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บทที่ 3

ผลการทดลอง

1. การศึกษาผลของสารกระตุนระบบภูมิคุมกัน (immunostimulants) ตอการแสดงออกของ
ยีน Ribosomal Protein L26 (RPL26)

กุงกุลาดํา (P. monodon) ซึ่งไดรับสารกระตุนระบบภูมิคุมกัน ไดแก เช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวที่ออนกําลัง (inactivated WSSV) เช้ือแบคทีเรีย V. harveyi ที่ออนกําลัง
(inactivated V. harveyi) และ สาร fucoidan โดยวิธีการฉีดเขาสูกลามเนื้อ เมื่อตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน RPL26 ดวยวิธี RT-PCR โดยการใชยีน β-actin เปน internal standard พบวา
กลุมซึ่งไดรับการฉีดกระตุนดวย inactivated WSSV มีการแสดงออกของยีน RPL26 เพ่ิมขึ้นที่ 6
ช่ัวโมง หลังไดรับการกระตุน และเพ่ิมขึ้นสูงสุดเปน 3 เทา (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมหลังไดรับการกระตุนไป 1 สัปดาห ระดับการแสดงออกยังคงสูงกวากลุมควบคุมจนถึง
สัปดาหที่ 2 แลวจึงคอยๆ ลดลงโดยมีระดับการแสดงออกของยีน RPL26 ลดลงใกลเคียงกับกลุม
ควบคุมในสัปดาหที่ 5 ดังรูปที่ 8(A) และ 9(A) สําหรับกลุมซึ่งไดรับการกระตุนดวย inactivated
V. harveyi (IVH) พบการแสดงออกของยีน RPL26 เพ่ิมสูงข้ึนที่ 6 ช่ัวโมง และมีระดับการ
แสดงออกสูงสุดที่ 72 ช่ัวโมง หลังไดรับการกระตุน โดยมีระดับการแสดงออกสูงข้ึนกวากลุมควบ
คุมเปน 3 เทา (p<0.05) ระดับการแสดงออกยังคงสูงกวากลุมควบคุมจนถึงสัปดาหที่ 2 และลด
ลงใกลเคียงกับกลุมควบคุมในสัปดาหที่ 5 ดังรูปที่ 8(B) และ 9(B) ในขณะที่กลุมซึ่งไดรับการ
กระตุนดวยสาร fucoidan มีระดับการแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนที่ 6 ช่ัวโมง และมีระดับการแสดงออก
สูงสุดปรากฎที่ 2 สัปดาห หลังไดรับการกระตุน โดยเพิ่มขึ้นเปน 4.8 เทา  (p<0.05) เมื่อเปรียบ
เทียบกับกลุมควบคุมแลวจึงลดระดับการแสดงออกลงอยางมากในสัปดาหที่ 5 ดังรูปที่ 8(C)
และ 9(C)
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8   การแสดงออกของยีน RPL26 เมื่อไดรับการกระตุนดวย inactivated WSSV (A),   
      IVH (B), fucoidan (C) and PBS (D) โดยใชการแสดงออกของยีน β-actin เปน
      internal control แถว M: 100 bp DNA marker แถว 1-10: แถบดีเอ็นเอจากการ
      ทํา RT-PCR ของยีน RPL26 หลังไดรับการฉีดกระตุนที่ 6, 12, 24, 72, 120
      ช่ัวโมง, 1, 2, 3, 4 และ 5 สัปดาห ตามลําดับ (n=3)
 8  Expression of ribosomal protein L26 (RPL26) stimulated by inactivated
      WSSV (A), IVH (B), fucoidan (C) and PBS (D) and the expression of the   
      β-actin gene as an internal control. Lane M; 100 bp DNA marker,
      lane 1-10: RT-PCR products of the RPL26 after stimulation by   
      intramuscular vaccination 6 h, 12 h, 24 h, 72 h, 120 h, 1 week,
      2 weeks, 3 weeks, 4 weeks and 5 weeks respectively. n=3
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(A)

(B)

(C)

รูปที่ 9     ระดับการแสดงออกของยีน RPL26 (คาเฉล่ีย ± SD, จํานวน 3 ซ้ํา) ตอ ยีน β-actin
   เมื่อฉีดกระตุนดวย inactivated WSSV (A) IVH (B) และ fucoidan (C) โดยใชกลุม
   ซึ่งฉีดดวย PBS เปนกลุมควบคุม   

Figure 9  The ratio of expression levels (mean ± SD, n=3) of RPL26 Gene to β-actin
             (internal control) when inactivated WSSV (A), induced with IVH (B), fucoidan
             (C) and  PBS used as control.
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2. การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํเมื่อได
รับการกระตุนดวยสาร IVH โดยวิธีฉีด

กุงกุลาดํา น้ําหนัก 10-15 กรัม ไดรับการฉีดกระตุนดวยสาร IVH ปริมาณ
4.5 ไมโครกรัม หลังไดรับการกระตุนไป 72 ช่ัวโมง จึงทําการทดสอบความสามารถในการตาน
ทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวากลุมซึ่งไดรับการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขม
ขน 7x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน มีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 60% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
ซึ่งมีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 20% ดังรูปที่ 10(A) โดยมีคา RPS เปน 50% ดังตารางที่ 3 และ
รูปที่ 11 ในขณะที่กลุมซึ่งไดรับการการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน 9x10-6 ของ
สารละลายไวรัสเร่ิมตน มีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 53.33% และกลุมควบคุมมีอัตราการมีชีวิต
รอดเปน 13.33%  ดังรูปที่ 10(B) โดยมีคา RPS เปน 46% ดังตารางที่ 3 และรูปที่ 11

รูปที่ 10  แสดงเป
            และทดส
            เช้ือไวรัส
            ไวรัสเร่ิม
Figure 10  Percen
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตการตายและคา RPS ของกุงกุลาดําจากเช้ือไวรัส WSSV ที่ความเขมขน
ตางๆ หลังไดรับการฉีดกระตุนดวยสาร IVH
Table 4     Percentage of mortality and RPS of shrimp after being injected intramuscularly
with IVH  and challenged by dilution of WSSV

กลุมทดลอง                            เปอรเซ็นตการตายสะสม                             RPS (%)
    IVHa                                                                            40                                           50
    PBSa                                             80
    IVHb                                             47                                           46
    PBSb                                             87

a    ฉีดดวยสารละลาย WSSV ความเขมขน 7x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน
b     ฉีดดวยสารละลาย WSSV ความเขมขน 9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน

รูปที่ 11 แสดงคา relative percent survival (RPS) ของกุงกุลาดํา หลังจากไดรับการฉีดกระตุน
 ดวยสาร IVH และทดสอบความสามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดย
 การฉีดดวย เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน 7x10-6 (A) และ  9x10-6 (B) ของ
 สารละลายไวรัสเร่ิมตน

Figure 11 Relative percent survival (RPS) of shrimps after being injected intramuscularly
    with IVH  and challenged by 7x10-6 (A) 9x10-6  (B) WSSV.
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3.   การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํเมื่อ
ไดรับการกระตุนดวยสาร IVH โดยวิธีกิน

จากการทดลองใหอาหารซึ่งผสมสาร IVH แกกุงกุลาดําปริมาณ 225 300 และ
375 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน โดยกุงจะไดรับอาหารดังกลาวตลอดการทดลอง หลังจาก
กุงแตละกลุมไดรับอาหารไปเปนระยะเวลา 3 วัน จึงทําการทดสอบความสามารถในการตานทาน
ตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน 9x10-6 ของสาร
ละลายไวรัสเร่ิมตน พบวากุงมีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 33.33% สําหรับกลุมซึ่งไดรับอาหารที่
ผสมสาร IVH 225 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน อัตราการมีชีวิตรอดเปน 80% สําหรับกลุม
ซึ่งไดรับอาหารที่ผสมสาร IVH 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน และอัตราการมีชีวิตรอด
เปน 40% สําหรับกลุมซึ่งไดรับอาหารที่ผสมสาร IVH 375 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั/วัน ใน
ขณะที่กลุมควบคุมซึ่งไดรับอาหารที่ไมมีการผสมสาร IVH มีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 0%  20%
และ 20% ตามลําดับ ดังรูปที่ 12 โดยมีคา RPS ในแตละกลุมเปน 33%  75% และ 34% ตาม
ลําดับ ดังตารางที่ 5 และรูปที่ 15

เมื่อทําการทดสอบซ้ํา กลุมซึ่งไดรับอาหารผสมสาร IVH 300 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน พบวามีอัตราการมีชีวิตรอดจากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 9x10-6 ของสาร
ละลายไวรัสเร่ิมตน เปน 60% ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 0% ดังรูปที่ 13
โดยมีคา RPS เปน 60% ดังตารางที่ 6 และรูปที่ 16 นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบกับกุงกลุมซึ่งได
รับอาหารผสมสาร IVH 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน โดยทดสอบความสามารถในการ
ตานทานตอเช้ือจํานวน 2 ครั้ง ครั้งที่ 1 จะใหเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน 9x10-6 ของ
สารละลายไวรัสเร่ิมตน ในวันที่ 3 หลังไดรับอาหารผสมสาร IVH และ ครั้งที่ 2 จะใหเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาว 9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน ในวันที่ 15 หลังไดรับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว
ครั้งที่ 1 พบวาอัตราการมีชีวิตรอดของกุงซึ่งไดรับเชื้อครั้งแรกเปน 60% ในขณะที่กลุมควบคุม
เปน 0 % และเมื่อกุงซึ่งรอดตายจากการไดรับเชื้อครั้งแรก ไดรับเชื้อซ้ําอีกครั้งพบวาอัตราการมี
ชีวิตรอดเปน 20% จากปริมาณเริ่มตน หรือคิดเปน 33.33% ของกุงที่รอดตายจากการไดรับเชื้อ
ครั้งแรก ดังรูปที่ 14 โดยมีคา RPS เปน 20%  ดังตารางที่ 6 และรูปที่ 16
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รูปที่ 12    แส
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รูปที่ 13   แสดงเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของกุงกุลาดํา หลังจากไดรับอาหารผสมสาร IVH   
             ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน และทดสอบความสามารถในการตาน
             ทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน    

                      9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน
Figure 13 Percentage of survivor of shrimp weighing of 10-15 g were fed with IVH   
              300mg/kg body weight/day and challenged by 9x10-6 WSSV. ( , fed with
              IVH, , control,        challenged by WSSV )

รูปที่ 14   แสดงเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของกุงกุลาดํา หลังจากไดรับอาหารผสมสาร IVH   
             ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน และทดสอบความสามารถในการตาน
             ทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน    

                      9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน จํานวน 2 ครั้ง
Figure14 Percentage of survivor of shrimp weighing of 10-15 g were fed with IVH   
            300mg/kg body weight/day and two challenged by 9x10-6 WSSV. ( , fed with
            IVH, , control,        challenged by WSSV )
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ตารางที่ 5  เปอรเซ็นตการตายและคา RPS ของกุงกุลาดําจากเชื้อไวรัส WSSV ที่ความเขมขน
    9x10-6 หลังไดรับอาหารผสมสาร IVH ปริมาณตางๆ

Table 5    Percentage of mortality and RPS of shrimp after fed with IVH and challenged by
    9x10-6  WSSV

กลุมทดลอง                            เปอรเซ็นตการตายสะสม                               RPS (%)
IVHa                                                                                      67                                            33
Control                                              100
IVHb                                                   20                                            75
Control                                                80
IVHc                                                   53                                            34
Control                                                80

a    ไดรับอาหารผสม IVH ปริมาณ 225 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน
b    ไดรับอาหารผสม IVH ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน
c    ไดรับอาหารผสม IVH ปริมาณ 375 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน

ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตการตายและคา RPS ของกุงกุลาดําจากเช้ือไวรัส WSSV ที่ความเขมขน
    9x10-6 หลังไดรับอาหารผสมสาร IVH

Table 6    Percentage of mortality and RPS of shrimp after fed with IVH and challenged by
    9x10-6  WSSV

กลุมทดลอง                            เปอรเซ็นตการตายสะสม                               RPS (%)
IVHa                                                                                      40                                            60
Control                                              100
IVHb                                                   80                                            20
Control                                              100

a    ฉีดดวยสารละลาย WSSV ความเขมขน 9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน ในวันที่ 3 หลังได
รับอาหารผสม IVH ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน
b    ฉีดดวยสารละลาย WSSV ความเขมขน 9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน ในวันที่ 3 และ 15
หลังไดรับอาหารผสม IVH ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน
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รูปที่ 15 แสดงคา relative percent survival (RPS) ของกุงกุลาดํา หลังจากไดรับอาหารผสมสาร
 IVH  ปริมาณ 225(A) 300(B) และ 375(C) มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน และ
 ทดสอบความสามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการฉีดดวยเชื้อไว
 รัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน  9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน

Figure 15 Relative percent survival (RPS) of shrimps after fed with IVH 200(A),
   300(B) and 375(C) mg/kg body weight/day and challenged by 9x10-6 WSSV.
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รูปที่ 16   แสดงคา relative percent survival (RPS) ของกุงกุลาดํา หลังจากไดรับอาหารผสม
   สาร IVH ปริมาณ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน และทดสอบความสามารถ
   ในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว
   ความเขมขน  9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน จํานวน 1 ครั้ง (A) และ 2 ครั้ง (B)

Figure 16 Relative percent survival (RPS) of shrimps after fed IVH 300mg/kg body
    weight/day and one (A)  two (B) challenged by 9x10-6 WSSV.
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4. การเตรียมดีเอ็นเอลูกผสม pGEX-RPL26 ในแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ BL21

จากการทํา PCR เพ่ือสังเคราะหยีน RPL26 โดยใช primer MacroFBA และ
MacroRXH  ไดช้ินยีนขนาดประมาณ 453 bp ซึ่งมีตําแหนงสําหรับเอนไซมตัดจําเพาะเปน
BamHI และ XhoI ดังรูปที่ 17 ทําการเชื่อมยีน RPL26 เขาสูพลาสมิดเวคเตอร pGEM®-T
Easy ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Top 10 F′ ยอยยีน RPL26 ออกจากพลาสมิดเวคเตอร
pGEM®-T Easy ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XhoI ทําการเชื่อมยีน RPL26 เขาสูพ
ลาสมิดเวคเตอร pGEX-4T-1 ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Top 10 F′ เมื่อคัดเลือกโคลน
แบบสุม ดังรูปที่ 15  พบโคลนซึ่งมียีน RPL26 จํานวน 9 โคลน จาก 10 โคลน ดังรูปที่ 18  และ
เมื่อตรวจสอบลําดับเบสของยีน RPL26 บนพลาสมิดเวคเตอร  pGEX-4T-1  ในแบคทีเรีย E.
coli สายพันธุ Top 10 F′  โดยเปรียบเทียบผลที่ไดกับขอมูลของธนาคารยีนพบวามีความเหมือน
กับยีน RPL26 (Accession no. AY680836) (ภาคผนวก ข) ทําการยายดีเอ็นเอลูกผสม
pGEX-RPL26 เขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 เพ่ือใชในการเตรียมโปรตีน RPL 26 ใน
ข้ันตอนตอไป

รูปที่ 17   แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน
             สําหรับเอนไซมตัดจําเพา
             electrophoresis  แถวที่ 1
Figure 17 Electrophoresis in a 1.
              restriction site of BamH
              Lane 2: PCR product o

p

1     2
 b
 RPL26 จากการ
ะเปน BamHI และ
 : 100 bp DNA 

5% agarose gel o
I and XhoI.  La
f RPL26
453 bp

500
1000
สังเคราะหโดยวิธี  PCR  มีตําแหนง
 XhoI วิเคราะหบน 1.5% agarose gel    
ladder  แถวที่ 2 แถบดีเอ็นเอยีน RPL26
f RPL26 (PCR product) containing
ne 1: 100 bp DNA ladder
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รูปที่ 18   แสดงแถ
                 pGEX-4
             แถวที่ C
             แถวที่ 1
             แถวที่ 4
Figure 18 Electro

    Lane C
              Lane 1
              Lane 4
 C    1     2     3     4     5    6     7     8     9   10
บดีเอ็นเอของการคัดเลือกโคลนซึ่งมียีน RPL26  บนพลาสมิดเวคเตอร   
T-1 วิเคราะหบน 1.5% agarose gel electrophoresis
: พลาสมิด pGEX-4T-1 (Control)
, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10: แถบดีเอ็นเอของโคลน  pGEX- RPL26
: แถบดีเอ็นเอของโคลน pGEX-4T-1 (ไมมียีน RPL26)
phoresis in a 1.5% agarose gel of transformant.  
: pGEX-4T-1 (Control)
, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10: pGEX- RPL26
: pGEX-4T-1
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5.  การเตรียมโปรตีนลูกผสม RPL26 จากดีเอ็นเอลูกผสม pGEX-RPL26 ในแบคทีเรีย   
E. coli สายพันธุ BL21

5.1  การกระตุนการสรางโปรตีน GST และ GST-RPL26
การกระตุนการสรางโปรตีนลูกผสม GST-RPL26 จากดีเอ็นเอลูกผสม pGEX-

RPL26 ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 โดยใชโปรตีน GST ที่สรางจากพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pGEX ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 เปนกลุมควบคุม พบวาโปรตีน GST-RPL26 ที่ได
มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 45 กิโลดาลตัน โดยเปนน้ําหนักของโปรตีน GST ประมาณ 29 กิโล
ดาลตัน และเปนน้ําหนักของโปรตีน RPL26 ประมาณ 16 กิโลดาลตัน ดังรูปที่ 19 โปรตีนที่ผลิต
ไดในรูปของโปรตีนรวม (total protein) นําไปทําการไดอะไลซิสในสารละลาย PBS, pH 7.4 ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชในการทดสอบคุณสมบัติในการปองกันโรคไวรัสตัวแดง
ดวงขาวในกุงกุลาดําตอไป

          5.2  การทาํบริสุทธิ์ โปรตีน GST และ GST-RPL26
โปรตีน GST-RPL26 และ GST ที่ไดจากการกระตุนใหเกิดการแสดงออกจาก

ขางตน นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยการใช หลักการการจับแบบจําเพาะ (affinity) ระหวาง glutathione 
sepharose (ligand) กับโปรตีน glutatione s-transferrase (GST) ซึ่งภายหลังจากการชะโปรตีน
ออกมาจะไดโปรตีนบริสุทธิ์ ดังรูปที่ 20 โปรตีนหลังการทําบริสุทธิ์นํามากําจัด SDS ซึ่งเปนสวน
ประกอบของ elution buffer โดยการแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใหเกิดการจับกันระหวาง 
SDS แลวนําไปหมุนเหวี่ยงใหเกิดการแยกชั้นระหวาง SDS กับสารละลายโปรตีน นําสวนของสาร
ละลายโปรตีนที่ไดมาไดอะไลซิสที่อุณหภูมิหองอีกครั้งเพ่ือกําจัด SDS สวนที่ตกคาง จากนั้นจึงนํา
ไปไดอะไลซิสในสารละลาย PBS, pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 21 โดยไดความ
เขมขนของโปรตีน GST-RPL26 และ GST บริสุทธิ์ หลังการไดอะไลซิสแลว เทากับ 0.96 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร  และ 1.26 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร  ตามลําดับ  โปรตีนบริสุทธิ์ที่ไดจะนํา
ไปใชในการทดสอบคุณสมบัติในการกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซิสในข้ันตอนตอไป
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                  kDa     M       1        2         3        4

รูปที่ 19  การวิเคราะห
            สายพันธุ BL
            ยอมดวยสี c
                    แถวท
                    แถวท
                    แถวท
                    แถวท
                    แถวท
Figure 19 Coomassie
              expression
                Lane M
                  Lane 1
                  Lane 2
                  Lane 3
                  Lane 4
97

66
a
45
a
30
20
14
การแสดงออกของโปรตีน GST และ GST-RPL26
21 ดวยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลแบบมี เอสดีเอส (
oomassie brilliant blue
ี่ M     โปรตีนมาตรฐาน
ี่ 1      โปรตีนกอนการชักนําการสรางโปรตีน โคลน
ี่ 2      โปรตีนกอนการชักนําการสรางโปรตีน โคลน
ี่ 3      โปรตีนหลังการชักนําการสรางโปรตีน โคลน
ี่ 4      โปรตีนหลังการชักนําการสรางโปรตีน โคลน
 stained SDS-PAGE gel (12%) of GST and GS
 in E. coli (BL21)
:   Low molecular weight standard marker
:    non-expression of GST protein from clone p
:    non-expresson of GST-RPL26 protein from
:    GST protein expression from clone pGEX
:    GST-RPL26 protein expression from clone 
45 kD
29 kD
 ในแบคทีเรีย E.coli
12% SDS-PAGE)

 pGEX
 pGEX-RPL26
 pGEX
 pGEX-RPL26
T-RPL26 proteins

GEX
 clone pGEX-RPL26

pGEX-RPL26
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                    kDa    M     1     2     3     4    5

รูปที่ 20  การวิเคราะหโป
            ไมดเจลแบบมี เ
                    แถวที่ M
                    แถวที่ 1 
                    แถวที่ 2 
                    แถวที่ 3-
Figure 20 Coomassie sta
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                     Lane 2:
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                     Lane 3:      purified protein (eluant fraction no. 1-3)

                                            M           1            2

รูปที่ 21 แสดงโปรตีน GST  และ GST-RPL26 บริสุทธิ์ หลังก
            วิเคราะหดวยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลแบบมี เอสดีเอส
            coomassie brilliant blue
                    แถวที่ M     โปรตีนมาตรฐาน
                    แถวที่ 1      โปรตีน GST-RPL26 (45 kDa)
                    แถวที่ 2      โปรตีน GST  (29 kDa)
Figure 21 Coomassie stained SDS-PAGE gel (12%) of pu
              RPL26  proteins after removed SDS and dilysis
                   Lane M:    Low molecular weight standard
                     Lane 1:     GST-RPL26 protein (45 kDa)
                    Lane 2:     GST protein (29 kDa)
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6. การทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน RPL 26 ตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา              
(P .monodon)

6.1 ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํเมื่อได
รับโปรตีนลูกผสม RPL26

 จากการทดลองใหโปรตีนลูกผสม GST-RPL26 โดยใหในลักษณะโปรตีนรวม
(total proteins) ซึ่งผานการทําไดอะไลซิสแลวที่ความเขมขน 4, 16 และ 32 ไมโครกรัม/กรัมน้ํา
หนักตัว โดยวิธีฉีดเขาสูกลามเนื้อของกุงกุลาดํา น้ําหนัก 10-15 กรัม เปรียบเทียบกับกลุมควบ
คุมซึ่งฉีดดวยโปรตีน GST ที่ความเขมขน 4, 16 และ 32 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัวเชนกัน
และกลุมควบคุมซึ่งฉีดดวย PBS, pH 7.4 โดยภายหลังจากการฉีดสารในแตละกลุม เปนเวลา 3
ช่ัวโมง จึงนํากุงมาฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเขมขน 9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน
และบันทึกอัตราการมีชีวิตรอดเปนระยะเวลา 15 วัน พบวากลุมซึ่งไดรับโปรตีน GST-RPL 26
ความเขมขน 4, 16 และ 32 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว มีอัตราการมีชีวิตรอดเทากับ 13%,
67%  และ 33% ตามลําดับ ในขณะที่กลุมควบคุมซึ่งไดรับโปรตีน GST ความเขมขน 4, 16 และ
32 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว และกลุมควบคุม ซึ่งไมไดรับโปรตีน มีอัตราการมีชีวิตรอดเปน
0%, 7%, 0% และ 0% ตามลําดับ ดังรูปที่ 22 โดยมีคา RPS ในแตละกลุมเปน 13%  64%
และ 33% ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 และรูปที่ 23
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รูปที่ 22  แสดงเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของกุงกุลาดํา หลังจากไดการฉีดดวยโปรตีนลูกผสม   
            ปริมาณ 4(A) 16(B) และ 32(C) ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว และทดสอบความ
            สามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
            ขาวความเขมขน  9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน
Figure 22 Percentage of survivor of shrimp weighing of 10-15 g were injected with
              recombinant protein 4(A), 16(B) and 32(C) µg/g body weight and challenged
              by 9x10-6  WSSV.
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ตารางที่ 7 เปอรเซ็นตการตายและคา RPS ของกุงกุลาดําจากเชื้อไวรัส WSSV ที่ความเขมขน
   9x10-6 หลังไดรับการฉีดกระตุนดวยโปรตีนลูกผสม   

Table 7  Percentage of mortality and RPS of shrimp after intramuscular injection with
  recombinant protein and challenged by 9x10-6  WSSV.

กลุมทดลอง                            เปอรเซ็นตการตายสะสม                             RPS (%)
GST-RPL26a                                                                87                                           13
GSTa                                                100
PBS                                                 100
GST-RPL26b                                      33                                           64
GSTb                                                 93
PBS                                                 100
GST-RPL26c                                      67                                           33
GSTc                                                100
PBS                                                 100

a    ฉีดดวยสารละลายโปรตีนรวม (total protein) ปริมาณ 4 ไมโครกรัม
b    ฉีดดวยสารละลายโปรตีนรวม (total protein) ปริมาณ 16 ไมโครกรัม
c   ฉีดดวยสารละลายโปรตีนรวม (total protein) ปริมาณ 32 ไมโครกรัม
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รูปที่ 23 แสดงคา relative percent survival (RPS) ของกุงกุลาดํา หลังจากไดการฉีดดวยโปรตีน
 ลูกผสมปริมาณ 4(A) 16(B) และ 32(C) ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักตัว และทดสอบ
 ความสามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการฉีดดวยเชื้อไวรัสตัวแดง
 ดวงขาวความเขมขน  9x10-6 ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน

Figure 23 Relative percent survival (RPS) of shrimps injected with recombinant protein 4
   (A), 16(B) and 32(C) µg/g body weight and challenged by 9x10-6  WSSV.
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      6.2   การศึกษาความวองไวของฟาโกไซโตซิส (Phagocytosis activity) ของเม็ดเลือดกุง
กุลาดาํเมื่อไดรับโปรตีนลูกผสม RPL26 ที่ความเขมขนตางๆ

จากการเตรียมโปรตีนลูกผสม GST-RPL26 และ GST บริสุทธิ์ แลวนํามา
ทดสอบคุณสมบัติในการกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซิสของเซลลเม็ดเลือดกุง โดยทําการเก็บ
ตัวอยางเม็ดเลือดกุงมาจํานวน 5 กลุมตัวอยาง (n=5) ในแตละกลุมตัวอยางมาจากเซลลเม็ดเลือด
กุงกุลาดําจํานวนจํานวน 5 ตัว รวมกัน ซึ่งจากการบมโปรตีนที่ปริมาณตางๆ กันจํานวน 3 ความ
เขมขน พบวา คา Phagocytic index (PI) ของกลุมควบคุม ซึ่งไมไดรับโปรตีนเลยเปน 4.80 ±
2.75 ในขณะที่กลุมควบคุมซึ่งไดรับโปรตีน GST ปริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.10 ไมโครกรัม มี
คา PI เฉล่ียในแตละกลุม เทากับ 5.51 ± 2.33,  9.26 ± 3.19 และ 10.13 ± 1.58 ตามลําตับ
สําหรับกลุมซึ่งไดรับโปรตีน GST-RPL26 ปริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.10 ไมโครกรัม มีคา PI 
เฉล่ียในแตละกลุม เทากับ 21.70 ± 2.18,  14.29 ±  4.08 และ 20.10 ± 5.43 ตามลําตับ ซึ่ง
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คา 
%Phagocytosis ของกลุมควบคุม ซึ่งไมไดรับโปรตีนเลยเปน 18.1 ± 5.74 ในขณะที่กลุมควบคุม
ซึ่งไดรับโปรตีน GST ปริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.10 ไมโครกรัม มีคา %Phagocytosis เฉล่ียใน
แตละกลุม เทากับ 19.0 ± 4.56,  25.9 ± 4.46 และ 26.1 ± 1.00 ตามลําดับ สําหรับกลุมซึ่งได
รับโปรตีน GST-RPL26 ปริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.10 ไมโครกรัม มีคา %Phagocytosis
เฉล่ียในแตละกลุม เทากับ 38.6 ±1.15, 30.7 ±  5.42 และ 36.0 ± 6.25 ตามลําตับ ซึ่งมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม สําหรับคา 
ABPC ของแตละกลุม ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% แสดงดังตารางที่ 8 
และลักษณะการเกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (เม็ดบีดเรืองแสง) แสดงดังรูปที่ 24
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ตารางที่ 8  การศึกษาความวองไวของกระบวนการฟาโกไซโตซิส ของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา   
               เมื่อไดรับโปรตีน GST และ GST-RPL26 บริสุทธิ์
Table 8    Phagocytic activity of shrimp haemocytes induced with purified GST and GST-
              RPL26 Proteins

ชนิดโปรตีน ปริมาณ
(ไมโครกรัม)

      PI
(Mean ± SD)

% Phagocytosis
(Mean ± SD)

ABPC
(Mean ± SD)

GST-RPL26
GST-RPL26
GST-RPL26
GST
GST
GST
control

0.01
0.05
0.10
0.01
0.05
0.10

-

21.70 ±  2.18
14.29 ± 4.08
20.10 ± 5.43
  5.51 ± 2.33
  9.26 ± 3.19
10.13 ± 1.58
  4.80 ± 2.75

38.6 ±  1.15
30.7 ±  5.42
36.0 ± 6.25
19.0 ± 4.56
25.9 ± 4.46
26.1 ± 1.00
18.1 ±  5.74

1.45 ± 0.09
1.52 ±  0.23
1.55 ±  0.20
1.52 ±  0.19
1.39 ±  0.17
1.49 ±  0.21
1.42 ±  0.02
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รูปท

Figu
     

B

A

C

ี่ 24  แสดงการกลืนกินสิ่งเแปลกปลอม (เม็ดบีดเรืองแสง) ของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา
  กลุมควบคุมซึ่งไมไดรับโปรตีน (A) กลุมควบคุมซึ่งไดรับโปรตีน GST (B) และกลุม
  ซึ่งไดรับโปรตีน GST-RPL26 สังเกตุภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา

re 24 Phagocytosis of shrimp haemocytes induced with non-purified protein (A)
         purified GST  (B) and purified  GST-RPL26 (C) proteins
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