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บทคัดยอ 
 
 

 ศึกษาผลของการเสริมโปรตีนฟอติลินยีสตในอาหารตอการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงขาวแวนนาไมโดย
แบงเปน 5 ชุดการทดลอง ชุดท่ี 1 อาหารไมผสมยีสตและโปรตีนฟอติลินยีสต ชุดท่ี 2 อาหารผสม
ยีสต ชุดท่ี 3 อาหารผสมยีสตพลาสมิดเปลา ชุดท่ี 4 อาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต 
และชุดท่ี 5 อาหารผสมโปรตีน ฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต  เล้ียงกุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเริ่มตน
เฉล่ีย 10.60 + 2.05 กรัม ดวยอาหารทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า เปนเวลา 3 สัปดาห สุมเก็บ
ตัวอยางกุงหลังเล้ียงดวยอาหารทดลองท่ี 1 2 และ 3  สัปดาห เพ่ือตรวจวัดการทํางานของภูมิคุมกัน
ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดรวม เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแยกตามชนิด กิจกรรมเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส 
เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม และการสราง
อนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือด และทดสอบความสามารถใน
การตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใหกุงขาวรับเช้ือโดยวิธีการฉีด พรอมท้ังเก็บตัวอยางกุง
หลังฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมงและกุงรอดตายหลังไดรับเช้ือ 5 วันมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 
ซ่ึงเปนยีนของเช้ือท่ีสามารถใชบงช้ีสภาวะการติดเช้ือตัวแดงดวงขาวไดและเก็บตัวอยางกุงหลังฉีด
เช้ือท่ี 24 48 และ 72 ช่ัวโมงเพ่ือตรวจสอบพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงแตละชุดการทดลอง ผล
การศึกษาครั้งนี้พบวายีสต และโปรตีนฟอติลินยีสตไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาว แต
สงผลใหกุงสามารถตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดเพ่ิมขึ้นโดยพบวากุงท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดตาย 76 เปอรเซ็นต สูงกวากุงท่ีไดรับอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสต ระดับ 1.0 เปอรเซ็นต อาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตพลาสมิดเปลา 
ซ่ึงมีอัตรารอด 66 เปอรเซ็นต 38 เปอรเซ็นต และ 33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  เม่ือเก็บกุงท่ีรอดตายมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 พบวา อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin 
(VP28/ß actin ratio) มีคาอยูในชวง 0.18-0.26 ซ่ึงต่ํากวาคาท่ีแสดงออกในกุงท่ีแสดงอาการ (หลังฉดี
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เช้ือ 24 ช่ัวโมง) ซ่ึงมีคาการแสดงออกของยีนอยูในชวง 0.67-0.88 เม่ือพิจารณาระยะเวลาในการให
อาหารพบวาหลังเล้ียงกุงดวยอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 2 สัปดาห ทําใหกุงมีอัตรารอดตาย
หลังรับเช้ือตัวแดงดวงขาวสูงสุดและเริ่มลดลงหากใชระยะเวลาการเล้ียงนานขึ้นเปน 3 สัปดาห 
แสดงใหเห็นวาระดับของโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีเหมาะสมในการนําไปผสมอาหารสําหรับเล้ียงกุง
ขาวแวนนาไมคือท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต เนื่องจากเปนระดับความเขมขนท่ีทําใหกุงท่ีไดรับเช้ือตัว
แดงดวงขาวรอดตายสูงสุดประมาณ 76 เปอรเซ็นต และระยะเวลาในการใหอาหารท่ีเหมาะสมคือ 2 
สัปดาห เม่ือเปรียบเทียบลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของทุกชุด
การทดลองพบวาการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อตาง ๆ ไมแตกตางกัน  
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ABSTRACT 

 
 

The application of fortilin in diets for immune stimulation and disease resistance 
to white spot disease in Pacific white shrimp (L. vannamei) was conducted. Triplicate groups of 
shrimp with an average body weight of 10.60±2.05 g were randomly fed with five experimental 
diets: diet 1 without yeast and fortilin-yeast, diet 2 supplemented with yeast, diet 3 supplemented 
with yeast-plasmid, diet 4 supplemented with 0.5% fortilin-yeast and diet 5 supplemented with 
1.0% fortilin-yeast.  At 1, 2 and 3 weeks after feeding, the total haemocyte count (THC), 
differentiate haemocytes count (DHC), phenoloxidase activity (PO), phagocytic activity (PA), 
phagocytic index (PI) and superoxide anion (O2

-) were analysed and the resistance to white spot 
syndrome virus (WSSV) was carried out by means of injection.  Shrimp were examined for the 
expression of VP28 gene after 24 hours and 5 days post WSSV injection and histopathology were 
observed at 24, 48 and 72 hours post WSSV injection.  

The results indicated that yeast and fortilin-yeast were unable to enhance 
immune response but disease resistance was increased in Pacific white shrimp. The Relative 
Percent Survival (RPS) of shrimp fed 0.5% fortilin-yeast supplemented diet was 76% which was 
higher than those supplemented with 1.0% fortilin-yeast, yeast and yeast-plasmid (66%, 38% and 
33%, respectively). The expression of VP28, evaluated in survival and moribund shrimp, showed 
that VP28/ß-actin ratio were 0.18-0.26 in survived shrimp and 0.67-0.88 in moribund shrimp at 
24 hours post injection. When taking the time course of feeding into account, the survival rate of 
shrimp injected with WSSV was the highest after feeding fortilin-yeast supplemented diet for 2 
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weeks and survival rate was declined for the 3 weeks feeding group.  Histopathological 
examination in WSSV infected shrimps showed the same pathological changes in the cells of 
gills, pleopod, subcuticular epithelium of stomach, haematopoietic tissue, connective tissue, 
lymphoid organ and heart. We therefore concluded that fortilin-yeast enhanced disease resistance 
to WSSV in Pacific white shrimp and the optimal dietary supplementation level of fortilin-yeast 
was 0.5% with the optimal feeding period of 2 weeks.  
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ภาพท่ี  หนา 
1 ปริมาณเม็ดเลือดรวม( x107 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวท่ีใหอาหารทดลอง

ตางกัน 5 สูตร  เปนระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+ คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

19 

2 เม็ดเลือดกุงขาวชนิดตาง ๆ หลังการยอมดวยสีเบงกอลโรส และ ฮีมาท็อกไซลิน 
ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x; hyaline cell: H, semi granular cell: S, 
large granular cell: L 

20 

3 เปอรเซ็นตเม็ดเลือด hyaline cell, semi granular cell, large granular cell ของกุง 
ขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตร เปนเวลา 3 สัปดาห  แสดงคาเฉล่ีย+ คาเบ่ียงเบน
มาตรฐานและไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

21 

4 การจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว (ยอมดวยสียอม Dip-Quick 
สําเร็จรูปภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x A2 และ B คือเม็ดพลาสติก 
(bead) ท่ีถูกเม็ดเลือดกุงขาวจับกินเขาไปในเซลล A1 สวนของเม็ดเลือดกุงขาวท่ี
ยื่นไปจับกินเม็ดพลาสติก C เม็ดพลาสติกท่ีเกาะอยูรอบ ๆ เม็ดเลือด 

22 

5 เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) 
ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห  
แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

24 

6 ดัชนีการจับกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว
ท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

25 

7 การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
-) ของเซลลเม็ดเลือดกุง

ขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คา
เบ่ียงเบนมาตรฐานและไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

26 

8 คาการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO; unit/min./mg.protein) ของเม็ด
เลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตรใน 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

27 

 



 
 

 (12) 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
 

ภาพท่ี  หนา 
9 อัตราการตายสะสมของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 

3 สัปดาห คาเฉล่ียบนเสนกราฟในเวลาเดยีวกันท่ีตวัอักษรเหมือนกันกาํกับ 
ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ(P>0.05) 

29 

10 การแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß actin ท่ี 24 ช่ัวโมงหลังไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาวดวยการฉีดเขากลามเนื้อกุงขาว 

31 

11 อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ในกุงขาวหลังการฉีด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมงและในกุงขาวท่ีรอดตาย 

33 

12 ลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว 

34 

13 พัฒนาการของการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังท่ีไดรับ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว   

36 

14 ลักษณะทางพยาธิสภาพของหัวใจของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรสัตัวแดงดวง
ขาวเม่ือผานไป 72 ช่ัวโมง 

37 

15 ลักษณะทางพยาธิสภาพของลิมฟอยดออรแกนของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาว เม่ือผานไป 72 ช่ัวโมง 

38 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเร่ือง 
 
 การเพาะเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทยขยายตัวเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมี
การเล้ียงอยางกวางขวางในพ้ืนท่ีชายฝงทะเลอันดามันและอาวไทย เนื่องจากการเพาะเล้ียงกุงขาว
สามารถทํารายไดใหแกผูประกอบการอยางตอเนื่อง จึงมีการพัฒนาระบบการเล้ียงเพ่ือใหไดผลผลิต
สูงสุดโดยเฉพาะการเพ่ิมความหนาแนน ซ่ึงทําใหการจัดการและการควบคุมระบบการเล้ียงทําได
ยาก สงผลใหกุงเกิดโรคไดงาย ท้ังปรสิตภายนอก แบคทีเรีย และไวรัส โดยเฉพาะโรคไวรัสท่ีทําให
กุงตายเปนจํานวนมากในเวลาท่ีรวดเร็ว ดังนั้นการสงเสริมใหสัตวน้ํามีสุขภาพท่ีสมบูรณ แข็งแรงจงึ
เปนปจจัยสําคัญตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันท่ีดีของสัตวน้ําเพ่ือใหสามารถตานทานตอโรค
ชนิดตาง ๆ ได การศึกษาเกี่ยวกับการปองกันหรือรักษาโรคกุง นอกจากการสงเสริมใหสัตวน้ํามี
ระบบภูมิคุมกันท่ีดีโดยการใหอาหารท่ีมีคุณคาทางโภชนาการครบถวนแลว การเสริมสารกระตุน
ภูมิคุมกันในอาหารใหสัตวน้ําก็เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสงผลโดยตรงและรวดเร็วในการเพ่ิม
ภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานการติดเช้ือ ปจจุบันมีการนําสารหลายชนิดมาใชในการ
กระตุนภูมิคุมกัน เชน เบตากลูแคน (จากผนังเซลลยีสตและรา) เปบติโดไกลแคน (จากผนังเซลล
แบคทีเรียแกรมบวก) ไลโปโพลีแซคคารไรด (จากแบคทีเรียแกรมลบ) สารกระตุนภูมิคุมกันจาก
ไวรัส รวมท้ังฟอติลินซ่ึงเปนโปรตีนชนิดหนึ่งท่ีสามารถตานทานไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา
ไดโดยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อซ่ึงพบวาสามารถทําใหกุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวรอดตาย  80-
100 เปอรเซ็นต (Tonganunt et al., 2008)  หากมีการประยุกตใช ฟอติลินมาผสมในอาหารใหกุงกิน
เพ่ือใหใกลเคียงกับการนําไปใชจริง โดยศึกษาในสวนของการกระตุนภูมิคุมกันและการเพ่ิม
ความสามารถในการตานทานโรคในกุง  ก็จะเปนประโยชนสําหรับเกษตรกรในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ปญหาโรคไวรัสในการเลี้ยงกุง 

  
 กุงขาวหรือกุงแวนนาไม คนพบโดย Boone ในป ค.ศ. 1931 มีช่ือวิทยาศาสตรวา 
Litopenaeus vannamei ช่ือสามัญ ท่ี FAO รับรองคือ white leg shrimp เปนสายพันธุกุงทะเลในกลุม
กุงขาวแปซิฟก (Pacific white shrimp) มีความแข็งแรงและทนทาน อยางไรก็ตามการเล้ียงกุงขาวท่ัว
โลกก็ยังประสบปญหาเรื่องโรคติดเช้ือโดยเฉพาะโรคติดเช้ือไวรัส 5 โรคท่ีถูกกําหนดโดยองคการ
โรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (OIE) ไดแก โรคตัวแดงดวงขาว โรคหัวเหลือง โรคทอราซินโดรม
โรคไอเอชเอชเอ็น และโรคไอเอ็มเอ็น ซ่ึงเปนปญหาสําคัญสําหรับการคากุงระหวางประเทศ จาก
โรคติดเช้ือในกุงท้ังหมดพบวา โรคตัวแดงดวงขาวเปนโรคท่ีสรางความเสียหายใหแกอุตสาหกรรม
การเล้ียงกุงมากท่ีสุด โรคตัวแดงดวงขาวเกิดจากเช้ือ white spot syndrome virus (WSSV)  เปน 
Baculovirus ท่ีจัดอยูในครอบครัว (Family) Nimaviridae สกุล (Genus) Whispovirus ซ่ึงเปนดีเอ็นเอ 
(DNA) ไวรัสแบบสายคู ขนาดประมาณ 290 กิโลเบสแพร (kilo base pair, kbp) รูปรางเปนแทง 
อนุภาคไวรัสมีความยาวประมาณ 300-350 นาโนเมตร เสนผานศูนยกลางประมาณ 110-120 นาโน
เมตร นิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid) ยาวประมาณ  200-240 นาโนเมตร และมีเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 65-70 นาโนเมตร (กรมประมง, 2550; Chou et  al., 1995; Durand et al., 1997)  Lio-Po 
และคณะ (2001) รายงานการพบเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง ปู และโคพิพอด (copepod) หลาย
ชนิด เชน Penaeus monodon, P. chinensis, P. indicus, P. penicillatus, P. japonicus, P. aztecus, P. 
duorarum, P. merguiensis, P. semisulcatus, P. stylirostris, P. curvirostris, P. setiferus, 
Metapenaeus ensis, L. vannamei, Scylla serrata, Charybdis feriatus, Helice tridens, Calappa 
lophos, Portunus pelagicus,  Acetes  sp., Macrobrachium rosenbergii, Orconectes punctimanus, 
Artemia sp. และ Cambarus proclarkii (Crawfishes)  นอกจากนี้ไดมีการทดลองฉีดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวในสัตวน้ํากลุมครัสตาเชียนอ่ืน ไดแก Liocarcinus depurator, L. puber, Cancer 
pagurus, Astacus leptodactylus, Orconectes linmosus, Palaemon adspersus  และ Scyllarus arctus  
ก็พบวาสัตวน้ําดังกลาวตาย 100 เปอรเซ็นต (Corbel et  al., 2001)  

มีรายงานการพบไวรัสตัวแดงดวงขาวครั้งแรกในประเทศจีน ระหวางป พ.ศ. 
2534-2535 ตอมาในป พ.ศ. 2536 มีการพบในประเทศญี่ปุนจากกุงท่ีนําเขาจากประเทศจีน และมี
รายงานการแพรกระจายของโรคในประเทศตาง ๆ ไดแก อินเดีย อินโดนีเซีย เกาหลี ไตหวัน 
เวียดนาม มาเลเซีย ฟลิปปนส โคลัมเบีย กัวเตมาลา  ฮอนดูรัส เม็กซิโก นิการากัว เปรู และประเทศ
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ไทย (กรมประมง, 2550)  ในประเทศไทยเริ่มมีการระบาดของโรคตั้งแตปลายป พ.ศ. 2537 ท้ังภาค
ตะวันออก และภาคใต ซ่ึงความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกับฤดูกาล  พ้ืนท่ีเล้ียง และสุขภาพของกุงเปน
สําคัญ โดยในชวงอากาศหนาวเย็นหรืออุณหภูมิของน้ําในรอบวันมีการเปล่ียนแปลงสูงจะมีการ
ระบาดของโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวมากกวาชวงอ่ืน ๆ (ชะลอ, 2544)  สําหรับความเสียหายท่ี
เกิดขึ้นทางภาคใตถึงแมวาการระบาดจะเกิดขึ้นกอน แตความเสียหายท่ีเกิดขึ้นมีนอยกวาภาค
ตะวันออก จังหวัดท่ีมีการระบาดของโรคตัวแดงดวงขาวในภาคใตไดแก นครศรีธรรมราช ตรัง
สงขลา สตูล  สุราษฎรธาน ีและปตตานี จนถึงปจจุบันปญหาการระบาดของโรคตัวแดงดวงขาวยังมี
อยู และยังคงสรางความเสียหายกับการเล้ียงกุงทะเลอยางตอเนื่องมาโดยตลอด  

กุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะกินอาหารลดลง ตัวมีสีชมพูจนถึงสีแดง 
เนื่องจากโครมาโตฟอรมีการแผขยายออก (expansion of the cuticular chromatophores)  มีจุดสีขาว
บริเวณเปลือก ขนาดประมาณ 0.5-2.0 มิลลิเมตร ซ่ึงเกิดจากความผิดปกติของการสะสมแคลเซียม
และฟอสฟอรัส เม่ือลอกเปลือกออกจะเห็นดวงสีขาวอยูดานในของเปลือก (จิราพร และคณะ, 2538; 
ชะลอ, 2544)   
 ปจจุบันมีรายงานวาไวรัสตัวแดงดวงขาวมีโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเปนโครงสราง 
(structural proteins) ไมนอยกวา 38 ตัว ในจํานวนนั้น พบวามีอยู 21 ตัว ท่ีอยูในเยื่อหุมแคปซิด 
(envelope) 10 ตัว อยูในนิวคลีโอแคปซิด และ 5 ตัว อยูในเยื่อหุม (tegument) ซ่ึงเปนโครงสรางท่ีอยู
ระหวางเยื่อหุมแคปซิดและนิวคลีโอแคปซิด (Escobedo-Bonilla  et  al., 2008) โปรตีน VP28 เปน
สวนประกอบสําคัญพบอยูในสวนของเยื่อหุมแคปซิด (Van Hulten et  al., 2001) ท่ีชวยในการจบัยดึ
เซลล (cell attachment) ของกุง และชวยใหเช้ือไวรัสแทรกตัวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลกุงได 
(Yi  et  al., 2004) จากการศึกษาของ Xie และคณะ (2006) พบวา VP28 เปนโปรตีนชนิด threonine 
phosphorylated  ซ่ึงบงช้ีวากระบวนการสราง VP28 นั้นนาจะเกิดขึ้นระหวางท่ีมีการดัดแปลงของ
ขบวนการสังเคราะหโปรตีนชวงสุดทาย (post-translational modification) เพ่ือสรางเปนอนุภาค
ไวรัสท่ีสมบูรณ (virus maturation) เม่ือไมนานมานี้ มีการคนพบ membrane protein ของเม็ดเลือด
กุงขนาด 25 กิโลดาลตันท่ีสามารถจับกับ recombinant VP28 หรือกับอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 
ซ่ึงโปรตีนท่ีพบใหมนี้มีความคลายคลึงกับ GTP-binding protein Rab7  และยังพบอีกดวยวา anti-
Rab7 แอนติบอดี ้สามารถยับยั้งการเขาเกาะของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาวกับเซลลของกุง ชวยให
การตายของกุงทดลองลดลงอยางชัดเจน (Sritunyalucksana et  al., 2006) 
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2. ระบบการทํางานของภูมิคุมกันในกุง 
  

ระบบภูมิคุมกัน (immune system) เปนกลไกของรางกายในการตอบสนองตอเช้ือ
โรคหรือส่ิงแปลกปลอมเพ่ือใหรางกายสามารถกําจัดส่ิงแปลกปลอม โดยท่ัวไปการตอบสนอง
ภูมิคุมกันของส่ิงมีชีวิตแบงเปน 2 แบบ คือ การตอบสนองแบบไมจําเพาะ (non-specific immune 
response)  ซ่ึงมีมาโดยกําเนิดและเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ และการตอบสนองแบบจําเพาะ 
(specific immune response) ซ่ึงเปนสวนท่ีถูกกระตุนใหสรางขึ้นหรือไดรับการถายทอดจากผูอ่ืน 
(กฤษณา, 2548; Verlhac and Kiron, 2004) กุงเปนสัตวน้ํากลุมครัสตาเซียน (crustacean) ท่ีอาศัย
การตอบสนองของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในการปองกันตัวจากเช้ือโรค (Zhang et  al., 2004) 
โดยเกิดจากการทํางานรวมกันของเซลลเม็ดเลือด สารตางๆ ในน้ําเลือด และเนื้อเยื่อ โดยเนื้อเยื่อ
หรืออวัยวะท่ีสําคัญในระบบภูมิคุมกันซ่ึงทําหนาท่ีในการสรางเซลลเม็ดเลือดเรียกวาอิมมูโนคอมพี
เทนททิสชู (immunocompetent tissues) เม็ดเลือดท่ีสรางขึ้นจะถูกสงไปยังระบบหมุนเวียนเลือดท่ี
เปนระบบเปดแลวไหลไปรวมกันท่ีแองเลือดในสวนของลําตัวบริเวณใตทองซ่ึงจุดนี้จะเปนจุดรวม
เลือดกอนท่ีจะถูกหัวใจดึงไปฟอกท่ีเหงือกแลวรับไปเล้ียงสวนตาง ๆ ของรางกายอีกครั้งหนึ่ง 
กิจการและคณะ (2539) และ Martin และ Graves (1985) ไดแบงประเภทเม็ดเลือดกุงเปน 3 แบบ 
คือไฮยาลินฮีโมไซท (hyaline haemocyte หรือ agranular cell) เปนเม็ดเลือดขนาดเล็กท่ีสุด พบ
ประมาณ 75 เปอรเซ็นต ของเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด มีท้ังรูปรางกลมและรี นิวเคลียสมีขนาดใหญ 
ไมมีแกรนูลอยูในไซโตพลาสซึม เซลลชนิดนี้สามารถเกาะและยึดตัวติดกระจกสไลดได มีหนาท่ี
หลักในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมหรือเ ช้ือกอโรคโดยการกลืนกินแบบฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) เซมิแกรนูลารรฮีโมไซท (semigranular haemocyte หรือ small granular cells) มี
ขนาดใหญกวาไฮยาลินฮีโมไซท ประกอบดวยแกรนูลขนาดเล็ก เซลลคอนขางเปราะงาย ทําหนาท่ี
ในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมโดยการปลอยสารท่ีอยูในแกรนูลใหเขาไปจับบริเวณท่ีมีส่ิง
แปลกปลอม สวนใหญจะมีหนาท่ีเปนตัวนําในการเกิดปฏิกิริยาเอนแคปซูลเลช่ัน (encapsulation) 
และระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส  (prophenoloxidase activating system, proPO) และเม็ด
เลือดชนิดสุดทายคือลารจแกรนูลาร ฮีโมไซท (large granular haemocyte) พบประมาณ 10-20 
เปอรเซ็นต ของเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด เปนเม็ดเลือดขนาดใหญ รูปรางรี มีแกรนูลขนาดใหญ
จํานวนมากกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอในไซโตพลาสซึม เกี่ยวของกับระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
และระบบการจดจํา (recognisable system) ทําใหกุงรูวาเซลลใดเปนเซลลกุงหรือเซลลใดเปนเซลล
ของส่ิงแปลกปลอม 
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กลไกการตอบสนองภูมิคุมกันของกุงตอส่ิงแปลกปลอมมีหลายกระบวนการขึน้อยู
กับคุณสมบัติของส่ิงแปลกปลอม กระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอมหรือฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) เปนการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดเล็กและมีจํานวนนอย เชน แบคทีเรียและ
ไวรัส เปนการทํางานของเซลลเม็ดเลือด (haemocytes) และเซลลจับกินอยูกับท่ี  (fixed phagocytes) 
โดยทํางานรวมกับโปรตีนเปอรออกซิเนคติน (peroxinectin) ในน้ําเลือด เซลลเม็ดเลือดจะยื่น       
ไซโตพลาสซึมไปลอมรอบส่ิงแปลกปลอมเกิดเปนถุงรอบส่ิงแปลกปลอม จากนั้นไลโซโซม 
(lysosome) จะหล่ังเอ็นไซมตาง ๆ ออกมาชวยยอยทําลายส่ิงแปลกปลอม การทํางานของเซลลใน
การกําจัดส่ิงแปลกปลอมคือเม่ือเยื่อหุมฟาโกซัยติกเซลล (phagocytic cell) สัมผัสกับส่ิงแปลกปลอม
จะเกิดการกระตุนใหเอ็นไซมเอ็นเอดีพีเอชออกซิเดส (NADPH oxidase enzyme) ซ่ึงอยูท่ีเยื่อหุม
เซลลทํางาน พรอมท้ังมีการนําออกซิเจนเขาสูเซลล และออกซิเจนจะถูกรีดิวซ (reduce) ไปเปน
ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion; O2

- ) และเปล่ียนเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(hydrogen peroxide; H2O2) ท้ังซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะเปน
ตัวทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกกลืนกินเขาไป หลังจากนั้นจะปลอยสวนท่ีถูกทําลายแลวออกนอก
เซลล (Söderhäll and Cerenius, 1992; Holmblad and Söderhäll, 1999) ถึงแมวากระบวนการฟาโก
ซัยโตซีสโดยสวนใหญจะเกิดจากการทํางานของเม็ดเลือดไฮยาลิน แตในกุงบางชนิด เชน 
Marsupenaeus  japonicus พบวากระบวนการฟาโกซัยโตซีสเกิดจากการทํางานของแกรนูลาร ฮีโม
ไซท (Bachère et al., 1995; Itami et al., 1998) ขณะท่ีในกุงกามกราม (M. rosenbergii) 
กระบวนการฟาโกซัยโตซีสเกิดจากการทํางานของเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด (Sung et  al., 2000) การ
ทํางานของฟาโกซัยโตซีสในสัตวน้ํากลุมครัสตาเชียนมีคาตั้งแต 1-28 เปอรเซ็นต (Smith and 
Söderhäll, 1983; Söderhäll and Cerenius, 1992) และจากการศึกษาของกิจการ และคณะ (2543ก) 
ในกุงกุลาดําท่ีเล้ียงในหองปฏิบัติการพบวาคาฟาโกซัยโตซีสอยูในชวง 20-24 เปอรเซ็นต  
 การทํางานของระบบเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase: ProPo 
system) เปนอีกกระบวนการหนึ่งท่ีมีความสําคัญสําหรับกุงในการกําจัดส่ิงแปลกปลอม เปนกลไก
การทํางานของเซลลและสารน้ํา  เอ็นไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอ็นไซมท่ีเกิดจากการท่ีระบบโปร
ฟนอลออกซิเดสถูกกระตุนดวยส่ิงแปลกปลอม จนเกิดการสลายแกรนูลของเซลลเม็ดเลือด ทําให
เกิดการหล่ังเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดสออกมา  ตอจากนั้นเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดสจะ
เปล่ียนเปนเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส ซ่ึงทํางานโดยไปออกซิไดซ (oxidize) สารกลุมฟนอล 
(phenol) ใหเปนควิโนน (quinone) และเปนเมลานิน (melanin) ซ่ึงสารตางๆท่ีสรางขึ้นระหวางการ
ทํางานของเอ็นไซมมีคณุสมบัติในการทําลายส่ิงแปลกปลอม (อัญชลี, 2551; Smith and Chisholm, 
1992)  
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 กระบวนการเอนแคปซูลเลช่ัน (encapsulation) เปนกระบวนการของระบบ
ภูมิคุมกันของกุงในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดใหญ เชน รา ปรสิต โดยการสรางแคปซูล ส่ิง
แปลกปลอมจะถูกลอมดวยช้ันของเม็ดเลือดหลาย ๆ ช้ัน สําหรับกระบวนการโนดูลฟอรเมช่ัน 
(nodule formation) เกิดเม่ือส่ิงแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมากจนฟาโกซัยโตซีสกําจัดไมหมด ส่ิง
แปลกปลอมจะติดอยูในช้ันตาง ๆ ของเม็ดเลือด ซ่ึงสวนใหญเปนการทํางานของเม็ดเลือดชนิดเซมิ
แกรนูลาร ฮีโมไซท โนดูลจะกลายเปนสีดําเนื่องจากมีการสรางเมลานิน (melanin) ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรีย สําหรับกุงกุลาดํากระบวนการโนดูลฟอรเมช่ันจะเกิดมากท่ีเหงือก เนื้อเยื่อตับ ตอม
น้ําเหลือง และหัวใจ ซ่ึงเปนบริเวณท่ีมีเซลลเม็ดเลือดนอย สวนเอนแคปซูลเลช่ันพบมากในแอง
เลือด (กิจการ และคณะ, 2543ข) 
  กระบวนการแข็งตัวของเลือด (blood clotting) มีความสําคัญในการปองกันการ
สูญเสียเลือดและสมานแผล ปองกันส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกาย เกิดขึ้นโดยการเช่ือมกันเปนรางแห
ของคลอททิงโปรตีน (clotting protein) ท่ีพบในพลาสมา หรือถูกปลอยออกมาจากเม็ดเลือดเม่ือเกิด
บาดแผล โดยส่ิงแปลกปลอมจะปลอยสารกลุมคารโบไฮเดรต (carbohydrate) ซ่ึงจะจับกับสาร
คลอททิงโปรตีน ซ่ึงเปนการกระตุนใหเกิดคลอททิงแฟคเตอร (clotting factors) จนทําใหเลือด
แข็งตัว  และเกิดรวมกับกระบวนการโปรฟนอลออกซิเดส (Destoumieux et  al., 2000a; 2000b) 
   การทํางานของเลคติน (lectins) เปนสารกลุมไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ท่ีไม
ทนรอน สามารถเช่ือมหรือจับกับโมเลกุลของคารโบไฮเดรตบนผนังเซลลของส่ิงแปลกปลอมและ
ทําใหเซลลของส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรครวมกลุมหรือจับกันเปนกอนจนไมสามารถกอโรค
ได นอกจากนี้เลคตินจะไปจับกับเช้ือกอโรคทําใหเช้ือกอโรคตกตะกอนในลักษณะของออฟโซนิน 
(opsonin properties) แลวทําใหเกิดโครงสรางของเซลลท่ีงายตอการฟาโกซัยโตซิส  (Wilson et al., 
1999)  
 
3. การตอบสนองของภูมิคุมกันของกุงตอเชือ้ไวรัส 

  
จากการศึกษาของ Wang และ Zhang (2008) พบวากลไกสําคัญท่ีทําหนาท่ี

ตอบสนองตอเช้ือตัวแดงดวงขาวไดดีคือกระบวนการอพอพโทซิส (apoptosis) และฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) ในขณะท่ีระบบของโปรพีโอ (ProPO) มีบทบาทนอยในการตอบสนองตอเช้ือไวรัส 
อยางไรกต็าม Ji และคณะ (2011) พบวากุงขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการทํางาน
ของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสลดลงแสดงใหเห็นวากลไกการตอบสนองภูมิคุมกันผานระบบ          
ฟนอลออกซิเดสมีความเกี่ยวของและสําคัญในการตอบสนองตอการติดเช้ือตัวแดงดวงขาว
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เชนเดียวกัน การติดเช้ือตัวแดงดวงขาวในกุงสงผลใหมีการเปล่ียนแปลงของ
ปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนโดยพบวาเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารมีความไวตอการ
เปล่ียนแปลงมากกวาเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ในกุง P.  merguiensis ท่ีติดเช้ือตัวแดงดวงขาวพบวามีการ
ลดลงของเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารอยางเห็นไดชัด (Wang et  al., 2002)  
 
4. ฟอติลิน (Fortilin) 

  
ฟอติลิน(Fortilin) เปนโปรตีนท่ีพบครั้งแรกในเซลลของหนู (Yenofski et al., 

1983) และตอมาพบวาโปรตีนชนิดนี้พบไดในเซลลของส่ิงมีชีวิตท่ัวไปไมวาจะเปนพืช สัตว โปร
ตัวซัว และยีสต (Chitpatima et al., 1988; Gross et al., 1989; Bhisuttibhan et al., 1998; 
Sturzenbaum et  al., 1998) จากการศึกษาฟอติลินในส่ิงมีชีวิตอ่ืนมากกวา 500 ชนิด พบการ
แสดงออกของโปรตีนนี้ในเซลลเกือบทุกชนิด เชน เซลลเม็ดเลือดแดง เซลลตับ แมคโครฟากจ เครา
ติน เซลลมะเร็งเม็ดเลือดแดง gliomas melanomas hepatoblastomas และ lymphomas ระดับการ
แสดงออกขึ้นอยูกับชนิดของเซลล ชนิดของเนื้อเยื่อ และระยะการพัฒนาของเซลล โดยมีการ
แสดงออกท่ีต่ําในสมอง การแสดงออกของโปรตีนเปนการตอบสนองท้ังจาก extra-cellular signal 
และ intra-cellular condition (Bommer and Thiele, 2004)  
 สําหรับยีนท่ีควบคุมการแสดงออกของฟอติลินจากการศึกษาครั้งแรกในเซลลของ
หนู เรียกวายีน P21 (Chitpatima et al., 1988) และ P23 (Bohm et al., 1989) ตอมามีการศึกษาใน
เซลลของคน (Gross et  al., 1989) โปรตีนชนิดนี้มีหนาท่ีท่ีหลากหลาย และยังไมชัดเจน แต
เนื่องจากมีการอนุรักษไวในส่ิงมีชีวิตจํานวนมากจึงนาจะมีหนาท่ีท่ีสําคัญตอกระบวนการตาง ๆ ใน
ส่ิงมีชีวิต ซ่ึงรวมถึงหนาท่ีในการตอตานการตายของเซลล (anti-apoptosis) (Li et al., 2001; Graidist 
et  al., 2004) ในกุงกุลาดําพบการแสดงออกของยีนฟอติลินใหช่ือวา Pm-fortilin เปนโปรตีนท่ี
ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 168 ตัวและมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 19.2 กิโลดาลตัน มีความ
คลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ  Human-fortilin, Anapheles gambiae และDrosophila 
melanogaster เทากับ 63 73 และ74 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Bangrak et  al., 2004)  

Gachet และคณะ (1999) พบวาฟอติลินจากหนูสามารถจับกับโปรตีนทูบูลิน 
(tubulin) ซ่ึงเปนสวนประกอบของ ไมโครทูบูล (microtubule) ท่ีเกี่ยวของกับวัฎจักรเซลล  และมี
รายงานวาฟอติลินของหนู (Kim et  al., 2000) ปรสิต Schistosoma mansoni (Rao et al., 2002) และ
มนุษย (Arcuri et al., 2004) สามารถจับกับโมเลกุลแคลเซียมได นอกจากนี้ Kim และคณะ (2000) 
และ Graidist และคณะ (2007) ไดศึกษาตําแหนงบนโปรตีนฟอติลินท่ีจับกับแคลเซียม และพบวา 
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ฟอติลินจําเปนตองมีการจับกับแคลเซียมเพ่ือปองกันเซลลจากกระบวนการตาย
ของเซลลท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงปริมาณแคลเซียม (Ca2+-dependent apoptosis) (Graidist et al., 
2007) Xu  และคณะ (1999) ศึกษาการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนฟอติลิน ผานการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของแคลเซียมภายในเซลลพบวาสามารถควบคุมการแสดงออกไดท้ังใน
ระดับการถอดรหัส (transcription) และหลังระดับการถอดรหัส (post-transcription) โดยปริมาณ 
mRNA ของยีนจะเพ่ิมขึ้นเม่ือมีการลดลงของปริมาณแคลเซียมในเอนโดพลาสมิกเรติคิวลัม 
(endoplasmic reticulum: ER) และการแสดงออกของยีนในชวงหลังการแปรรหัสจะถูกควบคุมโดย
ความเขมขนของแคลเซียมในของเหลวภายในเซลล (cytosol) 

Li และคณะ (2001) พบวาฟอติลินเปนโปรตีนท่ีตอตานการตายของเซลล โดย
เกี่ยวของกับการอยูรอดของเซลล และการควบคุมการตายของเซลล โดยเซลลท่ีรอดตายจากการ
เหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลลดวยสาร etoposide จะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบวาฟอติลินของกุงท่ีแสดงออกในเซลล
สัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม (mammalian) สามารถปองกันการตายของเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยสาร 
etoposide staurosporine cisplatin hydroxyurea และ 5-fluorouracil (5-FU) ได และสันนิษฐานวา 
ฟอติลินของกุงสามารถตอตานการตายของเซลลไดเชนเดียวกับฟอติลินของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม 
นอกจากนี้มีการศึกษาในกุงกุลาดําถึงการแสดงออกของ Pm-fortilin กับโรคตัวแดงดวงขาว พบวา 
การแสดงออกของฟอติลินจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําปกติ และกุงกุลาดําท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาวระยะแรก (24 ช่ัวโมงหลังการฉีดเช้ือ) มีความแตกตางจากกุงกุลาดําท่ีใกลตาย (moribund) 
โดยกุงท่ีใกลตายจะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีนอยมาก จึงคาดวาฟอติลินในกุงมีความสําคัญใน
การปองกันการตายของกุงจากติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว (Bangrak et al., 2004) เชนเดียวกับ
การศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในเลือดกุงท่ีเริ่ม
การติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเพ่ิมมากขึ้นกวาในกุงปกติประมาณ 5 เทา และกุงใกลตายจากการตดิ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวก็มีการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในระดับท่ีต่ํามาก 
 Tonganunt และคณะ (2008) ทําการศึกษาวิจัยเพ่ือนํา recombinant Pm-fortilin มา
ประยุกตใชกับโรคตัวแดงดวงขาวในกุงทะเล โดยผลิตโปรตีน rPm-fortilin ซ่ึงเปนโปรตีนลูกผสม
จากแบคทีเรีย Escherichia  coli M 15 นําไปฉีดเขากลามเนื้อกุง (10 µg/ PBS 100 µl) หรือผสม
อาหารใหกุงกุลาดํา (300 mg/ kg of body weight/ day) เปนเวลา 3 วัน กอนการใหเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว ผลปรากฏวาการฉีด rPm-fortilin ทําใหกุงรอดตายจากการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 80-
100 เปอรเซ็นต และตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสในกุงท่ีรอดตายท่ีระดับต่ํา ถึงแมวายังไมทราบถึง
กลไกการทํางานของฟอติลินในการลดการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว แตเปนไปไดวาฟอติลินมี



 9     

 

สวนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวน (replication) ของอนุภาคไวรัสภายในเซลล (Tonganunt et al., 
2008; Nupan et al., 2011) จะเห็นวา rPm-fortilin เปนโปรตีนท่ีมีศักยภาพในการนํามาใชปองกัน
โรคไวรัสในกุงได 

 การเพ่ิมปริมาณโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) สามารถทําไดโดยการนํา
โปรตีนนั้น ๆ ไปเล้ียงในเซลลส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคาริโอต (eukaryote) เชน แบคทีเรีย และยีสต 
เนื่องจากส่ิงมีชีวิตดังกลาวสามารถเพ่ิมจํานวนไดอยางรวดเร็ว โดยการใชอาหารเล้ียงเซลลท่ีราคาไม
แพง และวิธีการเล้ียงท่ีไมยุงยากซับซอน (Cereghino and Cregg, 1999) Saccharomyces cerevisiae 
เปนยีสตชนิดแรกท่ีนํามาใชในการผลิตโปรตีนลูกผสม (Peter, 1996) ซ่ึงตอมามีการศึกษาเพ่ิมเติม
ในยีสตชนิดอ่ืน ๆ เชน Pichia pastoris,  Hansenula polymorpha ซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนไดปริมาณ
มาก แตเม่ือพิจารณาถึงความปลอดภัยเม่ือนํามาใชในส่ิงมีชีวิตพบวา S. cerevisiae มีความปลอดภัย
มากกวา เนื่องจากเปนยีสตท่ีใชในการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮออลอยูแลว (Peter, 1996) นอกจากนี้  
S. cerevisiae ยังมีคุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันท่ีดีท้ังในสัตวบกและสัตวน้ํารวมท้ังกุงกุลาดํา
และกุงขาวแวนนาไม (Suphantharika et al., 2003; Josepj et al., 2004) โดยการเสริมยีสตในอาหาร
สําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต นาน 3 สัปดาห สงผลใหกุงตานทานเช้ือ
แบคทีเรียวิบริโอท่ีกอโรคเพ่ิมขึ้น (Suphantharika et al., 2003) การใชยีสต S. cerevisiae ในการเพ่ิม
ปริมาณโปรตีนลูกผสมท่ีตองการศึกษาแลวนําไปผสมอาหารเล้ียงสัตวทดลองจึงนาสนใจในมุมของ
การเพ่ิมภูมิคุมกันท่ีเกิดจากคุณสมบัติของยีสตไดดวยอีกทางหนึ่ง โครงการวิจัยนี้จึงใหความสนใจท่ี
จะพัฒนา rPm-fortilin ไปใชประโยชนใหกวางขวางขึ้น โดยใชยีสต S. cerevisiae เปนตัวเพ่ิม
ปริมาณฟอติลินแลวนํายีสตแหงท่ีมี rPm-fortilin (ทําแหงโดยการ freeze dry) มาใชผสมในอาหาร
กุง เพ่ือศึกษาผลตอการกระตุนภูมิคุมกันในกุง หากประสิทธิภาพดีก็สามารถนํามาใชประโยชนได
เพ่ิมขึ้น  
          
วัตถุประสงค 

 
1. เพ่ือศึกษาระดับของฟอติลินท่ีเหมาะสมในอาหารในการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางาน

ของระบบภูมิคุมกันในกุงขาวระยะวัยรุน (juvenile)  
2. เพ่ือศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการใหฟอติลินในอาหารเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ

ทํางานของระบบภูมิคุมกันในกุงขาวระยะวัยรุน (juvenile)  
3.  เพ่ือศึกษาความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวของกุงขาวระยะวัยรุน 
(juvenile) ท่ีเล้ียงดวยอาหารผสมฟอติลิน 
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บทที ่2  
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธดีําเนนิการ 
 
 

1. วัสด ุ
 

1.1 สัตวทดลอง 
 กุงขาวแวนนาไม น้ําหนัก 10.60+2.05 กรัม จํานวน 1,500 ตัว จากฟารมเล้ียงกุง
เอกชนในเขต อ.เมือง จ.สงขลา 

 
1.2 วัตถดุบิอาหาร 
 1.2.1   ปลาปน กากถ่ัวเหลือง เปลือกกุง แปงสาลี รําขาว วิตามินและแรธาตุรวม 

ตับปลาหมึก เลซิติน น้ํามันปลา และโคเลสเตอรอล ไดรับความอนุเคราะห
จากบริษัทหองเย็นเอเช่ียนซีฟูดส (สุราษฎรธานี) จํากัด 

 1.2.2   ยีสต และโปรตีนฟอติลินยีสต (rPm-fortilin) ไดรับความอนุเคราะหจาก    
ส ถ า น วิ จั ย จี โ น ม  แ ล ะ ชี ว ส า ร ส น เ ท ศ  ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (วิธีการผลิตในภาคผนวก ก)  

 
1.3 สารเคมี 
 1.3.1     สารเคมีสําหรับวเิคราะหภูมิคุมกนั  (ภาคผนวก ค-1 ถึง ค-6) 
 1.3.2     สารเคมีสําหรับศึกษาการแสดงออกของยนี (ภาคผนวก ง-1 ) 

 
2. อุปกรณ 

 
2.1 อุปกรณเลี้ยงกุงทดลอง 
 2.1.1     บอคอนกรีต ความจุน้ํา 600 ลิตร จํานวน 15 บอ 
 2.1.2     อุปกรณใหอากาศ ไดแก เครื่องใหอากาศ, ทอลม, สายยาง และหัวทราย 
 2.1.3     อุปกรณเปล่ียนถายน้ํา ไดแก สายยางดดูตะกอน และปมน้ําชนดิจุม
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2.2 อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง 
 2.2.1   เครื่องผสมอาหารทดลอง ประกอบดวยชุดผสมอาหารแบบมีใบพัด และชุด

เครื่องอัดเม็ดอาหาร (Hobart Model A 200) 
 2.2.2  อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง 

(Satorius รุน Basic) เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4  ตําแหนง (Satorius รุน 
Research) กระบอกตวง และบีกเกอร  

 2.2.3   มีดตัดอาหาร ถาดเตรยีมอาหาร และตูอบอาหาร 
 2.2.4   ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SR songsern รุน HF 201) ใชสําหรับ

เก็บอาหารทดลอง 
 
2.3 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถดุิบอาหารและอาหารทดลอง 
 2.3.1   อุปกรณวิเคราะหความช้ืน ไดแก ขวดช่ัง, ตูอบ (hot air oven; Memmert), 

โถดูดความช้ืน (desiccators) และเครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
(Satorius รุน Research) 

 2.3.2  อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus; Gerhard 
รุน Kjeldatherm), เครื่องกล่ัน (distillation apparatus: Gerhardt รุน 
Vapodest I) หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิว
เรต และขวดรูปชมพู 

 2.3.3   อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน (รุน Soxtec 
System HT6) ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง โถดูดความช้ืน 
และเครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (Satorius รุน Research) 

 2.3.4   อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบ้ืองเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 
furnace: Gallenkamp) โถดูดความช้ืน (desiccator) และเครื่องช่ังไฟฟา
ทศนิยม 4 ตําแหนง (Satorius รุน Research) 

 
2.4 อุปกรณสําหรับวิเคราะหภมิูคุมกนั (ภาคผนวก ค-2)  
 
2.5 อุปกรณสําหรับศึกษาการแสดงออกของยนี (ภาคผนวก ง-1) 
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3. วิธีดําเนินการ 
 
3.1 การวางแผนการทดลอง (Experimental design)  

 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) เพ่ือ
ศึกษาระดับและระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเสริมฟอติลินในอาหารเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง
ขาวระยะวัยรุน (juvenile) โดยแบงเปน 5 ชุดการทดลองดังนี้ ชุดการทดลองท่ี 1 เล้ียงดวยอาหาร
สูตรควบคุมไมมีการเสริมยีสตและฟอติลิน (control) ชุดการทดลองท่ี 2 เล้ียงดวยอาหารผสมยีสต 
(yeast) ชุดการทดลองท่ี 3 เล้ียงดวยอาหารผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลา 1 เปอรเซ็นต (yeast+plasmid) 
ชุดการทดลองท่ี 4 เล้ียงดวยอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต คืออาหารท่ีผสมยีสตท่ี
มีพลาสมิดฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต (0.5% yeast+fortilin) และชุดการทดลองท่ี 5 เล้ียงดวยอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต  คืออาหารท่ีผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดฟอติลิน 1.0 เปอรเซ็นต 
(1.0% yeast+fortilin) 
 

3.2 การเตรียมอาหารทดลอง (Experimental diet) 
 นําวัตถุดิบอาหารไปวิเคราะหคาองคประกอบทางเคมีในวัตถุดิบอาหารไดแก 
โปรตีน ไขมัน เถา และความช้ืน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ข) กอนการ
เตรียมอาหารเพ่ือนํามาใชในการคํานวณสูตรอาหาร สรางสูตรอาหารทดลอง 5 สูตร โดยดัดแปลง
มาจากสูตรของ Montoya และ Molina (1995) ใหมีระดับโปรตีนประมาณ 35 เปอรเซ็นต และ
ควบคุมสารอาหารอ่ืนๆ ใหเทากัน ยกเวนปริมาณฟอติลินและยีสตและใชแปงสาลีในการปรับสูตร
ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1 อาหารทดลองเปนอาหารเม็ดจมน้ํา เตรียมโดยช่ังวัตถุดิบอาหารตาม
ตารางท่ี 1 มาผสมใหเขากันในถังผสมอาหาร เติมน้ํามัน จากนั้นเติมน้ําประมาณ 30 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณอาหาร ผสมใหสวนผสมท้ังหมดเขากันดี นําอาหารผสมมาอัดเม็ดผานหนาแวนขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 2  มิลลิเมตร นําไปอบแหงดวยตูอบอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จนอาหารแหง 
(Gaxiola et  al., 2005) นําอาหารท่ีอบแหงแลวไปรอนผานตะแกรงอีกครั้งเพ่ือเอาสวนท่ีเปนผงออก 
สุมอาหารทุกสูตรสูตรละประมาณ 100 กรัม ไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก โปรตีน 
ไขมัน เถา และความช้ืน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ข) อาหารสวนท่ีเหลือ
นํามาใสในภาชนะปด และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชในการทดลอง 
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3.3 การเตรียมกุงทดลอง 
 นํากุงขาวแวนนาไมจากฟารมเล้ียงของเกษตรกรในเขตอําเภอเมืองจังหวัดสงขลา
ซ่ึงปลอดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) มาเล้ียงในหองเล้ียงสัตวทดลองของสถาบันวิจัยสุขภาพ
สัตวน้ําชายฝงเพ่ือปรับสภาพเปนเวลา 1 สัปดาหกอนการทดลองโดยเล้ียงในน้ําทะเลความเค็ม 15±2 
พีพีที ใหอาหารสําเร็จรูปสูตรท่ี 1 วันละ 3 ม้ือ เวลา 8:00 15:00 และ 21:00 นาฬิกา หลังจากนั้น
คัดเลือกกุงท่ีมีน้ําหนักเริ่มตน 10.60 + 2.05 กรัม ความยาวเริ่มตน 12.0 + 0.8 เซนติเมตร ลงเล้ียงใน
บอคอนกรีตซ่ึง บรรจุน้ําทะเลความเค็ม 15 พีพีที ปริมาตร 600 ลิตร จํานวน 15 บอ บอละ 100 ตัว 
สําหรับใชในการทดลองตอไป 
 

3.4 การเตรียมสารละลายเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว 
 ตัดเนื้อเยื่อเหงือกและขาวายน้ําของกุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 1 กรัม ผสม
กับน้ําเกลือฆาเช้ือ (sterile sodium chloride) 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (1:10) บดใหละเอียด 
(แชหลอดตัวอยางในน้ําแข็ง) นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที ดูดสวนใสใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม นํามาหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  กรองสารละลายผานหัว
กรอง (syringe filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แยกสวนใสใสหลอดใหม นําสารละลายไวรัสตัวแดง
ดวงขาวท่ีไดไปทดสอบความรุนแรงของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการหาอัตราความเขมขนท่ี
ทําใหกุงตาย 50 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 5 วัน (ดัดแปลงจาก  Tonganunt et  al., 2008) 
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ตารางที ่1 สวนผสมของวัตถุดิบอาหารสําหรับอาหารทดลอง 5 สูตร  
 

สูตรอาหาร1 

วัตถุดิบอาหาร (เปอรเซ็นต) 
1 2 3 4 5 

ปลาปน (fish meal) 
กากถ่ัวเหลือง (soybean meal) 
เปลือกกุง (shrimp meal) 
วีทกลูเตน (wheat gluten) 
แปงสาลี (wheat flour) 
รําขาว (rice bran) 
ตับปลาหมึก (squid liver paste) 
เลซิติน (lecithin) 
น้ํามันปลา (fish oil) 
โคเลสเตอรอล (cholesterol) 
วิตามิน-แรธาตุรวม (vitamin-mineral premix) 

บีเอชที (BTH) 
คารบอกซีเมททิลเซลลูโลส (carboxy methyl cellulose: 
CMC) 
ยีสต (yeast) 
ยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลา (yeast + plasmid) 
ยีสตท่ีมีพลาสมิดฟอติลิน (yeast + fortilin) 

25 
20 
5 
4 

21.48
10 
5 
2 
2 

0.5 
3 

0.02 
2 
 
0 
0 
0 

25 
20 
5 
4 

20.48 
10 
5 
2 
2 

0.5 
3 

0.02 
2 
 
1 
0 
0 

25 
20 
5 
4 

20.48 
10 
5 
2 
2 

0.5 
3 

0.02 
2 
 
0 
1 
0 

25 
20 
5 
4 

20.98 
10 

5 
2 
2 

0.5 
3 

0.02 
2 
 
0 
0 

0.5 

25 
20 
5 
4 

20.48 
10 
5 
2 
2 

0.5 
3 

0.02 
2 
 
0 
0 
1 

1สูตรอาหาร: 1 (control) 2 (yeast) 3 (yeast+plasmid) 4 (0.5%yeast+fortilin) 5 (1.0% yeast+fortilin) 
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ตารางที ่2 องคประกอบทางเคมีจากการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลอง 5 สูตร  
 

สูตรอาหาร 
องคประกอบทางเคมี 
 

1 
control 

2 
yeast 

3 
yeast+plasmid 

4 
0.5% 

yeast+fortilin 

5 
1.0% 

yeast+fortilin 

โปรตีน 40.0 39.8 40.0 39.8 40.4 
ไขมัน 10.3 10.7 9.9 10.7 10.4 
เถา 20.0 20.0 20.0 20.4 20.4 

 

3.5 การเลี้ยงกุงทดลอง 
 สุมเล้ียงกุงทดลองท่ีเตรียมไวจํานวน 15 บอขางตน ดวยอาหารทดลอง 5 สูตรๆ ละ 
3 บอ โดยใหอาหารประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตัว วันละ 3 ม้ือ (เวลา 8:00 15:00 และ 21:00 
นาฬิกา) เปนเวลา 3 สัปดาห หลังจากนั้นเล้ียงกุงทุกชุดการทดลองดวยอาหารสูตรควบคุมตออีก 1 
สัปดาห ในระหวางการเล้ียงเปล่ียนถายน้ํา 50 เปอรเซ็นต ทุก 3 วัน และควบคุมคุณภาพน้ําให
เหมาะสมสําหรับกุงขาว โดยมีอุณหภูมิน้ําอยูในชวง 28+2 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดาง       
7.8-8.0 ปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา 6-8 มิลลิกรัมตอลิตร ความเปนดางของน้ํา 89-114 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แอมโมเนีย (NH4) ไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และไนไตรท (NO2) ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
3.6 การเกบ็ตัวอยางและวิเคราะหตวัอยาง 

 เก็บตัวอยางกุงสัปดาหท่ี 0 (เรื่มตน) 1 2 และ 3 หลังเล้ียงดวยอาหารทดลองเพ่ือ
ตรวจวัดคาตาง ๆ ดังตอไปนี ้
 1. คาการตอบสนองของภูมิคุมกัน โดยเก็บตัวอยางเลือดกุงขาวจํานวน 10 ตัวตอ
บอ (30 ตัวตอชุดการทดลอง) มาตรวจวัดคาปริมาณเม็ดเลือดรวม (total haemocyte count; THC)
เปอรเซ็นตชนิดเม็ดเลือด (differential haemocyte count; DHC) ตามวิธีการของ Sritunyalucksana 
และคณะ (2005) ในภาคผนวก ค-3  คาความวองไวและคาดัชนีในการจับกินส่ิงแปลกปลอม การ
สรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด (superoxide anion production: 
O2

-) ตามวิธีการของ Muñoz และคณะ (2000) ในภาคผนวก ค-4 และ ค-5 และการทํางานของ
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เอ็นไซมฟนอลออกซิเดส  ตามวิธีการท่ีดัดแปลงจาก Leonard และคณะ (1985) และ Hernández-
López และคณะ (1996) ในภาคผนวก ค-6 

2. ทดสอบความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โดยนํากุงขาวบอละ10 ตัว (30 ตัวตอชุดการทดลอง) มาฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเขากลามเนื้อ
ทองปลองสุดทายในอัตราความเขมขน 1x10-6  (LD50) ของความเขมขนเช้ือเริ่มตน ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร (ประมาณ 10 ไมโครลิตรตอน้ําหนักกุง 1 กรัม) จากนั้นแยกกุงท่ีฉีดเช้ือแลวไปเล้ียงในตู
กระจก ใหอากาศตลอดเวลา สังเกตอาการและบันทึกการตายสะสมของกุงภายในเวลา 5 วัน 
เปรียบเทียบอัตรารอดของกุงแตละชุดการทดลองจากคา Relative Percent Survival (RPS) โดย
คํานวณจากความสัมพันธดังนี ้

 
RPS    =       1   -    เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดทดลอง           x 100% 
                    เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดควบคุม 

 
3. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ดวยเทคนิค Semi-quantitative 

PCR โดยสุมกุงหลังฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง และกุงท่ีรอดตาย มาตัด
เนื้อเยื่อเหงือกและขาวายน้ํานําไปสกัดอารเอ็นเอรวม (total RNA) ดวยน้ํายาสกัดสําเร็จรูป Trizol® 
reagent (Invitrogen) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  เปล่ียนอารเอ็นเอท่ีสกัดไดเปน cDNA ดวยชุด
น้ํายาสําเร็จรูป iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  หลังจากนั้น
นําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอตนแบบ (primer) ของยีน VP28 และใชยีนเบตาแอคติน (β-
actin) เปนยีนควบคุม (internal control) (ตารางท่ี 3) โดยใชสวนผสมของสารเคมีสําหรับปฏิกิริยา
และโปรแกรมสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดังแสดงในตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณไปตรวจสอบบนอะกาโรสเจล (agarose gel) โดยอาศัยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel 
electrophpresis) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  ถายรูปเจลซ่ึงปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนท่ีศึกษา 
นําไปตรวจสอบความเขมของแถบดีเอ็นเอและนําความเขมของแถบมาคํานวณคาการแสดงออกของ
ยีน VP28 เทียบกับยีนเบตาแอคติน (VP28/β-actin ratio) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป free quantity one 
v450 PC 
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ตารางที ่3  ดีเอ็นเอตนแบบ (primer) และขนาดของผลิตภัณฑ (product) ของยีน VP28 และ β-actin 
 

Gene Primer Product 
Forward: 5'-GGATCTTTCTTTCACTCTTTC-3' VP28 
Reward: 5'-TCTGCCCCACAGTCACTTCGA-3' 

332 bp 

Forward: 5'-GACGAYATGGAGAAGATCTGG-3' β-actin 
Reward: 5'-AAGGCGTGGGGCAGGGCRTA-3' 

288 bp 

 
ตารางที ่4 สวนผสมของสารเคมีสําหรับปฏิกิริยาพีซีอารในการศึกษาการแสดงออกของยีน VP28 
และ β-actin 
 

No. Reagents (µl) 1X  (µl) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

distilled water  
10x HIFI buffer 
10 mM dNTP mixture 
50 mM MgSO4 

Platinum® Taq HIFI 
forward primer 
reward primer 
cDNA template  

17.9 
2.5 
0.5 
1 

0.1 
1 
1 
1 

 Total 25 
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ตารางที ่5 โปรแกรมพีซีอารสําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในการศึกษาการแสดงออกของยีน VP28 
และ β-actin 

 

Program Cycles Temperature (°C) Time  

Denaturation 1 95 5 min 

Denaturation 
Annealing 
Elongation 

 
28 

95 
55 
72 

30 sec 
30 sec 
1 min 

Elongation 1 72 10 min 

Resting 1 4 α 

 

4. ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวแตละชุดการ
ทดลองภายหลังไดรับการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 48 และ 72 ช่ัวโมง ชุดการทดลองละ 5 
ตัว โดยดองตัวอยางกุงท้ังตัวในน้ํายารักษาสภาพตัวอยางเดวิดสัน (Davidson's fixative) และผาน
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเพ่ือเตรียมสไลดถาวรโดยยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน (H&E) 
(Humason, 1979) ตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศนเพ่ือเปรียบเทียบและศึกษาลักษณะเซลลและ
เนื้อเยื่อท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีช่ัวโมงตาง ๆ  
 

3.7 การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 นําขอมูลมาหาคาเฉล่ียและวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: 
ANOVA) แลวเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางพารามิเตอรโดยใช Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต  
 
 



 

19 

บทที ่3 
 

ผลการศกึษา 
  
 
1. การตอบสนองของภูมิคุมกันในกุงขาว  

 
1.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวม  (Total haemocyte count: THC) 

 ปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงขาวท่ีใหอาหารทดลองตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 
สัปดาห มีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.96–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพท่ี 1 โดยคาเฉล่ีย
ปริมาณเม็ดเลือดรวมในกุงท่ีใหอาหารสูตรตางกันท้ัง 5 สูตร ในแตละสัปดาหไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (P > 0.05)  ตลอดระยะเวลา 3 สัปดาห ซ่ึงเม่ือเริ่มทดลอง (สัปดาหท่ี 0) คาเฉล่ียปริมาณเม็ด
เลือดรวมของท้ัง 5 กลุมอยูในชวง 3.50–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  สัปดาหท่ี 1  มีคาเฉล่ียอยู
ในชวง 3.53–3.67 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร สัปดาหท่ี 2 มีคาเฉล่ียอยูในชวง 3.17–3.70 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร  และสัปดาหท่ี 3 มีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.96–3.35 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00

0 1 2 3
ระยะเวลา (สัปดาห)

ปริ
มาณ

เม็ด
เลือ

ดร
วม

  (x
 10

7  ce
ll/m

l.)

control yeast yeast+plasmid
0.5% yeast+fortilin 1.0% yeast+fortilin

 
ภาพที่ 1  ปริมาณเม็ดเลือดรวม ( x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวท่ีใหอาหารทดลองตางกัน 5 สูตร   
               เปนระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความแตกตางทาง  

สถิติ (P>0.05)   
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เชนเดียวกับคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงท่ีไดรับอาหารสูตรเดียวกันในระยะเวลาท่ีแตกตาง
กันใน 3 สัปดาหนั้นไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05)  โดยกุงในชุดการทดลองท่ี 1 ซ่ึงใหอาหาร
สูตรควบคุมมีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.15–3.68 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุด
การทดลองท่ี 2 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตเปลามีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 2.96–3.64 x 
107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุดการทดลองท่ี 3 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลามีคาเฉล่ีย
ปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.04–3.70 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงให
อาหารท่ีผสมยีสตและฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต มีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.35–3.73 x 
107 เซลลตอมิลลิลิตร และกุงในชุดการทดลองท่ี 5 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตและฟอติลิน 1 
เปอรเซ็นต มีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.03–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร 
   

1.2 การแยกชนิดเม็ดเลอืด (differential haemocyte count: DHC) 
  การแยกชนิดของเม็ดเลือดกุง 3 ชนิด ไดแก hyaline cell: H, semi-granular cell: S, 
large granular cell: L) (ภาพท่ี 2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  เม็ดเลือดกุงขาวชนิดตาง ๆ หลังการยอมดวยสีเบงกอลโรส และ ฮีมาท็อกไซลิน ภายใต

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x; hyaline cell: H, semi-granular cell: S, large granular 
cell: L 

 
 

H 

L 

S 
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ภาพที่ 3 เปอรเซ็นตเม็ดเลือด hyaline cell, semi-granular cell, large granular cell ของกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 สูตร เปนเวลา 3 สัปดาห  แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

Large granular cell 
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 จากการทดลองใหอาหารท่ีแตกตางกัน 5 ชุดการทดลอง พบวาเปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แตละชนิดไดแก ไฮยาลิน เซมิแกรนูลาร และลาจแกรนูลาร  ของกุงในชุดการทดลองท้ัง 5 ชุดในแต
ละสัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติตลอดระยะเวลา 3 สัปดาห (P>0.05) โดยเม็ดเลือดชนิดไฮ
ยาลินเซลลของกุงท้ัง 5 ชุดในระยะเวลา 3 สัปดาหอยูในชวง 70.90–76.62 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเม็ด
เลือดชนิดเซมิแกรนูลารเซลลอยูในชวง 12.06–16.09 เปอรเซ็นต สวนเม็ดเลือดชนิดลาจแกรนูลาร
เซลลอยูในชวง 10.80–15.30 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 3) 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณเม็ดเลือดแตละชนิดในชุดการทดลองเดียวกันแตระยะเวลา
ตางกันในชวง 3 สัปดาห พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยปริมาณเม็ดเลือด
ชนิดไฮยาลินเซลลในระยะ 3 สัปดาห ของกุงในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 อยูในชวง 74.82-
75.98 73.31–76.62 72.04–76.50 72.74–76.39 และ 70.90-74.44 เปอรเซ็น ตามลําดับ สวนปริมาณ
เม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารเซลลอยูในชวง 12.75-13.29 12.15-13.10 12.06–13.30 12.49–13.64 
และ 13.88–16.09 เปอรเซ็นต ในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 ตามลําดับ ในขณะท่ีปริมาณเม็ด
เลือดชนิดลาจแกรนูลารเซลลอยูในชวง 10.81–12.10 11.23–13.96 11.44-15.30 11.13–13.63 และ 
11.68–14.95 เปอรเซ็นต ในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 ตามลําดับ (ภาพท่ี 3) 
 

1.3 การวิเคราะหความสามารถและดชันใีนการจับกนิส่ิงแปลกปลอม  
  ผลการศึกษาการจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว ดังภาพท่ี 4 พบวา
เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) ของเม็ดเลือดกุง
ขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห อยูในชวง 21.79–26.49 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 5)
และคาเฉล่ียของดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) อยูในชวง 1.42–1.65 (ภาพท่ี 
6) 
 

 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                  A 
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ภาพที่ 4  การจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว (ยอมดวยสียอม Dip-Quick สําเร็จรูป

ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x A2 และ B คือเม็ดพลาสติก (bead) ท่ีถูกเม็ดเลือด
กุงขาวจับกินเขาไปในเซลล A1 สวนของเม็ดเลือดกุงขาวท่ียื่นไปจับกินเม็ดพลาสติก        
C เม็ดพลาสติกท่ีเกาะอยูรอบ ๆ เม็ดเลือด 

 
  ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity) ของกุงท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดย
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือเริ่มทดลอง(สัปดาหท่ี 0) อยูในชวง 
21.79–22.87 เปอรเซ็นต  สัปดาหท่ี 1 อยูในชวง 21.91- 24.60  เปอรเซ็นต  สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 
23.79–26.37 เปอรเซ็นต  และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 23.53-26.49 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงในชุดการทดลองท่ี 2 3 4 และ 5 ในสัปดาหท่ี 2 
และ 3 มีแนวโนมสูงกวากุงชุดการทดลองท่ี 1 ท่ีใหอาหารสูตรควบคุม โดยสัปดาหท่ี 2 
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงในชุดการทดลองท่ี  1 2 3 4 และ 5 มีคา 23.79 
24.77 25.74 26.37 และ 26.25 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสัปดาหท่ี 3 มีคา 23.53 25.93 25.50 26.49 
และ 25.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (ภาพท่ี 5) 
  เม่ือเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมในชุดการ
ทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ(P>0.05)  แตในชุดการ
ทดลองท่ี 2 3 4 และ 5 ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมในสัปดาหท่ี 2 และ 3 มีแนวโนม
สูงกวาสัปดาหท่ี 1 โดยชุดการทดลองท่ี 2  มีคาเฉล่ียในระยะเวลา 3 สัปดาหในชวง 21.79-25.93 
เปอรเซ็นต ชุดท่ี 3  มีคาเฉล่ียในชวง 22.87–25.74 เปอรเซ็นต ชุดท่ี 4  มีคาเฉล่ียในชวง 21.91–26.49 
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เปอรเซ็นต และชุดท่ี 5  มีคาเฉล่ียในชวง 22.59–26.25 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีชุดท่ี 1 มีคาเฉล่ีย
ใกลเคียงกันตลอดระยะเวลา 3 สัปดาหในชวง 22.02–23.79 เปอรเซ็นต 
 คาเฉล่ียของดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของกุงท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดย
ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือเริ่มทดลองอยูในชวง 1.55–1.65 สัปดาหท่ี 1 อยู
ในชวง 1.48–1.58 สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 1.43–1.64 และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 1.42–1.47 สวน
คาเฉล่ียดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) เชนเดียวกัน โดยคาเฉล่ียในชุดการทดลองท่ี 1 อยูในชวง 1.42–1.64 
ชุดการทดลองท่ี 2 อยูในชวง 1.47–1.64 ชุดการทดลองท่ี 3 อยูในชวง 1.43–1.65 ชุดการทดลองท่ี 4 
อยูในชวง 1.44–1.58 และชุดการทดลองท่ี 5 อยูในชวง 1.43–1.65 (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที่ 5 เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) ของเซลล
เม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

  



25 
 

 
 

 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0 1 2 3
ระยะเวลา (สัปดาห)

ph
ago

cyt
ic i

nd
ex

control yeast yeast+plasmid 0.5% yeast+fortilin 1.0% yeast+fortilin

 
 
ภาพที่ 6  ดัชนกีารจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหาร

ตางกัน 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความ
แตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 1.4 การสรางอนุมูลอสิระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด  
 คาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด
กุงขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติสถิต ิ
(P>0.05) โดยคาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือ
เริ่มทดลองอยูในชวง 6.13–6.62  สัปดาหท่ี 1 อยูในชวง 6.52–6.96 สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 6.28–6.33 
และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 5.71–6.12 สวนคาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอน
ไอออนในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) 
เชนเดียวกัน โดยคาเฉล่ียอยูในชวง 5.71–6.72 5.83-6.52 5.83–6.72 6.12-6.87 และ 5.96-6.96 ในชุด
การทดลองท่ี 1 2 3 4 และ 5 ตามลําดับ (ภาพท่ี 7) 
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ภาพที่ 7   การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐานและไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 1.5 การทํางานของเอน็ไซมฟนอลออกซิเดส  

คาเฉล่ียของการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลอง ในระยะเวลา 3 สัปดาห อยูในชวง 2.13–2.88 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน (unit/min./mg.protein) โดยเม่ือเปรียบเทียบการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิ
เดสของกุง 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตใน
สัปดาหท่ี 2 และ 3 การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสในกลุมท่ี 2 3 4 และ 5 อยูในชวง 2.48– 
2.88 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงมีแนวโนมสูงกวาชุดการทดลองท่ี 1 ซ่ึงมีคาคอนขางคงท่ี
ในชวง 2.24–2.33 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 8) 

 เม่ือเปรียบเทียบคาเฉล่ียของการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสของเซลลเม็ด
เลือดกุงขาวในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลาตางกัน 3 สัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (P>0.05) แตในชุดการทดลองท่ี 2, 3, 4 และ 5 การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสมี
แนวโนมสูงขึ้นตั้งแตสัปดาหท่ี 1 โดยในระยะเวลา 3 สัปดาหมีคาอยูในชวง 2.33–2.66 2.32–2.72 
2.23–2.88 2.13–2.81หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ในกลุมท่ี 2 3 4 และ 5 ตามลําดับ 
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ภาพที่ 8  คาการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO; unit/min./mg.protein) ของเม็ดเลือดกุง

ขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรใน 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
2. การทดสอบความสามารถในการตานทานการตดิเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว  
  กุงท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตร เม่ือไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวพบวาในทุกชุด
การทดลองกุงจะเริ่มตายในวันท่ี 2 จนถึงวันท่ี 4  ยกเวนกุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงหลังไดรับ
อาหารผสมฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 สัปดาห พบวากุงตายชาลงโดยเริ่มตายในวันท่ี 3 
หลังฉีดเช้ือ นอกจากนั้นพบวากุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต   
และชุดท่ี 5 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลิน 1 เปอรเซ็นต มีอัตราการตายสะสมเฉล่ียในสัปดาหท่ี 1 2 และ 
3 ดีท่ีสุด ซ่ึงต่ํากวาอัตราการตายสะสมของกุงในชุดการทดลองอีก 3 กลุม คือ ชุดควบคุม ชุดท่ีให
อาหารผสมยีสต และชุดท่ีใหอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
นอกจากนั้นอัตราการตายสะสมของกุงในชุดการทดลองท่ี 4 ในสัปดาหท่ี 3 ยังต่ํากวาชุดการทดลอง
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ท่ี 5 อีกดวย โดยกุงในชุดการทดลองท่ี 4 มีอัตราการตายสะสมเฉล่ีย 37.50+12.50 20.83+0.00 และ 
25.00+0.00 เปอรเซ็นต และกุงในชุดการทดลองท่ี 5 มีอัตราการตายสะสม 29.17+7.22 29.17+7.22  
และ 41.17+ 7.22 เปอรเซ็นต ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 3 ตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีให
อาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลานั้นในสัปดาหท่ี 2 และ 3 มีอัตราการตาย
สะสมต่ํากวาชุดการทดลองท่ีใหอาหารควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยชุดท่ีให
อาหารผสมยีสตมีคาเฉล่ียอัตราการตายสะสม 66.67+7.22 54.17+50.00 และ 58.33+7.22 เปอรเซ็นต 
และชุดท่ีใหอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา 70.83+7.22 58.33+37.50 และ 58.33+7.22 
เปอรเซ็นต สัปดาหท่ี 1 2 และ 3  ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดท่ีใหอาหารควบคุมมีอัตราการตายสะสม
สูงท่ีสุดตลอดระยะ 3 สัปดาห โดยอยูในชวง 83.33–91.67 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 9)  
  หลังจากใหอาหาร 1 สัปดาห พบวากุงท้ัง 5 ชุดทดลองมีอัตราการตายใกลเคียงกัน
ใน 3 วันแรก แตในวันท่ี 4 หลังฉีดเช้ือพบวากุงในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีใหอาหารผสมโปรตนี 
ฟอติลินยีสตมีอัตราการตายสะสมต่ํากวาอีก 3 กลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังจากนั้น
เม่ือใหอาหารทดลองเปนเวลา 2 สัปดาห พบวากุงในชุดการทดลองท่ีใหอาหารผสมยีสตและอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 4 ชุดเริ่มตายชาลงและมีอัตราการตายสะสมต่ํากวากุงชุดท่ีใหอาหาร
ควบคุมตลอดตั้งแตวันท่ี 2–4 นอกจากนั้นกุงในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีใหอาหารผสมโปรตีน 
ฟอติลินยีสตยังมีอัตราการตายสะสม 20.83+7.22 และ 29.17+7.22  เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวา
กุงชุดท่ี 2 และ 3 ท่ีใหอาหารผสมยีสตท่ีมีอัตราการตายสะสม 54.17+7.22 และ 58.33+7.22  
เปอรเซ็นต ตามลําดับอีกดวย (P<0.05)  เม่ือใหอาหารครบ 3 สัปดาหพบวาหลังจากฉดีเช้ือแลวกุงใน
ชุดท่ี 1, 2, 3, และ 4 มีการตายชาลงในวันท่ี 2 และ 3 เม่ือเทียบกับสัปดาหท่ี 1 และ 2  และในวันท่ี 4 
ปรากฏวากุงชุดการทดลองท่ี 4 มีอัตราการตายสะสมต่ําสุดท่ี 25+0.00 เปอรเซ็นต รองลงมาคือชุด
การทดลองท่ี 5 ท่ี 41.67+7.22 เปอรเซ็นต ถัดไปคือชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ซ่ึงมีอัตราการตาย
สะสม 58.33+7.22 และ 58.33+7.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และชุดการทดลองท่ี 1 อัตราการตาย
สะสมสูงท่ีสุด 91.67+7.22 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 9   อัตราการตายสะสมของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห           
คาเฉล่ียบนเสนกราฟในวันท่ี 4 หลังฉีดเช้ือท่ีตัวอักษรเหมือนกันกาํกับไมมีความแตกตาง 
กันทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 

สัปดาหที่ 3 
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ตารางที่ 6 คา Relative Percent Survival (RPS) ของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 4 สูตรใน
ระยะเวลา 3 สัปดาห 

 

ชุดการทดลอง สัปดาหท่ี 
2 

yeast 
3 

yeast+plasmid 
4 

0.5% yeast+fortilin 
5 

1.0% yeast+fortilin 
1 20.00+8.66a1 15.00+8.66a1 55.00+15.00b1 65.00+8.66b1 

2 38.09+8.25a2 33.33+8.24a2 76.19+8.24b2 66.67+8.25b1 

3 36.37+7.87a2 36.37+7.87a2 72.73+0.00c12 54.55+7.87b1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดียวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
  เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตโดยคํานวณคา Relative Percent Survival (RPS) 
โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงจะมีคาเปน 0 พบวาคา RPS ระหวางชุดการทดลองในแตละ
สัปดาห ในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลินยีสต 0.5 และ 1 เปอรเซ็นต คา RPS 
สูงกวาชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีใหอาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา  อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และชุดการทดลองท่ี 4 มีคา RPS ดีท่ีสุดและสูงกวาชุดการทดลองท่ี 5 
ในสัปดาหท่ี 3 ดวย โดยชุดการทดลองท่ี 4 มีคา RPS 55.00+15.00 76.19+8.24  และ 72.73+0.00 
และชุดการทดลองท่ี 5 มีคา RPS ท่ี 65.00+8.66  66.67+8.25  และ 54.55+7.87 ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 
3 ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 มีคา RPS อยูในชวง 15.00–38.09 (ตารางท่ี 6)    
   สวนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา RPS ภายในชุดการทดลองเดียวกันแต
ระยะเวลาตางกันในชวง 3 สัปดาห พบวาชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 คา RPS ในสัปดาหท่ี 2 และ 3 
สูงขึ้นกวาสัปดาหท่ี 1 อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) สวนชุดการทดลองท่ี 4 ในสัปดาหท่ี 2 มี
คา RPS สูงท่ีสุด 76.19+8.24 ซ่ึงสูงกวาสัปดาหท่ี 1 และ 3 (P<0.05) ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 5 คา 
RPS ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 3 อยูในชวง 54.55–66.67 และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05)   
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3. การแสดงออกของยีน VP28 และยีน ß-actin  ในกุงขาวหลังรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  
 ระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin ratio) ในกุงขาว
หลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง มีคาอยูในชวง 0.67–0.90 สําหรับในกุงรอดตายมีคา
อยูในชวง 0.18–0.26 

 

             M   Pa  1    2     3    4     5    Pv   6     7    8     9   10  
 
 
 

          
          
                     

 
ภาพที่ 10  การแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ท่ี 24 ช่ัวโมงหลังไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวง

ขาวดวยการฉีดเขากลามเนื้อกุงขาว ตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร (polymerase chain 
reaction, PCR) นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไปตรวจสอบบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต 
โดยอาศัยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophpresis) ยอมดวย ethidium bromide 
แถบผลผลิตของพีซีอาร (PCR product) ท่ี 288  bp คือ ยีน ß-actin และ แถบผลผลิตของ
พีซีอาร (PCR product) ท่ี 332 bp คือช้ินสวนของยีน VP28 M = marker (100 bp DNA 
ladder Pa = positive actin เลน 1-5 = ß-actin ของชุดการทดลอง 1-5 Pv = positive VP28 
เลน 6-10 = VP28 ของชุดการทดลอง 1-5 

 
 
 
 
 
 
 
 

500 bp→ 
←VP28 332 bp   ←actin 288 bp  200 bp→ 

100 bp→ 
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ตารางที่ 7 อัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin ratio) ใน

เนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง ใน 3 สัปดาห 
 

ชุดการทดลอง สัปดาหท่ี 

1 
control 

2 
yeast 

3 
yeast+plasmid 

4 
0.5% 

yeast+fortilin 

5 
1.0% 

yeast+fortilin 

1 0.84+0.04a1 0.86+0.03a1 0.82+0.03a1 0.78+0.02a1 0.88+0.02a1 

2 0.87+0.03a1 0.79+0.03a1 0.80+0.01a1 0.67+0.02a1 0.73+0.02a1 

3 0.84+0.06a1 0.81+0.03a1 0.81+0.04a1 0.71+0.02a1 0.73+0.02a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
  อัตราสวนของระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin 
ratio) ในเนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง ใน 3 สัปดาห (ตารางท่ี 7) 
เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของ VP28/ß-actin ratio ในเนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง 
ท้ังการเปรียบเทียบระหวางชุดการทดลองในสัปดาหเดียวกัน (แถว) และในชุดการทดลองเดียวกัน
ใน 3 สัปดาห พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (P>0.05) 
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ภาพที่ 11   อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ในกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัว

แดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมง และในกุงขาวท่ีรอดตาย 
 
 จากภาพท่ี 11 VP28 ตอยีน ß-actin ratio ท่ีแสดงออกในกุงขาวหลังการฉีดเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมง และในกุงขาวท่ีรอดตายมีความแตกตางกัน โดยกุงขาวท่ีรอดตาย
ทุกชุดการทดลองมี VP28 ตอยีน ß-actin ratio ต่ํากวากุงขาวหลังการฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง 
 
4. พยาธสิภาพของเนือ้เยือ่กุงขาวแวนนาไมภายหลังไดรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวทดลองภายหลังไดรับการ
ฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวครบ 24 48 72 ช่ัวโมง และกุงท่ีรอดตายในวันท่ี 5 หลังการฉีดเช้ือไวรัส 
ชุดท่ี 1 ซ่ึงเปนกลุมควบคุม พบวากุงเริ่มมีการตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส 2 วัน และทยอยตายไป
เรื่อย ๆ จนถึงวันท่ี 4 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ดวยการ
ยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน และอีโอซิน (H&E) ในช่ัวโมงท่ี 24 พบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของ
เนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ เชน กลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ีเยื่อบุทางเดินอาหาร เหงือกและ pleopod  
นิวเคลียสของเซลลขยายใหญ (hypertrophied nuclei) และยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear 
inclusion bodies)   สวนเสนโครมาตินยอมติดสีน้ําเงินเขมจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยาย
ใหญขึ้น เรียกวา Cowdry-A type inclusions บางเซลลจะพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะขยายมาก
ขึ้นจนเห็นเปนชองวางใสระหวาง virogenic stroma และขอบของเสนโครมาตินท่ีติดสีเขมขึ้น จน
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เปนรูปมนท้ัง 2 ดาน (ภาพท่ี 12) เม่ือครบ 48 ช่ัวโมงพบการเปล่ียนแปลงของเซลลในอวัยวะตางๆ 
เพ่ิมมากขึ้น ไดแก เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวหนัง (subcuticular epithelium) เหงือก ลิมฟอยด ออรแกน  
เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach), haematopoietic 
tissue เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของตับและตับออน และรังไข และเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ัวไป จากนิวเคลียสท่ี
ยอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic intranuclear inclusion bodies) ขยายใหญจน
เต็มพ้ืนท่ี (ภาพท่ี 13) กุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน 72 ช่ัวโมงขึ้นไปจะทยอยตาย 
เซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (disintegrated cells) นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะอัดตัวแนน 
(condensation) และจะแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (fragmentation) ในเวลาตอมา (ภาพท่ี 14 และ 15) 
เนื้อเยื่อและอวัยวะตาง ๆ จะเสียหายซ่ึงเปนสาเหตุของการตายของกุง 
 

 

 
A 

 
B 

 
 

ภาพที่ 12   ลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว เช้ือ
ไวรัส เรียกวา Cowdry A-type inclusions โดยท่ีนิวเคลียสของเซลลจะขยายใหญ 
(hypertrophied nuclei) ยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวน
โครมาตินติดสีน้ําเงินเขมจะถูกดันไปยังขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญ (หัวลูกศร) บาง
เซลลมีการพัฒนาตอไปโดยนิวเคลียสจะขยายมากขึ้นจนเห็นเปนชองวางระหวาง 
virogenic stroma และโครมาตินถูกดันไปชิดขอบเซลล จนทําใหมีลักษณะมนท้ัง 2 ดาน 
(ลูกศร) ซ่ึงเปนลักษณะของการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะแรก ๆ A เซลลเยื่อบุ
ช้ันใตผิวของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach) B pleopod ยอม
ดวยสี H&E  Scale bars = 10 µm 
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  กุงชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตอยางเดียว และกุงชุดการทดลองท่ี 3 
ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลาพบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัส  เม่ือ
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพดวยการยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน และอีโอซิน ในช่ัวโมงท่ี 
24 ไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุง แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงใน
ช่ัวโมงท่ี 48  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ นิวเคลียสของเซลลท่ี
เรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะขยายใหญ (hypertrophied nuclei) ขึ้นและยอม
ติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวนเสนโครมาตินจะถูกดันไปชิดขอบของ
นิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้นยอมติดสีน้ําเงินเขม เม่ือครบ 72 ช่ัวโมงพบการเปล่ียนแปลงของเซลลใน
อวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้น จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic 
intranuclear inclusion bodies) ขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะ
ทยอยตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (disintegrated cells) พบการอัดตัวแนนของนิวเคลียสติดสี
น้ําเงินเขม (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhetic nuclei) เม่ือทําการทดลอง
ครบ 5 วัน พบวายังมีกุงเหลือรอดอยูจํานวนหนึ่ง ซ่ึงกุงท่ีรอดอยูนั้นบางตัวพบการเปล่ียนแปลง
เซลลในระยะเริ่มการติดเช้ือไวรัสคือ นิวเคลียสขยายใหญขึ้นเพียงเล็กนอยและติดสีชมพูเขม ขณะท่ี
โครมาตินติดสีน้ําเงินเขม ขณะท่ีกุงท่ีรอดตายบางตัวไมพบการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อเลย 
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ภาพที่ 13   พัฒนาการของการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาว นิวเคลียสจะขยายใหญขึ้นจนเต็มไซโตพลาสซึม (hypertrophied nuclei) ตดิ
สีน้ําเงินอมมวง (basophilic inclusions) (ลูกศร) A เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวของกระเพาะ
อาหาร   (subcuticular epithelium of the stomach) B Haematopoietic tissue C เซลลเยื่อ
บุช้ันใตผิว  (subcuticular epithelium) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue)               
D ลิมฟอยด ออรแกน (lymphoid organ) ยอมดวยสี H&E  Scale bars = 10 µm 
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ภาพที่ 14   ลักษณะทางพยาธิสภาพของหัวใจของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน

ไป 72 ช่ัวโมง หลังจากเริ่มเห็น Cowdry-A type inclusions เซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย 
พบการอัดตัวแนนของนิวเคลียส (pyknotic nuclei) (ลูกศร)  ยอมดวยสี H&E  Scale bars 
= 20 µm 
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ภาพที่ 15  ลักษณะทางพยาธิสภาพของลิมฟอยด ออรแกนของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวง
ขาว เม่ือผานไป 72 ช่ัวโมงหลังเริ่มเห็น Cowdry-A type inclusions พบ basophilic 
nuclusionbodies เพ่ิมมากขึ้น (ลูกศรสีขาว) เซลลท่ีติดเช้ือไวรัสจะถูกทําลาย มีการอัดตัว
แนนของนิวเคลียส (pyknotic nuclei) (หัวลูกศร) และแตกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhetic 
nuclei) (ลูกศร) ยอมดวยสี H&E  Scale bars = 20 µm 

  
 ชุดการทดลองท่ี 4 เปนชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 
เปอรเซ็นต นาน 1-2 สัปดาห พบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืนๆ แตหลังการ
ใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลังการฉีดเช้ือไวรัส จะเห็นวากุงมีการตายชาลง และชุด
การทดลองท่ี 5 ซ่ึงไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต พบวาเริ่มมีการตาย
หลังจากฉีดเช้ือไวรัส 2 วัน เชนเดียวกับชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 โดยมีอัตราการตายสะสมท่ีต่ํากวา 
อยางไรก็ตามพบวาอัตราการตายในกลุมการทดลองท่ี 5 นี้สูงกวากลุมการทดลองท่ี 4 ผลการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพจะใกลเคียงกับกุงในชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีกุงจะตายชากวาชุด
การทดลองท่ี 1 กลาวคือ ไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 
และ 48 แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของ



39 
 

 
 

เนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ นิวเคลียสของเซลลท่ีเรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะ
ขยายใหญขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies)   สวนเสนโครมาติน
จะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้นยอมตดิสีน้ําเงินเขม  มีการพัฒนาการของเซลลท่ี
ติดเช้ือไวรัสในอวัยวะตาง ๆ เพ่ิมมากขึน้ จากนวิเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนตดิสีน้ําเงิน 
(basophilic intranuclear inclusion bodies) และขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาวจะทยอยตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะ
อัดตัวแนนและแตกออกเปนช้ินเล็ก ๆ เม่ือครบ 5 วัน พบวายังมีกุงทดลองเหลือรอดอยูจํานวนมาก 
โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดใน
แตละสัปดาหเปน 55.00+15.00 76.19+8.24  และ 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงกุงท่ีรอดตาย
นั้นไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ 
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บทที ่4  
 

วิจารณผลการศึกษา 
 

 
1. การตอบสนองของภูมิคุมกัน และความสามารถในการตานทานการตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว
ของกุงขาว  
   

จากการศึกษาองคประกอบในระบบภูมิคุมกันหลายชนิด ไดแก ปริมาณเม็ดเลือด
รวม เปอรเซ็นตชนิดเม็ดเลือด เปอรเซ็นตการจับกินส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม 
การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด และการทํางานของ
เอ็นไซมฟนอลออกซิเดส พบวาไมมีความแตกตางกันในกุงทุกชุดการทดลอง แสดงวาการเสริม
ยีสตและฟอติลินยีสตในอาหารในการศึกษาครั้งนี้ไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกัน ถึงแมวายีสตจะมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันจากการศึกษาวิจัยจํานวนมาก  (Scholz et al., 1999; 
Suphantharika et  al., 2003;  Chang et  al., 2001) แตจากการทดลองครั้งนี้พบวายีสตไมไดมีผลใน
การกระตุนภูมิคุมกัน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Scholz และคณะ (1999) ท่ีเสริมยีสต              
S.  cerevisiae 1 เปอรเซ็นต  ในอาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไม เปนเวลา 7 สัปดาห การทํางานของ
เอ็นไซมฟนอลออกซิเดสไมแตกตางกับการใหอาหารท่ีไมเสริมยีสต นอกจากนั้น Li และคณะ 
(2009) ใหอาหารท่ีเสริมบริเวอรยีสต (Brewer’s yeast) ท่ีระดับ 2 เปอรเซ็นต และ 5 เปอรเซ็นต แก
กุงขาวแวนนาไม พบวาไมมีความแตกตางทางภมิูคุมกัน ท้ังปริมาณเม็ดเลือดรวม ปริมาณโปรตนีใน
เลือด ฟนอลออกซิเดส และการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน ในขณะท่ี 
Chotikachinda และคณะ (2008) ใหอาหารท่ีเสริมผนังเซลลของยีสต 0.1 และ 0.2 เปอรเซ็นต ใน
อาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไม 4 สัปดาห พบวาปริมาณเม็ดเลือดรวมและเม็ดเลือดชนิดแกรนูลาร
สูงขึ้นกวากลุมควบคุม ซ่ึงตางจากการศึกษาครั้งนีท่ี้ใชยีสตท้ังเซลลโดยไมผานการสกัดแยก ดังนั้น
การท่ียีสตไมมีผลตอภูมิคุมกันในครั้งนี้อาจเนื่องมาจากรูปแบบและปริมาณของยีสตท่ีใชยังไม
เหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของกระบวนการตาง ๆ ในระบบภูมิคุมกันอยางชัดเจน 

เปนท่ีทราบกันดีวายีสตมีคุณสมบัติเปนสารกระตุนภูมิคุมกันเพราะผนังเซลลของ
ยีสตมีองคประกอบสําคัญไดแก เบตากลูแคน (ß-glucan) และแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด (mannan 
oligosaccharide) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการกระตุนระบบภูมิคุมกันท้ังในคนและสัตว และเพ่ิมความ
ตานทานโรคจากเช้ือแบคทีเรีย ราและไวรัส (Raa et al., 1992; Suphantharika et al., 2003;      
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Josepj et al., 2004) ดังนั้นจึงมีการนําสารสําคัญท้ัง 2 ชนดินี้มาศึกษาวจิยัเพ่ือกระตุนระบบภูมิคุมกนั
และเพ่ิมความตานทานโรคในสัตวน้ํากันอยางกวางขวาง (จารุวรรณ, 2550; Song et al., 1997; 
Chang, et al., 2001; Suphantharika et al., 2003; Davis et al., 2004; Genc et al., 2007) สําหรับแมน
แนนโอลิโกแซคคาไรด นั้นมีรายงานการใชเปนสารเสริมในอาหารสําหรับเล้ียงสัตวบก ไดแก ไก 
และสุกร ซ่ึงสงผลดีตอประสิทธภาพการใชอาหาร ชวยทําใหการเจริญเติบโต อัตราแลกเนื้อ และ
อัตรารอดของสัตวท่ีเล้ียงดีขึ้น รวมท้ังยังชวยกระตุนภูมิคุมกันดวย (Davis et al., 2004)  สําหรับใน
สัตวน้ํา Genc และคณะ (2007) พบวาการเสริมสารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารท่ีระดับ  
0.3 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทําใหลูกกุง P. semisulcatus ระยะโพสลาวาร 20 มีการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดสูงขึ้นกวาการไมเสริม นอกจากนั้นยังมีรายงานการใชสารนี้ใน
ปลาแซลมอนโดย Refstie และคณะ (2010) เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารใน
อัตราสวน 1 และ 2 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงปลาแซลมอนในกระชังเปนเวลากวา 70 วัน 
เปรียบเทียบกับการเสริมเบตา-1-3/1-6-กลูแคนท่ีผสมอาหารในระดับ 0.5 และ 1 กรัม พบวาการ
เสริมเบตากลูแคนทําใหจํานวนปรสิต (lice) ในปลาลดลง 28 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีการเสริม แมน
แนนโอลิโกแซคคาไรดไมมีผลตอการลดจํานวนปรสิตแตทําใหปลามีการเจริญเติบโตดีขึ้น 10 
เปอรเซ็นต และอัตราแลกเนื้อ (FCR) ลดลง 8 เปอรเซ็นต สวนเบตากลูแคนจะมีความโดดเดน
เกี่ยวกับการกระตุนภูมิคุมกัน ซ่ึงสวนใหญการใชยีสตในการกระตุนภูมิคุมกันในสัตวน้าํจะใชในรปู
ของสารสกัดคือเบตากลูแคน (Suphantharika et al., 2003) Chang และคณะ (2003) ผสมสารเบตา 
1-3-กลูแคนท่ีไดจากยีสต Schizophyllum communeในอาหารเล้ียงกุงกุลาดํา ท่ีระดับ 0 0.1 0.2 1 และ 
2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 วัน พบวาระดับท่ีเหมาะสมคือ 1 เปอรเซ็นต ซ่ึงชวยกระตุนภูมิคุมกันทํา
ใหคาปริมาณเม็ดเลือดรวม การจับกินส่ิงแปลกปลอม ฟนอลออกซิเดส การผลิตซุปเปอรออกไซด
แอนไอออน และอัตรารอดจากการติดเช้ือสูงขึ้น Chang และคณะ (2011) ทดลองผสมเบตากลูแคน
ในอาหาร 0.2 เปอรเซ็นต ใหกุงขาวกินเปนเวลา 18 วัน พบวาปรมิาณเม็ดเลือดรวมไมแตกตางกบัชุด
ท่ีใหอาหารไมเสริมเบตากลูแคน แตการทํางานของฟนอลออกซิเดส และการผลิตซุปเปอรออกไซด
แอนไอออนสูงขึ้น จากรายงานการวิจัยเหลานี้จะเห็นไดวาปริมาณการเสริมเบตากลูแคนท่ีสามารถ
เพ่ิมภูมิคุมกันในกุงอยูในชวงตั้งแต 0.2–2 เปอรเซ็นต 

   ซ่ึงถาเปรียบเทียบกับปริมาณยีสต 1 เปอรเซ็นต ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้จะพบวา
มีปริมาณเบตากลูแคนต่ํามาก โดย Lyons (1994) พบวาการนําเซลลยีสต S. cerevisiae มาทําใหเแตก
ตัวและแยกผนังเซลลออกมาจะประกอบดวยกลูแคน 30 เปอรเซ็นต  แมนแนน (mannan) 30 
เปอรเซ็นต และโปรตีนไคติน (chitin) 12.5 เปอรเซ็นต สวน Lipke และ Ovalle (1998) รายงานวา
เซลลยีสต S. cerevisiae ประกอบดวยสวนของผนังเซลล 15-30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง และ
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ผนังเซลลนี้ประกอบดวยเบตากลูแคนประมาณ 60 เปอรเซ็นต โดย Kwiatkowski และคณะ (2009)  
กลาววาปริมาณกลูแคนนี้จะแตกตางกันในชวงกวางขึ้นอยูกับ ชนิดของยีสต โภชนาการของเซลล
ยีสต วิธีการแยกหรือสกัดสาร ปจจัยส่ิงแวดลอมท่ีเล้ียงและเวลาท่ีเก็บเกี่ยวยีสต จากรายงาน
การศึกษาของ มลฤดี (2541) ศึกษาการสกัดสารเบตากลูแคนจากยีสต S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดวย
อาหาร YEPD โดยแยกผนังเซลลได 13.65 เปอรเซ็นตของน้ําหนักยีสตแหง และสกัดเบตากลูแคน
จากผนังเซลลยีสตไดปริมาณ 20-30 เปอรเซ็นต ซ่ึงเม่ือคํานวณแลวพบวายีสตแหงมีปริมาณเบตา
กลูแคนเพียงประมาณ 2.73–4.10 เปอรเซ็นต ดังนั้นเม่ือนํามาคํานวณปริมาณเบตากลูแคนใน
การศึกษาครั้งนี้ซ่ึงผสมยีสต 1 เปอรเซ็นตในสูตรอาหารนั้นจะมีปริมาณเบตากลูแคนเพียง 0.02- 
0.04 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีงานวิจัยท่ีมีการรายงานสวนใหญอยูในชวงตั้งแต 0.2–2 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะ
เห็นวาปริมาณเบตากลูแคนท่ีเสริมในอาหารในการศึกษาครั้งนี้นอยกวามาก นอกจากนั้นการใช
เซลลยีสตแหงท่ีไมไดผานการสกัดหรือทําใหไดสารเบตากลูแคนท่ีบริสุทธ์ิขึ้นนั้น ประสิทธิภาพจะ
ดอยกวาการใชสารบริสุทธ์ิ ดังท่ี มลฤดี (2541) ทดลองใชสารสกัดเบตากลูแคน 3 แบบ คือ ผนัง
เซลลยีสต  สารสกัดเบตากลูแคนกอนทําใหบริสุทธ์ิ และสารเบตากลูแคนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ  
ผสมในอาหารโดยคํานวณใหมีสารสกัดเบตากลูแคนอยูในอาหาร 0.1 เปอรเซ็นต พบวากุงกุลาดําท่ี
เล้ียงดวยสารเบตากลูแคนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ ใหผลปริมาณเม็ดเลือดรวม คาความสามารถใน
การกําจัดเช้ือแบคทีเรียในน้ําเลือด และความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ดีท่ีสุด 
   ดังนั้น การท่ีผลการศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตางของภูมิคุมกันในกุงท่ีให
อาหารท้ัง 5 กลุม นาจะเปนเพราะปริมาณยีสตท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้นอยเกินไปท่ีจะแสดงผลการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันอยางชัดเจน แตอยางไรก็ตามก็แสดงใหเห็นวาภูมิคุมกันบางชนิด คือ 
เปอรเซ็นตการจับกินส่ิงแปลกปลอม และการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส ในชุดการ
ทดลองท่ีเสริมยีสตและฟอติลินยีสตนั้นมีแนวโนมสูงกวาชุดควบคุมท่ีไมเสริมสารใด ซ่ึงหากเพ่ิม
ปริมาณยีสตท่ีผสมในอาหารใหสูงขึ้นก็นาจะทําใหเห็นผลการตอบสนองของภูมิคุมกันได ทํานอง
เดียวกับฟอติลินนั้นการตอบสนองของภูมิคุมกันในกลุมท่ีเสริมฟอติลินยีสตมีคาใกลเคียงกับชุดการ
ทดลองท่ีเสริมยีสตมาก  แสดงวาฟอติลินไมไดสงผลใหภูมิคุมกันสูงขึ้น นอกจากนั้นยังไมมีรายงาน
การศึกษาผลของฟอติลินตอการตอบสนองของภูมิคุมกันเลย และจากผลการศึกษาครั้งนี้ท่ีพบวา 
ฟอติลินทําใหความตานทานไวรัสตัวแดงดวงขาวสูงขึ้นมากกวาการเสริมยีสตนั้น แสดงวาฟอติลิน
ไมนาจะมีคุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกัน แตนาจะทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการกําจัดเช้ือไวรัสผาน
กระบวนการตอตานการตายของเซลล หรือแอนไทอพอพโทซีส (anti-apoptosis) (Li et al., 2001) 
มากกวา  หรืออาจมีภูมิคุมกันอ่ืน ๆ ท่ีเกี่ยวของกับการตานทานเช้ือไวรัสแตไมไดศึกษาในครั้งนี ้
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ไดแก สารในกลุมไซโตไคน TLK (toll like recrptors),  ALF (anti-lipopolysaccharide factor) (Arts 
et al., 2007; Li et al., 2009) ท้ังนี้เนื่องจากระบบกลไกการตานทานเช้ือไวรัสยังไมทราบแนชัด 
   การทดสอบความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของฟอติลิน 
โดยผสมโปรตีนฟอติลินยีสตในอาหารกุงในระดับท่ีแตกตางกัน เปรียบเทียบกับกุงท่ีไมไดรับ
โปรตีนฟอติลินยีสต นําไปเล้ียงกุงขาวติดตอกันเปนเวลา 3 สัปดาห จากการสังเกตอาการและอัตรา
การตายพบวา กุงชุดการทดลองท่ี 1 (control) เริ่มมีการตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส 2 วัน และทยอย
ตายไปเรื่อย ๆ จนถึงวันท่ี 5 สวนกุงชุดการทดลองท่ี 2 (yeast) ซ่ึงไดรับอาหารผสมยีสตอยางเดียว 
และกุงชุดการทดลองท่ี 3 (yeast+plasmid) ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา กุงเริ่มมีการ
ตายในวันท่ี 2 หลังไดรับเช้ือไวรัส ในอัตราท่ีต่ํากวากุงทดลองชุดท่ี 1 ท้ังนี้อาจเปนเพราะผนังเซลล
ของยีสตมีเบตากลูแคนเปนองคประกอบ ซ่ึงสารเบตากลูแคนนี้สามารถชวยกระตุนภูมิคุมกันในกุง 
จากการศึกษาของจารุวรรณ (2550) พบวาการเสริมเบตากลูแคนในอาหารสําหรับเล้ียงกุงกุลาดําท่ี
ระดับ 1 3 และ 5 กรัมตอกิโลกรัมอาหารไมมีผลในการเพ่ิมความตานทานเช้ือตัวแดงดวงขาว  
ในขณะท่ี Song และคณะ (1997) พบวากุงกุลาดําท่ีไดรับสารสกัดเบตากลูแคนผานทางอาหาร 51 
วัน รวมกับการแชสามารถตานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดเพ่ิมขึ้น นอกจากนั้น Burgents และคณะ 
(2004) พบวาการเสริมยีสต S.  cerevisiae ในอาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับ 1 เปอรเซ็นต นาน 
3 สัปดาห ทําใหกุงตานทานการติดเช้ือแบคทีเรียเพ่ิมขึ้น โดยรอดตาย 72  เปอรเซ็นต  หลังไดรับเช้ือ
ซ่ึงสูงกวากุงท่ีไดรับอาหารผสมยีสตท่ี 0.5 เปอรเซ็นต และอาหารท่ีไมผสมยีสตซ่ึงมีอัตรารอดตาย 
54 เปอรเซ็นต และ 42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  จึงเปนไปไดวา ยีสตท่ีผสมในอาหารใหกุงขาวทดลอง
ในครั้งนี้มีแนวโนมท่ีจะชวยเพ่ิมความตานทานเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาว อยางไรกต็ามจากการศึกษา
พบวายีสตมีผลตอความตานทานเช้ือท่ีจํากัด แมจะใหยีสตในระยะเวลาท่ีนานขึ้นก็ไมทําใหความ
ตานทานตอเช้ือเพ่ิมขึ้น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการใหยีสตในรูปแบบของสารกระตุนภูมิคุมกัน 
(immunostimulator) นั้น จะขึ้นอยูกับปริมาณท่ีใชซ่ึงจะแตกตางกันตามชนิดสัตวน้ําและระยะเวลาท่ี
ให (Suphantharika et al., 2003)  สําหรับชุดการทดลองท่ี 4 (0.5 เปอรเซ็นต yeast+fortilin) เปนกุงท่ี
ไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต นาน 1-2  สัปดาห พบวากุงเริ่มตายใน
วันท่ี 2 เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืนๆ แตหลังการใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลัง
การฉีดเช้ือไวรัส ซ่ึงจะเห็นวากุงมีการตายชาลง แสดงวาการผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 
เปอรเซ็นต ในอาหารมีผลตอความตานทานตอเช้ือไวรัส ชุดการทดลองท่ี 5 (1.0 เปอรเซ็นต
yeast+fortilin) ซ่ึงไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต เริ่มมีการตาย
หลังจากฉีดเช้ือไวรัส 2 วัน ในอัตราท่ีต่ํากวากุงทดลองในกลุมท่ี 1 2 และ 3 อยางไรก็ตาม พบวา
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อัตราการตายของกุงในชุดการทดลองท่ี 5 นี้สูงกวาชุดการทดลองท่ี 4 แสดงใหเห็นวา ระดับของ
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีเหมาะสมในการผสมอาหารเล้ียงกุงขาวคือระดับ 0.5 เปอรเซ็นต 
  เม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาในการใหอาหาร พบวาหลังจากกุงไดรับอาหารทดลอง 
2สัปดาห กุงท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 ความเขมขนคือ 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต มี
อัตรารอดตายสูงกวาชุดการทดลองท่ีไมไดผสมโปรตีนฟอติลินยีสตโดยมีคาประสิทธิภาพการ
ตานทานตอโรคตัวแดงดวงขาวคิดเปน 76.19+8.24 และ 66.67+8.25 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เชนเดียวกับผลการทดลองในกุงหลังเล้ียงดวยอาหารทดลอง 3 สัปดาห พบวากุงชุดการทดลองท่ี
ไดรับโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ยังคงมีอัตราการรอดตายสูงกวาชุดท่ีไมไดผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต แตคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรคต่ํากวาหลังการใหอาหาร 2 สัปดาห 
แสดงใหเห็นวา อาหารท่ีผสมโปรตีนฟอติลินยีสตชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการตานทานโรคไวรัส
ตัวแดงดวงขาวในกุงขาวท่ีติดเช้ือไวรัสได ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Tonganunt และคณะ 
(2008) ท่ีทดลองฉีด rPm-fortilin ใหกุงกุลาดําหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวา rPm-
fortilin ชวยใหกุงกุลาดําชุดดังกลาวรอดตาย 80-100 เปอรเซ็นต และตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสใน
ระดับท่ีต่ํามาก ขณะท่ีในกุงท่ีใกลตายตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนจํานวนมาก 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Nupan และคณะ (2011) ซ่ึงศึกษาผลของ Pm-fortilin ตอการแสดงออก
ของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) ไดแกยีน VP28 โดยการ inoculated เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว
บนเซลล sf9empty (ไมมีฟอติลิน) เปรียบเทียบกับเซลล sf9pD-fortilin (มีฟอติลิน) พบวาหลังจากเซลล
ไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 1 2 และ 3 วัน การแสดงออกของยีน VP28 บนเซลล sf9pD-fortilin 
ลดลงอยางตอเนื่องและแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางชัดเจนในวันท่ี 3 หลังการไดรับเช้ือ แสดงให
เห็นวา  Pm-fortilin สามารถลดการแสดงออกของยีนบางชนิดของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดโดย
การยับยั้งการ replication ของไวรัส ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับกลไกการตานทานการตายของเซลลดวย 
Graidist และคณะ (2006) ศึกษาบทบาทของ Pm-fortilin ในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในกุงกุลาดํา พบวา Pm-fortilin มีคุณสมบัติเกี่ยวของกับโปรแกรมการตายของเซลล (apoptosis) คือ 
สามารถปองกันเซลลจากการตายได และยังตรวจพบปริมาณของโปรตีน Pm-fortilin ในระดับสูง
ในกุงกุลาดําขณะท่ีมีการติดเช้ือไวรัส เปนไปไดวา ฟอติลินท่ีผลิตจากยีสตในการศึกษาครั้งนี้ 
สามารถตานทานการติดเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวในกุงขาว โดยปองกันไมใหเซลลท่ีไดรับเช้ือไวรสั
เขาสูโปรแกรมการตายเชนเดียวกับผลการศึกษาของ Graidist และคณะ(2006) ดังไดกลาวมาแลว 
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ขณะท่ี Flegel และ Pasharawipas (1998) ไดตั้งขอสังเกตวา โปรแกมการตายของเซลลหรือ 
apoptosis นั้นอาจเปนสาเหตุการตายของกุงท่ีติดเช้ือไวรัสระยะสุดทาย และโปรแกมการตายของ
เซลลนี้อาจเปนสวนหนึ่งของขบวนการ adaptive tolerance ของกลุมกุงและปู (crustaceans) ท่ีมีตอ
เช้ือไวรัส   แตเปนท่ีนาสังเกตวา ตลอดระยะเวลา 3 สัปดาหของการทดลอง กุงท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีคาประสิทธิภาพการตานทานโรคดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับทุกชุด
การทดลอง รวมท้ังกุงกลุมท่ีไดรับอาหารโปรตีนลูกผสมยีสตฟอติลิน 1.0 เปอรเซ็นต แสดงวา 
ปริมาณฟอติลินท่ีผสมในอาหารมีผลตอกิจกรรมการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาว  
ผลจากการศึกษาในครั้งนี ้แสดงใหเห็นวา ระยะเวลาในการใหฟอติลินและปริมาณฟอติลินท่ีผสม
ลงไปในอาหารมีผลตอประสิทธิภาพการตานทานโรคตัวแดงดวงขาว 

 
2. การแสดงออกของยีน VP28 และยีน ß-actin  ในกุงขาวหลงัไดรับเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว  
   

สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงขาวท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตในระยะเวลาท่ีแตกตางกัน ใหผลไปในทิศทางเดียวกับการศึกษาประสิทธิภาพ
การตานทานโรคตัวแดงดวงขาวดังกลาวมาแลวกอนหนานี้ จากการศึกษาการแสดงออกของยีน 
VP28 ในเบ้ืองตนนั้น ไมพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ัวโมงท่ี 12 หลังการฉีดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาว แตเริ่มพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ัวโมงท่ี 24 หลังการฉีดเช้ือไวรัส ซ่ึงการ
ตรวจไมพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ังโมงท่ี 12 นั้น อาจเนื่องจากโปรตีน VP28 เปน
โปรตีนชนิด threonine phosphorylated ซ่ึงบงช้ีวาการสรางโปรตีน VP28 นั้น นาจะเกิดขึ้นระหวาง
ท่ีมีการดัดแปลงของขบวนการสังเคราะหโปรตีนชวงสุดทาย (posttranslational modification) เพ่ือ
สรางเปนอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ (virus maturation) (Xie et. al., 2006) ดังนั้นในช่ัวโมงท่ี 12 หลัง
การฉีดเช้ือไวรัสอาจยังเปนชวงเริ่มตนของการสรางอนุภาคไวรัส จึงทําใหตรวจไมพบการ
แสดงออกของ VP28 นอกจากนี้โปรตีน VP28 เปนสวนประกอบสําคัญอยูในเยื่อหุมแคปซิด 
(envelope) (Van Hulten et al., 2001) ชวยในการจับยึดเซลล (cell attachment) กุงหรือเจาบาน และ
ชวยใหเช้ือไวรัสแทรกตัวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลกุงได (Yi et al., 2004) ดังนั้น การตรวจพบ
การแสดงออกของยีน VP28 ยอมแสดงถึงการมีอยูของอนุภาคไวรัสในเซลลของเจาบาน  จากผล
การทดลอง ตรวจพบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงทุกชุดการทดลองท่ีไดรับเช้ือไวรัสครบ 24 
ช่ัวโมง และการแสดงออกของยีนในทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกัน แสดงวาในเวลา 24 
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ช่ัวโมง ไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนอนุภาคภายในเซลล หรือบางสวนอยูในขั้นตอนสุดทายของ
กระบวนการสรางอนุภาคไวรัส เม่ือนํากุงทดลองท่ีรอดตายทุกชุดการทดลองจากการฉีดเช้ือไวรัส 
และกุงทดลองหลังจากฉีดเช้ือไวรัส 24 ช่ัวโมง มาหาอัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 
ตอยีน ß-actin พบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงทุกชุดการทดลองท่ี 24 ช่ัวโมง ท่ีใกลเคียงกัน 
อยางไรก็ตามกุงขาวท่ีรอดตายมีอัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin นอย
กวากุงทดลองท่ีไดรับเช้ือไวรัส 24 ช่ัวโมง โดยเฉพาะกุงทดลองชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีน
ลูกผสมยีสตฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นตท่ีรอดตาย จะมีการแสดงออกของยีน VP28 นอยท่ีสุดเม่ือเทียบ
กับชุดการทดลองอ่ืน รวมท้ังกลุมท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาฟอติ
ลินสามารถตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดวงดวงขาวได และปริมาณ ฟอติลินท่ีผสมในอาหารนั้น 
สงผลตอความสามารถในการตานทานการเกิดโรคตัวแดงดวงขาวเชนเดียวกับการทดลองท่ีผานมา
ขางตน ดังนั้น การศึกษาการแสดงออกของยีน VP28 ชวยยืนยันผลการทดสอบท่ีวา ฟอติลิน
สามารถตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาว 
 
3. พยาธสิภาพของเนือ้เยือ่กุงขาวภายหลงัไดรับเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว 
   

การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงทุกชุดการทดลองแสดงใหเห็นถึงสภาวะ
การติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะตาง ๆ รวมถึงพัฒนาการของเซลลท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือ
ไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนอนุภาคภายในเซลล ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Nash และ Akarajamorn 
(1995); Chang และคณะ (1996); Kasornchandra และคณะ (1998) โดยเฉพาะพัฒนาการของ
นิวเคลียสท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว จากการศึกษาในครั้งนี้ พบวาในระยะเริ่มแรกมีการ
เปล่ียนแปลงเกิดขึ้นภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ เชน กลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ีเยื่อบุ
ทางเดินอาหาร เหงือกและ pleopod โดยนิวเคลียสของเซลลจะขยายใหญ (hypertrophied nuclei) 
ขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวนเสนโครมาตินยอมติดสีน้ํา
เงินเขมจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้น เรียกวา Cowdry-A type inclusions บาง
เซลลจะพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะขยายมากขึ้นจนเห็นเปนชองวางใสระหวาง virogenic 
stroma และขอบของเสนโครมาตินท่ีติดสีเขมขึ้น จนเปนรูปมนท้ัง 2 ดาน  Cowdry-A type 
inclusion ของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะคลายคลึงกับ Cowdry-A type inclusion ของเช้ือไวรัสไอ
เอชเอ็นวี (Infection Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV) แตจะแตกตางกัน
ตรงท่ีอินคลูช่ัน (inclusion) ของเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวนั้นจะมีการพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะ
ขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ีของไซโตพลาสซึมและยอมติดสีน้ําเงินออน (weakly basophilic colour) 
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ขณะท่ีไมพบการเปล่ียนแปลงดังกลาวในเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสไอเอชเอชเอ็นวี (Lightner, 1966) 
ขณะท่ี Rajendran และคณะ (2005) รายงานการตรวจพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล
เยื่อบุช้ันใตผิวช้ันนอกของกานตาและ pleopod ของกุงกุลาดําไดตั้งแตช่ัวโมงท่ี 18 หลังฉีดเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาว  อยางไรก็ตาม จะพบการเปล่ียนแปลงของเซลลในอวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้นเม่ือครบ 
48 ช่ัวโมง เชน เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวหนัง (subcuticular epithelium) เหงือก ลิมฟอยด ออรแกน เซลล
เยื่อบุ ช้ันใต ผิว ช้ันนอกของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach) 
haematopoietic tissue เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของตับและตับออน และรังไข เนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ัวไป และ
หัวใจ เปนตน จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูในระยะแรกจะเปล่ียนเปนยอมติดสีน้ําเงิน (basophilic 
intranuclear inclusion bodies) และขยายใหญจนเตม็พ้ืนท่ี  จะเห็นไดวาอวัยวะท่ียอมรับเช้ือไวรสัตวั
แดงดวงขาวท่ีศึกษาในครั้งนี้มีตนกําเนิดมาจากเซลลในช้ัน ectoderm และ mesoderm ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาของ Momoyama และคณะ (1995) และ Lightner (1996) ท่ีรายงานวาอวัยวะท่ียอมรับ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวนั้นมีตนกําเนิดมาจากเซลลในช้ัน ectoderm และ mesoderm แตจะไมพบ
ในช้ัน endoderm ซ่ึงไดแกตับและตับออน (hepatopancreas) เปนตน นอกจากนี้ Rajendran และ 
คณะ (2005) ยังรายงานวา ลักษณะการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพท่ีนิวเคลียสขยายตัวและ
นิวเคลียสยอมติดสีอีโอซิน (eosin) จะพบไดในการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะแรก (early 
stage of infection) ซ่ึงจะตรวจพบไดในช่ัวโมงท่ี 24-36 หลังการฉีดเช้ือไวรัสกอนการแสดงออก
ของอาการโรคตัวแดงดวงขาว (clinical signs) ซ่ึงคณะผูวิจัยชุดดังกลาวไดเสนอใหใชวิธีการ
ตรวจหาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อบริเวณกานตาและ pleopod ในพอแมพันธุกุง
กุลาดําเม่ือไมสามารถใชวิธีทางชีวโมเลกุลในการตรวจหาเช้ือไวรัส   
  สําหรับกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน 72 ช่ัวโมงขึ้นไปโดยนับจาก
หลังเริ่มตรวจพบ Cowdry-A type inclusions จะพบวามีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลท่ี
ติดเช้ือไวรัสเกิดขึ้น  จะเห็นเซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (necrosis) โดยท่ีนิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือ
บางเซลลจะอัดตัวแนนติดสีน้ําเงินเขม (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhectic 
nuclei) ในเวลาตอมา ซ่ึงเปนระยะสุดทายของการติดเช้ือไวรัสกอนท่ีกุงจะตาย ลักษณะการแตก
สลายของนิวเคลียสท่ีพบในครั้งนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Mohan และคณะ (1998) และ 
Pantoja และ Lightner (2003) ท่ีตรวจพบลักษณะ necrosis ท่ีลิมฟอยดออรแกนโดยมีนิวเคลียสของ
เซลลท่ีติดเช้ือไวรัสอัดตัวแนน (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhectic nuclei) 
ในท่ีสุด นอกจากจะพบวา การตายของเซลลท่ีเกิดจากไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนการตายแบบ 
necrosis แลว Wongprasert และคณะ (2003) ไดศึกษากระบวนการตายของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบแสงผาน (transmission electron) เทคนิคการยอม 
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4,6-dimidine-2-phenyl indole dihydrochloride and TdT-mediated dUTP nick-end lablling 
(TUNEL) และการตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม caspase-3  ท่ีระยะเวลาตาง ๆ กัน พบวาใน
ช่ัวโมงท่ี 6 หลังไดรับเช้ือไวรัสนิวเคลียสของเซลลมีการเคล่ือนยายโครมาตินไปท่ีขอบของ
นิวเคลียส และภายใน 24 ช่ัวโมง ตรวจพบอนุภาคไวรัสท้ังท่ีมีผนังหุม และยังไมมีผนังหุมอยูภายใน
นิวเคลียส ในระยะสุดทายอนุภาคไวรัสจะหลุดออกจากนิวเคลียส  นอกจากนั้นยังพบการแยกตัว
ของโครมาตินในช่ัวโมงท่ี 6 ขณะท่ีนิวเคลียสเกิดการอัดตัวแนน (nuclear condensation) และแตก
ออกเปนช้ินเล็ก ๆ (fragmentation) การเปล่ียนแปลงพยาธิสภาพของนิวเคลียสในลักษณะดังกลาว
คลายกับการเกิด apoptosis ซ่ึงคณะผูวิจัยไดยืนยันวาลักษณะท่ีพบนั้นเปนโปรแกรมเซลลตาย หรือ 
apoptosis จริงโดยตรวจสอบยืนยันผลดวยเทคนิค TUNEL และ การตรวจสอบกิจกรรมของ 
caspase-3 นอกจากนี้ คณะผูวิจัยชุดดังกลาวยังพบอีกดวยวา apoptosis ท่ีเกดิขึ้นนั้น จะพบในเซลลท่ี
ไมมีเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว แสดงวาขบวนการ apoptosis นั้นเกิดขึ้นภายหลังจากท่ีกุงไดรับเช้ือ
ไวรัสแลว จากนั้น กุงท่ีติดเช้ือไวรัสในระยะสุดทายจะทยอยตายไปเรื่อยๆ ซ่ึงนาจะเปนผลมาจาก 
เซลลและเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ ถูกทําลายจากการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพดังกลาวมาแลว
ขางตน  

 สําหรับกุงทดลองในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงเปนชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติ
ลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต นาน 1-2 สัปดาห พบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัส
เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ แตหลังการใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลังการฉีด
เช้ือไวรัสตามลําดับ จะเห็นไดวากุงมีการตายชาลง ขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 5 ซ่ึงไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต กุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัสเชนเดียวกับ
กุงทดลองกลุมอ่ืนในอัตราการตายท่ีต่ํากวา อยางไรก็ตาม อัตราการตายของกุงในชุดการทดลองท่ี 5 
นี้สูงกวาชุดการทดลองท่ี 4   เม่ือตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงในชุดการ
ทดลองท่ี 4 และ 5  ซ่ึงตายชากวาชุดการทดลองท่ี 1 พบวามีความใกลเคียงกันกลาวคือ ไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 และ 48 แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลง
ในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตางๆ นิวเคลียสของเซลล
ท่ีเรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะขยายใหญขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic 
intranuclear inclusion bodies)   สวนเสนโครมาตินจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญ
ขึ้นยอมติดสีน้ําเงินเขม  มีการพัฒนาการของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสในอวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้นเม่ือ
เวลาผานไป จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic intranuclear 
inclusion bodies) และขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะทยอย
ตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะอัดตัวแนนและแตก 
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ออกเปนช้ินเล็ก ๆ แตเม่ือทดลองครบ 5 วัน พบวายังมีกุงเหลือรอดอยูจํานวนมาก โดยเฉพาะชุดการ
ทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนโฟติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดในแตละสัปดาหเปน 
55.00+15.00 76.19+8.24 และ 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงกุงท่ีรอดนั้นไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ การท่ีพบวากุงท่ีกินอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 
สูตร (0.5 เปอรเซ็นต และ1.0 เปอรเซ็นต) มีอัตรารอดตายสูงกวาชุดท่ี 1 2 และ 3 นั้น เปนไปไดวา 
ฟอติลินท่ีผสมในอาหารมีคุณสมบัติในการตานการตายของเซลล  Li  และคณะ (2001) พบวาฟอติ
ลินเปนโปรตีนท่ีตอตานการตายของเซลล และเกี่ยวของกับการอยูรอดของเซลลและการควบคุม
การตายของเซลล โดยเซลลท่ีรอดตายจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลลดวยสาร etoposide 
จะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) 
ท่ีพบวาฟอติลินของกุงท่ีแสดงออกในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม (mammalian) สามารถปองกัน
การตายของเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยสาร etoposide staurosporine cisplatin hydroxyurea และ 5-
fluorouracil (5-FU) ได และสันนิษฐานวาฟอติลินของกุง สามารถตอตานการตายของเซลลได
เชนเดียวกับฟอติลินของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม  Bangrak และคณะ (2004) ศึกษาการแสดงออกของ 
Pm-fortilin ในกุงกุลาดํากับโรคตัวแดงดวงขาว พบวาการแสดงออกของฟอติ    ลินจากเซลลเม็ด
เลือดของกุงกุลาดําปกติและกุงกุลาดําท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวระยะแรก (24 ช่ัวโมงหลังการ
ฉีดเช้ือ) มีความแตกตางจากกุงกุลาดําท่ีใกลตาย (moribund) โดยกุงท่ีใกลตายจะมีการแสดงออก
ของฟอติลิน ท่ีนอยมาก จึงคาดวาฟอติลินในกุงมีความสําคัญในการปองกันการตายของกุงจากติด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบการ
แสดงออกของยีน Pm-fortilin ในเลือดกุงท่ีเริ่มติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการแสดงออกของยีน 
Pm-fortilin เพ่ิมมากขึ้นกวาในกุงปกติประมาณ 5 เทา และกุงใกลตายจากการติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาวก็มีการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในระดับท่ีต่ํามาก ขณะท่ี Tonganunt และคณะ (2008) 
ทดลองนําโปรตีนฟอติลินมาประยุกตใชกับโรคตัวแดงดวงขาวในกุงทะเล โดยผลิตโปรตีน rPm-
fortilin ซ่ึงเปนโปรตีนลูกผสมจากแบคทีเรีย E. coli M 15 ทดลองฉีดเขากลามเนื้อกุง (10 µg/PBS 
100 µl) หรือผสมอาหารใหกุงกุลาดํา (300 mg/kg of body weight/ day) เปนเวลา 3 วัน กอนการให
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว ผลปรากฏวากุงท่ีไดรับการฉีด rPm-fortilin กุงรอดตายจากการติดเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวถึง 80-100 เปอรเซ็นต และปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจพบในกุงรอดตายจะมี
ระดับต่ํา ถึงแมวายังไมทราบถึงกลไกการทํางานของฟอติลินในการลดการติดเช้ือไวรสตัวแดงดวง
ขาว แตเปนไปไดวา ฟอติลินมีสวนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวน (replication) ของอนุภาคไวรัส
ภายในเซลล (Tonganunt et al., 2008) คณะผูวิจัยสรุปวา rPm-fortilin เปนโปรตีนท่ีมีศักยภาพใน
การนํามาใชปองกันโรคไวรัสในกุง ซ่ึงสอดคลองกับผลจากการศึกษาในครั้งนี้ท่ีพบวากุงในชุดการ
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ทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีกินอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 สูตร (0.5 เปอรเซ็นต และ1.0 
เปอรเซ็นต) มีอัตรารอดตายสูงกวาชุดท่ี 1 2 และ 3 โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดในแตละสัปดาหเปน 55.00 + 15.00 76.19 + 8.24 
และ 72.73 + 0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และปริมาณเช้ือไวรสัท่ีตรวจพบในกุงรอดตายจะมีระดับ
ต่ํา และกุงท่ีรอดตายนั้นตรวจไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อใน
อวัยวะเปาหมายของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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บทที ่5  
 

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 
 
1. สรุปผลการศึกษา 

  
จากผลการศึกษาการใชฟอติลินในอาหารเพ่ือกระตุนภูมิคุมกันและเพ่ิมความ

ตานทานโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาวสามารถสรุปไดดังนี ้
 1. การเสริมโปรตีนลูกผสมฟอติลินจากยีสตท่ีระดับ 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตใน

อาหารสําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนเวลา 3 สัปดาหไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาว
ในสวนของ   ปริมาณเม็ดเลือดรวม เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแยกตามชนิด เปอรเซ็นตการจับกินส่ิง
แปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม  กิจกรรมเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส และการสรางอนุมูล
อิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือด อยางไรก็ตามการเสริมโปรตีนฟอติ
ลินยีสตมีผลตอความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 2. กุงท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสตสามารถตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดมาก
ขึ้น  โดยกุงท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสตท่ี 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดตายจากการไดรับเช้ือตัวแดง
ดวงขาว 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ในสัปดาหท่ี 3 ซ่ึงสูงกวากุงท่ีไดรับอาหารสูตรอ่ืน ๆ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงวาปริมาณฟอติลินลูกผสมจากยีสตท่ีเหมาะสมในการนําไปผสม
อาหารสําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมจากการศึกษาครั้งนี้คือ  0.5 เปอรเซ็นต 
 3. การใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสมจากยีสตตอเนื่องเปนเวลามากกวา 1 สัปดาห
สามารถเพ่ิมความตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงได และการใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสม
จากยีสตเปนเวลา 2 และ 3 สัปดาหสงผลใหกุงตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดโดยมีอัตราการ
รอดตายสัมพัทธสูงกวา 70 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามการใหอาหารท่ีมีโปรตีนฟอติลินยีสตตอเนื่อง
เปนเวลา 3 สัปดาห สงผลใหความตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กับสัปดาหท่ี 2 แสดงวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสมจากยีสตคือ 2 
สัปดาห 
  4. กุงท่ีไดรับอาหารท่ีมีโปรตีนฟอติลินยีสต เม่ือฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะไม
พบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 และ 48 หลังการฉีดเช้ือไวรัส 
แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงตางจากกุงท่ีไดรับอาหารควบคุม กุงท่ีไดรับอาหาร
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ผสมยีสตเปลาและกุงท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา ท่ีพบลักษณะพยาธิสภาพของโรค
ไวรัสตัวแดงดวงขาวในช่ัวโมงท่ี 24 48 และ 72 หลังการฉีดเช้ือไวรัสตามลําดับ  แสดงวาโปรตีน 
ฟอติลินยีสตสามารถลดการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยท่ีกุงท่ีรอดตายนั้น ตรวจไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อในอวัยวะเปาหมายของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 
2. ขอเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาครั้งนี้พบวาผลของโปรตีนฟอติลินยังไมเดนชัด ท้ังนี้อาจไดรับผลจากสารอ่ืนท่ีมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกัน เชน เบตากลูแคนและแมนแนน ซ่ึงเปนสวนประกอบของผนัง
เซลลยีสต ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเตมิถึงผลของโปรตนีฟอตลิินเพียงอยางเดยีว โดยทําการสกดั
โปรตีนฟอติลินลูกผสมกอนนํามาผสมกับอาหาร 
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การเตรียมฟอติลินยีสต 
 
 

1. การยาย (transform) โปรตีนฟอติลินลูกผสม (recombinant fortilin protein) เขาสูยีสต 
 นํายีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ YK9 มา streak บนอาหารแข็ง YPD 
(yeast extract peptone dextrose agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน เลือกโคโลนี
เดี่ยว (single colony) มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD (YPD broth) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเขยาตลอดเวลาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที ท้ิงไวขามคืน นํามาถายลงอาหาร
เหลว YPD ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เล้ียงตอไปท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเขยาตลอดเวลาท่ี
ความเร็ว 200 รอบตอนาที จนเซลลมีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร อยู
ในชวง 0.4-0.6 หมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
ท้ิงสวนใส และละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร ถายใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตอีกครั้งท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
2 นาที ละลายตะกอนดวย 100 mM LiOAC ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แบงเซลลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลอดใสหลอดไมโครเซนตรฟิวจ 
นํามาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที ดูดสวนใสท้ิง เติม  PEG 3350 
50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, 1 โมล  LiOAC ปริมาตร 36 ไมโครลิตร, SS-DNA (carrier 
DNA) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และพลาสมิดดีเอ็นเอ pEG(KT)-fortilin ปริมาณ1 ไมโครกรัม ซ่ึงมี
ตําแหนงการโคลนฟอติลินเขาตรงเอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ BamHI ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน
จนมีปริมาตร 360 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปบมดวย
ความรอน (heat shock)  ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นแชในน้ําแข็งทันที 
เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 
วินาที ท้ิงสวนใส ละลายตะกอนดวยน้ําเกลือ (NaCl) 0.9 เปอรเซ็นต ผสมใหเขากันเบา ๆ นําไป 
spread ลงบนอาหารแข็งเอสดีท่ีไมมียูราซิล (SD-Uracil selective media) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2-4 วัน 
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2. การผลิตโปรตีนฟอตลินิจากยสีต 
 นํายีสต S. cerevisiae สายพันธุ YK9 ท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอ pEG(KT)-fortilin มา
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีกลูโคส (glucose) 2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตอปริมาตร (w/v)  
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล เขยาตลอดเวลาจนเซลลมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร อยูในชวง 1.3-1.5 นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตท่ี
ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 4 นาที ท้ิงสวนใส และลางตะกอนเซลลยีสต 2 ครั้ง ดวย
อาหารเหลว YPD ท่ีไมมีกลูโคส ละลายตะกอนเซลลกลับดวยอาหารเหลว YPD ท่ีมีกาแลคโตส 
(galactose) 2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตอปริมาตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา
จนการเพ่ิมจํานวนเซลลคงท่ี หมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอนาที ท้ิงสวน
ใส ลางตะกอนเซลลดวย 1xPBS พีเอช 7.4 นําไปทําใหแหงดวยความเย็น (freeze dry) และเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนําไปเปนสวนผสมในอาหาร 
  * ทําแหงดวยความเย็นท่ีคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครนิทร 
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การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีในอาหารโดยประมาณ (AOAC, 1990) 
 
 

1. การวิเคราะหหาเปอรเซ็นตโปรตีนรวม 
 ช่ังตัวอยางดวยกระดาษช่ังสารท่ีไมมีไนโตรเจนใหไดน้ําหนัก 0.3 - 0.5 กรัม 
บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง ใสตัวอยางลงในขวดวิเคราะหโปรตีน เติมสารเรงรวม 
(catalyst mixture: CuSO4 7 กรัม, K2SO4 100 กรัม) 3 กรัม เติมกรดกํามะถันเขมขนปริมาตร 10 
มิลลิลิตร นําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส จนสารละลาย
ในขวดเปล่ียนจากสีดําเปนสีเขียวใส วางหลอดท้ิงไวใหเย็น จากนั้นนําหลอดโปรตีนมาเติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตัวอยาง ตอหลอดโปรตีนเขากับชุดเครื่องกล่ัน โดยใหปลายทอยาง
ท่ีตอกับกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริกปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู หยดอินดิ
เคเตอรรวมสีมวงลงไปในกรดบอริก 2 - 3 หยด เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 45 เปอรเซ็นต ลงใน
หลอดโปรตีนอยางชา ๆ จนมีปริมาตรรวมในหลอด 50 มิลลิลิตร จะเห็นสารละลายในหลอดเปนสี
ดํา กล่ันโปรตีนจนกระท่ังไมมีกาซแอมโมเนียออกมา เม่ือกรดบอริกเปล่ียนจากสีมวงเปนสีเขียว
แลวใหกล่ันตอไปอีก 10 นาที นําหลอดโปรตีนออกจากเครื่องกล่ัน นําขวดรปูชมพูท่ีมีกรดบอรกิไป
ไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน (HCl 0.1 นอรมอล: ละลาย HCl 9 มิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 
ปรับปริมาตรใน volumetric flask จนปริมาตรครบ 1 ลิตร) ท่ีทราบความเขมขนท่ีแนนอนจนกรด
บอริกเปล่ียนเปนสีน้ําเงินออน 
 
2. การวิเคราะหหาปริมาณไขมันรวม 
 อบถวยสกัดไขมัน และตัวอยางท่ีตองการวิเคราะหในตูอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส จนแหง วางไวใหเย็นในโถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยสกัดไขมันใหไดน้ําหนักคงท่ี 
จากนั้นช่ังน้ําหนักตัวอยางใสกระดาษกรองใหมีน้ําหนักอยูในชวง 0.3 – 0.5 กรัม หอใหมิดชิด ใส
หอตัวอยางลงในใสกรองสารท่ีเตรียมไว นําไปใสลงในเครื่องสกัดไขมัน เติมสารละลายไตรคลอโร
เอทิลีน (trichloroethylene) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในถวยสกัดไขมัน แลวนําไปตอเขากับเครื่อง
สกัดไขมัน เปดเครื่องสกัดไขมัน ตั้งอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง ตมใหเดือดนาน 
30 นาที ลางตัวอยาง 20 นาที ท้ิงใหสารระเหยออก 5 นาที ปดเครื่อง นําถวยสกัดไขมันออกจาก
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เครื่อง นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส จนแหง นําไปใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น ช่ังน้ําหนัก
ถวยสกัดไขมัน 
 
3. การวิเคราะหความชื้น 
 อบถวยครูซิเบิล (crucible) ท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส วางไวใหเย็นใน
โถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยครูซิเบิล บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง ช่ังตัวอยางท่ี
ตองการวิเคราะหใสถวยครูซิเบิล ประมาณ 3 กรัม บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง นําถวย
ครูซิเบิลซ่ึงมีตัวอยางไปอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส อบตัวอยางขามคืน นําถวยครูซิ
เบิลซ่ึงมีตัวอยางท่ีอบแลวใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น  บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง 
ทําซํ้าจนกวาน้ําหนักท่ีช่ังไดคงท่ีหรือลดลงต่ําสุด น้ําหนักของความช้ืนคือน้ําหนักท่ีหายไป 
 
4. การวิเคราะหปริมาณเถา 
 อบถวยกระเบ้ืองเคลือบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส วางไวให เย็นใน
โถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยกระเบ้ืองเคลือบ บันทึกน้ําหนัก ช่ังน้ําหนักตัวอยางประมาณ 3 กรัม 
ใสในถวยกระเบ้ืองเคลือบ บันทึกน้ําหนัก นําไปเผาในเตาเผา (muffle) ท่ีอุณหภูมิ 600 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนเถาเปนสีขาว นําไปใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น นําออกมาช่ัง
น้ําหนัก 
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ภาคผนวก  ค-1 
 

การเตรียมสารเคมีสําหรับงานภมิูคุมกนั 
 
 

1. ฟอรมาลิน (formaldehyde) 10 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.45 โมล (M)   
 ช่ังโซเดียมคลอไรด 1.314 กรัม ไปละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เติม
ฟอรมาลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
 
2. โรส เบงกอล (rose bengal) 1.2 เปอรเซ็นต ใน เอทานอล (ethanol) 50 เปอรเซ็นต   
  ช่ัง เบงกอล โรส  1.2 กรัม นําไปละลายใน เอทานอล 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 
  
3. อาหารเลีย้งเซลลเม็ดเลอืดแอล-15 (L-15 medium (2x L-15)) (เตรียม ปริมาตร 500 มิลลิลติร) 
  ตวงน้ํากล่ันปริมาตร 350 มิลลิลิตร ใหความรอนพออุน เทผงแอล-15 จํานวน 1 
ซอง/13.7 กรัม ลงไป ปนใหละลายในน้ําอุน หยดกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 1 นอรมอล 
(N) 1-2 หยด (เพ่ือชวยการละลาย) ปนใหละลายจนหมด วางท้ิงไวใหเย็น เติมกลูโคส 5.0 กรัม ปน
ใหละลาย เติมโซเดียมคลอไรด 2.5 กรัม (0.5 เปอรเซ็นต) ปนใหละลาย ปรับพีเอชดวยโซเดียม    
ไฮดรอกไซด (NaOH)  ใหมีพีเอชอยูในชวง7.4-7.6 หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนมี
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําสารละลายมากรองผานหัวกรอง (membrane filter) 0.22 ไมโครเมตร เกบ็
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เตรียมสารผสมตามตารางเม่ือใชงาน 

Working solution 2xL-15 Free 2xL-15 I (1% P/S) 2xL-15 II (5% FCS + 1% P/S) 
2xL-15 - 99 ml 94 ml 
FCS - - 5 ml 
P/S - 1 ml 1 ml 

 

4. สารปองกันการแข็งตัวของเลือดแอล-ซีสเตอีน (L-cysteine) 3 เปอรเซ็นต ใน อาหารเล้ียงเซลล
เม็ดเลือด 2x L-15 (II) (เตรียมแลวควรใชงานทันที) 
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 ช่ังแอล-ซีสเตอีน 0.3 กรัม นํามาละลายใน 2x L-15 II ปรมิาตร10 มิลลิลิตร ผสม
และเขยา (vortex) ใหละลาย ปรับพีเอชดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใหมีพีเอชอยูในชวง7.4-7.6 เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
5. การเตรียมเม็ดลาเท็กบดีส (latex bead) 
 นบัจํานวนเม็ดบีดสในขวด โดยเจือจางบีดสดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรซา
ลีน (phosphate buffer saline) 100 เทา (บีดส ปริมาตร10  ไมโครลิตรในฟอสเฟต บัพเฟอรซาลีน 
ปริมาตร 990 ไมโครลิตร) จากนั้นนํามาเขยาเพ่ือใหเซลลแยกกระจายออกจากกัน นําไปหยอดในฮี
มาไซโตมิเตอร (haemacytometer) คํานวณปริมาณบีดส ปรับจํานวนบีดสตามท่ีตองการนําไปใช 
โดยเตรียมใน 2xL-15 free 
 
6. แอล-กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต (L-glutaraldehyde) 
 ดูดแอล-กลูตาราลดีไฮดสต็อค (50 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมกับ 
2xL-15 I ปริมาตร 99.75 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดี เก็บใสขวดท่ีนึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) 
นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
7. ฟอสเฟต บัพเฟอร ซาลีน (phosphate buffer saline: PBS)  
 ประกอบดวย 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl: FW 58.44) 450 มิลลิโมล (26.298 กรัม ตอ ลิตร) 
 Na2HPO4 (FW 141.96)   10   มิลลิโมล (1.4196 กรัม ตอ ลิตร) 
 KH2PO4  (FW 136.1)   10   มิลลิโมล (1.361 กรัม ตอ ลิตร) 
 น้ํากล่ัน     100 มิลลิลิตร 
 นําพีบีเอส 1 เม็ด ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร กรองดวยหัวกรองเสนผาน
ศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร นําไปเก็บท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
8. ไนโตรบล ูเตตรา โซเลยีม (nitroblue tetra zolium: NBT)  
 ช่ังเอ็นบีทีปริมาณ 4 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร เม่ือ
เอ็นบีทีละลายดีแลว เติม L-15 II  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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9. ไซโมซาน (zymosan) ความเขมขนสุดทายคอื 1 มิลลิกรัม ตอ 1 มิลลิลิตร  
 ช่ัง ไซโมซาน 2 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเอ็นบีทีสต็อคปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 
10. คาโคไดเลท บัพเฟอร (cacodylate buffer: CAC) 
 สวนประกอบ 
 โซเดียมคาโคไดเลท (Na cacodylate: FW. 160)  1.07 กรัม (10 มิลลิโมล) 
 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2: FW. 111)   0.37 กรัม (6.6 มิลลิโมล) หรือ   
 แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2 .2H2O: FW. 147)  0.4851 กรัม 
 แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2: FW. 95.2)   5.08 กรัม (100 มิลลิโมล) 
หรือ 
 แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2 .6H2O: FW. 203.3)  10.165 กรัม 
 น้ํากล่ันฆาเช้ือ      500 มิลลิลิตร 

 ช่ังโซเดียมคาโคไดเลท 1.07 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 400 
มิลลิลิตร เติมแคลเซียมคลอไรด 0.37 กรัม คนหรือปนใหละลาย เติม แมกนีเซียมคลอไรด 5.08 กรัม 
คนหรือปนใหละลาย ปรับพีเอชใหได 7.0 หลังจากนั้นปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากล่ันใหได
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ไมตองกรอง นําไปเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (กอนใชงานนํา
ออกมาวางไวใหมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง) 
 
11.  ทริปซิน (trypsin) 0.1 เปอรเซ็นต 
 ช่ังทริปซิน 0.001 กรัม นําไปละลายในคาโคไดเลท บัพเฟอร 1 มิลลิลิตร เม่ือ
ละลายดีแลวนําสารละลายไปกรองดวยหัวกรองเสนผานศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร นําไปเก็บใน
ตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เตรียมเสร็จควรใชงานทันที) 
 
12.  แอล-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานนี (L-dihydroxyphenylalanine: L-DOPA) 0.3 เปอรเซ็นต 
 ช่ังแอล-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน 0.003 กรัม นําไปละลายในคาโคไดเลท 
บัพเฟอร 1 มิลลิลิตร เม่ือละลายดีแลวนําสารละลายไปกรองดวยหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
(ละลายยากควรละลายทีละนอย และเตรียมเสร็จควรใชงานทันที เนื่องจากเปนสารท่ีไวตอแสงมาก) 
 
13. สารละลายอลัคาไลนคอปเปอร (alkaline copper solution) 
สวนประกอบ:  
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สารละลาย 1: คอปเปอรซัลเฟต 5 น้ํา (CuSO4.5H20) 0.5 เปอรเซ็นต 1 สวน 
- ช่ัง คอปเปอรซัลเฟต 0.015 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 3 

มิลลิลิตร 
 สารละลาย 2: โซเดียมโพแทสเซียมทาเทรท 1 เปอรเซ็นต 1 สวน 

- ช่ังโซเดียมโพแทสเซียมทาเทรท 0.03 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือ
ปริมาตร3 มิลลิลิตร 

                สารละลาย 3: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 1 เปอรเซ็นต ในโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH) 0.5 นอรมอล 50 สวน 

- ตวงน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปตม หลังจากนัน้วางท้ิงไวให
อุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง เตมิโซเดียมไฮดรอกไซด 2.0 กรัม ปนใหละลาย 
เติมโซเดียมคารบอเนต 1.0 กรัม ปนใหละลาย 

 นําสารละลายท้ังสามมาผสมใหเขากันตามสัดสวน เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
14. ฟอลิน รีเอเจนท (folin reagent) 
 เจือจางฟอลิน รีเอเจนท 1 สวน ตอ น้ํากล่ันฆาเช้ือ 9 สวน (อัตราสวน 1:10) เก็บไว
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  
15. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) 2 โมล  

 ละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 56.11 กรัม ในน้ํากล่ันปรมิาตร500 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค-2 
 

อุปกรณสําหรับงานภูมิคุมกัน 
 
 

1. หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร  (Terumo) พรอมหัวเข็ม 26G ยาว 1/2 นิ้ว (Turumo)  
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. ไมโครปเปต (micropipette) สําหรับดูดจายสาร ขนาด 10-100, 20-200, 100-1000 

ไมโครลิตร พรอมทิป (Tip) 
4. สไลดริมฝา (frosted slide) และ แผนปดสไลดขนาด 22 x 22 และ 24 x 60 มิลลิเมตร  
5. ชุดเครื่องแกวยอมสไลด (โถแกว, แร็กใสสไลด)     
6. สไลดนับเม็ดเลือด ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) และเคาเตอร (counter)  
7. กลองจุลทรรศน (Zeiss รุน Exioskop 2plus)  
8. แทงแกวบดตวัอยาง (flass probe)  
9. เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie  
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K 15  
11. เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V  
12. เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader) ของ Biotech รุน ELX  800  
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ภาคผนวก  ค-3 
 

การตรวจนับปริมาณเม็ดเลือดและการแยกชนิดเม็ดเลอืด 
(total haemocyte count (THC) and differential haemocyte count (DHC)) 

 
 
1. สารเคมี  (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 

1. ฟอรมาลิน (formalin) 10 เปอรเซ็นต ใน โซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.45 โมล (M)  
2. โรส เบงกอล 1.2 เปอรเซ็นต ใน เอทานอล 50 เปอรเซ็นต 
3. ฮีมาท็อกไซลิน (พรอมใชงาน) 
4. เอทานอล 95 และ 100 เปอรเซ็นต 
5. ไซลีน (xylene) (พรอมใชงาน) 
6. เปอรเมาท (permount) (พรอมใชงาน) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. สไลดและ แผนปดสไลดแบบยาว (slide & cover glass) 
5. ไมโครปเปต (micropipette), blue tip, yellow tip 
6. กลองจุลทรรศน 
7. ตัวนับเซลล 

 
3. วิธีการ 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอด ไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร ท่ีแชเย็น 
2.  ใชไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมีฟอรมาลิน 

10 เปอรเซ็นต อยู 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันที (สามารถปรับเปล่ียนปริมาณไดตาม
ปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ ฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต  = 1:1) 
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3. หากตองการนับในวันท่ีเก็บตัวอยางใหวางตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิหอง ในกรณีไมสามารถ
นับไดในวันท่ีเก็บตัวอยางใหเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แตไมควรเก็บเกิน 2 
วัน 

4. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดท่ีผสมฟอรมาลิน โหลดบนสไลดนับเม็ดเลือด (haemacytometer) 
5. นับปริมาณเม็ดเลือด และคํานวณผล รายงานปริมาณเม็ดเลือดเปน จํานวนเซลล/ มิลลิลิตร

เลือด 
6. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 2. ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี โรสเบงกอล 

1.2 เปอรเซ็นต อยู 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันที (สามารถปรับเปล่ียนปริมาณไดตาม
ปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ โรสเบงกอล 1.2 เปอรเซ็นต = 1:1) 

7. วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที   
8. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดผสมโรสเบงกอล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดบนแผนสไลดเพ่ือ

ทําแผนฟลมเม็ดเลือด 
9. วางสไลดใหแหงและนําไปยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน ตามขัน้ตอนดังนี้   

แชใน ฮีมาท็อกไซลิน 7-10 นาที จากนั้นแชในน้ํากล่ัน 10 นาที  ตอมาจุมใน เอทานอล 95 
เปอรเซ็นต 10 จุม จุมใน เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 10 จุม จากนัน้แชในไซลีน 3 ครั้ง ๆ ละ 
3 นาที ปดดวยแผนปดสไลด (mount) 

10. แยกชนิดเม็ดเลือดโดยนับไตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย x100  
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ภาคผนวก  ค-4 
 

การจับกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) 
    
 
1. สารเคมี  (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 

1. อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด ( L-15 reagent) 
2. สารกันการแข็งตวัของเลือด (L-cysteine) 
3. แอล-กลูตาราลดีไฮด (L-glutaraldehyde) 0.125 เปอรเซ็นต ใน L-15 I 
4. สียอม (Dip-Quick) 
5. ฟอสเฟต บัพเฟอร ซาลีน (phosphate buffer saline; PBS), pH 7.4-7.6 
6. ไซลีน (พรอมใชงาน) 
7. เปอรเมาท (พรอมใชงาน) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม 26G ½” 
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง  
4. สไลดและ แผนปดสไลด  
5. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
6. เม็ดพลาสติก (latex bead) 
7. กลองจุลทรรศน 
8. ตัวนับเซลล 
 

3. วิธีการ 
1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉีดยา ใสเลือดลงหลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแช

เย็น 
2. ใชไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมีสารกันการ

แข็งตัวของเลือด (5% L-cysteine) อยู 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเติมอาหารเล้ียง
เซลล L-15 II ปริมาตร 1,460 ไมโครลิตร (730 ไมโครลิตร x 2 ครั้ง) ผสมใหเขา 
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3. ใชไมโครปเปต ดูดตัวอยางเลือดจากขอ 2 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใสในหลอด             
ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีเม็ดพลาสติกอยู 100 ไมโครลิตร (1x105 เซลล/
มิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวย ไมโครปเปต 

4.  ใช ไมโครปเปต  ดูดตัวอยางจากขอ 3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดซ่ึงมีแผน
ปดสไลดติดอยู  ตัวอยางละ 2 ซํ้า 

5. บมในกลองความช้ืนท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 60 นาที 
6. เม่ือครบ 60 นาที ใชไมโครปเปตดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิง และตรึงเซลลดวย แอล-กลูตาราล

ดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที 
7. ใชไมโครปเปตดูดแอล-กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต ท้ิง และนําสไลดไปลางใน 

ฟอสเฟตบัพเฟอรซาลีน (PBS) หลาย ๆ  ครั้งเพ่ือลางเม็ดพลาสติกออก 
8. ยอมสไลดดวยสี Dip Quick (eosin, methylene blue) 

โดยจุมใน เมทานอล (methanol) 5 ครั้ง จากนั้นจุมใน Sol. A 8 ครั้ง ตอมาจุมใน น้ํากล่ัน  5  
ครั้ง จุมใน Sol.B   5   ครั้ง และจุมในน้ํากล่ัน  5  ครั้ง ซับน้ําออกใหหมด            

9. ท้ิงใหแหง และนําไปนบัจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
 

4. การคํานวณ 
                              Phagocytic Activity (PA, %)   =  จํานวนเม็ดเลือดท่ีกิน bead   x 100 
                                                                            จํานวนเม็ดเลือดท้ังหมด 
                              Phagocytic Index (PI, bead/cell)   =  จํานวน bead ท้ังหมดท่ีเม็ดเลือดกิน    
                                                                                          จํานวนเม็ดเลือดท่ีกนิ bead  
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ภาคผนวก  ค-5 
 

การสรางซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
-  production) 

 
 

1. สารเคมี (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 
1. อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด ( L-15 free and L-15 II) 
2. ไนโตรบลูเตตราโซเลียม (nitroblue Tetrazolium; NBT) 
3. ไซโมซาน (zymosan) 
4. เมทานอล (methanol) 
5. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 2 โมล (2 M potassium hydroxide; 2 M KOH) 
6. ไดแมททิลซัลฟอกไซด (dimethyl sulfoxide; DMSO) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอด ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
5. multichannel pipette 
6. ไมโครเพลท รีดเดอร (microplate reader) 
7. sterile 96 well plate flat bottom 

 
3. วิธีการ 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอด ไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแชเย็น 
2.  ใชไมโครปเปตดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี 5% L-

cysteine อยู 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเติมอาหารเล้ียงเซลล L-15 II ปริมาณ 1,460 
ไมโครลิตร (730 ไมโครลิตร x 2 ครั้ง) ผสมใหเขา 

3. ใชไมโครปเปตดูดตัวอยางเลือดจากขอ 2. ใสใน 96 well plate จํานวน 9 หลุมๆ ละ 100 
ไมโครลิตร 

4. บมในกลองความช้ืนท่ีอุณหภูมิหอง 60 นาที 
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5. เม่ือครบ 60 นาที ลางเซลลท่ีไมเกาะออก 3 ครั้ง ดวยอาหารเล้ียงเซลลโดยใช  multichannel 
pipette 

6. เติมสาร 2xL-15 II/DW (1/1 v/v.), NBT, และ ไซโมซาน+NBT ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
สารละ 3 หลุม   

7. บมในกลองความช้ืนในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง 60 นาที 
8. ใช ไมโครปเปตดูดสารในแตละหลุมท้ิง 100 ไมโครลิตร และเติม เมทานอล 100 

เปอรเซ็นต หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท้ิงไว 3 นาที 
9. ลางเพลท ดวยเมทานอล  70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 3 ครั้ง และท้ิงใหแหง 
10. เติม 120  โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 2 โมล ปริมาตร 120 ไมโครลิตร + DMSO ปริมาตร 

140 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที   
11. อานคา OD ดวยเครื่องไมโครเพลท รีดเดอร ท่ี 620 นาโนเมตร  

 
4. การคํานวณ 

O2
- production ratio   = Zymosan/2xL-15 II/DW 
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ภาคผนวก  ค-6 
 

ฟนอลออกซิเดสแอคตวิิตี้ (phenoloxidase activity) 
 
 
1. สารเคมี (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก 1) 

1. คาโคไดเลท บัพเฟอร (cacodylate buffer; CAC buffer) 
2. ทริฟซิน (trypsin 1 มิลลิกรัม/CAC buffer 1 มิลลิลิตร) 
3. แอล-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน (L-dihydroxyphenylalanine; L-DOPA  
4. alkaline copper solution 
5. folin reagent 
6. bovine serum albumin (BSA) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอด ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
5. multichannel pipette 
6. ไมโครเพลท รีดเดอร (microplate reader) 
7. sterile 96 well plate flat bottom 

 
3. วิธีการ 
3.1  การเกบ็ตัวอยางเลอืด 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอดไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแชเย็น 
2. ใชไมโครปเปตดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี CAC buffer 

อยู 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ผสมใหเขา แชในน้าํแข็งแหง (สามารถปรับเปล่ียน
ปริมาณไดตามปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ CAC buffer = 1:1) 

3. นําตัวอยางออกจากน้ําแข็งแหงหรือ -80 องศาเซลเซียส  บดตวัอยางดวยหัวบด (ตัวอยาง
ตองเย็นตลอดเวลา) 
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4. นําตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 16,000xg เปนเวลา 10 นาที 4  องศาเซลเซียส 
5. เก็บสวนใส (supernatant) สําหรับวัดคา PO และโปรตีน 

3.2  การวัดคาพีโอ (PO) 
1. การวดัคา PO นําตัวอยางมาเจือจางใน CAC buffer 
2. ใช ไมโครปเปตดูดตัวอยางท่ีเจือจางแลวใสใน 96 well plate ตัวอยางละ 3 หลุม ๆ ละ 50 

ไมโครลิตร โดยใช CAC buffer เปน Blank 
3. ใช multichannel pipette ดูดสารละลายทริฟซินใสทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  
4. บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที  
5. ใช multichannel pipette ดูดสารละลาย L-DOPA ใสทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
6. บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 
7. นําไปวัดคา OD ทุก 2 นาที ดวยเครื่อง microplate reader เปนเวลา 20 นาที 

3.3  การวัดคาโปรตีน 
1. ทํากราฟมาตรฐานโปรตนีโดยเตรียม stock ของ standard albumin (BSA) ความเขมขน 

1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (ผสม albumin 0.01 กรัม ในน้าํกล่ัน 10 มิลลิลิตร) และปรับ
ความเขมขนใหได 0, 20, 80, 100, 200, 400, 700, 1000 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

2. นํา standard แตละหลอดมาหาปริมาณโปรตีนโดยเติม alkaline copper solution ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที  

3. เติม folin reagent ปริมาตร 3 มิลลิตรเขยาใหเขากนัทันที และบมท่ีอุณหภมิูหอง 10 นาที  
4. นําไปวัดคา OD ท่ี 640 นาโนเมตร โดยใชน้ํากล่ันเปน blank 
5. วัดปรมิาณโปรตีนในตัวอยาโดยเจือจางตวัอยางดวย CAC buffer 500 เทา และวัดคา

โปรตีนเชนเดียวกับ standard 
3.4 การคํานวณผล 
1. หาคา unit ของ PO จากคาการเปล่ียนแปลง OD (∆OD) 
    จากเครื่องอานจะไดคา การเปล่ียนแปลง OD/min (∆OD) 
 ∆OD  = A 
 0.001 ∆OD   = 1 unit 
 ดังนั้น A∆OD   = (1 x A∆OD)/ 0.001 ∆OD  
   = C unit/min. 
2. PO activity   = (C unit/min.)/mg protein 
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ภาคผนวก ง-1 
 

สารเคมี และอปุกรณศึกษาการแสดงออกของยนี 
 
 
1. สารเคมีสําหรับการศกึษาการแสดงออกของยนี 

1. ไตรซอล รีเอเจนท (Trizol reagent; Invitrogen) 
2. คลอโรฟอรม (chloroform) 
3. ไอโซโพลพานอล (isopropanol) 
4. เอทานอล 75 และ 100 เปอรเซ็นต (ethanol 75%, 100%) 
5. DEPC ddH2O 
6. iScriptTM cDNA Syntesis Kit (Biorad) 
7. Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) 
8. agarose 
9. TBE buffer 
10. ethidium bromide 
11. VP28 primer 
12. ß-actin primer 

 
2. อุปกรณสําหรับการศึกษาการแสดงออกของยนี 

1. แทงแกวบดตวัอยาง (flass probe) 
2. หลอดเซนตริฟวสขนาด 0.2, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Sigma 2-16 KC, Sartorius) 
4. เครื่องผสมสาร (vortex) รุน Genie 
5. ไมโครปเปตดดูจายสาร พรอม ทิป 
6. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PTC-100 programable 

thermal controllor version 6.0, MJ Research) 
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบนาโนดรอปพรอมโปรแกรมสําเร็จรูป Gen5 (Epoch, 

BioTex) 
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8. เครื่องตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (Mini horizontal 
electrophoresis system: Minis-150, MS major science) 

9. ชุดอุปกรณบันทึกแผนภาพดีเอ็นเอ (DP-CF-011C, Vilber lourmat)  
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ภาคผนวก ง-2 
 

การเตรียมสารในงานพีซีอาร (PCR) 
 
 

1. สารละลาย10x TBE buffer พีเอช 8.0 
 ช่ังทรีสมาเบส (trisma base 99.9 เปอรเซ็นต: C4H11NO3: FW 121.14) 108 กรัม 
นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมกรดบอริก (boric acid 99.5%: H3BO3: 
FW 61.83) 55 กรัม ผสมใหละลายจนหมด เติมอีดีทีเอ (sodium EDTA: C10H14N2O8Na2.2H2O: 
FW 372.2 ) 0.5 โมล (พีเอช 8.0) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 8.0 จากนั้นปรับปริมาตร
ดวยน้ํากล่ันใหมีปริมาตร 1 ลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
2. 1x TBE buffer พีเอช 8.0 
 เจือจางสารละลาย 10x TBE buffer 1 สวน ตอ น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  9 สวน ผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
3. 0.5x TBE buffer พีเอช 8.0 
 เจือจางสารละลาย 10x TBE buffer 0.5 สวน ตอ น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  9.5 สวน ผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
4. อีดีทเีอ (EDTA) 0.5 โมล พีเอช 8.0 
 ช่ังอีดีทีเอ 18.61 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําปริมาตร 80 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายใหได 8.0  จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ํา
ใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ําอีกครั้ง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
5. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด (เจือจาง 20,000 เทา) 
 ดูดเอทิเดียมโบรไมด (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารละลายสต็อค) 5 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว100 มิลลิลิตร (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) เก็บในขวดสีชา (ปองกันแสง ) ท่ีอุณหภูมิหอง 
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6. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide: NaOH: FW 40 ) 8 มิลลโิมล (mM) พีเอช 
9.0 
 ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 0.32 กรัม นําไปละลายในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตร  ปรับ
พีเอชของสารละลายใหได 9.0 จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ําใหมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นํา
สารละลายกรองผานหัวกรองขนาด Ø 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
7. สารละลายโซเดียมซิเตรท (sodium citrate: Na3C6H5O7.2H2O: FW 294.1 ) 0.1 โมล ใน เอ
ทานอล 10 เปอรเซ็นต 
 ช่ังโซเดียมซิเตรท 29.41 กรัม นําไปละลายในเอทานอล 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
ลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
8. อะกาโรส เจล (agarose gel) 1.5 เปอรเซ็นต ใน 1x TBE buffer พีเอช 8.0 
 ช่ังอะกาโรส 1.5 กรัม นําไปละลายใน 1x TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตม
จนกวาอะกาโรสจะละลายหมด วางไวจนอุณหภมิูของสารละลายลดลงอยูระหวาง 50 – 70 องศา
เซลเซียส เทสารละลายใสบล็อคเจล ท้ิงไวใหเย็น 
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ภาคผนวก ง-3 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีน 
 
 

1. การสกดัสารพันธกุรรมอารเอน็เอรวมจากตวัอยางกุง (total RNA extraction) 
1. ใชกรรไกรท่ีผานการอบฆาเช้ือแลวตัดเหงือกและขาวายน้ําใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใชกรรไกรตัดใหเปนช้ินเล็ก ๆ นําไปช่ังน้ําหนักใหอยูระหวาง 50-
100 มิลลิกรัม  

2. เติมไตรซอลรีเอเจนท (Trizol® reagent) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ในหลอดตัวอยาง บด
ตัวอยางใหละเอียด (homogenization) ดวยแทงแกวบดตัวอยาง จากนั้นเติมไตรซอลรีเอ
เจนทเพ่ิม 0.7  มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  

3. นําหลอดท่ีบดแลวไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  12,000 g   ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที ดูดสวนใสท้ังหมดใสหลอดใหม (ท้ิงตะกอน)  วางหลอดท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 นาที  

4. เติมคลอโรฟอรม (chloroform) ปริมาตร  0.2  มิลลิลิตร เขยาดวยมือแรง ๆ 15 วินาที 
(ประมาณ 20 ครั้ง) วางหลอดไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  2-3 นาที  

5. นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 g   ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15  นาที 
ตัวอยางในหลอดจะแยกออก (phase separation) เปน 3 ช้ัน คือ ช้ันบนสุดมีสีใสเหมือนน้ํา
คืออารเอ็นเอ  ช้ันกลางเปนคราบขาว คือดีเอ็นเอ และช้ันลางสุดมีสีชมพูคือโปรตีน ดูด
สวนใสช้ันบนใสหลอดใหม  

6. เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือตกตะกอนอารเอ็นเอ 
(RNA precipitation) เขยาหลอดเบา ๆ ใหผสมกัน วางท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  10  นาที  

7. นําไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 g  ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10  นาที ท้ิง
สวนใส เหลืออารเอ็นเอตกตะกอนท่ีกนหลอด  

8. เติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือลางตะกอนอารเอ็นเอ (RNA wash)  
นําหลอดไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 g ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  นาที 
เทสวนใสท้ิง วางหลอดคว่ําลง และตากไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5-10 นาที โดยเปดฝา
หลอดไว  
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9. ละลายตะกอนอารเอ็นเออีกครั้ง (RNA re-dissolving) ดวย DEPC ddH2O ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร 

10. นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 55องศาเซลเซียสในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเปนเวลา 10 นาที 
เก็บอารเอ็นเอท่ีสกัดไดในตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิไมสูงกวา -18 องศาเซลเซียส หรือนําไปเขา
กระบวนการเปล่ียนอารเอ็นเอเปนซีดีเอ็นเอตอไป (OIE, 2006.) 

 
2. การวัดความบริสุทธิ์ของอารเอน็เอ 

1. นําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร 
ดวยเครื่อง microplate reader (Take-3 option) รุน Epoch (BioTek)  

2. เครื่องจะคํานวณคาความบริสทุธ์ิและปริมาณของอารเอ็นเอรวมมาให ซ่ึงคาความบริสุทธ์ิ
ของอารเอ็นเอรวมควรอยูในชวง 1.8-2.0  สําหรับปริมาณอารเอ็นเอ (นาโนกรัมตอ
ไมโครกรัม) จะนําไปใชในการปรับปริมาณของอารเอ็นเอในการสังเคระหคอมพลีเมนทา
รีดีเอ็นเอ (cDNA)  

 
3. การสังเคราะหคอมพลเีมนทารีดเีอน็เอ (Complimentary DNA synthesis: cDNA) 

1. ใชชุดทดสอบ iScriptTM cDNA Syntesis Kit (Biorad) ในการเปล่ียนอารเอ็นเปน cDNA  
2. คํานวณปริมาตรสารท่ีจะทําปฏิกิริยาตามเอกสารแนบของชุดทดสอบโดยผสม iScriptTM 

reverse  transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร กับ 5x iScriptTM reaction mix ปริมาตร 4 
ไมโครลิตรตอ 1 ตัวอยาง นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex และปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 
GMC-260  

3. แบงสวนผสมท่ีเขากันดีแลวใสหลอดไมโครเซนตริฟวจปรมิาตรหลอดละ 5 ไมโครลิตร  
4. เติม Nuclease-free water และ RNA template ตามลําดับ (ปริมาตรของNuclease-free 

water และ RNA template ขึ้นอยูกับความเขมขนของอารเอ็นเอ) จนไดปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตรตอตัวอยาง  

5. นําหลอดไมโครเซนตริฟวจบรรจุในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมซ่ึงตั้งระบบไวตาม
เอกสารแนบของชุดทดสอบ (ตาราง ง-2) เพ่ือเปล่ียนอารเอ็นเอเปนซีดีเอ็นเอ  

6. เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยานําหลอดตัวอยาง cDNA ไปเก็บท่ีอุณหภูมิไมสูงกวา -18 องศาเซลเซียส 
หรือนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตอไป 
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ตาราง ง-1 สวนผสมและปริมาตรของสารท่ีใชในการสังเคราะห cDNA 
 

No. Reagents (µl) 1X  (µl) 

1 
2 
3 
4 

Nuclease-free water 
iScript reverse transcriptase 
5x iScript reaction Mix  
RNA template (100 fg to 1 ug total RNA) 

x 
1 
4 
x 

 total 20 
 

ตาราง ง-2 โปรแกรมการสังเคราะห cDNA ของชุดทดสอบ iScriptTM cDNA Syntesis Kit 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 
25 
42 
85 
4 

5 นาที 
30 นาที 
5 นาที 
hold 

 

4. การเพ่ิมปริมาณดเีอน็เอ 
1. ใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity ในชุดทดสอบ

ประกอบดวย  50mM MgSO4,  10x HIFI buffer และ Platinum  Taq HIFI  
2. นําซีดีเอ็นเอตนแบบ (cDNA template) มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยผสมน้ํากล่ันฆาเช้ือ

ปริมาตร 17.9 ไมโครลิตร, 10x HIFI buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 
mixture ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgSO4 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, Platinum® Taq 
HIFI ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร, forward primer VP28 หรือ ß-actin ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
และ reward primer VP28 หรือß-actin ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตอ 1 ตัวอยาง  

3. นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร (vortex) และปนเหวี่ยงดวยเครื่อง GMC-260 แบง
สวนผสมท่ีเขากนัดีแลวใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจปริมาตรหลอดละ 24 ไมโครลิตร  

4.  เติมซีดีเอ็นเอตนแบบหลอดละ 1 ไมโครลิตร 
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5. นําหลอดบรรจุในเครื่องเทอรโมไซเคลอเพ่ิมปรมิาณสารพันธุกรรม 
6. เม่ือส้ินสุดโปรแกรม  นําหลอดไมโครเซนตริฟวจ ท่ีมี PCR product ออกจากเครื่อง  

  
5. การแยกสายดเีอน็เอของ PCR product ดวยเคร่ืองเจลอเิลคโตรโฟเรซิส (gel  electrophoresis) 
และการคํานวณผล 

1. เตรียมอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  
2. นําเจลใสในบล็อกของเครื่องอิเลคโตรโฟเรซิส เติม 1x TBE,  pH 8.0 ใหทวมเจล  
3. ผสม PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับสียอม (dye) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  
4. ดูดสารผสมท้ังหมด (8 ไมโครลิตร) มาโหลดในหลุมเจล โดยหลุมท่ี 1 โหลด DNA 

marker (M)  หลุมท่ี 2 โหลด negative control (N) หลุมท่ี 3 โหลด positive control (P) 
และหลุมท่ี 4 โหลดตัวอยางท่ีตองการทดสอบตามลําดับ  

5. เปดเครื่อง และตั้งคาการทํางานโดยใชไฟ 100 โวลต ทํางานเปนเวลา 30-50  นาที  
6. นําเจลใสถาดยอมดวยสารละลายเอทิเดียมโปรไมด (ethidium bromide) เปนเวลา 30 นาที 

ลางเอทิเดียมโปรไมดออกดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้ง  
7. ตรวจสอบผลของแบนดีเอ็นเอบนแผนเจล พรอมถายภาพดวยชุดเครื่องอานเจลพรอม

อุปกรณถายภาพ 
8. นําภาพเจลมาคํานวณหาความเขมของแบนเพ่ือคํานวณอัตราสวนการแสดงออกของยีน 

VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/actin ratio) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป free quantity one v450 
PC 
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ภาคผนวก จ 
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ภาคผนวก จ 
 

ตาราง จ-1 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของปริมาณเม็ดเลือดรวม (THC x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) ในกุง
ขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 1 2 3 4 5 

0 (initial) 3.68 + 1.05a1 3.64 + 0.66a1 3.50 + 0.90a1 3.73 + 1.15a1 3.81 + 1.08a1 
1 3.67 + 1.21a1 3.63 + 0.97a1 3.56 + 1.23a1 3.56 + 1.27a1 3.53 + 1.49a1 
2 3.18 + 1.19a1 3.17 + 1.92a1 3.70 + 1.74a1 3.51 + 1.20a1 3.42 + 1.74a1 
3 3.15 + 1.31a1 2.96 + 1.44a1 3.04 + 0.95a1 3.35 + 1.71a1 3.03 + 1.16a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
ตาราง จ-2  คาเฉล่ีย (Mean + SD) การแยกชนดิเม็ดเลือด (differential haemocyte count: DHC) 
                 ในกุงขาว 

กลุมทดลอง ชนิดเม็ด
เลือด 

สัปดาหท่ี 

1 2 3 4 5 

0 (initial) 75.98+5.63a1 76.62+4.47a1  76.50+5.64a1 76.22+5.96a1 74.44+6.62a1 

1 75.47+6.74a1 74.18+8.22a1 74.22+5.16a1 76.39+5.57a1 71.24+6.18a1 

2 74.82+5.23a1 74.66+4.36a1 72.04+6.13a1 73.91+5.33a1 71.09+5.03a1 
H 

3 74.80+5.57a1 73.31+5.36a1 72.42+5.90a1 72.74+5.79a1 70.90+6.41a1 
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0 (initial) 13.21+3.34a1 12.15+3.35a1  12.06+3.77a1 12.51+4.53a1 13.88+4.51a1 

1 12.75+3.60a1 13.10+4.87a1 13.07+3.25a1 12.49+3.43a1 16.09+4.04a1 

2 13.29+4.00a1 12.88+3.35a1 12.66+3.46a1 13.42+3.93a1 14.71+3.58a1 
S 

3 13.10+3.51a1 12.73+3.48a1 13.30+3.60a1 13.64+3.69a1 14.15+3.25a1 

0 (initial) 10.81+3.46a1 11.23+2.32a1  11.44+3.66a1 11.27+2.63a1 11.68+4.41a1 

1 11.78+4.22a1 12.71+4.20a1 12.71+4.20a1 11.13+3.06a1 12.68+2.83a1 

2 11.89+4.03a1 12.46+2.47a1 15.30+4.15a1 12.67+2.56a1 14.20+2.68a1 
L 

3 12.10+2.49a1 13.96+4.62a1 14.28+3.26a1 13.63+3.35a1 14.95+4.01a1 
 

ตาราง จ-3 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของความสามารถในการจบักนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic 
activity: PA) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 1 2 3 4 5 

0 (initial) 22.02 + 7.34a1 21.79 + 5.42a1 22.87 + 8.66a1 22.52 + 9.07a1 22.59 + 7.66a1 
1 22.65 + 7.58a1 24.60 + 4.20a1 23.87 + 6.88a1 21.91 + 5.43a1 23.49 + 4.48a1 
2 23.79 + 5.20a1 24.77 + 7.11a1 25.74 + 4.49a1 26.37 + 4.51a1 26.25 + 6.07a1 
3 23.53 + 5.29a1 25.93 + 4.87a1 25.50 + 4.80a1 26.49 + 6.23a1 25.33 + 5.83a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
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ตาราง จ-4 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของดัชนกีารจบักนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของ
เซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 1 2 3 4 5 

0 (initial) 1.64 + 0.23a1 1.64 + 0.23a1 1.62 + 0.18a1 1.55 + 0.19a1 1.65 + 0.21a1 
1 1.58 + 0.49a1 1.55 + 0.38a1 1.54 + 0.10a1 1.52 + 0.26a1 1.48 + 0.27a1 
2 1.64 + 0.22a1 1.62 + 0.20a1 1.65 + 0.22a1 1.58 + 0.23a1 1.43 + 0.14a1 
3 1.42 + 0.18a1 1.47 + 0.18a1 1.43 + 0.20a1 1.44 + 0.15a1 1.43 + 0.20a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
ตาราง จ-5 คาเฉล่ีย (Mean + SD) การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของ
เซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 1 2 3 4 5 

0 (initial) 6.62 + 1.24a1 6.13 + 1.74a1 6.57 + 1.10a1 6.42 + 1.71a1 6.26 + 1.76a1 
1 6.72 + 1.41a1 6.52 + 1.38a1 6.72 + 1.58a1 6.87 + 1.29a1 6.96 + 1.76a1 
2 6.42 + 1.60a1 6.28 + 1.33a1 6.72 + 1.53a1 6.56 + 1.39a1 6.33 + 1.58a1 
3 5.71 + 1.74a1 5.83 + 1.45a1 5.83 + 1.75a1 6.12 + 1.49a1 5.95 + 1.22a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
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คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 

ตาราง จ-6 คาเฉล่ีย (Mean + SD) การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO) ของเซลลเม็ดเลือด
กุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 1 2 3 4 5 

0 (initial) 2.24 + 1.01a1 2.33 + 0.94a1 2.32 + 0.79a1 2.23 + 0.93a1 2.13 + 0.80a1 
1 2.33 + 1.42a1 2.26 + 0.90a1 2.37 + 1.29a1 2.31 + 1.19a1 2.44 + 1.25a1 
2 2.25 + 0.90a1 2.48 + 1.08a1 2.52 + 1.09a1 2.57 + 1.13a1 2.52 + 1.27a1 
3 2.31 + 1.13a1 2.66 + 1.02a1 2.72 + 1.09a1 2.88 + 1.09a1 2.81 + 1.23a1 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
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