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บทคัดยอ 
  

วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการแสดงออกในระดับยีนของยนีที่เกี่ยวของกับการเกิด apoptosis ใน
หนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับและหลังการใหพราซิควานเทล (praziquantel) ที่เวลา
ตางๆกัน รวมทั้งการติดเชือ้และรักษาซ้าํ  โดยทําการติดเชื้อพยาธใิบไมตบัในหนูแฮมสเตอรและให
praziquantel เพ่ือศึกษาพยาธิสภาพหลังการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและหลังการไดรับยา
praziquantel โดยการยอมสี hematoxylin and eosin (H&E) ศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน
ตางๆดวยวิธี  reverse  transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และ  real time RT-
PCR    ศึกษา immunohistostaining  ของ excretory and secretory (ES) antigen ของพยาธิ
ใบไมตบัเพ่ือเปนการยืนยันวาหลังการไดรับยาแลวมีการแตกกระจายของ antigen ของพยาธใิบไม
ตับและใช TUNEL assay เพ่ือศึกษาการตายเซลลวาเกิดขึ้นที่เซลลใด 

ผลการการศึกษาการเปลีย่นแปลงดานพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับพบวาหนูทุกกลุมที่มีการติด
เชื้อพยาธิใบไมในตับมีเซลลอักเสบ (inflammatory cells) จําพวก eosinophils, neutrophils และ 
mononuclear cells รอบๆผนังทอทางเดินนํ้าดีที่มีพยาธิอาศัยอยู โดยจํานวน inflammatory cells 
เพ่ิมสูงขึ้นซ่ึงสัมพันธกับระยะเวลาของการติดเชื้อโดยจะเริ่มสูงอยางเดนชัดที่ 21 วันและสูงที่สุดที ่ 
30วันและคอยๆลดต่ําลงที6่0วันและ90วันตามลําดับ และสําหรับในกลุมที่รักษาดวยยา praziquantel 
พบวามีการเพิ่มขึ้นของเซลลอักเสบที่ชัว่โมงที่6และลดลงในชั่วโมงที่ 24 หลังการรักษา    การศึกษา 
immunohistostaining  ของ ES antigen ของพยาธิใบไมตับพบมี positive staining ที่ตวัปรสิต  
epithelial bile ducts และ  inflammatory cells     การศึกษาในระดับmRNA ดวยวิธี RT-PCR และ 
real time RT-PCR  ไดผลสอดคลองกันคือ พบการแสดงออกของยีน Bcl-2-associated protein X 
(BAX), caspase 9, p53, และ  protein kinase B (PKB) ในทกุกลุมการทดลอง แตระดับการ
แสดงออกของยีนในแตละกลุมการทดลองนั้นมีคาแตกตางกันดังน้ี รูปแบบการแสดงออกของยีน 
BAX, PKB และ p53 ทั้งในกลุมที่ติดเชือ้พยาธิหลังจากที่มีการติดเชื้อพยาธิระดับการแสดงออกของ
ยีนทั้งสามชนิดจะเพิ่มขึ้นประมาณวันที ่ 14 และเพิ่มขึ้นสูงที่สุดในวันที่ 30 และลดลงหลังจากวันที ่
60 ของการติดเชื้อ  ในหนูที่ติดเชื้อเปนเวลา90วันและรักษาพยาธิใบไมตับดวยยา praziquantel ที่
เวลาตางๆกัน พบวาหลังการรักษาในชัว่โมงที่ 6-12 มีการแสดงออกของ apoptosis-related genes 
เพ่ิมขึ้นและลดลงที่ชั่วโมงที่ 24  ผลของTUNEL assay พบวามี apoptotic cell ที่นิวเคลียสของเซลล
ทอทางเดินนํ้าดีและเซลลอักเสบ   สําหรับการการศึกษาทางดานพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับทีมี่การ
ติดเชื้อซํ้าและรักษาดวยยาpraziquantel พบวาไดผลไมแตกตางกันจากการติดเชื้อครั้งแรกแลว
รักษาซ้ําที่เวลาตางๆกันยกเวน มีinflammatory cells สูงมากกวาการติดเชื้อครัง้แรกและมีผนังทอ
ทางเดินนํ้าดีที่หนากวาเนือ่งจากระยะเวลาในการติดเชื้อนานและตดิเชื้อครั้งที่2 ถึงแมวา
praziquantel จะมีประโยชนในการรักษาโรคพยาธใิบไมตับ แตหลังการรักษาอาจมีผลทางออม
ในชวงระยะเวลาสั้นๆ  
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Abstract 
 

  The aim of this study was to investigate the apoptosis-related gene expression 
in hamster opisthorchiasis and after praziquantel treatment at various times including 
reinfection and retreatment. Hamsters were infected with Opisthorchis viverrini 
metacercariae then treated with praziquantel.  Histopathological analyses of liver tissues 
were studies by staining the sections with hematoxylin and eosin using light microscopy. 
The expression of apoptosis-related genes [i.e., Bcl-2-associated protein X (BAX), 
caspase 9, p53, and protein kinase B (PKB)] was  detected by reverse transcription 
polymerase  chain reaction (RT-PCR) and real-time RT-PCR. The immunohistostaining  of 
excretory and secretory (ES)  antigen of O. viverrini  used to confirm the parasite broken 
and antigen spread out.   TUNEL assay was used to localize the apoptotic cell death.  

The histopathological changes of liver tissues show the aggregation of  
inflammatory cells (i.e., eosinophils, neutrophils and mononuclear cells) surrounding the 
hepatic bile ducts were observed in all infected hamsters.  The  number of inflammatory 
cells is correlated with the time of infection, the highest was on day 30 and gradually 
decreased on day 60 and 90 respectively.  In treatment group, the highest was 6 hr post 
treatment and gradually decreased at 24 hr  post treatment.  The immunohistochemiacal 
staining  shows the positive  staining  at the parasite bodies, epithelial bile duct and 
inflammatory cells.  TUNEL assay was  positive reaction at inflammatory cells and nuclei 
of  epithelial bile ducts.   The mRNA expression results show that BAX, Akt/PKB, p53, 
and caspase 9 expression were observed in all groups but difference in expression level.  
Those genes significantly increased on day 30 post infection and gradually decreased on 
day 60 and 90 respectively.  In treatment groups, Those genes significantly increased at 6 
hr  post treatment and gradually decreased nearly to the uninfected control and 24 hr post 
treatment, perhaps due to a decrease in inflammatory cells.    The results of reinfection 
an retreatment were the same as that of single infection and treatment excepted the 
inflammatory cells were higher and fibrosis surrounding the hepatic bile duct was thicker.   
Although using praziquantel has an advantage in killing parasites, our results show the 
effect of praziquantel treatment from host immune response that induces increased 
apoptosis-related genes in the short term. 
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บทนํา 
 
 พยาธิใบไมตบั (Opisthorchis viverrini; OV) เปนปจจัยเสี่ยงตอการเกิดโรคมะเร็งทอนํ้าดี
(IARC., 1994 ; 1997) ซ่ึงเปนปญหาสําคัญในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย (WHO, 
2004) การติดเชื้อในชุมชนสวนใหญเกดิจากการติดเชื้อพยาธิซํ้าบอยๆ ซ่ึงมีการใชยารักษาพยาธิ
อยูเปนประจํา ยาที่มีประสิทธิภาพและใชรักษาคนที่ติดพยาธิใบไมตับไดผลดีในปจจุบนัคือ 
Praziquantel โดยยาจะมีฤทธิ์ทําลายผนงัเซลลของพยาธิ (Apinhasmit and Sobhon, 1996)  การ
ที่ผนังเซลลของพยาธิแตกสลายนาจะนําไปสูการปลอยไขและโปรตนีซึ่งเปนแอนติเจนของพยาธิ
ออกมาจํานวนมาก และสามารถไปกระตุนระบบภูมิคมกันของรางกาย ทําใหมีการตอบสนองของ
เซลลอักเสบจํานวนมากตอแอนติเจนของพยาธ ิ ซ่ึงจะทําใหเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกันของ
รางกายอยูเสมอๆ ปจจุบันมีหลักฐานชดัเจนวาการตดิเชื้อเปนเวลานาน ๆ ทําใหเกิดการอักเสบ
แบบเรื้อรังและสัมพันธกับการเกิดมะเร็ง (Bunnag et al., 1984;Jongsuksuntigul and 
Imsomboon, 1997;Ohshima and Bartsch, 1994;  Upatham et al.,1988) โดยอนุมูลอิสระชนิด
ออกซิเจนหรือไนโตรเจนทีส่รางจากเซลลอักเสบไมเพียงแตจะทาํลายเฉพาะพยาธหิรือแอนติเจน
ของพยาธิแตยังทําลายเซลลของโฮสตโดยผานกระบวนการออกซิเดชั่น (oxidative damage) ซ่ึง
สามารถทําความเสียหายใหกับสารชวีโมเลกุลตาง ๆ  เชน ดีเอ็นเอ โปรตีนและไขมัน โดยเฉพาะ
อยางยิ่งการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอทําใหเกิดการผาเหลาของยีนและนําไปสูการเกิคมะเร็งตามมา 
(Pinlaor et al., 2003) นอกจากนี้ผลของอนุมูลอิสระและไซโตไคนตาง ๆ ที่สรางขึ้นระหวาง
กระบวนการอกัเสบ ยังสามารถไปกระตุนการแสดงออกของกลุมยีนตาง ๆ ที่เกี่ยวของ เชน stress 
response genes และ cell proliferation genes  เปนตน (Lodish et al., 2000) การแสดงออก
ของกลุมยีนน้ีจะควบคุมการแบงตัวและการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล การที่เซลลแบงตวัเพ่ิม
มากขึ้นก็ทําใหเกิด hyperplasia  ซ่ึงพบในการติดพยาธิใบไมตับ และเซลลที่มีรูปรางผิดปกติก็สูู
เสียหนาที่และไมสามารถควบคุมภาวะสมดุลของรางกายไดหรือผลของดีเอ็นเอที่ถูกทําลายก็
สามารถไปกระตุนการแสดงออกของกลุม cell cycle regulatery genes  เชน p53 ซ่ึงเปน  tumor 
suppressor gene เพ่ือใหเซลลหยุดการแบงตัวและมีการซอมแซมดีเอ็นเอที่ผิดปกต ิ ถาดีเอ็นเอที่
ผดิปกติไมสามารถซอมแซมไดจะไปกระตุนกลุม apoptotic genes เพ่ือใหเกิดการตายของเซลล
ตามมา ซ่ึงถายีนที่ควบคุมการแบงตัวและมีการตายของเซลลผิดปกตไิปก็ทําใหเซลลสูญเสียหนาที่
และทําใหเกิดมะเร็งไดอีกทางหนึ่ง (Sandri and Carraro., 1999)  
 จากผลการศึกษาในสัตวทดลองที่ติดพยาธิใบไมในตับพบวาการระบาดเจ็บที่เกิดขึ้นจาก free 
radicle ตอดีเอ็นเอ สัมพันธกับจํานวนเซลลอักเสบตรงบริเวณที่มีการอักเสบ มีอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น 
และ สงผลใหเกิดการบาดเจ็บของไขมัน ทําใหเน้ือเยื่อตับถูกทําลายอยางรุนแรง การเปลี่ยนแปลง
น้ีจะขึ้นอยูกับระยะเวลาหลังการติดเชื้อ ซ่ึงจะพบภาวะ oxidative damage มากในการติดเชื้อระยะ
เฉียบพลัน นอกจากนี้ยังพบวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันและภาวะ oxidative damage จะ
เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วเม่ือมีการติดเชื้อซํ้าๆ แตในการติดเชื้อระยะเรื้อรังความรุนแรงเหลานี้จะลดลง
(Pinlaor et al ., 2004b)  เน่ืองจากรางกายมีระบบเอ็นไซมในการซอมแซม (scavenging enzyme 
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system) แมวาการใชยารักษาพยาธิในอดีตที่ผานมาจะแสดงใหเห็นวาตัวยา  Praziquantel เองไม
เปนอันตรายตอโฮสต แตยังไมเคยมีการศึกษาวาฤทธิ์การกําจัดพยาธิของยาจะสงผลทางออมตอ
โฮสตโดยการกระตุนะบบภูมิคุมกัน และเกิดกระบวนการอักเสบ แลวทําใหเกิดการแสดงออกของ
กลุมยีนตางๆ เชน apoptosis genes, cell proliferention genes  และ cell cycle regulatory 
genes ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงในระดับยีนนี้ไมสามารถดูไดจากเปลี่ยนแปลงทางดานพยาธิฮีสโต ถา
เหตุการณเชนนี้คือทั้งการติดเชื้อและการไดรับยาเกิดขึ้นซ้ําๆ กันเปนระยะเวลานาน จะเปนการ
เพ่ิมโอกาสใหเกิดการทําลายดีเอ็นเอมากขึ้น โดยมีการเหนี่ยวนําการแสดงออกของกลุมยีนตาง ๆ 
พวกนี้ ซ่ึงอาจเปนปจจัยสงเสริมใหกอมะเร็งไดงายยิ่งขึ้น นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังพบวาความ
รุนแรงของการเกิดกระบวนการออกซิเดชั่นหลังการติดเชื้อขึ้นอยูกับระยะเวลาซึ่งสอดคลองกับการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน ดังน้ันการรักษาดวยยา Praziquantel  อาจชวยเพิ่มภาวะวิกฤติของ 
oxidative DNA damage แลวสงผลตอการ แสดงออกยีนแตกตางกันตามระยะเวลาหลังการไดรับ
ยาขณะที่มีการติดเชื้อ ปจจุบันภายหลังจากที่มีการใชยา Praziquantel  กันอยางแพรหลายจนทํา
ใหความชุกของพยาธิใบไมตับลดลงแตอุบัติการณของการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีน้ันยังไมมีแนวโนมที่
ชัดเจนวาจะลดลง นอกจากนี้การที่มียาฆาพยาธิยังทําใหประชาชนไมเลิกรับประทานอาหารสุก ๆ 
ดิบ ๆ จึงเปนอีกสาเหตุหน่ึงที่ทําใหความชุกของพยาธิใบไมตับและมะเร็งทอนํ้าดียังคงสูงอยูใน
ปจจุบัน  
 ดังน้ันจึงเปนที่นาสนใจศึกษาถึงผลของยาในการรักษาพยาธิใบไมตับโดยศึกษาในระดับ
โมเลกุลที่เชื่อมโยงในการเกิดมะเร็ง โดยเนนการศึกษาการแสดงออกของยีนตาง ๆ เชน 
Apoptosis, cell proliferation genes, cell cycle regulatory genes บางชนิด ซ่ึงผูวิจัยคาดวาจะ
เกิดความกระจาง ชัดเกี่ยวกับผลที่เกิดขึ้นในระดับยีนซึ่งการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ
สภาพที่เกิดขึ้นน้ันไมสามารถบอกความแตกตางได 
 นอกจากนี้ถาพิสูจนใหเห็นชัดเจนในผลของยาอาจจะสงผูลใหไนการรักษาโรคพยาธิใบไมตับ
ดวยยาชนิดนีต้องคาํนึงถึงการเปลี่ยนแปลงในระดับโมเลกุลดวย และอาจจะใหการพิจารณาหรือ
คํานึง ถึงการใหสารตานการอักเสบและสารตานอนุมูลอิสระ เพ่ือลดอันตรายจากการเกิดออกซิไดส
รวมกับยารักษาพยาธิในกลุมคนที่มีความหนาแนนของพยาธิมาก ซ่ึงเปนกลุมเสีย่งที่จะเกิดมะเร็ง
จะเปนการปองกันและลดอุบัติการณของมะเร็งทอนํ้าดีอีกทางหนึ่ง 
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วิธีการทดลอง 
 
1.  อุปกรณและสารเคม ี
 1.1 สัตวทดลอง  
    หนูแฮมสเตอรเพศผู อายุประมาณ 6-8 สัปดาหจํานวน 40-80 ตัว จากคณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  
 1.2 ปลาในวงศปลาตะเพียน  
  หาซื้อจากแหลงระบาดของพยาธิใบไมตับในจังหวัดขอนแกน 
 1.3 อุปกรณและสารเคมีสําหรับการเตรียมตัวออนระยะ metacercariae   
  10 % pepsin,  0.85% NaCl, 0.1% HCl, เครื่องปน (blender)   shaking water bath 
ตะแกรง sedimentation jar กลอง stereomicroscope 
 1.4 อุปกรณและสารเคมีในการเลี้ยงสัตวทดลอง  

 กรงหนู ขี้เลื่อย ตูอบ ขวดน้ํา   
 1.5  อุปกรณและสารเคมีสําหรับการที่ใชในการทํา polymerase chain reaction 
(PCR) และ real time RT-PCR   
  TRIZOL reagent, TRIZOL reagent (Invitrogen, USA), Chloroform, Isopropanal, 75% 
ethyl alcohol, absolute alcohol, Diethyrocarbonate (DEPC), DNase, human placentra 
ribonuclease inhibitor (HPRI) (Invitrogen), l0x DNase buffer, phenol + chloroform, Olig (dT) 
((Invitrogen), M-MLV Reaction Buffer, RNase inhibitors, M-MLV RT (Invitrogen), Sterile 
water, Tag DNA polymerase (Takara, Japan), Forward primer, Reverse primer, glass 
homogenizer, water bath, Thermal Cycler, Vortex mixer, Automatic pipette, Pipette Tips, 
Microcentrifuge, Microcentrifuge tube, sybergreen, multi- real time plate 
 1.6 อุปกรณและสารเคมีสําหรับการทํา Gel electrophoresis   

 ผง agarose, 1x TBE buffer, gel tray comb, 6x loading dye, loading buffer, 
ethidium bromide  
 
2.  การออกแบบการทดลอง  
 สวนที่ 1 การศึกษาวิจัยครั้งน้ีใชหนูแฮมสเตอร (Syrian hamster, Mesocricetus auratus) 
เพศผู อายุ 6  ถึง 8 สัปดาห จากหนวยสัตวทดลอง คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ทํา
การปอนตัวออน  ระยะติดตอ metacercariae ของพยาธิใบไมตับ โดยแบงเปนกลุมตางๆดังนี้ 
กลุมควบคุม หลังติดเชื้อ 14,  21, 30  และ 90 วัน  สวนอีกกลุมการทดลองจะเลี้ยงหนูไวเปนเวลา 
3 เดือน  หลังจากนั้นทําการใหยา Praziquantel (Biltricide®, Bayer) ขนาด 400 มิลลิกรัม ตอ
นํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยแบงหนูออกเปน 4 กลุม กลุมละ 3 ตัว มีกลุมทดลอง  ดังน้ี 
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 กลุมที่  1 หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา Praziquantel โดยให 2 % 
cremophore แลวฆาหนูหลังปอน ที่เวลา 6 ชั่วโมง  
 กลุมที่ 2 หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา6 
ชั่วโมง  
 กลุมที ่3 หนูที่มีการติดเชือ้พยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา 
12  ชั่วโมง  
 กลุมที ่4 หนูที่มีการติดเชือ้พยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา
24 ชั่วโมง  
 สวนที่ 2 เปนหนูที่เหลือจากการรักษาในสวนที่ 1   นํามาทําการติดเชื้อซํ้าหลังการรักษา
ประมาณ  1 สัปดาหและรักษาซ้ําโดยใหยา Praziquantel (Biltricide®, Bayer) ขนาด 400 
มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม  โดยแบงหนูออกเปน 4 กลุม กลุมละ 3 ตัว มีกลุมทดลอง  
ดังน้ี 
 กลุมที่  1 หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา Praziquantel โดยให 2 % 
cremophore แลวฆาหนูหลังปอน ที่เวลา 6 ชั่วโมง  
 กลุมที่ 2 หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา6 
ชั่วโมง  
 กลุมที ่3 หนูที่มีการติดเชือ้พยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา 
12  ชั่วโมง  
 กลุมที ่4 หนูที่มีการติดเชือ้พยาธิใบไมตับและหลังจากไดรับยา Praziquantel  แลวเปนเวลา
24 ชั่วโมง  

 
โดยมีข้ันตอนการทดลองดังน้ี  
 1. ทําการรวบรวม ตัวออนระยะ metaceriae ของพยาธิใบไมในตับ O.vivierrini เพ่ือนํามา
ปอนสัตวทดลอง 
 2.  เลี้ยงทดลองในหองทดลองที่มีอุณหภูมิ 22-28 องศาเซลเซียส ดวยอาหารอัดเม็ด
สําเร็จรูปเปนโดยใหกินปริมาณมากพอและมีนํ้าบรรจอยูในกรงเลี้ยงหนูใหด่ืมนํ้าตลอดเวลา ทําการ
เปลี่ยนขี้เลื่อยในกรงหนูทุก 3 วัน  
 3.  ทําการเหนี่ยวนําใหหนูมีการติดพยาธิโดยการปอนตัวออนระยะ metacercariae จํานวน 
50 ซีตสตอหนู 1 ตัวปอนเขาทางปากของหนู โดยการใชสายยาง  
 4.  ทําการเก็บตัวอยางที่ระยะเวลาตางๆของการติดเชื้อ 
 5.  กอนครบกําหนดตามระยะเวลา 3  เดือนประมาณ 1 สัปดาห ตรวจสอบการติดพยาธิ 
โดยการเก็บมูลหนูมาตรวจหาไขพยาธิใบไมตับ เฉพาะตัวที่ตรวจพบไขพยาธิจึงทําการปอนยา 
Praziquantel  ขนาค 400 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยฆาหนูดวยอีเทอรที่เวลา 6, 12, 
24 ชั่วโมง หลังจากไดรับยา แลวทําการผาตัดเปดหนาทอง นําสวนบริเวณขั้วของตับซ่ึงเปน
บริเวณที่มีพยาธิอาศัยอยูมาศึกษา 
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 6.  นําตับไปทําการสกัด Total RNA  แลวไปวัดความเขมขน และเปลี่ยนเปน cDNA  โดย
อาศัยเอ็นไซม Revese Transcriptase (RT) 
 7.  ทํา RT-PCR เพ่ือดูการแสดงออกของยีนคือ apoptosis-related genes ; p53 BAX, 
Caspase 9 และ Caspase 3  ซ่ึงเปน mitochondrial apoptotic gene  สวน PKB  เปน anti-
apoptotic gene ของหนูแตละกลุมทดลองในระยะเวลาตางกัน  เปรียบเทียบกับยีนที่มีการ
แสดงออกอยางสม่ําเสมอ มีการเปลี่ยนแปลงนอย (house keeping gene) คือ glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (MG3PDH)  
 8.  นํา PCR Product  มาแยกใน agarose gel  อานผลภายใต  UV ligth  ถายภาพ 
agarose gel ที่ไดมาวัดความเขมของ band โดยใชโปรแกรม Scion Image  (Scion Co., 
Frederick, MD, USA.) 
 9.  ทําการยืนยันผลที่ไดอีกครั้งโดยใช real time- RT-PCR  ใช เครื่อง ABI 7500 

 
3.  วิธีการทดลอง (Methods)  
 3.1 การเตรียมตวัออนระยะ metacercariae ของพยาธิใบไมไนตับ Opisthorchis 
viverrini  
 นําปลาในกลุมวงศตะเพียนที่มีการติดเชื้อตามแหลงน้ําธรรมชาติในจังหวัดขอนแกน  โดย
ปลาที่ไดจะนํามาสับใหเปนชิ้นขนาดเล็ก จากนั้นนําไปปนใหละเอียดดวยเครื่องปน (blender) ใน
สารละลายเปปซิน (1 % pepsin, 0.85 % NaCl, 0.1% HCl) เปน เวลา 3-5 นาที แลวผสมเนื้อ
ปลาที่ละเอียดดวยสารละลายเปปซินอีกครั้ง ในอัตราสวน 4:6 โดยปริมาตร แลวนําไปบอยใน 
shaking water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําปลาที่ยอยแลว
มากรองดวยตะแกรงที่มีรูขนาดตางๆ คือขนาดตะแกรง 1,000, 425, 106 และ 50 ไมโครเมตร 
ตามลําดับ โดยใชนํ้าเกลือ (0.85% NaCl) เปนตัวเจือจาง นําตะกอนที่ไดมาตกตะกอนใน 
sedimentation jar เพ่ือเลือกหา metacercariae ของพยาธิใบไมในตับดวยกลอง 
stereomicroscope  โดย metacercariaที่ไดจะถูกเก็บไวในนํ้าเกลือที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เม่ือครบตามจํานวนที่ตองการจึงนับแยกเอาเฉพาะ metacercaria ที่มีชีวิตนําไปปอนใหแฮมสเตอร
โดยปอน 50 metacercariae ตอหนูหน่ึงตัว 

 
 3.2 การปอนตัวออนระยะ metacercariae ของพยาธิใบไมในตับ O.viverrini  ใหสัคว
ทดลอง  
 นับ metacercaria เฉพาะที่มีชีวิต (มองเห็นการเคลื่อนไหวภายในซีสต) จํานวน 50 ซีสต ที่
เตรียมไวนํามาปอนหนูแฮมสเตอร โดยดูดพยาธิที่นับจํานวนใวในน้ําเกลือปริมาณไมเกิน 1 
มิลลิลิตร ปอนพยาธิทางปากโดยสอดทอ polyethylene tibe  ที่ตอจากปลายเข็มเขาทางปาก เขา
หลอดอาหารของหนู แลวจึงปลอยพยาธิเขาไปในขณะที่แฮมสเตอรสลบจากการดมดวยอีเทอร
หลังจากนั้นประมาณ 1-3 นาที แฮมสเตอรก็จะฟนกลับมาเปนปกติ  
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 3.3 การสกัด  Total  RNA จากตับโดยใช Trizol® reagent (Univitrogen,USA)  
  1.  Homogeniztion : ตัดตับหนูขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร นํ้าหนักประมาณ 300
มิลลิกรัม นํามา homogenize  ดวย glass homogenizer แลวเติม Trizol® reagent 1.5 มิลลลิิตร 
ทําการบดเพือ่ใหเซลลแตก นํามาใส tube ขนาด 1.5 มิลลลิิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 
นาที นําไปปนแยกที่ 12,000  รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส   นาน 10 นาท ีนําสวนใสที่
ไดใส tubeใหม  
  2.  Separation phase : เติม Chloroform 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งไวที่ 
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 นาที นําไปปนแยกที่ 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
นาน 10 นาทีนําสวนใสที่ไดใส tubeใหม 
  3.  DNA, RNA Precipitation : เติม lsopropanal 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10นาที นําไปปอนแยกที่12, 000  รอบ/นาที ที่จณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน  10 นาที ไดตะกอน RNA  และ  DNA  สีขาวอยูที่กนหลอด เทสวนใสทิ้ง ทําการลางตะกอน
ดวย 75% ethyl alcohol  ที่เย็นโดยการกลั้วเบาๆ แลวจึงเท 75% ethyl alcohol ทิ้ง จากนั้นตั้งทิ้ง
ไวใหแหงประมาณ 10-20 นาที  
  4.  Re-dissolving DNA และ RNA:  ละลายตะกอนดวย DEPC-treated water 100 
ไมโครลิตร เม่ือละลายหมดแลว ทําการ heat shock โดยนําไปบมในเครื่อง water bath ที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนั้นทําลาย DNA ควย DNase 12.5 ไมโครลิตร HPRI  
2.5      ไมโครลิตร, 10x DNase buffer  2.5 ไมโครลิตร โดยใช  DNA 210 ไมโครลิตร ซ่ึง
ปริมาตรรวม เทากับ 250 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมในเครื่อง water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 60 นาที  
  5.  Stop reaction: ทําการหยุดปฏิกิริยาและทําการแยกชัน้โปรตีนดวย phenol+ 
chloroform  (1:1 โดยปริมาตร125+125ไมโครลิตร) นําไปปนแยกที ่ 12, 000 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีแลวนําสวนใสใส tubeใหม   
  6.  RNA precipitation: ทําการตกตะกอน RNA  ดวย 1/10 โดยปริมาตรของ 2.5M  
Sodium acetate  และ 2.5 ของ absolute ethyl alcohol นําไปเก็บที่อณหภูมิ -20 ถึง -80  องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําไปปนแยกที่12,000  รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 
10 นาที ไดตะกอน  RNA  สีขาวอยูที่กนหลอด เทสวนใสทิ้ง ทําการลางตะกอนดวย 75 % ethyl   
alcohol โดยการนําไปปนแขกที่ 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เท
สวนใสทิ้งตั้งทิ้งไวใหแหง  
  7.  Re-dissolving RNA : ทําละลายตะกอนดวย DEPC-treated water 100 
ไมโครลิตร เม่ือละลายหมดแลว ทําการ heat shock  โดยนําไปบมในเครื่อง water bath ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จะได RNA แลวนําไปวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 260 
และ  260/280  นาโนเมตร  แลวคํานวณความเขมขนของ total RNA  เพ่ือทํา cDNA  ตอไป 
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  ไพรเมอรจะสั่งเคราะหจากหนวยบริการ ชีวภาพ (Bioservice Unit, BSU : 
http://bsu.biotec.or.th) ไพรเมอรแตละคูที่ใชมีลําดับเบสและความยาวของ PCR products ขนาด
ตางๆ  ดังตาราง ขางลาง 
ตารางที่ 1  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา apoptosis-related gene  โดยวิธี RT-PCR 
Gene Product 

length 
Sequence 
upper line: forward primer 
bottom line: reverse primer 

GenBank 
Accession 
number/refer 
ence 

Akt /PKB 434 bp 5'GCCTTGCTTCGCTCTGTGAC3' 
5'AGCCGAGCGGTAAAGGATTC3' 

Boonmars et 
al.,2005 

BAX 419 bp 5' CACCTGAGCTGACCTTGGAG 3' 
5' GAGGACTCCAGCCACAAAGA 3' 

Boonmars et 
al.,2005 

Caspase 9 474 bp 5' ACCAATGGGACTCACAGCAA 3' 
5' AGGATGACCACCACAAAGCA 3' 

Boonmars et 
al.,2005 

 
ตารางที่ 2  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา apoptosis-related gene โดยวิธ ีreal time RT- PCR  
  Gene 
 

Product 
length     

Sequence upper line:  
forward primer 
bottom line : reverse primer 

Reference 
 

Akt/PKB 201 bp GGTGATCCTGGTGAAGGAGA 
GCGTACTCCATGACAAAGCA 

M94335 

BAX 215 bp AGCTGCAGAGGATGATTGCT 
CTCTCGGAGGAAGTCCAGTG 

AJ582075.1 

Caspase 9 205 bp GATGCTGTCCCCTATCAGGA 
GGGACTGCAGGTCTTCAGAG 

NM 015733 

P53 232 bp AAGGCGATAGTTTGGCTCCT 
CTGGGGTCTTCCAGTGTGAT 

Y08900 

ตารางที่ 3   ไพรเมอรที่ใชเปนยีนควบคมุโดยวิธี RT-PCR และ real time RT-PCR  
Gene 
 

Product 
length     

Sequence upper line:  
forward primer 
bottom line : reverse primer 

Reference 
 

MG3PDH 228 bp 5'GGCATTGTGGAAGGGCTCAT 
5' GACACATTGGGGGTAGGAACAC3' 

Boonmars et al.,2005 
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 3.4 การทํา Reverese transcription  โดยใช M-MLV  
  RNA  ที่ไดจะถูกนํามาทําเปน cDNA ตามวิธีการของบริษัทผูผลิต M-MLV 
(Wordmedic)  ดังน้ีนํา Total RNA มาละลายในอัตราสวน 1:7 โดยดูด  RNA มา 1  ไมโครลิตร 
(ประมาณ 3  ไมโครกรัม) และ  Oligo(dT) 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรรวมเทากับ 15 ไมโครลิตร
โดยการเติมนํ้า แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวเก็บไวในน้ําแข็ง 
จากนั้นทําการเตรียม สารละลายดังน้ี M-MLV RT 1 ไมโครลิตร  dNTP, dCTP, dGTP, dTTP 
อยางละ 1.25 ไมโครลิตร)  ปรับปริมาตรรวมเทากับ 25 ไมโครลิตรโดยการเติมนํ้า จากนั้นนําไป
บมในเครื่อง  water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที  ทําการ heat shock  ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนั้นจะได  cDNA ซ่ึงจะถูกนํามาใชเปน  
template  เพ่ือทํา PCR  และ real time RT-PCR ตอไป  
 
 3.5 การทํา PCR  
  1. นํา cDNA template มาละลายในอัตราสวน 1:10 กอน แลวทําการเตรียม PCR 
reaction mix ใน  tube ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ดังน้ี cDNA 1 ไมโครลิตร dNTP mix 1 ไมโครลิตร, 
10x buffer 1 ไมโครลิตร sterile distilled water 5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase  0.04  
ไมโครลิตร Forward primer 1 ไมโครลิตรและ  Revese primer 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตร
สุดทายเทากับ 10 ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่น  
  2. นําเขาเครื่อง Themal cycler และทําการตั้งโปรแกรมดังน้ี  
   2.1 บมที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที  
   2.2  ทํา PCR cycle (25-35 cycles)  
    94  องศาเซลเซียสเปนเวลา    30  วินาที 
    56 -60 องศาเซลเซียสเปนเวลา         30  วินาที  

                    (แตกตางกันไปแลวแตไพรเมอร) 
    72  องศาเซลเซียสเปนเวลา      1  นาที 
   2.3 รุนที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
 
 3.6 การทํา Gelelectrophoresis  
  เตรียม 1.5-2 % agarose gel electrophoresis โดยนําผง agarose  มาละลาย l X TBE  
โดยการใช microwave จนผง agarose  ละลาย รอใหเย็นแลวจึงเทน้าํวุนลงใน gel tray ที่มี comb 
จัดวางแลวรอจนวุนแข็งตวัแลว ดึง comb  จากนั้นนํา gel ใสลง electrophoresis tank โดยให 
well ที่เกิดจาก  comb อยูไปทางขั้วลบวางตวัในแนวราบ แลวทําการเติม electrophoresis buffer 
คือ lX TBE buffer  ลงใน electrophoresis tank  ลงไปจนทวม gel  จากนั้นทําผสม 1oading dye 
2 ไมโครลิตรกับ PCR product 8 ไมโครลิตรลงใน well ของ gel จนครบ จากนั้นทําการเปดฝา
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ครอบแลวเปดเครื่องใหกระแสไฟฟาวิ่งผาน gel โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30-40 
นาที จึงนํามานํามายอมดวย  ethidium bromide เปนเวลา 30-40 นาที แลวมาลางน้ําออก แลว
นํามาอานผลและถายรูปภายใต UV light  

 
 3.7 การคํานวณเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน   
  นํา  PCR product  มาแยกใน agarose gel   แลวอานผลภายใต  UV light ถายภาพ 
aguose gel ที่ไดมาวัดความเขมของ band โดยใชโปรแกรม  win 3.2 แลวคํานวณระดับการ
แสดงออกของยีนเปรียบเทยีบกับการแสดงออกของ MG3PDH โดยใชสตูรดังน้ี    

  =    Gene sample/MG3PDH of sample 
 

    3.8  การออกแบบ Apoptosis related primers เพื่อใชในขบวนการ RT-PCR  
 Apoptosis-related primers  จะถูกออกแบบภายใต   published sequence โดยใช 

program oligo 4.1 และจากที่เคยตีพิมพแลวของผูวิจัยเอง  ซ่ึงไดแก BAX, PKB caspase9, 
caspase3 และ Endogenous control gene: MG3PDH  ซ่ึงใชเปนยีนควบคุม  

 
 3.9 การตรวจสอบ Specific primers  
  cDNA ที่เตรียมไวจะถูกนํามาใชเปน template เพ่ือทํา  PCR product แลว หลังจากที่
ได PCR product ทํา agarose gel electrophoresis  เพ่ือดู specific band ที่เกิดขึ้น  
 3.10 การทํา real time RT-PCR 
  การทํา real time RT-PCR จะใช SYBR® Green และใชเครือ่ง ABIprism 7500 
sequence detector system (Applied Biosystems, Foster City, CA) ในการทาํ real time RT-
PCR reaction ประกอบดวย 3 ไมโครลิตร ของ single strand cDNA,  และ 1 ไมโครลิตร ของ 1X 
PCR buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.3, 20 mM KCl, 5 mM (NH4)2SO4), 5 mM dNTPs, 5 
pmole forward และ reverse primer, 0.5X SYBR Green, และ 1 U ของ Hot start Taq DNA 
polymerase (MBI Fermentous, St. Leon-Rot, Germany)   สําหรับ PCR cycling conditions 
คือ  95 องศาเซลเซียส for 10 นาที จํานวน 40-50 cycles ที ่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
วินาท ี 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วนิาที, และ 72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที ตามดวย 
72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี  การแสดงออกของยีนแบบ Relative expression ของยีน 
BAX, Akt/PKB, p53 and Caspase 9  จะคํานวณโดยอาศัยคา comparative Ct method (Gerard 
et al.1998)โดยเปรียบเทียบกับ   G3PDH gene  
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 3.11 การทํา paraffin block เพือ่ศึกษาlight microscopic observation และ apoptosis  
โดย TUNEL assay 
  ตับครึ่งหน่ึงที่เหลือจากหนูแตละตัวจะนํามาเองดวย 10 % fomalin  ไวประมาณ 24 
ชั่วโมง ที่ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจะนํามาทําตามขั้นตอน การ ทํา paraffin block เพ่ือใชใน
การ ยอมสี hematoxylin and eosin staining (H&E ) และการยอม  TUNEL  
 
 3.12 วิเคราะห ขอมูล  
  ขอมูลที่ไดทั้งหมดจะนํามาวิเคราะหดวยคอมพิวเตอร โปรแกรม   Scion image, 
STATA version 6.0  และ SPSS version 10.0  เปรียบเทียบคาเฉลี่ย mean  ของประชากรสอง
กลุมใช student pair T-test  ทดสอบเปรียบเทียบกลุม ใช  Anova analysis   
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ผลการศึกษา 
สวนที ่1 

 
การศึกษาลักษณะทางพยาธิวิทยากายวิภาค (Histopathology) 
 การศึกษาทางดานพยาธิสภาพภายในของเนื้อเยื่อตับไดแสดงไวในภาพที่ 1 พบวาหนูปกติที่
ไมรับเชื้อไมพบเซลลอักเสบรอบๆผนังทอนํ้าดี (ภาพที่  1A) สวนหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ
มี เซลลอักเสบรอบ ๆ ผนังทอนํ้าดีในวันที่ 14  (ภาพที่ 1B) โดยจะมีจํานวนเซลลอักเสบจําพวก 
eosinophils, neutrophils  และ  mononuclear cells รอบ ๆ ผนังทอทางเดินนํ้าดีที่มีพยาธิอาศัย
อยู  ซ่ึงจะเพ่ิมสูงขึ้นสัมพันธกับระยะเวลาของการติดเชื้อโดยจะสูงที่มาที่ 30 วัน (ภาพที่ 1D) และ
คอย ๆ ลดต่ําลงที่ 90 วัน ตามลําดับ(ภาพที่1F) โดยที่ 90 วัน จะพบเซลลอักเสบเล็กนอยสวนใหญ
เปน Lymphoid follicles และ plasma cells และมีการหนาตัวของผนังทอนํ้าดีเพ่ิมขึ้น โดยมี  
fibrosis เกิดขึ้น (ภาพที่  1E และ1F ตามลําดับ)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  พยาธิสภาพภายในของเนื้อเยื่อตับ โดยการยอม H&E ในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิ
       ใบไมตับ จากภาพแสดง กลุมหนูปกติ (A) หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 14 วัน (B), 21   
            วัน (C), 30 วัน (D),  60 วัน (E),   และ 90 วัน (F) โดยอักษร P แทนพยาธิ        
                O. viverrini, Bdแทนทอทางเดินนํ้าดี, * แทนเซลลอักเสบภาพกําลังขยาย 10x  
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การศึกษาลักษณะทางพยาธิวิทยากายวิภาคของหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตบัภายหลังการให
ยา Praziquantel (Histopathology) 
 
 แสดงการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพภายในของเนื้อเยื่อตับในหนแูฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิ
ใบไมตบัและที่ไดรับยา  praziquantel (ภาพที่ 2)  พบวามีการเกดิ  fibrosis  รอบ ๆ  ทอทาง
ทางเดินนํ้าดีของหนูที่มีการติดเชื้อพยาธใิบไมตับและในหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตบัที่ไดรับยา  
praziquantel  และพบวาในหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตบัที่ไดรับยา  praziquantel  มีจํานวนเซลล
อักเสบจํานวนมากกวากลุมหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตบัที่ 90 วัน (ภาพที่  2A)  โดยที่  6 ชั่วโมง
หลังจากไดรับยา praziquantel  สวนใหญแลวพยาธิจะถูกทําลาย  และจะมีการเพิ่มขึ้นของจํานวน
เซลลอักเสบ รอบ ๆ  ทอทางเดินน้ําดีที่มีตัวพยาธิ (ภาพที่ 2B) ซ่ึง inflammatory cells  สวนใหญ
แลวที่พบระหวาง 6-12  ชัว่โมงหลังการไดรับยา praziquantel  เชน  eosinophils, mononuclear 
cells และ neutrophils กับ lymphoid aggregation (ภาพที่ 2B  และ 2C ตามลาํดับ) และที่  24  
ชั่วโมงภายหลังไดรับยา praziquantel  พบวาไมพบตัวพยาธิซ่ึงอาจเปนไปไดวาอาจจะถูกทําลาย
ไปหมดแลว  (ภาพที่ 2D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  พยาธิสภาพภายในเนื้อเยื่อตับ โดยการยอม H&E ในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิใบไม
       ตับ จากภาพแเสดง กลุมหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา prazuquantel  

   (A  หนูที่มีการติดเชื้อ พยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา prazuquantel   แลวเปนเวลา 
 6 ชั่วโมง (B) 12 ชั่วโมง (C) และ 24 ชั่วโมง (D) โดยอักษร P แทน พยาธิ O.  viverrini        
 Bd   แทน   ทอทางเดินน้ําดี * แทน เซลลอักเสบ ภาพกําลังขยาย 10x  
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การศึกษาลักษณะทางอิมมูโนพยาธิวิทยา (lmmunopathology)  
 
 การศึกษาทางดานแอนติเจนของพยาธิใบไมตับภายในของเนื้อเยื่อตับบรเิวณทอทางเดินนํ้าดี
ของหนูที่มีการติดเชื้อพยาธใิบไมตบัแตไมไดรับยา Praziquantel  (ภาพที่ 3B), หนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิใบไมตบัหลังจากไดรับยา praziquantel  แลวเปนเวลา 12 ชั่วโมง(ภาพที่ 3C) และ 24 
ชั่วโมง (ภาพที่3D)  โดยการยอม immunology ซ่ึงจะทําการตรวจหา Opisthorchis antigen โดย
ใช Excretory Secretory  (ES) antibody แสดงไวในภาพที่  3 พบวามีปฏิกิริยาการจับกนัของ
แอนติเจนและแอนติบอดีที่ผนังตัวของพยาธิ (ภาพที่3B และ 3C ตามลําดับ)   ซ่ึงจะติดสีมากบริ
เวณเซลลเยื่อบุผิวผนังทอทางเดินนํ้าดี (epithelial cells bile duct) และเซลลอักเสบในกลุมหนูทีมี่
การติดเชื้อพยาธิใบไมหลังการใหยา  praziquantel   ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพยาธิมีการถูกทําลายและ
มีการแตกสลายของแอนติเจนอยางมาก ทําใหพบการติดสีที่ไซโตพลาสมของ epithelial cells ของ
ทอนํ้าดี และที่เซลลอักเสบดวย  สวนภาพที่ 3A เปน negative control ที่ปราศจากแอนติบอดี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  การยอม lmmunohistochemisty ของเนื้อเยื่อตับในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิใบไม 

ตับดวย  anti-excretory secretory polyclonal antibody จากภาพแสดงกลุมหนูที่มีการ
ติดเชื้อพยาธิ ใบไมตับที่เปน negative control คือปราศจากแอนติบอดี (A) หนูที่มีการ
ติดเชื้อ พยาธิใบไมตับที่ไมไดรับยา(B)  หลังจากไดรับยา praziquantel แลวเปนเวลา  
12 ชัวโมง (C)  และ 24 ชั่วโมง (D) ซ่ึงสีแดงน้ําตาลแสดงผล positive โดยอักษร  P 
แทน พยาธิ O.  viverrini   Bd แทน ทอทางเดินนํ้าดี IC แทนเซลลอักเสบ  
ภาพกําลังขยาย 10x 
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การศึกษาโดยวิธี semiquantitative RT-PCR  ตอการแสดงออกของยีนที่สัมพันธกับการ
เกิด  apoptosis ในหนูแฮมสเตอรทีต่ดิเชื้อพยาธิใบไมตับ ณ.เวลาตางๆกนั 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีนที่เกี่ยวของกับการเกิด apoptosis ในหนู
แฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธใิบไมตับเปนเวลา 0, 7, 14, 21, 30, 60 และ 90 วัน หลังติดเชื้อ ไดผล
ดังน้ี 
 พบการแสดงออกของ MG3PDH ซ่ึงเปนยีนควบคุม (house keeping gene) พบวาในทุก
กลุมการทดลองมีการแสดงออกของยีนนี้ และระดับของการแสดงออก (expression level) อยูใน
ระดับที่ใกลเคยีงกัน (ภาพที่ 4) พบการแสดงออกของยีน BAX, PKB และ p53 ในทุกกลุมการ
ทดลอง แตระดับการแสดงออกของยีนในแตละกลุมการทดลองนั้นมีคาแตกตางกัน ดังน้ี   รูปแบบ
การแสดงออกของยีน BAX, PKB, caspase9 และ p53 ทั้งในกลุมทีต่ิดเชื้อพยาธพิบวา หลังจากที่
มีการติดเชื้อพยาธิระดับการแสดงออกของยีนทั้งสี่ชนิดจะคอยๆเพ่ิมขึ้นประมาณวันที ่ 7 และ
เพ่ิมขึ้นสูงที่สดุในวันที่ 30 และลดลงหลังจากวันที่ 60 ของการติดเชือ้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ภาพ agarose gel electrophoresis ที่ยอมดวย ethydium bromide จากการทํา RT-

PCR   ของยีน BAX, PKB, caspase9, p53 และ MG3PDH ในหนูแฮมสเตอรที่ติด
เชื้อพยาธิใบไมตับเปนเวลา 0, 7, 14, 21, 30, 60 และ 90 วันหลังติดเชื้อ       

A 

 B 
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การศึกษาโดยวิธี semiquantitative RT-PCR  ตอการแสดงออกของยีนที่สัมพันธกับการ
เกิด  apoptosis ในหนูแฮมสเตอรทีต่ดิเชื้อพยาธิใบไมตับและหลังหลังการใหยา 
Praziquantel แลวเปนเวลา 6,  12 และ 24 ชั่วโมง 
   
 การศึกษาผลการแสดงออกของยีนในกลุม apoptosis ของหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับ
ภายหลังการใหยา Praziquantel แลวเปนเวลา 6,  12 และ 24 ชั่วโมง พบวามีแถบแบนของ PCR 
products แถบเดียวในแตละยีน และขนาดของ PCR products แตละยีนมีขนาดตรงกับทีต่องการ
โดย เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงบงบอกถึงความจําเพาะของไพรเมอรืที่ใช  โดยมี
การแสดงออกของยีนทุกตวัที่ศึกษาในหนทูี่ติดพยาธเิปนเวลา 3 เดือนทั้งในกลุมก็ไดรับยาและ
ไมไดรับยา และการแสดงออกของยีนเหลานั้นจะสูงขึน้ แตกตางกนัในแตละเวลาหลังจากทําการให
ยา praziquantel  เม่ือเปรียบเทียบกับยนีควบคุม glycemldehydcs-3-phosphate 
dehydrogenase (MG3PDH  ) โดยมีระดับการแสดงออก ดังน้ี (ภาพที่ 5A) 
 1.  ระดับการแสดงออกของยีน BAX   พบวามีระดับการแสองออกของยีน BAX เพ่ิม
สูงขึ้นในกลุมหลังไดรับยา  praziquantel  ที่เวลา 6, 12,  24 ชั่วโมง โดยมีการแสดงออกสูงที่สุดที่
เวลา 12  ชั่วโมงและลดต่ําลงที่เวลา 24 ชั่วโมง ในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ไดรับยา  
praziquantel  เม่ือเปรียบกับหนูทีมีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา  praziquantel    
 2.  ระดับการแสดงออกของยีน  Akt/PKB  พบวามีระดับการแสดงออกของยีน Akt/PKB  
เพ่ิมสูงขึ้นในกลุมหลังไดรับยา  praziquantel ที่เวลา 6, 12, 24 ชั่วโมง โดยมีการแสดงออกสูงที่สุด
ที่ เวลา 6 ชั่วโมงและลดต่ําลงที่เวลา 24 ชั่วโมงในหนูที่มีกาวติดเชื้อพยาธิที่ไดรับยา praziquantel  
เปรียบกับหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา praziquantel   
 3.  ระดับการแสดงออกของยีน Capase 9 พบวามีระดับการแสดงออกของยีน Capase 
9 เพ่ิม สูงขึ้นในกลุมหลังไรับยา praziquantel  ที่เวลา 6, 12, 24 ชั่วโมง  โดยมีการแสดงออกสูง
ที่สุดที่เวลา  12 ชั่วโมง และลดต่ําลงที่เวลา 24 ชั่วโมงในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ใดรับยา  
praziquantel  เชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา  prziquantel   
 4.  ระดับการแสดงออกของยีน Capase 3 พบวามีระดับการแสดงออกของยีน Capase 
3 เพ่ิม สูงขึ้นในกลุมหลังไรับยา praziquantel  ที่เวลา 6, 12, 24 ชั่วโมง  โดยมีการแสดงออกสูง
ที่สุดที่เวลา  12 ชั่วโมง และลดต่ําลงที่เวลา 24 ชั่วโมง ในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ใดรับยา  
praziquantel  เชื้อพยาธิใบไมตับแตไมไดรับยา  prziquantel   
 โดยการแสดงออกของยีน BAX, Akt/PKB Caspase 9 และ Caspase 3 มีระดับการ
แสดงออกของยีนเพ่ิมสูงขึ้นหลังการใหยา prziquantel  
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ภาพที่ 5   semi-quantitative RT-PCR แสดงภาพ agarose gel electrophoresis ที่ยอมดวย  
   ethidium bromide (A) และทําการถายภาพหลังจากนั้นนําวัดขนาดและความเขมขน  
   ของ band แลววิเคราะหเปรียบเทียบสัดสวนของยีนตางๆกับยีนควบคุมแลวนํามาทํา 
    กราฟของการแสดงออกของยีนตางๆดังน้ี ยีน BAX (B), PKB (C), caspase9 (D),  
    caspase3 (E) ในหนูแฮมสเตอรทีต่ิดเชือ้พยาธิใบไมตับในเวลา 90 วันหลังติดเชื้อที่ 0,  
   6, 12 และ 24 ชั่วโมงหลังการรักษาดวยยา  praziquantel     

E F

C 

BA 

D
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การศึกษาโดยวิธี  Relative real time PCR ตอการแสดงออกของยีนที่สัมพันธกับการเกิด 
Apoptosisในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชือ้พยาธิใบไมตับที ่ 14, 30  และ  90 วัน และหลังหลัง
การใหยา Praziquantel แลวเปนเวลา 6,  12 และ 24 ชั่วโมง 
 
 การแสดงออกของยีน BAX, caspase9, p53 และ  Akt/PKB   ในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อ
พยาธิใบไมตับ จากภาพแสดงกลุมหนูปกติหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 14, 30  และ  90 วัน และ 
หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา praziquantel  แลวเปนเวลา 6, 12  และ 24  
ชั่วโมง (ภาพที่ 6A)  พบวา การแสดงออกของยีน BAX  ในทุกกลุมการทดลองมีระดับ การ
แสดงออกของยีนแตกตางกัน (ภาพที่ 6A) โดยระดับการแสดงออกของยีน BAX  เพ่ิมสูงขึ้นที่ 14   
วัน และมีแนวโนมลดกําลังที่ 90 วัน ซ่ึงหลังจากที่มีการติดเชื้อ (14, 30, 90  วัน)  มีระดับการ 
แสดงออกของยีน BAX  สูงกวากลุมหนูปกติ โดยจะแตกตางอยางมีนัยสําคัูทางสถิติที่ 30วัน 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ 14  และ 90  วัน ตามลําดับ (p<0.05)  
และที่ 14  วันมีระดับการแสดงออกของยีน BAX  เพ่ิมสูงขึ้น แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติเม่ือ เปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติ โดยระดับการแสดงออกของยีน BAX   มีแนวโนมลดลงที่ 
90 วัน สวนกลุมหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ภายหลังไดรับยา   praziquantel  ที่  6 ชั่วโมง มีระดับ
การแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมหนูที่มีการติด
เชื้อพยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา praziquantel   แลวเปนเวลา 12 และ 24  ชั่วโมงกลุมหนูปกติ
หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ 14, 30  และ  90 วัน ตามลําดับ (p<0.05)  สวนการแสดงออกของยีน 
caspase9  (ภาพที่ 6B), p53  (ภาพที่ 6C)   และ  Akt/PKB  (ภาพที่6D)  มีรูปแบบการแสดงออก
ของยีน คลายคลึงกับยีน BAX โดยระดับการแสดงออกของยีนเหลานี้จะสูงขึ้นในหนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิที่  30  วันและหนูที่มีการติดเชื้อพบพยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา  praziquantel  แลวเปน
เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (P<0.05)  
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ภาพที่ 6   ระดับการแสดงออกของยีน BAX (A), caspase9 (B), p53 (C) และ PKB (D) 

เปรียบเทียบกับยีนควบคุม MG3PDH  (เทา)โดย 1 แทนหนูปกติ, 2 แทน หนูที่ติดเชื้อ 
พยาธิใบไมตับที่ 14  วัน 3  แทน กลุมที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 30 วัน 4  แทน หนูที่ 
ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 90  วัน หรือ กลุมหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 90วัน แต
ไมไดรับยา praziquantel , 5 แทน หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ  90 วัน  หลังจาก
ไดรับยา praziquantel  แลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง 6 แทน หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 
90 วันหลังจากไดรับยา  praziquantel  แลวเปนเวลา 12  ชั่วโมง 7 แทน หนูที่มีการติด
เชื้อพยาธิ  ใบไมตับ  90  วันหลังจากไดรับยา praziquantel แลวเปนเวลา  24 
ชั่วโมง  

 
การศึกษาการตายของเซลล (Apoptotic assay)  

 
 เพ่ือศึกษาถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกายหลังจากที่มีการติดเชื้อพยาธิ 
ใบไมตับเปนเวลา  90 วันหลังจากไดรับยา  praziquantel   ตออัตราการเพิ่มขึ้นของการตายเซลล      
ภาพที่ 7  แสดงการเกิด apoptosis ของเนื้อเยื่อตับในแตละกลุมการทดลอง คือ หนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิใบไมตับที่ไมไดรับยา praziquantel  (A)  หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและไดรับยา 
praziquantel  แลว เปนเวลา 6 ชั่วโมง (B)  หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 90  วันและไดรับยา 

A B

C D
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praziquantel แลวเปนเวลา 12  ชั่วโมง (C) และหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 90 วันหลังและ
ไดรับยา praziquantel แลวเปนเวลา 24  ชั่วโมง (D)  พบวาเกิดผล positive ที่ nucluse ของ 
inflammatory cells และ epithelial bile duct   พบวาจะเกิดผล positive เล็กนอยที่ inflammatory 
cells และ epithelial bile duct  ในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ไมไดรับยา  praziquantel  
และ ที่ 24  ชั่วโมงภายหลังจากไดรับยา praziquantel   โดยพบวาสวนใหญจะมี apoptotic cells 
ของ inflammatory cells และ epithelial bile duct  ของหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและไดรับ
ยา  praziquantel   แลวเปนเวลา 6  และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ  

    
ภาพที่  7 การยอม apoptosis โดยใช TUNEL assay ในเนื้อเยื่อตบัของกลุมหนูที่มีการติดเชือ้ 

พยาธิใบไมตบัแตไมไรับยา praziquantel (A), หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับหลงัจาก
ไดรับยา  praziquantel  แลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง (B) 12 ชั่วโมง (C) และ 24 ชั่วโมง (D) 
ซ่ึงลูกศรแสดงผล positive โดยอักษร P แทน พยาธ ิ O.  viverrini, Bd  แทน ทอ
ทางเดินนํ้าดี  
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ผลการศึกษา 
สวนที่ 2 

การศึกษาการแสดงออกของ apoptosis –related genes ในหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซ้ํา
ภายหลังการใหยา Praziquantel พรอมทั้งใหการรักษาซ้ํา 
 
การศึกษาลักษณะทางพยาธิวิทยากายวิภาคของหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซ้ําภายหลัง
การใหยา Praziquantel พรอมทั้งใหการรักษาซ้ํา (Histopathology)  
 
 การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าหลังจากการ
รักษาดวยยา  praziquantel และรักษาซ้ํา (ภาพที่ 8)    พบวามีการเกิด  fibrosis  คอนขางหนา
ขึ้น รอบ ๆ  ทอทางทางเดินน้ําดีของทั้งหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหนูที่ติดเชื้อพยาธิ
ใบไมตับซํ้าที่ไดรับยา  praziquantel  และนอกจากนี้ยังพบวามีจํานวนเซลลอักเสบรอบ ๆ  ทอ
ทางทางเดินน้ําดีมากกวากลุมหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา praziquantel  (ภาพที่  
8A)  โดยที่  6 ชั่วโมงหลังจากไดรับยา praziquantel  สวนใหญแลวพยาธิจะถูกทําลาย  และจะมี
การเพิ่มขึ้นของจํานวนเซลลอักเสบรอบ ๆทอทางเดินน้ําดีที่มีตัวพยาธิ (ภาพที่ 8B) ซ่ึง 
inflammatory cells  สวนใหญแลวจะพบระหวาง 6-12  ชั่วโมงหลังการไดรับยา praziquantel  
เชน  eosinophils, mononuclear cells และ neutrophils กับ lymphoid aggregation (ภาพที่ 8B  
และ 8C ตามลําดับ) และที่  24  ชั่วโมงภายหลังไดรับยา praziquantel  พบวาไมพบตัวพยาธิซ่ึง
อาจเปนไปไดวาอาจจะถูกทําลายไปหมดแลว  (ภาพที่ 8D) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 8 พยาธิสภาพภายในเนื้อเยื่อตับ โดยการยอมสี H&E ในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อ 
   พยาธิใบไมตบัซํ้า จากภาพแเสดงกลุมหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  
  prazuquantel (A),  หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าหลังจากไดรับยา prazuquantel 

แลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง (B),  12 ชั่วโมง (C) และ 24 ชั่วโมง (D) โดยอักษร P แทน
พยาธ ิO.viverrini, Bdแทน ทอทางเดินน้ําดี, * แทน เซลลอักเสบ ภาพกําลังขยาย 10x  
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การศึกษาการตายของเซลล (Apoptotic assay)  
 

 เพ่ือเปนการยืนยันวามีการเกิดการตายของเซลลขึ้นจริง โดยใช TUNEL assay  (ภาพที่ 9)    
แสดงการเกิด apoptosisในเนื้อเยื่อตับของหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา 
praziquantel และหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าที่ไดรับยา  praziquantel   พบวาเกิดผล positive 
ในทุกกลุมการทดลอง ซ่ึงจะพบ apoptotic cells ที่ nucluse ของ inflammatory cells และ 
epithelial bile duct ของหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าที่
ไดรับยา  praziquantel 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 9 แสดงภาพการยอม apoptotic cell death ดวยวิธี TENEL ในเนื้อเยื่อตับของหนูแฮม
  สเตอรทีต่ิดเชือ้พยาธิใบไมตับซํ้าและรักษาดวยยา praziquantel   โดยที่ปลายหวัลูกศร
  แสดง apoptotic cell death  

 
การศึกษาโดยวิธี  Relative real time RT-PCR ตอการแสดงออกของยีนที่สัมพันธกับการ
เกิด Apoptosis ในหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่เวลา 14, 30และ 90 วันหลังการติดเชื้อ และ
หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซ้ําและไดรับยา Praziquantel แลวเปนเวลา 6, 12 และ 24 
ชั่วโมง 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนแบบ Relative expression ของยีน BAX, PKB, 
caspase9 และ p53 ที่เกีย่วของกับการเกิด apoptosis ของหนูที่ติดเชื้อพยาธใิบไมตับที่เวลา 14, 
30และ 90 วนัหลังการติดเชื้อ และหนูทีต่ิดเชื้อพยาธใิบไมตับซํ้าและไดรับยา Praziquantel แลว
เปนเวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง โดยใชเทคนคิ Relative real time PCR ซ่ึงคํานวณคา 
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comparative  Ct ทําการเปรียบเทียบกับยีนควบคุม G3PDH เปนจํานวนเทา โดยมีระดับการ
แสดงออกดังน้ี 
 1.  ระดับการแสดงออกของยีน BAX  พบวา มีระดับการแสดงออกของยีน BAX  ในทุก
กลุมการทดลองโดยมีระดับการแสดงออกของยีนแตกตางกัน (ภาพที่ 10A) โดยระดับการ
แสดงออกของยีน BAX  เพ่ิมสูงขึ้นที่ 14  วันโดยสูงที่สุดที่ 30 วันและมีแนวโนมลดต่ําลงที่ 90 วัน 
หลังการติดเชื้อ และมีการเพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจาก
ไดรับยา praziquantel ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงตามลําดับ และลดต่ําลงที่ 24 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบ
ทางสถิติพบวา หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับ ที่ 30 วันมีระดับการแสดงออกออกของยีนสูงที่สุด โดย
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติ, หนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิที่ 14 และ 90 วัน, หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่
เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมงและหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  praziquantel โดย
ลําดับรองลงมาที่มีระดับการแสดงออกของยีน BAX สูงเปนอันดับสอง  
 2.  ระดับการแสดงออกของยีน caspase9  พบวา มีระดับการแสดงออกของยีน 
caspase9  ในทุกกลุมการทดลองโดยมีระดับการแสดงออกของยีนแตกตางกัน(ภาพที่ 10B) โดย
ระดับการแสดงออกของยีน caspase9  เพ่ิมสูงขึ้นที่ 14  วัน และมีแนวโนมลดต่ําลงที่ 90 วัน และ
เพ่ิมสูงขึ้นอีกครั้งในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่ 6 
และสูงที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง และลดต่ําลงที่ 24 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบทางสถิติพบวา หนูที่ติด
เชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่ 6 ชั่วโมง มีระดับการแสดงออกออก
ของยีนสูงที่สุด โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติ, 
หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ 14, 30 และ 90 วัน หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจาก
ไดรับยา praziquantel ที่ 12 และ 24 ชั่วโมงและหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  
praziquantel โดยลําดับรองลงมาที่มีระดับการแสดงออกของยีน caspase9  สูงเปนอันดับสอง คือ 
หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับ ที่ 30 วันหลังการติดเชื้อ โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับทุกกลุมการทดลอง 
 3.  ระดับการแสดงออกของยีน p53  พบวา มีระดับการแสดงออกของยีน p53 ในทุก
กลุมการทดลองโดยมีระดับการแสดงออกของยีนแตกตางกัน(ภาพที่ 10C) โดยระดับการ
แสดงออกของยีน p53  เพ่ิมสูงที่สุดที่ 30  วัน และลดต่ําลงที่ 90 วัน และเพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งในหนูที่
มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่เวลา 6 ชั่วโมงและคอยๆลด
ต่ําลงที่ 12 และ 24  ชั่วโมง ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบทางสถิติพบวา หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 
ที่ 30 วันมีระดับการแสดงออกออกของยีนสูงที่สุด โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติ, หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่ 14 และ 90 วัน, หนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง และหนูที่ติด
เชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  praziquantel โดยลําดับรองลงมาที่มีระดับการแสดงออกของ
ยีน p53 สูงเปนอันดับสอง คือ หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่ 
6 ชั่วโมงโดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับทุกกลุมการทดลอง 
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 4.  ระดับการแสดงออกของยีน Akt/PKB    พบวา มีระดับการแสดงออกของยีน 
Akt/PKB  ในทุกกลุมการทดลองโดยมีระดับการแสดงออกของยีนแตกตางกัน(ภาพที่ 10D) โดย
ระดับการแสดงออกของยีน Akt/PKB    เพ่ิมสูงขึ้นที่ 14  วัน โดยจะเพิ่มสูงที่สุดที่ 30  วัน และลด
ต่ําลงที่ 90 วัน และเพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา 
praziquantel ที่เวลา 6 ชั่วโมงและคอยๆลดต่ําลงที่ 12 และ 24  ชั่วโมง ตามลําดับ เม่ือ
เปรียบเทียบทางสถิติพบวา หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับ ที่ 30 วันมีระดับการแสดงออกออกของยีน
สูงที่สุด โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมหนูปกติ, หนูที่มี
การติดเชื้อพยาธิที่ 14 และ 90 วัน, หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา 
praziquantel ที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมงและหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  
praziquantel โดยลําดับรองลงมาที่มีระดับการแสดงออกของยีน Akt/PKB  สูงเปนอันดับสอง คือ 
หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา praziquantel ที่ 6 ชั่วโมงโดยแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับทุกกลุมการทดลอง 
 โดยการแสดงออกของยีน BAX, Caspase 9,  p53 และ Akt/PKB มีระดับการแสดงออก
ของยีนเพ่ิมสูงขึ้นในหนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับและจะสูงขึ้นอีกครั้งในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไม
ตับซํ้าภายหลังจากไดรับยา praziquantel โดยแตละยีนจะมีระดับการแสดงออกของยีนคลายคลึง
กัน โดยระดับการแสดงออกของยีนเหลานี้จะเร่ิมสูงขึ้นในหนูที่มีการติดเชื้อพยาธิที่  14  วันและสูง
ที่สุดที่ 30 วันและจะลดต่ําลงที่ 90 วันหลังการติดเชื้อ จากนั้นจะเพ่ิมสูงอีกครั้งในหนูที่มีการติดเชื้อ
พบพยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา  praziquantel  โดยจะเพิ่มสูงขึ้นที่ 6 ชั่วโมงจากนั้นจะคอยๆ
ลดต่ําลงที่ 12 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ  
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ภาพที่10 Relative real time PCR แสดงระดับการแสดงออกของยีน BAX (A), caspase9 (B), 

p53  (C) และ PKB (D) เปรียบเทียบกับยีนควบคุม MG3PDH  (เทา) โดย 1 แทนหนู
ปกติ, 2 แทน หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 14  วัน 3  แทน กลุมที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตบั
ที่ 30 วัน  4  แทน หนูที่ติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่ 90 วัน,  5 แทน หนูที่มีการติดเชื้อ
พยาธิใบไมตับซํ้าแตไมไดรับยา  praziquantel , 6 แทน หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไม
ตับซํ้า หลังจากไดรับยา praziquantel  แลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง,  7 แทน หนูที่มีการติด
เชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าและหลังจากไดรับยา  praziquantel  แลวเปนเวลา 12  ชั่วโมง, 8 
แทน หนูที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับซํ้าหลังจากไดรับยา praziquantel แลวเปนเวลา  
24 ชั่วโมง  
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อภิปราย/วิจารณ (Discussion) 
 
สรุปผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 
 ปจจุบันมีการใชยา praziquantel เพ่ือรักษาการติดเชือ้พยาธิ โดยผลของยา praziquantel มี
ฤทธิ์ ในการฆาพยาธใิบไมโดยไปทําลายผนังลําตวัของพยาธิ ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัย (ภาพที่ 
2 และ 3) โดยผลการศึกษายา praziquantel ที่ผานมาตอการลดพยาธิสภาพของการติดเชื้อพยาธ ิ
ไดแก shistosomiasis  (Richards et al. 1989; Richter 2000) และ  opisthorchiasis  
(Hutradilok et al. 1983; Pungpak et al. 1998) ซ่ึงผลของยามีผลในการฆาพยาธแิต
ขณะเดียวกัน มีผลขางเคียงที่เกิดขึ้นคือ ทําใหมีการผลิต อนุมูลอิสระ และมีการสรางไนตริกออก
ไซด ออกมามากในขณะทีมี่การกําจัดพยาธิซ่ึงอาจเปนอันตรายกับ host ได ดังน้ันจึงมีการศึกษา
ยีนที่สัมพันธกับกระบวนการเกิดพยาธิสภาพในการตดิเชื้อพยาธิใบไมตับ โดยมียีนที่มีรายงาน
การศึกษาทีผ่านมา คือที่ยีนที่เกี่ยวกบั free radicals (iNOS, NO), growth factor signaling 
(TGFBI, PGF, IGFBP1, IGFBP3), signal transduction pathways(TGF-beta)] (Pinlaor et al. 
2004a, b; Jinawath et al. 2006; Thuwajit et al. 2006)   ดังน้ัน จึงมีความสนใจที่ศึกษาผลของ
ยา Praziquantel ตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการตายของเซลลในหนูแฮมสเตอรที่ติด
เชื้อพยาธิใบไมตบั (Opisthorchis  viverrini)หลังการรักษาดวยยา praziquantel ในระยะเวลาสัน้ๆ  
 หลังจากที่มีการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ พยาธิจะมีการหลั่งแอนติเจนออกมา ทําใหไปกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัของรางกายใหมีการตอบสนอง สงผลทําใหมีการสรางไนตริกออกไซดออกมา โดย
มีการศึกษาทีผ่านมาทั้งในมนุษย และในสัตวทดลอง (Pinlaor et al. 2006)  โดยจากสาเหตุเหลานี้
ตามที่ไดกลาวมาเปนปจจัยหนึ่งที่สงผลทําใหเกิดการตายของเซลล ซ่ึงการเพิ่มขึ้นของ
กระบวนการตายของเซลลสัมพันธกับจํานวนเซลลอักเสบที่เกิดขึ้นทัง้หมด ถึงแมวาทฤษฎีเดิมของ
การตายของเซลล จะพบวาไมเกี่ยวของกับเซลลอักเสบ แตความในความเปนจริงแลว พบวาเซลล
อักเสบสามารถทําลายเซลลได ตลอดจนการสรางอนุมูลอิสระทั้ง ROS และ NO (Hussain PS et 
al 2004; Kim Y et al., 2000; Forrester et al.,1996) และนําไปสูกระบวนการตายของเซลล      
 โดยผลของการศึกษา แสดงถึงประสิทธิภาพยา praziquantel หลังการรักษาที่ระยะเวลาสั้นๆ 
พบวายามีผลไปกระตุนพยาธิใหมีการหลัง่ ES และ crude antigen ออกมามาก สงผลใหมีการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันของรางกายและการชุมนุมของเซลลอักเสบลอมรอบตัวพยาธิ ซ่ึงแสดงให
เห็นโดยผลของการยอมวิธี immunolocalization เพ่ือหา OV-ES protein (ภาพที่ 3)   ซ่ึงเม่ือมี
การติดเชื้อพยาธิ แอนตเิจนหรือสารคัดหลั่งที่ปลอยออกมาจากตัวพยาธิมีผลทาํใหไปกระตุนการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันของรางกาย และมีการสรางไนตริกออกไซดออกมามากในระหวางที่มี
รางกายมีความพยายามที่จะกําจัดพยาธิ ในบริเวณทีมี่การติดเชื้อ ซ่ึงจากการศึกษาโดยการใหยา
รักษาในระยะเวลาสั้นๆที่ 6 และ 12 ชั่วโมงหลังการรักษาพบวา การใชยา praziquantel ทําใหเกิด
การแตกสลายของผนังตัวพยาธิที่เปนผลให crude และ ES antigen ที่อยูในตัวของพยาธ ิ แพร
ออกสูภายนอก และเนื่องจากการที่มีการหลั่งสารออกจากตัวพยาธิซ่ึงจะไปกระตุนใหมีเซลล
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อักเสบมาบริเวณทอทางเดนินํ้าดีที่มีพยาธิอาศัยอยูเพ่ือกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่หลัง่ออกมา ทําให
เม่ือมีการยอมสีจะติดสีชัดเจนใหผล positive ที่ ผนังทอทางเดินน้ําดีและเซลลอักเสบที่ 6 และ 12 
ชั่วโมงมากกวา24 ชั่วโมง เน่ืองจากที่ 24 ชั่วโมง มีหลุดลอกของผนังลําตัวพยาธอิอกหมดแลวและ
มีจํานวนของเซลลอักเสบลดลง จึงเปนเหตุผลวาการใหยารักษาในระยะเวลาสั้นๆที่ 6 และ 12 
ชั่วโมงหลังการรักษาทําไมผนังเซลลของผนังทอทางเดินนํ้าดีและเซลลอักเสบมีการติดสีมากกวาที่
กลุมทีมีการตดิเชื้อที่ไมไดรับยา และหลงัการใหยาที่ 24 ชั่วโมง ซ่ึงในภาวะที่มีการติดเชือ้ปกติ
พบวาจะมีเพียง ES antigen หลั่งออกมาเทานั้น แตเม่ือมีการใหยารักษาพบวา จะมี protein ที่มี
ทั้ง crude และ ES antigen ออกมาจากตัวพยาธ ิ  
 จากผลของการศึกษาโดยใชเทคนิค RT-PCR (ภาพที่ 4,5) สัมพันธกับการศกึษาโดยใช
เทคนิค real time RT-PCR (ภาพที่ 6) หลังจากการติดเชื้อที่ 14 วันและ 30 วัน มีระดับการ
แสดงออกของยีน BAX, caspase9, p53 และ anti-apoptotic gene คือ Akt/PKB เพ่ิมสูงขึ้น
สอดคลองกับจํานวนเซลลอักเสบที่เพ่ิมสูงขึ้นรอบๆทอทางเดินนํ้าดี (ภาพที่1, 2, 8)  จากผลของ
การศึกษานี้สอดคลองกับระดับการแสดงออกของยีน apoptotic และยีน anti-apoptotic ในหนูที่มี
การติดเชื้อพยาธิใบไมตับหลังจากไดรับยา praziquantel ที่6 และ 12 มีความคลายคลึงกับ หนูที่มี
การติดเชื้อพยาธิใบไมตับที่30 วัน ซ่ึงสอดคลองกับพยาธิสภาพที่มีการปลี่ยนแปลง และจํานวน
ของเซลลอักเสบ  
 จากผลของการยอม Apoptotic ในกลุมหนูหลังไดรับยา praziquantel ที่ 6 และ 12 พบวามี
การเพิ่มจํานวนของเซลล  apoptotic ใน T เซลลและนิวเคลยีสของผนังชั้นนอกทอทางเดินน้ําดี 
(ภาพที่ 7,9)  ซ่ึงการยอม Apoptotic เปนจุดสําคัญในการศึกษาการเพิ่มจํานวนเซลล Apoptotic ที่
สัมพันธกับระดับการแสดงออกของยีนในหนูที่มีการตดิเชื้อพยาธิใบไมตับที่ไดรับยา  praziquantel   
 ในกลไกปกตขิอง apoptotic mitochondrial pathway เริ่มจากการเพิ่มขึ้นของ BAX จะไป
กระตุนการเปดของรูที่อยูภายนอกเยื่อหุมเซลลในไมโตคอนเดียและหลังจากนั้นไซโตโคมซี จะถูก
ปลอยออกมาเละไปจบักับ Apaf1และ Caspase 9 ซ่ึงเปนสาเหตุใหเกิดการตายของเซลลมา
ตามลําดับ นอกจากนี้ยังมีอีกหลายสาเหตุเกี่ยวกับการเพิ่มจํานวนเซลล Apoptosis ที่สัมพันธกบั
การแสดงออกของยีนในกลไกอื่นๆ เชน BCL-2, MDM2 สวน Akt/PKB เปนยีนที่มีคุณสมบัติเปน 
anti-apoptosis ซ่ึงสามารถยับยั้งการเกิด apoptosis ตลอดจนสามารถไปยับยั้ง Caspase 9 ได 
อยางไรก็ตามผลของการศกึษาอาจจะสนับสนุนความเกี่ยวกับเปนไปไดในเรื่องของการเพิ่มจํานวน
เซลลตาย จากกลไกของ apoptotic mitochondrial pathway และ การยับยั้งการเกดิ apoptosis ใน
คนที่เปนโรคพยาธิใบไมตบัและการไดรับยา praziquantel ในการรกัษา ซ่ึงทั้งตวัพยาธิและ ES ที่
ผลิตออกมาจากพยาธิมีผลในการไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของโฮตส และทําใหมีการเพิ่มจํานวน
ของเซลลอักเสบ สงผลใหมีระดับการแสดงออกของยีน BAX, Caspase 9, p53 and Akt/PKB ที่
เพ่ิมขึ้น สําหรับหนูเปนโรคพยาธิใบไมตบัและการไดรับยา praziquantel ในการรักษา พยาธจิะ
ตายโดยจะมีการแตกสลายของผนังเซลล มีการปลอย crude และ ES antigen ที่อยูในตวัของ
พยาธิ แพรออกสูภายนอก แลวมีผลทําใหไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย โดยจะเห็นไดจาก
มีการรวมตัวของเซลลอักเสบและมีการสรางอนุมูลอิสระจํานวนมากบริเวณรอบๆตวัพยาธทิี่
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เพ่ิมขึ้น (Pinlaor et al. 2004a, b, 2006)   ซ่ึงการเกิด DNA damage และ DNA fragmentation 
อยางฉับพลันอาจจะมีผลไปเพ่ิมใหเซลลใหเกิด apoptosis มากขึ้น ดังน้ัน การเกิด apoptosis ที่
สัมพันธกับการแสดงออกของยีนมีระดับการแสดงออกที่สูงขึ้น และจะลดลงใกลเคยีงกับกลุมหนูที่มี
การติดเชื้อที่ไมไดรับยา    จากผลของการศึกษาสนับสนุนการเพิ่มจํานวนของเซลลอักเสบและ
อนุมูลอิสระ โดยมีการเพิ่มสูงขึ้นของยีนที่สัมพันธกับการเกิด apoptosis ซ่ึงมีรายงานในหนูเมาสที่
มีการติดเชื้อ T. spiralis ในกลามเนื้อ โดยมีการแสดงออกของยีน BAX, Caspase 9, Apaf-1, 
Caspase 3 and Akt/PKB ระหวางที่มีการรวมตวักันของเซลลอักเสบ ในระยะแรกของการติดเชื้อ
ในกลามเนื้อ อยางไรก็ตาม มีการแสดงออกของยีนลดลงในชวงระยะของ capsule formation 
ใกลเคยีงกับหนูปกติ ซ่ึงในระยะ capsule formation น้ีจะมีเซลลอักเสบเล็กนอย (Boonmars et al. 
2004;Wu et al. 2005a, b)    อยางไรก็ตาม การยอม apoptotic localization จะพบเฉพาะใน 
นิวเคลียส ของ Trichinella nurse cell เทานั้น แตจะไมพบใน เซลลอักเสบ (Boonmars et al. 
2004;Wu et al. 2005a, b)    จากผลการทดลองนี้สามารถตรวจสอบการเกิด apoptosis ในเซลล
เน้ือเยื่อไมไดเกิดในเซลลอักเสบ ซ่ึงเปนการยอม apoptotic ตรงตําแหนง nuclei ของ 
inflammatory cells และ epithelial bile duct เทานี้ (ภาพที่ 7,9)   ฉน้ันรูปแบบของการแสดงออก
ของยีนที่สัมพันธกับการเกิด apoptosis ในหนูแฮมสเตอรที่มีการติดเชื้อพยาธใิบไมตับ อาจจะ
เกี่ยวของทั้งในเรื่องของการเพิ่มขึ้นของ apoptotic T cell และ epithelial hepatic bile duct. ผล
ของการศึกษาสนับสนุนผลการรักษาดวยยา praziquantel ภายในระยะเวลาสั้นๆ มีความสัมพันธ
กับการเพิ่มจํานวน apoptosis หรือการทําใหเซลลถูกทําลาย  
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สรุปและเสนอแนะตลอดจนประโยชนในทางประยกุตของผลวจิัยที่ได 
  

 ผลของการศกึษาสนับสนุนผลการรักษาดวยยา praziquantel ภายในระยะเวลาสั้นๆ มี
ความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวน apoptosis หรือการทําใหเซลลถูกทาํลาย  มีการรายงานเกี่ยวกบั
การรักษาดวยยาซ้ําหลายๆครั้ง อาจเปนสาเหตุทําใหเกิด DNA หรือ protein mutation และอาจ
พัฒนาไปสูการเปนมะเร็งได ซ่ึงประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบวามี
การติดเชื้อซํ้าอยูเปนประจําอันเนื่องมาจากพฤติกรรมการบริโภคปลาวงศตะเพียนที่ปรุงไมสุก เชน 
ปลาจอม ปลาสม ปลารา กอยปลา เปนตน ถาในครวัเรือนใดตรวจพบวาเปนพยาธิชนิดนี้อาจบงชี้
ไดวาสมาชิกในครอบครัวเปนโรคพยาธิน้ีดวย  อีกทั้งการนิยมรับประทานของหมักดองซึ่งทําให
ไดรับสารจําพวกไนโตรซามนี ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง ซ่ึงบอกไปถึงความเสี่ยงของการเปนโรคมะเร็ง
ทอนํ้าดีในอนาคตดวย พฤติกรรมเหลานีไ้มสามารถปรับเปลี่ยนไดหรือปรับเปลี่ยนไดคอนขางยาก 
อีกทั้งมีการรักษาดวยยาอยูบอยครั้ง ซ่ึงน่ันหมายถึงรางกายจะตองมีการซอมแซมเน้ือเยื่อที่ไดรับ
การบาดเจ็บอยูเสมออีกทั้งเปนผลรวมกบัการกระตุนเซลลอักเสบจากสารจําพวกไนโตรซามีนอยู
เปนประจํา ซ่ึงเปนเหตุนําไปสูการผาเหลาของยีนและการพัฒนากลายเปนมะเร็ง การศึกษาครั้งน้ี
อาจเปนองคความรูใหมที่ทราบถึงการรักษาดวยยา praziquantel ซํ้าๆในสัตวทดลองซึ่งถึงแมจะ
ไมใชผลเสยีโดยตรงจากยาแตเปนผลพลอยไดซ่ึงอาจจะไมดีนักและคาดวาสามารถใชหลักการหรือ
ผลที่เกิดขึ้นมาอธิบายถึงผลในมนษุย และอาจเปนปจจัยเสี่ยงในการพัฒนาเปนมะเร็ง และที่
นาสนใจคือ การตอบสนองของระบบภมิูคุมกันของรางกาย อาจจะเปนปจจัยเสีย่งอยางหนึ่งที่อาจ
เกี่ยวของกับการพัฒนาเปนมะเร็งทอนํ้าดีได อยางไรก็ตามการศึกษาในคนอาจจะทําใหกระจางขึ้น
แตการจะนําคนมาเปนโมเดลศึกษากลไกนี้คงผิดหลักจริยธรรม ดังน้ันการศึกษาเชิงลึกในหลอด
ทดลองในอนาคตขางหนาอาจมีความจําเปนทําใหเกิดความกระจางและเปนทีย่อมรับของวงการ
แพทยและสาธารณสุขมากขึ้นถึงผลทีต่ามมาหลังการรักษาดวยยา praziquantel  รวมทั้งการ
นําไปใชเปนขอควรระวังในการจายยาและใหคําแนะนําแกคนไข บุคคลทัว่ไปที่มีการซื้อยา
รับประทานเองอยูบอยครั้ง  ดังน้ันจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะพิสูจนสมมุติฐานนีต้อไป 
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Abstract The aim of this study was to investigate the
apoptosis-related gene expression in hamster opisthorchia-
sis after praziquantel treatment. Hamsters were infected
with Opisthorchis viverrini metacercariae then treated
with praziquantel. The expression of apoptosis-related
genes [i.e., apoptosis gene Bcl-2-associated protein X
(BAX), caspase 9, p53, and protein kinase B (PKB)] was
detected by real-time reverse transcription polymerase
chain reaction. Histopathological analyses of liver tissues
were studies by staining the sections with hematoxylin and
eosin using light microscopy. Apoptotic assay was used to
localize the apoptotic cell death. The results show that
BAX, Akt/PKB, p53, and caspase 9 expression level were
significantly increased on day 30 post infection and at 6 h
post treatment and gradually decreased nearly to the
uninfected control and 24 h post treatment, perhaps due to

a decrease in inflammatory cells. Apoptotic staining was
positive reaction at inflammatory cells and nuclei of
epithelial bile ducts. Although using praziquantel has an
advantage in killing parasites, our results show the effect of
praziquantel treatment from host immune response that
induces increased apoptosis-related genes in the short term
due to an increase in inflammatory cells surrounding the
bile ducts.

Introduction

Opisthorchiasis caused by Opisthorchis viverrini (OV) is
prevalent mainly in Thailand, Lao People’s Democratic
Republic, and Cambodia. In Thailand, approximately
8 million people are infected with OV (WHO 2004);
moreover, the distribution of opisthorchiasis has marked
regional clumping and is highly endemic in Northeast
Thailand, where the occurrence of cholangiocarcinoma
(CCA) is the highest in the world (IARC 1994, 1997).
Although praziquantel, the drug of choice for opisthor-
chiasis, has been widely used (Pungpak et al. 1998),
opisthorchiasis and CCA remain the leading cause of death
in this region. This may be due in part to local eating habits,
which increase the risk of OV re-infection and, relatedly,
the development of CCA. Although recent reports showed
that praziquantel could reduce a risk factor for the
pathogenesis of CCA (Pinlaor et al. 2006), frequent
treatment with praziquantel may be detrimental to the host
through inflammation.

People are infected with OV by ingesting raw or
inadequately cooked cyprinoid fish infested with metacer-
caria, the infective stage of flukes. After ingestion, the
metacercariae were excysted as a result of gastric and
intestinal juices. The excysted juvenile flukes migrate up
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the common bile duct into the intrahepatic bile ducts where
they mature and fertilize. Some worms were found in the
common bile duct, cystic duct, or gall bladder. During
infection, at the early stages of infection, the liver is
changed due to the inflammatory response around the
juvenile flukes in the intrahepatic bile ducts. The severity of
inflammation gradually increases and reaches a maximum
about 1 month post infection (as evidenced by proliferation
of mononuclear cells and eosinophils infiltrates around the
intrahepatic bile ducts). The virulence of the disease also
involves the host’s own immune response such as cytokine
expression, resultant free radicals, and apoptosis through
the Fas ligand, TNF∝ and mitochondrial pathways (Lodish
et al. 2000). Chronic infection for many years is associated
with several hepatobiliary diseases (Sripa 2003), which are
in turn associated with the development of hepatobiliary
cancer and CCA, albeit the precise genesis remains obscure.

Praziquantel is an effective antihelminthic widely used
for treatment of opisthorchiasis. The chemoactivity of the
medication damages the tegument of worms, leading to
vacuolization, swelling, and finally disruption and detach-
ment of the tegument and parasite death (Apinhasmit and
Sobhon 1996). Although praziquantel is useful for treat-
ment of trematodes, its side effects include mild headache,
lassitude, sleepiness, and diarrhea (Supanvanich et al. 1981;
Pungpak et al. 1998).

Moreover, our preliminary findings indicated that inflam-
matory cells were more numerous surrounding the hepatic
bile duct after praziquantel treatment; therefore, we hypoth-
esized that after praziquantel treatment, residual parasite
antigens stimulated the host cellular immune response and
the release of free radicals leading to cell damage and
apoptosis. This would be a distinct disadvantage of
praziquantel treatment of persons infected with OV, which
we intended to investigate using a hamster model. Real-time
reverse transcription polymerase chain reaction (real-time
RT-PCR) was used to investigate apoptosis-related gene
expression [i.e., Bcl-2-associated protein X (BAX), Akt/
PKB, p53, and caspase 9] during OV infection, pre- and
posttreatment. Light microscopy was used to investigate the
histopathological change, immunolocalization of OV excre-
tory secretory (ES) protein, and apoptotic cell death.

Materials and methods

Parasites and infection

OV metacercariae were obtained from naturally infected
cyprinoid fish captured from a fresh water reservoir in an
endemic area of Khon Kaen, Northeast Thailand. Fresh fish
were minced and digested with pepsin HCl, filtrated, and
then washed with normal saline until it was clear.

Metacercariae were isolated and identified under a dissect-
ing microscope. Finally, they were divided into groups of
50 metacercariae for infecting hamsters by intragastric
intubation. Male hamsters, aged 6–8 weeks, from the
Animal Unit, Faculty of Medicine, Khon Kaen University,
were used in the experiments. The protocol was approved
by the Animal Ethics Committee of the Faculty of Medi-
cine, Khon Kane University, Thailand (Ethical Clearance
no AEKKU0023105).

They were divided into three groups: uninfected group,
OV-infected group, and praziquantel-treated group. Ham-
sters were killed 14, 30, and 90 days post infection (dpi)
and the sample prepared according to conventional methods
for light microscopic observation, immunohistolocalization,
and real-time RT-PCR.

Praziquantel treatment

Praziquantel purchased from Medicpharma, Bangkok,
Thailand was used in this experiment. A dosage of
400 mg/kg was orally given to each hamster. Uninfected
hamsters treated with praziquantel constituted the control.
OV-infected hamsters at 3 months were divided to four
groups as follows: (1) infected control group; (2) 6 h post
treatment; (3) 12 h post treatment; and, (4) 24 h post
treatment. All of the hamster groups were fed ad libitum
and maintained at the Animal Unit, Faculty of Medicine,
Khon Kaen University, Thailand. Hamsters were killed on
schedule, and the sample prepared according to conven-
tional methods for light microscopic observation, immuno-
histolocalization, and real-time RT-PCR.

Light microscopic observation

Liver samples were processed for light microscopic
observation according to Boonmars et al. (2004) i.e., fixed
with 10% formalin solution and the liver samples processed
in a conventional manner and stained with hematoxylin and
eosin staining.

Immunohistochemical staining for OV-ES protein

Deparaffinized sections of infected hamster livers from the
infected control group and the 6-, 12-, and 24-h post
treatment groups were processed for immunostaining. The
sections were blocked with 5% skim milk in phosphate-
buffered saline (PBS), incubated with 1:50 dilution of the
rabbit polyclonal antibodies against OV-ES antigen (per-
formed in our laboratory according to the conventional
method) for 1 h at 37°C, and washed three times with
0.05% Tween 20 in PBS. The labeled second antibody used
was 1:100 diluted goat anti-rabbit IgG–horseradish perox-
idase antibodies (ZYMED Laboratories, San Francisco,
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CA, USA) and diaminobenzidene (visual marker) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The negative control
study was performed using rabbit normal serum instead of
the rabbit polyclonal antibodies against OV-ES antigen.

Primers for quantitative reverse transcription

The primer pairs for apoptosis-related gene expression
(BAX, Akt/PKB, p53, and caspase 9) and endogenous
control (MG3PDH, mouse glyceraldehydes-3-phosphate
dehydrogenase) were designed based on the published
sequence (Table 1).

RNA extraction and cDNA preparation

RNA extracted from whole liver at the hilar region (250 mg),
obtained from the uninfected group, the infected control
groups (0, 14, 30 and 90 dpi), and the treated groups (6 h,
12 h, and 24 h), was used for analysis. Total RNA was
isolated using TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. The isolated
RNA was treated with DNase (RQ1 RNase-Free DNase,
Promega, Madison, WI, USA) and Ribonuclease Inhibitor
(Takara Shuzo, Kyoto, Japan) in buffer (400 mM Tris–HCl,
100 mM NaCl, 60 mM MgCl2, and 20 mM ditheothreitol,
pH 7.5). The treated RNAwas extracted and precipitated with
phenol/chloroform and ethanol and dissolved in RNase-free
water (100 µl). Total RNA was reverse-transcribed into
cDNA using Oligo (dT)15 primers (Amersham Phamacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA) and M-MLV (Invitrogen,
USA). The cDNAwas kept at −80°C until use.

SYBR Green real-time RT-PCR assay

Real-time PCR using the SYBR® Green method on an
ABIprism 7500 sequence detector system (Applied Bio-

systems, Foster City, CA) was performed to analyze the
relative quantification of mRNA expression. The reaction
contained 3 µl of 1:5 diluted-single strand cDNA, 1× PCR
buffer (20 mM Tris–HCl pH 8.3, 20 mM KCl, 5 mM
(NH4)2SO4), 10 mM dNTPs, 5 pmol forward and reverse
primer, 0.5× SYBR Green, and 1 U of Hot start Taq DNA
polymerase (MBI Fermentous, St. Leon-Rot, Germany).
The PCR cycling conditions were 95°C for 10 min, then 40
cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 1 min,
followed by 72°C for 10 min. At each cycle, the
accumulated PCR products were detected by monitoring
the increasing in fluorescence of the reporter dye from
dsDNA-binding SYBR Green. After PCR, a melting curve
was constructed in the range of 60 to 99°C. All data were
analyzed using the Rotor Gene 5 software (Corbett,
Australia). Relative expression of BAX, Akt/PKB, p53,
and caspase 9 mRNAwas calculated using the comparative
Ct method as previously described (Gerard et al. 1998). All
values were normalized to the G3PDH gene and reported as
fold change over background levels detected in untreated
control or before drug treatment as a calibrator.

Apoptotic assay

To confirm apoptosis-related gene expression profile result,
terminal uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling (TUNEL) analysis was used to evaluate
apoptosis on the liver sections using a commercially
available kit (Wako Chemicals, Tokyo, Japan), and sections
were examined by light microscope.

Statistical analysis

The data of relative gene expression level in each group
were presented in three hamsters as mean±SD. Statistic
comparison between normal control and OV infection

Table 1 Summary of the primer pairs for real-time RT-PCR

Gene Product length Sequence GenBank accession
number/referenceUpper line: forward primer

Bottom line: reverse primer

Akt (PKB) 201 bp GGTGATCCTGGTGAAGGAGA M94335
GCGTACTCCATGACAAAGCA

BAX 215 bp AGCTGCAGAGGATGATTGCT AJ582075.1
CTCTCGGAGGAAGTCCAGTG

Caspase 9 205 bp GATGCTGTCCCCTATCAGGA NM_015733
GGGACTGCAGGTCTTCAGAG

P53 232 bp AAGGCGATAGTTTGGCTCCT Y08900
CTGGGGTCTTCCAGTGTGAT

MG3PDH 228 bp 5′GGCATTGTGGAAGGGCTCAT 3′ Boonmars et al. 2005
5′ GACACATTGGGGGTAGGAACAC3′
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before treatment and parziquantel-treated hamster group,
was performed using one-way ANOVA, with Duncan tests
(SPSS v.11.5, USA; and EXCEL Microsoft, USA). Value
of p<0.05 was taken to be significant.

Results

Light microscopic observation

It was shown from Fig. 1 that the inflammation around bile
duct was not observed in uninfected group (Fig. 1a).
Inflammation around that parasite was clearly observed on
day 14 (Fig. 1b). The severity of inflammation gradually
increases and reaches a maximum on day 30 (Fig. 1d) by
proliferation of mononuclear cells and eosinophilic infil-
trates around the intrahepatic bile ducts. The inflammatory
reactions tended to decrease on days 60–90 post infection.
Lymphoid follicles, as well as plasma infiltration, were

predominantly observed (Fig. 1e,f). Thickened and dilated
hepatic bile duct was observed clearly (Fig. 1b–f). At 6 h
posttreatment, most of the parasites were killed, and the
host immune response increased by increasing inflamma-
tory cells surrounding the parasites and hepatic bile ducts
(Fig. 2b). Eosinophils, mononuclear cells, and neutrophils
with lymphoid aggregation were predominant at 6–12 h
post treatment (Fig. 2b and c, respectively). At 24 h post
treatment, parasite bodies could not be observed as if they
were degraded (Fig. 2d). Figure 3 shows apoptotic cell
death (condensed nuclei) of T cells, and bile duct epithelial
cell was observed in OV-infected and treated groups.

Immunohistochemical staining

Figure 4 shows the immunohistochemical staining of OV-
ES protein on deparaffinized sections of infected livers at
90 dpi (Fig. 4a), 6 h (Fig. 4b), 12 h (Fig. 4c) and 24 h post
treatment (Fig. 4d). The parasite body and its tegument

Fig. 1 Histopathological studies of infected livers at various stages
[on days 14 (b), 21 (c), 30 (d), 60 (e), and 90 (f) post infection]
compared to the normal liver (a). P Parasite; BD bile ducts; asterisk

inflammatory cells infiltrate. Note the inflammations during infection
were observed at 14 dpi and predominantly at 30 dpi as that gene-
expression observation. Original magnification: ×10
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were positive for ES protein staining (Fig. 4a–c). Strong
positive staining for OV-ES protein was also observed in
bile duct epithelial cells and the inflammatory cells of the
praziquantel-treated group (Fig. 4b,c). At 24 h post
treatment, the parasites were degraded so that very light
positive staining was observed at epithelial cells of bile
ducts (Fig. 4d). The well-developed round nucleoli were
negative for staining. The negative control was negative for

the OV-ES protein staining which confirmed staining
specificity (data not shown).

Relative real-time RT-PCR of apoptosis-related
gene expression

Figure 5 shows the BAX, caspase 9, p53, and Akt/PKB gene
expression profiles on uninfected control, OV-infected (14,
30, and 90 dpi), and praziquantel-treated on short time (6, 12,
and 24 h) that were evaluated in the liver. The BAX
expression was observed in all groups but different in the
expression level (Fig. 5a). The BAX gene-expression level
was increased on 14 dpi and tends to decrease on 90 dpi.
After infection (14, 30, and 90 dpi), the BAX gene-
expression level was higher than the uninfected control. A
significant increased of BAX expression level in opisthorch-
iasis was observed at 30 dpi compared with in the uninfected
control and 14 and 90 dpi groups (P<0.05). On 14 dpi, the
BAX expression was increased but not significantly different
from normal control group. The BAX expression level tends
to decrease at 90 dpi. In treated praziquantel group at 6 h, the
BAX expression level was significantly increased when
compared with 12 and 24 h post treatment, 90 dpi before
treatment, uninfected control, 14 dpi, and 30 dpi (P<0.05).
Interestingly, the caspase 9 (Fig. 5b), p53 (Fig. 5c), and Akt/
PKB (Fig. 5d) expression profiles were similar to BAX. In
brief, the highest gene expressions were observed at
30 dpi and 6–12 h post treatment (P<0.05).

Fig. 3 The apoptotic cell death in liver sections. Bd Bile duct; arrows
apoptotic cell (condensed nucleus). Original magnification: ×10.
Upper right panel is apoptotic cell death with high magnification

Fig. 2 Histopathological study
of the livers of Opisthorchis
viverrini-infected hamsters.
a Untreated control at 90 dpi;
b treated with praziquantel at
6 h post treatment; c 12 h post
treatment; d 24 h post treatment;
P parasite; Bd bile duct; asterisk
inflammatory cell. Original
magnification: ×10
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Apoptotic assay

Apoptotic assay was done to clarify whether the immune
response post treatment enhanced the apoptotic cell death.
Figure 6 shows that the apoptosis was observed in all liver
tissue in each group. The positive reaction was observed at
the nuclei of inflammatory cells and epithelial bile duct.

Discussion

Up to date, disadvantages of using praziquantel for parasitic
treatment have been obscured. The advantages of prazi-
quantel as an anti-trematode (by destroying the parasite
tegument) are well known (Apinhasmit and Sobhon 1996)
that agreed with our present result (Figs. 2 and 3). It is
effective in reducing the pathology of parasitic infection,
such as shistosomiasis (Richards et al. 1989; Richter 2000)
and opisthorchiasis (Hutradilok et al. 1983; Pungpak et al.
1998), and free radicals and nitric oxide products (Pinlaor
et al. 2006). By contrast, praziquantel’s effectiveness in
killing parasites may also have uninvestigated disadvan-

tages. There are many genes involved in pathological
process of OV infection, but a few genes had reported
[i.e., free radicals (iNOS, NO), growth factor signaling
(TGFBI, PGF, IGFBP1, IGFBP3), signal transduction
pathways (TGF-beta; Pinlaor et al. 2004a, b; Jinawath et
al. 2006; Thuwajit et al. 2006). Thus, we investigated
hamster opisthorchiasis on apoptosis-related gene expres-
sion in a short duration study of posttreatment.

The normally apoptotic mitochondrial pathway is started
from increased BAX which induces the opening of the
outer membrane pore of the mitochondria, and then
cytochrome c would be released and bind with Apaf1 and
caspase 9, causing the cell-death cascade. There are many
kinds of apoptotic gene regulation in each pathway (i.e.,
BCL-2, MDM2). Akt/PKB is one of them that is well-
known in anti-apoptosis as it can inhibit apoptosis through
caspase 9 (Lodish et al. 2000; Boonmars et al. 2004, 2005).

It is known that OV infection induces host immunologic
activity, parasite-specific responses and/or parasite products
and NO synthesis in human and animal models (Pinlaor et
al. 2006). These causes constitute one range of factors that
predispose to apoptotic cell death. The increased apoptotic

Fig. 4 Immunohistochemical
staining for anti-excretory
secretory polyclonal antibody
after reaction with deparaf-
finized sections of infected liver.
a Untreated control; b at 6 h
post treatment; c 12 h post
treatment; d 24 h post treatment.
Dark color indicates the
positive reaction. P Parasite;
Bd bile duct; asterisk
inflammatory cells. Original
magnification: ×10
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cell death correlated with the aggregation of inflammatory
cells. Although the old theory is that the apoptosis will
occur without inflammatory cell, the truth is inflammatory
cells can cause cell damage through free radicals such as
reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) (Kim
et al. 2002; Kuwano and Hara 2000) which led to cell
death. Our results show the effectiveness of how prazi-
quantel treatment increases parasite ES and crude antigen,
leading to increased host immune response and aggregated
inflammatory cells as shown in histopathological changes
and the immunolocalization of OV-ES protein results
(Figs. 2b,c and 4b,c) especially at 6 and 12 h post
treatment; the tegument wall was broken that resulted in
the crude and ES antigen of parasite spreading out; that is
why the epithelial bile duct and inflammatory cells had
positive strong staining than that of untreated control and at
24 h post treatment. Surprisingly, the intensity of inflamma-
tory cells surrounding the hepatic bile duct in praziquantel-
treated group was higher than day 30 post infection which
was the peak time point of the inflammatory cell aggregation.

Our real-time RT-PCR result (Fig. 5) suggests that after
OV infection at early (14 dpi) and transient stage (30 dpi),
the apoptotic gene expression level (BAX, caspase 9, p53)
and anti-apoptotic gene (Akt/PKB) were increased due to
the increasing inflammatory cells surrounding the hepatic
bile duct (Fig. 1b–d). These results were supported by the
expression level of apoptotic genes, and anti-apoptotic gene
in treated praziquantel group at 6 and 12 h were similar as
that of 30 dpi which was correlated to the pathological
changes and aggregation of inflammatory cells. This may
suggest that the host immune response post treatment
caused apoptotic cell death.

Apoptotic staining result shows apoptotic cell in T cells
and nuclei of epithelial bile ducts (Fig. 6). The most
important point of our study is the increasing apoptosis-

Fig. 6 The apoptotic staining using TUNEL analysis in liver sections.
Bd Bile duct; arrows positive staining. Original magnification: ×10

Fig. 5 The BAX (a), caspase 9 (b), p53 (c) and PKB (d) expression
level (folds) relative to MG3PDH. 1 Non-infected control, 2 14 days
post infection (dpi), 3 30 dpi, 4 90 dpi or untreated control, 5 90 dpi,
6 h post treatment, 6 12 h post treatment, 7 24 h post treatment. Note
that all genes were increased during infection on 30 days post
infection and 6–12 h post treatment. Values are given as mean±SD
from three hamsters in each group. Values not sharing a common
superscript letter differ significantly at P< 0.05. Duncan procedure
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related gene expression level which was indirectly induced
by praziquantel treatment.

So far, our present results may suggest the possible way
of increasing cell death through apoptotic mitochondrial
pathway and its inhibitor in OV infection and OV infection
followed by praziquantel treatment. The parasite is dead by
praziquantel treatment, then antigenic material was released
from broken-down parasites, which increases a host
immune response as presented in aggregation of inflamma-
tory cells and increasing free radicals surrounding the
infected area (Pinlaor et al. 2004a, b, 2006). DNA damage
and fragmentation would immediately increase predispos-
ing cells to apoptosis, thus apoptosis-related gene expres-
sions (BAX, caspase 9, p53, and Akt/PKB) would be at
high levels and then decrease to nearly the same as the
infected control group.

Data supporting the increased aggregation of inflamma-
tory cells and free radicals increasing apoptosis-related
genes have been reported with respect to Trichinella
spiralis infection in mouse muscle, where the expression
of apoptosis-related genes (BAX, caspase 9, Apaf-1,
caspase 3, and Akt/PKB) occurred during aggregation of
inflammatory cells at the early stages of muscle infection.
Subsequently, levels reduced to near the uninfected control
during completed capsule formation with only a few
inflammatory cells being observed (Boonmars et al. 2004;
Wu et al. 2005a, b). However, apoptotic localization was
observed only in nuclei of Trichinella nurse cell but not the
inflammatory cells (Wu et al. 2005a, b). In addition, this
result could confirm that apoptosis happens in the cell
tissue but not the inflammatory cells. These apoptotic
staining data conversed with our result that its apoptotic cell
death localized at the nuclei of inflammatory cells and
epithelial bile duct (Fig. 6). Therefore, the expression of
apoptosis-related gene profiles in hamster opisthorchiasis
may involve both the increasing apoptotic T cell and
epithelial hepatic bile duct. Our study suggests that
praziquantel treatment was indirectly related to a short
duration increase in apoptotic cell death or cell damage
through host immune response.

It is well known that repeated healing many times
may cause DNA or protein mutation, leading to cancer
development. It is real that people, especially in
Northeast Thailand, are re-infected and re-treated many
times; that means many times, tissue repairing occurs.
This reason may lead to gene mutation and CCA
development. This new finding may be used to be aware
that the repeated praziquantel treatment in man may lead
to risk for CCA development. Interestingly, this host
immune response post praziquantel treatment may be one
kind of risk factor that may be associated with CCA
development. Therefore, further studies are needed to
explore this hypothesis.
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Abstract Our objective was to reveal whether host
immune response in hamster opisthorchiasis post-prazi-
quantel treatment could induce apoptotic cell death in
inflammatory cells. We, therefore, investigated apoptosis-
related gene expression in hamsters re-infected with
Opisthorchis viverrini (OV) and re-treated with praziquan-
tel. Hamsters were re-infected with OV metacercariae then
re-treated with praziquantel. The expression of apoptosis-
related genes (i.e. apoptosis gene Bcl-2 associated protein
X [BAX], caspase 9, p53 and protein kinase B [PKB]) was
detected by real-time reverse transcription-polymerase
chain reaction. Histopathological analyses of liver tissues
were performed by staining the sections with haematoxylin
and eosin using light microscopy. The results show that
BAX, Akt/PKB, p53 and caspase 9 expression levels were
significantly increased on day 30 post-infection and at 6 h
post-treatment and gradually decreased to a level near the
uninfected control and at 24 h post-treatment, perhaps
because of a decrease in inflammatory cells. Apoptotic cell
death was observed at the nuclei of epithelial cells of the
bile ducts and of T cells. Our results suggest that repeated
infection with OV and re-treatment with praziquantel
induces a host immune response that increases inflamma-

tory cells, which in turn leads to increase, apoptosis-
related gene expression in the short term post-treatment.

Introduction

The occurrence of cholangiocarcinoma (CCA) is highly
endemic in Northeast Thailand and is the highest in the
world. Several risk factors for CCA, such as radiation,
parasite infection and chronic inflammation, have been
reported (IARC 1994, 1997; WHO 2004). Opisthorchiasis-
associated CCA was most often observed and remains the
leading cause of death in this region (WHO 2004), in part
because of local dietary habits, which increase the risk of
Opisthorchis viverrini (OV) re-infection, which is related to
the development of CCA.

Although recent reports show that praziquantel could
reduce the risk for the pathogenesis of CCA (Pinlaor et al.
2006), frequent treatment with praziquantel may be
detrimental to the host through the inflammation process.
The opisthorchiasis-pathological changes include the ag-
gregation of inflammatory cells surrounding the intra- and
extra-hepatic bile ducts. Chronic infection with OV for
many years is associated with several hepatobiliary diseases
(Sripa 2003), which are in turn associated with the
development of hepatobiliary cancer and CCA, albeit the
precise genesis remains obscure.

Praziquantel is an effective anti-helminthic drug widely
used for treatment of opisthorchiasis. The chemo-activity of
the medication damages the tegument of worms leading to
vacuolization, swelling and finally disruption and detach-
ment of the tegument and parasite death. Although
praziquantel is useful for treatment of trematodes, there is
no report about its virulent side effects (Supanvanich et al.
1981).
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Our preliminary findings indicate that inflammatory cells
were more numerous surrounding the hepatic bile duct after
praziquantel treatment; therefore, we hypothesized that after
praziquantel re-treatment, residuals of parasite antigens
enhance the stimulation of the host cellular immune
response and the release of free radicals, leading to cell
damage and apoptosis. This would be a distinct effect of
praziquantel treatment in persons infected with OV, which
we intended to investigate using a hamster model.

Materials and methods

Parasites and infection

OV metacercariae were obtained from naturally infected
cyprinoid fish captured from a fresh water reservoir in an
endemic area of Khon Kaen, Northeast Thailand. Fresh fish
were minced and digested with pepsin–HCl, filtrated and
then washed with normal saline solution until the solution
was clear. Metacercariae were isolated and identified under
a dissecting microscope. Finally, the metacercariae were
divided into groups of 50 for infecting hamsters via
intragastric intubation.

Male hamsters, 6 to 8 weeks old, from the Animal Unit,
Faculty of Medicine, Khon Kaen University, were used in
the experiments. The hamsters were divided into three
groups (i.e. the OV-infected group, the uninfected group
[normal control] and the OV-re-infected praziquantel
treatment or re-treated group). Hamsters were killed on
days 14, 30 and 90 post-infection. The liver samples were
prepared according to conventional methods for light
microscopic observation and real-time reverse transcription
polymerase chain reaction (real-time RT-PCR). This pro-
tocol was approved by the Animal Ethics Committee of the
Faculty of Medicine, Khon Kean University, Thailand
(Ethical Clearance no. AEKKU0023105).

Real-time RT-PCR was used to investigate the apoptosis-
related gene expression (i.e. BAX, Akt/PKB, p53 and cas-
pase 9) during OV infection and pre- and post-praziquantel
treatment. Light microscopy was used to investigate the
histopathological changes and apoptotic cell death.

Praziquantel treatment

Praziquantel, purchased from the Medicpharma, Bangkok,
Thailand, was used in this experiment. A dosage of 400 mg/
kg was given orally to each hamster. Uninfected hamsters
treated with praziquantel constituted the control. Three
months after infection, OV-infected hamsters were treated
with praziquantel and re-infected with OV within a week
then re-treated with praziquantel on day 30 post-infection.
Fours groups of hamsters were studied in this experiment:
(1) untreated control at 90 days post-infection (dpi), (2)
OV-re-infected praziquantel re-treatment at 6, (3) 12 and (4)
24 h post-treatment. All of the hamster groups were fed ad
libitum and maintained at the Animal Unit, Faculty of
Medicine, Khon Kaen University, Thailand.

Light microscopic observation

Liver samples were processed for light microscopic
observation according to Boonmars et al. (2004), i.e. fixed
with 10% formalin solution, processed in a conventional
manner and stained with haematoxylin and eosin.

Primers for quantitative reverse transcription

The primer pairs for apoptosis-related gene expression (i.e.
BAX, Akt/PKB, p53 and caspase 9) and endogenous
controls (MG3PDH, mouse glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) were designed based on the published
sequence (Tables 1 and 2).

RNA extraction

Ribonucleic acid (RNA) was extracted from whole liver at
the hilar region (200 mg), obtained from the uninfected
group, the infected control groups (0, 14, 30 and 90 dpi)
and the treated groups (6, 12 and 24 h), were used for
messenger RNA (mRNA) analysis. Total RNAwas isolated
using TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions. The isolated RNA was treated
with DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega, Madison,
WI) and Ribonuclease Inhibitor (Takara Shuzo, Kyoto,
Japan) in buffer (400 mM Tris–HCl, 100 mM NaCl, 60 mM

Table 1 Summary of the primer pairs for real-time RT-PCR

Gene Product length (bp) Sequence—forward primer; reverse primer GenBank accession number

Akt (PKB) 201 GGTGATCCTGGTGAAGGAGA; GCGTACTCCATGACAAAGCA M94335
BAX 215 AGCTGCAGAGGATGATTGCT; CTCTCGGAGGAAGTCCAGTG AJ582075.1
Caspase 9 205 GATGCTGTCCCCTATCAGGA; GGGACTGCAGGTCTTCAGAG NM_015733
p53 232 AAGGCGATAGTTTGGCTCCT; CTGGGGTCTTCCAGTGTGAT Y08900
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MgCl2 and 20 mM ditheothreitol, pH 7.5). The treated
RNA was extracted and precipitated with phenol/chloro-
form and ethanol and dissolved in RNase-free water
(100 μL). The total RNA was reverse transcribed into
complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) using
Oligo (dT)15 primers (Amersham Phamacia Biotech,
Piscataway, NJ) and Moloney Murine Leukaemia Virus
(Invitrogen, USA). The cDNA was kept at −20°C until
used.

SYBR Green real-time PCR assay

The real-time RT-PCR using the SYBR® Green method on
an ABIprism 7500 sequence detector system (Applied
Biosystems, Foster City, CA) was performed to analyse
the relative quantification of mRNA expression. The real-
time RT-PCR reaction contained 3 μL of 1:5 diluted
single-strand cDNA, 1× PCR buffer (20 mM Tris–HCl
pH 8.3, 20 mM KCl, 5 mM (NH4)2SO4), 10 mM
deoxynucleotide phosphates, 5 pmole forward and reverse
primer, 0.5× SYBR Green and 1 U of Hot start Taq DNA
polymerase (MBI Fermentous, St. Leon-Rot, Germany).
The PCR-cycling conditions were 95°C for 10 min, then
40 cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 30 s and 72°C for
1 min, followed by 72°C for 10 min. At each cycle, the
accumulated PCR products were detected by monitoring
the increase in fluorescence of the reporter dye from
double-strand DNA-binding SYBR Green. After PCR, a
melting curve was constructed in the range of 60 to 99°C.
All of the data were analysed using the Rotor Gene 5
software (Corbett, Australia). Relative expression of BAX,
Akt/PKB, p53 and caspase 9 mRNA was calculated using
the comparative Ct method as previously described
(Gerard et al. 1998). All values were normalized to the
G3PDH gene and reported as fold changes over back-
ground levels, detected in untreated control or before drug
treatment as a calibrator.

Statistical analysis

The data of relative gene expression levels in each group
were represented in three hamsters as mean±SD. The
statistical comparison between the normal control or
untreated control and the parziquantel-treated groups was
performed using a one-way analysis of variance, with
Duncan tests (SPSS v.11.5, USA; and EXCEL Microsoft,
USA). A p<0.05 was required for statistical significance.

Results

Pathological changes in OV infection

Figure 1 demonstrates that inflammation surrounding the
extra- and intra-hepatic bile ducts does not occur in the
uninfected group (Fig. 1a), while inflammation surrounding
the parasite was clearly observed on day 14 (Fig. 1b). The
severity of inflammation gradually increased and reached a
maximum on day 30 (Fig. 1c) demonstrated by the
infiltration of mononuclear cells and eosinophils around
the intra-hepatic bile ducts. The inflammatory reactions
tended to decrease on day 90 post-infection. Lymphoid
follicles as well as plasma infiltration were predominant
and thickened, and dilated hepatic bile ducts were clearly
observed (Fig. 1d).

Pathological changes in hamster opisthorchiasis post
praziquantel treatment

Figure 2 shows the pathological changes in OV-re-infected
livers followed by praziquantel re-treatment. The fibrosis,

Fig. 1 Histopathological study of the livers of Opisthorchis viverrini-
infected hamsters. Uninfected control (a), OV-infected on 14 (b), 30
(c) and 90 dpi (d), P parasite, Bd bile duct, asterisk, inflammatory cell.
Original magnification=×10

Table 2 Summary of the primer pairs for endogenous control (mouse glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, MG3PDH)

Gene Product length (bp) Sequence—forward primer; reverse primer Reference

MG3PDH 228 5′-GGCATTGTGGAAGGGCTCAT-3′; 5′-GACACATTGGGGGTAGGAACAC-3′ Boonmars et al. 2005
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surrounding the hepatic bile duct of OV-re-infected and
untreated control groups, was largest at 90 dpi with numerous
inflammatory cells (Fig. 2a). At 6 h post-treatment, most of
the parasites were killed, and the inflammatory cells
increased in number surrounding the parasites and the
hepatic bile ducts (Fig. 2b). The inflammatory cells
especially eosinophils, mononuclear cells and neutrophils
with lymphoid aggregation were predominant at 6 to 12 h
post-treatment (Fig. 2b,c). At 24 h post-treatment, parasites
could not be observed suggesting they were degraded
(Fig. 2d). It is interesting to note that the apoptotic cell
death (condense nucleus) were observed in all groups
(Fig. 3).

Relative real-time PCR of apoptosis-related gene
expression

Figure 4 shows that apoptosis-related gene expression in
uninfected control, OV-infected (14, 30 and 90 dpi) and
OV-re-infected praziquantel re-treatment (6, 12 and 24 h)
groups and the untreated control groups was observed in
the liver. The BAX expression was observed in all groups
but different in the expression level. The BAX gene
expression level increased on 14 dpi and tended to decrease
by 90 dpi and seemed to increase again at 6 and 12 h in the
OV-re-infected praziquantel re-treatment groups albeit not

significantly (Fig. 4a). The highest expression level was
observed at 30 dpi. The caspase-9 gene expression profile
was the same as that of BAX gene, but the highest
expression level was observed 6 h post-treatment
(Fig. 4b). The p53 and Akt/PKB gene expression profiles
were similar to the BAX gene, but those increased by
14 dpi and tended to decrease by 90 dpi and significantly
increased again at 6 and 12 h in the OV-re-infected
praziquantel re-treatment group (Fig. 4c,d).

Discussion

The disadvantages of using praziquantel for parasitic
treatment have been obscured because of the well-known
advantages of praziquantel as an anti-trematode agent
(by destroying the parasite tegument; Apinhasmit and
Sobhon 1996). It is indeed effective in reducing the
pathology of parasitic infection such as shistosomiasis
(Richards et al. 1989; Richter 2000) and opisthorchiasis
(Pungpak et al. 1998). It also reduces free radicals and
nitric oxide (NO) products induced by OV-infection
(Pinlaor et al. 2004a, b). Recently, Pinlaor et al. (2006)
reported that after praziquantel, no effect on cell damage
through the pathological changes and inducible NO
synthase-dependent DNA damage via nuclear factor-
kappaB expression was observed for a long time.
Notwithstanding praziquantel’s effectiveness in killing
parasites, it may have uninvestigated, serious, short-
duration post-treatment disadvantages. We sought to
determine which key points may reveal the effect of
praziquantel on cell damage.

Fig. 3 High magnification of apoptosis in the hamster opisthorchiasis
and praziquantel-re-treated liver sample. Bd Hepatic bile duct, arrow,
apoptotic cell death (condense nucleus). Original magnification=×40

Fig. 2 Histopathological study of the livers of Opisthorchis viverrini-
re-infected hamsters. Untreated control at 90 dpi (a), re-treated with
praziquantel at 6 h post-treatment (b), 12 h post-treatment (c) and 24 h
post-treatment (d); P parasite, Bd bile duct, asterisk, inflammatory
cell. Original magnification=×10
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It is well established that OV infection induces host
immunologic activities, parasite-specific responses and/or
parasite products and NO synthesis in human and animal
models (Pinlaor et al. 2004a, b), which is why we observed
the aggregation of inflammatory cells 30 dpi. In the case of
praziquantel treatment, large numbers of inflammatory cells
were observed 6 h post-treatment, when the broken
tegument resulted in leakage of parasite waste products,
which might trigger a host immune response. Enlargement
of the hepatic bile duct was observed after prolonged
infection in a time-dependent manner (Sripa 2003; Pinlaor
et al. 2006). Apoptosis was observed in T cells and the
nuclei of bile duct epithelial cells (Fig. 3). The most
important point of our study is that increasing apoptosis-
related gene expression level was indirectly induced by
praziquantel treatment through the host immune response
inflammatory cells.

The normally apoptotic mitochondrial pathway starts
from increased BAX, which induces opening of the outer
membrane pore of the mitochondria so that cytochrome c
would be released and bind with Apaf1 and caspase 9
causing the cell death cascade. There are many kinds of
apoptotic gene regulators (either/or inhibitors or anti) in
each pathway (i.e. BCL-2, MDM2), and Akt/PKB is one
that is well-known for inhibiting apoptosis through caspase
9 (Boonmars et al. 2004; Lodish et al. 2000).

Thus far, our present results suggest a possible way of
increasing cell death through the apoptotic mitochondrial
pathway and its inhibitor in opisthorchiasis and opisthorch-
iasis treated with praziquantel. Antigenic materials released
from broken-down parasites increase the host immune
response as demonstrated by the aggregation of inflamma-
tory cells and increasing free radicals surrounding the
infected area (Pinlaor et al. 2006). DNA damage and
fragmentation would immediately increase the predisposing
of cells to apoptosis, which would lead to increase
expression of apoptosis-related gene expression (i.e. BAX,
caspase 9, p53 and Akt/PKB) to nearly the same as the
infected control group.

Our real-time RT-PCR result (Fig. 4) shows that after
OV infection, the apoptotic genes (i.e. BAX, caspase9,
p53) and anti-apoptotic gene (Akt/PKB) expression levels
were significantly increased at day 30 because of
increasing inflammatory cells surrounding the hepatic bile

Fig. 4 The relative real-time RT-PCR has shown that the BAX (a),
caspase-9 (b), p53 (c) and PKB (d) expression level (folds) relative to
MG3PDH. Uninfected control (1), OV-infected on 14 (2), 30 (3),
90 dpi (4), Untreated control at 90 dpi (5), OV-re-infected followed by
praziquantel re-treatment at 6 h post-treatment (6), 12 h post-treatment
(7) and 24 h post-treatment (8). Values are given as mean±SD from
three hamsters in each group. Values not sharing a common
superscript letter differ significantly at P<0.05`. Duncan procedure
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duct (Fig. 1). It is surprising to note that the expression
level of apoptotic genes and the anti-apoptotic gene in the
praziquantel-treated group at 6 h were similar to that of
those treated 30 dpi because of increasing inflammatory
cells. This present report may be the first to document
these pathological changes after praziquantel treatment.

Data supporting the increased aggregation of inflam-
matory cells and free radicals inducing increased apopto-
sis-related genes have been reported (Kuwano and Hara
2000; Kim et al. 2002) with respect to T. spiralis infection
in mouse muscle where the expression of apoptosis-related
genes (BAX, caspase 9, Apaf-1, caspase 3 and Akt/PKB)
occurred during aggregation of inflammatory cells in the
early stages of infection. Subsequently, the levels were
reduced to near the uninfected control after completed
capsule formation with only a few inflammatory cells
being observed (Boonmars et al. 2004; Wu et al. 2005a, b).

The immune system can result in excessive tissue re-
modelling, loss of tissue architecture because of tissue
destruction, protein and DNA alterations because of oxida-
tive stress and, under some circumstances, increase risk of
cancer development. Chronic inflammation is also a risk
factor for cancer development included in CCA (Shacter and
Weitzman 2002). Repeated healing may cause DNA or
protein mutation leading to cancer development. People,
especially in Northeast Thailand, are re-infected and re-
treated many times, indicating repeated tissue repairs, which
may bring about gene mutation and CCA development. This
new finding indicates a caveat on repeated praziquantel
treatments, as praziquantel may be associated with CCA
development by inducing the host immune response. Further
studies are needed to explore this hypothesis.
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