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 This research is aimed to synthesize the nucleotide sequences of leucine 
aminopeptidase (LAP) encoding gene of Fasciola gigantica, which is the causative parasite 
of fasciolosis in the ruminants and human. The infection is leading to the damage of host’s 
liver, the meat and milk productions are limited and resulting in economic loss. The study is 
divided into 2 parts; first part is the production of polyclonal antibody in the laboratory 
aminals. The polyclonal antibody is used as a tool for styding the characteristics of F. 
gigantic LAP by using western immunoblottiing and immunoperoxidase techniques.  Then 
the polyclonal antibody is used for screening the LAP encoding gene from the λ Zap II 
cDNA library of adult F. gigantica.  The second part is RT-PCR technique which used for 
produce the PCR product from the total mRNA from the adult F. gigantica by using specific 
primer.  
 The results found that the polyclonal antibody against LAP can be produced.  This 
antibody can recognize LAP in every antigen fractions of F. gigantica as multiple bands at 
molecular size ranged 20-40 kDa. The expression of LAP in each stage of parasite is 
different.  The highest relative amount of LAP is presented in embryonated egg fraction. 
Whereas, LAP is lower expressed in juvenile and adult parasites, respectively.  The 
immunolocalization of LAP shows the strongest reaction in the fluid surrounding the 
miracidium in embryonated eggs. 4 week old-juveniles express LAP in caecal epithelium 
and bladder epithelium. Whereas, LAP of adult parasites express in the caecal epithelium 
and bladder epithelium. Moreover, LAP is found in the reproductive tract, that are head of 
spermatozoa, epithelium of seminal vesicle, epithelium of cirrus sac, the prostate gland’ s 
cells, mature vitelline cell, mature oocyte, Mehlis’ gland cells and epithelium of uterus 
 The cDNA library screening by using this polyclonal antibody is negative. This might 
be caused by the unable to recognize of protein, which expressed in E. coli, by this 
antibody. The RT-PCR product is not the LAP encoding gene in every condition. This study 
is a basic knowledge of LAP which use as further study in immunodiagnosis and vaccine 
development.   
Keywords: Leucine aminopeptidase, Fasciola gigantica, immunolocalization 
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  งานวิจัยในครัง้น้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือสังเคราะหยีนสําหรับเอนไซม leucine amino-
peptidase (LAP) ในพยาธิใบไมตับ Fasciola gigantica ซ่ึงพยาธิชนิดนี้เปนสาเหตุของโรค 
Fasciolosis ในปศุสัตวรวมทั้งมนุษย กอใหเกิดพยาธิสภาพของตับอยางรุนแรง สงผลเสียตอสขุภาพ
ของปศุสัตว การศึกษาจะแบงเปน 2 สวน สวนที่ 1 คือ การผลิต polyclonal antibody ที่ตานตอ 
LAP ในสัตวทดลอง แลวนํา polyclonal antibody ที่ไดไปศึกษาลักษณะของเอนไซม LAP ของ F. 
gigantica ดวยวธิี western immunoblotting และวธิี immunoperoxidase หลังจากนั้นจะนํา 
polyclonal antibody ไปเปนเครื่องมือในการ screen หา LAP encoding gene จาก λ Zap II 
cDNA library ของพยาธิ F. gigantica ตวัเต็มวัย สวนที่ 2 จะ ทําการตรวจหา sequence ของ LAP 
encoding gene ดวยวธิ ีRT-PCR โดยใช specific primmer  

ผลการทดลองพบวา สามารถผลติ polyclonal antibody ที่ตานตอ LAP ได และเม่ือนําไป
ตรวจสอบคุณสมบัติของ LAP พบวาสามารถตรวจพบ LAP ไดในทุก fraction ของ antigen โดยจะ
ปรากฎเปน multiple band อยูระหวาง นํ้าหนักโมเลกุล 20-40 kDa โดยจะพบปริมาณสัมพัทธของ 
LAP มากที่สุดในระยะไข ในขณะที่เพ่ือพยาธิมีการเจริญเติบโตมากขึ้นจะมีปริมาณ LAP ที่ลดลง
ตามลําดับ จากการศึกษาดวยวธิี immunoperoxidase พบวาในระยะไขพบ LAP มากบริเวณ fluid 
รอบ ๆ ตัว miracidium ที่อยูภายในไข ในขณะที่พยาธริะยะตวัออนพบ LAP มากบริเวณเยือ่บุผิว 
caecum และเยื่อบุผิว bladder ในขณะที่พยาธิระยะตัวเต็มวยั พบ LAP มากในเยื่อบุผิว caecum 
bladder เชนกัน นอกจากนี้ยังปรากฎในระบบสบืพันธุ ไดแก ในระบบสืบพันธุเพศผู พบไดใน head 
ของ spermatozoa  เยื่อบุผิวของ seminal vesicle   cirrus sac และในเซลลของ prostate gland  
สวนระบบสืบพันธุเพศเมียพบ LAP ในเซลล vitelline ระยะที่ 5  oocyte ระยะที ่4   เซลล Mehlis 
และบริเวณเยือ่บุผิว uterus   

จากการนํา polyclonal antibody ที่ไดไป screen หา LAP encoding gene จาก cDNA 
library พบวาใหผล negative ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจาก polyclonal antibody ที่ผลติไดไมสามารถจดจํา 
LAP ที่ express ภายใน bacteria ได และการศึกษาดวยวธิี RT-PCR พบวา PCR product ที่ได
ไมใช LAP encoding gene ไมวาใน condition ใด ๆ ของการศึกษา  การศึกษาในครั้งน้ีถึงแมวาจะ
ไมประสบความสําเร็จดังที่คาดหวังไว แตผลการทดลองที่ไดบางสวนนาจะสามารถนําไปใชเปน
ขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษา LAP ของ F. gigantica ไดในอนาคต ทั้งในดานการพัฒนาการตรวจ
วินิจฉัยดวยวธิี immunodiagnosis และการพัฒนา vaccine ตานโรค fasciolosis ตอไป 
คําหลัก : Leucine aminopeptidase, Fasciola gigantica, immunolocalization 



บทนํา 
 

 พยาธิใบไมตบั Fasciola gigantica เปนสาเหตุของโรค fasciolosis ทั้งในสัตวปา ปศุสตัว 
รวมถึงมนุษย (Sukhapesna et al, 1989) พบการระบาดในเขตรอนทัว่โลกรวมถึงประเทศไทย 
(Kachintorn et al, 1988) เน่ืองจาก fasciolosis ทําใหเกิดพยาธิสภาพที่ตับอยางรุนแรง คือ ทําลาย 
parenchymal cells และอุดตันทอนํ้าดี ทําใหสัตวทีต่ิดเชื้อพยาธิเติบโตชาสงผลใหผลผลิตทางปศุ
สัตวไดแก เน้ือ ขน และการใหนมลดลง รวมถึงเปนสาเหตุการตายในสัตวที่มีการติดเชื้ออยางรุนแรง 
(Sukhapesna et al, 1989) นอกจากจะเปนปญหาทางปศุสัตวแลว fasciolosis ยังเปนปญหาทาง
เศรษฐกิจ โดยตองจายคารักษาและควบคุมโรคทั่วโลกประมาณ 200 ดอลลารสหรัฐตอป (Boray, 
1988) ในประเทศไทยการติดเชื้อพยาธ ิ F. gigantica ทําใหมีการสูญเสียทางเศรษฐกิจประมาณ 
300–400 ลานบาทตอป (Srihakim และ Pholpark, 1991) ความชุกของการเกิดโรค fasciolosis พบ 
30–90 % ในทวีปแอฟริกา 25-90 % ในประเทศ อินโดนีเซีย (Edney และ Muchlis, 1962 , 
Soesetya, 1975 และ Fabiyi, 1987) และ 4-24 % ในประเทศไทย โดยพบการระบาดมากใน
ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือตามลําดับ (Pholpark และ Srikitjakara, 1989 และ 
Sukhapena et  al, 1994).  
 การวินิจฉัยโรค fasciolosis ในปจจุบันใชวิธตีรวจนับไขพยาธิในอุจจาระของสัตวที่ติดเชื้อ 
แตวธิีน้ีมีประสิทธิภาพไมเพียงพอเน่ืองจากไมสามารถวินิจฉัยโรคในระยะแรกของการติดเชื้อได 
(Levine et al., 1980) นอกจากนี้ตองใชเวลาในการตรวจนาน อีกทั้งผูตรวจตองมีความชาํนาญ 
เน่ืองจากไขของ F. gigantica มีความคลายคลึงกับพยาธิชนิดอ่ืนๆ ไดแก ไขพยาธ ิFasciolopsis sp., 
Echinostroma sp. (ประยงค ระดมยศ, 2545) ดังน้ันจึงมีผูคิดคนวิธีการวนิิจฉัยโรคแบบใหมที่
รวดเร็วและสะดวก คือวธิีทางภูมิคุมกันวิทยา (immunodiagnosis) ซ่ึงเปนการตรวจ serum 
antibody หรือ serum antigen โดยใช purified parasite antigen จับกับ serum antibody ของสัตว
หรือคนที่ติดเชื้อแตมีขอจํากัดคือ การจับกันของ antigen-antibody ไมมีความจําเพาะเทาที่ควร
เน่ืองจากสามารถเกิด cross-reaction กับ serum antigen ที่ตดิเชื้อพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ได (Schillhorn 
และ Buys, 1983, Mansour et al, 1983, Swarup et al, 1968,1987, Youssef และ Mansour, 
1991) เม่ือตรวจวินิจฉัยโดยการตรวจหา serum antigen ในกลุม excretory-secretory product 
พบวาใหผลทีแ่มนยํามากที่สุด จึงเปนโปรตีนที่มีการศกึษากันมากในปจจุบัน (Langley และ Hillyer, 
1989, Pfister et al, 1984, Sinclair และ Wassall, 1988 และ Sampaio-Silva et al, 1981) เม่ือใช 
polyclonal หรือ monoclonal antibody ที่ตานตอ excretory-secretory product อยางจําเพาะจะทํา
ให sensitivity ในการตรวจเพิ่มสูงขึ้น ปจจุบันการตรวจทางภูมิคุมกันวิทยาที่นิยมคือ การตรวจหา 
F.gigantica surface tegumental antigen ในปศสุตัวซ่ึงมีรายงานพบวา การตรวจ tegumental 
antigen ที่นํ้าหนักโมเลกุล 66 kDa ดวย monoclonal antibody ใหผลมี sensitivity ประมาณ 86.6-
100 % (Viyanant et al, 1998). 
 การควบคุมโรคพยาธิชนิดนีท้ําไดทั้งวิธใีชยาฆาพยาธิ ควบคุมคุณภาพของอาหารสัตว การ
ทําลายหอยซึง่เปน intermediate host วิธีทางชีวภาพ และการใชวัคซีนซึ่งกําลงัจะเกิดขึ้นในอนาคต  



การควบคุม intermediate host ไมประสบความสําเร็จเน่ืองจากมีปจจัยดานสิ่งแวดลอมเขาเกี่ยวของ
สูง สวนการใชยาฆาพยาธิแกสัตวทีต่ิดเชื้อไดรับความนิยมคอนขางสูงในปจจุบัน triclabendazole 
เปนยาที่นิยมใชในการรักษาเนื่องจากมีประสิทธิภาพสงูโดยเฉพาะอยางยิ่งตอพยาธิตวัออนอายุ 1 
สัปดาหหรือมากกวานั้น (Sukhapesnan et al, 1989 และ Togerson และ Clexton, 1998) ยาชนิดนี้
ใหผลการรักษาสูงโดยเฉพาะในแกะซึ่งสามารถลดจํานวนพยาธิ (worm burden) ไดอยางมี
ประสิทธิภาพและออกฤทธิน์าน กลไกการออกฤทธิ์คอืยับยั้งการทาํงานของ microtubule เปนผลให
เกิดการคั่งของ vesicle ภายในชั้นผิวของพยาธิ (Stitt และ Fairweather , 1993,1994) ยับยั้ง
กระบวนการสราง vitelline granule (Stitt และ Fairweather , 1996) และยับยั้งการสังเคราะห
โปรตีน (Stitt et al, 1995)  หลังจาการรักษาดวย triclabendazole ทําใหจํานวนพยาธลิดลง แต
พยาธิที่ไมถูกฆาจะมีการดื้อยาเมื่อใหการรักษาซ้ําดวย triclabendazole (Boray, 1990,1997 และ 
Togerson และ Clexton, 1998) อีกประการหนึ่งยา triclabendazole มีราคาแพง จากขอมูลขางตน
จะพบขอดอยของการควบคุมดวยยาฆาพยาธิและการควบคมุ intermediate host จึงเปนจุดเริ่มตน
ในการศึกษาและผลติ vaccine ตอตานโรคพยาธิ fasciolosis ซ่ึงวัคซีนนาจะชวยลดคาใชจายและ
สามารถปองกันการติดเชื้อพยาธิไดในระยะยาว (Togerson และ Clexton, 1998) 
 การพัฒนาวัคซีนตอตาน Fasciola sp. เปนไปตามแนวทางเดียวกับการพัฒนาวัคซีน
ตอตานพยาธ ิ schistosome (Wilson, 1998) โดยพบวาสัตวทีต่ิดเชือ้พยาธิ F. hepatica สามารถ
ตอตานการตดิเชื้อพยาธิ S. mansoni ไดและในทางกลับกันสัตวทีต่ิดเชื้อพยาธิ S. mansoni 
สามารถตอตานการตดิเชื้อพยาธิ F. hepatica ไดเชนกัน (Christensen, 1978) ซ่ึงสามารถปองกัน
การติดเชื้อ S. mansoni ได 81% เม่ือใช F. hepatica crude extract เปนวัคซนี (Hilyer, 1979)   
ตอมาการพัฒนาวัคซีนตานโรค fasciolosis นิยมใชโปรตีนบริสทุธิ ์ (purified protein) สวนใหญ
ประกอบดวยโปรตีนที่จําเปนตอการดํารงชีวติของพยาธิ เชน fatty acid binding protein (FABP), 
glutathione s-transferase (GST), cathepsin L (Cat L) และ hemoprotein เม่ือ immunize โคหรือ
แกะดวยโปรตนีบริสุทธิข์างตนสามารถลดจํานวนพยาธิและการผลิตไขลง 31-72% และ 69-98% 
ตามลําดับ สวนการศึกษาใน F. gigantica นอกจากโปรตีนบริสุทธิท์ี่กลาวมาแลว ยังพบวา 
tegumental membrane proteins (นํ้าหนักโมเลกุล 28.5 และ 66 kD) มีแนวโนมที่จะสามารถใชเปน
วัคซีนไดเชนกัน (Viyanant, 1998 และ Chaithirayanon, 2002) นอกจากนี้พบวาเม่ือ immunize 
แกะ ดวย Cat L ผสมกับ leucine aminopeptidase (LAP) พบวาสามารถลดจํานวนพยาธิ  ไขพยาธิ
ที่ปะปนในอุจจาระ จํานวนไขที่ฟกเปนตวัพยาธิและรอยโรคที่ตบัได (Piacenza et al, 1999)  
 เม่ือศึกษาโดยใชวคัซีน DNA เทียบกับวคัซีนที่ศึกษาขางตน เน่ืองจากการให DNA เปน
วัคซีนปองกันการติดเชื้อมาลาเรีย (malaria) (Sedegah, 1994, Doolan, 1996 และ Hedstrom, 
1996) และ Leishmania (Xu, 1995) ในหนู mice ไดสําเร็จ นอกจากนั้นยังมีการศึกษาใน 
schitosomes โดยใช DNA ของ paramyosin (Yang, 1995), GST (Waine, 1997, Dupre, 1999 
และ Kayes, 1998), 23 kD surface membrane protein และ 22 kD antigen (Waine  et al.,  
1999a ;1999b) เชนกัน สวนการศึกษาใน F. hepatica โดยใช DNA encoding F. hepatica GST 
สามารถกระตุน immune response ของ host ได (Smooker, et al., 1999) นอกจากนี้ DNA ของ 



cystein protease ของพยาธิ F .hepatica สามารถปองกันการติดเชือ้ในหนู rat เพศผูและเพศเมยีได 
100% และ 74% ตามลําดบั (Kofta et al, 2000) จากความสําเร็จดังกลาวขางตนทําใหเชื่อวาวัคซีน 
DNA encoding specific proteins นาจะใชเปนวัคซีนปองกันโรค fasciolosis ได 

จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวา โปรตีนกลุมหลักที่ใชทดสอบความสามารถในการเปน
วัคซีนจะอยูในรูปของ excretory-secretory (ES) antigen ซ่ึงสามารถกระตุนการสรางภูมิคุมกันของ 
host ตอตานไดเปนอยางดี   metalloprotease enzyme จัดอยูในกลุม protease enzyme ซ่ึงพบได
ใน ES antigen ตัวอยางเอนไซมในกลุมน้ี ไดแก leucine aminopeptidase (LAP)  LAP เปน 
exopeptidase ซ่ึงตัด amino acid ทางปลายดาน amino terminal โดย LAP มีความจําเพาะเจาะจง
ในการตัด leucine amino acid residue ออกจาก polypeptide นอกจากนี้ยังสามารถตัด amino 
acid อ่ืน ๆ ไดอีกดวย ยกเวน arginine, lysine และ proline (Acosta et al, 1998) สามารถ LAP 
พบไดทั้งบน cell surface และในไซโตพลาสซึมของเซลลหลาย ๆ ชนิดในรางกาย (Wallner et al, 
1993) ตวัอยางเชน  รก ตับ เลนส ลําไส สมอง ไต และ adipocyte  หนาที่ของ LAP จะมีแตกตาง
กันขึ้นอยูกับชนิดและสิ่งมีชวีิตแตละชนิดซึ่งมีดังน้ีคือ ใชในการ metabolize secreted regulatory 
molecule ไดแก hormone, neurotransmitter และสารอาหาร (Tayler และ Dixon, 1978, Ahmad 
และ Ward, 1990, Nyberg et al, 1990, Squire et al, 1991 และ Wallner et al, 1993)  ใชในการ
ยอยอาหารในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Botbol และ Scornik, 1986) และแมลงหลายชนิด (Houseman 
และ Downe, 1981, Ferreira และ Terra, 1989 และ Lenz et al, 1991)  เกี่ยวกับการ modulate 
cell-cell interaction (Watt และ Yip, 1989) และควบคมุ plasmid stability (Stirting et al, 1989)  

LAP ตัวแรกที่มีการคนพบและทําการศึกษากันคอนขางมากคือ Bovine lens LAP 
(3.4.11.1) (Smith และ Hill,)   bovine lens LAP มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 324 kDa ประกอบดวย 
15 alpha helix, 11 betasheet และอยูดวยกันเปน hexamer  โดย LAP แตละ subunit มี 
molecular weight ประมาณ 52 kDa ประกอบดวย 487 amino acid (Carmona et al, 1993)   
การศึกษา chharacteristic ของ porcine kidney LAP พบวามีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 255 kDa 
โดย 1 โมเลกุลของ porcine kidney LAP จะประกอบดวย 4 subunit (tetramer) และจากการศึกษา 
porcine liver LAP พบวามีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 326 kDa (Ledeme et al, 1981) จากขอมูล
ขางตนจะเห็นวา LAP เปนโปรตีนที่คอนขางมีความหลากหลายคอนขางมาก เม่ือศึกษาเปรียบเทียบ 
LAP แตละชนิดพบวา บนโมเลกุลของ LAP แตละชนิดจะมีตําแหนงที่ทําหนาทีจั่บกับโลหะหนักอยู 
2 ตําแหนงและเหมือนกันใน LAP ทุกชนิด ซ่ึงตําแหนงดังกลาวขางตนสวนใหญจะเปนสังกะส ี (Zn) 
นอกจากนี้ยังพบวา ตําแหนงที่ทําหนาทีใ่นการจับกับ Zn จะอยูใกลกับบริเวณสวนปลายของโมเลกุล
ทางดาน carbon-terminus โดย Zn ตัวที่หน่ึงจะจับอยูกับ amino acid Asp-255, Asp-332 และ 
Glu-334 (Burley et al, 1990)  Zn ตัวที่สองจะจับกับ carboxylate oxygen atom ของ Asp-255, 
Asp-273 และ Glu-334 (Burley et al, 1990) ซ่ึงพบ active site อยูที่ Lys-250 และ Arg-336 
(Burley et al, 1990) จากการศึกษาพบวาการจับของ Zn กับ amino acid ในตาํแหนงที่ 1 เปน
พันธะที่ไมแขง็แรง ดังน้ันตําแหนงดังกลาวจึงสามารถเกิดการแยงจับจากโลหะหนักตัวอ่ืน ๆ ได 
ตัวอยางเชน Mg Mn และ Co ซ่ึงการจับของ Mg ที่ตําแหนงที่ 1 น้ีจะเปนการกระตุนการทํางานของ 



enzyme ของ LAP สวนตําแหนงที่ 2  Zn จะจับกับ amino acid ดวยพันธะที่แขง็แรง การทํางาน
ของ LAP จะถูกยับยั้งดวย phenanthroline (Barrett, 1994), amastarin, bestatin และ leupeptin 
(Nakanishi et al, 2000) 

การศึกษาตําแหนงของและการกระจายของ LAP ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวา LAP เปน
เอนไซมที่พบไดในรูป membrane-bound (Schauder et al, 1994, Look et al, 1989, Olsen et al, 
1998, Roman และ Hubbard, 1998 และ Ito et al, 2003) cytpsolic (Funk et al, 1987, Oda et al, 
1996) และ secretory protein ในกระแสเลือด (Fukasawa et al, 1996 และ Cadel et al, 1997) 
 การศึกษา LAP ในพยาธิไสเดือน Caenorhabditis elegans พบวาประกอบดวย 2 isotypes 
คอื LAP-1 (membrane-bound protein) และ LAP-2 (cytosolic protein) การศึกษตําแหนงการ
กระจายของ LAP บริเวณเยื่อบุทางเดินอาหารในทุกระยะการพัฒนาของพยาธิ ซ่ึง LAP ในพยาธ ิ    
C. elegans นาจะใชในกระบวนการลอกคราบและ/หรือในการยอยอาหาร จนกระทั่งปจจุบันยังไม
ทราบหนาที่ของ LAP ใน C. elegans อยางแนชัด (Joshua, 2001) 
 การศึกษา LAP ใน Schistosoma mansoni ในระยะตาง ๆ โดยพบ LAP ในไข miracidia, 
cercaria, schistosomula, 20 day old และตวัเต็มวัย (Auriault et al, 1982, Cesari et al, 1983 
และ Xu และ Dresden, 1986) จากการศึกษาตําแหนงการกระจายของ LAP พบมากที่สุดใน egg 
และ hatching fluid (Xu และ Dresden, 1986) 
 การศึกษาตําแหนงการกระจายของ LAP ดวยวิธี histochemistry ในพยาธิ S. rodhaini พบ 
LAP อยางหนาแนนบริเวณ dorsal และ lateral tegument ของพยาธิตวัเต็มวัยเพศผูแตพบไดนอย
ในเพศเมีย (Fripp, 1967) โดยคาดวา LAP นาจะเปน membrane-bound enzyme ทําหนาที่
เกี่ยวกับการฟกตัวของไข (Xu และ Dresden, 1986) และยอย immunoglobulin ของ host ที่จับ
บริเวณชั้นผวิดานนอก (Joshua, 2001)  

การศึกษา LAP ของ F. hepatica ตัวเต็มวัย พบวา LAP มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 240 
kDa ในสภาวะธรรมชาติ แตเม่ือศึกษาดวย non-reducing SDS-PAGE จะพบ LAP ที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุลประมาณ 65 kDa จึงคาดวา LAP นาจะเปน high molecular weight complex (Acosta et 
al, 1998) นอกจากนั้นไมสามารถตรวจพบ LAP ใน ES product ของพยาธิ F. hepatica ตัวเตม็วัย 
(Acosta et al, 1998) การศึกษาตําแหนงการกระจายของ LAP ดวยวธิี histochemistry ใน F. 
hepatica ตัวเต็มวัยพบ LAP อยางหนาแนนบริเวณเยื่อบุผนงัลําไสและนอกจากนี้ยังพบ LAP 
บริเวณเซลลชัน้ผิวทางดาน dorsal surface อีกดวย(Acosta et al, 1998) 
 การศึกษาความสามารถในการเปน vaccine ของ LAP ของพยาธิ F. hepatica โดยการ 
immunize LAP โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ในแกะ แลว infect ดวย metacercaria  ประมาณ 
49 วันทําการตรวจนับจํานวนพยาธใินตบัพบวา จํานวน worm burden ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุม control โดยสามารถลดการติดเชื้อพยาธิในแกะลงไดประมาณ 89 % เม่ือ immunization ดวย 
pure LAP และประมาณ 78 % เม่ือ immunization เปน cocktail vaccine กับ cathepsin L1 และ  
cathepsin L 2 (Piacenza et al, 1999) จะเห็นไดวา LAP สามารถปองกันการติดเชื้อ F. hepatica 
เปนอยางดี ซ่ึงเปนโปรตีนทีมี่ศักยภาพสูงในการพัฒนาเปนวัคซีนตัวเลือกตอไปในอนาคต



นอกเหนือจากโปรตีนที่กลาวมาขางตน อยางไรก็ตามการศึกษาลักษณะพื้นฐานของ LAP ยังมี
คอนขางนอยโดยเฉพาะอยางยิ่งในพยาธ ิF. gigantica  

ดังน้ันการวิจัยในครั้งน้ีผูวิจัยจึงมุงเนนศึกษาการตรวจหา sequence ของ LAP encoding 
gene การตรวจสอบคุณสมบัติของ gene การ expression และการผลิต polyclonal antibody เพ่ือ
ศึกษาลักษณะของ LAP protein รวมถึงศึกษาตําแหนงการกระจายของ LAP ในเนื้อเยื่อของ F. 
gigantica เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษา LAP และนาํไปพัฒนาเปนวัคซีนปองกนัโรค 
tropical fasciolosis ในอนาคต รวมถึงเปนแนวทางในการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพยาธ ิ
fasciolosis ดวยวธิี immunodiagnosis ตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วิธีทําการทดลอง 
 

1. การเก็บตัวอยางพยาธิ F. gigantica 
1.1 ไข 

1.1.1 ไขระยะ unembryonated (unembryonated eggs) 
 เก็บไขจาก F. gigantica ตัวเต็มวัยและจากถุงนํ้าดีของโคที่มีการติดเชื้อพยาธิ F. gigantica 
โดยนําพยาธิตัวเต็มวยัที่เกบ็จากโรงฆาสตัวมาแชในสารละลาย normal saline เพ่ือใหพยาธปิลอย
ไขออกมา หลังจากนั้นนํา normal saline ที่มีไขพยาธิปะปนอยูและน้ําดีของววัที่มีการติดเชือ้พยาธิ
มาตั้งทิ้งไวใหไขพยาธติกตะกอน แลวลางไขพยาธิดวย normal saline หลาย ๆ ครั้งจนกวา
สารละลาย normal saline ใส จากนั้นนําไป centrifuge เก็บไขพยาธิไปใชทําการทดลองตอไป 

1.1.2 ไขระยะ embryonated (embryonated eggs) 
 นําไขพยาธิทีเ่ก็บจากขอ 1.1.1 มากระตุนการเจริญเติบโตดวยแสงแดดนาน 2 สัปดาห 
สังเกตภายใตกลองจุลทรรศนวามีไขพยาธิบางสวนพัฒนากลายเปน miracidium แลวลางไขพยาธิ
ดวย normal saline จากนั้นนําไป centrifuge เก็บไขพยาธิไปใชทําการทดลองตอไป 

1.2 พยาธิตัวออนอายุ 4 สัปดาห  
 ปอน metacercariae จํานวน 15 ตัว ใหหนู mice โดยใช feeding tube จากนั้นวันที่ 28 
หลังจากการ infection สลบหนูดวย diethylether แลวเก็บพยาธิตวัออนจากตับ ลางพยาธิดวย
สารละลาย normal saline แลวเกบ็พยาธิตวัออนไวทาํการทดลองตอไป 

1.3 พยาธิตัวเต็มวัย 
 เก็บพยาธใิบไมตับ F. gigantica ตัวเต็มวัยจากถุงนํ้าดีและทอนํ้าดีของตับโคทีถ่กูฆาจากโรง
ฆาสัตว จากนั้นนําพยาธิที่ไดมาลางดวยสารละลาย normal saline จนกวาไมมีเลือดและนํ้าดีติดอยูที่
ตัวพยาธิ แลวนําไปทําการทดลองตอไป 
 
2. การเตรียมแอนติเจนของพยาธิใบไมตับ F. gigantica   

2.1 Whole body (WB) antigen 
นําพยาธิระยะตางๆ ไดแก ไข ตัวออนอายุ 4 สัปดาห และตวัเต็มวัยมาแชในไนโตรเจนเหลว

แลวนํามา homoginize ดวย tissue grinder tube ใน homoginization buffer ที่เย็น (10 mM Tris-
HCl pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X 100, 10 mM phenylmethylsulfonylfluride, 10 mM 
ethylenediaminetetra acetic acid) แลวนําไป sonicate ที่อุณหภูมิ 4๐C นาน 5 นาที และ rotate ที่
อุณหภูมิ 4๐C นาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไป centrifuge ที่ 10,000g นาน 1 ชั่วโมง แลวนํา 
supernatant ไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวธิีของ Bradford  

2.2 Tegumental (TA) antigen 
นําพยาธิตวัเตม็วัยมาลางดวยสารละลาย Hank’s balance salt solution (Sigma) หลังจาก

น้ันนําพยาธิตวัเต็มวัยไปแชในสารละลาย Tegument extraction buffer (1% Triton-X 100, 50 mM 



Tris buffer pH 8.0, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl) นานประมาณ 10 นาที เก็บสารละลายมา 
centrifuge ที่ 100,000g อุณหภูมิ 4๐C นาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นละลาย tegumental antigen ใน 
0.1 M phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 นําสารละลายที่ไดไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธขีอง 
Bradford  

2.3 Excretory-sectetory (ES) antigen 
นําพยาธิตวัเตม็วัยมาแชในสารละลาย Hank’s balance salt solution ที่อุณหภูมิหองนาน 

3-6 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสารละลายที่ไดไป centrifuge ที่ 10,000g อุณหภูมิ 4๐C นาน 1 ชั่วโมง 
เก็บ supernatant แลวกรองดวย 0.2 ไมครอน Millipore filter นําสารละลายทีไ่ดไป lyophelized 
ดวยเครื่อง  (Snijders Scientific b.v., LY5FME) แลววัดปริมาณโปรตีนดวยวิธขีอง Bradford เกบ็ 
ES ที่อุณหภูมิ -20๐C เพ่ือนําไปทําการทดลองตอไป 
การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ  Bradford 
 เตรียมสารละลายสําหรับวดัปริมาณโปรตีนโดยผสม dye reagent (Bio Rad Protein Assay, 
Bio Rad) กับ deionized water ในอัตราสวน 1:4 หลังจากนั้นเตรียม bovine serum albumin (BSA) 
ความเขมขน 100, 200, 500, 1000 μg/ml เพ่ือใชเปน standard protein หลังจากนั้นละลายโปรตีน
ที่ตองการวัดปริมาณกับ deionized water ในอัตราสวน 1:10 และ 1:20 นํา BSA ที่ความเขมขนตาง 
ๆ และโปรตนีที่ตองการวดัปริมาณจํานวน 50 μl มาผสมกับ dye reagent ที่ละลายใน deionized 
water ปริมาตร 5 ml ผสมใหเขากันโดยการ vertex ทิ้งไว 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
spectrophotometer (CECIL CE2501 2000 SERIES) ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร นําคาการ
ดูดกลืนแสงของ standard protein (BSA) ที่ไดมา plot กราฟระหวางปริมาณโปรตีนกับคาการ
ดูดกลืนแสง ซ่ึงจะไดกราฟเสนตรงใชเปนกราฟมาตรฐาน โดยความเขมขนของโปรตีนทีต่องการวัด
ปริมาณนั้นหาไดโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ standard 
protein 
 
3. การผลิต Polyclonal antibody ที่ดานตอ leucine aminopeptidase 
 3.1 การ Immunization หนู rat ดวย leucine aminopeptidase  

นํา porcine kidney leucine aminopeptidase (LAP) 200 μg ที่ละลายใน 0.1 M PBS 
ปริมาตร 500 μl ผสมกับ complete Freund’s adjuvant ปริมาตร 500 μl จากนั้นนําไป immunize 
ทาง subcutaneous โดย immunized บริเวณหลังของหนู rat เพศผู และเพศเมยี อายุ 6 สัปดาห 
ประมาณ 10 จุด จุดละประมาณ 100 (priming, วันที่ 0) ทําการ immunization หนู rat อีกครั้ง
หลังจากการ priming 2 สัปดาห (first boosting,วันที่ 14) และ  4 สัปดาห (second boosting, วันที ่
28) ดวย LAP 100 μg ปริมาตร 500 μl ที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ปริมาตร 500 μl 
ทาง subcutaneous เก็บเลอืดหนูทาง tail vein ในแตละชวงเวลาของการทดลอง ไดแก วันที่ 0,12, 
26 และเก็บเลือดจากหัวใจในวันที่ 35 ปลอยใหเลือดแข็งตัวที่อุณหภูมิหองนาน 1-2 ชั่วโมง นําไป 
centrifuge ที่ 5,000 rmp อุณหภูมิ 4๐C นาน 30 นาที แลวนํา serum ไป screen antibody ทีต่าน
ตอ LAPโดยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ตอไป 



3.2 การ Screening antibody ที่ตานตอ LAP ดวยวิธี indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) 
การ screening antibody โดยวิธี indirect ELISA (Engval และ Perlman) ซ่ึงใช porcine 

kidney LAP และ WB ของพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วัย coat microtiterplate และใช horseradish 
peroxidase (HRP) ที่จับอยูกับ secondary antibody เปน probe แลวให HRP ทําปฏิกิริยากับ 
substrate  (O-phenylene diamine, OPD) นําไปวัดคา OD ของ product ที่เกดิขึ้น ซ่ึงจะแสดงถึง
ปริมาณสัมพัทธของ antibody ที่มีอยูใน serumโดยมีขั้นตอนดังน้ี 

3.2.1 Titration ELISA  
เปนการทํา ELISA เพ่ือหาปริมาณสัมพัทธของ antibody ใน serum ของหนูตัวที่ 2, 3, 5 

และ 6 วา มีการสราง antibody ตานตอ LAP ที่ฉีดเขาไปหรือไม และหลังจากที่มีการฉีด LAP ในแต
ละครั้งปริมาณสัมพัทธของ antibody มีการเปลี่ยนแปลงอยางไร ทําการทดลองโดยการละลาย LAP 
ใน coating buffer (sodium carbonate 0.318%, sodium hydrogen carbonate 0.586%) แลว
นําไป coat polystyrene microtiterplate ปริมาตร 2.5μg/50μl/well   ที่อุณหภูมิ 37๐C นาน 2 
ชั่วโมง ลาง LAP สวนเกนิ ดวย 10 mM PBS pH7.4 จํานวน 3 ครั้ง block nonspecific binding 
ของ antibody ดวย 5%  skim milk + 0.05% Tween 20 ใน PBS จํานวน 100 μl/well ที่อุณหภูมิ 
37๐C นาน 1 ชั่วโมง แลว incubate ดวย primary antibody (rat sera) ที่เก็บ ณ วันที่ 0, 12, 26 
และ35 หลังจาก first immunization  โดยละลาย primary antibody ดวย 1%  skim milk + 0.05% 
Tween 20 ใน PBS ที่ dilution ตาง ๆ ไดแก 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 
1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600, 1:51200 dilution ละ 100 μl/well incubate ที่ 37๐C นาน 1 
ชั่วโมง  ลางดวย PBS 3 ครั้ง  หลังจากนั้นแชดวย HRP-conjugated goat anti-rat 
immunoglobulin ที่ละลายใน 1% skim milk + 0.05% Tween 20 ใน PBS ปริมาตร 100 μl/well ที ่
37 ๐C นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 3 ครั้ง สุดทายแชดวย OPD + 0.012 % H2O2 ปริมาตร 
100 μl/well ที่ 37๐C นาน 30 นาที แลวหยุดปฏิกริิยาโดยการเติม 6 N H2SO4  ปริมาตร 100 
μl/well นําไปวัดคา OD ดวย  Microtiter Plate Reader (PROGRAMMABLE MPT  READER DV 
990BV6) ที่ความยาวคลื่น 492 nm นําคา OD ของ serum จากหนูแตละตัวไป plot กราฟกับคา 
dilution facter ตาง ๆ แลวเปรียบเทียบจากคา titer ของ serum โดยคา titer ไดจาก dilution facter 
ที่มากที่สุดทีท่ําให preimmunized sera มีคา OD ต่าํกวา 0.3 และ immunized sera มีคามากกวา 1 

3.2.2 Checker board titration ELISA 
เปนการทํา ELISA เพ่ือหาคา dilution facter ของ primary และ secondary antibodies ที่

เหมาะสมที่สดุในการทําปฏิกิริยาซึ่งจะตองนําไปใชในการทํา western immunoblotting ทําการ
ทดลองโดยการ coat polystyrene microtiterplate ดวย porcine kidney LAP 2.5μg/50μl/well  
เชนเดียวกบัขอ 3.2.1 นอกจากนี้เพ่ือศึกษาวา แอนตบิอดีที่ผลิตไดมี cross reactivity กับ LAP ของ 
F.gigantica หรือไมโดยการ coat microtiter palte ดวย WB ของพยาธิตวัเต็มวัยปริมาณ 2.5, 10 
และ 20 μg/50μl/well  ที่อุณหภูมิ  37๐C นาน 2 ชั่วโมง หลังจากนั้น block ดวย 5% skim milk 
ปริมาตร 100 μl นาน 1 ชั่วโมง แลว incubate ดวย serum ของหนูที่มีคา titer สูงสุด (จากขอ 



3.2.1) ปริมาตร 100 μl ที ่37๐C นาน 1 ชั่วโมง ซ่ึง ละลายที ่dilution ตาง ๆ ไดแก 1:100, 1:200, 
1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800 สําหรับการ coat ดวย LAP และ 1:25, 1:50, 
1:100, 1:200, 1:300, 1:400 สําหรับการ coat ดวย WB แลวลางดวย PBS 3 ครั้ง หลังจากนั้น 
incubate ดวย secondary antibody (goat anti-rat HRP-conjugated Ig, Zymed) ที่ dilution ตาง 
ๆ คือ 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000 และ 1:6000 ปริมาตร 100 μl ที่  37๐C นาน 1 
ชั่วโมง ลางดวย PBS 3 ครั้ง แลว incubate ดวย OPD ปริมาตร 100 μl นาน 30 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดวย 6N H2SO4 ปริมาตร 100 μl นําไปวัดคา OD ดวยเครื่อง ELISA reader 
(PROGRAMMABLE MPT  READER DV 990BV6) ที่ความยาวคลื่น 492 nm นําคา OD ที่ไดมา
หาคา dilution facter ที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏกิิริยาโดยพิจารณาจาก dilution ของ primary 
และ secondary antibody ที่มากที่สุดทีท่ําให preimmunized sera มีคา OD ต่ํากวา 0.3 และ 
immunized sera มีคา OD สูงกวา 1 
 
4. การศึกษา leucine aminopeptidase ดวยวิธี sodium dodecylsulphate polyacrylamide 
gel eletrophoresis (SDS-PAGE) และ western immunoblotting 

การศึกษา antigens ตาง ๆ ของ F.gigantica ทําโดยใชวธิี reducing SDS-PAGE ซ่ึง
เปนการแยก antigen ตาง ๆ ในสภาวะ reduced form หลังจากนั้นนํา antigen ยายลงแผน 
polyvinylidene fluoride (PVDF)โดยวิธ ี semidry western blotting นําแผน blotting ที่ไดไป 
immunostaining โดยใช polyclonal antibody ที่ผลิตไดจากขอ 3 เปน primary antibody  เพ่ือให
ทราบวามี LAP ใน fraction ตาง ๆ หรือไม  มีหนักโมเลกุลเทาไร และในระยะตาง ๆ ของการพัฒนา
มีปริมาณสัมพัทธของ LAP แตกตางกนัมากนอยเพียง  

4.1 Sodium Dodecylsulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  
SDS-PAGE ที่ใชแยก antigens ในการทดลองนี้มีความเขมขนของ separating gel 12.5% 

และ stacking gel 4% เตรยีม antigens โดยการละลาย antigens แตละชนิด (พยาธิระยะไข ตวัออน
อายุ 4 สัปดาห WB, TA และ ES) ใน reducing sample buffer (350 mM HCI, 10% Sodium 
dodesyl sulphate, 30% glycerol, 9.3% dithiothreitol (DTT)  และ 1.2 mg bromophenol blue) 
ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นนําไปตมประมาณ 5 นาที centrifuge แลวนําไป load ใน gel ปริมาณ 
antigen 1.5 μg/well โดยใช  standard marker (Precision Plus ProteinTM Unstained Standards, 
BIO-RAD) เปน reference ของ  molecular weight และใช 25 mM Tris, 192 mM glycine และ 
0.1% SDS เปน running buffer ทําการแยก antigens ในสภาวะ constant current กระแสไฟฟา 
20 mA, 250 V จาก cathode ไปยัง anode (Biometra Multigel-Long) เม่ือ bromophenol blue 
marker เคลื่อนมาถึงขอบดานลางของแผน gel นําแผน gel ไปยอมสี silver staining เพ่ือศึกษาแถบ
โปรตีนตาง ๆ ที่มีอยูใน antigen แตละ faction  
Silver staining 

นําแผน gel แชใน 25% ethanol + 7% acetic acid นาน 12-16 ชั่งโมง จากน้ันลางดวย 
10% ethanol 2 ครั้ง ครั้งละ 7 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 7 นาที นํา gel ไปแชใน 0.6 



μg/ml DTT ที่ละลายในน้ํากลั่น นาน 20 นาที แลวแชใน 0.15% silver nitrate ในน้ํากลั่น นาน 20 
นาที ลางแผน gel ดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวแชใน developer (3% sodium carbonate + 
0.05% formaldehyld) จนไดสีที่ตองการแลวหยดุปฏิกิริยาโดยเติม citric acid จนกวาไมมี
ฟองอากาศเกิดขึ้น ลางแผน gel ดวยน้ํากลั่น นํามาคํานวณ molecular weight ของแตละแถบ 
antigens ที่ปรากฏในแตละ fraction โดยใชโปรแกรม Gene Tool (SynGene) และใช  standard 
molecular weight marker  เปน reference และเปรียบเทยีบปริมาณสัมพัทธของแถบโปรตีนที่
เกิดขึ้นโดยดูจากคา raw volume ซ่ึงแถบโปรตีนทีมี่ปริมาณมากมีคา raw volume มากกวา 
100,000 แถบโปรตีนที่มีปริมาณปานกลางมีคา raw volume ตั้งแต 50,000 ถึง 100,000 และ แถบ
โปรตีนที่มีปริมาณนอยมีคา raw volume นอยกวา 50,000  

4.2 Western Blotting 
นําแผน gel ที่ผานการแยกโดย SDS-PAGE จากขอ 4.1 และยังไมไดยอมสี silver staining 

มายายโปรตนีลงแผน PVDF ดวยวธิี semidry blottingโดยนําแผน PVDF (BiotraceTM PVDF 0.45 
μm, Pall Life Science)  แชใน methyl alcohol 2 นาทีและน้ํากลั่น 5 นาที หลังจากนั้นแช PVDF 
แผนกระดาษกรองและแผน gel ใน transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine และ 20%  
methanol) นํากระดาษกรอง 6 แผนวางบน blotting cassette (Biometra Fastblot B34) ตามดวย
แผน PVDF และแผน gel ไลฟองอากาศออกใหหมด แลววางแผนกระดาษกรองอีก 6 แผน โดยให
แผน gel อยูทางดานขั้ว cathode และแผน PVDF อยูทางดานขั้ว anode หลังจากนั้นทําการ 
transfer ที่ constant voltage 0.8-1.0 mA/cm2 ของพ้ืนที่ gel นาน 60 นาที นําแผน PVDF ที่ได
ออกมายอมดวยสี 0.1% Ponceau S ใน 5% acetic acid เพ่ือใหเห็นแถบโปรตีนที่แยกได ตากให
แหง แลวนําไปทํา immunostaining ตอไป หากยังไมไดทําการทดลองทันทีสามารถเก็บแผน PVDF 
ที่อุณหภูมิ -20๐C 

4.3 Immunostaining 
นําแผน PVDF มาลางสี Ponceau S ออกดวยน้ํากลัน่ แลวแชใน 5% skimmed milk ที่

ละลายใน 10 mM tris buffer saline, TBS (10 mM Tris-HCl + 150 mM NaCl) + 0.05% Tween 
20 ที่อุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง เพ่ือ block nonspecific binding แชแผน PVDF ใน primary 
antibody (rat sera) จาก antigen ที่ผลติไดในขอ 3 ใน 1% skimmed milk ที่ละลายใน 10 mM 
TBS + 0.05% Tween 20 (dilution ไดจากขอ 3.2.2) นาน 2 ชั่วโมง แลวลางดวย TBS-Tween 20 
จํานวน 3 ครั้ง แชใน secondary antibody (HRP-conjugated goat anti rat  IgG) นาน 1 ชั่วโมง 
ลางดวย TBS-Tween 20 หลังจากนั้นแชแผน PVDF ใน diaminobenzidine (DAB) + 0.054%H2O2 
ประมาณ 5 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยลางแผน PVDF ดวยน้ํากลั่น ตากใหแหงแลวนําไปคํานวณ 
molecular weight ของแตละแถบโปรตนีที่ปรากฏโดยใช standard molecular weight marker เปน 
reference และเปรียบเทียบความเขมของแถบโปรตีนทีเ่กิดขึ้นตามวธิีในขอ 4.1 

 
 
 



5. การเตรียมเนื้อเยื่อพยาธิ  
5.1 การเตรียมเน้ือเยื่อพยาธิเพื่อใชสําหรับการยอมสี Semichon’s carmine 

นําพยาธิตวัออนอายุ 4 สัปดาหและตวัเต็มวัย fix ใน alcohol-formal acetic acid ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 ชั่วโมง นําพยาธิขจัดน้ําออก (dehydrate) โดยแชใน 50% และ 70% 
ethyl alcohol ขั้นตอนละ 1 ชั่วโมง แลวยอมดวยสี carmine ตอไป 

5.2 การเตรียมเน้ือเยื่อพยาธิเพื่อใชสําหรับการยอมสี Hematoxylin-Eosin 
 นําพยาธิใบไมตับ F. gigantica ทุกระยะ (unembryonated eggs, embryonated eggs 
พยาธิตวัออน 4 สัปดาหและตัวเต็มวัย) Fix ใน Bouin’s fixative ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
แลวลางดวย 70% ethyl alcohol นํามาขจัดน้ําออกโดยแชใน 80%, 90% และ 95% ethyl alcohol 
ขั้นละ 1 ชั่วโมง ตามลําดับ และแชใน 100% ethyl alcohol 2 ครั้ง ครั้งละ 30 นาที หลังจากนั้น 
clearing ดวย xylene 2 ครัง้ ครั้งละ 30 นาที infiltrate ดวย xylene : paraffin ในอัตราสวน 2 : 1,  

1 : 2 และ pure paraffin ขัน้ตอนละ 30 นาที ตามลําดับ  แลวฝงพยาธิในพาราฟน (Tissue-Tek® 

TECTM) นํา block พาราฟนมาตัดดวยเครื่อง rotary microtome (Accu-cut® SRMTM) หนา
ประมาณ 5 ไมครอน นํา sections วางบนสไลดที่เคลือบดวย gelatin จากนั้นตากสไลดบน hot 
plate ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง 

5.3 การเตรียมเน้ือเยื่อพยาธิเพื่อใชสําหรับการยอมดวยวิธี Immuoperoxidase 
 นําพยาธิใบไมตับ F. gigantica ทุกระยะ (unembryonated eggs, embryonated eggs ตัว
ออน 4 สัปดาหและตวัเต็มวยั) มา fixed ดวย 4% paraformaldehyde และ 0.5% glutaraldehyde 
ใน 0.1 M phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง 
แลวลางดวย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที นําเนื้อเยื่อพยาธิฝงใน paraffin ตามวธิีในขอ 2.2 นํา block 
พาราฟนมาตัดหนาประมาณ 5 ไมครอน นํา sections วางบนสไลดที่เคลือบดวย 1% gelatin-
chromalum  ตาก slide ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง 
6. การศึกษาลักษณะทัว่ไปของพยาธิ F. gigantica 
 เพ่ือศึกษาลักษณะโครงสรางทั่วไปของพยาธิในระยะตาง ๆ สังเกตการจัดเรียงตัวของ
อวัยวะภายในตัวพยาธิ รวมถึงการศึกษาลักษณะทาง histology ดวยวิธีการยอมสีดังน้ี 
 6.1 การยอมสี Semichon’s carmine 
 นําพยาธิที่เตรยีมจากขอ 2.1 ยอมดวยสี Semichon’s carmine เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
ลางดวย 70% ethyl alcohol และลางสีสวนเกินออก (differentiation) โดยแชพยาธิใน 1% acid 
alcohol จนกวาตวัพยาธเิปนสีชมพูตามตองการ นํามาขจัดน้ําออกดวย 80%, 90% และ100% ethyl 
alcohol ขั้นละ 30 นาที ตามลําดับ จากนั้นนําพยาธิแชใน xylene เปนเวลา 30 นาที mount ดวย 

Permount®  ตากใหแหง นําไปศึกษาและถายภาพภายใตกลองจุลทรรศน (Nikon Eclipe E600) 
 6.2 การยอมสี Hematoxylin-Eosin 

นํา sections พยาธิที่เตรียมจากขอ 2.2 มายอมดวยสี hematoxylin-eosin โดยนําสไลดมา
ละลายพาราฟนออกดวย xylene 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  rehydrate ดวย 100%, 95%, 90%, 80%, 
70% ethyl alcohol และน้ํากลั่นขั้นละ 5 นาที ตามลําดบั ยอมดวยสี Harris’s hematoxylin  3 นาท ี



ลางดวยน้ําประปา แลวตรวจดูการติดสภีายใตกลองจุลทรรศน เม่ือไดสีตามตองการ นํา sections 
แชในน้ํากลั่นเปนเวลา 5 นาที แลวยอมดวยส ีeosin 30 วินาที จุมใน 95% ethyl alcohol 2-3 ครัง้ 
และแชใน 100% ethyl alcohol ตรวจดูการติดสีภายใตกลองจุลทรรศน เม่ือไดสีตามตองการ  

clearing sections ใน xylene 2 ครั้ง ครัง้ละ 5 นาที mount ดวย Permount® ตากใหแหง นําไป
ศึกษาและถายภาพภายใตกลองจุลทรรศน (Nikon Eclipe E600) 
 
7. การศึกษาตําแหนงและการกระจายของ LAP ในพยาธิ F. gigantica ดวยวธีิ 

immunoperoxidase 
นํา sections พยาธิที่เตรียมจากขอ 2.3 มาละลาย paraffin ดวย xylene 2 ครัง้ ครั้งละ 5 

นาที และนําน้ําเขาเนื้อเยือ่ (rehydrate) ตามวธิีในขอ 3.2  ทําลาย endogenous peroxidase ใน
เน้ือเยื่อพยาธโิดยการ incubate sections ใน 3% H2O2 ในน้ํากลั่น นาน 30 นาที แลวลางดวย PBS 
3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  ทํา antigen retrieving โดยการตม sections ใน 10 mM citrate buffer (pH 
6.0) 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที ทิ้งใหเย็น แลวลางดวย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้น block non-
specific binding โดย incubate sections ใน 0.1% glycine ใน PBS และ 4% BSA ใน PBS 
ตามลําดับนานขั้นละ 30 นาที  incubate sections ดวย primary antibody ที่ตานตอ leucine 
aminopeptidase (rat anti–porcine kidney LAP) ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 12–16 ชั่วโมง จากนั้นลาง
ดวย PBS-Tween-20 (0.05% Tween-20, PBS-T) 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที incubate sections ดวย 
secondary antibody (horseradish peroxidase, HRP–goat anti-rat IgG, Zymed) ที่อุณหภูมิหอง 
นาน 12 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากน้ัน incubate sections ดวย 
aminoethyl carbazole substrate (AEC substrate kit, Zymed) นาน 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
นํา sections มายอมตัดสี (counterstain) ดวย Mayer’s hematoxylin นาน 30 วินาที ลางดวย
นํ้าประปา mount ดวย buffer glycerol ทาน้ํายาทาเลบ็ นํา sections ไปศึกษาและถายภาพภายใต
กลองจุลทรรศน (Nikon Eclipe E600) 
 
8. การทํา cDNA library screening  

8.1 Plating phage 
8.1.1 XL1-Blue preparation 
นํา E. coli สายพันธุ XL1Blue มา inoculate ใน Luria-Bertani media (LB broth) ปริมาตร 

10 ml  ที่มีสวนผสมของ 10 mM MgSO4 และ 0.2% maltose เขยาไวขามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จนสามารถวัดคา Optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ดวย
เครื่อง spectrophotometer ไดเทากับ 1.0 โดยใช LB broth ที่เติม MgSO4และ 0.2% maltose เปน 
blank หลังจากนั้นทําการแบงปริมาตรออกเปนสองสวนโดยแบงออกใสหลอดทดลองมีฝาปด หลอด
ละ 4 ml  นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นเท media ทิ้ง แลวนําเซลลไปเจือจางดวย 10 mM MgSO4 ใหไดคา OD600 เทากับ 0.5 โดย
เริ่มจาก นํา 10 mM MgSO4 ใสในหลอดทดลองขางตนที่มีเซลลแบคทีเรีย ปริมาตรหลอดละ 4 ml  



ทําการเขยาเซลลแบคทีเรียและ 10 mM MgSO4 ใหเขากัน แลวนําไป centrifuge อีกครั้ง จากนั้นเท
สวนของ 10 mM MgSO4 ทิ้ง เติม 10 mM MgSO4 ปริมาตรเทาเดิม ทําการ resuspension เซลล 
แลวดูดสารทั้ง 2 หลอดใสรวมกันลงในหลอดทดลองหลอดใหม เติม 10 mM MgSO4 เพ่ิมเพ่ือเจือ
จางเชื้อใหได OD600 เทากับ 0.5 โดยใช 10 mM MgSO4 เปน blank 
 8.1.2 Transfection  

นําเซลล XL1 Blue ที่มีคา OD600 เทากับ 0.5 มาผสมกับ phage λ Zap II (1:1,000) ที่มี 
cDNA library ของพยาธิ F. gigantica (ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. Terry Spithill, Monash 
University, Victoria, Austraria) ตามสัดสวน ดังตารางที่ 3-1 แชใน Water bath เปนเวลา 15 นาที 
ทําการหลอม Top agarose แลวตั้งทิ้งไวใหอุน จากนั้นนําไปผสมกับ XL1 Blue และ phage λ Zap 
II ที่เตรียมไวผสมใหเขากันทันที แลวเทลง Plate LB media ที่มีสวนผสมของ 10 mM MgSO4 
ปลอยให Top agarose แข็งตัวที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนํา plate ไป incubate ที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส จนเห็น plaque ขนาด 2-3 มิลลิเมตรเกิดขึ้นบน Top agarose 

 
ตารางที่ 3-1 แสดงอัตราสวนปริมาตรของ E. coli  และ Top agarose ของ plate แตละขนาด  

 
ขนาด 
plate 

 

ปริมาณของ phage 
(จํานวน plaque - forming 

units) 

 
ปริมาตร E. coli ที่ OD 600 of 

0.5 
 

 
ปริมาตร top 

agar 
 

100 mm 1.5 x 104 200 μl 3.0 ml 
150 mm 5.0 x 104 600 μl 7.5 ml 

 
 8.2 Plaque lift 

นํากระดาษ nitrocellulose ที่ Autoclave แลวมาแชใน 10 mM Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) ที่ผานการกรองดวย Syringe filter (0.2 μm) ประมาณ 5 นาที ซับ
ดวยกระดาษกรอง (Whatman) จนกระทั่งแหง นําไปวางบน plate ที่มี plaque เกิดขึ้น (aseptic 
technique)นําไป incubateไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํา 
plate ไปแชตูเย็นเปนเวลาประมาณ 10-15 นาที ทําการ mark plate และกระดาษ nitrocellulose 
แลวใช forceps ที่เช็ดแอลกอฮอลแลวดึงกระดาษ nitrocellulose ขึ้นมา (aseptic technique) นําไป
ลางดวย Tris-buffered saline ที่เติม Tween 20 (TBST) จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที เพ่ือขจัด
วุนที่ติดกับกระดาษ nitrocellulose ออกไป แลวจึงนําไปตากใหแหงบนกระดาษ Whatman   
 8.3 Immunostaining 

นํากระดาษ nitrocellulose จากขอ 8.2 มาแชใน Bacterial lysate ความเขมขน 1:10 ใน
สารละลาย 1% Bovine serum albumin (BSA) ใน TBST เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนํามาตาก
ใหแหงดวยกระดาษกรอง (Whatman) แลวนําไปลางดวย TBST จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
ปลอยทิ้งไวใหหมาดบนกระดาษกรอง แลวแชใน Blocking solution (4 % BSA ใน TBS) เปนเวลา 



1 ชั่วโมง เท Blocking ทิ้ง แลวแชในซีร่ัมของหนูที่ผลิตไดจากขอ 3 และทราบคา titer แลว เปน 
primary antibody ผสมกับตัวทําละลายที่ประกอบดวย  Bacterial lysate ความเขมขน 1:10 และ 
1% BSA ใน TBST อัตราสวน 1:1 หลังจากนั้นทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน 
จากนั้นลางกระดาษ nitrocellulose ดวย TBST จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที แลวแชกระดาษใน 
secondary antibody โดยใช Goat anti Rat IgG conjugate HRP ความเขมขน 1:5,000 ผสมใน
สารละลาย bacterial lysate และ 1% BSA ใน TBST อัตราสวน 1:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 
TBST จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที และตามดวย TBS 1 ครั้ง เปนเวลา  15 นาที หลังจากนั้น แช
ใน TMB membrane substrate (Bio FX  laboratories) ประมาณ 5-10 นาที ในที่มืด แลวหยุด
ปฏิกิริยาดวยการแชกระดาษในน้ํากลั่นเปนเวลาประมาณ 5 นาที นําแผน nitrocellulose ที่ไดไป
สังเกตหา positive plaque โดยจะปรากฏใหเห็นเปนจุดสีมวงน้ําเงิน ขนาดจะขึ้นอยูกับขนาดของ 
plaque ที่เกิดขึ้น 
 
9. Cloning of leucine aminopeptidase encoding gene 
 9.1 การสกัด total RNA 

นําพยาธิที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวมาบดใหละเอียดใน TRIZOL reagent (GIBCO 
BRL) ตามดวยการปนที่ความเร็วที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที จากนั้น ดูดเก็บ
สารละลายชั้นบนใสใน tube ใหม และตกตะกอน RNA ดวยการเติม 2.5 เทาของ isopropanol และ
ปนที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายดานบนออกและลางตะกอน 
RNA ที่กน tube ดวย 75 % ethanol และปน 12,000 rpm เปนเวลา 2 นาที เท ethanol ออกและ
ตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง  สุดทายนําตะกอน RNA ที่ไดละลายใน RNase-free water และ
ตรวจสอบคุณภาพ RNA ดวย  1.2 % agarose gel electrophoresis เพ่ือดูการเสื่อมสภาพของ 
RNA และวัดปริมาณ RNA ดวย spectrophotometer 
 9.2 การ Cloning ดวยวิธี RT-PCR 

นํารหัส mRNA ของ LAP ของพยาธิ Schistosoma mansoni มาทําการเปรียบเทียบและหา
รหัส primers จากนั้นนําไปใชสังเคราะห cDNA ของ LAP  ของ F. gigantica  โดยกระบวนการ 
reverse transcription เพ่ือใหได first strand cDNA โดยใช total RNA ที่สกัดมาจาก F. gigantica 
ตัวเต็มวัยจากขอ 9.1 โดยใช SuperScript RNase H Reversetrancriptase, Invitrogen. ดัง 
condition ดังน้ี 

- เติม reverse primers 1 μl (1μg/μl) , mRNA 1 μl และ 25 mM dNTP mix 1 μl และ 
DEPC H2O 19 μl แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
แลว incubate ในน้ําแข็งนาน 2 นาที 

- เติม 5x RT buffer 6 μl, RNase out (40 U/ μl) 1 μl, Superscript III RT (200 U/ μl) 1 
μl และ 0.1 M DTT 1 μl ผสมใหเขากัน 

- Incubate mixer ที่ประมาณ 50 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที และ inactivate ที่ 70 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และแชในน้ําแข็ง 



หลังจากนั้นนํา first strand cDNA ที่ไดไปทํา PCR โดย reaction mix ประกอบดวย PCR 

buffer 10 μl, 25 mM MgCl2 1 μl, forward primer (1μg/μl) 1 μl, reverse primer 1 μl, Taq 

DNA polymerase (5u/μl) 1 μl และเติมนํ้ากลั่นใหได 100 μl.  แลวนําไป incubate ใน Thermal 
cycler โดยใช annealing temperature ที่ 40 หรือ 50 องศาเซลเซียส  แลวนํา PCR product ทีได
ไปตรวจสอบหาดวย 0.8% agarose gel electrophoresis  
 9.3 Ligation, transformation and sequencing 
 ตัด expected band (ประมาณ 400 bp) จาก gel นําไป eluted แลวนําไป ligated เขา 
multiple cloning site ของ pGEM T-easy vector (Promega).  ligation reaction ประกอบดวย 2X 

ligation buffer 5 μl, pGEM T-easy vector 1 μl, eluted PCR product 50 ng และเติมนํ้าใหได 

10 μl, หลังจากนั้นนําไป incubate ที่ 4 องศาเซลเซียส overnight.  หลังจากนั้นนํา ligation 
product มา transform เขา DH5-α competent E. coli cells ดวยวิธี heat shock technique.  
หลังจากนั้น spread ลงบน ampicillin-LB agar plates นําไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
14-16 ชั่วโมง  

pick up colony ที่เกิดขึ้นบน plate นําไป inoculate ลง LB broth incubate overnight แลว
นําไปสกัด plasmid และตรวจการ insertion โดยการ digest plasmid ดวย EcoRI ถาได digestion 
product ที่ประมาณ 1000 bp ใหนํา clone น้ันสงทํา sequencing ที่ Bioservice Unit, BIOTEC   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลการทดลอง 
 

1. การ Screening antibody  ที่ตานตอ LAP ดวยวธีิ ELISA 
 1.1 titration ELISA ของ serum  

ผลการทดลองพบวาคา OD ของ preimmunized sera มีคานอยกวาคา OD ของ reaction 
ของ serum หลังจากการ priming, first boosting และ second boosting อยางชัดเจน (ภาพที่ 1 
ตารางที่ 1) นอกจากนี้พบวา OD ของ serum หลังจาก priming มีคานอยกวา  serum หลังจาก first 
boosting และ second boosting (ภาพที่ 1) อยางไรก็ตามคา OD ของ serum ของหนูแตละตัวก็มี
คาแตกตางกนัออกไป เชน หนูตัวที่ 2 preimmunized serum ที่ dilution ตั้งแต 1/51200 ถึง 1/25 มี
คา OD อยูระหวาง 0.053-0.185 serum หลังจาก priming มีคา OD อยูระหวาง 2.521-3.597 
serum หลังจาก first boosting มีคา OD อยูระหวาง 2.371-3.336 และ serum หลังจาก second 
boosting มีคา OD อยูระหวาง 0.088-2.699 หนูตัวที่ 3 preimmunized serum ที่ dilution ตั้งแต 
1/51200 ถึง 1/25 มีคา OD อยูระหวาง 0.056-0.167 serum หลังจาก priming มีคา OD อยูระหวาง 
1.447-3.438 serum หลังจาก first boosting มีคา OD อยูระหวาง 2.079-3.482 และ serum 
หลังจาก second boosting มีคา OD อยูระหวาง 0.110-2.943 หนูตัวที่ 5 preimmunized serum ที่ 
dilution ตั้งแต 1/51200 ถงึ 1/25 มีคา OD อยูระหวาง 0.050-0.155 serum หลังจาก priming มีคา 
OD อยูระหวาง 0.898-3.462 serum หลังจาก first boosting มีคา OD อยูระหวาง 1.126-3.493 
และ serum หลังจาก second boosting มีคา OD อยูระหวาง 0.074-2.683 หนูตัวที่ 6 
preimmunized serum ที่ dilution ตั้งแต 1/51200 ถึง 1/25 มีคา OD อยูระหวาง 0.046-0.239 
serum หลังจาก priming มีคา OD อยูระหวาง 0.820-3.405 serum หลังจาก first boosting มีคา 
OD อยูระหวาง 2.046-3.277 และ serum หลังจาก second boosting มีคา OD อยูระหวาง 0.093-
2.806   

เม่ือนําคา OD ทีไดมา plot กราฟตอ dilution ของแอนติบอดี (ภาพที่ 2 ถึง 5) พบวาความ
เขมขนสัมพัทธของ antibody ที่ตานตอ LAP จะเพ่ิมมากขึ้นหลังจากการ priming, first boost และ 
second boost ตามลําดับ โดย serum ของหนูตัวที ่ 2, 3 และ 5 หลังจาก first boosting และ 
second boosting มีคา titer ไมแตกตางกันมากนักแตจะมีความแตกตางกันใน serum ของหนูตัวที ่
6 โดย serum จาก first boost จะใหคา OD ที่นอยกวา second boost ใน dilution factor ที่มากขึ้น 
ซ่ึง serum ของหนูแตละตวัมีการเปลี่ยนแปลงของ titer หลังจากการ immunized แตละครั้งดังน้ี หนู
ตัวที่ 2 priming มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/800 first และ second boosting มี
คา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/51200 หนูตัวที่ 3 priming มีคา titer ของ antibody 
ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/1600 first และ second boosting มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP 
อยูที่ 1/51200 หนูตัวที่ 5 priming มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/800 first 
boosting มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/25600 second boosting มีคา titer ของ 
antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/51200 หนูตัวที่ 6 priming มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP 



อยูที่ 1/1600 first boosting มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/25600 second 
boosting มีคา titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP อยูที่ 1/51200 

จากการทดลองเมื่อพิจารณาคา titer ประกอบกับคา OD ของ serum หนูแตละตัวจะเห็นได
วาหนูตวัที่ 2 จะมี titer ของ antibody ที่ตานตอ LAP สูงสุด รองลงมาคือ ตัวที่ 3 ตัวที่ 6 และตวัที่ 5 
ตามลําดับ 
 1.2 Cheeker board titration ELISA (CBT) 

จากผลการทดลองพบวา CBT ELISA ของ immune sera โดยใช porcine kidney LAP 

ปริมาณ 2.5 μg/well coat plate (ภาพที่ 6) มีคา OD ที่แตกตางจากกลุม preimmune อยางชัดเจน 
ซ่ึงพบวา dilution facter ที่มากที่สุดของ primary antibody และ HRP-conjugated secondary 
antibody ที่ใหคา OD ของ immunized sera นอยกวา 0.3 และ immunized sera มากกวา 1 คือที ่
dilution ของ primary antibody เทากับ 1/12800 และ dilution ของ secondary antibody เทากับ 
1/6400 ซ่ึง OD ของ immunized sera มีคาประมาณ 3.418 ในขณะที่ OD ของ preimmune sera มี
คาประมาณ 0.058 

ผล CBT ELISA ของ immunized sera โดยใช WB ของ adult F. gigantica ปริมาณ 2.5 

μg/well coat plate (ภาพที่ 6) พบวามีคา OD แตกตางจากกลุม preimmunized sera ไมมากนัก 
โดยตองใช immunized sera ที่ dilution 1:100 และ HRP-conjugated secondary antibody ที ่
dilution 1:3000 ซ่ึงใหคา OD ของ immunized sera เพียง 0.590 และ คา OD ของ preimmune 
sera ประมาณ 0.270 

เม่ือเพ่ิม WB ใหมีปริมาณที่มากเกินพอ โดยการ coat plate ดวย WB ปริมาณ 10 และ 20 

μg/well (ภาพที่ 7) ผลการทดลองพบวา immunized sera มีคา OD ที่แตกตางจากกลุม 

preimmune อยางชัดเจน ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบคา OD ระหวางการ coat plate ดวย 10 μg/well  

และ 20 μg/well  พบวามีคาไมแตกตางกัน ซ่ึง dilution ของ immunized sera หรือ preimmunized 
sera ที่เหมาะสม คือที่ 1/400 สวน dilution ของ HRP-conjugated secondary antibody ที่

เหมาะสมคือ 1/3000 ซ่ึงการ coat plate ดวย 10 μg/well และใช immunized sera เปน primary 
antibody ใหคา OD ประมาณ 1.114 และ preimmunized sera ใหคา OD ประมาณ 0.346 ในขณะ

ที่การ coat plate ดวย 20 μg/well immunized sera ใหคา OD ประมาณ 1.128 และ 
preimmunized sera ใหคา OD ประมาณ 0.271 

 
2. Western immunoblotting  
 2.1 Rat sera anti FgLAP เปน primary antigen  

พบวาแผน PVDF เกิดแถบที่ใหผลเปนบวกกบั primary antibody ในพยาธิทุกระยะที่นํามา
ศึกษา (ภาพที่ 9) ดังน้ี 

Porcine kidney LAP (ภาพที่ 9, lane 1, LAP) ปรากฏแถบโปรตนี 2 แถบ ที่นํ้าหนัก
โมเลกุลประมาณ 56 และ 45 kDa  



Egg antigen (ภาพที่ 9, lane 2, EG) พบโปรตีนทีใ่หผลบวกทั้งหมด 3 แถบ ไดแกที่
นํ้าหนักโมเลกุล 21, 22.5, 24 kDa โดยแถบที่เขมที่สุดคือที่นํ้าหนักโมเลกุล 21 และ 22.5 kDa  
(ตารางที่ 2) 

พยาธิตัวออนอายุ 4 สัปดาห (ภาพที่ 9, lane 3, JU) พบโปรตนีทีใ่หผลบวกทัง้หมด 3 
แถบ ไดแกทีนํ้่าหนักโมเลกุล 24, 26.5, และ 33 kDa โดยทั้ง 3 แถบติดสีคอนขางนอย (ตารางที่ 2) 

พยาธิตัวเตม็วัย (ภาพที่ 9, lane 4, WB) พบโปรตีนที่ใหผลบวกทั้งหมด 3 แถบ ไดแก
ที่นํ้าหนักโมเลกุล 21, 22.5 และ 24 kDa โดยทั้ง 3 แถบติดสีคอนขางนอย (ตารางที่ 2) 

Tegumental antigen (ภาพที่ 9, lane 5, TA) พบโปรตีนที่ใหผลบวกทั้งหมด 5 แถบ  
ไดแกที่นํ้าหนักโมเลกุล 20, 28, 33, 35 และ 46 kDaโดยทั้ง 5 แถบตดิสีคอนขางนอย (ตารางที่ 2) 

 Excretory-secretory antigen (ภาพที่ 9, lane 6, ES) พบโปรตนีที่ใหผลบวกเพียง 
1 แถบที่นํ้าหนักโมเลกุล 24 kDa ซ่ึงติดสีเขมคอนขางมาก (ตารางที่ 2) 
 เม่ือเปรียบเทยีบความเขมขนของการตดิสีของแถบโปรตีนระหวางแอนติเจนแตละชนิดโดย
พิจารณาที่นํ้าหนักโมเลกุลเดียวกันพบวา ES พบแถบโปรตีนที่มีความเขมมากที่สุด รองลงมาคือ 
EG JU WB และ TA ตามลําดับ 
 2.2 Non immunized rat serum เปน primary antibody 
  จากการทํา control โดยการยอมแผน PVDF โดยใช preimmunized rat serum เปน 
primary antibody และใช  HRP-goat anti-rat IgG เปน secondary antibody ทุกระยะของพยาธิ
ใบไมตบั F. gigantica  ในแบบ reducing ไมปรากฏแถบโปรตีนทีใ่หผลบวก (ภาพที่ 10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



MW EG JU WB TA ES 
270 **     
250      
150      
100      
97   **   
86    **  
75      
71  ** ** **  
68    **  
66      
61    **  
56      

55.5  **    
54  **    
53  **    
51  **    

50.5   **   
50      
49  ** *** ***  

46.5 **     
46  **    

45.5   ** **  
45 **     
44      

43.5  *** ** **  
41.5  **    
41  **    
37    **  

36.5  ** ** **  
36  **  **  

35.5   **   
35  *** *** ***  

34.5  **    
34   **   

33.5  **  **  
33   **   

29.5  ** **   
28  *** ***   

27.5  **  **  
27  **  **  

26.5 ***     
26 *** ** *** ** *** 
25 *** ** *** *** *** 
24 ** ** *** ***  
23 **  **   
20      
16     ** 

15.5    **  
15   **   

14.5 **     
14   **   

13.5  *** *** *** ** 
13  *** ** *** ** 

12.5      
12   ** ** ** 

11.5     ** 
11     ** 

10.5  ** ** ** ** 
10     ** 

 
ตารางที่ 1 แสดงความเขมของแถบโปรตีนในแอนติเจน fraction ตาง ๆ ของ F. gigantica ที่แยก
ดวย 12.5% SDS-PAGE แลวยอมดวยวิธี Silver staining  
MW = molecular weight, LAP = porcine kidney LAP, EG = soluble egg antigens, JU = crude 
antigen ของ 4-week old juvenile, WB = crude antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, TA = tegumental 
antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, ES = excretory-secretory antigens ของพยาธิตัวเต็มวัย 
*** = ความเขมของแถบโปรตีนที่เขมที่สดุ ** = ความเขมของแถบโปรตีนที่เขมปานกลาง 
 
 



 
 
 
 

MW EG JU WB TA ES 
46    *  
35    *  
33  *  *  
28    *  

26.5  *    
24 * * *  ** 

22.5 **  *   
21 **  *   
20    *  

 
 
ตารางที่ 2 แสดงความเขมของแถบโปรตีนในแอนติเจน fraction ตาง ๆ ของ F. gigantica ที่แยก
ดวย 12.5% SDS-PAGE และ western immunoblotting โดยใช Rat serum anti LAP เปน 
primary antibody 
MW = molecular weight, LAP, EG = egg antigens, JU = crude antigen ของ 4-week old 
juvenile, WB = crude antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, TA = tegumental antigen ของพยาธิตัวเตม็
วัย, ES = excretory-secretory antigens ของพยาธิตัวเต็มวัย 
** = ความเขมของแถบโปรตีนที่เขมปานกลาง  * = ความเขมของแถบโปรตีนทีเ่ขมนอย 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
ภาพที่ 1 แสดง titration ELISA ของ serum ไดแก preimmunized sera, sera หลังจาการ 

priming, first boosting และ second boosting ของหนู rat (r2 = rat number 2, r3 = rat number 3, 
r5 = rat number 5, r6 = rat number 6) 
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ภาพที่ 2 กราฟเสนแสดง Titer of the rat sera number 2  
prb = preimmunized, prim = priming, 1 bst = first boosting, 2 bst =  second boosting  

ภาพที่ 3 กราฟเสนแสดง Titer of the rat sera number 3 
prb = preimmunized, prim = priming, 1 bst = first boosting, 2 bst = second boosting  
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ภาพที่ 4  กราฟเสนแสดง Titer of rat sera number 5 
prb = preimmunized, prim = priming, 1 bst = first boosting, 2 bst = second boosting  
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ภาพที่ 5  กราฟเสนแสดง Titer of rat sera number 6 
prb = preimmunized, prim = priming, 1 bst = first boosting, 2 bst = second boosting  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 แสดง Cheeker board ELISA ของ serum หนู number 2 ซ่ึง coated plate ดวย porcine 

kidney LAP หรือ crude extract ของ adult F. gigantica ปริมาณ 2.5 μg/well  
1 Ab = primary antibody, 2 Ab-HRP = HRP-conjugated secondary antibody, WB = whole body 
antigen, LAP = porcine kidney LAP 
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ภาพที่ 7 แสดง C-Cross ELISA ของ serum หนู number 2 ซ่ึง coated plate ดวย crude 

extract ของ adult F. gigantica ปริมาณ 10 และ 20 μg/well 
1 Ab = primary antibody, 2 Ab = secondary antibody, WB = whole body antigen 
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ภาพที่ 8 แสดงแถบโปรตนีของแอนติเจน fraction ของ F. gigantica ตาง ๆ ที่แยกดวย 12.5% 
SDS-PAGE แลวยอมดวยวิธี Silver staining 
LAP = porcine kidney LAP, EG = soluble egg antigens, JU = crude antigen ของ 4-week old 
juvenile, WB = crude antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, TA = tegumental antigen ของพยาธิตัวเตม็
วัย, ES = excretory-secretory antigens ของพยาธิตัวเต็มวัย, STD = standard molecular weight 
marker 
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ภาพที่ 9 แสดงแถบโปรตนีแอนติเจน fraction ตาง ๆ ของ F. gigantica ที่แยกดวย 12.5% SDS-
PAGE และ western immunoblotting โดยใช rat anti LAP เปน primary antibody 
LAP = porcine kidney LAP, EG = soluble egg antigens, JU = crude antigen ของ 4-week old 
juvenile, WB = crude antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, TA = tegumental antigen ของพยาธิตัวเตม็
วัย, ES = excretory-secretory antigens ของพยาธิตัวเต็มวัย, STD = standard molecular weight 
marker 
 
  
 
 
 
 



 
 
ภาพที่ 10 แสดงแถบโปรตีนของแอนตเิจน fraction ตาง ๆ ของ F. gigantica ที่แยกดวย 12.5% 
SDS-PAGE และ western immunoblotting โดยใช normal rat serum เปน primary antibody 
LAP = porcine kidney LAP, EG = soluble egg antigens, JU = crude antigen ของ 4-week old 
juvenile, WB = crude antigen ของพยาธิตวัเต็มวัย, TA = tegumental antigen ของพยาธิตัวเตม็
วัย, ES = excretory-secretory antigens ของพยาธิตัวเต็มวัย, STD = standard molecular weight 
marker 
 
  
  
 
 
 
 
 



3. ลักษณะทัว่ไปของพยาธิ F. gigantica ระยะ unembryonated eggs, embryonated eggs, 
ตัวออนอายุ 4 สัปดาหและตวัเต็มวัย 

3.1 ระยะ unembryonated egg 
พยาธิ F. gigantica ระยะ unembryonated eggs (ภาพที่ 11 A-C) พบไดใน uterus (ภาพที่ 

11 A และ B) และไขที่เพ่ิงออกมาจากตัวพยาธิ (ภาพที่ 11 C) ซ่ึงมีลักษณะรูปไขสีนํ้าตาลแดงออน 
มีความยาวประมาณ 140 ไมครอนและกวางประมาณ 86 ไมครอน ภายในประกอบดวย ovum 1 
เซลลและเซลล vitelline ประมาณ 30 เซลล ขั้วดานหนึ่งของไขจะพบ operculum ซ่ึงเปนบริเวณของ
เปลือกไขที่หนาตัวมากกวาบริเวณอื่น 

3.2 ระยะ embryonated egg 
พยาธิ F. gigantica ระยะ embryonated egg (ภาพที่ 11 D-F) ซ่ึงพบไดหลังจากการกระตุน

การเจริญเติบโตดวยแสงนาน 2 สัปดาห ขนาดและรูปรางลักษณะภายนอกเหมือนกับ 
unembryonated eggs แตภายในไขพบ miracidium 1 ตัว และเซลล vitelline ซ่ึงมีจํานวนนอยกวา
ระยะ unembryonated eggs (ภาพที่ 11 D และ E) สวนไขที่มี miracidium เจริญเติบโตเต็มที่จะไม
พบ vitelline cell เหลือภายใน (ภาพที่ 11 F)  

3.3 ระยะตัวออนอายุ 4 สัปดาห 
พยาธิ F. gigantica ระยะตัวออนอาย ุ 4 สัปดาห (ภาพที่ 12) มีลําตัวยาวประมาณ 4 

มิลลิเมตรและกวางประมาณ 1 มิลลิเมตร (ภาพที่ 12 A) ลําตวัของพยาธิระยะนีส้ามารถแบงออกได
เปน 2 สวน ไดแก oral cone และสวนหาง โดยเมื่อแบงลําตวัพยาธิออกเปน 3 สวนพบวา ทาง
ดานหนาประมาณ 1 ใน 3 ของลําตวัจะเปน oral cone และทางดานหลังประมาณ 2 ใน 3 ของลําตัว
จะเปนสวนหางซึ่งแบงกันดวย ventral sucker พยาธิในระยะนี้มีอวยัวะทีป่รากฎชัดเจนไดแก อวัยวะ
ในระบบยอยอาหาร ระบบขับถายและระบบสบืพันธุ อวัยวะในระบบยอยอาหารประกอบดวย oral 
sucker ดานหนาสุด (ภาพที่ 12 A และ B) ตอมาเปน pharynx (ภาพที่ 12 A และ C), esophagus 
และ.caecal bifurcation (ภาพที่ 12 A) หลัง caecal bifurcation พบ caecum แตกออกเปน 2 แขนง
ตามความยาวของลําตัว ซ่ึง caecum ในสวนทายของลําตวัพบการแตกแขนงจาํนวนมาก โดยจะ
แตกแขนงเปน primary, secondary และ tertiary duct บริเวณดานขางของลําตวั อวัยวะในระบบ
ขับถายที่สามารถสังเกตได คือ bladder มีลักษณะเปนทอติดสีคอนขางจางเมื่อยอมดวยสี carmine 
และ Hematoxylin-Eosin (H&E) ซ่ึงสังเกตไดฃัดเจนบริเวณแนวกลางลําตัวในสวนหางของพยาธ ิ
(ภาพที่ 12 A และ F) และอวัยวะในระบบสืบพันธุที่สามารถสังเกตไดทั้งในเพศผูและเพศเมียมีดังน้ี 
คือ อวัยวะสบืพันธุเพศผูพบ testis บริเวณกลางลําตวั มีลักษณะเปนทอแตกแขนงแตภายในยังไมมี
การพัฒนาของ spermatozoa (ภาพที่ 12 A และ F) นอกจากนี้พบ cirrus sac มีลักษณะเปนถุง
บริเวณ dorsal และ anterior ของ ventral sucker (ภาพที่ 12 D) สวนอวัยวะสบืพันธุเพศเมยีพบ 
ovary มีลักษณะเปนทอแตกแขนงอยูบริเวณดานขางของ Mehlis gland เชื่อมกันโดย oviduct (ภาพ
ที่ 12 A) Mehlis’ gland เปนตอมที่อยูในบริเวณกลางลําตัวหนาตอ testis  ระหวาง ventral sucker 
และ Mehlis’ gland พบ uterus ลักษณะเปนทอขดไปมา (ภาพที่ 12 A และ E). 

 



3.4 ระยะตัวเต็มวัย 
พยาธิ F. gigantica ระยะตัวเต็มวยั (ภาพที่ 12 A - G) มีรูปรางคลายใบไม โดยลําตวัยาว

ประมาณ 32 มิลลิเมตรและกวางประมาณ 12 มิลลิเมตร   oral cone มีขนาดเลก็เม่ือเทียบกบัลําตวั 
โดยลําตัวของพยาธิระยะนีเ้จริญยืดยาวกวาระยะตัวออนอายุ 4 สัปดาห อวัยวะของพยาธิระยะนี้
เจริญเต็มที่ในทุกระบบ อวัยวะในระบบทางเดินอาหารมีลักษณะเหมือนในพยาธิตวัออนอายุ 4 
สัปดาห แตมีขนาดเล็กกวาและพบการแตกแขนงของ caecum ตลอดความยาวลําตัวมากกวาใน
พยาธิระยะตวัออนอายุ 4 สัปดาห อวัยวะในระบบสืบพันธุเพศผู ไดแก testis ลักษณะเปนทอแตก
แขนงมากมายบริเวณกลางลําตวัของพยาธิ ภายในพบการพัฒนาของเซลลสบืพันธุ seminal vesicle 
มีขนาดใหญ (ภาพที่ 12 A และ D)  อวัยวะในระบบสบืพันธุเพศเมยี ไดแก Mehlis’ gland, ovary, 
และ uterus (ภาพที่ 12 A และ F) โดยภายใน uterus พบไขมีสีนํ้าตาลหรือสีดําจํานวนมาก (ภาพที ่
12 A และ E) นอกจากนี้พบ vitelline gland มีลักษณะเปนกอนสีนํ้าตาลจํานวนมากกระจายอยู
ดานขางและสวนทายของลาํตัว (ภาพที่ 12 A และ G) 

 
4 การศึกษาตําแหนงและการกระจายของ LAP ภายในพยาธิ F. gigantica ระยะ 
unembryonated eggs, embryonated eggs, พยาธิตัวออนอายุ 4 สัปดาหและตัวเต็มวัยดวย
วิธี Immunoperoxidase 

4.1  ระยะ unembryonated egg 
 พบ positive reaction ของ LAP มีลักษณะเปนจุดสีแดงจาง ๆ ในเซลล vitelline ภายในไข 
นอกจากนี้ยังพบ LAP ลักษณะเปนจุดสแีดงระหวางเซลล vitelline (ภาพที่ 16 A และ C)  

4.2 ระยะ embryonated egg  
 ระยะ embryonated egg ของพยาธิ F. gigantica พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะ
เปนจุดสีแดงเขมคอนขางหนาแนนภายใน fluid รอบ ๆ miracidium ในขณะที่ภายในตวั miracidium 
พบ positive reaction คอนขางนอย (ภาพที่ 16 C และ D) 

4.3 พยาธิตัวออนอายุ 4 สัปดาห 
 ตําแหนงและการกระจายของ LAP ในพยาธิระยะตวัออนอายุ 4 สัปดาห (ภาพที่ 16 E – G) 
สามารถสังเกตไดอยางชัดเจนเพียง 2 ระบบ ไดแก  ระบบทางเดินอาหารและระบบขับถาย 

4.3.1 ระบบทางเดนิอาหารอาหาร  
 ทางเดินอาหารสวนตนของพยาธิตวัออนอายุ 4 สัปดาห ไดแก oral sucker pharynx 
esophagus และ caecal bifurcation พบวาไมปรากฎ positive reaction ของ LAP ในอวัยวะ
ดังกลาวแตพบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงใน caecum ซ่ึงเปนทางเดินอาหาร
สวนปลาย (ภาพที่ 16 F และ G) เม่ือศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ positive reaction สีแดงเขมปาน
กลางบริเวณ luminal projection ของเซลลเยื่อบผุิว caecum แตภายใน cytoplasm พบ positive 
reaction เปนจุดสีแดงคอนขางจาง ในขณะที่ nucleus ไมพบ positive reaction  เม่ือเปรียบเทียบ 
reaction ระหวาง caecum แตละบริเวณพบวามีลักษณะไมแตกตางกัน (ภาพที่ 16 G)  
 



4.3.2 ระบบขับถาย 
 ระบบขับถายของพยาธิตวัออนอายุ 4 สัปดาห พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะ
เปนจุดสีแดงคอนขางเขมบริเวณเซลลเยื่อบุผิวของ bladder เม่ือศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ reaction 
สีแดงเขมบริเวณ luminal projection และภายใน cytoplasm ในขณะที่ nucleus ไมพบ positive 
reaction (ภาพที่ 16 E และ G)  เม่ือเปรียบเทียบ reaction ระหวาง bladder แตละบริเวณพบวามี
ลักษณะไมแตกตางกัน นอกจากนั้นยังพบวา positive reaction ใน bladder จะเขมกวาใน caecum  

4.4 ระยะตัวเต็มวัย 
 ตําแหนงการกระจายของ LAP ในพยาธิระยะตัวเต็มวัยสามารถแบงตามระบบตาง ๆ ได
ดังน้ี  

4.4.1 ระบบทางเดนิอาหาร  
 ระบบทางเดินอาหารของพยาธิ F. gigantica แบงออกเปน 2 สวน คือ สวนตนประกอบดวย 
oral sucker pharynx esophagus และ caecal bifurcation ซ่ึงไมพบ positive reaction ของ LAP 
ภายในอวัยวะดังกลาว ( ภาพที่ 17 A และ B ) แตพบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสี
แดงเขมใน caecum ซ่ึงเปนทางเดินอาหารสวนปลาย เม่ือศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ positive 
reaction ของ LAP สีแดงเขมบริเวณ luminal projection ของเซลลเยื่อบุผิว caecum นอกจากนี้ยัง
พบ positive reaction ลักษณะเปนจุดสแีดงภายใน cytoplasm (ภาพที่ 17, 18)  เม่ือเปรียบเทียบ
ลักษณะของ positive reaction ระหวาง caecum แตละบริเวณ พบวามีความแตกตางกันคือ main 
caecum และแขนง proximal ที่แตกแขนงมาจาก main caecum ซ่ึงพบอยูบริเวณกลางลําตวั (ภาพ
ที่ 17 F,   18 B และ D) รวมทั้งแขนง recurrent ซ่ึงพบบริเวณสวน oral cone (ภาพที่ 17 C และ D) 
มี positive reaction สีแดงเขมปานกลางบริเวณ luminal projection ในขณะทีภ่ายใน cytoplasm 
พบ positive reaction คอนขางนอย  สวนแขนง distal ของ caecum ซ่ึงพบดานขางของลําตัวมี 
positive reaction เขมมากทั้งบริเวณ luminal projection และภายใน cytoplasm (ภาพที่ 17 E, 18 
A และ C)  

4.4.2 ระบบขับถาย  
 การกระจายของ LAP ในระบบขับถายของพยาธิตัวเตม็วัยคลายกบัพยาธิตวัออน 4 สัปดาห 
โดยพบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมสมํ่าเสมอบริเวณบริเวณ luminal 
projection และใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุผิว bladder (ภาพที่ 18 E และ F)  เม่ือเปรียบเทียบ
ลักษณะของ positive reaction ระหวาง bladder แตละบริเวณพบวาไมแตกตางกนั นอกจากนั้นยัง
พบวา positive reaction ใน bladder จะเขมกวาใน caecum  

4.4.3 ระบบสืบพันธุ  
4.4.3.1 ระบบสืบพันธุเพศเมีย  

 Vitelline gland พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมภายในเซลล 
vitelline ที่เจริญเต็มที ่ ในขณะที่เซลล vitelline ในระยะอ่ืน ๆ ไมพบ positive reaction เม่ือศึกษา
ดวยกําลังขยายสูงพบ positive reaction ภายใน cytoplasm แตไมปรากฎใน egg shell globules 



และ nucleus (ภาพที่ 19 A -C) นอกจากนั้นยังพบวาเซลล vitelline ที่อยูภายใน vitelline duct ก็พบ 
positive reaction เชนกัน  
 Ovary พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงบริเวณ mature oocyte (Oc4) 
ซ่ึงอยูบริเวณตอนกลางของ ovary (ภาพที่ 19 D - F) เม่ือศกึษาที่กําลังขยายสูงพบ positive 
reaction บริเวณ subplasmalema ของ Oc4 แตไปพบ positive reaction ใน oocyte ระยะอ่ืน ๆ 
(ภาพที่ 19 F) 
 Mehlis’ gland พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสแีดงเขมในเซลล Mehlis 
gland cell ทั่วทั้ง gland เม่ือศึกษาทีก่ําลังขยายสูงพบ LAP ลักษณะเปนจุดกระจายอยูภายใน 
cytoplasm โดยแตละเซลลมีความเขมของ LAP แตกตางกันเล็กนอย (ภาพที่ 20 A – C)  
 Uterus พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดง 2 บริเวณคือภายใน 
unembryonated eggs ซ่ึงมีกระจายของ reaction คอนขางสม่ําเสมอ แตไมพบบริเวณเปลือกไข 
(ภาพที่ 20 E) และเยื่อบผุิวของ uterus ซ่ึงเม่ือศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ positive reaction เขม
บริเวณ luminal projection แตการกระจายไมสมํ่าเสมอ โดย LAP บริเวณ luminal projection มี
ความหนาแนนมากวาภายใน cytoplasm (ภาพที่ 20 F และ G) นอกจากนี้ยังพบ positive reaction 
ของ LAP เขมมากในกลุมของ sperm ที่อยูภายใน uterus (ภาพที่ 20  G) 
 Vitelline reservoir พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมปานกลาง
ภายในเซลล vilelline แตไมพบ positive reaction ที่เซลลเยื่อบผุิว vitelline reservoir ทั้งใน luminal 
projection และ cytoplasm (ภาพที่ 20  C และ D)  

4.4.3.2 ระบบสืบพันธุเพศผู  
 ระบบสบืพันธุเพศผูที่พบการกระจายของ LAP ในอวัยวะตาง ๆ ไดแก 
 Testis พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมมากกระจายอยาง
สมํ่าเสมอบริเวณ spermatozoa ตรงกลางของทอและอาจพบบริเวณ subplasmalemma ของ 
spermatozoon และ spermatogonia แตไมพบ positive reaction ใน spermatozoon และ 
spermatogonia ทั้งที่บริเวณ cell membrane ภายใน cytoplasm และ nucleus ของเซลล (ภาพที่ 
21 A - C)  
 Seminal vesicle พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมบริเวณ 
spermatozoa ภายใน seminal vesicle เม่ือศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ positive reaction บริเวณ 
luminal projection และภายใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุผนัง seminal vesicle เชนกัน (ภาพที่ 21 
D และ E) 
 Cirrus sac พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงบริเวณ luminal 
projection และภายใน cytoplasm ของเซลลภาย cirrus sac (ภาพที่ 21 F) 
 Prostate gland พบ positive reaction ของ LAP ลักษณะเปนจุดสีแดงเขมใน prostate 
gland cell (PgC) ทั่วทั้ง gland โดยพบ positive reaction ภายใน cytoplasm ของเซลล แตความ
หนาแนนของ LAP ในเซลลแตละเซลลอาจไมเทากัน (ภาพที่ 21 F และ G)  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนของไขพยาธิ F. gigantica  

A – B ภาพกําลังขยายปานกลาง ที่ยอมดวยสี H&E แสดงโครงสรางภายในไขพยาธิระยะ 
unembryonated egg (Eg) ภายใน uterus (Ut)  

C ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดงโครงสรางภายในไขพยาธิระยะ unembryonated 
egg (Eg) ซ่ึงเปนตัวอยางสด พบกลุมของ vitelline cell (Vc) ภายในไขพยาธ ิ

D – F ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดงโครงสรางภายในของไขพยาธิระยะ embryonated 
egg พบ miracidium (M) และ vitelline cell (Vc) 

 
(EgS = egg shell, UtE = uterine epithelium)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 



 
 
 
 
ภาพที่ 12 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัออนอายุ 4 สัปดาห 

A  ภาพกําลังขยายต่ํา ยอมดวยสี carmine แสดงโครงสรางและอวัยวะของพยาธ ิ
ประกอบดวย oral sucker (Os) ซ่ึงลอมรอบชองปากบริเวณสวนหัว  caeca (Ca) 
เปนสวนทีต่อมาจาก pharynx (Ph) และ esophagus (Es) ซ่ึงเริ่มตั้งแตบริเวณ 
caecal bifercation (Cb) โดย caeca จะแตกออกเปน 2 แขนงทอดไปทางดานขาง 
ลําตวัทั้งสองขางตลอดความยาวของพยาธิ  ventral sucker (Vs) บริเวณแนวกลาง
ลําตวัของพยาธแิละดานบนตอ ventral sucker พบ cirrus sac (Cs) ซ่ึงเปนอวยัวะ
ของระบบสบืพันธุเพศผูโดยจะสงทอมาเปดที่ genital pore ใกลกบั ventral sucker   
Mehlis’ gland (Mg) ลกัษณะเปนกอนกลมบริเวณกึ่งกลางลําตวัของพยาธิ โดย
ดานขางพบ ovary (Ov) ลักษณะเปนทอขดไปมา  testis (Ti) ลักษณะเปนทอแตก
แขนงจํานวนมากดานขางลําตวัทั้งสองขางใตตอ Mehlis’ gland  bladder (Bd) 
ลักษณะเปนทอแตกแขนงจํานวนมากโดยมีทอใหญอยูแนวกลางลําตวั สวนทอแขนง
จะทอดไปทางดานขางของลําตวัและสวนทายสุดเปน excretory pore (Ep) เปนรู
เปดสําหรับขบัถายของเสียออกจากตัวพยาธ ิ

B - F ภาพตัดขวางกําลังขยายต่ําของพยาธิ F. giigantica ระยะตวัออน 4 สัปดาห ยอม
ดวยสี H&E  

B แสดงลักษณะเนื้อเยี่อที่ตัดผาน oral sucker (Os) ซ่ึงลอมรอบชองปากของพยาธิ 
C แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน pharynx (Ph)  
D แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน ventral sucker (Vs) และ cirrus sac (Cs) 
E แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน Mehlis gland (Mg) 
F แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผานสวนหางของพยาธิ 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 



 
 
 
ภาพที่ 13 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเต็มวัย 

A  ภาพกําลังขยายต่ํา ยอมดวยสี carmine แสดงโครงสรางและอวัยวะของพยาธ ิ
ประกอบดวย oral sucker (Os) ซ่ึงลอมรอบชองปากบริเวณสวนหัว  caeca (Ca) 
เปนสวนทีต่อมาจาก pharynx (Ph) และ esophagus (Es) ซ่ึงเริ่มตั้งแตบริเวณ 
caecal bifercation (Cb) โดย caeca จะแตกออกเปน 2 แขนงทอดไปทางดานขาง 
ลําตวัทั้งสองขางตลอดความยาวของพยาธิ  ventral sucker (Vs) บริเวณแนวกลาง
ลําตวัของพยาธิและดานบนตอ ventral sucker พบ cirrus sac (Cs) ซ่ึงเปนอวยัวะ
ของระบบสบืพันธุเพศผูโดยจะสงทอมาเปดที่ genital pore ใกลกบั ventral sucker  
Mehlis’ gland (Mg) ลักษณะเปนกอนกลมบริเวณกลางลําตวัของพยาธิ โดย
ดานขางพบ ovary (Ov) ลักษณะเปนทอขดไปมา  testis (Ti) ลักษณะเปนทอแตก
แขนงจํานวนมากดานขางลําตวัทั้งสองขางใตตอ Mehlis’ gland  bladder (Bd) 
ลักษณะเปนทอแตกแขนงจํานวนมากโดยมีทอใหญอยูแนวกลางลําตวั สวนทอแขนง
จะทอดไปทางดานขางของลําตวัและสวนทายสุดเปน excretory pore (Ep) เปนรู
เปดสําหรับขบัถายของเสียออกจากตัวพยาธ ิ

B - G ภาพตัดขวางกําลังขยายต่ําของพยาธิ F. giigantica ระยะตัวเตม็วัย ยอมดวยส ี
H&E  

B แสดงลักษณะเนื้อเยี่อที่ตัดผาน pharynx (Ph)  
C แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน cirrus sac (Cs) 
D แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน ventral sucker (Vs) และ seminal vesicle (Sv) 
E แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน uterus (Ut) 
F แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผาน testis (Ti) และ vitelline gland (Vi)  
F แสดงลักษณะเนื้อเยื่อที่ตัดผานสวนหางของพยาธิ 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 



 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนของพยาธิระยะ unembryonated egg, embeyonated 

egg และพยาธิตวัออน 4 สัปดาห กลุมควบคุมทีย่อมดวยสี Mayer’s haematoxilin 
แสดง negative staining ของเอนไซม LAP ในเนื้อเยือ่ตาง ๆ  

A – B  ภาพกําลังขยายปานกลาง umembryonated egg (Eg) ภายใน uterus (Ut)  
C – D ภาพกําลังขยายปานกลาง (C) และภาพกําลังขยายสูง (D) ของ embryonated egg 

และ miracidium  (M) อยูภายในไขพยาธ ิ
E ภาพกําลังขยายปานกลาง ของพยาธิตวัออนอายุ 4 สัปดาห 
F –G  ภาพกาํลังขยายสูง แสดง caecum (Ca) และ bladder (Bd)  

 
 
(CaE = caecal epithelium, EgS = egg shell, Os = oral sucker, Te = tegument, Vc = vitelline 
cell, และ Vs = ventral sucker) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 



 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงโครงสรางของพยาธิระยะตวัเต็มวยักลุมควบคุม 

และยอมดวยสี Mayer’s haematoxilin แสดง negative staining ของเอนไซม 
leucine aminopeptidase (LAP) ในเนื้อเยื่อตาง ๆ  

A – B  ภาพกําลังขยายต่ํา แสดงโครงสรางของภายในของพยาธิทีต่ัดผาน uterus 
C  ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดง caecum (Ca) 
D ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดง vitelline gland (Vi) 
E  ภาพกําลังขยายสูง แสดง oocyte (Oc) ภายใน ovary (Ov) 
F ภาพกําลังขยายต่ํา แสดง uterus (Ut) 
G ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดง testis (Ti) ซ่ึงพบ spermatocye (Sc) อยูภายใน 

 
 
(CaE = caecal epithelium, Sp = spine) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 



 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ในเนื้อเยื่อตาง ๆ 

ของพยาธิระยะ unembryonated egg, embeyonated egg และพยาธิตวัออนอายุ 4 
สัปดาห และยอมดวยสี Mayer’s haematoxilin  

A – B  ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ใน 
umembryonated egg (uEg) ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงอยางสมํ่าเสมอภายใน
ของเหลวในภายในและ vitelline cell (Vc) โดยไมพบบริเวณเปลือกไข (EgS) 

C – D ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ใน 
embryonated egg (Eg) ลกัษณะเปนจุดกลมสีแดงอยางสม่ําเสมอภายใน hatching 
fluid (ลูกศร) และ miracidium (M) ภายในไข โดยไมพบที่เปลือกไขเชนกัน 

E ภาพกําลังขยายต่ํา แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ในพยาธิตัว
ออนอายุ 4 สัปดาห 

F –G  ภาพกําลังขยายสูง แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ใน caecum 
(Ca) และ bladder (Bd) ของพยาธิตวัออนอายุ 4 สัปดาห ลักษณะเปนจุดกลมสีแดง
บริเวณ luminal projection และเซลลเยื่อบุผิวทั้ง caecum และ bladder 

 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 



 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ใน caeca (Ca) 

พยาธิระยะตวัเต็ม และยอมดวยสี Mayer’s haematoxilin 
A – B  ภาพกําลังขยายต่ํา (A) และปานกลาง (B) แสดงเซลลเยื่อบุผวิ esophagus (Es) ซ่ึง

ไมพบ การกระจายของเอนไซม LAP  
C – D ภาพกําลังขยายปานกลาง แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ใน

แขนง recurrent branch ของ caecum (Ca) บริเวณสวนหัวของพยาธิ ลักษณะสี
แดงอยางสม่ําเสมอบริเวณ luminal projection สวน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุ 
caecum มี LAP คอนขางนอย 

E ภาพกําลังขยายต่ํา แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ในในแขนง 
lateral  branch ของ caecum (Ca) บริเวณดานขางลาํตัวของพยาธิ ลักษณะเปนจุด
กลมสีแดงเขมมากภายใน luminal projection และ cytoplasm ของเซลลเยือ่บ ุ
caecum  

F  ภาพกําลังขยายต่ํา แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP ในแขนง 
medial  branch ของ caecum บริเวณแนวกลางลาํตัวของพยาธิ ลักษณะเปนจุด
กลมสีแดงเขมปานกลางภายใน luminal projection และ cytoplasm ของเซลลเยื่อบ ุ
caecum ซ่ึงเหมือนกับใน แขนง recurrent branch ของ caecum 

 
 
(Bd = bladder, Te = tegument และ Vi = vitelline galnd) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ในแขนง 

recurrent branch และ medail branch  ของ caeca และ bladder พยาธิระยะตัว
เต็ม และยอมดวยสี Mayer’s haematoxilin  

A , C  ภาพกําลังขยายปานกลาง (A) และสูง (C) แสดงตําแหนงแและการกระจายของ
เอนไซม LAP ใน lateral  branch ของ caecum (Ca) บริเวณแขนง บริเวณดานขาง
ลําตวัของพยาธิ ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงเขมมากภายใน luminal projection และ
ใน granule (ลูกศร)ภายใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบ ุcaecum (CaE) 

B , D ภาพกําลังขยายปานกลาง (B) และสงู (D) แสดงตําแหนงและการกระจายของ
เอนไซม LAP ใน recurrent branch ของ caecum (Ca) บริเวณสวนหัวของพยาธิ
และ medial branch บริเวณดานขางลําตัวของพยาธิ ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงเขม
ปานกลางภายใน luminal projection และใน granule (ลูกศร) ภายใน cytoplasm 
ของเซลลเยื่อบุ caecum (CaE) 

E - F ภาพกําลังขยายต่ํา (E) และสูง (F) แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม LAP 
ใน bladder (Bd) ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงเขมมากบริเวณ luminal projection ซ่ึง
เขมกวาภายใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุผิว  

 
 
(nu = nucleus และ Vi = vitelline gland) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 



 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 19 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ใน vitelline gland 

(Vi) และ ovary (Ov) ของพยาธิระยะตวัเต็ม และยอมดวยสี Mayer’s haematoxilin 
ใน  

A  - C  ภาพกําลังขยายต่ํา (A) ปานกลาง (B) และสูง (C) แสดงตําแหนงและการกระจาย
ของเอนไซม LAP ใน vitelline gland (Vi) ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงเขมใน mature 
vitelline cell (M) โดยไมพบในระยะอ่ืน ๆ ของ Vi 

D - F ภาพกําลังขยายต่ํา (D) ปานกลาง (E) และสูง (F) แสดงตําแหนงและการกระจาย
ของเอนไซม LAP ลักษณะเปนแถบสแีดงปานกลางบริเวณ plasma membrane 
ของ mature oocyte (Oc4) และ nurse cell (ลูกศร) บริเวณดานในสุดติดกับเซลล
เยื่อบุ ovary (Ov)  

 
 

(Bd = Oc = oocyte, S = shell globules) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ใน Mehlis’ gland, 

vitelline reservoir และ uterus ของพยาธิระยะตวัเต็ม และยอมดวยสี Mayer’s 
haematoxilin 

A  - D  ภาพกําลังขยายต่ํา (A, B) และสูง (C, D) แสดงตําแหนงและการกระจายของ
เอนไซม LAP Mehlis’ gland (Mg) และ vitelline reservoir (ViR) ลักษณะเปนจุด
กลมสีแดงเขมใน cytoplasm ของ Mehlis’ gland cell (Mc) และใน mature vitelline 
cell (Vc)  

E - F ภาพกําลังขยายปานกลาง (E) และสงู (F) แสดงตําแหนงและการกระจายของ
เอนไซม LAP ลักษณะเปนแถบสีแดงเขมบริเวณ luminal projection ของเซลลเยื่อ
บุผิว uterus (UtE) 

 
(uEg = unembryonated egg) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 



 
 
 
 
 
ภาพที่ 21 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงการกระจายของเอนไซม LAP ใน testis (Ti), 

seminal vesicle (Sv) และ prostate gland (Pg) ของพยาธิระยะตวัเต็ม และยอม
ดวยสี Mayer’s haematoxilin 

A  - C  ภาพกําลังขยายปานกลาง (A) และสูง (B, C) แสดงตําแหนงและการกระจายของ
เอนไซม LAP ใน testis (Ti) ลักษณะเปนแถบสีแดงเขมมากบริเวณ spermatozoa 
(Sz) และภายใน nurse cell (Nc) 

D  - E ภาพกําลังขยายต่ํา (D) และสูง (E) แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม 
LAP ใน seminal vesicle (Sv) ลกัษณะเปนแถบสีแดงเขมมากบริเวณ 
spermatozoa (Sz) ภายใน seminal vesicle (Sv) และมีสคีอนขางนอยภายในเยื่อบุ
ผิว seminal vesicle (SvE) 

F - G ภาพกําลังขยายต่ํา (F) และสูง (G) แสดงตําแหนงและการกระจายของเอนไซม 
LAP ใน prostate gland (Pg) ลักษณะเปนจุดกลมสีแดงเขมภายใน cytoplasm ของ
prostate gland cell (PgC) 

 
 
 
(Cr = cirrus และ Cs = cirrus sac) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 



5. cDNA Library screening  
 หลังจากการทํา plaque lift และนําแผน nitrocellulose มาทํา immunostaining โดยใช 
polyclonal antibody anti LAP ที่ไดจากการทดลองในครั้งน้ี พบวา ไมปรากฎ positive reaction 
เกิดขึ้นบนแผน nitrocellulose แตอยางใด แสดงใหเห็นวา polyclonal antibody ที่ผลติไดไมสามารถ
จับกับ protein ที่อยูบนแผน nitrocellulose ได แมกระทั่งเม่ือปรับความเขมขนของ primary 
antibody หรือการปรับเวลาในการ incubate ดวย primary antibody ก็ตาม  แสดงวาไมสามารถนํา 
polyclonal antibody ที่ผลติไดจากการทดลองในครั้งน้ีไปเปนเครื่องมือในการ screening หา gene 
ของ LAP ดวยวิธีการขางตนได 
 
6. การ clone gene ดวยวธีิ RT-PCR 

6.1 RT-PCR 
จากการทํา RT product ที่ไดไปทํา PCR แลวนํา PCR product ไปตรวจสอบดวย agarose 

gel พบวาการใช specific primer ที่มี sequence แตกตางกัน จะให PCR product ที่แตกตางกนั คือ 
การใช forward primer fLAP 1 + rLAP1 หรือ fLAP2 + rLAP 2 โดย anneal ที่ 40 องศาเซลเซียส
ปรากฏแถบใหเห็นเฉพาะที่ 20 bp ในขณะที่ การใช fLAP 3 + rLAP 1 หรือ rLAP 2 หรือ rLAP 3 
โดย anneal ที่ 50 องศาเซลเซียส จะปรากฏแถบใหเห็นหลายแถบ โดยจะมีแถบที่ใกลเคยีงกับ 
expected band คือประมาณ 400 bp (ภาพที่ 22)  

6.2 sequencing 
เม่ือตัด gel ที่ได แลวนําไป sequence แลวนํา sequence ที่ไดไป blast กับฐานขอมูลของ 

Gen Bank พบวา sequence ที่ไดมีความคลายคลึงกบั rRNA แสดงใหเห็นวา PCR product ที่ได
จากการทดลองนี้ ไมใช LAP encoding gene 
  

 
 
 

ภาพที่ 22 แสดงแถบของ PCR product ที่แยกดวย 0.8 %  
agarose gel electrophoresis  

 
 Lane 1 ใช fLAP 3 + rLAP1 เปน primer  
 Lane 2 ใช fLAP 3 + rLAP2 เปน primer  
 Lane 3 ใช fLAP 3 + rLAP3 เปน primer  
 



บทวิจารณผลการทดลอง 
 

1. Western immunoblotting 
 LAP เปนเอนไซมที่อยูในกลุม metalloprotease สามารถพบ LAP ไดทั้งในพืชและสัตว  พบ
ทั้งบน cell surface ไซโตพลาสซึมของเซลลหลายชนิดในรางกาย (Wallner, et al., 1993)   และยัง
สามารถพบ LAP ไดในรก ตับ เลนส ลาํไส สมอง ไต และ adipocyte หนาที่ของ LAP จะแตกตาง
กันขึ้นอยูกับชนิดและสิ่งมีชวีิตแตละชนิด (Nakanishi, et al., 2000) แต LAP สวนใหญจะเหมือนกัน
คือ LAP เปน exopeptidase ซ่ึงตัด amino acid ทางดาน amino terminal มีความจําเพาะเจาะจงใน
การตัด leucine amino acid residue ออกจาก polypeptide นอกจากนี้ยังสามารถตัด amino acid 
อ่ืน ๆ ไดอีกดวย ยกเวน arginine, lysine และ proline   LAP แตละชนิดมีลักษณะที่เหมือนกันคือมี
ตําแหนงบนโมเลกุลทีท่ําหนาที่จับกับโลหะหนักอยู 2 ตําแหนง ซ่ึงสวนใหญจะเปนสังกะสี (Zn) จาก
การศึกษาโมเลกุลของ LAP พบวาตําแหนงที่ทําหนาทีใ่นการจับกับ Zn อยูใกลบรเิวณสวนปลายของ
โมเลกุลทางดาน C-terminus Zn ตัวที่หน่ึงจับอยูกับ amino acid Asp-255, Asp-332 และ Glu-334 
Zn ตัวที่สองจับโดย carboxylate oxygen atom ของ Asp-255,Asp-273 และ Asp-334โดย active 
site อยูที่ Lys-250 และ Arg-336 (Burley, et al., 1990)  Zn ในตําแหนงที่ 1 จะจับกับ amino acid 
ไดไมคอยแข็งแรง เพราะฉะนั้นทําใหโลหะหลักตวัอ่ืน ๆ ไดแก Mg Mn และ Co เขามาแยงจับได ซ่ึง
การจับของ Mg ในตําแหนงที่ 1 น้ีจะเปนการ activate การทํางานของ enzyme ชนิดนี้  สวน Zn ใน
ตําแหนงที่ 2 จะสามารถจับกับ amino acid ไดคอนขางดี  
 จากการทดลองในครั้งน้ีนํ้าหนักโมเลกุลของ LAP ในพยาธิใบไมตบั F. gigantica มีนํ้าหนัก
โมเลกุลทีต่่ํากวาในพยาธชินิดอ่ืน ๆ ที่ไดเคยศึกษามากอนหนานี้ เพราะเนื่องจากในการทดลองครั้ง
น้ีใช cytosolic antigen แตในงานวิจัยทีผ่านมาสวนใหญเปน membrane bound antigen ซ่ึงนาจะมี
ความแตกตางกันตรงบริเวณของ conserved sequence ในพยาธใิบไมในเลือด S. mansoni และ S. 
japonicum ซ่ึงเปน membrane bound antigen มีบริเวณดาน C-terminal เปนบริเวณ conserved 
sequence ทําใหมีนํ้าหนักโมเลกุลอยูที่ 57.5 และ 52 kDa (McCarthy, et al., 2004)  
 เม่ือนํา immunized sera ไปทําปฏิกิริยากับ antigen ตาง ๆ ของ F. gigantica ในระยะไข  
พบแถบโปรตนี  3  แถบ  นํ้าหนักโมเลกุลอยูที่  21, 22.5  และ  24 kDa  ระยะตวัออนอายุ 4 
สัปดาห  พบแถบโปรตีน  3  แถบ  นํ้าหนักโมเลกุลอยูที่ 24, 26.5 และ 33 ในระยะตวัเต็มวยัแบบ  
WB  พบแถบโปรตีน  3  แถบ  มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูที ่21, 22.5  และ 24 kDa  TA ของพยาธริะยะ
ตัวเต็มวยัพบแถบโปรตีน  5  แถบ  มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูที่ 20, 28, 33, 35  และ  46 kDa  ES ของ
พยาธิระยะตวัเต็มวัยพบแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูที่  24 kDa   ในขณะทีก่ลุม  
control  ไมปรากฏแถบโปรตีน จากการทดลองจะเห็นไดวา polyclonal antibody (immunized sera) 
ที่ผลติไดจากการทดลองนาจะสามารถทาํปฏิกิริยากับ LAP ของพยาธิ F. gigantic ได อยางไรก็ตาม
แถบโปรตีนทีไ่ดจาก western immunoblotting มีนํ้าหนักโมเลกุลทีต่่ํากวาการทดลองที่ผานมา
คอนขางมาก ซ่ึงจากการทดลองกอนหนานี้พบวา LAP ของ S. mansoni ซ่ึงสกัดดวย 1% Triton-X 
มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 140 kDa เม่ือศึกษาดวยวธิ ีreducing  SDS-PAGE  และมากกวา  654  



kDa  เม่ือศึกษาดวยวิธี  non-reducing SDS-PAGE  (Xu et al., 1990) ในขณะที่ LAP ของ F. 
hepatica ซ่ึงสัดดวย deoxycholic acid มีนํ้าหนักโมเลกุล ประมาณ 65 kDa เม่ือศึกษาดวย 
reducing  SDS-PAGE และเม่ือศึกษาดวยวธิี  non-reducing SDS-PAGE  มีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ  240  kDa (Acosta et al., 1998) จะเห็นไดวา LAP จากพยาธิทั้ง 2 ชนิด ถูกสกัดดวย 
detergent แสดงใหเห็นวา LSP จากพยาธิทั้ง 2 ชนิด เปน LAP ที่จับอยูกับ cell membrane แตจาก
การทดลองในครั้งน้ี porcine LAP ที่นํามา immunize หนู เปน cytosolic LAP เพราะฉะนั้น LAP ที่
พบจากการทดลองในครั้งน้ีนาจะเปน cytosolic LAP เชนเดียวกัน ซ่ึงนาจะมีนํ้าหนักโมเลกุลที่
แตกตางจาก membrane LAP 
 จากผลการทดลองพบวาแถบโปรตีนที่พบในพยาธทิุกระยะมีนํ้าหนักโมเลกุลทีใ่กลเคียงกัน 
ยกเวน TA ซ่ึงไมพบแถบโปรตีนที่ 24 kDa และ ES ซ่ึง พบเฉพาะแถบโปรตีนที่ 24 kDa เทานั้น 
จากผลการทดลองเรื่อง immunolocalization พบวามี LAP คอนขางมากภายในเยื่อบุผวิของ 
caecum และ bladder แตไมพบใน tegument แสดงใหเห็นวาจากการทดลองในครั้งน้ี นาจะไม
สามารถตรวจพบ LAP ใน TA ได เพราะฉะนั้นแถบโปรตีนที่พบในพยาธ ิ F. gigantica จากการ
ทดลองในครั้งน้ีคือ แถบโปรตีนที่ไมพบใน TA แสดงใหเห็นวา PoAb จากการทดลองนาจะสามารถ
ทําปฏิกิริยากบั LAP ไดหลายคาที่มีนํ้าหนังโมเลกุลทีใ่กลเคยีงกัน จะเห็นไดวา LAP ที่ไดจากการ
ทดลองนาจะเปน LAP family ซ่ึงนาจะประกอบดวย LAP หลาย isotype ดังเชนที่พบใน mammal 
นอกจากนี้แถบโปรตีนที่ 24 kDa พบไดในพยาธิทุกระยะ แสดงใหเห็นวาเปน isotype ที่มีการสราง
ในพยาธิทุกระยะ สวนแถบที่ 21 และ 22.5 มีความเขมมากในไข หรือ miracidium แตในระยะอ่ืนๆ 
พบนอยมาก แสดงวาแถบโปรตีนทั้งสองนาจะเปน miracidium specific 
 อยางไรก็ตามจากการทดลองพบแถบโปรตีนที่มีนํ้าหนงักโมเลกุลประมาณ 20, 28, 35, และ 
46 kDa ใน TA แตไมพบใน fraction อ่ืนๆ ทั้งน้ีอาจเนื่องจาก TA เปน antigen ที่ไดจากการ extract 
ดวย Triton-X ซ่ึงคลายกับการทดลองใน F. hepatica และ S. mansoni ซ่ึง LAP มีนํ้าหนักโมลเลกลุ 
65 kDa และ 140 kDa ตามลําดับ (Xu et al., 1990, Acosta et al., 1998) เพราะฉะนั้นแถบโปรตีน
ที่นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 46 kDa จากการทดลองนาจะเปน LAP ชนิด membrane bound ซ่ึงไม
พบใน fraction ที่เปน water soluble 
 เม่ือเปรียบเทยีบความเขมของแถบโปรตีนในทุกระยะของพยาธิทีนํ้่าหนักโมเลกุล 24 kDa 
พบวา ES มีความเขมของโปรตีนมากที่สดุเพราะ ES เปน cytosolic LAPจะถูก release ออกมาและ
เม่ือศึกษา ES ของ F. gigantica ดวยวิธี immunolocalisation พบ LAP กระจายตัวมากบริเวณ 
caecum และ bladder ซ่ึงทั้ง 2 บริเวณมีหนาที่ excretion และ secretion ใหกลายเปน ES และใน
การทดลองครั้งน้ีไดนํา ES antigen ไป lyophilized เพ่ือเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนมากขึ้นทาํให 
LAP ใน ES มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น นอกจากจะพบ LAP คอนขางมากใน ES แลวยังสามารถพบ 
LAP ในชวงตนของการพัฒนาพยาธิในปริมาณคอนขางสูงเพราะฉะนั้น LAP จึงมีศักยภาพสูงที่จะ
นําไปพัฒนาเปน immunodiagnosis เพ่ือใชในการตรวจโรค Fasciolosis ในชวงตนได 
 เม่ือเปรียบเทยีบความเขมของแถบโปรตีนที่ 24 kDa ในพยาธิระยะตาง ๆ พบวา LAP ใน 
crude extract ของไขมีความเขมมากที่สุด รองลงมาคือ ตัวออนอายุ 4 สัปดาห ในขณะที่ WB มี



ความเขมนอยที่สุด แสดงใหเห็นวา LAP ถูกสรางในปริมาณมากตั้งแตระยะไข จากการทดลองใน S. 
mansoni พบวา hatching fluid ของไขมี specific activity ของ LAP สูงกวาระยะอ่ืนๆ ของพยาธิ
เชนกัน โดย LAP ดังกลาวนาจะมีหนาที่ในการ hatching ออกจากไข และการพฒันาตัวออนพยาธิ
เขาสูระยะตาง ๆ (McCarthy, et al., 2004) ซ่ึงจะทํางานรวมกับ Cat B   ในขณะทีต่ัวออน 4 
สัปดาหมี LAP ปริมาณลดลง เน่ืองจากเมื่อตัวออนของพยาธิเขาสู host แลว LAP จะมีหนาที่ในการ
ยอยเน้ือเยื่อของ host เปนหลัก (Nakanishi, et al., 2000) และยังทํางานรวมกับ Cat L และ Cat B 
นอกจากนี้ LAP ยังมีหนาที่ในการยอยเนื้อเยือของ host (Nakanishi, et al., 2000) เพ่ือการเคลื่อนที่
เขาไปในเนื้อตับและดูดสารอาหารเพื่อใชในการพัฒนาเปนตวัเต็มวยั 
 เม่ือเปรียบเทยีบระหวางตัวออน 4 สัปดาห และตวัเต็มวัยพบวา LAP ในตัวออน 4 สัปดาหมี
ปริมาณมากกวาตวัเต็มวัย เพราะในระยะตัวออนตองใช LAP ยอยเน้ือเยื่อของ host และตองการ
สารอาหารมากเพื่อใชในการเจริญเติบโต จึงมีปริมาณของ LAP มากกวาระยะตวัเต็มวัยที่จะอาศัย
อยูใน bile duct จึงมีการยอยเน้ือเยื่อของ host นอยลง LAP ในตัวเต็มวยัจึงมีนอยกวาในระยะตวั
ออนที่กําลังพัฒนา 
 

2. Immunolocalization  
จากผลการทดลองพบวาไขพยาธิ F. gigantica ระยะ unembryonated eggs มี LAP ใน 

vitelline cells และบรเิวณชองวางระหวาง vitelline cell สวนระยะ embryonated eggs พบ LAP 
ภายใน egg solution รอบ ๆ ตวั miracidium และบริเวณเปลือกไข ในขณะที่ภายในตวั miracidium 
พบ LAP คอนขางนอย นอกจากนั้นยังพบอีกวาความหนาแนนของ LAP ใน fluid ของ 
embryonated egg มากกวาใน unembryonated egg ทําใหคาดไดวา LAP นาจะถูกปลอยออกมา
จาก miracidium ในปริมาณที่มากกวาจาก vitelline cell จากการศึกษาเกี่ยวกับ ultrastructure ของ 
miracidium พบวา ดานหนาสุดของลําตัวพบ apical gland ลักษณะเปน flask – shaped ขนาดใหญ 
และจะสงทอไปเปดที่ปลายของ apical papilla  apical gland และตอมเล็ก ๆ อีก 4 ตอมทําหนาที่
สรางและหลั่ง proteolytic enzyme ซ่ึงคาดวานาจะมี LAP เปนองคประกอบ (Buzzell, 1983) จาก
การศึกษาในพยาธิ S. msansoni พบ LAP มากใน hatching fluid และ egg homogenate โดยพบ 
LAP ชนิด membrane – bound และ water soluble เชื่อวา LAP ในไขพยาธินาจะทําหนาที่ควบคุม
ความเขมขนของ bile salt ที่ผานเขาออกไขพยาธิในชวงที่เกิดกระบวนการ hatching และอาจทํา
หนาที่ยอย egg protein ในชวงการ hatching (Xu และ Dresden, 1986, Xu et al, 1990 และ 
McCarthy et al, 2004) จากการทดลองโดยยับยั้งการทํางานของ LAP โดยใช bestatin พบวา
สามารถยับยัง้การ hatching ของไขพยาธิ S. mansoni ได (Xu et al, 1986) ซ่ึง LAP ที่พบใน 
vitelline cell และ hatching fluid ของพยาธิ F. gigantica นาจะมีหนาที่เชนเดียวกัน สวนภายใน 
miracidium ที่พบ LAP นอยมากนาจะเกิดจาก secretion ที่สรางจาก apical gland จะถูกหลั่งออก
จากตอมโดยไมเก็บสะสมภายในตอม จึงไมพบ LAP ภายใน miracidium  

จากการศึกษาตําแหนงและการกระจายของ LAP ในทางเดินอาหารของพยาธิ F. gigantica 
พบ LAP ในเยื่อบุผิว caecum ของพยาธิระยะตัวออน 4 สัปดาหและตัวเต็มวัย ในขณะที่ไมพบ LAP 



ในทางเดินอาหารสวนตน ไดแก oral sucker pharynx esophagus และ caecal bifurcation เม่ือ
ศึกษาที่กําลังขยายสูงพบ LAP มีลักษณะเปนจุดภายใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุผิว caecum ซ่ึง
เชื่อวานาจะอยูใน zymogen granule นอกจากนั้นยังพบ LAP ปริมาณมากบริเวณ luminal 
projection ของเซลล ตําแหนงที่พบ LAP ภายใน caecum สอดคลองกับตําแหนงของ LAP ที่พบใน
พยาธ ิS. mansoni (McCarthy et al, 2004), F. hepatica (Acosta et al, 1998) และ C. elegans 
(Joshua, 2001) ซ่ึงพบ LAP ภายใน zymogen granule เชนกัน จึงเชื่อวา LAP ภายใน zymogen 
granule จะถูกหลั่งเขาสู caecal lumen ในขณะที่ LAP ที่พบบริเวณ luminal projection นาจะเปน
เอนไซมที่อยูบริเวณ apical plasma membrane จากการศึกษาในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม พบวามี 
LAP บางชนดิมีลักษณะเปน integral membrane glycoprotein ซ่ึงพบในบรเิวณ apical plasma 
membrane ของ enterocyte, kidney epithelial cell และ bile canaliculi (Roman และ Huthard, 
1984) โดย LAP ที่พบบริเวณ luminal projection จะถูกหลั่งเขาสู lumen ทําหนาที่ในการยอย 
dipeptide เปน monopeptide กอนที่จะถกูดูดซึมเขาเซลลเยื่อบผุิว caecum (Acosta et al, 1998) 
จากการศึกษาเอนไซมภายใน zymogen granule พบวาประกอบดวย proteolytic enzyme หลาย
ชนิด เชน เอนไซมในกลุม cysteine protease (Cat L และ B) (Smyth et al, 1983, Wilson et al, 
1998 และ Meemon et al, 2004) และเอนไซมกลุม metalloprotease (LAP) (McCarthy et al, 
2004) เปนตน จากการศึกษา Cat L ในพยาธิ S. mansoni , F. hepatica และ F. gigantica เชื่อวา
ทําหนาที่ยอย hemoglobin ภายในเม็ดเลือดแดงของ host (Smith et al, 1994 และ Day et al., 
1995) ยอยเน้ือเยื่อขณะไชผาน host (Smith et al, 1993, McGinty et al, 1993 และ Berasain et 
al, 1997) ยอยอาหาร (Dalton และ Haffernan, 1989, Rege et al, 1989, Smith et al, 1993, 
Dowd et al, 1994 และ Yamasaki et al, 1992) เกีย่วของกับการสรางเปลือกไข ( Wijffels et al, 
1994, Dalton et al, 1996) host immune invasion โดยยับยั้งการจับของ antibody จาก eosinophil 
และจากเซลลอ่ืน ๆ ในระบบภูมิคุมกันของ host (Carnoma et al, 1993) และทําลาย fibrinogen 
เพ่ือลดการเกิด fibrin clot ในชวงที่พยาธิไชผานเนื้อเยื่อของ host (Dowd et al, 1995) จาก
การศึกษา Cat B ในพยาธิ S. mamsoni ตัวเต็มวยั F. hepatica และ F. gigantica เชื่อวาทําหนาที่
ยอย hemoglobin ของ host เพ่ือเปนอาหาร (Lipps et al, 1996) host-immune invasion (Caffrey 
et al, 2002) ยอยเน้ือเยื่อของ host เพ่ือไชเขาอวัยวะตาง ๆ ชวยในกระบวนการสรางไขและ sperm 
ชวยสรางสารตั้งตนของ egg shell protein และ glycogen ใน vitelline cell และชวยในการปฏสินธิ
เน่ืองจาก acrosomal enzyme มี Cat B เปนสวนประกอบ (Meemon et al, 2004)  

เม่ือเปรียบเทยีบความแตกตางของ LAP ระหวาง caecum ในแตละบริเวณ พบวา main 
caecum, แขนงสวนตนของ main caecum และ caecum บริเวณ oral cone มี LAP นอยกวาแขนง
สวนปลาย จากการศึกษา caecum ของพยาธ ิF. hepatica พบวาเซลลเยื่อบผุิวของแขนง proximal 
กับ distal ของ caeca แตกตางกันคือแขนง distal พบ secretory granule ภายใน cytoplasm 
บริเวณฐานและสวนยอดของเซลลจํานวนมากแตในแขนง proximal พบ secretory granule ภายใน 
cytoplasm นอยกวา จากความแตกตางดังกลาวทําใหหนาที่ของ caeca ทั้ง 2 บริเวณตางกัน โดย 
แขนง proximal ทําหนาที่หลักในการบีบตวัเพ่ือใหอาหารเคลื่อนที่ผานไปมา โดยมีการยอยและ   



ดูดซึมคอนขางนอย สวนแขนง distal จะทําหนาที่ยอยและดูดซึมเปนหลัก ซ่ึงพบวาการยอยมี 2 
แบบคือ exodigestion คือการยอยสารอาหารภายใน caecal lumen โดย LAP ที่ luminal surface 
และ proteolytic enzyme อ่ืน ๆ ที่หลั่งออกมาจากเซลลเยื่อบผุิว caecum เพ่ือยอยอาหารกอนที่จะ
ดูดซึมเขาภายในเซลลเยื่อบุผิว และแบบที่ 2 คือ endodigestion เปนการยอยอาหารภายในเซลล 
โดยอาหารจะถูก endocytosis เขาสู cytoplasm ในรูปของ food vesicle กอนแลวรวมกับ lysosome 
ซ่ึงนาจะมีเอนไซม LAP อยูภายใน ไดเปนสารโมเลกุลเด่ียวที่สามารถซึมผาน vesicle เขาสู 
cytoplasm ได (Robinson และ Threadgold, 1975, Acosta et al, 1998)  

จากการศึกษา histochemical localization ในพยาธิ S. mansoni พบ LAP กระจายตัวมาก
บริเวณ oral sucker, gut รวมถึง tegument ของพยาธิตวัเต็มวัยและพบในพยาธิเพศเมียมากกวา
เพศผู (McCarthy, et al., 2004) ตําแหนงการกระจายของ LAP ของพยาธิทั้ง F. gigantica แตกตาง
จาก S. mansoni เน่ืองมาจาก LAP มีหนาที่ในการยอยและดูดซึมสารอาหาร ซ่ึงระยะตวัเต็มวยัของ 
S. mansoni จะอาศัยอยูบรเิวณเสนเลือด และมีสารอาหารมาก tegument จึงเปนบริเวณหลักทีใ่ชใน
การดูดซึมและยอยสารอาหาร สวนตวัเตม็วัยของ F. gigantica จะอาศัยอยูใน bile duct ซ่ึงเปน
บริเวณที่มีสารอาหารนอย ดังน้ันบริเวณ tegument จึงมีความจําเปนนอยหรือไมมีความจําเปนเลย
ในการใชดูดซมึและยอยสารอาหาร 

ระบบขับถายของพยาธิ F. gigantica ตัวเต็มวยัและพยาธิตวัออน 4 สัปดาห พบ LAP 
บรเิวณ luminal projection และใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบุผิว bladder โดย bladder แตละ
บริเวณพบ LAP หนาแนนใกลเคยีงกัน จากการศึกษาใน F. hepatica พบวา เซลลเยื่อบผุิว bladder 
เปนชนิด syncytium โดยมี apical lamella ยื่นเขาภายใน lumen (Bennett และ Threadgold, 1973) 
ทําหนาที่ขับถายของเสียจากกระบวนการ metabolism เชน ammonia, urea, amino acid และ
ไขมัน (Lutz และ Siddiqi, 1971, Burren et al, 1967 และ Bennett, 1977) รวมทัง้การดูดกลับสารที่
จําเปนตอการดํารงชีวิต (Threadgold, 1968) โดยทั้งกระบวนการขบัถายและดูดกลับสารตองอาศัย
การทํางานของเอนไซม  phosphatase (Threadgold, 1968 และ Fujino et al, 1989) ดังน้ัน LAP ที่
พบในเซลลเยือ่บุ bladder ของ F .gigantica นาจะอยูในรูปของ membrane bound form ซ่ึงพบได
บริเวณ luminal projection และ cytosolic form ซ่ึงพบภายใน cytoplasm อาจจะทําหนาที่ใน
กระบวนการขบัถายของเสียหรือดูดกลับสารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของพยาธิ ซ่ึงอาจทํางาน
รวมกับเอนไซม acid phosphatase และ alkaline phosphatase  

ระบบสบืพันธุเพศเมียพบ LAP ไดในเกอืบทุกอวัยวะ ไดแก  vitelline gland, vitelline 
reservoir, ovary, Mehlis’ gland และ uterus โดยที่ภายใน vitelline cell พบ LAP เฉพาะใน 
cytoplasm ของเซลลในระยะ mature ที่อยูภายใน vitelline gland, vitelline duct, vitelline reservior 
และภายใน unembryonated egg แตไมพบใน egg shell globule,  nucleus และ vitelline cell 
ระยะอ่ืน ๆ และจากการศึกษา vitelline gland ของพยาธิ F. hepatica พบวา mature vitelline cell 
ประกอบดวย shell protein globule, glycogen granule, yolk material (Irwin และ Threadgold, 
1970 และ Threadgold, 1982) ซ่ึง shell globule จะตองถูกกระตุนจาก Mehlis’ gland ใหเกิดการ
หลั่งสารที่อยูภายในออกไปลอมรอบ ๆ กลุมของ ovum และ vitelline cell ขณะมีการสรางเปลือกไข



และจะถูก modify โดยเอนไซม phenol oxidase ที่อยูภายใน globule เอง ทําใหเกิดการ 
polymerization ของ shell protein ซ่ึง LAP ภายใน cytoplasm อาจจะมีสวนชวยในกระบวนการ
สรางเปลือกไข 

Ovary พบ LAP บริเวณขอบของ mature oocyte (Oc4) ตรงกลางของ ovary และบางสวน
บริเวณขอบนอกของ ovary จากการศึกษา ovary ของ F. hepatica พบวาบรเิวณขอบนอกของ 
ovary ประกอบดวย nurse cell ซ่ึงทําหนาที่แยก germ cell ออกจาก parenchymal cell นอกจากนี้
ยังพบวา germ cell ระยะ oogonia และ immature primary oocyte จะยื่น process ไปยัง nurse 
cell โดยเชื่อวา nurse cell นาจะทําหนาที่ขนสงสารอาหารใหแก germ cell (Bjorkman และ 
Thorsell, 1964) จากการศึกษาใน ovary ของมนุษย พบ LAP ในเซลล theca interna ของ ovarian 
follicle ซ่ึง nonovulatory tertiary follicle มี LAP ปริมาณปานกลางและจะเพิ่มขึ้นเม่ือพัฒนาเปน 
Graffian follicle (Breiteuecker et al, 1978)  ดังน้ัน LAP ที่พบบริเวณขอบนอกของ ovary นาจะ
กระจายอยูใน nurse cell ซ่ึงนาจะเทียบไดกับ granulosar cell ของ ovarian follicle ในสัตวเลีย้งลูก
ดวยน้ํานม สวน LAP ที่พบบริเวณขอบนอกของ Oc4 ซ่ึงอยูกลาง ovary นาจะอยูในรูปของ 
membrane – bound LAP ซ่ึงนาจะมีหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการ fertilization ของ sperm และ 
ovum 

Mehlis’ gland พบ LAP ภายใน cytoplasm ของ Mehlis’ gland cell ลักษณะเปนจุดอยู
ภายใน cytoplasm รวมทั้ง process ของเซลลที่ยื่นเขาภายใน ootype จากการศึกษา Mehlis gland 
cell ในพยาธ ิF. hepatica พบวา ประกอบดวย secretory cell 2 ชนิด โดยเซลลชนิดแรกจะสราง 
mucus secretion และเซลลชนิดที่ 2 สราง serous secretion (Rao, 1959, Gonnert, 1962 และ 
Clegg, 1965) ซ่ึงประกอบดวย protein เปนหลัก (Clegg, 1965) ดังน้ัน LAP ที่พบใน Mehlis’ 
gland cell นาจะเปนองคประกอบของ secretion ดังกลาว นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบเอนไซม 
Cat L ใน Mehlis’ gland cell ซ่ึงจะหลั่งเขาสู ootype เชนกัน  secretion ที่หลั่งออกจาก Mehlis’ 
gland cell มีหนาที่ปรับสภาพ pH ภายใน ootype ใหเปนเบสเพื่อให shell protein globule สามารถ
รวมตวักันได นอกจากนั้นยังกระตุนการหลั่งสารออกจาก shell protein globule และโดยเฉพาะ
อยางยิ่ง Cat L และ LAP นาจะสามารถกระตุนกระบวนการ quinine – tanning process โดย 
clevage vitelline protein ที่หลั่งจาก vitelline cell  (Fairweather et al, 1999)  

ภายใน Uterus นอกจากพบ LAP ใน vitelline cell ของ unembryonated eggs  บริเวณ 
luminal projection และภายใน cytoplasm ของเซลลเยื่อบผุิวของ uterus โดยคาดวา LAP ใน
บริเวณนี้นาจะเปนทั้ง cytosolic และ membrane – bound LAP  ซ่ึงทําหนาที่หลั่งและดูดกลับสาร
ตาง ๆ หรือเกี่ยวกับการหลัง่สารเพื่อหลอลื่น uterus 

ระบบสบืพันธุเพศผู พบ LAP ในอวัยวะตาง ๆ ไดแก testis พบ LAP หนาแนนมากภายใน 
head ของ spermatozoa แตไมพบในสวน tail เซลลสืบพันธุระยะ spermatogonia spermatocyte 
และ spermatid จากการศกึษาพยาธิ F. gigantica พบวา spermatozoa ไมมี acrosome ซ่ึงมี
ลักษณะคลายกับ spermatozoa ของพยาธิ C. sinesis (Jeong et al, 1976), H. medioplexus 
(Burton, 1960), P. ohirai และ E. panacaticum เพราะฉะนั้น LAP นาจะอยูในรูป membrane – 



bound form ซ่ึงนาจะทําหนาที่เกี่ยวกบักระบวนการ fertilization โดยอาจจะ modulate protein 
บริเวณผวิ ovum ในชวง fertilization 

Seminal vesicle พบ LAP ภายใน spermatozoa บริเวณ luminal projection และภายใน 
cytoplasm ของเซลลเยื่อบผุนัง seminal vesicle จากการศึกษาเซลลเยื่อบุ seminal vesicle ของ
พยาธิ F. hepatica  พบวา ทําหนาทีส่รางและหลั่ง lucid secretion ในรูปของ lucid secretory 
granule เขาสู lumen เพ่ือเปนอาหารของ spermatozoa (Threadgold, 1975a) ดังน้ัน LAP ที่พบใน
เซลลเยื่อบุ seminal vesicle นาจะทําหนาที่ modify secretory granule กอนที่จะหลั่งเขาภายใน 
seminal vesicle นอกจากนั้นยังพบวา reproductive tract ของพยาธิสามารถ endocytose sperm 
ที่ออนแอเพ่ือทําลายภายใน cytoplasm ของเซลลเยือ่บุผิว ซ่ึง LAP นาจะพบใน lysosome ของ
เซลลแลวทําหนาที่ยอย sperm ที่ออนแอดังกลาว 

Cirrus sac พบ LAP ภายใน cytoplasm ของ parenchymal cell ภายใน cirrus sac จาก
การศึกษา cirrus sac ของพยาธิ F. hepatica พบวา parenchymal cell รอบ ๆ cirrus sac จะ
เชื่อมตอระหวางเซลลเยื่อบ ุ seminal vesicle กับ cirrus sac (Threadgold, 1975a) ซ่ึงนาจะพบ 
LAP อยูในรูป cytosolic LAP และอาจทําหนาที่การขนสงสารอาหารจาก cirrus sac ไปยัง seminal 
vesicle และ sperm ตอไป  

Prostate gland พบ LAP ใน cytoplasm ของ prostate gland cell ทั่วทั้ง gland จาก
การศึกษาใน F. hepatica พบวา prostate gland ประกอบดวยเซลล 2 ชนิดทําหนาที่สรางและหลั่ง 
lucid secretion ในรูปของ lucid secretion granule เพ่ือกระตุนและเปนอาหารของ spermatozoa 
(Threadgold, 1975b) ดังน้ัน F. gigantica LAP ที่พบใน cytoplasm ของ prostate gland cell นาจะ
มีหนาที่เกี่ยวกับกลไกการ clevage โมเลกุลของสารที่มีสวนเกี่ยวของในการกระตุน sperm หรือ
สารอาหารของ sperm ที่หลั่งมาจาก prostate gland cell เชนเดียวกบัที่พบใน seminal vesicle 

 
 

3. cDNA library screening 
จากการทดลองจะเห็นไดวาไมสามารถนํา polyclonal antibody ที่ผลิตไดมาใชในการ 

screen LAP encoding gene จาก library ได ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจากหลายสาเหต ุ คือ อาจจะ
เน่ืองจากในขั้นตอนการทํา library จะมีการ digest gene ดวย restriction enzyme ทําให mRNA 
ของ LAP ซ่ึงมีความยาวคอนขางมากนั้นขาดเปนทอนๆ ทําใหเม่ือมีการ express ของ LAP แลว 
LAP ที่ไดจะมีการขาดเปนทอนๆ ประกอบกับการ express ใน eukaryote การ folding ของ protein 
ไมมี จึงทําให antibody ไมสามารถจดจํา LAP ที่ผลิตออกมาได นอกจากนี้อาจเนื่องมาจาก Library 
ที่ใชเปน library ที่ผลิตมาจาก mRNA ของ adult F. gigantica แตจากผลการทดลอง แสดงใหเห็น
วา adult มีการสราง LAP ออกมาในปริมาณนอยกวาพยาธิระยะอ่ืนๆ ทําใหสัดสวนของ mRNA ของ  
LAP มีปริมาณนอย จึงทําใหโอกาสในการ screen แลวเกิดผล positive มีนอยตามไปดวย 
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in Fasciola gigantica. นักวิจัยรุนใหม พบ เมธีวิจัยอาวุโส สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
โรงแรมรีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี (13-15 ตุลาคม 2548). 

2. Khawsuk W., Duriyanon P., Praengam M., Sobhon P. Identification and 
immunolocalization of leucine aminopeptidase enzyme in Fasciola gigantica  (oral 
presentation) การประชุมนักวิจัยรุนใหม พบ เมธีวิจัยอาวุโส สกว. วนัที่ 12-14 ตลุาคม 2549 
ณ โรงแรม  รีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

 
3. โครงงานวิจัยทางวทิยาศาสตรการแพทย หลักสูตร วิทยาศาตรบัณฑติ (วทิยาศาสตร
การแพทย) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัลบูรพา 

1. ปยวัฒน ดุริยานนท (2548) การศึกษาตําแหนงและการกระจายของ leucine 
aminopeptidase ในพยาธิใบไมตับ Fasciola gigantica โครงงานวิจัยทางวทิยาศาสตร
การแพทย คณะวิทยาศาสตร  

2. มนฑริา แพรงาม (2548) การศึกษาคุณลักษณะของ leucine aminopeptidase ในพยาธิ
ใบไมตบั Fasciola gigantica โครงงานวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทย คณะวทิยาศาสตร  

 
 


