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บทความวิจัย


การผลิตและศึกษาคุณลักษณะของโพลีโคลนอล
แอนติบอดีที่จำเพาะต่อสารคัดหลั่งจากพยาธิใบไม้ตับ

อ่อน Eurytrema pancreaticum


อาดูลย์ มีพูล* และ กมลชนก งามสม


บทคัดย่อ

	 โพลีโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อสารคัดหลั่งของพยาธิใบไม้ตับอ่อน Eurytrema 
pancreaticum ผลิตโดยการปลูกภูมิคุ้มกันในหนู rat ด้วยสารคัดหลั่งจากการเลี้ยงพยาธิตัวเต็มวัย
ในสารละลาย RPMI จากการตรวจสอบความจำเพาะของแอนติบอดีที่ได้โดยวิธี Western 
immunoblotting พบว่าสามารถจับกับโปรตีนที่ได้จากสารคัดหลั่งจำนวน 5 แถบ มีน้ำหนักโมเลกุล
เท่ากับ 140, 52, 37, 17 และ 12 kDa และจับกับโปรตีนที่สกัดจากตัวพยาธิได้ 19 แถบ คือที่ 
128, 123, 120, 112, 102, 99, 89, 83, 81, 78, 68, 57, 54, 52, 43, 37, 29, 17 และ 12 
kDa ตามลำดับ เมื่อนำแอนติบอดีที่ได้ไปตรวจหาบริเวณที่พบสารคัดหลั่งในเนื้อเยื่อของพยาธิตัวเต็ม
วัยด้วยวิธี immunoperoxidase staining พบปฏิกิริยาของแอนติบอดีกับแอนติเจนของสารคัดหลั่ง
โดยพบตะกอนสีเข้มในเนื้อเยื่อค้ำจุน ท่อระบบขับถ่าย อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย 
และพบตะกอนสีปานกลางในผนังลำไส้และในเนื้อเยื่อปกคลุมร่างกาย แต่ไม่พบตะกอนสีใน
เนื้อเยื่อกล้ามเนื้อ



คำสำคัญ: 	 พยาธิใบไม้ตับอ่อน สารคัดหลั่ง โพลีโคลนอลแอนติบอดี
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Production and Characterization of Polyclonal 
Antibodies against Excretory-Secretory 
Products from Eurytrema pancreaticum


Ardool Meepool* and Kamonchanok Ngamsom


ABSTRACT


	 Polyclonal antibodies against excretory-secretory products (ES-products) of 
Eurytrema pancreaticum were obtained after immunization of rat with Es-products 
prepared from adult parasites were cultured in RPMI solution. The antibody was 
determined by Western immunoblotting method and showed specificity to 5 bands 
protein of ES-products with molecular weight 140, 52, 37, 17 and 12 kDa and 19 
bands of the whole body (WB) extracted proteins with 128, 123, 120, 112, 102, 
99, 89, 83, 81, 78, 68, 57, 54, 52, 43, 37, 29, 17 and 12 kDa respectively. 
Specificity of antibody was also shown by immunoperoxidase staining method with 
tissue of adult parasites E. pancreaticum. The immunostaining showed strong 
immunoreactive staining at the parenchyma, the excretory bladder and its branches, 
male reproductive organs, female reproductive organs and intermediate 
immunoreactive staining in caecal epithelium and the tegument tissue but no 
staining in the muscular tissue. 
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บทนำ

	 โรคพยาธิใบไม้ในตับอ่อน (Eurytremiasis) เกิดจากการติดเชื้อพยาธ ิ Eurytrema 
pancreaticum (Class: Trematoda, Family: Dicrocoeliidae) ซึ่งเป็นโรคหนึ่งที่สร้างปัญหาให้
กับอุตสาหกรรมสัตว์เลี้ยงในประเทศไทย และในภาคพื้นเอเชียตะวันออกเฉียงใต้โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
โคและกระบือ ในประเทศเกาหลีได้มีการสำรวจอุจจาระของสัตว์ที่เป็น definitive hosts ของพยาธิ
ชนิดต่างๆ จำนวน 13,685 ตัว พบว่าสัตว์มีการติดเชื้อ E. pancreaticum สูงถึงร้อยละ 29.7 
ของสัตว์ทั้งหมด และเมื่อแยกวิเคราะห์สัตว์แต่ละชนิดพบว่าโค กระบือ (cattle) มีการติดเชื้อสูง
ที่สุดคือร้อยละ 99.0 รองลงมาคือ แกะร้อยละ 86.4 สุกรร้อยละ 85.4 สุนัขร้อยละ 35.4 และแมว
ร้อยละ 15.1 ซึ่งส่วนมากการติดเชื้อเป็นแบบ single infection ร้อยละ 60 [1] นอกจากโรคพยาธิ
ใบไม้ตับอ่อนจะเกิดในสัตว์แล้วยังมีการเกิดโรคนี้ในคนด้วยเช่นกัน มีรายงานผู้ป่วยจากประเทศ
บราซิล จีน เกาหล ี และประเทศญี่ปุ่น โดยการสำรวจในประเทศญี่ปุ่นพบว่ามีผู้ป่วยเป็นโรคมะเร็งใน
กระเพาะอาหาร เนื่องจากมีพยาธิ E. pancreaticum อุดตันท่อของตับอ่อน [2] ถึงแม้ว่าในประเทศ
ไทยยังไม่มีการรวบรวมสถิติการติดเชื้อของพยาธิชนิดนี้ แต่จากการสำรวจตับอ่อนของวัวที่ถูกฆ่าใน
โรงฆ่าสัตว์พบว่ามีการติดเชื้อค่อนข้างสูง

	 เมื่อพยาธิเข้าสู่ร่างกายของโฮสต์จะมีการผลิตสารและคัดหลั่งเข้าสู่ร่างกายของโฮสต์ เรียก
ว่า Excretory-secretory (ES) materials ซึ่งในปัจจุบันได้มีการศึกษาพัฒนาวัคซีน หรือตัวชี้วัด
การติดเชื้อพยาธิจากโปรตีนใน ES materials ของพยาธิชนิดต่างๆ เช่น Schistosoma spp., 
Fasciola spp. โปรตีนที่สำคัญคือ cathepsin L protease (Cat L), glutathione S 
transferase (GST) [3], paramyosin [4], fatty acid binding protein [5], leucine 
aminopeptidase [6] และ tegumental antigens [7, 8] ซึ่งโปรตีนต่างๆ เหล่านี้ให้ผลในการ
ป้องกันการติดเชื้อพยาธิแต่ละชนิดแตกต่างกัน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโปรตีนต่างๆ เหล่านี้ผลิตจาก
แหล่งผลิตที่แตกต่างกันในพยาธิแต่ละชนิด การนำโปรตีนเหล่านี้มาเป็นวัคซีนก็อาจจะทำให้มี
ประสิทธิภาพในการป้องกันการติดเชื้อได้ ในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับสารคัดหลั่งของพยาธิ 
E. pancreaticum ดังนั้นงานวิจัยนี้มุ่งที่จะศึกษาจำนวน คุณสมบัติ และแหล่งที่พบโปรตีนที่เป็นองค์
ประกอบของสารคัดหลั่งของพยาธิ E. pancreaticum โดยผลิตแอนติบอดีเพื่อใช้เป็นตัวตรวจสอบ 
สำหรับใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับศักยภาพของโปรตีนแต่ละชนิดในการใช้เป็นวัคซีน
หรือใช้เป็นตัวชี้วัดในการวินิจฉัยการติดเชื้อของพยาธิต่อไป


วิธีการทดลอง

การเตรียมพยาธิ E. pancreaticum

	 พยาธิ E. pancreaticum ตัวเต็มวัยที่ยังมีชีวิตเก็บจากท่อตับอ่อนของโคที่ถูกฆ่าจากโรง
ฆ่าสัตว์ แล้วนำพยาธิที่ได้มาล้างด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85% เพื่อกำจัดสิ่งแปลกปลอมออก จากนั้น
แบ่งพยาธิออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 นำพยาธิตัวเต็มวัยมาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เพื่อใช้ใน
การเตรียม whole body extracted protein (WB-extracted protein) กลุ่มที่ 2 นำพยาธิที่มี   
ชีวิตมาเลี้ยงในสารละลาย RPMI เพื่อเตรียม excretory-secretory products (ES-products) 
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กลุ่มที่ 3 นำพยาธิมารักษาสภาพใน 4% paraformaldehyde และ 0.5% glutaraldehyde ใน 
PBS (0.1 M phosphate buffer saline, pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อเตรียมตัวอย่างสำหรับ immunoperoxidase 
stanining


การเตรียม WB-extracted protein

	 นำพยาธิตัวเต็มวัยที่เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว มาบดละเอียดใน homogenizied 
buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X 100, 10 mM 
phenylmethylsulfonylfluoride, 10 mM ethylenediaminetetra acetic acid) แล้วนำไปแยก
โปรตีนด้วยคลื่นเสียงความถี่สูงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำสารละลาย
ที่ได้ไปปั่นแยกตะกอนที่ 10,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเก็บสารละลาย
ส่วนบนไปวัดปริมาณโปรตีนด้วย Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratoryies, Inc.) 
และเก็บรักษาโปรตีนที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส


การเตรียม ES-products

	 นำพยาธิตัวเต็มวัยที่ยังมีชีวิตมาเลี้ยงในสารละลาย RPMI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำสารละลายที่ได้ไปปั่นที่ 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เก็บสารละลายส่วนบนไปทำแห้งด้วยเครื่อง lyophilizer จากนั้นละลายตะกอน
ในน้ำกลั่นในปริมาณ 1 ใน 10 ของสารละลายเริ่มต้น แล้วนำไป dialysis ที่ molecular weight 
cut off ที่ 8 kDa ใน PBS ปั่นตกตะกอนโปรตีนที่ไม่ละลายอีกครั้งที่ 10,000 g เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง นำสารละลายไปวัดปริมาณโปรตีนเช่นเดียวกับ WB-extracted protein เก็บรักษาโปรตีนไว้
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส


การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody)

	 นำ ES-products 100 µg ผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1: 1 

จากนั้นนำไปฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณหลังของหนู Wistar rat (วันที่ 0) ทำการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
หนูอีก 2 ครั้งในวันที่ 14 และวันที่ 28 ด้วย ES-product 100 µg ผสมกับ incomplete 

Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1: 1 เก็บเลือดจากหางหนูในวันที่ 0, 10, 24 และ 35 ใส่ใน
หลอดทดลองขนาดเล็กปล่อยให้เลือดแข็งตัวที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วนำไปปั่นแยกเม็ด
เลือดที่ 10,000 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดเซรุ่มและเก็บรักษาไว้ที่ 
-20 องศาเซลเซียส



การตรวจหา titer ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีด้วย indirect ELISA 

	 นำ WB-extracted protein ที่ละลายใน coating buffer (3.18% sodium 
carbonate, 5.86% sodium hydrogen carbonate pH 9.6) ปริมาตร 50 µl/well มาเคลือบผิว
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ของ polystyrene microtiter plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย 
washing solution (10 mM PBS pH 7.2) 3 ครั้ง แล้ว block non-specific binding ของ
แอนติบอดีด้วยนมพร่องมันเนย 5% (5% skimmed milk ใน 10 mM PBS pH 7.2, 0.05% 
Tween 20) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทำปฏิกิริยากับเซรุ่มของหนู
ก่อนและหลังการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในนมพร่องมันเนย 1% ที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย washing solution 3 ครั้ง หลังจากนั้นทำปฏิกิริยากับ 
HRP-goat anti-rat IgG ที่ละลายในนมพร่องมันเนย 1% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย washing solution 3 ครั้ง และเติม TMB substrate แล้วปล่อยให้
เกิดปฏิกิริยาในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 16.5% sulfuric 
acid นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microtiter plate reader ที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร


การวิเคราะห์โปรตีนของพยาธิด้วยวิธี SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamine gel electrophoresis)

	 นำ 35 µg WB-extracted protein และ 1 µg ES-products ที่เตรียมจากพยาธิตัวเต็มวัย

ผสมกับ 6X sample buffer (350 mM HCl, 10% sodium dodecyl sulphate, 30% 
glycerol, 9.3% dithiothreitol (DTT), 0.012% bromophenol blue) และต้มเป็นเวลา 5 นาที 
แล้วนำไปแยกแถบโปรตีนใน 12.5% SDS-PAGE โดยผ่านไฟฟ้าคงที่ 25 mA เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
จากนั้นนำแผ่น gel ไปย้อมสี silver staining เพื่อศึกษาแถบโปรตีนต่างๆ 


การตรวจสอบความจำเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western immunoblotting

	 นำแผ่น gel ที่ผ่านการแยกโดย SDS-PAGE มาย้ายโปรตีนไปยังแผ่น nitrocellulose 
ด้วยเครื่อง semidry blotting (Biometra, Fastblot B34) โดยผ่านกระแสไฟฟ้าคงที่ 0.8-1.0 
mA/cm2 ของพื้นที่ gel เป็นเวลา 1 ชั่วโมง นำแผ่น nitrocellulose ที่ได้มาแช่ในนมพร่องมันเนย 
5% ใน TBS-T (10 mM Tris buffer saline pH 7.4, 10 mM Tris-HCl, 150 mM 
NaCl, 0.05% Tween 20) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อกำจัดการจับแบบไม่จำเพาะของ
แอนติบอดี จากนั้นนำมาทำปฏิกิริยากับเซรุ่มของหนูก่อนและหลังการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในนมพร่อง
มันเนย 1% ใน TBS-T เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วล้างด้วยนมพร่องมันเนย 1% ใน TBS-T 
จำนวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วทำปฏิกิริยากับ HRP-goat anti-rat IgG ในนมพร่องมันเนย 
1% ใน TBS-T เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย TBS-T จำนวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วเติม 
DAB substrate (Zymed Laboratories Inc.) และปล่อยให้ทำปฏิกิริยาเป็นเวลา 5-10 นาที 
แล้วล้างด้วยน้ำกลั่น นำไปคำนวณน้ำหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกด้วยโปรแกรม 
Genetools (Syngene) 


การตรวจหาบริเวณที่พบ ES-products ด้วยวิธี immunoperoxidase staining

	 นำพยาธิกลุ่มที่ 3 ไปผ่านกระบวนการดึงน้ำออกด้วย 70%, 80%, 90%, 95% และ 
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100% ethyl alcohol ขั้นตอนละ 2 ครั้งๆ ละ 30 นาที จากนั้นแช่พยาธิลงใน xylene 2 ครั้งๆ 
ละ 30 นาที และแช่ในสารผสมระหว่าง paraffin ต่อ xylene ในอัตราส่วน 1: 1 และ pure 
paraffin 2 ครั้งๆ ละ 30 นาที และสุดท้ายฝังใน pure paraffin จากนั้นนำ block ที่ได้มาตัด
ด้วยเครื่อง microtome (Accu-Cut, SRM) ให้มีความหนา 5-7 ไมครอน และยึดติดแผ่น   
slide โดยการอุ่นที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำ slide มา
ละลายพาราฟินด้วย xylene 2 ครั้ง และเติมน้ำกลับเข้าเนื้อเยื่อโดยการแช่ใน ethyl alcohol จาก 
100% จนถึงน้ำกลั่น จากนั้นทำลาย endogenous peroxidase โดยการแช่ใน 3% H2O2 ในน้ำ
กลั่น เป็นเวลา 15 นาท ีล้างด้วย PBS 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นนำ slide มาทำ antigen 
retrieving โดยการต้มใน citrate buffer (10 mM citrate buffer pH 6.0) เป็นเวลา 15 นาที 
ล้างด้วย PBS 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที ทำการป้องกันการจับแบบไม่จำเพาะของแอนติบอดีด้วย
สารละลาย 0.1% glycine ใน PBS เป็นเวลา 30 นาที 4% bovine serum albumin ใน PBS 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทำปฏิกิริยากับเซรุ่มหนูก่อนและหลังการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันผสมกับ 1% 
BSA ใน PBS-T (0.1 M PBS, 0.05% Tween 20) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T 
จำนวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที ต่อจากนั้นทำปฏิกิริยากับ HRP-goat anti-rat IgG ที่ผสมกับ 1% 
BSA ใน PBS-T อัตราส่วน 1: 200 เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วย PBS-T จำนวน 3 ครั้งๆ ละ 
5 นาที แล้วเติม AEC single solution chromogen (Zymed Laboratories Inc.) และปล่อย

ให้ทำปฏิกิริยาเป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่น 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นนำไปย้อมนิวเคลียส
ของเซลล์ด้วย Mayer’s hematoxylin 1 นาที ล้างด้วยน้ำประปา 15 นาที จากนั้นปิดด้วย cover 
glass โดยใช้ buffer glycerol เป็นตัวกลาง แล้วนำไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(Olympus, BX51)


ผลการทดลอง

	 จากการนำ ES-products และ WB-extracted protein ของพยาธิ E. pancreaticum 
ตัวเต็มวัยมาแยกแถบโปรตีนตามมวลโมเลกุลด้วย 12.5% SDS-PAGE (รูปที่ 1A) จากนั้นนำไป
นับจำนวนและคำนวณหาน้ำหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนเทียบกับ standard marker ด้วยโปรแกรม 
GeneTools (SynGene Laboratories) พบว่า ES-products มีแถบโปรตีนจำนวน 21 แถบ โดย
มีน้ำหนักโมเลกุล 120, 112, 89, 78, 68, 57, 54, 52, 43, 37, 36, 33, 29, 27, 26, 25, 
24, 17, 13, 12 และ 9 kDa ในขณะที่ WB-extracted protein พบแถบโปรตีนจำนวน 37 แถบ 
มีน้ำหนักโมเลกุล 165, 140, 120, 112, 99, 89, 86, 78, 73, 68, 63, 57, 54, 52, 50, 48, 
46, 43, 41, 38, 37, 36, 34, 32, 29, 27, 26, 25, 24, 22, 21, 19, 18, 17, 13, 12 และ 
10 kDa ซึ่งแถบโปรตีนใน ES-products ส่วนใหญ่มีน้ำหนักโมเลกุลเท่ากับแถบโปรตีนใน WB-
extracted protein ยกเว้นแถบโปรตีนที่ 9 kDa ไม่พบใน WB-extracted protein (ตารางที่ 1)

	 จากการนำ เซรุ่ มหนู ra t ที่ ปลูกภูมิคุ้ มกันด้ วย ES-produc ts ของพยาธิ              
E. pancreaticum ตัวเต็มวัยมาตรวจหา titer ของแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA พบว่า
เซรุ่มหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกันครั้งแรก และเซรุ่มหนูที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันครั้งที่ 1 และ 2 มีค่า titer ของ
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แอนติบอดีเท่ากับ 1: 200, 1: 12,800 และ 1: 25,600 ตามลำดับ และเมื่อนำ ES-products 
และ WB-extracted protein ของพยาธิ E. pancreaticum ตัวเต็มวัยมาวิเคราะห์ด้วย Western 
immunoblotting โดยใช้เซรุ่มหนูที่ผ่านการกระตุ้นครั้งที่ 2 พบว่า ES-products มีแถบโปรตีนที่ให้
ผลบวกจำนวน 5 แถบ (รูปที่ 1B) ที่น้ำหนักโมเลกุล 140, 52, 37, 17 และ 12 kDa และ 
WB-extracted protein มีแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกจำนวน 19 แถบ ที่ 128, 123, 120, 112, 
102, 99, 89, 83, 81, 78, 68, 57, 54, 52, 43, 37, 29, 17 และ 12 kDa โดยมีแถบโปรตีน
ที่ให้ผลบวกตรงกันจำนวน 4 แถบ คือ 52, 37, 17 และ 12 kDa นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนใน 
WB-extracted protein ที่ให้ผลบวกแต่ไม่พบแถบโปรตีนในการย้อมด้วย silver staining จำนวน 
5 แถบ คือ 128, 123, 102, 83 และ 81 kDa (ตารางที่ 1)











































รูปที่ 1	 A) แสดงแถบโปรตีนจาก ES-products (ES) และ WB-extracted protein (WB) 

ของ E. pancreaticum จาก 12.5% SDS-PAGE ย้อมด้วยเทคนิค silver staining 
และ B) การทำ Western immunoblotting โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ 
ES-products ของพยาธิ E. pancreaticum, M = standard molecular weight 
marker
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ตารางที่ 1 แสดงน้ำหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนจาก ES-products (ES) และ WB-extracted 
protein (WB) ที่ผ่านการแยกขนาดด้วย 12.5% SDS-PAGE ย้อมด้วยเทคนิค 
silver staining และ Western immunoblotting โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่
จำเพาะต่อ ES-products ของพยาธิ E. pancreaticum 
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Silver staining
 Western immunobloting
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	 จากการใช้ โพลี โคลนอลแอนติบอดีที่ จ ำ เพาะต่อ ES-produc ts ของพยาธิ             
E. pancreaticum ตัวเต็มวัยตรวจหาตำแหน่งที่พบ ES-products ในเนื้อเยื่อพยาธิตัวเต็มวัยพบว่า
เซลล์หรืออวัยวะที่ให้ตะกอนสีซึ่งเป็นผลบวกของปฏิกิริยาเข้มที่สุดคือ เซลล์ค้ำจุน (parenchymal 
cell) (รูปที่ 2, 3, 4) ท่อระบบขับถ่าย (excretory bladder) (รูปที่ 2B, 3A, 3F, 4A) อวัยวะ
สืบพันธุ์ (reproductive organs) เพศผู้ ได้แก่ อัณฑะ (testis) และ seminal vesicle (รูปที่ 
2B, 3A-D) และเพศเมีย ได้แก่ vitelline gland รังไข่ (ovary) มดลูก (uterus) Mehlis’ 
gland และ seminal receptacle (รูปที่ 2B, 2D, 4A-F) ในขณะที่ท่อทางเดินอาหาร (digestive 
tract) (รูปที่ 2B, 3A, 3E) และเนื้อเยื่อปกคลุมร่างกาย (tegument) (รูปที่ 2B-D, 3A, 4A, 
4C) พบตะกอนสีปานกลาง และไม่พบตะกอนสีที่เนื้อเยื่อกล้ามเนื้อ (muscular tissue) 

	 เนื้อเยื่อปกคลุมร่างกายทำหน้าที่ปกคลุมผิวด้านนอกของตัวพยาธิซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ชั้น
คือ ชั้นนอก (syncytial layer) และชั้นใน (tegumental cell layer) ที่อยู่ใต้ชั้นกล้ามเนื้อ โดยมี
แขนงของเซลล์ (cytoplasmic processes) เชื่อมเนื้อเยื่อทั้งสองชั้นเข้าด้วยกัน [9] จากการศึกษา
ด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยายสูงพบตะกอนสีกระจายตัวอยู่ทั้งภายในไซโตพลาซึมและในเมมเบรน
รวมทั้งรอบๆ หนาม (spine) ของเนื้อเยื่อปกคลุมร่างกายชั้นนอก และในไซโตพลาซึมของเซลล์
เนื้อเยื่อปกคลุมร่างกายชั้นใน (รูปที่ 2C-D)

	 ท่อทางเดินอาหารของพยาธิ E. pancreaticum แบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนต้น 
ประกอบด้วย oral sucker, pharynx และ esophagus ซึ่งบุด้วย tegumental-type epithelium 
และลำไส้ (caecum) เป็นส่วนที่ต่อมาจาก esophagus มี 2 แขนง ผนังของลำไส้บุด้วยเยื่อบุผิวชั้น
เดียวหรือ caecal type epithelium จากการย้อมด้วย immunostaining ไม่พบตะกอนสีในท่อทาง
เดินอาหารส่วนต้น สำหรับในลำไส้พบตะกอนที่มีความเข้มปานกลางที่เซลล์บุผิวลำไส้ (caecal 
epithelial cells) โดยมีความเข้มที่ cytoplasmic lamellae ที่ยื่นเข้าไปภายในช่องว่างของลำไส ้
และบริเวณส่วนฐานของเซลล์ที่ติดกับ basement membrane และแขนงของเซลล์ค้ำจุน ในขณะที่
บริเวณไซโตพลาซึมให้ผลลบ (รูปที่ 3E)

	 ท่อระบบขับถ่ายเป็นระบบท่อที่มีการแตกแขนงจำนวนมากแทรกตัวอยู่ระหว่างเนื้อเยื่อ
ค้ำจุนและทั้งหมดจะรวมตัวกันไปเปิดออกนอกร่างกายที่ส่วนท้ายของลำตัวพยาธิ จากการย้อมด้วย 
immunoperoxidase technique พบตะกอนสีกระจายตัวอย่างหนาแน่นในไซโตพลาซึมของเยื่อบุผิว
ของท่อระบบขับถ่ายทั้งส่วนที่เป็นท่อหลักซึ่งมีขนาดใหญ่ และแขนงที่มีขนาดเล็ก (รูปที่ 3F)

	 เนื้อเยื่อค้ำจุนเป็นเนื้อเยื่อที่แทรกตัวอยู่ภายในตัวพยาธิและทำหน้าที่ในการยึดและเชื่อมโยง
อวัยวะต่างๆ จากการศึกษาพบตะกอนสีจำนวนมากกระจายในไซโตพลาซึมของเซลล์ค้ำจุนทั่วทั้ง
ร่างกาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งเซลล์ที่อยู่ชิดกับลำไส้ ท่อระบบขับถ่าย และเนื้อเยื่อปกคลุมมีความเข้ม
มากที่สุด (รูปที่ 2B-D, 3A-F, 4A-F) 

	 พยาธิชนิดนี้เป็น hermaphrodite ซึ่งมีอวัยวะสืบพันธุ์ทั้งสองเพศในตัวเดียวกัน ซึ่ง
อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ที่ให้ผลบวกของปฏิกิริยาคือ อัณฑะ seminal vesicle และเซลล์อสุจิ 
(spermatozoa) (รูปที่ 2B, 3A-B) โดยในอัณฑะพบที่เยื่อหุ้มเซลล์และไซโตพลาซึมของ 
epithelial cells, spermatogonia, spermatocyte, spermatid และเซลล์อสุจิ (รูปที่ 3C-D) 
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และใน seminal vesicle พบตะกอนในไซโตพลาซึมของเซลล์เยื่อบุของ seminal vesicle และ
เซลล์อสุจิที่บรรจุอยู่ภายใน (รูปที่ 3A-B) 

	 อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียพบตะกอนสีอยู่ในรังไข่ Mehlis’ gland-ootype complex 
มดลูก (รูปที่ 4C-E) และ vitelline gland (รูปที่ 2B, 2D, 4A-B) โดยในรังไข่พบตะกอนใน  
ไซโตพลาซึมโดยเฉพาะบริเวณชิดกับเยื่อหุ้มเซลล์ของ oogonia เข้มที่สุด developing oocyte มี
ความเข้มปานกลาง และ mature oocyte เข้มน้อยที่สุด (รูปที่ 4E) สำหรับ Mehlis’ gland-
ootype complex พบตะกอนในไซโตพลาซึมและแขนงของ Mehlis’ gland cell (รูปที่ 4F) ส่วน
มดลูกนั้นพบตะกอนในไซโตพลาซึมของเซลล์เยื่อบุทั้งส่วนที่อยู่ภายใน (รูปที่ 4F) และภายนอก 
(รูปที่ 2B, 4A) Mehlis’ gland ตลอดจนเปลือกไข่และสิ่งคัดหลั่งที่อยู่ภายในท่อของมดลูก (รูปที่ 
2B, 4A) และใน vitelline gland พบตะกอนในไซโตพลาซึมของ intermediate vitelline cell 
และ mature vitelline cell โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ eggshell globules (รูปที่ 4A-B) ในขณะที่ 
immature vitelline cell ไม่พบตะกอนสี
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รูปที่ 2 	 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ของเนื้อเยื่อพยาธิ E. pancreaticum ย้อมด้วยวิธี 
immunoperoxidase staining


	 A) 	 ภาพกำลังขยายต่ำของพยาธิตัดผ่านอัณฑะ และ ventral sucker (Vs) โดยใช้เซรุ่ม
ของก่อนการปลูกภูมิคุ้มกันซึ่งไม่พบการสะสมตะกอนสีในเนื้อเยื่อต่างๆ ของพยาธิ เช่น 
เซลล์ค้ำจุน (Pc), ท่อระบบขับถ่าย (Bl), ลำไส้ (Ca), อัณฑะ (Te), มดลูก (Ut) 
และเนื้อเยื่อปกคลุม (Tg)


	 B) 	 ภาพกำลังขยายต่ำของพยาธิตัดผ่านอัณฑะ และ ventral sucker (Vs) โดยใช้เซรุ่ม
ของหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกัน แสดงการสะสมตะกอนสีในเนื้อเยื่อต่างๆ ของพยาธิ ได้แก่ 
เซลล์ค้ำจุน (Pc), ท่อระบบขับถ่าย (Bl), ลำไส้ (Ca), อัณฑะ (Te), มดลูก (Ut), 
vitelline gland (Vg) และเนื้อเยื่อปกคลุม (Tg)


	 C, D)	ภาพกำลังขยายสูงบริเวณเนื้อเยื่อปกคลุมด้านหลัง (C) และด้านหน้า (D) แสดงการ
สะสมตะกอนสีในผิวส่วนนอกและบริเวณรอบๆ หนาม (Sp) ของชั้นนอกของเนื้อเยื่อ
ปกคลุม (Tg), ไซโตพลาซึมของเซลล์เนื้อเยื่อปกคลุม (Tc) และ เซลล์ค้ำจุน (Pc) 
และผลลบของปฏิกิริยาในกล้ามเนื้อ (Mu)
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รูปที่ 3 	 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ของเนื้อเยื่อพยาธิ E. pancreaticum ย้อมด้วยวิธี 
immunoperoxidase staining


	 A) 	 ภาพกำลังขยายต่ำตัดผ่านบริเวณ seminal vesicle (Sv) และ ventral sucker (Vs) 
แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc) ทั้งภายนอกและแทรกอยู่ระหว่างกล้ามเนื้อ
ของ ventral sucker, ท่อระบบขับถ่าย (Bl), ลำไส้ (Ca), seminal vesicle และ
เนื้อเยื่อปกคลุม (Tg)


	 B)	 ภาพขยายบริเวณ seminal vesicle แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์อสุจิที่สะสมอยู่
ภายใน seminal vesicle ที่มีกล้ามเนื้อ (Mu) หนาล้อมรอบ และเซลล์ค้ำจุน (Pc) ทั้ง
ภายในและภายนอก seminal vesicle


	 C, D)	ภาพกำลังขยายปานกลาง (C) และสูง (D) บริเวณอัณฑะของพยาธิ แสดงการสะสม
ตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc), spermatogonia (Sg) และเซลล์เยื่อบุ (Ep) ที่อยู่ชิด 
basement membrane (Bm) ของอัณฑะ และ spermatocyte (Sc), spermatid 
(St), เซลล์อสุจิ (Sz) และ deciduas body (Db) ที่อยู่ภายในอัณฑะ


	 E) 	 ภาพกำลังขยายสูงบริเวณลำไส้ (Ca) ของพยาธิ แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน 
(Pc) ที่อยู่ด้านนอกลำไส้ และที่ cytoplasmic lamellae (La) ของเซลล์เยื่อบุลำไส้ 
(Ep) ในขณะที่ไซโตพลาซึมและแขนงเซลล์ (Cp) ของเซลล์เยื่อบุ และกล้ามเนื้อ 
(Mu) ให้ผลลบของปฏิกิริยา


	 F) 	 ภาพกำลังขยายสูงบริเวณท่อระบบขับถ่ายของพยาธิ แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์เยื่อบุ 
(Ep) ของท่อระบบขับถ่าย และเซลล์ค้ำจุน (Pc) ที่ล้อมอยู่ด้านนอก, Nu = นิวเคลียส
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รูปที่ 4 	 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ของเนื้อเยื่อพยาธิ E. pancreaticum ย้อมด้วยวิธี 
immunoperoxidase staining


	 A, B)	ภาพกำลังขยายต่ำ (A) และสูง (B) บริเวณ vitelline gland ของพยาธิ แสดงการ
สะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc), ท่อระบบขับถ่าย (Bl), มดลูก (Ut), ไข่ (Eg) 
ภายในมดลูก เนื้อเยื่อปกคลุม (Tg) และ vitelline gland (Vg) ซึ่งเมื่อเพิ่มกำลัง
ขยายพบว่าตะกอนสีเข้มมากใน mature vitelline cells (Ma) ปานกลางใน 
intermediate vitelline cells (It) และให้ผลลบใน immature vitelline cells (Im)


	 C) 	 ภาพกำลังขยายปานกลางบริเวณ Mehlis’ gland ของพยาธิ แสดงการสะสมตะกอนสี
ในเซลล์ค้ำจุน (Pc), Mehlis’ gland (Mg), seminal receptacle (Sr), รังไข่ 
(Ov) และ เนื้อเยื่อปกคลุม (Tg) แต่ไม่พบตะกอนสีในกล้ามเนื้อ (Mu)


	 D) 	 ภาพขยายบริเวณ seminal receptacle แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc), 
epithelial cells (Ep) ของ seminal receptacle และเซลล์อสุจิ (Sz) ที่สะสมอยู่
ภายใน ในขณะที่กล้ามเนื้อ (Mu) ที่หุ้มด้านนอกให้ผลลบ


	 E) 	 ภาพขยายบริเวณรังไข่ แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc), เซลล์ oogonia 
(Oc1) ที่อยู่ติดกับ basement membrane (Bm) ให้ผลบวกเข้มที่สุด เซลล์ 
developing oocyte (Oc2) ให้ผลบวกปานกลาง และ mature oocyte (Oc3) ให้
ผลบวกจางที่สุด


	 F) 	 ภาพขยายบริเวณ Mehlis’ gland แสดงการสะสมตะกอนสีในเซลล์ค้ำจุน (Pc) ที่แทรก
ตัวอยู่ระหว่าง Mehlis’ gland cells (Mc) ที่ให้ผลบวกปานกลาง และเซลล์เยื่อบุผิว 
(Ep) ของมดลูก (Ut) ให้ผลบวกเล็กน้อย; Nu = นิวเคลียส
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

	 จากการใช้เซรุ่มของหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกันตรวจหาแถบโปรตีนจาก ES-products และ 
WB-extracted protein พบว่ามีแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกจำนวน 5 และ 19 แถบตามลำดับ ใน
จำนวนนี้มีโปรตีนเพียง 4 แถบ (52, 37, 17 และ 12 kDa) ที่ให้ผลบวกตรงกันในโปรตีนจาก 
ES-products และ WB-extracted protein ซึ่งโปรตีนทั้ง 4 แถบนี้น่าจะเป็นโปรตีนที่มีความ
จำเพาะกับแอนติบอดีที่ผลิตได้ และพบแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกจำนวน 1 แถบ (140 kDa) จาก 
ES-products แต่ให้ผลลบใน WB-extracted protein ในขณะที่พบแถบโปรตีนนี้ใน WB-
extracted protein ซึ่งเป็นไปได้ว่าโปรตีนที่ 140 kDa ใน ES-products และ WB-extracted 
protein เป็นโปรตีนต่างชนิดกัน นอกจากนี้ยังพบโปรตีนจำนวน 9 แถบ (120, 112, 89, 78, 68, 
57, 54, 43 และ 29 kDa) ที่พบใน ES-products และให้ผลบวกกับโปรตีนจาก WB-extracted 
protein แต่ให้ผลลบใน ES-products และแถบโปรตีน จำนวน 6 แถบ (128, 123, 102, 99, 
83 และ 81 kDa) จาก WB-extracted protein ที่ให้ผลบวกแต่ไม่พบแถบโปรตีนเหล่านั้นใน 
ES-products ซึ่งเป็นไปได้ว่าโปรตีนทั้ง 2 กลุ่มนั้นเกิดปฏิกิริยาข้ามโปรตีนเนื่องจากแอนติบอดีมีการ
จับกับโปรตีนเหล่านี้แบบไม่จำเพาะ เช่น การมี epitope ร่วมกับโปรตีนอื่น ประกอบกับ ES-
products นั้นอาจมีสาร glycoprotein ปะปนอยู่และไม่มีการสลาย carbohydrate ก่อนนำไปปลูก
ภูมิคุ้มกันซึ่งอาจมีแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ carbohydrate epitope อยู่ทำให้เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแถบ
โปรตีนที่ไม่พบใน ES-products เหล่านี้ได้ ในทางกลับกันพบว่ามีแถบโปรตีนจำนวน 8 แถบที่พบ
ใน ES-products (36, 33, 27, 26, 25, 24, 13, และ 9 kDa) แต่ไม่สามารถตรวจได้โดยวิธี 
Western immunoblotting ใน ES-product และ WB-extracted protein ด้วยเซรุ่มหนูที่ปลูก
ภูมิคุ้มกัน ซึ่งเป็นไปได้ว่าโปรตีนเหล่านี้มีศักยภาพในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่ำ หรือมีการสร้างและคัด
หลั่งออกมาในปริมาณน้อยเมื่อเทียบกับโปรตีนใน ES-products ทั้งหมด ทำให้ระดับแอนติบอดีที่
จำเพาะต่อโปรตีนเหล่านี้มีปริมาณต่ำและไม่สามารถใช้ในการตรวจหาแถบโปรตีนเหล่านี้ได้ด้วยวิธีการ
ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica ที่พบว่ามี
โปรตีนจำนวน 14 แถบจาก WB-extracted protein ซึ่งสามารถตรวจสอบได้ด้วยเซรุ่มของวัวที่
ติดเชื้อพยาธิตามธรรมชาติ ในจำนวนนี้มี 11 แถบที่พบใน tegument-extracted protein (TE-
protein) และแถบโปรตีนเหล่านี้มีน้ำหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 17 ถึง 97 kDa ซึ่งมีความเข้มมากที่
น้ำหนักโมเลกุลระหว่าง 47-66 kDa และพบเพียง 7 แถบใน ES-products และแถบโปรตีนที่มี
ความเข้มมากอยู่ระหว่าง 26 และ 27 kDa [10] 

	 จากการใช้เซรุ่มของหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกันเพื่อตรวจหาตำแหน่งที่พบ ES-products ใน
เนื้อเยื่อชนิดต่างๆ นั้น พบว่ามีตะกอนสีส้มแดงของปฏิกิริยาระหว่าง HRP และ substrate กระจาย
ในเนื้อเยื่อปกคลุมซึ่งเป็นโครงสร้างที่สัมผัสโดยตรงกับสิ่งแวดล้อมภายนอกตัวพยาธิซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาในพยาธิ F. gigantica [10] และจากการศึกษา TE-protein ในพยาธิ F. gigantica 
พบว่าเป็นโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล 28.5 kDa พบได้ทั้งพยาธิตัวอ่อนและตัวเต็มวัยโดยพบกระจาย
ตัวอยู่ในชั้นในและชั้นนอกของเยื่อปกคลุมร่างกายของพยาธิ [11] ส่วนโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล 66 
kDa นั้นพบใน tegumental membrane ของพยาธิตัวเต็มวัย [12] และจากการศึกษาในพยาธิ    
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F. hepatica พบว่า tegumental antigen encoding gene มีการกระจายตัวในเนื้อเยื่อปกคลุม
ร่างกาย มดลูก และผนังลำไส้ [7] นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ Catepsin L (Cat L) ใน
เนื้อเยื่อปกคลุมร่างกายของพยาธิ S. mansoni [13] และ Catepsin B (Cat B) ใน tegumental 
tubercle ของพยาธิ S. mansoni [14] และยังพบการกระจายตัวของ paramyosin ในของพยาธิ 
Schistosomes [15, 16] และ Echinococcus granulosus [17]

	 ลำไส้เป็นอีกอวัยวะหนึ่งที่มีการคัดหลั่งเอ็นไซม์ที่ใช้ในการย่อยอาหาร และสามารถตรวจได้
จากเซรุ่มของหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกัน เช่นเดียวกับลำไส้ของพยาธ ิ F. gigantica [10] และแอนติเจนที่
สำคัญที่ผลิตจากลำไส้ คือ Cat L ซึ่งพบการกระจายอย่างหนาแน่นในเยื่อบุลำไส้ของพยาธิทุกระยะ 
[18, 19], Cat B ในพยาธิ F. hepatica พบการกระจายใน secretory vesicle ภายในเยื่อบุทาง
เดินอาหารของพยาธิทุกระยะของการเจริญเติบโต [20-22] 

	 ระบบขับถ่ายเป็นระบบที่ทำหน้าที่ขับถ่ายของเสียจากกระบวนการ metabolism เช่น 
แอมโมเนีย ยูเรีย กรดอะมิโน และไขมัน จากอวัยวะต่างๆ และเซลล์ค้ำจุนรวมทั้งการดูดกลับสารที่
จำเป็นต่อการดำรงชีวิต [23] แต่จากการตรวจสอบเอกสารต่างๆ ไม่พบโปรตีนที่จำเพาะกับท่อระบบ
ขับถ่าย ดังนั้นการพบผลบวกในเยื่อบุของท่อระบบขับถ่ายของพยาธิชนิดนี้นั้นสารต่างๆ ที่พบจากท่อ
ระบบขับถ่ายอาจเป็นสารคัดหลั่งที่ลำเลียงมาจากอวัยวะอื่นๆ หรือเป็นสารที่สามารถพบได้ในเซลล์
ทั่วไปของร่างกาย เช่น fatty acid binding protein (FABP) [5] และ glutathione S 
transferase (GST) ใน F. gigantica ซึ่งพบมากในเซลล์ค้ำจุนแต่ก็สามารถพบได้ในเซลล์เยื่อบุ
ของท่อระบบขับถ่าย 

	 อวัยวะสืบพันธุ์ของพยาธิชนิดนี้เป็นแหล่งผลิต ES-products ที่สำคัญอีกแหล่งหนึ่ง
เนื่องจากพยาธิที่นำมาทำการศึกษาเป็นพยาธิตัวเต็มวัย แต่การศึกษาสารคัดหลั่งจากระบบสืบพันธุ์
ของพยาธิชนิดอื่นยังมีค่อนข้างน้อย ซึ่งส่วนใหญ่จะทำการศึกษาในอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย และเป็น
โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเปลือกไข่ ซึ่งสร้างมาจาก vitelline gland จากการศึกษาในพยาธ ิF. 
hepatica พบว่าประกอบด้วยโปรตีน 3 ชนิด คือ vitelline protein A, B และ C ซึ่ง vitelline 
protein B เป็น eggshell precursor protein หลัก และมีน้ำหนักโมเลกุล 31 kDa [24] 
vitelline protein C มีน้ำหนักโมเลกุล 16-17 kDa [25] และ vitelline protein A มีน้ำหนัก
โมเลกุล 70 kDa นอกจากนี้ยังมีรายงานพบเอนไซม์ Cat L ใน Mehlis’ gland cell และ 
uterine epithelium และ GST ใน uterine epithelium ของพยาธิ F. gigantica ด้วย [26] 

	 เนื้อเยื่อค้ำจุนเป็นส่วนที่ให้ผลบวกของปฏิกิริยาเข้มที่สุดทั้งๆ ที่ไม่มีส่วนเชื่อมต่อกับสิ่ง
แวดล้อมภายนอกเลย จึงเป็นไปได้ว่าเนื้อเยื่อค้ำจุนมีการคัดหลั่งสารผ่านอวัยวะอื่นๆ หรือเซลล์ค้ำจุน
มีการสร้างและสะสมสารชนิดเดียวกันกับที่คัดหลั่งจากอวัยวะอื่นๆ เช่น GST ในพยาธิ           
S. mansoni และ F. gigantica [3, 27] และ FABP ในพยาธิ F. gigantica [5] และ Cat B 
ในพยาธิ S. mansoni [14] 

	 อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้พบแถบโปรตีนจำนวน 4 แถบ (52, 37, 17 และ 12 
kDa) ที่พบใน ES-products และสามารถตรวจสอบด้วยเซรุ่มของหนูที่ปลูกภูมิคุ้มกันจาก ES-
products และ WB-extracted protein และเป็นแถบที่มีปริมาณโปรตีนสูงและให้ผลบวกเข้มมาก
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กว่าแถบโปรตีนอื่นๆ ซึ่งแถบโปรตีนเหล่านี้น่าจะเป็นแอนติเจนหลักของพยาธิชนิดนี้ และน่าจะมี
ศักยภาพในการพัฒนาวิธีตรวจสอบการติดเชื้อด้วยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยาซึ่งเมื่อนำมาทำให้บริสุทธิ์
และนำไปผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อนำไปตรวจหาแหล่งผลิตและ
ทดสอบศักยภาพในการใช้เป็นสารตรวจสอบการติดเชื้อพยาธิหรือวัคซีนก็จะเป็นประโยชน์ต่อวงการ
แพทย์และปศุสัตว์ของไทยได้
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