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ABSTRACT

 Lectins are carbohydrate-binding proteins that agglutinate erythrocytes, 

bacteria, viruses and other cells through interaction with appropriate complementary 

ligands. In invertebrates including crustaceans, lectins are known to play an important 

role in innate immunity. 

In this study, hemagglutination test of rabbit red blood cells was used to 

determine the activity of banana shrimp lectin. Determination of lectin activity was 

performed in various tissues of banana shrimps. The highest activity was detected in 

the shrimp serum and lower activities were found in the extract fractions from 

hepatopancreas, ovary, stomach and intestine, respectively, whereas none was shown 

in the muscle, heart and hemocyte lysate. 

A lectin from the hemolymph of banana shrimps was isolated by affinity 

chromatography on a Fetuin-agarose column with an increasing in HA to 1,057-fold of 

the initial serum. Further purification of the putative lectin by re-chromatography on a 

new Fetuin-agarose column, resulted in increasing in HA up to 1,898-fold of the initial 

serum. By using Fetuin-agarose columns twice, sialic acid-specific lectin was 

successfully purified from the serum of banana shrimps. The purified lectin showed a 

single band on polyacrylamide gel electrophoresis under nondenaturing condition.

Challenging of banana shrimps by the pathogenic bacterium, Vibrio
harveyi, could increase lectin levels in the hemolymph. After injecting the shrimps with 

V. harveyi, the HA levels in the hemolymph were significantly increased from hour 0 to 

hour 6 and reached the highest at hour 12 of post-injection and then subsequently 

declined at hour 18 and 24, respectively. In similar, the specific HA of lectin in of the
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hemolymph showed parallel patterns as the HA levels of the same samples, and the 

values were higher than that of the control. It was found that the total protein in shrimp 

hemolymph decreased as time after the challenge injection in the control, but the 

specific activity did not change significantly (p< 0.05). 

By means of various doses of pathogenic challenging with bacteria    

pre-cultured on tryptic soy agar (TSA), shrimps showed response in significantly 

increasing of lectin levels in the hemolymph as injected doses increase. Injection of 

shrimps with V. harveyi at 5 x 109 cells/shrimp produced the highest increment of HA 

levels of hemolymph lectin up to 5.43-fold at 12 hours post-injection. In a similar 

manner, the increase due to injection with bacteria pre-cultured in tryptic soy broth 

(TSB) was dose-dependent, the highest HA increment of 6.83-fold was found at 12 

hours after challenge with 5 x 107 cells/shrimp. These results suggest that V. harveyi
cultured in TSB were 100 times more active than those cultured on TSA since they 

grew better with sufficient nutrients in TBS than on TSA. Moreover, HA levels in the 

hemolymp of shrimps with V. harveyi injection at all doses were significantly higher than 

that of controls which were injected with 0.85% NaCl. In contrast, HA in the hemolymp 

of shrimps injected by inactive V. harveyi, white spot syndrome virus or their non-

pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Vibrio cholerae, increased slightly than 

that of controls. These results indicate that the incretion of HA levels of lectin in 

hemolymph may respond specifically to the pathogenic infection as a defense 

mechanism in banana shrimps. 
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°  =   

A =   absorbance 

BSA =   bovine serum albumin 

CM-cellulose =   carboxymethyl-cellulose            

EDTA =   ethylenediaminetetraacetic acid 

HEPES =   N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid  

mA =   milliampere 

mg =   milligram 

min =   minute 

ml =   milliliter 

mM =   millimolar 

mmole =   millimole 

NAcMur  NAM   =   N-acetyl muramic 

NAcGal =   N-acetyl galactosamine 

NAGlc =   N-acetyl-D-glucosamine 

NAcMan =   N-acetyl mannosamine 

NAcNeu  NAG =   N-acetyl neuraminic acid 

PAGE =   polyacrylamide gel electrophoresis 

PCA =   plate count agar 

pH =   -log hydrogen ion concentration 

TBS =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.15 M NaCl  
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TEMED =   N, N, N , N -tetramethylethylenediamine

TSA =   tryptic soy agar 

TSB =   tryptic soy broth 

Tris =   tris (hydroxymethyl) aminomethane 

Tris-NaCa =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.3 M NaCl-0.1 M CaCl2
% =   percent 
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1. บทนํา 
 
 

บทนําตนเรื่อง 
 ปจจุบัน อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าสามารถทํารายไดใหแกประเทศไทย 

มูลคาปละหลายหมื่นลานบาท (สถิติการประมงแหงประเทศไทย, 2548) กุงเปนสัตวนํ้าที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะกุงทะเลเปนสินคาอาหารทะเลที่ตลาดโลกมีความตองการ
บริโภคสูง และเพิ่มมากขึ้นอยางตอเน่ือง กุงทะเลที่ไดจากธรรมชาตินับวันจะลดปริมาณลง
ตามลําดับ ดังน้ันปริมาณของกุงทะเลที่จะตอบสนองตอความตองการของผูบริโภคในอนาคตคือ
กุงทะเลที่ไดจากการเพาะเลี้ยง ประเทศไทยไดเริ่มเพาะเลี้ยงกุงแบบธรรมชาติมานานแลว การ
ปรับเปลี่ยนระบบการเลี้ยงกุงแบบพัฒนาทําใหมีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงสูงมากขึ้น และ
เน่ืองจากมีปจจัยการผลิตที่เอ้ืออํานวยหลายประการ เชน สภาพดินฟาอากาศที่เหมาะสม และมี
แหลงพอแมพันธุที่ดี เปนตน ทําใหประเทศไทยมีกําลังผลิตกุงทะเลมากขึ้นจนสามารถสงออก
ผลผลิตกุงทะเลจากการเพาะเลี้ยงไดเปนอันดับหน่ึงของโลกติดตอกันมา จากป 2534 จนถึงป 
2543 โดยมีผลผลิตสูงสุด ถึงประมาณ 300,000 ตัน และสงออกนํารายไดเขาประเทศเกือบ 
100,000 ลานบาท (ยุพินท  วิวัฒนชัยเศรษฐ, 2545) ซ่ึงกุงเศรษฐกิจที่สําคัญไดแก กุงกุลาดํา 
(black tiger shrimp, Penaeus monodon) และกุงขาวหรือกุงแปซิฟก (Pacific white shrimp, 
Penaeus vannamei)  แตตั้งแตป 2545 เปนตนมาการเลี้ยงกุงของไทยตองเจอกับปญหาการใช
ยาและสารเคมีทั้งในโรงฟกและฟารมเลี้ยงกุง (ลิลา เรือนแปน, 2545) จนทําใหเกิดปญหายา
ปฏิชีวนะตกคางในเนื้อกุงสงออก ทําใหสหภาพยุโรประงับการนําเขากุงทะเลจากประเทศไทย  
(สุปรานี ชินบุตร, 2545) ยิ่งไปกวานั้นกุงกุลาดําไดประสบปญหาการขยายพื้นที่เลี้ยงไดนอยลง
และพ้ืนที่เลี้ยงเดิมมีสภาพเสื่อมโทรมและมีปญหาสําคัญจากการเกิดโรคระบาดที่ไมสามารถ
ควบคุมได เปนเหตุใหผลิตกุงกุลาดําไดไมตอเน่ืองและสงผลใหผลผลิตกุงกุลาดําของประเทศ
ไทยลดนอยลงมาก รวมทั้งตนทุนการเลี้ยงกุงกุลาดําคอนขางสูงเพราะการผลิตกุงกุลาดําตอง
อาศัยแมพันธุจากธรรมชาติที่มีราคาสูงทําใหลูกกุงมีราคาสูงตามไปดวย ดวยเหตุน้ีกรมประมง
ไดริเร่ิมชักชวนสมาคมผูเลี้ยง กลุมเกษตรกร ธุรกิจที่เกี่ยวของ  และนักวิจัยรวมกันจัดระบบ
อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงกุงใหไดมาตรฐาน  รวมถึงการวิจัยและพัฒนากุงชนิดอ่ืนทดแทน 
  กุงแชบวยมีชื่อสามัญวา banana shrimp มีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus  
merguiensis และมีชื่อที่ใชเรียกทั่วไปวา กุงขาว กุงหางแดงหรือกุงหางดอก วงศเดียวกับกุง
กุลาดํา เปลือกบาง เน้ือมาก มีรสชาดดี จึงนิยมบริโภคมากกวากุงกุลาดํา ดูแลอนุบาลงายและโต
เร็วกวาลูกกุงกุลาดําในชวงตนของการเลี้ยง  (ศรีรัตน สอดสุข และ พนม กระจางพจน,  2541)    
          1 
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กุงแชบวยจึงนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งของอุตสาหกรรมเลี้ยงกุง เน่ืองจากมีขอไดเปรียบเรื่อง
ตนทุนในการผลิตลูกกุง สามารถใชพอแมพันธุที่เลี้ยงในบอดินในการผลิตลูกกุงได แตลูกกุง
แชบวยที่เลี้ยงนานกวา 2 เดือน จะมีอัตราการเจริญเติบโตชา เน่ืองจากมีนิสัยที่ไวตอการ
เปลี่ยนแปลงเม่ือสภาวะของน้ําเปลี่ยน ตื่นตกใจงาย และมีอัตราการรอดตายต่ํากวากุงกุลาดําจึง
เปนจุดออนของกุงแชบวยทําใหพัฒนาไดชากวากุงกุลาดํา (ธวัช  ศรีวีระชัย และฐานันดร ทัตตา
นนท, 2538) หากสามารถเลี้ยงกุงแชบวยใหไดขนาดที่ตองการแลวจะพบวากุงแชบวยมีราคาสูง
กวากุงกุลาดําที่มีขนาดเทากัน (เมธี วัฒนสิงห, 2543; สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 
2543) ในปจจุบันมีความพยายามเพาะเลี้ยงกุงทะเลในรูปแบบพัฒนา โดยอาศัยพอแมพันธุจาก
ทะเล แตยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร ปจจุบันแนวโนมการขาดแคลนพอแมพันธุกุงทะเล
จากแหลงธรรมชาติ เ พ่ือใชในการเพาะฟกลูกกุ งไดทวีความรุนแรงมากขึ้นเ น่ืองจาก
สภาพแวดลอมทางทะเลเปลี่ยนไปเปนปจจัยทําใหเกิดโรคตาง ๆ ในสัตวนํ้ามากขึ้น (Wootton  
et al., 2003) และการเลี้ยงลูกกุงในบอเพ่ือใหเปนพอแมพันธุทดแทนจากการจับจากแหลง
ธรรมชาติไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร เน่ืองจากกุงแชบวยมีพฤติกรรมที่เลี้ยงยากและออนแอ
ตอโรค (ธนินทร ศรีทองสุข, 2531) 

จากเหตุผลดังกลาวทําใหมีการศึกษาระบบภูมิคุมกันโรค (immune system) ใน
กุงมากขึ้น ซ่ึงเปนพ้ืนฐานในการควบคุมและแกไขปญหาโรคติดเชื้อในกุง (Bulgakov et al., 
2004) สัตวนํ้าในกลุมอารโธรพอด (arthropod) ซ่ึงเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังไมมีภูมิคุมกันโรค
แบบจําเพาะเจาะจงซึ่งทํางานโดยแอนติบอดี (antibody) แตมีกลไกการปองกันตนเอง (defense 
mechanism) เพ่ือปองกันการบุกรุกของจุลชีพ (microorganism) หรือพาราไซท (parasite) ผาน
โปรตีนในพลาสมา (plasma protein) ในครัสเตเชียน (crustacean) มีโปรตีนที่สําคัญ 2 กลุม   
ที่ เกี่ ยวของกับกลไกการปองกันตนเอง  กลุมแรก  ไดแกระบบโปรฟนอลออกซิ เดส 
(prophenoloxidase (proPO) system) หรือระบบ proPO ซ่ึงเปนกลไกการปองกันตนเองที่
เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase, PO) นําไปสูการสังเคราะห   
เมลานิน (melanin) เพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือโรคผานฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) ได 
โปรตีนอีกกลุมคือแอกกลูตินิน (agglutinin) หรือเลคติน (lectin) ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ
คารโบไฮเดรต (carbohydrate) บนผนังเซลลของจุลชีพทําใหเซลลเกาะกลุม (agglutinate) เพ่ือ
กําจัดการบุกรุกของจุลชีพได (Banerjee et al., 2004) และจากการศึกษาของนิษา ไพจิตร 
(2545) มีการพบเลคตินที่มีความจําเพาะกับนํ้าตาลกรดไซอะลิค (sialic acid) ในฮีโมลิมฟ 
(hemolymph) ของกุงแชบวยที่เพ่ิมสูงขึ้นตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรค Vibrio harveyi  
(Rittidach, 2006) และพบเลคตินโมโนดิน (monodin) จากซีรัม (serum) ของกุงกุลาดําที่ทําให
แบคทีเรีย (bacteria) Vibrio vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได (Ratanapo and 
Chulavatnatol, 1990; 1992) นอกจากนี้ Utarabhand และคณะ (2007) พบวาเลคตินจากซีรัม



 3

ของกุงแชบวยสามารถทําใหเชื้อแบคทีเรียกอโรค V. vulnificus, Vibrio parahemolyticus และ 
V. harveyi เกาะกลุมได แตไมทําใหเชื้อไมกอโรคในกุงเกาะกลุม 

โรคติดเชื้อแบคทีเรียและไวรัส (virus) กอใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรม
การเพาะเลี้ยงกุงเปนอยางมาก เลคตินซึ่งเปนโปรตีนหน่ึงที่มีบทบาทสําคัญในการตอตานเชื้อ 
จุลชีพตางๆ ในกุงและสัตวในกลุมครัสเตเชียนอ่ืนๆ โดยกลไกการปองกันตนเอง เชน ทําให
เซลลแบคทีเรียหรือเซลลอ่ืนๆ รวมถึงไวรัสบางชนิดเกิดการเกาะกลุม การกระตุนใหเกิดฟาโกไซ
โทซิส และการเกิดออปโซไนซ (opsonization) หรือเลคตินในสัตวไม มีกระดูกสันหลัง 
(invertebrate) บางชนิดกระตุน (activate) ใหเกิดกลไกการปองกันตนเองแบบอ่ืนๆ เชน เลคติน
จากหนอนใบยาสูบ (Manduca sexta) กระตุนใหระบบโปรฟนอลออกซิเดสทํางาน เปนตน    
(Yu et al., 2002 ) และเนื่องจากเลคตินในกุงหลายชนิดตอบสนองตอเชื้อจุลชีพอยางชัดเจนเชน 
เลคตินในกุงแชบวยและกุงกุลาดําที่มีระดับเพ่ิมขึ้นเม่ือถูกบุกรุก (infect) โดยเชื้อกอโรค ดังที่
กลาวมาขางตน งานวิทยานิพนธน้ีจึงสนใจศึกษาการตอบสนองของเลคตินในกุงแชบวยเม่ือมี
การบุกรุกจากเชื้อกอโรคและไมกอโรค นอกจากนี้การทําใหเลคตินบริสุทธิ์มักใชวิธีการแยกโดย
คอลัมนโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ (affinity chromatography) เชน Pereyra และคณะ (2004) 
ไดสกัดและทําใหเลคตินจากกุงนาง (crayfish) บริสุทธิ์โดยคอลัมน Fetuin-Sepharose และจาก
การศึกษาโดย Rittidach (2006) ทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์โดยคอลัมน Fetuin–agarose 
ตามดวยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอริซิสแบบเตรียม (preparative polyacrylamide 
gel electrophoresis) ซ่ึงพบวาใชเวลาในการทําคอนขางนานและยุงยาก ฉะน้ันงานวิทยานิพนธ
น้ีสวนหนึ่งจึงไดศึกษาการทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Fetuin–agarose    
2 ครั้ง เพ่ือเปนอีกแนวทางสําหรับการทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์  

 
การตรวจเอกสาร 
1.  ความหมายของเลคติน   

เลคตินเปนโปรตีนที่สามารถจดจําและจับจําเพาะกับคารโบไฮเดรตได คํานิยาม
น้ีถูกเสนอตอคณะกรรมการตั้งชื่อของ Internation Union of Biochemistry โดย Goldstein และ
คณะ (1980) โดยเลคตินสามารถจดจําคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ ไดแก นํ้าตาลโมโนแซคคาไรด 
(monosaccharide) หรือโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ชนิดตางๆ รวมถึงนํ้าตาลที่เปน
สวนประกอบของสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ (glycoconjugate) เชน ไกลโคลิพิด (glycolipid) และ   
ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เปนตน เลคตินมีแหลงจับจําเพาะกับนํ้าตาลอยางนอย 2 ตําแหนง 
(Kocourek and Horejsi, 1981) โดยทั่วไปเซลลเมมเบรน (cell membrane) หรือบริเวณ      
ผิวเซลล (cell surface) มีโครงสรางที่ประกอบดวยโปรตีนและลิพิด (lipid) หลายชนิด  สวนใหญ
จับกับนํ้าตาลตางๆ โดยการไกลโคซิเลชัน (glycosylation) และนํ้าตาลเหลานี้จะเปนตําแหนง
ที่เลคตินสามารถจับกับเซลลหรือสิ่งแปลกปลอมได (Bies et al., 2004) และทําใหเซลลเกิดการ
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เกาะกลุมหรือสามารถตกตะกอน (precipitate) โดยเลคตินจะจับกับนํ้าตาลอยางหลวมๆ ดวย
พันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนท (non-covalent bond) และสามารถผันกลับไดเชนเดียวกับการจับ
ระหวางเอนไซม (enzyme) กับสับสเตรท (substrate) และการจับของแอนติเจน (antigen) กับ
แอนติบอดี (Sharon, 1977) เลคตินเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติในสิ่งมีชีวิตไมไดสรางขึ้นจากการ
กระตุนจากสิ่งเราหรือสิ่งแปลกปลอมภายนอกรางกายเหมือนแอนติบอดี ในสิ่งมีชีวิตชนิด
เดียวกันอาจมีเลคตินไดหลายชนิดหรือเลคตินชนิดเดียวกันอาจมีโครงสรางแตกตางกันใน
สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน   
 
2.  เลคตินในสัตว 
 เลคตินพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งใน พืช สัตวมีกระดูกสันหลังและไมมี
กระดูกสันหลัง ในสิ่งมีชีวิตชั้นต่ํา เชน รา สาหราย (algae) ยีสต (yeast) แบคทีเรีย หรือไวรัส  
เลคตินอาจอยูในรูปสารละลายหรือเปนสวนประกอบของเมมเบรน (membrane) (Barondes, 
1986) เลคตินจากแหลงตางกันมีนํ้าหนักโมเลกุลและสมบัติแตกตางกัน  เน่ืองจากวิทยานิพนธน้ี
ศึกษาเลคตินในกุงแชบวย  จึงเนนกลาวเฉพาะเลคตินในสัตว   
 ป ค. ศ. 1988 เลคตินสวนใหญถูกแบงเปน  2 กลุม (Drickamer, 1988) คือ   
เลคตินชนิด C (C-type lectin) และ เลคตินชนิด S (S-type lectin) ในปจจุบันยังคงนิยมแยก   
เลคตินออกเปน 2 กลุมเชนเดิม แตแทจริงแลว พบวาแอคทิวิที (activity) และหนาที่ของเลคติน
แตกตางกัน เปนเพราะมีโครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ที่ตางกัน จากรายงานพบวา   
เลคตินมี 12 โครงสรางใหญๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 (Kilpatrick, 2002) โดยเรียกชื่อตางๆ กัน 
เชน เลคตินชนิด C ตองการแคลเซียมไอออน (Ca2+) ในการเกิดปฏิกิริยา สวนเลคตินชนิด S 
ตองการหมูไธออล (thiol group) เปนองคประกอบในการทําปฏิกิริยาในบริเวณที่สามารถจับกับ
นํ้าตาลได ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในลําดับตอไป นอกจากนั้นยังมีเลคตินอ่ืนๆ เชน pentraxin 
อาจรวมอยูในเลคตินชนิด C เน่ืองจากเปนเลคตินที่ตองการแคลเซียมไอออนเปนองคประกอบ 
แตเกิดจากหนวยยอยของสายโพลีเปปไทด (polypeptide) 5 หนวยมาเชื่อมตอกันเปนวงแหวน 
โดยแตละหนวยขดเปนกอนกลมๆ เทาๆ กันเม่ือมาเรียงเขาดวยกันจะมีลักษณะคลายรูปดาว 
ตรงกลางเวา พบในสัตวมีกระดูกสันหลัง สวนใหญแบงเปน 2 ชนิดคือ ชนิดแบบที่เชื่อมโดยสาย
โพลีเปปไทดสั้นๆ พบวาเปนสวนประกอบของ serum amyloid P (SAP) และ C-reactive 
protein (CRP)  อีกชนิดคือเชื่อมโดยสายโพลีเปปไทดยาว ๆ เปนสวนประกอบของ PTX3 
(cytokine modulated molecule) และ pentraxin ตางๆ ที่เกี่ยวของกับระบบประสาท ซ่ึงเลคติน
ทั้งสองชนิดนี้มีหนาที่กระตุนใหระบบตางๆ ที่เกี่ยวของทํางานสมบูรณขึ้น (Kilpatrick, 2002; 
http://en.wikipedia.org/wiki/Pentraxin, retrived April 4, 2008) 
 เลคตินชนิด P (P-type, phosphomannosyl receptor) เปนเลคตินที่เปนโปรตีน
ในเมมเบรน (transmembrane protein) พบในสัตวมีกระดูกสันหลัง โดยจับจําเพาะกับตัวรับ 
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แมนโนส-6-ฟอสเฟต (mannose-6-phosphate receptor) แบงเปนสองชนิดคือ ชนิดแรก พบวา
ตําแหนงที่จับกับนํ้าตาลตองการไดวาเลนทแคทไอออน (divalent  cathion) ชวยในการจับกับ
ตัวรับแมนโนส-6-ฟอสเฟต เรียกวา CD-MPR (cation-dependent mannose-6-phosphate 
receptor)  อีกชนิดไมตองการไดวาเลนทแคทไอออน เรียกวา CI-MPR (cation-independent 
mannose 6-phosphate receptor) (http://www.imperial.ac.uk/research/ animallectins/ 
default.html, accessed 3/10/ 2006)   
 เลคตินบางชนิดนอกจากมีตําแหนงที่จับกับนํ้าตาลแลวยังมีตําแหนงพิเศษอื่น ๆ 
อีก เชน เลคตินชนิด I-type หรือ immunoglobulin (Ig) - type เปนเลคตินที่พบในสัตวมีกระดูก
สันหลัง ซ่ึงนอกจากมีตําแหนงจับกับนํ้าตาลแลวยังมีโดเมน (domain) ที่คลายกับอิมมูโนโกลบู
ลิน (immunoglobulin-like domain) เลคตินชนิด I พบวามีสวนในการกระตุนสารอื่นๆ ในระบบ
ภูมิคุมกันเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกาย (Kilpatrick, 2002) เลคตินชนิดฟโคลิน (ficolin), 
Tachylectin 5A, 5B และ Limas flavus agglutinin มีบริเวณพิเศษที่คลายกันคือมีโดเมนที่คลาย
ไฟบริโนเจน (fibrinogen-like domain) สวนเลคตินชนิดอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 มีสมบัติ
ตางๆ กัน ซ่ึงมีหลายโครงสรางที่สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลได และบางชนิดสามารถจดจําตอ
สารชีวเคมีอ่ืนๆ นอกเหนือจากคารโบไฮเดรตและไกลโคคอนจูเกต ซ่ึงในจํานวนเลคตินเหลานี้มี
หลายชนิดที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของสัตว โดยสามารถจดจําเชื้อโรคตางๆ ที่
บุกรุกได (Kilpatrick, 2002) จากการศึกษาเลคตินในสัตวหลายชนิด สวนใหญเปนสัตวมีกระดูก
สันหลัง และในสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด เชน เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียน เลคติน
เหลานี้มักประกอบดวยหนวยยอย (subunit) หลายหนวย แตละหนวยยอยมีตําแหนงจับกับ
คารโบไฮเดรตไดดังที่กลาวมาแลวขางตน เปนโดเมนที่จดจําคารโบไฮเดรตเรียก CRD 
(carbohydrate recognition domain) 
 
    ตาราง 1  ชนิดของเลคตินในสัตวแบงตามโครงสรางปฐมภูมิ 

Structural families of animal lectins 
C-type 
S-type (galectin) 
I-type (siglecs and other) 
P-type (phosphomannosyl receptor) 
Pentraxin 
(Trout) egg lectins 
Calreticulin and calnexin 

ERGIC-53 and VIP-36 
Discoidins 
Eel agglutinins (fucolectins) 
Annexin lectins 
Ficolins 
Tachylectins 5A 5B 
Limas flavus agglutinin 

  (Kilpatrick, 2002) 
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  สวนใหญเลคตินในสัตวไดมีการศึกษาอยางกวางขวาง ในปจจุบันไดมีการ
จําแนกเปน 2 กลุมใหญ ตามลักษณะของสวน CRD  ดังน้ี 

2.1  เลคตินชนิด C  
  จากการศึกษาเลคตินชนิด C พบวา มีจํานวนกรดอะมิโนประมาณ 130 หนวย
ในบริเวณที่เปน CRD (Wang et al., 2007) และเปนบริเวณที่ตองการแคลเซียมไอออน ในการ
เกิดปฏิกิริยา (Sharon and Lis, 1995) ซ่ึงพบวามีสมบัติคือตองการตัวรับจําเพาะ (specific 
receptor) และสามารถจดจําโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) โปรตีนในซีรัม สารชีวโมเลกุล
อ่ืน ๆ ที่อยูนอกเซลล (extracellular matrix)  และโปรตีนหรือลิพิดบริเวณผิวเซลลไดดวย
กระบวนการตางๆ โดยเปนตัวกลางในกระบวนการทางชีวภาพ เชน การเกาะกลุมของเซลล 
การเปลี่ยนแปลงของสารไกลโคโปรตีนในซีรัม และการตอบสนองตอเชื้อกอโรคโดยกระตุนให
เกิดกระบวนการปองกันตนเองในระบบภูมิคุมกัน (Drickamer, 1988) เลคตินชนิด C สามารถ
แบงยอยได 7 ชนิด ที่เปนที่รูจักไดแก ชนิด คอลเลคติน (collectin) และฟโคลิน ซ่ึงพบในสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม เลคตินชนิด C เกิดแอคทิวิทีไดดีที่ pH สูงหรือภาวะที่เปนเบส (base) มีพันธะ
ไดซัลไฟด (disulphide bond) ในโครงสรางโมเลกุล มีความจําเพาะกับนํ้าตาลไดหลายชนิด และ
พบในสวนของของเหลวนอกเซลล (extracellular fluid) มักพบเลคตินกลุมน้ีในสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม ในปจจุบัน  เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนสวนใหญพบวาเปนเลคตินชนิด C กุงสกลุพีเนียส 
(genus Penaeus) ที่ศึกษาพบวาเปนเลคตินชนิด C เชน เลคตินของกุงกุลาดํา, Penaeus 
stylirostris, Penaeus californiensis Parapenaeus longirostris เปนตน (Rittidach  et al., 
2007) สวนเลคตินจากกุง Jasus verreauxi, กุงลายเสือ (kuruma shrimp, Penaeus japonicus), 
Penaeus paulensis เปนชนิดที่ไมตองการแคลเซียมเปนองคประกอบ (Cominetti et al., 2002) 
 2.2  เลคตินชนิด S  
  เลคตินชนิด S เปนเลคตินอีกกลุมหน่ึงในสัตว มีจํานวนกรดอะมิโนบริเวณ 
CRD  ประมาณ 130 หนวยซึ่งคลายกับเลคตินชนิด C ที่แตกตางกันคือเลคตินชนิดนี้ไมตองการ
แคลเซียมไอออนในการเกิดปฏิกิริยาของ CRD แตจับกับสารประกอบคารโบไฮเดรตไดเม่ืออยู
ในภาวะที่มีหมูไธออลซึ่งมักจับจําเพาะกับนํ้าตาลแลคโตส (lactose) โอลิโกแซคคาไรดและไกล
โคคอนจูเกตอ่ืน ๆ ที่มีหนวยเบตา-กาแลคโตส (β-galactose)  เปนองคประกอบ (Drickamer, 
1988; Elola and Fink, 1996) โดยจับที่ตําแหนง เบตา-กาแลคโตไซด (β-galactoside) 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Galectin, retrived April 11, 2008) ทําใหบางครั้งเลคตินชนิด S 
เปนที่รูจักในชื่อ กาเลคติน (galectin) กาเลคตินมีหมูไธออลอิสระในโมเลกุล สวนใหญเปน
โปรตีนที่ละลาย (soluble protein) อยูในของเหลวในเซลล (intracellular fluid) และของเหลว
นอกเซลล มักพบเลคตินชนิด S ในสัตวมีกระดูกสันหลังและอาจพบในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง
บางชนิด เชน เลคตินจากฟองน้ําทะเล (Geodia cydonium) เลคตินจากหนอนตัวกลม 
(Caenorhabditis elegans) และเลคตินจากเพรียงหัวหอม (tunicate, Clavelina picta) 
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การศึกษากาเลคตินในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบวาโครงสรางของลําดับกรดอะมิโนมีความ
แตกตางกัน จึงแยกกาเลคตินไดมากกวา 10 ชนิด โดยแบงเปนกลุมใหญไดสามกลุมคือ 
prototype galectin, chimera galectin, และ tendendem-repeat galectin (Cooper, 2002)   
กาแลคตินสวนใหญเกี่ยวของกับกระบวนการทางชีวภาพหลายอยาง เชน กาแลคตินชนิด 1 ซ่ึง
เปนกาเลคตินที่พบในทุกเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีสวนชวยกระตุนการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล การเกาะติดกันของเซลล กาเลคตินชนิด 3 สามารถจับจําเพาะกับแมคโครฟาจ 
(macrophage) บางชนิดได  

2.3  เลคตินในสัตวมีกระดูกสันหลัง 
เลคตินที่พบในสัตวชนิดนี้สวนใหญพบทั้งชนิดที่ตองการและไมตองการไดวา

เลนทแคทไอออนในการจับกับคารโบไฮเดรต พบเลคตินทั้งในรูปสารละลายและที่เปน
สวนประกอบของเซลลเมมเบรน มีความแตกตางกันทั้งขนาดโมเลกุลและความจําเพาะตอ
นํ้าตาล และพบในสัตวตางชนิดกัน นอกจากนี้ยังพบไดในเนื้อเยื่อชนิดเดียวกันของสัตวตางชนิด  

คอลเลคตินเปนเลคตินชนิด C ที่มีการศึกษาอยางกวางขวางในสัตวมีกระดูกสัน
หลังโดยเฉพาะในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีลักษณะเดนคือมีสวนที่มีโครงสรางคลายคอลลาเจน 
(collagen) อยูในโมเลกุล จึงเรียกอีกอยางวา collagen-like lectin นํ้าตาลตางๆ สามารถจับ
จําเพาะกับคอลเลคตินแตละชนิดไดดวยบริเวณที่เปน CRD ทางปลายคารบอซิลิค (COOH-
terminal end) และกรดอะมิโนบริเวณปลายอะมิโน (NH2-terminal end) มีกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(cysteine) ประมาณ   2-3 ตัวหรือมากกวานั้นแลวแตชนิดของคอลเลคติน กรดอะมิโนซิสเตอีนมี
สวนในการยึดจับของแตละหนวยยอยหรือเกิดพันธะภายในสายโพลีเปปไทดของแตละหนอย
ยอยดวยพันธะไดซัลไฟด  การจําแนกคอลเลคตินในปจจุบันพบวามี 7 ชนิด คือ mannose-
binding lectin (MBL) หรือ mannan-binding protein (MBP) , collectin-43 (CL-43), collectin-
46 (CL-46), collectin-L1 (CL-L1), คอนกลูตินิน (conglutinin), ฟโคลิน และคอลเลคตินที่ถูก
สังเคราะหในปอดเรียก surfactant protein (SP) อีก  2 ชนิดคือ SP-A และ SP-D (Jensen      
et al., 2007)  

MBL เปนคอลเลคตินที่ถูกนํามาศึกษาอยางกวางขวาง เน่ืองจากเปนโปรตีนที่
สามารถจดจําตอรูปแบบจําเพาะได ทําใหมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันโดยจดจําน้ําตาลบาง
ชนิดบนผิวเซลลของเชื้อกอโรคได MBL ประกอบดวยหลายหนวยยอย (oligomer) แตละหนวย
ยอยเปนสายโพลีเปปไทดที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 32,000 ดัลตัน (Dalton) จํานวน 3 สาย
พันเปนเกลียว แตละสายถูกแบงออกเปน 3 สวนคือ ทางปลายอะมิโนประกอบดวยกรดอะมิโน
ซิสเตอีนเปนสวนใหญ สวนกลางเปนสวนที่คลายกับคอลลาเจนซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน
ไกลซีน (glycine)  ตามดวยกรดอะมิโนอ่ืนๆ อีกสองชนิด (X-Y) เรียงตอกันซ้ําๆ หลายโมเลกุล 
และสวนปลายคารบอกซิลิค เปนตําแหนงของ CRD ที่ขดมวนเปนทรงกลม (globular) (Jensen 
et al., 2007; Endo et al., 2006 ) ดังแสดงในรูปที่ 1 สวนที่คลายคอลลาเจนสามารถจับกับ
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เอนไซม serine protease (MBL-associated serine proteases, MASPs) ไดซ่ึงนําไปสูการ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยกลไกอื่นๆ ในระบบภูมิคุมกันตอไป สวนที่มีซิสเตอีนเปนองคประกอบ
ทางปลายอะมิโนจะทําใหเกิดพันธะโควาเลนตระหวางโพลีเปปไทดแตละสายรวมถึงการยึด
ติดกันระหวางแตละหนวยยอย โดยสวนใหญเลคตินชนิดนี้มี 3-6 หนวยยอย มีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 300,000-650,000 ดัลตัน (Endo et al., 2006) จากรูปที่ 1 MBL มีทั้งหมด 6 หนวย
ยอย ในมนุษยมีตั้งแต 3-5 หนวยยอยที่คนพบในปจจุบัน นํ้าตาลบางชนิดสามารถจับกับเลคติน
ตรงสวนที่เปน CRD ดวยหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl) ตําแหนง 3  และ 4 ของน้ําตาลไพราโนส 
(pyranose) โดยตองการ Ca+2 ในการทําปฏิกิริยา (รูปที่ 2) เลคตินชนิดนี้มีความจําเพาะตอ
นํ้าตาล แมนโนส, NAcGlc, เอ็น-อะซิติลแมนโนซามีน (N-acetyl mannosamine, NAcMan), 
กลูโคส (glucose),  ฟรุคโตส ( fructose) แต มีความจําเพาะนอยตอนํ้าตาลกาแลคโตส 
(galactose) และกรดไซอะลิค และพบวาไกลโคโปรตีนจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมสวนใหญไม
สามารถตรวจวัดไดวามีความจําเพาะตอเลคตินชนิดนี้ (Turner, 2003)  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
                  รูปที่ 1  โดเมนและโครงสรางของ MBL และ Ficolin  
                              (Endo et al., 2006) 
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 รูปที่ 2  บริเวณการจดจําคารโบไฮเดรต (CRD ) ของ MBL กับโมเลกุลที่เก่ียวของ 

  ตําแหนงอนุรักษ (conserved residue) ตรงบริเวณ CRD คือ E, 
N, E, N และ D (Glu185, Asn187, Glu193, Asn205, และ Asp206 
ตามลําดับ) สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลบางชนิดดวยหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนง 3  และ 4 ของน้ําตาลไพราโนส โดยตองการ Ca+2 (Endo et al., 
2006) 
 
สวนฟโคลินเปนคอลเลคตินอีกชนิดที่มีลักษณะคลาย MBL นอกจากมีโครงสราง

สวนที่คลายคอลลาเจนแลวยังมีสวนที่คลายไฟบริโนเจน เรียกบริเวณนั้นวา fibrinogen-like 
domain โดยทางปลายอะมิโนมีจํานวนกรดอะมิโนสั้นมาก ประกอบดวยซิสเตอีนเปนสวนใหญ 
สวนกลางเปนสวนที่คลายกับคอลลาเจนที่ประกอบดวยอะมิโนไกลซีน ตามดวยกรดอะมิโนอ่ืนๆ 
อีกสองชนิด (X-Y) เรียงตอกันซํ้าๆ กันเชนเดียวกับ MBL และปลายคารบอกซิลิคเปน 
fibrinogen-like domain ที่ขดมวนเปนทรงกลม ซ่ึงมีลักษณะคลายกับ CRD ใน MBL (รูปที่ 1) 
เลคตินฟโคลินพบในหลายเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Endo et al., 2006, 2007) ในซีรัม
มนุษยเลคตินนี้จับจําเพาะกับ NAcGlc และถูกแบงเปนสองชนิดคือ L-ficolin และ H-ficolin ซ่ึง
ทั้งสองชนิดสามารถจับกับตัวรับจําเพาะของเอนไซม MASPs เพ่ือนําไปสูการยอยทําลายสิ่ง
แปลกปลอมที่บุกรุกได (Matsushita et al., 2001; 2002) นอกจากนั้นยังพบชนิด M-ficolin ซ่ึง
ไมใชชนิดที่พบในซีรัม (non-serum lectin) แตพบในเม็ดเลือด leukocyte โดยจับจําเพาะกับ
เอนไซม MASPs เพ่ือนําไปสูวิถีเลคตินตอไป (Endo et al., 2006)  มีการศึกษาพบวา M-ficolin 
สามารถจับจําเพาะกับแบคทีเรีย Staphylococcus  aureus (Liu et al., 2005)   
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สวนเลคติน SP-A และ SP-D ซ่ึงถูกสรางที่ปอดสวนใหญทําหนาที่ในระบบ
ภูมิคุมกันโดยทําหนาที่เปนตัวกลางในการกระตุนใหเกิดกระบวนการกําจัดเชื้อโรค เลคติน SP-A 
พบวาสามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลกลูโคส  กาแลคโตสและแลคโตสได สวนเลคตินชนิด SP-D 
มีความจําเพาะตอนํ้าตาลมอลโตส (maltose) ( Ding et al., 2004) 

2.4  เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
 เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมักพบในฮีโมลิมฟ เมือก (mucus) นํ้าในโพรง
ลําตัว (caelomic fluid) และเมมเบรนของเซลลซ่ึงทําหนาที่กําจัดสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย 
โดยพบมากในสัตวไมมีกระดูกสันหลังกลุมอารโธรพอดและหอย (mollusca) เน่ืองจาก
วิทยานิพนธฉบับน้ีเปนการศึกษาเลคตินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยซึ่งเปนสัตวทะเลที่ไมมีกระดูก
สันหลังและมีเปลือกแข็งหุมภายนอก  จึงนําเสนอขอมูลของเลคตินในสัตวทะเลกลุมครัสเตเชียน
ตาง ๆ เชน กุง ปู และหอยเปนตน 

2.4.1  เลคตินในกุง                                                                                                    
 เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนรวมถึงกุงสกุลพีเนียส สวนใหญจดจําและจับ
จําเพาะกับหมูเอ็น-อะซิติล (N-acetyl group) ของ aminosugar โดยเฉพาะกรดไซอะลิค ซ่ึงมีหมู
เอ็น-อะซิติล และโอ-อะซิติล (O-acetyl) เปนสวนประกอบหรือนํ้าตาลเอ็น-อะซิติลนิวรามินิค    
(N-acetyl neuraminic acid, NAcNeu) ซ่ึงเปนกรดไซอะลิคที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ กรด
ไซอะลิคพบบนผนังเซลลของส่ิงมีชีวิตชั้นต่ํา มักไมพบในสัตวชั้นสูงรวมถึงสัตวกลุมครัสเตเชียน
ดวย โดยเลคตินในสัตวกลุมน้ีสามารถจับจําเพาะกับกรดไซอะลิคได ซ่ึงเกี่ยวของตอการจดจํา
เพ่ือปองกันตนเองจากเซลลของเชื้อจุลชีพที่มาบุกรุก เชน ผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ
ประกอบดวยลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolyssacharide, LPS) ที่มี 2-keto-3-deoxy-octonate   
ซ่ึงมีกรดไซอะลิคประกอบอยู (Cominetti et al., 2002) เลคตินจากกุงพีเนียสที่จําเพาะตอนํ้าตาล
ไซอะลิคและสามารถจดจําผนังเซลลแบคทีเรียหรือจุลชีพอ่ืนๆ ไดมีหลายชนิด เชน เลคตินจาก
ซีรัมของกุงกุลาดําจําเพาะกับกรดไซอะลิค ทําใหเม็ดเลือดแดงของคนหมูเลือด O เกาะกลุม 
เปนเลคตินที่ตองการ Ca2+ และทําใหแบคทีเรีย V. vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992)  Luo และคณะ (2006) ศึกษาพบเลคตินที่จับกับ
ลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide-binding lectin) ในกุงกุลาดํา โดยลิโพโพลีแซคคาไรด
ที่มี O-antigen เปนองคประกอบ จากเชื้อ Escherichia coli สายพันธ O127:B8 สามารถยับยั้ง
การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายไดดี และพบวาเลคตินที่จับกับลิโพโพลีแซคคาไรดน้ีสามารถ
ทําใหเกิดการออปโซไนซ คือเม่ือเลคตินเพ่ิมปริมาณสูงขึ้นจะกระตุนใหเม็ดเลือดเกิดฟาโกไซโท
ซิสตอสิ่งแปลกปลอมมากขึ้น  นอกจากนี้ Luo และคณะ (2006) ยังพบวาเลคตินของกุงกุลาดํา
สามารถทําใหแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดเกาะกลุมไดเปนอยางดี เชน E. coli, 
Pseudomonas  fluorescens,  Aeromonas  hydrophila  และ  Vibro  alginolyticus    ซ่ึงเปน 
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แบคทีเรียแกรมลบ และ Micrococcus lysodeikticus ที่เปนแบคทีเรียแกรมบวก และสวนใหญ
เปนแบคทีเรียกอโรคในกุงกุลาดํา ซ่ึงไดแก M.  lysodeikticus, P. fluorescens, A. hydrophila, 
V. alginolyticus สวนแบคทีเรียกอโรค V. parahemolyticus เกิดการเกาะกลุมไดเพียงเล็กนอย 
บงชี้วาเลคตินในกุงกุลาดําตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคและเปนโปรตีนที่มีบทบาทในระบบ
ภูมิคุมกันของกุง  Yang และคณะ (2007) ศึกษาเลคตินในกุงลายเสือพบวาเปนเลคตินชนิด C มี
ความจําเพาะกับ NAcMan, NAcNeu และลิโพโพลีแซคคาไรด และสามารถทําใหเชื้อกอโรคใน
กุงลายเสือ เชน V. parahemolyticus, A. hydrophila, V. alginolyticus และ M. lysodeikticus 
เกิดการเกาะกลุมได แสดงถึงการเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของกุงชนิดนี้ สําหรับกุงทะเลใน
สกุลพีเนียสอ่ืนๆ ไดมีการศึกษาบางชนิด (species) ดังแสดงในตารางที่ 2  สวนเลคตินใน      
กุงแชบวย พบวาเปนชนิด C และทําใหบริสุทธิ์ไดดวยโครมาโทกราฟแบบจําเพาะโดยคอลัมน 
Feuin-agarose ตามดวยเจลฟลเทรชัน (gel filtration) ดวยคอลัมน Superose 12 พบวามี
นํ้าหนักโมเลกุล 316,200  ดัลตัน (Dalton) มีหนวยยอย 2 ขนาด คือ 32,200 และ 30,900      
ดัลตัน ที่ไมไดจับกันดวยพันธะไดซัลไฟด สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงของกระตายและหนูเกิด
การเกาะกลุมไดดีเม่ือเทียบกับเม็ดเลือดแดงหมูตางๆ ของคน  ในการทดลองครั้งนี้จึงเลือกใช
เม็ดเลือดแดงกระตายในการทดลองหาแอคทิวิทีของเลคตินเพราะดูดเลือดไดงายและมีปริมาณ
มากกวาหนู เลคตินของกุงแชบวยมีคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบ 4.4% มีความจําเพาะกับ
กรดไซอะลิค หรือนํ้าตาลที่มีหมูเอ็น-อะซิติลเปนองคประกอบเชน NAcMan, NAcGlc, เอ็น-อะซิ
ติลกาแลคโตซามีน (N-acetyl galactosamine, NAcGal) และที่ยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายไดดีที่สุดคือนํ้าตาล NAcNeu สวนมิวซินจากกระเพาะหมู (porcine stomach mucin) 
และฟทูอิน (fetuin) เปนไกลโคโปรตีนที่ยับยั้งแอคทิวิทีของเลคตินของกุงแชบวยไดดีเชนกัน 
(Utarabhand et al., 2007; Rittidach et al., 2007) นอกจากนี้พบวาเลคตินบริสุทธิ์จาก         
กุงแชบวยยังสามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคเกาะกลุมไดเปนอยางดีคือ V.  harveyi และ           
V.  parahemolyticus สวน V. vulnificus สามารถทําใหเกิดการเกาะกลุมไดรองลงมา แตไม
สามารถทําใหเชื้อไมกอโรคในกุงแชบวยไดแก Vibrio cholerae, Salmonella typhi และ E. coli 
เกาะกลุมได แสดงใหเห็นวาเลคตินนี้มีบทบาทเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของกุงแชบวย 
(Rittidach et al., 2007) นอกจากกุงพีเนียสยังพบเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุงกามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii) ซ่ึงเปนกุงนํ้าจืดมีความจําเพาะตอกรดไซอะลิคเชนกัน เม่ือ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์พบวาประกอบดวยคารโบไฮเดรต 7% มีนํ้าหนักโมเลกุล 19,000 ดัลตัน 
ประกอบดวยสายโพลีเปปไทดขนาด 9,600 ดัลตัน ที่จับกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Vazquez et 
al., 1993)  Vazquez และคณะ (1994) รายงานเลคตินชนิด MrL ในกุงกามกรามวาเปนเลคตินที่
สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ และสามารถทําใหเซลลแบคทีเรีย
บางชนิดเกาะกลุมไดเชน Pasteurella haemolytica (serotype A12), Bacillus cereus และ 
Aeromona spp. สวน E. coli และ Salmonella izona เกาะกลุมไดนอย ตอมามีการศึกษาพบ    
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เลคตินกุงกามกราม 2 ชนิดคือ MrL-I เปนเลคตินที่ไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุมได มี
นํ้าหนักโมเลกุล 62,100, 67,100 และ 81,400 ดัลตัน อีกชนิดคือ MrL-II เปนเลคตินชนิดที่
สามารถเกิดทําใหเม็ดเลือดแดงตาง ๆ เกาะกลุมได และพบวามีหนวยยอยเดียวคือ 9,600 ดัลตัน 
แตพบวาเลคตินทั้งสองชนิดจับจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ ซ่ึงไดแก 
NAcGlc, NAcGal, NAcNeu (Pereyra et al., 2004)  เลคตินของกุง Litopenaeus schmitti 
เปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ คือ นํ้าตาล 
NAcNeu O-sialoglycoconjugate มิวซินจากวัว (bovine submaxillary mucin)  และพบวา
สามารถจดจําลิโพโพลีแซคคาไรดหลายชนิด เม่ือทําใหเลคตินชนิดนี้บริสุทธิ์พบวามีนํ้าหนัก
โมเลกุล 220,000 ดัลตัน มีหนวยยอยขนาด 31,000 และ 34,000 ดัลตัน (Cominetti et al., 
2002) 
               



 

              

ตารางที่ 2  สมบัติของเลคตินของกุงสกุล Penaeus บางชนิด 
 

Species M.W. 
(dalton) 

Subunit 
(dalton) 

Divalent 
cation 

Carbohydrate  
specificity 

Biological activity References 

P. californiensis 175,000 41,000 Dependent NAcGlc; NAcGal, 
NAcNeu; Fetuin;  
Bovine mucin; LPS 

Bacteria agglutination      
(V. parahemolyticus,  
V. fischeri, V. vulnificus) 
Opsonin activity 

Vargas-Albores et al., 
1993; Vargase-
Albores et al., 1993 

P. indicus 181,000 84,000; 
97,000 

Independent NAcGlc; NAcGal; 
NAcMan; NAcNeu;  
Bovine mucin;  
Fetuin; LPS 

Not determined Maheswari et al., 
1997; Jayasree, 2001 

P. japonicus 330,000 330,000 Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; Ribose;  
Bovine mucin;  
Porcine mucin;  
Fetuin; LPS 

Opsonin activity (serum) 
Bacterial agglutination  
(V. parahemoltyicus,         
A. hydrophila,                    
V. alginolyticus,                 
M. lysodeikticus) 

Kondo et al., 1992; 
1998; Yang et al., 
2007 



 

        
    ตารางที่  2 (ตอ) 

  
Species M.W. 

(dalton) 
Subunit 
(dalton) 

Divalent 
cation 

Carbohydrate 
specificity 

Biological activity References 

P. monodon 420,000 27,000 Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu;  
Bovine mucin; Fetuin; 
LPS 

Bacterial agglutination    
(V. vulnificus, O-antigen  
from E. coli, P. fluorescens,  
A. hydrophila, V. alginolyticus,  
M. lysodeikticus) 

Ratanapo and 
Chulavatnalol,  
1990; 1992;         
Luo et al., 2006 

P. paulensis 153,000 31,000 Independent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; Fetuin; LPS 

Opsonin activity (serum) Marques and 
Barracco, 2000 

P. schmitti 153,000 31,000; 
34,000 

Partial 
Dependent 

NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu;  Fetuin; LPS 

Not determined Marques and 
Barracco, 2001 

P.merguiensis 316,200 32,200; 
30,900 

Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; NAcMan; 
Porcine mucin;  
Fetuin 

Bacterial agglutination 
(V. parahemolyticus, 
V. harveyi, V. vulnificus) 

Utarabhand et al., 
2007; Rittidach et 
al., 2007 
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 2.4.2  เลคตินในหอย 
 ในหอยสองฝา Mytilus edulis พบเลคติน 3 ชนิด คือ M3, M6 และ M7 ที่
จําเพาะกับอะไซอะโลฟทูอิน (asialofetuin) ในภาวะที่มี Ca+2 โดยพบวา M6 และ M7 

ประกอบดวยกรดอะมิโน 180 หนวย และมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกัน 76% สวน M3 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 149 หนวยและมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกับของ M6 และ M7 26% 
นอกจากนี้พบวากรดอะมิโน 50% ของปลายคารบอกซิลิคของเลคตินทั้ง 3 ชนิดเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนใน CRD ของเลคตินชนิด C ที่พบในสัตวชนิดอ่ืนๆ (Takagi et al., 1994) เลคติน
จากฮีโมลิมฟของหอยนางรม Crassostrea gigas และหอย horse-mussel (Modiolus modiolus) 
ทําใหเม็ดเลือดแดงของคนและสัตวหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียหลายชนิดเกาะกลุมได จัดเปน 
เลคตินชนิด C-reactive protein คือจับจําเพาะกับนํ้าตาลหลายชนิดและถูกสังเคราะหเม่ือ  
รางกายอยูในภาวะที่ออนแอจากโรคหรือบาดแผล (Olafsen, 1994) Tunkijjanukij และคณะ 
(1999)  ไดทําใหเลคตินในหอยนางรมบริสุทธิ์ โดยวิธีการทําอิเล็กโตรฟอรีซิส 2 มิติ (two-
dimensional electrophoresis) พบเลคตินที่มีนํ้าหนักโมเลกุล ที่ isoelectric point (pI) ดังน้ีคือ 
14,000 (pI 5.1 และ 5.5), 17,500 (pI 5.5) และ 20,000 (pI 4.9) ดัลตัน และพบวาเลคติน
น้ีสามารถทําใหแบคทีเรีย Vibrio salmonicida, Vibrio viscosus และ Vibrio wodanis เกิดการ
เกาะกลุมได สวนแบคทีเรีย Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii และ Shewanella putrefaciens 
เกาะกลุมไดเล็กนอย สวนแบคทีเรีย Alteromonas spp. ไมเกิดการเกาะกลุม แบคทีเรียที่ถูกทํา
ใหเกาะกลุมสวนใหญเปนชนิดกอโรคตอหอยชนิดนี้แสดงใหเห็นวาเลคตินมีบทบาทเกี่ยวของกับ
การติดโรคของหอยนางรม เลคตินจากฮีโมลิมฟของหอยมุก (pearl oyster, Pinctada fucata 
martensii)  มีขนาดโมเลกุล 440,000 ดัลตัน ประกอบดวย 22 หนวยยอยขนาด 20,000 ดัลตัน   
มีความจําเพาะกับนํ้าตาลกาแลคโตสและ NAcGal (Suzuki and Mori, 1989)  เลคตินในหอย
กาบมะนิลา  (Manila  clam,  Ruditapes  philippinarum)   เปนเลคตินที่สามารถจับจําเพาะกับ 
hypnospore บริสุทธิ์ของเชื้อโปรโตซัว Perkinsus spp. ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคในหอยชนิดนี้ได 
และเลคตินที่ทําใหบริสุทธิ์จากหอยชนิดนี้มีนํ้าหนักโมเลกุล 138,000 ดัลตัน มี 3 หนวยยอยคือ 
74,000, 34,000 และ 30,000 ดัลตัน และเปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับนํ้าตาล NAcGal 
มิวซิน และเลือดคนหมู A (Bulgakov et al., 2004) 
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 2.4.3  เลคตินในปูและแมงดาทะเล 
   เลคตินในฮีโมลิมฟของปูมา (blue crab, Scylla serrata) เปนเลคตินที่จําเพาะ

กับ NAcNeu และสามารถเรงการทําลายสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกายได (Mercy and 
Ravindranath, 1994) เลคตินที่สกัดจากไขระยะเอมบริโอ (embryonated egg) ของปู Emerita 
asiatica เปนไกลโคโปรตีนที่จําเพาะตอมิวซิน (mucin-type glycoprotein) ที่จับอยูกับแคโรที
นอยด (carotenoid) เปนเลคตินกลุมใหมที่อาจมีบทบาทเกี่ยวของในการนําไวเทลโลจีนิน 
(vitellogenin) เขาสูเซลลไข (Devaraj et al., 1995)  

  Gokudan และคณะ (1999)  ศึกษาเลคตินในฮีโมลิมฟของแมงดาทะเล 
(horseshoe crab, Tachypleus tridentatus) โดยใหชื่อวา tachylectins 5A และ 5B (TLs-5)    
เลคตินชนิด TLs-5 สามารถทําใหเม็ดเลือดคนเกาะกลุมไดทุกหมู รวมถึงแบคทีเรียแกรมบวกและ
แกรมลบบางชนิดได ทําใหเลคตินชนิดนี้มีประสิทธิภาพในการกําจัดจุลชีพตางๆ ไดดี และพบวา
มีความจําเพาะตอโมเลกุลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ แมงดาทะเลชนิดนี้สามารถหลั่งไฟบริ
โนเจนออกมาในฮีโมลิมฟ ซ่ึงทําหนาที่เสมือนเลคตินที่สามารถจดจําสิ่งแปลกปลอมที่ไมใชเซลล
เจาบานได (nonself-recognizing lectin) โดยพบวาปลายอะมิโนมีกรดอะมิโนซิสเตอีน ประกอบ
อยู และปลายคารบอกซิลิคมีไฟบริโนเจนเปนองคประกอบซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับของ  
เลคตินชนิดฟโคลินในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 51% แตไมมีสวนที่เปนคอลลาเจน นอกจากนั้น Dorai 
และคณะ (2004) พบเลคตินที่จับจําเพาะกับกรดไซอะลิค (sialic acid-binding lectin) ในแมงดา
ทะเลชนิดนี้ซ่ึงเปนไกลโคโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 42,000 ดัลตัน มี 2 หนวยยอย ที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุล 27,000 และ 28,000 ดัลตัน  
 
3.  บทบาททางชีวภาพของเลคตินในสัตว 

เลคตินในสัตวแตละชนิดมีความหลากหลายของโครงสราง โดยพบวาอาจมีทั้ง  
เลคตินที่เปนสวนของเมมเบรนหรือเมมเบรนเลคติน (integral membrane lectin) และเลคตินที่
อยูในรูปสารละลาย (soluble lectin) 
 3.1  บทบาทของเลคตินในสัตวมีกระดูกสันหลัง 
     เลคตินในสัตวแตละชนิดมีบทบาททางชีวภาพที่ตางกันไป เชน ในสัตวมี
กระดูกสันหลัง เลคตินมีบทบาทเกี่ยวของกับการจับหรือการขนยายสารประกอบคารโบไฮเดรต 
ไกลโคโปรตีน และแคลเซียม (Goldstein et al., 1980) และเกี่ยวของกับการพัฒนาของเซลล 
เน้ือเยื่อและอวัยวะตางๆ (Gabius, 1988; Kamiya et al., 1990) แตสวนใหญเกี่ยวของกับระบบ
สืบพันธุ (reproductive system) และกลไกการปองกันตนเอง  
 เลคตินที่มีบทบาทในระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุมน้ีมีหลากหลายชนิดที่เปนที่
รูจักไดแก คอลเลคตินชนิดตางๆ ที่สามารถจดจําและจับกับคารโบไฮเดรตที่เปนตัวรับจําเพาะบน
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ผิวเซลลแปลกปลอมที่ไมใชเซลลเจาบานได เชน เซลลจุลินทรียตางๆ ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต 
พาราไซท รวมถึงไวรัสบางชนิด การจับจําเพาะดังกลาวนําไปสูการยับยั้งและการทําลายโดย
กระบวนการตางๆ อาจเกี่ยวโยงกับแอนติบอดี เอนไซมหรือสารชีวเคมีอ่ืนๆ ที่มีหนาที่ตอตานสิ่ง
แปลกปลอมได เชน คอลเลคตินชนิด SP-A และ SP-D ที่ถูกสรางจากปอดของสัตวเลี้ยงลูกนม
จะกระตุนใหเกิดกระบวนการปองกันตนเองจากเชื้อโรคตางๆ ได เชน กระตุนใหเกิดฟาโกไซโท
ซิส และออปโซไนซ เปนตน (Ding et al., 2004)  จากการศึกษา SD-A จากซีรัมคนพบวา
สามารถทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคตางๆ ไดหลายชนิดเชน E. coli,              
S. aureus, Streptococus pneumoniae และ Haemophilus influenzae โดยเลคตินอาจไป
กระตุนการเกิดออปโซไนซ หรือกระตุนแมคโครฟาจซึ่งเปนเซลลฟาโกไซท (phagocyte cell) 
ชนิดหนึ่งใหเกิดฟาโกไซโทซิสไดโดยตรงหรืออาจเกิดขึ้นทั้งสองวิธี โดย CRD ของเลคตินนี้
สามารถจดจําไกลโคคอนจูเกตบางชนิดบนผิวเซลลเชื้อโรคได เชน ลิโพโพลีแซคคาไรด กรด    
ลิโพทิโชอิค (Lipoteichoic acid, LTA) แปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan, PGN) ลิปด ไกลโค
ลิพิด (glycolipid) ดวยเหตุน้ีทําใหสามารถจับกับแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ไวรัส 
เชื้อรา หรืออนุภาคอื่นที่มีไกลโคคอนจูเกตเปนองคประกอบได (Ding et al., 2004) 
Nadesalingam และคณะ (2005) ศึกษาคอลเลคตินชนิด SP-D พบวาทําหนาที่เปนตัวกลาง
ระหวางระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (adaptive immune system) และระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะ (innate immune system) ซ่ึงเลคตินเปนโปรตีนที่สําคัญชนิดหนึ่งในระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะ โดยคอลเลคติน SP-D จดจําคารโบไฮเดรตบนผิวเซลลของเชื้อจุลชีพตาง ๆ 
ดวยตําแหนง CRD และกระตุนใหเกิดฟาโกไซโทซิส และกระบวนการตางๆ ในระบบภูมิคุมกัน
แบบจําเพาะ เชน SP-D จับอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin, Ig) เชน IgG, IgM, IgE และ IgA 
ที่ถูกหลั่งออกมา โดยแอนติบอดีเหลานี้มีตัวรับกับเลคตินเรียกวา C1q หรือ Fc จับกับเลคติน
สวนที่คลายกับคอลลาเจนแลวนําไปสูกระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในขบวนการอื่นๆ สวน 
MBL นอกจากจําเพาะตอนํ้าตาลแมนโนส ยังจําเพาะตอนํ้าตาลอื่นๆ อีกเชน  NAcMan, NAcGlc 
ดังที่กลาวมาแลว ซ่ึงเปนน้ําตาลที่พบมากบนผนังเซลลของจุลชีพ ทําให MBL สามารถทําให
เซลลตางๆ เกาะกลุมได เชน แบคทีเรีย ยีสต ฟงไจ โปรโตซัว รวมถึงไวรัสบางชนิด (Turner, 
2003)  MBL มีหนาที่คลายกับเลคตินชนิดฟโคลินที่จับจําเพาะกับนํ้าตาลที่บริเวณผิวเซลลดวย
ตําแหนง CRD สวนตําแหนงที่เปนคอลลาเจนจับกับ MASPs เพ่ือนําไปสูการกําจัดสิ่งบุกรุกดวย
การเกิดออปโซไนซ การทําใหเกิดการอักเสบ (modulation of inflammation) หรือชักนําใหเกิด
กระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมของแอนติบอดีและวิถีเลคตินอ่ืนๆ ได 
  3.2  บทบาทของเลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 

บทบาททางชีวภาพของเลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมักเปนเลคตินที่อยูใน
รูปของเหลวภายในเซลล สวนใหญศึกษาในสัตวทะเล โดยแยกบทบาททางชีวภาพของเลคตินใน
สัตวไมมีกระดูกสันหลังออกไดเปน 2 ดาน  คือ  บทบาทที่ไมเกี่ยวของและเกี่ยวของกับกลไกการ 
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ปองกันตนเอง 
บทบาทที่ไมเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองเชน ในแมลง (Kubo et al., 

1990, 1993; Natori, 1990) การยึดติด เคลื่อนยาย และการมีชีวิตอยูของเซลล (Vasta et al., 
1999) เลคตินจากแมงดาทะเล (Limulus polyphemus) มีบทบาทชวยชักนําการเขาผสมกันของ
ไขและตัวอสุจิ (Barnumand and Brawn, 1983) 

บทบาทของเลคตินที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของสัตวแบงออกเปน 
2 ระบบคือระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะพบในสัตวมีกระดูกสันหลัง และระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะพบทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลังเปนสวนใหญ ทั้งน้ีเพราะในสัตวไมมี
กระดูกสันหลังไมมีระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ ดังนั้นการปองกันตนเองจากเชื้อโรค มาจาก
ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Loker et al., 2004)   ในสัตวกลุมครัสเตเชียนซึ่งรวมทั้ง         
กุงแชบวย กุงกุลาดํา กุงขาวและกุงอ่ืน ๆ เปนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ โดยสามารถแบงออกได
เปน 2 แบบ คือ (Yu et al., 2002)   

3.2.1 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล (Cellular immunity)  
 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักใชเซลลเม็ดเลือดฮีโมไซท (hemocyte) เปนหลัก
ในการตอสูและกําจัดสิ่งแปลกปลอม โดยทั่วไปเซลลเม็ดเลือดของครัสเตเชียนแบงออกเปน      
2 กลุม คือ เซลลไฮยาลิน (hyaline cell) และเซลลฮีโมไซทที่มีกรานูล (granular hemocyte) การ
แยกชนิดของเซลลขึ้นอยูกับลักษณะการมีหรือไมมีกรานูลของเซลลเปนหลัก (Bauchau, 1981) 
โดยทั่วไปเซลลไฮยานินมีขนาดเล็ก มีนิวเคลียสขนาดใหญตรงกลางเซลล พบไซโทพลาสมิค  
กรานูล (cytoplasmic granule)  เพียงเล็กนอยหรือไมมีเลย  ในขณะที่เซลลเซมิกรานูล 
(semigranular cell) มีนิวเคลียสอยูตรงกลางหรืออยูที่ขอบ มีไซโทพลาสมิคกรานูลมากขึ้น เซลล
ลารจกรานูล (large granular cell)  มีนิวเคลียสอยูบริเวณขอบ และพบไซโทพลาสมิค กรานูล
จํานวนมาก (Sternshein and Burton, 1980; Bauchau, 1981) หนาที่การทํางานของเม็ดเลือด
แตละชนิดจะแตกตางกัน เชน หนาที่หลักของเซลลไฮยาลินในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมไดแก 
ความสามารถในการกลืนเซลลโดยวิธีฟาโกไซโทซิส  ขณะที่เซลลเซมิกรานูลทําหนาที่โดยตรงใน
การสรางนูดูล (nudule formation)  และการหอหุมสิ่งแปลกปลอม (encapsulation) (Söderhäll 
and Cerenius, 1992) โดยเซลลไฮยาลินเขาจับกับโพลีแซคคาไรดของจุลชีพ เชน  ลิโพโพลีแซค
คาไรด และเบตา-1,3-กลูแคน (β-1,3-glucan) แลวปลอยใหสารที่มีอยูในกรานูล ออกมาทําลาย
และทําใหเกิดการกักลอม รวมทั้งกระตุนการทํางานของระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
(prophenoloxidase activating system) สวนเซลลลารจกรานูลจะทําหนาที่หลักในระบบ       
โปรฟนอลออกซิเดส (Söderhäll and Cerenius, 1992)  เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่
เกิดจากการกระตุนระบบโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนโดยลิโพโพลีแซคคาไรด, เปปทิโด
ไกลแคน และ เบตา-1,3-กลูแคน ซ่ึงเปนสวนประกอบผนังเซลลของแบคทีเรีย เอนไซมฟนอล 
ออกซิเดสจะไปออกซิไดซ (oxidize) สารกลุมฟนอล (phenol) ใหเปนควิโนน (quinone) แลว
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เปลี่ยนไปเปนเมลามีน (melanin) ซ่ึงทําหนาที่ชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญของ
แบคทีเรีย  

ถาสิ่งแปลกปลอมมีขนาดเล็กและมีจํานวนนอยจะถูกจํากัดโดยฟาโกไซโทซิส 
นับเปนดานแรกในการปองกันเม่ือมีพาราไซทหรือสิ่งแปลกปลอมบุกรุกผานชั้นผิวปกคลุมเขาสู
รางกาย วิธีในการกลืนเซลลสิ่งแปลกปลอมจะมีการยื่นไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไปลอมสิ่ง
แปลกปลอม แลวไลโซโซม (lysosome) จะหลั่งสารชวยยอยซึ่งมีทั้งสารตอตานแบคทีเรีย และ
เอนไซมไฮโดรไลติค (hydrolytic enzyme) หลังจากการยอยสลายแลวก็จะปลอยสวนที่ถูก
ทําลายแลวออกนอกเซลล สําหรับการเกิดนูดูลจะเกิดเม่ือสิ่งแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมาก 
สวนการหอหุมสิ่งแปลกปลอมจะเกิดเม่ือสิ่งแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ กิจการ ศุภมาตย และ
คณะ (2543) พบวาหลังการฉีดยีสต (Saccharomyces cerevisiae) เขาตัวกุงกุลาดํา เซลลเม็ด
เลือดและเซลลฟาโกไซทที่อยูกับที่ (fixed phagocyte) ทําหนาที่ในการดักจับสิ่งแปลกปลอม 
โดยเริ่มจากมีเซลลเด่ียวเขาลอมจับแลวมีเซลลเม็ดเลือดเขารายลอมมากขึ้นจนกลายเปนนูดูล
และการหอหุม และสุดทายมีการสรางเมลานินขึ้นและถูกกําจัดออกจากรางกาย 

3.2.2   ระบบภูมิคุมกันในนํ้าเลือด (Humoral immunity)  
ระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด ไดแก เอนไซมไลโซไซม  (lysozyme) ซ่ึงเปน

เอนไซมที่สลายผนังเซลลแบคทีเรียดวยวิธีการทําใหเซลลแตก (hydrolysis) โดยยอยพันธะเบตา 
1,4 ของน้ําตาลเอ็น-อะซิติลมิวรานิค (N-acetylmuramic, NAcMur) และ NAcGlc ในโมเลกุลของ
เปบทิโดไกลแคน (http://en.wikipedia.org/wiki/Lysozyme, retrieved April 11, 2008) สวน    
เ ลคตินซึ่ ง แพร อยู ทั่ ว ไปใน ฮี โมลิ มฟ  พบในสัตว ไม มี กระ ดูกสันหลั ง เปนส วน ใหญ 
(Renwrantz,1986; Cooper et al., 1992) 

เน่ืองจากระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะถูกออกแบบเพื่อจดจํารายละเอียดเล็กๆ 
นอยๆ ที่บอกถึงความแตกตางของเชื้อจุลชีพแตละชนิดได โดยโครงสรางของเชื้อตางๆ มี
รูปแบบที่เฉพาะตัวเรียกวา pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) โมเลกุลที่เปน
องคประกอบโครงสรางเหลานี้มีหลายชนิด เชน ลิโพโพลีแซคคาไรด เปปทิโดไกลแคนจากผนัง
เซลลแบคทีเรีย เบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและรา (fungal cell) ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
(bacterial DNA), อารเอ็นเอสายคู (double-stranded RNA) จากไวรัสและโมเลกุลที่ถูกหลั่ง
ออกมานอกเซลล (Wang et al., 2007; Janeway and Medzhitov, 2002) โปรตีนที่สามารถ
จดจําโมเลกุลเหลานี้เรียกวา pattern recognition proteins (PRPs) โดยจดจําและจับกับโมเลกุล
เหลานี้ ในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีทั้งหมด 6 กลุมคือ โปรตีนที่จดจําเปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan recognition protein, PGRP) โปรตีนที่จับแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative 
binding protein, GNBP) ตัวรับที่เปน multidomain (multidomain scavenger receptor)         
S-locus Cys-rich (SCR) เลคตินชนิด C เลคตินชนิด S และโปรตีนที่มีหมูไธออลเปน
องคประกอบ (thioester-containing protein, TEP) (Christophides et al., 2002) 
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  เลคตินซึ่งเปน PRPs ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษากันมากในสัตวทะเลไมมีกระดูกสัน
หลังพบวาทําหนาที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองซึ่งเหมือนกับอิมมูโนโกลบูลินในสัตวมี
กระดูกสันหลัง คือ มีหนาที่กํา จัดเซลลที่ ไมตองการทิ้ งในระหวางการเปลี่ยนรูปราง 
(metamorphosis) และมีสวนรวมในปฏิกิริยาการปองกันการติดเชื้อ เลคตินมีบทบาทสําคัญใน
การตอตานการเกิดโรคโดยแบคทีเรียหรือศัตรูที่มาจากธรรมชาติ เชน เลคตินจาก Japanese 
horseshoe crab และเลคตินจากแมลงสาป (cockroach, Blaberus discoidalis) สามารถจับ
จําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและแบคทีเรียบางชนิดได จากน้ันจะกระตุนใหเกิด
กระบวนการตอตานและทําลายโดยระบบโปรฟนอลออกซิเดส (KilpatricK, 2002) ในสัตวบาง
ชนิดอาศัยความเปนพิษของเลคตินเอง เชน เลคตินที่เปนพิษ (venom) ในหนาม (spine) ของ
หอยเมนทะเล (Toxopheustes pileolus) (Seike et al., 1992) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับ
เซลลแปลกปลอมกระตุนใหมีการจับของเซลลฟาโกไซทในการเกิดออปโซไนซ เพ่ือทําลายเซลล
แปลกปลอม (รูปที่ 3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปที่ 3  การจับของเลคตินกับเซลลแปลกปลอมกระตุนการเกิด 
                                    opsonization  และ phagocytosis  
                             (Hatakeyama et al., 1995) 
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เลคตินที่มีความจําเพาะกับกรดไซอะลิคจากแมงดาทะเลและเลคตินที่จําเพาะกบั
นํ้าตาลกาแลคโตสจากปลิงทะเล (Acropora echinata) สามารถทําลายเมมเบรนและทําใหเม็ด
เลือดแดงของคนและกระตายแตกได โดยเลคตินจับกับคารโบไฮเดรตดังกลาวบนผิวเซลลเม็ด
เลือดแดงทําใหเมมเบรนเกิดรูพรุน (pore) และทําใหเซลลแตก (รูปที่ 4) กลาวไดวาการทําลาย
เซลลแปลกปลอมขึ้นกับชนิดของเซลลแปลกปลอมและปริมาณของเลคตินในฮีโมลิมฟของสัตว
เจาบาน ซ่ึงเปนตัวชักนําใหเกิดการกําจัดเซลลแปลกปลอมไดดีและเร็วขึ้น (Hatakeyama et al., 
1995) 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4   การจับของเลคตินกับเซลลแปลกปลอมกระตุน 
  การแตกของเซลลเม็ดเลือดแดง (hemolysis)  
  (Hatakeyama et al., 1995) 
 
 

  จากสมบัติของเลคตินที่มีความจําเพาะกับคารโบไฮเดรทและโครงสรางที่มีความ
ซับซอนของผนังเซลลจุลชีพชนิดตางๆ ไดในสัตวกลุมครัสเตเชียน เลคตินจึงเปนตัวการสําคัญใน
ระบบการรับรูถึงการบุกรุกของสิ่งแปลกปลอม (Ratcliffe et al., 1985) ในสัตวจําพวกกุง 
เน่ืองจากเลคตินสามารถทําใหเซลลจุลชีพเกิดการเกาะกลุม จึงไมสามารถแพรกระจายไปยังที่
ตางๆ นอกจากนี้เลคตินยังจับระหวางจุลชีพและเซลลเม็ดเลือดกอใหเกิดฟาโกไซโทซิสของ     
จุลชีพที่บุกรุกได (Sritunyalucksana et al., 2001) มีการศึกษาเลคตินที่เกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันโรคในกุงเพ่ือใชในการควบคุมและแกไขปญหาโรคติดเชื้อในกุงอยางหลากหลายเชน 
การพบเลคตินที่มีความจําเพาะตอกรดไซอะลิคในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยที่เพ่ิมสูงขึ้นตอบสนอง 
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ตอการติดเชื้อกอโรค V. harveyi  (นิษา ไพจิตร, 2545; Rittidach, 2006)  Vazquez และคณะ 
(1995) พบวาเลคตินในกุงกามกรามสามารถทําใหแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก
เกิดการเกาะกลุม โดยอธิบายวาเปนเพราะเลคตินสามารถจับจําเพาะตอ O-keto และ O-methyl 
ของน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลของโพลีแซคคาไรดบนผนังเซลลเหลานั้นได  
 
4.  กุงแชบวย 
 กุงแชบวยมีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus merguiensis  มีชื่อสามัญวา banana 
shrimp มีลําดับอนุกรมวิธานรายงานไวดังน้ี  (Grey et al., 1983) และแสดงไวในรูปที่  5 

  Phylum  Arthropoda  
Superclass  Crustacea 

   Order Decapoda 
Family  Penaeidae  

Genus  Penaeus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

        รูปที่ 5  กุงแชบวย (banana shrimp, Penaeus merguiensis) 
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4.1 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไป 
     กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีขนาดปานกลาง ตัวโตเต็มวัยมีขนาดลําตัวยาว 10-25 

เซนติเมตร นํ้าหนักตัวประมาณ  50-400  กรัม  ลําตัวมีสีขาวครีมปนเหลืองมีจุดสีนํ้าตาล เขียว
แกและเขียวออนกระจายอยู เปลือกหุมลําตัวเรียบเปนมัน ลักษณะเปลือกบาง เน้ือมาก มีเปลือก
หัวหรือกรีสวนบนเปนรูปสามเหลี่ยม มีฟนทั้งดานบนและดานลาง โดยฟนกรีดานบนมีประมาณ 
7-8 ซ่ี ดานลางมี 5-6 ซ่ี เปลือกคลุมหัวมีรองตามยาวและรองตามขวาง  มีแพนหาง ดานขางของ
หางไมมีหนาม ลักษณะทั่วไปที่ตางจากกุงกุลาดําหรือกุงกุลาลาย (green tiger prawn, Penaeus 
semisulcatus) คือไมมีแถบสีนํ้าตาลเขมพาดขวางลําตัวและเปลือกหัว หนวดคูที่หน่ึงมีแถบสี
นํ้าตาล หนวดคูที่สองสีนํ้าตาลไมมีแถบขวาง ขาเดินและขาวายน้ํามีสีเหลืองบางครั้งมีสีนํ้าตาล
หรือสีชมพู (Grey et al., 1983)   

4.2  การแพรกระจายและพฤติกรรมการกินอาหาร 
 พบกุงแชบวยมากบริเวณน้ําตื้น ปากอาวหรือปากแมนํ้าที่นํ้าคอนขางขุน 
บางครั้งจะพบอยูรวมกันเปนจํานวนมาก พบลูกกุงระยะหลังตัวออน (post larva) และ juvenile 
ไดทั่วไปตามชายฝงทะเลตรงที่มีพ้ืนดินเลนหรือพ้ืนดินโคลนปนทราย โดยอาศัยอยูตั้งแตชายฝง
จนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน้ํากรอยที่มีความเค็มระหวาง 10-36 ppt สวน pH ที่
เหมาะสมประมาณ 7.8-8.5 อุณหภูมิ 25-32°ซ ตัวเต็มวัยจะวางไขในทะเลที่มีความลึกประมาณ 
10 เมตรขึ้นไป การกระจายของกุงชนิดนี้อยูในเขตอินโดแปซิฟกฝงตะวันตก (West-Indopacific 
coast) ตั้งแตอาวเปอรเซีย ชายฝงทะเลปากีสถาน อินเดีย มาเลเซีย ไทย ตอนใตของจีน 
อินโดนีเซีย ปาปวนิวกินี ฟลิปปนส และออสเตรเลีย (วิวัฒนชัย พรหมสาขา ณ สกลนคร และ  
สมพร โลสวัสดิ์กุล,  2532)  
   กุงแชบวยมีนิสัยการกินอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้นอาหารแลววายน้ํา กัดกิน
ไปเร่ือย ๆ ซ่ึงเปนพฤติกรรมที่ตางจากกุงกุลาดําที่จับอาหารแลวหยุดกัดกินอาหารนิ่งอยูกับที่  
กุงแชบวยปราดเปรียวและวายน้ําอยูตลอดเวลาแมแตเวลาที่กินอาหาร อาหารธรรมชาติของ   
กุงแชบวยไดแก ตัวออนสัตวนํ้า แมลงน้ํา ซากพืช ซากสัตว สาหรายชนิดตาง ๆ หอย ปลา    
ลูกกุง พืชนํ้า  (เมธี วัฒนสิงห, 2543)  

4.3  ประวัติและการพัฒนาการเพาะเลี้ยง 
  เปนกุงชนิดแรกที่พบวามีการเลี้ยงมาเปนเวลานาน โดยเลี้ยงแบบธรรมชาติหรือ
ที่เรียกวา “วังกุง” โดยเกษตรกรจะนําน้ําทะเลเขาบอและปดบอเลี้ยงไว อาศัยลูกกุงที่มากับนํ้า
ทะเล กุงจะเจริญเติบโตจากการอาศัยอาหารธรรมชาติและการใหอาหารเสริมในบางโอกาส เม่ือ
กุงมีขนาดที่มีราคาก็จะจับขาย ตอมาพบวาลูกกุงที่ไดจากธรรมชาติลดนอยลงทําใหผลผลิตไม
คุมคาจึงมีการเลี้ยงนอยลงมาก แตสําหรับประเทศไทย กรมประมงไดพยายามนําแมพันธุกุง
แชบวยจากธรรมชาติมากระตุนใหวางไขและผลิตลูกกุงปลอยเสริมในธรรมชาติเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
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กุงแชบวยในธรรมชาติ ตอมาเมื่อมีการพัฒนาการเลี้ยงกุงทะเลแบบหนาแนน (intensive farm) 
ไดมีความพยายามเลี้ยงกุงชนิดนี้เชนกัน  แตไมประสบความสําเร็จเน่ืองจากกุงมีความออนแอตอ
การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของน้ําและสภาพแวดลอม มักจะทยอยตายและหายไปจากบอกอนจะมี
ขนาดที่ขายได การเลี้ยงกุงชนิดนี้จึงเงียบหายไป ประกอบกับไดมีการพัฒนาการเลี้ยง           
กุงทะเลชนิดอ่ืน ๆ ดวย พบวากุงกุลาดําสามารถเลี้ยงไดงายกวา ขนาดตัวโตกวา และมีปญหาใน
การเลี้ยงนอยกวาสามารถเพิ่มผลผลิตไดอยางตอเน่ือง และขยายตลาดไดทั่วโลกจนประเทศไทย
กลายเปนประเทศที่ผลิตและสงออกกุงกุลาดําไดสูงที่สุดในโลกยาวนานติดตอกันหลายป สําหรับ
ประวัติการทดลองเพาะฟกกุงแชบวยในประเทศไทยมีมากวา 25 ป และปจจุบันเม่ือพบวาการ
เลี้ยงกุงกุลาดําไดขยายตัวสูงสุด แตประสบปญหาหลายประการโดยเฉพาะปญหาโรคระบาด จึง
เปนจุดที่เริ่มมีการหันมาใหความสนใจการเพาะฟกและการเลี้ยงกุงแชบวยซ่ึงเปนกุงพ้ืนเมืองกัน
อีกครั้ง (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) 
 
5.  โรคติดเชื้อแบคทีเรียวิบริโอ (Vibriosis)  
  จากที่กลาวมาขางตน ปจจุบันลักษณะการเพาะเลี้ยงกุงไดขยายตัวเพ่ิมมากขึ้น
อยางรวดเร็วอยางเห็นไดชัดเจน กลายเปนลักษณะของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า โดย
เนนการเพิ่มผลผลิตใหเพียงพอตอความตองการของตลาดจนบางครั้งเกิดสภาพการเพาะเลี้ยง ที่
มีความหนาแนนของจํานวนตัวกุงตอพ้ืนที่เพาะเลี้ยงมากเกินไป ซ่ึงสภาพการเลี้ยงเชนนี้มัก
กอใหเกิดปญหาตอสุขภาพของกุงและสิ่งแวดลอมไดงาย  เน่ืองจากการกอใหเกิดสภาพเครียด 
สภาพแวดลอมในการเลี้ยงไมถูกสุขลักษณะ และเกิดการผลิตและสะสมของเสียจําพวก
สารอินทรียและอนินทรียตาง ๆ ขึ้นอยางมากมาย  เปนที่มาของเชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคติด
เชื้อตางๆ เชน เชื้อไวรัส แบคทีเรีย เชื้อรา โปรโตซัว และปรสิตตางๆ เปนตน ทางภาครัฐไมวา
จะเปนกรมประมงหรือกรมปศุสัตว รวมถึงนักวิจัยในหนวยงานที่เกี่ยวของจึงไดพยายามคิด
คนหาแนวทางในการปองกันการเกิดโรค ตั้งแตการตรวจสุขภาพลูกกุงกอนปลอยลงบอเลี้ยง 
ตลอดจนการตรวจสุขภาพในชวงการเลี้ยง ซ่ึงเปนวิธีที่ปฏิบัติกันโดยทั่วไป (เพ็ญศรี บุญตามชวย 
และ อรอนงค คงทวี, 2548) แตในปจจุบันการเลี้ยงกุงยังเกิดปญหากุงติดเชื้ออยูเสมอ พบวาการ
ระบาดของโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย  สวนใหญมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียกลุมวิบริโอ (Vibrio) ซ่ึง
พบบอยและเกิดไดตลอดป (Ruangpan and Kitao, 1991) เปนสาเหตุใหเกิดการตายของกุงใน
ระดับตั้งแตคอนขางมาก (Lightner, 1988)  ซ่ึงการติดเชื้อวิบริโอตางๆ อาจเรียก รวมกันวาโรค
วิบริโอซิส (Vibriosis)  โดยเฉพาะเชื้อ V. parahaemmolyticus, Vibrio splendidus, V. vulnificus, 
Vibrio damsala และ V. harveyi   (Lavilla-Pitogo, 1990) ซ่ึงกอใหเกิดความเสีย หายตอระบบ
การเพาะเลี้ยงกุงเปนอยางมาก 
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5.1  การแพรระบาดของโรค 
     การระบาดของโรคแบคทีเรียในกุงเลี้ยงมีรายงานมาตั้งแตป ค.ศ. 1981 (พ.ศ. 
2524) โดยพบวากุงลายเสือที่เลี้ยงในประเทศญี่ปุน เกิดการติดเชื้อวิบริโอเปนจํานวนมาก 
(Takahashi et al., 1984 อางอิงโดย Lightner, 1993) ตอมาในป ค.ศ. 1989 ไดมีรายงานพบ
การติดเชื้อวิบริโอเปนครั้งแรกในกุงขาว (Penaeus  vannamei) จากโรงเพาะฟกที่ประเทศ   
เอควาดอรหลังจากนั้นในป ค.ศ.1989 พบการระบาดของติดเชื้อวิบริโอที่รุนแรงในเขตพื้นที่การ
เลี้ยงของประเทศเอควาดอร ซ่ึงเหตุการณครั้งน้ีถูกบันทึกไวเรียกวา “sindroma gaviota” (sea 
gull syndrome, SGS หรือโรคนกนางนวล) เน่ืองจากเหตุการณที่ผูเลี้ยงกุงสังเกตพบวามีฝูงนก
ทะเลจํานวนมากมาเกาะขอบบอ และลงไปกินกุงที่ตายในบอเลี้ยง (Mohney et al., 1991) และมี
การพบวา V. harveyi และ V. splendidus เปนสาเหตุการตายของลูกกุงในโรงฟกที่ประเทศ
ฟลิปปนส (Lavilla et al., 1990) 
 เชื้อแบคทีเรียวิบริโอมีการแพรระบาดทั่วไป ทั้งลูกกุงภายในโรงเพาะฟก และกุง
ที่เลี้ยงในบอดิน พบวาปจจัยสําคัญที่มีผลตอการระบาดของโรค ไดแกความเค็มของน้ํา การ
ระบาดของโรคจะเกิดขึ้นมากในชวงที่มีความเค็มสูง เน่ืองจากเชื้อวิบริโอสามารถเจริญไดดีใน
ระดับความเค็ม 20-30 ppt (Mohney et al., 1991) นอกจากนี้ปริมาณสารอินทรียที่สะสมอยู
มากในน้ํามีผลทําใหเชื้อวิบริโอเจริญไดมากขึ้น (Lightner, 1993) ประกอบกับในสภาวะที่กุงเกิด
ความเครียด ทั้งที่มีสาเหตุมาจากคุณภาพน้ํา  อาหาร การจัดการสิ่งแวดลอมที่ไมเหมาะสม มี
การสะสมของสารอินทรียปริมาณสูงในบอเลี้ยง มีผลทําใหกุงออนแอและมีการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันลดต่ําลง  ทําใหเชื้อแบคทีเรียที่มีจํานวนมากในบอเลี้ยงสามารถเขาสูรางกายกุงไดงาย 
(กิจการ ศุภมาตย และคณะ, 2542)  
  5.2  โรคติดเชื้อวิบริโอในตัวกุง  
    เชื้อวิบริโอหลายชนิด รวมทั้งเชื้อ V. haveyi กอใหเกิดการติดเชื้อบริเวณอวัยวะ
ภายใน  เชน ตับออน ตอมนํ้าเหลือง หัวใจ antennal gland และกลามเน้ือลาย (Brock and 
Main, 1994) หรือติดเชื้อทั่วรางกาย (systemic infection) ซ่ึงทําใหเน้ือเยื่ออวัยวะภายในถูก
ทําลาย  เชื้อวิบริโอจากสิ่งแวดลอมสวนใหญเขาสูตัวกุงโดยเขาไปอยูในทางเดินอาหารของกุง
ดวยการกินอาหารหรือทางปาก และเนื่องจากตับ (hepatopancreas) และตับออน (pancreas) 
ของกุงเปนอวัยวะที่ติดตอกับทางเดินอาหารสวนหนา  ซ่ึงอาหารจะถูกสงมายอยตอจาก
กระเพาะอาหารสวนหลัง (pyloric  chamber) โดยตับและตับออนมีลักษณะเปนทอที่ขดอยู 
(Meglitsch and schram, 1991; Harrison and Corliss, 1992) แบคทีเรียจึงสามารถเขาสูทอ
ตับและตับออนไดงาย  
 อาการของกุงที่เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียวิบริโอที่สามารถสังเกตได  เชนมี
ลักษณะพฤติกรรมผิดปกติ เซ่ืองซึม หลบซอนตัวบริเวณขอบบอเลี้ยง ไมกินอาหาร  กลามเน้ือ
ลําตัวสวนทอง (abdomen) มีสีขาวขุน มีการกระจายของเม็ดสีลําตัวเขมมากขึ้น ปริมาณเม็ด
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เลือดลดต่ําลงมาก ตับออนมีลักษณะลีบฝอภายในมีของเหลวใส  ในลูกกุงที่ติดเชื้อพบวาตับ
ออนมีลักษณะขาวขุน (cloudiness) และอาจสังเกตเห็นกอนสีดํา (melanized hemocytic 
nodule) บริเวณภายในตับออน (Lightner, 1993; Brock and Main, 1994) ซ่ึงแตกตางจากตับ
และตับออนของกุงปกติที่มีสีนํ้าตาลเขมหรือสีเขียวและมีของเหลวภายในตับและตับออน ใน
กรณีที่มีการติดเชื้อวิบริโอเรืองแสง อาจพบวากุงที่ตายเกิดเรืองแสงเมื่อสังเกตในหองมืด       
ปจจุปนนิยมตรวจสุขภาพกุงกรณีกุงติดเชื้อแบคทีเรียโดยการใชลูป (loop) เพาะเชื้อวิบริโอใน
ตับและตับออนลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ thiosulphate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar 
ซ่ึงสามารถทําไดงายและมีโอกาสปนเปอนนอยกวาอวัยวะอ่ืนๆ (กิจการ, 2542) เน่ืองจากเชื้อ
กลุมน้ีเปนสาเหตุหลักในการกอโรคในกุง และอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS เปนอาหารที่จําเพาะตอ
เชื้อกลุมน้ีซ่ึงจะเติบโตไดดี แตผลการวินิจฉัยบางกรณีพบวา แมกุงปกติที่แข็งแรงก็สามารถพบ
เชื้อวิบริโอจํานวนหนึ่งไดเชนกัน (เพ็ญศรี บุญตามชวย และ อรอนงค คงทวี, 2548) อีกวิธีคือ
ศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาในกุงที่ติดเชื้อ พบวากุงที่ติดเชื้อกลุมวิบริโอ อวัยวะภายในหลายสวนทั้ง
ตับออนและตอมนํ้าเหลืองเกิดการตาย (necrosis) เม็ดเลือดมีการรวมตัวกันเปนกอนลอมรอบ
กลุมเชื้อ เกิดการสรางเมลานินรอบกอนของเม็ดเลือด ในสวนตับออนพบวาทอของตับออนถูก
ทําลาย เกิดการอักเสบ (inflamation) (กิจการ ศุภมาตยและคณะ, 2542) 
 

6. แบคทีเรีย  
 6.1 Vibrio  harveyi 
       แบคทีเรีย V.  harveyi ที่พบในประเทศไทยเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดโรค
เรืองแสงในกุงกุลาดํา (มณเฑียร  สงเสริม และคณะ,  2533) และในลูกกุงแชบวย (ดารุณี  แซอุย 
และคณะ, 2530) เชื้อชนิดนี้ยังกอใหเกิดความเสียหายตอกุงกุลาดําในโรงเพาะฟกในประเทศ
ฟลิปปนส (Lavilla-Pitogo et al., 1990) และไตหวัน (Chen et al., 1992) โดยเชื้อ V. harveyi 
กอใหเกิดความเสียหายตอลูกกุงพีเนียด (penaeid) ในโรงเพาะฟกในระยะตัวออน (larvae) หลัง
ตัวออน (Lightner, 1988) และในกุงขนาดใหญที่เลี้ยงอยูในบอเลี้ยง (Nash et al., 1992; 
Jiravanichpaisal and Miyazaki, 1994) จากการทดลองของ Le Groumellec และคณะ (1995) 
ซ่ึงทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจากลูกกุงพีเนียด ในโรงเพาะฟกที่เลี้ยงในประเทศไทยและประเทศ
เอควาดอร พบวาเปน V. harveyi  ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการตายจํานวนมากของลูกกุงในโรง
เพาะฟก โดยพบวา V. harveyi ที่พบในประเทศไทยเปนสายพันธุที่มีความรุนแรงมากกวาที่พบ
ในประเทศเอควาดอร  และยังตรวจพบเชื้อ V. harveyi  ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําอยางหนาแนน  
(Ruangpan et al., 1995) 
 จากการศึกษาของ ดารุณี แซอุย และคณะ (2530) ถึงสาเหตุการตายของลูกกุง
แชบวยในโรงเพาะฟก พบวาการตายของลูกกุงมักจะเกิดขึ้นทุกครั้งเม่ือสังเกตเห็นการเรืองแสง
ชวงกลางคืนในนํ้าทะเลและพบอยูตามซากลูกกุงและลูกกุงที่มีชีวิต หลังจากทําการแยกเชื้อจาก
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ลูกกุงแชบวยที่ตายพบวามีสาเหตุมาจากเชื้อ V. harveyi โดย มณเฑียร สงเสริม และคณะ 
(2533) พบวาอาการที่เกิดจากการติดเชื้อ V. harveyi คือในระยะแรก ๆ ลูกกุงจะมีการ
เคลื่อนไหวชาลงลําตัวสีขาวขุน ตอมากุงจะเบื่ออาหารและตาย 

เชื้อ V. harveyi เปนแบคทีเรียในกลุม Vibrio โดยอยูในกลุมของแบคทีเรีย     
แกรมลบ รูปทอน เติบโตไดทั้งในสภาพที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน บางพวกตองการเกลือ
หรือเกลือมีสวนชวยกระตุนการเติบโต ผนังเซลลของแบคทีเรียโดยทั่วไปเปนโครงสรางสวนที่อยู
ใตแคปซูล (capsule) หรือชั้นเมือก และอยูนอกเยื่อหุมเซลล (cell plasma membrane) ผนัง
เซลลที่เปนสวนประกอบ 20 % ของเซลล ประกอบดวยเปปไทด (peptide) โพลีแซคคาไรดและ
ลิพิด ซ่ึงมีองคประกอบยอยแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด ผนังเซลลเปนสวนที่มีความ
แข็งแกรงเนื่องจากมีโครงสรางเปนเปปทิโดไกลแคน 

เปปทิโดไกลแคนเปนโพลีเมอรขนาดใหญประกอบดวย 3 สวน คือ สวนแรกเปน
แกนกลาง (back bone) หรือสายไกลแคน (glycan strand) เปนโพลีแซคคาไรดที่ประกอบดวย
โมโนแซคคาไรดสองชนิดคือ NAcGlc หรือ NAG และ NAcMur หรือ NAM  ตอกันดวยพันธะ   
เบตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic bond) สลับกันตลอดสาย  สวนที่สองเปนเททระ      
เปปไทด (tetrapeptide) ซ่ึงตออยูกับ NAM โดยจับกับกรดอะมิโนตาง ๆ เชน แอล-อะลานีน     
(L-alanine) ดี-อะลานีน (D-alanine) ดี-กลูตามีน (D-glutamine) แอล-ไลซีน (L-lysine)  และสวน
ที่สามเปนเปปไทดอีกชุดหนึ่ง ซ่ึงจะเชื่อมสายของโพลีแซคคาไรดที่ทอดขนานกัน (รูปที่ 6) โดย
สวนที่เปนแกนกลางจะเหมือนกันหมดในแบคทีเรียทุกชนิด สวนที่เปนเททระเปปไทดและเปป
ไทดที่เชื่อมระหวางโพลีแซคคาไรดจะแตกตางกันในแตละชนิด เน่ืองจากเปปทิโดไกลแคนทุก
สายจะถูกเชื่อมกันทางขวาง ทําใหเปปทิโดไกลแคนชั้นตางๆ ของแบคทีเรียเชื่อมตอกันเปน
โมเลกุลใหญโมเลกุลเดียว 
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A            B 
 

                        รูปที่ 6   โครงสรางของเปปทิโดไกลแคน 
                              N-Acetyl muramic acid = NAM; NAcGlc = NAG  

A  หนวยซ้ําๆ ของ NAM, NAG และเททระเปปไทด 
B  การเชื่อมตอทางขวางระหวางเปปทิโดไกลแคนสายที่ 
    อยูใกลเคียงกัน 
(http://www.daviddarling.info/encyclopedia/P/Peptidoglycan. 
html, retrieved March 25, 2008; http://en.wikipedia.org/wiki/                   
Peptidoglycan, retrieved April 13, 2008) 

 

สําหรับผนังเซลลของเช้ือ V. harveyi ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสราง
ประกอบดวยเยื่อบุชั้นนอกซึ่งมีโครงสรางเชนเดียวกับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก แตมี
ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) และโปรตีนนอยกวา นอกจากนี้ยังพบวามีลิโพโพลีแซคคาไรดดวย 
สวนที่ถัดเขามาจากเยื่อบุชั้นนอก คือชั้นเปปทิโดไกลแคนซึ่งอยูในชองวางระหวางเยื่อบุชั้นนอก
และเยื่อหุมเซลล เรียกวาเพอริพลาสมิคสเปซ (periplasmic space)  สวนสุดทายที่ถัดเขามาจาก
ชั้นเพอริพลาสมิคสเปซ คือเยื่อหุมเซลลซ่ึงประกอบดวยลิปดและโปรตีน (รูปที่ 7) การติดเชื้อกอ
โรค V. harveyi ของกุงที่เพาะเลี้ยง กอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจที่สําคัญ การศึกษาผลของ
เชื้อ V. harveyi ตอเลคตินจึงมีความสําคัญในการเขาใจถึงการตอบสนองของกุงแชบวยตอเชือ้กอ
โรคกุงไดตอไป 
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            รูปที่ 7  ผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ 
                      (http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook,  

   retrieved March 25, 2008) 
 
 

6.2  Vibrio  vulnificus 
 เชื้อ V. vulnificus เปนแบคทีเรียแกรมลบ แทงสั้น มี polar flagellum เปน

แบคทีเรียกลุมวิบริโอชนิดหนึ่งซึ่งมักถูกเรียกวา halophilic คือตองการเกลือในการดํารงชีวิต 
(http://www.cdc.gov/nczved/dfbmd/disease_listing/vibriov_gi.html, retrieved March 25, 
2008) โดยความเค็ม 10-20 ppt  และที่อุณหภูมิ 30-35°ซ เปนภาวะที่เชื้อเติบโตไดดี การเลี้ยง
กุงที่หนาแนนมากๆ จนความเค็มลดลงติดตอกันเปนเวลานาน จะทําใหกุงติดเชื้อชนิดนี้ ซ่ึง
กอใหเกิดโรคเสี้ยนดํา คือเกิดอาการอักเสบและในเนื้อเยื่อตางๆ มีลักษณะเปนรูปแทงสีดําคลาย
เสี้ยนหรือกอนเล็กๆ สีเหลืองนํ้าตาล บริเวณกลามเนื้อและเปลือกกุงโดยรอยตอระหวางเปลือก
แตละปลองหรือบริเวณใตแพนหาง เม่ือแกะเปลือกออกจะพบแผนแบนๆ อาจมีรูสีดําหรือนํ้าตาล 
รูปรางไมแนนอนใตเปลือกดานใน บางตัวจะพบลักษณะเปนเสี้ยนดําฝงลึกลงไปในกลามเนื้อ เม่ือ
นํากุงไปตมใหสุกจะเห็นเสี้ยนดําในกลามเน้ือไดชัดเจน เน่ืองจากบริเวณรอยตอระหวางเปลือก
แตละปลองจะเปนสวนที่บอบบางของชั้นเปลือกที่แบคทีเรียสามารถที่จะเขาไปไดงายกวาบริเวณ
อ่ืนๆ (ชาญณรงค รอดคํา, 2550) ที่เปนเชนนี้เปนเพราะการทํางานของระบบภูมิคุมกันในตัวกุง
เองคือเม่ือกุงติดเชื้อ V.  vulnificus  จะทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลเม็ดเลือดผลิต กรานูล 
กระตุนให เกิดเซลล เ น้ือเยื่อเกี่ยวพันมากขึ้นและเกาะติดแนนมากเพื่อดักจับเชื้อโรค               
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ในขณะเดียวกันจะมีการสรางเมลานินขึ้น ทําใหตําแหนงเนื้อเยื่อน้ันมีสีดํา สีดําจะฝงอยูในเนื้อ    
แมกุงจะลอกคราบไปแลวจะไมเห็นจุดบนเปลือก แตเสี้ยนยังคงฝงอยูภายใน  ซ่ึงถาแบคทีเรียยัง
มีชีวิตอยูจะทํามีการอักเสบเพิ่มขึ้น ทําใหกุงกินอาหารไดนอยลง สวนใหญแบคทีเรียชนิดนี้ไมทํา
ใหกุงตาย แตทําใหกุงเสียคุณภาพ (ชะลอ ลิ้มสุวรรณ, 2531) การหลีกเลี่ยงการติดเชื้อ               
V.  vulnificus  ทําไดโดยเลี้ยงกุงไมใหหนาแนนเกินไป และระวังเรื่องความเค็มของน้ําต่ํา   
  เม่ือบริโภคกุงหรืออาหารทะเลอื่นๆ ที่ติดเชื้อ V.  vulnificus  จะทําใหเกิดโลหิต
เปนพิษ (septicemia) เชื้อสามารถบุกรุกเขาสูกระแสโลหิตโดยผานทางเยื่อบุทางเดินอาหารที่
เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบหรือผานทางการติดเชื้อที่บาดแผล (wound infection) จะ
ทําใหมีอาการไข หนาวสั่น ออนเพลีย ความดันต่ํา อาจมีอาการอุจจาระรวง อาเจียน อาการ
โลหิตเปนพิษนี้พบอัตราการปวยตายสูงถึง 75% ผูปวยที่ไดรับเชื้อ V.  vulnificus  จากการ
รับประทานอาหารทะเลดิบที่สําคัญคือหอยนางรม และทางบาดแผลที่สัมผัสกับเชื้อในแหลงน้ํา 
ปริมาณเชื้อ 103 เซลล ในอาหาร 1 กรัม สามารถกอใหเกิดโรคได ในการติดเชื้อที่บาดแผล เชื้อ
สามารถลุกลามอยางรวดเร็ว จนทําใหเกิดเนื้อเยื่ออักเสบ ผิวหนังมีอาการบวม รอนแดง เจ็บปวด 
อาจกลายเปนตุม จนเกิดอาการเนื้อเนาตายของเนื้อเยื่อออนใตผิวหนัง นอกจากนั้นการ
รับประทานอาหารทะเลดิบทําใหอุจจาระรวง อาเจียน กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
(ศรีวรรณา หัทยานานนท และคณะ, 2549) 

6.3  แบคทีเรีย Vibrio parahemolyticus 
  แบคทีเรีย V. parahemolyticus เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ อยูในวงศเดียวกับ
แบคทีเรีย V.  cholerae เปนเชื้อกอโรคในกุงกุลาดํา (Luo, 2006)  เจริญไดดีในอาหารและน้ําเค็ม
ที่มีเกลือ 2-8% มีมากตามชายฝงทะเล โดยเฉพาะแถบทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต  รวมทั้งฝง
ทะเลไทย  พบสัตวทะเลมี เชื้ อ น้ีปะปนอยูมาก  สถาบันวิ จัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในฐานะหองปฏิบัติการอางอิงไดดําเนินการเฝาระวังโรคติดตอทาง
อาหารและน้ําที่เกิดจากเชื้อกลุมวิบริโอในประเทศไทย พบผูปวยกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
จากการติดเชื้อ V. parahaemolyticus สูงเปนอันดับหน่ึง ประมาณปละ 1,000-2,000  ราย 
สาเหตุจากการรับประทานอาหารทะเลสุกๆ ดิบ ๆ จากอาหารทะเล (ศรีวรรณา หัทยานานนท, 
2549)  ผูปวยมักมีอาการหลังรับประทานอาหารที่มีเชื้อ V. parahemolyticus อยู 10 - 20 ชั่วโมง 
เน่ืองจากเชื้อน้ีมีปริมาณมากพอ โดยเชื้อจะเติบโตเพิ่มจํานวนเปนเทาตัวทุก 12 - 15 นาที ที่
อุณหภูมิ 37°ซ และสรางสารพิษขึ้นในลําไส เชื้อ V. parahemolyticus จะถูกทําลายที่อุณหภูมิ 
60°ซ ในเวลา 15 นาที  

6.4  แบคทีเรีย Vibrio  cholerae  
 V.  cholerae เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทงสั้น ปลายโคงเล็กนอย ไมสราง
สปอร (spore) เติบโตไดดีในที่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 16-42°ซ แตเติบโตไดดีที่สุดที่ 37°ซ และที่ 
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pH 6.4-9.6 (Wolin, 1973)  พบ V. cholerae  แพรกระจายทั่วไปในแหลงนํ้าทั้งนํ้าจืดและน้ํา
กรอย บริเวณปากแมนํ้าหรือแถบชายฝงทะเล (Colwell et al., 1977) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบ
ในอาหารทะเลหรือสัตวทะเลที่มีเปลือกหุม (Dalsgarrd et al., 1995) จากการศึกษาใน copepod 
ซ่ึงเปนแพลงกตอนสัตวพบวาเปนแหลงที่พบเช้ือ V. cholerae ไดมากที่สุดโดยจะสะสมอยูที่
บริเวณปากและรังไข (Huq et  al., 1983) นอกจากนี้อาจพบไดในสวนของทางเดินอาหาร  เชื้อ
สามารถแทรกเขาไปอยูใตไคติน (chitin) ซ่ึงเปนสวนประกอบของสัตวทะเล ไคตินยังชวยปองกัน
เชื้อในภาวะแวดลอมที่เปนกรด เชนในระบบทางเดินอาหารของคน V. cholerae สามารถสราง
เอนไซมไคติเนส (chitinase) เพ่ือชวยยอยสลายไคตินและเพื่อเกาะติดกับระบบทางเดินอาหาร
ของคน (Nalin et al., 1979)  
 V. cholerae เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคอหิวาตกโรคในคน การติดเชื้อเกิดจากการ
รับประทานอาหารหรือด่ืมนํ้าที่ปนเปอนเชื้อทําใหเกิดอาการทองรวงอยางรุนแรง  ถารางกายสูญ 
เสียนํ้าและเกลือแรมากผูปวยอาจเสียชีวิตได (Kamruzzaman and Nishibuchi, 2008) 

6.5  แบคทีเรีย Escherichia coli 
 E. coli เปนแบคทีเรียที่พบมากที่สุดในลําไสใหญหรืออุจจาระของคนและสัตว
หลายชนิด  E. coli  เปนแบคทีเรียแกรมลบ  เติบโตไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือธรรมดา ปกติเปน 
normal flora อยูในลําไส  หากเชื้ออยูในลําไสจะไมกอใหเกิดโรค แตเม่ือเขาไปอยูในอวัยวะสวน
อ่ืนที่ไมใชลําไสเชื้อจะกอใหเกิดโรคได เชน ในปอด ในชองทอง ในเยื่อหุมสมอง โดยเชื้อจะ
กอใหเกิดการอักเสบกับอวัยวะดังกลาว E. coli บางสายพันธุทําใหเกิดโรคทองรวงได  เน่ืองจาก  
E. coli  อยูในลําไสและออกมากับอุจจาระ   
 
7.  ไวรัสตัวแดงดวงขาว (White spot syndrome virus, WSSV) 
 WSSV เปนโรคติดเชื้อในกุงที่มีความรุนแรงมากและสามารถแพรกระจายไดใน
บริเวณกวาง ลักษณะอาการภายนอกของกุงที่ติดโรคคือสีตัวซีดในชวงแรกๆ แลวเปลี่ยนเปนสี
ชมพูหรือแดงเร่ือ ๆ พบจุดขาวบริเวณดานลางของเปลือกทั้งสวนหัวและลําตัว  กุงจะกินอาหาร
ลดลงและทยอยตายเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ อาจตายมากถึง 100% ภายใน 3-10 วัน  รายงานโรคชนิดนี้
ครั้งแรกพบในกุงลายเสือที่เลี้ยงในประเทศญี่ปุน โดยพบวาเกิดขึ้นในฟารมที่นําลูกกุงมาจาก
ประเทศจีน (Nakano et al., 1994; Takahashi et al., 1994)  หลังจากนั้นมีรายงานการระบาด
ของโรคดังกลาวอีกหลายภูมิภาคโดยมีชื่อเรียกที่แตกตางกันออกไป  ในประเทศไทยพบการ
ระบาดในกุงกุลาดําเม่ือปลายป พ.ศ.2537 (Wongteerasupaya et al., 1995) นอกจากในกุงที่
กลาวมายังพบการระบาดในกุง greasyback (Metapeneaus  ensis) และในครัสเตเชียนหลาย
ชนิด ทั้งในธรรมชาติ บอเลี้ยงและหองปฏิบัติการ แตระดับความรุนแรงอาจไมสูงมาก 
(Momoyama et al., 1995) นอกจากประเทศในแถบเอเชียแลวการระบาดของโรคดังกลาวยังพบ
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ไดในบางประเทศของทวีปอเมริกาใต เชน ปานามา เอควาดอร ชิลี และในทวีปอเมริกาเหนือ 
(Pantoja and Lightner, 2003) 
 จากการศึกษาทางชีวโมเลกุลและเนื้อเยื่อวิทยาพบวา WSSV เปนไวรัสชนิด        
ดีเอ็นเอ (DNA)  ที่จัดอยูในกลุม Baculovirus มีสวนประกอบที่สําคัญคือ กรดนิวคลีอิกและ
โปรตีน  อวัยวะเปาหมายของเชื้อน้ีคือเน้ือเยื่อใตเปลือก  เน้ือเยื่อเกี่ยวพัน เน้ือเยื่อบุผิวเหงือก 
กระเพาะอาหาร ตอมนํ้าเหลือง แองเลือด และหัวใจ (Takahashi et  al., 1994) 
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วัตถุประสงค 
     1. เพ่ือทําใหเลคตินบริสทุธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยโครมาโทกราฟแบบ

จําเพาะดวยคอลัมน Feuin-agarose 2 ครั้ง 
     2. เพ่ือศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของกุงแชบวย  

 3.  เพ่ือศึกษาการตอบสนองของเลคตินตามเวลาหลังการฉีดกุงดวย  
   Vibrio  harveyi   

   4. เพ่ือหาปริมาณแบคทีเรียกอโรค V.  harveyi  ที่เหมาะสมที่ทําใหแอคทิวิทขีอง  
     เลคตินในฮีโมลิมฟเพ่ิมขึ้น 

5.  เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงแอคทีวทิขีองเลคตินที่เปนผลมาจากการฉีดเชื้อกอ
โรคและไมกอโรคในกุงแชบวย 

 
 
 
 

 
 



2. วัสดุ อุปกรณและวิธีการ 
 
 

วัสดุ  
1.  กุงตัวอยาง  

กุงที่ใชในการศึกษาคือ กุงแชบวยที่มีขนาดลําตัวยาว 10 - 14 เซนติเมตร นํ้าหนัก
ประมาณ 30 - 40 กรัม  และอยูในระยะคราบแข็ง (ไมอยูในระยะลอกคราบ) จับจากทะเลอันดามัน 
(จังหวัดนครศรีธรรมราช) แลวนํามาเลี้ยงในถังพลาสติกขนาด 500 ลิตร ที่ศูนยวิจัยสุขภาพสัตว
นํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
  กระต ายที่ ใ ช ศึ กษา เม็ด เลื อดแดงเปนกระต ายขาวตาแดงสายพันธุ            
New Zealand นํ้าหนักประมาณ 2 กิโลกรัม อายุ 1 ป ซ่ึงเลี้ยงไวในหนวยเรือนเลี้ยงสัตวทดลอง 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และใหอาหารปกติ 
 
2.  สารเคมี 
 สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิด analytical grade  สั่งซ้ือจากบริษัทตาง ๆ 
ดังน้ี 
 
สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต 
Acetic acid             Merck 
Acrylamide        Fluka 
Agar        BD-Biosciences 
Ammonium persulphate     Merck 
Ammonium sulphate      Fluka 
Bisacrylamid (N,N′-methylendiacrylamide)    Fluka 
Bovine serum albumin      Sigma  
Bromophenol blue      Merck 
Carboxymethyl-cellulose     Sigma 
Coomassie plus protein assay reagent kit Pierce  
Ethanol  BDH  
Ethylenediaminetetraacetic acid                                    Fluka 
Fetuin-agarose Sigma 
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Glacial acetic acid Merck 
Glycerol Sigma  
Glycine        Fluka 
Haparin Difco Laboratories 
Hydrochloric acid      Merck 
Potassium chloride Carlo Erba 
laminarin Sigma 
Low molecular weight standard Amersham Pharmacia 
β-Mercaptoethanol Fluka 
Methanol Merck 
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid  Sigma 
Phenylmethylsulphonyl fluoride Fluka 
Plate count agar Difco Laboratories 
Potassium phosphate Baker analyzed 
Silver staining kit Bio-Rad 
Sodium chloride Fluka 
Sodium dodecyl sulphate                                           Riedel-de Haen  
Sodium  hydroxide Fluka 
Thiosulphate citrate bile salt sucrose agar  HiMedia 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Sigma 
Tryptic soy broth BD-Biosciences 

 
3.  อุปกรณ 
 
อุปกรณที่ใช      รุน   บริษัทผูผลิต 
เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง    GT410   Ohaus 
เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง    AB204-5  Mettler 
Autoclave     -   Hirayama 
Centrifuge     5415C, 5804R  Eppendorf 
Centrifuge     Avanti J-30I  Beckman Coulter 
Hot plate     -   EGD 

สารเคมีที่ใช บริษัทผูผลิต 
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อุปกรณที่ใช      รุน   บริษัทผูผลิต 
Incubator     1510E   Shel lab 
Micropipette                 -   Eppendrof, Gilson 
Microtiter plate     -   Nunc 
Microtube pump MP-3    MP-3N   Eyela 
Orbital shaker     OS 20   Boeco 
pH meter     Accumet 15  Fisher Scientific 
Power supply     1000/500  Bio-Rad 
Slab gel electrophoresis apparatus  AE-6400  Atto 
UV-VIS spectrophotometer   160A   Shimadzu 
Vortex      G-560E  Scientific-  
         Industries 
Water bath     WB-170M  Optima 
  
 
วิธีการ 
1.  การเตรียมซีรัมจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 
    ดูดฮีโมลิมฟจากกุงแชบวยทันทีหลังจับขึ้นมาดวยกระบอกฉีดยาขนาด                
1 มิลลิลิตร และเข็มขนาด 24G ความยาว 1 น้ิว จากบริเวณ pericadium หรือขาเดินคูที่ 3 เก็บ       
ฮีโมลิมฟที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือใหฮีโมลิมฟแข็งตัว นําใสหลอด homogenizer ทํา
การโฮโมจีไนซ (homogenize) หลังจากนั้นนําไปเซนตริฟวจ (centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 30 นาที เก็บสวนใสหรือซีรัมไวที่ -20°ซ เพ่ือใชศึกษาตอไป 
 
2.  การเตรียมสารสกัดจากเน้ือเยื่อของกุง 
   ในการทดลองหาแอคทิวิทีของเลคตินทําการสกัดเนื่อเยื่อโดยตัดเนื้อเยื่อจากกุง
ไปชั่งนํ้าหนักแลวนําใสหลอด homogenizer เติม TBS-Ca (50 mM Tris-HCI, pH 7.5 ที่มี     
0.1 M NaCI และ 50 mM CaCl2) โดยใชอัตราสวนเนื้อเยื่อ 1 กรัม : TBS-Ca 2 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นทําการโฮโมจีไนซ ดูดใสหลอด eppendorf  ขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปเซนตริฟวจ
ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แยกตะกอนและไขมันทิ้งไป นําสวน
ใสซึ่งเปนสารสกัดเนื้อเยื่อแบงใสหลอด หลอดละ 200 ไมโครลิตร และนําไปหาแอคทิวิทีทันที  
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3.  การเตรียมสารสกัดฮีโมไซท (hemocyte lysate, HLS) 
  ดูดฮีโมลิมฟจากบริเวณ pericardium หรือขาเดินคู ที่ 3 ของกุงแชบวย แลว
ผสมกับสารกันเลือดแข็งตัว [salt anticoagulant, 10 mM HEPES (N-2-hydroxyethyl-
piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid), pH 7.3, 450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid)] ปริมาตร 1 : 2 เทา จากนั้นนําไปเซนตริฟวจ ที่ความเร็ว 
6,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 5 นาที แลวดูดแยกสวนใสและเม็ดเลือดออกจากกัน 
ลางเม็ดเลือดดวยการแขวนลอยในสารกันเลือดแข็งตัว เขยาใหเขากันเบา ๆ แลวนําไป       
เซนตริฟวจอีกครั้ง ดูดสวนใสทิ้ง เก็บตะกอนไวในไนโตรเจนเหลวทันที จากนั้นนําไปเก็บที่       
-80°ซ เพ่ือรอใชศึกษาตอไป หรือทําเปน HLS โดยทําใหเม็ดเลือดแตกดวยวิธี freeze-thaw 
จากนั้นเตรียมตอโดยแขวนลอยใน TBS-Ca ในสัดสวนฮีโมลิมฟกอนผสมกับสารกันเม็ดเลือด
แข็งตัว 1 สวน ตอ TBS-Ca 2 สวน ผสมใหเขากันเพ่ือทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายตอไป 
 
4.  การหาปริมาณโปรตีน 
    หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางดวยชุดหาโปรตีน (Coomassie plus protein 
assay reagent kit) จากบริษัท Pierce ซ่ึงดัดแปลงตามวิธีของ Bradford (1976) ดังน้ี ดูดสาร
ตัวอยางปริมาณที่เหมาะสม แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 50 ไมโครลิตร เติมสารละลาย
ชุดหาโปรตีน 1 มิลลิลิตร โดยทําควบคูไปกับ BSA (bovine serum albumin) จากบริษัท Pierce 
ซ่ึงใชเปนโปรตีนมาตรฐาน โดยเจือจาง BSA ใหมีปริมาณโปรตีน 2-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ดวยเครื่อง 
UV-VIS spectrophotometer 
 
5.  การทดสอบสมบัติในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคติน 
 ดูดเลือดจากกระตาย นําไปผสมกับเฮพาริน (heparin) เพ่ือกันเลือดแข็งตัว  
จากนั้นนําไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 2,500 รอบตอนาที ที่ 4°ซ นาน 5 นาที แลวลางเม็ดเลือด
แดงดวย TBS-Ca โดยการเซนตริฟวจที่ความเร็วเดิม 3 ครั้ง แขวนลอยเม็ดเลือดแดงใน TBS-
Ca ใหมีความเขมขน 2% แลวนําไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงตามวิธีของ Kilpatrick 
และ Yeoman (1978) โดยผสมสารละลายเลคตินที่เจือจางแบบ 1:2 ตามลําดับ (1:2 serial 
dilution) 25 ไมโครลิตร กับ 2% สารแขวนลอยเม็ดเลือดแดง 25 ไมโครลิตร ในไมโครไตเตอร
เพลท (microtiter plate) ที่อุณหภูมิหองนาน 45 นาที เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใช TBS-Ca 
แทนสารละลายเลคติน 
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  แอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง (hemagglutinating activity, HA) มีคา
เปนสวนกลับของไตเตอร (titer) ที่เปนคาการเจือจางสูงสุดของสารละลายเลคติน ซ่ึงยังทําให
เม็ดเลือดแดงเกาะกลุมไดสมบูรณ  ดังตัวอยางเชน ถาไตเตอรมีคา 1:8 แอคทิวิทีของการเกาะ
กลุมเซลลมีคา 8 หนวยตอปริมาตรสารละลายเลคตินที่ใช 25 ไมโครลิตร โดยใชเม็ดเลือดแดง
กระตายความเขมขน 2 % ปริมาตรอีก 25 ไมโครลิตร รวมเปน 50 ไมโครลิตร  หรือถาใน 100 
ไมโครลิตร จะมีสารละลายเลคตินอยู 50 ไมโครลิตร แสดงวาถาสารละลายเลคตินรวมกับสาร
แขวนลอยเม็ดเลือดแดง 1 มิลลิลิตร สามารถคํานวณหาแอคทิวิทีของเลคตินไดคือ 
   แอคทิวิทีของเลคติน  = titer x ปริมาตรสุดทาย (1 ml) 
      ปริมาตรสารละลายเลคติน   
     = 8 หนวย x 1,000 ไมโครลิตร  
       50 ไมโครลิตร 
แอคทิวิทีของเลคตินในสารตัวอยางนี้ = 160 หนวย/มิลลิตร (U/ml) 
  สวนแอคทิวิที จําเพาะของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย (specific 
hemagglutinating activity, U/mg) มีคาเปนแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงตอมิลลิกรมั
ของโปรตีน 
 
6.  การศึกษาผลการยับยั้งของลามินารินตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคติน 
  เจือจางสารละลายเลคตินใหมีความสามารถในการทําใหเม็ดเลือดแดงกระตาย  
เกาะกลุม 32 หนวย ใชเลคตินที่เจือจาง 25 ไมโครลิตร ผสมกับลามินาริน (laminarin) ที่ความ
เขมขนตาง ๆ กัน ในชวง 0-100 mg/ml  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร วางที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
1 ชั่วโมง แลวเติมสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดงกระตาย 4% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากการ
ทดลองนี้คํานวณหาความเขมขนของลามินารินที่สามารถยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายโดยเลคตินได 100%  
 
7.  การศึกษาการกระจายของเลคตินในเน้ือเยื่อตางๆ 
         เพ่ือศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตางๆ นอกเหนือไปจากในฮีโมลิมฟ 
ทําการวัดการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคตินในตัวอยางจากฮีโมลิมฟ ซ่ึงไดแก ซีรัมและใน
สารสกัดฮีโมไซท รวมทั้งในสารสกัดเนื้อเยื่อตางๆ คือ ตับ, หัวใจ, กลามเน้ือ, ลําไส, กระเพาะ 
และรังไข 
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8.  การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ  
(Nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) 

  โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10 x 12 
เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือเจลสวนบน (stacking gel) มีความสูง
ประมาณ 3 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูง 7 เซนติเมตร เตรียม      
โพลีอะคริลาไมดเจล 4-10% ตามวิธีของ Davis (1964) ซ่ึงมีสวนประกอบของเจลเปนดังน้ี 
 

 
  8.1  การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน 
   เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยาง 3 สวน กับ
บัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ซ่ึงประกอบดวย 0.2 M Tris - HCl, pH 6.8, 8 mM 
EDTA, 40% กลีเซอรอล (glycerol) และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) เตรียม
โปรตีนมาตรฐานเหมือนกับการเตรียมสารตัวอยาง 
 8.2  การทําอิเล็กโทรฟอรีซิส 
    นําสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแตละชองเจล
สวนบน ทําอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอร 0.025 M Tris - 0.192 M glycine, pH 8.3 เปด
กระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีของโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุด
ขอบลาง ปดกระแสไฟฟา แลวนําเจลไปยอมสี 

8.3  การยอมสีโปรตีนแบบซิลเวอร (Silver staining) 
 หลังการทําอิเล็กโทรฟอรีซิส นําเจลไปตรึงโปรตีนดวย 40% เมธานอล 
(methanol) -10% กรดน้ําสม (acetic acid) นาน 30 นาที หลังจากนั้นแชเจลในสารละลาย   
10% เอธานอล  (ethanol) -5% กรดน้ําสม นาน 15 นาที 2 ครั้ง จากนั้นใชชุดยอมซิลเวอร 
(silver staining kit) ของบริษัท Bio-Rad โดยเติมสารละลายออกซิไดเซอร (oxidizer solution) 
เขยานาน 5 นาที ลางเจลดวยน้ําปลอดไอออน (deionized water) ครั้งละ 5 นาที จนกระทั่งสี

Separating gel                     Composition Stacking gel 
3% (5 ml) 4% (3 ml) 10% (3 ml) 

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
10% Ammonium persulphate 
TEMED 
Distilled water 

0.50 ml 
0.63 ml 

- 
50 µl 
5 µl 

3.82 ml 

0.40 ml 
- 

1.50 ml 
30 µl 
3  µl 

1.07 ml 

1.00 ml 
- 

1.50 ml 
30 µl 
3 µl 

0.47 ml 
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เหลืองในเจลหมดไป จากนั้นแชเจลในน้ํายาซิลเวอร (silver reagent) นาน 20 นาที ลางดวยน้ํา
ปลอดไอออน นาน 1 นาที จากนั้นเติมสารละลายดีวีโลเปอร (developer) เขยาและเปลี่ยน
สารละลายเม่ือสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีเทาดํา และเม่ือปรากฏแถบของโปรตีน หยุด
ปฏิกิริยาดวย 5% กรดน้ําสม 
 
9.  การทําใหเลคตินบริสุทธ์ิจากซีรัมของกุงแชบวย  
   เม่ือทําการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวยโดยโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ
ดวยคอลัมน  Fetuin-agarose ตามวิธีของ Rittidach และคณะ (2007) พบวายังไมสามารถแยก
ไดเลคตินบริสุทธิ์ งานวิทยานิพนธจึงไดลองทําใหเลคตินบริสุทธิ์ตอโดยการผานคอลัมน Fetuin-
agarose ที่ไมเคยใชงานอีกครั้ง รวมเปน 2 ครั้ง 
 9.1  การแยกเลคตินจากซีรัมโดยคอลัมน  Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
    เตรียมคอลัมน Fetuin-agarose ที่มีขนาด 1.2 x 18  เซนติเมตร มีปริมาตรเจล  
22 มิลลิลิตร  ซ่ึงปรับใหสมดุลกอนดวย 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ที่มี 0.3 M NaCl และ 0.1 M 
CaCl2  (Tris-NaCa) ปริมาตร 10 เทาของปริมาตรคอลัมน  
    นําซีรัม 6.5  มิลลิลิตร  ที่เตรียมไดจากขอ 1 ผานลงในคอลัมน Fetuin-agarose   
แลวลางคอลัมนดวย Tris-NaCa ใหมีอัตราไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ     
1 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) จนคา A280 เขาใกล
ศูนย แลวชะคอลัมนดวย 0.1 M NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ดวย
อัตราเร็วและเก็บสารละลายปริมาตรเทาเดิม นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 ไดแอไลซ 
(dialyse) ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 - 0.15 M NaCl (TBS) แลวทดสอบความสามารถในการเกาะ
กลุมของเม็ดเลือดแดงกระตาย รวมสารละลายหลอดที่มีความสามารถในการเกาะกลุมเซลลเม็ด
เลือดแดงสูงเขาดวยกัน ทําใหเขมขนโดย CM-cellulose ไดแอไลซใน TBS แลวนําไปทดสอบ
ความบริสุทธิ์โดยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (ตามวิธีการขอ 8) 
 9.2  การแยกสารละลายเลคตินตอโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2 
    นําสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ปริมาณ
โปรตีน 0.46 มิลลลิกรัม ซ่ึงมีแอคทิวิทีของเลคตินสูง ผานลงในคอลัมน Fetuin-agarose ใหมที่
ไมเคยใชงานอีกครั้ง ซ่ึงมีปริมาณเจล 10 มิลลิลิตร และไดปรับคอลัมนใหสมดุล รวมทั้งทําการ
แยกเหมือนกับขอ 9.1 จากนั้นชะคอลัมนดวย 0.1 M NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ปริมาตร  25
มิลลิลิตร ดวยอัตราเร็วและเก็บสารละลายปริมาตรเทาเดิม  นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา 
A280 ไดแอไลซใน TBS แลวทดสอบความสามารถในการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงกระตาย 
รวมสารละลายหลอดที่มีความสามารถในการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงสูงเขาดวยกัน ทําให
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เขมขนโดย CM-cellulose แลวนําไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทร
ฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ    
 
10.  การเตรียมจุลชีพ 
    เพ่ือศึกษาผลของการฉีดกุงดวยแบคทีเรียและไวรัสที่มีตอระดับแอคทิวิทีของ  
เลคติน จุลชีพที่ใชไดแกแบคทีเรียกอโรคกุง V.  harveyi แบบ active และ inactive แบคทีเรียที่
ไมกอโรคกุง E. coli และ V. cholerae และไวรัสที่กอใหเกิดโรคตัวแดงดวงขาว (WSSV) โดยทํา
การฉีดจุลชีพเหลานี้ในกุงที่คัดขนาดเทาๆ กัน ดวยปริมาณเซลลจุลชีพเทากัน โดยศึกษา
ปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่เหมาะสมที่มีผลทําใหระดับของเลคตินในฮีโมลิมฟเปลี่ยนแปลง เพ่ือ
เปนตัวกําหนดปริมาณเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ที่จะใช 
  10.1  การเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
  10.1.1  การเตรียม V. harveyi  
                   แบคทีเรียกอโรคที่ใชในการทดลองคือ V. harveyi ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห
จากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 
TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง เพ่ิมปริมาณเชื้อโดยเลี้ยงในอาหาร
ชนิดเดิม  โดยนําเชื้อที่เลี้ยงไว 1 โคโลนี (single colony) เกลี่ยดวยไมพันสําลีลงบนอาหารจน
ทั่วเพลท บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง ชะเชื้อออกจากเพลทโดยเขี่ยดวยไมพันสําลี  
ลางเซลลแบคทีเรียในน้ําเกลือ (0.85% NaCl) นําไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ลางตะกอนสามครั้ง และเตรียมแบคทีเรียในนํ้าเกลือใหมีคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร อยูในชวง 1.6-2.0 หนวย นับจํานวนโคโลนี ใหอยู
ในชวงปริมาณเชื้อที่ตองการ โดยเจือจางเชื้อในน้ําเกลือดวยอัตราสวน 1:10 ตามลําดับ ดูดสาร
แขวนลอยที่ไดอยางละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปเกลี่ย (spread) บนจานอาหารที่มี plate 
count agar (PCA) บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นนับจํานวนเชื้อ จากจาน
อาหารที่มีจํานวนโคโลนี 30-300 โคโลนี หลังจากทราบจํานวนโคโลนีที่แนนอนแลว สามารถ
คํานวณหาปริมาณเชื้อที่ตองการฉีดเขาตัวกุงได 
 ทําให V. harveyi inactive โดยนําสารแขวนลอย V. harveyi แบบ active ที่มี
ปริมาณเชื้อ 5x1010 เซลล/มิลลิลิตร ไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที  ที่อุณหภูมิ 4°ซ  แลวแขวนลอยตะกอนแบคทีเรียใน TBS ที่มี 0.1% thimerosal  บมที่
อุณหภูมิ 37°ซ คางคืน และทําการลางตะกอนแบคทีเรียในน้ําเกลือ แลวละลายกลับใหมี
ปริมาตรเทากับเริ่มตน  หลังเตรียมเชื้อสามารถเก็บเชื้อไวใชไดภายในเวลา 3 วัน แตในการ
ทดลองครั้งน้ีนําเชื้อที่เตรียมไดฉีดเขาตัวกุงทันที 
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 10.1.2  การเตรียม V. cholerae  
 แบคทีเรีย V. cholerae ที่ใชในการทดลอง ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชา
จุลชีววิทยา โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ  37°ซ นาน 15 
ชั่วโมง แลวทําตอเชนเดียวกับ V. harveyi  ที่ active 

10.1.3  การเตรียม E. coli 
 แบคทีเรีย E. coli  ที่ใชในการทดลองไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชา          
จุลชีววิทยา  โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ  37°ซ นาน 15 
ชั่วโมง แลวทําตอเชนเดียวกับ V. harveyi  ที่ active 
  10.2  การเลีย้ง V.  harveyi  ในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) 
                   แบคทีเรีย V. harveyi ที่ใชทดลอง ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยสุขภาพ
สัตวนํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดย streak แบคทีเรียดวยลูปสําหรับเขี่ยเชื้อบนอาหาร 
TSA ที่มี 1.5% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่เลี้ยงไว 1 
โคโลนี เลี้ยงตอในอาหารเหลว TSB ที่มี 1.5% NaCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37°ซ 
เปนเวลา 15 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ (stock) แลวเพ่ิมปริมาณเชื้อโดยดูดสารแขนลอยของหัว
เชื้อใสในอาหารเหลวชนิดเดิม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมเปนเวลา 15 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°ซ 
จากนั้นลางเซลลแบคทีเรียที่ได และนับจํานวนเซลลเพ่ือเตรียมความเขมขนที่ตองการ  
 10.3  การเตรียมไวรัส WSSV  
  WSSV ที่นํามาทดลองไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้า 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงมีวิธีการเตรียมหัวเชื้อ WSSV โดยดัดแปลงจาก กิจการ       
ศุภมาตย และคณะ (2542) คือ ตัดเนื้อเยื่อบริเวณเหงือก หัวใจ ผิวใตเปลือกและตอมนํ้าเหลือง
ของกุงที่ติดเชื้อ WSSV มาบดใหละเอียดใน TBS ในอัตราสวน 1: 2 (นํ้าหนักเนื้อเยื่อ: ปริมาตร 
TBS) แลวเซนตริฟวจที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เก็บ
สารละลายสวนใสกรองผานกระดาษกรอง (0.45 ไมครอน) เพ่ือกําจัดแบคทีเรียและสิ่ง
แปลกปลอมอื่น ๆ  ที่ปนเปอนออกไป  แลวเก็บ WSSV ไวที่  -70°ซ  จนกวาจะนํามาใช  
   WSSV ที่ใชฉีดกุงเตรียมโดยเจือจางเชื้อ WSSV จากที่กลาวขางตนใหมีความ
เขมขน 1x10-5 เทาของหัวเชื้อใน TBS เพ่ือใชฉีดกุงตอไป 

 
11.  การหาปริมาณ V. harveyi และเวลาที่มีผลทําใหระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม  
       เปลี่ยนแปลง 

11.1  การศึกษาระดับเลคตินในซีรัม ณ เวลาตางๆ หลังการฉีด V. harveyi 
  เลี้ยงกุงแชบวยในถังพลาสติคกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon) ที่ผานการฆา
เชื้อไวเรียบรอยแลว มีนํ้าทะเลประมาณครึ่งถัง ใหอากาศตลอดเวลา ทิ้งไวประมาณ 1 สัปดาห
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โดยนํากุงที่คัดขนาดใกลเคียงกันซึ่งมีนํ้าหนักประมาณตัวละ 30-40 กรัม ลงเลี้ยงในถัง ถังละ   
4-5 ตัว ใหอาหารทุก 8 ชั่วโมง ปลอยใหกุงปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในถังประมาณ 3 วัน 
โดยสังเกตวากุงแข็งแรงไมมีอาการออนเพลีย วายน้ําและกินอาหารเปนปกติ  จากนั้นนําเชื้อ          
V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ความเขมขน 3 x 108 เซลลตอมิลลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ฉีดเขากุงแชบวย ที่บริเวณกลามเน้ือโคนหางเพื่อกระตุนใหติดโรค โดยดัดแปลง
วิธีการของ Martin และคณะ (1993) สําหรับกุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือปริมาตรเทากัน แลว
เจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลาตางๆ คือ 0, 6, 12, 18, และ 24 ชั่วโมง หลังการฉีด นํา      
ฮีโมลิมฟไปหาแอคทิวิทีของเลคตินโดยวิธีทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายเพื่อศึกษา
ระยะเวลาที่ระดับเลคตินเปลี่ยนแปลงหลังการฉีด  

11.2  การศึกษาระดับเลคตินในซีรัมเมื่อฉีดดวย V. harveyi  ปริมาณตางๆ 
   ในการหาปริมาณเชื้อ V. harveyi  ที่เหมาะสมที่ทําใหระดับแอคทิวิทีของ      
เลคตินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ในขั้นตนไดทดลองใชเชื้อจากการ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ดังน้ี เตรียมกุงสําหรับฉีดเชื้อในทํานองเดียวกันกับวิธีขอ 11.1 โดย
เลี้ยงใวในถังพลาสติคกลม จากนั้นนําเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ความเขมขน
ตาง ๆ คือ 2 x 108, 3 x 108, 4 x 108, และ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตรอยางละ 100 
ไมโครลิตร ฉีดเขากุงแชบวยที่บริเวณกลามเนื้อโคนหาง สําหรับกุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ
ปริมาตรเทากัน  แลวเจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลาตาง ๆ คือ เก็บฮีโมลิมฟของกุงกอน
การฉีด (เวลา 0 ชั่วโมง) ที่ 6, 12, และ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด นําฮีโมลิมฟไปหาแอคทิวิที
ของเลคตินโดยวิธีทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย พบวาการฉีด V. harveyi ปริมาณ 
5 x 107 เซลลตอตัวกุง มีผลทําใหแอคทิวิทีของเลคตินเพ่ิมขึ้นสูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 จากนั้นทํา
การฉีดกุงอีกชุดดวยเชื้อ V. Harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารชนิดเดิม ความเขมขนดังน้ีคือ 5 x 107,   
5 x 108, 5 x 109 และ 5 x 1010 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และฉีดกุงดวย
นํ้าเกลือเปนชุดควบคุม จากนั้นเจาะฮีโมลิมฟของกุงแตละตัวที่เวลา 0, 6, 12 ชั่วโมง หลังการฉีด 
เปรียบเทียบระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยทั้งสองชุดการทดลอง เพ่ือหาความ
เขนขนของเช้ือที่เหมาะสมที่ทําใหกุงติดเชื้อไดดี ไมทําใหกุงตายภายใน 12 ชั่วโมง และมีการ
เปลี่ยนแปลงระดับเลคตินในซีรัมที่เห็นชัดเจน 
  สวนการทดลองโดยใชเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ทําการ
ทดลองวิธีเดียวกับวิธีขางตน โดยนําเชื้อมาเตรียมใหมีความเขมขนตางๆ คือ 5 x 105, 5 x 106, 
5 x 107 และ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร นําไปฉีดเขาตัวกุง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และฉีดกุง
ดวยน้ําเกลือเปนชุดควบคุม หลังจากนั้นเจาะฮีโมลิมฟของกุงแตละตัวที่เวลาตาง ๆ คือ 0, 6, 
12, และ 18 ชั่วโมง และนํามาทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายเพื่อหาความเขมขนที่
เหมาะสมที่ทําใหระดับแอคทิวิทีของเลคตินเปลี่ยนแปลง  
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12.  การศึกษาผลของการฉีดจุลชีพชนิดตางๆ ที่มีตอระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม 
  เพ่ือทดสอบความจําเพาะของเลคตินที่ตอบสนองตอจุลชีพตางชนิด จุลชีพที่ใช
ในการฉีดกุง ไดแกแบคทีเรียกอโรคกุง V. harveyi  แบบ active และ inactive แบคทีเรียที่ไมกอ
โรคกุงคือ V. cholerae และ E. coli  ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA รวมทั้งไวรัสที่กอใหเกิดโรคตัว
แดงดวงขาว WSSV โดยทําการทดลองทํานองเดียวกับ V. harveyi แบบ active  คือฉีด
แบคทีเรียปริมาณ 5x1010 เซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่ทําใหระดับเลคติน
เปลี่ยนแปลงมาก สวนไวรัส WSSV ใชความเขมขน 1x10-5 เทาของหัวเชื้อ ปริมาตรอยางละ 
100 ไมโครลิตร ฉีดที่บริเวณกลามเนื้อโคนหาง จากนั้นนํากุงไปเลี้ยงตอตามปกติ เก็บฮีโมลิมฟ
ของกุงกอนการฉีด (เวลา 0 ชั่วโมง) และหลังการฉีดที่ 6 และ 12 ชั่วโมง และตรวจวัดแอคทิวิที
ของเลคตินในซีรัม เปรียบเทียบระดับแอคทิวิทีของเลคตินของกุงที่ถูกฉีดดวยเชื้อจุลชีพแตละ
ชนิดกับของชุดควบคุม 
  นอกจากนี้ไดวัดแอคทิวิทีของเลคตินในสารสกัดเนื้อเยื่อตับควบคูกับซีรัม เพ่ือ
ศึกษาแอคทิวิทีของเลคตินในเนื้อเยื่อตับที่เปลี่ยนไปในกุงที่ฉีดจุลชีพชนิดตางๆ เปรียบเทียบกับ
ของกุงชุดควบคุมที่ไมฉีดจุลชีพ  
 
13.  สถิติที่ใชในการวิเคราะห 
 วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในขอ 11-12 ในรูปคาเฉลี่ย ± คาผิดพลาด
มาตรฐาน (mean + S.E.) โดยใชการวิเคราะหแบบ T-test จากโปรแกรม simple interactive 
statistical analysis (SISA) (Steel and Torrie, 1980) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3. ผลการทดลองและวิจารณ 
 
 

1.  การทําใหเลคตินบริสทุธ์ิจากซีรัมของกุงแชบวย 
  จากงานวิทยานิพนธของ Rittidach (2006)  พบวาเลคตินในกุงแชบวยมีความ 
จําเพาะตอไกลโคโปรตีนฟทูอิน  งานวิทยานิพนธน้ีจึงใชคอลัมน Fetuin-agarose ในการแยก   
เลคตินจากซีรัมของกุงแชบวย  

1.1  การแยกโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
  จากการนําซีรัมปริมาตร 6.5 มิลลิลิตร มีปริมาณโปรตีน 796.77 มิลลิกรัม ผาน
ลงในคอลัมน Fetuin-agarose ที่ผานการใชมาแลว แลวลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa 
พบวามีโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค (peak) คือพีค FF1 ที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือด
แดงกระตายนอยมาก ดังแสดงผลในรูปที่ 8 เม่ือลางคอลัมนตอดวย 100 mM NAcGlc ใน
บัฟเฟอรชนิดเดียวกัน พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาอีก 1 พีค คือ พีค FF2 เม่ือรวมสารละลาย
หลอดที่ 96-102 ที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายสูงเขาดวยกัน        
ไดแอไลซและทําใหเขมขน พบวาสารละลายโปรตีนพีค FF2 มีปริมาณโปรตีน 0.46 มิลลิกรัม   
คิดเปน 0.0577% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน  และมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตาย 40,600 หนวย และ 88,260 หนวย/มก.โปรตีน คิดเปน 61% และมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 
1,057 เทา ของซีรัมเลคตินเริ่มตน ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 3 และรูปที่ 8 เม่ือนํา
สารละลายเลคตินพีค  FF2  ไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบไมแปลงสภาพ ปรากฏโปรตีนเลคติน 1 แถบ และโปรตีนอ่ืนอีก 1 แถบ (รูปที่ 9 แถวที่ 3) 
บงชี้วาเลคตินที่แยกไดโดยคอลัมนน้ียังไมบริสุทธิ์ และผลการทดลองที่ไดใกลเคียงกับงานของ 
Rittidach และคณะ (2007) โดยคอลัมนน้ีสามารถกําจัดโปรตีนอ่ืน ๆ ในซีรัมไปไดมากกวา 99%  
  นอกจากนี้ยังพบวาในการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวยดวยคอลัมน 
Fetuin-agarose ไมวาจะเปนคอลัมนใหมหรือคอลัมนที่เคยใชงานมาแลว  ไมสามารถแยกเลคติน
ไดบริสุทธิ์ โดยมีแถบโปรตีนอ่ืนอีก 1 แถบ ปนเปอนมาดวย เม่ือวิเคราะหโดยการทําโพลีอะคริลา
ไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ อาจเปนเพราะมีปริมาณโปรตีนอ่ืน ๆ ในซีรัม
จํานวนมากซึ่งรบกวนการจับจําเพาะระหวางคอลัมน Fetuin-agarose กับเลคตินที่มีปริมาณ
โปรตีนนอยมากในซีรัม นอกจากนี้ประสิทธิภาพของคอลัมนลดลงตามจํานวนครั้งที่ใชงาน อาจ
เปนเพราะฟทูอินบางสวนของคอลัมนที่ใชจับกับเลคตินเกิดการเปลี่ยนแปลงจากการชะลาง
คอลัมนดวยบัฟเฟอรที่มีเกลือและน้ําตาล NAcGlc ความเขมขนสูงหลายครั้ง เม่ือ นิษา ไพจิตร 
(2545) ทําใหเลคตินบริสุทธิ์ตอโดยวิธีเจลฟลเทรชันดวยคอลัมน  Superdex  200 FPLC  พบวา 
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     รูปที่ 8  การแยกเลคตนิจากซีรัมดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
          นําซีรัมปริมาตร 6.5 มิลลิลติร (โปรตีน 796.77 มิลลิกรัม) ผาน

ลงในคอลัมน Fetuin-agarose (1.2 x 18.7 เซนติเมตร) ลางคอลัมน
ดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa อัตราไหล 10 มิลลลิิตรตอชั่วโมง เกบ็
สารละลายหลอดละ 1 มิลลลิิตร จนคา A280 เขาใกลศนูย จากนั้นชะ
ดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ดวยอัตราเร็วเทาเดมิ 
และเก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร 
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รูปที่ 9  แบบแผนโปรตีนในโพลีอะครลิาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิแบบไมแปลง 
    สภาพของสารละลายเลคตินซึ่งทําใหบริสุทธ์ิโดยคอลัมน Fetuin-agarose  
    2 ครั้ง ซึ่งยอมเจลแบบซลิเวอร 

  แถวที่  1  โปรตีนมาตรฐาน 
  แถวที่  2  ซีรัม 
  แถวที่  3  สารละลายเลคตินพีค FF2 จากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
  แถวที่  4  สารละลายเลคตินพีค SF2 จากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2 
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คอลัมนชนิดนี้ทําใหมีการสูญเสียแอคทิวิทีของเลคตินไปมาก  อาจเปนเพราะ dextran ของ
คอลัมนสามารถจับไดดีกับเลคตินสวนที่เปนไกลโคโปรตีน  เน่ืองจากพบวาเลคตินของกุงแชบวย
มีสมบัติเปนไกลโคโปรตีน (Rittidach, 2006) ในงานวิทยานิพนธน้ีไดเลือกใชคอลัมน Fetuin-
agarose ที่ผานการใชมาแลวเปนขั้นตอนแรกในการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวย  

1.2  การแยกโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2 
  เน่ืองจากสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ซ่ึง
ผานการใชงานมาแลว ยังมีโปรตีนอ่ืนปนเปอนมาดวย (ผลขอ 1.1)  ดังน้ัน งานวิทยานิพนธน้ีจึง
ไดทําใหเลคตินบริสุทธิ์ตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose ใหมซ่ึงยังไมเคยใชงานมากอน เปน
ขั้นตอนที่สองของการทําใหเลคตินบริสุทธิ์  โดยนําสารละลายเลคตินพีค FF2 ปริมาณ 0.46 
มิลลิกรัม ที่ไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ไปแยกตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose 
ใหม แลวลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa พบวามีโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค คือพีค SF1   
ที่ไมมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย ดังแสดงผลในรูปที่ 10 เม่ือลางคอลัมน
ตอดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน  พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาอีก 1 พีค      
(พีค SF2) เม่ือรวมสารละลายหลอดที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายสูง
เขาดวยกัน  ไดแอไลซและทําใหเขมขน พบวาสารละลายเลคตินพีค SF2 มีปริมาณโปรตีน 
0.104 มิลลิกรัม คิดเปน 0.0001% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน และมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงกระตาย 16,640 หนวย และ 15,865 หนวย/มก.โปรตีน คิดปริมาณเลคตินที่แยกได 
25% และมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,898 เทา ของซีรัมเลคตินเริ่มตน ตามลําดับ ดังแสดงผลใน
ตารางที่ 3 การแยกสารละลายเลคตินพีค SF2 ตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose ใหมครั้งที่ 2 น้ีมี
ประสิทธิภาพของการแยกไมตางจากการแยกสารละลายเลคตินพีค FF2 ตอดวยคอลัมน 
Superose 12 FPLC ที่แยกเลคตินไดโดยมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,890 เทาของซีรัมเลคติน
เริ่มตน (Rittidach et al., 2007) แตมีขอดีกวา 2 ประการคือ ประการแรก การแยกเลคตินดวย
การผานคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้งสามารถแยกเลคตินบริสุทธิ์ได yield (25%) มากกวาการ
แยกสารละลายพีค FF2 ตอดวยคอลัมน Superose 12 FPLC ซ่ึแยกเลคตินบริสุทธิ์ได 15.9% 
ของซีรัมเลคตินเริ่มตน (Rittidach et al., 2007) และประการที่สอง วิธีการในงานวิทยานิพนธน้ี
ดีกวาการใชคอลัมน Superose 12 FPLC ซ่ึงมีขนาดใหญและปรับปริมาณไมได ดังน้ันในการใช
คอลัมน Superose 12 FPLC  แตละครั้งตองใชสารละลายเลคตินพีค FF2 ปริมาณมาก  ซ่ึงได
จากการรวมสารละลายเลคตินพีค FF2 ที่ผานการแยกดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
หลาย ๆ คอลัมนเขาดวยกัน  ในขณะที่การแยกสารละลายเลคตินพีค FF2 ตอดวยคอลัมน 
Fetuin-agarose ใหมครั้งที่ 2  สามารถปรับปริมาณเจลหรือขนาดคอลัมนที่ใชตามปริมาณ
สารละลายเลคตินพีค FF2 ที่มี  
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 รูปที่ 10   การแยกสารละลายเลคตนิพีค FF2 ที่ไดจากคอลัมน Fetuin-agarose 
    ครั้งที่ 1 ดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2  
              นําสารละลายเลคตนิเขมขนพีค FF2 จากคอลัมน Fetuin-agarose 

ปริมาณโปรตีน 0.46 มิลลิกรัม ไปแยกตอดวยคอลมัน Fetuin-agarose 
ใหม (1x12.7 เซนตเิมตร) ลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa ดวยอัตรา
ไหล 10 มิลลลิิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.8 มิลลิลติร จนคา 
A280 เขาใกลศูนย จากนั้นชะดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม 
ดวยอัตราเรว็เทาเดิม และเก็บสารละลายหลอดละ 0.8 มิลลิลติร 
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  เม่ือนําสารละลายเลคตินพีค SF2 ไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ  ปรากฏแถบเลคตินเพียงแถบเดียวจากการยอมโปรตีน
แบบซิลเวอร (รูปที่ 9 แถวที่ 4) บงชี้วาสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose 
ใหมครั้งที่ 2 บริสุทธิ์ และแสดงใหเห็นวาการใชโครมาโทกราฟแบบจําเพาะมีประสิทธิภาพในการ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์ไดดีกวาโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน  ซ่ึงคลายกับการใชคอลัมน 
erythrocyte stroma ที่ตรึงกับ Sephadex G-25 ในการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุงกาม 
กรามซึ่งเปนการแยกเพียงขั้นตอนเดียวก็ไดเลคตินบริสุทธิ์ (Vazquez et al., 1993)  สวนการ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากแหลงอ่ืน อาจผานหลายขั้นตอน เชนการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุง
กุลาดําอาศัยคอลัมน Fetuin-agarose, Superose 12 และ Mono-Q ตามลําดับ (Ratanapo and 
Chulavatnatol, 1992) หรือการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของเพรียงหัวหอม (ascidian) ตองใช
คอลัมน DEAE-cellulose, Sephacryl S-200, Sephacryl S-300 และ Sepharose 4B ตามลําดับ 
จึงจะแยกไดเลคตินบริสุทธิ์ (Schluter and Ey, 1989)  ดังน้ันการใชโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ
โดยคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้ง จึงเปนแนวทางใหมในการทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากซีรัมของ
กุงแชบวยไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
2.  การกระจายของเลคตินในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงแชบวย 

จากการศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตาง ๆ โดยทําการสกัดเนื้อเยื่อ
ของกุงที่จับจากธรรมชาติตัวอยางชุดเดียวกัน ไดแก ตับ กระเพาะ ลําไส หัวใจ รังไข และ
กลามเนื้อ  สําหรับฮีโมลิมฟไดเตรียมแยก 2 แบบ คือเตรียมเปนซีรัม (ตามวิธีการขอ 1)         
ฮีโมลิมฟอีกสวนผสมกับสารกันเลือดแข็งตัว แลวเซนตริฟวจแยกเซลลฮีโมไซทออกไปเตรียม
เปนสารสกัดฮีโมไซท (ตามวิธีการขอ 3) และสวนใสคือพลาสมาไดนําไปไดแอไลซเอาสารกัน
เลือดแข็งตัวออก แลวนําซีรัม พลาสมา และสารสกัดเนื้อเยื่อตาง ๆ เหลานี้ไปหาแอคทิวิทีของ  
เลคตินและปริมาณโปรตีน ไดผลพบวาซีรัมมีแอคทิวิทีรวมของเลคตินมากที่สุด (15,600 หนวย) 
รองลงมาคือสารสกัดตับ รังไข กระเพาะ และลําไส  ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 4 ไมพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในสารสกัดฮีโมไซทและกลามเน้ือ เม่ือคิดเปนคาแอคทิวิทีจําเพาะก็มีผล
ทํานองเดียวกัน ยกเวนสารสกัดรังไข (38.18 + 4.28 หนวย/มก.โปรตีน) ที่มีคามากกวาสารสกัด
ตับ (26.12 + 3.77 หนวย/มก.โปรตีน) (ตารางที่ 4) สําหรับพลาสมาพบวามีแอคทิวิทีของ      
เลคตินเทากับในซีรัม (ไมไดแสดงผลไว) แสดงวาสารกันเลือดแข็งตัวที่ใชในขั้นตอนการแยก
เซลลฮีโมไซทไมมีผลตอแอคทิวิทีของเลคตินในพลาสมา การไมพบแอคทิวิทีของเลคตินในสาร
สกัดฮีโมไซทและกลามเนื้อบงบอกไดวาเซลลฮีโมไซทและกลามเน้ืออาจไมใชเน้ือเยื่อเปาหมาย
ของการทํางานของเลคตินในกุง และเลคตินอาจไมไดถูกสังเคราะหโดยกลามเนื้อ ซ่ึงสอดคลอง
กับการที่ไมเคยมีรายงานการสังเคราะหเลคตินโดยกลามเนื้อมากอน  ในกุง  Fenneropenaeus  
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chinensis พบการแสดงออกของ mRNA ของยีนเลคตินชนิด C ในเซลลฮีโมไซท (Liu et al., 
2007) บงชี้วาเซลลฮีโมไซทเปนแหลงสังเคราะหเลคตินในกุงชนิดนี้ แตการไมพบแอคทิวิที
ของเลคตินในสารสกัดฮีโมไซทของกุงแชบวย อาจเปนไดที่เซลลฮีโมไซทสังเคราะหเลคตินแลว
หลั่งออกนอกเซลล ขณะนี้นางสาวอรณิชา รัตนาภรณ นักศึกษาปริญญาเอกในที่ปรึกษาของ 
รศ. ดร. ประภาพร อุทารพันธุ กําลังศึกษาการโคลนยีนเลคตินและการแสดงออกของยีนเลคติน
ในกุงแชบวย ซ่ึงจะชวยทําใหขอสรุปเหลานี้ชัดเจนขึ้น สวนการพบแอคทิวิทีของเลคตินในสาร
สกัดตับมากเปนอันดับ 2 รองจากซีรัม (735.46 หนวย หรือคิดเปน 4.71% ของเลคตินในซีรัม) 
อาจเปนไดที่ตับซ่ึงเปนอวัยวะสําคัญทําหนาที่ในการสรางโปรตีนตาง ๆ อาจเปนแหลง
สังเคราะหเลคตินดวยเชนกัน แลวหลั่งเลคตินออกสูฮีโมลิมฟซ่ึงทําหนาที่เสมือนกระแสเลือดเพ่ือ
ใชในกระบวนตาง ๆ เชนการปองกันตนเองของกุงตอสิ่งแปลกปลอมที่มาบุกรุก ปจจุบันยังไม
เคยมีรายงานการศึกษายีนเลคตินที่จําเพาะตอกรดไซอะลิค แตมีรายงานฉบับแรกของการศึกษา
ยีนเลคตินในกุงกุลาดําซึ่งเปนยีนเลคตินที่จําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรด  แตไมไดกลาวถึง
แหลงสังเคราะหเลคตินไว (Luo et al., 2006) 
 สําหรับรังไขพบวามีแอคทิวิทีของเลคตินในปริมาณที่คอนขางสูงรองลงมาจาก
ในตับ (270.66 หนวย หรือคิดเปน 1.73% ของเลคตินในซีรัม) (ตารางที่ 4) สอดคลองกับการ
พบแอคทิวิทีของเลคตินในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายที่เพ่ิมสูงขึ้นตามระยะพัฒนาการ
เจริญพันธุของรังไขกุงแชบวย ที่ไดเคยรายงานไวในงานวิทยานิพนธของ Rittidach (2006) อาจ
เปนไดที่เลคตินในรังไขทําหนาที่ปองกันไขที่เจริญพันธุและถูกปลอยออกเพ่ือการผสมพันธุตอไป 
ดังเชนการพบระดับเลคตินในนํ้าในโพรงลําตัวของเพรียง (acorn barnacle, Megabalanus 
rosa) สูงขึ้นแปรผันตามระยะพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขและพบมีคาสูงสุดเม่ือไขแก 
(Muramoto et al., 1991) นอกจากนี้ แอนติบอดีตอเลคตินของกุงกุลาดําเกิดปฏิกิริยากับสาร
สกัดรังไขได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990) บงชี้วาเลคตินมีโครงสรางโปรตีนสัมพันธ
ดานการเปนแอนติเจนกับโปรตีนในสารสกัดรังไขของกุงกุลาดํา  

เน่ืองจากกระเพาะและลําไสของกุงมีขนาดเล็กมาก ไมสามารถแยกเฉพาะเซลล
เน้ือเยื่อของทั้ง 2 สวนออกมาศึกษาได ดังน้ันการพบแอคทิวิทีของเลคตินในสารสกัดกระเพาะ
และลําไสอาจเปนผลมาจากการที่กุงซ่ึงใชในการศึกษาที่จับมาจากทะเลอาจกินอาหารที่มีเลคติน
เปนองคประกอบอยูกอนแลว 
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3.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V.  harveyi ที่เลี้ยงบนอาหาร 
 แข็ง TSA 
   เพ่ือศึกษาการตอบสนองของกุงแชบวยตอการติดเชื้อกอโรค V. harveyi ไดทํา 
การศึกษาในสองประเด็นคือ การตอบสนองตามเวลาหลังการฉีดเชือ้ และตามปริมาณแบคทีเรยี
ที่ใชฉีด รวมทั้งเพ่ือหาปริมาณเชื้อที่เหมาะสมที่กระตุนใหกุงตอบสนองไดดีที่สุดในชวงเวลาที่ทํา 
การศึกษา โดยในขอน้ีไดใชแบคทีเรีย V.  harveyi  ที่เลีย้งบนอาหารแข็งเปนตวักระตุน 

3.1 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามเวลาหลังการฉีดกุงดวย 
V. harveyi   

 จากการติดตามแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยที่ฉีดดวย V. harveyi 
ปริมาณ 3 x 107  เซลลตอตัวกุง แลวเก็บฮีโมลิมฟที่เวลากอนฉีดและที่เวลาตางๆ หลังการฉีด 
พบวาแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินเพ่ิมขึ้นตามเวลา
ตอบสนองตอการติดเชื้อ (รูปที่ 11)  โดยมีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 (7,880 + 72 
หนวย/มล.) เปน 11,505 + 62 หนวย/มล. ณ ชั่วโมงที่ 6  และเพิ่มสูงสุดเปน 19,070 + 44 
หนวย/มล. ณ ชั่วโมงที่ 12  จากนั้นมีคาลดลงตามลําดับ ณ ชั่วโมงที่ 18 (11,347 + 40 หนวย/
มล.) และ 24 (10,874 + 44 หนวย/มล.) ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 5  เม่ือเปรียบเทียบ
การเปลี่ยนแปลงของแอคทิวิทีที่ชั่วโมงอ่ืนๆ กับชั่วโมงที่ 0 (กอนฉีด) พบระดับแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นเปน 1.46 เทา ที่ชั่วโมง 6 และเพิ่มมากสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  
99% เปน 2.42 เทา ที่ชั่วโมง 12 จากนั้นลดลงที่ชั่วโมง 18 และ 24 เปน 1.44 และ 1.38 เทา 
ตามลําดับ (ตารางที่ 5 และรูปที่ 11) สวนแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือพบวามีระดับเปลี่ยนแปลงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ชั่วโมงตาง ๆ ดังกลาว ดัง
แสดงผลในรูปที่ 11 และตารางที่ 5  
 ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาระดับเลคตินในฮีโมลิมฟถูกกระตุนใหเพ่ิมขึ้น
จากแบคทีเรียกอโรค โดยกุงมีการตอบสนองตอเชื้อกอโรคที่รุกรานในชวงหลังฉีดแบคทีเรียดวย
การหลั่งหรือสังเคราะหเลคตินเพ่ิมขึ้นใน 6-12 ชั่วโมง เพ่ือชวยในการยับยั้งการรุกรานของ
แบคทีเรีย หลังจากนั้นระดับของเลคตินลดลงอาจเปนพราะกุงออนแอลงเพราะปริมาณเชื้อที่ใช
ฉีดมากเกินกวาความสามารถของกุงที่จะกําจัดไดหมด รวมทั้งกุงอาจใชสารอาหารที่จําเปนใน
การสรางโปรตีนที่ใชในระบบปองกันตนเอง เชนเลคติน ไปมากเกินกวาจะสรางไดเพ่ิมอีกตอไป 
เพราะพบวาหลังการฉีดเชื้อ 6 ชั่วโมง เปนตนไป กุงจะไมกินอาหาร แสดงอาการออนเพลีย เริ่ม
วายน้ํานอยลง บางตัวจะนอนนิ่ง ๆ และตายหลัง 24 ชั่วโมง  
 
 
 



 55

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0 6 12 18 24

Hour after injection

He
ma

gg
lut

ina
tio

n (
fol

d o
f U

/m
l)

V. harveyi

control

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตางๆ หลังการ 

 ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi   
                                     กุงฉีดดวยเชื้อ V. harveyi ตัวละ 3x107 เซลล (N=5) 
  กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ (N=7) 
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ตารางที่ 5  แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม ณ เวลาตางๆ หลงัการฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  

 
Time after Injection 
injection Control (0.85% NaCl), N=7 V. harveyi, N=5 
(hour) Activity (U/ml) Fold Activity (U/ml) Fold 

0   7,680 ± 45 1.00   7,880 ± 72 1.00 
6         8,678 ± 21 1.13 11,505 ± 62 1.46 
12         8,294 ± 17 1.08       19,070 ± 44   **2.42 
18         7,680 ± 0 1.00       11,347 ± 40 1.44 
24         7,680 ± 0 1.00 10,874 ± 44 1.38 

 
ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานทีไ่ดจากการทดลอง 2 ครั้ง 
**เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 
กุงที่ฉีดเชื้อ V. harveyi (ตัวละ 3 x 107 เซลล) แสดงผลการติดเชื้อในตับ 
กุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือ ไมแสดงผลการติดเชื้อในตับ 
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3.2 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. Harveyi  
ที่ฉีดในชวง 2-5 x 107 เซลล/ตัวกุง 

จากการกระตุนกุงแชบวยใหติดเชื้อโดยการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi แบบ  
active และเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณตางๆ ในชวง 2-5 x 107 เซลลตอตัวกุง เพ่ือหา
ปริมาณเชื้อที่เหมาะสมในการกระตุนใหกุงตอบสนองไดอยางชัดเจน แลวติดตามระดับของ     
เลคตินในซีรัมที่เวลา 0, 6 และ 12 ชั่วโมง ซ่ึงเปนชวงเวลาที่มีการเพิ่มขึ้นของแอคทิวิทีของ     
เลคตินอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 11) จากการทดลองนี้พบผลมีแนวโนมในทํานองเดียวกันคือ
จํานวนเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดทุกปริมาณ (ในชวง 2-5 x 107 เซลล/ตัวกุง) ทําใหแอคทิวิทีของ 
เลคตินในซีรัมซ่ึงคิดเปนหนวยตอมิลลิลิตรของซีรัม มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (กอน
ฉีด) ของกุงแตละชุดทดลอง และเพิ่มสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง (รูปที่ 12 และ ตารางที่ 6) นอกจากนี้
จากการสุมตรวจพบวากุงที่ฉีด V. harveyi เหลานี้แสดงอาการติดเชื้อในตับ สวนแอคทิวิทีของ  
เลคตินในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือมีระดับเพ่ิมขึ้นเล็กนอยอยางไมมีนัยสําคัญใน
ชวงเวลาเดียวกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 6 และรูปที่ 12 และไมแสดงอาการติดเชื้อในตับ 

เม่ือเปรียบเทียบจํานวนเทาของระดับเลคตินที่เปลี่ยนไปในซีรัมเทียบกับของ
ชั่วโมง 0 กอนฉีด ของกุงแตละชุดที่ฉีดเชื้อปริมาณตาง ๆ กัน พบวาการฉีด V. harveyi ดวย
ปริมาณ 2 x 107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง ทําใหแอคทิวิทีของเลคตินเพ่ิม 
ขึ้นเปน 1.45, 1.46, 1.30 และ 2.25 เทา ตามลําดับ ที่ 6 ชั่วโมงหลังการฉีด  และเพิ่มสูงสุด
อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  99% เปน 2.12, 2.42, 3.46 และ 4.00 เทา ตามลําดับ ที่ 12 
ชั่วโมงหลังการฉีด (รูปที่ 12 และตารางที่ 6)  จะเห็นไดวาการเพิ่มของแอคทิวิทีของเลคตินใน
ซีรัมแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพิ่มสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง   
(รูปที่ 12)  
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รูปที่ 12   แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ  
V. harveyi  ปริมาณ 2-5 x 107 เซลล/ตัวกุง   

กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ (N=7) 
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ในการคํานวณหาคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในกุงเหลานี้ขางตน โดย
เปรียบเทียบคาในกุงแตละชุดทดลองกับคากอนฉีด (0 ชั่วโมง)  พบวาในกุงชุดควบคุมมีคาแอค 
ทิวิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญเปน 1.23 และ 1.36 เทา ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับคาแอคทิวิทีจําเพาะของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 7) ทั้งน้ี
เพราะพบวาปริมาณโปรตีนในซีรัมมีคาคอย ๆ ลดลงตามเวลา (ไมไดแสดงผลไว) แมแอคทิวิที
ของเลคติน (หนวย/มล.ซีรัม) ของตัวอยางเดียวกันไมเปลี่ยนแปลงตามเวลา (ตาราที่ 6) จึงสงผล
ทําใหคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเพ่ิมขึ้น การที่โปรตีนในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือมีปริมาณลดลงตามเวลา ไมสามารถบอกสาเหตุที่แทจริงไดซ่ึงกําลังอยูในระหวาง
การศึกษาตอไป สวนหนึ่งอาจเปนเพราะกุงกินอาหารนอยกวาปกติตลอดชวงเวลาที่ทดลองจึง
ไมไดสังเคราะหโปรตีนเพ่ิมเติมและอาจเปนผลจากการเจาะฮีโมลิมฟทุก 6 ชั่วโมง ประกอบดวย 
ในทํานองเดียวกัน พบวาโปรตีนในซีรัมของกุงชุดทดลองทุกชุดที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi มี
ปริมาณลดลงตามเวลาในอัตราที่ไมตางจากของชุดควบคุม บงชี้วาการฉีดเชื้อไมไดเปนสาเหตุที่
ทําใหปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงแชบวยลดลงตามเวลาที่ศึกษา ในทํานองเดียวกันการลดลง
ของปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงที่ฉีด V. harveyi ทุกปริมาณ สงผลทําใหคาแอคทิวิทีจําเพาะ 
(หนวย/มก.โปรตีน) ของเลคตินในกุงเหลานี้มีคาเพิ่มสูงกวาระดับแอคทิวิที (หนวย/มล.ซีรัม) 
ของเลคติน ดังแสดงผลในตารางที่ 7 กลาวคือ แอคทิวิทีจําเพาะของกุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 2 x 
107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีคาเพิ่มขึ้นเปน 1.83, 1.98, 1.38 และ 2.54 
เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 และเพิ่มสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่
ความเชื่อม่ัน 99% เปน 3.07, 3.34, 4.26 และ 4.71 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุด
เดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 เชนกัน จะเห็นไดวาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมมีคาเพิ่มขึ้นโดย
แปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง 
(ตารางที่ 7)  
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3.3 ผลของขนาดกุงตอการเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม 
ของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. Harveyi  

  เพ่ือศึกษาผลการตอบสนองของการฉีดเชื้อ V. harveyi ในกุงที่มีขนาดตางกัน 
โดยแบงกุงเปน 3 ขนาด คือกุงขนาดเล็กมีนํ้าหนัก 15-25 กรัม กุงขนาดกลางมีนํ้าหนัก 26-35 
กรัม และขนาดใหญมีนํ้าหนัก 36-50 กรัม  จากนั้นฉีดกุงทั้ง 3 กลุม โดยแตละกลุมฉีดดวยเชื้อ  
V. harveyi ที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ในปริมาณเทากันคือ 5 x 108 และ 5 x 109 
เซลล/ตัวกุง พบวาหลังการฉีดเชื้อทั้ง 2 ปริมาณ ณ ชั่วโมงที่ 6 หลังการฉีด กุงขนาดใหญและ
ขนาดกลางยังเปนปกติไมคอยแสดงอาการติดเชื้อ สวนกุงขนาดเล็ก มีอาการออนเพลีย บางตัว
นอนนิ่งหรือบางตัวเริ่มวายน้ําไรทิศทาง ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด กุงขนาดเล็กมีอาการ
ออนแอมากเห็นไดชัดตามปริมาณเชื้อที่ฉีดและเริ่มทยอยตาย สวนกุงขนาดใหญและขนาดกลาง
เริ่มมีอาการออนแอ แตเม่ือนําซีรัมของกุงทั้ง 3 ชุด มาทดสอบหาไตเตอรของเลคติน พบวา
ระดับแอคทิวิทีมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเทาๆ กันที่ 6 และ 12 ชั่วโมง ในกุงแตละชุด (ไมไดแสดงผลไว) 
บงชี้วาการตอบสนองของกุงที่มีขนาดตางกันตอปริมาณเชื้อเดียวกันไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ  ดังน้ันในการทดลองทั้งหมดในงานวิทยานิพนธน้ีจึงไดใชกุงขนาดกลาง (นํ้าหนัก    
26-35 กรัม) เพราะซื้อหาไดงายกวากุงขนาดใหญและสามารถติดตามการทดลองไดตลอด
ชวงเวลาที่ศึกษา 0-24 ชั่วโมง ดีกวากุงขนาดเล็ก 

3.4 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. Harveyi  
ที่ฉีดในชวง 5 x 106 – 5 x 109 เซลล/ตัวกุง 

  จากการฉีดกุงดวย V. harveyi ที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ใน
ปริมาณ 2-5 x 107 เซลลตอตัวกุง  พบวาแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมแปรผันตามปริมาณเชื้อ   
V. harveyi ที่ใชฉีดและเพิ่มสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (รูปที่ 12) เพ่ือหาปริมาณเชื้อ 
V. harveyi ที่มากกวาปริมาณดังกลาวในการกระตุนใหกุงตอบสนองไดมากขึ้น จึงไดลองฉีด    
กุงขนาดกลางดวย V. harveyi ชนิดเดิม แตใชปริมาณในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ    
5 x 109 เซลล/ตัวกุง ไดผลดังแสดงในตารางที่ 8 โดยพบวาแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่
ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง มีคาเพิ่มขึ้น
อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95-99% เปน 2.00, 2.25, 2.67 และ 2.72 เทา ตามลําดับ เม่ือ
เทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 13) และเพิ่มสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความ
เชื่อม่ัน  99% เปน 3.33, 4.00, 4.50 และ 5.43 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน 
ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 13) แตมีแอคทิวิทีลดลง ณ  18 ชั่วโมง หลังการฉีด โดยมีคาเพิ่มอยางมี
นัยสําคัญ (ที่ความเชื่อม่ัน  95%) เปน 1.77, 1.83, 1.77 และ 1.75 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับ
ของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 8 และรูปที่ 13) จะเห็นไดวากุงทดลองทั้ง 4 ชุด มี 
การตอบสนองตอเชื้อในทํานองเดียวกันคือมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 
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และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมง 12 จากนั้นมีคาลดลงในชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด (รูปที่ 13) และเชนเดิม
การฉีดกุงดวยน้ําเกลือไมทําใหระดับของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาที่ทดลอง 
  นอกจากนี้กุงมีการตอบสนองตอปริมาณเชื้อที่ใชฉีดอยางมีนัยสําคัญ โดยพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุด
เม่ือใชเชื้อ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง (รูปที่ 13E และตารางที่ 8)   ดังจะเห็นไดวาคาแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมของกุงชุดนี้มีการเพิ่มขึ้นมากกวาชุดอ่ืน ณ ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด และ
ลดลงอยูในระดับที่ใกลเคียงกันที่ชั่วโมงที่ 18 ดังน้ันการฉีดกุงดวย V. harveyi   ที่เลี้ยงบน
อาหารแข็ง TSA ปริมาณ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมที่ทําใหกุงติดเชื้อและ
ตอบสนองไดดี รวมทั้งไมทําใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง ที่ทําการศึกษา 
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รูปที่ 13   แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดเชื้อ V. harveyi  ปริมาณ  

5 x 106 - 5 x 109 เซลล/ตวักุง  
กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ 
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เม่ือพิจารณาเปนคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมของกุงทั้งหมดที่กลาว
ขางตน พบวาการฉีดกุงดวย V. harveyi ปริมาณ 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล
ตอตัวกุง มีแนวโนมเชนเดียวกับคาแอคทิวิทีของเลคติน (หนวย/มล.ซีรัม) กลาวคือในแตละชุด
ของกุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินมีรูปแบบแผนที่เหมือนกัน คือมีคา
เพ่ิมมากขึ้นที่ 6 ชั่วโมง และเพิ่มมากที่สุดที่ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นมีคาลดลงในชั่งโมงที่ 18 
หลังการฉีด (ตารางที่ 9) เชนการฉีดกุงปริมาณ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง จะมีแอคทิวิทีจําเพาะ ณ 
ชั่วโมงที่ 0, 6, 12 และ 18 เปน 55.71 + 10.19, 181.51 + 10.51, 466.03 + 15.60 และ 
125.06 + 10.51 หนวย/มก.โปรตีน ตามลําดับ หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่เพ่ิมขึ้น
เปน 1, 3.25, 8.36 และ 2.24 เทา ตามลําดับ ซ่ึงความแตกตาง ณ เวลาตาง ๆ น้ี เปนคาที่มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% (ตารางที่ 9)  

นอกจากนี้ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเปรียบเทียบที่เวลาเดียวกันหลัง
การฉีด จะมีคาเพิ่มขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชฉีด ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 9 ดังเชน ณ ชั่วโมงที่ 12 
หลังการฉีด กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง มี
แอคทิวิทีจําเพาะเปน 227.55 + 4.40, 282.70 + 0, 342.53 + 7.07 และ 466.03 + 15.60 
หนวย/มก.โปรตีน หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่เพ่ิมขึ้นเปน 4.00, 4.71, 5.94 และ 
8.36 เทา ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เม่ือเทียบ
กับของกุงชุดควบคุมซ่ึงมีคาแอคทิวิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญ (87.00 + 2.90 หนวย/
มก.โปรตีน, 1.36 เทา) เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (64.03 + 8.56 หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) 
(ตารางที่ 9) ดังไดกลาวแลววากุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณมีคาโปรตีนในซีรัมลดลงตามเวลาหลัง
การฉีด และมีอัตราการลดที่ไมตางจากของกุงชุดควบคุม 

ลักษณะการตอบสนองของเลคตินจากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ทุก
ปริมาณไมวาในชวง 2 x 107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (ผลในขอ 3.2) หรือ
ในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง (ผลในขอ 3.4) มีรูปแบบ
เชนเดียวกัน กลาวคือเลคตินในซีรัมมีแอคทิวิที (หนวย/มล.ซีรัม) เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่
ความเชื่อม่ัน 95% เปน 1.30 - 2.72 เทา ที่ 6 ชั่วโมง หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 กอน
การฉีด และมีคาเพิ่มสูงสุด (อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99%) เปน 2.12 - 5.43 เทา ณ 
ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0   จากนั้นจะมีแอคทิวิทีลดลงเปน 1.75 - 1.83 
เทา ณ ชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 และลดลงสูระดับใกลเคียงกับชั่วโมงที่ 
0 เม่ือวัด ณ ชั่วโมงที่ 24 หลังการฉีด (ไมไดแสดงผลไว)  บงชี้วาการกระตุนใหกุงแชบวยติดโรค
โดยการฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi  กุงจะปองกันตนเองดวยการตอบสนองโดยการหลั่ง     
เลคตินออกสูฮีโมลิมฟโดยพบแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม (ฮีโมลิมฟ) เพ่ิมขึ้นตามเวลาที่ 6 และ 
12 ชั่วโมง และ/หรือกุงมีตอบสนองการติดโรคดวยการสังเคราะหเลคตินในชวงเวลา 6-12 
ชั่วโมงหลังการฉีด  ทั้งน้ีเพราะพบวาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินมีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญใน   
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ชวงเวลาดังกลาว  ในขณะที่โปรตีนอ่ืนในฮีโมลิมฟมีปริมาณลดลงอันเนื่องมาจากการอดอาหาร
มากกวาเปนผลมาจากการติดเชื้อ หรือกุงอาจหยุดสรางโปรตีนอ่ืนที่ใชในการดํารงชีวิตชั่วคราว
เพ่ือสังเคราะห pathogen-related protein เชนเลคตินเพ่ือปองกันตนเองและตอสูกับแบคทีเรีย
ที่มารุกราน ซ่ึงสอดคลองกับผลงานของ Rittidach (2006) ที่รายงานวาปริมาณโปรตีนของ     
เลคตินในฮีโมลิมฟซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี ELISA (emzyme-linked immunosorbent assay)  มีคา
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95% เปน 73.12 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม (1.5 เทา) และ 
99.23 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม (2.0 เทา) ที่ชั่วโมง  6 และ 12 ตามลําดับ เม่ือเทียบกับเวลา 0 กอน
การฉีด (48.55 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม, 1 เทา) ในกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  1.38 x 108 เซลล/
ตัวกุง แตเน่ืองจากเลคตินในฮีโมลิมฟมีโปรตีนปริมาณนอยมาก เม่ือเทียบกับปริมาณโปรตีนอ่ืน
ทั้งหมดในฮีโมลิมฟ (ตารางที่ 3) ดังนั้นจึงพบปริมาณโปรตีนรวมในซีรัมมีคาลดลงตามเวลาที่
ศึกษา  เปนการยากที่จะเทียบผลการทดลองการตอบสนองของเลคตินกับงานของผูอ่ืนหรือใน
กุงชนิดอ่ืน เพราะยังไมเคยมีรายงานการทดลองในลักษณะเชนน้ี แตอยางไรก็ตามผลการ
ทดลองจากงานวิทยานิพนธน้ีและของ Rittidach (2006) บงชี้วาเลคตินมีบทบาทในการปองกัน
ตนเองของกุงแชบวยตอการติดเชื้อกอโรคเพราะมีทั้งแอคทิวิทีและปริมาณโปรตีนของเลคติน
เพ่ิมขึ้นตามเวลาหลังการติดเชื้อและตามปริมาณเชื้อที่ใชฉีดกระตุน คลายกับการพบปริมาณ
ของเลคตินในซีรัมของกุงกุลาดําที่เพ่ิมขึ้นจากการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรคที่วิเคราะหดวยการทํา 
immunoblotting โดยพบแถบเลคตินมีความเขมมากขึ้นในกุงที่ติดเชื้อกอโรค V. vulnificus 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1992) ในทํานองเดียวกับการกระตุนแอคทิวิทีของเลคตินใน
หอยนางรม Pacific oyster Crassostrea gigas ดวยแบคทีเรีย Vibrio anguillarum (Hardy et 
al., 1977) และในแมลง fresh fly (Sarcophaga peregrina) ที่มีระดับเลคตินในฮีโมลิมฟสูงขึ้น
สัมพันธกับการเกิดบาดแผลของผนังลําตัว (Komano et al., 1980) จากรายงานเหลานี้แสดง
บทบาทของเลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่เกี่ยวของกับระบบการปองกันตนเองตอการติด
เชื้อหรือตอสิ่งแปลกปลอม  
  เลคตินของกุงแชบวยที่ศึกษาในงานวิทยานิพนธน้ีเปนชนิดที่มีความจําเพาะตอ
กรดไซอะลิคและน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เชน NAcGlc, NAcGal, NAcMan   
เปนตน (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) เชนเดียวกับเลคตินในสัตวกลุม  
ครัสเตเชียนสวนมากที่มีความจําเพาะตอกรดไซอะลิคและน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ 
นํ้าตาลเหลานี้มักพบบนผนังเซลลหรือผิวของสิ่งมีชีวิตชั้นต่ํา เชน แบคทีเรียแกรมลบเปนสวน
ใหญ (Kowal et al., 2001) ซ่ึงรวมถึงเซลลของ V. harveyi  ดวย ดังน้ันเลคตินที่สามารถจับ
จําเพาะกับกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติล ยอมเกี่ยวของตอการจดจําเพื่อปองกันตนเอง
จากเซลลจุลชีพที่บุกรุกซึ่งมีนํ้าตาลเหลานี้บนผิวเซลลได โดยผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ
ประกอบดวยรูปแบบที่เฉพาะตัวหรือ PAMPs ตางๆ (Hao wang et al., 2007; Janeway and 
Medzhitov, 2002) เชน มีลิโพโพลีแซคคาไรดที่มี 9-0- sialoglyconjugate ทางปลาย หรือมี    
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2-keto-3-deoxy-octonate ในสวนกลางที่มีกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลประกอบอยู 
(Cominetti et al., 2002)  บงชี้วาเลคตินจากกุงแชบวยนาจะจับอยางจําเพาะกับผนังเซลลของ 
V. harveyi บริเวณที่มีกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เม่ือฉีดกุงแชบวย
ดวยเชื้อ V. harveyi  ในบริมาณที่เหมาะสมจึงพบแอคทิวิทีของเลคตินและปริมาณโปรตีนของ  
เลคตินในฮีโมลิมฟเพ่ิมขึ้น (Rittidach, 2006) ตามเวลาหลังการติดเชื้อและตามปริมาณเชื้อที่ใช
ฉีดกระตุน แสดงใหเห็นวาเมื่อเชื้อกอโรค V. harveyi บุกรุก กุงจะคอยๆ ตอบสนองโดยสรางสาร
ในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเพื่อตอตาน เลคตินเปนโปรตีนที่สามารถจดจําโมเลกุลตางๆ 
หรือเปน pathogen-related protein ที่สําคัญชนิดหนึ่งของระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด มีการสราง
เพ่ิมขึ้นและมีแอคทิวิทีสูงขึ้นเพ่ือทําการเกาะกลุมเซลลแบคทีเรียที่เพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็วเม่ือ
เวลาผานไปหลังการฉีด ความเปนไปไดของเลคตินในระบบภูมิคุมกันของกุงคือเกาะกลุม
แบคทีเรียกอโรคหรือเซลลแปลกปลอม  แลวนําไปสูการทําลายเซลลแปลกปลอมดวยกิจกรรม
อ่ืนๆ โดยเลคตินจับกับเซลลแบคทีเรียแลวกระตุนใหเกิดกระบวนการออปโซนินซึ่งกระตุนให
เซลลเม็ดเลือดฮีโมไซทกําจัดเซลลแปลกปลอมตอดวยวิธีฟาโกไซโทซิส ดังที่พบในกุงกุลาดํา 
(Luo et al., 2006) หรือเกิดการหอหุม การสรางเมลานินเพ่ือยับยั้งการเติบโตของเชื้อ เปนตน 
ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานการศึกษาในกุงแชบวย 

 
4.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยจลุชีพชนิดตางๆ ที่เลี้ยงบนอาหาร 
 แข็ง TSA 

4.1 การเปลี่ยนแปลงของระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยจุลชีพ     
  จากผลการทดลองขางตน พบวาการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ปริมาณ 5x109 
เซลล/ตัวกุง  จะกระตุนแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมไดดีกวาปริมาณอ่ืน ๆ จากระดับกอนฉีด      
(0 ชั่วโมง) ใหเพ่ิมสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ณ ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 โดยไมทํา
ใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมในการกระตุนการติดเชื้อของกุงแชบวย 
ดังนั้นเพ่ือทดสอบความจําเพาะของเลคตินตอจุลชีพชนิดอ่ืน ไดทดลองฉีดแบคทีเรียชนิดอ่ืนซึ่ง
เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ที่ปริมาณเดียวกันน้ี โดยใชกุงทดลองตัวผูขนาดกลางจํานวน 5 ตัว ตอ
เชื้อแตละชนิด แลวเปรียบเทียบแอคทิวิทีของเลคตินที่เปลี่ยนแปลงไปหลังการฉีดเชื้อ กับของกุง
ชุดที่ฉีดดวย V. harveyi แบบ active  
  จากการทดลองในรูปที่ 14A และตารางที่ 10 พบวาเม่ือฉีดกุงแชบวยดวยเชื้อ
กอโรค V. harveyi แบบ active กุงแสดงอาการติดโรคชัดเจนคือวายน้ําอยางไรทิศทาง และ
คอยๆ ออนแอลง จากนั้นจะนอนนิ่งๆ และอาจตายกอน 24 ชั่วโมง เม่ือวัดคาแอคทิวิทีของ     
เลคตินในซีรัมที่ชั่วโมงตางๆ พบวามีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% ทั้งชั่วโมงที่ 
6 และ 12 เปน 2.72 และ 5.43 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับคากอนฉีด (0 ชั่วโมง) ซ่ึงตางจาก
การฉีดกุงดวย V. harveyi ที่ทําใหเปนแบบ inactive ซ่ึงกุงแสดงอาการติดเชื้อไมชัดเจน ออนแอ 
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      รูปที่ 14   แอคทิวิทีของเลคตินในซรัีมของกุงทีฉ่ีดแบคทีเรียหรือ WSSV 

  A-D กุงที่ฉีดแบคทีเรีย ตัวละ 5 x 109 เซลล 
  E กุงที่ฉีด WSSV ตัวละ 5 x 10-5 เทาของหัวเชื้อ 
  F กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ 
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ลงเล็กนอย วายน้ํานอยลง และมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นนอยกวา โดยมีแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เปน 1.46 และ 1.94 (อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95%) เทา 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 อาจเปนเพราะเลคตินยังสามารถจดจําตอคารโบไฮเดรตบน
ผิวเซลลของเชื้อ V. harveyi แบบ inactive ได แอคทิวิทีจึงเพ่ิมขึ้นเพ่ือกําจัดเซลลแบคทีเรียที่บุก
รุก แตเน่ืองจากเซลลแบคทีเรียแบบ inactive ไมมีการเพิ่มจํานวนหลังการฉีดเขาตัวกุง ดังน้ันจึง
อาจมีจํานวนไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงตอบสนองไดมากนัก จึงพบแอคทิวิทีของเลคตินมีคา
เพ่ิมขึ้นนอยกวาการฉีด V. harveyi แบบ active (ตารางที่ 10 และรูปที่ 14B) 
  เม่ือฉีดกุงดวยแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ V. cholerae พบวาหลังจากฉีด กุงมี
อาการออนแอลงเล็กนอย บางตัวมีอาการเปนปกติ ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 สาเหตุที่กุงออนแอลง
ทั้งๆ ที่ไมมีการติดเชื้อจากแบคทีเรียวิบริโอชนิดนี้ อาจเปนเพราะกุงถูกเจาะฮีโมลิมฟทุก 6 
ชั่วโมงทําใหออนเพลียจากการเสียเลือด เม่ือนําซีรัมไปหาไตเตอรและคํานวณหาแอคทิวิทีของ 
เลคตินพบวามีคาเพิ่มขึ้นไมมากนัก เม่ือเทียบกับแอคทิวิทีของเลคตินของกุงชุดที่ฉีดเชื้อกอโรค 
V. harveyi แบบ active โดยมีคาเพิ่มขึ้นเปน 1.75 และ 2.00 เทา ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เม่ือ
เทียบกับคากอนฉีด ดังแสดงผลในตารางที่ 10 และรูปที่ 14C 
  ในทํานองเดียวกัน เม่ือฉีดกุงดวยแบคทีเรียไมกอโรคและไมไดอยูในสกุลวิบริโอ 
คือ E. coli  ในขั้นตอนการเลี้ยงพบวาขนาดโคโลนีของ E. coli ใหญกวาขนาดโคโลนีของ         
V. harveyi ประมาณ 2 เทา และเม่ือเตรียม E. coli  ใหมีความเขมขนเปน 5x1010 เซลลตอ
มิลลิลิตร พบวามีความขุนมากกวาเชื้อ V. harveyi ที่ความเขมขนเดียวกันมาก ดังน้ันหลังจาก
ฉีดพบวากุงมีอาการออนแอลงอยางเห็นไดชัด คือนอนนิ่ง ไมวายน้ํา บางตัวนอนตะแคง ด้ิน
เล็กนอย และบางตัวตายกอนชั่วโมงที่ 12 เม่ือนําซีรัมไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตาย พบแอคทิวิทีของเลคตินมีคาเพิ่มขึ้นใกลเคียงกับกุงชุดที่ฉีด V. cholerae คือเพ่ิมขึ้น 
1.37 และ 2.23 เทา ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เม่ือเทียบกับแอคทิวิทีชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 10 และ
รูปที่ 14D) 
  เม่ือพิจารณาคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงชุดตางๆ เหลานี้ (ตารางที่ 
11) เน่ืองจากกุงที่ฉีดดวยน้ําเกลือหรือแบคทีเรียเหลานี้มีปริมาณโปรตีนในซีรัมลดลงตามเวลา
ในอัตราที่ไมแตกตางกันในระหวางแตละชุด ดังน้ันคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินที่หาไดจึงมีคา
เพ่ิมขึ้นที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง  เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0  ในทํานองเดียวกับคาแอคทิวิที 
(หนวย/มล.ซีรัม ดังแสดงในตารางที่ 10) แตมีคาเพิ่มขึ้นมากกวาเพราะตัวหารคือปริมาณโปรตีน
มีคาลดลงตามเวลา  แตเม่ือเปรียบเทียบแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินที่เวลา 12 ชั่วโมงหลังการ
ฉีด  ซ่ึงเปนเวลาที่เลคตินในซีรัมมีการตอบสนองมากสุดโดยมีคาเพิ่มขึ้นมากที่สุด ในระหวางกุง
ที่ฉีดดวยแบคทีเรียชนิดตาง ๆ โดยกําหนดใหแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงชุดควบคมุมีคา
เปน 1 เทา (คา #Fold ในตารางที่ 11) พบวาการฉีดกุงดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active 
จะกระตุนใหมีเลคตินเพ่ิมขึ้นมากที่สุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 6.15 เทา  สวน 
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แอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงที่ฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ inactive มีคาเพิ่มขึ้น 
1.99 เทา ทั้งน้ีเพราะแมเปนเชื้อกอโรค V. harveyi เชนกัน แตไมมีการเติบโตหลังการฉีดจึงมี
ปริมาณไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงสังเคราะหเลคตินเพ่ิมขึ้นเทาแบบ active สวนการฉีดกุงดวย
เชื้อไมกอโรค V. cholerae หรือ E. coli ใหผลใกลเคียงกันกับการฉีด V. harveyi แบบ inactive 
แมเลคตินของกุงแชบวยไมมีความจําเพาะตอ V. cholerae หรือ E. coli และไมสามารถทําให
แบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้เกาะกลุมได (Utarabhand et al., 2007) แตการที่คาแอคทิวิทีจําเพาะ
เพ่ิมขึ้นประมาณ  2 เทา อาจเปนเพราะกุงพยายามตอตานสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกซึ่งมีปริมาณ
มากและไมไดเปนเชื้อกอโรคไดในระดับหน่ึงเพ่ือการอยูรอดของตนเอง   ดังเชนที่มีการกระตุน
ปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟใหเพ่ิมขึ้นในปูมา Callinectes sapidus (Pauley, 1973) และใน 
Scylla serrata ดวยการฉีดดวยเม็ดเลือดแดงของคนและกระตาย (Mercy and Ravindranath, 
1994) 
  สวนการฉีดดวยไวรัสกอโรคตัวแดงดวงขาว WSSV (Lightner, 1999) ในกุง
แชบวย ดวยปริมาณตัวละ 1x10-5 เทาของปริมาณหัวเชื้อ ซ่ึงเปนปริมาณที่ใชในการกระตุนให
กุงกุลาดําเกิดโรค (กิจการ ศุภมาตย และคณะ, 2542) พบวาแอคทิวิทีของเลคตินมีคา
เปลี่ยนแปลงนอยมากตลอดการทดลองหลังการฉีด (ตารางที่ 10-11 และรูปที่ 14E)  จึงไดลอง
ทดสอบหาแอคทิวิทีของกุงที่ฉีดWSSV ที่ปริมาณตางๆ กัน คือ 1x10-1, 1x10-2, 1x10-3, 1x10-4, 
1x10-5 และ 1x10-6 เทาของหัวเชื้อ เพ่ือหาปริมาณที่เหมาะสมที่มีผลตอระดับเลคติน ก็ยังพบวา 
WSSV ที่ปริมาณตางๆ เหลานี้ทําใหแอคทิวิทีของเลคตินมีคาเปลี่ยนแปลงนอยมาก หรือ
เปลี่ยนแปลงอยางไมมีนัยสําคัญ (ไมไดแสดงผลไว) แสดงใหเห็นวาเลคตินของกุงแชบวยไม
ตอบสนองตอไวรัสกอโรคกุง อาจเปนเพราะ WSSV เปนไวรัสที่ไมมีผิวเซลล ประกอบไปดวย
โปรตีนที่เลคตินจดจําไมได จึงไมพบการตอบสนองของเลคตินจากการฉีดไวรัสชนิดนี้ 
  จากผลการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวากุงแชบวยตอบสนองตอการกระตุน
ดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active มากที่สุดโดยมีระดับแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นมากที่สุด 
รองลงมาไดแก E.coi, V. cholerae, V. harveyi แบบ inactive และ WSSV ตามลําดับ ซ่ึง
ปริมาณของ E.coi ที่ใชฉีดอาจไมเหมาะสมในการทดลองนี้เพราะ E.coi มีขนาดใหญกวา        
V. harveyi มาก และจากงานของ Utarabhand et al. (2007) ที่พบวาเลคตินในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยสามารถทําใหเฉพาะแบคทีเรียกอโรคกุงคือ V. harveyi, V. parahemolyticus และ       
V. vulnificus เกาะกลุมได แตไมทําใหแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ E.coi หรือ V. cholerae เกาะ
กลุม ซ่ึงบงบอกถึงความจําเพาะของเลคตินตอชนิดของแบคทีเรียและสอดคลองกับงาน
วิทยานิพนธน้ีที่พบแอทิวิทีของเลคตินเม่ือกระตุนดวย E.coi หรือ V. cholerae รวมถึงไวรัส 
WSSV มีการเปลี่ยนแปลงไมมากเมื่อเทียบกับ V. harveyi  แสดงใหเห็นวาเลคตินมีบทบาท
เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของกุงแชบวยโดยตอบสนองอยางจําเพาะตอเชื้อกอโรคที่รุกราน 
เชน V. harveyi  แบบ active แตไมมีผลจากแบคทีเรียไมกอโรคในกุงแชบวย เชน E. coli และ 
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V. cholerae หรือ WSSV ซ่ึงคลายกับการเพิ่มขึ้นของคาแอคทิวิทีของเอนไซมที่มีบทบาท
ปองกันตนเองในกุงแชบวย 2 ชนิดคือเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส (β-1,3-glucanase)  และ
เอนไซม NAGase (N-acetyl glucosaminidase) ที่อรัญญา คงแกว (2549) รายงานวามีคา
แอคทิทิวีจําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส และเอนไซม NAGase ในซีรัมเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาและเพิ่มขึ้นสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95% เปน 2.57 และ 1.99 เทา ตามลําดับ 
ณ เวลา 12 ชั่วโมง หลังกระตุนใหกุงติดเชื้อดวยการฉีดดวย V. harveyi แบบ active ปริมาณ 
5x109 เซลล/ตัวกุง เม่ือเทียบกับคาแอคทิทิวีจําเพาะในซีรัมกอนฉีด   สวนการกระตุนดวยการ
ฉีดกุงดวย E. coli และ V. cholerae หรือ WSSV มีผลทําใหแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมทั้ง
สองชนิดในซีรัมมีคาเปลี่ยนแปลงนอยมาก  

4.2  การเปลี่ยนแปลงของระดับแอคทวิิทขีองเลคตินในสารสกัดตบัของกุงที่ฉดี 
             ดวยจุลชีพ  

จากผลศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตางๆ ของกุงที่จับจากธรรมชาติ
(ผลขอ 2) ทีพ่บวาซีรัมมีแอคทิวิทีรวมของเลคตินมากที่สุด (15,600 หนวย) รองลงมาคือสาร
สกัดตับและรงัไข เน่ืองจากกุงที่ใชในการฉีดจุลชีพตางๆ เปนกุงตัวผู ดังน้ันจึงไดวัดระดับแอคทิ
วิทีของเลคตนิเฉพาะในสารสกัดตับเทียบกับในซีรัม (ฮีโมลิมฟ) เพ่ือดูผลของจุลชีพเหลานี้  โดย
การฉีดกุงดวยแบคทีเรยีกอโรคกุง V. harveyi  (แบบ active  และ inactive)  แบคทีเรียที่ไมกอ
โรคกุง (E. coli  และ V. cholerae) ในปริมาณเทากันคือ 5x109 เซลล/ตัวกุง หรือฉีดดวย WSSV 
ปริมาณ 10-5 เทาของหัวเชือ้ หลังการฉีด 12 ชั่วโมง เจาะฮีโมลิมฟและตัดตับเพ่ือไปเตรียมเปน
ซีรัมและสารสกัดตับ ตามลาํดับ แลวนําไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย ดังผลที่
แสดงในตารางที่ 12 ที่พบวาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตนิในสารสกัดตับของกุงที่ฉดี V.  harveyi  
แบบ active มีคาเพิ่มขึ้นมากที่สุด (47.2 + 10.4 หนวย/มก.โปรตีน) คือเพ่ิมขึน้ 1.81 เทา อยางมี
นัยสําคญัทีค่วามเชื่อม่ัน 95% เม่ือเปรียบเทียบกับของกุงชุดควบคุมทีฉ่ีดดวยน้ําเกลอื (26.1 + 14.2 
หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) สารสกัดตบัของกุงที่ฉีดดวย E. coli  มีคาแอคทวิิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยาง
ไมมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ันเปน 1.22  เทา การฉีดกุงดวย E. coli  ในปริมาณที่เทากัน (5x109 
เซลล/ตวักุง) พบวาสารแขวนลอย E. coli ที่ใชฉีดมีความขุนมากกวา เน่ืองจากขนาดโคโลนีของ 
E. coli  มีขนาดใหญกวา V.  harveyi ประมาณ 2 เทา ดังน้ันการฉีดดวยจํานวนเซลลที่เทากนั  
เม่ือเทียบเปนปริมาณผิวเซลลแลว การฉดีดวย E. coli  จึงมีปริมาณมากกวาของ     V. harveyi 
อาจเปนผลทําใหพบคาแอคทิวิทขีองเลคตินเพ่ิมขึ้นได  สําหรับกุงที่ฉดี V. harveyi แบบ inactive, 
V. cholerae หรือ WSSV พบวาแอคทวิิทจํีาเพาะของเลคตนิในสารสกดัตับมีคาลดลง เปน 0.78 เทา 
อยางไมมีนัยสาํคัญทีค่วามเชือ่ม่ัน 95% (ตารางที่ 12) 
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เม่ือเปรียบเทยีบการตอบสนองของกุงตอจุลชีพเหลานี้ ตอระดับเลคตินในฮีโม
ลิมฟพบวามีผลในทํานองทีค่ลายกับในสารสกัดตับ กลาวคือ ณ เวลา 12 ชั่วโมงหลังการฉีด กุง
ที่กระตุนดวย V. harveyi แบบ active มีแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น 6.15 เทา 
อยางมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ัน 99% เม่ือเปรียบเทียบกบัของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้าํเกลือ (87.00 
+ 2.90 หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) แตการกระตุนกุงดวยการฉีด V. harveyi แบบ inactive,        
V. cholerae, E. coli หรือ WSSV ทําใหคาแอคทิวทิจํีาเพาะของเลคตนิในซีรัมเพ่ิมขึ้น เปน 1.99, 
2.12, 2.46 และ 1.61 เทา ตามลาํดับ อยางมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ัน 95% (ตารางที่ 12) ดวย
เหตุผลดังไดกลาวแลวในขอ 4.1  

การฉีดเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active อาจกระตุนทําใหเลคตินที่จําเพาะตอ
ผนังเซลลของแบคทีเรียชนิดนี้ในตับตอบสนองตอเชื้อกอโรคจึงทําใหมีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้น 
ในขณะที่การฉีดดวย V.  harveyi แบบ  inactive เน่ืองจากแบคทีเรียไมสามารถเพิ่มจํานวนใน
กุงไดอีก อาจมีจํานวนเซลลไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงตอบสนองได จึงพบระดับแอคทิวิทีในตับ
ไมเพ่ิมขึ้นแตลดลงเล็กนอย สวนการฉีดกุงดวย E. coli หรือเชื้อกอโรคในคน V. cholerae ไมมี
ผลตอระดับเลคตินเพราะเลคตินของกุงแชบวยที่ศึกษาไมมีความจําเพาะหรือจดจําแบคทีเรียทั้ง 
2 ชนิดนี้ (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) สําหรับการฉีดกุงดวยไวรัสกอโรค
ตัวแดงดวงขาวในกุงแชบวย WSSV (Lightner, 1999) ดวยปริมาณ 1x10-5 เทาของหัวเชื้อ ซ่ึง
เปนปริมาณที่ใชในการกระตุนใหกุงกุลาดําเกิดโรค (กิจการ ศุภมาตย, 2542) ใหผลทํานอง
เดียวกันคือไมมีผลตอระดับเลคตินในสารสกัดตับเพราะเลคตินของกุงแชบวยไมมีความจําเพาะ
ตอโปรตีนของไวรัส WSSV เปนการยากที่จะเทียบผลการทดลองการตอบสนองของเลคตินใน
ตับตอการฉีดเชื้อกอโรคและไมกอโรคกับงานของผูอ่ืน เพราะยังไมมีรายงานการทดลองใน
ลักษณะเชนน้ี แตจากการหาแอคทิวิทีของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ที่
มีบทบาทในการปองกันตนเองจากสิ่งแปลกปลอมและเชื้อกอโรค โดยทําหนาที่ยอยสลายผนัง
เซลลของแบคทีเรีย ราหรือจุลชีพที่บุกรุก (Truschel et al., 1987)  อรัญญา คงแกว (2549) 
พบวาแอคทิวิทีของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ในตับของกุงแชบวยที่
ฉีดดวย V.  harveyi แบบ active เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 1.97 และ 1.50 
เทา ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือ บงชี้วาตับอาจเปนแหลง
สังเคราะหเลคตินและเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ ซ่ึงตองยืนยันผลดวยการศึกษาระดับยีนตอไป 
สําหรับบทบาทของเลคตินที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของกุงแชบวยตอแบคทีเรียกอโรค 
กุงอาจถูกกระตุนใหมีการสังเคราะหเลคตินในตับในสภาวะที่กุงไดรับเชื้อกอโรคในปริมาณที่มาก
เพียงพอ แลวหลั่งเลคตินออกสูฮีโมลิมฟเพ่ือรวมทําลายเชื้อหรือยับยั้งการรุกรานดวยกิจกรรม
อ่ืน ๆ  แตกลไกแทจริงเปนเชนไรตองมีการศึกษาโดยละเอียดตอไป 

 
 



 80

5.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V. Harveyi  ที่เลี้ยงในอาหาร 
 เหลว TSB 
   เพ่ือทดสอบวาแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวซึ่งเปนอาหารที่ทําใหเซลลเติบโต
ไดดีกวาการเลี้ยงบนอาหารแข็ง tryptic soy agar (TSA) มีผลในการกระตุนใหกุงตอบสนองได
ตางกันหรือไม ในการทดลองนี้จึงไดทําการเลี้ยง V. harveyi ในอาหารเหลว tryptic soy broth 
(TSB) แลวนําไปฉีดกระตุนกุงแชบวยในทํานองเดียวกับการทดลองที่ผานมา 

5.1  การเติบโตของ V. Harveyi  ในอาหารเหลว TSB 
   จากการเลี้ยงแบคทีเรีย V. harveyi  ในอาหารเหลว TSB และติดตามการเติบโต
ของแบคทีเรียชนิดนี้โดยวัดความขุนดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 640 นาโน
เมตร (A640) ทุก 1 ชั่วโมงของการเลี้ยงใน 12 ชั่วโมงแรก และทุก 3 ชั่วโมง ใน 12 ชั่วโมงหลัง 
พบวาในชวง 1-2 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง มีคาความขุนเพ่ิมขึ้นนอยมาก ความขุนหรือคา A640
จะเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 3-11 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง หลังจากนั้นคา A640 ยังคงเพิ่มขึ้น
แตเปนอยางชาๆ และคอย ๆ คงที่ที่ 15-24 ชั่วโมง (รูปที่ 15 A) 
  เม่ือนําน้ําเลี้ยงที่เวลาตาง ๆ ไปเกลี่ยบนเพลทที่มีอาหารนับเชื้อ PCA เพ่ือนับ
จํานวนเซลล V. harveyi ที่เจริญในเพลท พบวาการเติบโตของ V. harveyi  ในอาหารเหลวแบง
ออกเปน 3 ระยะ คลายกับแบคทีเรียอ่ืนทั่วไปคือ ระยะแรกเปน lag phase ซ่ึงอยูในชวง 0-2 
ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง จะมีจํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นนอยมาก จากนั้นปริมาณแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้น
อยางรวดเร็วในชวง log phase หรือในชวง 2-11 ชั่วโมงของการเลี้ยง หลังจากนั้นการเติบโต
ยังคงเพิ่มขึ้นแตเปนอยางชาๆ และคอย ๆ คงที่ที่ 13-24 ชั่วโมง ซ่ึงเปน stationary phase (รูปที่ 
15B) เม่ือเปรียบเทียบการวัดความขุนกับการนับเซลลที่เจริญบนอาหาร PCA พบวาแบบแผน
กราฟการเติบโตจะคลายกัน แมการวัดความขุนในชวงที่มีปริมาณเซลลมาก ทําใหตองเจือจาง
ตัวอยางซึ่งสงผลทําใหคาคลาดเคลื่อนไดบาง แตก็ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
  เม่ือนําแบคทีเรีย V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลวชวงกลางของ log phase คือ
เลี้ยงในอาหาร 5 ชั่วโมง ซ่ึงเปนชวงที่เซลลกําลังเติบโตดี อายุยังนอยและ active ไปฉีดกุง
ในชวง 5 x 106- 5 x 107 เซลล/ตัวกุง กลับพบวาปริมาณดังกลาวไมมีผลกระตุนทําใหระดับ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลง (ไมไดแสดงผลไว) ทั้งนี้เพราะแบคทีเรียที่เลี้ยงในชวง 
log phase แมเซลลจะ active แบงตัวเติบโตไดดี แตไมมีความคงทนตอสิ่งแวดลอมที่เปลี่ยนไป
เชนในตัวกุง ดังน้ันจึงตายไดงาย และมีผลคลายกับการฉีดกุงดวย V. Harveyi แบบ inactive 
ดังน้ันในการทดลองที่เหลือทั้งหมดจึงไดเลี้ยง V. harveyi  ในอาหารเหลวเปนเวลา 15 ชั่วโมง 
ซ่ึงจะไดเซลลแบคทีเรียที่แข็งแรงและทนตอสิ่งแวดลอม (ภายใตคําแนะนําของรองศาสตราจารย 
ดร.ดวงพร คันธโชติ ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 
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รูปที่ 15   การเติบโตของแบคทีเรีย V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
       A  ความขุน (A640) ของ V. harveyi  ที่ชั่วโมงตางๆ จาก 3 การทดลอง 

                      B  Log number (CFU/ml) ของ V. harveyi  ที่ชั่วโมงตางๆ  
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5.2  การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามเวลาหลังการฉีด V. harveyi   
         ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB   
 ในการหาเวลาที่ เหมาะสมในการตอบสนองของเลคติน จากการฉีดเชื้อ           
V. harveyi แบบ active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB  ปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง ซ่ึงทดลอง
เชนเดียวกันกับการฉีดเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงใน TSA แลวเจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลา
ตางๆ คือเวลากอนฉีดและหลังการฉีดคือ 0, 6, 12, 18 ชั่วโมง พบวาแอคทิวิทีในการเกาะกลุม
เซลลเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินในซีรัมมีคาเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 (7,680 ± 61 หนวย/
มล.ซีรัม) ณ ชั่วโมงที่ 6 (13,824 ± 60 หนวย/มล.ซีรัม) และเพ่ิมสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ ณ 
ชั่วโมงที่ 12 (33,254 ± 49 หนวย/มล.ซีรัม) จากนั้นมีคาลดลง ณ ชั่วโมงที่ 18 (17,894 ± 58
หนวย/มล.ซีรัม) ดังแสดงผลดังในรูปที่ 16 และตารางที่ 13 ซ่ึงกุงมีการตอบสนองตามเวลาใน
รูปแบบเดียวกันกับของกุงที่ฉีดดวยแบคทีเรียชนิดนี้ที่เลี้ยงในอาหารแข็ง TSA (รูปที่ 11)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 16   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตาง ๆ หลังการฉีดกุงดวยเชื้อ  
 V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 106  เซลล/ตัวกุง 

  กุงที่ฉีดแบคทีเรีย ตัวละ 5 x 106 เซลล (N=4) 
  กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ (N=7) 
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ตารางที่ 13  แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตางๆ หลังการฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  
                     ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง  

 
Time after Injection 
injection Control (0.85% NaCl), N=7 V. harveyi, N=4 
(hour) Activity (U/ml) Fold Activity (U/ml) Fold 

0   7,680 ± 45 1.00   7,680 ± 61     1.00 
6         8,678 ± 21 1.13  13,824 ± 60     1.80 
12         8,294 ± 17 1.08       33,254 ± 49   **4.33 
18         7,680 ± 0 1.00       17,894 ± 58    *2.33 

 
ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานทีไ่ดจากการทดลอง 2 ครั้ง 
* เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
**เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 

 
 
5.3  การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. harveyi  
       ที่ฉีด 

  จากผลการทดลองในขอ 5.2 ที่พบวาระดับเลคตินในซีรัมของกุงซึ่งฉีดดวย     
V.  harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลวปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง มีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นสูงสุดที่
ชั่วโมงที่ 12 จึงไดเลือกทําการทดลองตอโดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเลคตินใหครอบคุมเวลา 
12 ชั่วโมง ซ่ึงเปนเวลาที่เหมาะสมในการกระตุนใหระดับเลคตินเปลี่ยนแปลง ในการหาปริมาณ
เชื้อ V.  harveyi  ที่เหมาะสมในการกระตุนใหกุงตอบสนอง ทําการทดลองเชนเดียวกันกับ
การศึกษาปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารแข็ง TSA โดยขั้นตนฉีดกุงดวย harveyi แบบ 
active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว ในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง 
หลังจากฉีดกุงพบวาเชื้อปริมาณ 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง ทําใหกุงออนแรงลงอยาง
รวดเร็ว กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง ตายภายใน 1 ชั่วโมงหลังฉีด สวนกุงที่ฉีดดวยเชื้อ 
5 x 108 เซลลตอตัวกุง ตายภายใน 6 ชั่วโมงหลังการฉีด ตางจากอาการของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ    
V.  harveyi  ซ่ึงเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณเทากันที่กุงคอย ๆ แสดงอาการติดเชื้อในเวลา
ที่นานกวาและไมตายภายใน 18 ชั่วโมง ดังน้ันจึงไดทําการทดลองตอดวยการฉีด V.  harveyi  
ที่เลี้ยงในอาหารเหลวดวยปริมาณที่นอยลงคืออยูในชวง 5 x 104, 5 x 105, 5 x 106 และ 5 x 107 
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เซลล/ตัวกุง และใชตัวกุงขนาดกลางตัวผู พบวาหลังการฉีด 6 ชั่วโมง กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 107 
เซลล/ตัวกุง แสดงอาการออนเพลีย บางตัวนอนนิ่ง สวนกุงที่ฉีดดวย V.  harveyi  ปริมาณที่นอย
กวาไมแสดงอาการมากนัก  แตหลังการฉีด 12 ชั่วโมง กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณตางๆ เร่ิมแสดง
อาการออนแอมากขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ฉีด กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 104 เซลล/ตัวกุง ไมคอยแสดง
อาการออนแอมากนัก บางตัวมีอาการเปนปกติจนถึงชั่วโมงที่ 18 แสดงวาปริมาณเชื้อนอย
เกินไปที่จะทําใหกุงออนแอ   

เม่ือติดตามระดับของเลคตินในซีรัมของกุงเหลานี้ที่ฉีดดวย V.  harveyi  
ปริมาณตาง ๆ พบวากุงแตละชุดทุกปริมาณมีรูปแบบการตอบสนองของเลคตินในทํานอง
เดียวกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 13 กลาวคือการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi  ในชวง 5 x 104,     
5 x 105, 5 x 106 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง สามารถกระตุนใหแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมมีคา
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95-99% เปน 1.60, 1.83, 1.80 และ 3.33 เทา 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 17) และเพ่ิมสูงสุดอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  99% เปน 2.17, 3.35, 4.33 และ 6.83 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับ
ของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 17) แตมีแอคทิวิทีลดลง ณ  18 ชั่วโมง หลังการฉีด โดย
มีคาเพิ่มอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95% เปน 0.50, 1.73, 2.33 และ 1.67 เทา ตามลําดับ 
เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 14 และรูปที่ 17) จะเห็นไดวากุงทดลอง
ทั้ง 4 ชุด มี การตอบสนองตอเชื้อในทํานองเดียวกันคือมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น ณ 
ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมง 12 จากนั้นมีคาลดลงในชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด (รูปที่ 17) 
และเชนเดิมการฉีดกุงดวยน้ําเกลือไมทําใหระดับของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาที่
ทดลอง (รูปที่ 17E) 
  นอกจากนี้กุงมีการตอบสนองตอปริมาณเชื้อที่ใชฉีดอยางมีนัยสําคัญ โดยพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุด
เม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (รูปที่ 17D และตารางที่ 14)   ดังจะเห็นไดวาคาแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมของกุงชุดนี้มีการเพิ่มขึ้นมากกวาชุดอ่ืน ณ ที่ 6 (3.33 เทา) และ 12 ชั่วโมงหลัง
การฉีด (6.83 เทา) และลดลงอยูในระดับที่ใกลเคียงกันที่ชั่วโมงที่ 18 (1.67 เทา) ดังน้ันการฉีด
กุงดวย V. harveyi   ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง จึงเปนปริมาณที่
เหมาะสมที่ทําใหกุงติดเชื้อและตอบสนองไดดี รวมทั้งไมทําใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง ที่
ทําการศึกษา 
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รูปที่ 17   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีมของกุงทีฉ่ีดเชื้อ V. harveyi  ที่เลีย้ง 
ในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 104 - 5 x 107  เซลล/ตัวกุง 

  กุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ  
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เม่ือพิจารณาคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V. harveyi 

แบบ active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว พบวาการฉีดกุงดวยปริมาณ 5 x 104, 5 x 105, 5 x 106 และ 
5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีแนวโนมเชนเดียวกับคาแอคทิวิทีของเลคติน (หนวย/มล.ซีรัม, ตารางที่ 
14) กลาวคือในแตละชุดของกุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินมีรูปแบบ
แผนที่เหมือนกัน คือมีคาเพิ่มมากขึ้นที่ 6 ชั่วโมง และเพิ่มมากที่สุดที่ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นมี
คาลดลงในชั่งโมงที่ 18 หลังการฉีด (ตารางที่ 15) เชนการฉีดกุงปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง 
จะมีแอคทิวิทีจําเพาะ ณ ชั่วโมงที่ 0, 6, 12 และ 18 เปน 52.88 + 5.93, 193.16 + 10.26, 
555.34 + 9.58 และ 168.43 + 0 หนวย/มก.โปรตีน ตามลําดับ หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิที
จําเพาะที่เพ่ิมขึ้นเปน 1, 3.65, 10.50 และ 3.18 เทา ตามลําดับ ซ่ึงความแตกตาง ณ เวลาตางๆ 
น้ี เปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% (ตารางที่ 15)  

นอกจากนี้ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเปรียบเทียบที่เวลาเดียวกันหลัง
การฉีด จะมีคาเพิ่มขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชฉีด ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 15 ดังเชน ณ ชั่วโมงที่ 12 
หลังการฉีดซึ่งเปนเวลาที่กุงตอบสนองดีที่สุด กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 5 x 104, 5 x 105,         
5 x 106 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีแอคทิวิทีจําเพาะเปน 223.85 + 6.14, 364.35 + 11.07, 
453.52 + 9.37 และ 555.34 + 9.58 หนวย/มก.โปรตีน หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่
เพ่ิมขึ้นเปน 3.77, 5.57, 7.60 และ 10.50 เทา ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% เม่ือเทียบกับของกุงชุดควบคุมซ่ึงมีคาแอคทิวิทีจําเพาะ
เพ่ิมขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญ (87.00 + 2.90 หนวย/มก.โปรตีน, 1.36 เทา) เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 
0 (64.03 + 8.56 หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) (ตาราง ที่ 15) ดังไดกลาวแลววากุงที่ฉีดเชื้อแตละ
ปริมาณมีคาโปรตีนในซีรัมลดลงตามเวลาหลังการฉีด และมีอัตราการลดที่ไมตางจากของกุงชุด
ควบคุม 
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จากทั้งคาแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมพบวาการฉีดกุงดวย 

V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง เปนปริมาณที่เหมาะสมที่
ทําใหกุงตอบสนองไดดีที่สุดโดยติดเชื้อไดดีและไมทําใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง  และเม่ือ
เปรียบเทียบกับระดับของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยเชื้อที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA พบวา 
เม่ือใชปริมาณ V. harveyi  เทากันคือ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว 
TSB สามารถกระตุนทั้งแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมใหมีคาเพิ่มขึ้นสูงกวา 
เชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงใน TSA ไมวาที่เวลา 6, 12 หรือ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด (ตารางที่ 16)   
ที่เปนเชนน้ีอาจเปนเพราะ V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลวในระหวางการเติบโตสัมผัสกับ
อาหารไดมากกวาการเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีพ้ืนที่จํากัดกวาและแยงชิงอาหารกันมากกวา ทําให
แบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวเจริญเติบโตและแข็งแรงมากกวา เม่ือบุกรุกเขาสูรางกายกุงจึง
คงทนตอสิ่งแวดลอมในกุงไดดีกวาและสามารถขยายเซลลไดอยางรวดเร็ว ทําใหรางกายกุง
พยายามตอตานและทําลายมากกวาจึงเปนการกระตุนกุงใหตอบสนองโดยหลั่งสารที่มีบทบาท
ในระบบภูมิคุมกันไดดีกวา ซ่ึงเลคตินเปนโปรตีนที่สําคัญชนิดหนึ่งในระบบภูมิคุมกันของสัตว
กลุมครัสเตเชียนจึงถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นในฮีโมลิมฟ   

ในสัตวไมมีกระดูกสันหลังจะไมมีระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ ดังน้ันการปองกัน
ตนเองจากเชื้อโรค มาจากระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Locker et al., 2004) ในสัตว
กลุมครัสเตเชียนซึ่งรวมทั้งกุงแชบวย ลวนแลวเปนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ ซ่ึงเลคตินในสัตวไม
มีกระดูกสันหลังสวนใหญทําหนาที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน ที่ผานมายังไมพบวามีการศึกษา
เกี่ยวกับระดับแอคทิวิทีของเลคตินที่เปลี่ยนแปลงหลังการฉีดดวยเชื้อชนิดตางๆ เหมือนในการ
งานวิทยานิพนธน้ีจึงเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน ๆ ไดยาก แตสวนใหญจะศึกษาการตอบสนอง
ของเลคตินตอเชื้อกอโรคตางๆ โดยวิธีทดสอบการเกาะกลุมของเซลลของเชื้อที่ตองการศึกษา
และทดสอบความจําเพาะตอนํ้าตาลหรือคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ เน่ืองจากเลคตินสามารถจดจํา
และจับกับคารโบไฮเดรตที่เปนตัวรับจําเพาะบนผิวเซลลแปลกปลอมที่ไมใชเซลลเจาบานได 
(Christiane et al., 2004) โดยบริเวณผิวเซลลเหลานั้นมีรายละเอียดยอยๆ ที่บอกถึงความ
แตกตางของเชื้อจุลชีพแตละชนิด (Hao wang et al., 2007) แบคทีเรียแกรมลบสวนใหญมีกรด
ไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ แตลําดับการเรียงตัวของน้ําตาลแตกตางกัน
ในผนังเซลล เชน ในสายไกลแคนประกอบดวย NAcGlc และ NAcMur ตอกันดวยพันธะเบตา-
1,4-ไกลโคซิดิกสลับกันตลอดสาย (http://en.wikipedia.org/wiki/Peptidoglycan, retrived April 
13, 2008) สําหรับผนังเซลลของเชื้อ V. harveyi  มีโครงสรางประกอบดวยเยื่อบุชั้นนอกซึ่งมี
โครงสรางเชนเดียวกับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก แตมีฟอสโฟลิพิดและโปรตีนนอย
กวา  ในแบคทีเรียบางชนิดพบวามีลิโพโพลีแซคคาไรดดวย และอาจเปนชนิดที่มี O-antigen 
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เปนองคประกอบ แตบางชนิดไมมี ดวยเหตุน้ีทําใหการจับของเลคตินมีความแตกตางกัน และ
เปนสาเหตุที่ทําใหแอคทิวิทีของเลคตินในกุงแชบวยเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญเม่ือกระตุนดวยเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 92

 
กอโรค  V. harveyi แตกลับเปลี่ยนแปลงเล็กนอยเม่ือกระตุนดวยแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่ลวนเปน
แบคทีเรียแกรมลบดวยกันทั้งสิ้น ยกเวนเชื้อไวรัส WSSV ซ่ึงอาจมีนํ้าตาลที่ไมจําเพาะตอเลคติน 
ของกุงแชบวย มีงานวิจัยตางๆ ที่ศึกษาเลคตินซ่ึงเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุมครัสเต
เชียนและสวนใหญพบวาเลคตินในสัตวชนิดที่ศึกษาสามารถเกาะกลุมเซลลของเชื้อกอโรคได 
เชน Tunkijjanukij และคณะ (1999) พบเลคตินในหอยนางรม C. gigas สามารถทําใหแบคทีเรีย
กอโรค V. salmonicida, V. viscosus, และ V. wodanis เกิดการเกาะกลุมได สวนแบคทีเรีย    
V. anguillarum, V. ordalii และ S. putrefaciens เกาะกลุมไดเล็กนอย สวน Bulgakov และคณะ 
(2004) ศึกษาเลคตินในหอยกาบมะนิลา R. philippinarum พบเปนชนิดจับจําเพาะกับ 
hypnospore บริสุทธิ์ของเชื้อโปรโตซัว Perkinsus spp. ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคในหอยชนิดนี้ได   
Gokudan และคณะ (1999) พบวาเลคตินในฮีโมลิมฟของแมงดาทะเล  T. tridentatus  ชนิด 
TLs-5 สามารถเกาะกลุมแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดได และมีความจําเพาะตอ
โมเลกุลที่ มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เลคตินโมโนดินในกุงกุลาดําทําใหแบคทีเรีย                
V. vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992)  
สวน Luo และคณะ (2006) พบเลคตินในกุงกุลาดําชนิดที่มีความจําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรด 
สามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคในกุงกุลาดํา ซ่ึงไดแก M. lysodeikticus,  P. fluorescens, A. 
hydrophila, V. alginolyticus  และ V. parahemolyticus เกิดการเกาะกลุมได และการเกาะกลุม
เม็ดเลือดแดงของเลคตินชนิดนี้ถูกยับยั้งไดดวยลิโพโพลีแซคคาไรดที่มี O-antigen เปน
องคประกอบจาก E. coli O127:B8 แตไมถูกยับยั้งโดยลิโพโพลีแซคคาไรดของ E. coli EH100 
ซ่ึงไมมี O-antigen เปนองคประกอบ  Yang และคณะ (2007) ศึกษาเลคตินในกุงลายเสือพบวา
เปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับ NAcMan, NAcNeu และลิโพโพลีแซคคาไรด และ
สามารถทําใหเชื้อกอโรคในกุงลายเสือ เชน V. parahemolyticus, A. hydrophila, V. algino- 
lyticus และ M. lysodeikticus เกิดการเกาะกลุมได นอกจากเลคตินสวนใหญจะมีความจําเพาะ
ตอกรดไซอะลิคที่มักเปนสวนประกอบของผนังเซลลในแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงทําใหเลคติน
สามารถทําใหเซลลเหลานี้เกิดการเกาะกลุมไดดีแลว เลคตินยังสามารถกระตุนใหระบบ
ภูมิคุมกันอ่ืน ๆ ทํางานไดเชน เลคตินจาก Japanese horseshoe crab และเลคตินจากแมลง
สาป (B. discoidalis) สามารถจับจําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและแบคทีเรียบางชนิด
ได จากนั้นจะกระตุนใหเกิดกระบวนการตอตานและทําลายโดยระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
(KilpatricK, 2002) เลคตินจากหนอนใบยาสูบ (Manduca sexta) สามารถกระตุนใหระบบโปร
ฟนอลออกซิเดสทํางานไดเชนกัน (Yu et al., 2000 )  ในสัตวบางชนิดอาศัยความเปนพิษของ   
เลคตินเอง เชน เลคตินที่เปนพิษ (venom) ในหนาม (spine) ของหอยเมนทะเล T.  pileolus 
(Seike et al., 1992) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับเซลลแปลกปลอมกระตุนใหมีการจับของ
เซลลฟาโกไซทในกระบวนการออปโซไนซ เพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอม เชนในกุงกุลาดํา มี
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รายงานพบเลคตินที่จําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรดสามารถทําใหเกิดการออปโซไนซและนําไปสู
การเกิดฟาโกไซโทซิสของเซลลบุกรุกได (Luo et al., 2006) สําหรับในกุงแชบวย ขณะน้ีกําลัง
อยูในระหวางการศึกษาวาเลคตินในกุงแชบวยจะกระตุนใหโปรตีนหรือเอนไซมในระบบ
ภูมิคุมกันอ่ืนๆ ทํางานเมื่อมีการบุกรุกของเชื้อกอโรคดวยหรือไม 

 
6.  ผลการยับยั้งของลามนิารินตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคตินในซีรัม 
      เม่ือทดสอบผลการยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินในซีรัม
ของกุงแชบวยดวยลามินาริน (laminarin) ซ่ึงเปนเบตา-1,3-กลูแคน ที่ความเขมขนในชวงตาง ๆ 
พบวาความเขมขนที่ยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงได 100% คือ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
แสดงใหเห็นวาเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยมีความจําเพาะตอเบตา-1,3-กลูแคนดวย เบตา-1,3-
กลูแคนที่อยูบริเวณผิวเซลลของจุลชีพเปนตัวกระตุนใหสัตวทั้งมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูก
สันหลังเกิดการตอตานสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกดวยวิธีตางๆ ทางชีวภาพ เชน ในสัตวมีกระดูกสัน
หลัง เบตา-1,3-กลูแคนที่จับอยูกับเลคตินหรือโปรตีนอ่ืนๆ เปนตัวริเริ่มใหเกิดวิถีตางๆ ใหเซลล
แมคโครฟาจและโมโนไซท (monocyte) กําจัดเซลลแบคทีเรียหรือพาราไซทอ่ืนๆ (Bögwald      
et al., 1982; Diluzio et al., 1979)  ในขณะเดียวกัน  เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังเขาจับอยาง
จําเพาะกับเบตา-1,3-กลูแคนของเซลลบุกรุก กอใหเกิดการตอตานการรุกรานของเห็ด รา หรือ
ยีสตได (Unestam et al., 1977) และยังกระตุนใหเกิดการเกาะกลุมของเซลลสิ่งแปลกปลอมใน
แมงดาทะเลดวย (Morita et al., 1981) สวนในแมลงสาบ Blaberus craniifer และ  Bombyx 
mori รวมถึงกุงนาง เบตา-1,3-กลูแคนสามารถกระตุนเอนไซมฟนอลออกซิเดสใหมีแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้น (Duvic et al., 1990; Ochiai et al., 1988)  เลคตินจากแมลงสาบ B. discoidalis 
สามารถจับจําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสต (baker’s yeast, Saccharomyces 
cerevisiae) และแบคทีเรียบางชนิดได จากน้ันจะกระตุนใหเกิดกระบวนการตอตานและทําลาย
โดยระบบโปรฟนอลออกซิเดส (Chen et al., 1999;  KilpatricK, 2002) ดังน้ันการที่เลคตินใน  
กุงแชบวยมีความจําเพาะตอเบตา-1,3-กลูแคน จึงอาจเปนหนึ่งในกลไกการปองกันตนเองของกุง
ในการกําจัดเชื้อกอโรคที่มีเบตา-1,3-กลูแคนเปนองคประกอบของผนังเซลล โดยการจับ
ระหวางเลคตินกับเซลลดังกลาวแลวนําไปสูการทําลายเซลลตอไป ซ่ึงยังตองมีการศึกษาตอไป 

 
   
 
 
 
 



4. สรุป 
 
 

จากการศึกษา การทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากซีรัมของกุงแชบวย ศึกษาผลการ
ตอบสนองของกุงตอการกระตุนดวยแบคทีเรียกอโรค V. harveyi ตามเวลาและตามปริมาณของ
เชื้อที่ใชฉีดกระตุน รวมทั้งการศึกษาผลของการฉีดเชื้อ V. harveyi และจุลชีพอ่ืนๆ ที่มีตอระดับ
แอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมและในตับ ในงานวิทยานิพนธน้ีสามารถสรุป
ผลไดดังน้ี 
 1.  สามารถทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากซีรัมไดโดยโครมาโตกราฟแบบจําเพาะ
ดวยคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้ง แยกไดความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,898 เทา และคิดเปน 25% 
ของเลคตินในซีรัมเริ่มตน  และปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวในโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทร
ฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ 

2.  ลามินารินความเขมขนต่ําสุด 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งเลคติน
ในซีรัมในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายได 100% 
     3.  พบเลคตินมีคาแอคทิวิทีสูงสุดในซีรัม รองลงมาคือตับและรังไข พบบางใน
กระเพาะและลําไส  แตไมพบแอคทิวิทีของเลคตินในกลามเนื้อ หัวใจ รวมถึงสารสกัดฮีโมไซท 
 4.   ในการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ในชวง 2-5 x 107 และในชวง 5 x104 -    
5 x 109  เซลล/ตัวกุง พบวากุงที่ฉีดเชื้อทุกปริมาณมีการตอบสนองการติดเชื้อ V. harveyi ตาม
เวลา กลาวคือมีแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเทียบกับเวลากอนฉีด (ชั่วโมงที่ 0) 
มีคาเพิ่มขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด อยางมีนัยสําคัญที่ความ
เชื่อม่ัน 95-99% จากนั้นมีคาลดลงตามลําดับ ณ ชั่วโมงที่ 18 และ 24 หลังการฉีด ในขณะที่
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือมีระดับไมแตกตางกัน ณ เวลา
ตางๆ บงชี้วาเลคตินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยถูกกระตุนใหมีระดับเพ่ิมขึ้นตอบสนองตอการติด
เชื้อแบคมีเรียกอโรคกุง  

5. จากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ปริมาณเดียวกันในกุงขนาดเล็ก (15-25 
กรัม) ขนาดกลาง (26-35 กรัม) และขนาดใหญ (36-50 กรัม) พบวามีการตอบสนองตอการ
กระตุนไมแตกตางกัน แตกุงขนาดกลางเหมาะตอการศึกษาการตอบสนองตอการติดเชื้อตลอด
ชวงเวลาของการศึกษามากกวาขนาดอื่น เพราะหาไดงายและแข็งแรงเพียงพอ  

6.  จากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณตางๆ 
ในชวง 5 x106 - 5 x 109  เซลล/ตัวกุง เทียบกับการฉีดกุงดวย V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหาร
เหลว TSB ในชวง 5 x104 - 5 x 107  เซลล/ตัวกุง พบวากุงทุกชุดการทดลองมีการตอบสนอง
ตามเวลาในทํานองเดียวกับผลสรุปขอ  4  โดยพบแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นจากเวลา 
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กอนฉีดและเพิ่มสูงสุดที่ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด นอกจากนี้พบวาเลคตินในซีรัมมีระดับแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชกระตุน และเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB มีความ 
สามารถในการกระตุนกุงแชบวยไดสูงกวาเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA เม่ือเทียบ
จากการใชปริมาณเชื้อที่เทากันในการฉีดกุง โดยเชื้อ V. harveyi ปริมาณ 5 x 109 และ 5 x 107  
เซลล/ตัวกุง สําหรับเชื้อที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA และที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ตามลําดับ 
จัดเปนปริมาณที่เหมาะสมในการใชกระตุนการตอบสนองของกุงแชบวย ซ่ึงทําใหกุงติดเชื้อไดดี 
และไมทําใหกุงตายภายในเวลา 18 ชั่วโมง  

7.  จากการติดตามระดับแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําพาะของเลคตินในซีรัมของ
กุงที่ฉีดดวยแบคทีเรียชนิดตางๆ ซ่ึงมีทั้งที่กอโรคและไมกอโรคกุง และเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA
ในปริมาณที่เทากันคือ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง รวมทั้งการฉีด WSSV ปริมาณ 10-5 เทาของหัวเชื้อ
พบวาแอคทิวิทีของเลคตินในกุงที่ฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active มีคาเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 5.43 เทา ที่ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด  เม่ือเปรียบเทียบกับของ
กุงที่ฉีด V. harveyi แบบ  inactive ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้นเพียง 1.94 เทา ที่ใกลเคียงกับระดับของ     
เลคตินในกุงที่ฉีดดวยแบคทีเรียไมกอโรค V. cholerae และ E. coli รวมถึง WSSV ที่มีคา
เพ่ิมขึ้น 2.00, 2.23 และ 1.25 เทา ตามลําดับ ณ เวลาเดียวกัน  บงชี้วาเลคตินเปนโปรตีนที่ถูก
กระตุนใหตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคที่จําเพาะและมีบทบาทเกี่ยวของกับการปองกันตนเอง
ของกุงแชบวยตอเชื้อกอโรคที่รุกราน เชน V. harveyi แตไมมีผลกับแบคทีเรียไมกอโรคในกุง
แชบวย เชน E. coli, V. cholerae  หรือ WSSV 
    8. ตับของกุงที่ถูกกระตุนดวยเชื้อ V. harveyi แบบ active พบวามีแอคทิวิที
จําเพาะเพิ่มขึ้นมากสุดคือ 1.81 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับของตับในกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือ สวนตับของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi แบบ inactive, V. cholerae, E. coli และไวรัส 
WSSV พบวามีแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเปลี่ยนแปลงนอยมาก แสดงใหเห็นวาตับอาจเปน
เน้ือเยื่อที่ตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรค โดยอาจเปนแหลงสังเคราะหเลคติน แลวหลั่งเลคติน 
ออกสูฮีโมลิมฟเพ่ือใชในกระบวนการปองกันตนเองของกุง 
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การเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ  
1.   อาหารนับเชื้อ PCA (Plate count agar) ที่มี 1.5% NaCl ประกอบดวย 

PCA    23.5 กรัม 
NaCl   15  กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร  1,000  มิลลิลิตร  

  ละลายสวนผสมอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ํากลั่น นําไปนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) เปน
เวลา 15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ 121°ซ จากนั้นนําไปวางในอางน้ํารอน (water bath) 
ที่อุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิใหเหมาะสมแลวนําเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหง
หรือเทใสเพลทพลาสติก ตากจนอาหารแข็งและแหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือในถุงพลาสติก
สะอาด ที่ 4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึงเตรียมไวใชไดเปนเวลา 2 สัปดาห    
 
2.  อาหารคัดเลือกเชื้อ TCBS (Thiosulphate citrate bile salt sucrose) Agar  

ประกอบดวย 
  TCBS Agar    89.0   กรัม 

นํ้ากลั่นปริมาตร  1,000  มิลลิลิตร  
  ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ํากลั่น เขยาใหเปนเนื้อเดียวในขวดดูแรน (duran) ที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตมใหเดือด ตั้งทิ้งไวจนอุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิใหเหมาะสม แลว
นําไปเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหงหรือเทใสเพลทพลาสติก ตากจนอาหารแข็งและ
แหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อในถุงพลาสติกสะอาด ที่ 4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึงเตรียมเก็บไว
ใชไดเปนเวลา 2 สัปดาห 
  หมายเหตุ : การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS ไมตองน่ึงฆาเชื้อดวยหมอความ
ดัน หรือตมอาหารเลี้ยงเชื้อดวยไมโครเวฟ เพราะจะทําใหคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 
 
3.  อาหารเหลว  TSB (Tryptic soy broth) ประกอบดวย 
  TSB Soybean-Casein Digest Medium  12   กรัม 
  NaCl      6      กรัม 

นํ้ากลั่นปริมาตร     400  มิลลิลิตร  
ละลายสวนผสมในน้ํากลั่น ในขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เขยาและนําไปให

ความรอนโดยไมโครเวฟ เบาๆ จนสวนผสมละลายไมจับกันเปนกอน แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ เปน
เวลา 15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ  121°ซ  หลัจากนั้นเขยาเบาๆ เพ่ือใหสวนผสมเขา
กันดีและพยายามไมใหมีฟองอากาศ จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อน้ีใสกระบอกตวง ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวเทใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร และปดขวดใหสนิทดวย foil ที่พับสองชั้น
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เพ่ือกันขาด สวนอาหาร TSB ที่เตรียมสําหรับใชเลี้ยงเชื้อเพ่ือเปนหัวเชื้อ (stock) เตรียมโดยเท
ใสกระบอกตวงปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวเทใสหลอดเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อขนาด 5 มิลลิลิตร ปด
ฝาใหแนน จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิหองไวสําหรับใชเลี้ยงขยายเชื้อตอไป ซ่ึงเตรียมเก็บไวใชได
เปนเวลา 2 สัปดาห 
 
4.  อาหารแข็ง TSA (Tryptic soy agar)  ประกอบดวย 

TSB Soybean-Casein Digest Medium     12  กรัม 
  Agar      6  กรัม   

NaCl      6  กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร     400  มิลลิลิตร  

  ละลายสวนผสมในน้ํากลั่นในขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เขยาและนําไปให
ความรอนโดยไมโครเวฟ เบาๆ จนสวนผสมละลายไมจับกันเปนกอน นําไปนึ่งฆาเชื้อเปนเวลา  
15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ  121°ซ  ตั้งทิ้งไวจนอุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิให
เหมาะสม จากนั้นเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหงหรือเพลทพลาสติก ตากจนอาหาร
แข็งและแหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือในถุงพลาสติกสะอาด ที่  4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึง
เตรียมเก็บไวใชไดเปนเวลา 2 สัปดาห 
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