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บทคัดย่อ 

Hepatopancreatic microsporidiosis เป็นโรคกุ้งที่เกิดจากการติดเช้ือรา Enterocy-
tozoon hepatopeneai (EHP) ที่พบการแพร่ระบาดอย่างหนักในฟาร์มเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไม Litope-
naeus vannamei ของประเทศไทย กุ้งที่ติดเช้ือ EHP จะกินอาหารลดลง มีภาวะกล้ามเน้ือฝ่อ โตช้า 
และทยอยตาย กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (aminolaevulinic acid, 5-ALA) เป็นกรดอะมิโนที่ไม่ เป็น
องค์ประกอบของโปรตีน มีส่วนช่วยในการสร้างพลังงานภายในเซลล์ด้วยการเพ่ิมการสร้างฮีโมโปรตีนซ่ึงมี
ความส าคัญต่อการสังเคราะห์พลังงาน (ATP) ผ่านการขนส่งอิเล็กตรอนของไมโตคอนเดรีย งานวิจัยคร้ังน้ี
มีสมมติฐานว่าการให้กุ้งที่ติดเช้ือ EHP กินอาหารเสริม 5-ALA อาจลดอัตราการตายของกุ้งที่ติดเช้ือ EHP 
ได้ น ากุ้งขาวแวนนาไมจากบ่อเล้ียงเชิงพาณิชย์ที่มีอาการติดเช้ือ EHP มาเล้ียงในถังพลาสติกขนาด 40 
ลิตร ที่ความเค็ม 30 ppt แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 4 กลุ่ม แต่ละกลุ่มให้อาหารกุ้งผสม 5-ALA ที่ความ
เข้มข้น 0 (กลุ่มควบคุม), 15, 30 และ 60 ppm เล้ียงกุ้งนาน 21 วัน ผลการทดลองพบว่ากุ้งที่ได้รับ 5-
ALA ที่ 60 ppm มีอัตรารอดชีวิตสูงที่สุด และมีมวลน้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกุ้งใน
กลุ่มควบคุม (p<0.05)  ผลการศึกษาเน้ือเยื่อวิทยาของตับกุ้งในกลุ่มที่ได้รับ 5-ALA ที่ 60 ppm พบว่าตับ
มีอาการ atrophic tubule ลดลง รวมถึงพ้ืนที่แวคิวโอลภายใน B-cell มีขนาดใหญ่ขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.01) แสดงถึงการท างานของตับที่ดีขึ้น เมื่อตรวจปริมาณการติดเช้ือ EHP ในตับด้วย semi-
quantitative PCR พบว่ามีการติดเช้ือเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของ 5-ALA และพบการติดเช้ือ EHP ใน
ตับเมื่อตรวจด้วยเน้ือเยื่อวิทยา ตรวจหาระดับ ATP ในตับกุ้ง พบว่ากุ้งในกลุ่ม 30 และ 60 ppm มีความ
เข้มข้นของ ATP เพ่ิมขึ้นสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) ดังน้ันจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันว่าการเสริม 5-ALA ในอาหารกุ้งเป็นประโยชน์ต่อการเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไมที่มีการติด
เช้ือ EHP ในระดับฟาร์มเชิงพาณิชย์ 

ค าส าคัญ: กรดอะมิโนลีวูลินิก 5-ALA hepatopancreatic microsporidiosis การเพาะเล้ียงกุ้งทะเล กุ้ง
โตช้า การตายเร้ือรัง Enterocytozoon hepatopenaei   
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Abstract 

Hepatopancreatic microsporidiosis, the shrimp disease caused by 
Enterocytozoon hepatopenaei ( EHP)  infection, has been widely spread in farmed 
Litopenaeus vannamei in Thailand.  The symptoms include decreased feeding, muscle 
waste, slow growth, and chronic mortality.  Since 5-aminolaevulinic acid (5-ALA) , a non-
protein amino acid, has been known to enhance ATP production in the cell through the 
increased formation of hemoproteins in the electron transport complex of mitochondria, 
it was hypothesized that providing 5- ALA to EHP- infected shrimp might reduce the 
mortality caused by the infection.  Naturally EHP- infected L.  vannamei were randomly 
sampled from a commercial shrimp pond that showed signs of hepatopancreatic 
microsporidiosis.  The shrimp samples were reared under 30 ppt seawater in 40-L plastic 
tanks, divided into four groups; each receiving commercial pellets supplemented with 
different doses of 5-ALA: 0 (control), 15, 30, and 60 ppm. After 21 days of the experiment, 
it was found that the shrimp receiving 5-ALA at 60 ppm survived at a rate significantly 
( p<0. 05)  higher than that of other groups, and had a significant increase in biomass, 
compared with that of the control group. Histology of the hepatopancreas of the 60-ppm 
group revealed significantly (p<0.01)  less percentage of atrophic epithelium and larger 
areas of the vacuoles of the B-cells, suggesting improved hepatopancreatic functions. The 
levels of the EHP load in the hepatopancreas as revealed by semi-quantitative PCR were 
increasing in a dose- related manner of 5- ALA supplement, with EHP being detected 
histologically. The ATP levels in the hepatopancreas of the 30- and 60-ppm groups were 
significantly (p<0.01) higher than that of the control group. Further tests in the commercial-
scaled farms are required to find out if the 5-ALA supplement is beneficial to the EHP-
infected L. vannamei. 

Keywords: 5-aminolevulinic acid, 5-ALA, hepatopancreatic microsporidiosis, marine 
shrimp culture, slow growth, chronic mortality, Enterocytozoon hepatopenaei 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

เ ช้ื อ  Enterocytozoon hepatopenaei ( EHP)  จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม เ ช้ื อ ร า ใ น ส กุ ล 
Enterocytozoon เป็นเช้ือที่มักพบและก่อโรคในสัตว์ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง เช้ือราจะเข้าท าลายอวัยวะ
ตับกุ้งแทบทุกชนิดรวมทั้งกุ้งขาว Litopenaeus vannamei ในประเทศไทยพบการติดเช้ือรา EHP ในวง
กว้างและพบการระบาดรุนแรงเพ่ิมขึ้น (Chaijarapong, 2021) มีรายงานการติดเช้ือ EHP ว่ามีเปอร์เซ็นต์
การติดเช้ือในเซลล์ตับกุ้งชนิด M-cell (Midget cell) และ F cell (Fibrillar cell) สูงกว่าเซลล์ตับกุ้งชนิด
อ่ืน (Nima et al., 2022) ซ่ึงเซลล์ทั้งสองชนิดท าหน้าที่หลักในการสร้างโปรตีนที่ส าคัญ ได้แก่ เอนไซม์
ย่อยอาหาร ฮีมาไซยานิน โปรตีนจดจ าเช้ือก่อโรค และเปปไทด์ที่ออกฤทธิ์ต้านจุลชีพ (anti-microbial 
peptide)  (Angthong et al. , 2007; Hu and Leung, 2007; Wang et al. , 2009; Tassanakajon et 
al., 2013; Yang et al., 2018) เน่ืองจากเช้ือรา EHP อาศัยภายในเซลล์เจ้าบ้านและไม่มีไมโทคอนเดรีย 
เช้ือราจึงต้องอาศัยพลังงาน (ATP) ที่ผลิตได้จากไมโทคอนเดรียของเซลล์เจ้าบ้านเพ่ือใช้ในกระบวนการเม
ตาบอลิซึม  

กุ้งที่ติดเช้ือ EHP จะไม่แสดงอาการผิดปกติ แต่กุ้งโตช้าท าให้กุ้งแตกไซด์ ต่อมากุ้งจะ
ปล่อยข้ีกุ้งที่เป็นสีขาวลอยเหนือผิวน้ าและจะทยอยตายในที่สุด เรียกโรคกุ้งที่แสดงอาการดังกล่าวว่า โรคขี้
ขาว ซ่ึงนักวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มไม่เช่ือว่าโรคขี้ขาวเกิดจากเช้ือ EHP แต่น่าจะเกิดจากการที่กุ้งติด เช้ือ 
Vibrio spp. ซ้ าเติม หากกุ้งไม่มีการติดเช้ือซ้ าเติม กุ้งที่ติดเช้ือ EHP อย่างเดียวอาจจะไม่เป็นโรคขี้ขาว 
(Sriurairatana et al., 2014) โรคขี้ขาวเป็นอาการของกุ้งที่แสดงให้ เห็นหลังจากกุ้งติดเช้ือ EHP ไป
ระยะเวลาหน่ึงแล้ว เน่ืองจากมีการตรวจพบสปอร์ของเช้ือราจ านวนมากในขี้ขาวจากกุ้ง (Tang et al., 
2016) กุ้งที่ติดเช้ือรา EHP เซลล์ตับจะถูกท าลาย ไม่สามารถผลิตเอนไซม์ในการย่อยอาหาร รวมถึงเก็บ
สะสมอาหาร ท าให้กุ้งอ่อนแอ รวมถึงระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งลดลง เน่ืองจากกุ้งไม่สามารถสร้างโปรตีนฮีมา
ไซยานิน และเปปไทด์ต่อต้านต่อเช้ือก่อโรค ท าให้กุ้งถูกเช้ืออ่ืนเข้าท าลายซ้ าเติมได้ง่าย การติดเช้ือ EHP 
ในกุ้งที่เพาะเล้ียงน้ันได้สร้างปัญหาให้แก่เกษตรกรอย่างมาก เพราะการโตช้าของกุ้งเป็นการสูญเสีย
ค่าใช้จ่ายโดยไม่มีผลตอบแทนกลับมาอย่างคุ้มค่า เกษตรกรที่ประสบปัญหาโรคขี้ขาวในกุ้งน้ีมักต้องจับ กุ้ง
ขายก่อนเวลาอันควรเพ่ือไม่ให้ขาดทุน 

การที่กุ้งติดเช้ือ EHP อาจเกิดจากกุ้งได้รับอาหารที่ปนเปื้อนสปอร์เช้ือรา หรือเกิดการ
ปนเปื้อนในโรงเพาะฟัก (vertical transmission) ซ่ึงอาหารที่ใช้ในการอนุบาลลูกุ้งมักมีการตรวจรับรอง
ว่าไม่มีการปนเปื้อนเช้ือ EHP ด้วยวิธี PCR แต่ก็ไม่ได้หมายความว่าอาหารจะปราศจากเช้ือรา เน่ืองจาก
การอนุบาลลูกกุ้งในโรงเพาะฟักในช่วงเวลาส้ันๆ มักมีระบบการจัดการและการบ าบัดน้ าทะเลที่ดี ด้วย
ปัจจัยเหล่าน้ีอาจมีผลยับยั้ งการเพ่ิมจ านวนและการงอกของสปอร์ (Aldama-Cano et al., 2018) 
นอกจากน้ีการติดเช้ือ EHP อาจเกิดจากการเล้ียงในบ่อดิน (horizontal transmission) ดังน้ัน การลด
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การปนเปื้อนเช้ือราจึงต้องอาศัยการบ าบัดน้ าด้วยคลอรีน หรือโพแทสเซียมเปอร์แมงการเนต (ความ
เข้มข้น 15 พีพีเอ็ม) หรือการปรับความเป็นด่างของน้ าทะเลให้ได้ pH 11 (Aldama-Cano et al., 2018) 
แต่วิธีการบ าบัดน้ าจ านวนมากท าให้เกิดการสะสมสารเคมีในตะกอนดิน และเพ่ิมค่าใช้จ่ายของเกษตรกร
ท าให้ได้ผลก าไรลดลง ในทางปฏิบัติวิธีน้ีจึงไม่เป็นที่นิยมใช้ จึงจ าเป็นต้องหาวิธีการอ่ืนที่สามารถลดความ
เสียหายของกุ้งที่ติดเช้ือ EHP และจากข้อเท็จจริงที่ว่าเช้ือรา EHP ไม่มีไมโทคอนเดรียจึงไม่สามารถสร้าง 
ATP ได้ ท าให้ต้องใช้ ATP จากเซลล์เจ้าบ้าน หากสามารถกระตุ้นการสร้าง ATP ของเซลล์เจ้าบ้านให้
เพ่ิมขึ้น เพ่ือให้เซลล์เจ้าบ้านสามารถเติบโตได้เป็นปกติ ร่วมกับการจัดการน้ าและส่ิงแวดล้อมไม่ให้มีการ
ปนเปื้อนเช้ือรา ด้วยวิธีการน้ีอาจจะช่วยลดความเสียหายที่เกิดจากเช้ือ EHP ลงได้ 

5-อะมิโนลีวูลินิก (5-ALA) เป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญส าหรับการสังเคราะห์ฮีม (haem) ซ่ึง
ฮีมเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของโปรตีนหลายชนิด (haemoprotein) เช่น ฮีโมโกลบินและฮีโมไซยานินที่
อยู่ในน้ าเลือดท าหน้าที่ช่วยจับออกซิเจน และฮีมยังเป็นองค์ประกอบของไซโตโครมที่เก่ียวข้องกับ
กระบวนการสร้าง ATP ที่เกิดจากขั้นตอนการขนส่งอิเลคตรอน (electron transport chain) ในการ
หายใจแบบใช้ออกซิเจน แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิต 5-ALA ภายในเซลล์โดยใช้สารตั้งต้น succinyl 
CoA และ glycine (Fujii et al., 2017) 5-ALA สามารถกระตุ้นการท างานของไซโตโครมในกระบวนการ
หายใจของเซลล์ ส่งผลให้เกิดการสร้าง ATP ภายในเซลล์ตับเพ่ิมขึ้น (Möbius et al., 2010)  เมื่อกุ้งติด
เช้ือ EHP เซลล์จะถูกเช้ือราดึงเอา ATP ไปใช้ หากสามารถเพ่ิมการสร้าง ATP ของตับกุ้งด้วยการเสริม 5-
ALA ในอาหารกุ้ง อาจช่วยลดผลกระทบจากการที่กุ้งโตช้าเน่ืองจากสูญเสีย ATP และส่งเสริมภูมิคุ้ม กัน
ภายในของกุ้งต่อเช้ือก่อโรค มีรายงานวิจัยพบว่า การเสริม 5-ALA ช่วยกระตุ้นการสร้างโปรตีนต้านต่อจุลิ
นชีพให้เพ่ิมขึ้น และลดอาการตายด่วนที่เกิดจากโรค acute hepatopancreatic necrosis disease 
(AHPND) ที่มีสาเหตุจากแบคที เรีย Vibrio parahaemolyticus (Pedrosa-Gerasmio et al. 2018; 
2019) นอกจากน้ีพบว่าการเสริมอาหารกุ้งขาวด้วย 5-ALA ส่งเสริมจ านวนประชากรแบคทีเรียที่เป็น
ประโยชน์ในระบบทางเดินอาหารของกุ้งขาว (Pedrosa-Gerasmio et al., 2020) จึงเป็นไปได้ว่าการเสริม 
5-ALA จะช่วยลดการเกิดโรคขี้ขาวในกุ้งที่ติดเช้ือซ้ าเติมได้ งานวิจัยยังพบว่า 5-ALA กระตุ้นยีนที่เก่ียวข้อง
กับการลอกคราบให้มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น (Pedrosa-Gerasmio et al. 2018; 2019) ซ่ึงกุ้งที่ติดเช้ือ 
EHP ท าให้กุ้งตายเน่ืองจากกระบวนการลอกคราบของกุ้งผิดปกติ เกิดจากความไม่สมดุลของฮอร์โมน และ
ระดับเกลือแร่ภายในเซลล์ เช่น แคลเซียม แมกนีเซียม และคาร์บอเนต ซ่ึงส่งผลต่อกลไกในระดับเซลล์ 
จากหลักการและเหตุผลที่กล่าวมาจึงน ามาสู่หัวข้อของงานวิจัยในคร้ังน้ี 

 
1.2 การตรวจเอกสาร 
1. กุ้งขาวแวนนาไม 

กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เป็นกุ้งทะเลชนิดหน่ึงที่พบได้ทั่วไปใน
บริเวณชายฝ่ังมหาสมุทรแปซิฟิคตะวันออก จากตอนเหนือของประเทศเม็กซิโกจนถึงตอนเหนือของเปรู 
กุ้งขาวแวนนาไมเป็นกุ้งทะเลที่ประเทศไทยน าเข้ามาเพ่ือใช้เล้ียงทดแทนกุ้งกุลาด าที่ประสบปัญหาโรค
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ระบาดและโตช้า ปัจจุบันเกษตรกรไทยเปล่ียนมาเล้ียงกุ้งขาวแวนาไมแทนกุ้งกุลาด าแล้วเกือบ 100 
เปอร์เซ็นต์  ในปี  2563 ประเทศไทยมีการส่งออกกุ้งขาวแวนาไม เท่ากับ 114,398.93 ตัน มูลค่า 
34,096.17 ล้านบาท หรือ 76.53 เปอร์เซ็นต์ และ 76.68 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณและมูลค่าการส่งออกกุ้ง
ทะเลทั้งหมด ตามล าดับ โดยประเทศไทยมีตลาดหลักส่งออกอยู่ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา ญี่ปุ่น จีน เกาหลี
ใต้ (จิตรลดา, 2563)   

กุ้ งขาวแวนนาไม  ( Pacific white shrimp)  ช่ื อวิ ท ยาศ าสต ร์ว่ า  Litopenaeus 
vannamei การจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธาน มีดังน้ี Order: Decapoda Class: Crustacea Suborder: 
Natantia Family: Penaeidae Genus: Litopenaeus Species: vannamei กุ้งขาวแวนนาไม ล าตัว
มี 8 ปล้องสีขาว อกใหญ่เคล่ือนไหวรวดเร็ว ส่วนหัวมี 1 ปล้อง มีกรียาวประมาณ 0.8 เท่าของความยาว
เปลือกหัวสันกรีสูง ปลายกรีแคบ ส่วนของกรีมีลักษณะเป็นสามเหล่ียมมีสีแดงอมน้ าตาล กรีด้านบนมี 8 
ฟันกรีด้านล่างมี 2 ฟัน เปลือกหัวสีขาวอมชมพูถึงแดง มีหนวดสีแดงยาว 2 เส้น ขาเดินมีสีขาว มีขาว่ายน้ า 
5 คู่มีสีขาวข้างในที่หลายมีสีแดง ส่วนหางมี 1 ปล้อง ปลายหางมีสีแดงเข้ม แพนหางมี 4 ใบ และ 1 กรี
หาง (ภาพที่ 1) หากินได้ทุกระดับความลึกของน้ า ลอกคราบเร็วทุก ๆ สัปดาห์ ไม่หมกตัว ชอบน้ ากระด้าง
ที่มีความ มีนิสัยที่ไวต่อการเปล่ียนแปลงสภาวะของน้ าในบ่อเพาะเล้ียง ตื่นตกใจง่าย เป็นกุ้งที่เล้ียงได้ทั้งใน
ระบบธรรมชาติ และระบบก่ึงหนาแน่นโดยมีระดับน้ าประมาณ 1.0-1.5 เมตร (สมพร, 2552) 
 

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะกุ้งขาวแวนนาไม 
ที่มา: Dugassa and Gaetan (2018)  

ลักษณะเฉพาะของกุ้งชนิดน้ีที่สังเกตเห็นเด่นชัด คือล าตัวขาวใส เปลือก (exoskeleton) 
ไม่มี สีและใส (colorless and transparent) ขาเดิน (walking legs) มี สีขาว ปลายหางสีแดง กรี  
(rostrum) มีฟันด้านบน 8 ซ่ี และด้านล่าง 2 ซ่ี ความยาวของกรีจะยาวกว่าลูกตาไม่มากนัก (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2 ลักษณะทั่วไปของกุ้งขาว Litopenaeus vannamei a) แสดงลักษณะกรี (rostrum) มีฟัน
ด้านบน 8 ซ่ี และด้านล่าง 2 ซ่ี มีปลายหางสีแดง เปลือก (exoskeleton) ไม่มีสีและใส b) แสดงลักษณะ
ขาเดิน (walking legs) มีสีขาว 
ที่มา: นิรอยฮานนะห์ (2563) 

อวัยวะหน่ึงที่ส าคัญมากในกุ้งขาว และในกุ้งทุกชนิด คือ  ตับ (hepatopancreas)  
อวัยวะน้ีมีหน้าที่ส าคัญในการ (1) สร้างน้ าย่อย หรือ enzyme เพ่ือย่อยอาหาร  (2) สะสมอาหารที่ย่อย
แล้ว  (3) สร้าง hemocyanin ซ่ึงเป็น protein ที่ใช้ในการ “ขนส่ง” oxygen ไปยังเซลล์ต่าง ๆ ทั่ว
ร่างกาย  (4) สร้าง vitellin เพ่ือส่งไปที่ oocytes ในรังไข่ (ovary) ส าหรับแม่กุ้งในขณะที่ก าลังสร้างความ
สมบูรณ์ของรังไข่ (ovarian maturation)  (5) สร้างสารที่เป็นภูมิคุ้มกันให้แก่กุ้ง  และ (6) หน้าที่อ่ืน ๆ ที่
ยังคงต้องศึกษาต่อไป ตับกุ้งน้ียังเป็นอวัยวะที่เป็นอวัยวะเป้าหมาย (target organ) ของเช้ือโรคต่าง ๆ  
ของกุ้ง  ดังน้ันการตรวจสอบความผิดปกติของตับจึงเป็นเร่ืองส าคัญในการเพาะเล้ียงกุ้ง  วิธีการตรวจสอบ
ที่มีอยู่ในปัจจุบัน และที่เป็นการตรวจสอบที่สามารถท าได้จริงในเชิงปฏิบัติ (practical method) คือการ
ตรวจทางเน้ือเยื่อวิทยา (histology) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา ( light microscope, LM) และการ
ตรวจด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR)    

จากการศึกษาทางเน้ือเยื่อวิทยาเซลล์ตับของกุ้งที่ท ามานานกว่า 50 ปีน้ัน พบว่าอวัยวะน้ี
ประกอบด้วยท่อเล็ก ๆ (tubule) ที่แตกแขนงออกไปมากมายและขดรวมกันเป็นก้อนกลม  โดยพ้ืนฐาน
ทางเน้ือเยื่อวิทยาของตับจึงประกอบด้วย epithelial cells ที่ล้อมรอบ lumen และอีกด้านหน่ึงของ 
epithelial cells คือ basement membrane ที่แยก epithelial cells ออกจาก hemolymph  ใน 
epithelial cells มี เซลล์ชนิดต่าง ๆ อยู่  5 ชนิด คือ E-cell (embryonic cell) , R-cell (resorptive 
cell), B-cell (blister-like cell), F-cell (fibrillar cell) และ M-cell (Midget cell) (Hu et al., 2007; 
Nunes et al., 2014)  หน้าที่ของเซลล์แต่ละชนิดน้ัน ยังมีการถกเถียงกันอยู่ในกลุ่มนักวิจัย  ส่ิงที่ค่อนข้าง
แน่ใจคือ E-cell เป็นเซลล์ต้นแบบที่สามารถแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวนเพ่ือทดแทนเซลล์ชนิดอ่ืน ๆ ที่ตายไปได้ 
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จึงเป็นเซลล์ที่พบการแบ่งตัวแบบ mitosis ได้มาก คือมี mitotic figure สูง และรวมกันอยู่ในบริเวณ
ปลาย ๆ ของ epithelial tubules (distal part) และ R-cell เป็นเซลล์ที่มีไว้สะสมสารอาหารที่ดูดซึมได้ 
ดังน้ัน จึงมักจะเห็นแวคิวโอล (vacuole) ขนาดเล็กจ านวนมากภายในเซลล์ นักวิชาการทางด้านกุ้งหลาย
ท่านมักจะเรียกให้เข้าใจง่าย ๆ ว่าเม็ดไขมัน  แต่ความจริงจะเป็นสารอาหารต่าง ๆ ซ่ึงมีทั้งไขมัน โปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต และอ่ืน ๆ อยู่ด้วย  ส่วนที่มีการถกเถียงกันอยู่คือหน้าที่ของเซลล์อีกสามชนิดที่เหลือ  Hu 
และ Leung (2007) พบว่า F- และ B-cell เป็นเซลล์ชนิดเดียวกัน แม้ว่าจะมีลักษณะที่ต่างกันทาง 
histology  กล่าวคือ F-cell เป็นเซลล์ที่มีการสังเคราะห์เอนไซม์ย่อยอาหารและโปรตีนในเลือดที่เก่ียวข้อง
กับการขนส่งออกซิเจน และภูมิคุ้มกันซ่ึงมีความเก่ียวช้องกับฮีโมไซยานิน มีลักษณะเป็นเซลล์ที่ มี  
cytoplasm เป็นสี basophilic ทึบไปหมด ขณะที่ B-cell เป็นเซลล์ที่มี vacuole ขนาดใหญ่เพียงหน่ึง 
vacuole อยู่ใน cytoplasm  ท าหน้าที่สังเคราะห์และหล่ังเอนไซม์  แต่พบว่าเซลล์ทั้งสองชนิด น้ันมี  
cathepsin L ซ่ึ ง เป็ น  protease อยู่ ม าก โ ด ยที่  F-cell มี  rough endoplasmic reticulum ใ น 
cytoplasm ที่ท าหน้าที่สร้าง protein และในกรณีน้ีคือสร้าง cathepsin L ซ่ึงจะสะสมมากขึ้นใน 
vacuole กลายเป็น B-cell ซ่ึงจะหลุดออกจาก epithelial tubule และเข้าไปใน lumen เพ่ือให้  
cathepsin L ย่อย protein ที่กุ้งกินเข้าไป  เรียกลักษณะการ “ปล่อย” enzyme หรือ secretory 
product ออกนอกเซลล์แบบหลุดออกไปทั้งเซลล์น้ีว่า holocrine secretion  ส่วนหน้าที่ของ M-cell 
น้ัน ยังไม่ทราบแน่ชัด เน่ืองจากเป็น cell ขนาดเล็กที่คล้ายกับ E-cell แต่อยู่ใกล้มาทาง basement 
membrane มากกว่า lumen จึงคาดว่าน่าจะท าหน้าที่ด้านการสร้าง vitellogenin หรือ hemocyanin 
หรือสารอ่ืน ๆ มากกว่า  F- และ M-cell มีลักษณะที่คล้ายกัน คือมี basophilic cytoplasm และไม่มี 
vacuole แต่ F-cell มีรูปร่างคล้ายกระสวยและอยู่ชิดกับ lumen ขณะที่ M-cell มีรูปร่างกลมหรือ
ส่ีเหล่ียม และอยู่ใกล้ basement membrane (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3 จุลกายวิภาค (histology) ของ hepatopancreas ของกุ้ง A) ภาพถ่ายตามแนวยาวของท่อตับ
และเซลล์ชนิดต่าง ๆ E, B, F, M และ R-cell ที่ย้อมด้วย  periodic acid Schiff (PAS) ร่วมกับ  alcian 
blue staining B) ภาพถ่ายตามแนวขวางของท่อที่ย้อมสีด้วย H&E B-cell มีแวคิวโอลขนาดใหญ่กินพ้ืนที่
ใหญ่ของไซโตพลาสซึม และ R-cell ที่มีรูปร่างแบบปริซึมและไซโตพลาสซึมย้อมติดสี acidophilic C) M-
cell เซลล์มีรูปร่างเป็นสามเหล่ียม ตรงกลางเป็นนิวเคลียสโดยไซโตพลาสซึมย้อมติดสี basophils D) F-
cell ไซโตพลาสซึมย้อมติดสี basophils สีเข้มข้นอยู่บริเวณ basement membrane ยาวไปถึงส่วนของ
ท่อลูเมน E) E-cell มีนิวเคลียสขนาดใหญ่กินพ้ืนที่ส่วนใหญ่ของไซโตพลาสซึม  
ที่มา: Silva et al. (2018) 
 
2. โรคกุ้งและสาเหตุเช้ือกอ่โรค 

เช้ือโรคที่เกิดในกุ้งทะเลมีหลายชนิด ได้แก่ ไวรัส แบคทีเรีย รา และปรสิต (ตารางที่ 1)  
เช้ือโรคบางชนิดส่งผลท าให้กุ้งตายเป็นจ านวนมาก (mass mortality) ในระยะเวลาอันส้ันภายใน 1 
สัปดาห์ ได้แก่ โรคตัวแดงดวงขาว (white-spot disease, WSD) โรคหัวเหลือง (yellow-head disease, 
YHD)  โ รคต ายด่ วน ( early mortality syndrome, EMS)  ห รือที่ เ รี ยก เป็ นทา ง กา รว่ า  acute 
hepatopancreatic necrosis disease (AHPND)  โรคบางชนิดท าให้กุ้งโตช้า เช่น โรคติดเช้ือไวรัสแหลม
สิงห์ (Laem-Singh virus, LSNV) โรคติดเช้ือราชนิด Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) หรือ 
microsporidian hepatopancreastitis โรคขี้ขาว (white-feces disease, WFD) โรคติดเช้ือ infectious 
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hypodermal and haematopoietic necrosis virus ( IHHNV)   โ รคติ ด เ ช้ื อ  Penaeus monodon 
densovirus (PmDNV) และโรคติดเช้ือ Monodon baculovirus (MBV)  ส าหรับโรคติดเช้ือ EHP น้ัน
นอกจากจะท าให้กุ้งโตช้าแล้วยังทยอยตายอีกด้วย  ส่วนโรคติดเช้ือ IHHNV ท าให้กุ้งขาว L. vannamei มี
ลักษณะพิการและโตช้า กุ้งไม่ตาย แต่ท าให้กุ้งทะเลชนิด L. stylirostris ตายอย่างเฉียบพลัน แต่โรคน้ีกลับ
ไม่สร้างปัญหาที่เด่นชัดต่อกุ้งกุลาด า ดังน้ันผลเสียจากการติดเช้ือโรคของกุ้งทะเลน้ันจึงขึ้นอยู่กับชนิดของ
กุ้งด้วย ปัญหาการเพาะเล้ียงกุ้งทะเลในประเทศไทยในปัจจุบัน (พ.ศ. 2563) คือการเป็นโรคตัวแดงดวง
ขาว ตามด้วยการโตช้าที่เกิดจากการติดเช้ือ EHP รวมทั้งการเป็นโรคขี้ขาว ซ่ึงอาจจะเกิดจากการติดเช้ือ 
EHP และมีการติดเช้ือ Vibrio spp. อ่ืนร่วมด้วย (Tang et al., 2016)  นอกจากในประเทศไทยแล้ว ยังมี
รายงานของการติดเช้ือ EHP และสร้างความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งในหลายประเทศ 
เช่น ในประเทศจีน เวียดนาม อินเดีย มาเลเซีย อินโดนีเซีย  

ตารางที่ 1 โรคที่ส าคัญและเช้ือก่อโรคในกุ้งทะเลโดยเฉพาะอย่างยิ่งที่เป็นกุ้งเพาะเล้ียง (farmed shrimp) 

เช้ือก่อโรค ช่ือโรคที่เรียกกันทั่วไป 
ไวรัส  
White-spot syndrome virus (WSSV) โรคตัวแดงดวงขาว (White-spot disease) 
Yellow-head virus (YHV) โรคหัวเหลือง (Yellow-head disease) 
Infectious hypodermal and haematopoietic 
necrosis virus (IHHNV)  

Runt-deformity syndrome 

P. monodon densovirus (PmDNV)   
Monodon baculovirus (MBV)   
แบคทเีรีย   
Vibrio harveyi and Vibrio spp.  โรคตับอักเสบ โรคเรืองแสงในตับ 
Vibrio parahaemolyticus ชนิดสร้าง พิษท าลายตับ  Acute hepatopancreatic necrosis disease 

(AHPND) หรือ early mortality syndrome 
(EMS)  

รา   
Enterocytozoon hepatopanaei (EHP)  อาจเป็นสาเหตุส่วนหน่ึงของโรคขี้ขาว  
ปรสติ   
Gregarine  โรคพยาธิกรีการีน  

ที่มา: ดัดแปลงจาก นิรอยฮานนะห์ (2563) 
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3. เช้ือรา Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)  
เ ช้ื อ  EHP น้ีจั ด อยู่ ใ น  Phylum Microspora, Class Microsporea, Order Micro-

sporida, Suborder Apansporobltina, Family Enterocytozoonidae, Genus Enterocytozoon  
ในระยะแรก มีความสับสนอยู่บ้างในการจัดกลุ่มของ phylum น้ี โดยก่อนหน้าน้ีถูกจัดอยู่ในกลุ่มโปรโตซัว 
(protozoa) เช้ือราในไฟลัม Microsporidia บางชนิดสามารถเข้าสู่ระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ได้ 
โดยเฉพาะผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง เช่น Enterocytozoon bieneusi สามารถเขา้สู่ระบบทางเดินอาหาร
ของผู้ป่วยโรคเอดส์ หรือโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง (acquired immunodeficiency syndrome : AIDS) E. 
bieneusi มีสารพันธุกรรมที่คล้ายคลึงกับเช้ือ Enterospora canceri ที่พบในปู เช้ือราในไฟลัมน้ีมีสาร
พันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอเกลียวคู่ (double stranded DNA: dsDNA) และมี 18s rDNA ที่คล้าย ๆ กัน จาก
การวิเคราะห์ล าดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) จึงจัดเช้ือ EHP น้ีอยู่ในกลุ่มของเช้ือรา หรือ fungus 
(Vossbrinck and Debrunner- Vossbrinck, 2005) มีรายงานการติดเช้ือ EHP คร้ังแรกเป็นการติดเช้ือ
ในกุ้งกุลาด า P. monodon ในประเทศมาเลเซีย ในปี พ.ศ. 2532 (Anderson et al., 1989) และต่อมา
ในกุ้งคุรุมา Marsupenaeus japonicus ในประเทศออสเตรเลีย ในปี พ.ศ. 2544 (Hudson et al., 
2001) ส าหรับในประเทศไทยได้พบการติด เช้ื อ EHP ค ร้ังแรกในกุ้ ง กุลาด าใ นปี  พ.ศ . 2547 
(Chayaburakul et al., 2004)  

ในปี พ.ศ. 2552-2553 ได้เกิดการระบาดของโรคขี้ขาวในกุ้งขาว L. vannamei ใน
ประเทศไทยและในประเทศต่าง ๆ ที่เพาะเล้ียงกุ้งขาว และต่อมาก็พบในกุ้งกุลาด าด้วย  ตัวอย่างกุ้งที่เป็น
โรคขี้ขาวที่รายงาน พบว่าทุกตัวมีการติดเช้ือ EHP ในปริมาณมาก และยังพบสปอร์ของ EHP ในขี้กุ้งที่เป็น
สีขาวลอยอยู่บนผิวน้ าอีกด้วย (Tang et al., 2016)  ดังน้ัน จึงเป็นไปได้ว่า โรคขี้ขาวเกิดจากการติดเช้ือ 
EHP และส่วนที่เป็นสีขาวน้ันเป็นสปอร์ของ EHP และช้ินส่วนของเน้ือเยื่อและเซลล์ของตับของกุ้งที่ถูก 
EHP ท าลายและขับออกมาทางล าไส้  อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาในห้องปฏิบัติการไม่พบว่าเช้ือ EHP 
ส่งผลท าให้กุ้งตายหรือเกิดอาการขี้ขาวแต่อย่างใด (Tangprasittipap et al., 2013)  ดังน้ัน จึงเกิด
สมมุติฐานขึ้นมาว่าโรคขี้ขาวอาจจะเกิดจากการที่กุ้งติดเช้ือ EHP และมีการติดเช้ือ Vibrio spp. ซ้ าเติม 
คือมี superimposed bacterial infection และหากไม่มีการติดเช้ือซ้ าเติม กุ้งที่ติดเช้ือ EHP อย่างเดียว
อาจจะไม่เป็นโรคขี้ขาว อย่างไรก็ตาม การติดเช้ือ EHP ในกุ้งที่เพาะเล้ียงน้ันได้สร้างปัญหาให้แก่เกษตรกร
อย่างมาก เพราะการโตช้าของกุ้งเป็นการสูญเสียค่าใช้จ่ายโดยไม่มีผลตอบแทนกลับมาอย่างคุ้มค่า 
เกษตรกรที่ประสบปัญหาโรคขี้ขาวในกุ้งน้ีมักต้องจับกุ้งขายก่อนเวลาอันควรเพ่ือไม่ให้ขาดทุน  

เช้ือรา EHP เป็นเช้ือราที่จ าต้องอาศัยอยู่ภายในเซลล์ (obligate intracellular fungi) 
และมีลักษณะพิเศษคือไม่มีไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ดังน้ันจึงต้องอาศัยพลังงานที่ผลิตจากไมโท
คอนเดรียของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) เช้ือราในไฟลัม Microsporidia น้ีก่อให้เกิดโรคในเซลล์ของ
ส่ิงมีชีวิตที่ประกอบด้วยเซลล์ที่มีลักษณะสมบูรณ์ (eukaryotic animals) ที่มีและไม่มีกระดูกสันหลัง 
(Didier, 2004) เมื่อดูลักษณะทางสัณฐานเน้ือเยื่อวิทยาของเซลล์ตับที่ติดเช้ือ EHP จะพบว่าเซลล์หลาย
ชนิดของตับมีสปอร์ของ EHP เป็นเม็ดเล็กๆ (granules) ที่มีสีค่อนไปทางสีชมพู (acidophilic) และอยู่ใน
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ไซโทพลาส (cytoplasm) (ภาพที่ 4) บางเซลล์จะพบ basophilic inclusions ขนาดใหญ่อยู่ภายในไซ
โทพลาสซึม น่ันคือลักษณะของ EHP ที่พัฒนาการขึน้มาหลังจากที่ดีเอ็นเอของ EHP ได้เขา้ไปอาศัยอยู่ใน
เซลล์เจ้าบ้านและเรียกว่ า พลาสโมเดียม (plasmodium) ซ่ึงมีหลายนิวคลีไอ (multi-nuclear 
plasmodium) ต่อมาพลาสโมเดียมจะค่อย ๆ  เปล่ียนรูปร่างไปโดยที่แต่ละนิวเคลียส (nucleus) มีการ
เปล่ียนแปลงไปพร้อมที่จะกลายเป็นสปอร์ เรียกรูปร่างที่เปล่ียนแปลงไปน้ีว่า สปอร์โรบลาส (sporoblast) 
ซ่ึงหมายถึงส่ิงที่จะก าเนิดให้สปอร์ กระบวนการสร้างสปอร์น้ีเรียกว่า สปอร์โรโกนี (sporogony) หลังจาก
น้ันสปอร์แต่ละตัวจะแยกออกคือไม่อยู่ ร่วมกันในสปอร์โรบลาสอีกต่อไป และในที่สุดสปอร์เหล่าน้ันก็จะ
ท าลายเซลล์เจ้าบ้าน และกระจายออกมาเป็นอิสระเพ่ือที่จะเข้าสู่เซลล์อ่ืน ต่อไป หรือหลุดออกมาจากตับ
เข้า สู่ lumen ของตับต่อไปถึงกระเพาะและล า ไส้ของกุ้ง และออกมาพร้อมกับขี้ กุ้งอยู่ ในน้ าและ
ส่ิงแวดล้อมในบ่อกุ้ง หากกุ้งกินสปอร์เหล่าน้ีเขา้ไป สปอร์จะเข้าสู่เซลล์ของตับของกุ้งตัวใหม่ สปอร์ของ
เช้ือมีรูปร่างกลมรีขนาด 0.7-1.1 ไมโครเมตร มีผนัง (envelope) หุ้ม ภายในแต่ละสปอร์น้ันมีลักษณะ 
(structure) ที่เรียกว่า polar tube อยู่ เมื่อสปอร์จะเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน polar tube จะถูกยื่นออกไปแทง
ทะลุผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) แล้วปล่อยสารพันธุกรรม (genetic materials) เข้าไปในไซโตพ
ลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน หลังจากน้ันจะเจริญเป็นพลาสโมเดียม (plasmodium) เป็นวงจรอย่างน้ีต่อไป 
(ภาพที่ 5) 

 

 

ภาพท่ี 4  ลักษณะเน้ือเยื่อตับกุ้งที่พบว่ามีการติดเช้ือ EHP (a) histological section ของตับของกุ้งขาว 
L. vannamei แสดงสปอร์ของ EHP ย้อมสี H&E (b) histological section ของตับของกุ้งขาวแสดง 
plasmodium ของ EHP ย้อมสี H&E (c) semi-thin section ของตับที่แสดงสปอร์และ plasmodium 
ที่ชัดขึ้น ย้อมสี toluidine blue (d) semi-thin section ของตับแสดงสปอร์ที่ขยายใหญ่ขึ้นย้อมด้วยสี 
toluidine blue (e) ภาพถ่าย transmission electron microscope (TEM) แสดง multi-nucleated 
plasmodium (f) TEM แสดง sporoblast และสปอร์ที่อยู่ภายใน (g) TEM แสดง immature spores. 
PV, posterior vacuole; V, vacuole  
ที่มา: Tourtip et al. (2009) 
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ภาพที่ 5 (a) แสดงลักษณะการแตกแขนงของ plasmodium EHP ในไซโทพลาสซึมของเซลล์รอบ
นิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้าน (b) ภาพถ่ายจากสปอร์ของ EHP จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงให้เห็น 
polar tube อยู่เป็นท่อบาง ๆ  (c) ขั้นตอนการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านและการแพร่เช้ือของ EHP  พัฒนาการ
ทุกขั้นตอนของ EHP จะเกิดภายใน vacuole ของเซลล์เจ้าบ้านเป็นรูปแบบที่เรียกว่า parasitophorous 
vacuole 
ที่มา: Thawatchai et al. ( 0220 ) 

4. การตรวจวินิจฉัย EHP  
การตรวจกุ้งที่มีการติดเช้ือ EHP สามารถตรวจได้หลายวิธี เช่น การตรวจด้วยเน้ือเยื่อ

วิทยาและการตรวจด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  
4.1 การตรวจ EHP ด้วยวิธีทางเน้ือเยื่อวิทยา 
การตรวจทางเน้ือเยื่อวิทยาสามารถตรวจการติดเช้ือ EHP ได้ทุกช่วงชีวิตของสปอร์ที่ 

อยู่ภายในตับกุ้ง การตรวจสปอร์และพลาสโมเดียมจะใช้สีย้อมท าให้สังเกตเห็นเม็ดสปอร์และพลาสโม
เดียมล่องลอยอยู่ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับได้ง่ายข้ึน อย่างไรก็ตาม หากกุ้งมีการติดเช้ือปริมาณ
น้อยและด้วยสปอร์มีขนาดเล็ก การตรวจด้วยการย้อมสีสปอร์อาจไม่สามารถตรวจพบการติดเช้ือได้ ซ่ึง
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เป็นข้อจ ากัดของวิธีน้ี อย่างไรก็ตาม การย้อมสีเน้ือเยื่อกุ้งเพ่ือหาเม็ดสปอร์หรือพลาสโมเดียมก็เป็นวิธีที่ง่าย
ต่อเกษตรกรที่ปฏิบัติอยู่หน้าฟาร์มเพาะเล้ียงกุ้ง เกษตรกรสามารถตรวจได้เองเพ่ือประเมินการติดเช้ือ 
EHP ในลูกกุ้ง เรียกกันโดยทั่วไปว่า squash mounts วิธีน้ีใช้ตรวจการติดเช้ือกุ้งในระยะ larvae และ 
post larvae (PL) สามารถตรวจกุ้งได้หลายตัวอย่างในคราวเดียวกัน ท าได้ง่ายไม่ยุ่งยากและไม่เสียเวลา 
โดยน าเน้ือเยื่อตับ กุ้งวางลงบนแผ่นสไลด์ แล้วหยดสารละลายสีย้อม phloxine B ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ หรือสี malechite green หรือ eosin ลงบนตัวอย่างตามด้วยน้ ากล่ันเล็กน้อย หรืออาจใช้
เพียงแค่น้ ากล่ันก็ได้ แต่การใช้สีย้อมจะท าให้สังเกตสปอร์ได้ง่ายข้ึน ปิดแผ่นสไลด์แล้วน าสไลด์ส่องดูภายใต้
กล้องจุลทรรศน์จะสังเกตเห็นสปอร์และพลาสโมเดียม (ภาพที่ 6 a-d ) แต่หากกุ้งมีขนาดใหญ่ขึ้นอยู่ ใน
ระยะ juvenile หรือ adult การท า squash mounts จะน าเน้ือเยื่อตับบดบนแผ่นสไลด์แล้วปิดทับด้วย
แผ่นปิดสไลด์ ท าสไลด์ให้แห้งแล้วย้อมสี hematoxylin และ eosin (H&E) สปอร์และพลาสโมเดียมจะติด
สีม่วงแดง (ภาพที่ 6 e-f) นอกจากน้ี การตรวจการติดเช้ือสามารถเตรียมเน้ือเยื่อตับกุ้งตามวิธีทางพยาธิ
วิทยา (Bell and Lightner, 1988) ด้วยการตรึงเน้ือเยื่อตับในแผ่นพาราฟิล์มตัดให้เป็นแผ่นบางวางบน
สไลด์และย้อมสี H&E น าแผ่นลไลด์ส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือดูโครงสร้างเซลล์ตับ และตรวจหา
ต าแหน่งของสปอร์และพลาสโมเดียมภายในเซลล์ตับ (ภาพที่ 7 a-b) หรืออาจน าเน้ือเยื่อตับที่ถูกต รึงใน
พาราฟิล์มน้ี ส่องดูโครงสร้างเซลล์ตับและระยะการพัฒนาของสปอร์และพลาสโมเดียมด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (transmission electron microscopy, TEM) (ภาพที่ 7 c) ต่อมามี
การพัฒนาสีย้อมสปอร์ชนิด Chormotrope ท าให้สังเกตเห็นเม็ดสปอร์ด้วยหัวขยาย 40x ได้ง่ายข้ึน แต่
จากการศึกษาเปรียบเทียบกับวิธี in situ hybridization (ISH) ที่ใช้การตรวจจับสปอร์ด้วยโพรบ DNA 
(DNA probe) ซ่ึงจ าเพาะกับดีเอ็นเอของ SSU rRNA  (Tangprasittipap et al., 2013; Tang et al., 
2015) พบว่าการตรวจการติดเช้ือด้วย ISH มีความไวมากกว่าสามารถประเมินความรุนแรงของการติดเช้ือ
ได้ ตรวจจับ EHP ได้ในทุกระยะของการพัฒนาตั้งแต่ พลาสโมเดียม สปอโรพลาสโมเดียม สปอโรบลาสต์ 
และสปอร์ และสามารถตรวจพบการติดเช้ือได้แม้จะมีการติดเช้ือในปริมาณน้อย (ภาพที่ 8) อย่างไรก็ตาม 
ISH มีขั้นตอนยุ่งยากซับซ้อนและเหมาะส าหรับใช้ในงานทดลองเพ่ือการวิจัยเท่าน้ันยังไม่เหมาะในระบบ
ฟาร์ม ดังน้ัน จึงต้องมีการพัฒนาแอนติบอดี้ที่จ าเพาะกับรา EHP เพ่ือน ามาพัฒนาการตรวจการติด เช้ือ
ด้วยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ซ่ึงเป็นวิธีที่ง่ายต่อเกษตรกรในฟาร์ม 
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ภาพที่ 6 สปอร์และพลาสโมเดียมของ EHP ในเน้ือเยื่อตับด้วยการท า squash mount (a) ภาพแสดง
ลักษณะของพลาสโมเดียมในไซโตพลาสซึมที่อยู่รอบๆนิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้าน (b) ท า squash 
mount เซลล์ตับย้อมด้วยสี phloxine B จะย้อมติดสีถุงพลาสโมเดียมและนิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้าน (c) 
พลาสโมเดียมที่มีขนาดหนาขึ้น (d) (e) (f) เซลล์ตับบดบนแผ่นสไลด์แล้วย้อมด้วยสี H&E พบสปอร์เกาะ
กลุ่มกันและถุงพลาสโมเดียม 
ที่มา: Chaijarasphong et al. (2021) 
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ภาพที่ 7 เน้ือเยื่อตับกุ้งถูกตรึงบนแผ่นพาราฟิล์ม (a) ย้อมด้วยสี H&E (b) ย้อมด้วยสี toluidine blue พบ
สปอร์ EHP และพลาสโมเดียม (c) ภาพถ่ายจากกล่อง TEM พบการพัฒนาของสปอร์ระยะต่างๆ  
ที่มา: Chaijarasphong et al. (2021) 

 
 
ภาพที่ 8  เน้ือเยื่อที่ติดเช้ือ EHP ย้อมด้วยวิธี Chromotrope (ซ้าย) พบเม็ดสปอร์ซ่ึงมีการติดเช้ือน้อย 
เปรียบเทียบกับการตรวจด้วยวิธี ISH (ขวา) พบการติดเช้ือรุนแรง 
ที่มา: Chaijarasphong et al. (2021) 
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4.2 การตรวจ EHP ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  
แม้ว่าการตรวจกุ้งที่ติดเช้ือ EHP ด้วยกล้องจุลทรรศน์จะเป็นวิธีที่รวดเร็วและง่ายแต่ 

เป็นวิธีที่ไม่แนะน าให้ปฏิบัติส าหรับกุ้งระยะ juvenile และระยะอ่ืนๆ การตรวจการติดเช้ือ EHP ด้วยวิธี
ชีวโมเลกุลมีรายงานด้วยกันหลายวิธี ซ่ึงเป็นการตรวจระดับดีเอ็นเอโดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงการใช้
วิธีน้ีมีความไวสูงและมีความจ าเพาะต่อเช้ือโรค รวมถึงมีขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างง่ายกว่าการเตรียม
ตัวอย่างทางเน้ือเยื่อวิทยา สามารถสรุปการตรวจเช้ือ EHP ด้วยวิธีต่างๆ ซ่ึงแต่ละวิธีมีความไว 
(sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) ความสะดวกในการน ามาใช้งาน (accessibility) และปริมาณที่
ตรวจจับ (quantitative) ดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบวิธีการวินิจฉัยโรคติดเช้ือ EHP ด้วยวิธีการทางชีวโมเลกุล  

Method Sensitivity Specificity Accessibility Quantitative 
Clinical methods      
      light microscopy D C B C 
      In situ hybridization C B D B 
Molecular technique     
      One-step PCR B B (SSU-rRNA) C C 
       Nested PCR A A (SWP) C B 
       LAMP A B (SSU-rRNA) A C 
       qPCR A B (SSU-rRNA) D A 

  หมายเหตุ ค่าคะแนน A-D : A; Best และ D; Worst 
  ที่มา: ดัดแปลงจาก Chaijarasphong et al. (2021) 

การตรวจกุ้งที่ติดเช้ือด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) เป็นวิธีมาตรฐาน 
ได้รับการยอมรับของ World Organization for Animal Health (OIE, 2019) ซ่ึงการตรวจการติดเช้ือ 
EHP ด้วย PCR มีหลายแบบ เช่น one-step PCR (Tang et al., 2015; Tourtip et al., 2009) nested 
PCR (Jareonlak et al., 2016; Tangprasittipap et al., 2013) และ multiplex PCR ซ่ึงสามารถตรวจ
การติดเช้ือ EHP และเช้ือโรคกุ้งชนิดอ่ืนพร้อมกัน (Koiwai et al., 2018) การท า one-step PCR เป็นวิธี
ที่ง่ายใช้ไพรเมอร์คู่เดียวในการท าปฏิกิริยา แต่มีข้อจ ากัดตรงที่ต้องมีจ านวนดีเอ็นเอ ของเช้ือโรคเร่ิ มต้น
ในช่วง 1,000-10,000 copy ต่อปฏิกิริยา และไม่สามารถตรวจการติดเช้ือในระยะที่เป็นพาหะเน่ืองจากมี
ปริมาณเช้ือน้อย ส่วน nested PCR ใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ มีความไวมากกว่า one-step PCR เพ่ิมขึ้น 10 เท่า 
สามารถตรวจโรคได้แม้มีเช้ือปริมาณต่ าจะตรวจพบเช้ือที่ 10 copy ต่อปฏิกิริยา (Jareonlak et al., 
2016; Tangprasittipap et al., 2013) นอกจากน้ี nested PCR สามารถบอกความรุนแรงของการติด
เช้ือได้ หากมีการติดเช้ือรุนแรงผลการตรวจจะพบแบนที่จ าเพาะต่อเช้ือในปฏิกิริยารอบแรกและรอบที่ 2 
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แต่หากมีการติดเช้ือน้อยจะพบแถบแบนดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวในปฏิกิริยารอบที่ 2 เท่าน้ัน แม้ว่าการ
ตรวจการติดเช้ือด้วยปฏิกิริยา PCR จะมีความแม่นย าและน่าเช่ือถือ แต่อาจให้ผลที่ผิดพลาดได้หากยีนที่ใช้
ในการออกแบบไพรเมอร์มีความเหมือนกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนที่มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม ยีนบริเวณ SSU-
rRNA  มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเหมือนมากในสปีชีส์เดียวกัน และมีความแตกต่างเพียงพอในการ
น ามาจัดจ าแนกส่ิงมีชีวิตในระดับสปีชีส์ จึงมักถูกใช้ในการท า PCR เพ่ือใช้ในการจัดจ าแนกสปีชีส์และ
ตรวจการติดเช้ือก่อโรค การตรวจการติดเช้ือ EHP ในช่วงแรกจึงใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจาก SSU-rRNA 
แต่เมื่อมีการน าล าดับยีนมาเปรียบเทียบความเหมือน (multiple sequence alignment) พบว่าบริเวณ 
annealing site ที่ใช้ออกแบบไพรเมอร์มีความเหมือนกันมากเมื่อเปรียบเทียบรกันระหว่างราทะเลกลุ่ม 
aquatic microsporidian ให้ความเหมือน 68-90%  ดังน้ันไพรเมอร์ SSU-rRNA ที่ใช้ตรวจการติดเช้ือ 
EHP สามารถจั บ กับดี เ อ็น เอของราทะเล  aquatic microsporidian ที่ มี ค ว าม ใก ล้ ชิด กัน เ ช่น 
Enterospora canceri (Stentiford et al., 2007) และ Hepatospora eriocheir (Jaroenlak et al., 
2016; Stentiford et al., 2011) ท าให้ SSU-rRNA ไม่เหมาะในการท ามาตรวจเช้ือ EHP ในขี้กุ้ง อาหาร 
น้ าในบ่อเล้ียง ซ่ึงอาจมีรากลุ่ม microsporidian ปนเปื้อนอยู่ ต่อมามีการออกแบบไพรเมอร์จากยีนที่
จ าเพาะกับ spore wall protein (EhSWP1) ซ่ึงมีล าดับเบสจ าเพาะต่อเช้ือ EHP และ ปฏิกิริยา nested 
PCR (SWP-PCR) สามารถแยกความแตกต่างของรากลุ่ม microsporidian ที่มีความใกล้ชิดกันออกจาก
กันได้ และปฏิกิริยามีความไวที่ 10 copy ต่อปฏิกิริยา ไพรเมอร์มีความไวสูงเมื่อน ามาตรวจการติด เช้ือ
ของกุ้งในฟาร์มเล้ียง การตรวจ EHP ด้วย SWP-PCR จึงสามารถประเมินระดับความรุนแรงของการติด
เช้ือได้ (ภาพที่ 9)  

การวัดปริมาณเช้ือ EHP (EHP quantitative) ด้วยเทคนิค real-time PCR (qPCR) 
สามารถใช้ประเมินความรุนแรงและการแพร่ระบาดของการติดเช้ือ การตรวจด้วย qPCR จะใช้สี SYBR-
Green I fluorescence และ TaqMan probe ซ่ึงสามารถตรวจจับเช้ือได้ 83 และ 40 copy ตามล าดับ 
และพบความสัมพันธ์แบบแปลผกผันของปริมาณเช้ือที่ลดลงเมื่อมีน้ าหนักตัวกุ้งเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม การ
ตรวจการติดเช้ือด้วย qPCR มีค่าใช้จ่ายสูง เน่ืองจากเคร่ืองมือ สารเคมี และน้ ายาที่ใช้วิเคราะห์มีราคาแพง 
และถงึต้องการการดูแลและการเก็บรักษาที่ดี รวมถึงผู้ปฏิบัติงานต้องมีความรู้และความเช่ียวชาญด้านชีว
โมเลกุล ท าให้การตรวจการติดเช้ือ EHP ด้วย qPCR จึงใช้เฉพาะการวิจัยในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 9 เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) ของการตรวจเช้ือ EHP ด้วยวิธี nested PCR (a) 
ความไวของไพรเมอร์ SSU และ SWP ในการตรวจเช้ือ EHP และ (b) การตรวจการติดเช้ือ EHP ในตัวอย่าง
กุ้งจากฟาร์มเล้ียงด้วยวิธี nested PCR เปรียบเทียบระหว่างไพรเมอร์ SSU และ SWP โดยใช้ไพรเมอร์ 
housekeeping gene actin เป็น internal control. M, markers; +ve, positive control; -ve, 
negative control  
ที่มา:  Jaroenlak et al. (2016) 
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5. ระบบภูมิคุ้มกันในกุ้ง (shrimp immune system) 
ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งเป็นระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด ( innate immunity) โดยที่

กุ้งไม่สามารถจดจ าความแตกต่างของส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพต่างๆ ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ไม่มีระบบ
ภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นภายหลัง (adaptive immunity) และการตอบสนองเมื่อติดเช้ือคร้ังถัดมาจะเกิดขึ้นใน
ลักษณะเดิม การท างานของระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งอาศัยการตอบสนองของเซลล์และการตอบสนองโดย
การหล่ังสารน้ า เมื่อเกิดการติดเช้ือ ระบบภูมิคุ้มกันจะใช้ตัวรับในกลุ่ม pattern recognition receptors 
(PRRs) จับกับโมเลกุลของเช้ือโรคในกลุ่ม pathogen associated molecular pattern (PAMs) ท าให้
เกิดการส่ือสารภายในเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง เกิดการสร้างสารที่ไปยับยั้งเช้ือโรค และกระตุ้นการเก็บกินส่ิง
แปลกปลอมต่อไป เซลล์เม็ดเลือดกุ้ง เรียกว่า hemocytes นอกจากจะท าหน้าที่ในการขนส่งออกซิเจน
แล้ว ยังท าหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกันอีกด้วย โดยกุ้งมีกลไกการป้องกันตนเองจากส่ิงแปลกปลอมหรือ 
สาเหตุที่ก่อให้เกิดโรคโดยมีเม็ดเลือดเป็นศูนย์กลางการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่ส าคัญ ซ่ึงสามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 กลไก คือ  

5.1 กลไกการป้องกันตนเองโดยโครงสร้างภายนอกของร่างกาย (external defense 
mechanism)  

กุ้งมีโครงสร้างแข็งภายนอก (exoskeleton structure) ซ่ึงเป็นสารพวก chitin และ 
chitosan โดยบริเวณเน้ือเยื่อภายใต้โครงสร้างปกคลุมที่เรียกว่าเปลือก จะมีเซลล์ที่ท าหน้าที่ในการสร้าง 
สารเมือก (mucopolysaccharide หรือ mucous) และหล่ังสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรที เอส 
(protease inhibitor) ที่สร้างจากเช้ือก่อโรคได้ นอกจากน้ีในขณะที่กุ้งลอกคราบ (molting) เพ่ือการ
เจริญเติบโตกุ้งสามารถก าจัดปรสิตบริเวณผิวตัวออกไปพร้อมกับเปลือกแข็งได้ด้วย 

5.2 กลไกการป้องกันตนเองภายในร่างกาย (internal defense mechanism)  
เมื่อส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคเข้าสู่ร่างกายกุ้งได้ กุ้งจะมีการตอบสนองภายในร่างกาย 2 ระบบ คือ 

5.2.1 ระบบภูมิคุ้มกันแบบที่มีการตอบสนองโดยเซลล์ (cellular immune response)  
อาศัยการท างานของเซลล์เม็ดเลือดในการท าลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรค 

ที่เข้าสู่ร่างกาย เซลล์เม็ดเลือดที่มีบทบาทส าคัญได้แก่เซลล์เม็ดเลือด (hemocyte) 3 ชนิด คือ 1) ไฮยาลีน
เซลล์ (hyaline cells) มีหน้าที่หลักช่วยในการแข็งตัวของเลือด และการเก็บกินส่ิงแปลกปลอม 2) แกรนู
โลไซต์ (granulocytes) มีหน้าที่หลักในการเก็บกินส่ิงแปลกปลอม การล้อมรอบส่ิงแปลกปลอมเพ่ือท าลาย 
(encapsulation) กระบวนการการท าลายเช้ือโรคผ่านเอนไซม์ที่เรียกว่า prophenoloxidase (ProPO) 
cascade 3) เซมิแกรนูโลไซต์ (semi-granulocytes) มีหน้าที่หลักในการล้อมรอบส่ิงแปลกปลอมเพ่ือ
ท าลาย การเก็บกินส่ิงแปลกปลอม และการแข็งตัวของเลือด ซ่ึงจะกระจายอยู่ทั่วไปตามเน้ือเยื่อ ภายใน
กระแสเลือดต่อมน้ าเหลือง (lymphoid organ) กล้ามเน้ือหัวใจ hepatopancreas และอวัยวะอ่ืน ๆ 
และภายในน้ า เลือดกุ้งมีองค์ประกอบของฮีโมไซยานิน (hemocyanin) ซ่ึงเป็นโปรตีนที่มีหน้าที่
หลากหลาย เช่น ขนส่งออกซิเจน ขนส่งฮอร์โมนลอกคราบ ecdysone และเป็นสารตั้งต้นของสายเปป
ไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านเช้ือรา การท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันกุ้งประกอบด้วย การเก็บกินส่ิงแปลกปลอม 
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(phagocytosis) การตายของเซลล์ที่ติดเช้ือ (apoptosis) การห่อหุ้มส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) 
และการสร้างก้อน (nodule formation)  

5.2.2 ระบบภูมิคุ้มกันแบบที่มีการตอบสนองโดยการหล่ังสารน้ า (humoral immune 
response)  
เป็นการท างานของโปรตีนต่างๆ ที่อยู่ในน้ าเลือด เช่น แอคกลูตินิน (agglutinin)  

สารคล้ายไซโตไคน์และคอมพลีเมนต์  (cytokine and complement like factors) โมดู เลเตอร์ 
(modulators) สารที่เก่ียวข้องกับการแข็งตัวของเลือด (clotting proteins) สารน้ าที่เป็นผลิตภัณฑ์จาก
ระบบโปรฟีนอลออกซิเดสที่อยู่ในเซลล์เม็ดเลือด และสารออกฤทธิ์ต้านจุลชีพ (antimicrobial peptide, 
AMPs) ระบบภูมิคุ้มกันทั้งสองระบบจะมีการท างานร่วมกัน เพ่ือท าหน้าที่ป้องกันและท าลายเช้ือโรคหรือ
ส่ิงแปลกปลอมที่เข้าสู่ตัวกุ้ง การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันใช้หลักการเลียนแบบการติดเช้ือของกุ้ง หรือการ
ให้ส่ิงแปลกปลอมเข้าไปในร่างกายกุ้ง แต่เช้ือที่ใช้จะไม่สามารถก่อโรคในกุ้งได้ เช่น การใช้เช้ือตาย เช้ือ
อ่อนก าลังลง หรือเช้ือที่ไม่ก่อโรค เป็นต้น ซ่ึงคล้ายๆ กับการใช้วัคซีนในมนุษย์ (Smith et al., 2003)
จากน้ันกุ้งจะมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันโดย การเพ่ิมจ านวนเซลล์เม็ดเลือด โปรตีน หรือเอนไซม์ต่างๆ 
ในขณะน้ันๆ เพ่ือก าจัดส่ิงแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย (Soderhall and Cerenius, 1992) เน่ืองจากกุ้งมี
กระบวนการป้องกันตัวเอง โดยระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก า เนิดอยู่แล้ว ดังน้ันเป้าหมายของการใช้สาร
กระตุ้นภูมิคุ้มกันก็เพ่ือกระตุ้น หรือเพ่ิมระดับการท างานของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ ทั้งแบบเซลล์
และแบบสารน้ าซ่ึงการกระตุ้นจะเกิดในช่วงระยะเวลาหน่ึง น าไปสู่การเพ่ิมการป้องกันโรคและลดปัจจัยที่
มีผลต่อการกดภูมิคุ้มกันของกุ้งในระหว่างการเล้ียง (Sakai, 1999) 

จากภาพที่ 10 สามารถอธิบายได้ว่าเมื่อมีการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดต่างๆ จะเกิด
กลไกการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในกุ้ง โดยเร่ิมจากปฏิกิริยาการจับกันระหว่าง PAMPs ผ่านตัวรับ 
Pattern recognition proteins (PRPs) หรือ Pattern recognition receptors (PRRs) จากน้ันโมเลกุล
หรือโปรตีนต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับการส่งสัญญาณ (signal molecules) จะถูกกระตุ้นให้ท างานโดยเซลล์
เม็ดเลือดที่อยู่ในระบบเลือดจะเคล่ือนที่เข้ามาในบริเวณที่มีการรุกรานของส่ิงแปลกปลอม ต่อมาจะเกิด
การท างานร่วมกันของระบบภูมิคุ้มกันโดยเซลล์เม็ดเลือด ได้แก่ ขบวนการฟาโกไซโทซีส ขบวนการโนดูเล
ชัน กระบวนการห่อหุ้มส่ิงแปลกปลอมที่มีขนาดใหญ่ และการท างานของสารที่อยู่ในน้ าเลือด ได้แก่ สาร
ออกฤทธิ์ต้านจุลชีพ การท างานของเอนไซม์ในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส และ สารน้ าต่างๆ  (Wang and 
Wang, 2013) ดังน้ันเมื่อมีการใช้สารกระตุ้นอย่างต่อเน่ือง กุ้งจะมีการกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเน่ืองเช่นกัน เป็นการเตรียมความพร้อมในการรับมือกับเช้ือก่อโรคที่จะบุกรุกเข้า
มาในระหว่างการเล้ียง 
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ภาพที่ 10 การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในกุ้งเมื่อมีสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
ที่มา: มลฤดี (2559) 

6. สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเล (อ้างจาก มลฤดี, 2559) 

จากที่กล่าวมากุ้งทะเลจัดเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่มีเพียงระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด  
ไม่มีระบบภูมิคุ้มกันภายหลังจึงไม่สามารถจดจ าเช้ือก่อโรค ท าให้ไม่สามารถผลิตวัคซีนส าหรับการป้องการ
โรคได้ การควบคุมป้องกันโรคด้วยระบบภูมิคุ้มกัน จึงเน้นการสร้างเสริมการท างานของระบบภูมิคุ้ม กัน
โดยก าเนิดด้วยการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน  

สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ( immunostimulants) คือ สารประกอบใดๆ ก็ตาม ที่มีผลต่อ
กลไกการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์ (Anderson, 1992) วัตถุประสงค์ในการใช้สารกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันในกุ้งคือส่งเสริมประสิทธิภาพการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน รักษาระดับ และเพ่ิมระยะเวลาการ
ท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน รวมทั้งลดภาวะของการกดภูมิคุ้มกันที่มีสาเหตุจากความเครียดใน
ระหว่างการเล้ียง (Barman et al., 2013) การที่สัตว์น้ ามีความแข็งแรงและมีภูมิคุ้มกันโรคสูง จะช่วยลด
ความเส่ียงของการสูญเสียอันเน่ืองมาจากโรคระบาดในช่วงเวลา หรือฤดูกาลน้ันๆ ได้  รวมทั้งลดการ
ระบาดของโรคประจ าถิ่น และเช้ือก่อโรคที่แฝงในตัวกุ้งได้ (Smith et al., 2003) มีงานวิจัยทั้งในและ
ต่างประเทศที่รายงานถึงความส าเร็จของการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในกุ้งเพ่ือควบคุมโรค ซ่ึงส่วนใหญ่
ได้มาจากสารประกอบจากส่ิงมีชีวิต (biological substances) โดยสามารถจัดแบ่งกลุ่มของสารกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันที่ใช้ในการเพาะเล้ียงกุ้งทะเล ดังน้ี 

6.1 สารประกอบหรืออนุพันธ์ที่ได้จากแบคทีเรีย (bacteria derivatives)  
นักวิจัยได้มีการน าเซลล์แบคทีเรียและสารประกอบจากแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแก

รมลบมาใช้เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เพ่ือใช้ในการป้องกันและควบคุมโรคในกุ้ง เซลล์แบคทีเรียและ
สารประกอบหรืออนุพันธ์จากแบคทีเรีย สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันกุ้งได้อย่างมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากมี
โมเลกุลของโปรตีนตัวรับ PRRsหรือ PRPs ที่มีช่ือว่า lipopolysaccharide binding proteins (LGBPs) 
และ peptidoglycan recognition protein (PGRPs) อยู่บนผนังเซลล์ของเม็ดเลือดกุ้ง (Tassanakajonet 
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al., 2013) ปัจจุบันมีการเตรียมเช้ือแบคทีเรียเพ่ือใช้เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลากหลายรูปแบบ เช่น 
แบคทีเรียที่มีชีวิต (live bacteria) ในกลุ่มโปรไบโอติก แบคเทอริน (bacterin) ซ่ึงผลิตมาจากเซลล์
แบคทีเรียที่มีชีวิตแต่ท าให้อ่อนก าลังลง (attenuated bacterin) และ สารสกัดที่ได้จากผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ที่มีส่วนประกอบของไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide, 
LPS) และ เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan, PG) เป็นต้น 

6.2 สารประกอบหรืออนุพันธ์ที่ได้จากยีสต์ (yeast derivatives)  
จากการค้นพบโมเลกุลของโปรตีนตัวรับ (PRRs หรือ PRPs) ที่มี ช่ือว่า -glucan 

binding proteins (GBPs) ที่อยู่บนผนังเซลล์ของเม็ดเลือดกุ้ง (Soderhall and Cerenius, 1992) จึงมี
การทดลองใช้ยีสต์เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันมากขึ้น นักวิทยาศาสตร์ทั้งในและต่างประเทศประสบ
ผลส าเร็จในการใช้เบต้ากลูแคนบริสุทธิ์ที่สกัดจากผนังเซลล์ยีสต์ และการใช้ยีสต์ทั้งเซลล์เป็นสารกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน เช่น กุ้งขาวที่ได้รับเบต้ากลูแคนสกัดจากผนังเซลล์ยีสต์ Saccharomycese cerevisiae ผสม
อาหารมีกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสและความสามารถในการต้านทานเช้ือ V. 
harveyi และไวรัสตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome Virus, WSSV) เพ่ิมขึ้น (Bai et al., 2014) 
นอกจากน้ีกุ้งกุลาด าที่ ได้ รับเซลล์ยีสต์  Candida aquaetextoris S527 ผสมอาหาร พบว่ามีการ
แสดงออกของสารออกฤทธิ์ต้านจุลชีพเพ่ิมขึ้น (Babu et al., 2013) 

6.3 สารที่มีคุณค่าทางโภชนาการ (nutritional factors)  
สารเสริมอาหารที่มีส่วนช่วยในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน และมีรายงานการใช้ในกุ้ง ได้แก่ 

วิตามินซี วิตามินอี แอสตาแซนทิน (astaxantin) เป็นสารอาหารที่จ าเป็นต่อสัตว์น้ าเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ส่งเสริมการเจริญเติบโตและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน มีรายงานการใช้วิตามินซี (Lee and 
Shiau, 2002) และวิตามินอี (Lee and Shiau, 2004) ในกุ้ง โดยมีผลต่อการท างานของอินเตอร์ฟีรอน 
(interferon) ซ่ึงจะส่งผลต่อการเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเอนไซม์ซูเปอร์
ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase activity, SOD) ในกุ้งขาวและกุ้งกุลาด า (Qiao et al., 
2011) ส่วนแอสตาแซนทินเป็นสารสีชนิดหน่ึงในกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoid pigments) ท าหน้าที่
ป้องกันเน้ือเยื่อในร่างกายสัตว์ไม่ให้ถูกท าลายเน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน จากหน้าที่ดังกล่าวจึงมีผลต่อ
การท างานของระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์ น้ าด้วย กุ้งกุลาด าที่ได้รับแอสตาแซนทินจากยีสต์ Phaffia 
rhodozyma (นนทวิทย์ และคณะ, 2549) และ Dunaliella sp. (Supamattaya et al., 2005) โดยการ
ผสมอาหาร มีผลท าให้กุ้งมีอัตรารอด และความต้านทานต่อเช้ือเพ่ิมขึ้น 

6.4 สารสกัดจากสัตว์ (animal extracts)  
สารสกัดจากสัตว์ เช่น ไคติน ไคโตซาน ไคตินเป็นสารประกอบจ าพวกโพลีแซคคาไรด์ 

(polysaccharides) โดยพบมากในส่ิงมีชีวิตที่มีเปลือกหรือผนังแข็งหุ้มล าตัว เช่น กุ้ง ปู หอย แมลง ได้มี
รายงานถึงความส าเร็จในการใช้สารประกอบโพลีแซคคาไรด์หรือคาร์โบไฮเดรตเป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้ม กัน 
โดยจะเข้าจับกับโมเลกุลของโปรตีนตัวรับ ที่มีช่ือว่า lectin receptor ที่อยู่บนผนังเซลล์ของเม็ดเลือด กุ้ง 
(Tassanakajonet al., 2013) ผลของการใช้ไคตินและไคโตซานในกุ้งกุลาด า  พบว่าสามารถเพ่ิมการ
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เจริญเติบโต (Niu et al., 2013) และเพ่ิมความต้านทานต่อการติดเช้ือ V. alginolyticus ในกุ้งขาวได้ 
(Wang and Chen, 2005) 

6.5 สารสกัดจากพืช (plant extracts)  
สารสกัดจากพืชสมุนไพร (herbal extracts) สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ

เจาะจง เน่ืองจากมีสารส าคัญหรือสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ โพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide) ไกล
ซีร์ไรซิน (glycyrrhizin) ลิควิริติน (liquiritin) และ กลาบริดิน (glabridin) รวมทั้งสารออกฤทธิ์อ่ืนๆ เช่น 
แอนทราควิโนน (anthraquinone) ซาโปนิน (saponin) อะซาได แรคติน (azadirachtin) เป็นต้น (ชน
กันต์, 2556; Hai, 2015) กุ้งกุลาด าที่กินอาหารผสมสารสกัดกลุ่มโพลีแซคคาไรด์จากเปลือกทุเรียน (Durio 
zibethinus) (Pholdaeng and Pongsamart, 2010) และสาร polyvinylpyrolidone ที่สกัดได้จาก
พญายอ (Clinacanthus nutans) (Direkbusarakom et al., 1996) มีปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรม
ของเอนไซม์ ฟีนอลออกซิเดส และความต้านทานเช้ือแบคทีเรียและไวรัสเพ่ิมขึ้น กุ้งขาวที่ได้รับสารกลุ่ม  
phenolic alkanon ที่สกัดได้จากขิง (Zingerone officinale) (Chang et al., 2012) สารซาโปนินที่สกัด
จากยัคคา (Yacca scidigera) (Yang et al., 2015) และสารสกัดจากว่านท้องใบม่วง (Gynura bicolor) 
(Wu et al., 2015) โดยการผสมอาหารให้กินมีปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิ
เดส และความต้านทานต่อเช้ือแบคทีเรียและไวรัสตัวแดงดวงขาวเพ่ิมขึ้น 

6.6 สารสกัดจากสาหร่าย (seaweed extracts) สาหร่ายประกอบด้วยสารอาหารที่
จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและกระตุ้นภูมิคุ้ม กัน เช่น n-3 และ n-6 polyunsaturated fatty acid 
(PUFA) โพลิแซคคาไรด์ แร่ธาตุ วิตามิน และสารประกอบโพลีฟีนอล (Burtin, 2003) สารออกฤทธิ์ทาง
ชี วภ าพ  เ ช่น  fucoidan, sodium alginate, sulfated galactan, laminarin และ  carragenan จาก
งานวิจัยในกุ้งขาวและกุ้งกุลาด าที่ได้รับ fucoidan ที่สกัดจากสาหร่ายสีน้ าตาล Sargassum sp. พบว่า มี
กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส การผลิตซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออน และความต้านทานต่อเช้ือ
แบคทีเรียและไวรัสตัวแดงดวงขาวเพ่ิมขึ้น (Immanuel et al., 2012; Kitikiew et al., 2013) รวมทั้งกุ้ง
ขาววัยอ่อนที่ได้รับสาร sulfated galactans ที่สกัดจากสาหร่ายสีแดง Gracilaria fisheri ผ่านอาร์ทีเมีย 
มีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส การผลิตซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน และกิจกรรมการต้านเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเพ่ิมขึ้น (Wongprasert et al., 2014)  

จากคุณสมบัติของสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันมีระยะเวลาของการกระตุ้นจ ากัด หรือค่อนข้าง
ส้ัน ซ่ึงต้องมีการกระตุ้นอย่างต่อเน่ือง (Hai, 2015) การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษา
ถึงปริมาณ รูปแบบที่ใช้ และระยะเวลาที่เหมาะสม เพ่ือให้เกิดประสิทธิผลมากที่สุด ซ่ึงได้มีการรวบรวม
ตัวอย่างงานวิจัยที่มีการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดต่างๆ ในกุ้ง โดยมีวิธีการใช้ ปริมาณ และระยะเวลาที่
แตกต่างกัน (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3 การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในกุ้งทะเล 

Immunostimulants Marine 
shrimps 

Administration/Dose/ 
Duration 

Results  
(Increased parameters) 

Lipopolysaccharide  P. monodon  
(2-4 g)  

Diet/ 4µg/g of 
shrimp/meal 
/10 d 

Antimicrobial peptide 

Bacterin from Bacillus 
S11  

P. monodon  
(10-12 g) 

Diet/ 3%biomass/days/7 
d 

Phagocytosis activity, 
*proPO, antibacterial 
activity 

-glucan  L. vannamei  
(1-2 g) 

Diet/0.1, 0.2%/kg/35 d Antimicrobial peptide 

Chitin, Chitosan  L. vannamei  
(10-12 g) 

Inject/ chitin 6 µg/g, 
chitosan 
4 µg/g/7 d 

*THC, SOD, RB, 
phagocytosis activity 

Vitamin C  P. monodon  
(1-2 g) 

Diet/ 2000, 10,000 
mg/kg  
/8 wk. 

THC, O2 -, proPO, 
phagocytosis 

Sargassum 
hemiphyllum  

P. vannamei  
(1-2 g) 

Immersion (300 mg/L) Phagocytosis activity 

Gracilaria fisheri  P. monodon  
(10-15 g) 

Inject/ 1 mg/ml of 
ethanol/ 
3, 7, and 14 d 

THC, proPO, SOD 

Sulfated galactins  P. monodon 
(5-8 g) 

Enriched Artemia/ 
200µg/ml/7 d 

THC, SOD, O2 -, proPO 

Gynura bicolor  L. vannamei 
(1-2 g) 

Diet/ 1, 2%/kg/ 7-28 d THC, proPO,  SOD, RB 

Zingerone L. vannamei 
(1-2 g) 

Diet/ 2.5 and 5 mg/kg/ 
56 d 

THC, SOD 

* THC= Total haemocyte count, proPO= Prophenoloxidase activity, SOD= Superoxide dismutase activity, RB= 
Respiratory burst activity, O2 -= Superoxide anion, ROS= Reactive oxygen species 

ที่มา: ดัดแปลงจาก มลฤดี (2559) 
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7. กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (5-aminolevulinic acid) 

5-อะมิโนลีวูลินิก (5-ALA) เป็นกรดอะมิโนที่ไม่ได้เป็นองค์ประกอบของโปรตีน (non-
protein amino acid) เป็นกรดอะมิโนคาร์บอน 5 อะตอม สารชีวภาพน้ีไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์และ
สัตว์ พบมีการสร้างในแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เช่น Rhodopseudomonas palustris (Saikeur et al., 
2009) และ Rhodobacter sphaeroides (Liu et al., 2016) สาหร่าย เช่น Scenedesmus obliquus 
(Klein et al., 1980) และ Chlorella sp. (Sasaki et al., 1995) แบคทีเรีย เช่น Propionibacterium 
acidipropionici (Kiatpapan et al., 2011) และ Escherichia coli (Zhang et al., 2015) เป็นต้น 5-
ALA เป็นสารตั้งต้น (precursor) ที่ส าคัญส าหรับการสังเคราะห์สารกลุ่มเตตราไพโรล (tetrapyrrole) 
ได้แก่ ฮีม (heme) พอร์ไฟริน (porphyrin) คลอโรฟิลล์ และวิตามินบี 12 ซ่ึงเตตราไพโรลมีบทบาทส าคัญ
ในการควบคุมการเผาผลาญ และการเจริญเติบโตของเซลล์ ดังน้ัน 5-ALA จึงได้รับความสนใจเพ่ิมขึ้นใน
ด้านการแพทย์ การเกษตร และปศุสัตว์  (Sakai et al., 2000, Kang et al., 2012)  เช่น ใช้ในตรวจ
วินิจฉัยและรักษาโรคมะเร็งและโรคผิวหนัง (Inoue, 2017)  ด้านการเกษตร 5-ALA ถูกใช้เป็นสารก าจัด
วัชพืช สารก าจัดแมลง สารกระตุ้นการเติบโตพืช มีรายงานว่า 5-ALA สามารถเร่งการสะสมคลอโรฟิลล์ใน
พืช ส่งผลให้เพ่ิมการเจริญเติบโตและเพ่ิมผลผลิต รวมถึงส่งเสริมให้พืชทนทานต่อสภาพเครียดจาก
ส่ิงแวดล้อมที่ รุนแรง (Wu et al., 2019)  ส่วนในด้านปศุสัตว์ 5-ALA ใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์  
สามารถเพ่ิมปริมาณฮีโมโกลบิน ธาตุเหล็ก เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และฮีมาโตครินให้สูงขึ้น  เพ่ิมการ
สร้าง ATP และกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน จึงช่วยส่งเสริมด้านการเจริญเติบโตของ ไก่ สุกร และสัตว์น้ า เช่น 
ปลาสว ายและ กุ้ งขาว  (Chen et al. , 2008, Wang et al. , 2 0 1 1 , Sato et al. , 2012, Penrosa-
Gerasmino et al., 2019, วิรุฬห์ศักดิ์ และคณะ 2020)  ดังน้ัน  5-ALA จึงเป็นสารชีวภาพกระตุ้นการ
เติบโตอีกชนิดหน่ึงที่ได้รับความนิยมน ามาในการผลิตพืช และใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์ส าหรับพ่อแม่
พันธุ์ มีการคาดการณ์มูลค่าของขนาดตลาดโลกของ 5-ALA ว่าจะมีแนวโน้มสูงถึง 110 ล้านเหรียญสหรัฐ 
ภายในปี 2567 จากเดิมที่มีมูลค่า 86 ล้านเหรียญสหรัฐในปี 2562 (Jiuzhou et al., 2020) 

7.1 กระบวนการสังเคราะห์ 5-ALA 
กระบวนการสังเคราะห์ 5-ALA มี 2 กระบวนการคือ การสังเคราะห์ทางเคมี (chemical 

synthesis) และการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological synthesis) การสังเคราะห์ทางเคมีเป็นวิธีการ
หลักในการผลิตทางอุตสาหกรรม กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีแบ่งออกเป็น 6 วิธี โดยใช้สารตั้งต้นใน
การสังเคราะห์เร่ิมจาก (A) levulinic acid, (B) 2-hydroxypyridine, (C) furfural, (D) furfurylamine, 
(E) tetrahydrofurfurylamine และ (F) succinic acid (ภาพที่ 11) การสังเคราะห์ทางเคมีมีความ
ซับซ้อนยุ่งยาก ต้องผ่านการท าสารให้บริสุทธิ์ ผลผลิตได้น้อยและมีต้นทุนการผลิตสูง ส่งผลให้ 5-ALA มี
ราคาแพง ซ่ึงเป็นข้อจ ากัดที่ส าคัญในการน ามาใช้ในทางการเกษตร 

การสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological synthesis) มีกระบวนการผลิตง่าย และใช้
ต้นทุนต่ ากว่าการสังเคราะห์ทางเคมี ท าให้วิธีการน้ีมีความน่าสนใจเพ่ิมขึ้นอย่างมากในปัจจุบัน แบ่งการ
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สังเคราะห์ทางชีวภาพออกเป็น 2 วิถี (pathway) คือ 1) Shemin pathway หรือ C4 pathway และ 2) 
C5 pathway โดยเร่ิมการสังเคราะห์สารด้วย  C4 pathway  โดยใช้สารตั้งต้น succinyl CoA และ 
glycine ซ่ึง succinyl CoA ได้จากวัฏจักรเครป (TCA cycle) ในแบคที เรียบางชนิดสามารถผลิต 
succinyl CoA จากสารตั้งต้น propyonyl-CoA ที่เกิดจากวิถี methymalonyl-CoA pathway (Sasaki, 
1990) กระบวนการ C4 pathway มีเอนไซม์ ALA synthase (ALAS) เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญเน่ืองจากเป็น 
rate-limiting enzyme ที่ควบคุมกระบวนการสังเคราะห์ 5-ALA และสารกลุ่ม tetrapyrole (ภาพที่ 12) 
ส่วนการสังเคราะห์ 5-ALA ผ่าน C5 pathway ใช้สารตั้งต้นเป็น glutamate ซ่ึงจะพบวิถีน้ีในสาหร่ายและ
แบคทีเรียบางชนิด เช่น แบคทีเรียสีม่วง (purple bacteria) และแบคทีเรียสีเขียวที่ต้องการซัลเฟอร์ 
ในขณะที่การสร้าง ALA ด้วยวิถี  Shemin pathway จะเกิดขึ้นในกลุ่มแบคที เรียสังเคราะห์แสง 
(photosynthetic bacteria)  มีงานวิจัยพบว่าเมื่อเติม levulinic acid (LA) ในอาหารเล้ียงเซลล์ของ
สาหร่ายหรือแบคทีเรียที่เล้ียงในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจน สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้าง 5-ALA และ
หล่ังสารออกภายนอกเซลล์ (Sasikala and Ramana 1995) อย่างไรก็ตามการเติม LA มากเกินไปจะมีผล
ในการยับยั้งการสร้าง 5-ALA และฮีม ซ่ึงฮีมเป็นสารส าคัญในองค์ประกอบของไซโตรโครม (cytochrome 
compound) ทั้งน้ีเป็นเพราะ LA มีฤทธิ์ไปยับยั้งเอนไซม์ ALA dehydratase (ALAD) 

 

 

ภาพที่ 11 การสังเคราะห์ 5-ALA ด้วยกระบวนทางเคมี 
ที่มา: Sasaki et al.  (2002) 
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ภาพที่  12 กระบวนการทางชีวภาพในการสังเคราะห์  5-ALA และสารกลุ่ม tetrapyrole ได้แก่ 
porphyrin วิตามิน B12 และคลอโรฟิลล์ GSA; glutamate-1-semialdehyde, HAPT; hydroxyl-
aminotetraphydro pyranone, PBG; porphobilinogen 
ที่มา: Sasaki et al. (2002) 

7.2 บทบาทของ 5-ALA ในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ า 
มีรายงานการใช้ 5-ALA ในไก่และสุกร พบว่าการเสริมอาหารด้วย ALA สามารถกระตุ้น

การเจริญเติบโตและเพ่ิมภูมิคุ้มกันได้ (Sato 2012; Chen et al., 2008) ในการเพาะเล้ียงสัตว์ น้ ามี
รายงานถึงผลการกระตุ้นของ 5-ALA ต่อการเจริญเติบโตและระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด า (Penaeus 
monodon) ปลาสวาย (Pangasianodon gigas × Pangasianodon hypopthalmus) และกุ้งขาวแว
นาไม โดยการเล้ียงกุ้งกุลาด าที่เสริม 5-ALA ที่ได้จากเซลล์แบคทีเรีย R. sphaeroides ที่สร้าง 5-ALA ไว้
ภายในเซลล์ สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด า โดยการเพ่ิมจ านวนของเม็ดเลือดรวม และ
กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (อมรรัตน์, 2549) เช่นเดียวกับปลาสวาย ที่เสริมอาหารด้วย ALA 
ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาและอัตราการเปล่ียนอาหารเป็น
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เน้ือดีที่สุด รวมถึงกุ้งมีปริมาณเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบินรวมและฮีมาโตคริตเพ่ิมขึ้น รวมถึง
เม็ดเลือดขาวมีกิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงที่สุด (วิรุฬห์ศักดิ์ และคณะ 2020)  ในกุ้งขาวแวนาไม
ที่มีการเสริมอาหารด้วย 5-ALA ที่ความเข้มข้น 15 ppm นาน 2 สัปดาห์ กุ้งมีการสะสม ATP ในตับ
เพ่ิมขึ้น และมีระดับการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุ้มกัน และยีนในกระบวนเมตาบอลิซึมที่เก่ียวข้อง
กับการส ร้า งพลั งงานเ พ่ิมขึ้ น เมื่ อ เป รียบ เที ยบ กับ ชุดค วบคุ ม และเมื่ อท า ใ ห้ กุ้ งติ ด เ ช้ื อ  V. 
parahaemolyticus พบว่ากุ้งมีอัตราการตายลดลง เน่ืองจากกุ้งมีการแสดงออกของยีนในการป้องกันเช้ือ
ก่อโรคสูงขึ้น ได้แก่  porphobilinogen synthase, ferrochelatase, catalase, nuclear receptor 
E75 และ heme oxygenase-1 (Pedrosa-Gerasmio et al., 2018) และจากการศึกษาระดับความ
เข้มข้นของ 5-ALA (15 30 และ 60 ppm) ที่เสริมในอาหารกุ้ง พบว่ากุ้งมีการสะสม ATP ในตับเพ่ิมขึ้น
ตามความเข้มข้นของ 5-ALA รวมถึงสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการลอกคราบ  
ได้แก่ nuclear receptor E75, cytochrome P450 Shade และ chitinase เมื่อน ากุ้งแช่แบคทีเรียก่อ
โรค V. parahaemolyticus นาน 6 ช่ัวโมง พบว่ากุ้งที่เสริม 5-ALA ที่ 60 ppm มีจ านวนเซลล์เม็ดเลือด
รวม และมีระดับการแสดงออกของยีนภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้น ได้แก่ catalase และ prophnoloxidase จึงท า
ให้กุ้งมีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าชุดควบคุม (Pedrosa-Gerasmio et al., 2019) ซ่ึงผลการทดลองที่ได้
สอดคล้องกับ Direkbusarakom et al. (2021) ที่เสริมอาหารกุ้งด้วย 5-ALA ที่ 15 และ 30 ppm 
สามารถ ส่ ง เส ริมการ เติ บ โ ต ของ กุ้ งขาวแวนา ไม  และกระตุ้ นการแสด งออกของยี น  anti-
lipopolysaccharide factor, crustin, และ penaeidin 3 ท าให้กุ้งต้านทานต่อการเข้าท าลายของเช้ือ
ก่อโรค V. parahaemolyticus จึงสามารถลดอัตราการตายของกุ้งได้ นอกจากน้ี การเสริมอาหารกุ้งที่
ผสม 5-ALA ที่ความเข้มข้น 15 ppm สามารถเพ่ิมกลุ่มประชากรแบคทีเรีย (microbiota) ที่เป็นประโยชน์
ในระบบทางเดินอาหารของกุ้งขาวได้ (Pedrosa-Gerasmio et al., 2020)  

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. ศึกษาความเข้มข้นของ 5-ALA ที่เหมาะสมต่ออัตราการเติบโต และอัตราการรอดชีวิต

ของกุ้งขาวที่ติดเช้ือ EHP 
2. ศึกษาผลของ 5-ALA ต่อการสร้าง ATP ในตับกุ้งที่ติดเช้ือ EHP และพยาธิสภาพของ

เซลล์ตับกุ้ง 
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บทที่ 2  

วิธีการวิจัย 

2.1 วิธีด าเนินการ 

2.1.1 การเล้ียงและการเก็บตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไม 
การทดลองคร้ังน้ีเล้ียงลูกกุ้งขาวแวนนาไมที่ติดเช้ือ EHP จากธรรมชาติ ณ ฟาร์มวิชาการ

เพาะเล้ียงสัตว์น้ า (Aqua Academy Farm, AAF) อ าเภอไชยา จังหวัดสุราษฎร์ธานี น าลูกกุ้งขาว ขนาด 
0.2-0.5 กรัม เล้ียงในถังขนาด 40 ลิตร ที่ปรับความเค็ม 15 ppt แบ่งชุดทดลองเป็น 4 ชุด ชุดละ 5 ถัง ใน 
1 ถังมีลูกกุ้ง 6 ตัว ทุกชุดการทดลองให้อาหารเม็ดที่ผสมน้ ามันปลาหมึก 5 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัมอาหาร น า
อาหารคลุกเคล้ากับกรดอะมิโนลีวูลินิกที่ละลายด้วยน้ าให้ได้ความเข้มข้นตามที่ต้องการ และท าให้
อาหารแห้งด้วยการอบในตู้อบลมร้อน (BINDER) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในการทดลองแบ่งชุดการ
ทดลองได้ดังน้ี 

ชุดการทดลองที่ 1 : อาหารที่ไม่ผสม 5ALA 
ชุดการทดลองที่ 2 : อาหารที่ผสม 5ALA ความเข้มข้น 15 ppm 
ชุดการทดลองที่ 3 : อาหารที่ผสม 5ALA ความเข้มข้น 30 ppm 
ชุดการทดลองที่ 4 : อาหารที่ผสม 5ALA ความเข้มข้น 60 ppm 

ในทุกชุดการทดลองให้อาหารกุ้งวันละ 3 คร้ัง ณ เวลา 08.00, 13.00 และ 18.00 น. 
โดยให้อาหารเร่ิมต้นที่ 4 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักตัวต่อวัน และเพ่ิมขึ้นหรือลดลงในแต่ละมื้อตามความ
ต้องการของกุ้ง ในระหว่างการทดลองมีการตรวจสอบคุณภาพน้ า ได้แก่ ค่าแอมโมเนียรวม (total 
ammonia nitrogen, TAN), ไนไตรท์<0.5 พีพีเอ็ม, ออกซิเจนละลายในน้ า (dissolved oxygen, DO) > 
5 พีพีเอ็ม, ความเป็นด่าง> 130 พีพีเอ็ม และ pH 7.0-8.0 เล้ียงลูกกุ้งนาน 21 วัน เมื่อส้ินสุดการทดลอง
น าลูกกุ้งทุกตัวที่มีชีวิตช่ังหาน้ าหนักตัวสุดท้าย (final body weight, FBW) แล้วน ามาค านวณน้ าหนักตัว
ที่เพ่ิมขึ้น (biomass increase) และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (survival rate, SR) จากสูตร  

Biomass increase = น้้าหนักเฉล่ียสุดท้าย × จ้านวนตัวอย่างที่รอดชีวิต  
       น้้าหนักเฉล่ียเร่ิมต้น × จ้านวนตัวอย่างเร่ิมต้น 

 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต =  จ านวนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง ×100 

                   จ านวนกุ้งเร่ิมต้น  
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น ากุ้งที่ช่ังน้ าหนักแล้วมาท าให้กุ้งสลบในน้ าแข็ง เก็บตัวอย่างตับกุ้งเพ่ือตรวจการติดเช้ือ EHP วิเคราะห์
ความเข้มข้นของ Adenosine triphosphate (ATP) และตรวจสอบทางพยาธิวิทยา ดังน้ี 

- การตรวจสอบการติดเช้ือ EHP ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) สุ่ม
เก็บตัวอย่างกุ้งตับ (hepatopancreas) ชุดการทดลองละ 10 ตัวอย่าง น ากุ้งมาผ่าด้วยมีดผ่าตัด แยกตับ
กุ้งใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ที่มีแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์  500 ไมโครลิตร หลอดละ 1 ตัวอย่าง ใช้แท่ง
แก้วบดตัวอย่างตับให้ละเอียด น าหลอดตัวอย่างแช่เย็นในกล่องน้ าแข็งแห้ง น าเข้าห้องปฏิบัติการเพ่ือสกัด
ดีเอ็นเอภายใน 3 ช่ัวโมง หรือเก็บรักษาตัวอย่างที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอสกัดดีเอ็นเอในวันถัดไป   

- การวิเคราะห์ความเข้มข้นของ ATP ในตัวอย่างตับกุ้ง เก็บตัวอย่างตับกุ้งชุดการทดลอง
ละ 10 ตัวอย่าง โดยน าตับกุ้งใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์และเก็บรักษาที่ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการ
วิเคราะห์ ATP  

- การตรวจสอบทางพยาธิวิทยา สุ่มเก็บตัวอย่างตับกุ้งกลุ่มละ 5 ตัว แช่ในน้ ายา 
Davidson’s fixative เก็บรักษาตัวอย่างที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ย้ายตัวอย่างตับแช่ใน
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการวิเคราะห์ทางพยาธิวิทยา 

2.1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตับกุ้ง 
สกัดดีเอ็นเอจากตับกุ้งด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (OMEGA BIO-

TEK)  น าตัวอย่างตับกุ้งที่แช่อยู่ในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที นาน 1 นาที เทแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ออกจากตัวอย่าง แบ่งตับกุ้ง 30 มิลลิกรัม น ามาบด
ด้วยแท่งบดพลาสติก (pestles) ที่ฆ่าเช้ือแล้ว และเติม TL buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่ผสม 
proteinase K (OMEGA BIO-TEK) ลงไป 25 ไมโครลิตร น าหลอดบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 55 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ระหว่างที่บ่มให้ผสมสารด้วยการกลับหลอดไป-มาทุก ๆ 15 นาที เมื่อครบ
เวลาเติม RNase (OMEGA BIO-TEK) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 200 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร บ่ม
หลอดที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วปั่นตกตะกอนที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที ดูดส่วนใสด้านบน 150 ไมโครลิตร ย้ายลงหลอดใหม่ จากน้ันเติม BL buffer ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร และผสมสารด้วยการกลับหลอดไป-มา น าหลอดตัวอย่างบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 70 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาย้ายหลอดออกแล้วเติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 99.9 เปอร์เซ็นต์ ที่
เย็นจัด 250 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากัน ย้ายสารตัวอย่างทั้งหมดลง HiBind® DNA Mini Column ที่
อยู่ใน Collection Tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ชะสารละลายออกจากหลอดด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสใน Collection Tube ทิ้ง เติม HBC buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอย่าง ปั่นเหวี่ยงสารที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที เทส่วนใส
ใน Collection Tube ทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย DNA wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที เทส่วนใสใน Collection Tube ทิ้ง ท าซ้ าสองคร้ัง 
ย้าย HiBind® DNA Mini Column ลงหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วชะดีเอ็นเอออกจาก
คอลัมม์ด้วยสารละลาย Elution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงหลอดที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
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นาน 15 วินาที ท าซ้ าสองคร้ัง ดีเอ็นเอที่สกัดได้ให้เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการ
วิเคราะห์ปริมาณและคุณภาพต่อไป 

2.1.3 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรมปริมาณ

น้อย (Nanodrop lite, Thermo Scientific) ดังน้ี น าดีเอ็นเอ 3 ไมโครลิตร หยดลงในช่องโหลดตัวอย่าง 
บันทึกผลปริมาณดีเอ็นเอที่ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และบันทึกค่าคุณภาพดีเอ็น
เอจากสัดส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร (Optical 
Density; OD 260/280 นาโนเมตร) ถ้าอัตราส่วนมีค่าอยู่ในช่วง 1.7–1.8 แสดงว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มี
คุณภาพดี  

2.1.4 การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Gel electrophoresis)  
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้ตรวจสอบคุณภาพด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซีสด้วยอะกาโรส เจล 

(agarose gel) ความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ ที่ละลายด้วย 1X Tris-borate-EDTA Buffer (TBE Buffer) 
มีวิธีการเตรียมดังน้ี ช่ังอะกาโรสเจล 0.8 กรัม ละลายในบัฟเฟอร์ 1X TBE น าไปหลอมจนละลายเป็นเน้ือ
เดียวกันแล้วรอให้เจลอุ่น เติม SYBR safe (Thermo Fisher Scientific) ความเข้มข้น 1,000X ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรต่อสารละลายเจล 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันดี แล้วน าเจลเทลงบนแผ่นรองเจลที่มีหวี
เสียบอยู่ รอให้เจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที เมื่อครบเวลาค่อย ๆ ยกหวีขึ้นจากเจลแล้วย้ายแผ่นเจล วาง
ในแท๊งรันเจลที่มีบัฟเฟอร์ 1X TBE อยู่ วางเจลให้จมบัฟเฟอร์โดยให้บัฟเฟอร์ท่วมผิวหน้าเจลอย่างน้อย 
0.5 เซนติเมตร เตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอโดยแบ่งดีเอ็นเอมา 5 ไมโครลิตร ผสมกับสี loading dye (0.25% 
bromphenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, และ 30% glgcerol) 2 ไมโครลิตร โหลดตัวอย่างลง
ในช่องเจลแล้วตั้งกระแสไฟฟ้าให้มีความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 30 นาที เมื่อครบเวลาน าแผ่นเจลไป
ตรวจวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel 
Documentation) รุ่น GEL Doc XR+ (BIO-RAD) เปรียบเทียบขนาดของช้ินดีเอ็นเอด้วยดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (DNA marker) 1 kb (Promaga) 

2.1.5 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์   
ตรวจสอบการติดเช้ือรา EHP ในตับกุ้งด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยเคร่ือง Thermal cycler 

(846-x-070-301, Biometra TOne 96G) ไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบโรคแสดงในตารางที่ 4 ประกอบด้วย
ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน actin ซ่ึงจ าเพาะกับดีเอ็นเอของกุ้งโดยจะใช้เป็นปฏิกิริยาชุดควบคุม 
(internal control) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับโปรตีนบริเวณผิวสปอร์เช้ือรา EHP (spore wall protein, 
SWP) จ านวน 2 คู่ SWP1 ส าหรับปฏิกิริยา first-step PCR  และ SWP2 ส าหรับ nested-step PCR ใน
การเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์จะใช้น้ ายาเคมีส าเร็จรูป 5x HOT FIREPOL® DNA polymerase (Solis Bio-
Dyne)  ดังแสดงส่วนผสมในตารางที่ 5 ก าหนดโปรแกรมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังน้ี ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในชุด
ควบคุมตั้งค่าอุณหภูมิ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 55 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ตั้งค่าให้
เกิดปฏิกิริยาซ้ า 30 รอบ ตามด้วย final extension 5 นาที ส่วนปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั้นตอน first-step 
PCR ตั้งค่าโปรแกรม denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 58 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ให้เกิดปฏิกิริยา
ซ้ า 30 รอบ ตามด้วย final extension 5 นาที และ ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั้นตอน nested-step PCR ตั้ง
ค่าอุณหภูมิ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 64 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที ให้เกิดปฏิกิริยาซ้ า 20 
รอบ ตามด้วย final extension 5 นาที  

ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสที่ความเข้มข้นของอะกาโรส 1.5 
เปอร์เซ็นต์ น าผลผลิตพีซีอาร์ 8 ไมโครลิตร ผสมกับสี loading dye 2 ไมโครลิตร รันตัวอย่างเจลด้วย
กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาที เมื่อครบเวลาน าแผ่นเจลไปตรวจ
วิเคราะห์แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp (Solis 
BioDyne ) น าภาพถ่ายวิเคราะห์ความรุนแรงของการติดเช้ือ EHP ด้วยวิธี semi-quantitative analysis 
โดยเปรียบเทียบความเข้มของแถบแบน EHP-positive กับแถบแบน actin ในชุดควบคุมด้วยใช้โปรแกรม 
Image J  

ตารางที่ 4  รายละเอียดของไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับการตรวจการติดเช้ือ EHP ในตับกุ้ง   

Primer Sequence (5’ to 3’) 
Tm 
(°C) 

Product size 
(bp) 

Spore wall protein 

First-step    
     SWP_1F TTG-CAG-AGT-GTT-GTT-AAG-GGT-TT 58 514 
     SWP_1R CAC-GAT-GT-GTC-TTT-GCA-ATT-TTC   
Nested step    
     SWP_2F TTG-GCG-GCA-CAA-TTC-TCA-AAC-A 64 148 
     SWP_2R GCT-GTT-TGT-CTC-CAA-CTG-TAT-TTG-A   
Actin gene 
     actin_F CCT-CGC-TGG-AGA-AGT-CCT-AC 55 401 
     actin_R TGG-TCC-AGA-CTC-GTC-GTA-CTC   

ที่มา: Jaroenlak et al. ( 1620 ) 

  



31 
 

ตารางที่ 5 ส่วนประกอบของสารเคมีในปฏิกิริยาพีซีอาร์  

PCR reaction mixture 
Final 

concentration 
Volume (µl) 

Internal control    
 DNA template (25 ng/µl) 50 ng 2.0 
 10 µM Actin_F 0.2 µM 0.5 
 10 µM Actin_R 0.2 µM 0.5 
 5x HOT FIREPOL® DNA 

polymerase 
1x 5 

 ddH2O  17 
 Total volume  25 

 
First-step PCR    
 DNA template (25 ng/µl) 50 ng 2.0 
 10 µM SWP_1F 0.2 µM 0.5 
 10 µM SWP_1R 0.2 µM 0.5 
 5x HOT FIREPOL® DNA 

polymerase 
1x 4 

 ddH2O  13 
 Total volume  20 

Nested-step PCR    
 PCR product  2.0 
 10 µM SWP_2F 0.2 µM 0.5 

 10 µM SWP_2R 0.2 µM 0.5 
 5x HOT FIREPOL® DNA 

polymerase 
1x 5 

 ddH2O  17 
 Total volume  25 
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2.1.6 การตรวจสอบความเข้มข้น ATP ในตับกุ้ง 

2.1.6.1 การสกัด ATP จากตับกุ้ง 
ในการวิ เคราะห์  ATP ของตัวอย่างตับจ าเป็นต้องเพ่ิมขั้นตอนการก าจัดโปรตีน 

(deproteinization) ออกจากสารสกัดเซลล์ตับ โปรตีนเหล่าน้ีเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่อาจรบกวนการวิเคราะห์ 
ATP วิธีการก าจัดโปรตีนใช้สารละลาย perchloric acid/potassium hydroxide (PCA/KOH) ซ่ึงท าตาม
ขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ATP Assay Kit (Cat. ab83355, Abcam) ดังน้ี น าตัวอย่างตับกุ้ง 10 มิลลิกรัม 
ล้างด้วยบัฟเฟอร์ 1× PBS ที่เย็น เติม 2 N perchloric acid (PCA) ที่เย็นปริมาตร 100 ไมโครลิตร บดตบั
ให้ละเอียดแล้วบ่มหลอดในน้ าแข็งนาน 30 นาที น าหลอดปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสด้านบนลงหลอดใหม่ เจือจางสารละลายด้วย ATP 
assay buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และก าจัด PCA ส่วนเกินออกจากปฏิกิริยาด้วยการเติม 2M KOH 
ที่เย็นจัดลงในสารละลาย 50-100  ไมโครลิตร ให้สารละลายมีค่า pH อยู่ในช่วง 6.5-8 เพ่ือให้ PCA 
ตกตะกอน (ปรับ pH ด้วย 0.1 N KOH หรือ 0.1 N PCA) น าตัวอย่างที่ปรับค่า pH แล้วปั่นตกตะกอนที่ 
10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าส่วนใสย้ายลงหลอดใหม่เพ่ือรอการ
วิเคราะห์ ATP   

2.1.6.2 การวิเคราะห์ความเข้มข้น ATP 
ตรวจสอบ ATP ในตับกุ้งด้วยชุดทดสอบ Colorimetric Assay Kit (Cat. ab83355, 

Abcam) ในการตรวจวัดปริมาณ ATP ด้วยวิธี colorimetric assay จะต้องเตรียมส่วนผสมในปฏิกิริยาให้
มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 ไมโครลิตร โดยการเตรียมเป็นส่วนผสมหลัก (master mix) ดังแสดงใน
ตารางที่ 6 

ตารางที่ 6 การเตรียมส่วนผสมหลักของปฏิกิริยาการวิเคราะห์ความเข้มข้น ATP 

Component Reaction mix (µl) 

ATP assay buffer 44 
ATP probe 2 
ATP converter 2 
Developer mix 2 

น าส่วนผสมหลักของ reaction mix ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมลงในจานหลุมไมโคร
เพลทที่มีสารสกัดตัวอย่างตับ (sample well) อยู่แล้วปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมสารในจานหลุมให้เข้า
กันบ่มสารที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ระวังอย่าให้โดนแสง หลังจากส้ินสุดปฏิกิริยาหรือภายใน 2 ช่ังโมง 
ให้น าสารปฏิกิริยาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Microplate reader 
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(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH ) ท าการทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ า น าค่าดูดกลืนแสงที่ได้มา
ค านวณหาความเข้มข้นของ ATP ดังสูตร 

ATP concentration (nmol/µl หรือ nM) =    
B

V
 × D × DDF 

B คือ ความเข้มข้น ATP ที่ค านวณได้จากกราฟมาตรฐาน (nmol หรือ mM) 
V (sample volume) คือ ปริมาตรของสารตัวอย่างที่เติมลงไปในหลุม (µl) 
D (sample dilution factor) คือ ค่าการเจือจางสารตัวอย่าง 
DDF (deproteinization dilution factor) คือ ค่าการเจือจางสารสกัดในขั้นตอนการ
ก าจัดโปรตีน 

โดยที่  

DDF =    
500 µl+volume KOH (µl)

initial sample volume in PCA
  

2.1.6.3 การเตรียมกราฟมาตรฐาน ATP 
การค านวณหาความเข้มข้นของ ATP จากสารสกัดตับ ต้องอาศัยการเปรียบเทียบค่าจาก

กราฟมาตรฐาน ATP ขั้นตอนการเตรียมกราฟมาตรฐานมีดังน้ี เตรียมสารมาตรฐาน ATP ความเข้มข้น 1 
มิลลิโมลาร์ ด้วยการเจือจาง ATP standard ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในน้ า 
(ddH2O) 90 ไมโครลิตร จากน้ันน า ATP standard ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ สร้างกราฟมาตรฐาน ดัง
แสดงในตารางที่ 7 น าส่วนผสมของสารมาตรฐานเติมลงในจานหลุมไมโครเพลท หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
แล้วเติม reaction mix (ตารางที่ 6) ลงไป 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที 
ระวังอย่าให้โดนแสง น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร น าค่าดูดกลืนแสงที่ได้จาก
แต่ละตัวอย่างลบกับค่าดูดกลืนแสงในชุดควบคุมน้ ากล่ัน (blank)  แล้วน าค่าที่ได้สร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 
ATP ในช่วงความเข้มข้น 0-12 นาโนโมลล์ 
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ตารางที่ 7 ส่วนผสมของสารละลายส าหรับการสร้างกราฟมาตรฐาน ATP 

Standard 
no. 

ATP 1 mM 
standard (µl) 

Assay buffer 
(µl) 

Final volume 
standard in well (µl) 

End amount ATP 
(nmol/well) 

1 0 150 50 0 
2 6 144 50 2 
3 12 138 50 4 
4 18 132 50 6 
5 24 126 50 8 
6 30 120 50 10 
7 36 114 50 12 

 
2.1.7 การตรวจสอบทางพยาธิวิทยา 

น าช้ินเน้ือตับจากตัวอย่างในทุกชุดการทดลองตรวจสอบเน้ือเยื่อวิทยา โดยเตรียม
ตัวอย่างเน้ือเยื่อตามวิธีการของ Bell and Lightner (1988) มีวิธีการเตรียมพอสังเขปดังน้ี ดองตัวอย่าง
ช้ินเน้ือในน้ ายา Davison’s fixative ไม่น้อยกว่า 24 ช่ัวโมง  และน าไปแช่ในแอลกอฮอล์  70 เปอร์เซ็นต์ 
เน้ือเยื่อจะถูกแช่ไว้ในแอลกอฮอล์เพ่ือดึงน้ าออกจากเซลล์ (dehydration) หลังจากน้ันน าเน้ือเยื่อไปแช่ใน 
xylene เน่ืองจาก xylene เป็นสารที่สามารถละลายในพาราฟินท าให้เน้ือเยื่อใส โดยขั้นตอนน้ีเรียกว่า 
clearing น าช้ินเน้ือไปฝัง (embedding) ใน paraffin block   ตัดช้ินเน้ือ (sectioning) ที่อยู่ในแท่ง
พาราฟินให้เป็นแผ่นบาง ๆ  ด้วยเคร่ือง Microtome (HESTION) ความหนา 4-5 ไมครอน แล้วจัดวาง
เน้ือเยื่อบนสไลด์ ย้อมเน้ือเยื่อ (stanning) ด้วยสี hematoxylin และ phloxine (H&P) น าสไลด์ที่ได้ส่อง
ดูลักษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยื่อด้วยกล้องจุลทรรศน์ (compound microscope) ( Leica DM) ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า โดยตรวจหาสปอร์ในระยะต่างๆ  ตรวจสอบลักษณะของท่อลูเมนและขนาดของ 
vacuole ภายใน B-cell ท าโดยสุ่มตัวอย่างตับกุ้ง 2 ตัวอย่าง จากแต่ละชุดการทดลอง ตัวอย่างละ 3 ซ้ า 
(n=6) ซ้ าละ 10 ต าแหน่ง  เพ่ือตรวจหาอาการ atrophic tubules การวัดขนาดพ้ืนที่ vacuole ภายใน 
B-cell ให้สุ่มเลือก 10 ต าแหน่ง ๆ ละ 20 เซลล์ (B cell 400 เซลล์) น าข้อมูลวิเคราะห์พ้ืนที่ของเวคคิว
โอลด้วยโปรแกรม Image J   
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2.1.8 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ข้อมูล

ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS หาค่าความแปรปรวนของข้อมูลแบบจ าแนกทางเดียว (One way analysis 
of variances) และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีของ Duncan’s multiple range test ที่
ระดับความเช่ือมั่น 95  

2.2 วัสดุและอปุกรณ์  
2.2.1 สารเคมี  

1. แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ และแอลกอฮอล์บริสุทธิ์  
   99.9 เปอร์เซ็นต์ 
2. ชุดสกัดดีเอ็นเอ (OMEGA BIO-TEK) 
3. น้ ากล่ัน (Distilled water) 
4. สีย้อม Hematoxylin (BIOTECH) 
5. สีย้อม phloxine B  
6. 1 kb DNA marker (Promega) 
7. 100 bp DNA marker (Solis BioDyne) 
8. 1X TBE 
9. 5x HOT FIREPOL® DNA polymerase (Solis BioDyne) 
10. 6X loading dye 
11. Agarose  
12. ATP Assay Kit (Abcam) 
13. Davidson’s fixative  
14. Perchloric acid (PCA) 
15. 0.1 N Perchloric acid (PCA) 
16. 0.1 N Potassium hydroxide (KOH) 
17. RNase (OMEGA BIO-TEK) 
18. SYBR Safe (invitrogen) 
19. Xylene 

 
2.2.2 เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์  

1. กล้องจุลทรรศน์ (compound microscope) 
2. เคร่ืองเขย่าผสมสาร (vortex mixer)  
3. เคร่ืองช่ังดิจิตอล (Digital Balance) 
4. เคร่ืองตัดบล็อกช้ินเน้ือ (Microtome) 
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5. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม (PCR Thermal Cycler) 
6. เคร่ืองแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 
7. เคร่ืองวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  
8. เคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรมปริมาณน้อย (Nanodrop lite) 
9. เคร่ืองวิเคราะห์เจล (Gel documentation) 
10. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifugation) 
11. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifugation)  
12. เคร่ืองอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate reader) 
13. ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow)  
14. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven)  
15. ปิเปตอัตโนมัติ (Automatic pipette) 
16. หม้อน่ึงฆ่าเช้ือความดันไอ (Autoclave)  
19. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 

2.2.3 อุปกรณ์  
1. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 
2. จานหลุมไมโครเพลท (96 well plate)  
3. ตัวบดพลาสติก (Pestles) 
4. ปิเปตทิป (Pipette Tips) 
5. หลอดไมโครเซนตริฟิลล์ (Microcentrifuge tube) 
6. Paraffin block 
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บทที่ 3  

ผลการวิจัย 
 

3.1 การศกึษาผลของ 5-ALA ต่อการเจริญเตบิโตและอัตราการรอดชีวิตของกุ้งขาวที่ติดเช้ือ EHP 
ศึกษาผลของ 5-ALA ที่เสริมในอาหารกุ้งที่ความเข้มข้น 0 15 30 และ 60 ppm ต่อการ

เจริญเติบโตและการรอดชีวิตของกุ้ง พบว่า กุ้งให้ค่าเฉล่ียน้้าหนักตัวในวันเร่ิมต้นของการเล้ียงแตกต่างกัน
ทางสถิติ เมื่อเล้ียงกุ้งที่มีการเสริมและไม่เสริมอาหารด้วย 5-ALA นาน 21 วัน พบว่าค่าเฉล่ียน้้าหนักตัวใน
วันสุดท้ายของการเล้ียงไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 8 ภาพที่ 13A)  แต่กุ้งในทุกชุด
การทดลองให้ค่าการรอดชีวิตที่แตกต่างกัน (p<0.05)  โดยกุ้งที่ให้ ALA60 มีค่าการรอดชีวิตสูงที่สุด 
เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาเป็น ALA30 มีค่าเท่ากับ 83 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงความเข้มข้นดังกล่าวให้ค่าการ
รอดชีวิตสูงกว่ากุ้งที่เล้ียงด้วย ALA0 และ ALA15 (ตารางที่ 8 ภาพที่ 13C)  

เมื่อพิจารณาค่าการเติบโตที่ เ พ่ิมขึ้นของน้้าหนักตัวกุ้งตลอดการเล้ียง (biomass 
increase) พบว่า การเสริมอาหารกุ้งด้วย ALA30 และ ALA60 เพ่ิมมวลน้้าหนักตัวกุ้งได้ดี โดยเฉพาะ 
ALA60 สามารถส่งเสริมมวลน้้าหนักได้เพ่ิมขึ้น 1.6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ตารางที่ 8 ภาพที่ 
13B) 
ตารางที่ 8 การเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของกุ้ง  L. vannamei ที่ติดเช้ือ EHP เล้ียงด้วยอาหารเสริม 
5-ALA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน  

Parameter ALA0 ALA15 ALA30 ALA60 sig 
Initial Weight (g) 0.35±0.04a 0.35±0.02a 0.32±0.01ab 0.29±0.02b 0.01 
Final Weight (g) 1.92±0.45 2.00±0.46 1.86±0.28 1.82±0.35 ns 

Biomass Increase 
(× fold) 

3.96±1.84 b 3.70 ±1.34 b 4.97±0.42 ab 6.12±1.68a 0.05 

Survival Rate (%) 70.00±21.73b 63.00±13.94b 83.00±11.79ab 97.00±7.45a 0.05 

หมายเหตุ: ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (p<0.05)  
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ภาพที่ 13 การเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของกุ้ง L. vannamei ที่ติดเช้ือ EHP เล้ียงด้วยอาหารเสริม 

5-ALA ที่ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม) 15 30 และ 60 ppm เล้ียงนาน 21 วัน IBW: initial body 
weight, IBM: final body weight  
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3.2 การศกึษาพยาธิวิทยาของตบักุ้งที่ไดร้ับอาหารเสริม 5-ALA  
จากการตรวจพยาธิสภาพของตับกุ้งพบลักษณะท่อตับ (hepatopancreatic tubule) มี

จ านวนเซลล์เยื่อบุชนิด cuboidal epithelium น้อยลง เซลล์เยื่อบุมีขนาดเล็กและลีบลงส่งผลให้ช่อง 
lumen ขยายขนาดใหญ่ขึ้น เรียกลักษณะอาการเช่นน้ีว่า atrophic tubules (ภาพที่ 14A) ภายในตับกุ้ง
ตรวจพบเซลล์แต่ละประเภทรวมถึง B-cell นอกจากน้ียังตรวจพบท่อ lumen ขนาดเล็กที่มีลักษณะรูป
ดาวแฉก (star-shaped lumen) ซ่ึงเป็นลักษณะท่อตับที่เป็นปกติ  บริเวณเซลล์เยื่อบุท่อตับส่วนปลาย 
(the epithelium of the distal tubules) พบเฉพาะ E-cell จ านวนมาก (ภาพที่ 14C)  

วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ atrophic tubules ในชุดควบคุมและ ALA15 พบว่ามีค่าเท่ากับ 
30 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ ALA30 และ ALA60 เซลล์ตับแสดงอาการ atrophic tubules ลดลง เท่ากับ 7 
และ 3  เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสองกลุ่มแรก 
(p<0.05) (ภาพที่ 15A) และจากผลการทดลองพบความแตกต่างของ B-cell ซ่ึงพบว่า B-cell มีขนาด
ใหญ่ขึ้นเมื่อมีการเสริม 5-ALA ในอาหารกุ้งโดยเฉพาะในชุดการทดลอง ALA60 (ภาพที่ 14D)  

วิเคราะห์ค่าพ้ืนที่เฉล่ียของ vacuole ของ B-cell พบว่า ALA30 และ ALA60 มีค่าพ้ืนที่
อยู่ระหว่าง 340-370 mm2 ในขณะที่ ALA0 และ ALA15 มีพ้ืนที่เฉล่ีย 210-250 mm2 (ภาพที่ 15B) ซ่ึง
จะเห็นได้ว่าพ้ืนที่ vacuole ของ ALA30 และ ALA60 มีขนาดใหญ่กว่าอีกสองกลุ่มทดลองอย่า งมี
นัยส าคัญ (p<0.05) 

ตารางที่ 9 เปอร์เซ็นต์ atrophic tubule และค่าเฉล่ียพ้ืนที่ของ vacuole ภายใน B-cell ของตับกุ้ง L. 
vannamei ที่ติดเช้ือ EHP เล้ียงด้วยอาหารเสริม 5-ALA ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน  

Parameter ALA0 ALA15 ALA30 ALA60 sig 
Atrophic 

Tubule (%) 
29.65±29.49b 29.93±18.15b 7.22±1.15a 3.01±3.25a 0.05 

Vacuolar Area 
Of B-cell 
(mm2) 

210.54±81.67d 251.40±61.56c 342.07±99.33b 368.67±54.43a 0.01 

หมายเหตุ: ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (p<0.05)  
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ภาพที่ 14 พยาธิสภาพของตับกุ้งที่ติดเช้ือ EHP ที่ได้รับอาหารเสริม 5-ALA ความเข้มข้น 0 ppm (A) 15 
ppm (B) 30 ppm (C) และ 60 ppm (D) At แสดง atrophic tubule และ * แสดงลักษณะเซลล์ปกติ 

 

 

ภาพที่ 15 เปอร์เซ็นต์ atrophic tubule (A) และค่าเฉล่ียพ้ืนที่ vacuole ภายใน B-cell ของตับกุ้ง L. 
vannamei ที่ติดเช้ือ EHP ซ่ึงได้รับอาหารเสริม 5-ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน ๆ  
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3.3 การตรวจการติดเช้ือ EHP ในตับกุ้ง  

จากการตรวจการติดเช้ือ EHP ในกุ้งด้วย nested PCR พบว่ากุ้งมีอัตราการติดเช้ือรวม
ทั้งหมดเท่ากับ 92.3 เปอร์เซ็นต์ โดยมีอัตราการติดเช้ือในกลุ่ม 0, 15, 30 และ 60 ppm เท่ากับ 77.8, 
100, 100 และ 91.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  (ภาพที่ 16) และพบว่ากุ้งมีความรุนแรงในการติดเช้ือ EHP 
เพ่ิมขึ้น เมื่อกุ้งได้รับอาหารที่เสริมด้วย 5-ALA ที่ระดับ 30 และ 60 ppm โดยสามารถตรวจพบเช้ือทั้งใน 
first-step PCR และ nested PCR (ภาพที่ 16C และ 16D ) ทั้งน้ีอาจเป็นไปได้ว่า การเสริมอาหารกุ้งด้วย 
5-ALA ไม่สามารถลดปริมาณเช้ือ EHP ในตับของกุ้งที่ติดเช้ือได้ และอาจช่วยส่งเสริมให้เช้ือ EHP เพ่ิม
ปริมาณในตับกุ้งได้สูงขึ้น 

เมื่อน าผลผลิตพีซีอาร์มาวิเคราะห์ค่า semi-quantitative โดยการเปรียบเทียบค่าความ
เข้มของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากปฏิกิริยา nested PCR เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก -actin  
พบว่า ค่าความสัมพันธ์ของความเข้มมีค่าสูงขึ้นเมื่อกุ้งได้รับการเสริมด้วย ALA ในระดับความเข้มข้นที่
เพ่ิมขึ้น (ALA15, ALA30 และ ALA60) ซ่ึงผลดังกล่าวสอดคล้องกับค่าความรุนแรงของการติดเช้ือในตับ
กุ้งที่ได้กล่าวมาก่อนหน้าน้ี (ภาพที่ 17)  

จากที่ได้กล่าวไปแล้วว่ากุ้งส่วนใหญ่มีการติดเช้ือ EHP แต่พบกุ้ง 3 ตัวอย่าง เมื่อตรวจ
ด้วย nested PCR ไม่พบการติดเช้ือโดย 2 ตัวอย่าง มาจากชุดควบคุมและ 1 ตัวอย่างมาจาก ALA60 
(ภาพที่ 16A และ 16D) ทั้งน้ีอาจเป็นไปได้ว่ากุ้งบางตัวอาจมีสุขภาพดี จึงมีความต้านทานต่อการเข้า
ท าลายของเช้ือ EHP ได้ 

ผลการตรวจทางเน้ือเยื่อวิทยาพบแกรนูล (granule) ติดสีแดงขนาดประมาณ 1 µm 
เกาะรวมกันเป็นกลุ่มหรืออยู่กระจายเป็นเม็ดภายในเซลล์ตับ (ภาพที่ 18) ซ่ึงกลุ่มแกรนูลที่อยู่รวมกันน้ี
ประกอบด้วยเซลล์ของ EHP ซ่ึงเป็น vegetative cell ที่อยู่ในระยะต่าง ๆ  เช่น พลาสโมเดียม สปอโร-
บลาสต์ หรือสปอร์โรไซต์ ส่วนเม็ดแกรนูลที่กระจายทั่วทั้งเซลล์ตับน้ันเป็นสปอร์ของ EHP นอกจากน้ียัง
ตรวจพบเช้ือ EHP อยู่ภายใน M-cell และ F-cell  ได้สูงกว่า R-cell และ B-cell โดยอยู่ในระยะต่าง ๆ 
กัน จากภาพการทดลองพบเม็ดสปอร์ของ EHP ถูกปลดปล่อยออกจาก F-cell เข้าสู่ท่อตับ (ภาพที่ 18C) 
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ภาพที่ 16 เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากการตรวจตัวอย่างตับกุ้งด้วย nested PCR โดย
ใช้ไพรเมอร์ SWP ที่จ าเพาะกับเช้ือ EHP และไพรเมอร์ actin gene (internal control) ตัวอย่างที่ตรวจ
เช้ือเป็นกุ้งที่ได้รับอาหารเสริม 5-ALA ที่ความเข้มข้น 0 15 30 และ 60 ppm (A-D) กรอบสีแดงแสดง
ตัวอย่างกุ้งที่ตรวจไม่พบเช้ือ EHP สัญลักษณ์ M คือ 100 bp DNA marker;  + คือ positive control 
(pGEM-SWP);  - คือ negative control (H2O) ตัวเลขบนเลนน์แสดงตัวอย่างกุ้งที่น ามาตรวจพีซีอาร์ 
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ภาพที่ 17 ความเข้มของแบนผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยา nested PCR เปรียบเทียบกับแบนผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ของ -actin ในกุ้งที่ติดเช้ือ EHP ที่เสริม 5-ALA ความเข้มข้น 0 ppm, 15 ppm, 30 ppm และ 
60 ppm 

 

ภาพที่ 18  พยาธิวิทยาของตับกุ้งที่ตดิเช้ือ EHP และได้รับสารเสริม 5-ALA ที่ความเข้มข้น 0 ppm (A) 15 
ppm (B) 30 ppm (C) และ 60 ppm (D) ในภาพแสดงลักษณะเช้ือ EHP ที่อยู่ภายในเซลล์ตับเป็นเม็ด
แกรนูลติดสีแดงเกาะกลุ่มกัน ซ่ึงเป็นเช้ือที่อยู่ในระยะพลาสโมเดียม สปอโรบลาสต์ หรือสปอร์โรไซต์ 
(ลูกศร) และเม็ดสปอร์ของเช้ือกระจายอยู่ทั่วภายในตับกุ้ง (หัวลูกศร)   
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3.4 การตรวจระดบัความเข้มข้น ATP ในตับกุ้ง 

 น าตับกุ้งที่ติดเช้ือมาตรวจหาความเข้มข้น ATP พบว่ากุ้งที่เสริมด้วย 5-ALA ในระดับความเข้มข้น
ที่เพ่ิมขึ้นมีความเข้มข้นของ ATP ในตับที่เพ่ิมขึ้นด้วย เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบว่ากุ้งในชุด 
ALA15, ALA30 และ ALA60 มีปริมาณ ATP เพ่ิมขึ้น 1.6 เท่า, 2 เท่า และ 2.1 เท่า ตามล าดับ ซ่ึงกุ้งใน
กลุ่ม ALA 30 และ ALA 60 มีความเข้มข้นของ ATP ที่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม (p<0.05) (ภาพที่ 19)  

 

ภาพที่ 19 ความเข้มข้นของ ATP ในตับกุ้ง L. vannamei ที่ติดเช้ือ EHP และได้รับสารเสริม 5-ALA  
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บทที่ 4 

วิเคราะห์ผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาผลของ 5-ALA  ต่อการเจริญเติบโตและอัตราการรอดชีวิตของกุ้งขาว L. 
vannamei ที่ติดเช้ือ EHP พบว่ากุ้งที่ให้อาหารเสริม 5-ALA ที่ความเข้มข้น 60 ppm/kg มีอัตราการรอด
ชีวิต น้ าหนักตัวกุ้ง และปริมาณ ATP ภายในตับกุ้งเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม 5-ALA กลับช่วยส่งเสริมการเพ่ิม
จ านวนของเช้ือราในตับ จากข้อมูลที่ว่า 5-ALA เป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญในการสังเคราะห์ฮีม (heme) ซ่ึง
เป็นโคแฟคเตอร์ที่อยู่บริเวณ prosthetic site ของเอนไซม์ไซโตโครม เอนไซม์ชนิดน้ีมีความส าคัญต่อการ
สร้างพลังงาน (ATP) ผ่านกระบวนการ electrons transport chain (ETC) ที่เกิดจากการหายใจแบบใช้
ออกซิเจน (Ogura et al., 2011, Hara et al., 2016; Ota et al., 2017) จากทฤษฎีน้ีจึงท าให้กุ้งที่ติดเช้ือ 
EHP ในกลุ่มทดลองที่เสริมอาหารด้วย 5-ALA มีการสังเคราะห์ ATP ภายในตับกุ้งเพ่ิมขึ้น และงานวิจัย
คร้ังน้ีก็สอดคล้องกับงานวิจัยของ Pendrosa-Gerasmio et al. (2018) ที่รายงานว่า 5-ALA สามารถเพ่ิม
การสร้าง ATP ภายในตับกุ้งได้ จึงเป็นไปได้ว่าเซลล์ตับของกุ้งที่ติดเช้ือ EHP สามารถสร้างพลังงานเพ่ิมขึ้น
ได้เช่นเดียวกัน แล้วน าพลังงานส่วนน้ีไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม และฟ้ืนฟูการท างานของเซลล์ตับ
ที่ถูกท าลาย และจากผลการทดลองพบตับกุ้งในกลุ่มที่เสริม 5-ALA ในระดับความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นแสดง
อาการ atrophic tubule ลดลง รวมถึงพ้ืนที่แวคิวโอลภายใน B cell มีขนาดใหญ่ขึ้น จึงเป็นการสนับสนุน
ว่า B cell ของเซลล์ตับสามารถกลับมาท าหน้าที่ได้เช่นเดียวกับเซลล์ปกติ  

จากการศึกษาทางเน้ือเยื่อวิทยาของเซลล์เยื่อบุของท่อตับกุ้ง (hepatopancreatic 
tubular epithelium) ประกอบด้วยเซลล์ 5  ชนิด คือ E-, M-, R-, F- และ B-cells (Hu & Leung, 2007; 
Nunes et al. 2014; Vogt, 2019) โดยที่ Vogt (2019) ได้ศึกษาหน้าที่ของเซลล์ตับเยื่อบุแต่ละชนิดใน
สัต ว์ น้ า ก ลุ่ม กุ้ งและปู  (decapod crustacean)  ด้ ว ยวิ ธี ท า ง  immunohistochemistry  in situ 
hybridization และตรวจสอบการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์ เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่แตกต่างกันภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ สามารถสรุปหน้าที่ของเซลล์แต่ละชนิดได้ดังน้ี E-(embryonic)-cells เป็นเซลล์ที่อยู่
บริเวณปลายของ epithelial tubules เป็นเซลล์ต้นแบบที่สามารถแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวนเพ่ือทดแทนเซลล์
ชนิดอ่ืน ๆ ที่ตายไป R (resorptive)-cells เป็นเซลล์ที่มีแวคิวโอลขนาดเล็กจ านวนมากภายในเซลล์ ท า
หน้าที่ในการสะสมสารอาหารที่ดูดซึมได้ เก็บสะสมพลังงานและเกลือแร่ สังเคราะห์ลิโปโปรตีนเพ่ือส่งออก
ไปยังอวัยวะอ่ืน ล้างพิษโลหะหนัก และขับกรดยูริก F (fibrillary)-cells มีหน้าที่สังเคราะห์เอนไซม์ย่อย
อาหารและสร้างโปรตีนในเลือดที่เก่ียวข้องกับการขนส่งออกซิเจนและระบบภูมิคุ้มกัน B (blister)-cells 
เป็นเซลล์ที่มีแวคิวโอลเดี่ยวขนาดใหญ่ท าหน้าที่สร้างและเก็บสะสมไขมันไว้ในแวคิวโอล และ M-cells ยัง
ไม่ทราบแน่ชัดแต่อาจจะเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่ผลิตฮอร์โมน มีรายงานว่า B-cell สามารถหล่ังเอนไซม์ห รือ
สารที่ผลิตขึ้นเข้าสู่ท่อตับด้วยกลไก holocrine secretion (Vogt, 1994)  นอกจากน้ี Hu and Leung 
(2007) รายงานว่า B-cell สะสม cathepsin L ซ่ึงเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนชนิด endopeptidase ในขณะ
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ที่ F-cells ตรวจพบการแสดงออกของยีน CatL ที่ท าหน้าที่ในการสร้างเอนไซม์ cathepsin L จาก
หลักฐานดังกล่าวจึงคาดว่า  F- และ B-cell อาจเป็นเซลล์ชนิดเดียวกันแต่อยู่ในระยะการพัฒนาที่ต่างกัน 

จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่ากุ้งที่ไม่ได้รับ 5-ALA มีค่าเฉล่ียของขนาดพ้ืนที่แวคิวโอล
ภายใน B-cell น้อยที่สุด ในขณะที่กุ้งที่ได้รับ 5-ALA ที่ความเข้มข้น 30 และ 60 ppm มีค่าเฉล่ียของ
ขนาดพ้ืนที่แวคิวโอลเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่ามีการสะสมของไขมันและหรือ cathepsin L 
ภายในแวคิวโอลเพ่ิมมากขึ้นหลังจากได้รับอาหารเสริม 5-ALA  ดังน้ัน ถ้า F-cell เป็นเซลล์ตั้งต้นของ B-
cell (Hu and Leung, 2007) อาจสามารถสรุปได้ว่า 5-ALA ช่วยส่งเสริมการท างานของ F-cell ท าให้
เกิดการสะสมเอนไซม์ที่ช่วยในย่อยอาหารภายในแวคิวโอลเพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกุ้งในชุดควบคุม  
ดังน้ัน 5-ALA อาจส่งเสริมให้กุ้งที่ติดเช้ือ EHP มีระบบการย่อยอาหารที่ดีและได้รับสารอาหารที่เป็น
ประโยชน์ จึงช่วยให้อัตราการตายของกุ้งที่ติดเช้ือ EHP ลดลงได้ อย่างไรก็ตาม การรอดชีวิตของกุ้งที่มี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นหลังจากกุ้งได้รับ 5-ALA อาจเกิดจากปัจจัยอ่ืนเข้ามาเก่ียวข้อง จากข้อมูลที่ว่าตับเป็น
แหล่งผลิตสารเปปไทด์ต้านจุลชีพและโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการลอกคราบ ซ่ึงยังไม่มีข้อมูลยืนยันว่าเซลล์
ชนิดใดของตับที่ท าหน้าที่ผลิตเปปไทด์หรือโปรตีนดังกล่าว (Tassanakajon et al., 2013, Tseng et al., 
2002, Yang et al., 2018, Zhang et al., 2004; Pendrosa- Gerasmio et al., 2018) ดังน้ัน การ
เพ่ิมขึ้นการสร้าง ATP จากการให้กุ้งกินอาหารผสม 5-ALA เป็นการช่วยให้เซลล์ตับสามารถกลับมาสร้าง
สารเปปไทด์ต้านจุลชีพ และโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการลอกคราบให้อยู่ในระดับเดิมได้ ส่งผลให้กุ้งมีการตาย
ลดลงดังเช่นผลการวิจัยที่ให้กุ้งกินอาหารผสม 5-ALA ช่วยลดการตายของกุ้งที่มีการติดเช้ือ AHPND 
(Pendrosa-Gerasmio et al., 2018; 2019; Direkbusarakom et al., 2021)  

จากการศึกษาพบว่าปริมาณสารเสริม 5-ALA มีแนวโน้มส่งเสริมปริมาณเช้ือ EHP 
ภายในตับ ซ่ึงจากข้อมูลที่ว่าการเสริม 5-ALA ช่วยเพ่ิมการสร้าง ATP ทั้งในเซลล์ปกติและเซลล์ที่ติดเช้ือ 
EHP ดังน้ันการเพ่ิมขึ้นของพลังงานภายในเซลล์ส่งผลให้เช้ือ EHP สามารถดึงพลังงานที่ตับผลิตไปใช้ใน
การเพ่ิมจ านวน จากผลการศึกษาคร้ังน้ีจะเห็นได้ว่า 5ALA ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมในกุ้ง ได้แก่ กระบวนการย่อยและการดูดซึม ระบบภูมิกัน กระบวนการลอกคราบ และเพ่ิมมวลน้ าหนัก
ตัวกุ้ง  แต่ในด้านลบกลับช่วยส่งเสริมการเพ่ิมขึ้นของปริมาณเช้ือ EHP จากข้อเท็จจริงน้ีจึงควรมีการศึกษา
เพ่ือพิสูจน์ผลกระทบดังกล่าวน้ีว่าจะเกิดขึ้นกับการเพาะเล้ียงกุ้งในระบบฟาร์มหรือไม่ และจากการศึกษา
ในคร้ังน้ีพบกุ้ง 3 ใน 36 ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจโรคด้วย nested-PCR เป็นลบ น้ันคือตัวอย่างกุ้ง
ประมาณ 8% ของกุ้งทั้งหมด อาจแสดงความต้านทานต่อเช้ือ EHP ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมด้วย
การเพ่ิมจ านวนประชากรกุ้งเพ่ือพิสูจน์สมมติฐานน้ีให้ชัดเจนขึ้น และศึกษากลไกความต้านทานของกุ้งต่อ
เช้ือ EHP ซ่ึงอาจท าให้ได้สายพันธุ์กุ้งขาวที่ต้านทานต่อเช้ือรา EHP ซ่ึงมีความส าคัญอย่างมากต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งในอนาคต  
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บทที่ 5  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

การให้กุ้งขาว L. vannamei ที่ติดเช้ือ EHP กินอาหารเม็ดเสริมด้วย 5-ALA ที่ความ
เข้มข้น 60 ppm/kg ช่วยลดการตายและเพ่ิมมวลน้ าหนักตัว นอกจากน้ี การเสริมอาหารด้วย 5-ALA 
สามารถลดพยาธิสภาพของการเกิดโรค กระตุ้นการสร้างพลังงาน และเพ่ิมจ านวนเช้ือราในตับกุ้ง ส่ิง
เหล่าน้ีอาจเป็นไปได้ว่า 5-ALA ช่วยส่งเสริมการสร้างฮีมซ่ึงเป็นองค์ประกอบของฮีโมโปรตีนให้มีการ
สังเคราะห์เพ่ิมขึ้นในตับกุ้ง กลุ่มโปรตีนเหล่าน้ีมีหน้าที่ส าคัญต่อการสร้างพลังงงานของเซลล์ด้วยระบบ 
ETC ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง และกระบวนการลอกคราบ อย่างไรก็ตาม พลังงานที่ถูกสร้างเพ่ิมขึ้นในกุ้งที่
ติดเช้ือ EHP ท าให้เช้ือมีพลังงานเพียงพอในการแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวนด้วยเช่นกัน 
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ภาคผนวกที่ 1 การเตรียมสารเคมี 

1.1 การเตรียมสารละลาย Davidson’s fixative 

95 % Ethanol 331 มิลลิลิตร 
37 % Formalin 221 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 115 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ัน 335 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี เตรียมน้ ากล่ันปริมาตร 335 มิลลิลิตร ลงในขวดดูเรน เติม 
Ethanol ปริมาตร 331 มิลลิลิตร Formalin ปริมาตร 221 มิลลิลิตร ตามด้วย Glacial acetic acid 
ปริมาตร 115 ml  

1.2 การเตรียมสารละลาย 5X Tris-borate-EDTA Buffer 

Tris-base  54 กรัม 
Boric acid  27.5 กรัม 
0.5 M EDTA  20 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ัน 1000 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี เตรียมน้ ากล่ันปริมาตร 335 มิลลิลิตร ลงในขวดดูเรน เติม ช่ัง 
Tris-base 54 กรัม ละลายด้วยน้ ากล่ันปริมาตร 600 มิลลิลิตร เติม Boric acid 27.5 กรัม ละลายจนเข้า
กัน และเติมสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1.5 M ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากน้ันปรับปริมาตรด้วยน้ า
กล่ันให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกตวง เก็บรักษาไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง 

1.3 การเตรียมสารละลาย 1X Tris-borate-EDTA Buffer 

5X TBE Buffer 200 มิลลิลิตร 

น้ ากล่ัน 800 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี เตรียม5X TBE Buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากล่ันให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกตวง เทลงในขวดดูเรนและเก็บรักษาไว้โดยวางที่
อุณหภูมิห้อง 
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1.4 การเตรียม 0.8 % Agarose 

Agarose 0.8 กรัม 

1X TBE Buffer  100 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี ช่ัง Agarose ปริมาตร 0.8 กรัม ละลายด้วย 1X TBE Buffer 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร สารละลาย Agarose ด้วยความร้อน วางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 
จากน้ันเติม SYBR Safe เทสารละลาย Agarose ลงสู่ Gel box หรือ Gel tray และเสียบหวี (Comb) 
และวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 25-30 นาที ก่อนย้ายลง Gel chamber  

1.5 การเตรียม 1.5 % Agarose 

Agarose 1.5 กรัม 

1X TBE Buffer  100 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี ช่ัง Agarose ปริมาตร 1.5 กรัม ละลายด้วย 1X TBE Buffer 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร สารละลาย Agarose ด้วยความร้อน วางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 
จากน้ันเติม SYBR Safe เทสารละลาย Agarose ลงสู่ Gel box หรือ Gel tray และเสียบหวี (Comb) 
และวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 25-30 นาที ก่อนย้ายลง Gel chamber  

1.6 การเตรียม 6X loading buffer  

Bromphenol blue 0.025 กรัม 
Xylene cyanol FF  0.025 กรัม 
Glycerol 3 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ัน 7 มิลลิลิตร 

มีขั้นตอนการเตรียม ดังน้ี ช่ัง Bromphenol blue ปริมาตร 0.025 กรัม Xylene 
cyanol FF ปริมาตร 0.025 กรัม และเติม Glycerol ปริมาตร 3 มิลลิลิตรจากน้ันปรับปริมาตรด้วยน้ า
กล่ัน ผสมให้สารละลายเป็นเน้ือเดียวกันด้วยเคร่ืองผสมสารละลาย Vortex Mixer เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวกที่ 2  ข้อมูลผลการทดลอง 
ตารางภาคผนวกที่ 1 น้ าหนักตัวสุดท้ายของกุ้ง  L. vannamei ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม 5-ALA ทีค่วาม
เข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน 

Shrimp 
no. 

Body weight (g) 
0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

1 2.40 2.46 1.96 2.27 
2 2.34 2.09 2.98 2.10 
3 1.51 1.16 2.06 1.89 
4 0.82 1.36 1.80 2.18 
5 1.74 2.38 2.05 1.88 
6 2.00 3.00 2.71 2.19 
7 1.25 0.77 2.14 2.44 
8 1.44 1.34 1.66 2.57 
9 2.12 1.71 0.99 2.44 
10 2.17 0.96 2.56 2.12 
11 2.54 2.86 1.48 2.00 
12 2.31 2.84 2.45 1.55 
13 2.17 2.16 1.51 1.63 
14 2.15 2.47 0.71 1.81 
15 2.23 1.39 2.09 1.35 
16 1.66 2.24 1.13 1.50 
17 0.39 3.00 2.82 1.32 
18 1.80 2.59 1.60 0.74 
19 2.94 2.09 0.59 1.41 
20 2.00  0.51 1.31 
21 2.81  3.04 2.39 
22   1.31 1.67 
23   2.34 0.79 
24   1.56 3.54 
25   1.59 2.11 
26    2.10 
27    1.89 
28    1.30 
29    0.59 

Means 1.92 2.00 1.86 1.82 
SD 0.45 0.46 0.28 0.35 
N 21 19 25 29 
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ตารางภาคผนวกที่  2 อัตราการรอดชีวิตของกุ้ง  L. vannamei ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม 5-ALA ทีค่วาม
เข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน 

Bucket 
No. 

Survival Rate (%) 
0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

1 50 67 67 100 
2 83 50 83 100 
3 100 50 83 100 
4 50 83 100 100 
5 67 67 83 83 

Means 70.00 63.00 83.00 97.00 
SD 21.73 13.94 11.79 7.45 
N 5 5 5 5 

 
ตารางภาคผนวกที่  3 เปอร์เซ็นต์ atrophic tubule ของตับกุ้ง  L. vannamei ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม 
5-ALA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน 

Shrimp 
no. 

Atrophic Tubule (%) 
0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

1 57.36 38.78 8.77 0.00 
 59.65 46.07 6.86 3.66 
 52.43 52.48 7.69 0.00 
2 2.35 19.53 5.70 1.06 
 1.77 12.34 6.26 5.29 
 4.36 10.38 8.04 8.04 

Means 29.65 29.93 7.22 3.01 
SD 29.49 18.15 1.15 3.25 
N 6 6 6 6 
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ตารางภาคผนวกที่ 4  ค่าเฉล่ียพ้ืนที่ของ vacuole ภายใน B-cell ตับกุ้ง  L. vannamei ที่เล้ียงด้วย

อาหารเสริม 5-ALA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ นาน 21 วัน 

 Vacuolar Area Of B-cell (mm2) 

 0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

Sample 1 2 1 2 1 2 1 2 
Area         

1 195.29 276.72 316.90 306.71 217.37 457.89 417.68 389.04 

 257.62 301.11 288.92 300.91 398.89 302.73 361.76 351.48 

 174.24 175.22 286.98 331.00 213.90 295.31 383.91 460.16 

 258.73 353.64 322.44 230.05 299.46 351.55 322.40 332.98 

 242.11 152.90 348.48 225.19 245.12 493.69 369.22 317.95 

 210.80 222.32 347.37 208.69 298.30 525.16 374.76 342.80 

 179.78 229.82 276.18 263.05 183.84 276.69 385.84 444.52 

 153.19 245.20 255.13 387.27 211.59 414.49 363.97 365.35 

 238.78 179.17 326.87 383.41 245.12 346.13 445.14 462.47 

 219.39 218.56 268.98 261.11 213.90 316.10 396.92 456.67 

2 135.46 154.78 263.16 178.60 352.64 311.58 446.24 317.95 

 145.15 302.05 229.36 173.75 497.17 368.91 352.32 443.97 

 233.30 211.06 290.58 109.69 311.02 235.45 373.65 487.90 

 215.51 180.10 253.74 160.16 137.59 411.23 558.43 382.69 

 185.04 230.76 329.64 153.37 405.83 344.87 309.40 502.93 

 182.83 216.69 225.76 131.04 208.12 312.49 318.26 453.20 

 217.73 217.63 254.85 198.02 307.55 240.88 381.70 365.35 

 220.78 312.37 249.03 245.58 422.01 406.71 321.58 387.32 

 221.05 187.61 234.63 193.16 233.55 396.04 430.45 434.72 

 237.67 151.96 310.25 123.27 283.27 412.87 445.38 317.95 
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 Vacuolar Area Of B-cell (mm2) 

 0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

Sample 1 2 1 2 1 2 1 2 
Area         

3 164.10 196.57 267.41 255.52 390.06 449.05 396.92 350.52 

 224.81 160.59 270.48 234.71 283.68 459.54 332.73 365.95 

 108.35 190.91 220.69 104.06 478.14 513.81 451.56 298.77 

 211.32 118.27 218.43 174.59 360.32 322.75 419.15 388.58 

 221.50 248.48 334.99 298.30 319.14 433.24 390.86 336.12 

 220.37 272.18 267.81 183.84 546.77 474.95 395.38 347.43 

 240.74 343.97 278.41 273.45 464.41 303.32 367.81 482.11 

 146.40 282.12 215.03 313.33 426.66 359.45 359.89 315.75 

 210.19 304.91 212.77 334.17 471.28 358.37 375.74 322.54 

 138.48 257.16 195.79 275.18 307.70 299.70 334.99 340.33 

4 218.49 342.88 208.15 293.68 350.02 299.76 301.04 327.88 

 229.02 228.95 190.13 272.32 307.70 425.30 492.30 349.39 

 193.93 312.50 279.54 307.01 399.21 309.80 329.34 362.15 

 188.59 133.46 244.46 286.17 285.31 527.85 438.30 329.33 

 229.43 119.36 264.83 266.52 362.61 392.92 362.16 366.36 

 226.03 172.53 228.61 336.46 263.09 330.31 351.97 380.25 

 190.54 113.93 275.74 287.33 435.82 277.42 307.11 427.47 

 227.89 124.78 183.34 146.84 431.24 318.05 358.04 444.45 

 216.98 182.29 240.65 275.79 480.43 483.59 354.64 394.24 

 135.81 155.17 224.81 355.54 350.99 345.42 446.72 290.85 

 

  



64 
 

 Vacuolar Area Of B-cell (mm2) 

 0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

Sample 1 2 1 2 1 2 1 2 
Area         

5 195.85 340.65 163.62 306.48 525.18 283.31 353.99 319.13 

 158.17 210.50 276.99 247.92 274.35 346.35 472.53 358.66 

 209.75 193.53 220.89 249.04 350.49 308.28 312.64 306.81 

 208.32 221.82 192.18 268.75 343.78 298.20 333.14 352.72 

 170.64 166.37 165.16 296.74 269.09 254.19 361.08 384.42 

 160.39 133.55 213.22 239.64 283.65 361.69 387.06 499.41 

 175.35 179.95 235.28 209.40 258.67 378.49 485.17 403.89 

 217.54 290.86 341.27 290.03 357.21 258.67 358.71 301.22 

 215.40 131.28 252.45 156.77 402.00 340.42 333.90 313.53 

 164.82 193.53 206.87 154.53 221.72 333.70 331.54 338.17 

6 218.70 250.11 192.84 307.94 295.96 437.50 453.63 356.43 

 200.83 312.36 254.79 252.40 378.49 444.56 447.73 360.90 

 205.26 452.69 336.60 131.02 283.31 372.89 470.17 325.07 

 184.49 312.36 196.20 249.04 349.37 382.97 367.40 354.53 

 192.80 255.77 183.20 179.17 248.59 266.51 420.56 352.29 

 173.13 199.19 230.10 156.77 250.05 282.19 232.01 360.90 

 166.21 329.34 248.14 152.29 313.54 327.32 445.36 382.52 

 131.86 331.60 296.86 144.45 291.48 264.61 365.03 374.68 

 205.08 477.59 162.53 287.79 314.66 369.53 347.31 373.22 

 164.27 288.59 219.07 286.67 289.24 274.35 247.67 303.80 
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 Vacuolar Area Of B-cell (mm2) 

 0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

Sample 1 2 1 2 1 2 1 2 
Area         

7 195.43 272.11 278.83 254.58 282.93 325.08 425.34 360.31 

 200.25 125.42 181.62 287.09 203.71 303.46 357.85 380.24 

 138.99 141.09 273.35 326.65 242.19 316.46 202.46 427.80 

 225.62 250.83 142.96 325.48 289.72 329.22 322.39 468.97 

 215.59 188.13 361.53 190.64 271.62 363.15 349.84 399.69 

 131.19 133.26 311.91 240.63 230.87 416.56 325.99 374.04 

 217.74 241.88 129.96 356.87 520.60 286.67 408.35 327.62 

 201.36 203.80 224.48 215.05 354.23 245.23 293.97 394.45 

 222.40 225.08 379.25 277.82 156.18 271.33 439.06 323.05 

 127.40 268.75 256.38 180.18 126.75 250.83 413.90 308.84 

8 183.54 178.05 207.61 139.49 220.69 745.78 260.80 390.05 

 123.49 164.61 314.70 233.65 415.35 318.70 314.56 386.62 

 205.13 201.56 293.43 396.39 385.92 325.08 243.64 313.41 

 216.09 349.37 152.41 138.33 221.82 327.66 299.69 331.06 

 122.43 215.00 339.08 174.37 210.50 288.13 295.60 359.17 

 231.69 247.47 288.28 233.62 205.98 237.40 269.95 325.99 

 178.22 202.68 342.63 302.24 323.68 315.55 371.58 340.21 

 219.19 273.23 219.42 240.57 150.52 325.08 275.67 364.23 

 139.11 246.35 152.41 267.24 209.37 334.38 278.44 375.18 

 208.05 266.51 281.19 289.42 160.71 259.01 286.45 383.67 
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 Vacuolar Area Of B-cell (mm2) 

 0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 

Sample 1 2 1 2 1 2 1 2 
Area         

9 214.03 305.41 311.95 297.24 411.27 246.72 477.32 366.52 

 207.39 232.33 310.10 269.35 164.08 307.83 381.95 476.51 

 256.65 293.41 280.67 243.32 321.67 345.18 419.75 406.07 

 215.84 195.24 270.08 150.52 369.17 675.65 245.32 382.54 

 173.96 178.88 287.14 222.95 296.85 245.59 319.75 394.46 

 127.25 165.79 383.66 281.80 324.91 349.71 358.32 340.87 

 150.47 342.49 279.54 301.77 573.18 428.11 390.22 487.95 

 159.06 171.25 151.65 306.29 482.51 484.38 385.16 311.62 

 131.80 268.32 331.19 276.87 592.61 314.62 430.06 393.31 

 124.12 151.61 224.08 291.58 277.42 474.20 319.00 439.25 

10 206.79 214.88 230.87 270.08 237.48 272.75 401.70 248.22 

 164.43 237.78 267.09 153.92 220.21 244.46 291.40 334.49 

 211.81 134.16 205.98 157.31 480.35 243.32 396.88 342.02 

 171.95 436.30 303.31 268.22 322.75 461.75 333.51 300.84 

 204.81 397.03 300.63 296.11 370.25 333.86 331.57 308.18 

 216.98 189.79 312.36 240.24 389.68 323.68 475.28 347.08 

 219.33 173.43 333.45 319.87 426.38 331.60 381.62 467.84 

 154.77 286.87 244.05 253.10 270.94 346.31 365.08 331.72 

 198.80 387.21 332.73 291.99 184.58 336.13 441.54 420.46 

 197.72 123.25 322.14 284.07 390.76 388.19 429.21 371.10 

Means 210.54 251.40 342.07 368.67 

SD 81.67 61.56 99.33 54.43 

N 400 400 400 400 
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ตารางภาคผนวกที่ 5 ค่า relative density ของความเข้มของแถบ PCR product จากเจลอิเล็กโตรโฟรี
ซิส  

Sample 
Relative density 

0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 
1 0.681249 0.946331 1.081393 0.769232 
2 0.664649 2.04341 0.891128 1.376034 
3 0.932832 1.114719 1.409829 1.30388 
4 0.422654 1.048659 0.791692 1.061171 
5 0.306025 0.968537 0.802298 1.757884 
6 0.198002 0.921812 1.105489 1.133201 
7 0.295554 0.919084 1.02762 0.84039 
8  1.263427 0.851698 0.935104 
9   0.771525 0.875969 
10   0.835029 0.99866 
11    0.713835 

Means 0.5 1.2 1.0 1.1 
SD 0.3 0.4 0.2 0.3 
N 7 8 10 11 

 

ตารางภาคผนวกที่ 6 กราฟมาตรฐาน ATP 

Standard no. 
End amount ATP 

(nmol/well) OD 570 nm. 

1 0 0 

2 2 0.20 

3 4 0.45 

4 6 0.67 

5 8 0.89 

6 10 1.04 
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ภาพภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐาน ATP 

สูตรการค านวณความเข้มข้น ATP ที่ค านวณได้จากกราฟมาตรฐาน 

Y = 0.1079X 

OD. = 0.1079X 

X (nmol) =   
OD.

0.1079
 

ตารางภาคผนวกที่ 7 ความเข้มข้นของ ATP ในตับกุ้ง L. vannamei ที่ติดเช้ือ EHP 

Sample 
ATP Level (nmol) 

0 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 
1 0.14 0.23 0.22 0.23 
2 0.12 0.16 0.17 0.43 
3 0.10 0.16 0.31 0.30 
4 0.09 0.16 0.29 0.16 
5 0.16 0.26 0.19 0.15 

Means 0.12 0.19 0.24 0.25 
SD 0.03 0.05 0.06 0.12 
N 5 5 5 5 
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