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บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1 การเตรียม cDNA library ของกุงปกติและกุงติดเช้ือ WSSV ใน pZAP
เมื่อนํ ากุงกุลาดํ าที่มีนํ้ าหนัก 12-15 กรัม มาทํ าการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัส  

ตัวแดงดวงขาว กอนจะนํ ามาใชในการทดลองโดยเทคนิค PCR ดวย primer ที่มี        
ความจํ าเพาะตอ WSSV (Takahashi et al., 1996) พบวาไมมีการติดเชื้อ WSSV ในกุง
ปกติที่สุมมาทํ าการทดลองทั้ง 5 ตัว (รูปที่ 4) แบงการทดลองเปนสองชุด ใชกุงชุดละ   
25 ตวั คือ ชุดที่ 1 เปนชุดควบคุม (ชดุที่ฉีด PBS) และชดุที่ 2 เปนชุดที่ฉีดเชื้อ WSSV 
เขากลามเนื้อสวนทอนหาง เก็บเลือดกุงตามชวงเวลาตางๆคือ 0.5, 1, 2, 3 และ 6     
ชั่วโมง น ําเลือดที่เก็บไดไปทํ าการสกัด RNA (Promega, Madison , USA) โดยชุดที่ 1 
และ 2 มีปริมาณ mRNA เทากับ 0.204 และ 0.196 มิลลิกรัมตามลํ าดับ นํ า 10 
ไมโครกรัมของ mRNA ทั้งสองชุดไปใชในการเตรียม cDNA library (Stratagene, 
California, USA) ตัดตอชิ้น cDNA ทีไ่ดทั้งหมดเขาสูฟาจมิด pBK-CMV ทํ าการ
transformation เขาสูเซลล E.coli XL1-blue strain แลวทํ าการ packaging ใหไดเปน
ฟาจลูกผสม นับจํ านวน plaque ทีเ่กิดขึ้นบนอาหารแข็ง LB-MgSO4 พบวา ชุดการ
ทดลองที่ 1 และ 2 มีปริมาณฟาจลูกผสมเทากับ 2.2 x 104 และ 2.5 x 104 pfu/ml ตาม
ล ําดับ เพิ่มจํ านวนฟาจ (amplification) ใหไดปริมาณเพิ่มขึ้นในชุดที่ 1 และ 2 เทากับ 
8.83 x 107 และ 1.14 x 107 pfu/ml ตามลํ าดับ  เมื่อทํ าใหฟาจมิดอยูในรูปพลาสมิดลูก
ผสม โดยอาศัยการทํ าปฏิกิริยาของฟาจลูกผสม   3.8 x 106 pfu, เซลล E.coli  XL1-
blue 3 x 107 cells และ helper- phage  3 x 108 pfu นํ าเอา excised pBK-CMV 
vector มา transform เขา เซลล E.coli XLOLR strain สกัด พลาสมิดรวม วิเคราะห
ขนาดบน  1.2% agarose  gel  พบวามีความแตกตางกันของพลาสมิดลูกผสมระหวาง
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