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บทคัดยอ 
 
 

 ศึกษาผลของการเสริมโปรตีนฟอติลินยีสตในอาหารตอการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงขาวแวนนาไมโดย
แบงเปน 5 ชุดการทดลอง ชุดท่ี 1 อาหารไมผสมยีสตและโปรตีนฟอติลินยีสต ชุดท่ี 2 อาหารผสม
ยีสต ชุดท่ี 3 อาหารผสมยีสตพลาสมิดเปลา ชุดท่ี 4 อาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต 
และชุดท่ี 5 อาหารผสมโปรตีน ฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต  เล้ียงกุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเริ่มตน
เฉล่ีย 10.60 + 2.05 กรัม ดวยอาหารทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า เปนเวลา 3 สัปดาห สุมเก็บ
ตัวอยางกุงหลังเล้ียงดวยอาหารทดลองท่ี 1 2 และ 3  สัปดาห เพ่ือตรวจวัดการทํางานของภูมิคุมกัน
ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดรวม เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแยกตามชนิด กิจกรรมเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส 
เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม และการสราง
อนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือด และทดสอบความสามารถใน
การตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใหกุงขาวรับเช้ือโดยวิธีการฉีด พรอมท้ังเก็บตัวอยางกุง
หลังฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมงและกุงรอดตายหลังไดรับเช้ือ 5 วันมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 
ซ่ึงเปนยีนของเช้ือท่ีสามารถใชบงช้ีสภาวะการติดเช้ือตัวแดงดวงขาวไดและเก็บตัวอยางกุงหลังฉีด
เช้ือท่ี 24 48 และ 72 ช่ัวโมงเพ่ือตรวจสอบพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงแตละชุดการทดลอง ผล
การศึกษาครั้งนี้พบวายีสต และโปรตีนฟอติลินยีสตไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาว แต
สงผลใหกุงสามารถตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดเพ่ิมขึ้นโดยพบวากุงท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดตาย 76 เปอรเซ็นต สูงกวากุงท่ีไดรับอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสต ระดับ 1.0 เปอรเซ็นต อาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตพลาสมิดเปลา 
ซ่ึงมีอัตรารอด 66 เปอรเซ็นต 38 เปอรเซ็นต และ 33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  เม่ือเก็บกุงท่ีรอดตายมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 พบวา อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin 
(VP28/ß actin ratio) มีคาอยูในชวง 0.18-0.26 ซ่ึงต่ํากวาคาท่ีแสดงออกในกุงท่ีแสดงอาการ (หลังฉดี
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เช้ือ 24 ช่ัวโมง) ซ่ึงมีคาการแสดงออกของยีนอยูในชวง 0.67-0.88 เม่ือพิจารณาระยะเวลาในการให
อาหารพบวาหลังเล้ียงกุงดวยอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 2 สัปดาห ทําใหกุงมีอัตรารอดตาย
หลังรับเช้ือตัวแดงดวงขาวสูงสุดและเริ่มลดลงหากใชระยะเวลาการเล้ียงนานขึ้นเปน 3 สัปดาห 
แสดงใหเห็นวาระดับของโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีเหมาะสมในการนําไปผสมอาหารสําหรับเล้ียงกุง
ขาวแวนนาไมคือท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต เนื่องจากเปนระดับความเขมขนท่ีทําใหกุงท่ีไดรับเช้ือตัว
แดงดวงขาวรอดตายสูงสุดประมาณ 76 เปอรเซ็นต และระยะเวลาในการใหอาหารท่ีเหมาะสมคือ 2 
สัปดาห เม่ือเปรียบเทียบลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของทุกชุด
การทดลองพบวาการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อตาง ๆ ไมแตกตางกัน  
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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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5 เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) 
ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห  
แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

24 

6 ดัชนีการจับกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว
ท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

25 

7 การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
-) ของเซลลเม็ดเลือดกุง

ขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คา
เบ่ียงเบนมาตรฐานและไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

26 

8 คาการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO; unit/min./mg.protein) ของเม็ด
เลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกนั 5 สูตรใน 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

27 

 



 
 

 (12) 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
 

ภาพท่ี  หนา 
9 อัตราการตายสะสมของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 

3 สัปดาห คาเฉล่ียบนเสนกราฟในเวลาเดยีวกันท่ีตวัอักษรเหมือนกันกาํกับ 
ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ(P>0.05) 

29 

10 การแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß actin ท่ี 24 ช่ัวโมงหลังไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาวดวยการฉีดเขากลามเนื้อกุงขาว 

31 

11 อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ในกุงขาวหลังการฉีด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมงและในกุงขาวท่ีรอดตาย 

33 

12 ลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว 

34 

13 พัฒนาการของการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังท่ีไดรับ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว   

36 

14 ลักษณะทางพยาธิสภาพของหัวใจของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรสัตัวแดงดวง
ขาวเม่ือผานไป 72 ช่ัวโมง 

37 

15 ลักษณะทางพยาธิสภาพของลิมฟอยดออรแกนของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาว เม่ือผานไป 72 ช่ัวโมง 

38 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเร่ือง 
 
 การเพาะเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทยขยายตัวเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมี
การเล้ียงอยางกวางขวางในพ้ืนท่ีชายฝงทะเลอันดามันและอาวไทย เนื่องจากการเพาะเล้ียงกุงขาว
สามารถทํารายไดใหแกผูประกอบการอยางตอเนื่อง จึงมีการพัฒนาระบบการเล้ียงเพ่ือใหไดผลผลิต
สูงสุดโดยเฉพาะการเพ่ิมความหนาแนน ซ่ึงทําใหการจัดการและการควบคุมระบบการเล้ียงทําได
ยาก สงผลใหกุงเกิดโรคไดงาย ท้ังปรสิตภายนอก แบคทีเรีย และไวรัส โดยเฉพาะโรคไวรัสท่ีทําให
กุงตายเปนจํานวนมากในเวลาท่ีรวดเร็ว ดังนั้นการสงเสริมใหสัตวน้ํามีสุขภาพท่ีสมบูรณ แข็งแรงจงึ
เปนปจจัยสําคัญตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันท่ีดีของสัตวน้ําเพ่ือใหสามารถตานทานตอโรค
ชนิดตาง ๆ ได การศึกษาเกี่ยวกับการปองกันหรือรักษาโรคกุง นอกจากการสงเสริมใหสัตวน้ํามี
ระบบภูมิคุมกันท่ีดีโดยการใหอาหารท่ีมีคุณคาทางโภชนาการครบถวนแลว การเสริมสารกระตุน
ภูมิคุมกันในอาหารใหสัตวน้ําก็เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสงผลโดยตรงและรวดเร็วในการเพ่ิม
ภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานการติดเช้ือ ปจจุบันมีการนําสารหลายชนิดมาใชในการ
กระตุนภูมิคุมกัน เชน เบตากลูแคน (จากผนังเซลลยีสตและรา) เปบติโดไกลแคน (จากผนังเซลล
แบคทีเรียแกรมบวก) ไลโปโพลีแซคคารไรด (จากแบคทีเรียแกรมลบ) สารกระตุนภูมิคุมกันจาก
ไวรัส รวมท้ังฟอติลินซ่ึงเปนโปรตีนชนิดหนึ่งท่ีสามารถตานทานไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา
ไดโดยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อซ่ึงพบวาสามารถทําใหกุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวรอดตาย  80-
100 เปอรเซ็นต (Tonganunt et al., 2008)  หากมีการประยุกตใช ฟอติลินมาผสมในอาหารใหกุงกิน
เพ่ือใหใกลเคียงกับการนําไปใชจริง โดยศึกษาในสวนของการกระตุนภูมิคุมกันและการเพ่ิม
ความสามารถในการตานทานโรคในกุง  ก็จะเปนประโยชนสําหรับเกษตรกรในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ปญหาโรคไวรัสในการเลี้ยงกุง 

  
 กุงขาวหรือกุงแวนนาไม คนพบโดย Boone ในป ค.ศ. 1931 มีช่ือวิทยาศาสตรวา 
Litopenaeus vannamei ช่ือสามัญ ท่ี FAO รับรองคือ white leg shrimp เปนสายพันธุกุงทะเลในกลุม
กุงขาวแปซิฟก (Pacific white shrimp) มีความแข็งแรงและทนทาน อยางไรก็ตามการเล้ียงกุงขาวท่ัว
โลกก็ยังประสบปญหาเรื่องโรคติดเช้ือโดยเฉพาะโรคติดเช้ือไวรัส 5 โรคท่ีถูกกําหนดโดยองคการ
โรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (OIE) ไดแก โรคตัวแดงดวงขาว โรคหัวเหลือง โรคทอราซินโดรม
โรคไอเอชเอชเอ็น และโรคไอเอ็มเอ็น ซ่ึงเปนปญหาสําคัญสําหรับการคากุงระหวางประเทศ จาก
โรคติดเช้ือในกุงท้ังหมดพบวา โรคตัวแดงดวงขาวเปนโรคท่ีสรางความเสียหายใหแกอุตสาหกรรม
การเล้ียงกุงมากท่ีสุด โรคตัวแดงดวงขาวเกิดจากเช้ือ white spot syndrome virus (WSSV)  เปน 
Baculovirus ท่ีจัดอยูในครอบครัว (Family) Nimaviridae สกุล (Genus) Whispovirus ซ่ึงเปนดีเอ็นเอ 
(DNA) ไวรัสแบบสายคู ขนาดประมาณ 290 กิโลเบสแพร (kilo base pair, kbp) รูปรางเปนแทง 
อนุภาคไวรัสมีความยาวประมาณ 300-350 นาโนเมตร เสนผานศูนยกลางประมาณ 110-120 นาโน
เมตร นิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid) ยาวประมาณ  200-240 นาโนเมตร และมีเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 65-70 นาโนเมตร (กรมประมง, 2550; Chou et  al., 1995; Durand et al., 1997)  Lio-Po 
และคณะ (2001) รายงานการพบเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง ปู และโคพิพอด (copepod) หลาย
ชนิด เชน 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)  นอกจากนี้ไดมีการทดลองฉีดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวในสัตวน้ํากลุมครัสตาเชียนอ่ืน ไดแก Liocarcinus depurator, L. puber, Cancer 
pagurus, Astacus leptodactylus, Orconectes linmosus, Palaemon adspersus  และ Scyllarus arctus  
ก็พบวาสัตวน้ําดังกลาวตาย 100 เปอรเซ็นต (Corbel et  al., 2001)  

มีรายงานการพบไวรัสตัวแดงดวงขาวครั้งแรกในประเทศจีน ระหวางป พ.ศ. 
2534-2535 ตอมาในป พ.ศ. 2536 มีการพบในประเทศญี่ปุนจากกุงท่ีนําเขาจากประเทศจีน และมี
รายงานการแพรกระจายของโรคในประเทศตาง ๆ ไดแก อินเดีย อินโดนีเซีย เกาหลี ไตหวัน 
เวียดนาม มาเลเซีย ฟลิปปนส โคลัมเบีย กัวเตมาลา  ฮอนดูรัส เม็กซิโก นิการากัว เปรู และประเทศ
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ไทย (กรมประมง, 2550)  ในประเทศไทยเริ่มมีการระบาดของโรคตั้งแตปลายป พ.ศ. 2537 ท้ังภาค
ตะวันออก และภาคใต ซ่ึงความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกับฤดูกาล  พ้ืนท่ีเล้ียง และสุขภาพของกุงเปน
สําคัญ โดยในชวงอากาศหนาวเย็นหรืออุณหภูมิของน้ําในรอบวันมีการเปล่ียนแปลงสูงจะมีการ
ระบาดของโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวมากกวาชวงอ่ืน ๆ (ชะลอ, 2544)  สําหรับความเสียหายท่ี
เกิดขึ้นทางภาคใตถึงแมวาการระบาดจะเกิดขึ้นกอน แตความเสียหายท่ีเกิดขึ้นมีนอยกวาภาค
ตะวันออก จังหวัดท่ีมีการระบาดของโรคตัวแดงดวงขาวในภาคใตไดแก นครศรีธรรมราช ตรัง
สงขลา สตูล  สุราษฎรธาน ีและปตตานี จนถึงปจจุบันปญหาการระบาดของโรคตัวแดงดวงขาวยังมี
อยู และยังคงสรางความเสียหายกับการเล้ียงกุงทะเลอยางตอเนื่องมาโดยตลอด  

กุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะกินอาหารลดลง ตัวมีสีชมพูจนถึงสีแดง 
เนื่องจากโครมาโตฟอรมีการแผขยายออก (expansion of the cuticular chromatophores)  มีจุดสีขาว
บริเวณเปลือก ขนาดประมาณ 0.5-2.0 มิลลิเมตร ซ่ึงเกิดจากความผิดปกติของการสะสมแคลเซียม
และฟอสฟอรัส เม่ือลอกเปลือกออกจะเห็นดวงสีขาวอยูดานในของเปลือก (จิราพร และคณะ, 2538; 
ชะลอ, 2544)   
 ปจจุบันมีรายงานวาไวรัสตัวแดงดวงขาวมีโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเปนโครงสราง 
(structural proteins) ไมนอยกวา 38 ตัว ในจํานวนนั้น พบวามีอยู 21 ตัว ท่ีอยูในเยื่อหุมแคปซิด 
(envelope) 10 ตัว อยูในนิวคลีโอแคปซิด และ 5 ตัว อยูในเยื่อหุม (tegument) ซ่ึงเปนโครงสรางท่ีอยู
ระหวางเยื่อหุมแคปซิดและนิวคลีโอแคปซิด (Escobedo-Bonilla  et  al., 2008) โปรตีน VP28 เปน
สวนประกอบสําคัญพบอยูในสวนของเยื่อหุมแคปซิด (Van Hulten et  al., 2001) ท่ีชวยในการจบัยดึ
เซลล (cell attachment) ของกุง และชวยใหเช้ือไวรัสแทรกตัวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลกุงได 
(Yi  et  al., 2004) จากการศึกษาของ Xie และคณะ (2006) พบวา VP28 เปนโปรตีนชนิด threonine 
phosphorylated  ซ่ึงบงช้ีวากระบวนการสราง VP28 นั้นนาจะเกิดขึ้นระหวางท่ีมีการดัดแปลงของ
ขบวนการสังเคราะหโปรตีนชวงสุดทาย (post-translational modification) เพ่ือสรางเปนอนุภาค
ไวรัสท่ีสมบูรณ (virus maturation) เม่ือไมนานมานี้ มีการคนพบ membrane protein ของเม็ดเลือด
กุงขนาด 25 กิโลดาลตันท่ีสามารถจับกับ recombinant VP28 หรือกับอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 
ซ่ึงโปรตีนท่ีพบใหมนี้มีความคลายคลึงกับ GTP-binding protein Rab7  และยังพบอีกดวยวา anti-
Rab7 แอนติบอดี ้สามารถยับยั้งการเขาเกาะของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาวกับเซลลของกุง ชวยให
การตายของกุงทดลองลดลงอยางชัดเจน (Sritunyalucksana et  al., 2006) 
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2. ระบบการทํางานของภูมิคุมกันในกุง 
  

ระบบภูมิคุมกัน (immune system) เปนกลไกของรางกายในการตอบสนองตอเช้ือ
โรคหรือส่ิงแปลกปลอมเพ่ือใหรางกายสามารถกําจัดส่ิงแปลกปลอม โดยท่ัวไปการตอบสนอง
ภูมิคุมกันของส่ิงมีชีวิตแบงเปน 2 แบบ คือ การตอบสนองแบบไมจําเพาะ (non-specific immune 
response)  ซ่ึงมีมาโดยกําเนิดและเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ และการตอบสนองแบบจําเพาะ 
(specific immune response) ซ่ึงเปนสวนท่ีถูกกระตุนใหสรางขึ้นหรือไดรับการถายทอดจากผูอ่ืน 
(กฤษณา, 2548; Verlhac and Kiron, 2004) กุงเปนสัตวน้ํากลุมครัสตาเซียน (crustacean) ท่ีอาศัย
การตอบสนองของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในการปองกันตัวจากเช้ือโรค (Zhang et  al., 2004) 
โดยเกิดจากการทํางานรวมกันของเซลลเม็ดเลือด สารตางๆ ในน้ําเลือด และเนื้อเยื่อ โดยเนื้อเยื่อ
หรืออวัยวะท่ีสําคัญในระบบภูมิคุมกันซ่ึงทําหนาท่ีในการสรางเซลลเม็ดเลือดเรียกวาอิมมูโนคอมพี
เทนททิสชู (immunocompetent tissues) เม็ดเลือดท่ีสรางขึ้นจะถูกสงไปยังระบบหมุนเวียนเลือดท่ี
เปนระบบเปดแลวไหลไปรวมกันท่ีแองเลือดในสวนของลําตัวบริเวณใตทองซ่ึงจุดนี้จะเปนจุดรวม
เลือดกอนท่ีจะถูกหัวใจดึงไปฟอกท่ีเหงือกแลวรับไปเล้ียงสวนตาง ๆ ของรางกายอีกครั้งหนึ่ง 
กิจการและคณะ (2539) และ Martin และ Graves (1985) ไดแบงประเภทเม็ดเลือดกุงเปน 3 แบบ 
คือไฮยาลินฮีโมไซท (hyaline haemocyte หรือ agranular cell) เปนเม็ดเลือดขนาดเล็กท่ีสุด พบ
ประมาณ 75 เปอรเซ็นต ของเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด มีท้ังรูปรางกลมและรี นิวเคลียสมีขนาดใหญ 
ไมมีแกรนูลอยูในไซโตพลาสซึม เซลลชนิดนี้สามารถเกาะและยึดตัวติดกระจกสไลดได มีหนาท่ี
หลักในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมหรือเ ช้ือกอโรคโดยการกลืนกินแบบฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) เซมิแกรนูลารรฮีโมไซท (semigranular haemocyte หรือ small granular cells) มี
ขนาดใหญกวาไฮยาลินฮีโมไซท ประกอบดวยแกรนูลขนาดเล็ก เซลลคอนขางเปราะงาย ทําหนาท่ี
ในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมโดยการปลอยสารท่ีอยูในแกรนูลใหเขาไปจับบริเวณท่ีมีส่ิง
แปลกปลอม สวนใหญจะมีหนาท่ีเปนตัวนําในการเกิดปฏิกิริยาเอนแคปซูลเลช่ัน (encapsulation) 
และระบบกระตุนโปรฟนอลออกซิเดส  (prophenoloxidase activating system, proPO) และเม็ด
เลือดชนิดสุดทายคือลารจแกรนูลาร ฮีโมไซท (large granular haemocyte) พบประมาณ 10-20 
เปอรเซ็นต ของเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด เปนเม็ดเลือดขนาดใหญ รูปรางรี มีแกรนูลขนาดใหญ
จํานวนมากกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอในไซโตพลาสซึม เกี่ยวของกับระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
และระบบการจดจํา (recognisable system) ทําใหกุงรูวาเซลลใดเปนเซลลกุงหรือเซลลใดเปนเซลล
ของส่ิงแปลกปลอม 
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กลไกการตอบสนองภูมิคุมกันของกุงตอส่ิงแปลกปลอมมีหลายกระบวนการขึน้อยู
กับคุณสมบัติของส่ิงแปลกปลอม กระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอมหรือฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) เปนการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดเล็กและมีจํานวนนอย เชน แบคทีเรียและ
ไวรัส เปนการทํางานของเซลลเม็ดเลือด (haemocytes) และเซลลจับกินอยูกับท่ี  (fixed phagocytes) 
โดยทํางานรวมกับโปรตีนเปอรออกซิเนคติน (peroxinectin) ในน้ําเลือด เซลลเม็ดเลือดจะยื่น       
ไซโตพลาสซึมไปลอมรอบส่ิงแปลกปลอมเกิดเปนถุงรอบส่ิงแปลกปลอม จากนั้นไลโซโซม 
(lysosome) จะหล่ังเอ็นไซมตาง ๆ ออกมาชวยยอยทําลายส่ิงแปลกปลอม การทํางานของเซลลใน
การกําจัดส่ิงแปลกปลอมคือเม่ือเยื่อหุมฟาโกซัยติกเซลล (phagocytic cell) สัมผัสกับส่ิงแปลกปลอม
จะเกิดการกระตุนใหเอ็นไซมเอ็นเอดีพีเอชออกซิเดส (NADPH oxidase enzyme) ซ่ึงอยูท่ีเยื่อหุม
เซลลทํางาน พรอมท้ังมีการนําออกซิเจนเขาสูเซลล และออกซิเจนจะถูกรีดิวซ (reduce) ไปเปน
ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion; O2

- ) และเปล่ียนเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(hydrogen peroxide; H2O2) ท้ังซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะเปน
ตัวทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกกลืนกินเขาไป หลังจากนั้นจะปลอยสวนท่ีถูกทําลายแลวออกนอก
เซลล (Söderhäll and Cerenius, 1992; Holmblad and Söderhäll, 1999) ถึงแมวากระบวนการฟาโก
ซัยโตซีสโดยสวนใหญจะเกิดจากการทํางานของเม็ดเลือดไฮยาลิน แตในกุงบางชนิด เชน 
Marsupenaeus  japonicus พบวากระบวนการฟาโกซัยโตซีสเกิดจากการทํางานของแกรนูลาร ฮีโม
ไซท (Bachère et al., 1995; Itami et al., 1998) ขณะท่ีในกุงกามกราม (M. rosenbergii) 
กระบวนการฟาโกซัยโตซีสเกิดจากการทํางานของเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด (Sung et  al., 2000) การ
ทํางานของฟาโกซัยโตซีสในสัตวน้ํากลุมครัสตาเชียนมีคาตั้งแต 1-28 เปอรเซ็นต (Smith and 
Söderhäll, 1983; Söderhäll and Cerenius, 1992) และจากการศึกษาของกิจการ และคณะ (2543ก) 
ในกุงกุลาดําท่ีเล้ียงในหองปฏิบัติการพบวาคาฟาโกซัยโตซีสอยูในชวง 20-24 เปอรเซ็นต  
 การทํางานของระบบเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase: ProPo 
system) เปนอีกกระบวนการหนึ่งท่ีมีความสําคัญสําหรับกุงในการกําจัดส่ิงแปลกปลอม เปนกลไก
การทํางานของเซลลและสารน้ํา  เอ็นไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอ็นไซมท่ีเกิดจากการท่ีระบบโปร
ฟนอลออกซิเดสถูกกระตุนดวยส่ิงแปลกปลอม จนเกิดการสลายแกรนูลของเซลลเม็ดเลือด ทําให
เกิดการหล่ังเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดสออกมา  ตอจากนั้นเอ็นไซมโปรฟนอลออกซิเดสจะ
เปล่ียนเปนเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส ซ่ึงทํางานโดยไปออกซิไดซ (oxidize) สารกลุมฟนอล 
(phenol) ใหเปนควิโนน (quinone) และเปนเมลานิน (melanin) ซ่ึงสารตางๆท่ีสรางขึ้นระหวางการ
ทํางานของเอ็นไซมมีคณุสมบัติในการทําลายส่ิงแปลกปลอม (อัญชลี, 2551; Smith and Chisholm, 
1992)  
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 กระบวนการเอนแคปซูลเลช่ัน (encapsulation) เปนกระบวนการของระบบ
ภูมิคุมกันของกุงในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดใหญ เชน รา ปรสิต โดยการสรางแคปซูล ส่ิง
แปลกปลอมจะถูกลอมดวยช้ันของเม็ดเลือดหลาย ๆ ช้ัน สําหรับกระบวนการโนดูลฟอรเมช่ัน 
(nodule formation) เกิดเม่ือส่ิงแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมากจนฟาโกซัยโตซีสกําจัดไมหมด ส่ิง
แปลกปลอมจะติดอยูในช้ันตาง ๆ ของเม็ดเลือด ซ่ึงสวนใหญเปนการทํางานของเม็ดเลือดชนิดเซมิ
แกรนูลาร ฮีโมไซท โนดูลจะกลายเปนสีดําเนื่องจากมีการสรางเมลานิน (melanin) ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรีย สําหรับกุงกุลาดํากระบวนการโนดูลฟอรเมช่ันจะเกิดมากท่ีเหงือก เนื้อเยื่อตับ ตอม
น้ําเหลือง และหัวใจ ซ่ึงเปนบริเวณท่ีมีเซลลเม็ดเลือดนอย สวนเอนแคปซูลเลช่ันพบมากในแอง
เลือด (กิจการ และคณะ, 2543ข) 
  กระบวนการแข็งตัวของเลือด (blood clotting) มีความสําคัญในการปองกันการ
สูญเสียเลือดและสมานแผล ปองกันส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกาย เกิดขึ้นโดยการเช่ือมกันเปนรางแห
ของคลอททิงโปรตีน (clotting protein) ท่ีพบในพลาสมา หรือถูกปลอยออกมาจากเม็ดเลือดเม่ือเกิด
บาดแผล โดยส่ิงแปลกปลอมจะปลอยสารกลุมคารโบไฮเดรต (carbohydrate) ซ่ึงจะจับกับสาร
คลอททิงโปรตีน ซ่ึงเปนการกระตุนใหเกิดคลอททิงแฟคเตอร (clotting factors) จนทําใหเลือด
แข็งตัว  และเกิดรวมกับกระบวนการโปรฟนอลออกซิเดส (Destoumieux et  al., 2000a; 2000b) 
   การทํางานของเลคติน (lectins) เปนสารกลุมไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ท่ีไม
ทนรอน สามารถเช่ือมหรือจับกับโมเลกุลของคารโบไฮเดรตบนผนังเซลลของส่ิงแปลกปลอมและ
ทําใหเซลลของส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรครวมกลุมหรือจับกันเปนกอนจนไมสามารถกอโรค
ได นอกจากนี้เลคตินจะไปจับกับเช้ือกอโรคทําใหเช้ือกอโรคตกตะกอนในลักษณะของออฟโซนิน 
(opsonin properties) แลวทําใหเกิดโครงสรางของเซลลท่ีงายตอการฟาโกซัยโตซิส  (Wilson et al., 
1999)  
 
3. การตอบสนองของภูมิคุมกันของกุงตอเชือ้ไวรัส 

  
จากการศึกษาของ Wang และ Zhang (2008) พบวากลไกสําคัญท่ีทําหนาท่ี

ตอบสนองตอเช้ือตัวแดงดวงขาวไดดีคือกระบวนการอพอพโทซิส (apoptosis) และฟาโกซัยโตซีส 
(phagocytosis) ในขณะท่ีระบบของโปรพีโอ (ProPO) มีบทบาทนอยในการตอบสนองตอเช้ือไวรัส 
อยางไรกต็าม Ji และคณะ (2011) พบวากุงขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการทํางาน
ของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสลดลงแสดงใหเห็นวากลไกการตอบสนองภูมิคุมกันผานระบบ          
ฟนอลออกซิเดสมีความเกี่ยวของและสําคัญในการตอบสนองตอการติดเช้ือตัวแดงดวงขาว
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เชนเดียวกัน การติดเช้ือตัวแดงดวงขาวในกุงสงผลใหมีการเปล่ียนแปลงของ
ปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนโดยพบวาเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารมีความไวตอการ
เปล่ียนแปลงมากกวาเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ในกุง P.  merguiensis ท่ีติดเช้ือตัวแดงดวงขาวพบวามีการ
ลดลงของเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารอยางเห็นไดชัด (Wang et  al., 2002)  
 
4. ฟอติลิน (Fortilin) 

  
ฟอติลิน(Fortilin) เปนโปรตีนท่ีพบครั้งแรกในเซลลของหนู (Yenofski et al., 

1983) และตอมาพบวาโปรตีนชนิดนี้พบไดในเซลลของส่ิงมีชีวิตท่ัวไปไมวาจะเปนพืช สัตว โปร
ตัวซัว และยีสต (Chitpatima et al., 1988; Gross et al., 1989; Bhisuttibhan et al., 1998; 
Sturzenbaum et  al., 1998) จากการศึกษาฟอติลินในส่ิงมีชีวิตอ่ืนมากกวา 500 ชนิด พบการ
แสดงออกของโปรตีนนี้ในเซลลเกือบทุกชนิด เชน เซลลเม็ดเลือดแดง เซลลตับ แมคโครฟากจ เครา
ติน เซลลมะเร็งเม็ดเลือดแดง gliomas melanomas hepatoblastomas และ lymphomas ระดับการ
แสดงออกขึ้นอยูกับชนิดของเซลล ชนิดของเนื้อเยื่อ และระยะการพัฒนาของเซลล โดยมีการ
แสดงออกท่ีต่ําในสมอง การแสดงออกของโปรตีนเปนการตอบสนองท้ังจาก extra-cellular signal 
และ intra-cellular condition (Bommer and Thiele, 2004)  
 สําหรับยีนท่ีควบคุมการแสดงออกของฟอติลินจากการศึกษาครั้งแรกในเซลลของ
หนู เรียกวายีน P21 (Chitpatima et al., 1988) และ P23 (Bohm et al., 1989) ตอมามีการศึกษาใน
เซลลของคน (Gross et  al., 1989) โปรตีนชนิดนี้มีหนาท่ีท่ีหลากหลาย และยังไมชัดเจน แต
เนื่องจากมีการอนุรักษไวในส่ิงมีชีวิตจํานวนมากจึงนาจะมีหนาท่ีท่ีสําคัญตอกระบวนการตาง ๆ ใน
ส่ิงมีชีวิต ซ่ึงรวมถึงหนาท่ีในการตอตานการตายของเซลล (anti-apoptosis) (Li et al., 2001; Graidist 
et  al., 2004) ในกุงกุลาดําพบการแสดงออกของยีนฟอติลินใหช่ือวา Pm-fortilin เปนโปรตีนท่ี
ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 168 ตัวและมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 19.2 กิโลดาลตัน มีความ
คลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ  Human-fortilin, Anapheles gambiae และDrosophila 
melanogaster เทากับ 63 73 และ74 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Bangrak et  al., 2004)  

Gachet และคณะ (1999) พบวาฟอติลินจากหนูสามารถจับกับโปรตีนทูบูลิน 
(tubulin) ซ่ึงเปนสวนประกอบของ ไมโครทูบูล (microtubule) ท่ีเกี่ยวของกับวัฎจักรเซลล  และมี
รายงานวาฟอติลินของหนู (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) ไดศึกษาตําแหนงบนโปรตีนฟอติลินท่ีจับกับแคลเซียม และพบวา 
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ฟอติลินจําเปนตองมีการจับกับแคลเซียมเพ่ือปองกันเซลลจากกระบวนการตาย
ของเซลลท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงปริมาณแคลเซียม (Ca2+-dependent apoptosis) (Graidist et al., 
2007) Xu  และคณะ (1999) ศึกษาการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนฟอติลิน ผานการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของแคลเซียมภายในเซลลพบวาสามารถควบคุมการแสดงออกไดท้ังใน
ระดับการถอดรหัส (transcription) และหลังระดับการถอดรหัส (post-transcription) โดยปริมาณ 
mRNA ของยีนจะเพ่ิมขึ้นเม่ือมีการลดลงของปริมาณแคลเซียมในเอนโดพลาสมิกเรติคิวลัม 
(endoplasmic reticulum: ER) และการแสดงออกของยีนในชวงหลังการแปรรหัสจะถูกควบคุมโดย
ความเขมขนของแคลเซียมในของเหลวภายในเซลล (cytosol) 

Li และคณะ (2001) พบวาฟอติลินเปนโปรตีนท่ีตอตานการตายของเซลล โดย
เกี่ยวของกับการอยูรอดของเซลล และการควบคุมการตายของเซลล โดยเซลลท่ีรอดตายจากการ
เหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลลดวยสาร etoposide จะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบวาฟอติลินของกุงท่ีแสดงออกในเซลล
สัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม (mammalian) สามารถปองกันการตายของเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยสาร 
etoposide staurosporine cisplatin hydroxyurea และ 5-fluorouracil (5-FU) ได และสันนิษฐานวา 
ฟอติลินของกุงสามารถตอตานการตายของเซลลไดเชนเดียวกับฟอติลินของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม 
นอกจากนี้มีการศึกษาในกุงกุลาดําถึงการแสดงออกของ Pm-fortilin กับโรคตัวแดงดวงขาว พบวา 
การแสดงออกของฟอติลินจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําปกติ และกุงกุลาดําท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาวระยะแรก (24 ช่ัวโมงหลังการฉีดเช้ือ) มีความแตกตางจากกุงกุลาดําท่ีใกลตาย (moribund) 
โดยกุงท่ีใกลตายจะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีนอยมาก จึงคาดวาฟอติลินในกุงมีความสําคัญใน
การปองกันการตายของกุงจากติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว (Bangrak et al., 2004) เชนเดียวกับ
การศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในเลือดกุงท่ีเริ่ม
การติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเพ่ิมมากขึ้นกวาในกุงปกติประมาณ 5 เทา และกุงใกลตายจากการตดิ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวก็มีการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในระดับท่ีต่ํามาก 
 Tonganunt และคณะ (2008) ทําการศึกษาวิจัยเพ่ือนํา recombinant Pm-fortilin มา
ประยุกตใชกับโรคตัวแดงดวงขาวในกุงทะเล โดยผลิตโปรตีน rPm-fortilin ซ่ึงเปนโปรตีนลูกผสม
จากแบคทีเรีย Escherichia  coli M 15 นําไปฉีดเขากลามเนื้อกุง (10 µg/ PBS 100 µl) หรือผสม
อาหารใหกุงกุลาดํา (300 mg/ kg of body weight/ day) เปนเวลา 3 วัน กอนการใหเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว ผลปรากฏวาการฉีด rPm-fortilin ทําใหกุงรอดตายจากการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 80-
100 เปอรเซ็นต และตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสในกุงท่ีรอดตายท่ีระดับต่ํา ถึงแมวายังไมทราบถึง
กลไกการทํางานของฟอติลินในการลดการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว แตเปนไปไดวาฟอติลินมี
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สวนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวน (replication) ของอนุภาคไวรัสภายในเซลล (Tonganunt et al., 
2008; Nupan et al., 2011) จะเห็นวา rPm-fortilin เปนโปรตีนท่ีมีศักยภาพในการนํามาใชปองกัน
โรคไวรัสในกุงได 

 การเพ่ิมปริมาณโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) สามารถทําไดโดยการนํา
โปรตีนนั้น ๆ ไปเล้ียงในเซลลส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคาริโอต (eukaryote) เชน แบคทีเรีย และยีสต 
เนื่องจากส่ิงมีชีวิตดังกลาวสามารถเพ่ิมจํานวนไดอยางรวดเร็ว โดยการใชอาหารเล้ียงเซลลท่ีราคาไม
แพง และวิธีการเล้ียงท่ีไมยุงยากซับซอน (Cereghino and Cregg, 1999) Saccharomyces cerevisiae 
เปนยีสตชนิดแรกท่ีนํามาใชในการผลิตโปรตีนลูกผสม (Peter, 1996) ซ่ึงตอมามีการศึกษาเพ่ิมเติม
ในยีสตชนิดอ่ืน ๆ เชน Pichia pastoris,  Hansenula polymorpha ซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนไดปริมาณ
มาก แตเม่ือพิจารณาถึงความปลอดภัยเม่ือนํามาใชในส่ิงมีชีวิตพบวา S. cerevisiae มีความปลอดภัย
มากกวา เนื่องจากเปนยีสตท่ีใชในการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮออลอยูแลว (Peter, 1996) นอกจากนี้  
S. cerevisiae ยังมีคุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันท่ีดีท้ังในสัตวบกและสัตวน้ํารวมท้ังกุงกุลาดํา
และกุงขาวแวนนาไม (Suphantharika et al., 2003; Josepj et al., 2004) โดยการเสริมยีสตในอาหาร
สําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต นาน 3 สัปดาห สงผลใหกุงตานทานเช้ือ
แบคทีเรียวิบริโอท่ีกอโรคเพ่ิมขึ้น (Suphantharika et al., 2003) การใชยีสต S. cerevisiae ในการเพ่ิม
ปริมาณโปรตีนลูกผสมท่ีตองการศึกษาแลวนําไปผสมอาหารเล้ียงสัตวทดลองจึงนาสนใจในมุมของ
การเพ่ิมภูมิคุมกันท่ีเกิดจากคุณสมบัติของยีสตไดดวยอีกทางหนึ่ง โครงการวิจัยนี้จึงใหความสนใจท่ี
จะพัฒนา rPm-fortilin ไปใชประโยชนใหกวางขวางขึ้น โดยใชยีสต S. cerevisiae เปนตัวเพ่ิม
ปริมาณฟอติลินแลวนํายีสตแหงท่ีมี rPm-fortilin (ทําแหงโดยการ freeze dry) มาใชผสมในอาหาร
กุง เพ่ือศึกษาผลตอการกระตุนภูมิคุมกันในกุง หากประสิทธิภาพดีก็สามารถนํามาใชประโยชนได
เพ่ิมขึ้น  
          
วัตถุประสงค 

 
1. เพ่ือศึกษาระดับของฟอติลินท่ีเหมาะสมในอาหารในการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางาน

ของระบบภูมิคุมกันในกุงขาวระยะวัยรุน (juvenile)  
2. เพ่ือศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการใหฟอติลินในอาหารเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ

ทํางานของระบบภูมิคุมกันในกุงขาวระยะวัยรุน (juvenile)  
3.  เพ่ือศึกษาความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวของกุงขาวระยะวัยรุน 
(juvenile) ท่ีเล้ียงดวยอาหารผสมฟอติลิน 
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บทที ่2  
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธดีําเนนิการ 
 
 

1. วัสด ุ
 

1.1 สัตวทดลอง 
 กุงขาวแวนนาไม น้ําหนัก 10.60+2.05 กรัม จํานวน 1,500 ตัว จากฟารมเล้ียงกุง
เอกชนในเขต อ.เมือง จ.สงขลา 

 
1.2 วัตถดุบิอาหาร 
 1.2.1   ปลาปน กากถ่ัวเหลือง เปลือกกุง แปงสาลี รําขาว วิตามินและแรธาตุรวม 

ตับปลาหมึก เลซิติน น้ํามันปลา และโคเลสเตอรอล ไดรับความอนุเคราะห
จากบริษัทหองเย็นเอเช่ียนซีฟูดส (สุราษฎรธานี) จํากัด 

 1.2.2   ยีสต และโปรตีนฟอติลินยีสต (rPm-fortilin) ไดรับความอนุเคราะหจาก    
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     สารเคมีสําหรับวเิคราะหภูมิคุมกนั  (ภาคผนวก ค-1 ถึง ค-6) 
 1.3.2     สารเคมีสําหรับศึกษาการแสดงออกของยนี (ภาคผนวก ง-1 ) 

 
2. อุปกรณ 

 
2.1 อุปกรณเลี้ยงกุงทดลอง 
 2.1.1     บอคอนกรีต ความจุน้ํา 600 ลิตร จํานวน 15 บอ 
 2.1.2     อุปกรณใหอากาศ ไดแก เครื่องใหอากาศ, ทอลม, สายยาง และหัวทราย 
 2.1.3     อุปกรณเปล่ียนถายน้ํา ไดแก สายยางดดูตะกอน และปมน้ําชนดิจุม
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2.2 อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง 
 2.2.1   เครื่องผสมอาหารทดลอง ประกอบดวยชุดผสมอาหารแบบมีใบพัด และชุด

เครื่องอัดเม็ดอาหาร (Hobart Model A 200) 
 2.2.2  อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง 

(Satorius รุน Basic) เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4  ตําแหนง (Satorius รุน 
Research) กระบอกตวง และบีกเกอร  

 2.2.3   มีดตัดอาหาร ถาดเตรยีมอาหาร และตูอบอาหาร 
 2.2.4   ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SR songsern รุน HF 201) ใชสําหรับ

เก็บอาหารทดลอง 
 
2.3 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถดุิบอาหารและอาหารทดลอง 
 2.3.1   อุปกรณวิเคราะหความช้ืน ไดแก ขวดช่ัง, ตูอบ (hot air oven; Memmert), 

โถดูดความช้ืน (desiccators) และเครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
(Satorius รุน Research) 

 2.3.2  อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus; Gerhard 
รุน Kjeldatherm), เครื่องกล่ัน (distillation apparatus: Gerhardt รุน 
Vapodest I) หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิว
เรต และขวดรูปชมพู 

 2.3.3   อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน (รุน Soxtec 
System HT6) ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง โถดูดความช้ืน 
และเครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (Satorius รุน Research) 

 2.3.4   อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบ้ืองเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 
furnace: Gallenkamp) โถดูดความช้ืน (desiccator) และเครื่องช่ังไฟฟา
ทศนิยม 4 ตําแหนง (Satorius รุน Research) 

 
2.4 อุปกรณสําหรับวิเคราะหภมิูคุมกนั (ภาคผนวก ค-2)  
 
2.5 อุปกรณสําหรับศึกษาการแสดงออกของยนี (ภาคผนวก ง-1) 
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3. วิธีดําเนินการ 
 
3.1 การวางแผนการทดลอง (Experimental design)  

 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) เพ่ือ
ศึกษาระดับและระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเสริมฟอติลินในอาหารเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง
ขาวระยะวัยรุน (juvenile) โดยแบงเปน 5 ชุดการทดลองดังนี้ ชุดการทดลองท่ี 1 เล้ียงดวยอาหาร
สูตรควบคุมไมมีการเสริมยีสตและฟอติลิน (control) ชุดการทดลองท่ี 2 เล้ียงดวยอาหารผสมยีสต 
(yeast) ชุดการทดลองท่ี 3 เล้ียงดวยอาหารผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลา 1 เปอรเซ็นต (yeast+plasmid) 
ชุดการทดลองท่ี 4 เล้ียงดวยอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต คืออาหารท่ีผสมยีสตท่ี
มีพลาสมิดฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต (0.5% yeast+fortilin) และชุดการทดลองท่ี 5 เล้ียงดวยอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต  คืออาหารท่ีผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดฟอติลิน 1.0 เปอรเซ็นต 
(1.0% yeast+fortilin) 
 

3.2 การเตรียมอาหารทดลอง (Experimental diet) 
 นําวัตถุดิบอาหารไปวิเคราะหคาองคประกอบทางเคมีในวัตถุดิบอาหารไดแก 
โปรตีน ไขมัน เถา และความช้ืน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ข) กอนการ
เตรียมอาหารเพ่ือนํามาใชในการคํานวณสูตรอาหาร สรางสูตรอาหารทดลอง 5 สูตร โดยดัดแปลง
มาจากสูตรของ Montoya และ Molina (1995) ใหมีระดับโปรตีนประมาณ 35 เปอรเซ็นต และ
ควบคุมสารอาหารอ่ืนๆ ใหเทากัน ยกเวนปริมาณฟอติลินและยีสตและใชแปงสาลีในการปรับสูตร
ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1 อาหารทดลองเปนอาหารเม็ดจมน้ํา เตรียมโดยช่ังวัตถุดิบอาหารตาม
ตารางท่ี 1 มาผสมใหเขากันในถังผสมอาหาร เติมน้ํามัน จากนั้นเติมน้ําประมาณ 30 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณอาหาร ผสมใหสวนผสมท้ังหมดเขากันดี นําอาหารผสมมาอัดเม็ดผานหนาแวนขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 2  มิลลิเมตร นําไปอบแหงดวยตูอบอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จนอาหารแหง 
(Gaxiola et  al., 2005) นําอาหารท่ีอบแหงแลวไปรอนผานตะแกรงอีกครั้งเพ่ือเอาสวนท่ีเปนผงออก 
สุมอาหารทุกสูตรสูตรละประมาณ 100 กรัม ไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก โปรตีน 
ไขมัน เถา และความช้ืน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ข) อาหารสวนท่ีเหลือ
นํามาใสในภาชนะปด และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชในการทดลอง 
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3.3 การเตรียมกุงทดลอง 
 นํากุงขาวแวนนาไมจากฟารมเล้ียงของเกษตรกรในเขตอําเภอเมืองจังหวัดสงขลา
ซ่ึงปลอดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) มาเล้ียงในหองเล้ียงสัตวทดลองของสถาบันวิจัยสุขภาพ
สัตวน้ําชายฝงเพ่ือปรับสภาพเปนเวลา 1 สัปดาหกอนการทดลองโดยเล้ียงในน้ําทะเลความเค็ม 15±2 
พีพีที ใหอาหารสําเร็จรูปสูตรท่ี 1 วันละ 3 ม้ือ เวลา 8:00 15:00 และ 21:00 นาฬิกา หลังจากนั้น
คัดเลือกกุงท่ีมีน้ําหนักเริ่มตน 10.60 + 2.05 กรัม ความยาวเริ่มตน 12.0 + 0.8 เซนติเมตร ลงเล้ียงใน
บอคอนกรีตซ่ึง บรรจุน้ําทะเลความเค็ม 15 พีพีที ปริมาตร 600 ลิตร จํานวน 15 บอ บอละ 100 ตัว 
สําหรับใชในการทดลองตอไป 
 

3.4 การเตรียมสารละลายเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว 
 ตัดเนื้อเยื่อเหงือกและขาวายน้ําของกุงท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 1 กรัม ผสม
กับน้ําเกลือฆาเช้ือ (sterile sodium chloride) 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (1:10) บดใหละเอียด 
(แชหลอดตัวอยางในน้ําแข็ง) นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที ดูดสวนใสใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม นํามาหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  กรองสารละลายผานหัว
กรอง (syringe filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แยกสวนใสใสหลอดใหม นําสารละลายไวรัสตัวแดง
ดวงขาวท่ีไดไปทดสอบความรุนแรงของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการหาอัตราความเขมขนท่ี
ทําใหกุงตาย 50 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 5 วัน (ดัดแปลงจาก  Tonganunt et  al., 2008) 
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ตารางที ่1 สวนผสมของวัตถุดิบอาหารสําหรับอาหารทดลอง 5 สูตร  
 

สูตรอาหาร1 

วัตถุดิบอาหาร (เปอรเซ็นต) 
1 2 3 4 5 

ปลาปน (fish meal) 
กากถ่ัวเหลือง (soybean meal) 
เปลือกกุง (shrimp meal) 
วีทกลูเตน (wheat gluten) 
แปงสาลี (wheat flour) 
รําขาว (rice bran) 
ตับปลาหมึก (squid liver paste) 
เลซิติน (lecithin) 
น้ํามันปลา (fish oil) 
โคเลสเตอรอล (cholesterol) 
วิตามิน-แรธาตุรวม (vitamin-mineral premix) 

บีเอชที (BTH) 
คารบอกซีเมททิลเซลลูโลส (carboxy methyl cellulose: 
CMC) 
ยีสต (yeast) 
ยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลา (yeast + plasmid) 
ยีสตท่ีมีพลาสมิดฟอติลิน (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 องคประกอบทางเคมีจากการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลอง 5 สูตร  
 

สูตรอาหาร 
องคประกอบทางเคมี 
 

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 
เถา 20.0 20.0 20.0 20.4 20.4 

 

3.5 การเลี้ยงกุงทดลอง 
 สุมเล้ียงกุงทดลองท่ีเตรียมไวจํานวน 15 บอขางตน ดวยอาหารทดลอง 5 สูตรๆ ละ 
3 บอ โดยใหอาหารประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตัว วันละ 3 ม้ือ (เวลา 8:00 15:00 และ 21:00 
นาฬิกา) เปนเวลา 3 สัปดาห หลังจากนั้นเล้ียงกุงทุกชุดการทดลองดวยอาหารสูตรควบคุมตออีก 1 
สัปดาห ในระหวางการเล้ียงเปล่ียนถายน้ํา 50 เปอรเซ็นต ทุก 3 วัน และควบคุมคุณภาพน้ําให
เหมาะสมสําหรับกุงขาว โดยมีอุณหภูมิน้ําอยูในชวง 28+2 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดาง       
7.8-8.0 ปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา 6-8 มิลลิกรัมตอลิตร ความเปนดางของน้ํา 89-114 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แอมโมเนีย (NH4) ไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และไนไตรท (NO2) ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
3.6 การเกบ็ตัวอยางและวิเคราะหตวัอยาง 

 เก็บตัวอยางกุงสัปดาหท่ี 0 (เรื่มตน) 1 2 และ 3 หลังเล้ียงดวยอาหารทดลองเพ่ือ
ตรวจวัดคาตาง ๆ ดังตอไปนี ้
 1. คาการตอบสนองของภูมิคุมกัน โดยเก็บตัวอยางเลือดกุงขาวจํานวน 10 ตัวตอ
บอ (30 ตัวตอชุดการทดลอง) มาตรวจวัดคาปริมาณเม็ดเลือดรวม (total haemocyte count; THC)
เปอรเซ็นตชนิดเม็ดเลือด (differential haemocyte count; DHC) ตามวิธีการของ Sritunyalucksana 
และคณะ (2005) ในภาคผนวก ค-3  คาความวองไวและคาดัชนีในการจับกินส่ิงแปลกปลอม การ
สรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด (superoxide anion production: 
O2

-) ตามวิธีการของ Muñoz และคณะ (2000) ในภาคผนวก ค-4 และ ค-5 และการทํางานของ
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เอ็นไซมฟนอลออกซิเดส  ตามวิธีการท่ีดัดแปลงจาก Leonard และคณะ (1985) และ Hernández-
López และคณะ (1996) ในภาคผนวก ค-6 

2. ทดสอบความสามารถในการตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โดยนํากุงขาวบอละ10 ตัว (30 ตัวตอชุดการทดลอง) มาฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเขากลามเนื้อ
ทองปลองสุดทายในอัตราความเขมขน 1x10-6  (LD50) ของความเขมขนเช้ือเริ่มตน ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร (ประมาณ 10 ไมโครลิตรตอน้ําหนักกุง 1 กรัม) จากนั้นแยกกุงท่ีฉีดเช้ือแลวไปเล้ียงในตู
กระจก ใหอากาศตลอดเวลา สังเกตอาการและบันทึกการตายสะสมของกุงภายในเวลา 5 วัน 
เปรียบเทียบอัตรารอดของกุงแตละชุดการทดลองจากคา Relative Percent Survival (RPS) โดย
คํานวณจากความสัมพันธดังนี ้

 
RPS    =       1   -    เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดทดลอง           x 100% 
                    เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดควบคุม 

 
3. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ดวยเทคนิค Semi-quantitative 

PCR โดยสุมกุงหลังฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง และกุงท่ีรอดตาย มาตัด
เนื้อเยื่อเหงือกและขาวายน้ํานําไปสกัดอารเอ็นเอรวม (total RNA) ดวยน้ํายาสกัดสําเร็จรูป Trizol® 
reagent (Invitrogen) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  เปล่ียนอารเอ็นเอท่ีสกัดไดเปน cDNA ดวยชุด
น้ํายาสําเร็จรูป iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  หลังจากนั้น
นําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอตนแบบ (primer) ของยีน VP28 และใชยีนเบตาแอคติน (β-
actin) เปนยีนควบคุม (internal control) (ตารางท่ี 3) โดยใชสวนผสมของสารเคมีสําหรับปฏิกิริยา
และโปรแกรมสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดังแสดงในตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณไปตรวจสอบบนอะกาโรสเจล (agarose gel) โดยอาศัยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel 
electrophpresis) ตามวิธีการในภาคผนวก ง-2  ถายรูปเจลซ่ึงปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนท่ีศึกษา 
นําไปตรวจสอบความเขมของแถบดีเอ็นเอและนําความเขมของแถบมาคํานวณคาการแสดงออกของ
ยีน VP28 เทียบกับยีนเบตาแอคติน (VP28/β-actin ratio) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป free quantity one 
v450 PC 
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ตารางที ่3  ดีเอ็นเอตนแบบ (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 สวนผสมของสารเคมีสําหรับปฏิกิริยาพีซีอารในการศึกษาการแสดงออกของยีน 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 โปรแกรมพีซีอารสําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในการศึกษาการแสดงออกของยีน 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. ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวแตละชุดการ
ทดลองภายหลังไดรับการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 48 และ 72 ช่ัวโมง ชุดการทดลองละ 5 
ตัว โดยดองตัวอยางกุงท้ังตัวในน้ํายารักษาสภาพตัวอยางเดวิดสัน (Davidson's fixative) และผาน
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเพ่ือเตรียมสไลดถาวรโดยยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน (H&E) 
(Humason, 1979) ตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศนเพ่ือเปรียบเทียบและศึกษาลักษณะเซลลและ
เนื้อเยื่อท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีช่ัวโมงตาง ๆ  
 

3.7 การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 นําขอมูลมาหาคาเฉล่ียและวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: 
ANOVA) แลวเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางพารามิเตอรโดยใช Duncan’s 
Multiple Range Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต  
 
 



 

19 

บทที ่3 
 

ผลการศกึษา 
  
 
1. การตอบสนองของภูมิคุมกันในกุงขาว  

 
1.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวม  (Total haemocyte count: THC) 

 ปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงขาวท่ีใหอาหารทดลองตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 
สัปดาห มีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.96–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพท่ี 1 โดยคาเฉล่ีย
ปริมาณเม็ดเลือดรวมในกุงท่ีใหอาหารสูตรตางกันท้ัง 5 สูตร ในแตละสัปดาหไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (P > 0.05)  ตลอดระยะเวลา 3 สัปดาห ซ่ึงเม่ือเริ่มทดลอง (สัปดาหท่ี 0) คาเฉล่ียปริมาณเม็ด
เลือดรวมของท้ัง 5 กลุมอยูในชวง 3.50–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  สัปดาหท่ี 1  มีคาเฉล่ียอยู
ในชวง 3.53–3.67 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร สัปดาหท่ี 2 มีคาเฉล่ียอยูในชวง 3.17–3.70 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร  และสัปดาหท่ี 3 มีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.96–3.35 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  
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ภาพที่ 1  ปริมาณเม็ดเลือดรวม ( x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวท่ีใหอาหารทดลองตางกัน 5 สูตร   
               เปนระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความแตกตางทาง  

สถิติ (P>0.05)   



20 
 

 

เชนเดียวกับคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงท่ีไดรับอาหารสูตรเดียวกันในระยะเวลาท่ีแตกตาง
กันใน 3 สัปดาหนั้นไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05)  โดยกุงในชุดการทดลองท่ี 1 ซ่ึงใหอาหาร
สูตรควบคุมมีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.15–3.68 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุด
การทดลองท่ี 2 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตเปลามีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 2.96–3.64 x 
107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุดการทดลองท่ี 3 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตท่ีมีพลาสมิดเปลามีคาเฉล่ีย
ปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.04–3.70 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร กุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงให
อาหารท่ีผสมยีสตและฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต มีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.35–3.73 x 
107 เซลลตอมิลลิลิตร และกุงในชุดการทดลองท่ี 5 ซ่ึงใหอาหารท่ีผสมยีสตและฟอติลิน 1 
เปอรเซ็นต มีคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดรวมอยูในชวง 3.03–3.81 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร 
   

1.2 การแยกชนิดเม็ดเลอืด (differential haemocyte count: DHC) 
  การแยกชนิดของเม็ดเลือดกุง 3 ชนิด ไดแก hyaline cell: H, semi-granular cell: S, 
large granular cell: L) (ภาพท่ี 2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  เม็ดเลือดกุงขาวชนิดตาง ๆ หลังการยอมดวยสีเบงกอลโรส และ ฮีมาท็อกไซลิน ภายใต

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x; hyaline cell: H, semi-granular cell: S, large granular 
cell: L 
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ภาพที่ 3 เปอรเซ็นตเม็ดเลือด hyaline cell, semi-granular cell, large granular cell ของกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 สูตร เปนเวลา 3 สัปดาห  แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

Large granular cell 
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 จากการทดลองใหอาหารท่ีแตกตางกัน 5 ชุดการทดลอง พบวาเปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แตละชนิดไดแก ไฮยาลิน เซมิแกรนูลาร และลาจแกรนูลาร  ของกุงในชุดการทดลองท้ัง 5 ชุดในแต
ละสัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติตลอดระยะเวลา 3 สัปดาห (P>0.05) โดยเม็ดเลือดชนิดไฮ
ยาลินเซลลของกุงท้ัง 5 ชุดในระยะเวลา 3 สัปดาหอยูในชวง 70.90–76.62 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเม็ด
เลือดชนิดเซมิแกรนูลารเซลลอยูในชวง 12.06–16.09 เปอรเซ็นต สวนเม็ดเลือดชนิดลาจแกรนูลาร
เซลลอยูในชวง 10.80–15.30 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 3) 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณเม็ดเลือดแตละชนิดในชุดการทดลองเดียวกันแตระยะเวลา
ตางกันในชวง 3 สัปดาห พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยปริมาณเม็ดเลือด
ชนิดไฮยาลินเซลลในระยะ 3 สัปดาห ของกุงในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 อยูในชวง 74.82-
75.98 73.31–76.62 72.04–76.50 72.74–76.39 และ 70.90-74.44 เปอรเซ็น ตามลําดับ สวนปริมาณ
เม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลารเซลลอยูในชวง 12.75-13.29 12.15-13.10 12.06–13.30 12.49–13.64 
และ 13.88–16.09 เปอรเซ็นต ในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 ตามลําดับ ในขณะท่ีปริมาณเม็ด
เลือดชนิดลาจแกรนูลารเซลลอยูในชวง 10.81–12.10 11.23–13.96 11.44-15.30 11.13–13.63 และ 
11.68–14.95 เปอรเซ็นต ในชุดการทดลองท่ี 1 2 3 4 และ5 ตามลําดับ (ภาพท่ี 3) 
 

1.3 การวิเคราะหความสามารถและดชันใีนการจับกนิส่ิงแปลกปลอม  
  ผลการศึกษาการจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว ดังภาพท่ี 4 พบวา
เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) ของเม็ดเลือดกุง
ขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห อยูในชวง 21.79–26.49 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 5)
และคาเฉล่ียของดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) อยูในชวง 1.42–1.65 (ภาพท่ี 
6) 
 

 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                  A 

1 
2 
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ภาพที่ 4  การจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว (ยอมดวยสียอม Dip-Quick สําเร็จรูป

ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x A2 และ B คือเม็ดพลาสติก (bead) ท่ีถูกเม็ดเลือด
กุงขาวจับกินเขาไปในเซลล A1 สวนของเม็ดเลือดกุงขาวท่ียื่นไปจับกินเม็ดพลาสติก        
C เม็ดพลาสติกท่ีเกาะอยูรอบ ๆ เม็ดเลือด 

 
  ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity) ของกุงท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดย
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือเริ่มทดลอง(สัปดาหท่ี 0) อยูในชวง 
21.79–22.87 เปอรเซ็นต  สัปดาหท่ี 1 อยูในชวง 21.91- 24.60  เปอรเซ็นต  สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 
23.79–26.37 เปอรเซ็นต  และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 23.53-26.49 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงในชุดการทดลองท่ี 2 3 4 และ 5 ในสัปดาหท่ี 2 
และ 3 มีแนวโนมสูงกวากุงชุดการทดลองท่ี 1 ท่ีใหอาหารสูตรควบคุม โดยสัปดาหท่ี 2 
ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงในชุดการทดลองท่ี  1 2 3 4 และ 5 มีคา 23.79 
24.77 25.74 26.37 และ 26.25 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสัปดาหท่ี 3 มีคา 23.53 25.93 25.50 26.49 
และ 25.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (ภาพท่ี 5) 
  เม่ือเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมในชุดการ
ทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ(P>0.05)  แตในชุดการ
ทดลองท่ี 2 3 4 และ 5 ความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอมในสัปดาหท่ี 2 และ 3 มีแนวโนม
สูงกวาสัปดาหท่ี 1 โดยชุดการทดลองท่ี 2  มีคาเฉล่ียในระยะเวลา 3 สัปดาหในชวง 21.79-25.93 
เปอรเซ็นต ชุดท่ี 3  มีคาเฉล่ียในชวง 22.87–25.74 เปอรเซ็นต ชุดท่ี 4  มีคาเฉล่ียในชวง 21.91–26.49 
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เปอรเซ็นต และชุดท่ี 5  มีคาเฉล่ียในชวง 22.59–26.25 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีชุดท่ี 1 มีคาเฉล่ีย
ใกลเคียงกันตลอดระยะเวลา 3 สัปดาหในชวง 22.02–23.79 เปอรเซ็นต 
 คาเฉล่ียของดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของกุงท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดย
ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือเริ่มทดลองอยูในชวง 1.55–1.65 สัปดาหท่ี 1 อยู
ในชวง 1.48–1.58 สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 1.43–1.64 และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 1.42–1.47 สวน
คาเฉล่ียดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) เชนเดียวกัน โดยคาเฉล่ียในชุดการทดลองท่ี 1 อยูในชวง 1.42–1.64 
ชุดการทดลองท่ี 2 อยูในชวง 1.47–1.64 ชุดการทดลองท่ี 3 อยูในชวง 1.43–1.65 ชุดการทดลองท่ี 4 
อยูในชวง 1.44–1.58 และชุดการทดลองท่ี 5 อยูในชวง 1.43–1.65 (ภาพท่ี 6) 
 

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

0 1 2 3
ระยะเวลา (สัปดาห)

% 
ph

ago
cyt

ic a
ctiv

ity

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

 

  

ภาพที่ 5 เปอรเซ็นตความสามารถในการจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic activity: PA) ของเซลล
เม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 
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ภาพที่ 6  ดัชนกีารจับกินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีใหอาหาร

ตางกัน 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมีความ
แตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 1.4 การสรางอนุมูลอสิระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด  
 คาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด
กุงขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติสถิต ิ
(P>0.05) โดยคาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของกุงท้ัง 5 ชุด เม่ือ
เริ่มทดลองอยูในชวง 6.13–6.62  สัปดาหท่ี 1 อยูในชวง 6.52–6.96 สัปดาหท่ี 2 อยูในชวง 6.28–6.33 
และสัปดาหท่ี 3 อยูในชวง 5.71–6.12 สวนคาเฉล่ียของการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอน
ไอออนในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลา 3 สัปดาหไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) 
เชนเดียวกัน โดยคาเฉล่ียอยูในชวง 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   การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 สูตร ในระยะเวลา 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐานและไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 1.5 การทํางานของเอน็ไซมฟนอลออกซิเดส  

คาเฉล่ียของการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวท่ีให
อาหารตางกัน 5 ชุดการทดลอง ในระยะเวลา 3 สัปดาห อยูในชวง 2.13–2.88 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน (unit/min./mg.protein) โดยเม่ือเปรียบเทียบการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิ
เดสของกุง 5 ชุดการทดลองในแตละสัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตใน
สัปดาหท่ี 2 และ 3 การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสในกลุมท่ี 2 3 4 และ 5 อยูในชวง 2.48– 
2.88 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงมีแนวโนมสูงกวาชุดการทดลองท่ี 1 ซ่ึงมีคาคอนขางคงท่ี
ในชวง 2.24–2.33 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 8) 

 เม่ือเปรียบเทียบคาเฉล่ียของการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสของเซลลเม็ด
เลือดกุงขาวในชุดการทดลองเดียวกันในระยะเวลาตางกัน 3 สัปดาหพบวาไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (P>0.05) แตในชุดการทดลองท่ี 2, 3, 4 และ 5 การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดสมี
แนวโนมสูงขึ้นตั้งแตสัปดาหท่ี 1 โดยในระยะเวลา 3 สัปดาหมีคาอยูในชวง 2.33–2.66 2.32–2.72 
2.23–2.88 2.13–2.81หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ในกลุมท่ี 2 3 4 และ 5 ตามลําดับ 
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ภาพที่ 8  คาการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO; unit/min./mg.protein) ของเม็ดเลือดกุง

ขาวท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตรใน 3 สัปดาห แสดงคาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และไมมี
ความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
2. การทดสอบความสามารถในการตานทานการตดิเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว  
  กุงท่ีใหอาหารตางกัน 5 สูตร เม่ือไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวพบวาในทุกชุด
การทดลองกุงจะเริ่มตายในวันท่ี 2 จนถึงวันท่ี 4  ยกเวนกุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงหลังไดรับ
อาหารผสมฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 สัปดาห พบวากุงตายชาลงโดยเริ่มตายในวันท่ี 3 
หลังฉีดเช้ือ นอกจากนั้นพบวากุงในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นต   
และชุดท่ี 5 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลิน 1 เปอรเซ็นต มีอัตราการตายสะสมเฉล่ียในสัปดาหท่ี 1 2 และ 
3 ดีท่ีสุด ซ่ึงต่ํากวาอัตราการตายสะสมของกุงในชุดการทดลองอีก 3 กลุม คือ ชุดควบคุม ชุดท่ีให
อาหารผสมยีสต และชุดท่ีใหอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
นอกจากนั้นอัตราการตายสะสมของกุงในชุดการทดลองท่ี 4 ในสัปดาหท่ี 3 ยังต่ํากวาชุดการทดลอง
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ท่ี 5 อีกดวย โดยกุงในชุดการทดลองท่ี 4 มีอัตราการตายสะสมเฉล่ีย 37.50+12.50 20.83+0.00 และ 
25.00+0.00 เปอรเซ็นต และกุงในชุดการทดลองท่ี 5 มีอัตราการตายสะสม 29.17+7.22 29.17+7.22  
และ 41.17+ 7.22 เปอรเซ็นต ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 3 ตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีให
อาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลานั้นในสัปดาหท่ี 2 และ 3 มีอัตราการตาย
สะสมต่ํากวาชุดการทดลองท่ีใหอาหารควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยชุดท่ีให
อาหารผสมยีสตมีคาเฉล่ียอัตราการตายสะสม 66.67+7.22 54.17+50.00 และ 58.33+7.22 เปอรเซ็นต 
และชุดท่ีใหอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา 70.83+7.22 58.33+37.50 และ 58.33+7.22 
เปอรเซ็นต สัปดาหท่ี 1 2 และ 3  ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดท่ีใหอาหารควบคุมมีอัตราการตายสะสม
สูงท่ีสุดตลอดระยะ 3 สัปดาห โดยอยูในชวง 83.33–91.67 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 9)  
  หลังจากใหอาหาร 1 สัปดาห พบวากุงท้ัง 5 ชุดทดลองมีอัตราการตายใกลเคียงกัน
ใน 3 วันแรก แตในวันท่ี 4 หลังฉีดเช้ือพบวากุงในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีใหอาหารผสมโปรตนี 
ฟอติลินยีสตมีอัตราการตายสะสมต่ํากวาอีก 3 กลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังจากนั้น
เม่ือใหอาหารทดลองเปนเวลา 2 สัปดาห พบวากุงในชุดการทดลองท่ีใหอาหารผสมยีสตและอาหาร
ผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 4 ชุดเริ่มตายชาลงและมีอัตราการตายสะสมต่ํากวากุงชุดท่ีใหอาหาร
ควบคุมตลอดตั้งแตวันท่ี 2–4 นอกจากนั้นกุงในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีใหอาหารผสมโปรตีน 
ฟอติลินยีสตยังมีอัตราการตายสะสม 20.83+7.22 และ 29.17+7.22  เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวา
กุงชุดท่ี 2 และ 3 ท่ีใหอาหารผสมยีสตท่ีมีอัตราการตายสะสม 54.17+7.22 และ 58.33+7.22  
เปอรเซ็นต ตามลําดับอีกดวย (P<0.05)  เม่ือใหอาหารครบ 3 สัปดาหพบวาหลังจากฉดีเช้ือแลวกุงใน
ชุดท่ี 1, 2, 3, และ 4 มีการตายชาลงในวันท่ี 2 และ 3 เม่ือเทียบกับสัปดาหท่ี 1 และ 2  และในวันท่ี 4 
ปรากฏวากุงชุดการทดลองท่ี 4 มีอัตราการตายสะสมต่ําสุดท่ี 25+0.00 เปอรเซ็นต รองลงมาคือชุด
การทดลองท่ี 5 ท่ี 41.67+7.22 เปอรเซ็นต ถัดไปคือชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ซ่ึงมีอัตราการตาย
สะสม 58.33+7.22 และ 58.33+7.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และชุดการทดลองท่ี 1 อัตราการตาย
สะสมสูงท่ีสุด 91.67+7.22 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 9   อัตราการตายสะสมของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 5 สูตรในระยะเวลา 3 สัปดาห           
คาเฉล่ียบนเสนกราฟในวันท่ี 4 หลังฉีดเช้ือท่ีตัวอักษรเหมือนกันกาํกับไมมีความแตกตาง 
กันทางสถิต ิ(P>0.05) 

 
 

สัปดาหที่ 3 
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ตารางที่ 6 คา Relative Percent Survival (RPS) ของกุงขาวท่ีใหอาหารแตกตางกัน 4 สูตรใน
ระยะเวลา 3 สัปดาห 

 

ชุดการทดลอง สัปดาหท่ี 
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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดียวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
  เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตโดยคํานวณคา Relative Percent Survival (RPS) 
โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงจะมีคาเปน 0 พบวาคา RPS ระหวางชุดการทดลองในแตละ
สัปดาห ในชุดการทดลองท่ี 4 และ 5 ซ่ึงใหอาหารผสมฟอติลินยีสต 0.5 และ 1 เปอรเซ็นต คา RPS 
สูงกวาชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีใหอาหารผสมยีสต และอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา  อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และชุดการทดลองท่ี 4 มีคา RPS ดีท่ีสุดและสูงกวาชุดการทดลองท่ี 5 
ในสัปดาหท่ี 3 ดวย โดยชุดการทดลองท่ี 4 มีคา RPS 55.00+15.00 76.19+8.24  และ 72.73+0.00 
และชุดการทดลองท่ี 5 มีคา RPS ท่ี 65.00+8.66  66.67+8.25  และ 54.55+7.87 ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 
3 ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 มีคา RPS อยูในชวง 15.00–38.09 (ตารางท่ี 6)    
   สวนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา RPS ภายในชุดการทดลองเดียวกันแต
ระยะเวลาตางกันในชวง 3 สัปดาห พบวาชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 คา RPS ในสัปดาหท่ี 2 และ 3 
สูงขึ้นกวาสัปดาหท่ี 1 อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) สวนชุดการทดลองท่ี 4 ในสัปดาหท่ี 2 มี
คา RPS สูงท่ีสุด 76.19+8.24 ซ่ึงสูงกวาสัปดาหท่ี 1 และ 3 (P<0.05) ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 5 คา 
RPS ในสัปดาหท่ี 1 2 และ 3 อยูในชวง 54.55–66.67 และไมมีความแตกตางทางสถิต ิ(P>0.05)   
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3. การแสดงออกของยีน VP28 และยีน ß-actin  ในกุงขาวหลังรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  
 ระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin ratio) ในกุงขาว
หลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง มีคาอยูในชวง 0.67–0.90 สําหรับในกุงรอดตายมีคา
อยูในชวง 0.18–0.26 

 

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

          
          
                     

 
ภาพที่ 10  การแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ท่ี 24 ช่ัวโมงหลังไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวง

ขาวดวยการฉีดเขากลามเนื้อกุงขาว ตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร (polymerase chain 
reaction, PCR) นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไปตรวจสอบบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต 
โดยอาศัยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophpresis) ยอมดวย ethidium bromide 
แถบผลผลิตของพีซีอาร (PCR product) ท่ี 288  bp คือ ยีน ß-actin และ แถบผลผลิตของ
พีซีอาร (PCR product) ท่ี 332 bp คือช้ินสวนของยีน 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 อัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin ratio) ใน

เนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง ใน 3 สัปดาห 
 

ชุดการทดลอง สัปดาหท่ี 

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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
  อัตราสวนของระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/ß-actin 
ratio) ในเนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 24 ช่ัวโมง ใน 3 สัปดาห (ตารางท่ี 7) 
เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของ VP28/ß-actin ratio ในเนื้อเยื่อกุงขาวหลังการฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง 
ท้ังการเปรียบเทียบระหวางชุดการทดลองในสัปดาหเดียวกัน (แถว) และในชุดการทดลองเดียวกัน
ใน 3 สัปดาห พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (P>0.05) 
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ภาพที่ 11   อัตราสวนการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin ในกุงขาวหลังการฉีดเช้ือไวรัสตัว

แดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมง และในกุงขาวท่ีรอดตาย 
 
 จากภาพท่ี 11 VP28 ตอยีน ß-actin ratio ท่ีแสดงออกในกุงขาวหลังการฉีดเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 24 ช่ัวโมง และในกุงขาวท่ีรอดตายมีความแตกตางกัน โดยกุงขาวท่ีรอดตาย
ทุกชุดการทดลองมี VP28 ตอยีน ß-actin ratio ต่ํากวากุงขาวหลังการฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง 
 
4. พยาธสิภาพของเนือ้เยือ่กุงขาวแวนนาไมภายหลังไดรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวทดลองภายหลังไดรับการ
ฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวครบ 24 48 72 ช่ัวโมง และกุงท่ีรอดตายในวันท่ี 5 หลังการฉีดเช้ือไวรัส 
ชุดท่ี 1 ซ่ึงเปนกลุมควบคุม พบวากุงเริ่มมีการตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส 2 วัน และทยอยตายไป
เรื่อย ๆ จนถึงวันท่ี 4 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ดวยการ
ยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน และอีโอซิน (H&E) ในช่ัวโมงท่ี 24 พบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของ
เนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ เชน กลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ีเยื่อบุทางเดินอาหาร เหงือกและ pleopod  
นิวเคลียสของเซลลขยายใหญ (hypertrophied nuclei) และยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear 
inclusion bodies)   สวนเสนโครมาตินยอมติดสีน้ําเงินเขมจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยาย
ใหญขึ้น เรียกวา Cowdry-A type inclusions บางเซลลจะพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะขยายมาก
ขึ้นจนเห็นเปนชองวางใสระหวาง virogenic stroma และขอบของเสนโครมาตินท่ีติดสีเขมขึ้น จน
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เปนรูปมนท้ัง 2 ดาน (ภาพท่ี 12) เม่ือครบ 48 ช่ัวโมงพบการเปล่ียนแปลงของเซลลในอวัยวะตางๆ 
เพ่ิมมากขึ้น ไดแก เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวหนัง (subcuticular epithelium) เหงือก ลิมฟอยด ออรแกน  
เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach), haematopoietic 
tissue เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของตับและตับออน และรังไข และเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ัวไป จากนิวเคลียสท่ี
ยอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic intranuclear inclusion bodies) ขยายใหญจน
เต็มพ้ืนท่ี (ภาพท่ี 13) กุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน 72 ช่ัวโมงขึ้นไปจะทยอยตาย 
เซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (disintegrated cells) นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะอัดตัวแนน 
(condensation) และจะแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (fragmentation) ในเวลาตอมา (ภาพท่ี 14 และ 15) 
เนื้อเยื่อและอวัยวะตาง ๆ จะเสียหายซ่ึงเปนสาเหตุของการตายของกุง 
 

 

 
A 

 
B 

 
 

ภาพที่ 12   ลักษณะทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว เช้ือ
ไวรัส เรียกวา Cowdry A-type inclusions โดยท่ีนิวเคลียสของเซลลจะขยายใหญ 
(hypertrophied nuclei) ยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวน
โครมาตินติดสีน้ําเงินเขมจะถูกดันไปยังขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญ (หัวลูกศร) บาง
เซลลมีการพัฒนาตอไปโดยนิวเคลียสจะขยายมากขึ้นจนเห็นเปนชองวางระหวาง 
virogenic stroma และโครมาตินถูกดันไปชิดขอบเซลล จนทําใหมีลักษณะมนท้ัง 2 ดาน 
(ลูกศร) ซ่ึงเปนลักษณะของการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะแรก ๆ A เซลลเยื่อบุ
ช้ันใตผิวของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach) B pleopod ยอม
ดวยสี H&E  Scale bars = 10 µm 
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  กุงชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตอยางเดียว และกุงชุดการทดลองท่ี 3 
ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลาพบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัส  เม่ือ
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพดวยการยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน และอีโอซิน ในช่ัวโมงท่ี 
24 ไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุง แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงใน
ช่ัวโมงท่ี 48  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ นิวเคลียสของเซลลท่ี
เรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะขยายใหญ (hypertrophied nuclei) ขึ้นและยอม
ติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวนเสนโครมาตินจะถูกดันไปชิดขอบของ
นิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้นยอมติดสีน้ําเงินเขม เม่ือครบ 72 ช่ัวโมงพบการเปล่ียนแปลงของเซลลใน
อวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้น จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic 
intranuclear inclusion bodies) ขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะ
ทยอยตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (disintegrated cells) พบการอัดตัวแนนของนิวเคลียสติดสี
น้ําเงินเขม (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhetic nuclei) เม่ือทําการทดลอง
ครบ 5 วัน พบวายังมีกุงเหลือรอดอยูจํานวนหนึ่ง ซ่ึงกุงท่ีรอดอยูนั้นบางตัวพบการเปล่ียนแปลง
เซลลในระยะเริ่มการติดเช้ือไวรัสคือ นิวเคลียสขยายใหญขึ้นเพียงเล็กนอยและติดสีชมพูเขม ขณะท่ี
โครมาตินติดสีน้ําเงินเขม ขณะท่ีกุงท่ีรอดตายบางตัวไมพบการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อเลย 
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ภาพที่ 13   พัฒนาการของการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงขาวภายหลังท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาว นิวเคลียสจะขยายใหญขึ้นจนเต็มไซโตพลาสซึม (hypertrophied nuclei) ตดิ
สีน้ําเงินอมมวง (basophilic inclusions) (ลูกศร) A เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวของกระเพาะ
อาหาร   (subcuticular epithelium of the stomach) B Haematopoietic tissue C เซลลเยื่อ
บุช้ันใตผิว  (subcuticular epithelium) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue)               
D ลิมฟอยด ออรแกน (lymphoid organ) ยอมดวยสี H&E  Scale bars = 10 µm 
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ภาพที่ 14   ลักษณะทางพยาธิสภาพของหัวใจของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน

ไป 72 ช่ัวโมง หลังจากเริ่มเห็น Cowdry-A type inclusions เซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย 
พบการอัดตัวแนนของนิวเคลียส (pyknotic nuclei) (ลูกศร)  ยอมดวยสี H&E  Scale bars 
= 20 µm 
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ภาพที่ 15  ลักษณะทางพยาธิสภาพของลิมฟอยด ออรแกนของกุงขาวท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวง
ขาว เม่ือผานไป 72 ช่ัวโมงหลังเริ่มเห็น Cowdry-A type inclusions พบ basophilic 
nuclusionbodies เพ่ิมมากขึ้น (ลูกศรสีขาว) เซลลท่ีติดเช้ือไวรัสจะถูกทําลาย มีการอัดตัว
แนนของนิวเคลียส (pyknotic nuclei) (หัวลูกศร) และแตกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhetic 
nuclei) (ลูกศร) ยอมดวยสี H&E  Scale bars = 20 µm 

  
 ชุดการทดลองท่ี 4 เปนชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 
เปอรเซ็นต นาน 1-2 สัปดาห พบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืนๆ แตหลังการ
ใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลังการฉีดเช้ือไวรัส จะเห็นวากุงมีการตายชาลง และชุด
การทดลองท่ี 5 ซ่ึงไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต พบวาเริ่มมีการตาย
หลังจากฉีดเช้ือไวรัส 2 วัน เชนเดียวกับชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 โดยมีอัตราการตายสะสมท่ีต่ํากวา 
อยางไรก็ตามพบวาอัตราการตายในกลุมการทดลองท่ี 5 นี้สูงกวากลุมการทดลองท่ี 4 ผลการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพจะใกลเคียงกับกุงในชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 ท่ีกุงจะตายชากวาชุด
การทดลองท่ี 1 กลาวคือ ไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 
และ 48 แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของ
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เนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ นิวเคลียสของเซลลท่ีเรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะ
ขยายใหญขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies)   สวนเสนโครมาติน
จะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้นยอมตดิสีน้ําเงินเขม  มีการพัฒนาการของเซลลท่ี
ติดเช้ือไวรัสในอวัยวะตาง ๆ เพ่ิมมากขึน้ จากนวิเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนตดิสีน้ําเงิน 
(basophilic intranuclear inclusion bodies) และขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาวจะทยอยตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะ
อัดตัวแนนและแตกออกเปนช้ินเล็ก ๆ เม่ือครบ 5 วัน พบวายังมีกุงทดลองเหลือรอดอยูจํานวนมาก 
โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดใน
แตละสัปดาหเปน 55.00+15.00 76.19+8.24  และ 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงกุงท่ีรอดตาย
นั้นไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ 
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บทที ่4  
 

วิจารณผลการศึกษา 
 

 
1. การตอบสนองของภูมิคุมกัน และความสามารถในการตานทานการตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว
ของกุงขาว  
   

จากการศึกษาองคประกอบในระบบภูมิคุมกันหลายชนิด ไดแก ปริมาณเม็ดเลือด
รวม เปอรเซ็นตชนิดเม็ดเลือด เปอรเซ็นตการจับกินส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม 
การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของเซลลเม็ดเลือด และการทํางานของ
เอ็นไซมฟนอลออกซิเดส พบวาไมมีความแตกตางกันในกุงทุกชุดการทดลอง แสดงวาการเสริม
ยีสตและฟอติลินยีสตในอาหารในการศึกษาครั้งนี้ไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกัน ถึงแมวายีสตจะมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันจากการศึกษาวิจัยจํานวนมาก  (Scholz et al., 1999; 
Suphantharika et  al., 2003;  Chang et  al., 2001) แตจากการทดลองครั้งนี้พบวายีสตไมไดมีผลใน
การกระตุนภูมิคุมกัน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Scholz และคณะ (1999) ท่ีเสริมยีสต              
S.  cerevisiae 1 เปอรเซ็นต  ในอาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไม เปนเวลา 7 สัปดาห การทํางานของ
เอ็นไซมฟนอลออกซิเดสไมแตกตางกับการใหอาหารท่ีไมเสริมยีสต นอกจากนั้น Li และคณะ 
(2009) ใหอาหารท่ีเสริมบริเวอรยีสต (Brewer’s yeast) ท่ีระดับ 2 เปอรเซ็นต และ 5 เปอรเซ็นต แก
กุงขาวแวนนาไม พบวาไมมีความแตกตางทางภมิูคุมกัน ท้ังปริมาณเม็ดเลือดรวม ปริมาณโปรตนีใน
เลือด ฟนอลออกซิเดส และการสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน ในขณะท่ี 
Chotikachinda และคณะ (2008) ใหอาหารท่ีเสริมผนังเซลลของยีสต 0.1 และ 0.2 เปอรเซ็นต ใน
อาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไม 4 สัปดาห พบวาปริมาณเม็ดเลือดรวมและเม็ดเลือดชนิดแกรนูลาร
สูงขึ้นกวากลุมควบคุม ซ่ึงตางจากการศึกษาครั้งนีท่ี้ใชยีสตท้ังเซลลโดยไมผานการสกัดแยก ดังนั้น
การท่ียีสตไมมีผลตอภูมิคุมกันในครั้งนี้อาจเนื่องมาจากรูปแบบและปริมาณของยีสตท่ีใชยังไม
เหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของกระบวนการตาง ๆ ในระบบภูมิคุมกันอยางชัดเจน 

เปนท่ีทราบกันดีวายีสตมีคุณสมบัติเปนสารกระตุนภูมิคุมกันเพราะผนังเซลลของ
ยีสตมีองคประกอบสําคัญไดแก เบตากลูแคน (ß-glucan) และแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด (mannan 
oligosaccharide) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการกระตุนระบบภูมิคุมกันท้ังในคนและสัตว และเพ่ิมความ
ตานทานโรคจากเช้ือแบคทีเรีย ราและไวรัส (Raa et al., 1992; Suphantharika et al., 2003;      
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Josepj et al., 2004) ดังนั้นจึงมีการนําสารสําคัญท้ัง 2 ชนดินี้มาศึกษาวจิยัเพ่ือกระตุนระบบภูมิคุมกนั
และเพ่ิมความตานทานโรคในสัตวน้ํากันอยางกวางขวาง (จารุวรรณ, 2550; Song et al., 1997; 
Chang, et al., 2001; Suphantharika et al., 2003; Davis et al., 2004; Genc et al., 2007) สําหรับแมน
แนนโอลิโกแซคคาไรด นั้นมีรายงานการใชเปนสารเสริมในอาหารสําหรับเล้ียงสัตวบก ไดแก ไก 
และสุกร ซ่ึงสงผลดีตอประสิทธภาพการใชอาหาร ชวยทําใหการเจริญเติบโต อัตราแลกเนื้อ และ
อัตรารอดของสัตวท่ีเล้ียงดีขึ้น รวมท้ังยังชวยกระตุนภูมิคุมกันดวย (Davis et al., 2004)  สําหรับใน
สัตวน้ํา Genc และคณะ (2007) พบวาการเสริมสารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารท่ีระดับ  
0.3 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทําใหลูกกุง P. semisulcatus ระยะโพสลาวาร 20 มีการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดสูงขึ้นกวาการไมเสริม นอกจากนั้นยังมีรายงานการใชสารนี้ใน
ปลาแซลมอนโดย Refstie และคณะ (2010) เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารใน
อัตราสวน 1 และ 2 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงปลาแซลมอนในกระชังเปนเวลากวา 70 วัน 
เปรียบเทียบกับการเสริมเบตา-1-3/1-6-กลูแคนท่ีผสมอาหารในระดับ 0.5 และ 1 กรัม พบวาการ
เสริมเบตากลูแคนทําใหจํานวนปรสิต (lice) ในปลาลดลง 28 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีการเสริม แมน
แนนโอลิโกแซคคาไรดไมมีผลตอการลดจํานวนปรสิตแตทําใหปลามีการเจริญเติบโตดีขึ้น 10 
เปอรเซ็นต และอัตราแลกเนื้อ (FCR) ลดลง 8 เปอรเซ็นต สวนเบตากลูแคนจะมีความโดดเดน
เกี่ยวกับการกระตุนภูมิคุมกัน ซ่ึงสวนใหญการใชยีสตในการกระตุนภูมิคุมกันในสัตวน้าํจะใชในรปู
ของสารสกัดคือเบตากลูแคน (Suphantharika et al., 2003) Chang และคณะ (2003) ผสมสารเบตา 
1-3-กลูแคนท่ีไดจากยีสต Schizophyllum communeในอาหารเล้ียงกุงกุลาดํา ท่ีระดับ 0 0.1 0.2 1 และ 
2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 วัน พบวาระดับท่ีเหมาะสมคือ 1 เปอรเซ็นต ซ่ึงชวยกระตุนภูมิคุมกันทํา
ใหคาปริมาณเม็ดเลือดรวม การจับกินส่ิงแปลกปลอม ฟนอลออกซิเดส การผลิตซุปเปอรออกไซด
แอนไอออน และอัตรารอดจากการติดเช้ือสูงขึ้น Chang และคณะ (2011) ทดลองผสมเบตากลูแคน
ในอาหาร 0.2 เปอรเซ็นต ใหกุงขาวกินเปนเวลา 18 วัน พบวาปรมิาณเม็ดเลือดรวมไมแตกตางกบัชุด
ท่ีใหอาหารไมเสริมเบตากลูแคน แตการทํางานของฟนอลออกซิเดส และการผลิตซุปเปอรออกไซด
แอนไอออนสูงขึ้น จากรายงานการวิจัยเหลานี้จะเห็นไดวาปริมาณการเสริมเบตากลูแคนท่ีสามารถ
เพ่ิมภูมิคุมกันในกุงอยูในชวงตั้งแต 0.2–2 เปอรเซ็นต 

   ซ่ึงถาเปรียบเทียบกับปริมาณยีสต 1 เปอรเซ็นต ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้จะพบวา
มีปริมาณเบตากลูแคนต่ํามาก โดย Lyons (1994) พบวาการนําเซลลยีสต S. cerevisiae มาทําใหเแตก
ตัวและแยกผนังเซลลออกมาจะประกอบดวยกลูแคน 30 เปอรเซ็นต  แมนแนน (mannan) 30 
เปอรเซ็นต และโปรตีนไคติน (chitin) 12.5 เปอรเซ็นต สวน Lipke และ Ovalle (1998) รายงานวา
เซลลยีสต S. cerevisiae ประกอบดวยสวนของผนังเซลล 15-30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง และ
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ผนังเซลลนี้ประกอบดวยเบตากลูแคนประมาณ 60 เปอรเซ็นต โดย Kwiatkowski และคณะ (2009)  
กลาววาปริมาณกลูแคนนี้จะแตกตางกันในชวงกวางขึ้นอยูกับ ชนิดของยีสต โภชนาการของเซลล
ยีสต วิธีการแยกหรือสกัดสาร ปจจัยส่ิงแวดลอมท่ีเล้ียงและเวลาท่ีเก็บเกี่ยวยีสต จากรายงาน
การศึกษาของ มลฤดี (2541) ศึกษาการสกัดสารเบตากลูแคนจากยีสต S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดวย
อาหาร YEPD โดยแยกผนังเซลลได 13.65 เปอรเซ็นตของน้ําหนักยีสตแหง และสกัดเบตากลูแคน
จากผนังเซลลยีสตไดปริมาณ 20-30 เปอรเซ็นต ซ่ึงเม่ือคํานวณแลวพบวายีสตแหงมีปริมาณเบตา
กลูแคนเพียงประมาณ 2.73–4.10 เปอรเซ็นต ดังนั้นเม่ือนํามาคํานวณปริมาณเบตากลูแคนใน
การศึกษาครั้งนี้ซ่ึงผสมยีสต 1 เปอรเซ็นตในสูตรอาหารนั้นจะมีปริมาณเบตากลูแคนเพียง 0.02- 
0.04 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีงานวิจัยท่ีมีการรายงานสวนใหญอยูในชวงตั้งแต 0.2–2 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะ
เห็นวาปริมาณเบตากลูแคนท่ีเสริมในอาหารในการศึกษาครั้งนี้นอยกวามาก นอกจากนั้นการใช
เซลลยีสตแหงท่ีไมไดผานการสกัดหรือทําใหไดสารเบตากลูแคนท่ีบริสุทธ์ิขึ้นนั้น ประสิทธิภาพจะ
ดอยกวาการใชสารบริสุทธ์ิ ดังท่ี มลฤดี (2541) ทดลองใชสารสกัดเบตากลูแคน 3 แบบ คือ ผนัง
เซลลยีสต  สารสกัดเบตากลูแคนกอนทําใหบริสุทธ์ิ และสารเบตากลูแคนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ  
ผสมในอาหารโดยคํานวณใหมีสารสกัดเบตากลูแคนอยูในอาหาร 0.1 เปอรเซ็นต พบวากุงกุลาดําท่ี
เล้ียงดวยสารเบตากลูแคนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ ใหผลปริมาณเม็ดเลือดรวม คาความสามารถใน
การกําจัดเช้ือแบคทีเรียในน้ําเลือด และความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ดีท่ีสุด 
   ดังนั้น การท่ีผลการศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตางของภูมิคุมกันในกุงท่ีให
อาหารท้ัง 5 กลุม นาจะเปนเพราะปริมาณยีสตท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้นอยเกินไปท่ีจะแสดงผลการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันอยางชัดเจน แตอยางไรก็ตามก็แสดงใหเห็นวาภูมิคุมกันบางชนิด คือ 
เปอรเซ็นตการจับกินส่ิงแปลกปลอม และการทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส ในชุดการ
ทดลองท่ีเสริมยีสตและฟอติลินยีสตนั้นมีแนวโนมสูงกวาชุดควบคุมท่ีไมเสริมสารใด ซ่ึงหากเพ่ิม
ปริมาณยีสตท่ีผสมในอาหารใหสูงขึ้นก็นาจะทําใหเห็นผลการตอบสนองของภูมิคุมกันได ทํานอง
เดียวกับฟอติลินนั้นการตอบสนองของภูมิคุมกันในกลุมท่ีเสริมฟอติลินยีสตมีคาใกลเคียงกับชุดการ
ทดลองท่ีเสริมยีสตมาก  แสดงวาฟอติลินไมไดสงผลใหภูมิคุมกันสูงขึ้น นอกจากนั้นยังไมมีรายงาน
การศึกษาผลของฟอติลินตอการตอบสนองของภูมิคุมกันเลย และจากผลการศึกษาครั้งนี้ท่ีพบวา 
ฟอติลินทําใหความตานทานไวรัสตัวแดงดวงขาวสูงขึ้นมากกวาการเสริมยีสตนั้น แสดงวาฟอติลิน
ไมนาจะมีคุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกัน แตนาจะทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการกําจัดเช้ือไวรัสผาน
กระบวนการตอตานการตายของเซลล หรือแอนไทอพอพโทซีส (anti-apoptosis) (Li et al., 2001) 
มากกวา  หรืออาจมีภูมิคุมกันอ่ืน ๆ ท่ีเกี่ยวของกับการตานทานเช้ือไวรัสแตไมไดศึกษาในครั้งนี ้
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ไดแก สารในกลุมไซโตไคน TLK (toll like recrptors),  ALF (anti-lipopolysaccharide factor) (Arts 
et al., 2007; Li et al., 2009) ท้ังนี้เนื่องจากระบบกลไกการตานทานเช้ือไวรัสยังไมทราบแนชัด 
   การทดสอบความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของฟอติลิน 
โดยผสมโปรตีนฟอติลินยีสตในอาหารกุงในระดับท่ีแตกตางกัน เปรียบเทียบกับกุงท่ีไมไดรับ
โปรตีนฟอติลินยีสต นําไปเล้ียงกุงขาวติดตอกันเปนเวลา 3 สัปดาห จากการสังเกตอาการและอัตรา
การตายพบวา กุงชุดการทดลองท่ี 1 (control) เริ่มมีการตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัส 2 วัน และทยอย
ตายไปเรื่อย ๆ จนถึงวันท่ี 5 สวนกุงชุดการทดลองท่ี 2 (yeast) ซ่ึงไดรับอาหารผสมยีสตอยางเดียว 
และกุงชุดการทดลองท่ี 3 (yeast+plasmid) ท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา กุงเริ่มมีการ
ตายในวันท่ี 2 หลังไดรับเช้ือไวรัส ในอัตราท่ีต่ํากวากุงทดลองชุดท่ี 1 ท้ังนี้อาจเปนเพราะผนังเซลล
ของยีสตมีเบตากลูแคนเปนองคประกอบ ซ่ึงสารเบตากลูแคนนี้สามารถชวยกระตุนภูมิคุมกันในกุง 
จากการศึกษาของจารุวรรณ (2550) พบวาการเสริมเบตากลูแคนในอาหารสําหรับเล้ียงกุงกุลาดําท่ี
ระดับ 1 3 และ 5 กรัมตอกิโลกรัมอาหารไมมีผลในการเพ่ิมความตานทานเช้ือตัวแดงดวงขาว  
ในขณะท่ี Song และคณะ (1997) พบวากุงกุลาดําท่ีไดรับสารสกัดเบตากลูแคนผานทางอาหาร 51 
วัน รวมกับการแชสามารถตานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดเพ่ิมขึ้น นอกจากนั้น Burgents และคณะ 
(2004) พบวาการเสริมยีสต S.  cerevisiae ในอาหารเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับ 1 เปอรเซ็นต นาน 
3 สัปดาห ทําใหกุงตานทานการติดเช้ือแบคทีเรียเพ่ิมขึ้น โดยรอดตาย 72  เปอรเซ็นต  หลังไดรับเช้ือ
ซ่ึงสูงกวากุงท่ีไดรับอาหารผสมยีสตท่ี 0.5 เปอรเซ็นต และอาหารท่ีไมผสมยีสตซ่ึงมีอัตรารอดตาย 
54 เปอรเซ็นต และ 42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  จึงเปนไปไดวา ยีสตท่ีผสมในอาหารใหกุงขาวทดลอง
ในครั้งนี้มีแนวโนมท่ีจะชวยเพ่ิมความตานทานเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาว อยางไรกต็ามจากการศึกษา
พบวายีสตมีผลตอความตานทานเช้ือท่ีจํากัด แมจะใหยีสตในระยะเวลาท่ีนานขึ้นก็ไมทําใหความ
ตานทานตอเช้ือเพ่ิมขึ้น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการใหยีสตในรูปแบบของสารกระตุนภูมิคุมกัน 
(immunostimulator) นั้น จะขึ้นอยูกับปริมาณท่ีใชซ่ึงจะแตกตางกันตามชนิดสัตวน้ําและระยะเวลาท่ี
ให (Suphantharika et al., 2003)  สําหรับชุดการทดลองท่ี 4 (0.5 เปอรเซ็นต yeast+fortilin) เปนกุงท่ี
ไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต นาน 1-2  สัปดาห พบวากุงเริ่มตายใน
วันท่ี 2 เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืนๆ แตหลังการใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลัง
การฉีดเช้ือไวรัส ซ่ึงจะเห็นวากุงมีการตายชาลง แสดงวาการผสมโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 
เปอรเซ็นต ในอาหารมีผลตอความตานทานตอเช้ือไวรัส ชุดการทดลองท่ี 5 (1.0 เปอรเซ็นต
yeast+fortilin) ซ่ึงไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต เริ่มมีการตาย
หลังจากฉีดเช้ือไวรัส 2 วัน ในอัตราท่ีต่ํากวากุงทดลองในกลุมท่ี 1 2 และ 3 อยางไรก็ตาม พบวา



44 
 

 

อัตราการตายของกุงในชุดการทดลองท่ี 5 นี้สูงกวาชุดการทดลองท่ี 4 แสดงใหเห็นวา ระดับของ
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีเหมาะสมในการผสมอาหารเล้ียงกุงขาวคือระดับ 0.5 เปอรเซ็นต 
  เม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาในการใหอาหาร พบวาหลังจากกุงไดรับอาหารทดลอง 
2สัปดาห กุงท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 ความเขมขนคือ 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต มี
อัตรารอดตายสูงกวาชุดการทดลองท่ีไมไดผสมโปรตีนฟอติลินยีสตโดยมีคาประสิทธิภาพการ
ตานทานตอโรคตัวแดงดวงขาวคิดเปน 76.19+8.24 และ 66.67+8.25 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เชนเดียวกับผลการทดลองในกุงหลังเล้ียงดวยอาหารทดลอง 3 สัปดาห พบวากุงชุดการทดลองท่ี
ไดรับโปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ยังคงมีอัตราการรอดตายสูงกวาชุดท่ีไมไดผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต แตคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรคต่ํากวาหลังการใหอาหาร 2 สัปดาห 
แสดงใหเห็นวา อาหารท่ีผสมโปรตีนฟอติลินยีสตชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการตานทานโรคไวรัส
ตัวแดงดวงขาวในกุงขาวท่ีติดเช้ือไวรัสได ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Tonganunt และคณะ 
(2008) ท่ีทดลองฉีด rPm-fortilin ใหกุงกุลาดําหลังจากท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวา rPm-
fortilin ชวยใหกุงกุลาดําชุดดังกลาวรอดตาย 80-100 เปอรเซ็นต และตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสใน
ระดับท่ีต่ํามาก ขณะท่ีในกุงท่ีใกลตายตรวจพบปริมาณเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนจํานวนมาก 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Nupan และคณะ (2011) ซ่ึงศึกษาผลของ Pm-fortilin ตอการแสดงออก
ของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) ไดแกยีน VP28 โดยการ inoculated เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว
บนเซลล sf9empty (ไมมีฟอติลิน) เปรียบเทียบกับเซลล sf9pD-fortilin (มีฟอติลิน) พบวาหลังจากเซลล
ไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 1 2 และ 3 วัน การแสดงออกของยีน VP28 บนเซลล sf9pD-fortilin 
ลดลงอยางตอเนื่องและแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางชัดเจนในวันท่ี 3 หลังการไดรับเช้ือ แสดงให
เห็นวา  Pm-fortilin สามารถลดการแสดงออกของยีนบางชนิดของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดโดย
การยับยั้งการ replication ของไวรัส ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับกลไกการตานทานการตายของเซลลดวย 
Graidist และคณะ (2006) ศึกษาบทบาทของ Pm-fortilin ในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในกุงกุลาดํา พบวา Pm-fortilin มีคุณสมบัติเกี่ยวของกับโปรแกรมการตายของเซลล (apoptosis) คือ 
สามารถปองกันเซลลจากการตายได และยังตรวจพบปริมาณของโปรตีน Pm-fortilin ในระดับสูง
ในกุงกุลาดําขณะท่ีมีการติดเช้ือไวรัส เปนไปไดวา ฟอติลินท่ีผลิตจากยีสตในการศึกษาครั้งนี้ 
สามารถตานทานการติดเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวในกุงขาว โดยปองกันไมใหเซลลท่ีไดรับเช้ือไวรสั
เขาสูโปรแกรมการตายเชนเดียวกับผลการศึกษาของ Graidist และคณะ(2006) ดังไดกลาวมาแลว 
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ขณะท่ี Flegel และ Pasharawipas (1998) ไดตั้งขอสังเกตวา โปรแกมการตายของเซลลหรือ 
apoptosis นั้นอาจเปนสาเหตุการตายของกุงท่ีติดเช้ือไวรัสระยะสุดทาย และโปรแกมการตายของ
เซลลนี้อาจเปนสวนหนึ่งของขบวนการ adaptive tolerance ของกลุมกุงและปู (crustaceans) ท่ีมีตอ
เช้ือไวรัส   แตเปนท่ีนาสังเกตวา ตลอดระยะเวลา 3 สัปดาหของการทดลอง กุงท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีคาประสิทธิภาพการตานทานโรคดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับทุกชุด
การทดลอง รวมท้ังกุงกลุมท่ีไดรับอาหารโปรตีนลูกผสมยีสตฟอติลิน 1.0 เปอรเซ็นต แสดงวา 
ปริมาณฟอติลินท่ีผสมในอาหารมีผลตอกิจกรรมการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาว  
ผลจากการศึกษาในครั้งนี ้แสดงใหเห็นวา ระยะเวลาในการใหฟอติลินและปริมาณฟอติลินท่ีผสม
ลงไปในอาหารมีผลตอประสิทธิภาพการตานทานโรคตัวแดงดวงขาว 

 
2. การแสดงออกของยีน VP28 และยีน ß-actin  ในกุงขาวหลงัไดรับเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว  
   

สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงขาวท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตในระยะเวลาท่ีแตกตางกัน ใหผลไปในทิศทางเดียวกับการศึกษาประสิทธิภาพ
การตานทานโรคตัวแดงดวงขาวดังกลาวมาแลวกอนหนานี้ จากการศึกษาการแสดงออกของยีน 
VP28 ในเบ้ืองตนนั้น ไมพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ัวโมงท่ี 12 หลังการฉีดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาว แตเริ่มพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ัวโมงท่ี 24 หลังการฉีดเช้ือไวรัส ซ่ึงการ
ตรวจไมพบการแสดงออกของยีน VP28 ในช่ังโมงท่ี 12 นั้น อาจเนื่องจากโปรตีน VP28 เปน
โปรตีนชนิด threonine phosphorylated ซ่ึงบงช้ีวาการสรางโปรตีน VP28 นั้น นาจะเกิดขึ้นระหวาง
ท่ีมีการดัดแปลงของขบวนการสังเคราะหโปรตีนชวงสุดทาย (posttranslational modification) เพ่ือ
สรางเปนอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ (virus maturation) (Xie et. al., 2006) ดังนั้นในช่ัวโมงท่ี 12 หลัง
การฉีดเช้ือไวรัสอาจยังเปนชวงเริ่มตนของการสรางอนุภาคไวรัส จึงทําใหตรวจไมพบการ
แสดงออกของ VP28 นอกจากนี้โปรตีน VP28 เปนสวนประกอบสําคัญอยูในเยื่อหุมแคปซิด 
(envelope) (Van Hulten et al., 2001) ชวยในการจับยึดเซลล (cell attachment) กุงหรือเจาบาน และ
ชวยใหเช้ือไวรัสแทรกตัวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลกุงได (Yi et al., 2004) ดังนั้น การตรวจพบ
การแสดงออกของยีน VP28 ยอมแสดงถึงการมีอยูของอนุภาคไวรัสในเซลลของเจาบาน  จากผล
การทดลอง ตรวจพบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงทุกชุดการทดลองท่ีไดรับเช้ือไวรัสครบ 24 
ช่ัวโมง และการแสดงออกของยีนในทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกัน แสดงวาในเวลา 24 
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ช่ัวโมง ไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนอนุภาคภายในเซลล หรือบางสวนอยูในขั้นตอนสุดทายของ
กระบวนการสรางอนุภาคไวรัส เม่ือนํากุงทดลองท่ีรอดตายทุกชุดการทดลองจากการฉีดเช้ือไวรัส 
และกุงทดลองหลังจากฉีดเช้ือไวรัส 24 ช่ัวโมง มาหาอัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 
ตอยีน ß-actin พบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุงทุกชุดการทดลองท่ี 24 ช่ัวโมง ท่ีใกลเคียงกัน 
อยางไรก็ตามกุงขาวท่ีรอดตายมีอัตราสวนระดับการแสดงออกของยีน VP28 ตอยีน ß-actin นอย
กวากุงทดลองท่ีไดรับเช้ือไวรัส 24 ช่ัวโมง โดยเฉพาะกุงทดลองชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีน
ลูกผสมยีสตฟอติลิน 0.5 เปอรเซ็นตท่ีรอดตาย จะมีการแสดงออกของยีน VP28 นอยท่ีสุดเม่ือเทียบ
กับชุดการทดลองอ่ืน รวมท้ังกลุมท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสต 1.0 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาฟอติ
ลินสามารถตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดวงดวงขาวได และปริมาณ ฟอติลินท่ีผสมในอาหารนั้น 
สงผลตอความสามารถในการตานทานการเกิดโรคตัวแดงดวงขาวเชนเดียวกับการทดลองท่ีผานมา
ขางตน ดังนั้น การศึกษาการแสดงออกของยีน VP28 ชวยยืนยันผลการทดสอบท่ีวา ฟอติลิน
สามารถตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาว 
 
3. พยาธสิภาพของเนือ้เยือ่กุงขาวภายหลงัไดรับเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว 
   

การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงทุกชุดการทดลองแสดงใหเห็นถึงสภาวะ
การติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะตาง ๆ รวมถึงพัฒนาการของเซลลท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือ
ไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนอนุภาคภายในเซลล ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Nash และ Akarajamorn 
(1995); Chang และคณะ (1996); Kasornchandra และคณะ (1998) โดยเฉพาะพัฒนาการของ
นิวเคลียสท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว จากการศึกษาในครั้งนี้ พบวาในระยะเริ่มแรกมีการ
เปล่ียนแปลงเกิดขึ้นภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ เชน กลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ีเยื่อบุ
ทางเดินอาหาร เหงือกและ pleopod โดยนิวเคลียสของเซลลจะขยายใหญ (hypertrophied nuclei) 
ขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic intranuclear inclusion bodies) สวนเสนโครมาตินยอมติดสีน้ํา
เงินเขมจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญขึ้น เรียกวา Cowdry-A type inclusions บาง
เซลลจะพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะขยายมากขึ้นจนเห็นเปนชองวางใสระหวาง virogenic 
stroma และขอบของเสนโครมาตินท่ีติดสีเขมขึ้น จนเปนรูปมนท้ัง 2 ดาน  Cowdry-A type 
inclusion ของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะคลายคลึงกับ Cowdry-A type inclusion ของเช้ือไวรัสไอ
เอชเอ็นวี (Infection Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV) แตจะแตกตางกัน
ตรงท่ีอินคลูช่ัน (inclusion) ของเช้ือไวรสัตัวแดงดวงขาวนั้นจะมีการพัฒนาตอไปโดยท่ีนิวเคลียสจะ
ขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ีของไซโตพลาสซึมและยอมติดสีน้ําเงินออน (weakly basophilic colour) 
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ขณะท่ีไมพบการเปล่ียนแปลงดังกลาวในเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสไอเอชเอชเอ็นวี (Lightner, 1966) 
ขณะท่ี Rajendran และคณะ (2005) รายงานการตรวจพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล
เยื่อบุช้ันใตผิวช้ันนอกของกานตาและ pleopod ของกุงกุลาดําไดตั้งแตช่ัวโมงท่ี 18 หลังฉีดเช้ือไวรัส
ตัวแดงดวงขาว  อยางไรก็ตาม จะพบการเปล่ียนแปลงของเซลลในอวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้นเม่ือครบ 
48 ช่ัวโมง เชน เซลลเยื่อบุช้ันใตผิวหนัง (subcuticular epithelium) เหงือก ลิมฟอยด ออรแกน เซลล
เยื่อบุ ช้ันใต ผิว ช้ันนอกของกระเพาะอาหาร (subcuticular epithelium of the stomach) 
haematopoietic tissue เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของตับและตับออน และรังไข เนื้อเยื่อเกี่ยวพันท่ัวไป และ
หัวใจ เปนตน จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูในระยะแรกจะเปล่ียนเปนยอมติดสีน้ําเงิน (basophilic 
intranuclear inclusion bodies) และขยายใหญจนเตม็พ้ืนท่ี  จะเห็นไดวาอวัยวะท่ียอมรับเช้ือไวรสัตวั
แดงดวงขาวท่ีศึกษาในครั้งนี้มีตนกําเนิดมาจากเซลลในช้ัน ectoderm และ mesoderm ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาของ Momoyama และคณะ (1995) และ Lightner (1996) ท่ีรายงานวาอวัยวะท่ียอมรับ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวนั้นมีตนกําเนิดมาจากเซลลในช้ัน ectoderm และ mesoderm แตจะไมพบ
ในช้ัน endoderm ซ่ึงไดแกตับและตับออน (hepatopancreas) เปนตน นอกจากนี้ Rajendran และ 
คณะ (2005) ยังรายงานวา ลักษณะการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพท่ีนิวเคลียสขยายตัวและ
นิวเคลียสยอมติดสีอีโอซิน (eosin) จะพบไดในการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะแรก (early 
stage of infection) ซ่ึงจะตรวจพบไดในช่ัวโมงท่ี 24-36 หลังการฉีดเช้ือไวรัสกอนการแสดงออก
ของอาการโรคตัวแดงดวงขาว (clinical signs) ซ่ึงคณะผูวิจัยชุดดังกลาวไดเสนอใหใชวิธีการ
ตรวจหาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อบริเวณกานตาและ pleopod ในพอแมพันธุกุง
กุลาดําเม่ือไมสามารถใชวิธีทางชีวโมเลกุลในการตรวจหาเช้ือไวรัส   
  สําหรับกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวเม่ือผาน 72 ช่ัวโมงขึ้นไปโดยนับจาก
หลังเริ่มตรวจพบ Cowdry-A type inclusions จะพบวามีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลท่ี
ติดเช้ือไวรัสเกิดขึ้น  จะเห็นเซลลท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย (necrosis) โดยท่ีนิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือ
บางเซลลจะอัดตัวแนนติดสีน้ําเงินเขม (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhectic 
nuclei) ในเวลาตอมา ซ่ึงเปนระยะสุดทายของการติดเช้ือไวรัสกอนท่ีกุงจะตาย ลักษณะการแตก
สลายของนิวเคลียสท่ีพบในครั้งนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Mohan และคณะ (1998) และ 
Pantoja และ Lightner (2003) ท่ีตรวจพบลักษณะ necrosis ท่ีลิมฟอยดออรแกนโดยมีนิวเคลียสของ
เซลลท่ีติดเช้ือไวรัสอัดตัวแนน (pyknotic nuclei) และแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (karyorrhectic nuclei) 
ในท่ีสุด นอกจากจะพบวา การตายของเซลลท่ีเกิดจากไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนการตายแบบ 
necrosis แลว Wongprasert และคณะ (2003) ไดศึกษากระบวนการตายของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบแสงผาน (transmission electron) เทคนิคการยอม 
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4,6-dimidine-2-phenyl indole dihydrochloride and TdT-mediated dUTP nick-end lablling 
(TUNEL) และการตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม caspase-3  ท่ีระยะเวลาตาง ๆ กัน พบวาใน
ช่ัวโมงท่ี 6 หลังไดรับเช้ือไวรัสนิวเคลียสของเซลลมีการเคล่ือนยายโครมาตินไปท่ีขอบของ
นิวเคลียส และภายใน 24 ช่ัวโมง ตรวจพบอนุภาคไวรัสท้ังท่ีมีผนังหุม และยังไมมีผนังหุมอยูภายใน
นิวเคลียส ในระยะสุดทายอนุภาคไวรัสจะหลุดออกจากนิวเคลียส  นอกจากนั้นยังพบการแยกตัว
ของโครมาตินในช่ัวโมงท่ี 6 ขณะท่ีนิวเคลียสเกิดการอัดตัวแนน (nuclear condensation) และแตก
ออกเปนช้ินเล็ก ๆ (fragmentation) การเปล่ียนแปลงพยาธิสภาพของนิวเคลียสในลักษณะดังกลาว
คลายกับการเกิด apoptosis ซ่ึงคณะผูวิจัยไดยืนยันวาลักษณะท่ีพบนั้นเปนโปรแกรมเซลลตาย หรือ 
apoptosis จริงโดยตรวจสอบยืนยันผลดวยเทคนิค TUNEL และ การตรวจสอบกิจกรรมของ 
caspase-3 นอกจากนี้ คณะผูวิจัยชุดดังกลาวยังพบอีกดวยวา apoptosis ท่ีเกดิขึ้นนั้น จะพบในเซลลท่ี
ไมมีเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว แสดงวาขบวนการ apoptosis นั้นเกิดขึ้นภายหลังจากท่ีกุงไดรับเช้ือ
ไวรัสแลว จากนั้น กุงท่ีติดเช้ือไวรัสในระยะสุดทายจะทยอยตายไปเรื่อยๆ ซ่ึงนาจะเปนผลมาจาก 
เซลลและเนื้อเยื่อในอวัยวะตาง ๆ ถูกทําลายจากการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพดังกลาวมาแลว
ขางตน  

 สําหรับกุงทดลองในชุดการทดลองท่ี 4 ซ่ึงเปนชุดท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนฟอติ
ลินยีสตท่ีระดับ 0.5 เปอรเซ็นต นาน 1-2 สัปดาห พบวากุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัส
เชนเดียวกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ แตหลังการใหอาหาร 3 สัปดาห กุงเริ่มตายในวันท่ี 3 หลังการฉีด
เช้ือไวรัสตามลําดับ จะเห็นไดวากุงมีการตายชาลง ขณะท่ีชุดการทดลองท่ี 5 ซ่ึงไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสตท่ีระดับ 1.0 เปอรเซ็นต กุงเริ่มตายในวันท่ี 2 หลังการฉีดเช้ือไวรัสเชนเดียวกับ
กุงทดลองกลุมอ่ืนในอัตราการตายท่ีต่ํากวา อยางไรก็ตาม อัตราการตายของกุงในชุดการทดลองท่ี 5 
นี้สูงกวาชุดการทดลองท่ี 4   เม่ือตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของกุงในชุดการ
ทดลองท่ี 4 และ 5  ซ่ึงตายชากวาชุดการทดลองท่ี 1 พบวามีความใกลเคียงกันกลาวคือ ไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 และ 48 แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลง
ในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงภายในเซลลของเนื้อเยื่อในอวัยวะตางๆ นิวเคลียสของเซลล
ท่ีเรียกวา Cowdry-A type inclusions โดยนิวเคลียสจะขยายใหญขึ้นและยอมติดสีชมพู (eosinophilic 
intranuclear inclusion bodies)   สวนเสนโครมาตินจะถูกดันไปชิดขอบของนิวเคลียสท่ีขยายใหญ
ขึ้นยอมติดสีน้ําเงินเขม  มีการพัฒนาการของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสในอวัยวะตางๆ เพ่ิมมากขึ้นเม่ือ
เวลาผานไป จากนิวเคลียสท่ียอมติดสีชมพูจะเปล่ียนเปนติดสีน้ําเงิน (basophilic intranuclear 
inclusion bodies) และขยายใหญจนเต็มพ้ืนท่ี  จากนั้นกุงท่ีไดรับเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะทยอย
ตาย เซลลจะท่ีติดเช้ือจะถูกทําลาย นิวเคลียสของเซลลท่ีติดเช้ือบางเซลลจะอัดตัวแนนและแตก 
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ออกเปนช้ินเล็ก ๆ แตเม่ือทดลองครบ 5 วัน พบวายังมีกุงเหลือรอดอยูจํานวนมาก โดยเฉพาะชุดการ
ทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสมโปรตีนโฟติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดในแตละสัปดาหเปน 
55.00+15.00 76.19+8.24 และ 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงกุงท่ีรอดนั้นไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ การท่ีพบวากุงท่ีกินอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 
สูตร (0.5 เปอรเซ็นต และ1.0 เปอรเซ็นต) มีอัตรารอดตายสูงกวาชุดท่ี 1 2 และ 3 นั้น เปนไปไดวา 
ฟอติลินท่ีผสมในอาหารมีคุณสมบัติในการตานการตายของเซลล  Li  และคณะ (2001) พบวาฟอติ
ลินเปนโปรตีนท่ีตอตานการตายของเซลล และเกี่ยวของกับการอยูรอดของเซลลและการควบคุม
การตายของเซลล โดยเซลลท่ีรอดตายจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการตายของเซลลดวยสาร etoposide 
จะมีการแสดงออกของฟอติลินท่ีเพ่ิมขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) 
ท่ีพบวาฟอติลินของกุงท่ีแสดงออกในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม (mammalian) สามารถปองกัน
การตายของเซลลท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยสาร etoposide staurosporine cisplatin hydroxyurea และ 5-
fluorouracil (5-FU) ได และสันนิษฐานวาฟอติลินของกุง สามารถตอตานการตายของเซลลได
เชนเดียวกับฟอติลินของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม  Bangrak และคณะ (2004) ศึกษาการแสดงออกของ 
Pm-fortilin ในกุงกุลาดํากับโรคตัวแดงดวงขาว พบวาการแสดงออกของฟอติ    ลินจากเซลลเม็ด
เลือดของกุงกุลาดําปกติและกุงกุลาดําท่ีติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวระยะแรก (24 ช่ัวโมงหลังการ
ฉีดเช้ือ) มีความแตกตางจากกุงกุลาดําท่ีใกลตาย (moribund) โดยกุงท่ีใกลตายจะมีการแสดงออก
ของฟอติลิน ท่ีนอยมาก จึงคาดวาฟอติลินในกุงมีความสําคัญในการปองกันการตายของกุงจากติด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Graidist และคณะ (2006) ท่ีพบการ
แสดงออกของยีน Pm-fortilin ในเลือดกุงท่ีเริ่มติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการแสดงออกของยีน 
Pm-fortilin เพ่ิมมากขึ้นกวาในกุงปกติประมาณ 5 เทา และกุงใกลตายจากการติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาวก็มีการแสดงออกของยีน Pm-fortilin ในระดับท่ีต่ํามาก ขณะท่ี Tonganunt และคณะ (2008) 
ทดลองนําโปรตีนฟอติลินมาประยุกตใชกับโรคตัวแดงดวงขาวในกุงทะเล โดยผลิตโปรตีน rPm-
fortilin ซ่ึงเปนโปรตีนลูกผสมจากแบคทีเรีย E. coli M 15 ทดลองฉีดเขากลามเนื้อกุง (10 µg/PBS 
100 µl) หรือผสมอาหารใหกุงกุลาดํา (300 mg/kg of body weight/ day) เปนเวลา 3 วัน กอนการให
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว ผลปรากฏวากุงท่ีไดรับการฉีด rPm-fortilin กุงรอดตายจากการติดเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวถึง 80-100 เปอรเซ็นต และปริมาณเช้ือไวรัสท่ีตรวจพบในกุงรอดตายจะมี
ระดับต่ํา ถึงแมวายังไมทราบถึงกลไกการทํางานของฟอติลินในการลดการติดเช้ือไวรสตัวแดงดวง
ขาว แตเปนไปไดวา ฟอติลินมีสวนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวน (replication) ของอนุภาคไวรัส
ภายในเซลล (Tonganunt et al., 2008) คณะผูวิจัยสรุปวา rPm-fortilin เปนโปรตีนท่ีมีศักยภาพใน
การนํามาใชปองกันโรคไวรัสในกุง ซ่ึงสอดคลองกับผลจากการศึกษาในครั้งนี้ท่ีพบวากุงในชุดการ
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ทดลองท่ี 4 และ 5 ท่ีกินอาหารผสมโปรตีนฟอติลินยีสตท้ัง 2 สูตร (0.5 เปอรเซ็นต และ1.0 
เปอรเซ็นต) มีอัตรารอดตายสูงกวาชุดท่ี 1 2 และ 3 โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรับอาหารผสม
โปรตีนฟอติลินยีสต 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดในแตละสัปดาหเปน 55.00 + 15.00 76.19 + 8.24 
และ 72.73 + 0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และปริมาณเช้ือไวรสัท่ีตรวจพบในกุงรอดตายจะมีระดับ
ต่ํา และกุงท่ีรอดตายนั้นตรวจไมพบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อใน
อวัยวะเปาหมายของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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บทที ่5  
 

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 
 
1. สรุปผลการศึกษา 

  
จากผลการศึกษาการใชฟอติลินในอาหารเพ่ือกระตุนภูมิคุมกันและเพ่ิมความ

ตานทานโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงขาวสามารถสรุปไดดังนี ้
 1. การเสริมโปรตีนลูกผสมฟอติลินจากยีสตท่ีระดับ 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตใน

อาหารสําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนเวลา 3 สัปดาหไมมีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาว
ในสวนของ   ปริมาณเม็ดเลือดรวม เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแยกตามชนิด เปอรเซ็นตการจับกินส่ิง
แปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม  กิจกรรมเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส และการสรางอนุมูล
อิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของเซลลเม็ดเลือด อยางไรก็ตามการเสริมโปรตีนฟอติ
ลินยีสตมีผลตอความสามารถในการตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 2. กุงท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสตสามารถตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดมาก
ขึ้น  โดยกุงท่ีไดรับโปรตีนฟอติลินยีสตท่ี 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรารอดตายจากการไดรับเช้ือตัวแดง
ดวงขาว 72.73+0.00 เปอรเซ็นต ในสัปดาหท่ี 3 ซ่ึงสูงกวากุงท่ีไดรับอาหารสูตรอ่ืน ๆ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงวาปริมาณฟอติลินลูกผสมจากยีสตท่ีเหมาะสมในการนําไปผสม
อาหารสําหรับเล้ียงกุงขาวแวนนาไมจากการศึกษาครั้งนี้คือ  0.5 เปอรเซ็นต 
 3. การใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสมจากยีสตตอเนื่องเปนเวลามากกวา 1 สัปดาห
สามารถเพ่ิมความตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงได และการใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสม
จากยีสตเปนเวลา 2 และ 3 สัปดาหสงผลใหกุงตานทานเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวไดโดยมีอัตราการ
รอดตายสัมพัทธสูงกวา 70 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามการใหอาหารท่ีมีโปรตีนฟอติลินยีสตตอเนื่อง
เปนเวลา 3 สัปดาห สงผลใหความตานทานการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กับสัปดาหท่ี 2 แสดงวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการใหอาหารท่ีมีฟอติลินลูกผสมจากยีสตคือ 2 
สัปดาห 
  4. กุงท่ีไดรับอาหารท่ีมีโปรตีนฟอติลินยีสต เม่ือฉีดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวจะไม
พบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของกุงในช่ัวโมงท่ี 24 และ 48 หลังการฉีดเช้ือไวรัส 
แตจะเริ่มพบการเปล่ียนแปลงในช่ัวโมงท่ี 72  ซ่ึงตางจากกุงท่ีไดรับอาหารควบคุม กุงท่ีไดรับอาหาร
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ผสมยีสตเปลาและกุงท่ีไดรับอาหารผสมยีสตและพลาสมิดเปลา ท่ีพบลักษณะพยาธิสภาพของโรค
ไวรัสตัวแดงดวงขาวในช่ัวโมงท่ี 24 48 และ 72 หลังการฉีดเช้ือไวรัสตามลําดับ  แสดงวาโปรตีน 
ฟอติลินยีสตสามารถลดการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยท่ีกุงท่ีรอดตายนั้น ตรวจไมพบการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อในอวัยวะเปาหมายของเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 
2. ขอเสนอแนะ 

 
จากการศึกษาครั้งนี้พบวาผลของโปรตีนฟอติลินยังไมเดนชัด ท้ังนี้อาจไดรับผลจากสารอ่ืนท่ีมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกัน เชน เบตากลูแคนและแมนแนน ซ่ึงเปนสวนประกอบของผนัง
เซลลยีสต ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเตมิถึงผลของโปรตนีฟอตลิินเพียงอยางเดยีว โดยทําการสกดั
โปรตีนฟอติลินลูกผสมกอนนํามาผสมกับอาหาร 
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การเตรียมฟอติลินยีสต 
 
 

1. การยาย (transform) โปรตีนฟอติลินลูกผสม (recombinant fortilin protein) เขาสูยีสต 
 นํายีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ YK9 มา streak บนอาหารแข็ง YPD 
(yeast extract peptone dextrose agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน เลือกโคโลนี
เดี่ยว (single colony) มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD (YPD broth) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเขยาตลอดเวลาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที ท้ิงไวขามคืน นํามาถายลงอาหาร
เหลว YPD ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เล้ียงตอไปท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเขยาตลอดเวลาท่ี
ความเร็ว 200 รอบตอนาที จนเซลลมีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร อยู
ในชวง 0.4-0.6 หมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
ท้ิงสวนใส และละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร ถายใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตอีกครั้งท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
2 นาที ละลายตะกอนดวย 100 mM LiOAC ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แบงเซลลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลอดใสหลอดไมโครเซนตรฟิวจ 
นํามาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที ดูดสวนใสท้ิง เติม  PEG 3350 
50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, 1 โมล  LiOAC ปริมาตร 36 ไมโครลิตร, SS-DNA (carrier 
DNA) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และพลาสมิดดีเอ็นเอ pEG(KT)-fortilin ปริมาณ1 ไมโครกรัม ซ่ึงมี
ตําแหนงการโคลนฟอติลินเขาตรงเอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ BamHI ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน
จนมีปริมาตร 360 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปบมดวย
ความรอน (heat shock)  ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นแชในน้ําแข็งทันที 
เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 
วินาที ท้ิงสวนใส ละลายตะกอนดวยน้ําเกลือ (NaCl) 0.9 เปอรเซ็นต ผสมใหเขากันเบา ๆ นําไป 
spread ลงบนอาหารแข็งเอสดีท่ีไมมียูราซิล (SD-Uracil selective media) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2-4 วัน 
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2. การผลิตโปรตีนฟอตลินิจากยสีต 
 นํายีสต S. cerevisiae สายพันธุ YK9 ท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอ pEG(KT)-fortilin มา
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD ท่ีมีกลูโคส (glucose) 2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตอปริมาตร (w/v)  
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล เขยาตลอดเวลาจนเซลลมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร อยูในชวง 1.3-1.5 นําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลยีสตท่ี
ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 4 นาที ท้ิงสวนใส และลางตะกอนเซลลยีสต 2 ครั้ง ดวย
อาหารเหลว YPD ท่ีไมมีกลูโคส ละลายตะกอนเซลลกลับดวยอาหารเหลว YPD ท่ีมีกาแลคโตส 
(galactose) 2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตอปริมาตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา
จนการเพ่ิมจํานวนเซลลคงท่ี หมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอนาที ท้ิงสวน
ใส ลางตะกอนเซลลดวย 1xPBS พีเอช 7.4 นําไปทําใหแหงดวยความเย็น (freeze dry) และเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนําไปเปนสวนผสมในอาหาร 
  * ทําแหงดวยความเย็นท่ีคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครนิทร 
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การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีในอาหารโดยประมาณ (AOAC, 1990) 
 
 

1. การวิเคราะหหาเปอรเซ็นตโปรตีนรวม 
 ช่ังตัวอยางดวยกระดาษช่ังสารท่ีไมมีไนโตรเจนใหไดน้ําหนัก 0.3 - 0.5 กรัม 
บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง ใสตัวอยางลงในขวดวิเคราะหโปรตีน เติมสารเรงรวม 
(catalyst mixture: CuSO4 7 กรัม, K2SO4 100 กรัม) 3 กรัม เติมกรดกํามะถันเขมขนปริมาตร 10 
มิลลิลิตร นําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส จนสารละลาย
ในขวดเปล่ียนจากสีดําเปนสีเขียวใส วางหลอดท้ิงไวใหเย็น จากนั้นนําหลอดโปรตีนมาเติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตัวอยาง ตอหลอดโปรตีนเขากับชุดเครื่องกล่ัน โดยใหปลายทอยาง
ท่ีตอกับกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริกปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู หยดอินดิ
เคเตอรรวมสีมวงลงไปในกรดบอริก 2 - 3 หยด เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 45 เปอรเซ็นต ลงใน
หลอดโปรตีนอยางชา ๆ จนมีปริมาตรรวมในหลอด 50 มิลลิลิตร จะเห็นสารละลายในหลอดเปนสี
ดํา กล่ันโปรตีนจนกระท่ังไมมีกาซแอมโมเนียออกมา เม่ือกรดบอริกเปล่ียนจากสีมวงเปนสีเขียว
แลวใหกล่ันตอไปอีก 10 นาที นําหลอดโปรตีนออกจากเครื่องกล่ัน นําขวดรปูชมพูท่ีมีกรดบอรกิไป
ไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน (HCl 0.1 นอรมอล: ละลาย HCl 9 มิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 
ปรับปริมาตรใน volumetric flask จนปริมาตรครบ 1 ลิตร) ท่ีทราบความเขมขนท่ีแนนอนจนกรด
บอริกเปล่ียนเปนสีน้ําเงินออน 
 
2. การวิเคราะหหาปริมาณไขมันรวม 
 อบถวยสกัดไขมัน และตัวอยางท่ีตองการวิเคราะหในตูอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส จนแหง วางไวใหเย็นในโถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยสกัดไขมันใหไดน้ําหนักคงท่ี 
จากนั้นช่ังน้ําหนักตัวอยางใสกระดาษกรองใหมีน้ําหนักอยูในชวง 0.3 – 0.5 กรัม หอใหมิดชิด ใส
หอตัวอยางลงในใสกรองสารท่ีเตรียมไว นําไปใสลงในเครื่องสกัดไขมัน เติมสารละลายไตรคลอโร
เอทิลีน (trichloroethylene) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในถวยสกัดไขมัน แลวนําไปตอเขากับเครื่อง
สกัดไขมัน เปดเครื่องสกัดไขมัน ตั้งอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง ตมใหเดือดนาน 
30 นาที ลางตัวอยาง 20 นาที ท้ิงใหสารระเหยออก 5 นาที ปดเครื่อง นําถวยสกัดไขมันออกจาก
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เครื่อง นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส จนแหง นําไปใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น ช่ังน้ําหนัก
ถวยสกัดไขมัน 
 
3. การวิเคราะหความชื้น 
 อบถวยครูซิเบิล (crucible) ท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส วางไวใหเย็นใน
โถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยครูซิเบิล บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง ช่ังตัวอยางท่ี
ตองการวิเคราะหใสถวยครูซิเบิล ประมาณ 3 กรัม บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง นําถวย
ครูซิเบิลซ่ึงมีตัวอยางไปอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส อบตัวอยางขามคืน นําถวยครูซิ
เบิลซ่ึงมีตัวอยางท่ีอบแลวใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น  บันทึกน้ําหนักจนถึงทศนิยม 4 ตําแหนง 
ทําซํ้าจนกวาน้ําหนักท่ีช่ังไดคงท่ีหรือลดลงต่ําสุด น้ําหนักของความช้ืนคือน้ําหนักท่ีหายไป 
 
4. การวิเคราะหปริมาณเถา 
 อบถวยกระเบ้ืองเคลือบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส วางไวให เย็นใน
โถดูดความช้ืน ช่ังน้ําหนักถวยกระเบ้ืองเคลือบ บันทึกน้ําหนัก ช่ังน้ําหนักตัวอยางประมาณ 3 กรัม 
ใสในถวยกระเบ้ืองเคลือบ บันทึกน้ําหนัก นําไปเผาในเตาเผา (muffle) ท่ีอุณหภูมิ 600 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนเถาเปนสีขาว นําไปใสในโถดูดความช้ืนจนเย็น นําออกมาช่ัง
น้ําหนัก 
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ภาคผนวก  ค-1 
 

การเตรียมสารเคมีสําหรับงานภมิูคุมกนั 
 
 

1. ฟอรมาลิน (formaldehyde) 10 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.45 โมล (M)   
 ช่ังโซเดียมคลอไรด 1.314 กรัม ไปละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เติม
ฟอรมาลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
 
2. โรส เบงกอล (rose bengal) 1.2 เปอรเซ็นต ใน เอทานอล (ethanol) 50 เปอรเซ็นต   
  ช่ัง เบงกอล โรส  1.2 กรัม นําไปละลายใน เอทานอล 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 
  
3. อาหารเลีย้งเซลลเม็ดเลอืดแอล-15 (L-15 medium (2x L-15)) (เตรียม ปริมาตร 500 มิลลิลติร) 
  ตวงน้ํากล่ันปริมาตร 350 มิลลิลิตร ใหความรอนพออุน เทผงแอล-15 จํานวน 1 
ซอง/13.7 กรัม ลงไป ปนใหละลายในน้ําอุน หยดกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 1 นอรมอล 
(N) 1-2 หยด (เพ่ือชวยการละลาย) ปนใหละลายจนหมด วางท้ิงไวใหเย็น เติมกลูโคส 5.0 กรัม ปน
ใหละลาย เติมโซเดียมคลอไรด 2.5 กรัม (0.5 เปอรเซ็นต) ปนใหละลาย ปรับพีเอชดวยโซเดียม    
ไฮดรอกไซด (NaOH)  ใหมีพีเอชอยูในชวง7.4-7.6 หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนมี
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําสารละลายมากรองผานหัวกรอง (membrane filter) 0.22 ไมโครเมตร เกบ็
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เตรียมสารผสมตามตารางเม่ือใชงาน 

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. สารปองกันการแข็งตัวของเลือดแอล-ซีสเตอีน (L-cysteine) 3 เปอรเซ็นต ใน อาหารเล้ียงเซลล
เม็ดเลือด 2x L-15 (II) (เตรียมแลวควรใชงานทันที) 
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 ช่ังแอล-ซีสเตอีน 0.3 กรัม นํามาละลายใน 2x L-15 II ปรมิาตร10 มิลลิลิตร ผสม
และเขยา (vortex) ใหละลาย ปรับพีเอชดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใหมีพีเอชอยูในชวง7.4-7.6 เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
5. การเตรียมเม็ดลาเท็กบดีส (latex bead) 
 นบัจํานวนเม็ดบีดสในขวด โดยเจือจางบีดสดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรซา
ลีน (phosphate buffer saline) 100 เทา (บีดส ปริมาตร10  ไมโครลิตรในฟอสเฟต บัพเฟอรซาลีน 
ปริมาตร 990 ไมโครลิตร) จากนั้นนํามาเขยาเพ่ือใหเซลลแยกกระจายออกจากกัน นําไปหยอดในฮี
มาไซโตมิเตอร (haemacytometer) คํานวณปริมาณบีดส ปรับจํานวนบีดสตามท่ีตองการนําไปใช 
โดยเตรียมใน 2xL-15 free 
 
6. แอล-กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต (L-glutaraldehyde) 
 ดูดแอล-กลูตาราลดีไฮดสต็อค (50 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมกับ 
2xL-15 I ปริมาตร 99.75 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดี เก็บใสขวดท่ีนึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) 
นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
7. ฟอสเฟต บัพเฟอร ซาลีน (phosphate buffer saline: PBS)  
 ประกอบดวย 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl: FW 58.44) 450 มิลลิโมล (26.298 กรัม ตอ ลิตร) 
 Na2HPO4 (FW 141.96)   10   มิลลิโมล (1.4196 กรัม ตอ ลิตร) 
 KH2PO4  (FW 136.1)   10   มิลลิโมล (1.361 กรัม ตอ ลิตร) 
 น้ํากล่ัน     100 มิลลิลิตร 
 นําพีบีเอส 1 เม็ด ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร กรองดวยหัวกรองเสนผาน
ศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร นําไปเก็บท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
8. ไนโตรบล ูเตตรา โซเลยีม (nitroblue tetra zolium: NBT)  
 ช่ังเอ็นบีทีปริมาณ 4 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร เม่ือ
เอ็นบีทีละลายดีแลว เติม L-15 II  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
 



71 
 

 

 

9. ไซโมซาน (zymosan) ความเขมขนสุดทายคอื 1 มิลลิกรัม ตอ 1 มิลลิลิตร  
 ช่ัง ไซโมซาน 2 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเอ็นบีทีสต็อคปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 
10. คาโคไดเลท บัพเฟอร (cacodylate buffer: CAC) 
 สวนประกอบ 
 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 
 น้ํากล่ันฆาเช้ือ      500 มิลลิลิตร 

 ช่ังโซเดียมคาโคไดเลท 1.07 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 400 
มิลลิลิตร เติมแคลเซียมคลอไรด 0.37 กรัม คนหรือปนใหละลาย เติม แมกนีเซียมคลอไรด 5.08 กรัม 
คนหรือปนใหละลาย ปรับพีเอชใหได 7.0 หลังจากนั้นปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากล่ันใหได
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ไมตองกรอง นําไปเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (กอนใชงานนํา
ออกมาวางไวใหมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง) 
 
11.  ทริปซิน (trypsin) 0.1 เปอรเซ็นต 
 ช่ังทริปซิน 0.001 กรัม นําไปละลายในคาโคไดเลท บัพเฟอร 1 มิลลิลิตร เม่ือ
ละลายดีแลวนําสารละลายไปกรองดวยหัวกรองเสนผานศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร นําไปเก็บใน
ตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เตรียมเสร็จควรใชงานทันที) 
 
12.  แอล-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานนี (L-dihydroxyphenylalanine: L-DOPA) 0.3 เปอรเซ็นต 
 ช่ังแอล-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน 0.003 กรัม นําไปละลายในคาโคไดเลท 
บัพเฟอร 1 มิลลิลิตร เม่ือละลายดีแลวนําสารละลายไปกรองดวยหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
(ละลายยากควรละลายทีละนอย และเตรียมเสร็จควรใชงานทันที เนื่องจากเปนสารท่ีไวตอแสงมาก) 
 
13. สารละลายอลัคาไลนคอปเปอร (alkaline copper solution) 
สวนประกอบ:  
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สารละลาย 1: คอปเปอรซัลเฟต 5 น้ํา (CuSO4.5H20) 0.5 เปอรเซ็นต 1 สวน 
- ช่ัง คอปเปอรซัลเฟต 0.015 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 3 

มิลลิลิตร 
 สารละลาย 2: โซเดียมโพแทสเซียมทาเทรท 1 เปอรเซ็นต 1 สวน 

- ช่ังโซเดียมโพแทสเซียมทาเทรท 0.03 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือ
ปริมาตร3 มิลลิลิตร 

                สารละลาย 3: โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 1 เปอรเซ็นต ในโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH) 0.5 นอรมอล 50 สวน 

- ตวงน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปตม หลังจากนัน้วางท้ิงไวให
อุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง เตมิโซเดียมไฮดรอกไซด 2.0 กรัม ปนใหละลาย 
เติมโซเดียมคารบอเนต 1.0 กรัม ปนใหละลาย 

 นําสารละลายท้ังสามมาผสมใหเขากันตามสัดสวน เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
14. ฟอลิน รีเอเจนท (folin reagent) 
 เจือจางฟอลิน รีเอเจนท 1 สวน ตอ น้ํากล่ันฆาเช้ือ 9 สวน (อัตราสวน 1:10) เก็บไว
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  
15. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) 2 โมล  

 ละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 56.11 กรัม ในน้ํากล่ันปรมิาตร500 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค-2 
 

อุปกรณสําหรับงานภูมิคุมกัน 
 
 

1. หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร  (Terumo) พรอมหัวเข็ม 26G ยาว 1/2 นิ้ว (Turumo)  
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. ไมโครปเปต (micropipette) สําหรับดูดจายสาร ขนาด 10-100, 20-200, 100-1000 

ไมโครลิตร พรอมทิป (Tip) 
4. สไลดริมฝา (frosted slide) และ แผนปดสไลดขนาด 22 x 22 และ 24 x 60 มิลลิเมตร  
5. ชุดเครื่องแกวยอมสไลด (โถแกว, แร็กใสสไลด)     
6. สไลดนับเม็ดเลือด ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) และเคาเตอร (counter)  
7. กลองจุลทรรศน (Zeiss รุน Exioskop 2plus)  
8. แทงแกวบดตวัอยาง (flass probe)  
9. เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie  
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K 15  
11. เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V  
12. เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader) ของ Biotech รุน ELX  800  
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ภาคผนวก  ค-3 
 

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

 
 
1. สารเคมี  (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 

1. ฟอรมาลิน (formalin) 10 เปอรเซ็นต ใน โซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.45 โมล (M)  
2. โรส เบงกอล 1.2 เปอรเซ็นต ใน เอทานอล 50 เปอรเซ็นต 
3. ฮีมาท็อกไซลิน (พรอมใชงาน) 
4. เอทานอล 95 และ 100 เปอรเซ็นต 
5. ไซลีน (xylene) (พรอมใชงาน) 
6. เปอรเมาท (permount) (พรอมใชงาน) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. สไลดและ แผนปดสไลดแบบยาว (slide & cover glass) 
5. ไมโครปเปต (micropipette), blue tip, yellow tip 
6. กลองจุลทรรศน 
7. ตัวนับเซลล 

 
3. วิธีการ 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอด ไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร ท่ีแชเย็น 
2.  ใชไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมีฟอรมาลิน 

10 เปอรเซ็นต อยู 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันที (สามารถปรับเปล่ียนปริมาณไดตาม
ปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ ฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต  = 1:1) 
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3. หากตองการนับในวันท่ีเก็บตัวอยางใหวางตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิหอง ในกรณีไมสามารถ
นับไดในวันท่ีเก็บตัวอยางใหเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แตไมควรเก็บเกิน 2 
วัน 

4. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดท่ีผสมฟอรมาลิน โหลดบนสไลดนับเม็ดเลือด (haemacytometer) 
5. นับปริมาณเม็ดเลือด และคํานวณผล รายงานปริมาณเม็ดเลือดเปน จํานวนเซลล/ มิลลิลิตร

เลือด 
6. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 2. ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี โรสเบงกอล 

1.2 เปอรเซ็นต อยู 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันที (สามารถปรับเปล่ียนปริมาณไดตาม
ปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ โรสเบงกอล 1.2 เปอรเซ็นต = 1:1) 

7. วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที   
8. ใช ไมโครปเปต ดูดเลือดผสมโรสเบงกอล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดบนแผนสไลดเพ่ือ

ทําแผนฟลมเม็ดเลือด 
9. วางสไลดใหแหงและนําไปยอมสี ฮีมาท็อกไซลิน ตามขัน้ตอนดังนี้   

แชใน ฮีมาท็อกไซลิน 7-10 นาที จากนั้นแชในน้ํากล่ัน 10 นาที  ตอมาจุมใน เอทานอล 95 
เปอรเซ็นต 10 จุม จุมใน เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 10 จุม จากนัน้แชในไซลีน 3 ครั้ง ๆ ละ 
3 นาที ปดดวยแผนปดสไลด (mount) 

10. แยกชนิดเม็ดเลือดโดยนับไตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย x100  
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ภาคผนวก  ค-4 
 

การจับกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) 
    
 
1. สารเคมี  (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 

1. อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด ( L-15 reagent) 
2. สารกันการแข็งตวัของเลือด (L-cysteine) 
3. แอล-กลูตาราลดีไฮด (L-glutaraldehyde) 0.125 เปอรเซ็นต ใน L-15 I 
4. สียอม (Dip-Quick) 
5. ฟอสเฟต บัพเฟอร ซาลีน (phosphate buffer saline; PBS), pH 7.4-7.6 
6. ไซลีน (พรอมใชงาน) 
7. เปอรเมาท (พรอมใชงาน) 

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม 26G ½” 
2. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง  
4. สไลดและ แผนปดสไลด  
5. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
6. เม็ดพลาสติก (latex bead) 
7. กลองจุลทรรศน 
8. ตัวนับเซลล 
 

3. วิธีการ 
1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉีดยา ใสเลือดลงหลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแช

เย็น 
2. ใชไมโครปเปต ดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมีสารกันการ

แข็งตัวของเลือด (5% L-cysteine) อยู 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเติมอาหารเล้ียง
เซลล L-15 II ปริมาตร 1,460 ไมโครลิตร (730 ไมโครลิตร x 2 ครั้ง) ผสมใหเขา 
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3. ใชไมโครปเปต ดูดตัวอยางเลือดจากขอ 2 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใสในหลอด             
ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีเม็ดพลาสติกอยู 100 ไมโครลิตร (1x105 เซลล/
มิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวย ไมโครปเปต 

4.  ใช ไมโครปเปต  ดูดตัวอยางจากขอ 3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดซ่ึงมีแผน
ปดสไลดติดอยู  ตัวอยางละ 2 ซํ้า 

5. บมในกลองความช้ืนท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 60 นาที 
6. เม่ือครบ 60 นาที ใชไมโครปเปตดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิง และตรึงเซลลดวย แอล-กลูตาราล

ดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที 
7. ใชไมโครปเปตดูดแอล-กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต ท้ิง และนําสไลดไปลางใน 

ฟอสเฟตบัพเฟอรซาลีน (PBS) หลาย ๆ  ครั้งเพ่ือลางเม็ดพลาสติกออก 
8. ยอมสไลดดวยสี Dip Quick (eosin, methylene blue) 

โดยจุมใน เมทานอล (methanol) 5 ครั้ง จากนั้นจุมใน Sol. A 8 ครั้ง ตอมาจุมใน น้ํากล่ัน  5  
ครั้ง จุมใน Sol.B   5   ครั้ง และจุมในน้ํากล่ัน  5  ครั้ง ซับน้ําออกใหหมด            

9. ท้ิงใหแหง และนําไปนบัจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
 

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 
 

การสรางซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2
-  production) 

 
 

1. สารเคมี (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข) 
1. อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด ( 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 พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอด ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
5. multichannel pipette 
6. ไมโครเพลท รีดเดอร (microplate reader) 
7. sterile 96 well plate flat bottom 

 
3. วิธีการ 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอด ไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแชเย็น 
2.  ใชไมโครปเปตดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี 5% L-

cysteine อยู 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเติมอาหารเล้ียงเซลล L-15 II ปริมาณ 1,460 
ไมโครลิตร (730 ไมโครลิตร x 2 ครั้ง) ผสมใหเขา 

3. ใชไมโครปเปตดูดตัวอยางเลือดจากขอ 2. ใสใน 96 well plate จํานวน 9 หลุมๆ ละ 100 
ไมโครลิตร 

4. บมในกลองความช้ืนท่ีอุณหภูมิหอง 60 นาที 
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5. เม่ือครบ 60 นาที ลางเซลลท่ีไมเกาะออก 3 ครั้ง ดวยอาหารเล้ียงเซลลโดยใช  multichannel 
pipette 

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

7. บมในกลองความช้ืนในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอง 60 นาที 
8. ใช ไมโครปเปตดูดสารในแตละหลุมท้ิง 100 ไมโครลิตร และเติม เมทานอล 100 

เปอรเซ็นต หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท้ิงไว 3 นาที 
9. ลางเพลท ดวยเมทานอล  70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 3 ครั้ง และท้ิงใหแหง 
10. เติม 120  โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 2 โมล ปริมาตร 120 ไมโครลิตร + DMSO ปริมาตร 

140 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที   
11. อานคา OD ดวยเครื่องไมโครเพลท รีดเดอร ท่ี 620 นาโนเมตร  

 
4. การคํานวณ 

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

ฟนอลออกซิเดสแอคตวิิตี้ (phenoloxidase activity) 
 
 
1. สารเคมี (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก 1) 

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

 
2. อุปกรณ 

1. หลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมหัวเข็ม (Needle)  26G ½” 
2. หลอด ไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
3. กระตกิน้ําแข็ง (ice box) 
4. ไมโครปเปต, blue tip, yellow tip 
5. multichannel pipette 
6. ไมโครเพลท รีดเดอร (microplate reader) 
7. sterile 96 well plate flat bottom 

 
3. วิธีการ 
3.1  การเกบ็ตัวอยางเลอืด 

1. เจาะเลือดกุงดวยหลอดฉดียา ใสหลอดไมโครเซนตรฟิวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีแชเย็น 
2. ใชไมโครปเปตดูดเลือดกุงจากขอ 1. ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ใสในหลอดท่ีมี CAC buffer 

อยู 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ผสมใหเขา แชในน้าํแข็งแหง (สามารถปรับเปล่ียน
ปริมาณไดตามปริมาณเลือดท่ีเจาะได สัดสวนเลือด ตอ CAC buffer = 1:1) 

3. นําตัวอยางออกจากน้ําแข็งแหงหรือ -80 องศาเซลเซียส  บดตวัอยางดวยหัวบด (ตัวอยาง
ตองเย็นตลอดเวลา) 
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4. นําตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 16,000xg เปนเวลา 10 นาที 4  องศาเซลเซียส 
5. เก็บสวนใส (supernatant) สําหรับวัดคา PO และโปรตีน 

3.2  การวัดคาพีโอ (PO) 
1. การวดัคา PO นําตัวอยางมาเจือจางใน CAC buffer 
2. ใช ไมโครปเปตดูดตัวอยางท่ีเจือจางแลวใสใน 96 well plate ตัวอยางละ 3 หลุม ๆ ละ 50 

ไมโครลิตร โดยใช CAC buffer เปน Blank 
3. ใช multichannel pipette ดูดสารละลายทริฟซินใสทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  
4. บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที  
5. ใช multichannel pipette ดูดสารละลาย L-DOPA ใสทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
6. บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 
7. นําไปวัดคา OD ทุก 2 นาที ดวยเครื่อง microplate reader เปนเวลา 20 นาที 

3.3  การวัดคาโปรตีน 
1. ทํากราฟมาตรฐานโปรตนีโดยเตรียม stock ของ standard albumin (BSA) ความเขมขน 

1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (ผสม albumin 0.01 กรัม ในน้าํกล่ัน 10 มิลลิลิตร) และปรับ
ความเขมขนใหได 0, 20, 80, 100, 200, 400, 700, 1000 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

2. นํา standard แตละหลอดมาหาปริมาณโปรตีนโดยเติม alkaline copper solution ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที  

3. เติม folin reagent ปริมาตร 3 มิลลิตรเขยาใหเขากนัทันที และบมท่ีอุณหภมิูหอง 10 นาที  
4. นําไปวัดคา OD ท่ี 640 นาโนเมตร โดยใชน้ํากล่ันเปน blank 
5. วัดปรมิาณโปรตีนในตัวอยาโดยเจือจางตวัอยางดวย CAC buffer 500 เทา และวัดคา

โปรตีนเชนเดียวกับ standard 
3.4 การคํานวณผล 
1. หาคา unit ของ PO จากคาการเปล่ียนแปลง OD (∆OD) 
    จากเครื่องอานจะไดคา 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 
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ภาคผนวก ง-1 
 

สารเคมี และอปุกรณศึกษาการแสดงออกของยนี 
 
 
1. สารเคมีสําหรับการศกึษาการแสดงออกของยนี 

1. ไตรซอล รีเอเจนท (Trizol reagent; Invitrogen) 
2. คลอโรฟอรม (chloroform) 
3. ไอโซโพลพานอล (isopropanol) 
4. เอทานอล 75 และ 100 เปอรเซ็นต (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. อุปกรณสําหรับการศึกษาการแสดงออกของยนี 

1. แทงแกวบดตวัอยาง (flass probe) 
2. หลอดเซนตริฟวสขนาด 0.2, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Sigma 2-16 KC, Sartorius) 
4. เครื่องผสมสาร (vortex) รุน Genie 
5. ไมโครปเปตดดูจายสาร พรอม ทิป 
6. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PTC-100 programable 

thermal controllor version 6.0, MJ Research) 
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบนาโนดรอปพรอมโปรแกรมสําเร็จรูป Gen5 (Epoch, 

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

9. ชุดอุปกรณบันทึกแผนภาพดีเอ็นเอ (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 เปอรเซ็นต: C4H11NO3: FW 121.14) 108 กรัม 
นําไปละลายในน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมกรดบอริก (boric acid 99.5%: H3BO3: 
FW 61.83) 55 กรัม ผสมใหละลายจนหมด เติมอีดีทีเอ (sodium EDTA: C10H14N2O8Na2.2H2O: 
FW 372.2 ) 0.5 โมล (พีเอช 8.0) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 8.0 จากนั้นปรับปริมาตร
ดวยน้ํากล่ันใหมีปริมาตร 1 ลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
2. 1x TBE buffer พีเอช 8.0 
 เจือจางสารละลาย 10x TBE buffer 1 สวน ตอ น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  9 สวน ผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
3. 0.5x TBE buffer พีเอช 8.0 
 เจือจางสารละลาย 10x TBE buffer 0.5 สวน ตอ น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  9.5 สวน ผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
4. อีดีทเีอ (EDTA) 0.5 โมล พีเอช 8.0 
 ช่ังอีดีทีเอ 18.61 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ําปริมาตร 80 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายใหได 8.0  จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือดวยไอน้ํา
ใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยไอน้ําอีกครั้ง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
5. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด (เจือจาง 20,000 เทา) 
 ดูดเอทิเดียมโบรไมด (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารละลายสต็อค) 5 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว100 มิลลิลิตร (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) เก็บในขวดสีชา (ปองกันแสง ) ท่ีอุณหภูมิหอง 
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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
พีเอชของสารละลายใหได 9.0 จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ําใหมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นํา
สารละลายกรองผานหัวกรองขนาด Ø 0.45 ไมโครเมตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
7. สารละลายโซเดียมซิเตรท (sodium citrate: Na3C6H5O7.2H2O: FW 294.1 ) 0.1 โมล ใน เอ
ทานอล 10 เปอรเซ็นต 
 ช่ังโซเดียมซิเตรท 29.41 กรัม นําไปละลายในเอทานอล 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
ลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
8. อะกาโรส เจล (agarose gel) 1.5 เปอรเซ็นต ใน 1x TBE buffer พีเอช 8.0 
 ช่ังอะกาโรส 1.5 กรัม นําไปละลายใน 1x TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตม
จนกวาอะกาโรสจะละลายหมด วางไวจนอุณหภมิูของสารละลายลดลงอยูระหวาง 50 – 70 องศา
เซลเซียส เทสารละลายใสบล็อคเจล ท้ิงไวใหเย็น 
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ภาคผนวก ง-3 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีน 
 
 

1. การสกดัสารพันธกุรรมอารเอน็เอรวมจากตวัอยางกุง (total RNA extraction) 
1. ใชกรรไกรท่ีผานการอบฆาเช้ือแลวตัดเหงือกและขาวายน้ําใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และใชกรรไกรตัดใหเปนช้ินเล็ก ๆ นําไปช่ังน้ําหนักใหอยูระหวาง 50-
100 มิลลิกรัม  

2. เติมไตรซอลรีเอเจนท (Trizol® reagent) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ในหลอดตัวอยาง บด
ตัวอยางใหละเอียด (homogenization) ดวยแทงแกวบดตัวอยาง จากนั้นเติมไตรซอลรีเอ
เจนทเพ่ิม 0.7  มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  

3. นําหลอดท่ีบดแลวไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  12,000 g   ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที ดูดสวนใสท้ังหมดใสหลอดใหม (ท้ิงตะกอน)  วางหลอดท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 นาที  

4. เติมคลอโรฟอรม (chloroform) ปริมาตร  0.2  มิลลิลิตร เขยาดวยมือแรง ๆ 15 วินาที 
(ประมาณ 20 ครั้ง) วางหลอดไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  2-3 นาที  

5. นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 g   ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15  นาที 
ตัวอยางในหลอดจะแยกออก (phase separation) เปน 3 ช้ัน คือ ช้ันบนสุดมีสีใสเหมือนน้ํา
คืออารเอ็นเอ  ช้ันกลางเปนคราบขาว คือดีเอ็นเอ และช้ันลางสุดมีสีชมพูคือโปรตีน ดูด
สวนใสช้ันบนใสหลอดใหม  

6. เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือตกตะกอนอารเอ็นเอ 
(RNA precipitation) เขยาหลอดเบา ๆ ใหผสมกัน วางท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  10  นาที  

7. นําไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 g  ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10  นาที ท้ิง
สวนใส เหลืออารเอ็นเอตกตะกอนท่ีกนหลอด  

8. เติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือลางตะกอนอารเอ็นเอ (RNA wash)  
นําหลอดไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 g ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  นาที 
เทสวนใสท้ิง วางหลอดคว่ําลง และตากไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5-10 นาที โดยเปดฝา
หลอดไว  
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9. ละลายตะกอนอารเอ็นเออีกครั้ง (RNA re-dissolving) ดวย DEPC ddH2O ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร 

10. นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 55องศาเซลเซียสในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเปนเวลา 10 นาที 
เก็บอารเอ็นเอท่ีสกัดไดในตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิไมสูงกวา -18 องศาเซลเซียส หรือนําไปเขา
กระบวนการเปล่ียนอารเอ็นเอเปนซีดีเอ็นเอตอไป (OIE, 2006.) 

 
2. การวัดความบริสุทธิ์ของอารเอน็เอ 

1. นําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร 
ดวยเครื่อง microplate reader (Take-3 option) รุน Epoch (BioTek)  

2. เครื่องจะคํานวณคาความบริสทุธ์ิและปริมาณของอารเอ็นเอรวมมาให ซ่ึงคาความบริสุทธ์ิ
ของอารเอ็นเอรวมควรอยูในชวง 1.8-2.0  สําหรับปริมาณอารเอ็นเอ (นาโนกรัมตอ
ไมโครกรัม) จะนําไปใชในการปรับปริมาณของอารเอ็นเอในการสังเคระหคอมพลีเมนทา
รีดีเอ็นเอ (cDNA)  

 
3. การสังเคราะหคอมพลเีมนทารีดเีอน็เอ (Complimentary DNA synthesis: cDNA) 

1. ใชชุดทดสอบ iScriptTM cDNA Syntesis Kit (Biorad) ในการเปล่ียนอารเอ็นเปน cDNA  
2. คํานวณปริมาตรสารท่ีจะทําปฏิกิริยาตามเอกสารแนบของชุดทดสอบโดยผสม iScriptTM 

reverse  transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร กับ 5x iScriptTM reaction mix ปริมาตร 4 
ไมโครลิตรตอ 1 ตัวอยาง นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex และปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 
GMC-260  

3. แบงสวนผสมท่ีเขากันดีแลวใสหลอดไมโครเซนตริฟวจปรมิาตรหลอดละ 5 ไมโครลิตร  
4. เติม Nuclease-free water และ RNA template ตามลําดับ (ปริมาตรของNuclease-free 

water และ RNA template ขึ้นอยูกับความเขมขนของอารเอ็นเอ) จนไดปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตรตอตัวอยาง  

5. นําหลอดไมโครเซนตริฟวจบรรจุในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมซ่ึงตั้งระบบไวตาม
เอกสารแนบของชุดทดสอบ (ตาราง ง-2) เพ่ือเปล่ียนอารเอ็นเอเปนซีดีเอ็นเอ  

6. เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยานําหลอดตัวอยาง cDNA ไปเก็บท่ีอุณหภูมิไมสูงกวา -18 องศาเซลเซียส 
หรือนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตอไป 
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ตาราง ง-1 สวนผสมและปริมาตรของสารท่ีใชในการสังเคราะห 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. ใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity ในชุดทดสอบ

ประกอบดวย  50mM MgSO4,  10x HIFI buffer และ Platinum  Taq HIFI  
2. นําซีดีเอ็นเอตนแบบ (cDNA template) มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยผสมน้ํากล่ันฆาเช้ือ

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 ตอ 1 ตัวอยาง  

3. นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร (vortex) และปนเหวี่ยงดวยเครื่อง GMC-260 แบง
สวนผสมท่ีเขากนัดีแลวใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจปริมาตรหลอดละ 24 ไมโครลิตร  

4.  เติมซีดีเอ็นเอตนแบบหลอดละ 1 ไมโครลิตร 
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5. นําหลอดบรรจุในเครื่องเทอรโมไซเคลอเพ่ิมปรมิาณสารพันธุกรรม 
6. เม่ือส้ินสุดโปรแกรม  นําหลอดไมโครเซนตริฟวจ ท่ีมี PCR product ออกจากเครื่อง  

  
5. การแยกสายดเีอน็เอของ PCR product ดวยเคร่ืองเจลอเิลคโตรโฟเรซิส (gel  electrophoresis) 
และการคํานวณผล 

1. เตรียมอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  
2. นําเจลใสในบล็อกของเครื่องอิเลคโตรโฟเรซิส เติม 1x TBE,  pH 8.0 ใหทวมเจล  
3. ผสม PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับสียอม (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 โหลดตัวอยางท่ีตองการทดสอบตามลําดับ  

5. เปดเครื่อง และตั้งคาการทํางานโดยใชไฟ 100 โวลต ทํางานเปนเวลา 30-50  นาที  
6. นําเจลใสถาดยอมดวยสารละลายเอทิเดียมโปรไมด (ethidium bromide) เปนเวลา 30 นาที 

ลางเอทิเดียมโปรไมดออกดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้ง  
7. ตรวจสอบผลของแบนดีเอ็นเอบนแผนเจล พรอมถายภาพดวยชุดเครื่องอานเจลพรอม

อุปกรณถายภาพ 
8. นําภาพเจลมาคํานวณหาความเขมของแบนเพ่ือคํานวณอัตราสวนการแสดงออกของยีน 

VP28 ตอยีน ß-actin (VP28/actin ratio) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป free quantity one v450 
PC 
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ภาคผนวก จ 
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ภาคผนวก จ 
 

ตาราง จ-1 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของปริมาณเม็ดเลือดรวม (THC x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) ในกุง
ขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
ตาราง จ-2  คาเฉล่ีย (Mean + SD) การแยกชนดิเม็ดเลือด (differential haemocyte count: DHC) 
                 ในกุงขาว 

กลุมทดลอง ชนิดเม็ด
เลือด 

สัปดาหท่ี 

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 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของความสามารถในการจบักนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic 
activity: PA) ของเซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
 

 



94 
 

 

ตาราง จ-4 คาเฉล่ีย (Mean + SD) ของดัชนกีารจบักนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index: PI) ของ
เซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 
ตาราง จ-5 คาเฉล่ีย (Mean + SD) การสรางอนุมูลอิสระซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

-) ของ
เซลลเม็ดเลือดกุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
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คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
 

ตาราง จ-6 คาเฉล่ีย (Mean + SD) การทํางานของเอ็นไซมฟนอลออกซิเดส (PO) ของเซลลเม็ดเลือด
กุงขาว 

กลุมทดลอง สัปดาหท่ี 
 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 

 

คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
คาเฉล่ีย+คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในสดมสเดยีวกันท่ีมีตัวเลขเหมือนกันกาํกับ ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ (P>0.05) 
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