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บทคดัย่อ 

                   การศกึษาการกระตุน้ภมูคิุม้กนัในกุง้ขาวเพื<อใหส้ามารถป้องกนัตวัเองจากโรคตวั

แดงดวงขาวหรอื White spot disease ได้ โดยทดสอบด้วยชวีโมเลกุล 2 ชนิดคอืโปรตนี 

Ribosomal Protein S3a (RPS3a) และดเีอน็เอ Phagocytosis Activating Protein (PAP) โดย

วธิกีารกนิ (oral) นั 9นพบว่าทั 9งสองใหผ้ลการศกึษาที<แตกต่างกนั โดยโปรตนีลูกผสม His-RPS3a 

ความเขม้ขน้ 90 ไมโครกรมัที<ใหกุ้้งกนิต่อวนั ในวนัที< 3 และ 7 ของการใหก้นิโปรตนีนั 9นพบการ

แสดงออกของโพรฟีนอลออกซิเดส (Prophenoloxidase) ในทุกกลุ่มเป็นไปในทางเดียวกัน

กล่าวคอืมแีนวโน้มสูงขึ9นในทุกกลุ่มหากไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัระหว่างกลุ่มต่างๆ 

และเมื<อทําการทดสอบต่อการติดเชื9อไวรสัตัวแดงดวงขาวพบการรอดชีวิตของกุ้งขาวเพียง

เลก็น้อย(กลุ่ม pET และ His-RPS3a มคี่าเท่ากนัที< 4.76% RPS) ในขณะที<ดอีน็เอ PAP ใหผ้ลที<

ดต่ีอการกระตุน้ภมูคิุม้กนัในกุง้ขาวโดยพบอตัราการรอดชวีติของกุ้งขาวที<ไดร้บัพลาสมดิลูกผสม 

phMGFP-PAP ที<ความเข้มข้น 150 ไมโครกรมัต่อวนัสูงที<สุด (61.89% RPS) ในสภาวะ

แวดลอ้มที<เครยีด (เมื<อเลี9ยงกุ้งในนํ9าละลายดว้ย NaCl อย่างเดยีว) ในเวลา 7 วนั และเมื<อดูการ

แสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสในกุ้งที<ไดร้บั phMGFP-PAP ที<ความเขม้ขน้ดงักล่าวกพ็บว่า

ในวนัที< 3 ของการไดร้บั phMGFP-PAP มกีารแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสที<สูง (60.33 

+8.34 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) และแตกต่างอย่างมนีัยสําคญักบักุ้งขาวที<ได้รบัพลาสมดิเปล่า 

phMGFP (34.87 +7.06 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) อกีทั 9งเมื<อกุ้งไดร้บั phMGFP-PAP ที<ความ

เขม้ขน้ดงักล่าวเป็นเวลา 3 วนันั 9นยงัพบว่ามผีลต่อกระบวนการฟาโกไซโทซสิที<สูงขึ9นอย่างมี

นัยสําคญัเมื<อเทยีบกับกุ้งที<ไม่ได้รบัพลาสมดิลูกผสมดงักล่าว อย่างไรก็ดีเมื<อกุ้งขาวที<ได้รบั 

phMGFP-PAP ดงักล่าวเป็นเวลา 3 วนัไมส่ามารถใหอ้ตัราการรอดชวีติหลงัจากที<กุ้งขาวตดิเชื9อ

ไวรสัตวัแดงดวงขาวเป็นเวลา 6 วนัได ้แต่ทั 9งนี9ยงัสามารถชะลอการตายไดโ้ดยชดัเจนในวนัที< 5 

(38% RPS) ของการตดิเชื9อไวรสัดงักล่าว 
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Abstract 

                     This study is aim to activated the immune of White shrimp (Litopenaeus 

vannamei) to prevented it from the White spot disease. Ribosomal Protein S3a (RPS3a) 

or recombinant plasmid Phagocytosis Activating Protein (phMGFP-PAP) were orally 

feeded to the shrimp.  His-RPS3a protein at 90 micrograms did not effect the 

Prophenoloxidase activity. It seems this enzyme activity increased by day3 to day7 post 

feeded but it is no significant difference between His-RPS3a and non His-RPS3a feeder 

group and shrimp survived only 4.76%  from White spot disease.  

          While the phMGFP-PAP plasmid was effective to protect shrimp from 

WSSV as. The shrimp fed with 150 micrograms phMGFP-PAP had the highest relative 

percent survival  (61.89% RPS) when it was in the stress environment (NaCl added 

water). In addition, when the shrimp fed with 150 micrograms of phMGFP-PAP for 3 

days had the higher activity of Prophenoloxidase (60.33 +8.34 unit/min/mg.protein)  and 

higher percentage of phagocytosis (32.21 +2.42) than phMGFP feeder group. However, 

these 150 micrograms phMGFP-PAP fed to the shrimp for 3 days before WSSV injected 

cannot protected the shrimp in 6 days but the shrimp survived (38% RPS) in day5. 

Therefore, it can conclude that the PAP can activates the immune response in white 

shrimp and can slow down the dead rate when the shrimp infected by WSSV. 
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Tris-HCl        =         Tris (hydroxymethyl) aminoethane hydrochloric acid 
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บทที� 1 

                                                     บทนํา 
 

1.1 บทนําต้นเรื�อง  

                     กุ้ง (Shrimp) นับเป็นสตัว์นํ�าเศรษฐกจิที$สําคญัของโลก มกีารเพาะเลี�ยงเพื$อ

การบรโิภคและส่งออก ทาํรายไดใ้หก้บัประเทศเป็นจาํนวนมหาศาล โดยเฉพาะประเทศในแถบ

ทวปีอเมรกิา เช่น เอกวาดอร์ บราซิล ฮอนดูรสั และเมก็ซิโก นั �นมสีดัส่วนของผลผลิตกุ้ง

ประมาณรอ้ยละ 20 จากผลผลติโดยรวมทั �งโลก (Lightner, 2011) โดยกุ้งชนิดที$นิยมเพาะเลี�ยง

หลกัๆไดแ้ก่ กุ้งกุลาดํา (Penaeus monodon) กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) กุ้งแชบ๊วย 

(Penaeus merguiensis) และกุ้งนํ�าตาลออสเตรเลยี (Metapenaeis endeavovre) เป็นต้น 

(อาทนินัท,์ 2546) เอเชยีกเ็ป็นทวปีหนึ$งที$ทาํรายไดจ้ากการส่งออกกุ้งเป็นจาํนวนมหาศาลต่อปี 

โดยประเทศไทยก็เป็นหนึ$งในประเทศผู้ค้ารายสําคญัที$มปีรมิาณการส่งออกกุ้งไปขายยงั

ต่างประเทศมากเป็นอนัดบัต้นๆของเอเชยีนับแต่อดีตมา ทํารายได้ให้กบัประเทศมากกว่า

พนัลา้นดอลลารส์หรฐัต่อปี (Flegel, 2006) โดยตั �งแต่ปี พ.ศ. 2546 เป็นต้นมานั �น กุ้งขาวหรอื

กุง้แวนนาไม นบัเป็นสายพนัธุกุ์ง้ที$มกีารเพาะเลี�ยงในประเทศไทยมากขึ�นตามลําดบั จนกระทั $ง

ปี พ.ศ. 2548 ที$มากสุดถงึรอ้ยละ 80 จากอุตสาหกรรมการเพาะเลี�ยงกุ้งทุกชนิดแทนที$กุ้ง

กุลาดําซึ$งเป็นที$นิยมเลี�ยงมากกว่าก่อนหน้านี� ซึ$งประสบปญัหากุ้งโตช้า และผลผลิตที$ไม่

แน่นอน ทั �งนี� กุ้งขาวยงัมีคุณสมบัติเลี�ยงง่าย โตเร็ว และให้ผลผลิตสูง จึงเป็นที$นิยมของ

เกษตรกรผูเ้ลี�ยงกุง้ในไทย (นิต ิและคณะ, 2549)  

                     กระนั �นก็ตามในระยะเวลาต่อมาพบว่ามกีารระบาดของโรคหลายชนิดในกุ้ง

ขาวที$มสีาเหตุจากไวรสั  โดยเฉพาะไวรสัที$มชีื$อว่า White Spot Syndrome Virus (WSSV) 

หรอืไวรสัตวัแดงดวงขาว (Flegel, 2006) ที$เป็นสาเหตุของโรคตวัแดงดวงขาวในกุ้งหลายชนิด 

รวมทั �งในกุ้งขาวดว้ยนั �น ทําให้กุ้งตายเป็นจํานวนมากอย่างรวดเรว็ สรา้งความเสยีหายใหก้บั

อุตสาหกรรมฟารม์เพาะเลี�ยงกุ้งเป็นอย่างมาก โดยในแถบอเมรกิาเฉพาะในปี ค.ศ. 1999 นั �น 

พบว่าไดส้รา้งความเสยีหายใหก้บัฟารม์กุ้งคดิเป็นมลูค่าประมาณ  1-2 พนัลา้นดอลลารส์หรฐั  

ส่วนในแถบเอเชยีซึ$งพบการระบาดก่อนหน้านั �นในช่วงปี ค.ศ. 1992-1993 กม็คีวามเสยีหาย

ทางเศรษฐกจิเช่นกนัโดยเฉลี$ยราวๆ 6 พนัลา้นบาท (Lightner, 2011) สาํหรบัประเทศไทยนั �น  
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เริ$มพบการระบาดของโรคตัวแดงดวงขาวมาตั �งแต่ปลายปี พ.ศ. 2537  เป็นต้นมา 

(Wongteerasupaya et al., 1996) สรา้งความเสยีหายมากเช่นเดยีวกนั โดยเฉพาะในช่วงปี 

ค.ศ. 1996-1997 นั �นประเทศไทยต้องสูญเสยีรายได้จากการส่งออกกุ้งประมาณ 1 พนัล้าน

ดอลลารส์หรฐั (Flegel, 2006) และปญัหาดงักล่าวยงัมผีลต่อเนื$องมาจนถงึปจัจุบนั  

                       ในอดีตนั �นมีความพยายามแก้ปญัหาดังกล่าวอย่างต่อเนื$อง จนนําไปสู่

วธิกีารต่างๆ อาธเิช่น การตรวจสอบแมพ่นัธุกุ์ง้ที$จะนํามาเลี�ยงว่ามกีารตดิเชื�อไวรสัหรอืไม่ โดย

วธิปีฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR ) หรอืการยอ้มเซลล์

เหงอืกและเยื$อบุผวิใต้เปลอืกโดยวธิกีาร H and E staining (Ligthner 1996, ชลอ, 2543 อ้าง

โดย สริลิกัษณ์, 2545) การนํากุ้งพ่อแม่พนัธุท์ี$ปลอดเชื�อ (Specific pathogen free, SPF) 

(Flegel, 2006) มาเพาะเลี�ยง รวมถงึการใชผ้งคลอรนีหรอืไตรคลอรฟ์อนเตมิลงในบ่อเลี�ยงเพื$อ

ฆ่าเชื�อ (นิติ และคณะ, 2549) อย่างไรก็ตามสิ$งเหล่านี�เป็นเพียงการป้องกันโรคไม่ให้

แพร่กระจายเท่านั �น โดยในปจัจุบนันี�ได้มกีารศกึษาวจิยัเพิ$มเตมิเพื$อหาวธิกีารที$จะช่วยให้กุ้ง

สามารถต้านทานต่อโรคตวัแดงดวงขาวได้ ทําให้พบวิธีการใหม่ๆเช่น การใช้เชื�อก่อโรคที$

อ่อนแอ (inactivated pathogen) รวมถึงการใช้โปรตีนบางส่วนจากตวัไวรสัที$ก่อโรคไปเป็น

ตวักระตุน้ภมูคิุม้กนั  

                     อย่างไรก็ตามยงัมีอีกวิธีการหนึ$งที$น่าสนใจคือการใช้โปรตีนหรอืดีเอ็นเอ

วคัซนี (Protein or DNA vaccine) (Fu et al., 2010) โดยในงานวจิยันี�มุ่งศกึษาถงึวธิกีาร

ป้องกนัรวมถงึการรกัษาโรคตวัแดงดวงขาวโดยประยุกต์ใช้ความรูท้างชวีโมเลกุล ซึ$งกล่าวได้

ว่าปจัจุบนันี�ความรูใ้นเรื$องของยนีรวมทั �งผลผลติของยนีนั �นนับเป็นเรื$องสําคญัมากในแนวทาง

สําหรบัใชศ้กึษาเพื$อเขา้ใจถงึกลไกการตอบสนองในระบบภูมคิุม้กนัของสตัว์กลุ่มครสัตาเชยีน

โดยเฉพาะกุ้ง ซึ$งขณะนี�ยงัขาดความรูค้วามเขา้ใจในเรื$องดงักล่าวนี� (Robalino et al., 2009) 

อย่างไรก็ตามการใช้วคัซนีดงักล่าวยงัเป็นไปในรูปแบบของการฉีด (injected) ซึ$งสรา้งความ

ยุง่ยากเมื$อตอ้งการประยกุตใ์ชใ้นระดบัฟารม์ (Fu et al., 2010)  

                     ในงานวจิยันี�จะศกึษาถงึโปรตนีตวัหนึ$งที$มชีื$อว่า Ribosomal Protein S3a 

หรอื RPS3a ซึ$งมบีทบาทเกี$ยวข้องหลายประการในสิ$งมชีีวติหลายชนิดเช่น กระบวนการ

เจรญิเตบิโตของเซลล์ (cell growth), กระบวนการ transformation รวมทั �งยงัมบีทบาทใน

กระบวนการอะพอพโทซสิ (apoptosis) (Kho and Zarbl, 1992 ; Kho et al., 1996 ; Naora et 

al., 1998 and Russell et al., 2000 อา้งโดย Navakanitworakul et al., 2012) จากการศกึษา 
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ที$ผ่านมาพบว่า RPS3a มกีารแสดงออกอย่างสูงในเซลล์มะเรง็หลายๆชนิด (Suuda et al., 

2000 and Kim et al., 2001 อ้างโดย Lim et al., 2011) อกีทั �งมรีายงานจาก da Silva และ

คณะ (2001) ว่า RPS3a สามารถกระตุ้นภูมคิุม้กนั polyclonal ของเมด็เลอืดขาวชนิด B-cell 

ในหนูได ้    

                     ชวีโมเลกุลอกีชนิดหนึ$งคอืดเีอน็เอ Phagocytosis Activating Protein หรอื 

PAP ซึ$งมคีวามเหมอืนอยา่งสูง (homology) กบัไรโบโซมอลโปรตนี L26 (RPL26) (Chotigeat 

et al., 2007) โดยมรีายงานว่า PAP มบีทบาทสําคญัในกระบวนการฟาโกไซโทซิส 

(phagocytosis) (Deachamag et al., 2006 ; Chotigeat et al., 2007 and Khimmakthong et 

al., 2011) และยงัมคีวามเกี$ยวขอ้งกบักระบวนการอะพอพโทซสิ (apoptosis) (Takagi et al., 

2005) อกีดว้ย  

                     จะเห็นได้ว่าทั �งโปรตีน RPS3a และดเีอ็นเอ PAP ต่างมบีทบาทในระบบ

ภูมคิุ้มกนัของสิ$งมชีวีติ ทั �งนี�จงึได้นําชวีโมเลกุลทั �งสองชนิดที$กล่าวมาเพื$อศึกษาดูว่าจะมผีล

อย่างไรเมื$อมกีารประยุกต์ใชใ้นการป้องกนัโรคตวัแดงดวงขาวโดยเลอืกใชว้ธิกีารใหก้นิ (oral) 

แก่สตัวท์ดลองโดยใชกุ้ง้ขาว (Litopenaeus vannamei) เป็นสตัวท์ดลอง 

                                                                                                                                 

1.2  บทตรวจสอบเอกสาร 

                     กุ้งขาว (White Shrimp) ถูกค้นพบโดย Boom เมื$อปี ค.ศ.1931 มชีื$อทาง

วทิยาศาสตรว์่า Litopenaeus vannamei  เป็นสายพนัธุกุ์ง้ทะเลในกลุ่มกุ้งขาวแปซฟิิก (Pacific 

white shrimp) มกีารพาะเลี�ยงกนัมากแถบแนวชายฝ ั $งทะเลแปซฟิิก นับเป็นกุ้งสายพนัธุท์ี$มี

ความแขง็แรงมาก (อาทนินัท,์ 2546) ถูกนําเขา้มาเพาะเลี�ยงในเอเชยีครั �งแรกที$ประเทศจนีเมื$อ

ปี ค.ศ. 1995 (Tu et al., 1999 อ้างโดย พนารตัน์ , 2549) และไดร้บัอนุญาตใหนํ้าเขา้มาเลี�ยง

ในประเทศไทยไดโ้ดยกรมประมงเมื$อปี พ.ศ. 2545 (นิต ิและคณะ, 2549)         
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                     1.2.1  อนุกรมวธิาน (Holthuis, 1980; Perez-Farfante และ Kensley, 1997  

อา้งโดย  Roman, 2006) 

                       Kingdom        :     Animalia 

                       Phylum          :     Arthropoda 

                       Subphylum      :     Crustacea 

                       Class             :     Malacostraca 

                       Subclass         :     Eumalacostraca 

                       Superorder      :     Eucarida 

                       Order             :     Decapoda 

                       Suborder         :     Dendrobranchiata 

                       Superfamily      :     Penaeoidea 

                       Family             :     Penaeidae 

                       Genus             :     Litopenaeus 

                       Species            :    Litopenaeus Vannamei      

                                                                                                                                                  

1.2.2  ลกัษณะทั $วไปของกุง้ขาว 

                     ลกัษณะทั $วไปลําตวัขาวใสและแบ่งเป็นปลอ้ง 6 ปลอ้ง ส่วนหวัม ี1 ปลอ้ง และ

ส่วนหางอกี 1 ปลอ้ง หน้าอกใหญ่ มขีาสขีาวใชว้่ายนํ�าทั �งหมด 5 คู่ มหีางสแีดงโดยเฉพาะตรง

ปลายจะมสีแีดงเขม้ แพนหางม ี4 ใบและ มกีรอียู่ในระดบัยาวประมาณ 0.8 เท่าของความยาว

เปลอืก ลกัษณะเป็นสามเหลี$ยมมสีแีดงอมนํ�าตาล หวัสนักรสีูง ปลายกรแีคบ กรดีา้นบนม ี8 ฟนั 

ส่วนกรดีา้นล่างม ี2 ฟนั กุง้เพศผูนํ้�าหนกัตวั 60-85 กรมั และกุงเพศเมยีมนํี�าหนกัตวั 45-60  

 



 

5 
 

 

 

 

กรมั หากนิไดทุ้กระดบัความลกึของนํ�า ว่ายนํ�าไดว้่องไว อกีทั �งยงัมนิีสยัไวต่อการเปลี$ยนสภาวะ

แวดล้อมและตกใจง่าย กุ้งขาวสามารถปรบัตวัเข้ากบัสภาพแวดล้อมของฟารม์เพาะเลี�ยงได้ดี

โดยอาศยัได้ในนํ�าที$ระดบัความเคม็ระหว่าง 0-35 ส่วนในพนัส่วน (ppt) (กมลศริ,ิ 2551 และ 

Rafael et al., 1994 อา้งโดย วรียทุธ, 2553) อกีทั �งยงัมรีายงานของประเทศอสิราเอลว่าสามารถ

เลี�ยงไดใ้นนํ�ากรอ่ยที$ความเคม็ 3 ส่วนในพนัส่วนอกีดว้ย (อาทนินัท,์ 2546)  

 

รปูที� 1     ลกัษณะทั $วไปของกุง้ขาว 

Figure 1  Morphology of White Shrimp (L. vannamei) 

ที�มา :  http://benzsei.siam2web.com อา้งโดย วรียทุธ (2553) 

                                                                                                                            

1.2.3  วงจรชวีติและการสบืพนัธุ ์(ปิยะบุตร, 2545) 

                     กุ้งขาวจะมอีายุขยัประมาณ 36 เดอืน มลีกัษณะการวางไข่ที$ระดบันํ�าลกึ

ประมาณ 30-60 มลิลเิมตรใกลพ้ื�นทราย โดยปกตแิม่กุ้งขนาด 60-120 กรมั จะวางไข่ประมาณ 

150,000 ถงึ 250,000 ฟอง ส่วนแม่กุ้งขนาด 30-45 กรมั จะวางไข่ประมาณไม่เกนิ 100,000 

ฟอง ทั �งนี�กุ้งขาวจะวางไข่ในตอนกลางคนืบนพื�น แม่กุ้งจะว่ายนํ�าอย่างรวดเรว็อยู่ประมาณ 45-

60 วนิาท ีแลว้จงึเริ$มออกไข่ขณะที$ลดความเรว็ลงอย่างชา้ๆ ทั �งนี�อวยัวะสบืพนัธุเ์พศเมยีของกุ้ง

ขาวนี�จะมลีกัษณะเป็นแบบเปิด (opened thelycum)  
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                      ปกตแิลว้กุ้งขาวจะผสมพนัธุใ์นเวลากลางคนื หลงัจากมกีารลอกคราบของตวั

เมยีจะมกีารเกี�ยวพาราสแีละผสมพนัธุก์นัที$ความลกึ 10-15 เมตรถงึ 30-50 เมตร โดยธรรมชาติ

แล้วแม่กุ้งที$มไีข่แก่พรอ้มที$จะวางไข่นั �น จะสงัเกตได้จากจะเหน็รงัไข่ซึ$งจะเป็นลําทบึมสีเีขยีว

เกอืบดาํอยูบ่นแถบหลงัของลาํตวั ตั �งแต่บรเิวณหลงัไปจรดหางและตรงบรเิวณดา้นขา้งของลําตวั 

ตรงปล้องที$ 1-2 จะเหน็รงัไข่แผ่ออกไปเป็นหยกัๆ โค้งลงมาทางด้านขา้งของลําตวัทั �งสองขา้ง 

โดยพฤตกิรรมในการผสมพนัธุข์องกุ้งขาวนั �นแบ่งไดเ้ป็น 3 ระยะ คอื ระยะที$หนึ$ง ตวัเมยีจะว่าย

นํ�าขนานไปกบัตวัผู ้โดยตวัเมยีจะว่ายนํ�าสูงกว่าประมาณ 30-40 เซนตเิมตร แลว้ว่ายนํ�าวกกลบั

มาสลบักลบัการหยุดพกัที$พื�นเป็นระยะๆ โดยมกัจะมตีวัผูว้่ายไล่ตามหลายตวั แต่จะมเีพยีงตวั

เดยีวที$สามารถว่ายนํ�าเขา้มาขนานซ้อนอยู่ดา้นล่างของตวัเมยีพอดแีล้วตวัเมยีจะค่อยๆ ใชข้า

เดนิโอบรดัที$ส่วนหวั (carapace) ของตวัผู ้ใชเ้วลาประมาณ 15-20 นาท ี ถ้าตวัผูส้ามารถจดั

ตําแหน่งได้เหมาะสมถ้ายงัจดัตําแหน่งไม่เหมาะสมหรอืมกีารหยุดพกันาน อาจใช้เวลานาน

มากกว่าหนึ$งชั $วโมง ระยะที$สองตวัผูจ้ะพลกิตวัค่อยๆ หงายขึ�นมาตดิตวัเมยี พอทั �งคู่ประกบกนั

ได้ตวัผู้จะแนบส่วนต่อของอกกบัท้องเขา้กบัส่วนนอกด้านล่างของตวัเมยี ซึ$งจะทําให้ตวัผู้ตวั

อื$นๆ หมดโอกาสในการเขา้ทําการผสมพนัธุก์บัตวัเมยีในจงัหวะนี� แต่ถ้าในระยะนี�ตวัผูย้งัเขา้ทํา

ไดไ้มส่าํเรจ็ ตวัผูจ้ะกลบัมาอยูใ่นท่าควํ$า แลว้จะพยายามว่ายนํ�าขนานกบัตวัเมยีเพื$อสรา้งโอกาส

ใหม่อกีครั �ง และระยะที$สามตวัผูจ้ะทําตวัเกอืบตั �งฉากกบัตวัเมยี หลงัจากจงัหวะที$ประกบตวัได้

แลว้ ตวัผูจ้ะใชข้าเดนิคู่ที$ 5 เขี$ยอวยัวะสบืพนัธุ ์(petasma) อยู่ดา้นขา้งเป็นคู่ มลีกัษณะคลา้ย

ตะขอ อยูท่ี$ขาว่ายนํ�า คู่ที$ 1 ซึ$งเป็นอวยัวะที$ช่วยในการปล่อยนํ�าเชื�อแลว้จบั petasma ยดัเขา้ไป

ที$ thelycum ของตวัเมยีซึ$งลกัษณะเป็นแผ่นรปูคลา้ยผเีสื�อกางปีก มรีเูปิดอยู่ตรงกลางยาวลงไป

เป็นร่องเหมอืนรงักระดุมเสื�อเชิ�ต อยู่ตรงกลางระหว่างขาว่ายนํ�าคู่ที$ 1 กบัขาเดนิคู่ที$ 5 ซึ$งเป็น

อวยัวะที$มไีวส้าํหรบัเกบ็นํ�าเชื�อของกุง้ตวัผู ้จากนั �นตวัผูจ้ะโคง้รอบตวัเมยี แลว้กระตุกหวัและหาง

เป็นจงัหวะอยา่งต่อเนื$องเพื$อบบีใหนํ้�าเชื�อออกมา ตวัเมยีจะเกบ็นํ�าเชื�อเขา้ไปแลว้ปล่อยไข่เลยซึ$ง

ในกุ้งขาวนี�ไข่ของตวัเมยีจะอยู่ขา้งใน ส่วนของนํ�าเชื�อที$เขา้ไปจะอยู่ด้านนอก ซึ$งปากรูของ 

thelycum ตอ้งเปิดก่อนถงึจะเกบ็นํ�าเชื�อที$ไดร้บัมา ทําใหป้รมิาณของเชื�อตวัผูท้ี$เขา้ปฏสินธกิบัไข่

เป็นไปอย่างไม่สมบูรณ์ จงึทําใหโ้อกาสในการไดไ้ข่ที$ไดร้บัการผสมแลว้เจรญิต่อไปเป็นตวัอ่อน

น้อยกว่ากรณีของกุ้งกุลาดําและกุ้งแชบ๊วย หลงัจากนั �นจงึค่อยแยกตวัออกจากกนัแลว้ว่ายนํ�า

ออกไปในเวลา 2-3 วนิาท ี ซึ$งรวมเวลาทั �งสิ�นในการผสมพนัธุ์ทั �งหมดประมาณ 1-3 ชั $วโมง 

จากนั �นแมกุ่ง้จะทาํการวางไข ่โดยจะใชเ้วลา 3-5 นาท ี 
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                              1.2.4 ระบบภมูคิุม้กนัในกุง้ 

                     ในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังรวมทั �งกุ้งนั �นจะไม่มีภูมิคุ้มกันที$แท้จริง หรือ 

adaptive immunity ที$เป็นการทาํงานของแอนตบิอดต่ีอสิ$งแปลกปลอม (pathogen) ที$เขา้สู่เซลล ์

มกีารจดจาํอย่างจาํเพาะและตอบสนองไดอ้ย่างรวดเรว็เมื$อเกดิการรุกรานจากสิ$งแปลกปลอมใน

ครั �งต่อไปเหมอืนเช่นที$พบในสตัว์มกีระดูกสนัหลงั อย่างไรก็ตามเราพบระบบภูมคิุ้มกนัแบบ 

innate immunity ว่าเป็นส่วนสําคญัในสตัวไ์ม่มกีระดูกสนัหลงัรวมทั �งในกุ้งด้วย ซึ$งภูมคิุม้กนั

แบบนี�จะแสดงความไม่จําเพาะและขาดการจดจําที$ดต่ีอสิ$งแปลกปลอม  (อมรรตัน์, 2550 ; 

Iwanaga and Lee, 2005) อยา่งไรกต็ามกระบวนการจดจาํดงักล่าวสามารถถูกกระตุ้นไดโ้ดยสิ$ง

แปลกปลอม รวมถงึโปรตนีลูกผสมที$มคีวามจาํเพาะต่อสิ$งแปลกปลอม (Witteveldt et al., 2004 

; Zhu et al., 2009 ; Namikoshi et al., 2004 and Fu et al., 2008 อ้างโดย Fu et al., 2010) 

โดยในกุ้งนั �นพบ innate immunity อยู่ 2 ชนิดคอื ชนิดอาศยัเซลล ์(cellular immunity)  ซึ$งใช้

เมด็เลอืดชนิดต่างๆ ในกระบวนการกําจดัสิ$งแปลกปลอมที$เขา้สู่เซลล ์และอกีชนิดคอืชนิดอาศยั                      

สารนํ�า (humoral immunity) ทั �งนี�พบว่าภูมคิุม้กนัทั �ง 2 ชนิดที$กล่าวมามกีารทํางานที$แยกจาก

กนัแต่ในบางครั �งกม็กีารทาํงานรว่มกนัไดเ้ช่นเดยีวกนั (Wang and Wang, 2012) 

1.2.4.1 ภมูคิุม้กนัชนิดอาศยัเซลล ์(cellular immunity)  

                     เป็นระบบภูมคิุ้มกนัแบบไม่จําเพาะที$มใีนกุ้งมาแต่กําเนิด (อมรรตัน์, 2550) 

โดยมีเซลล์เม็ดเลือด (hemocyte) คอยทําหน้าที$หลักในระบบภูมิคุ้มกันแบบอาศัยเซลล ์

ประกอบด้วยเซลล์เม็ดเลือดหลายชนิด ได้แก่ ไฮยาลิน (hyaline cell), เซมกิรานูลาร ์

(semigranular cell) และกรานูลาร ์(granular cell)  เมื$อร่างกายเกดิบาดแผล จะมกีระบวนการ 

แขง็ตวัของเลอืด ทําหน้าที$โดยเซลลไ์ฮยาลนิ เพื$อยบัยั �งการสูญเสยีเลอืดของร่างกาย รวมทั �ง

ป้องกนัเชื�อโรคที$อาจจะผ่านเขา้สู่เซลลไ์ด ้ในกรณทีี$เชื�อโรคหรอืสิ$งแปลกปลอมสามารถผ่านเขา้สู่

เซลล์ได้แลว้นั �น เซลล์เซมกิรานูลาร ์รวมทั �งเซลล์กรานูลาร ์กจ็ะทําหน้าที$ต่อด้วยการทําลายสิ$ง

แปลกปลอมดงักล่าวด้วยวธิกีารฟาโกไซโทซสิ (phagocytosis) คอืเซลล์จะกลนืสิ$งแปลกปลอม

เขา้สู่ส่วนไซโทพลาสซมึ จากนั �นเซลลจ์ะสรา้งสารที$เป็นพษิต่อสิ$งแปลกปลอมโดยการเปลี$ยนรปู

ออกซเิจนภายในเซลลด์ว้ยการรดีวิซไ์ปเป็นซเูปอรอ์อกไซดแ์อนไอออน (O-2) ต่อดว้ยไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (H2O2) รวมทั �งไฮดรอกซลิเรดคิลั (OH) เพื$อทําลายสิ$งปลอกปลอม แต่เมื$อสิ$ง

แปลกปลอมมจีาํนวนมากเกนิความสามารถที$จะฟาโกไซโทซสิได ้เซลลก์จ็ะใชว้ธิกีารสรา้งโนดูล 

(nodulation) คอืเซลลเ์มด็เลอืดจะมารวมตวักนัหลายๆเซลลเ์พื$อลอ้มรอบสิ$งแปลกปลอมมใิห ้
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แพร่กระจายออกไปทั $วร่างกาย แต่ถ้าสิ$งแปลกปลอมนั �นมขีนาดใหญ่หรอืมกีารลามและเพิ$ม

จาํนวนมากแล้ว เซลลก์็จะใช้วธิกีารห่อหุ้มสิ$งแปลกปลอม (encapsulation) โดยเซลล์เมด็เลอืด

จํานวนมากที$จะมาล้อมรอบสิ$งแปลกปลอม และจะมกีารทํางานของระบบภูมคิุ้มกนัโพรฟีนอล

ออกซเิดส (Prophenoloxidase, proPO) รว่มดว้ย (กจิการ, 2543 อา้งโดย วรียุทธ, 2553) ซึ$งทั �ง

เซลลเ์ซมกิรานูลาร ์และเซลลก์รานูลารต่์างมบีทบาทสําคญัในกระบวนการนี� (Bachere et al., 

1995) 

                     1.2.4.2  ระบบภมูคิุม้กนัชนิดอาศยัสารนํ�า (humoral immunity)  

                 เป็นระบบที$เกิดขึ�นจากการทํางานของสารบางชนิดที$ละลายได้ในนํ�า ซึ$งเป็น

ผลผลติจากเซลลเ์มด็เลอืด เช่น Lysosomal enzyme, Bactericidins และ Cytolysins เป็นต้น 

(Bachere et al., 1995) พบในสตัวใ์นตระกูลมอลลสั (Molluscs) ส่วนในครสัตาเชยีนนั �นพบว่า 

มเีลคตนิ (lectin)หรอือะกลตูนิิน (aglutinin) เป็นสารสาํคญัในกระบวนการนี� โดยสารดงักล่าวม ี

ความจําเพาะต่อกรดไซยาลคิ (Sialic acid) และอนุพนัธ์ของมนั โดยเลคตนิจะมกีระบวนการ

จดจําและต่อต้านต่อสิ$งแปลกปลอม และอาจจะทําหน้าที$เป็นออพซินิน (Opsinins) ได้ด้วย 

(Vasta, 1990 อา้งโดย Bachere et al., 1995) รวมทั �งมคีวามสามารถในการยบัยั �งการเจรญิของ

แบคทเีรยีและฟงัไจ (Smith และ Chisholm, 1992 อ้างโดย อภชิยั, 2001) ทั �งนี�ยงัพบ

กระบวนการทําลายสิ$งแปลกปลอมโดยใชส้ารประกอบออกซเิจน (Reactive Oxygen Species, 

ROS) รวมทั �งกระบวนการโพรฟีนอลออกซเิดสที$มบีทบาทสําคญัต่อการกําจดัสิ$งแปลกปลอม 

(อมรรตัน์, 2550)   

                 ระบบภูมิคุ้มกัน โพรฟีนอลออกซิเดส  เ ป็นกระบวนการสร้า ง เมลา นิน 

(Melanization) พบไดท้ั �งสตัวใ์นจาํพวกแมลง และครสัตาเชยีน จะเริ$มต้นระบบดว้ยการทํางาน

ของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดส แอกตเิวตงิ (Prophenoloxidase-activating enzymy , PPA) 

เป็นเอนไซมใ์นกลุ่มเซอรนี โปรตเีอส (Serine protease) ถูกสรา้งจากเซลล์เมด็เลอืด มขีนาด

โปรตนี 76 กโิลดาลตนั (Johansson and Soderhall, 1989  อา้งโดย Bachere et al., 1995) ถูก 

กระตุ้นการทํางานของเอนไซมโ์ดยโพลแีซคคาไรด์ที$ประกอบด้วย เบต้า 1-3 กลูแคน (β-1,3 

glucan) และไลโพโพลแีซคคาไรด์ (Lipopolysaccharide, LPS) ที$มาจากผนังเซลล์ของจุลชพี 

จากนั �นเอนไซมจ์ะไปกระตุน้ใหม้กีารปล่อยส่วนกรานูล (Degranulation) จากเซลลเ์ซมกิรานูลาร ์ 

และเซลลก์รานูลาร ์โดยจะมกีารปล่อยเพอรอกซเินคตนิ (Peroxinectin, PE) ซึ$งมกีารสรา้งและ

เกบ็ไวภ้ายในกรานูลออกมานอกเซลล ์เพื$อจะไปทาํหน้าที$กระตุน้กระบวนการโพรฟีนอลออกซ ิ   
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เดสใหเ้กดิขึ�น (Chiu et al., 2007) โดยในระหว่างกระบวนการจะมกีารสงัเคราะห์สารควโินน 

(Quinone) ซึ$งเป็นสารพษิต่อเซลลแ์ปลกปลอม (Mavrouli et al., 2005) รวมทั �งมกีารกระตุ้นให้

เกิดการฟาโกไซโทซิสโดยเซลล์ไฮยาลิน  โพรฟีนอลออกซิเดสจะถูกยบัยั �งโดย Proteinase 

inhibitor ไดแ้ก่ α-2-macroglobulin และ Trypsin inhibitor (Johansson and Soderhall, 1989  

อ้างโดย Bachere et al., 1995) โดยมรีายงานว่า α-2-macroglobulin มกีาร แสดงออกลดลงใน

สภาวะแวดลอ้มที$ทาํใหก้ารแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสสูงขึ�น (Yue et al., 2010) ทั �งนี�ยงั

พบว่าโพรฟีนอลออกซเิดสยงัมผีลต่อการเพิ$มการแสดงออกของกระบวนการฟาโกไซโทซสิ, การ

สรา้งโนดลู (nodule formation) รวมถงึการแขง็ตวัของเลอืด (coagulation) (Jiravanichpaisal et  

al., 2006)  
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รปูที� 2   กระบวนการโพรฟีนอลออกซเิดส (proPO)  

Figure 2  The Prophenoloxidase pathway 

ที�มา :   Lee และ Soderhall (2002) 
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                     1.2.5 โรคกุง้ (Shrimps’ disease) 

                     โรคกุ้ง (Shrimps’ disease) คอือาการผดิปกตขิองกุ้ง เป็นเหตุให้กุ้งตาย โดย

สาเหตุเกดิจากความสมัพนัธ์กนัระหว่างสภาพแวดล้อมและเชื�อก่อโรค  เช่น ความรุนแรงของ                                                               

เชื�อก่อโรค จาํนวนชนิดของเชื�อ และสภาพแวดล้อมที$ไม่เหมาะสมสําหรบัการดํารงชวีติของกุ้ง 

ซึ$งจะส่งผลต่อความรุนแรงของโรคไปดว้ย (Snieszko, 1973 อ้างโดย วรียุทธ, 2553)   แต่ทั �งนี�

การตดิเชื�อก่อโรคในกุง้นั �น นบัเป็นปจัจยัหลกัที$สรา้งความเสยีหายใหก้บัฟารม์กุ้งไดม้าก โดยใน

ประเทศไทยนั �นมกีารรายงานว่า เชื�อชนิดแรกที$พบในโรคกุ้งคือไวรสัที$มชีื$อว่า Yellow-head 

Virus (YHV) หรอืไวรสัหวัเหลอืง ซึ$งพบการระบาดในไทยเมื$อปี ค.ศ. 1992 (Flegel, 2006) ซึ$ง

นับแต่นั �นเป็นต้นมาก็มโีรคกุ้งที$เกิดจากการติดเชื�อก่อโรคชนิดอื$นๆตามมาอีกมากมายหลาย

ชนิด เช่น ไวรสัเอ็มบวี ี(Monodon Baculovirus, MBV), ไวรสัเอชพวี ี(Hepatopancreatic 

parvovirus, HPV), ไวรสัเทาร่า (Taura syndrome virus, TSV),ไวรสัตวัแดงดวงขาว (White 

spot syndrome virus, WSSV) รวมถงึแบคทเีรยีวบิรโิอ (Vibrio) เป็นตน้ 
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ตารางที� 1 แสดงโรคตดิเชื�อในกุง้ทะเล 

Table 1  Most Shrimp’s disease 

            Protozoa and Fungi                        Bacteria                                              Virus 

          Ciliates protozoan, Suctorians,   Black gill disease, Epicommensal,   BMNV, BP,  BPSV,      

         Gregarine, Larval metazoan,     Gill brown disease, Necrotizing,     TCBV, GAV, HPV, 

          Microsporidian,                      Mycobacteriosis, Vibriosis,            IHHNV, LOPV,  

          Haplosporidian                      Rickettsial like organism               LPV, LSNV, MBV,      

           Larvae mycosis                                                                     MOV, MSGS, RPS, 

                                                                                                YHV, TSV, WSSV, 

ที�มา : Lightner et al., 1997 ; Sangamaheswaran and  Jeyaseelan, 2001 and Flegel,   

2006 อา้งโดย อมรรตัน์, 2550                                                                             

                              1.2.6  โรคตวัแดงดวงขาว  

                     โรคตวัแดงดวงขาวพบไดใ้นกุ้งทะเลหลายชนิด มชีื$อเรยีกแตกต่างกนัมากมาย

เช่น white spot viral disease (WSVD), white spot syndrome (WSS), white spot syndrome 

associated baculovirus (WSBV), systemic ectodermal and mesodermal baculovirus 

(SEMBV), white spot viral infection และ white spot syndrome virus (WSSV) เป็นต้น 

(อมรรตัน์, 2550) จดัเป็นโรคในกุ้งที$รุนแรงที$สุดที$มต่ีอฟาร์มเพาะเลี�ยงกุ้งทั $วโลก (Wu et 

al.,2002)  พบครั �งแรกในประเทศไต้หวนั (Chen, 1995) และมกีารระบาดอย่างต่อเนื$องสู่แถบ

เอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้รวมทั �งแถบอเมรกิา (Flegel, 1997 อ้างโดย Kim et al., 2004) โดยใน

ประเทศไทยพบการะบาดเมื$อปี พ.ศ. 2538 (อมรรตัน์, 2550) สามารถพบได้ตลอดทั �งปี

โดยเฉพาะในช่วงหน้าฝนที$อุณหภมูติํ$าช่วงเดอืนพฤศจกิายนถงึมกราคม อกีทั �งยงัพบการระบาด

ในพื�นที$ๆ มกีารเพาะเลี�ยงกุง้กุลาดาํเนื$องจากเป็นบรเิวณเดยีวกบัที$มกีารเพาะเลี�ยงกุ้งขาวดว้ย 
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เช่นกนั (นิต ิและคณะ, 2549) โรคตวัแดงดวงขาวถูกขึ�นบญัชเีป็นโรคที$สาํคญัต่อสตัวจ์าํพวกครสั

ตาเชยีนประจาํปี 2006 โดยองคก์ารอนามยัสตัวโ์ลก หรอื World Animal Health Organization 

(Lightner, 2011) สาเหตุของโรคเกิดจากการติดเชื�อไวรสัตวัแดงดวงขาว (White spot 

syndrome virus, WSSV)  

                              1.2.6.1  ไวรสัตวัแดงดวงขาว (White spot syndrome virus, WSSV) 

                     ไวรสัตวัแดงดวงขาว หรอื WSSV เดมิถูกเรยีกว่าแบคคูโลไวรสั (Baculovirus) 

เนื$องดว้ยลกัษณะทางสณัฐานที$เป็นทรงกระบอก (Rod shape) รวมทั �งลกัษณะทางกายวภิาคที$

ไม่มเีกราะโปรตนีหุม้ (non occluded) (Wongteerasupaya et al., 1995) เป็นเชื�อก่อโรคต่อกุ้ง

ในตระกูล Penaeid เป็นสาํคญั (Kim et al., 2004) จดัเป็นไวรสัในตระกูล Nimaviridae และสกุล 

Whispovirus (Mayo, 2002) มสีารพนัธุกรรมชนิด double-stranded DNA (dsDNA) ลกัษณะ

ทางสณัฐานเป็นแท่งยาว 250-380 นาโนเมตร เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 80-120 นาโนเมตร ปกคลุม

ดว้ยส่วนโปรตนี envelope จาํนวน 3 ชั �น และมสี่วนติ$งคล้ายหาง (tail-like appendages) ยื$น

ออกมา (Wang et al., 1995 อา้งโดย Lightner, 2011) ส่วนปลายดา้นหนึ$งของอนุภาคมลีกัษณะ

คลา้ยหางหรอืแฟลกเจลลมั (Flagellum) (Van Hulten et al., 2000 และ Huang et al.,  2001 

อ้างโดย สริลิกัษณ์, 2545) มโีปรตนีที$สําคญัเป็นองคป์ระกอบอยู่ 4 ชนิดใหญ่ๆคอื VP28 และ 

VP19 อยู่บรเิวณ envelope และ VP26 และ VP24 อยู่บรเิวณ nucleocapsid (Kim et al., 

2004) ทั �งนี�มรีายงานว่าโปรตนี VP28 เป็นปจัจยัสําคญัในการตดิเชื�อไวรสัในกุ้ง (Van Hulten et 

al., 2001 อา้งโดย สริลิกัษณ์, 2545) 
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            รปูที� 3  แสดงลกัษณะของไวรสัตวัแดงดวงขาว  

          Figure 3  Morphology of White Spot Syndrome Virus (WSSV)   

            ที�มา :  Vlak และคณะ (2005) อา้งโดย Lightner (2011) 

                     1.2.6.2  ลกัษณะอาการของโรคตวัแดงดวงขาว   

                     อาการของโรคนี�พบครั �งแรกเมื$อปี ค.ศ. 1993 ในกุ้งคุรุมา (Penaeus 

japonicus) ที$ประเทศญี$ปุน่ (Flegel, 2006) อาการที$สงัเกตเหน็ไดช้ดัคอื ตวัจะแดงเมื$อมกีารตดิ

เชื�ออย่างรุนแรง ซึ$งเป็นที$มาของชื$อโรคตวัแดงดวงขาว บรเิวณใต้ผวิเปลอืกกุ้งจะมลีกัษณะวง

ขาวๆหลายวงกระจายออกไป เนื$องมาจากความผดิปกตขิองการสะสมแคลเซยีมและฟอสฟอรสั 

(Ligthner 1996, ชลอ, 2543 อ้างโดย สริลิกัษณ์, 2545) และอาจเชื$อมตดิกนัเป็นแผ่นไดด้ว้ย 

(Alday de Graindorge and Flegel, 1998 ; Ligthner, 1996 และ Wongteerasupaya et al., 

1995 อ้างโดย นภดล และคณะ 2547) นิวเคลยีสขยายตวัผดิปกต ิโครมาตนิอดัแน่นและเหน็

เป็นขอบเด่นชดั กุ้งมอีาการเซื$องซึม กินอาหารน้อยลง ลําตัวเกิดเป็นสีชมพูถึงนํ�าตาลแดง

เนื$องจากการแพร่กระจายของเมด็ส ี(chromatophore) เมื$อมอีาการรุนแรงกุ้งจะว่ายขึ�นมาอยู่

บรเิวณผวินํ�าตรงขอบบ่อ (อมรรตัน์, 2550)  และจะตายหมดภายใน 3-10 วนัหลงัจากตดิเชื�อ 
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แลว้ (Liu et al., 2009) สามารถพบการตดิเชื�อของไวรสับรเิวณส่วนหวั (cephalothorax) ได้

มากกว่าส่วนหาง (abdomen) ของกุง้ (Durand et al., 2003 อา้งโดย อมรรตัน์, 2550)  

                    จากการศกึษาพบว่าอุณหภูมเิป็นปจัจยัที$มอีทิธพิลต่อการแสดงอาการของโรค 

(Vidal et al., 2001) โดยที$อุณหภูม ิ32 องศาเซลเซยีสเป็นช่วงที$ไวรสัตวัแดงดวงขาวยงัไม่

แสดงผลต่อกุ้ง แต่เมื$ออุณหภูมลิดลงถงึ 25 องศาเซลเซยีส จะมผีลใหกุ้้งตายอย่างรวดเรว็ 100 

เปอร์เซ็นต์ (Lightner, 2011) และจะหยุดปรากฏการณ์ดังกล่าวเมื$ออุณหภูมิสูงขึ�น 

(hyperthermic) (Du et al., 2006 อา้งโดย Lightner, 2011) 

 

รปูที� 4  แสดงลกัษณะของกุง้ที$เป็นโรคตวัแดงดวงขาว (ตวัล่าง) และกุง้ปกต ิ(ตวับน) 

Figure 4  Differentation between normal shrimp (upper) and WSSV infected shrimp  

(Lower) 

ที�มา :  Sahul และคณะ (1997) อา้งโดย สริลิกัษณ์ (2545) 

1.2.7 ไรโบโซมอลโปรตนี S3a (RPS3a)  

                 ในสิ$งมชีวีติทุกชนิดต่างมไีรโบโซม (Ribosome) เป็นออรแ์กแนล (Organelle) ใน

แต่ละเซลล ์ทําหน้าที$หลกัคอืสงัเคราะหโ์ปรตนีภายในเซลล ์ไรโบโซมของเซลลโ์ปรคารโิอตจะมี

ขนาด 70S (svedberge) ประกอบขึ�นจากหน่วยยอ่ย 2 หน่วยคอื หน่วยยอ่ยขนาดใหญ่ (Large  
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subunit) ขนาด 50S นํ�าหนักประมาณ 2.7 x 106 ดาลตนั ประกอบดว้ย ไรโบโซมอลโปรตนี 

(Ribosomal protein) ประมาณ 31-34 ชนิด   และไรโบโซมอลอารเ์อ็นเอหรอือารอ์ารเ์อ็นเอ 

(Ribosomal RNA, rRNA) ขนาด 23S และ 5S และหน่วยยอ่ยขนาดเลก็ (Small subunit) ขนาด 

30S ประกอบดว้ยโปรตนี 21 ชนิด และอารอ์ารเ์อน็เอขนาด 16S  โปรตนีโดยในขณะที$ไรโบโซม

ในเซลลย์คูารโิอตนั �นจะมขีนาดใหญ่กว่าคอื ขนาด 80S ซึ$งประกอบขึ�นจากหน่วยย่อยขนาดใหญ่

ขนาด 60S ประกอบดว้ยไรโบโซมอลโปรตนี 49 ชนิดและอารอ์ารเ์อน็เอขนาด 28S, 5.8S และ 

5S และหน่วยย่อยขนาดเลก็ขนาด 40S ประกอบดว้ยไรโบโซมอลโปรตนีประมาณ 33 ชนิดและ

อารอ์ารเ์อน็เอขนาด 18S  อย่างไรกต็ามมรีายงานว่า จาํนวนไรโบโซมอลโปรตนีในเซลลย์คูาริ

โอตจะแตกต่างกันออกไปในสิ$งมีชีวิตแต่ละชนิด (ลัดดา, 2547) รวมทั �งยังมีหน้าที$เฉพาะ

นอกเหนือไปจากเป็นองคป์ระกอบของไรโบโซม (Wool et al., 1995 ; Wool, 1996 อ้างโดย 

Naora et al., 1998) โดยมรีายงานว่าไรโบโซมอลโปรตนีหลายชนิดนั �นมบีทบาทในกระบวนการ

แบ่งตวัของเซลล ์(Bevort and Leffers, 2000), กระบวนการ apoptosis (Naora et al., 1998) 

รวมทั �งกระบวนการ cell transformation (Lim et al., 2011) กระนั �นยงัพบดว้ยว่าไรโบโซมอล

โปรตนีมสีดัส่วนการแสดงออกที$มากเมื$อเทยีบกบัยนีอื$นๆใน hemocyte ของกุ้งขาว (Huang et 

al., 1999 อ้างโดย Robalino et al., 2009) (รปูที$ 5) ขณะที$มรีายงานดว้ยว่าการแสดงออกของ

ยนีไรโบโซมอลโปรตีนและการสงัเคราะห์โปรตีนมคีวามเกี$ยวข้องกันอย่างแน่นแฟ้น อีกทั �ง

อทิธพิลจากสภาพแวดลอ้มต่างๆทางกายภาพมผีลต่อการกระตุ้นการแสดงออกของไรโบโซมอล

โปรตีนในช่วงที$เซลล์มกีารปรบัตัวเข้าหาสภาพแวดล้อม รวมทั �งการตอบสนองต่อสภาวะที$

ก่อใหเ้กดิความเครยีด (Mager, 1988 อา้งโดย Hou และคณะ, 2008) 

                     ยนี RPS3a เป็นยนีที$ควบคุมการสร้างไรโบโซมอลโปรตีน S3a (RPS3a) 

(Metspalu et al., 1992 ; Starky and Levy, 1995) มคีวามเหมอืน (homology) อยา่งมากกบั

ยนีอกีหลายชนิดในสิ$งมชีวีติชนิดต่างๆเช่น ยนี  fte-1 และ TU11 ในสตัว์เลี�ยงลูกด้วยนม 

(Lecomte et al., 1997), ยนี T151 ในขา้ว (Kidou et al., 1994) รวมทั �งยนี PLC1 และ PLC2  

ในยสีต์ (Ito et al., 1992) เป็นต้น ในเซลลย์คูารโิอต  RPS3a มบีทบาทสําคญัในกระบวนการ

เริ$มตน้การสงัเคราะหโ์ปรตนี (Shemer et al., 2000) เป็นไรโบโซมอลโปรตนีของหน่วยย่อย 40s  

ของไรโบโซม พบไดท้ั �งในนิวเคลยีสและไซโทพลาสซมึของเซลล ์ โดย RPS3a สามารถจบักบั 

initiation factor  ทั �ง eIF-2 และ eIF-3  รวมทั �งยงัสามารถจบักบั Initiation tRNA, ไรโบโซมอล 
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อารเ์อน็เอ (rRNA),  rRNA ขนาด 18s (18s rRNA) และเอม็อารเ์อน็เอ (mRNA) (Lutsch et al., 

1990, Bulygin et al., 1997 อ้างโดย Shemer et al., 2000) รวมทั �ง transcription factor                                                                               

ในโครโมโซมของคนนั �นจะมยีนี RPS3a อยู่ 1 ตําแหน่งบนโครโมโซมคู่ที$ 4 (Nolte et al., 1995) 

มกีารศกึษาอยู่หลายชิ�นที$ระบุว่า RPS3a ทําหน้าที$นอกเหนือจากไรโบโซม (extraribosomal) 

(Shemer et al., 2000) เช่นควบคุมกระบวนการ apoptosis และ transcription factor (Lim et 

al., 2011), กระบวนการ v-fos transformation (Kashuba et al., 2005)  ทั �งนี�มรีายงานที$บ่ง

บอกว่า RPS3a มกีารแสดงออกอย่างสูงในเซลลม์ะเรง็หลายชนิด (Suuda et al., 2000, Kim et 

al., 2001 อา้งโดย Lim et al., 2011) และยนืยนัดว้ยรายงานจาก Lim และคณะ (2011) ที$พบว่า 

RPS3a ทําหน้าที$เป็นแชพเพอรอน (chaperone) ใหก้บั hepatitis B virus X protein ที$มี

บทบาทสาํคญัต่อการพฒันาของเซลลม์ะเรง็ในเซลล ์hepatopancrease  

                     มรีายงานว่าไรโบโซมอลโปรตนีหลายชนิดมกีารแสดงออกอย่างสูงในเซลลเ์มด็

เลอืดของกุ้งกุลาดําเมื$อมกีารตดิเชื�อ Yellow head virus เช่น  RPS23, RPS24, RPL3, RPL8, 

RPL11, RPL18 และ RPL30 (Prapavorarat et al., 2010) ในอกีรายงานหนึ$ง เมื$อมกีารใหไ้รโบ

โซมอลโปรตนีจากเชื�อ Leishmania major แก่หนูพบว่าสามารถลดจาํนวนเชื�อลงไดเ้มื$อถูกทําให้

ตดิเชื�อ Leishmania major  (Iborra et al., 2008) อกีทั �งยงัพบว่า RPS3a จากเชื�อ Leishmania 

major สามารถกระตุ้นภูมคิุม้กนั polyclonal   ของเมด็เลอืดขาวชนิด B-cell ในหนู (da Silva et 

al., 2001) จงึน่าเชื$อว่าไรโบโซมอลโปรตีนหลายๆชนิด รวมทั �ง RPS3a น่าจะมบีทบาท

เกี$ยวขอ้งกบัระบบภูมคิุม้กนัของสิ$งมชีวีติ แต่ทั �งนี�ยงัไม่มรีายงานเกี$ยวกบับทบาทของ RPS3a 

ในสตัว์กลุ่มครสัตาเชยีนแต่อย่างใด โดยในการศึกษาครั �งนี�มุ่งเน้นในเรื$องของผลของ RPS3a 

ต่อภมูคิุม้กนัของกุง้ซึ$งเป็นครสัตาเชยีนชนิดหนึ$งว่าเป็นอยา่งไรบา้ง  
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รปูที� 5 แสดงยนีต่างๆที$มกีารแสดงออกใน hemocyte ของกุง้ขาวในสภาวะปกต ิ

Figure 5  Expression gene in hemocyte of White Shrimp 

ที�มา :  Huang และ Madan (1999) อา้งโดย Robalino และคณะ (2009) 

                              1.2.8   ยนี Phagocytosis Activating Protein (PAP) 

                     ยนี PAP (GenBank accession no. AY680836) ถูกแยกสกดัไดค้รั �งแรกจาก

ส่วน Haemolymph ของกุ้งกุลาดํา (Penaeus monodon) ที$ตดิเชื�อ WSSV (Khimmakthong et 

al., 2011 ; Deachamag et al., 2006) โดยถูกตั �งชื$อตามบทบาทของยนีที$ทําหน้าที$ฟาโกไซโท

ซสิ (Phagocytosis) (Deachamag et al., 2006) ซึ$งเป็นกระบวนการที$เกดิขึ�นในระบบภูมคิุม้กนั

ของเซลลโ์ดยเซลลเ์มด็เลอืดทําหน้าที$กําจดัสิ$งแปลกปลอมโดยการจบักนิ โดยเซลล์ที$เกี$ยวขอ้ง

เช่น macrophage,  neutrophil  และเซลลอ์ื$นๆอกี เพื$อขจดัสิ$งแปลกปลอมที$มขีนาดประมาณ 1 

ไมโครเมตร ที$บุกรุกเข้าสู่เซลล์ โดยนําสิ$งแปลกปลอมหรือจุลชีพเหล่านี�มาย่อยสลายโดย 

lysosome ซึ$งมเีอนไซม ์hydrolytic อยู่มาก (Harrison and Grinstein, 2002 ; Greenberg, and 

Grinstein, 2002) จากการศึกษาพบว่าเมื$อมกีารกระตุ้นเซลล์เมด็เลอืดโดยการบ่มเซลล์กบั 

Glutathione S transferase-PAP หรอื GST-PAP จะมผีลใหเ้กดิการฟาโกไซโทซสิสูงขึ�นและมี

ผลทําให้กุ้งมภีาวะต้านทานต่อสิ$งแปลกปลอมที$อาจก่อให้เกดิอนัตรายต่อเซลล์มากขึ�นตามไป

ด้วย  (Deachamag et al., 2006) อีกทั �งยงัพบว่า PAP มปีฏิกิรยิาร่วมกบั alpha-2-

macroglobulin (α2m) ในการช่วยให ้GST-PAP สามารถเขา้สู่เซลลฟ์าโกไซตคิ (Phagocytic  
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cell) และนําไปสู่การลดอตัราการตายของกุ้งเมื$อตดิเชื�อไวรสัตวัแดงดวงขาวได้ (Chotigeat et 

al., 2007) โดยยนี PAP มคีวามเหมอืน (Homology) อย่างสูงกบัไรโบโซมอลโปรตนี L26 

(Ribosomal protein L26, RPL26) ในกุ้ง (Penaeus Japonicus) (Watanabe, 1998 อ้างโดย 

Chotigeat et al., 2007) และ Mus musculus (Chotigeat et al., 2007) โดย RPL26 จะจบักบั

ส่วน 5’UTR ของยนี p53 ซึ$งเป็นยนีที$ยบัยั �งการเกดิเซลลม์ะเรง็โดยอาศยักระบวนการอะพอพโท

ซสิ (apoptosis) ซึ$ง RPL26 จะเป็นตวัส่งเสรมิ (activator) ให ้p53 มกีารแสดงออกของยนีที$

สูงขึ�นกว่าปกต ิ(Takagi et al., 2005)โดยมรีายงานว่ามกีารแสดงออกของ RPL26 อย่างสูงใน 

intramuscular ของกุ้งกุลาดําเมื$อถูกฉีดดว้ยไวรสัตวัแดงดวงขาวที$ถูกทําใหอ่้อนแรงลงร่วมดว้ย

ฟอรม์าลนิ (Formalin Inactivated WSSV) (Deachamag et al., 2006) และยงัมรีายงานว่า 

RPL26 มกีารแสดงออกอย่างสูงใน Littorina littorea ในช่วงที$ขาดออกซเิจน (Larade et al., 

2001)จากการศกึษาของ Khimmakthong และคณะ (2011) พบว่า PAP ในรปูพลาสมดิลูกผสม 

PAP-phMGFP ที$นําเขา้สูต่วักุง้โดยวธิกีารฉีดนั �น มผีลใหก้ารแสดงออกของยนี PAP และยนีโพร

ฟีนอลออกซเิดส (proPO) ในกุง้สงูขึ�นกว่าปกต ิอกีทั �งสามารถกระตุน้กระบวนการฟาโกไซโทซสิ 

และมผีลใหกุ้้งขาวรอดชวีติไดด้เีมื$อถูกกระทําโดยเชื�อโรคชนิดต่างๆเช่น ไวรสัหวัเหลอืง, ไวรสั

ตวัแดงดวงขาว รวมถงึแบคทเีรยีวบิรโิอ 

 

1.3  วตัถปุระสงค ์

1.3.1  เพื$อศกึษาผลของโปรตนีลูกผสม His-RPS3a ต่อภูมคิุม้กนัโพรฟีนอลออกซเิดส และ

ศกึษาผลของโปรตนีลกูผสม His-RPS3a ต่อการรอดชวีติของกุง้ขาวที$ตดิโรคตวัแดงดวงขาว 

1.3.2  เพื$อศกึษาผลของดเีอ็นเอ PAP ต่อระบบภูมคิุม้กนั และศกึษาผลของดเีอน็เอ PAP ต่อ 

การรอดชวีติของกุง้ขาวที$ตดิโรคตวัแดงดวงขาว 
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 บทที� 2 

วสัด ุอปุกรณ์ และวิธีการ 

2.1 วสัด ุ

2.1.1 สารเคมี 

2.1.1.1 สารเคมีชนิดเกรดวิเคราะห ์

สารเคมี                                                                                                             บริษทัที�ผลิต 

Absolute ethanol                                                                                                     BDH 

Acrylamide                                                                                          Fluka                             

Ammonium persulfate                                                                            Fluka                                              

Acetic acid                                                                                         J.T Baker                              

Bovine serum albumin (BSA)                                                                  Sigma                                         

Calcium chloride dehydrate                                                                     Merck                                            

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)                                                    Merck                                       

Folin ciocalteus’ s reagent                                                                      CARLO 

ERBA                                                 

Glucose                                                                                              Fluka                                                      

Glycerol                                                                                              Fisher                                                      

Glycine                                                                                               BDH                                                        

HEPES                                                                                               Sigma                           
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       สารเคมีชนิดเกรดวิเคราะห ์(ต่อ) 

สารเคมี                                                                                                         บริษทัที�ผลิต 

Hydrocloric acid                                                                            Merck                                                     

Magnesium sulfate hydrate                                                             CARLO ERBA 

Magnesium chloride-hexahydrate reinst                                             Merck                                                

Methanol                                                                                     LAB-SCAN                                                            

N, N’ –methylene-bis-acrylamide                                                      Merck    

N, N, N, N’ –Tetramethylethylene                                                     Fluka 

Diamine (TEMED) 

 Nutrient Agar                                                                               Difco                                    

Potassium acetate                                                                         Merck                                    

Potassium chloride                                                                        Fluka                                  

Potassium dihydrogenphosphate                                                      Merck                                   

Potassium sulphate                                                                       Merck                                    

Sodium acetate                                                                            Merck                                      

Sodium bicarbonate                                                                      BDH                                    

Sodium chloride                                                                           LAB-SCAN                                    

Sodium dihydrogen orthophosphate                                                 BDH                              

Sodium hydrogen carbonate                                                           BDH                                   
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สารเคมีชนิดเกรดวิเคราะห ์(ต่อ)          

สารเคมี                                                                                                           บริษทัที�ผลิต 

Sodium Lauryl sulphate                                                            Aps Ajex Finechem                                  

Triton X-100                                                                                  USB                                            

Tris base                                                                                      Promega            

Tryptone                                                                                       Himedia 

Yeast extract                                                                                 USB                                    

 

2.1.1.2 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biology grade) 

สารเคมี                                                                                                           บริษทัที�ผลิต 

Agarose                                                                                        Promega                

Ampicilin                                                                                       Sigma 

Ethidium bromide                                                                            Sigma 

Isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranositol (IPTG)                                         USB 

Lamda Hind III                                                                                Promega 

Low Molecular Weight Caribation Kit                                   Amersham Biosciences 

Lysozyme                                                                                       Sigma 
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           2.1.2 แบคทีเรีย 

                     2.1.2.1  Escherichia coli สายพนัธุ ์BL21  

                    แบคทเีรยี Escherichia coli สายพนัธุ ์BL21 ที$มพีลาสมดิลูกผสม pET-RPS3a 

ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากนางสาวรภทัรพร นวคณิตวรกุล นักศกึษาปรญิญาเอก สาขาชวีวทิยา

โมเลกุลและชวี สารสนเทศ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยาเขตหาดใหญ่ 

                    2.1.2.2  Escherichia coli สายพนัธุ ์Top10  

                    แบคทเีรยี Escherichia coli สายพนัธุ ์Top10 ที$มพีลาสมดิลูกผสม phMGFP-

PAP ได้รบัความอนุเคราะห์จากนางสาวอุมาพร ขมิมากทอง นักศึกษาปรญิญาเอก สาขา

ชวีวทิยาโมเลกุลและชวี สารสนเทศ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยาเขต

หาดใหญ่ 

2.1.3 ตวัอย่างกุ้งขาว (Litopenaeus Vannamei) 

                     กุง้ขาวอาย ุ3 เดอืน นํ�าหนักตวัเฉลี$ยประมาณ 10-15 กรมั สุขภาพดปีลอดโรค 

จากฟารม์เลี�ยงกุง้ใน อ.ระโนด จ.สงขลา  

2.2 อปุกรณ์ 

         เครื$องชั $ง 2 ตําแหน่งรุน่ 2200 C SCS (บรษิทั Precisa) 

         เครื$องชั $ง 4 ตําแหน่งรุน่ AB204 (บรษิทั Mettler Toledo) 

         เครื$องวดัพเีอช (pH METER) รุน่ Cyberscan 1000 (บรษิทั Eutech Cybernectics) 

         เครื$องหมนุเหวี$ยงแบบควบคุมอุณหภมูไิดรุ้น่ RC 5B (บรษิทั Sorvall) 

         เครื$องหมนุเหวี$ยงแบบตั �งโต๊ะรุน่ Biofuge pico (บรษิทั Sorvall)  

         ตูบ่้มเชื�อ 37 องศาเซลเซยีส (บรษิทั Heraeus) 
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ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซยีส (บรษิทั SANYO) 

         ตูแ้ช่แขง็ -70 องศาเซลเซยีส (บรษิทั SANYO) 

         หมอ้นึ$งความดนั รุน่ HA-300 MII (บรษิทั Hirayama) 

         เครื$องวดัการดดูกลนืแสง (บรษิทั BioRed) 

         ตูป้ลอดเชื�อ Laminar flow (บรษิทั Neurair) 

         เครื$องผลติคลื$นเสยีงความถี$สงู (บรษิทั sonicator) 

           

2.3 วิธีการ 

                      2.3.1 การทดสอบผลของโปรตีน RPS3a ต่อภมิูคุ้มกนัและอตัราการรอด

ชีวิตของกุ้งขาว 

                      2.3.1.1 การผลิตโปรตีนจากโคลน pET-RPS3a ในแบคทีเรีย E.coli สาย

พนัธุ ์BL21 

                  นําพลาสมดิลูกผสม pET-RPS3a ที$อยู่ในแบคทเีรยี E.coli (BL21) มาเลี�ยงบน

อาหารแขง็ LB agar ที$ผสมยาปฏชิวีนะ Kanamycin ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

นําไปบ่มเลี�ยงที$อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16 ชั $วโมง จากนั �นนําเซลล์ E.coli ที$ม ี

พลาสมลิูกผสมดงักล่าวไปเลี�ยงเพื$อเพิ$มจํานวนเซลล์ในอาหารเหลว LB broth ปรมิาตร 10 

มลิลลิติร ที$เตมิยาปฏชิวีนะ Kanamycin ที$ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

นําไปบ่มเลี�ยงแบบเขย่าที$ความเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 16 ชั $วโมง อุณหภูม ิ37 

องศาเซลเซยีส เพื$อเป็นหวัเชื�อ จากนั �นทําการเตมิหวัเชื�อดงักล่าวลงในอาหารเหลว LB broth 

ปรมิาตร 100 มลิลิลิตร ที$ผสมยาปฏิชีวนะ Kanamycin ให้มคีวามเข้มข้นสุดท้ายเป็น 30 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร นําไปบ่มเลี�ยงแบบเขย่าที$ความเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ28

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชั $วโมง เมื$อไดแ้ลว้จงึนําเซลล ์E.coli ที$มพีลาสมลิกูผสมดงักล่าวไป 
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ทําการชกันํา (Induce) การสรา้งโปรตนี RPS3a ด้วยการเตมิสาร IPTG (Isopropyl β-D-                                                                   

Thiogalactopyronositol) ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มลิลโิมลาร ์นําไปบ่มเลี�ยงแบบเขย่าที$

ความเรว็รอบ 80 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ24 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชั $วโมง แลว้ทําการลด

อุณหภมูขิองการบ่มเลี�ยงเป็น 18 องศาเซลเซยีส ทาํการบ่มเลี�ยงแบบเขยา่ต่ออกี 16 ชั $วโมง เมื$อ

ครบเวลาแลว้จงึนํามาป ั $นเหวี$ยงเพื$อตกตะกอนเซลลท์ี$ความเรว็รอบการหมุนเท่ากบั 4000 รอบ

ต่อนาท ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเมื$อไดต้ะกอนเซลลแ์ลว้จงึทําการละลาย

ดว้ยสารละลาย PBS ที$มคี่า pH เท่ากบั 7.4 ปรมิาตร 5 มลิลลิติร แลว้ทําการแตกเซลลด์ว้ยคลื$น

เสียงความถี$สูง (Sonication) จนสารละลายที$มีเซลล์ดังกล่าวนั �นใส ทําการเก็บสารละลาย

ดงักล่าวที$อุณหภูม ิ- 70   องศาเซลเซยีส และนําไปวเิคราะห์ผลจากการชกันําการสรา้งโปรตีน

ดว้ยการทาํ SDS-PAGE  

                     2.3.1.2 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธีโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเลก็โตรโฟรีซิส

แบบมีเอสดีเอส ( SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis)  

                 นําสารละลายโปรตนีจากขอ้ 2.3.1.1 มาผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร ์(62.5 mM 

Tris-HCl pH 6.8, 10% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 10% (v/v) β-mercaptoethanol และ 

0.1% (w/v) Bromophenol blue ) ในอตัราส่วน  1:1 นําไป vortex ใหส้ารละลายเขา้กนั แลว้

นําไปต้มบนนํ�าเดอืดเป็นเวลา 5 นาท ีแลว้นําไปแช่บนนํ�าแขง็ทนัท ีทําการเตรยีมโพลอีะครลีา

ไมดเ์จลที$ 12% (ส่วนประกอบดงัตารางที$ 1) เริ$มดว้ยการเตมิส่วนที$เรยีกว่า separating gel ลง

ไประหว่างแผ่นกระจก 2 แผ่นที$ประกบกนั ในอตัราส่วนประมาณ 3 ใน 4 ของความยาวกระจก 

แลว้ใชนํ้�ากลั $นเตมิลงไปบนเพื$อปรบัใหผ้วิหน้าเจลมคีวามเรยีบ วางทิ�งไวท้ี$อุณหภูมหิอ้ง 30 นาท ี

เพื$อใหเ้จลเกดิกระบวนการ polymerization จนแขง็ จากนั �นเทส่วนนํ�ากลั $นทิ�ง ทําการเตมิส่วนที$

เรยีกว่า stacking gel ลงไปต่อจากส่วน separating gel จนเตม็ขอบกระจก แลว้เสยีบหวเีพื$อทํา

ใหเ้กดิช่องสาํหรบัหยอดสารตวัอยา่ง วางเจลทิ�งไวท้ี$อุณหภมูหิอ้งอกี 30 นาท ีจากนั �นจงึนําเจลที$

เตรยีมได้นี�เข้าประกอบกบัเครื$องอิเล็กโตรโฟรซีสิ (electrophoresis) ใช้ Tris-glycine buffer 

 (25 mM Tris-HCl pH 8.3, 192 mM glycine และ 0.1% (w/v) SDS) เป็นสารละลายบฟัเฟอร์

สาํหรบัทาํอเิลก็โตรโฟรซีสิ จากนั �นทาํการเตมิสารละลายตวัอย่างลงไปตามช่องเจล ทําการตั �งค่า

กระแสไฟฟ้าคงที$ 100 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชั $วโมง เมื$อเสรจ็แล้วจงึนําเจลไปยอ้มสดีว้ย Briiiant 

Coomassie Blue (0.25% (w/v) Briiiant Coomassie Blue R-250, 50% (v/v) methanol และ  
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7.5% (v/v) acetic acid) เป็นเวลา 1 ชั $วโมง จากนั �นทําการลา้งสอีอกดว้ยสารละลาย Destain 1 

(50% (v/v) methanol และ 7% (v/v) acetic acid) อกี 1 ชั $วโมง ต่อดว้ยสารละลาย Destain 2 

(5% (v/v) methanol และ 7.5% (v/v) acetic acid) เป็นเวลาขา้มคนืหรอืจนสามารถเหน็แถบ

โปรตนีไดช้ดัเจน 

ตารางที� 2 ส่วนประกอบของโพลอีะครลีาไมดเ์จลแบบมเีอสดเีอส (SDS-PAGE) 

Table 2  Composition of SDS-PAGE Polyacrylamide gel eletrophoresis 

          ส่วนประกอบ                                Separating gel  (ml)          Stacking gel  (ml) 

          30% Acrylamide-bisacrylamide                   2.0                                 0.67 

          1.0 M  Tris-HCl pH 6.8                               -                                   0.5 

          1.5  M  Tris-HCl pH 8.8                            1.3                                    - 

          10% SDS                                              0.05                                0.04 

          10% APS                                              0.05                                0.04 

          TEMED                                               0.002                              0.004 

          นํ�ากลั $น                                                  1.7                                 2.7 

 

                                2.3.1.3 การทาํอาหารกุ้งผสมโปรตีนลูกผสม His-RPS3a 

                นําอาหารกุ้งมาบดให้เป็นผงละเอียด จากนั �นคลุกสารละลายโปรตีนที$ได้จากข้อ 

2.3.1.1 ใหเ้ขา้กนักบัอาหารกุ้ง (50 มลิลลิติรของ culture cell จะไดโ้ปรตนีลูกผสม His-RPS3a 

เท่ากบั 1 มลิลกิรมั) แลว้ทําการบบีอาหารใหเ้ป็นเมด็โดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 10 มลิลลิติร ตาก

อาหารให้แห้งที$อุณหภูมหิ้อง 2 วนั แล้วนําไปเก็บที$อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีสเพื$อรอการ

นําไปใชต่้อไป 
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                                 2.3.1.4 การตรวจวดัระบบภมิูคุ้มกนัชนิดโพรฟีนอลออกซิเดส 

                     2.3.1.4.1 การเตรียมตวัอย่างเลือด 

                   นํากุ้งขาวมาเลี�ยงในตู้กระจกขนาด 50x30 ซม. ใหอ้าหารผสมโปรตนีลูกผสมที$

เตรยีมไวจ้ากขอ้ 2.3.1.3 โดยใหโ้ปรตนีแก่กุ้งที$ความเขม้ขน้ 90 ไมโครกรมั/ตวั/วนั เป็นเวลา 1, 

3 และ 7 วนั  จากนั �นทําการดูดเลอืดกุ้งโดยเจาะเขม็ตรงบรเิวณขาคู่ที$ 3 แลว้นําเลอืดมาผสม

ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์CAC ที$ pH 7.0 ปรมิาตร 300 ไมโครลติร แลว้นําไปทําการแตกเซลล์

โดยใช้คลื$นเสยีงความถี$สงู (sonication) โดยทําครั �งละ 5 วนิาท ีแลว้พกั 30 วนิาท ีจาํนวน 5 

ครั �ง จากนั �นนําไปป ั $นเพื$อตกตะกอนโปรตนีที$ความเรว็รอบ 1,500 รอบต่อวนิาท ีอุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีดดูสารละลายส่วนใสใส่หลอดใหม ่

                    2.3.1.4.2 การหาปริมาณโปรตีนทั ]งหมดด้วยวิธีการ Lowry  

                นําสารละลายส่วนใสที$ไดจ้ากขอ้ 2.3.1.4.1 มาเจอืจางดว้ยนํ�ากลั $นในอตัราส่วน 1 : 

100 แล้วนํามาทําปฏกิิรยิากบัสารละลาย A  ประกอบด้วยสารละลาย Copper tartrate 

carbonate (0.1% (w/v) CuSO4-5H2O, 2% (w/v) NaCO3, 1% (w/v) Sodium tartrate), 5% 

(w/v) SDS และ 0.8 M NaOH ในอตัราส่วน 1 : 2 : 1 ตามลําดบั ใหป้รมิาตรรวมเท่ากบั 1 

มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้วางทิ�งไวท้ี$อุณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10   นาท ีจากนั �นเตมิสารละลาย B 

ซึ$งประกอบดว้ย 2 N Folin และนํ�ากลั $น ในอตัราส่วน 1 : 5  ลงไป 0.5 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั

แลว้างทิ�งไวท้ี$อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีจากนั �นจงึนําสารละลายที$ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลนื

แสงที$ความยาวคลื$น 750 นาโนเมตร (OD750) ทําการเปรยีบเทยีบหาปรมิาณโปรตนีกบักราฟ

มาตรฐานของโปรตนีมาตรฐาน BSA (Bovine Serum Albumin) 

                                         2.3.1.4.3 ตรวจวดักิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส 

                ทําการหากิจกรรมของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดสโดยนําส่วนใสที$ได้จากข้อ 

2.3.1.4.1 ปริมาตร 70 ไมโครลิตร มาบ่มกับสารละลายทริปซิน (Trypsin) ปริมาตร 70 

ไมโครลติร ทิ�งไว้ที$อุณหภูมหิ้อง 10 นาท ีจากนั �นเตมิด้วยสารละลาย DOPA (Dihydroxy-L-

phenylalanine) แลว้นําสารละลายที$ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลนืแสงที$ความยาวคลื$น 490 นาโนเมตร 

(OD490) โดยการวดัค่า OD ทุกๆ 2 นาทเีป็นเวลา 30 นาท ีแลว้นํามาสรา้งกราฟมาตรฐานเพื$อ 
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หาค่าความสมัพนัธข์องค่า OD ที$เปลี$ยนแปลงไปต่อหน่วยเวลา โดยค่า OD ที$เปลี$ยนแปลงไป 

0.001 จะมคี่ากจิกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 1 หน่วย คํานวณค่ากจิกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอล

ออกซเิดส ดงัสมการต่อไปนี�  

 

 กิจกรรมของเอนไซม ์          =               (ค่าความสมัพนัธข์อง OD ต่อหน่วยเวลา)  x 100                     

  โพรฟีนอลออกซิเดส                               ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส 

 

                     2.3.1.5 การทดสอบการรอดชีวิตของกุ้งขาวเมื�อติดเชื]อไวรสัตวัแดงดวงขาว 

                 นํากุ้งขาวมาเลี�ยงในตู้กระจกขนาด ใหอ้าหารผสมโปรตนีลูกผสมที$เตรยีมไว้จาก

ขอ้ 2.3.1.3 แก่กุง้เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยใหโ้ปรตนีที$ความเขม้ขน้ 90 ไมโครกรมั/ตวั/วนั ก่อน

ทาํการฉีดเชื�อไวรสัตวัแดงดวงขาวเขา้ตวักุง้โดยใชเ้ขม็ฉีดเขา้ตรงปลอ้งที$ 3 ของลําตวักุ้งโดยเชื�อ

ไวรสัที$นํามาฉีดนี�ควรมคีวามรุนแรงในระดบัที$ทําใหกุ้้งตายที$ 50% ภายในเวลา 3-5 วนั ทําการ

ทดลองในตู้เลี�ยงขนาด 50x30 ซม. ใหอ้อกซเิจนตลอดเวลา ระดบัความเคม็ของนํ�าที$ 10 ppt  

บนัทกึผลการตายของกุ้งทุกวนันับตั �งแต่เริ$มให้เชื�อไวรสั และคํานวณอตัราการมชีวีติรอดใน

รปูแบบ RPS (Relative percentage survival) จากสตูรต่อไปนี�               

                        RPS =   (  1  -  % การตายของกลุ่มทดลอง  )  x  100 

                                               % การตายของกลุ่ม Positive 
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2.3.2  การทดสอบผลของดีเอน็เอ PAP ต่อภมิูคุ้มกนัและอตัราการรอดชีวิตของกุ้งขาว 

                     2.3.2.1 การเพิ�มจาํนวนดีเอน็เอลูกผสม phMGFP-PAP และพลาสมิดเปล่า 

phMGFP ในแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 

       นําแบคทเีรยี E.coli  Top10 (BL21) ที$มพีลาสมดิลูกผสม phMGFP-PAP และ 

พลาสมดิเปล่า phMGFP มาเลี�ยงบนอาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ (LB agar) ที$ม ีAmpicillin ความ

เขม้ขน้ 80 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร นําไปบ่มเลี�ยงที$อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16 

ชั $วโมง จากนั �นนําโคโลนีเดี$ยวของ E.coli ที$มพีลาสมดิดงักล่าวไปเลี�ยงเพื$อเพิ$มจาํนวนในอาหาร

เลี�ยงเชื�อเหลว (LB broth) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ที$มยีาปฏชิวีนะ Ampicillin ความเขม้ขน้ 80 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เขย่าที$ความเรว็ 180 รอบต่อนาท ีที$อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 16 ชั $วโมง จากนั �นนํามาป ั $นเหวี$ยงเพื$อตกตะกอนเซลลท์ี$ความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ี

อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีเมื$อได้ตะกอนเซลล์แล้วจงึทําการละลายด้วย

สารละลาย PBS ที$ pH 7.4 จากนั �นทําใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยคลื$นเสยีงความถี$สูง (sonication) จน

สารละลายที$มเีซลล์ดงักล่าวนั �นใส (สารละลายส่วนใส) เก็บสารละลายส่วนใสที$อุณหภูม ิ-70 

องศาเซลเซยีส ในขณะเดยีวกนัก็ทําการเก็บเชื�อจาก LB broth ปรมิาตร 100 มลิลลิติร มา

จํานวน 1 มลิลลิิตร ไปทําการสกัดพลาสมดิ และนําไปทําการแยกแถบดเีอ็นเอด้วย 1.0% 

เจลอเิลก็โตรโฟรซีสี (electrophoresis) ที$ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต์ (volt) เป็นเวลา 30 

นาท ีจากนั �นนําเจลไปยอ้ม (stain) ในสารละลายเอธเิดยีมโบรไมด์ (ethidium bromide) เป็น

เวลา 2 นาท ีก่อนนําไปลา้งสอีอก (destain) ดว้ยนํ�ากลั $นเป็นเวลา 20 นาท ีแลว้นําไปดูภายใต้

แสงยวู ี(UV) แลว้ทําการถ่ายภาพเกบ็ไว ้นําพลาสมดิที$สกดัไดไ้ปวดัปรมิาณความเขม้ขน้ แล้ว

ทาํการคาํนวณกลบัไปยงัเซลลท์ั �งหมดเพื$อคาํนวณปรมิาณพลาสมดิดเีอน็เอแบบหยาบๆโดยการ

เทยีบจากเซลล์ 1 มลิลลิติร มคีวามเขม้ขน้ของพลาสมดิอยู่เท่าไรแลว้ทําการเทยีบกลบัไปยงั

เซลล ์100 มลิลลิติรว่าจะมพีลาสมดิอยูท่ ั �งหมดเท่าไร 

                     2.3.2.2 การทาํอาหารกุ้งผสมดีเอน็เอลูกผสม phMGFP-PAP 

       นําอาหารกุ้งมาบดให้เป็นผงละเอียด จากนั �นนําสารละลายส่วนใสที$ได้จากข้อ 

2.3.2.1 มาผสมให้เข้ากนักบัอาหารกุ้ง ทําการบบีอาหารให้เป็นเมด็โดยใช้เขม็ฉีดยาขนาด 10 

มลิลลิติร ตากอาหารใหแ้หง้ที$อุณหภมูหิอ้ง 2 วนั แลว้นําไปเกบ็ที$อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีสเพื$อ

รอการนําไปใชต่้อไป 
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                                2.3.2.3 ทดสอบการรอดชีวิตของกุ้งขาวในสภาวะแวดล้อมที�ไมป่กติ 

       นํากุ้งขาวมาเลี�ยงในตู้ขนาด 50x30 ซม.โดยเลี�ยงในนํ�าที$ละลายด้วยเกลอืแกง 

(NaCl) แทนนํ�าทะเลจรงิ ปรบัใหค้วามเคม็ของนํ�าเท่ากบั 10 ส่วนในพนัส่วน (ppt) แลว้ทําการให้

อาหารที$เตรยีมไดจ้ากขอ้ 2.3.2.2 แก่กุง้ตลอดการทดลอง 7 วนั บนัทกึอตัราการรอดชวีติ  

                                2.3.2.4 การตรวจวดัการแสดงออกของภมิูคุ้มกนัชนิดโพรฟีนอลออกซิเดส 

                                2.3.2.4.1 การเตรียมตวัอย่างเลือด 

                  นํากุ้งขาวมาเลี�ยงในตู้กระจกขนาด 50x30 ซม. ใหอ้าหารผสมดเีอ็นเอลูกผสมที$

เตรยีมไวจ้ากขอ้ 2.3.2.2 (อกีกลุ่มหนึ$งใหอ้าหารผสมสารละลาย PBS) โดยใหค้วามเขม้ขน้ของดี

เอน็เอที$ 150 ไมโครกรมั/ตวั/วนั เป็นเวลา 1, 3 และ 7 วนั จากนั �นทําการดูดเลอืดกุ้งโดยเจาะ

เขม็ตรงบรเิวณขาคู่ที$ 3 แลว้นําเลอืดมาผสมดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์CAC ที$ pH 7.0 ปรมิาตร 

300 ไมโครลติร  แลว้นําไปทาํการแตกเซลลโ์ดยใชค้ลื$นเสยีงความถี$สงู (sonication) โดยทําครั �ง

ละ 5 วนิาท ีแลว้พกั 30 วนิาท ีจาํนวน 5 ครั �ง จากนั �นนําไปป ั $นเพื$อตกตะกอนโปรตนีที$ความเรว็

รอบ 1,500 รอบต่อวนิาท ีอุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีดูดสารละลายส่วนใสใส่

หลอดใหม ่

                    2.3.2.4.2 การหาปริมาณโปรตีนทั ]งหมดด้วยวิธีการ Lowry  

                นําสารละลายส่วนใสที$ไดจ้ากขอ้ 2.3.2.3.1 มาเจอืจางดว้ยนํ�ากลั $นในอตัราส่วน 1 : 

100 แล้วนํามาทําปฏกิิรยิากบัสารละลาย A  ประกอบด้วยสารละลาย Copper tartrate 

carbonate (0.1% (w/v) CuSO4-5H2O, 2% (w/v) NaCO3, 1% (w/v) Sodium tartrate), 5% 

(w/v) SDS และ 0.8 M NaOH ในอตัราส่วน 1 : 2 : 1 ตามลําดบั ใหป้รมิาตรรวมเท่ากบั 1 

มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้วางทิ�งไวท้ี$อุณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10   นาท ีจากนั �นเตมิสารละลาย B 

ซึ$งประกอบดว้ย 2 N Folin และนํ�ากลั $น ในอตัราส่วน 1 : 5  ลงไป 0.5 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั

แลว้างทิ�งไวท้ี$อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีจากนั �นจงึนําสารละลายที$ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลนื

แสงที$ความยาวคลื$น 750 นาโนเมตร (OD750) ทําการเปรยีบเทยีบหาปรมิาณโปรตนีกบักราฟ

ของโปรตนีมาตรฐาน BSA (Bovine Serum Albumin) 
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                     2.3.2.4.3 ตรวจวดักิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส 

                 ทําการหากิจกรรมของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดสโดยนําส่วนใสที$ได้จากข้อ 

2.3.2.3.1 ปรมิาตร 70 ไมโครลิตร มาบ่มกับสารละลายทริปซิน (Trypsin) ปริมาตร 70 

ไมโครลติร ทิ�งไว้ที$อุณหภูมหิ้อง 10 นาท ีจากนั �นเตมิด้วยสารละลาย DOPA (Dihydroxy-L-

phenylalanine) แลว้นําสารละลายที$ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลนืแสงที$ความยาวคลื$น 490 นาโนเมตร 

(OD490) โดยการวดัค่า OD ทุกๆ 2 นาทเีป็นเวลา 30 นาท ีแลว้นํามาสรา้งกราฟมาตรฐานเพื$อ

หาค่าความสมัพนัธข์องค่า OD ที$เปลี$ยนแปลงไปต่อหน่วยเวลา โดยค่า OD ที$เปลี$ยนแปลงไป 

0.001 จะมคี่ากจิกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 1 หน่วย คํานวณค่ากจิกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอล

ออกซเิดส ดงัสมการต่อไปนี� 

 

  กิจกรรมของเอนไซม ์           =           (ค่าความสมัพนัธข์อง OD ต่อหน่วยเวลา)  x 100                     

    โพรฟีนอลออกซิเดส                            ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส 

                                                  

                     2.3.2.5 การทดสอบกระบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) 

                     2.3.2.5.1 การเตรียมตวัอย่างเลือด 

                     นํากุ้งขาวมาเลี�ยงในตู้กระจกขนาด 50x30 ซม. ทําการใหอ้าหารผสมพลาสมดิดี

เอ็นเอที$เตรยีมไว้จากขอ้ 2.3.2.2 โดยใหด้เีอ็นเอแก่กุ้งที$ความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรมั/ตวั/วนั 

เป็นเวลา 3 วนั (อกีกลุ่มคอืใหอ้าหารผสมสารละลาย PBS) จากนั �นทําการดูดเลอืดกุ้งปรมิาตร 

200 ไมโครลติร/ตวั (1n = 5 ตวั) มาละลายในสารละลาย KC-199 ที$ pH 7.4 นํามาป ั $นเหวี$ยงที$

ความเรว็รอบ 6500 รอบต่อนาท ี2 นาท ีอุณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส ดูดส่วนใสดา้นบนทิ�งไป 

จากนั �นทาํการลา้งตะกอนดว้ยการเตมิสารละลาย K-199 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร นําไปป ั $นเหวี$ยงที$

ความเรว็รอบ 6500 รอบต่อนาท ี2 นาท ีอุณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส จากนั �นดูดส่วนใสดา้นบน

ทิ�งไป ละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย K-199 ปรมิาตร 300 ไมโครลติร แล้วทําการเป่า

ตะกอนดว้ยออโตไ้ปเปตขนาด 1000 ไมโครลติร เพื$อตะกอนใหล้ะลายเป็นเนื�อเดยีวกบัสาร 
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ละลายแลว้นําไปนบัจาํนวนเซลลเ์มด็เลอืดในฮมีาโตแกรม (hematogram) แลว้ปรบัจาํนวนเซลล์

ใหม้คีวามเขม้ขน้ที$ 1 x 106 เซลล ์

                                      2.3.2.5.2 การเตรียม latex bead 

                     ในการนี�เราจะใช ้latex bead เป็นดั $งสิ$งแปลกปลอมที$เขา้สู่เซลลเ์พื$อใชท้ดสอบ

การฟาโกไซโทซสิของเซลลเ์มด็เลอืด โดยนํา latex bead จาก stock มา 10 ไมโครลติร ละลาย

ในสารละลาย K-199 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ผสมเขา้กนัใหด้แีลว้นําไปป ั $นเหวี$ยงที$ความเรว็รอบ 

10,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีจากนั �นจงึดูดสารละลายส่วนบนทิ�ง (ทํา 3 ครั �ง) แล้ว

ละลายกลบัดว้ยสารละลาย K-199 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ทําการนับจาํนวน latex bead โดยใช ้

hematogram แลว้ปรบัความเขม้ขน้ใหไ้ด ้1 x 107 เซลล ์

                           2.3.2.5.3 การทดสอบฟาโกไซโทซิสและทาํสไลดถ์าวร 

                     นําเซลล์เมด็เลอืดที$ได้จากขอ้ 2.3.2.3.1 ปรมิาตร 50 ไมโครลติร มาบ่มด้วย 

latex bead ที$ไดจ้ากขอ้ 2.3.2.3.2  ปรมิาตร 50 ไมโครลติร บนสไลดก์ระจก (glass slide) เป็น

เวลา 30 นาท ีจากนั �นทําการตรงึเซลลด์ว้ย 0.25% glutaryldehyde ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 

เป็นเวลา 5 นาท ีทาํการลา้งเซลลท์ี$ไมเ่กาะกบัสไลดอ์อกดว้ยสารละลาย PBS ที$ pH 7.4 จากนั �น

ทําการยอ้มสเีซลล์ดว้ย wright stain ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ทิ�งไว ้7 นาทแีล้วเตมินํ�ากลั $น 1 

มลิลลิติร ใชลู้กยางเปา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั �งทิ�งไว ้3 นาท ีจากนั �นจงึลา้งสทีี$ไม่ตดิเซลล์ออกด้วยนํ�า

กลั $น ทาํการปิดสไลดด์ว้ย cover glass แลว้ปิดขอบสไลดด์ว้ยนํ�ายาทาเลบ็ 

                      นําสไลดไ์ปตรวจดูการฟาโกไซโทซสิของเมด็เลอืดภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ ทํา

การคํานวณหาค่าที$เกี$ยวขอ้งต่างๆดงันี� : %phagocytosis, average number of the bead 

ingested per cell (ABPC) และ phagocytosis index (PI) 

                                                                                                                      

%phagocytosis   =   (จาํนวนเซลลท์ี$กนิ latex bead / จาํนวนเซลลท์ั �งหมดที$เหน็) X 100 

           ABPC   =    จาํนวน latex bead ที$ถูกกนิ / จาํนวนเซลลท์ั �งหมดที$เหน็ 

PI    =    (จาํนวนเซลลท์ี$กนิ latex bead / จาํนวนเซลลท์ั �งหมดที$เหน็) X (จาํนวน latex     

bead ที$ถูกกนิ / จาํนวนเซลลท์ั �งหมดที$เหน็) x 100 
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                                       2.3.2.6 การทดสอบการรอดชีวิตของกุ้งขาวเมื�อติดเชื]อไวรสั WSSV 

                    นํากุง้ขาวมาเลี�ยงในตู้กระจกขนาด 50x30 ซม. ใหอ้าหารผสมดเีอน็เอลูกผสม

ที$เตรยีมไว้จากขอ้ 2.3.2.2 แก่กุ้งเป็นระยะเวลา 3 วนั โดยให้ดเีอ็นเอที$ความเข้มขน้ 150 

ไมโครกรมั/ตวั/วนั ก่อนทําการฉีดเชื�อไวรสั WSSV ที$ต้องการทดสอบเขา้ตวักุ้ง โดยเลอืกฉีด

เขา้ตรงปล้องที$ 3 ของลําตวักุ้งโดย ซึ$งเชื�อไวรสั WSSV ที$นํามาฉีดนี�ควรมคีวามรุนแรงใน

ระดบัที$ทําให้กุ้งตายที$ 50% ภายในเวลา 3-5 วนั โดยทําการทดลองในตู้เลี�ยงขนาด ให้

ออกซเิจนตลอดเวลา ระดบัความเคม็ของนํ�าทะเล 10 ppt  บนัทกึผลการตายของกุ้งทุกวนั

นับตั �งแต่เริ$มให้เชื�อไวรสั และคํานวณอัตราการมีชีวิตรอดในรูปแบบ RPS (Relative 

percentage survival) จากสตูรต่อไปนี�               

                         RPS =   (  1  -  % การตายของกลุ่มทดลอง  )  x  100 

                                                     % การตายของกลุ่ม Positive 
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บทที� 3 

ผลการทดลอง 

 

3.1 ผลของโปรตีน RPS3a ต่อการกระตุ้นภมิูคุ้มกนัในกุ้งขาว 

3.1.1 การสงัเคราะหโ์ปรตีนลกูผสม His-RPS3a 

                     สามารถชกันําการสรา้งโปรตนี His-RPS3a จากเวคเตอร ์pET ไดส้ําเรจ็ โดย

โปรตนี RPS3a มขีนาดเท่ากบั 30 กโิลดาลตนั (kDa) (รวมกบัโปรตนี His 3 kDa เท่ากบั 33 

kDa) ซึ$งจากรูปที$ 6 จะเหน็ว่าในช่องที$ไม่มกีารชกันําโปรตนีโดยสาร IPTG  (ช่องที$ 1 และ 3) 

รวมทั �งในช่องที$มกีารชกันําโปรตนีโดยสาร IPTG (ช่องที$ 2)   ซึ$งทั �งสองส่วนนี�ต่างไม่มสี่วนของ

โปรตนี RPS3a อยู่ แต่กป็รากฏแถบโปรตนีที$ขนาดใกลเ้คยีงกบัโปรตนี RPS3a ใหเ้หน็ เพราะ

การทดลองในครั �งนี�เราไดใ้ชก้ารสกดัโปรตนีจาก crude cell โดยการทําใหเ้ซลลแ์ตก แลว้นํามา

ทาํ SDS-PAGE ทาํใหส้งัเกตเหน็โปรตนีในเซลลแ์บคทเีรยีที$มขีนาดใกลเ้คยีงกบัโปรตนี RPS3a 

ซึ$งโปรตนีดงักล่าวสามารถเกดิการชกันําโดย IPTG ไดเ้ช่นเดยีวกนั แต่ทั �งนี�กย็งัเหน็ไดเ้บาบาง

กว่าช่องที$มกีารชกันํา RPS3a (ช่องที$ 4) อยา่งชดัเจน       

                                    M        1          2         3        4 

    
รปูที� 6 การวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนี RPS3a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 ที$มี

ดเีอน็เอพลาสมดิ pET และ pET-RPS3a ดว้ยวธิโีพลอีะครลีาไมดเ์จลแบบมเีอสดเีอส (12% 

SDS-PAGE) ยอ้มดว้ยส ีcoomassie brilliant blue 

 

33 kDa 

97 kDa 

66 kDa 

   45 kDa 

   30 kDa 

    20 kDa 

      14 kDa 
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แถวที$ M  :  โปรตนีเทยีบมาตรฐาน  low molecular weight 

แถวที$ 1  :  สารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มดีเีอน็เอพาหะ pET ที$ไมไ่ดช้กันําดว้ย 

IPTG 

แถวที$ 2  :  สารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มดีเีอน็เอพาหะ pET ที$ชกันําดว้ย IPTG 

แถวที$ 3  :  สารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มดีเีอน็เอลกูผสม pET-RPS3a ที$ไมไ่ดช้กันํา 

ดว้ย IPTG 

แถวที$ 4  :  สารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มดีเีอน็เอลกูผสม pET-RPS3a ที$ชกันําดว้ย 

          IPTG 

          Figure 6   Coomassie brilliant blue stained 12% SDS-PAGE of His-RPS3a protein      

expressionin E. coli (BL21). 

             Lane M  :  Low molecular weight (LMW) protein marker 

           Lane 1  :  Lysate of bacteria containing pET plasmid before induced with 1 mM IPTG 

           Lane 2  :  Lysate of bacteria containing pET plasmid after induced with 1 mM IPTG 

           Lane 3  :  Lysate of bacteria containing pET-RPS3a plasmid before induced with 1 mM 

IPTG 

           Lane 4  :  Lysate of bacteria containing pET-RPS3a plasmid after induced with 1 mM 

IPTG 

              

            3.1.2  การแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (proPO) 

                 จากการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดสในกุ้งขาว โดย

แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นกุ้งที$ใหก้นิอาหารผสมสารละลาย PBS (กลุ่ม PBS), อาหารผสม

สารละลายโปรตนีจากเซลล์แบคทเีรยีที$มพีลาสมดิเปล่า pET  (กลุ่ม pET) และอาหารผสม

สารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มโีปรตนีลูกผสม  His-RPS3a (กลุ่ม His-RPS3a) ในวนั

ต่างๆ พบว่า ในวนัที$ 1 กลุ่ม His-RPS3a  มกีารแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดส 

(28.80 +8.01หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) สูงกว่ากลุ่ม PBS (15.19 +8.80 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) 

อย่างมนีัยสําคญัทางสถติทิี$ระดบัความเชื$อมั $น 95% (P<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมี

นยัสาํคญั (P>0.05) กบักลุ่ม pET ทั �งนี�ไม่พบความแตกต่างอย่างมนีัยสําคญั (P>0.05) ของการ

แสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดสระหว่างกลุ่มต่างๆ ในวนัที$ 3 และ 7 โดยในวนัที$ 3  
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พบการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดสในกลุ่ม PBS, pET และ His-RPS3a เท่ากบั 

16.19 +3.01, 11.98 +5.28 และ 15.17 +5.65 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี  ตามลาํดบั และวนัท ี 7  

การแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดสในกลุ่ม PBS, pET และ His-RPS3a เท่ากบั 

34.05 +9.38, 26.65 +3.76 และ 32.58 +15.15 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี  ตามลาํดบั 

 
 

 

 
รปูที� 7  แสดงผลการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดส (proPO) ของแต่ละกลุ่มการ

ทดลองในวนัต่างๆ (n=5) 

Figure 7  The Prophenoloxidase activity of the shrimp that fed by meal with PBS, 90 

micrograms pET and 90 micrograms His-RPS3a protein per shrimp on day1, 3 and 

day7. 

 

3.1.3 อตัราการรอดชีวิตของกุ้งขาวที�ติดเชื]อไวรสัตวัแดงดวงขาว (WSSV) 

       จากการทดสอบอตัราการรอดชวีติของกุ้งขาวหลงัจากได้รบัเชื�อไวรสัตวัแดงดวง

ขาวหรอื White spot syndrome virus (WSSV) 15 วนั ที$จาํนวน copies โดยทําการฉีดไวรสั

เขา้ตรงกล้ามเนื�อบรเิวณปล้องที$ 3 ของตวักุ้งขาว ทําการเปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มการทดลอง

ต่างๆที$แบ่งเป็นสี$กลุ่มคอื กลุ่ม negative ซึ$งกุ้งได้รบัอาหารปกตโิดยไม่มกีารให้ไวรสั, กลุ่ม 

positive control ซึ$งกุง้ไดร้บัอาหารปกตแิละใหไ้วรสัดว้ย, กลุ่ม pET ซึ$งกุง้ไดร้บัอาหารผสมสาร   

หน่วย /นาท/ี มก.โปรตีน 

วัน 

a 

a,b 

b 
c 

c 
c 

d 

d 

d 
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ละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มดีเีอน็เอพาหะ pET และใหไ้วรสั และกลุ่ม His-RPS3a ซึ$ง

กุง้ไดร้บัอาหารผสมสารละลายโปรตนีจากเซลลแ์บคทเีรยีที$มโีปรตนีลูกผสม His-RPS3a และให้

ไวรสั พบว่ากลุ่ม negative control ใหอ้ตัราการรอดชวีติ 100% ในขณะที$กลุ่ม positive control  

ใหอ้ตัราการรอดชวีติ 0  % ส่วนกลุ่ม pET และกลุ่ม His-RPS3a ใหอ้ตัราการรอดชวีติเท่ากนัที$ 

4.76  % RPS (Relative percentage survival) เมื$อเทยีบกบักลุ่ม positive control ดงัรปูที$ 8 

ตารางที$ 3 

 

  

รปูที� 8  แสดงอตัราการรอดชวีติของกุง้ขาวที$วนัต่างๆภายใน 15 วนั (3n แต่ละ n = 7 ตวั) 

Figure 8  Percentage of survivors of shrimp that fed by meal with PBS, 90 micrograms 

pET and 90 micrograms His-RPS3a protein per shrimp after shrimp infected with WSSV 

 

 

 

 

 

 

 

เปอร์เซ็นต์การรอดชวีิต 

วันที� 
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ตารางที� 3  เปอรเ์ซน็ตก์ารตายสะสมและค่า %RPS ของกุง้ขาวในกลุ่มต่างๆหลงัจากไดร้บั

ไวรสัตวัแดงดวงขาวเป็นเวลา 15 วนั 

Table 3  Percentage of mortality and RPS of shrimp that fed by by meal with PBS 

(Positive),90 micrograms pET and 90 micrograms His-RPS3a protein per shrimp after 

shrimp infected with WSSV 

 

            กลุ่มทดลอง                              เปอรเ์ซน็ต์การตายสะสม                      RPS (%) 

 

              pET                                            95.24                                 4.76                  

              Positve                                        100.0 

 

              His-RPS3a                                    95.24                                4.76                                        

              Positive                                        100.0 

 

 

3.2 ผลของยีน PAP ต่อการกระตุ้นภมิูคุ้มกนัในกุ้งขาว 

                    3.2.1 การเพิ�มจาํนวนดีเอน็เอลกูผสม phMGFP-PAP และพลาสมิด phMGFP 

                  สามารถเพิ$มจํานวนดเีอ็นเอลูกผสม phMGFP-PAP และพลามมดิเวคเตอร ์ 

phMGFP  ในเซลลแ์บคทเีรยี E.coli ได ้โดย PAP มขีนาด 558 คู่เบส (GenBank accession 

no. AY680836) และ พลาสมดิเวคเตอร ์ phMGFP  มขีนาด 4707 คู่เบส (phMGFP-PAP 

เท่ากบั 5265 คู่เบส )ดงัแสดงในรปูที$ 9 
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1       2       3 

 
 

รปูที� 9 แสดงลกัษณะของพลาสมดิ phMGFP และพลาสมดิลกูผสม phMGFP-PAP 

1 =  ดเีอน็เอมาตรฐาน lamda HindIII marker 

2 =  พลาสมดิเปล่า phMGFP 

3 =  พลาสมดิลกูผสม phMGFP-PAP 

Figure 9 1.0% agarose gel of phMGFP-PAP plasmid. 

1   =   lamda HindIII marker 

2   =   phMGFP plasmid 

3   =   phMGFP-PAP plasmid 

 

                     3.2.2 อตัราการรอดชีวิตของกุ้งขาวในช่วงที�เกิดความเครียด 

                ภายในระยะเวลา 7 วนั กุง้ขาวที$เลี�ยงไวใ้นนํ�าที$ละลายเกลอืที$ความเคม็ 10 ส่วนใน

พนัส่วน มอีตัราการรอดชวีติในแต่ละกลุ่มการทดลองแตกต่างกนั โดยกลุ่มที$ให้กนิอาหารปกติ

ผสมสารละลาย PBS ใหอ้ตัราการรอด 0 เปอรเ์ซน็ต,์ กลุ่มที$ใหก้นิอาหารผสมสารละลายเซลลท์ี$

มเีวคเตอร ์phMGFP ที$ความเขม้ขน้ 50,100 และ 150 ไมโครกรมัต่อตวัต่อวนั ใหอ้ตัราการรอด

ชวีติเท่ากบั 28.57%, 28.57% และ 47.62% ตามลําดบั และกลุ่มที$ใหก้นิอาหารผสมสารละลาย

เซลลท์ี$มดีเีอน็เอลูกผสม phMGFP-PAP ที$ความเขม้ขน้ 50,100 และ 150 ไมโครกรมัต่อตวัต่อ

วนั ใหอ้ตัราการรอดชวีติเท่ากบั 28.57%, 57.13% และ 61.89% ตามลาํดบั (รปูที$ 10) 

 

4361 bp 

2027 bp 

564 bp 

23130 bp 
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รปูที� 10 แสดงอตัราการรอดชวีติของกุง้ขาวในสภาวะนํ�าทะเลเทยีมใน 7 วนั                    

(3n, แต่ละ n = 7 ตวั)  

Figure 10  Percentage of survivors of shrimp in the NaCl added water that fed by meal 

with PBS, 50, 100 and 150 micrograms phMGFP plasmid and 50, 100 and 150 

micrograms phMGFP-PAP plasmid per shrimp along 7 days 

 

                     3.2.3 การแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (proPO) 

                 จากการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดสในกุ้งขาว โดย

แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นกุ้งที$ใหก้นิอาหารผสมสารละลาย PBS (กลุ่ม PBS), อาหารผสม

เวคเตอรเ์ปล่า phMGFP (กลุ่ม phMGFP) และอาหารผสมโปรตนีลูกผสม phMGFP-PAP (กลุ่ม 

phMGFP-PAP) ในวนัต่างๆ พบว่า ในวนัที$ 1 กลุ่ม phMGFP-PAP มกีารแสดงออกของเอนไซม์

โพรฟีนอลออกซเิดส (64.16 +8.73 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) สูงกว่ากลุ่ม PBS (49.62 +6.13 

หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) และกลุ่ม phMGFP (50.09 +5.65 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตีน) อย่างมี

นัยสําคญัทางสถติทิี$ระดบัความเชื$อมั $น 95% ทั �งนี�ไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม PBS และ 

phMGFP  ส่วนในวนัที$ 3 กลุ่ม phMGFP-PAP มกีารแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิ

เดส (60.33 +8.34 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) สงูกว่ากลุ่ม phMGFP (34.87 +7.06 หน่วย/นาท/ี 

 

 

เปอร์เซน็ต์การรอดชวีิต 

วัน 
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มก.โปรตีน) อย่างมนีัยสําคญัทางสถติทิี$ระดบัความเชื$อมั $น 95% แต่ทั �งนี�ไม่พบความแตกต่าง

ระหว่างกลุ่ม PAP และกลุ่ม PBS (46.31 +9.42 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) และระหว่างกลุ่ม PBS 

และ phMGFP  และสุดท้ายในวนัที$ 7 กลุ่ม phMGFP-PAP มกีารแสดงออกของเอนไซมโ์พร

ฟีนอลออกซเิดส (35.39 +3.90 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) สูงกว่ากลุ่ม phMGFP (25.03 +1.27 

หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิี$ระดบัความเชื$อมั $น 95% แต่ทั �งนี�ไม่พบความ

แตกต่างระหว่างกลุ่ม phMGFP-PAP กบักลุ่ม PBS (31.53 +3.46 หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี) และ

ระหว่างกลุ่ม PBS กบั phMGFP (รปูที$ 3.6) 

 

 

  
 

รปูที� 11 แสดงผลการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซเิดส (proPO) ของแต่ละกลุ่มการ

ทดลองในวนัต่างๆ (n=5) 

Figure 11 The Prophenoloxidase activity of the shrimp that fed by meal with PBS,      

150 micrograms phMGFP plasmid and 150 micrograms phMGFP-PAP plasmid per 

shrimp on day1, 3 and day7. 

 

                     3.2.4 กระบวนการฟาโกไซโทซิส 

                   จากการศกึษาการตอบสนองของกระบวนการฟาโกไซโทซสิของฮโีมไซต์ในกุ้งขาว

หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยยนี PAP ในรปูของพลาสมดิลกูผสม phMGFP-PAP (กลุ่ม phMGFP- 

     วนัที� 1     วันที� 3    วันที� 7 

หน่วย/นาท/ีมก.โปรตนี 

  วัน 

a 

b b 

c 

c,d 

d 
e 

e 

e 



 

42 
 

 

 

 

PAP) โดยวิธีการกินนั �น ปรากฏว่ามีผลต่อภาพรวมของกระบวนการจบักินสิ$งแปลกปลอม

ดงักล่าวแตกต่างอย่างชดัเจนเมื$อเปรยีบเทียบกับกลุ่มที$ไม่ได้รบั PAP (กลุ่ม PBS และ 

phMGFP) โดยกลุ่ม phMGFP-PAP มเีปอรเ์ซน็ตข์องการฟาโกไซโทซสิ (%phagocytosis) อยูท่ี$  

32.21 +2.42 สูงขึ�นอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(0.05) เมื$อเทยีบกบักลุ่ม PBS (13.29 +3.27) 

และกลุ่ม phMGFP (15.04 +1.60) ในขณะที$ค่า PI ของกลุ่ม phMGFP-PAP (13.26 +2.45) ก็

สูงขึ�นอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(0.05) เช่นเดยีวกนัเมื$อเทยีบกบักลุ่ม PBS (2.12 +0.94) และ

กลุ่ม phMGFP (2.96 +0.64) ส่วนค่า ABPC นั �นไม่มคีวามแตกต่างในระหว่างกลุ่มต่างๆ (รปูที$ 

12 ตารางที$ 4) 

 
 

รปูที� 12  แสดงภาพการจบักนิสิ$งแปลกปลอม (latex bead) ของเซลลเ์มด็เลอืดของกุง้ขาวใน

กลุ่มทดลองต่างๆ (a = กลุ่ม PBS, b = กลุ่ม phMGFP, c = กลุ่ม phMGFP-PAP) 

a b 

c 
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Figure 12  Phagocytosis of shrimps hemocyte (a : shrimp fed with PBS, b : shrimp fed 

with 150 micrograms phMGFP plasmid and c : shrimp fed with 150 micrograms 

phMGFP-PAP plasmid) 

 

ตารางที� 4  ผลการทดสอบการฟาโกไซโทซสิในกุง้ขาว 

Table 4  Phagocytosis test of shrimps that fed with PBS, 150 micrograms phMGFP 

plasmid and 150 phMGFP-PAP plasmid 

     %phagocytosis            ABPC             PI 

PBS 13.29 +3.27    1.06 +0.05 
 

2.12  +0.94 

phMGFP 15.04 +1.60 1.18 +0.07 2.96  +0.64 

phMGFP-PAP 32.21 +2.42 1.22 +0.02 13.26  +2.45 

 

                      3.2.5 อตัราการรอดชีวิตของกุ้งขาวที�ติดเชื]อไวรสัตวัแดงดวงขาว 

                 หลงัจากกุง้ขาวไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 3 วนัก่อนไดร้บัไวรสั พบว่ากุ้งขาวใน

กลุ่มทดลองต่างๆจะเริ$มตายในวนัที$ 3 หลงัจากไดร้บัไวรสั (ยกเว้นกลุ่ม negative ที$ไม่ไดร้บั

ไวรสั) และตายมากขึ�นเรื$อยๆจนถงึวนัที$ 5 ที$สามารถสงัเกตความแตกต่างของเปอรเ์ซน็ต์การ

รอดชวีติของกุ้งขาวโดยกลุ่ม positive มเีปอรเ์ซน็ต์การรอดที$ 27.78 เปอรเ์ซนต,์ กลุ่ม 100 และ 

150 phMGFP มเีปอรเ์ซน็ต์การรอดที$ 22.23 เปอรเ์ซนต์เท่ากนั ส่วนกลุ่ม 100 และ 150 

phMGFP-PAP มเีปอร์เซ็นต์การรอดที$ 55.56 เปอร์เซ็นต์เท่ากนั แต่ทั �งนี�กุ้งขาวในทุกกลุ่ม

ทดลอง (ยกเวน้กลุ่ม negative) ตายหมดในวนัที$ 6 (รปูที$ 3.7 และตารางที$ 3.2) 
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          เปอรเ์ซนต ์

 
รปูที� 13 แสดงอตัราการตายของกุง้ขาวในกลุ่มต่างๆ ภายในระยะเวลา 6 วนัหลงัจากตดิเชื�อ

ไวรสัตวัแดงดวงขาว (3n, แต่ละ n = 7 ตวั) 

Figure 13  Percentage of mortality of shrimp that fed with PBS (Positive),150 

micrograms phMGFP plasmid and 150 micrograms phMGFP-PAP plasmid per shrimp 

after shrimp infected by WSSV for 6 days (negative is shrimp that fed with PBS and no 

infected by WSSV). 

 

ตารางที� 5 เปอรเ์ซน็ตก์ารตายสะสมและค่า %RPS ของกุง้ขาวในกลุ่ม phMGFP-PAP หลงัจาก

ไดร้บัไวรสัตวัแดงดวงขาวเป็นเวลา 5 วนั 

Tabe 5  Percentage of mortality and RPS of shrimp that fed with PBS (Positive) and 100 

and 150 micrograms phMGFP-PAP plasmid per shrimp after shrimp infected with WSSV 

for 5 days. 

 

            กลุ่มทดลอง                              เปอรเ์ซน็ต์การตายสะสม                     RPS (%) 

 

          100ug phMGFP-PAP                       44.44                                     38 

          150ug phMGFP-PAP                       44.44                                     38                                                 

          Positive                                        72.22 

  

วัน 
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บทที� 4 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1  ผลของโปรตีน RPS3a ที�มีต่อระบบภมิูคุ้มกนัในกุ้งขาว 

                 ไรโบโซมอลโปรตีนสามารถพบได้ทั �งเซลล์โปรคารโิอตและยูคารโิอต (ลดัดา, 

2547)  โดยสามารถทํ าห น้ าที$ นอก เห นือจากการ เ ป็นส่ วนประกอบของไร โบโซม 

(extraribosomal) (Shemer et al., 2000) ทั �งนี�มรีายงานว่าไรโบโซมอลโปรตนีหลายชนิดมกีาร

แสดงออกอยา่งสงูในภาวะที$ระบบภมูคิุม้กนัของสิ$งมชีวีติถูกกระตุ้น (Prapavorarat et al., 2010 

และ Iborra et al., 2008) ซึ$งบ่งบอกไดว้่าไรโบโซมอลโปรตนีมอีทิธพิลต่อกระบวนการป้องกนั

ตวัเองของสิ$งมชีวีติ ดงันั �นในงานวจิยัครั �งนี�จงึไดนํ้าไรโบโซมอลโปรตนี RPS3a ที$โคลนมาจาก 

hepatopancreas ของกุ้งแชบ๊วย มาศึกษาดูว่าจะมผีลอย่างไรต่อระบบภูมคิุ้มกนัของสตัว์

กลุ่มครสัตาเชยีนอย่างกุ้งขาว โดยเฉพาะระบบภูมคิุม้กนัโพรฟีนอลออกซเิดสซึ$งเป็นภูมคิุม้กนั

แบบอาศยัสารนํ�า (humural immunity) ซึ$งเป็นกลไกสาํคญัในสตัวก์ลุ่มครสัตาเชยีน  

                     จาการทดลองจะเหน็ไดว้่า กลุ่มกุ้งที$ไดร้บั His-RPS3a จะมกีารแสดงออกของ

โพรฟีนอลออกซเิดสไม่แตกต่างจากกลุ่มการทดลองอื$นๆ  หากแต่ในทุกกลุ่มการทดลองก็มี

แนวโน้มไปในทางเดยีวกนั กล่าวคอื ในวนัที$ 7 ทั �งสามกลุ่มการทดลอง (PBS, pET และ His-

RPS3a) มกีารแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสสูงขึ�นทั �งหมด ซึ$งบ่งบอกไดว้่าการแสดงออก

ของโพรฟีนอลออกซเิดสในการทดลองครั �งนี� น่าจะเกดิจากปจัจยัอื$นๆ ซึ$งไมเ่กี$ยวขอ้งกบัผลของ 

RPS3a ที$ให้กุ้งกนิ โดยมหีลายรายงานที$ระบุถงึปจัจยัทางกายภาพที$มผีลต่อการเปลี$ยนแปลง

ของภูมคิุม้กนัของสิ$งมชีวีติเช่น Verghese และคณะ (2007) รายงานว่าสภาวะแวดลอ้มแบบสุด

ขั �ว (extreme environmental) มผีลต่อการเปลี$ยนแปลงในระบบภูมคิุม้กนัของกุ้ง spiny lobster 

(Panulirus homarus) เพื$อเตรยีมพร้อมต่อการบุกรุกของเชื�อโรค โดยงานครั �งนี�ได้ทําการ

เปรยีบเทยีบปจัจยัทางกายภาพต่างๆ เช่น ความเคม็ของนํ�า พเีอช (pH) ปรมิาณออกซเิจนที$

ละลายในนํ�า รวมทั �งปรมิาณแอมโมเนีย พบว่าปจัจยัเหล่านี�ล้วนมีผลต่อดัชนีชี�วดัในระบบ

ภมูคิุม้กนัเช่น total hemocyte count (THC) ฟีนอลออกซเิดส (PO) และ NBT-reduction 

สอดคลอ้งกบั Yue และคณะ (2010) ที$รายงานว่าความเขม้ขน้ ammonia-N ที$เพิ$มสูงขึ�นมผีลให้

ภมูติา้นทานของป ูswimming crab (Portunus trituberculatus) ลดลง  
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                     ในการทดลองครั �งนี�เราใช ้lysate cell ซึ$งมโีปรตนี RPS3a มาผสมอาหารแลว้

ให้กุ้งกินเป็นตวัแปรต้น โดยเราทราบแล้วว่าปจัจยัทางชวีภาพอย่างจุลชีพต่างๆมผีลต่อการ

เปลี$ยนแปลงในระบบภูมคุ้มกนัเช่นเดยีวกนั โดย β-1,3 glucan ซึ$งเป็นองคป์ระกอบของผนัง

เซลล์ในจุลชพีหลายชนิดรวมทั �งแบคทเีรยี เป็นตวัไปกระตุ้นการทํางานของเอนไซมโ์พรฟีนอล

ออกซเิดส แอกตเิวตงิ (Prophenoloxidase-activating enzymy , PPA) ซึ$งเป็นเอนไซมต์ั �งต้นใน

กระบวนการโพรฟีนอลออกซเิดส (Chiu et al., 2007) จงึอาจเป็นไปไดว้่าการที$โพรฟีนอลออกซิ

เดสมกีารแสดงออกสูงขึ�นในวนัที$ 7 อาจสมัพนัธก์บัปรมิาณของ β-1,3 glucan ที$เพิ$มมากขึ�น

ตามจาํนวนการไดร้บัอาหารของกุง้ขาว แต่ทั �งนี�ในกลุ่มกุง้ที$ไดร้บัอาหารผสมสารละลาย PBS   ก็

พบว่ามกีารเพิ$มขึ�นของโพรฟีนอลออกซเิดสเช่นเดยีวกนัทั �งๆที$ไม่ได้รบั β-1,3 glucan จาก

อาหารที$เราใหเ้ลย 

                     การที$เรานํากุ้งออกมาจากถงัพกัขนาด 60x85 ซม. แล้วนํามาใส่ในตู้กระจก

เลี�ยงขนาด 50x30 ซม.เพื$อทําการทดลองดงักล่าว เป็นการเปลี$ยนสภาพแวดลอ้มเดมิและอาจมี

ผลก่อใหเ้กดิความเครยีดแก่กุง้ แต่ทั �งนี�เมื$อใชร้ะยะเวลาหนึ$งเพื$อปรบัสภาพแวดลอ้มใหมไดแ้ลว้

กอ็าจจะนําสู่ภาวะปกตไิด ้จงึอาจเป็นไปไดว้่าปจัจยัเรื$องเวลา อาจมผีลต่อการแสดงออกของโพร

ฟีนอลออกซเิดส โดย Keith และคณะ (1992) กล่าวไวว้่า สิ$งแปลกปลอมรวมทั �งระยะเวลามผีล

ต่อการกระตุ้นให้เกิดการเปลี$ยนแปลงในกลไกการป้องกนัตัวของสตัว์ทั �งในเชิงปรมิาณและ

คุณภาพ อาศยังานวจิยัจาก Chen และคณะ (2005) ที$ระบุว่าระบบภูมคิุม้กนัจะมกีารปรบัตวัดี

ขึ�นเมื$อสิ$งมชีวีติต้องอาศยัอยู่ในสภาวะแวดลอ้มที$ผดิปกตหิรอืภาวะเครยีดเป็นเวลานาน โดยได้

ทําการทดลองเปรยีบเทยีบผลของสารกลุ่ม phthalate ester (PAE) ซึ$งเป็นพษิต่อเซลล ์

ประกอบดว้ย diethyl phthalate (DEP), dihexyl phthalate (DHP), dipropyl phthalate (DPrP) 

และ diphenyl phthalate (DPP) ว่ามผีลต่อระบบภูมคิุม้กนัของกุ้ง giant freshwater prawn 

(Macrobrachium rosenbergii) อย่างไรบ้างเมื$อได้รบัสารดงักล่าว ซึ$งพบว่าสาร DEP มผีลให้

การแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสลดลงอยา่งมนียัสาํคญัในกุ้งที$ไดร้บัสารเป็นเวลา 1 และ 4 

วนั เมื$อเทยีบกบั 8 วนัที$ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัของการแสดงออกของโพรฟีนอล

ออกซเิดสเมื$อเทยีบกบักลุ่ม control ซึ$งไม่ไดร้บัสาร DEP ในขณะที$สารอกีสามชนิดคอื DHP, 

DPrP และ DPP ต่างกใ็หผ้ลการทดลองไปในแนวทางเดยีวกนั โดยพบว่าสารดงักล่าวมผีลให้

การแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสลดลงอยา่งมนียัสาํคญัเมื$อกุง้ไดร้บัสารเป็นเวลา 4 วนัเมื$อ 
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เทยีบกบั 1 และ 8 วนั ที$ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัของการแสดงออกของโพรฟีนอล

ออกซเิดสเมื$อเทยีบกบักลุ่ม control ที$ไม่ได้รบัสารพษิทั �งสามดงักล่าว ซึ$งสอดคลอ้งกบัผลการ

ทดลองที$ไดท้ี$แสดงใหเ้หน็แนวโน้มของโพรฟีนอลออกซเิดสที$ลดลงในวนัที$ 3 และกลบัสูงขึ�นอกี

ครั �งเมื$อเขา้สู่วนัที$ 7   

    ในส่วนของการทดสอบการรอดชวีติเมื$อกุ้งขาวตดิโรคตวัแดงดวงขาวนั �นจะเหน็

ได้ว่ากุ้งขาวเริ$มตายในวนัที$ 3 หลงัจากได้รบัเชื�อ WSSV โดยไม่มกีารตายในกลุ่ม negative 

control ซึ$งไม่ไดร้บัเชื�อดงักล่าว อกีทั �งกลุ่ม positive control มกีารตาย 100 % ในวนัที$ 10 บ่ง

บอกไดว้่าสาเหตุที$กุง้ตายนั �นเกดิจากการกระทาํโดยเชื�อ WSSV ซึ$งในสภาวะทั $วไปนั �นกุ้งจะตาย 

100% หลงัจากตดิเชื�อ WSSV ภายในช่วง 3-10 วนั (Liu et al., 2009) ในการศกึษานี�เราได้

พยายามทําการเพิ$มปรมิาณ RPS3a ซึ$งเป็นองค์ประกอบของไรโบโซมในสิ$งมชีวีติทั $วไปใหแ้ก่

กุ้งขาว ในมติิของการเพิ$มการแสดงออกของโปรตีนดงักล่าว (over-expressed) เพื$อต้องการ

ทราบในส่วนของความสามารถในเชงิเป็นภูมคิุ้มกนัว่าเกี$ยวข้องกันหรอืไม่อย่างไร ทั �งนี�จาก

งานวจิยัของ Lim และคณะ (2011) ไดย้นืยนัว่า การแสดงออกในรปูแบบ over-expressed ของ 

RPS3a เป็นผลให้โปรตีนดังกล่าวสามารถทําหน้าที$อื$นจากเพียงแค่การสังเคราะห์โปรตีน 

(protein synthesis) ตามปกต ิกระนั �นจากผลการทดลองที$เราไดน้ั �นยนืยนัเบื�องต้นไดว้่า RPS3a 

ที$เราให้กุ้งโดยการกินนั �นไม่มผีลป้องกนักุ้งขาวจากโรคตวัแดงดวงขาว โดยกุ้งที$ได้รบัอาหาร

ผสมพลาสมดิ pET ซึ$งมโีปรตนี His และโปรตนีลูกผสม His-RPS3a นั �นใหผ้ลการรอดชวีติ

เท่ากนัเพยีง 4.76 % RPS โดยเราไดท้ําการเลี�ยงเซลลแ์บคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 ที$มี

โปรตนีลูกผสม His-RPS3a อยู่ ในอาหารเหลว LB แลว้ชกันําการสรา้งโปรตนี แลว้นําเซลลม์า

ผสมกบัอาหารเมด็ปกตทิําเป็นอาหารและใหแ้ก่กุ้งขาวโดยวธิกีารกนิ  ซึ$งเป็นความต้องการที$จะ

ประยกุตค์วามรูท้างชวีวทิยาโมเลกุลอย่างง่ายต่อการที$จะสามารถนําไปใชใ้นวงการเกษตรกรรม

และอุตสาหกรรมต่อไปได ้ 

     อย่างไรก็ตามยงัคงมปีจัจยัอื$นบ้างที$อาจมผีลต่อความคาดหวงัว่า RPS3a จะ

กระตุ้นภูมคิุ้มกนัและช่วยใหกุ้้งขาวมอีตัราการรอดชวีติในช่วงที$ตดิเชื�อ WSSV เช่น ระยะเวลา

ของการให้โปรตีนที$ส ัมพันธ์กับปริมาณความเข้มข้นที$เหมาะสมของโปรตีนที$ให้ซึ$งให้การ

แสดงออกแตกต่างมากน้อยออกไป รวมทั �งวธิกีารใหโ้ปรตนีดงักล่าวแก่กุง้ขาวที$ในการศกึษาครั �ง

นี�ใชก้ารกนิผ่านระบบยอ่ยอาหารปกต ิซึ$งอาจจะทําใหโ้ปรตนีเกดิการสูญหายไปบา้งก่อนที$จะดูด

ซมึเขา้สู่ระบบไหลเวยีนเลอืดเพื$อส่งไปหล่อเลี�ยงรา่งกาย อกีทั �งชวีโมเลกุลชนิดโปรตนี มกีาร 
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สูญเสยีสภาพได้ง่าย จงึอาจเกดิการสูญเสยีในช่วงที$มกีารเตรยีมเป็นอาหารเมด็ก็เป็นได้ ทั �งนี�

และทั �งนั �นยงัคงตอ้งมกีารศกึษาต่อไปถงึเทคนิคการเตรยีมอาหาร รวมถงึปจัจยัต่างๆที$เหมาะสม 

ที$อาจเอื�อให้เห็นภาพที$ชดัเจนมากยิ$งขึ�นในส่วนของความเกี$ยวข้องของ RPS3a กบัระบบ

ภมูคิุม้กนัในสิ$งมชีวีติโดยเฉพาะในกุง้ขาวต่อไป  

 

4.2  ผลของดีเอน็เอ PAP ที�มีต่อระบบภมิูคุ้มกนัในกุ้งขาว 

                 เราได้จําลองสภาวะนํ�าที$ละลายด้วยเกลอืแกง (NaCl) มาใช้เลี�ยงกุ้งขาวแทนนํ�า

ทะเลจรงิที$มอีงคป์ระกอบของธาตุชนิดต่างๆ มากมาย รวมทั �งมแีพลงก์ตอนทั �งพชืและสตัวอ์กี

ดว้ย ซึ$งเป็นสภาวะแวดลอ้มปกตสิําหรบัการดํารงชพีของสตัวท์ะเลทั $วไปรวมทั �งกุ้งขาวดว้ย ซึ$ง

แตกต่างจากนํ�าที$ละลายด้วยเกลอืแกง ซึ$งสูญเสยีธาตุชนิดต่างๆไป โดยสามารถแบ่งแร่ธาตุที$

จาํเป็นสําหรบักุ้งขาวไดเ้ป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่  macro mineral เป็นธาตุหลกัชนิดที$สตัวนํ์�าต้องการ

ในปรมิาณมากเช่น แคลเซยีม (Ca) คลอรนี (Cl) แมกนีเซยีม (Mg) ฟอสฟอรสั (P) โปตสัเซยีม 

(K) และโซเดยีม (Na) อกีชนิดหนึ$งคอื micro mineral  หรอืธาตุรองไดแ้ก่ ทองแดง (Cu), เหลก็ 

(Fe), สงักะส ี(Zn) และซลิเีนียม (Se) ซึ$งเป็นแร่ธาตุที$สตัวนํ์�าต้องการในปรมิาณน้อย ซึ$งทั �งธาตุ

หลกัและรองต่างก็มคีวามสําคญัต่อการดํารงชีวิตของกุ้ง การสร้างเปลือก การเจรญิเติบโต 

รวมทั �งพฒันาระบบสบืพนัธุ ์ (บุญรตัน์, 2550)  จงึกล่าวไดว้่าการเลี�ยงกุ้งขาวในสภาพที$มเีพยีง 

NaCl นั �นเป็นสภาพแวดลอ้มที$ไม่ปกตสิําหรบักุ้ง ส่งผลใหกุ้้งเกดิความเครยีดได ้และไม่สามารถ

ดํารงชวีติได้อย่างปกติ ซึ$งจากผลการทดลองที$ได้นี�ก็ยนืยนัได้ว่า กุ้งขาวที$อยู่ในภาวะที$ไม่ถูก

กระตุน้และถูกกระตุน้ภมูคิุม้กนัโดยดเีอน็เอ PAP นั �น มคีวามสามารถในการดํารงชวีติในสภาวะ

แวดล้อมของนํ�าที$ไม่ใช่นํ�าทะเลแตกต่างกนั โดยกุ้งขาวในกลุ่มที$ให้กินอาหารผสมสารละลาย 

PBS จะเป็นกุ้งที$อยู่ในภาวะที$ภูมคิุ้มกนัไม่ถูกกระตุ้น ส่งผลให้กุ้งมอีตัราการรอดชวีติเป็น 0 

เปอรเ์ซน็ต ์ในขณะที$กุง้ขาวในกลุ่มที$ใหก้นิอาหารผสมเวคเตอร ์phMGFP และ พลาสมดิลูกผสม 

phMGFP-PAP ต่างใหอ้ตัราการรอดชวีติในทั �งสองกลุ่มที$เป็นบวกและแตกต่างกนัไป ซึ$งบ่งบอก

ว่ากุง้ขาวทั �งสองกลุ่มอยูใ่นสภาวะที$ถูกกระตุน้ภูมคิุม้กนัมากกว่าปกต ิทั �งนี�เราทราบว่าผนังเซลล์

ของแบคทเีรยีนั �นม ีlipopolysaccharide ซึ$งสามารถกระตุ้นภูมคิุม้กนัได ้(Deachamag et al., 

2006) โดยการทดลองครั �งนี�เราให้กุ้งกินอาหารที$ผสมสารละลายส่วนใสที$มทีั �งดเีอ็นเอ PAP 

รวมถงึแบคทเีรยีที$เป็นเซลล์เจา้บ้าน (host cell) เป็นผลให้กุ้งขาวในกลุ่มที$กนิอาหารผสมพ

ลาสมดิ phMGFP ที$ความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรมัต่อตวัต่อวนั ซึ$งมากที$สุดในกลุ่ม 
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ที$กินอาหารผสมพลาสมดิ phMGFP นั �นได้รบัสารกระตุ้นมากที$สุดด้วยเช่นกนัเนื$องจากได้รบั

ส่วนของผนังเซลลแ์บคทเีรยีที$ม ีlipopolysacharide ซึ$งมคีวามสามารถในการกระตุ้นภูมคิุม้กนั

ได้เช่นเดยีวกนัมากตามไปด้วย ส่งผลให้กุ้งขาวในกลุ่มนี�มอีตัราการรอดชวีติสูงที$สุดเมื$อเทยีบ

ภายในกลุ่มที$กนิอาหารผสมพลาสมดิ phMGFP ที$ความเขม้ขน้ 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อตวั

ต่อวนั แต่ทั �งนี�ยงัให้อตัราการรอดชวีติที$น้อยกว่ากุ้งขาวในกลุ่มที$ไดร้บัอาหารผสมพลาสมดิลูก

ผสม phMGFP-PAP ที$ความเขม้ขน้ 100 และ 150 ไมโครกรมัต่อตวัต่อวนั อย่างมนีัยสําคญัทาง

สถติ ิ แสดงให้เหน็ว่ายนี PAP มบีทบาทในกระบวนการกระตุ้นภูมคิุ้มกนัของกุ้งให้มคีวาม

ตา้นทานต่อสภาวะแวดลอ้มที$ผดิปกตไิด ้  

                          ทั �งนี�พบว่าดเีอ็นเอ PAP มอีทิธพิลต่อกระบวนการฟาโกไซโทซสิอย่างมาก 

โดยในส่วนของเปอร์เซน็ต์ฟาโกไซโทซสิ (%phagocytosis) พบว่ากุ้งขาวที$ได้รบั PAP มกีาร

แสดงออกสงูขึ�นอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05) เมื$อเทยีบกบักุ้งขาวที$ไม่ไดร้บัยนี PAP ทั �งนี�

กุ้งขาวในกลุ่มที$ได้รบัดเีอ็นเอ PAP และกลุ่มที$ได้รบัพลาสมดิเปล่า phMGFP ต่างได้รบัส่วน 

lipopolysaccharide (LPS) จากผนังเซลลแ์บคทเีรยีไปด้วย โดย Deachamag และคณะ (2006) 

กล่าวว่าLPS สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ อย่างไรก็ตามจากการทดลองนี�ชี�ให้เห็นว่า

กระบวนการฟาโกไซโทซสินั �นถูกกระตุ้นการแสดงออกอย่างจําเพาะโดยยนี PAP เท่านั �น ซึ$ง

เป็นไปไดว้่า LPS มผีลต่อภูมคิุ้มกนัชนิดอื$นๆ สอดคล้องกบัรายงานของ Lee และ Soderhall 

(2002) ที$พบว่า LPS มผีลกระตุน้ต่อกระบวนการโพรฟีนอลออกซเิดสและออพโซนิน (opsonin) 

รวมทั �งอมรรตัน์ (2550) ที$กล่าวว่า LPS และ peptidoglycan สามารถกระตุ้นระบบโพรฟีนอล

ออกซเิดสในพวกอาโทรพอรด์ (arthropod) ได ้

                   ผลการทดลองที$ได้นี�เป็นไปในทศิทางเดียวกบัผลของการแสดงออกของโพร

ฟีนอลออกซเิดสที$ได้ก่อนหน้านี�ที$ถึงแม้จะไม่พบว่า PAP สามารถกระตุ้นโพรฟีนอลออกซ ิ     

เดสได้อย่างชดัเจนตามหลกัการทางสถติ ิแต่กม็แีนวโน้มที$พอจะเหน็ความแตกต่างโดยเฉพาะ

ระหว่างกุ้งในกลุ่ม phMGFP-PAP และ phMGFP ที$มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัซึ$ง

สอดคลอ้งกบัรายงานของ Jiravanichpaisal และคณะ (2006) ที$กล่าวว่าโพรฟีนอลออกซเิดสมี

อทิธต่ิอการเพิ$มการแสดงออกของกระบวนการฟาโกไซโทซสิ ซึ$งกล่าวอกีนัยหนึ$งไดว้่าเมื$อการ

แสดงออกของฟาโกไซโทซสิมมีาก กจ็ะพบการแสดงออกของระบบโพรฟีนอลออกซเิดสที$มาก

ไดเ้ช่นเดยีวกนั    
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                           และทั �งนี�เมื$อทําการทดสอบการรอดชวีติของกุ้งขาวที$ตดิโรคตวัแดงดวงขาว

พบว่า PAP ไม่สามารถช่วยให้กุ้งขาวรอดชวีติได ้โดยมรีายงานของ Liu และคณะ (2009) ที$

กล่าวว่า กุง้ขาวจะตาย 100% หลงัจากตดิเชื�อไวรสัตวัแดงดวงขาวภายในช่วง 3-10 วนั จากตรง

นี�สามารถยนืยนัไดว้่ากุง้ขาวที$เราใหไ้วรสัในครั �งนี�นั �นตายโดยการกระทําจากไวรสัจรงิ อย่างไรก็

ตามจากผลการทดลองที$ไดนี้�จะเหน็ว่า PAP ไม่สามารถปกป้องกุ้งขาวจากไวรสัตวัแดงดวงขาว

ได้ภายในระยะเวลาดงักล่าว (6 วนั) แต่กเ็หน็ความสามารถในการชะลอการตายไดด้ใีนระดบั

หนึ$ง โดยเมื$อทําการเปรยีบเทยีบระหว่างกุ้งขาวที$ได้รบัและไม่ไดร้บัยนี PAP ที$สงัเกตได้ตั �งแต่

วนัที$ 3 จนถงึวนัที$ 5 พบว่ากุง้ขาวที$ไดร้บัยนี PAP มอีตัราการรอดชวีติที$สงูกว่ากุง้ขาวที$ไม่ไดร้บั

ยนี PAP (กลุ่ม phMGFP และ positive control) โดยสามารถเหน็ไดอ้ย่างชดัเจนจากกราฟ (รปู

ที$ 13) รวมทั �งเปอรเ์ซน็ต ์RPS (ตารางที$ 5) จงึเป็นไปไดว้่าปรมิาณของดเีอน็เอ PAP ที$ใหแ้ก่กุ้ง

นั �น (100 และ 150 ไมโครกรมัต่อตวัต่อวนั เป็นเวลา 3 วนั) ยงัอาจไม่ใช่สภาวะที$ดมีากนักเมื$อ

กุ้งขาวต้องต่อสู้กบัไวรสัตวัแดงดวงขาวที$มคีวามรุนแรงในการก่อโรคสูง อีกทั �งดเีอ็นเอ PAP 

อาจมกีารสูญเสยีในระหว่างที$ให้กุ้งกนิ (ละลายไปกบันํ�าที$เลี�ยงกุ้ง) รวมทั �งในกระบวนการของ

ระบบทางเดนิอาหารที$มนํี�าย่อยชนิดต่างๆมากมายซึ$งมผีลทําให้ดเีอ็นเอเสยีหายได ้ซึ$งที$กล่าว

มาทั �งหมดนี�อาจเป็นผลให้ความเขม้ขน้ของดเีอ็นเอ PAP ที$ดูดซมึเขา้สู่เซลล์ของกุ้งนั �นไม่ใช่

ปรมิาณตามที$ได้วางแผนการทดลองไว ้โดยจะมคีวามแตกต่างจากการที$กุ้งได้รบัดเีอ็นเอโดย

วธิกีารฉีด (injection) ซึ$งไมต่อ้งผ่านระบบทางดนิอาหารและสามารถดดูซมึเขา้สู่เซลลไ์ดโ้ดยตรง  

                      อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองที$ได้ทั �งหมดนี�ทําให้เราได้ทราบว่าดเีอ็นเอ 

PAP มคีวามสามารถในการกระตุ้นภูมคิุ้มกนัได้และมแีนวโน้มที$ดใีนการตอบสนองต่อไวรสัตวั

แดงดวงขาว ซึ$งสามารถนําไปปรบัปรงุและศกึษาต่อในวาระต่อไป   
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บทที� 5 

สรปุและข้อเสนอแนะ 

 
                     จากการศึกษาการกระตุ้นภูมคิุ้มกนัในกุ้งขาวโดยใช้ชวีโมเลกุล 2 ชนิดคอื

โปรตนี Ribosomal protein S3a (RPS3a) และยนี Phagocytosis activating protein (PAP) 

เพื$อช่วยใหกุ้ง้ขาวสามารถมชีวีติรอดไดเ้มื$อตดิโรคตวัแดงดวงขาวนั �นไดผ้ลการศกึษาดงันี� 

                     1. โปรตนีลกูผสม His-RPS3a ที$ความเขม้ขน้ 90 ไมโครกรมั ที$ใหกุ้้ง 1 ตวักนิ

ต่อวนั ไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโพรฟีนอลออกซเิดสได ้และไม่สามารถป้องกนักุ้ง

จากไวรสัตวัแดงดวงขาวได ้

                     2. พลาสมดิลูกผสม phMGFP-PAP ที$ความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรมั ที$กุ้งกนิ

ต่อตวัต่อวนัตลอดการทดลองมผีลใหกุ้้งขาวมอีตัรารอดชวีติสูงที$สุด (61.89% RPS) ในสภาวะ

นํ�าเลี�ยงละลายด้วยเกลอื NaCl เป็นเวลา 7 วนั  และเมื$อให้กินเป็นเวลา 3 วนั มผีลต่อ

กระบวนการฟาโกไซโทซสิอย่างมากทั �งต่อ %phagocytosis และ phagocytic index แต่หากไม่

สามารถป้องกนัการตายของกุง้จากไวรสัตวัแดงดวงขาวได ้

 

ข้อเสนอแนะ 
                     1. โปรตนี RPS3a อาจจะสูญเสยีโดยการละลายในนํ�าไปบา้งในระหว่างการให้

กุง้กนิ จงึควรปรบัปรงุความเขม้ขน้ของโปรตนีใหส้งูขึ�นกว่าเดมิ รวมทั �งพฒันาวธิกีารที$จะช่วยให้

ไม่เกดิการสูญเสยีโปรตนีไปมากนักก่อนที$กุ้งขาวจะได้รบั แต่อกีแง่มุมหนึ$งนั �น RPS3a อาจจะ

ไมม่บีทบาทสาํคญัมากนกัในระบบภูมคิุม้กนัของกุง้ขาวกเ็ป็นได ้

                     2. ดเีอน็เอ PAP สามารถกระตุ้นระบบภูมคิุม้กนัได ้แต่ทั �งนี�ความเขม้ขน้ที$กุ้ง

ได้รบัดงักล่าว รวมถึงระยะเวลาที$กุ้งได้รบัดเีอ็นเออาจต้องมกีารปรบัเปลี$ยนให้ได้ขึ�นกว่าเดมิ

เพื$อใหเ้กดิสภาวะที$ดทีี$สุดแก่กุ้งขาวเมื$อต้องต่อสูก้บัไวรสัตวัแดงดวงขาวที$มคีวามรุนแรงในการ

ก่อโรคมาก  
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การเตรียมอาหารเลี]ยงเชื]อ สารละลายและบฟัเฟอร ์

 

1. อาหารเลี]ยงเชื]อ LB (Luria Bertaini)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

                        Yeast extracts          1       กรมั 

                     Tryptone                 1       กรมั 

                     Sodium chloride       0.5     กรมั 

                     ใส่สารขา้งตน้ลงใน volumetric flask จากนั �นเตมินํ�ากลั $น 100 มลิลลิติร ผสมให้

เขา้กนัแลว้นําไปนึ$งฆา่เชื�อที$อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็ที$อุณหภมู ิ4 

องศาเซลเซยีส 

2. การเตรียมยาปฏิชีวนะ Kanamycin ความเข้มข้น 20 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 

                     ชั $งสาร Kanamycin มา 20 มลิลกิรมั ละลายดว้ยนํ�าที$ปราศจากเชื�อปรมิาตร 1 

มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั เกบ็ไวท้ี$อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

3.    การเตรียมยาปฏิชีวนะ Ampicillin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 

                       ชั $งสาร Ampicillin มา 50 มลิลกิรมั ละลายดว้ยนํ�าที$ปราศจากเชื�อปรมิาตร 1 

มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั เกบ็ไวท้ี$อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

4.    การเตรียมอาหาร K-199 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

                       ชั $งอาหาร M-199 มา 1 กรมั ละลายในนํ�ากลั $นปรมิาตร 40 มลิลลิติร (2x) แลว้

เตมิ NaHCO3 จาํนวน 1.1 กรมั แลว้ปรบัปรมิาตรเป็น 50 มลิลลิติร จากนั �นเตมิ  

                     salt mixture (0.05 M KCl, 0.12 M MgSO4.7H2O, 0.16 M MgCl2.6H2O 

และ 4.16 M NaH2PO4.2H2O) 

0.16  CaCl2.2H2O จาํนวน 10 มลิลลิติร 

1.88 M NaCl จาํนวน 10 มลิลลิติร 

0.1 M  L-glutamine จาํนวน 1 มลิลลิติร 

                     10 M HEPES 

             ทาํการปรบัค่า pH ใหม้คี่าเท่ากบั 7.4 แลว้ปรบัปรมิาตรเป็น 100 มลิลลิติร แลว้

ทาํการกรองดว้ยเมเมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน 
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5.    การเตรียมอาหาร KC-199 

                     เตมิ L-Cysteine ในอตัราส่วน 5% ลงในอาหาร K-199 

6.    การเตรียมสารละลาย 1 M IPTG 

                     ชั $งสาร IPTG มา 2.38 กรมั ละลายดว้ยนํ�ากลั $น 10 มลิลลิติร เกบ็ไวท้ี$อุณหภมู ิ

-20 องศาเซลเซยีส 

7. การเตรียมสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ลิตร 

                     Sodium Chloride                            8.0      กรมั 

                     Sodium hydrogen phosphate           1.44     กรมั 

                     Potassium Chloride                        0.2      กรมั 

                     Potassium dihydrogen phosphate      0.24    กรมั 

                     ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั $นปรมิาตร 900 มลิลลิติร แลว้ทาํการปรบั pH เป็น 

7.4 จากนั �นปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลติร แลว้นําไปนึ$งฆา่เชื�อที$อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 15 นาท ี

8. การเตรียมสารละลายสาํหรบัทาํ SDS-PAGE 

8.1 การเตรยีม 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 

       ชั $ง Tris base 18.17 กรมั มาละลายในนํ�ากลั $นปรมิาตร 50 มลิลลิติร แลว้ปรบั 

pH เป็น 6.8 จากนั �นปรบัปรมิาตรเป็น 100 มลิลลิติร เกบ็ที$อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 8.2 การเตรยีม 1.0 M Tris-HCl (pH 6.8) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 

 8.3 การเตรยีม 30% acrylamide-bisacrylamide ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 

       ชั $ง acrylamide 29 กรมั และ N,N’-methylene-bis acrylamide  1 กรมั 

ละลาย bisacrylamide ดว้ยนํ�ากลั $น 50 มลิลลิติร อุ่นที$อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ค่อยๆเตมิ 

acrylamide จนละลายหมด ปล่อยใหเ้ยน็ที$อุณหภมูหิอ้ง แลว้ทาํการปรบัปรมิาตรเป็น 100 

มลิลลิติร ทาํการกรองสารละลายดว้ยกระดาษกรอง เกบ็ในขวดสชีาที$อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 8.4 การเตรยีม 10% Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 

       ชั $งสาร SDS มา 10 กรมั แลว้ละลายดว้ยนํ�ากลั $น ทาํการปรบัปรมิาตรเป็น 

100 มลิลลิติร เกบ็ที$อุณหภูมหิอ้ง 

 

 



 

62 
 

 

 

 

 8.5 การเตรยีม 10% Ammonium persulphate (APS) ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 

       ชั $งสาร APS มา 0.1 กรมั ละลายดว้ยนํ�ากลั $นปรมิาตร 1 มลิลลิติร เกบ็ที$

อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 

8.6 การเตรยีม 2X sample buffer ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 

              10% SDS                        4      มลิลลิติร 

               Glycerol                         2      มลิลลิติร 

               1 M DTT                        2      มลิลลิติร 

               1 M Tris-HCl (pH 6.8)       1.2    มลิลลิติร    

               Bromophenol blue         0.002   กรมั 

ทาํการปรบัปรมิาตรเป็น 10 มลิลลิติร เกบ็ที$อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 

8.7 การเตรยีม Tris-glycine buffer ปรมิาตร 1 ลติร 

                     SDS                    1            กรมั 

                     Glycine                14.42      กรมั 

                     Tris-base              4           กรมั 

                     ละลายสารทั �งหมดดว้ยนํ�ากลั $นแลว้ปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลติร เกบ็ที$อุณหภมูหิอ้ง 

8.8 การเตรยีมสารละลาย staining ปรมิาตร 1 ลติร 

      ชั $ง Coomassie blue R-250 มา 2 กรมั ละลายใน 95% methanol ปรมิาตร 

525 มลิลลิติร และ Glacial acetic acid ปรมิาตร 75 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลติร เกบ็ที$

อุณหภมูหิอ้ง 

8.9 การเตรยีมสารละลาย Destaining II ปรมิาตร 1 ลติร 

       ตวง 95% methanol ปรมิาตร 525 มลิลลิติร และ Glacial acetic acid 

ปรมิาตร 75 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลติร เกบ็ที$อุณหภมูหิอ้ง  
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