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Abstract  
 
Project Code  : MRG5080350 
Project Title : Th1 and Th2 cytokine expression in common mosquito borne infected samples in  

   Thailand  
Investigator  :  Natthanej  Luplertlop 
  Lecturer in Department of Microbiology and Immunology 
  Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University 
E-mail Address : natthanej.lup@mahidol.ac.th 
Project Period : 30 Months 
 Dengue and malaria infection are two common vector borne diseases which 
annually affect million of people in many countries. Both of diseases show variety of 
clinical presentation from mild to severe signs and symptoms of Dengue fever (DF) to 
Dengue hemorrhagic fever (DHF) in Dengue infection, and low and high parasitemia in 
malaria infection. This study intends to find biomarker(s) for early detection through the 
immune response of Th1 and Th2 cytokine expressions between Dengue virus type 2 
(DENV-2) infection and Plasmodium falciparum (P.falciparum) malaria infection 
composed of mild and severe form comparing to normal human sera (NHS). A high 
through-put of the magnetic bead-based Bio-Plex assay which applied to detect the 
expression of Th1 and Th2 cytokines by using small volume sera samples which run in 
only once. Results showed the significant difference higher of Th1 and Th2 cytokine 
expressions: interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, and tumor necrosis factor (TNF)-α, in 
DENV-2 and P.falciparum malaria infection than NHS at p-value < 0.05. For DENV-2 
infection showed a slightly expression of Th1 and Th2 cytokines were higher in DHF 
than DF, except IL-13. For P.falciparum malaria infection, high parasitemia was 
significant difference higher expressions of IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α at p-value 
< 0.05. Both DENV-2 and P.falciparum malaria infection remarkable presented IL-10 
expression, highest among other cytokines expression and higher in severe form. 
Therefore, it is worth noting that IL-10 plays an important role in severity of infection 
and pathogenesis.  
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 เชื้อไวรัสเดงกีและเชื้อมาลาเรีย จัดเปนสองกลุมโรคที่อยูในกลุมโรคติดตอนําโดยแมลงท่ีพบไดบอย 
และยังเปนกลุมโรคท่ีสงผลกระทบตอประชากรหลายลานคนในหลายๆประเทศ ท้ังนี้พบวา โรคท้ังสองจะมี
การแสดงออกทางคลินิคท่ีมีความรุนแรงตั้งแตรุนแรงนอยจนถึงรุนแรงมาก กลาวคือในกลุมติดเชื้อไวรัสเดงกี 
จะสามารถแสดงออกถึงความรุนแรงไดตั้งแต Dengue fever (DF) จนถึง  Dengue hemorrhagic fever (DHF)  
และสําหรับเชื้อมาลาเรียนั้น ความรุนแรงของโรคจะขึ้นกับปริมาณเชื้อในกระแสเลือด(parasitemia)  โดย
สามารถแสดงออกไดตั้งแต low parasitemia จนถึงระดับ high parasitemia 

สําหรับการศึกษานี้มุงเนนท่ีจะหาตัวแทนของการแสดงออกของbiomarkers ท่ีแสดงออกในระยะ
เร่ิมตนของโรค และมีความเปนไปไดท่ีจะใชในการวิเคราะหความรุนแรงของโรค เพ่ือนําไปสูการรักษาและการ
เฝาระวังโรคในผูปวยไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยbiomarkersท่ีดําเนินการศึกษาวิจัยจะเปนกลุม cytokines ท่ี
แสดงออกมาจาก  T-helper cells(Th)1 และ Th2 เปรียบเทียบในกลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีท่ีมีความรุนแรง
แตกตางกัน กับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียท่ีมีปริมาณ parasitemia ท่ีแตกตางกัน โดยกลุมควบคุมจะใชกลุมคน
ปกติ (normal human sera (NHS)) สําหรับการตรวจวัดระดับ cytokines จะใชวิธีการของ magnetic bead-
based Bio-Plex assay ซึ่งเปนวิธีการท่ีสามารถตรวจการแสดงออกของ cytokines ไดครั้งละหลายชนิดโดย
อาศัยปริมาณซีรัมเพียงเล็กนอย (20 ไมโครลิตร)  

การศึกษานี้ศึกษาการแสดงออกของ8 cytokines ประกอบดวย interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-13, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, and tumor 
necrosis factor (TNF)-α พบวากลุมผูปวยติดเชื้อไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2 และผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด  
P.falciparum มีการแสดงออกของ cytokines ท้ัง 8 ในปริมาณที่สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ( p-
value < 0.05) โดยผูท่ีติดเชื้อไวรัสเดงกีชนิด DHF จะมีการแสดงออกของ cytokines สูงกวากลุม DF ท้ัง 7 
cytokines ยกเวน IL-13  สําหรับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด P.falciparum  จะพบวากลุม high parasitemia 
จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α ท่ีสูงกวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ( p-value < 0.05)  เมื่อเปรียบเทียบระหวากลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีกับผูติดเชื้อมาลาเรียท้ังสองกลุม
ความรุนแรง จะพบวามีการแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ severe form (DHF และ High 
parasitemia) ดังนั้นจะเห็นไดวา IL-10 นั้นมีความสําคัญในการนําไปศึกษาตอเพ่ือพัฒนาเครื่องมือตรวจวัด 
biomarkers เพ่ือตรวจพยากรณความรุนแรงของโรคและนําไปสูการศึกษาในแนวลึกเกี่ยวกับพยาธิกําเนิดของ
โรคตอไป 
 
คําหลัก : Dengue, Malaria, T helper, Cytokines, BioPlex 



 

กิตตกิรรมประกาศ 
 

 โครงการวิจัยเรื่องนี้ไดรับการสนับสนุนทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารย
รุนใหม โดยสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา และสํานักงานกองทุนสนับสนุนการ
วิจัย   

 โครงการนี้ดําเนินการสําเร็จไดอยางดี เน่ืองจากไดรับคําแนะนําที่มีประโยชนสําหรับ
งานวิจัยจาก ศาสตราจารย นายแพทยยง ภูวรวรรณ คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

 สําหรับหนวยงานตางๆท่ีใหความสนับสนนุงานวิจัยนี้ใหสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
ประกอบดวย 
 หองปฏิบัติการประยุกต ภาควิชาสุขวทิยาเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
 ศูนยวินิจฉัยโรคเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
 ภาควิชาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล 
 สํานักวิชาวิทยาศาสตรเคร่ืองสําอาง มหาวิทยาลยัแมฟาหลวง 
 

ทางทีมผูวิจัยจึงขอบพระคณุในความอนุเคราะหมา ณ โอกาสน้ี 
 
 
         คณะผูวิจัย  
 
 



 1

Executive Summary  
โครงการการแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศไทย 

 
สัญญาเลขที่ MRG5380006 

 
1. ความสําคัญและที่มาของปญหา 
โรคติดตอท่ีนําโดยยุง จัดเปนโรคที่พบบอยในประเทศเขตรอนและแถบเสนศูนยสูตร มีการแพรกระจายเพ่ิมมากขึ้น

เร่ือยๆ ท้ังในประเทศภูมิภาคเอเซีย และประเทศตะวันตก สงผลใหมีผูเจ็บปวยและเสียชีวิตเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆ 
สาเหตุหนึ่งมาจากการที่โลกมีภาวะโลกรอนเพ่ิมมากขึ้น สงผลใหวงจรชีวิตของยุงมีรอบของการเจริญเติบโตเร็วขึ้น และมี
ระยะเวลาในการกินเลือดในแตละวันเพ่ิมมากขึ้น จึงจัดเปนปจจัยหนึ่งของการเพ่ิมปริมาณของยุงและยังสงผลตอการระบาด
ของโรคติดตอนําโดยยุงเพ่ิมขึ้น นอกจากผลกระทบจากการเพิ่มปริมาณยุงแลว พยาธิกําเนิดของโรคติดตอนําโดยยุงก็มีผล
ตอการเพ่ิมอัตราการติดเชื้อ และปวยตายเพ่ิมขึ้นเชนกัน ในประเทศไทย โรคติดตอนําโดยยุงท่ีพบบอยคือไขเลือดออก และ
ไขมาลาเรีย   

  กรณีไขเลือดออก ในปจจุบันยังไมมีขอสรุปท่ีแนชัดสําหรับพยาธิกําเนิดของโรค จึงสงผลใหการพัฒนา
ยารักษาและวัคซีนปองกันเปนไปไดอยางชาๆ 

 กรณีโรคมาลาเรีย เปนท่ีทราบกันวาจังหวัดตามแนวชายแดนของประเทศไทยยังคงมีอัตราการติดเชื้อสูง 
และยังพบอัตราการดื้อยาเพ่ิมมากขึ้นสงผลกระทบในดานระบาดวิทยาและความรุนแรงของโรค 

 
จากการศึกษาของทีมผูวิจัยท่ีทําการศึกษาเกี่ยวกับ Matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) ในโรคไขเลือดออก 
พบวามีผลตอความรุนแรงของโรคโดยเฉพาะเกี่ยวของกับการเพ่ิม permeability ของเสนเลือด ซึ่งสวนหนึ่งของการ
ศึกษาวิจัยพบวามีการเพ่ิมจํานวนของ TNFα ท่ีสอดคลองกับการแสดงออกของ MMPs จากผลการทดลองดังกลาวทีม
ผูวิจัยจึงเห็นวาความสัมพันธของการแสดงออกของ cytokines นาจะมีผลกระทบตอ permeability ของเสนเลือดและมี
ความสัมพันธกับ cytokines ในกลุมของ Th1และ Th2 ซึ่งเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันหลักท่ีสงผลกระตุนใหมีการสราง 
TNFα เชนกัน ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง ในกรณีของไขมาลาเรียจะพบวาเมื่อผูปวยอยูในขั้น
วิกฤตมักจะเสียชีวิตดวยภาวะของ vascular leakage เชน pulmonary edema brain edema และ hepatic failure และ/
หรือ renal failure ซึ่งสอดคลองกับสาเหตุการตายของไขเลือดออกเชนกัน ดวยเหตุนี้ทีมผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาการ
แสดงออกของ cytokines จากกลุมของ Th1 และ Th2 เปรียบเทียบระหวางไขเลือดออก และมาลาเรีย เปรียบเทียบกับกลุม
ผูมีสุขภาพแข็งแรง (กลุมควบคุม) เพ่ือหาความสัมพันธของ cytokines ตางๆ และการแสดงออกของ cytokines วากลุม 
cytokine ชนิดใดท่ีสงผลตอความรุนแรงในแตละโรค  
 
 

2. วัตถุประสงค 

 เพ่ือศึกษาตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันเพ่ือบงบอกระดับความรุนแรงของโรค   
 เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันในกลุมโรคนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศ

ไทย โดยเฉพาะในกลุมไวรัส(ไวรัสเดงกี)และโปรโตซัว(มาลาเรีย) 
 เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวชี้วัดกับพยาธิกําเนิดของโรคนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศไทย 
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3. ระเบียบวิธีวจิัย 
 

Study design : Experimental study  
สถานที่วิจัย : 

 หนวยปฏิบตักิารประยุกต ภาควชิาสุขวทิยาเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

 ศูนยวินิจฉัยโรคเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะแบงการศึกษาออกเปน 7 ขัน้ตอนใหญๆ ดังนี้ :  
 

1. การเตรียมไวรัสเดงกี และตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกี  
ทําการเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีทั้งสี่ซีโรทัยป (Lab strain) โดยเพาะเลี้ยงในเซลลยุง (C6/36) 

แลวทําการตรวจสอบคุณลักษณะของไวรสัเดงกีเพ่ือดู titration, virulence ดวยวธิ ีDouble overlay 
plaque assay โดยปริมาณไวรัสทีต่องการในแตละการทดลองอยางต่ํา 5*106 PFU/ml และยนืยัน
ชนิดของไวรัสเดงกีดวยวิธ ีLanciotti RT/Nested PCR  
 

2. ทําการศึกษาการแสดงออกของเซลลระบบภูมิคุมกันภายหลังการติดเชื้อดวยไวรสัเดงกี  
• เตรียมเซลลในระบบภูมิคุมกัน(THP-1 cells) (31-32) เพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเดงกี

และดูการแสดงออกของ cytokines  
• นําไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2  infect เขาสู THP-1 โดยใช multiplication of infection เทากับ 

1 และทําการเก็บ supernatant ในชวงเวลาที ่6, 12, 24 ชั่วโมงภายหลังการกระตุนดวยไวรัส 
  

3. นําsupernatants ที่ไดจากขอ (b) มาทําการตรวจสอบหา Matrix metalloproteinase enzyme 
(MMP-2 และ MMP-9) ดวยวิธ ีGelatinolytic zymography และตรวจสอบหาระดับของTh1 และ Th2 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) เพ่ือการศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและ
ความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα) เปรยีบเทียบกับ Proteinase enzyme (MMP-2 
และ MMP-9) ในซีโรทัยป2 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue hemorrhagic 
fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base diagnosis) เพ่ือการศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับ
ของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 
และ TNF

α
)เปรียบเทยีบผลกบักลุม 

THP-1 ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  
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5. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน เพ่ือการศึกษา

เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับ

ของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-

based multiplex assays (BioRad
®
) โดยมีขอกําหนดสําหรับอาสาสมัครเขารวมโครงการวิจัยมีดังนี้  

 Inclusion criteria  
o สุขภาพแข็งแรง  
o อายุ 15 ปขี้นไป  
o ปฏิเสธโรคประจําตวัตดิตอเรื้อรัง หรือโรคทางระบบภูมิคุมกันและระบบ

โลหิต  
o ปฏิเสธการใชยาหรือผลิตภัณฑที่มีผลตอความผิดปกติของระบบภูมิคุมกัน

กอนเขารวมโครงการอยางนอย  
o ผูเขารวมโครงการมีความยินดีเขารวมโครงการดวยความเต็มใจ ภายใต

การตัดสินใจของผูปวยเอง  
 Exclusion criteria  

o ปฏิเสธการเขารวมโครงการวิจัย  
 

6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and Thin 
blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  

• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

ทําการศึกษาเปรียบเทยีบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  

 
7. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทยีบปริมาณการ

แสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวิธ ีANOVA และ/หรือ non-Parametric ชนิด 
K-independent variables และทําการศึกษาหาความสมัพันธระหวางกลุมดวยวธิ ีCorrelation  
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4. แผนการดําเนินงานวิจัยตลอดโครงการในแตละชวง 6 เดือน 
 

 
 

5. ผลงาน/ หัวขอเร่ืองท่ีคาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติในแตละป 

 ปท่ี1 :  
o  ไมมีการตีพิมพ 

 ปท่ี 2 :  
o ไมมีการตีพิมพ 

 
 ปท่ี 2 : ชวงขยายทุน (กรกฎาคม 2555 – พฤศจิกายน 2555) 

o Protein expression in the salivary glands of dengue-infected Aedes aegypti mosquitoes 
and blood feeding success. Southeast Asian J TropMed Public Health. Accepted. 

(IF 0.604) 
o Potential Anti-oxidative Activity of Crude Rice Oil Extracted from Cadmium-

contaminated Rice as Determined Using an In Vitro Primary Human Fibroblast Cell 
Model. Journal of Agricultural Science. Accepted.    (IF 2.041) 

o T helper (TH)1 and Th2 cytokine expressions in common mosquito-borne diseases in 
Thailand: Dengue and Malaria by Magnetic bead-based BioPlex assay.  Southeast 
Asian J TropMed Public Health. In Press. 

(IF 0.604)  



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
 

 

1 

บทนํา 
 

 
ปจจุบันโรคตดิตอนําโดยยุงนับเปนปญหาท่ีสําคัญมากทางสาธารณสุขในประเทศไทยและยัง

สงผลไปยังประเทศตางๆมากมาย ไมเฉพาะประเทศแถบเขตรอน ตามรายงานทางระบาดวิทยาพบวา 
อัตราการปวยและอัตราการตายโดยโรคตดิตอนําโดยยุง เชน ไขเลือดออก และมาลาเรีย พบวาน้ีมี
จํานวนเพิ่มมากขึ้นทุกป(1-3) ตลอดจนสามารถกอโรคที่มีความรุนแรงเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทําใหมีอัตรา
การปวยและอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองมาจากมีปจจัยที่สําคัญอยู 3 ปจจัยคือ การพัฒนา
ความเปนเมืองเพ่ิมมากขึ้น(4-5) ภาวะโรครอนที่สงผลตอพฤติกรรมและการเจริญของยุงพาหะ(6-8) อีก
ทั้งพยาธิกําเนิดของการกอความรุนแรงของโรคยังคงคลุมเครืออยู สงผลใหการพัฒนาการดูแลรักษา
และการปองกันจึงเปนไปไดอยางลาชา และยังสงผลกระทบตอการเกิดภาวะด้ือยาไดในกรณีโรคท่ีมี
ยารักษาจําเพาะเชนมาลาเรยี  

เม่ือกลาวถึงพยาธิกําเนิดของโรค มีการศึกษาถึงความสัมพันธของการแสดงออกของ 
cytokines กับการสงผลตอความรุนแรงของโรคไดแก  

• การเพ่ิมการแสดงออกของ Matrix metalloproteinase enzyme(9-10) , Nitric oxide(11-12) , 
TNF-α(13-15) , IL-8(16), Complement(17-18) , และกลุมcytokines ทีห่ลั่งจากDendritic cells(19-20)  ที่
ไดรับการกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซึ่งการแสดงออกของ cytokines ตางๆนั้น สอดคลองกับการกระตุน
การเพ่ิม vascular permeability ในกลุมผูปวยไขเลือดออก(21) สงผลตอความรุนแรงของโรค
ไขเลือดออกเพ่ิมมากขึ้น  

• การเพ่ิมการแสดงออกของ IL-10 (22), IFN- γ 
(23)และ IL-6(23) ,TNF-α

(24-26) และกลุม
cytokines จาก CD4 T cells(27-28) พบวากลุม cytokines ตางๆ สงผลกระทบตอความรุนแรงของโรค
มาลาเรีย โดยพบวาถามีการแสดงออกของcytokines ตางๆขางตนจะสงผลทําใหผูปวยเปน severe 
malaria และ/หรือ cerebral malaria เพ่ิมมากขึ้น  

 
จากผลการศกึษาดังกลาวขางตนเกี่ยวกบัความสัมพันธของการแสดงออกของ cytokines 

โดยเฉพาะกลุม cytokines จาก Th และ Th วามีผลตอความรุนแรงของโรค12ติดตอนําโดยยุงทั้งไวรัส
เดงกี ไวรัสชคิุนกุนยา และเชื้อมาลาเรีย ดังนั้นทีมผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาการแสดงออกของ 
Th1/ Th2cytokines และหาความสัมพันธของ cytokines ดังกลาวเพ่ือเปนแนวทางในการหาตัวชีว้ัดที่
มีความสัมพันธตอความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง และกําหนดตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันที่ใช
เปนมาตรฐานในการศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคที่มีพยาธิสภาพใกลเคียงกับกลุมผูปวยโรค
ไขเลือดออก และมาลาเรีย และสามารถนาํไปประยุกตใชในการพัฒนาการศึกษาพยาธิกําเนิดที่
เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน และเครื่องมือคัดกรองความรุนแรงของโรค สงผลถงึประสิทธิภาพในการ
รักษาผูปวย และครอบคลุมถึงงานดานระบาดวิทยาโดยหวังผลในการลดอัตราการปวยตายจากโรค
ไขเลือดออก และโรคมาลาเรียตอไป 



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
 

 

2 

วัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัย 
 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันเพื่อบงบอกระดับความรุนแรงของโรค  

(To determine the indicators of immune system for disease severity classification)  

2. เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันในกลุมโรคนําโดยยุงที่พบบอย
ในประเทศไทย โดยเฉพาะในกลุมไวรัส(ไวรัสเดงกี)และโปรโตซัว(มาลาเรีย)  

(To compare the difference of immune indicators in common mosquito borne 
diseases in Thailand particularly in virus group (Dengue) and blood protozoa 
(Malaria))  

3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวชีว้ัดกับพยาธิกําเนดิของโรคนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย  

(To evaluate the correlation of the effective indicators and immunopathology of 
common mosquito borne diseases in Thailand)  

 
วิธีการดําเนินการวิจัยและวิธีการประเมินผลการทดลอง 

Study design : Experimental study  
สถานที่วิจัย : 

 หนวยปฏิบตักิารประยุกต ภาควิชาสุขวทิยาเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

 ศูนยวินิจฉัยโรคเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะแบงการศึกษาออกเปน 7 ขัน้ตอนใหญๆ ดังนี้ :  
 

1. การเตรียมไวรัสเดงกี และตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกี  
ทําการเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีทั้งสี่ซีโรทัยป (Lab strain) โดยเพาะเลี้ยงในเซลลยุง 

(C6/36) แลวทาํการตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกีเพ่ือดู titration, virulence ดวยวิธ ี
Double overlay plaque assay โดยปริมาณไวรัสที่ตองการในแตละการทดลองอยางต่ํา 
5*106 PFU/ml และยืนยันชนิดของไวรัสเดงกีดวยวิธ ีLanciotti RT/Nested PCR  
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2. ทําการศึกษาการแสดงออกของเซลลระบบภูมิคุมกันภายหลังการติดเชื้อดวยไวรสัเดงกี  
• เตรียมเซลลในระบบภูมิคุมกัน(THP-1 cells) (31-32) เพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส

เดงกีและดูการแสดงออกของ cytokines  
• นําไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2  infect เขาสู THP-1 โดยใช multiplication of infection 

เทากับ 1 และทําการเก็บ supernatant ในชวงเวลาที ่6, 12, 24 ชั่วโมงภายหลังการกระตุน
ดวยไวรัส 

  
3. นําsupernatants ที่ไดจากขอ (b) มาทําการตรวจสอบหา Matrix metalloproteinase enzyme 

(MMP-2 และ MMP-9) ดวยวิธ ีGelatinolytic zymography และตรวจสอบหาระดับของTh1 

และ Th2 ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) เพ่ือการศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษา
ระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα) เปรยีบเทียบ
กับ Proteinase enzyme (MMP-2 และ MMP-9) ในซีโรทัยป2 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 
hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base 
diagnosis) เพ่ือการศึกษาเปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ 
Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 

และ TNF
α
)เปรียบเทยีบผลกับกลุม THP-1 ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex 

assays (BioRad
®
)  

 
5. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน เพ่ือ

การศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) โดยมีขอกําหนดสําหรับ

อาสาสมัครเขารวมโครงการวิจัยมีดังนี้  
 Inclusion criteria  

o สุขภาพแข็งแรง  
o อายุ 15 ปขี้นไป  
o ปฏิเสธโรคประจําตวัตดิตอเรื้อรัง หรือโรคทางระบบภูมิคุมกันและ

ระบบโลหิต  
o ปฏิเสธการใชยาหรือผลิตภัณฑที่มีผลตอความผิดปกติของระบบ

ภูมิคุมกันกอนเขารวมโครงการอยางนอย  
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o ผูเขารวมโครงการมีความยินดีเขารวมโครงการดวยความเต็มใจ 
ภายใตการตัดสินใจของผูปวยเอง  

 Exclusion criteria  
o ปฏิเสธการเขารวมโครงการวิจัย  

 
6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and 

Thin blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  
• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

ทําการศึกษาเปรียบเทยีบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  

 
7. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทียบ

ปริมาณการแสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวธิ ีANOVA และ/หรือ non-
Parametric ชนิด K-independent variables และทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางกลุม
ดวยวธิ ีCorrelation  
 

 
ประโยชนทีค่าดวาจะไดรบั 

• ทําใหทราบลักษณะ รูปแบบการเปลี่ยนแปลงของ cytokines ภายหลังการถูกกระตุนดวยจุล
ชีพ โดยเฉพาะกลุมจุลชีพตดิตอนําโดยยุง 

• นําความรูทีไ่ดไปพัฒนาการศึกษาเปรยีบเทียบพยาธกํิาเนิดของโรคติดตอนําโดยยุง และ
ทราบถึงตวับงชี้ความรุนแรงของโรคเพื่อนําไปเปนตวัควบคุมในการศึกษาทดลองทางพยาธิ
กําเนิด  

• นําความรูทีไ่ดไปศึกษาเปรียบเทียบและหาความสัมพันธระหวางโฮสต จุลชีพและการ
ตอบสนอง รวมถึงความจําเพาะของยุงพาะหะตอโรคตดิตอนําโดยยุง  

• นําความรูทีไ่ดไปใชพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยการตดิเชื้อโรคติดตอนําโดยยุงโดยใชพ้ืน
ฐานความรูทางระบบภูมิคุมกันและ cytokines ในการศกึษาครั้งนี ้เพ่ือใชในการพยากรณโรค
และเฝาระวังในการรักษาผูปวย  
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

 
1. การเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีในหองปฏิบัตกิาร 

เชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป คือ DV1-Hawaii, DV2-16681, DV3-H87 และ DV4-
H241 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวินจิฉัยโรคไขเลอืดออก คณะเวชศาสตรเขตรอน(TDC) 
สําหรับวธิีการเตรียมไวรัสจะทําโดยการเพิ่มจํานวนไวรัสใน culture flask  (Costar, USA) 
ขนาด 75 m2 ที่คาความสมัพันธของไวรัสตอเซลล C6/36(multiplication of infection, moi) 
เทากับ 1 หลงัจากกระตุนเซลลดวยไวรัส 90 นาที จึงเติม 5 ml ของอาหารเลี้ยงเซลล (RPMI 
medium; Gibco, USA) ที่มี 10% fetal bovine serum(Gibco, USA)  1%non-essential 
amino acid (Gibco, USA) และ 1% penicillin-streptomycin (Gibco, USA) ลงใน culture 
flask แลวจึงนําไป incubate เซลลที่ 28C 5%CO2 incubator หลังจากน้ัน รอจนเกิด 
cytopathic effect ไดประมาณ 50-70% จึงทําการ freeze ตัวอยางที่ -70C เพ่ือนําไป
ตรวจสอบหาปริมาณไวรัสตอไป 
 

2. การตรวจสอบคุณสมบัตขิองเชื้อไวรัสเดงกี 
a. ตรวจสอบดวยวิธี Animal tissue culture 

 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกี ในการ
ทดลองนี้ใชเซลล LLC-MK2 โดยทําการใสเซลลลงใน 6-well plate 
ปริมาณเทากับ 1*105 cells/well รอจนเซลลเต็ม plate ซึ่งจะมีปริมาณ
เซลลเทากับ 5*105 cells/well โดยใชเวลาประมาณ 3 วัน 

 นําตัวอยางไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ทีเ่ก็บไวที่ -70C มาละลายที ่
37C ทํา 10-fold dilution ตัวอยางในอาหารเลี้ยงเซลล (MEM 
medium; Gibco, USA)  

 นําตัวอยางที ่ diluted แลวมาหยดบนเซลลทีเ่ตรียมไว 1 diluent : 1 
well ทําการกระตุนโดยการเขยา plate ทุกๆ 15 นาที จนครบ 90 นาที 

 เตรียม First overlay ซึ่งประกอบไปดวย 2X-Medium (Hank’s 
balance salt solution, RPMI FBS) และ 2% agarose 

 เก็บตวัอยางทีเ่ติม first overlay ใน  37C 5%CO2 incubator 
ประมาณ 1 สัปดาห หลังจากน้ันทําการเติม second overlay (2x-
medium + 4% neutral red+ 2% agarose) เก็บตัวอยางไวในใน  
37C 5%CO2 incubator เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง แลวนํามานับ
จํานวน plaque formation และ วัดขนาดของ plaque ที่ตรวจพบ 
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 ตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกีดวยวธิ ี Immunofluorescence และ 
blotting assay ที่จําเพาะตอไวรัสเดงกี(ไมจําเพาะซีโรทัยป)  โดย
เลือกใช primary antibody ตอ E-protein ของไวรัสเดงกี ในอัตราสวน 
1: 500 และใช secondary antibody คือ anti-goat ในอัตราสวน 1: 
5000 และตรวจสอบผลการทดลองโดยการดู Inverted fluorescence 
microscope และ chemiluminescence (BioRad, USA) ตามลําดับ 

 
b. ตรวจสอบดวยวิธี RT/Nested PCR-Lanciotti primer set 

 ทําการ extract ตัวอยางเพ่ือเตรียม RNA ดวย QIAamp viral RNA 
extraction kits (วิธีการตาม protocol ของ kits) 

 ทําการตรวจสอบปริมาณ RNA และ ความบริสทุธิข์อง RNAจาก 
extracted samples ที่ 260 และ 280 nm 

 ตรวจสอบตัวอยางไวรัสเดงกีดวยวธิี RT-PCR โดยใช Qiagen-one 
step RT-PCR kits (วิธีการตาม protocol ของ kits) และใช ไพรเมอร
ของ lanciotti set (16-19) 

 

 

 

ภาพที่1 แสดงตําแหนงของ Lanciotti primer set (8) 
 

RT-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse : 5’ CAAAGCYCCTTCMGMYGACAT 3’ 
(M=A+C; Y=C+T) 
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Thermal cycler : 
RT-condition : 42C ระยะเวลานาน 60 นาที 
PCR-condition : จํานวน 35 รอบ 

 Denature: 94C ระยะเวลานาน 30 วินาที 
 Annealing: 55C ระยะเวลานาน 1 นาที 
 Extension: 72C ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8 C ระยะเวลานาน 60 นาที 
 
 นําตัวอยางที่ไดจาก RT-PCR มาทําการตรวจสอบหาซีโรทัยป ของ

ไวรัสเดงกีดวยวิธี Nested-PCR โดยใช Qiagen-Taq PCR kits 
(วิธีการตาม protocol ของ kits) 

 
Nested-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse 1 : 5’ CGTCTCAGTGATCCGGGGRC 3’ 
Reverse 2 : 5’ CGCCACAAGGGCCATGAACAG 3’ 
Reverse 3 : 5’ TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 
Reverse 4 : 5’ CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3’ 
(R= A+G) 
Thermal cycler : 
Nested PCR-condition : จํานวน 25 รอบ 

 Denature: 94C ระยะเวลานาน 30 วินาที 
 Annealing: 55C ระยะเวลานาน 1 นาที 
 Extension: 72C ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8C ระยะเวลานาน 60 นาที 
 
 นํามาตรวจสอบซีโรทัยปของ PCR-products ดวย 1.5% agorose 

a. RT-PCR product size : 656 bp 
b. Nested Product size for Dengue-1 : 482 bp 
c. Nested Product size for Dengue-2 : 119 bp 
d. Nested Product size for Dengue-3 : 290 bp 
e. Nested Product size for Dengue-4 : 392 bp 
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases และผลกระทบที่มีตอ

พยาธิกําเนิดของโรคไขเลอืดออก เพ่ือใชเปนตัวควบคุมในการตรวจหาระดับ cytokines 
ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) 

a. การเตรียมตวัอยางเพ่ือทําการศึกษาการแสดงออกของ Matrix 
metalloproteinases ดวยวธิี zymography 
 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการทดลองคือ THP-1 cells โดยใสลงใน 6-well 

plate ปริมาณประมาณ 1* 105 cells 
 เตรียมไวรัสแตละซีโรทัยปที่ปริมาณ 1* 105 PFU เพ่ือใหไดคา moi=1 
 ทําการ infect ไวรัสแตละซีโรทัยปลงในแตละเซลล ใชเวลาในการ infect 

ประมาณ 90 นาที  
 ทําการเก็บตัวอยางของ supernation ที่ระยะเวลา 6, 12, 24 ชั่วโมง

ภายหลังการ infected 
 นํา supernatant แตละเซลล/ ซีโรทัยป/ เวลา นํามาทาํการตรวจสอบหา

การแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases ดวยวิธี 
zymography ตามวิธีการของ Luplertlop, et al. 2006 (9-10) 

 
b. เปรียบเทียบการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases  สําหรับ

ดวยวธิี zymographyตามวธิีการของ Luplertlop, et al. 2006 (9-10) 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 
hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base 
diagnosis)  พรอมทั้งตรวจยืนยันการตดิเชื้อไขเลือดออก ตามวิธีการวิจัยที่ 1-2  

5. จัดแบงซีรัมผูปวยไขเลือดออกใสใน ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร เพ่ือศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะ
ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 
และ 

TNF
α
)เปรียบเทียบผลกับกลุม THP-1 ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays 

(BioRad
®
)  

6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน 
แบงซีรัมใส ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร เพ่ือการศึกษาเปรียบเทียบชนิดและ
ความแตกตางของ Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี Magnetic bead-

based multiplex assays (BioRad
®
)  
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8. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and 
Thin blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  

• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

จัดแบงซีรัมผูปวยใส ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร ทําการศึกษาเปรยีบเทียบชนิด
และความแตกตางของ Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based 

multiplex assays (BioRad
®
)  

 
นําซีรัมของผูปวยไขเลือดออก ชนิด DF และ DHF , ซีรัมผูปวยมาลาเรีย ชนิด high 

และ low parasitemia รวมถึงอาสาสมัครปกติ อยางละ 10 ตัวอยาง ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
ตรวจหา Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex 

assays (BioRad
®
)  ตามขัน้ตอนของบรษิัทที่นํามาสนับสนุนการศึกษาวิจัยนี้  

 
9. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทียบ

ปริมาณการแสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวธิ ีANOVA และ/หรือ non-
Parametric ชนิด K-independent variables และทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางกลุม
ดวยวธิ ีCorrelation  
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ผลการวิจัย 
 
 

 การตรวจสอบหาปริมาณไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง โดยใชวธิีการตรวจสอบหาตําแหนงและ
ขนาดของ PCR products ของ Lanciotti primer set โดยพบวาขนาดของ PCR product 
ของไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง จะมีขนาดที่ 119 bp. ดังภาพ 2 
 
 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงตําแหนงและขนาดของ Nested-PCR products ของไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง มี
ขนาด เทากับ 119 bp,  
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 การตรวจหาการแสดงออกของ matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) จาก 
THP-1 cells ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง ที ่ moi=1 พบวามีการ
แสดงออกของปริมาณ MMP-2 ในปรมิาณที่สูงกวา MMP-9 โดยพบวามีการแสดงออก
สูงสุดในชวงเวลาที่ 6 ชัว่โมงหลังกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง ดังภาพ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 แสดงการแสดงออกของ matrix metalloproteinases enzymes ชนิดที่ 2 และ 
ชนิดที่ 9 จาก supernatants ที่ไดจากตัวอยางของ THP-1+ Dengue virus 2 
 
 

 เม่ือดําเนินการตรวจวัดระดับของ  IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 

และ TNF
α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) เปรียบเทียบ

ระหวางกลุมของ THP-1 และกลุม THP-1 ที่กระตุนดวยไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง 
(ดําเนินการทดลองแบบ independent ทั้งหมด 5 คร้ัง) พบวา กลุมที่มีการติดเชื้อไวรัส
เดงกี ซีโรทัยปสองนั้นจะมีการแสดงออกของปริมาณ ของ IL-2, IL-5, IL-10, IL-12, IL-
13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα  สูงกวากลุมที่ไมไดรับการกระตุนดวยไวรัสเดงกีอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ยกเวน IL-4 มีความแตกตางเพียงเล็กนอย อยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ
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 นํากลุมซีรัมตวัอยางทั้ง 5 กลุมคือกลุมอาสาสมัคร กลุมผูปวยไขเลือดออก และกลุมผูปวย
มาลาเรีย มาตรวจหาเปรียบเทียบความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 

และ TNF
α
)ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) พบวาทั้งกลุม

ผูติดเชื้อไขเลอืดออกและกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียมีการแสดงออกของ cytokines ที่สูงกวา
กลุมอาสาสมัครอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ดังตารางที่.......... 

 
ตารางที่ 1  แสดงการเปรียบเทียบการแสดงออกของ Th1 และ Th2 cytokines 

Expression level (median, min, max in ng/μl) Cytokines 

Dengue (n=20) Malaria (n=20) NHS (n=10) 

P-value 

IL-2 14.5 

(8.5,169.5) 

29.0  

(6.0, 59.1) 

7.9  

(7.5, 8.8) 

<0.001 

IL-4 10.0 

(6.0, 173.0) 

9.4  

(6.0, 19.7) 

6.7  

(6.5, 7.5) 

0.001 

IL-5 6.8 

(2.5, 249.0) 

4.1  

(3, 6.4) 

3.4  

(2.5, 4.0) 

0.006 

IL-10 395.9 

(31.0, 1,882.0 ) 

3,169.7  

(1,600.0, 8,172.0) 

37.0  

(32.5, 39) 

<0.001 

IL-13 11.0 

(7.0, 64.5) 

8.9  

(7.4, 11.7) 

8.0  

(6.8, 9.8) 

0.007 

GM-CSF 14.5 

(7.5, 226.5) 

12.0  

(6.5, 21.0) 

8.0  

(7.5, 8.7) 

0.005 

IFN-γ 15.8 

(6.0, 273.3) 

10.7  

(6.0, 19.0) 

6.8  

(5.8, 7.4) 

<0.001 

TNF-α 7.0 

(5.0, 54.8) 

16.5  

(6.5, 44.7) 

5.9  

(5.0, 7.0) 

0.001 
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 การตรวจเปรยีบเทียบการแสดงออกของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ 

TNF
α
)ดวยวิธ ี Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) ในกลุมผูติดเชื้อ

ไขเลือดออก ชนิด DF และ DHF  กลุมผูติดเชือ้มาลาเรีย ชนิด high และ low 
parasitemia เปรียบเทยีบกบักลุมอาสาสมัคร พบวา : (ดังภาพที่4) 
  
o เม่ือนําซีรัมของผูปวยไขเลอืดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 

hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวนิิจฉัยของแพทย (Clinical 
base diagnosis)  พรอมทั้งตรวจยืนยันการติดเชื้อไขเลือดออกดวยวธิี PCR 
แลว จึงนําซีรมัตัวอยางมาตรวจหาความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ 
Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-
CSF, IFN

γ 
และ TNF

α
)ดวยวธิ ี Magnetic bead-based multiplex assays 

(BioRad
®
) พบวา กลุม DHF มีการแสดงออกของ cytokines ทั้ง 7 ชนิดสูงกวา

กลุม DF อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ยกเวน IL-13 ที่มีความแตกตาง 
โดยพบวา DHF มีการแสดงออกในปริมาณที่เพ่ิมขึ้นกวา DF แตไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) 

o สําหรับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด P.falciparum  จะพบวากลุม high 
parasitemia จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α ที่สูง
กวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ( p-value < 0.05)  

o เม่ือเปรียบเทยีบระหวากลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีกับผูตดิเชื้อมาลาเรียทั้งสองกลุม
ความรุนแรง จะพบวามีการแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ 
severe form (DHF และ High parasitemia)   
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ภาพที่ 4 แสดงการแสดงออกของ ระดับ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ 

TNF
α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) เปรียบเทียบระหวางกลุมผูติด

เชื้อไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง ผูติดเชื้อมาลาเรีย และกลุมอาสาสมัคร
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ขอวิจารณ 
  

 
 โรคติดตอที่นาํโดยยุง จัดเปนโรคที่พบบอยในประเทศเขตรอนและแถบเสนศูนยสตูร มี
การแพรกระจายเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในประเทศภูมิภาคเอเซีย และประเทศตะวันตก สงผลใหมีผู
เจ็บปวยและเสียชีวติเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเร่ือยๆ สาเหตุหนึ่งมาจากการที่โลกมีภาวะโลกรอนเพ่ิมมาก
ขึ้น สงผลใหวงจรชีวิตของยุงมีรอบของการเจริญเติบโตเร็วขึ้น และมีระยะเวลาในการกินเลือดในแตละ
วันเพิ่มมากขึน้ จึงจัดเปนปจจัยหนึ่งของการเพิ่มปริมาณของยุงและยังสงผลตอการระบาดของ
โรคติดตอนําโดยยุงเพ่ิมขึ้น 
 นอกจากผลกระทบจากการเพิ่มปริมาณยุงแลว พยาธิกําเนิดของโรคติดตอนําโดยยุงก็มี
ผลตอการเพ่ิมอัตราการตดิเชื้อ และปวยตายเพิ่มขึ้นเชนกัน ในประเทศไทย โรคติดตอนําโดยยุงที่พบ
บอยคือไขเลือดออก และไขมาลาเรีย 

• กรณีไขเลอืดออก ในปจจุบันยังไมมีขอสรุปที่แนชัดสําหรับพยาธิกําเนิดของโรค จึง
สงผลใหการพัฒนายารักษาและวคัซีนปองกันเปนไปไดอยางชาๆ 
• กรณีโรคมาลาเรีย เปนที่ทราบกันวาจังหวัดตามแนวชายแดนของประเทศไทยยังคงมี
อัตราการติดเชื้อสูง และยังพบอัตราการด้ือยาเพ่ิมมากขึ้นสงผลกระทบในดานระบาด
วิทยาและความรุนแรงของโรค 

 
 จากการศึกษาของทีมผูวิจัยที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับ Matrix metalloproteinases 
enzymes (MMPs) ในโรคไขเลือดออก พบวามีผลตอความรุนแรงของโรคโดยเฉพาะเกี่ยวของกับการ
เพ่ิม permeability ของเสนเลือด ซึ่งสวนหนึ่งของการศึกษาวิจัยพบวามีการเพ่ิมจํานวนของ TNFα ที่
สอดคลองกับการแสดงออกของ MMPs จากผลการทดลองดังกลาวทีมผูวิจัยจึงเห็นวาความสัมพันธ
ของการแสดงออกของ cytokines นาจะมีผลกระทบตอ permeability ของเสนเลือดและมี
ความสัมพันธกับ cytokines ในกลุมของ Th1และ Th2 ซึ่งเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันหลักที่สงผล
กระตุนใหมีการสราง TNFα เชนกัน ซึ่งเม่ือพิจารณาถึงความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง ในกรณี 
ของไขมาลาเรียนั้น พบวาเม่ือผูปวยอยูในขั้นวิกฤตมักจะเสียชวีิตดวยภาวะของ vascular leakage 
เชน pulmonary edema brain edema และ hepatic failure และ/หรือ renal failure ซึ่งสอดคลองกับ
สาเหตุการตายของไขเลือดออกเชนกัน ดวยเหตุนีท้ีมผูวิจัยจึงสนใจที่จะทําการศึกษาการแสดงออก
ของ cytokines จากกลุมของ Th1 และ Th2 เปรียบเทยีบระหวางไขเลือดออก และมาลาเรีย 
เปรียบเทียบกบักลุมอาสาสมัครผูมีสุขภาพแข็งแรง(กลุมควบคุม) เพ่ือหาความสัมพันธของ cytokines 
ตางๆ วากลุม cytokine ชนิดใดที่สงผลตอความรุนแรงในแตละโรค โดยใชไวรัสเดงกีเปนแมแบบใน
การศึกษาทั้งในหองปฏิบัติการ และซีรัมของผูปวย  

 จากผลการศกึษาวิจัยในครัง้นี้พบวา การแสดงออกของ 8 cytokines ซึ่งเปนกลุม 
cytokines ทีมี่ความเกี่ยวของกับ Th1 และ Th2 อันประกอบดวย interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5,     
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IL-10, IL-13, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, 
and tumor necrosis factor (TNF)-α พบวากลุมผูปวยติดเชื้อไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2 และผูติดเชื้อ
มาลาเรียชนิด  P.falciparum มีการแสดงออกของ cytokines ทั้ง 8 ในปริมาณทีสู่งกวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ ( p-value < 0.05) โดยผูที่ติดเชื้อไวรัสเดงกีชนิด DHF จะมีการแสดงออกของ 
cytokines สูงกวากลุม DF ทั้ง 7 cytokines ยกเวน IL-13  สําหรับกลุมผูตดิเชื้อมาลาเรียชนิด 
P.falciparum  จะพบวากลุม high parasitemia จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and 
TNF-α ที่สูงกวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p-value < 0.05)  เม่ือ
เปรียบเทียบระหวากลุมผูตดิเชื้อไวรัสเดงกีกับผูติดเชื้อมาลาเรียทั้งสองกลุมความรุนแรง จะพบวามี
การแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ severe form (DHF และ High parasitemia)  

 
ดังนั้นจะเห็นไดวา IL-10 นั้นมีความสําคัญในการนําไปศึกษาตอเพ่ือพัฒนาเคร่ืองมือตรวจวัด 

biomarkers เพ่ือตรวจพยากรณความรุนแรงของโรคและนําไปสูการศึกษาในแนวลึกเก่ียวกบัพยาธิ
กําเนิดของโรคตอไป 
 
 จากผลการทดลองดังกลาวขางตน สามารถประเมินขอดีและขอเสียของงานวิจัยในครั้งนี้

ไดดังนี้คือ 

 ขอดีของการวิจัยในครั้งนี้คือ  
o สามารถนําขอมูลการทดลองคร้ังนี้ไปเปนพื้นฐานเบื้องตนในการศึกษา

พยาธิกําเนิดของไขเลือดออกและไขมาลาเรียในแนวลกึตอไป 
o สามารถนําเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อไปพัฒนาตัวชีว้ัดและเคร่ืองมือที่

เหมาะสมสําหรับการเฝาระวังผูปวยไขเลอืดออกและไขมาลาเรียตอไป 
อันจะสงผลตอการเฝาระวัง และการพยากรณโรคที่มีประสิทธภิาพ 
สงผลใหอัตราการเสียชีวติของผูปวยลดนอยลง 
 

 ขอเสียของการวิจัยในครั้งนี ้
o การศึกษาวิจัยนี้ใชเพียงกลุม cytokines จาก Th1 และ Th2 ซึ่งอาจเปน

เพียงกลุม cytokines ที่สงผลตอพยาธิกําเนิดได แตอาจจะมีการ
ตอบสนองที่ชากวากลุม cytokines หรือ chemokines จาก innate 
immune cells เชน NK cells หรือ NKT cells รวมถึงกลุม Antigen 
presenting cells ที่ตอบสนองตอการติดเชื้อจุลชีพที่เรว็กวา 

o การศึกษานี้ใชกลุมประชากรตัวอยางทีน่อยเกินไป จึงเห็นวาควรตอง
เพ่ิมปริมาณประชากรตวัอยางในการศึกษาเพ่ิมเติม 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 

จากผลการทดลองดังกลาวขางตนพบวาวิธีการศึกษาหาตัวชีว้ัดความรุนแรงของโรคติดตอนํา
โดยยุงดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) จัดเปนวิธีการหน่ึงที่ใชปริมาณ
ตัวอยางสิ่งสงตรวจนอย(<20 ไมโครลิตร) และสามารถตรวจหา cytokines ไดตั้งแต 1-30 ชนิด (ซึ่ง
การทดลองนี้ใชเพียง 8 ชนิด) ในระยะเวลาไมเกิน 2 ชั่วโมง ดังนั้นขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้จึง
สามารถนําไปเปนพ้ืนฐานสาํหรับการศึกษาวิจัยในแนวลึกดาน molecular immunology รวมถึงการ 
ศึกษาความสมัพันธของ cytokines และ cell signaling หรือสารอ่ืนๆที่มีความสัมพันธและเกี่ยวของ
กับพยาธิกําเนิด และความรุนแรงของโรคอ่ืนๆตอไป ทั้งน้ีเพ่ือเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพในการเฝา
ระวังผูปวย การพยากรณโรค อีกทั้งยังสามารถนําไปใชเปนพ้ืนฐานสําหรับการศกึษาพยาธิกําเนิดของ
โรคเชน โรคติดตอ โรคไมติดตอ โรคท่ีมีพาหะนําโรค หรือโรคที่ไมมีพาหะนําโรคอ่ืนๆตอไป ซึ่ง
การศึกษาตางๆจะนําไปสูการพัฒนาการดูแลรักษาผูปวย ทั้งในรปูแบบการพฒันาเคร่ืองมือตรวจวัด
ความรุนแรงของโรคเพื่อใชในการพยากรณโรค สงผลตอการเฝาระวังโรคที่มีประสทิธิภาพตอไป 
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ปญหาที่พบในการทําการวิจัย 
 
 

 การศึกษาวิจัยนี้ ตองมีการขออนุมัตจากคณะกรรมการจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย
ของคณะเวชศาสตรเขตรอนกอนเร่ิมตนดําเนินการวิจัย ซึ่งใชเวลานานมากในการตรวจ
แกไข ซึ่งระยะเวลาที่ผานการอนุมัต เปนระยะเวลาที่ความชุกของโรคลดนอยลง ทําให
ตองใชเวลาในการเก็บตวัอยางส่ิงสงตรวจนานขึ้นกวาแผนงานที่ไดวางไว 

 ปญหาการประสบภัยพิบตัิธรรมชาติ (อุทกภัย 2554) สงผลทําใหการดําเนินการวิจัยดังน้ี 
 ไมสามารถดําเนินการวิจัยไดอยางตอเน่ือง และเปนชวงระยะเวลาทีมี่การระบาด

ของโรคไขเลอืดออก และมาลาเรีย แตไมสามารถดําเนินการเก็บตวัอยางส่ิงสง
ตรวจได จึงตองเลื่อนกําหนดการเก็บตวัอยางสิ่งสงตรวจ เปนชวงเดือน มกราคม 
– มีนาคม 2555 ซึ่งเปนชวงที่การระบาดของโรคดังกลาวมีปริมาณนอย 

 ปญหาไฟฟาดับโดยไมมีผูดูแลเน่ืองจากประสบอุทกภัย สงผลใหไวรัสที่เก็บไว
ละลาย ทําใหตองเร่ิมดําเนินการเพ่ิมปริมาณไวรัสใหม ผูวิจัยจึงเลือกใช เดงกี
ไวรัสซีโรทัยปสอง เปนตัวแทน เน่ืองจากสามารถเพิ่มปริมาณไดเร็วและยังคงมี
ปริมาณไวรัสพอสําหรับการวิจัย 

 การตรวจวิเคราะห Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ 

IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) นั้น เน่ืองดวยเครื่องมือ

ดังกลาวยังไมไดดําเนินการซ้ือไวในครอบครองของคณะเวชศาสตรเขตรอน จึง
ตองดําเนินการวิจัยภายใตความอนุเคราะหของบริษัทผูจําหนาย  ซึ่งทางบริษัท
ติดปญหาอุทกภัยทําใหไมสามารถมาบริการไดตามเวลา อีกทั้งสารเคมีก็ตองใช
เวลาในการสั่งซ้ือนานและคางอยูที่หนวยงานรัฐบาลทีต่รวจรับนานกวาจะ
สามารถเบิกมาใชได 

 ดวยปญหาอุทกภัยดังกลาวคอนขางรุนแรงและยืดเย้ือ ทีมผูวิจัยจึงนํางานวิจัยที่
สามารถทําไดในชวงเวลาดังกลาวเพราะผูวิจัยไดเก็บตวัอยางไวบางแลว และ
เปนโครงการที่ยังไมมีทุนวจัิยสนับสนุน มาทําการศึกษาวิจัยแทน โดยใชเงิน
สนับสนุนจากทุนที่ไดรับในครั้งนี้ดําเนินการจนสามารถปดโครงการอ่ืนๆได 3 
โครงการในชวงเวลาการรอการดําเนินการโครงการวิจัยหลัก โดยโครงการทั้ง 3 
โครงการมีดังนี้  

o  การศึกษาผลของสารสกัดจากขาวที่ปนเปอนแคดเมียมตอการยับยัง้
อนุมูลอิสระ (นําเสนองานประชุมวิชาการการประชุมพฤกษศาสตรแหง
ประเทศไทย และดําเนินการสงตีพิมพวารสารตางประเทศ) 
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o การศึกษาผลของกาวไหมตอการชะลอความชรา (ดําเนินการสงตีพิมพ
วารสารตางประเทศ) 

o บทบาทของโปรตีนจากนํ้าลายยุงลาย (เปนโครงการตอเน่ืองจากที่ได
ดําเนินการศึกษาวิจัยและจดสิทธิบตัรรวมกับประเทศฝรั่งเศส และ
ดําเนินการสงตีพิมพวารสารตางประเทศ) 

o ภาวะโรคผิวหนังที่เกิดในชวงอุทกภัยในประเทศไทย ป 2554 
(นําเสนองานประชุมวชิาการสมาคมแพทยผิวหนังแหงประเทศไทย) 

 เน่ืองดวยหัวหนาโครงการไดดําเนินการยายภาควิชา จากภาควิชาสุขวทิยาเขตรอนไป
ภาควิชาจุลชวีวทิยาและอิมมิวโนโลยี ทําใหตองมีการจัดตั้งหองปฏิบัติการวิจัยในครั้งนี้
ใหมและยังตองมีการส่ังซื้อสารเคมี รวมถงึเครื่องมือที่พรอมสําหรับการวิจัยครั้งน้ีใหม จึง
ตองมีการส่ังสารเคมีเบื้องตนเปนจํานวนมาก กอปรกับราคาของสารเคมีที่ซื้อในขณะที่ทํา
การวิจัยเม่ือเปรียบเทยีบกบัราคาที่เสนอไปในชวงแรกของการขอทุนสนับสนุนการวิจัยมี
ราคาเพ่ิมสูงขึน้อยางมาก จึงมีความจําเปนที่ตองกําหนดขอบเขตของการศกึษาวจัิยใหม
อีกคร้ังโดยยึดหลักของหัวขอวิจัยที่สอดคลองกับหัวขอเดิมมากที่สุด ทําใหผูวิจัยตองขอ
ลดการวิจัยในบางสวนออกไป 
 

 
*** ดวยเหตผุลดังกลาวขางตน ทําใหผูวิจัยตองขอขยายระยะเวลาการดําเนินโครงการวิจัย จากชวง
ระยะเวลาการดําเนินการวิจัยที่ไดทําสัญญากับทุน ตัง้แตวันที่ 15 กรกฎาคม 2555 ถึงวนัที่ 14 
กรกฎาคม 2555 ไปเปนสิ้นสุดโครงการวันที่ 14 ธันวาคม 2555 



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
 

 

20 

แผนการศึกษาวิจัยตอเนื่องจากงานวิจัยครั้งนี้ 
 
 

จากผลการทดลองในครั้งนี้มีหลายๆคําถามที่เกิดขึ้นในระหวางการศึกษาวิจัยทําใหทีมผูวิจัยมี
แผนการสําหรับการศึกษาวิจัยตอเน่ือง เพ่ือใหคําถามตางๆท่ีเกิดขึ้นในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ไดรับ
คําตอบและหวังผลในการพฒันาพ้ืนฐานความรู ความเขาใจในพยาธิกําเนิดของโรคไขเลือดออกน้ัน 
ทีมผูวิจัยมีแผนการศึกษาวจัิยตอเน่ืองดังนี้ : 
  

 ศึกษาหา cytokines ของ T cells อ่ืนๆที่มีความเกี่ยวของกับ cytokines ที่ใชทดลองน้ี 
เพ่ือหาความแตกตางของการแสดงออกที่ชัดเจนขึ้น 

 ศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของ cytokines และสารอ่ืนๆ ในกลุมของ Innate 
immune cells เชน PMN, NK และ NKT cells ที่มีความเก่ียวพันกับความรุนแรงของโรค 
โดยจะมุงเนนที่ไขเลือดออกเปนแมแบบ  

 จากกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาวิจัยนี้เปนกลุมตวัอยางที่เปนโรคตดิตอนําโดยยุง ทีม
ผูวิจัยจึงเล็งเห็นวา นาจะดําเนินการศึกษาหาความสัมพันธระหวางนํ้าลายยุงพาหะกับ
การกระตุน cytokines จากคน  

 ทดลองใช Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) กับสารอ่ืนๆที่ไดจากยุง

พาหะ เปรียบเทียบในแตละกลุมยุงพาหะท่ีเปน principle vector และ accidental vector 
เพ่ือดูความแตกตางและหาความจําเพาะของโปรตีนหรือสารอ่ืนๆที่มีความสัมพันธ
ระหวางความจําเพาะของยุงพาหะกับจุลชีพ 

 ศึกษาและพัฒนาเครื่องมือตรวจวัดการแสดงออกของ cytokines ที่สามารถใชไดใน
งานวิจัยในภาคสนาม ที่มีประสิทธิภาพที่ดี แตราคาไมสูงมากนัก เพ่ือใหสามารถใชได
จริงในโรงพยาบาลในตางจังหวัด สถานีอนามัย เปนตน 
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Abstract. Mosquito salivary glands (SG) play an essential role in food digestion 
and pathogen transmission. The function of the salivary components during 
infection is poorly understood. In this study, female Aedes aegypti mosquitoes 
were infected with dengue virus serotype 2 (DENV-2) via an artificial membrane 
feeding apparatus. The mosquito SGs were examined for DENV-2 infection for 
14 days post-infection (dpi). The amount of dengue virus increased throughout 
the 14 dpi. Three different meals were provided for the Ae. aegypti mosquitoes. 
SG protein expression was compared among sugar-fed (SF), blood-fed (BF), and 
dengue-infected blood-fed (DF) mosquitoes using SDS-PAGE coupled with densi-
tometric analysis. The SG of SF mosquitoes had fewer protein bands than those of 
BF and DF mosquitoes. The major SG proteins seen among BF and DF mosquitoes 
had molecular weights of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60 kDa and 61-67 kDa. We 
compared the SG protein band expression profiles in BF and DF mosquitoes. Two 
bands (35-40 and 61-67 kDa) were expressed more by DF mosquitoes and 3 differ-
ent bands (25-30, 45-50, and 55-60 kDa) were expressed more by BF mosquitoes. 
These SG proteins may have some role in facilitating blood-feeding and dengue 
infection. We speculate these specific SG proteins in dengue-infected mosquitoes 
may increase the chance of blood-feeding and virus transmission by infected mos-
quitoes. These results may be useful for designing additional tools to investigate 
the interaction between Ae. aegypti SG and the dengue virus. 

Keywords: Aedes, blood feeding, dengue, mosquito, protein, salivary gland

INTRODUCTION

Dengue fever is an important mos-
quito-borne disease. The World Health 
Organization has estimated the incidence 
of dengue fever is 50-100 million cases 
annually (WHO, 2007). The dengue virus 
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is transmitted to humans by the bite of 
an infected female Aedes mosquito with 
Aedes aegypti being the principle vector 
for dengue virus (Gubler, 1998). There 
are no currently available commercial 
dengue vaccines or antiviral agents effec-
tive against dengue virus. Understanding 
mosquito-pathogen interactions is essen-
tial to determining how the pathogen de-
velops in the vector prior to transmission. 
This may provide information to help 
develop a vaccine or method to control 
the spread of the disease.

The mosquito salivary gland (SG) 
plays an essential role in food ingestion 
and dengue virus transmission. Mosquito 
saliva contains various anti-hemostatic 
agents, which enable the mosquito to 
feed quickly and efficiently, avoiding the 
defensive response of the host (Beerntsen 
et al, 2000). These molecules are secreted 
in the distal lateral and median lobes 
of the SG (Ribeiro et al, 1984; James and 
Rossignol, 1991; James, 1994). Male mos-
quitoes are incapable of blood-feeding 
due to a lack of these specialized regions, 
consequentially they only feed on nectar. 
Determination of SG proteins among Ae. 
aegypti (Valenzulela et al, 2002; Ribeiro et 
al, 2007; Almeras et al, 2010), Ae. albopictus 
(Arca et al, 2007), Anopheles gambiae (Fran-
cischetti et al, 2002; Arca et al, 2005) and 
Culex pipiens quinquefasciatus (Ribeiro et al, 
2004) mosquitoes has been conducted. In 
a study of SG proteins from female Ae. ae-
gypti (Wasinpiyamongkol et al, 2010) and 
Anopheles barbirostris complex (Jariyapan 
et al, 2010) mosquitoes, the majority of 
SG proteins were found to be involved 
in blood feeding. These anti-hemostatic 
molecules include anti-platelet factors 
(apyrases), the anticoagulant factor Xa 
(Ribeiro et al, 1984; Champagne et al, 
1995; Smartt et al, 1995; Stark and James, 

1998), vasodilators (sialokinins) (Ribeiro, 
1992; Champagne and Ribeiro, 1994), D7 
proteins (James et al, 1991) and a-amylase 
(Grossman and James, 1993). The saliva of 
mosquitoes has also been demonstrated to 
enhance pathogen transmission (Edwards 
et al, 1998; Schneider and Higgs, 2008). 

Previous studies of Leishmania major 
have shown mice injected with the SG 
extract of sand flies and L. major had a 
greater parasite burden than mice injected 
with parasite alone (Titus and Ribeiro, 
1988). Mice experimentally infected with 
West Nile virus through mosquito bite 
had higher viremia levels than those in-
fected without a mosquito bite (Styer et al, 
2011). The features of mosquito saliva that 
might facilitate pathogen transmission 
include vasodilation, inhibition of platelet 
activation and suppression of inflamma-
tion (Champagne et al, 1994, 1995). The 
sequestration of inflammatory mediators, 
such as biogenic amines and leukotrienes, 
is an important function of the abundant 
D7 protein in Ae. aegypti saliva (Calvo et al, 
2006, 2009). Therefore, saliva not only 
facilitates blood-feeding, but also plays 
a vital role in viral infection and trans-
mission. Although, the roles of various 
mosquito SG components in preventing 
vertebrate hemostasis have been relatively 
well-documented, the roles of such com-
pounds in modulating dengue virus infec-
tion and promoting transmission have not 
been clearly described. The aims of this 
study were to evaluate the expression 
of mosquito SG proteins in relationship 
to dengue-infected blood-feeding and 
the effect of SG proteins in dengue virus 
infected female mosquitoes on feeding 
behavior and virus transmission in order 
to better understand the complex role of 
SG protein on blood meals and pathogen 
transmission. 
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MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes and dengue virus
Lab raised Aedes aegypti mosquitoes 

were maintained on 10% sugar solution 
at 28ºC, 70-80% relative humidity on 
12:12 hour light:dark photoperiods at 
the Department of Medical Entomology, 
Faculty of Tropical Medicine, Mahidol 
University. Dengue virus serotype 2 
strain 16681(DENV-2-16681) was used for 
the study, obtained from the TROPMED 
Dengue Diagnostic Center (TDC), Faculty 
of Tropical Medicine, Mahidol University, 
Thailand. The concentration of virus used 
in this study was approximately 1.7x107 
PFU/ml.
Mosquito infection

Five to 7 day-old adult female mos-
quitoes were orally infected with dengue 
virus via an artificial membrane feeding 
apparatus (Ward et al, 1978). Mosquitoes 
were divided into three treatment groups: 
1) those fed on 10% sugar solution (SF); 
2) those fed on defibrinated human blood 
(BF); 3) those fed on defibrinated human 
blood with dengue virus (DF). Engorged 
mosquitoes were collected from each 
group 1 day post-infection (dpi), 3 dpi, 5 
dpi, 9 dpi and 14 dpi. 
Salivary gland dissection and preparation

Mosquito SG tissue samples were 
dissected in a drop of cold sterile PBS (pH 
7.4); the tissue was washed three times 
with sterile PBS. The SG samples were 
then homogenized with a pellet pestle 
and centrifuged at 14,000 rpm for 45 
minutes at 4ºC and then the supernatant 
was collected. The concentrations of SG 
proteins and RNA supernatant were then 
determined using a Nanodrop ND-1000, 
version 3.3.1 (Thermo Scientific, Hamton, 
NH). The SG supernatant was stored at 
-80ºC until used.

Dengue viral detection
RNA was extracted from mosquito 

SG at each time-point using a QIAamp 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valen-
cia, CA) following the manufacturer’s 
instructions. The presence of dengue 
viral RNA was determined using reverse 
transcriptase-PCR (RT-PCR) as described 
by Lanciotti et al (1992). RT-PCR was car-
ried out on 0.5 µg of SG RNA using a On-
estep RT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) following the manufacturer’s pro-
tocol. The following primers were used: 
DENV-2_F: 5’-CAATATGCTGAAAC-
GCGCGAGAAACCG-3’, DENV-2_R: 
5’-CCACAAGGGCCATGAACAG-3’, and 
ribosomal protein S7, rpS7_F: 5’ TCAGT-
GTACAAGAAGCTGACCGGA-3’, and 
rpS7_R: 5’-AACGATGCAGCACAAA-
GATG-3’, was used as an internal control. 
The RT-PCR products were detected by 
gel electrophoresis with ethidium bro-
mide staining. The gel was digitized us-
ing the Gene Genius Gel documentation 
system with Gene Snap software (Syngene 
Laboratories, Cambridge, UK) for ultra-
violet visualization.
Characterization of SG protein profiles

The SG proteins were separated using 
SDS-PAGE with a discontinuous system 
as described by Laemmli (1970) with some 
modifications. Determination of SG pro-
teins in BF and DF mosquitoes was con-
ducted in triplicate. Twenty micrograms 
of SG protein per lane was mixed in a 1:1 
ratio (v/v) with 2% sodium dodecyl sulfate 
(SDS) gel loading buffer [50 mM Tris-HCl 
(pH 6.8), 100 mM DTT, 2% (w/v) SDS, 10% 
b-mercaptoethanol, 0.1% (w/v) bromo-
phenol blue and 10% (v/v) glycerol]. The 
mixture was heated to 100ºC for 3 minutes 
in a hot well and then loaded into wells 
with 12% acrylamide gel (40 µl/well). The 
electrophoresis was conducted at 110 V, 
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300 mA for 45 minutes. After electropho-
resis, the SG proteins were detected with 
0.2% Coomassie® brilliant blue stain. The 
molecular weights of the SG proteins were 
determined by comparing the relative 
electrophoretic mobility of an unknown 
component with standard protein markers 
(Bio-Rad, Hercules, CA). Digital images 
of protein bands were captured at 600 
dpi using a color scanner (SPEC). A linear 
relationship was obtained by plotting the 
relative mobility of the protein markers 
against the logarithmic values for their 
molecular weight. The density of band 
expression was determined using Gene-
tools version 4.0 (Syngene Laboratories, 
Cambridge, UK).

Statistical analysis
SPSS version 13.0 (SPSS, Chicago, IL) 

was used to compare the expressions of 
the DENV bands at each time-point and to 
compare the SG protein bands between BF 
and DF mosquitoes. Differences between 
BF and DF mosquito SG protein bands 
were analyzed using a standard t-test to 
determine statistical significance. Statisti-
cal significance was set at p ≤ 0.01.

RESULTS

DENV-2 replication among the female Ae. 
aegypti salivary glands (SG)

The DENV-2 replication in the mos-
quito SG increased slowly during the 

Table 1
Aedes aegypti mosquito salivary gland proteins.

Proteins	 Molecular weight	 References

Apyrase (Aed a 1)	 62-68 kDa	 Ribeiro et al, 1984; 
		  Smartt et al, 1995;
		  Champagne et al, 1995;
		  Peng et al, 2001
Anticoagulant-factor Xa	 54 kDa	 Stark and James, 1998
Salivary serpin putative anticoagulant	 47-50 kDa	 Orlandi-Pradines et al, 2007;
		  Almeras et al, 2010
Aed a X1, Aed a X2	 37-44 kDa	 Peng et al, 1998, 1999
Female-specific protein, D7 (Aed a 2)	 36-39 kDa	 James et al, 1991;
		  Peng et al, 1998;
		  Almeras et al, 2010
Aed a 3, Putative 30 kDa allergen-like protein	 23-30 kDa	 Xu et al, 1998;
		  Simons and Peng, 2001;
		  Ribeiro et al, 2007;
		  Orlandi-Pradines et al, 2007;
		  Almeras et al, 2010
Adenosine deaminase	 53-59 kDa	 Ribeiro et al, 2001;
		  Almeras et al, 2010
Angiopoietins-like protein	 23-30 kDa	 Hackett et al, 2000;
		  Valenzuela et al, 2002
Antigen-5 protein family	 23-30 kDa	 Schreiber et al, 1997
Vasodilator sialokinins	 1.4 kDa	 Beerntsen et al,1999;
		  Ribeiro, 1992
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Fig 1–Number of DENV-2 viruses in salivary glands of Ae. aegypti 
by day post-infection.

Fig 3–Intensity of female Ae. aegypti salivary gland proteins 14 
days post-infection

Fig 2–Electrophoresis of salivary gland proteins among A) 
sugar-fed, B) blood-fed, and C) DENV-2 infected blood-
fed female Ae. aegypti mosquitoes 14 days post-infection.

first 3 dpi, then increased 
rapidly until it reached a 
peak 14 dpi (Fig 1). 
Salivary gland protein 
profiles

We observed consid-
erable variation in protein 
profiles by meal type; the 
bands ranged in molecular 
weight from 12 kDa to 
>170 kDa (Fig 2). At 14 dpi 
9 SG protein bands were 
observed with molecular 
weights of 12-15, 25-30, 
35-40, 45-50, 55-60, and 61-
67 kDa. Most of the bands 
were found in the BF and 
DF groups, with fewer 
protein bands seen in the 
SF group (Fig 2).

T h e  d e n s i t i e s  o f 
band expression of 5 of 
the 9 SG protein bands 
(25-30, 35-40, 45-50, 55-
60 kDa and 61-67 kDa) 
were significantly differ-
ent between DF and BF 
mosquitoes (Fig 3), ie, 
two protein bands (35-40 
and 61-67 kDa) were ex-
pressed in a significantly 
higher amount (p ≤ 0.01) 
among DF mosquitoes, 
while three protein bands 
(25-30 kDa, 45-50 kDa and 
55-60 kDa) were expressed 
in a significantly higher 
amount (p ≤ 0.01) among 
BF mosquitoes. The other 
4 SG protein bands (12-
15, 25-30, and 35-40 kDa) 
exhibited similar expres-
sions in both DF and BF 
mosquitoes (p > 0.01). 
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Some proteins were expressed to a greater 
extent among DF mosquitoes and some 
were expressed to a greater extent among 
BF mosquitoes and some by both groups 
(Fig 3).

DISCUSSION

Once a mosquito is infected with an 
arbovirus, it is capable of transmitting that 
virus for the rest of its life. The concentra-
tion of dengue virus in the SG gradually 
increased throughout the study. These 
findings suggest Ae. aegypti is a remark-
ably competent vector (Armstrong and 
Rico-Hesse, 2003; Salazar et al, 2007). A 
previous study using fluorescence stain-
ing demonstrated DENV-2 reached a 
maximum concentration by 14 dpi (Watt 
et al, 1987). The time from when the mos-
quito becomes infected with dengue virus 
until transmission is 7-14 dpi, called the 
extrinsic incubation period (EPI) (Salazar 
et al, 2007). Thus, the first 14 dpi are a good 
time to investigate changes in mosquito 
SG proteins during infection (Salazar et 
al, 2007; Zhang et al, 2010). The present 
study supports previous reports that Ae-
des mosquito SG are susceptible to dengue 
infection and transmission (Salazar et al, 
2007). Understanding SG infection with 
dengue virus and how replication facili-
tates dissemination can aid in a greater 
understanding of vector-virus interactions 
on dengue transmission. 
Salivary gland proteins by meal type

A previous study showed mosquito 
SG are comprised of fewer than 20 protein 
bands, as demonstrated by a SDS PAGE 
(Racioppi and Spielman, 1987). In the 
present study, SF mosquitoes had fewer 
protein bands than BF and DF mosquitoes. 
The major SG proteins seen in BF and DF 
mosquitoes had molecular weights in the 
ranges of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60 

and 61-67 kDa (Fig 2). Two bands (35-40 
and 61-67 kDa) were expressed more by 
DF mosquitoes and three bands (25-30, 
45-50, and 55-60 kDa) were expressed 
more by BF mosquitoes (Fig 3).  Compar-
ing the effects of the blood meal on SG 
protein expression revealed the protein 
band density among SF mosquitoes was 
different than that in BF mosquitoes. Our 
observations are similar to a previous 
study comparing differences in SG protein 
expression between sugar- and blood-fed 
female Ae. aegypti mosquitoes (Wasin-
piyamongkol et al, 2010) who found those 
SG proteins up-regulated in SF mosqui-
toes tended to be housekeeping proteins, 
those related to energy metabolism (Das 
et al, 2010); whereas, the SG proteins up-
regulated in BF mosquitoes were proteins 
that facilitated the blood-feeding process. 
Our study found the SG of BF and DF 
mosquitoes expressed different levels of 
some proteins after blood feeding than SF 
mosquitoes. 

Several authors have studied the 
proteins from the SG of Ae. aegypti; Va-
lenzuela et al (2002) identified 10 amino-
terminal sequences obtained by Edman 
degradation with 1D SDS-PAGE from SG 
proteins. Ribeiro et al (2007) succeeded 
in identifying 24 SG proteins using 2D 
gel electrophoresis. The majority of SG 
proteins related to blood feeding in Ae. 
aegypti have been classified according to 
their known or predicted cellular loca-
tion, biological function or allergenicity 
using proteomic approaches (Valenzulela 
et al, 2002; Ribeiro et al, 2007; Orlandi-
Pradines et al, 2007; Almeras et al, 2010; 
Wasinpiyamongkol et al, 2010). These 
include the D7 family, salivary serpin anti-
coagulant, salivary apyrase, angiopoietin, 
antigen-5 protein, adenosine deaminase 
and certain salivary allergens (Table 1). 
However, there has been little work on 
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the role of SG proteins in Ae. aegypti mos-
quitoes infected with dengue virus.	

In our study expression of some SG 
proteins in DF and BF mosquitoes was 
different. This suggests dengue infection 
induces expression of specific proteins 
and normal blood-feeding induces ex-
pression of different proteins. A previous 
study suggested this difference in protein 
expression may be an extensive process 
and there may be post-translational 
modifications of protein among infected 
mosquitoes (Choumet et al, 2007). Many 
studies support the hypothesis the pres-
ence of pathogens in mosquito SG not 
only induces modifications in saliva com-
position but also induces modifications 
in insect behavior (Rossignal et al, 1984; 
Garcia et al, 1994; Mourya et al, 2003; Luz 
et al, 2011).

The behavior of insect vectors may 
be affected by infection with viruses, 
parasites (Grimstad et al, 1980; Rowland 
and Lindsay, 1986) or symbionts (Evans 
et al, 2009; Moreira et al, 2009). There is 
evidence the dengue virus can alter the 
behavior of Ae. aegypti mosquitoes. For ex-
ample, dengue-infected mosquitoes spend 
a longer time feeding than non-infected 
mosquitoes (Platt et al, 1997). Ae. aegypti 
female mosquitoes experimentally-in-
fected with dengue virus have increased 
locomotor activity, which can increase 
their chances of finding a suitable host and 
their biting rate (Lima-Camara et al, 2011). 
Previous studies found viral infection 
may only affect behavior if certain organs 
are infected (Platt et al, 1997). Pathogens 
must travel from the insect’s midgut epi-
thelial cells into the lymph, and then to 
other organs to ultimately reach the SG. 
Ae. aegypti SG may play a major role in 
dengue virus transmission and express a 
variety of bioactive components in saliva 
that facilitate blood-feeding by inhibiting 

hemostatic activity. We hypothesized SG 
proteins expressed among infected female 
mosquitoes may affect blood-feeding 
behavior and enhance virus transmis-
sion. We investigated some of these SG 
proteins by looking at how they influence 
mosquito feeding and probing behavior. 
Our observations were performed 14 dpi, 
a time corresponding to a late stage in SG 
infection when the dengue virus should 
be at a high concentration (Fig 1).

To identify SG proteins with signifi-
cantly-altered expression in DF mosqui-
toes, we made predictions based on previ-
ously identified SG proteins isolated with 
a SDS-PAGE that yielded amino-terminal 
sequencing with Edman’s degradation 
(Valenzuela et al, 2002). Our predictions 
were based on previously described pro-
teins identified by proteomic approaches 
(Valenzuela et al, 2002; Orlandi-Pradines 
et al, 2007; Ribeiro et al, 2007; Almeras 
et al, 2010).

Five SG protein bands were selected 
based on their predicted involvement in 
the anti-hemostatic process, being major 
Ae. aegypti SG secretory proteins. Of the 
three SG-protein bands with less expres-
sion among DF than BF mosquitoes, the 
first SG protein band (25-30 kDa) was 
believed to be a salivary allergen (Si-
mons and Peng, 2001), a member of the 
aegyptin family (Ribeiro et al, 2007), part 
of the antigen-5 family (Schreiber et al, 
1997), or an angiopoietin (Hackett et al, 
2000; Valenzuela et al, 2002). The func-
tion of these SG proteins is unclear, thus 
we cannot anticipate the consequences of 
altering their expression during dengue 
infection and the blood-feeding process. 
The second band (45-50 kDa) is similar 
to salivary serpin putatively associated 
with the salivary factor Xa-directed an-
ticlotting of Ae. aegypti (Stark and James, 
1998). The last band (55-60 kDa) may be 
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the previously described salivary ad-
enosine deaminase (ADA) (Ribeiro et al, 
2001). Adenosine deaminase hydrolyzes 
adenosine to make inosine and ammonia; 
removal of adenosine may inhibit platelet 
aggregation and mast cell degranulation. 
Inosine interferes with host coagulation 
at the bite site to inhibit the production of 
inflammatory cytokines. These processes 
may facilitate blood feeding (Hasko et al, 
2000; Ribeiro et al, 2001; Valenzuela et al, 
2002). The SG protein bands expressed in 
smaller amounts among DF mosquitoes 
(25-30, 45-50 and 55-60 kDa) may be four 
proteins. These include the 30 kDa sali-
vary protein allergen, the antigen-5 family, 
the salivary factor Xa-directed anticlotting 
and adenosine deaminase (Table 1). The 
present study suggests the expressed SG 
proteins are likely to play a role, either 
directly or indirectly, in the feeding pro-
cess. These proteins have been found to 
be significantly regulated by blood feed-
ing by Ae. aegypti mosquitoes (Das et al, 
2010; Wasinpiyamongkol et al, 2010). It is 
possible that the expression of these SG 
proteins is related to blood feeding.  

Two SG protein bands were highly 
expressed among DF mosquitoes. A 35-
40 kDa band had a strong similarity to 
the D7 protein family (James et al, 1991). 
D7-protein, a major SG secretory protein 
identified in Ae. aegypti mosquitoes, ex-
ists in two forms. The long form (~30-35 
kDa) is found exclusively in mosquitoes 
(James et al, 1991). The D7 protein is 
expressed predominantly in the SG of 
adult female mosquitoes, especially in 
the distal-lateral and median lobes (Su-
wan et al, 2002). The D7 protein has been 
shown to bind to biogenic amines, which 
may antagonize vasoconstriction, plate-
let aggregation and pain during feeding 
(Calvo et al, 2006). This protein may act 
as an anti-hemostatic factor (Arca et al, 

2007). Its sequestration by D7 proteins 
could antagonize these host defense func-
tions, thus promoting blood acquisition 
and pathogen transmission (Calvo et al, 
2006). Another 61-67 kDa band could be a 
salivary apyrase (Champagne et al, 1995). 
Salivary apyrases in Ae. aegypti mosqui-
toes are members of a protein family that 
includes 5’ nucleotidases (Champagne et 
al, 1995), which are expressed specifically 
in the distal-lateral and median lobes of 
SG mosquitoes (Ribeiro et al, 1984; Smartt 
et al, 1995). Salivary apyrase is known 
to facilitate blood-feeding by inhibiting 
platelet aggregation (Champagne et al, 
1995). The level of apyrase activity is cor-
related with the length of probing time 
during feeding, suggesting the enzyme 
facilitates the speed of locating blood 
(Ribeiro, 1987). Salivary apyrase is known 
to have anti-inflammatory and vasodila-
tory activity while the D7 family proteins 
show anti-platelet activity (James et al, 
1991; Champagne et al, 1995). Higher 
levels of these proteins may result in an 
increase in mosquito blood-feeding capac-
ity. A previous study revealed that aber-
rant feeding behavior manifested after 
increased probing resulting in reduced 
feeding. Reduced feeding was reported 
for Ae. triseriatus mosquitoes orally-
infected with Lacrosse virus (Grimstad 
et al, 1980) and in Ae. aegypti mosquitoes 
parenterally-infected with Semliki Forest 
virus (Mims et al, 1966). The dengue virus 
may stimulate over-expression of certain 
SG proteins among Aedes mosquitoes, 
modifying their behavior to enhance 
virus transmission. Our study provides 
a better understanding of the relation-
ship between SG proteins expressed in 
dengue infected mosquitoes and changes 
in blood-feeding behavior. We speculate 
the specific SG proteins found in dengue-
infected female mosquitoes may increase 
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blood-feeding and virus transmission by 
infected mosquitoes.
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