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บทนาํ

บทนาํตนเร่ือง

กุงกุลาดําจัดเปนสินคาสงออกทางการเกษตรที่สําคัญอยางหนึ่งของประเทศไทย
แตเกษตรกรยังประสบกับปญหาจากการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําอีกมากโดยเฉพาะปญหาโรคกุงที่เกิด
จากแบคทีเรีย เชน Vibriosis และไวรัส เชน  White Spot Syndrome ซึ่งสงผลกระทบในการเลี้ยง
กุงทั่วทั้งภูมิภาคเอเชียและยังแพรกระจายสูอเมริกา (Lightner, 1996; Jory and Dixon, 1999)
การแกปญหาโดยใชสารเคมี และยาปฏิชีวนะกอใหเกิดปญหาเรื่องสารตกคางในธรรมชาติและใน
ตัวกุง ทําใหกุงมีความเสี่ยงตอการตานทานยาเพิ่มขึ้น  ดวยเหตุนี้จึงมีการหาแนวทางที่ปลอดภัย
เ พ่ือที่ จะเสริมสร างระบบภูมิคุมกันในตัวของกุ งซึ่ งพบวาการใชสารกระตุนภูมิคุมกัน  
(immunostimulants) เปนอีกแนวทางหนึ่งที่ควรจะนํามาประยุกตใชเพ่ือปองกันการสูญเสียกุงจาก
การระบาดของโรคกุงตางๆ เนื่องจากกุงมีระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non-specific immune 
system) โดยไดมีการคนพบ Prophenoloxidase (proPO) activating system (Mcvey, 1993; 
Sung et al., 1996) ซึ่งระบบนี้สามารถถูกกระตุนไดโดย immunostimulants เชน Fucoidan และ
beta-1,3-glucan ไดมีการทดลองใชสาร Fucoidan ซึ่งสกัดจาก Sargassum polycystum พบวา
ชวยเพิ่มการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา (Chotigeat et al., 2003) และยัง
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ Vibrio harveyi, Staphylococcus aureus และ Escherichia coli           
(สุประภา, 2545) และพบวาการแชกุงในสารละลายที่มี β-1,3-glucan ทําใหเพ่ิมความตานทาน
ตอเช้ือ V. vulnificus (Sung et al., 1994) นอกจากนี้ยังพบการตานทานตอไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(white spot syndrome virus)  เมื่อใช β-1,3-glucan รวมกับเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ถูกทําให
ออนกําลังใน kuruma shrimp ทั้งนี้เนื่องจาก quasi-immune response ถูกชักนําเมื่อกุงติดเชื้อไว
รัสหรือการฉีดไวรัสที่ออนกําลังหรือโดยโปรตีนลูกผสมของไวรัส (Namikoshi et al., 2003) และ
จากการคนพบโคลน pCR 154 (เอ้ือมนัส, 2545) ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ซึ่งมีความ
เหมือนกับยีน ribosomal protein L26 (RPL26) ที่ไดจากการสกัดแยก cDNA ของ P.
japonicus (Watanabe, 1993) คิดเปน 98.6% และความเหมือนระหวางโคลน pCR154 กับยีน 
RPL26 ของ Mus musculus คิดเปน 63.1% โดยโปรตีน RPL26 มีการแสดงออกเปนตัวกระตุน
การทํางานของ macrophage (macrophage activator) (Segade et al., 1995) ดังนั้นหาก
สามารถหาวิธีและระยะเวลาที่เหมาะสมในการกระตุน macrophage activating factor ที่สามารถ
ปองกันโรคได ก็จะเปนอีกวิธีหนึ่งในการปองกันโรคกุง



บทตรวจเอกสาร

1.  ลักษณะทางชีววิทยาของกุงกุลาดาํ
          กุงกุลาดํามีช่ือทางวิทยาศาสตรแตกตางกันหลายชื่อตามนักวิทยาศาสตรที่คนพบ 

แตที่เปนที่ยอมรับกันสากลคือ Penaeus monodon Frabricius และมีช่ือสามัญที่องคการอาหาร
และเกษตรแหง สหประชาชาติ (FAO) ใชกันอยูคือ Giant tiger prawn (พรรณิภา, 2531) โดย
กุงกุลาดํามีการจัดทางอนุกรมวิธานดังนี้ Phylum Athropoda, Class Crustacea, Subclass 
Malacostraca, Superorder Eucarida, Order Decapoda, Suborder Natantia, Family Penaeidea, 
Genus Penaeus (ประจวบ, 2532; Roch, 1999) จัดเปนกุงทะเลที่มีขนาดใหญที่สุดในตระกูล 
Penaeidae มีเปลือกหัวเกลี้ยงไมมีขน ฟนกรีดานบนมี 7-8 ซี่ ดานลางมี 3 ซี่ ชวงขางกรีทั้งสอง
ดานแคบ และยาวไมถึงฟนกรีสุดทาย ขาเดินคูที่ 5 ไมมีเอกโซโพไดท (exopodite) เปนกุงทะเลที่
มีสีน้ําตาลเขมและแถบสีเขมกับจางพาดขวางลําตัว (กลุมบัณฑิตเกษตรอาสา, 2539) ขนาดโต
เต็มที่มีความยาว 270 มิลลิเมตร และมีน้ําหนักถึง 260 กรัม (Motoh, 1981 อางโดย วรวิทย 
และคณะ, 2534) สามารถเลี้ยงไดในบอทุกประเภทเพราะอดทนสูง ทนตอความเค็มที่ระดับ 
0.2-70 สวนในพัน ชอบหากินตามพื้นบอ หากินตามหนาดิน และกินอาหารไดทุกเวลา พบตาม
ธรรมชาติ แถบชายฝงไทย ฮองกง ออสเตรเลีย และชายฝงอินโดแปซิฟก (สุภาพร, 2538) แหลง
กําเนิดดั้งเดิมอยูในแถบอินโดแปซิฟกตะวันตก แอฟริกาตะวันออก และตะวันตกเฉียงใตและคาบ
สมุทรอินเดีย (พรรณิภา, 2531) นิยมเลี้ยงกันมากในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมทั้ง
ประเทศไทย (ประจวบ, 2531) กุงกุลาดํามีอายุไขประมาณ 18-24 เดือน วางไขในทะเลที่ระดับ
ความลึกประมาณ 30-40 เมตร ใกลกับพื้นดิน ไขกุงในตระกูล Penaeus โดยทั่วไปจะหนักมาก
กวาน้ําทะเลเล็กนอยจึงมักจม ไขที่ผสมแลวที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส จะเจริญและฟก
ออกเปนตัวภายในเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้นลูกกุงจะวิวัฒนาการและเปลี่ยนรูปรางไปตามขั้นตอน
ดังนี้คือ
    ลุกกุงวัยออนระยะที่หนึ่ง (Nauplius) เปนลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหมๆ ขนาดเล็ก
มองดวยตาเปลาไมเห็น รูปรางคอนขางกลมมีระยางคสามคู ระยะนี้ลูกกุงยังไมกินอาหารแตจะได
อาหารสวนใหญจากถุงอาหาร (yolk sac) ที่ติดตัวมา ลูกกุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 45-50 ช่ัว
โมง ลอกคราบ 6 ครั้ง และมีชีวิตอยูตามหนาดิน
    ลูกกุงวัยออนระยะที่สอง (Zoea) ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวโตเห็นไดชัด 
คอยๆ ลอยตัวสูผิวน้ํา เร่ิมกินอาหารพวกแพลงคตอน เร่ิมเดินทางเขาหาฝง และอยูในระยะนี้
ประมาณ 4 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง โดยแตละคร้ังรูปรางจะเปลี่ยนไปจากเดิม
    ลูกกุงวัยออนระยะที่สาม (Mysis) มีลักษณะคลายพอแมมากขึ้นสามารถมองเห็น
สวนหัวและสวนทองชัดเจนสวนอกยังรวมอยูกับสวนหัวมีเปลือกคลุม กรีเห็นไดชัด ลูกกุงจะอยูใน
ระยะนี้ประมาณ 7 วัน ลอกคราบ 3 ครั้งและเจริญตอไป



    ลูกกุงวัยออนระยะที่ส่ี (Postlarva) มีตัวยาวประมาณ 5.56 มิลลิเมตร เปลือก
คลุมสวนหัวยาวประมาณ 1.57 มิลลิเมตร เร่ิมมีระยางคครบเหมือนกุงเต็มวัย หางจะแคบเขาจน
แหลม ขาสําหรับเดินคูแรกมีลักษณะเปนกามมองเห็นชัดเจน และจะอยูในระยะนี้ประมาณ 30 วัน 
ลูกกุงจะเลี้ยงตัวอยูบริเวณปาไม ชายเลน หรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน และจะ
วิวัฒนาการไปเปนกุงวัยรุน (Juvenile) เมื่ออายุประมาณ 6 เดือน ก็จะเดินทางออกสูทะเล เพ่ือ
ผสมพันธุตอไป (บรรจง, 2530)

รูปที่ 1    ลักษณะทางชีววิทยาของกุงกุลาดํา
Figure 1  Morphology of Black Tiger Shrimp (P. monodon)

ที่มา : Motoh (1981)



2.  โรคติดเชื้อในกุงกุลาดาํ
         โรคที่พบในกุงกุลาดําเกิดมาจากหลายสาเหตุดวยกัน โดยอาจเกิดจากแบคทีเรีย 

ไวรัส โปรโตซัว  เช้ือรา และอ่ืนๆ  ดังตารางที่ 1 อันเนื่องมาจากการเลี้ยงในระบบเปดประกอบกับ
การเลี้ยงแบบหนาแนนทําใหยากตอการควบคุมสภาพแวดลอมใหเหมาะสมได เมื่อมีการระบาด
ของโรคจึงสรางความเสียหายใหแกผูเล้ียงอยางมหาศาล

ตารางที่ 1 โรคติดเชื้อกลุมตางๆ ในกุงทะเล
Table 1    Infectious diseases in marine shrimp

     Protozoa and Fungi                          Bacteria                                   Virus
Ciliates protozoan, Suctorians,    Black gill disease, Epicommensal,   BMNV, BP, BPSV,
Gregarine, Larval metazoan,       Gill brown disease, Necrotizing,     GAV, HPV, IHHNV,
Microsporidian, Haplosporidian    Mycobacteriosis, Vibriosis,           LOV, LOW, LPV,
Larvae mycosis                        Rickettsial like organism               MBV, RPS, SMV
                                                                                          TSV, WSSV, YHV

ที่มา: ดัดแปลงจาก Lightner และคณะ (1997) อางโดย คูณชัย (2547)

3.  โรคไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV: White Spot Syndrome virus)
  โรคไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําพบระบาดในประเทศจีนและญี่ปุนตั้งแตป 

2536 สวนในประเทศไทยพบระบาดปลายป 2537 สาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัส Systemic 
Ectodermal and Mesodermal Baculovirus (SEMBV) ชนิดดีเอ็นเอรูปรางแทง (Baculovirus)
ขนาด 250-290 นาโนเมตร เสนผาศูนยกลาง 110-120 นาโนเมตร (จิราพร และคณะ, 2538)
เช้ือไวรัสสามารถเขาทําลายเนื้อเย่ือใตผิวเปลือก เหงือก อวัยวะสรางเม็ดเลือด ตอมน้ําเหลืองและ
เม็ดเลือด เนื้อเย่ือเก่ียวพัน กระเพาะอาหารและทอทางเดินอาหาร เปนตน (Hameed et al., 
1998; Nunan et al., 1998; Wongteerasupaya et al., 1995; Takahashi et al., 1994 อางโดย
เอ้ือมนัส, 2545) กุงที่เปนโรคนี้มีลักษณะเปนจุดสีขาว หรือดวงขาวมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.1-2 มิลลิลิตร กุงจะวายน้ําอยูบริเวณผิวน้ําหรือเกยขอบบอ ไมมีแรงดีดตัว กินอาหารลดลง 
บางครั้งพบกุงมีอาการลอกคราบไมออก หรือลอกคราบแลวไมแข็งตัว ตัวนิ่ม อัตราการตายของ
กุงหลังการเกิดโรคขึ้นกับแหลงที่เล้ียงและฤดูกาล ในชวงที่มีอากาศหนาว หรือฝนตกติดตอกัน
นานๆ อัตราการตายของกุงสูงถึง 80-100% ภายใน 4-5 วัน โดยอาการของกุงตัวแดงหรือดวง
ขาวพบไดในกุงอายุตั้งแต 25 วันขึ้นไปจนถึงขนาดจับขาย การวินิจฉัยโรคสามารถตรวจหาเชื้อไว
รัสตัวแดงดวงขาวไดโดยวิธี PCR  (พรเลิศ, 2538)



A

รูปที่ 2 แสดงอนุภาคของไวรัสตัวแดงดวงขาว
         จุลทรรศนอิเลคตรอน
Figure 2 Electron microscopic of WSSV v

ที่มา : Van Hulten และคณะ (2000)

4.  ระบบภูมิคุมกันในกุง
กุงเปนสัตวในกลุมครัสตาเช

สามารถแบงระบบภูมิคุมกันของกุงออกไดเป
แก คิวติเคิล (cuticle) และกลไกการปองกัน
ตัวโดยเซลล (Cellular defensive) เชน ก
nudule formation, encapsulation เปนต
defensive) เชน กระบวนการ agglutinin, lec

4.1  เซลลที่เกี่ยวของกับระบบภูมิค
เซลลเม็ดเลือด (haemocyte

ตางๆ ในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในก
เซลลเม็ดเลือดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา
(cytoplasm) ออกไดเปน 3 ประเภท ดังนี้
 4.1.1 Agranulocyte หรือ 

เปนเซลลที่ไมมีแกรนูลหรือ
แปลกปลอมโดยกระบวนการกลืนกิน (phag
hyaline cell แตกตางกัน เชน ใน Pena
Pacitastacus leniusculus มี 3% ของระบ
B

 (A) และนิวคลีโอแคปสิด (B) จากกลอง

irions (A) and nucleocapsids (B)

ียนจึงมีกลไกการปองกันตัวเปนแบบไมจําเพาะ โดย
น กลไกการปองกันภายนอก (External defense) ได
ภายใน (Internal defense) ไดแก กลไกการปองกัน
ระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis), 
น และกลไกการปองกันตัวโดยสารน้ํา (Humoral 
tin, antimicrobial peptide เปนตน
ุมกันของกุง

) จัดเปนเซลลหลักในการกอใหเกิดกระบวนการ
ุงซึ่งเปนสัตวในกลุมครัสตาเชี่ยน โดยสามารถจําแนก
 (morphology) และองคประกอบของไซโตพลาสซึม

hyaline cell หรือ hyalocytes
มีจํานวนนอยมากในไซโตพลาสซึม สามารถทําลายส่ิง
ocytosis)  ในกุงแตละชนิด (species) จะมีจํานวน 
eus japonicus มี 10% ของระบบหมุนเวียนเลือด
บหมุนเวียนเลือดแตไมพบ hyaline cell เลยใน P.



adespersus  และ Macrobrachium rosenbergii (Tsing et al., 1989;  Homblad and Soderhall, 
1999)

4.1.2 Semi-granulocytes หรือ semi-granular cell
เปนเซลลที่มีแกรนูลขนาดเล็ก ทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยกระบวนการกักลอม 

(encapsulation) และเก่ียวของกับกระบวนการ phagocytosis เซลลชนิดนี้จะทําหนาที่ในการจดจํา
และตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมที่เขามาสูตัวกุง และเกิดการจับกับผิวของสิ่งแปลกปลอม 
(Johasson and Soderhall, 1989) โดยทําปฏิกิริยากับสาร polysaccharide ของจุลินทรีย เชน 
Lipopolysaccharide และ β-1,3-glucans เกิดการหลั่งสารสําคัญที่อยูในแกรนูล เชน สารใน
ระบบโปรพีโอ เปนตน ดังรูปที่ 3 (Soderhall and Cerenius, 1992)

4.1.3 Granulocytes หรือ granular cells หรือ eosinophilic granulocytes
มีขนาดของแกรนูลใหญ เปนเซลลที่สะสม Prophenoloxidase activating system 

หรือระบบโปรพีโอ (proPO) แตจะไมหล่ังสารจากแกรนูลเมื่อกระตุนดวยสารโพลีแซคคาไรดจาก
จุลินทรียและไมเกิดกระบวนการ encapsulation (Soderhall and Cerenius, 1992)

รูปที่ 3    การตอบสนองตอ β-1,3-glucans ของเซลลเม็ดเลือดกุงกอใหเกิด
             การสลายแกรนูลปลดปลอยสารสําคัญในระบบภูมิคุมกัน
Figure 3  Degranulation of haemocytes activated by β-1,3-glucans

ที่มา : ดัดแปลงจาก Lee และคณะ (2002)

Protein released
proPO
 ppA
 peroxinectin
 transglutaminase
 proteinase inhibitors
antibacterial proteins
LGBP
Mas-like protein

β -1,3-glucan

HemocyteReceptor

βGBP

Degranulation



4.2  กระบวนการตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมของครัสตาเชี่ยน
4.2.1 ฟาโกไซโทซิส (phagocytosis)
เปนกระบวนการภายหลังจากที่เช้ือบุกรุกผานชั้นของคิวติเคิล (cuticle) (Smith

and Soderhall, 1983) โดยเกิดการเกาะของเม็ดเลือดกับสิ่งแปลกปลอม และเกิดการกลืนกิน
เพ่ือทําลายสิ่งแปลกปลอมนั้น (Holmblad and Soderhall, 1999) โดยจะเกิดกับสิ่งแปลกปลอมที่
มีขนาดเล็ก และมีจํานวนนอย จากการศึกษาพบวาสัตวพวกครัสตาเชี่ยนมีอัตราการเกิดฟาโกไซโท
ซิสของเม็ดเลือดอยูในชวง 1-28% โดยพบวาประสิทธิภาพของการเกิดฟาโกไซโทซิสขึ้นกับองค
ประกอบตางๆ ที่มีอยูในน้ําเลือด และปจจัยแวดลอมภายนอก (Smith and Soderhall, 1983)

4.2.2  โนดูลฟอรเมชัน (nodule formation)
เมื่อส่ิงแปลกปลอมมีจํานวนมากทําใหกระบวนการฟาโกไซโตซิสไมสามารถกําจัด

ส่ิงแปลกปลอมออกจากรางกายไดหมด จึงตองอาศัยกระบวนการสรางโนดูล (Nodule) ซึ่งเปน
กลุมเซลลที่จะมารวมตัวกันรอบสิ่งแปลกปลอม เชน จุลินทรีย ทําใหจุลินทรียถูกจับอยูในชั้นตางๆ
ของเม็ดเลือดและกลายเปนสีดํา (melanized) เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
(phenoloxidase) (Soderhal and Cerenius, 1992) พบวาในกุงกุลาดํากระบวนการโนดูลฟอรเม
ชันมักเกิดบริเวณเหงือก เนื้อเย่ือตับ ตอมน้ําเหลืองและหัวใจ (กิจการ และคณะ, 2543)

 4.2.3  เอนเเคปซูเลชัน (encapsulation)
เกิดเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมขนาดใหญ ซึ่งเกินความสามารถที่กระบวนการฟาโกไซ

โตซิสจะกําจัดได กระบวนการนี้เกิดจากการที่เซลลเม็ดเลือดแดงโดยเฉพาะเซมิแกรนูลารฮีโมไซต
เขาลอมสิ่งแปลกปลอมในระบบไหลเวียนใหรวมกันดวยเม็ดเลือดหลายๆ ช้ันแลวกําจัดออกจาก
รางกาย จากการศึกษาในกุงกุลาดํา พบกระบวนการเอนแคปซูลเลชันไดอยางชัดเจนในแองเลือด 
(กิจการ และคณะ, 2543)

4.2.4  ไซโทท็อกซิกซิตี (cytotoxicity)
การศึกษาเกี่ยวกับเซลลที่ทําใหเกิดไซโตท็อกซิคซิตี ในสัตวพวกครัสตาเชี่ยนมี

นอยมาก พบวากุงน้ําจืดในประเทศออสเตรเลียสามารถทําใหเกิดกระบวนการนี้โดยการใชเซลล
มะเร็งเปนเซลลเปาหมาย (Tyson and Jenkin, 1973 อางโดย Soderhall and Cerenius, 1992)
สําหรับกุงน้ําจืดในแถบยุโรป (Astacus astacus) เซลลเม็ดเลือดจะทําการกําจัดทั้งเซลลปกติและ
เซลลมะเร็ง (Soderhall et al., 1985)

4.2.5  กระบวนการที่เกี่ยวของกับเลคติน (lectin)
เลคติน (lectin) เปนโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการจับกับ

คารโบไฮเดรตไดอยางจําเพาะเลคตินแตละชนิดจะจับกับน้ําตาลแตกตางกันออกไป การจับของ
เลคตินทําใหสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรตตกตะกอนหรือทําใหเซลลเกาะกลุมกันได 
(agglutination) (Goldstein et al., 1980) ในสัตวจําพวกกุงเลคตินเปนตัวการสําคัญในระบบ
การรับรูถึงการแทรกแซงของสิ่งแปลกปลอม (recognition system) (Ratcliffe et al., 1985 อาง



โดย Soderhall and Cerenius, 1992) เลคตินสามารถทําใหจุลินทรียเกาะกลุมกันได 
(agglutination) และชวยในกระบวนการเชื่อมตอระหวางเม็ดเลือดกับสิ่งแปลกปลอมโดยการทํา
หนาที่เปนออพโซนิน (opsonins)  Ratanapo และ Chulavatnatol (1990) ไดทดลองแยกเลคติน
ที่บริสุทธิ์มาจากซีรัมของกุงกุลาดํา มีช่ือวา โมโนดิน (monodin) มีน้ําหนักโมเลกุล 420 kDa และ
มี 27 kDa subunits ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับน้ําตาล N-acetylneuraminic acid (NANA), 
N-acetylgalactosamin (GalNAc), N-acetylglucosamine (GlcNAc) และ N-
acetylmannosamine (ManNAc) นอกจากนี้พบวา monodin สามารถชักนําใหเซลลของแบคทีเรีย
Vibrio vulnificus เกาะกลุมกันโดยการเกาะกลุมนี้จะถูกยับยั้งอยางจําเพาะเจาะจงโดยน้ําตาล 
NANA

4.2.6 ระบบโปรฟนอลออกซิเดสแอกทิเวติ้ง (prophenoloxidase activating
system, proPO system)

เอนไซมตัวสําคัญในระบบโปรฟนอลออกซิเดสแอกทิเวติง คือ โปรฟนอลออกซ
เดส (prophenoloxidase, pro PO) ซึ่งจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเมลาไนเซชัน (melanization 
reaction) เพ่ือตอบสนองตอจุลินทรียที่เขามาในรางกาย ปกติเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่อยูในแกร
นูลจะอยูในรูปของโปรเอนไซมที่ไมแอกทีฟ การเปลี่ยนแปลงใหอยูในรูปของเอนไซม 
phenoloxidase นั้นตองอาศัยการเปลี่ยนแปลงหลายขั้นตอนโดยพบวาระบบนี้สามารถถูกกระตุน
ดวยสารประกอบของผนังเซลลของจุลินทรีย ไดแก lipopolysacharide (LPS), peptidoglycan 
และ β-1,3 glucan ซึ่งจะจับกับโมเลกุลจดจําไดแก β-1,3 glucan-binding protein (BGBP)
และ lipopolysaccharide-β-1,3 glucan-binding protein (LGBP), (Duvic and Soderhall, 
1990; Lee et al., 2000) เกิด complex จับกับเซลลเม็ดเลือดกอใหเกิดการสลายแกรนูลโดยมี
การหลั่งของเอนไซม prophenoloxidase activating enzyme (ppA) พรอมกับเอนไซม proPO 
โดยเอนไซม ppA ในรูปที่แอคทีฟสามารถเปลี่ยนเอนไซม prophenoloxidase ไปเปน 
phenoloxidase ซึ่งเปนเอนไซมตัวสําคัญของกระบวนการ melanization โดยจะทําปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่นเพื่อเปล่ียนสารกลุม phenol ไปเปน quinone และเปล่ียนเปน melanin  ซึ่งจะชวยยับยั้งหรือ
ปองกันการเจริญเติบโตของเชื้อโรคได (Soderhall and Cerenius, 1998) โดย melanin ที่เกิดขึ้น
สามารถเห็นเปนจุดสีดําบนเปลือกและเหงือกรวมทั้งบริเวณรอบๆ บริเวณที่เกิดกระบวนการฟาโก
ไซโทซิส โนดูลฟอรเมชั่น และเอนแคปซูลเลช่ัน โดยกระบวนการโปรพีโอจะถูกควบคุมไมใหมีมา
เกินไปดวยเอนไซม proteinase inhibitor เชน pacifastin  และ α2-macroglobulin เปนตน ดังรูป
ที่ 4 นอกจากนี้ในระบบ prophenoloxidase ยังพบการทํางานของ peroxinetin ซึ่งทําหนาที่เก่ียว
กับการเกาะติดของเซลล (cell adhesion molecules) โดย peroxinectin ใน semi-granular และ 
granular hemocytes จะจับกับสิ่งแปลกปลอมและบางสวนของโมเลกุลจับกับ integrin และ 90 
kDa peripheral cell surface superoxide dismutase (SOD)  ซึ่งเปน transmembrane protein ทํา
หนาที่เปนตัวรับและจดจําส่ิงแปลกปลอมทําใหเอนไซมกลุม SOD และ peroxidase เปลี่ยนซุป



เปอรออกไซมแอนไอออน (O2
-) ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซม (H2O2) ซึ่ง peroxinectin จะใช 

H2O2  สรางสารพิษ เชน hypochlorous acid (HOCl) หรือในสภาวะที่มี nitric oxide (NO) จะ
เปลี่ยนเปน peroxynitrite (ONOO-) เขาทําลายเซลลของเชื้อโรคได ดังรูปที่ 5 (Sung et al., 
1998 ; Holmblad and Soderhall, 1999)

รูปที่ 4   แสดงการเริ่มตนกระบวนการตางๆในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมโดยโมเลกุลจดจํา
Figure 4 Innitiation of several immune responses by pattern recognition protein.

ที่มา : Lee และ Soderhall (2002)
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รูปที่ 5     แสดงการทํางานของ peroxinectin ในการทําลายส่ิงแปลกปลอม
Figure 5   Peroxinectin molecules opsonize the microorganism.

ที่มา : Holmblad and Soderhall (1999)

4.2.7 กระบวนการแข็งตัวของเลือดและการสมานบาดแผล (Clotting and
wound healing)

สัตวในกลุมครัสตาเชี่ยนตองมีกลไกกลุมนี้ที่มีประสิทธิภาพมากพอเพื่อปองกัน
การสูญเสียเลือดจากรอยเปดของบาดแผลที่เปลือกอันเนื่องมาจากการลอกคราบและการถูกโจมตี
โดยเชื้อโรค โดยกระบวนการแข็งตัวของเลือดกุงแบงออกเปน 2 สวน คือ สวนของ plasma clot 
และสวนของ cloting protein ในสวนของ  plasma clot จะมีสารคลาย fibrinogen อยูในพลาสมา 
สามารถเปลี่ยนไปเปน fibrin โดยมี transglutaminase ซึ่งไดจากไฮยาลินเซลลและเแคลเซียมอิ
ออน (Ca2+) เปนสวนสําคัญในการกอใหเกิดการแข็งตัวของเลือด (Vargus-Albores et al., 
1998) สําหรับการสมานบาดแผลนั้นเกิดจากแกรนูลารฮีโมไซท (granular haemocyte) เปน
เซลลที่รับรูการถูกทําลายเนื้อเย่ือจะมีการหลั่งสารกระตุนใหเซลลชนิดอื่นทําหนาที่ในการสมาน
บาดแผลโดยการชักนํา coagulation ( clot-forming substance) ไดแก plasma coagulagen ซึ่ง
หล่ังจาก fat body และ haemocyte coagulagen ที่หล่ังจากไฮยาลินเซลลและเซมิแกรนูลารเซลล 
(Ghidalia et al., 1981 อางโดย Vargas-Albores et al., 1998)



4.2.8 กระบวนการทาํลายสิ่งแปลกปลอมโดยใชสารประกอบออกซิเจน
(Reactive Oxygen   Intermediates, ROIs)

เกิดจากสารอนุมูลอิสระในเมทาบอลิซึมของออกซิเจนซึ่งมีอยูหลายชนิดเรียก
รวมๆ กันวา ROS (Reactive oxygen species) ไดแก superoxides ion radical (O2

-), hydrogen 
peroxide (H2O2) และ Hydroxy radical (OH-) โดยสารเหลานี้จะเปนพิษตอจุลินทรียที่ทําใหเกิด
โรค โดยพบวาในกุงกุลาดําจะมีการเกิด O2

- ในปริมาณสูงเมื่อมีการกําจัดจุลินทรียและส่ิงแปลก
ปลอมโดยกระบวนการฟาโกไซโทซิส (Song and Hsieh, 1994)

4.3 ระบบภูมิคุมกันแบบกึ่งจาํเพาะ (Quasi-immune response)
เปนกระบวนการตอบสนองซึ่งเกิดจากการที่กุงมีการตานทานตอเช้ือไวรัสเนื่องมา

จากการชักนําโดยการทําใหกุงไดรับเชื้อไวรัสหรือไดรับโปรตีนที่เปนสวนประกอบของเชื้อไวรัส 
จากการศึกษาของ Wu และคณะ (2002) พบการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวใน kuruma 
shrimp ปรากฏ 3 สัปดาห หลังจากไดรับเชื้อและยังคงอยูไดเปนเวลา 1 เดือน โดยการตรวจสอบ 
virus neutralizing factor ใน hemolymph และจากการศึกษาของ Namikoshi และคณะ (2003) 
พบวาการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวใน kuruma shrimp (P. japonicus) เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อ
ทําการฉีดดวยดวยวัคซีนจากเชื้อตัวแดงดวงขาวเพียงอยางเดียวและจะยิ่งมีประสิทธิภาพมากขึ้น
เมื่อใชรวมกับสารกระตุนภูมิคุมกันอื่นๆ เชน β-1,3 glucan หรือวัคซีนจาก Vibrio penaeicida ที่
ฆาดวยฟอรมาลิน นอกจากนี้โปรตีนลูกผสม (recombinant protein) จากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว
ไดแก rVP26 และ rVP28 ยังมีคุณสมบัติในการเสริมการตานทานตอเช้ือตัวแดงดวงขาวอีกดวย  
นอกจากนี้ Venegas และคณะ (2000) ไดทําการทดลองใน kuruma shrimp โดยการฉีดไวรัส 
PRDV (penaeid rod-shaped DNA virus) ซึ่งเปนสาเหตุของโรค PAV (penaeid acute 
viremia) ใหกับ kuruma shrimp ที่รอดตายจากโรค PAV พบวากุงมีการตานทานตอเช้ือ PRDV 
เพ่ิมสูงขึ้น และจากการศึกษาของ พจนพร (2543) พบวากุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง     
ขาวจะมี ยีนที่แตกตางจากกุงปกติ เชน ยีนที่มีความเหมือนกับ chromosome 21 
interferon/interleukin จากโคลน pTE70 โดยยีนดังกลาวจะทําหนาที่ควบคุมการสรางสารในกลุม
ไซโตไคนที่สามารถขัดขวางการเพิ่มจํานวนของไวรัสและเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบตางๆใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (Cooper et al., 1996; Boydan, 2000 อางโดย พจนพร, 2543)  นอก
จากนี้ เอ้ือมนัส (2545) ไดทําการศึกษายีนที่มีปฏิกิริยากับไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา พบ
วายีนจากโคลน pCR154  ในกุงที่ติดเชื้อตัวแดงดวงขาวมีความเหมือนกับยีน ribosomal protein 
L26 (RPL26) ที่ไดจากการสกัดแยก cDNA ของ P. japonicus (Watanabe, 1998) 98.6% 
และเหมือนกับยีน RPL26 จาก Mus musculus คิดเปน 63.1% โดยโปรตีน RPL26 มีการแสดง
ออกเปนตัวกระตุน macrophage activating factor (Segade et al., 1995 อางโดย เอ้ือมนัส, 
2545) จรีพร (2546) ไดทําการชักนําระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา (P. monodon) ดวยเชื้อไว



รัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) และไวรัสหัวเหลือง (YHV) พบวากุงที่รอดตายและมีความสามารถ
ในการกําจัดเชื้อครั้งแรกออกไดหมดจะมีความสามารถในการตานทานตอการติดเชื้อซ้ําไดสูงขึ้น 
โดยเชื้อ WSSV มีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวนําระบบภูมิคุมกันใหกุงตานทานตอเช้ือไวรัสทั้ง 2 
ชนิด ไดดีกวาเช้ือ YHV  โดย WSSV สามารถเหนี่ยวนําระบบภูมิคุมกันใหเกิดตานทานไวรัสไดดี
ที่สุดหลังไดรับเชื้อครั้งแรก 43 วัน ในขณะที่ YHV สามารถเหนี่ยวนําระบบภูมิคุมกันใหเกิดตาน
ทานไวรัส WSSV และ YHV ไดดีที่สุดหลังไดรับเชื้อครั้งแรก 46 และ 60 วัน ตามลําดับ ซึ่งจาก
การศึกษาเหลานี้พอจะชี้ใหเห็นถึงความเปนไปไดวาเมื่อกุงเกิดการติดเชื้อไวรัส หรือไดรับโปรตีน
ที่เปนองคประกอบของเชื้อไวรัสจะสามารถชักนําใหเกิดการสรางสารที่เก่ียวของกับระบบ
ภูมิคุมกันมายับยั้งไวรัสได โดยกลไกในการตอบสนองตอเช้ือไวรัสนั้นยังตองมีการศึกษากันตอไป

5. การกระตุนการตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมของเซลลแมคโครฟาจ (macrophage
activation)

จากการทดลองของ Segade และคณะ (1995) พบวาเมื่อทําการทดลองเลี้ยง
เซลล macrophage-like cell line RAW 264.7 โดยการกระตุนดวย Lipopolysaccharide  
(LPS), interferon γ (IFN γ) และซิลิกาซึ่งเปนสิ่งแปลกปลอมพบวาจะมีปริมาณ mRNA ของ 
RPL26 ซึ่งมีการแสดงออกเปนตัวกระตุน macrophage activating factor เพ่ิมขึ้นมากกวาสภาวะ
ปกติ นอกจากนี้ยังมีรายงานในปลา rainbow trout พบวาเมื่อกระตุน leucocyte ดวย mitogen พบ 
macrophage activating factor ซึ่งมีฤทธิ์ในการตานทานไวรัสดวยโดยพบ interferon activating 
(Graham and Secombes, 1990)  Tafalla และคณะ (2001) ไดศึกษาผลของการติดเชื้อ viral 
hemorrhagic septicemia  virus (VHSV) ตอการผลิต Nitric oxide  (NO) ของ turbot posses 
head kidney macrophage โดยเปรียบเทียบระหวาง macrophage ที่มีการตอบสนองตอ LPS 
(LPS-responsive macrophage) กับ macrophage ที่ไมตอบสนองตอ LPS  (LPS-non-
responsive macrophage) พบวาเมื่อใช LPS เพียงอยางเดียวสามารถกระตุน 1 ใน 3 (30.2 %) 
ของ LPS- responsive macrophage ใหสราง NO ไดมากขึ้นเปนสองเทาเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
ขณะที่ LPS-non-responsive macrophage ในสภาวะที่มี LPS เพียงอยางเดียวจะมีการสราง NO 
ไมแตกตางจากชุดควบคุม แตเมื่อใช LPS รวมกับ tumor necrosis factor α  (TNFα) , 
macrophage activating factor (MAF) และ interferon (IFN) พบวาสามารถกระตุนการสราง
NO ใน LPS-non-responsive macrophages จากการทดลองเหลานี้ช้ีใหเห็นถึงความสามารถใน
การกระตุนการทํางานของเซลลแมคโครฟาจโดยการใชสารตางๆ เชน เช้ือไวรัส และ LPS ซึ่งเปน
สวนประกอบของแบคทีเรีย เปนตน



6.  การใชสารกระตุนระบบภูมิคุมกัน (Immunostimulants) ในกุง
 สารกระตุนระบบภูมิคุมกันเปนสารซึ่งมีคุณสมบัติในการกระตุนเซลลเม็ดเลือด
ขาวทําใหเกิดความตานทานตอโรคติดเชื้อจากไวรัส แบคทีเรีย รา โปรโตซัว และชวยลดความ
เส่ียงของการระบาดของโรคโดยควรใหกอนที่สัตวจะเกิดสภาวะเครียด หรือสภาวะที่เส่ียงตอการ
ทําใหเกิดการออนแอ เชน การจับ การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิและสภาพแวดลอม (Raa, 
2000) ปจจุบันพบวามีการนําสารกระตุนภูมิคุมกันจากแหลงตางๆ (ตารางที่ 2) มาประยุกตใช
ในการปองกันโรคติดเชื้อในกุง ดังนี้

6.1  สารกระตุนภูมิคุมกันจากจุลินทรีย
สารที่เปนสวนประกอบแบคทีเรีย ไดแก lipopolysaccarides (LPS),

lipopeptides, capsular glycoproteins และ muramylpeptides  โดย Itami และคณะ (1989) ทํา
การทดลองถึงประสิทธิภาพของวัคซีนในการปองกันโรค vibriosis ใน P. japonicus โดยใช Vibrio
sp. NU1 ที่ฆาเช้ือดวยฟอรมาลิน 0.5% แลวใหวัคซีนโดยวิธีการฉีด การแช และการสเปรย พบวา
การใหวัคซีนทั้ง 3 แบบ สามารถปองกันการติดเชื้อ Vibrio sp. NU-1 ไดนอกจากนี้เมื่อนําเช้ือ
Vibrio ซึ่งฆาดวยฟอรมาลิน 0.5% มาผสมในอาหาร (microencapsulated diet) สําหรับลูกกุง
กุลาดํา (P. monodon) ระยะ zoea พบอัตราการรอดตายของลูกกุงทดลองที่ไดรับอาหารดังกลาว
สูงกวากลุมควบคุม ( Itami et al., 1991) แตจากการทดลองของกิจการและสิทธิ (2538) เมื่อ
ใชวัคซีนจากเชื้อ Vibrio sp. กับกุงกุลาดําโดยวิธีการแชพบวาหลังจากแชวัคซีนเปนเวลา 7 วัน คา
ความวองไวของเม็ดเลือดกุงในการจับกินสิ่งแปลกปลอมมีคาเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอย และพบวาไมมี
ความตานทานตอ Vibrio sp. โดยอัตราการตายใกลเคียงกับชุดควบคุม ซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองของ สาวิตรีและกิจการ (2543) ใชวัคซีนจาก V. harveyi  ดวยวิธีการใหกินและวิธีการแช
พบวาสามารถกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันในกุง เชน ความสามารถในการกําจัดเชื้อ
แบคทีเรียในน้ําเลือด และความตานทานตอเช้ือ Vibrio harveyi  แตพบวาการใหโดยวิธีการกิน
และวิธีการแชยังมีประสิทธิภาพต่ําในการปองกันเชื้อโดยมีคา RPS (relative percent survival)
เพียง 60% เทานั้น นอกจากนี้  Itami และคณะ (1992) ไดศึกษาถึงประสิทธิภาพของวัคซีนที่
ปองกันโรควิบริโอซิส (Vibriosis) โดยใชวัคซีนจากเชื้อ Vibrio sp. NU-1 ที่ถูกฆาดวยฟอรมาลิน
ทดสอบโดยการแชกุงลงในวัคซีนความเขมขน 10, 1, 0.5 และ 0.1% เปนเวลา 5 ช่ัวโมง หลัง
จาก 2 สัปดาห นํากุงไปแชเช้ือ Vibrio sp. NU-1 พบวาวัคซีนความเขมขน 1% มีประสิทธิภาพ
ในการปองกันโรคไดดีที่สุดคือ 50 วัน นอกจากนี้ยังไดมีการทดลองเตรียมวัคซีนในรูปแบบตางๆ
คือ วัคซีนที่ใชเช้ือทั้งตัว (whole vaccine) วัคซีนที่ใชเช้ือที่ไดจาการปนแยกแลวกรองเอาเฉพาะ
สวนน้ํา (cell free vaccine) วัคซีนที่ไดจากเชื้อที่ไดที่มีการปนแยกโดยไมตองมีการกรอง (cell 
vaccine) วัคซีนที่มีการทําใหเซลลแตกออกเปนชิ้นสวนตางๆ (ultrasonicated vaccine) และ
วัคซีนที่มีการฆาเช้ือใหตายดวยความรอน (heat killed vaccine) โดยใหวัคซีนแตละชนิดที่ความ
เขมขน 10% เปนเวลา 10 นาที พบวาวัคซีนแบบ ultrasonicated vaccine ใหประสิทธิภาพในการ



ปองกันเชื้อไดดีที่สุด นอกจากนี้ยังมีรายงานวาพลาสมาท่ีไดจากกุง P. vannamei ปกติจะไมมีคุณ
สมบัติยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรีย แตเมื่อทําการฉีดวัคซีนที่ผลิตจากเชื้อ V. harveyi พบวา
พลาสมาที่ไดหลังการฉีดวัคซีนมีคุณสมบัติยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียโดยเริ่มตั้งแต 6 ช่ัวโมงถึง 
7 วัน หลังฉีดเชื้อ (Alabi et al., 2000)  นอกจากนี้ยังพบคุณสมบัติในการตานทานตอเช้ือไวรัส 
โดยจากการศึกษาของ Takahashi และคณะ (2000) พบวาสาร lipopolysaccharide (LPS) ซึ่ง
สกัดไดจาก Pantoea  agglomerans นําผสมอาหารใหแกกุง P. japonicus ในปริมาณ 20, 40 และ 
100 ไมโครกรัม/กิโลกรมน้ําหนักตัว/วัน  แลวทําการเก็บตัวอยางเซลลเม็ดเลือดที่ 1 วัน  5 วัน 
และ 7 วัน ไปทดสอบ phagocytic activity และ phenoloxidase (PO) activity พบวามีคาสูงสุด
ในกลุมซึ่งไดรับอาหารผสม LPS เปนระยะเวลา 7 วัน นอกจากนี้ยังไดทําการทดสอบอัตราการมี
ชีวิตรอดจากเชื้อไวรัส PRDV หลังไดรับอาหารผสม LPS ปริมาณ 20, 40 และ 100 ไมโครกรัม/
กิโลกรมน้ําหนักตัว/วัน โดยใหอาหารเปนระยะเวลา 8 วัน แลวจึงทําการใหเช้ือไวรัส PRDV โดย
วิธีแชเปนเวลา 2 ช่ัวโมง  พบวาอัตราการมีชีวิตรอดหลังไดรับเชื้อไวรัสไป 10 วัน เปน   75%  
64.7% และ 52.9% ตามลําดับ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งมีอัตราการมีชีวิตรอดเปน 0%

β-1,3-glucan สามารถพบไดในแบคทีเรีย และ mycelial fungi สําหรับผนัง
เซลลของยีสตขนมปง (Baker ,s yeast) พบสาร  β-1,3/1,6-glucan (Raa, 2000) จากการ
ทดลองของมลฤดี และคณะ (2543) โดยใชสารสกัดบีตากลูแคนจากยีสต Saccharomyces 
cerevisiae  นําไปผสมในอาหารใหมีปริมาณบีตากลูแคน 0.1% แลวนําไปเลี้ยงกุงเปนเวลา  45 
วัน โดยแบงอาหารออกเปน 4 สูตร คือ อาหารชุดควบคุม อาหารผสมผนังเซลลยีสต อาหารผสม
สารบีตากลูแคนกอนทําใหบริสุทธิ์และอาหารผสมสารบีตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว พบ
วากุงที่เล้ียงดวยอาหารที่ผสมบีตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ใหผลในการตานทานตอเช้ือ V.
harveyi  สูงสุด

peptidoglycan เปนสารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนและน้ําตาล พบไดในผนังเซลล
ของจุลินทรียหลายชนิด  จากการทดลองของ Hennig และคณะ (1998) พบวา kuruma shrimp 
(P. japonicus) ที่ไดรับอาหารที่ผสม peptidoglycan จะมีความสามารถในการตอเช้ือ PR-DV ได
ดีขึ้น ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Itami และคณะ (1998) ซึ่งศึกษาการเสริมการตานทานตอ
โรคใน  kuruma shrimp (Penaeus japonicus) ภายหลังจากไดรับอาหารซึ่งผสม peptidoglycan 
จาก Bifidobacterium thermophilum โดยพบการตานทานตอเช้ือ Vibrio penaeicida และไวรัสตัว
แดงดวงขาวสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม

6.2   สารกระตุนภูมิคุมกันจากพืช
สาร Fucoidan เปน sulfate polysaccharide (รูปที่ 6) ชนิดหนึ่งที่มักพบสาหราย

สีน้ําตาล โดย Takahashi และคณะ (1998) ไดเตรียม fucoidan จากสาหราย Cladosiphon 
okamuranus ใชในการควบคุมโรคตัวแดงดวงขาวในกุง kuruma shrimp โดยกุงน้ําหนัก 12.2 
กรัม เมื่อไดรับสาร fucoidan ที่ระดับความเขมขน 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน พบอัตรา



การรอด 78.9% และท่ีระดับความเขมขน 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน พบอัตราการ
รอด 82.4% ในระยะเวลา 15 วัน ซึ่งสอดคลองกับวิจัยของ Chotigeat และคณะ (2003) โดย
การทดลองใชสาร fucoidan ที่สกัดจากสาหรายสีน้ําตาล (Sargassum polycystum) ผสมกับ
อาหารที่ใชเล้ียงกุงกุลาดํา พบวาสามารถลดอัตราการตายของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวได  ที่ระดับความเขมขน 400 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ทําใหกุงกุลาดําอายุ 60 วัน 
มีอัตราการรอดเปน 46%  และท่ีระดับความเขมขน 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ทํา
ใหกุงกุลาดําอายุ 90 วัน มีอัตราการรอดเปน 93% โดยกลไกการออกฤทธิ์ของสารกลุม sulfate 
polysacharide จะไปยับยั้งการดูดซึมของ enveloped virus เนื่องจากประจุลบของ sulfate group  
จะไปจับกับ amino acid site chain ซึ่งมีประจุบวกของไวรัส ทําใหไมสามารถเขาเกาะติดกับเซลล
เจาบาน จึงเปนการปองกันการติดเชื้อจากไวรัสได (Witvrouw and De Clercq, 1997)

 รูปที่ 6   โครงสรางและองคประกอบของ fuco
 Figure 6 Structure and composition of fucoid

ที่มา : Doner และ Whistler (1973)
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6.3  สารกระตุนภูมิคุมกันจากไวรัส
จากการศึกษาของ Venegus และคณะ (2000) ใน kuruma shrimp โดยการฉีด

ไวรัส PRDV (penaeid rod-shaped DNA virus) ซึ่งเปนสาเหตุของโรค PAV (penaeid acute 
viremia) ใหกับ kuruma shrimp ที่รอดตายจากโรค PAV พบวากุงมีการตานทานตอเช้ือ PRDV 
เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Wu และคณะ 2002 พบการตานทานตอเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวใน kuruma shrimp ปรากฏ 3 สัปดาห หลังจากไดรับเชื้อและยังคงอยูไดเปนเวลา    
1 เดือน โดยการตรวจสอบ virus neutralizing factor ใน hemolymph นอกจากนี้จากการศึกษา
ของ Namikoshi และคณะ (2003) ทําการทดลองการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวใน 
kuruma shrimp (P. japonicus) โดยการฉีดวัคซีนที่ผลิตจากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ทําใหออน
กําลังโดยฟอรมาลีนหรือความรอน พบวาวัคซีนทีผลิตจากเชื้อตัวแดงดวงขาวที่ทําใหออนกําลัง
โดยฟอรมาลีนใหผลในการตานทานตอไวรัสตัวแดงดวงขาวไดดีกวาการทําใหออนกําลังโดยใช
ความรอน และการใชวัคซีนจากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ทําใหออนกําลังโดยฟอรมาลีนรวมกับ 
กลูแคน หรือรวมกับวัคซีนที่ผลิตจาก V. penaeicida ชวยเสริมประสิทธิภาพในการตานทานตอ
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว นอกจากนี้การใชโปรตีนลูกผสมของไวรัสตัวแดงดวงขาว ไดแก rVP26 
และ rVP28 ฉีดเขาสูกุงโดยมีการฉีดซ้ําหลังจากฉีดวัคซีนครั้งแรกไป 30 วัน พบวา rVP28 มีการ
กระตุนใหเกิดการตานทานตอไวรัสตัวแดงดวงขาวไดสูงกวา rVP26 Wittveldt และคณะ (2004)
ไดนําโปรตีนลูกผสมของไวรัสตัวแดงดวงขาว ไดแก VP19 และ VP28  ฉีดเขาสูกลามเนื้อของกุง
กุลาดําแลวจึงใหเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในวันที่ 2 และ 25 หลังไดรับวัคซีน พบวากลุมซึ่งไดรับ
โปรตีน VP19 มีคา relative percent survival เปน 33% และ 57% ตามลําดับ สําหรับกลุมซึ่งได
รับโปรตีน VP28 และ โปรตีนผสมระหวาง VP19 และ VP28  มีคา RPS สูงกวากลุมควบคุม
ภายหลังไดรับโปรตีนในวันที่ 2 เทานั้น โดยมีคา RPS เปน 44% และ 33% ตามลําดับ และจาก
การศึกษาในปเดียวกัน เมื่อทําการผสมโปรตีนลูกผสม VP19 และ VP28 กับอาหารใหแกกุง
กุลาดํา เปนระยะเวลา 7 วัน แลวจึงทดสอบความสามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวง
ขาวโดยวิธีแช พบวาโปรตีน VP28 มีคุณสมบัติในการลดอัตราการตายของกุงกุลาดําได  โดยมี
อัตราการมีชีวิตรอดเปน 61%  แตไมพบคุณสมบัติดังกลาวในโปรตีน VP19 นอกจากนี้ไดมีการ
ทดลองใหโปรตีน VP28 ผสมอาหาร แลวจึงทดสอบความสามารถในการตานทานตอเช้ือไวรัสตัว
แดงดวงขาวหลังไดรับ VP28 เปนระยะเวลา 3 วัน  7 วัน และ 24  วัน พบวามีอัตราการมีชีวิต
รอดเปน 64%  77% และ 29% ตามลําดับ

จากการศึกษาดังกลาวเปนที่นาสนใจวาเช้ือไวรัสที่ทําใหออนกําลังแลว รวมทั้งโปรตีนที่
เปนองคประกอบของไวรัส (รูปที่ 7) จะเปนตัวชักนําใหกุงเกิดตานทานตอไวรัสชนิดนั้นๆ ได จึง
เปนอีกแนวทางหนึ่งที่นาจะนําไปประยุกตใชในการปองกันโรคติดเชื้อจากไวรัสซึ่งเปนปญหา
สําคัญในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในปจจุบัน



รูปที่ 7  แบบจําลองแสดงโปรตีนซึ่งเปนองคประกอบของอนุภาคของไวรัสตัวแดงดวงขาว
Figure 7 Simplified model of WSSV virion proteins.

ที่มา : Van Hulten และคณะ (2002)



ตารางที่ 2 แสดงกลุมของสารที่ใชกระตุนระบบภูมิคุมกันในครัสเตเชียน
Table 2    Summary of the key groups of compounds reported to stimulate the crustacean immune system

Immunostimulant                 Crustacean species              Nature of study                     Study duration                  Rout of administration
(i) Live bacteria
V. harveyi (strain DPEX)        Litopenaeus vannamei          In vivo challenge                         7 days                       Haemocoelic injection
(ii) Killed bacteria
V. vulnificans                       Penaeus monodon                Phenoloxidase and                       72 h                          Immersion
                                                                                Superoxidedetermination
V. harveyi (Strains BP03,       Penaeus monodon                Survival rate                               48 h                          Immersion
BP04, BP05 and IN7)
Vibrio spp. (ANM 708)         Macrobrachium                   Survival rate                               35 days                      Immersion
                                         Rosenbergii
(iii) Glucan
β-1,6-/β-1,3-glucan from   Penaeus monodon                Phenoloxidase determination            43 days                      Immersion
Saccharomyces cerevisiae                                               and survival rates
β-1,6-/β-1,3-glucan from   Penaeus monodon                Stress tolerance,growth and              154 days                    Immersion
Saccharomyces  cerevisiae                                                              survival rate
                                                      Litopenaeus vannamei           Survival rates and growth studies       7 weeks                     Dietary component



ตารางที่ 2 (ตอ)
Immunostimulant                 Crustacean species                Nature of study                   Study duration                Route of administration
β-1,3-glucan from              Penaeus monodon                 In vitro assays                              1 h                           In vitro addition
Laminaria digitata
β-1,3-glucan from              Penaeus monodon                 Survival rates and in vitro assays      40 days                      Dietary component
Schizophyllum commune
(iv) Peptidoglycans
From Brevibacterium                  Penaeus monodon                 Survival rates and growth studies      8 weeks                      Dietary component
 Lactofermentum
From Bifidobacterium                Marsupenaeus japonicus          Survival rate and phagocytosis          95 days                     Dietary component
 Thermophilum                                                                                 assay
Commercial formulation            Penaeus monodon                  In vitro assays                              1 h                           In vitro addition
(v) Lipopolysaccharides
From Escherichia coli                Penaeus monodon                  In vitro assay                               1 h                           In vitro addition
serotype 055:135
From Pantea agglomerans        Marsupenaeus japonicus           Survival rates and in vitro assays      10 days                     Dietary component

ที่มา: ดัดแปลงจาก Smith และคณะ (2003)



7. Ribosomal protein L26  (RPL26)
      Ribosome ของสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (eukaryotes) ประกอบดวย 

ribosomal RNAs 4ชนิด และ ribosomal proteins ประมาณ  80  ชนิด ribosomal protein มีบท
บาทสําคัญในการทํางานของ ribosomes โดยพบทั้งใน large และ small subunits โดย ribosomal 
protein ซึ่งมีตําแหนงอยูในบริเวณ active center ของ ribosome มีบทบาทสําคัญในการทํา
ปฏิกิริยากับ ribosomal protein จากอีก subunit ในการเกิดกระบวนการสังเคราะหโปรตีน นอก
จากนั้น ribosomal proteins  ยังเปนตัวควบคุมการเร่ิมของกระบวนการแปลรหัส (translation) 
ในสวนของ peptidyl transferase และการทําปฏิกิริยากับ elongation factor –2 (EF-2) 
(Nygard et al., 1987) หนึ่งใน ribosomal protein ที่กลาวมาแลวทั้งหมดนี้ก็คือ ribosomal 
protein 26 (RPL26) จากการศึกษา ribosome  ในยีสต พบวาศูนยกลางการทํางานมีตําแหนง
ใกลกับบริเวณผิวของ ribosome  ซึ่ง RPL26 อาจมีตําแหนงอยูใน  A site โดยมีสวนรวมใน 
subunit interaction (Lee and Horowitz, 1992) RPL26 สามารถ Label ดวย affinity labeling 
ที่เปน aminoacyl-t RNA (Perez-Goselbez et al., 1978)  และสามารถ cross-linked กับ RPL 
29 (Xiang and Lee, 1988) บริเวณ A site และ peptidyl transferase center (Yeh et al.,
1986) RPL26 ในหนูสามารถ cross-linked กับ elongation factor 2 ช้ีใหเห็นวา RPL26 เปน
สวนหนึ่งของการจับระหวาง EF-2 กับ 60s ribosomal subunit ในการยาย peptidyl-tRNA จาก 
A site ไปยัง P site ระหวางการเกิดพันธะเปปไทด (peptide bond) (Nygard et al., 1987)

การแสดงออกของยีนของ ribosomal protein และกระบวนการสังเคราะหโปรตีน
มีความเกี่ยวของกับสภาวะตางๆ ที่เกิดขึ้นกับเซลล  เชน การปรับตัวและการตอบสนองตอ
ความเครียดของเซลล (Mager, 1998) พบ ribosomal protein จํานวนมากในการพัฒนาเปน
ระยะตางๆ ของสัตวไมมีกระดูกสันหลังไดแก ใน insects (Craig and Denlinger, 2000)  
crustaceans (Watanabe, 1998 and Synder, 1999) และใน molluscs (Rhodes and Van 
Beneden, 1997) ในการคนหายีนที่ทําใหเกิดการตานทานตอยา พบวายีน RPL26 มีการแสดง
ออกสูงใน drug-sensitive lung cancer cell line ในคน  (Zaman, 1993) Watanabe (1998)
ไดทําการแยก cDNA ของ RPL26 ไดจาก Penaeus japonicus ในชวงที่มีการลอกคราบ (molt 
cycle) โดยมีการแสดงออกในระดับที่คงที่ตลอดชวงที่มีการลอกคราบ ซึ่งสามารถใชเปนตัวบงช้ี
ถึงการเขาสูสภาวะที่จําเพาะที่เกิดขึ้นได เชน การลอกคราบ นอกจากนี้ Larade และคณะ (2001)
ไดทําการคนหายีนจาก hepatopancreas cDNA library ของทากทะเล (Littorina littorea)         
ที่ถูกรบกวนการรับออกซิเจน (anoxia exposure) พบการแสดงออกของยีน RPL26 สูงขึ้น และ
พบวา cGMP ซึ่งมีสวนรวมในกระบวนการสงสัญญาณของสารตางๆ เชน hormone  
neurotransmitters, protein kinase, cyclic nucleotide-gated channels และ phosphodiesterases 
(Lucas et al., 2000) นั้นมีบทบาทสําคัญในการแสดงออกของ RPL26 ที่สูงขึ้น โดยผานทาง 
cGMP-mediated signaling cascade เพ่ือใหมีการสังเคราะหโปรตีนกลับคืนมาใชในการมีชีวิต



รอดของ L. littorea จากการศึกษาของ Segard และคณะ (1996)  พบวายีน RPL26 มีการแสดง
ออกสูงขึ้นใน macrophage cell line ของหนูเพ่ือตอบสนองตอสารที่มากระตุน (macrophag 
activators) ไดแก silica, LPS และ IFNγ  ซึ่งระดับการแสดงออกของ RPL26 ที่เพ่ิมขึ้นแสดงถึง
ระดับการสังเคราะหองคประกอบของ ribosome ในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนเพื่อใชในการ
กระตุนการทํางานของแมคโครฟาจ (macrophage activation) และจากการทดลองของ เอ้ือมนัส 
(2545) เพ่ือคนหายีนที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ WSSV ในเลือดของกุงกุลาดํา พบการแสดง
ออกของยีน RPL 26 ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Rojtinakorn และคณะ (2002) พบการ
แสดงออกของยีน RPL 26 ในเลือดของกุงคุรุมา (P. japonicus) ที่ติดเชื้อ WSSV เชนกัน

ในการศึกษาในครั้งนี้จึงไดใชสารกระตุนภูมิคุมกันตางๆ ในการปองกันกุงกุลาดํา
จากการติดเชื้อ WSSV และใชระดับการแสดงออกของยีน RPL26 ที่สูงขึ้นจากการชักนําดวยสาร
เหลานั้นเปนตัวชี้ถึงการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของกุง

วัตถุประสงค

1. เพ่ือทดสอบการแสดงออกของ Ribosomal protein L26 (Macrophage activating protein)
ของกุงจากการกระตุนดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ทําใหออนกําลัง เช้ือแบคทีเรีย Vibrio 
harveyi ที่ทําใหออนกําลัง และสาร fucoidan โดยใชระยะเวลาที่แตกตางกัน

2. เพ่ือทดสอบการปองกันโรคกุงโดยการกระตุนการสราง Ribosomal protein L26
3. เพ่ือทดสอบคุณสมบัติของ Ribosomal protein L26 ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันในกุง



วัตถุประสงค

4. ทดสอบการแสดงออกของ Ribosomal protein L26 (Macrophage activating protein) ของ
กุงจากการกระตุนดวยสารกระตุนภูมิคุมกัน (immunostimulants) ไดแก เช้ือไวรัสตัวแดงดวง
ขาวที่ทําใหออนกําลัง เช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi ที่ทําใหออนกําลัง และสาร fucoidan โดย
ใชระยะเวลาที่แตกตางกัน

5. ทดสอบการปองกันโรคกุงโดยการกระตุนการสราง Ribosomal protein L26
6. ทดสอบคุณสมบัติของ Ribosomal protein L26 ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันในกุง
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