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บทคดัย่อ 
  การศกึษาเพาะเลี
ยงเซลลจ์ากเนื
อเยื�อกุ้งแชบ๊วย โดยแยกเซลลร์งัไข่ เซลลต่์อม
นํ
าเหลอืงและเซลล์ตบั พบว่าการแยกเซลล์โดยการตดัเนื
อเยื�อเป็นชิ
นเลก็ๆ และวางในอาหาร
เลี
ยงเซลล ์เป็นวธิทีี�งา่ย สะดวกและยงัช่วยใหเ้ซลลม์กีารรอดชวีติสงูกว่าการแยกเซลลโ์ดยวธิอีื�น 
จากนั 
นจงึทําการศึกษาผลของอาหารสงัเคราะห์พื
นฐาน ที�มผีลช่วยในการเพิ�มจํานวนเซลล์
พบว่าที�เวลา 5 วนั เซลลร์งัไขแ่ละต่อมนํ
าเหลอืงมอีตัราการเพิ�มจาํนวนในอาหารแต่ละสูตรไดไ้ม่
แตกต่างกัน ส่วนเซลล์ตับพบว่ามีการเพิ�มจํานวนได้ดีในอาหารสูตร modified1 และเมื�อ
ทาํการศกึษาผลของ supplement เพื�อช่วยในการเพิ�มจาํนวนของเซลลพ์บว่า 3.3 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร หรอื 0.1 ไมโครโมลาร ์RPS3a มผีลช่วยในการเพิ�มจาํนวนเซลลร์งัไข่ไดด้ทีี�สุด ส่วน
เซลลต่์อมนํ
าเหลอืงพบว่า supplement แต่ละชนิดไม่มผีลในการช่วยเพิ�มจาํนวนเซลล ์และ 30 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร หรอื 1 ไมโครโมลาร ์RPL10a มผีลช่วยในการเพิ�มจาํนวนของเซลลต์บั
ไดดีที�สุด จากนั 
นจงึทําการศึกษาผลของการเคลือบผวิหน้าภาชนะเพาะเลี
ยง ซึ�งพบว่าการ
เคลอืบผวิด้วย 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร albumin และ 20%FBS เซลล์รงัไข่สามารถเกาะ
ผวิหน้าภาชนะเพาะเลี
ยงไดด้ ี ส่วนการเพาะเลี
ยงเซลลต่์อมนํ
าเหลอืง พบว่าการเคลอืบผวิหน้า
ภานะไมไ่ดม้ผีลในการเกาะของเซลลต่์อมนํ
าเหลอืง ต่อมาจงึมกีารนําเซลลร์งัไข่กุ้งมาใชท้ดสอบ
การตดิเชื
อไวรสัตวัแดงดวงขาว พบว่าเมื�อบ่มเซลลร์งัไข่กุ้งกบัไวรสัตวัแดงดวงขาวความเขม้ขน้ 
105 และ 106 copies เซลลร์งัไข่มกีารตดิเชื
อ ซึ�งสามารถทดสอบผลการตดิเชื
อโดยพบการเพิ�ม
จาํนวนยนี immediate early 1 (ie1) ดว้ยวธิ ีRT-PCR ซึ�งเป็นยนีที�มกีารแสดงออกทนัทเีมื�อกุ้งมี
การตดิเชื
อไวรสัตวัแดงดวงขาว จงึสามารถนําเซลล์รงัไข่กุ้งที�แยกได้มาใช้ในการศกึษาการตดิ
เชื
อไวรสัตวัแดงดวงขาวได ้
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ABSTRACT 
  The study of cultivation of banana shrimp cell culture was investigated. 
We found that direct explant was the best method for isolation of ovarian, lymphoid and 
hepatopancreas cells from banana shrimp. The advantages of this method were 
convenient, easy to preparation and cells can survive more than other method.  Then 
the effect of selective media was studied. The result showed that ovarian and lymphoid 
cells in different medium had proliferated rate similarly at 5 days after culture. Whereas 
the proliferation rate of the hepatopancreas cells were increased in modified1 medium. 
The effects of supplement media on the growth of banana shrimp primary cell cultures 
revealed that the ovarian cells showed good proliferation in the 3.3 µg/ml or 0.1 µM of 
RPS3a protein supplement in medium. The lymphoid cells showed no difference of the 
cell proliferation with the different supplement media. While 30 µg/ml or 1 µM of 
RPL10a protein showed good cell proliferation in hepatopancreas cells. In addition, the 
effect of the coated surfaces culture plate was studied. We found that the coating on 
surface plate with 200 µg/ml albumin and 20% FBS helped ovarian cell attach to 
surface of vessels culture, but there was no difference on lymphoid cell. Moreover, 
ovarian cell were used to study WSSV infection. The result showed that after ovarian 
cells were incubated with WSSV at 105 and 106 copies, they were infected. The infected 
ovarian cells were confirmed by PCR technique using specific primers to WSSV 
immediate early 1 (ie1). The ie1 gene was expressed immediately after WSSV infection. 
The useful of shrimp ovarian cell can apply as a model for study of WSSV infection. 
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     21วนั (D) 28วนั (E) ที�กําลงัขยาย 200 เท่า   
25 การวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนี His-RPS3a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 47 
     ดว้ยวธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส (12%SDS-PAGE)  
     ยอ้มดว้ยส ีcoomassie brilliant blue 



(11) 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

รปูที�                   หน้า 
26 การวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนี His-RPL10a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์ 48 
     BL21 ดว้ย วธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส (12%SDS-PAGE)  
     ยอ้มดว้ยส ีcoomassie brilliant blue 
27 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ�มจาํนวนเซลลร์งัไข ่ที�เวลา 5 7 และ 10 วนั     49 
28 ลกัษณะรปูรา่งเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยในอาหารเลี1ยงเซลลส์ตูร modifined3 มกีารเตมิ 51 
    supplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที�กําลงัขยาย 100 เท่า 
29 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ�มจาํนวนเซลลต่์อมนํ1าเหลอืง ที�เวลา 5 7 และ 10 วนั    52 
30 ลกัษณะรปูรา่งเซลลต่์อมนํ1าเหลอืงกุง้แชบ๊วยในอาหารเลี1ยงเซลลส์ตูร modifined150 54 
    มกีารเตมิsupplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที�กําลงัขยาย 100 เท่า 
31 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ�มจาํนวนเซลลต์บั ที�เวลา 5 7 และ 10 วนั   54 
32 ลกัษณะรปูรา่งเซลลต์บักุง้แชบ๊วยในอาหารเลี1ยงเซลลส์ตูร modifined1 มกีารเตมิ  56 
    supplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที�กําลงัขยาย 100 เท่า 
33 เปอรเ์ซน็ตก์ารเกาะภาชนะเพาะเลี1ยงเซลลร์งัไข ่ที�เวลา 3 และ 5 วนั   57 
34 เปอรเ์ซน็ตก์ารเกาะภาชนะเพาะเลี1ยงเซลลต่์อมนํ1าเหลอืง ที�เวลา 3 และ 5 วนั  57 
35 แสดงแถบดเีอน็เอจากการทํา PCR ของเซลลร์งัไขกุ่้ง โดยใชไ้พรเมอร ์GAPDH  58 
    วเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis 
36 แสดงแถบดเีอน็เอจากการทํา PCR ของเซลลร์งัไขกุ่้ง โดยใชไ้พรเมอร ์ie1  59 
    ที�วเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(12) 

สญัลกัษณ์คาํย่อและตวัอกัษร 

 
APS   = ammonium persulfate 
ß   = Beta 
bp   = base pair 
BSA   = Bovine serum albumin 
cDNA   = complementary deoxyribonucleic acid 
CTC   = copper tartrate carbonate solution 
CuSO4.5H2O   = copper sulphate penta-hydrate 
dNTP   = deoxy nucleotide triphosphate 
E.coli   = Escherichia coli 
H2SO4   = sulfuric acid 
IPTG   = isopropyl ß-D-thiogalactopyranosid 
KCl   = potassium chloride  
KH2PO4  = potassium dihydrogen phosphate 
LB broth  = Luria Bertani broth 
L15 medium  = Leibovitz’s L-15 Medium 
mM   = milli molar 
NaCl   = sodium chloride 
Na2C4H4O6  = sodium tartrate 
Na2HPO4  = disodium hydrogen phosphate 
NaH2PO4  = sodium dihydrogen phosphate 
NaOH   = sodium Hydroxide 
NaCO3   = sodium Carbonate 
PBS   = phosphate Buffer Saline 
SDS   = sodium dodecyl sulfate 
TAE buffer  = Tris Acetate buffer 
TEMED  = N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine 
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บทที� 1 
บทนํา 

บทนําต้นเรื�อง 
 กุ้งแชบ๊วยเป็นกุ้งทะเลที�มคีวามสําคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก 
(วนิดา, 2549) เนื�องจากเป็นกุ้งที�มขีนาดใหญ่ รสชาตดิ ีราคาสูงจงึเป็นที�ต้องการของตลาดทั 5ง
ภายในและต่างประเทศ โดยเฉพาะตลาดต่างประเทศ เช่น สหรฐัอเมรกิา ยุโรปและญี�ปุ่นซึ�งมี
ความตอ้งการกุง้ในปรมิาณมาก (ชยัรตัน์และสุพจน์, 2545) แต่เกษตรกรไม่นิยมเลี5ยงเพราะเป็น
กุ้งที�เลี5ยงยาก (สุพจน์และชยัรตัน์, 2549) และยงัประสบปญัหาหลายดา้น เช่น ปญัหาการเลี5ยง
กุ้งแชบ๊วยที�ใหผ้ลผลติตํ�าเพราะกุ้งทนทานต่อการเปลี�ยนแปลงคุณภาพนํ5าไดต้ํ�า ซึ�งเป็นปจัจยัที�
ส่งผลกระทบต่อผลผลติของกุง้โดยตรง (นิวุฒแิละคณะ, 2547)  
 จงึมกีารศกึษาและพฒันาเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุ้งอย่างต่อเนื�อง โดยนําเซลลท์ี�แยกได้
จากเนื5อเยื�อกุ้งมาใช้ในการศกึษาเกี�ยวกบัไวรสัในกุ้งสายพนัธุ์ต่างๆ การทดลองของ Jayesh 
และคณะ (2012) สามารถพฒันาให้เซลล์จากกุ้งกุลาดํามกีารเจรญิเติบโตดขีึ5นและยดือายุได้
ยาวนานขึ5นแต่ยงัไม่ตรงตามเป้าหมายที�ต้องการเนื�องจากเซลล์ที�ได้ยงัไม่จดัเป็น single cell 
line พบว่าการเพาะเลี5ยงเซลล์เนื5อเยื�อกุ้งยงัไม่ประสบความสําเรจ็เท่าที�ควร เนื�องจากกุ้งทะเล
เป็นสตัว์นํ5าในกลุ่ม ครสัเตเชยีน (Crustacean) ที�มกีารพฒันาของเซลล์ องค์ประกอบภายใน
เลอืดและระบบภมูคิุม้กนัที�แตกต่างออกไป เมื�อมกีารเปรยีบเทยีบกบัปลา ซึ�งประสบความสําเรจ็
ในการเพาะเลี5ยงเซลลม์าแลว้ ประกอบกบัการเพาะเลี5ยงเซลลจ์าํเป็นต้องอาศยัสภาพแวดลอ้มที�
มคีวามเหมาะสมและสูตรอาหารควรมอีงคป์ระกอบของสารอาหารจําเป็นอย่างครบถ้วนสําหรบั
การเจรญิของเซลลแ์ต่ละชนิด (เรวตัร, 2546) ดงันั 5นงานวจิยัชิ5นนี5จงึไดศ้กึษาการเพาะเลี5ยงเซลล์
จากเนื5อเยื�อกุ้งแชบ๊วย โดยเริ�มแยกเซลลจ์ากรงัไข่ ต่อมนํ5าเหลอืง และตบักุ้งแชบ๊วย มาศกึษา
สูตรอาหารในการเพาะเลี5ยงเซลล์เพื�อให้เซลล์แต่ละชนิดมอีายุนานที�สุด และนํามาใช้ประโยชน์
ในการศกึษากลไกต่างๆในกุ้ง เช่น การกระตุ้นการเจรญิเตบิโตของเซลล์ทดสอบประสทิธภิาพ
การตดิเชื5อดว้ยไวรสัตวัแดงดวงขาว (WSSV, White Spot Syndrome Virus) ซึ�งเป็นไวรสัที�
ก่อใหเ้กดิโรคในกุง้ และเป็นโรคที�มกีารระบาดอย่างรุนแรงส่งผลใหม้อีตัราการตายสูง โดยมกีาร
ระบาดเป็นบรเิวณกวา้งในปี 2535 (จรพีร, 2546) ซึ�งโรคตวัแดงดวงขาว พบไดม้ากในแถบอนิ
โดแปซฟิิกและเอเชยีตะวนัออก (Lightner and Redman, 1998) ส่งผลใหเ้กดิการสูญเสยีทาง
เศรษฐกจิที�สาํคญัในอุตสาหกรรมการส่งออกกุ้งเป็นอย่างมาก พบว่าการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อ
กุ้งที�มลีกัษณะเป็นเซลลไ์ลน์ (cell line) จงึเป็นทางเลอืกหนึ�งที�สามารถนํามาประยุกต์ใชใ้นการ
ตรวจสอบการตดิเชื5อและเพิ�มจํานวนไวรสั ซึ�งสามารถนํามาผลติเป็นตวัยาเพื�อป้องกนัการตดิ
เชื5อไวรสัชนิดต่างๆในกุ้งได ้จากปญัหาต่างๆเหล่านี5ทําให้ผู้วจิยัมคีวามสนใจในการศกึษาการ
เพาะเลี5ยงเซลลจ์ากเนื5อเยื�อกุง้แชบ๊วย เพื�อประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาเกี�ยวกบัการตดิเชื5อไวรสักุง้ 
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บทตรวจเอกสาร 
1. กุ้งทะเล (Marine shrimp) 

กุ้งทะเลเป็นสิ�งมชีวี ิตไม่มกีระดูกสนัหลงั (Invertebrates) มเีปลือกหุ้มภายนอกลําตัว 
(enveloping exoskeleton) ซึ�งประกอบไปดว้ยไคตนิและแคลเซยีมเป็นส่วนใหญ่ ลําตวัของกุ้งมี
ลกัษณะเป็นข้อปล้อง แบ่งเป็น 3 ส่วน คอื ส่วนหวั (head) ส่วนอก (thorax) และส่วนลําตวั 
(abdomen) พบว่าเปลอืกแต่ละปลอ้งจะเชื�อมต่อกนัดว้ยเนื5อเยื�อบางๆ (articular membrane) 
และมรียางคย์ื�นออกมาปลอ้งละ 1 คู่ โดยส่วนหวัและอกมจีาํนวน 14 ปลอ้ง เรยีกว่า เซบพาโล
ทอแรก (cephalothorax) ส่วนลาํตวัม ี6 ปลอ้ง รวมทั 5ง 3 ส่วน มทีั 5งหมด 20 ปลอ้ง พบว่าเปลอืก
กุง้จะมกีารลอกคราบอยูเ่ป็นระยะเพื�อช่วยในการเจรญิเตบิโต (จรพีร, 2546) 

กุ้งสามารถแบ่งตามแหล่งที�อยู่อาศยัออกเป็น 2 กลุ่ม คอื กุ้งโซนหนาว อาศยัอยู่ตาม
แหล่งนํ5าที�มกีระแสนํ5าเยน็ไหลผ่าน ไดแ้ก่ ประเทศในแถบมหาสมุทรแปซฟิิกตอนเหนือและแถบ
มหาสมุทรแอตแลนติก เป็นกุ้งที�มลีกัษณะค่อนข้างเล็ก กุ้งโซนหนาวที�สําคญั ได้แก่ กุ้งสกุล 
Crangon และ Pandalus เป็นต้น ส่วนกุ้งโซนรอ้น อาศยัอยู่ตามแหล่งนํ5าที�มกีระแสนํ5าอุ่นไหล
ผ่าน ไดแ้ก่ ประเทศในแถบอ่าวแมก็ซโิก ทะเลแครเิบยีน แอฟรกิาตะวนัตก บรเิวณฝ ั �งตะวนัตก
ของอเมรกิากลางกบัอเมรกิาใต้ และประเทศในแถบทวปีเอเชยี เป็นกุ้งที�มลีกัษณะค่อนขา้งใหญ่ 
โตเรว็ ทําให้กุ้งโซนรอ้นเป็นกุ้งที�นิยมบรโิภคมากกว่ากุ้งโซนหนาว กุ้งโซนรอ้นที�สําคญั ได้แก่ 
กุง้สกุล Penaeus (รปูที� 1)  ไดแ้ก่ กุง้แชบ๊วย กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) กุ้งลายเสอื และ 
Metapenaeopsis เป็นตน้ 

 

 
รปูที� 1 ลกัษณะภายนอกของกุง้ (Carpenter and Niem, 1998) 
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 1.1. อนุกรมวิธานของกุ้งแชบว๊ย 
Kingdom  Animalia     
   Subkingdom  Bilateria    
      Infrakingdom  Protostomia    
         Superphylum  Ecdysozoa    
            Phylum  Arthropoda     
               Subphylum  Crustacea  
                  Class  Malacostraca  
                     Subclass  Eumalacostraca  
                        Superorder  Eucarida  
                           Order  Decapoda   
                              Suborder  Dendrobranchiata   
                                 Superfamily  Penaeoidea                                       
                                    Family  Penaeidae  
                                       Genus  Fenneropenaeus   
                                          Species  Fenneropenaeus merguiensis (De Man, 1888) 
  
 1.2. ลกัษณะของกุ้งแชบว๊ย 

กุ้งแชบ๊วย มชีื�อวทิยาศาสตรว์่า Fenneropenaeus merguiensis De Man, 1888 
(Holthuis, 1980) มชีื�อสามญัว่า Banana prawn กุ้งแชบ๊วย กุ้งหางแดงหรอืกุ้งหางดอก และชื�อ
ทางการคา้ว่า White prawn (จนัทน์ผา, 2544) กุ้งแชบ๊วยมลีกัษณะเด่น คอื เมื�อโตเตม็วยั โคน
กรจีะยกขึ5นเป็นรูปสามเหลี�ยมมสีนํี5าเงนิ ปลายกรมีสีแีดง กรมีฟีนัด้านบน 8-10 ซี� และฟนั
ดา้นล่าง 2-3 ซี� ขาเดนิ 3 คู่แรก ปลายขามลีกัษณะเป็นก้ามมองเหน็ไดช้ดัเจน ซึ�งขาเดนิคู่แรกมี
ขนาดสั 5นที�สุด ส่วนขาเดนิคู่ที� 3 มขีนาดยาวที�สุด (พศิาลและสุรชยั, 2521) โดยปกตจิะยาวไม่ถงึ
แพนหนวด พบว่าในเพศผู้รยางค์ส่วนอก (maxilliped) คู่ที� 3 จะยาวประมาณครึ�งหนึ�งของคู่
ถดัไป ส่วนอวยัวะเพศเมยีของกุง้แชบ๊วย (Thelycum) (ชยัรตัน์และสุพจน์, 2545) มลีกัษณะเป็น
แผ่นวงกลมตรงกลางมตีิ�งเนื5อ (fleshy) เป็นสนันูนขึ5นมาสามารถมองเหน็ไดช้ดัเจน คลา้ยครึ�ง
วงกลมสองชิ5นประกบตดิกนั พบว่าติ�งเนื5อที�นูนออกมานั 5นสามารถยื�นลงไปในถุงเก็บนํ5าเชื5อตวั
ของผู ้(seminal receptacle) ได ้ซึ�งมลีกัษณะคลา้ยกบัอวยัวะเพศของกุ้ง Penaeus indicus  แต่
ต่างกนัตรงที�ไมม่ตีิ�งเนื5อนูนออกมาอยา่งชดัเจน (จนัทน์ผา, 2544)  
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1.3. ชีววิทยาของกุ้งแชบว๊ย 
กุ้งอายุ 12-18 เดอืน จะมขีนาดประมาณ 50-150 กรมั จงึมกีารเริ�มวางไข่ในนํ5าลกึ 15-

40 เมตร ใกลก้บัพื5นดนิ ไขท่ี�มกีารผสมแลว้จะฟกัเป็นตวัภายในระยะเวลา 15 ชั �วโมง จากนั 5นลูก
กุง้ที�ไดจ้งึมกีารพฒันาเป็น 4 ระยะ (รปูที� 2) ดงันี5 

ระยะที� 1 นอรเ์พลยีส (Nauplius) ลูกกุ้งมขีนาดเลก็มาก มองด้วยตาเปล่าไม่เหน็ ใช้
เวลาอยู่ในระยะนี5ประมาณ 38 ชั �วโมง มกีารลอกคราบประมาณ 6 ครั 5ง การดํารงชวีติส่วนใหญ่
จะอยูบ่รเิวณผวิหน้าของพื5นดนิและกนิอาหารที�มาจากถุงอาหาร (Yolk sac) 

ระยะที� 2 โซเอยี (Zoea) ลูกกุ้งเริ�มมขีนาดลําตวัยาวขึ5น เหน็ส่วนหวัชดัเจน ใชเ้วลาอยู่
ในระยะนี5ประมาณ 4 วนั มกีารลอกคราบประมาณ 3 ครั 5ง การดํารงชวีติส่วนใหญ่ มกีารลอยตวั
ขึ5นสู่ผวินํ5า เริ�มกนิแพลงตอนพชืขนาดเลก็ ไดอะตอมและไขห่อยเป็นอาหาร 

ระยะที� 3 ไมซสิ (Mysis) ลูกกุ้งเริ�มมลีกัษณะของกุ้งชดัเจนมากยิ�งขึ5น โดยสามารถ
เคลื�อนที�ในนํ5าได้อย่างรวดเร็ว กินอาหารจําพวกแพลงตอนสตัว์ โรติเฟอร์ (Rotifer) และไร
นํ5าเคม็ (Brine shrimp)  

ระยะที� 4 โพสลาวา (Post lava) ลูกกุ้งมขีนาดลําตวัยาวประมาณ 5.56 มลิลเิมตร มี
เปลอืกคลุมส่วนหวัยาวประมาณ 1.57 มลิลเิมตร ขาเดนิ 3 คู่แรกมลีกัษณะเป็นก้ามชดัเจน 
พบว่าขาคู่แรกจะสั 5นที�สุด ส่วนขาคู่ที� 3 ยาวที�สุด ลูกกุ้งจะอยู่ในระยะนี5ประมาณ 30 วนั จงึมกีาร
พฒันาเขา้สู่ตวัเตม็วยั โดยอาศยัอยูบ่รเิวณปา่ชายเลนหรอืนํ5ากร่อยประมาณ 3-4 เดอืน และเมื�อ
มอีาย ุ6 เดอืนจงึว่ายนํ5าออกสู่ทะเลเพื�อขยายพนัธุต่์อไป (พศิาลและสุรชยั, 2521)  

 
รปูที� 2 วงจรชวีติของกุง้ (Platon, 1978) 
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 1.4. ฤดกูารวางไข่ของกุ้งแชบว๊ย (Spawning season) 
กุ้งแชบ๊วยมกีารวางไข่ตลอดปี โดยเริ�มวางไข่ครั 5งแรกเมื�อความยาวลําตัวประมาณ 

14.08 เซนตเิมตรขึ5นไป พบว่ามอีตัราการวางไข่สูงในช่วงเดอืนกุมภาพนัธ์ และระหว่างเดอืน
กรกฎาคม กบัเดอืนสงิหาคม ซึ�งสามารถแยกระยะรงัไข่ในกุ้งเพศเมยีดว้ยสายตาเปล่า (รปูที� 3) 
แบ่งออกเป็น 4 ระยะ คอื 

ระยะที� 1 อมิแมททวัร์ (Immature) เป็นระยะที�ไม่สามารถมองเหน็ได้ด้วยตาเปล่า 
เนื�องจากรงัไขท่ี�อยูบ่รเิวณดา้นหลงัของลาํตวัมลีกัษณะใสไมม่สี ีลบี เรยีว จงึยากแก่การมองเหน็
ไดด้ว้ยตาเปล่า 

ระยะที� 2 เออรล์ ีแมททวัรร์ิ�ง (Early maturing) เป็นระยะที�เริ�มมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า 
เนื�องจากบรเิวณดา้นหลงัของลาํตวัมสีเีหลอืงยาวตลอดลาํตวั 

ระยะที� 3 เลท แมททวัรร์ิ�ง (Late maturing) เป็นระยะที�รงัไข่เริ�มมองเหน็ไดช้ดัเจนขึ5น 
เนื�องจากรงัไข่มคีวามหนามากยิ�งขึ5นและมสีเีขยีวชดัเจนขึ5น จงึทําให้สามารถมองเหน็รงัไข่ได้
อยา่งชดัเจน 

ระยะที� 4 แมททวัร ์(Mature) เป็นระยะที�รงัไข่หนามากที�สุดและแผ่ยาวตั 5งแต่ส่วนหวัลง
มาตลอดดา้นหลงัของลาํตวั ซึ�งส่วนบนของรงัไข่สามารถมองเหน็ชดัเจนที�สุดเนื�องจากรงัไข่ส่วน
นี5จะมกีารแผ่ออกมามากกว่าส่วนอื�นและมสีเีขยีวคลํ5า ซึ�งเป็นระยะที�รงัไข่กุ้งมกีารพฒันาพรอ้ม
ในการวางไข ่ 

 
รปูที� 3 การพฒันาของรงัไขกุ่ง้ Uawisetwathana และคณะ (2011) 
 
2. การเพาะเลี>ยงเซลลเ์นื>อเยื�อสตัว ์(animal tissue culture) 

ปจัจุบนัการเพาะเลี5ยงเซลล์เนื5อเยื�อสตัว์เป็นที�นิยมอย่างแพร่หลาย เนื�องจากสามารถ
ประยุกต์ใช้ในการทดลองต่างๆได ้เช่น การเพาะเลี5ยงเซลล์มะเรง็เพื�อนํามาใชศ้กึษาผลของยา
ต่อการยบัยั 5งเซลลม์ะเรง็ การเพาะเลี5ยงเซลลท์ี�สามารถผลติแอนตบิอดซีึ�งสามารถนํามาใชใ้นการ
วนิิฉยัโรค การเพาะเลี5ยงไวรสั เนื�องจากไวรสัไม่สามารถเพิ�มจาํนวนดว้ยตวัเองได ้จงึต้องอาศยั
ในสิ�งมชีวีติอื�น(host) เพื�อเพิ�มจํานวน ดงันั 5นการศกึษาโดยใช้เซลล์เนื5อเยื�อสตัว์มาทดลองแทน
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การใชส้ตัวท์ดลองจงึไดร้บัความสนใจ เนื�องจากสามารถเพาะเลี5ยงเซลลท์ี�มคีุณสมบตัเิหมอืนกนั 
(Homogeneity of cell type) ภายใตส้ภาวะที�ตอ้งการ 

การเพาะเลี5ยงเซลล์เนื5อเยื�อสตัว์ คอื การเพาะเลี5ยงเซลล์จากสิ�งมชีวีติเฉพาะส่วน ซึ�ง
สามารถควบคุมสภาวะแวดลอ้มไดต้ามที�ตอ้งการ โดยแยกเซลลอ์อกมาจากเนื5อเยื�อสตัว ์แลว้ทํา
การเพาะเลี5ยงภายใต้สภาวะที�เหมาะสม การเพาะเลี5ยงเซลล์จดัเป็นการศึกษาในระดบัหลอด
ทดลอง (in vitro test) (บุษบา ศรมี ี2556) พบว่าเทคนิคการเพาะเลี5ยงเซลลไ์ดพ้ฒันามาจากการ
เพาะเลี5ยงเซลล์ของสตัว์มกีระดูกสนัหลงัชั 5นตํ�าของกบ เนื�องจากในการเพาะเลี5ยงไม่มคีวาม
ซบัซ้อนมาก จงึเป็นจุดเริ�มต้นในการทําการศึกษาการเพาะเลี5ยงเซลล์ ต่อมาได้มกีารพฒันา
เทคนิคการเพาะเลี5ยงเซลลข์ึ5นอย่างต่อเนื�อง โดยทําการจาํลองสภาวะใหเ้หมอืนกบัเซลลท์ี�นํามา
เพาะเลี5ยงเจรญิอยู่ได้ภายในร่างกายของสิ�งมชีวีติจรงิ ซึ�งมกีารควบคุมอุณหภูม ิความชื5น pH 
และปจัจยัอื�นๆ ภายใต้สภาวะแวดล้อมที�ใกล้เคยีงกบัในธรรมชาตมิากที�สุด เพื�อทําการศึกษา
กลไก กระบวนการทาํงานต่างๆ ภายในเซลล ์(David, 1994) 
  
 2.1. การแยกเซลลจ์ากเนื>อเยื�อสตัว ์
 การแยกเซลลอ์อกจากอวยัวะหรอืเนื5อเยื�อสิ�งมชีวีติโดยตรง ถอืเป็นกระบวนการสําคญั
ในการเพาะเลี5ยงเซลล ์เนื�องจากมผีลต่อการเจรญิเตบิโตและเพิ�มจาํนวนของเซลล ์ควรแยกเซลล์
ภายใต้อุณหภูมติํ�า ประมาณ 4 องศาเซลเซยีส ระยะเวลาไม่เกนิ 30 นาท ีก่อนเซลล์จะอยู่ใน
อาหารเพาะเลี5ยง เพื�อคงคุณสมบตัใิหม้ลีกัษณะใกลเ้คยีงกบัเซลลท์ี�อยู่ในสิ�งมชีวีติมากที�สุด โดย
เซลลแ์ต่ละชนิดอาจมกีระบวนการแยกที�แตกต่างกนั 
  2.1.1. การตดัเนื5อเยื�อสตัวเ์ป็นชิ5นเลก็ (Explants method) 
 การแยกเซลลโ์ดยตดัเนื5อเยื�อเป็นชิ5นเลก็ๆ หรอืสบัใหเ้นื5อเยื�อมขีนาดเลก็ที�สุด (minced) 
เป็นการแยกเซลล์จากเนื5อเยื�อสัตว์แบบง่าย มีข ั 5นตอนไม่ยุ่งยาก เหมาะสําหรับเซลล์ที�มี
คุณสมบตัเิกาะภาชนะเพาะเลี5ยง เนื�องจากเซลล์เมื�อหลุด (spread) ออกจากเนื5อเยื�อสามารถ
เกาะภาชนะเพาะเลี5ยงไดโ้ดยตรง มรีายงานของ Furukawa และคณะ (1996) ทําการแยกเซลล์
โดยตัดเนื5อเยื�อเป็นชิ5นเล็กๆ เพื�อแยกเซลล์เยื�อบุผิว (Epithelial Cell) จากท่อตับอ่อน 
(Pancreatic Duct) ในมนุษย ์พบว่าการตดัเนื5อเยื�อเป็นชิ5นเลก็ส่งผลให้เซลล์หลุดออกมาจาก
เนื5อเยื�อไดด้กีว่าการตดัเป็นชิ5นใหญ่ เนื�องจากการตดัเนื5อเยื�อใหม้ขีนาดเลก็ช่วยเพิ�มพื5นที�ผวิใน
การหลุดของเซลลอ์อกมาไดม้ากกว่าเนื5อเยื�อที�มขีนาดใหญ่ แต่ในกระบวนการแยกเซลลโ์ดยการ
ตดัเนื5อเยื�อเป็นชิ5นเลก็ มขีอ้จาํกดัเนื�องจากผนงัเซลลข์องเนื5อเยื�อเป็นตวัขดัขวางการหลุดและแผ่
ออกมาของเซลล ์ (Jose, 2009)  ซึ�งพบว่าบรเิวณที�อยู่ใกลเ้นื5อเยื�อ เซลลจ์ะมกีารเกาะกนัอย่าง
แน่นหนามากกว่าบรเิวณที�ห่างจากเนื5อเยื�อ การแยกเซลล์โดยตดัเนื5อเยื�อเป็นชิ5นเลก็ไม่เหมาะ
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กบัเซลล์ทุกชนิด จงึควรศกึษาชนิดของเซลล์และเนื5อเยื�อสตัว์ก่อนทําการแยกเซลล์เพื�อจะได้
เซลลท์ี�มคีุณสมบตัแิละประสทิธภิาพในการเพาะเลี5ยงมากยิ�งขึ5น 
  2.1.2. การยอ่ยเนื5อเยื�อสตัวด์ว้ยเอนไซม ์(Enzymatic dissociation) 
 การแยกเซลล์โดยใช้เอนไซมย์่อยเนื5อเยื�อเป็นวธิทีี�นิยมอย่างแพร่หลาย เนื�องจากง่าย
และค่อนขา้งสะดวก เอนไซมท์ี�นิยมใช ้ไดแ้ก่ trypsin pronase collagenase และ dispase ซึ�ง
เอนไซม์แต่ละชนิดก็มคีุณสมบตัิที�แตกต่างกัน เช่น trypsin มหีน้าที�ในการย่อยโปรตีนให้
กลายเป็นกรดอะมโิน Masuda และคณะ (2008) และ pronase ซึ�งมคีุณสมบตัคิลา้ยกบั trypsin 
มรีายงานของ (Adamson, 1990) ใช ้ pronase ย่อยเซลลเ์ยื�อบุผนังหลอดเลอืด (endothelial 
cell) ที�หลอดเลอืดในทอ้งกบ (frog mesentery) ส่วนเอนไซม ์ collagenase และ dispase มี
คุณสมบตัใินการยอ่ยเนื5อเยื�อเกี�ยวพนั (connective tissue) พบว่า collagenase จดัเป็นเอนไซม์
ยอ่ยโปรตนี (protease) ชนิดหนึ�ง ซึ�งมหีน้าที�สลายพนัธะเพปไทด ์(peptide bond) ในคอลาเจน 
(collagen) โดย collagenase ที�มขีายตามท้องตลาด ได้มาจากการทําบรสิุทธิ | Clostridium 
histolyticum มรีายงานของ Jaffe และคณะ (1973) ทําการศกึษาโดยใช ้collagenase ในการ
แยกเซลลเ์ยื�อบุผนังหลอดเลอืดจากหลอดเลอืดดําอมับสิคิลั (Umbilical Veins) พบว่าการแยก
เซลลโ์ดยใช้เอนไซมเ์หมาะกบัเนื5อเยื�อที�มลีกัษณะแขง็ (compact tissues) มากกว่าเนื5อเยื�อที�มี
ลกัษณะอ่อนนุ่ม (loose tissues) เนื�องจากเอนไซมจ์ะไปมผีลต่อคุณสมบตับิางประการของเยื�อ
หุม้เซลล ์(cell membrane) เช่น ยอ่ยโปรตนีบรเิวณเยื�อหุม้เซลล ์ทาํใหค้วามสามารถในการเกาะ
ภาชนะเพาะเลี5ยงลดลง จงึมกีารเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี5ยงดว้ยคอลาเจนหรอืโพลไีลซนี (Poly-
Lysine) เพื�อช่วยใหเ้ซลลเ์กาะภาชนะไดด้ยีิ�งขึ5น (Toullec, 1999) 
  2.1.3. การยอ่ยเนื5อเยื�อสตัวด์ว้ยสารที�ไมใ่ช่เอนไซม ์(Non-enzymatic 
dissociation) 

 การย่อยเนื5อเยื�อสัตว์ด้วยสารที�ไม่ใช่เอนไซม์หรอืเป็นการย่อยเนื5อเยื�อด้วย
สารเคมทีั �วไป ยกตวัอย่างเช่น EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) เป็นสารที�ละลาย
นํ5าได ้มคีุณสมบตัทิาํใหโ้ปรตนีเสยีสภาพ โดยไปจบักบัไอออนของแคลเซยีมระหว่างเซลล ์ทําให้
เซลลท์ี�เกาะเป็นกลุ่มหลุดออกจากกนัและทําใหเ้ซลลห์ลุดออกจากภาชนะเพาะเลี5ยง EDTA มี
ความสามารถในการจบักบัโลหะหนัก ทําให้เกดิการตกตะกอนของโลหะหนัก จงึนิยมนํามาใช้
ประโยชน์ในทางเภสชักรรม โดยมรีายงานของ Sequeira และคณะ (1996) ไดท้ําการแยกเซลล์
เมด็เลอืด (hemocytes) โดยใช ้EDTA เป็นส่วนประกอบ ที�ใชใ้นการย่อย (dissociation) เซลล์
ใหห้ลุดออกมา 
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2.2. การเพาะเลี>ยงเซลลเ์นื>อเยื�อกุ้ง 
การเพาะเลี5ยงเซลล์เนื5อเยื�อกุ้งมกีารศึกษามานานกว่า 25 ปี เนื�องจากการตดิเชื5อและ

ก่อใหเ้กดิโรคในสตัวนํ์5า จงึมกีารศกึษาโดยนําความรูท้างดา้นอณูชวีวทิยา (Molecular biology) 
และเทคโนโลยใีนการถ่ายโอนยนี (Gene transfer technologies) มาประยุกต์ใช้ จนสามารถ
ผลติเซลล์ไลน์ (cell line) สายพนัธุ์ต่างๆได้ เช่น เซลล์แมลงและเซลล์ของสตัว์เลี5ยงลูกด้วย
นํ5านม แต่ยงัไม่สามารถผลติ single cell line ที�มาจากกุ้งได ้ทําไดเ้พยีงพฒันาใหเ้ซลลม์กีาร
เจรญิได้ดแีละยาวนานยิ�งขึ5น Jayesh และคณะ (2012) ในปจัจุบนัมกีารเพาะเลี5ยงกุ้งอย่าง
แพร่หลาย โดยวธิกีารเพาะเลี5ยงมคีวามเสี�ยงต่อการเกดิโรค ซึ�งส่งผลให้เกดิความเสยีหายต่อ
อุตสาหกรรมการเลี5ยงกุง้ จงึมกีารศกึษาการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุง้ เพื�อนํามาใชศ้กึษาสาเหตุ
ของการตดิเชื5อ เพื�อหาวธิป้ีองกนัและวธิรีกัษาเมื�อกุ้งมกีารตดิเชื5อ พบว่าการตดิเชื5อไวรสัตวัแดง
ดวงขาวสามารถปรากฏได้อย่างชดัเจนในบรเิวณต่อมนํ5าเหลอืง (lymphoid) ซึ�งสามารถนําไป
พฒันาเป็นเครื�องมอืที�ใช้ในการตรวจสอบการตดิเชื5อโรคในกุ้งได้ Maeda และคณะ (2003) 
พบว่ากุ้งขาว มชีื�อวทิยาศาสตรว์่า P. vannamei เป็นสายพนัธุ์ที�นิยมนํามาใชใ้นการศกึษาการ
เพาะเลี5ยงเซลล ์(รปูที�4) เนื�องจากกุ้งขาวเป็นกุ้งที�นิยมเลี5ยงในฟารม์อย่างแพร่หลายในประเทศ
แถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ 

 
รปูที� 4 สายพนัธุข์องกุง้ที�นิยมใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลล ์Jayesh และคณะ (2012) 
 

การศกึษาชนิดของเนื5อเยื�อกุง้ที�นิยมใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลล ์พบว่าต่อมนํ5าเหลอืง รงัไข่
เมด็เลอืดและตบั เป็นเนื5อเยื�อที�นิยมนํามาใชศ้กึษาการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุ้งมากที�สุด (รปูที�
5) Jayesh และคณะ (2012) 
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รปูที� 5 เนื5อเยื�อของกุง้ที�นิยมใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลล ์
ที�มา : Jayesh และคณะ 2012 
 
 จากการศกึษาต่อมนํ5าเหลอืงหรอืเรยีกอกีอย่าง คอื Oka organ มลีกัษณะเป็น 2 พ ู
แยกกนัอยา่งชดัเจนเป็นพซูา้ยและพูขวา (รปูที�6) เชื�อมต่อกนัดว้ยเสน้เลอืด อยู่บรเิวณดา้นหน้า
ส่วนล่างของตบั (วชัระ, 2546)  

 
รปูที� 6 ต่อมนํ5าเหลอืงกุง้ขาว (Lightner, 2011) 
 

จากการศกึษาของ Itami และคณะ (1999) ไดท้ําการแยกเซลลจ์ากต่อมนํ5าเหลอืงกุ้งคุรุ
มา ในอาหารสูตร M199 ที�มกีารเตมิ 20% Fetal Bovine Serum (FBS) และ lactalbumin 
hydrolysate  ความเขม้ขน้ 0.1 กรมัต่อลติร นํามาบ่มเลี5ยงที�อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส พบว่า
เซลลท์ี�แยกไดม้ลีกัษณะ Fibroblast cells และ Epithelioid cells (รปูที� 7) จากนั 5นจงึนําเซลลท์ี�
แยกไดม้าศกึษาการตดิเชื5อ Penaeid Rod Shaped DNA Virus (PRDV) โดยใชเ้ทคนิค 
Cytopathic effects พบว่าเซลลจ์ากต่อมนํ5าเหลอืงกุ้งคุรุมามกีารแสดงออกถงึการตดิเชื5อ PRDV  
ในเวลา 8 วนั 
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รปูที� 7 เซลลท์ี�แยกไดจ้ากต่อมนํ5าเหลอืงกุง้คุรุมา (Itami และคณะ 1999) 
 

จากการศกึษารงัไข่ (Ovarian) มลีกัษณะเป็นเสน้คู่ยาวทั 5งแต่ส่วนหวัไปถงึส่วนทา้ย อยู่
บรเิวณส่วนหลงัใกลต้บักุ้ง (รปูที�8) พบว่ารงัไข่มกีารเปลี�ยนแปลงไปตามระยะในการพฒันาของ
รงัไข ่Felgenhauer, (1992)  

 
รปูที� 8 รงัไขกุ่ง้ (Dall และคณะ 1990) 
 

จากการศกึษาของ Maeda และคณะ (2003) ไดท้ําการแยกเซลลจ์ากรงัไข่กุ้งคุรุมา ใน
อาหารสูตร 2X-Leibovitz’s L-15 ที�มกีารเตมิ 10% FBS  glucose ความเขม้ขน้  1 กรมัต่อลติร  
proline ความเขม้ขน้  0.1 กรมัต่อลติร TC-Yeastolate ความเขม้ขน้  1 กรมัต่อลติร และ 
lactalbumin hydrolysate  ความเขม้ขน้  1 กรมัต่อลติร นํามาบ่มเลี5ยงที�อุณหภูม ิ25 องศา
เซลเซยีส พบว่าเซลลท์ี�แยกไดม้ลีกัษณะ Fibroblast cells และ Epithelioid cells (รปูที� 9) 
จากนั 5นจงึศกึษาการเพิ�มจาํนวนของเซลลด์ว้ยเทคนิค 5-bromo-2'-deoxyuridine assay (BrdU 
assay) 
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รปูที� 9 เซลลท์ี�แยกไดจ้ากรงัไขกุ่ง้คุรมุา Maeda และคณะ (2003) 
 

จากการศกึษาพบว่าตบักุ้งมลีกัษณะเป็น 2 พู ขนาดใหญ่อยู่บรเิวณส่วนหวักุ้ง โดยมี
ลําไส้ผ่ากลางไปทะลุส่วนทา้ยของตบั (รปูที�10) มหีน้าที�ในกระบวนการควบคุมการเผาผลาญ
อาหาร ช่วยในการหลั �งและสงัเคราะห์เอนไซมใ์นการย่อย ช่วยในการจดัเก็บและกําจดัสารพษิ 
ส่งผลใหต้บัเป็นอวยัวะที�ได้รบัผลกระทบต่างๆ เช่น สารพษิ ความเครยีด ความไม่สมบูรณ์ของ
อาหารไดง้า่ย จงึทาํใหต้บัเป็นอวยัวะที�ใชบ่้งบอกสุขภาพของกุง้ (Ceccaldi, 1989)  

 

 
รปูที� 10 ตบักุง้ขาว (Purivirojkul, 2012) 
 

จากการศกึษาของ Uma และคณะ (2002) ไดท้ําการแยกเซลล์จากตบักุ้งกุลาดํา ใน
อาหารสูตร Leibovitz’s L-15 ที�มกีารเตมิ 10% FBS นํามาบ่มเลี5ยงที�อุณหภูม ิ28 องศา
เซลเซยีส พบว่าเซลลท์ี�แยกได้มลีกัษณะ Round cells (รปูที� 11) จากนั 5นจงึนําเซลล์ที�ไดม้า
ศกึษาการตดิเชื5อ White Spot Syndrome Virus (WSSV)  โดยใชเ้ทคนิค Cytopathic effects 
พบว่าที�เวลา 120 ชั �วโมง เซลลม์ลีกัษณะแตก หลุดลอยกระจายเป็นเศษเซลลใ์นอาหาร 
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รปูที� 11 เซลลต์บัที�แยกไดจ้ากกุง้คุรุมา่ ที� เวลา 2 วนั Wang และคณะ (2012) 
 
3. อาหารเลี>ยงเซลล ์(culture medium) 
 การเพาะเลี5ยงเซลลใ์นหอ้งปฏบิตักิารจาํเป็นตอ้งอาศยัอาหารเป็นส่วนสําคญัในการเจรญิ
ของเซลล์ ซึ�งพบว่าอาหารพื5นฐานที�ใช้ในการเพาะเลี5ยงเซลล์มอียู่ด้วยกนัมากมายหลายชนิด 
ขึ5นอยู่กบัชนิดของเซลล์ที�เราสนใจศกึษา อุณหภูมทิี�เหมาะสมแก่การเจรญิของเซลล์แต่ละชนิด 
เช่น เซลล์จากสตัว์เลี5ยงลูกด้วยนํ5านมมอุีณหภูมทิี�เหมาะสมในการเลี5ยงที� 37 องศาเซลเซยีส 
ส่วนเซลล์กุ้งหรอืเซลล์แมลงอุณหภูมทิี�เหมาะสม คอื 28 องศาเซลเซยีส พบว่าสูตรอาหาร
พื5นฐานแต่ละชนิดกม็คีวามเหมาะสมจําเพาะต่ออุณหภูมแิตกต่างกนั ดงันั 5นการเจรญิของเซลล์
ไม่ได้ขึ5นอยู่กบัผลของปจัจยัจากสารอาหารที�เป็นองค์ประกอบในอาหารเลี5ยงเซลล์เพยีงอย่าง
เดยีว pH ค่า osmolarity อุณหภูม ิออกซเิจน ปรมิาณคารบ์อนกส็่งผลต่อการเจรญิเตบิโตของ
เซลลเ์ช่นเดยีวกนั 
 อาหารพื5นฐานที�ใช้ในการเพาะเลี5ยงเซลล ์มอีงคป์ระกอบของสารอาหารหลกัแต่ละชนิด
ในปรมิาณแตกต่างกนั โดยองคป์ระกอบพื5นฐานหลกัที�ใชใ้นการผลติอาหารเลี5ยงเซลลไ์ดม้าจาก
การศึกษาองค์ประกอบของนํ5าเลอืด (plasma) เลอืด (lymph) ซรีมั (serum) และเนื5อเยื�อของ
เซลล์ชนิดต่างๆ ว่ามปีรมิาณสารอาหารแต่ละชนิดมาน้อยเพยีงใด ซึ�งส่งผลต่อการเลอืกสูตร
อาหารพื5นฐานในการเลี5ยงเซลล์แต่ละชนิดไดแ้ตกต่างกนั เซลลแ์ต่ละชนิดอาจเหมาะกบัอาหาร
พื5นฐานสูตรเดยีวกนั แต่อาจมกีารเตมิสารอาหารชนิดอื�นเพิ�มลงไปเพื�อช่วยใหเ้ซลล์ชนิดนั 5นโต
ไดด้ยีิ�งขึ5น (David, 1994) 
 
 3.1. อาหารสงัเคราะหพื์>นฐานที�ใช้ในการเพาะเลี>ยงเซลลก์ุ้ง 

เนื�องจากการเพาะเลี5ยงเซลลจ์ากสตัว์ไม่มกีระดูกสนัหลงัที�อาศยัอยู่ในนํ5าเคม็ (marine 
invertebrates) พบปญัหาหลกั 3 ประการ คอื แหล่งที�มาของเซลล์ กระบวนการในการรกัษา
สภาพเซลล์เมื�อผ่านการแช่แขง็ (cryopreservation) และการปนเปื5อนจากยคูารโิอตชนิดอื�น ซึ�ง
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มผีลยบัยั 5งการเจรญิของเซลล์ทําให้การพฒันาเซลล์สายพนัธุ์ของสตัว์ในคลาสครสัเตเชยีนไม่
ประสบความสําเรจ็เท่าที�ควร เพราะความหลากหลายของชนิดเซลล์และสิ�งมชีวีติ จงึหาสูตร
อาหารและสภาวะที�เหมาะสมในการเลี5ยงไดย้าก (Rinkevich, 2005) ส่งผลให ้Jayesh และคณะ 
(2012) ได้ทําการศกึษาสูตรอาหารที�นิยมนํามาใช้ในการเพาะเลี5ยงเซลลจ์ากเนื5อเยื�อกุ้ง พบว่า
อาหารสูตร Leibovitz’s L-15 เป็นสูตรที�นิยมใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุ้งมากที�สุด (รปูที�
12) 

จากรายงานของ Nadala และคณะ (1993) ไดท้ําการศกึษาแยกเซลลต่์อมนํ5าเหลอืง 
ระบบประสาท (nerve cord) ไสใ้น (gut) หวัใจ กลา้มเนื5อ รงัไข่และเหงอืก จากกุ้ง P.stylirostris 
และกุ้งขาว โดยตดัเนื5อเยื�อเป็นชิ5น ประมาณชิ5นละ 1 มลิลเิมตร วางในอาหารสูตร double 
strength L-15 (2X-L15),  M199, RPMI1640, Grace’s insect medium, MM insect medium, 
TC100 insect medium พบว่า อาหารสตูร 2X-L15 เซลลม์กีารเจรญิดทีี�สุด 

 
รปูที� 12 สตูรอาหารสงัเคราะหพ์ื5นฐานที�นิยมใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุง้ Jayesh และ
คณะ (2012) 
  
 3.2. องคป์ระกอบพื>นฐานในอาหารเลี>ยงเซลล ์
  3.2.1. โปรตนี (Protein) 

โปรตนีเป็นส่วนประกอบสําคญัที�มใีนอาหารเลี5ยงเซลล์ เนื�องจากเป็นตวัช่วยให้เซลล์มี
อตัราการเจรญิและการรอดชวีติเพิ�มสงูขึ5น พบว่าปรมิาณโปรตนีที�ใชใ้นการเพาะเลี5ยงเซลลม์กีาร
ปรบัใหม้ปีรมิาณใกลเ้คยีงในเลอืดของกุ้ง แต่ปรมิาณโปรตนีในเลอืดกุ้งก็ยงัขึ5นกบัชนิดของสาย
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พันธุ์ ปริมาณและชนิดของอาหาร ระยะเวลาในการลอกคราบและอายุของกุ้งเป็นหลัก 
(Clayclon, 2009) โปรตนีนิยมเตมิลงไปในอาหารเลี5ยงเซลลเ์พยีงเลก็น้อย ซึ�งเป็นส่วนช่วยให้
เซลลม์กีารเจรญิอย่างรวดเรว็ โปรตนีที�นิยมเตมิเพิ�มลงไปในอาหารเลี5ยงเซลล ์ไดแ้ก่ fetuin α–
globulin fibronectin albumin และ transferrin เป็นต้น (David, 1994) พบว่ากรดอะมโิน 
(Amino acid) เป็นหน่วยย่อยของโปรตนี โดยในการเพาะเลี5ยงเซลล์สตัว์ส่วนใหญ่ต้องการ
กรดอะมโินจาํเป็น เนื�องจากไม่สามารถสงัเคราะหข์ึ5นไดเ้อง (David, 1994) พบว่าในบางครั 5งมี
การเตมิกรดอะมโินไมจ่าํเป็นในอาหารเลี5ยงเซลล ์ขึ5นอยู่กบัความสามารถในการรบัของเซลล ์จงึ
มกีารเตมิกรดอะมโินเพิ�มลงในสตูรอาหารเลี5ยงเซลลพ์ื5นฐาน การเลอืกชนิดของกรดอะมโินขึ5นอยู่
กบัหน้าที�และปรมิาณเซลล์ เนื�องจากกรดอะมโินเป็นตวัช่วยในการปรบัสมดุลในการเจรญิและ
ช่วยเพิ�มอตัราการรอดชวีติของเซลล์ กรดอะมโินที�นิยมเตมิลงในอาหาร เช่น โพรลนี (Proline) 
เป็นกรดอะมโินไม่จําเป็นชนิดหนึ�งที�พบในเลอืดกุ้ง ช่วยในการดูดซมึของเซลล์สิ�งมชีวีติที�ไม่มี
กระดสูนัหลงั และใชเ้ป็นแหล่งพลงังานในเซลลก์ลา้มเนื5อของแมลง พบว่ากลูตามนี (Glutamine) 
กเ็ป็นกรดอะมโินที�นิยมเตมิในอาหารเลี5ยงเซลล ์เนื�องจากช่วยใหเ้ซลลม์อีตัราการรอดชวีติสูงขึ5น 
โดยกลูตามนีเป็นทั 5งแหล่งพลงังานและแหล่งคารบ์อน ช่วยในกระบวนการเผาผลาญอาหารโดย
การ ออกซเิดชั �น (oxidation) ของ กลูตาเมต (glutamate) แต่การเตมิกลูตามนีในปรมิาณมาก
เกนิไปกส็่งผลต่อเซลล ์เนื�องจากทาํใหเ้กดิแอมโมเนียซึ�งเป็นพษิต่อเซลล ์ทําใหเ้ซลลม์อีตัราการ
เจรญิจาํกดั  (Clayclon, 2009) 
   3.2.1.1. Fetal Bovine Serum (FBS) 
 ซรีมัเป็นของเหลวอยู่ในนํ5าเลอืด ซึ�งแยกส่วนที�ทําให้เลอืดแขง็ตวัออก ทําหน้าที�เป็น
แหล่งโปรตีนในอาหารเลี5ยงเซลล์ ช่วยให้เซลล์มกีารแบ่งตวัได้ดขีึ5น โดยช่วยในกระบวนการ
จําลอง (replication) ของเซลล์ พบว่า FBS เป็นซรีมัที�แยกจากเลอืดในส่วนหวัใจ (cardiac 
puncture) ของลูกววั มสี่วนประกอบของโปรตนี ไขมนั คารโ์บไฮเดรต เอนไซม ์ฮอรโ์มนและ 
อเิลคโทรไลต์ (electrolytes) เป็นสารที�ทําหน้าที�ปรบัสมดุลประจุไฟฟ้าทั 5งภายในและภายนอก
เซลล์ (Stein, 2007) FBS ประกอบไปด้วยสารอาหารที�ช่วยในการเพิ�มจํานวนเซลล ์
(proliferation) (วชิชุดาและคณะ, 2556) โดยกระตุ้นให้เซลล์มกีารแบ่งตวัเพื�อเพิ�มจํานวนใน
เซลลบ์า้งชนิดและมคีุณสมบตัช่ิวยในการเกาะภาชนะของเซลล ์ความเขม้ขน้ของ FBS ที�นิยมใช้
อยู่ในช่วง 5-20% ขึ5นอยู่กบัชนิดของเซลล์ มรีายงานของ Blight และคณะ (2003) เติม 
10%FBS ในอาหารเลี5ยงเซลล ์ Huh-7.5 ซึ�งเป็นเซลลท์ี�แยกไดจ้ากเซลลต์บั (hepatocyte cell) 
ของมนุษย ์มาใชใ้นการศกึษาผลการเพิ�มจาํนวนของไวรสั Hepatitis C โดยมกีารใชต้ั 5งแต่เริ�มต้น
ในการเพะเลี5ยงเซลล ์พบว่าไขมนัชนิดที�มใีน FBS มคีวามจาํเป็นในการเพาะเลี5ยงเซลลข์องสตัว์
ไมม่กีระดกูสนัหลงั เนื�องจากม ีคลอเรสเทอรอล (chlolesterol) ในปรมิาณตํ�า มฮีอรโ์มนและสาร
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เรง่การเจรญิ (growth factor) ซึ�งช่วยกระตุน้ใหเ้ซลลม์กีารเพิ�มจาํนวนไดอ้ย่ารวดเรว็ (Clayclon, 
2009) 
   3.2.1.2. Epidermal Growth Factor (EGF)  
 EGF เป็น growth factor ชนิดหนึ�ง จดัอยู่ในกลุ่มของโปรตนี มหีน้าที�ช่วยในการ
ปฏสิมัพนัธ ์(interaction) ระหว่างเซลลด์้วยกนั ควบคุมการเจรญิของเซลล ์ระบบภูมคิุม้กนัการ
ตอบสนองต่างๆและเร่งกระบวนการเมตาบอลซิมึ (metabolism) ในเซลล์ (Clayclon, 2009) 
พบว่า EGF จดัเป็น growth factor ที�นิยมเตมิในอาหารเลี5ยงเซลล ์เนื�องจากช่วยกระตุ้นในการ
สรา้งอนิเตอรล์วิคนิ (interleukins) ซึ�งเป็นโปรตนีที�มฤีทธิ |กระตุ้นการเพิ�มจํานวนเซลล ์(David, 
1994) มรีายงานของ Reynolds และคณะ (1992) ทําการศกึษาโดยใช ้EGF กระตุ้นการแบ่ง
เซลล ์ progenitor cells พบว่า EGF ช่วยในการแผ่ขยาย (migrated) และเพิ�มจาํนวนเซลลเ์พื�อ
พฒันาไปเป็นเซลลป์ระสาท (neurons) และเซลลเ์กลยีในระบบประสาท (astrocytes) แต่ EGF 
ไม่ไดม้ผีลกระตุ้นการเจรญิของเซลลทุ์กชนิด ดงัรายงานของ (Barnes, 1982) ไดท้ําการศกึษา
ผลของ EGF ที�ความเขม้ขน้ 1-10 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร พบว่ามผีลยบัยั 5งการเจรญิของเซลล ์
A431 ซึ�งเป็นเซลลท์ี�แยกจากมะเรง็ผวิหนังในมนุษย ์จากความรูด้งักล่าว ส่งผลใหป้จัจุบนัมกีาร
ผสม EGF ในครมีทาผวิเพื�อลดชะลอริ5วรอยและช่วยกระตุ้นการสรา้งเซลลใ์หม่ของผวิหนัง ดงั
รายงานของ Baker และคณะ (1987) ได้ทําการศกึษาผลของยา Dexamethasone ควบคู่กบั 
EGF มผีลช่วยกระตุ้นใหเ้ซลลห์นังหุม้ปลายอวยัวะเพศ (foreskin) ของมนุษยม์กีารเพิ�มจาํนวน
ขึ5น 
  3.2.2. คารโ์บไฮเดรต (Carbohydrate) 
 คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งพลงังานหลกัที�ใช้ในกระบวนการเผาผลาญอาหารของเซลล ์
แหล่งของคารโ์บไฮเดรตส่วนใหญ่ไดม้าจากนํ5าตาล เช่น มอลโทส (maltose) ซูโครส (sucrose) 
ฟรุกโทส (fructose) กาแลคโทส (galactose) แมนโนส (mannose) เป็นต้น ซึ�งพบว่าในอาหาร
เลี5ยงเซลลส์่วนใหญ่นิยมใชก้ลโูคส (glucose) เป็นแหล่งพลงังานหลกั (David, 1994)  
   3.2.2.1 กลโูคส (glucose) 
 กลูโคสมสีูตรโครงสรา้งเป็น C6H12O6 จดัเป็นเป็นนํ5าตาลโมเลกุลเดี�ยวหรอืโมโนแซคคา
ไรด์ (monosaccharide) ที�มคีวามสําคญัและพบมากในธรรมชาต ิเนื�องจากเป็นองค์ประกอบ
พื5นฐานของคารโ์บไฮเดรตทุกชนิด ซึ�งพบว่าในอาหารเลี5ยงเซลล์ของสตัว์ไม่มกีระดูกสนัหลงั
นิยมเตมิกลูโคสเพิ�มลงไป เนื�องจากกลูโคสเป็นสารตั 5งต้นในกระบวนการเผาผลาญอาหาร ช่วย
ในการเกาะภาชนะเพาะเลี5ยงได้เรว็ขึ5นและมหีน้าที�เป็นแหล่งพลงังานให้แก่เซลล์ (Clayclon, 
2009) มรีายงานของ Maeda และคณะ (2003) ไดท้าํการศกึษาเพาะเลี5ยงเซลลร์งัไข่กุ้งคุรุมา ใน
อาหารสูตรต่างๆ พบว่าอาหารสูตรที�มกีารเตมิ FBS 10% กลูโคส 1 กรมัต่อลติร proline 0.1 
กรมัต่อลติร TC-Yeastolate 1 กรมัต่อลติรและ lactalbumin hydrolysate 1 กรมัต่อลติร เพิ�มใน
อาหารเลี5ยงเซลล ์ช่วยใหเ้ซลลม์อีตัราการรอดชวีติและเพิ�มจาํนวนไดด้ทีี�สุด 
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  3.2.3. วติามนิ (Vitamin) 
 วติามนิเป็นแหล่งสาํคญัในการเจรญิและเพิ�มจาํนวนเซลล ์เนื�องจากวติามนิเป็นตวัชกันํา
ใหเ้กดิปจัจยัรว่มต่างๆ พบว่าในสตูรอาหารพื5นฐานส่วนใหญ่มวีติามนิเป็นส่วนประกอบ เช่น 
biotin choline folic acid nicotinic acid pantothenic acid pyridoxal riboflavin thiamin และ 
inositol เป็นตน้ ซึ�งวติามนิที�เตมิในอาหารเลี5ยงเซลลจ์ดัเป็นวติามนิที�ละลายนํ5า และพบว่ามี
อาหารสตูรพื5นฐานบางชนิดมกีารเตมิวติามนิเอและวติามนิอลีงไปเช่นกนั (David, 1994) 
   3.2.3.1. MEM vitamin solution 
 MEM vitamin solution เป็นอาหารเสรมิที�มคีุณสมบตัชิ่วยในการเจรญิเตบิโตของเซลล ์
โดยช่วยใหเ้ซลลเ์จรญิและมอีตัราการรอดชวีติสูงขึ5น (HiMedia Laboratories, 2011) มรีายงาน
ของ Brown และคณะ (1999) ใช ้MEM vitamin solution เป็นอาหารเสรมิในการเพาะเลี5ยงเซลล์
กลา้มเนื5อเรยีบของหลอดเลอืด (Vascular Smooth Muscle Cells) มนุษย ์
   3.2.3.2. ไบโอตนิ (Biotin)  
 ไบโอตนิ หรอืวติามนิบ7ี (Vitamin B7) มสีูตรทางเคม ีC10H16O3N2S (รปูที�13) จดัอยู่ใน
กลุ่มวติามนิบรีวม สามารถละลายนํ5าได ้เป็นตวัช่วยสงัเคราะหไ์ขมนัจากคารโ์บไฮเดรต และช่วย
เร่งปฏกิริยิาทางเคมโีดยมคีุณสมบตัเิป็นโคเอนไซม ์(Co-enzyme) Guesdon และคณะ (1979) 
ในกระบวนการสร้างสารไพรมิดินิ (Pyrimidine) จดัเป็นสารตั 5งต้นในการสร้างกรดนิวคลอีิก 
(Nucleic Acid) หรอืกระบวนการสงัเคราะหด์เีอน็เอ (DNA) และอาเอน็เอ (RNA) ซึ�งส่งผลในการ
แบ่งและเพิ�มจาํนวนเซลล ์Leary และคณะ (1983)  

 
รปูที� 13 โครงสรา้งทางเคมขีองไบโอตนิ 
 
  3.2.4. ไขมนั (Lipid) 
 เซลลข์องสตัวแ์ต่ละชนิดมคีวามต้องการไขมนัในปรมิาณที�แตกต่างกนั พบว่าไขมนัเป็น
ส่วนประกอบสาํคญัที�พบไดม้ากในตบักุง้ซึ�งอยู่ในรปูของฟอสโฟลพิดิ (Phospholipids) โดยฟอส
โฟลพิดิมกีารสงัเคราะห์ได้จากตบัและมปีรมิาณลดลงในเลอืด ดงันั 5นการเติมไขมนัเพิ�มลงใน
อาหารเลี5ยงเซลล์จึงขึ5นอยู่กับชนิดของเซลล์เป็นหลัก โดยชนิดของไขมนัที�นิยมใช้ในการ
เพาะเลี5ยงเซลลข์องสตัวไ์มม่กีระดูกสนัหลงั คอื คลอเรสเทอรอล พบว่าที�ความเขม้ขน้ 0.01% มี
ผลช่วยในการจาํลองตวัและเพิ�มอตัราการรอดชวีติของเซลล ์(Clayclon, 2009) 
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  3.2.5. ยาปฏชิวีนะ (Antibiotics) 
ยาปฏชิีวนะนิยมใช้ในการทดลองที�มกีารศึกษาเพาะเลี5ยงเนื5อเยื�อ เนื�องจากป้องกัน

เชื5อจลุนิทรยีซ์ึ�งจะส่งผลต่อการเพาะเลี5ยงเซลลท์ี�สนใจ โดยหลกัการเลอืกยาปฏชิวีนะที�ใชต้้องไม่
เป็นพษิต่อเซลล ์ใชใ้นปรมิาณเลก็น้อย สามารถยบัยั 5งการเจรญิของเชื5อจุลนิทรยไ์ด ้ยาปฏชิวีนะ
มีหลายชนิด เช่น เพนนิซิลิน (penicillin) สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) เจนตามัยซิน 
(gentamycin) แอมโฟเทอรซินิบ ี(amphotericin B) และนิสตาซนิ (nystatin) เป็นต้น (David, 
1994) 
  3.2.6. สารละลายที�ใชใ้นการปรบัสมดุลของอาหารเลี5ยงเซลล ์ 
   3.2.6.1. สารละลายเกลอื (Balance salt solutions, BSSs) จดัเป็นส่วน
สาํคญัในอาหารเลี5ยงเซลล ์เนื�องจากในองคป์ระกอบของ BSSs ประกอบดว้ยเกลอื (NaCl) เป็น
ตวัควบคุมค่าความดนัออสโมติก (osmotic pressure) ในอาหารเลี5ยงเซลล์ ซึ�งส่งผลต่อ
ประสทิธภิาพในการดูดซมึสารอาหารบรเิวณเยื�อหุม้เซลล์เพื�อนํามาใชใ้นกระบวนการเผาผลาญ
อาหาร (metabolism) ต่างๆ ภายในเซลล ์BSSs ส่วนใหญ่ไม่ไดม้อีงคป์ระกอบของสารอาหารที�
ใช้ในการเจริญเติบโตของเซลล์ แต่เป็นส่วนสําคัญในการรกัษาและปรับความสมดุลของ
สารละลายเกลอืที�มใีนอาหารเลี5ยงเซลล ์(David, 1994) 
   3.2.6.2. สารละลายบฟัเฟอร ์(Buffer solution) ทําหน้าที�ในการรกัษา
สภาพ pH ของอาหารเลี5ยงเซลล ์ เนื�องจากในกระบวนการเผาผลาญอาหารของเซลล ์มกีารใช้
กลูโคสเป็นแหล่งพลงังาน ซึ�งใหผ้ลติภณัฑอ์อกมาเป็นกรดแลคตกิ (lactic acid) ทําให ้pH ของ
อาหารเลี5ยงเซลล์มกีารเปลี�ยนแปลง ส่งผลให้เกิดสภาวะที�ไม่เหมาะสมต่อการเจรญิของเซลล ์
สารละลายบฟัเฟอรท์ี�นิยมใช ้คอื ไบคารบ์อเนต (Bicarbonate) และฮเีปส (Hepes) โดยเตมิลง
ไปเลก็น้อย เพื�อไม่ใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลล ์(cytotoxicity) และช่วยใหอ้าหารมคี่า pH คงที�
เหมาะแก่การเจรญิของเซลล ์(David, 1994) 
  3.2.7. อาหารเสรมิที�สกดัจากเนื5อเยื�อกุง้ (Tissue extract)  
   3.2.7.1 Shrimp Meat Extract (SME) 
 SME นํามาประยุกต์ใชเ้ป็น growth factor โดยเตมิลงในอาหารเลี5ยงเซลล ์ พบว่ามผีล
ช่วยในการเจรญิของเซลลกุ์้ง จงึมกีารศกึษา เตมิ 15%SME ในอาหารเลี5ยงเซลล์ ใชใ้นการ
เพาะเลี5ยงเซลลต่์อมนํ5าเหลอืงและรงัไขข่องกุง้กุลาดํา ควบคู่กบัการเตมิ 0.01% คลอเรสเทอรอล
(cholesterol) ซึ�งช่วยใหเ้ซลลม์กีารเจรญิดขีึ5น Kasornchandra และคณะ (1999) 
   3.2.7.2 Shrimp Ovary Extract (SOE)  
 SOE มผีลช่วยในการรอดชีวิต (survival) ของเซลล์ จากรายงานของ (Chen and 
Wang, 1999) ไดท้ําการทดลองโดยผสม SME และ SOE ลงในอาหารเลี5ยงเซลล ์พบว่า SME 
และ SOE มีผลในการรอดชีวิตของเซลล์หวัใจ (heart) และเซลล์เม็ดเลือด (peripheral 
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hemocytes) ได้แตกต่างกันกันอย่างมนีัยสําคญั แต่ช่วยในการรอดชีวิตและเพิ�มจํานวนของ
เซลลต่์อมนํ5าเหลอืงและรงัไขกุ่ง้สายพนัธุ ์penaeid มากขึ5นอยา่งมนียัสาํคญั 
  3.2.8. ไรโบโซมอลโปรตนี (Ribosomal Protein: RP) 

Ribosomal Protein จดัเป็นองคป์ระกอบของไรโบโซม ซึ�งเป็นองคป์ระกอบพื5นฐานที�มี
ความสําคญัในเซลล์ของสิ�งมชีวีติ เนื�องจาก Ribosomal Protein ช่วยในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนซึ�งมีผลช่วยในการเพิ�มจํานวนของเซลล์ในสัตว์เลี5ยงลูกด้วยนํ5 านม 
(Yamashita, 2007) 

  3.2.8.1. Ribosomal protein L10a (RPL10a) 
RPL10a เป็นองคป์ระกอบของ 60S large subunit ในไรโบโซม Liu และคณะ (2012) 

จากการทดลองของ Wonglapsuwan และคณะ (2011) RPL10A มผีลในการกระตุ้นการพฒันา
รงัไข่กุ้งแชบ๊วยและได้มกีารศึกษาหน้าที�การทํางานของ RPL10A ในแมลงหวี� (Drosophila 
melanogaster) พบว่ามกีารแสดงออกในไซโตพลาสซมึ (cytoplasm) ของ nurse และfollicle 
cells ในกระบวนการสรา้งเซลลส์บืพนัธุข์องเพศเมยี (oogenesis) ซึ�งมกีารศกึษาเพิ�มเตมิแสดง
ใหเ้หน็ว่า ในกุ้งพบ RPL10a gene 1 ชนิด ส่วน ในแมลงหวี�พบ RPL10a gene 2 ชนิด คอื 
RpL10Aa และ RpL10Ab โดย RpL10Ab มคีวามคลา้ยคลงึ (similarity) กบั RPL10a ที�พบใน
กุ้ง เนื�องจากลกัษณะที�แสดงออก (phenotype) ของแมลงหวี� แสดงให้เหน็ว่า RpL10Ab มสี่วน
เกี�ยวขอ้งกบัวงจรในการส่งสญัญาณของอนิซูลนิ (insulin signaling pathway) อกีทั 5งการเตมิ 
RpL10Ab ในปริมาณมากเกินไปมีผลทําให้เซลล์ตาย ดังนั 5นจึงควรมีการศึกษาปริมาณที�
เหมาะสมในการใช้ RPL10a เพื�อกระตุ้นการพฒันารงัไข่ และได้มกีารศึกษาของ McMahon 
และคณะ (2010) พบว่า RPL10a มกีารแสดงออกสงูในเซลลม์ะเรง็  

  3.2.8.2. Ribosomal protein S3a (RPS3a) 
RPS3a เป็นองค์ประกอบของ 40S subunit ในไรโบโซม จากการทดลองของ 

Navakanitworakul และคณะ (2012) พบว่า RPS3a อาจจะมผีลช่วยกระตุ้นในการพฒันาของรงั
ไข่กุ้งแชบ๊วย  และไดม้กีารศกึษาของ Slizhikova และคณะ (2005) ไดท้ําการศกึษาเซลลม์ะเรง็
ปอด (Carcinoma of Lung) ในมนุษยโ์ดยใช้ NOLA2 และ RPS3a genes เป็นตวับ่งชี5 
(marker) เซลลม์ะเรง็ พบว่าเมื�อเปรยีบเทยีบระหว่างเซลลป์กตแิละเซลลม์ะเรง็ของผูป้ว่ย แสดง
ใหเ้หน็ว่าผู้ปว่ยที�เป็นมะเรง็จะมกีารแสดงออกของ NOLA2 และ RPS3a genes สูงกว่าเซลล์
ของผูป้ว่ยปกตถิงึ 70% เช่นเดยีวกบัในการรายงานของ Lim และคณะ (2011) พบว่า RPS3a มี
การแสดงออกสงูในเซลลม์ะเรง็ตบัที�ตดิเชื5อไวรสัตบับ ี(Hepatitis B virus :HBV) ซึ�งแสดงใหเ้หน็
ว่า RPS3a อาจจะเกี�ยวขอ้งกบัความผดิปกตใินการเพิ�มจาํนวนเซลล ์
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4. การถ่ายเซลลไ์ปยงัภาชนะใหม่ (subculture) 
 การ subculture เป็นการยา้ยเซลลไ์ปยงัภาชนะใหม่ ภายใต้อาหารชนิดเดมิหรอือาหาร
ชนิดใหม่ ซึ�งเรยีกการ subculture ในแต่ละครั 5งว่า passage (จาํนวนครั 5งในการ subculture) 
ช่วยในการประมาณจํานวนในการแบ่งเซลล์และรุ่นหรืออายุของเซลล์ได้ สามารถนํามา
ประยุกต์ใช้ในการศกึษาแนวโน้มหรอือตัราในการเจรญิได ้  โดยในการ subculture ขึ5นอยู่กบั
ปจัจยัต่างๆ เช่น ปรมิาตรหรอืพื5นที�ของภาชนะ ซึ�งพื5นที�กวา้งส่งผลใหเ้ซลลส์ามารถเจรญิเตบิโต
ได้มากกว่าภาชนะแคบๆ แต่ขนาดของภานะที�กวา้งไม่ได้ช่วยให้เซลลเ์จรญิได้มากเพยีงปจัจยั
เดยีว จาํนวนเซลลก์ม็ผีลต่อการเจรญิของเซลลเ์ช่นเดยีวกนั เนื�องจากเซลลเ์ป็นสิ�งมชีวีติจงึต้อง
มกีารปฏิสมัพนัธ์ (interaction) เพื�อช่วยในการเจรญิ ส่วนการเพาะเลี5ยงเซลล์ให้อยู่รวมกัน
หนาแน่นจนเกินไปก็จะส่งผลต่อเสยีต่อเซลล์ เนื�องจากเซลล์อาจมกีารเกาะเป็นกลุ่ม (clump) 
หรอืเจรญิทบักนัทําใหเ้ซลลต์ายในที�สุด ปจัจยัของปรมิาณสารอาหารกส็่งผลต่อการ subculture 
เช่นกนั เนื�องจากการเพาะเลี5ยงเซลลโ์ดยไม่มกีารเปลี�ยนอาหารเลย เซลลอ์าจมกีารใชอ้าหารไม่
เพียงพอ จนทําให้ไม่มสีารอาหารมาใช้ในกระบวนการสลายสารอาหารเพื�อให้ได้พลงังาน 
(metabolism) ก็ส่งผลให้เซลล์ไม่มกีารเจรญิและตายในที�สุด ซึ�งประโยชน์ในการ subculture 
ช่วยให้เซลล์มชีีวติ อายุยาวนานขึ5น เนื�องจากระหว่างการเพาะเลี5ยง เซลล์จะมกีระบวนการ 
metabolism ซึ�งอาจมกีารปล่อยสารพษิออกมา อาจก่อใหเ้กดิผลเสยีต่อเซลลโ์ดยถ้ามสีารพษิใน
ปรมิาณมากอาจส่งผลใหเ้ซลลต์าย อกีทั 5งการ subculture ยงัช่วยในการเจรญิของเซลลเ์นื�องจาก 
เมื�อมกีระบวนการ metabolism เซลลต์้องมกีารใชส้ารอาหาร ดงันั 5นการ subculture จงึเป็นการ
ช่วยเพิ�มปรมิาณสารอาหารให้แก่เซลล์ ซึ�งช่วยให้เซลล์สามารถเจรญิเติบโตได้ดขีึ5น โดยการ 
subculture เป็นการเพิ�มจาํนวนเซลลจ์ากเซลลป์รมิาณน้อยใหม้กีารเพิ�มจาํนวนมากยิ�งขึ5น อกีทั 5ง
ปรมิาณเซลลท์ี�มากเกนิไปส่งผลใหเ้ซลลม์กีารใชอ้าหารไม่เพยีงพอต่อความต้องการในการเจรญิ
ต่อส่งผลให้เซลล์ตายในที�สุด ในการ subculture แต่ละครั 5งจงึต้องมกีารแบ่งเซลล์ในปรมิาตรที�
เท่าๆกนั ซึ�งจะช่วยให้เซลล์ที�แบ่งออกมามคีวามสามารถเจรญิได้สูงสุด อกีทั 5งยงัเป็นการเพิ�ม
จาํนวนและปรมิาตรของเซลลใ์หเ้พิ�มมากขึ5น ซึ�งสามารถนํามาประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมได ้
 
 4.1. ชนิดของเซลลใ์นการ subculture  
  4.1.1. เซลลเ์กาะภาชนะเพาะเลี5ยง (adherent cells) 
 เซลลเ์กาะภาชนะเพาะเลี5ยงเป็นเซลลท์ี�มคีุณสมบตัใินการเกาะบรเิวณพื5นผวิของภาชนะ 
ซึ�งเซลล์ชนิดนี5ต้องมกีารทําให้เซลล์หลุด (detached) ออกจากผวิหน้าภาชนะเพาะเลี5ยง ก่อน 
subculture โดยการดูความหนาแน่น (density) ของเซลล์ชนิดนี5 สามารถดูจากปรมิาณในการ
เจรญิซึ�งเกาะบรเิวณผิวหน้าของภาชนะเพาะเลี5ยง ซึ�งความหน้าแน่นของเซลล์มผีลต่อการ 
subculture เนื�องจากปรมิาณที�น้อยเกนิไปกส็่งผลให้เซลลเ์จรญิชา้ ปรมิาณเซลล์ที�พอเหมาะใน
การ subculture ประมาณ 80%ของภาชนะเพาะเลี5ยง การ subculture เซลล์เกาะภาชนะ
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เพาะเลี5ยง ต้อง detached ใหเ้ซลลห์ลุดออกมาโดยใช ้cell scaper ซึ�งขดูเซลลใ์หห้ลุดออกจาก
ภาชนะเพาะเลี5ยง หรอืการใชส้ารเคม ีเช่น trypsin เป็นตวัตดั (break down) พนัธะของโปรตนี
ใหห้ลุดจากภาชนะ EDTA จบักบัไออนของโซเดยีมบรเิวณผวิเซลลซ์ึ�งทําใหโ้ปรตนีตวัที�เกาะกบั
ผวิภาชนะเพาะเลี5ยงหลุดออก แต่การใช้สารเคมกี็อาจส่งผลในการ subculture เนื�องจากความ
เขม้ขน้และเวลานานเกนิไปส่งผลเป็นพษิต่อเซลล์ซึ�งอาจทําให้เซลล์ตายในที�สุด ดงันั 5นจงึควร
ศกึษาความเขม้ขน้และระยะเวลาที�ใช้ในการบ่มก่อนทําการทดลอง จากนั 5นจงึทําการถ่ายเซลล์
ไปยงัภาชนะใหมเ่พื�อใหเ้ซลลเ์กาะยงัผวิหน้าภาชนะเพาะเลี5ยงตามเดมิ 
  4.1.2. เซลลไ์มเ่กาะภาชนะเพาะเลี5ยง (Non-adherent cells) 
 เซลลไ์มเ่กาะภาชนะเพาะเลี5ยง เป็นเซลลช์นิดที�ง่ายในการ subculture เนื�องจากไม่ต้อง 
detached ออกจากผิวหน้าภาชนะซึ�งอาจส่งผลต่อคุณสมบตัิของเซลล์ โดยการ subculture 
เซลล์ไม่เกาะภาชนะเพาะเลี5ยง โดยการแบ่งเซลล์ออกมาเลี5ยงในภาชนะใหม่ในปริมาณที�
เท่าๆกนั โดยเพิ�มปรมิาณสารอาหารใหเ้หมาะสมต่อภาชนะเพาะเลี5ยง 
 
 4.2. การยึดเกาะของเซลล ์(cell adhesion) 
 cell adhesion เป็นการเชื�อมโยงระหว่างเซลลด์ว้ยกนั หรอืการยดึเกาะของเซลลก์บัสาร
ภายนอกเซลล ์(extracellular matrix เช่น collagen, fibronectin, และ laminin เป็นต้น) (ลดัดา, 
2547) พบว่า cell adhesion มหีน้าที�สําคญัหลายประการ เช่น ช่วยในการเจรญิของเซลล ์การ
เพิ�มจาํนวนเซลล ์กระตุน้ใหเ้ซลลเ์กดิการเปลี�ยนรปูร่างไปทําหน้าที�เฉพาะอย่าง (differentiation) 
การเคลื�อนที�ของเซลล์ (cellular migration) และการเชื�อมโยงระหว่างเซลล์ด้วยกนั (cell-cell 
communication) เป็นตน้ โดยการเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี5ยงเซลล ์(coated surfaces) สามารถ
ช่วยใหเ้กดิการยดึเกาะของเซลลไ์ดด้ขี ึ5น Moreno และคณะ (2011) พบว่าการเคลอืบผวิภาชนะ
เพาะเลี5ยงเซลลด์ว้ยซรีมัหรอืสารที�มปีระจบุวก ช่วยใหเ้ซลลม์กีารจบักบัผวิหน้าภาชนะไดด้ยีิ�งขึ5น 
เนื�องจากบรเิวณผวิเซลลส์่วนใหญ่จะมปีระจลุบสามารถจบักบัประจบุวกของผวิภาชนะเพาะเลี5ยง
เซลล ์จงึส่งผลช่วยในการแบ่งตวัของเซลลบ์รเิวณผวิหน้าภาชนะไดด้ยีิ�งขึ5น (รกัษณิีย,์ 2550) ซึ�ง
มรีายงานของ Yamada และคณะ (2007) ไดม้กีารประยุกต์ใช ้MTT ในการวดัการยดึเกาะของ
เซลลก์บัภาชนะเพาะเลี5ยง (Cell Adhesion Assay) ซึ�งจะกล่าวถงึในหวัขอ้ถดัไป 
 
5. การศึกษาลกัษณะของเซลล ์(characterization of culture cells) 
 5.1. การศึกษาความมีชีวิตของเซลล ์(cell viability)  
 การศกึษาความมชีวีติของเซลล ์สามารถนํามาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาคุณสมบตัต่ิางๆ
ของเซลลไ์ด ้เช่น ทดสอบความเป็นพษิของสารต่อเซลล ์วดัการเจรญิเตบิโตของเซลล ์ซึ�งมี
หลายวธิ ีดงันี5 
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  5.1.1. Trypan blue assay 
 Trypan blue assay เป็นเทคนิคที�ใช้ในการศึกษาความมชีวีติของเซลล์ได้ง่ายและ
รวดเรว็ ซึ�งสามารถแยกระหว่างเซลลม์ชีวีติและไม่มชีวีติได ้โดยเซลลไ์ม่มชีวีติจะมองเหน็เป็นสี
นํ5าเงนิ เนื�องจาก Trypan blue สามารถผ่านเยื�อหุ้มเซลลเ์ขา้ไปจบักบัโปรตนีซรีมั (serum 
proteins) ภายในเซลลไ์ด ้ส่วนเซลลท์ี�มชีวีติ Trypan blue ไม่สามารถผ่านเยื�อหุม้เซลลเ์ขา้ไปได้
จงึทําใหย้อ้มไม่ตดิส ี (วชิชุดาและคณะ, 2556) จากนั 5นจงึทําการศกึษาความมชีวีติของเซลล์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ซึ� งสามารถนับจํานวนเซลล์ที�มีชีวิตและไม่มีชีวิตได้โดยใช ้
Hemocytometer ซึ�งเป็นอุปกรณ์ที�ใชน้ับจาํนวนเซลล ์ประกอบดว้ย 2 ส่วน คอื ส่วนที�เป็นสไลด ์
(slide) และแผ่นปิดสไลด ์ภายในสไลด์จะมช่ีองสําหรบัใส่เซลล์ที�ต้องการนับ โดยมลีกัษณะเป็น
ตาราง (grid) ซึ�งทําใหส้ามารถคํานวณจาํนวนเซลลไ์ดม้รีายงานของ Graidist และคณะ (2006) 
ทําการศกึษาบทบาทของ fortilin ในการป้องกนัการตายจากการตดิเชื5อไวรสัตวัแดงดวงขาวใน
เซลลกุ์้งกุลาดํา (Penaeus mondon) โดยใชเ้ทคนิค Trypan blue assay ในการศกึษาความมี
ชวีติของเซลล ์
  5.1.2. MTT assay 
 MTT assay (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay 
คือ เทคนิคที�ใช้ศึกษาความมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) จากการวัดปริมาณเอนไซม ์
succinate dehydrogenase ในไมโตคอนเดรยี (mitochondria) (David, 2011) โดยเอนไซม ์
succinate dehydrogenase เป็นเอนไซมท์ี�ใชใ้นกระบวนการเผาผลาญอาหาร (metabolism) ซึ�ง
พบในไมโตคอนเดรียของเซลล์ที�มีชีวิต ส่วนเซลล์ตายไม่มีการสร้างเอนไซม์ succinate 
dehydrogenase จงึมกีารประยุกต์ใชโ้ดยเตมิสาร MTT ที�มสีเีหลอืง ไปจบักบั tetrazolium ring 
ในเอนไซม ์succinate dehydrogenase เกิดเป็นผลกึสมี่วงของ formazan ซึ�งเป็นผลกึที�ไม่
ละลายนํ5 า แต่สามารถละลายได้ใน isopropanol หรือตัวทําละลายบางชนิด เช่น dimethyl 
sulfoxide (DMSO) จากนั 5นนําไปการวดัค่าการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 570 นาโนเมตร 
(Frei, 2011) พบว่าเทคนิค MTT assay นิยมใชใ้นการศกึษาความเขม้ขน้ของยาที�ส่งผลยบัยั 5ง
การเจรญิของเซลล์ (cytotoxicity) โดยเปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที�ไม่มกีารเตมิตวัยาลงไป ใช้ดูการ
แบ่งเซลล ์(dividing cells) นิยมใชก้บัเซลลไ์ลน์ (cell lines) เนื�องจากสามารถรูจ้ํานวนเซลล์ที�
แน่นอน หรอืใชใ้นการศกึษาสารบางชนิดที�ส่งผลต่อการเพิ�มจาํนวนของเซลล ์(cell proliferation) 
โดยสามารถใช้ดูความมชีวีติของเซลล์ได้โดยตรง พบว่าค่าการดูกลนืแสงมคี่าแปรผนัตรงกบั
ความมชีวีติของเซลล์  ในทางกลบักนัค่าการดูดกลนืแสงน้อย แสดงให้เหน็ว่าเซลล์มชีวีติน้อย
หรอืเซลลต์าย Meerloo และคณะ (2011) 
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 5.2. การศึกษาการเพิ�มจาํนวนเซลล ์(cell proliferation) 
   5.2.1. BrdU assay 

การวเิคราะห์การเพิ�มจํานวนเซลล์โดยใช้เทคนิค 5-bromo-2'-deoxyuridine assay 
(BrdU assay) ตามวธิกีารของ Cell Proliferation Elisa BrdU colorimetric (Roche, Germany) 
ซึ�งเป็นเทคนิคที�ใช้วดัปรมิาณการเพิ�มจํานวนของเซลล์จากการวดัปรมิาณดีเอ็นเอที�เพิ�มขึ5น
ภายในเซลล ์พบว่า BrdU เป็นสารที�มโีครงสรา้งคลา้ยกบั Thymidine หรอื เบส T ใน DNA (รปู
ที� 14) จงึมกีารเตมิ BrdU ที�ตดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสงลงไปในอาหารเลี5ยงเซลล ์เพื�อให ้ BrdU 
เขา้ไปแทนที�เบส T ในการสงัเคราะห ์DNA จากนั 5นจงึทาํการตรวจสอบการเพิ�มจาํนวนของเซลล์
โดยวดัการเรอืงแสงดว้ยเทคนิค Colorimetric immunoassay ที�ความยาวคลื�น 450 นาโนเมตร  

 

 
รปูที� 14 โครงสรา้งของ BrdU และ Thymidine 
(http://openwetware.org/wiki/Bromodeoxyuridine_%28BrdU%29) 
 
6. การติดเชื>อในเซลลเ์นื>อเยื�อกุ้ง 

ในระบบการเพาะเลี5ยงกุ้งมกัประสบปญัหาของโรคหลายชนิดเนื�องมาจากปจัจยัต่างๆ 
เช่น ปรมิาณและคุณภาพของนํ5าที�ใชเ้ลี5ยง การลําเลยีงขนส่ง ทําใหกุ้้งเกดิความเครยีด อ่อนแอ
จงึงา่ยต่อการเกดิโรคตดิเชื5อ พบว่าการเกดิโรคตดิเชื5อในกุ้งเกดิจากเชื5อ 4 ชนิดหลกั คอื โปรโต
ซวั รา แบคทเีรยีและไวรสั โดยโรคตดิเชื5อไวรสัทําใหกุ้้งมกีารเจรญิเตบิโตชา้และเกดิอตัราการ
ตายสงู ซึ�งส่งผลกระทบต่อระบบเศรษฐกจิเป็นอยา่งมาก (จรพีร, 2546) 

6.1. โรคติดเชื>อไวรสัตวัแดงดวงขาว 
โรคตวัแดงดวงขาว หรอื ไวรสัดวงขาว เกดิจากเชื5อ WSSV เป็นดเีอนเอไวรสั (DNA) 

รปูรา่งของเชื5อเป็นชนิดแท่งโดยมคีวามยาว 270-290 นาโนเมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 110-120 นา
โนเมตร เชื5อไวรสัสามารถทําลายเนื5อเยื�อผิวใต้เปลือก เหงอืก อวยัวะสร้างเม็ดเลือด ต่อม
นํ5าเหลอืงและเมด็เลอืด โดยทาํใหนิ้วเคลยีสของเซลลบ์วมโต 

ลกัษณะอาการ มจีดุขาวหรอืดวงขาว (รปูที� 15) มเีสน้ผ่าศูนยก์ลาง 0.1-2 มลิลเิมตร กุ้ง
เป็นโรคตวัแดงดวงขาวจะไม่มแีรงดดีตวั ว่ายอยู่บรเิวณผวินํ5าหรอืเกยขอบบ่อ กนิอาหารลดลง 
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ลอกคราบไมอ่อกหรอืลอกคราบแลว้ไม่แขง็ตวั ตวันิ�ม พบว่าในช่วงอาการหนาวหรอืฝนตกหนัก
ตดิต่อกนันานๆ จะมกีารตายของกุง้ที�เป็นโรคตวัแดงดวงขาวมากกว่าช่วงอื�น  

 

 
รปูที� 15 ลกัษณะจดุขาวหรอืดวงขาวบรเิวณเปลอืกกุง้ (Lightner, 2011) 
 

6.2. การตรวจไวรสัตวัแดงดวงขาว 
 6.2.1. ยอ้มเซลลเ์หงอืกและเซลลเ์ยื�อบุผวิใต้เปลอืกด้วยส ี Hematoxylin and 

eosin (H&E) เก็บตวัอย่างกุ้งที�ยงัมชีวีติ โดยการตดัเหงอืกหรอืลอกเซลล์เยื�อบุผวิใต้เปลอืก
บรเิวณเปลอืกคลุมเหงอืกไปดองในนํ5ายา Davidson จากนั 5นนําชิ5นเนื5อไปยอ้มส ี H&E แลว้นํา
เนื5อเยื�อเหงอืกมาตดัเป็นชิ5นบางๆ แล้วนําไป permount บนสไลด ์ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
กุ้งที�ตดิเชื5อไวรสัตวัแดงดวงขาว จะพบ inclusion bodies ในนิวเคลยีสตดิสแีดงถงึสนํี5าเงนิ ซึ�ง
ถา้ตดิเชื5อระยะทา้ย จะพบนิวเคลยีสขยายใหญ่ดนั chromatin ไปตดิขอบเซลล ์

 6.2.2. ใชเ้ทคนิค PCR ในการตรวจไวรสัตวัแดงดวงขาว โดยนําตวัอย่างเหงอืก
หรอืเนื5อเยื�อใต้เปลอืก บดดว้ย Lysis solution (0.05N NaOH และ 0.025%SDS) โดยสารทั 5ง 2 
ตวัจะไปยบัยั 5งการทํางานของเอนไซม ์นําไปต้มในนํ5าเดอืด แลว้แช่นํ5าแขง็ ดูดสารละลายมาทํา 
PCR จากนั 5นนํา PCR product มา run gel electrophoresis 
 
7. เทคนิคที�ใช้ในการศึกษาการติดเชื>อไวรสัในเซลลก์ุ้ง 
 7.1 Cytopathic effects  
 Cytopathic effects (CPE) คอื การเปลี�ยนแปลงรปูร่างและหน้าที�ของเซลลท์ี�มกีารตดิ
เชื5อไวรสั โดยจะไปรบกวนการสรา้งโมเลกุลขนาดใหญ่ (macromolecule) ของเซลล์เจา้บ้าน 
(Host cell) ทําใหเ้กดิการแตกหกัของโครโมโซม (chromosome) เกดิการรวมตวักนั (inclusion 
body) เยื�อหุ้มเซลล์ (membrane) สูญเสียคุณสมบัติ เช่น เสียคุณสมบัติในการเกาะพื5นผิว
ภาชนะเพาะเลี5ยง (วศนิและรุง่ทพิย,์ 2555) หรอืมกีารรวมตวักนัของเซลล ์ทําใหก้ลายเป็นเซลล์
ขนาดใหญ่มหีลายนิวเคลยีส (syncytial cell) ส่งผลใหเ้กดิการตายของเซลลใ์นที�สุด (apoptosis) 
พบว่าการเกดิ CPE สามารถสงัเกตไดภ้ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ (พรอําภาและวรีะชยั, 2552) 
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 7.2 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
RT-PCR คอื เทคนิคการสรา้งสายดเีอน็เอคู่สม (complementary DNA; cDNA) จาก

อารเ์อน็เอ (RNA) โดยใชเ้อนไซม ์Reverse Transcriptase (RT) จากนั 5นจงึนํา cDNA ที�ไดไ้ป
ทําปฏกิริยิา PCR ซึ�งเป็นเทคนิคการเพิ�มจาํนวน DNA โดยใชเ้อนไซม ์DNA poloymerase ใน
การสงัเคราะห ์DNA สายใหม่จาก DNA สายเดมิ (DNA Replication) และตรวจสอบดว้ยวธิ ี
agarose gel electrophoresis (อานีซ๊ะ, 2549) 

พบว่าปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย 3 ขั 5นตอน คอื 
1. Denature เป็นขั 5นตอนการแยกสาย DNA จาก double helix  ใหแ้ยกออกจากกนั

เป็นสองสาย โดยทําลายพนัธะระหว่าง nucleotides เพื�อให ้primer สามารถเขา้มาจบั DNA 
สายเดี�ยวได ้ที�อุณหภมูปิระมาณ 94-95 องศาเซลเซยีส 

2. Annealing เป็นขั 5นตอนการจบักนัของ primer กบั DNA สายเดี�ยว โดยใชอุ้ณหภูมิ
ประมาณ 45-72 องศาเซลเซยีส ซึ�งขึ5นอยูก่บั Melting Temperature (Tm) ของ primer 

3. Extension เป็นขั 5นตอนการสงัเคราะห ์DNA  โดยใชเ้อนไซม ์Taq polymerase  ทํา
ใหม้กีารนํา base มาต่อทางดา้น 3’ ของ primer โดยต่อให ้complementary กบัสาย DNA 
แมแ่บบ ที�อุณหภมูปิระมาณ 72 องศาเซลเซยีส (อโณทยั, 2549) 

 
8. ประโยชน์ที�ได้จากเซลลจ์ากเนื>อเยื�อกุ้ง 
 พบว่าการเพาะเลี5ยงเซลลเ์นื5อเยื�อกุง้สามารถใชเ้ป็นรปูแบบในการศกึษาการเจรญิของรงั
ไขใ่หส้ามารถพฒันาไดเ้รว็ขึ5นในระยะเวลาสั 5นลง (Toullec, 1999) พบว่าเซลลจ์ากต่อมนํ5าเหลอืง 
รงัไข ่เมด็เลอืดและตบัเป็นเซลลท์ี�สามารถเลี5ยงไดใ้นระยะเวลานานและสามารถนํามาใชท้ดสอบ
การตดิเชื5อในกุง้ได ้ส่งผลใหก้ารเพาะเลี5ยงเซลลจ์ากเนื5อเยื�อกุ้งเป็นที�นิยมศกึษาอย่างแพร่หลาย 
Jayesh และคณะ (2012) มกีารทดลองเพาะเลี5ยงเซลลร์งัไข่ เซลลเ์มด็เลอืด เซลลต่์อมนํ5าเหลอืง
และเซลลห์วัใจจากกุ้ง P. monodon และ P. penicillatus. พบว่าเซลลเ์มด็เลอืดและเซลลห์วัใจ
สามารถเจรญิได ้4 วนัส่วนเซลลร์งัไข่และเซลลต่์อมนํ5าเหลอืงสามารถ subculture ไดถ้งึ 3 ครั 5ง 
และสามารถเจรญิได้ 20 วนั (Chen and Wang, 1999) แสดงให้เหน็ว่าการเพาะเลี5ยงเซลล์
เนื5อเยื�อกุ้งจงึเป็นเครื�องมอืสําคญัสําหรบัการวจิยัพื5นฐานเกี�ยวกบัไวรสักุ้ง Maeda และคณะ 
(2003) โดยสามารถนํามาประยกุตใ์ชเ้ป็นรปูแบบในการศกึษากลไกต่างๆในกุ้งได ้
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วตัถปุระสงค ์
1. หาสตูรอาหารที�เหมาะสมที�ใชใ้นการเพาะเลี5ยงเนื5อเยื�อกุง้แชบ๊วย 
2. ศกึษาลกัษณะและคุณสมบตัต่ิางๆของเซลลเ์นื5อเยื�อกุง้แชบ๊วย 
3. ศกึษาการตดิเชื5อของไวรสัตวัแดงดวงขาวต่อเซลลเ์นื5อเยื�อกุง้แชบ๊วย 
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บทที�2 
วสัด ุอปุกรณ์และวิธีการ 

1. วสัด ุ
 1.1. สารเคมี 
  1.1.1. สารเคมชีนิดเกรดวเิคราะห ์(Analytical grade) 

สารเคมี บริษทัที�ผลิต 
Acetic acid 

Ammonium Persulfate (APS) 

Antibiotic-Antimycotic 

ß-Mercaptoethanol 

Biotin 

Bovine Serum Albumin (BSA) 

Bromophenol blue 

Chloroform 

Comassie brilliant blue R 

Copper Sulphate penta-hydrate (CuSO4.5H2O) 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 

Fetal Bovine Serum (FBS) 

Gelatin 

Glucose 
Glycerol 

HEPES 

Hydrochloric (HCl) 

Immidazole 

Kanamycin 

Lactalbumin hydrolysate 

Leibovitz’s L-15 Medium (L15 medium) 

MEM vitamin solution 

Methanol 

Potassium chloride (KCl) 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 

J.T.Baker 

USB 

Invitrogen  
BDH 

Sigma 
GE-Healthcare 
Fluka 

LAB-SCAN 

Sigma 
Merk 

Merk 

Merk 

Invitrogen 
KSP 

Merk 

Fisher Scientific 

Sigma 
Merk 

Sigma 
BioBasic 

Sigma 
Invitrogen 
Invitrogen 
LAB-SCAN 

RANKEM 

Merk 
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Sulfuric acid (H2SO4) 

Sodium Carbonate (NaCO3) 

Sodium Chloride (NaCl) 

Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

Sodium Hydroxide (NaOH) 

TC-yeastolate 

Tris-base 

Trypan blue 

Tryptone 

Yeast extract 

LAB-SCAN 

BDH 

LAB-SCAN 

RCI Labscan 

Aps Ajex Finechem 

Loba Chemie 

Invitrogen 
Fisher Scientific 

Invitrogen 
Himedia 

RCI Labscan 

  

  1.1.2. สารเคมชีนิดเกรดอณูชวีวทิยา (Molecular biology grade) 
 

สารเคมี บริษทัที�ผลิต 
Acrylamide 

Agarose 

collagenase type V 
deoxynucleotide Triphosphate (dNTP) 

Ethidium bromide 

isopropyl ß-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 

Lysosome 

MTT solution 
N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine (TEMED) 

N’N-Methylenebisacrymide 

Merk 
Promega 
Sigma 
Promega 
Sigma 
GE-Healthcare 
USB 
Invitrogen 
USB 
Merk 

 
 1.2. แบคทีเรีย 
Escherichia coli (E.coli) สายพนัธุ ์BL21 มลีกัษณะ Genotype : F-, ompT, hsdSB.(rB-, mB-), 

gal, dcm บรษิทั Invitrogen ประเทศเนเธอรแ์ลนด ์  
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 1.3. ดีเอน็เอต้นแบบสายสั %นๆ (Oligonucleotide primer) (Sigma) 
ไพรเ์มอร ์ ลาํดบัเบส Tm (oC) 
GAPDH-F 5’ CAAGAAGGTCATCATCTCCGCT 3’ 55 
GAPDH-R 5’ TCCACGGTCTTCTGTGTGGC 3’ 55 

ie1-F 5’ GACTCTACAAATCTCTTTGCCA 3’ 55 
ie1-R 5’ CTAGGAATTGGTGCAAAGGTAG 3’ 55 

 
2. อปุกรณ์ 
 กระดาษกรองเบอร3์ (Whatman) 
 หลอดไมโครเซนตฟิิวจส์าํหรบัทํา PCR ขนาด 0.2 มลิลลิติร 
 หลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์ขนาด 1.5 มลิลลิติร 
 เครืRองชั Rง 2 ตําแหน่ง รุ่น 2200C SCS (บรษิทั Precisa) 
 เครืRองชั Rง 4 ตําแหน่ง รุ่น AB 204 (บรษิทั Mettler Toledo) 
 เครืRองเขยา่แบบควบคุมอุณหภมูไิด ้(บรษิทั Labline) 
 เครืRองเขยา่ผสมสาร Vortex-2 GENIE (บรษิทั Scientific Industries) 
 เครืRองจา่ยกระแสไฟ Power Supply รุน่ 1000/500 (บรษิทั Bio Rad) 
 เครืRอง Horizblot electrophoresis transfer รุน่ AE-6675&AE-6675L (บรษิทั ATTO) 
 เครืRองตรวจสอบดเีอน็เอโดยวธิอีกิาโรสเจลอเิลคโตรฟอรซีสิ (บรษิทั Bio Rad) 
 เครืRองบนัทกึภาพเจลดเีอน็เอ รุน่ Gel Doc (บรษิทั Bio Rad) 
 เครืRองผลติเสยีวความถีRสงู (บรษิทั Sonics) 
 เครืRองวดัการดดูกลนืแสง รุ่น Lamda 25 (บรษิทั Perkin Elmer) 
 เครืRองวดัการดดูกลนืแสง UV รุน่ Ultraspec III (บรษิทั Pramacia) 
 เครืRองวดั pH รุน่ Cyberscan 1000 (บรษิทั Eutech Cybernectics) 
 เครืRองสงัเคราะหด์เีอน็เอ (PCR) รุน่ TouchDown (บรษิทั HYBRID) 
 เครืRองหมนุแรงเหวีRยงแบบควบคุมอุณหภูมไิด ้รุน่ RC 5B (บรษิทั Sorvall) 
 เครืRองหมนุเหวีRยงแบบตั mงโต๊ะ รุน่ Biofuge pico (บรษิทั Sorvall) 
 ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซยีส (บรษิทั SANYO) 
 ตูแ้ช่แขง็ -70 องศาเซลเซยีส (บรษิทั SANYO) 
 ตูด้ดูควนั (บรษิทั Major) 
 ตูป้ราศจากเชืmอ Larminar air flow (บรษิทั Neurair) 
 หมอ้นึRงความดงัไอนํmา รุน่ HA-300 MII (บรษิทั Hirayma) 
 อ่างนํmาควบคุมอุณหภูม ิ(บรษิทั Mammert) 
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วิธีการทดลอง 
1. ศึกษาความมีชีวิตของเซลลก์ุ้งแชบว๊ยโดยเทคนิค MTT assay (Invitrogen, USA) 

นํากุง้แชบ๊วย (นํmาหนักประมาณ 25-50 กรมั ความยาวประมาณ 15-20 เซนตเิมตร) แช่
ในนํmาแขง็ 10-15 นาท ีลา้งฆ่าเชืmอใน 70% ethanol แช่เยน็ 10 นาท ีและ PBS (1X antibiotic-
Antimycotic), pH7.4 แช่เยน็ 15 นาท ีจากนั mนผ่าแยกเนืmอเยืRอ 3 ชนิด คอื รงัไข่ ซึRงอยู่ในระยะ 
undervelop ต่อมนํmาเหลอืงและตบั มาลา้งในอาหาร 2X-L15 medium 4 ครั mง ครั mงละ 5 นาท ีตดั
เนืmอเยืRอรงัไข ่ต่อมนํmาเหลอืงและตบั เป็นชิmนเลก็ๆ โดยแบ่งเนืmอเยืRอแต่ละชนิด ออกเป็น 4 ส่วน 
       ส่วนทีR 1 นําเนืmอเยืRอรงัไข ่ต่อมนํmาเหลอืงและตบั มาวางใน 2X-L15 medium ทีRอุณหภูม ิ28 
องศาเซลเซยีส นาน  2.30 ชั Rวโมง 
       ส่วนทีR 2 นําเนืmอเยืRอรงัไข่ ต่อมนํmาเหลอืงและตบั มาย่อยด้วยสารละลาย SSS (สารทีRม ี
EDTA เป็นส่วนประกอบ) ทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส นาน 2.30 ชั Rวโมง 
       ส่วนทีR 3 นําเนืmอเยืRอรงัไข่ ต่อมนํmาเหลอืงและตบั มาย่อยด้วย collagenase type V ทีR
อุณหภมู ิ28องศาเซลเซยีส นาน 2.30 ชั Rวโมง 
       ส่วนทีR 4 นําเนืmอเยืRอรงัไข่ ต่อมนํmาเหลอืงและตบั มาย่อยด้วย collagenase type V ทีR
อุณหภมู ิ37องศาเซลเซยีส นาน 2.30 ชั Rวโมง 

จากนั mนดูดเซลล์และเนืmอเยืRอแต่ละชนิด มากรองดว้ย filter ขนาด 40 ไมโครเมตร นํา
ส่วนใสทีRกรองไดไ้ปป ั Rนความเรว็ 2,500 รอบต่อนาท ี2 นาท ีดูดสารละลายดา้นบนออก เตมิ 2X-
L15 medium นําเซลลไ์ปป ั RนทีRความเรว็ 2,500 รอบต่อนาท ี2 นาท ีดูดอาหารเลีmยงเซลลอ์อก 
เตมิอาหารเลีmยงเซลลใ์หม่ เพาะเลีmยงใน 96 well plate ทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 24 
และ 72 ชั Rวโมง นําไปคํานวณหาเปอรเ์ซน็ต์เซลลท์ีRมชีวีติ (% cell viability) ดว้ยเทคนิค MTT 
assay (Stern and Potter, 2010) เตมิ 12mM MTT solution หลุมละ 10 ไมโครลติรต่ออาหาร
เลีmยงเซลล ์2X-L15 medium 100 ไมโครลติร บ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 4 ชั Rวโมง 
เตมิ 0.1M SDS-HCl solution หลุมละ 100 ไมโครลติร บ่มทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 4 
ชั Rวโมง วดัค่าดูดกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 570 นาโนเมตร คํานวณหาค่า % cell viability จาก
สมการ 

 
% cell viability = ค่าดดูกลนืแสงของตวัอยา่ง X 100 

             ค่าดดูกลนืแสงของตวัควบคุม 
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2. ศึกษาสูตรอาหารสงัเคราะห์พื%นฐานในการเพาะเลี%ยงเซลล์กุ้งแชบ๊วยโดยเทคนิค  
BrdU assay (Roche, Germany) 

เพาะเลีmยงเซลล์เนืmอเยืRอรงัไข่ ต่อมนํmาเหลืองและตบั ในอาหารเลีmยงเซลล์สงัเคราะห์
พืmนฐานโดยปรบัปรงุสตูรมาจาก Kasornchandra และคณะ (1999) แสดงในตารางทีR1 
ตารางทีR 1 สตูรอาหารเลีmยงเซลลส์งัเคราะหพ์ืmนฐาน 
สตูรอาหาร Normal Modified 1 Modified 2 Modified 3 Modified 4 

medium L-15 2X 2X 2X 2X 2X 
กลโูคส

(glucose) 
1% 1% 1% 1% 1% 

เกลอืแกง
(NaCl) 

- - 0.5% 0.5% 0.5% 

Lactalbumin 
hydrolysate 

- 0.1% - 0.1% 0.1% 

TC-yeastolate - 0.1% - 0.1% 0.1% 
L-proline - 0.01% - 0.01% 0.01% 

ascorbic acid - - - - 0.001% 
FBS 10% 10% 10% 10% 10% 

Antibiotic-
Antimycotic 

1X 1X 1X 1X 1X 

  

 เพาะเลีmยงเซลลท์ั mง 3 ชนิด ใน 96 well plate บ่มทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 1 3 
และ 5 วนั จากนั mนนําไปคํานวณหาเปอรเ์ซน็ต์ดชันีการเพิRมจาํนวนเซลล ์(%Proliferation index: 
PI) ดว้ยเทคนิค BrdU assay เตมิ BrdU solution หลุมละ 10 ไมโครลติรต่ออาหารเลีmยงเซลล ์
100 ไมโครลติร บ่มทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 4 ชั Rวโมง จากนั mนจงึดูดอาหารเลีmยงเซลล์
ออก เตมิ FixDenat solution หลุมละ 200 ไมโครลติร บ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 
30 นาท ี ดูด FixDenat solution ออก เตมิ anti-BrdU-POD solution หลุมละ 100 ไมโครลติร 
บ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 90 นาท ีดูด anti-BrdU-POD solution ออก เตมิ PBS 
หลุมละ 200 ไมโครลติร 3 ครั mง ดูด PBS ออก เตมิ Substrate solution หลุมละ 100 ไมโครลติร 
บ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 30 นาท ีเตมิ 1M H2SO4 หลุมละ 25 ไมโครลติร บ่มทีR
อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 1 นาท ีวดัค่าดดูกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 450 นาโนเมตร 
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%Proliferation index = ค่าดดูกลนืแสงของเซลลใ์นอาหารสตูรต่างๆ X 100 
                  ค่าดดูกลนืแสงของเซลลใ์นอาหารสตูร normal 
 
3. การเพาะเลี%ยงเซลลก์ุ้งแชบว๊ยในอาหารสงัเคราะหพื์%นฐาน 
 เพาะเลีmยงเซลลเ์นืmอเยืRอรงัไข ่ต่อมนํmาเหลอืงและตบั ในอาหารเลีmยงเซลลส์งัเคราะหส์ูตรดี
ทีRสุด (การทดลองทีR 2) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ใน 6 well plate ทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส โดย
เปลีRยนอาหารเลีmยงเซลลทุ์กๆ 3-4 วนั จากนั mนทําการ subculture โดยแบ่งเซลลอ์อกเป็น 2 ชนิด
ในการ subculture คอื เซลลร์งัไข่และต่อมนํmาเหลอืง โดยดูดอาหารเลีmยงเซลลอ์อก เตมิ PBS 
เพืRอลา้งอาหารทีRตดิบรเิวณผวิเซลลอ์อก ดดู PBS ออก เตมิ 0.25%Trypsin-EDTA ปรมิาตร 1-2 
มลิลลิติร หรอืท่วมผวิหน้าภาชนะเพาะเลีmยง บ่มทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 2 นาท ีหรอื
สงัเกตลกัษณะเซลล์มกีารหลุดออกจากภาชนะเพาะเลีmยง จากนั mนเติมอาหารเลีmยงเซลล์ทีRมี
ส่วนผสมของ FBS ดูดเซลลแ์ละอาหารเลีmยงเซลลท์ั mงหมดลงในหลอดทดลองพลาสตกิขนาด 15 
มลิลลิติร นําไปหมนุเหวีRยงทีRความเรว็ 1,000 รอบต่อนาท ีเวลา 5-10 นาท ีดูดอาหารเลีmยงเซลล์
ออก เตมิอาหารเลีmยงเซลลใ์หม่ลงไป นําไปหมุนเหวีRยงทีRความเรว็ 1,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
5-10 นาท ีดูดอาหารเลีmยงเซลล์ออก เตมิอาหารเลีmยงเซลล์ใหม่ลงไป ดูดแบ่งอาหารเลีmยงเซลล์
เพืRอดูการมชีวีติของเซลล์ โดยใช้ Hemocytometer ดูดเซลล์ 20 ไมโครลติร ผสมกบั 0.2% 
Trypan blue จากนั mนดูดส่วนผสมทีRได ้10 ไมโครลติร เตมิลงในช่องว่างระหว่าง coverslip กบั 
hemocytometer แลว้นําไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั (inverted microscope) เพืRอ
ดูความมชีวีติของเซลล์ ซึRงเซลล์ทีRมชีวีติจะมลีกัษณะใส ส่วนเซลล์ตายจะยอ้มติดสนํีmาเงนิของ 
Trypan blue จากนั mนดูดอาหารเลีmยงเซลล์ทั mงหมดลงในภาชนะเพาะเลีmยง โดยแบ่งออกเป็น 2 
ส่วนเท่าๆกนั จากนั mนนําไปบ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ส่วนเซลลต์บัทําการ subculture 
โดยดูดอาหารเลีmยงเซลล์ทั mงหมดลงในหลอดทดลองพลาสตกิขนาด 15 มลิลลิติร นําไปหมุน
เหวีRยงทีRความเรว็ 1,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5-10 นาท ีดูดอาหารเลีmยงเซลลอ์อก เตมิอาหาร
เลีmยงเซลล์ใหม่ลงไป ดูดแบ่งอาหารเลีmยงเซลล์เพืRอดูการมชีวีติของเซลลเ์ช่นเดยีวกบัเซลลร์งัไข่
และต่อมนํmาเหลอืง จากนั mนดดูอาหารเลีmยงเซลลท์ั mงหมดลงในภาชนะเพาะเลีmยง โดยแบ่งออกเป็น 
2 ส่วนเท่าๆกนั จากนั mนนําไปบ่มทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส 
 
4. การเตรียมโปรตีนลูกผสม His-RPS3a จากดีเอน็เอลูกผสม pET-RPS3a ในแบคทีเรีย 
E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 4.1 กระตุน้การสรา้งโปรตนีในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 นําแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 มาเลีmยงในอาหาร LB broth ทีRม ีKanamycin ความ
เขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 30 มลิลลิติร นําไปบ่มเลีmยงในเครืRองเขย่าทีRความเรว็ 
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180 รอบต่อนาท ีทีRอุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16-18 ชั Rวโมง ถ่ายเชืmอลงในอาหาร
ชนิดเดยีวกนั ปรมิาตร 300 มลิลลิติร นําไปบ่มเลีmยงต่อในเครืRองเขย่าทีRความเรว็ 180 รอบต่อ
นาท ีทีRอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 3 ชั Rวโมง วดัค่าการดูดกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 
600 นาโนเมตร เมืRอแบคทเีรยีมกีารเจรญิ จนมคี่าการดูดกลนืแสงประมาณ 0.5-0.7 จงึกระตุ้น
ให้แบคทีเรียมีการผลิตโปรตีนด้วยสารละลาย 1mM IPTG (Isopropyl ß-D-1-
thiogalactopyranoside) บ่มเลีmยงทีRความเรว็ 80 รอบต่อนาท ีทีRอุณหภูม ิ24 องศาเซลเซยีส 
ประมาณ 5 ชั Rวโมง จากนั mนจงึปรบัความเรว็ 110 รอบต่อนาท ีทีRอุณหภูม ิ18 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 12 ชั Rวโมง แยกเกบ็เซลลแ์บคทเีรยี โดยนําไปหมุนเหวีRยงทีRความเรว็ 4,000 รอบต่อ
นาท ีทีRอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเทสารละลายส่วนใสทิmง เกบ็ตะกอนเซลล์
แบคทเีรยีบนนํmาแขง็ เตมิ binding buffer 7.5 มลิลลิติร (ในอตัราส่วน 5 มลิลลิติร binding buffer 
ต่อ 250 มลิลลิติร ปรมิาตรทั mงหมดของแบคทเีรยี) ทําใหเ้ซลล์แตกโดยใช้คลืRนเสยีงความถีRสูง 
(sonication) 200-300 วตัต์ โดยตั mงค่าเป็น เปิด 10 วนิาท ีหยุด 30 วนิาท ีรวมเวลาเปิดทั mงหมด 
10 นาท ีโดยทําบนนํmาแขง็ตลอดเวลา นําไปหมุนเหวีRยงทีRความเรว็ 4,000 รอบต่อนาท ี ทีR
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเก็บสารละลายส่วนใสทีRอุณหภูม ิ-70 องศา
เซลเซยีส ทาํการวเิคราะหโ์ปรตนีดว้ยวธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส  
 4.2 วเิคราะหโ์ปรตนีดว้ยวธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส (SDS-
Polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE)  
 นําสารละลายโปรตีนผสมกับสารละลายบฟัเฟอร์ (4x-SDS sample buffer) ใน
อตัราส่วน สารละลายบฟัเฟอร ์1 ส่วน ต่อสารละลายโปรตนีตวัอย่าง 4 ส่วน ผสมใหเ้ขา้กนั ต้ม
ในนํmาเดือดนาน 10 นาที แล้ววางบนนํmาแข็งทนัที เตรยีม 12%โพลีอะครลิาไมด์เจล ซึRงมี
ส่วนผสมแสดงในตารางทีR 2 โดยเทส่วนของชั mน separating gel แลว้ใชนํ้mากลั Rนหล่อผวิหน้าเจล
เพืRอปรบัใหผ้วิหน้าเรยีบ วางทีRอุณหภูมหิอ้งนาน 30 นาท ีเทนํmากลั Rนออกและซบัใหแ้หง้ จากนั mน
เทส่วนผสมของชั mน stacking gel ลงไป เสยีบหวใีนแผ่นกระจก ระวงัอย่าใหม้ฟีองอากาศ วางทีR
อุณหภูมหิ้องนาน 30 นาท ีดงึหว ีประกอบเจลกบัเครืRองเจลอิเล็กโตรโฟรซีสี โดยใช้ running 
buffer สําหรบัทําเจลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส ใชก้ระแสไฟฟ้า 150 โวลต์ เวลา 1.30 
ชั Rวโมง  แกะเจลออกจากเครืRองเจลอเิลก็โตรโฟรซีสี ยอ้มดว้ยส ีBrilliant Coomassie Blue ทีR
อุณหภูมหิอ้งนาน 1 ชั Rวโมง ลา้งสอีอกดว้ย destain I เวลา 1 ชั Rวโมง และ destain II จนกระทั Rง
เหน็แบนโปรตนีชดัเจน 
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ตารางทีR 2 ส่วนประกอบของโพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส 
ส่วนประกอบ 12% separating gel 

(มิลลิลิตร) 
4% stacking gel 

(มิลลิลิตร) 
30%acrylamide-bis acrylamide 2.33 0.5 

1.5M Tris-HCl, pH8.8 1.3 - 
1.0M Tris-HCl, pH6.8 - 0.38 

10%SDS 0.05 0.03 
10%APS 0.05 0.03 
TEMED 0.002 0.003 

Distill water 1.37 2.1 
ปรมิาตรรวม 5.0 3.0 

  
 4.3 การทาํใหโ้ปรตนีบรสิุทธิ �โดยใช ้His-Trap FF column (GE Healthcare, Thailand) 
 นําคอลมัน์ของ His-Trap FF column ขนาด 2 มลิลลิติร ต่อเขา้กบัเครืRอง AKTAprime 
จากนั mนลา้งคอลมัน์ดว้ย 20%ethanol และ Distill water ดว้ยอตัราการไหล 5 มลิลเิมตรต่อนาท ี
นําสารละลายโปรตนี ฉีดเขา้เครืRอง AKTAprime ปรมิาตร 2 มลิลลิติร จากนั mนนําโปรตนีทีRไดใ้น
แต่ละ fraction มาตรวจสอบดว้ย 12%SDS-PAGE 
 4.4 การหาปรมิาณโปรตนีโดยใชว้ธิ ีLowry (Lowry และคณะ 1951) 
 เตรยีมสารละลาย BSA เป็นโปรตนีมาตรฐานใหม้คีวามเขม้ขน้ 0, 12.5, 25, 50, 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร โดยทําการเจอืจางโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนตัวอย่างจากโปรตีน
เริRมต้น 1:100 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร นํามาทําปฏกิริยิากบัสารละลาย A หลอดละ 1 มลิลลิติร 
ผสมใหเ้ขา้กนั วางไวท้ีRอุณหภูมหิอ้ง เวลา 10 นาท ีเตมิสารละลาย B หลอดละ 0.5 มลิลลิติร 
ผสมใหเ้ขา้กนั วางไวท้ีRอุณหภูมหิอ้ง เวลา 30 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 750 
นาโนเมตร โดยเปรยีบเทยีบหาปรมิาณโปรตนีตวัอยา่งกบัโปรตนีมาตรฐาน BSA 
 
5. การเตรียมโปรตีนลูกผสม His-RPL10a จากดีเอน็เอลูกผสม pET-RP L10a ใน
แบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 5.1 กระตุน้การสรา้งโปรตนีลกูผสม His-RPL10a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 นําแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 มาเลีmยงในอาหาร LB broth ทีRม ีKanamycin ความ
เขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 30 มลิลลิติร นําไปบ่มเลีmยงในเครืRองเขย่าทีRความเรว็ 
180 รอบต่อนาท ีทีRอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16-18 ชั Rวโมง ถ่ายเชืmอลงในอาหาร
ชนิดเดยีวกนั ปรมิาตร 300 มลิลลิติร นําไปบ่มเลีmยงต่อในเครืRองเขย่าทีRความเรว็ 180 รอบต่อ
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นาท ีทีRอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 3 ชั Rวโมง วดัค่าการดูดกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 
600 นาโนเมตร เมืRอแบคทเีรยีมกีารเจรญิ จนมคี่าการดูดกลนืแสงประมาณ 0.5-0.6 จงึกระตุ้น
ให้แบคทีเรียมีการผลิตโปรตีนด้วยสารละลาย 1mM IPTG (Isopropyl ß-D-1-
thiogalactopyranoside) บ่มเลีmยงทีRความเรว็ 120 รอบต่อนาท ีทีRอุณหภูม ิ18 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 16-18 ชั Rวโมง แยกเกบ็เซลลแ์บคทเีรยี โดยนําไปหมุนเหวีRยงทีRความเรว็ 4,000 รอบ
ต่อนาท ี ทีRอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเทสารละลายส่วนใสทิmง เก็บตะกอน
เซลลแ์บคทเีรยีบนนํmาแขง็ เตมิ binding buffer 7.5 มลิลลิติร (ในอตัราส่วน 5 มลิลลิติร binding 
buffer ต่อ 250 มลิลลิติร ปรมิาตรทั mงหมดของแบคทเีรยี) เตมิ lysozyme ให้มคีวามเขม้ข้น
สุดทา้ย 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร วางบนนํmาแขง็ 30 นาท ีทําใหเ้ซลลแ์ตกโดยใชค้ลืRนเสยีงความถีR
สูง (sonication) 200-300 วตัต์ โดยตั mงค่าเป็น เปิด 10 วนิาท ีหยุด 10 วนิาท ีรวมเวลาเปิด
ทั mงหมด 5 นาท ีโดยทําบนนํmาแขง็ตลอดเวลา นําไปหมุนเหวีRยงทีRความเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ี
ทีRอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเก็บสารละลายส่วนใสทีRอุณหภูม ิ-70 องศา
เซลเซยีส ทําการวเิคราะห์โปรตนีด้วยวธิโีพลอีะครลิาไมด์เจลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส 
(SDS-PAGE) ตามวธิใีนหวัขอ้ 4.2-4.4 
 
6. ศึกษาผลของอาหารเสริมในการเพาะเลี%ยงเซลล์จากกุ้งแชบ๊วยโดยเทคนิค BrdU 
assay  
 เพาะเลีmยงเซลลเ์นืmอเยืRอรงัไข ่ต่อมนํmาเหลอืงและตบั ในอาหารเลีmยงเซลลส์งัเคราะหส์ูตรทีR
ดทีีRสุด (การทดลองทีR 2) โดยเพาะเลีmยงใน 96 well plate ทีRอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 72 
ชั Rวโมง จากนั mนเปลีRยนเป็นอาหารเลีmยงเซลลส์งัเคราะหส์ูตรทีRดทีีRสุด (การทดลองทีR 2) และเตมิ
อาหารเสรมิ (supplement) แสดงในตารางทีR3 
ตารางทีR 3 ชนิดของ supplement ทีRใชเ้ตมิในอาหารเลีmยงเซลลส์งัเคราะหพ์ืmนฐาน 

ชนิดของ supplement ความเข้มข้น 
อาหารเสรมิชนิดโปรตนี (Protein supplement)  
  - Fetal Bovine Serum (FBS) 20% 
  - Epidermal Growth Factor (EGF) 10 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 
อาหารเสรมิชนิดวติามนิ (Vitamin supplement)  
  - MEM vitamin solution 2X 
  - Biotin 20 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 
อาหารเสรมิทีRสกดัจากเนืmอเยืRอกุง้แชบ๊วย (Tissue extract)  
  - Shrimp Meat Extract (SME) 10% 
  - Shrimp Ovary Extract (SOE) 10% 
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อาหารเสรมิทีRมาจากไรโบโซมอลโปรตนี (Ribosomal Protein)  
  - RPL10a 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
  - RPS3a 3.3 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
 
 โดยมอีาหารสตูรทีRไมไ่ดเ้ตมิอาหารเสรมิเป็นตวัควบคุม จากนั mนนําไปบ่มเลีmยงทีRอุณหภูม ิ
28 องศาเซลเซยีส เวลา 5 7 และ 10 วนั วดัดชันีการเพิRมจาํนวนเซลล ์ดว้ยเทคนิค BrdU assay 
และถ่ายภาพลกัษณะเซลลร์งัไข่ ต่อมนํmาเหลอืงและตบัในอาหารทีRมกีารเตมิ supplement แต่ละ
ชนิด 
  
7. ศึกษาผลของการเคลือบผิวหน้าภาชนะเพาะเลี%ยงเซลล ์(Cell Adhesion Assay)  

เตมิ 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร albumin 20%FBS และ 0.2%gelatin เพืRอเคลอืบผวิ
ภาชนะเพาะเลีmยง ลงใน 96 well plate หลุมละ 50 ไมโครลติร นําไปบ่มทีRอุณหภูม ิ 28 องศา
เซลเซยีส เวลา 24 ชั Rวโมง ดูดสารทุกชนิดออก เตมิ PBS, pH7.4 หลุมละ 100 ไมโครลติรเพืRอ
ลา้งสารส่วนเกนิออก โดยใหห้ลุมทีRไม่มกีารเตมิสารเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลีmยงเป็นตวัควบคุม 
เตมิอาหารเลีmยงเซลลส์ตูรดทีีRสุด (การทดลองทีR 6) หลุมละ 100 ไมโครลติร วางเนืmอเยืRอรงัไข่และ
ต่อมนํmาเหลอืงลงในอาหารเลีmยงเซลล ์นําไปบ่มเลีmยงทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 3 และ 5 
วนั เมืRอครบเวลาทีRกําหนด ดดูอาหารเลีmยงเซลลอ์อก เตมิอาหารเลีmยงเซลลใ์หม่ลงไปหลุมละ 100 
ไมโครลติร นําไปคํานวณหาเปอร์เซน็ต์เซลล์ทีRมชีวีติทีRสามารถเกาะภาชนะเพาะเลีmยง (%cell 
attachment) ด้วยเทคนิค MTT assay วดัค่าดูดกลนืแสงทีRความยาวคลืRน 570 นาโนเมตร 
คาํนวณหาค่า %cell attachment จากสมการ 

 
%cell attachment = ค่าดดูกลนืแสงของหลุมทีRเตมิสารเคลอืบผวิ X 100 

                                               ค่าดดูกลนืแสงของหลุมทีRไมเ่ตมิสารเคลอืบผวิ 
 
8. ทดสอบการติดเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาว ด้วยเทคนิค RT-PCR 

ทดสอบการตดิเชืmอของไวรสั WSSV โดยเพาะเลีmยงเซลลร์งัไขกุ่้งแชบ๊วย ในอาหารเลีmยง
เซลลส์งัเคราะห ์บ่มเลีmยงทีRอุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 72 ชั Rวโมง จากนั mนดูดอาหารเลีmยง
เซลล์ออกแลว้เตมิอาหารเลีmยงเซลล์ทีRผสมเชืmอไวรสั WSSV ความเขม้ขน้ 105 -106 โดยใช ้
WSSV บ่มทีRอุณหภูม ิ56 องศาเซลเซยีส เวลา 1 ชั Rวโมง เป็นตวัควบคุม (internal control) 
นําไปบ่มเลีmยงทีRอุณหภูม ิ 28 องศาเซลเซยีส เวลา 24 ชั Rวโมง ปรบัปรุงมาจาก Jose และคณะ 
(2012) เมืRอครบเวลาทีRกําหนด ดูดอาหารเลีmยงเซลลท์ีRผสมเชืmอไวรสั WSSV ออก จากนั mนล้าง
เซลลด์ว้ย PBS, pH 7.4 ดูด PBS ออกแลว้จงึเตมิ trizol reagent (invitrogen, United States) 
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จากนั mนเตมิ คลอโรฟอรม์ (chloroform) 0.2 มลิลลิติร ต่อ trizol reagent 1 มลิลลิติร จากนั mนจงึ
บ่มทีRอุณหภมูหิอ้ง 5 นาท ีแลว้นําไปหมนุเหวีRยง 12,000 รอบต่อนาท ี ทีR 8 องศาเซลเซยีส เวลา 
15 นาท ี ดูดสารละลายส่วนใสชั mนบนสุดออกมาใส่หลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์ขนาด 1.5 มลิลลิติร
ใหม่ จากนั mนเตมิ ไอโสโพรพานอล (isopropanol) 1 มลิลลิติรต่อ trizol reagent 1 มลิลลิติร 
นําไปบ่มทีRอุณหภูม ิ -70 องศาเซลเซยีส เวลา 2 ชั Rวโมง แลว้นําไปหมุนเหวีRยง 12,000 รอบต่อ
นาที ทีR 4 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสออก เติม 75% ethanol 1 
มลิลลิติรต่อ trizol reagent 1 มลิลลิติร นําไปหมุนเหวีRยง 12,000 รอบต่อนาท ี ทีR 8 องศา
เซลเซยีส เวลา 5 นาท ีดูดสารละลาย 75%ethanol ออก วางทีRอุณหภูมหิอ้งเพืRอใหต้ะกอนแหง้ 
จากนั mนเตมินํmากลั Rน (RNase-free water) 20–50 ไมโครลติร เพืRอละลายตะกอน RNA 

นํา RNA ไปวเิคราะหป์รมิาณ RNA ดว้ยวธิสีเปคโทรโฟโตเมตทร ี(spectrophotometry) 
โดยวดัค่าดูดกลนืแสง(Absorbance) ทีRความยาวคลืRน 260 นาโนเมตร และ280 นาโนเมตร  
ดว้ยเครืRอง สเปคโทรโฟโตมเิตอร ์(Spectrophotometer) และทําการตรวจสอบความบรสิุทธิ �ของ 
RNA คอื ทีRความยาวคลืRน A260:A280 จากนั mนจงึตรวจสอบความบรสิุทธิ �ของ RNA  ดว้ยวธิอีา
กาโรสเจลอเิลคโตรฟอรซีสิ โดยละลาย 1.2% agarose  ใน 0.5X TAE buffer ทีR microwave จน 
agarose ละลายหมด ตั mงทิmงไวใ้หอุ้ณหภูมเิยน็ลงประมาณ 60 องศาเซลเซยีส จงึเทลงในถาดทีRมี
หวเีสยีบไวเ้รยีบรอ้ยแลว้ หลงัจากนั mนปล่อยใหเ้จลแขง็ตวัทีRอุณหภูมหิอ้งประมาณ 30 นาท ีเมืRอ
เจลแขง็ตวัดแีลว้จงึถอดหวอีอก นําแผ่นเจลทีRไดไ้ปวางลงในแชมเบอร ์(chamber) แลว้เตมิ 0.5X 
TAE buffer   ลงใน chamber จากนั mนผสม RNA กบั loading dye ในอตัราส่วน 5:2 แลว้ load 
ลงในช่องเจล จา่ยกระแสไฟทีRความต่างศกัยค์งทีR 100 โวต์ (volt) เป็นเวลา 15 นาท ีนําแผ่นเจล
ไปยอ้มดว้ย ethidium bromide ประมาณ 1.30 นาทแีละลา้งดว้ยนํmากลั Rน 15 นาท ีดูผลภายใต้
แสง UV  

จากนั mนจงึทําการเปลีRยน RNA ไปเป็น cDNA (reverse transcription) ดว้ยเทคนิค RT-
PCR  

ดว้ยเครืRอง PCR โดยผสม 
  2 µg Total RNA    4  ไมโครลติร 
  100 ng/µl Random primer   1 ไมโครลติร 
  10 mM dNTP     0.75  ไมโครลติร  
  5X-RT buffer     2.5  ไมโครลติร 
  AMV reverse transcriptase   0.5  ไมโครลติร  
  RNase-free water    3.75  ไมโครลติร 
  รวม      7.5 ไมโครลติร 
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หลงัจากนั mนนําส่วนผสมทีRไดเ้ขา้เครืRอง PCR โดยตั mงอุณหภูมสิําหรบั reverse transcription ทีR 
อุณหภมู ิ48 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชั Rวโมง  
 จากนั mนจงึการเพิRมจาํนวน cDNA โดยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส  โดยนํา cDNA ทีRได้
จากการทํา RT-PCR มาเพิRมจาํนวนดว้ย PCR โดยใช ้specific primers (GAPDH-primer เป็น 
internal control และ primer ทีRมคีวามจําเพาะต่อไวรสั WSSV ได้แก่ ie1-primer) โดยมี
ปฏกิริยิาดงัต่อไปนีm 
  2X-Toptaq mastermix   6.25 ไมโครลติร 
  Forward primer    0.5 ไมโครลติร  
  Reverse primer   0.5 ไมโครลติร 
  cDNA     1 ไมโครลติร 
  RNase-free water   4.25 ไมโครลติร 
  รวม     12.5 ไมโครลติร 
หลงัจากนั mนนําส่วนผสมทีRเตรยีมแล้ว (GAPDH-primer) เขา้เครืRอง PCR โดยตั mงอุณหภูมิ
ดงัต่อไปนีm  
  denaturation 94 องศาเซลเซยีส เวลา  3  นาท ี    

 denaturation 94 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี   
 annealing 55 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี 30 cycle 
 extension 72 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี  
 extension 72 องศาเซลเซยีส เวลา  10 นาท ี   
 และอุ่นทีR 4 องศาเซลเซยีส    ไมจ่าํกดัเวลา 

และ ie1-primer เขา้เครืRอง PCR โดยตั mงอุณหภูมดิงัต่อไปนีm 
  denaturation 95 องศาเซลเซยีส เวลา  5  นาท ี    

 denaturation 94 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี   
 annealing 55 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี 40 cycle 
 extension 72 องศาเซลเซยีส เวลา  30 วนิาท ี  
 extension 72 องศาเซลเซยีส เวลา  10 นาท ี   
 และอุ่นทีR 4 องศาเซลเซยีส    ไมจ่าํกดัเวลา 

จงึตรวจสอบหา PCR product ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis โดยแยกดเีอน็เอของ 
PCR product เป็นเวลา 30 นาท ีแลว้จงึดผูลภายใตแ้สง UV  
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บทที� 3 
ผลการทดลอง 

1. การศึกษาความมีชีวิตของเซลลจ์ากเนื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 1.1. การศึกษาความมีชีวิตของเซลลร์งัไข่ 
 การทดลองศกึษากรรมวธิใีนการแยกเซลล์จากรงัไข่กุ้งแชบ๊วย โดยศกึษาความมชีวีติ
ของเซลลด์ว้ยเทคนิค MTT assay จากการแยกเซลลด์ว้ยการตดัเนื,อเยื-อเป็นชิ,นเลก็ (explant) 
แลว้วางในอาหารเลี,ยงเซลล ์การใชส้ารละลาย SSS ซึ-งม ีEDTA เป็นส่วนประกอบ และการใช้
เอนไซม ์collagenase type V ที-อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส โดยใชก้ารแยกเซลลด์ว้ยเอนไซม ์
collagenase type V ที-อุณหภูมหิอ้ง เป็นตวัควบคุม ในการแยกเซลลจ์ากรงัไข่กุ้ง โดยทําการ
เพาะเลี,ยงเซลลท์ี-แยกได้ในอาหารสูตร L-15 ที-อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 24 และ 72 
ชั -วโมง พบว่าการแยกเซลลโ์ดยการตดัเนื,อเยื-อเป็นชิ,นเลก็ ที-เวลา 72 ชั -วโมง เซลล์รงัไข่มกีาร
เจรญิและรอดชวีติมากกว่าการแยกเซลล์ดว้ยวธิอีื-น อย่างมนีัยสําคญัที-ความเชื-อมั -น 95% รปูที- 
16 ดงันั ,นจงึใช้การตดัเนื,อเยื-อเป็นชิ,นเลก็แลว้วางในอาหารเลี,ยงเซลล ์ในการแยกเซลลร์งัไข่กุ้ง
แชบ๊วยในการทดลองต่อไป  
 

 
รปูที- 16 เปอรเ์ซน็ตค์วามมชีวีติของเซลลร์งัไข ่ที-เวลา 24 และ 72 ชั -วโมง  
           (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที�จาํนวน 4 ซํ�า) 
Figure 16 Percentage of viability of ovarian cells at 24 and 72 hours. (mean±S.D. and  
 n=4) 
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 1.2. การศึกษาความมีชีวิตของเซลลต่์อมนํ!าเหลือง 
 การทดลองศกึษากรรมวธิใีนการแยกเซลลจ์ากต่อมนํ,าเหลอืงกุ้งแชบ๊วย โดยเพาะเลี,ยง
เซลลท์ี-แยกไดใ้นอาหารสตูร L-15 อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส ที-เวลา 24 และ 72 ชั -วโมง พบว่า
การแยกเซลล์โดยการตดัเนื,อเยื-อต่อมนํ,าเหลอืงเป็นชิ,นเลก็แลว้วางในอาหารเลี,ยงเซลล์ ที-เวลา 
72 ชั -วโมง เซลลต่์อมนํ,าเหลอืงมกีารเจรญิและรอดชวีติมากกว่าการแยกเซลลด์ว้ยวธิอีื-น อย่างมี
นัยสําคญัที-ความเชื-อมั -น 95% ดงันั ,นจงึใช้การตัดเนื,อเยื-อเป็นชิ,นเล็ก ในการแยกเซลล์ต่อม
นํ,าเหลอืงกุง้แชบ๊วยในการทดลองต่อไป ดงัแสดงในรปูที- 17 
 

 
รปูที- 17 เปอรเ์ซน็ตค์วามมชีวีติของต่อมนํ,าเหลอืง ที-เวลา 24 และ 72 ชั -วโมง  
           (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที�จาํนวน 4 ซํ�า) 
Figure 17 Percentage of viability of lymphoid cells at 24 and 72 hours. (mean±S.D. and 
 n=4) 
 
 1.3. การศึกษาความมีชีวิตของเซลลต์บั 
 การทดลองศกึษากรรมวธิใีนการแยกเซลลจ์ากตบักุ้งแชบ๊วย โดยเพาะเลี,ยงเซลลท์ี-แยก
ไดใ้นอาหารสูตร L-15 อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ที-เวลา 24 และ 72 ชั -วโมง พบว่าการแยก
เซลลโ์ดยการตดัเนื,อเยื-อตบัเป็นชิ,นเลก็แลว้วางในอาหารเลี,ยงเซลล ์ที-เวลา 24 ชั -วโมง เซลลต์บัมี
การเจรญิและรอดชวีติมากกว่าการแยกเซลล์ด้วยวธิอีื-น อย่างมนีัยสําคญัที-ความเชื-อมั -น 95% 
แสดงในรูปที- 18 ดงันั ,นจงึใช้การตดัเนื,อเยื-อเป็นชิ,นเล็กแล้ววางในอาหารเลี,ยงเซลล์ เพื-อแยก
เซลลต์บักุง้แชบ๊วยในการทดลองต่อไป  
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รปูที- 18 เปอรเ์ซน็ตค์วามมชีวีติของเซลลต์บั ที-เวลา 24 และ 72 ชั -วโมง  
           (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที�จาํนวน 4 ซํ�า) 
Figure 18 Percentage of viability of hepatopancreas cells at 24 and 72 hours. 
 (mean±S.D. and n=4) 
 
2. การศึกษาสูตรอาหารเลี!ยงเซลลส์งัเคราะหพื์!นฐานในการเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้ง
แชบว๊ย 
 2.1. ศึกษาสูตรอาหารเลี!ยงเซลลส์งัเคราะหพื์!นฐานในการเพาะเลี!ยงเซลลร์งัไข่ 
 การทดลองศกึษาสูตรอาหารพื,นฐานในการเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไข่กุ้งแชบ๊วย โดยศกึษา
ดชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลด์ว้ยเทคนิค BrdU assay จากการเพาะเลี,ยงเซลลใ์นอาหาร 5 สูตร คอื 
สูตรnormal สูตรmofied1 สูตรmofied2 สูตรmofied3 และสูตรmofied4 ซึ-งมอีงคป์ระกอบที-
แตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางที-1 โดยใชอ้าหารสูตรnormal เป็นสูตรควบคุม ทําการเพาะเลี,ยงที-
อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 3 และ 5 วนั พบว่าที-ระยะเวลา 5 วนั เซลลร์งัไข่มกีาร
เพิ-มจาํนวนเซลลใ์นอาหารทั ,ง 4 สูตรไม่แตกต่างกนั อย่างมนีัยสําคญัที-ความเชื-อมั -น 95% รปูที- 
19 แต่เมื-อทําการเปรยีบเทยีบการเพาะเลี,ยงเซลลร์งัไข่ที-เวลา 1 3 และ 5 วนั ในอาหารแต่ละ
สูตร พบว่าการเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไข่ในอาหารสูตรmofied3 เซลล์มกีารเพิ-มจํานวนขึ,นในทุกๆ 
เวลา ดงันั ,นจงึเลอืกใช้อาหารสูตรmofied3 ในการศึกษาผลของ supplement ในการทดลอง
ต่อไป  
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รปูที- 19 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลร์งัไข ่ที-เวลา 1 3 และ 5 วนั  
           (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที�จาํนวน 3 ซํ�า) 
Figure 19 Percentage of proliferation index of ovarian cells at 1, 3 and 5 day. 
 (mean±S.D. and n=3) 
 
 2.2. การเพาะเลี!ยงเซลลร์งัไข่ในอาหารสงัเคราะหพื์!นฐาน 
 การเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไข่กุ้งแชบ๊วยในอาหารสูตร mofied3 ที-อุณหภูม ิ28 องศา
เซลเซยีส พบว่าสามารถ subculture ไดสู้งสุด 3 ครั ,ง ที-เวลา 7 14 และ 21 วนั ในรปูที- 22 โดย
หลงัแยกเซลลร์งัไข่มาเพาะเลี,ยงเป็นเวลา 1 วนั เซลล์เริ-มมแีผ่ขยายไปเกาะภาชนะเพาะเลี,ยง 
รปูที- 20A และเมื-อผ่านการ subculture ดว้ย 0.25%Trypsin-EDTA ไป 2 ครั ,ง คอื วนัที- 7 รปูที- 
20B และวนัที- 14 รปูที- 20C เซลล์รงัไข่มคีวามสามารถเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงไดล้ดน้อยลง 
ส่งผลใหเ้ซลลท์ี-สามารถเพาะเลี,ยงและ subculture ต่อไปได ้คอื เซลลท์ี-มลีกัษณะกลมและลอย
ในอาหารเลี,ยงเลี,ยงเซลล ์และเมื-อผ่านการ subculture ครั ,งที- 3 รปูที- 20D แลว้ทําการเพาะเลี,ยง
ต่อไป พบว่าเซลลท์ี-ไดม้ลีกัษณะดําคลํ,า รปูที- 20E และเมื-อนําไปยอ้มดว้ย 0.2%Tryphan blue 
พบว่าเซลลต์ายในที-สุด ซึ-งแสดงใหเ้หน็ว่าเซลลร์งัไข่สามารถเพาะเลี,ยงในอาหารสูตร mofied3 
ไดน้านสงูสุด 21วนั หลงัผ่านการ subculture 2 ครั ,ง (passage2) 
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รปูที� 20 เซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยในอาหารสตูร mofied3 ระยะเวลา 1วนั (A) 7วนั (B) 14วนั (C) 
 21วนั (D) 28วนั (E) ที�กําลงัขยาย 200 เท่า 
Figure 20 Effect of Ovarian cells grow in mofied3 medium on day 1(A), 7(B), 14(C), 
 21(D), 28(E) at 200X magnification 
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 2.3. ศึกษาสูตรอาหารเลี!ยงเซลลส์งัเคราะหพื์!นฐานในการเพาะเลี!ยงเซลลต่์อม
นํ!าเหลือง 
 การทดลองศึกษาสูตรอาหารพื,นฐานในการเพาะเลี,ยงเซลล์ต่อมนํ,าเหลือง พบว่าที-
ระยะเวลา 5 วนั เซลลต่์อมนํ,าเหลอืงมกีารเพิ-มจาํนวนในอาหารทั ,ง 4 สูตรไม่แตกต่างกนั อย่างมี
นยัสาํคญัที-ความเชื-อมั -น 95% และเมื-อทําการเปรยีบเทยีบเพาะเลี,ยงเซลลต่์อมนํ,าเหลอืง ที-เวลา 
1 3 และ 5 วนั ในอาหารแต่ละสูตร พบว่าการเพาะเลี,ยงเซลล์ต่อมนํ,าเหลอืง ในอาหารสูตร
mofied1 mofied2 และ mofied4 เซลลม์กีารเพิ-มจาํนวนขึ,นในทุกๆ ช่วงเวลา รปูที- 21 แต่เมื-อทํา
การเปรยีบเทยีบดูการเพิ-มจํานวนเซลล์ต่อมนํ,าเหลอืงในอาหารทั ,ง 3 สูตร พบว่าอาหารสูตร
mofied1 เซลลต่์อมนํ,าเหลอืงมอีตัราการเพิ-มจาํนวนดทีี-สุด ดงันั ,นจงึเลอืกใชอ้าหารสูตรmofied1 
ในการศกึษาผลของ supplement ในการเพาะเลี,ยงเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงต่อไป 
 

 
รปูที- 21 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลต่์อมนํ,าเหลอืง ที-เวลา 1 3 และ 5 วนั 
           (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที�จาํนวน 3 ซํ�า) 
Figure 21 Percentage of proliferation index of lymphoid cells at 1, 3 and 5 day.      
           (mean±S.D. and n=3) 
 
 2.4. การเพาะเลี!ยงเซลลต่์อมนํ!าเหลืองในอาหารสงัเคราะหพื์!นฐาน 
 การเพาะเลี,ยงเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงกุ้งแชบ๊วยสามารถ subculture ไดสู้งสุด 3 ครั ,ง ใน
อาหารสตูร mofied1 ที-อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส ซึ-งพบว่าหลงัการ subculture ครั ,งที- 3 เซลล์
ที-ไดม้ลีกัษณะดาํเกาะกนัเป็นกลุ่ม รปูที- 22E ไมส่ามารถเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงได ้และเมื-อนําไป
ยอ้มดว้ย 0.2%Tryphan blue พบว่าเป็นเซลลต์าย ส่วนหลงัการ subculture ในครั ,งที- 1 และ 2 
พบว่าเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงสามารถเกาะถาชนะเพาะเลี,ยงได ้รปูที- 22B และ 22C ตามลําดบั แต่
หลงัการ subculture ครั ,งที- 2 พบว่าเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงสามารถเกาะภาชนะได้ลดลงมาก ซึ-ง
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ส่งผลใหก้าร subculture ในครั ,งที- 3 เซลลต่์อมนํ,าเหลอืงไมส่ามารถเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงไดแ้ละ
ตายในที-สุด ส่วนในรปูที- 22A เป็นเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงที-มอีายุ 3 วนัก่อนทําการ subculture ซึ-ง
สรุปได้ว่าเซลล์ต่อมนํ,าเหลืองสามารถเพาะเลี,ยงในอาหารสูตร mofied1 ได้นานสูงสุด 17วนั 
หลงัผ่านการ subculture 2 ครั ,ง (passage2) 
  

รปูที� 22 เซลลต่์อมนํ�าเหลอืงกุง้แชบ๊วยในอาหารสตูร mofied1 ระยะเวลา 3วนั (A) 10วนั (B)  
 17 วนั (C) 24วนั (D) ที�กําลงัขยาย 200 เท่า 
Figure 22 Effect of lymphoid cells grow in mofied1 medium on day 3(A), 10(B), 17(C), 
 24(D) at 200X magnification. 
 
 2.5. การศึกษาสตูรอาหารเลี!ยงเซลลส์งัเคราะหพื์!นฐานในการเพาะเลี!ยงเซลลต์บั 
 การทดลองศกึษาสตูรอาหารพื,นฐานโดยการเพาะเลี,ยงเซลลต์บั ในอาหาร 5 สูตร พบว่า
อาหารสูตร mofied1 ที-ระยะเวลา 5 วนั เซลล์ตบัมกีารเพิ-มจํานวนดทีี-สุด อย่างมนีัยสําคญัที-
ความเชื-อมั -น 95% และเมื-อทําการเปรยีบเทยีบเพาะเลี,ยงเซลลต์บัที-เวลา 1 3 และ 5 วนั ใน
อาหารแต่ละสูตร พบว่าในอาหารสูตร mofied1 เซลลต์บัมอีตัราการเพิ-มจาํนวนดทีี-สุด รปูที- 23 

A B 

D C 
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ดงันั ,นจงึเลอืกใชอ้าหารสูตรmofied1 ในการศกึษาผลของ supplement ในการเพาะเลี,ยงเซลล์
ตบัต่อไป 
 

 
รปูที- 23 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลต์บั ที-เวลา 1 3 และ 5 วนั 
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 3 ซํ,า) 
Figure 23 Percentage of proliferation index of hepatopancreas cells at 1, 3 and 5 day.                
            (mean±S.D. and n=3) 
 
 2.6. การเพาะเลี!ยงเซลลต์บัในอาหารสงัเคราะหพื์!นฐาน 
 จากการเพาะเลี,ยงเซลล์ตบักุ้งแชบ๊วยในอาหารสูตร mofied1 ที-อุณหภูม ิ28 องศา
เซลเซยีส พบว่าหลงัการเพาะเลี,ยง 1 วนั เซลล์ตบัที-แยกได้มลีกัษณะกลม เกาะเป็นกลุ่ม
บางส่วนและลอยในอาหาร รปูที- 24A ซึ-งเมื-อ subculture ในครั ,งที- 1และ 2 พบว่าเซลลท์ี-เกาะ
เป็นกลุ่มมกีารหลุดแยกออกเป็นเซลล์เดี-ยว รูปที- 24C และ 24D ตามลําดบั และเมื-อทําการ 
subculture ในครั ,ง 3 พบว่าเซลลต์บัมลีกัษณะดําและเกาะกนัเป็นกลุ่ม รปู 24E เมื-อนําไปยอ้ม
ดว้ย 0.2%Tryphan blue พบว่าเซลลต์าย ส่วนในรปู 24B คอืเซลลต์บัก่อนการ subculture ใน
ครั ,งที- 1 ซึ-งเซลลม์กีารเจรญิอย่างหนาแน่น ดงันั ,นจงึสรุปได้ว่าเซลล์ตบัสามารถเพาะเลี,ยงใน
อาหารสตูร mofied1 ไดน้านสงูสุด 21วนั หลงัผ่านการ subculture 2 ครั ,ง (passage2) 
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รปูที� 24 เซลลต์บักุง้แชบ๊วยในอาหารสตูร mofied1 ระยะเวลา 1วนั (A) 7วนั (B) 14วนั (C)  
 21วนั (D) 28วนั (E) ที�กําลงัขยาย 200 เท่า 
Figure 24 Effect of hepatopancreas cells grow in mofied1 medium on day 1(A), 7(B), 
 14(C), 21(D), 28(E) at 200X magnification. 
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3. การเตรียมโปรตีนลกูผสม His-RPS3a จากดีเอน็เอลกูผสม pET-RPS3a ในแบคทีเรีย 
E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 การเตรยีมโปรตนีลกูผสม His-RPS3a จากดเีอน็เอลกูผสม pET-RPS3a ในแบคทเีรยี 
E.coli สายพนัธุ ์BL21 โดยเพาะเลี,ยงแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 ใหเ้จรญิในอาหาร LB 
broth ที-ม ีKanamycin ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และกระตุน้ใหแ้บคทเีรยีมกีาร
ผลติโปรตนีดว้ยสารละลาย 1mM IPTG นําแบคทเีรยีที-ผ่านการกระตุน้ใหผ้ลติโปรตนี มาทาํให้
เซลลแ์ตกโดยใชค้ลื-นเสยีงความถี-สงู ป ั -นแยกตะกอนเซลลแ์ละสารละลายโปรตนีออกจากกนั นํา
โปรตนีที-แยกไดม้าทาํใหโ้ปรตนีบรสิุทธิ rโดยใช ้His-Trap FF column จากนั ,นนําไปตรวจสอบ
ดว้ย 12%SDS-PAGE พบว่าโปรตนีที-ไดม้ขีนาด 33 กโิลดาลตนั ดงัแสดงในรปูที- 25 
 
    kDa      1         2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที- 25 การวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนี His-RPS3a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์
BL21 ดว้ย   
 วธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส (12%SDS-PAGE) ยอ้มดว้ยส ี
 coomassie brilliant blue 
 แถวที� 1 : โปรตนีมาตรฐาน 
 แถวที� 2 : โปรตนี His-RPS3a ที�ผ่านการทําบรสิุทธิ fแลว้ (33 กโิลดาลตนั) 
Figure 25 12% Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE gel of His-RPS3a protein 
 expression in E.coli BL21. 
 Lane 1 : Low molecular weight standard marker 
 Lane 2 : His-RPS3a purified protein (33 kDa) 
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4. การเตรียมโปรตีนลกูผสม His-RPL10a จากดีเอน็เอลูกผสม pET-RP L10a ใน
แบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 
 การเตรยีมโปรตนีลกูผสม His-RPL10a จากดเีอน็เอลกูผสม pET-RP L10a ใน
แบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 โดยเพาะเลี,ยงแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์BL21 ใหเ้จรญิใน
อาหาร LB broth ที-ม ีKanamycin ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และกระตุน้ให้
แบคทเีรยีมกีารผลติโปรตนีดว้ยสารละลาย 1mM IPTG นําแบคทเีรยีที-ผ่านการกระตุน้ใหผ้ลติ
โปรตนี มาทําใหเ้ซลลแ์ตกโดยใชค้ลื-นเสยีงความถี-สงู ป ั -นแยกตะกอนเซลลแ์ละสารละลายโปรตนี
ออกจากกนั นําโปรตนีที-แยกไดม้าทาํใหโ้ปรตนีบรสิุทธิ rโดยใช ้His-Trap FF column จากนั ,น
นําไปตรวจสอบดว้ย 12%SDS-PAGE พบว่าโปรตนีที-ไดม้ขีนาด 30 กโิลดาลตนั ดงัแสดงในรปู
ที- 26 
 
    kDa      1         2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที- 26 การวเิคราะหก์ารแสดงออกของโปรตนี His-RPL10a ในแบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์
BL21 ดว้ย   
 วธิโีพลอีะครลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบมเีอสดเีอส (12%SDS-PAGE) ยอ้มดว้ยส ี
 coomassie brilliant blue 
 แถวที� 1 : โปรตนีมาตรฐาน 
 แถวที� 2 : โปรตนี His-RPL10a ที�ผ่านการทําบรสิุทธิ fแลว้ (30 กโิลดาลตนั) 
Figure 26 12% Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE gel of His-RPL10a protein 
 expression in E.coli BL21. 
 Lane 1 : Low molecular weight standard marker 
 Lane 2 : His-RPL10a purified protein (30 kDa) 
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5. การศึกษาผลของ supplement ในการเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 5.1 การศึกษาผลของ supplement ในการเพาะเลี!ยงเซลลร์งัไข่ 
 การศกึษาผลของ supplement ในการเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไข่กุ้งแชบ๊วย โดยศกึษาดชันี
การเพิ-มจาํนวนเซลลด์ว้ยเทคนิค BrdU assay ในอาหารสูตร mofied 3 มกีารเตมิ supplement 
8 ชนิด ที-แตกต่างกนั คอื 20% FBS 10 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร EGF 2X-MEM vitamin solution 
20 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร Biotin 10% SME 10% SOE 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร RPL10a 
และ3.3 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร RPS3a โดยใช้ในอาหารสูตรmofied3 ที-ไม่มกีารเติม 
supplement เป็นสตูรควบคุม ทาํการเพาะเลี,ยงที-อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 7 และ 
10 วนั รูปที-28 แสดงลกัษณะของเซลล์รงัไข่ในอาหารที-มกีารเตมิ supplement ชนิดต่างๆ 
พบว่าที-เวลา 10 วนั ในอาหารสูตร mofied3ที-มกีารเตมิ RPS3a เซลลร์งัไข่มกีารเพิ-มจาํนวนดี
ที-สุดอยา่งมนียัสาํคญัที-ความเชื-อมั -น 95% รปูที- 27 
 

 
รปูที- 27 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลร์งัไข ่ที-เวลา 5 7 และ 10 วนั  
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 4 ซํ,า) 
Figure 27 Percentage of proliferation index of ovarian cells at 5, 7 and 10 days.  
 (mean±S.D. and n=4) 
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supplement 1วนั 5วนั 10วนั 
30 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร
RPL10a 

 
 

  
3.3 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร
RPS3a 

 
 

  
 
รปูที� 28 ลกัษณะรปูรา่งเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยในอาหารเลี�ยงเซลลส์ตูร mofied3 มกีารเตมิ  
           supplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที�กําลงัขยาย 100 เท่า 
Figure 28 The effect of supplement on the morphology of ovarian cells cultured in 
 mofied3  medium for 1 and 10 day at 100X magnification. 
 
 5.2 การศึกษาผลของ supplement ในการเพาะเลี!ยงเซลลต่์อมนํ!าเหลือง 
           การศกึษาผลของ supplement ในการเพาะเลี,ยงเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงกุ้งแชบ๊วย ในอาหาร
สูตร mofied 1 ซึ-งมกีารเตมิ supplement 8 ชนิด ที-แตกต่างกนั โดยใชใ้นอาหารสูตร mofied 1 
ที-ไมม่กีารเตมิ supplement เป็นสตูรควบคุม และทาํการเพาะเลี,ยงที-อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส 
ลกัษณะรูปร่างเซลลร์งัไข่กุ้งแชบ๊วยในอาหารเลี,ยงเซลลส์ูตร mofied3 มกีารเตมิ supplement 
ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที-กําลงัขยาย 100 เท่าเวลา 5 7 และ 10 วนั รปูที- 30 แสดง
ลกัษณะของเซลล์ต่อมนํ,าเหลอืงในอาหารที-มกีารเตมิ supplement ชนิดต่างๆ พบว่าที-เวลา 10 
วนั เซลล์ต่อมนํ,าเหลอืงมกีารเพิ-มจํานวนเซลล์ในแต่ละสูตรไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยสําคญัที-
ความเชื-อมั -น 95% แสดงในรปูที- 29 
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รปูที- 29 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลต่์อมนํ,าเหลอืง ที-เวลา 5 7 และ 10 วนั  
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 4 ซํ,า) 
Figure 29 Percentage of proliferation index of lymphoid cells at 5, 7 and 10 days.    
          (mean±S.D. and n=4) 
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supplement  1วนั  5วนั 10วนั 
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รปูที- 30 ลกัษณะรปูรา่งเซลลต่์อมนํ,าเหลอืงกุง้แชบ๊วยในอาหารเลี,ยงเซลลส์ตูร mofied1 มกีาร 
           เตมิ supplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที-กําลงัขยาย 100 เท่า 
Figure 30 The effect of supplement on the morphology of lymphoid cells cultured in  
           mofied1 medium for 1 and 10 day at 100X magnification. 
 
 5.3 การศึกษาผลของ supplement ในการเพาะเลี!ยงเซลลต์บั 
 การศกึษาผลของ supplement จากการเพาะเลี,ยงเซลล์ตบักุ้งแชบ๊วย ในอาหารสูตร
mofied1 ซึ-งมกีารเตมิ supplement 8 ชนิด ที-แตกต่างกนั โดยใชใ้นอาหารสูตร mofied1 ที-ไม่มี
การเตมิ supplement เป็นสูตรควบคุม เพาะเลี,ยงที-อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 5 7 และ 
10 วนั รปูที- 32แสดงลกัษณะของเซลลต์บัในอาหารที-มกีารเตมิ supplement ชนิดต่างๆ พบว่า
เมื-อเปรยีบเทยีบทั ,ง 3 เวลา อาหารที-มกีารเตมิ SME และ RPL10a เซลลต์บัมกีารเพิ-มจาํนวนใน
ทุกๆ ช่วงเวลา และที-เวลา 10 วนั เซลลต์บัมกีารเพิ-มจาํนวนดสีุด ในอาหารสูตร mofied1 ที-มี
การเตมิ RPL10a ที-ความเชื-อมั -น 95% รปูที- 31  
 

 
รปูที- 31 เปอรเ์ซน็ตด์ชันีการเพิ-มจาํนวนเซลลต์บั ที-เวลา 5 7 และ 10 วนั  
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 4 ซํ,า) 
Figure 31 Percentage of proliferation index of hepatopancreas cells at 5, 7 and 10 days.  
            (mean±S.D. and n=4) 
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supplement 1วนั 5วนั 10วนั 
10% SOE 

   
30 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร
RPL10a 

   
3.3 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร
RPS3a 

   
 
รปูที- 32 ลกัษณะรปูรา่งเซลลต์บักุง้แชบ๊วยในอาหารเลี,ยงเซลลส์ตูร mofied1 มกีารเตมิ   
           supplement ชนิดต่างๆ เวลา 1 และ 10 วนั ที-กําลงัขยาย 100 เท่า 
Figure 30 The effect of supplement on the morphology of hepatopancreas cells cultured  
           in mofied1 medium for 1 and 10 day at 100X magnification. 
 
6. การศึกษาผลของการเคลือบผิวหน้าภาชนะเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 6.1. การศึกษาผลของการเคลือบผิวหน้าภาชนะเพาะเลี!ยงเซลลร์งัไข่ 
 การศกึษาผลของการเคลอืบผวิหน้าภาชนะเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไข่กุ้งแชบ๊วย โดยศกึษา
ความ สามารถในการเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงเซลล ์ด้วยเทคนิค MTT assay ในอาหารสูตร 
mofied3 ที-มกีารเตมิ 3.3 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร RPS3a ซึ-งผ่านการเคลอืบผวิหน้าภาชนะ
เพาะเลี,ยงเซลลด์ว้ย 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร albumin 20% FBS และ 0.2%gelatin โดยให้
หลุมที-ไม่มกีารเตมิสารเคลอืบผวิภาชนะเป็นตวัควบคุม ทําการเพาะเลี,ยงเซลล์รงัไขท่ี-อุณหภูม ิ
28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 และ 5 วนั พบว่าที-เวลา 5 วนั เซลลร์งัไข่กุ้งสามารถเกาะผวิหน้า
ภาชนะเพาะเลี,ยงที-มกีารเคลือบด้วย albumin และ FBS ได้ดกีว่า การเคลอืบผวิหน้าด้วย 
gelatin อยา่งมนียัสาํคญัที-ความเชื-อมั -น 95% ดงัรปูที- 33 
 
 

G3 G1 G2 

H3 H2 H1 

I1 I2 I3 
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รปูที- 33 เปอรเ์ซน็ตก์ารเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงเซลลร์งัไข ่ที-เวลา 3 และ 5 วนั  
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 3 ซํ,า) 
Figure 33 Percentage of cell attachment of ovarian cells at 3 and 5 days. (mean±S.D.  
          and n=3) 
 

 6.2. การศึกษาผลของการเคลือบผิวหน้าภาชนะเพาะเลี!ยงเซลลต่์อมนํ!าเหลือง 
 การศกึษาความสามารถในการเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงเซลล ์โดยทําการเพาะเลี,ยงเซลล์
ต่อมนํ,าเหลอืงกุ้งแชบ๊วยในอาหารสูตร mofied1 ซึ-งผ่านการเคลอืบผวิหน้าภาชนะเพาะเลี,ยง 
โดยใหห้ลุมที-ไมม่กีารเตมิสารเคลอืบผวิภาชนะเป็นตวัควบคุม บ่มที-อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 3 และ 5 วนั พบว่าที-เวลา 5 วนั เซลล์ต่อมนํ,าเหลอืงสามารถเกาะผวิหน้าภาชนะ
เพาะเลี,ยงที-ผ่านการเคลอืบผวิทั ,ง 3 ชนิด ไดไ้ม่แตกต่างกนั อย่างมนีัยสําคญัที-ความเชื-อมั -น 
95% ดงัแสดงในรปูที- 34 
 

 
รปูที- 34 เปอรเ์ซน็ตก์ารเกาะภาชนะเพาะเลี,ยงเซลลต่์อมนํ,าเหลอืง ที-เวลา 3 และ 5 วนั  
            (ค่าเฉลี-ย±ส่วนเบี-ยงเบนมาตรฐาน ที-จาํนวน 3 ซํ,า) 
Figure 34 Percentage of cell attachment of lymphoid cells at 3 and 5 days. (mean±S.D.  
           and n=3) 
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7. ทดสอบการติดเชื!อไวรสัตวัแดงดวงขาวในเซลลร์งัไข่กุ้งแชบว๊ย ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 เพาะเลี,ยงเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วย ในอาหารสตูร mofied3 ที-อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส 
เวลา 72 ชั -วโมง เตมิอาหารเลี,ยงเซลลท์ี-ผสมเชื,อไวรสั WSSV ความเขม้ขน้ 103 -106 โดยใช ้
WSSV บ่มที-อุณหภมู ิ56 องศาเซลเซยีส เวลา 1 ชั -วโมง เป็นตวัควบคุม (internal control) 
นําไปบ่มเลี,ยงที-อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เวลา 24 ชั -วโมง ดดูอาหารเลี,ยงเซลลอ์อก ลา้งเซลล์
ดว้ย PBS จากนั ,นจาํทําการสกดั RNA โดยใช ้trizol reagent วเิคราะหป์รมิาณ RNA ดว้ยวธิี
สเปคโทรโฟโตเมตทร ี 
 จากนั ,นจงึทําการเปลี-ยน RNA ไปเป็น cDNA ดว้ยเทคนิค RT-PCR จากนั ,นจงึการเพิ-ม
จาํนวน cDNA ดว้ย PCR โดยใชไ้พรเมอร ์GAPDH ดงัแสดงในรปูที-35 พบว่า มแีถบดอีน็เอ
ประมาณ 208bp ซึ-งเป็นขนาดของยนี GAPDH ขึ,นในทุกตวัอยา่งยกเวน้ นํ�ากลั �น (negative 
control)  
 
          bp     1    2    3    4    5    6    7 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
รปูที- 35 แสดงแถบดเีอน็เอจากการทํา PCR ของเซลลร์งัไขกุ่ง้ โดยใชไ้พรเมอร ์GAPDH   
          วเิคราะหบ์น 1.5% agarose gel electrophoresis 
           แถวที� 1 : 100bp DNA ladder 
           แถวที� 2 : แถบดเีอน็เอของเนื�อเยื�อกุง้ปกต ิ
           แถวที� 3 : แถบดเีอน็เอของนํ�ากลั �น 
           แถวที� 4 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขป่กต ิ
           แถวที� 5 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV ที�อุณหภมู ิ56 องศาเซลเซยีส 
           แถวที� 6 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV106 
           แถวที� 7 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV105 
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Figure 35 PCR product of ovarian cells using GAPDH primer on 1.5% agarose gel  
           electrophoresis 
           Lane 1 : 100bp DNA ladder 
           Lane 2 : PCR product of positive control 
           Lane 3 : PCR product of negative control 
           Lane 4 : PCR product of normal ovarian cells 
           Lane 5 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV incubate at 56oC 
           Lane 6 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV106 
           Lane 7 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV105 
และไพรเมอรท์ี-มคีวามจาํเพาะต่อ WSSV ไดแ้ก่ ไพรเมอร ์ie1 รปูที- 36 พบว่า ยนี ie1 สามารถ
จบักบัตวัอยา่งเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยที-บ่มดว้ย WSSV ความเขม้ขน้ 106 และ105 coppies ซึ-งมี
แถบดอีน็เอประมาณ 208bp เท่านั ,น และไมส่ามารถจบักบัเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยปกตแิละเซลลร์งั
ไขกุ่ง้แชบ๊วยที-บ่ม WSSV ที�อุณหภมู ิ56 องศาเซลเซยีสได ้  
          bp     1    2    3    4    5    6    7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที- 36 แสดงแถบดเีอน็เอจากการทํา PCR ของเซลลร์งัไขกุ่ง้ โดยใชไ้พรเมอร ์ie1 วเิคราะห ์
           บน 1.5% agarose gel electrophoresis 
           แถวที� 1 : 100bp DNA ladder 
           แถวที� 2 : แถบดเีอน็เอของเนื�อเยื�อตดิเชื�อ WSSV 
           แถวที� 3 : แถบดเีอน็เอของนํ�ากลั �น 
           แถวที� 4 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขป่กต ิ
           แถวที� 5 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV ที�อุณหภมู ิ56 องศาเซลเซยีส 
           แถวที� 6 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV106 
           แถวที� 7 : แถบดเีอน็เอของเซลลร์งัไขบ่่ม WSSV105 
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Figure 36 PCR product of ovarian cells using ie1 primer on 1.5% agarose gel  
           electrophoresis 
           Lane 1 : 100bp DNA ladder 
           Lane 2 : PCR product of positive control 
           Lane 3 : PCR product of negative control 
           Lane 4 : PCR product of normal ovarian cells 
           Lane 5 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV incubate at 56oC 
           Lane 6 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV106 
           Lane 7 : PCR product of ovarian cells incubation with WSSV105 
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บทที�4 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

1 การศึกษาความมีชีวิตของเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 จากการศกึษาของ Jayesh และคณะ (2012) พบว่าต่อมนํ%าเหลอืง รงัไข่ เมด็เลอืด 
(hemocytes) และตบัเป็นเนื%อเยื3อที3นํามาใชใ้นการศกึษาการเพาะเลี%ยงเซลลม์ากที3สุด เรยีงลําดบั
จากมากไปน้อย พบว่าต่อมนํ%าเหลอืงเป็นเนื%อเยื3อที3มกีารศกึษามากที3สุด เนื3องจากต่อมนํ%าเหลอืง
เป็นเนื%อเยื3อที3นิยมในการใชศ้กึษาการตดิเชื%อในกุ้ง ซึ3งมรีายงานการศกึษาของ Itami และคณะ 
(1999) ได้ทําการแยกเซลล์จากต่อมนํ%าเหลืองกุ้งคุรุมา (Penaeus japonicus) เพื3อใช้ใน
การศกึษาการตดิเชื%อ PRDV ส่วนรงัไข่เป็นอวยัวะเกี3ยวกบัเพศจงึมกีารนํามาใช้ในการศกึษา
พฒันาเซลลส์บืพนัธุ ์(King, 1948) ซึ3ง Tsukimura และ Kamemoto (1991) ไดใ้ชเ้นื%อเยื3อรงัไข่
ในการศกึษาผลของสารสเตยีรร์อยด ์ (steroids) ในการกระตุ้น โดยวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางของ 
(oocytes) ในกุ้งขาว และได้มรีายงาน Krol และคณะ (1991) นําเซลล์ตบักุ้งขาวมาใช้ใน
การศกึษาการตดิเชื%อแบคทเีรยี Rickettsial และ mollicute ดงันั %นในการทดลองเพาะเลี%ยงเซลล์
จากเนื%อเยื3อกุ้ง จงึสนใจศกึษาเนื%อเยื3อรงัไข่ ต่อมนํ%าเหลอืงและตบักุ้งแชบ๊วย ต่อมาไดม้รีายงาน
ของ Tanfermin และ Pudadera (1989) ทําการศกึษาระยะการพฒันารงัไข่กุ้งกุลาดํา โดยใช้
เทคนิคการศึกษาลกัษณะทางเนื%อเยื3อวทิยา (histology) แบ่งระยะการพฒันารงัไข่ออกเป็น 4 
ระยะ คือ previtellogenic stage (P) เป็นระยะแรกที3รงัไข่เริ3มมกีารพฒันา โดยมกีาร
เปลี3ยนแปลงภายใน oogonia และ primary oocytes เพื3อเตรยีมสู่การพฒันาในขั %นต่อไป คอื 
vitellogenic stage (V) เป็นระยะที3เริ3มมกีารสะสมอาหารซึ3งปรากฏในส่วนของ yolky oocytes 
ต่อมาเป็นระยะ cortical rod stage (C) ซึ3งปรากฏ cortical rod มลีกัษณะเป็นท่อนทรงร ี
(spherical or rod-like bodies) เชื3อมอยู่กบัไซโตพลาสซมึและในระยะ spent stage (S) เป็น
ระยะที3 follicle cells มขีนาดหนาและสเีขม้ขึ%น จากรายงานของ Fraser และ Hall (1999) 
กล่าวถงึรงัไข่ในระยะไม่พฒันา (immature ovaries) เป็นระยะที3มกีารนํามาใชใ้นการศกึษาการ
เพาะเลี%ยงเซลล์มากที3สุด ในการทดลองนี%จงึเลอืกรงัไข่ในระยะไม่พฒันามาใช้ในการศกึษาการ
เพาะเลี%ยงเซลลร์งัไข่กุ้งแชบ๊วย ต่อมามรีายงานของ Hsu และคณะ (1995) ไดท้ําการศกึษาการ
เพาะเลี%ยงเซลลต่์อมนํ%าเหลอืง ของกุ้งกุลาดํา พบว่าการเพาะเลี%ยงเป็นระยะเวลา 3 วนั เซลล์มี
การเจรญิประมาณ 80%ของภาชนะ ซึ3งสอดคลอ้งกบัผลการทดลองศกึษาความมชีวีติของเซลล์
ต่อมนํ%าเหลอืง พบว่าที3ระยะเวลา 3 วนัเซลลม์ชีวีติเพิ3มขึ%นมากกว่าที3 1 วนั 
 จากศกึษาการแยกเซลลโ์ดยตดัเนื%อเยื3อเป็นชิ%นเลก็แลว้วางในอาหารเหมาะสําหรบัเซลล์
ที3มกีารเกาะภาชนะเพาะเลี%ยง โดยอาจมกีารเติมสารช่วยให้เซลล์เกาะภาชนะได้ดีขึ%น เช่น 
คอลลาเจน โพลิไลซีน (poly-lysine) เป็นต้น (Toullec, 1999) แต่ไม่จําเพาะเฉพาะเซลล์ที3
คุณสมบตัใินการเกาะภาชนะเพาะเลี%ยงเท่านั %น ดงัในรายงานของ Rosenthal และ Diamant 
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(1990) พบว่าการใช้เทคนิคการตดัเนื%อเยื3อตับและรงัไข่เป็นชิ%นเล็กวางในอาหารเลี%ยงเซลล ์
M199 ภายในเวลา 24 ชั 3วโมง เซลลท์ั %ง 2 ชนิดสามารถแผ่ออกมาไดด้ทีี3สุด และ Wangl และ
คณะ (2000) ใชเ้ทคนิคการตดัเนื%อเยื3อต่อมนํ%าเหลอืงแลว้วางในอาหารสูตร L-15 เวลา 1 วนั ใน
การแยกเซลล์ต่อมนํ%าเหลอืงเพื3อใช้ในการศึกษาการติดเชื%อ WSSV ซึ3งสอดคล้องกบัผลการ
ทดลองพบว่าการตดัเนื%อเยื3อรงัไข่ ต่อมนํ%าเหลอืงและตบัเป็นชิ%นเลก็ๆ แล้ววางในอาหารเลี%ยง
เซลล ์ส่งผลใหเ้ซลล์รอดชวีติมากกว่าการย่อยด้วยเอนไซม ์collagenase type V และสารที3ม ี
EDTA เป็นส่วนประกอบ ซึ3งอาจเป็นผลจากความเขม้ขน้และระยะเวลาที3นานเกนิไป ทําใหเ้ซลล์
ตาย แต่จากการทดลองพบว่ามขี้อจํากดัหลายประการในการศึกษา ซึ�งส่งผลกระทบต่อการ
ทดลอง โดยเริ�มตั &งแต่ขอ้จาํกดัในการเพาะเลี&ยงเซลลจ์าํนวนเริ�มต้น เนื�องจากไม่สามารถทําการ
นับจํานวนเซลล์ที�แน่นอนได้ จงึส่งผลให้จํานวนเซลล์เร ิ�มต้นในการทดลองไม่เท่ากนั แต่ทาง
ผูว้จิยัได้พยายามทําการแก้ไขโดยตดัเนื&อเยื�อกุ้งในแต่ละการทดลองใหม้ขีนาดใกลเ้คยีงกนัมาก
ที�สุด คอื ชิ&นละ 1 มลิลเิมตร x 1 มลิลเิมตร เพื�อเป็นการลดผลซึ�งกระทบต่อจาํนวนเซลลเ์ริ�มตน้ 
 
2 การศึกษาสตูรอาหารสงัเคราะหพื์!นฐานในการเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 การเพาะเลี%ยงเซลลเ์นื%อเยื3อสตัวเ์ป็นการเพาะเลี%ยงเซลลจ์ากสิ3งมชีวีติเฉพาะส่วนภายใต้
สภาวะที3เหมาะสม ใกล้เคยีงกบัสภาวะแวดลอ้มมากที3สุด จากรายงานของ Shimizu และคณะ 
(2001) ไดท้ําการศกึษาองคป์ระกอบในเลอืดกุ้ง P. stylirostris พบว่าใกลเ้คยีงกบัอาหารเลี%ยง
เซลล ์2 สูตร คอื อาหารสูตร L-15 และ M199 ซึ3งสอดคลอ้งกบัรายงานของ Jayesh และคณะ 
(2012) พบว่าอาหารสูตร  L-15 เป็นสูตรที3นิยมใชใ้นการเพาะเลี%ยงเซลลเ์นื%อเยื3อกุ้งมากที3สุด ใน
การทดลองนี%จงึนําอาหารเลี%ยงเซลล์สูตร  L-15 มาเป็นอาหารเลี%ยงเซลล์พื%นฐานที3ใช้ในการ
เพาะเลี%ยงเซลลเ์นื%อเยื3อกุ้งแชบ๊วย และ Shimizu และคณะ (2001) ไดม้กีารศกึษาองคป์ระกอบ
ของเลอืดกุง้เปรยีบเทยีบกบัอาหารสตูร  L-15 พบว่า ในอาหารสูตร  L-15 มปีรมิาณ proline ตํ3า
กว่าในเลอืดกุ้ง ซึ3ง Proline มคีุณสมบตัช่ิวยในการดูดซมึสารอาหารในเซลลส์ตัวไ์ม่มกีระดกูสนั
หลงัและเป็นแหล่งพลงังานในเซลลก์ลา้มเนื%อของแมลง Jayesh และคณะ (2012) สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Maeda และคณะ (2004)  ไดม้กีารเตมิ Proline ความเขม้ขน้ 0.1 กรมัต่อลติร TC-
Yeastolate และ lactalbumin hydrolysate ความเขม้ขน้ 1 กรมัต่อลติร ในอาหารเลี%ยงเซลลร์งั
ไข่ของกุ้งคุรุม่า และ Lang และคณะ (2002) ไดท้ําการศกึษาโดยเตมิ NaCl ความเขม้ขน้ 11 
กรมัต่อลติร เพิ3มลงในอาหารเลี%ยงเซลล ์พบว่าการเตมิ NaCl เพื3อช่วยในการปรบัค่าออสโมลารติี% 
(osmolarity) ให้มคีวามเหมาะสมในการเพาะเลี%ยงเซลล์ตวัอ่อน (embryonic cells) ของกุ้ง P. 
chinensis Fan และ Wang (2002) ซึ3งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Castille และ Lawrence 
(1981) ได้ทําการศกึษาโดยวดัค่าออสโมลารติี%ในเลอืดกุ้งซึ3งใกล้เคยีง (isosmotic) กบันํ%าทะเล 
โดยกุ้งแต่ละชนิดมคี่าออสโมลารติี%ไม่เท่ากนั เช่น P. aztecus มคี่า 745 mOs/kg, P. duorarum 
มคี่า 768 mOs/kg, P. setiferus มคี่า 680 mOs/kg, P. stylirostris มคี่า 699 mOs/kg และกุ้ง
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ขาวมคี่า 718 mOs/kg จากขอ้มลูดงักล่าวจงึนํามาประยุกต์ใชใ้นอาหารเลี%ยงเซลลส์ูตร Mofied 3 
ซึ3งพบว่าอาหารสูตร Mofied 3 มผีลเพิ3มจาํนวนเซลล์รงัไข่ที3 1 3 และ5 วนั โดยเมื3อทําการ
เพาะเลี%ยงเซลล์รงัไข่กุ้งแชบ๊วย เซลล์ส่วนใหญ่จะประกอบไปด้วย fibroblast cells และ 
epithelial cells ซึ3งสอดคลองกบัการทดลองของ Maeda และคณะ (2003) ไดม้รีายงานว่าเซลล์
รงัไข่กุ้ง Marsupenae japonicas เริ3มเกาะภาชนะเพาะเลี%ยงที3เวลา 1 วนั และเริ3มมกีารเพิ3ม
จาํนวนเซลล ์ที3ระยะเวลา 2 วนั โดยเซลลท์ี3แยกไดม้ลีกัษณะเป็น epithelial cells และ fusiform 
cells ส่วนในการเพาะเลี%ยงเซลลต่์อมนํ%าเหลอืง ไม่พบความแตกต่างในการเพิ3มจํานวนเซลลใ์น
แต่ละสูตรอาหาร แสดงใหเ้หน็ว่าผลของสารอาหารที3เตมิเพิ3มลงในอาหารเลี%ยงเซลล์ ไม่ไดม้ผีล
ในการเพิ3มจาํนวนเซลลต่์อมนํ%าเหลอืง สอดคลอ้งกบัรายงานของ Chen และ Wang (1999) ได้
ทําการเพาะเลี%ยงเซลล์ต่อมนํ%าเหลอืง จากกุ้งสายพนัธุ ์ penaeid ในอาหาร L-15 ที3มกีารเตมิ 
20% Fetal Calf Serum (FCS) ซึ3งสามารถเลี%ยงเซลลต่์อมนํ%าเหลอืงไดน้านมากกว่า 20 วนั และ
เมื3อทําการทดลองเพาะเลี%ยงเซลล์ที3แยกได้จากต่อมนํ%าเหลอืงกุ้งแชบ๊วย พบว่าเซลล์ที3แยกได้
ส่วนใหญ่เป็นเซลลเ์กาะ มลีกัษณะคลา้ย fibroblast และ epithelial cells ซึ3งสอดคลอ้งกบัการ
ทดลองของ Kasornchandra และคณะ (1999) ไดม้รีายงานว่าเซลลท์ี3แยกไดจ้ากต่อมนํ%าเหลอืง
กุลาดําในอาหารสูตร 2X-L15 ที3มกีารเตมิ 15% FBS 1% glucose 5 กรมัต่อลติร NaCl 15% 
SME ที3อุณหภูม ิ25-28 องศาเซลเซยีส พบว่าเซลลท์ี3ไดม้ลีกัษณะเป็น fibroblast cells และ 
epithelial cells และจากการศกึษาเพาะเลี%ยงเซลลต์บัในอาหารสูตร Mofied 1 พบว่ามกีารเพิ3ม
จาํนวนเซลลไ์ดด้สีุดที3 5 วนัและมแีนวโน้มในการเพิ3มจาํนวนเซลลท์ี3 1 3 และ 5 วนั เมื3อทําการ
ทดลองเพาะเลี%ยงเซลลท์ี3แยกได้จากตบักุ้งแชบ๊วย พบว่าเซลลส์่วนใหญ่เป็นเซลล์แขวนลอยใน
อาหาร มลีกัษณะคลา้ย round cells ซึ3งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Uma และคณะ (2002) ได้
มรีายงานว่าเซลลท์ี3แยกไดจ้ากตบักุ้งกุลาดํา โดยตดัเนื%อเยื3อเป็นชิ%นเลก็ๆ แลว้วางในอาหารสูตร 
L-15 ที3มกีารเตมิ 10% FBS พบว่าเซลลท์ี3ไดม้ลีกัษณะรปูรา่งเป็นทรงกลม (spherical shape) 
สามารถเจรญิได ้12 สปัดาห์และมกีาร subculture ไปไปถงึ 7 ครั %ง จงึมกีารเลอืกอาหารสูตร 
Mofied 1 มาใชใ้นการเพาะเลี%ยงเซลลต์บัในการทดลองต่อไป 
 
3 การศึกษาผลของอาหารเสริมในการเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 จากการศกึษาของ Naora และคณะ (1998) พบว่าเซลลท์ี3มกีารตาย (apoptosis) จะไม่
มกีารแสดงออก (expression) ของ RPS3a ซึ3งตรงขา้มกบัเซลล์มะเรง็ คอื RPS3a จะมกีาร
แสดงออกสูง มากกว่าในเซลลป์กต ิ จงึทําการทดลองพบว่า RPS3a มผีลเหนี3ยวนําใหเ้กดิการ
เปลี3ยนแปลงของเซลล ์ NIH3T3 และก่อใหเ้กดิเนื%องอกในหนูที3ไม่มภีูมคิุม้กนั (nude mice) แต่
จากการทดลองยงัไม่สามารถระบุได้อย่างชดัเจน เนื3องจากการแสดงออกของ RPS3a ใน
ปรมิาณสูง (over expression) ส่งผลชกันําใหเ้กดิการตายของเซลลแ์ทนที3จะช่วยยบัยั %งการตาย
ของเซลล ์จากความรูด้งักล่าวจงึส่งผลให ้Navakanitworakul และคณะ (2012)  ไดท้ําการศกึษา
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ผลของ RPS3a ต่อการพฒันาของรงัไข่ของกุ้งแชบ๊วย พบว่า RPS3a ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโคร
โมลาร ์มผีลในการพฒันารงัไข่ของกุ้งแชบ๊วย จากระยะที3รงัไข่ยงัไม่พฒันา (undeveloped) ไปสู่
ระยะที3รงัไข่มกีารพฒันาเขา้สู่ระยะแรก (stage 1) ที3ความเชื3อมั 3น (P<0.05) ส่งผลให้ในการ
ทดลองจงึนํา RPS3a ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครโมลาร ์หรอื 3.3 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร มาใช้
เป็น supplement โดยเตมิในอาหารสตูร mofied 3 พบว่า มผีลในการเพิ3มจาํนวนเซลลร์งัไข่ดสีุด 
ที3ระยะเวลา 10 วนั 
 ต่อมา Wang และคณะ (2009) ไดม้รีายงานผลการแสดงออกของ ribosomal proteins 
(S3a, L10, L16) พบว่ามผีลต่อการเกิดมะเรง็ ทําการศึกษาเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก 
(malignant prostate cancer cell lines) มกีารแสดงออกสูงใน RPS2 (Ribosomal Protein ชนิด
หนึ3ง ขนาด 33กโิลดาลตนั) ซึ3งสามารถนํามาประยุกต์ใชศ้กึษาผลของยาในการป้องกนัการเกดิ
โรคมะเรง็ได ้จากรายงานของ Wang และคณะ (2009) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองเพาะเลี%ยง
เซลลต์บัในอาหารสูตร Mofied1 ที3มกีารเตมิ RPL10a ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
หรอื 1 ไมโครโมลาร ์ พบว่า ที3เวลา 10 วนั มกีารเพิ3มจาํนวนของเซลลต์บัดทีี3สุด สอดคลอ้งกบั
การศกึษาของ Wonglapsuwan และคณะ (2010) พบว่า เมื3อบ่มเนื%อเยื3อรงัไข่กุ้งแชบ๊วยกบั
อาหาร 199 ที3มกีารเตมิ RPL10a ความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร ์ภายในระยะเวลา 4 ชั 3วโมง พบ
มกีารพฒันาของรงัไข่ ซึ3งแสดงออก Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP), Heat 
Shock Protein 70 (HSP70) และ  Shrimp Ovarian Peritrophin (SOP) genes ไดสู้ง ซึ3งทั %ง 3 
ยนี เป็นยนีที3ใชใ้นการศกึษาการพฒันาของรงัไข ่และจากการศกึษาของ Suzuki และคณะ 
 (2009) ทําการศึกษาผลของมะเร็งตับ (hepatocellular carcinogenesis) ในหนูและมนุษย ์
พบว่า RPL10a มกีารเพิ3มขึ%นเมื3อเซลลม์ะเรง็มกีารเพิ3มจาํนวนมากขึ%น ดงันั %นจากรายงานและผล
การทดลองดงักล่าว จงึแสดงใหเ้หน็ว่า RPS3a และRPL10a มผีลต่อการเพิ3มจาํนวนเซลลร์งัไข่
และเซลลต์บั 
 
4. การศึกษาผลของการเคลือบผิวหน้าภาชนะเพาะเลี!ยงเซลลเ์นื!อเยื�อกุ้งแชบว๊ย 
 จากการรายงานของ Tashiro  (1989) ได้ทําการศึกษาผลของ laminin ซึ3งจดัเป็น 
glycoprotein ชนิดหนึ3ง พบไดบ้รเิวณเยื3อหุ้มเซลล ์โดยทําการเคลอืบผวิหน้าภาชนะเพาะเลี%ยง
ดว้ย laminin เพื3อศกึษาผลของการเกาะภาชนะเพาะเลี%ยง การเคลื3อนที3และการเจรญิของเซลล์
เส้นใยประสาท (Neurite)  พบว่าหลงัจากเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี%ยงด้วย laminin ส่งผลให้
เซลล์เส้นใยประสาทมกีารเกาะและเคลื3อนที3ได้ดยีิ3งขึ%นและจากในรายงานยงัได้มกีารกล่าวถึง
สาเหตุที3อาจส่งผลให้เซลล์มกีารยดึเกาะหรอืเคลื3อนที3ได้ยาก เนื3องจากผลของพนัธะเปบไทด์
บรเิวณผวิเซลลไ์ม่สามารถยดืตวัไดด้เีท่าที3ควร จงึมกีารเตมิ albumin มผีลช่วยในการเคลื3อนที3
และยดึเกาะของเซลล์ได้ดยีิ3งขึ%น ซึ3งสอดคลองกบัผลการทดลอง พบว่าการเคลอืบผวิภาชนะ
เพาะเลี%ยงเซลลด์ว้ย albumin และ FBS ส่งผลใหเ้ซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยสามารถยดึเกาะผวิภาชนะ
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ไดด้ยีิ3งขึ%น และไดม้รีายงานของ Blom  (1995) ทําการศกึษา เคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี%ยงดว้ย 
FBS พบว่ามผีลช่วยในการเกาะภาชนะของเซลล ์fibroblast และเซลล ์mesothelial  ไดด้ยี ิ3งขึ%น 
ซึ3งสอดคลอดกบัรายงานของ James และคณะ (1999) ไดท้ําการศกึษาผลของ nicotine และ 
cotinine ต่อการเกาะของเซลล ์fibroblast ที3แยกจากเยื3อฟนัของมนุษย ์(human periodontal 
ligament) ซึ3งพบว่า nicotine และ cotinine มผีลทําใหเ้ซลลม์คีวามสามารถในการเกาะภาชนะ
ไดล้ดลง ส่งผลใหเ้ซลลม์อีตัราการเจรญิลดตํ3าลง ซึ3งแสดงใหเ้หน็ว่าการยดึเกาะของเซลลม์สี่วน
ช่วยในการเจรญิและการเพิ3มจาํนวนเซลลไ์ด ้   
 
5. ทดสอบการติดเชื!อไวรสัตวัแดงดวงขาวในรงัไข่กุ้งแชบว๊ย 
 จากการศกึษาของ Jiang และคณะ (2006) ไดท้ําการแยกเซลล์เมด็เลอืดจากหวัใจกุ้ง 
Penaeus chinensis พบว่าสามารถเจรญิได้ 20 วนั ในอาหารสูตร 2X L-15 ที3มกีารเตมิ 20% 
FBS และ 2%กลูโคส โดยปรบั pH 7.2–7.4 มาเพาะลี%ยงที3อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส โดยบ่ม
เซลลก์บัไวรสัตวัแดงดวงขาวที3ความเขม้ขน้ต่างๆ จากนั %นจงึทําการทดสอบผลการตดิเชื%อด้วย
เทคนิค immunocytochemical โดยใช้ monoclonal antibodies เป็นตวัตรวจสอบการติดเชื%อ
ไวรสั พบว่าเซลลเ์มด็เลอืดสามารถตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาวได ้โดยไวรสัสามารถเพิ3มจาํนวน
ใน nuclei ของเซลลเ์มด็เลอืดที3มกีารตดิเชื%อ ต่อมา Jiravanichpaisal และคณะ (2006) ได้
ทดสอบการตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาวจากเซลล์เมด็เลอืดที3แยกจากเนื%อเยื3อที3สรา้งเมด็เลอืด 
(haematopoietic tissue) จากกุ้ง Pacifastacus leniusculus หลงัจากบ่มกับไวรสัที3เวลา 36 
ชั 3วโมง จงึทาํการเพาะเลี%ยงเซลลเ์มด็เลอืดที3อุณหภมู ิ4 ถงึ 25 องศาเซลเซยีส  จากนั %นจงึทําการ
ตรวจสอบการตดิเชื%อตวัแดงดวงขาวดว้ยเทคนิค in situ hybridization และ RT-PCR โดยศกึษา
การแสดงออกของ VP28 พบว่าเซลล์เม็ดเลือดสามารถติดเชื%อได้ดีที3อุณหภูมิสูงมากกว่า
อุณหภูมติํ3าและไม่พบการตดิเชื%อที3อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส  ซึ3งสอดคลอ้งกบัการทดลองโดย
ทาํการศกึษาการตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาว โดยทาํการเพาะเลี%ยงที3อุณหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส 
และทําการตรวจสอบผลการตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาวด้วยเทคนิค RT-PCR โดยศกึษาการ
แสดงออกของยนี ie1 ซึ3งสอดคลอ้งกบัรายงาน ของ He และคณะ (2008) พบว่า ie1 มกีาร
แสดงออกทนัททีี3เซลลม์กีารตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาว ซึ3งแสดงใหเ้หน็ว่าเซลลท์ี3แยกไดจ้ากรงั
ไขกุ่ง้แชบ๊วยสามารถนํามาใชใ้นการทดสอบการตดิเชื%อไวรสัตวัแดงดวงขาว โดยใชเ้ทคนิค RT-
PCR ในการศกึษาการแสดงออกของยนี ie1 ได ้
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บทที� 5 
บทสรปุและข้อเสนอแนะ 

 

 จากการศกึษาเพาะเลี�ยงเซลลเ์นื�อเยื�อกุง้แชบ๊วย คอื เซลลร์งัไข่ เซลลต่์อมนํ�าเหลอืงและ
เซลลต์บัโดยแยกเซลลจ์ากเนื�อเยื�อแต่ละชนิดดว้ยวธิแีตกต่างกนัแลว้ศกึษาความมชีวีติของเซลล ์
จากนั �นนําเซลล์ที�แยกไดม้าใช้ศกึษาสูตรอาหารสงัเคราะห์พื�นฐานในการเพาะเลี�ยงเซลล์แต่ละ
ชนิดและศกึษาผลของการเตมิ supplement ในการมชีวีติรอดและเพิ�มจาํนวนเซลล์เนื�อเยื�อกุ้ง
แชบ๊วย ซึ�งสามารถสรปุผลการทดลองไดด้งันี� 
 1. สามารถแยกเซลล์รงัไข่ ต่อมนํ�าเหลอืงและตบัจากเนื�อเยื�อกุ้งแชบ๊วยโดยใช้วธิตีดั
เนื�อเยื�อเป็นชิ�นเลก็ แล้ววางในอาหาร บ่มที�อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส พบว่าที�เวลา 3 วนั 
เซลลร์งัไขแ่ละต่อมนํ�าเหลอืงมกีารเจรญิและรอดชวีติสูงกว่าการแยกเซลลด์ว้ยวธิอีื�น และที�เวลา 
1 วนั เซลลต์บัมกีารเจรญิและรอดชวีติสงูกว่าการแยกเซลลด์ว้ยวธิอีื�นเช่นกนั 
 2. การศึกษาสูตรอาหารพื�นฐานในการเพาะเลี�ยงเซลล์เนื�อเนื�อกุ้งแชบ๊วย พบว่าที�
อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ระยะเวลา 5 วนั เซลล์รงัไข่และต่อมนํ�าเหลอืงมอีตัราการเพิ�ม
จาํนวนเซลลใ์นอาหารพื�นฐานแต่ละสูตรได้ไม่แตกต่างกนั ส่วนเซลลต์บัพบว่ามกีารเพิ�มจํานวน
เซลลไ์ดด้ทีี�สุด ในอาหารสตูร mofied1 
 3. ศกึษาผลของ supplement ในการเพาะเลี�ยงเซลล์รงัไข่ ต่อมนํ�าเหลอืงและตบัจาก
เนื�อเยื�อกุ้งแชบ๊วย ที�อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ระยะเวลา 10 วนั พบว่าในอาหารสูตร 
mofied3 ที�มกีารเตมิ RPS3a ความเขม้ขน้ 3.3 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร หรอื 0.1 ไมโครโมลาร ์
เซลล์รงัไข่มกีารเพิ�มจํานวนดีที�สุด การเพาะเลี�ยงเซลล์ต่อมนํ�าเหลืองในอาหารที�มีการเติม 
supplement แต่ละชนิด พบว่าไม่มผีลช่วยในการเพิ�มจํานวนเซลล์ที�แตกต่างกันและในการ
เพาะเลี�ยงเซลล์ตบั พบว่าอาหารสูตร mofied1 ที�มกีารเติม RPL10a ความเข้มข้น 30 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร หรอื 1 ไมโครโมลาร ์ที�ระยะเวลา 10 วนั เซลลต์บัมกีารเพิ�มจาํนวนไดด้ี
ที�สุด 
 4. การศกึษาผลของการเคลอืบผวิหน้าภาชนะเพาะเลี�ยงเซลลท์ี�อุณหภูม ิ28 องศา
เซลเซยีส ระยะเวลา 5 วนั พบว่า การเคลอืบผวิหน้าภาชนะดว้ย 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
albumin และ 20%FBS เซลลร์งัไข่กุ้งสามารเกาะผวิหน้าภาชนะเพาะเลี�ยงได้ดกีว่าในอาหาร
เลี�ยงเซลล์ที�ไม่มกีารเคลอืบผวิ ส่วนในการเพาะเลี�ยงเซลล์ต่อมนํ�าเหลอืงพบว่าการเคลอืบผวิ
ภาชนะไมไ่ดช่้วยใหเ้ซลลเ์กาะภาชนะเพาะเลี�ยงไดด้ขี ึ�น 
 5. จากการทดสอบการตดิเชื�อไวรสัตวัแดงดวงขาวในเซลลร์งัไขกุ่ง้แชบ๊วยพบว่า เมื�อบ่ม
เซลลร์งัไขกุ่ง้ที�ดว้ย WSSV ความเขม้ขน้ 105 และ 106 coppies เซลลร์งัไข่มกีารตดิเชื�อ WSSV 
ได ้โดยแสดงผลโดยการจบักบัไพรเมอร ์ie1 ซึ�งเป็นไพรเ์มอรท์ี�มคีวามจาํเพาะต่อ WSSV ดงันั �น
จงึสามารถนําเซลลร์งัไขกุ่ง้ที�แยกไดม้าใชใ้นการศกึษาการตดิเชื�อไวรสัได ้ 
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ข้อเสนอแนะ 
 1. การศึกษาในครั �งนี�เป็นการศึกษาเบื�องต้นเกี�ยวกบัการแยกเซลล์จากเนื�อเยื�อกุ้ง
แชบ๊วย จงึเลอืกเนื�อเยื�อรงัไข่ ต่อมนํ�าเหลอืงและตบัซึ�งเป็นเนื�อเยื�อที�มกีารนิยมศกึษาในกุ้งชนิด
อื�นมาใชใ้นการทดลอง ซึ�งในอนาคตน่าจะมกีารศกึษาเนื�อเยื�อชนิดอื�น เช่น หวัใจ กลา้มเนื�อ เมด็
เลอืด เสน้ประสาท เหงอืก เป็นต้น ในกุ้งแชบ๊วยเพิ�มขึ�น เพื�อสามารถนํามาใชป้ระโยชน์ไดอ้ย่าง
กวา้งขวางเพิ�มมากยิ�งขึ�น 
 2. ในการทดลองที�ไม่สามารถนับจาํนวนเซลลไ์ดแ้น่นอน จงึควรมกีารศกึษาเพิ�มเตมิถงึ
อตัราการเพิ�มจาํนวนเซลล ์โดยสามารถแบ่งเป็น 2 เซลล ์(doubling time) ในเซลลแ์ต่ละชนิดซึ�ง
สามารถนํามาใช้เป็นกราฟมาตรฐาน (standard curve) ในการนับจํานวนเซลล์แต่ละชนิดได ้
จากผลการทดลองพบว่า สามารถบอกได้โดยประมาณถงึ doubling time ของเซลลร์งัไข่กุ้ง
แชบ๊วยอยูท่ี�ประมาณ 48 ชั �วโมง ซึ�งมผีลในการแบ่งเซลลเ์พิ�มขึ�นจาก 1 เป็น 2 เซลล ์
 3. จากการศกึษาผลของการ subculture พบว่าสามารถ subculture ไดเ้พยีง 2 ครั *งก็
ส่งผลให้เซลล์ตายอีกทั *งเซลล์ที2เพาะเลี*ยงได้ก็มลีกัษณะคล้ายกบัเซลล์ที2ใกล้จะตาย ซึ2งอาจมี
วธิกีารแก้ไขโดยหลงัจากทําการ subculture ด้วย 0.25% trypsin EDTA อาจมกีารยา้ยมา
เพาะเลี*ยงในภาชนะที2ทําการเพาะเลี*ยงด้วย Feeder layer (เซลลท์ี2ไดจ้ากหนูซึ2งผ่านการฉาย
รงัสทีําให้ไม่สามารถแบ่งเซลล์ได้อีก) ซึ2ง Feeder layer ช่วยเหนี2ยวนําให้เซลล์ที2ต้องการ
เพาะเลี*ยง สามารถแบ่งตวัได้ดยีิ2งขึ*น อกีทั *งในการ subculture ควรเพาะเลี*ยงใหเ้ซลล์มคีวาม
หนาแน่นมากพอสมควรก่อนที2จะมกีาร subculture เนื2องจากเซลล์จะไม่สามารถมปีฏสิมัพนัธ ์
(interaction) กนัได ้ซึ2งอาจแก้ไขโดยการเปลี2ยนภาชนะเพาะเลี*ยงใหม้ขีนาดเลก็ลงเพื2อช่วยให้
เซลลม์กีารเจรญิไดด้ยีิ2งขึ*น 
 4. จากการทดลองพบว่าผลของ RPS3a และ RPL10a มผีลช่วยในการเพิ�มจาํนวนของ
เซลลร์งัไข่และเซลล์ตบักุ้งแชบ๊วย ซึ�งในการทดลองไดม้กีารเลอืกใช้เพยีงความเขม้ขน้เดยีวใน
การทดสอบ ดงันั �นในอนาคตน่าจะมกีารศกึษาผลความเขม้ขน้ RPS3a และ RPL10a โดยปรบั
ใช้ความเข้มข้นที�สูงและตํ�ากว่าที�ใช้ในทดลอง ซึ�งอาจจะมผีลช่วยในการเพิ�มจํานวนเซลล์ได้
ดกีว่าความเขม้ขน้เดมิ และจากผลของ RPS3a และ RPL10a ซึ�งจดัเป็น ribosomal protein ที�
มผีลช่วยในการเพิ�มจาํนวนเซลล ์จงึน่าจะมกีารศกึษาผลของ ribosomal protein ชนิดอื�นซึ�งอาจ
ช่วยในการเพิ�มจาํนวนเซลลไ์ดม้ากกว่า RPS3a และ RPL10a 
 5. จากการทดลองเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี�ยงเซลล์ดว้ย albumin FBS และ gelatin 
น่าจะมกีารศึกษาผลของสารชนิดอื�นเพิ�มเติมซึ�งอาจช่วยให้เซลล์เกาะภาชนะเพาะเลี�ยงได้ดี
ยิ�งขึ�น และหลงัจากทราบองคป์ระกอบของอาหารและผลจากการเคลอืบผวิภาชนะเพาะเลี�ยงแลว้
น่าจะมกีารศกึษาผลการเพาะเลี�ยงเซลล์เพื�อศกึษาเปรยีบเทยีบระหว่างการเพาะเลี�ยงเซลล์ใน
อาหารสงัเคราะหท์ั �วไปกบัอาหารที�มกีารเตมิ supplement เพิ�ม 
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 6. การทดลองศกึษาแยกเซลลจ์ากเนื�อเยื�อกุ้งแชบ๊วยเพื�อนํามาใชใ้นการทดสอบการตดิ
เชื�อไวรสัตัวแดงดวงขาวเพียงชนิดเดียว ดงันั �นจงึน่าจะมกีารนําเซลล์ที�แยกได้มาใช้ในการ
ทดสอบการตดิเชื�อชนิดอื�นในกุ้ง เช่น Yellow Head Virus: YHV V.harveyi และ Taura 
Syndrome Virus: TSV เป็นต้น เพื�อเพิ�มความหลากหลายในการศกึษาและมปีระโยชน์ไดก้วา้ง
มากยิ�งขึ�น 
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การเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ สารละลายและบฟัเฟอร ์
1. การเตรียมสารละลาย PBS, pH7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 
 Na2HPO4    1.44 กรมั 
 KH2PO4    0.2 กรมั 
 NaCl     8.0 กรมั 
 KCl     0.2 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบั pH เป็น 7.4 จากนั �นปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร 
นําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#อุณหภูมหิ้อง เก็บที#
อุณหภมูหิอ้ง 
2. การเตรียมอาหารเลี�ยงเซลล ์2X-L15 medium, pH7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 
 Leibovitz’s L-15 Medium power 27.4 กรมั  
 1%D+glucose    10 กรมั 
 10%FBS    100 มลิลลิติร 
 1X-antibiotic-antimycotic  10 มลิลลิติร 
 ละลาย Leibovitz’s L-15 Medium power  และ D+glucose ในนํ�ากลั #น ปรบั pH เป็น 
7.4 เตมิ FBS จากนั �นนําไปกรองด้วยเมมเบรน 0.22 ไมโครเมตร เก็บที#อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซยีส 
3. การเตรียมสารละลาย SS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 450mM NaCl    2.63 กรมั 
 10mM KCl    0.075 กรมั 
 10mM EDTA    0.72 กรมั 
 10mM HEPES    0.26 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 100 มลิลลิติร นําไปกรองดว้ยเมม
เบรน 0.22 ไมโครเมตร เกบ็ที#อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
4. การเตรียมสารละลาย 1mg/ml collagenase typeV ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 ละลาย collagenase typeV 0.01 กรมั ในนํ�ากลั #น เกบ็ที#อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
5. การเตรียมสารละลาย 12mM MTT solution ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ละลาย MTT powder 0.5 กรมั ใน PBS 10 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
6. การเตรียมสารละลาย 0.01M HCl ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 เตมิ hydrochloric 37% ปรมิาตร 370 ไมโครลติร ในนํ�ากลั #น 9.63 มลิลลิติร เกบ็ที#
อุณหภมูหิอ้ง 
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7. การเตรียมสารละลาย 0.1M SDS-HCl solution ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ละลาย SDS 1 กรมั ใน 0.01M HCl 10 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
8. การเตรียมสารละลาย 1M H2SO4 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 เตมิ H2SO4 95% ปรมิาตร 1.03 มลิลลิติร ในนํ�ากลั #น 8.93 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภูมหิอ้ง 
9. การเตรียมสารละลาย LB broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Yeast extract    10 กรมั 
 Tryptone    10 กรมั 
 NaCl     5 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรให้ครบ 1 ลติร นําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ
121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางใหเ้ยน็ที#อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
10. การเตรียมสารละลาย 20mg/ml Kanamycin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 ละลาย Kanamycin 0.02 กรมั ในนํ�าที#ถูกดงึไออนออก (นํ�า Milli-Q) 1 มลิลลิติร เกบ็ที#
อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
11. การเตรียมสารละลาย 1M IPTG ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ละลาย IPTG 2.38 กรมั ในนํ�า Milli-Q 10 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 
12. การเตรียมสารละลายสาํหรบั SDS-PAGE 
 12.1. การเตรียม 4x-SDS sample buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  100%glycerol   4 มลิลลิติร 
  1M Tris-HCl, pH 6.8  2.4 มลิลลิติร 
  SDS    0.8 กรมั 
  Bromophenol blue  0.004 กรมั 
  ß-Mercaptoethanol  0.5 มลิลลิติร 
 ละลาย Bromophenol blueในนํ�ากลั #น 3.1 มลิลลิติร เตมิสารที#เหลอืทั �งหมด โดยผสมให้
เป็นเนื�อเดยีวกนั เกบ็ที#อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 12.2. การเตรียม running buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
  Tris-base   3.03 กรมั 
  Glycine    14.42 กรมั 
  SDS    0.1 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1,000 มลิลลิติร (ใชท้นัท)ี 
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 12.3. การเตรียม Brilliant Coomassie Blue ปริมาตร 1 ลิตร 
  Comassie brilliant blue R 2 กรมั 
  Methanol   525 มลิลลิติร 
  Acetic acid   75 มลิลลิติร 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1,000 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 12.4. การเตรียม 30%acrylamide-bis acrylamide 
  Acrylamide   29 กรมั 
  N’N-Methylenebisacrymide  1 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น (ทําในตู้ดูดควนั) โดยให้ความร้อนอุ่นๆ จนสารละลาย
หมด ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 100 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 12.5. การเตรียม 1.5M Tris-HCl, pH8.8 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย Tris-base 18.17 กรมั ในนํ�ากลั #น ปรบั pH ดว้ย HCl เป็น 8.8 ปรบัปรมิาตรให้
ครบ 100 มลิลลิติร นําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#
อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 12.6. การเตรียม 1.0M Tris-HCl, pH6.8 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย Tris-base 12.11 กรมั ในนํ�ากลั #น ปรบั pH ดว้ย HCl เป็น 6.8 ปรบัปรมิาตรให้
ครบ 100 มลิลลิติร นําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#
อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 12.7.การเตรียม 10%SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย SDS 10 กรมั ในนํ�ากลั #น 100 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 12.8. การเตรียม10%APS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  APS    1 กรมั 
  Distill water   10 มลิลลิติร 
  ปรมิาตรรวม   10 มลิลลิติร 
 ละลาย APS 1 กรมั ในนํ�ากลั #น 10 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
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13. การเตรียมสารละลายสาํหรบัทาํบริสทุธิX  His-RPL10a 
 13.1 การเตรียม Binding buffer, pH8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
  300mM NaCl   17.54 กรมั 
  50mM NaH2PO4  7.8 กรมั 
  20mM Immidazol  1.36 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�า Milli-Q ปรบั pH เป็น 8.0 ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร นําไป
กรองดว้ยเมมเบรน 0.22 ไมโครเมตร จากนั �นนําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 
นาท ีวางใหเ้ยน็ที#อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 13.2 การเตรียม Elution buffer, pH8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
  300mM NaCl   17.54 กรมั 
  50mM NaH2PO4  7.8 กรมั 
  500mM Immidazol  34.04 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�า Milli-Q ปรบั pH เป็น 8.0 ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร นําไป
กรองดว้ยเมมเบรน 0.22 ไมโครเมตร จากนั �นนําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 
นาท ีวางใหเ้ยน็ที#อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 13.3 การเตรียม Dialysis buffer I, pH8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
  350mM NaCl   20.5 กรมั 
  50mM NaH2PO4  7.8 กรมั 
  10% glycerol   7.9 มลิลลิติร 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบั pH เป็น 8.0 ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร นําไปนึ#ง
ฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#อุณหภูมหิ้อง เกบ็ที#อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส 
 13.4 การเตรียม Dialysis buffer II, pH8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
  350mM NaCl   20.5 กรมั 
  50mM NaH2PO4  7.8 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบั pH เป็น 8.0 ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร นําไปนึ#ง
ฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#อุณหภูมหิ้อง เกบ็ที#อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส 
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14. การเตรียม Dialysis buffer, pH8.0 ปริมาตร 1 ลิตร สาํหรบัทาํบริสทุธิX  His-RPS3a 
  Tris-base   6.06 กรมั 
  NaCl    8.76 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมดในนํ�ากลั #น ปรบั pH เป็น 8.0 ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 1 ลติร นําไปนึ#ง
ฆ่าเชื�อที#อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางให้เยน็ที#อุณหภูมหิ้อง เกบ็ที#อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส 
15. การเตรียมสารละลายสาํหรบั Lowery 
 15.1 การเตรียม CTC ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   CuSO4.5H2O  0.1 กรมั 
   NaCO3   2 กรมั 
   Na2C4H4O6  1 กรมั 
 ละลายสารทั �งหมด ในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรให้ครบ 100 มลิลลิติร เก็บที# 4 องศา
เซลเซยีส 
 15.2 การเตรียม 5%SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย SDS 5 กรมั ในนํ�ากลั #น 100 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
 15.3 การเตรียม 0.8M NaOH ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย NaOH 3.2 กรมั ในนํ�ากลั #น 100 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
16. การเตรียมสารละลาย 0.2% Trypan blue ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ละลาย 0.4% Trypan blue 5 มลิลลิติร ใน PBS 5 มลิลลิติร เขย่าใหเ้ขา้กนั เกบ็ที#
อุณหภมูหิอ้ง 
17. การเตรียมสารละลาย 20%ethanol ปริมาตร 1 ลิตร 
 เติม 100%ethanol 200 มลิลิลิตร ในนํ�า Milli-Q ปรมิาตร 800 มลิลิลิตร เก็บที#
อุณหภมูหิอ้ง 
18. การเตรียมสารละลาย 75% ethanol 
 เตมิ 95%ethanol 750 มลิลลิติร ในนํ�ากลั #น ปรมิาตร 250 มลิลลิติร เกบ็ที#อุณหภมู ิ4 
องศาเซลเซยีส 
19. การเตรียมสารละลาย 0.5X-TAE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
 Tris-base    4.84 กรมั 
 0.5M EDTA    2.0 มลิลลิติร 
 Acetic acid    1.142 มลิลลิติร 
 ละลายสารทั �งหมด ในนํ�ากลั #น ปรบัปรมิาตรให้ครบ 1,000 มลิลลิติร นําไปนึ#งฆ่าเชื�อที#
อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีวางใหเ้ยน็ที#อุณหภมูหิอ้ง เกบ็ที#อุณหภมูหิอ้ง 
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