
 

1 

 

การโคลนและศึกษาสมบัตขิองยีนโปรตีนท่ีเกีย่วของกบัไฟบรโินเจนจากกุงแชบวย 

Cloning and Characterization of Fibrinogen-Related Protein Gene from 

Banana Shrimp (Fenneropenaeus merguiensis) 

 

 

 

โดย 

ดร.อรณชิา  รัตนาภรณ 

 

 

 

 

 

ภาควิชาชวีเคม ีคณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครนิทร 

 

 

 

 

 

 

 

โครงการนี้ไดรับทุนสนบัสนุนจากเงนิรายไดมหาวิทยาลัย 

มหาวิทยาลัยสงขลานครนิทร 

ประจําปงบประมาณ 2556 รหัสโครงการ SCI560539S 



 

2 

 

สารบัญ 

 

 หนา 

สารบญัตาราง 3 

สารบญัภาพประกอบ 3 

กติตกิรรมประกาศ 4 

บทคัดยอ 5 

Abstract 6 

บทนํา 7 

วัตถุประสงค 10 

การตวจเอกสาร 11 

วธิดีาํเนนิการวจัิย 13 

ผลการวจัิยและวิจารณ 18 

สรุปผลการวจัิย 29 

เอกสารอางองิ 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

 

 

สารบัญตาราง 

 

ตารางท่ี  หนา 

1 เปอรเซนตความเหมอืนของ ORF ของ FReP จากกุงแชบวยกับ ORF 

ของ FReP อื่น ๆ ในกุงและสัตวกลุมครัสเตเชียน 

25 

 

สารบัญภาพประกอบ 

 

รูปท่ี  หนา 

1 แบบแผนการโคลน DNA ของยนี FReP ของกุงแชบวย 19 

2 แบบแผน DNA ช้ินกลาง ใน 1.2% agarose gel electrophoresis 20 

3 แบบแผน DNA ใน 1.2% agarose gel electrophoresis ดานปลาย 5' 

ของยนี FReP ที่ไดจากการทํา PCR 

21 

4 แบบแผน DNA ใน 1.2% agarose gel electrophoresis ดานปลาย 3' ของ

ยนี FReP ที่ไดจากการทํา PCR 

22 

5 แบบแผน DNA บรเิวณ Open reading frame ของยนี FReP ใน 1.2% 

agarose gel  electrophoresis ที่ไดจากการทํา PCR 

23 

6 การแสดงออกของ mRNA ของยนี FReP ในเนื้อเยือ่ตาง ๆ ดวยวธิ ีRT-PCR 26 

7 ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี FReP ในเนื้อเยื่อตับของกุงหลัง

การฉดีดวยเช้ือ V. harveyi ณ ชวงเวลาตาง ๆ 

28 

8 ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี FReP ในเนื้อเยื่อตับของกุงหลัง

การฉดีดวยเช้ือ WSSV ณ ชวงเวลาตาง ๆ 

28 

 

 

 

 

 

 



 

4 

 

 

กติติกรรมประกาศ 

 

โครงการวจัิยเรือ่ง “การโคลนและศึกษาสมบัติของยีนโปรตีนที่เกี่ยวของกับไฟบริโนเจนจากกุง

แชบวย” ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากทุนงบประมาณเงินรายได ประเภททุนดรุณาจารย ประจําป 

2556 ผูวิจัยขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.ประภาพร  อุทารพันธุ ที่ปรึกษาโครงการวิจัยที่ได

กรุณาใหคําปรึกษาและคําแนะนําในการวิจัย รวมทัง้ใหความอนุเคราะหหองปฏิบัติการ เครื่องมือ 

อุปกรณและสารเคมีที่ ใช ในงานวิ จัยค รั ง้นี้ตลอดมา และขอขอบคุณศูนยวิ จัย โรคสัตวน้ํ า 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่อนุ เคราะหเ ช้ือกอโรค และขอขอบคุณภาควิชาชีวเคมี คณะ

วทิยาศาสตร มหาวทิยาลัยสงขลานครินทรที่ไดเอื้อเฟอเครื่องมือตาง ๆ เพื่อทําใหงานวิจัยดําเนินลุลวง

ไปดวยดี ผลงานวิจัยนี้สวนหนึ่งไดรับการตีพิมพแบบ Proceeding ในที่ประชุมวิชาการระดับชาติและ

นานาชาติแลวและกําลังอยูระหวางการเตรียมตนฉบับเพื่อตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติ ผลสําเร็จ

และสิ่งที่เปนประโยชนของงานวจัิยนี้ ขออุทศิแดสัตวทดลองทุกชีวติ 
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บทคัดยอ 

 
โปรตนีที่เกี่ยวของกับไฟบรโินเจน เปนกลุมของโปรตนีที่ม ี fibrinogen-related domain 

ภายในโครงสราง พบไดทั่วไปในสัตวมกีระดูกสันหลังและสัตวไมมกีระดูกสันหลัง ซึ่งสวนใหญทําหนาที่

เปน pattern-recognition proteins เพื่อตอบสนองตอเช้ือกอโรคและสิ่งแปลกปลอมของสัตวที่มี

ภูมคิุมกันแบบที่มมีาแตกําเนดิ (innate immune responses) งานวิจัยนี้ผูวิจัยไดทําการโคลนและศกึษา

คุณลักษณะของยนีโปรตนีที่เกีย่วของไฟบรโินเจน (Fibrinogen-related protein, FReP) จากกุงแชบวย 

โดยวธิ ีRT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain reaction) และวธิ ีRACE (rapid amplification 

of cDNA ends) ผลการศกึษาสามารถโคลนยนี FReP สายเตม็ทีม่คีวามยาว 1,031 คูเบส ประกอบดวย

สวนปลาย 5' ทีไ่มแปลรหัส 49 คูเบส สวนปลาย 3' ทีไ่มแปลรหัส 214 คูเบส และมสีวนที่แปลรหัสเปน

โปรตนี ขนาด 768 คูเบส ซึง่ถอดรหัสไดเปนสายโพลเีปปไทดที่มีกรดอะมโิน 255 หนวย ทีป่ระกอบดวย

สวน signal peptide จํานวน 22 หนวย มมีวลโมเลกลุ เทากบั 29.14 กโิลดาลตัน และมคีา pI เทากับ 

5.97 ภายในโครงสรางของ FReP พบโดเมนที่เกี่ยวของกับไฟบรโินเจน 1 โดเมน ซึ่งประกอบดวยกรดอะ

มโิน 219 หนวย มีตาํแหนง N-linked glycosylation 1 ตําแหนง ซึ่งมกีรดอะมโินเปน NNS ตาํแหนงที่ 

138-140 มบีรเิวณจับกับ Ca
2+ 1 ตําแหนง และมบีรเิวณอนุรักษของกรดอะมโิน cysteine 4 ตําแหนง 

เมื่อเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมโินของ FReP พบวามคีวามเหมอืนกับเลคตนิ Tachylectin 5A จาก

แมงดาทะเลญีปุ่น Tachypleus tridentatus มากคอื 45% จากการศกึษาการแสดงออกของยนี FReP 

โดยวธิ ี RT-PCR (Reverse transcription-PCR) พบการแสดงออกในทุกเนื้อเยื่อ แตพบการแสดงออก

มากทีต่บัและกระเพาะอาหาร การศกึษาระดบัการแสดงออกของ FReP จากตบัของกุงแชบวยหลงัการ

ฉดีดวยเช้ือ Vibrio harveyi หรอื WSSV ดวยวธิ ีquantitative real-time PCR พบวา ระดับการแสดงออก

ของ FReP เพิม่ขึ้นอยางมีนัยสําคัญ โดย FReP หลังการเหนี่ยวนําดวยเช้ือกอโรค จากผลการวจัิยแสดง

ใหเห็นวาโปรตนีที่เกี่ยวของกับไฟบรโินเจนจากกุงแชบวย อาจจะทําหนาที่เปน pattern-recognition 

proteins ในระบบภูมคิุมกันของกุง 
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ABSTRACT 

 

The family of fibrinogen-related proteins is a group of proteins with composing of 

fibrinogen-related domains. It has been found universally in vertebrates and invertebrates. In 

invertebrates, most of them act as pattern-recognition proteins in innate immune responses. In the 

present study, a fibrinogen-related protein gene (FReP) was isolated and characterized from 

banana shrimp Fenneropenaeus merguiensis. The cloning strategy was based on reverse 

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

methods. As a result, the full-length cDNA of FReP gene was 1,031 bp in length with 5' 

untranslated region of 49 bp and 3' untranslated region of 214 bp. The open reading frame of 

FReP comprised 768 bp and encoded a protein of 255 amino acids with a signal peptide of 22 

amino acid residues. Its calculated molecular mass is 29.14 kDa with an estimated pI of 5.97. 

FReP contains a 219 amino acid fibrinogen-related domain, a putative N-linked glycosylation site, 

NNS at positions 138-140, a Ca
2+ binding site and four conserved cysteines. By BLAST analysis, 

the amino acid sequence of FReP has the highest homology (45% identity) with Tachylectin 5A 

from Tachypleus tridentatus. The RT-PCR showed that FReP gene was expressed in all detected 

tissues and mainly found in hepatopancreas and stomach. The temporal expressions of the FReP 

mRNA in hepatopancreas after Vibrio harveyi and WSSV challenging were analyzed by 

quantitative real-time PCR. The mRNA expression of FReP was significantly up-regulated after V. 

harveyi and WSSV challenging. These results collectively suggested that FReP of banana shrimp 

may act as pattern-recognition proteins in the immune response of shrimp. 

 

 

 

 

 

 

 

 


