
                                                                                                                                  64

บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

4.1  การศึกษาผลของสารกระตุนระบบภูมิคุมกัน (immunostimulants) ตอการแสดงออก
ของยีน Ribosomal Protein L26 (RPL26)

จากการศึกษาของ Segade และคณะ (1996) พบยีน RPL26 มีการแสดงออก
สูงข้ึน ในการตอบสนองตอกระบวนการกระตุนแมคโครฟาจ (macrophage activation) ของ
mouse macrophage cell line เมื่อไดรับการกระตุนดวย silica, LPS และ IFNγ ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Larade และคณะ (2001) พบวายีน RPL26 จาก hepatopancrease ของ marine 
snail (L. littorea) มีการแสดงออกสูงข้ึน เมื่อไดรับสภาวะที่ขาดออกซิเจน นอกจากนี้พบวายีน 
RPL26 ใน P. japonicus มีการแสดงออกอยางตอเนื่อง ระหวางการลอกคราบ (Watanabe, 
1998) ในสภาวะที่เกิดการติดเชื้อ WSSV ในกุงกุลาดํา (P. monodon) ก็พบการแสดงออกของ
ยีน RPL26ในเลือดที่สูงข้ึน (เอ้ือมนัส, 2545) เชนเดียวกับที่พบในเลือดของกุงคุรุมา (P. 
japonicus) ที่ติดเชื้อ WSSV (Rojtinakorn, et. al., 2002) การศึกษาในครั้งนี้ พบวาการแสดง
ออกของยีน RPL26 จากเลือด (hemolymph) ของกุงกุลาดํา สามารถชักนําไดจากการฉีดกระตุน
ดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ออนกําลัง (inactivated WSSV) เช้ือแบคทีเรีย V. harveyi ที่ออน
กําลัง (IVH) และสาร fucoidan เนื่องจากสารทั้ง 3 ชนิดนี้มีรายงานถึงความสามารถในการตาน
ทานตอเช้ือ WSSV (Namikoshi, et. al ., 2003; Takahashi, et. al., 2000; Chotigeat, et. al.,
2003) โดยจากการศึกษาในครั้งนี้ไมพบการแสดงออกของยีน RPL26 ใน hepatopancrease และ
lymphoid organ ซึ่งแสดงใหเห็นวา RPL26 นาจะหล่ังมาจากเซลลเม็ดเลือด ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ
non-specific immune response ซึ่งสามารถถูกกระตุนไดโดยสิ่งกระตุนตางๆ ตัวอยางเชน 
inactivated WSSV, IVH และสาร fucoidan โดยการกระตุนการแสดงออกของ RPL26 โดย 
inactivated WSSV, IVH และสาร fucoidan สามารถพบไดตั้งแตที่ 6 ช่ัวโมง หลังไดรับการ
กระตุน และมีการแสดงออกที่สูงที่สุดที่ 72 ช่ัวโมง เมื่อกระตุนดวย IVH 1 สัปดาห เมื่อกระตุน
ดวย inactivated WSSV และ 2 สัปดาห เมื่อกระตุนดวยสาร fucoidan และไมพบการแสดงออก
ของยีน RPL26 จากการกระตุนดวยสารทั้ง 3 ชนิด หลังไดรับการกระตุนผานไป 5 สัปดาห ซึ่ง
เมื่อทดสอบไดสารที่มีคุณสมบัติในการชักนําการแสดงออกของยีน RPL26 จึงนําสารดังกลาวไป
ทดสอบถึงความสามารถในการปองกันการติดเชื้อ WSSV ในลําดับตอไป
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4.2  การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํ เมื่อ
ไดรับการกระตุนดวยสาร IVH โดยวิธีการฉีด

จากการศึกษาการกระตุนการแสดงออกของยีน RPL26 ในขางตนพบวา IVH มี
คุณสมบัติในการกระตุนการสรางของ RPL26 ไดอยางรวดเร็วและปริมาณสูง ประกอบกับสาร 
IVH เตรียมไดงาย และมีตนทุนต่ําในการเตรียมนอยกวาสารกระตุนภูมิคุมกัน inactivated WSSV
และ fucoidan ดังนั้นจึงไดเลือกสาร IVH ในการเปนสารกระตุนภูมิคุมกันสําหรับปองกันการติด
เช้ือ WSSV โดยจะทําการทดสอบถึงความเปนไปไดในการเกิด cross immunitics ระหวาง V. 
harveyi และ WSSV โดยในขั้นแรกไดทําการทดลองใหสาร IVH โดยวิธีการฉีดเขาสูกลามเนื้อ
เพ่ือใหกุงไดรับสาร IVH ตอกุงแตละตัวในปริมาณที่แนนอน (0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว)
ซึ่งระหวางการทดลองไดทําการเก็บตัวอยางเลือดกุงที่ 72 ช่ัวโมงหลังไดรับการฉีดดวยสาร IVH 
โดยพบการแสดงออกของยีน RPL26 ที่สูงกวากลุมควบคุม และเมื่อกุงกุลาดําไดรับเชื้อ WSSV 
พบวาสาร IVH มีคุณสมบัติเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดของกุงจากเชื้อ WSSV มากขึ้น โดยมีคา RPS 
เปน 50% เมื่อไดรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเขมขน 7x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน 
และมีคา RPS เปน 46% เมื่อไดรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเขมขน 9x10-6 ของสารละลาย
ไวรัสเร่ิมตน ซึ่งเห็นไดวาอัตราการมีชีวิตรอดของกุงกุลาดําสอดคลองกับปริมาณความเขมขนของ
เช้ือ WSSV ที่ไดรับ

4.3  การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํ เมื่อ
ไดรับการกระตุนดวยสาร IVH โดยวิธีการกิน

แมวาการใหวัคซีนโดยวิธีการฉีดจะทําใหสามารถควบคุมปริมาณสารที่ตัวตัวกุงได
แนนอน แตกอใหเกิดความเครียดตอตัวกุง และนําไปปฏิบัติไดยากในสภาวะการเลี้ยงในระบบ
ฟารมจึงไดทําการทดลองใหสาร IVH โดยการผสมกับอาหารกุง ใหกุงไดรับสาร IVH โดยวิธีกิน 
ซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชในระบบฟารมไดสะดวกขึ้น โดยมีการรายงานจากการทดลองของ 
Itami และคณะ  (1991) พบวาเมื่อนําเช้ือ V. harveyi ที่ฆาดวยฟอรมาลิน 0.5% มาผสมอาหาร
สําหรับลูกกุงกุลาดํา (P. monodon) ปริมาณ 0.05, 0.5 และ 5% ของน้ําหนักอาหาร ทําใหอัตรา
การมีชีวิตรอดของลูกกุงกุลาดําระยะ zoea สูงกวากลุมควบคุม การทดลองในครั้งนี้จึงไดนําสาร 
IVH ผสมอาหารกุงในปริมาณ 0.375%, 0.5% และ  0.625 % ของน้ําหนักอาหาร หรือคิดเปน
ปริมาณ 225  300 และ 375 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ตามลําดับ โดยใหอาหารดัง
กลาวตลอดการทดลองและมีการใหเช้ือไวรัส WSSV ในวันที่ 3 (72 ช่ัวโมง) หลังไดรับอาหารมื้อ
แรกและมีการสุมมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน RPL26 ในเลือดเชนกัน พบวากลุมซึ่งไดรับ
สาร IVH ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน มีอัตราการมีชีวิตรอดสูงสุดโดยมีคา 
RPS เปน 75% ซึ่งแสดงใหเห็นวาการไดรับสาร IVH ซึ่งมีคุณสมบัติกระตุนการแสดงออกของยีน 
RPL26 ในปริมาณที่เหมาะสมสามารถชวยในการปองกันการติดเชื้อ WSSV ได
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นอกจากนี้เมื่อทําการทดสอบการรับเชื้อซ้ําของกลุมซึ่งไดรับอาหารผสมสาร IVH
ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ในกลุมซึ่งไดรับเชื้อ 1 ครั้ง และ 2 ครั้ง โดยมีคา 
RPS เปน 60% และ 20% ตามลําดับ หรือคิดเปน 33% ของกุงที่รอดตายจากการติดเชื้อครั้งแรก 
ซึ่งระยะหางจากการไดรับเชื้อในกลุมที่รับเชื้อ 2 ครั้งเปน 12 วัน โดยจากการศึกษากอนหนานี้
ของ จรีพร (2546) พบวากุงกุลาดําซึ่งรอดตายจากการติดเชื้อ WSSV ในครั้งแรกสามารถตาน
ทานตอการติดเชื้อ WSSV ซ้ําไดดีที่สุดหลังไดรับเชื้อครั้งแรก 43 วัน ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้แสดง
ใหเห็นถึงความสามารถของสาร IVH ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันเพื่อชวยในการกําจัดเชื้อ 
WSSV ออกจากรางกายในระยะเวลาอันรวดเร็วและสามารถตานทานตอการติดเชื้อซ้ําได

4.4 ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําเมื่อไดรับโปรตีน
ลูกผสม RPL 26

จากการศึกษาที่ผานมาชี้ใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางสารกระตุนภูมิคุมกัน กับ
การแสดงออกของยีน RPL26 และความสามารถในการปองกันการติดเชื้อ WSSV ในการศึกษา
ข้ันตอไปจึงมุงประเด็นไปที่คุณสมบัติของโปรตีน RPL26 ตอความสามารถในการกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันเพื่อปองกันการติดเชื้อ WSSV โดยไดทําการเตรียมโปรตีนลูกผสม RPL26 ในลักษณะ
ที่เช่ือมกับสวนปลายของโปรตีน GST (GST-RPL26) ซึ่งการศึกษาการใชโปรตีนลูกผสมสวน
ใหญจะใชโปรตีนซึ่งเปนองคประกอบของไวรัส โดยใชปริมาณอยูที่ 4 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนกัตัว 
ในกุงกุลาดํา  (P. monodon) (Witteveldt, et. al., 2004) และ 100 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว 
ในกุงคุรุมา (P. japonicus) (Namikoshi, et al., 2004) การทดลองในครั้งนี้จึงไดใชโปรตีนลูก
ผสม GST-RPL26 ในปริมาณ 4, 16 และ 32 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว โดยมีโปรตีน GST 
ในปริมาณที่เทากันเปนกลุมควบคุม ซึ่งพบวาเมื่อทําการฉีดโปรตีน GST-RPL26 ในปริมาณ 16 
ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว ทําใหกุงกุลาดํามีอัตราการมีชีวิตรอดจากเชื้อ WSSV สูงสุดหลังไดรับ
โปรตีนดังกลาวไป 3 ช่ัวโมง โดยมีคา RPS เปน 64% เนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ต่ํา               
(4 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว) อาจไมเพียงพอในการกระตุน และปริมาณโปรตีนที่สูงเกิน (32 
ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว) อาจเปนพิษตอตัวกุงได แตเนื่องดวยโปรตีนดังกลาวเปนโปรตีนที่ยัง
ไมผานการทําใหบริสุทธิ์เนื่องจากหากใชโปรตีนที่บรสุิทธิ์ตองใชในปริมาณที่สูงมาก ดังนั้นหากกุง
ไดรับโปรตีนที่บริสุทธิ์โดยตรงอาจใชปริมาณในการกระตุนใหเกิดผลที่ดีที่สุดแตกตางไปจากการ
ทดลองนี้
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4.5 การศึกษาความวองไวของฟาโกไซโตซิส (Phagocytosis activity) ของเม็ดเลือดกุง
กุลาดาํเมื่อไดรับโปรตีนลูกผสม RPL26 ที่ปริมาณตางๆ

จากการศึกษาของ Segade และคณะ (1996) พบวาเมื่อทําการทดลองเลี้ยงเซลล 
macrophage-like cell line RAW 264.7 โดยมี LPS, IFNγ และซิลิกาซึ่งเปนสิ่งแปลกปลอม 
พบวามีการแสดงออกของยีน RPL26 มากกวาสภาวะปกติ ซึ่งคาดวาโปรตีนดังกลาวอาจเกี่ยวของ
กับการกระตุนการทํางานของ macrophage ในการเกิดกระบวนการ phagocytosis เพ่ือทําลายส่ิง
แปลกปลอม การศึกษาในครั้งนี้จึงไดทําการเตรียมโปรตีนลูกผสม RPL26 ในลักษณะที่เช่ือมกับ
สวนปลายของโปรตีน GST (GST-RPL26) เพ่ือความสะดวกในขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ โดยไดนํา
โปรตีนลูกผสม GST-RPL26 ที่ผานการทําบริสุทธิ์แลวมาทดสอบคุณสมบัติในการกระตุนการ
เกิดกระบวนการ phagocytosis ของเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา ดวยการบมโปรตีนกับเซลลเม็ด
เลือดและเม็ดบีดเรืองแสง โดยใชโปรตีน GST-RPL26 ปริมาณ 0.01 ไมโครกรัม 0.05 
ไมโครกรัม และ 0.10 ไมโครกรัม และใชโปรตีน GST ในปริมาณที่เทากันและเซลลเม็ดเลือด
ปกติเปนกลุมควบคุม เนื่องจากการทดลองกอนหนานี้ไดทดลองใชโปรตีนปริมาณ 0.30 
ไมโครกรัม 0.50 ไมโครกรัม และ 1.0 ไมโครกรัม  พบวาทําใหเซลลเม็ดเลือดของกุงแตกเปน
สวนใหญ จึงลดปริมาณลงเปนปริมาณดังกลาว โดยพบวาโปรตีน GST-RPL26 มีคุณสมบัติใน
การกระตุนใหเกิดกระบวนการ  phagocytosis ของเซลลที่สูงข้ึนโดยพบวาโปรตีนปริมาณ  0.01
ไมโครกรัม มีความสามารถในการกระตุนไดสูงสุด โดยการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความ
สัมพันธระหวางโปรตีน RPL26 กับการกระตุนการเกิดกระบวนการ phagocytosis ของเซลลเม็ด
เลือดของกุงกุลาดําในระดับหนึ่ง แตสําหรับกลไกที่แทจริงของการเกิดการกระตุนดังกลาว รวมทั้ง
ปจจัยอื่นๆ ที่เก่ียวของกับกลไกนี้จําเปนที่จะตองมีการศึกษากันตอไป
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