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บทคดัย่อ 
 

 

  โปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน (fibrinogen-related protein, FReP) เป็น 

pattern recognition protein (PRP) ชนิดหน่ึงที่มีโดเมนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน (fibrinogen-

related domain, FReD) อยู่ภายในโครงสร้าง โปรตนีหลายชนิดในกลุ่มน้ีมีบทบาทส าคัญในระบบ

ภูมิคุ้มกนัที่มีมาแต่ก าเนิด งานวิทยานิพนธน้ี์ผู้วิจัยได้ท าการโคลน cDNA ของโปรตีนทีเ่กี่ยวข้อง

กบัไฟบริโนเจนจากตับของกุ้งขาว Litopenaeus vannamei (LvFReP) โดยเทคนิค reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) และ rapid amplification of cDNA ends 

(RACE) ผลการศึกษาสามารถโคลน cDNA บางส่วนของยีนที่มีความยาว 979 คู่เบส 

ประกอบด้วยส่วนที่แปลรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 255 หน่วย ภายในโครงสร้าง

ของโปรตีนพบโดเมนทีเ่กี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน 1 โดเมน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 219 หน่วย 

และมีส่วน signal sequence มีมวลโมเลกุลและค่า pI เท่ากบั 29.24 กโิลดาลตัน และ 6.29 

ตามล าดับ มีต าแหน่ง N-glycosylation 1 ต าแหน่ง มีบริเวณจับกบั Ca
2+

 1 ต าแหน่ง และมี

บริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโนซีสเตอนี 4 ต าแหน่ง ซ่ึงสามารถสร้างเป็นพันธะไดซัลไฟด์ได้       

2 พันธะ เม่ือเปรียบเทยีบล าดับกรดอะมิโนของโดเมนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนของ LvFReP 

พบว่ามีความเหมือนกบัโดเมนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนของ FReP จากกุ้งแชบว๊ย (FmFReP) 

Fenneropenaeus merguiensis, tachylectin-5A (TL-5A) และ tachylectin-5B (TL-5B)  

จากแมงดาทะเล คือ 98%, 48% และ 47% ตามล าดับ จากการศึกษาการแสดงออกของยนี 

LvFReP พบว่ามีการแสดงออกในหลายเน้ือเยื่อของกุ้งปกติ นอกจากน้ีงานวิทยานิพนธช์ิ้นน้ีได้

ศึกษาการแสดงออกของยนี LvFReP จากตับของกุ้งขาว ที่เวลาต่าง ๆ หลังจากกระตุ้นด้วย    

white spot syndrome virus (WSSV) ด้วยวิธ ีsemi-quantitative RT-PCR พบว่าระดับ mRNA 

ของ LvFReP เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และมีระดับการแสดงออกสงูสดุในชั่วโมงที่ 3 ซ่ึงมีการ
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แสดงออกเพ่ิมขึ้น 2.04 เท่า หลังการเหน่ียวน าด้วยเชื้ อ WSSV หลังจากน้ันระดับการแสดงออก

ของ LvFReP จะลดลงที่ชั่วโมงที ่6 แล้วจะมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอกีคร้ังในชั่วโมงที ่12 หลังการ

เหน่ียวน าด้วยเชื้ อก่อโรค จากผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่าโปรตีนที่เกีย่วข้องกบัไฟบริโนเจนจาก

กุ้งขาว อาจจะท าหน้าที่เป็น pattern recognition protein ในระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ง 
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ABSTRACT 

 

 

 Fibrinogen-related proteins (FRePs) are a kind of pattern recognition 

proteins (PRPs) containing fibrinogen-related domain (FReD). Many members of this 

family play important roles in the innate immune responses. In the present study, the cDNA 

of white shrimp Litopenaeus vannamei FReP (designated as LvFReP) was partially cloned 

from hepatopancreas by means of reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) and rapid amplification of cDNA ends (RACE) method. As a result, the partial 

cDNA of LvFReP (979 bp) consisted of an open reading frame that encoded a polypeptide 

of 255 amino acids including a 219 amino acid FReD and a signal sequence. The 

theoretical molecular weight and isoelectric point of mature protein was 29.24 kDa and 

6.29, respectively. It also comprises a putative N-glycosylation site, Ca
2+

binding site and 

four conserved cysteines which are formed to two disulfide bonds. Sequence comparison of 

FReD of LvFReP showed identity of 98%, 48%, and 47% with that of FReP from 

Fenneropenaeus merguiensis (FmFReP), techylectin-5A (TL-5A) and techylectin-5B 

(TL-5B) form horseshoe crab, respectively. LvFReP was detected in various tissues of 

normal shrimp. Moreover, the temporal expression of LvFReP mRNA in the hepatopancreas 

was examined by semi-quantitative RT-PCR. Its mRNA expression after challenging with 

white spot syndrome virus (WSSV) was significantly up-regulated and peaked to 2.04-

fold at 3 h after stimulation. After that, the expression level decreased at 6 h and reversely 

increased at 12 h after pathogenic challenging. These results collectively suggested that 

FReP of white shrimp may act as a pattern-recognition protein in the immune response of 

shrimp. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 

 งานวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีส าเร็จลุล่วงด้วยดี ด้วยความเสียสละเวลา กรุณาให้

ค าแนะน าแนวทางแก้ปัญหาข้อบกพร่องต่างๆ การให้ความรู้ข้อชี้ แนะในด้านข้อมูลการวางแผน

งานวิจัยและเทคนิคการวิจัย ตลอดจนเสียสละเวลาให้ค าปรึกษาและตรวจทานแก้ไขงาน

วิทยานิพนธใ์ห้ส าเรจ็ลุล่วงไปได้ด้วยดี จากอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ดร.อรณิชา รัตนาภรณ์  

ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสงูไว้ ณ โอกาสน้ี 

 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.ประภาพร อุทารพันธุ์ ประธานกรรมสอบ 

ที่กรุณาให้ค าแนะน าและตรวจทานแก้ไขวิทยานิพนธฉ์บับน้ีให้มีความถูกต้องสมบูรณ์ ตลอดจนให้

ความอนุเคราะห์ห้องปฏิบัติการ เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยคร้ังน้ี 

 ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร.รพีพรรณ วิทิตสุวรรณกุล และ ดร.จงรักษ์ 

อรรถรัฐ กรรมการผู้แทนจากบัณฑิตวิทยาลัย ที่ได้ให้ค าแนะน าและตรวจทานแก้ไขวิทยานิพนธ์

ฉบับน้ีให้มีความถูกต้องสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 

 ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่สนับสนุนทุนอุดหนุน

วิจัย และขอขอบคุณภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่ให้

ทุนการศึกษาระดับปริญญาโท จากโครงการความเป็นเลิศสาขาชีเคมี ประจ าปี 2555  

 ขอขอบคุณคณาจารย์และเจ้าหน้าที่ภาควิชาชีวเคมีทุกท่านที่ให้ความช่วยเหลือให้

การศึกษาและวิจัยคร้ังน้ีส าเรจ็ลุล่วงไปได้ด้วยดี ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น ้าที่

อนุเคราะห์เชื้ อก่อโรค และขอขอบคุณคุณเบญจพร ภู่ เพชร ที่ช่วยสอนเทคนิคและงานวิจัย

บางส่วน ตลอดจนขอขอบคุณเพ่ือน ๆ พ่ี ๆ และน้อง ๆ ห้องปฏิบัติการ วท. 414 และ วท. 418 

ทุกคนที่คอยเป็นก าลังใจ ช่วยเหลือและให้ค าแนะน าในการท าวิจัยจนเสรจ็สมบูรณ์  

 สุดท้ายน้ีขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่อบรมสั่งสอนให้ความรัก ความ

ห่วงใยเป็นก าลังใจที่ส  าคัญและอยู่เคียงข้างเสมอมา อีกทั้งสนับสนุนทุนการศึกษาและให้โอกาส

ทางการศึกษาที่ดีเสมอมา ผลส าเรจ็และสิ่งที่เป็นประโยชน์ของงานวิจัยชิ้นน้ี ขออุทศิแด่ผู้มีพระคุณ

ที่กล่าวถึงทุกท่านและสตัว์ทดลองทุกชนิด 
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บทที่ 1 

 

 

บทน ำ 

 

 

บทน ำตน้เรือ่ง 

  อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสตัว์น า้สามารถท ารายได้ให้แก่ประเทศไทยเป็นอย่าง

มาก โดยเฉพาะอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งทะเล และเป็นสนิค้าอาหารทะเลที่ตลาดโลกมีความ

ต้องการบริโภคเพ่ิมมากขึ้นอย่างต่อเน่ือง แต่อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสตัว์น า้กป็ระสบปัญหาภัย

ธรรมชาติและโรคระบาดท าให้ราคากุ้งเพ่ิมขึ้ น แม้ว่าประเทศไทยจะมีปริมาณการส่งออกสินค้า

อาหารทะเลลดลงในปี 2554 แต่มูลค่าการส่งออกกุ้งและผลิตภัณฑ์กลับสงูถึงกว่า 100,000 ล้าน

บาท ซ่ึงมูลค่าเพ่ิมเกือบทั้งหมดมาจากทรัพยากรภายในประเทศ (local content) จากน้ันในปี 

2555-2556 อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งไทยไม่สดใสมากนัก เน่ืองจากเกิดปัญหาวิกฤติราคา

กุ้งตกต ่าอย่างหนัก สาเหตุมาจากความต้องการในตลาดหลักลดลงจากการประสบวิกฤติเศรษฐกิจ 

แม้ไทยจะอยู่ในฐานะผู้ผลิตที่มีศักยภาพ และเป็นผู้ส่งออกกุ้งอนัดับ 1 ของโลก แต่กลับต้องเผชิญ

กับปัญหาและอุปสรรคจากภายในและภายนอกประเทศ ที่มีแนวโน้มส่งผลกระทบต่อเน่ืองกับ

อุตสาหกรรมกุ้งไทยในระยะต่อไปหากไม่ได้วางแผนเตรียมการหาแนวทางแก้ไขให้ทันการ 

ปัจจุบันคาดว่าอุตสาหกรรมกุ้งไทยมีแนวโน้มการผลิตที่ลดลง จากปัญหาสภาพอากาศแปรปรวน

และโรคระบาด (ถนอมจิตร สริิภคพร, 2556) นอกจากน้ันพบว่ามีประเทศผู้ผลิตกุ้งเข้ามาแข่งขัน

ในตลาดโลกเพ่ิมมากขึ้น ได้แก่ เอกวาดอร์ อนิเดีย และอนิโดนีเซีย ประกอบกบัตลาดหลักส่งออก

กุ้งของไทยทั้งสหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป และญ่ีปุ่น (สมาคมอาหารแช่เยือกแขง็ไทย, 2552)  

ยังประสบปัญหาเศรษฐกจิภายในประเทศโดยเฉพาะปัญหาหน้ีสินในสหภาพยุโรปที่ยังคงยืดเยื้ อ 

ท าให้ทุกภาคส่วนที่เกี่ยวข้องในอุตสาหกรรมกุ้งไทยต้องร่วมมือกันและเร่งปรับตัว โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งทะเลซ่ึงจัดเป็นอาชีพทางการเกษตรที่มีบทบาทส าคัญในการ

พัฒนาประเทศอย่างยิ่ง เน่ืองจากกุ้งทะเลเป็นสัตว์น ้าเศรษฐกิจที่มีมูลค่าสูง เม่ือเปรียบเทียบกับ

สตัว์น า้ชนิดอืน่ ๆ ประเทศไทยจึงได้มีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเล้ียงกุ้งจนสามารถเล้ียงในระบบ

หนาแน่นได้ เน่ืองจากมีปัจจัยที่เอื้ออ านวย เช่น สภาพดินฟ้าอากาศที่เหมาะสม มีพ่อแม่พันธุ์กุ้งที่

ดี จึงท าให้มีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้นซ่ึงกุ้งที่เกษตรกรไทยนิยมเล้ียงกนัมากคือ กุ้งกุลาด า (black tiger 

shrimp, Penaeus monodon) สามารถเพาะเล้ียงในระบบหนาแน่น และท ารายได้ อย่างไรกต็าม

การเล้ียงกุ้งกุลาด าได้ประสบปัญหา เน่ืองมาจากมีสายพันธุไ์ม่เพียงพอส าหรับความต้องการ ขาด

การพัฒนาสายพันธุ ์ท าให้กุ้งกุลาด าที่ได้ มีขนาดเลก็ โตช้า และต้นทุนการเล้ียงสูงในขณะที่ราคา

กุ้งกลับถูกลง ส่งผลกระทบต่อการเล้ียงกุ้งเป็นอย่างมาก และประกอบกับเกิดโรคระบาดของเชื้ อ
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ไวรัส (virus) อย่างรุนแรงโดยเฉพาะโรคตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, WSSV) 

และโรคหัวเหลือง (yellow head virus, YHV) จึงเป็นสาเหตุให้เกษตรกรหันมาเล้ียงกุ้งแชบ๊วย 

(banana shrimp, Fenneropenaeus merguiensis) เน่ืองจากมีข้อได้เปรียบเร่ืองต้นทุนต ่ากว่าการ

เล้ียงกุ้งกุลาด า โรคที่เกดิกบักุ้งกุลาด าจะไม่เป็นรุนแรงในกุ้งแชบ๊วย และการเล้ียงกุ้ งแชบ๊วยสลับ

กบัการเล้ียงกุ้งกุลาด า จะหยุดวงจรการระบาดของโรคในบ่อเล้ียงกุ้งได้ อย่างไรกต็ามการเล้ียงกุ้ง

แชบ๊วยกป็ระสบปัญหาเช่นกัน เน่ืองจากลูกกุ้งแชบ๊วยที่เล้ียงนานกว่า 2 เดือน จะมีอัตราการ

เจริญเติบโตช้า เน่ืองจากมีนิสัยที่ไวต่อการเปล่ียนแปลงเม่ือสภาวะของน ้าเปล่ียน ตื่นตกใจง่าย 

และมีอตัราการรอดตายต ่ากว่ากุ้งกุลาด าและกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) จึงเป็นจุดอ่อนของ

กุ้งแชบว๊ยท าให้พัฒนาได้ช้ากว่ากุ้งกุลาด าและกุ้งขาว (ธวัช ศรีวีระชัย และฐานนันดร์ ทัตตานนท์, 

2538) ประเทศไทยจึงมีการพัฒนาการเพาะเล้ียงกุ้งทะเลโดยอาศัยพ่อแม่พันธุจ์ากทะเล แต่ยังไม่

ประสบความส าเรจ็เท่าที่ควร เพราะแนวโน้มการขาดแคลนพ่อแม่พันธุก์ุ้งทะเลจากแหล่งธรรมชาติ

เพ่ือใช้ในการเพาะฟักลูกกุ้งมีความรุนแรงเพ่ิมมากขึ้น เน่ืองจากสภาพแวดล้อมทางทะเลเปล่ียนไป

เป็นปัจจัยท าให้การเกิดโรคต่าง ๆ ในสัตว์น ้ามากขึ้ น (Wootton et al., 2003) และการเล้ียงลูก

กุ้งในบ่อเพ่ือให้เป็นพ่อแม่พันธุท์ดแทนจากการจับจากแหล่งธรรมชาติยังไม่ประสบผลส าเรจ็ จาก

ปัญหากุ้งแชบ๊วยมีพฤติกรรมที่เล้ียงยากและอ่อนแอต่อโรค (ธนินทร ศรีทองสุข, 2531) ท าให้

เกษตรกรหันมาเล้ียงกุ้งขาวมากกว่ากุ้งแชบว๊ย ในปี พ.ศ. 2545 กรมประมงได้อนุญาตให้มีการน า

พ่อแม่พันธุก์ุ้งขาวที่ปลอดเชื้ อ เข้ามาเล้ียงในประเทศไทย ซ่ึงในช่วงน้ันเป็นช่วงเวลาเดียวกันที่การ

เล้ียงกุ้งกุลาด าในประเทศไทยก าลังประสบปัญหากุ้งโตช้า และเกิดโรคระบาดในกุ้งเพาะเล้ียง    

ท าให้เกษตรกรส่วนใหญ่ประสบปัญหาการขาดทุน เกษตรกรบางส่วนได้ทดลองเล้ียงกุ้งขาว ซ่ึง

ส่วนใหญ่ให้ผลค่อนข้างดี จากกระแสการเล้ียงกุ้งขาวที่ได้ผลดีกว่ากุ้งกุลาด า ท าให้เกษตรกร

จ านวนมากหันมาเล้ียงกุ้งขาว และมีการขยายตัวด้านการเล้ียงอย่างรวดเรว็ จนกระทั่งปัจจุบัน

เกษตรกรผู้เล้ียงกุ้งส่วนใหญ่เปล่ียนจากการเล้ียงกุ้งกุลาด า มาเล้ียงกุ้งขาวกันมากขึ้ น เน่ืองจากกุ้ง

ขาวเป็นกุ้งที่ได้รับการพัฒนาสายพันธุม์าอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลานาน ท าให้เล้ียงง่าย เจริญเติบโต

เรว็ มีขนาดสม ่าเสมอ และสามารถเล้ียงในอตัราความหนาแน่นสงูได้ 

  กุ้ งขาว เป็นกุ้งทะเลสายพันธุ์แปซิฟิก มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Litopenaeus 

vannamei หรือ Penaeus vannamei มีขนาดใหญ่สดุยาวประมาณ 23 เซนติเมตร และมีแหล่งที่อยู่

อาศัยตามชายฝั่งทะเลย่านมหาสมุทรแปซิฟิก แถบประเทศเมก็ซิโก ปานามา และเปรู กุ้งขาวเป็น

กุ้งที่เคล่ือนไหวรวดเรว็ สามารถปรับตัวได้ดี กินอาหารได้หลายประเภท จึงเจริญเติบโตและ

ปรับตัวให้เข้ากับการเล้ียงแบบอัตราความหนาแน่นสูงในสภาพของบ่อที่เสื่อมโทรมได้ดีกว่ากุ้ง

กุลาด า เน่ืองจากกุ้งขาวมีความสามารถในการเคล่ือนที่ได้เรว็และว่ายน ้าอยู่ตลอดเวลาจึงต้องการ

ออกซิเจนในการด ารงชีวิตสงูกว่ากุ้งกุลาด า ระบบการให้อากาศในการเล้ียงกุ้งขาวจึงต้องเพียงพอ 

กุ้งขาวปรับตัวเข้ากบัการเล้ียงแบบพัฒนาที่ปล่อยกุ้งหนาแน่นสูงได้ดีกว่ากุ้งกุลาด า อย่างไรกต็าม

การเล้ียงกุ้งขาวยังต้องการหลักวิชาที่แตกต่างจากกุ้งกุลาด า ปัจจุบันนักวิชาการและนักวิจัยจึงให้
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ความสนใจศึกษาและหาแนวทางเพาะฟักและเล้ียงกุ้งขาวให้ดียิ่งขึ้ น แต่กมี็ปัญหาที่หลีกเล่ียงได้

ยากคือ โรคติดเชื้ อในกุ้งซ่ึงมีสาเหตุหลักมาจากเชื้ อ WSSV เม่ือกุ้งได้รับเชื้ อน้ีจะเกิดเป็นโรคตัว

แดงดวงขาวท าให้กุ้งตาย ก่อให้เกิดปัญหาในการเพาะเล้ียง ท าให้ผู้เพาะเล้ียงขาดทุนและการ

ส่งออกกุ้งทะเลลดน้อยลง (Söderhäll and Cerenius, 1998) 

  จากเหตุผลดังกล่าวท าให้มีการศึกษาระบบภูมิคุ้มกันโรค (immune system) ใน

กุ้งมากขึ้ น ซ่ึงเป็นพ้ืนฐานในการควบคุมและแก้ไขปัญหาโรคติดเชื้ อในกุ้ง (Bulgakov et al., 

2004) กุ้งเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในกลุ่มครัสเตเชียน (crustacean) มีกลไกการป้องกัน

ตนเองโดยอาศัยระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะซ่ึงพบทั้งในสัตว์มีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูก

สันหลังเป็นส่วนใหญ่ ทั้งน้ีเพราะในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังไม่มีระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ 

ดังน้ันการป้องกันตนเองจากเชื้ อโรคจะมาจากระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Loker et al., 

2004) เพียงอย่างเดียว สตัว์ในกลุ่มครัสเตเชียน รวมทั้งกุ้งแชบว๊ย กุ้งกุลาด า กุ้งขาวและกุ้งอืน่ ๆ 

มีภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 แบบ (Yu et al., 2002) คือ ระบบ

ภูมิคุ้มกนัที่อาศัยเซลล์ (cellular immunity) มักใช้เซลล์เมด็เลือดฮีโมไซท์ (hemocyte) เป็นหลัก

ในการต่อสู้ และก า จัดสิ่ งแปลกปลอมโดยอาศัยการกลืนกินเซลล์โดยวิธีฟาโกไซโทซิส

(phagocytosis) การสร้างโนดูล (nodule formation) และการห่อหุ้มสิ่งแปลกปลอม 

(encapsulation) ภูมิคุ้มกนัในสตัว์กลุ่มครัสเตเชียนอกีระบบ คือ ระบบภูมิคุ้มกนัโดยอาศัยสารน ้า 

(humoral immunity) ที่ประกอบด้วยโปรตีนหลายชนิด (Söderhäll and Cerenius, 1998) 

โปรตีนเหล่าน้ีมีปริมาณเพ่ิมขึ้ นในฮีโมลิมฟ์ (hemolymph) เม่ือสัตว์มีการติดเชื้ อหรือถูกกระตุ้น 

สตัว์น า้ในกลุ่มอาร์โธรพอด (arthropod) เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่ไม่มีระบบภูมิคุ้มกันแบบ

จ าเพาะซ่ึงท างานโดยแอนติบอดี (antibody) แต่มีกลไกการป้องกนัตนเองจากเชื้ อโรคต่าง ๆ ผ่าน

โปรตีนในพลาสมา (plasma protein) สตัว์ในกลุ่มครัสเตเชียนมีโปรตีนที่ส  าคัญ 2 กลุ่มที่เกี่ยวข้อง

กับกลไกการป้องกันตนเอง กลุ่มแรก ได้แก่ระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase 

(proPO) system) หรือระบบ proPO ซ่ึงเป็นกลไกการป้องกันตนเองที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง

เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase) น าไปสู่การสังเคราะห์เมลานิน (melanin) เพ่ือยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้ อโรคผ่านวิธฟีาโกไซโทซิสได้ โปรตีนอกีกลุ่มคือ แอกกลูตินิน (agglutinin) 

หรือเลคติน (lectin) ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากับคาร์โบไฮเดรท (carbohydrate) บนผนังเซลล์ของ

จุลินทรีย์ท าให้เซลล์เกาะกลุ่ม (agglutinate) เพ่ือก าจัดการบุกรุกของจุลินทรีย์ได้ (Banerjee et 

al., 2004) 

   เลคติน เป็นองค์ประกอบส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันแบบที่มีมาตั้ งแต่ก าเนิด 

(innate immunity) มีบทบาทเกี่ยวข้องกบักลไกการป้องกนัตนเองของสตัว์ที่มีกระดูกสนัหลัง สตัว์

ไม่มีกระดูกสันหลังและพืช ในครัสเตเชียนมีเลคตินซ่ึงเป็นโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ ที่ท าหน้าที่เป็น 

pattern recognition proteins (PRPs) (Medzhitov and Janeway, 1997) ซ่ึงจดจ าองค์ประกอบ

ที่เป็นคาร์โบไฮเดรทบนผิวเซลล์ของผู้บุกรุก ส่งผลให้เกิดกระบวนการยับยั้งหรือท าลายผู้บุกรุก
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ต่อไป เลคตินเป็นโปรตีนหน่ึงที่มีบทบาทส าคัญในการต่อต้านเชื้ อจุลินทรีย์ต่าง ๆ ในกุ้งและสัตว์

ในกลุ่มครัสเตเชียนอื่น ๆ โดยท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันตนเอง เช่น ท าให้เซลล์

แบคทเีรียหรือเซลล์อืน่ ๆ รวมถึงไวรัสบางชนิดเกดิการเกาะกลุ่ม กระตุ้นให้เกดิฟาโกไซโทซิสและ

การเกิดออปโซไนซ์ (opsonization) เลคตินในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังบางชนิดกระตุ้นให้เกิด

กลไกการป้องกนัตนเองแบบอืน่ ๆ เช่น เลคตินจากหนอนใบยาสบู (Manduca sexta) กระตุ้นให้

ระบบโปรฟีนอลออกซิเดสท างาน เป็นต้น (Yu et al., 2002) 

  เลคตินที่พบในสตัว์กลุ่มครัสเตเชียนมีโครงสร้างหลากหลาย โดยโครงสร้างของ  

เลคตินแต่ละชนิดจะมีโดเมน (domain) ที่ใช้ในการจดจ าโครงสร้างของคาร์โบไฮเดรทแตกต่างกนั

ไป แต่โดเมนที่พบมากที่สุดในโครงสร้างของเลคตินที่ มีรายงานของสัตว์ในกลุ่มน้ีได้แก่ 

carbohydrate recognition domain (CRD) และ fibrinogen-related domain (FReD) เลคติน

ส่วนใหญ่ที่มีการศึกษาในกุ้งจะมีโครงสร้างที่ประกอบด้วย CRD หน่ึงหรือสองโดเมน และเลคติน

ที่พบส่วนใหญ่จัดเป็นแบบ C (C-type lectin) ซ่ึงต้องการ Ca
2+

 ในการเกาะกลุ่มเมด็เลือดแดง

หรือจุลินทรีย์ ซ่ึงมีบทบาทเกี่ยวข้องกบักลไกการป้องกนัตนเอง ในกุ้งขาวมีรายงานการพบเลคติน

แบบ C ที่มีความจ าเพาะต่อกรดไซอะลิค (sialic acid) ในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งขาว ซ่ึงสามารถท าให้

แบคทีเรียก่อโรค Vibrio anguillarum เกิดการเกาะกลุ่ม (Sun et al., 2007) บ่งชี้ ว่าเลคตินมี

บทบาทส าคัญในกลไกการตอบสนองต่อเชื้ อก่อโรค และยังมีรายงานการพบยีนเลคตินแบบ C 

ของกุ้งขาว 7 ยีน ซ่ึงประกอบด้วย CRD 1 หรือ 2 โดเมน (Ma et al., 2007; Zhang et al., 

2009b; Zhao et al., 2009; Junkunlo et al., 2012; Wei et al., 2012; Li et al., 2014)  

จากข้อมูลข้างต้นพบว่าเลคตินที่มีการศึกษาในกุ้งขาวทั้งหมดเป็นกลุ่มที่มีโครงสร้างประกอบด้วย 

CRD ในขณะที่เลคตินที่มี FReD เป็นองค์ประกอบยังมีการศึกษาน้อยมากในสิ่งมีชีวิตกลุ่มน้ีและ

ไม่พบรายงานในกุ้งขาว โปรตีนที่มี FReD อยู่ภายในโครงสร้างหรือที่เรียกอีกชื่อหน่ึงว่า โปรตีนที่

เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน (fibrinogen-related protein, FReP) เป็นโปรตีนที่มีการพบเม่ือไม่นาน

มาน้ีในสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลัง แต่เม่ือรายงานการพบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนในสตัว์ไม่

มีกระดูกสนัหลังมีจ านวนเพ่ิมขึ้น ท าให้ทราบหน้าที่ของโปรตีนชนิดน้ีในการเป็น PRP ที่ใช้ในการ

จดจ าโครงสร้างของจุลินทรีย์บุกรุก อย่างไรกต็ามการศึกษาเกี่ยวกบัโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโน

เจนในครัสเตเชียนยังมีไม่มากนัก โดยมีรายงานในกุ้งกุลาด า (Angthong et al., 2010) และใน

กุ้งนาง (crayfish, Pacifastacus leniusculus) ซ่ึงท าหน้าที่เป็นโปรตีนที่ยับยั้งกระบวนการสร้าง  

เมลานิน (Söderhäll et al., 2009) ต่อมาพบโปรตีนที่มีโครงสร้างเหมือน ficolin (ficolin-like 

protein) จากกุ้งนาง (Wu et al., 2011) จากกุ้งก้ามกราม (giant freshwater prawn, 

Macrobachium rosenbergii) (Zhang et al., 2014) และมีการพบโปรตีนในกุ้งลายเสอื (kuruma 

prawn, Marsupenaeus japonicus) อีก 2 ชนิดคือ MjFREP1 (Chai et al., 2012) และ 

MjFREP2 (Sun et al., 2014) นอกจากน้ียังมีรายงานการพบโปรตีนจากกุ้งแชบ๊วย คือ 
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FmFReP (ยังไม่เผยแพร่) จากรายงานของโปรตีนดังกล่าวในกุ้ง เหล่าน้ีบ่งชี้ ได้ว่าโปรตีนที่

เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนมีความเกี่ยวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกนัของสิ่งมีชีวิตดังกล่าวทั้งสิ้น  

  เน่ืองจากยังไม่พบรายงานของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนในกุ้งขาว 

ดังน้ันงานวิทยานิพนธ์น้ี จึงสนใจที่จะโคลนยีนและศึกษาสมบัติระดับโมเลกุลของยีนโปรตีนที่

เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนจากกุ้งขาว (LvFReP) รวมถึงศึกษาการแสดงออกของยีนน้ีที่ตอบสนอง

ต่อการเหน่ียวน าด้วยเชื้ อก่อโรคในกุ้งขาว ซ่ึงงานวิทยานิพนธ์น้ีจะท าให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐานระดับ

โมเลกุลและเข้าใจบทบาทในการป้องกันตนเองของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนซ่ึงเป็น      

เลคตินชนิดใหม่ของกุ้งขาว หลังจากถูกกระตุ้นด้วยเชื้ อก่อโรคในกุ้งมากยิ่งขึ้น 
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กำรตรวจเอกสำร 

1.  กุง้ขำว 

  กุ้งขาวมีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Litopenaeus vannamei หรือ Penaeus vannamei 

ค้นพบโดย Boone ในปี ค.ศ. 1931 มีชื่อสามัญว่า white shrimp หรือ whiteleg shrimp       

(รูปที่ 1) และมีชื่อภาษาไทยคือ กุ้งขาว กุ้งขาวแปซิฟิก โดยมีล าดับอนุกรมวิธานรายงานไว้ดังน้ี    

(Perez Farfante and Kensley, 1997) 

  Phylum Arthropoda 

    Subphylum Crustacea 

     Class Malacostraca 

      Order Decapoda 

       Family Penaeidae 

        Genus Litopenaeus 

         Species vannamei 

 

 

 
 

รูปท่ี 1  กุง้ขำว (white shrimp, Litopenaeus vannamei) 
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 1.1  ชีววิทยำและลกัษณะทัว่ไป 

     กุ้งขาว เป็นกุ้งที่มีการเพาะเล้ียงกนัอย่างแพร่หลาย มีล าตัวค่อนข้างเรียวยาว หัว

เลก็ ลักษณะที่ส  าคัญของสตัว์กลุ่มน้ีคือ ล าตัวแบ่งเป็นข้อปล้องแบ่งได้ 3 ส่วน คือ ส่วนหัว (head) 

ส่วนอก (thorax) และส่วนล าตัว (abdomen) รูปที่ 2 พบว่าส่วนหัวและส่วนอกมีการรวมตัวเข้า

ด้วยกนั เรียกว่า cephalothorax และส่วนล าตัวมี 6 ปล้อง มีรยางค์ยื่นออกมาปล้องละ 1 คู่ ได้แก่ 

หนวด รยางค์ปาก ขาเดิน ขาว่ายน ้า เป็นต้น กุ้งขาวมีเปลือกหุ้มล าตัวเป็นโครงสร้างภายนอก 

(enveloping exoskeleton) เปลือกประกอบด้วยไคติน (chitin) และโปรตีน ส่วนของเปลือกแต่ละ

ข้อปล้องเชื่อมติดกนัด้วยเน้ือเยื่อบาง ๆ (articular membrane) มีการลอกคราบเป็นระยะ ๆ เพ่ือ

การเจริญเติบโต อวัยวะภายในของกุ้งขาว ได้แก่ กระเพาะอาหาร หัวใจ เหงือก อวัยวะเพศจะอยู่

บริเวณส่วนหัวและอก กุ้งขาวมีขนาดเลก็ ตัวที่สมบูรณ์เตม็ที่มีล าตัวยาว 5-10 เซนติเมตร กุ้งขาว

มีลักษณะพิเศษ คือ ล าตัวสขีาว หน้าอกใหญ่ ผิวเรียบเกล้ียงเป็นมัน มีลักษณะเปลือกบาง กรีใน

ระยะวัยอ่อนจะยาวกว่าก้านหนวด (antennular flagellum) เม่ือโตขึ้ นกรีจะมีขนาดสั้นลง ฟันกรี

ด้านล่าง (ventral teeth) มี 2-4 อนั ฟันกรีด้านล่างมี 2 กรี และฟันกรีด้านบนมี 8 กรี ส่วนร่อง

บนกรีมองเหน็ได้ชัดเจน หนวดคู่ที่ 1 (antennules) ไม่มีหนามที่อยู่บริเวณปล้องแรกของหนวด 

แผ่นรยางค์ของ maxilla คู่ที่ 1 ยาว เป็น 3-4 ส่วนของหาง (telson) เรียบ (ภิญโญ เกยีรติภิญโญ 

, 2545) 

 

 

 
 
   รูปท่ี 2  สณัฐำนวิทยำของกุง้ (Motoh, 1985) 
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 1.2   กำรแพร่กระจำยและพฤติกรรมกำรกินอำหำร 

  กุ้งขาว มีแหล่งที่อยู่อาศัยตามชายฝั่งทะเลย่านมหาสมุทรแปซิฟิก แถบประเทศ

อเมริกา เมก็ซิโก กวัเตมาลา นิคารากัว คอสตาริกา ปานามา โคลัมเบีย เอกวาดอร์ และเปรู กุ้ง

สายพันธุน้ี์เป็นสตัว์ที่มีความแขง็แรงและทนทานจึงมีการขยายพันธุ์ตามธรรมชาติได้กว้างไกล กุ้ง

เป็นสัตว์หน้าดิน ชอบอาศัยตามพ้ืนทะเล (สุรินทร์ มัจฉาชีพ, 2535) พบมากบริเวณน ้าตื้ น 

ปากอ่าวหรือปากแม่น า้ที่น า้ค่อนข้างขุ่น บางคร้ังจะพบอยู่รวมกันเป็นกลุ่มจ านวนมาก พบลูกกุ้ง

ระยะหลังตัวอ่อน (postlarva) และวัยรุ่น (juvenile) ได้ทั่วไปตามชายฝั่งทะเลที่มีพ้ืนดินเลนและ

พ้ืนดินโคลนปนทราย ที่เหมาะแก่การเจริญเติบโตและเป็นแหล่งอาหารที่สมบูรณ์ โดยอาศัยอยู่

ตั้งแต่ชายฝั่งจนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน า้กร่อยที่มีความเคม็ระหว่าง 10-30 ppt ส่วน 

pH ที่เหมาะสมประมาณ 7.0-8.5 อุณหภูมิ 28-30
º
ซ พบอาศัยอยู่ตามแนวชายฝั่ง จนถึงบริเวณ

ที่มีความลึก 72 เมตร (Dore and Frimodt, 1987) 

  กุ้งขาว มีลักษณะการกนิอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้ นอาหารแล้วว่ายน ้า กัดกิน

อาหารไปเร่ือย ๆ ซ่ึงเป็นพฤติกรรมที่ต่างจากกุ้งกุลาด าที่มีนิสัยการกินอาหารแบบจับชิ้ นอาหาร

แล้วหยุดกัดกินอาหารน่ิงอยู่กับที่ กุ้ งขาวปราดเปรียว เคล่ือนไหวได้รวดเร็วและว่ายน ้าอยู่

ตลอดเวลา อาหารตามธรรมชาติของกุ้งขาว ได้แก่ สาหร่ายชนิดต่าง ๆ แพลงก์ตอน ซากพืช ซาก

สตัว์ สตัว์หน้าดิน เช่น หอย ปลา ลูกกุ้ง  

  1.3  วงจรชีวิตและกำรสืบพนัธุข์องกุง้ขำว 

  กุ้ งขาว มีอวัยวะเพศภายนอกมองเห็นได้ชัดเจน โดยอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ 

เรียกว่า petasma มีลักษณะกึ่งเปิดคล้ายรูปตะขออยู่ในส่วนของ endopod ของขาว่ายน ้า 

(pleopod) คู่ที่ 1 อวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย เรียกว่า thelycum เป็นแบบเปิด (opened thelycum) 

ตั้งอยู่บริเวณฐานของขาเดินคู่ที่ 4 และ 5 พัฒนาเป็นถุงส าหรับรับน า้เชื้ อเพศผู้ โดยเพศผู้จะใช้ขา

เดินคู่ที่ 5 เขี่ยอวัยวะสบืพันธุเ์พศผู้ ซ่ึงอยู่ที่ขาว่ายน า้คู่ที่ 1 ซ่ึงเป็นอวัยวะที่ช่วยในการปล่อยน า้เชื้ อ

แล้วจับ petasma สอดเข้าไปที่ thelycum ของตัวเมีย ซ่ึงในกุ้งชนิดน้ีไข่ของตัวเมียจะอยู่ข้างใน 

ส่วนของน า้เชื้ อที่เข้าไปจะอยู่ด้านนอก ปากรูของ thelycum ต้องเปิดก่อนถึงจะเกบ็น ้าเชื้ อที่ได้รับ

มา ท าให้ปริมาณของเชื้ อตัวผู้ที่เข้าปฏิสนธิกับไข่เป็นไปอย่างไม่สมบูรณ์ ท าให้โอกาสในการ

เจริญเติบโตของตัวอ่อนน้อยกว่ากรณีของกุ้งกุลาด าและกุ้งแชบ๊วย การเจริญพัฒนาของกุ้งขาว

ตั้งแต่แม่กุ้งวางไข่จนถึงระยะ postlarva จะใช้เวลาประมาณ 10 วัน ประกอบด้วย 4 ระยะ 

(ประจวบ หล าอุบล, 2530) คือ nauplius, protozoea, mysis, postlarva (รูปที่ 3) กุ้งขาวตัวเตม็

วัยจะวางไข่ในทะเล จากน้ันตัวอ่อนจะเคล่ือนที่ไปอาศัยบริเวณชายฝั่งหรือป่าชายเลน ซ่ึงเป็น

บริเวณที่มีอาหารธรรมชาติสมบูรณ์ กุ้งระยะน้ีจะเล้ียงตัวเองจนโตใช้เวลาประมาณ 1-2 เดือน 

ขึ้นอยู่กบัสภาพแวดล้อมของพ้ืนที่ จนกระทั่งเม่ือโตเป็นตัวเตม็วัย อายุประมาณ 2-3 เดือน จะ

ย้ายสู่บริเวณชายฝั่งน า้ตื้นจนเจริญเข้าสู่ระยะก่อนวัยเจริญพันธุ ์(subadult) ซ่ึงมีอายุประมาณ 3-4 

เดือน จึงจะกลับลงสู่ทะเลเปิดเพ่ือแพร่ขยายพันธุต่์อไป  
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รูปท่ี 3  วงจรชีวิตของกุง้ในกลุ่มพีเนียส 

(http://upic.me/show/4296879 วันที่สบืค้น 19 มีนาคม 2557) 

 
2.  ระบบภูมิคุม้กนัของสิง่มีชีวิตกลุ่มครสัเตเชียน 

  สิ่งมีชีวิตกลุ่มครัสเตเชียน เช่น กุ้ง กั้ง และปู เป็นสตัว์ที่มีเปลือกแขง็ภายนอกไม่

มีกระดูกสันหลัง ดังน้ันสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนจึงจ าเป็นต้องมีกลไกการป้องตนเอง  (defense 

mechanism) ที่มีประสทิธภิาพ เพ่ือให้อยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่มีการเปล่ียนแปลงอยู่ตลอดเวลา 

กลไกการป้องกนัตนเองของสตัว์โดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 2 ระบบ คือระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ

ที่อาศัยแอนติบอดี พบในสตัว์มีกระดูกสนัหลัง และระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ (non specific 

immune response) พบทั้งในสตัว์มีกระดูกสนัหลังและไม่มีกระดูกสนัหลังเป็นส่วนใหญ่ เน่ืองจาก

ในสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลังไม่มีระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ ดังน้ันกลไกการป้องกนัตนเองจากเชื้ อ

ก่อโรคของสตัว์กลุ่มครัสเตเชียนซ่ึงรวมทั้ง กุ้งแชบว๊ย กุ้งกุลาด า กุ้งขาวและกุ้งชนิดอื่น ๆ มาจาก

ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Loker et al., 2004) โดยแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ ระบบ

ภูมิคุ้มกนัแบบอาศัยเซลล์ และระบบภูมิคุ้มกนัโดยอาศัยสารน า้ (Yu et al., 2002) 
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 2.1  ระบบภูมิคุม้กนัแบบอำศยัเซลล ์(Cellular immunity system)  

  กลไกการป้องกนัตนเองโดยใช้เซลล์ในการก าจัดเชื้ อโรคและสิ่งแปลกปลอมพบ

ในสิ่งมีชีวิตเกอืบทุกชนิด แต่มีข้อแตกต่างตามวิวัฒนาการ สตัว์ในกลุ่มครัสเตเชียนมักใช้เซลล์ฮีโม

ไซท์เป็นหลักในการต่อสู้และก าจัดสิ่งแปลกปลอม (Bauchau, 1981) โดยท าปฏิกิริยาร่วมกัน

ระหว่างตัวรับ (receptor) บนผิวเซลล์เมด็เลือดและโมเลกุลของสิ่งมีชีวิตที่บุกรุก เช่น แบคทีเรีย 

พาราไซท ์(parasite) และไวรัส ซ่ึงสามารถก าจัดสิ่งแปลกปลอมโดยวิธีต่าง ๆ ได้แก่ การกลืนกิน

เซลล์ด้วยวิธีฟาโกไซโทซิส การเกิดโนดูล และการกักล้อมสิ่งแปลกปลอม (Söderhäll and 

Cerenius, 1992)  

  2.1.1  กำรเกิดฟำโกไซโทซิส (Phagocytosis) 

  การเกดิฟาโกไซโทซิสเป็นกระบวนการที่ส  าคัญอย่างหน่ึงของระบบภูมิคุ้มกนั เป็น

กลไกที่เซลล์ใช้เพ่ือก าจัดสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกเข้ามาในร่างกาย ซ่ึงเป็นระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่

จ าเพาะ พบในสิ่งมีชีวิตเกือบทุกชนิดแต่แตกต่างกันออกไปตามวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 

กระบวนการฟาโกไซโทซิสในครัสเตเชียนเกดิจากการท างานของเซลล์เมด็เลือดและโปรตีนเปอร์

ออกซิเนคติน (peroxinectin) ในน ้าเลือดท าให้เกิดการเกาะติดระหว่างเซลล์เมด็เลือดและสิ่ง

แปลกปลอม และเม่ือเลคตินจับกบัสิ่งแปลกปลอมจะกระตุ้นให้มีการจับของเซลล์ฟาโกไซทใ์นการ

เกดิการออปโซไนซ์ (รูปที่ 4) (Söderhäll and Cerenius, 1992) โดยจะเกดิกบัสิ่งแปลกปลอมที่

มีขนาดเลก็ และจ านวนน้อย เม่ือมีสิ่งแปลกปลอมผ่านชั้นผิวปกคลุมเข้าสู่ร่างกายจะมีการกลืนกิน

สิ่งแปลกปลอมโดยยื่นไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไปล้อมรอบสิ่งแปลกปลอม เซลล์ฮีโมไซท์จะ

หล่ังสารช่วยย่อยจากไลโซโซม (lysosome) ซ่ึงมีสารต้านแบคทีเรีย hydrolytic enzyme รวมทั้ง 

cytotoxic radical เพ่ือใช้ในการฆ่าและย่อยสลายเชื้ อโรค (Song and Hsieh, 1994; Munoz et 

al., 2000) หลังจากการท าลายและย่อยสลายสิ่งแปลกปลอมแล้ว จะปล่อยส่วนที่ย่อยสลายออก

นอกเซลล์ต่อไป 
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รูปท่ี 4  กำรจบัของเลคตินกบัเซลลแ์ปลกปลอมกระตุน้กำรเกิด opsonization  

 และ phagocytosis  

(Hatakeyama et al., 1995) 

 

  2.1.2  กำรเกิดโนดูล (Nodule formation) 

  การเกดิโนดูลจะเกดิเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมจ านวนมากท าให้กระบวนการฟาโกไซ

โทซิสไม่สามารถก าจัดสิ่งแปลกปลอมออกได้หมด จึงต้องการกระบวนการสร้างโนดูล โดยเกิดการ

รวมตัวของเซลล์เมด็เลือดในระบบไหลเวียนเลือด เพ่ือโอบล้อมสิ่งแปลกปลอมไม่ให้กระจายหรือ

เคล่ือนที่ไปในร่างกาย และมักพบการเกดิกระบวนการสร้างเมลานิน โดยการท างานของเอนไซม์  

ฟีนอลออกซิเดส (Söderhäll and Cerenius, 1992) 

  2.1.3  กำรกกัลอ้มสิง่แปลกปลอม (Encapsulation) 

  การกักล้อมสิ่งแปลกปลอมเป็นกระบวนการที่คล้ายกับกระบวนการสร้างโนดูล 

แต่กระบวนการน้ีเกดิขึ้นเม่ือสิ่งแปลกปลอมมีขนาดใหญ่มากกว่า 10 ไมโครเมตร เช่น พาราไซท์

ต่าง ๆ บุกรุกเข้ามาในร่างกาย ซ่ึงเกินความสามารถที่กระบวนการฟาโกไซโทซิสจะก าจัดได้  

กระบวนการน้ีเกิดจากเซลล์ฮีโมไซท์ชนิดเซมิกรานูลาร์ (semi-granular hemocyte) กักล้อมสิ่ง

แปลกปลอมและหล่ังสารบางชนิดมาหุ้มสิ่งแปลกปลอมไว้เป็นก้อนเลก็ ๆ พร้อมกับสังเคราะห์  

เมลานินเพ่ือท าลายสิ่งบุกรุกน้ัน (กจิการ ศุภมาตย์ และคณะ, 2543) 

 2.2  ระบบภูมิคุม้กนัโดยอำศยัสำรน ้ ำ (Humoral immunity)  

  ระบบภูมิคุ้มกันโดยอาศัยสารน ้า เช่น เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) ซ่ึงเป็น

เอนไซม์ที่สลายผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) ด้วยวิธีการท าให้เซลล์แตก 

(hydrolysis) (Söderhäll and Cerenius, 1992) ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) 

ไลโซไซม์มีฤทธิ์เลก็น้อยไม่สามารถท าให้เกิดการสลายของผนังเซลล์ และยังช่วยท าให้แบคทีเรีย  

มีความไวมากขึ้ นต่อสารต้านเชื้ อแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ และเน่ืองจากระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่

จ าเพาะถูกออกแบบเพ่ือจดจ ารายละเอยีดเลก็ ๆ น้อย ๆ ที่บอกถึงความแตกต่างของเชื้ อจุลินทรีย์

แต่ละชนิด โดยที่โครงสร้างของเชื้ อต่าง ๆ มีรูปแบบที่เฉพาะตัวเรียกว่า pathogen-associated 
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molecular patterns (PAMPs) (Wang et al., 2007; Janeway and Medzhitov, 2002) โปรตีน

ที่สามารถจดจ าโมเลกุลเหล่าน้ี เ รียกว่า  PRPs โดยจดจ าและจับกับโมเลกุล PAMPs 

(Christophides et al., 2002) เลคตินจัดเป็น PRP ชนิดหน่ึงที่มีการศึกษากันมากในสัตว์ทะเลที่

ไม่มีกระดูกสนัหลังและพบว่าท าหน้าที่เกี่ยวข้องกบักลไกการป้องกนัตนเอง  
 

3.  เลคติน (Lectin) 

  เลคตินเป็นโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน (glycoprotein) มีคุณสมบัติในการจับ      

คาร์โบไฮเดรทหรือน ้าตาลได้อย่างจ าเพาะเจาะจง บริเวณผิวเซลล์ (cell surface) มีโครงสร้างที่

ประกอบด้วยไกลโคโปรตีนและไกลโคลิพิด (glycolipid) หลายชนิด น ้าตาลที่เป็นองค์ประกอบ

ของโครงสร้างผิวเซลล์จะเป็นต าแหน่งที่เลคตินสามารถเข้าจับกับเซลล์หรือสิ่งแปลกปลอมได้ 

(Bies et al., 2004) เลคตินมีแหล่งจับจ าเพาะที่จับกับน ้าตาลอย่างน้อย 2 ต าแหน่ง (Kocurek 

and Horejsi, 1981) ความจ าเพาะในการจับน ้าตาลขึ้ นอยู่กับชนิดของเลคติน (Sharon, 1977) 

โดยเลคตินจะจับกับน ้าตาลอย่างหลวม ๆ ด้วยพันธะที่ไม่ใช่พันธะโควาเลนท์ (non-covalent 

bond) และสามารถผันกลับได้ เช่นเดียวกับการจับระหว่างเอนไซม์ (enzyme) กับสับสเตรท 

(substrate) และการจับของแอนติเจน (antigen) กบัแอนติบอดี (Sharon, 1977) เลคตินไม่ได้มี

โครงสร้างเป็นอมิมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) เน่ืองมาจากเลคตินเกิดเองตามธรรมชาติใน

สิ่งมีชีวิต ไม่ได้สร้างขึ้ นจากการกระตุ้นจากสิ่งเร้าหรือสิ่งแปลกปลอมภายนอกร่างกายเหมือน

แอนติบอดี เลคตินยังมีโครงสร้างต่างกนัในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันและต่างชนิดกัน เลคตินพบได้

ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งใน พืช สตัว์มีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง ในสิ่งมีชีวิตชั้นต ่า 

เช่น รา (fungi) สาหร่าย (algae) ยีสต์ (yeast) แบคทีเรียหรือไวรัส เลคตินอาจอยู่ในรูป

สารละลายหรือเป็นส่วนประกอบของเมมเบรน (membrane) (Barondes, 1986) ซ่ึงเลคตินจาก

แหล่งต่างกนัจะมีน า้หนักโมเลกุลและสมบัติแตกต่างกันไป เน่ืองจากงานวิทยานิพนธ์น้ีศึกษายีน

โปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนจากกุ้งขาว จึงขอกล่าวเฉพาะเลคตินที่พบในสตัว์ 

  ก่อนหน้าน้ีเลคตินที่พบในสตัว์ส่วนใหญ่ถูกจ าแนกออกเป็น 2 กลุ่ม (Drickamer, 

1988) คือ เลคตินชนิด C และ เลคตินชนิด S (S-type lectin) แต่แท้จริงแล้ว พบว่าแอคทิวิต ี

(activity) และหน้าที่ของเลคตินแตกต่างกนั เป็นเพราะมีโครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) 

ที่ต่างกนั จากรายงานพบว่า เลคตินมี 12 โครงสร้าง (Kilpatrick, 2002) โดยเรียกชื่อต่างๆ กัน 

เช่น เลคตินชนิด C ต้องการแคลเซียมไอออน (Ca
2+
) ในการเกิดปฏิกิริยา ส่วนเลคตินชนิด S 

ต้องการหมู่ไธออล (thiol group) เป็นองค์ประกอบในการท าปฏิกิริยาในบริเวณที่สามารถจับกับ

น า้ตาลได้ ซ่ึงจะกล่าวรายละเอยีดในล าดับต่อไป นอกจากน้ียังมีเลคตินอื่นๆ เช่น pentraxin อาจ

รวมอยู่ในเลคตินชนิด C เน่ืองจากเป็นเลคตินที่ต้องการแคลเซียมไอออนเป็นองค์ประกอบแต่เกดิ

จากหน่วยย่อยของสายโพลีเปปไทด์ (polypeptide) 5 หน่วยมาเชื่อมต่อกันเป็นวงแหวน โดยแต่

ละหน่วยขดเป็นก้อนกลมๆ เท่าๆ กัน เลคตินชนิดน้ีมีหน้าที่กระตุ้นให้ระบบต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง
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ท างานได้สมบูรณ์ยิ่งขึ้ น (Kilpatrick, 2002) เลคตินชนิด P (P-type, phosphomannosyl 

receptor) เป็นเลคตินที่เป็นโปรตีนในเมมเบรน (transmembrane protein) พบในสัตว์มีกระดูก

สันหลัง โดยจับจ าเพาะกับตัวรับ 5 แมนโนส-6-ฟอสเฟต (mannose-6-phosphate receptor)  

เลคตินบางชนิดนอกจากมีต าแหน่งที่จับกบัน า้ตาลแล้วยังมีต าแหน่งพิเศษอื่น ๆ อีก เช่น เลคติน

ชนิด I-type หรือ immunoglobulin (Ig)-type เป็นเลคตินที่พบในสัตว์มีกระดูกสันหลัง ซ่ึง

นอกจากมีต าแหน่งจับกบัน า้ตาลแล้วยังมีโดเมนที่คล้ายกับอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin-

like domain) โดยพบว่าเลคตินชนิดน้ีมีส่วนในการกระตุ้นสารอื่นๆ ในระบบภูมิคุ้มกันเม่ือมีสิ่ง

แปลกปลอมเข้าสู่ร่างกาย (Kilpatrick, 2002) เลคตินชนิดฟิโคลิน (ficolin), tachylectin 5A, 

5B และ Limas flavus agglutinin มีบริเวณพิเศษที่คล้ายกันคือมีโดเมนที่คล้ายไฟบริโนเจน 

(FReD) ส่วนเลคตินชนิดอื่นๆ มีสมบัติต่างๆ กัน ซ่ึงมีหลายโครงสร้างที่สามารถจับจ าเพาะกับ

น ้าตาลได้ และบางชนิดสามารถจดจ าสารชีวเคมีอื่นๆ นอกเหนือจากคาร์โบไฮเดรท ในจ านวน   

เลคตินเหล่าน้ีมีหลายชนิดที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ โดยสามารถจดจ าเชื้ อ

โรคต่างๆ ที่บุกรุกได้ (Kilpatrick, 2002) ซ่ึงเลคตินเหล่าน้ีมักประกอบด้วยหน่วยย่อย (subunit) 

หลายหน่วย แต่ละหน่วยย่อยมีต าแหน่งจับกับคาร์โบไฮเดรท โดยงานวิทยานิพนธ์น้ีจะขอ

กล่าวถึงเลคติน 2 กลุ่มใหญ่ คือ เลคตินชนิด C และ เลคตินชนิด S 

 3.1  เลคตินชนิด C 

  เลคตินชนิด C เป็นเลคตินที่มีจ านวนกรดอะมิโนประมาณ 130 หน่วยในบริเวณ

ที่เป็น CRD (Wang et al., 2007) และเป็นบริเวณที่ต้องการแคลเซียมไอออน ในการ

เกิดปฏิกิริยา (Sharon and Lis, 1995) และพบว่าต้องการตัวรับจ าเพาะ (specific receptor) 

และสามารถจดจ าโอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharide) โปรตีนในซีรัม (serum protein) สาร    

ชีวโมเลกุล อื่น ๆ ที่อยู่นอกเซลล์ (extracellular matrix) และโปรตีนหรือลิพิด (lipid) บริเวณ 

ผิวเซลล์ได้ด้วยกระบวนการต่างๆ โดยเป็นตัวกลางในกระบวนการทางชีวภาพ เช่น การเกาะกลุ่ม

ของเซลล์ การเปล่ียนแปลงของสารไกลโคโปรตีนในซีรัม และการตอบสนองต่อเชื้ อก่อโรคโดย

กระตุ้นให้เกดิกระบวนการป้องกนัตนเองในระบบภูมิคุ้มกนั (Drickamer, 1988) เลคตินชนิด C 

เช่น คอลเลคติน (collectin) และฟิโคลิน มักพบในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม เลคตินชนิดน้ีจะเกิด

แอคทิวิทีได้ดีที่ pH สูงหรือภาวะที่เป็นเบส (base) มีพันธะไดซัลไฟด์ (disulphide bond) ใน

โครงสร้างโมเลกุล มีความจ าเพาะกบัน า้ตาลได้หลายชนิด และพบในส่วนของของเหลวนอกเซลล์ 

(extracellular fluid) เลคตินในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนส่วนใหญ่พบว่าเป็นเลคตินชนิด C เช่น     

เลคตินจากกุ้งกุลาด า กุ้งแชบ๊วย กุ้ง Penaeus stylirostris, Penaeus californiensis, Parapenaeus 

longirostris เป็นต้น (Rittidach et al., 2007) ส่วนเลคตินจากกุ้ง Jasus verreauxi กุ้งลายเสือ 

หรือกุ้ง Penaeus paulensis เป็นชนิดที่ไม่ต้องการแคลเซียมในการท างาน (Cominetti et al., 

2002)  
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 3.2  เลคตินชนิด S 

  เลคตินชนิด S เป็นเลคตินที่มีจ านวนกรดอะมิโนบริเวณ CRD ประมาณ 130

หน่วย คล้ายกับเลคตินชนิด C เลคตินชนิด S เป็นเลคตินที่ไม่ต้องการแคลเซียมไอออนในการ

เกดิปฏิกริิยาของ CRD แต่จับกบัสารประกอบคาร์โบไฮเดรทได้เม่ืออยู่ในภาวะที่มีหมู่ไธออล ซ่ึง

มักจับจ าเพาะกับน ้าตาลแลคโตส (lactose) โอลิโกแซคคาไรด์และไกลโคคอนจูเกต 

(glycoconjugate) อื่น ๆ ที่มีหน่วยเบตา-กาแลคโตส (β-galactose) เป็นองค์ประกอบ 

(Drickamer, 1988; Elola and Fink, 1996) เลคตินชนิด S จึงเรียกอีกชื่อหน่ึงว่า กาเลคติน 

(galectin) กาเลคตินเป็นโปรตีนที่ละลาย (soluble protein) อยู่ในของเหลวในเซลล์ 

(intracellular fluid) และของเหลวนอกเซลล์ เลคตินชนิด S มักพบในสัตว์มีกระดูกสันหลังและ

อาจพบในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังบางชนิด เช่น เลคตินจากฟองน ้าทะเล (Geodia cydonium)   

เลคตินจากหนอนตัวกลม (Caenorhabditis elegans) และเลคตินจากเพรียงหัวหอม (tunicate, 

Clavelina picta) และสามารถพบเลคตินชนิด S ได้ในกุ้งลายเสอื (Shi et al., 2014) 

 3.3  เลคตินในสตัวม์ีกระดูกสนัหลงั 

  เลคตินในสตัว์มีกระดูกสนัหลัง เช่น ในสตัว์เล้ียงลูกด้วยนม ส่วนใหญ่พบทั้งชนิด

ที่ต้องการและไม่ต้องการไดวาเลนท์แคทไอออน (divalent cation) ในการจับกับคาร์โบไฮเดรท 

พบได้ทั้งในรูปสารละลายและที่เป็นส่วนประกอบของเซลล์เมมเบรน จะแตกต่างกันที่ขนาด

โมเลกุลและความจ าเพาะต่อน ้าตาล ซ่ึงสามารถพบในสัตว์ต่างชนิดกัน และยังพบได้ในเน้ือเยื่อ

ชนิดเดียวกนัของสตัว์ต่างชนิดกนั จากการศึกษาเลคตินในสัตว์มีกระดูกสันหลัง พบคอลเลคติน 

(collectin) ซ่ึงเป็นเลคตินชนิด C ที่พบในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม มีลักษณะเด่นคือมีส่วนที่มี

โครงสร้างคล้ายคอลลาเจน (collagen) อยู่ภายในโมเลกุล จึงเรียกว่า collagen-like lectin    

คอลเลคตินพบได้จาก 2 แหล่งคือ คอลเลคตินที่พบในซีรัม ได้แก่ mannose-binding lectin 

(MBL) หรือ mannan-binding protein (MBP), collectin-43 (CL-43), collectin-46 (CL-

46), collectin-L1 (CL-L1), คอนกลูตินิน (conglutinin), และฟิโคลิน อีกแหล่งคือคอล      

เลคตินที่ถูกสังเคราะห์ในปอดเรียก surfactant protein (SP) มี 2 ชนิดคือ SP-A และ SP-D 

(Jensen et al., 2007) 

  คอลเลคตินชนิด MBL เป็นเลคตินที่พบในซีรัมและเน้ือเยื่อปอดของสตัว์เล้ียงลูก

ด้วยนมหลายชนิด (Raley et al., 1991) ถูกน ามาศึกษาอย่างกว้างขวาง เน่ืองจากเป็นโปรตีนที่

สามารถจดจ ารูปแบบจ าเพาะได้ ท าให้มีบทบาทส าคัญในระบบภูมิคุ้มกนัโดยจดจ าน า้ตาลบางชนิด

บนผิวเซลล์ของเชื้ อก่อโรคได้ MBL ประกอบด้วยหลายหน่วยย่อย แต่ละหน่วยย่อยเป็นสาย     

โพลีเปปไทด์ จ านวน 3 สาย พันเป็นเกลียว แต่ละสายถูกแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดังแสดงในรูปที่ 5 

ได้แก่ ส่วนปลายด้านอะมิโน (N-terminal end) ประกอบด้วยกรดอะมิโนซีสเตอนี (cystein) เป็น

ส่วนใหญ่ ส่วนกลางเป็นส่วนที่คล้ายกบัคอลลาเจนประกอบด้วยกรดอะมิโนไกลซีน (glycine) ต่อ

กับกรดอะมิโนอื่นอีก 2 ชนิด ที่เรียงต่อกันซ า้ ๆ ส่วนน้ีสามารถจับกับเอนไซม์ serine protease 
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(MBL-associated serine proteases, MASPs) น าไปสู่การก าจัดสิ่งแปลกปลอมโดยกลไกอื่นๆ 

ในระบบภูมิคุ้มกนัต่อไป และส่วนปลายคาร์บอกซิลิค (carboxylic end) เป็นต าแหน่งของ CRD 

ที่ขดเป็นวงกลม เลคตินชนิดน้ีมีความจ าเพาะต่อน า้ตาลแมนโนส (mannose), เอน็-อะซิติล-ดี-

กลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamin, NAcGlc), เอน็-อะซิติลแมนโนซามีน (N-acetyl 

mannosamine, NAcMan), กลูโคส (glucose), ฟรุคโตส (fructose) แต่มีความจ าเพาะน้อยต่อ

น า้ตาลกาแลคโตส (galactose) และกรดไซอะลิค 

 

 
 

 รูปท่ี 5  โดเมนและโครงสรำ้งของ MBL (Endo et al., 2006) 

   MBL, mannose-binding lectin; CRD, carbohydrate recognition domain 

 

  ส่วนฟิโคลินเป็นคอลเลคตินอกีชนิดที่มีลักษณะคล้าย MBL นอกจากมีโครงสร้าง

ส่วนที่คล้ายคอลลาเจนแล้วยังมีส่วนที่คล้ายไฟบริโนเจน เรียกบริเวณน้ันว่า fibrinogen-like 

domain ฟิโคลินมีโครงสร้างด้านปลายอะมิโน และโครงสร้างส่วนกลางเหมือนกบั MBL จะต่างกนั

ที่ปลายคาร์บอกซิลิคของฟิโคลินเป็นโดเมนคล้ายไฟบริโนเจน ขดม้วนเป็นทรงกลม ซ่ึงมีลักษณะ

คล้ายกบั CRD ใน MBL ดังแสดงในรูปที่ 6 ฟิโคลินพบในหลายเน้ือเยื่อของสตัว์เล้ียงลูกด้วยนม 

(Endo et al., 2006; 2007) ในซีรัมมนุษย์ถูกแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ L-ficolin และ H-

ficolin ฟิโคลินทั้ง 2 ชนิด สามารถจับจ าเพาะกบัเอน็-อะซิติล-ด-ีกลูโคซามีน และสามารถจับกับ

ตัวรับจ าเพาะของเอนไซม์ MASPs เพ่ือน าไปสู่การย่อยท าลายสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกได้ นอกจาก 

น้ียังพบฟิโคลินชนิด M-ficolin ซ่ึงไม่ได้พบในซีรัม (non-serum lectin) แต่พบในเมด็เลือด 

leukocyte โดยจับจ าเพาะกบัเอนไซม์ MASPs เพ่ือน าไปสู่วิถีเลคตินต่อไป (Endo et al., 2006; 

2007) 

  ส่วนเลคติน SP-A และ SP-D ซ่ึงถูกสังเคราะห์ที่ปอด ส่วนใหญ่ท าหน้าที่ใน

ระบบภูมิคุ้มกนัโดยท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการกระตุ้นให้เกิดกระบวนการก าจัดเชื้ อโรค เลคติน

SP-A สามารถจับจ าเพาะกบัน า้ตาลกลูโคส กาแลคโตสและแลคโตสได้ ส่วนเลคตินชนิด SP-D มี

ความจ าเพาะต่อน า้ตาลมอลโตส (maltose) (Ding et al., 2004) 
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  รูปท่ี 6  โดเมนและโครงสรำ้งของ Ficolin (Endo et al., 2006) 

 

 3.4  เลคตินท่ีพบในสตัวท่ี์ไม่มีกระดูกสนัหลงั 

  เลคตินที่พบส่วนใหญ่อยู่ในไฟลัมอาร์โธรพอด  (arthropod) ไ ด้แก่  กุ้ ง 

(cominetti et al., 2002) ปู (Umetsu et al., 1991) และในไฟลัมมอลลัสก์ (mollusk) ได้แก่ 

หอย (Bulkagov et al., 2004) ซ่ึงจะพบได้ในฮีโมลิมฟ์ เมือก (mucus) น ้าในโพรงล าตัว 

(caelomic fluid) และเมมเบรนของเซลล์ซ่ึงท าหน้าที่ก  าจัดสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย 

เน่ืองจากวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีเป็นการศึกษาในกุ้งขาวซ่ึงเป็นสัตว์ทะเลที่ไม่มีกระดูกสันหลังและมี

เปลือกแขง็หุ้มภายนอก จึงน าเสนอข้อมูลของเลคตินในสตัว์ทะเลกลุ่มครัสเตเชียนต่าง ๆ เช่น กุ้ง 

ปู และหอย เป็นต้น 

  3.4.1  เลคตินในกุง้ 

  เลคตินในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนรวมถึงกุ้งสกุลพีเนียส ส่วนใหญ่จดจ าและจับ

จ าเพาะกับหมู่เอน็-อะซิติล (N-acetyl group) และ โอ-อะซิติล (O-acetyl) ของกรดไซอะลิค 

กรดไซอะลิคพบบนผนังเซลล์ของสิ่งมีชีวิตชั้นต ่า มักไม่พบในสัตว์ชั้นสูงรวมถึงสัตว์กลุ่มครัสเต

เชียนด้วย เลคตินในสตัว์กลุ่มน้ีสามารถจับจ าเพาะกบักรดไซอะลิค ซ่ึงเกี่ยวข้องต่อการจดจ าเพ่ือ

ป้องกนัตนเองจากเซลล์บุกรุก เช่น เลคตินจากซีรัมของกุ้งกุลาด าจ าเพาะกบักรดไซอะลิค สามารถ

ท าให้เมด็เลือดแดงของคนหมู่เลือด O เกาะกลุ่ม เป็นเลคตินที่ต้องการ Ca
2+

 และท าให้แบคทีเรีย 

Vibrio vulnificus ที่ก่อโรคในกุ้งกุลาด าเกาะกลุ่มได้ (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 

1992) นอกจากน้ี ยังพบว่าเลคตินของกุ้ งกุลาด า สามารถท าให้แบคทีเรียแกรมบวก เช่น 

Micrococcus lysodeikticus และแกรมลบบางชนิด เช่น Escherichai coli, Pseudomonas 

fluorescens, Aeromonas hydrophila และ Vibrio alginolyticus เกาะกลุ่มได้เป็นอย่างดี และส่วน

ใหญ่เป็นแบคทีเรียก่อโรคในกุ้งกุลาด า ส่วนแบคทีเรียก่อโรค Vibrio parahemolyticus เกิดการ

เกาะกลุ่มได้เพียงเลก็น้อย (Luo et al., 2006) บ่งชี้ ว่าเลคตินในกุ้งกุลาด าตอบสนองต่อการติด

เชื้ อก่อโรคและเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ ง  เลคตินจากกุ้ งแชบ๊วยมี

ความจ าเพาะกับกรดไซอะลิค หรือน ้าตาลที่มีหมู่เอน็-อะซิติลเป็นองค์ประกอบ เช่น NAcMan, 
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NAcGlc, เอน็-อะซิติลกาแลคโตซามีน (N-acetyl galactosamine, NAcGal) และพบว่ากรด

ไซอะลิคสามารถยับยั้งการเกาะกลุ่มเมด็เลือดแดงกระต่ายได้ดีที่สุด ส่วนมิวซินจากกระเพาะหมู 

(porcine stomach mucin) และฟีทูอนิ (fetuin) สามารถยับยั้งแอคทวิิทขีองเลคตินของกุ้งแชบว๊ย

ได้ดีเช่นกนั (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) นอกจากน้ีพบว่าเลคตินบริสทุธิ์

จากกุ้งแชบว๊ยยังสามารถท าให้แบคทีเรียก่อโรค เช่น V. harveyi และ V. parahemolyticus เกาะ

กลุ่มได้เป็นอย่างดี ส่วน V. vulnificus สามารถท าให้เกิดการเกาะกลุ่มได้รองลงมา แต่ไม่ท าให้

เชื้ อไม่ก่อโรคในกุ้งแชบ๊วยได้แก่ Vibrio cholerae, Salmonella typhi และ E. coli เกาะกลุ่มได้ 

อีกทั้งเลคตินบริสุทธ์น้ีมีน ้าหนัก 316.2 kDa และมีหน่วยย่อยขนาด 32.3 และ 30.9 kDa 

(Rittidach et al., 2007) ส่วนเลคตินในกุ้งลายเสือ พบว่าเป็นเลคตินชนิด C สามารถท าให้เชื้ อ

ก่อโรคในกุ้งลายเสือ เช่น V. parahemolyticus, A. hydrophila, V. alginolyticus และ M. 

lysodeikticus เกิดการเกาะกลุ่มได้ (Yang et al., 2007) นอกจากกุ้งสกุลพีเนียสยังพบเลคติน 

บริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งก้ามกราม มีความจ าเพาะต่อกรดไซอะลิค และเม่ือท าให้เลคติน 

บริสทุธิ์พบว่ามีน ้าหนักโมเลกุล 19 kDa (Vazquez et al., 1993) นอกจากน้ีพบเลคตินอีกชนิด 

ในกุ้งชนิดเดียวกนั สามารถจับจ าเพาะกบัน า้ตาลที่มีหมู่อะซิติลเป็นองค์ประกอบ และสามารถท า

ให้แบคทเีรียบางชนิดเกาะกลุ่มได้เช่น Pasteurella haemolytica, Bacillus cereus และ Aeromona 

spp. (Vazquez et al., 1994) ต่อมา Zenteno และคณะ (2000) รายงานการพบเลคตินในกุ้ง

ก้ามกรามอีกชนิด โดยพบว่าสามารถจับจ าเพาะกับน ้าตาลที่มีหมู่อะซิติลเป็นองค์ประกอบได้

เช่นเดียวกนั และยังพบว่าเลคตินชนิดน้ีสามารถท าให้เมด็เลือดแดงต่าง ๆ เกิดการเกาะกลุ่มได้  

เลคตินของกุ้ง Litopenaeus schmitti เป็นเลคตินชนิด C มีความจ าเพาะกับน ้าตาลที่มีหมู่อะซิติล

เป็นองค์ประกอบ คือ กรดเอน็-อะซิติลนิวรามินิค (N-acetyl neuraminic acid, NAcNeu), O-

sialoglycoconjugate, มิวซินจากวัว และฟีทูอนี และสามารถจดจ าลิโพโพลีแซคคาไรด์หลายชนิด 

อกีทั้งเลคตินบริสทุธิ์ชนิดน้ีมีน า้หนักโมเลกุลรวม 220 kDa ประกอบด้วยหน่วยย่อยขนาด 31และ 

34 kDa (Cominetti et al., 2002) นอกจากน้ียังพบเลคตินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟ์ของกุ้ง 

Litopenaeus setiferus มีขนาดโมเลกุล 291 kDa และประกอบด้วยหน่วยย่อยขนาด 80 และ 52 

kDa มีความจ าเพาะกับกรดไซอะลิคและน ้าตาล NAcGlc, NAcGal, มิวซินจากวัว และฟีทูอีน 

(Alpuche et al., 2005) บ่งชี้ ว่าเลคตินในกุ้งกุลาด า กุ้งแชบ๊วย กุ้งลายเสือ กุ้งก้ามกราม และกุ้ง

ขาวตอบสนองต่อการติดเชื้ อก่อโรคและเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ง 

  ในกุ้งมีรายงานการศึกษาเลคติน 7 ชนิด คือ เลคตินชนิด C, เลคตินชนิด S,    

เลคตินชนิด P, เลคตินชนิด L (L-type lectin), เลคตินชนิด M (M-type lectin) และ calnexin 

หรือ calreticulin (Wang and Wang, 2013) ดังแสดงในตารางที่ 1 ซ่ึงเลคตินที่พบในกุ้งมีโครง 

สร้างที่แตกต่างกนัขึ้นกบัชนิดของเลคติน ดังรูปที่ 7 
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ตำรำงท่ี 1  ชนิดของเลคตินท่ีมีรำยงำนในกุง้ชนิดต่ำง ๆ 

 

ชนิดของเลคติน โดเมนท่ีพบ หนำ้ท่ี 

C-type lectins carbohydrate recognition domain 

CRD (calcium-dependent) 

pattern recognition, opsonin, 

antivirus and antibacteria 

S-type lectins 

(Galectins) 

carbohydrate recognition domain 

CRD (thiol-dependent) 

opsonin and promote 

phagocytosis 

P-type lectins mannose 6-phosphate receptor 

homology (MRH) 

protein sorting  

L-type lectins luminal carbohydrate recognition 

domain (LCRD) 

glycoprotein sorting, 

trafficking and targeting  

M-type lectins glycoside hydrolase family 47 

(GH47) 

endoplasmic reticulum-

associated degradation of 

glycoprotein 

Calnexin/ 

Calreticulin 

calreticulin calcium signal transduction 

and calcium storage 

Fibrinogen-like 

domain lectins 

fibrinogen-related domain 

(FReD) 

pattern recognition, 

phagocytosis induction and 

antibacterial 
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รูปท่ี 7  โครงสรำ้งของเลคตินชนิดต่ำงๆ ท่ีพบในกุง้ (Wang and Wang, 2013) 

 

  3.4.2  เลคตินในหอย 

  จากการศึกษาของ Takagi และคณะ (1994) ในหอยสองฝา Mytilus edulis พบ 

เลคติน 3 ชนิด คือ M3, M6 และ M7 ที่จ าเพาะกบัอะไซอะโลฟีทูอนิ (asialofetuin) ในภาวะที่มี 

Ca
2+

 โดยพบว่า M6 และ M7 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 180 หน่วย และมีล าดับกรดอะมิโนที่

คล้ายกนั 76% ส่วน M3 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 149 หน่วย และมีล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายกบั

ของ M6 และ M7 26% นอกจากน้ีพบว่ากรดอะมิโน 50% ทางด้านปลายคาร์บอกซิลิคของ     

เลคตินทั้ง 3 ชนิดเหมือนกบัล าดับกรดอะมิโนใน CRD ของเลคตินชนิด C ที่พบในสตัว์ชนิดอืน่ๆ  

เลคตินจากฮีโมลิมฟ์ของหอยนางรม Crassostrea gigas และหอย horse-mussel (Modiolus 

modiolus) ท าให้เมด็เลือดแดงของคนและสัตว์หลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียหลายชนิดเกาะกลุ่ม

ได้ จัดเป็นเลคตินชนิด C-reactive protein เลคตินจากฮีโมลิมฟ์ของหอยมุก (pearl oyster, 

Pinctada fucata martensii) มีขนาดโมเลกุล 440 kDa ประกอบด้วย 22 หน่วยย่อยขนาด 20 

kDa มีความจ าเพาะกับน ้าตาลกาแลคโตสและ NAcGal (Suzuki and Mori, 1989) นอกจากน้ี

พบเลคตินในหอยกาบมะนิลา (Manila clam, Ruditapes philippinarum) เป็นเลคตินที่สามารถ

จับจ าเพาะกับ hypnospore บริสุทธิ์ของเช้ือโปรโตซัว Perkinsus spp. ซ่ึงเป็นเชื้ อก่อโรคในหอย
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ชนิดน้ีได้ และเลคตินที่ท าให้บริสุทธิ์จากหอยชนิดน้ีมีมวลโมเลกุล 138 kDa มี 3 หน่วยย่อยคือ 
74, 34 และ 30 kDa และเป็นเลคตินชนิด C ที่มีความจ าเพาะกับน ้าตาล NAcGal มิวซิน 

(mucin) และเลือดคนหมู่ A (Bulgakov et al., 2004)  

  3.4.3  เลคตินในปู 

  เลคตินในฮีโมลิมฟ์ของปูม้า (blue crab, Scylla serrata) เป็นเลคตินที่จ าเพาะ

กับ NAcNeu และสามารถเร่งการท าลายสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกายได้ (Mercy and 

Ravindranath, 1994) เลคตินที่สกัดจากไข่ระยะเอมบริโอ (embryonated egg) ของปู Emerita 

asiatica เป็นไกลโคโปรตีนที่จ าเพาะต่อมิวซิน (mucin-type glycoprotein) ที่จับอยู่กับแคโรที

นอยด์ (carotenoid) เป็นเลคตินกลุ่มใหม่ที่อาจมีบทบาทเกี่ยวข้องในการน าไวเทลโลจีนิน 

(vitellogenin) เข้าสู่เซลล์ไข่ (Devaraj et al., 1995) เลคตินในปูขน (Chinese mitten crab, 

Eriocheir sinensis) เป็นเลคตินที่พบในฮีโมไซท ์เลคตินชนิดน้ีมีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้ นเม่ือถูก

เหน่ียวน าด้วยแบคทีเรียแกรมลบ A. hydrophila บ่งชี้ ได้ว่าเลคตินในปูขนมีบทบาทส าคัญใน

ระบบภูมิคุ้มกนั (Zhang et al., 2011) นอกจากน้ี Guo และคณะ (2011) ได้ค้นพบเลคตินในปู

ขนอีก 2 ชนิด คือ EsCTLDcp-1 และ EsCTLDcp-2 โดยพบว่าเลคตินทั้งสองชนิดมีการ

แสดงออกเพ่ิมสูงขึ้ นเม่ือถูกเหน่ียวน าด้วยแบคทีเรียแกรมลบ A. hydrophila เช่นเดียวกับ        

เลคตินที่ค้นพบมาก่อนหน้าน้ี  

  3.4.4  เลคตินในแมงดำทะเล 

  เลคตินจากฮีโมลิมฟ์ของแมงดาทะเล Limulus polyphem เป็นเลคตินที่สามารถ

จับจ าเพาะกบัน า้ตาล N-acetyl hexosamine และพบว่าเลคตินชนิดน้ีมีมวลโมเลกุลรวม 170 kDa 

ประกอบด้วย 24 หน่วยย่อยที่มีขนาด 70 kDa (Tsuboi et al., 1996) จากการศึกษาของ 

Gokudan และคณะ (1999) พบเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของแมงดาทะเล (horseshoe crab, 

Tachypleus tridentatus) ซ่ึงให้ชื่อว่า tachylectins 5A และ 5B (TLs-5) สามารถท าให้เมด็เลือด

คน รวมถึงแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดเกาะกลุ่มได้ และพบว่ามี

ความจ าเพาะต่อโมเลกุลที่มีหมู่เอน็-อะซิติลเป็นองค์ประกอบ แมงดาทะเลชนิดน้ีสามารถหล่ัง

โปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนออกมาในฮีโมลิมฟ์ ซ่ึงท าหน้าที่เสมือนเลคตินที่สามารถจดจ าสิ่ง

แปลกปลอมที่ไม่ใช่เซลล์เจ้าบ้านได้ (nonself-recognizing lectin) นอกจากน้ียังพบเลคตินที่จับ

จ าเพาะกบักรดไซอะลิค (sialic acid-binding lectin) ซ่ึงเป็นไกลโคโปรตีนในแมงดาทะเลชนิดน้ี

ด้วย 
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4.  บทบำททำงชีวภำพของเลคตินในสตัว ์

  เลคตินในสัตว์แต่ละชนิดมีความหลากหลายของโครงสร้าง โดยพบว่าอาจมีทั้ง  

เลคตินที่เป็นส่วนของเมมเบรน (integral membrane lectin) และเลคตินที่อยู่ในรูปสารละลาย 

(soluble lectin) เลคตินในสตัว์แต่ละชนิดมีบทบาททางชีวภาพที่ต่างกัน โดยส่วนมากมีบทบาท

เกี่ยวข้องกบักลไกการป้องกนัตนเอง 

 4.1  บทบำทของเลคตินในสตัวม์ีกระดูกสนัหลงั 

  เลคตินในสตัว์มีกระดูกสนัหลังเป็นเลคตินที่มีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกัน เลคติน

ในสตัว์กลุ่มน้ีมีหลากหลายชนิดที่เป็นที่รู้จักได้แก่ คอลเลคติน เลคตินชนิดน้ีสามารถจดจ าและจับ

กบัคาร์โบไฮเดรทที่เป็นตัวรับจ าเพาะบนผิวเซลล์สิ่งแปลกปลอม เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ พารา

ไซท ์รวมถึงไวรัสบางชนิด การจับจ าเพาะดังกล่าวน าไปสู่การยับยั้งและการท าลายโดยกระบวนการ

ต่างๆ อาจเกี่ยวโยงกบัแอนติบอดี เอนไซม์หรือสารชีวเคมีอืน่ๆ ที่มีหน้าที่ต่อต้านสิ่งแปลกปลอม

กระตุ้นให้เกดิกระบวนการป้องกนัตนเองจากเชื้ อโรคต่างๆ ได้ เช่น กระตุ้นให้เกิดฟาโกไซโทซิส 

และออปโซไนซ์ เป็นต้น (Ding et al., 2004) คอลเลคตินชนิด SP-D ท าหน้าที่เป็นตัวกลาง

ระหว่างระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ และระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ ซ่ึงเลคตินเป็นโปรตีนที่

ส  าคัญชนิดหน่ึงในระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ โดยคอลเลคติน SP-D จดจ าคาร์โบไฮเดรทบน

ผิวเซลล์ของเชื้ อจุลินทรีย์ต่าง ๆ ด้วยต าแหน่ง CRD และกระตุ้นให้เกิดฟาโกไซโทซิส และ

กระบวนการต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ ส่วนคอลเลคตินชนิด MBL เป็นเลคตินที่พบ

ในซีรัมและเน้ือเยื่อของคนและสตัว์เล้ียงลูกด้วยน า้นมหลายชนิด โดยเลคตินชนิดน้ีสามารถท าให้

แบคทเีรีย รา ยีสต์ โปรโตซัว รวมถึงไวรัสบางชนิดเกาะกลุ่มได้ (Turner, 2003) 

 4.2  บทบำทของเลคตินในสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงั  

  บทบาทและหน้าที่ของเลคตินในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง มีการศึกษาน้อยมาก 

โดยเลคตินในกลุ่มน้ีเป็นเลคตินที่อยู่ในรูปของเหลวภายในเซลล์ โดยแยกบทบาททางชีวภาพ

ของเลคตินในสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลังออกได้เป็น 2 ด้าน คือ บทบาทที่ไม่เกี่ยวข้องและเกี่ยวข้อง

กบักลไกการป้องกนัตนเอง สตัว์ไม่มีกระดูกสันหลังรวมทั้งสัตว์กลุ่มครัสเตเชียน เช่น กุ้งแชบ๊วย 

กุ้งกุลาด า กุ้งขาวและกุ้งชนิดต่าง ๆ  ไม่มีระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ ดังน้ันการป้องกนัตนเองจาก

เชื้ อโรคมาจากระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ (Loker et al., 2004)  

  เลคตินท าหน้าที่เป็น PRPs โดยท างานผ่านการจับจ าเพาะระหว่างตัวมันเองกับ

องค์ประกอบที่เป็นคาร์โบไฮเดรทซ่ึงอยู่บนผิวเซลล์ของผู้บุกรุก เลคตินที่พบส่วนใหญ่จัดเป็นแบบ 

C ซ่ึงต้องการ Ca
2+

 ในการเกาะกลุ่มเมด็เลือดแดงหรือจุลินทรีย์ และมีบทบาทเกี่ยวข้องกับกลไก

การป้องกนัตนเอง อาทเิช่น การพบเลคตินโมโนดิน (monodin) จากซีรัม (serum) ของกุ้งกุลาด า

ที่ท าให้แบคทีเรีย V. vulnificus ที่ก่อโรคในกุ้งกุลาด าเกาะกลุ่มได้ และพบระดับเลคตินเพ่ิมขึ้ น

ในฮีโมลิมฟ์หลังจากการติดเชื้ อแบคทีเรียชนิดน้ี (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992) 

ในกุ้งแชบ๊วย (นิษา ไพจิตร, 2545; Rittidach, 2006) มีรายงานการพบเลคตินแบบ C ที่มี
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ความจ าเพาะต่อกรดไซอะลิคในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยซ่ึงสามารถท าให้แบคทีเรียก่อโรค เช่น   

V. harveyi เกาะกลุ่มได้ แต่ไม่ท าให้เชื้ อไม่ก่อโรคในกุ้งเกิดการเกาะกลุ่ม และยังพบว่าระดับ     

เลคตินในฮีโมลิมฟ์มีระดับเพ่ิมสูงขึ้ นตอบสนองต่อการติดเชื้ อก่อโรค  V. harveyi (Rittidach et 

al., 2007; Utarabhand et al., 2007) ต่อมามีรายงานการพบเลคตินแบบ C ที่มีความจ าเพาะ

ต่อกรดไซอะลิคในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งขาว ซ่ึงสามารถท าให้แบคทีเรียก่อโรค V. anguillarum เกาะ

กลุ่มได้ แต่ไม่ท าให้เชื้ อไม่ก่อโรค Streptococcus iniae เกาะกลุ่ม บ่งชี้ ว่าเลคตินมีบทบาทส าคัญใน

กลไกการตอบสนองต่อเชื้ อก่อโรค (Sun et al., 2007) 

 ในปัจจุบันมีรายงานการศึกษายีนของเลคตินในกุ้งสกุลพีเนียส 5 ชนิด ซ่ึงเป็น

แบบ C ในกุ้งกุลาด ามีรายงานยีนเลคตินแบบ C ที่มี CRD ทั้ง 1 และ 2 โดเมน อยู่ภายใน

โครงสร้าง (Luo et al., 2003; 2006; Ma et al., 2008) ในท านองเดียวกบักุ้งขาวจีน (Chinese 

white shrimp, Fenneropenaeus chinensis) ที่พบยีนเลคตินแบบ C ที่มี CRD ทั้ง 1 และ 2 

โดเมน (Liu et al., 2007; Sun et al., 2008; Wang et al., 2009a, b; Zhang et al., 2009a) 

และยีนเลคตินของกุ้งแชบ๊วย 1 ยีน ซ่ึงประกอบด้วย CRD 2 โดเมน (Rattanaporn and 

Utarabhand, 2011) ในขณะที่ในกุ้งลายเสอืพบยีนเลคตินที่ประกอบด้วย CRD 1 โดเมน เท่าน้ัน 

(Song et al., 2010) ส่วนยีนเลคตินที่มีรายงานในกุ้งขาวมี CRD ทั้ง 1 และ 2 โดเมน (Ma et 

al., 2007; Zhang et al., 2009b; Zhao et al., 2009; Junkunlo et al., 2012; Wei et al., 

2012) (ตารางที่ 2) จากข้อมูลข้างต้นพบว่าเลคตินที่มีการศึกษาในกุ้งส่วนใหญ่เป็นกลุ่มของ    

เลคตินที่มีโครงสร้างประกอบด้วย CRD ต่อมามีการค้นพบเลคตินที่มีโครงสร้างแตกต่างจาก    

เลคตินที่มีรายงานมาก่อนหน้าน้ีในกุ้งสกุลพีเนียส ซ่ึงเป็นเลคตินที่มีโครงสร้างประกอบด้วย 

fibrinogen-related domain (FReD) ซ่ึงบทบาทของเลคตินที่มี FReD ภายในโครงสร้างมีความ

เกี่ยวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกนัของสตัว์มีกระดูกสนัหลัง แต่อย่างไรกต็ามบทบาทหน้าที่ของโปรตีน

ชนิดน้ีในสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลังยังไม่เป็นที่ทราบมากนัก 
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ตำรำงท่ี 2  คุณลกัษณะของเลคตินชนิดต่ำง ๆ ในกุง้สกุลพีเนียส 5 ชนิด 

Species Name CRD Length of CRD Ca
2+

-binding site 2 References 

F. chinensis FcLec1 

FcLec2 

 

FcLec3 

FcLec4 

FcLec5 

 

FcLec6 

Fclectin 

1 

2 

 

1 

1 

2 

 

1 

2 

131 

134, 134 

 

130 

174 

134, 134 

 

144 

123, 123 

EPN, WYD 

QPD, MND 

EPN, FRD 

EPS, FAD 

QPD, WHD 

QPD, LND 

EPQ, FRD 

QPD, WHD 

QPD, VND 

QPD, VND 

Sun et al., 2008  

Zhang et al., 2009a 

 

Wang et al., 2009a 

Wang et al., 2009b 

Xu et al., 2010 

 

ไม่ถูกเผยแพร่ 

Liu et al., 2007 

P. monodon PmLT 

 

PmLec 

PMAV 

2 

 

1 

1 

134, 134 

 

123 

134 

QPD, MND 

EPN, FRD 

QPD, LND 

QPD, IHD 

Ma et al., 2008 

 

Luo et al., 2006 

Luo et al., 2003 

L. vannamei LvLT 

 

LvLec 

2 

 

1 

134, 136 

 

131 

QPD, MND 

EPD, FRD 

EPD, WYD 

Ma et al., 2007 

 

Zhang et al., 2009b 

2
3
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ตำรำงท่ี 2  คุณลกัษณะของเลคตินชนิดต่ำง ๆ ในกุง้สกุลพีเนียส 5 ชนิด (ต่อ) 

 

Species Name CRD Length of CRD Ca
2+

-binding site 2 References 

L. vannamei LvLectin1 

LvLectin2 

LvCTL 

 

LvCTL1 

LvCTLD 

1 

1 

2 

 

1 

1 

137 

134 

134, 136 

 

131 

159 

QPD, – 

QPN, – 

QPD, MAD 

GTR, F(L)RD 

EPN, WYD 

QAP, – 

Wei et al., 2012  

Wei et al., 2012 

Costa et al., 2011 

 

Zhao et al., 2009 

Junkunlo et al., 2012 

M. japonicus MjLecA 

MjLecB 

MjLecC 

MjLecD 

MjLecE 

MjLec1 

MjLec2 

MjLec3 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

– 

133 

135 

132 

131 

- 

- 

- 

EPS, FND 

QPT, FND 

QPN, FHS 

QPD, LTD 

EPN, WYD 

–, FDD 

–, – 

–,– 

Song et al., 2010 

Song et al., 2010 

Song et al., 2010 

ไม่ถูกเผยแพร่ 

ไม่ถูกเผยแพร่ 

Wang and Wang, 2013 

Wang and Wang, 2013 

Wang and Wang, 2013 

F. merguiensis FmLC 2 134, 134 QPD, MND 

EPN, FRD 

Rattanaporn and Utarabhand, 2011 

 

- คือ ไม่มีการตรวจพบ 

2
4
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5.  โปรตีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัไฟบริโนเจน (Fibrinogen-related protein, FReP) 

     โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจน หรือ Fibrinogen-related protein (FReP) 

เป็นไกลโคโปรตีน ที่มี FReD อยู่ภายในโครงสร้าง มีคุณสมบัติเป็นเลคติน สามารถพบได้ทั้งใน

สตัว์ที่มีกระดูกสนัหลังและไม่มีกระดูกสนัหลัง FReP เป็นโปรตีนที่จัดอยู่ในกลุ่ม PRPs เกี่ยวข้อง

กบัการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน โดยพบว่าโครงสร้าง FReD ประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 

200 หน่วย ซ่ึงเป็นโดเมนที่มีการอนุรักษ์สูงมีส่วนคล้ายกับล าดับกรดอะมิโนทางด้านปลายคาร์

บอกซิลิค (C-terminal amino acid sequence) ของ tenascin, ฟิโคลิน, angiopoietin,         

ไฟบริโนเจนสาย β และ γ (fibrinogen β and γ chains) แต่แตกต่างกันทางด้านปลายอะมิโน 

(Adema et al., 1997; Lu and Le, 1998; Zhang et al., 2001b) FReP ถูกพบคร้ังแรกใน

ปลิงทะเล (sea cucumber) และพบในสิ่งมีชีวิตอกีหลายชนิดในเวลาต่อมา จากรายงานพบว่าการ

แสดงออกของ FReP จะเพ่ิมขึ้ นหลังถูกกระตุ้นด้วยจุลินทรีย์หรือสารที่เป็นองค์ประกอบของ

จุลินทรีย์ (Pathogen-associated compound) (Ramirez-Gomez et al., 2009; Gorbushin and 

Lakovleva, 2011; Wang et al., 2004; Kurachi et al., 1998; Rego et al., 2005) จากการ

เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของ FReP ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด บ่งชี้ ว่า FReP มีหน้าที่

เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน ในปัจจุบันทราบแน่ชัดว่า FReP ที่พบในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังมี

คุณสมบัติเป็นเลคตินและสามารถท าให้แบคทีเรียเกิดการเกาะกลุ่มได้ ดังเช่น เลคตินที่พบใน

แมงดาทะเล ชื่อ tachylectin เป็นเลคตินที่ถูกท าบริสทุธิ์จากพลาสมาของแมงดาทะเลและภายใน

โครงสร้างประกอบด้วย FReD ซ่ึงมีความเหมือนกับฟิโคลินของคน (human ficolin) มี

ความสามารถในการจดจ าโมเลกุลที่มีหมู่อะซิติลเป็นองค์ประกอบและสามารถท าให้เกิดการเกาะ

กลุ่มเมด็เลือดแดงของคน (human erythrocyte) แบคทเีรียแกรมบวก และแบคทเีรียแกรมลบได้ 

(Gokudan et al., 1999) ต่อมามีการค้นพบ  FReP อกีสองชนิด ในเหบ็ Ornithodoros moubata 

ซ่ึงมีชื่อว่า Dorin M (Rego et al., 2006) และในหมัด Ixodes ricinus มีชื่อว่า Ixodes (Rego et 

al., 2005) นอกจากน้ียังพบ FReP ในหอยเชลล์ bay scallop Argopecten irradians ชื่อ       

Ai-FREP1 มีคุณสมบัติท าให้เกิดการเกาะกลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของไก่  คน แบคทีเรีย    

แกรมบวก และแบคทเีรียแกรมลบ เช่นเดียวกบัที่พบในแมงดาทะเล และระดับการแสดงออกของ

ยีนน้ีในหอยเชลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยแบคทเีรียแกรมลบมีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญหลังจากถูก

กระตุ้น แต่ไม่เปล่ียนแปลงเม่ือถูกกระตุ้นด้วยแบคทเีรียแกรมบวก (Zhang et al., 2009c) ต่อมา 

Yang และคณะ (2014) ได้ค้นพบ FReP อีกหน่ึงชนิดจากหอยเชลล์ ชื่อ Ai-FREP2 จาก

การศึกษาการแสดงออกของยีนน้ีพบว่าจะเพ่ิมขึ้ นหลังถูกกระตุ้ นด้วยลิโพโพลีแซคคาร์ไรด์ 

(lipopolysaccharide), เปปทโิดไกลแคน (peptidoglycan) และเบตา-กลูแคน (β-glucan) โดย

พบว่าโปรตีนชนิดน้ียังสามารถจับจ าเพาะกับแบคทีเรียแกรมลบ V. anguillarum และแบคทีเรีย

แกรมบวก Staphylococcus aureus และ มีคุณสมบัติท าให้เกิดการเกาะกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ 

และแบคทเีรียแกรมบวก นอกจากน้ันยังพบ FReP ในหอยทากและยุง ซ่ึงมีบทบาทส าคัญในการ
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ตอบสนองของภูมิ คุ้มกันที่ มีมาแต่ก าเนิดต่อเชื้ อก่อโรค ตัวอย่างเช่น ในหอยทาก snail 

Biomphalaria glabrata พบว่า FReP ถูกผลิตเพ่ิมขึ้ นในระบบไหลเวียนเลือดเม่ือถูกกระตุ้นด้วย

พาราไซท ์และโปรตีนดังกล่าวยังมีคุณสมบัติช่วยให้มีการตกตะกอนของแอนติเจนที่ละลายมาจาก 

trematodes (Adema et al., 1997) ในยุง mosquito Armigeres subalbatus พบ FReP ชนิดหน่ึง

ที่มีชื่อว่า aslectin จากรายงานพบว่าปริมาณของโปรตีนชนิดน้ีเพ่ิมขึ้นเม่ือถูกกระตุ้นด้วยแบคทเีรีย

และมีความสามารถในการจับกับแบคทีเรีย E. coli และ Micrococcus luteus (Wang et al., 

2004) จากรายงานดังกล่าวท าให้ทราบว่า FReP ที่มีการค้นพบแล้วล้วนมีบทบาทส าคัญในระบบ

ภูมิคุ้มกนัของสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลัง 

    Söderhäll และคณะ (2009) ได้ค้นพบโปรตีนที่มีคุณสมบัติยับยั้งกระบวนการ

สร้างเมลานิน (melanization inhibition protein, PlMIP) ในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งนาง (Pacifastacus 

leniusculus) โดยพบว่าภายในโครงสร้างของ PlMIP ประกอบด้วย FReD ซ่ึงจะคล้ายกับ      

แอล-ฟิโคลิน ที่พบในสัตว์มีกระดูกสันหลัง และยังพบบริเวณที่มีกรดอะมิโนแอสปาร์ติกมาก  

(Asp-rich region) ซ่ึงคล้ายกบัโครงสร้างที่พบในฟิโคลิน ซ่ึงเป็นบริเวณที่มีความเกี่ยวข้องกบัการ

จับกบัแคลเซียม อย่างไรกต็าม PlMIP ไม่สามารถท าให้เกิดการเกาะกลุ่มของเซลล์แบคทีเรียได้ 

ต่อมา Angthong และคณะ (2010) ได้ค้นพบโปรตีนชนิดเดียวกนัในกุ้งกุลาด า ที่มีชื่อว่า PmMIP 

ซ่ึงโปรตีนชนิดน้ีมีความส าคัญในการป้องกันตนเองจากผู้บุกรุก จากการศึกษาพบว่าภายใน

โครงสร้างของโปรตีนประกอบด้วย FReD 1 โดเมน ต่อมา  Wu และคณะ (2011) ได้ค้นพบ

โปรตีนชนิดใหม่ 2 ชนิดที่มีโครงสร้างคล้ายกบัฟิโคลิน (ficolin-like proteins, FLP) ซ่ึงท าหน้าที่

เป็น PRPs จดจ าจุลินทรีย์บุกรุกในกุ้งนาง โดยอาศัยเทคนิค two-dimentional electrophoresis 

และ mass spectroscopy โครงสร้างของโปรตีนที่ค้นพบใหม่น้ีประกอบด้วย FReD อยู่ทางด้าน

ปลายคาร์บอกซิลิค และบริเวณที่มีกรดอะมิโนซ า้กนั (repeat region) อยู่ทางด้านปลายอะมิโน ซ่ึง

มีส่วนคล้ายคลึงกบัโดเมนคล้ายคอลลาเจน (collagen-like domain) จากรายงานการสร้างโปรตีน

ลูกผสม (recombinant protein) ของ FLP พบว่าโปรตีนลูกผสมที่สร้างได้สามารถท าให้เกิดการ

เกาะกลุ่มของแบคทเีรียแกรมลบ E. coli และ A. hydrophila ในสภาวะที่มีแคลเซียม และเม่ือน า

แบคทเีรียไปเคลือบด้วย FLP แล้วน าไปบ่มกบัเซลล์เมด็เลือดของกุ้งนาง พบว่าอตัราการตายของ

เซลล์ลดลงเม่ือเทยีบกบัชุดควบคุม จากผลการทดลองท าให้ทราบว่า FLP ท าหน้าที่เป็น PRPs ใน

ระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้งนาง และเม่ือไม่นานมาน้ี Chai และคณะ (2012) ได้ค้นพบ FReP จากกุ้ง

ลายเสอืที่มีชื่อว่า MjFREP1 มีความยาว 270 กรดอะมิโน ประกอบด้วย FReD 1 โดเมนที่มีความ

ยาว 223 กรดอะมิโน ผลจากการศึกษาด้วยเทคนิค real-time PCR พบการแสดงออกของยีนน้ี

มากที่สดุในเหงือก (gill) และพบว่ารูปแบบการแสดงออกของยีนน้ีจะเพ่ิมขึ้ นหลังจากถูกกระตุ้น

ด้วยเชื้ อ V. anguillarum, S. aureus หรือ WSSV และได้สร้างโปรตีนลูกผสมของ FReD ของ 

MjFREP1 สามารถท าให้เกิดการเกาะกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis, Bacillus 

thuringiensis, Bacillus megaterium และ S. aureus ในสภาวะที่มีแคลเซียม ยิ่งไปกว่าน้ันพบว่า

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
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โดเมนดังกล่าวสามารถจับจ าเพาะกับเปปทิโดไกลแคน ลิโพโพลีแซคคาร์ไรด์ แบคทีเรีย และ

โปรตีน VP28 ของ WSSV อีกทั้ง Sun และคณะ (2014) ได้ค้นพบโปรตีน MjFREP2 จากกุ้ง

ลายเสอื โดยพบว่ามีความยาว 317 กรดอะมิโน และประกอบด้วย FReD 1 โดเมน มีความยาว 

201 กรดอะมิโน และจากการศึกษาการแสดงออกของยีนพบว่า MjFREP2 มีการแสดงออกใน

หลายเน้ือเยื่อ เช่น ฮีโมไซท์ หัวใจ (heart) ตับ (hepatopancreas) เหงือก กระเพาะอาหาร 

(stomach) และล าไส้ (intestine) อีกทั้งยังพบว่ายีนน้ีจะมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้ นหลังถูกกระตุ้น

ด้วย V. anguillarum และ S. aureus และโปรตีนลูกผสมของ MjFREP2 สามารถท าให้เกิดการ

เกาะกลุ่มของแบคทเีรียแกรมบวก S. aureus และแบคทเีรียแกรมลบ V. anguillarum ในสภาวะที่

มีแคลเซียม นอกจากน้ียังสามารถจับจ าเพาะกบัแบคทเีรียและโพลีแซคคาร์ไรด์ (polysaccharide) 

เม่ือเรว็ ๆ น้ี Zhang และคณะ (2014) พบเลคตินจากกุ้งก้ามกราม อีก 2 ชนิด ได้แก่ MrFico1 

และ MrFico2 โดยพบว่า MrFico1 มีการแสดงออกเพ่ิมสงูขึ้นหลังเหน่ียวน าด้วย V. anguillarum 

ในขณะที่ MrFico2 จะมีการแสดงออกเพ่ิมสงูขึ้นเม่ือเหน่ียวน าด้วย V. anguillarum และ WSSV 

อกีทั้งพบว่าเลคตินทั้ง 2 ชนิด สามารถจับจ าเพาะกบัแบคทเีรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ 

และยังสามารถท าให้แบคทีเรียก่อโรค V. parahaemolyticus และ A. hydrophila เกิดการเกาะ

กลุ่มในสภาวะที่มีแคลเซียม จะเหน็ได้ว่าโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนมีบทบาทเกี่ยวข้องกับ

ระบบภูมิคุ้มกนัของสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลังทั้งสิ้น 

    จากรายงานเกี่ยวกบั FReP ยังมีน้อยมากในกุ้งชนิดต่างๆ และไม่พบรายงานใน

กุ้งขาว ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจที่จะโคลนยีนและศึกษาสมบัติของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโน

เจนจากกุ้งขาว (LvFReP) เพ่ือที่จะท าให้ทราบบทบาทของเลคตินชนิดน้ีในกุ้งขาวมากยิ่งขึ้น 

 
6.  โรคติดเช้ือไวรสั WSSV 

  ในปัจจุบันโรคติดเชื้ อไวรัส WSSV ในกุ้งทะเลนับเป็นปัญหาต่อการเพาะเล้ียง

และส่งผลกระทบทางเศรษฐกิจ แม้ว่าอัตราการตายจะรุนแรงน้อยกว่า YHV แต่การระบาดของ

โรคมีการแพร่กระจายเป็นบริเวณกว้าง ซ่ึงการระบาดของ WSSV เป็นสาเหตุส าคัญที่ก่อให้เกิด

ความสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจเป็นอย่างมากในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งในประเทศไทย 

(ชะลอ ล้ิมสวุรรณ, 2543) นักวิจัยจึงได้พยายามคิดค้นหาแนวทางในการป้องกนัการเกดิโรค 

  เชื้ อไวรัส WSSV ก่อให้เกดิโรคตัวแดงดวงขาว (รูปที่ 8-9) โดยกุ้งที่ได้รับเชื้ อน้ี 

จะถูกท าลายชั้น ectoderm และ mesoderm โดยจะพบการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยื่ออย่างชัดเจน

บริเวณเน้ือเยื่อผิวใต้เปลือก เหงือก และอวัยวะสร้างเมด็เลือด (lymphoid organ) โดยจะท าให้

นิวเคลียสของเซลล์บวมโต บริเวณใต้เปลือกกุ้งตลอดทั้งตัวจะมีสีแดงเร่ือๆ ชมพูถึงเข้ม บางคร้ัง

จะเป็นสส้ีมและมีจุดขาวขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.1-2 มิลลิเมตร โดยเฉพาะบริเวณส่วนหัวและ

ด้านข้างล าตัวส่วนหาง เน่ืองมาจากเกิดความผิดปกติของการสะสมแคลเซียมและฟอสฟอรัสที่

ผิดปกติ (Lightner and Redman, 1996; ชะลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543) บางคร้ังกุ้งจะลอกคราบ
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ไม่ได้หรือลอกคราบแล้วเปลือกไม่แขง็ กุ้งจะเกยขอบบ่อเพ่ิมขึ้ นเร่ือย ๆ โดยที่ยังกินอาหารปกติ 

กุ้งจะมีอาการตัวแดง เปลือกน่ิม บาง (ชะลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543) โดยเฉพาะส่วนหัวและบริเวณ

สนัหลังตลอดแนวล าตัว มีสแีดงก่อนส่วนอืน่ ประมาณ 3-4 วัน ต่อมาจะพบกุ้งที่มีอาการตัวแดง 

และกุ้งจะเร่ิมกินอาหารน้อยลง และจะมีอัตราการตายสูงถึง 100% ภายในระยะเวลา 5-7 วัน 

หลังจากที่ได้รับเชื้ อ (Wang et al., 2000) ไวรัสชนิดน้ีก่อให้เกิดโรคตัวแดงดวงขาวในสัตว์

กลุ่มครัสเตเชียน รวมทั้งกุ้งและปู (Van Hulten and Vlak, 2001; Flegel, 1997; Zhang et al., 

2001a)  

  ไวรัส WSSV จัดอยู่ในสกุล Whispovirus ในตระกูล Baculoviridae (Van 

Hulten et al., 2000a,b,c; Van Hulten et al., 2001a,b) เป็นไวรัสดีเอน็เอสายคู่ (double-

stranded DNA virus) รูปร่างเป็นแท่ง (rod-shaped) หรือ obovate (รูปที่ 10) ซ่ึงมีส่วนปลาย

ด้านหน่ึงยืดหยุ่นได้ มีขนาดโดยประมาณ 80-120 X 250-380 นาโนเมตร ทั้งน้ีมักขึ้ นกับสาย

พันธุ์ของเชื้ อ WSSV ที่แยกได้ในแต่ละพ้ืนที่ของการเกิดโรค (Durand et al., 1997) เน่ืองจาก

เชื้ อ WSSV เป็นสาเหตุที่ก่อให้เกดิความเสยีหายต่อการเพาะเล้ียงกุ้งในสกุลพีเนียส ซ่ึงเป็นความ

เสยีหายทางเศรษฐกจิที่ส  าคัญ ดังน้ันการศึกษาผลการเหน่ียวน ากุ้งด้วยเชื้ อก่อโรค WSSV ต่อการ

แสดงออกของ FReP จึงมีความส าคัญในการเข้าใจการตอบสนองของกุ้งขาวต่อเชื้ อก่อโรคในกุ้ง

ต่อไป 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8  ลกัษณะดวงขำวใตเ้ปลือกของกุง้ท่ีเป็นโรคตวัแดงดวงขำว (Lightner, 1996) 
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รูปท่ี 9  ลกัษณะผิวใตเ้ปลือกและอวยัวะสรำ้งเม็ดเลือดของกุง้ท่ีเป็นโรคตวัแดงดวงขำว 

              (ลูกศรชี้บริเวณที่ติดเชื้ อไวรัส)  

     (http://www.kungthai.com/virus.html วันที่สบืค้น 19 มีนาคม 2557) 

   

 

 

 
 

รูปท่ี 10  รูปร่ำงลกัษณะของไวรสัโรคตวัแดงดวงขำว (Vlak, 2001) 
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วตัถุประสงค ์

 1.  เพ่ือโคลนยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนจากกุ้งขาว (LvFReP) 

      2.  เพ่ือศึกษาสมบัติของยนีและการแสดงออกของยนี LvFReP ในเน้ือเยื่อต่าง ๆ          

  ของกุ้งขาว 

     3.  เพ่ือศึกษาผลของการเหน่ียวน าด้วยเชื้ อก่อโรคกุ้งต่อการแสดงออกของยีน 

           LvFReP ในกุ้งขาว 
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บทที่ 2 

 

 

วิธีกำรวิจยั 

 

 

วสัดุ 

1.  กุง้ตวัอย่ำง 

 กุ้งที่ใช้ในการศึกษา คือ กุ้งขาวที่มีน ้าหนักประมาณ 10-15 กรัม ไม่อยู่ในระยะ

ลอกคราบ ได้รับความอนุเคราะห์จากฟาร์มเกษตรกร อ าเภอสิงหนคร จังหวัดสงขลา น ามาเล้ียง

ในถังพลาสติกขนาด 130 ลิตร โดยให้อาหารเม็ดทุก 4-6 ชั่วโมง ที่ภาควิชาชีวเคมี คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

 

2.  แบคทีเรีย 

 - Escherichia coli สายพันธุ ์DH5α มีลักษณะ Genotype: F
-
, ⏀80dlacZ 

△M15, endA1, recA1, hsdR17 (rk

-
, mk

+
), supE44, thi-1, gyrA96, relA1, △(lacZYA-

argF) U169,  
-
 

  - White spot syndrome virus ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์

น า้มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

 
3.  อณูชีวโมเลกุล 

 3.1  DNA พำหะ (Plasmid vector) 

  pGEM
®

-T Easy (Promega) 

 3.2  DNA แม่แบบ (Template DNA) ท่ีใชใ้นกำรศึกษำ 

  DNA แม่แบบที่ใช้ในวิทยานิพนธ์น้ีคือ cDNA สายแรก (first-strand cDNA) 

ซ่ึงเตรียมจากเน้ือเยื่อของกุ้งขาว 
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4.  สำรเคมี 

           4.1  สำรเคมีเกรดวิเครำะห ์(Analytical grade)  

 

สำรเคม ี                                     บริษทัผูผ้ลิต 

Agar  BD-Bioscience 

Bromophenol blue  Promega Corporation 

Diethylpyrocarbonate  Sigma Chemical Co. 

Ethylenediaminetetraacetic acid  Fisher Chemicals   

Polyethylene glycol  Sigma Chemical Co. 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  Fisher Chemicals 

 

  4.2  สำรเคมีเกรดอณูชีววิทยำ (Molecular biology grade) 

  

สำรเคมี   บริษทัผูผ้ลิต 

100 Base pair DNA ladder 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactoside  

Agarose 

Ampicillin 

Deoxynucleotide triphosphate 

EcoR I  

Ethidium bromide 

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit 

GenRacer
TM

 Kit  

High-Speed Plasmid Mini Kit   

Luria Bertani broth  

Plate count agar  

Superscript
®

 III reverse transcriptase  

T4 DNA ligase 

Tag DNA polymerase  

Tripure Isolation Reagent  

Tryptic soy broth                                        

  Biolabs 

  Amresco 

  Invitrogen 

  Sigma Chemical Co. 

  Promega 

  Biolabs 

  Promega 

  Geneaid 

  Invitrogen 

  Geneaid 

  USB corporation  

  BD-Bioscience 

  Invitrogen 

  Promega  

  Promega 

  Roche   

  Bacto 
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อุปกรณ ์

 

อุปกรณ ์ รุ่น   บริษทัผูผ้ลิต 

Autoclave 

Bacteria incubator 

Balance (4 digits) 

Balance (3 digits) 

Balance (2 digits) 

Centrifuge 

Centrifuge 

Gel document 

Heating box 

Hot plate 

Incubator 

Micocentrifuge 

Micropipette 

Oven 

Orbital shaker 

pH meter 

Power supply 

PCR 

Shaking Incubator 

Slab gel electrophoresis 

Submarine electrophoresis 

UV-VIS spectrophotometer 

Vortex 

Water bath 

- 

1510E 

AB204-S 

GT410 

PG5002-S 

Avanti J-30I 

5415C; 5804R 

BioDoc-It
TM

System 

AccuBlock 

C-MAG HS7 

1510E 

SD220 

- 

- 

- 

713 

AE-8150; AE-8450 

MJ Mini  

SI-23MC 

AE-6400 

Mupid-ex 

160A 

G-560E 

EcoTempTW20 

  Hirayama 

  Shel Lab 

  Mettler 

  Ohaus 

  Mettler 

  Beckman Coulter 

  Eppendorf 

  UVP 

  Labnet 

  IKA 

  Shel Lab 

  Clover 

  Eppendrof 

  Binder 

  GallenKamp 

  Metrohm 

  Atto 

  Bio-Rad 

  BIOER 

  Atto 

  Advance 

  Shimadzu 

  Scientific Industries 

  Julabo 
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วิธีด ำเนินกำร 

1.  กำรเตรียมตวัอย่ำงของกุง้ขำว 

          1.1  กำรเตรียมฮีโมไซทจ์ำกกุง้ขำว 

 ดูดฮีโมลิมฟ์จากแอ่งเลือดบริเวณขาเดินคู่ที่ 3 ของกุ้งขาว ด้วยกระบอกฉีดยา 

ขนาด 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารกันเลือดแขง็ตัว [450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) และ 10 mM HEPES, pH 7.5] (Gollas-Galvin et al., 

1999) ในอตัราส่วน 1:1 จากน้ันน าไปเซนตริฟิวจ์ (centrifuge) ที่ความเรว็ 800 x g ที่อุณหภูมิ 

4
º
ซ เป็นเวลา 10 นาที ดูดแยกส่วนใสและเซลล์ฮีโมไซท์ออกจากกัน เกบ็ตะกอนฮีโมไซท์ที่        

-80
º
ซ เพ่ือใช้ในการสกดั total RNA ส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป 

          1.2  กำรเตรียมเนื้ อเยือ่จำกกุง้ขำว 

  น ากุ้งที่ดูดฮีโมลิมฟ์ออกหมดแล้วมาท าการผ่าแยกเน้ือเยื่อต่าง ๆ ออกจากตัวกุ้ง 

ซ่ึงประกอบด้วย ตับ หัวใจ ล าไส้ กระเพาะอาหาร ลิมฟอยด์ และกล้ามเน้ือ น าเน้ือเยื่อที่ตัดได้ใส่

ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และแช่ในไนโตรเจนเหลวทนัท ีเกบ็เน้ือเยื่อต่าง ๆ 

ไว้ที่ -80
º
ซ เพ่ือใช้ในการสกดั total RNA ส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป 

 

2.  กำรสกดั Total RNA โดยใช ้TriPure isolation reagent 

 เติม TriPure ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่มีเน้ือเยื่ออยู่ (จากข้อ 1) 

น ามาบดให้ละเอยีดและเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 10 นาท ี

เพ่ือแยกเศษเซลล์ออก เติม TriPure ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เพ่ือปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 

ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 12,000 x g ที่

อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอดใหม่ เติม chloroform ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสม (vortex) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที น าไป

เซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสด้านบน 

(aqueous phase) ใส่ในหลอดใหม่ ตกตะกอน RNA ด้วย isopropanol ปริมาตร 450 ไมโครลิตร 

จากน้ันจึงผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมาประมาณ 4-6 คร้ัง บ่มไว้ที่อุณหภูมิ -80
º
ซ เป็น

เวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือให้ RNA ตกตะกอน แล้วจึงน าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 12,000 x g ที่

อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ ง ล้างตะกอนโดยการเติม 75% ethanol ปริมาตร   

1 มิลลิลิตร ท าการเขย่าด้วย vortex ให้ตะกอนลอย น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 7,600 x g ที่

อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 5 นาท ีดูดส่วนใสทิ้ง และคว ่าบนกระดาษทิชชูเพ่ือซับสารละลายออกให้

หมด ตากตะกอน RNA ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง นาน 20 นาท ีแล้วละลายตะกอนในน า้ที่ปราศจาก 

RNase (diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated water) ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่

อุณหภูมิ 55
º
ซ นาน 10 นาท ีวิเคราะห์ปริมาณ total RNA โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
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ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) หาความบริสทุธิ์ของ RNA จากอตัราส่วนค่าดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260/A280) ค่าที่ได้ควรอยู่ในช่วง 1.7-2.1 เกบ็ total 

RNA ที่สกดัได้ที่อุณหภูมิ -80
º
ซ 

 
3.  กำรก ำจดั DNA ท่ีปนอยู่กบั RNA ดว้ย DNase I  

 ก าจัด DNA ที่ปนอยู่กับ RNA โดยการย่อยด้วย DNase I ก่อนการน าไป

สังเคราะห์ cDNA สายแรก โดยการเติม RNA 1 ไมโครกรัม ผสมกับ 10X DNase I reaction 

buffer (40 mM Tris-HCl, pH 8.4 - 4 mM MgCl2 - 100 mM KCl), DNase I (1 U/µl) 

ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร, RNaseOut (40 U/µl) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ DEPC-

treated water จนปริมาตรครบ 10 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 15 นาท ีจากน้ันเติม 25 mM EDTA ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65
º
ซ 

เป็นเวลา 10 นาท ีแล้วน าไปใช้สงัเคราะห์ cDNA สายแรกต่อไป 

 
4.  กำรสงัเครำะห ์cDNA สำยแรก (first-strand cDNA)  

 สงัเคราะห์ cDNA สายแรก ด้วยวิธี reverse transcription (RT) โดยน า RNA ที่

ก  าจัด DNA แล้วปริมาณ 1 ไมโครกรัม มาเติมสารละลาย 50 µM Oligo(dT)20 1 ไมโครลิตร, 

10 mM dNTP Mix 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วย DEPC-treated water ให้ได้ 13 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65
º
ซ เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงน ามาแช่น ้าแขง็ทันที

เป็นเวลา 2 นาที เตรียมสังเคราะห์ cDNA สายแรกโดยเติมสารละลาย 5X First-Strand buffer 

(250 mM Tris-HCl, pH 8.3 - 375 mM KCl - 15 mM MgCl2) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, 

0.1 M DTT 1 ไมโครลิตร, RNaseOut
TM 

(40 U/µl) 1 ไมโครลิตร และ Super Script
TM

 III  RT 

(reverse transcriptase) (200 U/µl) 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการปิเปตขึ้ นลง น าไป  

เซนตริฟิวจ์และบ่มที่อุณหภูมิ 50
º
ซ เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่อุณหภูมิ     

70
º
ซ เป็นเวลา 15 นาที น ามาแช่น ้าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที และเติม RNase H 0.5 

ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 20 นาท ีแล้วน า cDNA สายแรก ที่เตรียมได้ไปเกบ็ไว้

ที่อุณหภูมิ -20
º
ซ เพ่ือใช้เป็น DNA แม่แบบต่อไป 

 
5.  กำรโคลนยีนโปรตีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัไฟบริโนเจนจำกกุง้ขำว (LvFReP) 

          5.1  กำรออกแบบไพรเมอรส์ ำหรบักำรโคลน DNA ช้ินกลำง (Internal fragment)  

       ของยีน LvFReP 

  ออกแบบและสงัเคราะห์ไพรเมอร์ส าหรับโคลนชิ้นยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริ

โนเจน จากสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆที่มีการศึกษายีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนมาแล้วจาก

ธนาคารยีน (GenBank) ผ่านฐานข้อมูล NCBI (National Center for Biotechnology 
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Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) แล้วน าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบโดยใช้

โปรแกรม vector NTI เพ่ือหาบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) ส าหรับใช้ในการออกแบบและ

สงัเคราะห์เป็น forward และ reverse primer เพ่ือใช้ในการโคลนชิ้ น DNA ของยีน LvFReP ของ

กุ้งขาว (ตารางที่ 3) 

 

ตำรำงท่ี 3  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอรท่ี์ใชใ้นกำรโคลน DNA ช้ินกลำงของยีน LvFReP 

 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส 

LvFReP-F1                                 

LvFReP-R1                                 

β-actin-F                                      

β-actin-R                                    

5′-GCCAGAGCCTGAACCAGATCC-3′ 
5′-TGACCGTGCCAATCATACCAG-3′ 
5′-CAGATCCATGTTCGAGACCTTC-3′ 
5′-GATGTCCACGTCGCACTTCAT-3′ 

 
          5.2  กำรเพิม่ปริมำณ DNA ของยีน LvFReP 

 ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ของยีน LvFReP ด้วยเทคนิค polymerase chain 

reaction (PCR) โดยใช้ cDNA สายแรกที่เตรียมจากเน้ือเยื่อตับของกุ้งขาว (จากข้อ 4) เป็น 

DNA แม่แบบ และใช้ไพรเมอร์ LvFReP-F1 และ LvFReP-R1 (ตารางที่ 3) ผสมกบัสารละลาย

ในการท า PCR (ตารางที่ 4) ผสมให้เข้ากัน จากน้ันท า PCR ภายใต้ภาวะดังแสดงในตารางที่ 5 

และวิเคราะห์ผลการท า PCR (PCR product) ที่ได้ด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

 

ตำรำงท่ี 4  สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำ PCR ของ cDNA ช้ินกลำง 

 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

5X PCR buffer 

25 mM MgCl2 

10 mM dNTPs 

10 µM Forward primer 

10 µM Reverse primer 

Template DNA  

Tag DNA polymerase  

Sterile water 

5 

1.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.1 

16.4 

ปริมาตรรวม 25 
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ตำรำงท่ี 5  อุณหภูมิ เวลำ และจ ำนวนรอบที่ใชใ้นกำรท ำ PCR ของ cDNA ช้ินกลำง 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (
º
ซ) เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Final elongation 

94 

94 

52 

72 

72 

2 นาท ี

30 วินาท ี

45 วินาท ี

1 นาท ี

5 นาท ี

1 
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            5.3  กำรท ำ Agarose gel electrophoresis    

 การเตรียม 1% agarose gel ท าโดยการละลายผงอะกาโรส (agarose) 0.4 กรัม 

ในบัฟเฟอร์ 1X TAE (40 mM Tris-acetate, pH 8.0 - 1 mM EDTA) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

ต้มจนเดือดเพ่ือให้อะกาโรสละลาย เม่ือเร่ิมอุ่นเติม 10 mg/ml ethidium bromide ปริมาตร 0.8 

ไมโครลิตร เทอะกาโรสเหลวลงในถาดเจลที่มีหวีเสียบเพ่ือให้เจลแขง็ตัวนาน 20 นาที ดึงหวีที่

เสยีบออกอย่างระมัดระวัง น าถาดเจลไปวางใน electrophoresis chamber ที่มีบัฟเฟอร์ 1X TAE 

จนท่วมเจล ผสมสารละลาย DNA 5 ส่วนกับ 6X loading dye 1 ส่วน (0.25% bromophenol 

blue - 0.25% xylene cyanol และ 30% glycerol) หยอดสารละลาย DNA ลงในช่องเจล ใช้

กระแสไฟฟ้า 100-135 โวลท ์เม่ือเหน็แถบสเีคล่ือนที่ไปเกอืบสดุปลายเจล หยุดกระแสไฟฟ้า น า

เจลไปส่องดูแถบ DNA ด้วย ultraviolet (UV) box ถ่ายรูปเจลด้วยเคร่ือง Gel Document 

          5.4  กำรสกดัช้ิน DNA ของยีน LvFReP ออกจำกเจลโดยใช ้Gel/PCR DNA  

      Fragments Extraction Kit (Geneaid) 

 เม่ือเหน็แถบ DNA ตรงตามขนาดที่ต้องการ ตัดเจลด้วยใบมีด น าไปใส่ในหลอด 

ไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ DF ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า

กนั บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 60
º
ซ เป็นเวลา 10-15 นาท ีจนชิ้ นเจลละลายหมด ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้

เยน็ ดูดสารสะลายใส่คอลัมน์ DF น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาท ี

เทสารละลายทิ้ ง เติมบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เพ่ือก าจัดอะกาโรสที่เหลือใน

คอลัมน์ น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ้ ง ล้าง

คอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ล้าง (Washing buffer) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 นาที น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเร็ว 16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ้ ง 

น าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็เดิม เป็นเวลา 3 นาท ีเพ่ือให้คอลัมน์แห้ง จากน้ันน าคอลัมน์ DF วาง

บนหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ เติมบัฟเฟอร์ชะ (Elution buffer) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร วาง

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือชะ 

DNA ออกจากคอลัมน์ เกบ็ DNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20
º
ซ เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
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          5.5  กำรเช่ือมช้ิน DNA ของยีน LvFReP เขำ้กบั DNA พำหะ 

  น าชิ้ น DNA ของยีน LvFReP ที่สกัดแยกจากเจลไปเชื่อมกับ DNA พาหะคือ 

pGEM
®

-T Easy (Promega) ดังรูปที่ 11 โดยน า DNA ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ผสมกับสาร

ดังต่อไปน้ี pGEM
®

-T Easy (50 ng/µl) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 2X Rapid ligation buffer    

(60 mM Tris-HCl, pH 7.8 - 20 mM MgCl2 - 20 mM DTT - 2 mM ATP - 10% 

polyethylene glycol) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase (3 U/µl) 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16
º
ซ เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง น า 

DNA ลูกผสม (recombinant DNA) ที่ได้จากการเชื่อม DNA ของยีน LvFReP กับ DNA พาหะ

เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli เพ่ือเพ่ิมจ านวนต่อไป 

 

 

 
  

รูปท่ี 11  แผนท่ีลกัษณะ DNA พำหะ pGEM
®

-T Easy (Promega) 
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          5.6  กำรเตรียม Competent cells จำกแบคทีเรยี E. coli สำยพนัธุ ์DH5α  

 น าเซลล์ E. coli สายพันธุ ์DH5α ที่อยู่ในกลีเซอรอล (glycerol) เล้ียงบนอาหาร 

Luria Bertani (LB) agar แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เพ่ือให้ได้

โคโลนีเดี่ยว หลังจากน้ันน าโคโลนีเดี่ยวที่ได้ไปเล้ียงในอาหารเหลว LB (LB broth) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร โดยบ่มในเคร่ืองเขย่าที่ความเรว็ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง จากน้ันน ามาเจือจางในอตัราส่วน 1:100 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50  มิลลิลิตร บ่ม

ในเคร่ืองเขย่าที่ความเรว็ 200 รอบต่อนาท ีที่อุณหภูมิ 37
º
ซ จนได้สารแขวนลอยเซลล์ที่มีค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร (A600) ประมาณ 0.5-0.6 ถ่ายใส่หลอด cornical tube ขนาด 50 

มิลลิลิตร วางบนน า้แขง็ 10 นาที น าไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 3,000 x g ที่อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็น

เวลา 10 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง แขวนลอยตะกอนเซลล์ด้วย TSS buffer (10% polyethylene glycol 

- 5% DMSO (dimethyl sulfoxide) - 20 mM MgCl2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมโดยการ     

ปิเปตขึ้ นลง น าเซลล์ที่เตรียมได้แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 ไมโครลิตร  

เกบ็ที่อุณหภูมิ -80
º
ซ เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 5.7  กำรน ำ DNA ลูกผสมเขำ้สู่เซลลแ์บคทีเรยีโดยกระบวนกำร Transformation  

   น า competent cells ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α 100 ไมโครลิตร 

(จากข้อ 5.6) วางบนน า้แขง็เป็นเวลา 10 นาท ีผสมกบั DNA ลูกผสมที่เตรียมได้ (จากข้อ 5.5) 

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร วางบนน ้าแขง็ 30 นาที จากน้ันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42
º
ซ เป็นเวลา 90 

วินาท ีวางหลอดบนน า้แขง็ทนัท ีเป็นเวลา 2 นาท ีเติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 

น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง จากน้ันน าเชื้ อที่เล้ียงได้ปริมาตร 100ไมโครลิตร 

มาเกล่ียบนอาหารแขง็ LB (LB agar) ที่มี 100 µg/µl ampicillin, 80 mg/ml 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl--D-galactoside (X-Gal) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง จากน้ันเลือกโคโลนีสีขาวที่มี DNA ลูกผสม มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ที่มี ampicillin ความเข้มข้น 100 µg/µl เล้ียงในเคร่ืองเขย่าที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 

16-18 ชั่วโมง  

 5.8  กำรสกดัพลำสมิดโดยใช ้High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) 

 น าโคโลนีสีขาวที่เ ล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มี ampicillin (จากข้อ 5.7)          

ไปเซนตริฟิวจ์ ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีเทส่วนสารละลายทิ้ง แขวนลอยตะกอน

เซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ PD1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสม จากน้ันเติม

บัฟเฟอร์ PD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยการพลิกหลอดไปมาเบา ๆ ประมาณ 

4-6 คร้ัง ตั้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ีเติมบัฟเฟอร์ PD3 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดไปมาเบา ๆ ประมาณ 4-6 คร้ัง น าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 

16,000 x g เป็นเวลา 3 นาท ีดูดส่วนใสใส่ในคอลัมน์ PD น าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 



40 

 

 

x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ้ ง เติมบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น าไป   

เซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ้ ง ล้างคอลัมน์ด้วย

บัฟเฟอร์ล้าง ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 x g เป็นเวลา 30 

วินาท ีเทสารละลายทิ้ง น าไปเซนตริฟิวจ์ซ า้อกี 3 นาท ีเพ่ือท าให้คอลัมน์แห้ง จากน้ันย้ายคอลัมน์ 
PD ไปวางในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ จากน้ันเติมบัฟเฟอร์ชะ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เพ่ือ

ชะพลาสมิดออกจากคอลัมน์ ตั้งทิ้ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ีน าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็

16,000 x g เป็นเวลา 2 นาที เกบ็พลาสมิดที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20
º
ซ เพ่ือใช้ในการทดลอง

ต่อไป 

          5.9  กำรตรวจสอบ DNA ลูกผสมโดยกำรตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ ำเพำะ EcoR I 

 น าพลาสมิดที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I เพ่ือตรวจหา DNA 

ลูกผสม โดยน าพลาสมิดที่สกดัได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมสารดังต่อไปน้ี เอนไซม์ตัดจ าเพาะ

EcoR I ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X reaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน ้า DI 

ปริมาตร 6 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ตรวจสอบผลด้วย 1% 

agarose gel electrophoresis 

            5.10  กำรวิเครำะหล์ ำดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 

 น าพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้น DNA ของยีน LvFReP ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ด้วยเคร่ือง ABI Prism 3730XL DNA Sequencer (Applied Biosystems) ของบริษัท 

Biobasic Inc. โดยใช้ SP6 และ T7 เป็นไพรเมอร์ของพลาสมิด 

          5.11  กำรเพิม่ปริมำณช้ิน DNA ของปลำย 3' และ 5' ดว้ยวิธี Rapid amplification 

        cDNA end (RACE) โดยใช ้GeneRacer
TM

 Kit (Invitrogen) 

  5.11.1  กำรสรำ้ง cDNA สำยแรก 

 5.11.1.1  กำรก ำจดัหมู่ฟอสเฟตออกจำก RNA (Dephosphorylation 

                of RNA) โดยเอนไซม ์calf intestinal phosphatase (CIP) 

 น า total RNA ที่สกัดได้จากเน้ือเยื่อตับของกุ้งขาว (จากข้อ 2) ปริมาตร 5 

ไมโครกรัม เติมส่วนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 10X CIP buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 

8.5 - 1 mM EDTA), RNaseOut
TM

 (40 U/µl), CIP (10 U/ µl ใน 25 mM Tris-HCl, pH 

7.6 - 1 mM MgCl2 - 0.1 mM ZnCl2 - 50% (w/v) glycerol) ปริมาตรอย่างละ 1 

ไมโครลิตร และเติม DEPC-treated water จนมีปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 50
º
ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือเสรจ็ขั้นตอนน้ีน า RNA ไปวางบนน ้าแขง็เพ่ือใช้ในการ

ทดลองต่อไป 
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 5.11.1.2  กำรตกตะกอน RNA (RNA precipitation) 

 น าสารละลาย (จากข้อ 5.11.1.1) ผสมกับ DEPC-treated water ปริมาตร    

90 ไมโครลิตร และ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสม นาน 30 วินาท ีจากน้ันน าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 x g ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาท ีดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

เติม 10 mg/ml mussel glycogen ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 3 M sodium acetate, pH 5.2 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ absolute ethanol ปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วแช่

แขง็ในน า้แขง็แห้งนาน 10 นาท ีน าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 x g อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา 

20 นาท ีทิ้งส่วนใส แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้า

กันโดยการพลิกหลอดไปมา น าไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเรว็ 16,000 x g อุณหภูมิ 4
º
ซ เป็นเวลา    

2 นาที เทส่วนใสทิ้ ง ตากตะกอน RNA ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที จากน้ันละลายตะกอน 

RNA ด้วย DEPC-treated water ปริมาตร 7 ไมโครลิตร 

 5.11.1.3  กำรน ำ 5′ Cap ออกจำกปลำย 5′ ของ mRNA      

                                          (Removing of mRNA cap structure) 

 เตรียมสารละลายที่ประกอบด้วย 10X TAP buffer (0.5 M sodium acetate, pH 

6.0 - 10 mM EDTA - 1% -mercaptoethanol - 0.1% Triton X-100), RNaseOut
TM

 (40 

U/µl ใน 20 mM Tris-HCl, pH 8 - 50 mM KCl - 0.5 mM EDTA - 8 mM DTT - 50% 

(v/v) glycerol), Tobacco acid pyrophosphatase (TAP) (0.5 U/µl ใน 10 mM Tris-HCl, 

pH 7.5 - 0.1 M NaCl - 0.1 mM EDTA -1 mM DTT - 0.01% Triton X-100 - 50% 

(w/v ) glycerol) ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร และ dephosphorylated RNA (จากข้อ 

5.11.1.2) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

เพ่ือให้เอนไซม์ท างานได้ดี น าไปแช่น า้แขง็ จากน้ันตกตะกอน mRNA ตามวิธีข้อ 5.11.1.2 แล้ว

จึงละลายตะกอนกลับด้วย DEPC-treated water ปริมาตร 7 ไมโครลิตร 

 5.11.1.4  กำรเช่ือมต่อ GeneRacer
TM

 RNA Oligo เขำ้กบั ปลำย 5′ 
                ของ mRNA (Ligation of RNA oligo decapped mRNA) 

 น าสารละลาย (จากข้อ 5.11.1.3) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดที่มี 

0.25 ไมโครกรัม lyophilized GeneRacer
TM

 RNA Oligo ผสมสารละลายให้เข้ากนั บ่มที่อุณหภูมิ 

65
º
ซ เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือท าลายโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA จากน้ันแช่น ้าแขง็ 2 นาที เติม 

10X T4 Ligase buffer (330 mM Tris-acetate, pH 7.8 - 660 mM potassium acetate - 

100 mM magnesium acetate - 5 mM DTT), 10 mM ATP, RNaseOut
TM

 (40 U/µl) และ 

T4 RNA ligase (5 U/µl ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 0.1 M NaCl - 0.1 mM EDTA - 

1 mM DTT - 0.1% Triton
®

 X-100 - 50% (w/v) glycerol) ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากนั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เซนตริฟิวจ์เบา ๆ น าไปแช่น ้าแขง็ 
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จากน้ันตกตะกอน mRNA ตามวิธข้ีอ 5.11.1.2 แล้วจึงละลายตะกอนด้วย DEPC-treated water 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

 5.11.1.5  กำรสงัเครำะห ์cDNA สำยแรก จำก mRNA (Reverse  

     transcription of mRNA) 

 น า RNA ที่เตรียมได้จากข้อ 5.11.1.4 ผสมกับไพรเมอร์ GeneRacer RNA 

Oligo dT (5′-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24-3′ 60 

bases), dNTP Mix และ DEPC-treated water ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 65
º
ซ เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือท าลายโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA จากน้ันแช่น ้าแขง็ 2 

นาท ีแล้วจึงน ามาผสมกบั 5X RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3 - 375 mM KCl - 15 

mM MgCl2) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, 0.1 M DTT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, Superscrip
TM

 III RT 

(200 U/µl ใน 20 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 100 mM NaCl - 0.1 mM EDTA - 1 mM 

DTT - 0.01% (v/v) Nonidet P-40 - 50% (w/v) glycerol) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 

RNaseOut
TM

 (40 U/µl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50
º
ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

จากน้ันย้ายไปบ่มที่อุณหภูมิ 70
º
ซ เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือยับยั้งการท างานของ Superscrip

TM
 III 

RT แล้วจึงน าไปแช่น ้าแขง็ทันที 2 นาที แล้วจึงเติม RNase H (2 U/µl ใน 20 mM Tris-HCl, 

pH 7.5 - 100 mM KCl - 10 mM MgCl2 - 0.1 mM EDTA - 0.1 mM DTT - 50 µg/ml 

BSA - 50% glycerol) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37
º
ซ เป็นเวลา 20 นาท ีเพ่ือ

ท าลาย RNA น า cDNA สายแรกที่สงัเคราะห์ได้ เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณ DNA ทางด้าน

ปลาย 5′ และ 3′ ด้วยเทคนิค Rapid amplification of cDNA ends (RACE) 
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รูปท่ี 12  แผนภำพแสดงขั้นตอนกำรสงัเครำะห ์cDNA สำยแรก ส ำหรบักำรเพิม่ปริมำณ 

                DNA ดำ้น ปลำย 5′ และ 3′ 
                CIP, calf intestinal phosphatase; TAP, tobacco acid pyrophosphatase 
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                        5.11.2  กำรเพิม่ปริมำณ DNA ดำ้นปลำย 3′ 
  การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 3′ ของยีน LvFReP อาศัยเทคนิค RACE โดย

ใช้ cDNA สายแรก (จากข้อ 5.11.1.5) เป็น DNA แม่แบบ ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 3′ และ 
3′ RACE-F (LvFReP, GSP) (ตารางที่ 6) ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 3′ (รอบที่ 1) 

ผสมสารละลายดังแสดงในตารางที่ 7 ท า PCR ภายใต้ภาวะดังแสดงในตารางที่ 8 

 
ตำรำงท่ี 6  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอรท่ี์ใชเ้พิม่ปริมำณ DNA ดำ้นปลำย 3′ 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส 

GeneRacer
TM

 3              

GeneRacer
TM

 3′ Nested Primer          

3′ RACE-F (LvFReP, GSP)                      

5′-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3′ 
5′-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3′ 
5′-CGAATCTCAACGGCGTGTACTACAGGG-3′ 

 
ตำรำงท่ี 7  สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 3′ (รอบที่ 1) 

 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

5X PCR buffer    

25 mM MgCl2 

10 mM dNTPs 

GeneRacer
TM

 3′ 
3′ RACE-F (LvFReP, GSP)  

Template DNA 

Tag DNA polymerase 

Sterile water 

5 

1.5 

0.5 

1.5 

0.5 

0.5 

0.1 

15.4 

ปริมาตรรวม 25 
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ตำรำงท่ี 8  อุณหภูมิ เวลำ และจ ำนวนรอบที่ใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 3′ (รอบที่ 1) 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (
º
ซ) เวลา จ านวนรอบ (รอบ) 

Initial denaturation 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Final elongation 

94 

94 

68 

72 

72 

2 นาท ี

30 วินาท ี

45 วินาท ี

1 นาท ี

5 นาท ี

1 

 

35 

 

1 

 
  ส าหรับการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 3′ (รอบที่ 2) และด้านปลาย 3′ 
Nested ใช้ผลิตผลจากการท า PCR ด้านปลาย 3′ (รอบที่ 1) เป็น DNA แม่แบบ เพ่ือเพ่ิมปริมาณ 

DNA ด้านปลาย 3′ (รอบที่ 2) ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 3′ และ 3′ RACE-F (LvFReP, 

GSP) ส่วนด้านปลาย 3′ Nested ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 3′ Nested และ 3′ RACE-F 

(LvFReP, GSP)  ผสมกบัสารละลายที่ใช้ในการท า PCR ดังแสดงในตารางที่ 9 ท า PCR ภายใต้

ภาวะดังแสดงในตารางที่ 10 

 

ตำรำงท่ี 9  สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 3′ (รอบที่ 2) และดำ้นปลำย 3′   
               Nested 

 
สารเคมี 3′ RACE 

(ไมโครลิตร) 

3′ Nested 

(ไมโครลิตร) 

5X PCR buffer 

25 mM MgCl2 

10 mM dNTPs 

GeneRacer
TM

 3′ (10 µM) 

GeneRacer
TM

 3′ Nested (10 µM) 

3′ RACE-F (LvFReP, GSP) (10 µM) 

Template (PCR product ของ 3′ RACE (รอบที่ 1) 

Tag DNA polymerase 

Sterile water 

5 

1.5 

0.5 

0.5 

- 

0.5 

0.5 

0.1 

16.4 

5 

1.5 

0.5 

- 

0.5 

0.5 

0.5 

0.1 

16.4 

ปริมาตรรวม 25 25 
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ตำรำงท่ี 10  อุณหภูมิ เวลำ และจ ำนวนรอบที่ใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 3′ (รอบที่ 2)   

                  และดำ้นปลำย 3′ Nested 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (
º
ซ) เวลา (นาท)ี จ านวนรอบ (รอบ) 

Initial denaturation 

Denaturation 

Annealing  

Extension 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Final extension 

94 

94 

72 

72 

94 

70 

72 

94 

68 

72 

72 

2 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

5.00 นาท ี

1 

 

5 

 

 

5 

 

 

25 

 

1 

  

   เม่ือเสรจ็สิ้นกระบวนการท า PCR จะน า PCR product ด้านปลาย 3′ ที่ได้มา
วิเคราะห์ผล ด้วย 1% agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดชิ้ น DNA ด้านปลาย 3′ และ 3′ 
Nested ของยีน LvFReP ออกจากเจลโดยใช้ Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit 

(Geneaid) ตามวิธข้ีอ 5.4 น าไปเชื่อมเข้ากบั DNA พาหะ pGEM
®

-T Easy (Promega) ตามวิธี

ข้อ 5.5 แล้วจึงน า DNA ลูกผสมเข้าสู่ competent cells ของ E. coli สายพันธุ์ DH5α ตามวิธีข้อ 

5.7 ท าการสกดัพลาสมิดโดยใช้ High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) ตามวิธีข้อ 5.8 และ

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้านปลาย 3′ และ 3′ Nested ของยีน LvFReP ตามวิธีข้อ 5.10 

จากน้ันน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้ นกลางและด้านปลาย 3' ของยีน LvFReP มาเหล่ือมต่อกัน 

(overlapping) ด้วยโปรแกรม vector NTI เพ่ือให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ที่มีขนาดยาว

ขึ้น จากน้ันเปรียบเทยีบล าดับเบสของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนที่โคลนได้ของกุ้งขาว

กบัล าดับเบสของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจนจากกุ้งหรือครัสเตเชียนชนิดต่าง ๆ 

 5.11.3  กำรเพิม่ปริมำณ DNA ดำ้นปลำย 5′  
  ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ ของยีน LvFReP ด้วยเทคนิค RACE 

โดยใช้ cDNA สายแรก (จากข้อ 5.11.1.5) เป็น DNA แม่แบบ ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 5′ 
และ 5′ RACE-R (LvFReP, GSP) (ตารางที่ 11) ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ (รอบ
ที่ 1) ผสมสารละลายดังแสดงในตารางที่ 12 ท า PCR ภายใต้ภาวะดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตำรำงท่ี 11  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอรท่ี์ใชเ้พิม่ปริมำณ DNA ดำ้นปลำย 5′  
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส 

GeneRacer
TM

 5′ 
GeneRacer

TM
 5′ Nested 

5′ RACE-R1 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R2 (LvFReP, GSP)        

5′ RACE-R3 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R4 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R5 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R6 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R7 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R8 (LvFReP, GSP) 

5′ RACE-R9 (LvFReP, GSP) 

5′- CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3′ 
5′- GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3′ 
5′- CGAAGCGGATCTGGTTCAGGCTCTGG-3′ 
5′- TGTGGCTAGTGAAGGAGTCTTGGGCGT-3′ 
5′-CACTTCTTGTACCACCAGCCGCCCTTGT-3′ 
5′-GCCGCTGTAATGGTTCACTTCGAGCTTG-3′ 
5′-TGTGGTACACGCCGTTGAGATTGGTCGA-3′ 
5′-TGCATATGACTCGTGGTGTCCCCTGTGG-3′ 
5′-CGCCGTTGAGATTGGTCGAATGGCACT-3′ 
5′-CGTCCAGCCGCCGCCGTCGCTCGTCAT-3′ 
5′-GCCACGTTGCCGAAGCCGAGGACGTACT-3′ 

 

ตำรำงท่ี 12  สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 5′ (รอบที่ 1) 

 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

  5X PCR buffer 

  25 mM MgCl2 

  10 mM dNTPs 

  GeneRacer
TM

 5′ 
  5′ RACE-R (LvFReP, GSP) 

  Template DNA 

  Tag DNA polymerase 

  Sterile water 

5 

1.5 

0.5 

1.5 

0.5 

0.5 

0.1 

15.4 

ปริมาตรรวม 25 
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ตำรำงท่ี 13  อุณหภูมิ เวลำ และจ ำนวนรอบที่ใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 5′ (รอบที่ 1) 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (
º
ซ) เวลา จ านวนรอบ (รอบ) 

Initial denaturation 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Final elongation 

94 

94 

68 

72 

72 

2 นาท ี

30 วินาท ี

45 วินาท ี

1 นาท ี

5 นาท ี

1 

 

35 

 

1 

 

  ส าหรับการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ (รอบที่ 2) และด้านปลาย 5′ 
Nested ใช้ผลิตผลจากการท า PCR ด้านปลาย 5′ (รอบที่ 1) เป็น DNA แม่แบบ โดยการเพ่ิม

ปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ (รอบที่ 2) ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 5′ และ 5′ RACE-R 

(LvFReP, GSP) ส่วนด้านปลาย 5′ Nested ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer
TM

 5′ Nested และ 5′ 
RACE-R (LvFReP, GSP) ผสมกับสารละลายที่ใช้ในการท า PCR ดังแสดงในตารางที่ 14 ท า 

PCR ภายใต้ภาวะดังแสดงในตารางที่ 15 

 

ตำรำงท่ี 14  สำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 5′ (รอบที่ 2) และดำ้นปลำย 5′    
                  Nested 

 

สารเคมี 5′ RACE 

(ไมโครลิตร) 

5′ Nested 

(ไมโครลิตร) 

  5X PCR buffer 

  25 mM MgCl2 

  10 mM dNTPs 

  GeneRacer
TM

 5′ (10 µM) 

  GeneRacer
TM

 5′ Nested (10 µM) 

  5′ RACE-R (LvFReP, GSP) (10 µM) 

  Template (PCR product ของ 5′ RACE (รอบที่ 1) 

  Tag DNA polymerase 

  Sterile water 

5 

1.5 

0.5 

0.5 

- 

0.5 

0.5 

0.1 

16.4 

5 

1.5 

0.5 

- 

0.5 

0.5 

0.5 

0.1 

16.4 

ปริมาตรรวม 25 25 
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ตำรำงท่ี 15  อุณหภูมิ เวลำ และจ ำนวนรอบที่ใชใ้นกำรท ำ PCR ดำ้นปลำย 5′ (รอบที่ 2)   

                  และดำ้นปลำย 5′ Nested 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (
º
ซ) เวลา (นาท)ี จ านวนรอบ (รอบ) 

  Initial denaturation 

  Denaturation 

  Annealing  

  Extension 

  Denaturation 

  Annealing 

  Extension 

  Denaturation 

  Annealing 

  Extension 

  Final extension 

94 

94 

72 

72 

94 

70 

72 

94 

68 

72 

72 

2 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

0.50 นาท ี

0.50 นาท ี

1.00 นาท ี

5.00 นาท ี

1 

 

5 

 

 

5 

 

 

25 

 

1 

 

   เม่ือเสรจ็สิ้นกระบวนการท า PCR จะน า PCR product ด้านปลาย 5′ ที่ได้มา
วิเคราะห์ผล ด้วย 1% agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดชิ้ น DNA ด้านปลาย 5′ และ 5′ 
Nested ของยีน LvFReP ออกจากเจลโดยใช้ Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit 

(Geneaid) ตามวิธข้ีอ 5.4 น าไปเชื่อมเข้ากบั DNA พาหะ pGEM
®

-T Easy (Promega) ตามวิธี

ข้อ 5.5 แล้วจึงน า DNA ลูกผสมเข้าสู่ competent cells ของ E. coli สายพันธุ์ DH5α ตามวิธีข้อ 

5.7 ท าการสกดัพลาสมิดโดยใช้ High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) ตามวิธีข้อ 5.8 และ

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้านปลาย 5′ และ 5′ Nested ของยีน LvFReP 

  5.12  กำรโคลน DNA ส่วน Open reading frame (ORF) ของยีน LvFReP      

            จำกกุง้ขำว 

     ท าการออกแบบ forward primer จากล าดับนิวคลีไทด์ของยีน FmFReP ของกุ้ง

แชบ๊วย และ reverse primer จากล าดับนิวคลีไทด์ของยีน LvFReP ของกุ้งขาว จากน้ันน าไพร

เมอร์ที่ออกแบบได้ มาท าการโคลน DNA ส่วน ORF ของยีน LvFReP โดยท าการเพ่ิมปริมาณ 

DNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ cDNA สายแรกที่เตรียมได้จากเน้ือเยื่อตับของกุ้งขาวเป็นแม่แบบ 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายที่ใช้ในการท า PCR ดังน้ี 5X PCR buffer ปริมาตร 

5 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs ปริมาตร 0.5 

ไมโครลิตร, 10 µM forward primer (ORF-LvFReP-F), 10 µM reverse primer (ORF-



50 

 

 

LvFReP-R) ดังแสดงในตารางที่ 16 ปริมาตรอย่างละ 0.5 ไมโครลิตร, Tag DNA polymerase 

ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร และเติมน ้า DI จนครบปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากัน 

จากน้ันท า PCR ภายใต้สภาวะ Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94
º
ซ เวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ 

และท า 35 รอบของสภาวะ Denaturation ที่อุณหภูมิ 94
º
ซ เวลา 30 วินาที, Annealing ที่

อุณหภูมิ 52
º
ซ เวลา 45 วินาท ีและ Extension ที่อุณหภูมิ 72

º
ซ เวลา 1.50 นาที และจ านวน 1 

รอบสดุท้ายของ Final elongation ที่อุณหภูมิ 72
º
ซ เวลา 5 นาท ีจากน้ันวิเคราะห์ผลผลิตจากการ

ท า PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis แล้วจึงสกดัชิ้น DNA ของยีน LvFReP จากเจลอะ

กาโรส ตามวิธข้ีอ 5.4 น าชิ้น DNA บริสทุธิ์ไปเช่ือมต่อกบั DNA พาหะ pGEM
®

-T Easy ตามวิธี

ข้อ 5.5 แล้วจึงน า DNA ลูกผสมเข้าสู่ competent cells ของ E. coli สายพันธุ์ DH5α ตามวิธีข้อ 

5.7 ท าการสกดัพลาสมิด ตามวิธข้ีอ 5.8 ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I ตามวิธีข้อ 5.9 เพ่ือ

ตรวจหา DNA ลูกผสมแล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ จากน้ันน าล าดับนิวคลีโอไทด์ชิ้ น

กลาง และด้านปลาย 3′ ที่เหล่ือมต่อกนัแล้ว มาเหล่ือมต่อกบับริเวณ ORF ของยีน LvFReP ด้วย

โปรแกรม vector NTI เพ่ือให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยาวขึ้นของยีน LvFReP ของกุ้งขาว 

 

ตำรำงท่ี 16  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอรท่ี์ใชใ้นกำรเพิ่มปริมำณ DNA ส่วน ORF ของ

          ยีน LvFReP 

 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส 

ORF-LvFReP-F 

ORF-LvFReP-R                              

 5′-ATGAGCCCAACGGCAATAGT-3′ 
 5′-TTAGAATCTTGGTTTGATCTTCA-3′ 

 
 5.13  กำรวิเครำะหข์อ้มูลโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร ์

   เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน LvFReP ของกุ้งขาวกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ของกุ้งหรือสตัว์ในกลุ่มครัสเตเชียนชนิดต่าง ๆ เพ่ือวิเคราะห์ความเหมือน (% identity) โดย

ใช้ BLAST program (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast) วิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนด้วย

โปรแกรม The Expert Protein Analysis System (http://www.expasy.org) หาต าแหน่ง FReD 

ด้วย SMART service (http://smart.emblheidelberg.de) หา Signal peptide โดยใช้ SignalP 

4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/service/signalP) น าล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่มี FReD มา

เปรียบเทียบ (alignment) โดยใช้ ClustalW Multiple Alignment program (http://www.ebi. 

ac.uk/clustalW) และศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม 

MEGA 5.2 
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6.  กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน LvFReP ในเนื้ อเยือ่ต่ำง ๆ  

 น า total RNA ที่สกัดได้จากเน้ือเยื่อต่าง ๆ ซ่ึงได้แก่ เซลล์ฮีโมไซท์ ตับ ล าไส้ 

เหงือก กระเพาะอาหาร กล้ามเน้ือ หัวใจ และลิมฟอยด์ (จากข้อ 2) น ามาท าลาย DNA ที่

ปนเป้ือนด้วย DNase I จากน้ันสังเคราะห์ cDNA สายแรก ตามวิธีข้อ 4 เพ่ือใช้เป็น DNA 

แม่แบบในการเพ่ิมปริมาณ โดยผสมกบัสารละลายในการท า PCR (ตารางที่ 4) ใช้ไพรเมอร์ที่ใช้

ในการโคลน DNA ชิ้นกลางของยีน LvFReP และ β-actin (ตารางที่ 3) ท า PCR ภายใต้สภาวะ 

Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94
º
ซ เวลา 2 นาที จ านวน 1 รอบ และท า 35 รอบของสภาวะ 

Denaturation ที่อุณหภูมิ 94
º
ซ เวลา 30 วินาท,ี Annealing ที่อุณหภูมิ 52

º
ซ เวลา 45 วินาท ีและ 

Extension ที่อุณหภูมิ 72
º
ซ เวลา 1 นาที และ 1 รอบสุดท้ายของ Final elongation ที่อุณหภูมิ 

72
º
ซ เวลา 5 นาท ีจากน้ันดูการแสดงออกของ mRNA ของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน 

โดยน าผลผลิตของ LvFReP และ β-actin ที่ได้จากการท า PCR ตรวจสอบการแสดงออกด้วยการ

ท า อิเลก็โทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 1% วัดความเข้มของแถบ (band intensity) โดยใช้ Gel 

Document รุ่น BioDoc-It
TM

 system ด้วยโปรแกรม Labworks 4.0 ค านวณค่าอัตราส่วนความ

เข้มแถบของยีน LvFReP เทยีบกบัยีน β-actin (relative intensity) 

 

7.   กำรศึกษำผลกำรเหนีย่วน ำกุง้ดว้ยจุลินทรียก่์อโรคต่อระดบักำรแสดงออกของยีน     

       LvFReP  

          7.1  กำรเตรียมจุลนิทรีย ์

  ส าหรับ WSSV เตรียม stock WSSV โดยตัดกล้ามเน้ือของกุ้งที่ติดเชื้ อ WSSV 

บดให้ละเอียดใน TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7.5 - 0.85% NaCl) ในอัตราส่วน 1:2 

(น ้าหนักเน้ือเยื่อ:ปริมาตร TBS) (กิจการ ศุภมาตย์ และคณะ, 2543) แล้วเซนตริฟิวจ์ ที่

ความเรว็ 41,800 x g นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4
º
ซ เกบ็ส่วนใสที่กรองผ่านกระดาษกรอง  

(0.45 ไมครอน) ไว้ที่ -80
º
ซ เพ่ือใช้ทดลองต่อไป 

          7.2  กำรเตรียมกุง้ตวัอย่ำงก่อนกำรเหนีย่วน ำดว้ย WSSV 

  เล้ียงกุ้งขาวในถังพลาสติกกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon) โดยเตรียมถังก่อน

เล้ียงกุ้งดังน้ี ล้างถัง ฆ่าเชื้ อด้วยคลอรีนและทิ้ งให้แห้งอย่างน้อย 2 วัน จากน้ันใส่น ้าทะเลที่มี

คลอรีนฆ่าเชื้ อปริมาตรประมาณคร่ึงถัง ลงในถัง ให้อากาศตลอดเวลา ทิ้ งไว้ประมาณ 1 อาทิตย์ 

แล้วน ากุ้งที่คัดขนาดใกล้เคียงกนั ซ่ึงมีน า้หนักประมาณตัวละ 10-15 กรัม ลงเล้ียงถังละ 4-5 ตัว 

โดยให้อาหารเมด็ส าเรจ็รูปทุก 4-6 ชั่วโมง ปล่อยให้กุ้งปรับตัวเข้ากบัสภาพแวดล้อมในถัง นาน 3 

วัน โดยสงัเกตว่ากุ้งแขง็แรงไม่มีอาการอ่อนเพลีย ว่ายน า้และกนิอาหารเป็นปกติ 
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          7.3  กำรศึกษำผลกำรฉีดกุง้ดว้ย WSSV ต่อกำรแสดงออกของยีน LvFReP โดย   

                 วิธี semiquantitative RT-PCR 

  น าเชื้ อ WSSV เจือจางด้วย 0.85% NaCl ให้ได้ความเข้มข้น 10
-6

 เท่า ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร ฉีดกุ้งที่บริเวณกล้ามเน้ือโคนหาง เพ่ือกระตุ้นให้กุ้งติดโรค จากน้ันน ากุ้งไปเล้ียง

ต่อตามปกติ ตัดตับกุ้งหลังการฉีดที่เวลา 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง กลุ่มละ 5 

ตัว จากน้ันน าตับที่ได้ไปสกัด total RNA (ตามวิธีข้อ 2) และน าไปสังเคราะห์ cDNA สายแรก 

(ตามวิธข้ีอ 4) เพ่ือใช้เป็น DNA แม่แบบในการเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่ใช้ในการ

โคลน DNA ชิ้นกลางของยีน LvFReP และ β-actin (ตารางที่ 3) โดยผสมกับสารละลายในการ

ท า PCR (ตารางที่ 4) โดยน าผลผลิตของ LvFReP และ β-actin ที่ได้จากการท า PCR ตรวจสอบ

การแสดงออกด้วยการท าอเิลก็โทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 1% วัดความเข้มของแถบ โดยใช้ Gel 

Document รุ่น BioDoc-It
TM

 system ด้วยโปรแกรม Labworks 4.0 ค านวณค่าอัตราส่วนความ

เข้มแถบของยีน LvFReP เทยีบกบัยีน β-actin  
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บทที่ 3 

 

ผลกำรทดลอง 

 

1.  กำรโคลนช้ิน DNA ของยีน LvFReP จำกตบัของกุง้ขำว 

          1.1  กำรออกแบบไพรเมอรส์ ำหรบัโคลนยีน LvFReP 

  ส าหรับการโคลน DNA ชิ้นกลางของยีน LvFReP เร่ิมจากการออกแบบไพรเมอร์ 

ซ่ึงได้มาจากการเปรียบเทยีบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ FReP จากสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ที่มีรายงานอยู่

ในธนาคารยีน (GenBank) ผ่านฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม Vector NTI พบบริเวณอนุรักษ์ 

(conserved region) ของ FReP อยู่หลายบริเวณ ท าการเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์

ดังกล่าวมาใช้ออกแบบเป็น forward และ reverse primer ซ่ึงไพรเมอร์ที่ได้ คือ LvFReP-F1 และ 

LvFReP-R1 ดังแสดงในตารางที่ 3 

 1.2  แบบแผนกำรโคลน DNA ของยีน LvFReP 

 แบบแผนการโคลน DNA ของยีน LvFReP เร่ิมจากการใช้ cDNA สายแรกที่

สงัเคราะห์ได้จากเน้ือเยื่อตับเป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณ DNA ชิ้นกลางของ LvFReP หลังจาก

น้ันจึงท าการออกแบบไพรเมอร์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ชิ้ นกลางที่ได้ เพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ส าหรับ

เพ่ิมปริมาณ DNA ทางด้านปลาย 3′ (3′ RACE-F (LvFReP, GSP)) ซ่ึง cDNA สายแรก

ส าหรับใช้ในการท า 3′ RACE จะสงัเคราะห์โดยใช้ไพรเมอร์ oligo (dT) ที่มีการเชื่อมต่อกบัล าดับ

นิวคลีโอไทด์อื่นอีก 36 คู่เบส แล้วจึงน า cDNA สายแรกที่ได้ใช้เป็นแม่แบบในการเพ่ิมปริมาณ 

DNA ทางด้านปลาย 3′ ของยีน LvFReP จากกุ้งขาว ด้วยเทคนิค RACE ในท านองเดียวกันท า

การออกแบบไพรเมอร์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ชิ้ นกลางที่ได้ เพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิม

ปริมาณ DNA ทางด้านปลาย 5′ (5′ RACE-R (LvFReP, GSP)) และออกแบบไพรเมอร์ของ

ส่วนที่เป็น ORF ของยีน เพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ในส่วนที่เป็น ORF ของ

ยีน น าล าดับนิวคลีโอไทด์ด้านปลาย 3′ และ ORF มาเชื่อมต่อกันด้วยโปรแกรม Vector NTI ดัง

แสดงในรูปที่ 13 
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รูปท่ี 13  แบบแผนกำรโคลน DNA ของยีน LvFReP ของกุง้ขำว 

 

 1.3  กำรเพิม่ปริมำณ DNA ช้ินกลำงของยีน LvFReP 

  ในการโคลน DNA ชิ้นกลางของยีน LvFREP ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ตามผล

ข้อ 1.1 ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ cDNA สายแรกที่เตรียมได้จากตับของกุ้งขาวเป็น DNA 

แม่แบบ น า PCR product ที่ได้มาตรวจสอบผลด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบแถบ 

DNA เพียงแถบเดียวมีขนาดประมาณ 340 คู่เบส  ดังแสดงผลในรูปที่ 14 ท าการสกัด DNA 

ออกจากเจล น าไปเชื่อมต่อกบั DNA พาหะ pGEM
®

-T Easy และเพ่ิมปริมาณ DNA ลูกผสมใน

เซลล์เจ้าบ้าน E. coli (DH5α) จากน้ันคัดเลือกโคโลนีสีขาวมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มี 

amplicilin น าเซลล์ที่เล้ียงได้มาสกัดพลาสมิด ท าการตรวจสอบดีเอน็เอลูกผสมด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ EcoR I เลือกพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้ นยีนแทรกอยู่ จากน้ันน าพลาสมิดลูกผสมที่ได้ ไป

วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า DNA ชิ้นกลางของยีน LvFReP มีความยาว 340 คู่เบส มี

ล าดับนิวคลีโอไทด์ดังแสดงในรูปที่ 15 และถอดรหัสได้เป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 112 

หน่วย เม่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ชิ้ นกลางของยีน LvFReP ของกุ้งขาวที่โคลนได้กับ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต่าง ๆ ที่มีอยู่ในธนาคารยีนโดยใช้โปรแกรม Blastx พบว่าล าดับนิวคลี

โอไทด์ชิ้นกลางของยีน LvFReP มีเปอร์เซน็ต์ความเหมือน (% identity) กับ ficolin-2 จากหอย

นางรม Crassostrea gigas (EKC20609.1) มากที่สดุ คือ 54% (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 
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/Blast.cgi วันที่สบืค้น 25/02/57) และเม่ือน าล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP ไปเปรียบเทียบ

กับ FmFReP จากกุ้งแชบ๊วย F. merguiensis (สุทธิรัก, 2556, ยังไม่เผยแพร่) พบว่ามีความ

เหมือนมากถึง 93% (รูปที่ 16) จากผลการทดลองสามารถยืนยันได้ว่ายีนชิ้ นกลางของ LvFReP 

ที่โคลนได้เป็นยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนจากกุ้งขาว นอกจากน้ีเม่ือท าการวิเคราะห์

โครงสร้างของยีนชิ้ นกลางด้วยโปรแกรม Blastx พบว่ามีโดเมนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนอยู่

ภายในโครงสร้างด้วย 1 โดเมน (รูปที่ 17) ซ่ึงแสดงว่า LvFReP เป็นโปรตีนที่จัดอยู่ในกลุ่ม 

FReD superfamily ซ่ึงมีบริเวณส าคัญที่พบคือ fibrinogen-related domain (FReD)  

 
 

 
 
รูปท่ี 14  แบบแผน DNA ช้ินกลำงใน 1% Agarose gel electrophoresis ของยีน LvFReP 

 ท่ีไดจ้ำกกำรท ำ PCR  

แถวที่ 1     100 bp DNA ladder marker 

แถวที่ 2     PCR product ชิ้นกลางของยนี LvFReP 
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รูปท่ี 15  ล ำดบันิวคลีโอไทดแ์ละล ำดบักรดอะมิโนของยีน LvFReP ช้ินกลำงของกุง้ขำว 

  

  

 
 
 

รูปท่ี 16  กำรเปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิโนของยีน LvFReP ช้ินกลำงของกุง้ขำวกบั 

    ล ำดบักรดอะมิโนของยีน FmFReP จำกกุง้แชบว๊ย 

 
 

 
 

รูปท่ี 17  โดเมนอนุรกัษ ์(Fibrinogen-related domain) ของยีน LvFReP ของกุง้ขำว 
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 1.4  กำรเพิม่ปริมำณ DNA ของยีน LvFReP ทำงดำ้นปลำย 3′ และ 5′ 
 1.4.1  ล ำดบันิวคลีโอไทดท์ำงดำ้นปลำย 3′ ของยีน LvFReP 

 เน่ืองจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน LvFReP ที่โคลนได้จากข้อ 1.3 มีล าดับ     

นิวคลีโอไทด์ที่ไม่สมบูณ์ ดังน้ันจึงท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของปลาย 3′ ด้วยเทคนิค RACE 

จากการเตรียม cDNA สายแรก ดังวิธีการข้อ 5.11.1  แล้วท าการเพ่ิมจ านวน DNA ทางด้าน

ปลาย 3′ โดยใช้ไพรเมอร์ 3′ RACE-F (LvFReP, GSP) ส าหรับเป็น forward primer และ 

GeneRacer
TM

 3′ ส าหรับเป็น reverse primer ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 3′ ในรอบแรก 
และเพ่ือเป็นการยืนยันผล PCR จึงใช้ไพรเมอร์ 3′ RACE-F (LvFReP, GSP) และ 

GeneRacer
TM

 3′ Nested ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 3′ โดยใช้ผลผลิตของการท า PCR 

ในรอบแรกเป็นดีเอน็เอแม่แบบ ด้วยวิธ ีNested PCR ซ่ึงจากการเพ่ิมปริมาณ DNA และวิเคราะห์

ผล PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบแถบ DNA ขนาดประมาณ 400 คู่เบส ดัง

แสดงในรูปที่ 18 ท าการสกดัแถบ DNA ที่เพ่ิมจ านวนได้ออกจากเจล เชื่อมเข้ากับ DNA พาหะ 

pGEM
®

-T Easy แล้วจึงน าเข้าสู่ competent cells ของ E. coli สายพันธุ์ DH5α ท าการสกัด 

พลาสมิดและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่โคลนได้ พบว่า 

DNA ด้านปลาย 3′ ของยีน LvFReP มีความยาว 339 คู่เบส และมีส่วนของ poly(A) tail แสดง

ให้เหน็ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้านปลาย 3′ น้ันครบถ้วนสมบูรณ์แล้วดังแสดงในรูปที่ 19 น า

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA ชิ้ นกลางของยีน LvFREP ที่โคลนได้จากข้อ 1.3 มาเหล่ือมต่อกัน

กบัล าดับนิวคลีโอไทด์ด้านปลาย 3′ ที่โคลนได้ ผลการทดลองพบว่ายีน LvFREP ที่ได้มีความยาว 

600 คู่เบส  
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รูปท่ี 18  แบบแผน DNA ใน 1% Agarose gel electrophoresis ดำ้นปลำย 3′ ของยีน   
             LvFReP ท่ีไดจ้ำกกำรท ำ PCR 

แถวที่ 1     100 bp DNA ladder marker 

แถวที่ 2     PCR product ด้านปลาย 3' 

แถวที่ 3     PCR product ด้านปลาย 3' Nested 

 

 

       
 
รูปท่ี 19  ล ำดบันิวคลีโอไทดท์ำงดำ้นปลำย 3′ ของยีน LvFReP จำกกำรท ำ 3′ RACE 
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 1.4.2  ล ำดบันิวคลีโอไทดท์ำงดำ้นปลำย 5′ ของยีน LvFReP 

 ท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของปลาย 5′ ด้วยเทคนิค RACE เน่ืองจากล าดับ   

นิวคลีโอไทด์ของยีน LvFReP ที่โคลนได้จากข้อ 1.3 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่สมบูณ์ โดยการ

เตรียม cDNA สายแรก ดังวิธกีารข้อ 5.11.1 แล้วท าการเพ่ิมจ านวน DNA ทางด้านปลาย 5′ โดย
ใช้ไพรเมอร์ GeneRacer

TM
 5′ ส าหรับเป็น forward primer และ 5′ RACE-R (LvFReP, GSP) 

ส าหรับเป็น reverse primer ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ ในรอบแรก และเพ่ือเป็นการ
ยืนยันผล PCR จึงใช้ไพรเมอร์ GeneRacer

TM
 5′ Nested และ 5′ RACE-R (LvFReP, GSP) ใน

การเพ่ิมปริมาณ DNA ด้านปลาย 5′ โดยใช้ผลผลิตของการท า PCR ในรอบแรกเป็นดีเอน็เอ

แม่แบบ ด้วยวิธี Nested PCR โดยผู้วิจัยได้ท าการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะ (gene specific 

primer) ทั้งหมดจ านวน 9 เส้นดังแสดงในตารางที่ 11 เพ่ือใช้ในการเพ่ิมจ านวน DNA ทางด้าน

ปลาย 5′ จากผลการทดลองพบว่าไพรเมอร์ทั้ง 9 เส้น ไม่สามารถใช้ในการเพ่ิมจ านวน DNA ด้าน

ปลาย 5′ ของยีน LvFReP ได้ ทุกคร้ังที่ท าการทดลองพบว่าแถบ DNA ที่เพ่ิมจ านวนมาได้ เม่ือท า

การโคลนเข้า DNA พาหะและท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มา

ไม่ใช่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน LvFReP และจากผลการเปรียบล าดับกรดอะมิโนของยีน LvFReP 

กบั FmFReP ที่โคลนได้โดยนางสาวสทุธรัก ทพิย์รัตน์ซ่ึงเป็นนักวิจัยที่อยู่ในทมีวิจัยเดียวกนั (รูปที่ 

16) พบว่ามีความเหมือนกนัถึง 93% ผู้วิจัยคาดว่าล าดับกรดอะมิโนทั้งสายของทั้งสองยีนน่าจะมี

ความเหมือนกันมาก ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจที่จะโคลนยีนในส่วนของ ORF แทน โดยออกแบบ 

forward primer จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ FmFReP จากกุ้งแชบ๊วยและ reverse primer จาก

ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่โคลนได้จากข้อ 1.4 และใช้ในการเพ่ิมจ านวนดีเอน็ในส่วนของ ORF ของยีน 

LvFReP ต่อไป 

 

 1.5  กำรเพิม่ปริมำณ DNA บริเวณ Open reading frame (ORF) ของยีน LvFReP    

                  จำกกุง้ขำว 

           จากการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณ ORF ของยีน LvFReP ด้วยเทคนิค PCR 

แล้ววิเคราะห์ผลผลิตจากการท า PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่าแถบ DNA มี

ขนาดประมาณ 800 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 20 จากน้ันท าการสกัด DNA ออกจากเจลแล้ว

เชื่อมต่อด้วย DNA พาหะ pGEM
®

-T Easy แล้วจึงเพ่ิมปริมาณ DNA ลูกผสมใน E. coli สาย

พันธุ ์DH5α เลือกโคโลนีสขีาวเพ่ือสกดัพลาสมิด แล้วน าพลาสมิดส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า 

DNA บริเวณ ORF ของยีน LvFReP มีขนาด 768 คู่เบส  
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รูปท่ี 20  แบบแผน DNA บริเวณ Open reading frame ของยีน LvFReP ใน 1% Agarose  

             gel electrophoresis ท่ีไดจ้ำกกำรท ำ PCR 

 แถวที่ 1     100 bp DNA ladder marker 

 แถวที่ 2     PCR product บริเวณ open reading frame 

 

 1.6  กำรวิเครำะหล์ ำดบันิวคลีโอไทดข์องยีนโปรตีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัไฟบริโนเจน 

  เพ่ือให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน LvFReP ได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ของยีน LvFREP ที่โคลนได้จากข้อ 1.4.1 มาเหล่ือมต่อกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ORF ของ

ยีน LvFREP ที่โคลนได้ ด้วยโปรแกรม Vector NTI ผลการทดลองพบว่ายีน LvFREP ที่ได้มี

ความยาว 979 คู่เบส ดังแสดงในรูปที่ 21 โดยมีความยาวของ 3′ untranslated region (3′UTR) 

ที่ไม่แปลเป็นกรดอะมิโนมีขนาดเท่ากับ 211 คู่เบส และมี open reading frame (ORF) จ านวน 

768 คู่เบส ซ่ึงถอดรหัสป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 255 หน่วย จากการวิเคราะห์โดยใช้ 

SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/service/signalP) พบว่า LvFReP มีโปรตีนส่วนที่เป็น 

signal peptide 22 หน่วย และมีมวลโมเลกุล 29.24 kDa มีค่า pI เป็น 6.29 ภายในโมเลกุลของ 

LvFReP พบโดเมนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจน (fibrinogen-related domain) 1 โดเมน ซ่ึง

ประกอบด้วยกรดอะมิโน 219 หน่วย พบต าแหน่งที่เติมน า้ตาลแบบ N-linked glycosylation site 

1 ต าแหน่ง มีล าดับกรดอะมิโนเป็น NGT (Asn-Gly-Thr) อีกทั้งมีบริเวณ Ca
2+

 binding site 1 

ต าแหน่งคือ DRDHDLAD และมีส่วนอนุรักษ์ของกรดอะมิโน cysteine 4 ต าแหน่ง ซ่ึงสามารถ

เกดิเป็นพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ได้ 2 พันธะ ท าให้โครงสร้างของโปรตีน LvFReP มี
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ความเสถียรมากขึ้น เม่ือเปรียบเทยีบล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP ที่แยกได้จากกุ้งขาวกบัล าดับ

กรดอะมิโนของของกุ้งหรือครัสเตเชียนชนิดอืน่ ๆ ที่มี fibrinogen-related domain พบว่าโปรตีน 

LvFReP มีความเหมือนกับโปรตีน FReP จากกุ้งแชบ๊วย F. merquiensis มากที่สุดคือ 98% 

รองลงมาคือ tachylectin 5A จากแมงดาทะเล T. tridentatus (Q9U8W8.1) มาก คือ 48%  

 

 
 

รูปท่ี 21  ล ำดบันิวคลีโอไทดแ์ละล ำดบักรดอะมิโนของยีน LvFReP จำกกุง้ขำว 

  ล าดับกรดอะมิโนส่วน signal peptide (ตัวเอียง), บริเวณ fibrinogen-related 

domain (FReD) กรดอะมิโนล าดับที่ 36-254 (ขีดเส้นใต้), ต าแหน่ง N-linked glycosylation 

site (สีฟ้า), บริเวณจับ Ca
2+

 (สีเขียว), บริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโน cysteine 4 ต าแหน่ง     

(สเีหลือง), start codon และ stop codon (ตัวหนา) 
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  เม่ือน าล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP ไปท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BlastP 

พบว่า LvFReP มีบริเวณอนุรักษ์ 1 โดเมน ได้แก่ โดเมน FReD ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน 36-254

ซ่ึงท าให้ LvFReP จัดอยู่ในกลุ่ม FReD superfamily และภายในโครงสร้างของ LvFReP ยังพบ

บริเวณที่ใช้จับกับ Ca
2+
 (Ca

2+
binding site) 1 ต าแหน่ง ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน 188-195 ซ่ึงมี

ล าดับกรดอะมิโนเป็น DRDHDLAD ดังแสดงในรูปที่ 22 

 
 
รูปท่ี 22  โดเมนของ LvFReP 

          LvFReP ประกอบด้วย 1 โดเมนคือ fibrinogen-related domain (FReD) 

 
 1.7  กำรเปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิโนของ LvFReP ของกุง้ขำวกบักุง้หรือสตัวก์ลุ่ม 

                 ครสัเตเชียนท่ีมี FReD  

 เพ่ือหาความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริ

โนเจนจากกุ้งขาวกับกุ้งหรือสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนชนิดต่าง ๆ จึงได้ท าการเปรียบเทียบล าดับ

กรดอะมิโนของโดเมน FReD ของยีน LvFReP จากกุ้งขาวกบัล าดับกรดอะมิโนของโดเมน FReD 

จาก P. monodon (PmMIP), P. leniusculus (PlFLP1, PlFLP2, PlMIP), M. japonicas 

(MjFREP1, MjFREP2), Argopecten irradians (Ai-FREP1, Ai-FREP2), T. tridentatus 

(TL-5A, TL-5B), M. rosenbergii (MrFico1, MrFico2) ที่มีรายงานในธนาคารยีน และ F. 

merguiensis (FmFReP) ท าการเปรียบเทยีบความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม 

ClustalW Multiple Alignment พบว่าล าดับกรดอะมิโนของ PmMIP, PlFLP1, PlFLP2, PlMIP, 

MjFREP1, MjFREP2, Ai-FREP1, Ai-FREP2, TL-5A, TL-5B, MrFico1, MrFico2 และ 

FmFReP มีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP จากกุ้ งขาวอยู่ในช่วง 32-98% 

นอกจากน้ีพบบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโน cysteine 4 ต าแหน่ง อีกทั้งพบบริเวณอนุรักษ์ของ

ล าดับกรดอะมิโนของโดเมน FReD ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่น ามาศึกษา ซ่ึงบริเวณน้ีจะเรียกว่า Ca
2+

 

binding site โดยในสิ่งมีชีวิตแต่ชนิดจะพบกรดอะมิโนบางต าแหน่งที่แตกต่างกันออกไป         

(รูปที่ 23) 
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รูปท่ี 23  กำรเปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิโนของโดเมน FReD ของยีน LvFReP ของกุง้     

             ขำวกบักุง้หรือสตัวก์ลุ่มครสัเตเชียนชนิดอืน่ ๆ 

 TL-5A (BAA84188) และ TL-5B (BAA84189) = T. tridentatus, 

PlFLP1 (ADM89628), PlFLP2 (ADM89629) และ PlMIP (ACA28963) = P. 

leniusculus, PmMIP (EX926839) = P. monodon, MjFREP1 (AEM76723) และ 

MjFREP2 = M. japonicus, Ai-FREP1 (ACB29735) และ Ai-FREP2 (AHY19013) = A. 

irradians, MrFico1 และ MrFico1 = M. rosenbergii, FmFReP (ยังไม่เผยแพร่) = F. 

merguiensis เคร่ืองหมาย * แสดงบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโน cysteine 

 
 1.8  กำรศึกษำควำมสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันำกำรของยีน LvFReP ของกุง้ขำวกบั  

                 สิง่มีชีวิตชนิดต่ำง ๆ 

 การศึกษาความสมัพันธเ์ชิงวิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์ของโดเมน FReD 

ของยีน LvFReP ในกุ้งขาวกบัสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ในกลุ่มครัสเตเชียน ซ่ึงประกอบด้วยสิ่งมีชีวิต

ชนิดต่าง ๆ 16 ชนิด ได้แก่ horseshoe crab TL-5A (BAA84188), TL-5B (BAA84189) 

และ CL-5B (ABI34616); P. leniusculus PlMIP (ACA28963), PlFLP1 (ADM89628) 

และ PlFLP2 (ADM89629); P. monodon PmMIP (EX926839); Parastichopus 

parvimensis, sea cucumber FREP (AAA29962); Mus musculus ficolin-A (BAA25126); 

Homo sapiens, L-ficolin (BAA08352) และ H-ficolin (NP_003656); A. irradians     

Ai-FREP1 (ACB29735) และ Ai-FREP2 (AHY19013); Branchiostoma belcheri, 

amphioxus FLP (XP_002604312); M. japonicus MjFREP1 (AEM76723) และ 

MjFREP2; F. merguiensis FmFReP (ยังไม่เผยแพร่) โดยน ามาสร้าง Phylogenetic tree ด้วย

โปรแกรม MEGA 5.2 โดยก าหนดให้ค่าการสุ่ม (Bootstrap) เท่ากับ 1,000 คร้ัง พบว่า 

Phylogenetic tree ที่สร้างได้แบ่งออกได้เป็น 2 cluster ดังรูปที่ 24 โดย cluster แรกเป็นกลุ่มของ

โดเมน FReD ของสัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียน และสัตว์มีกระดูกสันหลัง ส่วนอีก cluster เป็นกลุ่ม

ของโดเมน FReD ของกุ้งชนิดต่าง ๆ ทั้งน้ีพบว่ายีน LvFReP ของกุ้งขาวมีความใกล้เคียงทาง

ล าดับวิวัฒนาการกบั FmFReP ของกุ้งแชบว๊ยมากที่สดุและจัดอยู่ในกลุ่ม cluster แรก 
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รูปท่ี 24  Phylogenetic tree แสดงควำมสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันำกำรระหว่ำงโดเมน FReD        

             ของ LvFReP ของกุง้ขำวกบัสิง่มีชีวิตชนิดต่ำง ๆ 

    วิเคราะห์ด้วย Neighbor-Joining method โดยโปรแกรม MEGA 5.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Ai-FREP2 (bay scallop) 

 Ai-FREP1 (bay scallop) 

 Mm-ficolin-A (mouse) 

 L-ficolin (human) 

 H-ficolin (human) 

 Pp-FREP (sea cucumber) 

 Bb-FLP (amphioxus) 

 TL-5B (horseshoe crab) 

 CL-5B (horseshoe crab) 

 TL-5A (horseshoe crab) 

 LvFReP (shrimp) 
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 PlMIP (crayfish) 

 MjFREP1 (shrimp) 
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 PlFLP2 (crayfish) 100 

100 

100 

100 

100 

81 

100 

67 

84 

71 

59 

44 

32 

99 
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2.  กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน LvFReP ในเนื้ อเยือ่ต่ำง ๆ 

 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน LvFReP ในเน้ือเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งขาวด้วย

เทคนิค RT-PCR โดยใช้ total RNA ที่สกัดได้จากเน้ือเยื่อของกุ้งขาว ได้แก่ ตับ หัวใจ ล าไส้    

ลิมฟอยด์ กระเพาะอาหาร กล้ามเน้ือ เหงือก และฮีโมไซท์ โดยใช้ไพรเมอร์ LvFReP-F1 และ 

LvFReP-R1 ในการเพ่ิมปริมาณ DNA วิเคราะห์ผล PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

พบแถบ DNA ของ PCR product มีขนาดเท่ากับ 340 คู่เบส และพบมีการแสดงออกของยีน 

LvFReP มากที่สุดในตับ รองลงมาคือหัวใจและล าไส้ (รูปที่ 25) และเม่ือน าเจลที่ได้จากการ

ทดลองไปวัดความเข้มของแถบ โดยใช้เคร่ือง Gel Document ด้วยโปรแกรม Labworks 4.0 น า

ค่าที่วัดได้ค านวณค่าอัตราส่วนความเข้มแถบของยีน LvFReP เทียบกับยีน β-actin พบว่ายีน 

LvFReP มีการแสดงออกมากที่สดุในตับ รองลงมาคือหัวใจและล าไส้ ดังแสดงในรูปที่ 26 

 

 
 
รูปท่ี 25  กำรแสดงออกของ mRNA ของยีน LvFReP ในเนื้ อเยือ่ต่ำง ๆ ดว้ยวิธี RT-PCR    

             เปรียบเทียบกบั β-actin ซ่ึงใชเ้ป็นยีนควบคุม 

 

 
 

รูปท่ี 26  อตัรำส่วนควำมเขม้แถบของยีน LvFReP เทียบกบัยีน β-actin ในเนื้ อเยือ่ต่ำง ๆ    

             ของกุง้ขำว 
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3.  ผลกำรเหนีย่วน ำกุง้ดว้ยจุลนิทรียก่์อโรคต่อระดบักำรแสดงออกของยีน LvFReP จำก  

     กุง้ขำว 

  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน LvFReP จากตับของกุ้งขาวหลังการฉีด

ด้วยเชื้ อ WSSV ด้วยวิธ ีsemi-quantitative RT-PCR โดยเปรียบเทยีบกบั β-actin ซ่ึงใช้เป็นยีน

ควบคุม พบว่ายีน LvFReP มีระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้ นสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 3 คือ 2.04 เท่า และ

ลดลงที่ชั่วโมงที่ 6 หลังถูกกระตุ้นด้วยเชื้ อ WSSV และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้ นอีกคร้ังหลังจาก

ชั่วโมงที่ 6 จากน้ันระดับการแสดงออกของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนจะลดลงสู่ระดับ

ปกติในชั่วโมงที่ 72 (รูปที่ 27) 

 
 

 
 

รูปท่ี 27  ระดบักำรแสดงออกของ mRNA ของยีน LvFReP ในตบัของกุง้ขำวหลงัฉีดดว้ย   

             เช้ือ WSSV ณ ช่วงเวลำต่ำง ๆ 
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บทที่ 4 

 

วิจำรณผ์ลกำรทดลอง 

 

1.  กำรโคลนช้ิน DNA ของยีน LvFReP จำกกุง้ขำว 

  กุ้งเป็นสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลังในกลุ่มครัสเตเชียน มีกลไกการป้องกนัตนเองโดย

อาศัยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ เลคตินเป็นโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ ที่ท าหน้าที่เป็น pattern 

recognition proteins (PRPs) ซ่ึงจดจ าองค์ประกอบที่เป็นคาร์โบไฮเดรทบนผิวเซลล์ของจุลินทรีย์ 

โดยมีโดเมนที่ใช้จดจ าโครงสร้างของคาร์โบไฮเดรทเรียกว่า carbohydrate recognition domain 

(CRD) และ fibrinogen-related domain (FReD) โดยโปรตีนที่มี FReD อยู่ภายในโครงสร้าง

เรียกว่า โปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน (fibrinogen-related protein, FReP) เน่ืองจากเลคติน

ที่มีการศึกษาในกุ้งส่วนใหญ่เป็นกลุ่มที่มีโครงสร้างประกอบด้วย CRD ในขณะที่เลคตินที่มี FReD 

เป็นองค์ประกอบยังมีการศึกษาน้อยมากในสิ่งมีชีวิตกลุ่มน้ีและไม่พบรายงานในกุ้ งขาว  ใน

การศึกษาคร้ังน้ี จึงได้ศึกษาโปรตีนที่มี FReD เป็นองค์ประกอบภายในโครงสร้าง โดยการโคลน

ยีนจากตับของกุ้งขาว ซ่ึงให้ชื่อว่า LvFReP โดยพบว่า ยีน LvFReP มีความยาว 979 คู่เบส โดยมี

ส่วนของ 3´UTR 211 คู่เบส และ ORF 768 คู่เบส สามารถถอดรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มี

กรดอะมิโน 255 หน่วย มีความยาวของนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนที่โคลนได้มีขนาดใกล้เคียง

กบัยีนอืน่ ๆ ที่มี FReD เป็นองค์ประกอบ ดังแสดงในตารางที่ 17 
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ตำรำงท่ี 17  คุณสมบติัของยนีท่ีมีโดเมน FReD เป็นองคป์ระกอบจำกสตัวก์ลุ่มครสัเตเชียน 

 

ชื่อยีน ORF  

(คู่เบส) 

กรดอะมิโน 

(หน่วย) 

น า้หนัก

โมเลกุล 

(kDa) 

pI อ้างองิ 

LvFReP 768 255 29.24 6.29 ศึกษาคร้ังน้ี 

FmFReP 768 255 29.14 5.97 ยังไม่เผยแพร่ 

PmMIP 957 318 35.9 5.5 Anthong et al., 2010 

PIMIP 978 326 43  Söderhäll et al., 2009 

MjFREP1 813 270 25 5.01 Chai et al., 2012 

MjFREP2 954 317 36  Sun et al., 2014 

PlFLP1 1,335 445 47.5 5.1 
 

Wu et al., 2011 

PlFLP2 1,290 430 45.7 5.4 

TL-5A 876 292 36  Gokudan et al., 1999 

Ai-FREP1 753 251 26.9 5.5 Zhang et al., 2009c 

Ai-FREP2 762 253 28.78 6.03 Yang et al., 2014 

MytFREP1 690 230 23.8 5.46 
 

Gorbushin et al., 2011 
MytFREP2 723 241 25.4 7.81 

MrFico1 1,281 427 47.33 5.24 
 

Zhang et al., 2014 
MrFico2 1,137 378 42.83 6.38 

 

  จากการน าล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP ของกุ้งขาว มาท าการวิเคราะห์พบว่ามี

ส่วนของ signal peptide 22 หน่วย เช่นเดียวกบั PmMIP ของกุ้งกุลาด า (Anthong et al., 2010) 

PlFLP1 และ PlFLP2 (Wu et al., 2011) โดยต าแหน่งตัด (cleavage site) ของ LvFReP อยู่

ระหว่างกรดอะมิโน Ala
22 
และ Gly

23
 นอกจากน้ี LvFReP มีส่วนของกรดอะมิโนที่เป็นโดเมน 

FReD จ านวน 219 หน่วย คือตั้งแต่กรดอะมิโน His
36

 จนถึง Arg
254

 สอดคล้องกับยีนที่มีโดเมน 

FReD เป็นองค์ประกอบของกุ้งอื่น ๆ คือ FmFReP (ยังไม่เผยแพร่), PmMIP และ PlMIP ซ่ึงมี

ส่วนของกรดอะมิโนที่เป็นโดเมน FReD จ านวน 219 หน่วย (Anthong et al., 2010; Söderhäll 

et al., 2009) และคล้ายกับ PlFLP1, PlFLP2 ซ่ึงมีกรดอะมิโนที่เป็นโดเมน FReD 218 หน่วย 

(Wu et al., 2011) โดยภายในโดเมน FReD ของ LvFReP ของกุ้งขาวมีกรดอะมิโนซีสเตอีน 4 

หน่วย Cys
41

, Cys
73

, Cys
198

, Cys
211

 ที่สามารถเกิดพันธะไดซัลไฟด์แบบภายในโครงสร้างได้ 2 

พันธะ เช่นเดียวกับโปรตีนอื่น ๆ ที่มีโดเมน FReD เป็นองค์ประกอบซ่ึงพบว่ามีกรดอะมิโน      

ซีสเตอนี 4 หน่วย ที่สามารถเกดิเป็นพันธะไดซัลไฟด์ได้ 2 พันธะเช่นเดียวกนักบั FmFReP (ยังไม่
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เผยแพร่), PmMIP, PlMIP, MjFREP1, MjFREP2, PlFLP1, PlFLP2, TL-5A, Ai-FREP1, 

Ai-FREP2, MrFico1 และ MrFico2 ซ่ึงพันธะไดซัลไฟด์ดังกล่าวมีส่วนช่วยให้โครงสร้างของ

โดเมน FReD มีความเสถียรมากขึ้ น (Anthong et al., 2010; Söderhäll et al., 2009; Chai et 

al., 2012; Sun et al., 2014; Wu et al., 2011; Gokudan et al., 1999; Zhang et al., 

2009c; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2014) และมีต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีการเติม

น า้ตาลแบบ N-linked glycosylation 1 ต าแหน่ง  คือ NGT ซ่ึงมีต าแหน่งในสายโพลีเปปไทด์คือ 

Asn
24 
เช่นเดียวกบัโปรตีนที่มีโดเมน FReD เป็นองค์ประกอบในกุ้งชนิดต่าง ๆ ที่ล้วนมีต าแหน่ง

ของกรดอะมิโนที่มีการเติมน ้าตาลแบบ N-linked glycosylation อย่างน้อย 1 ต าแหน่ง คือ 

FmFReP มี NNS (ยังไม่เผยแพร่), PmMIP มี NRT (Anthong et al., 2010), PlMIP มี NPS, 

NRT, NCS (Söderhäll et al., 2009), MjFREP1 มี NTS, NYS, NST, NIS (Chai et al., 

2012), MjFREP2 มี NST, NIS, NIS, NSK (Sun et al., 2014), Ai-FREP1 มี NGST, 

NETR (Zhang et al., 2009c), Ai-FREP2 มี NGST, NETR, NVSS (Yang et al., 2014), 

PlFLP1 และ PlFLP1 มี NQS, NDS, MrFico1 มี NGS, NIS, NKS และ MrFico2 มี NVT, 

NVS แสดงให้เหน็ว่าโปรตีนที่มีโดเมน FReD เป็นองค์ประกอบที่พบในสตัว์กลุ่มครัสเตเชียนเป็น

ไกลโคโปรตีนที่สามารถจดจ าและจับกบัคาร์โบไฮเดรตได้อย่างจ าเพาะ 

  จากการน าล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP ของกุ้งขาวเปรียบเทียบกับล าดับ

กรดอะมิโนของโปรตีนอื่น ๆ ที่มีโดเมน FReD เป็นองค์ประกอบ พบว่า LvFReP มีบริเวณ

อนุรักษ์ของ Asp-rich คือ (DXDXDXXD) และมีบริเวณอนุรักษ์ที่คาดว่าเป็นบริเวณจับกับ

แคลเซียมคือ Asp
188

, Asp
190

, Asp
192
 และ Asp

195
 ซ่ึงมีความเหมือนกับ FmFReP ที่มีบริเวณจับ

กบัแคลเซียม คือ Asp
188

, Asp
190

, Asp
192
 และ Asp

195
 (ยังไม่เผยแพร่) และมีความคล้ายคลึงกบั 

MjFREP1 ของกุ้งลายเสือ ที่มีบริเวณจับกับแคลเซียม คือ Asp
195

, Asp
197

, Asp
199
 และ Ser

202
 

(Chai et al., 2012) MjFREP2 มีบริเวณจับกบัแคลเซียม คือ Asp
252

, Asn
254
 และ Asp

256
 (Sun 

et al., 2014) PmMIP มีบริเวณจับกับแคลเซียม คือ Asp
251

, Asp
253

, Asn
255
 และ Asp

257
 

(Anthong et al., 2010) PlMIP มีบริเวณจับกับแคลเซียม คือ Asp
260

, Asp
262

, Asn
264
 และ 

Asp
266

 (Söderhäll et al., 2009) PlFLP1 มีบริเวณจับกบัแคลเซียม คือ Asp
379

, Asp
381

, His
383

 

และ Thr
385

 PlFLP2 บริเวณจับกบัแคลเซียม คือ Asp
361

, Asp
363

, His
365

 และ Thr
367

(Wu et al., 

2011) TL-5A มีบริเวณจับกับแคลเซียม คือ Asp
221

 และ Asp
223

 TL-5B มีบริเวณจับกับ

แคลเซียม คือ Asp
242

 และ Asp
244

 (Gokudan et al., 1999) Ai-FREP1 บริเวณจับกับ

แคลเซียม คือ Asp
176

 และ Asp
178

 (Zhang et al., 2009c) และ Ai-FREP2 มีบริเวณจับกับ

แคลเซียม คือ Asp
178

 และ Asp
180

 (Yang et al., 2014) 
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2.  กำรเปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิโนของ LvFReP 

  จากการเปรียบเทยีบล าดับกรดอะมิโนทั้งหมดของ LvFReP ของกุ้งขาวกับล าดับ

กรดอะมิโนของโปรตีนอื่น ๆ ที่มีโดเมน FReD เป็นองค์ประกอบ ด้วยโปรแกรม Vector NTI 

พบว่าล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP มีความเหมือนกบั FmFReP จากกุ้งแชบ๊วย F. merguiensis 

มากที่สดุคือ 98% จึงแสดงให้เหน็ว่า LvFReP มีความสมัพันธก์บั FmFReP ในด้านความเหมือน

ของล าดับกรดอะมิโน 

  เม่ือเปรียบเทยีบล าดับกรดอะมิโนในส่วนของโดเมน FReD ของกุ้งขาวกับล าดับ

กรดอะมิโนบริเวณโดเมน FReD ของโปรตีนอื่น ๆ ของสัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียน พบว่าโดเมน 

FReD ของ LvFReP ของกุ้งขาวมีความเหมือนกับโดเมน FReD ของ FmFReP มากที่สุดเป็น 

98% รองลงมาคือ TL-5A, TL-5B, Ai-FREP1, Ai-FREP2, MjFREP2, PlFLP1, PlFLP2 

เป็น 48%, 47%, 46%, 44%, 41%, 40% และ 39% ตามล าดับ และโปรตีนอืน่ ๆ ดังแสดงใน

ตารางที่ 18 
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ตำรำงท่ี 18  เปอรเ์ซนตค์วำมเหมือนของโดเมน FReD ของ LvFReP กบัโดเมน FReD ของโปรตีนอืน่ ๆ ในสตัวก์ลุ่มครสัเตเชียน 

 
 LvFReP FmFReP TL-5A TL-5B PlMIP PmMIP PlFLP1 PlFLP2 Ai-FREP1 Ai-FREP2 MjFREP1 MjFREP2 MrFico1 MrFico2 

LvFReP 100 98 48 47 32 37 39 39 46 44 34 41 36 35 

FmFReP  100 48 47 32 36 40 39 45 44 34 41 35 35 

TL-5A   100 52 28 30 36 36 45 46 28 39 33 38 

TL-5B    100 32 36 42 41 47 47 31 41 34 39 

PlMIP     100 69 38 38 34 33 32 26 36 35 

PmMIP      100 37 37 35 35 32 29 33 35 

PlFLP1       100 98 39 40 39 33 53 53 

PlFLP2        100 39 40 38 34 54 53 

Ai-FREP1         100 74 33 35 37 36 

Ai-FREP2          100 33 37 38 36 

MjFREP1           100 28 40 40 

MjFREP2            100 34 32 

MrFico1             100 55 

MrFico2              100 

 
 7

2
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3.  กำรศึกษำควำมสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันำกำร (Phylogenetic tree) ของ LvFReP ของกุง้ขำว 

   จากการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับกรดอะมิโนของโดเมน 

FReD ของ LvFReP ของกุ้งขาวกบัสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ 16 ชนิด พบว่า Phylogenetic tree ที่สร้าง

ได้แบ่งออกเป็น 2 cluster โดย cluster แรกเป็นกลุ่มของโดเมน FReD ของสัตว์ในกลุ่มครัสเต

เชียนและสตัว์มีกระดูกสันหลัง ส่วน cluster ที่ 2 เป็นกลุ่มของโดเมน FReD ของกุ้งชนิดต่าง ๆ 

โดยพบว่ายีน LvFReP ของกุ้งขาวมีความใกล้เคียงทางล าดับวิวัฒนาการกับ FmFReP มากที่สุด 

และจัดอยู่ในกลุ่ม cluster แรก และแยกออกจาก cluster ของกุ้ง ซ่ึงสามารถบ่งชี้ ได้ว่า LvFReP 

เป็นเลคตินชนิดใหม่ที่มีโดเมน FReD อยู่ภายในโครงสร้างและมีความแตกต่างจากเลคตินที่มี

การศึกษามาก่อนหน้าน้ี 

 

4.  กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน ของ LvFReP ในเนื้ อเยือ่ต่ำง ๆ ของกุง้ขำว 

  จากการศึกษาการแสดงออกของ LvFReP mRNA ในเน้ือเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งขาว

ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ β-actin เป็นยีนควบคุม พบว่ายีน LvFReP มีการแสดงออกมาก

ที่สดุในตับ รองลงมาคือหัวใจและล าไส้ การศึกษาดังกล่าวพบว่ามีการแสดงออกของยีนในหลาย

เน้ือเยื่อ ซ่ึงสอดคล้องกับการแสดงออกของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนที่มีรายงาน

ในครัสเตเชียนที่มีการแสดงออกในหลายเน้ือเยื่อเช่นกัน เช่น โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจน

จากกุ้งแชบว๊ย F. merguiensis ชนิด FmFReP พบการแสดงออกมากสุดในเน้ือเยื่อตับ รองลงมา

คือเน้ือเยื่อกระเพาะอาหาร (ยังไม่เผยแพร่) กุ้งลายเสือ M. japonicus ชนิด MjFREP1 พบการ

แสดงออกมากในเหงือก ตับและหัวใจ (Chai et al., 2012) กุ้งนาง P. leniusculus ชนิด PlFLP1 

พบการแสดงออกมากในเน้ือเยื่อตับและพบการแสดงออกน้อยในเน้ือเยื่อหัวใจ และล าไส้ (Wu et 

al., 2011) จากการเปรียบผลการแสดงออกของยีนในเน้ือเยื่อต่าง ๆ ในกุ้งต่างชนิดกันพบว่า

ถึงแม้ว่ายีนน้ีจะมีการแสดงออกในหลายเน้ือเยื่อ แต่เน้ือเยื่อหลักที่พบการแสดงออกของยีนน้ีคือ 

ตับ ซ่ึงเป็นอวัยวะที่มีบทบาทส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง โดยเป็นอวัยวะหลักที่ท าหน้าที่

สงัเคราะห์สารน า้หรือโปรตีนชนิดต่าง ๆ รวมทั้งมีบทบาทในการก าจัดจุลินทรีย์ ดังน้ันในการพบ

การแสดงออกของยีน LvFReP มากในตับ บ่งชี้ ว่า LvFReP น่าจะเป็นโปรตีนที่มีความส าคัญใน

กลไกการป้องกนัตนเองของกุ้งขาว 

 

5.  กำรศึกษำกำรเหนีย่วน ำกุง้ดว้ยจุลนิทรียก่์อโรคต่อระดบักำรแสดงออกของ LvFReP 

  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจน จากตับ

ของกุ้งขาวหลังการฉีดด้วยเชื้ อ WSSV ด้วยวิธ ีsemi-quantitative RT-PCR พบว่ายีน LvFReP มี

ระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้ นสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 3 คือ 2.04 เท่า และลดลงที่ชั่วโมงที่ 6 หลังถูก

กระตุ้นด้วยเชื้ อ WSSV และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอีกคร้ังหลังจากชั่วโมงที่ 6 จากน้ันระดับการ

แสดงออกของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนจะลดลงสู่ระดับปกติในชั่วโมงที่ 72 การ
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แสดงออกของยีน LvFReP ที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญหลังจากถูกกระตุ้นด้วย WSSV สอดคล้อง

กบัการแสดงออกของยีน MjFREP1 หลังการเหน่ียวน าด้วย WSSV ซ่ึงพบว่ายีน MjFREP1 มีการ

แสดงออกเพ่ิมขึ้น หลังมีการเหน่ียวน าด้วย WSSV ที่ 2 ชั่วโมง หลังจากน้ันพบการแสดงออกของ 

MjFREP1 ลดลงในชั่วโมงที่ 6 แล้วจึงมีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้ นอีกคร้ังที่ 12 ชั่วโมง หลังการ

เหน่ียวน า (Chai et al., 2012) จากรูปแบบการแสดงออกหลังการเหน่ียวน าด้วย WSSV ของยีน

โปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน ในกุ้งทั้ง 2 ชนิด แสดงให้เหน็ว่ารูปแบบการตอบสนองต่อเชื้ อ

ก่อโรคของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบัไฟบริโนเจน จะมีการแสดงออกของ mRNA เพ่ิมขึ้ นหลังจาก

ได้รับ WSSV ซ่ึงน่าจะเป็นผลเพ่ือตอบสนองต่อเชื้ อผู้บุกรุก บ่งชี้ ได้ว่า LvFReP เป็นโปรตีนที่มี

ความส าคัญในกลไกการป้องกนัตนเองของกุ้งขาว 
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บทที่ 5 

 

 

สรุป 

 

 

  จากการศึกษาการโคลนและศึกษาสมบัติของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโน

เจนจากกุ้งขาว (LvFReP) รวมทั้งศึกษาการเหน่ียวน ากุ้งด้วยจุลินทรีย์ก่อโรคต่อระดับการ

แสดงออกของ LvFReP ในงานวิทยานิพนธเ์ร่ืองน้ีสามารถสรุปผลการทดลองได้ดังน้ี 

  1.  สามารถโคลนชิ้น DNA ของยีน LvFReP จากเน้ือเยื่อตับของกุ้งขาว โดยใช้

ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากบริเวณอณุรักษ์ของยีน FReP จากสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ที่มีรายงานอยู่ใน

ธนาคารยีน โดยได้ชิ้นยีน LvFReP บางส่วนที่มีความยาว 979 คู่เบส และมี open reading frame 

(ORF) จ านวน 768 คู่เบส ซ่ึงถอดรหัสป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 255 หน่วย มีโปรตีน

ส่วนที่เป็น signal peptide 22 หน่วย และมีมวลโมเลกุล 29.24 kDa มีค่า pI เป็น 6.29 

  2.  ภายในโครงสร้างของยีน LvFReP ประกอบด้วยโดเมนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริ

โนเจน (fibrinogen-related domain, FReD) 1 โดเมน ซ่ึงประกอบด้วยกรดอะมิโน 219 หน่วย 

พบต าแหน่งเติมน ้าตาลแบบ N-linked glycosylation site 1 ต าแหน่ง มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 

NGT (Asn-Gly-Thr) ที่ต าแหน่ง 24-26 อีกทั้งมีบริเวณ Ca
2+

 binding site 1 ต าแหน่งคือ 

DRDHDLAD และมีส่วนอนุรักษ์ของกรดอะมิโน cysteine 4 ต าแหน่ง ซ่ึงสามารถเกิดเป็นพันธะ

ไดซัลไฟด์ ได้ 2 พันธะ นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ LvFReP กับล าดับ

กรดอะมิโนของกุ้งหรือสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ พบว่า โปรตีน LvFReP มีความเหมือนกับโปรตีน 

FmFReP จากกุ้งแชบว๊ย F. merguiensis มาก คือ 98% 

  3.  ล าดับกรดอะมิโนส่วนที่เป็นโดเมน FReD ของ LvFReP จากกุ้งขาว มีความ

เหมือนมากสดุกบัโดเมน FReD ของ FmFReP จากกุ้งแชบว๊ย F. merguiensis โดยมีความเหมือน

เป็น 98% อีกทั้งมีความเหมือนกับ TL-5A และ TL-5B จากแมงดาทะเล T. tridentatus คือ 

48% และ 47% ตามล าดับ 
  4. ความสัมพันธ์เชิงวิ วัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของ LvFReP 

Phylogenetic tree ที่สร้างได้แบ่งออกเป็น 2 cluster โดย cluster แรกเป็นกลุ่มของโดเมน FReD 

ของสัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียนและสัตว์มีกระดูกสันหลัง ส่วน cluster ที่ 2 เป็นกลุ่มของโดเมน 

FReD ของกุ้งชนิดต่าง ๆ ซ่ึง LvFReP จากกุ้งขาวมีความใกล้เคียงทางล าดับวิวัฒนาการกับ 

FmFReP มากที่สดุ และจัดอยู่ในกลุ่ม cluster แรก และแยกออกจาก cluster ของกุ้ง ซ่ึงสามารถ



76 

 

 

บ่งชี้ ได้ว่า LvFReP เป็นเลคตินชนิดใหม่ที่มีโดเมน FReD อยู่ภายในโครงสร้างและมีความ

แตกต่างจากเลคตินที่มีรายงานมาก่อนหน้าน้ี 
 5.  LvFReP มีระดับการแสดงออกของ mRNA ในเน้ือเยือ่ตับมากสดุ รองลงมา

คือหัวใจและล าไส้ ซ่ึงพบว่ามีการแสดงออกของยีนในหลายเน้ือเยื่อ สอดคล้องกบัการแสดงออก

ของยีน FReP ที่มีรายงานในครัสเตเชียนที่มีการแสดงออกในหลายเน้ือเยื่อเช่นกนั 

 6.  LvFReP มีระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้นสงูสดุที่ชั่วโมงที่ 3 คือ 2.04 เท่า และ

ลดลงที่ชั่วโมงที่ 6 หลังถูกกระตุ้นด้วยเชื้ อ WSSV และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้ นอีกคร้ังหลังจาก

ชั่วโมงที่ 6 จากน้ันระดับการแสดงออกของยีน LvFReP จะลดลงสู่ระดับปกติในชั่วโมงที่ 72 หลัง

การเหน่ียวน า 
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วุฒิ         ช่ือสถำบนั ปีท่ีส ำเร็จกำรศึกษำ 

     วิทยาศาสตรบัณฑิต 

   (วิทยาศาสตร์ประยุกต์              

     สาขาเคมี-ชีววิทยา) 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

     (วิทยาเขตหาดใหญ่) 

2554 

  

ทุนกำรศึกษำ (ท่ีไดร้บัระหว่ำงกำรศึกษำ) 

 ทุนการศึกษาระดับปริญญาโท จากโครงการความเป็นเลิศสาขาชีวเคมี ภาควิชาชีวเคมี 

กำรตีพิมพเ์ผยแพร่ผลงำน 
 

วิลัยลักษณ์ เกล้ียงค าหมอ รศ.ดร.ประภาพร อุทารพันธุ ์และ ดร.อรณิชา รัตนาภรณ์. 2014. การ

 โคลนและศึกษาสมบัติของยีนโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับไฟบริโนเจนจากกุ้งขาว. การ

 ประชุมหาดใหญ่วิชาการระดับชาติ และนานาชาติ คร้ังที่ 5 มหาวิทยาลัยหาดใหญ่ 

 จังหวัดสงขลา, 16 พฤษภาคม 2557. 

 

 

 

 

 

 

 

 


