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บทคัดย่อ 
 

      โปรตีนบนผิวของระยะเมอร์โรซอยต์ชนิดที่ 3 ของเชื้อมาลาเรีย (MSP3) เป็นโปรตีนที่ความส าคัญในการ
น ามาใช้เป็นองค์ประกอบในการพัฒนาวัคซีนป้องกันโรคมาลาเรีย MSP3 ของ Plasmodium vivax ถูกสร้างขึ้น
จากกลุ่มของยีน 12 ชนิดทีมีชื่อเรียงตามตัวอักษรคือ PvMSP-3A ถึง PvMSP-3I โครงสร้างของ PvMSP3 family 
ประกอบไปด้วยบริเวณที่มีความคล้ายกันในบริเวณ N- และ C-termini โดยส่วนกลางของโปรตีนบางชนิด
ประกอบด้วยบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน alanine เป็นองค์ประกอบจ านวนมากในระยะห่างที่ชัดเจน ท าให้โปรตีน
เหล่านี้มีโครงสร้างเป็นขดเกลียวหลายรอบ (coiled-coil motif) วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือศึกษาความ
หลากหลายของกลุ่มยีน PvMSP3 family ของตัวอย่างเชื้อ Plasmodium vivax ที่พบติดเชื้อตามธรรมชาติ และ
เพ่ือศึกษาอุบัติการณ์ของการตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีนลูกผสมที่สร้างขึ้นจากโปรตีนในกลุ่มนี้ ผล
การศึกษาครั้งนี้ประกอบไปด้วย (i) การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน PvMSP3-D2 (n=120), PvMSP3-E2 (n=120), 
PvMSP3-F2 (n=120), PvMSP3-G (n=120) และ PvMSP3-I (n=120) ของตัวอย่างเชื้อ Plasmodium vivax ที่
เก็บจากจังหวัดตาก จันทบุรี อุบลราชธานี และยะลา และ(ii) ระดับแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีนลูกผสมในกลุ่ม
ยีนนี้ของตัวอย่างเซรั่มของผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax ในจังหวัดอุบลราชธานีจ านวน 734 ตัวอย่าง ในบรรดา
ยีนทั้ง 5 ชนิดที่รายงานการศึกษาในครั้งนี้ พบว่า PvMSP3-F2 เป็นยีนที่มีหลายรูปแบบมากที่สุดโดยมีค่า 
nucleotide diversity เท่ากับ 0.11251 ตามด้วย PvMSP3-D1, PvMSP3-E2 ส่วนยีน PvMSP3-G และ 
PvMSP3-I มีความหลากหลายน้อยที่สุดในบรรดายีนในกลุ่มนี้คือมีค่า nucleotide diversity อยู่ในช่วง 0.01169 
ถึง 0.01001 ส่วนค่า nucleotide diversity ของยีน PvMSP3-D2, PvMSP3-E2, PvMSP3-F2, PvMSP3-G and 
PvMSP3-I มีค่าเท่ากับ 0.09661, 0.07923, 0.11251, 0.01169 และ 0.01001 ตามล าดับ แม้ว่ายีน  PvMSP3-G 
และ PvMSP3-I จะมีความหลากหลายต่ าแต่กลับพบรูปแบบของ haplotype ทั้งหมด 56 และ 46 haplotypes 
แสดงให้เห็นว่ายีนชนิดนี้มีความแตกต่างในระดับล าดับเบสแบบกระจัดกระจาย ระดับของความหลากหลายของ 
haplotype ส าหรับยีนในกลุ่มนี้ทั้ง 5 ชนิดมีค่าอยู่ในช่วง 0.943 ถึง 1.000 แสดงให้เห็นถึงมีการแพร่กระจายของ 
haplotype ของแต่ละยีนทั้ง 5 ชนิดทั่วไปในพ้ืนที่ที่มีการตรวจพบเชื้อมาลาเรียในการศึกษาครั้งนี้ ส าหรับ
การศึกษาการสร้างโปรตีนลูกผสมที่มีขนาดความยาวครอบคลุมส่วนของบริเวณที่มีการแสดงออกของโปรตีนของ
กลุ่มยีน PvMSP3 โดยหลังจากการเตรียมโปรตีนเหล่านี้ให้บริสุทธิ์เพื่อใช้เป็นแอนติเจนในการศึกษาการตอบสนอง
ของ IgG แอนติบอดีด้วยวิธี ELISA ผลการศึกษาปริมาณของ IgG ต่อ PvMSP3-B, PvMSP3-D1, PvMSP3-F1, 
PvMSP3-F2 และ PvMSP3-H แอนติเจน จากตัวอย่างเซรั่มของผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax จ านวน 734 
ตัวอย่าง พบว่าอัตราการตรวจพบภูมิคุ้มกันที่มีต่อแอนติเจนเหล่านี้มีปริมาณร้อยละ 33.38, 46.45, 48.36, 38.42 
และ 47.54 ตามล าดับ สิ่งที่ส าคัญอีกประเด็นหนึ่งคือภูมิคุ้มกันทางธรรมชาติต่อแอนติเจนนี้ประกอบด้วยทั้งที่เป็น
แบบเฉพาะต่อรูปแบบของอัลลีล และแอนติบอดีที่สามารถท าปฏิกิริยากับเชื้อทุกสายพันธุ์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
บริเวณท้ังส่วนที่มีความหลากหลายต่ าและสูงของโปรตีนชนิดนี้ที่สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ ดังนั้นจากการศึกษานี้
จึงสรุปได้ว่ามีความหลากหลายทางพันธุกรรมในยีนทั้ง 5 ชนิดของกลุ่มยีน PvMSP3 จากตัวอย่างในประเทศไทย 
ในขณะที่การศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันตามธรรมชาติพบว่ามีการตรวจพบระดับของ IgG แอนติบอดี
สูงขึ้นในช่วงที่มีการติดเชื้อ Plasmodium vivax นอกจากนี้ความหลากหลายของล าดับเบสที่สามารถพบได้สูงใน
ยีน PvMSP3 บางชนิดนั้นสามารถใช้เป็นตัวติดตามระดับโมเลกุลเพื่อใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์ของ 
เชื้อ Plasmodium vivax และการตรวจพบว่ามีแอนติบอดีต่อโปรตีนลูกผสมของ PvMSP3 ซึ่งสามารถท า
ปฏิกิริยากับเชื้อในทุกสายพันธุ์ได้นั้นก็เป็นส่วนสนับสนุนอย่างยิ่งต่อการพัฒนาวัคซีนป้องกันการติดเชื้อ 
Plasmodium vivax 
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Abstract 
 

     The merozoite surface protein 3 of malaria parasites (MSP3) is a leading candidate for 
malaria vaccine development. In Plasmodium vivax, MSP3 is encoded by a multigene family 
consisting of 12 gene members, designated alphabetically as PvMSP-3A to PvMSP-3I. The general 
structure of PvMSP3 contains N-terminal conserved region, the central alanine-rich region 
forming coiled-coil motifs and conserved C-terminal domain. The objectives of this study are to 
investigate the extent of sequence diversity of this gene family among natural P. vivax isolates 
and to determine the IgG antibody responses to the recombinant proteins derived from these 
genes. Here, we report on the outcomes of this study that include (i) sequence analysis of 
PvMSP3-D2 (n=120), PvMSP3-E2 (n=120), PvMSP3-F2 (n=120), PvMSP3-G (n=120) and PvMSP3-I 
(n=120) among P. vivax isolates collected from Tak, Chantaburi, Ubon Ratchathani and Yala 
provinces, and (ii) IgG antibody responses to the recombinant proteins corresponding to these 
gene members among P. vivax-infected patients in Ubon Ratchathani provinces (n=734). Of 5 
gene members analyzed, PvMSP3-F2 was the most polymorphic locus in which nucleotide 
diversity was 0.11251, followed by PvMSP3-D2, PvMSP3E2, while PvMSP3-G and PvMSP3-I were 
relatively more conserved than other gene members (nucleotide diversity ranged from 0.01169 
to 0.01001). The nucleotide diversity of PvMSP3-D2, PvMSP3-E2, PvMSP3-F2, PvMSP3-G and 
PvMSP3-I was 0.09661, 0.07923, 0.11251, 0.01169 and 0.01001, respectively. Despite low level of 
sequence diversity, 56 and 46 haplotypes of PvMSP3-G and PvMPS3-I were observed among 
isolates, implying microheterogeneity of sequences in these gene members. The levels of 
haplotype diversity of these 5 gene members ranged from 0.943 to 1.000, suggesting rather even 
distribution of haplotypes for each of these gene members circulating in these endemic areas. 
The recombinant proteins spanning the near complete coding regions of these genes were 
produced. After purification, these proteins were used as antigens for determination of specific 
IgG antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay. Results from analysis of IgG antibodies 
to PvMSP3-B, PvMSP3-D1, PvMSP3-F1, PvMSP3-F2 and PvMSP3-H antigens among 734 P. vivax-
infected plasma samples has shown that the seropositive rates for these antigens were 33.38%, 
46.45%, 48.36%. 38.42% and 47.54%, respectively. Importantly, naturally acquired against these 
antigens contained both allele-specific and strain-transcending antibodies, implying that both 
conserved and variable domains in these proteins were immunogenic. Therefore, differential 
genetic diversity was observed among 5 gene members in PvMSP3 among Thai isolates while 
naturally acquired IgG antibodies were relatively prevalent during acute P. vivax infections. 
Extensive sequence diversity in some PvMSP3 gene members could serve as molecular markers 
for differentiation of P. vivax strain while the presence of strain-transcending antibodies against 
PvMSP3 recombinant proteins has encouraged vaccine development against P. vivax infections. 
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(150 mM imidazole), Lane 7; Eluate (200 mM imidazole), Lane 8; Eluate (250-1 
mM imidazole), Lane 9; Eluate (250-2 mM imidazole), Lane 10; Eluate (250-3 mM 
imidazole), Lane 11; Eluate (250-4 mM imidazole), M; Dual color protein 
standard marker. 

47 

รูปที่ 30 SDS-PAGE analysis of PvMSP3F1-CTRC25 full fragment purified protein (147.63 
kDa) Staining with coomassie brillian blue R-250. Lane 1; Cell lysate, Lane 2; First 
wash, Lane 3; Eluate (100 mM imidazole), Lane 4; Eluate (150 mM imidazole), 
Lane 5; Eluate (200 mM imidazole), Lane 6; Eluate (250 mM imidazole), Lane 7; 
Eluate (250-1 mM imidazole), Lane 8; Eluate (250-2 mM imidazole), Lane 9; 
Eluate (250-3 mM imidazole), M; Dual color protein standard marker. 

48 
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รูปที่ 31 SDS-PAGE analysis of PvMSP3H-CTRC25 (91.80 kDa) full fragment purified protein. 
Lane 1; Supernatant of Cell lysate, Lane 2; Pellet of Cell lysate, Lane 3; Cell 
lysate, Lane 4; Binding buffer, Lane 5; Wash I, Lane 6; Wash II, Lane 8; Eluate-I, 
Lane 9; Eluate-II, Lane 10; Eluate-III, Lane 11; Eluate-IV, Lane 12; Eluate-V, M; 
Dual color protein standard marker. 

50 

รูปที่ 32 Maximum likelihood tree depicting evolutionary relation among gene members 
in the PvMSP3 family. Bootstrap values from 500 pseudoreplicates are indicated 
along the branches. Shape and size of triangles represent the extent of diversity 
in each locus. 

55 

รูปที่ 33 Maximum likelihood tree inferred from PvMSP3E1 (filled squares)/PvMSP3E2 
(open squares), PvMSP3D1 (filled circles)/PvMSP3D2 (open circles) and PvMSP3F1 
(filled diamonds)/PvMSP3F2 (open diamond) derived from the same isolates in 
comparison with sequences of all members in the PvMSP3 gene family of the 
Salvador I strain. 

56 

รูปที่ 34 Amino acid alignment of PvMSP3E1 of isolates with premature stop codon (*). 57 
รูปที่ 35 Maximum likelihood tree of PvMSP3A with inserts (unlabelled) and without 

inserts (circles) in comparison with PcyMSP3A (squares). Bootstrap values along 
the branches from 500 pseudoreplicates. 

59 

รูปที่ 36 Maximum likelihood tree of PvMSP3C with long inserts, medium-sized inserts, 
short or no inserts in comparison with PcyMSP3C (square). 

60 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 
PCR   =  polymerase chain reaction 
DNA  =  deoxyribonucleic acid 
A         =  adenine 
T   =  thymine 
G   =  guanine  
C   =  cytosine 
dNTP  =  deoxyribonucleotide triphosphate 
dATP  =  deoxyadeninosine triphosphate 
dTTP   =  deoxythymine triphosphate 
dCTP   =  deoxycytosine triphosphate 
dGTP  =  deoxyguanosine triphosphate 
Taq  =  Thermus aquaticus 
ddH2O =  double distilled water 
bp   =   base pair 
cm  =  centimetre 
kb   =  kilobases 
ml   =  millilitre 
mm  =  millimetre 
mM  =  millimolar 
ng   =  nanogram 
µg   =  microgram 
µl   =   microlitre 
µM  =  micromolar 
UV   =  ultraviolet 
oC   =   degree celsius 
   =  lambda 
EDTA  =  ethylene diamine tetra acetate 
PBS  =  phospate buffer saline 
MSP3  =   Merozoite surface protein-3  
msp-1  =   Merozoite surface protein-1  
CSP   =   Circumsporozoite protein  
MgCl2  =   Magnesium chloride 
dS   =   rate of synonymous nucleotide subsitutions per synonymous site 
dN   =   rate of nonsynonymous nucleotide subsitutions per nonsynonymous site 
     =  nucleotide diversity 
h   =  haplotype diversity 
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1. บทน า 
ระบาดวิทยาของมาลาเรียในภาพรวม 
               องค์การอนามัยโลกรายงานผู้ติดเชื้อมาลาเรียทั่วโลกในปี ค.ศ. 2013 มีจ านวน 128 ล้านคน และใน
จ านวนนี้มีผู้เสียชีวิตประมาณ 528,000 คน ซึ่ง P. falciparum เป็นสาเหตุการเสียชีวิตร้อยละ 91 โดยส่วนใหญ่
เป็นเด็กที่อาศัยในทวีปอัฟริกา ส าหรับในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้พบผู้ป่วยราว 1.7 ล้านคน โดยส่วนใหญ่มี
สาเหตุจาก P. falciparum และ P. vivax โดยพบ P. falciparum มากกว่า P. vivax ในบังคลาเทศ เมียนมาร์ 
ติมอร์เรสเต และอินโดนีเซีย ส่วนประเทศที่พบ P. falciparum และ P. vivax ใกล้เคียงกัน ได้แก่ ภูฏาน และ
อินเดีย ในขณะที่ประเทศไทยพบ P. vivax มากกว่า P. falciparum เช่นเดียวกับ เนปาล ศรีลังกาและเกาหลีใต้ 
(WHO 2014) ส าหรับอุบัติการณ์ของโรคมาลาเรียในประเทศไทยพบว่าลดลงอย่างต่อเนื่องในช่วง 4 ทศวรรษที่ผ่าน
มา โดย P. falciparum มีอัตราการลดลงมากกว่า P. vivax ท าให้อุบัติการณ์ของเชื้อทั้ง 2 ขนิดในปัจจุบันมี
อุบัติการณ์ต่างไปจากเดิมและมักพบว่า P. vivax มีสัดส่วนที่สูงกว่า P. falciparum ในจังหวัดชายแดนไทย 
มาเลเซีย และ ไทย กัมพูชา ในประเทศไทยมีแพร่กระจายของโรคมาลาเรียตลอดทั้งปี แต่จะพบผู้ติดเชื้อจ านวน
มากในช่วงเดือนพฤษภาคม ถึง กรกฎาคม และช่วงเดือน ตุลาคม ถึง พฤศจิกายน (Zhou et al 2005) อัตราการ
ติดเชื้อมากกว่า 1 species พบได้มากตามชายแดนไทยและพม่าซึ่งในบางพ้ืนที่อาจพบได้มากถึงร้อยละ 24 
(Putaporntip et al 2009; Jongwutiwes et al 2011) 
               โดยทั่วไป P. vivax มีขอบเขตการกระจายทางภูมิศาสตร์ที่กว้างขวางกว่า P. falciparum โดยพบได้
ทั้งในเขตร้อน เขตกึ่งร้อน และเขตอบอุ่น อย่างไรก็ตามในแอฟริกาตะวันตกซ่ึงพบอุบัติการณ์ของ Duffy negative 
blood group สูงจึงแทบไม่พบการติดเชื้อชนิดนี้เนื่องจากกลไกการลุกลามของ merozoite เข้าสู่เม็ดเลือดแดง
ต้องอาศัย Duffy blood group ดังกล่าว แม้ว่าอาจพบผู้ที่ติดเชื้อ P. vivax ที่มี Duffy negative blood group 
ในบางพ้ืนที่ทางอัฟริกาตะวันออกแต่ภาวะดังกล่าวไม่ได้พบโดยทั่วไป (Ménard et al 2010) การที่ P. vivax มี
ระยะ hypnozoite ในเซลล์ hepatocyte ท าให้การรักษาผู้ป่วยให้หายขาดนอกจากต้องใช้ chloroquine แล้วยัง
ต้องให้ยา primaquine เพ่ือการท าลายระยะ hypnozoite อันเป็นการป้องกันการเกิดไข้กลับแบบ relapse 
(Mendis et al 2001) ทั้งนี้ P. vivax สายพันธุ์ต่างกันจะมีการเจริญของระยะที่อยู่ในตับต่างกัน เช่น เชื้อมาลาเรีย
ในภูมิภาคเขตร้อนจะมีการเจริญเร็วกว่าตลอดจนการเกิด relapse มักปรากฏในช่วงเวลาห่างจากอาการแสดงของ
โรคมาลาเรียครั้งแรกไม่นาน ทั้งนี้ในประเทศไทยมักพบในผู้ที่ไม่ได้รับการวินิจฉัยหรือรักษาท่ีไม่ถูกต้องซึ่งส่วนใหญ่
มักเกิดขึ้นภายใน 3 เดือนและเกิดข้ึนได้หลายครั้ง ในขณะที่สายพันธุ์ Nicolaev จากรัสเซียมีระยะเวลาการเจริญใน
เซลล์ hepatocyte ที่ยาวมากท าให้ระยะฟักตัวของโรคใช้เวลานานถึง 8 หรือ 9 เดือนและ relapse เกิดข้ึน
หลังจากนั้นเพียงไม่กี่เดือน เรียกสายพันธุ์ดังกล่าวว่า P. vivax hibernans ส าหรับสายพันธุ์จากเกาหลีเหนืออาจมี
การพบเชื้อในครั้งแรกในกระแสโลหิตหลังจากได้รับ sporozoite เข้าไปในระยะเวลาไม่นานกว่าปกติแต่ถ้าได้รับ 
sporozoite ในปริมาณน้อยจะพบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่มักมีระยะฟักตัวนานกว่า 300 วันคล้ายกับสายพันธุ์ P. vivax 
multinucleatum จากประเทศจีน อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังไม่ทราบปัจจัยที่ชัดเจนที่กระตุ้นให้ระยะ hypnozoite 
มีการเจริญใหม่ภายหลังการหยุดพักในระยะเวลาต่างๆ กัน (Shute et al 1977; Jiang et al 1982)  
 

วัคซีนป้องกันโรคมาลาเรีย 
                ในการพัฒนาวัคซีนป้องกันโรคมาลาเรียจ าเป็นต้องพิจารณาถึงเชื้อมาลาเรียแต่ละชนิดนอกจากจะมี
สัณฐานและคุณลักษณะทางชีววิทยาที่ต่างกันแล้วยังมีองค์ประกอบของแอนติเจนที่ต่างกัน ในขณะที่เชื้อมาลาเรีย
ชนิดเดียวกันประกอบด้วยระยะต่าง ๆ ในวงจรชีวิตหลายระยะ ดังนั้นแอนติเจนที่เป็นองค์ประกอบในแต่ละระยะ
ของการเจริญจึงมีความแตกต่างกันด้วย ในขณะที่แอนติเจนหนึ่ง ๆ ของเชื้อมาลาเรียชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์ 
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(clone หรือ strain) ยังอาจมีความผันแปรในองค์ประกอบของกรดอะมิโนได้ ดังนั้นภูมิต้านทานต่อการติดเชื้อ
มาลาเรียจึงมีความจ าเพาะต่อชนิดของเชื้อ (species-specific) ต่อระยะของเชื้อ (stage-specific) และต่อสาย
พันธุ์ของเชื้อ (strain-specific) เนื่องจากการติดเชื้อมาลาเรียในธรรมชาติไม่สามารถกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันต่อการ
ติดเชื้อมาลาเรียในภายหลังได้อย่างสมบูรณ์ ดังนั้นแม้ว่าเป้าหมายของวัคซีนในอุดมคติคือการสร้างภูมิคุ้มกันที่
สมบูรณ์หรือ sterile immunity แต่ในทางปฏิบัติผลสัมฤทธิ์ของวัคซีนป้องกันโรคมาลาเรียยังไม่สามารถบรรลุ
เป้าหมายดังกล่าวในปัจจุบัน อย่างไรก็ตามการประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนนอกจากจะต้องค านึงถึงความ
ปลอดภัยและปราศจากผลข้างเคียงแล้ว ระดับผลสัมฤทธิ์ของวัคซีนอาจท าให้ระยะฟักตัวของโรคนานขึ้น ระดับเชื้อ
มาลาเรียในกระแสเลือดไม่สูง อาการของโรคที่ไม่รุนแรง หรือการลดความเสี่ยงของการติดเชื้อลงเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มที่ไม่ได้รับวัคซีน เป็นต้น ส าหรับโปรตีนที่เป็นเป้าหมายในการพัฒนาวัคซีนที่ส าคัญสามารถจ าแนกได้เป็น 3 
กลุ่มใหญ่ดังนี ้(Crompton et al 2010) 

1. วัคซีนป้องกันระยะก่อนที่เชื้อจะเข้าเม็ดเลือดแดง (pre-erythrocytic stage vaccines) 
               เป้าหมายหลักของวัคซีนกลุ่มนี้คือการท าลายหรือยับยั้งการเจริญของระยะ sporozoite รวมทั้งระยะ
ที่เชื้อเจริญในตับจึงเป็นการป้องกันการติดเชื้อที่จะเกิดข้ึนตามมา ซ่ึงบนผิวของระยะ sporozoite ประกอบด้วย
โปรตีนที่ส าคัญซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกาะติดกับเซลล์ตับรวมทั้งการเคลื่อนที่และลุกลามเข้าสู่เซลล์ที่ส าคัญและได้รับ
การศึกษาและพัฒนามากที่สุดจนถึงข้ันสามารถในทดสอบในภาคสนาม ได้แก่ circumsporozoite protein (CSP) 
อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของวัคซีนยังไม่สมบูรณ์ ซึ่งการค้นพบ CSP เริ่มจากการศึกษาในสัตว์ทดลองที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วยระยะ sporozoite ของเชื้อมาลาเรียที่ผ่านการฉายรังสีอุลตร้าไวโอเลต (ultraviolet) หรือผ่านการฉาย
รังสีเอ็กซ์ (X-irradiated sporozoite) สามารถสร้างภูมิป้องกันการติดเชื้อมาลาเรียได้อย่างสมบูรณ์ โดยพบว่า
แอนติบอดีที่สามารถป้องกันการติดเชื้อท าให้โปรตีนบนผิวของระยะ sporozoite เกิดการเกาะกลุ่ม 
(precipitation) จึงเรียกโปรตีนดังกล่าวว่า circumsporozoite protein (Nussenzweig and Nussenzweig 
1989) ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบมากท่ีสุดบนผิวของระยะนี้ มีโครงสร้างโดยทั่วไปคล้ายกัน กล่าวคือด้าน N-terminus 
และ C-terminus ของโปรตีนประกอบด้วยบริเวณท่ีมีล าดับกรดอะมิโนคล้ายกันระหว่าง CSP ของเชื้อมาลาเรีย
ต่าง species กันเรียกว่า region I และ region II ตามล าดับ (McCutchan et al 1996) ซ่ึงบริเวณส่วนกลางใน 
CSP ประกอบด้วย repeats ซึ่งม ีB cell epitope โดยแอนติบอดีต่อบริเวณดังกล่าวสามารถยับยั้งการลุกลามของ 
sporozoite เข้าสู่เซลล์ตับและยับยั้งความสามารถในการติดต่อของ sporozoite (Hollingdale et al 1984) 
แอนติบอดีดังกล่าวอาจท าหน้าที่ปิดก้ันตัวจับ (ligand) และตัวรับ (receptor) ระหว่าง sporozoite กับเซลล์ตับ
หรือยับยั้งการเคลื่อนที่ของ sporozoite  (Nussenzweig and Nussenzweig 1989) บริเวณ C-terminus ใน 
CSP ของ P.falciparum ประกอบด้วย T helper epitope ซ่ึง T cell epitope เหล่านี้มีความหลากหลายใน
ล าดับเบสสูง แตกต่างกันตามสายพันธุ์ของเชื้อ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนี้ ท าให้การตอบสนองของ T 
cell ต่อ epitope ดังกล่าวลดลงหรือไม่ตอบสนองเลย การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวสามารถอธิบายการหลบหลีกของ
เชื้อมาลาเรียต่อระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ด้วยกระบวนการต่างๆ แอนติบอดีต่อ repeats ใน CSP มีความสัมพันธ์
กับการเกิดภาวะภูมิคุ้มกันต่อเชื้อมาลาเรียจากการทดลองในอาสาสมัครแม้จะเกิดข้ึนอย่างไม่สมบูรณ์ แต่ใน
ธรรมชาติกลับพบว่าผู้ที่อยู่ในเขตปรากฏโรคมาลาเรียส่วนใหญ่มีแอนติบอดีต่อ repeats และยังคงติดเชื้อมาลาเรีย
ได้เช่นเดียวกับผู้ที่ไม่มีแอนติบอดี แสดงว่าแอนติบอดีที่เกิดขึ้นภายหลังการติดเชื้ออาจมีปริมาณและคุณภาพไม่
เพียงพอต่อการป้องกันโรคมาลาเรียได้ในธรรมชาติ (Hoffman et al 1987) อย่างไรก็ตาม CSP ได้รับการพัฒนา
อย่างต่อเนื่องในการเพ่ิมประสิทธิภาพการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในรูปของวัคซีน RTS,S โดยผลิตโปรตีนลูกผสมที่มี
องค์ประกอบของ tetrapeptide repeats (NANP) ของโปรตีน CSP ซ้ ากัน 16 ชุด และโปรตีน HBsAg โดยมี T 
cell epitopes ของโปรตีน CSP เป็นองค์ประกอบที่เชื่อมกับ HBsAg หรือ S protein และยังมี S protein ที่ไม่ได้
เชื่อมกับโปรตีน CS ดังกล่าวเป็นองค์ประกอบร่วมในวัคซีน (Cohen et al 2010) ในระยะต่อมาได้มีการพัฒนา 
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adjuvant ใหม่อีกหลายขนาน จึงมีการทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนจากการเปลี่ยน adjuvant ชนิดต่างๆ จาก
การเฝ้าติดตามประสิทธิภาพของวัคซีนต่อเนื่อง พบว่าร้อยละ 34 ของผู้ที่ได้รับวัคซีนมีภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ
มาลาเรีย และหลังจากนั้นประสิทธิภาพของวัคซีนจะลดลง ในการศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีน RTS,S/AS02A ที่
ให้ผลค่อนข้างดีในผู้ใหญ่จึงได้มีการทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนในเด็กโดยใช้ขนาดของวัคซีนลดลงครึ่งหนึ่ง
เรียกว่า RTS,S/AS0D ในการทดสอบในเด็กอายุ 1 ถึง 4 ปี ในประเทศโมแซมบิก ซึ่งจากการติดตามเป็นเวลา 6 
เดือน ภายหลังวัคซีนครั้งสุดท้ายพบว่าเด็กที่ได้รับวัคซีนมีจ านวนครั้งของอาการของโรคมาลาเรียลดลงร้อยละ 29 
และอุบัติการณ์ของภาวะมาลาเรียที่รุนแรงลดลงร้อยละ 58 และเม่ือติดตามต่อไปเป็นเวลา 18 เดือนพบว่า
อุบัติการณ์ดังกล่าวลดลงเหลือร้อยละ 35 และ 49 ตามล าดับ ซึ่งเมื่อติดตามต่อไปเป็นเวลา 45 เดือน พบว่า
อุบัติการณ์เหล่านี้ยังคงลดลงเหลือร้อยละ 26 และ 38 ตามล าดับ รวมทั้งพบว่าอุบัติการณ์การพบเชื้อในกระแส
เลือดของผู้ที่ได้รับวัคซีนมีค่าต่ ากว่าผู้ที่ไม่ได้รับวัคซีนร้อยละ 34 ในการผนวกวัคซีน RTS,S/AS0D กับโปรแกรมการ
ฉีดวัคซีนป้องกันโรคส าหรับเด็ก โดยฉีดร่วมกับวัคซีนป้องกันโรคคอตีบ ไอกรน บาดทะยัก และ Haemophilus 
influenzae type b ในเด็กโมแซมบิกอายุ 8, 12 และ 16 สัปดาห์ พบว่าวัคซีนดังกล่าวมีความปลอดภัย ไม่มี
ผลกระทบต่อการตอบสนองของวัคซีนอ่ืนๆ เมื่อให้ร่วมกันและยังคงประสิทธิภาพในการป้องกันโรคมาลาเรียได้ถึง
ร้อยละ  66 เมื่อติดตามเป็นเวลา 3 เดือนหลังได้รับวัคซีนเข็มสุดท้าย ผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาในลักษณะ
เดียวกันในเด็กประเทศแทนซาเนีย (Cohen et al 2010)  อย่างไรก็ตามพบว่าวัคซีน RTS,S/AS01B ให้ผลการ
ป้องกันโรคได้สูงถึงร้อยละ 50 ในขณะที่วัคซีน RTS,S/AS02A ให้ผลเพียงร้อยละ 32 ผลเปรียบเทียบดังกล่าวยังมี
ความสอดคล้องกับการศึกษาในภาคสนามในผู้ใหญ่ในประเทศเคนยา และผลของวัคซีนในเด็กอายุ 18 เดือนถึง 4 ปี 
ในประเทศกาบอง ซึ่งวัคซีนในเด็กที่ใช้คือ RTS,S/AS01E ทีม่ีขนาดลดลงครึ่งหนึ่งจากวัคซีนที่ใช้ในผู้ใหญ่ ข้อมูล
เหล่านี้ล้วนให้ผลสนับสนุนถึงประสิทธิภาพที่ดีกว่าของ RTS,S/AS01 ส าหรับการศึกษาวัคซีน RTS,S/AS01E ในเด็ก
เล็กอายุ 5 ถึง 17 เดือนในประเทศเคนยาและแทนซาเนีย โดยให้วัคซีน 3 ครั้ง คือ เดือนที่ 0, 1 และ 2 พบว่าจาก
การติดตามเป็นเวลา 8 เดือน หลังได้รับวัคซีนเข็มสุดท้ายพบว่าสามารถป้องกันการติดเชื้อมาลาเรียได้ร้อยละ 53 
และเม่ือติดตามเด็กที่ได้รับวัคซีนเป็นเวลา 12 และ 15 เดือนหลังได้รับวัคซีนพบว่ามีประสิทธิภาพร้อยละ 39.2 
และ 45.8 ตามล าดับ (The RTS,S Clinical Trials Partnership 2012)  
               ในการพัฒนาวัคซีนต่อระยะ pre-erythrocytic stages นั้นยังมีโปรตีนอื่น ๆ ที่พบในระยะดังกล่าว
และน่าจะมีบทบาทในการเป็นองค์ประกอบของวัคซีน เช่น thrombospondin-related adhesive protein 
(TRAP), sporozoite threonine-asparagine-rich protein (STARP), sporozoite and liver stage antigen 
(SALSA), liver-stage-specific antigens 1, 2 และ 3 (LSA-1, 2, 3) เป็นต้น (Crompton et al 2010)  

2. วัคซีนป้องกันระยะที่เชื้อเจริญโดยไม่อาศัยเพศในเม็ดเลือดแดง (asexual erythrocytic stage 
vaccines) 
               เป้าหมายของวัคซีนในกลุ่มนี้เพ่ือท าลายหรือยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียระยะที่มีการเจริญแบบไม่
อาศัยเพศในเม็ดเลือดแดง ท าให้ผู้ได้รับวัคซีนแม้จะติดเชื้อมาลาเรียในระยะที่เชื้อเจริญในตับได้แต่ภายหลังที่เชื้อ
มาลาเรียเข้าสู่เม็ดเลือดแดงจะถูกท าลายหรือมีกระบวนการยับยั้งการเจริญต่อไปท าให้ไม่มีอาการของโรคหรือมี
อาการที่ไม่รุนแรง โปรตีนที่มีศักยภาพส าหรับวัคซีนระยะนี้มีหลายชนิด ที่ส าคัญมีดังนี้ merozoite surface 
protein 1 (MSP1), merozoite surface protein 3 (MSP3), merozoite surface protein 4 (MSP4), 
merozoite surface protein 5 (MSP5), apical membrane antigen 1 (AMA1) และ glutamate-rich 
protein (GLURP) นอกจากแอนติเจนที่กล่าวมาแล้วนี้ยังมีโปรตีนอื่น ๆ ของเชื้อมาลาเรียที่อาจมีบทบาทในการ
เป็นองค์ประกอบของวัคซีนอีกหลายชนิด เช่น erythrocyte-binding protein (EBA-175), serine repeat 
antigen (SERA) และ rhoptry protein complex  เป็นต้น (Good et al 1998) 
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3. วัคซีนยับย้ังระยะที่เชื้อสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (sexual stage vaccines) 
               วัคซีนในกลุ่มนี้ไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อมาลาเรียในผู้ที่ได้รับวัคซีน แต่แอนติบอดีที่เกิดขึ้นจะ
ป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อมาลาเรียสู่ผู้อื่นในชุมชนในรัศมีท่ียุงก้นปล่องสามารถบินได้ เป้าหมายของวัคซีนใน
กลุ่มนี้แบ่งเป็น  3 ประเภท ได้แก่ (1) การท าลายระยะสืบพันธุ์ก่อนที่จะมีการปฏิสนธิ  (pre-fertilization) 
ประกอบด้วย gametocyte และ gamete รวมทั้งกระบวนการเกิด exflagellation ของ gametocyte เพศผู้ 
แอนติเจนที่ส าคัญคือ Pfs230 และ Pfs48/45 ที่พบใน P.falciparum (2) การท าลายระยะ zygote และ 
ookinete หรือเป็นช่วงที่เกิดขึ้นหลังจากการปฏิสนธิ (post-fertilization) เช่น Pfs25 และ Pfs28 ของ 
P.falciparum เป็นต้น และ (3) การท าลาย late-midgut-stage เป็นช่วงที่มีการสร้างเอนไซม์ chitinase ซึ่งมี
ความจ าเป็นส าหรับ ookinete ที่จะไชผ่านผนังกระเพาะอาหารของยุงพาหะ (Kaslow 1990) 

 
Merozoite surface protein 3 (MSP3)  
               โปรตีน MSP3 ของ P. falciparum (PfMSP3) มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ  43 กิโลดาลตัน 
ประกอบด้วย repeats ที่มีกรดอะมิโน 7 ตัวเรียงซ้ ากันเป็นชุดท าให้โปรตีนมีโครงสร้างเป็นขดในลักษณะของ 
coiled-coil alpha-helices โดยแอนติบอดีต่อ PfMSP3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียได้โดย
กระบวนการ antibody-dependent cellular inhibition (ADCI) กล่าวคือแอนติบอดีไม่ได้ท าหน้าที่ยับยั้งการ
เจริญของเชื้อมาลาเรียโดยตรงแต่แอนติบอดีที่เกิดขึ้นเป็นแอนติบอดีจ าพวก cytophilic เช่น IgG1 และ IgG3 ท า
หน้าที่จับกับ monocyte และ MSP3 โดยอาศัยส่วนของ Fc receptor เพ่ือกระตุ้นการสร้าง cytokines ซ่ึง
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียต่อไป (Good et al 1998) นอกจากนี้การทดสอบวัคซีนจากโปรตีนชนิดนี้
ในเบื้องต้นพบว่าสามารถลดอุบัติการณ์ของการติดเชื้อมาลาเรียอย่างมีนัยส าคัญ (Sirima et al 2011)  
               ส าหรับ MSP3 ของ P. vivax (PvMSP3) นั้นในระยะแรกก่อนการทราบข้อมูล genome ของเชื้อชนิด
นี้พบว่า PvMSP3 ประกอบด้วยกลุ่มของโปรตีนที่มีความคล้ายคลึงกัน  3 ชนิด เรียกว่า PvMSP3H, PvMSP3C 
และ PvMSPA โดยมีน้ าหนักโมเลกุลที่มีความแตกต่างกันขนาดประมาณ  75 ถึง  105 กิโลดาลตัน มีโครงสร้างเป็น
เกลียวขดหรือ coiled-coil structure เช่นกัน และมีกรดอะมิโน alanine เป็นองค์ประกอบจ านวนมากใน
ส่วนกลางของ domain ทั้งนี้ผู้ที่ติดเชื้อ P. vivax มักตรวจพบว่ามีแอนติบอดีต่อ PvMSP3 และมีความสัมพันธ์กับ
การลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมาลาเรีย โดยเชื่อว่า PvMSP3 มีความส าคัญในการลุกลามของระยะเมอร์โรซอยต์
เข้าสู่เม็ดเลือดแดง (Stanisic et al 2013) ในขณะเดียวกันหลังจากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
PvMSP3H และ PvMSP3C จากตัวอย่างจ านวนมากท่ีได้จากผู้ติดเชื้อ P. vivax พบว่าบริเวณ 5’ และ 3’ ของยีนมี
ความคงที่ในล าดับนิวคลีโอไทด์ค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับส่วนกลางของยีนที่มีลักษณะของการเรียงตัวซ้ ากัน
เป็นชุดของ codon ที่มีความหลากหลายในองค์ประกอบของ codon และยังมีความความผันแปรในจ านวน 
repeat units รวมทั้งการพบการแทรกของล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ิมขึ้น (insertion) หรือการขาดหายไปของล าดับนิ
วคลีโอไทด์ (deletion) กระจัดกระจายในส่วนกลางของยีน ดังนั้นจึงพบว่ายีนเหล่านี้มีความหลากหลายสูงระหว่าง
เชื้อต่างสายพันธุ์ (clone) และสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบติดจามประชากรของ P. vivax ได้ 
(Putaporntip et al 2014; Yang et al 2006)  
               อย่างไรก็ตามภายหลังจากการทราบข้อมูล genome ของ P. vivax แล้วพบว่า PvMSP3H, 
PvMSP3C และ PvMSP3A ปรากฎอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 10 ของเชื้อชนิดนี้ และพบว่ามียีนอ่ืน ๆ ที่มีลักษณะ
คล้ายกับยีนเหล่านี้อีก 9 ยีน โดยพบการเรียงตัวของยีนต่อเนื่องกันในทิศทางเดียวกันเป็นกลุ่มครอบคลุมบริเวณ
ประมาณ 60 kilobases ยีนเหล่านี้มีลักษณะร่วมกันคือ (1) มีกรดอะมิโน alanine เป็นองค์ประกอบในปริมาณ
มาก (2) บริเวณส่วนกลางของโปรตีนมีโครงสร้างเป็นขดเกลียว และ (3) บริเวณด้าน N-terminus ที่เป็น signal 
peptide มีล าดับกรดอะมิโนที่จ าเพาะต่อโปรตีนกลุ่มนี้ (Galinski et al 2001; Jiang et al 2013) ดังนั้นโปรตีน
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เหล่านี้จึงจัดเป็น PvMSP3 family โดยใน P. vivax สายพันธุ์ Salvador I กลุ่มยีนเหล่านี้ประกอบด้วย 12 loci 
และชื่อยีนที่เสนอโดย Rice และคณะ (Rice et al 2014) ตามล าดับการเรียงตัวและจ านวนกรดอะมิโนที่คาดว่าจะ
มี ได้แก่ (i) PVX_097670 (PvMSP3-A หรือ PvMSP3-gamma) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 845 ตัว, (ii) 
PVX_097675 (PvMSP3-B) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 902 ตัว, (iii) PVX_097680 (PvMSP3-C หรือ PvMSP3-
beta) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 1016 ตัว, (iv) PVX_097685 (PvMSP3-D1) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 1111 ตัว, 
(v) PVX_097690 (PvMSP3-D2) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 1125 ตัว, (vi) PVX_097995 (PvMSP3-E1) 
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 899 ตัว, (vii) PVX_097700 (PvMSP3-F1) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 1140 ตัว, (viii) 
PVX_097705 (PvMSP3-E2) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 907 ตัว, (ix) PVX_097710 (PvMSP3-F2) ประกอบด้วย
กรดอะมิโน 1243 ตัว, (x) PVX_097715 (PvMSP3-G) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 450 ตัว, (xi) PVX_097720 
(PvMSP3-H หรือ PvMSP3-alpha) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 852 ตัว และ (xii) PVX_097725 (PvMSP3-I) 
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 382 ตัว ซึ่งยีนเหล่านี้น่าจะเกิดจากการเพ่ิมจ านวนยีน (gene duplication) ในระหว่าง
วิวัฒนาการ เป็นที่น่าสังเกตว่าแม้ยีนเหล่านี้จะเป็นยีนที่คล้ายกัน (paralogous gene) แต่พบว่า PvMSP3-C และ 
PvMSP3-D1 มีส่วนของ Duffy-binding-like motif ในส่วนกลาง ในขณะที่ PvMSP3 อ่ืนๆ มีบริเวณท่ี
ประกอบด้วยกรดอะมิโน proline จ านวนมากร่วมด้วย นอกจากนี้ยังพบว่า PvMSP3-G และ PvMSP3-I ไม่มี
บริเวณท่ีมีกรดอะมิโน alanine จ านวนมากจึงไม่มีโครงสร้างที่ขดเป็นเกลียว ดังนั้นยีนทั้ง 2 ชนิดนี้จึงมีความ
สัมพันธุ์กับยีนอ่ืนๆ ในกลุ่มค่อยข้างน้อย (Rice et al 2014)  
               ในการศึกษายีน PvMSP3 family ของ Jiang และคณะซึ่งครอบคลุมยีน 11 ชนิดยกเว้นยีน PvMSP3-
G พบว่าสามารถตรวจพบโปรตีนในกลุ่ม PvMSP3 family ได้ทั้งหมด 10 ชนิด โดยทุกชนิดพบบนผิวของระยะ
เมอร์โรซอยต์ ยกเว้น PvMSP3-F1 พบที่ apical area ของเซลล์และไม่พบโปรตีนที่สร้างจากยีน PvMSP3-I แม้จะ
ตรวจพบ mRNA transcript ของยีนนี้ (Jiang et al 2013) ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวการตอบสนองของแอนติบอดีต่อ 
PvMSP3 family มีจ ากัดเฉพาะ PvMSP3H และ PvMSP3C และมีการใช้ยีนเหล่านี้ในการตรวจจ าแนกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของ P. vivax จากตัวอย่างเชื้อที่ได้จากผู้ป่วยในหลายภูมิภาค แต่การวิเคราะห์ถึงการใช้
ยีนในกลุ่ม PvMSP3 family เพ่ือการตรวจสอบอัตลักษณ์ของเชื้อยังไม่มีการศึกษาชัดเจน แม้ว่าจะมีผู้เสนอให้ใช้ 
genetic markers ต่างๆ เช่น microsaellite loci แต่ความสามารถในการจ าแนกหรือการตรวจสอบประชากร P. 
vivax สายพนธุ์ที่มีการปะปนในตัวอย่างเดียวกันในปริมาณต่ ายังมีข้อจ ากัด (de Souza et al 2015) ซึ่งการ
ตรวจหาจ านวน clone ทั้งหมดในแต่ละตัวอย่างที่ไม่ครอบคลุมจะมีผลต่อการวิเคราะห์และประเมินพันธุกรรมของ
เชื้อมาลาเรียเกิดความคลาดเคลื่อน 
               เนื่องจากโปรตีนในกลุ่ม PvMSP3 เป็นโปรตีนบนผิวเมอร์โรซอยต์ท่ีไม่มีส่วนที่แทรกระหว่างเยื่อหุ้ม
เซลล์ (transmembrane domain) และไม่มีส่วนเกาะยึดกับเซลล์เม็มเบรนโดย glycosylphosphatidyl inositol 
(GPI) anchor (Galinski et al 1999; Galinski et al 2001; Jiang et al 2013) ดังนั้นโปรตีนเหล่านี้จึงน่าจะหลุด
ออกจากผิวเมอร์โรซอยต์ได้ภายหลังการลุกลามเข้าสู่เม็ดเลือดแดง ดังนั้นกลุ่มของโปรตีน PvMSP3 จึงน่าจะตรวจ
พบได้ในกระแสเลือดของผู้ติดเชื้อ P. vivax และอาจจะมีบทบาทในการช่วยวินิจฉัยการติดเชื้อมาลาเรียชนิดนี้ ซึ่ง
ชุดทดสอบส าเหร็จรูปในปัจจุบันที่ตรวจหา lactate dehydrogenase ของเชื้อมาลาเรียชนิดนี้ยังมีข้อจ ากัดในด้าน
ความไวและความจ าเพาะอย่างชัดเจน ดังนั้นผลสัมฤทธิ์จากโครงการวิจัยนี้จึงมีประโยชน์ต่อการพัฒนาวัคซีน การ
ติดตามประชากรมาลาเรียและศักยภาพในการพัฒนาการวินิจฉัย P. vivax ในอนาคต  
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ความส าคัญของการศึกษาพันธุกรรมของเชื้อมาลาเรีย 
               การเข้าใจพันธุกรรมประชากร (population genetics) และวิวัฒนาการระดับโมเลกุล (molecular 
evolution) ของเชื้อมาลาเรียมีประโยชน์พื้นฐานในการวางมาตรการส าหรับการควบคุมโรค เช่น การทราบ
ขอบเขตและเข้าใจกลไกทางพันธุกรรมที่ก าหนดความหลากหลายของโปรตีนและยีนที่เกี่ยวข้องซึ่งมีความส าคัญต่อ
การพัฒนาวัคซีนป้องกันโรคมาลาเรียรวมทั้งการดื้อยาของเชื้อมาลาเรียและการแพร่กระจายของเชื้อที่ดื้อยาไปตาม
ภูมิภาคต่างๆ การทราบอัตราการผ่าเหล่าหรืออัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ต่อต าแหน่งเบสต่อปี อาจช่วย
พยากรณแ์นวโน้มที่เชื้อมาลาเรียจะมีคุณลักษณะทางพันธุกรรมที่ต่างไปจากเดิมภายใต้สภาวะที่ถูกกดดันจากปัจจัย
ต่างๆ ที่ใช้ในการควบคุมโรค ดังนั้นการควบคุมปัจจัยที่กระตุ้นการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเหล่านี้ย่อมช่วยชะลอ
หรือควบคุมเชื้อมาลาเรียที่จะก่อปัญหาอย่างมากในอนาคตลงได้ ร่วมกับการใช้มาตรการอ่ืนๆ ควบคู่กันไป เป็นต้น 
(Arnott et al 2012) 
               พันธุกรรมประชากรเป็นการประยุกต์กฎของเมนเดล (Mendel) รวมทั้งหลักการทางพันธุกรรมอ่ืนๆ ที่
เกี่ยวข้องในการศึกษากลุ่มประชากรเป้าหมายทั้งหมด การศึกษาดังกล่าวนับเป็นพ้ืนฐานเพ่ือการเข้าใจวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากวิวัฒนาการมีรากฐานมาจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่มีการสะสมขึ้นอย่างค่อยเป็น
ค่อยไปในกลุ่มประชากร ในการศึกษาพันธุกรรมประชากรนั้นเพื่อท านายหรือคาดการณ์เกี่ยวกับกลไกทาง
พันธุกรรมต่างๆ เช่น การแยกหน่วยพันธุกรรม (segregation) การแลกเปลี่ยนระหว่างหน่วยพันธุกรรม 
(recombination) การโยกย้ายหน่วยพันธุกรรม (transposition) และการผ่าเหล่า (mutation) กับผลกระทบที่
เกิดข้ึนกับกลุ่มประชากรเป้าหมาย ในขณะเดียวกันการศึกษาพันธุกรรมประชากรได้มีการค านึงถึงปัจจัยทางระบบ
นิเวศวิทยาและกระบวนการทางวิวัฒนาการ เช่น ขนาดของประชากร (population size) รูปแบบการสืบพันธุ์ 
(pattern of mating) การกระจายทางภูมิศาสตร์ (geographic distribution) การอพยพย้ายถิ่น (migration) 
และกระบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) ร่วมด้วย ทั้งนี้ปัจจัยทางพันธุกรรม ปัจจัยทาง
นิเวศวิทยา และปัจจัยทางวิวัฒนาการ ล้วนมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกันทั้งสิ้น ดังนั้นการศึกษาพันธุกรรมประชากรจึงมี
ความเชื่อมโยงอย่างใกล้ชิดกับการศึกษาวิวัฒนาการระดับโมเลกุล หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือการศึกษาวิวัฒนาการ
ระดับโมเลกุลเป็นการประยุกต์ทฤษฎีของดาร์วิน (Darwin) เพ่ืออธิบายปรากฏการณ์ท่ีเกิดขึ้นในระดับนิวคลีโอไทด์
ของหน่วยพันธุกรรมที่ต้องการศึกษา โดยวิวัฒนาการเป็นการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรมในประชากรหรือ gene 
pool ตามช่วงเวลาที่เปลี่ยนไป (Futuyma 1998) 
               โดยทั่วไปการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์เกิดขึ้นอย่างไม่จ าเพาะและอยู่ภายใต้สภาวะที่ถ่วงดุลย์กันระหว่าง
การเกิด mutation และการเปลี่ยนแปลงความถ่ีของยีนแบบ random genetic drift หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือ
อัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ทั้งชนิดที่ท าและไม่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ ทั้งนี้แนวคิดหรือทฤษฎีดังกล่าวเรียกว่า neutral theory of molecular evolution (Kimura 1968) 
ซ่ึงมีประโยชน์อย่างมากเนื่องจากสามารถใช้เป็น null hypothesis ส าหรับการประยุกต์ในการทดสอบทาง
วิวัฒนาการ เช่น การคัดเลือกตามธรรมชาติที่มีผลต่อลักษณะการเปลี่ยนแปลงของยีน เป็นต้น ข้อมูลเกี่ยวกับ
พันธุกรรมนั้นยังสามารถใช้สร้างความเชื่อมโยงทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยแสดงในเชิงเส้นที่มีลักษณะคล้าย
การแตกแขนงของกิ่งก้านสาขาของต้นไม้ ซึ่งอาศัยพ้ืนฐานจากการเปรียบเทียบล าดับเบสหรือล าดับกรดอะมิโน วิธี
วิเคราะห์และข้อตกลงพ้ืนฐานเบื้องต้นของการวิเคราะห์แต่ละวิธีสามารถหารายละเอียดได้จากหนังสือเกี่ยวกับ
วิวัฒนาการระดับโมเลกุลในเรื่องการสร้าง phylogenetic tree 
               แม้ว่าวงชีวิตของเชื้อมาลาเรียต้องมีระยะสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศแต่การแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมใน
ขั้นตอนดังกล่าวไม่จ าเป็นต้องเกิดข้ึน ในบริเวณที่มีประชากรเชื้อมาลาเรียจ านวนน้อยเมื่อยุงดูดเลือดคนมักได้รับ
เฉพาะ gametocyte ที่มีพันธุกรรมแบบเดียว ดังนั้นการปฏิสนธิที่เกิดขึ้นมักเป็นการผสมพันธุ์ระหว่างเชื้อมาลาเรีย
ที่มีพันธุกรรมที่เหมือนกันหรือเป็น self-fertilization ซึ่งสามารถตรวจสอบภาวะที่ขาดเซลล์สืบพันธุ์ที่มีพันธุกรรม
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ต่างกัน (heterozygote) (Tibayrenc et al 2002) เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่มีการจับคู่ของเซลล์สืบพันธุ์ใน
รูปแบบที่ไม่จ าเพาะด้วยการค านวณค่าสัมประสิทธิ์ของการผสมพันธุ์กันเอง (inbreeding coefficient) หรือ Fis 
ซึ่งแสดงถึงโอกาสที่ zygote จะมีรูปแบบของยีนที่เหมือนกันจากบรรพบุรุษเดียวกัน เช่น การศึกษา genotype 
จากระยะ oocyst ของ P. falciparum ในยุงพาหะในประเทศแทนซาเนีย พบว่า Fis มีค่า 0.33 แสดงว่าราว 2 ใน 
3 ของระยะ zygote มีรูปแบบของยีนที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนพันธุกรรม (recombinant genotype) (Babiker 
et al 1994) ทั้งนี้ค่า Fis เป็นการวัดการขาดหายไปของ heterozygote ภายในประชากรกลุ่มย่อย ในขณะที่ค่า 
Fst หรือ fixation index เป็นการวัดการขาดหายไปของ heterozygote อันเป็นผลจากข้อจ ากัดของการ
เคลื่อนย้ายประชากรจากปัจจัยทางภูมิศาสตร์ เช่น ในอเมริกาใต้ซึ่งมีการแพร่กระจายของเชื้อมาลาเรียค่อนข้างต่ า
พบการติดเชื้อ P. falciparum ที่มีการปะปนของเชื้อที่มีพันธุกรรมต่างกันน้อยกว่าร้อยละ 20 และค่า Fis ภายใน
กลุ่มประชากรมาลาเรียมีค่าสูงรวมทั้งค่า Fst มีนัยส าคัญแสดงว่าประชากรเชื้อมาลาเรียดังกล่าวมีการผสมพันธุ์
เฉพาะในกลุ่มประชากรหรือ self-fertilization มากและมีข้อจ ากัดของการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างกลุ่ม
ประชากร (Anderson et al 2000) ในขณะที่ประชากร P. falciparum ในตอนกลางของทวีปแอฟริกามีการ
แพร่กระจายของเชื้อมาลาเรียในอัตราที่สูงและพบการติดเชื้อ P. falciparum ที่มีการปะปนของเชื้อที่มีพันธุกรรม
ต่างกันมากกว่าร้อยละ 45 พบว่าค่า Fis และ Fst มีค่าต่ าโดย Fst มีค่าที่ไม่มีนัยส าคัญแสดงว่าเชื้อมาลาเรียส่วน
ใหญ่มีการผสมข้ามสายพันธุ์ระหว่างเชื้อที่มีพันธุกรรมต่างกันและเกิดขึ้นได้ระหว่างกลุ่มประชากรโดยไม่มีข้อจ ากัด
ทางภูมิศาสตร์ ดังนั้นความหลากหลายทางพันธุกรรมทั้งภายในประชากรและระหว่างกลุ่มประชากรจึงมีมาก 
(Anderson et al 2000) 
                การเข้าใจโครงสร้างประชากรและวิวัฒนาการของเชื้อมาลาเรียย่อมมีประโยชน์ต่อการวางมาตรการ
ควบคุมโรค การใช้ยารักษาอย่างมีเหตุผลเพ่ือให้เชื้อมาลาเรียดื้อยาได้ยากขึ้น ตลอดจนการออกแบบวัคซีนป้องกัน
โรคมาลาเรีย อย่างไรก็ตามโครงสร้างประชากรของเชื้อมาลาเรียมักมีความแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคโดยอาจเป็น 
panmixia หรือ clonal population ซึ่งจ าเป็นต้องท าการวิเคราะห์ตัวอย่างเชื้อในแต่ละท้องที่ต่อไป (Hartl et al 
2002) 
 
การวิเคราะห์กลไกทางวิวัฒนาการของเชื้อมาลาเรีย 
               การวิเคราะห์โครงสร้างประชากรจ าเป็นต้องเลือกใช้ molecular marker ที่มีความหลากหลายมาก
พอที่สามารถบ่งชี้อัตลักษณ์ของเชื้อมาลาเรียแต่ละสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์โดยใช้หลักการของ Wright’s 
statistics ส่วนการทดสอบเพ่ือหาร่องรอยของกระบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติในระดับยีนหรือระดับนิวคลีโอ
ไทด์มีหลายวิธี ขึ้นกับลักษณะของข้อมูลที่ต้องการศึกษา ถ้าผลที่ได้มีค่าเบี่ยงเบนไปจากวิวัฒนาการที่เป็นกลาง 
(neutral evolution) แสดงว่ามีกระบวนการคัดเลือก (selection) เกิดข้ึน เช่น การทดสอบโดยวิธีของ 
McDonald-Kreitman โดยการค านวณความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ใน codon ที่ไม่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยน
ชนิด (synonymous polymorphism) และใน codon ที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนชนิด (nonsynonymous 
polymorphism) ภายใน species ที่ต้องการศึกษาเปรียบเทียบกับความหลากหลายระหว่าง species ที่ศึกษากับ 
species ที่มีความใกล้ชิดทางสายใยวิวัฒนาการ สัดส่วนดังกล่าวเรียกว่า neutrality index ซึ่งถ้ามีค่าท่ีมีนัยส าคัญ
แสดงว่ากระบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติท าให้เกิดความหลากหลายดังกล่าว (McDonald and Kreitman 
1991) การค านวณอีกวิธีหนึ่งโดยการเปรียบเทียบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ใน codon ชนิดที่ไม่ท าให้กรดอะมิโน
เปลี่ยนแปลงต่อต าแหน่งการแทนที่แบบเดียวกัน (synonymous substitution per synonymous site หรือ dS) 
และการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงต่อต าแหน่งการแทนที่แบบเดียวกัน 
(nonsynonymous substitution per nonsynonymous site หรือ dN) รวมทั้งมีการค านวณโดยอาศัยวิธีอ่ืน ๆ 
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เช่น การวิเคราะห์โดยวิธี Fu and Li’s statistics ตลอดจนการวิเคราะห์โดยวิธี Tajima เป็นต้น (Nei and 
Gojobori 1986; Fu and Li 1989; Tajima 1989) 
               ในการวิเคราะห์แบบแผนของการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ใน codon ของยีนในกลุ่ม housekeeping 
genes กับยีนที่สร้างโปรตีนในบางระยะของเชื้อมาลาเรีย โดยการค านวณอัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์จากค่า 
dS เปรียบเทียบกับค่า dN  พบว่าการเปลี่ยนแปลงในล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในกลุ่ม housekeeping genes มี
ค่า dS มากกว่าค่า dN ทั้งนี้อาจเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่สร้างจากยีนเหล่านี้แม้เพียงเล็กน้อยอาจท า
ให้หน้าที่ของโปรตีนเปลี่ยนไปในระดับท่ีเซลล์ไม่สามารถมีชีวิตอยู่ต่อไปได้ ดังนั้นจึงพบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์
มักเป็นชนิดที่ไม่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนชนิดไป ซึ่งในกรณีที่ค่า dS มากกว่าค่า dN อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
แสดงว่ามีการคัดเลือกในเชิงลบหรือเรียกว่า negative selection หรือ purifying selection ในทางตรงข้าม การ
เปลี่ยนแปลงในล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่สร้างโปรตีนในบางระยะของเชื้อมาลาเรียโดยเฉพาะอย่างยิ่งยีนที่สร้าง
โปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นแอนติเจนบนผิวเซลล์ มักมีค่า dN มากกว่าค่า dS ซึ่งในกรณีที่มีค่าต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติแสดงว่ามีการคัดเลือกในเชิงบวกหรือเรียกว่า positive selection หรือ natural selection อย่างไรก็
ตามยังมียีนหลายชนิดและอาจเป็นส่วนใหญ่ในทั้ง 2 กลุ่มที่ค่า dS และ dN ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ลักษณะดังกล่าวเกิดจากการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์อย่างไม่เบี่ยงเบนจากความเป็นกลางหรือเรียกว่า selective 
neutrality (Hughes and Friedman 2005) 
               ปัจจุบัน molecular marker ส าหรับการศึกษา P. vivax ยังมีจ ากัดดังนั้น PvMSP3 family นอกจาก
จะมีบทบาทเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของการพัฒนาวัคซีนแล้ว ความหลากหลายในล าดับเบสของยีนดังกล่าวที่
ปรากฏในเชื้อต่างสายพันธุ์ยังมีประโยชน์ส าหรับการประเมินผลของวัคซีนในอนาคตเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของ
ประชากรของเชื้อ P. vivax (population dynamics) การตรวจสอบอุบัติการของการที่เชื้อมาลาเรียต่างสายพันธุ์
ปะปนในผู้ป่วยรายเดียวกัน รวมทั้งการศึกษาและติดตามผลของวัคซีนต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะประชากรของ
เชี้อมาลาเรียในเชิงวิวัฒนาการเกี่ยวกับการคัดเลือกตามธรรมชาติ (Jongwutiwes et al 2010) นอกเหนือไปจาก
การศึกษาภาวะการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อมาลาเรีย การศึกษานี้จึงสร้างองค์ความรู้ใหม่อัน
ส าคัญต่อการควบคุมโรคมาลาเรียต่อไป 
 
2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

2.1 วิเคราะห์ความหลากหลายของยีนแต่ละชนิดรวม 12 ยีนซึ่งอยู่ในกลุ่ม PvMSP3 family ของ P. vivax จาก
ผู้ติดเชื้อในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรีและยะลา 

2.2 . ศึกษาอุบัติการณ์ของการตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีน 8 ชนิดในกลุ่ม PvMSP3 family ในผู้ติด
เชื้อ P. vivax และความสัมพันธ์กับระดับ hematocrit และปริมาณเชื้อในกระแสเลือด 
 
3. วิธีด าเนินการวิจัย       
3.1 การเก็บตัวอย่างเลือด 

ตัวอย่างเลือดจากปลายนิ้วหรือหลอดเลือดด าของผู้ป่วยที่มารับการตรวจหาเชื้อมาลาเรียที่หน่วย
ควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลงหรือโรงพยาบาลในท้องที่ที่มีเชื้อมาลาเรียระบาดและตรวจพบเชื้อ P. vivax ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ จากจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จ านวนไม่น้อยกว่า 50 ตัวอย่างในแต่ละท้องที่ 
(รวม 200 ตัวอย่าง) น าตัวอย่างเลือดดังกล่าวเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท าการเก็บรวบรวม
ข้อมูลพ้ืนฐานทางคลินิค ได้แก่ เพศ อายุ เชื้อชาติ ภูมิล าเนา อุณหภูมิร่างกาย และอาการของผู้ป่วยแต่ละรายที่
ตรวจพบเชื้อมาลาเรีย รวมทั้งผล complete blood count ส าหรับผู้ป่วยมาลาเรียในจังหวัดอุบลราชธานีหรือ
จังหวัดอ่ืนๆ ที่พบเชื้อมาลาเรียที่มีความหลากหลายทางพันธุ์กรรมเช่นเดียวกัน จะคัดแยก serum จากผู้ที่ติดเชื้อ P. 
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vivax และผู้ที่ติดเชื้อ P. falciparum อย่างละ 100 ราย (รวม 200 ตัวอย่าง) เพ่ือใช้ในขั้นตอนการศึกษา
แอนติบอดี 

 
 

3.2  การตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
การท าแผ่นฟิล์มโลหิตบาง (thin blood film) 
- ปิเปตเลือดลงบนแผ่นกระจกสไลด์ที่แห้งและสะอาด จ านวน 3 µl บริเวณปลายด้านที่ติดกับส่วนที่เป็น

กระจกฝ้าของกระจกสไลด์ 
- ใช้ขอบกระจกสไลด์ปลายเรียบสม่ าเสมออีกแผ่นหนึ่งแตะหยดเลือดท ามุมประมาณ 45 องศา ไถขอบ

กระจกสไลด์ที่ท ามุมอยู่ออกไปทางปลายโดยเร็วและสม่ าเสมอ เลือดจะแผ่เป็นแผ่นฟิล์มบางบนแผ่นกระจก ทิ้งไว้
ให้แห้งสนิท 

- น าไปจุ่มใน absolute methanol ครึ่งนาที แล้วผึ่งไว้ให้แห้งสนิท 
- น ามาย้อมด้วยสีโดยผสมสี Giemsa เข้มข้นที่เตรียมไว้ 1 ml กับสารละลาย PBS ที่มีค่า pH 7.4 

ปริมาตร 10 ml ผสมให้เข้ากันแล้วหยดสีลงบนแผ่นฟิล์มโลหิตบนกระจกสไลด์จนท่วมบริเวณท่ีจะย้อม ทิ้งไว้ 20 
นาท ี

- ล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ าประปา ผึ่งให้แห้ง แล้วน าไปตรวจหาเชื้อมาลาเรียต่อไป 
การท าแผ่นฟิล์มโลหิตหนา (thick blood film) 
- ปิเปตเลือดลงบนตรงกลางแผ่นกระจกสไลด์ที่แห้งและสะอาด จ านวน 5 µl 
- ใช้มุมของกระจกสไลด์อีกแผ่นหนึ่งแตะหยดเลือด แล้ววนให้เลือดเป็นแผ่กระจายออกเป็นวงกลม 

เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1 cm ทิ้งไว้ให้แห้งสนิท 
- น ามาย้อมด้วยสีโดยผสมสียิมซาเข้มข้นที่เตรียมไว้ 1 ml กับสารละลาย PBS ที่มีค่า pH 7.4 ปริมาตร 10 

ml ผสมให้เข้ากันแล้วหยดสีลงบนแผ่นฟิล์มโลหิตบนกระจกสไลด์จนท่วมบริเวณท่ีจะย้อมทิ้งไว้ 20 นาที 
- ล้างสีออกด้วยน้ าประปา ผึ่งให้แห้ง แล้วเก็บไว้ตรวจหาเชื้อต่อไป 

 
หลังจากท าการเตรียมฟิล์มเลือดทั้งชนิดบางและชนิดหนาจากตัวอย่างเลือดที่มีสารป้องกันเลือดแข็งตัว 

และย้อมสี Giemsa จากนั้นท าการตรวจหาเชื้อมาลาเรียจาก 200 วงกล้องภายใต้ objective lens ก าลังขยาย 
100 เท่า ส าหรับการวินิจฉัยชนิดของเชื้อมาลาเรียจากฟิล์มเลือดชนิดบางอาศัยหลักการสังเกตระยะและลักษณะ
ของเชื้อมาลาเรีย การเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียอยู่ภายใน รวมทั้งลักษณะของ hemozoin 
ส่วนการวินิจฉัยชนิดของเชื้อมาลาเรียจากฟิล์มเลือดชนิดหนา อาศัยลักษณะของเชื้อมาลาเรียเป็นหลักโดย
เทียบเคียงกับเม็ดเลือดขาว ซึ่งมักมีข้อจ ากัดในการจ าแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียมากกว่าฟิล์มโลหิตชนิดบางแต่มี
ความไวมากกว่าและใช้ส าหรับประเมิน parasite density โดยนับจ านวนเชื้อเปรียบเทียบกับจ านวนเม็ดเลือดขาว 
 
3.3  การเตรียม DNA จากตัวอย่างเลือด 

น าตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่เก็บรวบรวมได้มาท าการสกัด DNA โดยใช้ชุดสกัด DNA ส าเร็จรูป ภายหลัง
จากการเติมสารละลาย TE บัฟเฟอร์ จะท าการเก็บรักษา DNA ที่อุณหภูมิ -40ºC จนกว่าจะน ามาใช้ในขั้นตอน
ต่อไป ซึ่งด าเนินการที่หน่วยปฏิบัติการวิจัยอณูชีววิทยาของมาลาเรียและปรสิตฉวยโอกาส คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซ่ึงขั้นตอนการการสกัด DNA มีดังนี้  

(1) ปิเปต proteinase K 20 µl ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 
(2)  ปิเปตตัวอย่างเลือด น้ าลายหรือปัสสาวะปริมาตร 200 µl ผสมให้เข้ากัน น าไป spin down  
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(3) เติมบัฟเฟอร์ AL ลงไป 200 µl ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex เป็นเวลา 15 วินาที น าไป spin down 
(4) น าส่วนผสมทั้งหมดในหลอดไป incubate ที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้ตัวอย่างถูกย่อย

อย่างสมบูรณ์  
(5) หลังจากนั้นน าไป spin down แล้วเติม ethanol 200 µl ผสมให้เข้ากัน โดยใช้ vortex เป็นเวลา 15 

วินาที แล้วน าไป spin down 
(6) ดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงไปใน QIAamp spin column ที่อยู่ใน collection tube แล้วน าไปปั่นที่

ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
(7) น า QIAamp spin column ไปใส่ใน collection tube ใหม่ที่สะอาด 
(8) เติมบัฟเฟอร์ AW1 500 µl แล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่

อุณหภูมิห้อง 
(9) น า QIAamp spin column ไปใส่ใน collection tube ใหม่ที่สะอาด 
(10) เติม AW2 500 µl แล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
(11) น า QIAamp spin column ไปใส่ใน collection tube ใหม่ที่สะอาด 
(12) น าไปปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือก าจัดบัฟเฟอร์ส่วนที่

เหลือออกให้หมด 
(13) น า QIAamp spin column ไปใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml ทีส่ะอาด 
(14) เติมบัฟเฟอร์ AE ลงไป 50 µl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 นาที  
(15) น าไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
(16) ดูดเก็บสารละลาย DNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C เพ่ือใช้เป็น DNA template ในการท า PCR ต่อไป 

 
3.4  การตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยวิธี PCR 

การตรวจสอบชนิดของเชื้อมาลาเรียจากตัวอย่าง DNA ของทุกตัวอย่างที่รวบรวมได้โดยวิธี PCR ใช้ 
primers ที่มีล าดับเบสจากส่วนของ mitochondrial cytochrome b ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อมาลาเรียทั้ง 5 ชนิด
ได้แก่ Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale 
และ Plasmodium knowlesi โดยการท า nested PCR ซึ่งล าดับเบสของ primer แต่ละชนิด ตลอดจนขั้นตอน
การเตรียม PCR mixture รวมทั้ง PCR thermal cycler profile ท าเช่นเดียวกับท่ีคณะผู้วิจัยรายงานมาก่อนแล้ว 
(Putaporntip et al 2009; Jongwutiwes et al 2011) ส าหรับองค์ประกอบของสารต่าง ๆ และสภาวะของ 
PCR โดยสังเขปมีดังนี้ ในปริมาณสุทธิของสารละลาย PCR 10 µl ประกอบดวย DNA ที่เจือจางในสารละลาย TE 
buffer 2 µl ส่วน forward primer และ reverse primer อยางละ 0.2 µM, nucleotide substrate (dATP, 
dCTP, dCTP และ dGTP) อยางละ 2.5 mM, 10xPCR reaction buffer 1 µl, น้ ากลั่น  6.02 µl และมี Taq 
polymerase 0.25 unit เป็นตัวเรงปฏิกิริยา น า PCR reaction mixture เขาเครื่อง PCR ซึ่งประกอบดวยขั้นตอน
ที่ท าให DNA แยกสายก่อนปฎิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 96°C เปนเวลา 1 นาท ีส าหรับปฎกิิริยา PCR ประกอบไป
ด้วยขั้น DNA แยกสายที่อุณหภูมิ 94°C เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอนท าให primer จับกับ DNA template ที่
อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอนที่ DNA ยืดสายที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 30 วินาที โดยปฎิกิริยา
ทั้งหมดท าซ้ ากันจนครบ 35 รอบ  และข้ันการสร้างสาย DNAที่สมบูรณ์ ใช้อุณหภูมิ 72°C เปน เวลา 5 นาท ีการ
ตรวจสอบแถบ DNA โดย agarose gel electrophoresis โดยเตรียม agarose ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยใช้ 
agarose 2 g ละลายใน TBE buffer 100 ml  
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3.5  การจ าแนก monoclone ของ Plasmodium vivax 

เนื่องจากปัจจุบันยังมีข้อจ ากัดในการใช้ genetic markers เพ่ือจ าแนก clone ของ Plasmodium 
vivax ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องเลือกใช้ PvMSP1 และ PvCSP ในการตรวจสอบเบื้องต้น โดย PvMSP1 จะให้ primers 
เพ่ือเพ่ิมปริมาณของยีนใน block 6 ส่วน PvCSP ใช้ primers ที่ครอบคลุมส่วนกลางของยีนที่มี repeats โดย
สามารถแยกขนาดของผลิตผล PCR ที่ต่างกันได้ในระดับหนึ่ง (Putaporntip et al unpublished) โดยมีขั้นตอน
โดยสรุปดังนี้ 

น า DNA ที่ให้ผลตรวจว่าเป็นเชื้อ Plasmodium vivax มาเป็น DNA ต้นแบบ (DNA template) 
องค์ประกอบที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดในปริมาตรสุทธิ 20 µl ประกอบด้วย 

DNA template       3.0   µl  
forward primer       0.2   µM 
reverse primer       0.2   µM 
10X ExTaq Buffer      2.0   µl 
dNTP mixture อย่างละ    2.5    mM  
sterile distilled water    13.4    µl  
ExTaq DNA polymerase    0.25   unit/µl  

น า PCR reaction mixture เข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ (PCR thermal cycler) ซ่ึง
ประกอบด้วยขั้นตอนดังนี้ 

ในขั้นตอนแรกต้องท าการแยกสาย DNA (DNA denaturation) ก่อนที่อุณหภูมิ 94oC เป็นเวลา 1 นาที 
แล้วเริ่มปฏิกิริยา PCR ซึ่งประกอบด้วย 

1. การแยกสาย DNA ที่อุณหภูมิ 94oC เป็นเวลา 40 วินาที 
2. ขั้นตอนที่ primer จับกับ template DNA (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิปรับตามค่า 

Tm ของ primers ที่ใช้เป็นเวลา 30 วินาที 
3. การสร้างสาย DNA จาก DNA ต้นแบบ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72oC เป็นเวลา 1 นาที

ส าหรับ PCR ที่ต้องการ product น้อยกว่า 1 kb และ 2-3 นาทีส าหรับ product ยาวมากกว่า 1 kb 
โดยปฏิกิริยาทั้งหมดท าซ้ ากันจนครบ 35 รอบ และข้ันตอนการสร้างสาย DNA สมบูรณ์หลังรอบสุดท้ายใช้

อุณหภูมิ 72oC เป็นเวลา 5 นาที 
ชื่อและต าแหน่งของ primer ที่ใช้ในการท า haplotyping เพ่ือแยก monoclone ของ P. vivax แสดงไว้

ในรูปที่ 1 
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รูปที่ 1 แสดงโครงสร้างของยีน PvMsp-1 ของเชื้อ Plasmodium vivax  (a) แสดงบรเิวณ conserved block แทนด้วย block 
สีขาวส่วน variable region แทนด้วย block สีด า (b) แสดงต าแหน่งและช่ือ primer (B5aF, T5aF, B6aF, S6aF, B6bR, S6bR, 
B8R and T8R) ที่ใช้ในการท า haplotyping ของ block 5 6a 6b และ 8 
 ส าหรับการท า haplotyping ของยีน PvCSP นั้นใช้ PCR primer เพียง 1 คู่ ที่อยู่ในส่วนของ conserved 
block ด้านปลาย 5’ และ 3’ ส่วน central region มีลักษณะของล าดับเบสที่เรียงซ้ ากันเป็นชุดท าให้มีความสั้น
ยาวไม่เท่ากันในแต่ละตัวอย่างเชื้อ ดังนั้นจึงใช้คุณลักษณะนี้มาใช้แยก monoclone ของเชื้อ ตามขนาดความสั้น
ยาวของผลผลิต PCR ได้ในแต่ละตัวอย่าง โครงสร้างของยีน PvCSP และต าแหน่ง primer แสดงในรูปที่ 2 
 

 
รูปที่ 2 แสดงโครงสร้าง และต าแหน่งของ PCR primer ของยีน PvCSP ของเชื้อ Plasmodium vivax  conserved block แทน
ด้วย block สีขาว ส่วน central repeat region แทนด้วย block สีเทา 
 
 
3.6  การเพิ่มปริมาณของยีน PvMSP3 family ทั้ง 12 ยีน 

จ านวนตัวอย่าง P. vivax ใช้ 30 ตัวอย่างที่เป็นการติดเชื้อสายพันธุ์เดียวจากแต่ละจังหวัด รวมทั้งสิ้นใช้ 
120 ตัวอย่าง (ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จ านวนอย่างน้อย 30 ตัวอย่างส าหรับแต่ละกลุ่มประชากร ณ ขณะใด
ขณะหนึ่ง เป็นจ านวนที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ molecular evolution และ population genetics ท าการ
เพ่ิมปริมาณ DNA ที่ครอบคลุมยีน PvMSP3 family ทั้ง 12 ยีนได้แก่ PVX_097670 (PvMSP3-A หรือ PvMSP3-
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gamma) ครอบคลุมประมาณ 2500 bp ตัว, (ii) PVX_097675 (PvMSP3-B) ครอบคลุมประมาณ 2700 bp, (iii) 
PVX_097680 (PvMSP3-C หรือ PvMSP3-beta) ครอบคลุมประมาณ 3000 bp, (iv) PVX_097685 (PvMSP3-
D1) ครอบคลุมประมาณ 3300 bp, (v) PVX_097690 (PvMSP3-D2) ครอบคลุมประมาณ 3300 bp, (vi) 
PVX_097995 (PvMSP3-E1) ครอบคลุมประมาณ 2700 bp, (vii) PVX_097700 (PvMSP3-F1) ครอบคลุม
ประมาณ 3400 bp, (viii) PVX_097705 (PvMSP3-E2) ครอบคลุมประมาณ 2700 bp, (ix) PVX_097710 
(PvMSP3-F2) ครอบคลุมประมาณ 3700 bp, (x) PVX_097715 (PvMSP3-G) ครอบคลุมประมาณ 1500 bp, (xi) 
PVX_097720 (PvMSP3-H หรือ PvMSP3-alpha) ครอบคลุมประมาณ 2500 bp และ (xii) PVX_097725 
(PvMSP3-I) ครอบคลุมประมาณ 1200 bp โดยปฏิกิริยาลูกโซ่โพรีเมอร์เรสโดยใช้ forward primer ซึ่งได้จาก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 25-30 ตัวแรกก่อน start codon ของยีนโดยอ้างอิงจาก genome sequence ในฐานข้อมูล 
GenBank database ส่วน reverse primer ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ complementary strand ใน
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 25-30 ตัวหลังจาก stop codon ส าหรับขั้นตอนการท า PCR ในปริมาณสุทธิ 30 µl 
ประกอบด้วย DNA ของเชื้อมาลาเรียที่จะศึกษา primers อย่างละ 0.2  µM nucleotide substrate (dATP, 
dCTP, dCTP และ dGTP) อย่างละ 2.5 mM MgCl2 ความเข้มข้น 2.5 mM 10x PCR reaction buffer 3 µl น้ า
กลั่น 17.4 µl และมี Taq DNA polymerase 0.6 units เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา น า PCR reaction mixture เข้า
เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ (PCR thermal cycler) ซึ่งประกอบด้วยขั้นท าให้ DNA แยกสาย (DNA 
denaturation) ขั้นตอนท าให้ primer จับกับ DNA template (primer-template annealing) และข้ันตอนที่ 
DNA ยืดสาย (primer extension) โดยปฎิกิริยาทั้งหมดท าซ้ ากันจนครบ 35 รอบ หลังจากนั้นท าการตรวจผลผลิต 
PCR โดยวิธี gel electrophoresis ส าหรับ PCR primer ที่ออกแบบเพ่ือการเพ่ิมผลผลิต PCR ของ PvMSP3 
family ทั้ง 12 ยีนนั้นแสดงไว้ในตารางที่ 1 ซึ่งในรายงานครั้งนี้ท าเฉพาะ 7 ยีนก่อนได้แก่ 3A, 3B, 3C, 3D1, 3E1, 
3F1 และ 3H 

 
ตารางท่ี 1 PCR primers for PvMSP3 
Gene Primers Sequence (5’-> 3’) Nucleotides (bp) 
3D2 PvMSP3.5_F0 ATGTACACGGCCACTGCACG 20 

 PvMSP3D2-R0 GTATGTATAAACATACGCATGTGCG 25 
3E2 PvMSP3.8_F0 ATTGCCATACCGGACAATTCGCA 23 

 PvMSP3.8-R0 CTTAGAAGGTCCTTCCTGGGC 21 
3F2 PvMSP3.9_F0.1 CGCTAACTGAAAGGTAGTGTATATC 25 

 PvMSP3.9-R0.2 CCACAAACGGGAAACATC 18 
3G PvMSP3GT_F0 GTGTTTTACCCACATCAAAATAGG 24 
 PvMSP3GT-R0 CTCATTTCTTCATTTTGGAGGAC 23 

3I PvMSP3.11_F0 TAACTCCAAAGAATGGCTTTCC 22 
 PvMSP3.11-R0 GTATAGTGGCACACGAACTTG 21 

 
3.7  การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3 family ทั้ง 12 ยีน 

น าผลผลิต PCR ที่ได้จากข้ันตอนก่อนหน้านี้มาท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ PCR purification kit จากนั้นท า
การวิเคราะห์ล าดับเบสโดยใช้เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ (automated DNA sequencer) ในกรณีที่พบรูปแบบของ 
allele ใหม่ หรือพบการแทนที่ของเบสในต าแหน่งที่ไม่เคยพบมาก่อนจะท าการเพ่ิมปริมาณยีนอีกครั้งโดยเริ่มต้น
จาก genomic DNA จากตัวอย่างเดิมและท าการหาล าดับเบสซ้ าอีกครั้ง เพื่อเป็นการตรวจสอบความถูกต้อง 
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รายชื่อ primer และล าดับเบสของ primer ที่ใช้ในการอ่านล าดับเบสของยีน PvMSP3 family เฉพาะในรายงาน
ครั้งนี้ 5 ยีน แสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางท่ี 2 Sequence primers for PvMSP3 
 
Gene Primers Sequence (5’-> 3’) Nucleotides (bp) 
3D2 PvMSP3.5-F1.3 CTCCGCACTCTTTTTAGCATACG 23 

 PvMSP3D2-F2 GAACAAAAAAAAGCAGAATGGGCAGC 26 
 PvMSP3D2-F3 GCAGCCGAAGTAGTAAAAGCGG 22 
 PvMSP3D2-F4 CACTAAACGTTGTAAAAGCAG 21 
 PvMSP3.4.5-F2 AGCAAAGGGAAATGCACAAACTGC 24 
 PvMSP3D2-R1 TACCACATAGGCTGCTATCTGGGC 24 
 PvMSP3D2-R2 CGCTTCTTTTGCTGCAGTTTC 21 

3E2 PvMSP3E2-R1 TGCTGATTTTGAAGTTTTTGCTGCA 25 
 PvMSP3E2-F1 AAAGAAGAAGCAAAAAAAGCAGT 23 
 PvMSP3E2-F2 GCTAAGGCTATAGCAGCTAAAG 22 

3F2 PvMSP3F2_R1 TGCTTCTTCTGCTCGCTTACTTGCTAA 27 
 PvMSP3F2_F1 GGAACAAACAAAAGCAGAAGT 21 
 PvMSP3F2_F2 TAATAGAAGCAGAAGTAGCAAAGGCAG 27 
 PvMSP3F2_F3 GCAGAATCAGCGGAGGAAGACGCGGA 26 

3G PvMSP3GT-F0 GTGTTTTACCCACATCAAAATAGG 24 
 PvMSP3GT-F1 GCAGTAAGAGCAAGCGAAGATG 22 
 PvMSP3GT-R0 CTCATTTCTTCATTTTGGAGGAC 23 

3I PvMSP3.11_R1 CACCCCTGGACTCCAAGACCT 21 
 PvMSP3.11_F1.1 GGCCAACACAGTGATGAAG 19 

 
3.8  การเตรียม expression plasmid construct 

ท าการเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค PCR โดยอาศัยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสที่เหมาะสมในการปรับเปลี่ยน
เพ่ือให้เป็นต าแหน่งตัดจ าเพาะของ restriction enzyme ที่เหมาะสมเพ่ือให้ง่ายในขั้นตอนการโคลนเข้าสู่ 
plasmid vector หลังจากท่ีชิ้นส่วน DNA ถูกตัดด้วย restriction enzyme ที่เหมาะสมแล้วจะถูกเชื่อมเข้าสู่ 
expression vector เช่น plasmid pET28a แล้วโคลนเข้าสู่ E. coli JM109 โดยเทคนิค electroporation แล้ว
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB หลังจากนั้นน าเซลล์ที่ได้ส่วนหนึ่งมาท าการเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 
agar ที่มียาปฏิชีวนะคานามัยซิน ความเข้มข้น 50 g/ml ผสมอยู่ บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นโคโลนีที่ได้จะถูกน ามาคัดเลือกหา transformant ที่มี recombinant DNA 
ด้วยการตรวจสอบโดยวิธี PCR และตรวจสอบความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ เมื่อตรวจสอบความถูกต้องแล้ว
น า expression plasmid construct ที่ได้ มา transform เข้าสู่ E. coli BL21 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่สามารถผลิต
โปรตีนได้ 
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3.9  การกระตุ้นการสร้างโปรตีน recombinant PvMSP3 family 
น า E. coli BL21 ที่มี expression plasmid construct ที่เตรียมไว้แล้ว มากระตุ้นให้เกิดการสร้าง

โปรตีนโดยการเติม Isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) เพ่ือเป็นการเหนี่ยวน าให้เชื้อผลิตโปรตีน
ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม หลังจากนั้นน าแบคทีเรียที่ถูกกระตุ้นดังกล่าวมาท าให้เซลล์แตกด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง 
(sonication) แล้ว น าโปรตีนที่ได้มาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ Ni-NTA column 
 
3.10  การวิเคราะห์โปรตีน recombinant PvMSP3 family และ Western blot analysis 

ท าการหาปริมาณของโปรตีนที่ได้โดยวิธี Bradford Protein Assay และแยกโปรตีนโดยวิธี sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โปรตีนที่แยกออกจากกันได้จะถูกน า
การย้อมด้วยสี coomassie brilliant blue solution และถูกย้ายไปยัง PVDF membrane ด้วยวิธ ีsemi-dry 
transfer และท า western blot analysis โดยใช้ pooled serum ของผู้ที่ติดเชื้อ P. vivax เป็น positive 
control และ pooled serum จากผู้ที่ไม่มีประวัติได้รับเชื้อมาลาเรียมาก่อนและอาศัยนอกเขตปรากฎโรค
มาลาเรียเป็น negative control ส่วน pooled serum จากผู้ที่ติดเชื้อ P. falciparum ใช้เพื่อทดสอบปฏิกิริยา
ข้ามกลุ่มของแอนติบอดี 
 
3.11  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ท าการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ recombinant PvMSP3 family ต่อการท าปฏิกิริยากับ 
pooled serum จากผู้ที่ติดเชื้อ P. vivax และตรวจสอบความเข้มข้น (titer) ที่เหมาะสมของ pooled serum 
ดังกล่าวต่อการท าปฏิกิริยากับ recombinant PvMSP3 family ที่เลือกใช้ทดสอบ เมื่อได้สภาวะการทดสอบ 
ELISA ที่เหมาะสมแล้วจึงท าการตรวจสอบหาแอนติบอดีต่อ PvMSP3 family จากตัวอย่างซีรั่มท่ีต้องการศึกษา 
ทั้งนี้การทดสอบ ELISA ที่พัฒนาขึ้นนี้เพื่อหาแอนติบอดีต่อ PvMSP3 family ชนิด IgG เป็นหลัก 
 
4. ผลการวิจัย 
4.1 ประชากรตัวอย่าง 

คณะผู้วิจัยได้ท าการเก็บรวบรวมตัวอย่างเลือดผู้ป่วยมาลาเรียจากหน่วยควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลง 
และมาลาเรียคลินิกที่มีการการวินิจฉัยว่าติดเชื้อ Plasmodium vivax โดยการตรวจแผ่นฟิล์มเลือดที่ผ่านการย้อม
สี Giemsa ในพ้ืนที่จังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา ในปี ค.ศ. 2006  ถึง ค.ศ. 2018 ได้ตัวอย่าง
จ านวน 362 ตัวอย่าง รวมทั้งตัวอย่างซีรั่มในปี ค.ศ. 1998-2016 ในจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร 
และยะลา จ านวน 734 ตัวอย่าง  

 
4.2 ผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยวิธีกล้องจุลทรรศน์ 
         ผลการตรวจตัวอย่างเลือดที่ตรวจพบเชื้อ Plasmodium vivax จากหน่วยควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลง 
และมาลาเรียคลินิก จากฟิล์มโลหิตชนิดบางโดยพบลักษณะของเชื้อระยะที่เจริญตั้งแต่ระยะ growing 
trophozoite เป็นต้นไปจนถึง mature schizont หรือ gametocyte และ เม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อเหล่านี้จะมีขนาด
โตขึ้นชัดเจนและพบ Schuffner’s dots อัตราการติดเชื้อของเม็ดเลือดแดงมักไม่เกินร้อยละ 2 นอกจากนี้อาจพบ
ระยะวงแหวนได้เช่นกันแต่ไม่บ่อยเท่าเชื้อ Plasmodium falciparum ดังนั้นจึงมีข้อจ ากัดในการวินิจฉัยภาวะของ
การติดเชื้อร่วมกันระหว่าง Plasmodium vivax และ Plasmodium falciparum ยกเว้นในกรณีท่ีพบระยะวง
แหวนจ านวนมากและมีอัตราการติดเชื้อของเม็ดเลือดแดงสูงร่วมกับการพบลักษณะของเชื้อ Plasmodium vivax 
ชัดเจน ส่วนลักษณะเชื้อ Plasmodium vivax ที่พบได้ในฟิล์มโลหิตชนิดหนามักมีรูปร่างไม่แน่นอน เนื่องจาก
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กระบวนการย้อมสี โดยจากตัวอย่างทั้งหมดสามารถตรวจพบเชื้อสอดคล้องกับผลการตรวจของหน่วยควบคุม
โรคติดต่อน าโดยแมลง และมาลาเรียคลินิก ทั้ง 362 ตัวอย่าง 
 
4.3 ผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยวิธี PCR 

  เมื่อน าตัวอย่างเลือดที่ได้มาสกัด DNA และน ามาท า PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยใช้ primer ของ 
mitochondrial cytochrome b gene ที่จ าเพาะกับ Plasmodium แต่ละชนิด โดยท าการทดสอบเพ่ือหาเชื้อ
มาลาเรียชนิดที่พบในคน 5 ชนิด Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, 
Plasmodium ovale และ Plasmodium knowlesi ซึ่งสามารถติดต่อสู่คนได้ในประเทศไทย จากผลการตรวจ
โดยวิธี PCR พบว่าผลการตรวจโดยวิธี PCR มีความสอดคล้องกับผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (ตารางที่ 3) นอกจากนี้ยังตรวจพบการติดเชื้อผสมใน 62 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นการติดเชื้อร่วมกันกับ 
Plasmodium falciparum ในทุกตัวอย่าง 
 
 
ตารางท่ี 3 Species-specific PCR diagnosis of malaria parasites 
 

Province/ 
Malaria  Tak Ubon-

Ratchathani Chantaburi  Yala and 
Narathiwat  Total 

P.f 3 0 1 5 9 
P.v 71 75  64 81 291 
P.v + Pf 15 26 10 11 62 
P.m 0 0 0 0 0 
P.o 0 0 0 0 0 
P.k 0 0 0 0 0 
Total 89 101 75 97 362 
หมายเหตุ   Pf = Plasmodium falciparum; Pv = Plasmodium vivax; Pm = Plasmodium malariae, 
Po = Plasmodium ovale และ Pk = Plasmodium knowlesi 
 
4.4 การจ าแนก monoclone ของ Plasmodium vivax 
  ผลการจ าแนก monoclone ของตัวอย่างเชื้อ Plasmodium vivax ทั้ง 291 ตัวอย่างโดยการท า 
genotyping ของยีน merozoite surface protein 1 ในส่วนของ variable block 6 ซ่ึง variable block 6 มี
รูปแบบของอัลลีล 4 รูปแบบ ส่วนรูปแบบที่ 5 แบบ Belem-Sal1 นั้นยังไม่มีการตรวจพบในธรรมชาติ จะเห็นได้ว่า
จากตัวอย่างที่ศึกษาท้ังหมดสามารถตรวจพบรูปแบบของอัลลีลแบบ Sal1-Sal1 ได้มากที่สุด รองลงมาคือ Sal1-
Belem b Belem-Belem และ Sal1-Belem a ตามล าดับ และพบจ านวนอัลลีลทั้งหมด 363 อัลลีลดังแสดงใน
ตารางที่ 4 ในจ านวนนี้พบตัวอย่างเชื้อมาลาเรียที่มีการปะปนกันของอัลลีลต่างชนิดกัน 72 ตัวอย่าง ซึ่งให้ผล
สอดคล้องกับการท า haplotyping ของยีน PvCSP โดยพบรูปแบบของ central repeat region เป็นแบบ VK210 
มากกว่า VK247 ร้อยละ 72 และ 28 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4 Distributions of PvMsp-1 haplotypes based on blocks 6a/6b among 291 clinical isolates.  
 

Haplotypes Allelic types Number of haplotype 
Block 6a Block 6b 

1 Belem Belem 68 
2 Belem Sal1 0 
3 Sal1 Sal1 186 
4 Sal1 Belem a 37 
5 Sal1 Belem b 72 
    

 

 
4.5 การเพิ่มปริมาณและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3D2 

น าตัวอย่าง DNA ที่ตรวจพบเชื้อ Plasmodium vivax  ที่มีรูปแบบอัลลีลของ PvMsp1 block 6 และ 
PvCSP เพียงรูปแบบเดียวจ านวน 219 ตัวอย่าง จากจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา มาใช้เป็น DNA 
ต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณ DNA โดยวิธี PCR ในส่วนของยีน PvMSP3D2 และน าผลผลิต PCR มาตรวจสอบด้วย 
1 % agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบขนาดแถบผลิตผล PCR ที่ได้กับ DNA มาตรฐาน และสุ่มเลือก
ตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR เหมาะสมต่อการหาล าดับเบสทั้งหมด 120 ตัวอย่าง ตามแผนที่วางไว้คือจากจังหวัดตาก 
อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จังหวัดละ 30 ตัวอย่าง ซ่ึงตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR บวกมีความยาว 3.3-3.4 กิโล
เบส ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของยีน PvMSP3D2 (รูปที่ 3) 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3 Representative PCR products of the PvMSP3D2 gene analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. M is a DNA lambda/HindIII marker in lane 15, N is a negative control in lane 1, 
PvMSP3D2 positive sample are in lane 2-14.  
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4.6 การเพิ่มปริมาณและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3E2 
การเพ่ิมปริมาณ DNA โดยวิธ ีPCR ในส่วนของยีน PvMSP3E2 จากตัวอย่างเชื้อที่ติดเชื้อ Plasmodium 

vivax เพีนงแบบเดียวมาเพ่ิมผลผลิต PCR แล้วตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบ
ขนาดแถบผลิตผล PCR ที่ได้กับ DNA มาตรฐาน พบว่าตัวอย่าง DNA ที่ให้ผลบวกในการเพ่ิมปริมาณยีน 
PvMSP3E2 มีจ านวน 120 ตัวอย่าง คือ จังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จังหวัดละ 30 ตัวอย่าง ซ่ึง
ตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR บวกมีความยาว 2.6-2.7 กิโลเบส ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของยีน PvMSP3E2 (รูปที่ 4) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4 Representative PCR products of the PvMSP3E2 gene analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. PvMSP3E2 positive sample are in lane 1-13, M is a DNA lambda/HindIII marker in 
lane 14.  
 
4.7 การเพิ่มปริมาณและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3F2 

การเพ่ิมปริมาณ DNA โดยวิธ ีPCR ในส่วนของยีน PvMSP3F2 และน าผลผลิต PCR มาตรวจสอบด้วย 
1 % agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบขนาดแถบผลิตผล PCR ที่ได้กับ DNA มาตรฐาน พบว่าตัวอย่าง 
DNA ที่ให้ผลบวกในการเพ่ิมปริมาณยีน PvMSP3F2 มีจ านวน 120 ตัวอย่าง คือ จังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี 
และยะลา จังหวัดละ 30 ตัวอย่าง ซ่ึงตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR บวกมีความยาว 3.3-4.1 กิโลเบส ซึ่งสอดคล้องกับ
ขนาดของยีน PvMSP3F2 (รูปที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 Representative PCR products of the PvMSP3F2 gene analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. PvMSP3F2 positive samples are in lane 1-3 and 5-13. M is a DNA lambda/HindIII 
marker.  
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อย่างไรก็ตามพบว่ามี 2 ตัวอย่างทีม่ีการปะปนกันของอัลลีล PvMSP3F2 ต่างชนิดกันจึงไม่ได้น ามาใช้เป็น
ข้อมูลในการศึกษาครั้งนี้ ลักษณะตัวอย่างที่มีอัลลีล PvMSP3F2 ต่างชนิดกันปะปนกันจะเห็นได้จากการเกิดผลผลิต 
PCR สองขนาดในตัวอย่างเดียวกันดังแสดงในรูปที่ 5 แถวที่ 5 
 
4.8 การเพิ่มปริมาณและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3G 

น าผลผลิต PCR ของยีน PvMSP3G มาตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบ
ขนาดแถบผลิตผล PCR ที่ได้กับ DNA มาตรฐาน พบว่าตัวอย่าง DNA ที่ให้ผลบวกในการเพ่ิมปริมาณยีน 
PvMSP3G มีจ านวน 120 ตัวอย่าง คือ จังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จังหวัดละ 30 ตัวอย่าง ซ่ึง
ตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR บวกมีความยาว 1.2-1.4 กิโลเบส ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของยีน PvMSP3G (รูปที่ 6) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 6 Representative PCR products of the PvMSP3G gene analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. PvMSP3G  positive samples are in lane 2-17, M is a DNA lambda/HindIII marker.  
 
4.9 การเพิ่มปริมาณและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3I 

น าตัวอย่าง DNA ที่ตรวจพบเชื้อ Plasmodium vivax ที่มีรูปแบบอัลลีลรูปแบบเดียวมาท าการเพ่ิม
ปริมาณ DNA โดยวิธี PCR ในส่วนของยีน PvMSP3I น าผลผลิต PCR มาตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบขนาดแถบผลิตผล PCR ที่ได้กับ DNA มาตรฐาน พบว่าตัวอย่าง DNA ที่ให้ผลบวก
ในการเพิ่มปริมาณยีน PvMSP3I มีจ านวน 120 ตัวอย่าง คือ จังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จังหวัด
ละ 30 ตัวอย่าง ซ่ึงตัวอย่างที่ให้ผลผลิต PCR บวกมีความยาว 1.1 กิโลเบส ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของยีน 
PvMSP3I (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 7 Representative PCR products of the PvMSP3I gene analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. M is a DNA lambda/HindIII marker in lane 1, N is a negative control in lane 17 
and PvMSP3I positive sample are in lane 2-16.  
 
 
4.12 โครงสร้างของยีน PvMSP3D2 และความหลากหลายทางพันธุกรรม  

จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3D2 (PvMSP3.5) จากตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่างนั้น 
พบว่าผลการวิเคราะห์ข้อมูลในส่วนของโครงสร้างของยีน PvMSP3D2 จากจังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง พบ
ขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 1,120-1,150 ตัว พบ new alleles จ านวน 10 haplotypes จังหวัด
อุบลราชธานีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 1,120-1,159 ตัว พบ new alleles 
จ านวน 8 haplotypes จังหวัดจันทบุรีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 1,128-1,134 
ตัว พบ new alleles จ านวน 5 haplotypes จากยะลา 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับกรดอะมิโน 1,114 ตัว
พบ new alleles จ านวน 3 haplotypes และสามารถแบ่งโครงสร้างภายในยีน PvMSP3D2 เป็น 3 ส่วน คือ 1. 
Non-repeats , repeat and insert domains (รูปที่ 8 และ 9) 

 
 

 

 
รูปที่ 8 Representative structure of PvMSP3D2 gene. 
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1. Non-repeat domains ประกอบด้วย Domain I, II, III, IV and V  
2. Repeat domains ประกอบไปด้วย Repeat I ซึ่งอยู่ระหว่าง Domain I และ II, Repeat II อยู่ระหว่าง 
Domain II และ III, Repeat III อยู่ในช่วงระหว่าง Domain IV และ V  
3. Insert domain อยู่บริเวณต าแหน่ง Domain III และ IV 
 

 
รูปที่ 9 Amino acid sequences of the repeat regions among 33 haplotypes of PvMSP3D2 from Tak, 
Ubon-Ratchathani, Chanthaburi, Narathiwat and Yala provinces. 
 

4.13 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของ PvMSP3D2 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาของ PvMSP3D2 จากภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทยในการศึกษา
นี้เปรียบเทียบกับข้อมูลยีนเดียวกันจากฐานข้อมูลของ GenBank database เมื่อท าการสร้าง phylogenetic tree 
ด้วยวิธี maximum likelihood พบว่า กลุ่มประชากรที่ศึกษาแบ่งออกได้เป็น 7 clade ตามสายวิวัฒนาการ ซึ่ง
ประชากร Plasmodium vivax ใน clade ที่ 1 เป็นอัลลีลที่มาจากจังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 
5 ตัวอย่าง และตัวอย่างที่ใช้อ้างอิงจากประเทศอินเดียจ านวน 1 ตัวอย่าง ใน clade ที่ 2 เป็นกลุ่มอัลลีลจาก
จังหวัดตากและจันทบุรี จ านวนทั้งหมด 4 ตัวอย่าง ใน clade ที่ 3 จ านวน 3 ตัวอย่าง เป็นกลุ่มอัลลีลจากจังหวัด
ตาก อุบลราชธานี และ 1 ตัวอย่างเป็นอัลลีลจาก Mauritanial ใน clade ที่ 4 ประกอบด้วยอัลลีล 7 ตัวอย่าง จาก
จังหวัดตากและอุบลราชธานี จ านวน 4 ตัวอย่าง และในตัวอย่างอ้างอิงจาก Panama I Salvador I และ Chesson 
จ านวน 3 ตัวอย่าง ใน clade ที่ 5 เป็นกลุ่มของอัลลีลจากจังหวัดตาก อุบลราชธานีและจันทบุรี จ านวน 3 ตัวอย่าง 
และตัวอย่างอ้างอิงจาก VietnamPaloAlto จ านวน 1 ตัวอย่าง ใน clade ที่ 6 เป็นอัลลีลจากจังหวัดตาก 
อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 4 ตัวอย่าง และใน clade ที่ 7 ประกอบด้วยอัลลีล 5 ตัวอย่าง จากจังหวัดตาก 
ยะลา นราธิวาส และตัวอย่างที่ใช้อ้างอิงจาก NorthKorean อย่างไรก็ตามไม่มีความชัดเจนของ lineage ของแต่
ละกลุ่มประชากรเนื่องจากมีหลายตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างกันแต่กลับอยู่ใกล้ชิดกันในแขนงวิวัฒนาการ ซึ่งแสดงให้
เห็นว่า haplotype ของยีน PvMSP3D2 จากพ้ืนที่ต่างๆ ไม่มีการแยกกลุ่มกันอย่างชัดเจนดังแสดงในรูปที่ 10 
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รูปที่ 10 Phylogenetic tree of PvMSP3D2 sequences from 33 haplotypes.  
 
4.14 โครงสร้างของยีน PvMSP3E2 และความหลากหลายทางพันธุกรรม  

จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3E2 จากตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างจาก
จังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 2,571-2,706 เบส จังหวัดอุบลราชธานี
จ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,812-2,718 เบส จังหวัดจันทบุรีจ านวน 30 
ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 2,565-2,706 เบส จังหวัดยะลา 30 ตัวอย่าง พบขนาดของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 2,637-2,667 เบส ผลการวิเคราะห์ข้อมูลเพิ่มเติมในส่วนของ structure ของยีน 
PvMSP3E2 ในจังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 857-902 ตัว พบ new 
alleles จ านวน 10 haplotypes จังหวัดอุบลราชธานีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่
ในช่วง 604-906 ตัว พบ new alleles จ านวน 7 haplotypes จังหวัดจันทบุรีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของ
ล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 862-902 ตัว พบ new alleles จ านวน 6 haplotypes จากยะลา 30 ตัวอย่าง พบ
ขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 879-889 ตัว พบ new alleles จ านวน 9 haplotypes และสามารถแบ่ง
โครงสร้างภายในยีน PvMSP3E2 เป็น 3 ส่วน คือ 1. Non-repeat domain I อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1-
150 เบส 2. Repeat domain with complex inserts อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 151-1,440 เบส พบความ
หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์เกิดจากการเปลี่ยนแปลงแทนที่ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (substitutions) เกิดการ
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ขาดหายไปของล าดับนิวคลีโอไทด์ (deletion) การเพ่ิมของล าดับนิวคลีโอไทด์ (insertion) และการเกิด 
recombination นอกจากนี้ยังพบว่าในบริเวณดังกล่าวมีจ านวน alanine-rich สูงซึ่งมีโครงสร้างแบบ 
tertiarycoiled-coil (รูปที่ 11) 

 

  
รปูท่ี 11 Representative structure of PvMSP3E2 gene. 
 
ท าให้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันเป็นชุด AlanineXXAlanineXXX (heptad repeats) 3. 3. Non-repeat 
domain II อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1,441-2,769 เบส พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์เริ่มมีการเปลี่ยนแปลง และมี
จ านวน glutamate-rich สูง (รูปที่ 12) 

 

 
รูปที่ 12 Amino acid sequences of the repeat regions among 38 haplotypes of PvMSP3E2 from 
Tak, Ubon-Ratchathani, Chanthaburi, Narathiwat and Yala provinces. 
 
4.15 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของ PvMSP3E2 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาของ PvMSP3E2 จากภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทย ด้วยวิธี 
maximum likelihood พบว่า กลุ่มอัลลีลของ PvMSP3E2 ที่ศึกษาแบ่งออกได้เป็น 8 clade ตามสายวิวัฒนาการ 
ซ่ึงประชากร Plasmodium vivax ใน clade ที่ 1 ประกอบด้วย 6 อัลลีล จากจังหวัดอุบลราชธานี จันทบุรี และ
ยะลา จ านวน 4 ตัวอย่าง และตัวอย่างที่ใช้ในการอ้างอิงในประเทศไทยจ านวน 1 ตัวอย่าง และใน 
Venezuelar109 จ านวน 1 ตัวอย่าง ใน clade ที่ 2 เป็นอัลลีลที่มาจากจังหวัดตากและอุบลราชธานี จ านวน 3 
อัลลีล ใน clade ที ่3 จากจังหวัดจันทบุรี และยะลา จ านวน 5 อัลลีล ใน clade ที่ 4 จากจังหวัดตาก และ
อุบลราชธานี จ านวน 7 อัลลีล ใน clade ที่ 5 พบเพียงอัลลีลอ้างอิงในประเทศไทยและ Sumatra ใน clade ที่ 6 
พบอัลลลีลจังหวัดยะลา และ Venezualar1899 ใน clade ที่ 7 จากจังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี 
จ านวน 5 อัลลีล ใน clade ที่ 8 เป็นอัลลีลจากจังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 4 อัลลีล และ
เช่นเดียวกันไม่มีความชัดเจนของ lineage ของแต่ละกลุ่มประชากร ซึ่งแสดงให้เห็นว่า haplotype ของยีน 
PvMSP3E2 จากพ้ืนที่ต่าง ๆ ไม่มีการแยกกลุ่มกันอย่างชัดเจนดังแสดงในรูปที่ 13 
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รูปที่ 13 Phylogenetic tree of PvMSP3E2 sequences from 38 haplotypes. 
 
4.16 โครงสร้างของยีน PvMSP3F2 และความหลากหลายทางพันธุกรรม 

การวิเคราะห์รูปแบบ allele ในระดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3F2 จากตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง 
จากจังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง จังหวัดอุบลราชธานีจ านวน 30 ตัวอย่าง จังหวัดจันทบุรีจ านวน 30 ตัวอย่าง 
จังหวัดยะลา 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 3,372-4,185 เบส จากการวิเคราะห์ยีน 
PvMSP3F2 สามารถแบ่งโครงสร้างภายในยีน PvMSP3F2 เป็น 3 ส่วน 

 

 
รูปที่ 14 Representative structure of PvMSP3F2 gene. 
 
คือ 1. Non-repeat Domain I อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที ่1-240 เบส ล าดับนิวคลีโอไทด์ไม่เปลี่ยนแปลง 2. 
Repeat domain with complex inserts อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 241-4,590 เบส พบการเพ่ิมของล าดับ
นิวคลีโอไทด ์insertion นอกจากนี้ยังพบว่าในบริเวณดังกล่าวมีจ านวน alanine-rich สูงซึ่งมีโครงสร้างแบบ 
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tertiarycoiled-coil ท าให้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันเป็นชุด AlanineXXAlanineXXX (heptad repeats) และมี
จ านวน glutamate-rich สูง 3. Non-repeat Domain II อยู่ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 4,590-4,863 เบส (รูปที่ 
14 และ 15) 
 

 
 
รูปที่ 15 Amino acid sequences of the repeat regions among 41 haplotypes of PvMSP3F2 from 
Tak, Ubon-Ratchathani, Chanthaburi, Narathiwat and Yala provinces. 

 
4.17 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของ PvMSP3F2 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาของ PvMSP3F2 จากภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทยในการศึกษา
นี้พบว่ากลุ่มประชากรที่ศึกษาแบ่งออกได้เป็น 8 clade ตามสายวิวัฒนาการ ซึ่งประชากร Plasmodium vivax 
ในclade ที่ 1 ประกอบด้วย 9 อัลลีล จากจังหวัดตาก อุบลราชธาน ีและยะลา ใน clade ที่ 2 จากจังหวัดตากและ 
จันทบุรี จ านวน 3 อัลลีล ใน clade ที่ 3 เป็นตัวอย่างอัลลีลจากจังหวัดอุบลราชธานีและยะลา จ านวน 8 ตัวอย่าง 
ใน clade ที่ 4 จากจังหวัดยะลาเพียงจังหวัดเดียว จ านวน 5 อัลลีล ใน clade ที่ 5, 6,7 เป็นอัลลีลจากจังหวัด
จันทบุรีเพียงที่เดียว จ านวน 3 อัลลีล ใน clade ที่ 8 จากจังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 5 อัลลีล 
อย่างไรก็ตามไม่มีความชัดเจนของ lineage ของแต่ละกลุ่มประชากร แสดงให้เห็นว่า haplotype ของยีน 
PvMSP3F2 จากพ้ืนที่ต่างๆ ไม่มีการแยกกลุ่มกันอย่างชัดเจนดังแสดงในรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 Phylogenetic tree of PvMSP3F2 sequences from 41 haplotypes. 
 
4.18 โครงสร้างของยีน PvMSP3G และความหลากหลายทางพันธุกรรม  

ผลการวิเคราะห์รูปแบบ allele ในระดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3G จากตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง 
เป็นตัวอย่างจากจังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,254-1,365 เบส 
จังหวัดอุบลราชธานีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,254-1,425 เบส จังหวัด
จันทบุรีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,266-1,389 เบส จังหวัดยะลา 30 
ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,254-1,305 เบส ส่วนขนาดของกรดอะมิโนของตัวอย่างจาก
จังหวัดตากพบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 418-455 aa พบ new alleles จ านวน 16 haplotypes 
จังหวัดอุบลราชธานีพบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 418-475 aa พบ new alleles จ านวน 11 
haplotypes จังหวัดจันทบุรีพบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 422-463 aa พบ new alleles จ านวน 10 
haplotypes ยะลาพบขนาดของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 418-435 aa พบ new alleles จ านวน 5 
haplotypes และสามารถแบ่งโครงสร้างภายในยีน  

 
 

 
รูปที่ 17 Representative structure of PvMSP3G gene. 
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PvMSP3G เป็น 3 ส่วน คือ 1. conserved block I อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 1-75 ล าดับกรดอะมิโนไม่
เปลี่ยนแปลง 2. Repeat block อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที ่76-215 พบความหลากหลายของล าดับกรดอะมิ
โน คือ การเปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโนตัว (substitutions), เกิดการขาดหายไปของล าดับกรดอะมิโน 
(deletion), การเพ่ิมของล าดับกรดอะมิโน (insertion) และการเกิด new alleles นอกจากนี้ยังพบว่าในบริเวณ
ดังกล่าวมีจ านวน alanine-rich สูงซึ่งมีโครงสร้างแบบ tertiarycoiled-coil ท าให้มีล าดับกรดอะมิโนซ้ ากันเป็นชุด 
AlanineXXAlanineXXX (heptad repeats) 3. conserved block II อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 216-542 
พบว่าล าดับกรดอะมิโนตัวเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง และมีจ านวน glutamate-rich สูง (รูปที่ 17 และ 18) 

 

 
 

รปูท่ี 18 Amino acid sequences of the repeat regions among 56 haplotypes of PvMSP3G gene 
from Tak, Ubon-Ratchathani, Chanthaburi, Narathiwat and Yala provinces. 
 
4.19 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของ PvMSP3G 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาของ PvMSP3G gene จากภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทยพบว่า 
กลุ่มประชากรที่ศึกษาแบ่งออกได้เป็น 5 clade ตามสายวิวัฒนาการ ซึ่งประชากร Plasmodium vivax ในclade
ที่ 1 มาจากจังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 12 อัลลีล ใน clade ที่ 2 เป็นกลุ่มอัลลีลจากจังหวัด
อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จ านวน 4 อัลลีล ใน clade ที่ 3 จากจังหวัดตาก และจันทบุรี จ านวน 12 อัลลีล 
ใน clade ที่ 4 พบกลุ่มอัลลีลที่อยู่ร่วมกันจากจังหวัดอุบลราชธานี และยะลา จ านวน 5 อัลลีล ใน clade ที่ 5 เป็น 
อัลลีลจากจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จ านวน 9 อัลลีล ชนิดของอัลลีลในแต่ละพ้ืนที่มีการปะปน
กัน แสดงให้เห็นว่า haplotype ของยีน PvMSP3G จากพ้ืนที่ต่างๆ ไม่มีการแยกกลุ่มกันอย่างชัดเจนดังแสดงในรูป
ที่ 19 
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รูปที่ 19 Phylogenetic tree of PvMSP3G sequences from 56 haplotypes. 
 
4.20 โครงสร้างของยีน PvMSP3I และความหลากหลายทางพันธุกรรม  

การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อ P. vivax ในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และ
ยะลา เพื่อใช้ส าหรับการวิเคราะห์รูปแบบ allele ในระดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PvMSP3I ซึ่งใช้ตัวอย่างทั้งหมด 
120 ตัวอย่าง ในจังหวัดตากจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,125-1,158 เบส 
จังหวัดอุบลราชธานีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,116-1,149 เบส จังหวัด
จันทบุรีจ านวน 30 ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,107-1,149 เบส จังหวัดยะลา 30 
ตัวอย่าง พบขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 1,134-1,149 เบส ส่วนขนาดของล าดับกรดอะมิโนจากตัวอย่าง
ของจังหวัดตากอยู่ในช่วง 375-386 ตัว พบ new alleles จ านวน 16 haplotypes จังหวัดอุบลราชธานีพบขนาด
ของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 372-383 ตัว พบ new alleles จ านวน 11 haplotypes จังหวัดจันทบุรีพบขนาด
ของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 369-383 ตัว พบ new alleles จ านวน 10 haplotypes ยะลาพบขนาดของ
ล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 378-383 ตัว พบ new alleles จ านวน 8 haplotypes และสามารถแบ่งโครงสร้าง
ภายในยีน PvMSP3I เป็น 3 ส่วน 
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รูปที่ 20 Representative structure of PvMSP3I gene. 
 
คือ 1. conserved blocks อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 1-218 เบส ล าดับกรดอะมิโนไม่เปลี่ยนแปลง 2. 
variable blocks อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 219-376 พบความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโน คือ การ
เปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโน (substitutions), เกิดการขาดหายไปของล าดับกรดอะมิโน (deletion), การ
เพ่ิมของล าดับกรดอะมิโน (insertion) และการเกิด new alleles นอกจากนี้ยังพบว่าในบริเวณดังกล่าวมีจ านวน 
alanine-rich สูงซึ่งมีโครงสร้างแบบ tertiarycoiled-coil ท าให้มีล าดับกรดอะมิโนซ้ ากันเป็นชุด 
AlanineXXAlanineXXX (heptad repeats) 3. conserved blocks อยู่ในช่วงล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 377-394 
พบว่าล าดับกรดอะมิโนเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง และมีจ านวน glutamate-rich สูง (รูปที่ 20 และ 21) 

 
 

 
รูปที่ 21 Amino acid sequences of the repeat regions among 46 haplotypes of PvMSP3I gene 
from Tak, Ubon-Ratchathani, Chanthaburi, Narathiwat and Yala provinces. 
 
4.19 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของ PvMSP3I 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสายใยวิวัฒนาของ PvMSP3I gene จากภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทยพบว่า 
กลุ่มประชากรที่ศึกษาแบ่งออกได้เป็น 5 clade ตามสายวิวัฒนาการ ซึ่งประชากร Plasmodium vivax ในclade
ที่ 1 มาจากจังหวัดตาก อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จ านวน 10 อัลลีล ใน clade ที่ 2 เป็นกลุ่มอัลลีลจาก
จังหวัดตาก อุบลราชธานี และจันทบุรี จ านวน 4 อัลลีล ใน clade ที่ 3 จากจังหวัดตาก และจันทบุรี จ านวน 2 อัล
ลีล ใน clade ที่ 4 พบอัลลีลจากจังหวัดตาก จ านวน 1 อัลลีล ใน clade ที่ 5 เป็นอัลลีลจากจังหวัดตาก 
อุบลราชธานี จันทบุรี และยะลา จ านวน 15 อัลลีล ชนิดของอัลลีลในแต่ละพ้ืนที่มีการปะปนกัน แสดงให้เห็นว่า 
haplotype ของยีน PvMSP3I จากพ้ืนที่ต่างๆ ไม่มีการแยกกลุ่มกันอย่างชัดเจนดังแสดงในรูปที่ 22 
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รูปที่ 22 Phylogenetic tree of PvMSP3I sequences from 46 haplotypes. 
 
4.26 การวิเคราะห์ค่า haplotype diversity ของกลุ่มยีน PvMSP3 
 จากตารางที่ 4 แสดงให้ถึงค่า haplotype diversity ของยีน PvMSP3-D2, PvMSP3-E2, PvMSP3-F2, 
PvMSP3-G และ PvMSP3-I ซึ่งจะเห็นได้ว่ามีค่ามากกว่า 0.87 ในทุกยีนแสดงให้เห็นว่ายีนเหล่านี้มีความ
หลากหลายสูงมาก 
 
ตารางท่ี 5 Distribution of PvMSP3 haplotypes of among Plasmodium vivax isolates from diverse 
endemic areas of Thailand 
 

Gene Number of Haplotype Haplotype diversity (Hd) Nucleotide diversity (Pi) 
3D2 33 1.000  0.011 0.09661  0.00365 
3E2 38 0.986  0.014 0.07923  0.00334 
3F2 41 0.990  0.011 0.11251  0.00455 
3G 56 0.986  0.011 0.01169  0.00098 
3I 46 0.943  0.021 0.01001  0.00094 

 
ในจ านวน haplotype ของ PvMSP3D2 ที่พบทั้งหมด 33 แบบ เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 

PvMSP3D2 พบความหลากหลายของยีนสูงและสามารถวิเคราะห์ค่า haplotype diversity คือ 1.000 ในจ านวน 
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haplotype ของ PvMSP3E2 ที่พบทั้งหมด 38 แบบ เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน PvMSP3E2 พบความ
หลากหลายของยีนและสามารถวิเคราะห์ค่า haplotype diversity คือ 0.986 ในจ านวน haplotype ของ 
PvMSP3F2 ที่พบทั้งหมด 41 แบบ เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน PvMSP3F2 พบความหลากหลายของยีนและ
สามารถวิเคราะห์ค่า haplotype diversity คือ 0.990 ในจ านวน haplotype ของ PvMSP3G ที่พบทั้งหมด 56 
แบบ เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน PvMSP3G พบความหลากหลายของยีนและสามารถวิเคราะห์ค่า haplotype 
diversity คือ 0.986 ในจ านวน haplotype ของ PvMSP3I ที่พบทั้งหมด 46 แบบ เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 
PvMSP3I พบความหลากหลายของยีนและสามารถวิเคราะห์ค่า haplotype diversity คือ 0.943 พบว่าทั้งยีน 
PvMSP3D2 และ PvMSP3F2 มีค่า haplotype diversity สูงเมื่อเปรียบเทียบกับยีนอ่ืนๆ ของ PvMSP3 ส่วน
ความหลากหลายของยีน PvMSP3E2, PvMSP3G และ PvMSP3I มีค่า haplotype diversity ทีใ่กล้เคียงกัน 
แสดงให้เห็นถึงชนิดและความถี่ของ haplotype ที่พบในแต่ละกลุ่มยีน PvMSP3 ดังเช่นในยีน PvMSP3G พบ 
haplotypeที ่56 มากที่สุดร้อยละ 12.77 
 
4.27 การทดสอบความเบี่ยงเบนจากความเป็นกลางทางวิวัฒนาการ (Tests for departure from neutral 
evolution) 
 จากตารางที่ 5 การวิเคราะห์อัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ในล าดับเบสของยีน PvMSP3-D2, PvMSP3-E2, 
PvMSP3-F2, PvMSP3-G และ PvMSP3-I จากตัวอย่างที่ใช้ศึกษาในครั้งนี้ พบว่ามีค่า synonymous nucleotide 
substitutions per synonymous site (dS) สูงกว่าค่า nonsynonymous nucleotide substitutions per 
nonsynonymous site (dN) อย่างมีนัยส าคัญในทุกกลุ่มยีนที่ศึกษา (p < 0.05) ยกเว้นตัวอย่างเชื้อของยีน 
PvMSP3-H แสดงให้เห็นว่าในบริเวณ N-terminal และ C-terminal ของกลุ่มยีน PvMSP3 family มีอิทธิพลของ 
purifying selection หรือ negative selection เนื่องจากบริเวณเหล่านี้มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของ
มาลาเรียเนื่องจากมี functional constraint ดังนั้นการแทนที่ของ nucleotide ที่อาจมีผลต่อการเปลี่ยนกรดอะมิ
โนที่จะมีผลต่อหน้าที่ของโปรตีนนี้จึงถูกยับยั้งเพ่ือการอยู่รอดของเชื้อมาลาเรีย 
 
 
4.28 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ Full fragment ของยีน PvMSP3F2 จากตัวอย่าง CT1691 โดย
วิธี PCR 

ท าการเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค PCR โดยอาศัยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสที่เหมาะสมในการปรับเปลี่ยน
เพ่ือให้เป็นต าแหน่งตัดจ าเพาะของ restriction enzyme ที่เหมาะสมเพ่ือให้ง่ายในขั้นตอนการโคลนเข้าสู่ 
plasmid vector (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางท่ี 6 List of primer for protein expression of PvMSP3 family. 
 
No Gene fragment Primers Sequence (5’-> 3’) 
1 3F2 CT1691-full PvMSP3F2-F0P CCCCCATATGATGAAGTCCAATTTGAAAAGTACCCTTTAC 
   PvMSP3F2-F0P CCCCCTCGAGTTAACATGCTAAAAATGAACTGATTCAGGT 
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ Full fragment ของยีน PvMSP3F2 จากตัวอย่าง CT1691 โดยวิธี PCR จาก
การใช้ expression primers (ตารางที่ 6) จากการวิเคราะห์ผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส โดยใช้ Agarose gel 1% 
และเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด พบว่าผลผลิตของตัวอย่าง CT1691 มีขนาดประมาณ 3,477 bp 
ซึ่งเป็นขนาดที่อยู่ในช่วงต้องการศึกษา (รูปที่ 23)  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23 Representative 1% agarose gel electrophoresis showing specific amplifications from 
PvMSP3F2 PCR. Lane M,  1 kb DNA ladder Marker; Lanes 1-3, CT1691. Molecular size in base 
pairs is show on the right of the gel. 
 
 
4.35 ผลการผลิตโปรตีนจากบริเวณ Full fragment จากตัวอย่าง CT1691 ของยีน PvMSP3F2  

ผลผลิต PCR จากบริเวณ Full fragment ของยีน PvMSP3F2 (รูปที่ 23) สามารถเชื่อมเข้าสู่ pET19b 
vector ด้วยต าแหน่งตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ XhoI จากนั้นท าการยืนยันความถูกต้องด้วยวิธีวิเคราะห์
ล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 25-1,158 เมื่อแปลรหัส CT1691 เป็นโปรตีนจะได้กรดอะมิโนทั้งหมด 1,158 ตัว มีน้ าหนัก
โมเลกุล 123.78 kDa (รูปที่ 24-25) 
 

 
รูปที่ 24 Structure of Plasmodium vivax Merozoite Surface Protein-3F2 (PvMSP3.9)  

 
 

 1         2         3        M 

3,477 bp. 
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รูปที่ 25 Amino acids sequence of PvMSP3F2 from CT1691 isolate. 

 
 
4.42 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ recombinant protein ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

จากนั้น 6X His-tag fusion protein จะถูกผลิตใน E. coil ในสายพันธุ์ BL21 โดยมี IPTG เป็นตัว
เหนี่ยวน า ท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column ซึ่งโปรตีนที่ได้จะมีขนาดดังรูปที่ 26 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26 SDS-PAGE analysis of PvMSP3F2-CT1691 (123.78 kDa) full fragment purified protein. 
Staining with coomassie brillian blue R-250. M; Dual color protein standard marker. 
 
4.45 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ PvMSP3F2 Full fragment recombinant protein จาก 
CT1691 Isolates ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ท าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ IgG ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax จากจังหวัดตาก จ านวน 143 ราย 
อุบลราชธานี จ านวน 132 ราย และยะลา จ านวน 8 ราย รวม 283 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จาก
จังหวัดตาก จ านวน 133 ราย อุบลราชธานีจ านวน 77 ราย รวม 210 ราย นอกจากนี้ยังท าการศึกษากลุ่มคนปกติ
ในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ราย โดยวิธี ELISA จากผลการวิเคราะห์ที่พบ positive selection ในบริเวณ Full 
fragment ของยีน PvMSP3F2 จึงเป็นไปได้ที่บริเวณดังกล่าวอาจมี immunodominant epitopes ดังนั้นจึงได้



 44 

ท าการผลิต recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก CT1691 ซึ่งจากการวิเคราะห์ใน 10% SDS 
polyacrylamide electrophoresis พบว่า recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก CT1691 มี
ขนาด 123.78 kDa   

เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ซีรั่มในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และยะลา เพื่อการ
วิเคราะห์การตอบสนองของแอนติบอดีในผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax เมื่อน า purified proteins เหล่านี้มา
ทดสอบกับซีรั่มโดยวิธี ELISA พบว่าซีรั่มในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax สามารถตรวจพบ IgG ต่อ CT full fragment 
ของโปรตีน PvMSP3F2 จากจังหวัดตาก จ านวน 143 รายให้ผลบวกต่อ CT full fragment จ านวน 61 รายหรือ
ร้อยละ 42.6 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ full fragment เพ่ิมขึ้นมากกว่า 1 S.D. จ านวน 23 ราย และตรวจ
พบซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จากจังหวัดตากจ านวน 133 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีในผู้ที่ให้ผล
บวกจ านวน 37 รายหรือร้อยละ 27.8 

จากจังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 312 รายให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 142 รายหรือร้อยละ 
45.51 ทั้งนี้ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 39 ราย และเม่ือน าซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและ
หายจากโรคแล้ว จ านวน 77 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีดังกล่าวในผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 30 รายหรือร้อยละ 39  

และท าการศึกษาในจังหวัดยะลา ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีจ านวน 8 รายที่ให้ผล
บวกต่อ CT1691 full fragment จ านวน 5 รายหรือร้อยละ 62.5 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ CT1691 full 
fragment เพ่ิมขึ้นมากกว่า 1 S.D. จ านวน 2 รายหรือร้อยละ 25  

รวมทั้งซีรั่มของกลุ่มคนปกตใินกรุงเทพมหานครจ านวน 61 ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 
7 รายหรือร้อยละ 11.5  
 
4.46 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ PvMSP3B recombinant protein จาก Full fragment 
CT1230 isolate ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ท าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ IgG ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax จากจังหวัดตาก จ านวน 143 ราย 
อุบลราชธานี จ านวน 132 ราย และยะลา จ านวน 8 ราย รวม 283 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จาก
จังหวัดตาก จ านวน 133 ราย อุบลราชธานีจ านวน 77 ราย รวม 210 ราย นอกจากนี้ยังท าการศึกษากลุ่มคนปกติ
ในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ราย โดยวิธี ELISA จากผลการวิเคราะห์ที่พบ positive selection ในบริเวณ Full 
fragment ของยีน PvMSP3B จึงเป็นไปได้ที่บริเวณดังกล่าวอาจมี immunodominant epitopes ดังนั้นจึงได้ท า
การผลิต recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก CT1230 Isolate ซึ่งพบมากท่ีสุด ซึ่งจากการ
วิเคราะห์ใน 10% SDS polyacrylamide electrophoresis และ Western blot พบว่า recombinant protein 
ในส่วนของ Full fragment จาก CT1230 มีขนาด 95.30 kDa (รูปที่ 27) 
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รูปที่ 27 SDS-PAGE analysis of PvMSP3B-CT1230 full fragment purified protein. Lane 1; Cell lysate 
before pass column, Lane 2; Cell lysate after pass column, Lane 3; Cell lysate, Lane 4; First 
wash, M; Dual color protein standard marker. Lane 6; Eluate (100 mM imidazole), Lane 7; Eluate 
(150 mM imidazole), Lane 8; Eluate (200 mM imidazole), Lane 9; Eluate (250-1 mM imidazole), 
Lane 10; Eluate (250-2 mM imidazole), Lane 11; Eluate (250-3 mM imidazole), Lane 12; Eluate 
(250-4 mM imidazole).  
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รูปที่ 28 SDS-PAGE analysis of His-tag-recombinant CT1230-Full-PvMSP3B (95.30 kDa) purified 
protein. Western blot used 6X-His tag antibody (primary antibody) and His-tag Rabbit antibody 
(secondary antibody) 
 

เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ซีรั่มในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และยะลา เพื่อการ
วิเคราะห์การตอบสนองของแอนติบอดีในผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax เมื่อน า purified proteins เหล่านี้มา
ทดสอบกับซีรั่มโดยวิธี ELISA พบว่าซีรั่มในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax สามารถตรวจพบ IgG ต่อ CT1230 full 
fragment ของโปรตีน PvMSP3B จากจังหวัดตาก จ านวน 143 รายให้ผลบวกต่อ CT full fragment จ านวน 52 
รายหรือร้อยละ 36.36 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ full fragment เพ่ิมขึ้นมากกว่า 1 S.D. จ านวน 33 ราย 
และตรวจพบซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จากจังหวัดตากจ านวน 133 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีใน
ผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 42 รายหรือร้อยละ 31.57 จากจังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 312 รายให้ผลบวกต่อ full 
fragment จ านวน 121 รายหรือร้อยละ 38.78 ทั้งนี้ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 57 
ราย และเม่ือน าซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จ านวน 77 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีดังกล่าวในผู้ที่
ให้ผลบวกจ านวน 24 รายหรือร้อยละ 31.16 และท าการศึกษาในจังหวัดยะลา ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax ผู้ป่วยมี
ระดับแอนติบอดีจ านวน 8 รายที่ให้ผลบวกต่อ CT1230 full fragment จ านวน 2 รายหรือร้อยละ 25 พบผู้ป่วยที่
มีระดับแอนติบอดีต่อ CT1230 full fragment เพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 1 รายหรือร้อยละ 12.5 รวมทั้ง
ซีรั่มของกลุ่มคนปกติในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 4 รายหรือ
ร้อยละ 6.55  

 
4.47 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ PvMSP3D1 recombinant protein จาก Full fragment 
YL558 isolate ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ท าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ IgG ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax จากจังหวัดตาก จ านวน 143 ราย 
อุบลราชธานี จ านวน 132 ราย และยะลา จ านวน 8 ราย รวม 283 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จาก
จังหวัดตาก จ านวน 133 ราย อุบลราชธานีจ านวน 77 ราย รวม 210 ราย นอกจากนี้ยังท าการศึกษากลุ่มคนปกติ
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ในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ราย โดยวิธี ELISA จากผลการวิเคราะห์ที่พบ positive selection ในบริเวณ Full 
fragment ของยีน PvMSP3D1 จึงเป็นไปได้ที่บริเวณดังกล่าวอาจมี immunodominant epitopes ดังนั้นจึงได้
ท าการผลิต recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก YL558 Isolate ซึ่งพบมากท่ีสุดรวมทั้งการ
ผลิต recombinant protein จาก YL Isolate ในส่วนของ Full fragment ซึ่งจากการวิเคราะห์ใน 10% SDS 
polyacrylamide electrophoresis และ Western blot พบว่า recombinant protein ในส่วนของ Full 
fragment จาก YL558 มีขนาด 118.42 kDa (รูปที่ 29) 
 

 

 
 
รูปที่ 29 SDS-PAGE analysis of PvMSP3D1-YL558 full fragment purified protein. Lane 1; Cell lysate 
before pass column, Lane 2; Cell lysate after pass column, Lane 3; Cell lysate, Lane 4; First 
wash, Lane 5; Eluate (100 mM imidazole), Lane 6; Eluate (150 mM imidazole), Lane 7; Eluate 
(200 mM imidazole), Lane 8; Eluate (250-1 mM imidazole), Lane 9; Eluate (250-2 mM imidazole), 
Lane 10; Eluate (250-3 mM imidazole), Lane 11; Eluate (250-4 mM imidazole), M; Dual color 
protein standard marker. 
 

เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ซีรั่มในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และยะลา เพื่อการ
วิเคราะห์การตอบสนองของแอนติบอดีในผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax เมื่อน า purified proteins เหล่านี้มา
ทดสอบกับซีรั่มโดยวิธี ELISA พบว่าซีรั่มในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax สามารถตรวจพบ IgG ต่อ YL558 full 
fragment ของโปรตีน PvMSP3D1 จากจังหวัดตาก จ านวน 143 รายให้ผลบวกต่อ YL full fragment จ านวน 60 
รายหรือร้อยละ 41.95 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ full fragment เพ่ิมขึน้มากกว่า 1 S.D. จ านวน 27 ราย 
และตรวจพบซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จากจังหวัดตากจ านวน 133 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีใน
ผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 69 รายหรือร้อยละ 51.87 จากจังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 312 รายให้ผลบวกต่อ full 
fragment จ านวน 165 รายหรือร้อยละ 52.88 ทั้งนี้ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 63 
ราย และเม่ือน าซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จ านวน 77 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดีดังกล่าวในผู้ที่
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ให้ผลบวกจ านวน 40 รายหรือร้อยละ 51.94 และท าการศึกษาในจังหวัดยะลา ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax ผู้ป่วยมี
ระดับแอนติบอดีจ านวน 8 รายที่ให้ผลบวกต่อ YL full fragment จ านวน 3 รายหรือร้อยละ 37.5 พบผู้ป่วยที่มี
ระดับแอนติบอดีต่อ YL558 full fragment เพ่ิมขึ้นมากกว่า 1 S.D. จ านวน 1 รายหรือร้อยละ 12.5 รวมทั้งซีรั่ม
ของกลุ่มคนปกตใินกรุงเทพมหานครจ านวน 61 ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 4 รายหรือร้อยละ 
6.55  
 
4.47 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ PvMSP3F1 recombinant protein จาก CTRC25 
isolate Full fragment ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ท าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ IgG ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax จากจังหวัดตาก จ านวน 143 ราย 
อุบลราชธานี จ านวน 132 ราย และยะลา จ านวน 8 ราย รวม 283 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จาก
จังหวัดตาก จ านวน 133 ราย อุบลราชธานีจ านวน 77 ราย รวม 210 ราย นอกจากนี้ยังท าการศึกษากลุ่มคนปกติ
ในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ราย โดยวิธี ELISA จากผลการวิเคราะห์ที่พบ positive selection ในบริเวณ Full 
fragment ของยีน PvMSP3F1 จึงเป็นไปได้ที่บริเวณดังกล่าวอาจมี immunodominant epitopes ดังนั้นจึงได้
ท าการผลิต recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก CTRC25 Isolate ซึ่งพบมากท่ีสุดรวมทั้ง
การผลิต recombinant protein จาก CTRC25 Isolate ในส่วนของ Full fragment ซึ่งจากการวิเคราะห์ใน 
10% SDS polyacrylamide electrophoresis และ Western blot พบว่า recombinant protein ในส่วนของ 
Full fragment จาก CTRC25 มีขนาด 147.63 kDa (รูปที่ 30) 
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รูปที่ 30 SDS-PAGE analysis of PvMSP3F1-CTRC25 full fragment purified protein (147.63 kDa) 
Staining with coomassie brillian blue R-250. Lane 1; Cell lysate, Lane 2; First wash, Lane 3; Eluate 
(100 mM imidazole), Lane 4; Eluate (150 mM imidazole), Lane 5; Eluate (200 mM imidazole), 
Lane 6; Eluate (250 mM imidazole), Lane 7; Eluate (250-1 mM imidazole), Lane 8; Eluate (250-2 
mM imidazole), Lane 9; Eluate (250-3 mM imidazole), M; Dual color protein standard marker. 

 
เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ซีรั่มในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และยะลา เพื่อการ

วิเคราะห์การตอบสนองของแอนติบอดีในผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax เมื่อน า purified proteins เหล่านี้มา
ทดสอบกับซีรั่มโดยวิธี ELISA พบว่าซีรั่มในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax สามารถตรวจพบ IgG ต่อ CTRC25 full 
fragment ของโปรตีน PvMSP3F1 จากจังหวัดตาก จ านวน 143 รายให้ผลบวกต่อ CTRC25 full fragment 
จ านวน 65 รายหรือร้อยละ 45.45 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ full fragment เพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. 
จ านวน 27 ราย และตรวจพบซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จากจังหวัดตากจ านวน 133 รายพบว่า
ปริมาณแอนติบอดีในผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 70 รายหรือร้อยละ 52.63 จากจังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 312 รายให้
ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 166 รายหรือร้อยละ 53.20 ทั้งนี้ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 
S.D. จ านวน 64 ราย และเม่ือน าซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จ านวน 77 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดี
ดังกล่าวในผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 48 รายหรือร้อยละ 62.33 และท าการศึกษาในจังหวัดยะลา ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. 
vivax ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีจ านวน 8 รายที่ให้ผลบวกต่อ CTRC25 full fragment จ านวน 3 รายหรือร้อยละ 
37.5 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ CTRC25 full fragment เพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 2 รายหรือร้อยละ 
25 รวมทั้งซีรั่มของกลุ่มคนปกติในกรุงเทพมหานครจ านวน 61 ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 3 
รายหรือร้อยละ 4.92  

 
 
4.47 การตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อ PvMSP3H recombinant protein จาก CTRC25 isolate 
Full fragment ในผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ท าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ IgG ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax จากจังหวัดตาก จ านวน 143 ราย 
อุบลราชธานี จ านวน 132 ราย และยะลา จ านวน 8 ราย รวม 283 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จาก
จงัหวัดตาก จ านวน 133 ราย อุบลราชธานีจ านวน 77 ราย รวม 210 ราย นอกจากนี้ยังท าการศึกษากลุ่มคนปกติ
ในกรุงเทพมหานคร จ านวน 61 ราย โดยวิธี ELISA จากผลการวิเคราะห์ที่พบ positive selection ในบริเวณ Full 
fragment ของยีน PvMSP3H จึงเป็นไปได้ที่บริเวณดังกล่าวอาจมี immunodominant epitopes ดังนั้นจึงได้ท า
การผลิต recombinant protein ในส่วนของ Full fragment จาก CTRC25 Isolate ซึ่งพบมากท่ีสุดรวมทั้งการ
ผลิต recombinant protein จาก CTRC25 Isolate ในส่วนของ Full fragment ซึ่งจากการวิเคราะห์ใน 10% 
SDS polyacrylamide electrophoresis และ Western blot พบว่า recombinant protein ในส่วนของ Full 
fragment จาก CTRC25 ของยีน PvMSP3H มีขนาด 91.80 kDa (รูปที่ 31) 
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รูปที่ 31 SDS-PAGE analysis of PvMSP3H-CTRC25 (91.80 kDa) full fragment purified protein. Lane 1; 
Supernatant of Cell lysate, Lane 2; Pellet of Cell lysate, Lane 3; Cell lysate, Lane 4; Binding 
buffer, Lane 5; Wash I, Lane 6; Wash II, Lane 8; Eluate-I, Lane 9; Eluate-II, Lane 10; Eluate-III, Lane 
11; Eluate-IV, Lane 12; Eluate-V, M; Dual color protein standard marker. 

 
เมื่อท าการทดสอบโดยใช้ซีรั่มในเขตจังหวัดตาก อุบลราชธานี กรุงเทพมหานคร และยะลา เพื่อการ

วิเคราะห์การตอบสนองของแอนติบอดีในผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax เมื่อน า purified proteins เหล่านี้มา
ทดสอบกับซีรั่มโดยวิธี ELISA พบว่าซีรั่มในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. vivax สามารถตรวจพบ IgG ต่อ CTRC25 full 
fragment ของโปรตีน PvMSP3H จากจังหวัดตาก จ านวน 143 รายให้ผลบวกต่อ CTRC25 full fragment 
จ านวน 55 รายหรือร้อยละ 38.46 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ full fragment เพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. 
จ านวน 21 ราย และตรวจพบซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จากจังหวัดตากจ านวน 133 รายพบว่า
ปริมาณแอนติบอดีในผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 68 รายหรือร้อยละ 51.12 จากจังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 312 รายให้
ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 174 รายหรือร้อยละ 55.76 ทั้งนี้ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 
S.D. จ านวน 67 ราย และเม่ือน าซีรั่มกลุ่มผู้ที่ติดเชื้อและหายจากโรคแล้ว จ านวน 77 รายพบว่าปริมาณแอนติบอดี
ดังกล่าวในผู้ที่ให้ผลบวกจ านวน 43 รายหรือร้อยละ 55.84 และท าการศึกษาในจังหวัดยะลา ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ P. 
vivax ผู้ป่วยมีระดับแอนติบอดีจ านวน 8 รายที่ให้ผลบวกต่อ CTRC25 full fragment จ านวน 3 รายหรือร้อยละ 
37.5 พบผู้ป่วยที่มีระดับแอนติบอดีต่อ CTRC25 full fragment เพ่ิมข้ึนมากกว่า 1 S.D. จ านวน 1 รายหรือร้อยละ 
12.5 รวมทั้งซีรั่มของกลุ่มคนปกติในกรุงเทพมหานครจ านวน 61 ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อ full fragment จ านวน 6 
รายหรือร้อยละ 9.83  
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5. วิจารณ์ผลการวิจัย 
                    ประชากรของเชื้อมาลาเรียในปัจจุบันได้รับอิทธิพลของการคัดเลือกพันธุ์จากหลายปัจจัย
โดยเฉพาะมาตราการต่างๆ ที่น าออกมาใช้เพื่อควบคุมและก าจัดโรคมาลาเรีย ท าให้หลายๆพ้ืนที่ในเขตลุ่มแม่น้ าโขง
มีจ านวนผู้ป่วยด้วยโรคมาลาเรียลดลงอย่างเห็นได้ชัดเจน ซึ่งลักษณะต่างๆ เหล่านี้มีผลต่อการจ ากัดขนาดประชากร
ของเชื้อมาลาเรีย นอกจากนี้ข้อมูลเกี่ยวกับโปรตีนที่มีศักยภาพในการใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตวัคซีนป้องกัน
โรคมาลาเรียที่เกิดจากเชื้อ Plasmodium vivax ยังมีอยู่อย่างจ ากัด อย่างไรก็ตามจากการศึกษายีนที่ควบคุมการ
สร้าง MSP3 ของ P. vivax พบว่าประกอบด้วยยีน 12 ชนิดเรียงตัวต่อเนื่องกันบนโครโมโซมแท่งที่ 10 ดังนั้น 
MSP3 ของเชื้อมาลเรียชนิดนี้จึงจัดเป็นกลุ่มโปรตีนชนิดที่ 3 บนผิวเมอร์โรซอยต์ (PvMSP3 family) ทั้งนี้มีโปรตีน
เพียง 2 ชนิดในกลุ่มนี้ที่มีการศึกษาถึงความหลากหลายในรูปแบบของแอนติเจนจากตัวอย่างเชื้อในธรรมชาติ ได้แก่ 
PvMSP3H และ PvMSP3C  ส่วน PvMSP3 อ่ืน ๆ ยังไม่มีการศึกษาในลักษณะเดียวกันอย่างชัดเจน ในขณะที่
ข้อมูลเกี่ยวกับแอนติบอดีต่อกลุ่มโปรตีนชนิดนี้มีจ ากัดเฉพาะที่เก่ียวข้องกับ PvMSP3H (Bitencourt et al 2013) 
ในการศึกษานี้จึงมุ่งเน้นในการศึกษาเพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลายในยีนกลุ่มนี้รวมถึงการศึกษาแอนติบอดีต่อกลุ่ม
โปรตีนดังกล่าว ในรายงานครั้งนี้ได้แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน PvMSP3-D2, PvMSP3-E2, PvMSP3-
F2, PvMSP3-G และ PvMSP3-I และผลการศึกษาอุบัติการณ์ของการตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีนทั้ง 5 
ชนิด คือ 3B, 3D1, 3F1, 3F2 และ 3H จะเห็นได้ว่าผลการศึกษาท าให้สามารถขยายขอบเขตองค์ความรู้ที่จะใช้
กลุ่มยีน PvMSP3 เป็นติดตามทางพันธุกรรมที่ส าคัญส าหรับการศึกษาประชากรของเชื้อมาลาเรียชนิด 
Plasmodium vivax ในอดีตมีการใช้เทคนิค PCR-RFLP ส าหรับยีน PvMSP3C เพ่ือศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากรของเชื้อมาลาเรียชนิดนี้ (Yang et al 2006) แตใ่นการศึกษานี้ได้ข้อมูลล าดับเบสของยีน
กลุ่ม PvMSP3 จ านวน 5 ยีน ดังนั้นข้อมูลเหล่านี้จึงมีความส าคัญเป็นอย่างมากต่อการใช้เป็นตัวติดตามการศึกษา
ลักษณะประชากรของเชื้อ Plasmodium vivax ให้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากการใช้วิธี PCR-RFLP จาก
ข้อมูลของยีนเพียงชนิดเดียวนั้นมีประสิทธิภาพไม่เพียงพอในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมประชากร 
(Rice et al 2013)  มาตราการในการควบคุมโรคมาลาเรียในบริเวณจังหวัดทางภาคตะวันตกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทยที่มีอณาเขตติดต่อกับประเทศเมียนมาร์นั้นมีผลคืบหน้าไปอย่างช้า ๆ อันเนื่องมาจากมีการเคลื่อนย้าย
ไปมาของประชากรตลอดเวลาโดยเฉพาะการเดินทางของแรงงานอพยพท าให้ยากต่อการควบคุมการส่งผ่านของ
เชื้อมาลาเรีย (Konchom et al 2003)  ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ในการศึกษานี้พบว่าในทุกพ้ืนที่ที่ส ารวจมีความ
หลากหลายของประชากรค่อนข้างสูงยกเว้นประชากรเชื้อ Plasmodium vivax จากภาคใต้ของประเทศไทยที่มี
ความหลากหลายต่ ามีรูปแบบของอัลลีลเพียง 2 – 3 รูปแบบเท่านั้นจะเห็นได้จากค่า haplotype diversty นั้นมี
ค่ามากกว่า 0.9 ในทุกยีนที่ท าการศึกษา ซึ่งผลการศึกษานี้มีความสอดคล้องกับการวิเคราะห์ยีน PvMSP3H จาก
การศึกษาก่อนหน้านี้ (Mascorro et al 2005 and Cui et al 2003)  และการศึกษาในยีนชนิดอื่น ๆ เช่น 
PvMSP1 และ PvAMA1 (Jongwutiwes et al 2010)   
          แม้ว่าการแพร่กระจายของเชื้อมาลาเรียในภูมิภาคนี้รวมทั้งประเทศไทยจะมีอยู่อย่างจ ากัด แต่การศึกษา 
genotyping จากการใช้ยีน PvMSP3C และ PvMSP3H เป็นตัวติดตามพบว่ามากกว่าร้อยละ 30 ของผู้ติดเชื้อ 
Plasmodium vivax มีการติดเชื้อผสมของมาลาเรียต่างสายพันธุ์กัน (Cui et al 2003)  ซึ่งลักษณะนี้ก็ตรวจพบใน
การศึกษานี้เช่นกัน การติดเชื้อมาลาเรียต่างสายพันธุ์กันอาจจะมีผลเนื่องมาจากเชื้อมาลาเรียชนิดนี้มีระยะ 
hypnozoite ที่แฝงตัวอยู่ในตับ และการติดเชื้อใหม่ท ามีโอกาสที่จะมีการผสมปนกันของมาลาเรียต่างสายพันธุ์กัน
ได้สูง (Imwong et al 2007 and Chen et al 2007)  หรืออาจเกิดจากถูกยุงที่มีเชื้อต่างสายพันธุ์กันกัดปล่อยเชื้อ
เข้าสู่ร่างกาย (Imwong et al 2011)  หรือจากการถูกยุงที่มีเชื้อต่างสายพันธุ์และต่างตัวกันกัดซึ่งสาเหตุเหล่านี้
ล้วนมีผลต่อการเพ่ิมการติดเชื้อผสมต่างสายพันธุ์กันให้มากยิ่งขึ้น ซึ่งการติดเชื้อผสมต่างสายพันธุ์กันนั้นยิ่งเพ่ิม
โอกาสการแลกเปลี่ยนอัลลีลภายในยีนชนิดเดียวกันมากยิ่งข้ึนซึ่งมีผลต่อการเกิดอัลลีลรูปแบบใหม่ตามมามากข้ึน
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เช่นกันท าให้มีการคงอยู่ของความหลากหลายทางพันธุกรรมมาอย่างต่อเนื่องในกลุ่มยีน PvMSP3 ดังที่พบใน
การศึกษานี้ ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสัมพันธ์กับพ่ืนที่การแพร่กระจายของเชื้อ (Cole-Tobian et 
al 2005 and Gray et al 2013)  ภาวะความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่พบในกลุ่มยีน PvMSP3 จาก
การศึกษานี้อาจแสดงให้เห็นถึงมีการแพร่กระจายของเชื้อสูงในพื้นที่ทีส ารวจยกเว้นทางภาคใต้ของประเทศไทย 
เนื่องจากในพ้ืนที่นี้มีมาตรการควบคุมโรคมาลาเรียมาตั้งแต่ต้นปี 1990 ท าให้มีผลต่อการลดอัตราการป่วยด้วยโรค
ไข้มาลาเรียต่อประชากรพันคนอย่างรวดเร็ว ซึ่งมีผลต่อการลดลงของความหลากหลายทางพันธุกรรม นอกจากนี้
การศึกษา genotyping โดยใช้ยีนเป้าหมายที่สร้างโปรตีนบนผิวเมอร์โรซอยต์หลายชนิดพบว่า haplotype 
diversity ของเชื้อมาลาเรียจากภาคใต้ของประเทศไทยมีอัตราลดลงอย่างชัดเจน (Jongwutiwes et al 2010)   
นอกจากนี้ยังมีการรายงานการลดลงของความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ Plasmodium falciparum 
เช่นกันหลังจากท่ีใช้ความพยายามควบคุมการแพร่กระจายของเชื้ออย่างมีประสิทธิภาพ (Anthony et al 2007, 
Griffing et al 2011 and Khaireh et al 2013)  อย่างไรก็ตามการควบคุมประชากร Plasmodium vivax นั้น
ไม่ได้ง่าย เช่นที่หมู่เกาะโซโลมอนมีมาตราการควบคุมโรคมาลาเรียที่มีประสิทธิภาพจนมาลาเรียเกือบจะก าจัดหมด
ไปจากเกาะแห่งนี้ ซ่ึงมีผลท าให้ความหลากหลายของประชากรเชื้อ Plasmodium falciparum ลดลงอย่างมากใน
ขณะที่ประชากร Plasmodium vivax ยังคงความหลากหลายจากการศึกษาโดย microsatellite genotyping 
(Gray et al 2013)  ผลการวิเคราะห์อัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ในล าดับเบสของยีน PvMSP3-D2, 
PvMSP3-E2, PvMSP3-F2, PvMSP3-G และ PvMSP3-I จากตัวอย่างที่ใช้ศึกษาในครั้งนี้ พบว่ามีค่า 
synonymous nucleotide substitutions per synonymous site (dS) สูงกว่าค่า nonsynonymous 
nucleotide substitutions per nonsynonymous site (dN) อย่างมีนัยส าคัญในทุกกลุ่มยีนที่ศึกษา (p < 0.05) 
ยกเว้นตัวอย่างเชื้อของยีน PvMSP3-G และ PvMSP3I แสดงให้เห็นว่าในบริเวณ N-terminal และ C-terminal 
ของกลุ่มยีน PvMSP3 family มีอิทธิพลของ purifying selection หรือ negative selection เนื่องจากบริเวณ
เหล่านี้มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของมาลาเรียเนื่องจากมี functional constraint ดังนั้นการแทนที่ของ 
nucleotide ที่อาจมีผลต่อการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่จะมีผลต่อหน้าที่ของโปรตีนนี้จึงถูกยับยั้งเพื่อการอยู่รอดของ
เชื้อมาลาเรีย 

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อโปรตีน PvMSP3 family เกี่ยวข้องกับทั้ง humoral และ cellular 
immunity กล่าวคือแอนติบอดีต่อโปรตีนดังกล่าวสามารถยับยั้งการลุกลามเข้าสู่เม็ดเลือดแดงของระยะ 
merozoite รวมทั้งการเกาะติดระหว่างผิวของระยะดังกล่าวกับเซลล์ของโฮสต์ มีการศึกษาในเด็กอัฟริกาพบว่า 
PfMSP-3.1 สามารถกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ Plasmodium falciparum ได้ (Sirima et al 2011)  
อย่างไรก็ตามเนื่องจากยีนในกลุ่ม PvMSP3 มีความหลากหลายสูง ดังนั้นถ้ามีการพัฒนาบริเวณดังกล่าวในการเป็น
วัคซีนป้องกันมาลาเรียจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือไม่ให้เกิดปัญหาจาก antigenic polymorphism ที่มัก
พบในโปรตีนของเชื้อมาลาเรียหลายชนิดที่มีศักยภาพในการพัฒนาวัคซีน นอกจากนี้มีการศึกษาโดยใช้ PvMSP3 
เป็นองค์ประกอบหนึ่งของวัคซีนป้องกันการติดเชื้อ Plasmodium vivax โดยโปรตีนลูกผสมของ PvMSP3H และ 
PvMSP3C ของ Plasmodium vivax ได้มีการกระตุ้นให้มีการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าวในรูปของ soluble 
hidtidine-tagged bacterial fusions และมีการติดตามวิเคราะห์คุณสมบัติการเป็น antigenicity ในการติดเชื้อ
ในธรรมชาติด้วยการตรวจหาแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนดังกล่าวโดยใช้ซีรั่มของคนที่อาศัยในพ้ืนที่ทีมีการ
ระบาดของมาลาเรียในประเทศบราซิล และตรวจพบว่าซีรั่มส่วนใหญ่ของคนที่ติดเชื้อมาลาเรียมี IgG แอนติบอดีต่อ 
PvMSP3H (68.2%) และ PvMSP3C (79.1%) (Bitencourt et al 2013)   

การศึกษานี้นับเป็นการศึกษาแรกเก่ียวกับการตอบสนองของแอนติบอดีต่อโปรตีนในกลุ่ม PvMSP3 โดย
พบว่าผู้ที่ติดเชื้อมาลาเรีย Plasmodium vivax ส่วนใหญ่มีการสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีนดังกล่าว โดยพบ
อุบัติการณ์ของการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีน PvMSP3 ในอัตราใกล้เคียงกันกับการศึกษาใน
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ประเทศบราซิล โดยตัวอย่างซีรั่มในการศึกษานี้ได้จากผู้ป่วยในขณะที่มีการติดเชื้อมาลาเรียในระยะเฉียบพลัน 
ดังนั้นการใช้โปรตีนในกลุ่ม PvMSP3 จึงเป็นโปรตีนที่น่าสนใจเพื่อใช้เป็นองค์ประกอบของวัคซีนป้องกันการติดเชื้อ
มาลาเรียชนิด Plasmodium vivax ซึ่งในการศึกษาต่อไปควรมีการศึกษาถึงระดับการตรวจพบแอนติบอดีว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างไรภายหลังการติดเชื้อหรือในผู้ที่มีการติดเชื้อซ้ ากันหลายครั้ง และควรมีการศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดและระดับแอนติบอดีที่ตรวจพบ 
 
6. สรุปผลการวิจัยจากผลงานในปีที่ 2 

6.1 การศึกษาในครั้งนี้ พบว่า PvMSP3-F2 เป็นยีนที่มีหลายรูปแบบมากที่สุดโดยมีค่า nucleotide 
diversity เท่ากับ 0.11251 ตามด้วย PvMSP3-D2 PvMSP3-E2 ส่วนยีน PvMSP3-G และ PvMSP3-I มีความ
หลากหลายน้อยที่สุดในบรรดายีนในกลุ่มนี้คือมีค่า nucleotide diversity เท่ากับ 0.01169 และ 0.01001 
ตามล าดับ ส่วนค่า nucleotide diversity ของยีน PvMSP3-D2 และ PvMSP3-E2 มีค่าเท่ากับ 0.09661 และ 
0.07923 ตามล าดับ 

6.2 PvMSP3-G และ PvMSP3-I จะมีความหลากหลายต่ าแต่กลับพบรูปแบบของ haplotype ทั้งหมด 
56, 46 haplotypes ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่ายีนชนิดนี้มีความแตกต่างในระดับล าดับเบสแบบ 
microheterogeneity 

6.3 ระดับของความหลากหลายของ haplotype ส าหรับยีนในกลุ่มนี้ทั้ง 5 ชนิดมีค่าอยู่ในช่วง 0.943 ถึง 
1.000 แสดงให้เห็นถึงมีการแพร่กระจายของ haplotype ของแต่ละยีนทั้ง 5 ชนิดทั่วไปในพ้ืนที่ที่มีการตรวจพบ
เชื้อมาลาเรีย 

6.4 ผลการศึกษาปริมาณของ IgG ต่อ PvMSP3-B, PvMSP3-D1, PvMSP3-F1, PvMSP3-F2 และ 
PvMSP3-H แอนติเจน จากตัวอย่างซีรั่มของผู้ที่ติดเชื้อ Plasmodium vivax จ านวน 734 ตัวอย่าง พบว่าอัตรา
การตรวจพบภูมิคุ้มกันที่มีต่อแอนติเจนเหล่านี้มีปริมาณร้อยละ 33.38, 46.45, 48.36, 38.42 และ 47.54 
ตามล าดับ 

 
 

7. รายงานผลในภาพรวมทั้งหมด 
7.1 Evolution of the PvMSP3 gene family 
7.1.1 Divergent, concerted, or birth-and-death evolution 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์สายใยวิวัฒนาการของยีน PvMSP3 ทั ง 12 ยีน จาก 761 haplotypes โดยสามารถ
วิเคราะห์ยีน PvMSP3-G เป็นฐานของล าดับสายใยวิวัฒนาการของยีนแสดงให้เห็นว่ายีนชนิดนี เกิด diverged เป็น
ล าดับแรกของสายใยวิวัฒนาการ (รูปที่ 32) นอกจากนี ยังพบลักษณะโครงสร้างที่คล้ายคลึงกันของยีน PvMSP3-F1 
และ PvMSP3-F2 โดยล าดับสายใยวิวัฒนาการไม่สามารถแยกกลุ่มกันได้ชัดเจน ยังพบว่ามียีนที่มีลักษณะ
โครงสร้างที่คล้ายคลึงกันคือยีน PvMSP3-D1 และ PvMSP3-D2 รวมทั งยีน PvMSP3-E1 และ PvMSP3-E2 ก็มี
โครงสร้างที่คล้ายคลึงกันด้วยเช่นกัน ซึ่งจากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์สายใยวิวัฒนาการแล้วพบว่ายีน PvMSP3-
F1/F2 มีความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันกับยีน PvMSP3-D1/D2 มากกว่ายีนในสมาชิกตัวอื่น ในขณะที่ยีน PvMSP3-H, 
PvMSP3-I และ PvMSP3-E1/E2 มีความสัมพันธ์สายใยวิวัฒนาการในกลุ่มเดียวกัน นอกจากนี ยังพบว่า PvMSP3-
C มีความสัมพันธ์สายใยวิวัฒนาการที่ใกล้ชิดกันกับยีน PvMSP3-A และ PvMSP3-B มากกว่ายีนตัวอ่ืนในสมาชิก
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เดียวกัน จะเห็นได้ว่าสมาชิกทั ง 6 ยีนได้แก่ PvMSP3-A, PvMSP3-B, PvMSP3-C, PvMSP3-G, PvMSP3-H และ 
PvMSP3-I มีการเปลี่ยนแปลงของสายใยวิวัฒนาการอย่างอิสระต่อกัน และรวมถึงการแยกสายใยวิวัฒนาการ
มาแล้วได้แก่ยีน PvMSP3-E1/E2, PvMSP3-D1/D2 และ PvMSP3-F1/F2 ซึ่งยีนเหล่านี เป็นยีนที่สามารถเพ่ิม
จ านวนตัวเองซ  าๆ ได้ 
   ความใกล้ชิดกันของยีนที่สามารถเพ่ิมจ านวนตัวเองซ  าๆ จากตัวอย่างสายพันธุ์ Salvador I แสดงให้เห็น
ว่าทั งยีน PvMSP3-E1 แยกออกจากกลุ่ม PvMSP3-E2 อย่างชัดเจน แต่มีการกระจายของกลุ่มโครงสร้างภายในที่
คล้ายคลึงกันบ้างในกลุ่มของยีน PvMSP3-F1 และ PvMSP3-F2 นอกจากนี ยังมีแนวโน้มที่ยีน PvMSP3-D1 และ 
PvMSP3-D2 มีความใกล้ชิดกันมากขึ น อย่างไรก็ตามการกระจายบางรูปแบบของยีน PvMSP3-D1 และ PvMSP3-
D2 ของการเกิด duplication (รูปที่ 33) ดังนั นยีนที่มี duplication จึงไม่สนับสนุนสายวิวัฒนาการรูปแบบทฤษฏี
ของ divergent หรือ concerted แต่กลับสนันสนุนสายวิวัฒนาการรูปแบบทฤษฏีของ birth-and-death 
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Figure 32 Maximum likelihood tree depicting evolutionary relation among gene 

members in the PvMSP3 family. Bootstrap values from 500 pseudoreplicates are indicated along 
the branches. Shape and size of triangles represent the extent of diversity in each locus.  
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Figure 33 Maximum likelihood tree inferred from PvMSP3E1 (filled squares)/PvMSP3E2 

(open squares), PvMSP3D1 (filled circles)/PvMSP3D2 (open circles) and PvMSP3F1 (filled 
diamonds)/PvMSP3F2 (open diamond) derived from the same isolates in comparison with 
sequences of all members in the PvMSP3 gene family of the Salvador I strain.  
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7.1.2 Gene death versus pseudogene 
   จากการศึกษายีน PvMSP3-E1 พบว่ามี 3 สายพันธุ์จากจังหวัดจันทบุรีได้แก่ CTRA22, CTRA71 

และ CT1230 ที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีนบริเวณต าแหน่งที่ 1408G>T และ 1409C>A หรือล าดับกรดอะมิโนตัวที่ 
470 ของต าแหน่งยีน PvMSP3-E1 (รูปที่ 34) ล าดับกรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลงของยีน PvMSP3-E1 จากสายพันธุ์
เหล่านี มีความยาวน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของความยาวปกติ ท าให้ไม่สามารถควบคุมการท างานของโปรตีนไว้ได้ ยิ่งไป
กว่านั นรูปแบบ haplotypes ของสายพันธุ์ CTRA22, CTRA71 และ CT1230 มีความสัมพันธ์กับสายพันธุ์อ่ืนๆ ใน
สมาชิกของยีน PvMSP3-E1 ซึ่งแสดงว่ามีการกลายพันธุ์จ านวนมากใน haplotypes เหล่านี ที่ม ีstop codon 
ก่อน ดังนั น haplotypes เหล่านี อาจเป็นตัวแทนของ pseudogene ของ PvMSP3-E1 ซึ่งสนับสนุนรูปแบบ 
birth-and-death ของวิวัฒนาการในยีน PvMSP3 

 

 
Figure 34 Amino acid alignment of PvMSP3E1 of isolates with premature stop codon (*). 
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7.1.3 Insertion first versus deletion first     
สมาชิกหลายตัวในยีน PvMSP3 ที่ประกอบด้วย long insert ถึงแม้ว่า short insert อาจถูกสร้างขึ นจาก

วิวัฒนาการของการวนซ  าๆ ที่มีอยู่ในสมาชิกยีนทั งหมด แต่ข้อจ ากัดของ long insert จะมีความหลากหลายของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ และการเปลี่ยนแปลงขนาดค่อนข้างน้อยตามที่อธิบายไว้ในยีน PvMSP3-A เพ่ือตรวจสอบว่า 
haplotypes ของยีน PvMSP3-A ประกอบด้วย insert หรอืไม ่เช่น Belem type และ Salvador I type มี
วิวัฒนาการมาก่อนหรือหลัง haplotype ที่ไม่มี insert ทั งหมด เช่น NR520 type อยู่นอกกลุ่มจาก  
Plasmodium cynomolgi (PcyMSP3) และ Plasmodium inui (PiMSP3) น ามาวิเคราะห์ร่วมด้วย โดยการใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนกลางที่มี insert A, B และ C ของ PvMSP3-A ซึ่งรวมอยู่ใน repeat ที่ไม่มี insert อยู่ด้วย
ท าให้สายวิวัฒนาการมีความชัดเจนมากขึ นใน NR520 type ที่เป็นสายพันธุ์ตัวแทนของยีน PvMSP3-A อย่างไรก็
ตาม insert ทั งหมดได้ถูกสร้างขึ นเม่ือไม่นานมานี และมีการกระจายความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์
มากกว่ารูปแบบ haplotypes ที่ไม่มี insert (รูปที่ 35) 

สิ่งที่น่าสนใจคือล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Salvador I type เป็นพื นฐานของ Belem type ซึ่งมี insert A 
และ C ก่อน insert B มีสองสายพันธุ์คือ TM37 และ CTRA71 เป็น NR520 type ซึ่งซ้อนกันภายใน Belem 
type สิ่งนี อาจไม่ขัดแย้งกับข้อเสนอที่ว่า NR520 type มีสายใยวิวัฒนาการมาก่อน Belem และ Salvador I 
types เนื่องจากล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการวิเคราะห์มีการท าซ  าหลายครั ง น่าเสียดายที่ PvMSP3-A ไม่สามารถ
แยกออกจากการจัดเรียงล าดับสปีชีส์ได้ เนื่องจาก sites ทีใ่ห้ข้อมูลนั นไม่เพียงพอส าหรับการสร้างสายวิวัฒนาการ
ที่เชื่อถือได้ อย่างไรก็ตามการรวมกันของ NR520 type ทั งหมดใน phylogentic ทีส่ร้างขึ นโดยใช้ conserved 
sequences เท่านั น ในขณะที่ทั งสองสายพันธุ์ของ TM37 และ CTRA71 ทั งสองซ้อนกันอยู่ภายใน Belem type 
ของสายวิวัฒนาการที่สร้างขึ นโดยการท าซ  า ในขณะเดียวกัน PvMSP3-C ประกอบด้วย 2 inserts ดังแสดงในส่วน
ก่อนหน้า ซึ่งแตกต่างจาก PvMSP3-A การเปลี่ยนแปลงขนาดที่หลากหลาย เกิดขึ นใน PvMSP3-C insert A โดเมน
โดยสายพันธุ์ที่มี full length insert, intermediate length insert, short insert และไม่มี insert A. โดยใช้ 
PcyMSP3C เป็น outgroup ใน phylogenetic tree ซ่ึงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PvMSP3-C ประกอบด้วย full 
length insert A ที่อยู่ภายใน cluster เดียวกันหรือท่ีเกี่ยวข้องกับ PcyMSP3C รูปแบบ haplotypes อ่ืนๆ ของ
PvMSP3C ที่ไม่มี insert A หรือที่มี intermediate length insert, short insert A ซ่ึงอยู่ภายในที่เกี่ยวข้องกับ 
PcyMSP3 (รูปที่ 36) ดังนั นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะมี haplotypes ที่มี full length insert A เกิดขึ นก่อนรูปแบบ 
haplotype อ่ืนๆ เมื่อน า haplotypes มารวมกันในยีน PVMSP3 รูปแบบ haplotypes ที่มี inserts อาจเป็น
บรรพบุรุษของ haplotypes ที่ไม่มี insert ดังแสดงในยีน PvMSP3A ในขณะที่ตรงกันข้ามกันส าหรับยีน 
PvMSP3-C 
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 Figure 35 Maximum likelihood tree of PvMSP3A with inserts (unlabelled) and without inserts 
(circles) in comparison with PcyMSP3A (squares). Bootstrap values along the branches from 500 
pseudoreplicates.  
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 Figure 36 Maximum likelihood tree of PvMSP3C with long inserts, medium-sized inserts, short 
or no inserts in comparison with PcyMSP3C (square).  
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8. สรุปรายงานผลในภาพรวมทั้งหมด 
 
     บนผิวของระยะเมอร์โรซอยต์ของเชื อมาลาเรียถูกปกคลุมด้วยโปรตีนที่มีโครงสร้างซับซ้อน ในบรรดาโปรตีน
เหล่านี มีบางชนิดที่เก่ียวข้องกับการจดจ าและการลุกลามเข้าสู้เม็ดเลือดแดง การรบกวนการท างานของโปรตีน
เหล่านี กับตัวตอบรับบนผิวเม็ดเลือดแดงสามารถยับยั งการลุกลามของเชื อมาลาเรียเข้าสู่เม็ดเลือดแดง โปรตีน
เหล่านี จึงเป็นเป้าหมายที่ส าคัญส าหรับการพัฒนาวัคซีนป้องกันโรคมาลาเรีย ในบรรดาโปรตีนในกลุ่มนี โปรตีนบน
ผิวเมอร์โรซอยต์ชนิดที่ 3 หรือ MSP3 เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพเป็นองค์ประกอบของการพัฒนาวัคซีน
ป้องกันโรคมาลาเรีย MSP3 ของเชื อพลาสโมเดียมไวแวกซ์ (PvMSP3) สายพันธุ์ซาลวาดอร์ 1 จัดเป็นกลุ่มโปรตีน
หรือโปรตีนแฟมิลี่ซึ่งสร้างจากกลุ่มยีนทั งหมด 12 ชนิด ได้แก่ PvMSP3A PvMSP3B PvMSP3C PvMSP3D1 
PvMSP3D2 PvMSP3E1 PvMSP3F1 PvMSP3E2 PvMSP3F2 PvMSP3G PvMSP3H และ PvMSP3I ซึ่งมีการ

จัดเรียงตัวเป็นกลุ่มอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 10  โดยยีน 2 ชนิดในกลุ่มนี ที่ได้แก่ PvMSP3α หรือ PvMSP3H และ 

PvMSP3β  หรือ PvMSP3C ได้รับการศึกษาวิเคราะห์ในตัวอย่างเชื อจ านวนมากจากผู้ป่วย ส่วนยีนที่เหลือได้รับ
การศึกษาอย่างจ ากัด ดังนั นเพ่ือเป็นการวิเคราะห์ความหลากหลายของล าดับเบสและวิวัฒนาการของยีนทั ง 12 
ชนิดนี  จึงได้ท าการศึกษาในตัวอย่างเชื อจ านวน 203 ถึง 291 ตัวอย่างจากผู้ป่วยในจังหวัดตาก อุบลราชธานี 
จันทบุรี ยะลาและนราธิวาส โดยท าการหาล าดับเบสและวิเคราะห์พันธุกรรมของประชากรและวิวัฒนาการของยีน
เหล่านี  ในเบื องต้นได้วิเคราะห์การจัดเรียงตัวของยีนแต่ละชนิดด้วยวิธีปฎิกิริยาลูกโซ่โพลเีมอเรสเพ่ือสร้างดีเอ็นเอ
สายยาว โดยใช้ไพรเมอร์จากยีนแต่ละชนิดในตัวอย่างดีเอ็นเอทั งหมด 120 ตัวอย่าง พบว่าการจัดเรียงตัวของยีนมี
ความสอดคล้องกับข้อมูลล าดับเบสของจีโนมที่มีการศึกษาในบางตัวอย่างก่อนหน้านี  ในบรรดายีนเหล่านี มียีนที่มี
ล าดับติดต่อกันที่ดา้นปลาย telomere ได้แก่ PvMSP3A และ PvMSP3B PvMSP3E1 ที่อยู่ในส่วนกลางของจีโนม 
และยีนอีก 4 ชนิดที่เรียงล าดับติดต่อกันในส่วน centromere ซึ่งได้แก่ PvMSP3F2 PvMSP3G PvMSP3H และ 
PvMSP3I นั นสามารถตรวจพบได้ในทุกตัวอย่างที่ศึกษา แต่ยีน PvMSP3C PvMSP3D1 PvMSP3D2 PvMSP3F1 
และ PvMSP3E2 นั นมีการขาดหายไปในบางตัวอย่างที่ศึกษา แสดงให้เห็นว่ายีนในกลุ่มหลังนี ไม่มีความส าคัญ
หรือไม่มีหน้าที่ส าคัญ นอกจากนี ยังสามารถแบ่งกลุ่มยีน PvMSP3 ได้เป็น 3 กลุ่มตามพื นฐานความหลากหลายของ
ล าดับเบสคือ (1) กลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงของล าดับเบสสูงได้แก่ยีน PvMSP3G PvMSP3H และPvMSP3I (2) 
กลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงของล าดับเบสปานกลางได้แก่ยีน PvMSP3E1 และ PvMSP3E2 และ (3) กลุ่มยีนที่มี
ความหลากหลายสูงได้แก่ยีนที่เหลือทั งหมด ส่วนใหญ่ยีนในกลุ่ม PvMSP3 มีโครงสร้างของยีนคล้ายกันโดยส่วนที่มี
ความคล้ายคลึงของล าดับเบสสูงและเป็นบริเวณท่ีไม่มีล าดับเบสซ  ากันเป็นชุดอยู่ด้านปลาย 5’ และ 3’ และบริเวณ
ส่วนกลางของยีนที่มีความซับซ้อนและมีการขาดหายไปหรือแทนที่ของล าดับเบสที่เรียงซ  ากันเป็นชุด ทั งนี ส่วนใหญ่
ไม่พบล าดับกรดอะมิโนที่ซ  ากันเป็นชุดอย่างชัดเจน ยกเว้นล าดับกรดอะมิโนที่เรียงซ  ากันในช่วงสั น ๆ ของโปรตีน 
PvMSP3G ซึ่งสร้างจากยีนที่มีความคล้ายคลึงของล าดับเบสค่อนข้างสูง แม้ว่าการผ่าเหล่า การแลกเปลี่ยน
พันธุกรรมภายในยีน และขบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติได้ส่งผลต่อการเกิดความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในกลุ่มยีนนี มีความคล้ายคลึงกับยีนอ่ืน ๆ ของเชื อมาลาเรียที่สร้างโปรตีนที่เป็นแอนติเจน กลไกดังกล่าวมีความ
แตกต่างกันในการส่งผลต่อความหลากหลายทางพันธุกรรมในแต่ละยีนในกลุ่มนี  แสดงถึงความเป็นอิสระใน
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วิวัฒนาการของแต่ละยีน และอาจเนื่องจากหน้าที่ของยีนเหล่านี มีความแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามโครงสร้างทาง
ประชากรของเชื อพลาสโมเดียมไวแวกซ์ของประเทศไทย สามารถตรวจสอบได้จากยีนต่าง ๆ ในกลุ่มของยีน 
PvMSP3 แสดงว่าความแตกต่างทางภูมิศาสตร์สามารถส่งผลต่อวิวัฒนาการของแต่ละยีน การวิเคราะห์สายใย
วิวัฒนาการของยีนในกลุ่มท่ีมีการเพ่ิมจ านวนชุดของยีนได้แก่ยีน PvMSP3D1/PvMSP3D2 
PvMSP3E1/PvMSP3E2 และ PvMSP3F1/PvMSP3F2 นั นพบว่าวิวัฒนาการของยีนในกลุ่ม PvMSP3 สอดคล้อง
กับแบบจ าลองการเกิดและดับ (birth-and-death model) ดังแสดงได้จากสายวิวัฒนาการที่ปะปนกันภายในกลุ่ม
ยีนที่มีการเพ่ิมจ านวนชุด นอกจากนี การพบต าแหน่ง premature termination codon ในยีน PvMSP3E1 ใน
ต าแหน่งเดียวกันใน 3 ตัวอย่างซึ่งมีล าดับเบสที่ต่างจากยีนอ่ืน ๆ ในกลุ่มเดียวกัน ซึ่งเป็นลักษณะของยีนเทียม ยีน
ในกลุ่ม PvMSP3 มีขนาดที่แตกต่างกันมากสามารถเกิดจากการได้รับ หรือขาดหายไปส่วนของยีนในภายหลังดัง
ตัวอย่างจากการวิเคราะห์ยีน PvMSP3A และ PvMSP3C ตามล าดับ ดังนั นในการศึกษาครั งนี ท าให้เกิดความเข้าใจ
วิวัฒนาการของกลุ่มยีนแฟมิลี่ของเชื อมาลาเรีย นอกจากนี การทราบขอบเขตความหลากหลายของยีนในกลุ่มนี 
สามารถก่อให้เกิดประโยชน์ในการวิเคราะห์ระบาดวิทยาระดับโมเลกุลของประชาการเชื อพลาสโมเดียมไวแวกซ์ 
และการพัฒนาวัคซีนต่อเชื อดังกล่าวได้ 
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6. สาขาที่มีความช านาญพิเศษ   
 Medical Parasitology,  Molecular Biology,  Population Genetics 
7. ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั งภายในและภายนอกประเทศ 
7.1 หัวหน้าโครงการวิจัย:  ชือ่โครงการวิจัย 
 - Detection and genetic characterization of malaria in wild and domesticated nonhuman 
primate populations in Narathivas Province 
 - A study of anopheline potential vectors to human and primate malaria in western and 
southern Thailand 
 -  Molecular epidemiology of Plasmodium vivax: analysis of the genes encoding 
merozoite surface proteins 4 and 5 (PvMsp-4/5) 
 - Development of highly sensitive and specific diagnostic methods for human and 
primate malaria from blood samples stored in various conditions 
 - Population structure of Plasmodium vivax in Thailand based on the merozoite surface 
protein 1 gene 
 - Population genetics of anopheline primary vectors of human malaria in Thailand 
 - Detection of malaria among primate populations in natural habitats and some tourist 
attraction sites in Thailand 
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7.2  งานวิจัยที่ท าเสร็จแล้ว : ชื่อผลงานวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ แหล่งทุน      
ผลงานตีพิมพ์ (ผลงาน 5 ปีย้อนหลัง)  
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2018;99:987-994. 
4. Seethamchai S, Buppan P, Kuamsab N, Teeranaipong P, Putaporntip C, Jongwutiwes S. 
Variation in intronic microsatellites and exon 2 of the Plasmodium falciparum chloroquine 
resistance transporter gene during modification of artemisinin combination therapy in Thailand. 
Infect Genet Evol. 2018;65:35-42.  
5. Kosuwin R, Feng M, Makiuchi T, Putaporntip C, Tachibana H, Jongwutiwes S. Naturally 
acquired IgG antibodies to thrombospondin-related anonymous protein of Plasmodium vivax 
(PvTRAP) in Thailand predominantly elicit immunological cross-reactivity. Trop Med Int Health. 
2018;23:923-933.  
6. Feng M, Pandey K, Yanagi T, Wang T, Putaporntip C, Jongwutiwes S, Cheng X, Sherchand JB, 
Pandey BD, Tachibana H. Prevalence and genotypic diversity of Entamoeba species in 
inhabitants in Kathmandu, Nepal. Parasitol Res. 2018;117:2467-2472.  
7. Cheng CW, Putaporntip C, Jongwutiwes S. Polymorphism in merozoite surface protein-7E of 
Plasmodium vivax in Thailand: Natural selection related to protein secondary structure. PLoS 
One. 2018;13:e0196765.  
8. Pariyakanok L, Satitpitakul V, Laksanaphuk P, Ratanawongphaibul K, Putaporntip C, 
Jongwutiwes S. Stromal Keratitis with Endophthalmitis Caused by Vittaforma corneae in an 
Immunocompetent Patient: A Case Report. Ocul Immunol Inflamm. 2018:1-3. 
9. Tangchaikeeree T, Sawaisorn P, Somsri S, Polpanich D, Putaporntip C, Tangboriboonrat P, 
Udomsangpetch R, Jangpatarapongsa K. Enhanced Sensitivity for Detection of Plasmodium 
falciparum gametocytes by magnetic nanoparticles combined with enzyme substrate system. 
Talanta. 2017;164:645-650.  
10. Shearer FM, Huang Z, Weiss DJ, Wiebe A, Gibson HS, Battle KE, Pigott DM, Brady OJ, 
Putaporntip C, Jongwutiwes S, Lau YL, Manske M, Amato R, Elyazar IR, Vythilingam I, Bhatt S, 
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Gething PW, Singh B, Golding N, Hay SI, Moyes CL. Estimating Geographical Variation in the Risk of 
Zoonotic Plasmodium knowlesi Infection in Countries Eliminating Malaria. PLoS Negl Trop Dis. 
2016;10:e0004915.  
11. Putaporntip C, Kuamsab N, Jongwutiwes S. Sequence diversity and positive selection at the 
Duffy-binding protein genes of Plasmodium knowlesi and P. cynomolgi: Analysis of the complete 
coding sequences of Thai isolates. Infect Genet Evol. 2016;44:367-375.  
12. Al-Qahtani AA, Abdel-Muhsin AA, Dajem SMB, AlSheikh AAH, Bohol MFF, Al-Ahdal MN, 
Putaporntip C, Jongwutiwes S. Comparative sequence analysis of domain I of Plasmodium 
falciparum apical membrane antigen 1 from Saudi Arabia and worldwide isolates. Infect Genet 
Evol. 2016;39:381-388.  
13. Putaporntip C, Kuamsab N, Kosuwin R, Tantiwattanasub W, Vejakama P, Sueblinvong T, 
Seethamchai S, Jongwutiwes S, Hughes AL. Natural selection of K13 mutants of Plasmodium 
falciparum in response to artemisinin combination therapies in Thailand. Clin Microbiol Infect. 
2016;22:285.e1-8.  
14. Pariyakanok L, Satitpitakul V, Putaporntip C, Jongwutiwes S. Femtosecond laser-assisted 
anterior lamellar keratoplasty in stromal keratitis caused by an Endoreticulatus-like microsporidia. 
Cornea. 2015;34:588-91.  
15. Nakaviroj S, Kobasa T, Teeranaipong P, Putaporntip C, Jongwutiwes S. An autochthonous 
case of severe Plasmodium knowlesi malaria in Thailand. Am J Trop Med Hyg. 2015;92:569-72.  
16. Putaporntip C, Miao J, Kuamsab N, Sattabongkot J, Sirichaisinthop J, Jongwutiwes S, Cui L. 
The Plasmodium vivax merozoite surface protein 3β sequence reveals contrasting parasite 
populations in southern and northwestern Thailand. PLoS Negl Trop Dis. 2014;8:e3336.. 
17. Kosuwin R, Putaporntip C, Tachibana H, Jongwutiwes S. Spatial variation in genetic diversity 
and natural selection on the thrombospondin-related adhesive protein locus of Plasmodium 
vivax (PvTRAP). PLoS One. 2014;9:e110463.  
7.3 งานวิจัยที่ก าลังท า: ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัย 
          - โครงวิจัยเรื่อง “Nonhuman primate malarias in pig-tailed and long-tailed macaques and 
their transmission to humans in Thailand”  ระยะเวลา   3  ป ี
         ทุนสนับสนุน:  ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
         สถานภาพในการท าวิจัย: ได้ท าการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละ 90 
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ผู้วิจัยร่วม 1 
1.  ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย) นายแพทย์ ดร. สมชาย  จงวุฒิเวศย์ 
     ชื่อ-นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)    Dr. Somchai Jongwutiwes 
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7.  ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั งภายในและภายนอกประเทศ (5 ปีย้อนหลัง) 
     7.1  ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย: ชื่อแผนงานวิจัย “ระบาดวิทยาเชิงบูรณาการเพื่อเป็นแนวทางการควบคุมโรค  
           มาลาเรียในประเทศไทย” 
      7.2 หัวหน้าโครงการวิจัย: ชื่อโครงการวิจัย “ระบาดวิทยาระดับโมเลกุลของปอดอักเสบจากเชื อนิวโมซิสติส จิ   
           โรเว็คซี ในผู้ที่ติดเชื อไวรัสภูมิคุ้มกันบกพร่องในประเทศไทย” 
      7.3  งานวิจัยที่ท าเสร็จแล้ว : ชื่อผลงานวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ และแหล่งทุน     
ผลงานตีพิมพ์ (ผลงาน 5 ปีย้อนหลัง) 
1. Cheng CW, Jongwutiwes S, Putaporntip C, Jackson AP. Clinical expression and antigenic 
profiles of a Plasmodium vivax vaccine candidate: merozoite surface protein 7 (PvMSP-7). Malar 
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Correlation between genotypes and geographic distribution of Entamoeba nuttalli isolates from 
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Multiple Novel Mutations in Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter Gene 
during Implementation of Artemisinin Combination Therapy in Thailand. Am J Trop Med Hyg. 
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4. Seethamchai S, Buppan P, Kuamsab N, Teeranaipong P, Putaporntip C, Jongwutiwes S. 
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          - โครงวิจัยเรื่อง “การวิเคราะห์จีโนมในไมโตคอนเดรียของอะแคนธามีบาเพ่ือการจ าแนกจีโนไทป์  
โดยวิธีใหม่ การศึกษาสายวิวัฒนาการและการวินิจฉัย”         
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1. Seethamchai S, Buppan P, Kuamsab N, Teeranaipong P, Putaporntip C, Jongwutiwes S. 
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resistance transporter gene during modification of artemisinin combination therapy in Thailand. 
Infect Genet Evol. 2018;65:35-42.  
2. Teeranaipong P, Sirivichayakul S, Mekprasan S, Ohata PJ, Avihingsanon A, Ruxrungtham K, 
Putcharoen O. Role of Rilpivirine and Etravirine in Efavirenz and Nevirapine-Based Regimens 
Failure in a Resource-Limited Country: A Cross- Sectional Study. PLoS One. 2016;11:e0154221.  
3. Nakaviroj S, Kobasa T, Teeranaipong P, Putaporntip C, Jongwutiwes S. An autochthonous case 
of severe Plasmodium knowlesi malaria in Thailand. The American Journal of Tropical Medicine 
Hygiene 2015;92:569-72.  
4. Teeranaipong P, Sirivichayakul S, Mekprasan S, Ruxrungtham K, Putcharoen O. Rilpivirine 
versus etravirine validity in NNRTI-based treatment failure in Thailand. J Int AIDS Soc. 
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