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1. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางกุง (ดัดแปลงจาก Sambrook และ Russel, 2001)
แยกหวัใจ ตอมนํ้ าเหลือง และกลามเนื้อกุงทดลองใสหลอดพลาสติกทีอ่บฆาเชื้อแลวหลอดละ 

100-200 มิลลิกรัม เติมสารละลาย Proteinase-K-SDS buffer (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร proteinase K, 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร SDS) ทีเ่ตรียมใหม  0.3 มิลลิลิตร บดเนื้อเยื่อใหละเอียด และบมที่ 37 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาที เติม TE-buffer (เย็น) 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยเครื่องเขยานาน 1 นาที หมุนเหวี่ยง
เพือ่ตกตะกอนเศษเซลลที่อุณหภูมิหอง ที่ความเร็ว 8,497xg นาน 5 นาที ดูดสารละลายสวนใสใสหลอด
ใหม เติม chloroform-Isoamyl alcohol (24:1) ผสมใหเขากัน 1 นาที หมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนโปรตีน
ดวยความเร็ว 8,497xg  ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 5 นาที ดดูสารละลายสวนใสใสหลอดใหมเติม 3M 
ammonium acetate 30 ไมโครลิตร และ 100 เปอรเซ็นต เอธิลแอลกอฮอล 0.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
1 นาท ีหมนุเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอดวยความเร็ว  8,497xg ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 15 นาที เทสาร
ละลายสวนใสทิ้ง แลวละลายตะกอนดวย TE-buffer ที่ผสม Rnase A 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  0.2 
มลิลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เติมสารละลาย PEG (20 เปอรเซ็นต PEG ใน 2.5M 
NaCl ) 0.1 มลิลิลิตร และผสมใหเขากัน 5 วินาที นํ าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ ดวยความเร็ว  
8,497xg นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหองทิ้งสารละลายสวนใส และลางตะกอน 2 คร้ัง ดวยเอธิล
แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และ 100 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับวางตะกอนดเีอ็นเอใหเเหงที่อุณหภูมิหอง
ประมาณ 10 นาที ละลายตะกอนดวยนํ้ า deionized เกบ็ที ่4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชวิเคราะหผลใน
ขั้นตอนตอไป

2. การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางกุงโดยใชสารละลาย Isogen  (Molecular Research Center  Inc.,
   Japan)

แยกหวัใจ ตอมนํ้ าเหลือง เหงือก และกลามเนื้อกุงทดลองใสหลอดพลาสติกที่อบฆาเชื้อแลว
หลอดละ 30-50 มิลลิกรัม สกัดอารเอ็นเอไวรสัโดยเติมสารละลาย Isogen หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร บดให
ละเอยีดและตัง้ไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที เติม chloroform (เย็น) 0.1 มิลลิลิตร  นํ าไปหมุนเหวี่ยงตก
ตะกอนเศษเซลล ที่ความเร็ว 8,497xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที         ดดูสารละลายสวน
ใสประมาณ 0.4 มิลลิลิตร ใสหลอดใหม แลวเติมสารละลาย Isopropanal (เย็น) 0.25 มิลลิลิตร และหมุน



เหวีย่งเพื่อตกตะกอนอารเอ็นเอ ทั้งหมดที่ความเร็ว 8,497xg อุณหภูมิ         4 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที และลางตะกอนอารเอ็นเอ 2 คร้ัง ดวยแอลกอฮอล 70 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ วางใหแหงที่
อุณหภมูหิองประมาณ 10 นาที และละลายดวยนํ้ าที่เติม DEPC และวิเคราะหผลในขั้นตอนตอไปทันที

3. การตรวจหาเชื้อ WSSV โดยวิธี PCR
ตรวจหาเชื้อ WSSV ในดีเอ็นเอที่เตรียมไวในขอ 1 โดยใชไพรเมอร 2 คู ที่มีลํ าดับนิวคลี   โอ

ไทด ตามรายงานของ Takahashi et al. (1996) ไพรเมอร คูแรก (P1,P4) ผลผลิต PCR ขนาด 643 คูเบส 
(first step PCR) และคูที่สอง (P2,P3) ผลผลิตขนาด 330 คูเบส (nested PCR) ตรวจจับดีเอ็นเอของเชื้อ 
WSSV ในหลอดที่มีสวนผสมของสารสํ าหรับทํ าปฏิกิริยาตามรายละเอียดในตารางผนวก ข ที ่1 และนํ า
ไปเพิม่ดเีอน็เอดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (MJ Research, PTC 100) ตามโปรแกรมอุณหภูมิในตาราง
ผนวก ข ที ่ 2 แลวแยกหาดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสดวย electrophoresis ใน agarose gel 2 เปอรเซ็นต และ
ยอมดวย ethidium bromide เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ประมาณ 15 นาที ตรวจผลแถบดีเอ็นเอ
ของไวรสัดวยเครื่อง UV-visualizer

ตารางผนวก ข ที่ 1 สวนผสมของสารสํ าหรับสังเคราะหดีเอ็นเอของเชื้อ WSSV ในหลอดทดลอง
Table (Appendix) B1 Reaction mixture for in vitro WSSV-DNA synthesis.

Reagents Final concentration
10XPCR buffer
MgCl2

dNTPs mixed (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Primers (P1/P4 or P2/P3)
DNA Taq polymerase (5Unit/µl)
DNA template

10 mM
50 mM

                              200  µM
  1  µM
2.5 Unit

                                  1  µl



ตารางผนวก ข ท่ี 2  โปรแกรมอุณหภูมิสํ าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ WSSV ในหลอด
      ทดลอง

Table (Appendix) B2 Temperature program for in vitro WSSV-DNA synthesis.
Programs Temperatures (oC) Time
Hot start
Step 1
Step 2
Step 3

Step 4 Repeated from step 1-3
Step 5
Step 6

95
95
56
72
-

72
4

5 min
30 sec
30 sec
30 sec

29 cycle
10 min

-----

4. การตรวจหาเชื้อ YHV โดยวิธี RT-PCR
ท ําใหตัวอยางอารเอ็นเอที่เตรียมไวในขอ 2  เสยีสภาพที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

และแชในนํ้ าแข็งทันที แลวใชสารละลายดังกลาว 1 ไมโครลิตร นํ ามาเตรียม cDNA ในสารละลาย
สํ าหรับทํ าปฏิกิริยารีเวอรสทรานสคริปชัน่ ตามรายละเอียดในตารางผนวก ข ที่ 3โดยใช รีเวอรสไพร
เมอรตามลํ าดับนิวคลีโอไทดที่รายงานไวใน Tang และ Lightner (1999) น ําไปผลิตเปน cDNA ในเครื่อง
ควบคมุอุณหภูมิที่ตั้งโปรแกรมไวตามตารางที่ 4 และนํ า cDNA ทัง้หมดที่เตรียมไวใสในสารละลายที่มี
สวนผสมในตารางผนวก ข ที่ 5 โดยใชฟอรเวอรสไพรเมอร แลวนํ าไปเพิ่ม        ดเีอน็เอดวยเครื่องควบ
คมุอณุหภมูทิี่ตั้งไวตามโปรแกรมในตารางผนวก ข ที่ 6  จึงนํ าไปแยกหา       ดเีอ็นเอของเชื้อ YHV จาก
แมแบบที่เปน cDNA ดวย electrophoresis ใน agarose gel  2  เปอรเซ็นต และยอมดวย ethidium 
bromide เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ประมาณ 15 นาที ตรวจผลแถบ ดเีอ็นเอของไวรัสดวยเครื่อง 
UV-visualizer



ตารางผนวก ข ที่ 3  สวนผสมของสารสํ าหรับสังเคราะห cDNA ของเชื้อ YHV ในหลอดทดลอง
Table (Appendix) B3  Reaction mixture for in vitro YHV-cDNA synthesis.

Reagents Final concentration
Tris-HCl (pH 8.3)
KCl
MgCl2

dNTPs mixed (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
YHV 273 Reverse primer
Reverse transcription enzyme (M-MLV)
Rnase A inhibitor

10 mM
50 mM
5 mM
1 mM
1 pmol
25 Unit
10 unit

ตารางผนวก ข ท่ี 4  โปรแกรมอุณหภูมิสํ าหรับสังเคราะห cDNA ของเชื้อ YHV ในหลอดทดลอง
Table (Appendix) B4 Temperature program for in vitro YHV cDNA synthesis.

Programs Temperatures (oC) Time (min)
Step 1
Step 2
Step 3

42
99
4

30
10

-----

ตารางผนวก ข ที่ 5 สวนผสมของสารสํ าหรับเพิ่มปริมาณเชื้อ YHV ในหลอดทดลองจากตนแบบ
                               cDNA
Table (Appendix) B5 Reaction mixture for in vitro YHV-synthesis using a cDNA template.

Reagents Final concentration
Tris-HCl  (pH 8.3)
KCl
MgCl2

YHV 273 F  forverse primer
Taq DNA polymerase

10 mM
50 mM
2 mM
1 pmol
1.25 U



ตารางผนวก ข ที่ 6 โปรแกรมอุณหภูมิสํ าหรับเพิ่มปริมาณเชื้อ YHV ในหลอดทดลองจากตนแบบ
                                cDNA
Table (Appendix) B6 Temperature program for YHV synthesis using a cDNA template.

Programs Temperatures (oC) Time (min)
Step 1
Step 2
Step 3
Step 4
Step 5

Step 6 Repeated from step 3-5
Step 7
Step 8

72
95
95
57
72
-

72
4

10
  6
 1
1
1
39
5

----

5. การศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ

5.1 การเก็บตัวอยาง
ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร เข็มฉีดยาขนาด 23 G ยาว 12 มิลิลิเมตร ฉีดสารละลาย  

Davidson’s fixative เขาบริเวณที่ตองการโดยเฉพาะสวนตับและตับออน (hepatopancreas) แลวใชมีดผา
ตดั ตดัแบงสวนหัวของกุงเปน 2 สวนตามแนวยาว ฉีดสารละลายเขาในตับและตับออนใหทั่วแลวแชช้ิน
เนือ้ในขวดซึ่งบรรจุนํ้ ายา Davidson’s fixative ใหทวมตัวอยางนาน 72 ช่ัวโมง

5.2 การขจัดนํ ้าและนํ าพาราฟนเขาตัวอยางเนื้อเยื่อ
ตวัอยางที่ดองในสารละลาย Davidson’s fixative เปลี่ยนลงแชในแอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต ใช

กรรไกรและมดีผาตัดแตง (trim) เนื้อเยื่อสวนหัวกุงและตัดสวนที่ตองการศึกษาใหไดขนาด แลวนํ าใส
กลอง (cassette)  เพื่อผานขั้นตอนตางๆ โดยใชเครื่อง automatic tissue processor ตามขั้นตอนในตาราง
ผนวก ข ที่ 7



ตารางผนวก ข ที่ 7 ขั้นตอนการขจัดนํ ้าและนํ าพาราฟนเขาตัวอยางส ําหรับการศึกษาทางเนื้อเยื่อ
Table (Appendix) B7  Dehydration and infiltration processes for histological study.
            Steps                 Reagents       Time (h)

1 50% ethyl alcohol 1
2 70% ethyl alcohol 1
3 70% ethyl alcohol 1
4 95% ethyl alcohol 1
5 95% ethyl alcohol 1
6 100% ethyl alcohol 1
7 Isopropyl alcohol 1
8 Isopropyl alcohol 1
9 Xylene 1
10 Xylene 1
11 Paraplast 1
12 Paraplast 1

5.3 การฝงตวัอยางในพาราฟน (embed) และตัดตัวอยาง
นํ าตัวอยางที่ผานขั้นตอนในขอ 5.2 ไปฝงในพาราฟน และทิ้งไวจนพาราฟนแข็ง ใชใบมีดตัดแตง

พาราฟนที่อยูรอบตัวอยางใหมีขนาดเทาหรือเล็กกวาแผนสไลดเล็กนอย จากนั้นนํ าไปตัด
ดวยเครื่อง microtome ใหหนาประมาณ 4-5 ไมโครเมตร นํ าไปลอยในอางนํ้ าที่อุณหภูมิ
45-50    องศาเซลเซียส และใชแผนสไลดชอนตัวอยางที่สมบูรณขึ้น วางใหแหง และนํ า
ไปอบที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ขามคืนเพื่อใหตัวอยางยึดติดแผนสไลดดีขึ้น

5.4 การยอมสี และ mount slide



น ําตัวอยางซึ่งติดแนนอยูบนแผนสไลด (paraffin section) ไปผานกระบวนการยอมสีโดยมีขั้น
ตอนดงัตารางผนวก ข ที่ 8 แลว mount slide ดวยนํ้ ายา Eukitt  (per mount) และตรวจผลภายใตกลอง
จุลทรรศน

ตารางผนวก ข ที ่8 ขั้นตอนการยอมสีฮีมาท็อกไซลิน และอีโอซิน  (H&E) ตวัอยาง paraffin section
Table (Appendix) B8 Hematoxylin and Eosin (H&E) staining processes of paraffin section
                                   sample.
            Steps              Reagents       Time (min)

1 Xylene 5
2 Xylene 5
3 100% ethyl alcohol 1
4 100% ethyl alcohol 1
5 95% ethyl alcohol 1
6 70% ethyl alcohol 1
7 50% ethyl alcohol 1
8 Distilled water 3
9 Hematoxylin 1-2
10 Tap water 10
11 Distilled water 1
12 Eosin 3
13 70% ethyl alcohol 1
14 95% ethyl alcohol 1
15 95% ethyl alcohol 1
16 100%  ethyl alcohol 1
17 100%  ethyl alcohol 1
18 Xylene 1
19 Xylene 1
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