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การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษายีนที่มีการแสดงออกใน vitelline cells ของ
พยาธิใบไมตับ Fasciola gigantica ซึ่งเปนพยาธิที่กอใหเกิดปญหากับอุตสารหรรมสัตวเลี้ยงของ
ประเทศไทยและภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยการตรวจหายีนจาก cDNA libray พบวา
สามารถคนพบยีนใหมจํานวน 5 ยีน คือ vitelline protein BI (VPBI), tegumental antigen protein 
(VgFg16), protein kinase / endoribonulcease like protein (VgFg28), carboxyltranferase like 
protein (VgFg29), tetraspanin like protein (VgFg37) ในการศึกษานี้ไดทําการเลือกยีนที่ไดมา
ทําการสังเคราะหโปรตีน แลวนําไปผลิตและศึกษาคุณสมบัติโพลีโคลนอล แอนติบอดี จํานวน 3 
ยีน ดังนี้  

VPBI ที่สังเคราะหไดมีน้ําหนักโมเลกุล 31.5 kDa และ แอนติบอดี ที่ผลิตไดสามารถ
ทําปฏิกิริยากับ 31 kDa native protein ที่สกัดจากพยาธิตัวเต็มวัยดวยวิธี acid urea extraction 
ได และเม่ือนําไปยอมกับเน้ือเยื่อพยาธิตัวเต็มวัยพบวาสามารถยอมที่ vitelline cell ที่อยูภายใน 
vitelline follicle และยอมติด eggshell ทั้งที่อยูภายใน uterus และที่ปลอยออกมานอกตัวพยาธิ  

VgFg 16 ที่สังเคราะหไดมีน้ําหนักโมเลกุล 15 kDa และแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถ
ทําปฏิกิริยากับ native protein ที่สกัดจาก tegument และ whole body พยาธิ F. gigantica ตัว
เต็มวัยได และเมื่อนําไปยอมกับเน้ือเยื่อพยาธิตัวเต็มวัยพบวาสามารถยอมติดเฉพาะที่ syncytial 
layer และ tegumental cell layer ของ tegument  

VgFg 28 ที่สังเคราะหไดมีน้ําหนักโมเลกุล 25 kDa และแอนติบอดี ที่ผลิตไดสามารถ
ทําปฏิกิริยากับ native protein ที่สกัดจาก whole body ได แตเม่ือนําไปยอมกับเน้ือเยื่อพยาธิตัว
เต็มวัยพบวาใหผลไมแตกตางจากกลุมควบคุมที่ยอมดวยเซรุมของหนูกอนการฉีดกระตุนดวย
โปรตีนสังเคราะห  

จากการศึกษานี้สามารถผลิตโปรตีนสังเคราะห และโพลีโคลนอล แอนติบอดี ที่ตานตอ
โปรตีนสังเคราะหที่มีความจําเพาะตอ native protein ที่อาจใชในการศึกษาตอยอดในการผลิตชุด
ตรวจสอบการติดเชื้อและวัคซีนปองกันพยาธิใบไมตับ F. gigantica ในอนาคตได 
คําหลัก : vitelline gland, Fasciola gigantica, recombinant protein
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This study aims to clone vitelline specific genes of liver fluke Fasciola 
gigantica, which is caused economical problem of the veterinary industrial of Thailand and 
the South-east Asian Region.  There are 6 genes have been identified from cDNA library 
screening: including vitelline protein BI (VPBI), tegumental antigen protein (VgFg16), 
protein kinase / endoribonulcease like protein (VgFg28), carboxyltranferase like protein 
(VgFg29), tetraspanin like protein (VgFg37) and catepsin L protease.  Three cDNA clones 
are selected for recombinant protein and immunological studies.  

The 31.5 kDa recombinant VPBI has been expressed and purified.  The 
polyclonal antibody against this recombinant protein could react with 31 kDa native protein 
extracted from whole body of the adult parasite by acid urea extraction.  Further more, 
this polyclonal antibody reacts with the vitelline cells within vitelline follicles and also the 
eggshell of the eggs within the uterus as well as the secreted eggs.   

The 15 kDa recombinant VgFg16 protein has been expressed and purified.  
The polyclonal antibody against this recombinant protein could react with native protein 
extracted from tegument and whole body of adult F. gigantica. In addition this polyclonal 
antibody could react with the syncytial and tegumental cell layers of the adult tegument. 

The 25 kDa recombinant VgFg28 protein has been expressed and purified. 
The polyclonal antibody against this recombinant protein could react with native protein 
extracted from whole body of adult F. gigantica. In another way, the immunoperoxidase 
staining using this polyclonal antibody shows no any difference from those of using the 
preimmunized serum.  

This study have been expressed and purified recombinant proteins and 
produced polyclonal antibodies against recombinant proteins that are the materials for 
vaccines and immunodiganosis development in the further studies. 
Keywords: vitelline gland, Fasciola gigantica, recombinant protein  
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บทนํา 
 
 Fasciolosis หรือ โรคพยาธิใบไมตับ เปนโรคทางปรสิตที่เปนปญหาสําคัญตอสุขภาพของ
คนและสัตวเลี้ยงซ่ึงเกิดจากพยาธิ Fasciola sp. ซึ่งพบระบาดอยู 2 ชนิดคือ F. hepatica และ  F. 
gigantica  โดยพยาธิ  F. hepatica ระบาดในประเทศที่อยูในเขตอบอุน  สวนพยาธิ  F. gigantica 
ระบาดในประเทศแถบเสนศูนยสูตร  โดยสวนใหญ F. gigantica ระบาดในสัตวเศรษฐกิจจําพวกโค 
กระบือ แพะ และแกะ สรางความเสียหายใหแกเศรษฐกิจของโลกประมาณ 2,000 ลานดอลลารตอ
ป (Dalton, 1999)  ในประเทศไทยพบการระบาดของพยาธิชนิดนี้ทุกภาคโดยเฉพาะอยางยิ่งทาง
ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือและทําใหสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมสัตวเลี้ยง
ของประเทศอยางมาก จากการสํารวจในป 2544  พบวา โค กระบือ มีการติดเชื้อเฉลี่ยรอยละ 
11.8 และอัตราการติดเชื้ออาจสูงถึงรอยละ 85 ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (วิฑูรย และคณะ 
2544) พยาธิชนิดนี้เม่ือเขาสูรางกายของคนหรือสัตวโดยการกินตัวออนระยะ metacercaria ที่
เกาะอยูตามเพืชผักจากแหลงน้ําที่มีการระบาด ตัวออนพยาธิออกจากซีสตในลําไสเล็กสวนตนแลว 
จะไชทะลุลําใสเขาชองทองเขาสูตับโดยไมไปทางกระแสเลือด สารขับถายของพยาธิที่มีน้ําหนัก
ประมาณ  26–27 kDa มีคุณสมบัติเปนเอนไซม cystein proteinase ซึ่งเอนไซมดังกลาวสามารถ
ยอยแอนติบอดีชนิด IgG ของโฮสตบริเวณ hinge region ทําให IgG แยกเปนสวน Fab และ Fc 
ซึ่งเปนผลใหการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบ antibody mediated cytotoxic reaction ไมสามารถ
ทําหนาที่ปองกันการติดเชื้อพยาธิชนิดนี้ (Berasain et al., 2000) นอกจากนี้พยาธิชนิดนี้มีการ 
เปลี่ยนแปลงสวน ประกอบของ glycocalyx บนผิวของพยาธิ เปนผลทําใหคุณสมบัติการเปน
แอนติเจนบนผิวพยาธิเปลี่ยนแปลง ทําใหพยาธิหลบหลีกการจับของแอนติเจนได (Smither, 
1982) และกอใหเกิดอาการและพยาธิสภาพตางตาง ดังนี้  
 1. ระยะเฉยีบพลัน (acute or invasive phase) เปนชวงที่พยาธิตวัออนไชทะลผุนัง
ลําไสเขาชองทอง ไชผานเยื่อหุมตับเขาสูตับและไปยงัทอนํ้าดี เกิด granuloma และพบ Charcot-
Leyden crystals ของ eosinophil บริเวณที่เกิดพยาธิสภาพ อาการเกิดจากการไชทําลายเนือ้ตับ
และเยื่อบชุองทอง อาการทางคลินิกพบมีไขต่ํา ปวดทอง ทองอืด คลื่นไส ทองรวง ลมพิษ ตับและ
มามโต มีน้ําในชองทอง (ascites) โลหิตจาง และดีซาน (jaundice) (วันชัย และคณะ 2544) 
 2. ระยะแฝง (latent phase) ระยะนี้เริม่ตั้งแตพยาธโิตเต็มที่และวางไข พยาธิจะหยุดไช
ไปยังอวัยวะตาง ๆ และมาอยูที่ทอนํ้าดี ระยะนี้กินเวลาเปนเดือนหรือเปนป โดยผูติดเชื้อไมมี
อาการปรากฏ แตพบไขพยาธิจากการตรวจอุจจาระ ตรวจพบเม็ดเลือดขาวชนิด eosiniphil ใน
เลือดสูง พยาธิสภาพของตบัดีขึ้นมีการสรางเนื้อตับขึ้นมาใหม (วันชัย และคณะ 2544) 
 3. ระยะทอนํ้าดีอุดตัน (obstructive phase) เปนระยะเรื้อรังเม่ือตัวเต็มวัยพยาธิอยู
นานจะเกิดอาการทอนํ้าดีอักเสบและถุงน้าํดีอักเสบ เม่ือรวมกับตวัพยาธิแลวอาจเกิดทอนํ้าดีอุดตัน 
ผูปวยมีอาการปวดเสียดใตชายโครงขวา ปวดบริเวณลิ้นป ทองอืดเม่ือกันอาหารที่มีไขมัน และเกิด
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ดีซาน การทํางานของตับผิดปกติ มีเอนไซมของเซลลตบัคือ aminotransferase และ alkaline 
phosphatase รวมทั้งสาร bilirubin ในเลือดสูง (วันชัย และคณะ 2544) 
 นอกจากนี้พยาธิตัวออนอาจไชหลงไปอยูนอกตับ เรียกวา ectopic fasciliasis ทําให
เนื้อเยื่อบริเวณที่มีพยาธิสภาพถูกทําลาย พรอมกับมีการอักเสบและพังผืดของอวัยวะที่พยาธิตัว
ออนไชเขาไป มีรายงานพบที่กระเพาะอาหาร ตับออน ปอด สมอง ใตผิวหนัง หัวใจ มาม 
กลามเน้ือ ลูกตา และ epididymis (ประยงค  ระดมยศ, 2541  

 จากอาการและพยาธิสภาพดังกลาวสามารถสงผลใหสัตวที่ติดเชื้อมีผลผลิตเนื้อและนม
ลดลง และเกิดปญหาการขาดประสิทธิภาพในการใชแรงงาน ตลอดจนเพิ่มอัตราการตายของสัตว
เลี้ยงโดยเฉพาะอยางยิ่งสัตวที่มีอายุนอย ประมาณการวาโรคพยาธิใบไมตับของสัตวสรางความ
เสียหายใหแกเกษตรกรปละหลายรอยลานบาท (ไพบูลย สิทธิถาวร, 2544)   

ถึงแมวาคนจะไมใชโฮสตตามธรรมชาติของพยาธิใบไมตับชนิดนี้    แตมีรายงานการติด
เชื้อพยาธิใบไมตับ Fasciola sp. ในคนอยูเสมอ ประมาณการวาจํานวนคนที่ติดเชื้อน้ี 2.4–17 ลาน
คนทั่วโลก  สําหรับประเทศไทย มีรายงานวามีคนติดเชื้อพยาธิชนิดนี้แลวไมนอยกวา 25 ราย และ
มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น (วันชัย และคณะ 2544)  เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตวใน
ประเทศไทยเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ 10 ปที่ผานมา  ในปจจุบันการควบคุมโรคพยาธิยังคงใช
วิธีด้ังเดิม คือ การใหยาฆาพยาธิในสัตวที่ติดเชื้อ แตหลังจากการรักษาไมนาน สัตวก็จะกลับมาติด
เชื้อใหมไดอยางรวดเร็ว (Sukhapesna et al., 1994)  ดังน้ัน การควบคุมโรคใหไดผลจึงจะตองทํา
โดยการใหยารักษาสัตวอยางสม่ําเสมอและตอเนื่องเปนระยะ ๆ ทุก 3–6 เดือน วิธีนี้เปนวิธีที่ตอง
ใชงบประมาณสูง  สงผลกระทบทั้งในสวนของเกษตรกรผูเลี้ยงสัตวและรัฐบาล  ประกอบกับที่ผาน
มาการวินิจฉัยโรคทําไดโดยการตรวจไขของพยาธิในอุจจาระ (วิฑูรย และ พีรพรรณ 2546)  
 1. ลักษณะอาการทางคลนิิค  ในระยะ acute phase การวินิจฉัย fascioliasis ขึ้นกับ
การสังเกตอาการและอาการแสดงของผูปวยบรเิวณทีมี่พยาธิชุกชุม  เนื่องจากไมมีไขพยาธิออกมา
ใหเห็นในผูปวยระยะนี้  การวินิจฉัยทางปรสิตโดยตรงจึงทําไมได  ยกเวนในรายที่พยาธิไชออกมา
สูผิวหนังเอง  หรือพบพยาธิระหวางผาตัด  อยางไรก็ตามการวินิจฉัยทางอิมมิวโนวิทยาก็มี
ประโยชนเหมือนกัน (วิฑูรย และ พีรพรรณ, 2546) 
 2. การตรวจอุจจาระ ในระยะ latent และ chronic phases การวินิจฉัยแนนอนไดจาก
การพบไขพยาธิในอุจจาระ duodenal fluid หรือจากน้ําดี  ในกรณีที่มีการกินตับสกุ ๆ ดิบ ๆ อาจ
พบ false fascioliasis ได  ซึ่งสามารถวินจิฉัยแยกโรคออกไปได  โดยผูปวยงดรบัประทานอาหาร
ที่ประกอบดวยตับ 3 วัน  และตรวจอุจจาระซ้ําอีกครั้ง (วิฑูรย และ พีรพรรณ, 2546) 
 3. รังสีวินิจฉยั รังสีวินิจฉัยมีประโยชนในการวินิจฉัยโรค fascioliasis แมวาผลที่ไดจะไม
จําเพาะก็ตาม  มีรายงานการใช ERCP, radioisotope scanning, ultrasound และ computer 
tomography (CT scan) ในการวินิจฉัยโรค 
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 ภาพจากรังสีเอกซ  จะเห็นเปน radiolucent เปนรูปวงรี  จากการทํา cholangiography 
(Echenique-Elizondo et al., 2005) cholecystography และ ERCP เม่ือใช technetium (99 m 
TC) sulfur colloid จะเห็นตับโตและมี focal detects (cold lesions)  ภาพจาก gallium citrate 
เห็น uptake ของ gallium มากขึ้นใน focal area ดังกลาว 
 การตรวจผูปวยดวยการใช ultrasound (Gonzalo-Orden et al., 2003) พบ non-specific 
findings มีตบัโตหรือมี echogenicity ที่ตับเพ่ิมขึ้น  ในระยะ latent หรือ chronic obstructive 
phase อาจพบพยาธติัวเตม็วัยใน gall bladder หรือ common bile duct นอกจากนี้อาจพบทอ
น้ําดีมีขนาดโตขึ้นรวมทั้งพบผนังทอนํ้าดีขรุขระดวย 
 CT scan มีประโยชนมากสําหรับชวยวินิจฉัย fascioliasis โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะที่
พยาธิไชผานตับ (Echenique-Elizondo et al., 2005) แตในระยะ latent และ chronic obstructive 
phase พบวา CT scan ปกติ ลักษณะ CT ใน fascioliasis อาจพบได 2 ลักษณะ คือ 
 ก. พบ multiple nodular, hypodense lesions ขนาด 4.30 มิลลิเมตร  ที่ตับกลีบขวาหรือ
ดานซาย  ความผิดปกติทีเ่ห็นน้ันเกิดจาก microabscess ที่ตับหรือเน้ือตับที่ถกูทําลาย  โดย
อาจจะพบที่กลางตับหรือขอบตับก็ได 
 ข. พบลักษณะ located branching ที่ขอบตับหรือเห็นเปนทางคดเคีย้วไปมา  ซึ่งลักษณะ
เชนนี้เกิดจากพยาธิที่ไชผานตับ 
 ลักษณะ CT scan ที่พบทั้งสองจะเห็นเดนชัดขึ้นเม่ือฉีด constrat พบวาหลังการรักษา 
ลักษณะความผิดปกติตาง ๆ จาก CT scan จะหายไป 
 4. อิมมิวโนวินิจฉัย มีวิธีทางอิมมิวโนวินิจฉัยสําหรับ F. hepatica หลายวิธี  แตวิธี
ดังกลาวมีความแตกตางกันมากในแงของความไวและความจําเพาะ  อิมมิวโนวินิจฉัยมีประโยชน
ในระยะ acute หรือ invasive phase ซึ่งพยาธิยังไมปลอยไขออกมา  การวินิจฉัยและการรักษา
ตั้งแตเร่ิมเปนโรค  สามารถปองกันความรุนแรงของโรค  ที่พบในระยะหลัง ๆ ไดแก enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA) immunofluorescence assays (IFA) และ count 
electrophoresis (CEP) (คณาจารยภาควิชาปาราสิตวิทยา คณะสาธารณสุขศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล, 2536) เปนวิธีที่มีความไวและความจําเพาะมากที่สุด  แตพบวายังมีปฏิกิริยา
ขามกับพยาธิชนิดอ่ืนได เชน schistosome นอกจากนี้ IFA และ CEP อาจไมใหผลบวกในระยะ 
latent และ chronic obstructive phase พบวาวิธี enzyme-linked immunoelectrotransfer blot 
(EITB) (Shaker et al., 1994) มีความจําเพาะในการวินิจฉัย fascioliasis สูงมาก  การใช CEP 
เพ่ือหาแอนติเจนของพยาธิในอุจจาระผูปวยก็เปนวิธีการที่ไดผลดี  การทํา skin test เพ่ือการ
วินิจฉัยนั้นปจจุบันไมนิยมทํากันแลวเพราะมีความจําเพาะต่ํา 
 ปจจุบันการวนิิจฉัยโรคพยาธิใบไมตับใชวิธีการตรวจหาไขในอุจจาระของสัตวที่เปนโรค 
วิธีนี้ทําไดไมยากนักและยงัสามารถบอกไดคราว ๆ วาสัตวติดเชื้อมาก ปานกลาง หรือนอยอีกดวย 
ทั้งน้ีโดยคํานวณจากจํานวนของไขตอนํ้าหนักอุจจาระหนึ่งกรัม อยางไรก็ตามการตรวจหาไขของ
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พยาธิใบไมตบัในอุจจาระเพื่อการวินิจฉัยโรคนั้น ประสบปญหาหลายประการทั้งในดานความไว 
(sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) อาทิเชน ในกรณีที่มีไขพยาธิอยูในอุจจาระจํานวนนอย 
ซึ่งอาจเปนเพราะมีพยาธิตวัแกนอย หรือมีการอักเสบของทอนํ้าดีจนทําใหไขพยาธิผานออกมาใน
ลําไสไดนอยหรือไมไดเลย หรือพยาธิตัวเมียออกไขไดหลังจากสัตวติดเชื้ออยางนอย 8 สัปดาห ก็
จะทําใหไมสามารถตรวจพบไขพยาธิในอุจจาระได นอกจากนี้การตรวจหาไขพยาธใินอุจจาระดวย
กลองจุลทรรศนบางชนิดใชแสงธรรมดาอาจจะผิดพลาดได และไมใชวธิีที่เหมาะสมสําหรับงาน
ประจําซึ่งอาจตองตรวจอุจจาระคราวละหลาย ๆ ตัวอยาง ทั้งยังสิ้นเปลืองเวลา มีกระบวนการ
ยุงยากและมคีาใชจายสูงอีกดวย ดวยเหตุนี้จึงมีผูคิดคนวิธทีี่ใหผลการตรวจที่แนนอน คือ การ
ตรวจหาแอนติเจนซึ่งเปน secretory-excretory antigen ในกระแสเลือดของโฮสตซึ่งตองใช 
monoclonal antibody ที่มีความจําเพาะสูง พบวาแหลงแอนติเจนที่พบในพยาธิใบไม เชน 
Schistosoma sp. พบบริเวณ tegument ซึ่งแอนติเจนที่พบนี้เหมือนแอนติเจนที่ตรวจพบในกระแส
เลือดของสัตวที่เปนโรค (ดวงเดือน และคณะ 2545) 
 ในปจจุบันมีการทดลองผลติวัคซีนตอแอนติเจนที่ปลอยออกมาจากพยาธิที่สามารถกระตุน
ภูมิคุมกันของโฮสต เชน  
 1. Glutathaione S-transferase (GST) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ขจัดสารพิษออกจาก
เซลลของพยาธิโดยการ neutralize สารพิษใหสามารถละลายน้ําไดดีขึ้น  มีความเปนพิษนอยลง
และทําใหขับสารพิษออกอยางรวดเร็ว GST มีลักษณะเปน dimeric enzyme ประกอบดวย 
identical และ non-identical subunit มีขนาดประมาณ 24-29 kDa แบงได 6 class คือ alpha, 
mu, pi, theta, sigma และ kappa (Pemble et al.,  1996 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) 
เอนไซมชนิดนี้มีปริมาณมากและพบไดในทุก ๆ เน้ือเยื่อของพยาธิ ซึ่งแสดงใหเห็นวา GST มี
ความจําเปนตอความอยูรอดของพยาธิโดยจะรักษา homeostasis ของพยาธิ (Brophy and 
Pritchard, 1994) มีการทดสอบความสามารถในการเปนวัคซีนของ GST ในแกะ พบวา สามารถ
ลดจํานวนพยาธิได 57% (Sexton et al., 1990 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) สวนการทดสอบ
ในววั พบวา สามารถลดจํานวนพยาธิได 49-69% (Morrison et al., 1996 in Fasciolosis (Dalton, 
1999))  อีกทั้งไมทําใหสตัวเกิด anemia  ลดการเสื่อมสภาพของตับ และลดจํานวนไขในอุจจาระ
อีกดวย (Sexton et al., 1990 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) 
 2. Fatty acid binding protein (FABP) เปนโปรตนีกลุมใหญมีขนาดประมาณ 14-16 
kDa และยาวประมาณ 127-133 amino acids (Veerkamp et al., 1991 in Fasciolosis (Dalton, 
1999)) พบมากที่ parenchymal cell และ reproductive tissue สวนที่ tegument และ caecal 
epithelium พบนอย (Sirisriro et al., 2002 in Fasciolosis (Dalton, 1999))  ทําหนาที่จับและ
ขนสงโมเลกุลที่ไมมีขั้ว เชน oleate, palmitate, และกรดน้ําดีตาง ๆ  FABP เปนโปรตีนชนิดแรกที่
นํามาผลิตเปนวัคซีนปองกนัโรค fasciolosis โดยคัดเลือกโปรตีนจาก Fasciola protein ที่สามารถ
เกิด cross reaction  กับ antiserum ตอโปรตีนจาก Schistosoma mansoni (Sm14) (Hillyer et 
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al., 1977 in Fasciolosis (Dalton, 1999))  โปรตีนที่ไดมีขนาดประมาณ 14.7 kDa จึงเรียกวา 
Fh15 สามารถปองกันการติดเชื้อ F. hepatica ในววัได 55% (Hillyer et al.,  1987 in Fasciolosis 
(Dalton, 1999)) และปองกันการติดเชือ้ S. mansomi ได 81% (Hillyer et al., 1979 in 
Fasciolosis (Dalton, 1999))   ในปจจุบันมีการทดสอบประสิทธิภาพในการเปนวคัซีนของ Sm14 
โดยใช recombinant Sm14 ที่สรางโดย E. coli นําไปฉีดกระตุนภูมิคุมกันในกระตายและหนู 
จากนั้น infect ดวย cercaria ของ    S. mansoni 1,000 ตัว พบวาสามารถปองกันการติดเชื้อได 
89% ในกระตายและ 37-66% ในหนู และเม่ือ infect ดวย cercaria ของ F. hepatica สามารถ
ปองกันได 100% (Tendler  et al., 1996 in Fasciolosis (Dalton, 1999))  
 3. Cathepsin L protease (Cath L) ใน excretory-secretory (ES) material ของพยาธิ 
Fasciola พบวามี proteolytic enzyme จํานวนมาก โดยเฉพาะอยางยิ่ง cathepsin L protease ซึ่ง
เปนเอนไซมทีมี่บทบาทเกี่ยวของกับการยอยเน้ือเย่ือของโฮสตเพ่ือไชไปยังอวัยวะตาง ๆ (Smith 
et al., 1993 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) ยอยสารอาหาร (Halton,1967 in Fasciolosis 
(Dalton, 1999)) และการสรางไข (Dalton et al.,  1996)  นอกจากนี้ Cath L ยังเกี่ยวของกับ 
immune evasion ของพยาธิ โดยการแยก Fc และ Fab region ของแอนติบอดีออกจาก (Smith et 
al., 1994 in Fasciolosis (Dalton, 1999)), ปองกันแอนติบอดีจับกับตัวออนของพยาธิ (Carmona 
et al., 1993 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) และทําใหเกิดการจับตัวกันของ fibrin ที่ผิวของพยาธ ิ
เพ่ือไมใหเซลลในระบบ immune เขาไปทําลายพยาธไิด (Dowd et al., 1995 in Fasciolosis 
(Dalton, 1999))  ไดมีการทดสอบความสามารถในการเปนวัคซีนของ Cath L ในแกะ พบวา ไม
สามารถลดจํานวนพยาธิได แตสามารถลดจํานวนไขในอุจจาระไดถึง 69.7% (Wijffel et al., 1994 
in Fasciolosis (Dalton, 1999)) ซึ่งนาจะเกิดจากการที่กระบวนการสรางไขไมสามารถเกิดขึ้นได 
เพราะพยาธติองใชเอนไซมนี้ในการสราง eggshell protein  
 Cath L แบงได 2 ชนิด คือ Cath L1 และ Cath L2 มีการทดลองใชเปนวัคซีนปองกันโรค 
fasciolosis ผลที่ไดคือ Cath L1 สามารถลดจํานวนพยาธิได 33% และลดจํานวนไขในอุจจาระได 
71% สวน Cath L2 สามารถลดจํานวนพยาธิได 34% และลดจํานวนไขในอุจจาระได 81% 
(Piacenza et al., 1998) และเม่ือให Cath L2 รวมกับ hemoglobin พบวาสามารถลดจํานวน
พยาธิได 72% (Dalton et al., 1996) 
 4. Leucine aminopeptidase (LAP) เปนเอนไซมที่ใชยอยโปรตีนนอกระบบทางเดิน
อาหารซึ่งในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมมีหลายอวัยวะที่สามารถผลิต LAP ได เชน placenta, lens, 
brain, kidney และ adipocyte ซึ่งใชในการยอยสลาย regulatory molecule เชน hormone, 
neurotransmitter และ dietary constituent (Taylor et al., 1987; Nyberg et al., 1990; Squire et 
al., 1991; Wallner et al., 1993 in Fasciolosis (Dalton, 1999)) ในการทดสอบความสามารถใน
การเปนวัคซนีปองกันโรค fasciolosis ของ LAP โดยการกระตุนภูมิคุมกันในแกะ แลว infect ดวย 
metacercariae พบวา เม่ือให LAP อยางเดียวในซีรั่มของแกะมีแอนติบอดีตอ LAP ในปริมาณที่



 6 

สูง และสามารถลดจํานวนพยาธิได 89% แตเม่ือให LAP รวมกับ Cath L1 และ Cath L2 จะลด
จํานวนพยาธไิด 78% (Piacenza et al., 1998) 

5. Tegumental antigen (TA) พยาธิใบไมเม่ือเขาไปอยูในรางกายโฮสตจะมีการหลั่งสาร
เขาไปในระบบไหลเวียนและระบบน้ําเหลืองของโฮสต  สารคัดหลั่งเหลานั้นสามารถกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันของโฮสตได  สารคัดหลั่งเหลานั้นเรียกวา excretory secretory antigens โดยแหลงผลิต
แอนติเจนหลักของพยาธิไดแก อวัยวะในระบบทางเดินอาหาร ระบบขับถาย ระบบสืบพันธุ และ
ระบบปกคลุมรางกาย (tegument) ซึ่งแอนติเจนที่คัดหลั่งจาก tegument นั้นเรียกวา tegumental 
antigen จากการศึกษาพยาธิเลือดในกลุม Schitosoma species โดยเฉพาะ S. japonicum และ 
S. makongi โดยทําการสกัด tegument ของพยาธิมาวิเคราะหโดยการทํา immunoblotting แลวจะ
พบแถบแอนติเจนที่ใหผลบวกจํานวน 15-20 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 26-205 kDa (Sobhon et 
al., (1990); Sobhon et al., (1992) in Khawsuk, 2003) โดยเฉพาะอยางยิ่งที่น้ําหนักโมเลกุล 97, 
86, 68, 50, และ 38 kDa (Taylor et al., in Khawsuk, 2003) ซึ่งแอนติเจนเหลานี้เปนแอนติเจน
หลักที่ไดจาก surface และ tegument-associated tegument  และการศึกษาในพยาธิใบไมตับ F. 
hepatica ตัวเต็มวัยพบวาที่น้ําหนักโมเลกุล 64-52, 38-24, 17, 15, 13 และ 12 kDa เปน
แอนติเจนหลักของ tegument โดยแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 160 kDa นั้นสามารถ
ตรวจหาไดในระยะเริ่มตนของการติดเชื้อ สวนการตรวจหาแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุลต่ํา ๆ นั้น
สามารถตรวจหาไดระยะสุดทายของการติดเชื้อ (Itagaki et al., (1995)  in Khawsuk, 2003)  ใน
พยาธิ F. gigantica ก็เชนเดียวกัน โดยพบวาแอนติเจนนั้นจะมีน้ําหนักโมเลกุลคอนขางสูงที่ 66, 
64, 58 และ 54 kDa และ 27 และ 26 kDa ซึ่งแอนติเจนเหลานี้จัดอยูในกลุมของ tegumental 
antigen นอกจากนี้ยังพบวาที่น้ําหนักโมเลกุล 66 และ 28.5 kDa ของ tegumental antigen ที่ได
จากการตรวจสอบดวย monoclonal antibody จะมี specifically localized ซึ่งพบไดที่บริเวณสวน
นอกของ tegument cytoplasm และ surface membrane (Chaithirayanon et al., (2002); 
Kumkate et al., (1999) in Khawsuk, 2003) 
 เม่ือพยาธิไชเขาไปในเนื้อเยื่อของโฮสต พบวาพยาธิจะมีการหลั่งแอนติเจนออกมา โดย
แหลงที่หลั่งแอนติเจนหลักที่สําคัญคือ tegument และ caecum และแอนติเจนที่หลั่งออกมานี้
สามารถไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของโฮสตได (Khawsuk, 2003)  และจากการศึกษา TA ของตัว
เต็มวัยและ juvenile โดยใช monoclonal antibody ที่ตานตอแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 66 และ 
28.5 kDa เปน probe พบวา ที่น้ําหนักโมเลกุล 66 และ 28.5 kDa นั้น เปนแอนติเจนที่เกี่ยวของ
กับ tegument, tegument cells และ surface membrane และเม่ือนําแอนติเจนนี้ไปทดสอบ cross 
reaction กับพยาธิอ่ืนพบวาเกิดไดนอยมาก  ดังน้ัน tegumental antigen นี้มีศักยภาพที่ใชสําหรับ
การทํา immunodiagnosis ได (Sobhon et al., 2000) 
 จากการศึกษาใน F. hepatica พบวา recombinant TA เปนโปรตีนที่มีการกระจายตัว
อยูภายในชั้นผิว (tegument) เซลลของชั้นผิว (tegumental cell) ผนังมดลูก (uterus) และผนัง
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ลําไสของพยาธิ ซึ่งเปนอวัยวะเปาหมายในการทําลายดวยวัคซีน เม่ือมีการ immunize หนูดวย 
recombinant protein พบวาสามารถลดการติดเชื้อพยาธิชนิดนี้ได และ recombinant protein 
นาจะเปน antigen ที่สามารถสังเคราะหใชในการทํา immunodiagnosis ได (Trudgett et al., 
2000) 
 จากการศึกษาแอนติเจนจาก surface tegument ของพยาธิ F. gigantica ตัวเต็มวัย ที่
น้ําหนักโมเลกุล 66 kDa ซึ่งพบมากที่บริเวณ surface membrane ของพยาธิ และแอนติเจนน้ี
อาจจะเปนโปรตีนหลักของ surface membrane และนาจะมีศักยภาพในการใชเปนวัคซีน หาก
ระบบ immune ของโฮสตไปเกาะและสามารถดึงโปรตีนน้ีออกมาได อาจจะเปนผลทําใหเกิดการ
ทําลาย membrane และ tegument ของพยาธิ สงผลใหเกิดการถูกทําลายของชั้นผิว สงผลให
สามารถ ทําลายพยาธิได (Sobhon et al., 1998) 
 จากการศึกษาลักษณะของ monoclonal antibody ที่ตานตอ 28.5 kDa tegumental 
antigenใน F. gigantica โดยการทํา western immunobloting ของ ES, TA และ WB antigen ที่
ใช MoAb 6E9-1E เปน probe พบวาใหผลบวกตอแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุลที่ 28.5 kDa เทานัน้ 
และความเขมของแถบโปรตีนมีมากที่ TA, WB และ ES ตามลําดับ ซึ่งนาจะเปนไปไดวาเปน
แอนติเจนที่พบมากบริเวณ tegument และเม่ือนําไปทดสอบ cross reaction กับพยาธิชนิดอ่ืน 
โดยการใช WB ของ F. gigantica และของพยาธิชนิดอ่ืนและใช MoAb 6E9-1E เปน probe พบวา
สามารถพบแถบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 28.5 kDa เทานั้นและพบเฉพาะใน F. gigantica ดวย  
ซึ่งจากการศึกษาความจําเพาะของ MoAb ที่ตานตอ 28.5 kDa tegumental antigen ของพยาธิ F. 
gigantica พบวา isotype ของ MoAb คือ IgG1, k-light chain  และจากการศึกษา 
immonolocalization ของแอนติเจนน้ีนาจะเปนตัวบงชี้วาแอนติเจนเปนแอนติเจนที่หลักของ 
tegument, และใน cytoplasm ของ tegument cell ในทุกระยะของพยาธิ และจากการศึกษา
ตําแหนงการกระจายตัวของแอนติเจนในระยะตัวเต็มวัย พบการกระจายตัวที่บริเวณขอบของ 
tegument, tegument cell นอกจากนี้ยังพบที่บริเวณเยื่อบุผิวของ oral sucker ระบบยอยอาหาร
สวนตนจนถึง caecal bifurcation และ genital canal ของพยาธิ สวนในระยะ juvenile พบการ
กระจายตัวใน cytoplasm ของ tegument cell (Chaithirayanon et al., 2002) นอกจากนี้
แอนติเจนที่ 28.5 kDa ยังสามารถใชตรวจใน ES material ของตัวเต็มวัยของพยาธิโดยใช MoAb 
ไดดวย ซึ่งอาจจะเปนไปไดวาแอนติเจนน้ีอาจจะเปน surface antigen ที่หลั่งมาจาก tegument 
รวนกับ tegument protein อ่ืน (Viyanant et al., 1997; Krailas et al., 1999) และอาจจะเปน 
metabolic enzymes อยางเชน proteases ซึ่งหลั่งมาจาก caecum (Viyanant et al., 1997)  
นอกจากนี้ที่ 28.5 kDa antigen นั้นสามารถพบไดใน newly excysted และ juvenile ของพยาธิซึ่ง
นาจะเปนไปไดวาเปนแอนติเจนที่เปนสวนประกอบของ tegument หรือ surface membrane ที่
แสดงออกในระยะตัวออนของพยาธิ  และยังพบวาแอนติเจนที่ 28.5 kDa นี้เปนแอนติเจนที่มีความ
เฉพาะตอ F. gigantica ซึ่งไมสามารถเกิด cross-reactive ตอพยาธิชนิดอ่ืน ซึ่งนาจะเปนตัวบงชี้
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วาเปนแอนติเจนที่ ใชสําหรับ immunodiagnosis เนื่องจากมีความเฉพาะเจาะจงมากกวา 
metabolic antigen ที่เคยมีรายงานมากอนหนานี้ (Chaithirayanon et al., 2002) 
 นอกจากนี้ยังพบวาระบบสบืพันธุเปนระบบที่มีการสรางและคัดหลั่งสารมากที่สุดระบบ
หนึ่งของพยาธ ิ โดยเฉพาะอยางยิ่ง vitelline gland ซึ่งเปนอวัยวะทีใ่หญที่สุดในรางกายของพยาธิ
และมีการผลติ vitelline cells จํานวนมากแตละวัน และเซลลเหลานี้จะหลั่งโปรตนีที่จําเปนตอการ
สรางไขพยาธ ิ เชน vitelline proteins A, B และ C ซ่ึงเปนโปรตีนที่เปนสวนประกอบหลักของ
เปลือกไขของพยาธ ิ นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง phenol oxidase ซึ่งเปนเอ็นไซมที่สําคัญในการ
เปลี่ยนแปลง vitelline proteins ใหสามารถเชื่อมตอกันเปนเครือขายของโปรตีนที่มีความแข็งแรง
ทนทาน หลังจากการสรางเปลือกไขโปรตีนเหลานี้จะถูกขับออกจากรางกายพยาธิพรอม ๆ ไข 
และปนออกมากับอุจาระของสัตวเลี้ยง และบางสวนก็ปนเปอนเขาไปในระบบไหลเวียนเลือดและ
น้ําเหลืองซึ่งสงผลใหเกิดการกระตุนภูมิคุมกันของโฮสต 
 เน่ืองจากโปรตีนดังกลาวมีการคัดหลั่งออกมาในปริมาณสูงและพบไดทั้งในเลือดและใน
อุจจาระจึงมีความเหมาะสมตอการพัฒนาวิธีการตรวจวนิิจฉัยการติดเชื้อดวยวธิ ี
immunodiagnosis ผูวิจัยจึงสนใจที่จะทําการศึกษาหา genes ที่เปนรหัสพันธุกรรมและสังเคราะห
โปรตีนเหลานี ้ตลอดจนทดสอบคุณสมบตัิการตรวจสอบการติดเชื้อพยาธิตอไป  
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วิธีการทดลอง 
 

1.  การเก็บตัวอยางพยาธิ 
ทําการเก็บพยาธิตวัเต็มวัยที่ยังมีชีวติจากทอนํ้าดีของวัวที่ถูกฆาในโรงฆาสัตวมาลาง

ดวย normal saline 2-3 ครั้ง เพ่ือกําจัดสิ่งแปลกปลอมออก นําตัวพยาธิแชแข็งดวยไนโตนเจนเหลว  
2. การ cloning characterization, expression and localization of vitelline protein B ของ

พยาธิใบไมตบั Fascola gigantica 
2.1 การสกัด total RNA 

นําพยาธิที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวมาบดใหละเอียดใน TRIZOL reagent 
(GIBCO BRL) ตามดวยการปนที่ความเร็วที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที จากนั้น ดูด

เก็บสารละลายชั้นบนใสใน tube ใหม และตกตะกอน RNA ดวยการเติม 2.5 เทาของ isopropanol 
และปนที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายดานบนออกและลาง

ตะกอน RNA ที่กน tube ดวย 75 % ethanol และปน 12,000 rpm เปนเวลา 2 นาที เท ethanol ออก
และตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง  สุดทายนําตะกอน RNA ที่ไดละลายใน RNase-free water 
และตรวจสอบคุณภาพ RNA ดวย  1.2 % agarose gel electrophoresis เพ่ือดูการเสื่อมสภาพของ 
RNA และวัดปริมาณ RNA ดวย spectrophotometer 

2.2 การ Cloning ดวยวิธี RT-PCR 
นํารหัส mRNA ของ vitelline protein BI และ BII ของพยาธิใบไมตับ F. hepatica 

มาทําการเปรียบเทียบและหารหัส primers จากนั้นนําไปใชสังเคราะห cDNA ของ vitelline protein B  
ของ F. gigantica  โดยกระบวนการ reverse transcription เพื่อใหได first strand cDNA โดยใช total 
RNA ที่สกัดมาจาก F. gigatica ตัวเต็มวัย และสังเคระหตอใหเปน double strand cDNA ดวย
กระบวนการ polymerase chain reaction แลวนําไปตรวจสอบหา cDNA  ดวย agarose gel 
electrophoresis จากนั้นนํา cDNA ที่ไดใสใน pGEM-T easy vector และ E.coli XL1 – Blue ถูก 
transformed ดวย ligation product, plasmid DNA สกัดจาก colonies bacteria  และตรวจสอบลําดับ 
nucleotide ที่ใสใน cDNA โดย  the Bioservice Unit, BIOTEC 

2.3 การสราง cDNA probe ติดฉลากดวย DIG 
นํา cDNA ทีไ่ดมาสราง probe ดวยวิธ ี PCR จากนั้นตรวจสอบปริมาณและ

ประสิทธิภาพของ probe ดวยการทํา dot blot  โดยนํา probe มา dilute ดวย DNA dilution buffer 
(50 μg/ml herring sperm DNA ใน 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8.0) ในอัตราสวน probe ตอ 

buffer เปน 1:10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000 หยดลงบน Biodyne nylon membrane 
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อยางละ 1 μl และหยด Labeled Control DNA จาก tube 1-9 (เปน dilution series โดย dilute  
Labeled Control DNA เปน 1 ng/μl (tube 1) แลว dilute ตอไปเปนอัตราสวน 1:100(tube 2), 
1:3.3(tube 3), 1:10(tube 4), 1:10(tube 5), 1:10(tube 6), 1:10(tube 7), 1:10(tube 8) และ DNA 
dilution buffer อยางเดียว (tube 9) tube ละ 1 μl แลวนาํ membrane ผานรังสี UV 3 นาที เพ่ือทาํให 

DNA ยึดติดกับ membrane จากนั้นนํา membrane ไปอบแหงใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 80 oC เปน
เวลา 1 ชั่วโมง แลวทํา immunodetection โดยนํา membrane แชใน maleic acid buffer (0.1 M maleic 
acid, 0.15 M NaCl; pH 7.5) 5 นาที จากนั้นเปลี่ยนมาแชใน blocking solution (1%(w/v) Blocking 
reagent ใน maleic acid buffer) 30 นาที เพ่ือปองกันไมใหเกิดการจับของ antibody แบบ  

nonspecific  ตอมาแชใน antibody solution (anti-DIG AP conjugate ใน blocking solution อัตราสวน 

1 : 5,000) แชทิ้งไว 30 นาที แลวลางดวย washing buffer (0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl; pH 

7.5, 0.3% (v/v) Tween 20)  2 ครั้ง ๆ ละ 15 นาที เพ่ือลาง antibody ที่ไมไดจับออก แลวปรับ

สภาพ membrane ใหเหมาะกับการทํางานของ alkaline phosphatase ดวย detection buffer 2-5 นาที 

จากนั้นแช membrane ในที่มืดกับ color-substrate solution (NBT/BCIP 200 μl ใน detection buffer 
10 ml) ที่เตรียมใหม จนกระทั่งเห็นสีเกิดขึ้นบน membrane ชัดเจน  แลวหยุดปฏิกริิยาดวยการลาง 

membrane ในน้ําหรือ TE buffer 5 นาท ี  จากนั้นสังเกตสีที่เกิดขึ้นตรงจุดที่เปน probe เทียบกบั 

control เพ่ือวดัปริมาณ probe ที่มีอยู 
2.4 การตรวจสอบหา cDNA ของ vitelline protein B จาก cDNA library  

ทําการ plaque lifts (50,000 pfu/150 mm plate) ใน λZAP II cDNA library ของ 
F. gigantica ตัวเต็มวัย จากนั้นนําไป hybridized ดวย DIG-labeled RNA probe ที่สังเคราะหจาก  
partial FgVBP cDNA  ที่ไดมาโดยวิธี RT-PCR Positive plaques ถูกสกัดพิเศษ และ insert ใน cDNA 
amplified ดวยวิธี PCR โดยช T3 และ T7 primers PCR product ถูกผูกมัดกับ pGEM-T easy vector 
หลังจากมีการเปลี่ยนรูปของ E.coli XL –blue แลว plasmid DNA ถูกแยกออกและ inserted cDNAs 
sequenced ตามการอธิบายดานบน โดย Plasmids ประกอบดวย coding sequence สําหรับ viteline 
potein เก็บไวสําหรับการทดสอบที่เพิ่มขึ้น 

2.5 การตรวจสอบการแสดงออกของ vitelline grotein encoding gene ดวยวิธี
Northern hybridization   

นํา 25 ug ของ total RNA ของ F.gigantica ระยะตัวเต็มวัยผสมใน denaturing 
buffer (2.2 M formaldehyde, 50% formamide) จากนั้น incubate 5 นาที อุณหภูมิ 65 c ทําอยางรวดเร็ว
ในน้ําแข็งและ separated ดวย 1.2 % agaroseformaldehyde gel electrophoresis ที่ความตางศักย 90 
โวลล เปนเวลา 4 ช่ัวโมง จากนั้น นํา gel ที่ไดไปยาย RNA ลงใน nylon membrane และตรึง ดวยการ
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ทํา UV acivateed-cross linking เปนเวลา 3 นาที จากนั้นนํา membrane ไป hybridized ดวย DIG DNA 
labeling probe ที่ผลิตโดยใช cDNA ของ vitelline protein B ของ F. gigantica เปนตนแบบ และ
ตรตวจสอบผลการ hybridized ดวย anti-DIG alkali phosphatase conjugated และ  NTB/BCIP 
substrate  

2.6 การตรวจหาการแสดลออกของ vitelline protein B ดวยวิธี In situ hybridation 
นํา F. gigantica ระยะตัวเต็มวัยมา fix ดวย 4% paraformaldehyde, embedded ใน 

paraffin จากนั้นตัด section และวางลงใน glass slide ที่  coat ดวย poly-L lysine แลวนํา section ไป 
deparaffinized และ rehydrated ดวย ethanal และ DEPC treated water จากนั้นแช section ใน 0.1 mM 
DEPC treated PBS, pH 7.4 และยอยโปรตีนดวย  proteinase K (10 ug/ml ใน TE buffer) เปนเวลา 15 
นาที ตอจากนั้นลางสไลด ดวย PBS และ prehybridized ใน 4x SSC (50% v/v) deionized formamide 
buffer ที่ 60 องศา เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนํา section ไป incubated ใน hybridization buffer ที่
ประกอบดวย 100ng/ml ของ DIG-DNA labeled FgVPB probe ที่อุณหภูมิ 60 องศา เปนเวลา 14 
ช่ัวโมง นํา section ไปลางก็จะแสดงผลของการ hybridization ดวย anti-DIG alkali phosphatase 
conjugated และ  NTB/BCIP substrate 

2.7 Expression and purification of recombinant F. gigantica vitelline protein 
ทําการตัด Vitelline protein B cDNA และตอเขากับ pET-30b+ expression 

vector แลว transformed เขาสู E. coli  BL21(DE3) จากนั้นทําการเพาะเลี้ยงใน 10 ml LB medium และ
มี kanamycin (30 ug/ml) ที่อุณหภูมิ 37 องศา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 nm ใหมีคา OD 
ประมาณ 0.6-1.0 หลังจากนั้นทําการเก็บเซลลโดยนําไป centrifugation ที่ 5000 g เปนเวลา 5 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศา และผสมใหเขากันใน 200 ml  fresh LB medium และใส kanamycin (30 ug/ml) และ
นําไป shake ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  จากนั้นใส 1 mM IPTG แลว incubate ตออีก 3 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไป centrifugation เก็บสวน pellet แลวผสมใน  0.25 culture volume of cold 20 
mM Tris-HCl  pH 8.0 แลวนําไป  centrifugation  จากนั้นนํา  pellet ไปผสมกับ 4 ml ice-cold 1x 
binding buffer / 100 ml culture volume (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 6M urea, pH 8 ) แลว  
sonicated ในน้ําแข็ง  โดย  sonicated  6 ครั้ง ครั้งละ 10 วินาที แลวพักใหเย็น 10 วินาที  ระหวางการ 
sonicated แตละคร้ัง จากนั้น lysate cell โดย  centrifuge ที่ 3,000 g เปนเวลา 15 นาที แลวเก็บ 
supernatant ไวและนําไป  centrifugation ตอท่ี 16,000 g เปนเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาแลวนําไป
กรองผาน 0.45 um membrane ตอจากนั้นนํา supernatant ไปโหลดลงใน Ni-NTA column แลวลาง  
column 3 ครั้ง ดวย (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 6M urea, pH 6.3) โดย recombinant 
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protein ถูกแยกออกมาดวย (100 mM NaH2PO4,10 mM Tris-HCl, 6M urea, pH 4.5) จากนั้นนํา sample 
หรือ protein ที่ elute ออกมาไปวิเคราะหดวย  12.5 % SDS-PAGE และ Immunoblotting 

2.8 Production of polyclonal antibodies (PoAb) against recombinant vitelline 
protein B 

 ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันกระตายขาวเพศเมียอายุ 8 สัปดาหดวย 50 ug ของ 
purified rFgVPB ใน PBS 250 ul ที่ผสมกับ complete Freund adjuvant เขาชั้น subcutaneous จากนั้น
ทําการ boost อีก 2 ครั้ง ดวย 50 ug of purified rFgVPB ที่ผสมกับ incomplete Freund adjuvant หาง
กัน 2 สัปดาห จากนั้น 10 วัน หลังจากการ immunize คร้ังที่ 3 ทําการเก็บ serum จากกระตาย แลว
นําไปตรวจหาระดับ antibody ดวยวิธี ELISA assay  

2.9 การสกัด Eggshell protein และ whole body protein  
นํา F. gigantica ตัวเต็มวัยมาลางดวย 0.85% NaCl solution หลาย ๆ ครั้ง โดยทํา

การแยก viteline gland  ออก  จากนั้นสกัด eggshell protein (ESP) โดยใชเทคนิก acid urea ตอจากนั้น
สกัด whole worm protein โดย placing the worms ใน homogenization buffer (10mM Tris-HCl, 
pH7.2, 150 mM NaCl,0.5% Tritonx-100), 10mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) และ 10 
mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) homogenized ตอจากนั้นนําไป sonicated ใน ice bath 
3 รอบๆ 5 นาที หลังจากทําการ rotation ที่ 4 องศา เปนเวลา 2  ช่ัวโมง นําสารแขวนลอยไป centrifuge 
ที่ 10,000 g ที่ 4 องศา เปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวเก็บ supernatant ใชเปน whole worm protein ซ่ึงความ
เขมขนของโปรตีน ถูกกําหนดโดย Lowry’s method จากนั้นวิเคราะหโปรตีนดวย 12.5% SDS-PAGE 
จากนั้นนําไปศึกษาในขั้นตอไป 

2.10 Immunoblotting   
นํา Protein sample  ไปแยกดวย 12.5% SDS –PAGE แลว transfer ลงบน 

nitrocellulose membrane  (ดวย Hoefer TE 22 , Amersham Biosciences) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่ความ
ตางศักยไฟฟา 20 volt จากนั้นนํา membrane ไป block nonspecific binding protein ดวย5% nonfat 
dry milk in phosphate buff saline solution (PBS-T:80 mM Na2HPO4,20 mM NaH2PO4,100 mM 
NaCl,pH7.5,0.1%vol/vol Tween20) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอจากนั้น incubated ดวย rabbit anti-rFgVPB 
antiserum อัตราสวน 1:20,000 ใน PBS-T เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นลาง 3 ครั้ง 
แลว incubate ตอดวย HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG อัตราสวน 1:20,000 ใน PBS-T เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง และ antibody สวนเกินจะถูกกําจัดออกไปโดยลางหลาย ๆ คร้ัง และแสดงผลโดยทําปฏิกิริยา
กับ TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) substrate solution  
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2.11 การตรวจหาตําแหนงและการกระจายของ native protein ดวยวิธี
Immunohistochemical staining 

ทําการ Embed พยาธิ F.gigantica ระยะตัวเต็มวัย ใน paraffin block แลวนําไป
ตัดเปน section ที่ความหนา 5 um จากนั้นนําไป dewaxed และ rehydrated  และนําไขพยาธิที่เก็บจาก  
uterus นําไปลางดวย 0.01 M PBS จากนั้นนํา section และไขใสใน 10 mM citric acid, pH6.0 แลว
นําไปใหความรอนดวย microwave ที่ 700W, 3 ครั้งๆ 5 นาที จากนั้น block endogenous peroxidase 
โดยการแชใน 3% H2O2 ใน absolute methanol เปนเวลา 30 นาที ตอจากนั้น block non-specific 
binding site โดย incubated ใน PBS buffer แลว incubated ตอดวย 0.1% glycine และ 4% BSA อยาง
ละ 30 นาที ตามลําดับ หลังจากนั้นนําไป incubated ดวย  rabbit anti rFgVPB antiserum อัตราสวน 
1:200 เปนเวลา 2 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง จากนั้น incubated ดวย Horseradish peroxidase-conjugate 
goat anti-rabbit IgG ซ่ึงเปน secondary antibody ที่อัตราสวน 1:400 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง 
และแสดงผลโดยการใช AEC (3-amino-9-ethylcarbazole)  substrate solution ซ่ึงการ แลวไปศึกษา
ตําแหนงของปฏิกิริยาภายใตกลองจุลทรรศน 
 

3.  การตรวจหายีนที่แสดงออกใน vitelline cells ของพยาธิ Fasciola gigantica 
3.1 การสราง cDNA probe ติดฉลากดวย DIG 

นํา mRNA ที่สกัดจาก total RNA มาสรางเปน single strand cDNA ดวย
กระบวนการ reverse transcription โดยผสม total RNA 1-3 μg, dNTP 100 mM 1 μl, reverse 
transcriptase 1 μl, oligo-dT primer 1 μl, 10x reverse transcription buffer 2 μl และปรับปริมาตรเปน 

20 μl ดวย DPEC treated water ปฏิกิริยานี้ทําใน Biometra thermal cycle ตั้งโปรแกรมที่ 25 oC 10 
นาที, 42 oC 60 นาที, 95 oC 10 นาที สุดทายลดอุณหภูมิลงเปน 4 oC จากนั้นนํา reverse 
transcription (RT) reaction มาผานกระบวนการ polymerase chain reaction (PCR) เพ่ือทําเปน 

double strand cDNA โดยผสม RT reaction 10 μl, 10x buffer 10 μl, MgCl2 25 mM  10 μl, 
hexanucleotide primer 1 μl, taq DNA polymerase 0.25 μl และปรบัปริมาตรเปน 100 μl  ดวยน้ํา
กลั่น  ปฏิกิริยานี้ทําใน  Biometra thermal cycle  ตั้งโปรแกรมที่ 95 oC 5 นาท,ี 95 oC 1 นาที, 45 oC 

1 นาที, 72 oC 1 นาที ทําซ้ําโดยเริ่มที่ขั้นที่ 2 จํานวน 35 รอบ 
หลังจากนั้นสราง probe นํา PCR product ซึ่งเปน dscDNA มา 15 μl ตมในน้ํา

เดือด 10 นาที แลวแชในน้าํแข็งทันที เพ่ือทําการ denature dscDNA ใหเปนสายเดีย่ว จากนั้นนํามา
ผสมกับ 10x Hexanucleotide Mix 2 μl, dNTP Labeling Mix (1 mM dATP, 1 mM dGTP, 0.65  

mM dTTP,   0.35 mM DIG-11-dUTP pH 7.5) 2  μl และ Klenow enzyme libeling grade 2 U/μl 1 
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μl ผสมใหเขากัน แลว incubate ที่ 37 oC overnight จากนั้น ตรวจสอบปริมาณและประสทิธภิาพ

ของ probe ดวยการทํา dot blot  แลวนํา membrane ผานรังสี UV 3 นาที เพ่ือทําให DNA ยึดติดกับ 

membrane จากนั้นนํา membrane ไปอบแหงใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 80 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
แลวทํา immunodetection โดยนํา membrane แชใน maleic acid buffer (0.1 M maleic acid, 0.15 M 
NaCl; pH 7.5) 5 นาที จากนั้นเปลี่ยนมาแชใน blocking solution (1%(w/v) Blocking reagent ใน 
maleic acid buff er) 30 นาที เพ่ือปองกันไมใหเกิดการจับของ antibody แบบ  nonspecific  ตอมา
แชใน antibody solution (anti-DIG AP conjugate ใน blocking solution อัตราสวน 1 : 5,000) แชทิ้ง
ไว 30 นาที แลวลางดวย washing buffer (0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl; pH 7.5, 0.3% (v/v) 
Tween 20)  2 ครั้ง ๆ ละ 15 นาที เพ่ือลาง antibody ที่ไมไดจับออก แลวปรบัสภาพ membrane ให
เหมาะกับการทํางานของ alkaline phosphatase ดวย detection buffer 2-5 นาที จากนั้นแช 

membrane ในที่มืดกับ color-substrate solution (NBT/BCIP 200 μl ใน detection buffer 10 ml) ที่
เตรียมใหม จนกระทั่งเห็นสีเกิดขึ้นบน membrane ชัดเจน  แลวหยุดปฏิกิริยาดวยการลาง 

membrane ในน้ําหรือ TE buffer 5 นาท ี  จากนั้นสังเกตสีที่เกิดขึ้นตรงจุดที่เปน probe เทียบกบั 

control เพ่ือวดัปริมาณ probe ที่มีอยู 
3.2 การตรวจหายีนจาก cDNA library 

การเตรียม host cells และ transfect phages 
ทําการ steak เชื้อ E. coli (XL1-Blue) บน ampicillin (50 μg/ml) LB agar plate 

แลว incubate ที่ 37 oC overnight หลังจากนั้นเขี่ยเชื้อแบคทีเรียมา 1 colony ละลายใน LB medium 
ที่ผสม MgSO4 10 mM และ maltose 0.2% (w/v) 5 ml แลวนําไป incubate ใน incubator shaker ที่ 37 

oC 280 rpm จนได OD600 อยูระหวาง 0.5-1.0 จากนั้นนํามาปนเก็บเซลลและละลาย pellet ดวย 

MgSO4 10 mM 2.5 ml แลวเจือจางใหได OD600 เทากับ 0.5 ดวย MgSO4 10 mM หลังจากนั้นนํา λ 

ZAP II phages cDNA library (ไดจาก Dr. Terry Spithill, Monash University, Victoria, Australia) 15 
μl ใสใน host cell 500 μl ผสมใหเขากันแลว incubate ที่ 37 oC เปนเวลา 30 นาที จากนั้นใส LB 

top agarose 4.5 ml ผสมใหเขากันแลวเทลงบน LB agar plate ใหทัว่แลว incubate ที่ 37 oC เปนเวลา

ประมาณ 8 ชั่วโมงหรือจนกระทั่ง plaques เจริญจนมีขนาดประมาณ 1-2 mm  
 
 
Plaque lift 
หลังจากนั้นยาย plaques ลงบน Biodyne nylon membrane โดยวาง membrane 

ลงบนผิวของ top agarose ทิ้งไว 5 นาที จากนั้น denature DNA ที่ติดอยูบน membrane ดวย 0.5 N 
NaOH ผสมกับ 1.5 M NaCl ปริมาตร 500 ml เปนเวลา 5 นาที เพ่ือทําใหเปนสายเดี่ยวให probe 
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เขาจับได  และปรับสภาพ  membrane  ใหเปนกลาง 0.5 M  Tris-HCl pH 7.5 ผสมกับ 1.5 M NaCl 
ปริมาตร 500 ml เปนเวลา 5 นาที และนํา membrane ผานรังสี UV 3 นาที เพ่ือทําให viral DNA 
ยึดติดกับ membrane  สวน plaque debris ที่ติดอยูบน membrane จะขจัดโดยการลาง membrane 
ดวย 1x TBS โดยใชนิ้วทีใ่สถุงมือลูบเบา ๆ ในสารละลาย จากนั้นนํา membrane ไปอบแหงใน hot 
air oven ที่อุณหภูมิ 80 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวเก็บ membrane ไวที่ -20 oC จนกวา hybridize กับ 

probe 
การตรวจหายีนข้ันที่ 1 
นํา membrane ที่ทํา plaque lift มาแชใน prehybridization buffer ที่อุน 60 oC 30 

นาที จากนั้นนํา membrane มา hybridize กับ DIG-labeled cDNA probe โดยตม probe ในน้ําเดือด  

5 นาที  เพ่ือ denature cDNA probe ใหเปน ssDNA   กอนเติม probe ลงไปใน hybridization buffer 
อัตราสวน 25-100 ng/ml แลว incubate ใน water bath ที่ 60 oC overnight  ตอมาลาง membrane 
ดวย 2X SSC ผสมกับ 0.1% SDS 2 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นลางดวย 0.1x SSC 
ผสมกับ 0.1% SDS 2 ครั้ง ๆ ละ 15 นาที ที่ hybridization temperature แลวตรวจสอบปฏิกิริยาดวย
การทํา immunodetection ตามวิธีที่กลาวมาแลวขางตน  หลังจากนั้นนํา membrane มาเทียบกบั LB 
top agarose plate เพ่ือหา  plaque ที่ใหผลบวกตอ cDNA probe จากนั้นทําการ pick up plaque ที่

ใหผลบวกจาก LB top agarose แชใน λ dilution buffer 350 μl ที่ 4 oC เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

เพ่ือให phage ละลายออกมาใน buffer 
การตรวจหายีนข้ันที่ 2 
นํา phage ที่ละลายใน buffer มาเพ่ิมปริมาณ inserted DNA ดวยวธิี PCR ซึ่งใช 

T3 และ T7 primers ที่ complementary กับ T3 และ T7 promoter ที่อยูบนของจีโนมแบคทีเรียและอยู
ตําแหนงหนาและหลัง inserted DNA  จากนั้นนํา PCR product มาแยกแถบ DNA ดวย 0.7% 
agarose gel electrophoresis แลวยายลงบน Biodyne nylon membrane ดวยวธิี southern blot เริ่มจาก
เตรียม 10x SSC 1 ลิตร ใสในภาชนะโดยมีกระดาษกรองทําเปนสะพานเกลือ  ตอมาแช gel ใน 

0.25 N HCl เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ เพ่ือทาํให DNA ที่มีขนาดใหญกวา 10 

Kb แยกออกเปนชิ้นเล็ก ๆ เพ่ือที่จะแนใจไดวา DNA ถูกยายไป Biodyne nylon membrane ทุกชิน้
โดยไมคํานึงถึงน้ําหนักโมเลกุล จากนั้น denature DNA ใน 3 M NaCl ผสมกับ 0.5 N NaOH เปน
เวลา 30 นาท ีแลวปรับสภาพ gel ใหเปนกลางดวย 0.5 M Tris-HCl pH 7.0 ผสมกับ 1.5 M NaCl 2 

ครั้ง ๆ ละ 20 นาที แลวแช gel ใน 10x SSC เปนเวลา 30 นาที แลววาง gel ลงบนกระดาษกรองที่
เตรียมไว  จากนั้นตัด membrane ใหมีขนาดพอดีกับ gel แชใน 10x SSC ใหชุมวางลงบน gel แลว
ใชกระดาษกรองที่ตัดพอดีกับ gel ที่แชใน 10x SSC วางทับ จากนั้นตัดกระดาษทิชชูใหมีขนาด

พอดีกันวางซอนเปนชั้น ๆ หนาประมาณ 2 นิ้ว ซึ่งกระดาษทิชชูจะดูด 10x SSC ขึ้นมาพรอมกับ 
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DNA ใหมาตดิอยูที่ membrane ระวังอยาใหกระดาษทกุชนิดที่อยูบน gel สัมผัสกับกระดาษกรองที่
ทําเปนสะพานเกลือเพราะ buffer จะไมซึมผาน gel  ทิ้งไว overnight  จากนั้นลาง gel ที่ตดิกับ  

membrane ดวย 5x SSC แลวนําไปผานรังสี UV เปนเวลา 3 นาที เพ่ือใหเกิดการ crosslink ของ 
DNA กับ membrane และอบใหแหงใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 80 oC เปนเวลา 30 นาที  นํา 

membrane มา hybridize กับ DIG-labeled cDNA probe และทํา immunodetection ตามวิธีที่กลาว
มาแลวขางตน  

3.3 การตรวจหาลําดับเบส 
นํา pBluescript SK vector และ PCR product ที่ใหผลบวกกับการตรวจหาครั้งที ่

2  มาทําการตัดดวย enzyme ตัดจําเพาะ EcoRI และ XhoI ที่ 37 oC 1-2 ชั่งโมง แลวนําไปแยกแถบ 
DNA ดวย 0.7% agarose gel electrophoresis และตัดแถบ cDNA ที่มีขนาดเทากับแถบ DNA ที่
ใหผลบวกจากการตรวจหาครั้งที่ 2 แลวสกัด cDNA จาก agarose gel ดวยวิธกีารที่แนบมากับ 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) จากนั้นนํา vector และ cDNA ที่สกัดไดมา ligate เขา
ดวยกันดวย T4 DNA ligase ที่ 4 oC overnight ตามดวยการ transform vector  เขา XL1-Blue 
competent E.coli cell ดวยวธิี heat shock โดยผสม ligation reaction 10 μl และ competent cell (ที่
เตรียมใน CaCl2 และเก็บเซลลไวที ่ -80 oC) 100 μl  ใสใน Falcon tube ผสมใหเขากันในน้ําแข็ง แช
ทิ้งไวเปนเวลา 20 นาที  จากนั้นนําไป incubate ที่ 42 oC 45 วินาที แลวนําไปแชในน้ําแข็งทันท ีทิ้ง

ไว 2 นาที เตมิ SOC media 900 μl แลว incubate ใน incubator shaker ที่ 37 oC 280 rpm เปนเวลา 

30 นาที จากน้ันนําไปเพาะเลี้ยงใน ampicillin LB agar plate ที่ 37 oC overnight จนแบคทีเรียกอตัว
เปน colony แลวใช loop แตะ colony เด่ียวมา 1 colony ใสใน ampicillin LB broth media 3 ml แลว 
steak ลงบน ampicillin LB agar plate เพ่ือ stock แบคทีเรียไว นําไป incubate ที่ 37 oC overnight  
เม่ือครบเวลานํา plate มาพัน parafilm เก็บที่  4 oC สวนแบคทีเรยีที่เจริญใน ampicillin LB broth 
media  มาทํา Quick prep. โดยดูด media ที่มีแบคทีเรยีเจริญอยู 1.5 ml ใสใน 1.5 ml Eppendrof 
tube มาปนเก็บเซลล แลวเท media ออก เติมสารละลาย P1 (25 mM Tris-HCl,  pH 8, 50 mM 
glucose, 10 mM EDTA) 100 μl เพ่ือละลาย pellet ใหหมดดวยการ vortex จะเห็นสารละลายขุน 

จากนั้นเติมสารละลาย P2 (0.1 N NaOH, 1% SDS) 100 μl หามเขยา ใหผสมโดยการพลิกหลอด
กลับไปมา เพ่ือ lysis ผนังเซลลของแบคทีเรียจะเห็นสารละลายใสแลวแชในน้ําแข็ง 5 นาที  และ

ตกตะกอนโปรตีนและไขมันดวยสารละลาย P3 (2.7 M potassium acetate, pH 4.8) 100 μl หาม
เขยาเชนกัน จะเห็นเปนตะกอนสีขาว จากนั้นนําไปปนที่ 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที เทเก็บ 

supernatant ใสใน tube ใหม แลวเติม isopropanol 180 μl เพ่ือตกตะกอน DNA นําไปปนที่ 12,000 
rpm 4 oC เปนเวลา 30 นาท ีเท supernatant ทิ้ง แลวเตมิ 70% ethanol 180 μl เพ่ือลาง isopropanol 
ที่เหลือออก นําไปปนที่ 12,000 rpm 4 oC เปนเวลา 2 นาที ทํา ethanol ทิ้ง แลวตาก pellet ใหแหง
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ซึ่งจะเห็น pellet ใส  จากนั้นละลาย pellet ใน TE buffer 100 μl เก็บไวที่ 4 oC overnight หลังจาก
นั้นทําการตัดดวย enzyme ตัดจําเพาะ EcoRI และ XhoI ที่ 37 oC 1-2 ชั่งโมงแลวนําไปแยกแถบ 
DNA ดวยวิธี 0.7% agarose gel electrophoresis เพ่ือดู inserted DNA ถามีจะเห็นเปน 2 แถบ ถาไม

มีจะเห็นเปนแถบเดียว  จากนั้นนํา colony จาก plate ที่ stock ไว ที่ตรวจสอบแลววามี inserted 
DNA มา 1 colony ใสใน ampicillin LB broth media 3 ml แลว incubate ใน incubator shaker ที่ 37 
oC 280 rpm overnight จากนั้นสกัด plasmid ดวยวธิกีารที่แนบมากับ Perfectprep Plasmid Mini 
(Eppendorf) แลวทําการตดัดวย enzymes ตัดจําเพาะ EcoRI และ XhoI ที่ 37 oC 1-2 ชั่งโมง แลว

แยกแถบ DNA ดวยวธิี 0.7% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบวามี inserted cDNA 
เหมือนครั้งแรกหรือไม หลังจากนั้นสง vector ที่มี inserted cDNA ไปหาลําดับเบสที่ Bioservice Unit 
(BIOTEC, Thailand) และเทียบหายีนทีมี่ลําดับเบสเหมือนหรือคลายกันใน Gen Bank (NCBI) ดวย 

BLAST search program 
 
 4. การสังเคราะหและทําบริสุทธิโปรตีน 
  3.1 การตัดตอ cDNA เขา PET 30 expression vectors 

ทําการตรวจสอบหา open reading frame ของ cDNA encoding genes ที่ไดจาก
ขอ 3 ที่ตําแหนงของ restriction emzyme EcoRI และเปรียบเทียบกับ open reading frame ของ pET 
30a-c expression vector ที่ restriction site เดียวกัน เพ่ือเลือกที่ใช vector ใด (a, b หรือ c) จากนั้นทํา
การตัด cDNA และ vector ที่เลือกแลว ดวย restriction enzymes EcoRI และ XhoI แลวนําไปแยก
ดวย 1% agarose gel electrophoresis และทําการตัดแถบ DNA ที่ตองการไปทําการแยก DNA 
หลังจากนั้นนํา DNA ที่ไดไปตอเขาดวยกันโดยใช T4 DNA ligase และ transformed เขาสู E. coli 
สายพันธุ BL21 (DE3) เพ่ือทําการสังเคราะหโปรตีนตอไป 
  3.2 การสังเคราะห recombinant proteins 

นํา colony ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) ที่มีการ transformed 
pET expression vector แลว มาเพาะเลี้ยงใน 3 ml LB (Luria-Bertani) medium ที่มี kanamycin 
(30 μg/ml) ตอจากนั้นนําไปเขยาดวยเครื่อง incubator shaker ความเร็ว 280 rpm ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง (overnight) หลังจากนั้นยายแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงใน fresh 
LB medium อัตราสวน 1:1,000 แลวนําไปบมในเครื่อง incubator shaker 280 rpm เปนเวลา 3 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

nm ใหมีคา OD (Optical density) ประมาณ 0.6-1.0 จากนั้นใส 1 M IPTG (Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) 25 μl แลวนําไปบมในเครื่อง incubator shaker ความเร็ว 280 rpm เปน
เวลา 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการเก็บเซลลโดยนําไป centrifuge ที่ความเร็ว 
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5,000 rpm เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท supernatant ทิ้งกอน แลวเติม 
homogenized buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X, 10 mM 
EDTA) จากนั้นทําใหเยื่อหุมเซลลแตกดวยวิธี freeze-thau จํานวน 3 ครั้ง แลวนําไป sonicated ที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง Ultrasonic Processor โดย sonicated  5 ครั้ง ครั้งละ 1 
นาที แลวพักใหเย็นครั้งละ 1 นาที จากนั้นนําไป centrifuge ที่ 5,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวน pellet แลวผสมใน denaturing solubilization buffer, pH 8.0 
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 8 M urea) ตอจากนั้นนําไป sonicated และ centrifuge ดัง
ลักษณะดังกลาวขางตนอีกครั้ง เพ่ือเก็บ supernatant ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และนําไป

วิเคราะหแถบโปรตีนดวย 12.5% SDS-PAGE และทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ดวย Protino® Ni-IDA 
column 

  3.3 การ purification ของ recombinant proteinsนํา  
นํา Protino® Ni-IDA column มาปรับสมดุล โดยการเติม denaturing 

solubilization buffer, pH 8.0 จากนั้นนํา supernatant ที่ผานการสังเคราะหมาทําใหบริสุทธิ์ดวย 

Protino® Ni-IDA column แลวลาง column ดวย denaturing solubilization buffer, pH 8.0 
จํานวน 6 ครั้ง โดยใช denaturing elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 8 M urea, 
250 mM imidazole, pH 8.0) เปนตัวแยก recombinant protein จากนั้นนํา recombinant protein 
ไปวิเคราะหดวย 12.5 % SDS-PAGE และ western immunoblotting 

 4. การผลิต polyclonal antibodies ตอ recombinant proteins 
  4.1 การ immunization หนู Wistar rat 

นํา purified recombinant proteins 50 μg ผสมกับ complete Freund’s adjuvant 
ในอัตราสวน 1:1 จากนัน้นําไปฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณหลังคอของหนู Wistar rat (priming วันที่ 0) 
ทําการ immunized หน ูrat อีก 2 คร้ังหลังจากการ priming 2  (first boosting วันที่ 14) และ 4 สัปดาห 
(second boosting วันที่ 28) ดวย purified recombinant proteins 50 μg ผสมกับ incomplete Freund’s 
adjuvant ในอตัราสวน 1:1 ทางใตผิวหนังและ เก็บเลือดหน ูWistar rat ทาง tail vein วันที่ 0, 10, 24 
และ 35 ใสใน microtube ปลอยให clot ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวนาํไป centrifuge ที่ 
10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นดดู serum และเก็บรักษาไวที ่- 20 องศา
เซลเซียส 

4.2 การตรวจหาปริมาณสัมพัทธของ antibody ดวยวิธี Indirect ELISA 

ทําการหาปริมาณสัมพัทธของ antibody ใน serum  ของหนู โดยการ coat 
polystyrene microtiter plate ดวย denatured protein ใน 0.1M coating buffer pH 9.6 (3.18% sodium 
carbonate, 5.86% sodium hydrogen carbonate) ในอัตรา 50 μl/well ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
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เวลาขามคืน ลางดวย washing solution (10 mM PBS pH 7.2) จํานวน 400 μl/well 3 คร้ัง แลว block 
non-specific binding ของ antibody ดวย 10% fetal bovine serum + 0.05% Tween 20 ใน washing 
solution  จํานวน 200 μl/well ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้น incubate ใน 
preimmunized และ immunized  rat sera ใน 1% fetal bovine serum + 0.05% Tween 20 ที่ dilution 
ตาง ๆ โดยเริ่มตนที่ 1:50 และลดความเขาขนลง ½ เทา จํานวน 24 dilution ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing solution 3 คร้ัง หลังจากนั้นแชใน HRP- goat anti-rat 
IgG ที่ละลายใน 1% skimmed milk + 0.05% Tween 20 ใน 10 mM PBS pH 7.2 ปริมาตร 100 μl/well 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย washing solution 3 คร้ัง เติม TMB 
substrate 100 μl/well แลว incubate ที่อุณหภูมหิองในทีม่ืด เปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดย
การเติม 16.5% sulphuric acid 100 μl/well นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวย microtiter plate reader ( 
PROGRAMMABLE MPT READER DV 990BV6) ที่ความยาวคลื่น 492 nm 
 5. การหาความจําเพาะของ polyclonal antibodies ดวยวิธี westernimmunoblotting 
  5.1 การแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

เตรียม SDS-PAGE โดยใช Whole body (WB) จากตวัเต็มวัยของพยาธิ โดยใช 
4% stacking gel และ 12% running acrylamide gel เตรียมโปรตีนโดยการผสมโปรตีน (ES product) 
ตอ 2X simple buffer (350 mM HCl, 10% Sodium dodesyl sulphate, 30% glycerol, 9.3% 
dithiothreitol DTT 0.012% bromophenol blue) ตอจากนั้นตมเปนเวลา 5 นาที แลวนําไป load ใน gel 
ปริมาณ WB 35 μg/well และES 0.13 μg/well โดยใช standard marker (Precision Plus ProteinTM 
Unstained Standards, BIO-RAD) เปน reference ของ molecular weight ทําการแยก antigens ใน
สภาวะ constant current กระแสไฟฟา 25 mA จากนั้นนําแผน gel ไปยอมสี silver staining หรือ 
comassie blue เพื่อศึกษาแถบโปรตีนตาง ๆ  
  5.2 การยอม Coomassie blue 

นําแผน gel แชในสี comassie blue (2.5 mM coomassie blue R 250, 46% 
methanol , 8% acitic acid) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดย shacking ตลอดเวลา แลวลางดวย destaining I (7% 
acetic acid, 40% methanol) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลtลาง gel ดวย destaining II (5% acetic acid, 7% 
methanol) เปนเวลา 1ช่ัวโมง หรือจนกวาจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 

5.3  Western Immunoblotting 
นําแผน gel ที่ผานการแยกโดย SDS-PAGE มายายโปรตีนไปยังแผน 

nitrocellulose ดวยวิธี semidry blotting (Biometra, Fastblot B34) ที่ constant voltage 0.8-1.0 mA/cm2 

ของพื้นที่ gel เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําแผน nitrocellulose ที่ไดมายอมดวย 0.1% Ponceau S ใน 5% 
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acetic acid และนําแผน nitrocellulose มาลางสี  Ponceau S ออกดวยน้ํากล่ัน แลวแชใน 5% skimmed 
milk ใน 10 mM Tris buffer saline, (TBS, 10 mM Tris-HCl + 150 mM NaCl ) pH 7.4 + 0.05% 
Tween 20 ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพื่อ block non- specific binding แลวลางดวย 1% 
skimmed milk ใน 10 mM TBS pH 7.4 จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แชแผน nitrocellulose ใน 
prebleed and second boost rat sera ใน 1% skimmed milk, 10 mM TBS , 0.05% Tween 20 เปนเวลา 
12 ช่ัวโมง แลวลางดวย 1% skimmed milkใน 10 mM TBS pH 7.4 จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลว
แชใน HRP-conjugated goat anti rat-IgG ละลายในอัตราสวน 1:3,000 ใน 0.1 M TBS pH 7.4 เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย 1% skimmed milk ใน 10 mM TBS pH 7.4  3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวแชแผน 
nitrocellulose ใน 67 mM diaminobenzidine ( 10 mM TBS,  0.08% H2O2) เปนเวลา 4 นาที แลวลาง
ดวยน้ํากลั่น นาํไปคํานวณ molecular weight ของแถบโปรตีนที่ใหผลบวก 
 6. การ localization ของ polyclonal antibodies ตอ recombinant proteins ดวยวธีิ 

immunoperoxidase 
นําพยาธิที่เก็บรักษาใน 0.1M PBS buffer ไปผานกระบวนการ dehydrated ซ่ึงเปนการเอา

น้ําออกจากพยาธิโดยใช 70%, 80%, 90%, และ 100% ethyl alcohol ขั้นละ 2 ครั้ง คร้ังละ 30 นาที 
จากนั้นเขาสูกระบานการ clearing โดยการแชพยาธิลงใน xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 30 นาที จากนั้นนํา
พยาธิลงไปแชในสารผสมระหวาง paraffin ตอ xylene ในอัตราสวน 1 : 1 และ pure paraffin ขั้นละ 30 
นาที เพื่อให paraffin แทรกเขาไปแทนที่ xylene ในเนื้อเยื่อ ตามดวยการฝงใน paraffin โดยใชเครื่อง 

Tissue-Tek® TEC™ จากนัน้นํา block ที่ไดมาตัดดวยเครื่อง microtome (Accu-Cut) ®   SRM™ ) ใหมี
ความหนา 5-7 ไมครอน และนําแผน section วางบน slide อุนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12 ช่ัวโมง  

หลังจากนัน้นาํ slides มาผานกระบวนการ deparaffin ใน xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
dehydration ตามลําดับความเขมขนของ ethyl alcohol ที่ 100% 2  ครั้ง คร้ังละ 5 นาที 95%, 90%, 
80%, 70% ethyl alcohol และน้ํากลั่น ขัน้ตอนละ 1 ครั้ง คร้ังละ 5 นาที ทําลาย peroxidase enzyme 
ภายในตวัพยาธิ (endogenous peroxidase) โดยการแชใน 3% H2O2  ในน้ํากลั่นหรือ 0.1 M PBS เปน
เวลา 30 นาที ลางดวย 0.1 M PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นนํา slide มาทํา antigen retrieving โดย
การตม section ใน citrate  buffer (10 mM citrate buffer pH 6.0) เปนเวลา 10  นาที  ลางดวย 0.1 M 
PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ทําการปองกันการจับแบบไมจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี (block non-
specific binding) ดวย สารละลาย 0.1 % glycine ใน 0.1M PBSเปนเวลา 30 นาที  4 % BSA (bovine 
serum albumin) ใน 0.1 M PBS เปนเวลา 30 นาที incubate ดวย immunized rat sera (diluted ใน 0.1 
M PBS + 0.05% Tween 20 + 1% BSA) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 0.1 M PBS ที่ผสมกับ Tween 20 
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จํานวน 3 คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที  โดย shaking ตอจากนั้น incubate ดวย HRP-goat anti rat IgG (diluted 
ใน 0.1 M PBS + 0.05% Tween 20 + 1% BSA) เปนเวลา 30 นาที ลางดวย  0.1 M PBS-T จํานวน 3 

คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที  โดย shaking incubate ดวย AEC single solution chromogen (Zymed® 
Laboratories Inc.) เปนเวลา 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที  counter  stain  ดวย 
Mayer’s hematoxylin 30 วินาที ลางดวย tap  water  15  นาที จากนั้น mounted  ดวย buffer glycerol 
ปดสไลดดวย cover glass ทาขอบกระจกปดสไลดดวยน้ํายาทาเล็บ แลวนําไปศึกษาภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบใชแสง (Olympus  BX51  Light  microscope) 
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ผลการทดลอง 
 

1. การ cloning, characterization, extression, purification และ localization ของ 

vitelline protein B ของพยาธิใบตับ Fasciola gigantica 
 

Cloning and Characterization of Genes Encoding Eggshell Proteins 

ในพยาธ ิF. hepatica ไดทําการสังเคราะห vitelline B protein  encoding ไวจํานวน 2 ยีน 
คือ vitelline protein B1 และ B2 (Rice-Ficht et al., 1992).  ยีนทั้งสองสามารถแปลงเปนลําดบั
กรดอมิโนได 272 amino acids ในขณะที่มีความยาวตางกันคือ vitelline B1 มีความยาว 888 คู
เบส และ B2 มีความยาว 1260 คูเบส ในการศึกษาครั้งนี้ไดนําลําดับเบสของยีนทั้งสองมา
ออกแบบเปน primers แลวนําไปทํา RT-PCR จาก total RNA ของพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วัย 
และวนําไปแยกดวย agarose gel electrophoreses พบวาได cDNA จาก PCR protuct จํานวน 2 
แถบ คือ 700 และ 250 คูเบส จากนั้นนํา cDNA ขนาด 700 คูเบส ไปตอเขากบั pGEMT-easy 
vector และนําไปตรวจหาลําดับเบส พบวามีลําดับเบสที่ชัดเจนจํานวน 660 คูเบส และนําไป
เปรียบเทียบกบั data basse ดวยNCBI Blast search พบวามีความคลายคลึงกบัลําดับเบสของทั้ง 
vitelline proteins BI and BII ของพยาธ ิF. hepatica แตมีความเหมือนกับ vitelline protein BII 
มากกวา  
 การตรวจหายีน จาก cDNA library screening 

จากการนํา cDNA library ที่ผลติจาก mRNA ของพยาธ ิ F. gigantica ตัวเตม็วยั และ
นําไปตรวจหาดวย DNA probe ที่สรางจาก cDNA ที่ไดจาก RT-PCR พบวามี plaques ที่ใหผล
บวกจํานวน 10 plaques และเม่ือนํา plaques ดังกลาวไปตรวจหาขนาดของ inserted DNA 
พบวามีขนาดอยูระหวาง 800 ถึง 1600 คูเบส จากนั้นคัดเลือก cDNA clone Egg-Fg-R7 และ R8 
ซึ่งมีขาดใกลเคียงกับ full gene ของ vitelline protein BI และ BII ของพยาธิ F. hepatica  ไป
ตรวจสอบลําดับเบสพบวา cAND ทั้งสอง เปน vitelline protein BI  ซึ่ง, Egg-Fg-R8 มีลําดับเบส
ครบสมบรูรณ (ภาพที่ 1) 
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ภาพที่ 1. แสดงลําดับเบสของ Egg-Fg-R8  

 

เม่ือนํา cDNA clone Egg-Fg-R8 ไปทําการเปรียบเทยีบกับ genes ของ vitelline protein 
BI และ BII  ของพยาธิ F. hepatica ดวย BioEdit program (down loaded form 
http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html) พบวามีความเหมือนกับ vitelline BI และ BII 
genes ที ่92% และ 81% ตามลําดับ นอกจากนี้ยังมีความเหมือนกับ gene ของ eggshell protein 
ของ S. japonicum 41% (ภาพที่ 2, ตารางที่ 1) 
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ภาพที่ 2 แสดงการเปรียบเทียบลําดบัเบสของ vitelline BI clone Egg-Fg-R8 (FGIVPBI) ของ F. 
gigantica และ vitelline BI (FHEVPBI) และ BII (FHEVPBII) ของ F. hepatica 
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    FGIVBI FHEVPBII FHEVPBI Sj 

FGIVPBI 1.000  0.811  0.928  0.420 

FHEVPBII  ---   1.000  0.842  0.417 

FHEVPBI  ---    ---   1.000  0.419 

Sj   ---    ---    ---   1.000 

 

ตารางที่ 1  ผลการเปรียเทยีบลําดับเบสของ FGVPBI (egg-Fg-R8) กับ gene ของ vitelline 
protein B1 และ B2 ของ F. hepatica และ eggshell protein ของ S. japonicum 

 
จากการนําลําดับเบสของ FGVPBI มาแปลงเปนลําดบักรดอมิโน พบวาสามารถเปลงเปน 

270 amino acids รวมทั้ง (ภาพที่ 3). ซึ่งประกอบดวยชนิดและปริมาณของกรดอมิโนดังตารางที่ 
2 เม่ือนําไปคํานวน molecular weight ไดเทากับ 30,851 kDa และมีคา pI เทากับ 8.83 เม่ือนํา
ลําดับกรดอมิโนไปเปรียเทยีบกับลําดับกรดอมิโนของพยาธิ F. hepatica พบวามีความเหมือนกับ 
vitelline protein BI ถึง 93.1 และ BII 83.4% นอกจากนี้ยังมีความเหมือนกับ egg protein of 
Clonorchis sinensis (CSEP) 29.8% (Lee et al. 2002), vitelline B precursor protein of 
Opisthorchis viverrini 33.2% (Eursitthichai et al. 2001) และ eggshell protein of S. 
japonicum 19% (Sugiyama 2004) (ภาพที่ 4, ตารางที่ 3) 

 

 
 
ภาพที่ 3   แสดงลําดับกรดอมิโนของ vitelline protein BI ของพยาธ ิF. gigantica  

 
 
 
 

Amino acid Number of Mol % 



 26 

Ala (A) 19 7.00% 

Arg (R) 14 5.20% 

Asn (N) 15 5.60% 

Asp (D) 24 8.90% 

Cys (C) 0 0.00% 

Gln (Q) 5 1.90% 

Glu (E) 15 5.60% 

Gly (G) 39 14.40% 

His (H) 12 4.40% 

Ile (I) 1 0.40% 

Leu (L) 14 5.20% 

Lys (K) 30 11.10% 

Met (M) 7 2.60% 

Phe (F) 10 3.70% 

Pro (P) 5 1.90% 

Ser (S) 15 5.60% 

Thr (T) 6 2.20% 

Trp (W) 0 0.00% 

Tyr (Y) 34 12.60% 

Val (V) 5 1.90% 

Asx (B) 0 0.00% 

Glx (Z) 0 0.00% 

Xaa (X) 0 0.00% 

  

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณของกรดอมิโนแตและชนิดใน vitelline protein BI ของพยาธิ F. gigantica  
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ภาพที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบลําดับ amino acid ของ vitelline protein B1 ของ F. gigantica 
(FGIBI) กับ vitelline protein B1 (FHEBI) และ B2 (FHEBII) ของ F. hepatica, egg 
protein ของ Clonorchis sinensis (CSEP), vitelline B precursor protein ของ 
Opisthorchis viverini (OVVPB) และ eggshell protein ของ S. japonicum (SJEP)  
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  FGBI FHBII FHBI  OVB CSEP  SJEP 

FGBI  1.000 0.834 0.931 0.332 0.298 0.150 

FHBII   ---  1.000 0.845 0.340 0.303 0.156 

FHBI  ---  ---  1.000 0.333 0.293 0.149 

OVB   ---  ---  ---  1.000 0.586 0.156 

CSEP    ---  ---  ---   ---  1.000 0.156 

SJEP   ---  ---  ---   ---  ---  1.000 

 

ตารางที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบ Amino acid sequence ของ vitelline protein B1 ของ F. 
gigantica (FGBI) กับ vitelline protein B1 (FHBI) and B2 (FHBII) of F. hepatica, 
egg protein ของ Clonorchis sinensis (CSEP) (Lee et al. 2002), vitelline B 
precursor protein  ของ Opisthorchis viverrini (OVVPB) (Eursitthichai et al. 2001) 
และ eggshell protein ของS. japonicum (SJEP) (Sugiyama 2004) 

 
การแสดงออกของ vitelline protein BI encoding gene 
จากการนํา DNA probe ที่สรางจาก cDNA ของ vitelline proteon BI ของพยาธิ F. 

gigantica มาทํา Northern hybridation กับ total RNA ที่สกัดจาก F. gigantica ตัวเต็มวัย พบวา 
มีแถบ RNA ที่ใหผลบวกจํานวน 1 แถบ ที่ขนาดประมาณ 1000 คูเบส (ภาพที่ 5)  

 

 
 

ภาพที่ 5 แสดง 1.2% agarose gel electrophoresis ของ marker RNAs (1) และ total RNA ของ
พยาธิ F. gigantica ตัวเต็มวัย (2), และ Northern blot (3) hybridized ที่ตรวจจับดวย 
vitelline BI-RNA probe แสดงแถบ RNA ที่ใหผลบวก (ลูกศร) 
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จากการนํา RNA probe ที่สรางจาก cDNA ของ vitelline proteon BI ของพยาธิ F. 
gigantica มาทํา in situ hybridization กับเน้ือเยื่อพยาธิ พบวาเนื้อเยื่อที่ใหผลบวกคือ vitelline 
follicles และ egg  โดยเซลลใน vitelline follicle สามารถแบงไดเปน 5 ระยะ คือ stage1-stage5 
(mature vitelline cells) ซึ่ง stage1 vitelline cell ติดสีจาง และติดสีเขมขึ้นใน mature vitelline 
cells(stage 5) และ vitelline cells เขมขึ้นและรวมเปนกลุมใน eggs เม่ือเทียบกับ negative 
control ที่ไมไดใช  FgVPBI antisense RNA probe (ภาพที่ 6) 

 

 
 
ภาพที่ 6 RNA in situ hybridization ของเน้ือเยื่อพยาธ ิF. giganticaตัวเต็มวยั ดวย RNA probe 

ที่สรางจาก cDNA ของ vitelline proteon BI ของพยาธิ F. gigantica 
(A) ภาพกําลังขายสูงของvitelline follicle แสดงผลบวกของการ hybridization ที่ 

developing vitelline cells (Vc) stage 1 (D1), stage 2 (D2) และ mature stage 
(M), ในขณะที่ earliest stem cell (St) และ parenchyma (Pc) ใหผลลบ  

(B) ภาพกําลังขายสูงของ intrauterine eggs แสดงผลบวกของการ hybridization ที่ 
vitelline cells (Vc) ที่อยูภายในเปลือกไข (Sh); Ep= uterine epithelium 

(C) และ (D) แสดงเนื้อเยื่อที่ hybridized ดวน FgVPBI sense RNA probe ซึ่งไมพบ
ผลบวกในเนื้อเยื่อตางๆ;. Gr = granule; Sh= eggshell; Ep= uterine epithelium; Ut 
= uterus; Ca = cecum; Tg = tegument. 
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การสังเคราะหและทําบรสิุทธิ์ vitelline peotein BI (rFg VPBI) ของ F. gigantica 
 จาการตัดตอยีน vitelline protein BI ของ F.gigantica เขาสู pET30b expression vector 
แลวนําไป express ใน  E.coli สายพันธุ BL21 (DE3) โดยการกระตุนดวย IPTG  พบวามีแถบ
โปรตีน 2 แถบ ขนาดโมเลกุล 31.5 kDA และ 31kDA ที่แตกตางจากโปรตีนที่สกัดจาก E.coli สาย
พันธุ BL21 (DE3) กอนการกระตุน และเม่ือนํามาทําบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA affinity 
chromatography พบเฉพาะแถบโปรตีนที่ทําบริสุทธิ์ไดมี 2 แถบที่น้ําหนักโมเลกุล 31.5 kDA และ 
31kDA ซึ่งมีขนาดเทากับที่คํานวณได (ภาพที่ 7) 
 

 
 

ภาพที่ 7  แสดงการสังเคราหและทําบรสิุทธ recombinant vitelline protein BI ของ F. gigantica 
(rFgVPBI) ดัวย Ni-NTA affinity chromatography; 1= standard protein markers 
(SD); 2 = non-induced fraction (NI); 3 = induced by IPTG fraction (I); 4 = lysate of 
the expressing cells (CL); 5 = flow-through fraction (FT); 6 = washing fraction (W); 
7 = elution fraction (E); ซึ่ง recombinant rFgVPBI ที่ทําบริสทุธิ์ไดมีขนาดเทากับ 31.5 
kDa (ลูกศร) 
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 การผลิตและศึกษาคุณลักษณะของ polyclonal antibody ที่ตานตอ recombinant 
vitelline protein BI ของพยาธิ F. gigantica  
 จากการนํา recombinant vitelline protein BI ของพยาธิ F. gigantica ไปฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในกระตาย และทําการเก็บเซรุมของกระตายมาทดลองจับกับ rFgVPBI, acid-urea 
extracted native eggshell precursor protein (ESP) และ whole body extract (WB) ของพยาธิ 
F. gigantica พบวา polyclonal antibody ที่ผลิตไดสามารถจับกับแถบโปรตีนใน rFgVPBI ที่ 31.5 
และ 31 kDa  และใน ESP ที่ 31 kDa แตไมสามารพจับกับโปรตีนใน WB เม่ือเทียบกับการใช 
preimmunized rabit serum เปนตัวจับกับโปรตีนตางๆ ดังกลาว (ภาพที่ 8) 
 

 
 

ภาพที่ 8  Immunoblot of F. gigantica proteins. The PoAb against rFgVPBI reacted with 
rFgVPBI at the molecular weight of 31.5 and 31 kDa in lane 3 and acid-urea 
extracted native eggshell precursor protein (ESP) at the molecular weight 31 kDa in 
lane 4, but not with the whole body extract (WB) in lane 5, while no positive band 
appeared when the sera from a normal rabbit (NS) was used as a control in lane 2. 
SD (lane 1) was the lane containing standard molecular weights. 
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การศึกษาการจําแนกและตําแหนงของ native vitelline protein BI โดย anti-
rFgVPBI antiserum 
 จากการนํา polyclonal antibody ศึกษาดวยวิธี Immunoperoxidase  เพ่ือดูการกระจาย
ของ native vitelline peotein BI antigen เม่ือจับกับ rabbit anti-rFgVPBI พบวา vitelline cell ติด
สีเขมภายใน vitelline gand และรวมกลุมอยูในไขและ eggshell  และจากการยอมติดสีที่ vitelline 
follicle พบการติดสีของ vitelline cell หลายระดับคือ stage 1 ติดสีออน, stage 2 ติดสีปานกลาง 
และติดสีเขมใน mature cell ไมพบการติดสีใน stem cell  และพบการ ติดสีแดงของ ACEใน 
uterus ที่ vitelline cell รอบๆ ovum เม่ือเทียบกับ control ไมพบการติดสีในไขและ vitelline cell 
ทั้งภายใน vitelline gand และ uterus (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 9  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนของเนื้อเยื่อและไขพยาธิ F. gigantica ที่ยอมดวย

Immunohistochemical staining โดยใช polyclonal antibody ที่จําเพาะตอ rFgVPBI. 
เปนตัวจับกับโปรตีน แสดงผลบวกใน vitelline cells (Vc) ใน vitelline glands (B) และใน
ไขที่อยูภายใน uterus (ut) (D) และไขที่ปลอยออกนอกตัวพยาธิ (F) ในขณะที่ ใช 
preimmunized rabbit serum ใหผลลบ (A, C, E) 
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2. การ Cloning และ characterization ของ vitelline cell specific protein 
encoding genes  

จากการนํา cDNA library ของ adult F. gigantica (ไดรับการสนับสนุนจาก Dr. Terry 
Spithill, Austraria) มาเพาะเลี้ยงใน LB top-agarose 1จนไดขนาดของ plaque ประมาณ 1 mm 
จากนั้นทําการโอนยาย plaques ไปยัง nitrocellulose membrane และทําการตรวจหา plaques ที่
ใหผลบวกตอการจับกับ probe ที่สังเคราะหจาก vitelline gland area พบวามี plaque ที่ใหผลบวก
ชัดเจนจํานวน 60 plaques จากนั้นทําการเก็บ plaques เหลานนั้นมาละลายใน phage diluted 
buffer โดยตั้ง๙ ่ือเปน VgFg 1-60 และนํามาทํา PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณ inserted cDNA โดยใช T7 
และ T3 primers จากนั้นวิเคราะหดวย 0.7 % agarose gel electrophoreses และยาย cDNA ที่
ไดลงบน nitrocellulose membrane และทําการ hybridized ดวย DIG-labeled cDNA probe ที่
สรางจาก RNA ที่สักจาก testis area เพ่ือทําการคัดเลือก cDNA ที่ใหผลลบ จากการตรวจหายีน
ในขั้นที่ 2 พบวา มี 16 plaques ที่ใหผลลบตอ DIG-labeled cDNA probe ที่สรางจาก RNA ที่
สกัดจาก testicular area คอื VgFg 7, 11, 12, 14, 16, 17, 29, 30, 31, 32, 35, 36, 37, 40, 44, 
49  
 จาการนํา PCR products ที่ไดจากการตรวจหายีนขั้นที่ 2 มาทําการตัดตอเขา p
 ฺBluescript SK+- vector และสงไปตรวจหาลําดับเบสที่ BSU พบวา ไมสามารถหาลําดับเบสที่
ชัดเจนได จํานวน 4 โคลน คือ VgFg 12, 17, 30 และ 31 เปนยีนทีมี่การตรวจพบแลวในพยาธิ F. 
gigantica 1 ยีน คือ cathepsin L จํานวน 8 โคลน คือ VgFg 7, 11, 14, 35, 36, 40, 44 และ 49 
เปนยีนที่ยังไมมีการคนพบในพยาธิชนิดนี้จํานวน 4 ยีน คือ VgFg 16, 29, 32 และ 37 ดังมี
รายละเอียดของแตละยีนดังนี้ 
  2.1 การ characterization ของ VgFg 16 

จากการนํา cDNA library ของ adult F. gigantica  มาเพาะเลี้ยงใน LB top-agarose จนได
ขนาดของ plaque ประมาณ 1 mm จากนั้นทําการโอนยาย plaques ไปยัง Biodyne nylon membrane 
และทําการตรวจหา plaques ที่ใหผลบวกตอการจับกับ probe ที่สังเคราะหจาก total RNA ของ adult 
F. gigantica (ที่ผลิตโดย    อิสรา ล่ิมเพชรงาม, 2548) พบวามี plaques ที่ใหผลบวกชัดเจนจํานวน 60 
plaques จากนั้นทําการสุมเก็บ plaques เหลานั้นมาละลายใน phage diluted buffer และทําการเพิ่ม
ปริมาณ inserted DNA โดยวิธี PCR โดยใช primers ไปจับกับ T3 และ T7 promotors ที่อยูสองขาง
ของ inserted DNA และตัด PCR products ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ XhoI และ EcoRI และตอเขา 
pBlueScript SK vector และสงไปตรวจหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ (สํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ) จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดไปเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล 
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GenBank โดยใช Blast search, (NCBI) พบวา cDNA clone VgFg 16 มีลําดับเบสคลายกับลําดับเบส
ของ Tegumental antigen ของ F. hepatica (Trudgett et al., 2000)  
 Tegumental antigen encoding gene ที่ทําการสังเคราะหไดจาก F. gigantica นี้สามารถ
ตรวจหาลําดับเบสไดชัดเจนมีความยาว 360 bp (ภาพที่ 10) และมีความเหมือนกับ tegumental antigen 
ของ F. hepatica 69.3% เมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสของทั้งสองพบวา ลําดับเบสสวนใหญเหมือนกัน 
โดยไมพบ start codon ในบริเวณเดียวกับที่พบใน tegumental antigen ของ F. hepatica และไมมีลําดับ
เบสในสวนที่เหมือนกับลําดับเบสที่ 93 ถึง 122 ของ F. hepatica และ ลําดับเบสที่ 282 ถึง 286 
(GATAC), 298 ถึง 310 (CTGAGCTTTACC), 314 ถึง 325 (TGTTTTTTGTTT)  และ 340 ถึง 346 
(ACAAATA) ของ F. gigantica ไมพบใน F. hepatica (ภาพที่ 12 ) 
 จากลําดับเบสดังกลาวสามารถแปลงเปน amino acid sequence ได 82 amino acid (ภาพที่ 
11) เมื่อนํา amino acid sequence นี้ไปเปรียบเทียบกับ amino acid sequence ของ tegumental antigen 
ของ F. hepatica โดยใช Blast search, (NCBI) พบวามีความเหมือนกันถึง 66.2% โดยพบวา amino 
acid sequence ของ F. gigantica มีลักษณะเปน repeated sequence โดยมีลําดับ amino acid เปน
DPMPEPK ซ่ึงเริ่มตั้งแต amino acid ตัวที่ 24 ถึง 50 และ repeated sequence นี้มีความคลายคลึงกับที่
พบใน F. hepatica ยกเวนที่ amino acid ตําแหนง M ที่พบใน repeated sequence ของ F. gigantica 
เปลี่ยนเปน K ในทุกบริเวณที่เปน repeated sequence ของ F. hepatica และยังมีสวนที่มีความแตกตาง
กันอยางมากอยูที่ c-terminal (ภาพที่ 13) 

 

 
ภาพที่ 10  ภาพแสดง nucleotide sequence ของ tegumental antigen ของ F. gigantica จาก cDNA 

clone Vg Fg 16 
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ภาพที่ 11  ภาพแสดง amino acid sequence ของ tegumental antigen ของ F. gigantica ที่แปลงมา 
  จาก nucleotide sequence ของ cDNA clone VgFg 16 

 

 

 
 

ภาพที่ 12  ภาพเปรียบเทยีบ nucleotide sequences alignment ของ tegumental antigen ระหวาง  
   F. gigantica และ  F. hepatica แสดงตําแหนงของ nucleotides ที่แตกตางกัน 
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ภาพที่ 13  ภาพเปรียบเทยีบ amino acid sequence ระหวาง tegumental antigen ของ F. gigantica และ 
F. hepatica แสดงตําแหนงของ nucleotides ที่แตกตางกนั 
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  2.2 การ characterization ของ VgFg 29 

จากการตรวจหาลําดับเบสของ cDNA clone VgFg 29 พบวามีจํานวน 693 เบส 
(ภาพที่ ) เมื่อนําลําดับเบสดงักลาวไปเปรยีบเทียบกับฐานขอมูล Gen Bank โดยใช Blast search, 
(NCBI) พบวาลําดับเสบนี้ไมเหมือนกับยีนใด ๆ ในฐานขอมูลเลย 

 

 
 
ภาพที่ 14 ลําดบัเบสของ cDNA clone VgFg 29 

จากลําดับเบสดังกลาวในไปแปลงเปน amino acid sequence โดย translated tool 

(http://au.expasy.org)   ซ่ึงสามารถแปลงเปนลําดับ amino acid ได 209 amino acid (ภาพที่ 15) และ
เมื่อนําลําดับกรดอมิโนดังกลาวไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Gen Bank โดยใช Blast search, 
(NCBI) พบวาลําดับเสบนี้ไมเหมือนกับโปรตีนใด ๆ ในฐานขอมูลเลย  

จากนั้นนํา translated amino acid sequence ไปเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลของ NCBI เพื่อหา 
conserved domain พบวามลัีกษณะคลายกับ conserved domain ของ Carboxyl transferase domain; 
Acetyl-CoA carboxylase, carboxyltransferase component (subunits alpha and beta) และ Acetyl-
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CoA carboxylase alpha subunit ซ่ึงเปน enzymes ที่อยูในกระบวนการ lipid metabolism ดังแสดงใน
ภาพที่ 16 

 

 
 
ภาพที่ 15 ลําดบักรดอมิโนของ cDNA clone VgFg 29 
  

 
 
ภาพที่ 16  แผนภูมิแสดงการเปรียบเทียบตําแหนงของ amino acid sequences ของ VgFg 29 กับ

ตําแหนงของ conserved domains ตาง ๆ  ที่มีความคลายคลึงกัน 
 
 จากการนําลําดัง anmino acid ที่ไดไปเทยีบกับ conserve domain ทั้ง 3 พบวามีความคลายคลึง
กับ Carboxyl transferase domain มากที่สุด และ Acetyl-CoA carboxylase alpha subunit นอยที่สุด 
ดังนี้  
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  2. 3 การ characterization ของ VgFg 28  
จากการตรวจหาลําดับเบสจาก cDNA clone VgFg 28 ที่ทําการตรวจหาได 

พบวามีความยาว 560 เบส (ภาพที่ 17) 

 
  

ภาพที่ 17 แสดง nucleotides sequence ของ cDNA clone VgFg 28  
 

จากการนํา nucleotide sequence ที่ได ไปเทียบกบัขอมูลในฐานขอมูลของ Gen 
Bank โดยใช Blast search, (NCBI) เพ่ือเปรียบเทยีบกับยีนที่ถกูคนพบแลว พบวา nucleotide 
sequence ที่สังเคราะหไดไมตรงกับ nucleotide sequence  ในฐานขอมูลดังกลาว และเม่ือนํา 
nucleotide sequence ที่ได ไปแปลงเปน amino acid sequence โดย ExPASy program 
(http://au.expasy.org)   พบวาสามารถแปลงเปน amino acid sequence ไดทั้งสิ้น 153 amino 
acid (ภาพที่ 18) 
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ภาพที่ 18 แสดง amino acid sequence ของ cDNA clone VgFg 28  

 
 จากการเปรียบเทียบ amino acid sequence กับโปรตีนอ่ืน ๆ โดยใช BLAST search, 
(NCBI) พบวา ไมมีลักษณะคลายกับ amino acid sequence ของโปรตีนใด ๆ ในฐานขอมูล 
ดังกลาว แตเม่ือนํา amino acid sequence นี้ ไปตรวจสอบหา conserve domain ของโปรตีน 
พบวาสวนหนึง่ amino acid sequence มีความคลายคลึงกับ คือ Ribonuc_2-5A conserved 
domain ซึ่ง conserved domain นี้มีความยาว 207 amino acid โดยบริเวณที ่ conserved คือ
ตําแหนงที่ 59-78 ซึ่งมี sequence ดังนี้ DLLRAIRNKKHH (ภาพที่ 19)  และเม่ือตรวจสอบในฐาน
ขอมุลเพิ่มเติม่พบวา conserve domain นี้สามารถพบในโปรตีนจํานวนมาก ซึ่งสามารถจัดเปน
กลุมไดดังนี้ คือ    
 1. โปรตีนในกลุม endoribonuclease/protein kinase (IRE1) ซึ่งพบใน Caenorhabditis 
elegans, Cryptococcus neoformans, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae, Mus 
musculus, Candida albicans, Homo sapiens, Canis familiaris, Bos taurus, Hypocrea 
jecorina และ Rattus norvegicus 
 2. โปรตีนในกลุม endoribonuclease/protein kinase (IRE2) ซึ่งพบใน Mus musculus, 
Gallus gallus, Pan troglodytes และ Homo sapiens 
 3. โปรตีนในกลุม protein kinase ซึ่งพบใน Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Dictyostelium discoideum และ 
Entamoeba histolytica 
 4. โปรตีนที ่ 2-5A-dependent ribonuclease (Ribonuclease L) (RNase L) ซึ่งพบใน 
Gallus gallus 
 5. โปรตีน exonuclease  ซึ่งพบใน Saccharomyces cerevisiae 
 6. โปรตีน aminopeptidase ซึ่งพบใน Bacillus halodurans 
 7. โปรตีนในกลุม hypothetical protein ซึ่งพบใน Aspergillus nidulans, Caenorhabditis 
elegans, Caenorhabditis briggsae, Cryptococcus neoformans, Gibberella zeae, 
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Magnaporthe grisea, Polaromonas sp., Schizosaccharomyces pombe, Ustilago maydis, 
Gallus gallus และ Neurospora crassa 
 
                       10        20        30        40        50        60        70        80 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 
consensus      1 KRLSFLRDVSDRVEIEKRKSESPLLRALEAGS-RVVVSDDWTEKLDKTLMDDLGKYRKYKGDSVR--DLLRAIRNKKHHY 77 
query          1 --------rgrvdthrffaerrALLETLNPHA-PFVFSEHWFHRLEPELVLDLLNTRGYDDTSLMetDLLRAIRNKHNHF 71 
gi 3766209   773 KELQFFQDVSDWLE--KEPDQGPLVSAleags-ykvvREDWHKHISAPLQADLKRFRSYKGTSVR--DLLRAMRNKKHHY 847 
gi 3300094   837 KQLQFFQDVSDRIE--KESLDGPIVKQlergg-ravvKMDWRENITDPLQTDLRKFRTYKGGSVR--DLLRAMRNKKHHY 911 
gi 1353135   799 KRLAYFSDVSDRVE--KEEDNSPVVRRietda-rivvCGGWREKICDALKEDLRKFRTYKSFSVR--DLLRAMRNKKHHY 873 
gi 10726634  781 KMLSFLQDVSDRVE--KLQFHAEPLKSlekng-rivvLDDWNVHLDPMITDDLRKYRGYMGASVR--DLLRALRNKKHHY 855 
gi 729857    985 KKLEFLLKVSDRLEIENRDPPSALLMKfdagsdfvipSGDWTVKFDKTFMDNLERYRKYHSSKLM--DLLRALRNKYHHF 1062 
gi 4164398   943 KKLDFLIDVSDRFEVEERDPPSPLLQMlenns-ksviGENWTTCLHSSLVDNLGKYRKYDGSKIL--DILRVLRNKRHHY 1019 
gi 13194578  709 MRLSFLRDASDRVELENREADSEILKAmesta-pvaiGGKWDEKLEPVFITNIGRYRRYKYDSIR--DLLRVIRNKLNHH 785 
gi 16506693  749 MRLSFLRDASDRVELENREEGSQLLAAlesta-avtlNGRWDEKLDSIFLDNIGRYRRYKFDSIR--DLLRVIRNKLNHY 825 
                         90       100       110       120       130 
                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....* 
consensus     78 RELPEEVRELLGDLPDGFSR--YFTSRFPDLLIHVYRAL-EHCSYEEHFKKYYsP 129 
query         72 WHLPEHVRSLFGGSQDEMETavYWTTRFPSLVPLLYTLC-RHhlsgfsglseflp 125 
gi 3766209   848 RELPAEVRQTLGQLPAGFIQ--YFTQRFPRLLLHTHRAM-RTCASESLFLPYYpP 899 
gi 3300094   912 RELPAEVRETLGTLPDDFVC--YFTSRFPHLLAHTYRAM-ELCSHERLFQPYYfH 963 
gi 1353135   874 RELPEDVRQSLGDIPDQFLH--YFTSRFPRLLLHVYKAT-EYCSGEAVFKRYYsD 925 
gi 10726634  856 HELTPAAQKMLGCIPHEFTN--YWVDRFPQLISHAYHAF-SICSNEPIFKPYYsA 907 
gi 729857   1063 MDLPEDIAELMGPVPDGFYD--YFTKRFPNLLIGVYMIVkENLSDDQILREFLyS 1115 
gi 4164398  1020 QDLPESVRRVLGDLPDGFTS--YFVEKFPMLLLHCYHLVkDVLYEESQFKRYLeY 1072 
gi 13194578  786 RELPPEIQELVGTVPEGFDE--YFAVRFPKLLIEVYRVIsLHCREEEVFRKYFkC 838 
gi 16506693  826 RELPKELQELLGSVPEGFER--YFSSRFPKLLIQVYTVLfDYCNNEEFFFKYSkT 878 
 

ภาพที่ 19 ตารางการเปรียบเทียบ conserve regions ของ Ribonuclease 2-5A และ 
genes ในกลุมเดียวกัน แสดง conserve region (ตัวอักษรสีแดง) และ similar regions (ตัวอักษรสี
น้ําเงิน)ม {gi:3766209, IRE1 [Mus musculus]; gi:3300094, protein kinase/endoribonulcease 
[Homo sapiens]; gi:1353135, Putative serine/threonine-protein kinase C41C4.4 precursor.; 
gi:10726634, CG4583-PA [Drosophila melanogaster]; gi:729857, Serine/threonine protein 
kinase/endoribonuclease IRE1 precursor (Endoplasmic reticulum-to-nucleus signaling 1) 
[Includes: Serine/threonine protein kinase ; Endoribonuclease]; gi:4164398, SPAC167.01 
[Schizosaccharomyces pombe]; gi:13194578, endoribonuclease/protein kinase IRE1-like 
protein [Arabidopsis thaliana]; gi:16506693, endoribonuclease/protein kinase Ire1p-like 
protein [Arabidopsis thaliana]. 
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  2.4 การ characterization ของ VgFg 37 
ลําดับเบสที่ทาํการตรวจหาไดชัดเจนมีจํานวน 493 เบส  (ภาพที่ 20) 

 
 

ภาพที่ 20 แสดง nucleotides sequence ของ cDNA clone VgFg 37 (ภาพที่ 21) 
 

จากลําดับเบสดังกลาวสามารถแปลงเปนลําดับ amino acid ได 114 amino acid คือ 

 
ภาพที่ 21 แสดง amino acid sequence ของ cDNA clone VgFg 37  
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 จากการนํา translated amino acid sequence ไปเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลของ NCBI เพื่อหา 
conserved domain พบวามลัีกษณะคลายกับ conserved domain ของ tetraspannin ซ่ึงมีคามยาว 207 
amino acid โดยบริเวณที่ conserved คือตําแหนงที ่ 133-142 ของ tetraspannin (ภาพที่ 22) ซ่ึงเปน
ตําแหนงเดยีวกันกับ conserve regions ของ genes อ่ืน ๆ ที่อยูในกลุมเดยีวกัน (ภาพที่ 23 ) 
 
 

VgFg 37:  1    ENDIKEIMETKVMETLAAFTTDQTANLE-ITKIQSTFHCCGAINYEDWNSTTYFEENHDY  59 
Tetra  :  101  RDKLESSLGETLKEAIKKYYDTDDYSKEAWDPLQSQFKCCGVNGYTDWN-----------  149 
 
VgFg 37:  60   PPSCCQPKNVTHSVHTKHTYSNATDACNPYKNGCLSALSEQFHQKLTLTSAVGLIFVLLQ  119 
Tetra  :  150  CSPCIQSQLTCCPASSSSCPQDAPL--NIYTRGCKEKLLEWLRSNLLIIAGVGIGIAVIQ  207 
 

 
ภาพที่ 22 ตารางการเปรียบเทียบ amino acid sequence ของ VgFg 37 และ tetraspannin (Tetra) แสดง 

conserve region (ตัวอักษรสีแดง) และ similar regions (ตวัอักษรสีน้ําเงนิ) 
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                        10        20        30        40        50        60        70        80 
                ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 
consensus     1 CLKYLLFLLNFLFWLLGILLLGVGIWLLIDLGSFSELL------------------LSSCFYAVPYVLIAVGAVIFLVGF 62 
query           -------------------------------------------------------------------------------- 
gi 5824777    7 LARIFLFFLNLAQTLVGFTVIALTLWIRFDKGFESEIRtnilrdndpeplagvksdIRTGIIVSFWIIIGFAIANVIIGF 86 
gi 20141237  15 CLKYLLFTYNCCFWLAGLAVMAVGIWTLALKSDYISLL------------------ASGTYLATAYILVVAGTVVMVTGV 76 
gi 2501225   10 CLKSCVFVLNIICLLCSLVLIGAGAYVEVKFSQYGDN-------------------LHKVWQAAPIAIIVVGVIILIVSF 70 
gi 3876600    7 ALRIVTFLFNFAFWLSGVVVFGLGIWLLFDPAASDFFAlh--------------stHPGAFRYVGWFLVGAGAIIILVGY 72 
gi 7291663    9 CFKYLVYSYVVLLALTGAAQIFLGTSLLWGHSVYYGI-------------------VQNKLWAPAAILLCLGPVTFILCW 69 
gi 3334313   15 KLAQTLWLLSWLSVLVGCLTFGMGIFLKVQLWIHNEVM------------------ENTSAHAVPNTVITAGLVGILLGI 76 
gi 3334312   15 KLAQILWILNWVSVVSGIILFSLGLFLKIEIKKRNEVM------------------AKGDINSVPNMLISVGVIACVVNF 76 
gi 132211    14 KLAQGLWLMNWFSVLAGIIIFGLGLFLKIELRKRSDVM------------------NNSESHFVPNSLIGVGVLSCVFNS 75 
                        90       100       110       120       130       140       150       160 
                ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 
consensus    63 LGC--------CGAIKESRCLLGTYFFFLLLLFILELAAGI-LAFVFRD--KLESSL-GETLKEAIKKYYDTDDYS---- 126 
query         1 -----------------------------------------------EN--DIKEIM-ETKVMETLAAFTTDQTAN---- 26 
gi 5824777   87 VGV--------IGAVIRSKYLLAPYFLFMVILFLLEIAIGI-TVLVKRR------SV-RRTVKEYVFDSFNMNA------ 144 
gi 20141237  77 LGC--------CATFKERRNLLRLYFILLLIIFLLEIIAGI-LAYAYYQ--QLNTEL-KENLKDTMTRRYHQSGHEa--v 142 
gi 2501225   71 LGC--------CGAIKENVCMLYMYAFFLIILLIAELAAAI-VAVVYKD--RIDSEI-DALMTGALDKPTPEI------- 131 
gi 3876600   73 FGC--------IGAWKMNQCALAFFCCILILAFFLELAAAV-TLFHKQE--HIKHYVeSSMYDTIRNRYSSETAF----- 136 
gi 7291663   70 MGC--------QATNQRKRCLLGMFAALLVACICVQFIICGwSLAMRENlpTSVEIFiDDSFVEFLDKFSRTKVDN---- 137 
gi 3334313   77 YAGkvsqasmdVTKYQRWKSFMMPFFFLAILSCLVCLAALV-LSVALRG--TLEESL-KIGLKNAIRFYKDTDTPGrcyq 152 
gi 3334312   77 LGGkicydcsdANKFSRWKLIMLPYIICTFCFTFCILLGAL-MCYTMRN--ELEESL-YLGLRDAIKFYKDTDIPGrcfl 152 
gi 132211    76 LAGkicydaldPAKYAKWKPWLKPYLAVCVLFNVVLFLVAL-CCFLLRG--SLESTL-AHGLKNGMKFYRDTDTPGrcfm 151 
                       170       180       190       200       210       220       230       240 
                ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 
consensus   127 KEAWDPLQSQFKCCGVNGYTDW----------------------------------------N-----------CS---- 151 
query        27 LE-ITKIQSTFHCCGAINYEDW----------------------------------------NsttyfeenhdyPP---- 61 
gi 5824777  145 QADISAFNFRYNCCGAEN---Lpnlnc----------------------------------------------------- 168 
gi 20141237 143 TSAVDQLQQEFHCCGSNNSQDWrdsewi---------------------------------------------------- 170 
gi 2501225  132 TEFMDLIQSSFHCCGAKGPQDY---------------------------------------------------------- 153 
gi 3876600  137 KDAFDTVQEKFECCGVKTYTDWlsarwdaepstq----------------levneedagrieH-----------GIgafg 189 
gi 7291663  138 LHLWNRMQSQLQCCGVDGpl------------------------------------------------------------ 157 
gi 3334313  153 KRSMDKLQMDFQCCGNNHPKDWfevqwisnryldfsskevkdriksnvdgrylmdsvpfsccN-----------PSsp-- 219 
gi 3334312  153 KKTVDMLQIGFQCCGNNGFRDWfevqwvsarylnmaskevmdrfksnvdgkflvdgvpfsccN-----------PSsp-- 219 
gi 132211   152 KKTIDMLQIEFKCCGNNGFRDWfeiqwisnryldfsskevkdriksnvdgrylvdgvpfsccN-----------PNsp-- 218 
                       250       260       270       280       290       300       310 
                ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*. 
consensus   152 -------------PCIQSQLTCCPASSSSCPQDAPL--NIYTR-----GCKEKLLEWLRSNLLIIAGVGIGIAVIQ 207 
query        62 -------------SCCQPKNVTHSVHTKHTYSNATDacNPYKN-----GCLSALSEQFHQKLTLTSAVGLIFVLLQ 119 
gi 5824777  169 -------------------------------------------fagqpTCSSAVWDrldFTMMIFGICMLIIVVLQ 201 
gi 20141237 171 -------rsqeagGRVVPDSCCKTVVALCGQRDHAS--NIYKVe---gGCITKLETfiqEHLRVIGAVGIGIACVQ 234 
gi 2501225  154 ------------------------GPNIPASCRGET--TVYHE-----GCVPVFGAflkRNLVIVACVAFGVCFFQ 198 
gi 3876600  190 gnkgtgygrvpssCCNEHGKLSYPNNCGRSFSQAPL--NTYAQfintrGCADAVYEsvsSSLSLIVGVCVVLCIVQ 263 
gi 7291663  158 ------------dYRRLSLPWSCCSRPEHAYESACD--THYKR-----GCLAVVSEqirNRLLITAFGAAIIAIFQ 214 
gi 3334313  220 ------------rPCIQMQITNNSAHYSYNYQSDEL--NIWVR-----GCREALLS---YYTGIMATNGAAVTLSF 273 
gi 3334312  220 ------------rPCIQYHLTNNSAHYNYDFLTEEL--NIWVK-----GCREALLE---YYTAIMRSIGIAALLIW 273 
gi 132211   219 ------------rPCIQYQLTNNSAHYSYDHQTEEL--NLWLR-----GCRAALLS---YYSNLMNTTGAVTLLVW 272 
 

ภาพที่ 23 ตารางการเปรียบเทียบ conserve regions ของ tetraspannin และ genes ในกลุมเดยีวกัน 
แสดง conserve region (ตัวอักษรสีแดง) และ similar regions (ตัวอักษรสีน้ําเงิน) {gi:5824777 
Hypothetical protein Y39E4B.4 [Caenorhabditis elegans]; gi:20141237, Platelet-endothelial 
tetraspan antigen 3 (PETA-3) (GP27) (Membrane glycoprotein SFA-1); gi:2501225, 23 kDa 
integral membrane protein (Sh23; gi:3876600, Hypothetical protein F33C8.3 [Caenorhabditis 
elegans]; gi:7291663, CG11303-PA [Drosophila melanogaster]; gi:3334313, RDS/peripherin-
like protein XRDS35; gi:3334312, Photoreceptor outer segment membrane glycoprotein 2 
(CRDS2); gi:132211, Peripherin (Retinal degeneration slow protein)} 
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3. การ expression และ purification ของ tegumental antigen (VgFg 16) 
จาการตัดตอ CDNA Clone VgFg 16 เขาสู PET 30 c expression vector ซึ่งสามารถ 

translated เปน amino acid ได 134 amino acid (ภาพที่ 24) และคํานวน Molecular weight ได 
17 kDa แลวนําไป transformed เขาแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) (BL21-pET30-VgFg16)  
และเพาะเลี้ยงใน LB broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดคา OD600 เทากับ 0.5 จากนั้น
กระตุนดวย IPTG และทําการเก็บเซลลที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง แลวนําเซลลที่ไดไปทําการแยก
โปรตีนดวย 12.5% SDS polyacrylamide gel electrophoresis และทําการเปรียบเทียบน้ําหนกัโมเลกลุ
กับ standard molecular weight marker และเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ที่ไมมีการ 
transformed vector ใดใด โดยใชโปรแกรม GeneTools พบวา มีแถบโปรตีนที่ 15 kDa ซ่ึงเปนน้ําหนัก
โมเลกุลที่ใกลเคียงกับน้ําหนกัโมเลกุลของ recombinant VgFg 16ที่คํานวณไดจากระดับ amino acid  
ปรากฏขึ้นอยางเปนไดชัด และมีความเขมของแถบโปรตีนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้นในโปรตีนที่
สกัดจาก BL21-pET30-VgFg16 ที่เวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง  ในขณะที่โปรตีนที่สกัดจาก BL21-pET30-
VgFg16 ที่เวลา 0 ช่ัวโมงและ โปรตีนที่สกัดเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ไมพบแถบ
โปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลดับกลาว (ภาพที่ 25)      
 

 
 
ภาพที่ 24 แสดงลําดับกรดอมิโนที่จะไดจากการสังเคราะห recombinant VgFg16 
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ภาพที่ 25  (A) ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ที่ยอมดวยสี coomassie blue แสดงแถบโปรตีนที่สกัดจาก

เซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) ที่เพาะเลี้ยงใน LB broth ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 
ช่ัวโมงหลังการกระตุนดวย IPTG; M  = standard molecular weight marker 

(B) ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ที่ยอมดวยสี coomassie blue แสดงแถบโปรตีนที่สกัดจาก
เซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BE21(DE3) ที่มีการการ transformed pET30-VgFg16 ที่
เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมงหลังการกระตุนดวย IPTG ซ่ึงแถบโปรตีนที่ 15 kDa (ลูกศร) 
ปรากฏขึ้นเฉพาะที่เวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมงเทานั้น 
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 การทําบริสุทธ์ิ Recombinant VgFg 16 protein 
จากการนํา pET30-VgFg16 มาเพาะเลี้ยงใน LB broth และกระตุน ดวย IPTG แลวทาํการ

เก็บเซลลมาสกัด inclusion protein ดวย 8M urea จากนั้นทําใหบริสุทธิ์โดยผาน Protino® Ni-IDA 
column แลวแยกโปรตีนดวย denature elution buffer จากนั้นนําไปแยกแถบโปรตีนดวย 12.5% SDS 
polyacrylamide gel electrophoresis และยอมดวยสี coomassie blue พบวา มแีถบโปรตีนที่มีน้ําหนัก

โมเลกุล เทากับ 15 kDa เพียงแถบเดียวที่ไดจากการทาํบริสุทธิ์ไดจาก Protino® Ni-IDA column 

นอกจากนี้แถบโปรตีนดังกลาวยังสามารถพบไดใน  (ภาพที่ 26) โปรตีนที่ยังไมผาน Protino® Ni-

IDA column และในสารละลายที่ใชในการลาง Protino® Ni-IDA column แตไมพบแถบโปรตีน

ดังกลาวใน โปรตีนที่ผาน Protino® Ni-IDA column  

 
 
ภาพที่ 26 ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ที่ยอมดวยสี coomassie blue แสดงแถบโปรตีนที่

สกัดจากเซลลแบคทีเรีย BL21-pET30-VgFg16 และนําไปทําบริสุทธิ์ดวย Protino® Ni-IDA column; 
M = standard molecular weight marker, 1=, 2=, 3=, 4=, 5=, 6=  
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 การผลิต polyclonal antibody ท่ีตานตอ Recombinant VgFg 16 protein 
จากการนํา rVgFg 16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีดกระกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว 

(Wista rat) และฉีดกระตุนอีก 2 คร้ังในวนัที่ 14 และ 28 หลังการฉีดกระตุนครั้งแรก แลวทําการเก็บ
เลือดจากหางหนูในวนัที่ 7 หลังการฉีดกระตุนครั้งสุดทาย จากนัน้นาํไปแยกเม็ดเลือดแลวเก็บ serum 
มาตรวจหาคา titer ของ polyclonal antibody ดวยวิธี indirect ELISA โดยใช rVgFg16 เคลือบ plate 
พบวาคา ELISA titter ของ immunized rat serum มีคาสูงกวา คาของ preimmunized rat sera โดยที ่
immunized rat serum มีคา OD450 อยูระหวาง 2.491-0.062 ทั้งนี้ที่ความเขมขน1:3276800 เร่ิมมีความ
แตกตางกับ preimmunized rat serum และที่ความเขมขนที่ 1:3200 ถึง 1:50 มีคาสูงคงที่ ในขณะทีค่า 
OD450 preimmunize  rat serum มีคาอยูระหวาง 0.676-0.062 โดยที่คา OD450 เร่ิมเพิ่มสูงขึ้นที่ความเขาม
ขน 1:400 และเมื่อนําคาดังกลาวไปหาคา titer ของ antibody คาประมาณ   1:25600 (ภาพที่ 27, ตาราง
ที่ 4) 

 

 
 

ภาพที่ 27 กราฟเสนแสดงคา OD450   ของ serum ของหนูทัง้กอน (preimmunized) และหลัง
การฉีดกระตุนภูมิคุมกัน (immunized) ที่ความเขมขนตาง ๆ  
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OD 

Dilution 
preimmunize immunize 

1/50 0.676 2.491 
1/100 0.461 2.419 
1/200 0.229 2.471 
1/400 0.117 2.467 
1/800 0.09 2.482 
1/1600 0.08 2.487 
1/3200 0.076 2.406 
1/6400 0.064 2.069 

1/12800 0.072 1.735 
1/25600 0.068 1.646 
1/51200 0.063 1.149 
1/102400 0.059 0.986 
1/204800 0.072 0.962 
1/409600 0.066 0.533 
1/819200 0.064 0.346 
1/1638400 0.061 0.21 
1/3276800 0.062 0.126 
1/6553600 0.065 0.108 
1/13107200 0.08 0.081 
1/26214400 0.062 0.079 
1/52428800 0.08 0.068 

1/104857600 0.071 0.063 
1/209715200 0.057 0.062 
1/419430400 0.062 0.069 

 
ตารางที่ 4 แสดงคา OD450 ของ titration ELISA ของ serum ที่ไดมาจากการ นํา rVgFg 26 ที่ผานการทํา

ใหบริสุทธิ์มาฉีดกระกระตุนภูมิคุมกนัในหนูขาว
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 การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ท่ีตานตอ Recombinant VgFg 16 
protein 

 จากการนํา rVgFg 16 ที่ทําบริสุทธิ์แลวมาแยกแถบโปรตีนดวย 12.5% SDS-PAGE แลว
นําไปยายโปรตีนลงบน nitrocellurose membrane จากนั้นนําไปทํา immunostaining โดยใช 
immunized rat serum เปน primary antibody และใช  preimmunized rat serum เปน negative control 
ของการ ทดลอง จากนัน้ใช HRP-conjugated goat anti rat IgG เปน secondary antibody แลวพบวาเมื่อ
ใช immunized rat serum เปน probe พบแถบโปรตีนที่ใหผลบวกจํานวน 2 แถบ คือ 32 และ 15 kDa 
(ภาพที่ 31) จากจํานวนแถบโปรตีนที่พบใน rVgFg 16 ที่มีแถบโมเลกุล 1  แถบ คือ 15 kDa (ภาพที่ 28) 
โดยที่แถบที่ 15 kDa มีความเขมสูงกวา ในขณะทีใ่ช preimmunized rat serum เปน probe ไมพบแถบ
โปรตีนที่ใหผลบวก (ภาพที่ 31) 
 เมื่อนํา WB-extract protein และ Tegumental extracted proteins ของพยาธิ F. gigantica  
แยกแถบโปรตีนดวย 12.5% SDS-PAGE แลวนําไปยายโปรตีนลงบน nitrocellurose membrane 
จากนั้นนําไปทํา immunostaining โดยใช immunized rat serum เปน primary antibody และใช  
preimmunized rat serum เปน negative control ของการ ทดลอง จากนัน้ใช HRP-conjugated goat anti 
rat IgG เปน secondary antibody แลวพบวาเมื่อใช immunized rat serum เปน probe พบวาใน WB-
extracted proteins ใหผลบวกจํานวน 10 แถบ คือ 70, 59, 58, 54, 52, 49, 43, 38, 22, 17  และ 15 kDa 
(ภาพที่ 32) จากจํานวนแถบโปรตีนที่พบทั้งหมด 17 แถบ ที่น้ําหนกัโมเลกุล 74, 54, 52, 47, 45, 43, 38, 
37, 33, 29, 27, 25, 22, 17, 15, 12 และ 7 kDa  (ภาพที่ 29) และใน Tegumental extracted proteins 
พบวา ใหผลบวกจํานวน 4 แถบ คือ 68, 59, 49 และ 15 kDa (ภาพที่ 33) จากจํานวนแถบโปรตีน
ทั้งหมด 7 แถบ คือ 53, 33, 30, 28, 22, 16 และ 15 kDa (ภาพที่ 30) ในขณะที่ใช preimmunized rat 
serum เปน probe ไมพบแถบโปรตีนที่ใหผลบวกจากทั้ง WB-extracted proteins และ Tegumental 
extracted proteins (ภาพที่ 32, 33) 
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 ภาพที่ 28 ภาพถายของ 12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie blue แสดงแถบ
โปรตีนใน purified rVgFg 16 (1) ของ F. gigantica เทียบกับ molecular weight marker (M) 
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ภาพที่ 29 ภาพถายของ 12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie blue แสดงแถบ

โปรตีนใน WB-extract protein (1) ของพยาธิ F. gigantica เที ยบกับ molecular weight marker (M) 
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 ภาพที่ 30 ภาพถายของ 12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie blue แสดงแถบ
โปรตีนใน Tegumental extracted proteins (1) ของพยาธิ F. gigantica เทียบกับ molecular weight 
marker (M) 
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ภาพที่ 31  ภาพถายแสดงแถบโปรตีนใน rVgFg 16 ของ F. gigantica ที่แยกดวย 12.5% SDS-

PAGE แลวยอมดวยวิธี western immunoblooting โดยใช preimmunized rat serum (1) และ 
immunized rat serum (2) เปน primary antibody; M= molecular weight marker 

 
 
 

 
 
 
 
 
 



 56 

 
 

ภาพที่ 32 ภาพถายแสดงแถบโปรตีนใน WB-extract protein ของ F. gigantica ที่แยกดวย 
12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวยวิธี western immunoblooting โดยใช preimmunized rat serum (1) 
และ  immunized rat serum (2) เทียบกับ molecular weight marker (M) 
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ภาพที่ 33 ภาพถายแสดงแถบโปรตีนใน Tegumental extracted proteins ของ F. gigantica ที่

แยกดวย 12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวยวิธี western immunoblooting โดยใช preimmunized rat 
serum (1) และ  immunized rat serum (2) จากการนํา rVgFg 16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีดกระ
กระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว เปน probes;  M= molecular weight marker 
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การตรวจหาบริเวณท่ีพบ rVgFg 16 protein ในพยาธิ F. gigantica ดวยวิธี 
immunoperoxidase staining 
 จากการนํา rVgFg 16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีดกระกระตุนภมูิคุมกันในหนขูาวเก็บ 
preimmunized rat sera และ immunize rat serum เพื่อนํามาใชเปน primary antibody ซ่ึงจําเพาะตอ 
rVgFg 16 protein  ของ พยาธิตัวเต็มวยั F. gigantica ดวยวิธี immunoperoxidase โดยการนํา 
preimmunized rat sera และ immunize rat serum ของหนูขาวมาใชในการทดสอบ โดยมีการตดิฉลาก 
secondary antibody ดวย  HRP-conjugated goat anti rat IgG  โดยศึกษาตําแหนงที่พบ rVgFg 16 
protein (ภาพที่ 34) ในเนือ้เยื่อพยาธิตวัเต็มวัยพบวา เซลลหรืออวัยวะทีใ่หตะกอนของ aminoethyl 
carbazole substrate (AEC substrate kit, Zymed) ซ่ึงเปนผลบวกของปฏิกิริยาเขมที่สุด คือ บริเวณ
เนื้อเยื่อปกคลุมรางกายซึ่งทาํหนาที่ปกคลมุผิวดานนอกของพยาธิซ่ึงแบงออกเปน 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก 
(syncytial layer) และชั้นใน (tegument cell layer) ที่อยูใตกลามเนื้อโดยมแีขนงของเซลล 
(cytoplasmic processes) เชือ่มเนื้อเยื่อ 2 ช้ันเขาดวยกนั จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง
กําลังขยายปานกลาง (ภาพที่ 34 C,D) พบตะกอนสีเขมที่สุดบริเวณผวิดานนอกเนื้อเยื่อปกคลุม 
(tegument surface) เนื้อเยื่อปกคลุมรางกายชั้นนอก (syncytial layer) และ พบกระจายตัวอยูในไซโตพ
ลาสซึมของเนื้อเยื่อปกคลุมรางกายชั้นใน แตไมพบตะกอนสีที่เนื้อเยื่อกลามเนื้อ (muscular tissue) 
รวมทั้งหนาม (spine) ที่แทรกอยูบริเวณ tegument (ภาพที่ 34 B-F) 
 ระบบทางเดินอาหารของ F. gigantic เร่ิมตั้งแต oral sucker, pharynx หลอดอาหารซึ่งเปน
รูปตัว Y ตัวกลับ และลําไส (Ca) แตกแขนงออกเปนจํานวนมากไปตันที่บริเวณปลายหางของพยาธิ 
จากการยอมดวย immunoperoxidase พบวา ไมพบตะกอนสีในลําไส ทั้งในสวนเซลลบุผนังลําไส 
สวนฐานของเซลล แขนงของเซลลค้ําจุน และบริเวณไซโตพลาสซึม (ภาพที่ 34 B-F) 
 ทอระบบขับถายเปนระบบทอที่มีการแตกแขนงจํานวนมากแทรกตวัอยูระหวางเนื้อเยื่อ 
ค้ําจุนและทั้งหมดซึ่งอยูทางดานปลายหางเปดออกทาง excretory pore ที่อยูตรงปลายของพยาธิ จาก
การยอมดวย immunoperoxidase technique ไมพบตะกอนสีทั้งในบริเวณไซโตพลาซึมของเยื่อบุผิว 
ของทอระบบขับถายทั้งสวนที่เปนทอหลักซึ่งมีขนาดใหญ และแขนงที่มีขนาดเล็ก 
 เนื้อเยื่อคํ้าจนุ (parenchyma) เปนเนื้อเยื่อที่แทรกอยูภายในตัวพยาธิทําหนาที่ในการยดึและ
เชื่อมโยงโครงสรางตางๆ เขาดวยกัน จากการศึกษาพบวาไมพบตะกอนในเนื้อเยื่อคํ้าจนุ (parenchyma) 
ทั้งในบริเวณทีต่ิดกับ ไซโตพลาสซึมของเนื้อเยื่อปกคลุม(Tc), vitelline glands และบริเวณลําไส (Ca) 
(ภาพที่ 34 B-F) 

อวัยวะสืบพนัธุเพศผู คือ อัณฑะ ไมพบตะกอนสีในสวนเยื่อหุมเซลล ไซโตพลาสซึม และ
เซลลอสุจิที่บรรจุอยูภายใน (ภาพที่ 34 E) อวัยวะสืบพนัธุเพศเมียถัดจากอัณฑะไปดานหนา ม ี ootype 
เห็นเปนกอนซ่ึงลอมรอบดวย Mehlis' gland ไมพบตะกอนสีในสวนไซโตพลาสซึมและแขนงของ 
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Mehlis' gland (ภาพที่ 34 F) สวนบริเวณทางดานขางลําตวัม ี vitelline glands กอนเล็กๆ ตั้งแตบริเวณ
บามาบรรจบสวนทายลําตัว จากการยอมดวย   immunoperoxidase พบวา ไมพบตะกอนสีในไซโตพ
ลาสซึมของ vitelline cell (ภาพที่ 34 B-D) 
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ภาพที่ 34 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของเนื้อเยื่อพยาธิ F. gigantica ยอมดวยวิธี 

immunoperoxidase staining โดยใช preimmunized rat serum (A) และ immunize rat serum (B-F) จาก 
rVgFg 16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีดกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาวเปน probe  

A)  ภาพกําลังขยายต่ําแสดง ผลลบของปฏิกิริยา (ไมพบตะกอนสีแดง) ในเนื้อเยื่อปกคลุม (Tg), 
ไซโตพลาสซึมของเซลลเนื้อเยื่อปกคลุม (Tc ), เนื้อเยื่อกลามเนื้อ (Mu), หนาม (Sp), เซลล
ค้ําจุน (Pc), เนื้อเยื่อลําไส (Ca), ทอระบบขับถาย (Bl) และ vitelline gland (Vg) เมื่อใช 
preimmunized rat serum เปน probe 

B-F) ภาพกําลังขยายต่ํา (B, E, F) และปานกลาง (C, D) แสดงผลบวกของปฏิกิริยา (พบตะกอน
สีแดง) ในเนื้อเยื่อปกคลุม (Tg) และ ไซโตพลาสซึมของเซลลเนื้อเยื่อปกคลุม (Tc) และผล
ลบของปฏิกิริยาปฏิกิริยา (ไมพบตะกอนสีแดง) ใน เซลลค้ําจุน (Pc), เนื้อเยื่อลําไส (Ca), ทอ
ระบบขับถาย (Bl),  vitelline gland (Vg), อัณฑะ (Te) และ Mehlis’ gland เมื่อใช 
immunized rat serum เปน probe 
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4.  การ expression และ purification ของ VgFg 28 (protein kinase / 
endoribonulcease like protein) 

จากการนํา cDNA clone VgFg 28 มาตัดตอเขา pET-30 expression vector ที่
ตําแหนง EcoRI และ XhoI (pET30-VgFg28) แลวนําไป transformed เขาแบคทเีรีย E. coli สาย
พันธุ BL21 (DE3) (BL21-pET30-VgFg28) และเพาะเลี้ยงใน LB broth ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จนกระทั่งไดคา OD600 เทากบั 0.5 จากนั้นกระตุนดวย IPTG และทําการเก็บเซลลที่
เวลา 0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง แลวนําเซลลที่ไดไปทําการแยกโปรตีนดวย 12.5% SDS 
polyacrylamide gel electrophoresis จากนั้นนําไปเปรียบเทยีบกบั standard molecular weight 
marker ดวยโปรแกรม GeneTools พบวา มีแถบโปรตนีขนาด 25 kDa ปรากฏขึน้ในโปรตีนทีส่กัด
มาจาก BL21-pET30-VgFg28 ที่เวลา 1, 3 และ 6 ชั่วโมงหลังการกระตุนดวย IPTG ซึ่งเปน
น้ําหนักโมเลกุลที่ใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลของ recombinant VgFg28 ที่คํานวณไดจากลําดับ 
amino acid ในขณะที่โปรตนีที่สกัดมาจาก BL21-pET30-VgFg28 ที่เวลา 0 ชัว่โมง และโปรตนีที่
สกัดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ที่ไมมีการ transformed expression vector ไม
พบแถบโปรตนีที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa ดังกลาว (ภาพที่ 35 A, B)  

 
A B

BE21 (DE3) VgFg 28 
0 1 3 6 0 1 3 6 M 
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ภาพที่ 35 (A)  ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ที่ยอมดวยสี coomassie blue แสดงแถบ
โปรตีนที่สกัดจากเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) ที่
เพาะเลี้ยงใน LB broth ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ชัว่โมงหลังการกระตุน
ดวย IPTG; M = standard molecular weight marker 

(B)  ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ทีย่อมดวยสี coomassie blue  แสดง
แถบโปรตีนทีส่กัดจากเซลลแบคทีเรีย BE21-pET30-VgFg 28 ที่เวลา 
0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมงหลงัการกระตุนดวย IPTG ซึ่งพบแถบโปรตนีที่ 
25 kDa (ลูกศร) ปรากฏขึน้เฉพาะที่เวลา 1, 3 และ 6 ชั่วโมงหลังการ
กระตุนเทานั้น 
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การทําบริสุทธ์ิ Recombinant VgFg 28 protein 

จากการนํา BL21-pET30-VgFg28 ที่ตรวจสอบแลววามีการแสดงออกของแถบโปรตีน
ที่ 25 kDa มาทําการเพาะเลี้ยงและกระตุนดวย IPTG แลวนําไปสกดั inclusion protein มาทําให

บริสุทธิ์โดยผาน Protino® Ni-IDA column แลวทําการเก็บ fractions ตาง ๆ นําไปแยกแถบ
โปรตีนดวย 12.5% SDS PAGE และยอมดวยสี coomassie blue พบวาใน native BL21-pET30-
VgFg28 extracted protein  มีแถบโปรตีนขนาด 25 kDa ในปริมาณนอย แตพบโปรตีนมากที่สุด
ใน denature BL21-pET30-VgFg28 extracted protein ในขณะที่ column flowed through 
protein พบแถบโปรตีนดังกลาวนอยลง นอกจากนี้ยังสามารถพบไดใน column washed protein 
1 และ 2  สวน column eluted protein 1 พบ แถบโปรตีนจํานวน 7 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 52, 
37, 25, 18, 17, 16 และ 14 kDa โดยแถบโปรตีนที่ 25 kDa มีความเขมมากที่สุด และไมพบแถบ
โปรตีนใดๆ ใน column eluted protein 2 และ 3 (ภาพที่ 36) 
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ภาพที่ 36 ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ยอมดวยสี coomassie blue แสดงแถบโปรตีน

ใน fractions ตางๆ ของ induced BL21-pET30-VgFg28 proteins ที่นํามาทํา

บริสุทธิ์ดวย Protino® Ni-IDA column; M = standard molecular weight 
marker, N = native extracted BL21-pET30-VgFg28 protein, D = denature 
extracted BL21-pET30-VgFg28 protein, F = column flow through protein, 
W 1 = column washed protein 1, W2 = column washed protein 2, E1 = 
column eluted protein 1, E 2 = column eluted protein 2 และ E 3 = 
column eluted protein 3 
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4.3 การผลิต polyclonal antibody ทีต่านตอ Recombinant VgFg 28 protein 

จากการนํา BL21-pET30-VgFg28 มาสกัดจนกระทั่งได inclusion protein แลวนําไป
ทําใหบริสุทธิม์าฉีดกระกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว (Wista rat) และฉีดกระตุนอีก 2 ครั้ง ในวันที่ 
14 และ 28 แลวทําการเกบ็เลือดหนูในวันที่ 35 จากนั้นนําไปแยกเม็ดเลือดแลวเก็บ serum มา
ตรวจหา titer ของ polyclonal antibody ดวยวธิี indirect ELISA โดยวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 nm จากนั้นนําขอมูลมาแสดงในรูปแผนภูมิเสน แสดงความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสง (OD450) และคาความเขมขน (dilution) ตาง ๆ (1/50 ถึง 1/419,430,300) ของ
แอนติบอดี พบวา คา OD450 ของ immunized rat serum มีคาอยูระหวาง 0.105-2.534 ในขณะที่ 
preimmunized rat serum มีคาอยูระหวาง 0.084-1.115 (ตารางที่ 5) โดยที่ที่ความเขมขน 
1/409,600 immunized rat serum เริ่มมีคา OD450 สูงกวา preimmunized rat serum (ภาพที ่37) 
และคา OD450 ของ immunized rat sera มีการเปลี่ยนแปลงสูงขึ้นและคงทีท่ี่ 1/3,200 จากผลการ
ทดลองสามารถคํานวณหาคา titer ของ polyclonal antibody ไดเทากบั 1:25600 

 

 

ภาพที่ 37 แผนภูมิเสนแสดงคา ELISA titer ของ polyclonal antibody; preimmunized = 
preimmunized rat serum และ immunized = immunized rat serum ของหนูขาว
กอนและหลังการกระตุนภูมิคุมกันดวย rVgFg 28 protein ตามลําดบั 
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คาการดูดกลืนแสง (OD450) 

Dilution Preimmunized rat 
serum 

Immunized rat serum 

1:50 1.115 2.534 
1:100 0.926 2.529 
1:200 0.515 2.56 
1:400 0.366 2.529 
1:800 0.238 2.55 

1:1,600 0.187 2.55 
1:3,200 0.172 2.517 
1:6,400 0.212 2.069 
1:12,800 0.097 1.86 
1:25,600 0.127 1.379 
1:102,400 0.09 0.469 
1:204,800 0.133 0.478 
1:409,600 0.125 0.277 
1:819,200 0.138 0.194 

1:1,638,400 0.117 0.14 
1:3,276,800 0.203 0.126 
1:6,556,300 0.167 0.12 
1:13,107,200 0.102 0.092 
1:26,214,400 0.099 0.092 
1:52,428,800 0.094 0.107 
1:104,857,600 0.096 0.079 
1:209,715,200 0.074 0.09 
1:419,430,400 0.084 0.105 

ตารางที่ 5  แสดงคา OD450 ของ titration ELISA ของ preimmunized rat serum และ 
immunized rat serum ที่ระดับความเขมขน 1/50 ถึง 1/419,430,400 
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การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ที่ตานตอ Recombinant 
VgFg 28 protein 

จากการนํา column eluted protein 1 มาวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวย 12.5% SDS-
PAGE แลวtransfer โปรตีนลง nitrocellulose membrane จากนั้นนําไปตรวจสอบความจําเพาะ
ของ polyclonal antibody ดวยวิธี western immunobloting โดยใช preimmunized rat serum 
เปน primary antibody ของกลุม control และใช immunized rat serum เปน primary antibody 
พบวา มีแถบโปรตีนที่ใหผลบวกจํานวน 1 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa (ภาพที่ 39) จาก
จํานวนแถบโปรตีนทั้งหมด 7 แถบ (52, 37, 25, 18, 17, 16 และ 14 kDa) (ภาพที่ 38) 

และเม่ือนํา WB-extract protein มาตรวจสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody 
ดวยวธิี western immunobloting โดยใช preimmunized rat serum เปน primary antibody ของ
กลุม control และใช immunized rat serum เปน primary antibody ของกลุมการทดลอง พบวา 
WB-extract protein มีแถบโปรตีนทีใ่หผลบวกจํานวน 3 แถบ ที่น้าํหนักโมเลกุล 63, 56, 25 kDa 
(ภาพที่ 41) โดยมีแถบโปรตีนที่ 25 kDa มีความเขมมากที่สุด จากจํานวนทั้งหมด 12 แถบ ที่
น้ําหนักโมเลกุล 74, 52, 47, 43, 37, 34, 30, 28, 24, 20, 19 และ 15 kDa (ภาพที่ 40) 
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ภาพที่ 38  ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ยอมดวยสี  Coomassie blue ของ column eluted 
proteinของ BL21-pET30-VgFg28 (rVgFg 28)  แสดงแถบโปรตีนที่ 25 kDa ซึ่งมี
ความเขมมากที่สุด (ลูกศร); M =  molecular weight marker 
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ภาพที่ 39  ภาพถาย western immunoblooting ของ column eluted protein ของ BL21-

pET30-VgFg28 ที่ probed ดวย  preimmunized rat serum (pVgFg28) และ 
immunized rat serum (iVgFg28) แสดงแถบโปรตนีที่ใหผลบวก (ลูกศร); M = 
molecular weight marker 
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ภาพที่ 40  ภาพถาย 12.5% SDS-PAGE ยอมดวยสี  Coomassie blue แสดงแถบโปรตีนใน 

WB-extract protein (WB) ของ F. gigantica; M = molecular weight marker 
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ภาพที่ 41  ภาพถาย western immunoblooting ของ WB-extract protein ของพยาธิ F. 
gigantica ที่ probe ดวย preimmunized rat serum (pWB) และ  immunized rat 
serum (iWB) แสดงแถบโปรตีนที่ใหผลบวกของปฏิกริิยา (ลูกศร); M = molecular 
weight marker 
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4.5 การศึกษาคุณสมบัติของ polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 28 protein 
ในเน้ือเยื่อพยาธิ F. gigantica ตัวเต็มวัยดวยวิธี immunoperoxidase staining 

 จากการใช polyclonal antibody ที่จําเพาะตอ rVgFg 28 ของพยาธิ F. gigantica 
ตรวจหาตําแหนงของเซลล เน้ือเยื่อ และอวัยวะที่สามารถจับไดดวย immunized rat serum และ 
preimmunized rat serum ดวยวธิี immunoperoxidase พบวา ทั้ง preimmunized และ 
immunized rat sera ไดผลไมแตกตางกัน คือพบผลบวกของปฏิกริิยาเขมใน ทอระบบขบัถาย 
(excretory bladder) อัณฑะ (Testis) และ Mehlis’ gland cells (ภาพที่ 42A, B, 43A, B) 
ในขณะที่เนื้อเย่ือปกคลุมรางกาย (Tegument) หนาม (spine) ลําไส (Caecum) ในสวนของ
เซลลเยื่อบุผนังลําไส (ภาพที่ 42A, B) และในเนื้อกลามเน้ือ (Muscular tissue) ใหผลลบ 
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ภาพที่ 42  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของเน้ือเยื่อพยาธิ F. gigantica ยอมดวยวิธ ี

immunoperoxidase staining โดยใช preimmunized rat serum (A-B) และ 
immunized rat serum (C-D) และยอมนิวเคลียสดวยส ีMayer’s haematoxylin  

A-B  ภาพกําลังขยายต่ํา (A)  และปานกลาง (B) แสดง negative reaction (ไมพบตะกอน
สีแดง) ในเน้ือเยื่อปกคลุม (Te), เน้ือเยื่อค้ําจุนบริเวณอัณฑะ (Pc), หนาม (Sp) และ 
vitelline gland (Vi) และ positive reaction ในเน้ือเยื่อลําไส (Ca), ทอระบบขับถาย 
(Bd) และอัณฑะ (Testis) เม่ือใช preimmunized rat serum เปน probe 

C-D  ภาพกําลังขยายต่ํา (C) และกําลังขยายสูง (D) แสดง positive reaction (พบตะกอนสี
แดง) เนื้อเยื่อลําไส (Ca), ทอระบบขับถาย (Bd) และอัณฑะ(Ti) และ negative 
reaction (ไมพบตะกอนสีแดง) ใน vitelline gland (Vi) ในเน้ือเยื่อปกคลุม (Te) และ 
เน้ือเยื่อค้ําจุน (Pc) เม่ือใช immunized rat serum เปน probe 
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ภาพที่ 43  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของเน้ือเยื่อพยาธิ F. gigantica ยอมดวยวิธ ี
immunoperoxidase staining โดยใช preimmunized rat serum (A, C) และ 
immunize rat serum (B, D) และยอมนิวเคลียสดวยสี Mayer’s haematoxylin  

A ภาพกําลังขยายต่ําแสดง negative reaction (ไมพบตะกอนสีแดง) ในบริเวณ  vitelline 
resirvior (ViR), เซลลค้ําจุน (Pc), หนาม (Sp), Tegument (Te) และ Uterus (Ut) 
และ positive reaction ในบริเวณ Mehlis’ gland cell (Mg) และทอระบบขับถาย (Bd) 
เม่ือใช preimmunized rat serum เปน probe 

B  ภาพกําลังขยายต่ําแสดง positive reaction (พบตะกอนสีแดง) ในบริเวณ Mehlis’ 
gland (Mg) และทอระบบขับถาย (Bd) และ negative reaction (ไมพบตะกอนสแีดง) 
ในบริเวณ vitelline resirvior (ViR), เซลลค้ําจุน (Pc), หนาม (Sp), Tegument (Te) 
และ Uterus (Ut) เม่ือใช immunized rat serum เปน probe 

C  ภาพกําลังขยายปานกลาง (C) แสดง positive reaction (พบตะกอนจุดสแีดง) ใน 
บริเวณ Egg (Eg) โดยเฉพาะอยางยิ่งที่ eggshell และ Uterus (Ut) และแสดง 
negative reaction (ไมพบตะกอนสีแดง) ในเนื้อเยื่อค้าํจุน (Pc) และ Vitelline cell 
(Vc) เม่ือใช preimmunized rat serum เปน probe 

D  ภาพกําลังขยายสูง (D) แสดง positive reaction (พบตะกอนจุดสีแดง) ใน บริเวณ 
Egg (Eg) และแสดง negative reaction (ไมพบตะกอนสีแดง) ในเนื้อเยื่อค้ําจุน (Pc) 
และ Vitelline cell (Vc) เม่ือใช immunized rat serum เปน probe 
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บทวิจารณ 
 

1. การ cloning, characterization, extression, purification และ localization ของ 

vitelline protein B ของพยาธิใบตับ Fasciola gigantica 
 หนอนพยาธิ ปกปองไขจาก host immune reaction และสิ่งแวดลอม โดย chemically 
resistant scleroprotein eggshell  ซึ่ง eggshell precursor protein สรางและเก็บใน vitellIine 
cells ของพยาธิ (Stephenson, 1947).  ซึ่งไดมีการศึกษาใน  F. hepatica (Waite and Rice-
Ficht, 1987, 1989; Zurita et al, 1987, 1989; Rice-Ficht et al, 1992) , S. japonicum 
(Sukiyama et al, 1997), S. mansoni (Chen et al, 1992), P. westermani (Bae et al, 2007), 
O. viverini (Ruangsittichai et al, 2006) และ C. sinensis (Yang et al, 2000; Lee et al, 
2005; Tang et al, 2005) 
 จากการแยก F.gigantica vitelline protein BI (cDNA) พบวามีความเหมือนกับ 
F.hepatica vitelline BI และ BII cDNA สูง 92% และ 81% ตามลําดับ translate amino มีความ
เหมือนกับ vitelline BI และ BII ของพยาธิ F.hepatica 96%และ 84% ตามลําดับ มีความ
เหมือนกับ eggshell protein ของ P.westermanni (36%) (Bae et al, 2007), vitelline B 
precursor protein of O.viverini (33%) และ vitelline B precursor protein B1 ของ C.sinensis 
(Tang et al, 2005) 
 ลําดับกรดอะมิโนของ FgVPBI เม่ือเปรียบเทียบกับ eggshell protein ของพยาธิตัว
อ่ืนๆ ที่กลาวมาขางตนโดยพบวามี glycine และ tyrosine มากคลายกับพยาธิตัวอ่ืนๆ 
สวนประกอบของ native vitelline protein B ของ F. hepatica แสดงปริมาณของ tyrosin นอย 
(2.1%) แต DOPA สูง (10.6%) โดยผูเขียนไดอธิบายวา tyrosin residues เปลี่ยนเปน DOPA  
โดย tyrosyl 3 – hydoxylase และเปนสิ่งสําคัญในกระบวนการ eggshell formation และคา PI 
ของ native viteline B ของ F. hepatica =7.4 (Rice-Ficht et al, 1992) ซึ่งต่ํากวาเม่ือเทียบกับ 
FgVPBI (PI=8.83) 

จากการศึกษา Northern hybridization ของ  FgVPBI antisense RNA probe แสดงใน 
single 1,000 คูเบส ใน adult stage total RNA เม่ือสังเกต transcript ระหวาง 950 คูเบส และ 
1400 คูเบส กับ FhVPBI cDNA probe ซึ่งมีความแตกตางกันในกระบวนการ และพบวาขนาด
ของ mRNA ของ trematode eggshell protein ตัวอ่ืนๆมีความแตกตางกัน เชน pBCS44 ใน C. 
Sinensis ซึ่งยาว 2000 คูเบส (Tang et al, 2005), OvESP ใน O. Viverini ซึ่งยาว 800 คูเบส 
 จากการศึกษาดวยวิธี in situ hybridization, FgVPBI m RNA ซึ่งพบอยูใน cytoplasm 
ของ vitelline cell ระหวาง vitelline gland และในไขภายใน uterus ในทางตรงกันขาม 
hybridization signal ไมไดอยูในเน้ือเยื่อ ขึ้นอยูกับระดับขั้นการพัฒนาของ vitelline cell โดย 
hybridization signal มีความหลากหลายทั้งความเขมขนต่ําและสูง ใน vitelline follicle ยอมติดสี
แยกระดับการพัฒนาของ vitelline cell จาก stage1 ถึง mature (meepool et al, 2006) พบวา 
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ใน stage1 มีการติดสีนอยซึ่งสามารถบอกไดวา มีการ transcript นอย ใน stage2 ระดับของสีมี
ความเขมขึ้น เร่ิมมีการสราง eggshell globule และเริ่มติดสีเขมขึ้นใน mature cell พบการ
รวมกลุมของ eggshell globule ใน vitelline cell ติดสีเขมรวมกลุมอยูในไขซึ่งคลายกับ Pw-
Vit20 และ Vit 36 ของ eggshell protein ใน P. westermani และพบอยูรอบ globulelike 
structure ใน vitelline follicle และแพรกระจายในไขเม่ือใชทดสอบกับ  Pw-Vit antisense 
riboprobe (Bae et al, 2007) ในทางตรงกันขามในของ F. hepatica เม่ือทดสอบกับ FhVPBI 
antisense probe สามารถคนพบ transcript ใน mature vitelline  cell ภายใน vitelline follicle  
และความเขมขนของ hybridization signal  ลดลงใน vitelline cell ใน vitelline reservoir และไม
พบใน vitelline cell ในไขที่อยูใน uterus (Rice-Ficht et al, 1992)  ใน mature vitelline cell 
ของ S.mansoni การ transcript ของ p48  eggshell protein  ถูกพบใน vitelline cell ที่อยูใน 
vitelria (Ruangsittichai et al, 2006) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงนาจะบอกไดวาการแสดงออกของ 
vitelline protein B gene ของพยาธิ  F. gigantica  นาจะคงรูปหรือ active ในระยะสุดทายของ
การพัฒนา 

ในกระบวนการผลิตไขของพยาธิ vitelline cell มีบทบาทที่สําคัญหลายประการ คือเปน
แหลงของ eggshell precursor protein และสารอาหารสําหรับการพัฒนาของตัวออน 
(Threadgold, 1982). ดังน้ันการแสดงออกของ gene ของ eggshell protein ใน vitelline cell 
มักเกิดพรอมกับการผลิตไข (Waikagul et al, 1986; Robinson et al, 2001)  จากการศึกษา
พบวา Recombinant FgVPBI แสดงที่น้ําหนัก 31.6 kDA ซึ่งใหญกวา native eggshell 
precursor protein (31kDA) โดยการใส His-tag และ FLAG peptide เร่ิมทําการอธิบายจาก 
Proteolytic degradation หรือ secondary site translation (Preibish et al, 1988)  
 Polyclonal antiserum against rFg VBPI  ใชสําหรับหาตําแหนงที่เปรียบเหมือนกับ
ตําแหนงของ native protein ใน F. gigantica ซึ่งทําปฏิกิริยากับ rFgVPBI  ที่ 31.5 และ 31 
kDA  และ 31 kDA native eggshell precursor protein (ESP)  ใน Immunoblot  แตอยางไรก็
ตามแอนติบอดี้นี้ ไมสามารถจับไดกับ protein ใน whole worm extract ซึ่งอาจเกิดมาจากการ
สกัดโปรตีนดวยวิธีดังกลาวสามารถสกัด vitelline protein ออกมาไดในปริมาณนอยเม่ือเทียบกับ
การใช acid urea extraction เน่ืองจาก vitelline protein สามารถละลายไดเฉพาะในสารละลาย
ที่เปนกรด ซึ่งสมารถ hydrolysis ไดดวย acid protease ที่ pH ที่เปนกรดจากลําลําไลของ F. 
hepatica (Simpkin et al, 1980)  เน่ืองจาก eggshell protein สรางและเก็บเขาไปใน vesicle 
ใน vitelline cell ซึ่งภายใน vesicle ซึ่งเปนที่สะสมของ eggshell precursor material นั้นมี
สภาวะที่เปนกรด และสภาวะที่เปนกรดนี้ปองกันการไมใหโปรตีนดังกลาวไมเกิดการ crosslink 
เปน eggshell กอนที่จะมีการหลั่งออกจากเซลล (Wells and Cordingley, 1991) 
 Native F. giganica vitelline  B protein สามารถตรวจพบไดในพยาธิตัวเต็มวัยโดยใช 
antiserum และ immunoperoxidase technique ซึ่งสามารถยอมติดใน vetelline cell ระยะตาง 
ๆ ภายใน vitelline follicle และใน vetelline cell ในไขที่อยูภายใน uterus เชนเดียวกับ anti-
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rPw-Vit20 และ vit 36 antibody ของ P. westermani  ที่ยอมติดที่ vitelline follicle และ shell 
ของไข (Bae et al, 2007) และ anti vitelline B ของ F. hepatica พบ eggshell protein ใน 
vitelline globules ของ vetelline cell ภายใน vitellaria และพบใน S. japonicum เม่ือทดสอบ
ดวย antiserum againt 34kDA recombinant eggshell protein และใน C. sinensis เม่ือใช 
against C.sinensis และ vetelline protein B1 (Rice-Ficht et al, 1992; Sukiyama et al, 
1997; Yang et al, 2000; Tang et al, 2005) และ intrauterus egg ของ adult C. sinensis  เม่ือ
ทําปฏิกิริยากับ recombinant Cs 28 egg protein (Lee et al, 2005) 
 ในการศึกษาครั้งน้ี Immunoperoxidase ใหผลเหมือนกับ RNA  in situ hubridation ซึ่ง
เกิดการ transcript  ในไซโตรพลาสซึม ตั้งแตระยะแรกถึงระยะสุดทายของ ของ vetelline cell 
ใน vetellaria และใน vetelline cell  ของ intrauterus egg ผลครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา vetelline 
cell ยังคงสราง FgVPBI หลังแยกจาก follicle  
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2. การสังเคราะห Tegumental antigen encoding gene (VgFg 16) โดยการตรวจหาจาก 
cDNA library 

การทดลองครั้งน้ีทําการตรวจหายีนที่แสดงออกในพยาธิตัวเต็มวัยของพยาธิใบไมตับ
โดยใช cDNA probe ที่สังเคราะหจาก poly A RNA ของพยาธิตัวเต็มวัยไปทําการตรวจหายีน
จาก cDNA library ที่สังเคราะหจาก poly A RNA ของพยาธิตัวเต็มวัย วิธีการนี้จะสามารถ
ตรวจหาไดเฉพาะยีนที่มีการแสดออกในปริมาณมากเทานั้นเพราะยีนที่มีการแสดงออกนอยก็จะ
มีปริมาณ mRNA ต่ําดวย และเม่ือทําการแปรเปน cDNA probe ก็จะมีปริมาณต่ําดวยเชนกันทํา
ใหเม่ือนําไปตรวจสอบหายีนจาก cDNA library ก็จะใหสัญญาณต่ําในการตรวจสอบ  ในการ
ทดลองนี้พบวา cDNA ที่เปนรหัสของ tegumental antigen เปนยีนที่ตรวจหาได  จากวิธีนี้แสดง
ไดวายีนที่เปนรหัสของ tegumental antigen เปนยีนหน่ึงที่มีการแสดงออกสูงในพยาธิตัวเต็มวัย 
ซึ่งหมายถึงมีการผลิตโปรตีนชนิดนี้ในปริมาณมาก และอาจมีบทบาทสําคัญตอการดํารงชีวิต
ของพยาธิตลอดจนเปนเปาหมายในการควบคุมพยาธิดวยวัคซีนหรือการตรวจสอบการติดเชื้อ
พยาธิดวยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาโดยโปรตีนชนิดนี้ 
 ยีนที่เปนรหัสของ tegumental antigen ที่สังเคราะหไดจาก F. gigantica นี้มีสวน 3’ 
end คลายกับยีนที่เปนรหัสของ tegumental antigen ของ F. hepatica 69.3% (Trudgett et al., 
2000) ในขณะที่ 5’ end มีความแตกตางกัน และเม่ือทําการเปรียบเทียบยีนทั้งสองไมพบ start 
codon ในบริเวณเดียวกันกับยีนที่พบใน F. hepatica จึงเปนไปไดวายีนที่สังเคราะหไดนี้อาจเปน 
partial sequence และจากผลการวิจัยในครั้งน้ียังไมสามารถระบุความยาวของยีนน้ีได ซึ่งจะทํา
การตรวจหาความยาวของ mRNA ดวยวิธี northern immunoblotting โดยใช cRNA ที่สรางจาก 
VgFg 16 เปน probe และทําการตรวจหายีนน้ีจาก cDNA library เพ่ือหา clone ของ phage ที่
มี inserted DNA ที่ยาวกวานี้ไปตรวจหาลําดับเบสใหมีขนาดสอดคลองกับความยาวของ mRNA 
ที่ไดจากการทํา northern immunoblotting ตอไป 
 จากการนําลําดับเบสไปแปลงเปน amino acid sequence ได 82 amino acid และ
เม่ือนําไปเปรียบเทียบกับ amino acid sequence ของ tegumental antigen ของ F. hepatica 
พบวาตลอดสายของ amino acid มีความคลายคลึงกันถึง 66.2% โดยสวนที่แตกตางกันเปน
อยางมากอยูที่บริเวณ C-terminal และยังพบวา amino acid ของ F. gigantica มีลําดับ amino 
acid เปน repeated sequence ที่คลายคลึงกับที่พบใน F. hepatica ถึง 93% และมี proline 
เปนองคประกอบจํานวนมาก และคลายกับโปรตีนในกลุม gamma-aminobutyric acid (GABA-
A) receptor, subunit epsilon [Mus musculus] (gi|8393396|ref|NP_059065.1); Hemolysin-
type calcium-binding region:Cadherin  [Trichodesmium erythraeum IMS101] 
(gi|71671906|gb|EAO28570.1); Endoglucanase-like [Saccharophagus degradans 2-40] 
(gi|89952265|gb|ABD82280.1); peptidase, M23/M37 family protein [Oceanicaulis 
alexandrii HTCC2633] (gi|83852772|gb|EAP90625.1); surface protein EP3-3 procyclin 
precursor [Trypanosoma brucei  brucei] (gi|14485024|gb|AAK62894.1) และ Agarase 
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[Saccharophagus degradans 2-40] (gi|89951900|gb|ABD81915.1) ซึ่งเปนโปรตีนที่มี 
proline rich เชนเดียวกัน โดยเฉพาะอยางยิ่งลําดับ amino acid PEP แตอยางไรก็ตามจาก
ขอมูลที่ไดยังไมสามารถระบุหนาที่ของโปรตีนชนิดนี้ได แตอาจเปน membrane bound protein 
ที่ทําหนาที่เปน receptor หรือ peptidase enzyme  
  การสังเคราะห Recombinant VgFg 16 protein ที่ไดจาก cDNA library 

จากการสังเคราะห Recombinant VgFg 16 protein (rVgFg16) ที่ไดจาก cDNA 
library  โดย นําไป transformed เขาแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) (BL21-pET30-
VgFg16)  นําเซลลทีไ่ดไปทําการแยกโปรตีนดวย 12.5% SDS PAGE พบวา มีแถบโปรตีนที่
น้ําหนักโมเลกุล 15 kDa ซึ่งเปนนํ้าหนักโมเลกุลทีใ่กลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลของ rVgFg16 ที่
คํานวณไดจากระดับ amino acid ในโปรตีนที่สกัดจาก BL21-pET30-VgFg16 หลังการกระตุน
ดวย IPTG แตไมพบใน BL20 และ BL21-pET30-VgFg16 กอนการกระตุนดวย IPTG แสดงวา
แถบโปรตีนดังกลาวเปนโปรตีนที่สังเคราะหไดดวยการกระตุนดวย IPTG ผานทาง lac operon 
ที่มีอยูใน pET 30 expression vector และโปรตีนที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกับที่คํานวณไว
แลดงวาแถบโปรตีนดังกลาวเปน recombinant VgFg16 (rVgFg16) ที่ทําการตัดตอ cDNA เขา 
vector ดังกลา 

การทําบริสุทธ์ิ Recombinant VgFg 16 protein 

จากการนํา rVgFg16 ที่สักเคราะหไดมาทําใหบริสุทธิ์โดยผาน Protino® Ni-IDA 
column นํามาแยกแถบโปรตีนดวย 12.5% SDS PAGE และยอมดวยสี coomassie blue 
พบวา มีแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ 15 kDa เพียงแถบเดียวแสดงใหเห็นวา 

rVgFg16 ถูกแยกออกจากโปรตีนอ่ืน ๆ ที่มีอยูในแบคทีเรียไดดวย Protino® Ni-IDA column 
เน่ืองจากมี Ni-IDA มีคุณสมบัติในการจัดกับ His-tag โปรตีน และสามารถทําใหแยกออกจากกัน
ดวย elution buffer ที่มี Imisazole ในขณะที่โปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ที่สรางโดยแบคทีเรียไมมี
โครงสรางของ His-tag จึงไมสามารถจับกับ Ni-IDA ได หรืออจาจับไดนอย ดังน้ันเม่ือนํา eluted 
protein มาแยกดวย 12.5% SDS PAGE จึงพบแถบโปรตีนที่โมเลกุล 15 kDa เพียงแถบเดียว  
อยางไรก็ตามการยอมดวย coomassie blue มีความไวนอย ซึ่งถามี contamination protein ที่มี
ปริมาณนอยอาจไมสามารถตรวจพบได 
 
  การผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 protein 
 จากการนํา rVgFg 16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีดกระกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว 
(Wista rat) เก็บเลือด และนํามา ตรวจหาคา titer ของ polyclonal antibody ดวยวิธี indirect 
ELISA พบวา immunized rat serum มีคา OD450 เพ่ิมขึ้น อยูระหวาง 2.491-0.062 ซึ่งแสดงให
เห็นวาใน immunized rat serum มี antibody ที่ตานตอ rVgFg16 protein และ คา OD450 ลดลง
เม่ือคา dilution เพ่ิมขึ้น โดยพบวา ที่คา dilution ที่ 1:50 – 1:3,200 มีความเขมของ OD450  
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คงที่ โดยที่คา OD450 เร่ิมเพ่ิมสูงขึ้นที่ความเขมขน 1:400 และเม่ือนําคาดังกลาวไปหาคา titer 
ของ antibody มีคาประมาณ 1:25600 ซึ่งเปนคา dilution มากที่สุดที่สามารถพบ antibody ที่
ตานตอ rVgFg16 protein  แสดงใหเห็นวาที่คา dilution 1:25600 มี sensitivity สูงเพราะ
ถึงแมวาจะมีการเจือจางมากแตยังสามารถตรวจพบ antigen ได เม่ือเทียบกับ preimmunized 
rat serum พบวาคา OD450 ต่ําลงแสดงใหเห็นวาไมมีการสราง antibody จาก หนูขาว (Wista 
rat ) 
  การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 
protein 
 จากการใช immunized rat serum ที่ไดจากการนํา rVgFg16 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์
มาฉีดกระกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว (Wista rat) ตรวจหาแถบโปรตีนจาก rVgFg 16 พบแถบ
โปรตีนที่ใหผลบวกจํานวน 2 แถบที่น้ําหนักโมเลกุล 15 kDa และ 33 kDa ซึ่งแสดงใหเห็นวาที่
น้ําหนักโมเลกุล 15 kDa และ 33 kDa มีความจําเพาะกับ antibody เน่ืองจากมีแถบโปรตีนขึ้น
ทั้งสองน้ําหนักโมเลกุล อาจเนื่องมาจากที่ 33 kDa เปนโปรตีนของ bacteria ที่ปนเปอนมาจาก
กระบวนการทําบริสุทธิ์ เม่ือนําโปรตีนดังกลาวไปทําการฉีดกระตุนสัตวทดลองจึงทําใหมีการ
ผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอโปรตีนดังกลาวดวย แตการผลิต polyclonal antibody นี้มี
ปริมาณนอยกวา antibody ที่ความจําเพาะกับ rVgFg16 จึงพบวาความเขมของแถบโปรตีนนอย
กวาที่น้ําหนักโมเลกุล 15 kDa  

จากการตรวจหาแถบโปรตนีที่สามารถจับดวย polyclonal antibodies ที่ตานตอ 
rVgFg16 ใน WB-extract protein พบผลบวกจํานวน 3 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 37, 30 และ 25 
kDa ซึ่งเปนไปไดวา antibody ที่ใชในการศึกษาเปน polyclonal antibodies ซึ่งสามารถจับกับ
โปรตีนไดหลาย epitopes ซึ่งโปรตีนจากพยาธิ F. gigantica อาจมี epitope ที่คลายคลึงกนั
มากกวาหนึ่งโปรตีน หรือกอนการนํา rVgFg 16 มากระตุนเพื่อผลติ polyclonal antibody ที่ตาน
ตอ rVgFg 16 อาจมีโปรตีนที่มี His-tag และไมไดทําการตัดออกกอนการนําไปฉีดกระตุน
สัตวทดลอง จึงอาจมี antibody ที่มีความจําเพาะกับ His-tag และantibody ดังกลาวอาจจับกับ 
histidine rich protein ทําให polyclonal antibodies ดังกลาวสามารถจับกับโปรตนีไดมากกวา 1 
แถบโปรตีน  
 จากการตรวจหาแถบโปรตีนที่สามารถจับดวย polyclonal antibodies ที่ตานตอ 
rVgFg16 ใน Tegumental extracted proteins ของ F. gigantica พบผลบวก ที่น้ําหนักโมเลกุล 
50 และ 25 kDa อาจเนื่องมาจาก มีการ contaminate ของโปรตีนตั้งแตขั้นตอนในการ purified 
และมี Histidine rich จึงทําใหพบแถบโปรตีนจํานวน 2 แถบใน Tegumental extracted 
proteins การศึกษาครั้งน้ีพบวาใน Tegumental extracted proteins มีแถบโปรตีนที่จําเพาะกับ 
antibody ที่ตานตอ rVgFg16 อาจเปนไปไดวาน้ําหนักโมเลกุลดังกลาวอาจมีโปรตีนที่ศึกษาอยู 
อยางไรก็ตามผลการศึกษาพบวามีแถบโปรตีนที่ 25 kDa ทั้งจาก WB-extract protein และ 
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Tegumental extracted proteins ใหผลบวกตรงกัน จึงอาจเปนไปไดวา native protein ของ 
gene นี้มีน้ําหนักโมเลกุลที่ 25  kDa  
  การศึกษาตําแหนงของเน้ือเยื่อพยาธิ F. gigantica ที่สามารถจับไดดวย 
polyclonal antibody ที่จําเพาะตอ rVgFg 16 protein ดวยวิธี immunoperoxidase 
staining 
 จากการนํา polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 มาทดสอบจับกับ native 
protein ในเนือ้เยื่อพยาธิ F. gigantica  ตัวเต็มวยั พบวาสามารถยอมติดเฉพาะบริเวณเนื้อเยือ่
ปกคลุมรางกายชั้นนอก (syncytial layer) และ เน้ือเยือ่ปกคลุมรางกายชั้นใน (tegumental cell 
layer) ของพยาธิตวัเต็มวัย F. gigantica  ซึ่งมีความสอดคลองกับ tegumental antigen ของ
พยาธิตวัเต็มวัย F. hepatica ที่พบการทําปฏิกิริยาบริเวณ tegumental syncytium, cytoplasm 
ของ tegumental cell (Trudgett et al., 2000) แตอยางไรก็ตาม tegumental antigen ของพยาธิ 
F. hepatica ยังสามารถยอมติดเยื่อบุของ caecum ของพยาธิ F. hepatica ระยะวัยรุน และ ยอม
ติดเขมในผนัง uterus ของพยาธิ F. hepatica ตัวเต็มวัย ในขณะที่ polyclonal antibody ที่ตาน
ตอ rVgFg 16 นี้ ไมสามารถยอมติดอวัยวะดงักลาว ทั้งน้ีอาจเปนเพราะยีนดังกลาวมีการ
แสดงออกในอวัยวะที่แตกตางกันในแตละระยะของการพัฒนาของพยาธิ ดังนั้นตําแหนงทีพ่บ
การทําปฏิกิรยิาบริเวณเยื่อบุของ caecum จึงพบเฉพาะในพยาธ ิ F. hepatica ระยะวัยรุน 
เทานั้น และพบการทําปฏิกริิยาใน uterus เฉพาะในพยาธ ิF. hepatica ตวัเต็มวัย (Trudgett et 
al., 2000)  ดังนั้นในการศึกษาครั้งนีจึ้งไมสามารถยอมติดเยื่อบุของ caecum ในพยาธ ิ F. 
gigantica  ตัวเต็มวัย และการศึกษานี้ยงัไมมีการทดลองกับพยาธิ F. gigantica ระยะวยัรุนจึงยัง
ไมสามารถระบุไดวา polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 นี้สามารถยอมติดเยื่อบุของ 
caecum ไดหรือ ไม แตอยางไรก็ตามในงานวิจัยนี้ polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 
ไมสามารถยอมติดเยื่อบุของ uterus ได ทั้งน้ีอาจเปนเพราะลําดับ  amino acid ของโปรตีนของ
พยาธิทั้งสองชนิด มีบางตําแหนงที่แตกตางกันซ่ึงอาจทําใหมี epitope บาง epitope แตกตางกนั
ทําใหไมสามารถยอมติดใน uterus ของ F. gigantica ได  
 นอกจาก tegumental antigen ของ F. hepatica ดังกลาวแลวยังพบวา monoclonal 
antibody ที่ตานตอ tegumental antigen ที่น้ําหนักโมเลกุล 28.5 kDa (Chaithirayanon K., 
2006), 54 kDa (Itagaki et al., 1995), 66 kDa (Viyanant et al., 1997)  ของ F. gigantica 
พบวาใหผลบวกบริเวณผิวดานนอกเนื้อเยื่อปกคลุม (tegument surface), เน้ือเยื่อปกคลมุ
รางกายชั้นนอก (syncytial layer) ซึ่ง Tegumental antigen ที่น้ําหนักโมเลกุล 28.5 kDa, 54, 
66 kDa นี้ ยังมีประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไมตับ F. gigantica ได ซึ่งพบวา ที่
น้ําหนักโมเลกุล 28.5 kDaไมพบ cross-reactivity กับพยาธติัวอ่ืนๆ และพบวา ที่น้ําหนัก
โมเลกุล 54 และ 66 kDa ซึ่งอยูในกลุม tegument associated  antigen มีความจําเพาะมากกวา 
caecal-associated antigen ที่น้ําหนักโมเลกุล 27-26 kDa ที่จะใชในการวินิจฉัยโรค fasciolosis 
ในโค กระบือ และมีความจําเพาะตอ tegument ที่น้ําหนักโมเลกุล 66 kDa เพ่ือใชในการจําแนก 
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circulating antigen จากการติดเชื้อในโค กระบือ (Viyanant et al., 1997) จึงเปนไปไดวา  
polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 16 นี้อาจจะสามารถใชเปนตัวตรวจสอบการติดเชื้อได 
หรือ rVgFg 16 ที่สังเคราะหไดนี้อาจจะมีศักยภาพในการใชเปนวัคซีนปองกันโรคดังกลาวได 
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3. การสังเคราะห Ribonuclease like protein encoding gene (VgFg 28) โดยการ
ตรวจหาจาก cDNA library 
  ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการสังเคราะหยีนใหมซึ่งยังไมมีการรายงานในพยาธิ
ชนิดนี้จํานวน 1 ยีน คือ VgFg 28 ซึ่งใหผลบวกตอการตรวจหาทั้ง 2 ขั้น ซึ่งนาจะเปนยีนที่มีการ
แสดงออกในหลายชนิดของเซลลหรือหลายอวัยวะ แตเน่ืองจากเปนยีนใหม และยังไมมีรายงาน
ในพยาธิชนิดนี้หรือพยาธิในกลุมน้ี ประกอบกับยีนที่สังเคราะหไดนี้เปนเพียงสวนหนึ่งของ 3'end 
ของยีนเทานั้น ทําใหยังไมสามารถระบุชนิดของโปรตีนไดอยางชัดเจนนัก จากการวิเคราะห
ขอมูลเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล พบวา มีเพียงชวงสั้น ๆ ของ amino acid sequence เทานั้น 
ที่แสดงวาคลายกับ conserved domain ของ rinonuclease 2-5A ซึ่ง domain นี้สามารถพบได
ในโปรตีนหลายกลุมซ่ึงมีบทบาทหนาที่แตกตางกันไป โปรตีนกลุมสําคัญ ๆ ที่มี domain นี้ คือ 
  โปรตีนในกลุม endoribonuclease/protein kinase (Ire1) ซึ่งพบใน 
Caenorhabditis elegans (Urano et al., 2002), Saccharomyces cerevisiae (Johnston et al., 
1994), Mus musculus (Wang et al., 1998), Candida albicans (Jones et al., 2004), Homo 
sapiens (Iwawaki et al., 2001) และ Hypocrea jecorina (Valkonen et al., 2004) ซึ่งโปรตีน
ชนิดนี้ประกอบดวยกัน 2 domain ที่มีหนาที่ตางกัน คือ domain ที่เปน endoribonuclease มี
หนาที่กระตุนใหเกิด hydrolysis ของ ester linkages ภายใน ribonucleic acid โดยทําใหพันธะ
แตกออก (http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject? type=keyword&id=2245) และ 
domain ที่เปน protein kinase มีหนาที่ กระตุนใหมีการขนสง phosphate group จาก ATP ไป
ยัง substrate (http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type= keyword&id=2953) 
และมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีนในกลุม endoribonuclease/protein kinase (Ire1) ในคนและ
ในยีสต โดยในคนจะทําหนาที่ในการรับรู unfolded proteins ใน lumen ของ endoplasmic 
reticulum แลวจะกระตุนเอ็นไซมใหพรอมที่จะทํางาน (enzyme auto-activation) ซึ่ง active 
endoribonuclease domain จะตัด XBP1 mRNA ทําใหเกิดปลาย C-terminus ใหม เปลี่ยนเปน 
unfolded-protein response (UPR) กระตุนใหเกิด transcription เพ่ือสรางโปรตีนออกมาใหม 
สวน unfolded proteins จะหยุดการพัฒนาและสลายตัวไป (http://au.expasy.org/cgi-
bin/niceprot.pl? O75460)  สวนในยีสตโปรตีนน้ีจะรับรู unfolded proteins ใน lumen ของ 
endoplasmic reticulum เหมือนกับในคน แตเอ็นไซมจะตัด HAC1 precursor mRNA เกิด 
mRNA ที่สมบูรณ จากน้ันจะเหนี่ยวนําใหเกิด transcription ของ UPR target genes 
(http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl? P32361) 
  โปรตีนในกลุม endoribonuclease/protein kinase (IRE2) ซึ่งพบใน Mus 
musculus (Wang et al., 1998) และ Homo sapiens (Ota et al., 2004) โดยโปรตีนในกลุม 
endoribonuclease/protein kinase (Ire2) ทําหนาที่ควบคุมการ transcription ผาน 28S 
ribosomal RNA ซึ่งจะเกิดขึ้นเม่ือเกิด ER stress ซึ่งเอ็นไซมนี้ไมผลตอ unfolded-protein 
response (http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot. pl?Q76MJ5) 
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  โปรตีนในกลุม protein kinase ซึ่งพบใน Saccharomyces cerevisiae (Nikawa 
and Yamashita, 1992), Caenorhabditis elegans (Shen et al., 2001) และ Entamoeba 
histolytica (Loftus et al., 2005) โดยโปรตีนในกลุม protein kinase ในคนจะทําหนาที่กระตุน
ใหเกิด phosphorylation ที่ threonine และ tyrosine residue ใน Thr-Glu-Tyr sequence ใน 
MAP kinases ไดเปน activates ERK1 and ERK2 MAP kinases ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการ
ควบคุมการเจริญและการแบงตัวเพ่ิมจํานวนของเซลล(differentiation) 
(http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl?Q02750) และในยีสต KSS1, FUS3 เปน final 
kinase ใน signal transduction cascade ควบคุมการ mating และ filamentation pathways 
ซึ่งกระบวนการนี้ถูกเหนี่ยวนําโดย pheromone และปริมาณของ nitrogen/carbon  การเกิด 
Phosphorylated FUS3 กระตุนการ mating แตยบัยั้ง filamentation pathway ในขณะที่ 
activated KSS1 กระตุนทั้ง 2 pathways  การทํางานของ FUS3 ที่ถูกกระตุนโดย pheromone 
จะไปยับยั้งการจับกันของ กับ filamentation specific genes แตจะเหน่ียวนําใหเกิดการจับกัน 
mating specific genes กับ transcriptional activator STE12 เขาดวยกัน  สวน non-activated 
FUS3 มีผลยบัยั้ง STE12 transcriptional activity  ในบางครั้งเม่ือ  FUS3  ขาดแคลน  KSS1 
สามารถทํางานทดแทนไดบางสวนแตจะเกิดการ mating ลดลง (http://au.expasy.org/cgi-
bin/niceprot.pl? P16892) 
  โปรตีน 2-5A-dependent ribonuclease (Ribonuclease L) (RNase L) ซึ่งพบ
ใน Gallus gallus โดยโปรตีน 2-5A-dependent ribonuclease (Ribonuclease L) (RNase L) 
ทําหนาที่เปน Endoribonuclease ซึ่งเปนสารสื่อของ interferon action โดยเปนสื่อใหมีความ
ตานทานตอการติดเชื้อไวรัสและเกิดการสลายของเซลล และอาจมีบทบาทในการควบคมุ 
mRNA turnover (http://au.expasy.org/cgi-bin/ niceprot.pl Q05823) 
  โปรตีน exosome complex exonuclease ซึ่งพบใน Saccharomyces 
cerevisiae (Sterky et al., 1996) ซึ่งเปนสวนประกอบของ exosome 3' -> 5' exoribonuclease 
complex เพ่ือทําใหเกิด 3'processing ของ 7S pre-RNA ใหกลายเปน 5.8S rRNA และทําให 
18S and 25S rRNAs สมบูรณ อีกทั้งยังสามารถตัด spacer sequence และทําใหเกิดการสลาย
ของ mRNA และอาจทําลาย pre-rRNAs ที่ผิดปกติได (http://au.expasy.org/uniprot/P25359) 
  โปรตีน aminopeptidase ซึ่งพบใน Bacillus halodurans (Takami et al., 
1999) โดยโปรตีน aminopeptidase ทําหนาที่เปนเอ็นไซมตัด amino acid ชนิด methionine ที่
อยูที่ตนสายของการสรางโปรตีน (http://au.expasy.org/uniprot/Q9Z9J4)  

จากการเปรียบเทียบดังกลาวจะเห็นวา ยีนที่สังเคราะหไดนั้นสวนใหญมี conserved 
domain ที่พบในโปรตีนกลุม endoribonuclease/protein kinase และ protein kinase  ทําใหมี
ความนาจะเปนไปไดที่วายนีที่สังเคราะหไดนาจะเปนชวงหนึ่งของยีนในกลุม protein kinase ที่มี
ชวงของ endoribonuclease อยูสวนหนึง่ ซึ่งในการทดลองนี้สังเคราะหไดเพียงชวงสั้น ๆ ของ
ยีนที่เปนชวงของ endoribonuclease คือ ribonuclease  2-5A 
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การสังเคราะห recombinant VgFg 28  
จากการคนพบยีนที่มีการแสดงออกในพยาธิใบไมตับ F. gigantica ตัวเต็มวยั คือ 

VgFg 28 (cDNA ที่สรางจาก RNA ซึ่งสกัดจาก vitelline gland area) ซึ่งเปน clone ที่ใหผล
บวกจากการคัดเลือก clone ของแบคทเีรียตอการตรวจหาทั้ง 2 ขั้นตอน คือ การตรวจหาดวย 
probe ที่สังเคราะหจาก vitelline gland area และการตรวจหาดวย DIG-labeled cDNA probe 
ที่สรางจาก RNA ที่สกัดจาก testicular area ซึ่งการผลิต probe ดวยวธิีการนี้จะสราง cDNA 
จาก mRNA เฉพาะยนีที่มีการแสดงออกจํานวนมาก ดังนั้นผลของการตรวจหายีนจะตอง
แสดงออกจํานวนมาก และนาจะเปนยีนที่มีการแสดงออกในเซลล เน้ือเยื่อ หรืออวัยวะหลาย
ชนิด แต VgFg 28 เปนยีนใหมและยังไมมีรายงานในพยาธิใบไมตบั F. gigantica รวมไปถึง
พยาธิใบไมชนิดอ่ืนๆ ดวย โดยที่ VgFg 28 ที่สังเคราะหไดนั้นเปนเพียงสวนหนึ่งของ 3’end 
ของยีนเทานัน้ ทําใหยังไมสามารถระบุชนิดของโปรตีนไดอยางชัดเจน แตจากการวิเคราะห
ขอมูลแลวนําไปเทียบกบัฐานขอมูล พบวามี amino acid sequence บางสวนคลายกบั 
conserve domain ของ ribonuclease 2-5A ซึ่ง domain ลักษณะนี้สามารถพบไดในโปรตีนกลุม 
endoribonuclease/protein kinase และ protein kinase ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงได
สังเคราะห recombinant clone VgFg 28 protein (rVgFg 28) จากการนํา cDNA clone VgFg 
28 มาตัดตอเขา pET-30c+ expression vector ที่ตําแหนง EcoRI และ XhoI (pET30-VgFg28) 
แลวนําไป transformed เขาแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) (BL21-pET30-VgFg28) 
และเพาะเลี้ยงใน LB broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดคา OD600 เทากับ 0.5 
จากนั้นกระตุนดวย IPTG และทําการเกบ็เซลลที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง แลวนําเซลลที่ได
ไปทําการแยกโปรตีนดวย 12.5% SDS-PAGE พบวามีแถบโปรตีนขนาด 25 kDa ปรากฏขึ้นใน
โปรตีนที่สกัดมาจาก BL21-pET30-VgFg28 หลังการกระตุนดวย IPTG ซึ่งเปนนํ้าหนักโมเลกุล
ที่ใกลเคียงกับนํ้าหนักโมเลกุลของ recombinant VgFg28 ที่คํานวณไดจากลําดับ amino acid 
และจากการสงัเคราะหโปรตีนดังกลาวขางตนน้ีมีความเปนไปไดสูงที่โปรตีนที่สังเคราะหขึ้นนี้จะ
เปน rVgFg 28 protein เน่ืองจากมีน้ําหนักโมเลกุลทีใ่กลเคียงกันมาก  

การทําบริสุทธ์ิ Recombinant VgFg 28 protein 
จากการนํา BL21-pET30-VgFg28 ที่ตรวจสอบแลววามีการแสดงออกของแถบ

โปรตีนที่ 25 kDa มาทําการเพาะเลี้ยงและกระตุนดวย IPTG แลวนําไปสกัด inclusion protein 

มาทําใหบริสทุธิ์โดยผาน Protino® Ni-IDA column แลวทําการเกบ็ fractions ตาง ๆ นําไปแยก
แถบโปรตีนดวย 12.5% SDS PAGE และยอมดวยสี coomassie blue พบวาใน denature 
BL21-pET30-VgFg28 extracted protein มีแถบโปรตีนขนาด 25 kDa ในปริมาณมากที่สุด 
ในขณะที่ column flowed through protein พบแถบโปรตีนดังกลาวนอยลง แสดงวาโปรตีนที่ 25 
kDa บางสวนจับติดกับ column ทําใหแถบโปรตีนขนาดดังกลาวมีความเขมนอยลงในโปรตนีที่
ผาน column แลว นอกจากนี้ยังสามารถพบไดใน column washed protein 1 และ 2 สวน 
แสดงวามีโปรตีนที่มีปริมาณมากวาที่ประสิทธิภาพของ column จะจับไดหมด ดังนั้นจึงมีโปรตีน
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ขนาดดังกลาวถูกชะลางออกมากับ washing buffers ดวย และจากการที่column eluted protein 
1 พบแถบโปรตีนจํานวน 7 แถบ โดยแถบโปรตีนที ่ 25 kDa มีความเขมมากที่สุด และไมพบ
แถบโปรตีนใดๆ ใน column eluted protein 2 และ 3 แสดงวามีการปนเปอนโปรตีนจาก
แบคทีเรีย ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจาก Ni-IDA column มี ligans สําหรับจับกับ His-tag จํานวนถึง 3 
ligans ซึ่งมีความความไวตอกับกับ histidine สูงมาก และทําใหมีโอกาสที่โปรตีนของแบคทีเรีย
ที่มีองคประกอบของ histidine สูง สามารถจับกับ column ได ในการนี้ถาตองการได his-tag 
protein ที่มีความบริสุทธิ์มากขึ้นอาจตองใช column ที่มีความไวนอยลงเชน Ni-NTA หรือ Ni-
TED  

การผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ Recombinant VgFg 28 protein 
จากการศึกษาในครั้งนี้ไดผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 28 protein 

เพ่ือนําไปใชในการศึกษาคณุลักษณะและความจําเพาะของ rVgFg 28 protein ดวยวธิี western 
immunoblotting โดยการกระตุนภูมิคุมกนั (immunized) ของหนูขาว (Wista rat) เพศเมียใน
ครั้งแรกดวยการสกัดและทําบริสุทธิ ์ BL21-pET30-VgFg28 จนไดเปน column eluted protein 
1 ผสมกับ complete Freund’s adjuvant (CFA) ทาง subcutaneous โดยรางกายของหนูจะมี
การสราง antibody ชนิด IgM ตอบสนองตอ rVgFg 28 ในระยะเวลา 7-10 วัน และ antibody 
ชนิดนี้จะคอยๆ ลดลงในชวงวันที่ 7 ของการ immunized เรียกการตอบสนองระยะแรกนี้วา 
primary immune response หลังจากนั้นอีก 14 และ 28 วัน immunized ดวย column eluted 
protein 1 ที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant (IFA) ซึ่งเปน antigen ชนิดเดิม รางกาย
หนูจะเกิดการตอบสนองที่เรียกวา secondary immune response ซึ่งจะใชระยะเวลาสั้นลงเพียง 
2-7 วัน และมีการสราง antibody ชนิด IgG เพ่ิมสูงขึ้นและมีปริมาณมากในชวงวันที่ 12 ของการ
ไดรับ antigen และหลังจากการ immunized ครั้งสุดทายประมาณ 1 สัปดาห เก็บเลือดจากหัวใจ
หนูแลวนําไปแยกเม็ดเลือดเพ่ือเก็บ serum แลวนํามาตรวจหาคา titer ของ polyclonal 
antibody ดวยวิธี indirect ELISA พบวา immunized rat serum เริ่มมีคา OD450 สูงกวา 
preimmunized rat serum ที่ความเขมขน 1:409,600 และคา OD450 ของ immunized rat sera 
มีการเปลี่ยนแปลงสูงขึ้นและคงที่ที่ 1:3,200 จากผลการทดลองสามารถคํานวณหาคา titer ของ 
polyclonal antibody ไดเทากับ 1:25,600 แสดงวา polyclonal antibody ที่ไดมีความเขมขนสูง
มาก ถึงแมวาจะมีการเจือจางลงอยางมากก็สามารถตรวจหาแอนติเจนได  

 
การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 28 

protein ดวยวิธี western immunoblotting 
จากการนํา column eluted protein 1 (rVgFg 28) มาวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวย 

12.5% SDS-PAGE แลว transfer โปรตีนลง nitrocellulose membrane จากนั้นนําไป
ตรวจสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ดวยวธิี western immunobloting โดยใช 
preimmunized rat serum และimmunized rat serum เปน probe พบวา มีแถบโปรตีนที่ให
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ผลบวกจํานวน 1 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa จากจํานวนแถบโปรตีนทั้งหมด 7 แถบ 
เน่ืองจากโปรตีนขนาดดังกลาวมีปริมาณสูงเม่ือเทียบกบัโปรตีนอ่ืนๆ ทําใหสามารถกระตุน
ภูมิคุมกันของหนูไดดีกวา ดังนั้นแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนแถบดังกลาวจึงมีปริมาณสูงกวา
แอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนแถบอ่ืน ๆ จึงทําใหปรากฏแถบโปรตีนที่แสดงผลบวกเพียงแถบ
เดียวเทานั้น 

และเมื่อนํา WB-extract protein (native F. gigantica protein) มาตรวจสอบ
ความจําเพาะของ polyclonal antibody ดวยวิธีดังกลาวขางตน พบวา WB-extract protein มี
แถบโปรตีนที่ใหผลบวกจํานวน 3 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 63, 56, 25 kDa โดยมีแถบโปรตีนที่ 
25 kDa มีความเขมมากที่สุด จากจํานวนทั้งหมด 12 แถบ อยางไรก็ตามจากขอมูลดังกลาวยัง
ไมสามารถระบุไดวาแถบโปรตีนใดเปนโปรตีนเปาหมายที่ตองการศึกษา เน่ืองจากแอนติบอดีที่
ใชในการศึกษาเปน polyclonal antibodies ซึ่งสามารถจับกับโปรตีนไดหลาย epitopes ซึ่ง
โปรตีนจากพยาธิ F. gigantica อาจมี epitope ที่คลายคลึงกันมากกวาหนึ่งโปรตีน นอกจากนี้ 
rVgFg28 protein เปนโปรตีนที่มี His-tag อยูและไมไดทําการตัดออกกอนการนําไปฉีดกระตุน
สัตวทดลอง จึงอาจมีแอนติบอดีที่เจาะเพาะกับ His-tag และแอนติบอดีดังกลาวอาจจับกับ 
histidine rich protein ทําให polyclonal antibodies ดังกลาวสามารถจับกับโปรตีนไดมากกวา 1 
แถบโปรตีน  
 จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสามารถผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 28 
protein ได และมีความจําเพาะกับ rVgFg 28 protein ที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa 

จากการนํา column eluted protein 1 (rVgFg 28) มาวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวย 
12.5% SDS-PAGE แลว transfer โปรตีนลง nitrocellulose membrane จากนั้นนําไป
ตรวจสอบความจําเพาะของ polyclonal antibody ดวยวธิี western immunobloting โดยใช 
preimmunized rat serum และimmunized rat serum เปน probe พบวา มีแถบโปรตีนที่ให
ผลบวกจํานวน 1 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa จากจํานวนแถบโปรตีนทั้งหมด 7 แถบ 
เน่ืองจากโปรตีนขนาดดังกลาวมีปริมาณสูงเม่ือเทียบกบัโปรตีนอ่ืนๆ ทําใหสามารถกระตุน
ภูมิคุมกันของหนูไดดีกวา ดังนั้นแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนแถบดังกลาวจึงมีปริมาณสูงกวา
แอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนแถบอ่ืนๆ จึงทําใหปรากฏแถบโปรตีนที่แสดงผลบวกเพียงแถบ
เดียวเทานั้น 

และเม่ือนํา WB-extract protein (native F. gigantica protein) มาตรวจสอบ
ความจําเพาะของ polyclonal antibody ดวยวิธีดังกลาวขางตน พบวา WB-extract protein มี
แถบโปรตีนทีใ่หผลบวกจํานวน 3 แถบ ที่น้ําหนักโมเลกุล 63, 56, 25 kDa โดยมีแถบโปรตนีที่ 
25 kDa มีความเขมมากที่สุด จากจํานวนทั้งหมด 12 แถบ อยางไรก็ตามจากขอมูลดังกลาวยัง
ไมสามารถระบุไดวาแถบโปรตีนใดเปนโปรตีนเปาหมายที่ตองการศึกษา เน่ืองจากแอนติบอดีที่
ใชในการศึกษาเปน polyclonal antibodies ซึ่งสามารถจับกับโปรตีนไดหลาย epitopes ซึ่ง
โปรตีนจากพยาธิ F. gigantica อาจมี epitope ที่คลายคลึงกันมากกวาหนึ่งโปรตีน นอกจากนี้ 



 89 

rVgFg28 protein เปนโปรตีนที่มี His-tag อยูและไมไดทําการตัดออกกอนการนําไปฉีดกระตุน
สัตวทดลอง จึงอาจมีแอนติบอดีที่เจาะเพาะกับ His-tag และแอนติบอดีดังกลาวอาจจับกบั 
histidine rich protein ทําให polyclonal antibodies ดังกลาวสามารถจับกับโปรตนีไดมากกวา 1 
แถบโปรตีน อยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษา 2-5A-dependent ribonuclease (Ribonuclease 
L) ที่พบใน murine EAT cell มีน้ําหนักโมเลกุล 185 kDa (Slattery et al., 1979) แตใน mouse 
spleen พบที่ 185 kDa และ 40 kDa ขึ้นอยูกับแตละ speices (Bisbal et al., 1989) ใน human 
cell lines พบที่ 40, 46, 67 และ 100 kDa  โดยน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกันพบในบริเวณที่
แตกตางกัน เชน 100 kDa ใน microsome, 67, 46 และ 40 kDa พบใน nuclei, 67 kDa ใน 
membrane structures และพบมากใน plasma membrane ของเซลล Daudi lymphoblastoid 
(Chebath et al., 1987)  และ human Daudi cell ในรูป heterodimer พบที่ 160 kDa 
(Salehzasa et al., 1993) และจาก peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ของมนุษย
พบในรูป homodimer ที่น้ําหนักโมเลกุล 80 kDa (Robert et al., 2009) เม่ือเปรียบเทยีบกบั
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตนีที่สังเคราะหไดจากการทดลองอาจสรุปไดวา VgFg 28 protein ทีพ่บ
ใน WB-extract protein มีน้ําหนักโมเลกุล 63 kDa ซึ่งเปนนํ้าหนักที่ใกลเคียงมากที่สุดและจาก
การทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาสามารถผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ rVgFg 28 
protein ได และคอนขางมีความจําเพาะกับ rVgFg 28 protein ที่น้ําหนักโมเลกุล 25 kDa 
 การตรวจหาบริเวณที่พบ rVgFg 28 protein ในพยาธิ F. gigantica ดวยวิธี 
immunoperoxidase staining 

จากการใช polyclonal antibody ที่จําเพาะตอ rVgFg 28 ของพยาธ ิF. gigantica 
เพ่ือตรวจหาตาํแหนงของเซลล เน้ือเยื่อ และอวัยวะทีส่ามารถจับไดดวย immunized rat serum 
และ preimmunized rat serum ดวยวธิ ี immunoperoxidase โดยเกิดตะกอนสแีดงจากการทํา
ปฏิกิริยาระหวาง HRP-conjugated goat anti rat IgG และ AEC substrate จากนั้นยอมสี
นิวเคลียสดวย Mayer’s haematoxylin พบวาทั้ง preimmunized และ immunized rat sera 
ไดผลไมแตกตางกัน คือพบผลบวกของปฏิกิริยาเกิดเปนตะกอนสแีดงเขมใน ทอระบบขับถาย 
(excretory bladder) อัณฑะ (Testis) ลําไส (Caecum) ในสวนของเซลลเยื่อบผุนังลําไส Mehlis’ 
gland cells และไข (Egg) โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณเปลือกไข (Eggshell) ในขณะที่เน้ือเยื่อปก
คลุมรางกาย (Tegument) หนาม (spine) เน้ือเยื่อค้ําจุน (Parenchyma cell), Vitelline gland 
และในเนื้อกลามเน้ือ (Muscular tissue) ใหผลลบ  

จากผลการตรวจหาตําแหนงการกระจายของ VgFg 28 protein ใหผลไมแตกตาง
จากกลุม control เน่ืองจากสัตวทดลองอาจมีการติดเชื้อแลวสรางภูมิคุมกันออกมาซึ่งจําเพาะกับ
การแสดงออกของโปรตีนทีพ่บไดในพยาธิ จึงพบตะกอนสีแดงในบริเวณดังกลาวขางตน จาก
การศึกษาทีผ่านมาพบวา มีแสดงออกของ mRNA ที่สรางจาก BmRLI ซึ่งเปน Ribonuclease L 
inhibitor (RLI) ที่สกัดจากตวัไหม (silkworm, Bombyx mori) ในตําแหนงของ testis, ovary และ 
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fat body (Maeda et al., 2005) ดังนั้นจากการทดลองนี้นาจะพบตําแหนงการกระจายของ
โปรตีนที่ศึกษา (VgFg 28 protein) ในบริเวณของ testis และ ovary เชนกัน 
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Output จากโครงการ 
 
 
1. ตีพิมพในวารสารทางวิชาการ 

1. Cloning, characterization, expression of tegumental protein and its encoding 
gene of Fasciola gigantica. (อยูระหวางดําเนินการ) 

2. การจดทะเบียน cDNA ในฐานขอมูลนานาชาต ิ

1. Fasciola gigantica vitelline protein BII mRNA, complete cds, GenBank No: 
EF110993.1 

2. Fasciola gigantica vitelline protein BI mRNA, complete cds GenBank No: 
EF108313.1 

3. Fasciola gigantica tegumental antigen mRNA; อยูระหวางดําเนินการ 

4. Fasciola gigantica tetraspanin like protein mRNA; อยูระหวางดาํเนินการ 

5. Fasciola gigantica protein kinase / endoribonulcease like protein mRNA; อยู
ระหวางดําเนินการ 

6. Fasciola gigantica carboxyltranferase like protein mRNA; อยูระหวางดําเนินการ 

3. การนําเสนอในที่ประชุมวิชาการ 

1. Meepool A, Sobhon P. Cloning, identification and characterization of genes 
encoding eggshell proteins in Fasciola gigantica. การประชมุนักวิจัยรุนใหมพบ
เมธีวิจัยอาวุโส (poster presentation) สํานักงานคณะกรรมการสงเสริมการวิจัย 2548; 
หนา 49 

2. Meepool A, Sobhon P. Cloning, Characterization and Expression of Tegumental 
antigen of Fasciola gigantica. การประชุมนักวิจัยรุนใหมพบเมธีวิจัยอาวุโส (oral 
presentation) สํานักงานคณะกรรมการสงเสริมการวจัิย 2549; หนา 74 
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4. โครงงานวจิัยทางวิทยาศาสตรการแพทย หลักสตูร วิทยาศาตรบัณฑิต (วทิยาศาสตร
การแพทย) คณะวิทยาศาสตร และ คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัลบูรพา 

1. อิศรา ลิ่มเพชรงาม. การสังเคราะหและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของยีนที่แสดงออกใน
พยาธิใบไมตบั ตัวเต็มวยั Fasciola gigantica. โครงงานวิจัยทางวิทยาศาสตร
การแพทย ภาควิชาวิทยาศาสตรการแพทย คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 
2548, 64 หนา. 

2. สุธาทิพย ชัยเขวา. Cloning, expression and purification of tegumental antigen in 
Fasciola gigantica. โครงงานวิจัยทางวทิยาศาสตรการแพทย ภาควิชาวิทยาศาสตร
การแพทย คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 2549, 79 หนา. 

3. อังศดา พูลสวัสดิ์. Production and characterization of polyclonal antibodies 
against recombinant tegumental antigen protein (rVgFg16) of Fascola gigantica 
.โครงงานวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยบรูพา 
2553 (อยูระหวางดําเนินการ). 

4. ศศินภา กระจางศรี. Production and characterization of polyclonal antibodies 
against recombinant protein kinase / endoribonulcease like protein (rVgFg28) 
of Fascola gigantica. โครงงานวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทย คณะสหเวชศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพา 2553 (อยูระหวางดําเนินการ). 
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ภาคผนวก 1 
 

ลําดับนิวคลโิอไทดและกรดอมิโนของ vitelline protein BII 
mRNA ของ fascola gigantica ที่ลงทะเบียนในฐานขอมูล Gen 
Bank 

GenBank: EF110993.1 

Fasciola gigantica vitelline protein BII mRNA, complete cds 

LOCUS       EF110993     908 bp    mRNA    linear   INV 10-DEC-2006 
DEFINITION  Fasciola gigantica vitelline protein BII mRNA, complete cds. 
ACCESSION   EF110993 
VERSION     EF110993.1  GI:118738181 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Fasciola gigantica 
  ORGANISM  Fasciola gigantica 
            Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Trematoda; Digenea; 
            Echinostomida; Echinostomata; Echinostomatoidea; Fasciolidae; 
            Fasciola. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 908) 
  AUTHORS   Meepool,A., Homwutthiwong,K., Grams,R., Vichasri-Grams,S., 
            Wanichanon,C., Viyanant,V., Upatham,E.S. and Sobhon,P. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (09-NOV-2006) Medical Science, Faculty of Science, 
            Burapha University, Chonburi 20131, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..908 
                     /organism="Fasciola gigantica" 
                     /mol_type="mRNA" 
                     /db_xref="taxon:46835" 
                     /dev_stage="adult" 
                     /country="Thailand" 
     CDS             22..834 
                     /note="vit-BII" 
                     /codon_start=1 
                     /product="vitelline protein BII" 
                     /protein_id="ABL11192.1" 
                     /db_xref="GI:118738182" 
                     /translation="MKSTLVLLLAIVPLTLALYPHGEFNRHASYDDREKHRGYRKEND 
                     YLNYDLKGKFAGHGKAYLHGSFDKYGNENERGRYDDRGHHSLAGKSTHDGKYDMYGRM 
                     YAKGEFDAHGHEKEGTKFEEYTKFRRGGGFGGYGKKKSYDDYDTKGYLKRFADKGIKS 
                     KFDLYGNVGAKGKYDAYRKMGALGKFDSYGKYDQYGKMYDQGKYEEAGKYNAHGNLDL 
                     YGHLRRYGGSSAASKSENYGNARESGRYEPYGRYEKYEDDYARETPYDKYSY" 
ORIGIN       
        1 aatagatata accaaacgaa aatgaagtcc actttagtgc ttttgttggc aatcgtccca 
       61 ctcacacttg ctctataccc gcacggcgag ttcaacagac atgcctcata tgacgaccgt 
      121 gagaaacatc ggggatatcg aaaggagaat gactacttga actatgatct gaaggggaaa 
      181 tttgccggac acggcaaagc atatttgcat ggtagcttcg acaaatacgg caacgagaat 
      241 gaacggggga gatatgacga tcgaggccac cactctctcg cagggaaatc cactcacgat 
      301 gggaaatatg atatgtacgg tagaatgtat gccaaaggcg aatttgatgc ccacggtcat 
      361 gagaaagagg gcacgaagtt cgaggaatac acgaaattcc gtcgtggtgg tggatttggt 
      421 ggatatggaa agaagaagtc atacgatgat tatgacacaa agggatacct gaaacgattt 
      481 gccgataaag gtataaaatc caaattcgac ttgtacggaa atgtgggagc taagggcaaa 
      541 tatgatgcct accgaaagat gggtgctctg ggcaaattcg actcctatgg caaatacgat 
      601 cagtatggca aaatgtacga tcaaggcaaa tatgaggaag ctggcaaata caatgcgcac 
      661 gggaacttag atctctatgg tcatctgagg agatacggtg gttcatctgc ggccagcaag 
      721 agtgagaatt acgggaatgc acgtgaatcc ggacgatatg agccttatgg acgatatgag 
      781 aaatatgagg atgattacgc gagggagact ccatatgaca aatacagtta ctaaactcac 
      841 aaggtgaacc actctccaac actggtaaat attgatttta ttatgataaa tatatccaaa 
      901 aaaaaaaa 
// 
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ภาคผนวก 2 
ลําดับนิวคลโิอไทดและกรดอมิโนของ vitelline protein BI 
mRNA ของ fascola gigantica ที่ลงทะเบียนในฐานขอมูล Gen 
Bank 

 
GenBank: EF108313.1 

Fasciola gigantica vitelline protein BI (Vit-BI) mRNA, complete cds 

LOCUS       EF108313                 896 bp    mRNA    linear   INV 11-DEC-2006 
DEFINITION  Fasciola gigantica vitelline protein BI (Vit-BI) mRNA, complete 
            cds. 
ACCESSION   EF108313 
VERSION     EF108313.1  GI:118776351 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Fasciola gigantica 
  ORGANISM  Fasciola gigantica 
            Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Trematoda; Digenea; 
            Echinostomida; Echinostomata; Echinostomatoidea; Fasciolidae; 
            Fasciola. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 896) 
  AUTHORS   Homwutthiwong,K., Meepool,A., Grams,R., Vichasri-Grams,S., 
            Wanichanon,C., Viyanant,V., Upatham,E.S. and Sobhon,P. 
  TITLE     Molecular cloning and expression of vitelline protein BI from 
            Fasciola gigantica 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 896) 
  AUTHORS   Homwutthiwong,K., Grams,R., Vichasri-Grams,S., Wanichanon,C., 
            Viyanant,V. and Upatham,E.S. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (08-NOV-2006) Anatomy, Faculty of Science, Mahidol 
            University, Rama VI Road, Bangkok 10400, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..896 
                     /organism="Fasciola gigantica" 
                     /mol_type="mRNA" 
                     /db_xref="taxon:46835" 
                     /dev_stage="adult" 
                     /country="Thailand" 
     gene            1..896 
                     /gene="Vit-BI" 
     CDS             5..817 
                     /gene="Vit-BI" 
                     /codon_start=1 
                     /product="vitelline protein BI" 
                     /protein_id="ABL14193.1" 
                     /db_xref="GI:118776352" 
                     /translation="MKFTLVLLLAIVPLTLARHPHGKFNRHASYDDREKHRGYRKEND 
                     YLNYDLKGKFAGHGKAYLHGSFDKYGNENERGKYDDQGKYSLAGKSAHDGKYGMYGNM 
                     YAKGDFKAYGNEDEGAKFEEVTTFRRGGGYDSYGKKKSYDDYDTKGHLKKFANKGRQS 
                     KFDMYGNVKADGQAVSNGNMNAYGMFDSYGRHDQYGKMYDQGKYEEAGKYNAHGNLDL 
                     YGHLRGYGGSSAASKSENYGNAHESGRYEPYGRYEKYEDDYARETPYDKYSY" 
ORIGIN       
        1 gaaaatgaaa ttcactttag tgcttctgtt ggcaatcgtc ccactcacac ttgctcggca 
       61 cccgcacggc aagttcaaca gacatgcctc atatgacgac cgtgagaagc atcggggata 
      121 tcgaaaggag aatgactact tgaactatga tctgaagggg aaatttgccg gacacggcaa 
      181 agcatatttg catggtagct tcgacaaata cggcaacgag aatgaacggg ggaaatatga 
      241 tgatcaaggc aaatactccc tagctggaaa atcagctcac gatggaaaat atggtatgta 
      301 cggaaacatg tatgccaaag gtgacttcaa agcttacgga aatgaagatg agggtgcgaa 
      361 atttgaggag gttaccacct tccgtcgtgg tgggggatat gacagctacg ggaagaagaa 
      421 gtcgtatgat gactatgaca ccaagggcca tttgaagaag ttcgctaata agggtagaca 
      481 atccaaattc gatatgtatg gaaacgtgaa ggctgacggt caagccgttt ccaatggcaa 
      541 catgaacgcc tacggtatgt ttgactccta tggcagacac gatcagtatg gcaaaatgta 
      601 cgatcaaggc aaatatgagg aagctggcaa atacaatgcg cacgggaact tagatctcta 
      661 tggtcatctg aggggatacg gtggttcatc tgcggccagc aagagtgaga attacgggaa 
      721 tgcacatgaa tccggacgat atgagcctta tggacgatat gagaaatatg aggatgatta 
      781 cgcgagggag actccatatg acaaatacag ttactaagtg aacattatca acctaaaagc 
      841 cggataatct aaatgcactc ataataaatg ttagatatac ccaaaaaaaa aaaaaa 
// 
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