
 
 
 

การโคลนและศึกษาสมบัตขิองยีนเลคตนิสองชนิด (เลคตนิแบบ C  
และเลคตนิที่มีโดเมนไฟบริโนเจน) จากฮีโมไซท์ของกุ้งพีเนียส 

ที่ตอบสนองต่อการเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรค 
Cloning and characterization of two lectin genes (C-type lectin  
and fibrinogen domain containing lectin) from hemocytes of  

Penaeus shrimp in response to pathogenic challenge 
 
 
 

 
 

โดย 
 
 
 
 

รองศาสตราจารย์ ดร.ประภาพร อุทารพันธ์ุ 
 
 
 
 

 
ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

 

 
รายงานฉบบัสมบรูณ์  

ท่ีได้รับทนุอดุหนนุจากงบประมาณคณะวิทยาศาสตร์ 
ประจ าปี 2558-2559 

 
 



บทคัดย่อ 

 
ในการศึกษานี  ้ ได้โคลนยีนเลคตินแบบ C เรียก FmLC5 จากฮีโมไซท์ของกุ้ งแชบ๊วย  cDNA 

สายเต็มของยีนนีป้ระกอบด้วย  1,526 คู่เบส มีหนึ่ง open reading frame (ORF) ซึ่งแปลงเป็นเปปไทด์ท่ีมี 
284 กรดอะมิโน มีหนึ่ง signal peptide มีมวลโมเลกลุ 31.47 kDa และคา่ pI เป็น 4.35 โครงสร้างปฐมภมูิของ 
FmLC5 ประกบด้วย 2 CRD (carbohydrate recognition domains) ท่ีคล้ายกัน  ซึ่งแต่ละ CRD มี 1 Ca2+ 
binding site และ 1 QPD motif ซึ่งจ าเพาะตอ่การจบักบั galactose รวมทัง้จดัตวัเป็นแบบ double-loop ทียึด
กันด้วย 2 disulfide bonds พบการแสดงออกของ FmLC5 เฉพาะในเซลล์ฮีโมไซท์เม่ือวิเคราะห์โดยวิธี        
RT-PCR และ in situ hybridization การแสดงออกของ FmLC5 เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัท่ี 12 และ 18 ชัว่โมง 
หลงัการเหน่ียวน าด้วย Vibrio harveyi และ white spot syndrome virus (WSSV) ตามล าดบั รวมทัง้จากการ
ฉีดด้วย  lipopolysaccharide (LPS) ผลการวิจัยเหล่านีส้ รุปได้ว่า  FmLC5 เป็นเลคตินชนิดใหม่ ท่ีจับกับ 
galactose ซึง่มีบทบาทเป็นตวัรับในระบบอิมมนูเพ่ือปอ้งกนักุ้งจากเชือ้ก่อโรคแบคทีเรียและไวรัส 

 นอกจากนี ้ ได้โคลนยีนเลคติน LFd ท่ีมีโดเมนคล้ายไฟบริโนเจน (FBG) จากฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วย 
โครงสร้างปฐมภมูิของ LFd มีหนึง่ signal peptide หนึง่ FBG domain หนึง่ Ca2+ binding site และมีมวล
โมเลกลุ 34.9 kDa พบการแสดงออกของ LFd ในหลายเนือ้เย่ือ พบมากสดุในกระเพาะ แตพ่บน้อยมากในฮีโม
ไซท์ การแสดงออกของ LFd ในกระเพาะเพิ่มอยา่งมากเม่ือเหน่ียวน าด้วย V. harveyi และ WSSV โปรตีน
ลกูผสมของยีน LFd (rLFd) บริสทุธ์ิกระตุ้นการเกาะกลุม่ของแบคทีเรีย โดยการเกาะกลุม่ถกูยบัยัง้ได้ด้วย LPS 
และ lipoteichoic acid  (LTA) rLFd ยงัสามารถจบักบัแบคทีเรียเหลา่นีแ้ละจบักบั LPS และ LTA ได้ จาก
ผลการวิจยับง่ชีว้า่เลคตนิ LFd เก่ียวข้องในการตอบสนองของกุ้งตอ่เชือ้ก่อโรคท่ีบกุรุก 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 
 

In this study, a new C-type lectin gene designated as FmLC5 was isolated from hemocytes of 
Fenneropenaeus merguiensis. Its full-length cDNA is composed of 1,526 bp with a single open 
reading frame (ORF) of 852 bp, encoded a peptide of 284 residues. The primary sequence of 
FmLC5 comprises a signal peptide of 20 amino acids with a molecular mass of 31.47 kDa and pI of 
4.35. The primary structure of FmLC5 consists of 2 similar carbohydrate recognition domains 
(CRDs), each CRD contains a Ca2+ binding site and a QPD motif specific for galactose-binding 
and displays a double-loop characteristic stabilized by 2 conserved disulfide bonds. The FmLC5 
transcripts were detected only in the hemocytes analyzed by RT-PCR and in situ hybridization. 
After challenge with Vibrio harveyi or white spot syndrome virus (WSSV), the FmLC5 expression 
was significantly up-regulated to the maximum at 12 or 18 h for V. harveyi or WSSV inoculation, 
respectively. Its expression was also induced by lipopolysaccharide (LPS) injection. These results 
conclude that FmLC5 is a new putative galactose-binding C-type lectin in F. merguiensis that 
contributes as receptors in the immune response to defend the shrimp from pathogenic bacteria 
and viruses.  

Otherwise, another lectin containing fibrinogen-like (FBG) domain, named LFd, was cloned 
from F. merguiensis hemocytes. Its primary sequence comprised a signal peptide (18 amino 
acids), a FBG domain, one Ca2+ binding site and a molecular mass of 34.9 kDa. The expression of 
LFd was found in many tissues, mainly in stomach but slightly in hemocytes. Its expression in 
stomach was particular up-regulated upon challenge with V. harveyi or WSSV. Purified 
recombinant LFd (rLFd) showed the agglutinating activity towards bacteria which could be 
inhibited by LPS and lipoteichoic acid (LTA). It could also bind to the same species of tested 
bacteria and both LPS including LTA. Altogether, these findings indicated that this kind of lectin 
might participate in shrimp immune defense against pathogenic invaders. 
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ค าน า 
 

 รายงานฉบบัสมบรูณ์ฉบบัร่างนี ้ เป็นการศกึษาเลคตนิสองชนิดท่ีมีโครงสร้างแตกตา่งกนั จงึแบง่
รายงานเป็นสองบท ส าหรับเลคตนิแตล่ะชนิด  ดงันี ้

บทท่ี 1 เป็นการศกึษาเลคตินแบบ C (ในท่ีนีเ้รียกว่า FmLC5) จากฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วยท่ีตอบสนอง
ตอ่การเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรค โดยเสนอเป็นต้นฉบบัท่ีรอการตีพิมพ์โดยอยูใ่นระหวา่ง under review 
ของวารสาร เม่ือได้ตอบรับการตีพิมพ์แล้วจะใสใ่นรายงานฉบบัสมบรูณ์ในรูปแบบต้นฉบบัท่ีได้ตีพิพม์แล้ว  

บทท่ี 2 เป็นการศกึษาเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน (LFd) โดยขอรายงานผลการวิจยัแบบสรุปและไม่
วิจารณ์ผล เพื่อลดการเผยแพร่ข้อมลูผลงานวิจยั เพราะก าลงัเตรียมต้นฉบบัตีพิมพ์ ซึง่ยงัไมไ่ด้สง่ไปยงัวารสาร  

ตามท่ีเขียนในวตัถปุระสงค์ว่าจะศกึษาผลการเหน่ียวน าด้วยไวรัส WSSV ตอ่การแสดงออกของยีน 
LC และยีน LFd ในฮีโมไซท์ของกุ้งขาว เปรียบเทียบผลกบัของกุ้งแชบ๊วย พบวา่จากผลการบม่เซลล์ฮีโมไซท์กุ้ง
ขาวด้วยไวรัส WSSV พบการแสดงออกของยีน LC และยีน LFd ในฮีโมไซท์กุ้งขาวน้อยมากและไมมี่นยัส าคญั
ของความแตกตา่ง ณ เวลาตา่ง ๆ จงึไมไ่ด้แสดงผลในสว่นนีไ้ว้ เพราะไมมี่ประโยชน์ในด้านข้อมลู 

เน่ืองจากยีนในบทท่ีสองท่ีเขียนในรายงานฉบบันีย้งัไมไ่ด้ตีพิมพ์เผยแพร่ จงึขอไมใ่ห้เผยแพร่ข้อมลูใน
รายงานนีท้ัง้หมด จนกวา่ต้นฉบบัของเร่ืองท่ีสองได้รับการตีพิมพ์เรียบร้อยแล้วเพ่ือลด plagiarism ของข้อมลูท่ี
อาจเกิดขึน้ได้ในขณะสง่ต้นฉบบัไปตีพิมพ์ ทัง้นีเ้ม่ือผลงานได้รับการตีพิมพ์แล้วจะสง่ตามมาภายหลงั 
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บทน า 
 

การเพาะเลีย้งกุ้งทะเลเป็นอตุสาหกรรมท่ีส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหนึง่ของประเทศไทย เพราะสามารถ
ท ารายได้อย่างมากให้แก่ประเทศ ประเทศไทยมีการพฒันาเทคนิควิธีการเพาะเลีย้งกุ้ งในระบบหนาแนน่ได้ กุ้ ง
ท่ีนิยมเพาะเลีย้งในประเทศไทยในขณะนีคื้อ กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) ซึ่งเข้ามาแทนท่ีกุ้งกลุาด า 
(Penaeus momodon) ท่ีมีการติดเชือ้ก่อโรคจนท าให้ผลผลิตลดลงอยา่งมาก แตข้่อด้อยของกุ้งขาวคือต้อง
น าเข้าพอ่แมพ่นัธุ์จากตา่งประเทศ มีขนาดเล็กกวา่กุ้งกลุาด า แม้โตเร็ว แตมี่ราคาถกูกวา่และรสชาติด้อยกวา่
กุ้งกลุาด า จากการท่ีกุ้ งขาวไมใ่ชกุ่้ งท้องถ่ินของไทย มีโอกาสตดิโรคระบาดได้ง่าย ขณะนีมี้รายงานการตาย
อยา่งเร่งดว่นของกุ้งขาวท่ีเพาะเลีย้ง กุ้ งแชบ๊วย (Fenneropenaeus merguiensis)  ซึง่เป็นกุ้งท้องถ่ินของไทย
อาจเป็นอีกทางเลือกหนึง่ของอตุสากรรมการเพาะเลีย้งกุ้ ง เน่ืองจากมีข้อได้เปรียบเร่ืองต้นทนุการผลิตลกูกุ้ง
เพราะกุ้งแชบ๊วยท่ีเลีย้งในบอ่ดนิสามารถเจริญพนัธุ์เพ่ือใช้ในการผลิตกุ้งได้ (สพุจน์ จงึแย้มป่ิน และชยัรัตน์ พุม่
ชว่ย, 2543) แตก่ารเลีย้งกุ้ งในระบบหนาแนน่มกัสง่ผลกระทบท าให้การเจริญเติบโตลดลง เกิดความเครียด 
ออ่นแอ และสามารถตดิโรคได้ง่าย แบคทีเรียสายพนัธุ์หลกัท่ีก่อให้เกิดโรคในกุ้งในประเทศไทยคือ Vibrio spp. 
โดยเฉพาะเชือ้ Vibrio harveyi เม่ือกุ้งได้รับเชือ้นีจ้ะเกิดเป็นโรคเรืองแสงและตายในท่ีสดุ รวมทัง้ยงัมีไวรัสท่ี
แพร่ระบาดโดยท าให้กุ้งเกิดโรคคือโรคตวัแดงดวงขาว  (white spot syndrome virus, WSSV)  ปัจจบุนัโรค
ระบาดของกุ้งก่อให้เกิดความเสียหายตอ่อตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้งเป็นอย่างมาก การศกึษาโปรตีนท่ีมี
บทบาทเก่ียวข้องกบักลไกการปอ้งกนัตนเองจากเชือ้ก่อโรคกุ้งจงึมีความส าคญัตอ่การเพาะเลีย้งกุ้ง  

กุ้ งเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในกลุ่มครัสเตเชียน (crustacean) มีระบบไหลเวียนเลือดท่ีเรียกว่า      
ฮีโมลิมฟ์ (hemolymph) เป็นแบบเปิด มีระบบกลไกการปอ้งกนัตนเองท่ีเรียกว่า innate immune system เพ่ือ
ป้องกันสิ่งแปลกปลอมท่ีบุกรุก กลไกการป้องกันตนเองของกุ้ งอาศัยระบบภูมิคุ้มกันสองแบบ ได้แก่ระบบ
ภูมิคุ้มกันท่ีอาศยัเซลล์ (cellular immunity) ซึ่งอาศยัการท างานของเม็ดเลือด หรือเซลล์ฮีโมไซท์ (hemocyte) 
ได้ แก่ ก ระบวนการก ลืน กิน  (phagocytosis) การเกิ ด โนดูล   (nudule formation) และการกัก ล้ อม 
(encapsulation) จุลินทรีย์ (microorganism) ท่ีบุกรุก เป็นต้น ครัสเตเชียนยังมีระบบภูมิคุ้มกันแบบสารน า้ 
(humoral immunity) ท่ีประกอบด้วยโปรตีนหลายชนิด (Söderhäll and Cerenius, 1998)  บางชนิดยงัไม่ได้มี
การศึกษา เน่ืองจากในสภาวะปกติจะมีปริมาณน้อยมาก โดยโปรตีนเหล่านีจ้ะถูกหลั่งออกมาซึ่งพบว่ามี
ปริมาณเพิ่มขึน้ในฮีโมลิมฟ์เม่ือสตัว์เกิดการติดเชือ้หรือถูกกระตุ้น   ระบบภูมิคุ้มกันท่ีเป็นสารน า้ถูกกระตุ้นได้ 
โดยเบตา-1,3-กลูแคน (-1,3-glucan) หรือ lipopolysaccharide (LPS) บนผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ ดังนัน้
โปรตีนท่ีจดจ า LPS, peptidoglycan หรือเบตา-1,3-กลูแคน จึงถูกเรียกว่า pattern recognition receptors 
(PRRs) (Medzhitov and Janeway, 1997)  ซึ่งมีบทบาทเก่ียวข้องในระบบปอ้งกนัตนเองทัง้ในสตัว์มีและไม่มี
กระดูกสันหลัง  PRRs มีหลายชนิด อาทิระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase)  ซึ่งถูกกระตุ้นโดย 
LPS จากแบคทีเรีย หรือเบตา-1,3-กลูแคนจากแบคทีเรียหรือ fungi การจับระหว่างองค์ประกอบผิวเซลล์
เหล่านีก้ับ PRRs น าไปสู่การกระตุ้ นให้เกิด opsonin หรือ degranulation ของเซลล์เม็ดเลือดในกุ้ งนาง 



(crayfish) (Barracco et al., 1991) ท าให้มีการหลั่งระบบโปรฟีนอลออกซิเดส ซึ่งเปล่ียนไปเป็นเอนไซม์        
ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase)  ท่ีเป็นเอนไซม์ในวิถีการสังเคราะห์เมลานิน (melanin) ซึ่งไปยับยัง้การ
เจริญของจลุินทรีย์บกุรุกตอ่ไป (Söderhäll  and Cerenius, 1998) 

เลคติน (lectin)  เป็น PRR ชนิดหนึ่งท่ีมีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกนัของครัสเตเชียน เลคตินเป็นโปรตีน
ท่ีจบัจ าเพาะกับคาร์โบไฮเดรทบนผนงัเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ เช่นเบตา-1,3-กลูแคน หรือ LPS ท าให้เซลล์เกิด
การเกาะกลุ่ม (agglutination) เพ่ือช่วยก าจดัการบกุรุกของจลุินทรีย์   มีรายงานการศกึษาเลคตินท่ีพบในฮีโม
ลิมฟ์ของกุ้ งหลายชนิด ส่วนมากมีความจ าเพาะต่อน า้ตาลท่ีมีหมู่เอ็น -อะซิทิล (N-acetyl group) โดยเฉพาะ
น า้ตาลกรดไซอะลิค (sialic acid) เช่นมีการพบเลคตินจากซีรัม (serum) ของกุ้ งกุลาด าท่ีท าให้แบคทีเรียก่อ
โรคในกุ้ งกลุาด าเกาะกลุ่มได้ (Ratanapo and Chulavatnatol, 1992) จากการศกึษาของผู้วิจยัและคณะพบเล
คตินท่ีจ าเพาะต่อกรดไซอะลิค (sialic acid-specific lectin, LSa) ในฮีโมลิมฟ์ของกุ้ งแชบ๊วยมีแอคทิวิที 
(activity) เพิ่มสูงขึน้ตอบสนองต่อการติดเชือ้ก่อโรค  V. harveyi และเลคติน LSa บริสุทธ์ิของกุ้ งแชบ๊วย
สามารถท าให้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ งเกิดการเกาะกลุ่ม แต่ไม่มีผลต่อแบคทีเรียไม่ก่อโรคกุ้ ง แสดงถึงบทบาทท่ี
เก่ียวข้องกับภูมิคุ้ มกันของเลคติน  (Utarabhand et al, 2007; Rittidach et al., 2007) นอกจากนีย้ังพบว่า
ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนของเลคติน LSa บริสุทธ์ิคล้ายกับโดเมนไฟบริโนเจน (fibrinogen domain) ของ     
เลคตินฟิโคลิน (ficolin) ของคนซึ่งมีโดเมนไฟบริโนเจนเป็นองค์ประกอบ แม้มีการศึกษาในระดบัโมเลกุลของ
โปรตีนเลคติน LSa ของกุ้ งหลายชนิด แต่ยงัไม่เคยมีรายงานการโคลนยีนเลคติน LSa ได้ส าเร็จ รวมทัง้ผู้วิจยั
เอง ท าให้ไม่มีข้อมลูระดบัยีนของเลคติน LSa มีเพียงรายงานการศกึษาเบือ้งต้นของยีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริ
โน เจ น  (fibrinogen domain containing lectin) จ า ก แ ม ง ด า ท ะ เล  (horseshoe crab Tachypleus 
tridentatus) โดยเรียกว่า TLs-5 ซึ่ง Gokudan และคณะ (1999) ได้ท าให้เลคติน TLs-5 บริสุทธ์ิจากฮีโมลิมฟ์ 
พบว่ามี 2 form คือ TLs-5a และ TLs-5b ซึง่แยกได้เลคตนิ TLs-5 บริสทุธ์ิ ปริมาณ 3-4 มิลลิกรัม จากพลาสมา 
500 มิลลิลิตร และเม่ือศึกษาด้วยวิธี Western blot พบ TLs-5a ในตบั หวัใจ และล าไส้ ในขณะท่ีพบ TLs-5b 
เฉพาะในฮีโมไซท์ (Gokudan et al., 1999) ขณะนีย้งัไม่เคยมีรายงานการศกึษาเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน
ในกุ้ งชนิดใด และจะเห็นว่าการศกึษาเลคตินระดบัยีนท าได้ง่ายกว่าการศกึษาระดบัโปรตีนของเลคตินบริสทุ ธ์ิ 
โครงการวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะศกึษายีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจนจากฮีโมไซท์และผลิตโปรตีนลูกผสมของเล
คตินดงักล่าวเพ่ือศกึษาบทบาทระดบัโปรตีนของเลคตินชนิดนีใ้นกุ้ งแชบ๊วย นอกจากนี ้ปัจจบุนัยีนเลคตินท่ีมี
รายงานการศึกษาในกุ้ งหลายชนิดส่วนใหญ่เป็นเลคตินแบบ C (C-type lectin) ซึ่งมีต าแหน่งจบั Ca2+ (Ca2+ 
binding motif) แตไ่ม่มีโดเมนไฟบริโนเจนเป็นองค์ประกอบ และโคลนได้จากเนือ้เย่ือตบัเป็นหลกั เชน่เดียวกบั
ของกุ้ งแชบ๊วย (Utarabhand et al., 2017) ยีนเลคตินเหล่านีมี้การแสดงออกตอบสนองต่อการติดเชือ้ก่อโรค
กุ้ ง มีเพียงรายงานในกุ้ งขาวจีน (Fenneropenaeus chinensis) เท่านัน้ท่ีพบยีนเลคตินแบบ C ในเซลล์ฮีโม
ไซท์ (Liu et al., 2007) โครงการวิจัยนีจ้ึงสนใจท่ีจะโคลนยีนเลคตินแบบ  C จากเซลล์ฮีโมไซท์ของกุ้ งแชบ๊วย
ด้วย เพ่ือศกึษาบทบาทท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกนัของเลคตนิชนิดนีเ้ปรียบเทียบกบัยีนเลคตนิแบบ C ท่ีเคย
โคลนได้จากตบัของกุ้งชนิดเดียวกนั  



เน่ืองจากกุ้ งกุลาด าและกุ้ งขาวท่ีนิยมเพาะเลีย้งเกิดโรคระบาดอย่างมาก กุ้ งแชบ๊วยอาจเป็นอีก
ทางเลือกหนึง่ของการเพาะเลีย้ง เพราะเป็นกุ้งท้องถ่ินของไทย โดยผู้วิจยัได้ศกึษาบทบาทของโปรตีน PRRs ใน
สารน า้หลายชนิดท่ีมีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ งแชบ๊วยซึ่งตอบสนองต่อการติดเชือ้ก่อโรคกุ้ ง อาทิ 
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส และโปรตีนจบัลิโพโพลีแซคคาไรด์และเบตา-1,3-กลูแคน (LGBP) (Chaosomboon 
et al., 2017) ท่ีตอบสนองตอ่การติดเชือ้ก่อโรคในกุ้ งแชบ๊วย รวมทัง้เลคติน LSa และยีนเลคตินแบบ C เพ่ือให้
งานวิจัยเก่ียวกับภูมิคุ้มกันในกุ้ งแชบ๊วยครบสมบูรณ์ในกุ้ งชนิดเดียวกัน   โครงการวิจัยนีจ้ึงสนใจท่ีจะใช้กุ้ ง
แชบ๊วยเป็นตวัอย่างหลกัในการศกึษา  โดยมีจดุประสงค์ท่ีจะศกึษาโมเลกลุระดบัโปรตีนและยีนของเลคตินสอง
ชนิดท่ีมีโครงสร้างท่ีต่างกันคือเลคตินแบบ C และเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน ซึ่งมีรายงานการพบในเซลล์
เม็ดเลือด ตลอดจนการโคลนยีนของเลคตินสองชนิดนีจ้ากเซลล์ฮีโมไซท์ของกุ้ งแชบ๊วย เพ่ือเปรียบเทียบ
บทบาทท่ีเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกนัของเลคตินทัง้สองชนิดท่ีมีโครงสร้างท่ีตา่งกัน  และเปรียบเทียบบทบาท
ของเลคตินท่ีมีแหล่งการแสดงออกท่ีต่างกันคือในเซลล์ฮีโมไซท์และในตบัหรือฮีโมลิมฟ์ท่ีเคยศึกษามาก่อน 
(Thepnarong et al., 2015; Rittidach et al., 2007) รวมทัง้ศึกษาการตอบสนองของยีนเลคตินเหล่านีต้่อการ
เหน่ียวน าให้ติดเชือ้ก่อโรค  V. harveyi และ WSSV ในกุ้ งแชบ๊วย และจะลองศึกษายีนนีใ้นกุ้ งขาวเพ่ือได้น า
องค์ความรู้ท่ีได้จากการศึกษากลไกการป้องกันตนเองในกุ้ งแชบ๊วย ไปใช้กับกุ้ งขาวได้ด้วย โดยไม่ท าให้องค์
ความรู้ท่ีศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ งแชบ๊วยท่ีได้ท ามาอย่างตอ่เน่ืองในกุ้ งชนิดเดียวกัน
เสียเปล่า  และความรู้ท่ีได้จะท าให้เข้าใจบทบาทของเลคตินในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ งมากขึน้ ซึ่งจะเป็นข้อมูล
วิจยัส่วนหนึ่งน าไปสู่การเรียนรู้กลไกการป้องกันตนเองในกุ้ งแบบอาศยัเซลล์ (cellular immunity) ว่ามีความ
เช่ือมโยงหรือแตกต่างจากภูมิคุ้มกันแบบสารน า้ (humoral immunity) ทัง้นีเ้พราะมกัพบว่าโปรตีนต่าง ๆ ใน
สิ่งมีชีวิตมีการท างานร่วมหรือเช่ือมโยงกัน ผลการวิจัยท่ีได้นีจ้ะเป็นประโยชน์ต่อการประยุกต์ใช้งานวิจยัท่ี
ศกึษาในกุ้งแชบ๊วยกบัการเพาะเลีย้งกุ้งขาวตอ่ไปในอนาคต  

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1.  เพ่ือสร้าง cDNA สายเตม็ของยีนเลคตินแบบ C (LC ซึง่ในรายงานเรียก FmLC5) จากเซลล์ฮีโมไซท์
ของกุ้งแชบ๊วย และศกึษาสมบตัขิองยีน LC 

2.  เพ่ือสร้าง cDNA สายเตม็ของยีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน (LFd) จากเซลล์ฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วย 
และศกึษาสมบตัขิองยีน LFd 

3.  เพ่ือศกึษาการแสดงออกของยีน LC และยีน LFd ในเนือ้เย่ือของกุ้งแชบ๊วย  
4.  เพ่ือศกึษาผลการเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรคกุ้งตอ่การแสดงออกของยีน LC และยีน LFd ในกุ้งแชบ๊วย 
5.  เพ่ือสร้างโพรบของยีน LC และยีน LFd ของกุ้งขาว และศกึษาผลการเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรค 
      ตอ่การแสดงออกของยีน LC และยีน LFd ในฮีโมไซท์ของกุ้งขาว เปรียบเทียบผลกบัของกุ้งแชบ๊วย 
6.  เพ่ือสงัเคราะห์รีคอมมิแนนท์โปรตีนของเลคติน (Recombinant lectin, rLFd) จากยีน LFd 
7.   เพ่ือท าให้เลคตนิ rLFd บริสทุธ์ิ และศกึษาสมบตัทิางชีวเคมีของเลคตนิ rLFd บริสทุธ์ิ 



 
 
 
 
 

บทที่ 1  
เลคตนิแบบ C (FmLC5) 
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A B S T R A C T

Crustaceans are deficient in adaptive immune system. They depend completely on an innate immunity to protect
themselves from invading microorganisms. One kind of pattern recognition receptors that contribute roles in the
innate immunity is lectin. A new C-type lectin gene designated as FmLC5 was isolated from Fenneropenaeus
merguiensis. Its full-length cDNA is composed of 1526 bp and one open reading frame of 852 bp encoding a
peptide of 284 amino acids. The deduced amino acid sequence of FmLC5 comprises a signal peptide of 20
contiguous amino acids with a molecular mass of 31.47 kDa and an isoelectric point of 4.35. The primary
structure of FmLC5 consists of two similar carbohydrate recognition domains (CRDs), each CRD contains a Ca2+

binding site-2 and a QPD motif specific for galactose-binding. The FmLC5 transcripts were detected only in the
hemocytes analyzed by RT-PCR and in situ hybridization. The FmLC5 expression was significantly up-regulated
after challenge with Vibrio harveyi, white spot syndrome virus (WSSV) or lipopolysaccharide. RNAi-based si-
lencing with co-injection by V. harveyi or WSSV resulted in critical suppression of the FmLC5 expression, in-
creasing in mortality and reduction of the median lethal time. These results conclude that FmLC5 is unique
putative galactose-binding C-type lectin in F. merguiensis that may contribute as receptor molecule in the immune
response to defend the shrimp from pathogenic bacteria and viruses.

1. Introduction

Invertebrates do not have an adaptive immunity or immunological
memory. Crustaceans including shrimp depend only on an innate im-
mune system that comprises cellular and humoral immunity to defend
themselves against foreign materials (Hoffmann et al., 1999; Beutler,
2004). The innate immune system refers to germline encoded factors
for recognition and elimination of invading microorganisms by pha-
gocytosis. Recently, it was considered to be specific and capable of
discriminating between self and non-self (Jiravanichpaisal et al., 2006).
Both humoral and cellular defenses exhibit coordination to maintain
and to protect animals themselves from disease agents since many
humoral factors affect hemocyte function while hemocytes are an es-
sential source of many humoral molecules (Elrod-Erickson et al., 2000;
Lavine and Strand, 2002). Circulating hemocytes are primary cells of
different types which participate in removal of invading microorgan-
isms by phagocytosis, hemocyte aggregation or nodule formation, en-
capsulation of large molecules and triggering cytotoxic reactions (Wang
and Wang, 2013a, 2013b; Tassanakajon et al., 2013). Recognition of
foreign invaders through pattern recognition receptors (PRRs) is an

initial action of the innate immunity. PRRs recognize carbohydrate on
the microbial cell surface which is so-called pathogen-associated mo-
lecular patterns (PAMPs) (Janeway and Medzhitov, 2002). Lectins, ei-
ther free in the hemolymph or associated with the hemocytes, may act
as both recognizers and effectors of immunity (Rowley and Powell,
2007). Several PRRs including lectins have been increasingly identified
in crustaceans. One of the important shrimp PRRs is C-type lectins
which refer to the large family of calcium-dependent carbohydrate
binding proteins. The superfamily of C-type lectins is subdivided into
subtypes relying on similarities in their structures and functional dif-
ferences. Most reported shrimp C-type lectins contain one or two car-
bohydrate recognition domains (CRDs). Most CRDs have a conservative
EPN (Glu-Pro-Asn) or QPD (Gln-Pro-Asp) motif in Ca2+ binding site-2
for specific mannose or galactose binding, respectively (Drickamer,
1992, 1993; Kolatkar and Weis, 1996). Although C-type lectins that
contain a single CRD is a common configuration, most shrimp C-type
lectins consist of 2 CRDs for instance FcLectin, FcLec2 and FcLec5 from
Fenneropenaeus chinensis (Xu et al., 2010; Liu et al., 2007; Zhang et al.,
2009), LvLT and LvCTL1 from Litopenaeus vannamei (Zhao et al., 2009;
Ma et al., 2007), PmLT from Penaeus monodon (Ma et al., 2008), and
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FmLC from Fenneropenaeus merguiensis (Rattanaporn and Utarabhand,
2011). The increasing diversity of shrimp C-type lectins has been re-
ported to have divergent functions being involved in the immune re-
cognition and numerous biological phenomena such as mediating pa-
thogen recognition and cellular interactions (Yang et al., 2011; Luo
et al., 2006; Wang et al., 2013; Utarabhand et al., 2017b), propheno-
loxidase activation (Junkunlo et al., 2012; Yu et al., 1999), and in-
duction of antibacterial and antiviral activity (Sun et al., 2008; Wang
et al., 2009a, 2009b; Zhao et al., 2009; Li et al., 2014). Recently,
MjHeCL that was identified from the kuruma prawn Marsupenaeus ja-
ponicus inhibited bacterial proliferation by regulating the expression of
antimicrobial peptides (Wang et al., 2014). Most lectin genes appear to
be expressed mainly in an important hepatopancreatic tissue (Zhang
et al., 2009; Wang et al., 2014; Rattanaporn and Utarabhand, 2011;
Thepnarong et al., 2015; Utarabhand et al., 2017b), some are found in
non-hepatopancreatic tissues like stomach and gills (Junkunlo et al.,
2012; Runsaeng et al., 2015). Hemocytes are not only accountable for
phagocytosis, encapsulation and nodule formation, but they also func-
tion as the source of effectively soluble recognition receptors such as
lectins (Liu et al., 2007; Wang and Wang, 2013a; Wang et al., 2014).
The only one dual-CRD C-type lectin, F. chinensis FcLectin, was reported
to express specifically in the hemocytes and up-regulated after chal-
lenge with either bacteria or white spot syndrome virus (WSSV) (Liu
et al., 2007).

We previously reported the characterization and functional analysis
of four C-type lectins so-called FmLCs from F. merguiensis, an im-
portantly economic species in Thailand. We demonstrated that FmLC
which consisted of two CRDs with QPD and EPN motifs, was expressed
only in the hepatopancreas (Rattanaporn and Utarabhand, 2011) si-
milar to FmLC1 that contained a single CRD with EPS motif
(Thepnarong et al., 2015). Two single-CRD lectins with a QPD motif
were recently isolated, FmLC2 was exhibited mainly in the stomach and
gills (Runsaeng et al., 2015) while FmLC4 was found only in the he-
patopancreas (Utarabhand et al., 2017b). Moreover, a sialic acid-spe-
cific FmL, the purified lectin from F. merguiensis hemolymph, had been
recently characterized and presumably involved in maturation of the
ovaries (Utarabhand et al., 2017a). FmL induced hemagglutinating
activity and selective agglutination in Ca2+-dependent manner of pa-
thogenic bacteria and these were soundly suppressed by sialic acid and
fetuin (Rittidach et al., 2007). These lectins are proven to be partici-
pated in shrimp innate immune responses towards Vibrio harveyi, one of
the shirmp pathogenic bacteria in Thailand. Hereby, we aimed to in-
vestigate a diverse C-type lectin (called FmLC5) that exhibited its ex-
pression or action in hemocytes by using In situ hybridization, artificial
pathogenic challenging and gene silencing approaches. All of these
studies would suggest the action of this lectin in shrimp immune de-
fense.

2. Materials and methods

2.1. Shrimp and hemocyte preparation

F. merguiensis shrimp (15–20 g in body weight) were purchased from
the commercial farm in Nakhon Si Thammarat province of southern
Thailand. Shrimp fed with food pellets were reared in aerated tanks,
1 ml of hemolymph was drawn from the pericardial sinus with a syringe
with a 21 gauge needle and mixed with an equal volume of antic-
oagulant solution (Gollas-Galván et al., 1999). The hemocytes were
pelleted by centrifugation at 800g for 15 min at 4 °C. Then, the super-
natant was discarded and the pellet was kept at −80 °C until use.

2.2. Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was prepared from shrimp hemocytes using TriPure
isolation reagent (Roche Diagnostics, Germany). The quantity of total
RNA was assessed by measuring the absorbance at 260 mm (A260)

using MeastroNano spectrophotometer (Meastrogen, USA) whereas its
purity was confirmed by the ratio of A260/A280. One microgram of
total RNA was treated with DNase I. The DNA-free RNA was reverse
transcribed to first-strand cDNA by SuperScript III Reverse
Transcriptase and oligo(dT)12-18 primer (Invitrogen, USA) following the
manufacturer’s protocol. Then, it was served as a cDNA template to
clone the DNA fragment of FmLC5 by polymerase chain reaction (PCR)
technique.

2.3. Cloning of FmLC5 cDNA

To clone a dual-CRD lectin containing two QPD motifs from F.
merguiensis, named FmLC5, an internal cDNA fragment was produced
by using primers designed relying on the CRD conserved domain of C-
type lectins which comprising QPD motif from F. merguiensis (FmLC2)
and other crustacean species present in GenBank (www.ncbi.nlm.nih.
gov).

An internal FmLC5 cDNA was amplified by PCR using forward
FmLC5-F1 and reverse FmLC5-R1 primers (Table S1). The PCR condi-
tion was carried out in a Mastercycler (Eppendorf, Germany), in a 25 μl
final volume consisting of 1× GoTaq Flexi reaction buffer, 0.2 µM
FmLC5-F1, 0.2 µM FmLC5-R1, 80 μM dNTP mix, 0.5 µl of first strand
cDNA, 1.5 mM MgCl2, and 4 unit/ml of GoTaq Flexi DNA polymerase
(Promega, USA). The amplified program was initiated at 94 °C for 5 min
to denature the cDNA template following 35 cycles of 94 °C for 30 s,
52 °C for 45 s and 72 °C for 1 min. At the last cycle, PCR products were
incubated for 5 min at 72 °C and visualized by electrophoresis staining
with ethidium bromide. The Gel/PCR DNA fragment extraction kit
(Geneaid, Taiwan) was used to purify DNA from the gel. Then, the
target PCR fragment was introduced into the pGEM-T Easy cloning
vector, and transformed into Escherichia coli DH5α. Inserted plasmids
consisting of FmLC5 from each clone were nucleotide sequenced using
T7 and SP6 universal primers and sequencing kit (Applied Biosystems,
USA).

2.4. Production of a complete cDNA sequence

FmLC5-F2 and FmLC5-R2 primers were synthesized from the in-
ternal sequence of FmLC5 cDNA. The nucleotide sequences of 5′ and 3′
missing ends were produced by rapid amplification of cDNA end
(RACE) method using first strand cDNA generated from F. merguiensis
hemocytes and the GeneRacer kit (Invitrogen) according to instructions
of company. The amplified DNA was monitored by 1% agarose gel
electrophoresis, isolated from the gel, attached to pGEM-T Easy cloning
vector and subjected to DNA sequencing. A complete nucleotide se-
quence of FmLC5 was constructed by overlapping of three fragments. In
order to confirm the complete nucleotide sequence of FmLC5, new gene
specific primers (FmLC5-F3 and FmLC5-R3, Table S1) were produced
relying on the full-length cDNA sequence and used to amplify an open
reading frame (ORF) by RT-PCR. Similarly, isolated total RNA from
hemocytes was served to construct the first-strand cDNA in PCR am-
plification. The PCR products were performed and subjected to DNA
sequencing.

2.5. Sequence comparison and phylogenetic analysis

The ExPASY server (https://www.expasy.org/tools/) was used to
analyze the primary sequence of FmLC5. SignalP 3.0 program
(Bendtsen et al., 2004) was applied to estimate the presence of signal
peptide. NetNGlyc 1.0 was chosen to predict the potential N-glycosy-
lation sites. The simple modular architecture research tool (SMART)
was utilized to invatigate the protein motif features. SWISS-MODEL
prediction algorithm was used to construct the tertiary structural
modelling that was shown by DeepView/Swiss-Pdb Viewer version
4.1.0.

In order to analyze the translated amino acid sequences of several
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lectins containing QPD motif in CRDs domain from shrimp (F. mer-
guiensis FmLC and FmLC5, F. chinensis FcLectin, FcLec2 and FcLec5, P.
monodon PmLT, Penaeus semisulcatus PsLT, and L. vannamei LvLT) and
from a freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii, Mrlec1), the se-
quence comparison was built by multiple-alignments using the Clustal
W program (Thompson et al., 1994). The phylogenetic tree was es-
tablished by MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011) relying on the overall
amino acid alignment of dual CRD sequences consisting of QP∗ motif
present in Genbank. Those chosen lectins obtained from the shrimp F.
merguiensis (FmLC, FmLC5), P. monodon (PmLT), L. vannamei (LvLT,
LvCTL-br1, LvCTL-br2), P. semisulcatus (PsCTL), F. chinensis (FcLectin,
FcLec2, FcLec5), prawn M. rosenbergii (Mrlec1), and from insects
Bombyx mori (BmLELs-1, BmLELs-2) and Helicoverpa armigera (Ha-
lectin). The reproducibility of the results was evaluated by one thou-
sand bootstraps.

2.6. Expression of FmLC5 mRNA in different tissues

Various tissues (stomach, heart, muscle, lymphoid organ, intestine,
and hepatopancreas) including hemocytes were carefully removed from
F. merguiensis. After total RNA extraction by TriPure isolation reagent
(Roche), contaminated DNA was discarded with DNase I (Invitrogen).
One microgram of DNA-treated RNA was treated with oligo(dT)12-18
primer to produce first-strand cDNA as described in method Section 2.4.
Two 18S rRNA primers (Table S1) were used to amplify F. merguiensis
18S rRNA by RT-PCR and its product was used as a control.

2.7. Transcription of FmLC5 mRNA upon challenge with WSSV and V.
harveyi

V. harveyi was cultured in a tryptic soy agar (TSA) containing 2%
NaCl following the procedure previously reported (Rittidach et al.,
2007). WSSV was extracted from infected shrimp tissues by being
homogenized in K-199 medium. After centrifugation at 9300g for
10 min at 4 °C, the supernatant was collected and filtered through
0.2 μm filter to obtain the WSSV stock. For LD50 test, the viral stock of
ten-fold serial dilution was injected into the shrimp. The cumulative
mortality was recorded for ten days. The concentration of viral stock
resulted in shrimp mortality for 50% in 7 days was dilution to be 10−7

of stock. Hence, this concentration was selected to challenge shrimp in
all experiments.

In the treated experiment, individual shrimp was injected with
100 μl saline solution (0.85% NaCl) containing WSSV (10−6 of stock) or
V. harveyi (5 × 108 cells/ml) into the abdominal muscle located at the
sixth abdominal segment. In the control group, shrimp was directly
injected with 100 μl saline solution. Each experiment was performed in
duplicate at 25–26 °C. The hemolymph was drawn from individual
shrimp (n = 5–7) from each treatment at various time points after
stimulation including 0, 6, 12, 18, 24, 48 and 72 h. The hemocytes was
collected and used to isolate total RNA following the method previously
described in Sections 2.1 and 2.2. FmLC5 gene expression was de-
termined by quantitative RT-PCR (qRT-PCR) using StepOnePlus Real-
Time PCR system (Applied Biosystems) following the method pre-
viously reported (Thepnarong et al., 2015; Phiriyangkul et al., 2007).

The ABI-Primer Express program version 3.01 was used for primer
and probe designing. For FmLC5, primers and probe were chosen from
an internal fragment of FmLC5 cDNA (GenBank # KU297216). Probe
and primers of 18S rRNA were designed based on the partial nucleotide
sequence previously reported (GenBank # DQ501247). The probe and
primer sets were selected with concerning of for optimal melting tem-
peratures, secondary structure, base composition, and amplicon
lengths. Each set of primers and FAM-labeled TaqMan probe were
synthesized for using in qRT-PCR. The qRT-PCR reaction was estab-
lished in a final volume of 20 μl reaction mixture containing 10 μl of
2× TaqMan Universal PCR Master Mix (Taq Gold DNA polymerase,
AmpErase UNG, dNTP with dUTP, ROX™ Passive Reference dye)

(Applied Biosystems), 900 nM of each primer, 250 nM probe and 1 μl of
cDNA template. The reaction was initiated at 50 °C for 2 min to opti-
mize activity of UDG enzyme, 95 °C for 10 min to activate the AmpliTaq
gold DNA polymerase and following 40 cycles of 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min.

FmLC5 or 18S rRNA gene was inserted into the pGEM-T Easy vector
with the same condition as previously described in method Section 2.3.
The plasmids were used as material for construction of a standard curve
of the target gene (FmLC5) or the reference gene (18S rRNA). The curve
was linear over five to six orders of magnitude, with the linear corre-
lation between the threshold cycles and the target gene levels being
over 0.99. Then, it was used to calculate the quantities of sample
mRNA. The relative abundance of FmLC5 transcript calibrated against
that of the internal control (18S rRNA) was used to normalize FmLC5
mRNA transcription in the tissue at different times after challenge. All
data were analyzed with one-way ANOVA using Ducan’s multiple
comparison test. Differences between treatments and controls were
considered significant at p values< 0.05.

2.8. Double stranded RNA (dsRNA) synthesis of FmLC5 gene

An internal FmLC5-DNA fragment (488 bp) was synthesized fol-
lowing the method described in Section 2.3 to construct the re-
combinant plasmids which were used as template for double-stranded
RNA (dsRNA) production. The primers, FmLC5T7-F and FmLC5T7-R
(Table S1) were then utilized to synthesize FmLC5 fragment consisting
of nucleotide sequence for T7 promoter at the 5′-terminus. Sense and
antisense RNA strands were generated by in vitro transcription using T7
RiboMAX™ express large scale RNA production systems (Promega).
After DNA template digestion, standard phenol-chloroform extraction
was used to purify dsRNA. In order to maximize yield of duplex, the
prepared dsRNA was incubated at 70 °C for 15 min and cool down to
room temperature for at least 25 min. The dsRNA quality was observed
by agarose gel electrophoresis and its quantity was determined by
measuring A260. A pBS-ldhGFP vector, GFP-F/-R and GFPT7-F/-R pri-
mers were used for a green fluorescent protein (GFP) gene amplifica-
tion. Afterwards, dsRNA of GFP was also injected into shrimp for a
negative dsRNA control.

2.9. Silencing of FmLC5 gene by dsRNA and cumulative mortality assay

In order to investigate the effect of dsRNA on silencing FmLC5 ex-
pression in F. merguiensis, juvenile shrimp (3 g) were separated into 6
groups (n = 13 for each group). For RNA interference (RNAi) experi-
ments, shrimp was individually injected with saline solution comprising
FmLC5 dsRNA or GFP dsRNA (2.5 µg each dsRNA/g shrimp). Shrimp in
the control group were administered with saline solution. At 24 h post-
inoculation, each shrimp was injected again by saline solution with or
without dsRNA which mixed with WSSV (10−7 of stock) or V. harveyi
(2 × 105 cells). Then, the hemolymph was drawn from each shrimp
(n = 3 from each group) at 48 h or 24 h for co-injection with WSSV or
bacterium, respectively. The FmLC5 transcription in the silencing or
reference groups was verified by semi-quantitative RT-PCR analysis.
The remained shrimp (n = 10 from each group) were cultured further
and counted for the cumulative mortality rate after secondary injection.

2.10. Separation of the hemocytes and in situ hybridization

The hemolymph (0.5 ml) was drawn freshly from F. merguiensis and
different types of hemocyte populations were separated through 70%
Percoll gradient centrifugation (Sigma, USA) (Söderhäll and Smith,
1983). Briefly, Percoll density gradient was performed by centrifuga-
tion at 25,000g for 20 min at 4 °C before hemocyte separation. The
hemolymph was mixed 1:1 with an anticoagulant, layered immediately
on the top of the Percoll gradient and then centrifuged at 2,900g for
10 min at 4 °C. Afterwards, the bands containing each type of the
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hemocytes were carefully collected by pipetting. The morphology and
characterization of each cell type were microscopically observed after
hematoxylin and eosin staining. Cell viability was analyzed by trypan
blue exclusion. The separated hemocytes were subjected to in situ hy-
bridization.

To prepare RNA probes, digoxygenin (DIG)-labeled oligonucleotides
(Roche) for antisense and sense probes to internal nucleotide sequence
of FmLC5 (GenBank # KU297216) were synthesized using the
MEGAscript RNA synthesis kit (Invitrogen). The hemocytes were col-
lected and fixed onto Poly-L-lysine coated slides with fixative solution
(10% formalin in 1.5% saline solution) at 4 °C. They were washed with
diethylpyrocarbonate (DEPC) treated PBS (10 mM phosphate buffered
saline, pH 7.4) and then digested with 10 μg/ml proteinase K
(Invitrogen) in PBS for 10 min at 37 °C. After washing with PBS, slides
were refixed in fixative solution containing 5 mM MgCl2 for 10 min at
room temperature. Thereafter, they were washed with PBS and pre-
hybridized with hybridization buffer (50% formamide, 5× SCC,
100 μg/ml ssDNA from salmon testis, 0.1% Tween-20 and 100 μg/ml
heparin in PBS) for 2 h at 50 °C. Each slide was then hybridized with
either DIG-labeled sense or antisense FmLC5 cRNA probe at 50 °C
overnight in a moist chamber. In the washing step, the hemocytes were
incubated in 0.2× SSC at 60 °C for 1 h, and subsequently washed with
0.2× SSC at room temperature for 5 min. The hybridized DIG-labeled
probe was detected with anti-DIG alkaline phosphatase conjugate and
visualized with colorimetric substrate NBT/BCIP (Roche). The slides
were mounted in 90% glycerol and then observed under a light mi-
croscope.

3. Results

3.1. Molecular characterization and primary sequence of FmLC5

A full-length nucleotide sequence of FmLC5 was constructed from 3
overlapping clones of an internal and 5′ and 3′ cDNA fragments syn-
thesized from total RNA of F. merguiensis hemocytes. The amplified ORF
sequence was confirmed an identity of the reconstructed sequence. The
entire nucleotide and amino acid sequences of FmLC5 were deposited in
GenBank # KU297216 and # ANE31673, respectively. The full-length
FmLC5 cDNA contained 1526 bp, one 5′ UTR (untranslated region) of
87 bp and one 3′ UTR (587 bp) (Fig. S1). It was composed of an ORF
(852 bp) encoded 284 amino acid residues. The primary sequence of
FmLC5 was composed of a signal peptide of 20 amino acids, a peptide
with molecular mass of 31.47 kDa and pI of 4.35. Using SMART pro-
gram, FmLC5 comprised two similar CRD domains. CRD1 (residues
32–154) was composed of a QPD (Gln119-Pro120-Asp121) motif and one
Ca2+ binding site-2, ND (Asn141-Asp142), while CRD2 (residues
159–281) also consisted of one QPD (Gln246-Pro247-Asp248) motif and a
Ca2+ binding site-2, ND (Asn268-Asp269). Moreover, FmLC5 has four
disulfide bridges bonded by 8 cysteine residues (60 and 153, 129 and
145, 187 and 280, 256 and 272) (Fig. S1). The ExPAsy proteomics
analysis predicted four O-linked glycosylation sites at Ser25, Ser116,
Thr175 and Ser243 without N-linked glycosylation site in FmLC5.

The potential tertiary structure of FmLC5 was generated according
to the template 5ao6C-type mannose receptor from Homo sapiens by
SWISS-MODEL program (Fig. 1). FmLC5 structure was composed of 4 α-
helices and 15 β-strands which adopted 2 double-loop structures con-
taining 2 regions. An upper region consisting of 10 β-strands and Ca2+

binding sites-2 (Ca2+-2) contributed in the binding of carbohydrate
were found in the long loop region. A lower region comprised 4 α-
helices and 5 β-strands. Eight conserved cysteines (C1 and C4, C2 and
C3, C5 and C8, C6 and C7) were noted to form four disulfide linkages at
the bases of the loops in both CRDs.

3.2. Comparison of FmLC5 primary sequence to other C-type lectins

The primary sequences of two CRDs each of which contained one

QPD motif of FmLC5 (GenBank # ANE31673) and of other dual-CRD
lectins obtained from six species were multiple-aligned (Fig. S2). Four
highly conserved cysteines were located in each CRD of these lectins. A
QPD motif was shown in CRD1 of all lectins included FmLC5 while
another QPD motif was found in the CRD2 of only FmLC5 and FcLectin
(Fig. S2). The overall sequence of FmLC5 shared the highest similarity
(94% identity) to the sequence of dual-CRD FcLectin of F. chinensis. Low
similarity (38–45% identity) was observed to dual-CRD lectins of other
species including FmLC (46% identity). When the FmLC5 primary se-
quences of between the CRD1 and CRD2 were compared, it showed a
high 86% identity. Besides, the CRDs of FmLC5 was least similar to that
of single-CRD FmLC2 (44%) and FmLC4 (Gen Bank # AGS42195)
(47%), suggesting that FmLC5 was a new lectin found in F. merguiensis.

A phylogenetic tree generated from the whole primary sequence
analysis of CRDs comprising QPD motifs of FmLC5 and other dual-CRD
C-type lectins from freshwater prawn, shrimp and insects was shown in
Fig. 2. The tree illustrated 2 groups. Group 1 consisting of shrimp and
prawn lectins was divided into 2 clusters. Cluster 1 comprised dual-CRD
lectins contained one QPD motif of shrimp whereas the freshwater
prawn Mrlec1 was out of cluster 1. The FmLC5 and FcLectin of F. chi-
nensis were presented in cluster 2 and closely related. Another group
included the dual-CRD lectins from insects (BmLELs1, BmLELs2 and Ha-
lectin).

3.3. Expression of FmLC5 in different tissues and in the hemocytes after
injection with V. harveyi, WSSV or LPS

The mRNA expression of FmLC5 in various tissues of normal shrimp
was observed by RT-PCR and using 18S rRNA as an internal control.
The FmLC5 transcripts were detected only in the hemocytes, none was
found in other tissues of normal shrimp (Fig. 3).

Otherwise, the time-course FmLC5 expression in the hemocytes of
shrimp given with the pathogenic V. harveyi or WSSV was investigated
by qRT-PCR whereas 18S rRNA was used as an internal standard. No
significant differences were detected in the FmLC5 transcript levels in
the control throughout the experimental period (Fig. 4). Upon chal-
lenge with V. harveyi, the FmLC5 expression in the shrimp hemocytes
increased at 6 hpi (hour post-injection) from an original level (0 h) to
reach the highest level at 12 hpi, decreased at 18 hpi and then raised to
get a peak at 24 hpi. Thereafter, the expression of FmLC5 decreased
gradually at 48–72 hpi (Fig. 4A). After being given with WSSV, the
expression of FmLC5 in the hemocytes increased from 6 hpi to get a
maximum at 18 hpi. After that, it declined from 24 to 72 hpi (Fig. 4B).
With similar pattern, Fig. 4C shows that the FmLC5 expression was

Fig. 1. Potential tertiary structure of dual CRDs of FmLC5 predicted by SWISS-MODEL
program. Navy-blue, random coils; red, β-strands; green, α-helices; sky-blue and pink,
Ca2+-2 binding sites; and yellow, disulfide bonds. C1-C8 represents eight cysteines in-
volved in forming four disulfide bonds. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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particularly induced to increase to peak at 24 h post LPS injection,
suggested that either V. harveyi or bacterial cell component LPS could
induced FmLC5 expression.

3.4. Expression of FmLC5 and cumulative mortality upon dsRNA injection

To demonstrate a contribution of FmLC5 in the immune response of
F. merguiensis, gene silencing conducted by RNA interference was car-
ried out to investigate FmLC5 expression in the knockdown animals.
The FmLC5 expression was suppressed by 95% in hemocytes of shrimp
co-injected with V. harveyi or WSSV after the second injection with
FmLC5 dsRNA (Fig. 5). In the control groups, the mRNA expression of
FmLC5 was not affected by GFP dsRNA or saline injection (Fig. 5). The
silencing was speculated to be gene-specific because only its mRNA
expression was critically discouraged by FmLC5 dsRNA.

In the same treatments, the FmLC5 silenced shrimp with V. harveyi
co-injection revealed a cumulative mortality of 20% in 12 h and up to
80% and 100% in 24 h and 48 h post-second injection, respectively
(Fig. 6A). The cumulative mortality with WSSV co-injection was 50% in
24 h and 100% in 72 h (day 3) (Fig. 6B). The cumulative mortality of
the control groups given with GFP dsRNA or saline showed similar
patterns, those were 30% in day 2 and 50% in day 4–6 with V. harveyi
co-injection, while 30% in day 3 as well as 50% in day 5–6 by WSSV co-
inoculation.

3.5. Separation of the hemocytes and localization by in situ hybridization

The circulating hemocytes were separated by 70% Percoll cen-
trifugation into three distinct separated bands. Each isolated hemocyte
band was picked up to investigate cell morphology under a light

microscope after hemotoxylin and eosin staining (Fig. 7). Three types of
hemocytes were found and defined relying on different size and number
of granules in the cytoplasm. Hyaline cells lack granules whereas semi-
granular cells contain some cytoplasm granules. Granular cells are
larger than hyaline and semi-granular cells, and they contain the most
granules.

FmLC5 mRNA was detected in the hemocytes using DIG-labelled
probes. The FmLC5 mRNA transcripts were detected as positive signals
with antisense probe in granular and semi-granular cells, none (nega-
tive signal) in hyaline cells. The negative control hybridized with sense
probe showed no signal in all three types of hemocyte cells (Fig. 7).

4. Discussion

In invertebrates, C-type lectins were known to contain at least one
CRD with Ca2+ binding site-2 that contributed in carbohydrate binding
activity (Zelensky and Gready, 2005). The CRD found in crustaceans is
composed of a QPD or an EPN motif that is necessary for binding of
galactose or mannose, respectively (Drickamer, 1992, 1993; Kolatkar
and Weis, 1996). In this report, FmLC5 cloned from the hemocytes of F.
merguiensis was revealed to be dual-CRD C-type lectin as its structure
fitted well with the characteristic of common C-type lectins. It was
composed of two similar CRDs sharing 86% identity with each other
which was similar to that of F. chinensis FcLectin (Liu et al., 2007).
FmLC5 has two QPD motifs located in each CRD, suggesting that it is a
putative galactose-binding lectin and may have more affinity for the
galactose binding than one QPD motif containing lectins like FmLC,
FmLC4, LvLT, FcLec5 and PmLT (Drickamer, 1992; Kolatkar and Weis,
1996; Rattanaporn and Utarabhand, 2011; Utarabhand et al., 2017b;
Ma et al., 2007, 2008; Xu et al., 2010). The primary sequence of FmLC5
was closely similar to that of FcLectin from the bioinformatics analyses.
It shared low identity to FmLC, FmLC2 and FmLC4, indicated that
FmLC5 is unique in F. merguiensis.

Crustacean hemocytes are well known in capable of sequestrating
and eliminating invading pathogens. They contribute important roles in
the crustacean immunity and also to synthesize and secrete some PRR
molecules (Smith and Chisholm, 1992; Wang and Wang, 2013a, 2013b;
Tassanakajon et al., 2013). By RT-PCR analysis, FmLC5 mRNA was
found to express only in the hemocytes of normal shrimp. In corre-
sponding well with in situ hybridization, the positive signals were de-
tected in semi-granular and granular hemocytes, none was found in
hyaline cells. Likewise, FcLectin, the highest similar structure to
FmLC5, was also expressed mainly in the hemocytes of F. chinensis as

Fig. 2. Phylogenetic analysis of mature proteins
from FmLC5 and other animal C-type lectins. The
tree was estrabished by the neighbor-joining
method monitored by MEGA 5.2 with a bootstrap
of 1000 corresponding to the amino acid align-
ments of sequences from selected lectins from five
species of shrimp, prawn and two insects as fol-
lows; LvCTL-br1, LvCTL-br2 and LvLT,
Litopenaeus vannamei; FcLec2, FcLec5 and
FcLectin, Fenneropenaeus chinensis; PmLT, Penaeus
monodon; FmLC and FmLC5, Fenneropenaeus mer-
guiensis; PsCTL, Penaeus semisulcatus; Mrlec1,
Macrobrachium rosenbergii; Ha-lectin, Helicoverpa
armigera; BmLELs-1 and BmLELs-2, Bombyx mori).
GenBank accession numbers of each lectin are
presented in the figure. Arrow indicates the
FmLC5 while the bar (0.1) shows the genetic
distance.

Fig. 3. RT-PCR analysis of FmLC5 mRNA expression in different tissues. Total RNA was
extracted from various tissues including hemocytes. RT-PCR products were amplified by
using the primers specific to the FmLC5 gene and 18S rRNA. RT-PCR of 18S rRNA
transcript was done as an internal control.
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detected by Northern blotting and in situ hybridization (Liu et al.,
2007).

V. harveyi is considered to be a violent pathogen caused shrimp
vibriosis in Thailand. In the artificially infectious experiments by V.
harveyi, the significant increase of FmLC5 expression in the hemocytes
at 12 hpi was specifically influenced by bacterial stimulation. It was not
caused by injection since the FmLC5 expression level was not changed
in control shrimp during 0–72 hpi. FcLectin gene also displayed similar
response against Vibrio and Staphylococcus challenge (Liu et al., 2007),
except it did not split into two peaks like FmLC5 did. The similar ex-
pression pattern that split into 2 peaks was found for EsCTL of Eriocheir
sinensis in response to Vibrio anguillarum challenge, MrLec3 or MrLec4
of the freshwater prawn M. rosenbergii in response to V. para-
haemolyticus or V. anguillarum challenge, respectively (Wang et al.,
2013; Ren et al., 2012), without any explanation was mentioned in
those reports. We postulated that this event might be the second im-
mune response of FmLC5 as also reported for FcLec3 of F. chinensis
challenged with WSSV (Wang et al., 2009a). In contrast, FmLC5 gene in
the hemocytes was in vivo induced to get one peak at 24 hpi upon in-
jection of F. merguiensis with LPS, main components on the cell surface
of Gram-negative bacteria. Nevertheless, diverse saccharides might be
found on V. harveyi cell surface. FmLC5 might respond towards V.
harveyi by binding with other saccharide moieties in the first peak and
bind to LPS on the bacterial surface in the second peak. Thus, the re-
sponse of FmLC5 to V. harveyi and LPS stimulation occurred at the same
time point of 24 hpi. In addition, one of the most serious viral diseases
for shrimp cultivation worldwide was caused by WSSV. We demon-
strated that FmLC5 was significantly up-regulated after WSSV in-
oculation in the hemocytes in a similar manner as of FcLectin (Liu et al.,
2007). Despite the recombinant protein of FmLC5 was not produced in
this report, we found that recombinant protein of FmLC4 of the same
species could agglutinate and bind directly to bacteria and yeast with
Ca2+ dependence, also bind to LPS, lipoteichoic acid and β-1,3-glucan

Fig. 4. FmLC5 expression in the hemocytes at different time intervals in response to V. harveyi (A), WSSV (B) and LPS challenge (C). Time-course expression of FmLC5 in the hemocytes of
shrimp challenged by V. harveyi, WSSV or LPS and saline injection was quantified by qRT-PCR using 18S rRNA as an internal standard. Bars represent standard errors of mean values.
Asterisks indicate significant differences (*p < 0.05, **p < 0.01).

Fig. 5. FmLC5 expression in the hemocytes of the silenced F. merguiensis. Shrimp (n = 3)
were injected twice with dsRNA and followed by V. harveyi or WSSV inoculation. Controls
were injected with GFP dsRNA or saline in a similar manner. FmLC5 expression was
verified by 1% agarose gel electrophoresis (A) and semi-quantitative RT-PCR (B) using
18S rRNA as an internal standard. Bars represent standard errors of mean values.
Asterisks indicate significant differences (*p < 0.01).
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and mediate the in vivo bacterial clearance (Utarabhand et al., 2017b).
Recombinant proteins of FcLec2 and FcLec5 could agglutinate and bind
directly to bacteria in the presence of Ca2+, and also bind to LPS (Zhang
et al., 2009; Xu et al., 2010) whereas that of FcLec4 could be able to
agglutinate Gram-positive and also Gram-negative bacteria, bind to
peptidoglycan and mediate phagocytosis and the clearance of V. angu-
illarum (Wang et al., 2009a, 2009b; Wang et al., 2014). Recombinant
hFcLec4 could promote V. anguillarum clearance in M. japonicus (Wang
et al., 2014). PmLec could agglutinate and facilitate hemocyte phago-
cytosis for clearing Gram-negative bacteria in P. monodon (Luo et al.,
2006).

In crustaceans, gene knockdown by RNA interferance is now ac-
cepted as a powerful tool to investigate gene function. The knockdown
of hFcLec4 gene using dsRNA discouraged the V. anguillarum clearance
in M. japonicus (Wang et al., 2014). The LvLec1 expression was de-
creased by 98% by gene silencing and the gene protected L. vannamei
from WSSV infection (Luo et al., 2011). In this study, RNAi approach
was performed to evaluate the function in anti-pathogenic activity of
FmLC5 gene which was dominantly expressed in F. merguiensis hemo-
cytes. The gene silencing by FmLC5 dsRNA prior to either V. harveyi or
WSSV inoculation revealed that the expression of FmLC5 gene was
critically suppressed up to 95%, and thus it affected dramatically the
shrimp anti-activity against V. harveyi and WSSV. The median lethal
time for 50% mortality of dsRNA-V. harveyi group (18 h) or dsRNA-
WSSV group (1 day) decreased compared to those of controls, 4 days for
GFP dsRNA/saline-V. harveyi and 5 days for GFP dsRNA/saline-WSSV
treatment. Upon silencing shrimp followed by V. harveyi or WSSV

injection, the cumulative mortality increased to 100% in day 2 or day 3,
respectively, faster than those of controls (50% in day 4–6 with V.
harveyi co-injection and in day 5–6 with WSSV challenge). The gene
silencing experiments confirmed that FmLC5 should participate in
protecting the shrimp from V. harveyi and WSSV infection with a higher
potential towards V. harveyi than WSSV. From our results and other
reports indicated that FmLC5 might contribute in shrimp defense re-
sponse against bacterial or viral invaders.

In summary, a new C-type lectin (FmLC5) containing two similar
CRDs each of which had one QPD motif and Ca2+ binding site-2 was
found in F. merguiensis. The FmLC5 transcript was detected only in the
hemocytes in according well with the localization in semi-granular and
granular cells demonstrated by in situ hybridization. After challenge
with V. harveyi, WSSV or LPS, the expression of FmLC5 was significantly
up-regulated. RNAi-based silencing with co-injection with V. harveyi or
WSSV resulted in the dramatical suppression of FmLC5 expression, in-
creasing in mortality and reduction of the median lethal time. These
results indicated that FmLC5 found in the hemocytes might function in
the immune response to protect the shrimp from bacterial and viral
invasion.
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บทที่ 2  
เลคตนิที่มีโดเมนไฟบริโนเจน (LFd) 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  

1.  เพ่ือสร้าง cDNA สายเตม็ของยีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน (LFd) จากกุ้งแชบ๊วย และศกึษา
สมบตัขิองยีน LFd 

2.  เพ่ือศกึษาการแสดงออกของยีน LFd ในเนือ้เย่ือของกุ้งแชบ๊วย  
3.  เพ่ือศกึษาผลการเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรคกุ้งตอ่การแสดงออกของยีน LFd ในกุ้งแชบ๊วย 
4.  เพ่ือสงัเคราะห์รีคอมมิแนนท์โปรตีนของเลคติน (Recombinant lectin, rLFd) จากยีน LFd 
5.   เพ่ือท าให้เลคตนิ rLFd บริสทุธ์ิ และศกึษาสมบตัทิางชีวเคมีของเลคตนิ rLFd บริสทุธ์ิ 
 

วิธีด าเนินการวิจัย  

 
1. กุ้งตัวอย่างและการเตรียมเซลล์ฮีโมไซท์ 
 กุ้งแชบ๊วยท่ีใช้ศกึษาเป็นกุ้งมีชีวิต น า้หนกัตวัละประมาณ 25-30 กรัม อยูใ่นระยะคราบแข็ง สัง่ซือ้จากการ
จบัจากฝ่ังทะเลอนัดามนั จงัหวดันครศรีธรรมราชหรือจงัหวดัใกล้เคียง    

  ในการเตรียมเซลล์ฮีโมไซท์ ท าโดยดดูฮีโมลิมฟ์จากกุ้งผสมกบัสารกนัเลือดแข็งตวั [450 mM NaCl, 10 
mM KCl, 10 mM EDTA, 10 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)  และ 10 mM  HEPES, pH 7.3] 
(Gollas-Galvin et al., 1999)  ในอตัราสว่น 1:1 จากนัน้น าไปเซนตริฟิวจ์ (centrifuge) ท่ีความเร็ว 800 x g  ท่ี

อณุหภมูิ 4ซ เป็นเวลา 15 นาที ล้างตะกอนฮีโมไซท์โดยการแขวนลอยใน 10 mM sodium cacodylate, 0.45 

M NaCl, 20 mM CaCl2, pH 7 แล้วเซนตริฟิวจ์อีกครัง้ ตะกอนท่ีได้เก็บไว้ท่ี -80ซ เพ่ือใช้เตรียม Total RNA  
หรือน าไปเตรียมสารแขวนลอยฮีโมไซท์ใน modified L15 medium (Liu et al., 2007) เพ่ือใช้ในการทดลองข้อ 
4.3 ตอ่ไป 

 
2. การโคลน cDNA ของยีน LFd จากฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วยและศึกษาคุณสมบัติ 
 จากข้อมูล conserved nucleotide sequence ของยีนเลคติน TL-5 ของแมงดาทะเล (T. tridentatus) 
และยีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจนของครัสเตเชียนชนิดตา่ง ๆ  ท่ีหาได้จากฐานข้อมลูใน GenBank น าข้อมลู
เหล่านีไ้ปออกแบบสร้าง forward  และ  reverse  primer   และน า primer  เหล่านีไ้ปใช้ในการสร้าง cDNA  
ของยีน LFd โดยสกัด  total RNA  จากฮีโมไซท์ของกุ้ งแชบ๊วย โดยใช้ชุดเตรียม  RNA และท าตามวิธีการของ
บริษัท ตรวจความบริสทุธ์ิของ  RNA  เทียบกบัปริมาณโปรตีนโดยวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  260 
และ  280 นาโนเมตร  แล้วสร้าง cDNA สายเต็มของยีน LFd จาก total RNA ท่ีสกดัจากฮีโมไซท์โดยวิธี    RT-
PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) และวิธี RACE (rapid  amplification  of  cDNA  



end)  (Utarabhand et al., 2017)  แล้วใช้ cDNA synthesis kit ท าการคัดเลือกโคลนท่ีมียีน LFd ทดสอบ
ขนาดของ cDNA ท่ีสังเคราะห์ได้โดย restriction enzyme และ agarose gel electrophoresis  ท าให้ชิน้ 
DNA บริสุทธ์ิ จากนัน้ ligate เข้า vector และ transform เข้า competent cell แล้วส่งหาล าดับเบสของยีน 
LFd โดยเคร่ือง  Automate DNA Sequencer น าข้อมูลล าดบัเบสของชิน้ cDNA ท่ีสร้างได้ไปเปรียบเทียบกับ
ข้อมลูของกุ้ งชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่ใน GenBank เพ่ือวิเคราะห์ความเหมือนของยีนและยืนยนัว่าโคลนได้ชิน้ cDNA 
ของยีน LFd จริง รวมทัง้ศึกษาสมบตัิของยีน LFd สายเต็มเปรียบเทียบกับยีนเลคตินท่ีมีโดเมนไฟบริโนเจน
ชนิดอ่ืน ๆ โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
 
3.  การศึกษาการแสดงออกของ LFd ในเนือ้เยื่อของกุ้งแชบ๊วย 
 ศกึษาการแสดงออกของยีน LFd ในฮีโมไซท์ ตบั กล้ามเนือ้ และเนือ้เย่ืออ่ืน ๆ ของกุ้ งแชบ๊วย ท าการสร้าง
โพรบ (probe) ท่ีมีความจ าเพาะของยีน LFd โดยการออกแบบสงัเคราะห์ forward และ reverse gene 
specific primer   จากล าดบัเบสของยีน LFd  แล้วน า primer เหล่านีไ้ปใช้ในการสงัเคราะห์ cDNA  probe  
โดยเตรียม RNA ด้วยการสกดั  total RNA  จากเนือ้เย่ือเหลา่นีข้องกุ้ง จากนัน้ใช้ RNA และ primer เหลา่นี ้
ตดิตามการแสดงออกของ mRNA ของยีน LFd ในเนือ้เย่ือตา่ง ๆ โดยวิธี RT- PCR  
 
4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน LFd ของกุ้งแชบ๊วยที่ฉีดด้วย V. harveyi หรือ WSSV 
 4.1  การเตรียมเชือ้ V. harveyi และ WSSV     

      V. harveyi  และ WSSV ท่ีใช้ศึกษาได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น า้ ม .สงขลา

นครินทร์ โดยเลีย้ง V. harveyi  บนอาหารแข็ง tryptic soy agar ท่ีมี 1.5 % NaCl ท่ีอุณหภูมิ 37ซ นาน 18 
ชัว่โมง เพิ่มปริมาณเชือ้โดยน า 1 โคโลนี ไปเลีย้งในอาหารเหลว (tryptic soy broth) ท่ีมี 1.5% NaCl ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท่ี 37 ซ จากนัน้เจือจาง 1:100 แล้วน าไปเลีย้งต่อในอาหารเหลวปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37ซ นาน 18 ชัว่โมง น าไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 1,000 x g นาน 30 นาที ท่ี 4 ซ  
ล้างตะกอนเซลล์แบคทีเรียในน า้เกลือ (0.85% NaCl) ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ 2 ครัง้ ด้วยการเซนตริฟิวจ์ แขวนลอย
ตะกอนเเบคทีเรียในน า้เกลือให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600 nm  (O.D.600) อยู่ในช่วง 0.5-0.9 
หน่วย นบัจ านวนโคโลนีให้อยูใ่นช่วงปริมาณเชือ้ท่ีต้องการ จากนัน้เจือจางเชือ้ในน า้เกลือด้วยอตัราสว่น 1:10 
ตามล าดบั ดดูสารแขวนลอยท่ีได้อย่างละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปเกล่ีย (spread) บนจานอาหารท่ีมี plate 

count agar (PCA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ซ เป็นเวลา 15 ชัว่โมง แล้วนับจ านวนเซลล์เพ่ือเตรียมความเข้มข้นท่ี
ต้องการฉีดเข้าตวักุ้งได้ 
  ส าหรับ WSSV เตรียมจากการตัดเนือ้เย่ือกล้ามเนือ้ของกุ้ งท่ีเหน่ียวน าให้ติดเชือ้  WSSV บดให้
ละเอียดใน  TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7.5-0.85% NaCl) ในอัตราส่วน 1: 2 (น า้หนักเนือ้เย่ือ: ปริมาตร 

TBS) แล้วเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4ซ เก็บส่วนใสท่ีกรองผ่านกระดาษ

กรอง (0.45 ไมครอน) ไว้ท่ี -80ซ  เพ่ือใช้ฉีดกุ้งตอ่ไป  



4.2 ศึกษาผลการฉีดกุ้งแชบ๊วยด้วย V.  harveyi หรือ WSSV ที่มีต่อการแสดงออกของยีน LFd  
  เลีย้งกุ้ งแชบ๊วยในถงัพลาสติกกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon) โดยเตรียมถงัก่อนเลีย้งกุ้ งดงันี ้ล้าง
ถงั ฆ่าเชือ้ด้วยคลอรีนและทิง้ให้แห้งอย่างน้อย 2 วนั จากนัน้ใส่น า้ทะเลท่ีมีคลอรีนฆ่าเชือ้ลงในถัง ให้อากาศ
ตลอดเวลา ทิง้ไว้ประมาณ 1 อาทิตย์ แล้วน ากุ้ งท่ีคดัขนาดใกล้เคียงกัน ซึ่งมีน า้หนกัประมาณ  ตวัละ 25 กรัม 
ลงเลีย้งถังละ 5 ตวั โดยให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปทุก 8 ชั่วโมง ปล่อยให้กุ้ งปรับตวัเข้ากับสภาพแวดล้อมในถัง 
นาน 1 อาทิตย์   โดยสังเกตว่ากุ้ งแข็งแรงไม่มีอาการอ่อนเพลีย   ว่ายน า้และกินอาหารเป็นปกติ จากนัน้น า      
V. harveyi ท่ีเลีย้งใน tryptric soy broth  (จากข้อ 14.5.1) ไปเซนตริฟิวจ์ ล้างตะกอน ด้วยน า้เกลือ และ        
เจือจางด้วยน า้เกลือท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ แล้วน า V. harveyi  ท่ีมีความเข้มข้นพอเหมาะต่อการกระตุ้นให้กุ้ งติด
โรค หรือ WSSV ท่ีเจือจาง 10-3 เท่า ปริมาตรอย่างละ 100 ไมโครลิตร ฉีดกุ้ งท่ีบริเวณกล้ามเนือ้โคนหาง 
จากนัน้น ากุ้ งไปเลีย้งต่อตามปกติ เม่ือครบเวลาหลังการฉีดนาน 6, 12, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ตดักระเพาะ
ของกุ้ งท่ีถูกฉีดด้วยเชือ้หรือกลุ่มควบคมุท่ีฉีดด้วยน า้เกลือตามเวลาต่าง ๆ  เวลาละ 3-5 ตวั (ส าหรับกลุ่มท่ี 0 
ชัว่โมงไม่มีการฉีดเชือ้) แล้วน าไปสกดั total RNA  แล้วติดตามการแสดงออกของ mRNA ของยีน LFd  โดยวิธี 
quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์จ าเพาะจาก cDNA ท่ีสร้างได้จากข้อ 3 ซึ่งติด
ฉลากด้วย fluorescent dye น า PCR product ท่ีได้ไปวิเคราะห์ปริมาณเปรียบเทียบกับ internal standard 
18S rRNA  แล้ววิเคราะห์ความแตกต่างของข้อมูลของกุ้ งทัง้สามกลุ่มโดยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ
ปัจจยัเดียว (ANOVA) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95-99% 
 4.3  ศึกษาผลการบ่มเซล์ฮีโมไซท์ด้วยไวรัส WSSV ต่อการแสดงออกของยีน LC ในกุ้งขาว 
   เพ่ือศึกษาบทบาทของยีน LC ในเซลล์ฮีโมไซท์ท่ีตอบสนองต่อการเหน่ียวน าด้วย WSSV ในกุ้ งขาว 
เพ่ือเปรียบเทียบบทบาทกบัในกุ้งแชบ๊วย เน่ืองจากผลการแสดงออกของยีน LFd พบในเซลล์ฮีโมไซท์น้อยมาก 
จึงไม่ได้ศึกษายีน LFd ในการทดลองนี ้เพ่ือลดความปรวนแปรของกุ้ งทดลองแต่ละตวั ท าการทดลองโดย
เตรียมเซลล์ฮีโมไซท์จากกุ้ งขาวหลายตวั น ามารวมกนัเพ่ือให้เป็นตวัอยา่งเร่ิมต้นท่ีเหมือนกนั แล้วบม่เซลล์ฮีโม

ไซท์ของกุ้ งขาวด้วย WSSV (10-3 ของ stock) ใน culture plate ท่ีมี K-199 culture medium ท่ีอณุหภูมิ 37 ซ 
จากนัน้น าสารแขวนลอยฮีโมไซท์ท่ีเวลาตา่ง ๆ ในช่วง 0-4 ชัว่โมง ไปเซนตริฟิวจ์  สกดั total RNA  แล้วตดิตาม
การแสดงออกของ mRNA ของยีน LC โดยวิธี semiquantitative RT- PCR เทียบกบัเซลล์ฮีโมไซท์ชดุควบคมุ
ท่ีบม่กบั K-199 อย่างเดียว  โดยใช้โพรบ cDNA ของกุ้งขาวท่ีสงัเคราะห์ในท านองเดียวกบัของกุ้ งแชบ๊วย และ
ใช้ 18S rRNA ของกุ้งแตล่ะชนิดเป็น internal standard  
 
5.  การผลิตรีคอมมิแนนท์โปรตีน (rLFd) จากยีน LFd และท าบริสุทธ์ิ 
 5.1 การผลิตโปรตีนลูกผสมและท าบริสุทธ์ิ 

เพ่ือศึกษาบทบาททางชีวภาพของโปรตีนเลคติน LFd โครงการนีจ้ึงเลือกผลิตโปรตีนลูกผสม (rLFd) 
ของยีน LFd และศึกษาคณุสมบตัิ โดยจากข้อมูลล าดบัเบสของยีน LFd สายเต็มท่ีหาได้ ออกแบบและสร้าง 
primer ท่ีจ าเพาะของ open reading frame (ORF) ของยีน LFd เพ่ือสร้าง cDNA สายเต็มของ ORF แล้ว
โคลน ORF cDNA เข้าใน expression pET32(a+) vector ขนย้าย Recombinant plasmid เข้าสู่ Esterichia 



coli DH5 จากนัน้ เลี ย้งใน  Luria-Bertani (LB) broth ท่ี มี  ampicillin ท่ีอุณหภูมิ  37ซ จนมีค่า O.D.600 
ประมาณ  0.5-0.7 หน่วย จากนัน้กระตุ้ นการสร้างโปรตีนด้วย   IPTG  (isopropyl -D-1-thiogalacto-
pyranoside) เลีย้งเซลล์ตอ่ แล้วทดสอบการสงัเคราะห์โปรตีนโดยวิธีโพลีอะครีลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ
แปลงสภาพ (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) จากนัน้เก็บตะกอนเซลล์ด้วยการเซนตริฟิวจ์ สกัดและท าให้ 
rLFd บริสุท ธ์ิ ด้วยคอลัม น์   Ni-nitrilotriacetic (Ni-NTA) acid agarose  ตามวิ ธีการของบริษัท  Qiagen 
ทดสอบความบริสทุธ์ิและหามวลโมเลกุลของ rLFd บริสทุธ์ิท่ีเตรียมได้โดยวิธี SDS-PAGE ในสภาพรีดิวซ์  หา
ป ริ ม า ณ โ ป ร ตี น ตั ว อ ย่ า ง ด้ ว ย วิ ธี  Bradford (1976) โ ด ย ใ ช้  BSA (bovine serum albumin) 
เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

5.2  การสังเคราะห์แอนตบิอดีต่อ rLFd ในกระต่าย 
        สงัเคราะห์แอนติบอดีตอ่ rLFd บริสทุธ์ิในกระตา่ยขาว ตาแดง ตามวิธีของ Auttarat et al. (2006) 
โดยฉีดกระตา่ยด้วย rLFd บริสทุธ์ิ สปัดาห์ท่ี 1 และ 2 ฉีด rLFd ครัง้ละ 20 ไมโครกรัม ผสมกบั Freund’s 
complete adjuvant  และอีก 2 สปัดาห์ตอ่มาฉีด rLFd 20 ไมโครกรัม ผสมกบั Freund’s incomplete 

adjuvant หลงัการฉีดครัง้สดุท้าย 2 สปัดาห์ เจาะเลือดกระตา่ย ปล่อยให้เลือดแข็งตวัท่ี 4ซ นาน 1 คืน หลงั
การเซนตริฟิวจ์ น าซีรัมไปตกตะกอนด้วยเกลือ ammonium sulphate ท่ีความอ่ิมตวั 50% จากนัน้แยก
แอนติบอดีตอ่ด้วยคอลมัน์ DEAE-Sephacel (Auttarat et al., 2006) 
 
6. การทดสอบการเกาะกลุ่มเซลล์ ของ rLFd บริสุทธ์ิ 
 6.1 การทดสอบการเกาะกลุ่มเม็ดเลือดแดง (Hemagglutination) ของ rLFd บริสุทธ์ิ 

   เพ่ือทดสอบสมบตัใินการเกาะกลุม่เม็ดเลือดแดงของกระตา่ยของ rLFd บริสทุธ์ิ ท าดงันี ้ เจาะเลือด
กระตา่ยผสมกบั heparin เพ่ือกนัเลือดแข็งตวั แล้วล้างเม็ดเลือดแดง 3 ครัง้ในบฟัเฟอร์ TBS, pH 7.5 (10 mM 

Tris-HCl - 0.9% NaCl, pH 7.5) โดยการเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 800 x g ท่ี  4ซ นานครัง้ละ 5 นาที แขวน 
ลอยเม็ดเลือดแดงใน TBS ให้มีความเข้มข้น 2%  แล้วน าไปทดสอบการเกาะกลุม่เม็ดเลือดแดง โดยผสม
สารละลาย rLFd ท่ีเจือจางแบบ 1:2 ตามล าดบั กบัสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดง 2% ปริมาตรอย่างละ 50 
ไมโครลิตร ในไมโครไตเตอร์เพลท (microtiter plate) ตัง้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง เปรียบเทียบผลการ
ทดลองกบัชดุควบคมุท่ีใช้ TBS แทน rLFd แอคทิวิทีของการเกาะกลุม่เม็ดเลือดแดง (Hemagglutinating 
activity, HA) มีคา่เป็นสว่นกลบัของไตเตอร์ (titer) ท่ีเป็นคา่การเจือจางสงูสดุของสารละลาย rLFd ซึง่ยงัท าให้
เม็ดเลือดแดงเกาะกลุม่ได้สมบรูณ์ 
 6.2  การทดสอบการเกาะกลุ่มแบคทีเรีย (Bacterial agglutination)  

  เพ่ือทดสอบสมบตัใินการเกาะกลุม่แบคทีเรียก่อโรคและไมก่่อโรคกุ้งชนิดตา่ง ๆ ของ rLFd บริสทุธ์ิ 
ได้แก่แบคทีเรียแกรมลบหรือแกรมบวก  ได้แก่ V. harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Bacillus 
thuringiensis และ E. coli ท าการทดลองตามวิธีของ Utarabhand et al. (2007) ดงันี ้เจือจาง rLFd บริสทุธ์ิ
ให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมใน TBS, pH 7.5 จากนัน้ใช้ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกบัสารแขวนลอย



แบคทีเรียแตล่ะชนิดปริมาตร 50 ไมโครลิตร (5x107 cells/ml) วางท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง พร้อมเขยา่
ด้วย vortex เบา ๆ  1-2 ครัง้ จากนัน้หยดสารผสมลงบนสไลด์ ปิดด้วย cover slid แล้วสงัเกตการเกาะกลุม่
แบคทีเรียด้วยกล้องจลุทรรศน์ หาคา่ไตเตอร์และหาความเข้มข้นโปรตีนน้อยสดุของ rLFd ท่ียงัท าให้แบคทีเรีย
แตล่ะชนิดเกาะกลุม่ได้อยา่งสมบรูณ์  เพ่ือทดสอบผลของ Ca2+

 ตอ่การเกาะกลุม่แบคทีเรียของ rLFd ท าการ
ทดลองในท านองเดียวกนั ในสภาวะท่ีมีและไมมี่ Ca2+

  
 6.3   การทดสอบการยับยัง้การเกาะกลุ่มเซลล์ของ rLFd โดยน า้ตาล 

   ในงานวิจยันีจ้ะก าหนดให้ rLFd บริสทุธ์ิท่ีมีคา่เจือจางสงูสดุท่ียงัสามารถเกาะกลุม่เซลล์ได้สมบรูณ์มี
ความเข้มข้นเป็น 1X จากนัน้ทดสอบความจ าเพาะของน า้ตาลตอ่ rLFd บริสทุธ์ิ ด้วยการทดสอบการยบัยัง้การ
เกาะกลุม่เซลล์ของ rLFd โดยน า้ตาล ดงันี ้ น าสาร ละลาย rLFd บริสทุธ์ิท่ีเจือจางให้มีความเข้มข้น 4X 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกบัน า้ตาลแตล่ะชนิด หรือรวมทัง้ LPS ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร วางท่ีอณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง แล้วผสมกบัสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดง 4% ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร หรือสารแขวนลอยแบคทีเรีย (108 cell/ml) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากนัน้ค านวณความเข้มข้น
ของน า้ตาลท่ีสามารถยบัยัง้การเกาะกลุม่เซลล์ของ rLFd ได้ 100% น า้ตาลชนิดท่ียบัยัง้การเกาะกลุม่เซลล์ด้วย 
ความเข้มข้นต ่าสดุจะมีความจ าเพาะมากสดุ ซึง่น าไปเป็นข้อมลูในการทดสอบข้อ 8 ตอ่ไป 

 
7.  การทดสอบการจับ (Binding) ระหว่าง rLFd กับแบคทีเรีย  

เพ่ือทดสอบการจบัของ rLFd บริสทุธ์ิ กบัแบคทีเรียก่อโรคกุ้งเชน่ V. harveyi หรือแบคทีเรียไมก่่อโรคกุ้งเชน่ 
E. coli เป็นต้น  ท าการทดลองโดยน า rLFd บริสทุธ์ิไปบม่กบัแบคทีเรียแตล่ะชนิดในบฟัเฟอร์ 50 mM Tris-

HCl, pH 7.5  ท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 2,200 x g  ท่ีอณุหภมูิ 4ซ 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ชนิดเดมิ รวม 4 ครัง้ แล้วชะ rLFd ออกจากตะกอนเซลล์แบคทีเรีย
ด้วยบฟัเฟอร์ 50 mM Tris-HCl, pH 6.8 ท่ีมี 7% SDS จากนัน้น าสว่นใสท่ีได้จากการเซนตริฟิวจ์ไปวิเคราะห์
ด้วยวิธี SDS-PAGE และวิเคราะห์ตอ่ด้วยวิธี Western blot ตอ่แอนตบิอดีของ rLFd ตามวิธีของ Auttarat el 
al. (2006) ดงันี ้ ขนถ่ายโปรตีนในแผ่นเจลไปยงัแผน่เมมเบรนไนโทรเซลลโูลส (nitrocellulose membrane) 
ด้วยกระแสไฟตามวิธีของ Towbin et al. (1979) ล้างแผน่เมมเบรน ด้วยบฟัเฟอร์ TBS, pH 7.5 แล้ว block 

ด้วย BSA ล้างเมมเบรนตอ่ด้วย TBS ท่ีมี Tween 20 (TBST) จากนัน้บม่ด้วยแอนตบิอดีตอ่ rLFd (1Ab) ใน 
TBST-1% BSA ล้างเมมเบรนด้วย TBST แล้วน าไปแชใ่นสารละลายแอนตบิอดีตอ่ IgG ของกระตา่ยซึง่ยดึตดิ

กบัเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (anti-rabbit IgG peroxidase conjugate)  หรือ 2Ab จากนัน้ย้อมเมมเบรนด้วย
สารละลายท่ีมีสบัสเตรทของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (3,3’-diaminobenzidine และ H2O2) แล้วหยดุปฏิกิริยา
โดยล้างเมมเบรนด้วยน า้กลัน่ เพ่ือทดสอบผลความต้องการของ Ca2+

 ตอ่การจบัของ rLFd กบัแบคทีเรีย ท า
การทดลองในท านองเดียวกนั ในสภาวะท่ีมีและไมมี่ CaCl2  

 
 



8.  การทดสอบการจับระหว่าง rLFd กับ LPS หรือ LTA 
 เพ่ือทดสอบการจบัของ rLFd บริสทุธ์ิ กบั LPS หรือ LTA (lipoteichoic acid) ท าตามวิธี Utarabhand et 

al. (2017) สัน้ ๆ ดงันี ้ เคลือบผิวไมโครไตเตอร์เพลทหรือเพลทด้วยน า้ตาลความเข้มข้นตา่ง ๆ ในบฟัเฟอร์ 50 

mM Na2CO3, pH 9.6 บม่ท่ีอณุหภมูิ 4ซ นาน12 ชัว่โมง ล้างเพลทด้วยบฟัเฟอร์ PBST (50 mM potassium 
phosphate buffer, pH 7.4 - 0.05% Tween 20) แล้ว block ด้วย 3% BSA ใน PBST บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็น
เวลา 2 ชัว่โมง ล้างเพลทแล้วบม่กบั rLFd บริสทุธ์ิ ท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 2 ชัว่โมง จากนัน้ติดตามปฏิกิริยาด้วย 

1Ab และ 2Ab ตามล าดบั แล้ววดัปฏิกิริยาท่ีเกิดด้วยสบัสเตรทของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (o-phenylene 
diamine diHCl และ H2O2) หยดุปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 จากนัน้วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 
นาโนเมตร (O.D.492) ด้วยเคร่ือง ELISA Reader  จากคา่ O.D.492 ท่ีวดัได้ สามารถค านวณจลนศาสตร์ของการ
จบัระหวา่ง rLFd กบั LPS หรือ LTA ได้  

 
ผลการวิจัย 

 
   ดังได้กล่าวในค าน าแล้วว่าผลงานวิจัยนี ย้ังไม่ได้เตรียมต้นฉบับเพ่ือตีพิมพ์เผยแพร่ จึงขอไม่เขียน
รายละเอียดของผลงานวิจยัและการวิจารณ์ไว้ในรายงานฉบบันี ้แต่รายละเอียดทัง้หมดจะอยู่ผลงานตีพิมพ์
เผยแพร่ท่ีจะสง่ตามมา โดยขอสรุปผลการทดลองอย่างสัน้เป็นดงันี ้

 1. จากการโคลนยีน LFd จากฮีโมไซท์ของกุ้งแชบ๊วย พบวา่ full-length cDNA ของยีน LFd 
ประกอบด้วย 1,436 คูเ่บส ท่ีมี 1 open reading frame (936 คูเ่บส) ซึง่ encode สายเปปไทด์ยาว 312 amino 
acid มีมวลโมเลกลุ 34.9 kDa  ยีน LFd ของกุ้งแชบ๊วยมีความเหมือนกบัของ T. tridentatus 46% 
  2. ยีน LFd มีการแสดงออกในหลายเนือ้เย่ือ แตม่ากสดุในกระเพาะ พบน้อยมากในฮีโมไซท์ ด้วยเหตนีุ ้
จงึวดัการแสดงออกยีน LFd ในกระเพาะในการเหน่ียวน าด้วยเชือ้ก่อโรค 
  3. จากการบม่ฮีโมไซท์ของกุ้งขาวด้วย WSSV แล้ววดัการแสดงออกของ mRNA ของยีน LC ด้วยวิธี 
semiquantative RT-PCR ในชว่งเวลา 0 - 4 ชัว่โมง พบการแสดงออกไมแ่ตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั จงึไมไ่ด้ท า
การทดลองในกุ้งขาวตอ่ 
 4. จากการฉีดกุ้งแชบ๊วยด้วย V. harveyi และ WSSV พบการแสดงออกของ mRNA ของยีน LFd ใน
กระเพาะตอ่เชือ้ก่อโรค โดยถกูกระตุ้นให้เพิ่มขึน้สงูสดุอย่างมีนยัส าคญัท่ี 12 และ 48 ชัว่โมง หลงัการฉีด 
ตามล าดบั  
 5. งานวิจยันีส้ามารถผลิตและท าบริสทุธ์ิโปรตีนลกูผสมของยีน LFd (rLFd) โดยพบวา่ rLFd บริสทุธ์ิ มี 
มวลโมเลกลุ 50.1 kDa คิดรวมมวลของ Hig-tag peptide และท าปฏิกิริยาอย่างจ าเพาะตอ่ anti-rLFd 
antibody 
 6. rLFd บริสทุธ์ิ ไมส่ามารถกระตุ้น hemagglutination ของเม็ดเลือดกระตา่ย แตก่ระตุ้นให้แบคทีเรีย
แกรมลบ (V. harveyi, Vibrio parahaemolyticus, และ E. coli) และแกรมบวก (B. thuringiensis) เกิด 



agglutination ได้โดยต้องการ Ca2+ การเกาะกลุม่ของแบคทีเรีย V. harveyi และ V. parahaemolyticus โดย 
rLFd ถกูยบัยัง้ได้โดยน า้ตาล LPS และ LTA  
 7. rLFd บริสทุธ์ิ เกิด direct binding กบัแบคทีเรีย V. harveyi, Vibrio parahaemolyticus, E. coli 
และ B. thuringiensis ได้  
 8. จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA พบว่า rLFd บริสทุธ์ิ จบัได้กบั LPS และ LTA ซึง่เป็น cell 
component ของแบคทีเรีย 
 9. งานวิจยัเหลา่นีบ้ง่ชีว้า่เลคตนิ LFd เป็นโปรตีนชนิดหนึง่ ท่ีมีบทบาทเก่ียวข้องในระบบภมูิคุ้มกนัของ
กุ้งแชบ๊วย 
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