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บทคัดย่อ 
พยาธิ Fasciola gigantica เป็นพยาธิใบไม้ในตับ ซึ่งเป็นพยาธิที่ก่อให้เกิดโรคพยาธิใบไม้ในตับ 

(Fasciolosis) ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากปรสิตเป็นปัญหาสําคัญต่อสุขภาพของคน และสัตว์เลี้ยง เช่น โค กระบือ 
แพะ และแกะ เป็นต้น การระบาดค่อนข้างมากในสัตว์เศรษฐกิจจําพวกโค กระบือ ในประเทศเขตร้อนรวมถึง
ประเทศไทย ซึ่งเมื่อเกิดการติดเชื้อก็สามารถทำให้เกิดตับอักเสบท่อน้ำดีอักเสบหรืออุดตัน ในปัจจุบันการรักษา
ด้วยยาฆ่าพยาธินั้นทําให้ในแต่ละปีจะต้องใช้ยาฆ่าพยาธิในปริมาณที่มากขึ้นเป็นผลให้เสียค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง 
ทําให้ประเทศไทยสูญเสียรายได้ถึง 350-400ล้านบาทต่อปี จึงมีการใช้ Excretory secretory products (ES) 
เพื่อกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้โฮสต์สร้าง IgG1, IgG2a เพื่อใช้ศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ซึ่ง ES เป็นโปรตีน
แอนติเจนที่หลั่งออกมาจากทางเดินอาหารของพยาธิ ได้แก่ saposin-like protein2 (SAP-2), leucine 
aminopeptidase (LAP) ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ recombinant Fasciola gigantica 
saposin-like protein 2 (rFgSAP-2) และrecombinant Fasciola gigantica leucine aminopeptidase 
(rFgLAP) และเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี กับจำนวนพยาธิใบไม้ตับ (worm 
recovery)   

ในการศึกษาครั้งนี้กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยใช้ combine vaccine เเบ่งหนูเป็น 6 กลุ่ม โดยหนูกลุ่มที่ 1 
ไม่ได้รับวัคซีนและ Alum  ซึ่งเป็น  negative control กลุ่มที่ 2 เป็นหนูฉีด Alum  เเละ Vaccine ซึ่งเป็น  
positive control กลุ่มที่ 3 ฉีดเฉพาะ Alum  กลุ่มที่ 4 ฉีด Alum  ร่วมกับ rFgSAP-2 กลุ่ม 5 ฉีด Alum  
เเละ ฉีด rFgLAP เเละ กลุ่ม 6 ฉีด Alum  เเละ ฉีด rFgSAP-2 กับ rFgLAP  โดยนำ rFgSAP-2 และ rFgLAP 
มาทำให้บริสุทธิ์ จากนั้นนำมาหาความเข้มด้วยวิธี (Lowry method) โดยสร้าง standard curve และวัด
ขนาดของโปรตีนด้วยการรันเจล (gel electrophoresis) เทียบกับ marker ซึ่งพบว่า SAP-2 มีขนาด 10 kDa 
เเละ LAP มีขนาด 57.6 kDa หลังจากนั้นกระตุ้นภูมิคุ ้มกันของหนูด้วย rFgSAP-2 และ rFgLAP  โดยใช้
ระยะเวลา 0 สัปดาห์, 4 สัปดาห์ (infection) และ 6 สัปดาห์ (termination) จากนั้นนำซีรัมของหนูแต่ละ
ช่วงเวลามาหาระดับ IgG1 และ IgG2a ที่ตอบสนอง โดยเทียบกับ positive control , negative control 
,adjuvate control พบว่า ระดับเเอนติบอดี IgG1 มีค่ามากกว่า IgG2a ทั้งระยะ infection และ termination 
จากนั้นตรวจสอบความจำเพาะของ Anti-FgSAP-2, Anti-FgLAP และAnti-FgSAP-2 + Anti-FgLAP ต่อ 
recombinant protein SAP-2 (rFgSAP-2) เเละ recombinant protein LAP (rFgLAP) แต่ละชนิดด้วยวิธี 
Western  blot พบว่า กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่ม SAP-2 โดยใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 กับ Alum , 
กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่ม LAP โดยใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgLAP กับ Alum เเละ กลุ่มที่ 3 เป็นกลุ่ม SAP-
2+LAP โดยใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 เเละ rFgLAP  กับ Alum ซึ่งจะ blot กับโปรตีน SAP-2 
เเละ LAP พบว่า กลุ่มที่ 1 ให้ผลจำเพาะกับ rFgSAP-2, กลุ่มที่ 2 ให้ผลจำเพาะกับ rFgLAP และ กลุ่มที่ 3 
ให้ผลจำเพาะกับ  rFgLAP เเละ  rFgSAP-2 จากนั้นดูตำแหน่งที่มีการแสดงออกของโปรตีนใน Fasciola 
gigantica ด้วยวิธี Immunohistochemistry โดยใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 กับ Alum, ซีรัม
ของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgLAP กับ Alum ,ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgLAP+rFgSAP-2 กับ Alum เเละ
ใช้ 1X PBS เป็น negative control  พบว่าระยะ infection มีการเเสดงของ LAP ที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ (cecal 
epitheilial cell) , SAP-2 จะพบมีการเเสดงออกที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ (cecal epitheilial cell) เเละ SAP-
2+LAP จะพบมีการเเสดงออกที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ (cecal epitheilial cell) เเละระยะ termination มีการ
เเสดงออกของ LAP ที่บริเวณอัณฑะ(testis) รังไข(่ovary) มีการเเสดงออกที่เเกรนูลที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ (cecal 
epitheilial cell)  , SAP-2 มีการเเสดงออกที่บริเวณอัณฑะ(testis) รังไข่(ovary)  เเละเเกรนูลที่บริเวณเยื่บุ
ลำไส้ (cecal epitheilial cell) เเละ SAP-2+LAP มีการเเสดงออกที่บริเวณอัณฑะ (testis) รังไข่ (ovary)  

cv	



 6 

เเละเเกรนูลที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ (cecal epitheilial cell) โดยผลที่ได้นั้นสามารถนำไปพัฒนาศักยภาพของ
วัคซีนในการต้านการติดพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica ได้ 

 
Keywords : Opisthorchis viverrini, cathepsinF, Fasciola gigantica, leucine aminopeptidase, cross 
reaction 
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รูปที่ 12 Negative control ในเนื้อเยื่อ F. gigantica     26 
รูปที่ 13 กราฟแสดง Log Titer ของ IgG1,IgG2a กับจำนวน worm recovery ระยะ Infection 27 
รูปที่ 14 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) เปรียบเทียบหาความเข้มข้น SAP-1 และ SAP-2 28 
รูปที่ 15 เเสดงขนาดของเเถบโปรตีน rFgSAP-1 เเละ rFgSAP-2 ย้อมด้วยสี Coomassie blue   29 
รูปที่ 16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-1 IgG1,IgG2a และ Anti-SAP-2 IgG1,IgG2a 34 
รูปที่ 17 แสดงขนาดของโปรตีน rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 โดยวิธี Western blot  35 
รูปที่ 18 การแสดงออกของ FgSAP-2 gene ในเนื้อเยื่อ F. gigantica ระยะ Termination 36 
รูปที่ 19 การแสดงออกของ FgSAP-1+SAP-2 ในเนื้อเยื่อ F. gigantica ระยะ Termination 37 
รูปที่ 20 กราฟแสดง Log Titer ของ IgG1,IgG2a กับจำนวน worm recovery ระยะ Infection 39 
รูปที่ 21 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/1 41 
รูปที่ 22 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/2 42 
รูปที่ 23 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/3   43 
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สารบัญแผนภูมิ 
           หน้า 

แผนภูมิที่ 1  แสดงชนิดของสารเสริมฤทธิ์          4 
แผนภูมิที่ 2 แสดงแผนงานวิจัยด้านการพัฒนาโปรตีนวัคซีน      10 
แผนภูมิที่ 3 แสดงภาพสรุปวิธี Indirect ELISA       12
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คำอธิบายสัญลักษณ์และคำย่อที่ใช้ในงานวิจัย (List of Abbreviations) 
 
CatF      Cathepsin F 
SOD      Superoxide dismutase 
LAP      Leucine aminopeptidase 
Ov      Opisthoechis voverrini 
r      recombinant 
Fg      Fasciola gigantica  
IRS      Rabbit infected serum 
AD      Adult 
ES      Excretion-secretion 
TA      Tegumental antigen 
cDNA      Complementary DNA 
TMB      3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 
AP      alkaline phosphatase 
NBT/BCIP nitro-blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-

chloro-3-indodyl phosphate 
PoAb Polyclonal antibody  
MoAb Monoclonal antibody 
WB Whole body 
Ig Immunoglobulin 
SAP saposin-like protein 
CatB	 Cathepsin	B	 	
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บทนำ (Introduction) 
เนื้อหาของเรื่องที่เคยมีผู้ทำการวิจัยมาก่อน 

Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แพะ และแกะที่เลี้ยงในประเทศไทย และ
ประเทศเขตร้อนอื่น ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งทำให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
โดยเฉพาะต่อเกษตรและอุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงเพื่อให้ได้ผลผลิตเนื้อและนม จากการสำรวจพบว่าโค 
กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 11.8% และในบางพื้นที่อัตรการติดเชื้ออาจสูงถึงร้อยละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้
ตับจึงเป็นพยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรที่มีอาชีพเลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ มีการประมาณว่า
โรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหายให้แก่เกษตรกรปีละไม่น้อยกว่า 300 ล้านบาท (Sukhapesna et al., 1990; 
Sirihakim and Pholpark, 1991) นอกจากนั้นยังมีรายงานว่ามีคนติดเชื้อพยาธิ ชนิดนี้ไม่น้อยกว่า 30 ราย และ
มีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ในประเทศเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว และมีการ
แพร่ กระจายของหอยพาหะอย่างกว้างขวางในระยะ 10 ปีที่ผ่านมา 
 เมื่อสัตว์เคี้ยวเอื้องหรือมนุษย์กินตัวอ่อนระยะติดต่อคือระยะเมตาเซอร์คาเรียเข้าไป ผนังหุ้มตัวอ่อน
ระยะนี้จะถูกทำลายโดยน้ำย่อยทำให้ตัวอ่อนระยะ newly excysted juvenile (NEJ) ออกจากซีสต์บริเวณ
ลำไส้เล็กของโฮสท์ NEJ จะไชผ่านผนังลำไส้เล็กเข้าไปในช่องท้องภายในลำตัวของโฮสท์ และเคลื่อนไปสู่ตับแล้ว
เจริญเป็นพยาธิตัวอ่อนซึ่งจะเคลื่อนที่ผ่านเนื้อเยื่อของตับ ทำให้เนื้อเยื่อตับถูกทำลายเกิด haemorrhage และ 
fibrosis ในเนื้อตับ เมื่อพยาธิเจริญเป็นตัวเต็มวัยก็จะเดินทางไปอาศัยในท่อน้ำดีโดยใช้อวัยวะยึดเกาะ (oral 
และ ventral suckers) เกาะผนังของท่อน้ำดี เนื่องจากมีความต้องการอาหารในปริมาณสูง พยาธิจะทำลาย
เนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์บริเวณที่พยาธิอาศัยอยู่ จากการเคลื่อนที่ไปมา พยาธิใช้ oral sucker กัดหรือฉีก
เนื้อเยื่อและเม็ดเลือดเพื่อดูดกิน ในขณะที่หนามบริเวณผนังลำตัวจะครูดและทำลายเนื้อเยื่อของโฮสท์ในขณะที่
พยาธิเคลื่อนที่ไปมา เอ็นไซม์และสารที่พยาธิหลั่งออกมาโดยเฉพาะกลุ่ม proteases และ lytic proteins จะ
ช่วยทำลายและย่อยสลายเนื้อเยื่อและเซลล์ของโฮสท์มากยิ่งขึ้น เอ็นไซม์กลุ่ม endoproteases ในกลุ่ม 
cathepsin L (CatL) ,cathepsin B (CatB) และกลุ่ม exopeptidases ในสกุล leucine aminopeptidase 
(LAP) เป็นเอนไซม์หลักที่พยาธิหลั่งออกมาในสารคัดหลั่ง (excretion-secretion (ES) material) และพบว่ามี
อยู่ในพยาธิตั้งแต่ระยะ NEJ จนกระทั่งระยะตัวเต็มวัย โดยอาจมี isotype ที่ปรับเปลี่ยนไปเช่น CathB3 ถูก
สร้างและปล่อยโดย NEJ ในช่วงที่ไชเข้าเนื้อเยื่อของโฮสท์ ส่วน CatB2 พบในขั้นตัวอ่อน และ CatB1 เป็น
เอนไซม์หลักในตัวเต็มวัย (Meemon et al., 2004) เอ็นไซม์ทั้งสองกลุ่มมีการกระจายตัวที่ tegumental cells 
และ caecal epithelial cell ในตัวพยาธิ (Carmona et al., 1993; Smith et al., 1993; Creaney et al., 
1996; Wilson et al., 1998; Law et al., 2003; Meemon et al., 2004) นอกจากนั้นพยาธิจะขับ lytic 
protein ที่ช่วยทำให้เซลล์เม็ดเลือดแตก ได้แก่ สารพวก saposin-like protein (SAP) ซึ่งจะจับกับไขมันบน
ผนังเซลล์ทำให้เกิดรูและทำให้เซลล์ของโฮสท์แตกออกเพื่อเป็นอาหารพยาธิต่อไป  
 ได้มีการศึกษาคณุสมบัติบางประการของยีน saposin-like protein (SAP) สองชนิดในพยาธิใบไม้ตับ
ชนิด F. hepatica (FhSAP-1 และ FhSAP-2) (Reed et al., 1998; Reed et al., 2000; Espino and Hillyer, 
2003) โปรตีนทั้งสองตัวนี้มีน้ำหนักโมเลกุลและโครงสร้างคล้ายกับโปรตีน amoebopore ของ Entamoeba 
spp. ซึ่งเป็นปรสิตกลุ่มเดียวที่มีการศึกษาและวิเคราะห์คุณสมบัติของ SAP อย่างสมบูรณ์ที่สุด นอกเหนือจาก
โปรตีน SAP แล้ว ยังพบโปรตีน NK-lysin และ granulysin ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ที่มีคุณสมบัติคล้ายกันกับ
โปรตีน amoebopore โดยโปรตีนในกลุ่มนี้ของโปรโตซัวจะเข้าไปทำปฏิกิริยากับไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์ของ
เซลล์แปลกปลอมทำให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์และทำให้เซลล์เป้าหมายแตก (Zhai and Saier, 2000; Bruhn, 
2005) โปรตีนกลุ่มนี้จึงถูกใช้เป็นกลไกในการป้องกันตัว และย่อยอาหารของอะมีบา ส่วนในพยาธิ Fasciola 
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SAP ถูกใช้สำหรับการสลายสารอาหารโดยเฉพาะการสลายเซลล์เม็ดเลือดซึ่งเป็นอาหารหลัก (Espino and 
Hillyer, 2003) เซลล์เม็ดเลือดที่แตกออกจะถูกพยาธินำมาใช้เป็นอาหาร โดยมีการหลั่งเอ็นไซม์พวก 
proteases ดังกล่าวแล้ว ออกมาย่อย อีกต่อหนึ่งจนกลายเป็นโมเลกุลเชิงเดี่ยวที่ถูกดูดซึมผ่านทางผนังลำไส้เข้า
สู่ตัวพยาธิ  
 การศึกษาเพื่อทดลองหาวัคซีนป้องกันโรคพยาธิใบไม้ตับ Fasciola spp. เริ่มต้นเมื่อประมาณ 20 ปีที่
แล้วมา โดยเริ่มจากการทดลองใช้แอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิตัวเต็มวัยทั้งตัว และสารที่พยาธิตัวเต็มวัยหลั่ง
ออกมาโดยไม่มีการทำให้บริสุทธิ์ก่อนนำมาใช้ พบว่าให้ผลในการป้องกันการติดเชื้อได้แต่ไม่ดีเท่าที่ควร วัคซีนที่
ให้ผลดีพอสมควรคือวัคซีนที่เตรียมจากพยาธิตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์ตาเรียที่ถูกฉายรังสี ซึ่งสามารถให้ผลใน
การป้องกันการติดเชื้อได้ถึง 69-80% (Nansen, 1975; Hall and Lang, 1978; Haroun and Hilyer, 1986) 
แต่มักจะทำให้เกิดสภาวะแทรกซ้อน เช่น การเป็นถุงน้ำ (cysts) ที่อวัยวะต่าง ๆ เช่น ปอด เนื่องจากมีการ
เคลื่อนที่ของ NEJ ที่ถูกฉายแสงแล้วไปอยู่ที่อวัยวะเหล่านั้นก่อนที่จะสลายไป ต่อมาได้มีการศึกษาทดลองโดยใช้
วัคซีนที่สกัดจากพยาธิตัวเต็มวัย ซึ่งแยกให้บริสุทธิ์เสียก่อนด้วยวิธีต่าง ๆ พบว่าให้ผลดีพอสมควรในการป้องกัน
การติดเชื้อพยาธิ แต่ก็เตรียมและทำให้บริสุทธิ์ได้ยาก ปัจจุบันวัคซีนตัวเลือกที่ได้ถูกนำมาใช้คือโปรตีนที่มี
ความสำคัญในการดำรงค์ชีพของพยาธิดังที่กล่าวมาแล้ว โปรตีนตัวแรก ๆ ที่ถูกนำมาใช้คือโปรตีนในกลุ่ม 
FABPs (Hillyer et al., 1987; Tendler et al., 1995; Aban et al., 1999)และโปรตีนในกลุ่ม antioxidant 
enzymes โดยเฉพาะ glutathione-S-transferase (GST) (Sexton et al., 1990; Sexton et al., 1994; 
Morrison et al., 1996) ต่อมาได้มีการนำโปรตีนในกลุ่ม proteases ได้แก่ Cath L และ LAP มาใช้ (Wijffels 
et al., 1994; Dalton et al., 1996; Estuningsih et al., 1997; Muro et al., 1997; Mulcahy et al., 
1998; Piacenza et al., 1999) ซึ่งปรากฏว่าได้ผลดีพอสมควร โดยเฉพาะการใช้ Cath L กับ LAP และ heme 
โปรตีนทำให้พยาธิตัวเต็มวัยไม่ออกไข่และตายในที่สุด นอกจากนั้นยังมีการศึกษาคุณสมบัติของการเป็นวัคซีน
ของ recombinant FhSAP-2  ต่อ F. hepatica ในกระต่าย และพบว่าโปรตีนนี้มีประสิทธิภาพในการเป็น
วัคซีนที่ดี โดยมีจำนวนพยาธิลดลงถึง 81.2% และจำนวนไข่พยาธิในอุจจาระและน้ำดีของสัตว์ ทดลองลดลง 
83.8% และ 73% ตามลำดับ (Espino and Hillyer, 2003) 
 
ตารางที่ 1 สรุปผลการทดสอบวัคซีนป้องกันโรค Fasciolosis ที่คณะผู้วิจัยได้ทดลอง 
 

Protein Expression 
system 

Animal %protection References  

rFgSAP-2 E. coli Mice 78.5 Kueakhai et al., 2013 
rFgSAP-1 E. coli Mice 74.3 Kueakhai et al., 2016 
rFgLAP E. coli Mice 64.3 Changklungmoa et al., 2013 
rFgCatL1H Yeast Mice 66.1 Sansri et al., 2015 
rFgL1G E. coli Mice 58.3 Changklungmoa et al., 2016 
rFgL1 E. coli Mice 73.3 Kueakhai et al., 2015 
rFgCatB2 Yeast Mice 60 Chantree et al., 2013 
rFgCatB3 Yeast Mice 66 Chantree et al., 2013 
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ตารางที่ 2 สรุปการทดลองวัคซีนป้องกันโรค Fasciolosis ที่ตีพิมพ ์
 

Protein Type Species Animal %protection Reference 
Hb N F. hepatica Cattle 43.8 Dalton et al., 1996 
CP  F. gigantica Sheep 56.9 EL-Ahwany et al., 2012  
B R F. hepatica Rat 63.0 Jayaraj et al., 2009 
L1 N F. hepatica Cattle 42.5 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Sheep 34.0 Piacenza et al., 1999 
 R F. hepatica Cattle 48.2 Golden et al., 2010 
L1G R F. hepatica Cattle 43.0 Jayaraj et al., 2010  
L2 N F. hepatica Cattle 43.0 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Sheep 33.0 Piacenza et al., 1999 
L3 R F. hepatica Rat 52.0 Reszka et al., 2005 
L5 R F. hepatica Rat 59.0 Jayaraj et al., 2009 
LAP N F. hepatica Sheep 89.6 Piacenza et al., 1999 
 R F. hepatica Rabbit 78.0 Acota et al., 2008 
 R F. gigantica Buffalo 0.0-8.4 Raina et al., 2011 
 R F. hepatica Sheep 49.5-86.9 Maggioli et al., 2012 
L1+L2 N F. hepatica Cattle 54.0 Mulcahy et al., 1998 
 N F. hepatica Sheep 60.0 Piacenza et al., 1999 
L1+L2+LAP N F. hepatica Sheep 79.0 Piacenza et al., 1999 
LAP+Prx R F. gigantica Buffalo 0.0 Raina et al., 2011 
L1+Hb N F. hepatica Cattle 51.9 Dalton et al., 1996 
L2+Hb N F. hepatica Cattle 72.4 Dalton et al., 1996 
 N F. hepatica Cattle 72.4 Mulcahy et al., 1998 
B+L5 R F. hepatica Rat 76.0 Jayaraj et al., 2009 
B+L1G R F. hepatica Rat 62.0 Jayaraj et al., 2009 
L5+L1G R F. hepatica Rat 52.0 Jayaraj et al., 2009 
B+L5+L1G R F. hepatica Rat 52.0 Jayaraj et al., 2009 
SAP2 R F. hepatica Mice 60.0 Espino et al., 2010 

 
หมายเหตุ N=โปรตีนจากพยาธิ, R=รีคอมบิแนนท์เอนไซม ์
 

รีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถช่วยลดการติดเช ื ้อ Fasciola spp. ได้จร ิงและมีโอกาสประสบ
ความสำเร็จอย่างมากที่จะทำให้ลดการติดเชื้อถึง 95-99%  จึงเหมาะแก่การนำมาผลิตเป็นวัคซีน นอกจากนี้ยัง
มีสารเสริมฤทธิ ์ (adjuvant) เป็นสารประกอบหรือระบบนำส่งที ่มีคุณสมบัติช่วยเพิ ่มการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจน เมื่อนำมาใช้กับวัคซีนจึงเป็นแอนติเจนที่ช่วยให้วัคซีนกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ดี  และ
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ยังทำให้แอนติเจนในวัคซีนอยู่ได้นานขึ้นทั้งคุณสมบัติทางชีวภาพ และความสามารถในการกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ ้มกัน จึงทำให้ลดปริมาณแอนติเจนหรือจำนวนครั ้งในการฉีดวัคซีนลง  เช่น aluminium salt หรือ 
emulsion-based adjuvant โดยสารเสริมฤทธิ์จะพาแอนติเจนไปยังต่อมน้ำเหลืองที่มีเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน
อยู่ แอนติเจนที่มีขนาดเล็กมากๆ เช่น สายโปรตีนจะถูกกำจัดออกจากตำแหน่งที่ฉีดวัคซีนและต่อมน้ำเหลือง
อย่างรวดเร็วภายหลังฉีด ( Kenney and Cross, 2010; Pulendran et al., 2010)  สารเสริมฤทธิ์แอนติเจนที่
ดีจะต้องไม่เป็นพิษต่อร่างกาย มีความคงตัว ราคาถูก ใช้ได้กับวัคซีนหลายชนิด กระตุ้นการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันได้หลายรูปแบบเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าการใช้แอนติเจนเพียงอย่างเดียว และ
เหนี่ยวนำให้เกิดภูมิคุ้มกันระยะยาวโดยมีจำนวนครั้งในการกระตุ้นซ้ำต่ำ ซึ่งสารเสริมฤทธิ์มีอยู่หลายประเภท
โดยแต่ละประเภทมีกลไกการออกฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกันที่แตกต่างกันออกไป  

 

   
แผนภูมิที่ 1 แสดงชนิดของสารเสริมฤทธิ์ 

Freund’s adjuvant  จะประกอบด้วย 2 รูปแบบคือ Freund's complete adjuvant (FCA)   และ 
Freund's incomplete adjuvant (FIA) ซึ่ง FCA  เป็น water-in oil emulsion ที่มีเชื้อ Mycobacterium 
tuberculosis ที่ฆ่าด้วยความร้อนแล้วอยู ่ด้วย FCA จะกระตุ้นให้สร้างแอนติบอดีได้ดีกว่า แต่มักจะเกิด 
granuloma หรือมีการอักเสบรุนแรงบริเวณที ่ฉ ีด โดยทั ่วไปในการฉีดสัตว์ทดลองครั ้งแรก (primary 
immunization) มักใช้ FCA แต่ครั้งต่อไปจะใช้ FIA ซึ่ง FCA จะมีผลต่อ TLR12, TLR4, TLR9 และยังส่งผล
การตอบสนองของ T helper 1 ต่อแอนติบอดี IgG2 ซึ่งมีผลทำให้เกิดการโอบกินของแมคโคฟาจ การทำลาย
ด้วยระบบคอมพิเมนท์ และการฆ่าด้วยเม็ดเลือดขาว ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับส่วนประกอบของ mycobacterial  และ
การส่งสัญญาณในโฮสต์  (Shenderov et al., 2010; Su et al., 2005) เม ื ่อเทียบกับ FIA จะส่งผลการ
ตอบสนองของ T helper 2 ต่อแอนติบอดี IgG1 ซึ่งมีผลการทำลายโดยกระบวนการกระตุ้นระบบ  ADCC ของ
ระบบภูมิคุ ้มกัน FCA และ FIA  มักก่อให้เกิดเนื ้องอก (granulomas) บริเวณที่ฉีดเพราะการตกค้างของ 
mineral oil ที่ไม่เผาผลาญจึงถูกจำกัดเฉพาะในสัตว์เท่านั้น  ดังนั้นในการใช้วัคซีนภาคสนามไม่อนุญาตให้ใช้ได้  

Aluminium salt   เป็นสารเสริมฤทธิ์ตัวแรกที่ถูกใช้ในวัคซีนเป็นเวลานานกว่า 80 ปี aluminium 
salt ที่ถูกใช้ใน ปัจจุบันมีหลายแบบเช่น ในรูปของ aluminium hydroxide ที่ถูกใช้โรคไอกรน, โรคคอตีบ 
และบาดทะยัก, aluminium phosphate ที่ถูกใช้ในโรคไวรัสตับอักเสบ A (HAV) and B (HBV), aluminium 
hydroxyphosphate sulphate ที่ถูกใช้ใน quadrivalant human papillomavirus (HPV) โดย aluminium 
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salt จะทำให้มีการชะลอการปลดปล่อยแอนติเจนแล้วมีผลการตอบสนองของ Th2 จะกระตุ ้นการจับ
แอนติเจนโดยการนำเสนอแอนติเจนบนผิวเซลล์ (antigen presenting cell, APC) หรือแมคโคฟาจ บริเวณ
ตำแหน่งที่ฉีดวัคซีน และมีฤทธิ์ทำให้เกิดการอักเสบบริเวณที่ฉีดยา ทำให้สามารถสร้างแอนติบอดีในการป้องกัน
การติดเชื ้อ  แต่ aluminium จะไม่มีผลต่อการกระตุ้น T lymphocyte, cell-mediated immunity และ 
TLR (Gavin et al., 2006) จึงไม่สามารถใช้สำหรับวัคซีนที่ป้องกันการติดเชื้อภายในเซลล์ได้ 

Oil-in-Water Emulsions เช่น  MF59, Ribi และ  AS03  เป็นอิมัลชัน (อาจเป็น oil in water หรือ 
water in oil) ออกฤทธิ์เหมือนกับ aluminium salt คือกระตุ้นการอักเสบและนำเสนอแอนติเจนบนผิวเซลล์ 
จึงสามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีได้ดี เช่น การใช้ MF59 ซึ่งเป็น oil in water ในวัคซีนป้องกันไข้หวัด
ใหญ่จะมีผลต่อการอักเสบและกระตุ้นการทำงานของ innate immunity  ทั้งในแง่การจับกับแอนติเจน , การ
เปลี่ยนแปลงแอนติเจนในเซลล์ และการนำเสนอแอนติเจนที่ผิวเซลล์ต่อ T lymphocyte หรือการนำเสนอต่อ
ระบบภูมิคุ้มกันอืน่ๆ (direct activation of innate immune cells) โดย oil-in-water จะมีกระบวนการเผา
ผลาญในการเป็นสารเสริมฤทธิ ์ได้ง ่ายกว่า paraffin oil  มีการกระตุ ้นที ่แข็งแรงต่อการตอบสนองของ
แอนติบอดีช่วยให้ใช้ปริมาณยาและปริมาณแอนติเจนน้อยลงและสร้างการตอบสนองต่อหน่วยความจำการ
แสดงออกของ Th1 และ Th2 (Ott et al., 1995). 

Saponin-Based  adjuvants  เป็นอนุภาคนาโนที่ผลิตมาจากซาโปนินที่บริสุทธิ์จากเปลือกต้นไม้ของ
อเมร ิกาใต ้ Quillaja saponaria (Reed S. et al., 2013)  ทำให ้เก ิดการตอบสนองแอนติเจนแบบ T-
dependent และ T-independent ( Petrovsky N. & Aguilar JC., 2004) เมื่อซาโปนินรวมกับคอเลสเตอรอล
และฟอสโฟลิปิดเพื ่อสร้าง Immuno- stimulatory complexes (ISCOMs)  Quil-A® adjuvant สามารถ
กระตุ้น  cell-mediated  และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของ  antibody-mediated ของเชื้อไวรัส, เชื้อ
แบคทีเรีย, ปรสิตและ tumer antigen  ได้  ถึงแม้ว่า ISCOMs เป็นตัวกระตุ้นของการตอบสนองของ Th cell 
แต่ไม่ได้กำหนดว่าเป็น Th1 หรือ Th2 ไม่เหมือนกับสารเสริมฤทธิ์ชนิดอื่นๆ ซึ่ง ISCOMs มีการแสดงออกของ 
MHC class I  และมีการกระตุ้นการตอบสนองของทั้ง CD8+ และ CD4+ T cell  จัดเป็นประเภทโปรตีน
แอนติเจนที่ละลายน้ำในมนุษย์และในสัตว์ทดลอง (Davis et al., 2004) 
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ตารางที่ 3 แสดงสารเสริมฤทธิ์ที่มีการพัฒนาเป็นวัคซีนที่อยู่ในระยะต่างๆ (O’Hagen et al., 2017) 
 จากข้อมูลดังกล่าวจึงสรุปได้ว่าความสำเร็จในการพัฒนาวัคซีนนั้นประกอบไปด้วยหลายปัจจัย แต่อีก
ปัจจัยหนึ่งที่สำคัญคือการเลือกใช้สารเสริมฤทธิ์ ที่จะช่วยกระตุ้นระบบอิมมูนของโฮสล์ และวัคซีนที่พัฒนาโดย
ใช้โปรตีนแอนติเจนบางส่วนจึงจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องใช้สารเสริมฤทธิ์ช่วยด้วย ในปัจจุบันมีผู้คิดค้นสารเสริม
ฤทธิ์เพิ่มขึ้นมากมายและเป็นที่ยอมรับ แต่จะเห็นได้ว่าสารเสริมฤทธิ์นั้นให้ผลที่ไม่เหมือนกันของแต่ละ
แอนติเจน ดังนี้นจึงต้องมีการวิจัยสารเสริมฤทธิ์ควบคู่ไปด้วย 
 
ความสำคัญและที่มาของปัญหา 

Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แกะ และคนในประเทศไทย และประเทศเขต
ร้อนอื่น ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งทำให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจด้านเกษตร
อุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงของประเทศในอัตราสูง จากการสำรวจพบว่าโค กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 
11.8% และในบางบริเวณของประเทศไทยอาจมีอัตราการติดเชื้อสูงถึงร้อยละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้ตับจึงเป็น
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พยาธิทีส่่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม การเลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ เนื่องจากทำ
ให้ผลผลิตเนื้อ นม และการใช้แรงงานลดลงอย่างมาก มีการประมาณว่าโรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหาย
ให้แก่เกษตรกรปีละประมาณ 300 ล้านบาท (Sukhapesna et al., 1990 : Sirihakim and Pholpark, 1991) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในประเทศไทย มีคนติดเชื้อพยาธิ F. gigantica มีแนวโน้มจะมากขึ้นเนื่องจากมีการ
ขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ในประเทศ เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะ 10 ปีที่แล้วมา  
 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica และ F. hepatica ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่
พยาธิในอุจจาระของสัตว์ที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นยำต่ำ ซึ่งการเก็บอุจาระสัตว์นั้นทำได้ยาก
และเสียเวลามากในการตรวจ อีกทั้งไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็
ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัวเต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ ทำให้ใข่ของพยาธินั้น
ปนเปื้อนสู่แหน่งน้ำธรรมชาติซึ่งทำให้วงจรการระบาดยังคงมีอยู่ 

ในประเทศไทยจะมีรายงายการติดพยาธิ F. gigantica ในคนน้อยนั้น ไม่สามารถแปรผลได้ว่าประไทย
ไม่มีการระบาดของของโรค Fasciolosis เป็นเพราะคนส่วนใหญ่ของประเทศไม่ได้รับการตรวจทางการแพทย์ 
เนื่องจากพฤติกรรมของคนไทยนั้นถ้าอาการของโรคไม่รุนแรงมากก็จะไม่ไปตรวจรักษา ซึ่งถ้าติดเชื้อ F. 
gigantica น้อยก็จะไม่แสดงอาการของโรคมากนัก ในทางตรงกันข้ามคนไทยนิยมบริโภคผักสด และผักบาง
ชนิดนั้นปลูกในน้ำ เช่น ผักกะเฉด ผักบุ้งไทย เป็นต้น รวมถึงการนำน้ำธรรมชาติจากหนองบึงมาลดน้ำผักที่ปลูก 
ดังนั้นคนไทยจึงตกอยู่ในภาวะเสี่ยงเป็นโรค Fasciolosis จากพฤติกรรมการบริโภคโดยไม่รู้ตัว และอีกประการ
ที่สนับสนุนได้ว่า  F. gigantica มีการติดในคนได้มากเช่นกันดังมีรายงานการติดเชื้อ F. gigantica ในกลุ่ม
ประเทศตะวันออกกลาง และแอฟริกาเหนือ ส่วนการติดเชื้อ F. hepatica มีรายงานการติดทั้งคนและสัตว์
เช่นกัน ในช่วงระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาคณะผู้วิจัยได้ออกเก็บตัวอย่างพยาธิจากโรงฆ่าสัตว์ เช่น เชียงใหม่ 
ปทุมธานี เพรชบุรี นครราชสีมา แม่ฮองสอน ยังพบวัวและควายติดเชื้อ F. gigantica อยู่ หรือสัตว์บางตัวไม่มี
ตัวพยาธิให้เห็นแต่กลับมีรอยโรค fasciolosis ให้เห็นอยู่ แสดงให้เห็นว่าในปัจจุบันการแพร่ระบาดของโรค 
fasciolosis ในประเทศไทยนั้นไม่ได้ลดลงเลย น่าจะเพิ่มขึ้นมากเสียอีก ภาวะโรคร้อนยิ่งเป็นตัวเร่งของวงจร
ชีวิตของ Fasciola spp. ให้เร็วและเพิ่มขึ้นด้วย ในสถานะการปัจจุบันมีการนำวัวจากประเทศเพื่อนบ้าน เช่น 
พม่า บังคลาเทศ เข้ามา ซึ่งวัวในแถบนั้นมีการติดเชื้อ Fasciola spp. อยู่มาก และในอนาคตมีโอกาศมากที่เชื้อ 
F. hepatica จะมาแพร่ระบาดในประเทศไทยด้วย จึงยิ่งทำให้สถานการแพร่ระบาดไม่อาจหายไปได้เลย ดังมี
รายงานหอยในแหล่งน้ำสาธารณะมีการติดเชื้อ F. gigantica  
 พันธุกรรมของ F. gigantica และ F. hepatica นั้นมีความคล้ายกัน 95-100 % จึงมีความ
เป็นไปได้สูงมากที่จะผลิตชุดตรวจวินิจฉัยโรคให้ครอบคลุมทั้งสองชนิด และปัญหาโรค fasciolosis ยังเป็น
ปัญหาทางด้านสาธารณะสุขและปศุสัตว์อยู่มาก จึงเป็นโอกาศทางการค้าที่ประเทศไทยจะสามารถผลิตชุด
ตรวจวินิจฉัยโรค fasciolosis ได้เองและสร้างมูลค่ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่างดี และถ้างานวิจัยนี้สามารถ
เป็นสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรคที่ใช้งานได้จริง ซึ่งจะเป็นต้นแบบแนวคิดที่จะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรคสำหรับโรค
พยาธิอื่นๆ เช่น Opisthorchis viverrini ที่มีการแพร่ระบาดมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  

ดังนั้นคณะวิจัยซึ่งได้เห็นแนวโน้มที่จะสร้างชุดตรวจวินิจฉัยโรค fasciolosis ได้ จึงคิดที่จะต่อยอด
งานวิจัยให้เป็นนวัตกรรมที่สร้างขึ้นจากคนไทย ซึ่งจะสร้างชื่อเสียงกับมหาวิทยาลัยและประเทศชาติ 
 
วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย 

การพัฒนาและปรับปรุงศักยภาพของวัคซีนที่สามารถป้องกันการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ F. gigantica 
และ F. hepatica โดยใช้โปรตีนสังเคราะห์สายสั้น (short synthetic peptides) จากกลุ่มเอนไซม์ย่อยสลาย
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โปรตีนที่มีศักยภาพ ได้แก ่cathepsin B (CatB), cathepsin L (CathL), leucine aminopeptidase (LAP) 
และ saposin (SAP) ในหนูทดลอง 

การศึกษาหาสารเสริมฤทธิ์ (Adjuvant) ที่จะเพิ่มศักยภาพของวัคซีนในการป้องกันการติดเชื้อพยาธิ
ใบไม้ตับ Fasciolosis ให้ศักยภาพของวัคซีนมีประสิทธิภาพสูง ได้แก่ (Aluminium	 salt	 ,	 Oil-in-Water	
Emulsions,	Saponin-Based) 
ในหนูทดลอง 

1. ศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนแอนติเจนเดี่ยว (single vaccine) 
2. ศึกษาทดสอบศักยภาพการเป็นวัคซีนแอนติเจนรวม (combine vaccine) 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การเผยแพร่ในวาร 
 คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์บทความวิชาการในวารสารนานาชาติที่มี impact factor ค่อนข้างดี (Q1 
หรือ Q2) ได้ไม่น้อยกว่า 1 บทความ 
 
หน่วยงานที่สามารถนำผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
1. สถาบันผลิตสัตว์และสุขภาพสัตว์  
2. สถานีบำรุงพันธุ์และวิเคราะห์โรคสัตว์ กรมปศุสัตว์  
3. ฟาร์มปศุสัตว์  
4. เกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์รายย่อย  
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เนื้อเรื่อง (Main body) 
รายละเอียดเกี่ยวกับวิธีดำเนินการวิจัย (Materials & Method) 
การผลิตเมตาเซอร์คาเรีย (metacercaria) ของพยาธ ิ

การเพาะเลี้ยงวงชีวิตพยาธิในห้องปฏิบัติการ 

 นำเอาตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจากไข่พยาธิไปติดเชื้อในหอย Lymnaea ollula ซึ่งนำมาจากประเทศ
ญี่ปุ่นเพื่อให้ได้ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียสำหรับการทดลองได้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากหอย L. ollula 
เป็นพันธุ์ที่มีความทนต่อการติดเชื้อพยาธิกว่าหอย Radix rubiginosa ซึ่งเป็นพาหะกลางของพยาธิใบไม้ตับ โค 
กระบือ ตามธรรมชาติในประเทศไทย การเพาะเลี้ยงหอย L. ollula กระทำโดยนำหอยตัวเต็มวัยประมาณ 30 
ตัว ใส่ในอ่างพลาสติกสีขาว ขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซ.ม. สูงประมาณ 9 ซ.ม. ภายในอ่าง ใส่ดิน
เหนียวและก้อนหิน ทำเป็นทางลาดเพื่อให้หอยวางไข่ เติมน้ำให้ท่วมดินเหนียวและก้อนหินประมาณ 2 ซ.ม. ให้
ออกซิเจนโดยใช้เครื่องพ่นอากาศลงไปในอ่างน้ำตลอดเวลาและให้แสงสว่างโดยใช้ไฟนีออนขนาด 40W เป็น
เวลา 8 ช.ม. ต่อวัน ให้อาหารคือผักกาดหอมและสาหร่ายเซลล์เดียว 
 การติดเชื้อพยาธิใบไม้ในหอย L. ollula 
 (1) นำเอาไข่พยาธิที่ได้จากถุงน้ำดีของโคหรือกระบือที่ติดเชื้อพยาธิมาล้างน้ำดีออกด้วยน้ำที่ปราศ จาก
คลอรีน จากนั้นรวมเอาไข่ที่ได้ใส่จานแก้ว (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 16 ซม.  เติมน้ำให้ท่วมฝาตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจดูการพัฒนาของไข่พยาธิทุกวันภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (dissecting microscope) 
พยาธิใช้เวลาประมาณ 14-16 วัน จึงจะเจริญเป็นระยะไมราซิเดียม และฟักออกมาจากไข ่
 (2)  นำหอยที่โตเต็มที่ขนาดประมาณ 4-5 มม. แยกออกมาใส่ถ้วยพลาสติกซึ่งบรรจุน้ำปราศจาก
คลอรีน ดูดเอาตัวอ่อนพยาธิระยะไมราซิเดียม จำนวน  2 ตัว ใส่ลงไปในถ้วยที่ใส่หอยไว้แล้วใช้หลอดไฟขนาด 
40W ส่องห่าง ๆ เพื่อช่วยกระตุ้นไมราซิเดียซึ่งไวต่อแสง ตั้งถ้วยทิ้งไว้ประมาณ 2 ชม. เพื่อให้ไมราซิเดียวไชเข้า
ไปในหอย หลังจากนั้นแยกเอาหอยออกมาเลี้ยงตามปกติ 
 การเก็บตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย (metacercaria) จากหอยที่ติดเชื้อพยาธิ 
 จากการศึกษาพบว่า ตัวอ่อนพยาธิใช้เวลาในการเจริญในหอยประมาณ 6 สัปดาห์ จึงจะได้ตัวอ่อน
ระยะเซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งจะออกจากหอยมาว่ายอยู่ในน้ำ หลังการติดเชื้อได้สัปดาห์ที่ 5 จึงเริ่มตรวจดู
หอยที่ติดเชื้อไว้ และแยกหอยที่ติดเชื้อออกมาเลี้ยงรวมกันในที่ซึ่งพรางแสง เพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอ่อนระยะเซอร์
คาเรียออกมาจากหอย 
 สำหรับการเก็บตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียดำเนินการดังต่อไปนี้ 

(1) นำหอยที่ได้ติดเชื้อไว้แล้วแยกใส่ถ้วยพลาสติกใสที่มีน้ำปราศจากคลอรีนทำเช่นนี้ทุกวันเว้นวัน 
(2) ใช้แผ่นพาลสติกบางใสขนาด 5x5 ซม. ใส่ลงในถ้วย 
(3) ใช้โคมไฟขนาด 40W ส่องกระตุ้นให้เซอร์คาเรียออกจากหอย 
(4) ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายอยู่ในน้ำระยะเวลาสั้น ๆ แล้วจึงเกาะกับแผ่น   
พลาสติก  สลัดหางทิ้ง สร้างซิสต์ระยะเมตาเซอร์คาเรียขึ้นมา 

(5) หลังจากนั้นประมาณ 2 ชม. แยกเอาหอยออกไปเลี้ยงตามเดิม นำเอาแผ่นพลาสติกออกมาส่องใต้ 
กล้องจุลทรรศน์ เก็บแผ่นพลาสติกที่มีเมตาเซอร์คาเรียไว้ในตู้เย็น ซึ่งเมตาเซอร์คาเรียจะมีชีวิตอยู่ 
ได้ประมาณ  1 สัปดาห์ 

 การสังเคราะห์โปรตีนสายสั้น 
 สั่งสังเคราห์โปรตีนสายสั้น โดยการสังเคราห์เป็นช่วงๆ ของแอนติเจนเป้าหมายโดยมีความยาว 30 อะ
มิโน  
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ตารางที่ 4 จำนวนโปรตีนสังเคราะห์สายสั้น 
โปรตีน จำนวนอะมิโนทั้งหมด (อะมิโน) จำนวนหน่วยโปรตีนสายสั้น (30 อะมิโน/เส้น) 
SAP1 100 3 
SAP2 100 3 
CatL 326 11 
CatB 300 10 
LAP 523 17 

 
 การทดสอบคุณสมบัติของวัคซีน 

กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยทั้งในรูปของโปรตีนเดี่ยว (single vaccine) โปรตีนผสม (cocktail vaccine) โดย
ผสมกับสาร adjuvants ในการศึกษาส่วนนี้ผู้ทำการวิจัยจะทำการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลองต่อโปรตีน
เป้าหมาย (CatB, CatL, SAP, LAP) โดยทำการฉีดกระตุ้น 2 วิธีเพื่อเปรียบเทียบผล คือ ใต้ผิวหนัง โดยแบ่งหนู
ออกเป็น 3 กลุ่มทดลอง กลุ่มทดลองละ 10 ตัว ได้แก่  
 กลุ่มที่ 1  ไม่มีการฉีดกระตุ้นใช้เป็นกลุ่มควบคุมที่ 1 
 กลุ่มที่ 2  ทำการฉีดกระตุ้นด้วยบัฟเฟอร์ที่ไม่มีโปรตีนผสมเป็นกลุ่มควบคุมที่ 2 
 กลุ่มที่ 3  ทำการฉีดกระตุ้นเข้าใต้ผิวหนังด้วยแอนติเจน 50 ไมโครกรัม ปนกับ adjuvant  
   ต่อครั้ง 
 นำโปรตีนจำนวน 50 ไมโครกรัม ซึ่งละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ (Phosphate Buffer Saline) ผสมกับ 
Adjuvant ในปริมาณเท่า ๆ กัน และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันจนกระทั่งเหนียวข้นไม่แตกตัวกระจาย และจับตัว
เป็นกลุ่มเมื่อหยดทดสอบลงในน้ำ จากนั้นฉีดเข้าช่องท้องหนูหรือใต้ผิวหนังโดยฉีดทั้งหมด 3 ครั้ง แต่ละครั้งห่าง
กัน 2 สัปดาห์ โดยผสมโปรตีน Adjuvant สำหรับการฉีดครั้งแรก และจะฉีดครั้งต่อไป เมื่อครบ 2 สัปดาห์
หลังจากฉีดครั้งที่ 3 จะเก็บเลือกจากหางหนูเพื่อทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในหนู และจากนั้นจะทำการทดสอบ
การป้องกันการติดเชื้อพยาธิ โดยการป้อนเมตาเซอร์คาเรียจำนวน 10 เม็ด และหลังจากป้อนเมตาเซอร์คาเรีย 4 
สัปดาห์ จะฆ่าหนูเพื่อคำนวณหาค่าร้อยละของการป้องกันการติดเชื้อ 
 

ทำการสังเคราะห์โปรตีน 
 

ฉีดโปรตีนวัคซีนกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง 
 

ทดสอบการสร้างภูมิคุ้มกันในเลือดสัตว์ทดลอง 
 

ทำการติดเชื้อ  NEJ ในสัตว์ทดลองที่ได้รับวัคซีน 
 

ศึกษาอัตราการติดเชื้อพยาธิในสัตว์ทดลอง 
 

ประเมินผลประสิทธิภาพของวัคซีนในสัตว์ทดลอง 
 

แผนภูมิที่ 2  แสดงแผนงานวิจัยด้านการพัฒนาโปรตีนวัคซีน เพื่อกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันการติดเชื้อพยาธิ 
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การนับจำนวนพยาธ ิ
 หนูถูกทำให้ตายด้วย CO2 หลังจากการทำให้หนูติดเชื้อพยาธิ 4 สัปดาห์ แล้วนำตับหนูออกมาใส่ใน
น้ำเกลือ และฉีกตับหนูให้เป็นชิ้นเล็กๆ ปล่อยให้ตัวพยาธิออกมาจากตับ หลังจากนั้นนับจำนวนพยาธิจากตับ
ของหนูแต่ละตัว เพื่อนำไปคำนวณหาร้อยละของการป้องกันการติดเชื้อต่อไป 
 

วิธีการประเมินผล/ สังเคราะห์ข้อมูล 
ทำการคำนวณหาค่า % protection ดังสูตรด้านล่าง 

% Protection     = (A - B)/A X 100 
 ‘‘A” ค่าเฉลี่ยของ worm recovery จากกลุ่มควบคุม 
 ‘‘B” ค่าเฉลี่ยของ worm recovery จากกลุ่มทดสอบ 

เปรียบเทียบ ระดับของแอนติบอดี และ เอนไซม์ตับ ของกลุ่มทดสอบกับกลุ่มควบคุม โดยใช้ one-way 
ANOVA and Kruskal-Wallis Test และ ใช้โปรแกรม SPSS ในการคำนวณ และ ที่ p ≤  0.05 ถือว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 

ตรวจวัดระดับ liver enzymes ในเลือด 
  ตรวจวัดระดับ เอนไซม์ตับ (AST, ALT และGGT) เพื ่อตรวจวัดความผิดปกติของตับ ด้วยเครื ่อง
อัตโนมัติ (automatic machine) เพื่อหาระดับความเสียหายของตับจากพยาธิ 
 

ตรวจหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA 
เป็นวิธีที่มี sensitivity สูงใช้สำหรับตรวจหาแอนติบอดี ขั้นตอนดังกล่าวแสดงโดยย่อ ด้วยแผนผังและ

ภาพประกอบ ดังนี้ 

 
ภาพที่ 1 แสดงภาพสรุปวิธี Indirect ELISA 

(https://www.biosynth.com/en/product-areas/diagnostics/elisa/elisa.html?sprache=en) 
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เคลือบ ELISA plate ต่อแอนติเจนเป้าหมาย 
 

ใส่ skim milk เพื่อ block non specific binding 
 

ใส่ซีรั่มหนู (serial dilution) ลงในหลุมของ ELISA plate 
 

ใส่ secondary antibody goat anti-mouse conjugate ด้วย HRP 
 

ใส่ TMB substrate ลงในหลุมของ ELISA plate 
 

หยุดปฏิกิริยาด้วย 1N HCL แล้วอ่าน OD 
 
แผนภูมิที่ 3 แสดงภาพสรุปวิธี Indirect ELISA นำค่าของ OD ที่ได้มาเปรียบเทียบระดับไตเตอร์ของแต่ละ 

Adjuvant  
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ผลการวิจัย (Results) 
ตรวจสอบความเข้มข้นของโปรตีน SAP-2 , LAP โดยวิธี Lowry  method  

ผลการตรวจสอบความเข้มข้นของ SAP-2 และ LAP ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน โดยใช้วิธี Lowry  method ได้ความเข้มข้นของ SAP-2 เท่ากับ ความเข้มข้น 6.261 µg และ LAP 
ความเข้มข้น 5.639 µg  
 ตารางที่ 5 แสดงค่าความเข้มข้น (Conc.) และค่าการดูดกลืนแสง(Absorbance) ที่  750 นาโนเมตร
ของ SAP-2 และ LAP  

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐาน(Standard curve) เปรียบเทียบหาความเข้มข้น SAP-2 และ LAP 
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ตรวจวิเคราะห์โปรตีน SAP-2 , LAP โดย SDS-PAGE  
 จากการตรวจวัดขนาดของโปรตีน recombinant protein LAP (rFgLAP) เเละ  recombinant protein SAP-2  
(rFgSAP-2) ของพยาธิใบไม ้Fasciola gigantica  ด้วยวิธี  gel electrophoresis พบว่า rFgLAP นั้นมีขนาด 57.6 kDa เเละ 
rFgSAP-2 มีขนาด 10 kDa  (ภาพที่ 4-2 ) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
            

 
 
ภาพที่ 3  เเสดงขนาดของเเถบโปรตีน LAP (lane 1 ) เเละ SAP-2 (lane 2) เทียบตำเเหน่งเเละขนาดของโปรตีน 

Specific marker (ด้านซ้ายสุด) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนด้วย gel electrophoresis 
 
ตารางที่ 6 Worm recovery เเละร้อยละของพยาธิที่ลดลงในหนู ICR ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย recombinant- protein ของ
พยาธิ F.gigantica โดย infect หนูด้วยพยาธิระยะ metacercariae 15 ตัว ต่อหนู 1 ตัว 
 

Groups Mice Treatments Worm recovery Mean ± SD Reduction 
(%) 

1.Infected Control 
2.Infected Control 
3.Adjuvant Control 
4.rFgSAP-2 

  
5.rFgLAP 

  
6.rFgSAP-2 +   rFgLAP 

10 
10 
10 
  
10 
  
10 
 
10 

Non-immunized and uninfected 
Non-immunized and infected 
Immunized with Adjuvant and 
infected 
Immunized with 50 µg of rFgSAP-2 
plus adjuvant and infected 
Immunized with 50 µg of rFgLAP 
plus adjuvant and infected 
Immunized with 25 µg of rFgSAP-2 
plus adjuvant , and 25 µg of 
rFgLAP plus adjuvant infected 

- 
5,7,6,3,6,8,7,8,5,4 
6,8,4,3,5,7,6,2,8,8  
 
2,4,0,1,2,0,1,2,4,0 
  
0,4,1,3,1,1,2,1,3,3 
  
2,1,0,0,1,1,3,2,0,1 

-  
5.9  ±  1.66 
5.7  ±  2.16   

 
1.6  ± 1.51 

   
1.9  ± 1.29 

   
1.1 ± 0.99 

- 
- 
- 

  
72.8, 71.9 

   
67.8, 66.6 

   
81.3, 80.7 

* Significant  in worm reduction compared with control groups(p<0.05) 
a Percent reduction, compared with group 2, b Percent reduction, compared with group 3 
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ทำการฉีดวัคซีนด้วยโปรตีนแบบชนิดเดียว (LAP, SAP2) และโปรตีนแบบผสม (LAP+SAP2) ในหนู
ทั้งหมด 10 ตัวจำนวน 2 ครั้งห่างกัน 4 อาทิตย์ ต่อมาสองสัปดาห์หลังจากการฉีดครั้งที่สองทำการติดเชื้อหนู
ด้วยพยาธิ Fasciola gigantica ระยะ metacercariae จำนวน 15 เม็ดต่อหนู หลังจากผ่านไป 4 สัปดาห์จึง
การฆ่าหนูเพื่อนับจำนวนพยาธิจากตับและคำนวนเปอร์เซนต์การลดลงของพยาธิหรือ Percent of reduction 
(%) พบว่าหนูในกลุ่มที่ฉีดโปรตีน LAP SAP2 และ โปรตีนแบบผสม (LAP+SAP2)  มีเปอร์เซ็นต์การลดลงของ
พยาธิ 66.7-67.8% 71.9-72.9% และ 80.7-81.4% เมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม adjuvant control และ positive 
control ตามลำดับ 

 
ตรวจการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG 1 เเละ IgG2a ต่อโปรตีน SAP-2 ,LAP ด้วยวิธี Indirect 
ELISA 
 ผลการตอบสนองของ HRP-conjugated goat anti-mouse IgG1,IgG2a  ต่อกลุ่ม SAP-2 , LAP, 
SAP-2+LAP โดยเเต่ละกลุ่มเเบ่งเป็น Infection ( 4 สัปดาห์ ) เเละ Termination ( 6 สัปดาห์) ด้วยวิธีการ 
Indirect ELISA  โดยเเต่ละกลุ่ม SAP-2 , LAP เเละ SAP-2+LAP มีการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันในการสร้าง
ระดับเเอนติบอดี IgG1 มากกว่า IgG2a ผลตามตาราง ดังนี้  
 

ตารางที่ 7 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม SAP-2 ตรวจหาระดับเเอนติบอดี IgG1 
เเละ IgG2a ของโปรตีน SAP-2 
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 ตารางที่ 8 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม LAP ตรวจหาระดับเเอนติบอดี IgG1เเละ 
IgG2a ของโปรตีน LAP 

 
 
 ตารางที่ 9 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม SAP-2+ LAP ตรวจหาระดับเเอนติบอดี 
IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน SAP-2 
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 ตารางที่ 10 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม SAP-2+ LAP ตรวจหาระดับเเอนติบอดี 
IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน LAP 

 

จากการเปรียบเทียบระดับ IgG1 และ IgG2a ของหนูแต่ละกลุ่ม พบว่าซีรัมจากหนูที่ immunized ด้วย 
rFgLAP หรือ rFgSAP-2 หรือrFg LAP + rFgSAP-2 มีระดับ IgG titer สูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเทียบกับ 
adjuvant , negative control , positive control 
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การตอบสนองของระดับ Antibody (IgG) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 ภาพที่ 4 กราฟเเสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-2 IgG1 antibody กับระยะเวลาหลังจากการกระตุ้นด้วย 

rFgLAP (ภาพ A), กราฟเเสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-2 IgG2a antibody กับระยะเวลาหลังจากการกระตุ้นด้วย 
rFgSAP-2 (ภาพ B), กราฟเเสดงความสัมพันธ์ของ Anti-LAP IgG1 antibody กับระยะเวลาหลังจากการกระตุ้นด้วย rFgLAP 
(ภาพ C), กราฟเเสดงความสัมพันธ์ของ Anti-LAP IgG2a antibody กับระยะเวลาหลังจากการกระตุ้นด้วย rFgLAP (ภาพ D), 
* เมื่อเทียบกับกลุ่ม Control มีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) 

 
ผลการวัดระดับ IgG1 และ IgG2a พบว่า กลุ่มหนูที่ฉีดวัคซีนทุกกลุ่มมีการเพิ่มขึ้นของระดับ IgG1 และ 

IgG2a ต่อโปรตีน SAP1 และ SAP2 อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม Positive control และ Adjuvant 
control ทั้งในระยะ Infection และ Termination 
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ต ร ว จ ห า ก า ร เ เ ส ด ง อ อ ก ข อ ง โ ป ร ต ี น  S A P - 2  เ เ ล ะ  L A P  โ ด ย ว ิ ธ ี  W e s t e r n  b l o t  
 การศึกษาการทำปฏิกิริยาซีรัมหนูกลุ่ม LAP ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย LAP กับ Alum,  ซีรัมหนูกลุ่ม 
SAP-2 ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย SAP-2 กับ Alum, ซีรัมหนูกลุ่ม SAP-2+LAP ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย SAP-2 
ร่วมกับ LAP กับ Alum ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica เพื่อยืนยันผลการทดสอบจากวิธี Indirect 
ELISA พบว่าซีรัมหนูกลุ่ม SAP-2 ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย SAP-2 กับ Alum มีความจำเพาะต่อ rFgSAP-2  
เเละ ซีรัมหนูกลุ่ม LAP ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย LAP กับ Alum มีความจำเพาะต่อ rFgLAP  โดย  rFgSAP-2 มี
ขนาด 10 kDa เเละ rFgLAP มีขนาด 57.6 kDa ซึ่งกลุ่ม SAP-2+LAP พบโปรตีนขนาด 10 kDa และโปรตีน
ขนาด 57.6 kDa กลุ่ม SAP-2 พบโปรตีนขนาด 10 kDa และกลุ่ม LAP พบโปรตีนขนาด 57.6 kDa (ภาพที่ 4-
4)   

 
ภาพที่ 5 เเสดงขนาดของเเถบโปรตีน HRP-conjugated goat anti-mouse  ต่อ pool serum SAP-2+LAP  

,pool serum SAP-2 , pool serum LAP  โดยกลุ่ม SAP-2+ LAP  ได้เเก่ L1 (lane 2) , S1  (lane 3)  กลุ่ม SAP-2 ได้เเก่ 
L2 (lane 4) , S2  (lane 5) เเละ กลุ่ม LAP ได้เเก่ L3 (lane 6) , S3  (lane 7)  เทียบตำเเหน่งเเละขนาดของโปรตีน Specific 
maarker (lane 1) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี indirect western blot analysis 

 

Immunohistochemistry 
              ผลการศึกษาการแสดงออกของ SAP-2 และ LAP ในพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica  เพื่อ
ดูความจำเพาะของแอนติบอดี Anti-LAP, Anti-SAP2 โดยอาศัยหลักการ Immunohistochemistry พบว่ามี
ความ จำเพาะต่อโปรตีนที่ลำไส้ และTestis ของพยาธิ ซึ่ง SAP-2 และ LAP มีการแสดงออกมากที่เซลล์เยื่อบุ
ผนังลำไส้(Epithelium) และTestis จากตัวอย่างซีรัมของหนูระยะ Termination 

 
 
 



 20 

LAP 

ระยะ Infection 

 
ภาพที ่6  การแสดงออกของ FgLAP  gene ในเนื้อเยื่อของ  Fasciola gigantica ในระยะ Infection (ภาพ A) มีการ
แสดงออกบริเวณสว่นปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca),(ภาพ B) ไม่มีการเเสดงออกใน Testis (Ti) 
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ระยะ Termination 

 
ภาพที ่7  การแสดงออกของ FgLAP  gene ในเนื้อเยื่อของ Fasciola gigantica ในระยะ Termination (ภาพ A) แสดงออก
บริเวณเเกรนูลในส่วนปลายไซโตพลาสซมึของ cecal epithelial  cells (Ca), (ภาพ B) มีการแสดงออกบริเวณ Testis (Ti), 
(ภาพ C) มีการแสดงออกของบริเวณ Ovary (Ov) 
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SAP-2 
ระยะ Infection 

 
ภาพที่ 8  การแสดงออกของ FgSAP-2  gene ในเนื้อเยื่อของ  Fasciola gigantica ในระยะ Infection (ภาพ A) มีการ
แสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca), (ภาพ B) ไม่มีการเเสดงออกใน Testis (Ti) 
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ระยะ Termination 

 
ภาพที่ 9  การแสดงออกของ FgSAP-2  gene ในเนื้อเยื ่อของ Fasciola gigantica ในระยะ Termination (ภาพ A) 
แสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca), (ภาพ B) มีการแสดงออกบริเวณ Testis (Ti), 
(ภาพ C) มีการแสดงออกของบริเวณ Ovary (Ov) 
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SAP-2 + LAP  
ระยะ Infection 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่10 การแสดงออกของ FgSAP-2 และ FgLAP  gene ในเนื้อเยื่อของ Fasciola gigantica ในระยะ Infection (ภาพ A) 
มีการเเสดงออกในแกรนูล เเละบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca) ,(ภาพ B) ไม่มีการเเสดง
ออกใน Testis (Ti) 
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ระยะ Termination 
 

 
 ภาพที่ 11 การแสดงออกของ FgSAP-2 และ FgLAP  gene ในเนื้อเยื่อของ Fasciola gigantica ในระยะ Termination 
(ภาพ A) มีการเเสดงออกในแกรนูล เเละบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca) ,(ภาพ B) มีการ
เเสดงออกใน Testis (Ti) ,(ภาพ C) มีการแสดงออกของบริเวณ Ovary (Ov)  
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Negative control 

ภาพที ่12 (ภาพ A) ไม่มีการเเสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells (Ca) ,(ภาพ B) ไม่มีการ
เเสดงออกใน Testis (Ti)  
 

Correlation 
 จากการพล็อตค่า log titer ของกลุ่ม LAP, SAP-2, LAP+SAP-2, adjuvant และ positive control 
กับจำนวนพยาธิที่เหลืออยู่(worm recovery) พบว่าค่า correlation efficiency (r) ของกลุ่ม SAP-2 ระยะ 
infection IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.752 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.777, กลุ่ม SAP-2 ระยะ termination ของ 
IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.783 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.744, กลุ่ม LAP ระยะ infection IgG1 มีค่าเท่ากับ -
0.770 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.761, กลุ่ม LAP ระยะ termination ระยะ IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.743 และ 
IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.668 ดังนั้นค่า correlation efficiency ของกลุ่ม SAP-2 ระยะ termination ของ IgG1 
เเละ กลุ่ม LAP ระยะ infection IgG1 มีค่าติดลบที่มาก แสดงว่าความเข้มข้นของแอนติบอดีที่เพิ่มขึ้น มี
ความสัมพันธ์กับการลดลงของจำนวนพยาธิ (ดังภาพ 4-14 และ 4-15) 

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจำนวน Worm recovery กับระดับของ Antibody (IgG) แสดง
ให้เห็นว่า เพิ่มขึ้นของระดับ IgG1 และ IgG2a สัมพันธ์กับการลดลงของจำนวน Worm recovery โดยพบว่า 
ความสัมพันธ์ของการเพิ่มขึ้นของระดับ IgG1 มีความสัมพันธ์ที่ชัดเจนมากกว่า (Strong correlation) ระดับ
การเพิ่มขึ้นของ IgG2a   
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ภาพที่ 13 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า Log Titer ของ IgG1 และ IgG2a กับจำนวน worm recovery ในระยะ 
Infection (ภาพA และB) ระยะTermination(ภาพC และD) ของ rFgSAP-2-vaccinated, SAP-2 + LAP, 
Adjuvant control(AC), Positive control(PC) แต่ละจุดแสดงถึงค่า Log Titer ของซีรัม(n = 40) กับจำนวน 
worm recovery  
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การตรวจหาความเข้มข้นของโปรตีน rFgSAP-1, rFgSAP-2 โดยวิธี Lowry method 
ตารางที่ 11 แสดงความเข้มข้นของโปรตีน rFgSAP-1, rFgSAP-2 โดยวิธี Lowry method 

Sample Wells Value Result (µg/µl) 
Mean result 

(µg/µl) 

rFgSAP-1 
A3 1.249 6.222 

6.535 
B3 1.362 6.848 

rFgSAP-2 
C3 1.278 6.382 

6.177 
D3 1.205 5.972 

 
ผลการตรวจสอบความเข้มข้นของ rFgSAP-1 และ rFgSAP-2  ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงเทียบกับ 

โปรตีนมาตรฐาน โดยใช้วิธี Lowry method  พบว่า ความเข้มข้นของโปรตีน rFgSAP-1 มีความเข้มข้นโปรตีน
เฉลี่ย 6.535 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และความเข้มข้นของโปรตีน rFgSAP-2 มีความเข้มข้นโปรตีนเฉลี่ย 
6.177 ไมโครกร ัมต ่อไมโครลิตร ตารางที ่ 1 แสดงค่าความเข ้มข ้น(Conc.) และค่าการดูดกลืนแสง
(Absorbance) ที่  750 นาโนเมตรของ rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) เปรียบเทียบหาความเข้มข้น SAP-1 และ SAP-2 
 

การตรวจหาขนาดของโปรตนี rFgSAP-1, rFgSAP-2 โดยวิธี SDS-PAGE 
จากการตรวจวัดขนาดของโปรตีน recombinant protein SAP-1 (rFgSAP-1) เเละ  recombinant  

protein SAP-2  (rFgSAP-2) ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica  ด้วยวิธี  SDS-PAGE พบว่า  rFgSAP-1 
นั้นมี ขนาด 13 kDa และ rFgSAP-2 มีขนาด 11 kDa 
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ภาพที่ 15 เเสดงขนาดของเเถบโปรตีน rFgSAP-1 (lane 1 ) เเละ rFgSAP-2 (lane 2) ที่แยกด้วย 12.5 % 
SDS-PAGE และย้อมด้วยสี Coomassie blue  เทียบตําเเหน่งเเละขนาดของโปรตีน Specific marker 
(ด้านซ้ายสุด) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS-PAGE 
 

การตรวจการตอบสนองของ antibody ชนิด IgG1 เเละ IgG2a ของโปรตีน rFgSAP-1, 
rFgSAP-2  โดยวิธี Indirect ELISA 

ผลการตอบสนองของ  HRP-conjugated goat anti-mouse IgG1, IgG2a ต ่อกล ุ ่ม  rFgSAP-1, 
rFgSAP2, rFgSAP-1+rFgSAP-2 โดยเเต ่ละกล ุ ่มเเบ ่งเป ็น Infection (4 สัปดาห ์) เเละ Termination (6 
สัปดาห์) ด้วยวิธีการ Indirect ELISA ผลตามตาราง ดังนี้ 
 
  
 
 
 
 
 

Marker rFgSAP-1 rFgSAP-2 kDa 

250 

130 

95 

72 

55 

36 

28 

17 

10 

  13 kDa 
  11 kDa 
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 ตารางที่ 12 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม rFgSAP-1 ตรวจหา
ระดับเเอนติบอดี IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน rFgSAP-1 
 

Serum 
No. 

Titer 

IgG1 IgG2a 

Infection (4 week) Termination (6 week) Infection (4 week) Termination (6 week) 

1 25600 6400 3200 3200 

2 12800 12800 6400 1600 

3 25600 6400 12800 3200 

4 25600 25600 6400 6400 

5 51200 12800 6400 3200 

6 51200 12800 6400 3200 

7 51200 12800 3200 3200 

8 12800 6400 1600 6400 
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ตารางที่ 13 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม rFgSAP-2 ตรวจหาระดับเเอนติบอ
ดี IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน rFgSAP-2 
 

Serum 
No. 

Titer 

IgG1 IgG2a 

Infection (4 week) Termination (6 week) Infection (4 week) Termination (6 week) 

1 6400 200 3200 3200 

2 12800 400 6400 6400 

3 25600 400 6400 1600 

4 3200 หาค่าไม่ได ้ 12800 12800 

5 12800 800 12800 12800 

6 12800 800 6400 1600 

7 12800 400 12800 1600 

8 12800 400 12800 6400 

9 12800 800 25600 12800 

10 25600 800 25600 12800 
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ตารางที่ 14 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม rFgSAP-1+rFgSAP-2 ตรวจหา
ระดับเเอนติบอดี IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน rFgSAP-1 
 

Serum 
No. 

Titer 

rFgSAP-1 

IgG1 IgG2a 

Infection (4 week) Termination (6 week) Infection (4 week) Termination (6 week) 

1 12800 25600 6400 102400 

2 25600 12800 6400 51200 

3 25600 6400 3200 25600 

4 25600 25600 1600 3200 

5 25600 51200 3200 3200 

6 12800 6400 6400 6400 

7 12800 12800 3200 12800 

8 หาค่าไม่ได ้ 12800 3200 25600 

9 12800 6400 3200  

10 12800 3200 100  
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ตารางที่ 15 เเสดงค่าดูดกลืนเเสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของกลุ่ม rFgSAP-1+rFgSAP-2 ตรวจหา
ระดับเเอนติบอดี IgG1เเละ IgG2a ของโปรตีน rFgSAP-2 
 

Serum 
No. 

Titer 

rFgSAP-1 

IgG1 IgG2a 

Infection (4 week) Termination (6 week) Infection (4 week) Termination (6 week) 

1 25600 25600 6400 6400 

2 12800 25600 3200 6400 

3 25600 12800 12800 6400 

4 12800 25600 6400 1600 

5 12800 12800 6400 1600 

6 12800 6400 12800 3200 

7 12800 12800 6400 6400 

8 12800 12800 6400 6400 

9 12800 6400 6400 3200 

10 6400 6400 100  
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จากการเปรียบเทียบระดับ IgG1 และ IgG2a ของหนูแตล่ะกลุ่ม พบว่าซีรัมจากหนทูี่ immunized ด้วย 
 rFgSAP-1 หรือ rFgSAP-2 หรอื rFSAP-1 + rFgSAP-2 มีระดับ IgG titer สูงขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับ 
adjuvant , negative control , positive control 

ผลการวัดระดับ IgG1 และ IgG2a พบว่า กลุ่มหนูที่ฉีดวัคซีนทุกกลุ่มมีการเพิ่มขึ้นของระดับ IgG1 และ 
IgG2a ต่อโปรตีน LAP และ SAP2 อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม Positive control และ Adjuvant 
control ทั้งในระยะ Infection และ Termination 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-1 IgG1 antibody กับระยะเวลาหลังจากการกระตุ้น ด้วย 
rFgSAP-1 (ภาพ A), กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-1 IgG2a antibody กับระยะเวลาหลังจากการ 
กระตุ้นด้วย rFgSAP-1 (ภาพ B), กราฟแสดงความสัมพันธ์ Anti-SAP-2 IgG1 antibody กับระยะเวลาหลัง 
จากการกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 (ภาพ C), กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ Anti-SAP-2 IgG2a antibody กับ
ระยะ เวลาหลังจากการกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 (ภาพ D), * เมื่อเทียบกับกลุ่ม Control มีค่าแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญ  (p < 0.05) 
 
 
 
 
 
 

C 
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ตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 โดยวิธี Western blot  
 

 
 

ภาพที่ 17 เเสดงขนาดของเเถบโปรตีน HRP-conjugated goat anti-mouse ต่อ pool serum SAP-1+SAP-
2, pool serum SAP-1 , pool serum SAP-2  โดยกลุ่ม SAP-1 ได้เเก่ S1I (lane 1) , S1T  (lane 2)  กลุ่ม 
SAP-2 ได้เเก่ S2I (lane 3) , S2T  (lane 4) เเละ กลุ ่ม SAP-1+SAP-2 ได้เเก่ S1+S2I (lane 5) , S1+S2T  
(lane 6)  เทียบตำเเหน่งเเละขนาดของโปรตีน Specific marker (ด้านซ้ายสุด) ที่ใช้ในการวิเคราะห์โปรตีน
ด้วยวิธี indirect western blot analysis 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

S1I S1T S2I S2T S1+S2I S1+S2T 

  11 kDa 
  13 kDa 
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Immunohistochemistry 
ผลการศึกษาตำแหน่งการแสดงออกของ FgSAP-1 และ FgSAP-2 ในพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica 
เ พ ื ่ อ ด ู ค ว า ม จ ำ เ พ า ะ ข อ ง แ อ น ต ิ บ อ ด ี  Anti-rFgSAP-1, Anti-rFgSAP-2 โ ด ย อ า ศ ั ย ห ล ั ก ก า ร
Immunohistochemistry พบว่ามีความจำเพาะต่อโปรตีนที่ลำไส้และ Testis ของพยาธิ ซึ่ง SAP-1 และ SAP-
2 มีการแสดงออกมาก ที่เซลล์เยื่อบุผนังลำไส้ (Epithelium) และ Testis จากตัวอย่างเนื้อเยื่อของพยาธ ิ
 

Anti-SAP-2 antibody  
 

        
 

 
 
ภาพที่ 18 การแสดงออกของ FgSAP-2 gene ในเนื้อเยื่อของ Fasciola gigantica ในระยะ Termination 
(ภาพ A) มีการแสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial cells (Ca), ระยะ Infection 
(ภาพ B) แสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial cells (Ca) และ Negative control 
(ภาพ C) ที่กำลังขยาย 400 เท่า 
 
 
 
 

A	A	 B	

C	
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Anti-SAP-1+SAP-2 antibody  
 

     
 
ภาพท ี ่ 19 การแสดงออกของ  FgSAP-1+SAP-2 gene ในเน ื ้อ เย ื ่อของ  Fasciola gigantica ในระยะ 
Termination (ภาพ A) มีการแสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial cells (Ca), 
ระยะ Infection (ภาพ B) แสดงออกบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ Ca ที่กำลังขยาย 400 เท่า 
 

Worm recovery 
 ตารางที ่ 16 Worm recovery เเละร้อยละของพยาธิที ่ลดลงในหนู ICR ที่กระตุ ้นภูมิคุ ้มกันด้วย 
recombinant- protein ของพยาธิ F. gigantica โดย infect หนูด้วยพยาธิระยะ metacercariae 15 ตัว ต่อ
หนู 1 ตัว 

 

* Significant in worm reduction compared with control groups(p<0.05) 
a Percent reduction, compared with group 2 
b Percent reduction, compared with group 3 

 
 
 
 
 

Groups Mice Worm recovery Mean±SD Reduction (%) 

Positive control 10 5,7,6,3,6,8,7,8,5,4 5.9±1.66  

Adjuvant control 10 6,8,4,3,5,7,6,2,8,8 5.7±2.16  

SAP1 10 2,1,0,2,3,0,1,2,2,1 1.4±0.97 76.3a, 75.4b 

SAP2 10 2,4,0,1,2,0,1,2,4,0 1.6±1.51 72.9a, 71.9b 

SAP1+SAP2 10 0,1,2,0,0,2,1,1,1,2 1.1±0.82 83.1a, 82.5b 

A	 B	
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ทำการฉีดวัคซีนด้วยโปรตีนแบบชนิดเดียว (SAP1, SAP2) และโปรตีนแบบผสม (SAP1+SAP2) ในหนู
ทั้งหมด 10 ตัวจำนวน 2 ครั้งห่างกัน 4 อาทิตย์ ต่อมาสองสัปดาห์หลังจากการฉีดครั้งที่สองทำการติดเชื้อหนู
ด้วยพยาธิ Fasciola gigantica ระยะ metacercariae จำนวน 15 เม็ดต่อหนู หลังจากผ่านไป 4 สัปดาห์จึง
การฆ่าหนูเพื่อนับจำนวนพยาธิจากตับและคำนวนเปอร์เซนต์การลดลงของพยาธิหรือ Percent of reduction 
(%) พบว่าหนูในกลุ่มที่ฉีดโปรตีน SAP1 SAP2 และ โปรตีนแบบผสม (SAP1+SAP2)  มีเปอร์เซนต์การลดลง
ของพยาธ ิ 75.4-76.3% 71.9-72.9% และ 82.5-83.1% เม ื ่อเท ียบก ับหนูกล ุ ่ม adjuvant control และ 
positive control ตามลำดับ 

จากการพล็อตค่า log titer ของกลุ่ม SAP-1, SAP-2, SAP-1+SAP-2, adjuvant และ positive 
control กับจำนวนพยาธิที่เหลืออยู่ (worm recovery) พบว่าค่า correlation efficiency (r) ของกลุ่ม SAP-
1 ระยะ infection IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.806 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.769, กลุ่ม SAP-1 ระยะ termination 
ของ IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.853 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.832, กลุ่ม SAP-2 ระยะ infection IgG1 มีค่าเท่ากับ 
-0.830 และ IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.729, กลุ่ม SAP-2 ระยะ termination ระยะ IgG1 มีค่าเท่ากับ -0.821 และ 
IgG2a มีค่าเท่ากับ -0.715 ดังนั้นค่า correlation efficiency ของกลุ่ม SAP-1 ระยะ termination ของ IgG1 
เเละ กลุ่ม SAP-2 ระยะ infection IgG1 มีค่าติดลบที่มาก แสดงว่าความเข้มข้นของแอนติบอดีที่เพิ่มขึ้นมี
ความสัมพันธ์กับการ ลดลงของจำนวนพยาธิ 
 

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจำนวน Worm recovery กับระดับของ Antibody (IgG) แสดง
ให้เห็นว่า เพิ่มขึ้นของระดับ IgG1 และ IgG2a สัมพันธ์กับการลดลงของจำนวน Worm recovery โดยพบว่า 
ความสัมพันธ์ของการเพิ ่มขึ ้นของระดับ IgG1 และ IgG2a กับจำนวนการลดลงของ Worm recovery มี
ความสัมพันธ์ในระดับปานกลาง (Moderate correlation) นอกจากนี้ระดับปริมาณ IgG ทั้งสองชนิดที่ลดลง
อาจเกี่ยวข้องกับการ Neutralizing ของแอนติบอดีต่อโปรตีนของพยาธิ 
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ภาพที่ 20 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า Log Titer ของ IgG1 และ IgG2a กับจำนวน worm recovery ในระยะ 
Infection (ภาพ A และ B) ระยะ Termination (ภาพ C และ D) ของ rFgSAP-1-vaccinated, SAP-1 + 
SAP-2, Adjuvant control (AC), Positive control (PC) แต่ละจุดแสดงถึงค่า Log Titer ของซีรัม (n = 40) 
กับจำนวน worm recover 
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เมื่อนำค่าระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ที่ได้มาสร้างกราฟเทียบกับ ช่วงเวลาต่างๆ ที่ทำการ
ทดลองนับจากวันที่มีการฉีดกระตุ้นโปรตีนครั้งแรก (สัปดาห์ที่ 0) จนถึงวันที่ทำการป้อนด้วย เมตาเซอร์คาเรีย 
(สัปดาห์ที่ 6) และวันที่ทำการฆ่าหนู (สัปดาห์ที่ 10) (รูปที่ 2, 4, 6) ผลการทดลอง พบว่า ระดับแอนติบอดี IgG1 
และ IgG2a ทั้งที่ฉีดกระตุ้นด้วย โปรตีนสังเคราะห์สายสั้น (Short Synthetic Peptides) มีความจำเพาะต่อ
โปรตีนในแต่ละตัว และมีค่าสูงขึ้นตั้งแต่สัปดาห์ที่ 4 ภายหลังจากการฉีดกระตุ้น ในครั้งที่ 2 และสูงสุดในช่วง
สัปดาห์ที่ 6 จากนั้นในช่วงสัปดาห์ที่ 6 เป็นต้นไป ระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a มีค่าคงที่หรือลดลงเพียง
เล็กน้อย ซึ่งน่าจะเป็นผลจากการที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยโปรตีนแล้ว ดังนั้น จากข้อมูลดังกล่าว สามารถบ่ง
ชี้ให้เห็นว่าแอนติบอดีที่ได้จากการฉีดกระตุ้นนี้มีความจำเพาะต่อโปรตีนสังเคราะห์สายสั้น (Short Synthetic 
Peptides) นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ที่ได้รับการกระตุ้นจากการฉีดด้วย 
โปรตีนทั้งสองชนิด พบว่าทั้งโปรตีนสังเคราะห์สายสั้น (Short Synthetic Peptides) สามารถกระตุ้น
แอนติบอดี IgG1 ได้ดีกว่า IgG2a ซึ่งชี้ให้เห็นถึงการกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบ Th2 คล้ายคลึงกับการศึกษาวัคซีนที่
ผ่านมา 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a โดยใช้ซีรั่มของหนูใน 3 ช่วงเวลา คือ 
วันแรกของการติดเชื้อพยาธิ (หรือสัปดาห์ที่ 6 หลังจากฉีดกระตุ้นด้วยโปรตีน) วันที่ 14 หลังจากการติดเชื้อ 
(หรือสัปดาห์ที่ 8 หลังจากฉีดกระตุ้นด้วยโปรตีน) และวันที่ทำการฆ่าหนู หรือวันที่ 28 หลังจากการติดเชื้อ (หรือ
สัปดาห์ที่ 10 หลังจากฉีดกระตุ้นด้วยโปรตีน) เทียบกับจำนวนพยาธิที่ทำการตรวจนับได้ในหนูแต่ละตัว ในแต่
ละกลุ่มการทดลอง พบว่า ระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย โปรตีนสังเคราะห์สายสั้น 
(Short Synthetic Peptides) มีความสัมพันธ์สอดคล้องเชิงลบกับจำนวนพยาธิ กล่าวคือในหนูที่มีระดับของ 
แอนติบอดี IgG1 และ IgG2a สูง จะตรวจพบจำนวนพยาธิน้อย เช่นกัน ซึ่งข้อมูลดังกล่าวแสดงถึง ประสิทธิภาพ
ในการป้องกันการติดเชื้อพยาธิในการทดลองกลุ่มนี้ และเมื่อนำค่าดังกล่าวมาหาความสัมพันธ์ทางสถิติแล้ว 
พบว่ามีค่าความสัมพันธ์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 
 



 41 

 
ภาพที่ 21 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/1 เทียบกับจำนวน
พยาธิของกลุ่มที่ฉีดวัคซีนด้วย spSAP1/1 ในวันที่ทำการติดเชื้อพยาธิ (A,B) วันที่ 14 หลังจากการติดเชื้อ (C, 
D) และวันที่ทำการฆ่าหนู (วันที่ 28 หลังจากติดเชื้อ: E,F) 
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ภาพที่ 22 ผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/2 เทียบกับจำนวนพยาธิ
ของกลุ่มที่ฉีดวัคซีนด้วย spSAP1/2 ในวันที่ทำการติดเชื้อพยาธิ (A,B) วันที่ 14 หลังจากการติดเชื้อ (C, D) 
และวันที่ทำการฆ่าหนู (วันที่ 28 หลังจากติดเชื้อ: E,F) 
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ภาพที่ 23 ผลความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดี IgG1 และ IgG2a ต่อ spSAP1/3  เทียบกับจำนวนพยาธิ
ของกลุ่มที่ฉีดวัคซีนด้วย spSAP1/3 ในวันที่ทำการติดเชื้อพยาธิ (A,B) วันที่ 14 หลังจากการติดเชื้อ (C, D) 
และวันที่ทำการฆ่าหนู (วันที่ 28 หลังจากติดเชื้อ: E,F) 
 

การวิเคราะห์การลดลงของพยาธิในการทดสอบวัคซีน 
 หลังจากทำการฆ่าหนูทดลองแล้วจึงนำตับหนูมาละลายในสารละลาย PBS เพื่อหาจำนวนพยาธิ แล้ว
นำจำนวนพยาธิที่นับได้ของหนูแต่ละตัวในแต่ละกลุ่ม มาทำการวิเคราะห์หาร้อยละการลดลงของพยาธิ ของ
การทดสอบวัคซีน (หรือร้อยละการป้องกันการติดเชื้อ) โดยใช้สูตรคำนวนดังนี้ 

ร้อยละการลดลงของจำนวนพยาธิ =  (A - B)/A x 100 
A คือค่าเฉลี่ยของกลุ่มควบคุม 
B คือค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดสอบวัคซีน 
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ตารางที่ 17 แสดงจำนวนพยาธิที่นับได้หลังจากการทดสอบวัคซีนโดยใช้ Aluminium hydroxide gel 
adjuvant ในแต่ละกลุ่ม 

Group 

Condition Mice Worm recovery Mean 
Percent Reduction 

เทียบกับ 2 เทียบกับ 3 
1 Negative control 10 - - - - 
2 Positive control 10 9,8,2,7,8,9,7,7,9,6 6.9 - - 
3 Adjuvant control 10 5,7,6,9,5,8,7,5,8,9 7.2 - - 
4 spSAP1/1 10 3,1,2,3,4,1,0,2,6,3 2.5 63 65 
5 spSAP1/2 10 2,5,5,0,0,1,2,3,1,4 2.3 66 68 
6 spSAP1/3 10 0,2,1,0,5,1,1,3,3,2 1.8 73 75 

 
การวิเคราะห์ความเสียหายของตับหนูทดลองในการทดสอบวัคซีน 

 การวิเคราะห์ความเสียหายของตับหนูโดยดูลักษณะผิดด้านนอกของตับ ซึ่งพิจารณาจากปริมาณของ 
fibrosis ของตับที่เกิดขึ้น ดังตารางที่ 3 แล้วนำมาเปลียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ตารางที่ 18 การกำหนดระดับการให้คะแนนความรุนแรงของการเกิด fibrosis ของตับ 

ระดับคะแนน ปริมาณ fibrosis (%) ลักษณะ fibrosis 
0 0 ไม่พบเลย 
1 น้อยกว่า 5 พบน้อยมาก 
2 5-15 พบน้อย 
3 15-30 พบปานกลาง 
4 30-50 พบค่อนข้างมาก 
5 มากกว่า 50 พบมาก 

 
ตารางที่ 19 แสดงคะแนนรอยโรคของตับในการทดสอบวัคซีน 

Group Condition Mice Mean liver damage score ± SD 
1 Negative control 10 - 
2 Positive control 10 4.7 ± 1.2 
3 Adjuvant control 10 5.1 ± 1.0 

4 spSAP1/1 10 2.4 ± 1.1 a*, b* 

5 spSAP1/2 10 1.9 ± 1.4 a*, b* 

6 spSAP1/3 10 2.2 ± 1.0 a*, b* 
*ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p < 0.05) 
a เปรียบเทียบกับกลุ่ม 2, b เปรียบเทียบกับกลุ่ม 3 
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การวิเคราะห์น้ำหนักพยาธิโดยเฉลี่ยต่อตัวในการทดสอบวัคซีน 
 การวิเคราะห์น้ำหนักพยาธิโดยเฉลี่ยต่อตัวทำโดยการนำพยาธิของแต่ละกลุ่มทดลองมารวมกัน
และใช้กระดาษกรองซับน้ำให้หมดและชั่งน้ำหนักด้วยตาชั่งที่มีความละเอียด 4 ตำแหน่ง แล้วหาค่าเฉลี่ย
ต่อตัว 
 จากการทดลองจะพบว่าขนาดของพยาธิของกลุ่มทดสอบวัคซีนมีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่าง
มีนัยสำคัญ ซึ่งจะเห็นได้ว่าขนาดของพยาธิที่ทดสอบวัคซันมีขนาดเล็กลงอย่างเห็นได้ชัด และน้ำนักของพยาธิ
ลดลงอย่างมีนัยสำคัญเช่นกัน 
 
ตารางที่ 20 แสดงค่าเฉลี่ยน้ำหนักพยาธิต่อตัวในแต่ละกลุ่ม 
Group 

Condition Mice 

Mean weight 

worm (µg) 
Percent Reduction 

เทียบกับ 2 เทียบกับ 3 
1 Negative control 10 - - - 
2 Positive control 10 2.38 - - 
3 Adjuvant control 10 2.99 - - 
4 spSAP1/1 10 1.03 57.0* 65.6* 
5 spSAP1/2 10 1.12 50.8* 60.9* 
6 spSAP1/3 10 1.01 61.2* 69.6* 

*ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p < 0.05) 
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สรุปผลการวิจัย 
            จากผลการทดสอบ Indirect ELISA เพื่อหาระดับของแอนติบอดีชนิด IgG1 และ IgG2a พบว่า IgG1 
มีระดับสูงกว่าชนิด IgG2a ทั้งระยะ infection และ termination ในกลุ่มของ SAP-2 เเละ LAP เมื่อยืนยันด้วย
ผล western blot ซึ่งทำการทดสอบโดยแบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม SAP-2 ใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้น
ด้วย rFgSAP-2 กับ Alum, กลุ่ม LAP ใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgLAP กับ Alum เเละกลุ่ม SAP-2+LAP 
ใช้ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP-2 เเละrFgLAP  กับ Alum ซึ่งจะ blot กับโปรตีน SAP-2 เเละ LAP 
พบว่า กลุ่ม SAP-2 ให้ผลจำเพาะกับ rFgSAP-2, กลุ่ม LAP ให้ผลจำเพาะกับ rFgLAP และกลุ่ม SAP-2+LAP 
ให้ผลจำเพาะกับ  rFgLAP เเละ  rFgSAP-2 เมื่อทำการทดสอบด้วยวิธี immunohistochemistry โดยใช้
แอนติบอดีจากซีรัมของหนูทั้ง 3 กลุ่มในระยะ infection เเละ termination โดยใช้ 1X PBS เป็น negative 
control มาทดสอบกับเนื้อเยื่อของพยาธิ Fasciola gigantica พบว่าในระยะ infection แอนบอดีมี
ความจำเพาะต่อโปรตีน LAP เเละ SAP-2 ที่แสดงออกบริเวณแกรนูลและส่วนปลายไซโตพลาสซึมของเยื่อบุ
ลำไส้ (cecal epitheilial cell) เเละระยะ termination แอนบอดีมีความจำเพาะต่อโปรตีน LAP เเละ SAP-2 
ที่แสดงออกบริเวณอัณฑะ (testis), รังไข่ (ovary), แกรนูลและส่วนปลายไซโตพลาสซึมของเยื่อบุลำไส้ (cecal 
epitheilial cell)  โดยผลที่ได้นั้นแสดงให้เห็นว่าสามารถนำไปพัฒนาศักยภาพของวัคซีนในการต้านการติด
พยาธิใบไม้ Fasciola gigantica ได้ และความสัมพันธ์ระหว่าง worm recovery กับ ระดับแอนติบอดี พบว่า
ค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีที่สูงขึ้น มีผลทำให้จำนวนพยาธิใบไม้ตับลดลง 
 rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูได้ โดยกระตุ้น Th2/Th1 immune 
responses ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย rFgSAP-1 พบว่ามีระดับของ IgG1 มากกว่า IgG2a ทำให้เกิดการ
กระตุ้น Th2 immune responses ได้เด่นชัด และในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย rFgSAP-2 พบการตอบสนอง
ของ IgG1 และ IgG2a จึงสามารถทำให้เกิดการกระตุ้น Th2/Th1 immune responses ได้เช่นเดียวกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อภิปราย/วิจารณ์ (Discussion) 
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         จากการศึกษาก่อนหน้านี้มีการทดสอบกระตุ้นภูมิคุ้มกันในกระต่ายด้วย SAP-2 จาก F. hepatica 
ร่วมกับ Freund’s adjuvant มีค่า %Protection เท่ากับ 81.2% (Espino and Hillyer, 2004) และ 60 - 
83.3% ในหนูทดลอง (Espino and Hillyer, 2010), หนูกลุ่ม LAP ซึ่งกระตุ้นด้วย LAP จาก F.gigantica 
ร่วมกับ Freund’s adjuvant  มีค่าเท่ากับ 60.8 - 64.3% (Changklungmoa., 2013), หนูกลุ่ม SAP-2 ซึ่ง
กระตุ้นด้วย SAP-2 จาก F.gigantica ร่วมกับ Freund’s adjuvant มีค่าเท่ากับ 76.4 - 78.5% (Kueakhai et 
al., 2013), หนูที่กระตุ้นด้วย SAP-2 จาก F. hepatica ร่วมกับ Freund’s adjuvant มีค่า %Protection 
เท่ากับ 60.0 - 62.5% (Rivera and Espino, 2017)  เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการป้องกันการติพยาธิ 
(%Protection) กับการศึกษาโดยใช้ Adjuvant ที่แตกต่างกันคือใช้ Alum adjuvant ร่วมกับ Recombinant 
protein จากพยาธิ F.gigantica ซึ่ง %Protection ของหนูกลุ่ม LAP กระตุ้นด้วย LAP  มีค่าเท่ากับ 66.6 - 
67.8% และหนูกลุ่ม SAP-2 กระตุ้นด้วย SAP-2 มีค่าเท่ากับ 71.9 - 72.8% เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบครั้ง
นี้กับผลการศึกษาก่อนหน้า พบว่าหนูกลุ่ม LAP ในการศึกษาครั้งนี้มีค่า %Protection สูงกว่า และหนูกลุ่ม 
SAP-2 ในการศึกษาครั้งนี้มีค่า %Protection ต่ำกว่าผลการทดสอบกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูทดลองด้วย 
Combine vaccine ซึ่งใช้ทั้ง LAP และ SAP-2 จาก F.gigantica ร่วมกับ Alum มีค่า %Protection เท่ากับ 
80.7 - 81.3% ซึ่งมีค่าที่สูงกว่าการกระตุ้นด้วย Single vaccine ค่า %Protection ที่สูงขึ้นบ่งบอกถึง
ความสามารถของวัคซีนในการป้องกันการติดพยาธิที่สูงขึ้นด้วย เป็นผลมาจากการใช้ recombinant protein 
สองชนิดทั้ง LAP และ SAP-2 ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้มีการสร้างแอนติบอดีที่จำเพาะกับ LAP และ SAP-2 
เป็นผลทำให้มีการยับยั้งหน้าที่ของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดและนำไปสู่การกำจัดพยาธิ ผลการทดสอบการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกัน จากการหาปริมาณแอนติบอดีชนิด IgG1 และ IgG2a ในซีรัมของหนูทดลองโดยแบ่งเป็น 2 ระยะ 
คือ ระยะ Infection และ Termination โดยใช้เทคนิค Indirect ELISA จากภาพที่ 4-3 หนูกลุ่ม LAP, SAP-2 
และหนูกลุ่ม SAP-2 + LAP ทั้งระยะ Infection และ Termination มีระดับ IgG1 และ IgG2a ที่สูงขึ้นอย่างมี
นัยสำคัญ (p < 0.05)เมื่อเปรียบเทียบกับ positive control, negative control และ adjuvant control  
         IgG1 ที่สูงขึ้นมาจากกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเมื่อ Immunized หนูทดลองเซลล์ที่มีหน้าที่
เป็น Antigen presenting cell (APC) จะนำเสนอชิ้นเปปไทด์ให้กับ T helper 2 จากนั้นจะมีการหลั่ง 
Cytokine ไปกระตุ้นให้ B-cell สร้างแอนติบอดีชนิด IgG1 IgG2a ที่สูงขึ้นมาจากกระบวนการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันเมื่อ Immunized หนูทดลองเซลล์ที่มีหน้าที่เป็น APC จะนำเสนอชิ้นเปปไทด์ให้กับ T helper 1 
จากนั้นจะมีการหลั่ง Cytokine ไปกระตุ้นให้ B-cell สร้างแอนติบอดีชนิด IgG2a ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบระดับ
แอนติบอดีทั้งสองชนิดพบว่า IgG1 สูงกว่า IgG2a แสดงว่ามีการตอบสนอง T helper 2 สูงกว่า T helper 1 
หลังจากนั้นแอนติบอดีที่ได้จะไป Neutralized บริเวณแอนติเจนที่จำเพาะ บนตัวพยาธิและเกิดกระบวนการ 
Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) ในการกำจัดพยาธิ 
 จากการศึกษา Correlation โดยการดูจำนวนพยาธิที่เหลืออยู่หลังจาก infect หนูด้วยพยาธิในระยะ 
metacercariae จำนวน 15 ตัว พบว่าหนูกลุ่ม LAP, SAP-2, LAP+SAP-2 ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย 
recombinant protein ทั้ง 2 ชนิด คือ LAP และ SAP-2 ของพยาธิ F.gigantica ร่วมกับ Alum มีค่า worm 
recovery ที่น้อยกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่ม adjuvant และ positive control ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน และ
เมื่อนำค่าที่ได้มาพล็อตกราฟร่วมกับค่า log titer ของปริมาณ Anti-SAP-2 และ Anti-LAP ทั้งชนิด IgG1 และ 
IgG2a ในซีรัมของหนูกลุ่ม LAP, SAP-2, LAP+SAP-2, adjuvant และ positive control (ภาพที่ 4-12, 4-13) 
ซึ่งจากกราฟแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของค่า log titer กับค่า worm recovery โดยพบว่าเมื่อปริมาณ 
Anti-SAP-2 และ Anti-LAP ที่เพิ่มสูงขึ้นส่งผลให้ค่า worm recovery ลดลง แสดงว่าระดับของ Anti-SAP-2 
และ Anti-LAP ที่เพิ่มสูงขึ้นส่งผลทำให้หนูมีประสิทธิภาพในการกำจัดพยาธิเพิ่มสูงขึ้น จากนั้นเมื่อนำค่า log 
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titer กับค่า worm recovery มาหาค่า correlation efficiency (r) โดยใช้ Bivariate Correlation,Spearman 
test ซึ่งคำนวณด้วยโปรแกรม SPSS version 22  ค่าที่ได้สอดคล้องกับความสัมพันธ์ของค่า log titer กับค่า 
worm recovery จากการพลอตกราฟ โดยค่าที่ได้ใกล้เคียง  -1 แสดงให้เห็นว่าค่าทั้งสองมีความสัมพันธ์กันใน
เชิงตรงกันข้าม  
 จากการศึกษา Western blot เพื่อดูความจำเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูกลุ่มที่กระตุ้นด้วย SAP-2 
กับ Alum, LAP กับ Alum เเละ SAP-2+LAP กับ Alum ซึ่ง blot กับ  recombinant protein SAP-2 
(rFgSAP-2) เเละ recombinant protein LAP (rFgLAP) ของพยาธิใบไม้ Fasciola gigantica โดยซีรัมหนู
กลุ่ม SAP-2 ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย SAP-2 กับ Alum มีความจำเพาะต่อ rFgSAP-2 ได้เเก่ L2 (lane 4) ,S2 
(lane 5) พบโปรตีนขนาด 57.6 kDaได้เเก่ L2 (lane 4) ,S2 (lane 5) พบโปรตีนขนาด 57.6 kDa, ซีรัมหนูกลุ่ม 
LAP ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย LAP กับ Alum มีความจำเพาะต่อ rFgLAP ได้เเก่ L3 (lane 6) ,S3 (lane7) พบ
โปรตีนขนาด 10 kDaเเละ ซีรัมหนูกลุ่ม SAP-2+LAP ที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย SAP-2+LAP กับ Alum มี
ความจำเพาะต่อ rFgSAP-2 เเละ rFgLAP ได้เเก่ L1 (lane 2) ,S1 (lane 3) พบโปรตีนขนาด 10 kDa เเละ 
โปรตีนขนาด 57.6 kDa (ภาพที่ 4-4) 

จากการศึกษาตำเเหน่งการเเสดงออกของโปรตีน SAP-2 เเละ LAP ในเนื้อเยื ่อพยาธิ Fasciola 
gigantica และความจำเพาะของกลุ่มหนูที ่กระตุ้นด้วย SAP-2 เเละ LAP ต่อโปรตีนในตัวพยาธิ โดยวิธี 
Immunohistochemistry พบว่า ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgLAP กับ Alum นั้น ซึ่งในระยะ Infection 
มีการเเสดงออกของ FgLAP gene ในเนื้อเยื่อ Fasciola gigantica บริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ 
cecal epithelial  cells ที่ภาพ A เเต่ไม่มีการเเสองออกใน testis ที่ภาพ B (ภาพที่ 4-5)  เเละในระยะ 
Termination มีการเเสดงออกของ FgLAP gene ในเนื้อเยื่อ Fasciola gigantica บริเวณเเกรนูลในส่วน
ปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells ที่ภาพ A มีการเเสองออกใน testis ที่ภาพ B เเละพบการ
เเสดงออกที่ ovary ที่ภาพ C (ภาพที่ 4-6)  เเละ ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP กับ Alum นั้น ซึ่งใน
ระยะ Infection มีการเเสดงออกของ FgSAP-2 gene ในเนื้อเยื่อ Fasciola gigantica บริเวณส่วนปลายไซ
โตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells ที่ภาพ A เเต่ไม่มีการเเสดงออกใน testis ที่ภาพ B (ภาพที่ 4-7)  
เเละในระยะ Termination มีการเเสดงออกของ FgSAP-2 gene ในเนื้อเยื่อ Fasciola gigantica บริเวณ
เเกรนูลในส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells ที่ภาพ A มีการเเสดงออกใน testis ที่ภาพ B 
เเละพบการเเสดงออกที่ ovary ที่ภาพ C (ภาพที่ 4-8) เเละ ซีรัมของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย rFgSAP เเละ 
rFgLAP กับ Alum นั้น ซึ่งในระยะ Infection มีการเเสดงออกของ FgSAP-2+FgLAP gene ในเนื้อเยื่อ 
Fasciola gigantica บริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  cells ที่ภาพ A เเต่ไม่มีการเเส
ดงออกใน testis ที่ภาพ B (ภาพที่ 4-9)  เเละในระยะ Termination มีการเเสดงออกของ FgSAP-2+FgLAP 
gene ในเนื้อเยื่อ Fasciola gigantica บริเวณเเกรนูลในส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ cecal epithelial  
cells ที่ภาพ A มีการเเสดงออกใน testis ที่ภาพ B เเละพบการเเสดงออกที่ ovary ที่ภาพ C (ภาพที่ 4-10) 
โดยเปรียบเทียบกับ Negative control โดยระยะ Infection นั้น จะพบการเเสดงออกของ FgLAP , FgSAP-2 
เเละ  FgSAP-2+FgLAP gene เฉพาะที่บริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ  cecal epithelial  cells 
เนื่องจากบริเวณนั้นมีการสร้างเอ็นไซม์ของ LAP เเละ SAP-2 ซึ่งบริเวณส่วนอื่นนั้นไม่มีการสร้างเอ็นไซม์ของ 
LAP เเละ SAP-2  ทำให้บริเวณอื่นนอกจากบริเวณส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ  cecal epithelial  cells  ไม่
มีการเเสดงออกของ FgLAP , FgSAP-2 เเละ FgSAP-2+FgLAP gene เเละระยะ Termination จะพบการเเส
ดงออกของ FgLAP , FgSAP-2 เเละ  FgSAP-2+FgLAP gene ที่บริเวณเเกรนูลในส่วนปลายไซโตพลาสซึมของ 
cecal epithelial  cells  มีการเเสดงออกใน testis เเละ ovary เนื่องจาก เมื่อกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนู โดย
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ใช้ระยะเวลาที่นาน ส่งผลให้ทำให้เกิดการสร้างเเอนติบอดีเเบบ non-specific ขึ้นมา ทำให้เกิดการเเสดงออก
ของ  FgLAP , FgSAP-2 เเละ  FgSAP-2+FgLAP gene ที่บริเวณ testis เเละ ovary ได้ 
 จากการตรวจสอบความเข้มข้นของโปรตีน SAP-2 , LAP ด้วยวิธี Lowry  method พบว่า นำความ
เข้มข้นของ Standard protein มาเจือจางเเบบ two fold dilution  ที่มีความเข้มข้นตั้งเเต่ 2 - 0.016 µg/ml 
ซึ่งเทียบกับความเข้มข้นของ SAP-2 , LAP ที่ทำเเบบ Dupilcate เเละมาวัดค่าการดูดกลืนเเสง 750  นาโนเมตร 
เมื่อดูตาราง 4-1 เเละ ภาพที่ 4-1 พบว่า ความเข้มข้นของ SAP-2 มีค่าเท่ากับ 6.261µg/ml เเละ ความเข้มข้น
ของ LAP มีค่าเท่ากับ 5.639 µg/ml เมื่อเทียบกับความเข้มข้นของ Standard protein   
 จากการศึกษาขนาดของโปรตีน SAP-2 , LAP โดย SDS-PAGE พบว่า นำโปรตีน SAP-2 กับ LAP ที่รู้
ความเข้มข้นของโปรตีน มาผสมสี Coomassie blue  เเละนำมาต้มในน้ำเดือด จากนั้นนำโปรตีนที่ได้ มาใส่ใน 
SDS-PAGE  เเละใส่ Specific  marker เพื่อเป็นตัวเทียบขนาดโปรตีน ในเครื่อง Electrophoresis การรันเจล
จะใชก้ระเเสไฟฟ้า 0.02 A ต่อ gel 1 เเผ่น ซึ่งผลจะพบว่า rFgLAP นั้นมีขนาด 10 kDa เเละ rFgSAP-2 มีขนาด 
57.6 kDa  เมื่อเทียบกับตำเเหน่งเเละขนาดของโปรตีน Specific marker เมื่อดูจากภาพที่ 4-2  
 

  อภิปรายผลการทดลอง 
จากการทดลองตรวจหาความเข้มข้นของโปรตีน Recombinant protein SAP-1 of Fasciola 

gigantica (rFgSAP-1) และ  Recombinant protein SAP-2 of Fasciola gigantica (rFgSAP-2) โ ด ย ว ิ ธ ี 
Lawry’s method พบว่าโปรตีน rFgSAP-1 มีความเข้มข้นโปรตีนเฉลี่ย 6.535 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และ
โปรตีน rFgSAP-2 มีความเข้มข้นโปรตีนเฉลี่ย 6.177 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

จากการตรวจหาขนาดของโปรตีน Recombinant protein SAP-1 of Fasciola gigantica (rFgSAP-
1) และ  Recombinant protein SAP-2 of Fasciola gigantica (rFgSAP-2) โ ด ย ว ิ ธ ี  SDS-PAGE พบว ่ า 
rFgSAP-1 มีขนาดโมเลกุล 13 กิโลดอลตัน และ rFgSAP-2 มีขนาดโมเลกุล 11 กิโลดอลตัน ซึ่งมีความใกล้เคียง
กับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่า rFgSAP-1 มีขนาดโมเลกุล 12 กิโลดอลตัน (Kueakhai et al., 2016) และ 
rFgSAP-2 มีขนาดโมเลกุล 11-12 กิโลดอลตัน (Kueakhai et al., 2010) 

จากการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูด้วย rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 ทำให้หนูมีการสร้าง anti-rFgSAP-1 
และ anti-rFgSAP-2 ขึ้น แล้วทำการตรวจสอบการตอบสนองของ antibody ด้วยวิธี Indirect ELISA พบว่า 
rFgSAP-1 สามารถกระตุ้นการตอบสนองภูมิคุ้มกันของ IgG1 ได้ดีกว่า IgG2a ทำให้เกิด Th2/Th1 immune 
responses โดยม ีการกระต ุ ้น  Th2 immune responses เด ่นช ัดกว ่า  Th1 immune responses ซ ึ ่ ง
เหมือนกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่นำ rFgSAP-1 กระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนู พบว่ามีการตอบสนองต่อ IgG1 มากกว่า 
IgG2a จึงทำให้เกิด Th2/Th1 immune responses with Th2 predominating (Kueakhai et al., 2016) 
ส่วน rFgSAP-2 สามารถกระตุ้นการตอบสนองภูมิคุ้มกันของ IgG2a ได้ดีกว่า IgG21 ซึ่งจะทำให้เกิด Th2/Th1 
immune responses โดยมีการกระตุ้น Th1 immune responses ที่เด่นชัดกว่า Th2 immune responses 
แต่ผลที่ได้ขัดแย้งกับงานวิจัยก่อนหน้าที่นำ rFgSAP-2 กระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูพบว่ามีระดับของ IgG1 มากกว่า 
IgG2a ทำให้เกิดการตอบสนองของ Th2 immune responses ที่เด่นชัดกว่า Th1 immune responses 
(Kueakhai et al., 2013)  

จากการตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน rFgSAP-1 และ rFgSAP-2 ด้วยวิธี Western blot พบว่า 
rFgSAP-1 มีขนาดโมเลกุล 13 กโิลดอลตนั และ rFgSAP-2 มขีนาดโมเลกลุ 11 กโิลดอลตนั ซึง่มคีวามใกลเ้คยีง
กับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่าการวัด rFgSAP-1 ด้วยวิธี Western blot มีขนาดโมเลกุล 12 กิโลดอลตัน 
(Kueakhai et al., 2016) และ rFgSAP-2 มีขนาดโมเลกุล 10 กิโลดอลตัน (Kueakhai et al., 2010) และจาก
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ผลการทดลองปฏิกิริยาระหว่าง rFgSAP-1 กับ anti-rFgSAP-1 จาก serum ของหนูที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย 
rFgSAP-1 พบว่าสามารถทำปฏิกิริยาได้อย่างจำเพาะ และปฏิกิริยาระหว่าง rFgSAP-2 กับ anti-rFgSAP-2 
สามารถทำปฏิกิริยาได้อย่างจำเพาะ 

การศึกษาตำแหน่งการแสดงออกของโปรตีน FgSAP-1 และ FgSAP-2 ในพยาธิ Fasciola gigantica 
โดยเทคนิค Immunohistochemistry ตรวจพบในส่วนของ cecal epithelial cells ซึ่งเหมือนกับการศึกษา
ก่อนหน้าที่ตรวจพบในส่วนของ cecal epithelial cells เช่นเดียวกัน (Kueakhai et al., 2016) 
 

สรุปและเสนอแนะ 
 ไม่มี 
(5) ผลผลิต (Output) 
(5.1) ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชิการทั้งในและระดับชาติ และนานาชาติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อ
วารสาร ปี เล่ม เลขที่และหน้า) 
 อยู่ระหว่างเตรียมต้นฉบับเพื่อตีพิมพ์ 
(5.2) การจดสิทธิบัตร 

ไม่มี 
(5.3) ผลงานเชิงพาณิชย์ (มรการนำเสนอไปผลิต/ขาย/ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการนำไปประยุกต์ใช้โดย
ภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 

ไม่มี 
(5.4) ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

ไม่มี 
รายงานการเงิน 

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย (NRMS 13 หลัก) 3863100299xxx สัญญาเลขที่ 21/2562 
โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจำปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๖๒ 
มหาวิทยาลัยบูรพา 

ชื่อโครงการ การพัฒนาวัคซีนจากโปรตีนสังเคราะห์สายสั้น (Short Synthetic Peptides) ในกลุ่มเอนไซม์
ย่อยสลายโปรตีน และสารเสริมฤทธิ์ (Adjuvants) สำหรับโรคพยาธิใบไม้ตับ Fasciolosis  
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ผศ.ดร. นรินทร์ ช่างกลึงเหมาะ 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที ่ 1 ตุลาคม 2561   ถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2562 
ระยะเวลาดำเนินการ......1.....ปี.......3......เดือน   ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2561 
รายรับ 
จำนวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)   404,150 บาท  เมื่อวัน 28 เดือน ตุลาคม ปี 2561 
งวดที่ 2 (40%)   323,320 บาท  เมื่อวัน 26 เดือน สิงหาคม ปี 2562 
งวดที่ 3 (10%)     บาท  เมื่อวัน -  เดือน -  ปี - 
รวม    727,470 
 

รายจ่าย 
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รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 72,000 72,000 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 355,470 355,470 - 
4. ค่าใช้สอย 300,000 300,000 - 
5. ค่าครุภัณฑ ์ - - - 
6. ค่าธรรมเนียมอุดหนุน
สถาบัน 

80,830 80,830 - 

รวม 808,300 808,300 - 
 
 
          
                 (.............................................................) 
        ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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