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มาลาเรียยังคงเปนปญหาสาํคัญในปจจุบนัอันเนื่องมาจากสาเหตุหน่ึงคือไมมีวัคซีน
รักษาหรือปองกันโรค การที่จะผลติวัคซีนนั้นความรูพ้ืนฐานที่สําคญัคือวิวัฒนาการของเชื้อและ 
ความหลากหลายของยีนในธรรมชาต ิ เพ่ือที่จะเขาใจกลไกของเชื้อและชวยในการหาสาร
พันธุกรรมหรอืยีนที่มีแนวโนมสําหรับพัฒนาเปนวัคซนี ตั้งแตอดีตถึงปจจุบนั การศึกษา
แอนติเจนของเชื้อมักจะศึกษาในมาลาเรยีฟาลซิพารัมซ่ึงเปนมาลาเรียชนิดรุนแรง ในขณะที่
มาลาเรียไวแวกซที่พบบอยกลับมีขอมูลนอยมาก โปรตีน rhoptry (RhopH complex) เปน
โปรตีนหนึ่งทีมี่การศึกษาในฟาลซิพารัมแลวพบวาโปรตีนนี้มีความสําคัญในการชักนําภูมิคุมกัน
ของผูถูกอาศยัใหตอตานการติดเชื้อ ดังนั้น RhopH complex เปนโปรตีนที่มีแนวโนมสําหรบัใช
พัฒนาวัคซีน ในปจจุบันขอมูลทางพันธุกรรมของยนี RhopH มีนอยมากในมาลาเรียชนิด
ไวแวกซ เพ่ือใหไดขอมูลทางพันธุกรรมจึงไดทําการหาลําดับเบสของยีน 3 ชนิดของยีน rhoptry 
ชนิดที่ 1  ของมาลาเรียชนิดไวแวกซ  คอื PvRhopH1_1047, _3844 และ  _3944 โดยใชเลือด
จากผูปวยไทยที่ติดเชื้อสายพันธเดียว 4 ตัวอยาง ทําการเพิ่มจํานวนยีนโดยออกแบบไพรเมอรที่
จําเพาะเจาะจงของแตละยีนและทําพีซีอาร เรียงและเปรียบเทยีบลําดับเบสทั้งสายของยีนทั้งสาม
โดยเทียบกบัยีน rhoptry ชนิดที่ 1 ของ เชื้อมาลาเรยี P. knowlesi สายพันธุ Sal-I และ El 
Salvador จาก genome data base โดยใชโปรแกรม Clustal W คํานวณความหลากหลายของ
นิวคลีโอไทนโดยใชซอฟแวร MEGA 3.1 จากการทดลองพบความหลากหลายของยนี 
PvRhopH1_3944 มากที่สุดจากทั้งหมดสามยีนและในตลอดความยาวของสายยนีนั้นพบความ
หลากหลายมากที่สุดของกรดอะมิโนที่ตาํแหนง 1000-1200 (last exon) จากความหลากหลายที่
พบนี้ จึงสรุปไดวา PvRhopH1_3944 นาจะเปนยีนทีมี่แนวโนมสําหรับเปนแอนติเจนในการผลิต
วัคซีน ดังนั้นจึงนํายีน PvRhopH1_3944 ทั้งสายแบงเปน 5 สวนแลวทําการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีน (recombinant proteins) โดยใชวิธใีหมคือวิธี Gateway System เพ่ือไวสาํหรับทดสอบ
หาการแสดงออกของยีนในการศึกษา immunogenicity ในซีรัมของผูปวย เริม่ดวยทําการเพิ่ม
จํานวนยีนในแตละสวนดวยวิธีพีซีอาร หลังจากนั้นนํายีนใสในพลาสมิด pB12 แลวทํา BP-LR 
reaction โดยใสพลาสมิด pB12 ที่มียีนแตสวนที่ insert เรียบรอยแลวเขาสูพลาสมดิ  pDONR 
221โดยใชเอ็นไซม BP clonase และหลังจากนั้นนําผลิตผลทีไ่ดเขาสูพลาสมิด pBAD-DEST49 
โดยใชเอ็นไซม LR clonase ทายสุดของปฏิกิริยาจะได expression clone ที่เปน final 
construct ของทั้ง 5 สวนของยีน นํา final construct ของแตละสวนทั้ง 5 นั้นเขาไปเพิ่มจํานวน
ในแบคทีเรีย Rosetta-gami2 และทําการพิสูจนลําดับเบสของยีนแตละสวนวาถูกตอง จากผล
การทดลองทัง้หมดสามารถสรุปไดวาเปนการรายงานครั้งแรกที่สามารถหาความหลากหลายของ
ยีน RhopH ชนิดที่ 1 ในมาลาเรียชนิดไวแวกซของตัวอยางเลือดผูปวยในประเทศไทย และยัง
เปนรายงานแรกที่ประสบความสําเร็จในการสราง construct ของยีน RhopH ชนิดที่ 1 ของเชื้อ
มาลาเรียไวแวกซโดยวธิี Gateway system 
 
Keywords : Plasmodium vivax, rhoptry, RhopH1, Gateway system 
(คําหลัก) 
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Malaria is now severe the world because there is no vaccine available.  In order 
to produce vaccine, decoding evolutionary and genetic variation information is critical for 
understanding mechanism of parasite and identifying potential vaccine antigens. So far, 
most of antigens are studied in P. falciparum, the fatal species but not P. vivax, the 
species most commonly seen. Among the antigens, RhopH complex is rhoptry proteins 
in P. falciparum that were found to induce host immunity against infection.  To date, little 
is known about RhopH complex in P. vivax genetic information. Thus we sequenced 3 
PvRhopH genes; PvRhopH1_1047, _3844 and _3944 by using 4-singly Thai isolates. All 
3 genes in all 4 samples were amplified by PCR using specific oligonucletide primers. 
Open reading frame (ORF) of all genes were aligned and compared with genome data 
base of P. knowlesi (Sal I and El Salvador strains) by using Clustal W.  Nucleotide 
diversity was computed by using MEGA 3.1 software. The results showed the most 
polymorphic occurred in PvRhopH1_3944 around amino acid position 1000 -1200 and 
potentially be the vaccine candidate antigen.  Consequently, PvRhopH1_3944 was 
taken to construct recombinant protein by using Gateway System for future testing of 
the human sera in nature.  PvRhopH1_3944 was divided into 5 blocks, PCR amplified 
each block and inserted into pB12 plasmid.  Later, BP-LR reaction had been performed 
by inserting pB12 plasmid carrying gene of each block into the donor plasmid, pDONR 
221, by the help of BP clonase. Further, these entry clones were inserted into pBAD-
DEST49 plasmid by the help of LR clonase to get the expression clones, the final 
constructs. Transforming the final constructs of each block of PvRhopH1_3944 gene 
into Rosetta-gami2 competent cells was performed.  Colony PCR and gene sequences 
had been checked for confirming the right insertion and sequences.  In the conclusion, 
our study is the first report to study diversity of RhopH1 gene of P.vivax in Thai isolates.  
Moreover, our finding is also the first succeed report using Gateway system to help 
constructing the PvrhopH1 gene. 
 
 
Keywords : Plasmodium vivax, rhoptry, RhopH1, Gateway system 
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Executive Summary 
 

1.  ความสําคัญและที่มาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
มาลาเรียเปนสาเหตุสําคัญของการเจ็บปวยและเสียชีวิตของประชากรในเขตปรากฏโรค กวา 1 ลาน

คนตอป และมีผูติดเฃื้อในแตละปประมาณ 300-500 ลานคนแมวาสาเหตุสําคัญเกิดจากการติดเชื้อ 
Plasmodium falciparum ซึ่งสวนใหญปรากฏอยูในทวีปแอฟริกา แตการติดเชื้อ Plasmodium vivax 
นับเปนสาเหตุของการเจ็บปวยในประชากรโลกมากถึง 70-80 ลานคนซึ่งสวนใหญพบในทวีปอเมริกาใต 
เอเชีย รวมท้ังประเทศไทย อันสงผลกระทบตอเศรษฐกิจและการพัฒนาประเทศ มาลาเรียเปนโรคติดเชื้อ
ที่รักษาไดแตปญหาสําคัญที่เปนอุปสรรคในการรักษาปองกันและควบคุมโรคคือ การดื้อยาหลายชนิดของ
เชื้อมาลาเรียที่เคยรักษาไดผลซึ่งพบอุบัติการณสูงใน P. falciparum และในระยะ 10 ปที่ผานมาเริ่มพบวา 
P. vivax เกิดการดื้อยา chloroquine อันอาจสงผลกระทบตอการรักษาตลอดจนการแพรกระจายของสาย
พันธุดังกลาวตามเขตปรากฏโรคหลายแหงในอนาคตคลายกับสภาวะที่เกิดขึ้นกับ P. falciparum 
นอกจากนั้น พาหะนําโรคคือ ยุงกนปลอง เกิดการดื้อตอยาฆาแมลง ดังนั้นมาตรการอันหนึ่งที่นาจะเปน
ประโยชนในการควบคุมการแพรกระจายของโรคมาลาเรีย คือ การผลิตวัคซีนสําหรับปองกันการติดเชื้อ
มาลาเรีย ปญหาสําคัญประการหนึ่งของการควบคุมโรคมาลาเรียคือขาดองคความรูเกี่ยวกับลักษณะทาง
พันธุกรรมประชากรของเชื้อ ซึ่งขอมูลดังกลาวจะมีประโยชนในการเฝาระวังโรคตลอดจนเปนขอมูล
พ้ืนฐานที่สําคัญตอการออกแบบวัคซีนปองกันมาลาเรียตอไป 

สําหรับเชื้อมาลาเรีย ระยะเมอรโรซอยต (Merozoite) เปนระยะที่ลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงใหมเพ่ือ
การเจริญเติบโตในวงชีวิตแบบไมอาศัยเพศ ในขณะที่เมอรโรซอยตลุกลาม (invasion) เขาสูเม็ดเลือดแดง 
ตัวเมอรโรซอยตจะปลดปลอยโปรตีนที่เก็บไวใน organelle 3 ชนิดที่สวน Apical pole ของเชื้อ  คือ ไม
โครนีม (Microneme) ร็อบทรี (Rhoptry) และ เดนสแกรนูล (Dense granule) โมเลกุลที่ถูกปลอยมาจาก
ออรกาแนลดังกลาวมีความสําคัญตอการเกาะติด (binding) และการ invasion ของเชื้อเขาสูเม็ดเลือดแดง 
โปรตีนของ Rhoptry ที่นาจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนดังกลาวคอื โปรตีนโมเลกุลใหญซึ่งเรียกวา 
RhopH complex ซึ่งประกอบ 3 polypeptides ไดแก RhopH1, RhopH2 และ RhopH3 ซึ่งมีขนาด
โมเลกุล 150, 140 และ 100 กิโลดาลตัน ตามลําดับ ทั้งนี้แตละ polypeptides ถูกสรางจากยีนที่แตกตาง
กัน  และจากการศึกษาคุณสมบัติและศักยภาพ RhopH complex ในการเปนองคประกอบของวัคซีน 
พบวา แอนตีบอดีตอ P.falciparum RhopH complex สามารถยับย้ังการเติบโตของเชื้อมาลาเรียใน
ส่ิงมีชีวิตและในหลอดทดลองไดบางสวน  โดยหลักฐานนี้จึงเชื่อวา RhopH complex มีแนวโนมที่จะเปน 
vaccine candidates ที่สําคัญ นอกจากนี้ยังพบวา PfRhopH complex เกาะและกระจายบนเม็ดเลือดแดง
พรอมทั้งกระจายไปสู parasitophorous vacuole ซึ่งเปนที่อยูของเชื้อในเม็ดเลือดแดงเพื่อการ
เจริญเติบโต มากไปกวานั้นหลักฐานที่แสดงวา RhopH complex นาที่จะเปน vaccine candidate คือ ยีน 
pfrhoph3 ไมสามารถที่จะทํา knock out ได ซึ่งปรากฎการณนี้แสดงใหเห็นวายีน pfrhoph3 มี
ความสําคัญตอการอยูรอดของเชื้อมาลาเรีย 

จากขอมูลดังกลาวขางตน RhopH complex มีแนวโนมที่จะเปนโปรตีนหนึ่งสําหรับการสรางวัคซีน 
อยางไรก็ตามอุปสรรคสําคัญประการหนึ่งของการสรางวัคซีนคือภาวะความหลากหลายของรูปแบบของ
แอนติเจนยีน ดังนั้นการทราบขอบเขตความหลากหลายของลําดับเบสของยีนดังกลาวจึงมีความสําคัญ 
ปจจุบันขอมูลสําหรับยีน RhopH complex ยังมีอยูอยางจํากัด  จากการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 
P.faliparum RhopH complex  ชนิดที่ 1 (PfRhopH 1) พบความหลากหลายของอัลลีลสูง ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดที่อัลลีลของ RhopH 1 ของ P. vivax จะมีความหลากหลายในประชากรเชื้อมาลาเรียใน



ธรรมชาติเชนเดียวกัน ขอมูลดังกลาวจะเปนประโยชนสําหรับการออกแบบวัคซีนในอนาคตและการ
ประยุกตใชในงานการเฝาระวังโรคตอไป นอกจากนี้ การศึกษานี้จะทดสอบการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันธรรมชาติ (antibody) ตอการติดเชื้อมาลาเรีย โดยจะเลือกรูปแบบของ PvRhopH1 ที่พบได
บอยและมีความหลากหลายสูง แลวทําการสราง construct โปรตีนลูกผสม (recombinant proteins) เพ่ือ
เปนตัวตรวจสอบการแสดงออกของยีนในแงของ immunogenicity ในซีรัมผูปวย 

2.  วัตถุประสงคของโครงการ 
     1.  ศึกษาความหลากหลายของโปรตีน RhopH1_1047, _3844  และ _3944 ของ 
         rhoptry ในระยะเมอรโรซอยตของ P.vivax จากตัวอยางที่ไดจากประเทศไทย  

2. เลือกอัลลีลที่พบบอย มีความหลากหลายสูง สราง construct ใหเกิดรีคอมบิแนนทโปรตีนเพ่ือดู 
               การแสดงออกของยีนและ เพ่ือศึกษาภูมิคุมกันในธรรมชาติ 
 
3.  ระเบียบวิธีวิจัย (ระบุข้ันตอน วิธีการ และระยะเวลาที่ชัดเจน) 

3.1 ประชากรของเชื้อ Plasmodium vivax 
      (1) ตัวอยาง DNA ของ P. vivax ที่ไดจากผูปวยจังหวัดตากระหวางป ค.ศ. 1997-  
     1998 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.นพ.ดร. สมชาย  จงวุฒิเวศย ไดเก็บ  
     ตัวอยางเลือดและซีรั่มไวแลว จํานวนประมาณ 50 ตัวอยาง ซึ่งมีขอมูลทางคลินิก 
     และอัตราการพบเชื้อในผูปวยแตละราย 

                (2) คัดเลือกตัวอยางที่มีการติดเชื้อเพียงสายพันธุเดียวจากการศึกษากอนหนานี้ 
                โดยใชยีน PvMsp-1 (Putaporntip et al, 2002) 

3.2 การเพิ่มปริมาณ DNA (Polymerase Chain Reaction (PCR)) 
- การเพิ่มปริมาณ DNA ที่ครอบคลุมยีนทั้งสายของ PvRhopH1_1047, _3844, _3944  
  ที่มีความยาวประมาณ  4-5 kb โดยปฏิกิริยาลูกโซโพรีเมอรเรส (PCR) 

3.3 การหาลําดับเบสของยีน PvRhopH_1047, _3844 and _3944 
1. ใชผลิตผล PCR จากขอ 3.2 มาหาลําดับเบสของแตละยีน โดยใช sequencing primers ที่

จําเพาะเจาะจงและครอบคลุมลําดับเบส 
3.4 การวิเคราะหขอมูล 

1. เรียงลําดับเบสของยีน PvRhopH1_1047, _3844 and _3944, เปรียบเทียบลําดับเบสและ
ลําดับกรดอะมิโนจากตัวอยางทั้งหมด และใช P. knowlesi  RhopH1 ( เปน outgroup )
โดยอาศัยโปรแกรม Clustal W    

2. วิเคราะหคา nucleotide diversity  โดยใชโปรแกรม DnaSP 4.0 
3.5  ดูการแสดงออก (expression) ของยีนโดยเลือกจากยีนที่พบความหลากหลายทางพันธุกรรม

มากที่สุด โดยการสราง construct ของยีนนั้นดวยวิธี Gateway System เพ่ือใหไดรีคอม
บิแนนทโปรตีน และในอนาคตเพ่ือศึกษาดูการแสดงออกของยีนเพ่ือวิเคราะหดู 
immunogenicity ของยีนแตละตัวในซีรัมของผูปวย 

      โดยมีระเบียบวิธีวิจัยดังนี้ 
1. สราง Recombinant protein expression โดยวิธี Gateway System ดดยเริ่มจาก 

-     การ insert DNA ของแตละยีนเขาสูพลาสมิด pB12  
- ทํา BP-LR reaction โดยการผสม pB12-carrying gene of interest เขาสู  

     พลาสมิด pDONR  และ pDEST โดยเอ็นไซม BP clonase และ LR clonase  



                                   ตามลําดับ  
            -     ยืนยันความถูกตองของ DNA insertion โดยวิธีหาลําดับเบส  (sequencing) 

-  เลือก clones ของแตละยีน 
- เพ่ิมจํานวนยีนโดยวิธี colony PCR และ 
- ยืนยันความถูกตองของ DNA insertion โดยวิธีหาลําดับเบส  (sequencing) 

              
                 4.  สรุปผล 
 
4.แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

แผนการดําเนินการเดือนท่ี 1-6 
1. คัดเลือกตัวอยาง DNA ออกแบบ primer สําหรับ PCR และ Sequencing 
2. เพ่ิมปริมาณยีน PvRhopH1_1047, _3844, and _3944 โดยวิธี PCR 
3. หาลําดับเบสบริเวณที่มีความหลากหลายสูงและตรวจสอบความถูกตอง 

แผนการดําเนินการเดือนท่ี 7-12 
1. หาลําดับเบสบริเวณที่มีความหลากหลายสูงและตรวจสอบความถูกตอง 
2. วิเคราะหความหลากหลายของยีน 

แผนการดําเนินการเดือนท่ี 13-18 
1. สราง construct ของยีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดในจํานวน 3 ยีนโดยวิธี Gateway  
       System 

แผนการดําเนินการเดือนท่ี 19-24 
1. สราง construct ของยีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดในจํานวน 3 ยีนโดยวิธี Gateway  

System (ตอ) 
2. วิเคราะหขอมูลทั้งหมด 

แผนการดําเนินการเดือนท่ี 25-30 
1. วิเคราะหขอมูลทั้งหมด (ตอ) 
2. เขียนรายงาน 

 
5.  ผลงาน/หัวขอเร่ืองท่ีคาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

ชื่อเร่ืองท่ีคาดวาจะตีพิมพ: Genetic diversity of Plasmodium vivax rhoptry  
              high molecular mass protein - 1 (RhopH 1) from populations in  
              Thailand and establishment of P. vivax RhopH1 recombinant protein construct  
              producing from Gateway system 
          : ชื่อวารสารท่ีคาดวาจะตีพิมพ: American Journal of Tropical Medicine and Hygiene  
 
 
 
 
 



เน้ือหางานวิจัย 
 

วัตถุประสงค 
1.  ศึกษาความหลากหลายของโปรตีน RhopH1_1047, _3844 และ _3944 ของ rhoptry ใน  
    ระยะเมอรโรซอยตของ P.vivax จากตัวอยางที่ไดจากประเทศไทย  
2.  เลือกอัลลีลที่พบบอย มีความหลากหลายสูง สราง construct ใหเกิด รีคอมบิแนนทโปรตีนเพ่ือดูการ 
    แสดงออกของยีนและเพื่อศึกษาภูมิคุมกันในธรรมชาติ 
 
วิธีการทดลอง 
1.  ตัวอยาง DNA ของ P. vivax ไดมาจากผูปวยจังหวัดตากระหวางป ค.ศ. 1997-1998 ซึ่ง 
    ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.นพ.ดร. สมชาย  จงวุฒิเวศน ไดเก็บตัวอยางเลือดบน filter papers และซีรั่ม 
    ไวแลว จํานวน 4 ตัวอยาง ซึ่งมีขอมูลทางคลินิกและอัตราการพบเชื้อในผูปวยแตละราย ตัวอยาง 4  
    ตัวอยางนี้ เปนตัวอยางที่มีการติดเชื้อเพียงสายพันธุเดียวไดพิสูจนโดยใชยีน PvMsp-1 แลว โดย   
    Putaporntip C. และคณะในป ค.ศ. 2002 
2.  สกัด DNA จากตัวอยางเลือดทั้งส่ีตัวอยางจาก filter papers และทําการเพิ่มปริมาณ DNA ที่ 
    ครอบคลุมยีน PvRhopH1_1047, _3844 และ _3944 ของท้ัง 4 ตัวอยางตลอดสายความยาวซึ่งประมาณ  
    4-5 kilo bp จาก start codon ถึง stop codon (open reading frame) โดยออกแบบ oligonucleotide   
    primers ที่จําเพาะเจาะจงใหครอบคลุมทั้งสาย และ เพ่ิมปริมาณ DNA โดยใชเอ็นไซม DNA polymerase 
3.  Run gel electrophoresis ใน 1% agarose gel โหลด PCR product ที่ไดในกระแสไฟฟา 100 Vเปนเวลา   
    30 นาทีแลวยอมดวย ethidium bromide ประมาณ 15 นาที เก็บขอมูลโดยการถายรูปภายใต UV และทํา 
    การตัดเจลที่มี target DNA เพ่ือ purification 
4.  ทํา DNA ที่เพ่ิมปริมาณไดจากในขอ (3) ใหมีความบริสุทธิ์ (DNA purification) โดยใช  
     QiaEX II kit (Qiagen) 
5.  หาลําดับเบส (SEQUENCE) ของยีน PvRhopH_1047, _3844 and _3944 ที่ไดจากผลิตผล  
    ขอ (4) โดยออกแบบและใช oligonucleotide sequencing primers ที่ครอบคลุมลําดับเบส 
    ทั้งหมดของแตละยีนโดยใช ABI PRISM 310® genetic analyzer (Applied Biosystems,  
     Foster City, CA)  
6.  วิเคราะหขอมูลโดยเรียงลําดับเบสของยีน PvRhopH1_1047, _3844 and _3944 โดย  
     เปรียบเทียบลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโน (alignment) จากตัวอยางทั้งหมดโดยใช  
      P.knowlesi RhopH 1 (Sal I และ El Salvador strains) เปน outgroup (ขอมูล P. knowlesi  
     RhopH 1 genome data base ไดมาจาก www.sanger.ac.uk; Sanger Center, UK)  
     sequence ที่เปรียบเทียบกันนั้นจะอาศัยโปรแกรม Clustal W และ correct sequence  
     ทั้งหมดนั้นโดยมือ (manually) 
7.  คา nucleotide diversity และคา standard error ถูกวิเคราะหโดยใชซอฟแวร MEGA 3.1  
    และคํานวณหาคา mean numbers of synonymous substitutions per synonymous site  
    (dS) และ mean numbers of nonsynonymous per nonsynonymmous site (dN) โดยวิธี  
    Nei and Gojobori method (คา SNPs หรือ single nucleotide substitution polymorphism;  
    synonymous substitution หมายถึง ถึงแมจะมี substitute โดย single nucleotide แตกรดอะมิโนยังคงไม 
    เปล่ียนแปลง, nonsynonymous substitution หมายถึง มี substitute โดย single nucleotide เพียงหนึ่งตัว 



    กรดอะมิโนเปล่ียนแปลง คือมีการแทนที่เปนกรดอะมิโนตัวใหม) อัตราสวนของ dN/dS ถูกวิเคราะหโดยใช 
    วิธี sliding window (50 bases with a step size of 10 bases) โดยใชโปรแกรม DnaSP 4.0 
8.  จากการคํานวณคา nucleotide diversity พบวา ยีน PvRhopH1_3944 มีความหลากหลาย 
    ในอัลลีลสูงมากกวายีนอื่น วิธีตอไปที่ทําการทดลองคือสราง recombinant PvRhopH1_3944   
    protein โดยวิธี Gateway System (Invitrogen, Japan) เพ่ือใชสําหรับตรวจหา immunogenicity ของยีน  
    นั้นในซีรัมของผูปวย 
9. PvRhopH1_3944 ถูกแบงออกเปน 5 สวน (figure 3); a, b, c, d และ e (a -ขนาดประมาณ 705 bp, b- 
   ขนาดประมาณ 612 bp, c-ขนาดประมาณ 591 bp, d-ขนาดประมาณ 768 bp และ e-ขนาดประมาณ 1289  
   bp) โดยแตละสวนจะนําไปเพ่ิมปริมาณโดยวิธี PCR ซึ่งมีการออกแบบและใช oligonucleotide primers     
   ของแตละสวนที่จําเพาะเจาะจงและครอบคลุม และใช DNA polymerase เปนเอ็นไซมในปฎิกิริยา  
10. Run gel electrophoresis ใน 1.5% agarose gel โหลด PCR product ที่ไดในกระแสไฟฟา 100Vเปน  
     เวลา 30 นาทีแลวยอมดวย ethidium bromide ประมาณ 15 นาที เก็บขอมูลโดยการถายรูปภายใต UV  
     และทําการตัดเจลที่มี target DNA เพ่ือ purification 
11. Purify PCR product ที่ได โดยใช DNA Fragment Purification Kit และ MagExtractor  
     (TOYOBO, Japan) 
12. ใส (insert) DNA ของยีนแตละสวนเขาสู pB12 plasmid โดย restriction enzyme ที่ใชคือ  
     EcoRV หลังจากนั้นยืนยันความถูกตองของการ insertion โดยวิธีหาลําดับเบส  
     (sequencing)  
13. เพ่ิมจํานวนของยีนแตละสวนใหมีจํานวนมากขึ้นโดยการ transform เขาสู TOP10 E.coli  
     host cell Ampicillin resistance ที่ 37C เปนเวลาขามคืนหรือ 12 ชั่วโมง 
14. ทํา Colony PCR เพ่ือ pick E.coli colony ที่มียีนแตละสวนของเรา โดยใช Ex TaQ DNA  
     Polymerase HS เปน enzyme ในปฎิกิริยา 
15. Run gel electrophoresis ใน 1.5% agarose gel โหลด PCR product ที่ไดในกระแสไฟฟา 100 V เปน 
     เวลา 30 นาทีแลวยอมดวย ethidium bromide ประมาณ 15 นาที เก็บขอมูลโดยการถายรูปภายใต UV  
16. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสของ colony PCR ที่ใหผล positive เพ่ือใหแนใจวา 
     ไดยีนที่ตองการแตละสวนจริงๆ และยีนแตละสวนที่ไดมีลําดับเบสที่ถูกตอง 
17. เมื่อไดยีนที่มีจํานวนมากขึ้นแลว จึงนําไปสูวิธีสราง recombinant protein ที่เรียกวา    
     Gateways recombination reaction (commercial) โดยวิธี BP-LP reaction ในหลอด 
     ทดลอง โดยการใสชิ้นสวนของยีนนั้นเขาสู pDONR 221 plasmid ที่ตัดดวย restriction    
     enzyme คือ HINDIII และ ใส เอ็นไซม BP clonase เขาไป ผสมใหเขากันและตั้งไวที่  
     ภายใตอุณหภูมิ 37C ทิ้งไวขามคืนหรือประมาณ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นกอนทํา 
     ขั้นตอนตอไปตองทําการ deactivate enzyme ที่คาดวาจะหลงเหลือในหลอดทดลองอีก 
     ที่อุณหภูมิ 65C เปนเวลา 30 นาที ทายสุด product ที่ไดเรียกวา Entry clone 
18. นํา entry clone ที่ได ไปผสมกับ pBAD-DEST49 plasmid แลวใสเอ็นไซม LR-Clonase  
     เพ่ือทําปฏิกิริยา ตั้งทิ้งไวที่ 25C ประมาณขามคืนหรือ 12 ชั่วโมง เพ่ือท่ีจะสราง expression clone 
19  ตรวจสอบ product ที่ไดโดย gel electrophoresis ใน 1.5% agarose gel ในกระแสไฟฟา 100V และ 
     ยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาที 
20. นํา product ที่ได transform เขาไปใน Rosetta-gami 2 competent cells 37C เปนเวลาขามคืน หรือ  
     12 ชั่วโมง  



21. pick up colony บางสวนไปทํา colony PCR เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส  
22. ในขณะที่บางสวน pick up แลวนําไปเล้ียงตอใน LB blot ที่ 37C เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลว 
     ใส L-arabinose ที่ความเขมขนตางๆกัน (ตั้งแต 0-0.2%) L-arabinose จะทําหนาที่ induce การ  
     แสดงออกของยีนนั้นออกมา 
 
ผลการทดลอง 
1.  จากการทําการทดลองจาก ขอ (1-7) พบวา  
 1.1 ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 1000 – 1200 พบความหลากหลายมากที่สุด (Figure 1)  
 1.2 เมื่อเทียบความหลากหลายของยีนทั้งสาม PvRhopH1_1047, _3844 และ _3944  
                 พบวา PvRhopH1_3944 พบความหลากหลายมากที่สุด (Figure 2) 
 1.3 ความหลากหลายนั้นเกิดมาจาก positive selection ของยีน PvRhopH1_3944 
2.  หลังจากสรุปไดวา PvRhopH1_3944 พบความหลากหลายมากที่สุด จึงมีการนํายีน  
     PvRhopH1_3944 มาสราง recombinant protein โดยแบง PvRhopH1_3944 ออกเปน 5  
     สวน (a, b, c, d และ e) (Figure 3 และ 4) ตามวิธีการทดลองขอ (8-22) 
 2.1 ผลการทดลองที่ไดคือ สามารถประสบความสําเร็จในการสราง construct ของยีน  

      PvRhopH1_3944 โดยวิธีใหมคือ วิธี Gateway system (Figure 5) คือสามารถนํา 
     ยีนแตละชิ้นของ PvRhopH1_3944 ligate เขาสูพลาสมิด pB12 และสามารถได  
     PCR product มากมาย 

 2.2 PCR product ที่ได สามารถนําเขาสู commercial plasmids (Gateway System) 
                ไดอยางราบรื่นและมีความถูกตองในลําดับเบสของยีน (Figure 6) 
 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
สรุปผลการทดลองหาความหลากหลายของ RhopH1_1047, _3844 และ _3944 ของ rhoptry ในระยะเมอรโร
ซอยตของ P.vivax จากตัวอยางที่ไดจากประเทศไทย พบวา 
1.  ความหลากหลาย (polymorphism) พบไดประมาณที่ตําแหนง amino acid ที่ 1000 -1200 (last exon) 
ของยีน PvRhopH1_1047 และ _3944 ในขณะที่ไมพบความหลากหลายและการแทนที่ของเบส 
(substitution) ใน PvRhopH1_3844 (Figure 1) 
2.   ถึงแมวา จะพบ single nucleotide substitution ใน PvRhopH1_1047 แตลักษณะการเกิดเปน 
synnomymous substitution ซึ่งไมมีผลกับ amino acid code ซึ่งตรงขามกับ การพบ single nucleotide 
substitution ใน PvRhopH1_3944 ที่เกิด nonsynonymous substitution มาก ซึ่งจะมีผลโดยตรงกับ amino 
acid code (Figure 2) 
3.  ความหลากหลาย (polymorphism) ที่พบและสามารถ maintain ในยีน PvRhopH1_3944 ไดมีสาเหตุมา
จาก positive selection 
4.  ดังนั้น PvRhopH1_3944 มีแนวโนมที่จะเปน target molecule สําหรับพัฒนาวัคซีนของโรคมาลาเรีย ผล
การทดลองนี้เปนผลการทดลองแรกในการศึกษาขอมูลเชิงลึกในแงชีววิทยาโมเลกุลของ Rhoptry ออรการ
แนลล 
สรุปผลการทดลองจากการสราง construct ของยีน PvRhopH1_3944 ทั้ง 5 สวน โดยระบบ commercial 
system คือ Gateway System ขอดี พบวามีสะดวก ใชเวลาไมมาก และมีประสิทธิภาพ แตขอเสียคือ 
Gateway System  ราคาแพงมาก และ ระบบ Gateway System อาจจะไมเหมาะสมกับยีนทุกชนิด 



 
ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

1. เพ่ือใหมีประสิทธิภาพสูงสุด งานวิจัยในอนาคตตองมีการตอยอดในการใช construct ที่ไดไปทดสอบ
การแสดงออกของโปรตีนโดยใชกับ sera ของผูปวย 

2. เพ่ือใหผลการทดลองเขมแข็งขึ้น ในอนาคตควรมีการเพิ่มจํานวนของตัวอยางใหมากขึ้น 
3. เพ่ือใหไดผลสรุปมากที่สุดสําหรับ RhopH complex protein ในการเปน vaccine candidate, ควรมี

การศึกษากับโปรตีน RhopH ตัวอ่ืนนอกเหนือจาก RhopH1 ที่ประกอบเปน  complex ดวย 
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Figures and Figure legends 
 

 

 

 
Figure 1 แสดงความหลากหลาย (polymorphism) ของ amino acid ของ PvRhopH1 ท้ัง 3 ยีนจาก
ตัวอยาง 4 ตัวอยางเทียบกับ P. knowlesi (Sal-I strain) ความหลากหลายเกิดขึ้นใน RhopH1_1047 และ 
_3944 ที่ตําแหนง last exon หรือ ประมาณ amino acid ที่ 1000 -1200 (red mark คือ single nucleotide 
substitution (SNPs) ในแตละตัวอยางของแตละยีน เมื่อเทียบกับ P. knowlesi (Sal-I strain) 
 
 
 



 
 
Figure 2 แสดงอัตราสวนระหวาง dN/dS ของ ยีน PvRhopH1 genes จากท้ัง 4 ตัวอยาง พบวา คา 
nonsynnonymous substitution ใน PvRhopH1_3944 พบมากที่สุด และพบมากที่สุดในนิวคลีโอไทน
ตําแหนงที่ 3000-4000 (last exon) (dot line: PvRhopH1_1047 and _3844; line: PvRhopH1_3944) 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 3 แสดงยีนท้ังสายของ PvRhopH1_3944 ยีน PvRhopH1_3944 ประกอบดวย 9 exons และ 8 
introns ถูกแบงเปน 5 สวน สวน (a) ประกอบดวย exon 1 (705 bp) เทานั้น สวน (b) ประกอบดวย exon 2 
(612 bp) เทานั้น สวน (c) ประกอบดวย exon 3, 4, 5, 6 และ 7 (591 bp) สวน (d) ประกอบดวย exon 8 
(768 bp) เทานั้น และสวน (e) ประกอบดวย exon 9 (1,289 bp) เทานั้น (last exon) 
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Figure 4  Gel electrophoresis แสดง expected size ของ ยีน PvRhopH1_3944 ในแตละสวน (Sd คอื 
standard marker;  a -ขนาดประมาณ 705 bp, b-ขนาดประมาณ 612 bp, c-ขนาดประมาณ 591 bp, d-
ขนาดประมาณ 768 bp และ e-ขนาดประมาณ 1,289 bp) 
 
 

 
 

 
 
Figure 5   แสดงหลักการอยางงายของ Gateway System  
BP Reaction: ใสยีนที่เราสนใจเขาพาสมิดที่ frank โดย attB site หลังจากนั้นนําไปผสมกับ donor vector  
คือ พลาสมิดที่มี ccdB gene sequence และ frank โดย attP site หลังจากเติมเอ็นไซม BP clonase จะมีการ
แลกเปล่ียนยีนระหวางพลาสมิด ทายสุดยีนที่เราสนใจจะไปอยูบนพลาสมิดของ donor vector ที่ frank โดย 
attL site (entry clone)  
LR Reaction: ผสม entry clone ที่ carry gene ที่เราสนใจ กับ destination vector คือ พลาสมิดที่มี ccdB 
gene sequence และ frank โดย attR site หลังจากเติมเอ็นไซม LR clonase จะมีการแลกเปลี่ยนยีน
ระหวางพลาสมิด ทายสุดยีนที่เราสนใจจะไปอยูบนพลาสมิดของ destination vector ที่ frank โดย attB site 
(expression clone)  
 



 
 
Figure 6 แสดง gel electrophoresis ของสวน a และสวน b กอนและหลังทํา BP-LR reaction (Sd: 
standard deviation, a and c: target genes with plasmids (whole plasmid with insertion), b and d: 
target genes separated from plasmid after cutting by restriction enzyme 
 
                                    
 
 
 
 
 
 
 

 



  
        เอกสารแนบหมายเลข 3 
Output จากโครงการวจิัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุชื่อผูแตง ชื่อเร่ือง ชื่อวารสาร ป เลมที่ 
เลขที่ และหนา) หรือผลงานตามที่คาดไวในสัญญาโครงการ 
- รวบรวมขอมูล เตรียม manuscript และคาดวาจะสามารถตีพิมพในวารสารวิชาการ 

            ตางประเทศได 
 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
- เชิงวิชาการ ในการเปนขอมูลพ้ืนฐานในงานวิจัย 
 




