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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 พรปวีณ์ สุขพงษ์ไทย : ความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีนสร้างโปรตีน Pfs25 ของเช้ือมาลาเรีย Plasmodium 

falciparum ในประเทศไทย. ( GENETIC DIVERSITY OF THE GENE ENCODING Pfs25 PROTEIN OF 
Plasmodium falciparum IN THAILAND) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.สิทธิพร ภัทรดิลกรัตน์, อ.ที่ปรึกษาร่วม : ผศ. 
ดร.พงชัย หาญยุทธนากร,รศ. ดร.มรกต แกว้ธรรมสอน 

  
Pfs25 เป็นโปรตีนที่พบได้บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเช้ือมาลาเรีย Plasmodium falciparum ในระยะ sexual stage และ

เป็นหนึ่งในแอนติเจนของวัคซีนส าหรับป้องกันการติดต่อของโรคมาลาเรียชนิด transmission blocking vaccine (TBV) วัคซีนชนิด
นี้สร้างจากแอนติเจน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 และได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื่องจนถึงขั้นตอน
ทดสอบทางคลินิก อย่างไรก็ดี การศึกษาความหลากหลายของยีน Pfs25 ในประชากร P. falciparum ในธรรมชาติทั้งในประเทศ
ไทยและพื้นที่อื่น ๆ มีอยู่อย่างจ ากัด ดังนั้น วิทยานิพนธ์เรื่องนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 
Pfs25 ของ P. falciparum ในประเทศไทยและพื้นที่อื่น ๆ ทั่วโลก ตัวอย่างประกอบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Pfs25 ของ 
P. falciparum ในประเทศไทยจ านวน 83 ตัวอย่าง และข้อมูลจากฐานข้อมูล GenBank และ PlasmoDB จ านวน 224 ตัวอย่าง 
ซ่ึงการศึกษานี้ได้รวบรวมและสร้างฐานข้อมูลนิวคลีโอไทด์ขึ้นเป็นครั้งแรก  ท าการศึกษาความหลากหลายด้วยการวิเคราะห์ทาง 
พันธุศาสตร์ประชากร ผลการศึกษาพบว่า Pfs25 ในประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลกมีจ านวน 11 haplotype ใน
จ านวนนี้ พบในประเทศไทยจ านวน 7 haplotype (H) โดย H2 เป็น haplotype ที่พบมากที่สุดในประชากรเช้ือมาลาเรียในทวีป
เอเชีย ส่วน H1 พบมากที่สุดในประชากรในทวีปแอฟริกาและทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ การวิเคราะห์ด้วย Fst แสดงให้เห็นว่า 
การกระจายของ haplotype ทั้งหมดแตกต่างกันตามแต่ละทวีป แสดงว่า เชื้อมาลาเรีย P. falciparum แบ่งออกเป็น 3 ประชากร
ย่อย ๆ ตามพื้นที่ คือ ประชากรในทวีปเอเชีย ทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ของ haplotype ด้วย haplotype network และ phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่า H1 และ H2 มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกับ haplotype อื่น ๆ ทั้งหมด ความหลากหลายในยีน Pfs25 เกิดจาก SNP จ านวน 10 ต าเเหน่ง และค่าความหลากหลาย

ของนิวคลีโอไทด์ (π) เท่ากับ 0.00085 แสดงว่า Pfs25 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ า คาดว่าเป็นผลจากการคัดเลือกเชิงลบ 
นอกจากนี้ การท านายโครงสร้างทุติยภูมิด้วยเครื่องมือทางชีวสารสนเทศระบุว่า  haplotype ทั้งหมดของโปรตีน Pfs25 มีรูปร่าง
เหมือนกัน ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงชนิดนิวคลีโอไทด์เหล่านี้อาจไม่ส่งผลโครงสร้างโปรตีน Pfs25 จึงคาดได้ว่า โปรตีน Pfs25 รูปแบบ
ต่าง ๆ ที่พบในประชากร P. falciparum น่าจะเป็นเป้าหมายของระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ได้อย่างดี ผลการศึกษาทั้งหมดสรุปได้
ว่า ยีน Pfs25 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ า และงานวิจัยชิ้นนี้สนับสนุนการใช้งาน Pfs25 เป็นวัคซีน TBV ในการควบคุมการ
ติดต่อของโรคมาลาเรีย 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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Pfs25 is a protein on the cell membrane of the sexual stages of Plasmodium falciparum and is 

chosen as a component of transmission-blocking vaccines (TBV) which are considered tools for controlling the 
spread of malaria. While Pfs25 vaccines made with the antigen of a lab strain 3D7 of P. falciparum are 
developed and now tested clinically, the diversity of the Pfs25 gene in P. falciparum populations in Thailand 
or elsewhere is rarely studied. Thus, the present study aimed to investigate the diversity of the Pfs25 gene of 
P. falciparum in Thailand and other global populations. The Pfs25 sequences of 83 P. falciparum isolates in 
Thailand were generated and combined with 224 sequences from the GenBank and PlasmoDB databases, 
generating the first global database of Pfs25 sequences. Various population genetic analyses were conducted. 
Results showed that there were 11 haplotypes of Pfs25 in P. falciparum in the global population, 7 of which 
were prevalent in P. falciparum in Thailand. Interestingly, haplotype 2 (H2) was dominant in the P. falciparum 
population in Asia, while haplotype 1 (H1) was dominant in Africa and Central and South America. Fst analysis 
indicated that Pfs25 haplotype distribution was distinct in different continents, indicating that P. falciparum 
populations in Asia, Africa, Central and South America were structurally different from each other. Despite the 
distinct haplotype patterns, the haplotype network and phylogenetic trees indicate that all rare haplotypes are 
closely related to either the major haplotype H1 or H2. The sequence diversity originated from 10 SNPs. The 

nucleotide diversity index (π) of 0.00085 indicates that the diversity of Pfs25 was low, which could be due to 
the negative selection in the gene. Bioinformatics predictions showed that the secondary structures of Pfs25 
haplotypes are highly conserved, suggesting that the mutations in Pfs25 are unlikely to cause structural 
changes in the Pfs25 antigen. It is suggested that all Pfs25 variants could be structurally the same and equally 
targeted by immunity induced by the current Pfs25 vaccines. In summary, this study reveals the low diversity 
of Pfs25 and supports the use of Pfs25 as the TBV antigen for malaria control. 
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บทที่ 1 
ความเป็นมาและความส าคัญ 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 
 โรคมาลาเรียเป็นโรคติดต่อที่เกิดจากโปรโตซัวในสกุล Plasmodium ชนิดที่ก่อโรคในมนุษย์
มี จ า น ว น  5 ส ปี ชี ส์  ได้ แ ก่  Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale 
wallikeri, P. ovale curtisi และ P. knowlesi ในจ านวนนี้ P. falciparum เป็นสปีชีส์ที่พบการ
ระบาดและก่อให้เกิดอัตราการตายมากที่สุด องค์การอนามัยโลกรายงานว่า  ในปี ค.ศ. 2019 ผู้ป่วย
โรคมาลาเรียทั่ ว โลกมีจ านวน 229 ล้ านราย และเสี ยชีวิต  409 ,000 ราย (World Health 
Organization, 2020) ขณะเดียวกัน ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 
รายงานว่า ในปี ค.ศ. 2019 ประเทศไทยพบผู้ป่วยโรคมาลาเรียจ านวน 5,435 ราย และเสียชีวิต 5 
ราย (พัชริดา หงษ์จันทร์, 2020) แม้ว่า การระบาดของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยมีแนวโน้มลดลง
ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2000 ถึง 2019 แต่อัตราการเสียชีวิตกลับมีแนวโน้มที่ไม่แน่นอน ดังนั้น จะเห็นได้ว่า  
โรคมาลาเรียเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญในระดับชาติและนานาชาติ 
 วงชีวิตของ P. falciparum ต้องอาศัยอยู่ทั้งในโฮสท์ที่เป็นสัตว์มีกระดูกสันหลัง คือ มนุษย์
และโฮสท์ที่เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง คือ ยุงก้นปล่อง (Anopheles spp.) ระยะที่เชื้อมาลาเรีย
ติดต่อจากมนุษย์ไปสู่ยุง เรียกว่า gametocyte ซึ่งหากสามารถยับยั้งการส่งต่อเชื้อมาลาเรีย จะช่วย
ป้องกันการแพร่ระบาดของโรคได้ จึงมีการออกแบบและพัฒนาวัคซีนชนิดที่ป้องกันการระบาดของ
เชื้อมาลาเรีย (transmission-blocking vaccines) ขึ้น วัคซีนชนิดนี้อาศัยแอนติเจนของเชื้อมาลาเรีย
ระยะ gametocyte เป็นองค์ประกอบ ตัวอย่างเช่น Pfs230 Pfs48/45 Pfs25 และ Pfs28 (Datta et 
al., 2017; Gozar et al., 1998; MacDonald et al., 2016; Talaat et al., 2016) อย่ าง ไรก็ ดี 
ปัญหาส าคัญของการพัฒนาวัคซีนที่มีประสิทธิภาพ เกิดจากแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียตามธรรมชาติ
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ดังจะเห็นได้จากยีนสร้างแอนติเจน Merozoite Surface 
Protein-3 (MSP-3) Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1) แ ล ะ  Glutamate-Rich Protein 
(GLURP) (Lumkul et al., 2018; Pattaradilokrat et al., 2016; Pattaradilokrat et al., 2018) 
ซึ่งพบว่า บางยีนอาจจะพบรูปแบบอัลลีลมากกว่า 10 รูปแบบ ในแต่ละประชากร ท าให้การออกแบบ
แอนติเจนที่เหมาะสมเป็นไปได้ยาก และหากแอนติเจนที่ใช้สร้างวัคซีนมีความแตกต่างจากแอนติเจนที่
พบในเชื้อมาลาเรียในธรรมชาติ ก็อาจท าให้ภูมิคุ้มกันที่กระตุ้นโดยวัคซีนมีประสิทธิภาพต่ า หรือไม่อาจ
ป้องกันโรคมาลาเรียได้ ด้วยเหตุนี้  การออกแบบหรือพัฒนาแอนติเจนส าหรับใช้เป็นวัคซีน ต้อง
ค านึงถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนนั้นในประชากรเชื้อมาลาเรียด้วย 
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 แอนติเจนของเชื้อมาลาเรียในระยะ gametocyte มีความส าคัญต่อเชื้อมาลาเรีย เนื่องจาก 
แอนติเจนเหล่านี้ บางชนิดมีส่วนช่วยในการปฏิสนธิของเชื้อมาลาเรีย บางชนิดมีส่วนช่วยในการเจริญ
ของเชื้อมาลาเรียในยุง การยับยั้งการท างานของแอนติเจนเหล่านี้อาจมีส่วนช่วยท าให้การระบาดของ
โรคมาลาเรียเกิดได้ยากขึ้น แอนติเจนที่ปัจจุบันถูกน ามาพัฒนาเป็นองค์ประกอบของวัคซีนต่อโรค
มาลาเรีย คือ แอนติเจน Pfs25 โปรตีนชนิดนี้มีมวลโมเลกุล 25 kDa ประกอบด้วยกรดอะมิโน 217  
เรซิดิว ถูกควบคุมด้วยยีน Pfs25 ขนาด 654 คู่เบส และมีเพียงเอกซอนเดียว (single exon) สามารถ
พบโปรตีน Pfs25 ได้บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียตั้งแต่ระยะ gametocyte macrogamete 
zygote และ  ookinete (Fries et al., 1990; Kaslow et al., 1988) ใน ระยะ  macrogamete 
zygote และ ookinete การแสดงออกของโปรตีนจะมากขึ้นตามล าดับ Pfs25 ช่วยป้องกันเชื้อ
มาลาเรียจากการถูกท าลายด้วยเอนไซม์ในท่อทางเดินอาหารของยุงและมีความส าคัญต่อการ
เปลี่ยนแปลงจากระยะ ookinete เป็นระยะ oocyst (Saxena et al., 2007; Tomas et al., 2001) 
เนื่องจาก Pfs25 เป็นโปรตีนที่พบได้ตั้งแต่ระยะ gametocyte และแสดงออกของโปรตีนจ านวนมาก
ตั้งแต่ระยะ macrogamete ถึง ookinete ขณะนี้มีการผลิตวัคซีนที่สร้างจาก Pfs25 ของเชื้อ
มาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 (ซึ่งเป็นสายพันธุ์ในห้องปฏิบัติการ) (Graaf et al., 2021) 
และได้ผ่านการทดสอบทางคลินิกระยะที่ 1 กับมนุษย์แล้ว อย่างไรก็ดี ในการน าแอนติเจนมาใช้หรือ
ทดลองในวงกว้าง จ าเป็นต้องมีข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม ขณะนี้มีการศึกษาเพียง 4 เรื่อง 
เท่านั้น (Da et al., 2013; Kaslow et al., 1989a; Kaur et al., 2017; Patel et al., 2017) ดังนั้น 
จึงเป็นที่น่าสนใจว่า แอนติเจน Pfs25 ที่ใช้เป็นองค์ประกอบของวัคซีนในปัจจุบัน มีความเหมือนหรือ
แตกต่างจากแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียในธรรมชาติหรือไม่ และหากจะต้องมีการทดลองวัคซีนชนิดนี้
ในประเทศไทย วัคซีนเหล่านี้จะมีประสิทธิภาพหรือไม่ และในปัจจุบันมีข้อมูลยีน Pfs25 ของเชื้อ
มาลาเรียในประเทศไทย จากเชื้อเพียง 5 ไอโซเลต ( isolate) เท่านั้น โดยเชื้อเหล่านี้มาจากจังหวัด
ตากท้ังหมด 
 ดังนั้น งานวิจัยชิ้นนี้มีเป้าหมายที่จะสร้างฐานข้อมูลยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียทั่วโลก โดย
เริ่มจากการสร้างล าดับพันธุกรรมของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จ านวน 83 
ตัวอย่าง จากพ้ืนที่ที่มีการระบาดของโรคมาลาเรียสูงในประเทศไทย และน าไปรวมกับข้อมูลยีน Pfs25 
จ านวน 224 ตัวอย่าง ในฐานข้อมูล NCBI และ PlasmoDB เพ่ือน ามาวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีน Pfs25 และความสัมพันธ์ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum แต่ละพ้ืนที่การระบาด 
องค์ความรู้จากงานวิจัยชิ้นนี้จะเป็นประโยชน์ในการเป็นข้อมูลโครงสร้างประชากรของเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum ในประเทศไทย และเป็นข้อมูลส าหรับการออกแบบ สร้าง และพัฒนาวัคซีนที่มี
ความจ าเพาะกับกลุ่มประชากร ซึ่งจะน าไปสู่การวางแผนควบคุมและจัดการกับโรคมาลาเรียต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 เพ่ือศึกษาความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ การกระจายอัลลีล และความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 อนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรีย  
 เชื้อมาลาเรียเป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวในสกุล Plasmodium และเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย 
เชื้อมาลาเรียด ารงชีวิตเป็นปรสิต ต้องอาศัยอยู่ในโฮสท์ที่เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (definitive 
host) ได้แก่ ยุง และโฮสท์ที่เป็นสัตว์มีกระดูกสันหลัง (intermediate host) ได้แก่ กลุ่มสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยน้ านม สัตว์ปีก และสัตว์เลื้อยคลาน (Roberts and Janovy, 2005) 
 สิ่งมีชีวิตสกุล Plasmodium จัดแบ่งตามอนุกรมวิธาน (Roberts and Janovy, 2005) ดังนี้ 
 Kingdom Protista 
 Phylum Apicomplexa 
 Class Aconoidasida 
 Order Haemospororida 
 Family Plasmodiidae 
 Genus Plasmodium 
 
 สิ่งมีชีวิตในสกุล Plasmodium จัดจ าแนกได้เป็นอย่างน้อย 120 สปีชีส์ (Sinden and 
Gilles, 2002) ในจ านวนนี้มี 5 สปีชีส์ที่ก่อให้เกิดโรคมาลาเรียในมนุษย์ ได้แก่  

1. Plasmodium falciparum  
2. Plasmodium vivax  
3. Plasmodium malariae 
4. Plasmodium ovale แบ่งเป็น 2 สปีชีส์ย่อย ได้แก่ Plasmodium ovale curtisi และ  

Plasmodium ovale wallikeri (Sutherland et al., 2010) 
5. Plasmodium knowlesi 
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2.2 วงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
 เชื้อมาลาเรียเข้าสู่ร่างกายมนุษย์จากการดูดเลือดของยุงก้นปล่อง (Anopheles spp.) เมื่อยุง
แทง proboscis เข้าผิวหนังของมนุษย์ เชื้อมาลาเรียระยะ sporozoite ซึ่งมีรูปร่างเรียวยาว ปลายทั้ง
สองด้านของเซลล์โค้งเข้าหากัน และอาศัยอยู่ที่ต่อมน้ าลายของยุงจะเคลื่อนที่เข้าสู่เนื้อเยื่อของมนุษย์ 
(dermis) เชื้อบางส่วนกระจายตัวเข้าสู่หลอดเลือดฝอย และระบบไหลเวียนโลหิต  (ภาพที่ 1) 
(Chandramohan et al., 2021) จากการศึกษาในยุง An. stephensi การดูด เลือดแต่ละครั้ ง
สามารถปล่อย sporozoite ออกมาได้มากถึง 978 เซลล์  และค่ามัธยฐานเท่ากับ 15 เซลล์ 
(Rosenberg et al., 1990) หลังจากเข้าสู่ระบบไหลเวียนโลหิต เชื้อมาลาเรียเคลื่อนที่ไปตามกระแส
เลือดจนเข้าสู่ตับ  ซึ่ งเป็นการเริ่มต้นของระยะ pre-erythrocytic stage development เชื้ อ
มาลาเรียที่ เข้าไปภายในตับจะจดจ าเซลล์ตับโดยการท างานของโปรตีนบนเยื่ อหุ้มเซลล์ของ 
sporozoite เช่ น  thrombospondin-related anonymous protein (TRAP) (Akhouri et al., 
2008) circumsporozoite protein (CSP) (Tewari et al., 2002) ซึ่ งจะจับกับโปรตีนตัวรับบน

เซลล์ตับ เช่น integrin αvβ3 (Dundas et al., 2018) heparin sulfate proteoglycans (HSPGs) 
(Zhao et al., 2016) ห ลั งจ ากนั้ น  sporozoite ส าม ารถ เค ลื่ อ น ที่ ผ่ าน  Kupffer cell ห รื อ 
hepatocyte จ านวนหนึ่งที่เรียงอยู่ติดกันอย่างต่อเนื่องจนเข้าสู่เซลล์เป้าหมายได้ หากการเคลื่อนที่
ของ sporozoite ภายใน hepatocyte ถูกขัดขวางจะมีผลท าให้การเจริญของ sporozoite หยุดลง 
(Yang et al., 2017) อย่างไรก็ดี การเคลื่อนที่ sporozoite ผ่าน hepatocyte อาจกระตุ้นให้เกิดเยื่อ
หุ้มเซลล์รั่วและการตายของเซลล์ (Mota et al., 2001) เหตุการณ์นี้อาจกระตุ้นให้เกิดการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกันได้  (Ishizuka et al., 2016) ส่วนเซลล์ เป้ าหมายของ sporozoite พบว่าเป็น 
hepatocyte ที่มีกระบวนการ glycolysis สูง หรือมีระดับของเอนไซม์  glucokinase ภายใน 
ไซโทพลาสซึมจ านวนมาก (Yang et al., 2021) ซึ่งช่วยให้เชื้อเจริญ เพราะเอนไซม์ glucokinase เร่ง
ปฏิกิริยาการสร้าง glutamine ใน hepatocyte ที่จ าเป็นต้องใช้ส าหรับสร้างพิวรีน โปรตีน และลิพิด
ของเชื้อมาลาเรีย (Curi et al., 2005) ในขั้นตอนบุกรุกของเชื้อมาลาเรีย aquaporin-9 (AQP9) ที่อยู่
ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ hepatocyte ของมนุษย์เป็นโปรตีนที่ส าคัญ หากโปรตีนถูกยับยั้งการท างาน 
จ านวนเซลล์ที่ถูกบุกรุกจะลดลง (Amanzougaghene et al., 2021) ทั้ งนี้  มีการศึกษาพบว่า 
sporozoite ที่ออกมาพร้อมกับน้ าลายของยุงสามารถเดินทางไปยัง hepatocyte เป้าหมายได้มากถึง
ร้อยละ 80 (Lopaticki et al., 2017) ส่วนเซลล์ที่เหลืออาจถูกก าจัดโดย phagocyte ในเนื้อเยื่อของ
มนุษย์หรือ CD8+ T cell ใน lymph node 
 เมื่อเข้ามาสู่เซลล์เป้าหมายแล้ว จะพบว่า sporozoite เริ่มเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างซึ่งเป็น
ผลจากการท างานของ apetala 2 family transcription factor (AP2-L) และ Pumilio-2 (Puf2) 
โดยผลการศึกษาได้จาก P. berghei ซึ่งโปรตีนทั้งสองมีล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายกัน (orthologs) กับ
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โปรตีน apetala 2 family transcription factor (AP2-L) และ mRNA-binding protein PUF2 
(PfPuf2 ) ของ P. falciparum ตามล าดั บ  (Fan et al., 2004; Gomes-Santos et al., 2011; 
Iwanaga et al., 2012) จากนั้นเชื้อจะแบ่งเซลล์แบบ asexual multiplication เรียกเชื้อมาลาเรียที่
มีการแบ่งเซลล์นี้ว่า liver stage schizont ภายในบรรจุ merozoite ไว้ กรณีของ P. falciparum 
การแบ่งเซลล์ใช้เวลา 7 ถึง 14 วัน  (Siau et al., 2008) จึงเจริญเต็มที่  (ภาพที่  1) และท าให้
เส้นผ่าศูนย์กลางของเซลล์ยาวได้มากถึง 60 ไมโครเมตร ส่งผลให้ hepatocyte ขนาดใหญ่ขึ้นจน
เบียดเซลล์ที่อยู่ติดกัน เชื้อมาลาเรียระยะ liver stage schizont ใน hepatocyte 1 เซลล์ สามารถ
สร้าง merozoite ได้มากถึง 40,000 เซลล์ (Shortt et al., 1951) การพัฒนาของเชื้อขณะที่อยู่ใน 
hepatocyte ไม่ก่อ ให้ เกิดอาการของโรค  สุดท้ าย เมื่ อ  schizont เจริญ เต็มที่  hepatocyte  
จะแตกออก และเชื้อระยะ merozoite ที่พร้อมบุกรุกเม็ดเลือดแดงจะเข้าสู่ระบบไหลเวียนโลหิต
ต่อไป  
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ภาพที่ 1 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ระยะ pre-erythrocytic stage 

เชื้อมาลาเรียเคลื่อนที่เข้าสู่เนื้อเยื่อชั้น dermis ของมนุษย์ เข้าสู่เส้นเลือดฝอย ผ่าน Kupffer cell 
และเข้าสู่เซลล์ตับ (hepatocyte) เชื้อมาลาเรียเริ่มแบ่งนิวเคลียสในวันที่ 1 (สีน้ าเงิน) เพ่ือสร้าง 
merozoite จนวันที่ 7 ถึง 14 hepatocyte มีขนาดใหญ่และแตกออกท าให้เชื้อมาลาเรียถูกปล่อย
เข้าสู่เส้นเลือด immunofluorescence แสดงการพัฒนาของเชื้อมาลาเรียในเซลล์ตับวันที่ 1, 2 และ
วันที่ 7 ถึง 14 สีน้ าเงินแสดงนิวเคลียส สีแดงแสดง circumsporozoite protein (CSP) และสีเขียว
แสดงเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ตับ จะเห็นว่า hepatocyte ที่ถูกบุกรุกมีขนาดใหญ่ขึ้นตามล าดับ แถบ
มาตราส่วนเท่ากับ 2 ไมโครเมตร ดัดแปลงจาก  Loubens et al. (2021); Siau et al. (2008); 
Swearingen and Lindner (2018) 
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 ลักษณะเชื้อระยะ merozoite เป็นรูปไข่ ปลายด้าน anterior แหลมกว่า posterior และมี
โครงสร้าง apical complex ปลายด้าน posterior โค้งมนและกว้าง (ภาพที่ 2) เซลล์กว้างประมาณ 
1.40±0.06 ไมโครเมตร ยาวประมาณ 1.98±0.08 ไมโครเมตร (Dasgupta et al., 2014) โครงสร้าง 
apical complex ประกอบด้วย (1) polar ring จ านวน 1 ถึง 2 วง ไม่ปรากฏ conoid ดังกลุ่ม
สิ่งมีชีวิตใน Class Conoidasida (2) rhoptry ลักษณะเป็นโครงสร้างหนา ยาว ยื่นเข้าไปใน polar 
ring และ (3) microneme ลักษณะเป็นโครงสร้างยาว แต่สั้นกว่า rhoptry โค้งเล็กน้อย ซึ่งจะมีท่อ
เปิดร่วมกับ rhoptry ทางปลาย anterior นอกจากนี้  ออร์แกเนลล์หลักภายใน merozoite 
ประกอบด้วย microtubule ที่ยาวมากกว่าครึ่งหนึ่ งของเซลล์  ไมโทคอนเดรีย plastid หรือ 
apicoplast dense granule ไรโบโซมและนิวเคลียส และบนเยื่อหุ้มเซลล์ของ merozoite พบ
โปรตีนจ านวนมากที่หุ้มเซลล์ไว้ (surface coat) (Roberts and Janovy, 2005)  
 เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์ของ merozoite สัมผัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง ส่งผลให้เริ่มเกิด
การจับกันระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์และ protein complex ของเชื้อที่ถูกควบคุมด้วย apetala 2 family 
domain transcription factor (PfAP2-I) (Santos et al., 2017) โ ด ย  merozoite surface 
protein 1 (MSP-1) เป็นโปรตีนส าคัญที่จับกับ glycophorin A ของเม็ดเลือดแดง ต่อมา merozoite 
หันด้าน anterior ให้สัมผัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง (reorientation) แล้วเริ่มสร้าง tight 
jucntion ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ของ merozoite และเม็ดเลือดแดง โดยโปรตีนส าคัญซึ่งหลั่งมาจากรู
เปิ ดร่วมของ rhoptry และ microneme คือ  rhoptry neck protein 2 (RON2) และ apical 
membrane antigen 1 (AMA-1) เมื่อปลายของ merozoite จับกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงดี
แล้ว เชื้อจะเริ่มการเคลื่อนเข้าเม็ดเลือดแดง โปรตีน erythrocyte-binding antigen 175 (EBA-175) 
ที่จับกับ glycophorin A บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง (Koch et al., 2017) ส่งผลให้เชื้อแทรก
เข้าเม็ดเลือดแดงได้จากแรงผลักที่เป็นผลการท างานของ actin และ myosin (Robert-Paganin et 
al., 2019) อย่างไรก็ดี เชื้อสามารถใช้กลไกนอกจากการจับกับ glycophorin A ได้ จากนั้นจะพบการ
เคลื่อนที่เข้าสู่เม็ดเลือดแดงตามล าดับ ขณะเดียวกัน เยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงจะเชื่อมปิดและ  
เชื้อสร้าง parasitophorous membrane จากเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงและโปรตีนจาก rhoptry 
เพ่ือป้องกันการสัมผัสกับไซโทพลาสซึมของเม็ดเลือดแดงโดยตรง (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 2 รูปร่างและออร์แกเนลล์หลักที่พบใน merozoite จากเชื้อมาลาเรียชนิด 
P. falciparum 
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(ภาพย่อย A) แผนภาพโครงสร้างภายในเซลล์ของเชื้อมาลาเรียระยะ merozoite ประกอบด้วย 
polar ring, microtubule, microneme แ ล ะ  rhoptry รวม กั น เป็ น โค ร งส ร้ า งข อ ง  apical 
complex, surface coat, mitochondrion, plastid ห รื อ  apicoplast, dense granule, 
ribosome และ nucleus (ภาพย่อย B) ภาพจากกล้องอิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ของเชื้อ
มาลาเรียระยะ merozoite ประกอบด้วย rhoptry, microneme, dense granule และ nucleus 
แถบมาตราส่วนเท่ากับ 200 นาโนเมตร ดัดแปลงจาก Bannister et al. (2003); Cowman and 
Crabb (2006) 
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ภาพที่ 3 การบุกรุกเข้าสู่เม็ดเลือดแดงของ merozoite 
ขั้นแรก (I) เยื่อหุ้มเซลล์ของ merozoite สัมผัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง (attachment) ขั้น
ที่สอง (II) merozoite หันด้าน anterior สัมผัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดง (reorientation) 
ขั้นที่สาม (III) merozoite สร้าง tight junction (J) ระหว่าง merozoite และเม็ดเลือดแดงเพ่ือเริ่ม
บุกรุกเข้าสู่เม็ดเลือดแดง (invasion) ขั้นที่สี่ (IV) merozoite บุกรุกเข้าเม็ดเลือดแดง ขั้นที่ห้า (V) 
merozoite เข้าสู่เม็ดเลือดแดงอย่างสมบูรณ์และสร้าง parasitophorous membrane เพ่ือห้อหุ้ม
เซลล์จนกลายเป็น parasitophorous vacuole, N แทนนิวเคลียส , R แทน rhoptry, M แทน 
microneme, J แทน tight junction และ PV แทน parasitophorous vesicle ดัดแปลงจาก 
Koch and Baum (2016) 
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 เมื่อเชื้อมาลาเรียระยะ merozoite เข้าสู่เม็ดเลือดแดงเป็นที่เรียบร้อย จะเกิดการสลายของ 
apical organelle เริ่มการเปลี่ยนแปลงรูปร่างและเพ่ิมจ านวน เรียกว่าระยะ erythrocytic stage 
development แบ่งออกเป็น 3 ระยะย่อย คือ ring stage, trophozoite และ schizont 
 ในระยะ ring stage เชื้ อส่ วนใหญ่ มี รูปร่างกลมหรืออาจพบเป็นรูปร่างไม่แน่นอน 
(amoeboid form) (Grüring et al., 2011) ภายในเซลล์พบ 1 นิว เคลียส ระยะนี้ เชื้อเริ่มน า
ฮีโมโกลบินของเม็ดเลือดแดงเข้ามาภายในเซลล์ด้วยการหว าเข้า (invagination) และเก็บไว้ใน food 
vacuole (Dluzewski et al., 2008; Hanssen et al., 2011) เมื่อย้อมด้วยสี  Giemsa ซึ่ งเป็นสี
จ าเพาะส าหรับแยกชนิดเชื้อมาลาเรีย จะพบว่า รูปร่างของเชื้อมาลาเรียมีลักษณะคล้ายวงแหวน 
(ภาพที่ 4) นิวเคลียสติดสีแดงและไซโทพลาสซึมติดสีน้ าเงินอยู่ใกล้กับขอบเซลล์ และสามารถพบ
ระยะ ring stage ได้ประมาณ 2 ถึง 10 ชั่วโมง หลังการบุกรุกของ merozoite (Arnot et al., 2011) 
 ในระยะ trophozoite เชื้อเริ่มมีการจ าลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) (Gupta et 
al., 2006) ไซโทพลาสซึมขนาดใหญ่ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับระยะ ring stage ภายใน food vacuole 
พบ hemozoin หรือ polymer ของ ferriprotoporphyrin IX ที่ย่อยไม่ได้จากฮีโมโกลบิน รวมกับ
โปรตีนอ่ืน ๆ ของเชื้อ (Hanssen et al., 2011) อย่างไรก็ดี เชื้อมาลาเรียยังมีช่องทางอ่ืน ๆ ในการน า
องค์ประกอบภายในไซโทพลาสซึมของเม็ดเลือดแดงมายังเซลล์ได้ เช่น น ากลูโคสผ่านเข้าทาง 
hexose transporter (HT) (Low et al., 2019) สามารถพบ knob บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือด
แดง ซึ่ งเป็นโปรตีนที่ส่งมาจากเชื้อ เช่น P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 
(PfEMP-1) (Azasi et al., 2021) subtelomeric variant open reading frame protein 
(STEVOR) (Niang et al., 2014) ท าให้เม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อในระยะ trophozoite ไปยึดติดกับเซลล์
อ่ืน ๆ ได้ เช่น endothelial cell และท าให้ขัดขวางการไหลเวียนของเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือด 
ปรากฏการณ์นี้เรียกว่า cytoadhesion นอกจากนี้ เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรียมีความสามารถยึด
ติดกับเม็ดเลือดแดงที่ไม่ติดเชื้อ (Pipitaporn et al., 2000) ปรากฏการณ์นี้เรียกว่า rosetting ท าให้
เชื้อหลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ได้  เมื่อย้อมด้วยสี Giemsa พบนิวเคลียสติดสีแดง  
ไซโทพลาสซึมติดสีน้ าเงินมีขนาดใหญ่ hemozoin เป็นผลึกสีน้ าตาล (ภาพที่ 4) และสามารถพบ
ระยะ trophozoite ได้ประมาณ 10 ถึง 26 ชั่วโมง หลังการบุกรุกของ merozoite (Arnot et al., 
2011) 
 ในระยะ schizont เชื้อมีการแบ่งนิวเคลียสแบบ schizogony คือ การแบ่งนิวเคลียสทั้งหมด
ก่อนจึงแบ่งไซโทพลาสซึม เพ่ือสร้าง merozoite ใน P. falciparum พบเฉลี่ยจ านวน 22 เซลล์ แต่
อาจพบได้มากถึง 50 เซลล์ ในบางครั้ง (Garg et al., 2015) นอกจากนี้  พบการสร้างและแบ่ง 
ออร์แกเนลล์ที่ส าคัญส าหรับ merozoite เช่น endoplasmic reticurum (ER) mitochondrion 
apicoplast (Dooren et al., 2005) จากนั้น เกิดการแบ่งไซโทพลาสซึมด้วยการเว้าเข้าของเยื่อหุ้ม
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เซลล์ schizont มายังนิวเคลียสและออร์แกเนลล์เพ่ือสร้าง merozoite ที่สมบูรณ์ (Rudlaff et al., 
2020) ในขั้นต่อไป schizont จะแตกออก เริ่มจากการเกิดรูที่ parasitophorous vacuole และเม็ด
เลือดแดง ด้วยการสร้าง polymer ของ perforin-like protein 1 (PfPLP1) (Garg et al., 2013) 
ข ณ ะ เดี ย ว กั น  P. falciparum cGMP-dependent protein kinase (PfPKG) จ ะ ก ร ะ ตุ้ น ให้  
P. falciparum subtilase (PfSUB1) ออกจากเซลล์ไปยัง parasitophorous vacuole space ซึ่ง
จะท าหน้าที่กระตุ้นโปรตีนอ่ืน ๆ ท างาน (Collins et al., 2013; Yeoh et al., 2007) เช่น serine 
repeat antigen 5 (SERA5) serine repeat antigen 6 (SERA6) โดย SERA6 เป็นโปรตีนส าคัญ 
เพราะเป็นเอนไซม์ที่ไปตัด beta-spectrin ซึ่งเป็น cytoskeletal protein ของเม็ดเลือดแดงออก ท า
ให้โครงสร้างของเม็ดเลือดแดงเสียไป (Tan et al., 2021) นอกจากนี้ พบว่า MSP-1 เป็นอีกหนึ่ง
โปรตีนที่ส่งเสริมการแตกของเม็ดเลือดแดงด้วยการท าหน้าที่จับกับ cytoskeleton ของเม็ดเลือดแดง 
(Das et al., 2015) ด้วยกลไกเหล่านี้มีผลให้เม็ดเลือดแดงแตก และ merozoite เข้าสู่ระบบไหลเวียน
โลหิตอีกครั้งและบุกรุกเม็ดเลือดแดงถัดไป ทั้งนี้ ตั้งแต่ PfSUB1 ท างาน SERA5 จะควบคุมไม่ให้เม็ด
เลือดแดงแตกออกก่อนที่กลไกอ่ืน ๆ จะท างานเสร็จ (Collins et al., 2017) เมื่อย้อมสี schizont 
ด้วยสี Giemsa จะพบ merozoite ที่ติดสีอยู่ภายในเซลล์จ านวนมาก และ hemozoin ติดสีน้ าตาล 
(ภาพที่ 4) สามารถพบการแบ่งนิวเคลียสครั้งแรกของ schizont ได้ตั้งแต่ 26 ถึง 28 ชั่วโมง หลังการ
บุกรุกของ merozoite ซึ่งตั้งแต่ 28 ถึง 42 ชั่วโมง สามารถพบ schizont ที่แบ่งนิวเคลียสแล้ว และ
พบการแตกของเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อระยะ schizont เจริญเต็มที่ประมาณ 42 ถึง 48 ชั่วโมง หลังการ
บุกรุกของ merozoite (Arnot et al., 2011) 
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ภาพที่ 4 การพัฒนาของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ระยะ asexual stage ภายใน 
เม็ดเลือดแดง 
หลังเข้าสู่เม็ดเลือดแดง เชื้อมาลาเรียมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นลักษณะกลม นิวเคลียสอยู่ทางด้าน
ใดด้านหนึ่ง เมื่อย้อมสี Giemsa มีลักษณะคล้ายวงแหวน เรียกว่าระยะ ring stage ระยะถัดไป คือ 
ระยะ trophozoite เชื้อจ าลองดีเอ็นเอ พบ hemozoin ภายในเซลล์ และเชื้อส่งออกโปรตีนเพ่ือ
ส ร้ าง  knob บ น เยื่ อหุ้ ม เซลล์ ของเม็ ด เลื อดแดง เมื่ อ ย้ อมด้ วยสี  Giemsa พบ นิ ว เคลี ยส 
สีน้ าเงินขนาดใหญ่ขึ้นและ hemozain สีน้ าตาล ระยะสุดท้าย คือ schizont เชื้อแบ่งนิวเคลียสและ 
ไซโทพลาสซึมเพ่ือสร้าง merozoite ย้อมสี Giemsa พบนิวเคลียสของ merozoite ขนาดเล็ก 
จ านวนมากภายในเซลล์ และพบ hemozoin, PV แทน parasitophorous vacuole หัวลูกศรสีแดง
แทนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรีย ลูกศรสีส้มชี้ ไปยัง hemozoin แถบมาตราส่วนเท่ากับ  
2 ไมโครเมตร ดัดแปลงจาก Maier et al. (2009); Poostchi et al. (2018) 
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 เชื้อมาลาเรียและการเพ่ิมจ านวนของเชื้อมาลาเรียเป็นวงจร เป็นสาเหตุให้เกิดอาการของโรค
มาลาเรีย (pathogenesis) แบ่งกระบวนการก่อให้เกิดโรคได้ 2 ลักษณะ คือ 
 1. เชื้อมาลาเรียกระตุ้นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ 
 2. ของเสียจากเชื้อมาลาเรียจากการแตกของ schizont กระตุ้นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน 
ของมนุษย์ 
 เชื้อมาลาเรียระยะ erythrocytic stage development ส่งผลให้เกิดอาการของโรค กรณี
ผู้ป่วยอาการไม่รุนแรงพบแสดงอาการ ได้แก่ ครั่นเนื้อตัว ปวดหัว เวียนหัว ปวดบริเวณคอ หลัง ข้อต่อ
ร่างกาย ทานอาหารได้น้อย คลื่นไส้ ปวดท้อง อาเจียน ถ่าย และมีไข้เป็นช่วง ๆ ประมาณ 2 ถึ ง 6 
ชั่วโมง แล้วไข้จะลดลง แต่จะมีไข้อีกครั้ง ส าหรับผู้ติดเชื้อ P. falciparum อาการไข้เกิดขึ้นทุก 36 ถึง 
48 ชั่วโมง ช่วงที่ไม่เกิดอาการไข้เป็นระยะที่เชื้อพัฒนาในเม็ดเลือดแดง (Warrell, 2002) 
 อาการของผู้ป่วยรุนแรง (Warrell, 2002) ได้แก่ ภาวะมาลาเรียขึ้นสมอง โดยตาของผู้ป่วยจะ
แข็งหรือส่ายไปมา ศีรษะส่ายไปมา กัดฟันตลอดเวลา ต่อมาผู้ป่วยอาจเกิดอาการโคม่าได้ มีการศึกษา
พบว่า hemozoin ที่ถูกปล่อยออกมาหลังการแตกของเม็ดเลือดแดงเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลกับอาการ
มาลาเรียขึ้นสมอง (Raulf et al., 2019) ภาวะโลหิตจาง จะพบได้บ่อยในหญิงตั้งครรภ์ โดยปริมาณ
กรดยูริกจากเชื้อระยะ schizont และกรดยูริกที่ปล่อยออกมาหลังการแตกของเม็ดเลือดแดงสัมพันธ์
กับการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ cytokine เช่น cytokine interleukine (IL)-6 tumor necrosis factor 
(TNF) ในกระแสเลือด (Lopera-Mesa et al., 2012) เป็นหนึ่งในปัจจัยที่ส่งผลให้การสร้างเม็ดเลือด
แดงลดลง ภาวะดีซ่านเนื่องจากตับท างานผิดปกติ ไตวาย ภาวะน้ าตาลในเลือดต่ า เลือดออกตาม
ผิวหนังหรืออวัยวะภายใน ภาวะน้ าท่วมปอด และอาการช็อค ความรุนแรงของโรคเป็นผลจากปริมาณ
ของเชื้อมาลาเรียในร่างกายที่เพ่ิมมากขึ้น (Bernabeu et al., 2016) ซึ่งหากผู้ป่วยไม่ได้รับการรักษา
จะส่งผลให้เสียชีวิตได้ 
 ยาส าหรับรักษาผู้ป่วยมาลาเรียที่ติดเชื้อ P. falciparum แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ส าหรับผู้ป่วย
ที่มีความรุนแรงของโรคต่างกัน (World Health Organization, 2021) 
ยาส าหรับรักษาผู้ป่วยที่มีอาการไม่รุนแรง ได้แก่ 
 1. artemether ร่วมกับ lumefantrine  
 2. artesunate ร่วมกับ amodiaquine  
 3. artesunate ร่วมกับ mefloquine 
 4. dihydroartemisinin ร่วมกับ piperaquine 

 5. artesunate ร่วมกับ sulfadoxine–pyrimethamine 
ยาส าหรับผู้ป่วยอาการรุนแรง คือ artesunate  
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 ยาส าหรับรักษามาลาเรียในประเทศไทยในผู้ป่วยอาการไม่รุนแรง ได้แก่ artesunate ร่วมกับ 
pyronaridine และ primaquine, dihydroartemisinin ร่วมกับ piperaquine และ primaquine 
และยาส าหรับผู้ป่วยอาการรุนแรง คือ artesunate (กองโรคติดต่อน าโดยแมลง กรมควบคุมโรค , 
2021)  
 ย ารั ก ษ า โรค ม าล า เรี ย ส่ วน ให ญ่ จ ะออก ฤ ท ธิ์ กั บ เชื้ อ ร ะยะ  erythrocytic stage 
(Auparakkitanon et al., 2006; Bridgford et al., 2018; Gopalakrishnan and Kumar, 2015; 
Tempera et al., 2015) อย่างไรก็ดี พบรายงานการดื้อยา artemether-lumefantrine (Ebohon 
et al., 2019; Silva-Pinto et al., 2021) artesunate-amodiaquine (Mairet-Khedim et al., 
2021) artesunate-mefloquine (Saito et al., 2021) dihydroartemisinin-piperaquine 
(Amaratunga et al., 2016; Sudathip et al., 2021) sulfadoxine-pyrimethamine (Amimo et 
al., 2020; Eijk et al., 2019) และ artesunate (Akunuri et al., 2018) ดังนั้น หากมีการน าวัคซีน
ต้านมาลาเรียมาใช้งาน จะสามารถช่วยยับยั้งอาการและการแพร่กระจายของโรคได้  
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 หลังจากเชื้อมาลาเรียเข้าสู่ระยะ erythocytic stage ประมาณ 8.5 ถึง 12 วัน (Reuling et 
al., 2018) เชื้อระยะ schizont บางส่วนจะได้รับการกระตุ้นจากโฮสท์ เช่น ปริมาณ hemoglobin ที่
ลดลงในกระแส เลื อดของผู้ ติ ด เชื้ อมาลาเรีย  (Nacher et al., 2002) ปริมาณ ที่ ลดลงของ 
lysophosphatidylcholine ซึ่ งเป็ นสารตั้ งต้นของการสร้าง phosphatidylcholine ของเชื้ อ 
(Brancucci et al., 2017) การได้รับยา quinine, artemisinin, piperaquine หรือ sulfadoxine-
pyrimethamine (Peatey et al., 2009; Reuling et al., 2018) หรือการกระตุ้นจากเชื้อเอง เช่น 
ปริมาณเชื้อในระบบไหลเวียนโลหิต (parasitemia) ที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ merozoite ที่บุกรุกเม็ดเลือด
แดงเซลล์ถัดไปพัฒนาเป็น เชื้ อระยะ sexual stage แทนที่ จะพัฒนาเป็ นระยะ ring stage 
trophozoite และ schizont ตามล าดับ (asexual stage) การพัฒนาของเชื้อระยะ sexual stage 
เป็นการสร้าง gametocyte (gametocytogenesis) โดยมี transcription factor ที่ควบคุมการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีนในเชื้อจาก asexual stage เป็น sexual stage คือ apetala 2 family 
transcription factor 2-G (AP2-G) (Josling et al., 2020; Kafsack et al., 2014) ขณะที่เชื้อแบ่ง
เซลล์แบบ asexual stage, heterochromatin protein 1 (HP1) เป็นตัวยับยั้งการแสดงออกของยีน 
apetala 2 family transcription factor 2 -G (ap2-g) และ เมื่ อ เชื้ อ เริ่ ม เข้ าสู่  sexual stage, 
gametocyte development protein 1 (GDV1) ท าหน้าที่ เป็นตัวยับยั้ ง HP1 (Filarsky et al., 
2018; Rea et al., 2018) 
 เมื่อ merozoite ที่ถูกก าหนดให้ เจริญเป็น gametocyte บุกรุกเม็ดเลือดแดงแล้ว  จะ
เดิ น ท างไป ยั ง  bone marrow ห รื อม้ าม  เ พ่ื อ พั ฒ น า เป็ น  gametocyte ที่ พ ร้ อ ม เข้ าสู่ ยุ ง 
(gametocytogenesis) ส าหรับเชื้อ P. falciparum ใช้เวลาประมาณ 8 ถึง 12 วัน สามารถแบ่งการ
พัฒนาของ gametocyte ได้ 5 ระยะ (Sinden, 1982) (ภาพที่ 5) คือ  
 1. stage I gametocyte เซลล์มีลักษณะเป็นทรงกลมเหมือนกับระยะ ring stage นิวเคลียส
ลักษณ ะกลม แต่ สามารถแยก stage I gametocyte จากระยะ ring stage ได้ด้ วยโปรตีน 
parasitophorous vacuole membrane protein S1 6  (Pfs16) ซึ่ ง จ ะ พ บ บ น เยื่ อ หุ้ ม เซ ล ล์ 
parasitophorous และเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อระยะ gametocyte เท่านั้น (Bruce et 
al., 1994) 
 2. stage II gametocyte เซลล์เริ่มมีโครงสร้างยืดยาวออกมา แต่ไม่เกินรัศมีของเซลล์ 
นิวเคลียสลักษณะกลม นอกจากรูปร่างเซลล์แล้วสามารถแยกระยะนี้จาก stage I gametocyte ได้
ด้วยโปรตีน Pfpeg-4 ซึ่งแสดงออกใน stage II gametocyte เท่านัน้ (Silvestrini et al., 2005) 
 3. stage III gametocyte เซลล์มีโครงสร้างยืดยาวออกมาอย่างน้อยครึ่งหนึ่งของรัศมีเซลล์ 
แต่ด้านหนึ่งของเซลล์มีความยาวมากกว่าอีกด้าน ส่งผลให้เซลล์มีรูปร่างคล้ายกับตัว D นิวเคลียส
ลักษณะกลม 
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 4. stage IV gametocyte เซลล์ยืดยาวขึ้นโดยแต่ละด้านของเซลล์ยาวเท่ากัน พบปลาย
เซลล์มีลักษณะแหลม นิวเคลียสหดเล็กลง 
 5. stage V gametocyte เซลล์ลักษณะยาว โค้ง ปลายเซลล์สองข้างมนเนื่องจากการสลาย
ของ subpellicular microtubules นิวเคลียสจะยืดยาวไปตามรูปร่างเซลล์ ส่งผลให้เซลล์รูปร่าง
ค ล้ า ย พ ระ จั น ท ร์ เสี้ ย ว  (crescent-shaped) ส าม า รถ แ ย ก ระห ว่ า ง  gametocyte เพ ศ ผู้ 
(microgametocyte) และ gametocyte เพศเมีย (macrogametocyte) ได้โดยย้อมสี Giemsa 
นิวเคลียสของ microgametocyte มีขนาดใหญ่ติดแดงอ่อน ไซโทพลาสซึมสีน้ าเงินหรือน้ าเงินปนแดง
และกระจายตัวมากกว่าเพศเมีย ขณะที่นิวเคลียสของ macrogametocyte มีขนาดเล็กติดสีแดงเข้ม  
ไซโทพลาสซึมสีน้ าเงินเข้มเนื่องจากมีไรโบโซมจ านวนมาก และยังพบ osmiophilic bodies จ านวน
มาก ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการออกจากเซลล์เม็ดเลือดแดงของ gametocyte เมื่ออยู่ในท่อทางเดิน
อาหารของยุง (Koning-Ward et al., 2008) ยังพบอีกว่า macrogametocyte ถูกควบคุมการ
แสดงออกของโปรตีนด้วย apetala 2 family transcription factor (AP2-O3) ซึ่งท าหน้าที่ยับยั้ง
การแสดงออกของยีนเพศผู้ (Li et al., 2021) และพบโปรตีนที่แสดงออกใน macrogametocyte 
และ microgametocyte ที่เจริญเต็มที่แล้วจ านวน 1,244 และ 1,387 ชนิดตามล าดับ โดยมากกว่า
โปรตีนที่พบในระยะ blood stage ซึ่งมีจ านวน 714 ชนิด (Lasonder et al., 2002; Miao et al., 
2017) สุดท้าย gametocyte เจริญเต็มที่จะกลับเข้าสู่ระบบไหลเวียนโลหิตอีกครั้ง 
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ภาพที่ 5 การสร้าง gametocyte หรือ gametocytogenesis ของเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum ภายในเม็ดเลือดแดง 
แบ่งออกได้ 5 ระยะ ระยะที่ I มีลักษณะคล้ายกับเชื้อมาลาเรียระยะ ring stage ระยะที่ II ถึง IV 
เซลล์จะยืดยาวขึ้น และยาวมากที่สุดในระยะที่ IV สุดท้าย ระยะที่ V ปลายของเซลล์จะกลมมน 
สามารถแยก gametocyte เพศเมียและเพศผู้ออกจากกันได้ด้วยการย้อมสี Giemsa gametocyte 
เพศเมีย  (macrogametocyte) มีนิ ว เคลียสขนาดเล็ กติดสีแดงเข้ม  ไซโทพลาสติดสีน้ าเงิน 
gametocyte เพศผู้ (microgametocyte) มีนิวเคลียสขนาดใหญ่ติดสีแดงอ่อน ไซโทพลาสติด 
สีน้ าเงินหรือสีน้ าเงินปนแดง gametocyte ระยะที่ I ถึง IV พัฒนาของอยู่ภายใน bone marrow 
หรือม้าม และระยะที่ V เท่านั้นที่พบในกระแสโลหิต แอนติเจนที่พบระหว่างการสร้าง gametocyte 
ได้ แ ก่  parasitophorous vacuole membrane protein S1 6  (Pfs16), gamete antigen 27 
(Pfg27), early gametocyte enriched phosphoprotein (PfsEGXP), gamete egress and 
sporozoite traversal protein (PfGEST), 6 -cysteine protein P2 3 0  (Pfs230), ookinete 
surface protein P25 (Pfs25) และ 6-cysteine protein P230p (P230p) ความยาวของแถบแสดง
ช่วงการแสดงออกของแอนติเจน แถบมาตราส่วนเท่ากับ 1 ไมโครเมตร ดัดแปลงจาก สมชาย  
จงวุฒิเวศย์ และจตุรงค์ พุทธพรทิพย์ (2006); Josling et al. (2018) 
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 เมื่อยุง Anopheles spp. ดูดเลือดจากผู้มีเชื้อมาลาเรียจะได้รับเชื้อมาลาเรียเข้าไปยังท่อ
ทางเดินอาหาร (midgut) เชื้อมาลาเรียระยะ gametocyte เท่านั้นที่สามารถเจริญเป็นระยะถัดไปใน
ยุงได้ gametocyte ในท่อทางเดินอาหารของยุงจะออกจากเม็ดเลือดแดงด้วยการกระตุ้นจาก 
ปัจจัยหลัก คือ กรด xanthurenic จากยุง (Yamamoto et al., 2018) และปัจจัยร่วม คือ ค่า pH  
ที่ เพ่ิมขึ้นประมาณ 0.2 ถึง 0.3 ในท่อทางเดินอาหารของยุง และอุณหภูมิที่ลดลงประมาณ  
5 องศาเซลเซียส (Billker et al., 1998) ส่งผลให้ protein kinase (PKG) (McRobert et al., 2008) 
ส่ งสัญ ญ าน ไปยั ง  calcium-dependent protein kinase 1  (CDPK1) ส่ งผล ให้  gametocyte 
เปลี่ยนรูปร่างเป็นทรงกลม จากนั้น parasitophorous vacuole membrane และเยื่อหุ้มเซลล์เม็ด
เลือดแดงจะแตกออกซึ่ งเป็นผลจากการท างานของ cysteine protease, aspartic protease 
cysteine/serine protease ส่งผลให้เชื้อมาลาเรียสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมภายในท่อทางเดินอาหาร 
ของยุง และพัฒนาเป็นเซลล์สืบพันธุ์ (gametogenesis) (Bansal et al., 2018; Sologub et al., 
2011) ขณะที่ gamete เพศเมีย (macrogamete) มีขนาดใหญ่ขึ้น gametocyte เพศผู้ จะแบ่งเซลล์
แบบ  mitosis เพ่ื อสร้าง gamete เพศผู้  (microgamete) ที่ มี ลั กษณ ะเรียวยาวเคลื่ อนที่ ได้  
โดย 1 microgamtocyte สร้างได้ 8 microgamete เรียกกระบวนการนี้ว่า exflagellation จากนั้น 
microgamete จะเดินทางไปปฏิสนธิกับ macrogamete และได้ zygote ซึ่งพบว่า conserved 
male-specific protein (HAP2) เป็นโปรตีนที่ส าคัญกับการปฏิสนธิของ gamete (Angrisano et 
al., 2017) หลังจากนั้น zygote จะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและแบ่งเซลล์แบบ meiosis (ภาพที่ 6A) 
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ภาพที่ 6 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ระยะ erythrocytic stage และการพัฒนาระยะ sexual 
stage 
(ภาพย่อย A) ยุง (Anopheles spp.) ดูดเลือดผู้มีเชื้อมาลาเรียระยะ gametocyte หลังเชื้อเข้าไปยัง
ท่อทางเดินอาหารของยุงจะสร้าง gamete เพศเมีย (macrogamete) ซึ่งเซลล์มีลักษณะกลมใหญ่ 
และ gamete เพศผู้  (microgamete) เกิดกระบวนการ exflagellation และเข้าผสมพันธุ์กับ 
macrogamete จนได้ zygote จากนั้น พัฒนาเป็น ookinete ที่มีรูปร่างเรียวยาวและแทรกผ่าน
เซลล์ผนังท่อทางเดินอาหารของยุงเพ่ือสร้าง oocyst หัวลูกศรสีด าแทนช่วงการพัฒนาจาก zygote 
เป็น  ookinete (ภาพย่อย B) การพัฒนารูปร่างจาก zygote เป็น ookinete ด้ วยการย้อมสี 
immunofluorescence ประกอบด้วย 5 ระยะ ระยะที่ I ถึง III พบเซลล์ลักษณะกลมและนิวเคลียส
อยู่บริเวณศูนย์กลางวงกลม แต่เซลล์ยืดยาวขึ้นตามล าดับ ระยะที่  IV นิวเคลียสเป็นทรงกลม 
อยู่กลางเซลล์ แต่บริเวณที่ยืดยาวมีความหนามากยิ่งขึ้น และระยะที่ V ookinete เจริญเต็มที่ เซลล์
และนิวเคลียสยืดยาว นิวเคลียสติดสีน้ าเงิน โปรตีน Pfs25 บนเยื่อหุ้มเซลล์ติดสีแดง ดัดแปลงจาก 
Kooij and Matuschewski (2007); Siciliano et al. (2020)  
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 เนื่องจาก zygote จ าเป็นต้องเคลื่อนที่ออกจากท่อทางเดินอาหารของยุง เดินทางไปยังต่อม
น้ าลายของยุง เพ่ือไปยังโฮสท์ถัดไป zygote จึงเกิดการเปลี่ยนรูปร่างและโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์เป็น
ระยะ ookinete ซึ่งแบ่งการพัฒนารูปร่างได้ 5 ระยะ (ภาพที่ 6B) (Siciliano et al., 2020) คือ 
 1. เซลล์รูปร่างกลม ลักษณะเหมือน macrogamete นิวเคลียสอยู่กลางเซลล์ 
 2. เซลล์รูปร่างกลม แต่มี knob ยื่นออกจากเยื่อหุ้มเซลล์ ความยาวของ knob ไม่เกินรัศม ี
ของเซลล์ นิวเคลียสอยู่กลางเซลล์ 
 3. เซลล์รูปร่างกลม knob ยืดยาวมากขึ้นเกินรัศมีของเซลล์ นิวเคลียสอยู่กลางเซลล์ 
 4. เซลล์เริ่มเปลี่ยนรูปร่างเนื่องจากส่วนที่ยืนยาวออกมามีความหนามากขึ้น นิวเคลียสยังคง 
อยู่กลางเซลล์บริเวณเดิม 
 5. เซลล์มีรูปร่างยาว นิวเคลียสเคลื่อนที่มายังส่วนที่เคยยืดยาวออกมา ขั้นนี้ ookinete  
เจริญเต็มที่และมีความสามารถเคลื่อนที่ผ่านเซลล์ epithelial ของท่อทางเดินอาหารยุงได้  
 
 การแสดงออกโปรตีนของ ookinete ถูกควบคุมด้วย apetala 2 family transcription 
factor (PfAP2-O) (Cubillos et al., 2021; Yuda et al., 2009) หลังจากนั้นจะเคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์ 
epithelium โดยขั้นแรกเชื้อจะสร้าง chitinase เพ่ือย่อย chitin ที่อยู่ในชั้นของ peritrophic matrix 
(Tsai et al., 2001) ที่ปกคลุมบน epithelium ก่อน ต่อมาปลายของ ookinete ด้าน apical จับกับ
เซลล์ epithelium แล้วบุกรุกเข้าสู่เซลล์แรกและเคลื่อนที่ไปยังอีกเซลล์โดยผ่านทางด้านข้างของเซลล์ 
ส่งผลให้เซลล์แรกหลุดออกสู่ท่อทางเดินอาหารของยุง จากนั้น  ookinete จะเดินทางไปยัง basal 
lamina เมื่อเดินทางมาถึง basal lamina เชื้อจะสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่และเริ่ม
เปลี่ยนเป็นระยะ oocyst ที่มีลักษณะกลม อย่างไรก็ดี ระบบภูมิคุ้มกันของยุงจะตอบสนองต่อการ
เดินทางของ ookinete ผ่านเซลล์ epithelial เชื้อมาลาเรียจึงสร้างโปรตีนส าหรับหลบหลีกภูมิคุ้มกัน
ของยุ ง  เช่ น  Plasmodium infection of the mosquito midgut screen 43 (PIMMS43) ท า
หน้าที่ขัดขวางการส่งสัญญานในระบบภูมิคุ้มกันของยุง  (Ukegbu et al., 2020) 6-cysteine 
protein P47  (Pfs47) ท าหน้ าที่ ขัดขวางการส่ งสัญญานที่ กระตุ้น ให้ เกิดการตายของเซลล์ 
epithelium (Ramphul et al., 2015) ภายใน oocyst มีการแบ่งเซลล์เพ่ือสร้าง sporozoite ที่มี
รูป ร่ างเรีย วยาว  และมี โค รงสร้ างของ apical complex ใน  1 oocyst ของเชื้ อม าลาเรี ย  
P. falciparum ส าม า รถ พ บ  sporozoite ตั้ ง แ ต่  1,359 ถึ ง  4,554 เซ ล ล์  (Rosenberg and 
Rungsiwongse, 1991) บนเยื่อหุ้มเซลล์ของ sporozoite พบว่า มีโปรตีน CSP อยู่เป็นจ านวนมาก 
หากเชื้อขาด CSP ไปจะไม่สามารถสร้าง sporozoite ได้ (Marin-Mogollon et al., 2018) เมื่อ 
sporozoite เจริญเต็มที่จะแตกออกจาก oocyst โดยการท างานของ thrombospondin-related 
protein 1 (TRP1) ซึ่งยังไม่ทราบกลไกการท างานที่ชัดเจน อย่างไรก็ดี TRP1 มีความเกี่ยวข้องกับการ
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เคลื่อนที่ของ sporozoite ที่อยู่ใน oocyst และการเคลื่อนจะส่งผลให้ sporozoite สามารถออกมา
จาก oocyst (Klug and Frischknecht, 2017) เพ่ือเคลื่อนที่เข้าสู่ haemocoel และเดินทางไปยัง
ต่อมน้ าลายของยุง TRAP บนเยื่อหุ้มเซลล์ของ sporozoite ท าหน้าที่จับกับ saglin ของเซลล์ต่อม
น้ าลายส่งผลให้หยุดการเคลื่อนที่ (O'Brochta et al., 2019) และเชื้อจะเข้าสู่เซลล์ต่อมน้ าลายยุง โดย
อาศัยการท างานของ epithelium serine protease (ESP) ของยุง ท าให้ เกิดการเปลี่ยนแปลง
โปรตีน action ภายในเซลล์ต่อมน้ าลายจน sporozoite สามารถบุกรุกเข้าสู่เซลล์ต่อมน้ าลายได้ 
(Rodrigues et al., 2012) อย่างไรก็ดี sporozoite ใน oocyst และต่อมน้ าลายยุงมีการแสดงออก
ของโปรตีนแตกต่างกัน พบว่า sporozoite ที่อยู่ภายใน oocyst และต่อมน้ าลายยุงมีโปรตีนจ านวน 
1,430 และ 2,037 ตามล าดับ (Lindner et al., 2019) เมื่อยุงที่มีเชื้อระยะ sporozoite ปล่อย
น้ าลายออกขณะหาหลอดเลือดฝอยของมนุษย์ เชื้อมาลาเรียจะออกไปพร้อมกับน้ าลายและบุกรุกเข้าสู่
เนื้อเยื่อของมนุษย์ 
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 วัคซีนต้านมาลาเรียเป็นวัคซีนส าหรับกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ต่อเชื้อมาลาเรีย เมื่อ
ติดเชื้อมาลาเรียจะท าให้ผู้ป่วยมีความรุนแรงจากโรคลดลงและสามารถลดจ านวนของผู้เสียชีวิตได้  
เนื่องจาก เชื้อมาลาเรียมีรูปร่างเปลี่ยนแปลงไปตามระยะต่าง ๆ ส่งผลให้โปรตีนที่แสดงออก  
แตกต่างกัน จึงแบ่งวัคซีนต้านมาลาเรียตามเป้าหมายการยับยั้งเชื้อ 3 ชนิด คือ 
 1 . transmission-blocking vaccine (TBV) เป็ น วัคซี นป้ องกันการกระจายของเชื้ อ  
แอนติเจนได้จากโปรตีนที่พบบนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียตั้งแต่  sexual blood stage ไปจนถึง 
oocyst ในยุง แอนติบอดีที่ได้จากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันจะยังยั้งไม่ให้เชื้อมีการเจริญและพัฒนา
ต่อในยุง ดังนั้น TBV จึงไม่ได้ลดความรุนแรงของโรคในผู้ป่วยโดยตรง แต่ส่งผลให้การแพร่เชื้อ
มาลาเรียในประชากรลดลง แบ่งแอนติเจนของ TBV ได้ 2 ชนิด คือ 
 1.1 pre-fertilization antigen พบในเชื้อมาลาเรียก่อนเกิดการปฏิสนธิ เช่น 6-cysteine 
protein P230 (Pfs230), 6-cysteine protein (Pfs48/45) และ Pfs47 เป็นต้น 
 1.2 post-fertilization antigen พบในเชื้อมาลาเรียหลังเกิดการปฏิสนธิ เช่น ookinete 
surface protein P25 (Pfs25) 
 2. pre-erythrocytic stage vaccine เป็นวัคซีนยับยั้งการบุกรุกของเชื้อในตับ ส่งผลให้ไม่
เกิดโรคในผู้มีภูมิคุ้มกันหรือจ านวนเชื้อมาลาเรียระยะ asexual blood stage ลดลง แอนติเจนของ 
pre-erythrocytic stage vaccine ได้จากโปรตีนที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของ sporozoite เช่น CSP 
และ TRAP 
 3. asexual blood-stage vaccine เป็นวัคซีนยังยั้งการเจริญของเชื้อในเม็ดเลือดแดงหรือ
ยับยั้งการบุกรุกของ merozoite เข้าสู่เม็ดเลือดแดง แอนติเจนของ asexual blood-stage vaccine 
ได้จากโปรตีนที่ อยู่บนเยื่อหุ้ม เซลล์ของ merozoite เช่น glutamate-rich protein (GLURP),  
MSP-1 และ AMA-1 เป็นต้น 
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2.3 ยีนและหน้าที่ของแอนติเจน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
 Pfs25 หรือ 25 kDa ookinete surface antigen (P25) เป็นโปรตีนของเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ที่มีมวลโมเลกุล 25,000 ดาลตัน แสดงออกบนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียในระยะ 
sexual stage ยีน Pfs25 มีความยาวทั้งหมด 654 คู่ เบส ไม่ปรากฏ exon อยู่ภายใน ยีนอยู่ ณ 
ต าแหน่งที่ 1253417 ถึง 1254070 บนโครโมโซมแท่งที่ 10 ของจีโนมนิวเคลียสจากเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 ในระดับของโปรตีน Pfs25 เกิดจากการเรียงต่อกันของกรดอะมิโน
จ านวน 217 เรซิดิว ล าดับการจัดเรียงของกรดอะมิโนคล้ายกับล าดับการจัดเรียงของ epidermal 
growth factor (EGF) ในมนุษย์ หนู และ Caenorhabditis elegans แบ่งออกเป็น 4 โดเมน ตาม
ต าแหน่งที่ซ้ ากันของ cysteine (Kaslow et al., 1988) (ภาพที่ 7) การจัดเรียงตัวกันในสามมิติจะ
เกิดกันพันธะ disulfide จ านวน 11 พันธะ (Lee et al., 2018) ส่งผลให้ Pfs25 มีโครงสร้างเป็นแผ่น
แบนบนเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งทางด้าน C-terminal เชื่อมต่อกับ phosphatidyl-inositol บนเยื่อหุ้มเซลล์
ของเชื้อมาลาเรีย 
 Pfs25 สามารถพบได้บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียในระยะ sexual stage อย่างไรก็ดี 
พบใน macrogametocyte เท่านั้น โดยมีการแสดงออกของโปรตีนตั้งแต่ระยะ macrogametocyte 
และมี การแสดงออกของโปรตีนมากขึ้ น ในระยะ macrogamete, zygote และ ookinete 
(Vermeulen et al., 1985) (ภาพที่ 8) นอกจากนี้ Pfs25 ของ P. falciparum เป็นโปรตีนที่อยู่
ในแฟมิลีเดียวกับ P25 ของเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืน เช่น P. berghei, P. gallinaceum, P. vivax และ
เป็นโปรตีนที่  conserved (อนุรักษ์ ) ในแฟมิลี  (Kaslow et al., 1989b; Tsuboi et al., 1997) 
(ตารางที่ S8) หน้าที่และการท างานของ Pfs25 ยังไม่พบรายงานการศึกษา อย่างไรก็ดี พบการศึกษา
ในเชื้อมาลาเรีย P. berghei และพบว่า P25 มีหน้าที่และการท างาน (Tomas et al., 2001) คือ 
 1. ป้องกัน ookinete จากสภาพแวดล้อมภายในท่อทางเดินอาหารของยุง ด้วยการท าให้ 
ookinete สามารถเกาะกันและส่งผลให้ ookinete สามารถทนต่อ trypsin ของยุงได้ 
 2. ส่งเสริมให้ ookinete สามารถเจริญต่อระยะ oocyst ได้ เนื่องจากหากเชื้อมาลาเรีย 
ขาด P25 จ านวนของ oocyst จะลดลง  
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ภาพที่ 7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 และล าดับกรดอะมิโนของ Pfs25 
ล าดับกรดอะมิโนของ Pfs25 แบ่งออกเป็น 4 โดเมน รวมทั้ง signal sequence และ anchor 
sequence ตัวอักษรและตัวเลขด้านบนแสดงชนิดและต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ ตัวอักษรและตัวเลข
ด้านล่างแสดงชนิดและต าแหน่งของกรดอะมิโน S แทน signal sequence, D1 แทนโดเมนที่ 1, D2 
แทนโดเมนที่ 2, D3 แทนโดเมนที่ 3, D4 แทนโดเมนที่ 4, A แทน anchor sequence, A และ T 
ด้านบน คือ เบสอะดีนีน และเบสไทมีน ตามล าดับ N, E, P, D, T และ M ด้านล่าง คือ กรดอะมิโน
แอสพาราจีน กรดกลูตามิค โพรลีน กรดแอสปาร์ติก ทรีโอนีน และเมไทโอนีน ตามล าดับ 
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ภาพที่ 8 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ระยะ sexual stage ในยุง และแอนติเจนที่แสดงออก 
ookinete surface protein P25 (Pfs25) แสดงออกบนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียตั้งแต่ระยะ 
macrogametocyte, macrogamete, zygote และ ookinete การแสดงออกของโปรตีนเพ่ิมขึ้น
ตามล าดับ จุดสีแดงแทนการแสดงออกของ Pfs25 จ านวนจุดสีแดงแทนปริมาณการแสดงออกของ
โปรตีนที่เพ่ิมขึ้นตามล าดับ แอนติเจนอ่ืน ๆ ที่พบได้บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
เช่น 6-cysteine protein P230 (Pfs230), 6-cysteine protein (Pfs48/45), 6-cysteine protein 
P47 (Pfs47) และ cell traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS) ความยาว
ของแถบแทนช่วงการแสดงออกของแอนติเจน ดัดแปลงจาก Kooij and Matuschewski (2007) 
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 Pfs25 สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์และยับยั้งเชื้อมาลาเรียที่อยู่ในยุงได้  
พบการศึกษาเกี่ยวกับแอนติเจน Pfs25 ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1985 โดย Pfs25 ถูกน าไปฉีดให้กับหนูทดลอง
เพ่ือให้หนูสร้างแอนติบอดี ต่อมาการทดสอบแอนติบอดีกับเชื้อมาลาเรียในยุง พบว่า จ านวน oocyst 
ลดลงจนแทบไม่ปรากฏ (Vermeulen et al., 1985) Pfs25 จึงได้รับการพัฒนาเพ่ือสร้างเป็น TBV 
มาโดยตลอด มีการพัฒนาทั้งระบบสิ่งมีชีวิตใช้เพ่ือแสดงออกโปรตีนและสารเสริมฤทธิ์ในวัคซีน 
(adjuvant) และวัคซีน Pfs25 ได้รับการทดสอบทางคลินิกในระยะที่ 1 (phase 1 clinical trial) แล้ว 
ดังตารางที่ 1 การทดสอบทางคลินิกครั้งแรก วัคซีน Pfs25 สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์
ได้ แต่พบอาการข้างเคียงจากการรับวัคซีน คือ การอักเสบบริเวณที่ฉีดวัคซีน (Wu et al., 2008) 
ขณะที่ การทดสอบทางคลินิกในอีก 3 การศึกษาถัดมา พบว่า วัคซีนกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์
ได้ อาการข้างเคียงไม่รุนแรง และวัคซีนสามารถยับยั้งการติดต่อของโรคได้ (Chichester et al., 
2018; Graaf et al., 2021; Talaat et al., 2016) 
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 แอนติเจน Pfs25 ที่ใช้พัฒนาวัคซีนได้มาจาก P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 เกือบทั้งหมด 
อย่างไรก็ดี  ผู้ป่วยมาลาเรียสามารถติดเชื้อสายพันธุ์ อ่ืน ๆ ได้  (Snounou et al., 1999) และ
แอนติบอดีมีการท างานอย่างจ าเพาะกับแอนติเจนบางสายพันธุ์ (Genton et al., 2002) ส่งผลให้
การศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของแอนติเจนมีความส าคัญกับการพัฒนาวัคซีน  
 จากการสืบค้นข้อมูลความหลากหลายของ Pfs25 ในฐานข้อมูล  Public/Publisher 
Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (PubMed) พบว่า มีข้อมูลเกี่ยวกับ
ยีน Pfs25 ค่อนข้างจ ากัด โดยพบว่า มีการรายงาน full-length sequence ของยีน Pfs25 รวม 15 
ตัวอย่าง ประกอบด้วย เชื้อมาลาเรียที่มีการน ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ (laboratory strain) จ านวน 
10 ตัวอย่าง (Kaslow et al., 1989a) และเชื้อมาลาเรียจากประเทศไทยจ านวน 5 ตัวอย่าง (Da et 
al., 2013) นอกจากนี้ยังพบ ข้อมูล partial sequence ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียในประเทศ
อินเดียอีก 238 ตัวอย่าง ประกอบด้วย ตัวอย่างจากประเทศอินเดียจ านวน 202 ตัวอย่าง (Kaur et 
al., 2017; Patel et al., 2017) และอีก 36 ตัวอย่างจากประเทศบูร์กินาฟาโซ (Da et al., 2013) 
(ตารางที่ 2) จะเห็นได้ว่า การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Pfs25 และจ านวนตัวอย่าง
เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่น ามาศึกษามีจ านวนน้อย อีกทั้งแหล่งที่มาของเชื้อยังไม่ครอบคลุม
พ้ืนทีท่ี่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย  
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ตารางท่ี 2 ตัวอย่างของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่พบในธรรมชาติและ 
มีข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล PubMed 

สืบค้นจากฐานข้อมูล PubMed วันที่ 28 มีนาคม ค.ศ. 2020  

แหล่งที่มา จ านวน ชนิดของข้อมูล 
จ านวน 

haplotype 
ผู้แต่ง 

ไทย 5 complete sequence 2 
(Da et al., 2013) 

บูร์กินาฟาโซ 36 
partial sequence 

1 

อินเดีย 
155 2 (Patel et al., 2017) 

47 2 (Kaur et al., 2017) 

รวม 243    
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2.4 ระบาดวิทยาของโรคมาลาเรียและผลกระทบต่อเศรษฐกิจและสังคม 
 ปัจจุบัน การระบาดของโรคมาลาเรียสามารถพบได้ในหลายทวีปและภูมิภาคทั่วโลก เช่น 
ทวีปอเมริกากลาง ทวีปอเมริกาใต้ ทวีปแอฟริกา ทวีปเอเชีย ได้แก่ ภูมิภาคอาหรับ เอเชียกลาง เอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ จากรายงานผู้ติดเชื้อมาลาเรียทั่วโลก พบว่าในปี ค.ศ. 2019 พบผู้ติดเชื้อมาลาเรีย
จ านวน 229 ล้านราย และเสียชีวิตจากเชื้อมาลาเรียจ านวน 409,000 ราย โดยพบผู้ป่วยและเสียชีวิต
จากทวีปแอฟริกามากที่สุด (ภาพที่ 9) คิดเป็นร้อยละ 94 และ 51 ตามล าดับ ผู้ป่วยจากภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้มีจ านวนรองลงมา คิดเป็นร้อยละ 3 และพบผู้เสียชีวิตจ านวน 9,000 ราย ทั้งนี้ 
อัตราการติดเชื้อและการตายจากมาลาเรียมีแนวโน้มลดลง พบว่า ผู้ติดเชื้อมาลาเรียทั่วโลกในปี ค.ศ. 
2000, 2015 และ 2019 มีจ านวน 80, 58 และ 57 รายต่อประชากรหนึ่งพันรายที่จัดเป็นกลุ่มเสี่ยง 
ตามล าดับ และอัตราการตายจากโรคมาลาเรียในปี ค.ศ. 2000, 2015 และ 2019 มีจ านวน 25, 12 
และ 10 รายต่อประชากรหนึ่ งแสนรายที่จัดเป็นกลุ่มเสี่ยง ตามล าดับ จะเห็นว่า ในช่วงปี  
ค.ศ. 2000 ถึง 2015 อัตราการติดเชื้อและการตายจากมาลาเรียลดลงอย่างรวดเร็ว แต่ระหว่างปี ค.ศ. 
2015 ถึง 2019 อัตราการติดเชื้อและการตายลดลงอย่างไม่มากนัก (World Health Organization, 
2020) 
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ภาพที่ 9 แผนที่พื้นที่การระบาดของโรคมาลาเรียชนิด P. falciparum ทั่วโลกในปี ค.ศ. 2019 
พ้ืนที่ สีแดง คือ บริเวณที่พบผู้ป่วยโรคมาลาเรียมากกว่า 1 ราย จะเห็นว่า กระจายอยู่ทั้ ง  
ทวีปอเมริกากลาง อเมริกาใต้ แอฟริกา เอเชียกลาง เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และพ้ืนที่หมู่เกาะใน
มหาสมุทรแปซิฟิก พื้นที่สีชมพู คือ บริเวณที่ไม่พบโรคมาลาเรียระหว่างปี ค.ศ. 2018 ถึง 2019 พ้ืนที่
สีส้ม คือ บริเวณที่ไม่พบโรคมาลาเรียในปี ค.ศ. 2019 พ้ืนที่สีฟ้า คือ บริเวณที่ไม่พบโรคมาลาเรีย
มากกว่า 3 ปี พื้นที่สีเขียว คือ บริเวณที่ไม่พบการเกิดโรคตั้งแต่ปี ค.ศ. 2000 พ้ืนที่สีขาว คือ บริเวณที่
ไม่พบโรคมาลาเรีย และพ้ืนที่สีเทา คือ บริเวณที่ไม่ได้ท าการศึกษา ดัดแปลงจาก World Health 
Organization (2020) 
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 โรคมาลาเรียยังคงมีการระบาดและพบผู้ติดเชื้อในประเทศไทย จากรายงานการระบาดของ
โรคในปี ค.ศ. 2019 พบผู้ป่วยมาลาเรียจ านวน 5 ,435 ราย อัตราการติดเชื้อคิดเป็น 0.08 รายต่อ

ประชากรหนึ่งพันคน ประกอบด้วยคนไทยและต่างชาติ คิดเป็นร้อยละ 68.64 และ 31.36 ตามล าดับ  
ผู้เสียชีวิตจากโรคมาลาเรียจ านวน 5 ราย เป็นชาวต่างชาติ 1 ราย จ านวนผู้ติดเชื้อมาลาเรียลดลง
ตามล าดับตั้งแต่ปี ค.ศ. 2000 ถึง 2019 (ภาพที่ 10B) ที่มีจ านวน 159,120 ราย อย่างไรก็ดี อัตรา
การเสียชีวิตกลับมีแนวโน้มที่ไม่แน่นอน ผู้ป่วยส่วนใหญ่อาศัยอยู่ ในพ้ืนที่ชายแดนไทย -พม่า  
ไทย-กัมพูชา และไทย-มาเลเซีย โดยพ้ืนที่ 10 จังหวัด ที่มีการระบาดมากที่สุดเรียงตามล าดับ (ภาพที่ 
10A) ได้แก่ จังหวัดยะลา ตาก แม่ฮ่องสอน ระนอง เพชรบุรี ประจวคีรีขันธ์ ราชบุรี กาญจนบุรี 
สงขลา และตราด นอกจากนี้  ปัญหาส าคัญของการควบคุมเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย คือ  
เชื้อมาลาเรียเริ่มดื้อยา จากรายงานในปี ค.ศ. 2018 พบผู้ป่วยมาลาเรียติดเชื้อ P. falciparum  
ที่จังหวัดศรีสะเกษและอุบลราชธานีแสดงอาการดื้อต่อยา Dihydroartemisinin-Piperaquine 
(DHA-PIP) ซึ่งเป็นยาขนานแรกที่ใช้กับผู้ป่วยในประเทศไทย (กองโรคติดต่อน าโดยแมลง กรมควบคุม
โรค, 2021) ซึ่งการดื้อยานี้อาจส่งผลกระทบต่อวิธีการรักษาและควบคุมโรคมาลาเรียในอนาคต  
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ภาพที่ 10 แผนที่พื้นที่ระบาดของโรคมาลาเรียในประเทศไทย ปี ค.ศ. 2019 (ภาพย่อย A), กราฟ
อัตราการป่วยและอัตราการตายด้วยโรคมาลาเรียของประชากรในประเทศไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 2010 
ถึงปี ค.ศ. 2019 (ภาพย่อย B) 
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(ภาพย่อย A) แผนที่ พ้ืนที่การระบาดของโรคมาลาเรียซึ่งกระจายอยู่ทั่วประเทศ 48 จังหวัด  
ของประเทศไทยยังคงพบการเกิดโรคมาลาเรียได้ตั้งแต่ 3.03 ถึงมากกว่า 9.10 รายต่อประชากร 1 
แสนคน จังหวัดที่พบการเกิดโรคมากที่สุดอยู่บริเวณชายแดนติดกับประเทศเพ่ือนบ้าน และจังหวัดที่
พบโรคมาลาเรียมากท่ีสุด 10 ล าดับแรก ได้แก่ (1) จังหวัดยะลา (2) ตาก (3) แม่ฮ่องสอน (4) ระนอง 
(5) เพชรบุรี (6) ประจวบคีรีขันธ์ (7) ราชบุรี (8) กาญจนบุรี (9) สงขลา และ (10) ตราด ตัวเลขใน
วงกลมสีเหลืองแทนล าดับจังหวัดที่พบโรคมาลาเรีย (ภาพย่อย B) กราฟอัตราการป่วยและตายด้วย
โรคมาลาเรียในประเทศไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 2010 ถึง 2019 กราฟสีส้มแทนอัตราการป่วยด้วยโรค
มาลาเรียต่อประชากร 1 แสนคน และกราฟสีฟ้าแทนร้อยละของอัตราการตายด้วยโรคมาลาเรีย  
ดัดแปลงจาก พัชริดา หงษ์จันทร์ (2020) 
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 โรคมาลาเรียส่งผลกระทบกับร่างกายของผู้ติดเชื้อโดยตรง แต่หลังหายจากโรคยังคงพบ
ผลกระทบที่ตามมาทั้งทางร่างกายและทางเศรษฐกิจ พบว่า เด็กประมาณร้อยละ 10.4 หลังหายจาก
อาการมาลาเรียขึ้นสมองมีพฤติกรรมผิดปกติตามมา เช่น เด็กเป็นโรคต่อต้าน โรคสมาธิสั้น เนื่องจาก
เซลล์ประสาทขาดเลือดขณะเป็นโรค (Idro et al., 2016) ขณะเดียวกัน โรคมาลาเรียส่งผลกระทบ
ทางเศรษฐกิจต่อตัวผู้ป่วยเองเมื่อต้องเสียเงินรักษาโรค พบรายงานว่า ผู้ป่วยมาลาเรียในประเทศ
เคนยา คองโก และจีน เสียค่ารักษาต่อคนจ านวน 42, 36.3 และมากกว่า 424 ดอลลาร์สหรัฐ
ตามล าดับ (Kayiba et al., 2021; Tang et al., 2017; Watts et al., 2021) ทั้งยังพบค่าใช้จ่ายอ่ืน 
เช่น ค่าเดินทาง ซึ่งค่าใช้จ่ายคิดเป็น 16.4 ดอลลาร์สหรัฐอเมริกา จากผู้ป่วยประเทศเคนยา 
นอกจากนี้ การลาหยุดของผู้ป่วยส่งผลต่อการด าเนินการของธุรกิจ พบว่า ธุรกิจกว่า 62 แห่งใน
ประเทศกานาต้องสูญเสียเงินรวมจ านวน 6.58 ล้านดอลลาร์สหรัฐในปี ค.ศ. 2014 เนื่องจากพนักงาน
ลาหยุดเพราะป่วยเป็นโรคมาลาเรีย (Nonvignon et al., 2016) และยังพบว่าโรคมาลาเรียมี
ความสัมพันธ์ทางลบกับรายได้เฉลี่ยต่อหัวของประชาชนใน 180 ประเทศ จาก 3 ทวีป ได้แก่ ทวีป
เอเชีย แอฟริกา อเมริกากลางและอเมริกาใต้ และชาวหมู่เกาะทางตอนใต้ของทวีปแปซิฟิก เมื่อการ
เกิดโรคมาลาเรียลดลงร้อยละ 10 ส่งผลให้รายได้เฉลี่ยต่อหัวเพ่ิมขึ้นประมาณร้อยละ 0.3  (Sarma et 
al., 2019) จะเห็นว่า โรคมาลาเรียมีผลกระทบทั้งระดับตัวผู้ป่วยเอง ระดับประเทศ และระดับโลก 
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2.5 การศึกษาความหลากหลายของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทย 
 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทยถูกน ามาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอหลายต าแหน่ง ดังตารางที ่3 ได้แก่ การศึกษาความหลากหลายของยีนที่เป็น
เครื่องหมายการดื้อยามาลาเรีย เช่น ยีน chloroquine resistant transporter (crt), ยีน multidrug 
resistance-1 (mdr-1) ก ารศึ ก ษ าค ว าม ห ล าก ห ล ายข อ งยี น ที่ ส ร้ า งแอน ติ เจ น  เช่ น  ยี น 
circumsporozoite protein (csp), ยีน surface-associated interspersed protein 4.2 (surf4.2), 
ยีน surface-associated interspersed protein 1.1 (surf1.1), ยีน merozoite surface protein 1 
(msp-1), ยี น  merozoite surface protein 2 (msp-2), ยี น  merozoite surface protein 3  
(msp-3), ยีน glutamate-rich protein (glurp), var gene และ ยีน apical membrane antigen 
1 (ama-1) ก า ร ศึ ก ษ า ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ข อ ง  housekeeping gene คื อ  ยี น  L-lactate 
dehydrogenase (ldh) ส าหรับพัฒนา Rapid Diagnostic Test (RDT) และการศึกษาส าหรับ
วิ เคราะห์ โครงสร้างประชากรของเชื้ อมาลาเรีย  เช่น  microsatellite จ านวน 12 ต าแหน่ ง 
(Pumpaibool et al., 2009) การศึกษาส่วนมากท าในยีนที่แสดงออกระยะ erythrocytic stage ซึ่ง
พบว่า มีความหลากหลายสูง อย่างไรก็ดี การศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของยีนระยะ sexual 
stage จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทยยังไม่พบการรายงาน 
 
ตารางท่ี 3 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอของเชื้อมาลาเรีย       
P. falciparum ในประเทศไทย 

จ า ก ยี น  1 2  ต า แ ห น่ ง  ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  csp, circumsporozoite protein; ama-1, apical 
membrane antigen 1; crt, chloroquine resistance transporter; glurp, glutamate-rich 
protein; mdr1, multidrug resistance protein 1; msp-1, merozoite surface protein 1; 
msp-2, merozoite surface protein 2; msp-3, merozoite surface protein 3; surf1.1, 
surface-associated interspersed protein 1.1; surf4.2, surface-associated interspersed 

protein 4.2; ldh, L-lactate dehydrogenase N แทนจ านวนตัวอย่าง π แทนค่า nucleotide 
diversity NA แทนข้อมูลไม่ปรากฏ (data NOT AVAILABLE) 

ระยะ ยีน N π จังหวัด ผู้แต่ง 

pre-
erythrocytic 

stage 
csp 30 0.00231 กาญจนบุรี 

(Tanabe et al., 
2015) 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

ระยะ ยีน N π จังหวัด ผู้แต่ง 

erythrocytic 
stage 

 

ama-1 
65 0.0114 

กาญจนบุรี 
ตราด 

แม่ฮ่องสอน 
ระนอง 

อุบลราชธานี 

(Lumkul et al., 
2018) 

32 0.0107 กาญจนบุรี 
(Tanabe et al., 

2015) 

crt 110 NA NA 
(Rungsihirunrat 
et al., 2009) 

glurp 
65 0.0061 

กาญจนบุรี 
ตราด 

แม่ฮ่องสอน 
ระนอง 

อุบลราชธานี 

(Pattaradilokrat 
et al., 2018) 

156 NA NA 
(Congpuong et 

al., 2014) 

mdr1 110 NA NA 
(Rungsihirunrat 
et al., 2009) 

 
msp-1 

26 0.0029 กาญจนบุรี 
(Tanabe et al., 

2015) 

156 NA NA 
(Congpuong et 

al., 2014) 

145 NA ตาก 
(Kuesap et al., 

2014) 

61 NA 
กาญจนบุรี 

ตราด 
แม่ฮ่องสอน 

(Simpalipan et 
al., 2014) 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

ระยะ ยีน N π จังหวัด ผู้แต่ง 

erythrocytic 
stage 

   
ระนอง 

อุบลราชธานี 
 

msp-2 
156 NA NA 

(Congpuong et 
al., 2014) 

145 NA ตาก 
(Kuesap et al., 

2014) 

msp-3 59 0.0490 

กาญจนบุรี 
ตราด 

แม่ฮ่องสอน 
ระนอง 

อุบลราชธานี 

(Pattaradilokrat 
et al., 2016) 

surf1.1 31 0.0038 ศรีสะเกษ 
(Chaianantakul 

et al., 2021) 

surf4.2 74 0.0430 ตาก 
(Kaewthamasorn 

et al., 2012) 

var gene 213 NA 
กาญจนบุรี 

ตาก 
ระนอง 

(Sirisabhabhorn 
et al., 2021) 

all stage ldh 53 <0.0001 

กาญจนบุรี
ตาก 

แม่ฮ่องสอน 
ระนอง ตราด 
อุบลราชธานี 

(Simpalipan et 
al., 2018) 

sexual stage Pfs25 5 NA ตาก (Da et al., 2013) 
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 เนื่องจาก ข้อมูลของความหลากหลายของยีน Pfs25 มีอยู่อย่างจ ากัด โดยเฉพาะข้อมูลจาก
เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่พบในธรรมชาติจากประเทศไทย พบข้อมูลจากการศึกษาของ Da 
และคณะ (2013) ที่ได้รายงาน full-length sequence จากเชื้อมาลาเรียจ านวน 5 ตัวอย่าง เท่านั้น 
ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องศึกษาความหลากหลายของยีน Pfs25 โดยเฉพาะตัวอย่างเชื้อมาลาเรียจาก
ประเทศไทย เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับการพัฒนาและการใช้งานวัคซีน Pfs25 
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2.6 สถิติและการทดสอบท่ีใช้ในการศึกษาความหลากหลายของยีน 
 haplotype คือ ชุดหรือกลุ่มของนิวคลีโอไทด์บริเวณโครโมโซมใดๆ ที่สนใจซึ่งจะส่งต่อให้
สิ่งมีชีวิตรุ่นถัดไปทั้งชุด (Beebee and Rowe, 2008; Bromham, 2016) 
 haplotype diversity เป็นสถิติที่ ใช้วิเคราะห์ความหลากหลายของ haplotype หรือ 
ความน่าจะเป็นที่การสุ่มล าดับนิวคลีโอไทด์ 2 ตัวอย่าง ได้ haplotype ที่แตกต่างกัน ค านวณได้จาก
ความถี่ของ haplotype และจ านวนตัวอย่างทั้งหมด สามารถใช้วิเคราะห์ความหลากหลายของ 
haplotype ในประชากร หรือเปรียบเทียบระหว่างประชากร (Nei, 1978) 
ค านวณได้จากสมการ 
 

ℎ =  
2𝑛

2𝑛 − 1
(1 − ∑ 𝑥𝑖

2) 

 
𝑛 แทนจ านวนประชากร 
𝑥𝑖 ความถี่ของ haplotype 𝑖 ในประชากร 
 
 ค่า haplotype diversity ที่มีค่ามากแสดงว่า ประชากรมี haplotype ต่างชนิดกันจ านวน
มาก ขณะที่ haplotype diversity มีค่าน้อยแสดงว่า ประชากรมี haplotype ต่างชนิดกันจ านวน
น้อย หรือเกือบทั้งหมดเป็นชนิดเดียวกัน 
 
 Wright’s Fst statistic เป็นสถิติที่ใช้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรส าหรับ
คาดคะเนว่าความหลากหลายจะส่งผลให้เกิดการแยกกันของประชากรหรือไม่ ซึ่งจะท าการวิเคราะห์
ประชากรเปรียบเทียบกันทีละคู่ (Wright, 1951) 
ค านวณได้จากสมการ 

 

𝐹st =  
(𝐻t −  𝐻s)

𝐻t
 

 
𝐻t แทนค่าเฉลี่ยของ expected heterozygosity ระหว่าง 2 ประชากรที่ต้องการเปรียบเทียบ 
𝐻S แทนค่า expected heterozygosity รวมของประชากร 
 
 ค่า 𝐹st ที่ได้มีค่าระหว่าง 0 ถึง 1 ค่าเข้าใกล้ 1 แสดงว่าความหลากหลายของ 2 ประชากร
ส่งผลให้ประชากรสามารถแยกออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์ ขณะที่ค่าเข้าใกล้ 0 แสดงว่า 
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ความหลากหลายของประชากรทั้ง 2 มีลักษณะเดียวกัน นอกจากนี้ เมื่อค่า 𝐹st >0.2 แสดงว่า
ประชากรทั้งสองมีการแยกจากกันค่อนข้างมาก (Beebee and Rowe, 2008) 
 
 phylogenetic tree คือ แผนภูมิทางวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่คาด
ว่าเคยเกิดขึ้นในอดีต มีประโยชน์กับการหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายในสิ่งมีชีวิตที่พบใน
ปัจจุบัน การแบ่งแยกกลุ่มสิ่งมีชีวิตหรือยีนที่ศึกษา และอธิบายได้ว่า อาจมีเหตุการณ์ใดเกิดข้ึนระหว่าง
วิวัฒนาการในอดีต (Bromham, 2016) 
 การสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี Neighbor-Joining เป็นการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการด้วยการจับคู่ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ระหว่างกันน้อยที่สุด
ไว้เป็นกลุ่มเดียวกันและจับคู่กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์จ านวนรองลงมา
เป็นกลุ่มต่อกันตามล าดับจนครบทุกตัวอย่าง ความยาวของกิ่ง (branch length) แสดงค่าสัดส่วนของ
นิวคลีโอไทด์ที่ต่างกัน ข้อดี คือ สร้างได้อย่างรวดเร็ว ข้อเสีย คือ แผนภาพที่ได้อาจไม่แสดงการ
เปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ที่ เกิดขึ้นในอดีต เนื่องจาก วิธี Neighbour-Joining ไม่ได้น าอัตราการ
เปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์แต่ละชนิดมาวิเคราะห์ร่วมด้วย (Saitou and Nei, 1987) 
 ก า รส ร้ า ง  phylogenetic tree ด้ ว ย วิ ธี  maximum likelihood เป็ น วิ ธี ก า ร ค้ น ห า 
phylogenetic tree ที่มีความน่าจะเป็นหรือค่า likelihood สูงที่สุด ค่า likelihood เป็นการค านวณ
ความน่าจะเป็นของล าดับการแยกสายวิวัฒนาการร่วมกับ branch length หรือจ านวนการ
เปลี่ยนแปลงแทนที่เบสต่อต าแหน่งตามโมเดลของวิวัฒนาการที่ก าหนดไว้ (Dhar and Minin, 2016) 
ข้อดีของการวิเคราะห์ด้วยวิธี maximum likelihood คือ เป็นการวิเคราะห์ที่มีประสิทธิภาพ เพราะ
สามารถแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่อยู่ในข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ทั้งหมด ข้อเสีย คือ 
อาจเกิดความผิดพลาดกับข้อมูลที่มีจ านวนน้อย หรือเสียเวลานานในการวิเคราะห์หา phylogenetic 
tree ส าหรับข้อมูลขนาดใหญ่ 
 การสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธีของ Bayesian interference เป็นการน าทฤษฎีของ
เบย์ (Bayes' theorem) มาช่วยวิเคราะห์ phylogenetic tree ที่มีความน่าจะเป็นว่าจะอธิบาย
วิวัฒนาการในอดีตของสิ่งมีชีวิตที่สนใจได้มากท่ีสุด (Huelsenbeck et al., 2001) 
ทฤษฎีของเบย์ (Bayes' theorem) แสดงดังสมการ 
 
 

Pr[Tree I Data] = 
Pr[Data I Tree] ×Pr [Tree]

Pr [Data]
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Pr[Tree I Data] คือ posterior probability หรือความน่าจะเป็นของ phylogenetic tree ที่คาดว่า
อธิบายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่สนใจได้ถูกต้องที่สุด 

Pr[Data I Tree] คือ ค่า likelihood หรือค่าความน่าจะเป็นที่จะพบ phylogenetic tree นั้น 
Pr[Tree] คือ prior probability หรือจ านวนของ phylogenetic tree ที่อาจเกิดข้ึนทั้งหมด 
Pr[Data] คือ ความน่าจะเป็นของ phylogenetic tree ทั้งหมดท่ีเป็นไปได้ 
 
 การวิเคราะห์ท าได้โดยก าหนดค่าโมเดลทางวิวัฒนาการและค่า prior probability ของ 
phylogenetic tree ที่ เป็ น ไป ได้ทั้ งหมด  จากนั้ นหาสัดส่ วนของแต่ ละ phylogenetic tree  
ที่ เป็น ไป ได้  และค านวณหาค่า posterior probability จากสมการทฤษฎีของเบย์  ผลของ 
phylogenetic tree ที่ได้มีการแสดงค่า posterior probability บนกิ่ง (branch) แสดงถึงความ
น่าจะเป็นของ clade นั้นบน phylogenetic tree การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของ
สิ่ ง มี ชี วิ ต ด้ ว ย วิ ธี ข อ ง  Bayesian interference ส า ม า ร ถ วิ เค ร า ะ ห์  phylogenetic tree  
ที่มีความน่าจะเป็นสูงสุดได้ผลได้อย่างรวดเร็ว อย่างไรก็ดี อาจมี phylogenetic tree ที่มีค่า 
posterior probability มากกว่าผลที่ได้จากการวิเคราะห์ หากใช้เวลาวิเคราะห์นานขึ้น  (Holder 
and Lewis, 2003) 
 
 haplotype network เป็นการวิ เคราะห์ข้อมูล  haplotype ในประชากรเพ่ือแสดง
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่าง haplotype ของประชากรสิ่งมีชีวิตที่สนใจ  (Leigh and 
Bryant, 2015) สามารถวิเคราะห์วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่แยกจากกันมากกว่า 2 สาย หรือ
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายกันมาก รวมทั้งแสดงจ านวนของ  
นิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันระหว่าง haplotype และสัดส่วนประชากรแต่ละ haplotype อย่างไรก็ดี  
การวิเคราะห์ haplotype network จะไม่แสดงล าดับการแยกสายของวิวัฒนาการ (Huson and 
Bryant, 2006; Mardulyn, 2012) 
 การวิเคราะห์ haplotype network ด้วยวิธี median-joining network เป็นวิธีที่มีการสร้าง 
median vector หรือล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นไปได้ระหว่าง haplotype เพ่ือน ามาร่วมวิเคราะห์ เริ่ม
จากการสร้าง network ระหว่าง haplotype ที่มีความสัมพันธ์อย่างง่ายที่สุดขึ้นก่อน จากนั้นสร้าง 
median vector ขึ้นและวิเคราะห์การสร้าง network อีกครั้งจนไม่สามารถสร้าง median vector 
ได้อีก ส่งผลให้การสร้าง haplotype network รวดเร็ว เนื่องจากไม่จ าเป็นต้องวิเคราะห์ network ที่
เป็นไปได้ทั้งหมด และน่าเชื่อถือ เพราะมีการวิเคราะห์ซ้ าของข้อมูล  (Bandelt et al., 1999; Kong 
et al., 2016)  
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 nucleotide diversity (π) ค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันต่อต าแหน่งเมื่อ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลี โอไทด์ทีละคู่อย่างสุ่ม สามารถวิ เคราะห์ระดับความหลากหลาย  
ของนิวคลีโอไทด์บริเวณที่สนใจในประชากร หรือเปรียบเทียบความหลากหลายระดับนิวคลีโอไทด์
ระหว่างประชากร (Nei and Li, 1979) 
ค านวณได้จากสมการ 

 

𝜋 =  ∑ 𝑥𝑖

𝑖𝑗

𝑥𝑗𝜋𝑖𝑗  

 
 

𝑥𝑖 แทนความถ่ีของล าดับนิวคลีโอไทด์ 𝑖 ในประชากร 
𝑥𝑗 แทนความถ่ีของล าดับนิวคลีโอไทด์ 𝑗 ในประชากร 

𝜋𝑖𝑗 แทนจ านวนของนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันต่อต าแหน่งระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ 𝑖 และ 𝑗 
 

 nucleotide diversity ที่มีค่าเข้าใกล้ 1 แสดงว่า ประชากรที่สนใจมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
แตกต่างกันมาก ขณะที่ค่าเข้าใกล้ 0 แสดงว่า ประชากรที่สนใจมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่แตกต่างกัน 
 
 การคัดเลือกโดยธรรมชาติ (natural selection) เป็นกระบวนการที่ท าให้ลักษณของ
สิ่งมีชีวิตในประชากรเปลี่ยนแปลง อธิบายคือ สิ่งมีชีวิตตัวใดที่มีลักษณะที่มีประโยชน์มากกว่าสิ่งมีชีวิต
ตัวอ่ืนแม้เพียงเล็กน้อยจะมีโอกาสอยู่รอดและมีลูกหลานมากกว่า ขณะที่ลักษณะใดที่ก่อให้เกิด
อันตรายกับสิ่งมีชีวิตแม้เพียงเล็กน้อยจะส่งผลให้สิ่งมีชีวิตและลักษณะนั้นถูกก าจัดออกไปจาก
ประชากร การคงไว้ซึ่งความหลากหลายของลักษณะที่มีประโยชน์และก าจัดลักษณะที่ส่งผลให้เกิด
อันตรายต่อสิ่งมีชีวิตในประชากร เรียกว่า natural selection (Darwin, 1872) การคัดเลือกโดย
ธรรมชาติสามารถแบ่งเป็น 3 รูปแบบ ได้แก่ 
 1. การคัดเลือกเชิงบวก (positive selection) เมื่อแรงคัดเลือกเชิงบวกกระท ากับสิ่งมีชีวิต
ส่งผลให้ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตเพ่ิมขึ้น อาจเป็นได้ทั้งความหลากหลายระดับสิ่งมีชีวิต 
(individual) หรือระดับพันธุกรรม 
 2. การคัดเลือกเชิงลบ (negative selection) เมื่อแรงคัดเลือกเชิงลบกระท ากับสิ่งมีชีวิต
ส่งผลให้ลักษณะหรือยีนที่มีประโยชน์กับสิ่งมีชีวิตถูกตรึงไว้ (fixation) เพ่ือลดความหลากหลายของ
ลักษณะหรือยีน 
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 3. การคัดเลือกที่อยู่ในสมดุล (neutral selection) ตามทฤษฎีของ neutral theory การ
เกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์จะเกิดขึ้นและถูกก าจัดออกไปด้วย genetic drift อย่างสมดุล 
ซึ่งจะไม่มีการคัดเลือกโดยธรรมชาติมามีอิทธิพล 
 
 การทดสอบการคัดเลือกโดยธรรมชาติสามารถใช้ส าหรับทดสอบ 4 สถิติ ได้แก่ Tajima’s D 
test, Fu and Li’s D* test, Fu and Li’s F* test และ Z-test of selection 
 Tajima’s D test เป็นสถิติที่ใช้ทดสอบว่า นิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันในประชากรอยู่ในภาวะ
สมดุลตามทฤษฎี neutral theory หรือไม่ (Tajima, 1989) เนื่องจาก ชุดของนิวคลีโอไดท์ที่อยู่ใน
ประชากรจะอยู่ในภาวะสมดุลก็ต่อเมื่อการเกิดขึ้นและหายไปของนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงนั้น
เท่ากัน และการหายไปนั้นไม่ได้เป็นผลมาจากการคัดเลือกโดยธรรมชาติ (Kimura, 1983) 
ค านวณได้จากสมการ 
 

D = 
𝑘̂−

𝑆

𝑎1

√𝑒1𝑆+𝑒2𝑆(𝑆−1)
 

 
𝑘̂ แทนค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันระหว่างตัวอย่างทั้งหมด 
S แทนจ านวนของต าแหน่งที่เกิดการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ในประชากรทั้งหมด 
n แทน effective population size (Ne)  
ตัวแปรอื่นในสมการแสดงดังตารางที่ 4 
 
ตารางท่ี 4 ตัวแปรที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่า Tajima’s D test 
ประกอบด้วยตัวแปร 𝒂𝟏, 𝒂𝟐, 𝒃𝟏, 𝒃𝟐, 𝒄𝟏, 𝒄𝟐, 𝒆𝟏 และ 𝒆𝟐 

ตัวแปรส าหรับวิเคราะห์ค่า 𝑒1 ตัวแปรส าหรับวิเคราะห์ค่า 𝑒2 

𝑎1 =  ∑
1

𝑖

𝑛−1

𝑖=1

 𝑎2 =  ∑
1

𝑖2

𝑛−1

𝑖=1

 

𝑏1 =  
𝑛 + 1

3(𝑛 − 1)
 𝑏2 =  

2(𝑛2 + 𝑛 + 3)

9𝑛(𝑛 − 1)
 

𝑐1 =  𝑏1 − 
1

𝑎1
 𝑐2 =  𝑏2 − 

𝑛 + 2

𝑎1𝑛
+  

𝑎2

𝑎1
2 

𝑒1 =  
𝑐1

𝑎1
 𝑒2 =  

𝑐2

𝑎1
2 +  𝑎2
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 ผลการทดสอบ Tajima’s D test อาจมีค่าเท่ากับศูนย์ หรือมากกว่าหรือน้อยกว่าศูนย์ เมื่อ
ผลการทดสอบเท่ากับศูนย์แสดงว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่สนใจอยู่ในภาวะสมดุลตามทฤษฎี 
neutral theory ขณะที่ค่าที่มากกว่าศูนย์แสดงว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่สนใจถูกคัดเลือกไว้
ด้วยการคัดเลือกเชิงบวก (positive selection) และค่าท่ีน้อยกว่าศูนย์แสดงว่า ถูกคัดเลือกไว้ด้วยการ
คัดเลือกเชิงลบ (negative selection) 
 
 Fu and Li’s D* test และ Fu and Li’s F* test เป็นสถิติที่ใช้ทดสอบว่า mutation ที่
พบบนล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ภายใต้ selective neutrality, Fu and Li’s D* test เป็นการวิเคราะห์
ความแตกต่างระหว่างจ านวน singleton กับจ านวน mutation ทั้งหมด และ Fu and Li’s F* test 
เป็นการวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างจ านวน singleton กับค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่
ต่างกันเมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ทีละคู่อย่างสุ่ม โดย singleton คือ อัลลีลที่แตกต่างกับ 
อัลลีลอื่นและพบเพียง 1 ตัวอย่าง (Fu and Li, 1993) 
 ค านวณค่า Fu and Li’s D* test ได้ดังสมการ 
 

𝐷∗ =  
(

𝑛
𝑛 − 1) 𝜂 − 𝑎𝑛𝜂𝑠 

√𝑢𝐷∗𝜂 +  𝑣𝐷∗𝜂2
 

 
 ค านวณค่า Fu and Li’s F* test ได้ดังสมการ 
 

𝐹∗ =  
Π𝑛 −  

𝑛 − 1
𝑛 𝜂𝑠

√𝑢𝐹∗𝜂 + 𝑣𝐹∗𝜂2 
 

 
𝑛 แทนจ านวนของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
𝑘 แทนจ านวนของต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่พบความหลากหลาย 

η แทนจ านวน mutation ที่เกิดขึ้นทั้งหมด 

𝜂𝑠 แทนจ านวนของ singleton 
Π𝑛 แทนค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันเมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ทีละคู่อย่างสุ่ม 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 
 

 

𝑎𝑛 =  ∑
1

𝑘

𝑛−1

𝑘=1

 

𝑏𝑛 =  ∑
1

𝑘2

𝑛−1

𝑘=1

 

𝑐𝑛 = 2
𝑛𝑎𝑛 −  2(𝑛 − 1)

(𝑛 − 1)(𝑛 − 2)
 

𝑑𝑛 =  𝑐𝑛 +  
𝑛 − 2

(𝑛 − 1)2
+ 

2

𝑛 − 1
 

𝑢𝐷∗ =  
𝑛

𝑛 − 1
(𝑎𝑛 −  

𝑛

𝑛 − 1
) − 𝑣𝐷∗ 

𝑣𝐷∗ =  [(
𝑛

𝑛 − 1
)

2

𝑏𝑛 +  𝑎𝑛
2𝑑𝑛 − 2

𝑛𝑎𝑛(𝑎𝑛 + 1)

(𝑛 − 1)2 ] (𝑎𝑛
2 +  𝑏𝑛)⁄  

𝑢𝐹∗ =  [
𝑛

𝑛 + 1
+  

𝑛 + 1

3(𝑛 − 1)
− 2

2

𝑛(𝑛 − 1)
+ 2

𝑛 + 1

(𝑛 − 1)2
∙  (𝑎𝑛+1 −  

2𝑛

𝑛 + 1
)] 𝑎𝑛 − 𝑣𝐹∗⁄  

𝑣𝐹∗ =  [𝑑𝑛 +  
2(𝑛2 + 𝑛 + 3)

9𝑛(𝑛 − 1)
− 2

1

𝑛 − 1
(4𝑏𝑛 − 6 + 

8

𝑛
)] 𝑎𝑛

2 + 𝑏𝑛⁄  

 
 ค่า Fu and Li’s D* และ Fu and Li’ F* มีค่าเท่ากับศูนย์แสดงว่า ความหลากหลายที่พบ
อยู่ภายใต้ selective neutrality ขณะที่ค่าเป็นบวกแสดงว่า จ านวน singleton น้อยกว่าจ านวน 
mutation รวมหรือค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันเมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ทีละ
คู่อย่างสุ่มในประชากร ซึ่งเป็นผลจากการคัดเลือกเชิงบวก และค่าเป็นลบแสดงว่า ประชากรมี 
singleton อยู่เป็นจ านวนมากและเป็นผลมาจากการคัดเลือกเชิงลบ 
 
 Z-test of selection เป็นสถิติที่ใช้ทดสอบ positive selection ของนิวคลีโอไทด์บริเวณที่
สนใจ วิเคราะห์ด้วยการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ที่ส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (nonsynonymous substitution) และการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ที่
ไม่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (synonymous substitution) (Kumar et al., 
2016; Nei and Kumar, 2000)  
ค านวณได้จากสมการ 

 

𝑍 =  
𝑑N − 𝑑S

√(Var(𝑑S) + Var(𝑑N))
 

 
𝑑N แทนจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการ nonsynonymous substitution ต่อต าแหน่งที่เกิด 
nonsynonymous substitution 
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𝑑S แทนจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการ synonymous substitution ต่อต าแหน่งที่เกิด 
synonymous substitution 
Var(𝑑N) และ Var(𝑑S) แทนค่าความแปรปรวนของ 𝑑N และ 𝑑S ตามล าดับ 
 

 ค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ หากมีค่าเท่ากับ 0 หมายถึงล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ภายใต้สมดุล 
(neutrality) ขณะที่ค่าที่มากกว่า 0 แสดงว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่สนใจถูกคัดเลือกด้วยการ
คัดเลือกทางบวก และค่าน้อยกว่า 0 แสดงว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่สนใจถูกคัดเลือกด้วยการ
คัดเลือกทางลบ  
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2.7 การท านายโครงสร้างทุติยภูมิ 
 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน (protein secondary structure) เป็นโครงสร้างที่เกิดจากการ
ขดม้วนของสายโพลิเพปไทด์และเกิดพันธะระหว่าง อะตอมของออกซิเจนของหมู่คาร์บอกซิลกับ
อะตอมของไนโตรเจนของหมู่อะมิโน ส่งผลให้เกิดเป็นรูปร่าง 3 แบบ (Selzer et al., 2018; Xiong, 
2006) ได้แก่ 
 1. alpha-helix เป็นเกลียวคล้ายสปริง 1 รอบของเกลียวประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ  
3.6 เรซิดิว 
 2. beta-sheet เป็นแผ่นซ้อนทับกันไปมาที่ประกอบด้วยสายโพลิเพปไทด์มากกว่า 2 สาย 
 3. coil มีลักษณะเป็นเส้น อาจพบเป็นเส้นที่ขดม้วน 
 
 การท านายโครงสร้างทุติยภูมิ คือ การท านายโครงสร้างของกรดอะมิโนแต่ละต าแหน่งของ
สายโพลิเพปไทด์ เนื่องจาก โครงสร้างทุติยภูมิมีรูปแบบการจัดเรียงของล าดับกรดอะมิโนอย่างจ าเพาะ 
จึงมีการน าข้อมูลดังกล่างมาใช้ในการท านายโครงสร้างจากสายโพลิเพปไทด์ (Xiong, 2006) 
 JPred4 เป็นเว็บเซิร์ฟเวอร์ส าหรับน าเข้าข้อมูลล าดับกรดอะมิโน และแสดงผลการท านาย
โครงสร้างทุติยภูมิ การท านายโครงสร้างของ JPred 4 ใช้วิธีการของ JNet algorithm version 2.0 
ในขั้นแรกล าดับกรดอะมิโนจะถูกเทียบกับล าดับกรดอะมิโนอ่ืนด้วย PSI-BLAST ในฐานข้อมูลล าดับ
กรดอะมิโน UniRef90 version 2014_07 เพ่ือสร้าง alignment แล้วน าไปหาข้อมูลโครงสร้างของ
โปรตีนในฐานข้อมูล SCOPe/ASTRAL version 2.04 และโครงสร้างที่ได้จะถูกวิเคราะห์ซ้ าด้วย 
HMMer 3 (Drozdetskiy et al., 2015) ผลจากการท านายแสดงได้ 3 โครงสร้าง ได้แก่ alpha-
helix, beta-sheet และ coil การท านายโครงสร้างทุติยภูมิสามารถน าไปเป็นข้อมูลออกแบบการ
เพ่ิม-ลด กรดอะมิโนในโปรตีน และใช้ส าหรับบ่งบอกต าแหน่งที่คาดว่าเป็น functional domain 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วิธีการศึกษา 

 
3.1 ตัวอย่างเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 
 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่ใช้ในการศึกษาจ านวนทั้งหมด 83 isolate ได้รับมาจาก 2 
แหล่ง แบ่งเป็น เชื้อจ านวน 70 isolate ได้รับอนุเคราะห์จาก หน่วยวิจัยมาลาเรีย ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เชื้อมาลาเรียเหล่านี้มาจากเลือดของผู้ป่วยโรคมาลาเรียที่
พบใน 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี แม่ฮ่องสอน ระนอง อุบลราชธานี และตราด จังหวัดละ 16, 
15, 15, 13 และ 11 ตัวอย่างตามล าดับ ในปี ค.ศ. 2002 ถึง ค.ศ. 2010 น าเชื้อมาลาเรียมาเพาะเลี้ยง
เชื้ อ ใน ห้ อ งป ฏิ บั ติ ก าร  ณ  หน่ วยวิ จั ยม าลา เรี ย  ภ าควิ ช าชี ว วิ ท ย า  คณ ะวิท ยาศ าสตร์  
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จนกระทั่งเชื้อมีค่า parasitemia เท่ากับ 5-10% และเก็บรักษาเชื้อไว้ที่
ไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ น าเชื้อมาลาเรียที่เพาะเลี้ยงตรวจสอบชนิด
ด้วยกล้องจุลทรรศน์จากแผ่นฟิล์มเลือด และท าการตรวจสอบจีโนไทป์ของเชื้อมาลาเรียเบื้องต้นโดย
การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน merozoite surface protein-3 (Pattaradilokrat et al., 
2016), glutamate rich protein (Pattaradilokrat et al., 2018) แ ล ะ  apical membrane 
antigen 1 (Lumkul et al., 2018) นอกจากนี้ ได้รับตัวอย่างจีโนมิกซ์ดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของ
เชื้อมาลาเรีย จ านวน 13 ตั วอย่ าง จาก รศ.ดร.ธีรกมล เพ็งสกุล  คณะเทคนิคการแพทย์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ซึ่งสกัดได้จากเลือดของผู้ป่วยโรคมาลาเรียที่พบในจังหวัดยะลา ในปี 
ค.ศ . 2016 และ ค.ศ. 2019 เชื้อ เหล่านี้ ได้ รับการตรวจสอบชนิดโดยกล้องจุลทรรศน์จาก 
แผ่นฟิล์มเลือด 
 โครงการวิจัยนี้ได้อนุมัติให้ด าเนินการโดยคณะกรรมการควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ
ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ใบอนุญาตเลขท่ี SC CU IBC-004/2020 ดูภาพผนวก) 
 
3.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเชื้อมาลาเรีย 
 สกัดดี เอ็นจากตั วอย่ างเชื้ อม าลาเรียด้ วยใช้ ชุ ดสกัดดี เอ็น เอ  NucleoSpin Blood 
(Macherey-Nagel) เริ่มจากน าเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย 5-10% parasitemia ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แบ่งใส่หลอด microcentrifuge ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS, 
pH 7.4) เป็น 200 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Proteinase K และสารละลายบัฟเฟอร์ B3 ปริมาตร 
25 และ 200 ไมโครลิตร ตามล าดับ เขย่าด้วยเครื่องเขย่าหลอดทดลอง เป็นเวลา 10-20 วินาที บ่มที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที เมื่อครบเวลาเติม absolute ethanol ที่เย็นจัด 
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ปริมาตร 210 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขย่าหลอดทดลอง จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดในหลอด 
microcentrifuge ใส่ลงในหลอด NucleoSpin Blood Column ซึ่งสวมอยู่ใน Collection tube 
แล้วปั่นเหวี่ยงที่  11,000  x g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้งไป เติม
สารละลายบัฟเฟอร์ BW ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เท
สารละลายใน Collection tube ทิ้งไป เติมสารละลายบัฟเฟอร์ B5 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้งไปแล้วปั่นเหวี่ยงที่ 
11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที อีกรอบ ย้ายหลอด NucleoSpin Blood Column ที่มีดีเอ็นเออยู่บน
ฟิลเตอร์ใส่ลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ และเติมสารละลายบัฟเฟอร์ BE อุณหภูมิ 70 
องศาเซล เซียส  เพ่ื อละลายดี เอ็น เอบนฟิล เตอร์ของ Collection tube ให้ ลงมาในหลอด 
microcentrifuge ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 
x g เป็นเวลา 1 นาที สุดท้ายเก็บสารละลายดีเอ็นเอในหลอด microcentrifuge ไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน Pfs25 ต่อไป 
 
3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 
 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ต้องการจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดแล้วด้วยปฏิกิริยา 
ลูกโซ่โพลิเมอเรส ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
(ความเข้มข้น 2.5-20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) สารละลายไพรเมอร์ forward primer Pfs25 และ 
reverse primer Pfs25 ความเข้มข้นชนิดละ 0.4 ไมโครโมลาร์ ปริมาตรชนิดละ 2 ไมโครลิตร ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงดังตารางที่ 5 โดยล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ออกแบบตรงกับล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บนโครโมโซมที่  10 ของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 (NCBI 
Reference Sequence: NC_037281.1) ณ  ต า แ ห น่ งที่  1253362-1253388 แ ล ะ  1254216-
1254240 ตามล าดับ ผสมกับสารละลาย dNTPs ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ (Roche, ประเทศ
เยอรมัน) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย MgCl2 ความเข้มข้น 4 มิลลิโมลาร์ (Biotechrabbit, 
ประเทศเยอรมัน) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร สารละลาย PCR buffer ความเข้มข้น 1X (Biotechrabbit, 
ประเทศ เยอรมัน ) ปริมาตร 5 ไม โครลิตร และเอนไซม์  HotStart Taq DNA polymerase 
(Biotechrabbit, ประเทศเยอรมัน) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร น าสารผสมข้างต้นท าปฏิกิริยาลูก 
โซ่โพลิเมอเรส (Mullis, 1990) โดยใช้เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Applied Biosystems, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) ท าปฏิกิริยาขั้น initial activation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 
นาที ปฏิกิริยาขั้น denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ปฏิกิริยาขั้น 
annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ปฏิกิริยาขั้น extension ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าปฏิกิริยาขั้น denaturation annealing และ extension ซ้ า
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จ านวน 40 รอบ และปฏิกิริยาขั้น final extension ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 9 นาที 
เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาให้ตั้งค่าอุณหภูมิของเครื่องไว้ที่ 12 องศาเซลเซียส โดยผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรสที่ได้จะมีขนาด 878 คู่เบส จากนั้นท าปฏิกิริยาจนครบทุกตัวอย่าง และเก็บผลิตภัณฑ์
ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
ตารางท่ี 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว  
(คู่เบส) 

Tm (ºC) 

   Forward 5’ TGTTTTAACCTTGATAATTTACCATTT 3’ 27 58 

Reverse 5’ TCTTTGTTTTCTTCAATTTATTCAT 3’ 25 56 
 
3.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) (Lee et al., 2012) เตรียมอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.2% (w/v) 
รอจนเจลแข็งตัว วางลงใน electrophoresis chamber เติม 1X TBE buffer pH 8.0 หยอดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (DNA ladder) ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ส าหรับเทียบขนาดของดีเอ็นเอลงหลุมแรกของเจล 
ผสมผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับ 6X loading dye ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร หยอดลงในหลุมถัดไปของเจล ท าเช่นนี้กับผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสทุก
ตัวอย่าง แล้วเปิดใช้งานเครื่อง Gel Electrophoresis ความต่างศักย์ 120 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที 
เมื่อครบก าหนดเวลา ย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium Bromide ในสารละลาย TBE buffer  
ความเข้มข้น 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที ล้างเจลด้วยน้ ากลั่นและน าเจลส่องใต้แสง 
UV และถ่ายรูปเจลเก็บไว้ส าหรับบันทึกผล ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสที่แสดงผลแถบ 
ดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวจะถูกส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบสของดีเอ็นเอต่อไป 
 
3.5 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 
 เตรียมผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากนั้นน าไป
วิเคราะห์ล าดับเบสของยีน Pfs25 ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing (Sanger et al., 1977) 
โดยใช้ไพรเมอร์ forward primer Pfs25 และ reverse primer Pfs25 (ตารางที ่6) ด้วยเครื่อง DNA 
sequencer รุ่น ABI Prism 377 การวิเคราะห์ล าดับเบสเป็นบริการของบริษัท Bioneer สาธารณรัฐ
เกาหลี 
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ตารางท่ี 6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ล าดับเบสของดีเอ็นเอ 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว  
(คู่เบส) 

Tm (ºC) 

   Forward 5’ TGTTTTAACCTTGATAATTTACCATTT 3’ 27 58 
Reverse 5’ TCTTTGTTTTCTTCAATTTATTCAT 3’ 25 56 

Reverse 5’TTTGTTTCTTTTCCTTTTCATTCA3’ 24 58 

 
3.6 การสืบค้นล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลนานาชาติ 
 จัดเรียง (align) ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 
จ านวน 83 ตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) จากนั้นค้นหาและบันทึกข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 จากฐานข้อมูล Genbank และ PlasmoDB ส าหรับฐานข้อมูล 
Genbank ค้นหาโดยใช้ Nucleotide BLAST (version 2.10.0) โดยอ้างอิงล าดับนิวคลีโอไทด์จาก
เชื้อมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum strain 3D7 (NCBI ID: NC_037281.1) (Gardner et 
al., 2002) เลื อกทั้ งฐานข้ อมู ล ชนิ ด  Nucleotide collection (nr/nt) และ Whole-genome 
shortgun contigs (WGS) ผลของการค้นหาจะเลือกเก็บข้อมูลเฉพาะล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ
มาลาเรีย P. falciparum ที่มีความยาวมากกว่า 654 คู่เบส หรือมีค่า query cover เท่ากับ 100% 
และค่า E-value ของล าดับนิวคลีโอไทด์มีค่าน้อยกว่า 0.1 นอกจากนี้ ท าการค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์
เพ่ิมเติมในฐานข้อมูล PubMed และบันทึกข้อมูลนั้นไว้ 
 ฐานข้อมูล PlasmoDB (Aurrecoechea et al., 2009) ค้นหายีน Pfs25 จากนั้นเลือก filter 
organisms เป็น P. falciparum และเลือกยีน PF3D7_1031000 ookinete surface protein P25 
ในหัวข้อ Genetic variation บันทึกผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความยาวมากกว่า 654 คู่เบส กรณี 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ชื่อซ้ ากัน ท าการตรวจสอบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันทุกต าแหน่งหรือไม่  
หากเหมือนกันให้เลือกบันทึกเฉพาะอันใดอันหนึ่งไว้ 
 เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดแล้วจึงท าการจัดเรียงด้วยโปรแกรม MEGA7 อีกครั้งเพ่ือ
สร้าง alignment ของข้อมูลยีน Pfs25 จากทั่วโลก จากนั้นตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ชื่อซ้ ากัน 
หากเหมือนกันจะเลือกเฉพาะล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มาจากฐานข้อมูล Genbank เป็นหลัก เพราะมี 
accession number ที่ชัดเจน และบันทึกไฟล์เป็นนามสกุล .fas 
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3.7 การวิเคราะห์รูปแบบและความหลากหลายของ haplotype ของยีน Pfs25 
3.7.1 การวิเคราะห์จ านวน haplotype และการกระจายของ haplotype 

 ก าหนดกลุ่มข้อมูล alignment ของยีน Pfs25 ด้วยการ define sequence sets และ 
define domain sets ของล าดับนิวคลีโอไทด์ตามแต่ละจังหวัดของประเทศไทย แต่ละประเทศ และ
แต่ละทวีป ในโปรแกรม DnaSP version 6.0 (Rozas et al., 2017) บันทึกเป็นไฟล์ .nex ต่อมา 
วิเคราะห์จ านวน haplotype ของแต่ละจังหวัดของประเทศไทย แต่ละประเทศ และแต่ละทวีป โดย
เลือก generate haplotype data file จากข้อมูล alignment ที่ได้ก าหนดกลุ่มไว้แล้ว และบันทึก
ข้อมูลที่ได้ ถัดมา น าข้อมูล haplotype ที่ได้มาสร้างแผนภาพการกระจายของ haplotype ใน
ประเทศไทยและท่ัวโลก 
 

3.7.2 การวิเคราะห์ค่า haplotype diversity (hd) 
 วิเคราะห์ค่า hd จากข้อมูล alignment ที่ได้ก าหนดกลุ่มไว้แล้วด้วยโปรแกรม DnaSP 
version 6.0 เมื่อเปิดข้อมูลแล้วเลือก Analysis และ DNA Polymorphism โดยจะวิเคราะห์ค่า hd 
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ตามแต่ละจังหวัดของประเทศไทย ตามแต่ละประเทศ และตามแต่ละทวีป 
จากนั้นบันทึกค่าที่ได้ 
 

3.7.3 การวิเคราะห์ความแตกต่างของสัดส่วนรูปแบบ haplotype 
 เตรียมไฟล์จาก alignment ที่ได้จัดกลุ่มไว้แล้ว ในโปรแกรม DnaSP version 6.0 ด้วยการ
บันทึกเป็น Arlequin file format (.arp) จากนั้นจึงเปิดไฟล์ดังกล่าวในโปรแกรม Arlequin version 
3.5.2.2 (Excoffier et al., 2007) เลือกวิเคราะห์ในหัวข้อ Population comparisons แล้วเลือก 
compute pairwise FST และ compute pairwise differences (pi) ต้ังค่า significant level ที่ 
0.05 เมื่อตั้งค่าแล้วจึงเริ่มการวิเคราะห์ โดยที่ผลจะปรากฏจากหน้าต่างของ Microsoft Edge ท าการ
บันทึกผลของค่า Fst และค่า P-value ที่ได้ 
 

3.7.4 การวิเคราะห์ haplotype network ของยีน Pfs25 
 ข้อมูลเพ่ือน าเข้าโปรแกรม PopART version 1.7 (Leigh and Bryant, 2015) เพ่ือสร้าง 
haplotype network ประกอบด้วย 2 ส่วน ได้แก่ alignment ที่ก าหนดชื่อล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น
ตัวเลขและบันทึกเป็น .nex ด้วยโปรแกรม MEGA7 และ DnaSP version 6.0 และข้อมูลที่ก าหนดว่า 
ชื่อที่เป็นตัวเลขนั้นจัดอยู่ในทวีปใด (traits) ใน 3 ทวีป คือ ทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ทวีป
แอฟริกา และทวีปเอเชีย สามารถสร้างได้ใน Microsoft Excel ก าหนดให้ ล าดับนิวคลีโอไทด์จัดอยู่
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ในทวีปใดเป็นเลข 1 แต่ถ้าไม่ได้อยู่ทวีปใดให้เป็นเลข 0 และท าการบันทึกไฟล์เป็น .csv ทั้งนี้ตัวเลข
ของไฟล์ alignment และไฟล์ traits ต้องตรงกัน 
 น าเข้าไฟล์ alignment และไฟล์ traits ที่เตรียมไว้แล้วในโปรแกรม PopART version 1.7 
สร้าง haplotype network ด้วยการเลือก network และ Median Joining Network เมื่อผลของ 
haplotype network ปรากฏ ปรับสีของกราฟวงกลมตามต้องการและปรับต าแหน่งของกราฟ
วงกลมให้สอดคล้องกัน และบันทึกผลที่ได้เป็นรูปภาพ 
 

3.7.5 การสร้าง phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ของแต่ละ haplotype ของยีน 
Pfs25 

 ล าดับนิวคลีโอไทด์ส าหรับสร้าง phylogenetic tree มีจ านวน 13 ตัวอย่าง ได้แก่ ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของ haplotype 1 (H1) ถึง haplotype 11 (H11) และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 25 
kDa ookinete antigen จาก เชื้ อ ม าลา เรี ย ของลิ งชิ ม แป น ซี ช นิ ด  P. reichenowi (NCBI ID 
LT969573.1 แ ล ะ  NCBI ID LVLA01000011.1) (Otto et al., 2014; Sundararaman et al., 
2016) เป็น outgroup จ านวน 2 ตัวอย่าง ขั้นแรกสร้าง alignment ของ 13 ตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม 
MEGA7 ต่อมาหาโมเดลที่ดีที่สุดเพ่ือใช้ในการสร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม jModelTest 
version 2.1.10 ส าหรับข้อมูล alignment นี้ HKY+G เป็นโมเดลที่ดีที่สุด สุดท้าย บันทึกข้อมูล 
alignment เป็นไฟล์ .nex และ .phy ด้วยโปรแกรม DnaSP version 6.0 เพ่ือวิเคราะห์ต่อไป 
 phylogenetic tree แสดงความสั ม พั น ธ์ ขอ งแต่ ล ะ  haplotype ด้ วยวิ ธี  Bayesian 
inference สร้างด้วย BEAUti version 1.10.4, BEAST version 1.10.4 (Suchard et al., 2018) 
และ TreeAnnotator version 1.10.4 น าเข้าข้อมูล alignment ที่ เป็นไฟล์  .nex ในโปรแกรม 
BEAUti version 1.10.4 ก าหนดค่า Substitution Model เป็น HKY+G หัวข้อ MCMC ก าหนดให้ 
Length of chain เป็ น  10000000, Log parameters every เป็ น  1000 จ าก นั้ น  Generate 
BEAST file จะได้ไฟล์ .xml ต่อจากนั้นน าเข้าไฟล์ดังกล่าวในโปรแกรม BEAST version 1.10.4 แล้ว
ท าการวิเคราะห์ข้อมูล สุดท้ายน าเข้าไฟล์ .trees ที่ได้ ใน TreeAnnotator version 1.10.4 เพ่ือท า
ก า ร  Burn-in ก า ห น ด  Specify the burnin as the number of states Burnin (as states) 
เท่ากับ 1000000 หรือก าหนดค่า burn-in เท่ากับ 10% น าเข้าผลของ phylogenetic tree ที่ได้
หลังจากการ burn-in ในโปรแกรม FigTree version 1.4.3 ท าการตรึงรากโดยเลือกกิ่งที่ต้องการ 
และก าหนดให้แสดงค่า Bootstrap ด้วย จากนั้นจัดกิ่งของ tree ที่ได้ให้ง่ายต่อการเข้าใจ และ
บันทึกภาพท่ีได้ 
 phylogenetic tree แสดงความสั ม พันธ์ของแต่ละ haplotype ด้ วยวิธี  Maximum 
likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม PhyML version 3.1 น าเข้าข้อมูล alignment ที่เป็นไฟล์ .phy ท า
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การตั้ งค่า Data type เป็น DNA, Input sequence เป็น interleaved, Model of nucleotide 
substitution เป็น HKY85, Gamma distribution เป็น yes, Optimize tree topology เป็น yes, 
Starting tree (BioNJ/parsimony/user tree) เป็น BioNJ, Tree topology search operations 
เ ป็ น  NNI moves (fast, approximate), Non parametric bootstrap analysis เ ป็ น  yes 
ก าหนดค่า  Bootstrap เท่ ากับ  1000 และให้  Print bootstrap tree ด้วย และการตั้ งค่ า อ่ืน
นอกเหนือจากนี้ ให้เป็น default น าเข้าผลที่ได้ในโปรแกรม FigTree version 1.4.3 ท าการตรึงราก
โดยเลือกกิ่งที่ต้องการและก าหนดให้แสดงค่า Bootstrap ด้วย จากนั้นจัดกิ่งของ tree ที่ได้ให้ง่ายต่อ
การเข้าใจ และบันทึกภาพที่ได้ 
 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ของแต่ละ haplotype ด้วยวิธี Neighbor-joining 
(NJ) ด้วยโปรแกรม PAUP version 4 น าเข้าข้อมูล alignment ที่เป็นไฟล์ .nex และเลือก Execute 
ไฟล์ดังกล่าวอีกครั้ง ตั้งค่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ P. reichenowi เป็น outgroup (Otto et al., 
2014; Sundararaman et al., 2016) ตั้งค่า Analysis เป็น Distance สร้าง phylogenetic tree 
โดยไปที่ Analysis, Neighbor Joining/UPGMA, Distance Options ตามล าดับ จากนั้น ก าหนด 
DNA/RNA distance เป็น HKY85, Rates for variable sites เป็น Gamma แล้วท าการวิเคราะห์ 
ถัดมาสร้ าง bootstrap และสร้ าง consensus tree โดย เลื อก  Bootstrap/Jackknife ที่ เมนู 
Analysis ก าหนด Resampling method เป็น Bootstrap, Number of replicates เท่ากับ 1000, 
Type of search เลือกเป็น Neighbor-joining/UPGMA และ Consensus tree options เลือก 
Retain groups with frequency > 50% และ DNA/RNA distances เป็น HKY85 แล้วท าการ
วิเคราะห์ บันทึกผล Bootstrap consensus tree ที่ได้ จากนั้น ท าการสร้าง phylogenetic tree 
อีกครั้งหนึ่งตามข้างต้น และบันทึกผลที่ได ้
 
3.8 การวิเคราะห์ความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 

3.8.1 การวิเคราะห์ต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน Pfs25 
 วิเคราะห์หาต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีนด้วยโปรแกรม DnaSP version 6.0 จาก
ข้อมูล alignment ที่ ได้ก าหนดกลุ่มไว้แล้ว จากนั้น เลือก Analysis และ Polymorphic Sites 
ก าหนดต าแหน่งที่วิเคราะห์ คือ site 1 ถึง site 654 แล้วเริ่มการวิเคราะห์จากนั้นบันทึกผลของ
ต าแหน่งและจ านวนที่เกิด Synonymous/Replacement Changes 
 

3.8.2 การวิเคราะห์ความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 

 วิเคราะห์ค่า nucleotide diversity index (π) ด้วยโปรแกรม DnaSP version 6.0 จาก
ข้อมูล alignment ที่ได้ก าหนดกลุ่มไว้แล้ว จากนั้น เลือก Analysis และ DNA Polymorphism 
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ก าหนดต าแหน่งที่วิเคราะห์ คือ site 1 ถึง site 654 แล้วเริ่มการวิเคราะห์ และบันทึกผลที่ได้ ถัดมา 

สร้างกราฟของค่า nucleotide diversity (π) เลือก Analysis และ DNA Polymorphism ก าหนด
ต าแหน่งที่ วิ เคราะห์  คือ site 1 ถึง site 654 และเลือก Compute Sliding Window ก าหนด 
Window length 25 sites และ Step sites 3 sites บันทึกตารางแสดงผลเป็นไฟล์ .out และสร้าง
กราฟด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 
 

3.8.3 การวิเคราะห์การคัดเลือกโดยธรรมชาติ ด้วย Tajima’s D test 
 วิเคราะห์ค่า Tajima’s D ด้วยโปรแกรม DnaSP version 6.0 จากข้อมูล alignment ที่ได้ 
ก าหนดกลุ่มไว้แล้ว จากนั้น เลือก Analysis และ Tajima’s Test (Tajima, 1989) ก าหนดต าแหน่งที่
วิเคราะห์ คือ site 1 ถึง site 654 และ The total number of mutation แล้วเริ่มการวิเคราะห์ 
และบันทึกผลที่ได้ 
 ถัดมา สร้างกราฟของ Tajima’s D เลือก Analysis และ Tajima’s Test ก าหนดต าแหน่งที่
วิ เคราะห์  คือ site 1 ถึง site 654 และเลือก Compute Sliding Window ก าหนด Window 
length 25 sites และ Step sites 3 sites บันทึกตารางแสดงผลเป็นไฟล์ .out และสร้างกราฟด้วย
โปรแกรม Microsoft Excel 
 

3.8.4 การวิเคราะห์การคัดเลือกโดยธรรมชาติ ด้วย Fu and Li’s D* test และ                   
Fu and Li’s F* test 

 วิเคราะห์ค่า Fu and Li’s D* และ Fu and Li’s F* (Fu and Li, 1993) ด้วยโปรแกรม 
DnaSP version 6.0 จากข้อมูล alignment ที่ได้ก าหนดกลุ่มไว้แล้ว จากนั้น เลือก Analysis และ 
Fu and Li’s (and other) Tests ก าหนดต าแหน่งที่วิเคราะห์ คือ site 1 ถึง site 654 และ The 
total number of mutation แล้วเริ่มการวิเคราะห์ และบันทึกผลที่ได้ 
 ถัดมา สร้างกราฟของ Fu and Li’s D* และ Fu and Li’s F* เลือก Analysis และ Fu and 
Li’s (and other) Tests ก าหนดต าแหน่งที่วิเคราะห์ คือ site 1 ถึง site 654 และเลือก Compute 
Sliding Window ก าหนด Window length 25  sites และ Step sites 3  sites บันทึกตาราง
แสดงผลเป็นไฟล์ .out และสร้างกราฟด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 
 

3.8.5 การวิเคราะห์การคัดเลือกโดยธรรมชาติด้วยอัตราส่วน dN-dS 
 วิเคราะห์ อัตราส่วน dN-dS (Yang and Nielsen, 2000) ด้วยโปรแกรม MEGA7 น าเข้า 
alignment ของไฟล์  .fas ก าหนดเป็น  analyze file จากนั้ น เลือก Codon-based Z-test of 
Selection ก าหนด Test Hypothesis เป็ น  Neutrality (HA: dN=/=dS), Bootstrap method 
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เป็ น  1000, Substitution Model/Method เป็ น  Nei-Gojobori method และ  Gaps/Missing 
Data Treatment เป็น Complete deletion จากนั้นจึงท าการวิเคราะห์ และบันทึกค่าที่ได ้
 ถัดมา สร้างกราฟของอัตราส่วน dN-dS เลือก Estimate Selection for each Codon 
(HyPhy) ก าหนด Tree to Use เป็น Automatic (Neighbor-joining tree), Genetic Code Table 
เป็ น  Standard, Model/Method เป็ น  Felsenstein 1981  model และ Gaps/Missing Data 
Treatment เป็น Complete deletion และท าการวิเคราะห์ ผลการวิเคราะห์จะแสดงเป็นข้อมูลใน 
Microsoft Excel จากนั้นสร้างกราฟ และบันทึกผลที่ได้ 
 
3.9 การวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 บริเวณที่มีการกลายพันธุ์ 
 เตรียมข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิ โดยน าเข้า alignment ของไฟล์ .fas ใน
โปรแกรม MEGA7 แล้วแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์เป็นล าดับกรดอะมิโน และบันทึกเป็นไฟล์ .fas 
จากนั้น ท าการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิโดยวางล าดับสายพอลิเพปไทด์ที่ได้ใน Input sequence 
ของ JPred 4 server (Jnet algorithm) (Drozdetskiy et al., 2015) โดยจะท าการวิเคราะห์ครั้งละ 
1 สายพอลิเพปไทด์ ตั้งค่า Select type of input เป็น Raw/Fasta แล้วเริ่มท าการวิเคราะห์ บันทึก
ผลที่ได้ และเปิดในโปรแกรม Jalview เพ่ือบันทึกผลของการท านายโครงสร้างทุติยภูมิเป็นรูปภาพ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
4.1 haplotype และการกระจายของ haplotype ในประเทศไทย 
 ตัวอย่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ในประเทศ
ไทยในฐานข้อมูล PubMed และ PlasmoDB มีจ านวน 6 ตัวอย่าง จากจังหวัดตาก แบ่งเป็น 5 
ตัวอย่าง จากงานวิจัย Da และคณะ (2013) และ 1 ตัวอย่าง จากฐานข้อมูล PlasmoDB รูปแบบของ
ยีน Pfs25 แบ่งได้ 2 haplotype (H) คือ H1 และ H2 จ านวน 4 และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 7) 
 นอกจากนี้  เพ่ื อศึ กษาล าดับนิ วคลี โอ ไทด์ ของยีน  Pfs25  ของเชื้ อมาลาเรียชนิ ด  
P. falciparum ในประเทศไทย งานวิจัยชิ้นนี้จึงได้น าจีโนมิกซ์ดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. falciparum จาก 6 จังหวัดอ่ืน ได้แก่ แม่ฮ่องสอน กาญจนบุรี ระนอง อุบลราชธานี 
ตราด และยะลา จ านวน 83 ตัวอย่าง มาเพ่ิมจ านวนยีน Pfs25 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส และ
น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่า ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) 
ทั้งหมด มีจ านวน 1 แถบ (ภาพที่ 11) ซึ่งมีขนาด 878 คู่เบส ต่อมาน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ทั้งหมดไปหา
ล าดับนิวคลี โอไทด์ของยีน Pfs25 ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing จากนั้น  น าข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะห์ร่วมกับตัวอย่างจากจังหวัดตากจึงได้ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 
เชื้อ P. falciparum ในประเทศไทยรวมทั้งหมด 89 ตัวอย่าง 
 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อ P. falciparum ในประเทศไทย 
พบว่า ยีน Pfs25 แบ่งออกได้เป็น 7 แบบ โดย H3 ถึง H7 เป็นรูปแบบใหม่ที่ไม่เคยมีรายงานมาก่อน 
(ตารางที่ 7 และภาพที่ 12) เมื่อวิเคราะห์สัดส่วนและการกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 
ในประเทศไทย พบว่า H2 มีจ านวน 61 ตัวอย่าง จัดเป็นรูปแบบที่มีสัดส่วนสูงที่สุด (คิดเป็นร้อยละ 
68) และมีการกระจายสูงสุดในประเทศไทย พบในทุกจังหวัด จึงจัดเป็นรูปแบบหลัก  (major 
haplotype) 
 นอกจากนี้ ยังพบรูปแบบ H1 และ H3 จ านวน 13 และ 6 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 15 และ 
7) ตามล าดับ โดย H1 มีการกระจายใน 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี ระนอง 
และอุบลราชธานี ในขณะที่ H3 มีการกระจายใน 3 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดระนอง อุบลราชธานี และ 
ตราด ส่วนรูปแบบที่ เหลือ ได้แก่ H4, H5, H6 และ H7 พบจ านวน 1, 1, 3 และ 4 ตัวอย่าง 
ตามล าดับ รูปแบบของยีนเหล่านี้มีการกระจายที่ค่อนข้างจ าเพาะ กล่าวคือ H4, H5 และ H7 พบ
เฉพาะตัวอย่างจากจังหวัดยะลาเท่านั้น ส่วน H6 พบในจังหวัดแม่ฮ่องสอนและกาญจนบุรี ข้อมูล
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เหล่านี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทย มีรูปแบบของยีน Pfs25 ที่
หลากหลาย และยีน Pfs25 แต่ละรูปแบบมีการกระจายในแต่ละพ้ืนที่แตกต่างกัน 
 เพ่ือที่เปรียบเทียบความหลากหลายของรูปแบบ haplotype ที่พบในแต่ละพ้ืนที่ จึงวิเคราะห์
ค่า haplotype diversity (hd) ผลการศึกษาพบว่า ค่า hd ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียทั้งหมด
ในประเทศไทยมีค่า 0.507±0.059 (ตารางที่ 7) และเมื่อวิเคราะห์ค่า hd ของยีน Pfs25 ของเชื้อ
มาลาเรียในแต่ละพ้ืนที่พบว่า ค่า hd สูงสุด พบในเชื้อมาลาเรียจากจังหวัดยะลา และค่า hd ต่ าสุด 
พบในเชื้อมาลาเรียจากจังหวัดอุบลราชธานี ข้อมูลเหล่านี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อมาลาเรียในพ้ืนที่ภาคใต้
ของประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่าพื้นท่ีอ่ืน ๆ ของประเทศไทย 
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ภาพที่ 11 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน Pfs25 ที่เพิ่มจ านวนจากจีโนมิกซ์ดีเอ็นเอของเชื้อมาลาเรีย        
P. falciparum ในประเทศไทย 

เลน L แสดง ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb marker) มีขนาดตั้งแต่ 0.25 ถึง 10 กิโลเบส (Yeastern 
Biotech, ประเทศไต้หวัน) เลน 2 ถึง 8 แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากการเพ่ิมยีน Pfs25 ของเชื้อ
มาลาเรีย isolate K58, K60, K64, K66, K74, K165 และ T9/94 ตามล าดับ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
ต้องการมีขนาด 878 คู่เบส agarose gel ความเข้มข้น 1.2 % ย้อมด้วยสารละลาย Ethidium 
Bromide ความเข้มข้น 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 7 การกระจาย haplotype ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 
จ านวน 7 haplotype ใน 7 จังหวัดของประเทศไทย  
n แทนจ านวนตัวอย่าง H แทน haplotype hd แทนค่าเฉลี่ยของ haplotype diversity index ± 
ค่า standard deviation และ % ในวงเล็บแทนร้อยละของ haplotype แต่ละรูปแบบ 

จังหวัด H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 hd 

แม่ฮ่องสอน  
(n=15) 

1 
(7%) 

11 
(73%) 

2 
(13%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

1 
(7%) 

0 
(0%) 

0.467±0.148 

ตาก* 
(n=6) 

4 
(67%) 

2 
(33%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0.533±0.172 

กาญจนบุรี 
(n=16) 

3 
(19%) 

11 
(69%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

2 
(12%) 

0 
(0%) 

0.508±0.126 

ระนอง  
(n=15) 

4 
(26%) 

10 
(67%) 

1 
(7%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0.514±0.116 

อุบลราชธานี  
(n=13) 

1 
(8%) 

11 
(84%) 

1 
(8%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0.295±0.156 

ตราด  
(n=11) 

0 
(0%) 

9 
(82%) 

2 
(18%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0.327±0.153 

ยะลา 
(n=13) 

0 
(0%) 

7 
(54%) 

0 
(0%) 

1 
(8%) 

1 
(8%) 

0 
(0%) 

4 
(30%) 

0.654±0.106 

รวม 
(n=89) 

13 
(15%) 

61 
(68%) 

6 
(7%) 

1 
(1%) 

1 
(1%) 

3 
(3%) 

4 
(5%) 

0.507±0.059 

* หมายเหตุ: ข้อมูลจากการศึกษาของ Da และคณะ (2013) และฐานข้อมูล PlasmoDB 
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ภาพที่ 12 รูปแบบและการกระจายของ haplotype (H) ของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย                 
P. falciparum ในประเทศไทย 
(ภาพย่อย A) สัดส่วนของ haplotype ของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทุกตัวอย่างใน
ประเทศไทย (ภาพย่อย B) สัดส่วนของ haplotype ของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
ทุกตัวอย่างในแต่ละจังหวัด ประกอบด้วย จังหวัดแม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี ระนอง อุบลราชธานี 
ตราด และยะลา สีเทาแสดงต าแหน่งของจังหวัดที่เป็นแหล่งของเชื้อ P. falciparum ตัวเลขในวงเล็บ 
(n) แสดงจ านวนตัวอย่างของแต่ละจังหวัด ตัวเลข % ในกราฟวงกลมแสดงร้อยละของ haplotype 
เครื่องหมายดอกจันสีแดง (*) หมายถึง ข้อมูลการศึกษาของ Da และคณะ (2013) และฐานข้อมูล 
PlasmoDB ภาพที่ 12 ได้ตีพิมพ์ (Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์
บรรณกิจ (corresponding author) แล้ว 
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4.2 ความแตกต่างของสัดส่วนรูปแบบ haplotype ในประเทศไทย 
 เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบสัดส่วนของ haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด  
P. falciparum ในแต่ละจังหวัด จึงท าการวิเคราะห์ค่า pairwise Fst และรายงานค่าสถิติด้วยค่า 
P value หากค่า P value ต่ ากว่า 0.05 แสดงว่า รูปแบบ haplotype ของยีน Pfs25 ที่เปรียบเทียบ
ในสองประชากรแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ P value เท่ากับหรือสูงกว่า 0.05 แสดงว่า 
รูปแบบ haplotype ของยีน Pfs25 ที่เปรียบเทียบในสองประชากรมีรูปแบบคล้ายคลึงกัน 
 ตารางที่ 8 แสดงค่า Fst ที่ได้จากการเปรียบเทียบรูปแบบ haplotype ของยีน Pfs25 ใน 
แต่ละจังหวัดในประเทศไทย เมื่อท าการเปรียบเทียบค่า Fst ระหว่างจังหวัดในฝั่งตะวันตกของ 
ประเทศไทย 4 จังหวัด พบว่า ค่า P value ส่วนใหญ่มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า รูปแบบของ Pfs25 
ของเชื้อมาลาเรียจาก 4 จังหวัด ในฝั่งตะวันตกของประเทศไทยมีความคล้ายคลึงกัน นอกจากนี้ เมื่อ
ท าการเปรียบเทียบค่า Fst ระหว่างจังหวัดยะลา อุบลราชธานี และตราด พบว่า ค่า P value ทั้งหมด
มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า รูปแบบของ Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียจาก 4 จังหวัดในฝั่งตะวันออกและ
ภาคใต้ของประเทศไทยมีความคล้ายคลึงกัน นอกจากนี้  เมื่อเปรียบเทียบค่า Fst ระหว่างของรูปแบบ
ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียในจังหวัดยะลากับจังหวัดในฝั่งตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่ 
แม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี และระนอง พบว่า ค่า P value ต่ ากว่า 0.05 นอกจากนี้ พบว่า ค่า P 
value ต่ ากว่า 0.05 สามารถพบได้จากการเปรียบเทียบรูปแบบของยีน Pfs25 ระหว่างเชื้อมาลาเรีย
ในจังหวัดตราดกับเชื้อมาลาเรียในจังหวัดตากและกาญจนบุรี และ ระหว่างเชื้อมาลาเรียในจังหวัด
อุบลราชธานีกับ เชื้ อมาลาเรียในจังหวัดตาก ข้อมูล เหล่ านี้ แสดงให้ เห็นว่า เชื้ อมาลาเรีย   
P. falciparum ในประเทศไทย แบ่งเป็น 2 กลุ่มประชากรย่อย ได้แก่ กลุ่มประชากรในจังหวัดทางฝั่ง
ตะวันตกของประเทศไทย และกลุ่มประชากรทางฝั่งตะวันออกและใต้ของประเทศไทย 
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4.3 รูปแบบและการกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรียท่ัวโลก 
 เพ่ือที่จะศึกษารูปแบบและการกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ที่พบในพ้ืนที่อ่ืน ๆ นอกจากประเทศไทย งานวิจัยชิ้นนี้จึงได้สืบค้นและรวบรวมข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่มีการรายงานในฐานข้อมูล 
GenBank และ ฐานข้อมูล PlasmoDB  
 ผลการสื บค้นพบว่ า มี ล าดั บนิ วคลี โอไทด์ ของยีน  Pfs25 ของเชื้ อมาลาเรียชนิ ด 
P. falciparum ในฐานข้อมูล GenBank และ PlasmoDB จ านวน 42 และ 202 ตัวอย่าง ตามล าดับ 
และพบว่า มีล าดับนิวคลีโอไทด์จ านวน 19 ตัวอย่าง ที่เป็นตัวอย่างชนิดเดียวกัน หรือมาจากสายพันธุ์
ของเชื้อมาลาเรียชนิดเดียวกัน เช่น สายพันธุ์ 3D7 ซึ่งเป็นโคลน (clone) ของ isolate NF54 เป็นต้น 
ดังนั้น เมื่อน ามารวมกับข้อมูลยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย (ดูผลการทดลอง 4.1) จะได้
ฐานข้อมูลยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียทั่วโลก รวมทั้งหมด 307 ตัวอย่าง (ภาพที่ 13) เชื้อมาลาเรียที่
ปรากฏในฐานข้อมูลเหล่านี้มีต้นก าเนิดมาจาก 22 ประเทศ ประกอบด้วย (1) 4 ประเทศในทวีป
อเมริกากลางและอเมริกาใต้ ได้แก่ ประเทศเอลซัลวาดอร์  ฮอนดูรัส เฟรนช์เกียนา และบราซิล รวม 
29 ตัวอย่าง (2) 10 ประเทศในทวีปแอฟริกา ได้แก่ ประเทศเซเนกัล แกมเบีย กินี กานา โตโก มาลี 
ซูดาน คองโก ยูกันดา และเคนยา รวม 173 ตัวอย่าง (ข้อมูลนี้รวมเชื้อมาลาเรียสายพันธุ์ 3D7 ที่มีต้น
ก าเนิดจากทวีปแอฟริกา แต่ไม่สามารถระบุประเทศได้) และ (3) 8 ประเทศในทวีปเอเชีย ได้แก่ 
ประเทศอินเดีย จีน ลาว กัมพูชา เวียดนาม มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ และไทย รวม 105 ตัวอย่าง 
 เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทุก
ตัวอย่าง พบว่า ยีน Pfs25 มีรูปแบบของ haplotype จ านวน 11 แบบ และมีค่า hd เท่ากับ 
0.456±0.028 ในภาพที่ 13A พบว่า รูปแบบของยีน Pfs25 ที่พบมากที่สุด คือ H1 และ H2 ซึ่งพบ
จ านวน 216 และ 68 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 70 และ 22) ตามล าดับ ในขณะที่ haplotype แบบ
อ่ืน (H3 ถึง H11) มีจ านวน 23 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 8) ข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า H1 และ H2 เป็น
รูปแบบหลักของยีน Pfs25 ที่พบมากในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลก  
 เมื่อวิเคราะห์รูปแบบของยีน Pfs25 ที่พบในแต่ละทวีป พบว่า จ านวนรูปแบบและการ
กระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 แตกต่างกันในเชื้อมาลาเรียแต่ละประชากร ในทวีปอเมริกา
กลางและอเมริกาใต้ มีเชื้อมาลาเรียจ านวน 29 ตัวอย่าง มี haplotype ของยีน Pfs25 จ านวน 3 
แบบ ได้แก่ H1, H2 และ H9 (ภาพที่ 13B) จ านวน 26, 2, และ 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 90, 7 
และ 3 ตามล าดับ ผลการศึกษานี้แสดงว่า haplotype หลัก (major haplotype) ของยีน Pfs25 
ของเชื้อมาลาเรียในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ คือ H1 พบได้ในทุกประเทศ นอกจากนี้ H2 และ 
H9 จัดเป็น rare haplotype พบที่ประเทศบราซิล เท่านั้น 
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 ส่วนผลการวิเคราะห์จ านวนรูปแบบและการกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ของ
เชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกา พบว่า เชื้อมาลาเรียมีจ านวน 173 ตัวอย่าง ประกอบด้วย haplotype 
ของยีน Pfs25 จ านวน 3 แบบ ได้แก่ H1, H2 และ H9 (ภาพที่ 13C) จ านวน 170, 2 และ 1 ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 98.2, 1.2 และ 0.6 ตามล าดับ ผลการศึกษานี้แสดงว่า haplotype หลัก (major 
haplotype) ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกา คือ H1 ซึ่งพบได้ในทุกประเทศ 
นอกจากนี้ พบ H8 และ H10 จัดเป็น rare haplotype พบเฉพาะที่ประเทศแกมเบียและเซเนกัล 
ตามล าดับ 
 และผลการวิเคราะห์จ านวนรูปแบบและการกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ของ
เชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชีย พบว่า เชื้อมาลาเรียมีจ านวน 105 ตัวอย่าง ประกอบด้วย haplotype 
ของ ยีน Pfs25 จ านวน 8 แบบ โดย haplotype ที่พบมาก มี 3 รูปแบบ คือ H1, H2 และ H3 ซึ่งพบ 
H1 ในประเทศอินเดีย ไทย กัมพูชา มาเลเซีย และฟิลิปปินส์ จ านวนรวม 20 ตัวอย่าง H2 ในประเทศ
จีน ไทย ลาว และเวียดนาม จ านวนรวม 66 ตัวอย่าง และ H3 ในประเทศอินเดีย ไทย กัมพูชา และ
เวียดนาม จ านวนรวม 9 ตัวอย่าง โดย H1, H2 และ H3 คิดเป็นร้อยละ 19, 63 และ 8 ตามล าดับ 
ส่วน  haplotype อ่ืน  ๆ ได้  แก่  H4 , H5 , H6 และ H7 เป็น  rare haplotype ที่พบเฉพาะใน 
ประเทศไทย (จากพ้ืนที่จังหวัดยะลา) และ H11 เป็น rare haplotype ที่พบในประเทศเวียดนาม
จ านวน 1 ตัวอย่าง 
 เมื่อเปรียบเทียบจ านวน haplotype (H) และค่า haplotype diversity index (hd) ในยีน 
Pfs2 5  ข อ ง เชื้ อ ม า ล า เรี ย ที่ พ บ ใน แ ต่ ล ะ ท วี ป  จ ะ พ บ ว่ า  ยี น  Pfs2 5  เชื้ อ ม า ล า เรี ย  
P. falciparum ในทวีปเอเชียมีจ านวน (H) 8 haplotype และค่า hd เท่ากับ 0.564±0.049 ส่วนยีน 
Pfs25 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในทวีปแอฟริกาและทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้แม้ว่าจะมี
จ านวน (H) 3 haplotype เท่ากัน แต่ยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในทวีปอเมริกา
กลางและอเมริกาใต้มีค่า hd เท่ากับ 0.197±0.095 ซึ่งมีค่าสูงกว่า ค่า hd ของเชื้อมาลาเรียในทวีป
แอฟริกา ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.034±0.019 ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า ความหลากหลายของยีน Pfs25 
ในประชากรของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในทวีปต่าง ๆ มีความแตกต่างกัน โดยเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ในทวีป เอเชียมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสู งสุด  และเชื้ อมาลาเรีย  
P. falciparum ในทวีปแอฟริกามีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ าสุด 
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ภาพที่ 13 สัดส่วนและการกระจาย haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum แบ่งตามทวีป 
(ภาพย่อย A) กราฟวงกลมแรกแสดงสัดส่วนของ haplotype ที่ของเชื้อมาลาเรียทั่วโลก และเชื้อ
มาลาเรียที่พบในแต่ละทวีป ได้แก่ ทวีปอเมริกากลางและใต้ ทวีปแอฟริกา และทวีปเอเชีย ค่า n 
แสดงจ านวนตัวอย่าง และ % แสดงร้อยละของแต่ละ haplotype (ภาพย่อย B) การกระจายของ 
haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียใน 4 ประเทศในทวีปอเมริกากลางและใต้ (ภาพย่อย C) 
การกระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียใน 10 ประเทศทวีปแอฟริกา และรวม
เชื้อ P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 ซึ่งมีต้นก าเนิดมาจากทวีปแอฟริกา และ (ภาพย่อยD) การ
กระจายของ haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียใน 8 ประเทศ ในทวีปเอเชีย ตัวเลขใน
วงกลมแสดงจ านวนเชื้อที่มี haplotype แต่ละชนิด อักษรย่อแสดงชื่อประเทศ ได้แก่ เอลซัลวาดอร์ 
(SV) ฮอนดูรัส (HN) เฟรนช์เกียนา (GF) บราซิล (BR) เซเนกัล (SN) แกมเบีย (GM) กินี (GN) กานา 
(GH) โตโก (TG) มาลี (ML) ซูดาน (SD) คองโก (CG) ยูกันดา (UG) เคนยา (KE) อินเดีย (IN) จีน (CN) 
ไทย (TH) ลาว (LA) กัมพูชา (KH) เวียดนาม (VN) มาเลเซีย (MY) และ ฟิลิปปินส์ (PH) ภาพที่ 13 ได้
ตีพิมพ์ (Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์บรรณกิจ (corresponding 
author) แล้ว  
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4.4 การเปรียบเทียบรูปแบบ haplotype ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
ระหว่างทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ทวีปแอฟริกา และทวีปเอเชีย 
 เมื่อน ารูปแบบ haplotype ของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่พบในทวีป
อเมริกากลางและอเมริกาใต้ ทวีปแอฟริกา และทวีปเอเชีย มาเปรียบเทียบและน ามาวิเคราะห์ค่า 
pairwise Fst ผลการศึกษา พบว่า ค่า pairwise Fst ของระหว่างประชากรในทวีปเอเชียและทวีป
แอฟริกา ระหว่างประชากรในทวีปเอเชียและทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ และระหว่างประชากร
ในทวีปแอฟริกาและทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้  มีค่า 0.67745, 0.44847 และ 0.07858 
ตามล าดับ (ตารางที่  9) ค่า P value ทั้งหมดมีค่าน้อยกว่า 0.05 แสดงให้ เห็นว่า สัดส่วนของ 
haplotype ของยีน Pfs25 ที่พบในแต่ละทวีปมีความแตกต่างกัน ข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อ
มาลาเรียในสามทวีปนอกจากจะมีความแตกต่างกันกันเชิงภูมิศาสตร์แล้ว ยังมีโครงสร้างทาง
พันธุกรรมของประชากร (population structure) ที่แตกต่างกันอีกด้วย 
 
ตารางท่ี 9 ค่า pairwise Fst ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลก 
จากการวิเคราะห์ความแตกต่างของสัดส่วน haplotype ของยีน Pfs25 ที่พบในเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ทวีปแอฟริกา และทวีปเอเชีย เครื่องหมาย 
ดอกจัน (*) แทนค่า P value น้อยกว่า 0.05 

ประชากร แอฟริกา เอเชีย 

เอเชีย 
0.67745* 

(P = 0.00000) 
0 

อเมริกากลางและอเมริกาใต้ 
0.07858* 

(P = 0.00901) 
0.44847* 

(P = 0.00000) 
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4.5 การวิเคราะห์ haplotype network ของยีน Pfs25 
 เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง haplotype ของยีน Pfs25 จึงได้สร้าง haplotype 
network ด้วยโปรแกรม PopART version 1.7 ผลการศึกษา แสดงให้เห็นว่า haplotype เกือบ
ทั้งหมดมีความเชื่อมโยงกับ H1 และ H2 ซึ่งจัดเป็น major haplotype (ภาพที่ 14) 
 ผลการศึกษาแสดงว่า มี rare haplotype ที่มีความใกล้ชิดกับ H1 จ านวน 3 haplotype 
ได้แก่ H6 ซึ่งเป็น rare haplotype ที่พบในทวีปเอเชีย H8 และ H10 ซึ่งเป็น rare haplotype ที่พบ
ในทวีปแอฟริกา และ H9 เป็น rare haplotype ที่พบในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ในขณะที่ 
rare haplotype ที่มีความใกล้ชิดกับ H2 มีจ านวน 4 haplotype ได้แก่ H3, H4, H5 และ H7 ซึ่ง
ทั้งหมดเป็น rare haplotype ที่พบเฉพาะในทวีปเอเชีย นอกจากนี้ พบว่า H11 มีความใกล้ชิดกับ 
H3 มากกว่า haplotype อ่ืน ๆ ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า ความหลากหลายของยีน Pfs25 ของ
เชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ น่าจะเกิดจาก H1 และความ
หลากหลายของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียน่าจะเกิดจาก H2 และ H3 
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ภาพที่ 14 haplotype network แสดงความสัมพันธ์ของ haplotype ของยีน Pfs25 จากเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. falciparum 
ตัวอักษร H แทน haplotype ของยีน Pfs25 ขนาดของวงกลมแทนจ านวนตัวอย่างของแต่ละ 
haplotype สีในวงกลมแสดงแหล่งที่มาของตัวอย่าง ได้แก่ สีแดงแทนตัวอย่างจากทวีปอเมริกากลาง
และอเมริกาใต้ สีม่วงแทนตัวอย่างจากทวีปแอฟริกา และสีเขียวแทนตัวอย่างจากทวีปเอเชีย เส้นเชื่อม
วงกลมแสดงความสัมพันธ์ของ haplotype ที่ เกิดจาก mutation และจ านวนขีดบนเส้นเชื่อม 
haplotype แ ท น จ า น ว น  mutation ที่ เกิ ด ร ะ ห ว่ า ง  haplotype ภ า พ ที่  14  ได้ ตี พิ ม พ์ 
(Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์บรรณกิจ (corresponding author) 
แล้ว  
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4.6 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ของแต่ละ haplotype ของยีน Pfs25 
 นอกจากการวิเคราะห์ haplotype network งานวิจัยชิ้นนี้ได้วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของยีน Pfs25 โดยการสร้าง phylogenetic tree ตามวิธีของ Bayesian และใช้ยีน 
Prs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด P. reichenowi เป็น outgroup ได้ผล ดังภาพที่ 15 
 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นกระบวนการ diversification ของยีน Pfs25 ออกเป็น 2 กลุ่มหลัก 
โดยกลุ่มแรก (H1 clade) ประกอบด้วย H1, H6, H8, H9 และ H10 ซึ่ งแสดงให้ เห็นว่า rare 
haplotype ที่พบในเชื้อมาลาเรียในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้  และทวีปแอฟริกามี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ H1 มากที่สุด ในขณะที่ในกลุ่มที่ 2 (H2 clade) พบการแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
ย่อย กลุ่มย่อยแรกประกอบด้วย H2, H5, H4 และ H7 และกลุ่มย่อยที่สองประกอบด้วย H3 และ 
H11 ผลการศึกษานี้ สนับสนุนผลการศึกษาที่ ได้จาก haplotype network analysis ว่า rare 
haplotype ที่พบในเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ H2 มากที่สุด และข้อมูลนี้ยัง
แสดงเห็นว่า H3 และ H11 อยู่ในกลุ่มเดียวกับ H2 clade ซึ่งสอดคล้องกับการกระจายที่พบเฉพาะใน
ทวีปเอเชีย 
 

 

ภาพที่ 15 Bayesian phylogenetic tree ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด 
P. falciparum 
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ใช้โมเดลวิวัฒนาการเป็น HKY+G ตัวเลขบนกิ่งแสดงค่า posterior probability ความยาวกิ่งแสดง
ความยาวตามจ านวนการแทนที่ (substitution) ต่อต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ตรึงรากโดยยีน Prs25 จาก
เชื้อมาลาเรียชนิด P. reichenowi (NCBI ID LT969573.1 และ NCBI ID LVLA01000011.1) ภาพที่ 
15  ได้ ตี พิ ม พ์  (Sookpongthai et al., 2021) และได้ รั บ อนุญ าตจากผู้ ป ระ พั น ธ์บ รรณ กิ จ 
(corresponding author) แล้ว 
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4.7 ต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน Pfs25 และความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ 
 ผลการวิ เคราะห์ เปรียบเทียบล าดับนิ วคลี โอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้ อมาลาเรีย  
P. falciparum พบ ว่ า  มี ต าแหน่ งของ single nucleotide polymorphism (SNPs) รวม  10 
ต าแหน่ ง (loci) ดั งแสดงในตารางที่  10 และภาพที่  16A โดยพบว่า SNPs 3 ต าแหน่ ง ที่ 
นิวคลีโอไทด์ล าดับที่ 117 (AGT/AGC), 333 (AAG/AAA) และ 519 (GGA/GGG) เป็น synonymous 
SNPs แปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 39 Ser, 111 Lys และ 173 Gly ตามล าดับ ส่วน SNPs อ่ืน ๆ อีก 7 
ต าแหน่ง ที่พบที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 226 (GAT/AAT), 392 (GGA/GCA), 412 (GGC/AGC), 428 
(GTA/GCA), 433 (GAT/AAT), 561 (AAT/AAA) และ 651 (ATG/ATA) จัดเป็น non-synonymous 
SNPs ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 76 Asp/Asn, 131 Gly/Ala, 141 Gly/Ser, 
143 Val/Ala, 145 Asp/Asn, 187 Asn/Lys and 217 Met/Ile (ภาพที่  16B) ผลการศึ กษ านี้ 
แสดงว่า SNPs ที่พบในยีน Pfs25 มี 10 ต าแหน่ง และแต่ละต าแหน่งมีนิวคลีโอไทด์เพียง 2 รูปแบบ 
(dimorphism) เท่านั้น 
 นอกจากนี้ ตารางที่ 10 แสดงความถี่ของ SNP ที่พบในยีน Pfs25 ผลการศึกษา พบว่า 
รูปแบบของ SNP ที่พบใน H1 เป็น SNP ที่พบในสัดส่วนสูงกว่า SNP ที่พบใน haplotype แบบอื่น ๆ 
โดยสัดส่วนของ SNP ของ H1 ในทุกต าแหน่งมีค่าระหว่าง 0.964 ถึง 0.999 ยกเว้นที่ต าแหน่ง 392 
ซึ่งมีค่าสัดส่วนลดลงเป็น 0.726 ผลการศึกษานี้แสดงว่า รูปแบบนิวคลีโอไทด์ของ H1 เป็นรูปแบบที่
พบมากที่สุดในยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการ
วิเคราะห์ haplotype ที่พบว่า H1 เป็น haplotype ที่มีสัดส่วนสูงสุดในประชากรเชื้อมาลาเรีย 
 เพ่ือท าการเปรียบเทียบความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ที่พบในยีน Pfs25 แต่ละประชากร 
จึงได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ที่พบในเชื้อมาลาเรียแต่ละ

ประเทศมาค านวณค่า nucleotide diversity index (π) ผลการศึกษาพบว่า ค่า π ในยีน Pfs25 
จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั้งหมด (จ านวน 307 ตัวอย่าง) เท่ากับ 0.00085±0.00007 

 เมื่อท าการวิเคราะห์ค่า π ในแต่ละประเทศ (เฉพาะประเทศที่มีข้อมูลนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ 2 
ตัวอย่างขึ้นไป) ค่า nucleotide diversity สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 0.00306±0.00153 จากประเทศ
อินเดีย และต่ าที่สุดมีค่าเท่ากับ 0.00000 จากประเทศจีน มาลี ยูกันดา และเฟรนช์เกียนา ดังตารางที่ 
11 โดยยีน Pfs25 ในประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่พบในทวีปเอเชียจ านวน 4 ประเทศ 
ได้แก่ ประเทศกัมพูชา ไทย เวียดนาม และอินเดีย และเชื้อมาลาเรียในประเทศบราซิลมีค่าสูงกว่า
ค่าเฉลี่ย ในขณะที่ยีน Pfs25 ในประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ที่พบในทวีปแอฟริกาจ านวน 
2 ประเทศ (ประเทศแกมเบีย และเซเนกัล) มีค่าต่ ากว่าค่าเฉลี่ย ผลการศึกษานี้ยังแสดงว่า ความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทด์ในยีน Pfs25 ที่พบในแต่ละประเทศมีความแตกต่างกัน ดังนั้น ข้อมูลนี้
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สนับสนุนว่า ยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียที่อยู่ในทวีปเอเชียมีความหลากหลายระดับนิวคลีโอไทด์มาก
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับทวีปอื่น ๆ 
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 นอกจากนี้ท าการวิเคราะห์ต าแหน่งของ SNP ที่พบในยีน Pfs25 ผลการศึกษาพบว่า SNPs ที่
พบในยีน Pfs25 ส่วนใหญ่อยู่ในบริเวณ Epidermal Growth Factor (EGF)-like domain แบ่งเป็น 
1, 1, 5 และ 2 SNPs ใน EGF domain 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ นอกจากนี้  ยังพบ 1 SNP ใน 
anchor domain หรือ transmembrane domain ทั้งนี้  non-synonymous SNPs ส่วนใหญ่จะ
พบมากที่สุดใน EGF domain 3 (ภาพที่ 16A และ 16B) 

 เพ่ือท าการค านวณค่า π ในแต่ละ domain และเปรียบเทียบความหลากหลายของ 
นิวคลี โอไทด์ ในแต่ละบริเวณภายในยีน Pfs25 ด้วยเทคนิค sliding window plot analysis  

ผลการศึกษาพบว่า ค่า π สูงที่สุดเท่ากับ 0.01621 โดยช่วงที่ค่า nucleotide diversity สูงที่สุด คือ 
นิวคลีโอไทด์ล าดับที่ 388 ถึง 415 ภายใน EGF domain 3 (ภาพที่ 16C) 
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ตารางท่ี 11 ค่า nucleotide diversity (π) ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียชนิด 
P. falciparum แยกตามแต่ละประเทศ และทวีป 

n แทน จ านวนตัวอย่าง และ ค่า π แทน nucleotide diversity index ± standard error of 
mean NA แทนไม่สามารถวิเคราะห์ได้ 

ประชากรเชื้อมาลาเรีย n π  

กัมพูชา 5 0.00122±0.00073 
จีน 2 0.00000 

ไทย 89 0.00095±0.00014 
ฟิลิปปินส์ 1 NA 

มาเลเซีย 1 NA 

ลาว 1 NA 
เวียดนาม 4 0.00255±0.00092 

อินเดีย 2 0.00306±0.00153 

ทวีปเอเชีย 105 0.00111±0.00014 
กานา 1 NA 

กิน ี 1 NA 

แกมเบีย 65 0.00009±0.00006 
คองโก 1 NA 

เคนยา 1 NA 
ซูดาน 1 NA 

เซเนกัล 66 0.00005±0.00004 

โตโก 1 NA 
มาลี 24 0.00000 

ไม่ทราบแหล่งที่มา (3D7) 1 NA 

ยูกันดา 11 0.00000 
ทวีปแอฟริกา 173 0.00005±0.00003 

บราซิล 4 0.00178±0.00056 
เฟรนช์เกียนา 23 0.00000 

เอลซัลวาดอร์ 1 NA 

ฮอนดูรัส 1 NA 
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ตารางท่ี 11 (ต่อ) 

ประชากรเชื้อมาลาเรีย n π  

ทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ 29 0.00031±0.00015 

ทั่วโลก 307 0.00085±0.00007 

หมายเหตุ: ค่า nucleotide diversity ไม่สามารถวิเคราะห์ได้เมื่อตัวอย่างมีจ านวนน้อยกว่า  
2 ตัวอย่าง 
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ภาพที่ 16 ต าแหน่ง mutation ของยีน Pfs25 ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน          
บนสายพอลิเพปไทด์ของ Pfs25 และ sliding window plot ของ nucleotide diversity          
ของยีน Pfs25 จากตัวอย่างเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum จ านวน 307 ตัวอย่าง ทั่วโลก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

85 
 

 

(ภายย่อย A) ต าแหน่ง mutation บนยีน Pfs25 ที่มีความยาว 654 คู่เบส (ภาพย่อย B) ต าแหน่งการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด์ที่เป็นผลมาจาก mutation ความยาว 217 residues 
(ภาพย่อย C) กราฟ nucleotide diversity สร้างโดยใช้  sliding window plot ที่ มี  window 
length เท่ ากั บ  25 คู่ เบ ส  แล ะ  step size เท่ ากั บ  3 คู่ เบ ส  ต าแห น่ งนิ ว คลี โอ ไท ด์ แ ล ะ 
สายพอลิ เพปไทด์ แบ่งออกเป็น S แทน signal sequence นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่  1 ถึง 63  
กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 1 ถึง 21, D1 แทนโดเมน 1 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 64 ถึง 180 กรดอะมิโน
ต าแหน่งที่ 22 ถึง 60, D2 แทนโดเมน 2 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 181 ถึง 321 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 
61 ถึง 107, D3 แทนโดเมน 3 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 322 ถึง 456 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 108 ถึง 
152, D4 แทนโดเมน 4 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 457 ถึง 579 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 153 ถึง 193 
และ A แทน anchor sequence นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 580 ถึง 651 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 194 
ถึง 21 ภาพที่ 16 ได้ตีพิมพ์ (Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์บรรณ
กิจ (corresponding author) แล้ว  
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4.8 การคัดเลือกโดยธรรมชาติ โดยสถิติ Tajima’s D test, Fu and Li’s D* test,                  
Fu and Li’s F* test และอัตราส่วน dN-dS 
 ผลการทดสอบการคัดเลือกโดยธรรมชาติของยีน Pfs25 จากประชากรทั่วโลกด้วย Fu and 
Li’s D* test และ Fu and Li’s F* test พบว่า มีค่าน้อยกว่าศูนย์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าเท่ากับ -2.78081 และ -2.74867 ตามล าดับ (ตารางที่ 12) 
แสดงว่า ยีน Pfs25 อยู่ภายใต้แรงคัดเลือกโดยธรรมชาติทางลบ (negative selection) ในขณะที่ 
Tajima’s D test และอัตราส่วน dN-dS มีค่าน้อยกว่าและมากกว่าศูนย์ตามล าดับ แต่ไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ  (ตารางที่  12) แสดงว่า การที่ ยีน  Pfs25 ในเชื้ อมาลาเรีย  P. falciparum มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมต่ าน่าจะมาจากอิทธิพลของแรงคัดเลือกโดยธรรมชาติทางลบ ซึ่งน่าจะเกิด
การที่ยีนชนิดนี้มีความส าคัญต่อความอยู่รอดและการสืบพันธุ์ของเชื้อมาลาเรีย ท าให้โอกาสที่จะเกิด
การกลายพันธุ์ในยีนอยู่ในระดับต่ า หรือเกิดขึ้นได้ยาก  
 เมื่อทดสอบการคัดเลือกโดยธรรมชาติของยีน Pfs25 โดยใช้เทคนิค sliding window พบผล
การทดสอบ Fu and Li’s D* แ ล ะ Fu and Li’s F* ของช่วงนิวคลีโอไทด์เดียวกัน คือ ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่ 409-436 (ภาพที่ 17B และ 17C) มีแรงคัดเลือกโดยธรรมชาติทางลบมากระท าอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์จัดอยู่ในโดเมนที่ 3 ของ Pfs25 แต่ผลการทดสอบของ 
Tajima’s D test และอัตราส่วน dN-dS ด้วยเทคนิค sliding window ไม่พบล าดับนิวคลีโอไทด์ช่วง
ใดมีค่ามากกว่าหรือน้อยกว่าศูนย์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 17A และ 18) ซึ่งผลที่ได้
สอดคล้องกับการทดสอบด้วย Tajima’ D test และอัตราส่วน dN-dS ที่ทดสอบทุกบริเวณของยีน 
 
ตารางท่ี 12 ค่าสถิติ Tajima’s D test, Fu and Li’s D* test, Fu and Li’s F* test และ
อัตราส่วน dN-dS ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ทั่วโลก 

สถิติที่ใช้ทดสอบ ค่าสถิติที่ใช้ทดสอบ (P value) 

Tajima’s D test 
-1.43957 
P > 0.05 

Fu and Li’s D* 
-2.78081 
P < 0.05 

Fu and Li’s F* 
-2.74867 
P < 0.05 

dN-dS ratio 
1.01 

P > 0.05 
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ภาพที่ 17 sliding window plot แสดงค่า Tajima’s D test (ภาพย่อย A), Fu and Li’s D* 
test (ภาพย่อย B) และ Fu and Li’s F* test (ภาพย่อย C) ที่ทดสอบกับยีน Pfs25 จากเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. falciparum จ านวน 307 ตัวอย่าง ทั่วโลก 
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กราฟสร้างโดยใช้ sliding window plot ที่มี window length เท่ากับ 25 คู่เบส และ step size 
เท่ากับ 3 คู่เบส เส้นประสีแดงแสดงค่าที่มีนัยส าคัญ (P = 0.05) โดยกราฟ Fu and Li’s D* test  
มีค่า -2.3706 และกราฟ Fu and Li’s F* test มีค่า -2.3795 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์แบ่งออกเป็น S 
แทน signal sequence นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 1 ถึง 63, D1 แทนโดเมน 1 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 
64 ถึง 180, D2 แทนโดเมน 2 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 181 ถึง 321, D3 แทนโดเมน 3 นิวคลีโอไทด์
ต าแหน่งที่ 322 ถึง 456, D4 แทนโดเมน 4 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 457 ถึง 579 และ A แทน 
anchor sequence นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 580 ถึง 651 ภาพที่ 17 ได้ตีพิมพ์ (Sookpongthai et 
al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์บรรณกิจ (corresponding author) แล้ว 
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ภาพที่ 18 กราฟอัตราส่วน dN-dS ของยีน Pfs25 จากตัวอย่างเชื้อมาลาเรียชนิด 
P. falciparum จ านวน 307 ตัวอย่าง 
เมื่ ออัตราส่ วน  dN-dS เท่ ากับหรือเข้ าใกล้ค่าศูนย์  หมายถึ ง ยีนบริ เวณนั้ นถูกคัด เลือกโดย  
neutral selection ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ แบ่งออกเป็น S แทน signal sequence นิวคลีโอไทด์
ต าแหน่งที่ 1 ถึง 63 , D1 แทนโดเมน 1 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 64 ถึง 180 , D2 แทนโดเมน 2  
นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 181 ถึง 321, D3 แทนโดเมน 3 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 322 ถึง 456 , D4 
แทนโดเมน 4 นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 457 ถึง 579 และ A แทน anchor sequence นิวคลีโอไทด์
ต าแหน่งที่ 580 ถึง 654 ภาพที่ 18 ได้ตีพิมพ์ (Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจาก
ผู้ประพันธ์บรรณกิจ (corresponding author) แล้ว 
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4.9 การวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 บริเวณที่มีการกลายพันธุ์ 
 เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 haplotype อ่ืนกับ H1 พบ SNPs จ านวน 
10 ต าแหน่ง ที่นิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 117, 226, 333, 392, 412, 428, 433, 519, 561 และ 651 
ตรงกับกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์ต าแหน่งที่ 39, 76, 111, 131, 138, 143, 145, 173, 187 
และ 217 ของโปรตีน Pfs25 โดย SNPs จ านวน 3 ต าแหน่ง (ที่ต าแหน่ง 117, 333 และ 519) เป็น 
synonymous SNPs และ SNPs ที่ต าแหน่งอื่น ๆ จัดเป็น non-synonymous SNPs  
 ในปัจจุบัน เนื่องจากวัคซีน Pfs25 ที่ถูกพัฒนาเป็น transmission-blocking vaccine ได้ถูก
พัฒนามาจากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 ซึ่งมีรูปแบบของยีน Pfs25 แบบ H1 
งานวิจัยชิ้นนี้ จึงสนใจที่จะศึกษาว่า การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่พบในโปรตีน Pfs25 ส่งผลต่อ
รูปร่างทุติยภูมิของโปรตีนหรือไม่ จึงน าล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Pfs25 ทั้ง 11 รูปแบบ ไปท านาย
โครงสร้างทุติยภูมิด้วย JPred4 server  
 ผลการศึกษา แสดงว่า โครงสร้างทุติยภูมิทั้ง 10 ต าแหน่งของ H1 ประกอบด้วย โครงสร้าง
แบบ coil จ านวน 9 ต าแหน่ง ได้แก่ กรดอะมิโนต าแหน่ง 39, 76, 111, 138, 143, 145, 173, 187 
และ 217 ดังภาพที่ 19 ขณะที่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131 เพียงต าแหน่งเดียวมีโครงสร้างทุติยภูมิเป็น
แบบแผ่นบีตา (beta-sheet)  
 เมื่อเปรียบเทียบโครงสร้างทุติยภูมิของกรดอะมิโนทั้ง 10 ต าแหน่ง ใน H2 ถึง H11 จะพบว่า 
โครงสร้างทุติภูมิทุกต าแหน่งมีโครงสร้างแบบ coil เหมือนกับ H1 ยกเว้นที่ต าแหน่ง 131 ซึ่งพบว่า  
มีโครงสร้างทุติยภูมิ 2 รูปแบบ ได้แก่ โครงสร้างแบบแผ่นบีตา ซึ่งพบใน H1, H6, H8, H9 และ H10 
ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง 392 เป็น GGA และแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 131 Gly (ภาพที่ 20) 
นอกจากนี้ พบว่า H2, H3, H5 และ H6 ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง 392 เป็น GCA และแปล
รหัสเป็นกรดอะมิโน 131 Ala มีโครงสร้างแบบบีตาเช่นเดียวกัน อย่างไรก็ดี  พบว่า มีเพียง 2 
haplotype คือ H4 และ H11 ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง 392 เป็น GCA และแปลรหัสเป็น
กรดอะมิโน 131 Ala  
 ข้อมูลเหล่านี้แสดงให้เห็นว่า แม้ว่ายีน Pfs25 จะมีความหลากหลายของ haplotype และมี
ความหลากหลายในล าดับนิวคลีโอไทด์ แต่การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่พบในโปรตีน Pfs25 ส่งผล
น้อยมากต่อรูปร่างทุติยภูมิของโปรตีน นอกจากนี้  แม้ว่าการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างอาจพบใน H4 
และ H11 แต่ haplotype ทั้งสองแบบนี้ มีสัดส่วนในประชากรรวมคิดเป็นร้อยละ 1.3 แสดงว่า 
โปรตีน Pfs25 ที่พบในประชากรเชื้อมาลาเรียส่วนใหญ่มีรูปร่างคล้ายกับโปรตีน Pfs25 ของเชื้อ  
P. falciparum สายพันธุ์ 3D7 ซึ่งมีรูปแบบ H1 
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ภาพที่ 19 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 แต่ละ haplotype บริเวณที่มีการกลายพันธุ์ 
จ านวน 10 ต าแหน่ง 
แถบสีเทาแทนบริเวณ conserved ของกรดอะมิโน ขีดสีฟ้าแทนโครงสร้างแบบ coil ขีดสีเขียวแทน
โครงสร้างแบบแผ่นบีตา เครื่องหมายดอกจันสีด าแทนต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ของนิวคลีโอไทด์
แล้วไม่ เกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดกรดอะมิโน เครื่องหมายดอกจันสีแดงแทนต าแหน่งที่ เกิด 
การกลายพันธุ์ของนิวคลีโอไทด์แล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดกรดอะมิโน  ตัวเลขแทนต าแหน่งของ
กรดอะมิโน, H แทน haplotype, S แทน signal sequence กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 1 ถึง 21, D1 
แทนโดเมน 1 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 22 ถึง 60, D2 แทนโดเมน 2 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 61 ถึง 107, 
D3 แทนโดเมน 3 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 108 ถึง 152, D4 แทนโดเมน 4 กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 153 
ถึง 193 และ A แทน anchor sequence กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 194 ถึง 217 ภาพที่ 19 ได้ตีพิมพ์ 
(Sookpongthai et al., 2021) และได้รับอนุญาตจากผู้ประพันธ์บรรณกิจ (corresponding author) 
แล้ว 
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ภาพที่ 201 โครงสร้างตติยภูมิของโปรตีน Pfs25 ดัดแปลงจากโครงสร้างตติยภูมิของ                   
PDB id: 6B0G 
(ภาพย่อย A) ด้านหน้าของโปรตีน Pfs25 (ภาพย่อย B) ด้านข้างของโปรตีน Pfs25 สีแดงแทน 
กรดอะมิโนต าแหน่ง 131, สีเหลืองแทนโดเมน 1, สีชมพูแทนโดเมนที่ 2, สีเขียวแทนโดเมนที่ 3 และ 
สีฟ้าแทนโดเมนที่ 4 ลูกศร X และ Y แทนระนาบโปรตีน Pfs25 ที่แตกต่างกันของ A และ B 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผล 

 
5.1 การอภิปรายเกี่ยวกับความหลากหลายของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum               
ในประเทศไทย 
 จากการสืบค้นฐานข้อมูล PubMed GenBank และ PlasmoDB พบว่า มีข้อมูลล าดับเบส
ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียจ านวนทั้งสิ้น 224 สายพันธุ์ (isolate) ในจ านวนนี้มีข้อมูลยีน Pfs25 
ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จากประเทศไทย จ านวน 6 สายพันธุ์ (Da et al., 2013; Wang et 
al., 2000) และเมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสที่มีในเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยก่อนงานวิจัยชิ้น
นี้ พบว่า ยีน Pfs25 แบ่งออกเป็น 2 haplotype ได้แก่ H1 และ H2 โดยเชื้อ 4 สายพันธุ์มียีนแบบ 
H1 และ 2 สายพันธุ์แบบ H2 ข้อมูลของเชื้อมาลาเรียทั้งหมดได้จากเชื้อมาลาเรียที่มาจากจังหวัดตาก
เพียงแห่งเดียวเท่านั้น จะเห็นได้ว่า ข้อมูลของยีน Pfs25 มีจ ากัดและไม่อาจเป็นตัวแทนของเชื้อ
มาลาเรียในประเทศไทยได้ ดังนั้น จึงเป็นที่มาของงานวิจัยซึ่งต้องการศึกษาความหลากหลายของยีน 
Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทย โดยจะต้องมีการรวบรวมตัวอย่างในพ้ืนที่ที่มี
การระบาดอ่ืน ๆ ด้วย 
 จากข้อมูลการศึกษาการระบาดของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย (พัชริดา หงษ์จันทร์, 2020) 
พบว่า โรคมาลาเรียระบาดในหลายพ้ืนที่ทั่วประเทศไทย แต่พบการระบาดจ านวนมากในจังหวัด
ชายแดนประเทศไทยติดต่อกับประเทศเพ่ือนบ้าน ได้แก่ ชายแดนประเทศไทยติดต่อกับประเทศพม่า 
ชายแดนประเทศไทยติดต่อกับประเทศกัมพูชา และชายแดนประเทศไทยติดต่อกับประเทศมาเลเซีย 
จังหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียสูง 10 อันดับ ได้แก่ จังหวัดยะลา ตาก แม่ฮ่องสอน ระนอง 
เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ราชบุรี กาญจนบุรี สงขลา และตราด ตามล าดับ แนวโน้มการเป็นมาลาเรีย
ต่อประชากร 100,000 คน ของคนไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 2010 ถึงปี ค.ศ. 2019 ลดลงตามล าดับ  
ปี ค.ศ. 2010 มีอัตราการป่วยด้วยโรคมาลาเรีย 40.3 รายต่อประชากรแสนคน ขณะที่ ปี ค.ศ. 2019 
อัตราการป่วยด้วยโรคมาลาเรีย 3.03 รายต่อประชากรแสนคน ส่วนอัตราการเสียชีวิตด้วยโรค
มาลาเรียไม่คงที่ โดยมีสัดส่วนร้อยละ 0.04 ถึง 0.30 อัตราเสียชีวิตมากที่สุดในปี ค.ศ. 2017 เนื่องจาก
การระบาดของโรคมาลาเรียต่อปีที่มีแนวโน้มลดลง ดังรายงานผู้ป่วยในปี ค.ศ. 2019 มีจ านวนเพียง 
5,435 ราย แต่การเกิดการติดเชื้อมาลาเรียไม่สามารถท านายได้ว่าจะเกิดในพ้ืนที่จังหวัดใดก่อน-หลัง
ในหนึ่งปี หรือพ้ืนที่ใดอาจไม่เกิดมาลาเรีย ดังนั้น การศึกษาตัวอย่างที่ได้เก็บรวบรวมไว้แล้วในช่วง
ระยะเวลาหนึ่งจะสามารถแก้ปัญหานี้ได้ 
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 งานวิจัยชิ้นนี้จึงน าตัวอย่างเชื้อมาลาเรียที่เก็บรักษาไว้ ณ หน่วยวิจัยมาลาเรีย ภาควิชา
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ทางหน่วยวิจัยได้เก็บรวบรวมเชื้อมาลาเรียชนิด 
P. falciparum จากผู้ป่วยในจังหวัดที่มีการระบาดของโรคมาลาเรียไว้เป็นจ านวนมาก ตั้งแต่ปี ค.ศ. 
2002 ถึงปี ค.ศ. 2010 โดยได้แยกสายพันธุ์และเพาะเลี้ยงจนมีจ านวนมากแล้วมาท าการศึกษา การน า
เชื้อมาลาเรียเหล่านี้มาศึกษาจะสามารถลดระยะเวลาการเก็บตัวอย่างได้มาก อีกทั้งเชื้อเหล่านี้ได้รับ
การแยกสายพันธุ์และทราบถึงปีที่ได้เก็บตัวอย่าง นอกจากนี้ ได้รับอนุเคราะห์ตัวอย่างเชื้อมาลาเรียใน
จังหวัดยะลาจาก รศ.ดร. ธีรกมล เพ็งสกุล คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เป็น
เชื้อมาลาเรียที่ได้รับการยืนยันชนิด โดยกล้องจุลทรรศน์จากแผ่นฟิล์มเลือด ดังนั้น งานวิจัยชิ้นนี้จึงได้
ท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใน
พ้ืนที่ 6 จังหวัดที่มีการระบาดของมาลาเรียสูงในประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน กาญจนบุรี 
ระนอง ตราด อุบลราชธานี และยะลา 
 ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยโดยศึกษาความหลากหลายยีน Pfs25 ของ
เชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum พบจ านวน haplotype หรือรูปแบบของยีนซึ่งมีการเรียงตัวของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน จ านวน 7 haplotype ในจ านวนนี้ 2 haplotype สามารถพบได้ใน
ฐานข้อมูล GenBank และ PlasmoDB งานวิจัยชิ้นนี้ได้ค้นพบ haplotype ใหม่ที่ไม่เคยมีรายงานมา
ก่อนจ านวน 5 haplotype ได้แก่ H3, H4, H5, H6 และ H7 จากข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อ
มาลาเรียในประเทศไทยมีความหลากหลายที่ค่อนข้างสูง และแสดงให้เห็นว่าฐานข้อมูลทางพันธุกรรม
ของเชื้อมาลาเรีย GenBank และ PlasmoDB ยังมีข้อมูลไม่ครบ ดังนั้น การท าวิจัยชิ้นนี้ท าให้เห็น
ข้อมูลความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียสมบูรณ์ข้ึน 
 เมื่อศึกษาการกระจายของ haplotype ทั้ง 7 รูปแบบ ในประเทศไทย พบว่า haplotype 
แต่ละชนิดกระจายแตกต่างกัน haplotype ที่มีการกระจายและสัดส่วนมากที่สุด คือ H2 เนื่องจาก 
haplotype ชนิดนี้พบได้ทุกจังหวัดที่ศึกษา นอกจากนี้ อีก 2 haplotype ที่พบจ านวนมาก และพบ
ได้มากกว่า 1 จังหวัด คือ H1 และ H3 แสดงให้เห็นว่า 3 haplotype นี้มีความส าคัญ และอาจเลือก
น ามาใช้เป็นแอนติเจนในการผลิต transmission-blocking vaccine เพ่ือป้องกันการระบาดของเชื้อ
มาลาเรียในประเทศไทย อย่างไรก็ดี บาง haplotype พบได้เฉพาะบางพ้ืนที่เท่านั้น เช่น H4, H5 และ 
H7 พบเฉพาะในพ้ืนที่จังหวัดยะลา และ H6 พบได้ในพ้ืนที่ฝั่งตะวันตกของประเทศไทย การพบ 
haplotype ใหม่ ๆ เช่น H4, H5 และ H7 อาจเกิดจากมาลาเรียในจังหวัดยะลา มีการระบาดสูงอย่าง
ต่อเนื่อง โดยพบอัตราการป่วยอยู่ในกลุ่มการระบาดสูง 10 ล าดับแรกของประเทศไทย ตั้งแต่ปี ค.ศ. 
2010 ถึง ค.ศ. 2018 (จามร เมฆอรุณ, 2011; จันทพร ทานนท์, 2014; เทวพร จานนอก, 2015, 
2016, 2017; ปภานิจ สวงโท, 2012, 2013; พัชริดา หงษ์จันทร์, 2019; อรพรรณ กันยะมี, 2018)  
อีกทั้งสถานการณ์ความรุนแรงที่เกิดขึ้นใน 3 จังหวัด ชายแดนภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดยะลา ปัตตานี 
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และนราธิวาส ส่งผลให้ประสิทธิภาพของระบบสาธารณสุขลดลง (ดิษถ์ สิงหเสนี และคณะ, 2011; 

ประณีต ส่งวัฒนา และหทัยรัตน์ แสงจันทร์, 2015) การระบาดของมาลาเรียในจังหวัดยะลาจึงยังคง
สูง ประกอบกับการอพยพเข้า-ออก ของแรงงานที่เป็นพาหะของโรคมาลาเรียจากประเทศมาเลเซียที่
ส่งผลให้มีการเพ่ิมความหลากหลายของยีนเข้ามายังประชากรและท า ให้เกิดการผสมพันธุ์ระหว่าง
ประชากรเชื้อมาลาเรีย จะเห็นได้จากการศึกษาความหลากหลายของ PfMSP-119 จากตัวอย่างภาคใต้
ของประเทศไทยและประเทศมาเลเซีย พบว่า จ านวน haplotype ทั้งหมด 5 haplotype ของ
ประเทศมาเลเซียตรงกับ haplotype ที่พบในจังหวัดทางภาคใต้ของประเทศไทย (Goh et al., 2021) 
จากปัจจัยดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า พื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทยมีความหลากหลายของเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum สูง และอาจท าให้เจอ haplotype ใหม่ ๆ ได ้
 ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum แต่ละจังหวัดที่ศึกษาต่างกัน เนื่องมาจาก 
พบจ านวน haplotype ของยีน Pfs25 แตกต่างกัน จากผลการศึกษาพบว่า เชื้อมาลาเรียในจังหวัด
ยะลาและแม่ฮ่องสอนมีจ านวน haplotype มากที่สุด เท่ากับ 4 haplotype ขณะที่เชื้อมาลาเรียใน
จังหวัดตราดและตากมีจ านวน haplotype น้อยที่สุด เพียง 2 haplotype แสดงให้เห็นว่าจ านวน
รูปแบบ haplotype มีความแตกต่างหลากหลายในแต่ละประชากร อย่างไรก็ดี การเปรียบเทียบว่า
ประชากรเชื้อมาลาเรียพ้ืนที่ใดมีความหลากหลายสูงหรือความหลากหลายต่ าจ าเป็นต้องน าขนาดของ
ตัวอย่างแต่ละประชากรมาเปรียบเทียบด้วย กรณีนี้จึงจ าเป็นต้องเปรียบเทียบความหลากหลายโดยใช้
ค่ า  haplotype diversity index ห รือ  hd ซึ่ งพ บว่ า  จั งห วั ดยะลามี ค่ า  hd สู งสุ ด  เท่ ากั บ 
0.654±0.106 และจังหวัดอุบลราชธานีมีค่า hd ต่ าที่สุดเท่ากับ 0.295±0.156 ข้อมูลนี้ยืนยันว่า เชื้อ
มาลาเรียในจังหวัดยะลามีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุด อย่างไรก็ตาม จ านวน haplotype 
จากงานวิจัยชิ้นนี้ขัดแย้งกับการศึกษาความหลากหลายของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ด้วย 

microsatellite จ านวน 12 ต าแหน่ง ได้แก่ Polyα, TA60, ARA2, Pfg377, PfPK2, TA87, TA109, 
TA80, ARP2, TA1, TA81 และ C1M8 จาก 346 ตัวอย่าง ของ 7 จังหวัด ในประเทศไทย ได้แก่ 
จังหวัดแม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี ระนอง อุบลราชธานี ตราด และยะลา ตั้งแต่ ปี ค.ศ. 2002 ถึงปี 
ค.ศ. 2007 เนื่องจาก พบว่า microsatellite มีรูปแบบรวมกัน 300  haplotype โดยจังหวัด
กาญจนบุรีมีจ านวน haplotype มากที่สุด จ านวน 162  haplotype (N=175) ขณะที่จังหวัด
แม่ฮ่องสอนและยะลาพบ 18 (N=18) และ 1 haplotype (N=31) ตามล าดับ ซึ่งไม่จัดว่ามากที่สุด
นอกจากนี้ พบเชื้อมาลาเรียจากจังหวัดตากและตราดมีจ านวน 47 (N=48) และ 18 haplotype (N=
18) ตามล าดับ (Pumpaibool et al., 2009) ซึ่งไม่จัดว่าน้อยที่สุด ผลการศึกษาที่ขัดแย้งกันอาจเกิด
จากเชื้อมาลาเรียเป็นคนละตัวอย่างกัน และเก็บตัวอย่างคนละปี ตัวอย่างเชื้อมาลาเรียในจังหวัดยะลา
ของงานวิจัยชิ้นนี้เก็บเมื่อปี ค.ศ. 2016 และ ปี ค.ศ. 2019 ขณะที่ Pumpaibool และคณะ (2009) 
เก็บตัวอย่างระหว่างปี ค.ศ. 2002 ถึงปี ค.ศ. 2007 แสดงให้เห็นว่า มาลาเรียระบาดอย่างต่อเนื่องและ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

96 

มีการเปลี่ยนแปลง จึงอาจจ าเป็นจะต้องมีการเก็บตัวอย่างเชื้อมาลาเรียอ่ืน ๆ ในพ้ืนที่ภาคใต้เพ่ือ
ยืนยันว่า ความหลากหลายสูงหรือต่ า ปัจจุบันพบว่า มาลาเรียระบาดหลายจังหวัดในภาคใต้ของ
ประเทศไทย ดังการศึกษาเกี่ยวกับการเกิดของโรคมาลาเรียในพ้ืนที่ภาคใต้ซ่ึงได้รวบรวมข้อมูลของโรค
จากหน่วยควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลงตั้งแต่ ปี ค.ศ. 2013 ถึง ปี ค.ศ. 2016 ใน 7 จังหวัด ได้แก่ 
จังหวัดชุมพร นครศรีธรรมราช กระบี่ พังงา ภูเก็ต ระนอง และสุราษฎร์ธานี มาวิเคราะห์เปรียบเทียบ
อัตราการเกิดโรคมาลาเรียของประชากร พบว่า อัตราการเกิดโรคมาลาเรียในจังหวัดระนองมีมากที่สุด
เกือบ 1,000 รายต่อประชากรแสนคนในปี ค.ศ. 2013 อัตราการเกิดโรคมาลาเรียรองลงมาคือ จังหวัด
สุราษฎร์ธานี ชุมพร และพังงา ส่วนอีก 3 จังหวัด ได้แก่ นครศรีธรรมราช กระบี่ และภูเก็ต พบอัตรา
การเกิดมาลาเรียน้อยกว่า (Chaivisit et al., 2020) ดังนั้น สามารถเก็บตัวอย่างเชื้อมาลาเรียเพ่ิมเติม
จากจังหวัดเหล่านี้ได้ 
 นอกจากเชื้อมาลาเรียจากจังหวัดยะลามีความหลากหลายสูงแล้ว ยังพบว่า เชื้อแถบชายแดน
ไทย-พม่าหลากหลายสูงกว่าเชื้อแถบชายแดนไทย-ลาว และชายแดนไทย-กัมพูชา เนื่องจาก ค่า hd 
ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียในจังหวัดแม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี และระนอง เท่ากับ 
0.467±0.148, 0.533±0.172, 0.508±0.126 และ 0.514±0.116 ตามล าดับ ซึ่งสูงกว่าค่า hd จาก
เชื้อมาลาเรียจังหวัดอุบลราชธานีและตราด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.295±0.156 และ 0.327±0.153 
ตามล าดับ ข้อมูลเหล่านี้สอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายมาลาเรียในประเทศไทยด้วยยีน 
msp-3 ผลการศึกษาระบุว่า เชื้อมาลาเรียในจังหวัดแม่ฮ่องสอน กาญจนบุรี และระนอง มีจ านวน 5 
haplotype ในขณะที่ตัวอย่างเชื้อมาลาเรียจากจังหวัดอุบลราชธานีมีเพียง 3 haplotype นอกจากนี้ 
ยังสอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายด้วยยีน ama-1 ซึ่งพบว่า เชื้อมาลาเรียในจังหวัด
แม่ฮ่องสอน และกาญจนบุรี มีรูปแบบของยีน ama-1 เท่ากับ 7 และ 12 haplotype ตามล าดับ แต่
เชื้อมาลาเรียในจังหวัดอุบลราชธานีและตราดมีรูปแบบของยีน ama-1 เพียง 4 และ 6 haplotype 
ตามล าดั บ  การพบว่ า  เชื้ อม าลาเรี ย ในแถบจั งห วัดที่ มี ช ายแดนติ ดกั บป ระเทศพม่ ามี  
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกว่าเชื้อมาลาเรียในแถบจังหวัดที่มีชายแดนติดกับประเทศลาวและ
กัมพูชาอาจเกิดจากการระบาดของเชื้อมาลาเรียในแถบจังหวัดที่มีชายแดนติดกับประเทศพม่าสูงกว่า
ในแถบชายแดนติดกับประเทศลาวและกัมพูชา  งานวิจัยชิ้นนี้ เก็บตัวอย่ างเชื้ อมาลาเรีย  
P. falciparum ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2002 ถึงปี ค.ศ. 2010 ช่วงเวลาดังกล่าวจ านวนผู้ป่วยมาลาเรียจาก
ประเทศพม่าพบจ านวนน้อยที่สุดตั้งแต่ 1,017,917 ราย ในปี ค.ศ. 2006 ถึงจ านวนมากที่สุด 
2,017,344 ราย ในปี ค.ศ. 2010 ขณะเดียวกัน จ านวนผู้ป่วยมาลาเรียจากประเทศกัมพูชามีน้อยที่สุด
ตั้งแต่ 191,169 ราย ในปี ค.ศ. 2007 ถึงจ านวนมากที่สุด 464,899 ราย ในปี ค.ศ. 2003 และจ านวน
ผู้ป่วยมาลาเรียจากประเทศลาวมีน้อยที่สุดตั้งแต่ 38,773 ราย ในปี ค.ศ. 2005 ถึงจ านวนมากที่สุด 
70,761 ราย ในปี ค.ศ. 2006 (World Health Organization, 2020) นอกจากนี้ การเข้ามาของ 
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ผู้อพยพหรือแรงงานจากประเทศเหล่านี้ ผู้อพยพอาจเป็นพาหะของเชื้อมาลาเรีย ดังรายงานผู้ติดเชื้อ
มาลาเรีย 621 ราย ที่คลินิกมาลาเรียในหมู่บ้านสวนอ้อย จังหวัดตาก พบว่า ผู้อพยพชาวพม่าท่ีเพ่ิงเข้า
มาอาศัยในประเทศไทยน้อยกว่า 6 เดือน เป็นโรคมาลาเรียชนิด P. falciparum มากกว่าชาวไทยใน
พ้ืนที่ประมาณ 4 เท่า และมากกว่าผู้อพยพชาวพม่าที่เข้ามาอยู่ในประเทศไทยมากกว่า 6 เดือน 2.49 
เท่า และการเก็บตัวอย่างยุงพาหะ An. minimus และ An. maculatus ในหมู่บ้านสวนอ้อยพบว่า 
ผู้ป่วยมาลาเรียมีความสัมพันธ์ทางลบกับอัตราการพบยุงทั้งสองชนิด แต่กลับพบผู้ป่วยจ านวนมากขึ้น
ในช่วงเดือนธันวาคมถึงเมษายน ซึ่งเป็นฤดูเก็บเกี่ยว (Sriwichai et al., 2017) แสดงว่า การระบาด
ของโรคมาลาเรียจากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum เป็นผลมาจากการอพยพเข้า-ออกของประชากร 
ขณะเดียวกันจังหวัดสระแก้ว จันทบุรีและตราด ซึ่งเป็นจังหวัดที่มีชายแดนติดต่อกับประเทศกัมพูชา 
ได้มีการส ารวจเกี่ยวกับการอพยพเข้ามาท างานน าประเทศไทยของแรงงานต่างด้าว รวม 1,719 ราย 
ผลการส ารวจเป็นที่น่าสนใจว่า ผู้อพยพประมาณหนึ่งในสามของทั้งหมดเคยเป็นโรคมาลาเรียหรือมี
บุคคลใกล้ชิดเป็นโรคมาลาเรีย (Wangroongsarb et al., 2011) อย่างไรก็ดี การศึกษา msp-3 และ 
ama-1 ยังมีข้อจ ากัด เพราะไม่ได้ท าการศึกษาในจังหวัดยะลา แต่มีข้อมูลที่สอดคล้องกับงานวิจัย
ความหลากหลายของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum คือ ประชากรเชื้อมาลาเรียในพ้ืนที่
ชายแดนไทย-พม่า มีความหลากหลายมากกว่าประชากรในพื้นท่ีชายแดนไทย-ลาว และไทย-กัมพูชา 
 ความหลากหลายของ haplotype ของยีน Pfs25 จากตัวอย่างแต่ละจังหวัดที่ศึกษาแตกต่าง
กัน เมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบรูปแบบและสัดส่วนของยีน Pfs25 ด้วยการวิเคราะห์ค่า Fst พบว่า  
เชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม 1 เชื้อมาลาเรียที่อยู่ใน
จังหวัดทางฝั่งตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี และระนอง และ
กลุ่ม 2 เชื้อมาลาเรียที่อยู่ทางฝั่งตะวันออก ได้แก่ จังหวัดอุบลราชธานี ตราด รวมทั้งจังหวัดยะลา  
ผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษารูปแบบและการกระจายของยีน msp-3 จากเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum จาก 5 จังหวัดในประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน กาญจนบุรี ระนอง 
อุบลราชธานี และตราด ซึ่งพบว่า ค่า Fst ท าให้แบ่งเชื้อมาลาเรียเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ เชื้อมาลาเรียใน
จังหวัดฝั่งตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน กาญจนบุรี ระนอง รวมกับจังหวัด
ตราด และเชื้อมาลาเรียที่จังหวัดอุบลราชธานี (Pattaradilokrat et al., 2016) และงานวิจัยชิ้นนี้ยัง
สอดคล้องกับการศึกษารูปแบบและการกระจาย allele ของยีน dhfr ในประเทศไทยจาก 11 จังหวัด 
ได้แก่ จังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ ตาก กาญจนบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ระนอง ชุมพร ศรีสะเกษ 
จันทบุรี ตราด และยะลา ซึ่งพบ 10 haplotype กระจายอยู่แตกต่างกัน และ haplotype ที่มี
จ านวนมากที่สุด 3 haplotype ได้แก่ SGEGA, SGNGA และ AGEAA ซึ่ง SGEGA กระจายมากใน
จังหวัดฝั่ งตะวันตกของประเทศไทย ได้แก่ จังหวั ดแม่ ฮ่องสอน เชียงใหม่ ตาก กาญจนบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ และระนอง ขณะที่ AGEAA กระจายมากในจังหวัดฝั่งตะวันออกของประเทศไทย 
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ได้แก่ จังหวัดศรีสะเกษ จันทบุรีและตราด การศึกษานี้จึงสนับสนุนการแบ่งประชากรเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum เป็น 2 กลุ่มประชากร นอกจากนี้  การศึกษารูปแบบและการกระจายของเชื้อ
มาลาเรีย P. falciparum ด้วย microsatellite พบว่า ประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
สามารถจัดเป็นกลุ่มประชากรทางฝั่งตะวันตกและฝั่งตะวันออกของประเทศไทย อย่างไรก็ดี ข้อมูล
จาก microsatellite แสดงว่า ประชากรในจังหวัดยะลามีความแตกต่างจากประชากรในพ้ืนที่อ่ืน ๆ 
เนื่ องจากพบเพียง 1  haplotype ขณะที่  จังหวัด อ่ืนมี  haplotype ระหว่าง 4 -20 รูปแบบ 
(Pumpaibool et al., 2009) ผลดังกล่าวขัดแย้งกับการศึกษาโดยใช้ยีน Pfs25 เพราะพบว่า เชื้อ
มาลาเรียในจังหวัดยะลามีความหลากหลายสูง จึงยังสรุปไม่ได้ว่า ประชากรเชื้อมาลาเรียในจังหวัด
ยะลาจะจัดอยู่ในฝั่งตะวันออกหรือควรแยกออกมาเป็นอีกกลุ่มประชากร ดังนั้น จ าเป็นต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเพ่ิมจ านวนตัวอย่างจากภาคใต้ในพ้ืนที่อ่ืนนอกจากจังหวัดยะลา รวมถึงการ
ใช้ยีนอื่น ๆ หรือการท า whole genome sequencing 
 
5.2 การอภิปรายเกี่ยวกับความหลากหลายของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum                
ทั่วโลก 
 เมื่อท าการสืบค้นการศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ในฐานข้อมูล PubMed พบการศึกษาจ านวน 4 เรื่อง ซึ่งรายงานยีน Pfs25 ที่มี 
ล าดับเบสแบบ full-length sequence จ านวน 13 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างที่มาจากเชื้อมาลาเรีย 
wild isolate ในประเทศไทย จ านวน 5 ตัวอย่าง  (Da et al., 2013) (แบ่งเป็น H1 จ านวน 4 
ตัวอย่าง และ H2 จ านวน 1 ตัวอย่าง) และตัวอย่างเชื้อมาลาเรียสายพันธุ์ในห้องปฏิบัติการ 
ประกอบด้วยสายพันธุ์ HB3, CAMP, 7G8, LE5, LF4, GH1 และ NF54 ซึ่งมี haplotype เป็นแบบ 
H1 และสายพันธุ์ Dd2 ซึ่งมี haplotype เป็นแบบ H2 (Kaslow et al., 1989a) ทั้งนี้ H1 และ H2 
เป็น haplotype ที่พบได้ในประเทศไทย นอกจากนี้ พบรายงานยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรียอีก
จ านวน 36 และ 203 ตัวอย่าง ซึ่งมาจากประเทศบูร์กินาฟาโซ และอินเดีย ตามล าดับ แต่ข้อมูล
เหล่านี้มีล าดับเบสแบบ partial sequence หรือไม่มีการระบุชื่อสายพันธุ์ที่ชัดเจน จึงไม่สามารถ
น ามาเปรียบเทียบกับข้อมูลยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียจากประเทศไทยได้ (Kaur et al., 2017; 
Patel et al., 2017) 
 อย่างไรก็ดี นอกจากข้อมูลที่มีการรายงานใน PubMed แล้ว ยังมีข้อมูลล าดับเบสของยีน 
Pfs25 แบบ full-length sequence ที่พบในฐานข้อมูล GenBank และ PlasmoDB จ านวน 36 
ตัวอย่าง และ 202 ตัวอย่าง ตามล าดับ ตัวอย่างเหล่านี้เป็นตัวอย่างจากประเทศอ่ืนจ านวน 21 
ประเทศ เมื่อรวมกับตัวอย่างล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการตีพิมพ์จ านวน 6 ตัวอย่าง  (Da et al., 2013; 
Wang et al., 2000) และตัวอย่างล าดับนิวคลีโอไทด์จากงานวิจัยชิ้นนี้ จ านวน 83 ตัวอย่าง จะมี
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ตัวอย่างทั้งหมด 327 ตัวอย่าง อย่างไรก็ดี พบสายพันธุ์เชื้อมาลาเรียที่ซ้ ากันในฐานข้อมูล GenBank 
และ PlasmoDB และสายพันธุ์ในฐานข้อมูล GenBank ที่ซ้ ากับสายพันธุ์เชื้อมาลาเรียของงานวิจัย 
ชิ้นนี้ จ านวน 19 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ ดังนั้น ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 จากเชื้อ
มาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ์ที่แตกต่างกันจากทั่วโลกจ านวน 307 ตัวอย่าง จะเห็นได้ว่า 
งานวิจัยชิ้นนี้ได้รวบรวมฐานข้อมูลล าดับนิวคลีไอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
ขึ้นเป็นครั้งแรกของโลก 
 เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างในฐานข้อมูลสามารถแบ่งตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ตัวอย่างจาก
ประเทศในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ตัวอย่างจากประเทศในทวีปแอฟริกา และตัวอย่างจาก
ประเทศในทวีปเอเชีย รายละเอียด ดังนี้ 
 เชื้อมาลาเรียจ านวน 29 ตัวอย่าง ในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้มาจาก 4 ประเทศ 
ได้แก่ ประเทศเอลซัลวาดอร์ ฮอนดูรัส เฟรนช์เกียนา และบราซิล จ านวน 1 , 1, 23 และ 4 ตัวอย่าง 
ตามล าดับ พบ 3 haplotype ได้แก่ H1, H2 และ H9 โดย H1 และ H2 เป็น haplotype ที่สามารถ
พบได้ในประเทศไทย ในขณะที่ H9 พบได้เฉพาะในประเทศบราซิล 
 เชื้อมาลาเรียจากทวีปแอฟริกาจ านวน 173 ตัวอย่าง จาก 10 ประเทศ ได้แก่ ประเทศ
เซเนกัล แกมเบีย กินี กานา โตโก มาลี ซูดาน คองโก ยูกันดา และเคนยา จ านวน 66, 65, 1, 1, 1, 
24, 1, 1, 11 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ และเชื้อมาลาเรียสายพันธุ์ 3D7 ซึ่งไม่ทราบแหล่งที่มา 
สามารถแบ่งออกได้ 3 haplotype ได้แก่ H1, H8 และ H10 โดย H1 เป็น haplotype ที่พบได้ใน
ประเทศไทย ขณะที่ H8 และ H10 พบได้เฉพาะในประเทศแกมเบีย และเซเนกัล ตามล าดับ 
 เชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชียจ านวน 105 ตัวอย่าง จากประเทศไทยจ านวน 89 ตัวอย่าง และ
ประเทศอ่ืน ๆ ในทวีปเอเชียจ านวน 7 ประเทศ ได้แก่ ประเทศอินเดีย จีน ลาว กัมพูชา เวียดนาม 
มาเลเซีย และฟิลิปปินส์จ านวน 2, 2, 1, 5, 4, 1 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ เชื้อมาลาเรียในทวีป
เอเชียนอกจากประเทศไทยแบ่งรูปแบบของยีน Pfs25 ได้เป็น 4 haplotype ได้แก่ H1, H2, H3 และ 
H11 โดย H1, H2 และ H3 เป็น haplotype ที่พบในประเทศไทย แต่ H11 พบได้เฉพาะประเทศ
เวียดนาม 
 ดังนั้น จากฐานข้อมูลเหล่านี้สรุปได้ว่า ยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum มีจ านวน 
11 haplotype โดย H1 ถึง H7 เป็น haplotype ที่พบในประเทศไทย ขณะที่ H8, H9, H10 และ 
H11 เป็น haplotype ใหม่ที่มีการรายงานเป็นครั้งแรกและไม่พบในประเทศไทย 
 เมื่อวิเคราะห์สัดส่วน haplotype แต่ละชนิดพบว่า H1 มีจ านวนมากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 70 
ส่วน H2 มีจ านวนรองลงมา คือ ร้อยละ 22 และอีก 9 haplotype มีจ านวนรวมกัน ร้อยละ 8 ข้อมูล
แสดงให้ เห็นว่า H1 เป็น haplotype หลักของยีน Pfs25 อย่างไรก็ดี  เมื่อวิ เคราะห์สัดส่วน 
haplotype ของเชื้อมาลาเรียแต่ละทวีป พบว่า haplotype หลักที่พบต่างกัน กล่าวคือ H1 มีสัดส่วน
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มากที่สุดในเชื้อมาลาเรียจากทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ และแอฟริกา คิดเป็นร้อยละ 90 และ 
98 ตามล าดับ แต่ H2 มีสัดส่วนมากที่สุดในตัวอย่างจากทวีปเอเชีย คือ ร้อยละ 63 ส่วน H1 มีจ านวน
รองลงมา ร้อยละ 19 เช่นเดียวกันกับประเทศไทยซึ่งพบ H2 มากที่สุด และ H1 มีจ านวนรองลงมา 
ร้อยละ 68 และ 15 ตามล าดับ อย่างไรก็ดี ปัจจุบันยังไม่พบข้อมูลหรือการศึกษาอธิบายว่า เหตุใดเชื้อ
มาลาเรียแต่ละทวีปมี haplotype หลักของยีน Pfs25 แตกต่างกัน ดังนั้น จึงควรท าการศึกษา
เพ่ิมเติม ดังนี้ ท าการทดสอบความจ าเพาะของ H1 และ H2 กับยุงพาหะมาลาเรียจาก 3 ทวีป คือ 
ทวีปอเมริกา แอฟริกา และเอเชีย ได้แก่  ยุง An. albimanus, An. gambiae และ An. dirus 
ตามล าดับ ด้วยเทคนิค membrane feeding assay และชุดควบคุม คือ เชื้อมาลาเรียที่ไม่มียีน 
Pfs25 แล้วติดตามผลว่า เชื้อมาลาเรีย H1 และ H2 สามารถสร้าง oocyst ในยุงทั้งสามชนิดได้หรือไม่ 
และถ้าสร้างได้ จะพบจ านวน oocyst จากเชื้อมาลาเรีย H1 และ H2 ในทวีปใดสูงสุดและต่ าสุดเมื่อ
เทียบกับชุดควบคุม การทดลองลักษณะนี้เคยมีรายงานไว้เพ่ือติดตามความจ าเพาะของยีน Pfs47 ของ
เชื้อมาลาเรียจาก 3 ประเทศ คือ ประเทศเซเนกัล กัมพูชา และบราซิล กับยุง 3 ชนิด คื อ  
An. albimanus, An. gambiae และ An. dirus ซึ่งได้น าเชื้อมาลาเรียจากแต่ละประเทศให้กับยุงแต่
ละทวีป ด้วยเทคนิค membrane feeding assay พบว่า ยีน Pfs47 ของเชื้อมาลาเรียจากทวีป
แอฟริกาและเอเชียมีความจ าเพาะกับยุง An. gambiae และ An. dirus ตามล าดับ แต่เชื้อมาลาเรีย
จากทวีปอเมริกาสามารถท าให้ยุงทั้ง 3 ชนิดติดเชื้อได้ (Molina-Cruz et al., 2015) 
 เนื่องจากจ านวน haplotype และตัวอย่างของยีน Pfs25 ที่พบใน 3 ทวีปทั่วโลกแตกต่างกัน 
ทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ แอฟริกา และเอเชีย พบจ านวน 3 , 3 และ 8 haplotype 
ตามล าดับ ขณะเดียวกัน ตัวอย่างจาก 3 ทวีป มีจ านวน 29 , 173 และ 105 ตัวอย่าง ตามล าดับ 
ดังนั้น เพ่ือท าการเปรียบเทียบความหลากหลายของ haplotype จึงจ าเป็นต้องวิเคราะห์ค่า 
haplotype diversity หรือค่า hd ซึ่งพบว่า มีค่าเท่ากับ 0.197±0.095 , 0.034±0.019 และ 
0.564±0.049 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียสูงที่สุด 
รองลงมา คือ เชื้อมาลาเรียในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ และความหลากหลายของเชื้อ
มาลาเรียในทวีปแอฟริกาต่ าที่สุด แม้ว่า จ านวน haplotype จากทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ 
และแอฟริกาจะเท่ากัน คือ 3 haplotype ก็ตาม แต่จ านวนตัวอย่างไม่เท่ากัน 
 อย่างไรก็ดี การศึกษาความหลากหลายของยีนสร้างแอนติเจนจ านวน 4 ยีน ได้แก่ CelTOS, 
Pfs48/45, Pfs47 และ ama-1 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จ านวน 218, 44, 334 และ 740 
ตัวอย่าง ตามล าดับ ซึ่งได้มาจากเชื้อมาลาเรียใน 3 ทวีป ได้แก่ ทวีปอเมริกา แอฟริกา และเอเชีย 
แสดงให้เห็นว่า เชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกามีความหลากหลายของ haplotype ของยีนทั้ง 4 ยีน สูง
กว่าเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชีย ขณะที่เชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียมีความหลากหลายของยีนทั้ง 4 ยีน 
สูงกว่าในทวีปอเมริกา (ตารางที่ S1 S2 S3 และ S4) ข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า เชื้อมาลาเรียในทวีป



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

101 

แอฟริกามีความหลากหลายมากที่สุด ซึ่งขัดแย้งกับผลการศึกษาของยีน Pfs25 การพบว่า ความ
หลากหลายของ haplotype ของเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกามีมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับทวีปอ่ืน
เป็นผลมาจากการระบาดของเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกาสูงที่สุด จากรายงานจ านวนผู้ติดเชื้อ
มาลาเรียและผู้เสียชีวิตจากโรคมาลาเรียทั่วโลก ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2000 ถึงปี ค.ศ. 2019 เท่ากับ 1.5
พันล้านราย และ 7.6 ล้านราย ตามล าดับ ในจ านวนนี้ เป็นผู้ติดเชื้อมาลาเรียและผู้เสียชีวิตจากทวีป
แอฟริการ้อยละ 81.8 และ 94.1 ตามล าดับ ขณะที่ผู้ติดเชื้อมาลาเรียและเสียชีวิตในพ้ืนที่เอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้คิดเป็นร้อยละ 10.1 และ 3.0 ตามล าดับ และผู้ติดเชื้อมาลาเรียและเสียชีวิตในทวีป
อเมริกามีเพียงร้อยละ 1.1 และ 0.1 ตามล าดับ (World Health Organization, 2020) จะเห็นว่า 
เชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกามีการระบาดมากกว่าทวีปอ่ืน ๆ ท าให้เชื้อมาลาเรียมีโอกาสเกิด 
recombination ได้สูงขึ้นตามด้วย และท าให้พบความหลากหลายของรูปแบบยีนสร้างแอนติเจนได้
มากกว่าพื้นท่ีทวีปอื่น 
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 นอกจากนี้ การศึกษาความหลากหลายระดับจีโนมของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลก 
จ านวน 7,589 isolate (MalariaGEN et al., 2021) แสดงให้เห็นว่า เชื้อมาลาเรียจากทวีปแอฟริกามี
ความหลากหลายสูงกว่าเชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชีย และอเมริกากลางและอเมริกาใต้  (ภาพที่ 21A) 
เนื่องจากจ านวน haplotype ของยีน Pfs25 ที่เป็นไปได้ของตัวอย่างจากทวีปแอฟริกามีจ านวนสูงสุด
กว่า 34 haplotype ขณะที่ haplotype ของเชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชีย และอเมริกากลางและ
อเมริกาใต้มี จ านวน 7 และ 3  haplotype ตามล าดับ  ซึ่ งขัดแย้ งกับงานวิจัยชิ้นนี้ ที่ พบว่า 
ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชียมีมากที่สุด อย่างไรก็ดี สัดส่วนของ haplotype 1 
ของเชื้อมาลาเรียแต่ละทวีปสอดคล้องกัน คือ ประชากรเชื้อมาลาเรียจากทวีปแอฟริกามากกว่าร้อยละ 
97 ของทั้งสองการศึกษาจัดเป็น haplotype 1 (ภาพที่ 21C และ 21F) เช่นเดียวกันกับสัดส่วน 
haplotype 1 ของเชื้อมาลาเรียจากทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ท่ีพบมากกว่าร้อยละ 85 (ภาพที่ 
21B และ 21E) ขณะที่สัดส่วน haplotype 1 จากงานวิจัยชิ้นนี้และการศึกษาความหลากหลาย
ระดับจีโนมของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จ านวน 7,589 isolate พบร้อยละ 19 และ 20 
ตามล าดับ (ภาพที่ 21D และ 21G) แสดงให้เห็นว่า จ านวน haplotype ของเชื้อมาลาเรียจากทวีป
แอฟริกาควรมีมากที่สุด ดังนั้น หากต้องการข้อมูลความหลากหลายของยีน Pfs25 จากประชากรเชื้อ
มาลาเรียจากทวีปแอฟริกาที่แท้จริงต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติม โดยเก็บตัวอย่างเชื้อมาลาเรียจากทวีป
แอฟริกาให้มีจ านวนมากกว่า 3,800 ตัวอย่าง และน ามาวิเคราะห์ผล อย่างไรก็ดี การเปรียบเทียบ
สัดส่วน haplotype 1 จากตัวอย่างทั้ง 3 ทวีปสอดคล้องกัน และสามารถใช้ในการท านายสัดส่วน 
haplotype 1 ของเชื้อมาลาเรียตามแต่ละทวีปเมื่อมีการเก็บตัวอย่างเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
เพ่ิมเติมในอนาคต 
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ภาพที่ 21 จ านวนและสัดส่วน haplotype ของยีน Pfs25 ของงานวิจัยช้ินนี้เทียบกับข้อมูล
การศึกษาความหลากหลายระดับจีโนมของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จ านวน 7,589 
isolate ทั่วโลก 
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(ภาพย่อย A) กราฟจ านวน haplotype ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ใน 3 ทวีป 
ได้แก่ ทวีปอเมริกากลาง (CA) และอเมริกาใต้ (SA) ทวีปแอฟริกา และทวีปเอเชีย กราฟสีน้ าเงินแทน
จ านวน haplotype จากการศึกษาความหลากหลายระดับจีโนมของ P. falciparum จ านวน 7,589 
isolate ทั่วโลก (MalariaGEN et al., 2021) กราฟสีส้มแทนจ านวน haplotype จากงานวิจัยชิ้นนี้ 
(ภาพย่อย B ถึง G) กราฟวงกลมแสดงสัดส่วนของ haplotype ของยีน Pfs25 พ้ืนที่สีฟ้าแสดงสัดส่วน
ของ haplotype 1 พ้ืนที่สีเทาแสดงสัดส่วนของ non-haplotype 1 (ภาพย่อย B ถึง D) กราฟ
วงกลมแสดงสัดส่วน haplotype จากการศึกษาชิ้นนี้ (ภายย่อย E ถึง G) กราฟวงกลมแสดงสัดส่วน 
haplotype จากการศึกษาความหลากหลายระดับจีโนมของ P. falciparum จ านวน 7,589 isolate 
(MalariaGEN et al., 2021) (ภาพย่อย B และภาพย่อย E) กราฟวงกลมแสดงสัดส่วน haplotype 
ของตัวอย่างจากทวีปอเมริกากลางและทวีปอเมริกาใต้ (ภาพย่อย C และภาพย่อย F) กราฟวงกลม
แสดงสัดส่วน haplotype ของตัวอย่างจากทวีปแอฟริกา (ภาพย่อย D และภาพย่อย G) กราฟวงกลม
แสดงสัดส่วน haplotype ของตัวอย่างจากทวีปเอเชีย 
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 จากผลการศึกษาความหลากหลาย haplotype ของยีน  Pfs25  จากเชื้ อมาลาเรีย  
P. falciparum ทั่วโลก พบว่า ความหลากหลายของยีนจากเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียมีมากที่สุด 
รองลงมา คือ เชื้อมาลาเรียจากทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ และเชื้อมาลาเรียจากทวีปแอฟริกามี
ความหลากหลายของ haplotype ต่ าที่สุด จะเห็นว่า ผลของงานวิจัยชิ้นนี้ขัดแย้งกับการศึกษาความ
หลากหลายของ 4 แอนติเจนก่อนหน้า และการศึกษาความหลากหลายระดับจีโนมของเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum จากทั่ ว โลก  (MalariaGEN et al., 2021) แต่ยั งไม่พบการศึกษาที่ อธิบายถึ ง 
ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียในทวีป เอเชียซึ่ งมากกว่าในท วีปแอฟริกา อย่างไรก็ดี  
ความหลากหลายของเชื้อมาลาเรียที่พบในงานวิจัยชิ้นนี้ อาจเป็นผลมาจากจ านวนชนิดของยุงพาหะ
มาลาเรียในพ้ืนที่ทวีปเอเชียมากกว่าทวีปอ่ืน เนื่องจาก Pfs25 เป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกมากบน
เยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมาลาเรียในระยะที่อยู่ในยุง ตั้งแต่ระยะ macrogamete zygote ไปจนถึง 
ookinete (Vermeulen et al., 1985) Pfs25 จะจับกับโปรตีน laminin ของเซลล์ epithelium 
ของยุง (Sharma, 2008; Vlachou et al., 2001) ซึ่งจะท าให้เชื้อมาลาเรียสามารถแทรกผ่านผนัง
ของกระเพาะอาหารเพ่ือสร้างoocyst ได้ดังนั้น รูปแบบของยีน Pfs25 ที่ปรากฏอยู่ในประชากรจึงถูก
คัดเลือกด้วยโปรตีน laminin หากจ านวนชนิดของยุงเพ่ิมขึ้น ความหลากหลายของโปรตีน laminin 
จึงเพ่ิมขึ้นด้วย ซึ่งจะส่งผลต่อความหลากหลายของยีน Pfs25 จากการศึกษาก่อนหน้าพบการสร้าง
แผนที่การกระจายของยุง Anopheles ชนิดที่เป็นพาหะหลักของเชื้อมาลาเรียจากทั่วโลก จ านวน 41 
ชนิด พบว่า ยุงกระจายต่างกันในแต่ละทวีป และแบ่งกลุ่มยุงออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ ยุงในกลุ่มทวีป
อเมริกา ยุงในกลุ่มทวีปยุโรปและเอเชียกลาง ยุงในกลุ่มทวีปแอฟริกา และยุงในกลุ่มทวีปเอเชีย และ
พบว่า จ านวนชนิดของยุง Anopheles ในกลุ่มทวีปเอเชียมีมากที่สุด คือ 19 ชนิด ขณะที่ยุงในกลุ่ม
ทวีปอเมริกาและกลุ่มทวีปแอฟริกามีจ านวน 9 และ 7 ชนิด ตามล าดับ (Sinka et al., 2012) ใน
การศึกษาความหลากหลายของยีน Pfs25 ซึ่งพบเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในทวีปแอฟริกามี
ความหลากหลายต่ าที่สุดนั้น เกิดจากการพบ H1 มากถึงร้อยละ 98 แต่พบ H8 และ H10 เพียง 
ร้อยละ 1 เท่านั้น การพบสัดส่วน haplotype ลักษณะนี้ อาจเป็นผลมาจากการเกิด haplotype ใหม่ 
ๆ ไม่เหมาะสมกับเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกาจึงท าให้เชื้อมาลาเรียที่มี haplotype ใหม่ ๆ เหล่านั้น
ถูกก าจัดออกไปจากประชากร อย่างไรก็ดี ยังไม่พบการศึกษาส าหรับอธิบายถึงผลของ haplotype 
อ่ืน ๆ กับการอยู่รอดของเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกา ดังนั้น จึงควรท าการศึกษาเพ่ิมเติม ดังนี้ ท า
การทดสอบความสามารถการจับกันของโปรตีน Pfs25 ซึ่งมีล าดับนิวคลีไทด์เดียวกับ 8 haplotype ที่
ไม่พบในเชื้อมาลาเรียจากทวีปแอฟริกา ได้แก่ H2, H3, H4, H5, H6, H7, H9 และ H11 กับโปรตีน 
laminin ของยุง An. gambiae ซึ่งเป็นยุงพาหะหลักในทวีปแอฟริกาด้วยเทคนิค bioluminescence 
resonance energy transfer (BRET) (Pfleger et al., 2006) ชุดควบคุม คือ โปรตีน Pfs25 ซึ่งมี
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับ H1 แล้วติดตามผลว่า โปรตีน Pfs25 ทั้ง 8 haplotype สามารถจับกับ
โปรตีน laminin ของยุงได้เหมือนหรือแตกต่างกันอย่างไรกับ H1 
 เนื่องจากรูปแบบและสัดส่วน haplotype ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
ที่พบใน 3 ทวีป คือ ทวีปเอเชีย แอฟริกา และอเมริกากลางและอเมริกาใต้ แตกต่างกัน อาจส่งผลให้
เกิดการแยกกันของประชากรเชื้อมาลาเรีย จึงได้ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบรูปแบบและสัดส่วน 
haplotype ด้วยค่า Fst พบว่า ประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั้ง 3 ทวีป มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญ แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม 1 เชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชีย กลุ่ม 2 เชื้อ
มาลาเรียในทวีปแอฟริกา และกลุ่ม 3 เชื้อมาลาเรียในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ การแบ่ง
ประชากรเชื้อมาลาเรีย P. falciparum เป็นกลุ่มตามทวีป สอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลาย
ของ 2 ยีน ได้แก่ ยีน msp-3 และ csp จากการวิเคราะห์ค่า Fst ของยีน msp-3 ซึ่งท าการวิเคราะห์
ตัวอย่าง จ านวน 1,356 ตัวอย่าง จาก 9 ประเทศทั่วโลก ได้แก่ ประเทศไทย ไนจีเรีย สาธารณรัฐ
คองโก แคเมอรูน กานา บูร์กินาฟาโซ เซเนกัล อิหร่าน และเปรู พบว่า สัดส่วนอัลลีลของยีน msp-3 
ของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยแตกต่างกับเชื้อมาลาเรียในทวีปแอฟริกาและประเทศเปรู นอกจากนี้ 
สัดส่วนอัลลีลของยีน msp-3 ของเชื้อมาลาเรียในประเทศเปรูก็แตกต่างกับเชื้อมาลาเรียที่พบในทวีป
แอฟริกาและประเทศไทย แต่ไม่พบความแตกต่างของรูปแบบอัลลีลในเชื้อมาลาเรียใน 7 ประเทศจาก
ทวีปแอฟริกา (รวมประเทศอิหร่าน) (ตารางที่ S5) เช่นเดียวกันกับการวิเคราะห์ค่า Fst ของยีน csp 
จากจ านวน 2,296 ตัวอย่าง ใน 4 ทวีป ได้แก่ ทวีปเอเชีย แอฟริกา อเมริกา และโอเชียเนีย รวม 24 
ประเทศ พบว่า สัดส่วนอัลลีลของยีน csp จากเชื้อมาลาเรียในทวีปเอเชียแตกต่างกับเชื้อมาลาเรียจาก
ทวีปแอฟริกา อเมริกา และโอเชียเนีย ในลักษณะเดียวกัน สัดส่วนอัลลีลของยีน csp จากเชื้อ
มาลาเรียในทวีปแอฟริกาก็แตกต่างกับเชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชีย อเมริกา และโอเชียเนีย นอกจากนี้ 
สัดส่วนอัลลีลของยีน csp จากเชื้อมาลาเรียในทวีปอเมริกาและโอเชียเนียยังแตกต่างกับเชื้อมาลาเรีย
จากทวีปเอเชียและแอฟริกา รวมทั้งสัดส่วนอัลลีลของเชื้อมาลาเรียจากทวีปอเมริกาและโอเชียเนียเอง
ก็แตกต่างกัน (ตารางที่ S6) จะเห็นได้ว่า ข้อมูลสัดส่วนของอัลลีลของยีน Pfs25, msp-3 และ csp มี
รูปแบบและการกระจายที่แตกต่างกันในเชื้อมาลาเรียในแต่ละทวีป ดังนั้น ข้อมูลความหลากหลายของ
ยีนสร้างแอนติเจนในเชื้อมาลาเรียเหล่านี้ ท าให้ทราบว่าเชื้อมาลาเรีย P. falciparum แต่ละทวีปมี
การแยกกันทางพันธุกรรมอย่างชัดเจน และท าให้เข้าใจว่า รูปแบบอัลลีลในแต่ละทวีปเป็นรูปแบบที่
จ าเพาะ ซึ่งจะมีประโยชน์ต่อการน าไปศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนต่าง ๆ ในอนาคต 
 การศึกษาความหลากหลายของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลก สรุปได้
ว่า ยีน Pfs25 มีทั้งหมด 11 haplotype ซึ่งเชื้อมาลาเรียแต่ละพ้ืนที่ทั่วโลกมีความหลากหลายที่
ต่างกัน haplotype เด่นของเชื้อมาลาเรียจากทวีปอเมริกาและแอฟริกาเป็นคนละ haplotype เด่น
กับเชื้อมาลาเรียจากทวีปเอเชีย และความแตกต่างนี้ท าให้สามารถแบ่งประชากรเป็น 3 กลุ่มย่อยตาม
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ทวีป จากงานวิจัยชิ้นนี้  จึงสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลของการออกแบบเพ่ือพัฒนาแอนติเจน Pfs25 
ส าหรับเป็น transmission-blocking vaccine ซึ่งใช้ได้กับประชากรเชื้อมาลาเรียในแต่ละพ้ืนที่ทั่ว
โลกได้ในอนาคต 
 
5.3 การอภิปรายเกี่ยวกับความหลากหลายระดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย               
P. falciparum 
 จากการสืบค้นข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของยีน Pfs25 ในเชื้อมาลาเรีย  
P. falciparum ในฐานข้อมูล PubMed พบ 2 การศึกษา ซึ่งมีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแบบ 
full-length sequence หรือมีล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 654 คู่เบส (Da et al., 2013; Kaslow et 
al., 1989a) จ านวนรวม 13 ตัวอย่าง แบ่งได้เป็น 2 haplotype คือ H1 และ H2 เมื่อน าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของทั้ง 2 haplotype มาเปรียบเทียบกัน พบนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน (SNPs) ณ 
ต าแหน่งที่ 392 ประกอบด้วยเบส 2 รูปแบบ ได้แก่ G พบใน H1 จ านวน 11 ตัวอย่าง และ C พบใน 
H2 จ านวน 2 ตัวอย่าง ซึ่งแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน Gly และ Ala ณ ต าแหน่ง 131 ของโปรตีน 
Pfs25 ตามล าดับ 
 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทย 
และจาก 3 ฐานข้อมูล คือ PubMed GenBank และ PlasmoDB มีตัวอย่างเชื้อมาลาเรียรวมกัน 307 
ตัวอย่าง แบ่งออกได้ เป็น 11  haplotype คือ H1 ถึง H11 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ ง 11 
haplotype มาเปรียบเทียบกัน พบ SNPs จ านวน 10 ต าแหน่ง ในจ านวนนี้ ต าแหน่ง ได้แก่ 117, 
226, 333, 412, 428, 433, 519, 561 และ 651 พบเป็นครั้งแรกในงานวิจัยชิ้นนี้ นิวคลีโอไทด์ทั้ง 10 
ต าแหน่ง ประกอบด้วยเบสเพียง 2 รูปแบบเท่านั้น การเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ 3 ต าแหน่ง เมื่อ
เปรียบเทียบ H1 ด้วย H5, H6 และ H10 ได้แก่  T117C, G333A และ A519G ตามล าดับ ไม่
ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (sSNPs) ขณะที่การเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ 7 
ต าแหน่ง เมื่อเปรียบเทียบ H1 ด้วย H2, H3, H4, H5, H7, H8, H9 และ H11 ได้แก่  G226A, 
G392C, G412A, T428C, G433A, T561A และ G651A ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน 
(nsSNPs) ได้แก่ Asp76Asn, Gly131Ala, Gly138Ser, Val143Ala, Asp145Asn, Asn187Lys, และ 
Met217Ile ตามล าดับ การพบต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงเบสเพ่ิมเติมจาก 2 
การศึกษาในฐานข้อมูล PubMed (Da et al., 2013; Kaslow et al., 1989a) แสดงให้ เห็นว่า  
นิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียทั่วโลกมีความหลากหลาย และข้อมูลนี้น าไปใช้พัฒนา
แอนติเจน Pfs25 ให้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับ haplotype ทั้ง 11 รูปแบบได้ 
 จากงานวิจัยชิ้นนี้ SNPs ส่วนใหญ่กระจายอยู่บนบริเวณโดเมนที่ 3 มากที่สุด พบจ านวน 5 
ต าแหน่ง ในขณะที่ SNPs ที่เหลือพบกระจายอยู่ในโดเมนที่ 1, 2, 4 และ anchor sequence จ านวน 
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2, 1, 1, 1 ต าแหน่ง ตามล าดับ ดังนั้น จึงเป็นที่น่าสนใจว่า SNPs เหล่านี้จะส่งผลท าให้โปรตีน
เปลี่ยนแปลงรูปร่างหรือเปลี่ยนแปลงการท างาน หรือส่งผลกับการจับกับแอนติบอดีที่มาจากวัคซีน
หรือไม่ จากการท านายรูปร่างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 ด้วย JPred4 server พบว่า SNPs ทุก
ต าแหน่งยกเว้นที่ต าแหน่ง 392 ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน ส่วนต าแหน่ง 392 

บนโดเมนที่ 3 นั้น ผลการท านายส่วนใหญ่พบว่าต าแหน่งนี้มีโครงสร้างเป็นแบบ β-sheet แต่ใน H4 
และ H11 ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 0.65 ของจ านวนเชื้อทั้งหมดมีโครงสร้างโปรตีนเป็น coil เพราะฉะนั้น 
หากพิจารณาถึงความถี่ของแต่ละ haplotype ที่พบและรูปร่างของโปรตีนพร้อม ๆ กัน จะเห็นว่า 
โปรตีน Pfs25 จ านวน 9 haplotype ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 99.35 มีรูปร่างแบบเดียวกัน นั่นแสดงให้เห็น
ว่า SNPs ที่พบภายในยีน Pfs25 น่าจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างทางโปรตีนน้อยมาก 
ในอนาคตจ าเป็นต้องพิสูจน์ด้วยวิธีการอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม เช่น การศึกษาด้วยแบบจ าลอง ด้วยเทคนิค 
molecular dynamics simulation (Mortier et al., 2015) ด้วยการน าโครงสร้าง Pfs25 รูปแบบ 
H1 ที่จับกับแอนติบอดีในฐานข้อมูล Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 
Protein Data Bank (RCSB PDB) มาสร้าง mutation ณ ต าแหน่งกรดอะมิโน 131 จาก Gly เป็น
Ala และตรวจสอบการจ าลองว่ารูปร่างของโมเลกุลเกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างไร หรือท าการศึกษาใน
ห้องปฎิบัติการ ด้วยเทคนิค X-ray crystallography เช่นในการศึกษาของ Scally และคณะ (2017) 
พบว่า บริเวณของ Pfs25 ที่จับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Pfs25 มี 2 บริเวณ ได้แก่ โดเมนที่ 3 ของ 
Pfs25 แอนติบอดีส่วนใหญ่ร้อยละ 80 จะจับส่วนนี้ และบริเวณที่ 2 ประกอบด้วย epitope ที่
กระจายอยู่ทั้ง 4 โดเมน งานวิจัยข้างต้น แอนติเจน Pfs25 เป็น H1 ดังนั้น จึงอาจใช้เทคนิคนี้ใน
การศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแอนติบอดีกับ haplotype อ่ืน ๆ ได ้
 ทั้งนี้ การที่ SNPs เหล่านี้มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของโปรตีนน้อยมากน่าจะเป็นผลมา
จากกระบวนการ negative selection จากผลทดสอบการคัดเลือกโดยใช้ธรรมชาติ ด้วย 4 สถิติ 
ได้แก่ Tajima’s D test, Fu and Li’s D* test, Fu and Li’s F* test และอัตราส่วน dN-dS ให้ผล
ตรงกันว่า ยีน Pfs25 ไม่ได้ถูกคัดเลือกไว้ด้วยกระบวนการ positive selection เนื่องจาก 2 สถิติ 
ได้แก่ Fu and Li’s D* test และ Fu and Li’s F* test มีค่าน้อยกว่าศูนย์อย่างมีนัยส าคัญ ขณะที่ค่า 
Tajima’s D test และอัตราส่วน dN-dS ที่ได้ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ จะเห็นว่า สถิติที่ใช้ยังสรุปไม่ได้ว่า 
SNPs ที่พบถูกคัดเลือกด้วย negative selection หรือเกิดแบบ neutrality อย่างไรก็ดี ข้อมูลที่ได้
จากการท านายโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 พบว่า SNPs ที่เกิดขึ้นเกือบทั้งหมดไม่ส่งผลให้
โครงสร้างทุติยภูมิเปลี่ยนแปลง ส่วน SNPs ที่ถูกท านายว่าส่งผลให้โครงสร้างทุติยภูมิเปลี่ยนแปลงก็
พบจ านวนน้อยมาก เพียงร้อยละ 0.65 แสดงว่า โปรตีน Pfs25 ถูกคัดเลือกไว้ด้วย negative 
selection นอกจากนี้ การศึกษาเกี่ยวกับการจับกันระหว่างโปรตีนใน family เดียวกันกับ Pfs25 กับ
โปรตีน laminin ในยุงพาหะ ด้วยเทคนิค yeast two-hybrid พบว่า โดเมนที่ 1 และ 4 ของโปรตีน 
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P25 ในเชื้อมาลาเรีย P. berghei จะจับกับโปรตีน laminin γ1 ของยุง An. gambiae (Sharma, 
2008; Vlachou et al., 2001) สอดคล้องกับงานวิจัยชิ้นนี้ที่พบต าแหน่ง SNPs บริเวณโดเมนที่ 1 
และ 4 เพียง 1 ต าแหน่งเท่านั้น เนื่องจาก Pfs25 และ P25 จัดอยู่ใน family เดียวกัน จึงคาดได้ว่า 
Pfs25 จะจับกับโปรตีนของยุงลักษณะเดียวกัน จากผลการท านายว่าโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน 
Pfs25 มีโครงสร้างทุติยภูมิเหมือนกันเกือบทั้งหมด และพบว่าโปรตีน Pfs25 มีบริเวณจับกับโปรตีน 
laminin ในยุง จึงสรุปได้ว่า SNPs ที่พบถูกคัดเลือกไว้ด้วยกระบวนการ negative selection 
 การพัฒนาแอนติเจน Pfs25 เป็น transmission-blocking vaccine ได้เริ่มขึ้นเพราะพบว่า 
แอนติบอดี Pfs25 สามารถยับยั้งการพัฒนาของ ookinete และการสร้าง oocyst ได้ (Vermeulen 
et al., 1985) จากนั้นพบรายงานเกี่ยวกับการพัฒนาแอนติเจนเพ่ือสร้างวัคซีน Pfs25 มาตลอด 
(Goodman et al., 2011 ; W.-C. Huang et al., 2020 ; Kaslow et al., 1994 ; Kumar et al., 
2014; Li et al., 2016; Sala et al., 2018; Talaat et al., 2016; Wu et al., 2008; Zou et al., 
2003) แอนติเจน Pfs25 ส่วนใหญ่ได้จากเชื้อมาลาเรีย P. falciparum strain 3D7 หรือเป็น H1 
ปัจจุบัน วัคซีน Pfs25 ได้มีการทดสอบทางคลินิกกับมนุษย์ในระยะที่ 1 แล้ว ดังจะเห็นได้จาก
การศึกษาความปลอดภัยและประสิทธิภาพของวัคซีน ChAd63/MVA Pfs25-IMX313 ที่ฉีดให้กับ
อาสาสมัครสุขภาพดีจ านวน 22 ราย พบว่า อาสาสมัครสร้างแอนติบอดีตอบสนองและไม่แสดงอาการ
ต่อต้านวัคซีนที่รุนแรง การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่สร้างด้วยเทคนิค standard 
membrane feeding assay (SMFA) พบว่า วัคซีนส่งผลให้จ านวน oocyst ลดลง (Graaf et al., 
2021) และการศึกษาเกี่ยวกับความปลอดภัยและประสิทธิภาพของวัคซีน Pfs25-EPA/Alhydrogel 
ฉีดให้กับอาสาสมัครสุขภาพดี 23 ราย พบว่า อาสาสมัครสร้างแอนติบอดีตอบสนองกับวัคซีน ส่วน
อาการข้างเคียงของการฉีดวัคซีนมีน้อยถึงปานกลาง และเมื่อน าแอนติบอดี Pfs25 ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพด้วย standard membrane feeding assay พบว่า สามารถยับยั้งการเกิด oocyst ได้
ร้อยละ 20 (Talaat et al., 2016) เนื่องจาก วัคซีน Pfs25 ที่ก าลังถูกทดสอบและพัฒนามียีนรูปแบบ
เดียวกัน H1 และเป็นรูปแบบเดียวกับแอนติเจนที่ใช้ศึกษาการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี 
Pfs25 (Scally et al., 2017) จะเห็นว่า วัคซีน Pfs25 ที่ทดลองและพัฒนาอยู่สามารถใช้ได้กับเชื้อ
มาลาเรียในทวีปแอฟริกา และอเมริกากลางและอเมริกาใต้ เนื่องจาก H1 พบกระจายอยู่มากที่สุดทั้ง 
2 ทวีป คิดเป็นร้อยละ 98 และ 90 ตามล าดับ อีกทั้ง จากการท านายโครงสร้างทุติยภูมิของ Pfs25 
แสดงให้เห็นว่า วัคซีน Pfs25 จะใช้กับ haplotype อ่ืน ๆ ในทวีปแอฟริกา (H8 และ H10) และทวีป
อเมริกากลางและอเมริกาใต้ (H2 และ H9) ขณะเดียวกันกับในทวีปเอเชีย วัคซีน Pfs25 จะใช้ได้กับ
เชื้อมาลาเรียเกือบทั้งหมด แม้ว่าในทวีปเอเชียมี H2 กระจายอยู่มากที่สุดก็ตาม เพราะผลการท านาย
โครงสร้างทุติยภูมิชี้ให้เห็นว่า H2 มีโครงสร้างทุติยภูมิเหมือนกับ H1 และ haplotype อ่ืน ๆ (H3, 
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H5, H6 และ H7) แสดงให้เห็นว่า วัคซีน Pfs25 ที่ก าลังมีการพัฒนาในปัจจุบันสามารถใช้ได้กับ
ประชากรเกือบทั้งหมดของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ทั่วโลก 
 การใช้วัคซีน Pfs25 ในการควบคุมโรคมาลาเรียอาจมีประสิทธิภาพดีกว่าการใช้วัคซีนที่ผลิต
จากแอนติเจนระยะอ่ืน เนื่องจาก ยีน Pfs25 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ ามาก โดยค่า 

nucleotide diversity index (π) ค่าเท่ากับ 0.00085±0.00007 เมื่อท าการเปรียบเทียบกับยีนที่มี
การแสดงออกของแอนติเจนในระยะ erythrocytic stage ได้แก่ ยีน msp-3 และ ยีน ama-1 ซึ่งมี
ค่า nucleotide diversity เท่ากับ 0.04900 และ 0.02514 (ภาพที่ 22A) (Pattaradilokrat et al., 
2016; Wang et al., 2019) และในระยะ pre-erythrocytic stage ได้แก่ csp บริเวณ Th2R และ 
Th3R มีค่า nucleotide diversity เท่ากับ 0.07917 และ 0.06179 ตามล าดับ (Escalante et al., 
2002) นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบกับยีนที่มีการแสดงออกในระยะ gametocyte เช่น ยีน Pfs47 
และยีน Pfs48/45 ซึ่งมีค่า nucleotide diversity เท่ากับ 0.00374 และ 0.00235 ตามล าดับ (ภาพ
ที่ 22B) (Barry et al., 2009; Molina-Cruz et al., 2015) แสดงให้เห็นว่า ยีนที่แสดงออกในระยะ 
gametocyte มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ า ดังนั้น transmission-blocking vaccine จึงอาจ
น าไปใช้ในการควบคุมมาลาเรียได้มีประสิทธิภาพมากกว่า vaccine ระยะอ่ืน ๆ 
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ภาพที่ 22 ค่า nucleotide diversity (π) ของแอนติเจนที่พบในเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 
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(ภาพย่อย A) ค่า nucleotide diversity ของแอนติเจนที่แสดงออกในระยะ blood stage ได้แก่ 
merozoite surface protein-3 (MSP-3) แ ล ะ  apical membrane antigen-1 (AMA-1) 
เปรียบเทียบกับค่า nucleotide diversity ของแอนติเจน Pfs25 (ภาพย่อย B) ค่า nucleotide 
diversity ของแอนติเจนที่แสดงออกในระยะ gametocyte ได้แก่ 6-cysteine protein P47 (Pfs47) 
และ 6-cysteine protein (Pfs48/45) เปรียบเทียบกับค่า nucleotide diversity ของแอนติเจน 
Pfs25 ดัดแปลงจาก Kooij and Matuschewski (2007) 
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5.4 สรุปผลการทดลอง 
1. ยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ในประเทศไทยมี 7 haplotype H2 พบมากที่สุด  
2. การกระจายของยีน Pfs25 จ านวน 7 haplotype ในประเทศไทย ท าให้แบ่งเชื้อมาลาเรีย 
P. falciparum ออกได้เป็น 2 กลุ่มประชากร 
3. ยีน Pfs25 จากเชื้อมาลาเรีย P falciparum ทั่ วโลกมี  11 haplotype H1 พบมากที่ สุดใน
ประชากรโลก รวมทั้งประชากรในทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ แต่ H2  
พบมากที่สุดในทวีปเอเชีย 
4. การกระจายของยีน Pfs25 11 haplotype ทั่วโลก ท าให้แบ่งเชื้อมาลาเรียออกได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ 
กลุ่มทวีปเอเชีย กลุ่มทวีปแอฟริกา และกลุ่มทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ 
5. ยีน Pfs25 มี SNPs จ านวน 10 ต าแหน่ง 7 ต าแหน่งเป็น nsSNPs และ 3 ต าแหน่งเป็น sSNPs 
โดย SNPs กระจายอยู่ในโดเมนที่ 3 มากที่สุด 
6. ยีน Pfs25 มีความหลากหลายต่ า เนื่องจากถูกคัดเลือกไว้ด้วย negative selection 
7. SNPs ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน Pfs25 น้อยมาก 
 
5.5 ข้อจ ากัดของงานวิจัย 
1. ตัวอย่างเชื้อมาลาเรีย P. falciparum แต่ละจังหวัดในประเทศไทย งานวิจัยชิ้นนี้ไม่สามารถเก็บ
ตัวอย่างจากทุกจังหวัดได้ เพราะผู้ติดเชื้อมาลาเรียทั่วประเทศมีจ านวนลดลง และหลายจังหวัด
ตอนกลางของประเทศไทยพบผู้ติดเชื้อมาลาเรียน้อยมาก (พัชริดา หงษ์จันทร์, 2020) 
2. ตัวอย่างเชื้อมาลาเรียจากแต่ละประเทศในงานวิจัยมีจ านวนน้อย จะเห็นว่าเชื้อมาลาเรีย 6 จาก 22 
ประเทศ เท่านั้นที่มีจ านวนมากกว่า 10 ตัวอย่าง  
3. ตัวอย่างจากหลายประเทศในทวีปแอฟริกา  ทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ และเอเชีย เช่น 
ประเทศเปร ูแองโกลา อินโดนีเซีย ไม่มีการรายงานล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Pfs25 
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ภาพที่ S1 ใบอนุญาตเลขที่ SC CU IBC-004/2020 (ภาษาไทย) ออกโดยคณะกรรมการควบคุม
ความปลอดภัยทางชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
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ภาพที่ S2 ใบอนุญาตเลขที่  SC CU IBC-004/2020 (ภาษาอังกฤษ) ออกโดยคณะกรรมการ
ควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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ภาพที่ S3 Neighor-Joining tree ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum  
ตัวเลขบนกิ่งแสดงค่าร้อยละจากการท า bootstrap จ านวน 1,000 ครั้ง ความยาวกิ่งแสดงการ
เปลี่ยนแปลงแทนที่เบสต่อต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ตรึงรากโดยยีน Prs25 จากเชื้อมาลาเรียชนิด  
P. reichenowi (NCBI ID LT969573.1 และ NCBI ID LVLA01000011.1) 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

146 
 

 

 
ภาพที่ S4 Maximum likelihood tree ของยีน Pfs25 ของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 
ตัวเลขบนกิ่งแสดงค่าร้อยละจากการท า bootstrap จ านวน 1,000 ครั้ง ความยาวกิ่งแสดงการ
เปลี่ยนแปลงแทนที่เบสต่อต าแหน่ง นิวคลีโอไทด์ตรึงรากโดยยีน Prs25 จากเชื้อมาลาเรียชนิด  
P. reichenowi (NCBI ID LT969573.1 และ NCBI ID LVLA01000011.1) 
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ตารางท่ี S1 ค่า hd ของยีน CelTOS ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จาก 6 ประเทศ ใน 3 
ทวีป รวมจ านวน 218 ตัวอย่าง 

ทวีป ประเทศ จ านวนตัวอย่าง ค่า hd อ้างอิง 

เอเชีย อิหร่าน 92 0.403 

(Pirahmadi et 
al., 2018) 

แอฟริกา 

เซเนกัล 50 0.940 

แกมเบีย 40 0.897 

มาลี 15 0.857 
ยูกันดา 4 1.000 

อเมริกา เฟรนช์เกียนา 17 0.118 

 
ตารางท่ี S2 ค่า hd ของยีน Pfs48/45 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จาก 4 ประเทศ ใน 3 
ทวีป รวมจ านวน 44 ตัวอย่าง 

ทวีป ประเทศ จ านวนตัวอย่าง ค่า hd อ้างอิง 

เอเชีย 
ไทย 10 0.200 

(Barry et al., 
2009) 

อินเดีย 10 0.530 

แอฟริกา เคนยา 15 0.880 

อเมริกา เวเนซุเอลา 9 0.830 
 
ตารางท่ี S3 ค่า hd ของยีน Pfs47 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จาก 14 ประเทศ ใน 3 
ทวีป รวมจ านวน 334 ตัวอย่าง 

ทวีป ประเทศ จ านวนตัวอย่าง ค่า hd อ้างอิง 

เอเชีย 

ไทย 41 0.545 

(Molina-Cruz 
et al., 2015) 

ลาว 3 0.667 

กัมพูชา 31 0.714 

แอฟริกา 

มาลี 47 0.742 

ยูกันดา 8 0.714 

เฟรนช์เกียนา 22 0.416 
แกมเบีย 65 0.649 

กานา 3 0.667 

เซเนกัล 66 0.786 
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ตารางท่ี S3 (ต่อ) 

ทวีป ประเทศ จ านวนตัวอย่าง ค่า hd อ้างอิง 

แอฟริกา 

เคนยา 19 0.766 

(Molina-Cruz 
et al., 2015) 

 

ซูดาน 2 1.000 

บูร์กินาฟาโซ 16 0.817 

อเมริกา 
เปรู 3 0.000 

บราซิล 8 0.000 
 
ตารางท่ี S4 ค่า hd ของยีน ama-1 domain 1 ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum จาก  
9 ประเทศ ใน 3 ทวีป รวมจ านวน 740 ตัวอย่าง 

ทวีป ประเทศ จ านวนตัวอย่าง ค่า hd อ้างอิง 

เอเชีย ไทย 80 0.919 

(Wang et al., 
2019) 

 
แอฟริกา 

อิเควทอเรียลกินี 214 0.991 

กานา 37 0.967 

แทนซาเนีย 62 0.972 
ไนจีเรีย 51 0.979 

แกมเบีย 114 0.970 
เคนยา 129 0.980 

เบนิน 23 0.993 

อเมริกา เวเนซุเอลา 30 0.482 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล พรปวีณ ์สุขพงษ์ไทย 
วัน เดือน ปี เกิด 12 ธันวาคม 2538 
สถานที่เกิด ประเทศไทย 
วุฒิการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) 
ที่อยู่ปัจจุบัน 32/1/1 หมู่5 ซอยศุขประยูร12 ถนนศุขประยูร ต าบลบางตีนเป็ด อ าเภอ

เมืองฉะเชิงเทรา จังหวัดฉะเชิงเทรา 24000 
ผลงานตีพิมพ์ Global diversity of the gene encoding the Pfs25 protein-a 

Plasmodium falciparum transmission-blocking vaccine candidate 
รางวัลที่ได้รับ รางวัลดีเด่นเหรียญทอง ประเภท oral presentation กลุ่มท่ี 1 สาขา

ชีววิทยาและการประยุกต์ วิทยาศาสตร์การประมง วิทยาศาสตร์  
สิ่งแวดล้อม วิทยาศาสตร์การเกษตร วิทยาศาสตร์สุภาพ จุลชีววิทยา 
วิทยาศาสตร์เทคโนโลยีชีวาพ ชีววิทยาประยุกต์ วิทยาศาสตร์การ  
อาหาร และเทคโนโลยีทางอาหาร ในการประชุมวิชาการ “วิทยาศาสตร์
วิจัย” ครั้งที ่12 ระหว่าง วันที่ 6-7 พฤษภาคม พ.ศ. 2564 จัดโดยคณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร   
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