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บทคัดยอ 

 

ปจจุบันโรคมาลาเรียยังคงเปนปญหาหลกัทางสาธารณสุขในหลายประเทศทั่วโลก แมจะมรีายงานจํานวน

ของผูปวยมาลาเรียลดลงอยางตอเน่ือง อยางไรก็ตามในป 2018 ยังคงมีการรายงาน ผปูวยมาลาเรียสูงถึง 228 ลาน

ราย และประมาณการวามผีูเสียชีวิตจากโรคดังกลาว 405,000 ราย โรคมาลาเรียเกิดจากโปรโตซัวในสกุล 

Plasmodium sp. โดยปรสิตที่กอใหเกิดโรคมาลาเรียไดรุนแรงทีสุ่ด คือ Plasmodium falciparum และเมื่อไม

นานมาน้ีพบวามีอัตราการด้ือยา Dihydroartemisinin-piperaquine ที่เปนยาที่ใชในการรักษาโรคมาลาเรียสงู 

จากงานวิจัยที่ตีพิมพในป 2020 ไดศึกษาเครื่องหมายทางพนัธุกรรม ที่มีความเกี่ยวของกบัการด้ือยา piperaquine 

และ พบวายีนเอกโซนิวคลีเอสมีสวนเกี่ยวของกับการด้ือยา piperaquine ดังน้ันโครงการน้ีมีวัตถุประสงคทีจ่ะเพิม่

ปริมาณเอกโซนิวคลีเอสของ P. falciparum และสรางรีคอมบีแนนทพลาสมิด วิธีการทดลองเริ่มจากเพิ่มจํานวนยีน

เอกโซนิวคลีเอส Exon 1 และ Exon 2 ของ P. falciparum ดวยวิธีการ PCR โดยใช genomic DNA เปนตนแบบ

และเช่ือมตอ Exon ทั้ง 2 สวนดวยวิธี overlapping PCR เพื่อนําไปสรางรีคอมบีแนนทพลาสมิด หลงัจากน้ัน 

transformation เขาสู DH5 Alpha competent E. coli เพื่อเพิ่มจํานวนรีคอมบีแนนทพลาสมิด ผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวา Exon แตละสวนความยาว  949 และ 1,193 คูเบสตามลําดับ สามารถเช่ือมกันดวยวิธี 

overlapping PCR ไดผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 2,142 คูเบส อยางไรก็ตามยังไมประสบความสําเร็จในการ 

transformation  ยีนเอกโซนิวคลเีอสเขาส ู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) เปนคําที่มีรากศัพทจากภาษาอิตาลี มาจากคําวา malo (สําหรบัเพศชาย) หรือ mala 

(สําหรับเพศหญิง) แปลวาไมดี หรือ bad ในภาษาอังกฤษ และคําวา aria แปลวา อากาศ หรือ air ในภาษาอังกฤษ 

สืบเน่ืองจากความเขาใจผิดในอดีตทีเ่ช่ือวามาลาเรียเกิดจากอากาศไมดี  กอนทีจ่ะมีการคนพบในภายหลังวา

มาลาเรียเปนโรคที่เกิดจาการติดเช้ือโปรโตซัวชนิดหน่ึงที่มพีาหะเปนยุงกนปลอง   (Anopheles sp.) เปนหลกั 

(Rossati A., et al., 2016) นอกจากน้ีเคยมรีายงานการติดเช้ือจากคนสูคน ผานทางการรบัเลือด การปลกูถาย

อวัยวะ และจากมารดาสทูารกในครรภ (Thanapongpichat S., et al., 2013) ทั้งน้ีอาการทีม่ีลักษณะสอดคลอง

กับโรคมาลาเรียมบีันทกึมาต้ังแตอดีตกาลในหลายแหลงอารยธรรม (แมจะเปนทีรู่จักในช่ือตาง ๆ ตามความ

แตกตางของภาษาและความเช่ือในแตละภูมิภาค นอกจากน้ียังเช่ือวาโรคมาลาเรียยังเปนสาเหตุหรือปจจัยสําคัญที่

มีผลกระทบตอเหตุการณทางประวัติศาสตรหลายเหตุการณ) ตอมาภายหลังจากการคนพบเช้ือมาลาเรียตลอดจน

การศึกษาเกี่ยวกบัเช้ือมาลาเรียและโรคมาลาเรียในเชิงวิทยาศาสตรและการแพทย ทําใหเกิดองคความรูและ

นับเปนโรคติดเช้ือที่ไดรับการศึกษามากที่สุดชนิดหน่ึงอยางรอบดาน โดยมีเปาหมายหลกัคือ การรกัษา ควบคุมและ

ปองกันโรค ทั้งน้ีภายหลงัจาการคนพบเช้ือมาลาเรียที่เปนสาเหตุของโรคในคนแลว ไดมีการคนพบวาสัตวมีกระดูก

สันหลังชนิดอื่น ๆ อีกหลายชนิดสามารถติดเช้ือมาลาเรียทีจ่ําเพาะกับชนิดของสัตวตาง ๆ ได (Garnham PCC., 

1966)  

1.1 การคนพบเชื้อมาลาเรีย  

กอนการคนพบเช้ือมาลาเรียไดมีการกลาวถึงเม็ดส ี (pigment) ซึ่งเปนทีท่ราบกันดีในปจจบุันวาคือ

องคประกอบหน่ึงของเช้ือมาลาเรีย เรียกวา malaria pigment หรือ hemozoin โดยในป ค.ศ. 1717 โจวันนี ลีนชี

ซี (Giovanni Lancisi) แพทยชาวอิตาลีไดบรรยายลักษณะของผลึกเม็ดสีดําในมามและสมองของผปูวยที่เสียชีวิต

แตไมไดระบุวามีความเกี่ยวของกับโรคมาลาเรีย ป ค.ศ.1847 โยฮัน เม็คเคิล (Johan Meckel) แพทยชาวเยอรมัน

ไดตรวจพบเม็ดสีดังกลาวปรากฏอยูในกอนโพรโทพลาส (protoplasmic) ภายในเซลลของมามและเม็ดเลือดแดง 

นอกจากน้ีในป ค.ศ. 1858 รูดอลฟ วีรโชว (Rudolf Virchow) ไดวาดภาพเกี่ยวกับพยาธิสภาพทีพ่บในตับซึ่งมี

ลักษณะของเช้ือมาลาเรียอยูดวยแตก็ไมไดบรรยายถึงรายละเอียดเกี่ยวกบัเช้ือมาลาเรีย (Garnham PCC., 1966)  
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ในป ค.ศ. 1880 ชารล หลุยส อาลฟงส ลาฟวรอ็ง (Charles Louis Alphonse Laveran) แพทยชาว

ฝรัง่เศส ขณะปฏิบัติหนาที่ ณ โรงพยาบาลคอสแตนติน ในสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนแอลจีเรีย ไดตรวจ

เลือดผูปวยโรคมาลาเรียโดยไมไดยอมสีและพบวาเม็ดเลือดแดงเกิดการกระเพือ่มไปมาจากการโบกพัดของสายใย

ขนาดเล็ก (fine filament) โดยสายใยเหลาน้ีมีปลายดานหน่ึงเช่ือมตอกบักอนกลมที่มีเม็ดสีอยูภายในหรือเปนที่

ทราบกันดีในปจจุบันวาเปนกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูของเช้ือมาลาเรีย เช่ือวาสิ่งทีเ่ขาคนพบคือเช้ือที่

เปนสาเหตุของโรคและต้ังช่ือวา Oscillaria แตเมื่อนําการคนพบดังกลาวเสนอตอสมาคมแพทยแหงกรุงปารีส 

(Academy of Medicine of Paris) ในปเดียวกันแตกลบัไมมีผูใดเช่ือถือในการคนพบดังกลาว ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากใน

ปกอนหนามีการยอมรับวาการคนพบของเครบส (Krebs) และโตมาซี กรูเดล ี (Tomasi-Crudeli) วาโรคมาลาเรีย

เกิดจากเช้ือแบคทเีรีย Krebs Tomasi-Crudeli bacillus ซึ่งพบไดจากหนองนํ้าที่เกี่ยวของกบัการเกิดโรคมาลาเรีย

และเมือ่ฉีดใสกระตายพบวากอใหเกิดโรคซึ่งมลีักษณะอาการคลายมาลาเรีย 

ในป ค.ศ. 1884 Marchiafava และ Celli ไดศึกษาเลือดจากผปูวยโดยตรงตามวิธีการที่นายแพทย      

ลาฟวร็อง ไดศึกษามากอนและพบระยะตางๆของเช้ือดังกลาวภายในเม็ดเลือดแดง ทั้งคูจงึต้ังช่ือเช้ือดังกลาววา 

Plasmodium malariae ในขณะเดียวกันคามิลโล กอลจิ (Camillo Golgi) พยาธิแพทยชาวอิตาลีไดศึกษาลักษณะ

การจบัไขในผูปวยโรคมาลาเรียที่มลีักษณะวันเวนวันและวันเวนสองวัน พรอมทั้งต้ังขอสงัเกตวาเกิดจากเช้ือ

มาลาเรียคนละชนิดกัน ในป ค.ศ. 1884 นายแพทยกอลจิ (Golgi) ไดศึกษาลักษณะของเช้ือมาลาเรียที่ไดจากผูปวย

ที่มีลกัษณะการจับไขตางกัน พบวาเช้ือทีก่อใหเกิดอาการจบัไขวันเวนวันคือ Plasmodium vivax โดยมีรูปราง

ลักษณะแตกตางกันชัดเจนกบัเช้ือทีก่อใหเกิดไขวันเวนสองวันคือ Plasmodium malariae (Cox FEG., 1996) 

ในชวงเวลาไลเลี่ยกัน วาซลิี ดานิลอฟ (Vasily Danilewsky) นักวิทยาศาสตรชาวรัสเซียไดบรรยายถึงโปรโตซัว

หลายชนิดรวมถึงเช้ือมาลาเรียที่พบในนก การคนพบดังกลาวสงผลใหมกีารศึกษาชนิดของเช้ือมาลาเรียในสัตวมี

กระดูกสันหลังมากข้ึน 

ปจจัยหน่ึงที่ชวยสงเสริมใหการศึกษาเช้ือมาลาเรียดําเนินไปอยางดีและรวดเร็วข้ึนคือ การคนพบสียอมใหม

โดยนายแพทย ดีมีทรี โรมานอฟสกี (Dimitri Romanovsky) ในป ค.ศ. 1891 โดยสีดังกลาวมอีงคประกอบของส ี

Eosin Y และสี Tetramethylthionin ที่อยูในสภาพที่ถูกเก็บไวนาน เมื่อโรมานอฟสกีทดลองยอมเลือดจากผปูวย

โรคมาลาเรียพบวานิวเคลียสของเช้ือมาลาเรียติดสีแดงของ Eosin Y สวนไซโทพลาสซมึติดสีนํ้าเงิน จากการใชสี

ยอมชนิดใหมน้ี ทําใหในป ค.ศ. 1904 นายแพทย Marchiafava และนายแพทย Amico Bignami ทําการศึกษา

ลักษณะของเช้ือมาลาเรียชนิดใหม Plasmodium falciparum ไดอยางชัดเจน (Hemming F., 1954) อยางไรก็

ตามการคนพบเช้ือมาลาเรียครั้งแรกของนายแพทยลาฟวร็องนับเปนจุดเริม่ตนสําคัญที่กอใหเกิดการศึกษาโรค

มาลาเรียในภายหลงั ดังน้ันนายแพทยลาฟวรอ็งจงึไดรบัรางวัลโนเบลสาขาสรรีวิทยาหรือการแพทยในป ค.ศ. 1907 
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1.2 ท่ีมาและความเปนไปของยาตานมาลาเรีย 

ชนพื้นเมืองอินเดียแดงทีอ่าศัยอยูในแถบอเมริกาใตบรเิวณสาธารณรัฐเปรูในปจจบุัน รูจกัการนําเปลือกไม

ชนิดหน่ึงมารกัษาไขมาลาเรียนับแตโบราณกาล โดยมีเรือ่งเลาวาไดเกิดแผนดินไหวครัง้ใหญบริเวณเมืองลอ็กซา 

(Loxa) ซึ่งมีตนซงิโคนา (cinchona) อยูเปนจํานวนมากอยูรายลอมและไดโคนลงในแหลงนํ้า ทําใหนํ้ามีรสชาติขม 

เมื่อชาวอินเดียแดงพื้นเมืองผซูึ่งปวยดวยโรคมาลาเรียและมอีาการกระหายนํ้าไดด่ืมนํ้าดังกลาวเขาไป ภายหลัง 2 

ถึง 3 วัน อาการไขไดหายไปจึงเปนที่เลาขานกันและรจูักกนัดีในกลุมชนพื้นเมืองถึงสรรพคุณของเปลือกไมน้ีในการ

บําบัดไขมาลาเรีย (Guerra F., 1964) 

ในป ค.ศ. 1663 เซบาสเตียนโน บาโด (Sebastiano Bado) แพทยชาวอิตาลีไดศึกษาและบันทึกเกี่ยวกับ

สรรพคุณของเปลอืกไมจากเปรูและพบวาใหผลการรักษาที่ดีในการรักษาโรคมาลาเรียพรอมทัง้แนะนําปริมาณที่

เหมาะสมสําหรบัเด็กและผูใหญ ซึ่งในป ค.ศ. 1671 ฟรานเชสโก เรดี (Francesco Redi) ซึ่งเปนแพทยชาวอิตาลี

เชนกัน ไดยืนยันผลการรักษาโรคมาลาเรียโดยเปลือกไมชนิดเดียวกัน (Jaramillo-Arango J., 1950) ตอมาในป 

ค.ศ. 1742 Carl Linnaeus แพทยชาวสวีเดน นักพฤกษศาสตร และนักสัตววิทยาไดรับการยกยองวาเปนบิดาแหง

อนุกรมวิธาน (taxonomy) ของสิง่มีชีวิตตาง ๆ ไดต้ังช่ือวิทยาศาสตรสําหรบัพืชที่มเีปลือกไมใชบําบัดโรคมาลาเรีย

จากประเทศเปรูใหอยูใน genus Cinchona (รูปที่ 1.1) สําหรับสารสกัดจากเปลือกไมดังกลาวหรือที่รจูักกันในช่ือ

ควินิน (quinine) น้ันนาจะไดรบัอิทธิพลจากช่ือของตน Peruvian balsam ซึ่งไมมสีรรพคุณรกัษาโรคมาลาเรียแต

รูจักกันในช่ือสามญัในหมูชาวอินเดียนวา quina หรือ quinaquina แมวาจะมีการยืนยันคุณสมบัติของเปลือกตน 

cinchona ในการรกัษาโรคมาลาเรียและมีการใชยาที่สกดัจากเปลือกไมดังกลาวแตผลการรักษายังแปรเปลี่ยนไป

ตามคุณภาพของยาที่เตรียม 

 

  
รูปที่ 1.1 ภาพวาด ตน ใบ ดอกและผลของตน Cinchona (Chichona calisaya)  
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ในป ค.ศ. 1820 เปลติเยร (Pelletier) และกาว็องตู (Caventou) นักเคมีชาวฝรัง่เศส ไดทําการสกัดเปลือก

ตนซิงโคนาดวยแอลกอฮอล พบวาสาระสําคัญจัดอยูในกลุมแอลคาลอยด (alkaloid) ทั่งคูประสบความสําเร็จในการ

สกัด quinine (รูปที่ 1.2) และ cinchonin ในรูปของผลึกโดย quinine เปนองคประกอบหลักที่แยกไดและมีฤทธ์ิ

ฆาเช้ือมาลาเรียชัดเจน (Jaramillo-Arango J., 1950)  นอกจากน้ีพบวาการใช quinine ทําใหเกิดอาการขางเคียง 

เชน คลื่นไส อาเจียนลดลง แตกลบัมีประสิทธิภาพในการรักษาสูงข้ึน ดังน้ันความตองการยา quinine ในตลาดโลก

จึงมมีากข้ึน แตเน่ืองจากกระบวนการผลิตตองอาศัยวัตถุดิบในธรรมชาติ คือ เปลือกตนซงิโคนา ในระยะแรกมีการ

ตัดตนไมเหลาน้ีจากถ่ินกําเนิดในทวีปอเมริกาใต โดยเฉพาะอยางย่ิงจากสาธารณรัฐเปรูและมีการปลกูใหมทดแทน 

และในป ค.ศ. 1872 ไดมีการนําเมล็ดพันธุที่ใหผลผลิตสูงจากทวีปอเมรกิาใตไปปลูกทีเ่กาะชวา และมีการลักลอบใน

เมล็ดพันธุไปปลูกในเกาะมินดาเนาของฟลปิปนส ในเวลาตอมาการมีแหลงผลิตจํานวนมากทําให quinine เปนยา

หลักที่ใชในการรกัษาอยางแพรหลายเปนเวลามากกวา 60 ป จนสงครามโลกครั้งที่ 1 และ 2 มีการใหความสําคัญ

กับการหาสารตัวใหมแทน quinine  

 

 
รูปที่ 1.2 แสดงโครงสรางของยา quinine 

 

ในป ค.ศ. 1932 จากการทมุเทวิจัยของสหรัฐอเมรกิาและสหราชอาณาจักร ทําใหประสบความสําเร็จใน

การสงัเคราะหเอททาบริน (atabrine) ซึ่งใหผลดีในการยับย้ังการเจรญิของเช้ือมาลาเรีย (Bruce-Chwatt LJ., 

1986) โดยเฉพาะอยางย่ิง P. falciparum แตเน่ืองจากยาดังกลาวมผีลขางเคียงดังน้ันจึงมีการแสวงหาสารชนิดอื่น

รวมถึงทดสอบอนุพันธุ 4-aminoquinoline ที่นักวิทยาศาสตรชาวเยอรมันไดทดลองมากอนหนาน้ี ซึง่ก็คือ เรโซชิน 

(resochin) และซอนโตชิน (sontichin) จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารดังกลาวพบวา resochin ใหผลดีมาก

ในการรักษาโรคมาลาเรียและมีอาการขางเคียงคอนขางตํ่า ภายหลัง resochin จึงถูกเปลี่ยนช่ือเปน        คลอโรค

วิน (chloroquine) โดยปราศจากการปรับเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีใด ๆ เลย สารสงัเคราะหดังกลาวจึงนับเปน

ผลงานของนักวิจัยชาวเยอรมันโดยตรง (Coatney GR., 1963) 
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ในป ค.ศ. 1945 เคอรด (Curd) เดวีย (Davey) และโรส (Rose) คนพบสรรพคุณของพาลูดริน (paludrine) 

ในการกําจัดเช้ือมาลาเรียในสัตวปก รวมถึงยับย้ังการเจริญของ P. vivax และปองกันการติดเช้ือ P. falciparum 

โดยมีผลขางเคียงตํ่า การคนพบดังกลาวทําใหมีการศึกษาอนุพันธของไพริมีดีน (pyrimidine) เพิ่มมากข้ึน จนกระ

ทั้งป ค.ศ. 1951 มีการสงัเคราะหไพริเมทามีน (pyrimethamine) โดยฮิทชิงส (Hitchings) และคณะเน่ืองจากตัว

ยาที่ไดมีฤทธ์ิตานมาลาเรียไดดีโดยเกิดอาการขางเคียงตํ่า ทําใหความนิยมการใช quinine รักษามาลาเรียลดลง 

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

Poulenc ประเทศฝรั่งเศส ประสบความสําเรจ็ในการสังเคราะห piperaquine เน่ืองจากประสิทธิภาพและความ

ทนทานทีส่ัมพันธกันทําให piperaquine แทน chloroquine เปนยาตานมาลาเรียที่แนะนําโดย Chinese 

National Malaria Control Programme ในป ค.ศ. 1978 แตอยางไรก็ตามจากการที่ P. falciparum ด้ือยาจึง

ทําใหการใชลดลงในป ค.ศ. 1980 จนมีการคนพบวาสามารถใชกับอนุพันธุ artemisinin แลวมีประสทิธิภาพในการ

รักษาไดสูง ราคาถูก ในชวงป ค.ศ. 1990   

ในป ค.ศ. 1971  ตุโหยวโหยว (Tu Youyou) และคณะวิจัยไดดําเนินการศึกษาสรรพคุณของตํารับยาจีน

โบราณเพื่อหายาที่ทีฤทธ์ิตานมาลาเรีย ภายใตโครงการศึกษาสรรพคุณของสมุนไพรโบราณของรัฐบาลสาธารณ

ประชาชนจีนไดมีการทดสอบยาที่มีความสําคัญและเปนทีร่จูกักันต้ังแตอารยธรรมจีนโบราณ คือสมุนไพรชิงเฮา 

(qing-hao) หรือมีช่ือสามัญ sweet wormwood จัดอยูใน genus Artemisia โดยมีบันทกึในตําราแพทยต้ังแต

สมัยราชวงศฮัน จากการศึกษาสรรพคุณของยาอารเทมิซินิน (artemisinin) ที่สกัดไดในหองปฎิบัติการพบวามีฤทธ์ิ

ทําลายเช้ือมาลาเรียไดดีมาก ทําใหมีการศึกษาอนุพันธดังกลาวอีกหลายชนิด (Klaymen D., 1985) เชน 

dihydroartimisinin เปนตน ทั้งน้ีการศึกษาดังกลาวเริ้มตนโดย จนในที่สุดจึงคนพบสารสกัดที่มีฤทธ์ิทําลายเช้ือ

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

ผลงานดังกลาวเปนที่ประจกัษวาไดชวยชีวิตประชากรโลกจากการเสียชีวิตของโรคมาลาเรียจํานวนมหาศาล สงผล

ให Tu Youyou ไดรับรางวัลโนเบลสาขาสรรีวิทยาหรือการแพทยในป ค.ศ. 2015 

1.3 พ้ืนท่ี ๆ พบและอาการโดยท่ัวไปของโรคมาลาเรีย 

โรคมาลาเรียพบมากในภูมิภาคเขตรอนช้ืนและมักพบการระบาดมากในชวงฤดูฝน โดยยุงทีเ่ปนพาหะของ

โรคไขมาลาเรียกัดซึ่งเปนสาเหตุหลักของการติดเช้ือมาลาเรยี โดยเมื่อผปูวยมีอาการปวยในระยะแรกจะเริ่มมีไข 

การจบัไขจะยังไมเปนเวลา รวมกบัมีอาการไมเฉพาะอื่น ๆ เชน ปวดศีรษะ ปวดเมื่อย เพลีย เบื่ออาหาร ใน 2-3 วัน

แรก หลังจากน้ันในปลายสปัดาหหากยังไมไดรับการรกัษา จะมีอาการจับไขเปนเวลาโดยมีไขข้ึน ๆ ลง ๆ เปนพกั ๆ 

สลบักับการหนาวสั่นตามชวงเวลาของเช้ือมาลาเรียในระยะในเม็ดเลือดแดงซึ่งเจริญเต็มที่และทําใหเม็ดเลือดแดง

แตกออกโดยอาจเรียกวาไขวันเวนสองวันหรือไขวันเวนวันข้ึนอยูกับชนิดของเช้ือมาลาเรียที่ไดรับ เช้ือมาลาเรียที่กอ

โรคในคนมีทั้งหมด 4 สายพันธุ คือ สายพันธุฟาลซพิารัม (Plasmodium falciparum) 
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สายพันธุไวแวกซ (P. vivax) สายพันธุมาลาเรียอี (P. malariae) และสายพันธุโอวาเล (P. ovalae) โดยสายพันธุที่

กอใหเกิดความรุนแรงมากที่สุด คือ P. falciparum เน่ืองจากทําใหเกิดภาวะแทรกซอนตาง ๆ ข้ึนมากมาย อยางไร

ก็ตามสายพันธุ P. vivax และ P. ovalae สามารถทําใหเกดิไขกลับซ้ํา (relapsing fever) ในผูปวยได  

ผูปวยโรคมาลาเรียสามารถแบงไดเปน 2 ประเภทคือ ผูปวยโรคไขมาลาเรียที่ไมมีภาวะแทรกซอน หมายถึง 

ผูปวยโรคไขมาลาเรียที่ไมมีภาวการณทํางานของอวัยวะหลักเสื่อมหรือสูญเสียหนาที่ เชน มีระดับความรสูึกตัวดี ไม

มีอาการตัวเหลอืงตาเหลือง ปสสาวะออกปกติ ไมมีภาวะไตวาย ไมหอบเหน่ือย เปนลม หรอืออนเพลียมาก ยัง

รับประทานอาหารและด่ืมนํ้าไดเอง และผปูวยโรคไขมาลาเรียที่มีภาวะแทรกซอน หมายถึง ผปูวยโรคไขมาลาเรียที่

มีอาการรุนแรง ซึ่งสวนใหญเปนผปูวยที่ติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum โดยหากไดรบัการรักษาชาผปูวยอาจ

เสียชีวิตได ผูปวยเหลาน้ีจะมีอาการและอาการแสดงทีบ่อกถึงความรุนแรงของโรคที่เกิดจาก การทํางานของอวัยวะ

หลักเสือ่มหรือสูญเสียหนาที่ เชน ออนเพลียมากจนไมสามารถน่ัง เดิน หรือยืนเองได มีอาการชัก มีภาวะช็อกเปน

ตน    

1.4 ความกาวหนาของการคนควาโรคมาลาเรียในปจจุบัน 

ปจจุบันโรคมาลาเรียยังคงเปนปญหาสุขภาพที่สําคัญของโลก จากรายงานขององคการอนามัยโลกในป 

2019 พบวามีผูติดเช้ือมาลาเรีย มากกวา 229 ลานคนทั่วโลก และเปนสาเหตุของการเสียชีวิต ในผูปวยประมาณ 4-

5 แสนคน (Zekar L. และ Sharman T., 2020)   ในชวง 3 ทศวรรษที่ผานมาไดมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกบัโรค

มาลาเรีย ยุงพาหะ และผูติดเช้ือมาลาเรียโดยการใชศาสตรแขนงตาง ๆ สงผลใหมกีารสรางองคความรเูกี่ยวกับโรค

และเช้ือมาลาเรียอยางมาก ความสําเร็จของการเลี้ยง P. falciparum ในหองปฏิบัติการไดอยางตอเน่ือง โดยใชเม็ด

เลือดแดงของคน (Trager W., 1994) นับเปนรากฐานที่สาํคัญของการประยุกตเพือ่ศึกษามาลาเรียในดานตาง ๆ 

ต้ังแตการทดสอบระดับการตอบสนองของเช้ือมาลาเรียตอยาตานมาลาเรีย จนถึงการถอดรหัสพันธุกรรมทัง้หมดใน

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

กวางขวางมากข้ึนในปจจุบัน โดยเฉพาะในเรื่องของการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคมาลาเรีย รวมถึงการศึกษาเกี่ยวกบั

พยาธิสภาพของโรคมาลาเรียทีม่ีความรุนแรงแตกตางกัน โดยมีการคนพบโปรตีนและโมเลกลุหลายชนิดที่เกี่ยวของ

กับกับกระบวนการดังกลาว นอกจากน้ีการประยุกตศาสตรเกี่ยวกับพันธุศาสตรประชากร (populations 

genetics) และวิวัฒนาการระดับโมเลกุล (molecular evolution) ไดมีสวนชวยใหเกิดความเขาใจเกี่ยวกบัการ

กระจายของเช้ือมาลาเรียตามภูมิภาคตาง ๆ การทราบตนกําเนิดและการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือ

มาลาเรียในสภาวะที่ไดรบัแรงกดดัน เชน จากยาตานมาลาเรีย เปนตน นอกจากน้ีในบางภูมิภาคของโลก เชน แถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมทั้งประเทศไทย ไดมีการคนพบผูปวยที่ติดเช้ือ P. knowlesi ซึ่งเปนเช้ือมาลาเรียที่มลีิง

แสมหรือลิงหางยาว (Macaca Fascicularis) และลงิกัง (Macaca nemestrina) เปนโฮสตหลักทีส่ําคัญในสภาวะ

การติดเช้ือตามธรรมชาติโดยยุงกนปลอง (Anopheles sp.) (Putaporntip C., et al., 2009)  



7 
 

นอกจากน้ีการวิเคราะหพันธุกรรมของมาลาเรียทําใหทราบความหลากหลายของชนิดมาลาเรียในไพรเมต 

ชนิดตาง ๆ ในหลายภูมิภาคของโลก (Liu W.,2016) ตลอดจนทําใหเกิดการคนพบวาเช้ือ P. ovale ประกอบดวย

เช้ือมาลาเรีย 2 ชนิดที่มีลักษณะภายใตกลองจลุทรรศนที่เหมือนกันและไดรบัการเสนอใหเปน สปช่ียที่ตางกัน 

(Sutherland CJ., et al., 2010) แตเน่ืองจากเปนทีรู่จักมานาน เพื่อปองกันความคลาดเคลือ่นจงึมผีูเสนอใหเรียก 

Plasmodium ovale curtisi และ Plasmodium ovale wallikeri เน่ืองจากเช้ือมาลาเรียทั้งสองมีความแตกตาง

กันทางพันธุกรรมอยางชัดเจน (Putaporntip C., et al., 2013) อยางไรก็ดีการต้ังช่ือดังกลาวอาจจะไมถูกตองตาม

หลักการต้ังช่ือวิทยาศาสตร 

 

2. Plasmodium falciparum 

 

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

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

 

 เช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum เปนสาเหตุที่สําคัญของโรคมาลาเรียในคนกอใหเกิด

อาการเจ็บปวยและภาวะแทรกซอนที่รุนแรงมากกวาเช้ือมาลาเรียชนิดอื่น ๆ จึงไดมีการศึกษามากที่สุดโดยเฉพาะ

อยางย่ิงเกี่ยวกับการระบาดวิทยา การตอบสนองตอตัวยา รวมถึงการศึกษาในดานตาง ๆ เพื่อนํามาสูการพฒันา

วัคซีนยาและปองกันโรคมาลาเรีย  
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2.1 ระบาดวิทยาและการกระจายทางภูมิศาสตร 

นับต้ังแตตนศตวรรษที่ 19 มรีายงานการติดเช้ือมาลาเรียจากหลายภูมิภาคในโลกโดยครอบคลุมเสน

ละติจูดที่ 64 องศาเหนือถึง 32 องศาใตหรือเปนบรเิวณที่มอีุณหภูมิประมาณ 15 องศาเซลเซียส ซึ่งสาเหตุของโรค

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

ที่มีขอบเขตแพรกระจายที่แคบกวาและจํากัดอยูในภูมิภาคเขตรอนของโลกเปนหลัก ในป ค.ศ. 2002 ประชากรโลก

มีประมาณ 6,200 ลานคน รอยละ 48 อาศัยในเขตที่เสีย่งตอการไดรับเช้ือมาลาเรีย โดยเฉพาะอยางย่ิงในทวีป

แอฟริกาและบริเวณเอเชียใตโดยเฉพาะอยางย่ิงในสาธารณรฐัอินเดีย (Hay S., 2004) องคการอนามัยโลกได

ประมาณวาในระหวางป ค.ศ. 2000 ถึง 2010 ผูปวยโรคมาลาเรียสวนใหญราวรอยละ 85 ถึงรอยละ 90 เกิดจาก

การติดเช้ือ          P. falciparum โดยในป ค.ศ. 2000 และ ค.ศ. 2021 มีผูติดเช้ือมาลาเรียทั่วโลกในราว 233 ลาน

คนและ 238.8 ลานคน ในขณะที่มีผูเสียชีวิตในแตละปประมาณ 985,000 คนและ 607,000 คนตามลําดับ สวนใน

ป ค.ศ. 2017 มีผูติดเช้ือทั่วโลก 219 ลานคนและมผีูเสียชีวิตประมาณ 435,000 คน  

ในป ค.ศ. 2017 องคการอนามัยโลกไดประมาณวาผปูวยโรคมาลาเรียสวนใหญอยูในทวีปแอฟริกา โดยคิด

เปนรอยละ 92 ของผปูวยทั่วโลก นอกจากน้ียังพบวาประมาณครึ่งหน่ึงของผูปวยทั่วโลกอาศัยอยูใน 5 ประเทศ 

ไดแก สหพันธสาธารณรัฐไนจีเรีย สาธารณรัฐประชาธิปไตยคองโก สาธารณรัฐโมซมับิก สาธารณรัฐอินเดีย และ 

สาธารณรัฐยูกันดา คิดเปนรอยละ 25, 11, 5, 4 และ 4 ตามลําดับ โดย P. falciparum เปนสาเหตุของโรคในทวีป

แอฟริกาสูงถึงรอยละ 99.7 และบริเวณเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใตเปนสาเหตุรอยละ 62.8 ในขณะที่

บริเวณทวีปอเมริกา P. falciparum เปนสาเหตุรอยละ 25.96   

แมมาตรการในการควบคุมโรคมาลาเรียโดยคําแนะนําขององคการอนามัยโลกจะมีการผสมผสานกัน

ระหวาง มาตรการปองกันการถูกยุงกัดโดยใชมุงชุบสารเคมกีําจัดแมลง (insecticide-treated mosquito net, 

ITN)  การใชสารเคมีกําจัดแมลงฉีดพนตามบานเรอืน (indoor residual spraying, IRS) การใหยาปองกันโรค

มาลาเรียในประชากรกลมุเสี่ยงพเิศษ เชน หญิงมีครรภและเด็กเลก็ (chemoprevention) และในบางภูมิภาคมีการ

ควบคุมลูกนํ้ายุงโดยอาศัยหลักการทางชีวภาพ (biological mosquito control) แตการใหยารักษาโรคมาลาเรีย

ยังคงเปนปจจัยหลกัในการควบคุมโรค อยางไรก็ตามเช้ือ P. falciparum มีการปรับตัวและวิวัฒนาการในการด้ือยา

ตานมาลาเรียหลายขนานซึ่งในปจจุบันยาหลกัในการรักษาโรคมาลาเรียที่มีสาเหตุจากเช้ือ Plasmodium 

falciparum คือการใชยาในกลุม artemisinin รวมกบัยาขนานอื่นที่ออกฤทธ์ินานกวาหรือเรียกวา artemisinin 

combination threpy (ACT) ซึ่งมียาหลากหลายตางกันไปในแตละภูมิภาค โดยประสิทธิภาพของยาในการรักษาก็

จะแตกตางกันไปตามแตละภูมิภาค ปจจบุันเช้ือ P. falciparum ที่ด้ือยา chloroquine กระจายไปตามภูมิภาคสวน

ใหญของโลก  
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2.2 อาการแสดงของโรคมาลาเรียในคนจาก Plasmodium falciparum 

ลักษณะการติดเช้ือ P. falciparum โดยทั่วไปสามารถจําแนกเปน 3 กลุมตามอาการและความรุนแรงของ

โรค ไดแก [1] การติดเช้ือที่ไมปรากฏอาการ (asymptomatic parasitemia) อาจเปนชวงการติดเช้ือในระยะแรก

หรือเกิดข้ึนในผมูีภูมิคุมกันทางคลินิก (clinical immunity) จากการเคยติดเช้ือมาลาเรียมากอนหลายครัง้ ซึ่ง

สามารถตรวจพบเช้ือระยะเจรญิแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงโดยไมมีอาการของโรค [2] การติดเช้ือที่มอีาการ

ของโรคมาลาเรียไมรุนแรง (uncomplicated malaria) และ [3] การติดเช้ือที่มีอาการของโรคมาลาเรียรุนแรง 

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

มาลาเรียมักจะเริม่ดวยอาการออนเพลีย ตามดวยอาการปวดเมื่อยบริเวณแขนและขา สําหรับอาการไขและอาการ

หนาวสั่นแมจะพบไดใน P. falciparum แตมักพบไดบอยกวาในการติดเช้ือ P. vivax, P. ovale curtisi และ P. 

ovale wallikeri  

ในการติดเช้ือ P. falciparum หลงัจากมีอาการไข 3 ถึง 7 วัน ผูปวยสวนหน่ึงอาจเกิดอาการและมีการ

ดําเนินโรคทีม่ีภาวะแทรกซอนทีรุ่นแรงในระบบตาง ๆ ของรางกายและอาจเปนสาเหตุของการเสียชีวิตได แตใน

ผูปวยบางรายอาจเสียชีวิตไดภายใน 24 ช่ัวโมง (Dondrop AM., 2008) ภาวะแทรกซอนที่รุนแรงมกัพบในเด็กอายุ

มากกวา 6 เดือน โดยพบอัตราการตายสูงสุดในชวง 1 ถึง 3 ป สําหรบัในเด็กโตหรอืผูใหญมกัไมพบอาการรุนแรง 

เน่ืองจากมีการสรางภาวะภูมิคุมกันซึ่งสามารถควบคุมการติดเช้ือมาลาเรียไดบางสวน (partial immunity) สําหรับ

เด็กที่อายุนอยกวา 6 เดือนมักไดรบัภูมิคุมกันบางสวนจากมารดา สําหรบัอัตราการเสียชีวิตในกลุมที่ไดรับยาตาน

มาลาเรียทีเ่หมาะสมพบในอัตรารอยละ 0.1 ในขณะที่ผูปวยที่ไดรับการรกัษาลาชาหรือเช้ือมาลาเรียด้ือยาที่ใชรกัษา

โอกาสที่จะเสียชีวิตพบในอัตรารอยละ 1 และเพื่อเปนการกําหนดขอบงช้ีที่ชัดเจนในการแยกกลมุผปูวยที่ติดเช้ือ

รุนแรงออกจากผปูวยภาวะแทรกซอนไมรุนแรง ในการประชุมของคณะผเูช่ียวชาญองคการอนามัยโลกในป ค.ศ. 

1990 ไดกําหนดอาการและภาวะแทรกซอนที่รุนแรงของโรคมาลาเรียอันมสีาเหตุมาจากการติดเช้ือ P. 

falciparum ดังน้ี [1] มาลาเรียข้ึนสมอง (cerebral malaria) ทําใหผูปวยมีอาการไมรูสกึตัวและไมตอบสนองตอสิง่

กระตุน (coma) ซึ่งเปนสาเหตุทีส่ําคัญในการติดเช้ือ P. falciparum ถึงรอยละ 80 [2] ภาวะโลหิตจางอยางรุนแรง 

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

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

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

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

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

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

ต้ังแตป ค.ศ. 2008 องคการอนามัยโลกหรอื WHO  ไดมีการประกาศใหใชยา dihydroartemisinin (DHA) 

ซึ่งออกฤทธ์ิไดไวเพื่อใชในการกําจัดเช้ือมาลาเรียในเลือดของผูปวยควบคูกบัยา piperaquine (PPQ) ซึ่งออกฤทธ์ิได

ชาเพื่อใชในการกําจัดเช้ือที่ยังเหลืออยูและปองกันการติดเช้ือมาลาเรียซ้ํา โดยการใชยาทัง้ 2 ตัวควบคูกันจัดเปน

วิธีการรักษาแบบ Artemisinin Combination Therapy (ACT) เพื่อใชในการรักษาโรคมาลาเรียในกรณีของผูปวย

ที่มีอาการไมรุนแรงในเขตตะวันตกของประเทศกัมพูชาและไดมีการปรบัใชไปยังเขตอื่น ๆ ของประเทศในป 2010 

โดยมีการศึกษาถึงประสิทธิภาพและความปลอดภัยของตัวยาทั้งสองในประเทศกัมพูชา (Janssens et al., 2007) 

และในทวีปเอเชีย (Liu H., et al., 2015) พบวาสามารถรกัษาผูปวยไดอยางมปีระสิทธิภาพ แตอยางไรก็ตามไดมี

รายงานต้ังแตป 2008 ถึง 2010 เปนตนมา พบวาการรกัษาดวยตัวยา DHA-PPQ มีประสทิธิภาพในการรกัษาที่

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

2015) และลดลงเรือ่ยมาจนมีรายงานในป 2015 พบวาประสิทธิภาพในการรักษาลดลงจาก 64% เหลือเพียง 53% 

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

 

 
 

รูปที่ 1.4 แผนที่ของประเทศกัมพูชาที่แสดงถึงเมืองและจังหวัดที่มีการทดสอบการใชงานยา Dihydroartemisinin-piperaquine  

เขตตะวันตกและเขตตะวันออกแทนดวยสีแดงและสีเขียวตามลําดับ จุดสีดําแสดงใหเห็นถึงช่ือของเมืองที่ทําการทดสอบ      

(Leang R., et al.,2015) 
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สืบเน่ืองจากการที่ DHA-PPQ ซึ่งเปน first-line drug ของประเทศกัมพูชามปีระสิทธิภาพในการรักษาผูติด

เช้ือ P. falciparum ลดลงอยางมากดังน้ันจึงไดมีการศึกษาเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) ซึ่งเปน

เครื่องหมายที่ใชในการระบุความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางสิ่งมีชีวิต โดยมีเปาหมายทีส่นใจในการศึกษาไดแก 

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

มีความเกี่ยวของกบัการด้ือยา piperaquine นอกจากน้ีเครื่องหมายทางพันธุกรรมเหลาน้ียังถูกใชในการวิเคราะห

ถึงความชุกชุมของการด้ือยาในแตละภูมิภาค เพื่อนํามาใชในการปรับแนวทางการรักษาผูติดเช้ือ P. falciparum 

โดยผลที่ไดจากการวิเคราะหความสมัพันธระหวางเครื่องหมายทางพันธุกรรมและความสามารถในการตานยา PPQ 

จากตัวอยาง P. falciparum ในประเทศกัมพูชาแสดงใหเห็นวาการเกิดการกลายพันธของเครือ่งหมายทาง

พันธุกรรม E415G-Exo และ pfcrt สงผลใหเช้ือสามารถด้ือยา PPQ แตกลบัพบวาการแสดงออกที่เพิม่สงูข้ึน 

(overexpression) ของ pfpm2 เพียงอยางเดียว ไมไดมีสวนชวยใหเช้ือสามารถด้ือยาไดมากข้ึน (Boonyalai N., 

et al., 2020) 

 

       
 

รูปที่ 1.5 แสดงโครงสรางของยา piperaquine 

 

ดังน้ันเปาหมายใหมที่นาสนใจและยังไมไดรบัการศึกษาอันหน่ึงในปจจุบันคือ เอนไซมเอกโซนิวคลีเอส 

(exonuclease) ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญในขบวนการตาง ๆ ของดีเอ็นเอในเซลลของสิง่มีชีวิตทุกชนิดรวมทัง้เช้ือ

มาลาเรียดวย เอกโซนิวคลเีอสสลายพันธะ 3′-5′ ฟอสโฟไดเอสเทอรเฉพาะทีป่ลายสายพอลินิวคลีโอไทด ซึ่งแตกตาง

จากเอนโดนิวคลีเอสซึง่จะทําหนาที่สลายพันธะ 3′-5′ ฟอสโฟไดเอสเทอรตําแหนงใดก็ไดในสายพอลินิวคลโีอไทด 

กลไกในการสลายพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรจะใชปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิ เพื่อใชในขบวนการกําจัด RNA primer ออก

จาก lagging strand และใชในการซอมแซมสวนของการสงัเคราะหทีผ่ิดพลาด (repair mutation) ของทั้ง DNA 

และ RNA เชน DNA replication, recombination, repair ซึ่งเปนกลไกที่มีความจําเปนตอการดํารงชีวิตของ

สิ่งมีชีวิตทุกชนิด วงจรชีวิตของเช้ือมาลาเรียมีความซบัซอนและมีขบวนการที่ตองใชเอกโซนิวคลีเอสในหลาย
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ข้ันตอน เชน หลังจากที่เช้ือเขาสูเซลลตับ, ระหวาง schizogony ในเซลลเม็ดเลอืดแดง,ระหวาง gametogenesis, 

หลงัจาก fertilization และ ในระยะ oocysts ดังน้ันเอกโซนิวคลีเอสจงึเปนเปาหมายหน่ึงสําหรับการศึกษากลไก

การทํางาน 

  

4.Overlapping PCR 

การทํา  Polymerase chain reaction หรือ PCR เปนเทคนิคที่มีการใชกันอยางแพรหลายและมีศึกษา

ทางอณูพันธุศาสตรของสิง่มีชีวิตตาง ๆ วิธีหน่ึงเปนปฏิกิริยาที่ใชในการเพิม่ปริมาณของ DNA ชนิดใดชนิดหน่ึงก็ได

ในหลอดทดลองใหมจีํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น โดยอาศัยหลักการแบบเดียวกันกบัการจําลองตัวเองของดีเอ็น

เอ (DNA replication) ที่พบในสิง่มีชีวิตตามธรรมชาติ (Ramesh R., et al., 1992)  โดยมีข้ันตอนนอย และใชเวลา

ไมนาน ไดแก (1) Denaturing เปนการทําให DNA เสื่อมสภาพ เพื่อที่จะแยกสาย DNA จากสภาพทีเ่ปนเกลียวคู 

(double helix) ใหเปนสายเด่ียว โดยใชอุณหภูมิสูงประมาณ 95 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที ดังน้ันเราจงึ ตอง

เลือกใชเอนไซม DNA polymerase ที่สามารถทนความรอนไดสงู เพื่อไมใหเอนไซมเสื่อสภาพไปกอน (2) 

Annealing เปนข้ันตอนทีล่ดอุณหภูมิลงประมาณ 50-60 องศาเซลเซยีส เวลา 30 วินาที เพื่อให  ไพรเมอรสามารถ

จับกบั DNA แมแบบได (3) Extension เปนข้ันตอนการสังเคราะห DNA สายใหม โดยจะสงัเคราะหจากดาน 5′ ของ

ไพรเมอร ไปยังดาน 3′ ไปเรื่อย ๆ  ตามลําดับนิวคลีโอไทดบน DNA แมแบบแตละสาย โดยอาศัยการทํางานของ Taq 

polymerase ที่อุณหภูมิประมาณ 68-72 องศาเซลเซียสข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม และระยะเวลาข้ึนอยูกบัความ

ยาวของผลิตภัณฑที่ตองการ ซึ่ง PCR เปนเทคโนโลยีที่สําคัญมาก โดยสามารถนําไปใชไดกับงานวิจัยทางชีวโมเลกลุ 

และพันธุวิศวกรรม เชน การเพิม่ปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะหลําดับเบสของยีน (gene sequencing) 

การสราง DNA probe และการวิจัยประยุกต เชน การสรางยีนกลายพันธุ (PCR based mutagenesis) การศึกษา

การแสดงออกของยีนจาก mRNA การตรวจหาดีเอ็นเอของไวรัสซึง่เปนสาเหตุของโรค เปนตน 

Overlapping PCR เปนเทคนิคทีม่ีพื้นฐานมาจาก PCR เพื่อใชในการเช่ือมช้ินสวนของ DNA ที่ตองการเขา

ดวยกัน โดยไมจําเปนตองคํานึงถึง restriction sites ซึ่งสามารถทําไดโดยการออกแบบลําดับเบสทีป่ลาย 5′ หรือ 3′ 

ของ primers โดย primers แตละคูที่ออกแบบมลีําดับเบสที่ปลายเหมอืนกัน เมื่ออยูภายใตสภาวะ PCR ช้ินสวน 

DNA แตละช้ินก็จะเกิดการจับคูระหวางดีเอ็นเอคูสมกัน ทําใหช้ินสวน DNA แตละช้ินเช่ือมตอกัน (Hilgarth R. และ 

Lanigan TM., et al., 2019) 
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รูปที่ 1.6 แผนภาพแสดงใหเห็นถึงขั้นตอนการทํา Overlap Extension PCR โดยการออกแบบ primers แตละคูใหมีเบสคูสม

กันที่ปลาย 5′ หรือ 3′ เพื่อใชในการเช่ือมช้ินสวน DNA แตละสวนเขาดวยกัน (รูปวาดงานวิจัยน้ี) 

       

  ในงานวิจัยน้ีสนใจที่นําสวน Exon 1 และ Exon 2 ของยีนเอกโซนิวคลีเอสที่ตองการศึกษาของ P. falciparum 

มาเช่ือมตอกันโดยการใชเทคนิค Overlapping PCR เพือ่นําผลิตภัณฑที่ได เขาพลาสมิดพาหะและเพื่อนําไปใช

ตอไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

เช่ือมสวนทีเ่ปน Exon 1 และ Exon 2 ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) ของ P. falciparum เขา

ดวยกันดวยวิธี overlapping PCR  
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บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 

 

1. การเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน Exon ท้ัง 2 สวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) แตละชิ้นสวนดีเอ็นเอ

จากจีโนมของ Plasmodium falciparum  

1.1 การทํา Polymerase chain reaction (PCR) 

  นําจีโนมของ Plasmodium falciparum ที่ไดมาทําปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มปรมิาณช้ินสวน exon ยีน

เอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) ทั้ง 2 สวน โดยไพรเมอรที่จําเพาะกับสวนที่เปน exon ของยีนเอกโซนิ

วคลีเอส (exonuclease) สวนที่ 1 ความยาว 949 คูเบส คือ PA-exon1 (forward) และ Exon1-Overlap-

REV (reverse) และไพรเมอรทีจ่ําเพาะกับสวนที่เปน exon ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) สวน

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

DNA Polymerase  (Thermo Fisher Scientific, USA) ใหมีปรมิาตรทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

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

ปริมาตรใหครบ 25 ไมโครลิตรดวยนํ้า (ตาราง 3.2) 

จากน้ันนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหมอีุณหภูมิและระยะเวลา

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

เครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

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

Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  1.30 นาที จํานวน 35 รอบ ตามดวยข้ันตอน 

Final extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที Holding ไวที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส แลวนําผลิตภัณฑที่ไดเกบ็ไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด ( 5′ ไป 3′) ความยาว 

(นิวคลีโอไทด) 

PA-exon1       ATGACATCACATATTAGTTACAATAAAATAAG 32 

Exon1-Overlap-REV CGTTAAAGCACATTCCTGTGGTATCATCTGATGATAGGAGGT     42 

Exon2-Overlap-FOR CAGATGATACCACAGGAATGTGCTTTAACGAATGGAGT           38 

PD-exon2       TCATTCCCATGTACTATCTTTG                     22 

 

 

 

ตารางท่ี 3.2 ปริมาตรและความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ที่ใชในการทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนช้ินสวน   

Exon 1 และ Exon 2 

สารละลาย 

 

ความเขมขนเริม่ตน ปริมาตรที่ใช                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10mM dNTP   10 มิลลิโมลาร 1 ไมโครลิตร 

25mM MgCl2 25 มิลลิโมลาร 2 ไมโครลิตร 

PA-Exon1 primer (Exon 1)/ PD-

Exon2 primer (Exon 2) 

10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

Exon1-Overlap-REV primer (Exon 1)/ 

Exon2-Overlap-For-primer (Exon 2) 

10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

  DNA template 5.9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 7 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 3.3 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในแตละข้ันตอนของปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนช้ินสวน  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. เชื่อมชิ้นสวน Exon ท้ัง 2 สวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) เขาดวยกัน 

 
รูปที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการเช่ือม Exon ทั้ง 2 สวนเขาดวยกันดวยวิธี overlapping PCR  

(รปูวาดงานวิจัยน้ี) 
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2.1 การทํา Overlapping PCR โดยใช primer 

นําช้ินสวน Exon ทั้ง 2 สวนที่มีสวนปลาย overlap กันมาทําปฏิกิริยา PCR เพื่อตอช้ินสวนยีนเขาดวยกัน

และเพิม่จํานวนโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกบัสวนที่เปนยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) คือ PA-exon1 

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

USA) ใหมีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ 50-100 นาโนกรัม, 2.5 U 

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

reverse primer ปรับปรมิาตรใหครบ 25 ไมโครลิตรดวยนํ้า (ตารางที่ 3.4) 

จากน้ันจงึนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหมอีุณหภูมิและ

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

ต้ังใหเครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปน

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

72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  2.30 นาที จํานวน 35 รอบ ตามดวยข้ันตอน Final extension ที่

อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที Holding ไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ตารางที ่

3.5) จากน้ันนําผลิตภัณฑที่ไดเกบ็ไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

ตารางท่ี 3.4 ปริมาตรและความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ที่ใชในการทํา overlapping PCR เพื่อเช่ือมตอ

สวน Exon 1 และ Exon 2 โดยใช primers 

สารละลาย 

 

ความเขมขนเริม่ตน ปริมาตรที่ใช                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10 mM dNTP   10 มิลลิโมลาร 1 ไมโครลิตร 

25 mM MgCl2 25 มิลลิโมลาร 2 ไมโครลิตร 

Exon1 fragment  100 นาโนกรมัตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

Exon2 fragment  100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

PA-Exon1 primer 10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

PD-Exon2 primer 10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 15 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 3.5 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในแตละข้ันตอนของปฏิกริิยา overlapping PCR เพื่อเพื่อเช่ือมตอสวน 

Exon 1 และ Exon 2 โดยใช 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 โดยไมใช primer 

นําช้ินสวน Exon ทั้ง 2 สวนที่มีสวนปลาย overlap กันมาทําปฏิกริิยา Touchdown PCR เพื่อตอ

ช้ินสวนยีนเขาดวยกันแบบไมใชไพรเมอร PA-exon1 (forward) และ PD-exon2 (reverse) เขามาเพิ่ม

จํานวนของดีเอ็นเอ โดยใช Taq DNA Polymerase kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ใหมีปรมิาตร

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

Polymerase, 0.2 ปรับปรมิาตรใหครบ 25 ไมโครลิตรดวยนํ้า (ตารางที่ 3.6) 

จากน้ันจงึนําไปทําปฏิกิริยา PCR ดวยเครื่อง thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมใหมอีุณหภูมิและ

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

ต้ังใหเครื่องทํางานวนลปู 3 ข้ันตอน ประกอบไปดวยข้ันตอน Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 วินาที Annealing ที่อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียสโดย -0.5 องศาเซลเซียสตอรอบ เปนระยะเวลา 

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

ใหเครื่องทํางานวนลูป 3 ข้ันตอนอกีครั้ง โดย Annealing ในครั้งน้ีคงทีท่ี่ 64 องศาเซลเซียส อีกจํานวน 10 

รอบ ตามดวยข้ันตอน Final extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที Holding 

ไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 3.7) จากน้ันนําผลิตภัณฑที่ไดเก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 
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ตารางท่ี 3.6 ปริมาตรและความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ที่ใชในการทํา overlapping PCR เพื่อเช่ือมตอ

สวน Exon 1 และ Exon 2 โดยไมใช primer 

สารละลาย 

 

ความเขมขนเริม่ตน ปริมาตรที่ใช                   

10x PCR buffer - 2.5 ไมโครลิตร 

10 mM dNTP   10 มิลลิโมลาร 1 ไมโครลิตร 

25mM MgCl2 25 มิลลิโมลาร 2 ไมโครลิตร 

Exon1 fragment  100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 7 ไมโครลิตร 

Exon2 fragment  100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 7 ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase 5 Unit ตอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 

DW - 5 ไมโครลิตร 

 

 

 

ตารางท่ี 3.7 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในแตละข้ันตอนของปฏิกริิยา overlapping PCR เพื่อเพื่อเช่ือมตอสวน 

Exon 1 และ Exon 2 โดยไมใช 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 ∞ 

 



20 
 

3. การทํา gel electrophoresis  

นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกริิยา PCR ไปตรวจวิเคราะหผลดวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช 

0.8% agarose gel และเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 

marker (Fermentas, USA) และบันทึกภาพดวยเครือ่ง Gel Document Imaging System 

Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)  

 

4. การตัดเจลและการสกัดเจล (Cutting a gel and gel extraction) 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกริิยา PCR ที่พบวามี band ขนาดประมาณ 2100 คูเบส ไปดูดวยเครื่องสอง

เจล (UV Transilluminator) และใชใบมีดที่ผานการฆาช้ือดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ตัดเจลที่ band 

2100 คูเบส ใสลง microtube 1.5 ml จากน้ันจงึทาํการช่ังนํ้าหนักเจลและเริ่มทําการสกัดเจลดวย 

QIAquick Gel extraction kit ตามข้ันตอนที่ทางบริษัทแนะนํา เมื่อไดดีเอ็นเอบรสิุทธ์ิแลวนําผลิตภัณฑที่

ไดไปวัดความเขมขนของผลิตภัณฑที่ไดดวย NanoDrop spectrophotometer และเกบ็ไวในตูแชแข็ง

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

5. การสราง recombinant plasmid และเพ่ิมจํานวนของ recombinant plasmid ดวย competent 

cells 

5.1 การทํา ligation และ transformation  

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

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

Reaction Buffer 10 ไมโครลิตร, ผลิตภัณฑจาก 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 แลวจึงทําการ transformation เขาสู DH5-alpha 

competent cells โดยเริ่มจากการนําผลิตภัณฑที่ไดจากการ ligation 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากลั่น 20 

ไมโครลิตร ใสใน competent cells และบมไวบนนํ้าแข็งเปนระยะเวลา 15 นาที จากน้ันจึงนําไปทํา heat 

shock ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมทิี่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 90 วินาที นําไปบมไวบน
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นํ้าแข็งทันที เปนระยะเวลา 10 นาที ใส 850 ไมโครลิตรของ LB medium แลวจึงนําไปบมพรอมเขยาที ่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง แบง medium ปรมิาณ 880 ไมโครลิตรออกเปน 440 

ไมโครลิตร 2 หลอด แลวนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนระยะเวลา 1 นาที ดูดอาหาร ให

เหลือ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรแลวจึงละลายตะกอนเซลลและนําไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB agar ซึ่งมี

สวนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมลิลลิิตร บมเพลทไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสนาน 16 – 18 ช่ัวโมง  

 

รูปที่ 3.2 แสดงถึงพลาสมิด pJET1.2/blunt 

 

5.2 การทํา rapid size screening 

คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของ recombinant clone ดวยไมจิ้มฟนแลวนํามาผสมเขากบั lysis buffer 

ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 10 นาที แลวนําไปบมบน

นํ้าแข็ง เปนระยะเวลา 5 นาที จากน้ันนําไปปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 rpm เปนระยะเวลา 2 นาที 

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

นําไปตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิค gel electrophoresis โดยใช 1% agarose gel เทียบ

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

120 โวลตเปนระยะเวลา 45 นาที และดูพรอมบันทึกภาพดวยเครื่อง Gel Document Imaging System 

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

นํา recombinant clone ที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงใหอาหารเลีย้งเช้ือ LB ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปน

ระยะเวลา 1 นาที เทอาหารทิ้งจากน้ันเติม STET buffer 300 ไมโครลิตรลงไปแลวทําการ vortex จากน้ัน

ใส lysozyme ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 25 ไมโครลิตร แลวบมทีอุ่ณหภูมหิองเปน

ระยะเวลา 10 นาที แลวจึงนําไปตม 45 วินาที ปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนระยะเวลา 30 

นาที แยกเศษซากเซลลออกแลวเติม 0.5% CTAB 30 ไมโครลิตร แลวนําไปปนตกตะกอนอกี 10 นาที เท 

supernatant ทิ้งแลวละลายตะกอนดวย NaCl ความเขมขน 1.2 โมลารปรมิาณ 300 ไมโครลิตร แลวเติม 

RNase A ความเขมขน 10 มิลลิกรมัตอมลิลลิิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 

นาทีแลวเติม chloroform ปรมิาณ 300 ไมโครลิตร นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปน

ระยะเวลา 15 นาที ดูดช้ันบนใส 1.5 ml microtube เติม isopropanol เทากับปริมาตรที่ดูดไดแลวจงึ

นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสขามคืน จากน้ันนํามาปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปน

ระยะเวลา 10 นาที ทิ้ง supernatant แลวเติม 70 เปอรเซน็ต ethanol 1 มิลลลิิตร นํามาปนตกตะกอน

ที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที ต้ังทิ้งไวใหแหงแลวเติมนํ้าปลอดประจุปลอดเช้ือลงไป

ปริมาณ 20-30 ไมโครลิตร 

 

5.4 การตัดดวย Restriction enzyme 

นําพลาสมิดดีเอ็นเอทีส่กัดไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xho I ในปฏิกิริยาทัง้หมด 10 ไมโครลิตร

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

Fisher Scientific, USA) ปรับปรมิาตรใหครบ 10 ไมโครลติรดวยนํ้าผสมปฏิกิริยาใหเขากัน นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสขามคืนและตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิค electrophoresis 

โดยใช agarose gel เขมขน 1% เทียบขนาดของแถบดีเอน็เอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 

marker (Fermentas, USA)  
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

 

 

1. ผลการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวน Exon ท้ัง 2 สวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) แตละชิ้นสวนดีเอ็น

เอจาก genomic DNA ของ Plasmodium falciparum  

จากการทําปฏิกริิยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวน Exon ยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) ทั้ง 2 สวน 

โดย Exon 1 ใชไพรเมอรคือ PA-exon1 (forward) และ Exon1-Overlap-REV (reverse) โดยใชอุณหภูมิ 

annealing ที่ 53 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวาเมื่อนําผลิตภัณฑที่ไดจากการ PCR ไปทํา gel 

electrophoresis และดูภาพภายใต Gel Document Imaging System Transluminator พบวามี band ขนาด 

949 คูเบส ปรากฏซึง่เปนขนาดของสวน Exon 1 ที่ตองการ (รูปที่ 4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการ PCR สวน Exon 1.  

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

เมื่อนําไปวัดหาความเขมขนดวย NanoDrop spectrophotometer พบวาผลิตภัณฑที่ไดมีความเขมขน 

255.9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 

 

949 bp 1000 bp 

1         2 
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Exon 2 ใชไพรเมอรคือ Exon2-Overlap-FOR (forward) และ PD-exon2 (reverse) โดยใชอุณหภูมิ 

annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวาเมื่อนําผลิตภัณฑที่ไดจากการ PCR ไปทํา gel 

electrophoresis และดูภาพภายใต Gel Document Imaging System Transluminator พบวามี band ขนาด 

1,193 คูเบส ซึ่งเปนขนาดของสวน Exon 2 ที่ตองการ (รูปที่ 4.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการ PCR สวน Exon 2.  

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

เมื่อนําไปวัดหาความเขมขนดวย NanoDrop spectrophotometer พบวาผลิตภัณฑที่ไดมีความเขมขน 

344.9 นาโนกรมัตอไมโครลิตร  

 

2. เชื่อมชิ้นสวน Exon ท้ัง 2 สวนของยีนเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) เขาดวยกัน 

การนําช้ินสวน Exon ทั้ง 2 สวนที่มสีวนปลาย overlap กันจากปฏิกริิยาขางตน มาทําปฏิกริิยา 

Overlapping PCR เพื่อตอช้ินสวนยีนเขาดวยกันและเพิม่จํานวนโดยใชไพรเมอรทีจ่ําเพาะกับสวนที่เปนยีน        

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

ไดแก Exon 1 ปริมาณ 50-100 นาโนกรัม กับ Exon 2 ความเขมขนเริม่ตน 50-100 นาโนกรัม annealing ที่

อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส ทั้งหมด 35 รอบ พบวาเมื่อนําผลิตภัณฑที่ไดจากการ overlapping PCR ขางตน ทั้ง 2 

1                  2 

1000 bp 
1193 bp 
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ซ้ําไปทํา    gel electrophoresis และดูภาพภายใต Gel Document Imaging System Transluminator น้ันไม

ประสบความสําเร็จในการ overlap สวน Exon ทั้ง 2 เขาดวยกัน (รูปที่ 4.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 0.8% agarose gel แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการ overlapping PCR โดยใชไพรเมอร  

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

 

แตเมื่อนําช้ินสวน Exon 1 และ Exon 2 มาทําปฏิกริิยา Overlapping PCR ประกอบกับการ touch 

down PCR เพื่อตอช้ินสวนยีนเขาดวยกันโดยไมใช primer แตปรับความเขมขนเริ่มตนของ DNA template ให

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

ข้ันตอน annealing ใหเริม่ตนที่ 69 และลดลง 0.5 องศาเซลเซียส 10 รอบ และปรับใหคงที่อยู 64 องศาเซลเซียส 

10 รอบพบวาเมื่อนําผลิตภัณฑที่ไดจากการ PCR ไปทํา gel electrophoresis และดูภาพภายใต Gel Document 

Imaging System Transluminator น้ันปรากฏ band 2,142 คูเบส (รูปที่ 4.4) ซึ่งมาจากสวน Exon 1 949 คูเบส 

และสวน Exon 2 1,193 คูเบส ที่เช่ือมตอกัน 

 

 

   1         2        3          
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รูปที่ 4.4 0.8 % agarose gel แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการ Overlapping PCR เทียบกับผลิตภัณฑที่ไดจาก PCR กอนหนา. 

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

เมื่อนําไปวัดหาความเขมขนดวย NanoDrop spectrophotometer พบวาผลิตภัณฑที่ไดมีความเขมขน 

29.8 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และภายหลังจากที่ตัดเจลและสกัดเจลแลว นําไปวัดความเขมขนของผลิตภัณฑที่ได

อีกครั้งพบวามีความเขมขน 4.9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จงึนําไปทํา ligation กับในอัตราสวนของ insert DNA ตอ 

vector เทากบั 1:1.5 หรือประมาณ 35 นาโนกรมัตอ 50 นาโนกรัม  

 

3. การสราง recombinant plasmid  

ผลที่ไดจากการ transformation ลงบน LB agar ที่มีสวนผสมของยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเขมขน 

50 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร บมเพลทไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 16-18 ช่ัวโมงพบวามีการเจรญิของรีคอม

บิแนนทโคลนเปนโคโลนีเด่ียว 

 

 

1                          2            3        4 

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

leader ในแตละแถวถัดมาแสดงถึงโคโลนีเดี่ยวแตละโคโลนีทั้ง 24 โคโลนีที่ไดทําการคัดเลือกมาทํา rapid size screening 

 

เมื่อนําไปทํา rapid size screening และตรวจสอบรปูแบบของแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิค gel 

electrophoresis ผลการทดลองไมพบวามีโคโลนีใดที่แสดงถึงรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ (รูปที่ 4.5) 

ผลที่ไดจากการคัดเลือกโคโลนีเด่ียวในครัง้ถัดมา (ครั้งที่ 2) และนําไปสกัดพลาสมิด จากน้ันนํามาตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ Xho I ไมพบรีคอมบิแนนทพลาสมิดทีม่ีขนาด 5,116 คูเบส (ขนาดพลาสมิด 2,974 คูเบส + 

ขนาด inset 2,142 คูเบส)  ซึ่งเปนขนาดที่ตองการ (รูปที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.6  1 % agarose gel แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xho I. 

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

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

 

นอกจากน้ีการ transformation และคัดเลือกโคโลนีในการทําในครั้งถัดมา (ครั้งที่ 3) ซึ่งมีการทํา positive 

control โดยเปนการ ligation ช้ินสวน DNA ความยาว 976 คูเบส และ negative control ที่มีแค pJET1.2/blunt 

น้ันพบวา DH5 Alpha competent E. coli สามารถเจริญบน LB agar ที่มี ampicillin 50 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร

ไดทั้ง positive control, sample และ negative control จึงไดทําการคัดเลอืกโคโลนีเด่ียวของ positive control 

และ sample ไปเลี้ยงบน LB agar ทีเตรียมโดยใช ampicillin อีกครัง้พบวามเีพียง positive control เทาน้ันที่

สามารถเจริญได ขณะที่ sample น้ันไมสามารถเจริญบนอาหารทีเ่ตรียมใหมได 

 

 

 

 

 

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 ตอยา piperaquine ที่เปนยาที่ใชในการรกัษาโรค

มาลาเรียจัดวาเปนปญหาทางสาธารณสุขทีร่ายแรง โดยพบวาการกลายพันธุของยีนเอกโซนิวคลเีอสมีสวนเกี่ยวของ

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

จุดประสงคเพื่อเช่ือมตอสวน Exon ของยีนเอกโซนิวคลีเอสทั้ง 2 สวน ไดแก Exon 1 และ Exon 2 เขาดวยกันเพื่อ

นํามาใชศึกษาคุณสมบัติตอไปในอนาคต 

ผลจากการทํา overlapping PCR โดยนํา Exon ทั้ง 2 สวนที่ overlap กันขนาด 30 คูเบส คือ  

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

PD-exon2 และโดยใชอุณหภูมิ annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส ซึ่งเหมาะสมกบัไพรเมอรแตตํ่ากวาอุณหภูมิ 

annealing ของสวนที่ overlap กัน 30 คูเบส ซึง่อยูที่ 64 องศาเซลเซียส ไมสามารถเช่ือม Exon ทั้ง 2 สวนเขา

ดวยกันได โดยอาจมีสาเหตุมาจากอุณหภูมิ annealing ที่แตกตางกันเกินไประหวางไพรเมอรและสวนที่ overlap 

ทําให Exon ทั้ง 2 สวนไมสามารถจบักันได (Ishii K. และ Fukui M., 2001) แตอยางไรก็ตามเมื่อทํา overlapping 

PCR โดยไมใชไพรเมอรแตเพิ่มความเขมขนของ Exon 1 และ Exon 2 ใหมีความเขมขนสุดทายที่ 30 นาโนกรัมตอ

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

เซลเซียสตอรอบ  จนถึง 64 องศาเซลเซียสและ PCR ตอไปที่ 64 องศาเซลเซียส ผลปรากฏวาสามารถเช่ือมตอ 

Exon ทั้ง 2 สวนเขาดวยกันได โดยไดผลิตภัณฑที่มีความยาว 2142 คูเบส แสดงใหเห็นวาการใชอุณหภูมิ 

annealing ที่เหมาะสมกับสวน overlap ของ Exon ทั้ง 2 สวนน้ันชวยให Exon ทั้ง 2 สวนสามารถจับกันไดมี

ประสิทธิภาพมากกวาการเลือกใชอุณหภูมทิี่เหมาะสมกับไพรเมอรแตตํ่ากวาสวน overlap กันและการทํา  touch 

down PCR โดยใชอุณหภูมิ annealing ที่สูงกวาปกติ 4-5 องศาเซลเซียสและคอย ๆ ลดลงมาจนถึงอุณหภูมทิี่

เหมาะสมกับสวน overlap น้ันทําให Exon ทั้ง 2 สวนสามารถจบักันไดอยางจําเพาะและทําใหไดผลิตภัณฑที่มี

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

จากงานวิจัยน้ีแสดงใหเห็นวาเทคนิค overlapping PCR สามารถนํามาใชในการเช่ือมตอช้ินสวน Exon 

ของยีนเอกโซนิวคลเีอส (exonuclease) ได แตอยางไรก็ตามการออกแบบไพรเมอรทีม่ีความแตกตางกันของ

อุณหภูมิ annealing  กับลําดับนิวคลีโอไทดทีอ่อกแบบใน Exon แตละสวน overlap กันน้ันทําใหการทําปฏิกริิยา 
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PCR ครั้งเดียวเพื่อเช่ือมตอสวน Exon เขาดวยกันและเพิม่ปรมิาณของ Exon ไปพรอมกันน้ันเปนไปไดยาก ซึง่

เพื่อทีจ่ะแกปญหาน้ีการออกแบบไพรเมอรควรออกแบบใหมอีุณหภูมิ annealing ใกลเคียงกบัสวนของ Exon ที่ 

overlap กัน เพื่อใหงายตอการเช่ือมและเพิม่ปริมาณ Full exon หรอืช้ินสวน Exon 1 และ Exon 2 ที่เช่ือมตอกัน

แลวในการทําปฏิกิริยาเพียงครัง้เดียว 

หลงัการตัดเจลและนําเจลมาสกัดและทําใหบรสิุทธ์ิแลวพบวามีความเขมขนของดีเอ็นเออยูที่ 4.9 นาโน

กรัมตอไมโครลิตร ซึง่เปนความเขมขนที่ตํ่ากวาที่ทางบริษัทแนะนําในการทํา ligation  เมื่อ ligation เขาสู 

pJET1.2/blunt cloning vector แลวทําการ transformation ถึงจะมโีคโลนีเด่ียวข้ึนบน LB agar แตอยางไรก็

ตามไมพบวาโคโลนีเหลาน้ันมรีีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ ซึ่งอาจเปนสาเหตุอันเน่ืองมาจากไมสามารถ ligate 

ช้ินสวน Exon ที่ overlap กันแลวเขาสู pJET1.2/blunt cloning vector ไดจากอัตราสวนของ insert DNA ที่

นอยกวา vector หรืออาจมาจากคุณภาพของ ampicillin ที่ใชในการทํา LB agar เกิดการเสือ่มสภาพ ทําให 

แบคทีเรียปกติสามารถเจริญข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือแมจะไมมี recombinant plasmid ก็ตาม 

ดังน้ันการทดสอบข้ันตอนตอไปในอนาคตหากประสบความสําเร็จในการสรางและเพิ่มปริมาตรของ           

รีคอมบิแนนทพลาสมิดแลว คือ การนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มียีนเอกโซนิวคลีเอสสงไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ

ไทด ศึกษาการแสดงออกของเอนไซมเอกโซนิวคลีเอสและศึกษากิจกรรม in vitro ในการทํางานและความสามารถ

ในการตัดลําดับนิวคลีโอไทด และศึกษาการทํางานทีส่ภาวะตาง ๆ  ยกตัวอยาง เชน ความสามารถในการทํางาน

ในชวงความเปนกรด-เบส อุณหภูมทิี่เหมาะสมกับการทํางาน องคประกอบอื่น ๆ ที่เอนไซมจําเปนตองใชในการ

ทํางาน เปนตน 

 

 

 

 

 

 

 

  



31 
 

เอกสารอางอิง 

 

 

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 ผสมใหเขากัน (ถาตองการเตรียมเปนอาหารแข็ง ใหใสผงวุนลง

ไป 15 กรัม) แลวนําไปอบฆาเช้ือดวยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดันไอนํ้า 15 ปอนดตอตารางน้ิว 

เปนเวลา 15 นาที 

*หมายเหตุ การเตรียม LB medium + Ampicillin (50 µg/µl) ทําโดยใส ampicillin ความเขมขน 

100 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรลงไป 0.5 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากันหลงัอบฆาเช้ือ 
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