
Cs: cirrus pouch 
M: mature sperm 
P: parenchyma 
T: testis 
Te: tegument 
Vs: ventral sucker 
 
 
 
 



 

 
รูปที่ 15 การกระจายตัวของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP4 ในเนื้อเยื่อของพยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวัย 
โดยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry) โดยการตรวจจับด้วยโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
FgAQP4 (1:200) (A และ C) และ anti-mouse antibody conjugated alkaline phosphatase เปรียบเทียบ
กับซีรั่มของหนูก่อนการทดลอง preimmune serum (1:200) (B และ D) โดยพบโปรตีนดังกล่าว (บริเวณสีม่วง) 
ในเนื้อเยื่อ parenchyma และ tegument 
Ca: caecum 
Os: oral sucker 
P: parenchyma 
Te: tegument 
 
 
 
 



 

7. การโคลน cDNAs บริเวณ coding sequences ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3, FgAQP4 
และ OvAQP1-3 เข้าสู่เวคเตอร์ pOG2 และ pHA426MET25 เพ่ือทดสอบหน้าที่ของโปรตีน
อะควอพอรินในไข่กบ Xenopus laevis และยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ตามล าดับ 

 
 โคลนพลาสมิดลูกผสมที่ใช้ในการทดลองเพ่ือศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินส าหรับ
โครงการวิจัยนี้  สามารถสรุปรายละเอียดได้ดงัตารางที่ 4 นี้ 
 
ตารางที่ 4  โคลนของ FgAQP3, FgAQP4 และ OvAQP1-3 ในเวคเตอร์ pOG2 และ pHA426MET25 ส าหรับ
การทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน 
Clones Restriction 

enzymes for 
cloning 

Experimental functional analysis  HA tag 
for antibody 
detection 

pOG2/FgAQP3 Xba I + Xhol 
 

- Xenopus oocyte swelling assay  
(water, urea, glycerol) 

Yes 
 

pOG2/FgAQP4 Xba I + Xho I - Xenopus oocyte swelling assay  
(water, urea, glycerol) 

Yes 

pOG2/OvAQP1 Xba I + Xho I - Xenopus oocyte swelling assay  
(acetate) 

Yes 

pOG2/OvAQP2 Xba I + Xho I - Xenopus oocyte swelling assay  
(acetate) 

Yes 

pOG2/OvAQP3 Xba I + Xho I - Xenopus oocyte swelling assay  
(acetate) 

Yes 

pHA426MET25/FgAQP3 Aat II + Xho I Yeast growth assay 
(ammonia and methylamine) 

Yes 

pHA426MET25/FgAQP4 BamH I + Xho I Yeast growth assay 
(ammonia and methylamine) 

Yes 

pHA426MET25/OvAQP1 BamH I + Xho I Yeast growth assay 
(ammonia and methylamine) 

Yes 

pHA426MET25/OvAQP2 BamH I + Xho I Yeast growth assay 
(ammonia and methylamine) 

Yes 

pHA426MET25/OvAQP3 BamH I + Xho I Yeast growth assay 
(ammonia and methylamine) 

Yes 



 

8. การทดสอบการเป็นช่องทางผ่านของน้ า ยูเรีย และกลีเซอรอล ในไข่กบของโปรตีนอะควอพอริน 
FgAQP3 และ FgAQP4 

cRNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 ถูกสังเคราะห์ขึ้นจากชุด mMESSAGE mMACHINE transcription 
kit (Ambion) จากนั้นน า cRNA มาแยกขนาดบน 1% RNA gel (ดังแสดงในรูปที่ 16A) cRNA ของ FgAQP3 และ 
FgAQP4 มีขนาดประมาณ 800-900 nt ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของ cDNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4  
 จากผลการทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 (ดังแสดงในรูปที่ 16B) 
พบว่าไข่กบท่ีฉีดด้วย sterile water แสดงค่า permeability ของ น้ า, ยูเรีย และ กลีเซอรอล ที่ 17 µm/s, 0 
µm/s และ 0 µm/s ตามล าดับ ซึ่งแสดงถึงค่า base line ของไข่กบท่ีสามารถเป็นช่องทางผ่านสารดังกล่าว และ
เมื่อฉีด cRNA ของ rat AQP1 (กลุ่มควบคุมผลบวกต่อ water permeability) หรือ PfAQP (กลุ่มควบคุมผลบวก
ต่อ urea and glycerol permeability) พบว่าแสดงค่า permeability ของน้ า, ยูเรีย และ กลีเซอรอล ที่ 337 
µm/s, 0.27 µm/s และ 0.7 µm/s ตามล าดับ 
 ส าหรับไข่กบที่ฉีดด้วย cRNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 แสดงค่า permeability ของน้ า ที่ 11, 
14  µm/s, ค่า permeability ของยูเรีย ที่ 0, 0  µm/s และ ค่า permeability ของกลีเซอรอล ที่ 0.02, 0.03 
µm/s ตามล าดับ ซึ่งค่าดังกล่าวไม่แตกต่างจากค่า base line ของไข่กบ ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า โปรตีนอะควอพอ
ริน FgAQP3 และ FgAQP4 ไม่สามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลของน้ า, ยูเรีย และกลีเซอรอล ได้ 
 ผลการทดลองเพ่ือทดสอบการแสดงออกของโปรตีนอะควอพอรินFgAQP3 และ FgAQP4 ในไข่กบ 
โดยเทคนิค Western blot analysis พบว่า โปรตีนทั้งสองชนิดถูกสร้างข้ึนในประมาณท่ีค่อนข้างต่ า ที่ขนาด 
ประมาณ 30 kDa ดังแสดงในรูปที่ 16C 
   
  



 

 
 
รูปที่ 16A แสดงคุณภาพและขนาดของ cRNA ของ FgAQP3 และ FgAQP4 บน RNA gel, 1% ด้านซ้ายแสดง 
RNA marker (Thermo Scientific), 16B แสดงค่า permeability ของน้ า, ยูเรีย และกลีเซอรอล ของไข่กบที่ถูก
ฉีดด้วย cRNA หรือน้ า ทั้ง 5 กลุ่ม (water-injection, rAQP1, PfAQP, FgAQP3 และ FgAQP4) กลุ่มละ 8-10 
oocytes โดยแสดงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละกลุ่มท่ีด้านบนของกราฟแท่ง, 16C แสดงผล Western blot 
analysis ของ total membrane protein (1 oocyte/1 well) ที่สกัดได้จากไข่กบที่ถูกฉีดด้วย cRNA ของ 
FgAQP3 หรือ FgAQP4 และตรวจจับด้วย anti HA antibody (1:1,000, Roche) พบว่าโปรตีนอะควอพอริน 
FgAQP3 และ FgAQP4 ถูกสร้างในไข่กบในระดับที่ค่อนข้างต่ า 



 

 จากผลการทดสอบในการเป็นช่องทางผ่านส าหรับน้ า ยูเรีย และกลีเซอรอล ของโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 
ที่ให้เป็นผลลบ ท าให้คณะผู้วิจัยไม่ได้ด าเนินการต่อเพ่ือศึกษาการเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลของ lactate 
และ glucose (ดังที่ได้เสนอไว้กับสกว.) เนื่องจากโมเลกุลของสารทั้งสองนั้นมีขนาดใหญ่กว่าโมเลกุลของน้ า อีกท้ัง
โดยทั่วไปแล้วโปรตีนอะควอพอรินจะต้องท าหน้าที่เป็นช่องทางผ่านส าหรับน้ า ซึ่งเป็นหน้าที่พ้ืนฐานของโปรตีน
อะควอพอริน แต่ส าหรับโปรตีน FgAQP3 และ FgAQP4 นี้ ยังไม่สามารถท าหน้าที่เป็นช่องทางผ่านส าหรับ
โมเลกุลของน้ าได้ คณะผู้วิจัยจึงเล็งเห็นว่าโปรตีนอะควอพอรินดังกล่าว ก็ไม่น่าจะเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุล
อ่ืนๆ ได้อีก ดังนั้นทางคณะผู้วิจัยจึงมุ่งตรงและให้ความส าคัญต่อโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ O. viverrini 
ส าหรับการศึกษาต่อไป ซึ่งจะเป็นการศึกษาต่อยอดจากโครงการวิจัยเรื่องอะควอพอริน, OvAQP1-3) จากพยาธิ
ใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini” สัญญาเลขท่ี MRG5580189 
 

9. การทดสอบการเป็นช่องทางผ่านของกรดอะซิติกหรืออะซิเตทของโปรตีนอะควอพอริน 
OvAQP1, OvAQP2 และ OvAQP3 

จากการศึกษาเบื้องต้นของคณะผู้วิจัยพบว่า กรดอะซิติกหรืออะซิเตทเป็นของเสียที่พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ขับ
ออกมาเพ่ือเป็นลดความเป็นกรดภายในล าตัวของพยาธิ และจากการทดสอบการเป็นช่องทางผ่านของกรดอะซิติก
ของโปรตีนอะควอพอริน OvAQP1-3 ในไข่กบ (ดังแสดงในรูปที่ 17B) พบว่า โปรตีนอะควอพอริน OvAQP1 
สามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับกรดอะซิติกได้ดีกว่าโปรตีนอะควอพอริน OvAQP2 และ OvAQP3 ในขณะที่กลุ่ม 
oocyte ที่ฉีดด้วย sterile water เป็นกลุ่มควบคุมผลลบ โปรตีนอะควอพอริน OvAQP1 สามารถ conduct 
กรดอะซิติกท่ีอยู่ในรูปของ uncharged form เป็นส่วนใหญ่ ในขณะที่โปรตีนอะควอพอริน OvAQP2 และ 
OvAQP3 สามารถ conduct กรดอะซิติกทั้งท่ีอยู่ในรูป uncharged และ charged แต่อยู่ในสัดส่วนที่น้อยกว่า 
OvAQP1 ซ่ึงคุณสมบัติการเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลที่มีข้ัว เป็นคุณสมบัติที่พบได้น้อยมากของโปรตีนอะค
วอพอรินที่พบในสิ่งมีชีวิตทั่วๆไป  



 

 
รูปที่ 17A แสดงคุณภาพและขนาดของ cRNA ของ OvAQP1-3 บน RNA gel, 1% ด้านซ้ายแสดง RNA marker 
(Thermo Scientific), 17B แสดงค่า  relative volume change ของไข่กบหลังถูกฉีดด้วย cRNA หรือน้ า ทั้ง 4 
กลุ่ม (water-injection, OvAQP1, OvAQP2 และ OvAQP3) แต่ละกลุ่มประกอบไปด้วย oocyte ที่ใช้ในการ
ทดลองจ านวน 8-10 ฟอง โดยแสดงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละกลุ่มที่ด้านบนของกราฟแท่ง, 17C แสดงผล 
Western blot analysis ของ total membrane protein (1 oocyte/1 well) ที่สกัดได้จากไข่กบท่ีถูกฉีดด้วย 
cRNA ของ OvAQP1 หรือ OvAQP2 หรือ OvAQP3 และตรวจจับด้วย anti HA antibody (1:1,000, Roche) 
พบว่าโปรตีนอะควอพอรินทั้งสามไอโซฟอร์มถูกสร้างในไข่กบในระดับท่ีค่อนข้างสูง และมีขนาดของโปรตีนถูกต้อง 
 
 
 
 
 
 
 



 

10. การทดสอบการเป็นช่องทางผ่านของแอมโมเนียของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3, FgAQP4 
และ OvAQP1-3 โดยวิธ ีPhenotypic yeast assay 

 การทดสอบหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอริน นอกจากจะท าการทดลองในไข่กบแล้วยังสามารถท าการ
ทดลองในยีสต์ได้อีกด้วย การทดสอบความสามารถของโปรตีนอะควอพอรินในการเป็นช่องทางผ่านส าหรับ
แอมโมเนียและเมททิลลามีนนั้นต้องท าการทดสอบในยีสต์ เนื่องจากสารดังกล่าวนั้นมีความเป็นพิษต่อไข่กบ การ
ทดสอบในยีสต์นั้นอาศัยการเจริญเติบโตของยีสต์ที่มีการดัดแปลงสายพันธุ์และถูก transformed ด้วยพลาสมิดลูก
ผสมที่มีสารพันธุกรรมของอะควอพอรินอยู่ จากนั้นน ายีสต์ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียหรือเมททิลลา
มีนเป็นส่วนประกอบ  
 จากรูปที่ 18A ยีสต์สายพันธุ์ 31019b∆fps1 ที่ถูก transformed ด้วยพลาสมิดลูกผสมที่มีสาร
พันธุกรรมส าหรับโปรตีนอะควอพอริน PfAQP (กลุ่มควบคุมผลบวก), OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3, FgAQP3 
และ FgAQP4 หรือกลุ่มควบคุมผลลบ (pHA426MET25, - ) สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDKLH (control) 
ได้ดีเท่าๆ กัน แต่ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนีย (5 mM (NH4)2SO4) เป็นสารประกอบหลักนั้น พบว่า ที่ pH 
7.5 ยีสต์ที่ถูก transformed ด้วย PfAQP, OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3 และ FgAQP3 สามารถเจริญเติบโตได้ 
โดย OvAQP3 และ FgAQP3 สามารถเจริญเติบโตได้จนถึง dilution 10-3 ส่วน FgAQP4 ไม่สามารถเจริญเติบโต
ได้เลย 
 จากรูปที่ 18B ผลการทดลอง Western blot analysis ของ microsomal fraction ของยีสต์ที่ถูก 
transformed ด้วยสารพันธุกรรมของโปรตีน OvAQP1-3, FgAQP3 และ FgAQP4 แล้วตรวจจับด้วย anti HA 
antibody พบว่า OvAQP1-3 และ FgAQP3 ถูกสร้างขึ้นในยีสต์สายพันธุ์ 31019b∆fps1 ส่วน FgAQP4 ไม่ถูก
สร้างข้ึนในยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าว 
 จากผลการทดลองดังกล่าว สามารถสรุปได้ว่า OvAQP1-3 และ FgAQP3 สามารถเป็นช่องทางผ่าน
ส าหรับโมเลกุลของแอมโมเนียได้ ส่วน FgAQP4 ไม่สามารถสรุปผลการทดลองได้ เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวไม่ได้ถูก
สร้างข้ึนในยีสต์สายพันธุ์ 31019b∆fps1 
  
 
 
 
 
 



 

 
รูปที่ 18A แสดง Ammonia yeast assay อาหารเลี้ยงเชื้อ SDKLH เป็นอาหารกลุ่มควบคุมที่มีสารอาหาร
ครบถ้วน ยีสต์ทั้ง 7 transformants สามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยเริ่มวาง dilution ของยีสต์แต่ละ 
transformant จาก OD600 = 1 ถึง 10-3 (จากซ้ายไปขวา) อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียเป็นสารอาหารหลัก ที่ 
pH 7.3, 7.5 และ 7.7, 18B Western blot analysis ของ microsomal fraction ของยีสต์แต่ละ 
transformants ที่ความเข้มเข้นโปรตีน 40 µg/หลุม แล้วตรวจจับด้วย anti HA antibody (1:1,000, Roche) 
 
 
 

11. การทดสอบการเป็นช่องทางผ่านของเมททิลลามีนของโปรตีนอะควอพอริน FgAQP3, FgAQP4 
และ OvAQP1-3 โดยวิธ ีPhenotypic yeast assay 



 

 การทดสอบหน้าที่การเป็นช่องทางผ่านของเมททิลลามีน สามารถทดสอบได้ในยีสต์สายพันธุ์ 
BY4742∆fps1 ซ่ึงมี endogenous protein Mep1-3 และสามารถ conduct โมเลกุลของเมททิลลามีนที่อยู่ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเข้าสู่เซลล์ของยีสต์ได ้หลังจากนั้น exogenous aquaporins ที่ถูกสร้างในยีสต์หลังกระบวนการ 
transformation และสามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับโมเลกุลของเมททิลลามีน จะน าเมททิลลามีนออกจากเซลล์
ของยีสต์ ท าให้ยีสต์สามารถเจริญโตไปในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าวได้  
 จากรูปที่ 19A ยีสต์สายพันธุ์ BY4742∆fps1 ที่ถูก transformed ด้วยพลาสมิดลูกผสมที่มีสาร
พันธุกรรมส าหรับโปรตีนอะควอพอริน PfAQP (กลุ่มควบคุมผลบวก), OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3, FgAQP3, 
FgAQP4 หรือกลุ่มควบคุมผลลบ (pHA426MET25, - ) สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDKLH (control) ได้ดี
เท่าๆ กัน แต่ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเมททิลลามนี (50 mM, Methylamine) เป็นส่วนประกอบ ที่ pH 5.5 พบว่า 
ยีสต์ที่ถูก transformed ด้วย PfAQP, OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3 และ FgAQP3 สามารถเจริญเติบโตได้ 
โดย OvAQP1 และ OvAQP2 สามารถเจริญเติบโตได้จนถึง dilution 10-3 ส่วน FgAQP4 ไม่สามารถเจริญเติบโต
ได้เลย 
 จากรูปที่ 19B ผลการทดลอง Western blot analysis ของ microsomal fraction ของยีสต์ที่ถูก 
transformed ด้วยสารพันธุกรรมของโปรตีน OvAQP1-3, FgAQP3 และ FgAQP4 แล้วตรวจจับด้วย anti HA 
antibody พบว่า OvAQP1-3, FgAQP3 และ FgAQP4 ถูกสร้างขึ้นในยีสต์สายพันธุ์ BY4742∆fps1 โดย ฯ
OvAQP2 และ FgAQP4 ถูกสร้างข้ึนในปริมาณเล็กน้อยเท่านั้นยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าว 
 จากผลการทดลองดังกล่าว สามารถสรุปได้ว่า OvAQP1-3 และ FgAQP3 สามารถเป็นช่องทางผ่าน
ส าหรับโมเลกุลของเมททิลลามีนได้ ส่วน FgAQP4 ไมส่ามารถท าหน้าที่เป็นช่องทางผ่านส าหรับเมททิลลามีน  
 
 
 
 
  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 19A แสดง Methylamine efflux assay อาหารเลี้ยงเชื้อ SDKLH เป็นอาหารกลุ่มควบคุมท่ีมีสารอาหาร
ครบถ้วน ยีสต์ทั้ง 7 transformants สามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยเริ่มวาง dilution ของยีสต์แต่ละ 
transformant จาก OD600 = 1 ถึง 10-3 (จากซ้ายไปขวา) อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเมททิลลามีน (50 mM 
methylamine) เป็นส่วนประกอบ ที่ pH 5.5, 6.5 และ 7.5, 19B Western blot analysis ของ microsomal 
fraction ของยีสต์แต่ละ transformants ที่ความเข้มเข้นโปรตีน 40 µg/หลุม แล้วตรวจจับด้วย anti HA 
antibody (1:1,000, Roche) 
 
 
 
 
 



 

12. การยับยั้งการแสดงออกของยีนอะควอพอรินของพยาธิ O. viverrini โดยเทคนิค Lentiviral delivery shRNA 
จากผลการทดลองขั้นต้นที่พบว่าโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ O. viverrini สามารถเป็นช่องทางผ่านส าหรับการ
ขับของเสียที่เกิดจากกระบวนการเมตตาบอลิสม อย่างเช่น กรดอะซิติก ของพยาธิดังกล่าวได้ คณะผู้วิจัยจึงได้
คิดค้นระบบที่จะยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ O. viverrini แล้วสังเกตการณ์ผลกระทบ
ต่อพยาธิ เช่น อัตราการมีชีวิตอยู่รอดของพยาธิหรือปริมาณของกรดอะซิติกท่ีขับออกมาจากตัวพยาธิ โดยใช้
เทคนิค Lentiviral delivery shRNA (short hairpin RNA) ซึ่งในขณะนี้คณะผู้วิจัยได้เริ่มการโคลน nucleotide 
targets เข้าสู่เวคเตอร์ pLVX vector system และจะน าไปผลิต virus ที่สามารถขนส่ง shRNA เข้าสู่พยาธิ O. 
viverrini แล้วศึกษาผลกระทบต่อพยาธิต่อไป 

13. การศึกษาขั้นต้นเพ่ือทดสอบกายับยั้งการท างานชองโปรตีนอะควอพอริน OvAQP1-3 ด้วยยาขับ
ปัสสาวะ 

ในขณะนี้ คณะผู้วิจัยได้คัดเลือกยาขับปัสสาวะที่มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการท างานของโปรตีนอะควอพอรินได้ 
เช่น sulfamyl, potassium-sparing และ thiazide ซึ่งจะมาน ามาศึกษาใน Xenopus oocyte ที่ถูกกระตุ้นให้
สร้าง heterozygous aquaporin และในการศึกษาการยับยั้งการแสดงออกของยีนอะควอพอรินโดยเทคนิค 
shRNA โดยในขั้นตอนแรกจะต้องท าการศึกษาถึงผลของยาขับปัสสาวะใน Xenopus oocyte ก่อนที่เริ่มน ายาขับ
ปัสสาวะที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของโปรตีนอะควอพอรินมาทดลองในการทดสอบกับพยาธิ O. viverrini 
โดยคณะผู้วิจัยจะท าการทดสอบยาขับปัสสาวะใน Xenopus oocyte system ณ ห้องปฏิบัติการ ของ  Prof. Dr. 
Andrea Yool, University of Adelaide, Australia หลังจากนั้นจึงน ายาขับปัสสาวะมาทดสอบกับพยาธิ O. 
viverrini ต่อไป 
 Preliminary blocking assays of OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3 (Laboratory Prof. A. Yool, 
Adelaide, SA, Australia, April 2015). Cell swelling assays were performed using the standard 
Xenopus oocyte system. Confidential aquaporin blockers (AqB) available in the laboratory of 
Prof. Yool were used. These 13 AqBs were coded as 001, 006, 007, 011, 026,028, 029, 044, 045, 
047, 050, dimer, trimer. Experiments started by recording oocyte swelling first in the absence of 
AqB and then in the presence of AqB. Swelling rates in absence and presence of AqB were 
compared to conclude the effect of AqB on water permeability of OvAQP1, OvAQP2, OvAQP3. 
 
 
 
 
 
  



 

 

 
 
Figure 20. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP1 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs 001, 026, 006, 007, 011, 050. 
DMSO was used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 5. 
  



 

 

 
 
Figure 21. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP1 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 5. 
  



 

 

 
 
Figure 22. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP1 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs 028, 029, 044, 045, 047. DMSO 
was used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 6. 
  



 

 

 
 
Figure 23. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP1 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 6. 
  



 

 

 
 
 
Figure 24. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP1 in absence (−) and presence (+) of AqB 011 at 20 and 50 µM concentration. For details 
on the number of used oocytes see Table 7. 
  



 

 

 
 
 
Figure 25. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP1 in absence (S1) 
and presence (S2) of AqP 011 at 20 and 50 µM concentration with best linear fit lines shown. 
The numerical details of the results are shown in Table 7. 
  



 

 

 
 
 
Figure 26. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP1 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs dimer and trimer. DMSO was 
used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 8. 
  



 

 
 
Figure 27. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP1 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 8. 
  



 

Table 5: Set 1 blockers OvAQP1 oocyte swelling rates 
 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

001 1.230 0.1901 Y = 1.230*X 5 

026 1.190 0.05812 Y = 1.190*X 5 

006 1.124 0.03249 Y = 1.124*X 5 

007 1.090 0.1208 Y = 1.090*X 5 

011 0.8564 0.2207 Y = 0.8564*X 5 

050 1.359 0.2542 Y = 1.359*X 4 

DMSO 1.228 0.004219 Y = 1.228*X 2 

 
 
Table 6: Set 2 blockers OvAQP1 oocyte swelling rates 
 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

028 1.312 0.07790 Y = 1.312*X 5 

029 0.9910 0.1730 Y = 0.9910*X 4 

044 1.271 0.08110 Y = 1.271*X 4 

045 1.269 0.1025 Y = 1.269*X 5 

047 1.459 0.1907 Y = 1.459*X 4 

DMSO 1.610 0.3130 Y = 1.610*X 4 

 
 
 
 
 



 

Table 7: AqB 011 dose dependent OvAQP1 oocyte swelling rates 
 

AqB 011 [µM] Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

20 0.9191 0.05960 Y = 0.9191*X 5 

50 1.193 0.1314 Y = 1.193*X 5 

 
 
Table 8: Dimer and trimer blockers OvAQP1 oocyte swelling rates 
 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

Dimer 0.9948 0.3064 Y = 0.9948*X 5 

Trimer 1.033 0.2333 Y = 1.033*X 6 

DMSO 1.455 0.5062 Y = 1.455*X 4 

  



 

 

 
 
Figure 28. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP2 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs 001, 026, 006, 007, 011, 050. 
DMSO was used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 7. 
  



 

 

 
 
 
Figure 29. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP2 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 7. 
  



 

 

 
 
 
Figure 30. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP2 in absence (−) and presence (+) of AqB 011 at 20 and 50 µM concentration. For details 
on the number of used oocytes see Table 8. 
  



 

 

 
 
 
Figure 31. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP2 in absence (S1) 
and presence (S2) of AqP 011 at 20 and 50 µM concentration with best linear fit lines shown. 
The numerical details of the results are shown in Table 8. 
  



 

 

 
 
Figure 32. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP2 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs dimer and trimer. DMSO was 
used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 9.  



 

 

 
 
 
Figure 33. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP1 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 9. 
  



 

Table 7: Set 1 blockers OvAQP2 oocyte swelling rates 
 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

001 0.9741 0.1288 Y = 0.9741*X 2 

026 1.027 0.3554 Y = 1.027*X 3 

006 1.268 0.2126 Y = 1.268*X 5 

007 0.8529 0.3646 Y = 0.8529*X 3 

011 0.5307 0.2151 Y = 0.5307*X 5 

050 0.9753 0.7410 Y = 0.9753*X 3 

DMSO 1.377 1.514 Y = 1.377*X 2 

 
 
Table 8: AqB 011 dose dependent OvAQP2 oocyte swelling rates 
 

AqB 011 [µM] Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

20 1.096 0.6671 Y = 1.096*X 5 

50 0.7676 0.4498 Y = 0.7676*X 5 

 
 
Table 9: Dimer and trimer blockers OvAQP2 oocyte swelling rates 
 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

Dimer 0.2676 0.3357 Y = 0.2676*X 5 

Trimer 0.2905 0.4878 Y = 0.2905*X 4 

DMSO 0.3317 0.8395 Y = 0.3317*X 4 



 

 

 
 
 
Figure 34. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP3 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs 001, 026, 006, 007, 011, 050. 
DMSO was used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 
10. 



 

 
 
 
Figure 35. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP3 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 10. 
  



 

 

 
 
 
Figure 36. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP3 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs 028, 029, 044, 045, 047. DMSO 
was used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 11. 
  



 

 

 
 
 
Figure 37. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP3 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 11. 
  



 

 

 
 
Figure 38. Box and whisker plot (min to max with mean indicated) of oocyte swelling rates for 
OvAQP3 in absence (−) and presence (+) of the indicated AqBs dimer and trimer. DMSO was 
used as negative control (C). For details on the number of used oocytes see Table 12. 
  



 

 

 
 
 
Figure 20. Scatter plot of oocyte swelling rates (S = A/A0 s

-1 10-5) for OvAQP3 in absence (S1) 
and presence (S2) of the indicated AqPs with best linear fit lines shown. The numerical details 
of the results are shown in Table 12. 
  



 

Table 10: Set 1 blockers OvAQP3 oocyte swelling rates 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

001 1.093 0.3873 Y = 1.093*X 4 

026 1.364 0.1930 Y = 1.364*X 4 

006 1.036 0.08866 Y = 1.036*X 4 

007 1.149 0.1546 Y = 1.149*X 4 

011 1.306 0.1093 Y = 1.306*X 4 

050 1.045 0.09819 Y = 1.045*X 3 

DMSO 1.127 0.05276 Y = 1.127*X 2 

 
Table 11: Set 2 blockers OvAQP3 oocyte swelling rates 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

028 0.8050 0.1254 Y = 0.8050*X 4 

029 0.8600 0.1269 Y = 0.8600*X 5 

044 0.7422 0.04481 Y = 0.7422*X 5 

045 0.5684 0.1063 Y = 0.5684*X 3 

047 0.9899 0.1773 Y = 0.9899*X 5 

DMSO 1.536 0.1211 Y = 1.536*X 4 

 
Table 12: Dimer and trimer blockers OvAQP3 oocyte swelling rates 

Blocker Slope Std. Error Equation Number of 
oocytes 

Dimer 1.019 0.04035 Y = 1.019*X 5 

Trimer 0.6064 0.1226 Y = 0.6064*X 5 

DMSO 0.8811 0.1389 Y = 0.8811*X 4 
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a b s t r a c t

Aquaporins (AQP) are essential mediators of water regulation in all living organisms and members of the
major intrinsic protein (MIP) superfamily of integral membrane proteins. They are potential vehicles or
targets for chemotherapy, e.g. in Trypanosoma brucei melarsoprol and pentamidine uptake is facilitated
by TbAQP-2. Transcriptome data suggests that there are at least three active aquaporins in the human
liver fluke, Opisthorchis viverrini, OvAQP-1, 2 and 3, and crude RNA silencing of OvAQP-1 and 2 has
recently been shown to affect parasite swelling in destilled water. In the present work we demonstrate
that OvAQP-3 is a major water-conducting channel of the parasite, that it can be detected from the newly
excysted juvenile to the adult stage and that it is present in major tissues of the parasite. Furthermore, a
comparative functional characterization of the three parasite AQPs was performed by using Xenopus
oocyte swelling and yeast phenotypic assays. OvAQP-1, OvAQP-2, and OvAQP-3 were found to conduct
water and glycerol while only the latter two were also able to conduct urea. In addition, all OvAQPs were
found to transport ammonia and methylamine. Our findings demonstrate that the sequence-based
classification into orthodox aquaporins and glycerol-conducting aquaglyceroporins is not functionally
conserved in the parasite and implicate a broder range of functions for these channels.

© 2014 Elsevier B.V. and Soci�et�e française de biochimie et biologie Mol�eculaire (SFBBM). All rights
reserved.
1. Introduction

Parasitic helminths are a major threat to human and animal
health worldwide. Among the two phyla, Nematoda and Platy-
helminthes, species of the latter are of greater concern in Thailand.
Especially members of the class Trematoda that infect liver, biliary
system and the gastrointestinal tract have an impact and the hu-
man liver (bile duct) fluke species Opisthorchis viverrini is of
particular concern. In long-lasting chronic infections the released
antigens of the parasite promote the development of chol-
angiocarcinoma, a specific cancer of the biliary system that is
ar/R constriction, aromatic/
yanin; NEJ, newly excysted
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notably hard to treat and has a high mortality rate [1e3]. It is
therefore reasonable to identify and investigate parasite antigens
that are involved in host/parasite interaction and that can be
applied to terminate the infection. Among the activities that allow
the parasites to survive in the host are the steady uptake of nutri-
ents and release of metabolite waste products. This includes water
and small solutes that can pass aquaporins and aquaglyceroporins,
membrane-spanning channel proteins found in all realms of live
and that are essential for maintainance of water homeostasis [4].
Surprisingly, almost nothing is known about water homeostasis or
permeability of the tegument for solutes in O. viverrini and the
closely related Clonorchis sinensis. A basic experiment, incubating O.
viverrini in distilled water, has recently shown that the parasite
reacts by swelling similar to other trematodes [5e8]. RNA inter-
ference was then used to deplete the products of two putative
aquaglyceroporin encoding genes of the parasite, OvAQP-1 and
OvAQP-2, and, as anticipated, the treated worms showed reduced
swelling in distilled water. In Schistosoma mansoni an aqua-
glyceroporin has been thoroughly analyzed for its function within
ire (SFBBM). All rights reserved.
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the parasite and also for its permeability properties in Xenopus
oocyte assays. The two outstanding results of this research were
severe mortality in parasites following siRNA-based knock down of
the gene and the excretion of lactate facilitated by the protein [7,9].
In our analysis of two Fasciola gigantica AQPs with an unusual NPA
motif (TAA) we noticed a significantly reduced water permeability
of the channels caused by this motif suggesting that the proteins
have acquired different functionality [10]. The roles of aquaporins
as drug targets or for uptake of drugs have been studied for a
number of years and require thorough examination of the perme-
ability properties and structure of each specific aquaporin (for re-
views see Refs. [11e13]). Direct inhibition of specific aquaporins by
antiepileptic and diuretic drugs has been reported [14e16]. The
development of drugs that directly interfere with specific AQPs is
an active field of research and it involves the discovery of binding
sites through mutagenesis, the analysis of existing pharmaceuticals
for their effects on AQPs and the design of novel drugs by structural
analysis. Related to parasites, Trypanosoma brucei AQP-2 has been
recently identified as the major channel for uptake of the drugs
melarsoprol and pentamidine used in chemotherapy of sleeping
sickness and mutations in the gene cause resistance to the drugs
[17e19]. In conclusion, investigation of parasite aquaporins for
their roles in drug uptake or as target in chemotherapy is a
worthwhile undertaking (reviewed in Ref. [20]) and will certainly
lead to novel applications of these essential proteins. In the
following we describe three O. viverrini AQPs and our data
demonstrate that these proteins have bi-functional properties
spanning the border between orthodox (strict) aquaporins and
glycerol-conducting aquaglyceroporins. It can be inferred that they
have been evolutionary adapted to the unique habitat of the
parasite which must sustain its life under anaerobic conditions in
and from the content of the bile and the bile duct epithelium.
2. Materials and methods

2.1. Parasites

Metacercariae of O. viverrini were obtained from naturally
infected cyprinoid fish in northeast Thailand. To prepare newly
excysted juveniles (NEJ), approximately 500 metacercariae con-
taining active juveniles were selected under a stereomicroscope
and excysted in 1% trypsin solution. To obtain 2 and 4-week-old
juveniles and 8-week-old adult worms, 50metacercariae eachwere
drawn into a syringe and used to infect 8-week-old Syrian golden
hamsters (Mesocricetus auratus, source: Laboratory Animal Center,
Faculty of Medicine, Khon Kaen University) by gastric intubation.
Infected hamsters were sacrificed using CO2 inhalation 2, 4 and 8
weeks postinfection and the worms were collected from the liver
and bile ducts. The parasites were washed in normal saline and
kept frozen in liquid nitrogen until used in further experiments. The
Table 1
PCR primers used for molecular cloning and RT-PCR analysis of the O. viverrini AQPs.

cDNA Forward primer

A Primers used for molecular cloning of the complete coding sequences of the OvAQPs
OvAQP-1, c10299 ggatccATGGCTGGTAGTCTTTCA
OvAQP-2, c1681 ggatccATGAGTTTGGAATGCGAA
OvAQP-3, c8064 ggatccATGCCAGTCAAAGGTGTT

B Primers used for detection of the OvAQPs in different developmental stages by RT-P
OvAQP-1 AATACGAGAGCACAATACAC
OvAQP-2 CATACAACATGCTTTATTGA
OvAQP-3 AATATTACTGTTGGACAAGC
OvActin TCGAGAGAAGATGACACAGA

BamH I and Xho I restriction sites are indicated in lower case lettering, stop codons in b
use of experimental animals in this study was approved by the
Thammasat University Animals Ethics Committee (17 January 2012,
Project No. 005/2554).

2.2. Molecular cloning and sequence analysis

We had recently identified EST contigs 10299, 1681, and 8064 as
putative aquaporin-encoding cDNAs in a transcriptome database of
O. viverrini created by Young et al. [10,21]. PCR primers introducing
terminal BamH I and Xho I restriction sites were designed (Table 1)
to amplify the full length coding sequences of these putative AQPs
using adult stage total RNA of the parasite extracted in TRIzol
(Invitrogen) as template for reverse transcriptase PCR (RevertAid
reverse transcription kit, Fermentas Life Sciences). A second OvAQP-
3 reverse primer (CGTACCAGATTAGTTGACT) was used to extend the
OvAQP-3 cDNA downstream to a false positive predicted splice site
and to verify the position of the stop codon. The RT-PCR products
were directly cloned into pGEM-T Easy (Promega) and sequenced
(First Base Laboratories, Malaysia). Standard sequence analyses and
editing were performed using EMBOSS version 6.6 [22]. The pre-
diction of transmembrane regions was done using the TMHMM
Server v 2.0 at http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/. The se-
quences of mammalian and parasite AQPs were retrieved from the
NCBI protein database. Clustal Omega [23] and TEXshade [24] were
used to calculate and format alignments of AQP amino acid se-
quences. SWISS-MODEL [25] was used to calculate a model of
OvAQP-3 based on human AQP-1 (PDB: 1H6I, [26]) and of OvAQP-1
and OvAQP-2 based on Escherichia coli GlpF (PDB: 1FX8, [27]).

2.3. Reverse transcriptase PCR analysis

Total RNA of NEJ, 2 and 4-week-old juveniles and adult O.
viverrini was extracted in TRIzol (Invitrogen) and contaminating
DNA was digested with DNase I (Promega). 500 ng of each RNA
sample was reverse transcribed (RevertAid reverse transcription
kit, Fermentas Life Sciences) using an oligo(dT)18 primer. The RT
products were used as template for standard PCR with Taq poly-
merase (Fermentas Life Sciences) and gene-specific primers
(Table 1). The PCR products were resolved on a 1% agarose gel.

2.4. Production of anti-C-terminal OvAQP-3 peptide antisera

The C-terminal 18 amino acid residues of OvAQP-3
(D254eN271; DRARDYRVPDGNSLNLVN) were selected as antigen
for antibody production. The OvAQP-3 peptide was synthesized at
MIMOTOPES (Australia) and a cysteine residue was added at the N-
terminus for conjugation with Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH).
Conjugation was done using an Imm-Link™ KLH immunogen kit
(Innova Biosciences, UK) following the supplied protocol. Three ICR
micewere used for antibody production and eachmousewas firstly
Reverse primer Size (bp)

ctcgagTCAATAATCATCGTAATC 894
ctcgagTCAGGCAAGCAGTTCAGT 933
ctcgagTTAGTTGACTAAATTGAG 828

CR
CAGGATCTAAAAGTTGAATG 387
CATCCTTCTTAGTATCGTTG 403
CATCAGGTACACGATAATCT 400
GATATCACGCACGATTTCTC 320

old lettering.

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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injected intraperitoneally with 50 mg KLH-peptide conjugate mixed
with complete Freund's adjuvant. Two and 4 weeks later each
mouse was injected with 20 mg of the OvAQP-3 peptide mixed with
incomplete Freund's adjuvant. Serum samples were collected prior
to immunization and between immunizations. The final immune
sera were pooled and anti-KLH antibodies were removed by
immunoaffinity chromatography over KLH-agarose (USBiological,
USA) following the supplied protocol. The purified anti-cOvAQP-3
antiserum was kept at �20 �C and used in further experiments.

2.5. Preparation of crude worm (CW) and transmembrane (TM)
extracts from adult O. viverrini

CW and TM extracts were prepared as previously described
[10,28]. Protein concentrations of the extracts were determined by
a Bradford assay (Bio-Rad Protein Assay) and the extracts were kept
at �20 �C for further analysis.

2.6. SDS-PAGE and western analysis of parasite antigen extracts

CW and TM extracts (40 mg each) were size-separated by 16%
SDS-PAGE and electrotransferred to a nitrocellulose membrane
(HybondeECL, Amersham Biosciences, UK) by semi-dry blotting
using a Fastblot B33 instrument (Whatman, Biometra, Germany) at
60 mA for 60 min. Mouse anti-cOvAQP-3 antiserum and pre-
immune serum (1:500) were used to probe the membrane-bound
proteins. Alkaline phosphatase rabbit anti-mouse immunoglob-
ulin conjugate (DAKO, Denmark) was used as secondary antibody
(1:1000). Rabbit anti-KLH antiserum (1:10000, Agrisera, Sweden)
was used as control to demonstrate specificity of the generated
anti-cOvAQP-3 antiserum. Alkaline phosphatase goat anti-rabbit
immunoglobulin conjugate (DAKO, Denmark) was used as sec-
ondary antibody (1:1000). The immunological complex was enzy-
matically detected using the chromogenic substrates BCIP/NBT
(Ameresco, USA).

2.7. Immunohistochemical detection of OvAQP-3

Adult O. viverrini freshly collected from liver and bile ducts of
hamsters 8 weeks postinfectionwere fixed in 4% paraformaldehyde
and embedded in paraffin. Sections were cut at 8 mm and mounted
on gelatin-coated slides. The tissue sections were deparaffinized
and rehydrated in an ethanol series and epitope retrieval was
performed in 10 mM citrate buffer, pH 6.0 as previously described
[29]. Non-specific binding sites were blocked with 0.1% glycine, 4%
BSA in PBS at room temperature for 30 min. Afterward, the sections
were probed with mouse preimmune serum (1:200), anti-cOvAQP-
3 antiserum (1:200), or rabbit anti-KLH antiserum (1:1000, Agri-
sera, Sweden) in PBS, pH 7.2, 1% BSA, at 37 �C for 2 h. Endogenous
peroxidase was inactivated by incubation with 3% H2O2 at room
temperature for 10 min. Biotinylated rabbit anti-mouse antibody
and biotinylated goat anti-rabbit antibody (DAKO), respectively
were used as secondary antibody (1:1000) at room temperature for
30 min. After washing steps, the sections were incubated with
avidinebiotin peroxidase (ABComplex Kit, DAKO) at room tem-
perature for 30 min and washed again. Colorimetric detection was
performed using aminoethyl carbazole (AEC) substrate (Vector
Laboratories) following the supplied instructions.

2.8. Subcloning of OvAQPs into pHA426MET25 and pOG2 for
functional analysis

The pGEM-T Easy cDNA inserts encoding OvAQP-1, -2, -3 were
released from the vector using the introduced BamH I and Xho I
restriction endonuclease sites (Section 2.2) and subcloned into the
yeast expression vector pHA-RS426MET25 [30]. Following identi-
fication of positive recombinant pHA-RS426MET25 clones, Xba I
and Xho I restriction endonucleases were used to release the OvAQP
inserts including the 50 HA-tag encoding sequence. These DNA
fragments were then subcloned into the Xenopus laevis expression
vector pOG-2 [31]. The final constructs were verified by DNA
sequencing.

2.9. Expression of O. viverrini AQPs in Xenopus oocytes

The cRNAs of the three parasite AQP cDNA fragments inserted in
pOG-2 were synthesized as previously described [10]. Comparable
to vector pOG-1, pOG-2 carries the 50 and 30 untranslated regions of
the b-globulin gene of X. laevis. They flank the inserted FgAQP se-
quences and enhance stability and translatability in the oocytes.
Stage V or VI of Xenopus oocytes (kindly provided by the Institute of
Physiology, Kiel University, Germany) were defolliculated by
collagenase A treatment (Roche) and microinjected (Nanoliter
2000, World Precision Instruments) with 5 ng cRNA in 50 nl RNase-
free water. Control oocytes were microinjected with 50 nl water.
Subsequently, the injected oocytes were incubated in ND96 buffer
(96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES,
pH 7.4) at 16 �C for 3 d.

2.10. Xenopus oocyte swelling assay

The injected oocytes were transferred into 1:3 diluted ND96
buffer to measure osmotic water permeability (Pf). HgCl2 and
phloretin inhibition of water permeability was tested by incubating
the injected oocytes in 300 mM HgCl2 or 100 mM phloretin for at
least 15 min before putting them in diluted ND96 buffer. To mea-
sure urea and glycerol permeability (Ps), the oocytes were trans-
ferred into isosmotic ND96 buffer in which 65 mM NaCl was
replaced by 130 mM urea or glycerol, respectively. Recording of
oocyte swelling and calculation of oocyte permeabilities for water,
urea and glycerol were done as previously reported [10].

2.11. Expression in yeast and growth assays

The knockout yeast strains BY4742Dfps1 (MADhis3-1, leu2D0,
lys2D0, ura3D0, yll043w::KanMX) [32] and 31019Dbmep1-3 [31]
were used in the methylamine efflux and ammonia assays,
respectively. The transformant yeast cells carrying the O. viverrini
AQP constructs in pHA-RS426MET25 were grown in yeast nitrogen
base (YNB) þ glucose-ura þ his þ leu þ lys liquid medium to an
OD600 of 1.5e2. The media for the methylamine efflux assay were
prepared containing 50 mM methylamine and contained 0.1% L-
proline as the sole nitrogen source, buffered with 20 MMES (for pH
5.5 and 6.5) or MOPS (for pH 7.5). In the ammonia assay, the media
containing 5 mM (NH4)2SO4 were buffered with 40 mM MOPS at
three medium pH values (pH 7.3, 7.5, 7.7). Each cell suspensionwas
diluted in sterile water to a final OD600 of 1 and serial 10-fold di-
lutions of the cell suspensions were then dotted on the plates. The
agar plates were allowed to dry for 20min andwere then incubated
at 28 �C for 4 days, and cell growth was recorded as previously
described [32].

2.12. Immunoblot analysis of oocyte total membrane protein and
microsomal yeast fraction

To prepare total membrane protein of Xenopus oocytes, the
injected oocytes were lysed in cold hypotonic phosphate buffer
(7.5 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7.5) using 100 ml buffer per oocyte.
Cell debris was removed by centrifugation at 500� g, 4 �C for 5min.
Total membrane proteinwas collected by centrifugation at 16,000�
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g, 4 �C for 30 min. For preparation of the microsomal yeast fraction
the culture was grown to an OD600 of 0.8e1.0 and the yeast cells
were then pelleted by centrifugation. The cells were lysed in cold
extraction buffer (25 mM TriseHCl, pH 7.5, 5 mM EDTA) containing
a protease inhibitor mix (Roche) and broken with glass beads by
vortexing. Cell debris was removed by centrifugation at 1000� g,
4 �C for 5 min. The microsomal fraction was collected at 33,000� g
(50.2 Ti rotor, Optima XL-80K, Beckman Coulter), 4 �C for 40 min.
Total membrane protein corresponding to one oocyte and 10 mg
microsomal fraction each were loaded to the wells of a gel, sepa-
rated by 10% SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes
(Amersham Biosciences). The membrane-bound proteins were
probed with mouse anti-cOvAQP-3 antiserum (1:500) or mouse
anti-hemagglutinin (HA) antibody (1:1000, Roche) and detected
with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse anti-
serum (Dianova) at a dilution of 1:10,000 following the ECL Plus
system (Amersham Biosciences).

3. Results

3.1. Molecular cloning and sequence analysis

Distinct cDNA fragments comprising the complete coding se-
quences of three putative members of the aquaporin family in the
Fig. 1. Multiple amino acid sequence alignment of human AQP-1 (GenBank: NP_932766), O.
Schistosoma mansoni AQP (GenBank: CCD77873), and F. gigantica AQP-1 (GenBank: ADO32
(int./ext.) loops AeE of human AQP-1 are indicated. The locations of the two NPA motifs are
Hg2þ sensitive cysteine in human AQP-1 are indicated. Residue shading is by structural pro
human liver fluke O. viverrini were isolated by RT-PCR from adult
stage total RNA of the parasite using sequence-specific primers
designed on the sequences of previously identified ESTs [10]. The
deduced amino acid sequences of two of these proteins, namely
OvAQP-1 (GenBank: AIA98696) andOvAQP-2 (GenBank: AIA98697)
were recently published and will not be detailed here exept for the
conflicting C-terminus of OvAQP-1 below [8]. Due to the inconsid-
erate naming of these O. viverrini AQPs based on date of description
and not sequence conservation the here newly described OvAQP-3
(GenBank: KM359766) is actually closer related to AQP-1 in other
species. OvAQP-2 is orthologous to the yet undescribed Schistosoma
mansoni AQP-3 (GenBank: CCD75893, 63.4% identity, 74.5% simi-
larity) and the previously described closely related aqua-
glyceroporin SmAQP (GenBank: ACI31185, 57.8% identity, 72.2%
similarity, [7]). The third protein, OvAQP-1 is an evolutionary more
diverged aquaglyceroporin (SmAQP-3, 38.6% identity, 51.2% simi-
larity, SmACI31185, 40.6% identity, 54.8% similarity).

The permeability properties of the three OvAQPs which are here
reported for the first time are detailed in Sections 3.6 and 3.7. As we
had shown OvAQP-1 (EST contig 10299 [21]) and OvAQP-2 (EST
contig 1681 [21]) were clustered with other helminth aqua-
glyceroporins in phylogenetic analyses based on their sequence
conservation while OvAQP-3 (EST contig 8064 [21]) was clustered
with helminth orthodox aquaporins including the reported Fasciola
viverrini AQP-3, predicted Clonorchis sinensis AQP-1 (GenBank: GAA33659), a predicted
835). The six transmembrane segments (TM), internal termini (int.), internal/external
indicated by three consecutive white dots. The substrate discrimination sites (SD) and
perties of the amino acid residues as indicated at the bottom right.



Fig. 2. Reverse transcriptase PCR analysis of total RNA from newly excysted juveniles
(NEJ) 2-week-old (2w) and 4-week-old (4w) juveniles and 8-week-old (8w) adult O.
viverrini with OvAQP-specific primers (Table 1). The sizes in base pairs (bp) of the
standards (M, 100 bp ladder) are indicated at the left sites. The sizes of the PCR
products including for OvActin are detailed in Table 1.
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gigantica AQP-1 and AQP-2 [10] (Fig. 2 therein). Hypothetical amino
acid sequences of the three O. viverrini AQPs deduced from
assembled genomic DNA shotgun sequences have recently been
deposited in UniProt under accession numbers A0A074ZB82
(OvAQP-1), A0A075AA01 (OvAQP-2), A0A074ZPF0 (OvAQP-3). The
sequence of OvAQP-1 as reported by Thanasuwan and coworkers
(GenBank: AIA98696, [8]) is truncated terminating in QKKN while
the sequences of EST contig 10299 and our OvAQP-1 cDNA termi-
nate in QKKLKDYDDY which is also in agreement with the highly
conserved sequence of C. sinensis aquaporin-3 deduced from its
genomic DNA and RNA sequences (QKKLKDSDDY, GenBank:
GAA31414, EST contig 145 [21]). Hypothetical protein A0A074ZB82
terminating at residue H273 is already noted as incomplete in its
database entry. Obviously, Thanasuwan and coworkers failed to
verify that EST EL618688 used in their research contained the full
and correct coding sequence of OvAQP-1 [8]. As such the corrected
protein comprises 293 aa with a calculated molecular weight of
31.5 kDa. The reported OvAQP-2 sequences differ only in position
196 with serine observed in A0A075AA01 and our OvAQP-2
sequence and arginine in contig 1681 and AIA98697, therefore
OvAQP-2 is a protein of 306 aa with a calculated molecular weight
Fig. 3. SDS-PAGE and western blot analysis of adult O. viverrini crude worm (CW) and transm
the left sites. A, 16% SDS-PAGE of TM and CW extracts (10 mg each). B, membrane-bound TM
bound TM and CW extracts (40 mg each) probed with mouse preimmune or anti-cOvAQP-3
of 33.1 kDa. The here newly reported OvAQP-3 sequence is identical
to EST contig 8064 while the hypothetical protein A0A074ZPF0
predicted from genomic DNA sequences carries an extended
C-terminal tail (slnlVN* versus slnlPSRNTAVIQTKRREHFLITVQKFD
VFIFILSDHLPRRLLVSKKSENSLLFYLLTELANTSVVSYT*). This is due to
a false positive 50 splice site at position 1184727 predicted in the
assembled genomic shotgun sequence GenBank: KL596681 as we
have confirmed by RT-PCR with a reverse primer that extended the
cDNA downstream to the invalid splice site. Furthermore, the splice
site is not supported by genomic DNA and transcript sequences of
the highly conserved (91.9% identity/95.9% similarity) orthologous
C. sinensis aquaporin-1 (GenBank: GAA33659, EST contig 2046
[21]). Therefore, OvAQP-3 is a protein of 271 aa and calculated
molecular weight of 29.1 kDa. Interestingly, sequence conservation
between O. viverrini AQP-3 and the previously reported F. gigantica
AQP-1 [10], a putative orthologous S. mansoni AQP (GenBank:
CCD77873), and human AQP-1 (GenBank: NP_932766) is consid-
erable lower at less than 30% identity and 50% similarity. Consid-
ering the structural properties of the OvAQP-3 amino acid residues
it is evident that the distribution of external, internal, and ambiv-
alent residues has been much better conserved (Fig. 1) and that the
protein will fold similar to mammalian AQP-1. As can be inferred
from the multiple alignment with homologous trematode AQPs
and the structure-resolved human AQP-1 (PDB 1H6I, [26]) O.
viverrini AQP-3 will exhibit the typical membrane topology of
aquaporins with cytoplasmic termini, six transmembrane domains,
five loop regions, and the aquaporin-characteristic NPA motifs
located in loops B and E. This general membrane topology of
OvAQP-3 has also been predicted by TMHMM (data not shown).
The first NPAmotif is slightly changed into NPV, which is also found
in the orthologous CsAQP-1. In SmAQP CCD77873 the motif is
changed to NPI and in the previously reported FgAQP-1 to TAA. The
first two of the three substrate discrimination (SD) sites reported
for mammalian AQP-1 F56, H180, R195 are replaced in OvAQP-3 by
V54 (F56), A184 (H180) while the third R199 (R195) is preserved.
Valine is also present in the first site in CsAQP-1 and SmAQP
CCD77873 while FgAQP-1 carries an alanine residue. In the second
site alanine is also found in CsAQP-1 and FgAQP-1 while SmAQP
CCD77873 carries a valine. The arginine in the third site is pre-
served in all but FgAQP-1 which carries an alanine. The Hg2þ
embrane (TM) extracts. Molecular weights of the protein standards (M) are indicated at
and CW extracts (40 mg each) probed with rabbit anti-KLH antiserum. C, membrane-
antiserum, respectively.
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sensitive cysteine residue at position 189 is not conserved in
OvAQP-3. The conservation of these sites in OvAQP-1, OvAQP-2 and
their possible effects on the function of these proteins are detailed
in Sections 3.6 and 3.7 and the Discussion. Noteworthy is the high
C-terminal sequence conservation of the mentioned AQPs with a
substantial number of charged residues present.

3.2. RT-PCR analysis of total RNA from juvenile and adult O. viverrini

Reverse transcription PCR showed that the RNA products of
OvAQP-1, OvAQP-2, and OvAQP-3 were present in newly excysted
juveniles, 2-, and 4-week-old juveniles and adult parasites with the
exception of OvAQP-1 that could not be detected in NEJ (Fig. 2).

3.3. Preparation of an OvAQP-3-specific peptide antiserum

Due to the short cytoplasmic termini of OvAQP-3 that are
available for antibody production we prepared an antiserum
against a synthetic peptide comprising the 18 C-terminal residues
Fig. 4. Immunohistochemical detection of OvAQP-3 in adult O. viverrini with anti-cOvAQP-3
probed with rabbit anti-KLH antibody; C, overview at low magnification, positive staining (re
tegument type tissue; D, positive staining is visible in the tegument type tissue, oral sucker, p
magnification of testis lobes showing positive staining; F, high magnification showing stron
tissue; G, high magnification of negative control probed with mouse preimmune serum. Bl: b
seminal receptacle, Sv: seminal vesicle, Te: testis, Tg: tegument, Ut: uterus, Vs: ventral sucker
200 mm in D, 100 mm in EeG. (For interpretation of the references to colour in this figure l
D254eN271. There is no sequence conservation present between
the three O. viverrini AQPs in this region and to boost immunoge-
nicity the peptide was conjugated to the carrier protein keyhole
limpet hemocyanin (KLH) through an introduced N-terminal
cysteine residue. The conjugate was injected in the first immuni-
zation while only the peptide was injected in the 2nd and 3rd
immunizations. Three mice were immunized and the final sera
were pooled and depleted of anti-KLH antibodies by immu-
noaffinity chromatography. Prior to antibody generation we had
tested that parasite antigens in immunoblots and in tissue sections
were not reactive with a commercial anti-KLH antiserum (see
Sections 3.4, 3.5).

3.4. Immunoblot detection of OvAQP-3 in parasite extracts

The mouse preimmune serum, anti-cOvAQP-3 antiserum, and
rabbit anti-KLH antiserum were used to probe immunoblotted O.
viverrini crude worm and transmembrane extracts (Fig. 3). Mouse
preimmune serum and rabbit anti-KLH antiserumwere not reactive
antiserum (CeF). A, negative control probed with mouse preimmune serum; B, control
d) is visible in seminal receptacle and vesicle, less intense in testis, ovary, parenchyma,
harynx, caecum before bifurcation, ventral sucker, parenchyma, seminal vesicle; E, high
g staining in the seminal receptacle, staining in the ovary, parenchyma, tegument-type
ladder, Ca: caecum, Eg: egg, Os: oral sucker, Ov: ovary, Pa: parenchyma, Ph: pharynx, Sr:
. Hematoxylin (blue) was used for counterstaining in A, DeG. Size bars: 500 mm in AeC,
egend, the reader is referred to the web version of this article.)



Fig. 5. Graphs of the water and solute permeability of Xenopus oocytes expressing the
indicated OvAQPs and rat AQP-1 (RnAQP-1). Water-injected oocytes were used as
negative control. The number of oocytes per test group is shown in parentheses.A, Mean
(±SEM) osmotic water permeability in ND96 medium with and without HgCl2 and
phloretin. The inset shows the expression of OvAQPs in the oocytes detected with an
anti-HA antibody. and B, Mean (±SEM) osmotic urea and glycerol permeability. C,
Multiple alignment of the sequence regions containing established substrate discrimi-
nation sites (SD) and the Hg2þ sensitive cysteine in mammalian AQP-1 [31]. Shading
indicates fully conserved residues. Rattus norvegicus AQP-1 (RnAQP-1, GenBank:
NP_036910, Plasmodium falciparum aquaglyceroporin (PfAQP, PDB: 3C02).
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while mouse anti-cOvAQP-3 antiserum was reactive with a single
antigen migrating at approximately 60 kDa in the transmembrane
extract.

3.5. Immunolocalization of OvAQP-3 in adult O. viverrini

The same set of antiserawas used to probe the tissues of adult O.
viverrini and again only mouse anti-cOvAQP-3 antiserum was
reactive (Fig. 4). At higher magnification it is evident that the
staining shows a characteristic membrane-bound distribution.
Immunostaining was observed throughout the parenchyma, teg-
umental cells, their cytoplasmic processes, the basal plasma
membrane of the tegument, oral sucker and pharynx, at the com-
mon caecum before its bifurcation and ventral sucker, ovary and
testes. Intense staining associatedwithmature spermwas observed
in seminal receptacle and seminal vesicle. Staining was not
observed in intact eggs, and the epithelia of uterus, the two caeca,
excretory system.

3.6. Permeability of O. viverrini AQPs to water, urea and glycerol in
Xenopus oocytes

Standard Xenopus oocyte swelling assays were used to measure
permeability of the three OvAQPs for water, glycerol and urea, and
their inhibition by Hg2þ and phloretin (Fig. 5). Rat AQP-1 (RnAQP-1)
was used as a positive control in the water permeability assays and
aquaglyceroporin from Plasmodium falciparum (PfAQP) was used as
positive control in glycerol and urea permeability assays. The
expression of the proteins was verified in immunoblots of total
oocyte membrane protein using an anti-HA antibody. The control,
RnAQP-1 showed the highest permeability for water followed by
OvAQP-3 and OvAQP-2 whereas OvAQP-1 showed significant lesser
permeability (Fig. 5A). The addition of HgCl2 to the medium
significantly inhibited the water permeability of RnAQP-1 and
OvAQP-2. Residue C189 is responsible for this Hg2þ sensitivity in
mammalian AQP-1 [33,34] and only OvAQP-2 carries a cysteine
residue in the corresponding position (C220) while OvAQP-1 and
OvAQP-3 carry alanine residues (Fig 5C). We also tested inhibition
of the OvAQPs by phloretin as has been observed for S. mansoni
aquaglyceroporin ACI31185 [9] but did not observed any decrease
in their water permeability.

In the urea and glycerol assays the aquaglyceroporin control,
PfAQP showed the highest permeability for urea and glycerol
(Fig. 5B). From the two putative O. viverrini aquaglyceroporins only
OvAQP-2 showed comparable permeability properties while
OvAQP-1 showed a significant lesser permeability for glycerol and
no permeability for urea. Surprisingly, OvAQP-3, which by its
sequence is classified as an orthodox aquaporin was found to be
quite permeable for urea (80 nm s�1) and glycerol (90 nm s�1). Sites
that have been shown to affect substrate determination in RnAQP-1
[31] and that are possibly important for the observed behavior of
OvAQP-3 are indicated in Fig. 5C.

3.7. Permeability of O. viverrini AQPs to ammonia and methylamine
in yeast

The permeability of the O. viverrini AQPs for ammonia and
methylamine was determined in comparison to PfAQP as positive
control by phenotypic assays in yeast strains lacking in the first case
all endogenous ammonia transporters and in the second case the
endogenous aquaglyceroporin Fps1 (Fig. 6). Survival of yeast in
medium containing 10 mM NH4

þ was higher if complemented with
OvAQP-1 and OvAQP-2 than PfAQP while OvAQP-3 showed a lesser
but still positive effect compared to the negative control (Fig. 6A).
For methylamine OvAQP-1 and OvAQP-3 were comparable to



Fig. 6. Yeast growth complementation assays. A, Yeast 310df lacking NH4
þ transporters expressing either PfAQP or the indicated OvAQP was grown at four 10-fold dilution steps (left

to right) on plates without (control) and with NH4
þ at pH 7.5. Shown is the cell growth after 4 days which is indicative of NH3 uptake. B, Yeast By4742Dfps1 lacking the endogenous

aquaglyceroporin Fps1 expressing either PfAQP or the indicated OvAQP was grown as described above on plates without (control) and with methylamine at pH 5.5. Cell growth after
4 days indicates permeability of the respective AQP for methylamine. Negative control (�), yeast transfected with empty pHA-RS426MET25. C, Western blot expression control of
OvAQPs in transfected yeast detected with an anti-HA antibody. Transfection of yeast and the following growth assays were done in duplicate.
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PfAQP in their effect on the growth of yeast while OvAQP-2 was
significantly less effective but again positive compared to the
negative control (Fig. 6B). The expression of all OvAQPs in the used
yeast strains was tested by immunoblots of microsomal yeast
protein with a specific HA-antibody (Fig. 6C).

4. Discussion

In this study we have isolated and functionally characterized
three aquaporins from the human liver fluke O. viverrini that we
had preliminarily classified as two aquaglyceroporins and an or-
thodox aquaporin based on sequence conservation to these two
aquaporin families [10]. The results of the presented permeability
assays demonstrate that this discrimination cannot be upheld and
that they have bi-functional properties. The apparently ‘orthodox’
OvAQP-3 does not only conduct water but also urea, glycerol and
ammonia at substantial rates while the ‘aquaglyceroporin’ OvAQP-
2 is a robust water-conducting channel at the magnitude of
mammalian AQP-1 and an excellent glycerol facilitator similar to
PfAQP (Figs. 5 and 6) The second aquaglyceroporin, OvAQP-1 shows
mixed results with lower permeability for glycerol than OvAQP-2
and no permeability for urea while the passage of ammonia is
unrestricted. The water permeability of OvAQP-1 is comparable to
the bacterial glycerol facilitator E. coli GlpF which itself has a six-
fold lower water permeability than E. coli AQPZ [35]. In case of
OvAQP-3, while its functional versatility is at first surprising it can
be explained by the substitution of two amino acid residues that
have been previously shown to change permeability properties of
the orthodox mammalian AQP-1. Substitution F56A and H180A in
rat AQP-1 maintained water permeability and added permeability
for urea, glycerol, and ammonia [31]. The corresponding residues in
OvAQP-3 are V54 and A184. The substitution of the bulky phenyl-
alanine and histidine residues which together with R195 form the
aromatic/arginine (ar/R) constriction located in the outer hemipore
on top of the second NPA motif by the much smaller valine and
alanine residues results in a larger and more hydrophobic pore as
can be seen in the structure model of OvAQP-3 built on human
AQP-1 (Fig. 7). It can be inferred that the uncharacterized schisto-
some AQP CCD77873 will have comparable functionality to OvAQP-
3, as it too carries small hydrophobic residues in place of F56A and
H180A in rat AQP-1 (V72, V203, Fig. 1). Likewise, the composition of
the ar/R constriction of OvAQP-2 could contribute to its high water
permeability, i.e. presence of the polar C220 instead of the hydro-
phobic A218 in OvAQP-1 or F200 in GlpF. In E. coli GlpF sub-
stitutions W48F and F200T caused an increased flow of water due
to the changed pore size and polarity [36]. Not in every case are the
permeability properties easily explained by the residues in the ar/R
constriction, for example the aquaglyceroporin PfAQP which we
have here used as control for urea/glycerol and ammonia perme-
ability conducts water at a rate comparable to mammalian AQP-1
but carries the identical set of residues as the much less water
permeable GlpF in the ar/R constriction [37]. In addition, PfAQP
carries the diverged NPAmotifs NLA and NPS but mutation analysis
demonstrated that these did not affect water permeability [37].
This is very contrasting to the effect of the diverged first NPA motif
in F. gigantica AQP-1 and -2 formed by the residues TAA and for
which we had demonstrated that substitution of the threonine
residue with an asparagine partially restored water permeability
[10]. Consequently, PfAQP and OvAQP-2 are two interesting ex-
amples of bi-functional aquaglyceroporins with high water
permeability apparently based on different structural adaptations.
Determination of their structures is required to conclude which
residues are involved in their remarkable permeability properties.
Mercurial inhibition was only observed for OvAQP-2 and is most
likely due to C220 as observed inmammalian AQP-1 [33,34] andwe
had noted the importance of this residue for water permeability in
mutant analysis of F. gigantica AQP-1 [10]. Interestingly, the diuretic
compound phloretin had no effect on water permeability of any
OvAQP which is different from what has been reported for the
aquaglyceroporin ACI31185 in S. mansoni [9]. Indeed, like OvAQP-2
the orthologous SmACI31185 showed high water permeability, in
addition it was highly permeable for lactate and at lesser rates for
mannitol, fructose and L-alanine but not glucose in oocyte assays
[9] and the researchers demonstrated lactate excretion through
SmACI31185 in the parasite, an important protective function to
prevent internal acidification.

What are the implications of the observed bi-functional prop-
erties of the OvAQPs? In case of PfAQP it is obvious as it is the only
aquaporin in P. falciparum and high permeability for water and
glycerol will be essential to the parasite. In contrast, recently
published genome data implies the presence of possibly five
aquaporins in O. viverrini, three of which by their sequence are
members of the aquaglyceroporin family including OvAQP-1 and
OvAQP-2. Yet, OvAQP-3 the sole aquaporin of evident orthodox
family lineage evolved to gain additional functionality of aqua-
glyceroporins while OvAQP-2 gained increased water permeability.
It can be reasoned that the parasite does not require strict aqua-
porins or aquaglyceroporins and that the passage of an increased
range of compounds by the same channel has been evolutionary
beneficial. Given the overlapping permeability properties of the
OvAQPs it must be asked whether this redundancy is reflected in
their biological roles for the parasite. Gene-specific OvAQP null
mutants would be required to conclude from their phenotype
whether or not the abolished activity interferes with parasite
development in specific ways starting from embryogenesis.
Currently, such genetics analysis is hardly achievable in trematodes



Fig. 7. Molecular modelling of the ar/R constriction of the OvAQPs. SWISS-MODELL was used to create structure models of OvAQP-3 based on human AQP-1 (PDB 1H6I, [26]) and
OvAQP-1 and OvAQP-2 based on E. coli GlpF (PDB: 1FX8, [27]). Amino acid residues that do not directly contribute to the constriction are drawn in faded color and labelled in gray.
Substitution of the bulky amino acid residues F56 and H180 in mammalian AQP-1 by V54 and A184 in OvAQP-3 leads to a wider pore which presumably allows urea, glycerol, and
ammonia to pass as observed in the relevant assays and previously shown for mutants of rat AQP-1 [31]. In OvAQP-1 the hydrophobic A218 and in OvAQP-2 the polar C220 are in
place of GlpF F200. Molecular graphics created with YASARA (www.yasara.org) and POVRay (www.povray.org).
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and alternative, second best, approaches are required. Firstly,
permeability properties of all parasite aquaporins must be assessed
by a larger set of molecules to conclude full or partial functional
redundancy. Secondly, tissue- and developmental expression pat-
terns must be determined to conclude possible unique functions of
distinct OvAQPs. Thirdly, temporal depletion of gene products
would allow to gain insight to which magnitude each OvAQP
contributes to the flux of recorded compounds if at the same time
up/down regulation of the remaining AQPs is observed. Of course
one would also have to consider secondary, AQP-independent
pathways that could lead to the uptake or release of the analyzed
compounds and which are the reason to analyze AQPs and other
channels in easier controlled systems, e.g. liposomes, frog oocytes
or mutant yeast. In case of OvAQP-3 we have demonstrated its
presence at the RNA level from the NEJ to adult parasite and at the
protein level in adult parasites as a 60 kDa transmembrane protein
that is located in the parenchyma, tegumental type tissues and
mature sperm in testis lobes, seminal receptacle and vesicle. Con-
cerning its presence in mature sperm it can be reasoned that
OvAQP-3 protects sperm from swelling and therebymaintains their
motility and finally fertilization (for reviews discussing mammalian
AQPs in sperms see Refs. [38,39]). Furthermore, it will participate in
fluid and solute exchange within the parenchyma and between
parenchyma and tegument. OvAQP-3 is therefore wider distributed

http://www.yasara.org
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than FgAQP-1 which was found located in tegumental type tissue
and in the epithelial linings of testis lobes and ovary [10]. Given the
very low water permeability of FgAQP-1 and the related FgAQP-2
and absence of glycerol/urea/ammonia permeability these AQPs
will be involved in higher specialized functions than OvAQP-3.
Remarkably, SmACI31185 with its wide permeability properties
has been described as a tegument-specific AQP in two excellent
publications [7,9] and siRNA treatment to knock down this AQP
decreased viability of cultured schistosomula to below 40% at day
21 while the size of surviving parasites was found significantly
reduced. In a rather limited study of OvAQP-1 and OvAQP-2 in O.
viverrini which is hampered by grave shortcomings it has been
shown that the knock down of these AQPs by RNA interference
expectedly reduces swelling of adult parasites in distilled water and
that the RNA products are found in eggs (of unspecified develop-
mental state), cercariae, metacercariae and adult parasites at
different amounts [8].

Finally, of interest are not only the permeability properties and
biological roles of parasite aquaporins but equally important their
application as tools for drug delivery or as drug target (for a recent
review see Ref. [20]). Due to their limiting pore size and perme-
ability properties the kind of drugs that can be delivered through
AQPs is restricted. Antimonial drug delivery has been reported for
LmAQP1 an aquaglyceroporin from Leishmania major [40] and
later for SmACI31185 [7]. Recently, AQP2 of trypanosomes, an
aquaglyceroporin has been shown to facilitate efficient uptake of
melarsoprol and pentamidine and mutations of the AQP2 gene
cause resistance to these drugs [17e19]. Concerning the direct
inhibition of AQPs, it has been demonstrated that certain de-
rivatives of the diuretic drug Bumetanide are able to bind and
block activity of mammalian AQP-1 and AQP-4 [15]. These are
promising findings that support application of parasite AQPs for
new intervention strategies in parasite infections and we are
actively investigating the described O. viverrini AQPs for such
approaches.
Note

Nucleotide sequence data reported in this paper is available in
the EMBL, GenBank and DDJB databases under the accession
number KM359766.
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Moleculor Ctoning ond Choroclerizolion of Three Wqler Chonnel Proleins
(Aquoporins, OvAQPI -3) from Opisfhorchis viverrini

Geodkoew A.r*, von Bulow J.2,BeiIz E.z, Vichosri-Groms S.3, Groms R.t
I Groduote Progrom in Biomedicol Sciences, Foculty of Allied Heolth Sciences,

Thommosot University, Pothumthqni, Thoilond
2Phormozeutisches lnstitut, Christion-Albrechts-Universitot, Kiel, Germony
3Deportment of Biology, Foculty of Science, Mohidol University, Bongkok,

Thoilond

lnlroduclion: Aquoporins (AQP) ore essentiol mediotors of woter regulotion in oll
living orgonisms. They ore members of the mojor intrinsic protein (MlP)

superfomily of integrol membrone proteins. Aquoporins ore poteniiol vehicles
or torgets for chemotheropy. Two exomples of toxic molecules thot con poss
through protozoon oquoporins ore hydroxyureo ond the hydroxide of trivolent
ontimony, which kill protozoon porosites. lt is interesting thot on expressed
sequence tog (EST) ond genomic dotoboses of the humon liver fluke,
Opisfhorchisviverrini, showed three oquoporin homologues thot hove not been
chorocterized yet. O. viverrini is on importont liver fluke in Thqilond which couses
opisthorchiosis ond is ossocioted with cholongiocorcinomo
Objective: Cloning ond functionol chorocterizotion of three oquoporin
(OvAQPl, 2 ond 3) from the liver fluke O. viverrini.
Moteriqls & Methods: We hove isoloted three oquoporin homologues (OvAQP-
l, 2 ond 3) by reverse tronscriptose PCR from totol RNA of odult O. viverrini using
specific primers designed from ESTs. Tronscription in different stoges (newly
excysted-, 2-, 4-week juveniles ond odult) wos determined by reverse
tronscriptose PCR. lmmunohistochemicolonolysis wos done to demonstrote the
protein distribution on the tissue secfions. Functionol chorocterizotion wos
performed by Xenopus oocyte swelling ond yeost phenotypic ossoys.
Resulls: Amino ocid sequences of three OvAQPI-3 oquoporins contoin highly
conserved NPA motifs (osporogine-proline-olonine). OvAQP-l tronscripts were
detected in 2-week-old juveniles ond loter stoges, while OvAQP-2 ond OvAQP-
3 tronscripts were detected in newly excysted juveniles ond loter stoges.
lmmunohistochemicol onolysis demonstroted thot the three OvAQPs ore
locoted in tegument, porenchymo ond spermotozoo of the porosite.
Functionol chorocterizotion showed OvAQP-], OvAQP-2, ond OvAQP-3 con
conduct woter, ureo ond glycerol olbeit of different rotes. ln oddition, oll
OvAQPs con tronsport ommonio ond methylomine.
Conclusion: Three O. viverrini oquoporins (OvAQPl-3) con conduct woter ond
other solutes, i.e. ommonio, methylomine, ureo ond glycerol. ln further studies
we will investigote RNAi knockout ond specific inhibition of these porosite AQPs
by distinct phormoceuticols.
Keywords: oquoporin, mojor intrinsic protein, liver fluke, Opisfhorchis viverrini
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Targeting AQPs in opisthorchis viverrini and Fssciola
gigantica for chemical intervention in food-borne

trematodiases
Rudi Gramsl*, Amornrat Geadkaewl, J. von Biilow2, E.Beitz2,

Suksiri Vichasri-Grams3

lGraduate Program in Biomedical Sciences, Faculty ofAllied Health Sciences, Thammasat
Universiry Pathumthani, Thailand, 2Pharmazeutisches Institut, Christian-Albrechts-

Universitiit, Kiel, Germany,3Department of Biotogy, Faculty of Science,
Mahidol University, Bangkok, Thailand

Aquaporins (AQPs) are pore-forming transmembrane proteins that conduct water,
glycerol, urea and other solutes across cell membranes in plants, animals and bacteria.
Signifrcantly, the inhibition of a singleAQP in the blood fluke Sc&rstosoma mansoni caused
high parasite mortality. This Schistosoma protein was shown to passage the metabolite waste
product lactate which, if not continuously excreted, would quickly lead to acidification and
parasite death. As such trematode aquaporins have potential as drug targets for chemotherapy of
trematodiases. In Thailand, the human liver fluke Opisthorchis viverrini is a major parasite
endemic in the north and northeast with high infection rates found in the rural population. Long
lasting infections have been connected with the development of cholangiocarcinoma induced by
chronic inflammation of biliary tracts due to antigens released by the parasite. A self-inflicted
agent promoting tumor formation is Praziquantel, the drug of choice to destroy the parasite
which too has been demonstrated to stimulate inflammation. In livestock, the tropical liver fluke
Fasciola gigantica causes severe economic damage to farmers and resistance to the drug
Triclabendazole, which is used to clear the infection, has been reported. Parasite aquaporins are
interesting targets as they show low sequence conservation to their mammalian homologs and in
this research we are investigating the complete set of AQPs in the afore-mentioned liver fluke
species for their basic biochemical properties, possible biological roles and as target for drug
intervention in their respective trematodiasis.

Keywords: Trematoda, Fasciola gigantica, opisthorchis viverrini,Aquaporin
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The Catholic University of Korea, College of Medicine 

222 Banpo-daero, Seoch-gu, Seoul 06591, Korea 

Tel: +82-2-2258-7343 Fax: +82-2-596-8969    

                        March 30, 2017 

Invitation Letter 
 
Dear Professor Amornrat Geadkaew-Krenc, 
 
It is our great honor to invite you as a distinguished speaker in ’The Joint Symposium 
of The Catholic University of Korea, Thammasat University (Thailand), National 
Defense Medical Center (Taiwan), and Human Genome Organization (HUGO)’ on 
June 2-3, 2017, to be held at The Catholic University of Korea, College of Medicine, 
Seoul, Korea. The title of the joint symposium is ‘Asian Leadership for Health 
Science and Precision Medicine’.   
 
We believe that your work would be of interest to the participants of the symposium. 
Therefore, we would like to invite you to give a talk on the subject of your choice. We 
will inform you the program details soon. 
 
If you have any questions, feel free to contact Ms. JE Choi (Office: +82-2-2258-7902/ 
Mobile: +82-10-9206-2521; Email: marcbyj@catholic.ac.kr). 
 
Thank you and we look forward to seeing you in Seoul ! 
 
Sincerely, 
 

 
Yeun-Jun Chung M.D., Ph.D. 
 
Professor, Director 
Catholic Precision Medicine Research Center 
Integrated Research Center for Genome Polymorphism 
The Catholic University of Korea, College of Medicine 
Seoul, Korea 
Tel: +82-2-2258-7343   
Email: yejun@catholic.ac.kr 



J Med Tech Assoc Thailand, Vol. 42 No. 2, August 2014 Review Article

Human Parasitic Aquaporins: New Anti-Parasitic 
Drug Targets

	
Amornrat  Geadkaew*

Graduate Program in Biomedical Sciences, Faculty of Allied Health Sciences, 
Thammasat University, Rangsit Campus, Pathum Thani

Abstract
Aquaporins (AQPs) are transmembrane proteins which are essential for the maintenance 

of homeostasis in all organisms. Mammalian aquaporins have been extensively studied in their 

structures, functions, pathology and biomolecules. At nucleic acid and protein levels, aquaporins 

can be classified into two major groups; orthodox aquaporins and aquaglyceroporins. Most 

parasite aquaporins are aquaglyceroporins, which are permeable to water and other uncharged 

solutes. Parasite aquaporins also act as channels for nutrients from the environment or waste 

products from the parasite bodies, including some substances that repress proliferation of  

parasites. Therefore, aquaporins are feasible target proteins for developing novel anti-parasitic 

drugs or drug facilitators for parasitic infection treatment in the future. 

Keywords: Aquaporin, Transmembrane protein, Parasite, Drug target

*Corresponding author  E-mail address: gamornra@tu.ac.th



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 42 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2557 บทความปริทัศน์

อะควอพอรินของปรสิตก่อโรคในคน: 
เป้าหมายใหม่ของการรักษาโรคปรสิต

อมรรัตน์ เกิดแก้ว*

บัณฑิตศึกษา สาขาชีวเวชศาสตร์ คณะสหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต ปทุมธานี

บทคัดย่อ
อะควอพอริน (เอคิวพี) เป็นโปรตีนที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งมีความสำ�คัญต่อการรักษาสมดุล

ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด มีการศึกษาอะควอพอรินของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอย่างกว้างขวาง ทั้งด้านโครงสร้าง 

หน้าที่ พยาธิวิทยา และชีวโมเลกุล การศึกษาในระดับยีนและโปรตีนทำ�ให้สามารถแบ่งอะควอพอริน 

เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ orthodox aquaporins และ aquaglyceroporins และเมื่อศึกษาอะควอพอริน 

ของปรสิตพบว่าส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม aquaglyceroporins ซึ่งยอมให้น้ำ�และโมเลกุลที่ไม่มีขั้วผ่าน  

นอกจากนี้อะควอพอรินของปรสิตยังทำ�หน้าท่ีเป็นช่องทางผ่านสำ�หรับการขนส่งสารอาหาร และการขับ

ของเสีย รวมถึงเป็นทางผ่านสำ�หรับโมเลกุลที่สามารถยับยั้งการดำ�รงชีวิตของปรสิตได้อีกด้วย ดังนั้น 

จึงมีความเป็นไปได้ที่จะใช้โปรตีนอะควอพอรินเป็นเป้าหมายของยาในการพัฒนายาต้านเชื้อปรสิตชนิด

ใหม่ หรือใช้เป็นช่องทางผ่านของยา ซึ่งจะนำ�มารักษาโรคติดเชื้อปรสิตต่อไปในอนาคต

คำ�รหัส: อะควอพอริน โปรตีนที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ ปรสิต เป้าหมายของยา

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: gamornra@tu.ac.th



อะควอพอรินของปรสิตก่อโรคในคน: เป้าหมายใหม่ของการรักษาโรคปรสิต 4883

บทน�ำ
โรคติดเชื้อจากปรสิต (parasitic diseases) 

นบัเปน็โรคทีก่่อใหเ้กดิปญัหาอยา่งมากในประเทศแถบ

ร้อนชื้นจนถึงแถบอบอุ่น การติดเชื้อจากปรสิตส่วน

ใหญ่เกิดจากระบบสาธารณสุขที่ไม่ได้มาตรฐาน รวม

ถึงพฤติกรรมและวัฒนธรรมในการใช้ชีวิตของ

ประชาชนในพืน้ที ่จากรายงานขององคก์ารอนามยัโลก 

พบว่า ในปี 2012 มีประชากรเสียชีวิตจากการ 

ติดเชื้อมาลาเรีย (Plasmodium spp.) ประมาณ 

627,000 คน โดยส่วนใหญ่เป็นเด็กที่อาศัยอยู่ ใน 

ทวีปแอฟริกา(1) ปัจจุบันยังไม่มีการผลิตวัคซีนที่มี

ประสิทธิภาพดีเพื่อป้องกันการติดเชื้อจากปรสิต รวม

ถึงมีการดื้อยาของเชื้อปรสิตเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว  

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อมาลาเรีย(2) ซึ่งปัจจัยการดื้อยา

อาจมาจากตวัเช้ือปรสติเองหรอืจากการบรหิารยาอยา่ง

ไม่เหมาะสม การผลิตวัคซีนเพื่อให้ได้มาตรฐานและ

เกิดประสิทธิภาพสูงสุดต้องใช้ระยะเวลานาน รวมถึง

ต้องใช้งบประมาณค่อนข้างสูง ดังนั้นการวิจัยเพื่อ

ศกึษาโมเลกุลของปรสติทีส่ามารถพฒันาเปน็เปา้หมาย

ของยา (drug target) จึงเป็นสิ่งที่ต้องเร่งดำ�เนินการ 

โปรตนีอะควอพอรนิซึง่พบไดบ้รเิวณผวิหรอืโครงสรา้ง

ภายนอกของปรสิต เป็นสารชีวเคมีที่สำ�คัญต่อการ 

นำ�ไปพัฒนาเป็นเป้าหมายของยา เนื่องจากบริเวณ 

ดงักลา่วมกีารสมัผสักบัสภาวะภายนอกและมลีกัษณะ

จำ�เพาะ ดังเช่นการศึกษาในพยาธิซึ่งพบว่าผิวของ

พยาธิตัวแบน (tegument) และผิวของพยาธิตัวกลม 

(cuticle) มีโครงสร้างที่ซับซ้อนแตกต่างกัน(3) ซึ่งจุด

นี้น่าจะเป็นสาเหตุหนึ่งของปัญหาในการผลิตวัคซีน 

ที่มีประสิทธิภาพสูงได้ ดังนั้นจึงควรศึกษาอะควอ 

พอรนิทีอ่ยู่บรเิวณผวิของปรสติอยา่งละเอยีด เนือ่งจาก

มีความสำ�คัญต่อการควบคุมการผ่านเข้าออกของสาร

บางชนิดที่สามารถยับยั้งการดำ�รงชีวิตหรือทำ�ลาย

ปรสิตได้(4)

โปรตีนอะควอพอรินพบได้ ในส่ิงมีชีวิต 

ทุกชนิด เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ ปรสิต พืช และคน(5) 

โปรตีนอะควอพอรินในคนมีส่วนเก่ียวข้องกับโรค 

หลายชนิด เช่น โรคไขมันในตับ โรคเกี่ยวกับสมอง 

และโรคไต(6) บทความนีจ้ะเนน้ที่โปรตนีอะควอพอรนิ

ของปรสิตที่ก่อโรคในคน ซึ่งแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ  

อะควอพอรินของกลุ่มโปรโตซัว (protozoan  

aquaporins) และอะควอพอรินของกลุ่มพยาธิ 

ตัวแบน (platyhelminthes aquaporins) ซึ่งมีสอง

พวกใหญ่ที่ก่อโรคในคนคือ พยาธิตืดและพยาธิใบไม้ 

โดยจะนำ�เสนอโครงสร้างและหน้าที่ทางสรีรวิทยา  

รวมถึงโอกาสการประยุกต์ใช้โปรตีนอะควอพอรินใน

การพัฒนาเป็นเป้าหมายของยาหรือช่องทางผ่านของ

ยารักษาโรคติดเชื้อปรสิตต่อไปในอนาคต

1.	 โครงสร้างของโปรตีนอะควอพอริน
อะควอพอริน เป็นโปรตีนชนิดที่ โมเลกุล

ประกอบดว้ย 4 หนว่ยยอ่ย(monomer) เหมอืนๆ กนั

อยู่ร่วมกันเป็น homotetramer ที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้ม

เซลล์ (transmembrane protein) แต่ละหน่วยย่อย

ทำ�หนา้ทีเ่ปน็ชอ่งทางผา่นสำ�หรบัน้ำ�และโมเลกุลขนาด

เล็ก โปรตีนอะควอพอรินแต่ละหน่วยย่อย (Fig. 1) 

ประกอบด้วยส่วนที่ฝังอยู่ในเย่ือหุ้มเซลล์ 6 ส่วน  

(1-6) เชื่อมต่อกันด้วยห่วง 5 เส้น (A-E) จัดตัวใน

ลักษณะที่ทำ�ให้เกิดเป็นช่องว่างขนาดเล็กขวางเป็น

ช่องทางเชื่อมต่อระหว่างด้านใน (intracellular) และ

ดา้นนอก (extracellular) ของเย่ือหุม้เซลล์ ทีบ่รเิวณ

ตอนกลางของชอ่ง มกีรดอะมิโนทีส่ำ�คญัและทำ�หนา้ที่

ในการควบคุมการผ่านเข้าออกของน้ำ�และโมเลกุล

อื่นๆ เรียกว่า asparagine-proline-alanine motifs 

(NPA motifs) ซึ่งมีกลุ่มกรดอะมิโนนี้อยู่ 2 ตำ�แหน่ง 

เนื่องจากกรดอะมิโนแอสพาราจีน มีประจุบวก จึงทำ�

หนา้ทีป่อ้งกันไม่ให้โมเลกุลของสารทีม่ปีระจุบวกผา่น

เข้าออกได้(7) 
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2.	 หน้าทีท่างสรรีวทิยาของโปรตนีอะควอพอรนิ
อะควอพอริน ทำ�หน้าที่เป็นชอ่งทางผ่านเขา้

ออกของน้ำ�ระหวา่งเซลล ์นอกจากนี้โมเลกลุขนาดเลก็

อ่ืนๆ ที่ไมม่ขีัว้ เชน่ แอมโมเนยี ยเูรยี และกลเีซอรอล

ยังสามารถผ่านเข้าออกได้อีกด้วย จากหน้าที่ดังกล่าว 

สามารถแบ่งอะควอพอรินเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 

เรยีกวา่ orthodox aquaporins ทำ�หนา้ทีเ่ปน็ชอ่งทาง

ผ่านสำ�หรับโมเลกุลของน้ำ�เพียงอย่างเดียว ส่วนอีก

กลุ่มหนึ่งเรียกว่า aquaglyceroporins เป็นช่องทาง

ผ่านสำ�หรับน้ำ�และโมเลกุลขนาดเล็กอื่นๆ ที่ไม่มีขั้ว 

โดยส่วนใหญ่โมเลกุลของน้ำ�สามารถผ่านเข้าออก

ระหว่างเซลล์ทางโปรตีนอะควอพอรินโดยการแพร่

แบบ simple diffusion แต่ในเซลลบ์างชนดิ คา่ความ

เป็นกรด-ด่าง (pH) แคลเซียม และฮอร์โมน สามารถ

ควบคุมการปิด-เปิดของโปรตีนอะควอพอรินได้อีก

ด้วย(8)

3.	 อะควอพอรนิทีพ่บในปรสติก่อโรคในคน
ปัจจุบันอะควอพอรินที่พบในปรสิตก่อโรค 

ในคน สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ อะควอพอริน 

ของโปรโตซัว (Protozoan aquaporins) และ 

อะควอพอรินของพยาธิตัวแบน (Platyhelminthes  

aquaporins) ดังสรุปใน Table 1 ซึ่งแสดงข้อมูลของ 

อะควอพอรนิทีพ่บในโปรโตซวัและพยาธติวัแบนตา่งๆ 

ที่ก่อโรคในคน

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของโปรตีน 

อะควอพอรินในปรสิตก่อโรคในคน (Fig. 2) แสดงให้

เหน็ถงึความใกลเ้คยีงของลำ�ดบักรดอะมิโนของโปรตนี 

อะควอพอรนิในโปรโตซวัและพยาธติวัแบนทีก่อ่โรคใน

คน โดยมีอะควอพอรินของคน (HsAQP12) เป็นตัว

เปรียบเทียบ จากข้อมูลอะควอพอรินของโปรโตซัว

และพยาธิตวัแบนใน  Table 1 และการวเิคราะหค์วาม

ใกล้เคียงของลำ�ดับกรดอะมิโนใน Fig. 2 พบว่า  

สามารถแบ่งอะควอพอรินเป็น 2 กลุ่ม ตามหน้าที่ทาง

สรีรวิทยาดังที่ได้กล่าวไว้ข้างต้น คือ กลุ่ม orthodox 

aquaporins ได้แก่ TgAQP, TcAQP1-2, 

FgAQP1-2, OvAQP1 และ SmAQP2 และกลุ่ม 

aquaglyceroporins ได้แก่ PfAQP, TbAQP1-3, 

LmAQP1, OvAQP2-3, FgAQP3-4 และ 

SmAQP1(9, 10)

จากการทบทวนวรรณกรรมล่าสุด พบว่า 

ลำ�ดบักรดอะมิโนของโปรตนีอะควอพอรนิ  TcAQP2(11) 

และ SmAQP2(12) เป็นเพียงลำ�ดับกรดอะมิโน 

ที่แปลมาจากลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่พบในจีโนมของ

ปรสิต Trypanosoma cruzi และ Schistosoma 

mansoni เทา่นัน้ จึงเปน็ทีน่า่สนใจสำ�หรบันกัวจัิยใน

การศกึษาหนา้ทีท่างสรรีวทิยาของโปรตนีอะควอพอรนิ

ดังกล่าวในอนาคต 

Fig. 1	 Representation of the aquaporin (AQP)  

structure. An aquaporin monomer consists of 

six transmembrane regions (1-6) connected  

by five loops (A-E). The two NPA motifs  

interact with each other at the central region 

of the channel forming a narrow portion(31).
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Fig. 2	 Evolutionary relationship of human parasite aquaporins.  

	 The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method(32). The evolutionary  

distances were computed using the JTT matrix-based method(33) and were in the units of the  

number of amino acid substitutions per site. Evolutionary analyses were conducted in MEGA6(34).

	 * Not functionally characterized
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3.1	 อะควอพอรินในโปรโตซัว Plasmo-

dium (Plasmodium aquaporins)

จากการวเิคราะหล์ำ�ดบันวิคลีโอไทด์ในจีโนม

ของเชื้อมาลาเรีย สายพันธุ์ต่างๆ (P. falciparum,  

P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi, P. knowlesi) 

พบว่าเชื้อมาลาเรียแต่ละสายพันธุ์ มียีนอะควอพอริน

อยู่ 1 ยีนในจีโนม(13) ปัจจุบันมีการศึกษาหน้าที่ของ

โปรตีนอะควอพอริน PfAQP (P. falciparum  

aquaporin) อย่างแพร่หลาย PfAQP สามารถเป็น

ช่องทางผ่านของ น้ำ� กลีเซอรอล ยูเรีย แอมโมเนีย 

และโพลีออล (polyols)(14) โดยเชื้อมาลาเรียจะมีการ

เพิ่มจำ�นวนอย่างรวดเร็วในระยะ blood stage  

ส่งผลให้มีการสร้างโมเลกุลของไขมันเพิ่มขึ้นเพื่อนำ� 

ไปสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ กระบวนการดังกล่าวต้องการ 

กลีเซอรอลที่อยู่ ในซีรัมของโฮสต์เพื่อเป็นสารตั้งต้น 

นอกจากนี้ PfAQP ยังทำ�หน้าที่ในการกำ�จัดของเสีย

ต่างๆ เช่น เมททิลไกลโอซอล (methylglyoxal)  

ยูเรีย และแอมโมเนีย ที่ เกิดจากกระบวนการ 

เมแทบอลิซึมของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum  

อีกด้วย(15)

3.2	 อะควอพอรินในโปรโตซัว Toxo-

plasma (Toxoplasma aquaporins)

โปรโตซัว Toxoplasma godii ทำ�ให้เกิดโรค 

toxoplasmosis และพบวา่ลำ�ดบันวิคลีโอไทด์ในจีโนม

มียีนอะควอพอรินอยู่ 1 ยีน(4) จากการศึกษาหน้าที่

ของโปรตีนอะควอพอริน TgAQP สามารถสรุปได้ว่า 

TgAQP เป็นช่องทางผ่านสำ�หรับน้ำ� กลีเซอรอล  

โพลีออล และยูเรีย รวมถึงสารเมตาบอไลท์ของ

ไนโตรเจน(15) นอกจากนีท้ีบ่รเิวณ vacuole ของปรสติ

ซ่ึงเป็นส่วนหนึ่งของ endosomal/lysosomal  

pathway ยังสามารถสังเคราะห์โปรตีนอะควอพอริน 

TgAQP ไดอ้กีดว้ย(16) จงึคาดวา่โปรตนีอะควอพอรนิ 

TgAQP มีบทบาทในการควบคุมสารออสโมไลท์ 

(osmolytes) เพื่อช่วยให้โปรโตซัว T. gondii  

สามารถดำ�รงชีวิตอยู่ ได้ ในสภาวะแวดล้อมที่ ไม่ 

เหมาะสม จากผลการศึกษาหน้าที่ทางสรีรวิทยา 

ดังกล่าว โปรตีนอะควอพอริน TgAQP จึงถูกจัดอยู่

ในกลุ่ม aquaglyceroporins(15, 16) แต่จากการ

วิเคราะห์วิวัฒนาการของลำ�ดับกรดอะมิโน TgAQP 

ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม orthodox aquaporins (Fig. 2) 

รวมถงึรายงานของ Pavlovic-Djuranovic และคณะ

ทีพ่บวา่ลำ�ดบักรดอะมิโนของ TgAQP มคีวามใกลเ้คยีง

อย่างมากกับลำ�ดับกรดอะมิ โนของอะควอพอริน 

ที่พบในพืช(4) ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าความใกล้เคียง

ของลำ�ดับกรดอะมิโนไม่สามารถบ่งบอกหน้าที่ทาง

สรีรวิทยาของโปรตีนอะควอพอรินได้อย่างแม่นยำ�  

ต้องอาศัยผลการศึกษาหน้าที่ทางสรีรวิทยาในห้อง

ปฏิบัติการด้วย

3.3	 อะควอพอรนิในโปรโตซวั Trypano-

soma (Trypanosoma aquaporins)

โปรโตซวัในจีนสั Trypanosoma ประกอบ

ด้วย 2 สายพันธุ์ที่สำ�คัญ คือ T. brucei และ  

T. cruzi ซึ่งก่อให้เกิดโรค Trypanosomiasis และ 

Chagas ตามลำ�ดับ(17, 18)

จากการศึกษาวิจัยในปัจจุบัน พบว่าโปรตีน 

อะควอพอรินของ T. brucei มี 3 ไอโซฟอร์ม คือ 

TbAQP1, TbAQP2 และ TbAQP3(19) ทั้งหมดอยู่

ในกลุม่ของ aquaglyceroporins ซึง่เปน็ชอ่งทางผา่น

สำ�หรับน้ำ�และกลีเซอรอลได้ และพบว่า T. brucei 

สรา้งโปรตนีอะควอพอรนิเหล่านีข้ึน้มาจากบรเิวณเย่ือ

หุ้มเซลล์ของแฟลกเจลลา จึงคาดว่า TbAQP1-3  

น่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมระบบสมดุลของ

น้ำ�ภายในเซลล์ของโปรโตซัวขณะที่อาศัยอยู่ในโฮสต์

ตัวกลาง (แมลง) และโฮสต์สุดท้าย (สัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นม) ภายใตภ้าวะขาดออกซเิจน T. brucei จะเปลีย่น

น้ำ�ตาลกลูโคสไปเป็นสารไพรูเวต (pyruvate) และ 

กลีเซอรอลฟอสเฟต (glycerol phosphate) เพื่อ 

สร้างพลังงานให้กับปรสิตเอง(20) จึงคาดว่าโปรตีน 
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อะควอพอริน TbAQP1-3 น่าจะมีส่วนเกี่ยวข้อง 

ในการผลิตกลีเซอรอลเพื่อชดเชยให้กับ T. brucei 

ขณะที่อยู่ในภาวะขาดออกซิเจนเป็นเวลานาน

จากข้อมูลด้านจีโนมของ T. cruzi พบว่า 

มยีีนทีถ่อดรหสัเปน็โปรตนีคลา้ยอะควอพอรนิ (genes 

encoding AQP-like proteins) อยู่ 4 ยีน(21) 

แต่ ในปัจจุบันมีการศึกษาในระดับโปรตีนเพียง 1 

ไอโซฟอร์ม คือ อะควอพอริน TcAQP1 ซึ่งทำ�หน้าที่

เป็นช่องทางผ่านสำ�หรับโมเลกุลของน้ำ�เพียงอย่าง

เดียว โดยทำ�ให้น้ำ�มีอัตราการไหลผ่านค่อนข้างต่ำ� 

นอกจากนี้ยังพบว่ามีการสร้าง TcAQP1 ที่บริเวณ 

acidocalcisomes และ contractile vacuole ของ 

T. cruzi ซึ่งมีรายงานว่า acidocalcisomes มีหน้าที่

ในการกักเก็บแคลเซียมและฟอสเฟต ควบคุมระดับ

ความเปน็กรด-ดา่ง รวมถงึควบคมุระบบสมดลุของน้ำ�

ภายในเซลล์ของโปรโตซัวนี้อีกด้วย(22)

3.4 	อะควอพอรนิในโปรโตซวั Leishmania 

(Leishmania aquaporins)

Leishmania เป็นโปรโตซัวที่มีมากกว่า  

20 สายพนัธ์ุ แตม่กีารศกึษาโปรตนีอะควอพอรนิอยา่ง

จริงจังในสายพันธุ์ L. major เท่านั้น เนื่องจากเป็น

สายพันธุ์ที่มีความสำ�คัญในการก่อโรคมากกว่า สาย

พันธุ์อื่นๆ จากข้อมูลในระดับจีโนมของ L. major  

พบว่ามียีนอะควอพอรินอยู่ 5 ยีน แต่มีการศึกษา 

ในระดับโปรตีนเพียงไอโซฟอร์มเดียว คือ LmAQP1 

ซึ่งจากการศึกษาดังกล่าวพบว่ามีการสร้าง LmAQP1 

บรเิวณเย่ือหุม้เซลลข์องแฟลกเจลลาและ contractile 

vacuole ของเชือ้นี้ในระยะ amastigote โดยทำ�หนา้ที่

เป็นช่องทางผ่านสำ�หรับน้ำ� และโมเลกุลอื่นๆ เช่น  

กลีเซอรอล และ เมททิลไกลโอซอล คาดว่า  

LmAQP1 นา่จะมคีวามสำ�คญัตอ่การควบคมุปรมิาณ

น้ำ �ภายในเซลล์ซึ่ งส่ งผลต่อการเคลื่ อนที่แบบ  

osmotaxis และสารเมททิลไกลโอซอล มีความสามารถ 

ในการยับยั้งการดำ�รงชีวิตของโปรโตซัวนี้ได้(23)

3.5	 อะควอพอรินในพยาธิใบไม้ตับ  

Fasciola (Fasciola aquaporins)

กลุ่มพยาธิตัวแบนชนิดพยาธิ ใบไม้ตับ  

Fasciola gigantica และ F. hepatica ก่อโรค 

fascioliasis ในสัตว์เท้ากีบและคน วงจรชีวิตของ

พยาธิ Fasciola spp. ค่อนข้างซับซ้อนและต้องอยู่

ในสภาพแวดล้อมที่มีการเปลี่ยนแปลงของแรงดัน 

ออสโมติกตลอดวงจรชีวิต ปัจจุบันยังไม่มีข้อมูลด้าน

จีโนมทั้งหมดของพยาธิตัวแบน F. gigantica แต่

จากข้อมูลล่าสุดพบว่ามีการศึกษาหน้าที่ของโปรตีน 

อะควอพอรินของพยาธิตัวแบน F. gigantica ซึ่งมีอยู่ 

4 ไอโซฟอร์ม คือ FgAQP1, FgAQP2, FgAQP3 

และ FgAQP4 โดยพบว่า FgAQP1 และ FgAQP2 

เป็นช่องทางผ่านสำ�หรับน้ำ�เท่านั้น ส่วนโมเลกุลอื่นๆ 

เช่น กลีเซอรอล ยูเรีย และเมททิลลามีน ไม่สามารถ

ผ่านเข้าออกได้ โดยมีการสร้าง FgAQP1 และ 

FgAQP2 ตรงบรเิวณผวิ (tegument) ของพยาธริะยะ

ตัวเต็มวัย ซึ่งเป็นบริเวณที่สัมผัสส่ิงแวดล้อมภายใน

โฮสต์สุดท้าย นอกจากนี้ยังพบ FgAQP1 และ 

FgAQP2 ได้ในบรเิวณเนือ้เย่ือรอบๆ อัณฑะและรงัไข ่

ซึ่งคาดว่า FgAQP1 และ FgAQP2 น่าจะเกี่ยวข้อง

กับการควบคุมปริมาณน้ำ�ภายในร่างกาย รวมถึง

กระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของพยาธิใบไม้ตับ  

F. gigantica อีกด้วย(9) 

สำ�หรับหน้าที่ทางสรีรวิทยาของโปรตีน 

อะควอพอริน FgAQP3 และ FgAQP4 กำ�ลังอยู่ใน

ระหว่างการศึกษาโดย อมรรัตน์ เกิดแก้ว และคณะ

3.6	อะควอพอรินในพยาธิใบไม้ตับ  

Opisthorchis (Opisthorchis aquaporins)

พยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 

เป็นพยาธิที่ก่อโรค opisthorchiasis และยังเป็น

สาเหตุหนึ่งของการเกิดมะเร็งท่อน้ำ�ดี ซึ่งเป็นปัญหา

ด้านสาธารณสุขที่สำ�คัญของประเทศไทย ปัจจุบันยัง
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ไมม่ขีอ้มลูจีโนมทัง้หมดของพยาธ ิO. viverrini เชน่

เดียวกับพยาธิ Fasciola spp. แต่จากงานวิจัยล่าสุด 

มีการศึกษาหน้าที่ของโปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ 

O. viverrini โดย อมรรัตน์ เกิดแก้ว และคณะ 

พบว่าอะควอพอรินของพยาธิ O. viverrini มี 3  

ไอโซฟอร์ม คือ OvAQP1, OvAQP2 และ  

OvAQP3 (อมรรัตน์ เกิดแก้ว และคณะ อยู่ ใน

ระหวา่งการตพีมิพเ์ผยแพร)่ และจากผลการวเิคราะห์

วิวัฒนาการของลำ�ดับกรดอะมิโนพบว่า OvAQP2 

และ OvAQP3 มีลำ�ดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับกลุ่ม 

aquaglyceroporins ส่วน OvAQP1 จัดอยู่ ใน 

กลุ่ม orthodox aquaporins จากข้อมูลดังกล่าว  

จึ งมี โ อกาสที่ โ ปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ   

O. viverrini จะเปน็ชอ่งทางผา่นสำ�หรบัโมเลกลุอืน่ๆ

ได้ และอาจสามารถนำ�ไปพัฒนาเป็นเป้าหมายของยา

สำ�หรับการรักษาโรคติดเชื้อจากพยาธิ O. viverrini 

ได้ในอนาคต

3.7	อะควอพอรินในพยาธิใบไม้เลือด 

Schistosoma (Schistosoma aquaporins)

พยาธิใบไม้เลือด Schistosoma spp. 

ก่อให้ เกิดโรค schistosomiasis ซึ่ งเป็นโรค 

ติดเชื้อเรื้อรัง ที่พบได้มากในทวีปแอฟริกา อเมริกาใต้ 

และมีรายงานอยู่ ในบางส่วนของเอเชีย รวมถึง

ประเทศไทยที่มีรายงานน้อยมาก ส่วนวงจรชีวิตของ 

Schistosoma spp. จะคล้ายกับวงชีวิตส่วนใหญ่ของ

พยาธิตัวแบนอื่นๆ คือ ต้องอาศัยโฮสต์ตัวกลางและ

โฮสต์สุดท้ายเนื่องจากมีวงจรชีวิตที่ซับซ้อนเช่นเดียว

กับพยาธิใบไม้ตับ Fasciola ทำ�ให้พยาธิใบไม้เลือด 

Schistosoma spp. ตอ้งมกีารปรบัสภาพสมดลุภายใน

ลำ�ตัวตลอดวงจรชีวิต ในปัจจุบันพบว่า มีการสร้าง 

โปรตีนอะควอพอรินของพยาธิ S. mansoni 

(SmAQP1) ที่บริเวณผิว และสร้างมากที่สุดในช่วง 

ที่อาศัยอยู่ ในหลอดเลือดของโฮสต์สุดท้าย (คน)  

โปรตนีอะควอพอรนิ SmAQP1 ทำ�หนา้ทีเ่ปน็ชอ่งทาง

ผ่านของน้ำ� รวมทั้งโมเลกุลอื่นๆ เช่น แมนนิทอล  

ฟรุกโตส อะลานีน และแลคเตท เมื่อยับย้ังการ

แสดงออกของยีน SmAQP1 โดยเทคนิค siRNA 

(small interfering RNA) พบว่าพยาธิ S. mansoni 

ไมส่ามารถควบคมุปรมิาณน้ำ�ภายในลำ�ตวัไดเ้มือ่มกีาร

เปลีย่นแปลงแรงดนัออสโมตกิ ของสภาวะแวดลอ้ม(24) 

ซึ่ งจะส่งผลต่อการมีชีวิตอยู่ของพยาธิดังกล่าว 

นอกจากนี้ SmAQP1 ยังเป็นช่องทางสำ�หรับ 

การลำ�เลียงสารอาหารเข้าสู่พยาธิ รวมถึงเป็นช่องทาง

สำ�หรบัขบัของเสยีของพยาธ ิเชน่ แลคเตท อกีดว้ย(25)

4.	 การประยุกต์ใช้โปรตีนอะควอพอริน 
ของปรสิตก่อโรคในคนส�ำหรับพัฒนาไป 
เป็นเป้าหมายของยาหรอืช่องทางผ่านของยา
ส�ำหรับรักษาโรคติดเชื้อปรสิต

ปัจจุบันมีการศึกษาหน้าที่ ของโปรตีน 

อะควอพอรนิในปรสติกอ่โรคในคนมากขึน้ จดุประสงค์

เพือ่นำ�ไปใชส้ำ�หรบัพฒันาเปน็เปา้หมายของยา (drug 

target)(26) จากการศึกษาโครงสร้างของอะควอพอริน

พบว่าอะควอพอรินในกลุ่ม aquaglyceroporins  

มีเส้นผ่าศูนย์กลางของช่องใหญ่กว่าอะควอพอรินใน

กลุ่ม orthodox aquaporins(27) อีกทั้งอะควอพอริน

ในกลุ่ม aquaglyceroporins ยังสามารถเป็นช่องทาง

ผ่านสำ�หรับโมเลกลุอืน่ๆ ได ้ดงัที่ไดก้ลา่วมาแลว้ขา้งตน้ 

ดังนั้นอะควอพอรินในกลุ่ม aquaglyceroporins 

จึงมีความน่าสนใจสำ�หรับนำ�ไปประยุกต์ ใช้ต่อไป 

ตัวอย่างโมเลกุลที่สามารถเคลื่อนที่ผ่านทางช่อง 

อะควอพอรินและมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ

ปรสิตในกลุ่มโปรโตซัว (T. gondii, L. major และ 

P. falciparum) ได ้เชน่ ไฮดรอกซยีเูรยี (hydroxy-

urea) ไดไฮดรอกซีอะซีโตน (dihydroxyacetone) 

เมททิลไกลโอซอล แอนติโมนัส (antimonous) และ 

อาร์เซนัสแอซิด (arsenous acid)(4, 16, 28) จากข้อมูล

ดังกล่าวทำ�ให้ทราบว่าโปรตีนอะควอพอรินมีหน้าที่
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สำ�คญัในการเปน็ช่องทางผา่นสำ�หรับยาทีม่สีารออกฤทธิ์

ข้างต้นเป็นส่วนประกอบ ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านการ 

ดำ�รงชวีติของปรสติโดยเฉพาะ และเนือ่งจากโปรโตซวั

เปน็ปรสิตขนาดเลก็และมีโครงสรา้งทีซ่บัซอ้นนอ้ยกวา่

พยาธ ิทำ�ใหก้ารออกฤทธิข์องยาดงักลา่วเปน็ไปไดง้า่ย

กว่า สำ�หรับอะควอพอรินในกลุ่มของพยาธิยังไม่มี

รายงานของสารออกฤทธิท์ีส่ามารถยบัยัง้การดำ�รงชวีติ

ของพยาธิได้ แต่พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของ 

ยีนอะควอพอรนิ SmAQP1 สามารถยบัยัง้การขบัของ

เสียและการรักษาสมดุลของพยาธิ ซึ่งส่งผลต่อ 

การดำ�รงชีวิตของพยาธิใบไม้เลือด S. mansoni 

ได้(24, 25) นอกจากนี้ยังพบว่าไอออนของเมอร์คิวรี 

(Hg2+) สามารถยับยั้ งการทำ�งานของโปรตีน 

อะควอพอรินของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ได้ 

อีกด้วย (อมรรัตน์ เกิดแก้ว และคณะ อยู่ระหว่างส่ง 

ตีพิมพ์วารสารต่างประเทศ) ซึ่งการยับยั้งดังกล่าวเกิด

จากไอออนของเมอร์คิวรีเข้าจับกับกรดอะมิโนซิสเทอีน 

(cysteine) ของโปรตีนอะควอพอรินส่งผลยับยั้งการ

ทำ�งานของโปรตีนอะควอพอริน(29) อย่างไรก็ตาม 

เมอร์คิวรีเป็นสารที่มีอันตรายต่อคนและสิ่งแวดล้อม 

จึงไม่สามารถนำ�มาเป็นส่วนประกอบของยาสำ�หรับ

ยับยั้งการทำ�งานของโปรตีนอะควอพอรินได้

ทฤษฎีการออกแบบยาที่ยับยั้งการทำ�งาน

ของโปรตีนอะควอพอรินได้นั้น โมเลกุลของสาร 

ดังกล่าวจะต้องสามารถจับกับโดเมนของโปรตีน 

อะควอพอรินที่อยู่บริเวณด้านนอกเซลล์ (extracel-

lular site) ได้ เพื่อยับยั้งการผ่านเข้าออกของ

สารละลาย และรบกวนการผ่านเข้าออกของสาร 

ที่จำ�เป็นต่อปรสิต เช่น น้ำ� หรือ สารอาหาร หรือ

รบกวนการขับของเสียของปรสิต เช่น แอมโมเนีย 

หรือแลคเตท ออกสู่ภายนอก นอกจากนี้ตัวยับยั้ง 

อะควอพอรินควรจะสามารถแพร่ผ่านชั้นไขมันในเยื่อ

หุ้มเซลล์ ได้อีกด้วย เนื่องจากอะควอพอรินบาง 

ไอโซฟอร์มไม่ได้ผลิตที่บริเวณผิวของปรสิตเท่านั้น  

แต่ยังพบอยู่ในเนื้อเยื่อปรสิต เช่น บริเวณถุงอัณฑะ

หรอืรงัไข ่อกีทัง้ตวัยบัยัง้ควรจะมคีวามสามารถในการ

จับกับโปรตนีอะควอพอรนิไดแ้นน่กวา่โมเลกุลของน้ำ�

หรือสารอื่นๆ ที่สามารถผ่านช่องของโปรตีนอะควอพอริน

ได้ อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันยาที่มีสมบัติเป็นตัวยับยั้ง

โปรตีนอะควอพอรินยังไม่มีการพัฒนาหรือผลิตขึ้นมา

เพื่อใช้รักษาโรคติดเชื้อปรสิตในคนอย่างเป็นรูปธรรม 

ดังนั้นการทบทวนวรรณกรรมในครั้งนี้จึงเป็นการ

รวบรวมนำ�เสนอความรู้พื้นฐานของโปรตีนอะควอ 

พอรินในปรสิตก่อโรคในคนที่สามารถนำ�ไปต่อยอด 

เพื่อการศึกษาวิจัย และพัฒนาเป็นยาเพื่อรักษาโรค

ปรสิตในคนได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต

บทสรุป
อะควอพอรินเป็นโปรตีนชนิดที่แทรกทะลุ

ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (transmembrane protein)  

ทำ�หน้าที่เป็นช่องทางผ่านของน้ำ�และโมเลกุลไม่มีขั้ว

อื่นๆ เช่น แอมโมเนีย ยูเรีย กลีเซอรอล เป็นต้น 

สามารถพบกลุ่มโปรตีนอะควอพอรินในปรสิตหลาย

ชนิดที่ก่อโรคในคน เช่น โปรโตซัวและพยาธิตัวแบน 

และนอกจากเปน็ชอ่งทางผา่นของน้ำ�แลว้ อะควอพอรนิ 

ยังเป็นทางผ่านสำ�หรับลำ�เลียงสารอาหารหรือขับของ

เสียออกนอกตัวปรสิตได้อีกด้วย ดังนั้นอะควอพอริน

จงึเปน็โปรตนีทีส่ามารถพฒันาไปเปน็เปา้หมายของยา 

(drug target) หรือช่องทางผ่านของยา (drug  

facilitator) เพือ่รกัษาโรคตดิเชือ้จากปรสติในอนาคต 

หลกัการในการออกแบบยาโดยใช้โปรตนีอะควอพอรนิ

เปน็เปา้หมายสามารถทำ�ได้โดยอาศยัโมเลกลุทีส่ามารถ

จับกับโปรตนีอะควอพอรนิทีบ่รเิวณดา้นนอกของเซลล์ 

(extracellular site) เพื่อขัดขวางการลำ�เลียงสาร

อาหารหรือการขับของเสียของปรสิต 
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