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วิทยานิพนธนีส้ําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของ ศาสตราจารยนายแพทย

ดร. สมชาย จงวุฒิเวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ที่ไดกรุณาใหความรู ขอแนะนําในการแกไขปญหาตางๆ ในการศึกษาวิจัยและดูแล

เอาใจใสตอขาพเจาเปนอยางดียิ่ง ตลอดจนแกไขขอบกพรองวทิยานพินธฉบับนี้ใหสมบูรณมาก

ยิ่งขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้  

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.จตุรงค พทุธพรทิพย ที่ไดกรุณาใหความรู 

เสนอแนะเทคนิคและความคิดเห็นตางๆ ในการศึกษาวจิัย ตลอดจนแกไขขอบกพรองวทิยานพินธ

มาดวยดยีิ่ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้   

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชมุ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และอาจารย ดร. ธนาภรณ รุงเรือง ที่ไดกรุณาให

คําแนะนําและแกไขวิทยานพินธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คณุทวีศักดิ์ แซเตีย คุณธงชัย หงสศรีเมือง ภาค 

วิชาปรสิตวทิยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ไดใหกําลังใจ คําแนะนาํ  

ความชวยเหลอืดวยดีเสมอมา 

 ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที ่ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทกุทานที่ไดเอื้อเฟอสถานที่ และเครื่องมือตางๆ ตลอดจนความ

ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย       

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พีน่อง และเพื่อนๆ ทุกคนที่ให

กําลังใจ คําปรกึษาและใหการสนับสนนุขาพเจาในการทาํวทิยานพินธคร้ังนี้มาโดยตลอด 
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บทที่  1 

บทนํา 

ความสาํคัญและที่มาของปญหา 

ความเจ็บปวยและการตายของประชากรโลกที่มีสาเหตมุาจากโรคมาลาเรียยงัคงเปน

ปญหาสาํคัญ โดยเฉพาะประชากรที่อาศัยอยูในพืน้ที่กอโรค ซึ่งเปนแหลงระบาดของเชื้อมาลาเรีย

อยางหนาแนนและอีกหลายประเทศในเขตรอนทั่วโลก แมวาองคการอนามัยโลกจะพยายาม

ควบคุมสถานการณของโรคมาลาเรีย แตในทกุ ๆ ปยังคงมีรายงานผูปวยดวยโรคมาลาเรียมากกวา 

350 ถึง 500 ลานคน และพบอัตราการเสยีชีวิตโดยรวมมากกวา 2 ลานคนตอป ซึง่ผูปวยทีเ่สียชวีิต

ประมาณ 8 แสนรายเปนเดก็ที่มีอายุต่ํากวา 5 ป (WHO, 2007) สําหรบัประเทศไทย   โรคมาลาเรีย

ยังเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขที่ตองเฝาระวัง ซึ่งในแตละปพบผูปวยดวยโรคมาลาเรีย

มากกวารอยละ 70 อาศัยอยูในจังหวัดพื้นที่ชายแดนไทยกับพมา เชน ตาก แมฮองสอน 

กาญจนบุรี พืน้ที่ชายแดนไทยกับกัมพูชา เชน ตราด จนัทบุรี ปราจนีบุรี รวมถงึพืน้ที่ทางภาคใต 

เชน ยะลา นราธิวาส และปตตานี เปนตน (Thimasan et al., 1995) เนื่องจากผูติดเชื้อมาลาเรยี

สวนใหญอยูในวัยทาํงาน โดยเฉพาะผูที่ใชแรงงาน จงึนบัวาเปนการสูญเสียทรัพยากรแรงงานอัน

สงผลกระทบตอเศรษฐกิจและการพฒันาประเทศ 

 มาลาเรียหรือไขจับส่ันเปนโรคติดตอที่เกิดจากเชื้อโปรโตซัวชนิดหนึง่ใน phylum 

Apicomplexa, class Sporozoa, genus Plasmodium โดยมียงุกนปลองเพศเมยี (Anopheles 

spp.) เปนพาหะนาํโรค ในธรรมชาติพบเชือ้มาลาเรียมากกวา 120 สปชีสในโฮสตที่แตกตางกนั 

แตเชื้อมาลาเรยีที่กอโรคในคนมี 4 สปชีส ไดแก Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae และ Plasmodium ovale วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียตองอาศัยโฮสต 2 ชนิด

คือยุงและคน โดยการเจริญสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual reproduction) เกิดขึ้นในยุงกนปลอง 

เรียกกระบวนการนีว้า sporogony และการเจริญสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (asexual 

reproduction) เกิดขึ้นในคน เรียกกระบวนการนีว้า schizogony (Garcia, 2007)  ซึง่เชื้อมาลาเรีย

ทั้ง 4 สปชีสทีส่ามารถติดเชือ้ในคนนัน้ พบวา P. falciparum กอใหเกดิความรุนแรงและพบไดมาก

ที่สุด อีกทั้งยังทําใหผูติดเชื้อถึงแกชวีิตได นอกจากนีก้ารดื้อยาหลายชนิดของเชื้อมาลาเรียสาย

พันธุ P. falciparum ในเขตพื้นที่ปรากฎโรคและความตานทานตอยาฆาแมลงที่มากขึ้นของ

ยุงกนปลองเปนปจจัยสาํคัญที่เปนอุปสรรคและสงผลกระทบตอการปองกันและควบคุมโรค

มาลาเรีย ดังนัน้แนวทางหนึง่ที่สามารถลดความรุนแรงและมีประโยชนในการควบคุมการ 
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แพรระบาดของโรคมาลาเรียคือ การพฒันาประสิทธิภาพของวัคซนีปองกันโรคมาลาเรีย 

(Wernsdorfer, 1991) 

 ในแตละระยะของการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียจะมรูีปรางลักษณะตลอดจนโปรตีนที่

เปนองคประกอบแตกตางกนัตามระยะทีเ่ปลี่ยนแปลงไป ทาํใหระบบภูมิคุมกันของรางกายมกีาร

ตอบสนองตอแอนติเจนที่ผิวของเชื้อมาลาเรียมีความจําเพาะตอระยะของเชื้อ ดงันัน้หลักการของ

การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่ดีคือ ความตองการโปรตีนหลายชนิดมาเปนองคประกอบรวม

ของวัคซีน ซึ่งควรไดมาจากหลายระยะในวงชวีิตของเชือ้มาลาเรียและตองมีความสามารถในการ

กระตุนระบบภูมิคุมกันของมนุษยได (Miller et al., 1986) ซึ่งในปจจุบนัวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย

ไดถูกพัฒนาขึน้มาหลายชนดิ โดยแบงตามเปาหมายในการยับยัง้หรือทําลายเชื้อมาลาเรียตาม

ระยะในวงชวีติของเชื้อมาลาเรีย ไดแก  

• วัคซีนปองกนัโรคมาลาเรียในระยะกอนที่เชื้อจะเขาสูเมด็เลือดแดง (pre-erythrocytic 

stage vaccines) เชน RTS,S recombinant vaccine, CS102 vaccine หรือ ME-TRAP 

vaccine เปนตน (Bojang, 2006; Roggero et al., 1995; Gillbert et al., 1997)  

• วัคซีนปองกนัมาลาเรียระยะที่เจริญในเมด็เลือดแดง (asexual erythrocytic stage 

vaccines) เชน SPf66 vaccine หรือ MSP-1/AMA-1 combination vaccine เปนตน 

(Graves et al., 2006; Zhang et al., 2005)  

• วัคซีนปองกนัการแพรกระจายเชื้อมาลาเรยีระยะที่มีการสืบพันธุโดยอาศัยเพศ (sexual 

stage vaccine) เชน Pfs25 vaccine เปนตน (Akarawa et al., 2005) 

 

Pre-erythrocytic vaccine มีเปาหมายสําคัญในการยับยั้งการลุกลามของสปอโรซอยต

เขาสูเซลลตับหรือทําลายสปอโรซอยตในระบบไหลเวียนเลือดและในเซลลตับ ซึ่งระยะสปอโรซอยต

เปนระยะหนึ่งที่มีความสําคญัอยางยิ่งในวงชีวิตของเชื้อมาลาเรีย เนื่องจากสปอโรซอยตเปนระยะ

ติดตอและอยูเปนอิสระในกระแสเลือดเปนชวงเวลาสัน้ ๆ กอนที่จะลกุลามเขาสูเซลลตับ ดังนัน้จงึมี

โอกาสที่สปอโรซอยตจะถูกทําลายไดโดยแอนติบอดี ระยะดังกลาวจงึนาจะเปนเปาหมายสําคัญใน

การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียได หากวัคซีนจากระยะนี้ประสบผลสําเร็จ ผูที่ไดรับวัคซีนจะไม

เกิดการติดเชือ้ในเม็ดเลือดแดง ทาํใหไมมีอาการของโรคมาลาเรียเลย นกัวิจยัและนักวทิยาศาสตร

ทั่วโลกจึงเชื่อวาวัคซนีจากระยะนีม้ีประสิทธิภาพในการปองกันและควบคุมโรคมาลาเรียไดดีที่สุด 

(Druihe, 2007) ซึ่งมหีลักฐานที่แสดงถงึบทบาทของ pre-erythrocytic vaccine โดยเริ่มตนจาก

การทดลองใชสปอโรซอยตของ P. gallinaceum ที่ผานการฉายรังสีอุลตราไวโอเลตฉีดเขาไปใน

สัตวปก พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรยีได (Mulligan et al., 1941) 
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ตอมาภายหลงัมีการทดลองใชสปอโรซอยตของ P. berghei ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซ (X-irradiated 

sporozoites) ฉีดเขาไปในหลอดเลือดดําของหนู พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัของหนูให

ปองกันการตดิเชื้อซํ้าได และยังใหผลเชนเดียวกนัเมื่อทําการทดลองในอาสาสมัคร (Nussenzweig  

et al., 1969)  

 โปรตีนหลักที่ใชเปนองคประกอบของ pre-erythrocytic vaccine คือ Plasmodim 

falciparum circumsporozoite surface protein (PfCSP) ที่มนี้ําหนกัประมาณ 54 กิโลดาลตนั 

ซึ่งบริเวณสวนกลางของ CSP มีกรดอะมิโน 4 ตัวเรียงซ้าํกันเปนชุด (central tetrapeptide repeat 

region) ไดแก asparagine, alanine, asparagine, proline (NANP) และ asparagine, valine, 

glutamic acid, proline (NVDP) โดยบริเวณ repeat นีป้ระกอบดวย B-cell epitope ซึ่ง

แอนติบอดีตอบริเวณดังกลาวสามารถยับยัง้การลุกลามของสปอโรซอยตเขาสูเซลลตับได 

(Hughes, 1991) จากการศกึษาบริเวณ C-terminus ใน CSP ของ P. falciparum พบวา

ประกอบดวย T-cell epitope อยางนอย 2 ตําแหนงคือ Th2R และ Th3R ซึ่งเปนปริเวณที่มีความ

หลากหลายของลําดับเบสสงู (Good et al., 1987) โดยบริเวณดังกลาวนี้มีรูปแบบการแทนที่ของ

เบสใน codon ของ epitope แตกตางกันตามสายพนัธุของเชื้อ และการแทนที่ของเบสใน Th2R 

และ Th3R ทาํใหกรดอะมิโนของ codon นัน้เปลี่ยนชนิดเสมอ (Lockyer et al., 1989; 

Jongwutiwes et al., 1994) การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนี้ทาํใหการตอบสนองของ T cell ตอ

บริเวณดังกลาวลดลงหรือไมตอบสนองเลย ดังนัน้ความหลากหลายในลําดับเบสที่เกดิขึ้นจึง

สามารถอธิบายการหลบหลกีของเชื้อมาลาเรียตอระบบภูมิคุมกันของโฮสตได (Plebanski et al., 

1999) ดวยเหตุนี้จึงมีประเด็นทีน่าสงัเกตวาประสิทธิภาพในการปองกนัโรคมาลาเรียของ CSP-

derived vaccine ใหประสิทธิภาพที่ดอยกวา irradiated sporozoite vaccine ซึ่งแสดงใหเห็นถึง

การแสดงออกของโปรตีนชนดิอื่น ๆ ของระยะสปอโรซอยตสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุมกันได จงึเริม่มีการหาโปรตีนชนิดใหม เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพใหกับ  

pre-erythrocytic vaccine โดยการทดลองใช CSP รวมกับ Thrombospondin-related adhesive 

protein (TRAP) ของ P. yoelii  ซึ่งเปนเชือ้มาลาเรียของหนู พบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกัน

ของหนูใหมีภูมิตานทานตอการเปลี่ยนระยะของเชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณและใหประสิทธิภาพ

ที่สมบูรณกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่เทานัน้ จงึแสดงใหเหน็วาภูมิตานทานที่ให

ประสิทธิภาพสมบูรณสําหรบัวัคซีนปองกนัโรคมาเรียในระยะกอนที่เชือ้จะลุกลามเขาสูเซลลตับ 

(pre-erythrocytic stage) ควรเปนผลรวมจากการกระตุนดวยโปรตีนบนผิวของสปอโรซอยต

มากกวา 1 ชนดิ (Khusmith et al., 1991) 
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 นอกจาก CSP และ TRAP ทีจ่ัดวาเปนโปรตีนที่สาํคัญตอการพัฒนา pre-erythtocytic 

vaccine แลว ยังมีการศึกษาโปรตีนอีกชนดิหนึง่ที่แสดงออกในระยะสปอโรซอยตและระยะที่เชื้อ

มาลาเรียเริ่มเจริญในเซลลตับ ซึ่งเปนโปรตนีที่มีขนาด 78 กิโลดาลตนั เรียกโปรตีนชนดินี้วา 

Sporozoite threonine and asparagine-rich protein (STARP) (Fidock et al., 1994a) จาก

การศึกษาโครงสรางของยีน STARP พบวามีความยาวประมาณ 2.7 กิโลเบส มีองคประกอบของ 

threonine และ asparagine 604 ตัว และประกอบดวยบริเวณ intron คั่นกลางระหวาง 

5’miniexon และ 3’large exon โดยโครงสรางทางดานปลาย 5’ และ 3’ เปนสวน non-repetitive 

region ในสวนกลางเปน repetitive region ซึ่งแบงออกเปน 3 สวน ไดแก Mosaic (M), Rp45 

region เปนบริเวณที่มีกรดอะมิโนซ้าํกนั 2 ชุด ชุดละ 45 ตัว และ Rp10 region เปนบริเวณที่มี

กรดอะมิโนซ้าํกัน 26 ชุด ชุดละ 10 ตัว และยังพบวากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในบริเวณ

สวนกลางของ STARP สวนใหญเปนกรดอะมิโนชนิดชอบน้ํา (hydrophilic) (Fidock et al., 

1994b) จากการวิเคราะหตัวอยางจากประเทศบราซิล เคนยา ไทย และแอฟริกาฝงตะวันตก ดวย

วิธ ีRestriction fragment length polymorphism (RFLP) แสดงใหเห็นถึง STARP มีความ

หลากหลายของยีนต่าํมาก จึงเหมาะสมทีจ่ะนํา STARP มาพัฒนาเปนองคประกอบของ  

pre-erythrocytic vaccine (Fidock et al., 1994b; Jongwutiwes et al., 2008) 

 ส่ิงสําคัญจากการศึกษาโปรตีน STARP คือสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันไดทัง้แบบ 

natural infection หรือ immunization จากการใช synthetic peptides ในบริเวณสวนกลางและ

ปลายดาน 3’ ของยีน STARP พบวาซีร่ัมของผูปวยชาวแอฟริกันมีแอนติบอดีตอ synthetic 

peptides นี้ โดยเฉพาะสวนของ Rp10 (specific Rp10 antibodies) สามารถยับยัง้การลุกลาม

ของสปอโซอยตเขาสูเซลลตับอยางมีประสิทธิภาพถึงรอยละ 90 ซึ่งมคีาสูงกวาผลของแอนติบอดี

ตอ CSP และยังพบวาความสามารถในการยับยัง้การลกุลามดังกลาวของแอนติบอดีตอ STARP มี

ความแปรผันโดยตรงกับปริมาณของแอนติบอดี (Pasquetto et al., 1997) ตอมาภายหลงัมกีาร

ทดลองใช synthetic peptides จาก P. falciparum pre-erythrocytic antigen 4 ชนดิ ไดแก  

Liver stage specific antigen 1, 3 (LSA 1,3), Sporozoite and liver stage antigen (SALSA) 

และ STARP พบวา synthetic peptide จากบริเวณ Rp10 ของ STARP สามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของโฮสตใหตอบสนองไดดีใน B cell (Lalvani et al., 1998) ทั้งในกรณีที่ศกึษาโดยใชลิง 

Aotus lemurinus (Perlaza et al., 1998) และลิง chimpanzee (BenMohamed et al., 2004) 

  

 



 

      
5 

นอกจากนีย้ังมีการศึกษาถงึศักยภาพของ STARP โดยการทดลองใช synthetic peptides 

จากสวนตาง ๆ ของโปรตีน STARP เพื่อทาํการเกาะติดกับเซลลตับในหลอดทดลอง พบวามี 

synthetic peptides อยางนอย 12 ชนิด ทั้งในสวนของ N-terminus บริเวณสวนกลางที่มีการซ้ํา

กันและทางดาน C-terminus สามารถเกาะติดกับเซลลตับในหลอดทดลองไดดีมาก (Lopez  

et al., 2003) ถึงแมวาหนาที่ของ STARP ใน P. falciparum ตอระยะสปอโรซอยตยังไมทราบ

ชัดเจน แตองคความรูที่ไดกลาวไปขางตนนั้นเปนการสนบัสนุนวา STARP มีสวนสําคญัในการ

เกาะติดของสปอโซอยตกับเซลลตับในข้ันตอนการลุกลามเขาสูเซลลตับ และพบหลาย ๆ epitopes 

บนโปรตีน STARP เปนสวนสําคัญที่จะสามารถพฒันาเปนองคประกอบของ pre-erythrocytic 

vaccine เพื่อปองกันและควบคุมโรคมาลาเรียตอไป 

 อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับ STARP ในปจจุบนัยังมีอยูอยางจํากดั อีกทัง้นกัวิจยัและ

นักวทิยาศาสตรทั่วโลกตางพยายามศกึษาคนควาหา pre-erythrocytic vaccine เพื่อนาํมา

ปองกันโรคมาลาเรีย ไมวาจะเปน RTS,S vaccine, CS102 vaccine หรือ ME-TRAP vaccine 

เปนตน ซึ่งวัคซีนทีถู่กพัฒนาขึ้นมาเหลานี ้ยังไมมีหลกัฐานที่ชัดเจนวาสามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของมนุษยใหปองกันโรคมาลาเรยีไดอยางสมบรูณ ดวยเหตนุีจ้ึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตอง

หาแอนติเจนทีส่ามารถทําใหระบบภูมิคุมกนัของมนุษยเกิดการตอบสนองไดอยางสมบูรณ ดังนัน้

องคความรูที่ไดจากการศึกษาความสามารถของ STARP ในการเปนแอนติเจนจะสามารถใชเปน

ขอมูลเบ้ืองตนที่สําคัญตอการพัฒนาวัคซนีในอนาคตสาํหรับประเทศไทยและเขตปรากฏโรคอื่น ๆ 

หากวัคซีนปองกันโรคมาลาเรียประสบผลสําเร็จ กน็ับไดวาเปนความสาํเร็จตอมวลมนุษยชาติใน

การปองกนัโรคติดเชื้อที่เปนสาเหตุของความเจ็บปวยและการตายปละหลายรอยลานคนอีกดวย 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
ประวัติของโรคมาลาเรีย 

 โรคมาลาเรียมมีาแตโบราณกาล โดยมีคําจารึกในอนิเดยี จนี อียิปตและญี่ปุน ซึง่ความ

เชื่อของชาวจนีโบราณและชนชาติอ่ืน ๆ ตางเพงไปยงัภูติผีปศาจหรือเหตุการณเหนือธรรมชาติ   

ในสมัยเมื่อ 1,500 ปกอน แพทยชาวกรีกชื่อ Hippocrates เชื่อกันวาเปนนกัมาลาเรยีวิทยาคนแรก 

เพราะเขาไมเชื่อในส่ิงดังกลาวและเขาเปนคนแรกที่ไดบรรยายถงึอาการไขไดอยางสมบูรณ โดย

แยกเปนไขทกุวัน (quotidian), ไขวันเวนวนั (tertian) และไขวันเวนสองวนั (quartan) นอกจากนี้

เขายังไดวิจารณถึงลักษณะพิเศษหลายประการของอาการไข ไดแก ปวดหัว หนาวสั่น และมีไข

กลับ กอนหนาที่จะมีการคนพบสาเหตทุีแ่ทจริง ก็มีความเชื่อวาแบคทีเรียเปนสาเหตุ ในป ค.ศ. 

1849 Virchow สังเกตเหน็เม็ดสีในเซลลเม็ดเลือดของผูปวยเรียกภาวะนี้วา melanemia (เลอืดมีสี

ดํา) ซึ่งศาสตาจารย  Achillies Kelsch ที่โรงพยาบาล Val-de-Grace ในปารีสก็ศึกษาอยูแตหา

ผูปวยไมคอยได ตอมานายแพทย Charles Louis Alphones Laveran จากประเทศเยอรมนี  

ซึ่งไดรับการฝกฝนทางดานจุลทรรศนศาสตรมาเปนอยางดี ไดรับมอบหมายไปทาํงานที ่Val-de-

Grace เปนเวลา 5 ป โดยศกึษา melanemia กับ Kelsch ตอมาไดรับมอบหมายใหไปประจําที่

ประเทศแอลจีเรีย เพื่อศึกษาเพิ่มเติมในเรื่องดังกลาว โดยเขาตรวจเลือดสด ๆ จากคนไขและ

สังเกตเห็น “pigment bodies” โดยเหน็เปนเสนเรยีวเลก็สะบัดอยูรอบนอกของกอนดังกลาว (คือ 

exflagellation ของ P. falciparum) Laveran ไดศึกษาตอและรวบรวมผลการศึกษาของผูปวย 

432 ราย ตีพิมพในป ค.ศ. 1884 ซึ่งตอมาผลการคนควาของเขาก็ไดรับการเชื่อถือและยอมรับและ

ไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1907 

 ความเชื่อที่วายุงเปนพาหะของโรคมาลาเรียมีมานานแลวและทฤษฎีทีว่ายงุเปนตัวแพร

เชื้อโรคมาลาเรียนี้ไดรับการผลักดันมากทีสุ่ดจาก Patrick Manson ผูคนพบไมโครฟลาเรยีเจริญ

เปนระยะติดตอในยุงได ในป ค.ศ. 1897 Ronald Ross แพทยชาวองักฤษ ทาํการทดลองใน

ยุงกนปลองกพ็บซิสตฝงอยูที่กระเพาะอาหารของยงุ ในปเดียวกนั William George MacCallum ที่ 

Johns Hopkins พบการผสมระหวาง gamete โดย Ross ไดศึกษามาลาเรียของนกจนครบวงชีวติ

ในยุงและไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1902 ซึ่งวงชวีิตของมาลาเรียในยุงกนปลองไดรับการคนพบ

อยางสมบูรณจากการศึกษาของ Amigo Bignami และ Giovanni Grassi ในป ค.ศ. 1898  
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 การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียในตับ พบโดย Shortt และ Garnham ในป ค.ศ. 1948 

และเปนพืน้ฐานสําคัญในการตั้งทฤษฎ ี“sequential schizont hypothesis” หรือ “secondary 

exoerythrocytic schizogony” เพื่ออธิบายไขกลับในมาลาเรีย (Russel, 1955; Smith et al., 

1985) 
 
อนุกรมวธิานของเชื้อมาลาเรีย 

 เชื้อมาลาเรียเปนสิ่งมชีีวิตเซลลเดียวทีจ่ัดอยูในกลุมยูคารโิอต (eukaryote) ซึ่งมีองค 

ประกอบของเยื่อหุมนิวเคลยีส (nuclear membrane) แยกนวิเคลียสออกจากไซโตพลาสซึมอยาง

ชัดเจน สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรียไดดังนี ้

  Kingdom   Protista 

    Subkingdom   Protozoa 

       Phylum   Apicomplexa 

         Class    Sporozoa 

            Subclass   Coccodia 

               Order   Eucoccidiida  

                  Suborder   Haemosporina 

                     Family   Plasmodiidae 

                       Genus   Plasmodium 

 

เชื้อมาลาเรียใน genus Plasmodium ประกอบดวย species ประมาณ 120 ชนิด ซึ่งมทีั้ง

ที่พบในสัตวปก สัตวฟนแทะหรือในลิง แตเชื้อมาลาเรยีชนิดทีพ่บและทาํใหเกิดโรคในคนมี 4 ชนิด 

ไดแก Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae และ 

Plasmodium ovale ซึ่งในจาํนวนเชื้อมาลาเรียทัง้หมดนี ้Plasmodium falciparum มีความสาํคัญ

ทางการแพทยมากที่สุดเพราะเปนชนิดทีก่อความรุนแรงในคนมากที่สดุ รองลงมาคอื 

Plasmodium vivax นอกจากนี้ยงัพบวา Plasmodium ทีพ่บในลงิ primate หลายชนดิสามารถ

ติดตอสูคนเชน Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi และ Plasmodium simium 

เปนตน (Knowles and Das Gupta, 1932; Coatney et al., 1961; Deane et al.,1966) 
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การกระจายทางภูมศิาสตร 

 การแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียขึ้นอยูกบัปจจัยหลายประการทัง้ทางเศรษฐกิจ สังคม 

และลักษณะทางภูมิศาสตร การแพรกระจายของเชื้อพบไดทั่วโลกระหวางเสนรุงที ่64 องศาเหนือ

ถึง 32 องศาใต โดยเฉพาะประเทศที่อยูในบริเวณเขตรอนและเขตอบอุน ประมาณ 90 ประเทศจะ

มีการกระจายของโรคมากกวาบริเวณอืน่ไดแกประเทศในทวีปเอเชีย อเมริกาตอนกลางและตอนใต 

ยุโรปและแอฟริกา ดังแสดงในภาพที่ 1 ในแตละปจะพบประชากรทัว่โลกติดเชื้อมาลาเรียกวา 300 

ถึง 500 ลานคน และมีอัตราการเสียชวีิตประมาณ 1 ถึง 2 ลานคนตอป โดยรอยละ 60 ของผูปวย

และรอยละ 80 ของการตายจากโรคมาลาเรียทัง้หมดเกิดขึ้นในทวีปแอฟริกา (WHO, 2005) ซึ่งการ

ประมาณคาประชากรทีม่ีความเสี่ยงตอการติดเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกาที่มีการระบาดของโรค

มาลาเรียสงูแสดงในตารางที่ 1  

 สถานการณของโรคมาลาเรียในประเทศไทย พบผูปวยจากการติดเชื้อมาลาเรียชุกชุมใน

บางบริเวณของประเทศโดยเฉพาะจงัหวัดที่ติดกับชายแดนของประเทศพมา มาเลเซยีและกัมพูชา

ไดแก พื้นที่ในจังหวัด ตาก แมฮองสอน กาญจนบุรี จนัทบุรี นครศรีธรรมราช ยะลา ชมุพร ระนอง 

นราธวิาส และประจวบคีรีขันธ ซึง่จงัหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียในป พ.ศ. 2550 ในประเทศ

ไทย 10 อันดับแสดงดังภาพที ่2 ในปจจบุันการติดเชื้อมาลาเรียมีแนวโนมลดลงมากจากที่เคยพบ

ผูปวยชาวไทยจํานวน 168,370 คน ในป พ.ศ. 2535 เหลอืเพียง 30,612 คน ในป พ.ศ. 2547 คิด

เปนอัตราปวยหรือมีอุบัติการณของโรคมาลาเรีย 0.51 ตอประชากร 1,000 คนและมผีูปวยตาย

จากโรคมาลาเรีย 230 คน แมวาจาํนวนผูปวยจะลดลงอยางมากโดยลําดับแตโรคมาลาเรียยังถือ

เปนโรคประจาํทองถิน่ที่ตองเฝาระวังของประเทศไทย ซึง่การระบาดของโรคมาลาเรียในประเทศ

ไทยปรากฏมากใน 2 ชวงของป ไดแก ในชวงฤดูฝน คือเดือนมิถนุายนถึงสิงหาคม และฤดูหนาว 

คือเดือนพฤศจิกายนถงึธนัวาคม โดยมาตรการควบคุมและปองกนัโรคมาลาเรียดาํเนนิงานโดย

กองมาลาเรีย กรมควบคุมโรคติดตอ กระทรวงสาธารณสขุ (Thimasarn, et al. 1995) 

 
วงชวีิตของเชื้อมาลาเรีย 

 วงชวีิตของเชือ้มาลาเรียเปนแบบเชิงซอน โดยสลับระหวางโฮสต 2 ชนิด ไดแกคนและ

ยุงกนปลอง ซึง่การเจริญเตบิโตในยุงเปนแบบอาศัยเพศ เรียกวา sporogony สวนการเจริญเติบโต

ในคนเปนแบบไมอาศัยเพศ เรียกวา schizogony ประกอบดวยการเจริญในเซลลตับและการเจรญิ

ในเม็ดเลือดแดงตามลําดับ 
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ภาพที ่1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อมาลาเรีย (www.med.cmu.ac.th) 
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ภาพที ่2 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรีย โดยเรียงลาํดับจากมากไปนอยใน

ประเทศไทยป พ.ศ. 2551 ไดแก 1) ตาก 2) ยะลา 3) นราธิวาส 4) แมฮองสอน 5) ระนอง  

6) กาญจนบุรี 7) ชุมพร 8) สงขลา 9) จันทบุรี และ 10) ประจวบคีรีขันธ (สํานักโรคตดิตอนําโดย

แมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข) 
 

Myanmar 

Laos  

Cambodia 

Malaysia 33  

11  
44  

22  

77  

66  
99  

1010  

55  

88  
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ตารางที ่1 แสดงการประมาณคาประชากรที่มีความเสีย่งตอการติดเชื้อมาลาเรยีในพืน้ทีท่ี่มกีาร

ระบาดของโรคมาลาเรีย (ดัดแปลงจาก Worrall et al., 2004) 

 

Estimated population at risk of malaria epidemics 
      Estimated 

  Estimated  number of 

  percentage of people at risk 

  population at for malaria 

Country total population risk for epidemics epidemics 

Angola 13,527,000 35 4,734,450 

Botswana 1,553,000 40 621,200 

Burundi 6,501,000 50 3,250,500 

Cape Verde 436,000 50 218,000 

Chad 8,134,000 15 1,220,100 

DR* Congo 52,521,000 10 5,252,100 

Eritrea 3,815,000 60 2,289,000 

Ethiopia 64,458,000 50 32,229,000 

Kenya 31,292,000 25 7,823,000 

Madagascar 16,436,000 50 8,218,000 

Mali 11,676,000 20 2,335,200 

Mauritania 2,746,000 40 1,098,400 

Mauritius 1,170,000 40 468,000 

Mozambique 18,644,000 20 3,728,800 

Namibia 1,787,000 40 714,800 

Niger 11,226,000 20 2,245,200 

Rwanda 7,948,000 50 3,974,000 

Senegal 9,661,000 10 966,100 

Somalia 9,156,000 50 4,578,000 

South Africa 43,791,000 5 2,189,550 

Sudan 31,809,000 50 15,904,500 

Swaziland 937,000 40 374,800 

Tanzania 35,964,000 25 8,991,000 

Uganda 24,022,000 10 2,402,200 

Zambia 10,648,000 50 5,324,000 

Zimbabwe 12,851,000 28 3,598,280 

       Total 432,709,000   124,748,180 

* DR = Democratic Republic   
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วงชวีิตการเจริญเติบโตในยุง (sporogony) 

 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีดูดเลือดคนที่มีเชือ้มาลาเรียระยะแกมมีโตไซตที่เจริญเต็มที ่

(mature gametocyte) ทั้งเพศผู (male gametocyte หรือ microgametocyte) และเพศเมีย 

(female gametocyte หรือ macrogametocyte) เขาไปอยูในกระเพาะอาหารของยงุ หลังจากนั้น

ประมาณ 10 นาที แกมมีโตไซตเพศเมียจะเจริญเปนเซลลสืบพันธุเพศเมีย (female gamete หรือ 

macrogamete) สวนแกมมีโตไซตเพศผูจะมีการแบงนิวเคลียส 3 คร้ัง พรอมการเปลีย่นแปลง

รูปรางทาํใหเกดิเซลลสืบพนัธุเพศผู (male gamete หรือ microgamete) จํานวน 8 ตัวที่ม ี     

แฟลกเจลลา กระบวนการทีเ่กิดขึ้นนี้เรียกวา exflagellation โดยเซลลสบืพันธุเพศผูมีลักษณะยาวรี

คลายเสนดาย นวิเคลียสมีลกัษณะอัดแนนอยูตรงกลางเซลล ซึ่งการเจริญดังกลาวใชเวลา

ประมาณ 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นเมื่อเซลลสบืพันธุเพศผูปฏิสนธิกับเซลลสืบพันธุเพศเมียจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงเจริญเปนไซโกต (zygote) ที่มีขนาดประมาณ 6 ไมโครเมตร รูปรางกลม ซึ่งจะยงัคง

อยูในชองวางของกระเพาะอาหารของยุง หลังจากนั้นประมาณ 20 นาท ีไซโกตจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงรูปราง โดยมีสวนที่คลายเทาเทียม (pseudopod) ยืดยาวออกแลวเคลือ่นที่ผาน

กระเพาะอาหารของยุงและเจริญเปนโอโอไคนีต (ookinete) ซึ่งเกิดขึ้นหลังจากยงุดูดเลือดคน

ประมาณ 18 ถึง 24 ชั่วโมง ทั้งนี้ที่ปลายขางหนึง่ของโอโอไคนีตจะมี apical organelle ทําหนาที่

เกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ผานเซลลเยื่อบุผนังกระเพาะอาหารของยุงกนปลอง แลวจงึเคลื่อนที่ไช

ผานผนังกระเพาะอาหารไปยัง basal membrane ของเซลลเยื่อบุผนงัดานนอกของกระเพาะ

อาหาร เรียกระยะนีว้า โอโอซีสต (oocyst) จากนัน้โอโอซสีตจะมีการเพิม่ขนาดของไซโตพลาสซึม 

อยางรวดเร็ว รวมทัง้นวิเคลยีสจะมีการเพิม่จํานวนอยางมาก ทาํใหภายในโอโอซีสตมีหลาย

นิวเคลียส (polyploid) ในระยะนี ้apical organelle จะสลายตัวไป โดยทั่วไปเสนผานศูนยกลาง

ของโอโอซีสตมีขนาดประมาณ 40 ถึง 55 ไมโครเมตร และเรียกระยะที่เชื้อมาลาเรยีอยูในโอโอซสีต

นี้วา สปอรโรบลาส (sporoblast) จากนัน้จะเกิดลักษณะคลายกับการแตกหนอออกจากแกนของ 

สปอรโรบลาสเกิดเปนสปอรโรซอยต (sporozoite) จํานวนประมาณ 1 ถึง 2 พันตัวตอ 1 โอโอซีสต 

(Rosenberg and Rungsiwongse, 1991) แตละสปอรโรซอยตจะมีนวิเคลียส ไมโตรคอนเดรีย

และ apicoplast อยางละอนั เมื่อสปอรโรซอยตเจริญเต็มที่ แกนของสปอรโรบลาสจะมีขนาดเลก็

ลงและสลายไปในที่สุด แลวผนังของโอโอซีสตก็จะแตกออก ทาํใหสปอรโรซอยตกระจายไปทั่ว

ลําตัวของยงุ รวมทัง้ชองวางในทรวงอกและตอมน้ําลาย ระยะสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรียมี

รูปรางคลายหนอนขนาดเล็ก มีความยาวประมาณ 10 ถึง 15 ไมโครเมตรและกวาง 1 ไมโครเมตร 

ที่ปลายดานหนึ่งม ีapical organelle เพื่อใชในการลุกลามเขาสูเซลลตับ เมื่อยงุไปกัดคนหรือสัตว

มีกระดูกสันหลัง เชื้อมาลาเรียจะเขาสูรางกายและเจริญตอไป สําหรับระยะเวลาตั้งแตการเจริญ
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จากระยะแกมมีโตไซตจนถงึสปอรโรซอยตจะใชเวลาแตกตางกนัขึ้นกบัอุณหภูมิและชนิดของเชื้อ

มาลาเรีย 

  
วงชวีิตการเจริญเติบโตในคน (schizogony) 

• ระยะการเจรญิเติบโตที่อยูในตับ (liver stage)  
 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีทีม่ีเชื้อมาลาเรยีกดัคน จะปลอยเชื้อระยะสปอรโรซอยตเขาสู

กระแสเลือด ภายในเวลา 30 นาที สปอรโรซอยตจะเขาสูเซลลตับแลวจะเจริญเติบโตเพิ่มจํานวน

มากขึ้นแบบไมอาศัยเพศ เรียกระยะตาง ๆ ที่อยูในเซลลตบันี้วา exo-erythrocytic stage หรือ 

hepatic stage หรือ pre-erythrocytic stage ระยะนีจ้ะมีการแบงนวิเคลียสหลายครั้งกอนที ่

ไซโตพลาสซึมจะแบงตัว เรียกระยะนี้วาระยะไชซอนต (schizont) เมื่อระยะไชซอนตเจริญเต็มที่  

ไซโตพลาสซึมจะถูกแยกไปอยูกับแตละนวิเคลียส ทาํใหแตละเซลลมีนวิเคลียสเดียว เรียกวา  

เมอรโรซอยต (merozoite) ซึ่งมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร จํานวนเมอรโรซอยตทีเ่กิดขึ้นใน

เซลลตับจากสปอรโรซอยตตัวเดียว จะมจีํานวนที่แตกตางกันขึน้อยูกบัชนิดเชื้อมาลาเรีย โดย  

P. falciparum มีจํานวนเมอรโรซอยตสูงสุดประมาณ 30,000 ถึง 40,000 ตัว ในขณะที่ P. vivax,   

P. malariae และ P. ovale  มีเมอรโรซอยตประมาณ 10,000 ถึง 15,000 ตัว สําหรับระยะเวลาใน

การเจริญของสปอรโรซอยตจนถงึเปนระยะเมอรโรซอยตใชเวลาแตกตางกนัขึ้นอยูกบัชนิดของเชื้อ

มาลาเรียเชนกันกลาวคือ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 5.5 ถึง 7 วัน สวน P. vivax ใชเวลา

ประมาณ 8 วนั สาํหรับ P. ovale ใชเวลาประมาณ 9 วนั และ P. malariae ใชเวลาประมาณ 14 

ถึง 15  วัน (Spencer, 1986) สวนสปอรโรซอยตของ  P. vivax และ P. ovale เมื่อเขาสูเซลลตับ 

นอกจากจะมกีารเจริญ เติบโตดังกลาวแลว จะมีบางสวนที่เขาสูเซลลตับแลวจะมีการหยุดพักการ

เจริญชั่วขณะและสามารถกลับมาเจริญตอไปเปนระยะตาง ๆ ดังกลาวไดอีก ซึ่งจะใชเวลาแตกตาง

กันขึ้นอยูกับสายพนัธุของเชือ้มาลาเรีย โดยอาจใชเวลายาวนานเพยีงไมกี่เดือนหรืออาจจะนาน

เปนป ซึง่ระยะดังกลาวเปนสาเหตทุําใหผูปวยเกิดไขกลับ (relapse) เรียกระยะที่เชื้อมาลาเรียหยุด

การเจริญเติบโตในเซลลตับนี้วา ระยะ hypnozoite (Krotoski et al., 1980; Krotoski et al., 1982)  

 

• ระยะการเจรญิเติบโตที่อยูในเม็ดเลือดแดง (erythrocytic stage)  
 ระยะการเจรญิเติบโตและเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงของคน เรียกวา 

asexual erythrocytic stage หลังจากที่เมอรโรซอยตแตกออกจากเซลลตับจะออกมาอยูภายนอก

เซลลในกระแสเลือดในระยะเวลาเพียงชัว่ขณะแลวจะบกุรุกเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดง โดยอยูในชอง 

วางภายในเมด็เลือดแดงที่เรียกวา parasitophorous vacuole และจะเจริญเติบโตเปนระยะตาง ๆ 
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ตามลําดับดังนี้ เมอรโรซอยตในเม็ดเลือดแดงจะมีการเปลี่ยนแปลงลกัษณะรูปรางคลายวงแหวน 

ซึ่งมีไซโตพลาสซึมเปนเรือนแหวนและนวิเคลียสเปนหัวแหวนเรียกระยะนีว้า ระยะวงแหวน (ring 

form หรือ early trophozoite) เมื่อเชื้อมาลาเรียเจริญเตบิโตตอไป ไซโตพลาสซึมจะมีการขยายตัว

ออกแตยังไมมกีารแบงตัว ทาํใหมีรูปรางลกัษณะไมแนนอน อาจพบลกัษณะเทาเทยีมและสวนของ 

vacuole มีขนาดเล็กลง เรียกวาระยะโทรโฟซอยตทีก่ําลงัเจริญเติบโต (growing trophozoite)  

โดย P. vivax จะมีลักษณะคลายอะมีบา (amoeboid form) และ P. malariae จะมีรูปรางคลาย

แถบคาด (band form) ในระยะนีเ้ชื้อทีก่ําลังเจริญเติบโตจะอาศัยสารตาง ๆ ในเม็ดเลือดแดงเปน

หลัก โดยสวนใหญอาศัยฮีโมโกลบนิที่อยูในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลอืดแดงเปนอาหาร ฮโีมโกลบนิ

จะถูกยอยสลายเปนฮีม (heme) และโกลบิน (globin) แตเชื้อมาลาเรยีไมสามารถยอยฮีมได

สมบูรณ โดยสิ้นสุดการยอยสลายฮมีใหเปน ferriprotoporphyrin IX ซึ่งเปนสารทีม่พีิษตอเชื้อ

มาลาเรีย ดังนัน้เชื้อมาลาเรยีจึงมกีระบวนการกําจัดสารดังกลาวในรูปของกากอาหาร ซึ่งมี

ลักษณะเปนเม็ดสีน้ําตาลหรือสีดํากระจายอยูในไซโตพลาสซึมของเชือ้ เรียกวา hemozoin  

หรือ malarial pigment ซึ่งเปนโพลเีมอรของฮีมและไมมพีิษ ในระยะโทรโฟซอยตนีม้าลาเรียจะ

ปลดปลอยโปรตีนหลายชนดิสูเม็ดเลือดแดง อาจจะอยูในรูปของ caveola-vesicle complex  

ซึ่งสามารถพบไดในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดแดง โดยอยูติดกับดานในของเมมเบรน (Aikawa 

et al., 1975) เมื่อยอมดวยสยีิมซาและดูดวยกลองจุลทรรศนจะเหน็เปนจุดสีชมพู มลีักษณะรูปราง

แตกตางกนัไปตามชนิดของเชื้อมาลาเรยี โดยที่ P. falciparum จะพบ Maurer’s dots มีลักษณะ

รูปรางเปนจุดใหญหรือแทงสั้นๆ สวน P. vivax และ P. ovale จะพบ Schuffner’s dots มีรูปราง

เปนจุดเล็ก ๆ ขนาดเทากนักระจายทั่วไป และ P. malariae จะพบ Ziemann’s dots เห็นเปนจุด

ละเอียดกระจายทัว่ไป เมื่อระยะโทรโฟซอยตเจริญเติบโตเต็มที่ นิวเคลียสจะเกิดการแบงตัวหลาย

คร้ังภายในไซโตพลาสซึมเดยีวกนั ทําใหมหีลายนวิเคลียสเรียกระยะนีว้า ไชซอนตระยะแรก (early 

schizont) และเมื่อไชซอนตเจริญเต็มที่จะมีการแบงไซโตพลาสซึม ทาํใหแตละเซลลมีนิวเคลยีส

เดียว การแบงตัวนี้เรียกวาไชซอนตระยะหลัง (late schizont) ภายในประกอบดวยเมอรโรซอยต 

(merozoite) ในชวงนี ้malarial pigment จะถูกกาํจัดออกนอกเซลลของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งจะ

กระจายไปตามกระแสโลหิตและถูกจับกนิโดย phagocyte เชน Kupffer’s cell ในตับ เปนตน 

จํานวนเมอรโรซอยตที่เกิดขึน้ภายในเม็ดเลือดแดงจะมจีํานวนแตกตางกนัไปขึ้นกบัชนิดของ

มาลาเรีย โดย P. falciparum มีจํานวนเมอรโรซอยตประมาณ 8 ถึง 30 เมอรโรซอยต สวน P. 

vivax มีประมาณ 12 ถึง 24 เมอรโรซอยต สําหรับ P. malariae และ P. ovale มีประมาณ 6 ถึง 

12 เมอรโรซอยต เมื่อเม็ดเลอืดแดงแตก (hemolysis) เมอรโรซอยตในไชซอนตระยะหลังจะออกมา

อยูในกระแสเลือดและเขาสูเม็ดเลือดแดงใหม แลวเจริญเติบโตตอไปเปนวงจรลักษณะนี้ซ้าํ ๆ กนั 
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สําหรับเมอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดมักจะเขาสูเม็ดเลือดแดงที่มีอายุตางกัน โดยที่

เมอรโรซอยตของ P. vivax และ P. ovale มักจะเขาสูเมด็เลือดแดงที่มอีายุนอย (reticulocyte) 

สวนเมอรโรซอยตของ P. malariae มักจะเขาเม็ดเลือดแดงที่มีอายุมาก สําหรับเมอรโรซอยตของ 

P. falciparum สามารถเขาสูเม็ดเลือดแดงทั้งที่มีอายมุากหรือนอยได ระยะเวลาทีใ่ชในการ

เจริญเติบโตและเพิ่มจาํนวนแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงตั้งแตระยะวงแหวนจนถึงระยะ 

เมอรโรซอยตจะแตกตางกนักลาวคือ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 36 ถึง 48 ชั่วโมง P. vivax 

และ P. ovale ใชเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง สวน P. malariae ใชเวลาประมาณ 72 ชั่วโมง 

ชวงเวลาที่เมอรโรซอยตแตกออกจากเม็ดเลือดแดงจะมคีวามสัมพันธกับการเกิดอาการแสดงของ

โรคในผูปวยมาลาเรีย โดยทาํใหเกิดอาการไขหนาวสัน่  

 เมื่อเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลอืดแดงและเจริญเติบโตตอไปหลาย ๆ รอบ จะมีเมอรโรซอยต

บางตัวไมเขาสูวงจรการเจริญเติบโตแบงตัว แตจะเจรญิเปนระยะแกมมีโตไซต ซึง่ประกอบดวย

แกมมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย รูปรางลักษณะของแกมมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดจะมี

ความแตกตางกันไป กลาวคอืแกมมีโตไซตของ P. falciparum มีรูปรางคลายพระจนัทรเสี้ยว 

(crescent form) แกมมีโตไซตเพศผูมีลักษณะอวนและสั้นกวาแกมมีโตไซตเพศเมีย ในขณะที ่

แกมมีโตไซตของ  P. vivax, P. malariae และ P. ovale จะมีรูปรางกลมรี (oval shape) เมื่อยอม

ดวยสียิมซาพบวาแกมมีโตไซตเพศเมียจะมีขนาดใหญตดิสีเขม สวนแกมมีโตไซตเพศผูมีขนาดเล็ก

และติดสีออนกวาเพราะจํานวนไรโบโซมของแกมมีโตไซตเพศเมียมมีากกวา สําหรับระยะเวลาที ่

แกมมีโตไซตเร่ิมปรากฎในกระแสเลือดนั้น มีความแตกตางกนัขึ้นอยูกบัชนิดของเชื้อมาลาเรีย

เชนกนักลาวคอื  P. falciparum เร่ิมพบไดวันที่ 8 ถึง 15 สวน  P. vivax และ  P. ovale พบ

ประมาณวนัที ่ 5 ถึง 10 และ P. malariae เร่ิมพบไดประมาณวนัที่ 5 ถึง 23 หลังจากที่ยงุกนปลอง

เพศเมียดูดเลอืดคนที่มีเชื้อระยะแกมมีโตไซตเขาไป เชื้อมาลาเรียจะเจริญเติบโตในกระเพาะ

อาหารของยุงตอไป ดังแสดงในภาพที ่3
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อาการแสดงของโรคมาลาเรีย 

 ชวงเวลาระยะระหวางยงุกัดจนถงึพบเชื้อในเม็ดเลือดแดง เรียกวา prepatent period 

(ระยะกอนเชื้อปรากฎ) ซึ่งจะนานกวาระยะเวลา pre-erythrocytic schizogony ประมาณ 2-3 วัน 

และจะสั้นกวาชวงเวลาตัง้แตยุงกัดจนถึงมีอาการไข (incubation period หรือระยะฟกตัว) 

ประมาณ 2 วนั โดยเฉลี่ยแลวระยะกอนเชื้อปรากฎของ P. falciparum, P. ovale และ P. vivax 

ประมาณ 1.5 ถึง 2 สัปดาห ขึ้นอยูกับจาํนวนสปอรโรซอยต สายพนัธุของเชื้อ ชาติพนัธุของคนและ

ภาวะภูมิคุมกนัของคน เชน ระยะกอนเชื้อปรากฎของ P. falciparum กินเวลานานกวา  2 สัปดาห 

ถาไดรับสปอรโรซอยตในจํานวนนอย 

อาการของโรคมาลาเรียที่สาํคัญคืออาการไขเปนชวงระยะอยางสม่ําเสมอ และมักจะเริ่ม

ในตอนบาย ซึง่ในแตละชวงแบงเปน 3 ระยะ ไดแก 

1. ระยะหนาวสั่น (cold stage) ผูปวยมีอุณหภูมิรางกายลดลง มีอาการหนาวสั่น       

กินเวลา 30 นาท ีถึง 1 ชั่วโมง อาการหนาวสั่นไมรุนแรงใน P. falciparum แตรุนแรง

มากใน P. vivax 

2. ระยะไขตัวรอน (hot stage) ผูปวยมีไขสูง 40 – 41 oC เปนเวลาประมาณ 1-4 ชั่วโมง 

3.   ระยะเหงือ่ออก (sweating stage) กินเวลาประมาณ 1 – 2 ชั่วโมง ซึง่เปนชวงทีไ่มมี    

      อาการไข ผูปวยมกัจะออนเพลยีและมักจะนอนพักในระยะนี ้

 

การเกิดอาการเหลานี้จะเกดิขึ้นซ้ํา ๆ กันไป โดยเวนชวงเวลาที่ใกลเคียงกัน เรียกวา 

paroxysm ซึ่งอาการที่เกิดขึน้จะสัมพันธกนักับระยะที่เมอรโรซอยตแตกตัวออกจากเม็ดเลือดแดง 

ดังนัน้เมื่อครบวงจรการเจริญเติบโตแบบไมอาศยัเพศในเม็ดเลือดแดงแลวจะทําใหมีอาการไข

หนาวสัน่เกิดขึน้ โดยที่เชื้อชนิด P. falciparum จะทาํใหเกิดอาการไขทกุ ๆ 36 ถึง 48 ชั่วโมง  

P. vivax และ P. ovale ทําใหเกิดอาการไขทุก ๆ 48 ชั่วโมง สวน P. malariae จะทาํใหเกิดอาการ

ไขทุก ๆ  72 ชั่วโมง หรือมีไขวันเวนสองวนั เชื่อวาอาการที่เกิดขึ้นมีสาเหตุจากการปลดปลอย

สารพิษของเชือ้มาลาเรียกระตุนให macrophage หลั่ง tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ 

interleukin (Warrell et al., 1990) ถึงแมวาเชื้อมาลาเรียทั้ง 4 ชนิด ทาํใหเกิดอาการไขหนาวสัน่

คลายกนัแตเชื้อมาลาเรียชนดิ  P. falciparum  ทําใหเกิดพยาธิสภาพและภาวะแทรกซอนที่รุนแรง

มากที่สุดและเปนสาเหตุของการเสียชวีิตได สําหรับอาการแทรกซอนทีพ่บ ไดแก ภาวะมาลาเรียขึน้

สมอง (cerebal malaria) ภาวะไตวายเฉียบพลัน (acute renal failure) ภาวะดีซาน (jaundice)  

ภาวะน้ําตาลในกระแสเลือดต่ํากวาปกติ (hypoglycemia) ภาวะน้ําทวมปอดที่ไมไดเกิดจากหัวใจ

วาย (noncardiac pulmonary edema) ภาวะการหายใจลมเหลวเฉยีบพลนั (acute respiratory 
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insufficiency) ภาวะความดันโลหิตต่ําจนเกิดอาการชอ็ค (algid malaria) ภาวะที่เลือดเปนกรดสูง

กวาปกติ (acidosis) เปนตน (Marsh et al., 1996; Imbert et al., 1997; Crawley et al., 1998)   

 อยางไรก็ตามหลังจากที่อาการไขมาลาเรยีหายไปแลว แตถายังมีเชื้อมาลาเรียอยูในราง 

กาย โดยอาจมีระดับที่ต่ําเกนิกวาจะตรวจพบไดหรือมีเชือ้หลบซอนอยูในเซลลตับจะทําใหมีโอกาส

ที่จะกลับมาเปนไขไดอีก ถงึแมไมไดรับเชื้อใหมก็ตาม การเกิดอาการไขกลับแท (true relapse) 

เกิดจากเชื้อมาลาเรียมีระยะพักตัวในตับหรือระยะ hypnozoite และเชื้อสามารถที่จะออกสูกระแส

เลือดไดอีกครั้ง ไขกลับชนิดนี้สามารถพบไดใน P. vivax  และ P. ovale ปจจุบันพบวาสาเหตุ

สําคัญที่ทาํใหเกิดโรคมาลาเรียชนิดรุนแรงและมาลาเรียขึ้นสมองคือ sequestration หรือการทีเ่ม็ด

เลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรียระยะทีเ่จริญมากกวาระยะวงแหวนหลบซอนอยูในหลอดเลือดที่หลอ

เลี้ยงอวยัวะภายใน เนื่องจากเม็ดเลือดแดงดังกลาวมีคณุสมบัติการเกาะติดเปนกลุมกอนและ

เกาะติดผนงัหลอดเลือด ทําใหเกิดการอดุตันภายในหลอดเลือด (microvascular obstruction) 

ดังนัน้สารอาหารและออกซิเจนจึงไปเลีย้งอวัยวะตาง ๆ ไดไมเพียงพอ อยางไรก็ตามหลังจากที่

อาการไขมาลาเรียหายไปแลว แตถายังมเีชื้อมาลาเรยีเหลืออยูในราง กาย ซึง่อาจจะลดลงจากการ

ไดรับยารักษาโรคมาลาเรียจนตรวจไมพบไดดวยวิธกีารตรวจฟลมเลือด แตหลังจากนัน้เชื้อ

มาลาเรียที่ดื้อยาหรือหลงเหลืออยูในรางกาย เพิ่มจํานวนมากขึ้นจนตรวจพบไดอีกครั้งพรอมกับ

อาการไขกลับ เรียกกระบวนการนีว้า recrudescence (Miller et al., 1994; Etting et al., 1989) 
 
การปองกันโรคมาลาเรีย 

  1. เมื่อตองเดินทางเขาไปในเขตปาเขาควรปองกนัไมใหยุงกนปลองกัด โดยการนอนกาง

มุงและใชยากนัยุง 

2. ยาที่ใชปองกันตามที่เคยแนะนาํในอดตีนั้น พบวาไมไดผลมากนกั ยาสวนใหญทีใ่ชเชน 

2.1 คลอโรควีน ผูใหญให 1 เม็ด ทกุสัปดาห ปองกนัชนิดเชื้อ P. falciparum ไม

ไดผลและแมจะปองกนัเชื้อมาลาเรยี P. vivax ได ก็เปนการกดอาการไวชั่วคราว เมื่อหยุดกนิยานี้

แลวผูปวยกย็งัมีอาการกาํเริบได ภายใน 2-6 เดือน เนื่องจากเชื้อที่หลบซอนอยูในตับจะออกมาสู

กระแสเลือด 

2.2 ซัลฟาดอกซีน-ไพริเมทามีน เชน "แฟนซีดาร" ผูใหญให 1 เม็ดทกุสัปดาห หรือ 

2 เม็ดทุก 2 สัปดาหไดผลนอย เพราะทั้ง P. falciparum  และ P. vivax ดื้อตอยาชนิดนี ้

2.3 ดอกซีไซคลีน ผูใหญใหวนัละ 100 มก.ทุกวนั ปองกนัมาลาเรียชนิด P. vivax

ไมได สวนประสิทธิผลในการปองกันมาลาเรียชนิด P. falciparum  นัน้ยังบอกไมไดชดัวาสูง

เพียงใด  
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2.4 เมโฟรควนี ผูใหญให 1 เม็ด ทกุสัปดาห แมจะไดผลตอทั้งชนิด P. vivax และ 

P. falciparum  แตก็พบวามีบางรายที่ดื้อยาจึงปองกนัไมได 100% ดังนัน้ในปจจุบนัจึงไมแนะนาํ

ใหกินยาปองกนัลวงหนา แตแนะนาํวาถาออกจากปาแลวมีอาการไขหรือมีอาการสงสัยเปน

มาลาเรีย ใหรีบทําการตรวจรักษา หรือในกรณีที่ตองเขาไปอยูในปาที่เปนถิน่ทีม่ีเชื้อมาลาเรีย ดื้อ

ตอยาหลายชนิด เปนเวลานานเกิน 2 สัปดาห (ระยะฟกตัวของโรค) กค็วรพกยารักษามาลาเรีย 

(ไดแก ควินิน เมโฟลควนี หรือ อารทีซูเนต) ไวสํารองใชในยามฉุกเฉนิ เมื่อไมสามารถตรวจเลือดได 

โดยใชในขนาดที่ใชรักษามาลาเรีย 
 
ชีววทิยาของสปอโรซอยต 

 เชื้อมาลาเรีย (Plasmodium spp.) จัดอยูใน phylum Apicomplexa ซึ่งมีเชื้อกอโรคหลาย

ชนิดที่สามารถติดเชื้อภายในเซลล (intracellular pathogens) เชน Toxoplasma, 

Cryptosporidium, Eimesia และ Theileria โดยเชื้อทัง้หมดใน phylum นี้ มกีารเจรญิเติบโตและ

จําลองตัวภายใน nonphagosomal parasitophorous vacuole เมื่อมีการเจริญเตบิโตจะมีการ

สรางอวยัวะตาง ๆ เชน rhopties, microneme, apical polar ring และ conoid (ภาพที ่4)  

โดย rhopties และ microneme เปนอวัยวะที่ใชหลั่งและบรรจุสารที่เกีย่วของกับการเคลื่อนที ่ 

การเกาะติด การลุกลามเขาสูโฮสตเซลลและการสราง parasitophorous vacuole (Ngo et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัมีการสรางโครงสรางทีเ่ฉพาะเรียกวา apicoplast (คลายกับ chloroplast)  

ซึ่งเปนอวัยวะที่มีความจาํเปนในการดํารงชีวิตของเชื้อปรสิต ผิวชั้นนอกของสปอรโรซอยตจะถูก 

ปกคลุมดวยเยื่อหุมบาง ๆ ซึ่งเปนโครงสรางที่มีการจําลองตัวโดย plasma membrane และ 

internal membrane complex (IMC) โครงสรางนี้มีความสัมพนัธกับสารใน cytoskeleton หลาย

ชนิด เชน actin, myosin, microtubules และ filament-like protein เปนตน อีกทัง้ยงัมีสวน

เกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ของสปอโรซอยตอีกดวย (Morrissettes and Sibley, 2002) 

 การแพรพนัธุของ Apicomplexan จะเกิดขึ้นระหวางการลุกลามเขาสูเซลลของโฮสต 

จากนั้นจะมีการเจริญเติบโตและแบงตัวของเชื้อจนกระทั่งเซลลแตก เชื้อปรสิตจะออกมาภายนอก

เซลลเปนอิสระแตไมมีการเจริญเติบโตภายนอกเซลล จนกวาจะลกุลามเขาสูเซลลใหมได 

Apicomplexn มีโครโมโซมชุดเดียว (haploid) เปนสวนใหญในวงชีวิต เมื่อมีการลุกลามเขาสู

เนื้อเยื่อและเซลลของโฮสตจะเกิดกระบวนการแบงตัว (differentiation) และเพิ่มจํานวน 

(proliferation) มีการขยายพันธุโดยการสรางเซลลสืบพนัธุเพศผูและเพศเมีย เมื่อเกดิการปฏิสนธิ

จะไดเปน diploid zygote แลวจึงเกิดการแบงตัวแบบ meiosis ไดเซลลที่เปน haploid อีกครั้ง 

กลายเปนระยะติดตอเขาสูโฮสตอ่ืน ๆ ตอไป (Bannister and Mitchell, 2003)  
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 ระยะสปอโรซอยตของเชื้อมาลาเรียมีรูปรางคลายหนอนขนาดเล็ก มีความยาวประมาณ 

10 ถึง 15 ไมโครเมตรและกวางประมาณ 1 ไมโครเมตร ที่ปลายดานหนึ่งม ีapical organelle เพื่อ

ใชในการลุกลามเขาสูเซลลตับ สวนกลางของสปอโรซอยตประกอบดวยนวิเคลียส ไมโตรคอนเดรีย

และ apicoplast สวนปลายอีกดานหนึง่มไีรโบโซมและ endoplasmic reticulum อยูเปนจาํนวน

มาก บนผวิของระยะสปอโรซอยตประกอบดวยโปรตีนที่สําคัญ เชน circumsporozoite protein 

(CSP) และ thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) เปนตน (ภาพที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4 แสดงโครงสรางของสปอรโรซอยตและโปรตีนทีเ่กี่ยวของ 

(ดัดแปลงจาก Kappe et al., 2004) 
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สปอโรซอยตในยุงพาหะ 

 ในระหวางการดูดเลือดของยุงกนปลองเพศเมียจะมีแกมโีตไซต (gametocytes) ทัง้เพศผู

และเพศเมียเขาสูกระเพาะของยุง เมื่อมปีจจัยหรือสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม เซลลสืบพันธุ

เพศเมีย (macrogametocyte) จะกลายเปนแมคโครแกมมีต (macrogamete) ซึ่งลักษณะทัว่ไปไม

แตกตางไปจากเดิม ในทางตรงขามเซลลสืบพันธุเพศผู (microgametocyte) จะมีการจําลองตวั

เกิดการสรางแฟลกเจลลา (flagella) จํานวน 8 เสน งอกออกมาจากไซโตพลาสซึม (Kappe et al., 

2004; Sinnis et al., 1994) โดยแตละเสนคือไมโครแกมมีต (microgamete) เรียกกระบวนการนี้

วา exflagellation จากนัน้ไมโครแกมมีตจะเกิดการสะบดัหลุดออกจากเซลลไปรวมตัวกับ 

แมกโครแกมมตีกลายเปนไซโกต (zygote) ลักษณะลําตวัยาวคลายหนอน เรียกวา โอโอไคนีต 

(ookinete) ซึ่งจะไชผานสูผวิเซลลเยื่อบุกระเพาะของยงุทะลุเขาไปอยูในชองวางระหวางฐานเซลล 

(basal lamina) กับ basement membrane และหลั่งสารมาหุมตัวกลายเปนโอโอซีส (oocyst) 

แลวนิวเคลยีสภายในโอโอซสีแบงตัวเพิม่จํานวนสรางสปอโรซอยตจํานวนมากมาย เมื่อโอโอซีส

แตก สปอโรซอยตจะเขาสูเซลลตอมน้ําลาย ซึ่งกลไกในการเจาะผาน basal lamina ยังไมทราบ

ชัดเจน แตมีการตรวจพบ circumsporozoite protein (CSP) ในระหวางที่สปอโรซอยตเคลื่อนที่

ผานทะลุไปยงั basal lamina (Pimmenta et al., 1994; Ghosh et al., 2001) สปอโรซอยตสวน

ใหญเมื่อเขาสูเซลลตอมน้ําลายจะไปอาศยัอยูใน secretory cavity ซึ่งมีคุณลักษณะคือ  1) เปน

ระยะติดตอ 2) สามารถกระตุนใหระบบภมูิคุมกันของสตัวเลี้ยงลกูดวยนมเกิดการตอบสนองได  

3) แสดงรูปแบบการเคลื่อนที่และความเรว็ที่แตกตางกนัในหลอดทดลอง (Frischknecht et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัพบวามีโปรตีนบนผิวของสปอโรซอยตอยางนอย 3 ชนิดที่เกี่ยวของกับการ

ลุกลามของสปอโรซอยตเขาสูตอมน้าํลายยุง คือ CSP, TRAP และ membrane apical 

erythrocyte binding-like surface protein (MAEBL) แตเมื่อทําการศึกษา TRAP จากสปอโร

ซอยตของ P. berghei  โดยทําใหกลายพนัธุดวยวิธ ีhomologous recombination พบวาสปอโร

ซอยตไมมีความสามารถในการลุกลามเขาสูตอมน้ําลายยุง อีกทัง้ไมพบการแสดงออกของ 

MAEBL จึงเปนการบงชี้วาโปรตีนทั้งสองชนิด อาจจะไมมีความจาํเปนสําหรับสปอโรซอยตในการ

ลุกลามเขาสูตอมน้ําลายของยุง (Myung et al., 2004) 
 
สปอโรซอยตในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

 การติดเชื้อมาลาเรียในสัตวมกีระดูกสันหลัง เร่ิมตนจากยุงกนปลองเพศเมียไปกัดคน จะม ี

สปอโรซอยตประมาณ 20 ถึง 200 ตัว เขาสูรางกายผานทางผิวหนงัแลวเคลื่อนที่เขาสูกระแสเลือด
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โดยใชชวงเวลาสั้น ๆ (Kappe et al., 2003) หลาย ๆ งานวิจัยไดเสนอวาจํานวนของสปอโรซอยต

กับการติดเชื้อมาลาเรียไมไดขึ้นอยูกับจาํนวนของสปอโรซอยตที่อาศัยอยูในตอมน้าํลายของ

ยุงกนปลอง แตจะขึ้นอยูกับความสามารถของ salivary channel มากกวา (Frischknecht et al., 

2004) นอกจากนี้ยงัมีรายงานวาสปอโรซอยตจะมีความสามารถเปนระยะติดตอจากการกัดของยงุ

มากกวาการรดีหรือสกัดเอาสปอโรซอยตจากตอมน้าํลายยุง (Kappe et al., 2004) เมื่อยุงกน 

ปลองกัดคนจะมีการปลอยสารหลายชนดิในระหวางการกัด เชน antihistamines, vasolidators 

(tachykinin), anticoagulants (thrombin), platelet aggregation inhibitors และ 

immunomodulator สารเหลานี้ชวยใหงายตอการกัดและดูดเลือด อีกทั้งชวยใหการกระจายและ

การรอดชีวิตของสปอรโรซอยตมีมากข้ึนอกีดวย (Baldacci and Menard, 2004; Sidjanski et al., 

1997) 

 
รูปแบบการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต 

 การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตแบงออกเปน 3 ประเภท มีจุดมุงหมายเพื่อลุกลามเขาสู

เซลลตับ 
 1) Sporozoite mobility due to gliding 

 การเคลื่อนที่แบบลื่นไถลของสปอรโรซอยต คือการเคลือ่นที่ของสปอรโรซอยตเปนวงกลม

บนพืน้ผิวที่เปนกระจกเมื่ออยูในซีร่ัม การเคลื่อนที่ลักษณะนี้จะอาศัย extracellular locomotion-

like migration ที่อยูบนผิวเซลลของสปอรโรซอยต ทาํใหสามารถเคลื่อนที่ผาน subcutaneous 

tissue และหลอดเลือด (blood vessels) ในขณะทียุ่งมากัดผูปวย (Yuda and Ishino, 2004) ซึ่ง

การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในรูปแบบนี้จะไมมกีารเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลลหรือไมข้ึนกบั

แฟลกเจลลา (flagella) หรือซิเลีย (cilia) (Morrissette and Sibley, 2002) นอกจากนี้ 

micronemes ยังมีสวนเกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ในระหวางการเกาะตดิของโปรตีนทีห่ลั่งมาจาก 

apical pole โดยโปรตีนนีก้จ็ะแพรกระจายปกคลุมไปทัว่ ๆ ผวิของสปอรโรซอยต ซึ่งการเคลื่อนที่

เปล่ียนตําแหนงของสปอรโรซอยตจะเกิดขึ้นเมื่อการเกาะติดมีปฏิสัมพนัธกับสารเคมจีากภายนอก

ที่เปนตวัดึงดูดใหสปอรโรซอยตเคลื่อนที่เขาไปหา จึงเปนที่นาสังเกตวาเพราะเหตุใดการเคลื่อนที่

ของสปอรโรซอยตจึงขึ้นอยูกับ substrates จากภายนอก (Heintzelman, 2003; Sibley et al., 

1998) ซึ่งรูปแบบการเคลื่อนที่ในลักษณะนีม้ีความจาํเปนสําหรับสปอรโรซอยตในการลุกลามเขาสู

เซลลตับ จากการศึกษาการยับยั้งการเคลือ่นที่แบบลืน่ไถล โดยใช actin-depolymerizing 

substrance (cytocalasin) พบวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสู
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เซลลตับได แตอยางไรก็ตามยังไมทราบผลกระทบของ cytocalasin ในระหวางการยับยั้งการ

เคลื่อนที่และไมทราบผลขางเคียงทีจ่ะเกิดขึ้นกับโฮสตเซลล (Mota and Rodriguez, 2002a;  

Mota et al., 2001)  

 การเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในแบบลื่นไถลของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จะมี

ความสัมพันธกับโปรตีนที่อยูบนผิวของสปอรโรซอยต จากการศึกษา CSP ดวยวิธี 

immunostaining ที่หลั่งมาจากสวนของ apical extreme และเคลือบอยูรอบ ๆ ผิวของสปอรโร

ซอยตโดยกระบวนการ actin-dependent จะสะสมไวทีส่วนปลายของสปอรโรซอยต พบวาการ

เคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในสิ่งแวดลอมจะมีการเหนี่ยวนาํใหโปรตีนบนผิวของสปอรโรซอยตจับ

กับ substrate ทาํใหเกิดลักษณะการเคลือ่นที่เปนเกลยีว (Silvie et al., 2004) ซึ่งการเคลื่อนที่เปน

เกลียวจะถูกยบัยั้งเมื่อสปอรโรซอยตถูกบมกับ monoclonal antibodies ตอ CSP ซึ่งการยับยัง้นี้

จะไมมีการทําลายการหลัง่ของโปรตีนแตการหลั่งโปรตีนจะถูกยบัยั้งดวย calcium chelators หรือ 

secretion inhibitors จึงจะทาํใหสปอรโรซอยตไมสามารถเคลื่อนที่ได (Mota and Rodriguez 

2002a)  Thrombospondin related adhesive protein (TRAP) เปนโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่มกีาร

หลั่งในระหวางการเคลื่อนทีข่องสปอรโรซอยต ซึ่งเมื่อทาํใหเชื้อมาลาเรีย Plasmodium กลายพนัธุ

ในสวนของโปรตีน TRAP พบวาไมมกีารแสดงออกของ TRAP ในระหวางการเคลื่อนที่และไม

สามารถลกุลามเขาสูเซลลตบั จึงมกีารเสนอวาการเคลือ่นที่แบบลืน่ไถลนี้มีปจจัยทีส่ัมพันธกับการ

ลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยต (Kappe et al., 1999; Sultan et al., 1997) จากการ 

ศึกษาทางดานพนัธุกรรมบงชี้วาการลกุลามเขาสูเซลลตับและการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต  

มีความตองการสารประกอบจากภายนอกที่แตกตางกนั ซึง่อาจจะมกีารเปลี่ยนบรเิวณการเกาะติด 

แตไมมีผลกระทบตอการเคลือ่นที ่นอกจากนี้ยังมีการเสนอวา TRAP ทําหนาที่เสมือนเปนสะพาน

เชื่อมระหวางผิวโครงสรางของเชื้อมาลาเรยีกับตัวรับ (receptors) ที่อยูบนเซลลเปาหมายหรือ

สารประกอบภายนอกเซลล (Buscaglia et al., 2003)     

 การลุกลามของเชื้อใน Phylum Apicomplexa โดยทัว่ไปจะมีการเคลื่อนที่ไปรอบ ๆ โดย

อาศัย microtubules และเยื่อหุมเซลล 3 ชั้นคือ external, central และ internal membranes การ

เคลื่อนที่แบบลื่นไถลของสปอรโรซอยตจะปรากฎเมื่อ actin-myosin motor อยูในชองวางระหวาง 

plasma membrane และ inner membrane complex (IMC) ซึ่ง myosin สามารถจบักับ IMC ได

โดยโปรตีนทีเ่รียกวา myosin A tail domain-interacting protein (MTIP) (Bergman et al., 

2003) นอกจากนี้ TRAP intracytoplasmatic domain สามารถจบักับ F-actin complex โดย 

glycolytic enzyme aldolase ในขณะที่ intracellular motor ยาย TRAP ยอนกลบัหลัง ทาํให

สปอรโรซอยตมีการเคลื่อนทีไ่ปขางหนาได 
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2) Mobility for traversing cells  

 เปนรูปแบบการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตขามเซลลทีก่ดีขวางอยูขางหนา โดยการทําลาย

เยื่อหุมเซลลของเซลลกีดขวางนั้นใหแตก (Yuda and Ishino, 2004) เรียกกระบวนการนี้วา active 

transcytosis ซึ่ง Mota และคณะ (Mota et al., 2001) พบวาสปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ขาม 

HepG2 cells จากการทาํให cellular membrane แตกแลวจึงมกีารซอมแซมในภายหลัง โดย

สปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ขามเซลลกดีขวางที่ตางชนิดกัน เปนการเตรียมการใหสปอรโร

ซอยตสามารถลุกลามเขาสูเซลลอ่ืน ๆ ได 

 
 3) Mobility for invasion 

 เปนการเคลื่อนที่เพื่อลุกลามเขาสูเซลลตบั การเคลื่อนที่รูปแบบนี้ตองอาศัยการสราง 

parasitophorous vacuole และอาศัยการเคลื่อนที่แบบลื่นไถล (gliding mobility) ซึ่งตรงขามกับ

การเคลื่อนที่แบบ traversing cells คือไมมีการทาํใหเยือ่หุมเซลลของโฮสตเซลลแตก เพยีงแคเกิด

การสัมผัสของโฮสตเซลลกับ parasitophorous vacuole’s membrane เทานัน้ ซึ่งการสัมผัสนี้ทาํ

ใหเกิดการลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงและมีการเจริญเตบิโตภายในเมด็เลือดแดง (Yuda and 

Ishino, 2004)   
 
การลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยต (Hepatocyte invasion) 

 สปอรโรซอยตจะเคลื่อนที่ผานหลาย ๆ เซลลตับ กอนที่จะบุกรุกเขาสูเซลลและพัฒนาไป

เปนระยะ schizont และ merozoite ซึ่งกระบวนการลุกลามเขาสูเซลลตับจะตองเกดิการจดจําที่

จําเพาะระหวางตัวรับ (receptor) บนผวิของโฮสตเซลลกับสปอรโรซอยต แตอยางไรก็ตามยังคงมี

ปจจัยอื่น ๆ ของโฮสตเซลลที่มีความจาํเปนตอการลุกลามเขาสูเซลลของเชื้อมาลาเรีย จากการ 

ศึกษาของ Mota และคณะบงชี้วาสปอรโรซอยตสามารถเคลื่อนที่ผาน Hep 1-6 cells ไดอยาง

รวดเร็ว โดยอาศัยกระบวนการซอมแซมเยื่อหุมเซลลเรียกวา sporozoite transcytosis ซึ่งการ

เคลื่อนทีท่ะลผุานเซลลลกัษณะนี ้ทาํใหงายตอการบุกรุกเขาสูเซลลตับของเชื้อมาลาเรีย (Mota 

and Rodriguez, 2002a) จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาทัง้สปอรโรซอยต

อิสระที่อยูในสวนของของเหลวในไซโตพลาสซึม (cytosol) และสปอรโรซอยตที่อยูรอบ ๆ 

parasitophorous vacuole สามารถเคลื่อนที่ขามผานเซลลตับได แมจะมีการโตเถียงวาสามารถ

พบสปอรโรซอยตอิสระอาศัยอยูใน cytosol ไดจริงหรือไม แตก็ไมสามารถปฏิเสธไดถึง
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ความสามารถของสปอรโรซอยตในการเคลื่อนที่ขามผานเซลลตับกอนที่จะบุกรุกเขาสูเซลลตับ 

(Mota et al., 2002b)   

 นอกจากนีม้ีการพิจารณาวาการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตในการติดเชื้อ จะมีความ 

สามารถไปกระตุนใหเกิดการหลั่งสารตาง ๆ ภายใน parasitophorous vacuole จึงมกีารนาํเสนอ

ขอคิดเห็นวาสปอรโรซอยตจะกลายเปนตวักระตุนใหมีการปรากฎของโปรตีนชนิดตาง ๆ ใน 

ไซโตพลาสซึม ซึ่งการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยตผานเซลลตับ ทําใหเซลลตับหลั่งสาร hepatocyte 

growth factor แลวทําการกระตุน hepatocyte growth factor receptors สงผลใหเชื้อมาลาเรยี 

ไวตอการติดเชื้อมากขึน้ (Carrolo et al., 2003) นอกจากนี้ยงัมีการแสดงความคิดเหน็วาการ

เคลื่อนที่ผาน Kuffer cells ของสปอรโรซอยต ไมมีสวนเกี่ยวของตอการติดเชื้อในเซลลตับ ซึ่งสปอร

โรซอยตของ P. berghei ที่บกพรองในสวน SPECT1 และ SPECT2 เมือ่ฉีดเขาหลอดเลือดดําของ

หนพูบวาอัตราการติดเชื้อในเซลลตับจะลดลงอยางมาก แตอยางไรก็ดสีปอรโรซอยตก็ยังคง

สามารถติดเชือ้ในเซลลตับในหลอดทดลองได  (Kappe et al., 2004)  

 สําหรับการสราง parasitophorous vacuole ตองอาศัยการสนับสนุนจากอวยัวะตาง ๆ 

ของสปอรโรซอยต ไดแก apical organelle, rhopties และ micronemes จากการศึกษาในหลอด

ทดลองโดยการบมสปอรโรซอยตกับเซลลตับ พบวามกีารเหนี่ยวนําใหเซลลตับเกิดการอักเสบ เรียก

กระบวนการนีว้า excytosis โดยสวน apical organelle จะประกอบไปดวย CSP, TRAP และ 

erythrocyte binding antigen (EBA175) protein และยังอาศัยความรวมมือจาก Ca2+ 

ionophores ที่ชวยใหเกิดการหลั่งสารตาง ๆ บนผิวของสปอรโรซอยต ทาํใหสปอรโรซอยตเคลื่อนที่

แบบลื่นไถลได (gliding mobility) (Mota et al., 2002a) หลังจาก micronemes ปลดปลอยสาร

ตาง ๆ ไปยัง apical organelle (รวมทัง้ TRAP ในปริมาณมาก) บริเวณของ extracellular 

domains จะไปจับกับ ligand บนผิวของเซลลตับ ทาํใหเกิดการเชื่อมตอกัน จงึเปนการชวย

สนับสนนุใหเกิดการบุกรุกเขาสูเซลลตับได เมื่อเชื้อมาลาเรียเจริญเต็มที่ภายในเซลลตับและมี

ขนาดใหญกวานวิเคลียสของโฮสตเซลลกจ็ะปรากฎ CSP บนผิวรอบนอกของเชื้อมาลาเรีย 

(Kappe et al., 2004)    

 เมื่อสปอรโรซอยตของ P. berghei บุกรุกเขาสู HepG2 cells จากการบมเปนเวลา 24 

ชั่วโมง ทั้ง irradiated และ non-irradiated sporozoites สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปน 

rounded trophozoites แลว 48 ชั่วโมงตอมา irradiated sporozoites สวนใหญไมสามารถเพิ่ม

ขนาด ในขณะที่ non-irradiated sporozoites จะเกิดการเพิ่มขนาดไดมากที่สุดถึง 4 คร้ัง และ 

irradiated sporozoites เพียง 5% เทานัน้ที่มกีารพัฒนาไปสูระยะ schizont หลังจากนัน้อีก 72 

ชั่วโมงจะปรากฎระยะ merozoite จาก non-irradiated sporozoites เทานั้น ซึง่จากขอมูลนี้แสดง
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ใหเหน็วา irradiated sporozoites สามารถลุกลามเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองและพัฒนาเขาสู

ระยะ schizont ได แตไมสามารถเจริญเปนตัวเต็มวัยได ดังนัน้ irradiated sporozoites นาจะ

สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันไดดีกวา dead sporozoites หรือช้ินสวน

ของสปอรโรซอยต (Sigler et al., 1984) 

 
ระบบภูมิคุมกันตอ Pre-erythrocytic stage 

 ระบบภูมิคุมกนัตอระยะ pre-erythrocytic ของเชื้อมาลาเรียมีผลโดยตรงจาก 

สปอรโรซอยตที่ติดเชื้อผานทางผิวหนงัเขาสูเซลลตับ แมวาประชากรที่อาศัยอยูในพื้นที่กอโรคจะมี

การแสดงออกตอระยะสปอรโรซอยตเปนปกติ แตกลไกของระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติ 

(naturally acquired immunity) ก็ยังคงไมชัดเจนมากนัก อยางไรก็ตาม T-cell epitopes ตอ CSP 

ก็แสดงใหเห็นถึงรูปแบบความหลากหลายของโปรตีนของเชื้อมาลาเรยี ซึ่งมีหลกัฐานแสดงใหเหน็

วา T-cell epitopes ที่ถูกคัดเลือกจากโฮสตเซลลมีความแตกตางกนั นอกจากนี้ยงัมกีารศึกษา

อัตราการเพิ่มของการเกิดโรคมาลาเรียซ้าํ หลังจากรักษาหายแลว (re-infection) ในผูใหญและเด็ก 

(Owusu-Agyei et al., 2001; Sokhna et al., 2000) โดยมีการนําเสนอวาการวเิคราะหขอมูลจาก

ขนาดน้าํหนักตัวและความแตกตางของความไวในการถกูยุงกัดบงชี้ใหเห็นถึงความมนีัยสําคัญของ 

naturally acquired immunity ตอระยะ pre-erythrocytic แตการพัฒนาในวงชีวิตจะชากวาการ

ตอบสนองในระยะ blood stage อยางไรกต็ามในการศึกษานี ้สิ่งที่เดนชัดคือการเกิด re-infection 

ในระยะเวลาอนัสั้นและชี้ใหเห็นถึงการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันใหผลที่ไมจาํเพาะ แตเมื่อทํา 

การศึกษาในระยะ blood stage พบวาระบบภูมิคุมกันในผูใหญยงัคงมีภูมิตานทาน แมจะผาน

ระยะ pre-erythrocytic ไปแลวก็ตาม ในทางตรงกนัขามเมื่อทําการฉีดสปอรโรซอยตที่ทาํให 

ออนแรง (attenuated sporozoites) ในคนและในสัตวทดลอง พบวาเกิดการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันอยางสมบูรณ สามารถปองกันการติดเชื้อในภายหลงัได (Nardin et al., 1999)  

ซึ่งรูปแบบการทดลองที่เกิดขึน้นี้เปนพื้นฐานที่สาํคัญในการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียใน

ระยะ pre-erythrocytic และในปจจุบนัยังไมทราบเหตุผลที่ชัดเจนวาทําไมวัคซีนจาก attenuated 

sporozoites สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่สมบูรณเมื่อเปรียบเทียบ

กับการติดเชื้อตามธรรมชาต ิ(natural infection) อยางไรก็ตามการทดลองนี้จาํเปนตองใช 

สปอรโรซอยตจํานวนมาก (100 ถึง 1,000 ตัว เมื่อเปรียบเทียบกับการกัดของยุง 1 ถึง 100 คร้ัง

ของการติดเชือ้ตามธรรมชาติ) (Beier et al., 1991) เพือ่สามารถทําใหเกิดการตอตาน 

สปอรโรซอยตในเซลลตับและชวยเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการ apoptosis (Scheller and Azad, 

1995) จึงจะทาํใหระบบภูมคิุมกันเกิดการตอบสนองตอ sporozoite antigens ได 
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 แอนติบอดีตอสปอรโรซอยตมีประสิทธิภาพในการกระตุนใหเกิดกระบวนการ 

opsonization กอนที่สปอรโรซอยตจะลุกลามเขาสูเซลลตับหรือสามารถไปรบกวนกระบวนการ

ทํางานของสปอรโรซอยตในการลุกลามเขาสูเซลลตับ มกีารนาํเสนอวาแอนติบอดีทีต่อบสนองตอ

สปอรโรซอยตจะมีเปาหมายไปที่ circumsporozoite protein (CSP) ที่เคลือบอยูบนผิวของสปอร

โรซอยต โดยเฉพาะบริเวณ immunodominant region ที่แสดงรูปแบบความหลากหลายของ 

tetra-peptide repeat (NANP) (Esposito et al., 1988) แตอยางไรกต็ามการติดเชือ้ตาม

ธรรมชาติของมนุษยมีคาเฉลี่ยที่กวางตอความจาํเพาะตอ CSP และยังมีโปรตนีชนดิอื่น ๆ บนผิว

ของสปอรโรซอยต เชน LSA-1 และ TRAP และแอนติเจนที่อาจพบไดในระยะ blood stage แตมี

การหลัง่ของโปรตีนชาและอาจจะพบในระยะ sexual stage เชน STARP และ AMA-1  

ซึ่งแอนติบอดตีอโปรตีนทั้งหมดนี้มีการทดลองที่แสดงใหเห็นวาสามารถยับยัง้การลกุลามของ

สปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองได (Pasquetto et al., 1997) ในปจจุบนัยังไมมี

หลักฐานที่เดนชัดถึงระดับแอนติบอดีตอสปอรโรซอยตวามีความสมัพันธกับการปองกันการติดเชื้อ

หรือการเกิดโรคหรือไม โดยมีเพียงการอภิปรายถงึผลของแอนติบอดีตอ AMA-1 และโดยสวนใหญ

จะใชในการตอตานระยะเมอรโรซอยต (merozoite) แตในความเปนจริงเปาหมายอยูที่ระยะ 

สปอรโรซอยต (Polley et al., 2004) โดยทัว่ ๆ ไปในการศึกษาประสทิธิภาพของวัคซนี 

ความสัมพันธระหวางระดับของแอนติบอดีตอสปอรโรซอยตกับการปองกันการติดเชื้อมักจะไม

ชัดเจน แตก็มกีารรายงานวาการกระตุนใหเกิดกระบวนการ opsonoendocytic activity ตอระยะ

สปอรโรซอยตมีแอนติบอดีในซีร่ัมปริมาณมากจากการใช RTS,S vaccine (Schwenk et al., 

2003) 

 นอกจากนี ้Doolan และ Hoffman ทําการศึกษาเปาหมายของ pre-erythrocytic 

immunity โดยการเปลี่ยนแปลงกลไกการทํางานของ cell-mediated อยางนอย 5 กลไก เพื่อ

ปองกันการตดิเชื้อมาลาเรียสายพนัธุจากหน ูซึ่งจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูสามารถพบ 

CD4+ cells และ NK cells อยางใดอยางหนึง่หรือทั้งสองอยางซึง่ในความเปนจริงแลวในระบบ

ภูมิคุมกันควรจะพบ CD8+ cells (Doolan and Hoffman, 2000) 
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วัคซีนปองกนัโรคมาลาเรยี 

 ในปจจุบนัโรคติดเชื้อมากกวา 20 ชนิด สามารถปองกันไดโดยการใชวคัวัคซีน ซึง่วัคซีน

เหลานี้ใชปองกันโรคติดเชื้อที่เกิดจากแบคทีเรียและไวรัสเทานั้น แตวัคซีนที่ใชสําหรับปองกันโรค

ติดเชื้อจากปรสิตยังไมไดรับการพัฒนาจนสามารถนําไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตาม

การประสบปญหาในการควบคุมโรคมาลาเรียจากการดื้อยาฆาแมลงของยงุพาหะนําโรคหรือเกดิ

ภาวะของการที่เชื้อมาลาเรยีดื้อตอยาที่ใชในการรักษาหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อมาลาเรยี

ชนิด P. falciparum ตลอดจนปจจัยอืน่ ๆ ที่ทาํใหโรคมาลาเรียมีอุบัติการณสูงมากขึ้นในหลาย 

ภูมิภาคของโลก ดังนั้นการพฒันาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรียที่มปีระสิทธิภาพ จึงถือไดวาเปน

มาตรการทีม่บีทบาทมากทีสุ่ดประการหนึง่สําหรับควบคุมโรคมาลาเรีย (Breman et al. 2004; 

Tongren et al. 2004) 

 การศึกษาชีววทิยาของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งมีวงชีวิตที่ซับซอนและในแตละระยะประกอบดวย

แอนติเจนที่มคีวามหลากหลาย ดงันัน้บทบาทของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียในวงชวีิตมาลาเรีย

ระยะใดระยะหนึง่ตองเกิดประสิทธิภาพอยางสมบูรณ เพื่อปองกนัเจรญิเติบโตของเชื้อเจริญเปน

ระยะอื่นตอ ๆ ไป ซึ่งแอนติเจนที่ปรากฎในระยะอื่นก็จะมลีักษณะที่แตกตางกนัไป อาจทาํใหวัคซีน

ไมเกิดผลเชน การศึกษาการใชวัคซีนปองกนัโรคมาลาเรียในระยะสปอรโรซอยต สามารถปองกนั

การติดเชื้อในระยะสปอรโรซอยตได แตไมสามารถลดการติดเชื้อในระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงของ

คนได ดังนัน้แนวทางในการพัฒนาวัคซนีปองกันโรคมาลาเรียจึงตองคํานึงถึงลกัษณะดังกลาวดวย 

ในกลุมประชากรที่อาศัยอยูในพืน้ทีท่ี่มกีารระบาดของโรคมาลาเรีย (endemic area) โดยเฉพาะ

พื้นที่ทีม่ีอัตราการแพรเชื้อทีสู่ง (hyperendemic area) พบวามีภูมิคุมกันตอบสนองตอการติดเชื้อ

ที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ แตภูมิคุมกันที่เกิดขึน้ไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ

สมบูรณ เชน ประเทศอัฟริกาพบอัตราการเสียชีวิตเนื่องจากสาเหตุการเจ็บปวยดวยโรคมาลาเรีย

ในเด็กทีม่ีอายตุ่ํากวา  5 ปมากกวาในผูใหญ เนื่องจากผูใหญมีภูมิตานทานเกิดขึ้นจากการติดเชื้อ

ในธรรมชาติ โดยภูมิตานทานนี้มปีระสิทธภิาพในการปองกันการติดเชื้อมาลาเรยีไดบางสวน 

(partial protection) และอยูไดในระยะเวลาสั้น ๆ ดังนั้นในกลุมประชากรดังกลาวจึงจําเปนที่

จะตองไดรับเชื้อตอเนื่องกนัหลาย ๆ คร้ัง จึงจะสามารถมีภูมิตานทานมาลาเรียได เพราะฉะนัน้การ

พัฒนาคนควาวัคซีนที่มีประสิทธิภาพจึงมุงหวังที่จะทําใหเกิดภูมิคุมกนัไดดีกวาการติดเชื้อใน

ธรรมชาติ รวมทั้งระยะเวลาที่ภูมิคุมกนัคงอยูไดในระยะเวลาที่ยาวนานและสามารถปองกันการติด

เชื้อไดอยางสมบูรณ (complete protection) 
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แมวาในปจจุบันวัคซนีปองกันโรคมาลาเรยีจะยงัไมประสบผลสําเร็จจนสามารถนํามาใช

ไดกับประชากรทั่วไป แตความพยายามดงักลาวไดสงผลใหเกิดความเขาใจและนําไปสูการ

แสวงหาแนวทางใหม ๆ ในการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น ซึ่งใน

ปจจุบันมกีารแสวงหาแอนตเิจนทีน่าจะมีคณุสมบัติในการนํามาเปนองคประกอบของวัคซนี

ปองกันโรคมาลาเรีย สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม ไดแก  

 
 1. Pre-erythrocytic Antigens 

1.1 circumsporozoite protein 
circumsporozoite protein (CSP) เปนโปรตีนที่พบมากที่สุดบนผวิของสปอรโรซอยต 

ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่เกดิจากการกระตุนดวยสปอรโรซอยตที่ผานการฉายรงัสี

เอ็กซ ปฏิกิริยาดังกลาวทําให CSP หลุดลอกออกจากผวิของสปอรโรซอยต ทาํใหสปอรโรซอยต

ตายไปในที่สุด (Nussenaweig et al. 1969) ซึ่งบริเวณ repeats ใน CSP ของ P. falciparum 

ประกอบดวย B cell epitope ที่แอนติบอดีตอบริเวณดังกลาวสามารถยับยัง้การลกุลามของสปอร

โรซอยตเขาสูเซลลตับในหลอดทดลองได (Hollingdale et al., 1984) และยับยั้งความสามารถใน

การเปนระยะติดตอของสปอรโรซอยตของ P. falciparum และ P. vivax (Nardin et al., 1982) 

นอกจากนี ้monoclonal antibodies ตอบริเวณ repeats ของ CSP ของ P. berghei เมื่อฉีดเขาหนู

ทดลองพบวาสามารถปองกนัการติดเชื้อมาลาเรียชนิดเดียวกนัได (Potocnjak et al., 1980) จาก

การศึกษา T-cell epitope ใน CSP ของ P. falciparum พบ epitopes ที่สําคัญในบรเิวณ  

C-terminus ประกอบดวย T-cell epitope อยางนอย 2 ตําแหนง ที่สามารถกระตุนการตอบสนอง

ของ CD4+ lymphocyte (Good et al., 1987) 

       แมวาแอนติบอดีตอบริเวณ tetrapeptide repeats ใน CSP ของ P. falciparum 

สามารถยับยัง้การลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับและสามารถเกิดภาวะการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรียจากการทดลองในอาสาสมัคร แตในธรรมชาตกิลับพบวาผูที่

อยูในพืน้ที่ที่มกีารระบาดของโรคมาลาเรียสวนใหญมีแอนติบอดีตอบริเวณ repeats นี้ยังคงติดเชื้อ

มาลาเรียไดเชนเดียวกับผูที่ไมมีแอนติบอดี แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีดังกลาวไมเพยีงพอตอการ

ปองกันโรคมาลาเรียไดตามธรรมชาติ (Hoffman et al. 1987)  

 
1.2 Thrombospondin-related adhesive protein 
Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) หรือ sporozoite surface 

protein 2 (SSP2) จากการศกึษาดวยวธิี immunofluorescence พบวาทัง้ CSP และ TRAP ถูก



 

      
30 

เก็บไวใน microneme แตการกระจายตัวของ TRAP บนผิวของสปอรโรซอยตมีลักษณะเปน  

หยอม ๆ ในขณะที่ CSP มกีารกระจายตวัที่สม่าํเสมอ (Charoenvit et al. 1991) ซึ่งบทบาทของ 

CSP และ TRAP นั้นมีหลกัฐานสนับสนุนวาทําหนาที่เกีย่วของกับการเคลื่อนที่ของสปอรโรซอยต 

จากการทดลองใช CSP รวมกับ TRAP ใน P. yoelli ซึ่งเปนเชื้อมาลาเรยีของหนู พบวาสามารถ

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหมีภูมิตานทานตอการเปลี่ยนระยะของเชื้อมาลาเรยีไดอยาง

สมบูรณ ซึ่งใหประสิทธิภาพที่สมบูรณกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่เทานัน้ จงึแสดง

ใหเหน็วาภูมิตานทานที่ใหประสิทธิภาพสมบูรณสําหรับวัคซีนปองกนัโรคมาเรียในระยะกอนที่เชื้อ

จะลุกลามเขาสูเซลลตับ (pre-erythrocytic stage) ควรเปนผลรวมจากการกระตุนดวยโปรตีนบน

ผิวของสปอโรซอยตมากกวา 1 ชนิด (Khusmith et al. 1991)    

นอกจาก CSP และ TRAP ทีจ่ัดวาเปนโปรตีนที่สาํคัญตอการพัฒนาวคัซีนตอระยะ 

pre-erythrocytic stage แลวยังมีโปรตีนชนิดอื่น ๆ ทีพ่บในระยะดังกลาวและนาจะมบีทบาทใน

การเปนองคประกอบของวัคซีนได เชน sporozoite threonine and asparagines-rich protein 

(STARP) (Fidock et al. 1994a), sporozoite and liver stage antigen (SALSA) (Bottius et al. 

1996) และ liver-stage-specific antigens 1, 2 และ 3 (LSA 1, 2, 3) (Guerin-Marchand et al. 

1987)  

 
       1.3 Liver stage-specific antigen 1 
      Liver stage-specific antigen 1 (LSA-1) เปนโปรตีนตัวแรกที่แสดงออกบนผวิของ

สปอรโรซอยตเมื่อเกิดการลกุลามเขาสูเซลลตับ ซึ่งมีขนาดประมาณ 230 kDa จากการศึกษาการ

ใช LSA-1 กระตุนระบบภูมคิุมกันของชาวแอฟริกันตะวนัตก พบวาสามารถกระตุน  

HLA-restricted cytotoxic T cells โดยเกี่ยวของกับ HLA Bw53 ซึ่งการปรากฎของ HLA Bw53 มี

ความสมัพันธกับการปองกนัโรคมาลาเรียภาวะรุนแรง (severe malaria) (Hill et al., 1991;  

Hill et al., 1992)  

 
      1.4 Sporozoite threonine asparagine rich protein  
       Sporozoite threonine asparagines rich protein (STARP) เปนโมเลกุลที่แสดงออก

บนผิวของสปอรโรซอยต ถูกจําแนกและทาํการโคลนครั้งแรกในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใน 

field isolates (Fidock et al., 1994a) จากพื้นที่ทีม่ีการระบาดของโรคมาลาเรีย (โปรตีนชนิดนี้ยัง

ปรากฎใน Plasmodium สปชีสอ่ืน ๆ ดวยและเปน highly conserved structure) (Fidock et al., 

1994b) จากการศึกษาดวยวธิี immumofluorescence และ immunoelectron microscopy โดย



 

      
31 

ใชซีร่ัมตอตานบริเวณสวนกลางของโปรตีนและบริเวณ C-terminus แสดงใหเห็นถึง STARP ถูก

แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยตในระหวาง intrahepatic stage และ early ring stage 

(Bozdech et al., 2003) จากการทดลองดวยวธิี reverse PCR และ Northern blot hybridization 

พบวา STARP มีขนาดความยาวของยีนประมาณ 2.7 กิโลเบส สามารถแปลรหัสได 604 residues 

และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 78 กิโลดาลตัน โดยมีโครงสรางประกอบดวยบริเวณ exon และมี

บริเวณ intron คั่นกลางขนาด 175 bp ทางดานปลาย 5' และ 3' เปนสวน non-repetitive region 

และในสวนกลางเปนสวน repetitive region ซึ่งแบงออกเปน 3 บริเวณ คือ mosaic (M) region, 

Rp45 region เปนบริเวณกรดอะมิโนซ้าํกนัชุดละ 45 ตัว จํานวน 2 ชุด และ Rp10 region เปน

บริเวณที่มกีรดอะมิโนเรียงซ้ํากนั 10 ตัว ประมาณ 26 ชุด (Fidock et al., 1994a) ดังแสดงในภาพ

ที่ 5  โดยในบริเวณสวนกลางจะมีความหลากหลายของยีนต่ํา สําหรับลําดับเบสของยีน STARP 

ประกอบดวยกรดอะมิโนชนดิ asparagine รอยละ 25.2 และ threonine รอยละ 19.3 ซึ่งเปน

กรดอะมิโนทีพ่บมากที่สุดในการแปลรหสัของยีน STARP เนื่องจากสวนประกอบที่เปนกรดอะมโิน

ดังกลาวทาํใหโปรตีนนี้มีจาํนวนของ N-linked glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) site ปริมาณสูง

มากถงึ 38 พนัธะจากทั้งหมด นอกจากนีลํ้าดับของกรดอะมิโนจากปลาย N-terminus จะมีสวนไร

ประจุและไมชอบน้ํา (hydrophobic) และยังมีสวนที่ไมชอบน้ําอีกสวนหนึง่อยูที่ปลาย C-terminus 

อีกดวย  

ในสวนกลางบริเวณ Rp45 region และ Rp10 region จะมีสวนเหลื่อมล้ํากันอยู ซึง่

บริเวณ Rp45 region นั้นสวนที่ซ้าํกนัทัง้สองชุดจะถกูรักษาสภาพไวไดอยางสมบูรณในระดับ

กรดอะมิโนและนิวคลีโอไทด ในทางตรงกนัขามสวนซ้ําของบริเวณ Rp10 region จะมคีวามยาว

แตกตางกนัและมีการแทนที่และขาดหายของลําดับกรดอะมิโน ทาํใหมี 24 ถึง 26 สวนซ้าํ ทั้ง ๆ ที่มี

การแทนที่และขาดหายไปของกรดอะมิโน แตสวนใหญบริเวณ Rp10 นั้นก็ยังคงโครงสราง β-turn 

structure ซึ่งเปนตัวบงบอกถึงขอจํากัดทางโครงสรางมากกวาที่เปนโครงสรางขั้นปฐมภูมิ ที่อาจจะ

เกิดกระบวนการตาง ๆ ไดบนบริเวณนี้ เชนเดียวกับ CSP ซึ่งม ีrepeat variant  ที่เหมาะกับการคง

โครงสราง β-turn structure ซึ่งมีอยูเปนปกติใน NANP repeats จากการศึกษาโดยใชแอนติบอดี

ของหนูและมนุษยมาตรวจสอบ STARP พบวามีการกระจายตวัของโปรตีนที่ผิวผิดปกติไป ซึ่งตาง

จากการกระจายตัวของ CSP และ sporozoite antigen อ่ืน ๆ ทีม่ักจะอยูแยกจากกนับนพื้นผวิ

อยางชัดเจน อยางไรก็ตาม STARP ก็ยังแตกตางจาก TRAP ตรงที่ใหผลบวกจากวธิ ีIFA โดยใช  

anti-STARP antibodies (Roger et al., 1992) ดังนั้นการแสดงออกของ STARP อยางคงที่อาจจะ

ใหเปาหมายทีม่ีประสิทธิภาพสําหรับ sporozoite-specific antibodies  
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สําหรับหนาทีข่องโปรตีน STARP ตอระยะสปอรโรซอยตนั้นยงัไมทราบชัดเจน แตมกีาร

รายงานวาเกดิความชุกสงูของ anti-STARP antibodies โดยเฉพาะบริเวณ Rp10 จากการใช 

เปปไทด STNNNTKTISTDNNNTKTI พบวาสามารถยบัยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสู

เซลลตับได แมจะใชที่ความเขมขนต่ํา ๆ กต็าม (Pasquetto et al., 1997) ในบริเวณของ Rp10 

เชื่อวาจะมีบริเวณที่สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได จากการศึกษาการใชซีร่ัมที่ม ีIgG antibody 

titer ในปริมาณสูงตอ STARP ซึ่งไดมาจากผูปวยในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรคมาลาเรียสงูและต่ํา 

พบวาซีร่ัมจากผูปวยชาวแอฟริกัน (ผูปวยติดเชื้อ P. falciparum) ทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity 

chromatography ผลิต synthetic peptide จากบริเวณ Rp10 สามารถยับยัง้การลกุลามของ

สปอรโรซอยตไดถึง 48 – 90% ซึ่งก็ขึ้นอยูกับซีร่ัมและ STARP peptide นอกจากนี้มกีารศึกษาดาน

ภูมิคุมกันวทิยาจากแอนติเจนจํานวน 4 ชนิดของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จากระยะ  

pre-erythrocytic (STARP เปน 1 ใน 4 แอนติเจนที่ทาํการศึกษา) ทาํการทดลองโดยการกระตุนให

เกิดการตอบสนองของ B และ T cells โดยการใชลิง Aotus lemurinus ทาํการ immunized ดวย 

synthetic peptides จากสวนตาง ๆ ของ native protein พบวาไมเกดิการตอบสนองของ 

cytotoxic T-lymphocyte (CTL) ตอบริเวณ Rp10 ซึ่งกใ็หผลการทดลองตรงกนัเมื่อทําการทดลอง

ในลิง chimpanzee (BenMohamed et al., 2004)   

 จากการศึกษาการจําแนก Hep G2 cells HABPs ใน STARP โดยใชวิธี receptor-ligand 

binding assay แสดงใหเหน็ถึงมีเปปไทดอยางนอย 12 ชนิด ทีเ่กิดปฏิกริิยาที่จาํเพาะตอเซลล

เปาหมาย (Lopez et al., 2003) โดย HABPs 20546 (41VIKIINRFLSEYQSNFLGGGY60), 20547 

(61SAALKLVNSKKSGTNVNTKY80) และ 20548 (81NSENTNTNNNIPESSSTYTN100) จะอยู

บริเวณ N-terminal non-repeat region และ HABPs 20557, 20559, 20560, 20563, 20564 

และ 20565 จะครอบคลุมบริเวณสวนกลาง รวมทัง้บริเวณ Rp10 ซึ่งเปนบริเวณที่มคีวามสาํคัญ

ที่วาแอนติบอดีตอบริเวณ Rp10 นี้สามารถยับยัง้การลกุลามของสปอรโรซอยตของเชือ้มาลาเรีย             

P. falciparum เขาสูเซลลตับได (Pasquetto et al., 1997) นอกจากนี้ยังมี HABPs 20569 

(501TSDDELNKDSCDYSEEKENI520) และ 20570 (521KSMINAYLDKLDLETVRKIH540) จะอยู

บริเวณ C-terminal non-repeat region จากการศึกษาดวยวิธ ีcross-linking assay พบวาม ี

เปปไทดอยางนอย 2 ชนิดทีม่ีปฏิกิริยาตอโปรตีนขนาด 38 kDa และ 44 kDa บนผิวของเซลลตับ 

(Lopez R., et al. 2003) นอกจากนี้ HABPs 20570 (521KSMINAYLDKLDLETVRKIH540) จาก

บริเวณ  C-terminal non-repeat region ซึ่งบริเวณที่ขีดเสนใตเปนบริเวณที่ม ีepitope ที่สามารถ

กระตุน cytotoxic T-lymphocyte ใหเกิดการตอบสนองของภูมิคุมกนั และ HABPs 20546 และ 

20570 ยังสามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการผลิตแอนติบอดีในปริมาณสูง เพื่อตอตานสปอรโรซอยต 
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โดยซีร่ัมจากลงิ Aotus ที่ immunized ดวย HABPs 20546 และ 20570 มีแอนติบอดีที่จดจําตอ

โปรตีนบนเซลลผิวของสปอรโรซอยตดวยวธิี immunofluorescence (Lopez et al., 2003)  

 หนาที่ของ STARP ของเชื้อมาลาเรีย  P. falciparum ในมนุษยยังไมทราบชัดเจน แต

อยางไรก็ตามจากการทดลองและหลกัฐานตาง ๆ ที่กลาวไปขางตน ไดสนับสนนุความคิดที่วา

โปรตีนชนิดนีน้าจะมีบทบาทสําคัญในกลไกการลุกลามเขาสูเซลลตับของสปอรโรซอยตและ 

หลาย ๆ epitopes ของ STARP อาจจะสามารถใชเปนองคประกอบของวัคซนีในการปองกันโรค

มาลาเรียได 

 
 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5 แสดงของโครงสรางของยนี STARP ใน P. falciparum (Fidock et al., 1994a)
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 2. Merozoite and Erythrocytic Antigens          
              2.1  Erythrocyte binding antigen 175 
     Erythrocyte binding antigen 175 (EBA-175) เปนโปรตีนที่แสดงออกบนผวิของ

เมอรโรซอยต มีขนาด 175 kDa ซึ่งบริเวณ ligand ของโปรตีนนี้สามารถเกาะติดกับตัวรับที่จําเพาะ

บนผิวของเมอรโรซอยตและเม็ดเลือดแดงได (Camus and Hadley, 1985) จากการศกึษาลาํดับ

เบสของยีน พบวาในบางสวนเมื่อสังเคราะหไดเปนโปรตนีมีบริเวณที่จาํเพาะกับ B-cell epitopes 

และเมื่อทําการทดลองกับกระตายกพ็บการสรางแอนติบอดีในปริมาณสูง จากการใชซีร่ัมความเจือ

จาง 1:5 พบวาสามารถลดการลุกลามของเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลือดแดงในหองปฏิบัติการไดถึง 

80% และยังสามารถยับยัง้การเกาะของโปรตีน EBA-175 กับผิวของเม็ดเลือดแดงไดอีกดวย (Sim 

et al., 1990) 

 
     2.2  Merozoite surface protein 1 
      Merozoite surface protein 1 (MSP-1) หรือเรียกอีกชื่อหนึง่วา MSA-1 เปนโปรตีนที่

ถูกสรางขึน้ในระหวางการพฒันาของเชื้อมาลาเรียเขาสูระยะ schizont มีขนาด 195 kDa ซีร่ัมของ

ผูปวยมาลาเรยีมีแอนติบอดีตอโปรตีนชนดินี้ MSP-1 เปนโปรตีนที่มีความซับซอนเมือ่แสดงออกบน

ผิวของเมอรโรซอยต แมวาจะมีบางสวนของโปรตีนที่ถูกกําจัดออกไปดวยกระบวนการ proteolysis 

(Holder et al., 1982) แตมีชิ้นสวนของโปรตีนขนาด 19 kDa (MSP-119) ที่ยงัคงรูปแบบไวไดใน

ระหวางการลกุลามเขาสูเมด็เลือดแดงของเมอรโรซอยตและยังปรากฎอยูภายในเซลลเม็ดเลือด

แดงใหมที่ติดเชื้ออีกดวย นอกจากนี้ Monoclonal antibodies ตอ P. falciparum และ P. yoelii 

MSP-119 ก็สามารถลดประสทิธิภาพในการลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงของเมอรโรซอยต 

(Blackman et al., 1990; Burns et al., 1989) เชนเดยีวกันกับการศึกษาใน P. vivax (del Portillo 

et al., 1991) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันดวย P. falciparum MSP-1 พบวาสามารถ

ปองกันลิง Saimiri (Etlinger et al., 1991; Perrin et al., 1984) และ Aotus (Siddiqui et al., 

1987) จากการติดเชื้อได นอกจากนี้ยงัคนพบโปรตีนขนาด 15 kDa ของ P. yoelii  MSP-1 ที่

สามารถปองกนัการติดเชื้อและอัตราการตายในหนูได (Daly and Long, 1993) 

 
     2.3 Merozoite surface protein 2 
     Merozoite surface protein 2 (MSP-2) เปนโปรตนีทีเ่กาะติดอยูในเยื่อหุมเซลลของ

เมอรโรซอยต มีขนาด 45 kDa (Ramasamy, 1987; Smythe et al., 1988) ในโมเลกุลจะมีบริเวณ 

central repeat เมื่อทําการวิเคราะหตวัอยางจากเชื้อ P. falciparum บงชี้วาความหลากหลายของ
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กรดอะมิโนพบถึงประมาณ 50% แตทางดาน N- และ C-terminal คงรูปแบบของกรดอะมิโนไวได 

(Smythe et al., 1990) การกระตุนระบบภูมิคุมในลิง Saimiri โดยใช recombinant vaccine virus 

ที่ประกอบดวยสวนของยนี MSP-2 ในระยะแรกพบปรมิาณของแอนติบอดีในปริมาณต่ําและจะ

เพิ่มข้ึนเมื่อสัตวทดลองติดเชือ้เขาสูระยะเมอรโรซอยต แตสัตวทดลองกย็ังคงติดเชื้อและหาคา 

parasitemia ได (Pye et al., 1991) 

 
      2.4 Ring-infected erythrocyte surface antigen 
      Ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA) หรือเรียกอกีชื่อหนึ่งวา Pf155 

มีขนาด 155 kDa เปนโปรตนีที่สรางขึ้นโดยเชื้อ P. falciparum ในระหวางระยะ late schizont 

และแสดงออกบนผิวของเมด็เลือดแดงที่มกีารติดเชื้อในระยะวงแหวน (ring stage) (Coppel et 

al., 1984; Perlmann et al., 1984) โปรตีนนี้จะถูกเก็บไวในเยื่อหุมเซลลของเม็ดเลอืดแดงเมื่อเกดิ

การลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดง RESA ประกอบดวยลาํดับของกรดอะมิโนเรียงซ้ํา ๆ กันและในซีร่ัม

ของผูปวยมาลาเรียพบแอนติบอดีซึ่งสามารถยับยัง้การลุกลามของเมอรโรซอยตเขาสูเม็ดเลือดแดง

ในหองปฏิบัติการได (Wahlin et al., 1984) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกนัในลงิ Aotus 

ดวยโปรตีน 2 บริเวณที่เรียงซ้ํา ๆ กนัพบวาลิงไมมีภูมิตานทานตอการติดเชื้อ (Collins et al., 

1986) 

 
     2.5 Serine repeat antigen 
     Serine repeat antigen (SERA) หรือเรียกอีกชื่อหนึง่วา serine protein I และ p126 

เปนโปรตีนที่ปรากฎอยูใน parasitophorous vacuole ในเชื้อ P. falciparum มีขนาด 111 ถึง 113 

kDa และประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด serine ประมาณ 11% (Bzik et al., 1992; Knapp et al., 

1989) จากการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Saimiri ดวย SERA พบวาลิงสามารถปองกันการติด

เชื้อมาลาเรียในภายหลังได และเมื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus โดยใชโปรตีนลูกผสม 2 

ชนิด คอื SERA เชื่อกับ histidine-rich protein II และ SERA เชื่อมกับ MSP-1 พบวาลิงสามารถ

ปองกันการตดิเชื้อมาลาเรียไดในภายหลงัเชนเดียวกนั (Knapp et al., 1992) 
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 3. Transmission-Blocking and Pathogenicity Antigens 
      3.1 Pfs25 
       Pfs25 เปนแอนติเจนทีส่ําคัญที่ถูกนาํมาใชเปนองคประกอบของวคัซีนปองกนัโรค

มาลาเรีย มีขนาด 25 kDa พบบนผวิของ zygotes และ ookinete ของเชื้อ P. falciparum ซึ่ง 

monoclonal antibodies ของแอนติเจนนีส้ามารถหยุดการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย โดยไป

รบกวนการพฒันาเปนระยะสืบพันธุ (sexual stage) ของเชื้อมาลาเรยีภายในยุงกนปลอง 

(Vermeulen et al., 1985) จากการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันในหนู โดยใช infected 

vaccine virus พบวา polyclonal antibody ที่ผลิตขึ้นสามารถยับยัง้การพัฒนาเปนระยะสืบพนัธุ

ของเชื้อมาลาเรียได (Kaslow et al., 1991) และจากการใช yeast-expressed recombinant 

Pfs25 พบวา polyclonal antibody สามารถหยุดการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียไดทั้งในหนู

และลิง (Barr et al., 1991) 

 
แนวทางในการพัฒนาการผลิตวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย 

 การผลิตวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย สามารถจําแนกออกเปน 3 กลุม ตามระยะการเจริญ 

เติบโตของเชื้อมาลาเรียและเปาหมายในการยับยัง้หรือทาํลายเชื้อมาลาเรีย ไดแก 

  
1. วัคซีนปองกันมาลาเรียระยะกอนการเจริญในเมด็เลือดแดง  
    (pre-erythrocytic stage vaccines)  

 เมื่อยุงกนปลองเพศเมยีทีม่ีเชื้อมาลาเรยีกดัคน ระยะสปอรโรซอยตจากตอมน้ําลายยุงจะ

เขาสูกระแสเลอืด หลังจากนัน้ระยะสปอรโรซอยตจะลุกลามเขาสูเซลลตับและเจริญเปนระยะ

โทรโฟซอยต ระยะไชซอนตและระยะเมอรโรซอยตตามลาํดับ ตั้งแตสปอรโรซอยตเจริญในเซลลตับ

จนเกิดระยะเมอรโรซอยตนัน้ เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใชเวลาประมาณ 1 สัปดาห ซึ่งระยะ

สปอรโรซอยตจํานวน 1 ตัวสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนจนเปนเมอรโรซอยตไดประมาณ 30,000 

ถึง 40,000 ตัว ซึง่เมอรโรซอยตจากเซลลตับจะเขาสูระบบไหลเวียนพรอมที่จะเขาสูเม็ดเลือดแดง

ตอไป 

วัตถุประสงคของ pre-erythrocytic vaccines คอืปองกนัการลกุลามของสปอรโรซอยต

เขาสูตับและยบัยั้งหรือทําลายการเจริญเตบิโตของเชื้อมาลาเรียในเซลลตับ (liver stage)  

ถาการพัฒนาวัคซีนในระยะนี้ประสบผลสาํเร็จ ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมเกดิการติดเชื้อมาลาเรียใน 

เม็ดเลือดแดง ทําใหไมมีอาการของโรคมาลาเรียเลย จากการทดลองประสิทธิภาพของวัคซีน 

เร่ิมตนจากการใชสปอรโรซอยตของ P. gallinaceum ที่ผานการฉายรงัสีอุลตราไวโอเลตแลวฉีด
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เขาไปในสัตวปก พบวาสามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกนัเกิดการตอบสนองตอการติดเชื้อ

มาลาเรียได (Mulligan et al., 1941; Russell et al., 1942) ซึ่งในเวลาตอมา Nussenzweig และ 

Vanderberg ประสบผลสําเร็จในการทดลองการกระตุนระบบภูมิคุมกนัของหน ูโดยการฉีด 

สปอรโรซอยตของเชื้อ P. berghei ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซ (X-irradiated sporozoite) เขาสูหลอด

เลือดดําของหนู หลังจากนั้นไดทําการฉีดสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรยีที่สามารถกอโรครุนแรงใน

หนูอีกครัง้หนึง่ พบวาภูมิตานทานของหนทูี่เกดิขึ้นสามารถปองกนัการติดเชื้อดังกลาวไดอยาง

สมบูรณ (complete protection) (Nussenaweig et al., 1969; Vanderberg et al., 1969) ตอมา 

Clyde และคณะไดทําการศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันของอาสาสมัคร โดยการใชยุงจาํนวน

มากที่มีระยะสปอรโรซอยตของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่ผานการฉายรังสีเอ็กซแลวกัด

อาสาสมัครหลาย ๆ คร้ัง พบวาภูมิคุมกนัของอาสาสมัครสามารถตอบสนองตอการติดเชื้อ 

P. falciparum จากการถูกยุงทีม่ีสปอรโรซอยตที่ไมไดผานการฉายรงัสีกัดในภายหลังได 

อยางไรก็ตามภูมิตานทานดังกลาวไมสามารถปองกนัการติดเชื้อ P. vivax และไมสามารถปองกัน

การติดเชื้อจากการฉีด asexual blood stage ของ P. falciparum จึงสรุปวาภูมิตานทานตอการ

ติดเชื้อมาลาเรียมีความจําเพาะตอระยะ (stage-specific) และจําเพาะตอชนิด (species-

specific) ของเชื้อมาลาเรีย (Clyde et al., 1973; Clyde, 1975)   

 แมวาระยะสปอรโรซอยตที่ผานการฉายรงัสีเอ็กซจะใหประสิทธิภาพทีป่องกันโรคมาลาเรีย

ไดดี แตในทางปฏิบัติแลวไมสามารถผลติสปอรโรซอยตจํานวนมากเพื่อนาํมาใชเปนวัคซนี อีกทัง้

ประสิทธิภาพของวัคซีนยังขึน้อยูกับสายพนัธุของเชื้อมาลาเรีย จงึไมสามารถปองกนัการติดเชื้อ

มาลาเรียสายพันธุอ่ืน ๆ ในธรรมชาติ ดังนั้นการใชวธิีทางอณูชีววทิยาและพนัธุวิศวกรรมจึงมี

ประโยชนตอการพัฒนาวัคซนี  

 
2. วัคซีนปองกันมาลาเรียที่เจริญแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดง 
     (asexual blood-stage vaccines) 

 วัตถุประสงคเพื่อยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรีย และปองกนัการบุกรุกของเชื้อ

มาลาเรียเขาสูเม็ดเลือดแดง นอกจากนี้อาจมีบทบาทชวยในการยับยัง้การสรางสารพิษของเชื้อได 

ในระยะนี้จะมกีารสรางโปรตีนหลายชนิดเชน MSP1 เปนโปรตีนที่มีความสําคัญและจากการทด 

สอบประสิทธภิาพของวัคซนีทัง้ในหลอดทดลองและสตัวทดลอง พบวาวัคซนีนี้สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อมาลาเรีย และสามารถกระตุนการสรางภูมคิุมกันไดสูงอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ 

นอกจากนี ้AMA-1 เปนโปรตีนอีกชนิดหนึง่ที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนที่ดีตอการกระตุนใหสราง

แอนติบอดี จากการศึกษาในสัตวทดลองโดยการฉีดเปปไทดสังเคราะหเขาเสนเลือดของสัตวและ
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กระตุนดวยสายพันธุเดียวกนั พบวาทาํใหสัตวทดลองเกดิภูมิคุมกันตอการติดเชื้อได โดยระดับการ

ปองกันจะสัมพันธกันกับระดับแอนดิบอดีที่เพิม่สูงขึ้น และถาฉีด AMA-1 สายพันธุที่ใชเปนวัคซีน

ตางกับ AMA-1 สายพันธุที่กระตุน ทําใหสตัวทดลองไมมีภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรีย และ

นอกจากนีย้ังมีโปรตีนอีกหลายชนิดที่อาจมีสวนสําคัญสําหรับการเปนองคประกอบวัคซีน เชน 

MSP2, MSP4. rhoptry protein, SERA และ EBA-175 (Narum et al.,1994) 

 นอกจากนีว้ัคซีนทีม่ีองคประกอบหลายระยะ (combine vaccine) ซึง่เปนการทดสอบ

วัคซีน โดยใชพื้นฐานการรวมระหวางแอนติเจนของระยะกอนเขาสูเมด็เลือดแดงและระยะการ

เจริญที่ไมอาศยัเพศในเม็ดเลือดแดง หรือที่เรียกวา SPf66 โดยใชเปปไทดสังเคราะหจากบางสวน

ของ PfMSP1 เชื่อมกับ CSP ในสวนที่กรดอะมิโน 4 ตัวเรียงซ้ํากัน (tetrapeptide repeats) คือ 

Asparagine-Alanine-Asparagine-Proline (NANP) และเชื้อกับโปรตีนอีก 2 ชนิดของเชื้อ

มาลาเรีย และไดมีผูศึกษาโปรตีนดังกลาวในอาสาสมัครหลายพืน้ทีท่ี่ตางกนัไป พบวาอาสาสมัคร

ทั้งเด็กและผูใหญในประเทศโคลัมเบียและทานซาเนยี มีระดับแอนติบอดีตอบสนองตอการติดเชือ้

มาลาเรียในระดับที่สูงอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ แตในทางตรงกนัขามการศึกษาวัคซนีชนิดเดียว 

กันนี้ในประเทศไทยและแกมเบีย กลับพบวาการตอบสนองของแอนตบิอดีตอการติดเชื้อมาลาเรีย

ในอาสาสมัครมีประสิทธิภาพในระดับที่ต่ํา ดังนัน้แสดงใหเหน็วาประสิทธิภาพของวัคซีนนอกจาก

จะขึ้นอยูกับคุณสมบัติของแอนติเจนที่นาํมาใชเปนวัคซนียังมีความสมัพันธกับเชื้อชาติ อายุและมี

ความแตกตางกันในแตละกลุมประชากร 

 
3. วัคซีนปองกันการแพรกระจายเชื้อมาลาเรียระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
     (sexual stage vaccine หรือ transmission blocking vaccine) 

 วัตถุประสงคเพื่อสรางภูมิตานทานยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลสืบพันธุของเชื้อ 

มาลา เรียในยงุพาหะกลาวคอื ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมมีภูมติานทานตอการติดเชื้อมาลาเรียแต

สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียที่อยูในยุงพาหะ โดยผูที่ไดรับวัคซีนรางกายจะมี

การสรางแอนติบอดีตอบสนองตอเชื้อมาลาเรียในระยะทีม่ีการสรางเซลลสืบพันธุ ดังนั้นยุงที่กัด 

ผูที่ไดรับวัคซีนจะไมสามารถกระจายเชื้อไปสูผูอ่ืนได 

 อยางไรก็ตาม วัคซีนปองกนัมาลาเรียที่มีประสิทธิภาพจึงควรครอบคลุมเชื้อในหลาย ๆ 

ระยะหรอมกัน เพื่อปองกนัหลุดรอดจากการทําลายของภมูิคุมกันของรางกาย เมื่อเชือ้มีการ

เปล่ียนแปลงระยะการเจริญเติบโต (Duffy et al.,1997) 
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อุปสรรคของการพัฒนาวคัซีนปองกันโรคมาลาเรีย 

1. ความหลากหลายในรูปแบบแอนติเจนของเชื้อมาลาเรีย 
 เนื่องจากในวงชีวิตของเชื้อมาลาเรียมชีวงชีวิตที่มกีารสบืพันธุแบบอาศัยเพศในยงุ 

กนปลอง ในขณะที่เกิดการปฏิสนธิจะมกีารแลกเปลี่ยนพันธกุรรมระหวาง gamete เพศผูและ 

เพศเมีย ทาํใหเชื้อมาลาเรียรุนถัดไปอาจมอีงคประกอบทางพนัธุกรรมแตกตางกนั ทาํใหเกิดความ

หลากหลายในรูปแบบของโปรตีน รวมทั้งแอนติเจน กระบวนการดังกลาวเรียกวา intragenic 

recombination (Tanabe et al., 1987) นอกจากการแลกเปลี่ยนทางพนัธุกรรมของเชื้อมาลาเรยี

จะเกิดขึ้นในขณะสืบพันธุแบบอาศัยเพศแลว สวนของยีนที่มีลําดับเบสเรียงซ้ํากันเปนชุดนัน้

สามารถเพิ่มหรือลดจํานวนชดุไดในระหวางที่เชื้อแบงตัวแบบไมอาศัยเพศ แมจะเกิดไมบอยในแต

ละชวงชีวิตทีเ่ชื้อมาลาเรยีเจริญในเม็ดเลือดแดง ทัง้นี้กลไกทางพนัธุกรรมดังกลาวเกดิจาก

กระบวนการแลกเปลี่ยนทางพันธกุรรมแบบ unequal crossing-over หรือกลไก slipped-stand 

mispairing ระหวางสวนของยีนที่มีลาํดับเบสซ้ํากันเปนชุด (Hughes, 2004; Ferreira et al., 

2003) 

 นอกจากนีเ้ชื้อมาลาเรียยังประกอบดวยแอนติเจนที่มีความผันแปร (antigenic variation) 

โดยไมเกี่ยวของโดยตรงกับการเกิด recombination เชนในกรณีของ erythrocyte membrane 

protein 1 ของ P.  falciparum หรือ PfEMP1 ซึ่งเปนโปรตีนของเชื้อมาลาเรียทีพ่บบนผิวของเม็ด

เลือดแดงที่มีเชื้อเจริญตั้งแตระยะ growing trophozoite เปนตนไป ทัง้นี้บทบาทของ PfEMP1 ที่

เกี่ยวของกับการเกาะติดของเม็ดเลือดแดงที่มเีชื้อมาลาเรียกับเซลลเยือ่บุผนังหลอดเลือด ทําใหเชือ้

มาลาเรียที่เจรญิอยูภายในเม็ดเลือดแดงทีม่ีผิวเปนตุมขนาดเล็ก (knob) สามารถเกาะติดกับผนงั

หลอดเลือด ดงันัน้จึงเกิดการหลบซอนตัวของเชื้อระยะดังกลาวอยูในหลอดเลือดทีห่ลอเลี้ยงอวัยวะ

ภายใน กระบวนการนี้เรียกวา sequestration การเปลี่ยนแปลงที่ผิวเมด็เลือดแดงนี้ทาํใหงายตอ

การที่เชื้อมาลาเรียจะถกูทาํลายโดยมาม กลไกดังกลาวจึงชวยให P. falciparum อยูรอดใน

รางกายไดดีขึ้น สําหรับตัวรับบนผนงัหลอดเลือดมีหลายชนิด โดยบทบาทของตวัรับตางชนิดกันจะ

มีความสาํคัญตางกนัตามอวัยวะ (Smith et al., 1995) 

 สําหรับผลกระทบของความหลากหลายในรูปแบบของแอนติเจนตอการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุมกนัของโฮสตนั้นเกิดขึ้นไดทั้งกบัปฏิกิริยาตอแอนติบอดีและการตอบสนองของ  

T lymphocyte เชน การที่ CSP ของ Plasmodium vivax มี repeat ที่ตางกัน 2 กลุม ไดแก  

repeat ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน glycine, aspartic acid, arginine, alanine, alanine หรือ 

aspartic acid, glycine, glutamine, praline และ alanine [GDRA(A/D)GQPA] สวน repeat 

แบบที่ 2 ประกอบดวยกรดอะมิโน alanine, asparagines, alanine, glycine, asparagines, 
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glutamine, praline และ glycine (ANGAGNQPG) ทัง้นี้แอนติบอดีตอ repeat แบบหนึง่จะไมทํา

ปฏิกิริยาขามกลุมกับอีกแบบหนึง่ เปนตน (Rosenberg et al., 1989) 

 สําหรับการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในบางตําแหนงของ T cell epitope อาจทาํให 

epitope ที่เปลี่ยนแปลงไปไมสามารถกระตุน T cell ไดหรืออาจจับกบับางสวนของ T cell 

receptor ในลักษณะที่ไมสามารถใหเกิดการตอบสนองของ T cell แลวยังไปบดบังโอกาสที ่

receptor ดังกลาวจะไปจับกบั T cell epitope อ่ืนที่สามารถกระตุน T cell เรียกกลไกดังกลาววา 

altered peptide ligand antagonism ซึ่งพบไดในกรณขีอง T cell epitope ใน CSP (Plebanski 

et al., 1999) นอกจากนี้ความหลากหลายในรูปแบบแอนติเจนใน AMA1 ยังมีผลตอการตอบสนอง

ของแอนติบอดีและ T cell เชนกนั แมวาจะมีการเสนอแนวทางการพฒันาวัคซีน เพือ่ใหปราศจาก

อุปสรรคจากความจาํเพาะของการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันตอ epitope หนึ่ง ๆ โดยการรวม 

epitope ที่ตางไปจากโปรตีนเดียวกันเขามาเปนองคประกอบของวัคซนี แตการปรากฎของ 

epitope เดียวกันที่มีหลายรปูแบบหรือหลายอัลลีล จะกระตุนภูมิคุมกนัไดดีหรือไมนัน้ตองมี

การศึกษาตอไป ในทางตรงกันขามการพฒันาวัคซีนอาจเลือกใช epitope ที่มีความคงที่ของลาํดับ

กรดอะมิโนหรอืมีความหลากหลายต่ําเพื่อเลี่ยงปญหาดงักลาว แต epitope ที่มีลักษณะนี้มักจะ

เปนสวนของโปรตีนที่ไมถูกนําเสนอตอระบบภูมิคุมกันของโฮสต หรืออีกนัยหนึง่อาจเปน epitope 

ที่อยูดานในของโครง สรางสามมิติของโปรตีน จึงไมอยูภายใตแรงกดดันจากการทําลายของระบบ

ภูมิคุมกัน ทาํใหบริเวณดังกลาวไมมกีารแทนที่ของกรดอะมิโนมากเหมือนกับบริเวณอื่น (Amante 

et al., 1997) 

 ความหลากหลายในรูปแบบของแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียโดยเฉพาะแอนติเจนทีท่ําให

เกิดการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอแตละรูปแบบของแอนติเจน จึงเปนอุปสรรค

สําคัญประการหนึ่งของการพัฒนาวัคซนีปองกันมาลาเรีย เนื่องจากการติดเชื้อมาลาเรียทีม่ีรูปแบบ

ของแอนติเจนตางจากทีม่ีในวัคซีนยอมทาํใหผลของวัคซนีตอการปองกันโรคดอยประสิทธิภาพ 
 
2. การประเมินผลของวคัซีนในหองปฏิบัติการ 

 ในกระบวนการผลิตวัคซีนนัน้ถามีระบบทดสอบทางหองปฏิบัตกิารที่ใหผลสอดคลองหรือ

สามารถใชบงชี้ถึงผลสัมฤทธิ์ของวัคซนียอมชวยลดระยะเวลาตลอดจนความสิน้เปลืองของการ

ทดสอบประสทิธิภาพของวคัซีนอยางมาก นอกจากนีก้ารขาดความเขาใจเกี่ยวกับปฏิกิริยาการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการทําลายเชื้อมาลาเรียอยางถูกตองและมีลักษณะเปนองครวม 

ทําใหการพัฒนาวัคซีนหนึง่ ๆ มักมุงหวังเฉพาะการตอบสนองที่คาดคะเนจากผลการศึกษาในอดตี 

ซึ่งอาจจะยงัขาดปจจัยอืน่ ๆ ที่ยงัไมทราบ เปนตน การทดสอบทางหองปฏิบัติการบางชนิดอาจมี
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ความสัมพันธกับระบบภูมิคุมกันที่สามารถทําลายเชื้อมาลาเรียได เชน ปฏิกิริยาการเกาะกลุมของ

เม็ดเลือดแดง (red blood cell agglutination) (Marsh and Howard, 1986) และ antibody-

dependent cellular inhibition (Bouharoun-Tayoun et al., 1990) เปนตน ในทางตรงกันขาม

การศึกษาผลการยับยัง้ merozoite ไมใหลุกลามเขาเมด็เลือดแดง (merozoite invasion 

inhibition) (Phillips et al., 1972) นั้นอาจไมมีความสมัพันธกับผลของวัคซนี เชน การศึกษาผล

ของ PfMsp1 สวน 19 กิโลดาลตัน ซึ่งอยูทางดาน C-terminus ของโปรตีน หรือ PfMsp1 สวน 42 

กิโลดาลตันซึง่ครอบคลุมสวน 19 กิโลดาลตัน โดยทดสอบในลิง พบวาวัคซีนดังกลาวสามารถ

กระตุนใหเกิดภูมิตานทานตอโรคมาลาเรียได แตเมื่อนําน้ําเหลืองของลิงมาทดสอบโดยปฏิกิริยา 

merozoite invasion inhibition พบวาใหผลที่ไมสอดคลองกัน (Chang et al., 1996) 
 
3. การผลิตโปรตีนที่บริสทุธิ์จํานวนมาก 

 เนื่องจากวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียมีความซับซอนและอาจไมประสบผลกําไรจากการ

ลงทนุ ดงันัน้จงึไมไดรับความสนใจจากการลงทุนในเชงิธุรกิจ นอกจากนี้การผลิต recombinant 

peptide เพื่อใหมีความเหมาะสมตอการกระตุนระบบภูมคิุมกันเหมือนโปรตีนในสภาพธรรมชาติ

ตองเลือกใชวธิีการทีเ่หมาะสม เชน ถาโปรตีนที่ตองการผลิตมีขนาดสัน้และไมมีโครงสรางสามมิติ

ที่ซับซอน อาจเลือกวิธกีารผลิตโดยอาศัยแบคทีเรีย สวนในกรณีที่โปรตนีมีขนาดใหญและมีการ

สรางพนัธะ disulfide ตลอดจนโปรตีนที่ตองการ posttranslational modification อาจตองใชเซลล

ยูคาริโอต เปนตน แตในกรณโีปรตีนที่สรางจาก apical organelles เชน rhoptries และ 

micronemes ซึ่งเปน organelles ที่ไมพบในเซลลทัว่ไป (Narum and Thomas, 1994) อาจ

ประสบปญหาการผลิตโปรตีนเหลานี ้ที่อาจมีการเปลีย่นแปลงหลงัการสรางโปรตีนใหเหมาะสม

ตอไป 

 
4. Adjuvant  

 การเสริมสรางใหวัคซนีมีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกันตองอาศัย adjuvant 

หรือ immunopotentiator เนื่องจากการพฒันาวัคซีนสาํหรับปองกนัโรคมาลาเรียนั้นไมสามารถ

ผลิตตัวเชื้อระยะ sporozoite จํานวนมากพอที่จะใชสําหรับประชากรหลายลานคนในเขตปรากฎ

โรคได เปนทีน่าสังเกตวา tetanus toxiod หรือ aluminum hydroxide ที่ใชเปน adjuvant ในการ

ประเมินประสทิธิภาพของ tetrapeptide repeats จาก CSP ของ Plasmodium falciparum มีผล

กระตุนระบบภูมิคุมกันของคนไดไมดี ดังนั้นผลของวัคซีน RTS,S/ASO2 นั้นสวนหนึ่งเกิดจากการ

รวมสวน C-terminus ของ CSP ซึ่ง T cell epitope อยางนอย 3 epitope รวมกับการใช hepatitis 
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B surface antigen และ adjuvant ซึ่งเปน monophosphoryl lipid A รวมกับ QS21 และ oil in 

water emulsion ทั้งนี้ adjuvant ที่ตางกันจะใหผลการกระตุนระบบภูมิคุมกันใหมีประสิทธิภาพใน

การสรางแอนติบอดีและการปองกันโรคมาลาเรียไดตางกัน (Ballou et al., 1987) 

 แมวาวัคซนีปองกันโรคติดเชื้อไดถูกพัฒนาข้ึนไดอยางมปีระสิทธิภาพหลายชนิดแตองค

ความรูเกีย่วกบัหลักการพัฒนาวัคซีนที่สําคัญยังไมทราบชัดเจน เชน กลไกที่วัคซนีกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันอยางแทจริง วธิีการใหวัคซีนที่เหมาะสมสาํหรบัวัคซีนแตละชนิด ตลอดจนการหา 

adjuvant ที่มีประสิทธิภาพทัดเทียมกับ Freud’s complete adjuvant และสามารถใชไดกับคน 

 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนในอาสาสมัคร 

 อาสาสมัครแตละรายยอมมีพื้นฐานทางพันธกุรรมที่แตกตางกนั ดงันั้นการตอบสนองของ

วัคซีนมกัมีความแตกตางกนั ปญหาสาํคัญประการหนึง่คือการกาํหนดเปาหมายของวัคซนี ซึง่มี

ความแตกตางตามชนิดของวัคซีน เชน pre-erythrocytic vaccines มีวัตถุประสงคเพื่อทาํลายและ

ยับยั้งเชื้อมาลาเรียระยะสปอโรซอยต และระยะที่เจริญในเซลลตับกอนการลกุลามเขาสูเม็ดเลือด

แดง ซึ่งสามารถติดตามโดยการตรวจหาเชื้อในเม็ดเลือดแดง ถาวัคซนีสามารถยับยั้งหรือทําลาย

เชื้อในชวงกอนที่จะลุกลามเขาสูเซลลตับหรือภายหลังเขาสูเซลลตับแลวจะไมพบการติดเชื้อในเม็ด

เลือดแดง แตกรณีของ asexual blood stage vaccine การติดตามประสิทธิภาพของวัคซนีอาจ

ตองคํานงึถงึความสามารถในการลดความรุนแรงของโรคมาลาเรียหรอืลดอัตราการตาย ซึง่การ

ติดตามเชนนีย้อมกระทําไดยาก และตองเสียคาใชจายสงู เปนตน 

 นอกจากนีย้ังมีอุปสรรคอื่น ๆ เชนความคุมทุนของการผลิต เนื่องจากการคาดผลของ

วัคซีนแตละชนิดยังไมสามารถสรางแรงจงูใจในการลงทนุจากบริษัทผลิตยาและเวชภัณฑ

โดยทั่วไป การจําหนายวัคซนีในกลุมประเทศที่เปนเขตปรากฎโรคอาจไมคุมทนุ เนื่องจากปญหา

ของสภาวะทางเศรษฐกิจของกลุมประเทศดังกลาว (Greenwood, 2005) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

การศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  
1.  เพื่อผลิตโปรตีนลูกผสมจากยีน STARP ของเชื้อ Plasmodium falciparum  

                  ในแบคทีเรีย  

2.  เพื่อศึกษาความสามารถในการเปนแอนติเจนของโปรตนีลูกผสม เพื่อใชในงาน  

                  ระบาดวทิยา 

 
คํากําจัดความที่ใชในการวิจัย 

ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ผูปวยมาลาเรียทีม่ีอาการไขมารับการตรวจ

รักษา ณ หนวยควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลง อ.ทาสองยาง และอ.อุมผาง จ.ตาก  

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ กลุมตัวอยางเลือดและซร่ัีม (serum) ทีเ่ก็บ

มาจากประชากรเปาหมาย  

 ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) หมายถงึ วธิีการเพิม่ปริมาณ  

ดีเอ็นเอเฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจาํเพาะเปนตัวเรงการเกิด 

ปฏิกิริยาภายใตสภาวะที่เหมาะสม 

 การตรวจฟลมเลือดหนา (thick blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน

กระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะไมเหน็เม็ดเลือดแดง ทําใหพบเชือ้มาลาเรียไดงายกวาแต

บางครั้งไมสามารถบอกไดวาเปนเชื้อมาลาเรียชนิดใด จาํเปนที่จะตองเปรียบเทียบกบัวิธีการตรวจ

ฟลมเลือดบาง 

การตรวจฟลมเลือดบาง (thin blood film) คือ การตรวจวนิิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน

กระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะมกีารตรึงดวย absolute methanol กอนที่จะนาํไปยอมสี 

เพื่อที่จะใหเหน็เม็ดเลือดแดง ดังนัน้จึงสามารถวนิิจฉัยโดยใชลักษณะของเม็ดเลือดแดงและตัวเชือ้

มาลาเรียเปรียบเทียบกันได 
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ระเบียบวิธวีจิัย (Research methodology) 
ตัวอยางเลือดและซีร่ัมจากผูปวยมาลาเรียชนิด P. falciparum  และชนดิอื่น ๆ รวมทัง้ 

คนปกติที่ไมไดอาศัยอยูในพื้นที่กอโรค  
Inclusion criteria  
คือกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum และชนิดอื่น ๆ รวมทั้งคนปกตทิีไ่มได

อาศัยอยูในพืน้ทีก่อโรค 
Exclusion criteria   
คือกลุมผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง  

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 

การคํานวณตวัอยางอาศัยขอมูลดานระบาดวิทยาจากรายงานประจําป พ.ศ. 2549 ของ 

สํานักงานโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบวามีอัตราการติดเชื้อ

มาลาเรียในประเทศไทยรอยละ 1.33 ดังนั้นจงึกาํหนดให 

ผูปวยมีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย 1.33% (P = 0.0133) 

และกําหนดใหมีคาความคลาดเคลื่อนไดไมเกิน 5% (d = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อมั่นในการสรุปขอมูล 95% 

Zα/2 =  Z0.05/2 = 1.96 (two tail) 

P = อัตราการเกิดโรค = 0.0133 

Q = 1-0.0133 = 0.9867 

d = acceptable error = 0.05 

n = ขนาดตัวอยาง 

 

 สูตร  n = Z2
α/2

 PQ/d  2 

  n = (1.96)2(0.0133)(0.9867)/(0.05)2 

   n =  21 คน 

 

ทั้งนี้เพื่อใหการวิเคราะหขอมูลที่ไดมีความถูกตองมากขึ้น จึงทาํการศึกษาตัวอยาง  

ประชากรไมต่าํกวา 50 ตัวอยาง 
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เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 
 
เครื่องมือ : ชนิดเครื่องมือและบริษัทผูผลิต 
ชนิดเครื่องมอื      บริษัทผูผลิต 
เครื่องใหความรอน (heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 

เครื่องปนตกสาร (spin down)    Prouge 6K, KOREA 

ไมโครปเปต ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 

(PCR cycle รุน TP650) 

เครื่องปนความเร็วสูง (centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 

เครื่องชั่งน้าํหนักทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 

ตูปลอดเชื้อ (lamina flow)    ENGLAND 

เครื่องแยกแถบดีเอนเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 

ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา    TAITEC, JAPAN 

รุน Bio-shaker BR-300L 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 

(high pressure stream sterilizer รุน ES-315) 

เครื่อง Molecular Image Gel Doc XR &   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

ChemiDoc XRS system 

เครื่องจายกระแสไฟฟา     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

(powerPac HC Power Supply) 

ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส     BRANDT, ENGLAND 

ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 

ตูอลเครื่องแกว (hot air oven)    MEMMERT, GERMANY 

เครื่อง Trans-Blot SD semi-dry transfer cell  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

เครื่องใหคลื่นเสีนงความถี่สูง (sonicator)   SONIC, U.S.A. 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 

กลองจุลทรรศน 

เครื่องไมโครเวฟและแหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 
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วัสดุและอุปกรณ          
บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร      

ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร      

กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนติเมตร 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

หลอดทดลองพลาสติก (ficoll tube) ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

จานเลีย้งเชื้อพลาสติก 

แทงแกวรูปตัววี สําหรับ spread plate     

กระบอกฉีดน้าํ     

กลองโฟมใสน้าํแข็ง          

กระดาษติดฉลาก         

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บตัวอยาง        

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ที่คีบ (forceps)          

ถุงมือยางไมมแีปง          

ถุงพลาสติก           

แทงแกวสาํหรับคนสาร          

พาราฟลม           

ไมจิ้มฟน          

แผนพสาสตกิอยางบาง 

ใบมีดสําหรับตัดเจล          

สําลีและหนังยาง 

ปากกาเขียนเครื่องแกว         

ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 

หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แมเหล็ก (magnetic) สําหรบัผสมสาร 

loop สําหรับเขี่ยเชื้อ 

needle สําหรับเข่ียเชื้อ 
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เคมีภัณฑ : รายชื่อสารเคมีและแหลงที่มา 
ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
30% Acrylamide/Bis solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Agar powder      ACCUMIX, BELGIUM 

Agarose powder     1st BASE, SINGAPORE 

Ammonium persulfate (APS)    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ampicillin      M&H MANUFACTURING  

                                                                                       CO.,LTD THAILAND 

Anti-His HRP conjugate    QIAGEN, GERMANY 

Anti-human IgG antibody HRP conjugate  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

BamHI enzyme      FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

U.S.A. 

100 bp DNA ladder (Maker VI)    FERMENTAS LIFE SCIENCE,                              

                                                                                      U.S.A. 

Boric acid (molecular biology grade)   SIGMA, GERMANY 

Bromophenol blue dye     PHARMACIA BIOTECH,  

                                                                                      SEWEDEN 

Calcium chloride (molecular biology grade)  SIGMA, U.S.A. 

Coomassie brilliant blue R-350    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Dithiothreitol (DTT)     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

E. coli M15      QIAGEN, GERMANY 

Ethanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

Ethidium bromide solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  PROMEGA, U.S.A. 

Giemsa stain      MERCK, GERMANY 

Glacial acetic acid     MERCK, GERMANY 

Glycine       BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

HindIII enzyme      FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

                                                                                      U.S.A. 
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ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 

λHind III marker     FERMENTAS LIFE SCIENCE,  

                                                                                      U.S.A. 

Hydrochloric acid concentration   MERCK, GERMANY 

Immun-Star WesternC Chemiluminescent kit  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Kanamycin      M&H MANUFACTURING  

                                                                                      CO.,LTD THAILAND 

Luria-Bertani powder     DIFCO, U.S.A. 

Low melting Agarose powder    PROMEGA, U.S.A. 

Methanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylene-diamine (TEMED) BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ni-NTA spin column     QIAGEN, GERMANY 

Non-fat dry milk (NFDM)    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

pQE-30xa vector     QIAGEN, GERMANY 

Proteinase K enzyme     QIAGEN, GERMANY 

Precision Plus Protein WesternC Standard  BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

QIA DNA mini kit     QIAGEN, GERMANY 

QIAquick gel extraction kit    QIAGEN, GERMANY 

QIAquick PCR purification kit    QIAGEN, GERMANY 

Quick Start Bradford Protein Assay   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Sodium acetate solution    SIGMA, GERMANY 

Sodium Chloride     SIGMA, GERMANY 

Sodium dodecyl sulfate (electrophoresis grade) BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Taq DNA polymerase     TAKARA, JAPAN 

Tris Base (molecular biology grade)   PROMEGA, U.S.A. 

Trisma-HCl      SIGMA, GERMANY 

Tris-EDTA buffer solution    FLUKA, SWITZERLAND 

Triton-X 100      SIGMA, GERMANY 
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ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
T4 DNA ligase      FERMENTAS LIFE SCIENCE,   

                                                                                      U.S.A. 

Tween-20      SIGMA, GERMANY 

Ultra pure glycerol     BIO BASIC INC., CANADA 

Whatman 3M paper     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Xylene cyanol FF     FLUKA, U.S.A. 
 
 
การเก็บตัวอยางเลือดและซีรั่ม 

ตัวอยางเลือดไดจากผูปวยมาลาเรียที่มารับการตรวจรักษาที่ศนูยมาลาเรีย อําเภอทาสอง

ยางและอาํเภออุมผาง จังหวัดตาก จํานวน 50 ตัวอยาง ซึ่งทําการเก็บตัวอยางเลือดโดยใชวิธีเจาะ

จากหลอดเลือดดําที่แขนของผูปวยปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บในหลอดที่มีสารกนัเลือดแข็งตวัคือ 

ethylene diamine tetracetic acid (EDTA) นําแตละตวัอยางมาทาํการตรวจวินจิฉัยโดยการยอม

ฟลมเลือดชนดิหนาและบางดวยสยีิมซา เพื่อตรวจหาเชือ้ดวยกลองจลุทรรศน จากนั้นนําตวัอยาง

เลือดไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ีนาน 3 นาที ดูดสวนที่เปนซีร่ัมแยกใสหลอด

ใหม นําตวัอยางเลือดและซร่ัีมดังกลาวเกบ็ไวในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะ

นํามาใชงาน ทําการเก็บรวบรวมขอมูลพืน้ฐานทางคลนิิค ไดแก เพศ อาย ุเชื้อชาติ ภูมิลําเนา 

อุณหภูมิรางกาย และอาการของผูปวย 

 
การนับจํานวนเชื้อมาลาเรีย  

วิธีการทาํแผนฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) 
หยดเลือดลงบนกระจกสไลดที่แหงและสะอาดประมาณ 1-2 ไมโครลิตร โดยหยดเลือดอยู

บริเวณปลายดานหนึง่ของสไลด ทําการไถเลือดที่หยดไวดวยปลายสไลดอีกแผนหนึง่ที่มีขอบเรียบ

โดยแตะปลายดังกลาวกับหยดเลือดทํามมุเอียงกับแผนสไลดประมาณ 30-45 องศา เลื่อนขอบ

กระจกสไลดทีท่ํามมุอยูออกไปทางดานปลายอีกขางหนึ่งของแผนสไลดดวยความเร็วสม่ําเสมอ 

เลือดจะแผเปนฟลมบางบนแผนกระจก รอใหฟลมเลือดแหงสนิท จากนั้นนําไป fix ดวย absolute 

methanol เปนเวลา 1 นาท ีทิง้ไวใหแหงสนิท แลวจงึนาํไปยอมสีในอัตราสวนสียมิซา 1 สวนตอ

บัฟเฟอร 20 สวน โดยหยดสใีหทวมบริเวณฟลมเลือด ทิ้งไวนาน 30 นาที จงึลางสีออกดวย

น้ําประปา ผ่ึงไวใหแหง แลวจึงนาํไปวนิิจฉัยและนับจาํนวนเชื้อดวยกลองจุลทรรศนตอไป 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อจากฟลมเลือดชนิดบาง     
 ปรับกลองจุลทรรศนตรง objective lens ดวยกาํลังขยาย 40x เลื่อนหาบริเวณที่เมด็เลือด

แดงมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอและเรียงตัวกนัเปนชั้นเดียว โดยปกติแลวจะพบในบริเวณสวน

ปลายของฟลมเลือดบาง จากนัน้เปลีย่น objective lens เปนกาํลังขยาย 100x นับจาํนวนเม็ด

เลือดแดงทั้งหมดที่พบใน 1 วงกลอง (ใหถอืเปนคาเฉลีย่เม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง) จากนัน้นับ

จํานวนเม็ดเลอืดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียใหไดประมาณ 100 วงกลอง ทาํการคํานวณจํานวนเชื้อเทียบ

เปนเปอรเซน็ต (%) คาที่ไดจากการนับจาํนวนเชื้อแบบฟลมเลือดบางจะเปน % parasitemia 

ยกตัวอยางเชน นับจํานวนเม็ดเลือดแดงเฉลี่ยใน 1 วงกลองได 250 เซลล ตองนับจํานวนเชื้อ

ทั้งหมด 100 วงกลอง คิดเปนเม็ดเลือดแดงทัง้หมด 250 x 100 เทากับ 25,000 เซลล และสมมุติวา

นับจํานวนเมด็เลือดแดงที่มเีชื้อมาลาเรยีจาํนวน 100 วงกลองได 50 เซลล ดังนั้นคิดเปน % 

parasitemia ไดเทากับ 50 x 100/25,000 เทากับ 0.2  

  

 

 

 

 

 
 
วิธีการทาํแผนฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film)    

 การยอมฟลมเลือดชนิดหนาคลายกับวิธีการยอมฟลมเลอืดชนิดบาง ยกเวนขั้นตอนการ

ตรึงดวย absolute methanol ซึ่งไมตองใชสําหรับการยอมฟลมเลือดชนิดหนา เพราะฟลมเลือด

ชนิดหนาตองการใหเม็ดเลือดแดงแตกในระหวางขัน้ตอนการยอม ซึง่มีขั้นตอนดังนี้ หยดเลือด

ประมาณ 3-5 ไมโครลิตร ลงบนที่จุดศนูยกลางของสไลดที่แหงและสะอาด ทาํการเกลี่ยเลือดให

เปนวงโดยใชมุมของสไลดอีกแผนหนึ่ง เกลี่ยเลือดใหมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร 

เมื่อเลือดแหงสนิทแลวจึงนาํไปยอมดวยสียิมซาในอัตราสวนเชนเดียวกับวธิีการยอมสีชนิดบาง ซึง่

ตองระวังไมใหฟลมเลือดนัน้หนามากจนเกินไปเพราะจะทําใหการติดสีไมดีอาจหลดุลอกออกจาก

สไลดในขั้นตอนการยอมสี ในทางตรงขามถาฟลมเลือดบางเกินไปจะทําใหเสียเวลาในการตรวจหา

เชื้อมาลาเรียภายใตกลองจลุทรรศน    

 

 

    % parasitemia      =        จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรีย x 100 

                                      คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง x จํานวนวงกลอง 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อจากฟลมเลือดชนิดหนา     
 ปรับกลองจุลทรรศน objective lens ดวยกําลังขยาย 40x เลื่อนหาเมด็เลือดขาวใน

บริเวณที่มกีารกระจายตวัสม่าํเสมอ แลวเปลี่ยน objective lens เปนกําลังขยาย 100x นับจํานวน

เชื้อมาลาเรียตอเม็ดเลือดขาว 200 ตัว แลวคํานวณหาเชื้อตอเลือด 1 ไมโครลิตร โดยคาเฉลี่ยเม็ด

เลือดขาวเทากับ 8,000 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร คาที่ไดจากการนับเชื้อแผนฟลมเลือดชนิดหนา

คือ จํานวนเชือ้มาลาเรียตอไมโครลิตร (parasite/μl) ยกตัวอยางเชน นับจํานวนเชื้อมาลาเรียได 50 

ตัวตอเม็ดเลือดขาว 200 ตัว ถาประมาณวาเลือด 1 ไมโครลิตร มีเม็ดเลือดขาวเฉลี่ยประมาณ 

8,000 ตัว ดังนั้นความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียในเลือด มีจํานวนประมาณ 2,000 parasite/μl 

 
 
 
 
 
 
 
 
การสกัดดีเอน็เอ 
 วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยใช QIA DNA mini kit ทําตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  

ดังตอไปนี้ 

1. นําเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเติม AL บัฟเฟอรปริมตร 200 ไมโครลิตร แลว     

       ผสมใหเขากัน 

 2.    เติม proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ    

                    70 องศาเซลเซียส โดยผสมทุก ๆ 5 นาท ีเปนเวลา 20 นาท ีหรือจนกวาเม็ดเลือดจะ 

                     แตกตัว 

 3.    เติมเอทานอล (95-100%) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

 4.    ใชไมโครปเปตดูดสารละลายทั้งหมดจากขอ 3 ใสลงใน QIAamp Spin Column 

 5.    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้จงึนาํ    

                    QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

 6.    เติม AW1 บัฟเฟอร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8000  

                    รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

 

 

   ความหนาแนนของเชื้อ   =   จํานวนเชือ้มาลาเรีย x คาเฉลี่ยเม็ดเลอืดขาวในเลือด 1 μl 

        (parasite/μl)   จํานวนเม็ดเลอืดขาวทีน่ับ 
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7. นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เติม AW2      

บัฟเฟอร ปริมาตร  500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วที่  14000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 3 นาท ี

8.    นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม แลวนาํไปปน  

       เหวี่ยงความเร็ว 14000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

9.    นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม เติม AE บัฟเฟอร  

       ปริมตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวจึงนําไปปนเหวีย่ง 

       เพื่อตกตะกอนเอาดีเอ็มเอดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที   

10.  ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได  

       เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนแมแบบ สําหรับทํา PCR ตอไป    

 
การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR primers 
 การออกแบบ Primer โดยการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดที่สมบูรณของยีน 

sporozoite threonine asparagines rich protein หรือ STARP เปนตนแบบ ซึ่งใชขอมูลอางองิ

จาก www.ncbi.nlm.nih.gov หมายเลข Z 26314 ของ P. falciparum (clone T9/96) ทาํการ

ออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมบริเวณ STARP 3’ non-repeat หรือที่ตาํแหนง 1468 ถึง 1815  

ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ใช PCR primers คือ STARP-CTF และ STARP-CTR โดย STARP-CTF 

ประกอบดวย oligonucleotides 28 mers มีลําดับเบสดังนี้ 5’-GGG ATC CAC AAA CCA ATA 

TGT CTT TGC T-3’ ตรงกับตําแหนงที ่1462 ถึง 1482 เบสที่ขีดเสนใตเปนการทํา mismatch 

เพื่อใหเกิด artificial restriction site สําหรบั BamHI สวน STARP-CTR ประกอบดวย 

oligonucleotides 31 mers มีลําดับเบสดงันี ้5’-GAA GCT TTT AAT TAA TTA ACA TAT ATA 

AAG C-3’ ตรงกับตําแหนงที่ 1792 ถึง 1815 เบสที่ขีดเสนใตเปนการทํา mismatch เพื่อใหเกิด 

artificial restriction site สําหรับ HindIII        

 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส 

นําดีเอน็เอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบทีจ่ําเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ30 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

ดีเอ็นเอแมแบบ                                                 2.00    ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.26     ไมโครลิตร  

10X PCR Buffer                                               3.00     ไมโครลิตร  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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MgCl2                                                              3.00     ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                       4.80     ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                     0.30     ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                           16.34      ไมโครลิตร  

 นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที การทาํให primer จับกับสายดีเอ็น

เอแมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.4 นาที และ

การสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ี

โดยทําปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนาํไปตรวจหาผลผลติ PCR  

 
การตรวจผลผลิต PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

ทําการเตรียมเจลอะกาโรสทีม่ีความเขมขนรอยละ 2 โดยชั่งผงอะกาโรส 2 กรัม ละลายใน 

1X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปตมจนเดือดแลวเขยาใหอะกาโรสเปนเนื้อเดียวกัน ตัง้

ทิ้งไวใหเยน็ลงประมาณ 50 ถึง 60 oC จากนั้นนําอะกาโรสไปเทลงใน gel chamber ที่เตรียมไว ใส 

comb แลวทิ้งไวจนอะกาโรสแข็งตัว คอย ๆ ดึง comb ออก โดยดึงปลายทัง้สองขางออกพรอมกนั 

ระวังอยาใหเจลแตกหรือฉีกขาด ทาํการเตมิ 1X TBE บัฟเฟอร ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ใน 

electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่ไดผสมกับ loading dye ปริมาตรประมาณ 1 

ไมโครลิตร แลวหยอดลงในหลุมเจล และใช marker VI เปนดีเอ็นเอบอกขนาด เพื่อใชเปรียบ เทียบ

ขนาดกับผลผลิต PCR ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 ถึง 40 นาที หลังจากนัน้นํา

เจลอะกาโรสไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 ถึง 15 นาที นําไปตรวจดูการเรืองแสง

ของแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและถายภาพไวเพื่อวัดขนาดของแถบดีเอ็นเอ โดย

เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอบอกขนาด 

 
การทาํผลผลติ PCR ใหบริสุทธิ ์ 
 การทาํผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ โดยใช QIAquick PCR purification kit ทาํตามวิธกีารที่

ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้   

1. เติม 5 เทาของ PB บัฟเฟอร ตอปริมาตร 1 เทาของผลผลิต PCR แลวผสมใหเขากนั  

2. ดูดสารละลายทั้งหมดใสใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

13000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
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3. ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสกลับที่เดมิ 

4. เติม PE บัฟเฟอรปริมาตร 730 ไมโครลิตรใน spin column นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาท ี

5. ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสหลอดกลับที่เดิม ปนแหง spin 

column ดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

6. จากนั้นทิ้งหลอดที่อยูดานลาง column ไป นาํหลอด 1.5 มิลลิลิตรมาใสแทน 

7. เติม EB บัฟเฟอร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตรงกลาง membrane ของ spin column      

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ี

8. นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 นาท ี

9. เก็บผลผลิต PCR ที่ทาํใหบริสุทธิ์แลวที่ -20 องศาเซลเซยีส 

 
การตกตะกอนดีเอ็นเอ (ethanol precipitation)   
 เติมสารละลาย 3M sodium acetate pH 5.2 และ absolute ethanol ลงในสารละลายที่

มีดีเอ็นเอที่ตองการตกตะกอนในปริมาตร 1 ใน 10 เทา และ 2 เทาของสารละลายทีม่ีดีเอ็นเอ

ตามลําดับ ผสมใหเขากนัเบา ๆ แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -80oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีนาน 20 นาท ีดูดสารละลายทิง้ จะเหน็ตะกอนสีขาว

สะอาด ซึง่มีดเีอ็นเออยูบริเวณกนหลอด ทาํการลางเกลอืที่ปะปนอยูกบัตะกอนดีเอน็เอดวย 

ethanol รอยละ 70 ที่แชเย็นไว ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นาํไปปนเหวีย่งอีกครั้งดวยความเร็วเทา

เดิมเปนเวลา 5 นาที ดูดสวนที่เปนสารละลายทิง้ จะไดตะกอนของดีเอ็นเอเกาะแนนทีก่นหลอด

ทดลอง ทิง้ไวที่อุณหภูมหิองจนแหงหรือในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4oC  

 
การเชื่อมผลผลิต PCR กับ pQE-30xa 

1.  การตัดดีเอ็นเอและพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
     เพื่อทําใหเกิดปลายเหนียว 
      นาํผลผลิต PCR ทัง้หมด นํามาตกตะกอนดวยวิธ ีEthanol precipitation เมื่อดีเอ็นเอ

แหงใหทํา reaction mixture โดยเติมสวนประกอบตอไปนี้ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่วางบน

น้ําแข็ง สําหรับการยอยดงันี ้
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ดีเอ็นเอละลายน้ําบริสุทธิ ์    16 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร        2 ไมโครลิตร 

 เอนไซม BamHI / HindIII      2 ไมโครลิตร 

  รวมปริมาตร                20 ไมโครลิตร  

  

 ยอยปลาย 5’ ของผลผลิต PCR ดวย BamHI ซึ่งบัฟเฟอรประกอบดวย 10 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 1mM 2-mercaptoethanol, 0.02% Triton-X 100 และ         

0.1 mg/ml BSA ที่อุณหภูม ิ37 oC เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนดีเอ็นเอ แลวทําการยอยปลาย

ดาน 3’ ดวย HindIII ซึ่งบัฟเฟอรประกอบดวย 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 

mM KCl และ 0.1 mg/ml BSA ผสมใหเขากันโดยใชปลายนิว้เคาะทีก่นหลอดเบา ๆ นําไปปนตก 

(spin down) เพื่อใหสารทั้งหมดตกมาอยูที่กนหลอด แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนดีเอ็นเอและทําใหแหงอกีครั้ง 

 ในสวนของ pQE-30Xa ทําการยอยสวน multiple cloning site ดวย BamHI และ HindIII 

เชนเดียวกับการยอยดีเอ็นเอตามวิธทีี่กลาวขางตน 

 
 2.  การแยกสวนของดีเอน็เอที่ตองการและทําใหบริสุทธิ ์
      นําผลผลิต PCR และ pQE-30Xa ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลว นํามาละลายดวย 

TE buffer ปริมาตร 20 μl เติม loading dye 5 μl ผสมใหเขากนั นําไปแยกแถบดีเอ็นเอโดยวธิี

เจลอิเล็คโตรโฟลิซีส (gel electrophoresis) ดวย low melting agarose รอยละ 1 หลังจากยอม

ดวย ethidium bromide นําไปสองดวยเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transilluminator) 

ทําการตัดแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการดวยใบมีด โดยใหมีปริมาตรของเจลนอยที่สุด ใสลงใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 ทําการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล ซึ่งวิธกีารสกัดโดยใช QIAquick gel extraction kit ไดทํา

ตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังตอไปนี ้

1. ตัดชิ้นสวนของดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการออกจากเจลดวยมีดที่สะอาด 

2. ชั่งน้าํหนักของเจลที่ตัดไดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม QC บัฟเฟอร ตอ

น้ําหนกัเจลในอัตราสวน 3 : 1 โดยน้าํหนักเจล 100 มิลลิกรัมมีคาประมาณ 100 

ไมโครลิตร 

3. นําไปบมใน heat box ที่อุณหภูมิ 50OC เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลาย

จนหมด และเพื่อชวยใหการละลายของเจลดีขึ้นควรเขยาหลอดทกุ ๆ 2 นาท ี
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4. เมื่อเจลละลายหมดแลวสงัเกตสีของสารละลายวายงัเปนสีเหลืองของ QC บัฟเฟอร 

กอนทีจ่ะละลายเจลหรือไม ถาสีของสารละลายเปลีย่นเปนสีสมหรือมวง ใหเติม 3 M 

sodium acetate (pH 5.0) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และผสมใหเขากนัจนสารละลาย

กลับเปนสีเหลอืง 

5. วาง QIAquick spin column บน collection tube ขนาด 2 มิลลิลตร ดูดสารละลาย

จากขอ 4 ใสลงใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที เพือ่จับดีเอ็นเอไวบน column 

6. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลวเติม QC บัฟเฟอร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ลงใน QIAquick spin column นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 1 นาท ีเพื่อลางเอาเจลอะกาโรสออก 

7. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลวเติม PE บัฟเฟอร ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 

ลงใน QIAquick spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 1 นาท ีเพื่อลางเอาเกลือออก 

8. เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แลววาง QIAquick spin column กลับไปบน 

collection tube เดิม นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13000 รอบตอนาที เพื่อดึงเอา 

ethanol ที่เหลอืตกคางจากสารละลาย PE ออก 

9. นํา QIAquick spin column ไปวางบนหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 

10. เติม EB บัฟเฟอร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ QIAquick membrane ตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13000 รอบ

ตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

11.  เก็บรักษาดีเอ็นดีที่สกดัไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.  การเชื่อมผลผลิต PCR เขาสู pQE-30Xa 
นําผลผลิต PCR กับ pQE-30Xa ที่ไดจากการตัดเจล มาเตรียม ligation buffer โดยเติม

สวน ประกอบตอไปนี้ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่วางบนน้าํแข็ง ตามลําดับ 

 Nuclease-free water              12 ไมโครลิตร 

 10X ligation buffer   2 ไมโครลิตร 

 (ประกอบดวย 400 mM Tris-HCl pH 7.8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT  

             และ 5 mM dATP) 

 pQE-30xa vector   2 ไมโครลิตร 
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 ดีเอ็นเอ     3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase    1 ไมโครลิตร 

        รวมปริมาตร              20 ไมโครลิตร 

 

 เมื่อผสมใหเขากันโดยใชปลายนิว้เคาะทีก่นหลอดเบา ๆ นําไปปนตก (spin down) เพื่อให

สารทั้งหมดตกมาอยูที่กนหลอด แลวนาํไปบมที่อุณหภมูิ 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

 แผนภาพแสดงการเชื่อมระหวางดีเอน็เอ STARP 3’ non-repeat จากผลผลิต PCR และ 

pQE-30Xa โดยอาศัยปลายที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดังแสดงในภาพที ่6 

 
การทําทรานสฟอรเมชั่น (transformation) 
 แบงออกเปน 2 ขั้นตอน ไดแก 
 1. การเตรียม competent cell ของเชื้อ E. coli  strain M15   
              โดยใชแคลเซยีมคลอไรด  
       ทาํการ subculture เชื้อ E. coli  สายพนัธ M15 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB pH 

6.8 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนาํไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใส overnight culture ลงในขวดรูปชมพูทีม่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว LB ปริมาตร 200 มิลลิลิตรอยู นําไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2-3 ชั่วโมงหรือจนวัดคาที่ OD660 ไดคาประมาณ 0.3-0.4 จากนัน้นําเชื้อ

มาปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 6000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาท ีเทน้าํเลี้ยงเชื้อทิ้งแลวเติมแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่แช

เย็นไวแลวปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงไป ผสมเซลลและสารละลายใหเขากัน แลวแชไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาท ีจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 6000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายสวนทิ้งแลวเติมแคลเซยีมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมเซลลและสารละลายใหเขากนั ดูด competent cell ที่ไดใสในหลอด

ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวแชไวในน้าํแข็ง นําไปใชในการทําทรานสฟอรเมชัน่ตอไป 
 2. การนําดีเอ็นเอเขาสู  E. coli  (transformation) 

    ดูด competent cell ใสลงใน eppendrof tube ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม 

recombinant DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน แชทิง้ไวในน้ําแข็งเปนเวลา 40 นาที 

ทํา heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาท ีนําออกมาแชทิง้ไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไป
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เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง นําเซลลที่

ไดมาแบง spread ปริมาณ 200 และ 300 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียา

ปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 100 ug/ml และยาปกิชีวนะคานามัยซินความเขมขน 25 ug/ml 

ผสมอยู บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เกบ็โคโลนทีี่ได

ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะตามขางตน เพื่อคัดเลือก transformant ที่มี 

recombinant DNA ดวยการทําโคโลนี PCR 
 
การวิเคราะหลําดับเบสของ DNA        

เปนการวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมตัิ (automated DNA 

sequencing) เปนวิธีการหาลําดับเบสของ DNA โดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain 

termination แตกตางกนัตรงที่การติดฉลาก DNA จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye 

terminator แทนการใชสารกัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั 4 

ชนิด สาํหรับเบส 4 ตัว คือ A C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมื่อถูกกระตุนดวยแสงเลเซอร 

จะเรืองแสงในชวงความยาวคลื่นแตกตางกัน และแสงทีป่รากฏจะแตกตางกนั โดยจะเหน็เปนสี

เขียว สีดํา สีน้าํเงนิ และสีแดง ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer  
 
การเตรยีมเชือ้ E. coli และเหนี่ยวนําใหผลิตโปรตีน (Growth of expression culture) 

นําโคลนที่ไดทาํการคัดเลือกแลววามยีีนที่เชื่อมกับพลาสมิดและวิเคราะหลําดับดีเอนเอ

แลววาถูกตอง ทาํการ subculture โคลนนัน้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 100 μg/ml และคานามัยซนิความเขมขน 25 μg/ml  

ผสมอยู บมอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาสารดวยความเร็วรอบ 200 

รอบ/นาที เปนเวลา 18 ถึง24 ชั่วโมง วัดคา OD600 ไดประมาณ 1-2 จากนั้นนํา overnight culture 

มาลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ใหมปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความ

เขมขน 100 μg/ml และคานามัยซนิความเขมขน 25 μg/ml ผสมอยู ดวยอัตราสวน 1:50  บม

อาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาสารดวยความเรว็รอบ 200 รอบ/นาที 

จนกระทั่งวัดคา OD600 ไดประมาณ 0.4 ถึง 0.6 แลวจึงนาํอาหารเลี้ยงมาเติม Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mM เพื่อเปนการเหนี่ยวนาํใหเชื้อ

ผลิตโปรตีนบมอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ18 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาสารดวยความเร็วรอบ 

200 รอบ/นาท ีเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวจงึทําการเก็บเกีย่วเซลลโดยการปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 

4.000 g เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษา pellet ที่ -70 องศาเซลเซียส   
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            G . . . 
GATCC . . . 
(BamHI digest) 

. . . A 

. . . TTCGA 
(HindIII digest) 

GATCC . . . 
           G . . . 
(BamHI digest) 

. . . TTCGA 

. . . A 
(HindIII digest) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่6 แสดงการเชื่อมระหวางดีเอน็เอ STARP 3’ non-repeat จากผลผลิต PCR 

และ pQE-30Xa โดยอาศัยปลายที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ BamHI และ HindIII 

pQE-30Xa Multiple cloning site 

Digest with BamHI and HindIII 

pQE-30Xa 

Ligate with STARP 3’non-repeat PCR fragment 

STARP 3’non-repeat PCR fragment 

pQE-30Xa 
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การสกัดโปรตีนและทําใหบริสุทธิ์ (protein extraction and purification) 
1.  การสกัดโปรตีน (protein extraction) 

  ทําการละลาย pellet โดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 15 นาท ีแลว 

resuspend ดวย lysis buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0) 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใช micropipette ผสมใหเขากนัเบา ๆ ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ จากนั้น

เติม lysozyme ความเขมขน 10 mg/ml และเติมสารยบัยั้งการทาํลายโปรตีน (protease inhibitor) 

ดวยอัตราสวน 1:100 แลวจึงแชเซลล E. coli  ในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาท ีจากนัน้ทาํใหเซลลแตก

ดวยคลื่นเสยีงความถี่สูง (sonication) ทําการ sonicate โดยตองแชในน้ําแข็งทั้งหมด 6 รอบ ๆ ละ 

10 วินาที ในแตละรอบหยุดพัก 5 วนิาที และตองระวงัอยาใหเกิดฟองอากาศ จากนัน้นาํไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บแยกสวนของ 

supernatant และ pellet ที่ -70 องศาเซลเซียส 

 
2.  การทําใหโปรตีนบรสิทุธิ์ (protein purification)  
การทาํใหโปรตีนบริสุทธิ์โดยใช Ni-NTA spin kit (QIAGEN) ทําตามวิธีการที่ระบุโดย

บริษัทผูผลิต ดังตอไปนี้ 

1. เติม lysis buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน Ni-NTA spin column แลวนําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาท ีทิง้สวนของสารละลายทีไ่หลผาน 

column 

2. เติมสวนของ supernatant ที่ไดจากการสกดัโปรตีน ลงใน Ni-NTA spin column แลว

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 700 g เปนเวลา 2 นาท ีเกบ็รักษาสวนของสารละลายที่

ไหลผาน column 

3. ลาง Ni-NTA spin column จํานวน 2 รอบ ดวย wash buffer (50 mM Na2HPO4, 

300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0)  ปริมาตรรอบละ 600 ไมโครลิตร นําไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาท ีเก็บรักษาสวนของสารละลายที่ลาง

ผาน column 

4. ทําการชะลางโปรตีนออกจาก Ni-Nta spin column จํานวน 2 รอบ ดวย elution 

buffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0) ปริมาตร

รอบละ 200 ไมโครลิตร   นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 700 g เปนเวลา 2 นาที เกบ็

รักษาโปรตีนที ่  -70 องศาเซลเซียส 
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เนื่องจากในแตละขั้นตอน ทาํการปนเหวี่ยงดวยความเรว็ต่ํา จงึตองเปดฝา Ni-NTA spin 

column ทุกครั้งในขณะปนเหวี่ยง เพื่อใหบัฟเฟอรทั้งหมดไหลผาน column ไดอยางสมบูรณ  
 
การวัดปริมาณโปรตีน 

การวัดปริมาณโปรตีน โดยใช Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-rad) ทําตาม

วิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังตอไปนี ้

1. นํา 1X dye reagent จากที่เก็บรักษาไวในตูเย็น 4 oC มาตั้งไวที่อุณหภูมิหอง กอนที่

จะนําไปใช 

2. ดูดตัวอยางปรมิาตร 20 ไมโครลิตร และ 1X dye reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

3. ผสมใหเขากนัโดยใช vortex หรือการ invert 

4. บมตัวอยางไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลาอยางนอย 5 นาท ีหามทิง้ตัวอยางไวที่

อุณหภูมิหองเกินกวา 1 ชั่วโมง 

5. วัดตัวอยางดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ 595 นาโนเมตร ซ้าํ 3 รอบ 

6. หาคาปริมาณโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟ BSA protein standard (กราฟที ่1) 

 
 

BSA protein standard
y = 0.5865x + 0.1168

R2 = 0.9542
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 กราฟที่ 1 กราฟเสนตรงแสดงคาความขุนที่ 595 นาโนเมตร ของ bovine serum albumin 

ที่ความเขมขน 2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25 และ 0.125 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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การแยกโปรตีนโดยวธิีเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis : SDS-PAGE) 
การเตรยีมเจล 

1. ทําการประกอบชุดแผนแกวเขาดวยกนัคั่นดวย spacer ล็อคใหแนบติดกันดวย 

clamp แลววางลงใน casting stand 

2. เตรียม resolving gel ความเขมขน 15% ปริมาตร 5 มิลลิลิตรโดยผสมสารตอไปนี้

ตามลําดับ เขยาวนเบา ๆ ใหเขากนั แตยงัไมคองเติม TEMED กับ ammonium 

persulfate 

น้ําปราศจากไอออน   1.1 มิลลิลิตร 

1.5 M Tris-Cl    2.5 มิลลิลิตร 

30% bis/acrylamide solution  1.3 มิลลิลิตร 

10% SDS    50 ไมโครลิตร 

10% APS    50 ไมโครลิตร 

TEMED         2 ไมโครลิตร 

3. เติม TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขยาวนเบา ๆ ระวังไมใหเกิด

ฟองอากาศ 

4. ใชไมโครปเปตดูดสารละลายเจลใสลงทีมุ่มแผนแกว จากนั้นคอย ๆ หยดน้ํากลัน่ให

คลุมผิวเจล ทิง้ไวใหเจลแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 45-60 นาท ี

5. เตรียม stacking gel ความเขมขน 5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร โดยผสมสารตอไปนี้

ตามลําดับ 

น้ําปราศจากไอออน   2.7 มิลลิลิตร 

1 M Tris-Cl    0.5 มิลลิลิตร 

30% bis/acrylamide solution  0.67 มิลลิลิตร 

10% SDS    40 ไมโครลิตร 

10% APS    40 ไมโครลิตร 

TEMED         4 ไมโครลิตร 

6. เทน้าํทีป่ดหนาเจลออก แลวซับใหแหง จากนัน้ดูดสารละลาย stacking gel ใสลง

ระหวางแผนแกว เสยีบ comb เพื่อใหเกดิชอง (well) 

7. ทิ้งไวจนกวาเจลจะแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 45-60 นาท ีแลวเอา comb ออกระวัง

อยาใหเจลขาด 
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การเตรยีมตวัอยางและทาํอิเลคโตรโฟรีซิส 
1. ผสมโปรตีนตวัอยางกับ loading dye แลวนาํไปตมในนาํเดือดเปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  

2. เติม running buffer ลงใน chamber แลวหยอดสารตัวอยางลงในแตละชอง 

3. ตอชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทัง้หมดเขาดวยกนั และเสียบปลัก๊ตอกับเครื่องจายกระแสไฟฟา 

4. ตั้งกระแสไฟฟาไวที ่60 โวลต ใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง แลวเปลี่ยนกระแสไฟฟาเปน 

110 โวลต ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง แลวปดเครื่องจายกระแสไฟฟา เมื่อ tracking 

dye ลงมาถึงขอบเจลดานลางสุด 

5. นําแผนแกวออกจาก chamber แลวใช spatula งัดแผนแกวเบา ๆ เจลจะติดอยูกบั

แผนแกวขางใดขางหนึ่ง คอย ๆ เทเจลใสถาด 

 
การถายโปรตีนลงบน PVDF member โดยวิธ ีsemi-dry transfer 

1. ตัด PVDF member และกระดาษ whatman 3M ใหไดขนาดเทากบัแผนเจล 

2. จุม PVDF membrane ใน methanol ประมาณ 10 วินาท ีแลวแชตอในน้าํกลัน่เปน

เวลา 5 นาท ีจากนัน้จงึนาํมาแชใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาท ี

3. pre-wet  กระดาษ whatman 3M ดวย transfer buffer แลวประกอบแผนเจลเรียง

ลําดับ เพื่อเตรียมการถายโปรตีน (ภาพที่ 7) 

4. ใชปเปตไลฟองอากาศออกแตละระหวางชัน้ออกใหหมด 

5. ตั้งกระแสไฟฟาไวที ่10 โวลต ใชเวลาประมาณ 20 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที ่7 แสดงการถายโปรตีนลงบน PVDF member โดยวิธ ีsemi-dry transfer จากภาพ

โปรตีนเคลื่อนที่จากประจุลบไปหาประจบุวก 
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การทาํ Western blot 
 เมื่อทําการถายโปรตีนลงบน PVDF membrane เรียบรอยแลว ใหทาํตามขั้นตอน

ดังตอไปนี้ 

1. นํา membrane มาลางดวย TBS buffer จํานวน 1 รอบ เปนเวลา 10 นาท ีที่

อุณหภูมิหอง 

2. บม membrane ดวย blocking buffer (5% non-fat dry milk ใน TBS-Tween) เปน

เวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  

3. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 3 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

4.  บม membrane ดวย primary antibody (serum ของผูปวยมาลาเรีย) ดวย

อัตราสวน 1:200 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  

5. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 3 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

6. บม membrane ดวย secondary antibody (Anti-human IgG antibody HRP-

conjugate) ดวยอัตราสวน 1:5,000 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง 

7. ลาง membrane ดวย TBS-Tween/Triton buffer จํานวน 4 รอบ ๆ ละ 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

8. บม membrane ดวยสาร chemiluminescence เปนเวลา 5 นาที แลวจึงตรวจสอบ

ผลการเกิดปฏกิิริยาระหวางโปรตีนและแอนติบอดี 

 
การยอมสีโปรตีนดวย coomassie brilliant blue solution 
 Protein staining solution คือ สารละลายที่ใชยอมโปรตนีใน polyacrylamide gel 

โดยสารทีท่ําหนาที่ยอมติดสีโปรตีนคือสารสีน้ําเงินของ coomassie brilliant blue R ซึ่งประจุของ 

coomassie brilliant blue R ที่อยูในสารละลายที่มีความเปนกรดจะอยูในรูปของประจุลบ โดย

ประจุลบนี้จะไปจับกับหมูอะมิโนของโปรตีน (-NH3
+) ทําใหไดสารประกอบเชิงซอน ซึ่ง coomassie 

brilliant blue R มีความไวสงู สามารถยอมติดโปรตีนในเจลที่มีปริมาณนอยถงึ 0.5 μg/cm2 

 การยอมสีโปรตีนทําไดโดยการแชเจลขามคืนใน coomassie brilliant blue R-250 

solution ดวยอัตราสวน 0.25% coomassie brilliant blue R-250, 45% methanol และ  

10% gacial acetic acid จากนัน้ทาํการลางสีสวนเกนิออกจากเจล โดยใช 18% methanol และ 

7% gacial acetic acid เปล่ียนสารละลาย 3 ถึง 4 คร้ัง หรือจนกวาจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
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การวิเคราะหขอมูล 

1. วิเคราะหขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่ปนขอมูลเชิงคณุภาพไดแก เพศ เชื้อชาติ แหลงที่

อยู ประวัติการเจ็บปวยและอาการแสดงทีส่ําคัญของโรคมาลาเรีย สําหรับขอมูลที่เปน

ขอมูลเชิงปริมาณ ไดแกอาย ุอุณหภูมิรางกาย วิเคราะหขอมูลในรุปของความถี่ รอยละ คา

ต่ําสุด คาสูงสดุและคาเฉลี่ย 

2. คํานวณหาหาคาความสมัพนัธระหวางความหนาแนนของเชื้อ P. falciparum กับปริมาณ

แอนติบอดีจากการทดสอบที่ใหผลบวก โดยใชการทดสอบไคสแควร 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

 ตัวอยางซีร่ัมสําหรับการศึกษาในครั้งนี้มีจาํนวนทั้งหมด 111 ตัวอยาง แบงออกเปน         

4 กลุมตัวอยาง ไดแก กลุมที ่1 เปนตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

จํานวน 54 ตัวอยาง ทาํการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549 ที่ อ.ทาสองยาง จ.ตาก จํานวน 23 

ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง TSY1681, TSY1689, TSY1690, TSY1699, TSY1706, TSY1707, 

TSY1720, TSY1734, TSY1741, TSY1742, TSY1745, TSY1746, TSY1748, TSY1749, 

TSY1750, TSY1753, TSY1757, TSY1775, TSY1788, TSY1789, TSY1794, TSY1811 และ 

TSY1813 และทําการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2552 ที่ อ.อุมผาง จ.ตาก จาํนวน 31 ตัวอยาง ไดแก 

ตัวอยาง AP380, AP383, AP385, AP386, AP387, AP389, AP397, AP399, AP400, AP401, 

AP414, AP415, AP418, AP419, AP426, AP430, AP432, AP433, AP441, AP445, AP821, 

AP822, AP823, AP836, AP856, AP858, AP868, AP876, AP878, AP881 และ AP882 ซึ่ง

ขอมูลทั่วไปของผูปวยแสดงในตารางที ่5 จากกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

ทั้งหมดจํานวน 54 ตัวอยาง พบวาเปนเพศชายรอยละ 59.3  เพศหญิงรอยละ 40.7 อายุเฉล่ีย    

25 ป โดยผูปวยมีอายุสูงสุด 60 ป และอายตุ่ําสุดคือ 4 ป ซึ่งชวงอายุต่ํากวา 15 ปเปนชวงที่พบ

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 31.5 ชวงอาย ุ16 – 25 ป คิดเปนรอยละ 24.1 ชวงอาย ุ26 – 35 ป คิด

เปนรอยละ 20.4 สวนชวงอายุ 36 – 45 ป เปนชวงทีพ่บนอยที่สุด คิดเปนรอยละ 11.1  และชวง

อายุที ่มากกวา 45 ป คิดเปนรอยละ 12.9 โดยมีอุณหภูมิรางกายเฉลีย่ 37.5 องศาเซลเซียส 

 กลุมที ่2 เปนตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรยีชนิด P. vivax จํานวน 20 ตัวอยาง 

ทําการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549 จํานวน 15 ตัวอยาง และเก็บรวบรวมในป พ.ศ.2552 จํานวน 5 

ตัวอยาง สาํหรับกลุมที ่3 เปนตัวอยางซีร่ัมของกลุมเสี่ยง กลาวคือเปนผูที่อาศัยอยูรวมกับผูปวย

มาลาเรยีหรือผูที่อาศัยในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรคมาลาเรียและไมมีอาการไข ซึง่ทําการเก็บ

รวบรวมในป พ.ศ. 2552 จํานวน 27 ตัวอยาง สวนกลุมที่ 4 เปนตัวอยางซีร่ัมของผูทีไ่มไดอาศัย

หรือมีภูมิลําเนาอยูในพื้นทีท่ีร่ะบาดของโรคมาลาเรีย ทาํการเก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2552 จาก

อาสาสมัครในเขตพื้นที ่จ.กรุงเทพมหานคร จํานวน 10 ตัวอยาง 
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ตารางที ่2 แสดงจํานวนตัวอยางซีร่ัมสาํหรับการศึกษาจาํนวน 111 ตัวอยาง จากการเก็บรวบรวม

ในป พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552 

 

 

ปที่เก็บตัวอยาง 
กลุม ตัวอยางซีรั่ม 

(พ.ศ.) 
แหลงที่มา รหัส จํานวน 

      

ผูปวยมาลาเรยี 2549 อ.ทาสองยาง จ.ตาก TSY 23 
1 

ชนิด P. falciparum 2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 31 

      

ผูปวยมาลาเรยี 
2 

ชนิด P. vivax 
2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 20 

      

3 กลุมเสี่ยง 2552 อ.อุมผาง จ.ตาก AP 27 

      

4 คนปกต ิ 2552 กรุงเทพมหานคร N 10 

            

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

      
68 

 

แผนภูมิที่ 1 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมเพศชายและเพศหญิงของกลุมผูปวยที่ติดเชือ้

มาลาเรียชนิด P. falciparum  
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 แผนภูมิที่ 2 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมอายุของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด           

P. falciparum 
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แผนภูมิที่ 3 แสดงขอมูลทั่วไปของความหนาแนนของเชือ้ P. falciparum (parasitemia : 

parasites/μl) ของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP                         
โดยอาศัยปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน STARP 3’non-repeat อาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส

จากการใช primer STARP-CTF และ STARP-CTR จากการวเิคราะหผลิตผลดวยวิธี agarose gel 

electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 และเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานบอกขนาดคือ 100 bp DNA ladder plus พบวาผลิตผลทีน่ํามาวิเคราะหมีขนาด

ประมาณ 354 bp ซึ่งเปนขนาดที่อยูในชวงที่ตองการศึกษา 

 

 

 
 

 

ภาพที ่8 แสดงผลการวิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis    

เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3 และ 4 คือ ตัวอยาง T9/94, K1, TM9 และ negative control 

ตามลําดับ และตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด 
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ผลการผลิตโปรตีนจากบริเวณ 3’non-repeat ของยนี STARP 

 ผลผลิต PCR จากบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP สามารถเชื่อมเขาสู pQE-30Xa 

vector ดวยตาํแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII แลวยืนยันการเขาสู frame ที่

ถูกตองโดยการวิเคราะหลําดับเบสตั้งแต start codon ถึง stop codon  

ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCTGGCTCTGGATCTGGTATCGAG
GGAAGGCCTTATAATGGAACTGGATCCACAAACCAATATGTCTTTGCTAACAATTAT
AATGAAACAACTTCTGATGATGAACTAAATAAAGATTCCTGTGATTATTCAGAAGAA
AAAGAAAATATAAAATCAATGATTAACGCTTATTTAGACAAGTTAGATTTAGAAACT
GTTCGTAAAATACATTCAGATATAAGTACATGTATTGAAAAAAAAAATAATCCTAGG
AATCAAATAACACATTTAAACAATTTAAAAAATATGTATAATATAATTAAATTTATA
GTGGTTATATATATTGCTTTTAATTGGAGTGAAGTAATATATAAATATGTAGGAAAA
TTAATTTTAGCTTTTGCTTTATATATGTTAATTAATTAA 

                                                                                                                                           

เมื่อแปลรหัสเปนโปรตีนจะไดกรดอะมิโนทัง้หมด 146 ตัว มีนาํหนักโมเลกุล 17 kDa 

MRGSHHHHHHGSGSGSGIEGRPYNGTGSTNQYVFANNYNETTSDDELNKDSCDYSEE
KENIKSMINAYLDKLDLETVRKIHSDISTCIEKKNNPRNQITHLNNLKNMYNIIKFI
VVIYIAFNWSEVIYKYVGKLILAFALYMLIN* 

 

จากนั้น 6x His-tag fusion protein จะถูกผลิตใน E. coli สายพนัธุ M15 โดยมี IPTG เปนตวั

เหนีย่วนํา ทาํใหโปรตีนบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA spin column kit ซึ่งโปรตีนที่ไดมีขนาดประมาณ 17 

kDa ดังแสดงในภาพที่ 9  
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ภาพที ่9 แสดงโปรตีนของ STARP 3’non-repeat มีขนาด 17 kDa ซึ่งจากภาพ M คือ 

protein standard marker, 1 คือ cell lysate, 2 คือ pellet, 3 คือ flow-through, 4 คือ first wash, 

5 คือ second wash, 6 คือ eluate และ 7 คือ E. coli M15 ที่ไมมีพลาสมิด โดยที่ A คือการยอมสี

โปรตีนดวย coomassie brillian blue R-250 และ B คือการทาํ western blot ติดตามดวย RGS-

His HRP conjugate antibody  

M 1 32 54 6 7

10 

15 
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37 
50 
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17 kDa
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73 

ผลการทดสอบ 6x His-tag fusion protein กับตัวอยางซีรั่ม 

 6x His-tag fusion protein มีขนาดประมาณ 17 kDa เมื่อทดสอบความสามารถในการ

เปนแอนติเจนกับซีร่ัมทัง้ 4 กลุมตัวอยาง พบวาในซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียชนิด P. falciparum 

ตรวจพบ anti-STARP 3’non-repeat antibodies จํานวน 23 ตัวอยางจากตัวอยางทัง้หมด 54 

ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 42.6 (ตารางที่ 3) สวนซีร่ัมในกลุมตัวอยางอืน่ ๆ ทั้ง P. vivax  กลุมเสี่ยง

และคนปกติ ไมพบ anti-STARP 3’non-repeat antibody 

 

 

ตารางที ่3 แสดงความสามารถในการเปนแอนติเจนของ 6x His-tag fusion protein                      

กับตัวอยางซีร่ัมทั้ง 4 กลุม 

 

Serum samples  anti-STARP 3' non-repeat antibody 

P. falciparum 23 / 54 (42.6) 

P. vivax                              0 / 20 

กลุมเสี่ยง                              0 / 27 

คนปกต ิ                              0 / 10 
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ภาพที ่10 แสดง 6X his-tag fusion protein ทําปฏิกิริยากับซีร่ัมของกลุมตัวอยาง         

โดยตัวอยางทีใ่หผลบวกแสดงขนาดของโปรตีน 17 กิโลดาลตัน ซึง่ M คือ M protein standard 

marker, 1 คือ TSY 1681, 2 คือ TSY1690, 3 คือ TSY 1699, 4 คือ TSY 1706, 5 คือ AP 882,    

6 คือ AP 380, 7 คือ AP 840 (ตัวอยาง P. vivax) และ 8 คือ N1 (ตัวอยางคนปกติ) 

 

 

 

 

 

 

 

17 kDa 
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ความสมัพันธระหวางความหนาแนนของเชื้อมาลาเรีย (parasitemia)                        
กับ anti-STARP 3’ non repeat antibody                                  

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางคา parasitemia กับ anti-STARP 3’non-repeat 

antibody พบวาตัวอยางที่มคีา parasitemia มากกวาหรือเทากับ 5,000 parasites/ul ทําการ

ทดสอบพบ (positive) และไมพบ (negative) anti-STARP 3’non-repeat antibody จํานวน 15 

ตัวอยางเทากนั สวนตัวอยางที่มีคา parasitemia นอยกวา 5,000 parasites/ul ทดสอบพบ      

anti-STARP 3’non-repeat antibody จํานวน 8 ตัวอยาง และไมพบจํานวน 16 ตัวอยาง ทาํการ

ทดสอบไคสแควรหาความสมัพันธโดยใชตารางขนาด 2x2 ดังแสดงในตารางที่ 5 

ตารางที ่4 ตารางขนาด 2x2 แสดงความสัมพันธระหวางคา parasitemia กับจํานวนตัวอยางที่

พบหรือไมพบ anti-STRAP 3’non-repeat antibody เพื่อทดสอบไคสแควร 

 

parasitemia 
Result 

≥ 5,000 P/ul < 5,000 P/ul 
total 

Positive 15 (a) 8 (b) 23 (e) 

Negative 15 (c) 16 (d) 31 (f) 

total 30 (g) 24 (h) 54 (n) 

  

สมมติฐาน: H0 : parasitemia ไมมีความสัมพนัธกับปริมาณแอนติบอดีจากการทดสอบที่ให  

                                ผลบวก 

H1 : parasitemia มีความสมัพันธกับปริมาณแอนติบอดีจากการทดสอบที่ให 

      ผลบวก 

 

  สูตร χ2 = ( ad – bc) 2 n 

                e.f.g.h 

   χ2 = [(15)(16) – (8)(15)] 2 (54) 

                       (23)(31)(30)(24) 

   χ2 = 1.515 
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 กําหนดระดับนัยสําคัญของการทดสอบ (α) = 0.05 

 คา d.f = จํานวนกลุม – 1 = 2-1 = 1 ดังนัน้คา χ2 จากตารางมีคาเทากับ 3.841 

 

สรุป คา χ2 จากการคํานวณไดเทากับ 1.515 มีคานอยกวาคา χ2 จากตารางคือ 3.841 จึงตอง

ยอมรับสมมติฐาน H0 แสดงวาคา parasitemia ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของแอนติบอดีจาก

การทดสอบทีใ่หผลบวกอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

แมวาในปจจุบันจะมมีาตรการการปองกนัและควบคุมโรคมาลาเรียอยางมีประสิทธภิาพ

ในหลายภูมิภาคของโลก แตในทุก ๆ ป องคการอนามยัโลกยังคงมีรายงานถงึอัตราการเจ็บปวย

และเสียชีวิตจากโรคมาลาเรยีของประชากรโลกมากกวาลานคนตอป ซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการ

ดื้อยาหลายชนิดของเชื้อมาลาเรีย ความสามารถทนทานตอยาฆาแมลงที่มากข้ึนหรือพฤติกรรม

การหากนิที่เปลี่ยนแปลงจากเดิมของยงุกนปลอง การเปลี่ยนแปลงสภาวะของโลกที่เอื้อตอการ

แพรกระจายของโรคมาลาเรีย ตลอดจนการขาดเสถียรภาพและความไมสงบทางการเมืองในหลาย

ทองที่โดยเฉพาะในแอฟรกิา ดังนัน้มาตรการที่สําคัญสําหรับควบคุมโรคมาลาเรียที่ไดรับความ

สนใจในหลายทศวรรษคือการผลิตวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย แตในปจจุบันวัคซนีทีป่องกันโรค

มาลาเรียที่มีประสิทธิภาพดีและเหมาะสมกับการใชในประชากรในเขตปรากฎโรคยังไมประสบ

ผลสําเร็จ นักวทิยาศาสตรจึงพยายามคนหาแอนติเจนที่สามารถทําใหระบบภูมิคุมกันของมนุษย

เกิดการตอบสนองไดอยางสมบูรณ เพื่อนํามาเปนองคประกอบรวมของวัคซีนปองกนัโรคมาลาเรีย 

นําไปสูการลดความรุนแรงและเปนประโยชนตอการควบคุมการแพรระบาดของโรคมาลาเรีย 

เนื่องจากจาํนวนของสปอรโรซอยตในการติดเชื้อแตละคร้ังในสัตวเลีย้งลูกดวยนมมี

จํานวนนอยและสปอรโรซอยตก็อยูเปนอสิระในระบบไหลเวยีนเลือดเปนเวลาสั้น ๆ เทานั้น  

ซึ่งโดยทั่วไปเชือ่กันวาสปอรโรซอยตจะไมสงผลตอระบบภูมิคุมกันและไมสามารถกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันใหเกิดการตอบสนองตอการติดเชื้อได แตแนวคิดนี้ก็ไดถูกลบลางไป เมื่อมีการแสดงถงึ

ผลของระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อมาลาเรียในหน ูลิง และคนอยางประสบผลสําเร็จ โดยการใช

สปอรโรซอยตที่ผานการฉายรังสี (irradiated sporozoite) สงผลใหในซร่ัีมของผูปวยที่อาศัยอยูใน

พื้นที่ทีม่ีการระบาดของโรคมาลาเรียมีแอนติบอดีตอสปอรโรซอยต ซึ่งแอนติบอดีดังกลาวสามารถ

ยับยั้งการลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับหรือทําลายเชื้อมาลาเรียในเซลลตบัได เมื่อ

พิจารณาถึงขอมูลและหลักฐานตาง ๆ ที่ไดจากการศึกษาในสัตวทดลองและในคน รวมทั้งการ 

ศึกษาในหองปฏิบัติการและจากภาคสนามก็บงชี้ใหเหน็วาการพัฒนาวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย

สามารถเปนไปได  

เมื่อมนษุยเกิดการติดเชื้อมาลาเรีย ระบบภมูิคุมกันของรางกายจะถูกกระตุนและ

เกิดปฏิกิริยาการตอบสนองทั้งแบบพึ่งพาแอนติบอดี (humoral immunity) และแบบพึ่งพาเซลล 

(cell-mediated immunity) กระบวนการดงักลาวนีจ้ะเกดิขึ้นอยางชา ๆ และสามารถลดความ

รุนแรงของโรคมาลาเรีย สงผลใหผูปวยมีโอกาสเกิดภาวะแทรกซอนหรือความเสีย่งตอการเสียชวีิต
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ลดลง เมื่อยุงกนปลองเพศเมียกัดคนแลวปลอยสปอรโรซอยตเขาสูรางกาย ปราการณดานแรกเมือ่

รางกายเกิดการรับรูจะเกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมคิุมกันโดยอาศัย B lymphocyte    ซึง่

แอนติเจนไมจาํเปนตองถูกนาํเสนอโดยเซลลอ่ืน (antigen presenting cells) โปรตีนหรือ

แอนติเจนที่แสดงออกบนผวิของสปอรโรซอยตจะเปนตวัเลือกจับกบั surface Immunoglobulin 

(sIg) ของ B lymphocyte ซึง่เปนตวัรับ (receptors) ที่จาํเพาะกับมัน ทําใหเกิดสัญญาณกระตุน

ให B lymphocyte แบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้นและตอมาเกิดการเปลีย่นแปลงไปเปน plasma cell 

สามารถสรางและหลั่งแอนติบอดีจํานวนมากที่จําเพาะกับแอนติเจนออกมาในเลือดและสิ่งคัดหลั่ง 

แอนติบอดีที่หลั่งออกมาจะทําหนาทีเ่ปนตัวออกฤทธิ์โดยอาศัยกลไก Neutralization และ 

Opsonization เพื่อตอสูและทําลายสปอรโรซอยต ซึ่งแตกตางจาก T lymphocyte ที่ T cell 

receptors บนผิวสามารถรบัรูและตอบสนองตอแอนติเจนก็ตอเมื่อแอนติเจนนัน้ถูกนําเสนอดวย

เซลลอ่ืนกอน 

 ระบบภูมิคุมกนัจะถกูกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองตอ pre-erythrocytic stage 

เมื่อสปอรโรซอยตปรากฏอยูในระบบไหลเวียนเลือด โปรตีนที่แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยตได

ถูกนาํมาพิจารณาเปนองคประกอบรวมของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรีย ซึ่งนอกเหนือจาก CSP และ 

TRAP ที่เปนโปรตีนสําคัญทีม่ีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนแลว STARP ยังเปน

โปรตีนอีกชนดิหนึง่ที่แสดงออกบนผิวของสปอรโรซอยต ซึ่ง synthetic peptide จากสวนของ

โปรตีน STARP สามารถกระตุนใหเกิด STARP-specific antibody สงผลใหเกิดการยับยั้งการ

ลุกลามของสปอรโรซอยตเขาสูเซลลตับ แมจะใชที่ความเขมขนต่ํา ๆ ก็ตาม (Pasquetto et al., 

1997) ถึงแมวาจากหลาย ๆ การศึกษาจะคาดวาบริเวณ Rp10 ของยนี STARP เปนบริเวณที่

สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันไดดี แตจากการศึกษาโดยใช synthetic peptide จากบริเวณ 

Rp10 ทําการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus และ chimpanzee พบวาเกิดการตอบสนองของ 

B lymphocyte เทานัน้ แตไมเกิดการตอบสนองของ cytotoxic T-lymphocyte (CTL) 

(BenMohamad et al., 2004) นอกจากนีก้ารศึกษาความหลากหลายของยีน STARP จาก

ตัวอยางในประเทศไทยยังพบการเปลี่ยนแปลงในลาํดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ Rp45 และ Rp10 

แบบ point mutation จํานวน 4 ตาํแหนง แตบริเวณอื่น ๆ ของยีนไมมกีารเปลี่ยนแปลง การ

เปล่ียนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดที่เกิดขึน้ทาํใหการสังเคราะหโปรตีนของบริเวณ Rp45 และ Rp10 

เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนทั้งแบบเพิ่มข้ึน (insertion) และขาดหายไป (deletion) 

(Jongwutiwes et al., 2008) ซึ่งโดยทั่วไปแลวโปรตีนสวนที่มกีรดอะมโินซ้ํา ๆ กนัเปนชุด สามารถ

กระตุน B lymphocyte ไดโดยไมจําเปนตองอาศัย T lymphocyte (T independent B cell 

response) คลายกับบริเวณ tetrapeptide repeats ของ CSP แตประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่

สรางขึ้นอาจมปีระสิทธิภาพต่ําเพราะแอนติบอดีที่ถูกสรางขึ้นจะจับกบัแอนติเจนไดไมดีพอ (low 
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affinity) และมักจะไมจดจาํแอนติเจนในภายหลงั (poor memory formation) ทําใหการทําลายเชื้อ

มาลาเรียไมมศีักยภาพอยางเต็มที ่(Shofield L., 1991) อาจสงผลตอการกระตุนการตอบสนองตอ

ภูมิคุมกันใหสรางแอนติบอดเีพื่อทาํลายและยับยัง้เชื้อมาลาเรียที่ไมมีประสิทธิภาพเพยีงพอ ซึง่อาจ

เปนกลไกอยางหนึ่งทีท่ําใหเชื้อมาลาเรยีหลบหลีกการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสต 

ดวยเหตนุี้ในบริเวณ Rp45 และ Rp10 ที่มกีรดอะมิโนเรยีงซ้ํากันของยีน STARP นาจะเกิดกลไก

เชนเดียวกับบริเวณที่กลาวไปในยีน CSP ดงันัน้การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาครัง้แรก  

เพื่อประเมนิประสิทธิภาพในการเปนแอนติเจนโดยใชซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียจากการติดเชื้อโดย

ธรรมชาติจากตัวอยางในประเทศไทย จงึเลือกศึกษาโปรตีนในบริเวณ 3’ non-repeat ของยีน 

STARP เพราะเปนบริเวณทีไ่มเกิดการซ้ํากันของกรดอะมิโน มีลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกันในทกุ 

isolates จากการศึกษาตัวอยางในประเทศไทยและมกีารคงรูปแบบของยีน (Jongwutiwes et al., 

2008) อีกทั้ง synthetic peptide จากบริเวณ 3’ non-repeat ของยีน STARP (HABP 20570-

KSMINAYLDKLDLETVRKIH) เมื่อทําการกระตุนระบบภูมิคุมกันในลงิ Aotus แลวศึกษาดวยวิธ ี

IFA พบแอนตบิอดีในปริมาณสูงที่สามารถตอตานสปอรโรซอยตและบริเวณ  MINAYLDKL ยังเปน 

epitope ที่สามารถกระตุน cytotoxic T-lymphocyte ใหเกิดการตอบสนองทางภูมคิุมกันได 

 การศึกษาในครั้งนี้ประสบความสําเร็จในการผลิตโปรตีนลูกผสม โดยโปรตีนที่ไดประกอบ 

ดวยกรดอะมิโน 146 ตัว ละลายออกมาอยูในรูปของสารละลาย ประกอบดวยกรดอะมิโนที่เปน

กลาง กรดและเบส คิดเปนรอยละ 61.9, 23.3 และ 15.8 ตามลาํดับและเมื่อนาํ 6x His-tag fusion 

protein มาทดสอบความสามารถในการเปนแอนติเจนกับตัวอยางซีร่ัมทั้ง 4 กลุม รวมทัง้หมด 111 

ตัวอยาง พบวาซีร่ัมของผูปวยมาลาเรีย P. falciparum ม ีanti-STARP 3'non-repeat antibody 

จํานวน 23 ตัวอยางจากทั้งหมด 54 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 42.6 โดยเพศชายใหผลบวกมากกวา

เพศหญงิ คิดเปนรอยละ 52.2 และ 47.8 ตามลําดับ สวนใหญมีอายุต่าํกวา 15 ปถึง 25 ป ซึ่งแสดง

ใหเหน็วาโปรตีนจากบริเวณ 3’non-repeat ของยีน STARP มีบริเวณหรือ epitope ที่สามารถ

กระตุน B lymphocyte ใหผลิตแอนติบอดีออกมาตอตานสปอรโรซอยตจากการติดเชื้อตาม

ธรรมชาติได แตเมื่อทดสอบกับซีร่ัมของผูปวยมาลาเรีย P. vivax ไมพบ anti-STARP 3' non-

repeat antibody หรือไมเกดิปฏิกิริยาขามกลุมเชนเดียวกับการทดสอบในกลุมเสีย่งและกลุมคน

ปกติ แสดงวา anti-STARP 3’non-repeat antibody จะถูกผลิตขึ้นเมือ่มีการปรากฎของเชื้อ

มาลาเรีย P. falciparum ในรางกายเทานัน้ ดวยขอจํากดัดังกลาวนี ้การพัฒนาวัคซนีปองกนัโรค

มาลาเรียอาจเหมาะสมที่จะนํามาปองกันการติดเชื้อมาลาเรีย P. falciparum เทานัน้ อาจจะไม

สามารถปองกนัการติดเชื้อมาลาเรียสายพนัธุอ่ืน ๆ ในธรรมชาติ ซึง่จําเปนตองใชเปนองคประกอบ

รวมกับแอนติเจนจากสายพนัธุอ่ืนและหลายระยะจากวงชีวิตของเชื้อมาลาเรีย  
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สําหรับปริมาณการติดเชื้อมาลาเรียไดทาํการประเมินเม็ดเลือดแดงทีต่ิดเชื้อมาลาเรีย 

(parasitemia) จากแผนฟลมเลือดหนา จาํนวนเชื้อมาลาเรียที่ตรวจพบไดคือต้ังแต 40 ตัวตอเลือด 

1 ไมโครลิตร ถึง 98,840 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร หรือเฉลี่ย 17,316 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร 

ระยะการเจรญิที่ตรวจพบประกอบดวยระยะวงแหวนเปนสวนใหญและระยะแกมีโตไซต  

จากการศึกษาในครั้งนี้ไดพิจารณาคา parasitemia กับความสัมพันธของปริมาณแอนติบอดีจาก

การกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวยในการติดเชื้อมาลาเรีย ไมวาคา parasitemia จะมีคา  

≥ 5,000 P/ul หรือ < 5,000 P/ul ทั้ง 2 กรณีก็สามารถตรวจพบ anti-STARP 3’non-repeat 

antibody แสดงใหเห็นวาคา parasitemia จะมากหรือนอยก็ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของ

แอนติบอดีจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวยในการติดเชื้อมาลาเรีย อยางมีนยัสําคัญทาง

สถิติ (p > 0.05) คาดวาปริมาณของแอนตบิอดีจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูปวย  

อาจขึ้นอยูกับการตอบสนองทางระบบภูมคิุมกันของแตละบุคคล หรือข้ึนกับสายพนัธของเชื้อ

มาลาเรียและชาติพนัธุของคน 

 สําหรับองคประกอบของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียที่มีศักยภาพที่ดี ควรสามารถทําลาย

เชื้อไดหลายระยะและสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายไดทัง้ B และ T lymphocyte  

อีกทั้งแอนติเจนที่เปนองคประกอบไมควรมคีวามหลากหลายสูง จงึจะสามารถทําลายและยับยัง้

เชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณ นอกจากนี้เมื่อผูที่ไดรับวคัซีนติดเชื้อมาลาเรียตามธรรมชาติ การติด

เชื้อดังกลาวตองสามารถกระตุนระบบภูมคิุมกันใหตอบสนองไดอยางมีประสิทธิภาพและคงอยูได

เปนระยะเวลานาน ยีน STARP มีการคงรปูแบบของยีนสูงและมีบริเวณที่เกี่ยวของกับการเกาะตดิ

กับเซลลตับ อีกทั้งมีการศึกษาการใช CSP และ TRAP รวมกันสามารถกระตุนใหเกดิการตอบ 

สนองของระบบภูมิคุมกันดีกวาการเลือกใชโปรตีนเพียงชนิดใดชนิดหนึง่ (Khusmith et al., 1991) 

ดวยขอสนับสนุนนี้จงึไมนาจะเปนอุปสรรคของการนาํโปรตีน STARP 3’non-repeat มาเปน

องคประกอบของวัคซีนปองกันโรคมาลาเรยี ดังนั้นการศกึษาความสามารถในการเปนแอนติเจน

ของโปรตีน STARP 3’non-repeat ตอการตดิเชื้อตามธรรมชาติจึงเปนขอมูลพืน้ฐานที่สาํคัญใน

การพัฒนาองคประกอบของวัคซนีปองกนัโรคมาลาเรียจาก STARP ตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาโดยใชจํานวนตวัอยางซีร่ัมของผูปวยมาลาเรียมากขึ้นหรือจากหลาย ๆ พืน้ที ่  

จะทําใหเห็นภาพรวมของการติดเชื้อประชากร 

2. การศึกษาโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตวทดลองโดยใชโปรตีนจากสวนของ 
STARP เพื่อผลิต monoclonal antibody จะทําใหเขาใจกลไกการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันและทราบความสามารถในการเปนแอนติเจนของ STARP มากขึ้น 

3. การใชโปรตีนสังเคราะหที่ประกอบดวยบรเิวณตาง ๆ ของโปรตีน STARP รวมกับโปรตีน

ชนิดอื่น ๆ จะเปนประโยชนในการเพิ่มศักยภาพในการพฒันาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย

ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
 
ตารางที ่5 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ติดเชือ้มาลาเรียชนดิ                    

P. falciparum และตัวอยางทีท่ดสอบพบ anti-STARP 3’non-repeat antbody 

 

Parasitemia anti-STARP 
ตัวอยาง เพศ อาย ุ อุณหภูมิ

รางกาย Parasites/µl 3'non-repeat antibody 

TSY1681 ญ 32 36.8 760 - 

TSY1689 ช 36 37.6 800 - 

TSY1690 ญ 6 38.3 7,120 + 

TSY1699 ช 45 36.9 120 - 

TSY1706 ญ 49 36.7 760 + 

TSY1707 ญ 4 37.2 12,240 + 

TSY1720 ญ 25 36.4 1,240 - 

TSY1734 ช 39 36.7 160 - 

TSY1741 ญ 19 36.7 2,400 + 

TSY1742 ญ 20 37.3 4,640 - 

TSY1745 ญ 10 37 2,320 - 

TSY1746 ญ 4 37.2 120 + 

TSY1748 ช 7 39 640 + 

TSY1749 ช 10 37.3 400 - 

TSY1750 ญ 60 36.8 640 - 

TSY1753 ญ 4 38.5 56,480 + 

TSY1757 ช 40 36.5 160 - 

TSY1775 ญ 48 37 400 + 

TSY1788 ช 48 36.5 40 - 

TSY1789 ญ 48 36.5 2,240 + 

TSY1794 ญ 36 36.6 40 - 

TSY1811 ช 8 40 34,560 + 

TSY1813 ช 33 36.6 880 - 
           

หมายเหต:ุ ช (ชาย), ญ (หญิง), + (positive), - (negative) 
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ตารางที ่5 (ตอ) แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางซีร่ัมจากผูปวยที่ตดิเชื้อมาลาเรียชนิด           

P. falciparum และตัวอยางทีท่ดสอบพบ anti-STARP 3’non-repeat antbody 
 

Parasitemia  anti-STARP 
ตัวอยาง เพศ อาย ุ อุณหภูมิ

รางกาย parasites/µl 3'non-repeat antibody 

AP 380 ช 24 36.8 15,840 + 
AP 383 ช 27 37.6 5,920 - 
AP 385 ช 36 38.1 8,640 - 
AP 386 ญ 31 38.4 19,840 - 
AP 387 ช 16 36.5 64,000 - 
AP 389 ช 26 39.5 2,880 + 
AP 397 ช 31 38.1 69,440 + 
AP 399 ช 25 37.3 1,280 - 
AP 400 ช 26 40.4 34,020 + 
AP 401 ญ 12 36.9 3,520 - 
AP 414 ช 18 36.3 2,720 - 
AP 415 ช 20 36.3 41,280 + 
AP 418 ญ 5 38.5 26,240 + 
AP 419 ญ 18 36.1 12,800 + 
AP 426 ช 33 37.4 77,440 - 
AP 430 ช 47 35.8 33,520 + 
AP 432 ช 7 38 98,840 + 
AP 433 ญ 8 38 16,960 - 
AP 441 ญ 15 37.2 5,760 - 
AP 445 ช 16 39.5 32,960 + 
AP821 ช 14 38.2 53,440 - 
AP822 ช 34 37.6 5,440 - 
AP823 ช 27 37.8 8,000 - 
AP836 ช 20 36.5 76,160 - 
AP856 ช 12 36.7 24,320 - 
AP858 ญ 56 40 11,200 - 
AP868 ช 31 37.8 22,720 - 
AP876 ช 22 38.3 12,160 + 
AP878 ช 15 36.9 7,040 + 
AP881 ญ 6 36.5 2,240 - 
AP882 ช 21 38.6 9,280 + 

           

หมายเหต:ุ ช (ชาย), ญ (หญิง), + (positive), - (negative) 
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ภาคผนวก ข 

 

ดีเอ็นเอพาหะและดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 
1. ดีเอ็นเอพาหะ pQE-30 Xa 
 ดีเอ็นเอพาหะ pQE-30 Xa เปนดีเอ็นเอพาหะสังเคราะห ที่ใชระบบของ T5 promoter 

transcription-translation system ซึ่งดีเอ็นเอพาหะ pQE เปนพลาสมดิที่อยูใน pDS family 

(Bujard et al., 1987) ที่ไดรับการปรับปรุงจากพลาสมิด pDS56/RBSII และ pDS781/RBSII-

DHFRS (Stuber et al., 1990) โดย pQE-30 Xa มีขนาด 3,500 bp และประกอบดวย 

 1.1  Start of numbering at XhoI (CTCGAG)   1-6 

 1.2  T5 promoter/lac operator element   7-87 

 1.3  T5 transcription start     61 

 1.4  6xHis tag coding sequence    127-144 

 1.5  Factor Xa Protease recognition site   166-177 

 1.6  Multiple cloning site (MCS)   175-240 

 1.7  Lambda t0 transcriptional termination region  256-350 

 1.8  rrnB T1 transcriptional termination region  1112-1210 

 1.9  ColE1 origin of replication     1686 

 1.10 β-lactamase coding sequence    3304-2444 

 1.11 Ampicillin resistance  
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ภาพที ่11 A) แสดงแผนที่ยนีของดีเอ็นเอพาหะ pQE-30Xa ขนาด 3.5 kb และ B) แสดง

บริเวณของ RGS-His epitope และตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ (QIAGEN) 

 

 
 

A. 

B. 
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2.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
 

         A) ดีเอ็นเอมาตรฐาน λHindIII                       B) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder plus 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่12 แสดงแผนที่ของดีเอ็นเอมาตรฐาน A) ดีเอ็นเอของ λ-DNA ถูกตัดสมบูรณดวย

เอนไซม HindIII ไดชิ้นดีเอ็นเอ 8 ชิ้น มีขนาด 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 0.564 

และ 0.125 kb ตามลําดับ โดยมี reference band ที่ 4.361 และ 23.130 kb  B) ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 bp ladder plus ประกอบดวยชิ้นดีเอ็นเอ 15 ช้ิน มีขนาด 1500, 1400, 1300, 

1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 และ 100 bp ตามลําดับ โดยมี 

reference band ที ่500, 1000 และ 1500 bp (Fermentas Life Science) 
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ภาคผนวก ค 
 

เชื้อ Escherichia coli สายพันธุ M15 (pREP4) 

 
1. เชื้อ Escherichia coli สายพันธุ M15 (pREP4) 
 1.1  Escherichia coli สายพันธุ M15 จะมี repressor plasmid (pREP4) อยูภายใน

เซลล ซึ่งจะชวยใหการแสดงออกของโปรตีนใหมีปริมาณสูง 

 1.2  Escherichia coli สายพันธุ M15 ไดรับการดัดแปลงจากเชื้อ Escherichia coli  

สายพนัธุ K12  

 1.3 Escherichia coli สายพันธุ M15 สามารถแสดงลักษณะทางฟโนไทปดังนี ้ Nals, Strs, 

Rifs, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, F-, RecA+, Uvr+ และ Lon+ 

 1.4 Escherichia coli สายพันธุ M15 ดื้อตอยา kanamycin 

 
2. pREP4 plasmid 
 
 
 

 
 

ภาพที ่13 แสดงแผนทีย่ีนของ pREP-4 ขนาด 3,740 bp ซึ่งเปนพลาสมิดที่อยูภายในเชื้อ 

E. coli สายพนัธุ M15  
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ภาคผนวก ง 
 

แสดงรหัสพนัธุกรรม (genetics code) 

 

Second Position  

 U C A G  

 

U 

UUU 

UUC         Phe 

UUA       Leu    

UUG 

UCU                

UCC          Ser     

UCA                 

UCG 

UAU        Tyr       

UAC                   

UAA*       Stop    

UAG*        Stop  

UGU      Cys       

UGC             

UGA*    Stop       

UGG           Trp 

U    

C     

A    

G 

 

C 

CUU         

CUC       Leu 

CUA         

CUG 

CCU             

CCC        Pro       

CCA          

CCG 

CAU            

CAC          His     

CAA          Gln 

CAG          

CGU 

CGC           Arg 

CGA 

CGG 

U    

C     

A    

G 

 

A 

AUU         

AUC        Ile 

AUA               

AUG+ 

ACU           

ACC         Thr      

ACA                

ACG 

AAU                 

AAC          Asn    

AAA          Lys     

AAG 

AGU 

AGC            Ser 

AGA            Arg 

AGG 

U    

C     

A    

G 

 

G 

GUU               

GUC       Val     

GUA             

GUG 

GCU               

GCC          Ala     

GCA               

GCG 

GAU               

GAC           Asp   

GAA         Glu 

GAG 

GGU 

GGC           Gly 

GGA 

GGG 

U    

C     

A    

G 

 

* chain termination, or “nonsense,” codon                                             
+ the initiator codon   
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ภาคผนวก จ 
 

แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 

Amino acid Three-letter abbreviation One-letter symbol 

Alanine 

Arginine 

Asparagine 

Aspartic acid 

Cysteine 

Glutamine 

Glutamic acid 

Glycine 

Histidine 

Isoleucine 

Leucine 

Lysine 

Methionine 

Phenylalanine 

Proline 

Serine 

Threonine 

Tryptophan 

Tyrosine 

Valine 

 

Ala 

Arg 

Asn 

Asp 

Cys 

Gln 

Glu 

Gly 

His 

Ile 

Leu 

Lys 

Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

Trp 

Tyr 

val 

A 

R 

N 

D 

C 

Q 

E 

G 

H 

I 

L 

K 

M 

F 

P 

S 

T 

W 

Y 

V 
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ภาคผนวก ฉ 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 
การเตรยีม 1M Dithiothreitol (DTT) 
  DTT     3.09 g 

  0.01M sodium acetate (pH 5.2) 20 ml 

 sterile โดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 μm แลวเก็บรักษาที่ -20 oC 
 
การเตรยีม 0.5M EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g    

  d.H2O    800 ml 

นําสวนผสมทัง้ 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้าํกลัน่ จากนัน้นาํไปนึง่

ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้*  

 
การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 

  xylene cyanol FF   0.25 g 

  glycerol in water      30 g 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
 
การเตรยีมส ีGiemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 

    Absolute Methanol           1650 ml 

  Glycerine            1650 ml 

 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนัน้นาํไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 

องศาเซลเซยีส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากัน จากนัน้เติม absolute methanol ลง

ไปเขยาใหเขากัน และนาํเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน

นํามาใชจะทําใหการยอมสีดีกวาใชในขณะที่เตรียมเสร็จใหมๆ  
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การเตรยีม buffer ยอมส ี(stock buffer)  
buffer I  Na2H2PO4.H2O   9.2 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

Buffer II Na2HPO4   9.5 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 
 
การเตรยีม  0.8M IPTG stock solution (20%w/v) 
  IPTG  2 g 

  d.H2O  8 ml 

 ผสมใหเขากนัจนกวา IPTG จะละลายจนหมด แลวปรับปริมาตรใหเปน 10 ml จากนั้น 

sterile โดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 μm แลวเก็บรักษาที่ -20 oC 
 
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl 

  Gel loading buffer     80 μl 

  TE buffer               360 μl 

 
การเตรีม 10% SDS 
  SDS  100 g 

  d.H2O  900 ml 

 ผสมใหเขากนัโดยใหความรอนประมาณ 68 oC ทําการปรับ pH ที่ 7.2 โดยใช HCl เขมขน 

แลวจึงปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 

 
การเตรยีม 2x SDS gel loading dye 
  100mM Tris.HCl (pH 6.8) 

  200mM DTT 

  4% SDS 

  0.2% bromophenol blue 

  20% glycerol 
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การเตรยีม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g 

  Boric acid      55 g 

  EDTA       7.4 g 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอด

เชื้อเชนเดียวกนั*  

 
การเตรยีม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml 

  0.5 M EDTA    200 ml 

 ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช * 
 
การเตรยีม Tris-glycine electrophoresis buffer (running buffer) 
  25 mM Tris-base 

  250 mM glycine (pH 8.3) 

  0.1% SDS 

 
การเตรยีม Transfer buffer 
  39 mM glycine 

  48 mM Tris-base 

  0.037% SDS 

  20% methanol 

 
การเตรยีม TBS buffer 
  10 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  150 mM NaCl 

 
การเตรยีม TBS-Tween buffer 
  20 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  500 mM NaCl 

  0.05% (v/v) Tween 20 
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การเตรยีม TBS-Tween/Triton buffer 
  20 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  500 mM NaCl 

  0.05% (v/v) Tween 20 

  0.2% (v/v) Triton X-100 

 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g 

  น้ํากลัน่               800 ml 

นําสวนผสมทัง้ 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดียวดวย magnetic stirrer จากนัน้ปรับ pH ดวย 

HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้ํากลัน่ และนาํไปนึ่งดวย

หมอปลอดเชือ้กอนทีจ่ะนาํไปใช  ภายใตความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 

 ชื่อ – สกุล  นายจิตรกุล  สุวรรณเจริญ 

 วันเดือนปเกิด  วันที่  20  เดือนพฤศจกิายน พ.ศ. 2525 

 ภูมิลําเนา  จังหวัดสกลนคร 

 

 ประวัติการศึกษา 

- พ.ศ. 2549 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต 

หลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑติ สาขาวชิาจลุชีววทิยา 

คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลยันเรศวร 

 

- พ.ศ. 2550 เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต 

หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาปรสิตวทิยาทางการแพทย 

คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
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