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ปŦจจุบันโรคมาลาเรียยังคงเปŨนปŦญหาหลกัทางสาธารณสุขในหลายประเทศทั่วโลก แมšจะมรีายงานจํานวน

ของผูšปśวยมาลาเรียลดลงอยŠางตŠอเน่ือง อยŠางไรก็ตามในปŘ 2018 ยังคงมีการรายงาน ผูšปśวยมาลาเรียสูงถึง 228 ลšาน
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ปริมาณเอกโซนิวคลีเอสของ P. falciparum และสรšางรีคอมบีแนนทŤพลาสมิด วิธีการทดลองเริ่มจากเพิ่มจํานวนยีน

เอกโซนิวคลีเอส Exon 1 และ Exon 2 ของ P. falciparum ดšวยวิธีการ PCR โดยใชš genomic DNA เปŨนตšนแบบ

และเช่ือมตŠอ Exon ทั้ง 2 สŠวนดšวยวิธี overlapping PCR เพื่อนําไปสรšางรีคอมบีแนนทŤพลาสมิด หลงัจากน้ัน 

transformation เขšาสูŠ DH5 Alpha competent E. coli เพื่อเพิ่มจํานวนรีคอมบีแนนทŤพลาสมิด ผลการทดลอง

แสดงใหšเห็นวŠา Exon แตŠละสŠวนความยาว  949 และ 1,193 คูŠเบสตามลําดับ สามารถเช่ือมกันดšวยวิธี 

overlapping PCR ไดšผลิตภัณฑŤพีซีอารŤขนาด 2,142 คูŠเบส อยŠางไรก็ตามยังไมŠประสบความสําเร็จในการ 

transformation  ยีนเอกโซนิวคลเีอสเขšาสูŠ DH5 Alpha competent E. coli 
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Abstract 

 

Malaria remains one of the major public health problems in more than 100 endemic 

countries worldwide. Even though the numbers of malaria cases are decreasing, there were still 

228 million estimated cases and 405,000 deaths globally in 2018. Plasmodium falciparum is the 

most virulent human parasite responsible for the majority of mortality cases. Recently, the spread 

of dihydroartemisinin-piperaquine resistance is the first-line drug treatment for uncomplicated P. 

falciparum. Researches in 2020 have studied the genetic markers which was associated with 

piperaquine resistance. The exonuclease was found to be involved in drug resistance. The 

objective of this research was to clone the P. falciparum exonuclease gene to increase DNA 

content and generate recombinant plasmid. First, exonuclease gene of P. falciparum was 

multiplied by conventional PCR using the genomic DNA as a template and the exon segments 

were joined by overlapping PCR to construct the recombinant plasmid. Afterwards, the plasmids 

were transformed into DH5 Alpha competent E. coli to increase the number of recombinant 

plasmids. The results showed that the exon fragments length 949 bp and 1,193 bp, respectively, 

could be splicing by overlapping PCR to obtain 2,142 bp DNA. However, the transformation exon 

of the exonuclease to DH5 Alpha competent E. coli has not been successful. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

 

1. โรคมาลาเรีย (malaria) 

มาลาเรีย (malaria) เปŨนคําที่มีรากศัพทŤจากภาษาอิตาลี มาจากคําวŠา malo (สําหรบัเพศชาย) หรือ mala 

(สําหรับเพศหญิง) แปลวŠาไมŠดี หรือ bad ในภาษาอังกฤษ และคําวŠา aria แปลวŠา อากาศ หรือ air ในภาษาอังกฤษ 

สืบเน่ืองจากความเขšาใจผิดในอดีตทีเ่ช่ือวŠามาลาเรียเกิดจากอากาศไมŠดี  กŠอนทีจ่ะมีการคšนพบในภายหลังวŠา

มาลาเรียเปŨนโรคที่เกิดจาการติดเช้ือโปรโตซัวชนิดหน่ึงที่มพีาหะเปŨนยุงกšนปลŠอง   (Anopheles sp.) เปŨนหลกั 

(Rossati A., et al., 2016) นอกจากน้ีเคยมรีายงานการติดเช้ือจากคนสูŠคน ผŠานทางการรบัเลือด การปลกูถŠาย

อวัยวะ และจากมารดาสูŠทารกในครรภŤ (Thanapongpichat S., et al., 2013) ทั้งน้ีอาการทีม่ีลักษณะสอดคลšอง

กับโรคมาลาเรียมบีันทกึมาต้ังแตŠอดีตกาลในหลายแหลŠงอารยธรรม (แมšจะเปŨนทีรู่šจักในช่ือตŠาง ๆ ตามความ

แตกตŠางของภาษาและความเช่ือในแตŠละภูมิภาค นอกจากน้ียังเช่ือวŠาโรคมาลาเรียยังเปŨนสาเหตุหรือปŦจจัยสําคัญที่

มีผลกระทบตŠอเหตุการณŤทางประวัติศาสตรŤหลายเหตุการณŤ) ตŠอมาภายหลังจากการคšนพบเช้ือมาลาเรียตลอดจน

การศึกษาเกี่ยวกบัเช้ือมาลาเรียและโรคมาลาเรียในเชิงวิทยาศาสตรŤและการแพทยŤ ทําใหšเกิดองคŤความรูšและ

นับเปŨนโรคติดเช้ือที่ไดšรับการศึกษามากที่สุดชนิดหน่ึงอยŠางรอบดšาน โดยมีเปŜาหมายหลกัคือ การรกัษา ควบคุมและ

ปŜองกันโรค ทั้งน้ีภายหลงัจาการคšนพบเช้ือมาลาเรียที่เปŨนสาเหตุของโรคในคนแลšว ไดšมีการคšนพบวŠาสัตวŤมีกระดูก

สันหลังชนิดอื่น ๆ อีกหลายชนิดสามารถติดเช้ือมาลาเรียทีจ่ําเพาะกับชนิดของสัตวŤตŠาง ๆ ไดš (Garnham PCC., 

1966)  

1.1 การคšนพบเชื้อมาลาเรีย  

กŠอนการคšนพบเช้ือมาลาเรียไดšมีการกลŠาวถึงเม็ดส ี (pigment) ซึ่งเปŨนทีท่ราบกันดีในปŦจจบุันวŠาคือ

องคŤประกอบหน่ึงของเช้ือมาลาเรีย เรียกวŠา malaria pigment หรือ hemozoin โดยในปŘ ค.ศ. 1717 โจวันนี ลีนชี

ซี (Giovanni Lancisi) แพทยŤชาวอิตาลีไดšบรรยายลักษณะของผลึกเม็ดสีดําในมšามและสมองของผูšปśวยที่เสียชีวิต

แตŠไมŠไดšระบุวŠามีความเกี่ยวขšองกับโรคมาลาเรีย ปŘ ค.ศ.1847 โยฮัน เม็คเคิล (Johan Meckel) แพทยŤชาวเยอรมัน

ไดšตรวจพบเม็ดสีดังกลŠาวปรากฏอยูŠในกšอนโพรโทพลาส (protoplasmic) ภายในเซลลŤของมšามและเม็ดเลือดแดง 

นอกจากน้ีในปŘ ค.ศ. 1858 รูดอลŤฟ วีรŤโชวŤ (Rudolf Virchow) ไดšวาดภาพเกี่ยวกับพยาธิสภาพทีพ่บในตับซึ่งมี

ลักษณะของเช้ือมาลาเรียอยูŠดšวยแตŠก็ไมŠไดšบรรยายถึงรายละเอียดเกี่ยวกบัเช้ือมาลาเรีย (Garnham PCC., 1966)  
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ในปŘ ค.ศ. 1880 ชารŤล หลุยสŤ อาลฟงสŤ ลาฟวŤรอ็ง (Charles Louis Alphonse Laveran) แพทยŤชาว

ฝรัง่เศส ขณะปฏิบัติหนšาที่ ณ โรงพยาบาลคอสแตนติน ในสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนแอลจีเรีย ไดšตรวจ

เลือดผูšปśวยโรคมาลาเรียโดยไมŠไดšยšอมสีและพบวŠาเม็ดเลือดแดงเกิดการกระเพือ่มไปมาจากการโบกพัดของสายใย

ขนาดเล็ก (fine filament) โดยสายใยเหลŠาน้ีมีปลายดšานหน่ึงเช่ือมตŠอกบักšอนกลมที่มีเม็ดสีอยูŠภายในหรือเปŨนที่

ทราบกันดีในปŦจจุบันวŠาเปŨนกระบวนการสรšางเซลลŤสืบพันธุŤเพศผูšของเช้ือมาลาเรีย เช่ือวŠาสิ่งทีเ่ขาคšนพบคือเช้ือที่

เปŨนสาเหตุของโรคและต้ังช่ือวŠา Oscillaria แตŠเมื่อนําการคšนพบดังกลŠาวเสนอตŠอสมาคมแพทยŤแหŠงกรุงปารีส 

(Academy of Medicine of Paris) ในปŘเดียวกันแตŠกลบัไมŠมีผูšใดเช่ือถือในการคšนพบดังกลŠาว ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากใน

ปŘกŠอนหนšามีการยอมรับวŠาการคšนพบของเครบสŤ (Krebs) และโตมาซี กรูเดล ี (Tomasi-Crudeli) วŠาโรคมาลาเรีย

เกิดจากเช้ือแบคทเีรีย Krebs Tomasi-Crudeli bacillus ซึ่งพบไดšจากหนองนํ้าที่เกี่ยวขšองกบัการเกิดโรคมาลาเรีย

และเมือ่ฉีดใสŠกระตŠายพบวŠากŠอใหšเกิดโรคซึ่งมลีักษณะอาการคลšายมาลาเรีย 

ในปŘ ค.ศ. 1884 Marchiafava และ Celli ไดšศึกษาเลือดจากผูšปśวยโดยตรงตามวิธีการที่นายแพทยŤ      

ลาฟวŤร็อง ไดšศึกษามากŠอนและพบระยะตŠางๆของเช้ือดังกลŠาวภายในเม็ดเลือดแดง ทั้งคูŠจงึต้ังช่ือเช้ือดังกลŠาววŠา 

Plasmodium malariae ในขณะเดียวกันคามิลโล กอลจิ (Camillo Golgi) พยาธิแพทยŤชาวอิตาลีไดšศึกษาลักษณะ

การจบัไขšในผูšปśวยโรคมาลาเรียที่มลีักษณะวันเวšนวันและวันเวšนสองวัน พรšอมทั้งต้ังขšอสงัเกตวŠาเกิดจากเช้ือ

มาลาเรียคนละชนิดกัน ในปŘ ค.ศ. 1884 นายแพทยŤกอลจิ (Golgi) ไดšศึกษาลักษณะของเช้ือมาลาเรียที่ไดšจากผูšปśวย

ที่มีลกัษณะการจับไขšตŠางกัน พบวŠาเช้ือทีก่Šอใหšเกิดอาการจบัไขšวันเวšนวันคือ Plasmodium vivax โดยมีรูปรŠาง

ลักษณะแตกตŠางกันชัดเจนกบัเช้ือทีก่Šอใหšเกิดไขšวันเวšนสองวันคือ Plasmodium malariae (Cox FEG., 1996) 

ในชŠวงเวลาไลŠเลี่ยกัน วาซลิี ดานิลอฟ (Vasily Danilewsky) นักวิทยาศาสตรŤชาวรัสเซียไดšบรรยายถึงโปรโตซัว

หลายชนิดรวมถึงเช้ือมาลาเรียที่พบในนก การคšนพบดังกลŠาวสŠงผลใหšมกีารศึกษาชนิดของเช้ือมาลาเรียในสัตวŤมี

กระดูกสันหลังมากข้ึน 

ปŦจจัยหน่ึงที่ชŠวยสŠงเสริมใหšการศึกษาเช้ือมาลาเรียดําเนินไปอยŠางดีและรวดเร็วข้ึนคือ การคšนพบสียšอมใหมŠ

โดยนายแพทยŤ ดีมีทรี โรมานอฟสกี (Dimitri Romanovsky) ในปŘ ค.ศ. 1891 โดยสีดังกลŠาวมอีงคŤประกอบของส ี

Eosin Y และสี Tetramethylthionin ที่อยูŠในสภาพที่ถูกเก็บไวšนาน เมื่อโรมานอฟสกีทดลองยšอมเลือดจากผูšปśวย

โรคมาลาเรียพบวŠานิวเคลียสของเช้ือมาลาเรียติดสีแดงของ Eosin Y สŠวนไซโทพลาสซมึติดสีนํ้าเงิน จากการใชšสี

ยšอมชนิดใหมŠน้ี ทําใหšในปŘ ค.ศ. 1904 นายแพทยŤ Marchiafava และนายแพทยŤ Amico Bignami ทําการศึกษา

ลักษณะของเช้ือมาลาเรียชนิดใหมŠ Plasmodium falciparum ไดšอยŠางชัดเจน (Hemming F., 1954) อยŠางไรก็

ตามการคšนพบเช้ือมาลาเรียครั้งแรกของนายแพทยŤลาฟวŤร็องนับเปŨนจุดเริม่ตšนสําคัญที่กŠอใหšเกิดการศึกษาโรค

มาลาเรียในภายหลงั ดังน้ันนายแพทยŤลาฟวŤรอ็งจงึไดšรบัรางวัลโนเบลสาขาสรรีวิทยาหรือการแพทยŤในปŘ ค.ศ. 1907 
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1.2 ท่ีมาและความเปŨนไปของยาตšานมาลาเรีย 

ชนพื้นเมืองอินเดียแดงทีอ่าศัยอยูŠในแถบอเมริกาใตšบรเิวณสาธารณรัฐเปรูในปŦจจบุัน รูšจกัการนําเปลือกไมš

ชนิดหน่ึงมารกัษาไขšมาลาเรียนับแตŠโบราณกาล โดยมีเรือ่งเลŠาวŠาไดšเกิดแผŠนดินไหวครัง้ใหญŠบริเวณเมืองลอ็กซา 

(Loxa) ซึ่งมีตšนซงิโคนา (cinchona) อยูŠเปŨนจํานวนมากอยูŠรายลšอมและไดšโคŠนลงในแหลŠงนํ้า ทําใหšนํ้ามีรสชาติขม 

เมื่อชาวอินเดียแดงพื้นเมืองผูšซึ่งปśวยดšวยโรคมาลาเรียและมอีาการกระหายนํ้าไดšด่ืมนํ้าดังกลŠาวเขšาไป ภายหลัง 2 

ถึง 3 วัน อาการไขšไดšหายไปจึงเปŨนที่เลŠาขานกันและรูšจักกนัดีในกลุŠมชนพื้นเมืองถึงสรรพคุณของเปลือกไมšน้ีในการ

บําบัดไขšมาลาเรีย (Guerra F., 1964) 

ในปŘ ค.ศ. 1663 เซบาสเตียนโน บาโด (Sebastiano Bado) แพทยŤชาวอิตาลีไดšศึกษาและบันทึกเกี่ยวกับ

สรรพคุณของเปลอืกไมšจากเปรูและพบวŠาใหšผลการรักษาที่ดีในการรักษาโรคมาลาเรียพรšอมทัง้แนะนําปริมาณที่

เหมาะสมสําหรบัเด็กและผูšใหญŠ ซึ่งในปŘ ค.ศ. 1671 ฟรานเชสโก เรดี (Francesco Redi) ซึ่งเปŨนแพทยŤชาวอิตาลี

เชŠนกัน ไดšยืนยันผลการรักษาโรคมาลาเรียโดยเปลือกไมšชนิดเดียวกัน (Jaramillo-Arango J., 1950) ตŠอมาในปŘ 

ค.ศ. 1742 Carl Linnaeus แพทยŤชาวสวีเดน นักพฤกษศาสตรŤ และนักสัตววิทยาไดšรับการยกยŠองวŠาเปŨนบิดาแหŠง

อนุกรมวิธาน (taxonomy) ของสิง่มีชีวิตตŠาง ๆ ไดšต้ังช่ือวิทยาศาสตรŤสําหรบัพืชที่มเีปลือกไมšใชšบําบัดโรคมาลาเรีย

จากประเทศเปรูใหšอยูŠใน genus Cinchona (รูปที่ 1.1) สําหรับสารสกัดจากเปลือกไมšดังกลŠาวหรือที่รูšจักกันในช่ือ

ควินิน (quinine) น้ันนŠาจะไดšรบัอิทธิพลจากช่ือของตšน Peruvian balsam ซึ่งไมŠมสีรรพคุณรกัษาโรคมาลาเรียแตŠ

รูšจักกันในช่ือสามญัในหมูŠชาวอินเดียนวŠา quina หรือ quinaquina แมšวŠาจะมีการยืนยันคุณสมบัติของเปลือกตšน 

cinchona ในการรกัษาโรคมาลาเรียและมีการใชšยาที่สกดัจากเปลือกไมšดังกลŠาวแตŠผลการรักษายังแปรเปลี่ยนไป

ตามคุณภาพของยาที่เตรียม 

 

  
รูปที่ 1.1 ภาพวาด ตšน ใบ ดอกและผลของตšน Cinchona (Chichona calisaya)  



4 
 

ในปŘ ค.ศ. 1820 เปลติเยรŤ (Pelletier) และกาว็องตู (Caventou) นักเคมีชาวฝรัง่เศส ไดšทําการสกัดเปลือก

ตšนซิงโคนาดšวยแอลกอฮอลŤ พบวŠาสาระสําคัญจัดอยูŠในกลุŠมแอลคาลอยดŤ (alkaloid) ทั่งคูŠประสบความสําเร็จในการ

สกัด quinine (รูปที่ 1.2) และ cinchonin ในรูปของผลึกโดย quinine เปŨนองคŤประกอบหลักที่แยกไดšและมีฤทธ์ิ

ฆŠาเช้ือมาลาเรียชัดเจน (Jaramillo-Arango J., 1950)  นอกจากน้ีพบวŠาการใชš quinine ทําใหšเกิดอาการขšางเคียง 

เชŠน คลื่นไสš อาเจียนลดลง แตŠกลบัมีประสิทธิภาพในการรักษาสูงข้ึน ดังน้ันความตšองการยา quinine ในตลาดโลก

จึงมมีากข้ึน แตŠเน่ืองจากกระบวนการผลิตตšองอาศัยวัตถุดิบในธรรมชาติ คือ เปลือกตšนซงิโคนา ในระยะแรกมีการ

ตัดตšนไมšเหลŠาน้ีจากถ่ินกําเนิดในทวีปอเมริกาใตš โดยเฉพาะอยŠางย่ิงจากสาธารณรัฐเปรูและมีการปลกูใหมŠทดแทน 

และในปŘ ค.ศ. 1872 ไดšมีการนําเมล็ดพันธุŤที่ใหšผลผลิตสูงจากทวีปอเมรกิาใตšไปปลูกทีเ่กาะชวา และมีการลักลอบใน

เมล็ดพันธุŤไปปลูกในเกาะมินดาเนาของฟŗลปิปŗนสŤ ในเวลาตŠอมาการมีแหลŠงผลิตจํานวนมากทําใหš quinine เปŨนยา

หลักที่ใชšในการรกัษาอยŠางแพรŠหลายเปŨนเวลามากกวŠา 60 ปŘ จนสงครามโลกครั้งที่ 1 และ 2 มีการใหšความสําคัญ

กับการหาสารตัวใหมŠแทน quinine  

 

 
รูปที่ 1.2 แสดงโครงสรšางของยา quinine 

 

ในปŘ ค.ศ. 1932 จากการทุŠมเทวิจัยของสหรัฐอเมรกิาและสหราชอาณาจักร ทําใหšประสบความสําเร็จใน

การสงัเคราะหŤเอททาบริน (atabrine) ซึ่งใหšผลดีในการยับย้ังการเจรญิของเช้ือมาลาเรีย (Bruce-Chwatt LJ., 

1986) โดยเฉพาะอยŠางย่ิง P. falciparum แตŠเน่ืองจากยาดังกลŠาวมผีลขšางเคียงดังน้ันจึงมีการแสวงหาสารชนิดอื่น

รวมถึงทดสอบอนุพันธุŤ 4-aminoquinoline ที่นักวิทยาศาสตรŤชาวเยอรมันไดšทดลองมากŠอนหนšาน้ี ซึง่ก็คือ เรโซชิน 

(resochin) และซอนโตชิน (sontichin) จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารดังกลŠาวพบวŠา resochin ใหšผลดีมาก

ในการรักษาโรคมาลาเรียและมีอาการขšางเคียงคŠอนขšางตํ่า ภายหลัง resochin จึงถูกเปลี่ยนช่ือเปŨน        คลอโรค

วิน (chloroquine) โดยปราศจากการปรับเปลี่ยนโครงสรšางทางเคมีใด ๆ เลย สารสงัเคราะหŤดังกลŠาวจึงนับเปŨน

ผลงานของนักวิจัยชาวเยอรมันโดยตรง (Coatney GR., 1963) 
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ในปŘ ค.ศ. 1945 เคอรŤด (Curd) เดวียŤ (Davey) และโรส (Rose) คšนพบสรรพคุณของพาลูดริน (paludrine) 

ในการกําจัดเช้ือมาลาเรียในสัตวŤปŘก รวมถึงยับย้ังการเจริญของ P. vivax และปŜองกันการติดเช้ือ P. falciparum 

โดยมีผลขšางเคียงตํ่า การคšนพบดังกลŠาวทําใหšมีการศึกษาอนุพันธŤของไพริมีดีน (pyrimidine) เพิ่มมากข้ึน จนกระ

ทั้งปŘ ค.ศ. 1951 มีการสงัเคราะหŤไพริเมทามีน (pyrimethamine) โดยฮิทชิงสŤ (Hitchings) และคณะเน่ืองจากตัว

ยาที่ไดšมีฤทธ์ิตšานมาลาเรียไดšดีโดยเกิดอาการขšางเคียงตํ่า ทําใหšความนิยมการใชš quinine รักษามาลาเรียลดลง 

ตŠอมาในปŘ ค.ศ. 1960 Shanghai Pharmaceutical Industry Research Institute ประเทศจีน และ Rhone 

Poulenc ประเทศฝรั่งเศส ประสบความสําเรจ็ในการสังเคราะหŤ piperaquine เน่ืองจากประสิทธิภาพและความ

ทนทานทีส่ัมพันธŤกันทําใหš piperaquine แทน chloroquine เปŨนยาตšานมาลาเรียที่แนะนําโดย Chinese 

National Malaria Control Programme ในปŘ ค.ศ. 1978 แตŠอยŠางไรก็ตามจากการที่ P. falciparum ด้ือยาจึง

ทําใหšการใชšลดลงในปŘ ค.ศ. 1980 จนมีการคšนพบวŠาสามารถใชšกับอนุพันธุŤ artemisinin แลšวมีประสทิธิภาพในการ

รักษาไดšสูง ราคาถูก ในชŠวงปŘ ค.ศ. 1990   

ในปŘ ค.ศ. 1971  ตุšโหยวโหยว (Tu Youyou) และคณะวิจัยไดšดําเนินการศึกษาสรรพคุณของตํารับยาจีน

โบราณเพื่อหายาที่ทีฤทธ์ิตšานมาลาเรีย ภายใตšโครงการศึกษาสรรพคุณของสมุนไพรโบราณของรัฐบาลสาธารณ

ประชาชนจีนไดšมีการทดสอบยาที่มีความสําคัญและเปŨนทีรู่šจกักันต้ังแตŠอารยธรรมจีนโบราณ คือสมุนไพรชิงเฮา 

(qing-hao) หรือมีช่ือสามัญ sweet wormwood จัดอยูŠใน genus Artemisia โดยมีบันทกึในตําราแพทยŤต้ังแตŠ

สมัยราชวงศŤฮัน จากการศึกษาสรรพคุณของยาอารŤเทมิซินิน (artemisinin) ที่สกัดไดšในหšองปฎิบัติการพบวŠามีฤทธ์ิ

ทําลายเช้ือมาลาเรียไดšดีมาก ทําใหšมีการศึกษาอนุพันธŤดังกลŠาวอีกหลายชนิด (Klaymen D., 1985) เชŠน 

dihydroartimisinin เปŨนตšน ทั้งน้ีการศึกษาดังกลŠาวเริ้มตšนโดย จนในที่สุดจึงคšนพบสารสกัดที่มีฤทธ์ิทําลายเช้ือ

มาลาเรีย P. berghei ในหนูและ P. cynomolgi ในลิงทดลองไดšโดยไมŠมอีาการขšางเคียงชัดเจน (Tu Y., 2011) 

ผลงานดังกลŠาวเปŨนที่ประจกัษŤวŠาไดšชŠวยชีวิตประชากรโลกจากการเสียชีวิตของโรคมาลาเรียจํานวนมหาศาล สŠงผล

ใหš Tu Youyou ไดšรับรางวัลโนเบลสาขาสรรีวิทยาหรือการแพทยŤในปŘ ค.ศ. 2015 

1.3 พ้ืนท่ี ๆ พบและอาการโดยท่ัวไปของโรคมาลาเรีย 

โรคมาลาเรียพบมากในภูมิภาคเขตรšอนช้ืนและมักพบการระบาดมากในชŠวงฤดูฝน โดยยุงทีเ่ปŨนพาหะของ

โรคไขšมาลาเรียกัดซึ่งเปŨนสาเหตุหลักของการติดเช้ือมาลาเรยี โดยเมื่อผูšปśวยมีอาการปśวยในระยะแรกจะเริ่มมีไขš 

การจบัไขšจะยังไมŠเปŨนเวลา รŠวมกบัมีอาการไมŠเฉพาะอื่น ๆ เชŠน ปวดศีรษะ ปวดเมื่อย เพลีย เบื่ออาหาร ใน 2-3 วัน

แรก หลังจากน้ันในปลายสปัดาหŤหากยังไมŠไดšรับการรกัษา จะมีอาการจับไขšเปŨนเวลาโดยมีไขšข้ึน ๆ ลง ๆ เปŨนพกั ๆ 

สลบักับการหนาวสั่นตามชŠวงเวลาของเช้ือมาลาเรียในระยะในเม็ดเลือดแดงซึ่งเจริญเต็มที่และทําใหšเม็ดเลือดแดง

แตกออกโดยอาจเรียกวŠาไขšวันเวšนสองวันหรือไขšวันเวšนวันข้ึนอยูŠกับชนิดของเช้ือมาลาเรียที่ไดšรับ เช้ือมาลาเรียที่กŠอ

โรคในคนมีทั้งหมด 4 สายพันธุŤ คือ สายพันธุŤฟาลซพิารัม (Plasmodium falciparum) 
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สายพันธุŤไวแวกซŤ (P. vivax) สายพันธุŤมาลาเรียอี (P. malariae) และสายพันธุŤโอวาเลŠ (P. ovalae) โดยสายพันธุŤที่

กŠอใหšเกิดความรุนแรงมากที่สุด คือ P. falciparum เน่ืองจากทําใหšเกิดภาวะแทรกซšอนตŠาง ๆ ข้ึนมากมาย อยŠางไร

ก็ตามสายพันธุŤ P. vivax และ P. ovalae สามารถทําใหšเกดิไขšกลับซ้ํา (relapsing fever) ในผูšปśวยไดš  

ผูšปśวยโรคมาลาเรียสามารถแบŠงไดšเปŨน 2 ประเภทคือ ผูšปśวยโรคไขšมาลาเรียที่ไมŠมีภาวะแทรกซšอน หมายถึง 

ผูšปśวยโรคไขšมาลาเรียที่ไมŠมีภาวการณŤทํางานของอวัยวะหลักเสื่อมหรือสูญเสียหนšาที่ เชŠน มีระดับความรูšสึกตัวดี ไมŠ

มีอาการตัวเหลอืงตาเหลือง ปŦสสาวะออกปกติ ไมŠมีภาวะไตวาย ไมŠหอบเหน่ือย เปŨนลม หรอือŠอนเพลียมาก ยัง

รับประทานอาหารและด่ืมนํ้าไดšเอง และผูšปśวยโรคไขšมาลาเรียที่มีภาวะแทรกซšอน หมายถึง ผูšปśวยโรคไขšมาลาเรียที่

มีอาการรุนแรง ซึ่งสŠวนใหญŠเปŨนผูšปśวยที่ติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum โดยหากไดšรบัการรักษาชšาผูšปśวยอาจ

เสียชีวิตไดš ผูšปśวยเหลŠาน้ีจะมีอาการและอาการแสดงทีบ่อกถึงความรุนแรงของโรคที่เกิดจาก การทํางานของอวัยวะ

หลักเสือ่มหรือสูญเสียหนšาที่ เชŠน อŠอนเพลียมากจนไมŠสามารถน่ัง เดิน หรือยืนเองไดš มีอาการชัก มีภาวะช็อกเปŨน

ตšน    

1.4 ความกšาวหนšาของการคšนควšาโรคมาลาเรียในปŦจจุบัน 

ปŦจจุบันโรคมาลาเรียยังคงเปŨนปŦญหาสุขภาพที่สําคัญของโลก จากรายงานขององคŤการอนามัยโลกในปŘ 

2019 พบวŠามีผูšติดเช้ือมาลาเรีย มากกวŠา 229 ลšานคนทั่วโลก และเปŨนสาเหตุของการเสียชีวิต ในผูšปśวยประมาณ 4-

5 แสนคน (Zekar L. และ Sharman T., 2020)   ในชŠวง 3 ทศวรรษที่ผŠานมาไดšมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกบัโรค

มาลาเรีย ยุงพาหะ และผูšติดเช้ือมาลาเรียโดยการใชšศาสตรŤแขนงตŠาง ๆ สŠงผลใหšมกีารสรšางองคŤความรูšเกี่ยวกับโรค

และเช้ือมาลาเรียอยŠางมาก ความสําเร็จของการเลี้ยง P. falciparum ในหšองปฏิบัติการไดšอยŠางตŠอเน่ือง โดยใชšเม็ด

เลือดแดงของคน (Trager W., 1994) นับเปŨนรากฐานที่สาํคัญของการประยุกตŤเพือ่ศึกษามาลาเรียในดšานตŠาง ๆ 

ต้ังแตŠการทดสอบระดับการตอบสนองของเช้ือมาลาเรียตŠอยาตšานมาลาเรีย จนถึงการถอดรหัสพันธุกรรมทัง้หมดใน

จีโนม (genome) ของเช้ือมาลาเรีย (Gardner MJ., 2002) การใชšขšอมูลดังกลŠาวไดšเริ่มมกีารประยุกตŤใชšอยŠาง

กวšางขวางมากข้ึนในปŦจจุบัน โดยเฉพาะในเรื่องของการพัฒนาวัคซีนปŜองกันโรคมาลาเรีย รวมถึงการศึกษาเกี่ยวกบั

พยาธิสภาพของโรคมาลาเรียทีม่ีความรุนแรงแตกตŠางกัน โดยมีการคšนพบโปรตีนและโมเลกลุหลายชนิดที่เกี่ยวขšอง

กับกับกระบวนการดังกลŠาว นอกจากน้ีการประยุกตŤศาสตรŤเกี่ยวกับพันธุศาสตรŤประชากร (populations 

genetics) และวิวัฒนาการระดับโมเลกุล (molecular evolution) ไดšมีสŠวนชŠวยใหšเกิดความเขšาใจเกี่ยวกบัการ

กระจายของเช้ือมาลาเรียตามภูมิภาคตŠาง ๆ การทราบตšนกําเนิดและการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือ

มาลาเรียในสภาวะที่ไดšรบัแรงกดดัน เชŠน จากยาตšานมาลาเรีย เปŨนตšน นอกจากน้ีในบางภูมิภาคของโลก เชŠน แถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใตšรวมทั้งประเทศไทย ไดšมีการคšนพบผูšปśวยที่ติดเช้ือ P. knowlesi ซึ่งเปŨนเช้ือมาลาเรียที่มลีิง

แสมหรือลิงหางยาว (Macaca Fascicularis) และลงิกัง (Macaca nemestrina) เปŨนโฮสตŤหลักทีส่ําคัญในสภาวะ

การติดเช้ือตามธรรมชาติโดยยุงกšนปลŠอง (Anopheles sp.) (Putaporntip C., et al., 2009)  
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นอกจากน้ีการวิเคราะหŤพันธุกรรมของมาลาเรียทําใหšทราบความหลากหลายของชนิดมาลาเรียในไพรเมต 

ชนิดตŠาง ๆ ในหลายภูมิภาคของโลก (Liu W.,2016) ตลอดจนทําใหšเกิดการคšนพบวŠาเช้ือ P. ovale ประกอบดšวย

เช้ือมาลาเรีย 2 ชนิดที่มีลักษณะภายใตšกลšองจลุทรรศนŤที่เหมือนกันและไดšรบัการเสนอใหšเปŨน สปŘช่ียŤที่ตŠางกัน 

(Sutherland CJ., et al., 2010) แตŠเน่ืองจากเปŨนทีรู่šจักมานาน เพื่อปŜองกันความคลาดเคลือ่นจงึมผีูšเสนอใหšเรียก 

Plasmodium ovale curtisi และ Plasmodium ovale wallikeri เน่ืองจากเช้ือมาลาเรียทั้งสองมีความแตกตŠาง

กันทางพันธุกรรมอยŠางชัดเจน (Putaporntip C., et al., 2013) อยŠางไรก็ดีการต้ังช่ือดังกลŠาวอาจจะไมŠถูกตšองตาม

หลักการต้ังช่ือวิทยาศาสตรŤ 

 

2. Plasmodium falciparum 

 

 
รูปที่ 1.3 แสดงเช้ือมาลาเรียยšอมสีภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ (a) และ (b) P. falciparum (c) P. knowlesi (d) P. malariae (e) P. 

ovale (f) P. vivax (Ningsih A.K., 2016) 

 

 เช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum เปŨนสาเหตุที่สําคัญของโรคมาลาเรียในคนกŠอใหšเกิด

อาการเจ็บปśวยและภาวะแทรกซšอนที่รุนแรงมากกวŠาเช้ือมาลาเรียชนิดอื่น ๆ จึงไดšมีการศึกษามากที่สุดโดยเฉพาะ

อยŠางย่ิงเกี่ยวกับการระบาดวิทยา การตอบสนองตŠอตัวยา รวมถึงการศึกษาในดšานตŠาง ๆ เพื่อนํามาสูŠการพฒันา

วัคซีนยาและปŜองกันโรคมาลาเรีย  
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2.1 ระบาดวิทยาและการกระจายทางภูมิศาสตรŤ 

นับต้ังแตŠตšนศตวรรษที่ 19 มรีายงานการติดเช้ือมาลาเรียจากหลายภูมิภาคในโลกโดยครอบคลุมเสšน

ละติจูดที่ 64 องศาเหนือถึง 32 องศาใตšหรือเปŨนบรเิวณที่มอีุณหภูมิประมาณ 15 องศาเซลเซียส ซึ่งสาเหตุของโรค

มาลาเรียรšอยละ 95 มสีาเหตุมาจากการติดเช้ือ P. vivax (Dutta HM. และ Dutt AK., 1978) และ P. falciparum 

ที่มีขอบเขตแพรŠกระจายที่แคบกวŠาและจํากัดอยูŠในภูมิภาคเขตรšอนของโลกเปŨนหลัก ในปŘ ค.ศ. 2002 ประชากรโลก

มีประมาณ 6,200 ลšานคน รšอยละ 48 อาศัยในเขตที่เสีย่งตŠอการไดšรับเช้ือมาลาเรีย โดยเฉพาะอยŠางย่ิงในทวีป

แอฟริกาและบริเวณเอเชียใตšโดยเฉพาะอยŠางย่ิงในสาธารณรฐัอินเดีย (Hay S., 2004) องคŤการอนามัยโลกไดš

ประมาณวŠาในระหวŠางปŘ ค.ศ. 2000 ถึง 2010 ผูšปśวยโรคมาลาเรียสŠวนใหญŠราวรšอยละ 85 ถึงรšอยละ 90 เกิดจาก

การติดเช้ือ          P. falciparum โดยในปŘ ค.ศ. 2000 และ ค.ศ. 2021 มีผูšติดเช้ือมาลาเรียทั่วโลกในราว 233 ลšาน

คนและ 238.8 ลšานคน ในขณะที่มีผูšเสียชีวิตในแตŠละปŘประมาณ 985,000 คนและ 607,000 คนตามลําดับ สŠวนใน

ปŘ ค.ศ. 2017 มีผูšติดเช้ือทั่วโลก 219 ลšานคนและมผีูšเสียชีวิตประมาณ 435,000 คน  

ในปŘ ค.ศ. 2017 องคŤการอนามัยโลกไดšประมาณวŠาผูšปśวยโรคมาลาเรียสŠวนใหญŠอยูŠในทวีปแอฟริกา โดยคิด

เปŨนรšอยละ 92 ของผูšปśวยทั่วโลก นอกจากน้ียังพบวŠาประมาณครึ่งหน่ึงของผูšปśวยทั่วโลกอาศัยอยูŠใน 5 ประเทศ 

ไดšแกŠ สหพันธŤสาธารณรัฐไนจีเรีย สาธารณรัฐประชาธิปไตยคองโก สาธารณรัฐโมซมับิก สาธารณรัฐอินเดีย และ 

สาธารณรัฐยูกันดา คิดเปŨนรšอยละ 25, 11, 5, 4 และ 4 ตามลําดับ โดย P. falciparum เปŨนสาเหตุของโรคในทวีป

แอฟริกาสูงถึงรšอยละ 99.7 และบริเวณเอเชียใตšและเอเชียตะวันออกเฉียงใตšเปŨนสาเหตุรšอยละ 62.8 ในขณะที่

บริเวณทวีปอเมริกา P. falciparum เปŨนสาเหตุรšอยละ 25.96   

แมšมาตรการในการควบคุมโรคมาลาเรียโดยคําแนะนําขององคŤการอนามัยโลกจะมีการผสมผสานกัน

ระหวŠาง มาตรการปŜองกันการถูกยุงกัดโดยใชšมุšงชุบสารเคมกีําจัดแมลง (insecticide-treated mosquito net, 

ITN)  การใชšสารเคมีกําจัดแมลงฉีดพŠนตามบšานเรอืน (indoor residual spraying, IRS) การใหšยาปŜองกันโรค

มาลาเรียในประชากรกลุŠมเสี่ยงพเิศษ เชŠน หญิงมีครรภŤและเด็กเลก็ (chemoprevention) และในบางภูมิภาคมีการ

ควบคุมลูกนํ้ายุงโดยอาศัยหลักการทางชีวภาพ (biological mosquito control) แตŠการใหšยารักษาโรคมาลาเรีย

ยังคงเปŨนปŦจจัยหลกัในการควบคุมโรค อยŠางไรก็ตามเช้ือ P. falciparum มีการปรับตัวและวิวัฒนาการในการด้ือยา

ตšานมาลาเรียหลายขนานซึ่งในปŦจจุบันยาหลกัในการรักษาโรคมาลาเรียที่มีสาเหตุจากเช้ือ Plasmodium 

falciparum คือการใชšยาในกลุŠม artemisinin รŠวมกบัยาขนานอื่นที่ออกฤทธ์ินานกวŠาหรือเรียกวŠา artemisinin 

combination threpy (ACT) ซึ่งมียาหลากหลายตŠางกันไปในแตŠละภูมิภาค โดยประสิทธิภาพของยาในการรักษาก็

จะแตกตŠางกันไปตามแตŠละภูมิภาค ปŦจจบุันเช้ือ P. falciparum ที่ด้ือยา chloroquine กระจายไปตามภูมิภาคสŠวน

ใหญŠของโลก  
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2.2 อาการแสดงของโรคมาลาเรียในคนจาก Plasmodium falciparum 

ลักษณะการติดเช้ือ P. falciparum โดยทั่วไปสามารถจําแนกเปŨน 3 กลุŠมตามอาการและความรุนแรงของ

โรค ไดšแกŠ [1] การติดเช้ือที่ไมŠปรากฏอาการ (asymptomatic parasitemia) อาจเปŨนชŠวงการติดเช้ือในระยะแรก

หรือเกิดข้ึนในผูšมีภูมิคุšมกันทางคลินิก (clinical immunity) จากการเคยติดเช้ือมาลาเรียมากŠอนหลายครัง้ ซึ่ง

สามารถตรวจพบเช้ือระยะเจรญิแบบไมŠอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงโดยไมŠมีอาการของโรค [2] การติดเช้ือที่มอีาการ

ของโรคมาลาเรียไมŠรุนแรง (uncomplicated malaria) และ [3] การติดเช้ือที่มีอาการของโรคมาลาเรียรุนแรง 

(complicated malaria) ซึ่งอาจเสียชีวิตไดš (World Health Organization, 2014) ในระยะแรกอาการของโรค

มาลาเรียมักจะเริม่ดšวยอาการอŠอนเพลีย ตามดšวยอาการปวดเมื่อยบริเวณแขนและขา สําหรับอาการไขšและอาการ

หนาวสั่นแมšจะพบไดšใน P. falciparum แตŠมักพบไดšบŠอยกวŠาในการติดเช้ือ P. vivax, P. ovale curtisi และ P. 

ovale wallikeri  

ในการติดเช้ือ P. falciparum หลงัจากมีอาการไขš 3 ถึง 7 วัน ผูšปśวยสŠวนหน่ึงอาจเกิดอาการและมีการ

ดําเนินโรคทีม่ีภาวะแทรกซšอนทีรุ่นแรงในระบบตŠาง ๆ ของรŠางกายและอาจเปŨนสาเหตุของการเสียชีวิตไดš แตŠใน

ผูšปśวยบางรายอาจเสียชีวิตไดšภายใน 24 ช่ัวโมง (Dondrop AM., 2008) ภาวะแทรกซšอนที่รุนแรงมกัพบในเด็กอายุ

มากกวŠา 6 เดือน โดยพบอัตราการตายสูงสุดในชŠวง 1 ถึง 3 ปŘ สําหรบัในเด็กโตหรอืผูšใหญŠมกัไมŠพบอาการรุนแรง 

เน่ืองจากมีการสรšางภาวะภูมิคุšมกันซึ่งสามารถควบคุมการติดเช้ือมาลาเรียไดšบางสŠวน (partial immunity) สําหรับ

เด็กที่อายุนšอยกวŠา 6 เดือนมักไดšรบัภูมิคุšมกันบางสŠวนจากมารดา สําหรบัอัตราการเสียชีวิตในกลุŠมที่ไดšรับยาตšาน

มาลาเรียทีเ่หมาะสมพบในอัตรารšอยละ 0.1 ในขณะที่ผูšปśวยที่ไดšรับการรกัษาลŠาชšาหรือเช้ือมาลาเรียด้ือยาที่ใชšรกัษา

โอกาสที่จะเสียชีวิตพบในอัตรารšอยละ 1 และเพื่อเปŨนการกําหนดขšอบŠงช้ีที่ชัดเจนในการแยกกลุŠมผูšปśวยที่ติดเช้ือ

รุนแรงออกจากผูšปśวยภาวะแทรกซšอนไมŠรุนแรง ในการประชุมของคณะผูšเช่ียวชาญองคŤการอนามัยโลกในปŘ ค.ศ. 

1990 ไดšกําหนดอาการและภาวะแทรกซšอนที่รุนแรงของโรคมาลาเรียอันมสีาเหตุมาจากการติดเช้ือ P. 

falciparum ดังน้ี [1] มาลาเรียข้ึนสมอง (cerebral malaria) ทําใหšผูšปśวยมีอาการไมŠรูšสกึตัวและไมŠตอบสนองตŠอสิง่

กระตุšน (coma) ซึ่งเปŨนสาเหตุทีส่ําคัญในการติดเช้ือ P. falciparum ถึงรšอยละ 80 [2] ภาวะโลหิตจางอยŠางรุนแรง 

(severe normocytic anemia) [3] ภาวะไตวาย (acute renal failure) [4] ภาวะนํ้าทŠวมปวดหรือภาวะระบบ

ทางเดินหายใจลšมเหลว (acute pulmonary edema, acute respiratory failture) [5] ภาวะนํ้าตาลในเลือดตํ่า 

(hypoglycemia) [6] ภาวะระบบการไหลเวียนลšมเหลว (circulatory collapse, algid malaria) [7] ภาวะ

เลือดออกหรือแข็งตัวปกติ (spontaneous bleeding, disseminated intravascular) [8] การชักทั้งตัวทีเ่กิดข้ึน

ซ้ํา ๆ (repeated generalzed convulsion) [9] ภาวะเลือดเปŨนกรด (acidosis) [10] ภาวะที่มีฮีโมโกลบินใน

ปŦสสาวะสาเหตุจากเช้ือมาลาเรียหรือเรียกวŠาไขšปŦสสาวะดํา (blackwater fever) 
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3.การด้ือยา Piperaquine ของเชื้อมาลาเรีย Plasmodium falciparum 

ต้ังแตŠปŘ ค.ศ. 2008 องคŤการอนามัยโลกหรอื WHO  ไดšมีการประกาศใหšใชšยา dihydroartemisinin (DHA) 

ซึ่งออกฤทธ์ิไดšไวเพื่อใชšในการกําจัดเช้ือมาลาเรียในเลือดของผูšปśวยควบคูŠกบัยา piperaquine (PPQ) ซึ่งออกฤทธ์ิไดš

ชšาเพื่อใชšในการกําจัดเช้ือที่ยังเหลืออยูŠและปŜองกันการติดเช้ือมาลาเรียซ้ํา โดยการใชšยาทัง้ 2 ตัวควบคูŠกันจัดเปŨน

วิธีการรักษาแบบ Artemisinin Combination Therapy (ACT) เพื่อใชšในการรักษาโรคมาลาเรียในกรณีของผูšปśวย

ที่มีอาการไมŠรุนแรงในเขตตะวันตกของประเทศกัมพูชาและไดšมีการปรบัใชšไปยังเขตอื่น ๆ ของประเทศในปŘ 2010 

โดยมีการศึกษาถึงประสิทธิภาพและความปลอดภัยของตัวยาทั้งสองในประเทศกัมพูชา (Janssens et al., 2007) 

และในทวีปเอเชีย (Liu H., et al., 2015) พบวŠาสามารถรกัษาผูšปśวยไดšอยŠางมปีระสิทธิภาพ แตŠอยŠางไรก็ตามไดšมี

รายงานต้ังแตŠปŘ 2008 ถึง 2010 เปŨนตšนมา พบวŠาการรกัษาดšวยตัวยา DHA-PPQ มีประสทิธิภาพในการรกัษาที่

ลดลงจากอัตราการรักษาอยูŠที่ 89.4% เหลอืเพียง 75.0% ในจังหวัดไพลิน ประเทศกมัพูชา (Leang R., et al., 

2015) และลดลงเรือ่ยมาจนมีรายงานในปŘ 2015 พบวŠาประสิทธิภาพในการรักษาลดลงจาก 64% เหลือเพียง 53% 

ในจังหวัด อุดรมีชัย (Saunders D., et al., 2014) 

 

 
 

รูปที่ 1.4 แผนที่ของประเทศกัมพูชาที่แสดงถึงเมืองและจังหวัดที่มีการทดสอบการใชšงานยา Dihydroartemisinin-piperaquine  

เขตตะวันตกและเขตตะวันออกแทนดšวยสีแดงและสีเขียวตามลําดับ จุดสีดําแสดงใหšเห็นถึงช่ือของเมืองที่ทําการทดสอบ      

(Leang R., et al.,2015) 

 



11 
 

สืบเน่ืองจากการที่ DHA-PPQ ซึ่งเปŨน first-line drug ของประเทศกัมพูชามปีระสิทธิภาพในการรักษาผูšติด

เช้ือ P. falciparum ลดลงอยŠางมากดังน้ันจึงไดšมีการศึกษาเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) ซึ่งเปŨน

เครื่องหมายที่ใชšในการระบุความแตกตŠางทางพันธุกรรมระหวŠางสิ่งมีชีวิต โดยมีเปŜาหมายทีส่นใจในการศึกษาไดšแกŠ 

Plasmepsin 2 (pfpm2), Exonuclease (pfexo) และ Chloroquine resistance transporter (pfcrt) gene ซึ่ง

มีความเกี่ยวขšองกบัการด้ือยา piperaquine นอกจากน้ีเครื่องหมายทางพันธุกรรมเหลŠาน้ียังถูกใชšในการวิเคราะหŤ

ถึงความชุกชุมของการด้ือยาในแตŠละภูมิภาค เพื่อนํามาใชšในการปรับแนวทางการรักษาผูšติดเช้ือ P. falciparum 

โดยผลที่ไดšจากการวิเคราะหŤความสมัพันธŤระหวŠางเครื่องหมายทางพันธุกรรมและความสามารถในการตšานยา PPQ 

จากตัวอยŠาง P. falciparum ในประเทศกัมพูชาแสดงใหšเห็นวŠาการเกิดการกลายพันธŤของเครือ่งหมายทาง

พันธุกรรม E415G-Exo และ pfcrt สŠงผลใหšเช้ือสามารถด้ือยา PPQ แตŠกลบัพบวŠาการแสดงออกที่เพิม่สงูข้ึน 

(overexpression) ของ pfpm2 เพียงอยŠางเดียว ไมŠไดšมีสŠวนชŠวยใหšเช้ือสามารถด้ือยาไดšมากข้ึน (Boonyalai N., 

et al., 2020) 

 

       
 

รูปที่ 1.5 แสดงโครงสรšางของยา piperaquine 

 

ดังน้ันเปŜาหมายใหมŠที่นŠาสนใจและยังไมŠไดšรบัการศึกษาอันหน่ึงในปŦจจุบันคือ เอนไซมŤเอกโซนิวคลีเอส 

(exonuclease) ซึ่งเปŨนเอนไซมŤสําคัญในขบวนการตŠาง ๆ ของดีเอ็นเอในเซลลŤของสิง่มีชีวิตทุกชนิดรวมทัง้เช้ือ

มาลาเรียดšวย เอกโซนิวคลเีอสสลายพันธะ 3′-5′ ฟอสโฟไดเอสเทอรŤเฉพาะทีป่ลายสายพอลินิวคลีโอไทดŤ ซึ่งแตกตŠาง

จากเอนโดนิวคลีเอสซึง่จะทําหนšาที่สลายพันธะ 3′-5′ ฟอสโฟไดเอสเทอรŤตําแหนŠงใดก็ไดšในสายพอลินิวคลโีอไทดŤ 

กลไกในการสลายพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรŤจะใชšปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิ เพื่อใชšในขบวนการกําจัด RNA primer ออก

จาก lagging strand และใชšในการซŠอมแซมสŠวนของการสงัเคราะหŤทีผ่ิดพลาด (repair mutation) ของทั้ง DNA 

และ RNA เชŠน DNA replication, recombination, repair ซึ่งเปŨนกลไกที่มีความจําเปŨนตŠอการดํารงชีวิตของ

สิ่งมีชีวิตทุกชนิด วงจรชีวิตของเช้ือมาลาเรียมีความซบัซšอนและมีขบวนการที่ตšองใชšเอกโซนิวคลีเอสในหลาย
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ข้ันตอน เชŠน หลังจากที่เช้ือเขšาสูŠเซลลŤตับ, ระหวŠาง schizogony ในเซลลŤเม็ดเลอืดแดง,ระหวŠาง gametogenesis, 

หลงัจาก fertilization และ ในระยะ oocysts ดังน้ันเอกโซนิวคลีเอสจงึเปŨนเปŜาหมายหน่ึงสําหรับการศึกษากลไก

การทํางาน 

  

4.Overlapping PCR 

การทํา  Polymerase chain reaction หรือ PCR เปŨนเทคนิคที่มีการใชšกันอยŠางแพรŠหลายและมีศึกษา

ทางอณูพันธุศาสตรŤของสิง่มีชีวิตตŠาง ๆ วิธีหน่ึงเปŨนปฏิกิริยาที่ใชšในการเพิม่ปริมาณของ DNA ชนิดใดชนิดหน่ึงก็ไดš

ในหลอดทดลองใหšมจีํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น โดยอาศัยหลักการแบบเดียวกันกบัการจําลองตัวเองของดีเอ็น

เอ (DNA replication) ที่พบในสิง่มีชีวิตตามธรรมชาติ (Ramesh R., et al., 1992)  โดยมีข้ันตอนนšอย และใชšเวลา

ไมŠนาน ไดšแกŠ (1) Denaturing เปŨนการทําใหš DNA เสื่อมสภาพ เพื่อที่จะแยกสาย DNA จากสภาพทีเ่ปŨนเกลียวคูŠ 

(double helix) ใหšเปŨนสายเด่ียว โดยใชšอุณหภูมิสูงประมาณ 95 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที ดังน้ันเราจงึ ตšอง

เลือกใชšเอนไซมŤ DNA polymerase ที่สามารถทนความรšอนไดšสงู เพื่อไมŠใหšเอนไซมŤเสื่อสภาพไปกŠอน (2) 

Annealing เปŨนข้ันตอนทีล่ดอุณหภูมิลงประมาณ 50-60 องศาเซลเซยีส เวลา 30 วินาที เพื่อใหš  šไพรเมอรŤสามารถ

จับกบั DNA แมŠแบบไดš (3) Extension เปŨนข้ันตอนการสังเคราะหŤ DNA สายใหมŠ โดยจะสงัเคราะหŤจากดšาน 5′ ของ

ไพรเมอรŤ ไปยังดšาน 3′ ไปเรื่อย ๆ  ตามลําดับนิวคลีโอไทดŤบน DNA แมŠแบบแตŠละสาย โดยอาศัยการทํางานของ Taq 

polymerase ที่อุณหภูมิประมาณ 68-72 องศาเซลเซียสข้ึนอยูŠกับชนิดของเอนไซมŤ และระยะเวลาข้ึนอยูŠกบัความ

ยาวของผลิตภัณฑŤที่ตšองการ ซึ่ง PCR เปŨนเทคโนโลยีที่สําคัญมาก โดยสามารถนําไปใชšไดšกับงานวิจัยทางชีวโมเลกลุ 

และพันธุวิศวกรรม เชŠน การเพิม่ปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะหŤลําดับเบสของยีน (gene sequencing) 

การสรšาง DNA probe และการวิจัยประยุกตŤ เชŠน การสรšางยีนกลายพันธุŤ (PCR based mutagenesis) การศึกษา

การแสดงออกของยีนจาก mRNA การตรวจหาดีเอ็นเอของไวรัสซึง่เปŨนสาเหตุของโรค เปŨนตšน 

Overlapping PCR เปŨนเทคนิคทีม่ีพื้นฐานมาจาก PCR เพื่อใชšในการเช่ือมช้ินสŠวนของ DNA ที่ตšองการเขšา

ดšวยกัน โดยไมŠจําเปŨนตšองคํานึงถึง restriction sites ซึ่งสามารถทําไดšโดยการออกแบบลําดับเบสทีป่ลาย 5′ หรือ 3′ 

ของ primers โดย primers แตŠละคูŠที่ออกแบบมลีําดับเบสที่ปลายเหมอืนกัน เมื่ออยูŠภายใตšสภาวะ PCR ช้ินสŠวน 

DNA แตŠละช้ินก็จะเกิดการจับคูŠระหวŠางดีเอ็นเอคูŠสมกัน ทําใหšช้ินสŠวน DNA แตŠละช้ินเช่ือมตŠอกัน (Hilgarth R. และ 

Lanigan TM., et al., 2019) 
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รูปที่ 1.6 แผนภาพแสดงใหšเห็นถึงขั้นตอนการทํา Overlap Extension PCR โดยการออกแบบ primers แตŠละคูŠใหšมีเบสคูŠสม

กันที่ปลาย 5′ หรือ 3′ เพื่อใชšในการเช่ือมช้ินสŠวน DNA แตŠละสŠวนเขšาดšวยกัน (รูปวาดงานวิจัยน้ี) 

       

  ในงานวิจัยน้ีสนใจที่นําสŠวน Exon 1 และ Exon 2 ของยีนเอกโซนิวคลีเอสที่ตšองการศึกษาของ P. falciparum 

มาเช่ือมตŠอกันโดยการใชšเทคนิค Overlapping PCR เพือ่นําผลิตภัณฑŤที่ไดš เขšาพลาสมิดพาหะและเพื่อนําไปใชš

ตŠอไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

เช่ือมสŠวนทีเ่ปŨน Exon 1 และ Exon 2 ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) ของ P. falciparum เขšา

ดšวยกันดšวยวิธี overlapping PCR  
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บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 

 

1. การเพ่ิมปริมาณชิ้นสŠวน Exon ท้ัง 2 สŠวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) แตŠละชิ้นสŠวนดีเอ็นเอ

จากจีโนมของ Plasmodium falciparum  

1.1 การทํา Polymerase chain reaction (PCR) 

  นําจีโนมของ Plasmodium falciparum ที่ไดšมาทําปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มปรมิาณช้ินสŠวน exon ยีน

เอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) ทั้ง 2 สŠวน โดยไพรเมอรŤที่จําเพาะกับสŠวนที่เปŨน exon ของยีนเอกโซนิ

วคลีเอส (exonuclease) สŠวนที่ 1 ความยาว 949 คูŠเบส คือ PA-exon1 (forward) และ Exon1-Overlap-

REV (reverse) และไพรเมอรŤทีจ่ําเพาะกับสŠวนที่เปŨน exon ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) สŠวน

ที่ 2 ความยาว 1193 คูŠเบส คือ Exon1-Overlap-FOR (forward) และ PD-exon2 (reverse) โดยใชš Taq 

DNA Polymerase  (Thermo Fisher Scientific, USA) ใหšมีปรมิาตรทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดšวย 

สารละลายดีเอ็นเอ 50 – 100 นาโนกรัม, 2.5 U Taq DNA Polymerase, 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP, 

2 ไมโครลิตร 25mM MgCl2, 1 ไมโครลิตร forward primer และ 1 ไมโครลิตร reverse primer ปรับ

ปริมาตรใหšครบ 25 ไมโครลิตรดšวยนํ้า (ตาราง 3.2) 

จากน้ันนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดšวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหšมอีุณหภูมิและระยะเวลา

ดังน้ี Pre-Denature ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบและจากน้ันต้ังใหš

เครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดšวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 

30 วินาที Annealing ที่อุณหภูมิ 53 (Exon 1)/ 52 (Exon 2) องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 30 วินาที 

Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา  1.30 นาที จํานวน 35 รอบ ตามดšวยข้ันตอน 

Final extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 10 นาที Holding ไวšที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส แลšวนําผลิตภัณฑŤที่ไดšเกบ็ไวšในตูšแชŠแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงไพรเมอรŤที่ใชšในการทดลอง 

ไพรเมอรŤ ลําดับนิวคลีโอไทดŤ ( 5′ ไป 3′) ความยาว 

(นิวคลีโอไทดŤ) 

PA-exon1       ATGACATCACATATTAGTTACAATAAAATAAG 32 

Exon1-Overlap-REV CGTTAAAGCACATTCCTGTGGTATCATCTGATGATAGGAGGT     42 

Exon2-Overlap-FOR CAGATGATACCACAGGAATGTGCTTTAACGAATGGAGT           38 

PD-exon2       TCATTCCCATGTACTATCTTTG                     22 

 

 

 

ตารางท่ี 3.2 ปริมาตรและความเขšมขšนขององคŤประกอบตŠาง ๆ ที่ใชšในการทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนช้ินสŠวน   

Exon 1 และ Exon 2 

สารละลาย 

 

ความเขšมขšนเริม่ตšน ปริมาตรที่ใชš                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10mM dNTP   10 มิลลิโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

25mM MgCl2 25 มิลลิโมลารŤ 2 ไมโครลิตร 

PA-Exon1 primer (Exon 1)/ PD-

Exon2 primer (Exon 2) 

10 ไมโครโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

Exon1-Overlap-REV primer (Exon 1)/ 

Exon2-Overlap-For-primer (Exon 2) 

10 ไมโครโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

  DNA template 5.9 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตŠอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 7 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 3.3 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชšในแตŠละข้ันตอนของปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนช้ินสŠวน  Exon 1 

และ Exon 2  

 

 

ข้ันตอนของปฏิกิริยา  

 

สภาวะการทํา PCR      

อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 

(วินาที) 

Pre-denature 94 180 

Denature 94              30 

             30                 35 รอบ 

             90 

Annealing 53 (Exon 1)/ 52(Exon 2) 

Extension 72 

Final Extension 72 600 

Holding 25 ∞ 

    

2. เชื่อมชิ้นสŠวน Exon ท้ัง 2 สŠวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) เขšาดšวยกัน 

 
รูปที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการเช่ือม Exon ทั้ง 2 สŠวนเขšาดšวยกันดšวยวิธี overlapping PCR  

(รปูวาดงานวิจัยน้ี) 
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2.1 การทํา Overlapping PCR โดยใชš primer 

นําช้ินสŠวน Exon ทั้ง 2 สŠวนที่มีสŠวนปลาย overlap กันมาทําปฏิกิริยา PCR เพื่อตŠอช้ินสŠวนยีนเขšาดšวยกัน

และเพิม่จํานวนโดยใชšไพรเมอรŤที่จําเพาะกบัสŠวนที่เปŨนยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) คือ PA-exon1 

(forward) และ PD-exon2 (reverse) โดยใชš Taq DNA Polymerase  (Thermo Fisher Scientific, 

USA) ใหšมีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดšวย สารละลายดีเอ็นเอ 50-100 นาโนกรัม, 2.5 U 

Taq DNA Polymerase, 1 ไมโครลิตร dNTP, 2 ไมโครลิตร MgCl2, 1 ไมโครลิตร forward primer และ 

reverse primer ปรับปรมิาตรใหšครบ 25 ไมโครลิตรดšวยนํ้า (ตารางที่ 3.4) 

จากน้ันจงึนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดšวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหšมอีุณหภูมิและ

ระยะเวลาดังน้ี Pre-Denature ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบและจากน้ัน

ต้ังใหšเครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดšวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปŨน

เวลา 30 วินาที Annealing ที่อุณหภูม ิ52 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 30 วินาท ีExtension ที่อุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา  2.30 นาที จํานวน 35 รอบ ตามดšวยข้ันตอน Final extension ที่

อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 10 นาที Holding ไวšที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ตารางที ่

3.5) จากน้ันนําผลิตภัณฑŤที่ไดšเกบ็ไวšในตูšแชŠแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

ตารางท่ี 3.4 ปริมาตรและความเขšมขšนขององคŤประกอบตŠาง ๆ ที่ใชšในการทํา overlapping PCR เพื่อเช่ือมตŠอ

สŠวน Exon 1 และ Exon 2 โดยใชš primers 

สารละลาย 

 

ความเขšมขšนเริม่ตšน ปริมาตรที่ใชš                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10 mM dNTP   10 มิลลิโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

25 mM MgCl2 25 มิลลิโมลารŤ 2 ไมโครลิตร 

Exon1 fragment  100 นาโนกรมัตŠอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

Exon2 fragment  100 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

PA-Exon1 primer 10 ไมโครโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

PD-Exon2 primer 10 ไมโครโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตŠอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 15 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 3.5 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชšในแตŠละข้ันตอนของปฏิกริิยา overlapping PCR เพื่อเพื่อเช่ือมตŠอสŠวน 

Exon 1 และ Exon 2 โดยใชš primers 

 

ข้ันตอนของปฏิกิริยา  

 

สภาวะการทํา PCR      

อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 

(วินาที) 

Pre-denature 94 180 

Denature 94              30 

             30                 35 รอบ 

             150 

Annealing 52 

Extension 72 

Final Extension 72 600 

Holding 25 ∞ 

 

2.2 การทํา Overlapping Polymerase chain reaction โดยไมŠใชš primer 

นําช้ินสŠวน Exon ทั้ง 2 สŠวนที่มีสŠวนปลาย overlap กันมาทําปฏิกริิยา Touchdown PCR เพื่อตŠอ

ช้ินสŠวนยีนเขšาดšวยกันแบบไมŠใชšไพรเมอรŤ PA-exon1 (forward) และ PD-exon2 (reverse) เขšามาเพิ่ม

จํานวนของดีเอ็นเอ โดยใชš Taq DNA Polymerase kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ใหšมีปรมิาตร

ทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดšวย สารละลายดีเอ็นเอประมาณ 700 นาโนกรัม, 2.5 U Taq DNA 

Polymerase, 0.2 ปรับปรมิาตรใหšครบ 25 ไมโครลิตรดšวยนํ้า (ตารางที่ 3.6) 

จากน้ันจงึนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดšวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหšมอีุณหภูมิและ

ระยะเวลาดังน้ี Pre-Denature ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบและจากน้ัน

ต้ังใหšเครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดšวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปŨน

เวลา 30 วินาที Annealing ที่อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียสโดย -0.5 องศาเซลเซียสตŠอรอบ เปŨนระยะเวลา 

30 วินาที Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา  1.30 นาที จํานวน 10 รอบ และต้ัง

ใหšเครื่องทํางานวนลูป 3 ข้ันตอนอกีครั้ง โดย Annealing ในครั้งน้ีคงทีท่ี่ 64 องศาเซลเซียส อีกจํานวน 10 

รอบ ตามดšวยข้ันตอน Final extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 10 นาที Holding 

ไวšที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 3.7) จากน้ันนําผลิตภัณฑŤที่ไดšเก็บไวšในตูšแชŠแข็งอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 
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ตารางท่ี 3.6 ปริมาตรและความเขšมขšนขององคŤประกอบตŠาง ๆ ที่ใชšในการทํา overlapping PCR เพื่อเช่ือมตŠอ

สŠวน Exon 1 และ Exon 2 โดยไมŠใชš primer 

สารละลาย 

 

ความเขšมขšนเริม่ตšน ปริมาตรที่ใชš                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10 mM dNTP   10 มิลลิโมลารŤ 1 ไมโครลิตร 

25mM MgCl2 25 มิลลิโมลารŤ 2 ไมโครลิตร 

Exon1 fragment  100 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร 7 ไมโครลิตร 

Exon2 fragment  100 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร 7 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตŠอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 5 ไมโครลิตร 

 

 

 

ตารางท่ี 3.7 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชšในแตŠละข้ันตอนของปฏิกริิยา overlapping PCR เพื่อเพื่อเช่ือมตŠอสŠวน 

Exon 1 และ Exon 2 โดยไมŠใชš primer 

 

ข้ันตอนของปฏิกิริยา  

 

สภาวะการทํา PCR      

อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 

(วินาที) 

Pre-denature 94 180 

Denature 94              30 

             30                 10 รอบ 

             90 

Annealing 69 (-0.5/cycle) 

Extension 72 

Denature 94              30 

             30                 10 รอบ 

             90 

Annealing 64 

Extension 72 

Final Extension 72 600 

Holding 25 ∞ 
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3. การทํา gel electrophoresis  

นําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากปฏิกริิยา PCR ไปตรวจวิเคราะหŤผลดšวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใชš 

0.8% agarose gel และเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 

marker (Fermentas, USA) และบันทึกภาพดšวยเครือ่ง Gel Document Imaging System 

Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)  

 

4. การตัดเจลและการสกัดเจล (Cutting a gel and gel extraction) 

นําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากปฏิกริิยา PCR ที่พบวŠามี band ขนาดประมาณ 2100 คูŠเบส ไปดูดšวยเครื่องสŠอง

เจล (UV Transilluminator) และใชšใบมีดที่ผŠานการฆŠาช้ือดšวยแอลกอฮอลŤ 70 เปอรŤเซ็นตŤ ตัดเจลที่ band 

2100 คูŠเบส ใสŠลง microtube 1.5 ml จากน้ันจงึทาํการช่ังนํ้าหนักเจลและเริ่มทําการสกัดเจลดšวย 

QIAquick Gel extraction kit ตามข้ันตอนที่ทางบริษัทแนะนํา เมื่อไดšดีเอ็นเอบรสิุทธ์ิแลšวนําผลิตภัณฑŤที่

ไดšไปวัดความเขšมขšนของผลิตภัณฑŤที่ไดšดšวย NanoDrop spectrophotometer และเกบ็ไวšในตูšแชŠแข็ง

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

5. การสรšาง recombinant plasmid และเพ่ิมจํานวนของ recombinant plasmid ดšวย competent 

cells 

5.1 การทํา ligation และ transformation  

นํา Exon ที่ overlap ทั้ง 2 มาเช่ือม ligation เขšา pJET1.2/blunt cloning vector จาก CloneJET 

PCR Cloning kit (Thermo Fisher Scientific, USA)  ตามข้ันตอนที่ทางบริษัทแนะนํา โดยใชš 2x 

Reaction Buffer 10 ไมโครลิตร, ผลิตภัณฑŤจาก overlapping PCR 7 ไมโครลิตร, DNA Blunting 

Enzyme 1 ไมโครลิตร, pJET 1.2/blunt Cloning Vector (50ng/µl) 1 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 

1 ไมโครลิตร รวมปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร แลšวจึงทําการ transformation เขšาสูŠ DH5-alpha 

competent cells โดยเริ่มจากการนําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ ligation 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากลั่น 20 

ไมโครลิตร ใสŠใน competent cells และบŠมไวšบนนํ้าแข็งเปŨนระยะเวลา 15 นาที จากน้ันจึงนําไปทํา heat 

shock ในอŠางนํ้าควบคุมอุณหภูมทิี่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 90 วินาที นําไปบŠมไวšบน
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นํ้าแข็งทันที เปŨนระยะเวลา 10 นาที ใสŠ 850 ไมโครลิตรของ LB medium แลšวจึงนําไปบŠมพรšอมเขยŠาที ่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปŨนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง แบŠง medium ปรมิาณ 880 ไมโครลิตรออกเปŨน 440 

ไมโครลิตร 2 หลอด แลšวนําไปปŦũนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨนระยะเวลา 1 นาที ดูดอาหาร ใหš

เหลือ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรแลšวจึงละลายตะกอนเซลลŤและนําไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB agar ซึ่งมี

สŠวนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเขšมขšน 50 ไมโครกรัมตŠอมลิลลิิตร บŠมเพลทไวšที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสนาน 16 – 18 ช่ัวโมง  

 

รูปที่ 3.2 แสดงถึงพลาสมิด pJET1.2/blunt 

 

5.2 การทํา rapid size screening 

คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของ recombinant clone ดšวยไมšจิ้มฟŦนแลšวนํามาผสมเขšากบั lysis buffer 

ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นําไปบŠมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปŨนระยะเวลา 10 นาที แลšวนําไปบŠมบน

นํ้าแข็ง เปŨนระยะเวลา 5 นาที จากน้ันนําไปปŦũนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 rpm เปŨนระยะเวลา 2 นาที 

นํา supernatant ปริมาณ 15 ไมโครลิตร โหลดพรšอม DNA Gel Loading Dye (6x) 2.5 ไมโครลิตรและ

นําไปตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอดšวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใชš 1% agarose gel เทียบ

ขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) ที่กําลังไฟฟŜา 

120 โวลตŤเปŨนระยะเวลา 45 นาที และดูพรšอมบันทึกภาพดšวยเครื่อง Gel Document Imaging System 

Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)  
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5.3 การสกัดพลาสมิด (plasmid extraction) 

นํา recombinant clone ที่คัดเลือกไดšมาเลี้ยงใหšอาหารเลีย้งเช้ือ LB ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาปŦũนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨน

ระยะเวลา 1 นาที เทอาหารทิ้งจากน้ันเติม STET buffer 300 ไมโครลิตรลงไปแลšวทําการ vortex จากน้ัน

ใสŠ lysozyme ความเขšมขšน 10 มิลลิกรัมตŠอมิลลิลิตร ปริมาณ 25 ไมโครลิตร แลšวบŠมทีอุ่ณหภูมหิšองเปŨน

ระยะเวลา 10 นาที แลšวจึงนําไปตšม 45 วินาที ปŦũนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨนระยะเวลา 30 

นาที แยกเศษซากเซลลŤออกแลšวเติม 0.5% CTAB 30 ไมโครลิตร แลšวนําไปปŦũนตกตะกอนอกี 10 นาที เท 

supernatant ทิ้งแลšวละลายตะกอนดšวย NaCl ความเขšมขšน 1.2 โมลารŤปรมิาณ 300 ไมโครลิตร แลšวเติม 

RNase A ความเขšมขšน 10 มิลลิกรมัตŠอมลิลลิิตร บŠมไวšที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 30 

นาทีแลšวเติม chloroform ปรมิาณ 300 ไมโครลิตร นําไปปŦũนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨน

ระยะเวลา 15 นาที ดูดช้ันบนใสŠ 1.5 ml microtube เติม isopropanol เทŠากับปริมาตรที่ดูดไดšแลšวจงึ

นําไปบŠมทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสขšามคืน จากน้ันนํามาปŦũนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨน

ระยะเวลา 10 นาที ทิ้ง supernatant แลšวเติม 70 เปอรŤเซน็ตŤ ethanol 1 มิลลลิิตร นํามาปŦũนตกตะกอน

ที่ความเร็ว 13,000 rpm เปŨนระยะเวลา 10 นาที ต้ังทิ้งไวšใหšแหšงแลšวเติมนํ้าปลอดประจุปลอดเช้ือลงไป

ปริมาณ 20-30 ไมโครลิตร 

 

5.4 การตัดดšวย Restriction enzyme 

นําพลาสมิดดีเอ็นเอทีส่กัดไดšมาตัดดšวยเอนไซมŤตัดจําเพาะ Xho I ในปฏิกิริยาทัง้หมด 10 ไมโครลิตร

ประกอบดšวย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโนกรัม, 10X buffer R, 0.5U Xho I enzyme (Thermo 

Fisher Scientific, USA) ปรับปรมิาตรใหšครบ 10 ไมโครลติรดšวยนํ้าผสมปฏิกิริยาใหšเขšากัน นําไปบŠมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสขšามคืนและตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอดšวยเทคนิค electrophoresis 

โดยใชš agarose gel เขšมขšน 1% เทียบขนาดของแถบดีเอน็เอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 

marker (Fermentas, USA)  
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

 

 

1. ผลการเพ่ิมปริมาณชิ้นสŠวน Exon ท้ัง 2 สŠวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) แตŠละชิ้นสŠวนดีเอ็น

เอจาก genomic DNA ของ Plasmodium falciparum  

จากการทําปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสŠวน Exon ยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) ทั้ง 2 สŠวน 

โดย Exon 1 ใชšไพรเมอรŤคือ PA-exon1 (forward) และ Exon1-Overlap-REV (reverse) โดยใชšอุณหภูมิ 

annealing ที่ 53 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวŠาเมื่อนําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ PCR ไปทํา gel 

electrophoresis และดูภาพภายใตš Gel Document Imaging System Transluminator พบวŠามี band ขนาด 

949 คูŠเบส ปรากฏซึง่เปŨนขนาดของสŠวน Exon 1 ที่ตšองการ (รูปที่ 4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ PCR สŠวน Exon 1.  

Lane 1: 1 kb DNA ladder marker; Lane 2: Exon 1  

เมื่อนําไปวัดหาความเขšมขšนดšวย NanoDrop spectrophotometer พบวŠาผลิตภัณฑŤที่ไดšมีความเขšมขšน 

255.9 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร 

 

949 bp 1000 bp 

1         2 
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Exon 2 ใชšไพรเมอรŤคือ Exon2-Overlap-FOR (forward) และ PD-exon2 (reverse) โดยใชšอุณหภูมิ 

annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวŠาเมื่อนําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ PCR ไปทํา gel 

electrophoresis และดูภาพภายใตš Gel Document Imaging System Transluminator พบวŠามี band ขนาด 

1,193 คูŠเบส ซึ่งเปŨนขนาดของสŠวน Exon 2 ที่ตšองการ (รูปที่ 4.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ PCR สŠวน Exon 2.  

Lane 1: 1 kb DNA ladder marker; Lane 2: Exon 2  

เมื่อนําไปวัดหาความเขšมขšนดšวย NanoDrop spectrophotometer พบวŠาผลิตภัณฑŤที่ไดšมีความเขšมขšน 

344.9 นาโนกรมัตŠอไมโครลิตร  

 

2. เชื่อมชิ้นสŠวน Exon ท้ัง 2 สŠวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) เขšาดšวยกัน 

การนําช้ินสŠวน Exon ทั้ง 2 สŠวนที่มสีŠวนปลาย overlap กันจากปฏิกริิยาขšางตšน มาทําปฏิกริิยา 

Overlapping PCR เพื่อตŠอช้ินสŠวนยีนเขšาดšวยกันและเพิม่จํานวนโดยใชšไพรเมอรŤทีจ่ําเพาะกับสŠวนที่เปŨนยีน        

เอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) คือ PA-exon1 (forward) และ PD-exon2 (reverse) โดยใชš DNA Template 

ไดšแกŠ Exon 1 ปริมาณ 50-100 นาโนกรัม กับ Exon 2 ความเขšมขšนเริม่ตšน 50-100 นาโนกรัม annealing ที่

อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวŠาเมื่อนําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ overlapping PCR ขšางตšน ทั้ง 2 

1                  2 

1000 bp 
1193 bp 
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ซ้ําไปทํา    gel electrophoresis และดูภาพภายใตš Gel Document Imaging System Transluminator น้ันไมŠ

ประสบความสําเร็จในการ overlap สŠวน Exon ทั้ง 2 เขšาดšวยกัน (รูปที่ 4.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 0.8% agarose gel แสดงผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ overlapping PCR โดยใชšไพรเมอรŤ  

Lane 1: 1 kb DNA ladder marker; Lane 2: PCR product replicate 1; Lane 3:  PCR product replicate 2 

 

แตŠเมื่อนําช้ินสŠวน Exon 1 และ Exon 2 มาทําปฏิกริิยา Overlapping PCR ประกอบกับการ touch 

down PCR เพื่อตŠอช้ินสŠวนยีนเขšาดšวยกันโดยไมŠใชš primer แตŠปรับความเขšมขšนเริ่มตšนของ DNA template ใหš

สูงข้ึน โดยม ีExon 1 ปริมาณ 700 นาโนกรัม กบั Exon 2 ความเขšมขšนเริม่ตšน 700 นาโนกรัม โดยปรบัอุณหภูมิใน

ข้ันตอน annealing ใหšเริม่ตšนที่ 69 และลดลง 0.5 องศาเซลเซียส 10 รอบ และปรับใหšคงที่อยูŠ 64 องศาเซลเซียส 

10 รอบพบวŠาเมื่อนําผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ PCR ไปทํา gel electrophoresis และดูภาพภายใตš Gel Document 

Imaging System Transluminator น้ันปรากฏ band 2,142 คูŠเบส (รูปที่ 4.4) ซึ่งมาจากสŠวน Exon 1 949 คูŠเบส 

และสŠวน Exon 2 1,193 คูŠเบส ที่เช่ือมตŠอกัน 

 

 

   1         2        3          
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รูปที่ 4.4 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑŤที่ไดšจากการ Overlapping PCR เทียบกับผลิตภัณฑŤที่ไดšจาก PCR กŠอนหนšา. 

Lane 1: 1 kb DNA ladder marker; Lane 2: Exon 1; Lane 3: Exon 2; Lane 4: full exon. 

เมื่อนําไปวัดหาความเขšมขšนดšวย NanoDrop spectrophotometer พบวŠาผลิตภัณฑŤที่ไดšมีความเขšมขšน 

29.8 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร และภายหลังจากที่ตัดเจลและสกัดเจลแลšว นําไปวัดความเขšมขšนของผลิตภัณฑŤที่ไดš

อีกครั้งพบวŠามีความเขšมขšน 4.9 นาโนกรัมตŠอไมโครลิตร จงึนําไปทํา ligation กับในอัตราสŠวนของ insert DNA ตŠอ 

vector เทŠากบั 1:1.5 หรือประมาณ 35 นาโนกรมัตŠอ 50 นาโนกรัม  

 

3. การสรšาง recombinant plasmid  

ผลที่ไดšจากการ transformation ลงบน LB agar ที่มีสŠวนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเขšมขšน 

50 ไมโครกรัมตŠอมลิลิลิตร บŠมเพลทไวšที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 16-18 ช่ัวโมงพบวŠามีการเจรญิของรีคอม

บิแนนทŤโคลนเปŨนโคโลนีเด่ียว 

 

 

1                          2            3        4 

2142 bp 2000 bp 
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รูปที่ 4.5 1% agarose gel แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดšจากการ rapid size screening  โดยในแถวแรกแสดงถึง 1 kb marker 

leader ในแตŠละแถวถัดมาแสดงถึงโคโลนีเดี่ยวแตŠละโคโลนีทั้ง 24 โคโลนีที่ไดšทําการคัดเลือกมาทํา rapid size screening 

 

เมื่อนําไปทํา rapid size screening และตรวจสอบรปูแบบของแถบดีเอ็นเอดšวยเทคนิค gel 

electrophoresis ผลการทดลองไมŠพบวŠามีโคโลนีใดที่แสดงถึงรีคอมบิแนนทŤพลาสมิดที่ตšองการ (รูปที่ 4.5) 

ผลที่ไดšจากการคัดเลือกโคโลนีเด่ียวในครัง้ถัดมา (ครั้งที่ 2) และนําไปสกัดพลาสมิด จากน้ันนํามาตัดดšวย

เอนไซมŤตัดจําเพาะ Xho I ไมŠพบรีคอมบิแนนทŤพลาสมิดทีม่ีขนาด 5,116 คูŠเบส (ขนาดพลาสมิด 2,974 คูŠเบส + 

ขนาด inset 2,142 คูŠเบส)  ซึ่งเปŨนขนาดที่ตšองการ (รูปที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.6  1 % agarose gel แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดšจากการตัดดšวยเอนไซมŤตัดจําเพาะ Xho I. 

 M: 1 kb DNA ladder marker; 1, 3, 5, 7, 9, 11: รีคอมบิแนนทŤโคลนที่ 1 2 3 4 5 และ 6 ที่ถูกตัดดšวยเอนไซมŤ XhoI 

ตามลําดับ; 2, 4, 6, 8, 10, 12: รีคอมบิแนนทŤโคลนที่ 1 2 3 4 5 และ 6  ตามลําดับ 

 

นอกจากน้ีการ transformation และคัดเลือกโคโลนีในการทําในครั้งถัดมา (ครั้งที่ 3) ซึ่งมีการทํา positive 

control โดยเปŨนการ ligation ช้ินสŠวน DNA ความยาว 976 คูŠเบส และ negative control ที่มีแคŠ pJET1.2/blunt 

น้ันพบวŠา DH5 Alpha competent E. coli สามารถเจริญบน LB agar ที่มี ampicillin 50 ไมโครกรัมตŠอมิลลลิิตร

ไดšทั้ง positive control, sample และ negative control จึงไดšทําการคัดเลอืกโคโลนีเด่ียวของ positive control 

และ sample ไปเลี้ยงบน LB agar ทีเตรียมโดยใชš ampicillin อีกครัง้พบวŠามเีพียง positive control เทŠาน้ันที่

สามารถเจริญไดš ขณะที่ sample น้ันไมŠสามารถเจริญบนอาหารทีเ่ตรียมใหมŠไดš 

 

 

 

 

 

M       1        2        3        4        5       6       7         8       9      10     11       12      

5000 bp 
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บทที่ 4 

สรุปและอภิปรายการทดลอง 

 

 

การระบาดของเช้ือด้ือยา Plasmodium falciparum ตŠอยา piperaquine ที่เปŨนยาที่ใชšในการรกัษาโรค

มาลาเรียจัดวŠาเปŨนปŦญหาทางสาธารณสุขทีร่šายแรง โดยพบวŠาการกลายพันธุŤของยีนเอกโซนิวคลเีอสมีสŠวนเกี่ยวขšอง

กับการด้ือยา piperaquine (Boonyalai N.,2020) ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงใชšเทคนิค overlapping PCR โดยมี

จุดประสงคŤเพื่อเช่ือมตŠอสŠวน Exon ของยีนเอกโซนิวคลีเอสทั้ง 2 สŠวน ไดšแกŠ Exon 1 และ Exon 2 เขšาดšวยกันเพื่อ

นํามาใชšศึกษาคุณสมบัติตŠอไปในอนาคต 

ผลจากการทํา overlapping PCR โดยนํา Exon ทั้ง 2 สŠวนที่ overlap กันขนาด 30 คูŠเบส คือ  

CGTTAAAGCACATTCCTGTGGTATCATCTG จาก 5' ไป 3' มาเช่ือมกัน พบวŠาเมื่อใสŠไพรเมอรŤ PA-exon1 และ 

PD-exon2 และโดยใชšอุณหภูมิ annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส ซึ่งเหมาะสมกบัไพรเมอรŤแตŠตํ่ากวŠาอุณหภูมิ 

annealing ของสŠวนที่ overlap กัน 30 คูŠเบส ซึง่อยูŠที่ 64 องศาเซลเซียส ไมŠสามารถเช่ือม Exon ทั้ง 2 สŠวนเขšา

ดšวยกันไดš โดยอาจมีสาเหตุมาจากอุณหภูมิ annealing ที่แตกตŠางกันเกินไประหวŠางไพรเมอรŤและสŠวนที่ overlap 

ทําใหš Exon ทั้ง 2 สŠวนไมŠสามารถจบักันไดš (Ishii K. และ Fukui M., 2001) แตŠอยŠางไรก็ตามเมื่อทํา overlapping 

PCR โดยไมŠใชšไพรเมอรŤแตŠเพิ่มความเขšมขšนของ Exon 1 และ Exon 2 ใหšมีความเขšมขšนสุดทšายที่ 30 นาโนกรัมตŠอ

ไมโครลิตร และทํา touch down PCR โดยอุณหภูมิ annealing เริ่มจาก 69 องศาเซลเซียสและลดลง 0.5 องศา

เซลเซียสตŠอรอบ  จนถึง 64 องศาเซลเซียสและ PCR ตŠอไปที่ 64 องศาเซลเซียส ผลปรากฏวŠาสามารถเช่ือมตŠอ 

Exon ทั้ง 2 สŠวนเขšาดšวยกันไดš โดยไดšผลิตภัณฑŤที่มีความยาว 2142 คูŠเบส แสดงใหšเห็นวŠาการใชšอุณหภูมิ 

annealing ที่เหมาะสมกับสŠวน overlap ของ Exon ทั้ง 2 สŠวนน้ันชŠวยใหš Exon ทั้ง 2 สŠวนสามารถจับกันไดšมี

ประสิทธิภาพมากกวŠาการเลือกใชšอุณหภูมทิี่เหมาะสมกับไพรเมอรŤแตŠตํ่ากวŠาสŠวน overlap กันและการทํา  touch 

down PCR โดยใชšอุณหภูมิ annealing ที่สูงกวŠาปกติ 4-5 องศาเซลเซียสและคŠอย ๆ ลดลงมาจนถึงอุณหภูมทิี่

เหมาะสมกับสŠวน overlap น้ันทําใหš Exon ทั้ง 2 สŠวนสามารถจบักันไดšอยŠางจําเพาะและทําใหšไดšผลิตภัณฑŤที่มี

ความจําเพาะมากข้ึน (Hecker K. และ Roux KH., 1996 ; Korbie DJ. และ Mattick JS., 2008) 

จากงานวิจัยน้ีแสดงใหšเห็นวŠาเทคนิค overlapping PCR สามารถนํามาใชšในการเช่ือมตŠอช้ินสŠวน Exon 

ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) ไดš แตŠอยŠางไรก็ตามการออกแบบไพรเมอรŤทีม่ีความแตกตŠางกันของ

อุณหภูมิ annealing  กับลําดับนิวคลีโอไทดŤทีอ่อกแบบใน Exon แตŠละสŠวน overlap กันน้ันทําใหšการทําปฏิกริิยา 
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PCR ครั้งเดียวเพื่อเช่ือมตŠอสŠวน Exon เขšาดšวยกันและเพิม่ปรมิาณของ Exon ไปพรšอมกันน้ันเปŨนไปไดšยาก ซึง่

เพื่อทีจ่ะแกšปŦญหาน้ีการออกแบบไพรเมอรŤควรออกแบบใหšมอีุณหภูมิ annealing ใกลšเคียงกบัสŠวนของ Exon ที่ 

overlap กัน เพื่อใหšงŠายตŠอการเช่ือมและเพิม่ปริมาณ Full exon หรอืช้ินสŠวน Exon 1 และ Exon 2 ที่เช่ือมตŠอกัน

แลšวในการทําปฏิกิริยาเพียงครัง้เดียว 

หลงัการตัดเจลและนําเจลมาสกัดและทําใหšบรสิุทธ์ิแลšวพบวŠามีความเขšมขšนของดีเอ็นเออยูŠที่ 4.9 นาโน

กรัมตŠอไมโครลิตร ซึง่เปŨนความเขšมขšนที่ตํ่ากวŠาที่ทางบริษัทแนะนําในการทํา ligation  เมื่อ ligation เขšาสูŠ 

pJET1.2/blunt cloning vector แลšวทําการ transformation ถึงจะมโีคโลนีเด่ียวข้ึนบน LB agar แตŠอยŠางไรก็

ตามไมŠพบวŠาโคโลนีเหลŠาน้ันมรีีคอมบิแนนทŤพลาสมิดที่ตšองการ ซึ่งอาจเปŨนสาเหตุอันเน่ืองมาจากไมŠสามารถ ligate 

ช้ินสŠวน Exon ที่ overlap กันแลšวเขšาสูŠ pJET1.2/blunt cloning vector ไดšจากอัตราสŠวนของ insert DNA ที่

นšอยกวŠา vector หรืออาจมาจากคุณภาพของ ampicillin ที่ใชšในการทํา LB agar เกิดการเสือ่มสภาพ ทําใหš 

แบคทีเรียปกติสามารถเจริญข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือแมšจะไมŠมี recombinant plasmid ก็ตาม 

ดังน้ันการทดสอบข้ันตอนตŠอไปในอนาคตหากประสบความสําเร็จในการสรšางและเพิ่มปริมาตรของ           

รีคอมบิแนนทŤพลาสมิดแลšว คือ การนํารีคอมบิแนนทŤพลาสมิดที่มียีนเอกโซนิวคลีเอสสŠงไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ

ไทดŤ ศึกษาการแสดงออกของเอนไซมŤเอกโซนิวคลีเอสและศึกษากิจกรรม in vitro ในการทํางานและความสามารถ

ในการตัดลําดับนิวคลีโอไทดŤ และศึกษาการทํางานทีส่ภาวะตŠาง ๆ  ยกตัวอยŠาง เชŠน ความสามารถในการทํางาน

ในชŠวงความเปŨนกรด-เบส อุณหภูมทิี่เหมาะสมกับการทํางาน องคŤประกอบอื่น ๆ ที่เอนไซมŤจําเปŨนตšองใชšในการ

ทํางาน เปŨนตšน 

 

 

 

 

 

 

 

  



31 
 

เอกสารอšางอิง 

 

 

Boonyalai, N., Vesely, B. A., Thamnurak, C., Praditpol, C., Fagnark, W., Kirativanich, K., Saingam, P., 

Chaisatit, C., Lertsethtakarn, P., Gosi, P., Kuntawunginn, W., Vanachayangkul, P., Spring, M. 

D., Fukuda, M. M., Lon, C., Smith, P. L., Waters, N. C., Saunders, D. L., & Wojnarski, M. (2020). 

Piperaquine resistant Cambodian Plasmodium falciparum clinical isolates: in vitro 

genotypic and phenotypic characterization. Malaria journal, 19(1), 269. 

Bruce-Chwatt LJ. (1986). Chemotherapy of malaria. World Health Organization. Geneva. 

COATNEY GR. (1963). Pitfalls in a discovery: the chronicle of chloroquine. The American journal 

of tropical medicine and hygiene, 12, 121–128.  

Cox FEG. (1996). Illustrated History of Tropical Diseases. 1st ed. London: The Wellcome Trust. 

Dondorp A. M. (2008). Clinical significance of sequestration in adults with severe malaria. 

Transfusion clinique et biologique : journal de la Societe francaise de transfusion 

sanguine, 15(1-2), 56–57. 

Dutta, H. M., & Dutt, AK. (1978). Malarial ecology: a global perspective. Social science & medicine, 

12(2D), 69–84. 

Gardner, M. J., Hall, N., Fung, E., White, O., Berriman, M., Hyman, R. W., Carlton, J. M., Pain, A., 

Nelson, K. E., Bowman, S., Paulsen, I. T., James, K., Eisen, J. A., Rutherford, K., Salzberg, S. 

L., Craig, A., Kyes, S., Chan, M. S., Nene, V., Shallom, S. J., … Barrell, B. (2002). Genome 

sequence of the human malaria parasite Plasmodium falciparum. Nature, 419(6906), 498–

511.  



32 
 

Garnham PCC. (1966). Historical summary of the discovery of the malaria parasites. In: Garnham 

PCC, editor. Malaria parasites and other Harmosporidia. 1st ed. Oxford: Blackwell Scientific 

Publications, 3-16. 

Guerra F. (1964). Maya medicine. Medical History, 8, 31-43. 

Hay, S. I., Guerra, C. A., Tatem, A. J., Noor, A. M., & Snow, R. W. (2004). The global distribution and 

population at risk of malaria: past, present, and future. The Lancet. Infectious diseases, 

4(6), 327–336. 

Hecker, K. H., & Roux, K. H. (1996). High and low annealing temperatures increase both specificity 

and yield in touchdown and stepdown PCR. BioTechniques, 20(3), 478–485. 

Hemming F. (1954). Opinions and declarations rendered by the International Commission for 

Zoological Nomenclature Vol.7 London: ICZM 

Hilgarth, R. S., & Lanigan, TM. (2019). Optimization of overlap extension PCR for efficient transgene 

construction. MethodsX, 7, 100759. 

Ishii, K., & Fukui, M. (2001). Optimization of annealing temperature to reduce bias caused by a 

primer mismatch in multitemplate PCR. Applied and environmental microbiology, 67(8), 

3753–3755. 

Janssens, B., van Herp, M., Goubert, L., Chan, S., Uong, S., Nong, S., Socheat, D., Brockman, A., 

Ashley, E. A., & Van Damme, W. (2007). A randomized open study to assess the efficacy 

and tolerability of dihydroartemisinin-piperaquine for the treatment of uncomplicated 

falciparum malaria in Cambodia. Tropical medicine & international health : TM & IH, 12(2), 

251–259. 

Jaramillo-Arango J. (1950). The conquest of malaria. London: Heinemann Medical Books. 

Klayman D. L. (1985). Qinghaosu (artemisinin): an antimalarial drug from China. Science (New York, 

N.Y.), 228(4703), 1049–1055.  



33 
 

Korbie, D. J., & Mattick, J. S. (2008). Touchdown PCR for increased specificity and sensitivity in 

PCR amplification. Nature protocols, 3(9), 1452–1456. 

Leang, R., Taylor, W. R., Bouth, D. M., Song, L., Tarning, J., Char, M. C., Kim, S., Witkowski, B., Duru, 

V., Domergue, A., Khim, N., Ringwald, P., & Menard, D. (2015). Evidence of Plasmodium 

falciparum malaria multidrug resistance to artemisinin and piperaquine in Western 

Cambodia: Dihydroartemisinin-Piperaquine Open-Label Multicenter Clinical Assessment. 

Antimicrobial agents and chemotherapy, 59(8), 4719–4726. 

Liu, H., Yang, H. L., Tang, L. H., Li, X. L., Huang, F., Wang, J. Z., Li, C. F., Wang, H. Y., Nie, R. H., Guo, 

X. R., Lin, Y. X., Li, M., Wang, J., & Xu, J. W. (2015). In vivo monitoring of dihydroartemisinin-

piperaquine sensitivity in Plasmodium falciparum along the China-Myanmar border of 

Yunnan Province, China from 2007 to 2013. Malaria journal, 14, 47. 

Liu, W., Sundararaman, S. A., Loy, D. E., Learn, G. H., Li, Y., Plenderleith, L. J., Ndjango, J. B., Speede, 

S., Atencia, R., Cox, D., Shaw, G. M., Ayouba, A., Peeters, M., Rayner, J. C., Hahn, B. H., & 

Sharp, P. M. (2016). Multigenomic Delineation of Plasmodium Species of the Laverania 

Subgenus Infecting Wild-Living Chimpanzees and Gorillas. Genome biology and evolution, 

8(6), 1929–1939. 

Putaporntip, C., Hongsrimuang, T., Seethamchai, S., Kobasa, T., Limkittikul, K., Cui, L., & 

Jongwutiwes, S. (2009). Differential prevalence of Plasmodium infections and cryptic 

Plasmodium knowlesi malaria in humans in Thailand. The Journal of infectious diseases, 

199(8), 1143–1150. 

Putaporntip, C., Hughes, A. L., & Jongwutiwes, S. (2013). Low level of sequence diversity at 

merozoite surface protein-1 locus of Plasmodium ovale curtisi and P. ovale wallikeri from 

Thai isolates. PloS one, 8(3), e58962. 

Ramesh, R., Munshi, A., & Panda, S. K. (1992). Polymerase chain reaction. The National medical 

journal of India, 5(3), 115–119. 



34 
 

Rossati, A., Bargiacchi, O., Kroumova, V., Zaramella, M., Caputo, A., & Garavelli, P. L. (2016). Climate, 

environment and transmission of malaria. Le infezioni in medicina, 24(2), 93–104. 

Saunders, D. L., Vanachayangkul, P., Lon, C., U.S. Army Military Malaria Research Program, National 

Center for Parasitology, Entomology, and Malaria Control (CNM), & Royal Cambodian 

Armed Forces (2014). Dihydroartemisinin-piperaquine failure in Cambodia. The New 

England journal of medicine, 371(5), 484–485. 

Sutherland, C. J., Tanomsing, N., Nolder, D., Oguike, M., Jennison, C., Pukrittayakamee, S., Dolecek, 

C., Hien, T. T., do Rosário, V. E., Arez, A. P., Pinto, J., Michon, P., Escalante, A. A., Nosten, F., 

Burke, M., Lee, R., Blaze, M., Otto, T. D., Barnwell, J. W., Pain, A., … Polley, S. D. (2010). Two 

nonrecombining sympatric forms of the human malaria parasite Plasmodium ovale occur 

globally. The Journal of infectious diseases, 201(10), 1544–1550. 

Thanapongpichat, S., McGready, R., Luxemburger, C., Day, N. P., White, N. J., Nosten, F., Snounou, 

G., & Imwong, M. (2013). Microsatellite genotyping of Plasmodium vivax infections and their 

relapses in pregnant and non-pregnant patients on the Thai-Myanmar border. Malaria 

journal, 12, 275. 

Trager W. (1994). Cultivation of malaria parasites. Methods in cell biology, 45, 7–26. 

Tu Y. (2011). The discovery of artemisinin (qinghaosu) and gifts from Chinese medicine. Nature 

medicine, 17(10), 1217–1220.  

World Health Organization. (2014). Severe malaria. Trop Med Int Health 19 (Suppl), 7-131 

Zekar, L., & Sharman, T. (2020). Plasmodium falciparum Malaria. In StatPearls. StatPearls 

Publishing. 

 

 

 



35 
 

ภาคผนวก  

 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 

  

   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) medium 

 Yeast extract                                   5.0   กรัม 

 Sodium chloride (NaCl)                    10.0  กรัม 

 Tryptone                                        10.0  กรัม  

ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหšเขšากัน (ถšาตšองการเตรียมเปŨนอาหารแข็ง ใหšใสŠผงวุšนลง

ไป 15 กรัม) แลšวนําไปอบฆŠาเช้ือดšวยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดันไอนํ้า 15 ปอนดŤตŠอตารางน้ิว 

เปŨนเวลา 15 นาที 

*หมายเหตุ การเตรียม LB medium + Ampicillin (50 µg/µl) ทําโดยใสŠ ampicillin ความเขšมขšน 

100 มิลลิกรัมตŠอมลิลิลิตรลงไป 0.5 มิลลิลิตร แลšวผสมใหšเขšากันหลงัอบฆŠาเช้ือ 
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