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 งานวจิยัน้ีได้ผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดเีพื่อใช้ในการตรวจการติดเชื้อ white spot 

syndrome (WSSV) โดยการปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาวด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีน VP26 

(rVP26F109) ซึง่กระตุ้นใหม้กีารสรา้งมาจากแบคทเีรยีสายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่รีคีอมบแินนท ์

พลาสมดิ pQE30-VP26F109 ดว้ย 1 mM IPTG ไดร้คีอมบแินนทโ์ปรตนีที่เชื่อมต่อกบัโปรตนี 

histidine 6 หน่วย มขีนาดประมาณ 23 กโิลดาลตนั และถูกทําใหบ้รสิุทธิด์ว้ยวธิ ีSDS-PAGE เมื่อ

ทาํการทดสอบแอนตซิรีมัพบว่า หนูขาวมกีารตอบสนองต่อ rVP26F109 และโปรตนี VP26 จากกุ้งที่

ตดิเชือ้ WSSV จากธรรมชาตไิด ้และเมื่อนํามาผลติไฮบรโิดมาสามารถคดัเลอืกไฮบรโิดมาทีส่รา้ง 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดจีาํเพาะต่อโปรตนี VP26 ของ WSSV ได้จํานวน 8 โคลน คอื W26-1, 

W26-3, W26-4, W26-5, W26-6, W26-7, W26-8 และ W26-9 ซึง่โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 8 

ชนิดสามารถใชใ้นการตรวจสอบ WSSV ทีต่ดิเชือ้ในกุ้งดว้ยวธิ ีdot blotting, Western blotting และ 

immunohistochemistry เมื่อทดสอบการเกดิปฏกิริยิาขา้มด้วยวธิ ีimmunohistochemistry พบว่า       

โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดไ้ม่เกดิปฏกิริยิาขา้มกบัเน้ือเยื่อของกุ้งทีไ่ม่ตดิเชือ้หรอืกุ้งทีต่ดิเชือ้

monodon baculovirus (MBV), Taura syndrome virus (TSV), yellow head virus (YHV), 

Penaeus stylirostris densovirus (PstDNV) และ Infectious Myonecrosis Virus (IMNV)          

โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 8 ชนิดทีผ่ลติไดเ้ป็น IgG โดยม ีsubclass เป็น IgG1, IgG2a และ IgG2b 

และมโีปรตนีสายสัน้ (light chain) เป็น kappa (κ) เมือ่ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี

ดว้ยวธิ ีdot blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี W26-1 สามารถตรวจพบรคีอมบแินนทโ์ปรตนี

เขม้ขน้ 6.8 เฟมโตโมล/จุด และตรวจการตดิเชือ้ WSSV ในตวัอย่างสารสกดัขาว่ายน้ํากุ้งขาวทีเ่จอื

จาง 1: 800 ได ้
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 The objective of this study is to produce monoclonal antibodies (MAbs) that can be 

used to detect white spot syndrome virus (WSSV). After induction of recombinant plasmid 

pQE30-VP26F109 in E. coli  strain M15 (pREP4) with 1 mM IPTG, the 6XHis tagged 

VP26F109 with molecular masses of 23 kDa. The recombinant VP26F109 protein was 

purified by SDS-PAGE and used for immunization into Swiss mice for antisera production. 

The mouse anti-rVP26F109 antiserum demonstrated specific immunoreactivity against 

rVP26F109 and VP26 structural protein from WSSV infected shrimp by Western blot assay. 

Eight monoclonal antibodies (W26-1, W26-3, W26-4, W26-5, W26-6, W26-7, W26-8  and 

W26-9) were produced and they could be used to detect WSSV infection in shrimp by dot 

blotting, Western blotting and immunohistochemistry without any cross-reactivity to the 

uninfected shrimp tissues or shrimp infected with monodon baculovirus (MBV), Taura 

syndrome virus (TSV), yellow head virus (YHV), Penaeus stylirostris densovirus (PstDNV) 

and Infectious Myonecrosis Virus (IMNV). The monoclonal antibodies belong to IgG with 

subclass IgG1, IgG2a and IgG2b with kappa (κ) light chain. The detection sensitivity of the 

WSSV (W26-1) was approximately 6.8 fmole/spot of purified rVP26F109 and 1: 800 of 

pleopod homogenates from wssv-infected Penaeus vannamei as determined by dot blotting.  
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ประกาศคณูุปการ 

 
 ปรญิญานิพนธ์ฉบบัน้ีจะไม่มทีางสําเรจ็ลงได้หากขาดความช่วยเหลอื และคําแนะนํา       

อย่างดยีิง่จาก รองศาสตราจารย์ ดร.ปรนิทร์ ชยัวสิุทธางกูร อาจารย์ที่ปรกึษาปรญิญานิพนธ ์    

ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ศวิาพร ลงยนัต์ และศาสตราจารย ์ดร.ไพศาล สทิธกิรกุล อาจารยท์ีป่รกึษา

ปรญิญานิพนธ์ร่วม ผู้คอยตกัเตือนสัง่สอนและให้คําแนะนําแก่ข้าพเจ้าในด้านต่างๆ ทัง้ในด้าน

วทิยาการ ความรู ้และจรยิธรรมประกอบการทําปรญิญานิพนธท์ีส่มบูรณ์ ขา้พเจา้ขอขอบคุณไว ้ณ 

โอกาสน้ี  

 ขอขอบพระคุณอาจารย ์ดร.พชิาภคั สมยรูทรพัย ์ และผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร.อรอนงค ์

พริ้งศุลกะ ตลอดจนคณาจารย์ทุกท่านที่ให้ความรู้แก่ผู้วิจยัตลอดการศึกษา ได้ให้ความรู้และ

ขอ้คดิเหน็ทีเ่ป็นประโยชน์ในการทาํปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ี  

 ขอขอบพระคุณ อาจารย ์ ดร.นันทกิา คงเจรญิพร ทีก่รุณารบัเป็นกรรมการสอบปรญิญา-

นิพนธ์ และช่วยแก้ไขปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีให้มคีวามสมบูรณ์และเป็นที่ยอมรบัในแวดวงวชิาการ

มากยิง่ขึน้  

 ขอขอบพระคุณภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ ทีไ่ด้

เอื้อเฟ้ือสถานที ่ เครื่องมอื และอุปกรณ์ต่างๆ ใหข้า้พเจา้ไดใ้ชต้ลอดระยะเวลาของการทําปรญิญา-

นิพนธฉ์บบัน้ี   

 ขอขอบคุณ ดร .วารุณี หะยีมะสาและ รุ่นพี่และเพื่อนๆ ทุกคนในห้องปฏิบัติการ        

สาขาเทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร ์ มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ สําหรบัความช่วยเหลอื

และกําลงัใจทีม่อบใหแ้ก่ขา้พเจา้ในทุกๆ ดา้น  

 ขา้พเจา้ขอน้อมระลกึถงึพระคุณของบดิา มารดา ทีไ่ดใ้หก้ําลงัใจ คอยช่วยเหลอืสนับสนุน

และเป็นแรงผลกัดนัตัง้แต่เริม่ทาํปรญิญานิพนธจ์นเสรจ็ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ี

 สุดท้ายน้ี ขา้พเจา้ขอระลกึถงึคุณพระศรรีตันตรยัและจะนําเอาผลประโยชน์อนัเกดิจาก

ปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีทัง้หมดมอบเป็นกุศลแก่สตัวท์ดลองทุกชวีติ ทีใ่ชใ้นการทําปรญิญานิพนธข์อง

ขา้พเจา้  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

       

ภมิูหลงั 
 
การเพาะเลีย้งกุง้ทะเลเป็นอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์ ้าทีส่ าคญัของไทย ซึ่งมสีดัส่วน 

เป็นกุ้งขาว (Penaeus vannamei) ร้อยละ 99.7 และกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) ร้อยละ 0.29  
ในปี พ.ศ. 2554 ไทยมีการส่งออกผลติภัณฑ์กุ้งแช่เยน็ แช่แขง็ และแปรรูป (ไม่รวมกุ้งกระป๋อง) 
จ านวน 387,172.9 ตัน คิดเป็นมูลค่า 108,292.9 ล้านบาท โดยมีตลาดการส่งออกหลักใน
สหรฐัอเมริกา และคาดว่าราคากุ้งในปี พ.ศ. 2555 จะอยู่ในเกณฑ์ที่ดีเนื่องจากตลาดยงัมคีวาม
ต้องการอย่างต่อเนื่อง เช่น ตลาดญี่ปุ่นในส่วนผลิตภัณฑ์แปรรูปเพิ่มมูลค่า ตลาดใหม่ในจีนและ
เกาหลใีตท้ีม่แีนวโน้มการบรโิภคกุง้เพิม่ขึน้ ซึ่งเป็นเหตุจูงใจให้เกษตรกรหนัมาเลี้ยงกุ้งเพิม่มากขึน้  
(ถนอมจติร สริภิคพร. 2555)  เดมิกุ้งกุลาด าเป็นกุ้งทะเลเพยีงชนิดเดยีวที่มกีารเลี้ยงแบบพฒันา
อย่างแพร่หลาย ท าให้ผลผลิตเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วตัง้แต่ปี พ .ศ. 2534-2544 แต่เนื่องจากในปี    
พ.ศ. 2544-2545 อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาด าของไทยประสบปญัหาเกดิโรคระบาด การ
เจรญิเตบิโตชา้กวา่ปกตทิ าใหกุ้ง้แคระแกรน็ไม่ได้ขนาดตามความต้องการของตลาด กรมประมงจงึ
ได้อนุญาตให้น าเข้าพ่อแม่พันธุ์กุ้งขาวที่ปลอดเชื้อเข้ามาเพาะเลี้ยงในประเทศไทยตัง้แต่ปี         
พ.ศ. 2546 (มาลนิี วชิชาวธุ และ สมยศ สทิธดิชคพนัธ์. 2548: 170-171) ซึ่งกุง้ขาวมคีุณลกัษณะที่ดี
คอื ทนความเค็มและอุณหภูมิได้ในช่วงกวา้ง ทนต่อสภาพออกซิเจนต ่าได้ด ีเจริญเติบโตในช่วง      
พเีอช 7.0-8.5 แต่สามารถทนพเีอชสูงถงึ 10 ได้ ให้เปอร์เซ็นต์เนื้อสูง (ส านักงานประมงจงัหวดั
สุพรรณบุรี. 2545) แต่อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวยงัคงประสบปญัหาและอุปสรรคต่างๆ 
เชน่เดยีวกนักบักุง้กุลาด า ปญัหาส าคญัคอืการเกดิโรคระบาดที่มสีาเหตุมาจากแบคทเีรยีและไวรสั 
รวมถงึโปรโตซวั โดยเฉพาะไวรสัซึ่งท าความเสยีหายใหก้บัอุตสาหกรรมกุง้มากทีสุ่ด ส าหรบัไวรสัก่อ
โรคในกุ้งสกุล Peneaus ที่ส าคัญในประเทศไทยได้แก่  yellow-head virus (YHV), 
hepatopancreatic parvovirus (HPV), monodon baculovirus (MBV) และ white-spot syndrome 
virus (WSSV) (Flegel. 2006: 1-33) 

ส าหรบัเชื้อ WSSV เป็นสาเหตุของโรคตวัแดงดวงขาวซึ่งเป็นโรคที่ส าคญัในกุ้งทะเล    
พบได้แทบทุกภูมภิาคในหลายประเทศ ส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุ้ง รวมถงึการค้า
ระหว่างประเทศเป็นอย่างมาก พบครัง้แรกในไต้หวนัเมื่อปี ค.ศ. 1992 (Chou; et al. 1995: 165-
173) และแพร่กระจายมายงัประเทศไทยเมื่อปี ค.ศ. 1994 (Wongteerasupaya; et al. 1995: 69-77) 
ตัง้แต่มกีารปรากฏของโรคนี้ในปี ค.ศ. 1992 กไ็ด้มกีารแพร่กระจายของโรคไปเกอืบทุกประเทศใน
เอเชยี และพบว่าการระบาดไม่ได้แพร่กระจายออกไปเฉพาะในเอเชยี แต่ยงัรวมถงึสหรฐัอเมรกิา
ดว้ย (Hasson; et al. 2006: 91-100) 
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อาการที่แสดงให้เหน็ของโรคตวัแดงดวงขาวคอื จุดสีขาวบน carapace, รยางค์ และ
บริเวณใต้เปลือกหุ้มร่างกาย และภายใน 5-7 วนัหลังจากติดเชื้อ อตัราการตายจะเพิ่มขึ้นถึง       
100 เปอร์เซ็นต์ โดยเฉพาะเมื่อได้รบัความเครยีดจากการจบัและอุณหภูม ิ(Chou; et al. 1995:   
165-173) อย่างไรกต็าม เมื่อกุง้ตดิเชือ้ WSSV จะไม่สามารถรกัษาดว้ยยาปฏชิวีนะหรอืสารเคมใีดๆ 
ดังนัน้วิธีที่ดีที่สุดในการป้องกันไม่ให้เกิดความเสียหายที่มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อไวรัสใน
อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงกุ้งคอื การตรวจวนิิจฉัยกุ้งก่อนที่จะน ามาเลี้ยง และการตรวจวนิิจฉัยอย่าง
ทนัท่วงทเีมื่อมกีารตดิเชือ้ไวรสัในบ่อเลี้ยงกุ้ง รวมถงึการจดัการบ่อเลี้ยงที่ด ีเช่น การเตรยีมบ่อที่ด ี 
ท าความสะอาดพืน้บ่อใหส้ะอาด ไม่ปล่อยกุง้แน่นจนเกนิไป และป้องกนัพาหะตามธรรมชาต ิเชน่ กุง้ 
ป ูและอารโ์ทรพอด หลกีเลีย่งการใชอ้าหารสด เช่น ปูสด ปลาสด หรอืหอยสดที่อาจเป็นสตัวพ์าหะ 
ท าการเพาะเลี้ยงในระบบปิดและหมัน่ตรวจสอบคุณภาพน ้า (Kasornchandra; & Boonyaratpalin. 
1994: 9 - 11) 

เนื่องจากการวนิิจฉัยโรคเป็นสิ่งที่มีความส าคญั จึงมกีารพฒันาวธิีการตรวจวเิคราะห์
WSSV ขึน้ โดยการตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรสั (nucleic acid) ได้แก่ วธิ ีPolymerase chain 
reactions (PCR) (Hameed; et al. 2002: 1-10); (Kanchanaphum; et al. 1998: 1-7); (Lo; et al. 
1996: 215-225); (Lo; et al. 1997: 53-72); (Magbanua; et al. 2000: 77-82); (Otta; et al. 1999:    
67-70) ซึ่งมคีวามไวสูงสามารถตรวจพบไวรสัได้แม้ว่ามปีรมิาณไวรสัน้อยมากในการตดิเชือ้ระยะ 
แรกๆ และกุ้งยงัไม่แสดงอาการของโรค แต่อย่างไรกต็ามวธิ ีPCR ยงัมขีอ้จ ากดัในทางปฏบิตัคิือ 
ต้องใช้อุปกรณ์พิเศษในห้องปฏบิตัิการและบุคลากรที่มีความรู้ทาง PCR ค่าใชจ้่ายในการตรวจ
วเิคราะหย์งัมรีาคาสูง เกษตรกรจงึไม่สามารถท าการตรวจเชือ้ดว้ยตนเองได้ 
 วธิทีางวทิยาภูมคิุม้กนั เป็นวธิทีีเ่กีย่วขอ้งกบัปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดีเป็น
ปฏิกิริยาที่มีความจ าเพาะสูงคล้ายกับการท างานของลูกกุญแจและแม่กุญแจ ดังนัน้จึงมีการ
ประยุกต์ใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) และโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
(monoclonal antibody) ในการทดสอบด้วยวธิทีางวทิยาภูมคิุ้มกนั (immunoassay) รูปแบบต่างๆ 
(ไพศาล สทิธกิรกุล. 2548) ได้มนีักวชิาการหลายกลุ่มพฒันาวธิทีางภูมิคุ้มกนัวทิยามาใชส้ าหรบั
ตรวจการติดเชื้อไวรสั WSSV เช่น Anil และคนอื่นๆ ได้ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี
ความจ าเพาะต่อโปรตนีขนาด 28 และ 18 กโิลดาลตนั มาประยุกต์ใชก้บัวธิ ีimmunoblot  พบว่า
สามารถตรวจการตดิเชือ้ไวรสั WSSV ในกุง้กุลาด า (P. monodon) ได้ แม้ว่ากุ้งที่ตดิเชือ้อยู่ในระยะ
ที่ไม่มีอาการแสดงของโรค (Anil; et al. 2002: 67-75) นอกจากนี้ยงัมีการน าโมโนโคลนอล-
แอนตบิอดไีปพฒันาเป็นชดุตรวจไวรสัแบบง่าย (strip test)  เช่น ในงานวจิยัของ Sithigorngul และ
คนอื่นๆ ที่ได้ประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี W29 ที่จ าเพาะต่อโปรตีน VP28 ของไวรัส 
WSSV โดยสามารถน าเหงอืกของกุง้ทีต่อ้งการทดสอบมาบดในบฟัเฟอร์และหยดลงไปในช่องหยด
ตวัอย่าง ปล่อยใหส้ารละลายเคลื่อนทีผ่า่น test line และ control line และอ่านผลได้ทนัท ีซึ่งเป็นวธิี
ทีง่่าย ทราบผลเรว็ และไม่ตอ้งใชบุ้คลากรทีม่คีวามเชีย่วชาญ (Sithigorngul; et al. 2006: 101-106) 
เกษตรกรสามารถน าไปใชไ้ด้เอง ประหยดัเวลาในการส่งตวัอย่างไปตรวจในห้องปฏบิตักิาร และ
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สามารถตดิตามการตดิเชือ้ในระหวา่งท าการเพาะเลีย้งได้ตลอดเวลา ซึ่งจะช่วยลดความเสยีหายใน
อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้ทีเ่กดิจากการตดิเชือ้ไวรสั WSSV ได ้
  
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 

ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อโปรตนีโครงสรา้ง VP26 ของไวรสัตวัแดงดวงขาว 
 
ขอบเขตกำรวิจยั 

1. กระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนีของยนี vp26 ใน E. coli 
2. การท ารคีอมบแินนทโ์ปรตนี VP26 ใหบ้รสิุทธิ ์
3. การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดตีอ่โปรตนีโครงสรา้ง VP26 ของไวรสัตวัแดงดวงขาว 

โดยใชร้คีอมบแินนทโ์ปรตนี VP26 ในการปลูกภูมคิุม้กนัหนูขาว 
4. การคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อไวรสัตวัแดงดวงขาว โดยวธิ ี dot blotting วธิ ี

immunohistochemistry และ Western blotting 
5. การทดสอบความสามารถของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดใ้นการตรวจวเิคราะห์

กุง้ทีต่ดิเชือ้ตวัแดงดวงขาวดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry และ dot blotting 
  

สมมติฐำนในกำรวิจยั 
การสรา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนีโครงสรา้งของไวรสัตวัแดงดวงขาว  

(VP26) อาจท าได้โดยใชร้คีอมบแินนท์โปรตนีที่สงัเคราะห์จากยนี vp26 ซึ่งก าหนดการสงัเคราะห์
โปรตนีโครงสรา้งส่วน VP26 ของไวรสัเป็นแอนตเิจนในการปลูกภูมคิุม้กนัหนูขาว 
 
ผลท่ีคำดว่ำจะได้รบัจำกกำรวิจยั 

1. ไดร้คีอมบแินนทโ์ปรตนีโครงสรา้งของ WSSV 
2. ไดโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อรคีอมบแินนทโ์ปรตนีโครงสรา้งของ WSSV 
3. สามารถน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดม้าใชต้รวจการตดิเชือ้ WSSV ในกุง้ 

ดว้ยวธิ ีdot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry 

 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
1. โรคตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome: WSS) 

โรคตวัแดงดวงขาวหรอืเรยีกวา่โรคจุดขาว เป็นโรคในกุง้ทีต่ดิเชือ้ WSSV ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรค
ทีม่คีวามส าคญัทางเศรษฐกจิในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้วงศ์ penaeid  โรคนี้ได้แพร่ระบาดไป
ยงัประเทศต่างๆ ในทวปีเอเชยี ได้แก่ จนี เกาหลใีต้ อนิเดยี ฟิลปิปินส์ เป็นต้น รวมทัง้ประเทศใน
ทวปีอเมรกิา โดยเรยีกชื่อไวรสันี้แตกต่างกนัไป ส าหรบัประเทศไทยมรีายงานการพบโรคตวัแดง 
ดวงขาวครัง้แรก เมื่อปี พ.ศ. 2537 ทีจ่งัหวดัตรงั และเรยีกเชือ้ไวรสันี้ว่า systemic ectodermal and 
mesodermal baculovirus (SEMBV) เมื่อกุง้ตดิเชือ้ไวรสั WSSV เชือ้จะท าลายเนื้อเยื่อทีม่ตีน้ก าเนิด
จาก ectoderm และ mesoderm เช่น เยื่อบุผวิชัน้ใต้เปลอืก (cuticular epithelium) เยื่อบุทางเดนิ
อาหาร เหงอืก หวัใจ เนื้อเยื่อประสาท กล้ามเนื้อ และอวยัวะสร้างเมด็เลอืด ท าให้นิวเคลยีสใหญ่ 
(hypertrophied nuclei) จนเตม็หรอืเกอืบเตม็เซลล์ ที่เรยีกว่า Cowdry type A inclusion อาการที่
พบในกุ้งตดิเชือ้ WSSV จะแตกต่างกนัไป ขึน้กบัอายุกุ้งและการจดัการฟาร์ม อย่างไรกด็คีวาม
รุนแรงของการระบาดจะขึน้อยู่กบัปจัจยัที่กระตุ้นให้เกดิความเครยีดอื่นๆ ด้วย เช่น คุณภาพน ้าไม่
เหมาะสม กุง้ปว่ยจะวา่ยใกลผ้วิน ้าหรอืเกาะทีข่อบบ่อ หากเปิดเปลอืกส่วนหวัออกดูจะสงัเกตเหน็จุด
ขาวไดง้่าย หลงัจากเริม่แสดงอาการแลว้กุง้จะตายอย่างรวดเรว็ภายในไม่กี่วนั อาการป่วยมกัพบใน
กุ้งระยะวยัรุ่นที่ตดิเชือ้ ซึ่งมไีด้ 3 แบบ คอื 1) แบบเฉียบพลนั กุ้งที่ตดิเชือ้จะป่วยและตายอย่าง
รวดเรว็ภายใน 1 วนั ถงึ 5 วนั หลงัจากเริม่แสดงอาการ มอีตัราการตายสะสมอยู่ในช่วงระหว่าง 80 
ถงึ 100 เปอร์เซ็นต์ มรีอยโรคจุดขาวหรือดวงขาวในเปลอืกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 ถงึ 2 
มลิลเิมตร (ภาพประกอบ 1) กุ้งอาจมสีชีมพูถงึแดง ไม่กนิอาหาร ว่ายน ้าเชื่องชา้ มกัอยู่ใกล้ผวิน ้า
หรอืเกาะทีข่อบบ่อ  2) แบบกึง่เฉียบพลนั กุง้ทีต่ดิเชือ้จะทยอยปว่ยและตายไปเรื่อยๆ มรีะยะเวลาไม่
แน่นอน ทัง้นี้ข ึน้กบัคุณภาพน ้าและการจดัการฟารม์ กุง้อาจมหีรอืไม่มรีอยโรคเป็นจุดขาว กนิอาหาร
ลดลง เคลื่อนไหวเชือ่งชา้ มอีตัราการตายสะสม 30 ถงึ 80 เปอรเ์ซ็นต์    3) แบบเรื้อรงั กุ้งที่ตดิเชือ้
อาจมหีรอืไม่มรีอยโรคเป็นจุดขาวและไม่ตาย (ส านกังานมาตรฐานสนิคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ. 
2550: 10-11) 
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ภาพประกอบ 1 ลกัษณะจุดสขีาวในเปลอืกกุง้ทีต่ดิเชือ้ WSSV (ลูกศรชี)้ 
 

ทีม่า: Flegel. (2006). Detection of major penaeid shrimp viruses in Asia, a historical 
perspective with emphasis on Thailand. Aquaculture 258: 1–33 
  
2. ไวรสัโรคตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome virus: WSSV) 

ไวรสัโรคตวัแดงดวงขาวมรีูปทรงเป็นวงรเีกอืบเป็นรูปแท่ง (ovoid-to-bacilliform) มสี่วนที่
คลา้ยหางยื่นออกมาทีป่ลายดา้นหนึ่งของอนุภาคไวรสั มสีารพนัธุกรรมเป็นดเีอน็เอวงแหวนเกลยีวคู่ 
(double-stranded DNA) (Huang; et al. 2001: 115-125)    อนุภาคไวรสัมคีวามยาวประมาณ 350 
นาโนเมตร และมขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 130 นาโนเมตร (Huang; et al. 2001: 115-125) จดัเป็น
ไวรสัสตัวท์ีม่ขีนาดใหญ่ทีสุ่ด จากการศกึษาจโีนมพบว่ามขีนาดประมาณ 300 kb ประกอบด้วยส่วน
ที่เป็นยนี (open reading flame) 184 ORFs (Hulten; et al. 2001: 7-22) ซึ่งไม่มคีวามคล้าย 
(homology) กบัไวรสัใดๆ จงึจดัให้ไวรสัโรคตวัแดงดวงขาวอยู่ใน family และ genus ใหม่ (Flegel; 
2006: 1-33) คอื  

Family  Nimaviridae 
 Genus       Whispovirus 
 Species  White spot syndrome virus 

ไวรสัชนิดนี้มเีปลอืกหุม้อนุภาคไวรสัสองชัน้ (double layer envelope)  ส าหรบัส่วนของ     
นิวคลโีอแคพซิด (nucleocapsid) มคีวามยาวเฉลี่ย 350 และมขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 80 นาโน-
เมตร ซึ่งจากการศกึษาอนุภาคของเชือ้ไวรสั WSSV ด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission electron microscopy: TEM) พบว่านิวคลโีอแคพซิดขดพนัเป็นเกลยีวคู่ขนานเมื่อ
มองบรเิวณผวิด้านนอกของนิวคลโีอแคปซิดปรากฏเป็นแถวคู่ที่เรยีงตวัแนวขวางจ านวน 15 แถว 
ตลอดความยาวของ nucleocapsid core แถวคู่มขีนาด 19 x 80 นาโนเมตร และประกอบด้วยแคพ-
โซเมอร์ (capsomer) จ านวน 14 หน่วย (7 คู่) ซึ่งแต่หน่วยของแคพโซเมอร์มีขนาดเส้นผ่าน
ศนูยก์ลาง  8 นาโนเมตร มรีะยะห่างระหวา่งแถว 7 นาโนเมตร และมรีะยะห่างภายในแถว 3 นาโน-
เมตร (ภาพประกอบ 2 และ 3) (Huang; et al. 2001: 115-125)  
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ภาพประกอบ 2 แสดงโครงสรา้งของเชือ้ไวรสั WSSV A; อนุภาคเชือ้ไวรสั WSSV มลีกัษณะกลมรี

และที่ปลายด้านหนึ่งมสี่วนยื่นออกมาคล้ายหาง, B; เปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสัที่มลีกัษณะ
เป็น double layer envelope C; นิวคลโีอแคพซิดขนาด 80 x 350 นาโนเมตร ซึ่งถูกแยก
ออกมาจากอนุภาคไวรสั D; นิวคลโีอแคพซดิซึ่งประกอบดว้ยเกลยีวคู่จ านวน 15 แถว และ
แต่ละแถวประกอบดว้ยแคพโซเมอร ์14 หน่วย 

 
ที่มา: Huang; et al. (2001). Purification and characterization of White Spot 

Syndrome Virus (WSSV) produced in an alternate host: crayfish, Cambarus clarkia. Virus 
Research 76: 115 – 125. 
  
 
 
 

B A 

D C 
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ภาพประกอบ 3 ภาพวาดแสดง (A) ส่วนต่างๆ ของเชือ้ไวรสั WSSV และ (B) แคพโซเมอร ์7 คู่ที ่

เรยีงตวัในแนวขวาง 15 แถว 
 

ที่มา: Huang; et al. (2001). Purification and characterization of White Spot 
Syndrome Virus (WSSV) produced in an alternate host: crayfish, Cambarus clarkia. Virus 
Research 76: 115-125. 
 

จากการศกึษาโปรตีนโครงสร้างของเชื้อไวรสั WSSV พบว่าประกอบด้วยโปรตีนชนิด
ต่างๆ อย่างน้อย 35 ชนิด และม ี2 ชนิดที่มปีรมิาณมากคดิเป็น 60% ของเปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสั 
คอื VP28 และ VP26 ซึ่ง VP28 มบีทบาทในการบุกรุกเซลล์ของโฮสต์โดยท าหน้าที่เป็นโปรตนีที่
ไวรสัใชจ้บัเซลลข์องโฮสต ์(attachment protein) และยงัช่วยในการน าไวรสัเขา้สู่ไซโตพลาสซึม ซึ่ง
เป็นไปไดว้า่ VP28 มคีวามส าคญัในการจดจ าตวัรบั (receptor) บนผวิเซลล์ของกุ้ง ส่วน VP26 เป็น
โปรตนีทีถ่อดรหสัมาจากยนี wsv311 ซึ่งในครัง้แรกไดจ้ดัจ าแนกว่าเป็นโปรตนีที่มคีวามสมัพนัธ์กบั         
นิวคลโีอแคพซดิ (Van Hulten; & Vlak. 2001: 201-207) และหลงัจากนัน้มกีารพสิูจน์พบว่าโปรตนี 
VP26 นัน้ถอดรหสัมาจากยนี p22 ซึ่งเป็นส่วนของเปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสั (Zhang; et al. 2002: 
471-477) แต่จากการวเิคราะห์ทางด้านจีโนมให้ผลระบุว่าโปรตีน VP26 มีต าแหน่งอยู่ระหว่าง
เปลอืกหุม้อนุภาคไวรสัและนิวคลโีอแคพซดิ โดยส่วนปลาย N (N-terminus) ซึ่งแสดงสมบตัไิม่ชอบ
น ้าจะยดึตดิอยู่กบัเปลอืกหุม้อนุภาคไวรสั ขณะทีท่างดา้นปลาย C (C-terminus) มสี่วนทีแ่สดงสมบตัิ
ชอบน ้า  จบัอยู่กบัส่วนนิวคลโีอแคพซิด นอกจากโปรตนี VP28 และ VP26 แล้วยงัมโีปรตีนหลกั
ชนิดอื่นๆ ที่ส าคญัคอื เปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสั VP19 นิวคลโีอแคพซิด VP24 และ VP15 (Arturo. 
2010) 

A B 
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3. การแพร่กระจายและความสามารถของเช้ือ WSSV ในการบุกรุกเจ้าบ้าน    
(Host range) 

มรีายงานการตรวจพบโรคนี้ในกุ้ง Penaeus monodon (กุ้งกุลาด า), P. vannamei        
(กุ้งขาว), P. japonicus, P. chinensis, P. indicus, P. merguiensis, P. setiferus และ P. stylirostris 
นอกจากนี้ยงัพบได้ในปูหลายชนิด จากการทดลองพบว่าเชือ้ WSSV สามารถท าให้กุ้ง P. articus, 
P. duodarum และ P. setiferus ตายได้ (ส านักงานมาตรฐานสนิค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ. 
2007: 10-11) นอกจากนี้เชือ้ไวรสั WSSV ยงัมคีวามสามารถในการบุกรุกโฮสต์ได้อกีหลายชนิด 
ดงันัน้การก าจดัพาหะน าเชือ้ไวรสั WSSV ในบรเิวณบ่อเพาะเลีย้งกุง้ จะสามารถป้องกนัหรอืลดการ
แพร่กระจายของเชือ้ได้ ปจัจุบนัมกีารรายงานว่ามพีาหะที่เป็น arthropod ถงึ 93 ชนิด (ตาราง 1)  
ซึ่งสามารถตดิเชือ้ไวรสั WSSV ทัง้จากการชกัน าให้ติดเชือ้ในการทดลองและการตดิเชือ้เองตาม
ธรรมชาติ (Arturo. 2010) นอกจากนี้ยงัมกีารศกึษาการติดเชือ้ไวรสั WSSV ในไข่และตวัของ       
โรตเิฟอร ์Brachionus urceus ทีพ่บในตะกอนจากบ่อเลี้ยงกุ้ง ซึ่งใชว้ธิ ีPCR-dot blot hybridization 
และจากการทดลองทีใ่ชเ้ยื่อหุม้เซลล์ของ B. urceus ผสมกบัเชือ้ WSSV ในหลอดทดลอง พบว่าเชือ้
ไวรสั WSSV สามารถจบักบัเยื่อหุม้เซลลด์งักล่าวได้ ซึ่งชีใ้หเ้หน็วา่โรตเิฟอร์เป็น passive host ของ
เชือ้ไวรสั WSSV และท าหน้าที่เป็นพาหะน าเชือ้ไวรสัไปยงัสตัวจ์ าพวกครสัเตเชยีน (Yan; et al. 
2004: 69-73) ในปี ค.ศ. 1997 มกีารศกึษาการตดิเชือ้ WSSV ในพ่อพนัธุ์แม่พนัธุ์กุ้ง P. monodon 
ทีจ่บัมาจากธรรมชาต ิดว้ยวธิ ีin situ hybridization และส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน พบวา่มี
การตดิเชือ้ไวรสั WSSV ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (connective tissue) ที่ล้อมรอบ seminiferous tubule 
ในกุ้งเพศผู้ ในขณะที่เพศเมียพบการติดเชื้อในรังไข่ , follicle cell, oogonia, oocyte และใน          
เนื้อเยื่อเกีย่วพนั แต่ไม่พบในไขท่ีเ่จรญิเตม็ที ่ซึ่งอาจเป็นเพราะไขท่ีต่ดิเชือ้ไวรสัไดต้ายไปก่อนทีจ่ะมี
การเจรญิเตม็ที ่(Lo; et al. 1997: 53-72) 
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ตาราง 1 แสดงโฮสตท์ีส่ามารถตดิเชือ้ไวรสั WSSV ได ้(Arturo. 2010) 
 
Phylum Order Family Species Type of infection 
Arthropoda Anostraca Artemiidae Artemia sp. E(PO, IMI) 
   A. Franciscana E(PO) 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
Arthropoda 
 
 
Arthropoda 
 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
Arthropoda 
 
 
Arthropoda 
 
 

Calanoida 
Decapoda 

 
Decapoda 

 
 

Decapoda 
 

Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 

 
 

Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 

 
Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 

 
Decapoda 

 
 

Decapoda 
 
 

Pseudodiaptomidae 
Alpheidae 

 
Astacidae 

 
 

Calappidae 
 

Callianassidae 
Cancridae 

Cambaridae 
 
 

Dorippidae 
Eriphiidae 
Grapsidae 

 
Leucosiidae 
Lithodidae 
Majidae 

Matutidae 
 

Ocypodidae 
 
 

Palaemonidae 
 
 

Schmackeria dubia 
Alpheus brevicristatus 

A. lobidens 
Astacus astacus 
A. leptodactylus 

Pacifastacus leniusculus 
Calappa lophos 

C. philargius 
Callianassa sp. 
Cancer pagurus 

Orconectes limosus 
O. punctimanus 

Procambarus clarkia 
Paradorippe granulate 

Menippe rumphii 
Grapsus albolineatus 

Metopograpsus messor 
Philyra syndactyla 

Lithodes maja 
Doclea hybrid 
Matuta miersi 
M. planipes 

Gelasimus marionis nitidu 
Macrophthalmus sulcatus 

Uca pugilator 
Exopalaemon orientis 
Macrobrachium idella 

M. lamarrei 
M. rosenbergii 

Palaemon adspersus 

N 
N 
N 

E(IMI) 
E(PO, IMI) 

E(IMI) 
E(PO) 

E(PO, IMI) 
N 

E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 

N 
E(IMI) 

E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
N/E(PO) 

E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 

N 
N 
N 
N 

E(IMI) 
E(PO) 

E(PO, IMI, IN) 
E(PO, IMI, IN) 

N/E(IN) 
E(PO, IMI) 



10 

 

ตาราง 1 (ต่อ) 
 
Phylum Order Family Species Type of infection 
Arthropoda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
 

Decapoda 
 
 
 
 
 

Decapoda 
 

Decapoda 
 

Decapoda 
Decapoda 

Palinuridae 
 
 
 
 
 

Parastacidae 
 

Parathelphusidae 
 

Parthenopidae 
Penaeideae 

Panulirus homarus 
P. longipes 
P. ornatus 

P. penicillatus 
P. polyphagus 
P. versicolor 

Cherax destructor albidus 
C. quadricarinatus 

Parathelphusa hydrodomous 
P. pulvinata 

Parthenope prensor 
Metapenaeus brevicornis 

M. dobsoni 
M. ensis 

M. lysianassa 
M. monoceros 

Parapeneopsis stylifera 
Penaeus aztecus 

P. chinensis 
P. duorarum 

P. indicus 
P. japonicus 

P. merguiensis 
P. monodon 

P. penicillatus 
P. schmitti 

P. semisulcatus 
P. setiferus 

P. stylirostris 
P. vannamei 

Trachypenaeus curvirostris 

E(IMI) 
E(PO) 
E(IMI) 
E(PO) 
E(IMI) 
E(PO) 
E(IMI) 
E(IMI) 

E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 

E(IMI) 
N/E(PO) 
N/E(PO) 

N 
E(IMI, PO) 

N 
N/E 
N/E 

N/E(PO) 
N/E(PO) 
N/E(PO) 

N 
N/E 
N/E 

E(IMI) 
N/E 

N/E(PO) 
N/E(PO, IMI, IN) 

N/E(IMI) 
E(PO) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 
Phylum Order Family Species Type of infection 
Arthropoda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
Arthropoda 
 
Arthropoda 
 
 
 
 

Decapoda 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 
Decapoda 

 
Decapoda 

 
 
 
 

Portunidae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scyllaridae 
Sergestidae 
Sesarmidae 

Solenoceridae 
Varunidae 

 
Xanthidae 

 
 
 
 

Callinectes arcuatus 
C. sapidus 

Carcinus maenas 
Charybdis annulata 

Ch. cruciata 
Ch. granulate 
Ch. feriatus 
Ch. japonica 
Ch. lucifera 
Ch. natator 

Liocarcinus depurator 
Lio. puber 

Podophthalmus vigil 
Portunus pelagicus 
P. sanguinolentus 

Scylla serrata 
S. tranquebarica 
Thalamita danae 
Scyllarus arctus 

Acetes sp. 
Sesarma oceanic 
Solenocera indica 

Helice tridens 
Pseudograpsus intermedius 

Atergatis integerrimus 
Demania splendid 
Halimede ochtodes 

Liagore rubromaculata 
 

N 
N 

E(PO, IMI) 
N 
N 

E(PO) 
N 
N 

N/E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 

N/E(PO, IMI) 
N/E(PO) 

N/E(PO, IMI) 
E(IMI) 

N 
E(PO, IMI) 

N/E(PO, IMI, IN) 
N 
N 
N 
N 

E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
E(PO, IMI) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 
Phylum Order Family Species Type of infection 
Arthropoda 
Arthropoda 
Annelida 
Chaetognatha 
Rotifera 

Diptera 
Stomatopoda 

Eunicida 
- 

Ploimida 

Ephydridae 
Squillidae 
Eunicidae 

- 
Brachionidae 

Ephydrida sp. 
Squilla mantis 

Marphysa gravelyi 
- 

Brachionus urceus 

N 
N 
N 
N 
N 

 
หมายเหตุ N: การตดิเชือ้ตามธรรมชาต,ิ E: การตดิเชือ้ในหอ้งทดลอง, PO: ชกัน าใหต้ดิเชือ้โดย 

การกนิ, IMI: แชใ่นน ้าทีม่เีชือ้ไวรสั, IN: ฉีดดว้ยไวรสั 
   

ทีม่า: Arturo. (2010). White spot syndrome virus: an overview on an emergent  
concern. Vet. Res. 41: 43. 
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4. พยาธิสภาพของกุ้งท่ีติดเช้ือไวรสั WSSV 
ลกัษณะทางเนื้อเยื่อของกุ้งที่ติดเชื้อไวรสั WSSV คือ มีการขยายตวัของนิวเคลียสใน

เนื้อเยื่อทีม่ตีน้ก าเนิดมาจากชัน้ ectoderm และ mesoderm ส่วนเนื้อเยื่อที่มคีวามเหมาะสมในการ
ตรวจวนิิจฉัยการตดิเชือ้ไวรสั WSSV คอื subcuticular epithelium และในการท าสไลด์ชิน้เนื้อเยื่อ
แผ่นบางบริเวณ subcuticular epithelium มกัจะแสดงอาการของโรคคือมีการขยายใหญ่ของ
นิวเคลยีสซึ่งภายในม ีbasophilic inclusion และล้อมรอบด้วยไซโตพลาสซึม ส าหรบันิวเคลยีสของ
เซลล์ที่ตดิเชื้อและอยู่ในระยะ early stage จะพบโครมาตินที่แยกออกมาจาก inclusion และมี
ขอบเขตชดัเจนของวงแหวนในส่วน nucleoplasm ที่ไม่ตดิส ีซึ่งเรยีกลกัษณะนี้ว่า Cowdry type A  
inclusion (ภาพประกอบ 4) (Flegel; 2006: 1-33)  
  
  

 
 
ภาพประกอบ 4 แสดงลกัษณะทางพยาธวิทิยาของกุง้ทีเ่ป็นโรคตวัแดงดวงขาวเมื่อยอ้มดว้ยส ี         

ฮมีาทอ็กซลินิและอโีอซนิ นิวเคลยีสของเซลลป์กต ิ(หวัลูกศรสขีาว) เซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัจะ
มนีิวเคลยีสขยายใหญ่ (hypertrophied nuclei) ตดิสแีดงในระยะแรกเรยีก Cowdry type A 
inclusion (หวัลูกศรสแีดง) แลว้ค่อยๆ เปลีย่นเป็นสนี ้าเงนิในระยะหลงั (หวัลูกศรสดี า) 

 
ทีม่า: Flegel. (2006). Detection of major penaeid shrimp viruses in Asia, a historical 

perspective with emphasis on Thailand. Aquaculture 258: 1–33. 
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5. โปรตีนของไวรสัตวัแดงดวงขาวขนาด 26 กิโลดาลตนั 
5.1 การศึกษาโปรตีนโครงสร้างขนาด 26 กิโลดาลตนั ของไวรสั WSSV 

จากการศกึษาของ แวน ฮูเทน็ และคนอื่นๆ เมื่อปี ค.ศ. 2000 ได้รายงานว่าโปรตนี
ขนาด   26 กโิลดาลตนั ของไวรสั WSSV เป็น nucleocapsid โดยได้ท าการทดลองแยกส่วนของ
เปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสัด้วย N-P40 (ดเีทอร์เจนท์) และน าส่วน nucleocapsid มาแยกโปรตนีตาม
ขนาดดว้ย SDS-PAGE พบวา่มแีถบโปรตนีขนาด 26 กโิลดาลตนั และ 24 กโิลดาลตนั ในแถวที่ใช้
ตวัอย่างเป็นอนุภาคไวรสัที่สมบูรณ์และในแถวที่ใช้ตวัอย่างเฉพาะ nucleocapsid ซึ่งชี้ให้เห็นว่า
โปรตีนขนาด 26 และ 24 กิโลดาลตนั นี้เป็นโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของ nucleocapsid 
(ภาพประกอบ 5) นอกจากนี้ยงัท าการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของโปรตีน VP26 ซึ่งถอดรหสัให้
กรดอะมโินจ านวน 204 หน่วยที่ค านวณตามทฤษฎีแล้วมขีนาด 22 กโิลดาลตนั และเมื่อวเิคราะห ์
Protein’s Hydropathic Profile พบว่า ล าดบักรดอะมโินทางด้านปลาย N (N terminus) แสดง
คุณสมบตัเิป็น hydrophobic สูง (Van Hulten; et al. 2000: 227-236)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           Lane    1        2        3        4        5 
 
ภาพประกอบ 5 แถบโปรตนีขนาด 26 kDa (VP26) ปรากฏในแถวทีใ่ชอ้นุภาคไวรสั WSSV เป็น 

ตวัอย่าง (แถว 3) และแถวทีใ่ช ้nucleocapsid เป็นตวัอย่าง (แถว 4) 
 

ทีม่า: Van Hulten; et al. (2000). Identification of two major virion protein genes of 
white spot syndrome virus of shrimp. Virology 266: 227-236. 
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ต่อมาในปี ค.ศ. 2002 จากการศกึษาของ หยาง และคนอื่นๆ เมื่อศกึษาด้วยวธิ ี
immunoelectron  microscopy โดยท าการกระตุ้นยนี p22 ซึ่งจดัจ าแนกไวว้่าเป็นรหสัของโปรตนี 
VP26 ใหม้กีารแสดงออกในรูปแบบ GST-P22 fusion protein และใชโ้ปรตนีนี้ในการปลูกภูมคิุ้มกนั
ในหนู น าแอนตบิอดทีีไ่ดม้าบ่มกบัอนุภาคไวรสัทีต่รงึอยู่บนกรดิ (grid) และบ่มซ ้าด้วยแอนตบิอดตีวั
ที่ 2 คอื gold-labelled anti-mouse IgG ย้อมสแีบบ negative staining ด้วย 2% phosphotungstic 
acid และน าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) พบว่ามอีนุภาคทองค ามี
การกระจายตัวติดอยู่ก ับบริเวณภายนอกของเปลือกหุ้มอนุภาคไวรัส  WSSV แต่ไม่พบใน          
nucleocapsid (ภาพประกอบ 6) จากการทดลองนี้จงึชีใ้ห้เหน็ว่าโปรตนีที่ถอดรหสัมาจากยนี p22 
เป็นโปรตนีเปลอืกหุม้อนุภาคไวรสั (Zhang; et al. 2002: 471-477) 

 

 
ภาพประกอบ 6 อนุภาคไวรสั WSSV ที่มอีนุภาคทองค าติดอยู่บรเิวณรอบนอกของเปลือกหุ้ม
 อนุภาคไวรสั (A) และ nucleocapsid ซึ่งไม่พบอนุภาคทองค า (B) 
 

ที่มา: Zhang; et al. (2002). Transcription and identification of an envelope protein 
gene (p22) from shrimp white spot syndrome virus. Journal of General Virology  83: 471-
477.  

 
 
 

 
 

A B 
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ในปี ค.ศ. 2005 ซ ีและ แยง ใชด้เีทอร์เจนท์ (detergent) 1% Triton X-100 และ DTT 
ในการปลดปล่อยโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัเปลอืกหุม้อนุภาคไวรสัออกมาจากอนุภาคไวรสั WSSV พบ
โปรตีนหลกัๆ ของเปลือกหุ้มอนุภาคไวรสั WSSV เช่น VP28 และ VP19 ในส่วน soluble 
(envelope) fraction ส่วนโปรตนี VP26 ส่วนใหญ่พบในส่วน envelope fraction แต่อย่างไรกต็ามยงั
มโีปรตนี VP26 บางส่วนอยู่ใน insoluble (nucleocapsid) fraction ซึ่งบ่งชีใ้หเ้หน็วา่โปรตนี VP26 มี
ความสมัพนัธ์กบั nucleocapsid ซึ่งจากการวเิคราะห์ด้วย Western blot โดยใช ้anti-VP26 serum 
พบวา่มโีปรตนี VP26 อยู่ทัง้ในส่วนของเปลอืกหุม้อนุภาคไวรสัและ nucleocapsid (ภาพประกอบ 7) 
และจากการศกึษาความสมัพนัธ์ของโปรตนี VP26 กบั nucleocapsid โดยการน า recombinant 
VP26 มาบ่มรวมกับ nucleocapsid พบว่าสามารถตรวจพบ recombinant VP26 เมื่อน า 
nucleocapsid ดงักล่าวมาทดสอบด้วยวธิี Western blot ซึ่งชีใ้ห้เหน็ว่าโปรตนี VP26 สามารถมี
ปฏกิริยิากบั nucleocapsid หรอือาจจดัให้เป็นโครงสร้างที่เชื่อมต่อระหว่างเปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสั
และ nucleocapsid ซึ่งรูปแบบที่เป็นไปได้คอืส่วนปลาย N (N-terminus) ของโปรตนี VP26 ยดึตดิ
อยู่กบัเปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสัผ่านบรเิวณที่แสดงสมบตัไิม่ชอบน ้า (hydrophobic region) และส่วน
ปลาย C (C-terminus) ยดึตดิอยู่กบั nuclecapsid  นอกจากนี้ยงัทดสอบความสามารถของโปรตนี 
VP26 ในการจบักบัโปรตนี actin โดยวเิคราะห์ด้วยวธิ ีcoimmunoprecipitation และใชแ้อนตบิอดทีี่
มคีวามจ าเพาะต่อ actin (anti-actin antibody) พบวา่โปรตนี VP26 ของไวรสั WSSV สามารถท าให้
ตกตะกอนด้วยแอนตบิอดทีี่มคีวามจ าเพาะต่อ actin  จากผลการทดลองนี้แสดงให้เหน็ว่าโปรตีน 
VP26 ของไวรสั WSSV สามารถจบักบัโปรตนี actin ได้ ซึ่งเป็นหลกัฐานว่าโปรตนี VP26 สามารถ
จบักับ cytoskeleton โดยเฉพาะอย่างยิ่งกบั actin microfilament และมีบทบาทที่ส าคัญที่
กระบวนการขนส่งภายในเซลล์ (intracellular transport) เนื่องจากหลงัจากที่ไวรสับุกรุกเซลล์เจ้า
บา้นแลว้ตอ้งมกีารขนส่งจโีนมของไวรสัเขา้สู่นิวเคลยีสหรอื specific cytosolic membrane (Xie; & 
Yang. 2005: 93-99) 
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ภาพประกอบ 7 (A) แผน่เจล SDS-PAGE ของไวรสั WSSV ซึ่งพบโปรตนี VP28 VP26 และ VP19  

ในแถวที่มีเปลอืกหุ้มอนุภาคไวรสัเป็นตวัอย่าง (B) Western blotting ของเปลอืกหุ้ม
อนุภาคไวรสัและ nucleocapsid ของไวรสั WSSV เมื่อบ่มด้วยแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อ
โปรตนี VP26 
 
ที่มา: Xie; & Yang. (2005). Interaction of white spot syndrome virus VP26 protein 

with actin. Virology 336: 93-99. 
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และในปี ค.ศ. 2008  จากงานวจิยัของ วาน และคนอื่นๆ ไดท้ าการทดลองเพื่อหาชนิด
ของโปรตนีใน nucleocapsid ที่มปีฏสิมัพนัธ์กบัโปรตนี VP26 โดยใชว้ธิ ี biotin label transfer 
โปรตนี VP26 ที่ใชใ้นการทดลองนี้เป็นรคิอมบแินนท์โปรตนี (rVP26) ที่ตดิอยู่กบัโปรตนี histidine 
ท าการเชื่อมตดิโปรตนี rVP26 เขา้กบั Sulfo-SBED (Sulfosuccinimidyl-2-[6-(biotinamido)-2-(p-
azidobenzamido) hexanoamido]ethyl-1,3´-dithiopropionate) และน าโปรตนีที่ท าการเชื่อมต่อกบั 
Sulfo-SBED (Bio-rVP26) แล้ว บ่มกบั nucleocapsid และให้แสงยูวทีี่ความยาวคลื่น 365          
นาโนเมตร  นาน 15 นาท ีน าโปรตนีมาแยกด้วย 12% SDS-PAGE แล้วน าแผ่นเจลมาย้อมด้วยส ี
Coomassie blue หรอืย้ายโปรตนีลง polyvinylidene fluoride membrane และท าการติดตาม
โปรตีนที่ติดฉลากด้วย biotin ด้วย streptavidin-alkaline phosphatase และแช่ในสารละลาย    
ซบัสเตรต NBT/BCIP ซึ่งนอกจากปรากฏแถบโปรตนีของ rVP26 ที่เชื่อมต่อกบั biotin แล้วยงัพบ
แถบโปรตีนของ VP51 ซึ่งมีต าแหน่งเดียวกันกบั Western blotting ที่บ่มด้วย anti-VP51 
(ภาพประกอบ 8) ผลดงักล่าวชีใ้ห้เหน็ว่ามกีารส่งผ่าน biotin จาก Bio-rVP26 ให้กบัเฉพาะโปรตนี 
VP51 เท่านัน้ (Wan; et al. 2008: 12598-12601) 
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ภาพประกอบ 8 แสดงแผน่เจลทีย่อ้มส ีCoomassie blue (แถว M 1 และ 2) และ Western blotting  

(แถว 3 และ 4) 
แถว M โปรตนีมาตรฐาน 
แถว 1 nucleocapsid 
แถว 2 รคีอมบแินนทโ์ปรตนี VP26 (rVP26) 
แถว 3 Bio-rVP26 ที่มกีารส่งผ่าน biotin ให้กบัโปรตนี VP51 บ่มด้วย streptavidin-
 alkaline phosphatase  
แถว 4 แถบโปรตนี VP51 ใน nucleocapsid บ่มด้วยแอนตบิอดทีี่มคีวามจ าเพาะโปรตนี 
 VP51 

 
ทีม่า: Wan; et al. (2008). VP26 of white spot syndrome virus functions as a linker 

protein between the envelope and nucleocapsid of virions by binding with VP51. Journal of  
Virology  82: 12598-12601. 
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5.2 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน VP26 
โปรตนีโครงสร้าง VP26 ของไวรสั WSSV ถอดรหสัมาจากยนี vp26 ที่มคีวามยาว 

615 คู่เบส ก าหนดการสรา้งโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยกรดอะมโิน 204 หน่วย (ภาพประกอบ 9) และเมื่อ
วเิคราะห์ Protein’s Hydrophobicity Profile ตามวธิขีอง Kyte-Doolittle พบว่านิวคลโีอไทด์ทาง
ปลาย 5' ถอดรหสัให้กรดอะมโินที่แสดงคุณสมบตัิเป็น hydrophobic part (ภาพประกอบ 10)       
จงึออกแบบไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท า PCR เพื่อเพิม่จ านวนยนีในบรเิวณดงักล่าวให้มีต าแหน่งถดัเขา้
มาจากปลาย 5' ของยนี vp26  ท าใหน้ิวคลโีอไทดท์างปลาย 5' หายไป 108 นิวคลโีอไทด์ ไพรเมอร์
ทีใ่ชแ้ละบรเิวณตดัจ าเพาะ (ขดีเสน้ใต)้ มลี าดบันิวคลโีอไทดด์งันี้ 

 
 VP26F109  : 5'-CG GGA TCC CGT GTT GGA AGA AGC GTC GTC-3' 
 VP26RPST : 5'-T GCA CTG CAG TTA CTT CTT GAT TTC G-3' 
 

หลงัจากใชเ้อนไซม์ pfx polymerase และไพรเมอร์คู่ดงักล่าวท า PCR แล้ว PCR product  ซึ่งมี
ขนาด 523 คู่เบส จะถูกโคลนเขา้สู่ pQE30 expression vector ในต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์
BamHI และ PstI (ภาพประกอบ 11) และ transform เขา้สู่แบคทเีรยี Escherichia coli สายพนัธุ ์
M15 (pREP4) ซึ่งเมื่อกระตุน้ใหม้กีารแสดงออกของโปรตนีด้วย 1 mM isopropyl-β-D-thiogalacto-
pyranoside (IPTG) จะได้รคีอมบแินนท์โปรตนีที่เชื่อมตดิอยู่กบัโปรตนี histidine จ านวน 6 หน่วย 
ซึ่งมขีนาดประมาณ 23 kDa และให้ชื่อว่า rVP26F109 (Chaivisuthangkura; et al. 2006: 201-
204) 
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1     ATG GAA TTT GGC AAC CTA ACA AAC CTG GAC GTT GCA ATT ATT GCA   45 
1         M   E   F   G   N   L   T   N   L   D   V   A   I   I   A    15 
 

46    ATC TTG TCC ATT GCA ATC ATT GCT CTA ATC GTT ATC ATG GTT ATA   90 
16       I   L   S   I   A   I   I   A   L   I   V   I   M   V   I    30 
 

91    ATG ATT GTA TTC AAC ACA CGT GTT GGA AGA AGC GTC GTC GCT AAT   135 
31      M   I   V   F   N   T   R   V   G   R   S   V   V   A   N    45 
 

136   TAT GAT CAG ATG ATG CGA GTC CCA ATT CAA AGA AGG GCA AAG GTA   180 
46      Y   D   Q   M   M   R   V   P   I   Q   R   R   A   K   V    60 
 

181   ATG TCA ATT CGT GGA GAG AGG TCC TAC AAT ACT CCT CTT GGA AAG   225 
61      M   S   I   R   G   E   R   S   Y   N   T   P   L   G   K    75 
 

226   GTG GCC ATG AAG AAT GGT CTC TCC GAT AAG GAC ATG AAG GAT GTT   270 
76      V   A   M   K   N   G   L   S   D   K   D   M   K   D   V    90 
 

271   TCT GCT GAT CTT GTC ATC TCT ACC GTC ACA GCC CCA AGG ACT GAT   315 
91      S   A   D   L   V   I   S   T   V   T   A   P   R   T   D    105 
 

316   CCC GCT GGC ACT GGG GCC GAG AAC TCT AAC ATG ACT TTG AAG ATC   360 
106     P   A   G   T   G   A   E   N   S   N   M   T   L   K   I    120 
 

361   CTC AAC AAC ACT GGC GTC GAT CTC TTG ATC AAC GAC ATT ACT GTT   405 
121     L   N   N   T   G   V   D   L   L   I   N   D   I   T   V    135 
 

406   CGG CCA ACT GTT ATT GCA GGA AAC ATT AAG GGA AAT ACT ATG TCG   450 
136     R   P   T   V   I   A   G   N   I   K   G   N   T   M   S    150 
 

451   AAC ACT TAC TTC TCG AGC AAG GAC ATT AAA TCT TCA TCT TCA AAA   495 
151     N   T   Y   F   S   S   K   D   I   K   S   S   S   S   K    165 
 

496   ATT ACC CTC ATT GAC GTG TGC AGC AAA TTT GAA GAC GGC GCA GCC   540 
166     I   T   L   I   D   V   C   S   K   F   E   D   G   A   A    180 
 

541   TTC GAA GCT ACA ATG AAC ATT GGA TTC ACC TCC AAG AAT GTG ATC   585 
181     F   E   A   T   M   N   I   G   F   T   S   K   N   V   I    195 
 

586   GAT ATC AAG GAC GAA ATC AAG AAG AAG TAA   615 
196     D   I   K   D   E   I   K   K   K   *   

 
ภาพประกอบ 9 ล าดบันิวคลโีอไทด์และกรดอะมโินของโปรตนี VP26 โดยเครื่องหมายลูกศรแสดง

ต าแหน่งและทิศทางของล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์    
(Genbank accession no: EF534253.1)  

  
 



22 

 

 

 
 
ภาพประกอบ 10 แสดงการวเิคราะห์ Protein’s Hydrophobicity Profile ของโปรตนี VP26 โดย
 ค านวณตามวิธีของ Kyte-Doolittle พบว่าล าดับกรดอะมิโนทางปลาย N จ านวน          
 36 หน่วย มีแนวโน้มเป็น hydrophobic part โดยแกน X แสดงต าแหน่งของล าดบั   
 กรดอะมโิน และแกน Y แสดงค่า hydrophobicity ของกรดอะมโิน 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 11 แสดงโครงสรา้งของ pQE30 expression vector และต าแหน่งตดัจ าเพาะของ 

เอนไซมต์่างๆ (restriction site) (Qiagen) 
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6. การตรวจการติดเช้ือไวรสั WSSV 
 

นอกจากการสงัเกตลกัษณะอาการของกุ้งที่ตดิเชือ้ไวรสั WSSV (gross pathology) แล้ว
ยงัมวีธิอีื่นๆ ทีส่ามารถใชต้รวจวนิิจฉยัการตดิเชือ้ไวรสั WSSV คอื 
 

6.1 วิธีย้อมสีแบบรวดเรว็ (rapid staining test) 
หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโรคในระดับเนื้อเยื่อ โดยย้อมเนื้อเยื่อสดด้วย        

สฮีมีาทอกซิลนิและอโีอซิน (hematoxylin and eosin, H&E) ในระยะเวลาสัน้ๆ และตรวจดูด้วย 
กลอ้งจุลทรรศน์ ซึ่งกุ้งที่ป่วยเป็นโรคตวัแดงดวงขาวจะพบ inclusion สมี่วงแดงในนิวเคลยีสที่ใหญ่
กว่าปกติในเซลล์เยื่อบุใต้ผิวเหงือกกุ้ง (subcuticular epithelial cells) (ภาพประกอบ 12)  
(ส านกังานมาตรฐานสนิคา้เกษตรและอาหารแห่งชาต.ิ 2550: 10-11) 
 
 

   
 
ภาพประกอบ 12 ลกัษณะทางพยาธวิทิยาของโรคตวัแดงดวงขาวในเหงอืกจากวธิยีอ้มสแีบบรวดเรว็  

เซลลท์ีต่ดิเชือ้ไวรสัระยะแรกมนีิวเคลยีสขยายใหญ่ (hypertrophied nuclei) ตดิสแีดงเรยีก 
Cowdry type A inclusion และระยะหลงันิวเคลยีสตดิสนี ้าเงนิ (basophilic) 

 
ทีม่า: ส านกังานมาตรฐานสนิคา้เกษตรและอาหารแห่งชาต.ิ 2550: 10-11. 
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6.2 วิธีทางจลุพยาธิวิทยา (histopathological method) 
วธินีี้คอืการทดสอบโรคในระดบัเนื้อเยื่อ โดยย้อมเนื้อเยื่อที่ผ่านกระบวนการรกัษาให้

คงสภาพด้วยส ีH&E และตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ลกัษณะทางพยาธวิทิยาของกุ้ง   
ที่ตดิเชือ้ไวรสั WSSV จะพบพยาธสิภาพของเซลล์และเนื้อเยื่อที่เจรญิมาจากชัน้ ectoderm และ 
mesoderm ทีส่ าคญัคอื นิวเคลยีสใหญ่ขึน้และตดิสแีดงในระยะแรกของการตดิเชือ้ และตดิสนี ้าเงนิ
ในระยะหลงั บางครัง้โครมาตนิจะถูกดนัไปตดิเยื่อหุม้นิวเคลยีส (ภาพประกอบ 4) 

 
6.3 การตรวจสอบการติดเช้ือโดยวิธีทางชีวโมเลกลุ 

วธิทีางชวีโมเลกุลทีไ่ดร้บัความนิยมในการตรวจการตดิเชือ้ไวรสั WSSV คอืปฏกิริยิา
ลูกโซ่พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) เป็นการเพิม่จ านวนดเีอน็เอในหลอดทดลอง
โดยอาศยัโอลโิกนิวคลโีอไทดส์ายสัน้ๆ หรอืไพรเมอรเ์ป็นตวัก าหนดขอบเขตหรอืขนาดของดเีอน็เอที่
ตอ้งการเพิม่จ านวน ส่วนการสงัเคราะหด์เีอน็เอเสน้ใหม่เกดิขึน้โดยอาศยัเอนไซม ์DNA polymerase 
และ deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) ซึ่งประกอบด้วย dATP, dTTP, dCTP และ dGTP 
ในการสงัเคราะห์ดเีอน็เอเส้นใหม่ปฏกิริยิาจะถูกควบคุมด้วยเครื่อง thermal cycler ที่สามารถตัง้
โปรแกรมเพื่อควบคุมอุณหภูมแิละเวลาทีต่อ้งการได้ (ปรนิทร ์ชยัวสิุทธางกูร. 2550: 163-165) 

งานวจิยัของ โล และคนอื่นๆ ในปี ค.ศ. 1996 ได้ใช ้nested primer ในการท า PCR 
เพื่อตรวจการตดิเชือ้ WSBV ในกุง้กุลาด า (P. monodon) กุง้คูรูมา (P. japonicus) P. semisulcatus, 
กุ้งหางแดง (P. penicillatus)  และ arthropods ที่พบในบรเิวณฟาร์มเพาะเลี้ยงกุ้ง โดยไพรเมอร์
ทัง้หมดทีใ่ชใ้นการทดลองออกแบบมาจากชิน้ส่วนดเีอน็เอของไวรสั WSBV ขนาด 1,461 คู่เบส ทีไ่ด้
จากการตดัด้วยเอนไซม์ SalI ในการท า PCR นัน้ One-step PCR ใชไ้พรเมอร์ 146F1/146R1 ซึ่ง
เป็นไพรเมอรค์ู่นอกสุดสามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรสั WSSV ในตวัอย่างดเีอน็เอของ
กุ้งกุลาด าที่ติดเชือ้เจอืจาง 10-3 และเมื่อท า Two-step PCR ด้วยไพรเมอร์ 146F2/146R2 ที่มี
ต าแหน่งถดัเขา้มาจากไพรเมอร์คู่แรกพบว่าสามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของไวรสั WSSV ใน
ตวัอย่างดเีอน็เอของกุง้ตดิเชือ้ทีเ่จอืจางถงึ 10-8 นอกจากนี้การใชเ้ทคนิค One-step PCR และ Two-
step PCR ตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชื้อไวรสั WSSV ใน arthropods ที่พบในบรเิวณฟาร์ม
เพาะเลีย้งกุง้ พบวา่ใหผ้ลบวกในตวัอย่าง Copepods, ป ูHelice tridens, กุ้ง Palaemonidae และใน
แมลง Ephydridae ซึ่งเป็นหลกัฐานที่ชีใ้ห้เห็นว่าสตัว์เหล่านี้อาจเป็นพาหะของไวรสั WSSV ได ้          
(Lo; et al. 1996: 215-225) 
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นอกจากเทคนิค PCR แล้วยงัมีการประยุกต์ใช้เทคนิคอื่นๆ เพื่อตรวจหาสาร
พนัธุกรรมของไวรสั WSSV เชน่ เทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึ่งเป็น
วธิีที่พฒันาขึ้นเพื่อลดเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา มีความจ าเพาะสูงเนื่องจากมีการออกแบบ      
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อบรเิวณต่างๆ ของดเีอน็เอเป้าหมายถึง 4 ต าแหน่ง และในการท าปฏกิริยิา
สามารถท าไดท้ีอุ่ณหภูมเิดยีวท าใหส้ามารถใชเ้ครื่อง heating block แทนเครื่อง thermal cycler ที่มี
ราคาแพงได ้ส าหรบัในงานวจิยัของ เจรญิรมัย ์และคนอื่นๆ ไดใ้ชเ้ทคนิค LAMP ในการตรวจการตดิ
เชือ้ WSSV ในกุ้ง P. monodon พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวที่ไม่แตกต่างไปจาก nested PCR 
และสามารถตดิตาม LAMP products ได้โดยใช ้gel electrophoresis หรอือาจใชชุ้ด lateral flow 
dipstick (LFD) ยนืยนั LAMP products ที่เกดิขึน้ในกรณีผลที่ได้จากการท า gel electrophoresis  
ไม่ชดัเจน (Jaroenram; et al. 2009: 65-70) หรอืเทคนิค in situ hybridization ที่สามารถใชศ้กึษา
ในระดบัเนื้อเยื่อได้ ดงัที่มกีารใช้เทคนิคนี้ในงานวจิยัของ แชง และคนอื่นๆ ในปี ค.ศ.1996 ซึ่งท า
การตรวจหาอวยัวะเป้าหมายของเชือ้ไวรสั WSSV โดยตดัเนื้อเยื่อของกุ้งกุลาด าที่ได้รบัเชือ้นี้ใน
ชัว่โมงที่ 0, 16, 22, 40, 52 และ 64 มาตรวจหาเชือ้ WSSV โดยท าการ hybridized เนื้อเยื่อกุ้ง
กุลาด าที่ผ่านกระบวนการเตรียมเนื้อเยื่อแล้วกับ PmNOBIII (P. monodon non-occluded 
baculovirus III) ซึ่งเป็น DNA probe ที่ตดิฉลากด้วย digoxigenin พบว่า เซลล์ที่เริม่ให้ผลบวกใน
ตวัอย่างชัว่โมงที ่16 คอื เซลลข์องกระเพาะอาหาร เหงอืก cuticular epidermis และ ตบั-ตบัอ่อน ใน
ชัว่โมงที ่22 ใหผ้ลบวกในอวยัวะน ้าเหลอืง antennal gland กล้ามเนื้อ เนื้อเยื่อที่ท าหน้าที่สร้างเมด็
เลือด กล้ามเนื้อ และทางเดนิอาหารส่วน midgut และ hindgut ส าหรบัเนื้อเยื่อประสาทและตา
ประกอบ (compound eyes) จะพบการติดเชือ้ WSSV เมื่อได้รบัเชื้อไปแล้ว 40 ชัว่โมง และ
นอกจากนี้ยงัพบวา่เนื้อเยื่อต่างๆ ทีพ่ฒันามาจาก mesoderm และ ectoderm เชน่ เนื้อเยื่อเกี่ยวพนั 
เนื้อเยื่อบุผวิ เนื้อเยื่อประสาท และกล้ามเนื้อ สามารถตดิเชือ้ WSSV ได้ ในชัว่โมงที่  52 และ 64 
เนื้อเยื่อของกระเพาะอาหาร เหงอืก cuticular epidermis อวยัวะน ้าเหลอืง เนื้อเยื่อที่ท าหน้าที่สร้าง
เม็ดเลือด และ antennal gland พบการตดิเชือ้ WSSV อย่างรุนแรงจนกระทัง่เนื้อเยื่อเหล่านี้
กลายเป็น necrotic ส่วนอาการตวัแดงดวงขาวสงัเกตเหน็เมื่อได้รบัเชือ้ WSSV ไปแล้ว 40 ชัว่โมง 
และกุง้เริม่ตายทีเ่วลา 64 ชัว่โมงหลงัจากไดร้บัเชือ้ ขณะที ่probe ไม่ให้ผลบวกกบัเนื้อเยื่อกุ้งปกตทิี่
ไม่ตดิเชือ้ WSSV (Chang; et al. 1996: 131-139) 
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6.4 การตรวจสอบการติดเช้ือด้วยวิธีทางภมิูคุ้มกนัวิทยา 
การตรวจสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยาอาศยัการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและ

แอนตบิอด ี(antigen-antibody) โดยใชแ้อนตบิอดทีี่มคีวามจ าเพาะต่อต าแหน่งต่างๆ บนแอนตเิจน 
วิธีนี้มีพื้นฐานจากการประยุกต์ใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่มี
ความจ าเพาะต่อโปรตนีต่างๆ ของไวรสั  

ในปี ค.ศ. 2001 พูลอส และคนอื่นๆ ได้ประยุกต์ใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการ
ตรวจการตดิเชือ้ไวรสั WSSV ในกุ้งวงศ ์penaeid โดยใชโ้ปรตนีโครงสร้างของไวรสั WSSV ที่มี
ขนาดอยู่ในช่วง 15 ถงึ 35 กโิลดาลตนัเป็นแอนตเิจนในการปลูกภูมคิุ้มกนัหนู หลงัจากหลอมรวม
เซลลม์า้มกบัไมอโิลมาแลว้พบวา่มไีฮบรโิดมาจ านวน 4 โคลนที่มคีวามจ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั WSSV 
ส า ม า ร ถ ใ ช้ ต ร ว จ ก า ร ติ ด เ ชื้ อ ไ ว รั ส  WSSV ด้ ว ย วิ ธี  dot blotting, Western blotting,      
immunohistochemistry และ immunofluorescence ไดซ้ึ่งโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  6B9, 8B7 และ 
9F1 เกดิปฏกิริยิากบัโปรตนีโครงสร้างขนาด 28 กโิลดาลตนั ส่วนโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 3H12 
เกดิปฏกิริยิากบัโปรตนีโครงสรา้งขนาด 28 และ 19 กโิลดาลตนั ทัง้ 4 โคลนไม่เกดิปฏกิริยิาขา้มกบั
ไวรสัชนิดอื่นคือ infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV), 
hepatopancreatic parvovirus (HPV) และ Taura syndrome virus (TSV) แต่อย่างไรกต็าม
แอนตบิอดเีหล่านี้ไม่สามารถแยกความแตกต่างของไวรสั WSSV สายพนัธุต์่างๆ ที่ได้จาก จนี ไทย 
อนิเดยี Texas South Carolina และ Panama ได ้(Poulos; et al. 2001: 13-23) 

ในปี ค.ศ. 2010 ชยัวสิุทธางกูร และคนอื่นๆ ไดใ้ชเ้ทคนิค one-step PCR เพิม่จ านวน
ยนี VP19 ของไวรสั WSSV ทีส่กดัจากขาวา่ยน ้ากุ้ง P. vannamei โดย PCR product ถูกโคลนเขา้
สู่เวคเตอร์ pMAL-C2 และชกัน าให้มกีารแสดงออกในแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ด้วย 
isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside (IPTG) เขม้ขน้ 1 mM ใชร้คีอมบแินนท์โปรตนีที่ได้ ซึ่งอยู่
ในรูป MBP-VP19 เป็นแอนตเิจนในการปลูกภูมคิุม้กนัในหนูขาว จากนัน้ทดสอบความจ าเพาะของ
แอนตซิรีมัทีเ่กบ็จากหนูขาวดว้ยวธิ ีWestern blotting โดยใชต้วัอย่างในการทดสอบคอื lysate ของ
แบคทเีรยี E. coli ทีม่เีวคเตอร ์pMAL-C2 และ VP19-pMAL-C2 น าเซลลม์า้มของหนูทีใ่หผ้ลทดสอบ
แอนตซิรีมัดทีีสุ่ดมาหลอมรวมกบัไมอโิลมา เมื่อท าการคดัเลอืกไฮบรโิดมาด้วยวธิี dot blotting และ 
Western blotting พบว่ามโีมโนโคลนอลแอนตบิอด ี5 ชนิดที่มคีวามจ าเพาะต่อโปรตนี VP19 ของ
ไวรสั WSSV คอื W25-8D, W10-9D, W9-11C, W9-11D และ W7-7H ซึ่งโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ทุกชนิดสามารถใช้ตรวจการตดิเชื้อ WSSV ด้วยวธิทีางภูมิคุ้มกนัวทิยาต่างๆ คอื dot blotting, 
Western blotting และ immunohistochemistry และเมื่อทดสอบความไวในการตรวจการตดิเชื้อ 
WSSV ของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW25-8D ซึ่งเป็นชนิดที่ให้ผลการทดลองในวธิทีางภูมคิุ้มกนั
วทิยาต่างๆ ดทีี่สุด ด้วยวธิ ีdot blotting พบว่าสามารถตรวจพบรคีอมบแินนท์โปรตนี MBP-VP19 
เจอืจางทีสุ่ดที ่70 pg/spot หรอื 70 ng/ml และจากการทดสอบความไวในการตรวจตวัอย่างสารสกดั
ขาว่ายน ้ากุ้งตดิเชือ้ WSSV ด้วยวธิ ีdot blotting พบว่าสามารถตรวจพบการตดิเชือ้ในตวัอย่าง    
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ขาว่ายน ้าที่เจอืจาง 200 เท่า และเมื่อใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอด ีW25-8D ร่วมกบัโมโนโคลนอล-
แอนติบอด ีW29 ที่จ าเพาะต่อโปรตีน VP28 ของไวรสั WSSV สามารถตรวจพบการตดิเชือ้ใน
ตวัอย่างทีเ่จอืจาง 400 เท่าได ้ซึ่งชีใ้หเ้หน็วา่การใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อแอนตเิจนต่างกนัสามารถ
เพิม่ความไวในการตรวจการตดิเชือ้ WSSV ได ้(Chaivisuthangkura; et al. 2010: 15-20)                     

ส าหรบัโปรตนีโครงสร้างขนาด 26 กิโลดาลตนันัน้ ในปี ค.ศ. 2006 ชยัวสิุทธางกูร  
และคนอื่นๆ ไดพ้ฒันาวธิตีรวจการตดิเชือ้ไวรสั WSSV โดยตดิตามโปรตนี VP26 ดว้ยโพลโีคลนอล-
แอนตบิอด ีในการทดลองนี้ได้ท าการโคลนยนีของโปรตนี VP26 เขา้สู่เวคเตอร์ pQE30 และชกัน า
ให้มกีารแสดงออกในแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ M15 (pREP4) ด้วย isopropyl-β-D-thiogalacto-
pyranoside (IPTG) เข้มข้น 1 mM น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่แบคทีเรยีสร้างขึน้ซึ่งมีโปรตีน 
histidine 6 หน่วยเชื่อมตดิอยู่ทางปลาย N (rVP26F109) มาแยกตามขนาดด้วย SDS-PAGE ที่ใช้
เจลเข้มข้น 15% เมื่อย้อมเจลด้วยสี Coomassie brilliant blue แถบโปรตีนขนาดประมาณ          
23 กโิลดาลตนั ถูกตดัออกมาและท าให้บรสิุทธิ ์รคีอมบแินนท์โปรตนีที่ได้ใชเ้ป็นแอนตเิจนในการ
ปลูก ภูมิคุ้มกัน ในหนูขาว เมื่ อท าการทดสอบแอนติซี รัมที่ ได้จากหนูดังกล่ าว ด้วยวิธ ี           
Western blotting พบว่ามีปฏกิิรยิาทางภูมคิุ้มกนัวทิยาที่จ าเพาะต่อทัง้โปรตนี rVP26F109 และ   
สารสกัดจากเหงือกของกุ้งกุลาด าที่ติด เชื้อไวรัส  WSSV ส าหรับการทดสอบด้วยวิธ ี
immunohistochemistry ในเหงือกของกุ้งกุลาด าที่ติดเชื้อไวรัส WSSV พบว่าโพลีโคลนอล-
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนี rVP26F109 มรีูปแบบในการเกดิปฏกิริยิาเหมอืนกบัโมโนโคลนอล-
แอนตบิอด ีW29 ซึ่งมคีวามจ าเพาะต่อโปรตนี VP28 (Chaivisuthangkura; et al. 2006: 201-204) 

นอกจากนี้ยงัมงีานวจิยัอื่นๆ ทีใ่ชเ้ทคนิคทางภูมคิุ้มกนัวทิยาอกีหลายวธิทีี่สามารถใช้
ตรวจการติดเชื้อไวรสั WSSV ได้ เช่น immunofluorescence (Anil; et al. 2002: 67-75); 
(Escobedo-Bonilla; et al. 2005: 163-170); (Escobedo-Bonilla; et al. 2007: 85-94); (Poulos; et 
al. 2001: 13-23) immunoblot assays (Anil; et al. 2002: 67-75); (Chaivisuthangkura; et al. 
2004: 359-363); (You; et al. 2002: 77-80); (MaKesh; et al. 2006: 64-71); 
immunochromatographic test strips (Sithigorngul; et al. 2006: 101-106), enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) (Liu; et al. 2002: 11-18) และ Western blotting 
(Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363); (Yoganandhan; et al. 2004: 517-522)   
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7. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เมื่อมสีิง่แปลกปลอมหรอืแอนตเิจนเขา้สู่ร่างกาย ร่างกายจะมกีารต่อตา้นสิง่แปลกปลอมคอื

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัโดยการท างานของเซลล์ชนิดต่างๆ ที่ไหลเวยีนอยู่ในกระแสโลหิต     
โดยผา่นทางอวยัวะหรอืเนื้อเยื่อทีก่ระจายอยู่ทัว่ไปในร่างกาย ซึ่งเมื่อสิง่แปลกปลอมหรอืแอนตเิจน
เข้าสู่ร่างกาย B lymphocyte (B cells) จ านวนมากจะแบ่งตวัเพิม่ขึ้น และมกีารพฒันาต่อไป
จนกระทัง่ท าหน้าที่ได้อย่างสมบูรณ์ B lymphocyte แต่ละเซลล์จะผลติแอนตบิอดทีี่แตกต่างกนัไป 
แอนตบิอดผีสมเหล่านี้เรยีกวา่โพลโีคลนอลแอนตบิอด ี(polyclonal antibody) เพราะว่าแอนตบิอดทีี่
ผลติขึน้มามคีวามจ าเพาะต่อ epitope ต่างๆ ที่อยู่บนผวิของแอนตเิจนได้ในเวลาเดยีวกนั ในทาง
ตรงกนัขา้มโมโนโคลนอลแอนตบิอดขีองเซลล์เพาะเลี้ยง (cultured cell) ที่ผลติได้ทัง้หมดนี้จะมี
ความจ าเพาะต่ออพิโิทปของแอนตเิจนเพยีงอพิโิทปเดยีวเหมอืนๆกนั (สุทธพินัธ์ สาระสมบตัิ; และ
คนอื่นๆ. 2543)  

นักวทิยาศาสตร์ 2 ท่านแรกที่ค้นพบเทคนิคการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดโีดยการ
หลอมรวมเซลลส์องชนิดเขา้ด้วยกนัได้ส าเรจ็คอื KÖhler และ Milstein ในปี ค.ศ. 1975 จากการน า
เซลล ์myeloma ของหนู mouse กบั B lymphocyte หรอืเซลลพ์ลาสมาจากมา้มของหนูทีถู่กกระตุ้น
ไวแ้ลว้ดว้ยแอนตเิจน เซลล์ลูกผสมที่เกดิขึน้มสีมบตัพิเิศษ ซึ่งได้มาจากเซลล์ต้นก าเนิดทัง้ 2 ชนิด 
คอืมีความสามารถในการเจรญิเตบิโตในหลอดทดลองได้ตลอดไปเหมอืนเซลล์ myeloma และมี
ความสามารถในการผลติแอนตบิอดจี าเพาะต่อแอนตเิจนซึ่งเป็นสมบตัทิี่ได้จาก B lymphocyte ของ
ม้าม ดงันัน้จงึสามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะได้ตลอดไปจากการเพาะเลี้ยงเซลล์
ลูกผสมนี้ จากผลงานนี้ท าให้นักวทิยาศาสตร์ทัง้ 2 ท่าน ได้รบัรางวลัโนเบลสาขาการแพทย์ ในปี 
ค.ศ. 1984 (นวลฉว ีเวชประสทิธิ.์ 2546: 54-64) 

ในการหลอมรวมเซลลเ์ขา้ดว้ยกนั อาศยัสาร polyethylene glycol (PEG) ซึ่งมสีมบตัทิ าให้
เยื่อหุม้เซลลนุ่์มและเหนียวหนืดลงไป ท าให้ผวินอกของเซลล์ 2 เซลล์ที่อยู่ใน mitotic phase เชื่อม
รวมกนัเป็นเซลลเ์ดยีว ท าใหเ้กดิการรวมกนัของโครโมโซมจากเซลลต์น้ก าเนิดทัง้สอง  (hybrid cells 
หรอื heterokaryon) ทีไ่ดม้จี านวนโครโมโซมเป็น tetraploidy ซึ่งเท่ากบัจ านวนรวมของโครโมโซม
ของเซลลต์น้ก าเนิด และมสี่วนประกอบทางพนัธุกรรมของเซลล์ต้นก าเนิดทัง้สองเซลล์ หลงัจากนัน้
เมื่อเซลลล์ูกผสมแบ่งตวัเพิม่จ านวนจะมกีารลดโครโมโซมลงใหเ้หมอืนเซลลเ์ดีย่ว กลุ่มของเซลลท์ีไ่ด้
นี้เรยีกว่า hybridoma cells ถ้าการสูญหายของโครโมโซมมยีนีของ immunoglobulin กท็ าให้เซลล์
ลูกผสมนัน้หยุดการสร้างแอนตบิอด ีถ้าเป็นโครโมโซมที่จ าเป็นส าหรบัการแบ่งตวัและเจรญิเตบิโต
สูญหายไปกท็ าใหก้ลุ่มเซลลล์ูกผสมนัน้หยุดเจรญิเตบิโต เซลล์ลูกผสมเป็นเซลล์กลุ่มเดยีวที่มคีวาม
ทนทานต่อ HAT media (อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย hypoxanthine, aminopterin และ 
thymidine) และสามารถเพิม่จ านวนและหลัง่แอนตบิอดอีอกมาในน ้าเลีย้งเซลล์ (แหล่งเดมิ. หน้า 54-
64.) 
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เซลล์ม้ามประกอบด้วย T และ B cells เป็นส่วนใหญ่ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแอนตเิจนแล้ว           
B lymphocyte ส่วนหนึ่งกลายไปเป็นเซลลท์ีผ่ลติแอนตบิอด ีหรอืเซลล์พลาสมา (plasma cells) ที่มี
ความจ าเพาะต่อแอนตเิจนที่ใช้กระตุ้น เซลล์ม้ามหรือ B lymphocyte (สามารถสร้างเอนไซม ์
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase; HGPRT ที่ใชส้ร้าง DNA จาก salvage 
pathway) แตไ่ม่สามารถเจรญิเตบิโตในหลอดทดลองและตายในเวลาอนัสัน้ ส่วนเซลล์ myeloma ที่
น ามาใชใ้นการหลวมรวมเซลลน์ัน้ เป็นสายพนัธุ์ที่ไม่สามารถสร้างแอนตบิอดแีละเอนไซม์ HGPRT 
สามารถเจรญิเตบิโตในหลอดทดลองไดอ้ย่างไม่จ ากดั และอาจเตบิโตมากจนเบยีดบงัเซลล์ลูกผสมที่
มอียู่น้อยกวา่ในระยะแรกหลงัการหลอมรวมเซลลใ์หม่ๆ ท าใหไ้ม่ไดเ้ซลลล์ูกผสมทีต่อ้งการ ดงันัน้จงึ
ต้องมกีารก าจดัเซลล์ myeloma ที่ไม่ต้องการออกไป โดยเซลล์ myeloma ที่บกพร่องในการสร้าง
เอนไซม์ HGPRT จะไม่สามารถสร้างนิวคลโีอไทด์ผ่าน salvage pathway และไม่สามารถเจรญิใน 
HAT media ได้ เนื่องจากใน HAT media มี aminopterin ซึ่งยบัยัง้การสร้างนิวคลโีอไทด์ผ่าน     
de novo pathway (ภาพประกอบ 13) (แหล่งเดมิ. หน้า 54-64.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 13 แสดงการสงัเคราะห์นิวคลโีอไทด์ผ่าน de novo pathway และ salvage pathway  
 โดย Aminopterin ซึ่งเป็น analog ของ dihydrofolic acid จบัแน่นกบั dihydrofolate 
 reductase ยบัยัง้การสงัเคราะห์ DNA ทาง de novo pathway ไม่ให้สร้าง purine ดงันัน้
 เซลลจ์ะสรา้ง DNA ผา่นทาง salvage pathway 
 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก นวลฉว ีเวชประสทิธิ.์ (2546). เทคนิคการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ: การเพาะ 
เลีย้งเซลลส์ตัวท์างเทคโนโลยชีวีภาพ. กรุงเทพฯ: ส านกัพมิพม์หาวทิยาลยัรามค าแหง. หน้า 54-64. 



บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 

1. อปุกรณ์และสำรเคมี 
1.1 เช้ือไวรสัตวัแดงดวงขำว 

ไดจ้ากขาวา่ยน ้ากุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ไวรสัตวัแดงดวงขาว 
1.2 สตัวท่ี์ใช้ในกำรทดลอง 

2.1 หนูขาว (Swiss mouse) จากศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาต ิมหาวทิยาลยัมหดิล  
วทิยาเขตศาลายา จงัหวดันครปฐม 
2.2 กุง้ขาว (Penaeus vannamei) จากฟารม์ในจงัหวดัปทมุธานี 

1.3 เครื่องมือท่ีใช้ในกำรทดลอง 
เครื่องมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 2 

 
ตาราง 2 เครื่องมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

เครื่องมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 
1. เครื่อง electrophoresis apparatus และอุปกรณ์ Bio-Rad 
2. ชดุ transblot apparatus Bio-Rad 
3. เครื่อง microcentrifuge รุ่น 7M 
4. เครื่องผสมสาร (Vortex mixter) รุ่น G560E 

Spectrafuge 
Scientific Industries 

5. ตูป้ลอดเชือ้ (horizontal laminar flow cabinets) NUAIRE 
6. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(5% CO2 incubator) NUAIRE 
7. เครื่อง spectrophotometer รุ่น 6400 JENWAY 
8. เครื่อง rotary microtome รุ่น RM2135 
9. แท่นอุ่นสไลด ์(Slide warmer) 

LEICA 
Medax 

10. เครื่อง speed vacuum concentrator รุ่น SC210A Eppendorf 
11. เครื่อง sonicator 
12. เครื่องชัง่ รุ่น A200S ของบรษิทั 
13. หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ดว้ยไอน ้า (Autoclave) รุ่น HA-36 
14. กลอ้ง inverted microscope รุ่น IX 70  
15. ตูแ้ชแ่ขง็ -20 องศาเซลเซยีส 
16. ตูแ้ชแ่ขง็ -70 องศาเซลเซยีส 

LABQUIP 
Sartorius 
Hirayama 
Olympus 
Sanyo 
Sanyo 
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1.4 เคมีภณัฑ ์
เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 3 

 
ตาราง 3 เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง  
 

เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 
1. ยาปฏชิวีนะ (ampicillin) 
2. ยาปฏชิวีนะ (kanamycin) 

Sigma 
Sigma 

3. Fetal bovine serum PAA 
4. Polyethylene glycol (PEG) Starrate 
5. Dimethylsulfoxide (DMSO) Sigma 
6. Hypoxanthine Sigma 
7. Aminopterin Gibco 
8. Nitrocellulose membrane Sigma 
9. ชดุ Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) Zymed 
10. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Sigma 
11. Goat anti – mouse horseradish peroxidase conjugate 
     (GAM-HRP) 
12. Goat anti – rabbit horseradish peroxidase conjugate 
     (GAR-HRP) 

BioRad 
 

BioRad 
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2. วิธีกำรด ำเนินกำร 
 ขัน้ตอนกำรด ำเนินกำรสรปุได้ดงัน้ี 

 
การกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี VP26 ของ WSSV 

(rVP26F109) 
 
 

การท ารคีอมบแินนท ์rVP26F109 ใหบ้รสิุทธิ ์
 
 

ปลูกภูมคิุม้กนัหนูขาวดว้ยรคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 บรสิุทธิ ์
 
 

ทดสอบความจ าเพาะของแอนตซิรีมัจากหนูขาว 
 
 

ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
 
 

คดัเลอืกและทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนี 
VP26 ของ WSSV 

 
 

ตรวจสอบคุณสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีโดยการทดสอบหาอพิโิทป ชนดิของแอนตบิอดี 
และทดสอบความไวของแอนตบิอด ี
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2.1 กำรกระตุ้นกำรแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน rVP26F109 ของ WSSV 
จากวธิขีอง Sambrook; Fritsch; & Maniatis (2000: 17.1-17.10) ท าการกระตุ้นการ

แสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 โดยน าแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ M15 (pREP4)           
ที่มรีีคอมบิแนนท์พลาสมดิ pQE30-VP26F109 (Chaivisuthangkura; et al. 2006: 201-204)      
มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ที่มยีาปฏชิวีนะ ampicilin ความเขม้ขน้ 
50 ไมโครกรมัต่อมิลลลิิตรและ kanamycin เขม้ข้น 25 ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร บ่มขา้มคนืใน 
incubator shaker ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเรว็รอบ 225 รอบต่อนาท ีจากนัน้
แบ่งแบคทเีรยีทีเ่ตรยีมไว ้5 มลิลลิติร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชือ้ 100 มลิลลิติรที่ม ี
ampicilin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส และ
เขย่าดว้ยความเรว็ 225 รอบต่อนาท ีเป็นเวลาประมาณ 60-90 นาท ีแลว้น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง
ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ให้มีค่าอยู่ในช่วง 0.5-0.7 ท าการเติม isopropyl-β-D-
thiogalactoside (IPTG) เพื่อกระตุ้นให้มกีารแสดงออกของ rVP26F109 ซึ่งปรบัให้มคีวามเขม้ขน้
สุดท้ายเป็น 1 มลิลิโมลาร์ น าไปบ่มและเขย่าต่ออกี 4 ชัว่โมง เก็บเซลล์แบคทีเรยีโดย ป่ันด้วย
ความเรว็ 3,000 x g เป็นเวลา 20 นาท ีทิ้งส่วนใสและน าเซลล์มาผสมกบั buffer B (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris – Cl, 8 M urea pH 8) ปรมิาตร 8 มลิลลิติร ผสมกนัจนก้อนของเซลล์
กระจายออกและเตมิ phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF) ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดท้ายเป็น 1 mM 
และท าใหเ้ซลลแ์บคทเีรยีแตกด้วยคลื่นเสยีงความถี่สูงที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส จน lysate ของ
แบคทเีรยีใส เกบ็ lysate ทีไ่ดไ้วท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

 
2.2 กำรแยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน rVP26F109 ของ WSSV ให้บริสทุธ์ิ 

น า lysate ที่ได้จากขอ้ที่ 2.1 มาผสมด้วย 2X SDS – treatment buffer ในอตัราส่วน 
1: 1 ต้มที่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วนิาที น าโปรตนีมาแยกตามขนาดด้วย     
12% SDS-PAGE ตามวธิขีอง Laemmli (1970) ผ่านกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ จนแถบสนี ้าเงิน
เคลื่อนทีถ่งึขอบล่างสุดของเจล จากนัน้น าแผ่นเจลมาแช่ในสารละลาย 0.3 M KCl ที่เยน็ เป็นเวลา
ประมาณ 30 นาท ีตดัแถบของรคีอมบแินนท์โปรตนีที่มขีนาด 23 kDa ออกมา แช่ใน 0.1% SDS 
แล้วน าแถบเจลใส่ในถุง dialysis ก่อนน าไปผ่านกระแสไฟฟ้าใน Towbin buffer ที่ 50 volt  อย่าง
น้อย 8 ชัว่โมง ถ่ายสารละลายทีไ่ดใ้ส่ถุง dialysis อนัใหม่ แชใ่นน ้ากลัน่เป็นเวลา 2-3 วนั และเปลีย่น
น ้ากลัน่ทุกๆ 12 ชัว่โมง ท าให้โปรตนีเขม้ขน้ด้วยเครื่อง vacuum concentrator ให้ได้ปรมิาตรสุทธิ
เท่ากับปริมาตรเริ่มต้น เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ค านวณหาความเข้มข้นโดยวิธ ี
Bradford (Bradford. 1976: 248-254) น ารคีอมบแินนท์โปรตนี rVP26F109 ที่บรสิุทธิแ์ล้วไปปลูก
ภูมิคุ้มกันหนูขาว เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี และใช้ส าหรับการตรวจสอบสมบัติ               
โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
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2.3 กำรผลิตและกำรคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ ำเพำะต่อโปรตีน VP26 
 ของ WSSV 

2.3.1 กำรปลูกภมิูคุ้มกนัหนูขำว 
 การปลูกภูมิคุ้มกันหนูขาวในครัง้แรก น าส่วนของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

VP26F109 ผสมกบั complete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1: 1 ที่มปีรมิาณโปรตนี 50 
ไมโครกรมั/100 ไมโครลิตร ฉีดเขา้ช่องท้องหนูเพื่อกระตุ้นภูมคิุ้มกนั หลงัจากนัน้ในการกระตุ้น
ภูมคิุม้กนัอกี 3 ครัง้ดว้ยโปรตนีทีม่ปีรมิาณ 10 ไมโครกรมั/100 ไมโครลติร โดยผสมกบั incomplete 
Freund’s adjuvant เวน้ระยะเวลาระหว่างการฉีดแต่ละครัง้ 2 สปัดาห์ และเกบ็ซีรมัจากหนูขาว
หลงัจากฉีดครัง้ที่ 4 ไปแล้ว 1 สปัดาห์ น ามาทดสอบความจ าเพาะของแอนตซิีรมัที่ได้ต่อรีคอม-
บแินนท์โปรตนี rVP26F109 ด้วยวธิ ีWestern blotting และเลอืกหนูตวัที่มีการตอบสนองดทีี่สุด        
มาใชส้ าหรบัการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาต่อไป 
 
 2.3.2 กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP26 ของ WSSV 
 วธิกีารผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาในการศกึษาครัง้นี้ ได้พฒันามาจากวธิกีารดัง้เดมิ 
(Kohler ; & Milstein. 1976: 511-519) ซึ่งดดัแปลงในปี ค.ศ. 1979 (Mosmann; Bauman; 
Williamson. 1979: 511-516) โดยน าหนูที่ได้รบัการปลูกภูมคิุมกนัด้วยรคีอมบแินนท์ rVP26F109 
ทีใ่หผ้ลของปฏกิริยิาระหวา่งแอนตซิรีมักบัแอนตเิจนดทีี่สุดมากระตุ้นภูมคิุ้มกนัซ ้าด้วย rVP26F109 
ที่ผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant อกีครัง้ก่อนการผลติเซลล์ไฮบรโิดมา 3 วนั จากนัน้ท า
การผ่าตดัแยกม้าม และน าเซลล์ม้ามมาหลอมรวมกบั P3X myeloma cell โดยใชพ้อลเิอทลินีไกล
คอล (Polyethylene glycol) เขม้ขน้ 50% เป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้เตมิอาหารเลีย้งเซลล ์RPMI และ
บ่มเซลล์เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ป ัน่แยกเซลล์ผสมและกระจายเซลล์ลง
เลี้ยงใน 96 wells microculture plate ที่มอีาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI เสรมิด้วย hypoxanthine, 
aminopterin และ thymidine (HAT medium) กบั 20% fetal bovine serum (FBS) และ           
เมด็เลอืดแดง 0.5% จ านวน 20 plate เลี้ยงเซลล์ในตู้ CO2 incubator (ภาพประกอบ 14) ประมาณ 
10 วนั ตรวจดูการเจรญิของเซลลใ์นหลุมต่างๆ ดว้ยกลอ้ง inverted microscope คดัเลอืกไฮบรโิดมา
ที่สร้างโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อ VP26 โดยวธิ ีdot blotting, Western blotting และ 
immunohistochemistry  น าไฮบรโิดมาทีไ่ดผ้า่นการคดัเลอืกแล้วมาท าการโคลนซ ้า (reclone) โดย
วธิ ีlimited dilution เพื่อให้แน่ใจว่าไฮบรโิดมานัน้มตี้นก าเนิดมาจากไฮบรโิดมาเพียงเซลล์เดยีว 
จากนัน้ทดสอบดว้ยวธิ ีdot blotting และขยายเพิม่จ านวนเซลลเ์พื่อผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีห้
ไดต้ามทีต่อ้งการ การเกบ็รกัษาเซลลท์ าโดยการแชแ่ขง็ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมปิระมาณ -196 
องศาเซลเซียส ส่วนน ้ าเลี้ยงเซลล์ที่ได้เก็บไว้ใช้ และตรวจสอบ class และ subclass ของ            
โมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ได้โดยวธิ ีsandwich ELISA โดยใช ้Zymed’s Mouse MonoAb kit 
(HRP) 
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ภาพประกอบ 14 หลกัการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

(ดดัแปลงจาก http://www.eplantscience.com/botanical_biotechnology_biology_ 
chemistry/genetics/images/figure/f43.1.jpg ) 
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2.3.3 กำรคดัเลือกไฮบริโดมำ 
2.3.3.1 กำรคดัเลือกขัน้ท่ี 1 ด้วยวิธี dot blotting 

ในการคดัเลอืกไฮบรโิดมาดว้ยวธิ ีdot blotting นัน้ ท าการทดสอบบนกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลส โดยหยดจุดแรกด้วย lysate ของ histidine ที่ได้จากการกระตุ้นให้มกีารแสดงออก
ของ pQE30 expression vector ใน E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ผสมกบัสารสกดัขาวา่ยน ้าของ
กุ้ง P. vannamei ปกต ิส่วนจุดที่สองหยดด้วย lysate rVP26F109 protein ผสมกบัสารสกดัขาว่าย
น ้าของกุ้ง P. vannamei ที่ตดิเชือ้ WSSV โดยทัง้สองจุดใชส้ารละลายในการหยดประมาณ 1 
ไมโครลติรต่อจุด อบที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส 10 นาท ีแช่ในสารละลาย 5% blotto (นมพร่อง
มนัเนย 5% ละลายใน PBS) เป็นเวลา 30 นาที ตดัแบ่งกระดาษไนโตรเซลลูโลสและใส่ลงใน 
microculture plate จากนั ้นน าน ้ า เลี้ ย ง เซลล์ไฮบริโดมาที่ต้อ งการทดสอบมาหยดลงใน    
microculture plate โดยเจอืจางน ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาดว้ย 1% blotto ใหม้คี่าความเจอืจางสุดทา้ย
เป็น 1:8 และบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 5 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย PBS 4 ครัง้ จากนัน้บ่มซ ้าด้วย 
horseradish peroxidase labeled goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody 
(GAM-HRP) เจอืจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto บ่มที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ล้าง
ด้วย PBS 4 ครัง้ เติมสารละลายซับเตรตที่ประกอบด้วย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 
0.006% hydrogen peroxide (H2O2) และ 0.05% cobalt chloride (CoCl2) ในสารละลาย PBS 
เซลลไ์ฮบรโิดมาทีส่รา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อ rVP26F109 และหรอื VP26 ของเชือ้ WSSV จะ
ปรากฏจุดสดี าขึน้ในต าแหน่งจุดที ่2 ซึ่งเซลลไ์ฮบรโิดมาทีใ่หผ้ลดงักล่าวและไม่เกดิจุดสดี าในจุดที่ 1 
ซึ่งหยดด้วย histidine ผสมกบัสารสกดัขาว่ายน ้าของกุ้ง P. vannamei ปกต ิจะถูกคดัเลอืกในการ
คดัเลอืกขัน้ที ่2 ดว้ยวธิ ีWestern blot, dot blotting และ immunohistochemistry ต่อไป 
 

2.3.3.2 กำรคดัเลือกขัน้ท่ี 2 ด้วยวิธี Western blotting 
น าสารสกดัขาว่ายน ้าของกุ้ง P. vannamei ที่ตดิเชือ้ WSSV มาแยกโปรตนี  

ใน 12% SDS – PAGE ผ่านกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ จนกระทัง่แถบสนี ้าเงนิวิง่มาถงึขอบล่างของ
แผ่นเจล ท าการถ่ายโปรตีนในแผ่นเจลลงสู่กระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช ้ transblot apparatus 
ผา่นกระแสไฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น ากระดาษไนโตร-เซลลูโลสแช่ในสารละลาย 
5% blotto เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วตดักระดาษไนโตรเซลลูโลสเป็นเส้น  แยกบ่มในน ้าเลี้ยงเซลล์   
ไฮบรโิดมาที่เจอืจาง 1: 40 ใน 1% blotto ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 5 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย PBS      
4 ครัง้ บ่มซ ้าดว้ย GAM-HRP เจอืจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto ที่อุณหภูมหิ้อง 4 ชัว่โมง 
ล้างด้วย PBS และเตมิสารละลายซบัสเตรตเช่นเดียวกบัวธิ ีdot blotting ตามวธิีในข้อ 2.3.3.1 
ตรวจสอบผลทีไ่ดโ้ดยเทยีบกบัแถบโปรตนีทีบ่่มดว้ยโพลโีคลนอลแอนตบิอด ี
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2.3.3.3 กำรคดัเลือกขัน้ท่ี 2 ด้วยวิธี dot blotting 
การคดัเลอืกในขัน้ตอนนี้ท าการทดสอบดว้ยจุด 4 จุดทีห่ยดตวัอย่างต่างกนัคอื  

1) lysate histidine 2) สารสกดัจากขากุ้ง P. vannamei ปกต ิ3) lysate rVP26F109 protein        
4) สารสกดัจากขากุ้ง P. vannamei ที่ตดิเชือ้ WSSV แต่ละจุดใชส้ารละลายในการหยดประมาณ 1 
ไมโครลติรต่อจุด อบที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส 10 นาท ีแช่ในสารละลาย 5% blotto (นมพร่อง
มนัเนย 5% ละลายใน PBS) เป็นเวลา 30 นาท ีน าไปบ่มกบัน ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาเชน่เดยีวกนักบั
ขอ้ 2.3.3.2 คดัเลอืกไฮบรโิดมาทีใ่หผ้ลบวกต่อ rVP26F109 และสารสกดัจากกุง้ทีต่ดิเชือ้ WSSV แต่
ไม่เกดิปฏกิริยิาขา้มกบั histidine และสารสกดัจากกุง้ปกต ิ
 

2.3.3.4 กำรคดัเลือกขัน้ท่ี 2 ด้วยวิธี Immunohistochemistry 
การเตรยีมตวัอย่างกุง้ขาวตดิเชือ้ WSSV ท าโดยน ากุง้ขาวปกตมิาเลี้ยงในบ่อ     

ซเีมนตบ์รรจุน ้าทะเลทีม่คี่าความเคม็ประมาณ 5 ส่วนในพนัส่วน (ppt) ท าการเตรยีมเชือ้ WSSV ที่
ใชใ้นการฉีดกุง้ขาวปกต ิโดยเตรยีมจากขากุง้ขาวตดิเชือ้ WSSV น ามาบดด้วย 2X PBS กรองผ่าน 
Syringe filter ทีม่ขีนาด pore size 0.45 ไมโครเมตร แลว้เจอืจางเป็น 1: 100 ด้วย 2X PBS ท าการ
ฉีดกุ้งด้วยสารสกดัเชือ้ WSSV ปริมาตร 50 ไมโครลติรต่อตวั เกบ็กุ้งขาวที่มอีาการอ่อนแอหรือ    
ใกล้ตาย ตดัส่วนหวัแช่ในสารละลาย Davidson’s fixative นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาล้างด้วย
น ้าประปา เป็นเวลา 3 ชัว่โมง น ามาผา่นกระบวนการดงึน ้าออกจากเนื้อเยื่อดว้ยแอลกอฮอล์ 70, 80, 
90 และ 95 เปอร์เซ็นต์ บวิทานอลผสมไซลนีในอตัราส่วน 1: 1 และไซลนีตามล าดบั ฝงัเนื้อเยื่อใน
พาราฟิน ตดัเนื้อเยื่อด้วยเครื่องไมโครโตมให้มคีวามหนา 8 ไมโครเมตร ตดิ section เนื้อเยื่อบน
สไลด์ที่เคลือบด้วยสารละลายเจลาติน อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
(ภาพประกอบ 15)   น าสไลดม์าลา้งพาราฟินออกดว้ยไซลนีและผา่นกระบวนการเตมิน ้าเขา้สู่เซลล์
ดว้ยแอลกอฮอล ์95, 90, 80 และ 70 เปอรเ์ซน็ตต์ามล าดบั ตรงึเนื้อเยื่อด้วยฟอร์มาลนิ 10% ล้างน ้า
ไหลจนกระทัง่หมดกลิน่ฟอร์มาลนิและล้างด้วย PBS 3 ครัง้ หยดคลุมเนื้อเยื่อด้วยสารละลาย P1

+ 
(calf bovine serum 10% ใน PBS) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสในกล่องเกบ็ความชืน้เป็นเวลา 
30 นาท ีจากนัน้น าน ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาทีใ่หผ้ลบวกจากการคดัเลอืกในขอ้ 2.3.3.2 และ 2.3.3.3 
เจอืจาง 1:5 ในสารละลาย P1

+ หยดคลุมเนื้อเยื่อ บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
ชัว่โมง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีบ่มซ ้าด้วย GAM-HRP ที่เจอืจาง 1:1,000 ใน
สารละลาย P1

+ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี
น าไปท าปฏกิริยิากบัสารละลายซบัสเตรต (DAB 0.03% และ H2O2 0.006% ใน PBS) เป็นเวลา 5 
นาท ีน าสไลดไ์ปผ่านกระบวนการดงึน ้าออกด้วยแอลกอฮอล์ 70, 80, 90 และ 95 เปอร์เซ็นต์ ย้อม
ดว้ยสอีโีอซนิ ท าเป็นสไลดถ์าวรโดยการหยดทบัเนื้อเยื่อดว้ย Permount และปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์
เมื่อดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ บรเิวณที่มกีารตดิเชือ้จะเป็นสนี ้าตาล ส่วนเนื้อเยื่อที่เป็นกลุ่มควบคุม
ยอ้มดว้ยสฮีมีาทอ็กซลินิและอโีอซนิ (H&E) (ภาพประกอบ 16) 
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กุง้ขาวตดิเชือ้ WSSV 
 

สารละลาย Davidson’s fixative 
            24 ชัว่โมง             

ลา้งน ้าประปา 
            3 ชัว่โมง 

70% เอทานอล 
            3 ชัว่โมง 

90% เอทานอล 
            3 ชัว่โมง 

95% เอทานอล 
            2 ครัง้ ขา้มคนื 

บวิทานอล 
            1 ชัว่โมง 

บวิทานอล: ไซลนี (1: 1) 
            1 ชัว่โมง 

ไซลนี 
            2 ครัง้ๆ ละ 1 ชัว่โมง 

ไซลนี: พาราพลาสต ์(1: 1) 
            60 องศาเซลเซยีส 30 นาท ี

พาราพลาสต ์
            60 องศาเซลเซยีส 3 ครัง้ๆ ละ 30 นาท ี

ฝงัเนื้อเยือ่ในพาราพลาสต ์
 

ตดัเนื้อเยือ่ดว้ยเครื่องไมโครโตม 
 

ตดิเนื้อเยือ่ลงบนสไลด ์
  
  

ภาพประกอบ 15 แผนผงัการเตรยีมเนื้อเยื่อกุง้ส าหรบัวเิคราะห ์immunohistochemistry (IHC) 
(ดดัแปลงจาก Sithigorngul; et al. 2000: 27-34) 
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    สไลดเ์น้ือเยื่อ 
 
 
 

 

ขัน้ตอนละ 5 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 

P1
+ 

             30 นาท ี
น ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมา 

             37 องศาเซลเซยีส 5 ชัว่โมง 
ลา้ง PBS 

             4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี
GAM-HRP 

             37 องศาเซลเซยีส 3 ชัว่โมง 
ลา้ง PBS 

             4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี
0.03%DAB, 0.006%H2O2 ใน PBS 

 
ลา้งน ้า 

 
Hematoxylin 

 
 
 
 

ขัน้ตอนละ 5 นาท ี
 
 
 

 
ภาพประกอบ 16 แผนผงักระบวนการยอ้มโดยวธิ ีimmunohistochemistry 

 (ดดัแปลงจาก Sithigorngul; et al. 2000: 27-34) 

ไซลนี ไซลนี ไซลนี ไซลนี:        
บวิทานอล 

 

บวิทานอล 

 

  95%   
แอลกอฮอล ์

 

  90%   
แอลกอฮอล ์

 

  70%   
แอลกอฮอล ์

 

น ้ากลัน่ 

 

  10%   
ฟอรม์าลนิ 

 

น ้ากลัน่      
3 ครัง้ 

 

PBS 

70%   
แอลกอฮอล ์

 

  80%   
แอลกอฮอล ์

 

  90%   
แอลกอฮอล ์

 

  95%   
แอลกอฮอล ์

 

 Eosin 

 

  95%   
แอลกอฮอล ์

 

บวิทานอล 

 

ไซลนี:        
บวิทานอล 

 

ไซลนี ไซลนี ไซลนี permount 
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โคลนของไฮบรโิดมาทีม่กีารสรา้งแอนตบิอดตี่อโปรตนี VP26 ของเชือ้ WSSV ที่ผ่านการ
คดัเลอืกทัง้  2 ข ัน้ตอน น ามาโคลนซ ้าดว้ยวธิ ีlimited dilution (Eshhar. 1985: 1-42) จากนัน้ท าการ
ขยายเพิม่จ านวนเซลล ์และเกบ็รกัษาเซลลใ์นไนโตรเจนเหลว 
 

2.4 กำรพิสจูน์สมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
น าเซลลไ์ฮบรโิดมาทีผ่า่นการคดัเลอืกเรยีบร้อยแล้ว มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน VP26 ของเชื้อ WSSV จ านวนมาก       
และท าการพสิูจน์สมบตัโิดยการตรวจสอบอพิโิทปของโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีคลนต่างๆ ด้วยวธิ ี
indirect ELISA ตรวจสอบชนิดของ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลน
ดว้ยวธิ ีsandwich ELISA ทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ WSSV ดว้ยวธิ ีdot blotting และทดสอบ
การเกดิปฏกิริยิาขา้มกบัเชือ้ไวรสัชนิดอื่นๆ ดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry 

 
2.4.1  กำรตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ด้วยวิธี indirect ELISA 
ท าการตรึง รีคอมบิแนนท์โปรตีน  VP26F109 ของ  WSSV ลงที่ก้นหลุม           

ELISA microtiter plate ความเข้มข้น 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ละลายใน PBS ปรมิาตร          
50 ไมโครลติรต่อหลุม ทิ้งขา้มคนืที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลดัสารละลายทิ้งและล้างทุกหลุม
ด้วยสารละลาย 0.5 % blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี แล้วเตมิ
สารละลาย 5% blotto ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อหลุม ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 30 นาท ีเตมิ              
โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละชนิดทีต่อ้งการทดสอบ (เจอืจาง 1: 20 ในสารละลาย 5% blotto) หรอื
ผสมโมโนโคลนอลแอนติบอดแีต่ละชนิดปรมิาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในหลุม ELISA 
microtiter plate (ภาพประกอบ 17) จากนัน้ทิง้ขา้มคนืที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลดัสารละลาย
ทิ้งและล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ      
10 นาท ีเตมิ GAM-HRP เจอืจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 5% blotto ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อ
หลุมบ่มที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 7 ชัว่โมง ล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตร      
200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีและครัง้สุดท้ายด้วย PBS เตมิสารละลาย substrate 
ประกอบด้วย o-phenelenediamine (OPD) 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร, 0.006% H2O2 ใน 0.1 M    
citrate buffer pH 4.5 ปรมิาตร 100 ไมโครลติรต่อหลุม ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ีแล้วหยุดปฏกิริยิา
ด้วยการเตมิ 1 N H2SO4 ลงในทุกหลุม ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ีอ่านค่า   
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader (อภิรัก                
ตนัศริสิทิธกิุล. 2548: 24)  
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MAbs WSSV 1 2 3 4 5 

1 1+1 1+2 1+3 1+4 1+5 

2  2+2 2+3 2+4 2+5 

3   3+3 3+4 3+5 

4    4+4 4+5 

5     5+5 

 
ภาพประกอบ 17 การตรวจสอบอพิิโทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวธิี   
 indirect ELISA โดยผสมโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลนที่จ าเพาะต่อรีคอมบแินนท ์
 VP26F109 ของ WSSV (ตวัเลขแสดงถงึโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีคลนต่างๆ) 

 
2.4.2  กำรจ ำแนก class และ subclass ของโนโนโคลนอลแอนติบอดี 

การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจาก        
แต่ละโคลนของไฮบรโิดมาท าโดยวธิ ีsandwich ELISA โดยใช ้ชดุ Zymed’s MonoAb ID kit (HRP) 
โดยท าการตรงึ goat anti-Mouse Ig heavy and light chain specific antibody (GAM-H+L)        
ลงที่ก้นหลุม ELISA microtiter plate ความเข้มขน้ 10 ไมโครกรมั/มิลลลิิตร ละลายใน PBS 
ปริมาตร 50  ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ชัว่โมง             
สลดัสารละลายทิง้และล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotting ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน   
3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีเตมิโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่ต้องการทดสอบ เจอืจาง 1: 20 ในสารละลาย 
5% blotto ปรมิาตร 50 ไมโครลติร/หลุม ลงในแต่ละคอลมัน์ตัง้แต่คอลมัน์ (1-12) บ่มที่อุณหภูมหิ้อง
เป็นเวลา 5 ชัว่โมงเมื่อครบเวลาล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร 
จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีเตมิ rabbit anti-isotype antibodies แต่ละชนิดเจอืจาง 1: 50 ปรมิาตร 
50 ไมโครลติร/หลุม ลงในแต่ละแถวตัง้แต่แถว (A-H) จากนัน้ล้างด้วยสารละลาย 0.5% blotto 
ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีแล้วเตมิ goat anti-rabbit IgG heavy and 
light chain hoseredish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เจอืจาง 1: 1,500 ปริมาตร           
50 ไมโครลติร/หลุม บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตร 
200 ไมโครลติร/หลุม จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีและเตมิสารละลายสบัสเตรทเช่นเดยีวกบักรณี
ของการตรวจสอบอพิโิทปในขอ้ 2.4.1 (ภาพประกอบ 18) (Winotaphan; et al. 2005: 189-198)  
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GAM-IgG 1:50, 50 µl ต่อหลุม 

             4 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื 
ลา้ง 

                    0.5% Blotto 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี
MAb 1:50, 50 µl ต่อหลุม 

              
 
 
 
 
 
 
 

 
       4 ชัว่โมง 

ลา้ง 
             0.5% Blotto 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี

RAM-IgG 1:50, 50 µl ต่อหลุม  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
             1 ชัว่โมง 

ลา้งดว้ย 0.5% Blotto 
                    4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี

GAR-HRP 1:1,500, 50 µl ต่อหลุม 
             4 ชัว่โมง 

ลา้งดว้ย 0.5% Blotto 
             4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี

OPD 1 mg/ml, 0.006% H2O2 ใน citrate buffer pH 4.5 100 µl ต่อหลุม 
             5 นาท ี

1 N H2SO4 100 µl ต่อหลุม 
             5 นาท ี

OD 490 nm 
ภาพประกอบ 18 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

(ดดัแปลงจาก Winotaphan; et al. 2005: 189-198)  
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2.4.3 กำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำมกบัเช้ือ monodon baculovirus (MBV), Taura    
syndrome virus (TSV), yellow head virus (YHV), Penaeus stylirostris densovirus 
(PstDNV) และ Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) ในเน้ือเย่ือของกุ้งท่ีติดเช้ือตำม
ธรรมชำติด้วยวิธี immunohistochemistry  

ท าการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน 
VP26 ของเชือ้ WSSV ทีผ่ลติไดก้บัเชือ้ไวรสัชนิดอื่นๆ โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อ
ไวรสัชนิดนัน้ๆ เป็น positive control คอื MBV5 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ MBV (Boonsanongchokying; et 
al. 2006: 371-376) TSV2-88 ที่จ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั TSV (Chaivisuthangkura; et al. 2010. 433-
439), Y19 ที่จ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั YHV (Sithigorngul; et al. 2002: 71-76),    IH1-5 ที่จ าเพาะต่อ
เชือ้ไวรสั Pst DNV (Sithigorngul; et al. 2009: 126-132), IMN7 ที่จ าเพาะต่อเชื้อ IMNV 
(Kunanopparat; et al. 2011:141-148) ซึ่งเมื่อผ่านกระบวนการบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ชนิดต่างๆและเตรียมเป็นสไลด์ถาวรแล้ว ท าการส่องดูเนื้อเยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อ
เปรยีบเทยีบบรเิวณที่เป็น positive control กบัผลที่ได้จากการบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อ
เชือ้ไวรสั WSSV ทีผ่ลติได ้  

 
2.4.4 กำรทดสอบควำมไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกำรตรวจหำรีคอม-

บิแนนทโ์ปรตีน rVP26F109 และสำรสกดัจำกขำว่ำยน ้ำกุ้งขำวติดเช้ือ WSSV ตำมธรรมชำติ
ด้วยวิธี dot blotting 

น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP26F109 และสารสกัดจากขาว่ายน ้ าของกุ้ง              
P. vannamei ทีต่ดิเชือ้ WSSV มาท าการเจอืจางแบบ 2 fold serial dilution ดว้ย PBS แล้วหยดบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส จากนัน้บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละชนิดโดยเจอืจาง 1: 100 ใน 
1% blotto ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วย PBS และบ่มซ ้าด้วย
GAM-HRP และน าไปท าปฏกิริยิากบัสารละลายสบัสเตรท ตรวจดูระดบัความเขม้ขน้ที่ต ่าที่สุดของ  
รคีอมบแินนทโ์ปรตนี VP26F109 และสารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุ้ง P. vannamei ที่ตดิเชือ้ WSSV 
ทีส่ามารถท าปฏกิริยิากบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดซีึ่งสามารถสงัเกตเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า 
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บทท่ี 4  
 ผลการทดลอง  

 
การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน rVP26F109 ของ WSSV  

จากการน าแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE30-
VP26F109 มากระตุ้นให้มกีารสร้างรคีอมบแินนท์โปรตนีของเชือ้ WSSV ด้วย IPTG ซึ่งท าหน้าที่
เป็น inducer ของ  lac  promoter หลงัจากท าการป ัน่เหวีย่งเพื่อเกบ็เซลล์และท าให้ผนังเซลล์แตก
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง จากนัน้ท าการวิเคราะห์การสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดยแยกด้วย     
12% SDS-PAGE พบว่า แบคทเีรยีที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิดงักล่าวสามารถผลติรคีอมบแินนท์
โปรตนีของไวรสั WSSV ซึ่งมนี ้าหนักโมเลกุลของของโปรตนี 6XHis-VP26F109 เท่ากบั 23 กโิล-
ดาลตนั (ภาพประกอบ 19 แถว 2) ส่วนแบคทเีรยีที่มีเพยีงพลาสมดิ pQE30 ไม่พบแถบโปรตีน
ดงักล่าว (ภาพประกอบ 19 แถว 1) 

 
การแยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน rVP26F109 ของ WSSV ให้บริสทุธ์ิ 

จากการท ารคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ของ WSSV ให้บรสิุทธิ ์โดยน า lysate ของ
แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ M15 (pREP4) ที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิ pQE30-VP26F109 มาแยก
ดว้ย 12% SDS-PAGE แลว้แชแ่ผน่เจลใน 0.3 M KCl เมื่อปรากฏแถบโปรตนีสขีาวขุ่นบนแผ่นเจล 
ท าการตดัแถบโปรตนีทีม่ขีนาดประมาณ 23 กโิลดาลตนั และน ามาแช่ใน 1% SDS ขา้มคนื จากนัน้
น าสารละลายที่ได้และแถบเจลใส่ลงในถุง dialysis ชะโปรตีนออกจากเจล (elute) โดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าใน Towbin buffer ด้วยชุด Transblot apparatus (BioRad) และน ามา dialysis ใน   
น ้ ากลัน่ ท าให้โปรตีนเข้มข้นด้วยเครื่อง vacuum concentrator และน ามาทดสอบด้วย             
12% SDS-PAGE พบว่าโปรตนีที่แยกได้มคีวามบรสิุทธิส์ูง มขีนาดประมาณ 23 กิโลดาลตนั      
และไม่พบการเจอืปนของแถบโปรตนีอื่น (ภาพประกอบ 19 แถว 3) 
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ภาพประกอบ 19 การตรวจสอบการแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 โดยน ามาแยก
ดว้ย 12% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยส ีCoomassie brilliant blue R-250 

แถวที ่M โปรตนีมาตรฐาน  
แถวที ่ 1 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ pQE30 
แถวที ่ 2 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ M15 (pREP4) ที่มรีคีอมบแินนท ์

พลาสมดิ pQE30-VP26F109 
แถวที ่ 3 รคีอมบแินนทโ์ปรตนี 6XHis-VP26F109 (rVP26F109) ทีท่ าใหบ้รสิุทธิ ์

โดย * คอื รคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ขนาดประมาณ 23 กโิลดาลตนั 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน VP26 ของ WSSV 
จากการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน rVP26F109 บริสุทธิม์าใช้เป็นแอนติเจนเพื่อปลูก

ภูมคิุม้กนัในหนูขาว โดยใชโ้ปรตนี 10 ไมโครกรมัต่อหนู 1 ตวั เมื่อทดสอบความจ าเพาะของแอนติ
ซีรมัจากหนูขาวด้วยวธิ ีWestern blotting พบว่าหนูทัง้ 3 ตวัสามารถตอบสนองต่อแอนตเิจน        
ในระดบัทีใ่กลเ้คยีงกนั โดยท าปฏกิริยิากบัแถบโปรตนีของรคีอมบแินนท์โปรตนี rVP26F109 ขนาด
ประมาณ 23 กโิลดาลตนั และสารสกดัจากขาว่ายน ้ากุ้งขาวที่ตดิเชือ้ WSSV ขนาด 26 กโิลดาลตนั 
นอกจากนี้ยงัท าปฏกิริยิากบัแถบโปรตนีทีม่ขีนาดเลก็กวา่รคีอมบแินนทโ์ปรตนี คาดว่าอาจเป็นแถบ
โปรตนีที่เกิดจากการสลายตวัของรคีอมบิแนนท์โปรตนีในระหว่างการเตรียม (ภาพประกอบ 20)    
ซึ่งในการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาได้ใชเ้ซลล์ม้ามของหนูที่มกีารตอบสนองต่อทัง้รคีอมบแินนท์โปรตนี 
rVP26F109 และโปรตนี VP26 ดทีี่สุด โดยท าการปลูกภูมคิุ้มกนัหนูครัง้สุดท้ายก่อนวนัผลติเซลล์
ไฮบรโิดมาเป็นเวลา 3 วนั ด้วยรคีอมบแินนท์โปรตนี rVP26F109 ผสมกบั incomplete Freund’s 
adjuvant เมื่อท าการคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดี พบว่ามเีซลล์ไฮบรโิดมาจ านวน 8 โคลน     
ที่สามารถสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ า เพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนและ               
สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวที่ตดิเชือ้ WSSV ในวธิ ีdot blotting และในวธิ ีWestern blotting 
พบการเกิดปฏิกิริยาที่จ าเพาะกับแถบโปรตีนขนาด 26 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 21)       
หลงัจากท าการแยกโคลนและโคลนซ ้า เมื่อท าการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอล-
แอนตบิอดทีี่ผลติได้ด้วยวธิ ีSDS-PAGE และ Western blotting พบว่ามคีวามจ าเพาะต่อรคีอม-
บแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ขนาด 23 กโิลดาลตนั และโปรตนีโครงสร้างขนาด 26 กโิลดาลตนัของ
เชือ้ WSSV ส่วนแถบโปรตีนที่มขีนาดเล็กกว่าในแถวของรคีอมบแินนท์โปรตีนอาจเกิดจากการ
สลายตวัของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี (ภาพประกอบ 22) 

การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดชีนิดต่างๆ ต่อเชือ้ WSSV ด้วย     
วธิ ีimmunohistochemistry โดยใชเ้นื้อเยื่อบรเิวณส่วนของ cephalothorax จากกุ้งขาวที่ตดิเชื้อ 
WSSV พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 8 ชนิด สามารถตรวจการติดเชือ้ WSSV ในตวัอย่าง    
กุ้งขาวด้วยวธิี immunohistochemistry ได้ ซึ่งพบการติดเชื้อในอวยัวะส่วนต่างๆ เช่น อวยัวะ
น ้าเหลอืง หวัใจ เหงอืก และ subcutaneous epithelium (ภาพประกอบ 23) 
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ภาพประกอบ 20 การตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมที่ได้จากหนูขาวด้วยวิธ ี              

SDS-PAGE (A) และ Western blotting (B) โดยท าการดูดซับแอนตบิอดีที่เจือปน 
(preabsorption) ดว้ย lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ 
pQE30 ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี 6X Histidine  พบวา่หนูขาว 3 ตวั มกีารตอบสนอง
ต่อทัง้รคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ขนาด 23 กโิลดาลตนั และโปรตนีขนาด 26 กโิล-   
ดาลตนัของไวรสั WSSV 

แถวที ่1 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ pQE30 
แถวที ่2 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ   

pQE30-VP26F109 
แถวที ่3 สารสกดัขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ WSSV ตามธรรมชาต ิ
แถวที ่4 สารสกดัขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวปกต ิ
โดย M คอื โปรตนีมาตรฐานทีม่ขีนาดเป็นกโิลดาลตนั 
      a  คอื รคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ขนาด 23 กโิลดาลตนั 
      b  คอื โปรตนีขนาด 26 กโิลดาลตนัของเชือ้ WSSV 
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ภาพประกอบ 21 การคดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมาขัน้ทีส่องดว้ยวธิ ีdot blotting และ Western blotting 
 Dot blotting (A)  

ชอ่งที ่1 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ pQE30 
ชอ่งที ่2 สารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวปกต ิ
ชอ่งที ่3 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ    

      pQE30-VP26F109 
ชอ่งที ่4 สารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ WSSV ตามธรรมชาต ิ

Western blotting (B)  
แถบที ่1 แสดงการเกดิปฏกิริยิาของแอนตบิอดจีากเซลลไ์ฮบรโิดมาในระดบั  
           สองบวก (++) 
แถบที ่2 แสดงการเกดิปฏกิริยิาของแอนตบิอดจีากเซลลไ์ฮบรโิดมาในระดบั  
           สามบวก (+++) 

       โดย  คอื แถบโปรตนีขนาด 26 กโิลดาลตนัของเชือ้ WSSV 
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ภาพประกอบ 22 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อโปรตนี VP26 ของเชือ้ 

WSSV ด้วยวธิ ีSDS-PAGE (A) และ Western blotting (B) โดยแยกโปรตนีด้วย 12% 
SDS-PAGE ย้อมเจลด้วย Coomassie Briliant blue R-250 เจลอกีส่วนน ามาท า 
Western blotting และทดสอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-1 

แถวที ่1 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ pQE30 
แถวที ่2 lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่พีลาสมดิ   

pQE30-VP26F109 
แถวที ่3 สารสกดัขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ WSSV ตามธรรมชาต ิ
แถวที ่4 สารสกดัขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวปกต ิ
โดย M คอื โปรตนีมาตรฐานทีม่ขีนาดเป็นกโิลดาลตนั 
      a  คอื รคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ขนาด 23 กโิลดาลตนั 
      b  คอื โปรตนีขนาด 26 กโิลดาลตนัของเชือ้ WSSV 
      * คอื รคีอมบแินนทโ์ปรตนีทีส่ลายตวั 
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ภาพประกอบ 23 การตรวจการติดเชื้อ WSSV ในเนื้อเยื่อชนิดต่างๆ ของกุ้งขาวด้วยวิธ ี
immunohistochemistry โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี W26-1 (1), โมโนโคลนอล-
แอนตบิอด ีW26-3 (2) และยอ้มส ีH&E (3) พบการตดิเชือ้ WSSV ซึ่งเหน็ตดิเป็นสนี ้าตาล 
ในอวยัวะน ้าเหลอืง (A), หวัใจ (B), เหงอืก (C), เนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (D) และ subcutaneous 
epithelium (E)  
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การพิสจูน์สมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 เมื่อตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ สามารถท า
ปฏกิิรยิาด้วยวธิ ีindirect ELISA โดยท าการตรงึรคีอมบิแนนท์โปรตนี VP26F109 ลงที่ก้นหลุม 
ELISA microtiter plate และเตมิโมโนโคลนอลแอนตบิอดีแต่ละชนิดที่ต้องการทดสอบ โดยผสม    
โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลุมละ 2 ชนิด และบ่มซ ้าด้วย GAM-HRP จากนัน้เติมสารละลาย      
ซบัสเตรต และวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate 
reader พบวา่โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนี VP26 ของไวรสั WSSV จ านวน 8 ชนิด 
มีอิพิโทปที่ต่างกนั โดยสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่    กลุ่มอิพิโทปที่ 1 คือ W26-1        
กลุ่มอพิโิทปที่ 2 คอื W26-3 และกลุ่มอพิโิทปที่ 3 คอื W26-4, W26-5, W26-6, W26-7, W26-8   
และ W26-9 เมื่อน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีอ่ยู่ในกลุ่มอพิโิทปต่างกนัมาผสมกนั ค่าดูดกลนืแสงที่
วดัไดม้คี่าเพิม่ขึน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดใีนกลุ่มใดกลุ่มหนึ่งเพยีงชนิด
เดียว ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีอิพิโทปคาบเกี่ยวกนั ค่าดูดกลืนแสงมีค่าเพิ่มขึ้นมา 
เพยีงเลก็น้อย  (ภาพประกอบ 24) 

การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดดี้วยวธิ ีsandwich ELISA 
โดยใช ้Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) พบวา่โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 8 ชนิด ม ีclass 
เป็น IgG โดยม ีsubclass เป็น IgG1, IgG2a และ IgG2b ส่วน light chain เป็น kappa (κ) ทัง้หมด 
(ตาราง 4) 
 จากการตรวจสอบการเกิดปฏกิิรยิาข้ามของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อโปรตีน 
VP26 ของ WSSV ทีผ่ลติไดด้ว้ยวธิ ีimmunohistochemistry โดยใชเ้นื้อของกุ้งที่ตดิเชือ้ไวรสัต่างๆ 
ได้แก่ MBV, TSV, YHV, PstDNV และ IMNV และใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อไวรสั
ชนิดนัน้ๆ เป็น positive control คอื MBV5 (Boonsanongchokying; et al. 2006: 371-376), 
TSV2-88 (Chaivisuthangkura; et al. 2010. 433-439), Y19 (Sithigorngul; et al. 2002: 71-76),           
IH1-5 (Sithigorngul; et al. 2009: 126-132) และ IMN7 (Kunanopparat; et al. 2011:141-148) 
ตามล าดบั พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่ผลติได้ไม่เกดิปฏกิริยิาขา้มกบัเนื้อเยื่อกุ้งตดิเชือ้ไวรสั
เหล่านัน้ (ภาพประกอบ 25) 
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MAbs W26-1 W26-3 W26-4 W26-5 W26-6 W26-7 W26-8 W26-9 
W26-1 1.4451 1.603 1.722 1.718 1.766 1.810 1.597 1.828 
W26-3  0.9062 1.186 1.324 1.339 1.417 1.221 1.421 
W26-4   0.7973 0.964 0.940 0.975 0.820 0.978 
W26-5    1.0733 1.081 1.063 1.063 1.077 
W26-6     1.0083 0.995 0.989 1.077 
W26-7      0.9853 0.962 1.078 
W26-8       0.7493 0.974 
W26-9        1.0393 

 

ภาพประกอบ 24 ค่าดูดกลนืแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ของปฏกิริยิาที่เกดิขึน้ใน
การตรวจสอบอิพิโทปที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดเข้าท าปฏิกิริยา ด้วยวิธ ี
indirect ELISA สามารถจ าแนกออกเป็น 3 กลุ่ม ตามหมายเลขที่ก ากับไว้บนค่า    
ดูดกลนืแสง 
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ภาพประกอบ 25 การทดสอบปฏกิิริยาขา้มระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวรสั 
WSSV ทีผ่ลติไดก้บัเนื้อเยื่อของกุง้ขาวตดิเชือ้ไวรสัต่างๆ ไดแ้ก่ ตบั-ตบัอ่อนตดิเชือ้ MBV 
(A), กลา้มเนื้อหวัใจตดิเชือ้ TSV (B), เหงอืกตดิเชือ้ YHV (C), subcutaneous epithelium 
ตดิเชือ้ IHHNV (D), และกล้ามเนื้อลายตดิเชือ้ IMNV (E) โดยในคอลมัน์ (1) บ่มด้วย    
โมโนโคลนอลแอนติบอดี W26-1 (2) บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อเชื้อ    
ที่ตดิในเนื้อเยื่อนัน้ๆ ได้แก่ MBV5 (A2), TSV2-88 (B2), Y19 (C2), IH1-5 (D2) และ 
IMN7 (E2) คอลมัน์ (3) ยอ้มดว้ยส ีH&E 
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จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 8 ชนิด ในการตรวจหารคีอม-
บแินนท์โปรตนี VP26F109 และสารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวตดิเชือ้ WSSV ตามธรรมชาต ิ
ด้วยวธิ ีdot blotting พบว่าการทดสอบความไวโดยใชแ้อนตเิจนทัง้สองชนิดให้ผลที่สอดคล้องกนั 
โดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่ผลติได้มีความไวที่แตกต่างกนัออกไป ซึ่งสามารถตรวจหารคีอม-
บแินนทโ์ปรตนีทีม่คีวามเขม้ขน้น้อยทีสุ่ดในชว่ง 0.156 – 1.25 ไมโครกรมั/มลิลลิติร หรอืในตวัอย่าง
จากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวที่ตดิเชือ้ WSSV ตามธรรมชาตทิี่มคี่าความเจอืจางสูงสุด 800 เท่า โดย   
โมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-1 มคีวามไวมากที่สุด คอืสามารถตรวจหารคีอมบแินนท์ที่มคีวาม
เขม้ขน้เพยีง 0.156 ไมโครกรมั/มลิลลิติร (6.8 เฟมโตโมล/จุด) และตวัอย่างขาว่ายน ้าของกุ้งขาว  
ตดิเชือ้ WSSV ที่เจอืจาง 800 เท่า และโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-3 มคีวามไวรองลงมา คอื
สามารถตรวจหารคีอมบแินนท์ที่มคีวามเขม้ขน้ 0.312 ไมโครกรมั/มลิลลิติร (13.6 เฟมโตโมล/จุด) 
และตวัอย่างขาวา่ยน ้าจากกุ้งขาวตดิเชือ้ WSSV ที่เจอืจาง 800 เท่า ส่วนโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ชนิดอื่นๆ มคีวามไวสามารถตรวจการตดิเชือ้ในตวัอย่างจากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวตดิเชือ้ WSSV 
เจอืจาง 400, 200 และ 100 เท่า ได้แก่ W26-5 W26-6 W26-9, W26-4 และ W26-7 W26-8 
ตามล าดบั (ภาพประกอบ 26) 

จากการน าตวัแทนโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อโปรตนี VP26 ของ WSSV ในแต่ละกลุ่ม      
อพิโิทป (W26-1 W26-3 และ W26-9) มาใชร้่วมกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน 
โครงสรา้งส่วนอื่นๆ ของเชือ้ WSSV ไดแ้ก่ WI-16 (จ าเพาะต่อโปรตนี icp11) (Siriwattanarat; et al. 
2013: 967-979) W25-8D (จ าเพาะต่อโปรตนี VP19) (Chaivisuthangkura; et al. 2010: 15-20) 
และ W29 (จ าเพาะต่อโปรตนี VP28) (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363) พบว่าสามารถ
เพิม่ความไวในการตรวจเชือ้ในตวัอย่างสารสกดัจากขาว่ายน ้ากุ้งขาวตดิเชือ้ WSSV ขึน้อกี 2 เท่า 
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดเีหล่านัน้เพยีงชนิดเดยีว กล่าวคอืสามารถเพิม่
ความไวใหก้บัการใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอด ีWI-16 จากค่าความเจอืจาง 1: 1,600 เป็น 1: 3,200 
หรอืในกรณีของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี W25-8D และ W29 ที่มคีวามไวเพิม่ขึน้จากค่าความ    
เจอืจาง 1: 800 เป็น 1: 1,600 (ภาพประกอบ 27) 
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ภาพประกอบ 26 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อโปรตนีโครงสร้าง VP26 ชนิด
ต่างๆ ด้วยวธิ ีdot blotting โดยทดสอบกบั (A) รคีอมบแินนท์โปรตนี rVP26F109 ที่มี
ความเขม้ขน้ 0.039 – 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และ (B) สารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาว
ตดิเชือ้ WSSV ทีเ่จอืจาง 50 – 12,800 เท่า 

โดย  แสดงความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของรีคอมบิแนนท์โปรตีน rVP26F109 ที่
สามารถสงัเกตเหน็ปฏกิริยิาได ้  

    * แสดงความเจอืจางทีสู่งทีสุ่ดของสารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวตดิเชือ้  
  WSSV ทีส่ามารถสงัเกตเหน็ปฏกิริยิาได้ 
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ภาพประกอบ 27 การเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจเชือ้ WSSV ในตวัอย่างสารสกดัจากขาว่าย
น ้าของกุง้ขาว โดยบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่างๆ ดงันี้ 

A บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-1  
B บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-3 
C บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-9 
D  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-1 W26-3 และ W26-9 
E  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีWI-16 
F  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีWI-16 ร่วมกบั W26-1 W26-3 และ W26-9 
G  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW25-8D 
H  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW25-8D ร่วมกบั W26-1 W26-3 และ W26-9 
I  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW29 
J  บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีW29 ร่วมกบั W26-1 W26-3 และ W26-9 
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ตาราง 4 สรุปสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อโปรตนี VP26 ของเชือ้ WSSV ที ่ 
ผลติได ้

MAbs 
(subclass) 

ความไวของการ
ตรวจหาแอนตเิจนโดย

วธิ ีdot blotting      

การตรวจหาแอนตเิจนโดย
วธิ ีWestern blotting 

(สารสกดัจากเนื้อเยือ่ของ
กุง้ขาวตดิเชือ้ WSSV) 

IHC 

การทดสอบ 
ปฏกิริยิาขา้มกบั 

MBV, TSV, YHV, 
PstDNV และ IMNV  mg/ml fmole/spot 

W26-1 
(IgG1) 

0.156 6.8 +++ +++ - 

W26-3 
(IgG2b) 

0.312 13.6 +++ +++ - 

W26-4 
(IgG2a) 

0.625 27.2 +++ +++ - 

W26-5 
(IgG2a) 

0.625 27.2 +++ +++ - 

W26-6 
(IgG2a) 

0.625 27.2 ++ +++ - 

W26-7 
(IgG2a) 

1.25 54 +++ +++ - 

W26-8 
(IgG2b) 

1.25 54 ++ ++ - 

W26-9 
(IgG2a) 

0.625 27.2 +++ +++ - 

 

หมายเหตุ  -  โมโนโคลนอลแอนตบิอดไีม่แสดงปฏกิริยิา 

          ++  โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีสดงปฏกิริยิาไดช้ดัเจน 

        +++  โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีสดงปฏกิริยิาไดช้ดัเจนมาก  
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บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

 
จากการกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนท์โปรตนี rVP26F109 ของ WSSV โดยใช้

แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE30-VP26F109 สามารถ
ผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนีทีม่ขีนาด 23 กโิลดาลตนั และสามารถท าให้โปรตนีมคีวามบรสิุทธิ ์เมื่อใช ้ 
รคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 บรสิุทธิเ์ป็นแอนตเิจนในการปลูกภูมคิุ้มกนัหนูขาว และทดสอบ
แอนตซิีรมัด้วยวธิ ีWestern blotting พบว่าหนูทุกตวัมกีารตอบสนองต่อทัง้รคีอมบแินนท์โปรตีน 
rVP26F109 และโปรตนีโครงสรา้งขนาด 26 กโิลดาลตนั ของเชือ้ WSSV จงึเลอืกหนูที่ตอบสนองดี
ทีสุ่ดมาผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีพบวา่สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดไีด้ 8 ชนิด ได้แก่ 
W26-1, W26-3, W26-4, W26-5, W26-6, W26-7, W26-8 และ W26-9 โมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ทุกชนิดทีผ่ลติไดม้ ีclass เป็น IgG โดยม ีsubclass เป็น IgG1, IgG2a, IgG2b และม ีlight chain เป็น 
kappa (κ) ซึ่งโมโนโคลนอลแอนตบิอดีเหล่านี้สามารถเกดิปฏิกริิยาที่จ าเพาะกบัรีคอมบิแนนท์ -
โปรตนี rVP26F109 ขนาด 23 กโิลดาลตนั และโปรตนีโครงสร้างขนาด 26 กโิลดาลตนัในตวัอย่าง
สารสกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวที่ตดิเชือ้ WSSV ด้วยวธิ ีdot blotting และ Western blotting และ
สามารถใชต้รวจการตดิเชือ้ดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry ได ้เมื่อทดสอบการเกดิปฏกิริยิาขา้มกบั
ไวรสัชนิดอื่นๆ โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อไวรสัชนิดนัน้ๆ เป็น positive control 
ได้แก่ MBV5 ที่จ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั MBV (Boonsanongchokying; et al. 2006: 371-376)    
TSV2-88 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั TSV (Chaivisuthangkura; et al. 2010. 433-439), Y19 ที่จ าเพาะ
ต่อเชือ้ไวรสั YHV (Sithigorngul; et al. 2002: 71-76),    IH1-5 ที่จ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั PstDNV 
(Sithigorngul; et al. 2009: 126-132), IMN7 ที่จ าเพาะต่อเชือ้ IMNV (Kunanopparat; et al. 
2011:141-148) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ผลิตได้ไม่เกิดปฏกิริยิาขา้มกบัเนื้อเยื่อกุ้งตดิเชื้อ
ไวรสัเหล่านัน้ 

เมื่อทดสอบสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 8 ชนิด พบว่าสามารถแบ่งโมโน-      
โคลนอลแอนติบอดีออกเป็น 3 กลุ่มตามอิพิโทปที่แตกต่างกนัโดยการทดสอบด้วยวธิี indirect 
ELISA ดงันี้คอื กลุ่มอพิโิทปที ่1 ไดแ้ก่ W26-1 กลุ่มอพิโิทปที ่2 ได้แก่ W26-3 และกลุ่มอพิโิทปที่ 3 
ไดแ้ก่ W26-4, W26-5, W26-6, W26-7, W26-8 และ W26-9 โดยทีโ่มโนโคลนอลแอนตบิอด ีW26-1 
มคีวามไวในการตรวจหารคีอมบแินนทโ์ปรตนี rVP26F109 ดว้ยวธิ ีdot blotting ได้ดทีี่สุดเมื่อเทยีบ
กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 7 ชนิด คอื 0.156 ไมโครกรมั/มลิลิลติร (6.8 เฟมโตโมล/จุด)      
และสามารถตรวจการตดิเชื้อในสารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวเจือจาง 800 เท่า ส่วนโมโน-      
โคลนอลแอนติบอด ีW26-3 สามารถตรวจหารีคอมบิแนนท์โปรตีน rVP26F109 เข้มขน้ 0.312 
ไมโครกรมั/มลิลิลติร (13.6 เฟมโตโมล/จุด) และการตดิเชื้อในสารสกดัขาว่ายน ้ากุ้งขาวติดเชื้อ 
WSSV ทีเ่จอืจาง 800 เท่า ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนกลุ่มอพิโิทปที ่3 พบวา่โมโนโคลนอล-
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แอนตบิอดทีี่มคีวามไวมากที่สุดคอื W26-5, W26-6 และ W26-9 สามารถตรวจการตดิเชือ้ในสาร
สกดัจากขาวา่ยน ้าของกุง้ขาวตดิเชือ้ WSSV ไดท้ีร่ะดบัความเจอืจาง 400 เท่า 

จากการน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตนี VP26 มาตรวจสอบความไว     
เทยีบกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อโปรตนีโครงสร้างอื่นๆ ของเชือ้ WSSV คอื WI-16 
(จ าเพาะต่อโปรตนี icp11) (Siriwattanarat; et al. 2013: 967-979) W25-8D (จ าเพาะต่อโปรตนี 
VP19) (Chaivisuthangkura; et al. 2010: 15-20) และ W29 (จ าเพาะต่อโปรตีน VP28) 
(Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363) พบว่า WI-16 สามารถตรวจการตดิเชือ้ในตวัอย่าง  
สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุ้งขาวที่เจอืจาง 1,600 เท่า ส่วน W25-D และ W29 สามารถตรวจได้ที่
ตวัอย่างเจอืจาง 800 เท่า แต่เมื่อมกีารใช้โมโนโคลนอลแอนตบิอด ีWI-16, W25-8D และ W29 
ร่วมกบัตวัแทนโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่ออพิโิทปต่างๆ ของโปรตนีโครงสร้าง VP26 คอื 
W26-1, W26-3 และ W26-9 พบว่าสามารถเพิม่ความไวในการตรวจการตดิเชือ้ WSSV ได้ 2 เท่า 
คอืทีร่ะดบัความเจอืจาง 1: 3,200 เมื่อใชร้่วมกบั WI-16 หรอื 1: 1,600 เมื่อใชร้่วมกบั W25-8D และ 
W29 

จากการศกึษาครัง้นี้พบวา่การใชร้คีอมบแินนทโ์ปรตนีเป็นแอนตเิจนในการปลูกภูมคิุ้มกนั
หนูขาวนัน้มปีระโยชน์มาก สามารถกระตุน้แบคทเีรยีใหม้กีารสรา้งรคีอมบแินนท์โปรตนีได้มากตาม
ต้องการโดยไม่ต้องแยกเชื้อไวรัสจากกุ้งติดเชื้อ  ซึ่งช่วยลดปญัหาการเกิดปฏิกิริยาข้ามของ          
โมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัเนื้อเยื่อของกุง้ได ้ 

ดังนัน้คาดว่าการน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนโครงสร้างขนาด         
26 กโิลดาลตนัของเชือ้ WSSV มาพฒันาเป็นชดุตรวจอย่างง่ายทีส่ามารถทราบผลการตรวจภายใน
ระยะเวลาเพยีง 15 นาท ีเช่นเดยีวกบัชุดตรวจไวรสัและแบคทเีรยี เช่น ชุดตรวจ strip test ส าหรบั
ตรวจเชือ้ WSSV (Sithigorngul; et al. 2006: 101-106), ชุดตรวจเชือ้ WSSV และ YHV ในคราว
เดยีว (dual immunochromatographic strip test) (Sithigorngul; et al. 2011: 85-91), ชุดตรวจเชือ้ 
IMNV (Chaivisuthangkura; et al. 2013), ชุดตรวจเชื้อ MBV หรือ Penaeus monodon 
nucleopolyhedrovirus (PemoNPV) (Wangman; et al. 2012: 210-214) และชุดตรวจเชื้อ
แบคทเีรยี Vibrio harveyi (Sithigorngul; et al. 2007:    256-264) เป็นตน้ โดยอาจใชร้่วมกบัโมโน-
โคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนีส่วนอื่นๆ ของเชือ้ WSSV เพื่อเพิม่ความไวในการตรวจเชือ้ 
เช่น WI-16 (Siriwattanarat; et al. 2013: 967-979), W25-8D (Chaivisuthangkura; et al. 2010: 
15-20) และ W29 (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363) ซึ่งเกษตรกรสามารถใช้เป็น
เครื่องมอืในการตรวจเชือ้ WSSV เพื่อเฝ้าระวงัการระบาดของเชือ้ไวรสัชนิดนี้ดว้ยตนเองได้ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
1. LB broth 

Tryptone       5.0 กรมั 
Yeast-extract       2.5 กรมั 
NaCl        5.0 กรมั 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร           500.0 มลิลลิติร 

2. LB agar 
Tryptone       5.0 กรมั 
Yeast-extract       2.5 กรมั 
NaCl        5.0 กรมั 
Agar        7.0 กรมั 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร           500.0 มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ข 
บฟัเฟอรแ์ละสารเคมี 

 
1. 100 mM IPTG 

IPTG              238.0 มลิลกิรมั 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร             10.0 มลิลลิติร 

2. Buffer B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea; pH 8) 
 NaH2PO4  1.38 กรมั 
 Tris-HCl (ปรบั pH 8)  0.12 กรมั 
 Urea 48.05 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 100.0 มลิลลิติร 
3. 100 mM PMSF 
 PMSF 17.4 มลิลกิรมั 
 Isopropanol (conc.) 1.0 มลิลลิติร 
4. Phosphate buffered saline (PBS) เข้มข้น 0.15 M pH 7.2   
 NaCl 8.0 กรมั 
 KCl 0.2 กรมั 
 KH2PO4 0.2 กรมั 
 Na2HPO4 1.15 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร                                          1,000.0 มลิลลิติร 
5. สารละลาย Blotto เข้มข้น 5%         

นมพร่องมนัเนย (Skimmed milk)    5.0 กรมั 
PBS เขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2                                       100.0 มลิลลิติร 
1% Merthiolate (Sigma)  1.0 มลิลลิติร 
Triton X-100 (Sigma)  0.1 มลิลลิติร 

6. Merthiolate เข้มข้น 1 % 
 Thimerosal (Sigma)  1.0 กรมั 
 น ้ำกลัน่ 100.0 มลิลลิติร 
7. KCl เข้มข้น 1 M 
 KCl  7.46 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 1,000.0 มลิลลิติร 
8. sodium dodecyl sulfate (SDS) เข้มข้น 1% 
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 SDS  1.0 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 100.0 มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีส าหรบัใช้ในการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 

 
1. อาหารเลี้ยงเซลลไ์ฮบริโดมา (RPMI medium) 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA) 10.4 กรมั 
D-glucose (Sigma)  3.6 กรมั 
L-glutamine (Sigma) 0.2923 กรมั 
C3H3O3Na (Sigma) 1.1005 กรมั 
NaHCO3  2.0160 กรมั 
HEPES 5.5925 กรมั 
Penicillin G 20,000 units 
Streptomycin 200.0 มลิลกิรมั 
น ้ำกลัน่ (Milli Q water) 1,000.0 มลิลลิติร 
กรองด้วย sterilized Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศำ

เซลเซยีส 
2. อาหารเลี้ยงเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเสริมด้วย Fetal bovine serum เข้มข้น 20% 

RPMI medium (1) 80.0 มลิลลิติร 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 
หรอื Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 20.0 มลิลลิติร 
100X HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0 มลิลลิติร 

3. HAT medium 
 เมด็เลอืดแดงจำกหนูเมำสเ์ขม้ขน้ 1% 

ใน RPMI medium 80.0 มลิลลิติร 
FBS   20.0 มลิลลิติร 
100X HT supplement   1.0 มลิลลิติร 
50X Aminopterin (Sigma)  2.0 มลิลลิติร 

4. 40% Polyethylene glycol 
Polyethylene glycol  2.0 กรมั 
RPMI medium (1)  3.0 มลิลลิติร 
เติม RPMI medium (1) ลงใน Polyethylene glycol ที่ปรำศจำกเชื้อ บ่มในตู้บ่ม

คำรบ์อนไดออกไซดท์ีอุ่ณหภูม ิ37 องศำเซลเซยีส ก่อนน ำมำใช ้
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5. 12% Dimethylsulfoxide ส าหรบัแช่แขง็เซลลไ์ฮบริโดมา 
Dimethylsulfoxide (Sigma) 12.0 มลิลลิติร 
RPMI medium (1) 88.0 มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ง 
สารเคมีส าหรบั SDS-PAGE และ Western blotting 

 
1. Stock solution 

1.1 Monomer solution (30% T, 2.7% CBis)  
 Acrylamide 58.4 กรมั 
 N,N’-methylene-bis-acrylamide  1.6 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 200.0 มลิลลิติร 
1.2 4X Running gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
 Tris (hydroxymethyl) aminomethane  36.3 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 200.0 มลิลลิติร 
 ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NaOH 
1.3 4X Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 
 Tris   3.0 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร  50.0 มลิลลิติร 
 ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NaOH 
1.4 10% SDS 
 sodium dodecyl sulfate  50.0 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 500.0 มลิลลิติร 
1.5 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟตเขม้ขน้ 10% 
 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต   0.1 กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร   1.0 มลิลลิติร 
1.6 Running gel overlay 
 0.15 M Tris-HCl (1.2)  25.0 มลิลลิติร 
 10% SDS (1.4)   1.0 มลิลลิติร 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 100.0 มลิลลิติร 
1.7 2X Treatment buffer 
 0.5 M Tris-HCl (1.3)   2.5 มลิลลิติร 
 10% SDS (1.4)   4.0 มลิลลิติร 
 Glycerol   2.0 มลิลลิติร 
 2-mercaptoethanol   1.0 มลิลลิติร 
 น ้ำกลัน่   0.5 มลิลลิติร 
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2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 
2.1 12% separating gel      
 Monomer solution (1.1)  10.0 มลิลลิติร 
 0.15 M Tris-HCl (1.2)   7.5 มลิลลิติร 
 10% SDS (1.4)   0.3 มลิลลิติร 
 น ้ำกลัน่  12.1 มลิลลิติร 
 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต เขม้ขน้ 10% (1.5) 150.0 ไมโครลติร 
 TEMED  10.0 ไมโครลติร 
2.2 4% Stacking gel 
 Monomer solution (1.1)   2.7 มลิลลิติร 
 0.5 M Tris-HCl (1.3)   5.0 มลิลลิติร 
 10% SDS (1.4)   0.2 มลิลลิติร 
 น ้ำกลัน่  12.2 มลิลลิติร 
 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต เขม้ขน้ 10% (1.5)  100.0 ไมโครลติร 
 TEMED   10.0 ไมโครลติร 

3. Running buffer 
 4X Tank buffer 
  Tris  12.0 กรมั 
  Glycine  57.6 กรมั 
  10% SDS (1.4)  40.0 มลิลลิติร 
  น ้ำกลัน่ 4,000.0 มลิลลิติร 
4. สารละลายย้อมสีโปรตีน และล้างสีย้อมส่วนเกิน 
 4.1 สำรละลำยยอ้มสโีปรตนี (Coomassie blue) 
  4.1.1 Stain stock (1% Coomassie blue R-250)  
   Coomassie blue R-250    1.0 กรมั 
   น ้ำกลัน่  100.0 มลิลลิติร 
  4.1.2 Stain 
   Stain stock (4.1.1)   50.0 มลิลลิติร 
   Methanol  250.0 มลิลลิติร 
   Glacial acetic acid   50.0 มลิลลิติร 
   น ้ำกลัน่  500.0 มลิลลิติร 
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 4.2 สำรละลำยลำ้งสยีอ้มส่วนเกนิ 
  4.2.1 Destain 1 
   Methanol  500.0 มลิลลิติร 
   Glacial acetic acid  100.0 มลิลลิติร 
   น ้ำกลัน่  400.0 มลิลลิติร 
  4.2.2 Destain 2 
   Methanol   50.0 มลิลลิติร 
   Glacial acetic acid   70.0 มลิลลิติร 
   น ้ำกลัน่  880.0 มลิลลิติร 
5. Towbin transfer buffer pH 8.8 
 Tris      3.0 กรมั 
 Glycine    14.4 กรมั 
 Methanol   200.0 มลิลลิติร 
 เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 1,000.0 มลิลลิติร 
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ภาคผนวก จ 
บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรบั Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 
1. สารละลาย Blotto เข้มข้น 5%         

นมพร่องมนัเนย (Skimmed milk)    5.0 กรมั 
PBS เขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2                                       100.0 มลิลลิติร 
1% Merthiolate (Sigma)  1.0 มลิลลิติร 
Triton X-100 (Sigma)  0.1 มลิลลิติร 

2. สารละลาย Blotto เข้มข้น 0.5%         
สำรละลำย Blotto เขม้ขน้ 5% (1)  50.0 มลิลลิติร 
PBS เขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2                                       950.0 มลิลลิติร 

3. Citrate buffer เข้มข้น 0.1 M pH 4.5 
Sodium citrate  29.4 กรมั 
1% Merthiolate  10.0 มลิลลิติร 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 1,000.0 มลิลลิติร 

4. 1 N H2SO4 
H2SO4 (conc.)   27.0 มลิลลิติร 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร 1,000.0 มลิลลิติร 

5. O-Phenylenediamine dihydrochioride (OPD)  
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ภาคผนวก ฉ 

สารเคมีส าหรบัใช้ในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE ของ                
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบด้วย 

1)  Rabbit anti-Mouse IgG1   (γ1 chain specific) 
2)  Rabbit anti-Mouse IgG2a (γ2a chain specific) 
3)  Rabbit anti-Mouse IgG2b (γ2b chain specific) 
4)  Rabbit anti-Mouse IgG3   (γ3 chain specific) 
5)  Rabbit anti-Mouse IgA   (α chain specific) 
6)  Rabbit anti-Mouse IgM    (µ chain specific) 
7)  Rabbit anti-Mouse kappa light chain 
8)  Rabbit anti-Mouse lambda light chain 
9)  Normal Rabbit Serum, (Negative Control) 
10) Positive Control, Monoclonal Mouse IgG1 

(Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ทีเ่สรมิดว้ย 10% FBS) 
11) Substrate Buffer, Concentration (10X) 
 (1 M citrate, pH 4.2, containing 0.03% H2O2) 
12) ABTS Substrate, Concentrated (50X) 
 (2,2–azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid]) 
13) Blocking Solution, Concentration (50X) 
 (25% BSA in PBS and 0.05% NaN3) 
14) HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Concentrated (50X) 
15) Goat anti-Mouse IgGAM, Concentrated (50X) 
 (0.5 mg/ml in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3) 
16) 50% Tween 20 
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ภาคผนวก ช 
บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรบั 

IMMUNOHISTOCHEMISTRY (ICH) 
 

1. สารละลายเคลือบสไลด ์(coated slide solution) 
Gelatin    1.0 กรมั 
(CrK(SO4)2.12H2O)    0.05 กรมั 
น ้ำกลัน่  100.0 มลิลลิติร 

2. น ้ายาคงสภาพ (Davidson’s fixative) 
95% ethanol   30.0 มลิลลิติร 
100% formalin   20.0 มลิลลิติร 
Glacial acetic acid   10.0 มลิลลิติร 
น ้ำกลัน่   30.0 มลิลลิติร 

3. Calf serum 10% (P1
+) 

Calf serum   10.0 มลิลลิติร 
PBS   90.0 มลิลลิติร 

4. สี Enrilich’s acid hematoxylin 
Hematoxylin    8.0 กรมั 
95% ethanol  400.0 มลิลลิติร 
Aluminium Potassium Sulphate    8.0 กรมั 
Glycerine  400.0 มลิลลิติร 
Glacial acetic acid  400.0 มลิลลิติร 
น ้ำกลัน่  400.0 มลิลลิติร 

5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 
Eosin Y    0.2 กรมั 
95% ethanol  100.0 มลิลลิติร 

 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวติัย่อผู้วิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



88 

 

ประวติัย่อผู้วิจยั 
 

ชือ่ ชือ่สกุล นายอรรคพล วณกิสมับนั 
วนัเดอืนปีเกดิ 4 มกราคม 2531 
สถานทีเ่กดิ นราธวิาส 
สถานทีอ่ยู่ 66/6 หมู่ 3 ต าบลไพรวนั อ าเภอตากใบ 
 จงัหวดันราธวิาส 96110 
ต าแหน่งหน้าทีก่ารงานปจัจุบนั   - 
สถานทีท่ างานปจัจุบนั    - 
ประวตักิารศกึษา 

พ.ศ. 2549 ระดบัมธัยมศกึษาตอนปลายจากโรงเรยีนนราธวิาส 
 จงัหวดันราธวิาส 
พ.ศ. 2552 วท.บ. (ชวีวทิยา)  
 จาก มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
พ.ศ. 2556 วท.ม. (เทคโนโลยชีวีภาพ) 
 จาก มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
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